
 

ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΙΩΑΝΝΙΝΩΝ 

ΣΧΟΛΗ ΘΕΤΙΚΩΝ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ 

ΤΜΗΜΑ ΧΗΜΕΙΑΣ 

 

 

Μελέτη Φαινολικών Ενώσεων Φυτικής Προέλευσης µε Χρήση 

Φασµατοσκοπίας Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισµού και Συνδυαστικών 

Τεχνικών 

 

 

 

 

Παντελής Π. Χαρισιάδης 

Χηµικός, MSc 

 

∆Ι∆ΑΚΤΟΡΙΚΗ ∆ΙΑΤΡΙΒΗ 

ΙΩΑΝΝΙΝΑ 2011





i 

Ηµεροµηνία αίτησης του κ. Παντελή Χαρισιάδη: 13-12-2006 

 

Ηµεροµηνία ορισµού Τριµελούς Συµβουλευτικής Επιτροπής Γ.Σ.Ε.Σ.: 656A/15-12-2006 

 

Μέλη Τριµελούς Συµβουλευτικής Επιτροπής: 

Επιβλέπων: 

Καθηγητής Ιωάννης Π. Γεροθανάσης 

Μέλη: 

Αναπλ. Καθηγήτρια Βασιλική Θεοδώρου-Κασιούµη 

Επικ. Καθηγητής Αναστάσιος Ν. Τρογκάνης 

 

Ηµεροµηνία ορισµού θέµατος: 666A/27-04-2007 

Θέµα: «Μελέτη Φαινολικών Ενώσεων Φυτικής Προέλευσης µε τη Χρήση Φασµατοσκοπίας 

Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισµού και Συνδυαστικών Τεχνικών» 

 

∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΕΠΤΑΜΕΛΟΥΣ ΕΞΕΤΑΣΤΙΚΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗΣ Γ.Σ.Ε.Σ.: 818Α/27-06-2011 

1. Καθηγητής Ιωάννης Π. Γεροθανάσης 

2. Αναπλ. Καθηγήτρια Βασιλική ∆. Θεοδώρου-Κασιούµη 

3. Επικ. Καθηγητής Αναστάσιος Ν. Τρογκάνης 

4. Καθηγητής Βασίλειος Ε. Τσίκαρης 

5. Καθηγητής Γεώργιος Α. Πηλίδης 

6. Αναπλ. Καθηγητής Κων/νος ∆. Σταλίκας 

7. Λέκτορας Ανδρέας Γ. Τζάκος 

 

 

 

 

Έγκριση ∆ιδακτορικής ∆ιατριβής µε βαθµό «Άριστα» στις 12-10-2011 

 

 

 

 

 



 ii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 iii 

 

 



 iv 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 v 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

«Είναι αναγκαία η καταιγίδα για τα δέντρα που θέλουν να φτάσουν σε 

υπερήφανα ύψη» 

Νίτσε 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 vi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 vii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στους γονείς µου, 

τους κόπους των οποίων εύχοµαι να τίµησα και προς τους οποίους το 

ευχαριστώ δεν χωράει σε ολόκληρη διατριβή. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 viii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ix 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στη Μαρία 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 x 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 xi 

ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

 

Η παρούσα διδακτορική διατριβή εκπονήθηκε στο εργαστήριο Φασµατοσκοπίας 

Οργανικών Ενώσεων του Τµήµατος Χηµείας του Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων υπό την 

επίβλεψη του Καθηγητή του Τµήµατος Χηµείας του Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων κ. Ιωάννη Π. 

Γεροθανάση. Την τριµελή συµβουλευτική επιτροπή συµπληρώνουν η Αναπληρώτρια 

Καθηγήτρια του Τµήµατος Χηµείας του Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων κ. Βασιλική Θεοδώρου-

Κασιούµη και ο Επίκουρος Καθηγητής του Τµήµατος Βιολογικών Εφαρµογών & 

Τεχνολογιών του Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων κ. Αναστάσιος Ν. Τρογκάνης. 

Θερµά ευχαριστώ τον επιβλέποντα µου, Καθηγητή κ. Ιωάννη Π. Γεροθανάση για την 

ανάθεση του θέµατος, την εµπιστοσύνη που µου έδειξε, την πολύτιµη και συνεχή 

καθοδήγηση του, για τις γνώσεις που µου πρόσφερε και για όλες τις υποδείξεις του κατά τη 

διάρκεια της εκπόνησης και συγγραφής της διδακτορικής αυτής διατριβής. 

Επίσης, ευχαριστώ θερµά τα δύο µέλη της τριµελούς συµβουλευτικής επιτροπής, την 

Αναπληρώτρια Καθηγήτρια κ. Βασιλική Θεοδώρου-Κασιούµη και τον Επίκουρο Καθηγητή 

κ. Αναστάσιο Ν. Τρογκάνη, για τις σηµαντικές υποδείξεις τους, τα εύστοχα σχόλια, το 

συνεχές ενδιαφέρον και την άµεση συνεργασία κατά τη διάρκεια της εκπόνησης της 

παρούσας διατριβής. Ακόµη θερµά ευχαριστώ τον Λέκτορα Ανδρέα Γ. Τζάκο για τις 

πολύτιµες συζητήσεις και την συµπαράσταση που µου προσέφερε όλο αυτό τον καιρό. 

Στο σηµείο αυτό θα ήθελα να ευχαριστήσω το προσωπικό του Κέντρου NMR του 

Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων, τη ∆ρ. Βασιλική Εξάρχου και τον ∆ρ. Κων/νο Τσιαφούλη, για 

όλη τη βοήθεια που µου προσέφεραν για τη λήψη των φασµάτων NMR, καθώς και τους 

συναδέλφους µου στο Εργαστήριο Φασµατοσκοπίας Οργανικών Ενώσεων του 

Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων Καραταπάνη Ανδρέα, Βασιλική Κοντογιάννη, Αλεξάνδρα 

Πριµηκύρη, Χαράλαµπο Παππά και Ελένη Κυριακού για την συνεργασία τους και την φιλική 

ατµόσφαιρα. 

Επίσης, θερµές ευχαριστίες στο Ίδρυµα Ιωσήφ και Εσθήρ Γκανή, για τη µερική 

χρηµατοδότηση της διδακτορικής διατριβής. 

Τέλος, θα ήθελα να ευχαριστήσω από καρδιάς του γονείς µου για την ηθική, 

οικονοµική και ψυχολογική συµπαράσταση που µου προσέφεραν κατά τη διάρκεια της 

εκπόνησης και συγγραφής της διατριβής. 

Παντελής Π. Χαρισιάδης 

Ιωάννινα, Οκτώβριος 2011



 xii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 xiii 

 

 

 

Κατά τη διάρκεια εκπόνησης της διδακτορικής διατριβής οι παρακάτω εργασίες έχουν ήδη 

δηµοσιευθεί στη διεθνή βιβλιογραφία ή βρίσκονται υπό κρίση:  

 

1. Exploring the ‘‘forgotten’’ –OH NMR Spectral Region in Natural Products. 

Charisiadis P., Exarchou V., Troganis A.N., Gerothanassis I. P. 

Chem. Commun., 2010, 46, 3589-3591. 

 

 

2. Novel Determination of the Total Phenolic Contents in Crude Plant Extracts by the 

Use of 1H NMR of the -OH Spectral Region. 

Neratzaki A.A., Tsiafoulis C.G., Charisiadis P, Kontogianni V.G., Gerothanassis I.P. 

Anal. Chim. Acta, 2011, 688, 54-60. 

 

 

3. Unprecedented Ultra High-resolution Hydroxy Group 1H NMR Spectroscopic 

Analysis of Plant Extracts. 

Charisiadis P., Primikyri A., Exarchou V., Tzakos A., Gerothanassis I.P. 

J. Nat. Prod., 2011, accepted. 

 

 

4. Unexpected Enzyme-Catalyzed Regioselective Acylation of Flavonoid Aglycones. 

Kyriakou E., Primikyri A., Charisiadis P., Katsoura M., Gerothanassis I.P., Stamatis H., 

Tzakos A.G. 

under evaluation  

 

 

 

 

 

 



 xiv 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 xv 

ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ 

 

 

 

ΠΡΟΛΟΓΟΣ .........................................................................................................................xi 

ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ ........................................................................................................ xix 

ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΣΧΗΜΑΤΩΝ ............................................................................................xxii 

ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΠΙΝΑΚΩΝ ............................................................................................. xxxix 

ΕΙΣΑΓΩΓΙΚΟ ΜΕΡΟΣ.......................................................................................................... 1 

1.2 Φαινόλες και Φαινολικά Οξέα.......................................................................................... 4 

1.3 Φαινυλοπροπανοειδή ....................................................................................................... 5 

1.4 Φλαβονοειδή .................................................................................................................... 5 

1.5 Πολυµερείς Φαινολικές Ενώσεις ...................................................................................... 8 

1.6 Σεκοϊριδοειδή - Ελαιοευρωπαΐνη και Παράγωγα .............................................................. 9 

2. ΒΑΣΙΚΕΣ ΕΝΝΟΙΕΣ ΠΥΡΗΝΙΚΟΥ ΜΑΓΝΗΤΙΚΟΥ ΣΥΝΤΟΝΙΣΜΟΥ ....................... 11 

2.1 Χηµική Μετατόπιση....................................................................................................... 11 

2.1.2 Τοπική Παραµαγνητική Προστασία ............................................................................ 13 

2.1.3 Μαγνητική Ανισοτροπία ............................................................................................. 15 

2.1.4 Επίδραση του ∆ιαλύτη και των ∆εσµών Υδρογόνου.................................................... 16 

2.2 Σταθερές Σύζευξης......................................................................................................... 20 

2.2.1 Οµοπυρηνική Σύζευξη Spin-Spin 1H-1H (Spin-Spin Coupling).................................... 20 

2.2.2 Ετεροπυρηνική Σύζευξη Spin-Spin 1H-13C (Spin-Spin Coupling) ................................ 23 

2.3 Φαινόµενο Ανταλλαγής Πρωτονίων - Επίδραση ∆εσµού Υδρογόνου και pH ................. 25 

2.3.1 Επίδραση ∆ιαµοριακών και Ενδοµοριακών ∆εσµών Υδρογόνου ................................. 25 

2.3.2 Επίδραση του ∆ιαλύτη και της Συγκέντρωσης............................................................. 28 

2.3.3 Επίδραση της Θερµοκρασίας....................................................................................... 31 

2.4 Μελέτη ∆υναµικών και Θερµοδυναµικών Ισορροπιών µε τη Φασµατοσκοπία NMR...... 34 

2.5 Φασµατοσκοπία NMR ∆ύο ∆ιαστάσεων ........................................................................ 39 

2.5.1 Τεχνική Ετεροπυρηνικής Φασµατοσκοπίας Συσχέτισης Πολλαπλού Κβάντου 1H-13C 

(Heteronuclear Multiple Quantum Coherence, HMQC 1H-13C). ........................................... 39 

2.5.2 Τεχνική Συσχέτισης µέσω Πολλαπλών ∆εσµών 1H-13C (Heteronuclear Multiple Βond 

Coherence HMBC 1H-13C). .................................................................................................. 41 



 xvi 

2.5.3 Τεχνική της Οµοπυρηνικής Φασµατοσκοπίας Συσχέτισης µέσω του Φαινοµένου NOE 
1Η-1Η (Nuclear Overhauser Effect Correlation Spectroscopy, 1Η-1Η NOESY)..................... 44 

3. ΒΑΣΙΚΕΣ ΑΡΧΕΣ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ ΚΑΙ ΣΥΖΕΥΓΜΕΝΩΝ 

ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΚΩΝ ΤΕΧΝΙΚΩΝ ΣΤΗ ΜΕΛΕΤΗ ΦΥΣΙΚΩΝ ΠΡΟΙΟΝΤΩΝ............. 49 

3.1 Υγρή Χρωµατογραφία ................................................................................................... 49 

3.2 Υγρή Χρωµατογραφία Συζευγµένη µε Φασµατόµετρο Μάζας ....................................... 49 

3.3 Υγρή Χρωµατογραφία Συζευγµένη µε Φασµατογράφο NMR......................................... 50 

3.3.1 LC-NMR µε Κρυογενική (cryogenic) Τεχνολογία ....................................................... 51 

3.3.2 LC-SPE-NMR............................................................................................................. 52 

4. ΣΚΟΠΟΣ ΚΑΙ ΑΝΤΙΚΕΙΜΕΝΟ ΤΗΣ ∆Ι∆ΑΚΤΟΡΙΚΗΣ ∆ΙΑΤΡΙΒΗΣ ........................... 59 

ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ.................................................................................................... 61 

5.1 Αντιδραστήρια - Υλικά .................................................................................................. 61 

5.2 ∆είγµατα ........................................................................................................................ 61 

5.3 Προετοιµασία Εκχυλισµάτων ......................................................................................... 61 

5.4 Μελέτη της Σύστασης των Εκχυλισµάτων µε Χρήση Φασµατοσκοπίας NMR Μιας (1D) 

και ∆ύο (2D) ∆ιαστάσεων.................................................................................................... 64 

5.5 Μελέτη της Σύστασης των Εκχυλισµάτων µε Χρήση Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής 

Απόδοσης (HPLC)............................................................................................................... 64 

5.6 Μελέτη της Σύστασης των Εκχυλισµάτων µε τη Χρήση της Συνδυαστικής Τεχνικής     

LC-MS ................................................................................................................................ 65 

5.7 Μελέτη της Σύστασης των Εκχυλισµάτων µε τη Χρήση της Συνδυαστικής Τεχνικής     

LC-SPE-NMR ..................................................................................................................... 65 

5.7.1 Οργανολογία ............................................................................................................... 66 

5.7.2 Σύστηµα Εκχύλισης Στερεής Φάσης (Solid Phase Extraction, SPE) ............................ 66 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ - ΣΥΖΗΤΗΣΗ ..................................................................................... 69 

6. ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΑΣ ΛΗΨΗΣ ΦΑΣΜΑΤΩΝ NMR ΥΨΗΛΗΣ 

∆ΙΑΚΡΙΤΙΚΗΣ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑΣ ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ Υ∆ΡΟΧΛΩΡΙΚΟΥ ΟΞΕΟΣ ΚΑΙ ΑΡΑΙΩΝ 

∆ΙΑΛΥΜΑΤΩΝ .................................................................................................................. 69 

6.1 Εισαγωγή ....................................................................................................................... 69 

6.2 Επιλογή ∆ευτεριωµένου ∆ιαλύτη ................................................................................... 70 

6.3 Οξύνιση του ∆ευτεριωµένου ∆ιαλύτη - Εφαρµογή της Μεθοδολογίας σε Μίγµα 

Πρότυπων Ενώσεων ............................................................................................................ 71 

6.4 Εφαρµογή της Μεθοδολογίας Αραιών ∆ιαλυµάτων σε Ακετονικό Εκχύλισµα Ρίγανης .. 84 



 xvii 

6.5 Εφαρµογή της Μεθοδολογίας Αραιών ∆ιαλυµάτων σε Μεθανολικό Εκχύλισµα Φύλλων 

Ελιάς.................................................................................................................................... 93 

7. ΧΡΗΣΗ ΠΙΚΡΙΚΟΥ ΟΞΕΟΣ........................................................................................... 99 

7.1 Σύγκριση Οξέων - Επιλογή Πικρικού Οξέος .................................................................. 99 

7.2 Εφαρµογή Πικρικού Οξέος σε Πρότυπη Ένωση ........................................................... 102 

7.3 Εφαρµογή σε Ακετονικό Εκχύλισµα Ρίγανης - Επίδραση της Θερµοκρασίας ............... 107 

7.4 Mέθοδος της Επιµόλυνσης (spiking) µε Πρότυπες Ενώσεις.......................................... 111 

7.5 Εφαρµογή σε Μεθανολικό και Υδατικό Εκχύλισµα Φύλλων Ελιάς .............................. 115 

7.6 Εφαρµογή της Μεθοδολογίας Πικρικού Οξέος σε Μεθανολικό και Υδατικό Εκχύλισµα 

Ρίγανης .............................................................................................................................. 127 

8. ΣΥΝ∆ΥΑΣΤΙΚΗ ΧΡΗΣΗ ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΩΝ NMR, LC-SPE-NMR ΚΑΙ 

ΠΑΡΑΣΚΕΥΑΣΤΙΚΗΣ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ ................................................................. 135 

8.1 Φασµατοσκοπία NMR µίας (1D) και δύο (2D) ∆ιαστάσεων ......................................... 135 

8.2 LC-SPE-NMR.............................................................................................................. 140 

8.3 Αποµόνωση Κλασµάτων - Χρήση Πικρικού Οξέος ...................................................... 154 

9. ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ ΑΠΟΡΡΟΦΗΣΕΩΝ ΤΩΝ ΟΜΑ∆ΩΝ -ΟΗ ΣΕ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑ ΜΕ ΒΑΣΗ 

ΤΙΣ ΧΗΜΙΚΕΣ ΜΕΤΑΤΟΠΙΣΕΙΣ..................................................................................... 177 

10. ΜΕΛΕΤΕΣ NMR ΕΠΙ∆ΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ∆ΙΑΛΥΤΗ ΚΑΙ ΤΗΣ ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑΣ ΣΤΗ 

ΣΥΣΤΑΣΗ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ ΦΥΣΙΚΩΝ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ ............................................... 187 

10.1 Εισαγωγή ................................................................................................................... 187 

10.2 Επίδραση ∆ευτεριωµένου ∆ιαλύτη............................................................................. 187 

10.3 Επίδραση της Θερµοκρασίας...................................................................................... 193 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ .......................................................................................................... 197 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ....................................................................................................................... 199 

SUMMARY ...................................................................................................................... 201 

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ .................................................................................................................. 203 

ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ ............................................................................................................... 220 

 

 

 

 

 

 



 xviii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 xix 

ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 

 

 

 

ACN Acetonitrile / ακετονιτρίλιο 

APCI Atmospheric Pressure Chemical Ionization / Χηµικός Ιοντισµός 

Ατµοσφαιρικής Πίεσης 

DAD Diode Array Detector / Ανιχνευτής Συστοιχίας διόδων 

ΕΙ    Electron Ionization / Ηλεκτρονικός Ιοντισµός 

ESI Electron Spray Ionization / Ιονισµός µε Ηλεκροψεκασµό 

FAB  Fast Atom Bombarment / Ιοντισµός µέσω Βοµβαρδισµού µε Ταχέως 

Κινούµενα Άτοµα 

HMBC 1H-13C Heteronuclear Multiple Βond Coherence / Ετεροπυρηνική 

Φασµατοσκοπία Συσχέτισης Μέσω Πολλαπλών ∆εσµών 1H-13C 

HMQC 1H-13C  Heteronuclear Multiple Quantum Coherence / Ετεροπυρηνική 

Φασµατοσκοπία Συσχέτισης Πολλαπλού Κβάντου 

HPLC High Rerformance Liquid Chromatography / Υγρή Χρωµατογραφία 

Υψηλής Απόδοσης 

HSQC 1H-13C Heteronuclear Single Quantum Coherence / Ετεροπυρηνική 

Φασµατοσκοπία Συσχέτισης Απλού Κβάντου 

MALDI  Matrix Assisted Laser Desorption Ionization / Ιοντισµός Εκρόφησης µε 

Λέιζερ µε Υποβοήθηση από Μήτρα 

MeOH Methanol / Μεθανόλη 

MS Mass Spectrometry / Φασµατοµετρία Μάζης 

NMR    Nuclear Magnetic Resonance / Πυρηνικός Μαγνητικός Συντονισµός 

NOESY 1Η-1Η Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy / Οµοπυρηνική 

Φασµατοσκοπία Φαινοµένου NOE 1Η-1Η 

PA Picric acid / πικρικό οξύ 

SPE  Solid Phase Extraction / Εκχύλιση Στερεάς Φάσης 

TFA Trifluoroacetic acid / Τριφθοροξικό οξύ 

TCA Trichloroacetic acid / Τριχλωροξικό οξύ 

UV Ultraviolet / Υπεριώδες 

V/V  Volume per volume / όγκος προς όγκο 



 xx 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 xxi 

ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΣΧΗΜΑΤΩΝ 

 

 

 

Σχήµα 1.1.1:  Άνθη ρίγανης και φύλλα ελιάς.       1 

Σχήµα 1.1.2:  Γραφική απεικόνιση της κατάθεσης ευρεσιτεχνιών από το 1960 έως το 2010, 

σύµφωνα µε τα στοιχεία από το www.scopus.com.    2 

Σχήµα 1.1.3:  ∆ραστικές ουσίες φαρµακευτικών σκευασµάτων (Ν = 1184) από το 1981 

έως το 2006 κατηγοριοποιηµένες ανά πηγή προέλευσης και ανά έτος 

[Newman et al., 2007].        3 

Σχήµα 1.1.4:  ∆ραστικές ουσίες φαρµακευτικών σκευασµάτων (Ν = 974) από το 1981 έως 

το 2006 µε κριτήριο την προέλευση τους [Newman et al., 2007].   3 

Σχήµα 1.2.1:  Χηµικοί τύποι φαινολών και φαινολικών οξέων που απαντούν ευρέως.  5 

Σχήµα 1.3.1:  Χηµικοί τύποι φαινυλοπροπανοειδών που απαντούν ευρέως.   5 

Σχήµα 1.4.1:  Χηµικοί τύποι παραγώγων φλαβόνης [Ραγκούση, 1996].    6 

Σχήµα 1.4.2:  Χηµικός τύπος βασικού σκελετού ανθοκυανινών.     6 

Σχήµα 1.4.3:  Χηµικός τύπος φλαβονοειδούς µε  C-γλυκοζιλίωση στο δακτύλιο (Α) στη 

θέση 6.          7 

Σχήµα 1.4.4:  Χηµικοί τύποι χαρακτηριστικών µεθόξυ φλαβονοειδών.    7 

Σχήµα 1.5.1:  Χηµικοί τύποι δοµικών µονάδων ταννίνης και µελανίνης                

[Ραγκούση, 1996].         8 

Σχήµα 1.6.1:  Βιοσύνθεση ελαιοευρωπαΐνης [Soler-Rivas et al., 2000; Damtoft et al., 

1993].          9 

Σχήµα 1.6.2:  ∆οµές αλδεϋδικών µορφών ελαιοευρωπαΐνης [De Nino et al., 2000; 

Montedoro et al., 1993].        10 

Σχήµα 2.1.1:  Εύρος των χηµικών µετατοπίσεων πρωτονίου διαφόρων οργανικών 

λειτουργικών οµάδων [Γεροθανάσης, 1998].     13 

Σχήµα 2.1.2:  Εύρος των χηµικών µετατοπίσεων άνθρακα-13 διαφόρων οργανικών 

λειτουργικών οµάδων.[Γεροθανάσης, 1998].     14 

Σχήµα 2.1.3:  Μαγνητική ανισοτροπία (α) βενζολικού δακτυλίου,(β) καρβονυλικού δεσµού 

(C=O), (γ) διπλού δεσµού µεταξύ δύο ανθράκων (C=C), (δ) τριπλού δεσµού 

µεταξύ ανθράκων (C≡C) [Γεροθανάσης, 1998].     16 



 xxii 

Σχήµα 2.1.4:  Ενδοµοριακός δεσµός υδρογόνου του µηλεϊνικού (1) και διµεθυλοµηλονικού 

ανιόντος (2). Τα πρωτόνια που συµµετέχουν στον ισχυρό ενδοµοριακό 

δεσµό υδρογόνου συντονίζονται στα 20 και 19 ppm, αντίστοιχα [Frey et al., 

2001].          17 

Σχήµα 2.1.5:  Σχηµατισµός ισχυρών ενδοµοριακών δεσµών υδρογόνου µεταξύ των 

υδροξυλικών πρωτονίων ΟΗ(6) και ΟΗ(8) µε το καρβονυλικό οξυγόνο 

CO(7) της υπερεικίνης [Tatsis et al., 2008].     18 

Σχήµα 2.1.6:  Ενδοµοριακοί δεσµοί υδρογόνου: Συσχέτιση κρυσταλλογραφικών 

αποστάσεων R(OH···O) (Å) και χηµικής µετατόπισης NMR-1H [Tatsis et al., 

2008].          18 

Σχήµα 2.1.7:  Ενδοµοριακοί δεσµοί υδρογόνου σαλικυλικής αλδεΰδης και                          

o-υδροξυακετοφαινόνης [Breitmaier et al., 1990].     19 

Σχήµα 2.2.1:  (A) Εξάρτηση της 3
JHH από τη δίεδρη γωνία φ, σύµφωνα µε την εξίσωση 

Κarplus (B) Σχηµατική αναπαράσταση δίεδρης γωνίας (φ) [Balci, 2005]. 21 

Σχήµα 2.2.2:  Τύποι φασµάτων ΝΜR που προκύπτουν από τη σύζευξη δύο πρωτονίων ως 

συνάρτηση του λόγου ∆ν/J [Balci, 2005].      23 

Σχήµα 2.2.3:  ∆ιάγραµµα της σταθεράς σύζευξης 3
JCH ως συνάρτηση της δίεδρης γωνίας 

Φ, όπως προκύπτει από την εξίσωση Karplus για το µόριο του προπανίου 

[Breitmaier et al., 1990].        24 

Σχήµα 2.2.4:  Σταθερές σύζευξης 3
JCH των cis και trans του πρωτονίων της σαλικυλικής 

αλδεύδης που συµµετέχει σε ενδοµοριακό δεσµό υδρογόνου [Breitmaier et 

al., 1990].          25 

Σχήµα 2.3.1:  ∆οµές συντονισµού καρβοξυλικών οξέων.     25 

Σχήµα 2.3.2:  Σχηµατική απεικόνιση διαµοριακού δεσµού υδρογόνου                                   

[Pavia et al., 2001].         26 

Σχήµα 2.3.3:  Σχηµατική απεικόνιση ανταλλαγής υδρογόνων [Pavia et al., 2001]. 27 

Σχήµα 2.3.4:  Η επίδραση της ταχύτητας ανταλλαγής στη διεύρυνση κορυφών σε ένα 

φάσµα NMR [Pavia et al., 2001].       27 

Σχήµα 2.3.5:  Φάσµα NMR-1Η κερκετίνης, 10 mM, σε διαλύτη 0.5 mL DMSO-d6 

(T=298K, ns=32, texpt=4m). Ένθετο τυπική απεικόνιση φλαβονοειδών 

(κερκετίνη) µε δεσµό υδρογόνου OH(5)···OC(4).     28 



 xxiii 

Σχήµα 2.3.6:  Φάσµατα NMR-1Η της ελαιοευρωπαΐνης σε διαλύτες (Α) DMSO-d6 και (Β) 

ακετονιτρίλιο-d3. Με αστερίσκο υποδηλώνεται η απορρόφηση των οµάδων   

–OH.          31 

Σχήµα 2.3.7:  Ισορροπία ισοµερών σθένους του κυκλοεπτατριένιο - 2-κυκλο[4.1.0]επτα-

1,3-διένιο.          32 

Σχήµα 2.3.8:  Μεταβολή της χηµικής µετατόπισης των υδροξυλικών πρωτονίων της 

κεµπφερόλης σε διαλύτη ακετόνη-d6 ως συνάρτηση της θερµοκρασίας 

[Exarchou et al., 2002b].        33 

Σχήµα 2.3.9:  Φάσµατα µεταβλητής θερµοκρασίας πρωτονίου NMR της κερκετίνης σε 

διαλύτη µεθανόλη-d3 [Exarchou et al., 2002b].     34 

Σχήµα 2.4.1:  Επίδραση του χρόνου ζωής, r, κατά την ανταλλαγή πρωτονίων στη 

µεταβολή του φάσµατος NMR [Γεροθανάσης, 1998].    35 

Σχήµα 2.4.2:  Φάσµατα NMR-1H του κυκλοεξανίου–d11 ως συνάρτηση της θερµοκρασίας 

[Γεροθανάσης, 1998].        36 

Σχήµα 2.4.3  ∆εδοµένα ολοκλήρωσης (A) των πρωτονίων –CH3 του N-

µεθυλοφορµαµιδίου (NMF) και (B) των πρωτονίων –C(CH3)3 του Ν-tert-

βουτυλοφορµαµιδίου (TBF), όπως αυτά προέκυψαν από τα φάσµατα NMR-
1Η, κατά τη µελέτη της ισορροπίας cis-trans των αµιδίων σε διαλύτη 90% 

H2O/10% D2O, συγκέντρωσης 20 mM [Troganis et al., 2005].   38 

Σχήµα 2.5.1:  Η παλµική ακολουθία του πειράµατος HMQC 1H-13C [Bax & Subramanian, 

1986].          40 

Σχήµα 2.5.2:  ∆ισδιάστατος χάρτης του φάσµατος HSQC 1H-13C της κερκετίνης σε 

διαλύτη DMSO-d6 όπου οι διασταυρούµενες κορυφές αντιστοιχούν στη 

σύζευξη 1JHC µεταξύ των πυρήνων (Η2΄ - C2΄), (Η6΄ - C6΄), (Η5΄ - C5΄), (Η6 

- C6) και (Η8 - C8).        41 

Σχήµα 2.5.3:  Η παλµική ακολουθία του πειράµατος HMΒC 1H-13C [Bax & Summers, 

1986].          42 

Σχήµα 2.5.4:  (A) ∆ισδιάστατος χάρτης του φάσµατος HMBC 1H-13C της κερκετίνης σε 

διαλύτη DMSO-d6, όπου οι διασταυρούµενες κορυφές αντιστοιχούν στις 

συζεύξεις 2
JHC, 3

JHC και 4
JHC, και (B) Ενδεικτικές συσχετίσεις n

JΗC της 

κερκετίνης.          43 

Σχήµα 2.5.5.:  Η παλµική ακολουθία του πειράµατος NOESY 1H-1H και η συµπεριφορά 

των ανυσµάτων µαγνήτισης των δύο spin Α και Β [Bovey 1998].  45 



 xxiv 

Σχήµα 2.5.6:  Εξάρτηση του φαινόµενου NOE από το γινόµενο ω0τc.    46 

Σχήµα 2.5.7:  Η παλµική ακολουθία του πειράµατος ROESY 1H-1H [Νeuhaus & 

Williamson, 2000].         47 

Σχήµα 2.5.8:  Σχηµατική απεικόνιση των αλληλεπιδράσεων NOE (επιδεικνύονται µε τα 

βέλη) των πρωτονίων του καφεϊκού οξέος.     47 

Σχήµα 3.3.1:  Τυπική οργανολογική διάταξη LC-SPE-NMR.     53 

Σχήµα 3.3.2:  Σύστηµα LC-SPE-NMR, Κέντρο NMR Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων.  53 

Σχήµα 3.3.3:  Το φάσµα NMR-1H µιας κορυφής από το ακετονικό εκχύλισµα ελληνικής 

ρίγανης, που παγιδεύτηκε τρεις φορές στην ίδια µικροστήλη σε 

φασµατόµετρο 600MHz. (Α) Χρήση παλµικής ακολουθίας καταστολής του 

σήµατος του διαλύτη, (Β) χωρίς τη χρήση παλµικής ακολουθίας καταστολής 

του σήµατος του διαλύτη, µε 32 παλµούς και σε θερµοκρασία δωµατίου 

[Exarchou et al., 2003].        55 

Σχήµα 3.3.4:  Φάσµατα καρβακρόλης (Α) 1H-13C HMQC και (Β) 1H-13C HMBC σε 

φασµατογράφο 600MHz κατόπιν τριπλής παγίδευσης στην ίδια µικροστήλη 

[Exarchou et al., 2003].        56 

Σχήµα 5.3.1:  Συσκευή συνεχούς εκχύλισης τύπου Soxhlet. 62 

Σχήµα 6.2.1:  Φάσµατα 500MHz NMR-Η1 της ελαιοευρωπαΐνης σε διαλύτες (A) DMSO-

d6, (B) ακετόνη-d6 και (C) ακετονιτρίλιο-d3 (T=292K, ns=32, texpt=4min). 

Με αστερίσκο υποδηλώνεται η απορρόφηση των οµάδων –OH.   71 

Σχήµα 6.3.1:  Χηµικοί τύποι των µορίων της λουτεολίνης και της κερκετίνης.   72 

Σχήµα 6.3.2:  (A) Φάσµα 500 MHz NMR-1H, της περιοχής απορροφήσεων των οµάδων     

–ΟΗ, µίγµατος λουτεολίνης (l, C = 5.8 mM) και κερκετίνης (q, C = 5.5 mM) 

σε διαλύτη DMSO-d6 , (B) το ίδιο διάλυµα όπως στο (A) µε την προσθήκη 5 

µL HCl, 2 mM (T=292K, ns=64, texpt=7min18s) [Charisiadis et al., 2010]. 73 

Σχήµα 6.3.4:  Γραφική λογαριθµική απεικόνιση της ταχύτητας ανταλλαγής ενεργών 

πρωτονίων ως συνάρτηση του pH σε υδατικά διαλύµατα στους 25°C 

[Wüthrich, 1986].         74 

Σχήµα 6.3.5:  (A) Φάσµα 500 MHz 1H-13C HMBC µίγµατος λουτεολίνης (l, C = 5.8 mM) 

και κερκετίνης (q, C = 5.5 mM) σε διαλύτη DMSO-d6, (B) το ίδιο διάλυµα 

όπως στο (A) µε τη προσθήκη 5 µL HCl, 2 mM (T=292K, ns=72, texpt=10h) 

[Charisiadis et al., 2010].        76 



 xxv 

Σχήµα 6.3.6:  Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz 1H-13C HMBC µίγµατος 

λουτεολίνης (l, C = 5.8 mM) και κερκετίνης (q, C = 5.5 mM) σε διαλύτη 

DMSO-d6 µε τη προσθήκη 5 µL HCl, 2 mM (T=292K, ns=72, 

texpt=9h57min18s) [Charisiadis et al., 2010].     77 

Σχήµα 6.3.7:  Σχηµατική απεικόνιση των λαµβανοµένων κορυφών διασταύρωσης του 

ΟΗ(5) µε τους αντίστοιχους άνθρακες όπως προέκυψαν από το πείραµα 1H-
13C HMBC.          78 

Σχήµα 6.3.8:  Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz 1H-13C HMBC µίγµατος 

λουτεολίνης (l, C = 5.8 mM) και κερκετίνης (q, C = 5.5 mM) σε διαλύτη 

DMSO-d6 µε τη προσθήκη 5 µL HCl, 2 mM (T=292K, ns=72, texpt=10h) 

[Charisiadis et al., 2010].        79 

Σχήµα 6.3.9:  Σχηµατική απεικόνιση και βήµατα προτεραιότητας για την ταυτοποίηση των 

κυριότερων κορυφών διασταύρωσης, διαµέσου των οµάδων –ΟΗ της 

κερκετίνης µε τους αντίστοιχους άνθρακες, όπως προέκυψαν από το πείραµα 
1H-13C HMBC.         82 

Σχήµα 6.3.10:  Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500MHz 1H-13C HMBC µίγµατος 

λουτεολίνης (l, C = 5.8 mM) και κερκετίνης (q, C = 5.5 mM) σε διαλύτη 

DMSO-d6 µε τη προσθήκη 5 µL HCl, 2 mM (T=292K, ns=72, texpt=10h) και 

διαγραµµατική πορεία ταυτοποίησης της κερκετίνης διαµέσου των οµάδων  

–ΟΗ [Charisiadis et al., 2010].       83 

Σχήµα 6.4.1:  Φάσµα 500 MHz NMR-1H ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης (80 mg) σε 

διαλύτη DMSO-d6 (T=292K, ns=1024, texpt=2h).     84 

Σχήµα 6.4.2:  Φάσµα 500 MHz NMR-1H ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε διαλύτη 

DMSO-d6 (T=292K, ns=1024, texpt=2h) (a) 80 mg, (b) 20 mg και (c) 5 mg 

εκχυλίσµατος. (Α) η περιοχή των 11.8 - 13.1 ppm και (Β) η περιοχή των 9.4 

- 11.2 ppm [Charisiadis et al., 2010].      85 

Σχήµα 6.4.3:  Συντακτικοί τύποι ενώσεων που ταυτοποιήθηκαν στο ακετονικό 

εκχυλίσµατα ρίγανης: ταξιφολίνη (t), εριοδικτυόλη (e), νανιργενίνη (n), 

απιγενίνη (a), καρβακρόλη (c) και ροσµαρινικό οξύ (r).    86 

 

 

 



 xxvi 

Σχήµα 6.4.4:  Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος NMR 500 MHz 1H-13C HMBC ακετονικού 

εκχυλίσµατος ρίγανης σε διαλύτη DMSO-d6 (T=292K, ns=72, texpt=14h), 

όπου υποδεικνύονται οι κορυφές διασταύρωσης των οµάδων –ΟΗ των 

ενώσεων ταξιφολίνη (t), εριοδικτυόλη (e), νανιργενίνη (n), απιγενίνη (a), 

καρβακρόλη (c) και ροσµαρινικό οξύ (r) [Charisiadis et al., 2010].  87 

Σχήµα 6.4.5:  Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος NMR 500 MHz 1H-13C HMBC ακετονικού 

εκχυλίσµατος ρίγανης σε διαλύτη DMSO-d6 (T=292K, ns=72, texpt=14h), 

όπου υποδεικνύονται οι κορυφές διασταύρωσης των οµάδων –ΟΗ των 

ενώσεων ταξιφολίνη (t), εριοδικτυόλη (e), νανιργενίνη (n) και απιγενίνη (a) 

[Charisiadis et al., 2010].        87 

Σχήµα 6.4.6:  Σχηµατική απεικόνιση και βήµατα προτεραιότητας για την ταυτοποίηση των 

κυριότερων κορυφών διασταύρωσης, διαµέσου των οµάδων –ΟΗ της 

ναρινγενίνης µε τους αντίστοιχους άνθρακες, όπως προέκυψαν από το 

πείραµα 1H-13C HMBC.        91 

Σχήµα 6.4.7:  Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος NMR 500MHz 1H-13C HMBC ακετονικού 

εκχυλίσµατος ρίγανης σε διαλύτη DMSO-d6 (T=292K, ns=72, texpt=14h), και 

διαγραµµατική πορεία ταυτοποίησης της ναρινγενίνης διαµέσου των οµάδων 

–ΟΗ [Charisiadis et al., 2010].       92 

Σχήµα 6.5.1:  Φάσµα 500 MHz NMR-1H µεθανολικού εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς (80 

mg) σε διαλύτη DMSO-d6 (T=292K, ns=1024, texpt=2h).    93 

Σχήµα 6.5.2:  Συντακτικοί τύποι των κυρίαρχων ενώσεων εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς: 

ελαιοευρωπαΐνη (OL) και υδροξυτυροσόλη (HT).     94 

Σχήµα 6.5.3:  Φάσµα 500 MHz NMR-1H της περιοχής απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ 

των κυρίαρχων συστατικών του µεθανολικού εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε 

διαλύτη DMSO-d6 (T=292K). (A) 80 mg (ns=1024, texpt=2h), (B) 5 mg 

(ns=1024, texpt=2h), (C) 0.25 mg (ns=4096, texpt=8h) και (D) 0.05 mg 

(ns=7168, texpt=13.5h) εκχυλίσµατος, αντίστοιχα. (E) το ίδιο φάσµα όπως το 

(D) µετά την εφαρµογή µετασχηµατισµού Lorentz-Gauss, όπου οι 

απορροφήσεις των ενώσεων ελαιοευρωπαΐνη (OL), υδροξυτυροσόλη (HT) 

και αλδεϋδική µορφή της ελαιοευρωπαΐνης (OLald) υποδηλώνονται.  95 

 

 

 



 xxvii 

Σχήµα 6.5.4:  Φάσµα 500 MHz NMR-1H της περιοχής απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ 

των κυρίαρχων συστατικών του µεθανολικού εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς, 

0.1 mg σε διαλύτη DMSO-d6 (T=292K, ns=7168, texpt=13.5h). (A) το 

εκχύλισµα ως έχει, (B) το (A) µε προσθήκη 9.25 nmol ελαιοευρωπαΐνης, 

και (C) το (B) µε προσθήκη 5.84 nmol υδροξυτυροσόλης. Οι απορροφήσεις 

των ενώσεων ελαιοευρωπαΐνη (OL) και υδροξυτυροσόλη (HT)            

υποδηλώνονται.         97 

Σχήµα 7.1.1:  Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz NMR-1H της περιοχής 

απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ των κυρίαρχων συστατικών του 

µεθανολικού εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς, 20.0 mg σε διαλύτη DMSO-d6 

(T=292K, ns=256, texpt=32min). (A) απουσία οξέων; (B) µε λόγο µαζών 

[HCl]/[εκχύλισµα] = 6.5 x 10-3, (3.57 µmol HCl); (C) µε λόγο µαζών 

[CCl3COOH]/[εκχύλισµα] = 211.3 x 10-3, (25.86 µmol TCA); (D) µε λόγο 

µαζών [CF3COOH]/[εκχύλισµα] = 25.4 x 10-3, (4.45 µmol TFA); (E) µε λόγο 

µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 49.3 x 10-3, (4.30 µmol PA). Τα (B), (C) και (D) 

παρουσιάζουν τη βέλτιστη διακριτική ικανότητα που επιτεύχθηκε σε κάθε 

περίπτωση [Charisiadis et al., 2011].      99 

Σχήµα 7.1.2:  Τµήµα κρυσταλλικής δοµής της [(Hmorp)(pa)] (σύµπλοκο µορφολίνης µε 

πικρικό οξύ) όπου υποδηλώνεται ο σχηµατισµός δεσµού υδρογόνου στο 

δακτύλιο R1
2(6), καθώς επίσης και οι αλληλεπιδράσεις π–π, NO–π και CH–π 

[Refat et al., 2010].         101 

Σχήµα 7.1.3:  Αλληλεπίδραση µεταξύ 1-ναφθαλαµίνης και πικρικού οξέος [Singh & 

Ahmad, 2010].         101 

Σχήµα 7.1.4:  ∆εσµοί υδρογόνου (διακεκοµµένες γραµµές) κατά την αλληλεπίδραση της 

2-(4-γουανιδυλοφαινυλο)-1-φαίνυλο-αιθανόνης (GPPE) µε πικρικό οξύ 

[Zeslawska et al., 2007].        102 

Σχήµα 7.1.5:  Αλληλεπίδραση της 2,2-διπυριδίνης, ως δότη, και του πικρικού οξέος, ως 

δέκτη, προς σχηµατισµό συµπλόκου άλατος µε µοριακό λόγο 1:1 και 

ιοντικού δεσµού υδρογόνου [Teleb & Gaballa, 2005].    102 

Σχήµα 7.2.1:  Συντακτικοί τύποι πικρικού οξέος (PA) και καφεϊκού οξέος (CA).  102 
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Σχήµα 7.2.2:  Φάσµα 500 MHz NMR-1H καφεϊκού οξέος περιοχής απορρόφησης των 

οµάδων –ΟΗ (C = 5.7 x 10-3 M, T=292K, ns=32, texpt=4min) (A) σε DMSO-

d6 (το επάνω τµήµα αποτελεί προσοµοίωση των κορυφών του σύνθετου 

σήµατος µε δύο ευρείες απορροφήσεις ∆ν1/2 ≈ 203 και ∆ν1/2 ≈ 164 Hz, 

αντίστοιχα), (B) και (C) το ίδιο διάλυµα όπως στο (A) µε αναλογία 

συγκεντρώσεων [PA]/[CA] 12 x 10-3 και 219 x 10-3, αντίστοιχα [Charisiadis 

et al., 2011].         103 

Σχήµα 7.2.3:  Γραφική απεικόνιση του εύρους των απορροφήσεων, ∆ν1/2, ως προς το λόγο 

συγκέντρωσης πικρικού οξέος προς καφεϊκό οξύ, [PA]/[CA], των οµάδων 

OH(4), OH(3) και –CΟΟΗ του καφεϊκού οξέος και του Η2Ο, του διαλύµατος 

του Σχήµατος 7.2.2.        104 

Σχήµα 7.2.4:  Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz NMR-1H υδροξυτυροσόλης (C = 

19.6 x 10-3 M, T=288K, ns=16, texpt=2min) (A) σε DMSO-d6 και (B) το ίδιο 

διάλυµα όπως στο (A) µε αναλογία συγκεντρώσεων [PA]/[ΗΤ] = 1.3 x 10-3 

[Charisiadis et al., 2011].        105 

Σχήµα 7.2.5:  Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR του 

διαλύµατος του Σχήµατος 7.2.4A (C = 19.6 x 10-3 M, T=288K, ns=8, 

texpt=1h) [Charisiadis et al., 2011].       106 

Σχήµα 7.3.1:  Φάσµα 500 MHz NMR-1H δείγµατος 80 mg ακετονικού εκχυλίσµατος 

ρίγανης σε DMSO-d6 (T=292K, ns=256, texpt=30min) (Επιδεικνύεται η 

περιοχή απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ. (A) απουσία πικρικού οξέος, (B) 

παρουσία πικρικού οξέος µε λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 0.6 x 10-3. Η 

κορυφή µε τον αστερίσκο υποδηλώνει την απορρόφηση του πικρικού            

οξέος.          107 

Σχήµα 7.3.2:  Περιοχή απορρόφησης των οµάδων ΟΗ(7) φάσµατος 500 MHz NMR-1H 

δείγµατος 80 mg ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε DMSO-d6 (T=292K, 

ns=256, texpt=30min). (Α) Απουσία πικρικού οξέος, και (Β) παρουσία 

πικρικού οξέος µε λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 0.6 x 10-3.   108 
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Σχήµα 7.3.3:  Επιλεγµένη περιοχή απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ φάσµατος 500 MHz 

NMR-1H δείγµατος 80 mg ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε DMSO-d6 

(T=292K, ns=256, texpt=30min). (Α) Απουσία πικρικού οξέος, και (Β) 

παρουσία πικρικού οξέος µε λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 0.6 x 10-3. Η 

κορυφή µε τον αστερίσκο υποδηλώνει την απορρόφηση του πικρικού   

οξέος.          108 

Σχήµα 7.3.4:  Επιλεγµένη περιοχή απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ φάσµατος 500 MHz 

NMR-1H δείγµατος 20 mg ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε DMSO-d6 

(T=292K, ns=256, texpt=30min). (Α) Απουσία πικρικού οξέος, και (Β) 

παρουσία πικρικού οξέος µε λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 2.3 x 10-3. Η 

κορυφή µε τον αστερίσκο υποδηλώνει την απορρόφηση του πικρικού   

οξέος.          109 

Σχήµα 7.3.5:  Περιοχή απορρόφησης των οµάδων ΟΗ(7) φάσµατος 500 MHz NMR-1H 

δείγµατος 20mg ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε DMSO-d6 (T=292K, 

ns=256, texpt=30min). (A) Απουσία πικρικού οξέος, (B) παρουσία πικρικού 

οξέος µε λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 2.3 x 10-3, (C) όπως το (B) σε 

Τ=288K και (D) όπως το (B) σε Τ=284K.      110 

Σχήµα 7.4.1:  Περιοχή απορρόφησης των οµάδων ΟΗ(7) φάσµατος 500 MHz NMR-1H 

δείγµατος 40 mg ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε DMSO-d6 (T=292K, 

ns=32, texpt=4min). ∆ιαδοχικές προσθήκες πρότυπων ενώσεων 

φλαβονοειδών: 0.17 µmol εριοδικτυόλης, 0.20 µmol ταξιφολίνης και 0.36 

µmol ναρινγενίνης. Οι αντίστοιχες απορροφήσεις υποδεικνύονται µε 

αστερίσκο.          111 

Σχήµα 7.4.2:  Περιοχή απορρόφησης των οµάδων ΟΗ(5) φάσµατος 500 MHz NMR-1H 

δείγµατος 40 mg ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε DMSO-d6 (T=292K, 

ns=32, texpt=4min). ∆ιαδοχικές προσθήκες πρότυπων ενώσεων 

φλαβονοειδών: 0.17 µmol εριοδικτυόλης, 0.20 µmol ταξιφολίνης και 0.36 

µmol ναρινγενίνης. Οι αντίστοιχες απορροφήσεις υποδεικνύονται µε 

αστερίσκο.          112 
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Σχήµα 7.4.3:  Περιοχή απορρόφησης των οµάδων ΟΗ(5) φάσµατος 500 MHz NMR-1H 

δείγµατος 40 mg ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε DMSO-d6 (T=292K, 

ns=128, texpt=16min). ∆ιαδοχικές προσθήκες πρότυπων ενώσεων 

φλαβονοειδών: 0.15 µmol απιγενίνης και 0.11 µmol λουτεολίνης. Οι 

αντίστοιχες απορροφήσεις υποδεικνύονται µε αστερίσκο.   113 

Σχήµα 7.4.4:  Περιοχή απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ φάσµατος 500 MHz NMR-1H 

δείγµατος 40 mg ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε DMSO-d6 (T=292K, 

ns=128, texpt=16min). ∆ιαδοχικές προσθήκες πρότυπων ενώσεων 

φλαβονοειδούς και φαινολικού οξέος: 0.36 µmol ναρινγενίνης και 0.53 µmol 

ροσµαρινικού οξέος. Οι αντίστοιχες απορροφήσεις υποδεικνύονται µε 

αστερίσκο.          114 

Σχήµα 7.5.1:  Συντακτικοί τύποι ενώσεων που απαντώνται στο µεθανολικό και υδατικό 

εκχύλισµα φύλλων ελιάς [Charisiadis et al., 2011].    116 

Σχήµα 7.5.2:  Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 1D NMR-1H 20 mg µεθανολικού 

εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε 0.6 mL διαλύτη DMSO-d6 (Τ=288Κ). (Α) 

χωρίς την προσθήκη πικρικού οξέος, (Β) µε προσθήκη πικρικού οξέος µε 

λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 49.3 x 10-3 και (C) το ίδιο διάλυµα όπως 

στο (Α) µε αραίωση κατά ένα παράγοντα 4 και λόγο µαζών 

[PA]/[εκχύλισµα] = 49.4 x 10-3 [Charisiadis et al., 2011].    117 

Σχήµα 7.5.3:  Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR 10mg 

µεθανολικού εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε 0.6 mL διαλύτη DMSO-d6 µε 

λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 49.3 x 10-3 (T=288K, ns=88, texpt=11.5h). 

(A) Οι κοινές κορυφές διασταύρωσης των C-5 και C-7 ΟΗ πρωτονίων µε 

τους άνθρακες C-6, C-5, και C-7 της ένωσης λουτεολίνη-4΄-O-γλυκοζίτη (5), 

και οι κοινές κορυφές διασταύρωσης των C-5 και C-7 ΟΗ πρωτονίων µε 

τους άνθρακες C-6 και C-7 της λουτεολίνης (4), υποδεικνύονται µε κόκκινο 

και µπλε χρώµα, αντίστοιχα. (B) Οι κοινές κορυφές διασταύρωσης των C-5΄ 

και C-6΄ ΟΗ πρωτονίων µε τους άνθρακες C-4΄ και C-7΄, αντίστοιχα, και οι 

κοινές κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες C-5΄ και C-6΄ 

υποδεικνύονται µε µπλέ χρώµα για την ελαιοευρωπαΐνη (7), πράσινο για την 

υδρoξυτυροσόλη (3) και κόκκινο για την αλδεϋδική µορφή της 

ελαιοευρωπαΐνης (9) [Charisiadis et al., 2011].     119 
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Σχήµα 7.5.4:  Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz 1D NMR-1H 20 mg υδατικού 

εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε 0.6 mL διαλύτη DMSO-d6 (Τ=288Κ). (Α) 

Χωρίς την προσθήκη πικρικού οξέος, (Β) Με προσθήκη πικρικού οξέος µε 

λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 67.3 x 10-3.     120 

Σχήµα 7.5.5:  Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR 10 mg 

µεθανολικού εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε 0.6 mL διαλύτη DMSO-d6 

(T=288K, ns=88, texpt=11.5h). Επιδεικνύεται η διαγραµµατική πορεία 

ταυτοποίησης της υδρoξυτυροσόλης (3) [Charisiadis et al., 2011].  122 

Σχήµα 7.5.6:  Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR 10 mg 

µεθανολικού εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε 0.6 mL διαλύτη DMSO-d6 

(T=288K, ns=88, texpt=11.5h). Επιδεικνύεται η διαγραµµατική πορεία 

ταυτοποίησης της ελαιοευρωπαΐνης (7) [Charisiadis et al., 2011].  123 

Σχήµα 7.5.7:  Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR 20 mg 

υδατικού εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε 0.6 mL διαλύτη DMSO-d6 

(T=288K, ns=88, texpt=11.5h). Επιδεικνύεται η διαγραµµατική πορεία 

ταυτοποίησης της διαλδεϋδικής µορφής της ελαιοευρωπαΐνης (8) 

[Charisiadis et al., 2011].        124 

Σχήµα 7.5.8:  Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR 10 mg 

µεθανολικού εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε 0.6 mL διαλύτη DMSO-d6 

(T=288K, ns=88, texpt=11.5h). Επιδεικνύεται η διαγραµµατική πορεία 

ταυτοποίησης της αλδεϋδικής µορφής της ελαιοευρωπαΐνης (9) [Charisiadis 

et al., 2011].         125 

Σχήµα 7.5.9:  Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR 10 mg 

µεθανολικού εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε 0.6 mL διαλύτη DMSO-d6 

(T=288K, ns=88, texpt=11.5h). Επιδεικνύεται η διαγραµµατική πορεία 

ταυτοποίησης της ένωσης λουτεολίνη-4΄-O-γλυκοζίτης (5) [Charisiadis et 

al., 2011].          126 

Σχήµα 7.6.1:  Φάσµα 500 MHz NMR-1H εκχυλίσµατος 20 mg ΟAQ σε 0.6 mL DMSO-d6 

(T=288K, ns=256, texpt=33min). (Α) χωρίς την προσθήκη πικρικού οξέος, 

(Β) το ίδιο διάλυµα όπως στο (Α) µε αραίωση κατά ένα παράγοντα 4 και µε 

προσθήκη πικρικού οξέος µε λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 286.5 x 10-3. 

127 
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Σχήµα 7.6.2:  Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος του Σχήµατος 7.6.1. Υποδεικνύονται οι 

χαρακτηριστικές απορροφήσεις των υδροξυκιναµµωµικών οξέων.  128 

Σχήµα 7.6.3:  Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος του Σχήµατος 7.6.1. (Α) Η περιοχή των 7.8 

-10.5 ppm, (Β) η περιοχή των 12.8 - 14.1 ppm. Η κορυφή µε αστερίσκο 

υποδηλώνει την απορρόφηση του πικρικού οξέος, ενώ µε (r) υποδηλώνονται 

οι απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ του ροσµαρινικού οξέος.   129 

Σχήµα 7.6.4:  Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR 

(T=288K, ns=76, texpt=10h) του δείγµατος του Σχήµατος 7.6.1Β.   130 

Σχήµα 7.6.5:  Φάσµα 500 MHz NMR-1H εκχυλίσµατος 20 mg ΟME σε 0.6 mL DMSO-d6 

(T=288K, ns=256, texpt=33min). (Α) Χωρίς την προσθήκη πικρικού οξέος, 

(Β) το ίδιο διάλυµα όπως στο (Α) µε αραίωση κατά ένα παράγοντα 2 και µε 

προσθήκη πικρικού οξέος µε λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 225.7 x 10-3. 

131 

Σχήµα 7.6.6:  Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος του Σχήµατος 7.6.5. (Α) Η περιοχή των 7.8 

- 10.5 ppm, (Β) η περιοχή των 12.8 - 14.1 ppm. Η κορυφή µε αστερίσκο 

υποδηλώνει την απορρόφηση του πικρικού οξέος, ενώ µε (r) υποδηλώνονται 

οι απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ του ροσµαρινικού οξέος.   132 

Σχήµα 7.6.7:  Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR (T=288K, 

ns=102, texpt=13h) του δείγµατος του Σχήµατος 7.6.5Β.    133 

Σχήµα 7.6.8:  Επιλεγµένη περιοχή απορρόφησης των οµάδων ΟΗ(5) φάσµατος 500 MHz 

2D 1H-13C HMBC NMR (T=288K, ns=102, texpt=13h) του δείγµατος του 

Σχήµατος 7.6.5Β.         134 

Σχήµα 8.1.1:  (Α) Φάσµα 500 MHz NMR-1H εκχυλίσµατος 30.5 mg ΟΕΤ σε 0.6 mL 

DMSO-d6 (T=285K, ns=512, texpt=33min). (Β) Η περιοχή των 7.8 - 13.2 

ppm.          136 

Σχήµα 8.1.2:  (Α) Φάσµα 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR 30.5 mg εκχυλίσµατος ΟΕΤ 

σε 0.6 mL διαλύτη DMSO-d6 (T=285K, ns=88, texpt=11.5h). (Β) Περιοχή 

απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ.       138 

Σχήµα 8.1.3:  Επιλεγµένες περιοχές κορυφών διασταύρωσης οµάδων –ΟΗ φάσµατος 500 

MHz 2D 1H-13C HMBC NMR του Σχήµατος 8.1.2.    139 

Σχήµα 8.2.1:  Χρωµατογραφικά προφίλ του εκχυλίσµατος ΟΕΤ στα 280 nm που 

χρησιµοποιήθηκε για την παγίδευση των συστατικών µε LC-SPE-NMR 

(ενέσιµος όγκος: 30 µL διαλύµατος 30 mg/mL).     140 
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Σχήµα 8.2.2:  Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz NMR-1H της κορυφής 4 

(ροσµαρινικό οξύ) σε διαλύτη ακετονιτρίλιο-d3, όπως προέκυψε κατόπιν 

πενταπλής παγίδευσης στο σύστηµα SPE (T=298K, ns=32, texpt=2m).  142 

Σχήµα 8.2.3:  Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz NMR-1H της κορυφής 5 

(αροµαδενδρίνη) σε διαλύτη ακετονιτρίλιο-d3, όπως προέκυψε κατόπιν 

πενταπλής παγίδευσης στο σύστηµα SPE (T=298K, ns=16, texpt=1m).  142 

Σχήµα 8.2.4:  (Α) Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz NMR-1H της κορυφής 7 σε 

διαλύτη ακετονιτρίλιο-d3, όπως προέκυψε κατόπιν πενταπλής παγίδευσης 

στο σύστηµα SPE (T=298K, ns=256, texpt=26m). (Β) Επιλεγµένη περιοχή 

φάσµατος 500 MHz 2D 1H-1H COSY NMR (T=298K, ns=8, texpt=2h). 

Επιδεικνύονται οι κορυφές διασταύρωσης των αρωµατικών πρωτονίων του 

δακτυλίου (Β) του φλαβονοειδούς.       143 

Σχήµα 8.2.5:  (Α) Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz NMR-1H της κορυφής 8 σε 

διαλύτη ακετονιτρίλιο-d3, όπως προέκυψε κατόπιν πενταπλής παγίδευσης 

στο σύστηµα SPE (T=298K, ns=32, texpt=4m). Επάνω τµήµα τυπική 

απεικόνιση φλαβονοειδούς. (Β) Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz 2D 
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Σχήµα 8.2.9: (Α) Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-1H COSY NMR της 
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πικρικού οξέος. Η κορυφή µε τον αστερίσκο υποδηλώνει την απορρόφηση 
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(T=288K, ns=96, texpt=12.5h). της κορυφής 6 σε 0.5 mL διαλύτη DMSO-d6, 

κατόπιν προσθήκης 36 µL διαλύµατος 10 mM πικρικού οξέος. 

Επιδεικνύονται οι κοινές κορυφές διασταύρωσης των οµάδων –ΟΗ: (Α) 

ΟΗ(5) και ΟΗ(6), και (Β) ΟΗ(4΄).       158 
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mL διαλύτη DMSO-d6 (T=290Κ, ns=256, texpt=34m). (Α) Χωρίς την 

προσθήκη πικρικού οξέος, (Β) µε προσθήκη 37 µL διαλύµατος 10 mM 

πικρικού οξέος. Η κορυφή µε τον αστερίσκο υποδηλώνει την απορρόφηση 

υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2).      159 
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Σχήµα 8.3.6:  Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR 
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ΟΗ(5) και ΟΗ(6), και (Β) ΟΗ(4΄).       161 

Σχήµα 8.3.7:  Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz NMR-1H της κορυφής 10 σε 0.5 

mL διαλύτη DMSO-d6 (T=288Κ, ns=256, texpt=34m). (Α) χωρίς την 

προσθήκη πικρικού οξέος, (Β) µε προσθήκη 3 µL διαλύµατος 2 mM 
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ΕΙΣΑΓΩΓΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

 

 

1. ΦΑΙΝΟΛΙΚΕΣ ΕΝΩΣΕΙΣ ΦΥΣΙΚΩΝ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ ΩΣ ΠΗΓΗ ΒΙΟΕΝΕΡΓΩΝ 

ΕΝΩΣΕΩΝ - ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ ΚΑΙ ∆ΟΜΗ  

 

 

 

1.1 Εισαγωγή 

Τα φυσικά προϊόντα (Σχήµα 1.1.1) είναι ανεξάντλητη πηγή βιοενεργών συστατικών 

που αποκτούν ολοένα αυξανόµενο ενδιαφέρον για τη χρήση τους στη θεραπευτική και τη 

βιοτεχνολογία. Πρόσφατη µελέτη αναφέρει ότι περίπου το 50% των φαρµάκων κατά του 

καρκίνου είναι είτε φυτικά προϊόντα είτε προέρχονται άµεσα από αυτά [Kingston, 2011]. Η 

αναζήτηση συστατικών µε ποικίλες δράσεις σε φυσικά προϊόντα είναι µια εξαιρετικά 

δύσκολη και επίπονη διαδικασία, εξαιτίας της πολυπλοκότητάς τους. 

 

Oregano vulgare  Olea europaea leaves  
Σχήµα 1.1.1: Άνθη ρίγανης και φύλλα ελιάς. 

 

Τα τελευταία χρόνια είναι αναµφισβήτητο γεγονός η στροφή της επιστηµονικής 

κοινότητας στην αναζήτηση φυτικών εκχυλισµάτων πλούσιων σε βιοενεργές ενώσεις για την 

πρόληψη ή/και καταπολέµηση µεγάλου αριθµού ασθενειών. Χαρακτηριστικά αναφέρεται ότι 

την τελευταία δεκαετία αυξήθηκε κατά 350% η κατάθεση ευρεσιτεχνιών για την αποµόνωση 

βιοενεργών ενώσεων και την παρασκευή εκχυλισµάτων ή κλασµάτων µε ευεργετικές 

ιδιότητες για την ανθρώπινη υγεία (Σχήµα 1.1.2). 
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Σχήµα 1.1.2: Γραφική απεικόνιση της κατάθεσης ευρεσιτεχνιών από το 1960 έως το 2010, 
σύµφωνα µε τα στοιχεία από το www.scopus.com. 
 

Πρόσφατες µελέτες αναφέρουν ότι υπάρχουν κατά προσέγγιση 500.000-750.000 είδη 

ανώτερων φυτών στη γη, από τα οποία ένα µικρό ποσοστό της τάξεως του 10% έχει 

ερευνηθεί ως προς τη σύστασή του. Πολλά από αυτά τα φυτά έχουν φαρµακευτικές ιδιότητες 

και είναι γνωστό ότι από το σύνολο των φαρµάκων που κυκλοφορούν, περισσότερο από το 

25% είναι φυτικής προέλευσης και το 50% των φαρµάκων κατά του καρκίνου είναι είτε 

φυσικά προϊόντα είτε προέρχονται άµεσα από αυτά [Meinwald 2011; Newman & Cragg 

2007]. Τα φυσικά προϊόντα είναι ανεξάντλητη πηγή βιοενεργών συστατικών και η 

εµβάθυνση στη χηµεία των φυσικών προϊόντων παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον, λόγω της 

σκελετικής τους πολυπλοκότητας και των πολύ ιδιαίτερων χαρακτηριστικών λειτουργικών 

οµάδων τους. 

Ιδιαίτερα σηµαντικά είναι και τα στοιχεία που αφορούν την εισαγωγή νέων 

φαρµακευτικών σκευασµάτων από το 1981 έως το 2002, σύµφωνα µε τα οποία το 67 % των 

δραστικών ουσιών τους έχουν φυτική προέλευση [Gragg et al., 2006; 1997]. Πιο 

συγκεκριµένα, το 34 % των φαρµάκων προκύπτουν είτε άµεσα είτε έµµεσα από φυτικά 

εκχυλίσµατα, το 24 % είναι φαρµακευτικά σκευάσµατα που προσοµοιάζουν τα φυτικά 

προϊόντα και έχουν παρασκευασθεί µε συνθετικό ή µε ηµι-συνθετικό τρόπο, και τέλος το 

37% των δραστικών ουσιών που περιέχονται στα φαρµακευτικά σκευάσµατα προκύπτουν 

εξολοκλήρου µε συνθετικό τρόπο (Σχήµατα 1.1.3 και 1.1.4) [Newman et al., 2007]. 
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Σχήµα 1.1.3: ∆ραστικές ουσίες φαρµακευτικών σκευασµάτων (Ν = 1184) από το 1981 έως το 2006 

κατηγοριοποιηµένες ανά πηγή προέλευσης και ανά έτος [Newman et al., 2007]. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 1.1.4: ∆ραστικές ουσίες φαρµακευτικών σκευασµάτων (Ν = 974) από το 1981 έως το 2006 µε 

κριτήριο την προέλευση τους [Newman et al., 2007]. 

∆ραστικές Ουσίες 
N:  φυσικό προϊόν 
ND:  ηµισυνθετικός τρόπος παραγωγής αλλά µε βάση κάποιο φυσικό προϊόν 
NM:  συνθετικός τρόπος αλλά προσοµοιάζουν τις αντίστοιχες που περιέχονται στα φυσικά προϊόντα 
S:  αµιγώς συνθετικός τρόπος παραγωγής 
S*: αµιγώς συνθετικός τρόπος παραγωγής έπειτα από µελέτη φυσικού προϊόντος 
Β:  βιολογικά, αµινοξέα/πρωτεΐνες αποµονωµένα από οργανισµούς/κύτταρα 
V:  εµβόλια 
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Στο σηµείο αυτό είναι χρήσιµο να αναφερθεί ότι δραστικές ουσίες µε φυτική 

προέλευση νοούνται εκείνες που είναι φυσικό προϊόν (N), εκείνες που προκύπτουν µε 

ηµισυνθετικό τρόπο παραγωγής αλλά η βάση τους είναι κάποιο φυσικό προϊόν (ND) και 

εκείνες που παράγονται µε συνθετικό τρόπο αλλά προσοµοιάζουν τις αντίστοιχες που 

περιέχονται στα φυσικά προϊόντα (NM). Τέλος, εκτός από τον αµιγώς συνθετικό τρόπο 

παραγωγής τους (S), υπάρχουν και ενώσεις που δεν έχουν καµιά φυτική προέλευση αλλά ο 

σχεδιασµός τους έχει προκύψει από τη µελέτη φυσικού προϊόντος (S*). 

Ο αριθµός των φαινολικών ενώσεων που απαντώνται στα φυσικά προϊόντα είναι 

ιδιαίτερα µεγάλος. Αξίζει να σηµειωθεί, ότι µόνο από την κατηγορία των φλαβονοειδών, 

έχουν ταυτοποιηθεί από φυτά πάνω από 8.000 ενώσεις [Lattanzio et al., 2006]. Οι φαινολικές 

ενώσεις χαρακτηρίζονται από την ύπαρξη στο µόριο τους ενός τουλάχιστον αρωµατικού 

δακτυλίου υπακατεστηµένου µε ένα ή περισσότερα υδροξύλια. Χαρακτηριστικά 

παραδείγµατα φαινολικών ενώσεων που απαντούν στα φυτά είναι: 

• απλές φαινόλες και φαινολικά οξέα, 

• φαινυλοπροπανοειδή, 

• φλαβονοειδή, ενώσεις που περιέχουν στο µόριο τους το σκελετό της φλαβόνης και 

αποτελούν τη µεγαλύτερη οµάδα των φυσικών φαινολικών ενώσεων, και 

• Πολυµερείς φαινολικές ενώσεις, όπως οι ταννίνες. 

Φαινολικές µονάδες εµφανίζονται µερικές φορές και σε µόρια τερπενίων, στεροειδών 

και αλκαλοειδών [Ραγκούση, 1996]. 

 

 

1.2 Φαινόλες και Φαινολικά Οξέα 

Οι απλές φαινόλες και τα φαινολικά οξέα σπάνια απαντώνται σε ελεύθερη µορφή στα 

φυτά. Συνήθως βρίσκονται υπό µορφή διµερών, εστέρων, αλάτων ή γλυκοζιτών, των οποίων 

αποτελούν το άγλυκο τµήµα των ενώσεων. Αντιπροσωπευτικά παραδείγµατα απλών 

φαινολών, που απαντώνται στα φυτά είναι: η καρβακρόλη, κυρίαρχο συστατικό της ρίγανης, 

η θυµόλη κυρίαρχο συστατικό του θυµαριού και η βανιλλίνη, αρωµατική ουσία του καρπού 

του βανιλλινόδεντρου (Σχήµα 1.2.1). 

Εκτός από τις φαινόλες, πολύ γνωστά φαινολικά οξέα, που απαντώνται συχνά στα 

φυτά, είναι το p-υδροξυβενζοϊκό οξύ, το πρωτοκατεχικό, το βανιλλικό και το συριγγικό 

(Σχήµα 1.2.1). Τα φαινολικά οξέα προκύπτουν βιογενετικά από αποικοδόµηση των 

φαινυλοπροπανοειδών [Ραγκούση, 1996]. 
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καρβακρόλη        θυµόλη            βανιλλίνη

συριγγικό οξύ

R = OCH  3  βανιλλικό οξύ

        -υδροξυβενζο κό οξύ
     πρωτοκατεχικό οξύ

R = H
R = OH

p ϊ

 
Σχήµα 1.2.1: Χηµικοί τύποι φαινολών και φαινολικών οξέων που απαντούν ευρέως. 

 

 

1.3 Φαινυλοπροπανοειδή 

Η τάξη αυτή φαινολικών ενώσεων έχει στο φαινολικό δακτύλιο µια πλάγια αλυσίδα 

τριών ατόµων άνθρακα. Τα σπουδαιότερα φαινυλοπροπανοειδή στα φυτά είναι: 

• τα υδροξυκινναµωνικά οξέα, όπως φερουλικό και καφεϊκό, τα οποία συνήθως 

βρίσκονται υπό µορφή εστέρων 

• οι κουµαρίνες, όπως εσκουλετίνη, και 

• τα φαινυλοπροπένια, όπως ευγενόλη (Σχήµα 1.3.1). 

Τα περισσότερο διαδεδοµένα φαινυλοπροπανοειδή ανήκουν στην κατηγορία των 

υδροξυκινναµωνικών οξέων. Σε αυτά οφείλεται η ανθεκτικότητα των φυτών απέναντι στις 

ασθένειες. Οι κουµαρίνες βρίσκονται σε πολλά φυτά υπό µορφή γλυκοζιλιωµένων 

παραγώγων. Τα φαινυλοπροπένια βρίσκονται µαζί µε τα τερπένια ως συστατικά των αιθέριων 

ελαίων και συµµετέχουν στην οσµή των φυτών. 

 

R = OCH  3  φερουλικό οξύ

        καφε κό οξύR = H ϊ  

Σχήµα 1.3.1: Χηµικοί τύποι φαινυλοπροπανοειδών που απαντούν ευρέως. 

 

 

1.4 Φλαβονοειδή 

Τα φλαβονοειδή είναι µια από τις πιο διαδεδοµένες οµάδες φαινολικών ενώσεων στα 

φυτά. Εκτιµάται ότι περίπου το 2% του άνθρακα που φωτοσυντίθενται από τα φυτά 

µετατρέπεται σε φλαβονοειδή ή σε σχετιζόµενα µε αυτά συστατικά. Είναι η πολυπληθέστερη 
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τάξη φυσικών φαινολικών ενώσεων, κυρίως χρωστικών των φυτών, που προσδίδουν όµως 

και χαρακτηριστική γεύση καθώς και άρωµα σε τρόφιµα και ποτά φυτικής προέλευσης. Από 

άποψη δοµής ανήκουν σε δύο µεγάλες οµάδες: α) τα παράγωγα της φλαβόνης (Σχήµα 1.4.1) 

και β) τις ανθοκυανίνες (Σχήµα 1.4.2). Στη φύση ανευρίσκονται δέκα περίπου διαφορετικές 

τάξεις παραγώγων της φλαβόνης. Οι περισσότερο διαδεδοµένες είναι οι φλαβόνες, οι 

φλαβονόλες, οι φλαβανόνες, οι χαλκόνες και οι ισοφλαβόνες (Σχήµα 1.4.1). Εξαιτίας των 

ελκυστικών χρωµάτων τους οι φλαβόνες, οι φλαβονόλες και οι ανθοκυανιδίνες µπορούν να 

λειτουργήσουν ως οπτικά σήµατα για τα έντοµα που πραγµατοποιούν την επικονίαση. Οι 

φλαβονόλες µπορούν να δράσουν ως αµυντικό σύστηµα εναντίον εντόµων επιβλαβών για τα 

φυτά. Επίσης, τα φλαβονοειδή δρούν ως καταλύτες της φωτοσύνθεσης. 

 

βασικός σκελετός φλαβόνη φλαβονόλη φλαβανόνη

ισοφλαβόνη χαλκόνη  
Σχήµα 1.4.1: Χηµικοί τύποι παραγώγων φλαβόνης [Ραγκούση, 1996]. 

 

 
Σχήµα 1.4.2: Χηµικός τύπος βασικού σκελετού ανθοκυανινών. 
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Είναι πολύ σπάνιο να υπάρχει ένα µόνο φλαβονοειδές στο φυτικό ιστό. Τις 

περισσότερες φορές απαντώνται ως µίγµατα ενώσεων, από την ίδια ή από διαφορετικές 

τάξεις. Τα φλαβονοειδή απαντούν στα φυτά ενωµένα µε σάκχαρα ως Ο-γλυκοζίτες. 

Ανευρίσκονται επίσης και ως C-γλυκοζιτικά παράγωγα, όπου το σάκχαρο ενώνεται απευθείας 

µε τον πυρήνα του φλαβονοειδούς µε δεσµό C – C (Σχήµα 1.4.3) . Οι C-γλυκοζίτες είναι 

σπανιότεροι από τους Ο-γλυκοζίτες. 

 

 
Σχήµα 1.4.3: Χηµικός τύπος φλαβονοειδούς µε  C-γλυκοζιλίωση στο δακτύλιο (Α) στη θέση 6. 

 

Τον τελευταίο καιρό, το ενδιαφέρον της επιστηµονική κοινότητας έχει εστιαστεί στα 

µεθόξυ παράγωγα των φλαβονοειδών (Σχήµα 1.4.4). Πρόσφατες µελέτες επιδεικνύουν την 

υψηλή αντικαρκινική, αντιπολλαπλασιαστική, αντιοξειδωτική, αντιθροµβωτική και 

αντιφλεγµονώδη δράση που κατέχουν αυτά τα παράγωγα [Akao et al., 2008; Benavente-

Garcia & Castillo, 2008; Manthey & Guthrie, 2002]. Ιδιαίτερα υψηλή αντικαρκινική δράση 

κατέχουν φλαβονοειδή µε µεθόξυ υποκατάσταση στο δακτύλιο (C) στη θέση 3 [Rubio et al., 

2006]. 

 

 
Σχήµα 1.4.4: Χηµικοί τύποι χαρακτηριστικών µεθόξυ φλαβονοειδών. 
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Οι ανθοκυανίνες είναι η σπουδαιότερη οµάδα φυτικών χρωστικών. Το όνοµά τους, 

που είναι σύνθετο από τις ελληνικές λέξεις άνθος και κυανούς, προτάθηκε από΄τον Marqurt 

το 1835 για το χαρακτηρισµό του µπλέ χρώµατος του άνθους του καλαµποκιού. Σήµερα οι 

ανθοκυανίνες ευθύνονται για όλο το φάσµα των φυτικών χρωµάτων κόκκινου - ιώδες - µπλε. 

Η παρουσία τους στα φυτά είναι µόνο υπό µορφή γλυκοζιτών, κυρίως στη θέση 3 του 

δακτυλίου (C), των οποίων τα άγλυκα τµήµατα είναι γνωστά ως ανθοκυανιδίνες.  

Οι ανθοκυανίνες είναι υδατοδιαλυτές και έχουν επαµφοτερίζοντα χαρακτήρα. Έτσι τα 

όξινα άλατα είναι συνήθως κόκκινα, τα µεταλλικά άλατα είναι συνήθως µπλε, ενώ τα 

ουδέτερα διαλύµατα είναι συνήθως ιώδη. 

 

 

1.5 Πολυµερείς Φαινολικές Ενώσεις 

Στα φυτά πολύ συχνά απαντώνται πολυµερείς ενώσεις φαινολικού τύπου, η µελέτη 

των οποίων παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον. Πρόκειται για τις ταννίνες και τις µελανίνες 

(Σχήµα 1.5.1). 

δοµική µονάδα συµπυκνωµένης ταννίνης δοµική µονάδα µελανίνης 
Σχήµα 1.5.1: Χηµικοί τύποι δοµικών µονάδων ταννίνης και µελανίνης [Ραγκούση, 1996]. 

 

Οι ταννίνες είναι πολυµερή φαινολικού τύπου, χωρίς όµως κάποιο κοινό βασικό 

δοµικό σκελετό. Υπάρχουν στο φλοιό πολλών φυτικών ειδών και συνήθως είναι άχρωµες. 

Στις µελανίνες, αντίθετα, εντοπίζεται βασικός δοµικός σκελετός συµπυκνωµένων 
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αρωµατικών δακτυλίων. Στις ενώσεις αυτές οφείλεται το µαύρο χρώµα του φλοιού των 

σπόρων ορισµένων φυτών. 

 

 

1.6 Σεκοϊριδοειδή - Ελαιοευρωπαΐνη και Παράγωγα 

Τα σεκοϊριδοειδή θεωρούνται ότι προέρχονται από τα ιριδοειδή (κυρίως ενώσεις µε 

10 άτοµα άνθρακα, που διαθέτουν δοµή κυκλοπεντανοτετραϋδροπυρανίου), κυρίως µέσω της 

οδού του µεβαλονικού οξέος και διάνοιξη του δακτυλίου του κυκλοπεντανίου των 

ιριδοειδών. Τόσο τα ιριδοειδή, όσο και τα σεκοϊριδοειδή είναι συνήθως γλυκοζιτικώς 

ενωµένες ενώσεις. Στην οικογένεια Oleaceae, τα σεκοϊριδοειδή παράγονται συνήθως από 

γλυκοζίτες (ολεοζίτες) που χαρακτηρίζονται από µία εξωκυκλική 8, 9-ολεφινική οµάδα, 

συνδυασµό του ελενολικού οξέος µε ένα σάκχαρο [Soler-Rivas et al., 2000]. Χαρακτηριστική 

ένωση αυτής της κατηγορίας αποτελεί η ελαιοευρωπαΐνη, ένας γλυκοζίτης της 2-(3,4-

διυδροξυφαινυλο) αιθανόλης (υδροξυτυροσόλη), η βιοσύνθεση της οποίας [Damtoft et al., 

1993], προχωρεί µέσω της οδού του µεβαλονικού οξέος (Σχήµα 1.6.1). 

 

 
Σχήµα 1.6.1: Βιοσύνθεση ελαιοευρωπαΐνης [Soler-Rivas et al., 2000; Damtoft et al., 1993]. 
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Η ελαιοευρωπαΐνη αποτελεί το κυρίαρχο συστατικό της οικογένειας των Oleaceae 

(φύλλα ελιάς, ελαιόκαρπος, ελαιόλαδο). Στη διεθνή βιβλιογραφία εντοπίζονται αρκετά 

παράγωγα αυτής, κατά κύριο λόγο αλδεϋδικές µορφές (Σχήµα 1.6.2). 

 

 
Σχήµα 1.6.2: ∆οµές αλδεϋδικών µορφών ελαιοευρωπαΐνης [De Nino et al., 2000; Montedoro et al., 

1993]. 
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2. ΒΑΣΙΚΕΣ ΕΝΝΟΙΕΣ ΠΥΡΗΝΙΚΟΥ ΜΑΓΝΗΤΙΚΟΥ ΣΥΝΤΟΝΙΣΜΟΥ 

 

 

 

2.1 Χηµική Μετατόπιση 

Η σπουδαιότητα της φασµατοσκοπίας NMR βασίζεται στη δυνατότητα 

διαφοροποίησης κάθε πυρήνα ανάλογα µε το χηµικό του περιβάλλον. Αυτό σηµαίνει ότι η 

συχνότητα συντονισµού ενός πυρήνα επηρεάζεται από την κατανοµή των ηλεκτρονίων στους 

χηµικούς δεσµούς του µορίου. Ο πυρήνας δηλαδή υφίσταται τη λεγόµενη ηλεκτρονιακή 

προστασία που είναι τόσο µεγαλύτερη όσο µεγαλύτερη είναι η ηλεκτρονιακή πυκνότητα 

γύρω από τον πυρήνα υδρογόνου [Gerothanassis & Kalodimos, 1996]. 

Στην περίπτωση σφαιρικής κατανοµής της ηλεκτρονικής πυκνότητας, όπως για 

παράδειγµα στο άτοµο του υδρογόνου, το εξωτερικά εφαρµοζόµενο µαγνητικό πεδίο (B0) 

προκαλεί κίνηση φορτίου µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία µαγνητικής συνιστώσας αντίθετης 

φοράς του B0 (διαµαγνητική προστασία). Ο πυρήνας αντιλαµβάνεται µαγνητικό πεδίο ίσο µε 

B = B0(1-σ), όπου η σταθερά προστασίας σ, µπορεί να υπολογιστεί από τον τύπο του Lamb 

µε βάση την ηλεκτρονική πυκνότητα ρ(r) που περιβάλλει τον πυρήνα: 

 

( )∫
∞

=
0

2
0

3
drrr

m

e

e

ρ
µ

σ       [2.1] 

 

όπου µ0 είναι η µαγνητική ροπή στην κατάσταση ισορροπίας, 

 e το φορτίο του ηλεκτρονίου, 

 me η µάζα του ηλεκτρονίου και 

 ρ(r), είναι µια παράµετρος που περιγράφει την ηλεκτρονική πυκνότητα ως συνάρτηση 

της απόστασης r από τον πυρήνα. 

Στα περισσότερα µόρια η ηλεκτρονιακή κατανοµή γύρω από τον πυρήνα δεν είναι 

σφαιρική και η κυκλοποίηση των ηλεκτρονίων, λόγω της επίδρασης του µαγνητικού πεδίου 

Β0, είναι ιδιαίτερα πολύπλοκη. Ως συνέπεια, προκαλείται µείωση του διαµαγνητικού 

αποτελέσµατος. Αυτή η µείωση µπορεί να περιγραφεί µε µια µαγνητική ροπή που ενισχύει 

την ένταση του εξωτερικού πεδίου Β0. Με άλλα λόγια το µαγνητικό πεδίο προκαλεί την 

ανάµιξη της βασικής και της διεγερµένης ενεργειακής κατάστασης του ηλεκτρονίου, που 
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εκδηλώνεται µε τη δηµιουργία µαγνητικής ροπής µε κατεύθυνση ίδια µε εκείνης του 

εξωτερικού µαγνητικού πεδίου (παραµαγνητικό αποτέλεσµα). 

Η σταθερά σ είναι το άθροισµα της διαµαγνητικής και της παραµαγνητικής 

συνιστώσας που προκύπτουν από την κίνηση των ηλεκτρονίων, 

 

σ=σd(διαµαγνητική)+σp(παραµαγνητική)    [2.2] 

 

Σηµειώνεται, πως ο παραµαγνητικός όρος αναφέρεται σε παραµαγνητισµό 

ανεξάρτητο της θερµοκρασίας, ο οποίος είναι εντελώς διαφορετικός στην προέλευση από τον 

εξαρτηµένο από τη θερµοκρασία παραµαγνητισµό του spin του ηλεκτρονίου. 

Για την καλύτερη µελέτη της σταθεράς προστασίας ενός πυρήνα είναι χρήσιµος ο 

διαχωρισµός της σε τέσσερις παράγοντες [Bovey, 1998]: 

(i) τοπική διαµαγνητική προστασία, 

(ii) τοπική παραµαγνητική προστασία, 

(iii) µαγνητική ανισοτροπία, 

(iv) επίδραση διαλύτη και δεσµών υδρογόνου. 

Οι παράγοντες αυτοί αναλύονται διεξοδικά στις υποενότητες 2.1.1 - 2.1.4. 

 

2.1.1 Τοπική ∆ιαµαγνητική Προστασία 

Η συνεισφορά των τοπικών διαµαγνητικών ρευµάτων στην τιµή της χηµικής 

µετατόπισης εξαρτάται από την ηλεκτρονική πυκνότητα γύρω από τον πυρήνα: όσο 

µεγαλύτερη είναι η ηλεκτρονική πυκνότητα, τόσο µεγαλύτερη είναι η προστασία 

[Gerothanassis & Kalodimos, 1996]. Ο παράγοντας αυτός έχει ιδιαίτερη σηµασία στην 

κλίµακα χηµικών µετατοπίσεων πρωτονίου. 

Η κλίµακα χηµικών µετατοπίσεων του 1Η εκτείνεται σε µια περιοχή ≈ 20 ppm που 

µπορεί να χωριστεί σε µικρότερα τµήµατα όπως αυτά των αλειφατικών πρωτονίων, των 

ολεφινικών, των ακετυλενικών, των πρωτονίων αρωµατικών δακτυλίων και τέλος των 

πρωτονίων της καρβοξυλοµάδας και της αλδεϋδοµάδας. Για τα αλειφατικά πρωτόνια (C-H) η 

σταθερά προστασίας µειώνεται κατά τη σειρά CH3>CH2>CH. Η συχνότητα συντονισµού των 

ολεφινικών, ακετυλενικών και αρωµατικών πρωτονίων ακολουθεί τη σειρά C6H6>CH2=CH2> 

CH≡CH, η οποία δεν συµφωνεί µε τη σειρά «οξύτητας» των υδρογόνων, εξηγείται όµως µε 

βάση την ανισοτροπία των χηµικών δεσµών. Υποκαταστάτες δέκτες ηλεκτρονίων προκαλούν 
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µετατόπιση του σήµατος συντονισµού σε υψηλότερες συχνότητες, όπως η σειρά F-CH, Cl-

CH και I-CH (βλέπετε Σχήµα 2.1.1). Κατ’ επέκταση σε υποκαταστάτες δότες ηλεκτρονίων, 

το πρωτόνιο συντονίζεται σε χαµηλότερες τιµές συχνοτήτων. Τέλος, τα σήµατα των 

πρωτονίων των οµάδων –ΟΗ, –ΝΗ, –COOH χρήζουν ιδιαίτερης µελέτης, διότι εξαρτώνται 

από τη συγκέντρωση του δείγµατος, το διαλύτη και τη θερµοκρασία. Το µεγάλο εύρος των 

µεταβολών στη χηµική µετατόπιση των σηµάτων των παραπάνω οµάδων οφείλεται στην 

ικανότητα των πρωτονίων αυτών των οµάδων να συµµετέχουν σε δεσµούς υδρογόνου και σε 

φαινόµενα ανταλλαγής (βλέπετε υποενότητα 2.1.4). 

 

 
Σχήµα 2.1.1: Εύρος των χηµικών µετατοπίσεων πρωτονίου διαφόρων οργανικών λειτουργικών 

οµάδων [Γεροθανάσης, 1998]. 

 

2.1.2 Τοπική Παραµαγνητική Προστασία 

Η τοπική παραµαγνητική προστασία εξαρτάται από το αντίστροφο του κύβου της 

ακτίνας των τοπικών ηλεκτρονίων σθένους, δηλαδή τον όρο <1/r3>, όπου r η ακτίνα του 

Bohr, τη µέση ενέργεια διέγερσης των ηλεκτρονίων ∆Ε, και τους παράγοντες πυκνότητας 

φορτίου (QAA) και κλάσµατος δεσµού των τροχιακών p (ή d) (ΣQAΒ) (εξίσωση [2.3]). 
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σ    [2.3] 

 

Συγκεκριµένα, µεγάλες τιµές του όρου <1/r3>, προκαλούν µεγάλες µεταβολές στην 

πυρηνική προστασία [Jameson & Gutowsky, 1964]. ∆εδοµένου ότι η παραµαγνητική 

προστασία οφείλεται και στην ανάµιξη της βασικής και της διεγερµένης ενεργειακής 

κατάστασης του ηλεκτρονίου είναι προφανές ότι χαµηλές ενέργειες διέγερσης οδηγούν σε 

µεγάλες τιµές της παραµαγνητικής αποπροστασίας. Τέλος είναι εύκολο να γίνει αντιληπτό ότι 

η πολλαπλότητα του δεσµού [QAA + ΣQAΒ] είναι ανάλογη της συνεισφοράς της 

παραµαγνητικής προστασίας στη χηµική µετατόπιση. Ο παράγοντας αυτός έχει καθοριστική 

σηµασία στις χηµικές µετατοπίσεις ετεροπυρήνων όπως του άνθρακα-13 (Σχήµα 2.1.2). 

 

 
Σχήµα 2.1.2: Εύρος των χηµικών µετατοπίσεων άνθρακα-13 διαφόρων οργανικών λειτουργικών 

οµάδων [Γεροθανάσης, 1998]. 

 

Η κλίµακα χηµικών µετατοπίσεων 13C είναι περίπου 200 ppm για τις συµβατικές 

οργανικές ενώσεις. Είναι, συνεπώς, σε σχέση µε την κλίµακα χηµικών µετατοπίσεων 1Η 

περίπου 10 φορές µεγαλύτερη. Γενικά, η συχνότητα συντονισµού εµφανίζεται σε µικρότερες 

τιµές σε άνθρακα υβριδισµού sp3σε σχέση µε άνθρακα υβριδισµού sp2 [Γεροθανάσης, 1998]. 

 

Csp
2 < Csp < Csp

3 (δ TMS = 0) 
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Υποκαταστάτες Χ δέκτες ηλεκτρονίων προκαλούν σηµαντική αποπροστασία (µεγαλύτερες 

τιµές δ) στον α-C και σε µικρότερο βαθµό στον β-C (Πίνακας 2.1.1). 

 

Πίνακας 2.1.1: Μετατοπίσεις 13C σε ppm λόγω της οµάδας Χ στην αλληλουχία Χ – Cα – Cβ – Cγ 

[Γεροθανάσης, 1998]. 

X α β γ 

CH3 +9 +10 -2 

C6H5 +23 +9 -2 

OCH3 +58 +8 -4 

COCH3 +30 +1 -2 

NH2 +29 +11 -5 

NO2 +63 +4 - 

CN +4 +3 -3 

F +68 +9 -4 

Cl +31 +11 -4 

 

2.1.3 Μαγνητική Ανισοτροπία 

Σηµαντικός παράγοντας της σταθεράς προστασίας, που έχει ιδιαίτερη σηµασία σε 

πυρήνες 1H, περιλαµβάνει την επίδραση των ηλεκτρονιακών νεφών πολλαπλών δεσµών στα 

γειτονικά πρωτόνια. Με την επίδραση του εξωτερικού µαγνητικού πεδίου, τα π ηλεκτρόνια 

πολλαπλών δεσµών δηµιουργούν επαγόµενα µαγνητικά πεδία τα οποία έχουν ανισότροπη 

κατανοµή σε σχέση µε τον άξονα του δεσµού και είναι, συνεπώς, κατά περιοχές διαµαγνητικά 

ή παραµαγνητικά. Η µαγνητική ανισοτροπία που παρουσιάζει το µόριο του βενζολίου και 

γενικότερα τα αρωµατικά συστήµατα είναι ίσως το πιο χαρακτηριστικό παράδειγµα. 

Αναλυτικότερα υπό την επίδραση του εξωτερικού µαγνητικού πεδίου Β0, δηµιουργείται από 

την κίνηση των π ηλεκτρονίων, επαγωγικό ρεύµα, το λεγόµενο «π ρεύµα δακτυλίου». Η 

κατεύθυνση του ρεύµατος αυτού είναι τέτοια ώστε το επαγόµενο µαγνητικό πεδίο Β΄ να έχει 

φορά αντιπαράλληλη ως προς το Β0. Λόγω των µαγνητικών γραµµών του δευτερογενούς 

µαγνητικού πεδίου Β΄, το επαγόµενο µαγνητικό πεδίο συναντά τα πρωτόνια του βενζολικού 

δακτυλίου µε παράλληλη φορά ως προς το εξωτερικό µαγνητικό πεδίο Β0 µε συνέπεια τα 

πρωτόνια να αποπροστατεύονται και να συντονίζονται σε µεγαλύτερες συχνότητες. 

Παρόµοια φαινόµενα µαγνητικής ανισοτροπίας παρουσιάζουν ο τριπλός και ο διπλός δεσµός 

µεταξύ ατόµων άνθρακα, και ο καρβονυλικός δεσµός όπως εικονίζονται στο Σχήµα 2.1.3. 
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Σχήµα 2.1.3: Μαγνητική ανισοτροπία (α) βενζολικού δακτυλίου, (β) καρβονυλικού δεσµού (C=O), 

(γ) διπλού δεσµού µεταξύ δύο ανθράκων (C=C), (δ) τριπλού δεσµού µεταξύ ανθράκων (C≡C) 

[Γεροθανάσης, 1998]. 

 

2.1.4 Επίδραση του ∆ιαλύτη και των ∆εσµών Υδρογόνου 

Ένας σηµαντικός παράγοντας που επηρεάζει τη σταθερά προστασίας, περιλαµβάνει 

επιδράσεις του διαλύτη, φαινόµενα ηλεκτρικού πεδίου, δεσµούς υδρογόνου κτλ. Ο 

σχηµατισµός ενδοµοριακών και διαµοριακών δεσµών υδρογόνου ασκεί µεγάλη επίδραση στις 

χηµικές µετατοπίσεις των πυρήνων και, ειδικότερα, στην περίπτωση πυρήνων πρωτονίου, 

προκαλεί σηµαντική µείωση της σταθεράς προστασίας των. Ας θεωρήσουµε για παράδειγµα 

το δεσµό Ο-Η···O, στον οποίο το πρωτόνιο βρίσκεται ανάµεσα στο ηλεκτρονικό νέφος των 

δύο ατόµων οξυγόνου, αφού η απόσταση µεταξύ των δύο ατόµων οξυγόνου είναι συνήθως 

µικρότερη από το άθροισµα των ακτίνων van der Waals των ατόµων οξυγόνου. Θα µπορούσε 

λοιπόν να υποτεθεί ότι επέρχεται αύξηση στην ηλεκτρονιακή πυκνότητα του πυρήνα 

υδρογόνου που αναµένεται να προκαλέσει αύξηση του διαµαγνητικού όρου της σταθεράς 

προστασίας [Bovey, 1998]. Προφανώς, η πειραµατικά παρατηρούµενη αποπροστασία του 

εµπλεκόµενου σε δεσµό υδρογόνου πρωτονίου οφείλεται σε άλλους παράγοντες, όπως η 

διατάραξη της ηλεκτρονιακής πυκνότητας του οµοιοπολικού δεσµού Χ-Η από την παρουσία 

του δότη Υ: 

 

Χ-Ηδ+···Υδ- 
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Σύµφωνα µε µία διαφορετική θεώρηση, το ηλεκτροστατικό πεδίο του δεσµού 

υδρογόνου τείνει να έλξει το υδρογόνο προς το Υ και να αποµακρύνει τα δεσµικά ηλεκτρόνια 

του δεσµού Χ-Η προς το Χ, γεγονός που συνεπάγεται τη µείωση της ηλεκτρονιακής 

πυκνότητας του υδρογόνου και εποµένως αύξηση της αποπροστασίας του [Bovey, 1998]. 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι ενδοµοριακοί δεσµοί υδρογόνου που µπορούν 

να σχηµατιστούν όταν η διαµόρφωση του µορίου είναι τέτοια, ώστε τα άτοµα που 

αλληλεπιδρούν να βρεθούν στην κατάλληλη, για τη δηµιουργία δεσµού υδρογόνου, 

γεωµετρία. Οι ενδοµοριακοί δεσµοί υδρογόνου έχουν µελετηθεί σε µεγάλο βαθµό σε στερεά 

φάση και σε κατάσταση διαλύµατος τόσο σε πρωτικούς όσο και σε µη πρωτικούς διαλύτες. Η 

ύπαρξη ενδοµοριακού δεσµού υδρογόνου σε φυσικά προϊόντα έχει µελετηθεί µε 

φασµατοσκοπία ΝMR-1H, όπως στην περίπτωση των ανιόντων δικαρβοξυλικών οξέων, 

µηλεϊνικού και διµεθυλοµηλονικού, όπου το πρωτόνιο που συµµετέχει στον ενδοµοριακό 

δεσµό υδρογόνου συντονίζεται στα 20 και 19 ppm αντίστοιχα. 

 

O

O

O

O

H

1

O

O

O

O

H
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Σχήµα 2.1.4: Ενδοµοριακός δεσµός υδρογόνου του µηλεϊνικού (1) και διµεθυλοµηλονικού ανιόντος 

(2). Τα πρωτόνια που συµµετέχουν στον ισχυρό ενδοµοριακό δεσµό υδρογόνου συντονίζονται στα 20 

και 19 ppm, αντίστοιχα [Frey et al., 2001]. 

 

Στην περίπτωση του διαλύµατος υπερεικίνης σε µεθανόλη (Σχήµα 2.1.5) παρατηρείται 

µε την µείωση της θερµοκρασίας η εµφάνιση µιας ευρείας κορυφής στην περιοχή των 17.3 - 

17.5 ppm, µε ολοκλήρωµα που αντιστοιχεί σε ένα πρωτόνιο [Tatsis et al., 2008]. Με βάση τη 

χηµική µετατόπιση και το ολοκλήρωµα αυτού, το σήµα συντονισµού αποδίδεται στο OH(3) 

του ανιόντος της υπερεικίνης. Η απορρόφηση αυτή είναι χαρακτηριστική της ανιονικής 

µορφής της υπερεικίνης και βρίσκεται σε συµφωνία µε τα υπόλοιπα βιβλιογραφικά δεδοµένα 

NMR. Η µεγάλη τιµή της χηµικής µετατόπισης οφείλεται στην ύπαρξη ισχυρού δεσµού 

υδρογόνου, όπως στην περίπτωση του µηλεϊνικού ανιόντος όπου το πρωτόνιο που συµµετέχει 

στον ισχυρό ενδοµοριακό δεσµό υδρογόνου συντονίζεται στα 20 ppm.  
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Σχήµα 2.1.5: Σχηµατισµός ισχυρών ενδοµοριακών δεσµών υδρογόνου µεταξύ των υδροξυλικών 

πρωτονίων ΟΗ(6) και ΟΗ(8) µε το καρβονυλικό οξυγόνο CO(7) της υπερεικίνης [Tatsis et al., 2008]. 

 

Τα παραπάνω δεδοµένα βρίσκονται σε συµφωνία µε τα κρυσταλλογραφικά δεδοµένα 

του ανιόντος της υπερεικίνης σε πυριδίνη [Fernandes et al., 2008]. Η γεωµετρία του µορίου 

στην περιοχή bay δείχνει ότι το πρωτόνιο βρίσκεται σχεδόν στο µέσον της ευθείας που 

ορίζουν τα οξυγόνα στις θέσεις 3 και 4 του ανθρακικού σκελετού της υπερεικίνης. H 

απόσταση Ο(3)-Ο(4) είναι 2.36 Å και οι αποστάσεις Ο(3)-Η(3)···Ο(4) είναι 1.17 & 1.20 Å, 

αντίστοιχα, και υποδηλώνουν την ύπαρξη ενός ισχυρότατου δεσµού υδρογόνου. 
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Σχήµα 2.1.6: Ενδοµοριακοί δεσµοί υδρογόνου: Συσχέτιση κρυσταλλογραφικών αποστάσεων 

R(OH···O) (Å) και χηµικής µετατόπισης NMR-1H [Tatsis et al., 2008]. 
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Στα peri υδροξύλια OH(1,6) και OH(8,13) τα οποία συντονίζονται στα 14.7 και 14.1 

ppm αντίστοιχα, οι αντίστοιχες αποστάσεις δεσµών, σύµφωνα µε την κρυσταλλική δοµή του 

ανιόντος της υπερεικίνης είναι Ο(6)-Η(6)···Ο(7) 1.13 & 1.50 Å και Ο(8)-Η(8)···Ο(7) 0.81 & 

1.79 Å. Τα αποτελέσµατα αυτά είναι σε άριστη συµφωνία σε σχέση µε την εξάρτηση της 

ισχύος του δεσµού υδρογόνου, όπως εκφράζεται σε ppm από την φασµατοσκοπία NMR-1H, 

και την απόσταση του δεσµού όπως προκύπτει από κρυσταλλογραφικές µελέτες (Σχήµα 

2.1.6). 

Η επίδραση του δεσµού υδρογόνου στις χηµικές µετατοπίσεις του 13C είναι 

σηµαντική, αλλά όχι τόσο έντονη όπως στην περίπτωση του 1Η. Παράδειγµα αποτελεί η 

σαλικυλική αλδεΰδη αλλά και η o-υδροξυακετοφαινόνη. Η δηµιουργία δεσµού υδρογόνου 

σχετίζεται µε το µονήρες ζεύγος ηλεκτρονίων του καρβονυλικού οξυγόνου. Ως αποτέλεσµα, 

ο καρβονυλικός άνθρακας γίνεται πιο θετικός οπότε παρατηρείται αποπροστασία (Σχήµα 

2.1.7) [Breitmaier et al., 1990]. 

 

 

Σχήµα 2.1.7: Ενδοµοριακοί δεσµοί υδρογόνου σαλικυλικής αλδεΰδης και o-υδροξυακετοφαινόνης 

[Breitmaier et al., 1990]. 

 
Συνεπώς, η τιµή της συχνότητας συντονισµού εξαρτάται από τη µοριακή δοµή και, 

κατά συνέπεια, την ηλεκτρονική πυκνότητα του πυρήνα. Εξαρτάται, όµως, και από άλλους 

παράγοντες από τους οποίους ιδιαίτερα σηµαντικός είναι η µαγνητική ανισοτροπία (βλέπετε 

υποενότητα 2.1.3). 
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2.2 Σταθερές Σύζευξης 

Τα σήµατα συντονισµού πρωτονίων που γειτνιάζουν µε άλλα πρωτόνια ή άλλους 

µαγνητικούς πυρήνες εµφανίζονται µε την µορφή πολλαπλών κορυφών, οι οποίες έχουν 

ορισµένη κανονικότητα και συµµετρία. Η πολλαπλότητα αυτή των σηµάτων συντονισµού 

καλείται σύζευξη spin - spin και οφείλεται στη µέσω δεσµών αλληλεπίδραση µε τα spin των 

γειτονικών µαγνητικών πυρήνων. Χαρακτηριστικό των πολλαπλών κορυφών είναι ότι 

ισαπέχουν µεταξύ τους κατά µια σταθερά J που καλείται σταθερά σύζευξης και είναι 

ανεξάρτητη από την ένταση του πεδίου Β0. H σταθερά σύζευξης (J coupling) εξαρτάται από 

τους γυροµαγνητικούς λόγους των πυρήνων που βρίσκονται σε σύζευξη, τη δοµή και τη 

γεωµετρία του µορίου. Για το λόγο αυτό η τιµή της σταθεράς σύζευξης ποικίλει. Η σταθερά 

σύζευξης έχει τόσο µεγαλύτερη τιµή όσο πλησιέστερα βρίσκονται οι πυρήνες που 

αλληλεπιδρούν µέσω δεσµών. Η σταθερά J διακρίνεται ανάλογα µε τον αριθµό των δεσµών 

που χωρίζουν τους πυρήνες που συζευγνύονται (n
J, όπου n ο αριθµός των δεσµών) 

[Βαλαβανίδης, 2006; Αλεξάνδρου, 1992]. 

 

2.2.1 Οµοπυρηνική Σύζευξη Spin-Spin 
1
H-

1
H (Spin-Spin Coupling) 

Τα σήµατα συντονισµού των πρωτονίων που γειτνιάζουν µε άλλους πυρήνες 

πρωτονίων εµφανίζονται µε τη µορφή πολλαπλών κορυφών. Η πολλαπλότητα των σηµάτων 

συντονισµού (λεπτή υφή του φάσµατος) εξηγείται θεωρητικά µε την παραδοχή της 

αλληλεπίδρασης των πυρηνικών µαγνητικών διπόλων µε ενδιάµεση σύζευξη µε τα µαγνητικά 

ηλεκτρονιακά δίπολα των ηλεκτρονίων του δεσµού. Οι διάφοροι προσανατολισµοί spin ενός 

πυρήνα αντιπροσωπεύουν ασθενή µαγνητικά πεδία, που µεταφέρονται µέσω των 

ηλεκτρονίων σθένους στο γειτονικό πυρήνα τροποποιώντας έτσι το εξωτερικό πεδίο, µε 

αποτέλεσµα την πολλαπλότητα ενός σήµατος συντονισµού. 

Οι µεγαλύτερες τιµές στη σταθερά σύζευξης παρατηρούνται µεταξύ πρωτονίων που 

απέχουν δύο (2
J) έως τρεις (3

J) δεσµούς. Όταν η πληροφορία της σύζευξης µεταδίδεται µέσα 

από µια σειρά σ δεσµών µειώνεται τουλάχιστον κατά µια τάξη µεγέθους για κάθε ενδιάµεσο 

δεσµό. Σε ορισµένα άκαµπτα συστήµατα η σύζευξη πρωτονίου-πρωτονίου έχει σχετικά 

µεγάλη τιµή ακόµη και όταν παρεµβαίνουν τέσσερις (4
J) δεσµοί. Η πληροφορία της σύζευξης 

µπορεί να µεταφερθεί διαµέσου τεσσάρων ή πέντε δεσµών στα αρωµατικά συστήµατα όπου 

τα π ηλεκτρόνια παίζουν σαφώς σηµαντικό ρόλο. Συζεύξεις µακράς αλυσίδας γίνονται 

εµφανείς όταν µεταφέρονται µέσα από µια σειρά πολλαπλών δεσµών (πχ. αλλυλικά 

συστήµατα) [Bovey, 1998]. 
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Η τιµή της σταθεράς σύζευξης που παρατηρείται µεταξύ πρωτονίων που απέχουν 

µεταξύ τους τρείς δεσµούς (3
JHH), εξαρτάται από τη διαµόρφωση και ειδικότερα από την 

δίεδρη γωνία (φ) (Σχήµα 2.2.1B), που σχηµατίζουν τα υπό σύζευξη πρωτόνια σύµφωνα µε 

την εξίσωση Karplus: 

 

φφ 2coscos CBAJ ++=      [2.4] 

 

όπου Α, Β και C είναι σταθερές µε τιµές περίπου +7, -1, και +5 Hz, αντίστοιχα. Συνεπώς η 

τιµή της J µπορεί να χρησιµοποιηθεί για τη µελέτη διαµόρφωσης ενός µορίου. Από την 

θεωρητική σχέση του Karplus αλλά και τα πειραµατικά δεδοµένα για µια σειρά ενώσεων 

προέκυψαν οι παρακάτω εξισώσεις που συνδέουν την 3JHH µε τη δίεδρη γωνία φ: 

 

°≤≤°−= 900),(28.0cos5.8 23 φφ HzJ HH
   [2.5] 

°≤≤°−= 18090),(28.0cos5.9 23 φφ HzJ HH    [2.6] 

 

(A)

(B)

 

Σχήµα 2.2.1: (A) Εξάρτηση της 3
JHH από τη δίεδρη γωνία φ, σύµφωνα µε την εξίσωση Κarplus, (B) 

Σχηµατική αναπαράσταση δίεδρης γωνίας (φ) [Balci, 2005]. 
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Από τις παραπάνω εξισώσεις προκύπτει ότι για φ=90°, 3
JHH= –0.3 , ενώ για φ=0° και 

για φ=180° προκύπτουν αντίστοιχα οι τιµές 3
JHH= 8.2 και 3

JHH= 9.2 Hz. Οι παραπάνω 

εξισώσεις µπορούν να εφαρµοστούν και στα αιθυλενικά παράγωγα για τα οποία προβλέπεται 

ότι η 3Jtrans(φ=180°) είναι µεγαλύτερη από τη 3Jcis(φ=90°). Στον Πίνακα 2.2.1 παρουσιάζονται 

τιµές της σταθεράς σύζευξης των πρωτονίων επιλεγµένων ενώσεων όπως αναφέρονται στη 

βιβλιογραφία. 

 

 

Πίνακας 2.2.1: Τιµές της σταθεράς σύζευξης των πρωτονίων επιλεγµένων αιθυλενικών και 

αρωµατικών ενώσεων [Gunther, 1995]. 

X 3
Jcis (Hz) 3

Jtrans (Hz) 

COOH 10.2 17.2 C

H

H

C

X

H C6H5 11.48 18.59 

X 3
J(1,2)(Hz) 4

J(1,3)(Hz) 5
J(1,4)(Hz) 4

J(1,5)(Hz) 3
J(2,3)(Hz) 4

J(2,4)(Hz) 

H 7.54 1.37 0.66 1.37 7.54 1.37 

COOH 7.86 1.35 0.63 1.79 7.49 1.31 

OH 8.17 1.09 0.49 2.71 7.40 1.74 

X
1

2

3

4

5

 

OCH3 8.30 1.03 0.44 2.94 7.36 1.76 

 

 

Ο τύπος του φάσµατος είναι συνάρτηση της διαφοράς της συχνότητας συντονισµού 

∆ν, µεταξύ των δύο πυρήνων που συζευγνύονται και του µεγέθους της σταθεράς J. Οι 

πυρήνες που διαφέρουν σηµαντικά στη χηµική µετατόπιση σε σχέση µε τη σταθερά 

σύζευξης, J, συµβολίζονται, µε ακραία γράµµατα του λατινικού αλφάβητου ΑΜΧ ή ΑΧ (∆ν 

>> J). Οι πυρήνες που δεν διαφέρουν σηµαντικά στη χηµική µετατόπιση σε σχέση µε τη 

σταθερά σύζευξης, J, συµβολίζονται µε γειτονικά γράµµατα του λατινικού αλφάβητου ABC 

ή AC (∆ν ≥ J). Στο παρακάτω σχήµα εικονίζονται τύποι φασµάτων που προκύπτουν από τη 

σύζευξη δύο πρωτονίων ως συνάρτηση του λόγου ∆ν/J. 
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AX
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Σχήµα 2.2.2: Τύποι φασµάτων ΝΜR που προκύπτουν από τη σύζευξη δύο πρωτονίων ως συνάρτηση 

του λόγου ∆ν/J [Balci, 2005]. 

 

 

2.2.2 Ετεροπυρηνική Σύζευξη Spin-Spin 
1
H-

13
C (Spin-Spin Coupling) 

Οι σταθερές σύζευξης 13C-1H µέσω ενός δεσµού ποικίλουν από 120 µέχρι 320 Hz. Οι 

σταθερές σύζευξης 1JCH αυξάνουν κατά τη µεταβολή του υβριδισµού από sp
3 σε sp, σύµφωνα 

µε την αύξηση του ποσοστού συµµετοχής του s τροχιακού στον υβριδισµό. Τυπικές τιµές 

είναι: CH4 (sp
3) 1JCH = 125 Hz, Η2C=CH2 (sp

2) 1JCH = 157 Hz και ΗC≡CH (sp) 1JCH = 250 Hz 

[Γεροθανάσης, 1998; Breitmaier et al., 1990]. 

Η παρουσία ηλεκτραρνητικών υποκαταστατών αυξάνει τη σύζευξη. Για παραδείγµα 

στην οµάδα -O-CH3 
1
JCH = 140 Hz και και στην οµάδα Cl-CH3 

1
JCH = 150 Hz. 

Οι σταθερές σύζευξης 2
JCH και 3

JCH είναι µικρότερες και έχουν τιµές µεταξύ 1 - 10 

Hz. Η σύζευξη δύο δεσµών 2
JCH είναι πολύ µικρότερη από αυτήν του ενός δεσµού. Το 

µέγεθος της (1 - 12 Hz) είναι περίπου το µισό της δίδυµης σύζευξης πρωτονίων και ο 

προσδιορισµός της από τα φάσµατα είναι αρκετά δύσκολος. Όπως και στην περίπτωση των 

πρωτονίων, η σύζευξη τριών δεσµών 3
JCH έχει περισσότερο ενδιαφέρον, γιατί εξαρτάται από 

το µήκος του δεσµού και τη δίεδρο γωνία (εξίσωση και καµπύλη Karplus, Σχήµα 2.2.3). 
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Φ+Φ−= 2cos56.3cos26.43
CHJ  

 
Σχήµα 2.2.3: ∆ιάγραµµα της σταθεράς σύζευξης 3

JCH ως συνάρτηση της δίεδρης γωνίας Φ, όπως 

προκύπτει από την εξίσωση Karplus για το µόριο του προπανίου [Breitmaier et al., 1990]. 

 

Ως σύζευξη µακράς εµβέλειας, θεωρούµε τη σύζευξη µεταξύ πυρήνων οι οποίοι 

βρίσκονται σε απόσταση τεσσάρων ή περισσότερων δεσµών (n
J (n ≥ 4)). Επειδή η 

αλληλεπίδραση των πυρήνων εξασθενεί µε την αύξηση του αριθµού των δεσµών, η σταθερά 

σύζευξης µακράς εµβέλειας αναµένεται να είναι πολύ µικρή σε σχέση µε τη δίδυµη και 

γειτονική σύζευξη (συνήθως 0.1 - 3 Hz). 

Οι φαινολικές υδροξυλικές οµάδες εµφανίζουν 3
JCH µέσω του οξυγόνου όταν το 

πρωτόνιο της –ΟΗ οµάδας συµµετέχει σε ενδοµοριακό δεσµό υδρογόνου. Μικρές διαφορές 

στη σταθερά σύζευξης εµφανίζονται στην περίπτωση που έχουµε διαφορετικές διαµορφώσεις 

cis και trans µέσω του πρωτονίου που συµµετέχει σε ενδοµοριακό δεσµό υδρογόνου. 

Παράδειγµα αυτού αποτελεί η σαλικυλική αλδεΰδη (Σχήµα 2.2.4) [Γεροθανάσης, 1998; 

Breitmaier et al., 1990]. 
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Σχήµα 2.2.4: Σταθερές σύζευξης 3

JCH των cis και trans του πρωτονίων της σαλικυλικής αλδεύδης που 

συµµετέχει σε ενδοµοριακό δεσµό υδρογόνου [Breitmaier et al., 1990]. 

 

 

2.3 Φαινόµενο Ανταλλαγής Πρωτονίων - Επίδραση ∆εσµού Υδρογόνου και pH 

 

2.3.1 Επίδραση ∆ιαµοριακών και Ενδοµοριακών ∆εσµών Υδρογόνου 

Μερικά από τα λιγότερα προστατευµένα πρωτόνια, είναι αυτά των καρβοξυλικών 

οξέων (RCOOH) τα οποία απορροφούν στην περιοχή 10 εως 12 ppm. Τόσο το φαινόµενο του 

συντονισµού όσο και η ηλεκτρανητικότητα του ατόµου του καρβονυλικού οξυγόνου έλκουν 

το ζεύγος ηλεκτρονίων του δεσµού του –ΟΗ µε συνέπεια την αυξηµένη οξύτητα και την 

αποπροστασία του πρωτονίου της –COOH. 

 

 
Σχήµα 2.3.1: ∆οµές συντονισµού καρβοξυλικών οξέων. 

 

Πρωτόνια τα οποία σχηµατίζουν δεσµούς υδρογόνου (π.χ. πρωτόνια καρβοξυλικών 

οµάδων, φαινολικών υδροξυλίων, υδροξυλίων αλκοολών ή αµινοοµάδων) εµφανίζουν ευρεία 

κλίµακα απορροφήσεων (Πίνακας 2.3.1). Όσο ισχυρότερος είναι ο δεσµός υδρογόνου τόσο 

πιο αποπροστατευµένο είναι το πρωτόνιο που συµµετέχει στο δεσµό. 
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Πίνακας 2.3.1: Εύρη απορροφήσεων πρωτονίων χαρακτηριστικών οµάδων [Pavia et al., 2001]. 

Οξέα RCOOH 10.5 - 12.0 ppm 

Φαινόλες ArOH 4.0 - 7.0 

Αλκοόλες ROH 0.5 - 5.0 

Αµίνες RNH2 0.5 - 5.0 

Αµίδια RCONH2 5.0 - 8.0 

Ενόλες CH=CH-OH > 15 

 

Η πιθανότητα σχηµατισµού διαµοριακών δεσµών υδρογόνου είναι συνάρτηση της 

συγκέντρωσης και της θερµοκρασίας. Όσο πιο υψηλή είναι η συγκέντρωση του διαλύµατος, 

τόσο µεγαλύτερη είναι η πιθανότητα διαµοριακών αλληλεπιδράσεων µέσω σχηµατισµού 

δεσµών υδρογόνου. Ενώ όσο υψηλότερη είναι η θερµοκρασία, τόσο µικρότερη είναι αυτή η 

πιθανότητα. Ο σχηµατισµός ενδοµοριακού δεσµού υδρογόνου εξαρτάται σε πολύ µικρότερο 

βαθµό σε σχέση µε τους διαµοριακούς δεσµούς υδρογόνου, τόσο από τη θερµοκρασία όσο 

και από τη συγκέντρωση. Η διαφορετική αυτή συµπεριφορά έχει χρησιµοποιηθεί ευρέως στη 

βιβλιογραφία για τη διάκριση ενδο- και δια-µοριακών δεσµών υδρογόνου [Jeffrey & Saenger, 

1991]. 

 

 

ελεύθερο υδροξύλιο    δεσµός υδρογόνου 

Σχήµα 2.3.2: Σχηµατική απεικόνιση διαµοριακού δεσµού υδρογόνου [Pavia et al., 2001]. 

 

Υδρογόνα τα οποία µπορούν να ανταλλαγούν είτε µε πρωτόνια του διαλύτη είτε 

άλλων µορίων, δείχνουν µια ευρεία περιοχή απορροφήσεων. Οι παρακάτω εξισώσεις 

υποδεικνύουν τις πιθανές ανταλλαγές. 
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Σχήµα 2.3.3: Σχηµατική απεικόνιση ανταλλαγής υδρογόνων [Pavia et al., 2001]. 

 

∆ιαµοριακή ανταλλαγή πρωτονίων συχνά οδηγεί σε διεύρυνση των κορυφών. Οι 

κορυφές αντί να εµφανιστούν ως οξείες σε εύρος, πολλές φορές διευρύνονται και 

υπολείπονται σε ένταση. Μία κορυφή που οφείλεται, για παράδειγµα, σε απορρόφηση –Ο-Η 

µπορεί να διακριθεί από τις υπόλοιπες απλές κορυφές, σε αρκετές περιπτώσεις, και µόνο από 

τη µορφή της. Η διεύρυνση των κορυφών οφείλεται σε αρκετούς παράγοντες, σηµειώνουµε 

µόνο την εξάρτηση από τη συγκέντρωση και τη θερµοκρασία. Στο Σχήµα 2.3.4 αποτυπώνεται 

διαγραµµατικά η επίδραση στο φάσµα NMR της ταχύτητας ανταλλαγής, από πολύ αργή έως 

πολύ γρήγορη, ως προς την κλίµακα χρόνου του NMR. 

 

 
Σχήµα 2.3.4: Η επίδραση της ταχύτητας ανταλλαγής στη διεύρυνση κορυφών σε ένα φάσµα NMR 

[Pavia et al., 2001]. 

 

Στην περίπτωση των φλαβονοειδών (Σχήµατα 1.4.1 και 2.3.5), παρά τον µεγάλο 

αριθµό οµάδων –ΟΗ, οι εξαιρετικά λεπτές κορυφές απορρόφησης που εµφανίζονται στα 11 - 

13 ppm αποδίδονται στο αποπροστατευµένο πρωτόνιο του υδροξυλίου που βρίσκεται στη 

θέση 5 του δακτυλίου (Α), το οποίο συµµετέχει σε έναν ισχυρό ενδοµοριακό δεσµό 
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υδρογόνου µε το οξυγόνο του CO(4). Ο ενδοµοριακός αυτός δεσµός υδρογόνου ελλατώνει σε 

σηµαντικό βαθµό την ανταλλαγή του πρωτονίου ΟΗ(5) µε τα µόρια Η2Ο που υπάρχουν στο 

διάλυµα µε αποτέλεσµα να λαµβάνονται εξαιρετικά λεπτές απορροφήσεις σε σχέση µε τις 

υπόλοιπες οµάδες –ΟΗ (Σχήµα 2.3.5). Επιπλέον, η εµφάνιση των σηµάτων στα 13 ppm 

περίπου υποδηλώνει την παρουσία φλαβονών στα εκχυλίσµατα, δεδοµένου ότι το σήµα 

συντονισµού του πρωτονίου ΟΗ(5) είναι περισσότερο αποπροστατευµένο στις φλαβόνες 

συγκριτικά µε το αντίστοιχο σήµα των φλαβονολών που εµφανίζεται στα 12 ppm. Αυτό 

συµβαίνει διότι η παρουσία της οµάδας ΟΗ(3) στις φλαβονόλες προκαλεί µείωση της 

ηλεκτρονικής πυκνότητας στο άτοµο του οξυγόνου της οµάδας του CO(4) µε αποτέλεσµα να 

είναι λιγότερο ισχυρός ο ενδοµοριακός δεσµός υδρογόνου. Όπως γίνεται αντιληπτό, µε τον 

παραπάνω τρόπο, επιτυγχάνεται η διάκριση των φλαβονών και φλαβονολών [Exarchou et al., 

2002a; 2002b]. 

 

OH(5)

OH(7)
OH(4 )΄

OH(3 )΄

OH(3)

 
Σχήµα 2.3.5: Φάσµα NMR-1Η κερκετίνης, 10 mM, σε διαλύτη 0.5 mL DMSO-d6 (T=298K, ns=32, 

texpt=4m). Ένθετο τυπική απεικόνιση φλαβονοειδών (κερκετίνη) µε δεσµό υδρογόνου OH(5)···OC(4). 

 

2.3.2 Επίδραση του ∆ιαλύτη και της Συγκέντρωσης 

Κατά τη λήψη φασµάτων NMR χρησιµοποιούνται διαλύτες οι οποίοι πρέπει να 

πληρούν συγκεκριµένες προδιαγραφές. Πρέπει να είναι φθηνοί, να διαλύουν ένα ευρύ φάσµα 

ενώσεων και να περιέχουν κυρίως το δευτεριωµένο ισότοπο. Το δευτεριωµένο χλωροφόρµιο 
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(CDCl3) είναι ένας συχνά χρησιµοποιούµενος διαλύτης που πληροί αυτές τις προδιαγραφές. 

Ένας άλλος χρήσιµος διαλύτης είναι το δευτεριωµένο διµεθυλοσουλφοξείδιο (DMSO-d6). 

Βασικό πλεονέκτηµα του DMSO-d6 αποτελεί η υψηλή διαλυτική του ικανότητα, αλλά έχει ως 

µειονέκτηµα το υψηλό σηµείο πήξεως (~ 18 °C), γεγονός, που το καθιστά δύσχρηστο για 

πειράµατα χαµηλής θερµοκρασίας. 

Η παρατηρούµενη χηµική µετατόπιση, εξαρτάται όχι µόνο από τη δοµή της ένωσης 

που µελετάται (αναλύτης), αλλά και από τις αλληλεπιδράσεις µεταξύ της ένωσης αυτής και 

των µορίων διαλύτη που την περιβάλλουν. Εάν ο διαλύτης είναι µη πολικός, όπως οι 

υδρογονάνθρακες, τότε υφίστανται ασθενείς αλληλεπιδράσεις µεταξύ πολικού αναλύτη και 

διαλύτη (αλληλεπιδράσεις Van der Waals) και ως εκ τούτου ο διαλύτης επηρεάζει ελάχιστα 

την παρατηρούµενη χηµική µετατόπιση. 

Εάν ο διαλύτης που θα επιλεγεί είναι πολικός (πχ ακετόνη, χλωροφόρµιο ή 

διµεθυλοσουλφοξείδιο) υφίστανται ισχυρές αλληλεπιδράσεις διπόλου - διπόλου µεταξύ 

αναλύτη και διαλύτη, ιδίως εάν ο αναλύτης περιέχει πολικούς δεσµούς. Οι αλληλεπιδράσεις 

µεταξύ πολικού διαλύτη και πολικού αναλύτη είναι πιθανόν ισχυρότερες από τις 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ διαλύτη και τετραµεθυλοσιλανίου ως ένωσης αναφοράς (TMS, το 

οποίο είναι µη πολικό). Ως αποτέλεσµα η παρατηρούµενη χηµική µετατόπιση του αναλύτη θα 

είναι µετατοπισµένη σε σύγκριση µε την παρατηρούµενη χηµική µετατόπιση σε µη πολικό 

διαλύτη. 

Εάν ο διαλύτης έχει ισχυρή µαγνητική ανισοτροπία (π.χ. βενζόλιο, πυριδίνη, 

ακετονιτρίλιο), τότε οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ του αναλύτη και του ανισοτροπικού πεδίου 

του διαλύτη θα επηρεάσουν ισχυρά τη χηµική µετατόπιση. Και σε αυτήν την περίπτωση ο 

διαλύτης θα αλληλεπιδράσει πιο ισχυρά µε τον αναλύτη απ’ ότι µε το TMS. Αποτέλεσµα 

αυτού είναι ότι η παρατηρούµενη χηµική µετατόπιση του αναλύτη θα είναι µετατοπισµένη 

σηµαντικά ως προς την παρατηρούµενη χηµική µετατόπιση του TMS. ∆ιαλύτες όπως το 

βενζόλιο και η πυριδίνη προκαλούν µετατόπιση της απορρόφησης ενός πρωτονίου σε 

µικρότερες τιµές ppm, ενώ άλλοι διαλύτες όπως το ακετονιτρίλιο, προκαλούν µετατόπιση 

προς την αντίθετη κατεύθυνση. Αυτή η διαφορά φαίνεται να εξαρτάται από τη διευθέτηση 

στο χώρο των µορίων του διαλύτη. Αρωµατικοί διαλύτες όπως βενζόλιο και πυριδίνη, έχουν 

επίπεδη διευθέτηση, ενώ το ακετονιτρίλιο έχει ραβδοειδή διάταξη. Η διάταξη των µορίων του 

διαλύτη επηρεάζει την φύση του συµπλόκου αναλύτη - διαλύτη που σχηµατίζεται στο 

διάλυµα. 
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Η παρατηρούµενη χηµική µετατόπιση µπορεί να χρησιµοποιηθεί για να 

αποσαφηνιστούν πολύπλοκα φάσµατα που εµφανίζουν αλληλεπικαλύψεις πολλαπλών 

κορυφών. Με την προσθήκη µιας µικρής ποσότητας (< 20 %) βενζολίου-d6 ή πυριδίνης-d5 σε 

διάλυµα CDCl3 µιας άγνωστης ένωσης, παρατηρείται σηµαντική µεταβολή στο φάσµα. Οι 

αλλαγές στις σταθερές προάσπισης στο πρωτονιακό φάσµα µπορούν να προκαλέσουν 

µετατόπιση µέχρι και 1 ppm, µε αποτέλεσµα οι αλληλοεπικαλυπτόµενες πολλαπλές κορυφές 

να διαχωριστούν µεταξύ τους ικανοποιητικά, ώστε να µπορεί να γίνει ανάλυση του 

φάσµατος. Η χρήση αυτής της «τεχνικής του βενζολίου» είναι ένας εύκολος τρόπος 

απλοποίησης πολύπλοκων φασµάτων. 

Το µέγεθος της παρατηρούµενης µετατόπισης λόγω του διαλύτη µπορεί να είναι της 

τάξης µερικών δέκατων ενός ppm έως αρκετών ppm στην κλίµακα ενός πρωτονιακού 

φάσµατος και εξαρτάται κυρίως από τη λειτουργική οµάδα στην οποία ανήκει το πρωτόνιο. 

Χαρακτηριστική περίπτωση σηµαντικής επίδρασης του διαλύτη είναι η παρατηρούµενη 

χηµική µετατόπιση των φαινολικών υδροξυλίων της ελαιοευρωπαΐνης. Στο Σχήµα 2.3.6 

παρατίθενται τα φάσµατα πρωτονίου NMR της ελαιοευρωπαΐνης σε δύο διαφορετικούς 

διαλύτες, DMSO-d6 και ακετονιτρίλιο-d3. Στα φάσµατα αυτά παρατηρούµε τη διασπορά των 

απορροφήσεων των –OH οµάδων από 8.72 και 8.77 ppm στο DMSO-d6, σε 6.63 και 6.78 

ppm στο ακετονιτρίλιο-d3, αντίστοιχα. Όσο αυξάνεται η πολικότητα του διαλύτη τόσο οι 

απορροφήσεις των πρωτονίων που σχηµατίζουν δεσµούς υδρογόνου µε το διαλύτη 

µετατοπίζονται προς υψηλότερες συχνότητες (µεγαλύτερες τιµές ppm). 
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Σχήµα 2.3.6: Φάσµατα NMR-1Η της ελαιοευρωπαΐνης σε διαλύτες (Α) DMSO-d6 και (Β) 

ακετονιτρίλιο-d3. Με αστερίσκο υποδηλώνεται η απορρόφηση των οµάδων –OH. 

 

Θα πρέπει να τονιστεί ότι ποσότητα 1 mg ενός δείγµατος σε 0.5 mL διαλύτη 

θεωρείται υψηλή συγκέντρωση για όργανο µέτριου έως υψηλού µαγνητικού πεδίου. Συνεπώς, 

µε κατάλληλη αραίωση είναι εφικτό να ελαχιστοποιηθούν οι διαµοριακές αλληλεπιδράσεις. 

 

2.3.3 Επίδραση της Θερµοκρασίας 

Γενικά, η θερµοκρασία δεν επηρεάζει αισθητά τη χηµική µετατόπιση. Ωστόσο, εάν 

πραγµατοποιούνται δυναµικές διεργασίες, όπως περιστροφή µέσω δεσµών, αναστροφή 

δακτυλίου και ισοµερείωση λόγου σθένους, καθώς και σχάση δεσµών υδρογόνου, τότε η 

θερµοκρασία µπορεί να έχει σηµαντική επίπτωση στη χηµική µετατόπιση. Για παράδειγµα, το 

κυκλοεπτατριένιο (cycloheptatriene) βρίσκεται σε ισορροπία µε το ισοµερές σθένους            

2-κυκλο[4.1.0]επτα-1,3-διένιο (norcaradiene) (Σχήµα 2.3.7). 
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Σχήµα 2.3.7: Ισορροπία ισοµερών σθένους του κυκλοεπτατριένιο - 2-κυκλο[4.1.0]επτα-1,3-διένιο. 

 

Αυτή η ισορροπία µπορεί να επηρεαστεί µεταβάλλοντας την θερµοκρασία. Για 

παράδειγµα το πρωτόνιο Ha στο κυκλοεπτατριένιο είναι συνδεδεµένο µε άνθρακα που φέρει 

διπλό δεσµό. Εάν η ισορροπία µετατοπιστεί προς τα δεξιά, δηλ. προς το 2-κυκλο[4.1.0]επτα-

1,3-διένιο, το συγκεκριµένο πρωτόνιο θα αλλάξει θέση δεσµού και θα αποτελεί µέρος του 

κυκλοπροπανικού δακτυλίου. Η χηµική µετατόπιση του πρωτονίου αυτού θα αλλάξει και 

συγκεκριµένα η συχνότητα απορρόφησης θα µετατοπιστεί προς χαµηλότερη συχνότητα. 

Γενικώς η µεταβολή της θερµοκρασία θα επηρεάσει την θέση της παραπάνω ισορροπίας, είτε 

προς τα δεξιά είτε προς τα αριστερά, και άρα τη θέση πρόσδεσης του συγκεκριµένου 

πρωτονίου. Αυτό εκφράζεται µε την παρατηρούµενη διαφορά στη χηµική µετατόπιση αυτού 

του πρωτονίου. 

Η επίδραση της θερµοκρασίας διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην περίπτωση των 

απορροφήσεων χαρακτηριστικών οµάδων που σχηµατίζουν διαµοριακούς δεσµούς 

υδρογόνου µε µόρια του διαλύτη, όπως των υδροξυλίων των φλαβονοειδών. 

Στο Σχήµα 2.3.8 απεικονίζεται η µεταβολή της χηµικής µετατόπισης των 

υδροξυλικών πρωτονίων σε διαλύτη ακετόνη-d6 ως συνάρτηση της θερµοκρασίας, στην 

περίπτωση της κεµπφερόλης [Exarchou et al., 2002b], ενώ οι αντίστοιχες τιµές µεταβολής 

∆δ/∆Τ παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.3.2. Είναι φανερό ότι το υδροξύλιο ΟΗ(5) 

επηρεάζεται σε πολύ µικρότερο βαθµό από τη µεταβολή της θερµοκρασίας, γεγονός που 

επιβεβαιώνει το σχηµατισµό του ισχυρού ενδοµοριακού δεσµού υδρογόνου µε το καρβονύλιο 

στη θέση 4. 
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Πίνακας 2.3.2: Τιµές µεταβολής της χηµικής µετατόπισης των υδροξυλικών πρωτονίων της 

κεµπφερόλης σε διαλύτη ακετόνη-d6 ως συνάρτηση της θερµοκρασίας [Exarchou et al., 2002b]. 

∆δ/∆Τ 

ΟΗ(5) ΟΗ(7) ΟΗ(4΄) ΟΗ(3΄) ΟΗ(3) 

−3.1 −10.7 −10.1 − −11.8 

 

 

 
Σχήµα 2.3.8: Μεταβολή της χηµικής µετατόπισης των υδροξυλικών πρωτονίων της κεµπφερόλης σε 

διαλύτη ακετόνη-d6 ως συνάρτηση της θερµοκρασίας [Exarchou et al., 2002b]. 

 

Θα πρέπει να τονιστεί ότι σε πειράµατα NMR-1Η µεταβλητής θερµοκρασίας είναι 

εφικτό, σε χαµηλή θερµοκρασία, να παρατηρηθούν οι απορροφήσεις όλων των ευκίνητων 

υδροξυλίων ακόµη και σε πρωτικούς διαλύτες (µεθανόλη-d3) λόγω σηµαντικής µείωσης της 

ταχύτητας ανταλλαγής πρωτονίων όπως απεικονίζεται στο Σχήµα 2.3.9. 
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Σχήµα 2.3.9: Φάσµατα µεταβλητής θερµοκρασίας πρωτονίου NMR της κερκετίνης σε διαλύτη 

µεθανόλη-d3 [Exarchou et al., 2002b]. 

 

 

2.4 Μελέτη ∆υναµικών και Θερµοδυναµικών Ισορροπιών µε τη Φασµατοσκοπία NMR 

Η µελέτη χηµικών συστηµάτων που είναι σε δυναµική ισορροπία, όπως ταυτοµερών, 

διαµορφοµερών, ισοµερών κλπ., αποτελεί µία από τις σπουδαιότερες εφαρµογές της 

φασµατοσκοπίας NMR. Ας θεωρήσουµε ένα πρωτόνιο που ανταλλάσσεται µεταξύ δύο 

καταστάσεων Α και Β µε χηµικές µετατοπίσεις δΗΑ και δΗΒ, αντίστοιχα. Εάν ο χρόνος ζωής, t, 

του πρωτονίου σε κάθε κατάσταση είναι µεγαλύτερος του αντίστροφου της διαφοράς των δύο 

συχνοτήτων συντονισµού νΗΑ και νΗΒ (νΗΑ > νΗΒ) 

 

 

 

τότε παρατηρούνται δύο κορυφές (Σχήµα 2.4.1), οι εντάσεις των οποίων εξαρτώνται από το 

σηµείο ισορροπίας του συστήµατος. 



 

 35 

 

Σχήµα 2.4.1: Επίδραση του χρόνου ζωής, r, κατά την ανταλλαγή πρωτονίων στη µεταβολή του 

φάσµατος NMR [Γεροθανάσης, 1998]. 

 

Εάν ο χρόνος t είναι µικρότερος του αντίστροφου της διαφοράς των δύο συχνοτήτων 

συντονισµού 

 

 

 

τότε παρατηρείται µία απλή κορυφή, η θέση της οποίας καθορίζεται από το σηµείο 

ισορροπίας του χηµικού συστήµατος. 

Εάν ο χρόνος, t, είναι του ίδιου µεγέθους µε το αντίστροφο της διαφοράς των δύο 

συχνοτήτων συντονισµού 

 

 

 

τότε παρατηρείται µία ευρεία καµπύλη, από το εύρος ∆ν της οποίας είναι δυνατό να βρεθεί ο 

χρόνος αλληλοµετατροπής µε βάση την αρχή της απροσδιοριστίας: 

 

 

 

Στην πράξη η τελευταία προϋπόθεση επιτυγχάνεται µε µεταβολή της θερµοκρασίας, 

Τ, µέχρις ότου συνενωθούν οι δύο χωριστές κορυφές. Η µέθοδος αυτή εφαρµόζεται σε 
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συστήµατα ισορροπίας µε συστατικά των οποίων η διάρκεια ζωής είναι της τάξης 10 - 10–6 s. 

Η χρονική αυτή κλίµακα καλύπτει τα περισσότερα µοριακά συστήµατα που ενδιαφέρουν την 

Οργανική Χηµεία. 

Στο Σχήµα 2.4.2 απεικονίζονται τα φάσµατα NMR-1H του κυκλοεξανίου–d11 ως 

συνάρτηση της θερµοκρασίας. Υποκατάσταση ενός πρωτονίου από ένα δευτέριο µειώνει, 

λόγω µικρότερης µαγνητικής ροπής του δευτερίου, τη σταθερή σύζευξης. Συνεπώς, είναι σαν 

να µην υπάρχουν υδρογόνα σε αυτή τη θέση του µορίου και τα φάσµατα είναι πολύ 

απλούστερα. Καθώς το κυκλοεξάνιο ψύχεται, η απλή οξεία κορυφή που παρατηρείται στη 

θερµοκρασία του δωµατίου διευρύνεται και διασπάται στους –63 °C σε δύο κορυφές, οι 

οποίες στους –89 °C είναι ευκρινώς διαχωρισµένες. Η µία κορυφή οφείλεται στο αξονικό 

πρωτόνιο και η άλλη στο ισηµερινό. 

 

 
Σχήµα 2.4.2: Φάσµατα NMR-1H του κυκλοεξανίου–d11 ως συνάρτηση της θερµοκρασίας 

[Γεροθανάσης, 1998]. 

 

Η φασµατοσκοπία NMR είναι µια σηµαντική τεχνική που επιτρέπει τη µελέτη της 

µετατροπής ενός µορίου από µία µορφή Α σε µία άλλη Β, και παρέχει τη δυνατότητα 

ποσοτικών θερµοδυναµικών και κινητικών µελετών. Οι µελέτες επικεντρώνονται στην 

επίδραση του διαλύτη, της θερµοκρασίας και του pH.  

Η µετατροπή Α → Β µπορεί να περιγραφεί από τη σταθερά ισορροπίας Keq σύµφωνα 

µε την εξίσωση: 
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A

B
Keq =       [2.9] 

 

η οποία σχετίζεται άµεσα µε την ενέργεια Gibbs, ∆G°, µέσω της εξίσωσης: 

 

eqKRTG ln−=°∆      [2.10] 

 

Οι θερµοδυναµικές παράµετροι µετατροπής του Α προς Β µπορούν να εξαχθούν από 

πειράµατα NMR µεταβλητής θερµοκρασίας, υπό την προυπόθεση ότι οι σχετικές 

συγκεντρώσεις των δύο µορφών µπορούν να υπολογιστούν µε ακρίβεια. Όταν η σταθερά 

ισορροπίας, για τη συγκεκριµένη διεργασία, υπολογιστεί για µια σειρά θερµοκρασιών, τότε 

σύµφωνα µε την εξίσωση Van’t Hoff , 

 

R

S

RT

H
Keq

°∆
+

°∆
−=ln     [2.11] 

 

µε καταχώρηση των τιµών lnKeq έναντι των τιµών 1/T, σε σύστηµα ορθογωνίων αξόνων, 

προκύπτουν οι τιµές µεταβολής της ενθαλπίας ∆H° και της εντροπίας ∆S°. 

Ως εφαρµογή αναφέρονται οι µελέτες cis-trans ισοµερισµού αµιδίων και πεπτιδίων 

όπως στην περίπτωση cis-trans ισοµερισµού των N-µεθυλοφορµαµιδίου (NMF) και Ν-tert-

βουτυλοφορµαµιδίου (TBF) (Σχήµα 2.4.3) από τις οποίες προέκυψαν οι θερµοδυναµικές 

παράµετροι ∆H° και ∆S° του Πίνακα 2.4.1 [Troganis et al., 2005]. 
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Σχήµα 2.4.3 ∆εδοµένα ολοκλήρωσης (A) των πρωτονίων –CH3 του N-µεθυλοφορµαµιδίου (NMF) 

και (B) των πρωτονίων –C(CH3)3 του Ν-tert-βουτυλοφορµαµιδίου (TBF), όπως αυτά προέκυψαν από 

τα φάσµατα NMR-1Η, κατά τη µελέτη της ισορροπίας cis-trans των αµιδίων σε διαλύτη 90% 

H2O/10% D2O, συγκέντρωσης 20 mM [Troganis et al., 2005]. 

 

 

 

Πίνακας 2.4.1: Θερµοδυναµικές παράµετροι cis-trans ισοµερισµού N-µεθυλοφορµαµιδίου (NMF) και 

Ν-tert-βουτυλοφορµαµιδίου (TBF) [Troganis et al., 2005]. 

πεπτίδιο διαλύτης 
∆H° 

(kJ/mol-1) 

∆S° 

(JK-1/mol-1) 

T∆S° 

(kJ/mol-1) 

∆G 

(kJ/mol-1) 

NMF 90% H2O/10% D2O −5.79 ± 0.18 0.77 ± 0.57 −0.23 ± 0.17 −6.02 ± 0.18 

TBF 90% H2O/10% D2O −1.72 ± 0.06 −6.28 ± 0.20 −1.87 ± 0.06 0.15 ± 0.06 

NMF CDCl3 −3.71 ± 0.17 3.42 ± 065 −1.02 ± 0.19 −4.73 ± 0.19 

TBF CDCl3 1.60 ± 0.09 5.75 ± 0.33 −1.71 ± 0.10 −0.11 ± 0.10 

 

 

(A) 

(B) 
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2.5 Φασµατοσκοπία NMR ∆ύο ∆ιαστάσεων 

 

2.5.1 Τεχνική Ετεροπυρηνικής Φασµατοσκοπίας Συσχέτισης Πολλαπλού Κβάντου      

1
H-

13
C (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence, HMQC 

1
H-

13
C). 

Με τη χρήση της ετεροπυρηνικής φασµατοσκοπίας συσχέτισης είναι δυνατή η µελέτη 

του τρόπου σύνδεσης µεταξύ διαφορετικών µαγνητικών πυρήνων (πχ. 1Η-13C). Το 

µειονέκτηµα της ετεροπυρηνικής φασµατοσκοπίας 1Η-13C είναι η πολύ µικρή περιεκτικότητα 

του άνθρακα-13 στο φυσικό στοιχείο (~ 1.11 %) και η µικρή τιµή του γυροµαγνητικού του 

λόγου, που έχουν ως συνέπεια τη µειωµένη ευαισθησία του (σχετική ευαισθησία ως προς το 
1H ≈ 1/400) [Breitmaier & Voelter, 1990]. Αύξηση της ευαισθησίας του πυρήνα 13C 

επιτυγχάνεται, όταν η παρατήρηση της συµπεριφοράς του γίνεται διαµέσου της επίδρασης 

που ασκεί στον, µεγαλύτερης ευαισθησίας, πυρήνα του πρωτονίου. Με τον τρόπο αυτό ο 

πυρήνας του πρωτονίου χρησιµοποιείται για την ανίχνευση και καταγραφή του σήµατος 

[Griesinger et al., 1996; Günther, 1995; Sanders & Hunder, 1993]. Η παραπάνω διαδικασία 

εφαρµόζεται τόσο στην τεχνική HMQC όσο και στην τεχνική HMBC 1H-13C (Heteronuclear 

Multiple Βond Coherence 1H-13C), όπως θα αναλυθεί παρακάτω. 

Η φασµατοσκοπία HMQC 1H-13C συσχετίζει πυρήνες άνθρακα-13 που βρίσκονται σε 

άµεση σύζευξη µε πυρήνες πρωτονίου (1
JHC). Η παλµική ακολουθία του πειράµατος HMQC 

1H-13C (Σχήµα 2.5.1) µπορεί, περιγραφικά, να διακριθεί σε δύο στάδια. Στο πρώτο στάδιο (Α) 

επιτυγχάνεται η µεταφορά µαγνήτισης από τον πυρήνα του πρωτονίου στον πυρήνα του 

άνθρακα-13, µέσω της εφαρµογής παλµών 90º και στους δύο πυρήνες. Στο στάδιο αυτό 

πραγµατοποιείται και η καταστολή των σηµάτων συντονισµού των πυρήνων πρωτονίου που 

δε συζεύγνυνται µε πυρήνες άνθρακα-13. Στο δεύτερο στάδιο (Β) η µαγνήτιση µεταφέρεται 

από τον 13C στον πυρήνα 1H και ανιχνεύεται. Η παλµική ακολουθία έχει ως τελικό 

αποτέλεσµα τη δηµιουργία ενός δισδιάστατου χάρτη που αποτελείται µόνο από 

διασταυρούµενες κορυφές, οι οποίες αντιστοιχούν σε πυρήνες 1H-13C που σχετίζονται µεταξύ 

τους µέσω σταθεράς σύζευξης 1JHC [Günther, 1995]. 
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Σχήµα 2.5.1: Η παλµική ακολουθία του πειράµατος HMQC 1H-13C [Bax & Subramanian, 1986]. 

 

Τροποποίηση των παλµικών ακολουθιών των δύο τελευταίων τεχνικών που 

αναφέρθηκαν οδηγούν σε διάφορους τύπους πειραµάτων ανάλογα µε το επιθυµητό 

αποτέλεσµα. Έτσι, εναλλακτικά της τεχνικής HMQC 1H-13C µπορεί να χρησιµοποιηθεί η 

τεχνική της ετεροπυρηνικής φασµατοσκοπίας συσχέτισης απλού κβάντου 1H-13C, 

(Heteronuclear Single Quantum Coherence, HSQC 1H-13C), στην οποία εµφανίζονται τελικά 

µόνο οι µεταπτώσεις απλού κβάντου. Η τεχνική αυτή εφαρµόζεται συνήθως σε συνδυασµό µε 

την τεχνική βαθµίδωσης πεδίου (Gradient-enhanced Heteronuclear Single Quantum 

Coherence, 1H-13C, GE-HSQC 1H-13C) µε αποτέλεσµα την εµφάνιση διασταυρούµενων 

κορυφών που οφείλονται σε ασθενείς συζεύξεις [Parella & Belloc, 2001; Marek et al., 1997]. 

Τα αποτελέσµατα της παραπάνω διαδικασίας, δηλαδή η εµφάνιση της άµεσης 

αλληλεπίδρασης των πυρήνων 1H και 13C µέσω σύζευξης 1
JCH απεικονίζονται στο Σχήµα 

2.5.2. 

 

 

 

Στάδιο Α Στάδιο Β 
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Σχήµα 2.5.2: ∆ισδιάστατος χάρτης του φάσµατος HSQC 1H-13C της κερκετίνης σε διαλύτη DMSO-d6 

όπου οι διασταυρούµενες κορυφές αντιστοιχούν στη σύζευξη 1
JHC µεταξύ των πυρήνων (Η2΄ - C2΄), 

(Η6΄ - C6΄), (Η5΄ - C5΄), (Η6 - C6) και (Η8 - C8). 

 

2.5.2 Τεχνική Συσχέτισης µέσω Πολλαπλών ∆εσµών 
1
H-

13
C (Heteronuclear Multiple 

Βond Coherence HMBC 
1
H-

13
C). 

Σε αντίθεση µε τη φασµατοσκοπία HMQC 1H-13C, η τεχνική HMBC 1H-13C παρέχει 

πληροφορίες σχετικά µε την αλληλεπίδραση πυρήνων άνθρακα-13 που συζεύγνυνται µε 

πυρήνες πρωτονίου οι οποίοι απέχουν πλέον του ενός δεσµού, συνήθως δύο έως τέσσερις 

δεσµούς (2-4
JCH). Η παλµική ακολουθία του πειράµατος HMΒC 1H-13C (Σχήµα 2.5.3) 

περιλαµβάνει αρχικά ένα παλµό 90º µε τη βοήθεια του οποίου αποµακρύνονται οι 

ανεπιθύµητες συζεύξεις 1
JCH, έτσι ώστε οι διασταυρούµενες κορυφές, που τελικά θα 

προκύπτουν, να αντιστοιχούν σε συζεύξεις n
JCH (όπου n > 1). Ο δεύτερος παλµός 90º 13C 

δηµιουργεί µεταπτώσεις µηδενικού και διπλού κβάντου, οι οποίες ανταλλάσσονται µε την 

επίδραση του παλµού 1Η 180º που ακολουθεί. Τέλος µε την εφαρµογή του παλµού 13C 90º 

και την καταγραφή του φάσµατος, προκύπτει ο δισδιάστατος χάρτης της τεχνικής HMBC   

1H-13C (Σχήµα 2.5.4) [Rahman & Choudhary, 1996]. 
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Σχήµα 2.5.3: Η παλµική ακολουθία του πειράµατος HMΒC 1H-13C [Bax & Summers, 1986]. 
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Σχήµα 2.5.4: (A) ∆ισδιάστατος χάρτης του φάσµατος HMBC 1H-13C της κερκετίνης σε διαλύτη    

DMSO-d6, όπου οι διασταυρούµενες κορυφές αντιστοιχούν στις συζεύξεις 2
JHC, 3

JHC και 4
JHC, και (B) 

Ενδεικτικές συσχετίσεις nJΗC της κερκετίνης. 

 

 

 

 

(A) 

(B) 
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2.5.3 Τεχνική της Οµοπυρηνικής Φασµατοσκοπίας Συσχέτισης µέσω του Φαινοµένου 

NOE 
1Η-

1Η (Nuclear Overhauser Effect Correlation Spectroscopy, 
1Η-

1Η NOESY) 

Στο δισδιάστατα πείραµα NOESY 1Η-1Η οι διασταυρούµενες κορυφές οφείλονται 

στην ανταλλαγή µαγνήτισης λόγω αλληλεπιδράσεων διπόλου-διπόλου µέσω του χώρου. 

Πρόκειται για σηµαντική τεχνική, γιατί µε τη χρήση της είναι δυνατή η συλλογή 

πληροφοριών σχετικά µε τις αποστάσεις των πυρήνων στο χώρο. Στο Σχήµα 2.5.5 

απεικονίζεται η παλµική ακολουθία του πειράµατος NOESY 1Η-1Η καθώς και το 

διανυσµατικό διάγραµµα απεικόνισης της συµπεριφοράς ενός συστήµατος δύο πυρήνων Α 

και Β µε διαφορετική συχνότητα συντονισµού, που αλληλεπιδρούν µέσω του χώρου και δε 

συζεύγνυνται µεταξύ τους µέσω δεσµών. Ο πρώτος παλµός 90º εφαρµόζεται µετά την 

περίοδο προετοιµασίας και µετατρέπει την µαγνήτιση Μ των δύο spin Α και Β σε 

παρατηρούµενη µαγνήτιση (µεταφορά στον άξονα y) (Σχήµα 2.5.5b). Κατά τη διάρκεια του 

χρόνου t1 τα ανύσµατα της µαγνήτισης των δύο πυρήνων εξελίσονται (Σχήµα 2.5.5c). 

Ακολουθεί παλµός 90ο ο οποίος µεταφέρει τη µαγνήτιση στον άξονα z (Σχήµα 2.5.5d). Κατά 

τη διάρκεια του χρόνου µίξης, τm, λαµβάνει χώρα η ανταλλαγή µαγνήτισης µεταξύ των 

πυρήνων A και B που αλληλεπιδρούν µέσω του χώρου (dipolar coupled). Μετά το χρόνο τm, 

ακολουθεί η εφαρµογή ενός τρίτου παλµού 90ο (παλµός ανίχνευσης) ο οποίος µεταφέρει τη 

µαγνήτιση των πυρήνων στο επίπεδο xy, προκειµένου να καταγραφεί. Έτσι, η ένταση του 

σήµατος Α που ανιχνεύεται οφείλεται όχι µόνον στη χαρακτηριστική του συχνότητα αλλά 

επηρεάζεται και από τη συχνότητα του σήµατος Β µε αποτέλεσµα την εµφάνιση κορυφής 

εκτός διαγωνίου [Bovey, 1998; Βraun et al., 1998]. 

Αποτέλεσµα της παραπάνω παλµικής ακολουθίας είναι η καταγραφή τεσσάρων 

διαφορετικών σηµάτων κατά τη διάρκεια του χρόνου t2, στο σύστηµα δύο πυρήνων Α και Β: 

(1) Σήµα που οφείλεται στη συχνότητα περιστροφής του πυρήνα Α, στο οποίο δεν έχει 

συµβεί ανταλλαγή µαγνήτισης µε τον πυρήνα Β. 

(2) Σήµα οφειλόµενο στον πυρήνα Α, στο οποίο έχει συµβεί ανταλλαγή µαγνήτισης µε τον 

πυρήνα Β. 

(3) Σήµα που οφείλεται στη συχνότητα περιστροφής του πυρήνα Β, στο οποίο δεν έχει 

συµβεί ανταλλαγή µαγνήτισης µε τον πυρήνα Α.  

(4) Σήµα οφειλόµενο στον πυρήνα Β, που ανταλλάσσει µαγνήτιση µε τον πυρήνα Α. 

Τα (1) και (3) αντιστοιχούν σε σήµατα που εµφανίζονται πάνω στη διαγώνιο σε αντίθεση µε 

τα σήµατα τύπου (2) και (4) που εµφανίζονται ως διασταυρούµενες κορυφές εκτός διαγωνίου 

[Bovey, 1998]. 
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Σχήµα 2.5.5.: Η παλµική ακολουθία του πειράµατος NOESY 1H-1H και η συµπεριφορά των 

ανυσµάτων µαγνήτισης των δύο spin Α και Β [Bovey 1998]. 

 

Η ένταση των σηµάτων εξαρτάται από το ποσοστό ανταλλαγής µαγνήτισης των 

πυρήνων Α και Β και τη διάρκεια της περιόδου ανάµιξης των spin (τm). Όταν ο χρόνος 

ανάµιξης είναι περίπου ίσος µε το µικρότερο χρόνο αποδιέγερσης (Τ1) των υπό 

αλληλεπίδραση πυρήνων, τότε παρατηρείται η µέγιστη ένταση των διασταυρούµενων 

κορυφών (Bovey, 1998]. 

Η φασµατοσκοπία NOESY 1Η-1Η βρίσκει σηµαντική εφαρµογή στη µελέτη δοµικών 

χαρακτηριστικών βιολογικών µακροµορίων όπως πεπτιδίων, πρωτεϊνών [Johnson et al., 

2010], DNA και RNA [Tzakos et al., 2004]. Με τη χρήση της µελετώνται πυρήνες που 

απέχουν µεταξύ τους µέχρι 5 Å και είναι δυνατός ο υπολογισµός των αποστάσεων των 

πυρήνων στο χώρο µε τη βοήθεια υπολογιστικών προγραµµάτων [Wüthrich, 1989]. 

Το µειονέκτηµα της τεχνικής είναι η αδυναµία της χρήσης της σε µόρια µικρού 

µοριακού βάρους στην περιοχή συνήθως 500 - 1500 Dalton. Αυτό οφείλεται στην εξάρτηση 

του φαινοµένου NOE από το γινόµενο ω0τc, όπου, ω0 είναι η συχνότητα περιστροφής Larmor 

του πυρήνα και τc ο χρόνος συσχέτισης των πυρήνων που αλληλεπιδρούν µέσω του χώρου 

(δηλαδή ο χρόνος κατά τον οποίο µεταβάλλεται ο προσανατολισµός τους). Σε τέτοιου είδους 

περιπτώσεις εφαρµόζεται η τεχνική ROESY (Rotating frame Overhauser Enhancement 
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SpectroscopY) ή CAMELSPIN (Cross relaxation Appropriate for Minimolecules Emulated 

by Locked SPINs) η οποία συµπληρώνει το «κενό» της τεχνικής ΝΟΕSY 1H-1H [Bax & 

Grzesiek, 1996]. 

 

 

Σχήµα 2.5.6: Εξάρτηση του φαινόµενου NOE από το γινόµενο ω0τc. 

 

Στο Σχήµα 2.5.6 απεικονίζεται η µεταβολή της έντασης του φαινοµένου ΝΟΕ ενός 

συστήµατος δύο πυρήνων ως συνάρτηση του γινοµένου ω0τc. 

∆ιακρίνονται τρεις περιοχές: 

1. Γρήγορη ταχύτητα περιστροφής (ω0τc << 1), NOE (max) = 0.5 

2 Πολύ αργή ταχύτητα περιστροφής (ω0τc > 1), ΝΟΕ = −1 

3 Ενδιάµεση ταχύτητα περιστροφής (ω0τc ~ 1), το ΝΟΕ αλλάζει πρόσηµο, ενώ σε κάποιο 

σηµείο γίνεται ίσο µε µηδέν. 

Η ενδιάµεση περιοχή εξαρτάται από πολλούς παράγοντες, όπως το µέγεθος του 

µορίου, το ιξώδες του διαλύµατος, τη θερµοκρασία, την ένταση του πεδίου Β0 (τη συχνότητα 

ω0) και, µερικές φορές, από το pH του διαλύµατος. 

Στο Σχήµα 2.5.7 παρουσιάζεται η παλµική ακολουθία που εφαρµόζεται κατά τη λήψη 

του φάσµατος RΟΕSY 1H-1H. 
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Σχήµα 2.5.7: Η παλµική ακολουθία του πειράµατος ROESY 1H-1H [Νeuhaus & Williamson, 2000]. 

 

Κατά την περίοδο ανάµιξης των spin, εφαρµόζεται παλµός «κλειδώµατος» του πεδίου 

µε τη βοήθεια του οποίου οι υπό αλληλεπίδραση πυρήνες αντιλαµβάνονται την ύπαρξη µόνο 

του πεδίου Β1 ως αποτελεσµατικού πεδίου και περιστρέφονται συγχρόνως στο επίπεδο xy. 

Όταν τα ανύσµατα της µαγνήτισης των δύο πυρήνων περιστραφούν µε την ίδια συχνότητα, 

λαµβάνει χώρα ανταλλαγή της µαγνήτισης. 

 

 
Σχήµα 2.5.8: Σχηµατική απεικόνιση των αλληλεπιδράσεων NOE (επιδεικνύονται µε τα βέλη) των 

πρωτονίων του καφεϊκού οξέος. 
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3. ΒΑΣΙΚΕΣ ΑΡΧΕΣ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ ΚΑΙ ΣΥΖΕΥΓΜΕΝΩΝ 

ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΚΩΝ ΤΕΧΝΙΚΩΝ ΣΤΗ ΜΕΛΕΤΗ ΦΥΣΙΚΩΝ ΠΡΟΙΟΝΤΩΝ  

 

 

 

3.1 Υγρή Χρωµατογραφία 

Τα τελευταία είκοσι χρόνια η υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC) 

αποτελεί βασική αναλυτική τεχνική στο διαχωρισµό και χαρακτηρισµό συστατικών φυτικών 

εκχυλισµάτων. Οι υγροχρωµατογραφικές τεχνικές επιτρέπουν τον επιτυχή διαχωρισµό όλων 

των συστατικών ταυτόχρονα, ακόµη κι αν συνυπάρχουν πιθανά παράγωγα ή προϊόντα 

αποικοδόµησης. Σε αρκετές περιπτώσεις, είναι δυνατός ο προσδιορισµός των αναλυόµενων 

ουσιών που βρίσκονται σε χαµηλή συγκέντρωση παρουσία παρεµποδιστικών ενώσεων ή 

ενώσεων που συνεκλούονται. Η χρήση της HPLC για τη µελέτη φαινολικών συστατικών σε 

φυτικά εκχυλίσµατα ή βιολογικά δείγµατα συγκεντρώνει πλήθος πλεονεκτηµάτων και 

ιδιαίτερα αυξηµένο ενδιαφέρον εξαιτίας: (1) του διαφορετικού τύπου στηλών που είναι 

εµπορικά διαθέσιµες, (2) της δυνατότητας σύζευξης δυο στηλών και (3) της δυνατότητας 

σύζευξης µε διάφορους ανιχνευτές όπως συστοιχίας διόδων λυχνιών DAD, φασµατογράφο 

µάζας MS και φασµατογράφο πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού NMR [Stalikas, 2007]. 

 

 

3.2 Υγρή Χρωµατογραφία Συζευγµένη µε Φασµατόµετρο Μάζας 

Στην ανάλυση φυσικών προϊόντων η φασµατοµετρία µαζών (MS) αποτελεί βασικό 

εργαλείο των ερευνητών και τα τελευταία χρόνια χρησιµοποιείται όλο και πιο συχνά σε 

σύζευξη µε την υγρή χρωµατογραφία. Για την ανάλυση των φαινολικών ενώσεων µε LC-MS 

χρησιµοποιούνται κυρίως φασµατογράφοι µαζών τύπου: α) χηµικού ιονισµού ατµοσφαιρικής 

πίεσης (Atmospheric Pressure Chemical Ionization, APCI) και β) ηλεκτροψεκασµού 

(Electrospray Ionization, ESI). Για τον ιονισµό της ένωσης χρησιµοποιείται τόσο αρνητική 

όσο και θετική τάση [Boue et al., 2003; Justesen, 2001]. Τελευταία έχουν αναφερθεί και 

άλλοι τρόποι ιονισµού των φαινολικών ενώσεων όπως ο ιονισµός µέσω βοµβαρδισµού µε 

ταχέα άτοµα (Fast Atom Bombarment, FAB) [Ma et al., 2000] και ιονισµός εκρόφησης µε 

λέιζερ υποβοηθούµενος από µήτρα (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization, MALDI) 

[Wang & Sporns, 2000a; 2000b; 1999]. Στη µελέτη φαινολικών ενώσεων χρησιµοποιούνται 

κυρίως φασµατογράφοι ηλεκτροψεκασµού (ESI) διότι ο ηλεκτρονικός ιοντισµός (ΕΙ) 
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επιτρέπει την ανάλυση πτητικών, θερµικά σταθερών µικρού µοριακού βάρους ενώσεων. Με 

την τεχνική ΕSI είναι εφικτή η ανάλυση µαζών σχεδόν οποιουδήποτε ιόντος σε διάλυµα, 

συµπεριλαµβανοµένων ανόργανων αλάτων βιολογικών µακροµορίων, όπως πρωτεϊνών και 

νουκλεϊκών οξέων. 

Στα πλεονεκτήµατα της µεθόδου περιλαµβάνεται η ηπιότητα της διαδικασίας του 

ηλεκτροψεκασµού που επεκτείνει τα όρια της πολικότητας των αναλυόµενων ενώσεων πολύ 

περισσότερο από ότι οι προγενέστερες τεχνικές MS. Tο σηµαντικότερο πλεονέκτηµα της 

τεχνικής ESI-MS σε σχέση µε άλλες τεχνικές ιονισµού, όπως FAB και MALDI, είναι η 

συµβατότητά της µε την υγρή χρωµατογραφία. Η σύζευξη της υγρής χρωµατογραφίας 

υψηλής απόδοσης µε τη φασµατοµετρία µαζών ιονισµού ηλεκτροψεκασµού αποτελεί τον 

συνδυασµό συστήµατος υψηλού διαχωρισµού µε µία ιδιαίτερα ευαίσθητη φασµατοσκοπική 

τεχνική. Ο µηχανισµός διαχωρισµού, που βασίζεται στην υδροφοβικότητα των ενώσεων, η 

υψηλή διαχωριστική ικανότητα για µια πληθώρα χηµικών ενώσεων και η χρήση πτητικών 

πρόσθετων στην κινητή φάση που υποστηρίζει τη δηµιουργία ιόντων σε διάλυµα, καθιστούν 

ευκολότερη τη συµβατότητα της ΗPLC µε φασµατογράφους ΕSI-MS. 

 

 

3.3 Υγρή Χρωµατογραφία Συζευγµένη µε Φασµατογράφο NMR 

Αναµφισβήτητα, τα τελευταία χρόνια κερδίζει όλο και περισσότερο έδαφος η µελέτη 

νέων βιοδραστικών ενώσεων στο φυτικό βασίλειο. Στην προσπάθεια αναζήτησης νέων 

ενώσεων µε βιολογικές δράσεις, τα φυτικά εκχυλίσµατα υποβάλλονται σε διαδικασίες 

κλασµάτωσης και αποµόνωσης καθαρών ενώσεων για τη διευκρίνιση των δοµών τους 

[Shahildi, 1997; Colquhoum & Goodfellow, 1994]. Τα φυτικά εκχυλίσµατα, συχνά, 

περιέχουν µεγάλο αριθµό ενώσεων που παρουσιάζουν χηµική συνάφεια. Οι δοµές των 

συστατικών των εκχυλισµάτων και οι συγκεντρώσεις τους παρουσιάζουν µεγάλη ποικιλία µε 

αποτέλεσµα η αποµόνωση και ταυτοποίησή τους να είναι ιδιαίτερα χρονοβόρες διαδικασίες 

και µε αυξηµένο κόστος. Έτσι τις τελευταίες δύο δεκαετίες πραγµατοποιήθηκε η σύζευξη 

διαχωριστικών τεχνικών µε φασµατοσκοπικές µεθόδους ώστε να είναι δυνατή η αναζήτηση 

νέων ενώσεων στο φυτικό εκχύλισµα χωρίς να προηγηθεί η οποιαδήποτε διαδικασία 

αποµόνωσης. 

Όπως αναλύθηκε προηγουµένως, η φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού 

συντονισµού (NMR) είναι ένα εξαιρετικά χρήσιµο εργαλείο στη διερεύνηση της δοµής 

πολύπλοκων οργανικών ενώσεων, αλλά, σε αρκετές περιπτώσεις, η περιορισµένη ευαισθησία 
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της µεθόδου είναι ανυπέρβλητο εµπόδιο. Η αποσαφήνιση της δοµής των ενώσεων 

πραγµατοποιείται µε βάση τις χηµικές µετατοπίσεις, τις σταθερές σύζευξης, τους λόγους των 

ολοκληρωµάτων των σηµάτων συντονισµού αλλά και µε τη βοήθεια των πειραµάτων δυο 

διαστάσεων όταν η συγκέντρωση της αναλυόµενης ένωσης το επιτρέπει. Η ανάλυση 

πολύπλοκων µιγµάτων µε τη φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού (NMR) 

χωρίς προηγούµενο διαχωρισµό υποδεικνύει την παρουσία ή µη ορισµένων κατηγοριών 

ενώσεων, αλλά αδυνατεί να παρέχει σαφείς δοµικές πληροφορίες για κάθε ένα από τα 

επιµέρους συστατικά. Έτσι η σύζευξη της υγρής χρωµατογραφίας µε τη φασµατοσκοπία 

NMR είναι απαραίτητη. Η σύζευξη LC-NMR επιτεύχθηκε σχεδόν πριν τριάντα χρόνια 

[Albert et al., 1989; Bayer et al., 1984; Haw et al., 1980; Watanabe et al., 1978]. Όµως την 

τελευταία δεκαετία, οι τεχνικές LC-NMR και LC-NMR/MS αποτελούν χρήσιµα εργαλεία για 

αναλύσεις ρουτίνας σε πολλά εργαστήρια διεθνώς, κυρίως, εξαιτίας της ανάπτυξης της 

τεχνολογίας. Προς αυτήν την κατεύθυνση βοήθησαν: (1) η δυνατότητα κατασκευής 

ισχυρότερων µαγνητικών πεδίων, (2) η ανάπτυξη και βελτιστοποίηση υποδοχέων συνεχούς 

ροής, (3) η ανάπτυξη µεθοδολογιών για την καταστολή των σηµάτων συντονισµού των 

διαλυτών και (4) τα πλεονεκτήµατα που προκύπτουν από την εξέλιξη των χρωµατογραφικών 

και φασµατοσκοπικών τεχνικών [Neuhaus et al., 1996; Smallcombe et al., 1995; Spraul et al., 

1993]. 

 

3.3.1 LC-NMR µε Κρυογενική (cryogenic) Τεχνολογία  

Η εφαρµογή της κρυογενικής τεχνολογίας στο σύστηµα LC-NMR είναι µία από τις 

σηµαντικότερες τεχνολογικές αναβαθµίσεις που εφαρµόστηκαν για την αύξηση της 

ευαισθησίας της φασµατοσκοπίας NMR. Η ψύξη του πηνίου ραδιοσυχνότητας αλλά και των 

ηλεκτρονικών του προ-ενισχυτή σε θερµοκρασίες υγρού ηλίου, ενώ το δείγµα βρίσκεται σε 

θερµοκρασία δωµατίου, εξαλείφει σε σηµαντικό βαθµό τον θερµοηλεκτρονικό θόρυβο που 

σχετίζεται µε τα αρχικά στάδια καταγραφής του σήµατος και αυξάνει τον παράγοντα 

ποιότητας του πηνίου [Black et al., 1993; Styles et al., 1984; 1989]. Η χρήση της παραπάνω 

τεχνολογίας οδηγεί σε αύξηση του λόγου σήµατος προς θόρυβο (S/N) κατά ένα παράγοντα 3 

- 4 και συνεπώς ελαττώνει το χρόνο λήψεως του φάσµατος κατά ένα παράγοντα 9 - 16 

[Exarchou et al., 2005; Flynn et al., 2000]. Η πρώτη εφαρµογή κρυογενικού υποδοχέα µε 

κυψελίδα ροής για LC-NMR αναφέρθηκε το 2003, και δείχνει τη δυνατότητα συνδυασµού 

της κρυογενικής τεχνολογίας και της χρήσης σε συνθήκες ροής [Spraul et al., 2003]. Η 

περαιτέρω χρήση της κρυογενικής τεχνολογίας στο σύστηµα LC-SPE-NMR/MS επέτρεψε για 
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πρώτη φορά την απευθείας παρατήρηση του φάσµατος 13C φυσικών προϊόντων µε LC-NMR 

[Exarchou et al., 2003]. Η ευαισθησία που επιτεύχθηκε ήταν αποτέλεσµα της συνδυασµένης 

χρήσης της κρυογενικής τεχνολογίας σε συνθήκες ροής, της εισαγωγής µονάδας εκχύλισης 

στερεάς φάσης στο σύστηµα LC-NMR και της διαδικασίας της πολλαπλής παγίδευσης, που 

θα αναλυθούν στη συνέχεια. 

 

3.3.2 LC-SPE-NMR 

Ένα από τα πιο σηµαντικά προβλήµατα της τεχνικής LC-NMR είναι το υψηλό κόστος 

της ανάλυσης λόγω της χρήσης δευτεριωµένων διαλυτών κατά τον χρωµατογραφικό 

διαχωρισµό. Για το σκοπό αυτό δοκιµάστηκε η εισαγωγή µονάδας Εκχύλισης Στερεάς Φάσης 

(Solid Phase Extraction, SPE) στο σύστηµα LC-NMR. Η εκχύλιση στερεάς φάσης είναι µια 

ταχεία και επαναλήψιµη τεχνική που χρησιµοποιείται συνήθως για την προκατεργασία του 

δείγµατος [Thurman et al., 1998]. Ταυτόχρονα, αποτελεί και έναν απλό τρόπο αύξησης της 

ευαισθησίας της τεχνικής LC-NMR καθώς η µονάδα SPE επιτρέπει την προσυγκέντρωση των 

συστατικών και την αύξηση της διαθέσιµης προς ανάλυση συγκέντρωσης. Υπάρχει ένας 

σχετικά µεγάλος αριθµός µελετών για την απευθείας αυτοµατοποιηµένη σύζευξη σε σειρά 

της µονάδας SPE µε σύστηµα LC-UV [Mattina et al., 1994; Slobodnik et al., 1993], 

αποσκοπώντας στην αύξηση της συγκέντρωσης του δείγµατος πριν τον υγροχρωµατογραφικό 

διαχωρισµό. Εναλλακτικά, έχει αναφερθεί η χρήση µιας προστατευτικής στήλης στην έξοδο 

της χρωµατογραφικής στήλης για την συµπύκνωση των εκλουόµενων συστατικών πριν την 

ανάλυση µε NMR [Griffiths & Horton, 1998]. Τέλος, έχει περιγραφεί και η πολλαπλή 

παγίδευση των εκλουόµενων συστατικών µε χρήση µικροστηλών SPE ώστε να επιτευχθεί 

αύξηση της ευαισθησίας του LC-NMR [Nyberg et al., 2001]. 

Σε ένα σύστηµα LC-SPE-NMR, τα διαχωριζόµενα συστατικά που εκλούονται από τη 

στήλη παγιδεύονται αυτόµατα σε µη πολικές µικροστήλες SPE. Για το σκοπό αυτό, όπως 

φαίνεται και στο Σχήµα 2.3.1, προστίθεται στα συστατικά που εκλούονται από τη στήλη νερό 

µέσω µιας επιπλέον ισοκρατικής αντλίας, ώστε να µεταβληθεί η εκλουστική δύναµη και να 

επιτευχθεί η παγίδευση των συστατικών στις µικροστήλες. Ακολουθεί ξήρανση των 

µικροστηλών µε αέριο άζωτο για να αποµακρυνθούν οι πρωτονιωµένοι διαλύτες που 

χρησιµοποιήθηκαν κατά τη χρωµατογραφικη ανάλυση. Τέλος, τα συστατικά που 

παγιδεύονται ανακτώνται µε τη βοήθεια δευτεριωµένου διαλύτη της επιλογής των ερευνητών 

(συνήθως δευτεριωµένο ακετονιτρίλιο και σπανιότερα µεθανόλη ή χλωροφόρµιο) και 

µεταφέρονται στον υποδοχέα NMR για τη λήψη φασµάτων. 
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Σχήµα 3.3.1: Τυπική οργανολογική διάταξη LC-SPE-NMR. 

 

 
Σχήµα 3.3.2: Σύστηµα LC-SPE-NMR, Κέντρο NMR Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων. 

 

Η συζευγµένη τεχνική LC-SPE-NMR επιτρέπει τη χρήση συµβατικών διαλυτών 

υγρής χρωµατογραφίας για το χρωµατογραφικό µέρος της ανάλυσης, ενώ η µετέπειτα 

έκλουση των αναλυτών από τη µονάδα SPE µε δευτεριωµένους διαλύτες κάνει λιγότερο 

επιτακτική την ανάγκη για καταστολή του σήµατος του διαλύτη [Yang, 2006] κατά τη λήψη 

του φάσµατος ΝΜR. Η επέκταση της τεχνικής µε τη χρήση φασµατογράφου µάζας σε LC-

SPE-NMR/MS προσφέρει τη δυνατότητα πλήρους ταυτοποίησης των συστατικών ενός 

πολύπλοκου µίγµατος. Αξίζει να σηµειωθεί ότι η δυνατότητα της πολλαπλής παγίδευσης του 

ίδιου συστατικού στην ίδια µικροστήλη µε συνεχόµενες ενέσεις στο χρωµατογραφικό 

σύστηµα µπορεί να λύσει και το πρόβληµα της χαµηλής συγκέντρωσης ορισµένων 

συστατικών του µίγµατος [Miliauskas et al., 2006]. Για την επίλυση του ίδιου προβλήµατος 

έχει αναφερθεί και η χρήση ηµι-παρασκευαστικής στήλης. Το πρώτο πλήρως 

αυτοµατοποιηµένο σύστηµα LC-SPE-NMR χρησιµοποιήθηκε για τη µελέτη ακετονικού 

εκχυλίσµατος Ελληνικής ρίγανης από την ερευνητική µας οµάδα [Exarchou et al., 2003]. Στη 
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συνέχεια η µεθοδολογία αυτή χρησιµοποιήθηκε στη µελέτη διαφόρων φυτικών εκχυλισµάτων 

όπως  Rhaponticum carthanoides [Miliauskas et al., 2005], Kanaria laniflora [Clarkson et al., 

2005], Harpagophytum procumbens [Seger et al., 2005], Smirnowia iranica [Lambert et al., 

2005a; 2005b], Olea Europea [Goulas et al., 2009] αλλά και σε εµπορικά δείγµατα 

δεντρολίβανου [Pukalskas et al., 2005] και κλάσµατος ελαιολάδου [Christoforidou et al., 

2005]. 

Είναι φανερό λοιπόν, ότι η τεχνική LC-SPE-NMR είναι εξαιρετικά χρήσιµη στη 

µελέτη φυτικών εκχυλισµάτων. Η εφαρµογή της κρυογενικής τεχνολογίας στην παραπάνω 

τεχνική αυξάνει ακόµη περισσότερο την ευαισθησία της, όπως περιγράφτηκε σε 

προηγούµενη ενότητα. Για παράδειγµα στο Σχήµα 3.3.3 απεικονίζεται το φάσµα NMR-1H 

µιας κορυφής από το ακετονικό εκχύλισµα ελληνικής ρίγανης, που παγιδεύτηκε τρεις φορές 

στην ίδια µικροστήλη και αναλύθηκε σε φασµατογράφο 600MHz εφοδιασµένο µε υποδοχέα 

κρυογενικής τεχνολογίας (ενεργός όγκος 20 µL). Η λήψη του φάσµατος πραγµατοποιήθηκε 

µε 32 παλµούς και ο χρόνος του πειράµατος δεν ξεπερνά τα δυο λεπτά. Στο Σχήµα 3.3.3(Β) 

παρατίθεται το ίδιο φάσµα χωρίς την εφαρµογή της παλµικής ακολουθίας καταστολής του 

σήµατος του διαλύτη [Exarchou et al., 2003]. 
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Σχήµα 3.3.3: Το φάσµα NMR-1H µιας κορυφής από το ακετονικό εκχύλισµα ελληνικής ρίγανης, που 

παγιδεύτηκε τρεις φορές στην ίδια µικροστήλη σε φασµατόµετρο 600MHz. (Α) Χρήση παλµικής 

ακολουθίας καταστολής του σήµατος του διαλύτη, (Β) χωρίς τη χρήση παλµικής ακολουθίας 

καταστολής του σήµατος του διαλύτη, µε 32 παλµούς και σε θερµοκρασία δωµατίου [Exarchou et al., 

2003]. 

 

Στην ίδια εργασία φάσµατα µιας και δυο διαστάσεων της καρβακρόλης λήφθηκαν σε 

λιγότερο από µια ώρα. Η κρυογενική τεχνολογία σε συνδυασµό µε τη χρήση της µονάδας 

SPE και την πολλαπλή παγίδευση της προς ανάλυση ουσίας στην ίδια µικροστήλη, 

επέτρεψαν την καταγραφή φασµάτων 13C, 1H-13C HMQC και 1H-13C HMBC της 

καρβακρόλης σε πολύ µικρό χρονικό διάστηµα µε την τεχνική του LC-NMR, όπως φαίνεται 

παρακάτω (Σχήµα 3.3.4). 
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Σχήµα 3.3.4: Φάσµατα καρβακρόλης (Α) 1H-13C HMQC και (Β) 1H-13C HMBC σε φασµατογράφο 

600MHz κατόπιν τριπλής παγίδευσης στην ίδια µικροστήλη [Exarchou et al., 2003]. 

 

Στο σηµείο αυτό αξίζει να αναφερθεί ότι τα τελευταία χρόνια έγιναν προσπάθειες να 

αξιολογηθούν οι παράγοντες που επηρεάζουν την λειτουργία ενός συστήµατος LC-SPE-

NMR. Τα αποτελέσµατα των προσπαθειών αυτών δεν ήταν ιδιαιτέρα εντυπωσιακά καθώς 

φαίνεται ότι δεν είναι δυνατόν να εξαχθούν γενικοί κανόνες και οδηγίες για την 
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αποτελεσµατικότερη χρήση του συστήµατος γενικά, αλλά θα πρέπει κάθε φορά να ελέγχονται 

οι παράµετροι του συστήµατος καθώς φαίνεται να επηρεάζονται άµεσα από το δείγµα. 

Ιδιαίτερα σηµαντική είναι η διαδικασία της «παγίδευσης» στις µικροστήλες και η ανάκτηση 

από αυτές. Έτσι, µερικές από τις παραµέτρους που επηρεάζουν την αποτελεσµατικότητα του 

συστήµατος είναι το είδος του πληρωτικού υλικού των µικροστηλών, ο δευτεριωµένος 

διαλύτης ανάκτησης και ο λόγος των ροών των δυο αντλιών του συστήµατος [Clarkson et al., 

2007; Miliauskas et al., 2006]. 
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4. ΣΚΟΠΟΣ ΚΑΙ ΑΝΤΙΚΕΙΜΕΝΟ ΤΗΣ ∆Ι∆ΑΚΤΟΡΙΚΗΣ ∆ΙΑΤΡΙΒΗΣ 

 

 

 

 

Τα τελευταία χρόνια παρατηρείται διεθνώς µια στροφή στη χρήση φυσικών 

προϊόντων ιδιαίτερα στον τοµέα των φαρµάκων, καλλυντικών και τροφίµων. Είναι 

χαρακτηριστικό το γεγονός ότι µεγάλο µέρος των φαρµακευτικών σκευασµάτων που 

κυκλοφορούν στο εµπόριο περιέχουν συστατικά φυτικής προέλευσης. Παράλληλα µε τη 

συστηµατική και σε βάθος έρευνα για τη µελέτη της χηµικής σύστασης, της βιολογικής 

δράσης ή της βελτίωσης της ποιότητας γνωστών φυσικών προϊόντων, γίνεται ιδιαίτερη 

προσπάθεια σε διεθνή κλίµακα για την ανακάλυψη νέων φαρµακευτικά δραστικών ενώσεων 

από φυτά - πηγές διαφόρων βιολογικών συστατικών. Η λαϊκή εµπειρία στη θεραπευτική 

χρήση των φυτών αποτελεί πηγή γνώσης που παρέχει πλούσιο υλικό στη σύγχρονη 

επιστηµονική έρευνα. 

Η αναζήτηση φυτοχηµικών ενώσεων µε ποικίλες βιολογικές δράσεις, όπως η 

αντιοξειδωτική, είναι µια εξαιρετικά δύσκολη και επίπονη διαδικασία εξαιτίας της 

πολυπλοκότητάς τους. Η διαδικασία αυτή περιλαµβάνει συνήθως το διαχωρισµό και την 

αποµόνωση των συστατικών µε χρωµατογραφικές µεθόδους και το χαρακτηρισµό και τη 

µελέτη της δοµής τους µε φασµατοσκοπικές τεχνικές. Η παραπάνω προσέγγιση είναι 

χρονοβόρα και δεν οδηγεί πάντα στο επιθυµητό αποτέλεσµα. Τις τελευταίες δεκαετίες 

αναφέρεται στη διεθνή βιβλιογραφία η ανάπτυξη και η εφαρµογή συνδυαστικών τεχνικών και 

συγκεκριµένα υγροχρωµατογραφικών τεχνικών σε συνδυασµό µε τη φασµατοµετρία µαζών 

(Liquid chromatography - Mass Spectrometry, LC-MS) καθώς και υγροχρωµατογραφικών 

τεχνικών σε συνδυασµό µε τη φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού (Liquid 

chromatography-Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, LC-NMR), που απαλλάσσουν 

τους ερευνητές από τη χρονοβόρα και επίπονη αποµόνωση κάθε συστατικού του προς 

ανάλυση δείγµατος, καθώς επιτρέπουν την ταυτοποίηση των συστατικών ενός φυτικού 

εκχυλίσµατος χωρίς να προηγηθεί οποιαδήποτε διαδικασία αποµόνωσης. Αναµφισβήτητα, η 

συνδυαστική τεχνική LC-NMR, η οποία έχει ευρεία εφαρµογή στην ανάλυση φαρµακευτικών 

προϊόντων, φυσικών προϊόντων, βιολογικών υγρών κ.ά., κατέχει ξεχωριστή και δεσπόζουσα 

θέση ανάµεσα σε αυτές και αποτελεί την πιο πρόσφατη και πολλά υποσχόµενη συνδυαστική 

τεχνική. 
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Σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής είναι η διερεύνηση του βέλτιστου 

τρόπου εργασίας για την ανάπτυξη ενός πρωτόκολλου ανάλυσης διαφορετικών τάξεων 

ενώσεων σε φυτικά εκχυλίσµατα µε τη χρήση µεθοδολογιών πυρηνικού µαγνητικού 

συντονισµού (Nuclear Magnetic Resonance, NMR) µιας (1D) και δύο (2D) διαστάσεων, 

χωρίς τον προηγούµενο διαχωρισµό τους. 

Συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκαν εκχυλίσµατα φυτών σε οργανικούς διαλύτες που 

ανήκουν στις οικογένειες Lamiaceae και Oleaceae και έγινε συστηµατική προσπάθεια 

ταυτοποίησης των κύριων συστατικών τους. Οι κατηγορίες βιοενεργών συστατικών που 

µελετήθηκαν ήταν κυρίως φαινολικά οξέα, φλαβονοειδή και παράγωγά τους, ελαιοευρωπαΐνη 

και παράγωγά της αλλά και σύνθετες πρότυπες ενώσεις. Τα εκχυλίσµατα των φυτών που 

χρησιµοποιήθηκαν προέκυψαν από εκχύλιση µε πολικούς κυρίως διαλύτες, προκειµένου να 

παραληφθούν τα περισσότερο πολικά συστατικά. Η διαλυτότητα στο νερό είναι απαραίτητη 

προϋπόθεση ενός συστατικού που είναι πιθανό να αποτελέσει πρόδροµη ένωση για την 

παρασκευή φαρµακευτικού σκευάσµατος [Wexler et al., 2005; Morelock et al., 1994]. 

Επιπλέον, τα υδατικά εκχυλίσµατα προσοµοιάζουν περισσότερο τα αφεψήµατα, δηλαδή τον 

τύπο του εκχυλίσµατος που καταναλώνεται από τον άνθρωπο. Η πρώτη εκτίµηση της 

σύστασης των εκχυλισµάτων έγινε µε τη χρήση δισδιάστατων µεθοδολογιών της 

φασµατοσκοπίας πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού χωρίς τον προηγούµενο διαχωρισµό 

τους. Επιπλέον εφαρµόστηκε υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης αντίστροφης φάσης σε 

σύζευξη µε φασµατοµετρία µαζών για την περαιτέρω ανάλυση των πολύπλοκων 

εκχυλισµάτων. 
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ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

 

 

5.1 Αντιδραστήρια - Υλικά 

Οι πρότυπες ενώσεις καφεϊκό οξύ, ναρινγενίνη, απιγενίνη, ροσµαρινικό οξύ και 

κερκετίνη αγοράστηκαν από την Fluka (Buchs, Switzerland) ενώ οι ενώσεις ελαιοευρωπαΐνη, 

υδροξυτυροσόλη, λουτεολίνη, 7-Ο-γλυκοζίτης της λουτεολίνης, 4΄-Ο-γλυκοζίτης της 

λουτεολίνης, ταξιφολίνη και εριοδικτυόλη από την Extrasynthese (Genay, France). Το 

πικρικό οξύ αγοράστηκε από τη Ferak (Berlin, Germany), το τριφθοροξικό οξύ από την Fluka 

(Buchs, Switzerland) και το τριχλωροξικό οξύ από την Merck (Darmstadt, Germany). Η λήψη 

των φασµάτων NMR πραγµατοποιήθηκε µε δευτεριωµένους διαλύτες µεθανόλη-d4, 

ακετονιτρίλιο-d3, ακετόνη-d6, DMSO-d6 και D2O, η προµήθεια των οποίων έγινε από τη 

Deutero (Kastellaun, Germany). Για την εκχύλιση των δειγµάτων χρησιµοποιήθηκε n-εξάνιο, 

οξικός αιθυλεστέρας, µεθανόλη, ακετόνη και νερό από την Riedel de Haen (Seelze, 

Germany). Για την υγροχρωµατογραφική µελέτη των εκχυλισµάτων χρησιµοποιήθηκαν 

ακετονιτρίλιο, µεθανόλη και νερό βαθµού καθαρότητας ανάλυσης HPLC από την Scharlau 

(Barcelona, Spain). Στην υγρή χρωµατογραφία χρησιµοποιήθηκε ως ρυθµιστικό διάλυµα 

οξικό και µυρµηγκικό οξύ της εταιρείας Merck (Darmstadt, Germany). 

 

 

5.2 ∆είγµατα 

Τα φυτικά δείγµατα που χρησιµοποιήθηκαν κατατάσσονται στις οικογένειες 

Lamiaceae (Oreganum vulgare, ρίγανη) και Oleaceae, (Olea europaea L., φύλλα ελιάς) 

(Σχήµα 1.1.1). Τα αποξηραµένα δείγµατα ρίγανης ήταν εµπορικά διαθέσιµα, ενώ τα φύλλα 

ελιάς συλλέχθηκαν την περίοδο του Νοεµβρίου από τη Βορειοδυτική Ελλάδα. Συνολικά 

παρασκευάστηκαν έξι (6) εκχυλίσµατα, όπως αναλυτικά αναφέρονται παρακάτω (Πίνακας 

5.3.1). 

 

 

5.3 Προετοιµασία Εκχυλισµάτων 

Από τα φυτικά δείγµατα φύλλων ελιάς Olea europaea παρασκευάστηκαν δύο 

εκχυλίσµατα, ένα υδατικό (AOLE) και ένα µεθανολικό (MOLE). Τα φύλλα, αφού πλύθηκαν 
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µε νερό και αποξηράνθηκαν σε ατµόσφαιρα δωµατίου, αποθηκεύτηκαν σε κατάψυξη 

(−20°C). Για το υδατικό εκχύλισµα φύλλων ελιάς, ποσότητα 50 g ξηρών φύλλων 

µεταφέρθηκε σε 250mL δις απεσταγµένου νερού θερµοκρασίας βρασµού (~ 100 °C) και το 

όλο εκχύλισµα αφέθηκε για επώαση επί µία (1) ώρα. Ακολούθησε διήθηση του διαλύµατος 

και αποµάκρυνση του διαλύτη µε λυοφιλιοποίηση. Για το µεθανολικό εκχύλισµα φύλλων 

ελιάς, ποσότητα 50 g ξηρών φύλλων µεταφέρθηκε σε 250 mL µεθανόλης και το όλο 

εκχύλισµα αφέθηκε για επώαση επί επτά (7) ηµέρες σε σκοτάδι σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Ακολούθησε διήθηση του διαλύµατος και αποµάκρυνση του διαλύτη µε περιστροφικό 

εξατµιστήρα. 

Από τα φυτικά δείγµατα φύλλων ρίγανης Oreganum vulgare παρασκευάστηκαν 

τέσσερα εκχυλίσµατα: (i) ακετονικό εκχύλισµα (OAC), (ii) εκχύλισµα οξικού αιθυλεστέρα 

(OET), (iii) µεθανολικό εκχύλισµα (OME) και (iv) υδατικό εκχύλισµα (OAQ). Αρχικά το 

φυτικό δείγµα υπόκειται σε λειοτρίβηση, στη συνέχεια φυλάσσεται σε γυάλινα δοχεία στο 

σκοτάδι σε κατάψυξη (−20°C). Η διαδικασία παρασκευής των εκχυλισµάτων αναλύεται 

παρακάτω: 

 

 
Σχήµα 5.3.1: Συσκευή συνεχούς εκχύλισης τύπου Soxhlet. 

 

Το ακετονικό εκχύλισµα ρίγανης παρασκευάστηκε σε συσκευή συνεχούς εκχύλισης 

τύπου Soxhlet (Σχήµα 5.3.1) µε την οποία εκχυλίζονται µεγάλες ποσότητες δείγµατος µε 
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µικρή ποσότητα διαλύτη. Ζυγίστηκε δείγµα 5 g ξηρών φύλλων και µεταφέρθηκε ποσοτικά σε 

ειδική φύσιγγα από διηθητικό χαρτί. Το δείγµα καλύφθηκε µε βαµβάκι και η φύσιγγα 

τοποθετήθηκε σε εκχυλιστήρα Soxhlet. Σε προζυγισµένη εσµυρισµένη σφαιρική φιάλη που 

φέρει πέτρες βρασµού, προστέθηκε επαρκής ποσότητα διαλύτη εκχύλισης (~ 200 mL 

ακετόνης). Η φιάλη θερµάνθηκε µέχρι βρασµού του διαλύτη. Οι ατµοί του διαλύτη περνούν 

από τον σωλήνα β και φθάνουν στον ψυκτήρα, όπου υγροποιούνται. Οι σταγόνες του υγρού 

διαλύτη πέφτουν στον εκχυλιστήρα και παραλαµβάνουν ένα µέρος της εκχυλιζόµενης ουσίας. 

Όταν ο διαλύτης φθάσει στο ανώτατο όριο του σιφωνίου α, προκαλεί σιφωνισµό και 

επαναρρέει στη σφαιρική φιάλη [Αλεξάνδρου, 1986]. Η διαδικασία επαναλαµβάνεται µε 

τυπική διάρκεια εκχύλισης περίπου έξι (6) ώρες. Κατόπιν αποµακρύνεται ο διαλύτης σε 

περιστροφικό εξατµιστήρα και λαµβάνεται το στερεό εκχύλισµα. 

Κατά παρόµοιο τρόπο παρασκευάστηκαν και τα άλλα δύο εκχυλίσµατα ρίγανης, του 

οξικού αιθυλεστέρα και της µεθανόλης. Στην ίδια συσκευή Soxhlet και στο ίδιο αρχικό 

φυτικό υλικό χρησιµοποιήθηκαν κατά σειρά αυξανοµένης πολικότητας οι διαλύτες: n-εξάνιο, 

οξικός αιθυλεστέρας και µεθανόλη. Με τον τρόπο αυτό προέκυψαν τα εκχυλίσµατα ρίγανης 

του οξικού αιθυλεστέρα (OET) και της µεθανόλης (OME). 

Το υδατικό εκχύλισµα ρίγανης (OAQ) παρασκευάστηκε όπως και το υδατικό 

εκχύλισµα φύλλων ελιάς, µε τη διαφορά ότι σε αυτή την περίπτωση αφέθηκαν για επώαση 5 

g φυτικού υλικού σε 200 mL δις απεσταγµένου νερού. 

 

 

Πίνακας 5.3.1: Συγκεντρωτικός πίνακας των εκχυλισµάτων που παρασκευάστηκαν µε τους 

αντίστοιχους κωδικούς. 

Κωδικός Περιγραφή Εκχυλίσµατος 

AOLE Υδατικό Εκχύλισµα Φύλλων Ελιάς 

MOLE Μεθανολικό Εκχύλισµα Φύλλων Ελιάς 

OAC Ακετονικό Εκχύλισµα Ρίγανης 

OET Εκχύλισµα Ρίγανης σε Οξικό Αιθυλεστέρα  

OME Μεθανολικό Εκχύλισµα Ρίγανης 

OAQ Υδατικό Εκχύλισµα Ρίγανης 
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5.4 Μελέτη της Σύστασης των Εκχυλισµάτων µε Χρήση Φασµατοσκοπίας NMR Μιας 

(1D) και ∆ύο (2D) ∆ιαστάσεων 

Η λήψη φασµάτων NMR των εκχυλισµάτων πραγµατοποιήθηκε στους 

φασµατογράφους NMR Bruker AV-250, Bruker AV-400 και Bruker AV-500 συζευγµένου µε 

σύστηµα HPLC και υποδοχέα κρυογενικής (cryogenic) τεχνολογίας του Κέντρου Πυρηνικού 

Μαγνητικού Συντονισµού του Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων. Η λήψη και η επεξεργασία των 

φασµάτων έγινε µε τη βοήθεια του λογισµικού TopSpin 2.1. Για την ετοιµασία των 

δειγµάτων διάφορες ποσότητες εκχυλίσµατος (0.05 - 80 mg) διαλύθηκαν σε 0.6 mL 

δευτεριωµένου διαλύτη. 

 

 

5.5 Μελέτη της Σύστασης των Εκχυλισµάτων µε Χρήση Υγρής Χρωµατογραφίας 

Υψηλής Απόδοσης (HPLC) 

Ο υγροχρωµατογραφικός διαχωρισµός πραγµατοποιήθηκε σε σύστηµα Agilent 

G13311A. Η καταγραφή των χρωµατογραφηµάτων έγινε µε την χρήση ανιχνευτή 

φωτοδιόδων Bruker DAD (Bruker BioSpin, Rheinstetten, Germany). Η ψηφιοποίηση του 

σήµατος του ανιχνευτή καθώς και ο έλεγχος όλου του συστήµατος έγινε µέσω ηλεκτρονικού 

υπολογιστή µε λογισµικό HyStar 3.2 της Agilent. Για τον επιτυχή διαχωρισµό των 

εκχυλισµάτων χρησιµοποιήθηκαν οι αναλυτικές στήλες Discovery C18 (25 cm x 4.6 mm, 5 

µm) και Altima C18 (25 cm x 4.6 mm, 5 µm) και βαθµιδωτή έκλουση µε χρήση δυο 

διαλυτών: (Α) οξυνισµένο Η2Ο, (Β) οξυνισµένο ακετονιτρίλιο ή ακετονιτρίλιο/µεθανόλη, µε 

ταχύτητα ροής 0.6 mL/min. Η οξύνιση των διαλυτών (µε οξικό οξύ ή µυρµηγκικό οξύ) 

πραγµατοποιήθηκε για να αποφευχθεί η διάσταση των φαινολικών υδροξυλίων (–ΟΗ) των 

φλαβονοειδών και των καρβοξυλίων (–COOH) των φαινολικών οξέων. Οι διαλύτες 

υποβλήθηκαν σε καθαρισµό µε ειδικά φίλτρα και διαδιακασία αποµάκρυνσης του αέρα µε 

ειδική συσκευή απαέρωσης πριν την είσοδό τους για χρωµατογραφία. Ο ενέσιµος όγκος του 

δείγµατος κάθε φορά ήταν 20 µL. Για την υγροχρωµατογραφική ανάλυση των εκχυλισµάτων 

1 mg του κάθε εκχυλίσµατος διαλύθηκε σε 1 mL µίγµατος νερού-ακετονιτριλίου (1:1). 

Για το διαχωρισµό µέσω παρασκευαστικής χρωµατογραφίας χρησιµοποιήθηκε 

σύστηµα της Shimadzu (Japan, Tokyo) το οποίο περιλαµβάνει δύο αντλίες LC-8A, µίκτη, 

CBM-20A, ανιχνευτή DAD, SPD-M20A, αυτόµατο δειγµατολήπτη, SIL-10AP, και αυτόµατο 

συλλέκτη κλασµάτων, FRC-10A. Ο έλεγχος όλου του συστήµατος έγινε µέσω ηλεκτρονικού 

υπολογιστή µε λογισµικό LC solution (v. 1.2.3). Χρησιµοποιήθηκε στήλη Ascentis C18 (25 
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cm x 21.2 mm, 10µm) που προµηθεύτηκε από τη Supelco (Bellefonte, USA). 

Χρησιµοποιήθηκε το ίδιο σύστηµα διαλυτών όπως και παραπάνω. 

 

 

5.6 Μελέτη της Σύστασης των Εκχυλισµάτων µε τη Χρήση της Συνδυαστικής Τεχνικής 

LC-MS 

Η ανάλυση των εκχυλισµάτων µε την συνδυαστική τεχνική υγρής χρωµατογραφίας-

φασµατοµετρίας µάζας πραγµατοποιήθηκε στο Κέντρο Φασµατοµετρίας Μαζών του 

Πανεπιστηµίου Ιωαννίνων. Το χρωµατογραφικό σύστηµα που χρησιµοποιήθηκε είναι τύπου 

Agilent 1100 εφοδιασµένο µε ανιχνευτή φωτοδιόδων Agilent G1315B DAD και 

φασµατογράφο µάζας µε ανιχνευτή παγίδευσης ιόντων (ion trap mass). Ο φασµατογράφος 

µαζών είναι τύπου Agilent G2455A τεχνολογίας ηλεκτροψεκασµού, που επιτρέπει την 

ανάλυση πτητικών, θερµικά σταθερών µικρού µοριακού βάρους ενώσεων. Για τον ιονισµό 

των φαινολικών συστατικών των εκχυλισµάτων επιλέχθηκε αρνητική τάση 4.5 kV και η 

σάρωση, για την ανίχνευση των ιόντων, πραγµατοποιήθηκε για τιµές του λόγου m/z από 50 

έως 1200. Ο έλεγχος του συστήµατος και η επεξεργασία των φασµάτων µάζας έγινε µε το 

λογισµικό της Agilent (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). Όσον αφορά το 

χρωµατογραφικό διαχωρισµό, χρησιµοποιήθηκαν οι συνθήκες που περιγράφονται στην 

παράγραφο 5.5, µε τη διαφορά ότι ο ενέσιµος όγκος ήταν 10 µL αντί των 20 µL. 

 

 

5.7 Μελέτη της Σύστασης των Εκχυλισµάτων µε τη Χρήση της Συνδυαστικής Τεχνικής 

LC-SPE-NMR 

Η αρχή λειτουργίας της συνδυαστικής τεχνικής LC-SPE-NMR βασίζεται στη 

δυνατότητα «αποθήκευσης» των εκλουόµενων ενώσεων από την χρωµατογραφική στήλη σε 

κατάλληλες µικροστήλες SPE. Κάθε ένωση παγιδεύεται σε µια µικροστήλη ξεχωριστά. Η 

παγίδευσή τους επιτυγχάνεται µε τη συνεχή προσθήκη νερού, µέσω αντλίας στην έξοδο της 

στήλης, που έχει ως αποτέλεσµα τη µείωση της εκλουστικής δύναµης και την κατακράτησή 

τους στις µικροστήλες. Για την επίτευξη µεγαλύτερων συγκεντρώσεων που θα επιτρέψει τη 

λήψη φασµάτων NMR δύο διαστάσεων χρησιµοποιήθηκε η διαδικασία πολλαπλής 

παγίδευσης. Ακολουθεί διαβίβαση ρεύµατος αερίου αζώτου για την αποµάκρυνση των 

διαλυτών της χρωµατογραφίας. Στη συνέχεια, οι «παγιδευµένες» ενώσεις ανακτώνται και 
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µεταφέρονται µε δευτεριωµένο διαλύτη στην κυψελίδα συνεχούς ροής του υποδοχέα του 

φασµατογράφου NMR για τη λήψη φασµάτων των ενώσεων. 

 

5.7.1 Οργανολογία 

Η µελέτη της σύστασης των φυτικών εκχυλισµάτων µε την τεχνική LC-SPE-NMR 

πραγµατοποιήθηκε σε όργανο LC-NMR της εταιρείας Bruker. Το σύστηµα υγρής 

χρωµατογραφίας αποτελείται από αντλία προώθησης διαλυτών Agilent G13311A και τον 

ανιχνευτή UV διόδου λυχνιών (DAD) τύπου Bruker BioSpin, Rheinstetten, Germany. Για την 

έγχυση του δείγµατος χρησιµοποιήθηκε αυτόµατος δειγµατολήπτης Agilent G1311A µε 

βρόγχο, που µπορεί να εισάγει από 0 έως 100 µL. 

Για την αυτόµατη παγίδευση των κορυφών χρησιµοποιήθηκε συσκευή εκχύλισης 

στερεάς φάσης τύπου Bruker/Spark Prospect 2 (Bruker BioSpin and Spark, Emmen, The 

Netherlands) η οποία είναι εφοδιασµένη µε µικροστήλες Hysphere, που φέρουν πληρωτικά 

υλικά διαφόρων τύπων. Η προσθήκη νερού για την κατακράτηση των ενώσεων στις 

µικροστήλες έγινε µε τη χρήση ισοκρατικής (isocratic) αντλίας Knauer K 120 (Berlin, 

Germany). Τα παγιδευµένα συστατικά του εκχυλίσµατος µετά την ξήρανσή τους 

µεταφέρθηκαν µε 205 µL δευτεριωµένου διαλύτη (ακετονιτρίλιο-d3 ή µεθανόλη-d4) σε 

φασµατογράφο Bruker AV-500 NMR, ο οποίος είναι εξοπλισµένος µε υποδοχέα συνεχούς 

ροής LC-SEI 4mm 1Η-13C, κρυογενικής (cryogenic) τεχνολογίας, µε ενεργό όγκο κυψελίδας 

ανίχνευσης 30 µL. 

 

5.7.2 Σύστηµα Εκχύλισης Στερεής Φάσης (Solid Phase Extraction, SPE) 

Η εισαγωγή του συστήµατος SPE στο σύστηµα LC-NMR είναι καθοριστική καθώς 

συγκεντρώνει πλήθος πλεονεκτηµάτων αλλά, ταυτόχρονα, αποτελεί και το πιο κρίσιµο 

σηµείο της τεχνικής LC-SPE-NMR, δεδοµένου ότι κατά την παγίδευση και ανάκτηση των 

συστατικών στις µικροστήλες λαµβάνουν χώρα αρκετές φυσικοχηµικές διεργασίες. Όπως 

αναφέρθηκε προηγουµένως, στη µελέτη αυτή χρησιµοποιήθηκε συσκευή εκχύλισης στερεάς 

φάσης τύπου Bruker/Spark Prospect 2 (Bruker BioSpin and Spark, Emmen, The Netherlands). 

Το πρώτο βήµα που αφορά τη χρήση της µονάδας SPE στο σύστηµα LC-SPE-NMR 

είναι η επιλογή του τύπου του πληρωτικού υλικού των µικροστηλών, που εξαρτάται από το 

είδος των υπό ανάλυση ενώσεων. Το σύστηµα περιέχει οκτώ διαφορετικά είδη µικροστηλών 

που διαφέρουν ως προς τον τύπο του πληρωτικού υλικού, το µέγεθος των σωµατιδίων των 

µικροστηλών και άλλα τεχνικά χαρακτηριστικά. Στην παρούσα διδακτορική διατριβή, 
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κατόπιν βελτιστοποίησης των συνθηκών παγίδευσης για τα φαινολικά οξέα και τα 

φλαβονοειδή επιλέχθηκε ως καταλληλότερη φάση η ρητίνη GP. 

Το επόµενο βήµα είναι η προετοιµασία των µικροστηλών, ώστε να µπορούν να 

κατακρατήσουν τις υπό ανάλυση ενώσεις µε τη µέγιστη δυνατή απόδοση. Για το λόγο αυτό 

πλένονται αυτόµατα µε 1 mL ακετονιτριλίου, µε ταχύτητα ροής 1 mL/min, και κατόπιν 

εξισορροπούνται µε 1 mL ύδατος µε ταχύτητα ροής 1 mL/min, πριν από κάθε χρήση. 

Στην συνέχεια πραγµατοποιείται ο υγροχρωµατογραφικός διαχωρισµός των 

συστατικών των εκχυλισµάτων µε τη µόνη διαφοροποίηση ότι, µετά τη στήλη, έχουµε την 

συνεχή προσθήκη ύδατος µε ταχύτητα ροής 1 mL/min. Με το τέλος της παγίδευσης των 

ενώσεων και της αποµάκρυνσης των πρωτικών διαλυτών (Η2Ο, MeOH) µε διαβίβαση αερίου 

αζώτου, ακολουθεί η ανάκτηση µε κατάλληλους δευτεριωµένους διαλύτες. Για το σύστηµα 

που χρησιµοποιήθηκε, απαιτούνται 205 µL δευτεριωµένου διαλύτη. Η ποσότητα είναι 

αυστηρά καθορισµένη και εξαρτάται από τον όγκο της κυψελίδας ανίχνευσης του υποδοχέα, 

αλλά και από το µήκος του τριχοειδούς σωλήνα (tube) που µεταφέρει την υπό µελέτη ένωση 

στην κυψελίδα. 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ - ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

 

 

6. ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΑΣ ΛΗΨΗΣ ΦΑΣΜΑΤΩΝ NMR ΥΨΗΛΗΣ 

∆ΙΑΚΡΙΤΙΚΗΣ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑΣ ΜΕ ΤΗ ΧΡΗΣΗ Υ∆ΡΟΧΛΩΡΙΚΟΥ ΟΞΕΟΣ ΚΑΙ 

ΑΡΑΙΩΝ ∆ΙΑΛΥΜΑΤΩΝ 

 

 

 

6.1 Εισαγωγή 

Στόχος της µελέτης είναι η ανάπτυξη και η εφαρµογή µεθοδολογιών φασµατοσκοπίας 

πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού (NMR) για την ταυτοποίηση ενώσεων σε πολύπλοκα 

φυτικά εκχυλίσµατα χωρίς τον οποιοδήποτε προηγούµενο διαχωρισµό τους. Οι παραπάνω 

ενώσεις θα αναζητηθούν κυρίως σε εκχυλίσµατα φυσικών προϊόντων της Ελληνικής 

χλωρίδας και ιδιαίτερα της περιοχής της Ηπείρου, και συγκεκριµένα φυτών που ανήκουν στις 

οικογένειες Lamiaceae και Oleaceae. 

Ανάµεσα στις πιο σηµαντικές και λειτουργικές οµάδες όσον αφορά τις 

αντιοξειδωτικές ιδιότητες φυσικών προϊόντων είναι τα φαινολικά υδροξύλια (–ΟΗ). Είναι, 

επίσης γεγονός ότι η πλειονότητα των βιοενεργών ενώσεων, που έχουν αποµονωθεί από 

φυσικά προϊόντα και εµφανίζουν φαρµακευτική χρήση, φέρουν χαρακτηριστικές οµάδες –

ΟΗ, ιδιαίτερα φαινολικού τύπου. Γενικά, στη φασµατοσκοπία NMR-1H οι απορροφήσεις 

συντονισµού των φαινολικών υδροξυλικών πρωτονίων εµφανίζονται εξαιρετικά διευρυµένες 

στη θερµοκρασία δωµατίου, ιδιαίτερα, όταν το φάσµα ληφθεί σε πρωτικό διαλύτη [Sanders & 

Hunter, 1993; Englander & Kallenbach, 1984]. Αυτό οφείλεται στην ευκινησία των 

υδροξυλικών πρωτονίων και στη γρήγορη, για την κλίµακα χρόνου του NMR, ανταλλαγή 

τους µε τα πρωτόνια πρωτικών διαλυτών ή µε τα ίχνη ύδατος σε µη πρωτικούς διαλύτες. 

Εντούτοις, µε τη λήψη φάσµατος σε χαµηλή θερµοκρασία µειώνεται η ταχύτητα ανταλλαγής 

των υδροξυλικών πρωτονίων και οι κορυφές συντονισµού εµφανίζονται οξείες. Σε 

προηγούµενη µελέτη της ερευνητικής µας οµάδας [Exarchou et al., 2002a; 2002b] 

µελετήθηκε ο διαχωρισµός των φλαβονών απιγενίνη και λουτεολίνη, µε λήψη φασµάτων 

µεταβλητής θερµοκρασίας του µίγµατος των δυο φλαβονών σε διαλύτη µεθανόλη-d3, και 

διαπιστώθηκε ότι, µε τη λήψη του φάσµατος στην κατάλληλη θερµοκρασία η διάκρισή τους 
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είναι εφικτή στο µίγµα των πρότυπων ενώσεων. Όµως, η περιορισµένη διαλυτότητα των 

ενώσεων σε χαµηλή θερµοκρασία και η πολυπλοκότητα των δισδιάστατων φασµάτων NMR 

περιορίζει την χρήση αυτών των µεθόδων για την ταυτοποίηση χηµικών ενώσεων σε 

πολύπλοκα εκχυλίσµατα φυσικών προϊόντων. 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή περιγράφεται µία απλή µέθοδος NMR για την 

παρατήρηση των οµάδων –ΟΗ σε αραιωµένα δείγµατα µε κατάλληλο διαλύτη για την 

σηµαντική ελάττωση της ταχύτητας ανταλλαγής των πρωτονίων. Περαιτέρω επιδεικνύεται η 

εφαρµογή δισδιάστατου τεχνικής 1H-13C NMR για την πλήρη ταυτοποίηση φυσικών 

αντιοξειδωτικών σε εκχυλίσµατα φυσικών προϊόντων, χωρίς τη χρήση πολύπλοκων και 

χρονοβόρων εργαστηριακών τεχνικών για την αποµόνωση κάθε συστατικού χωριστά. 

 

 

6.2 Επιλογή ∆ευτεριωµένου ∆ιαλύτη 

Στην προσπάθεια ανάπτυξης µεθοδολογίας NMR επιλέχθηκε ως διαλύτης το    

DMSO-d6 λόγω της άριστης διαλυτικής του ικανότητας, γεγονός ιδιαίτερα χρήσιµο στην 

περίπτωση ανάλυσης φυτικών εκχυλισµάτων µε δισδιάστατη φασµατοσκοπία 1H-13C NMR 

εξαιτίας της µικρής φυσικής αφθονίας του ισότοπου του 13C στο φυσικό στοιχείο (~ 1.11 %). 

Παρουσιάζει όµως το µειονέκτηµα του υψηλού σηµείου πήξεως (~18 °C) πράγµα που το 

καθιστά ακατάλληλο για πειράµατα χαµηλής θερµοκρασίας. Αντίθετα σε πειράµατα υψηλής 

θερµοκρασίας είναι ιδιαίτερα εύχρηστος διαλύτης, αν και θα πρέπει να χρησιµοποιείται µε 

προσοχή λόγω της οξειδωτικής του δράσης. 

∆ύο επιπλέον σηµαντικά πλεονέκτηµατα που παρουσιάζει ως διαλύτης το DMSO-d6 

στα φάσµατα NMR είναι: (α) η σηµαντική εκλέπτυνση των απορροφήσεων λόγω της µεγάλης 

ικανότητας σχηµατισµού δεσµών υδρογόνου µε οµάδες –ΟΗ και ως εκ τούτου ελάττωσης της 

ταχύτητας ανταλλαγής πρωτονίου και (β) η σηµαντική αποπροστασία των απορροφήσεων 

των οµάδων –ΟΗ κατά αρκετά ppm. Στο Σχήµα 6.2.1 παρουσιάζεται επιλεκτικό τµήµα των 

φασµάτων NMR-1H της ελαιοευρωπαΐνης σε τρείς διαφορετικούς διαλύτες, µε έµφαση στην 

περιοχή απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ. 
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Σχήµα 6.2.1: Φάσµατα 500MHz NMR-Η1 της ελαιοευρωπαΐνης σε διαλύτες (A) DMSO-d6, (B) 

ακετόνη-d6 και (C) ακετονιτρίλιο-d3 (T=292K, ns=32, texpt=4min). Με αστερίσκο υποδηλώνεται η 

απορρόφηση των οµάδων –OH. 

 

Παρατηρούµε ότι στην περίπτωση που γίνεται χρήση διαλύτη DMSO-d6, τα σήµατα 

συντονισµού των οµάδων –ΟΗ εµφανίζονται σε χαρακτηριστική περιοχή (> 8.5 ppm), εκτός 

της πολύπλοκης περιοχής των αρωµατικών απορροφήσεων (8 - 6 ppm) όπου συχνά υπάρχει 

σηµαντική αλληλοεπικάλυψη των σηµάτων. Επιπλέον, τα σήµατα συντονισµού εµφανίζονται 

συγκριτικά ως λεπτές και οξείες κορυφές ακόµη και στην περίπτωση υψηλών 

συγκεντρώσεων των υπό µελέτη ενώσεων. Αυτό το γεγονός προσδίδει στο DMSO-d6 

εξαιρετικές ιδιότητες για την αύξηση της διακριτικής ικανότητας και ως εκ τούτου του 

διαγνωστικού χαρακτήρα των λαµβανόµενων δισδιάστατων φασµάτων 1H-13C NMR. 

 

 

6.3 Οξύνιση του ∆ευτεριωµένου ∆ιαλύτη - Εφαρµογή της Μεθοδολογίας σε Μίγµα 

Πρότυπων Ενώσεων 

Η λουτεολίνη και η κερκετίνη (Σχήµα 6.3.1) είναι δύο φυσικά προϊόντα που ανήκουν 

στην οικογένεια των φλαβονοειδών, η οποία απαρτίζεται από περισσότερα από 8.000 µέλη. 

Οι ενώσεις αυτές τα τελευταία χρόνια έχουν αποσπάσει το ενδιαφέρον της επιστηµονικής 

(C) 

(B) 

(A) 
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κοινότητας για πιθανή αντικαρκινική και θεραπευτική δράση [Andersen & Markham, 2006; 

Xagorari et. al., 2001]. Σηµειώνεται ότι οι δοµές αυτών των δύο ενώσεων είναι σχεδόν 

ταυτόσηµες και διαφοροποιούνται µόνο ως προς την υποκατάσταση στη θέση 3 του 

δακτυλίου (C) (–Η για τη λουτεολίνη και –ΟΗ για τη κερκετίνη). 

 

 
Σχήµα 6.3.1: Χηµικοί τύποι των µορίων της λουτεολίνης και της κερκετίνης. 

 

Το φάσµα NMR-1H της περιοχής απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ µίγµατος 

λουτεολίνης (C = 5.8 mM) και κερκετίνης (C = 5.5m M), σε διαλύτη DMSO-d6, 

απεικονίζεται στο Σχήµα 6.3.2A. Εκτός από τις εξαιρετικά λεπτές απορροφήσεις στα 13.0 και 

12.5 ppm, που οφείλονται στα υδροξύλια ΟΗ(5) της λουτεολίνης και της κερκετίνης, 

αντίστοιχα, και τα οποία σχηµατίζουν ισχυρό ενδοµοριακό δεσµό υδρογόνου µε το 

καρβονύλιο C-4, όλες οι υπόλοιπες απορροφήσεις των υδροξυλίων εµφανίζονται ως 

διευρυµένες κορυφές. Η διεύρυνση και ο βαθµός αλληλοεπικάλυψης των κορυφών είναι τόσο 

σηµαντικός, ώστε είναι αδύνατον να επιτευχθεί η ταυτοποίηση των απορροφήσεων. Το 

γεγονός επίσης, ότι οι ενώσεις έχουν παρόµοια δοµή, δυσχεραίνει ακόµη περισσότερο τη 

διαδικασία ταυτοποίησης. Με την προσθήκη µικρής ποσότητας οξέος (5 µL HCl, 2 mM) στο 

διαλύτη DMSO-d6 (Σχήµα 6.3.2B), επιτυγχάνεται η εκλέπτυνση όλων των απορροφήσεων 

των υπόλοιπων υδροξυλοµάδων καθώς και η ταυτοποίηση όλων των σηµάτων συντονισµού 

κερκετίνη 

λουτεολίνη 
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των υδροξυλίων (επτά στο σύνολο) µε την εφαρµογή δισδιάστατης φασµατοσκοπίας 1H-13C 

NMR. 

 

 
Σχήµα 6.3.2: (A) Φάσµα 500 MHz NMR-1H, της περιοχής απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ, 

µίγµατος λουτεολίνης (l, C = 5.8 mM) και κερκετίνης (q, C = 5.5 mM) σε διαλύτη DMSO-d6 , (B) το 

ίδιο διάλυµα όπως στο (A) µε την προσθήκη 5 µL HCl, 2 mM (T=292K, ns=64, texpt=7min18s) 

[Charisiadis et al., 2010]. 

 

 

Πίνακας 6.3.1: Εύρη απορροφήσεων, ∆ν1/2, των πρωτονίων –ΟΗ µίγµατος λουτεολίνης (l, C = 5.8 

mM) και κερκετίνης (q, C = 5.5m M) σε διαλύτη DMSO-d6 πριν και µετά τη προσθήκη 5 µL HCl, 2 

mM. 

ppm 12.99 12.51 10.91 10.86 9.99 9.66 9.49 9.41 9.36 

  
OH(5)  

(l) 
OH(5) 

(q) 
OH(7) 

(l) 
OH(7)  

(q) 
OH(4΄)  

(l) 
OH(4΄)  

(q) 
OH(3΄)  

(l) 
OH(3)  

(q) 
OH(3΄)  

(q) 

∆ν1/2 (Hz)1 1.3 1.3 
σύνθετο σήµα  

~ 53.0 
~ 84.0 ~ 55.0 

σύνθετο σήµα  
~ 80.0 

∆ν1/2 (Hz)2 1.2 1.2 3.8 3.5 3.7 2.7 3.8 1.7 2.3 

1πριν την προσθήκη οξέος, 2µετά την προσθήκη οξέος. 

 

Η εµφάνιση των έντονων και εκλεπτυσµένων απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ θα 

πρέπει να αποδοθεί στη µείωση της ταχύτητας ανταλλαγής των πρωτονίων µε τα µόρια του 

Η2Ο που υπάρχουν στο δείγµα. Αυτή η ανταλλαγή εξαρτάται από την ποσότητα του Η2Ο που 

(A) 

(B) 
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υπάρχει και είναι γνωστό ότι καταλύεται από βάση ή οξύ [Eigen, 1964; Englander & 

Kallenbach, 1984]. 

 

 
Σχήµα 6.3.4: Γραφική λογαριθµική απεικόνιση της ταχύτητας ανταλλαγής ενεργών πρωτονίων ως 

συνάρτηση του pH σε υδατικά διαλύµατα στους 25°C [Wüthrich, 1986]. 

 

Στη γραφική απεικόνιση του διαγράµµατος του Σχήµατος 6.3.4 [Wüthrich, 1986], 

παρατηρείται ότι η ταχύτητα ανταλλαγής ευκίνητων πρωτονίων οµάδων –ΝΗ (πεπτιδικών 

αλυσίδων), CO-NH2, και  –ΟΗ σε υδατικά διαλύµατα, ως συνάρτηση του pH του διαλύµατος, 

παρουσιάζει καµπύλη τύπου U. Ειδικότερα για την περίπτωση οµάδων –ΟΗ φαινολικού 

τύπου παρουσιάζεται ελάχιστο, στην περιοχή pH ≈ 4 - 5. Παρόµοια καµπύλη έχει 

παρατηρηθεί και στην περίπτωση µεικτών διαλυτών (Η2Ο και οργανικού διαλύτη) [Englander 

& Kallenbach, 1984]. Συνεπώς, η προσεκτική εµπειρική ρύθµιση του pH φυτικών 

εκχυλισµάτων σε µη-υδατικούς διαλύτες για την ελαχιστοποίηση της ταχύτητας ανταλλαγής 

των οµάδων –ΟΗ µε το Η2Ο, καταλήγει στην εκλέπτυνση των απορροφήσεων αυτών των 

οµάδων [Sanders & Hunter, 1987]. Από λεπτοµερή µελέτη µεγάλου αριθµού φυτικών 

εκχυλισµάτων προκύπτει ότι σε όλες τις περιπτώσεις ήταν αναγκαία η προσθήκη οξέος για 

την επίτευξη εκλέπτυνσης των απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ φαινολικού τύπου. Συνεπώς, 

το φαινοµενικό pH των φυτικών εκχυλισµάτων που µελετήθηκαν πριν την προσθήκη οξέος, 

ήταν υψηλότερο της τιµής του ελαχίστου. Για παράδειγµα το pH υδατικού εκχυλίσµατος 
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ρίγανης και φύλλων ελιάς είναι 6.35 και 5.10, αντίστοιχα, και συνεπώς, υψηλότερο της τιµής 

του ελαχίστου.  

Λόγω της σηµαντικής βελτίωσης της διακριτικής ικανότητας των –Η των οµάδων      

–ΟΗ, µε την προσθήκη του οξέος σε σύγκριση µε το φάσµα σε µη οξινισµένο DMSO-d6, 

είναι εφικτή η παρατήρηση ευκρινών κορυφών διασταύρωσης µέσω εφαρµογής πειραµάτων 
1H-13C HMBC. Παρότι στη διεθνή βιβλιογραφία δεν υπάρχει σαφής αναφορά ως προς το 

λόγο n
J/∆ν1/2 που απαιτείται για την ευκρινή λήψη κορυφής διασταύρωσης, µία συντηρητική 

υπόθεση είναι ότι θα πρέπει να ισχύει η σχέση n
JCH ≥ (1/2)∆ν1/2. Στο Σχήµα 6.3.3 

απεικονίζεται το δισδιάστατο φάσµα 1H-13C HMBC του µίγµατος των δύο ενώσεων, πριν και 

µετά την προσθήκη του οξέος. Είναι χαρακτηριστικό ότι στην περιοχή των 11.0 - 9.0 ppm 

απουσιάζουν όλες οι κορυφές διασταύρωσης στην περίπτωση του µη-οξυνισµένου DMSO-d6, 

ενώ εµφανίζονται µόνο οι κορυφές διασταύρωσης των ΟΗ(5) των δύο ενώσεων που, όπως 

προαναφέρθηκε, συµµετέχουν σε ισχυρό ενδοµοριακό δεσµό υδρογόνου. 
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Σχήµα 6.3.5: (A) Φάσµα 500 MHz 1H-13C HMBC µίγµατος λουτεολίνης (l, C = 5.8 mM) και 

κερκετίνης (q, C = 5.5 mM) σε διαλύτη DMSO-d6, (B) το ίδιο διάλυµα όπως στο (A) µε τη προσθήκη 

5 µL HCl, 2 mM (T=292K, ns=72, texpt=10h) [Charisiadis et al., 2010]. 

 

Στο Σχήµα 6.3.5A παρατηρούµε ότι οι δύο έντονες απορροφήσεις (∆ν1/2 ≈ 1.3 Hz) των 

πρωτονίων ΟΗ(5) της λουτεολίνης και της κερκετίνης, οι οποίες συµµετέχουν σε ισχυρό 

ενδοµοριακό δεσµό µε το καρβονύλιο C-4, εµφανίζουν έξι κορυφές διασταύρωσης στο 

δισδιάστατο χάρτη. Συγκεκριµένα µε τους άνθρακες C-5 (161.9(l) και 160.9(q) ppm), C-6 

(99.2(l) και 98.4(q) ppm), C-10 (104.1(l) και 103.5(q) ppm), C-7 (164.5(l) και 164.2(q) ppm), 

C-9 (157.7(l) και 156.7(q) ppm) και C-4 (182.0(l) και 176.1(q) ppm). Μία ακόµη κορυφή 

διασταύρωσης µακράς συσχέτισης, 5
JHC, παρατηρήθηκε µε τον άνθρακα C-8 (94.0(l) και 

(A) 

(B) 
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93.8(q) ppm) στο πείραµα 1H-13C HMBC που βελτιστοποιήθηκε πειραµατικά µέσω της 

παραµέτρου d6 (Σχήµα 2.5.3) για παρατήρηση κορυφών διασταύρωσης λόγω σταθερών 

σύζευξης µακράς εµβέλειας ≤ 2.5 Hz (Σχήµα 6.3.6). Μέχρι στιγµής στη διεθνή βιβλιογραφία 

υπάρχει περιορισµένος αριθµός αναφορών σχετικά µε µακράς εµβέλειας σταθεράς συζεύξης 
4,5

JHC σε βενζόλιο, πυριµιδίνη και µονοϋποκατεστηµένο βενζόλιο, οι οποίες κυµαίνονται από 

0.5 έως 2.0 Hz [Breitmaier et al., 1990]. Από όσο γνωρίζουµε, δεν υπάρχει αναφορά στη 

διεθνή βιβλιογραφία ύπαρξης κορυφών διασταύρωσης σε πείραµα 1H-13C HMBC λόγω 

σταθεράς σύζευξης µακράς εµβέλειας 4,5
JHC. 

 

 
Σχήµα 6.3.6: Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz 1H-13C HMBC µίγµατος λουτεολίνης (l, C = 

5.8 mM) και κερκετίνης (q, C = 5.5 mM) σε διαλύτη DMSO-d6 µε τη προσθήκη 5 µL HCl, 2 mM 

(T=292K, ns=72, texpt=9h57min18s) [Charisiadis et al., 2010]. 

 

Από το Σχήµα 6.3.6 προκύπτει ότι τα πρωτόνια ΟΗ(5) της λουτεολίνης και της 

κερκετίνης εµφανίζουν σηµαντική διαφορά στις χηµικές µετατοπίσεις του φάσµατος     

NMR-1H κατά 0.5 ppm, 13.0 ppm για τη λουτεολίνη και 12.5 ppm για τη κερκετίνη, παρότι 

οι ενώσεις αυτές έχουν παρόµοια δοµή και διαφοροποιούνται µόνο ως προς την 

υποκατάσταση στη θέση 3 του δακτυλίου (C). Το γεγονός αυτό δηλώνει την εξαιρετική 

ευαισθησία του δεσµού υδρογόνου και, ως εκ τούτου, της χηµικής µετατόπισης ως προς 

υποκαταστάσεις µακράς απόστασεις και έχει ιδιαίτερη διαγνωστική σηµασία. Θα πρέπει να 

τονιστεί ότι η απορρόφηση του C-4 είναι σε εξαιρετικά αποπροστατευµένη περιοχή του 
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φάσµατος 13C και ως εκ τούτου δεν υπάρχουν αλληλεπικαλύψεις µε άλλες απορροφήσεις. Το 

καρβονύλιο C-4, εµφανίζεται στα 182.0 ppm για τη λουτεολίνη και 176.1 ppm για τη 

κερκετίνη, λόγω της διαφορετικής υποκατάστασης στη θέση 3 του δακτυλίου (C) που 

επηρεάζει σε σηµαντικό βαθµό την ηλεκτρονική πυκνότητα του καρβονυλικού οξυγόνου C-4. 

Συνεπώς, η κορυφή διασταύρωσης ΟΗ(5) – C-4, είναι ιδιαίτερα διαγνωστικού χαρακτήρα 

που µας επιτρέπει την αδιαµφισβήτητη ταυτοποίηση των δύο αυτών ενώσεων. 

Οι λαµβανόµενες κορυφές διασταύρωσης του ΟΗ(5) µε τους γειτονικούς άνθρακες 

από το πείραµα 1H-13C HMBC απεικονίζονται στο Σχήµα 6.3.7, και υποδηλώνουν την πλήρη 

απεικόνιση και ταυτοποίηση του δακτυλίου (Α). 

 

 

 
Σχήµα 6.3.7: Σχηµατική απεικόνιση των λαµβανοµένων κορυφών διασταύρωσης του ΟΗ(5) µε τους 

αντίστοιχους άνθρακες όπως προέκυψαν από το πείραµα 1H-13C HMBC. 
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Σχήµα 6.3.8: Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz 1H-13C HMBC µίγµατος λουτεολίνης (l, C = 

5.8 mM) και κερκετίνης (q, C = 5.5 mM) σε διαλύτη DMSO-d6 µε τη προσθήκη 5 µL HCl, 2 mM 

(T=292K, ns=72, texpt=10h) [Charisiadis et al., 2010]. 

 

Στο Σχήµα 6.3.8 παρατηρούνται οι κορυφές διασταύρωσης των υπόλοιπων 

υδροξυλικών οµάδων του µίγµατος λουτεολίνης και κερκετίνης. Το πρωτόνιο ΟΗ(3) της 

κερκετίνης παρουσιάζει τέσσερις κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες C-3 (136.1 ppm), 

C-2 (147.1 ppm), C-4 (176.2 ppm) και C-1 (122.3 ppm). Το πρωτόνιο ΟΗ(7) της λουτεολίνης 

παρουσιάζει τέσσερις κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες C-7 (164.4 ppm), C-6 (99.1 

ppm), C-8 (94.3 ppm) και C-9 (157.7 ppm). Τα πρωτόνια ΟΗ(7), ΟΗ(3΄) και ΟΗ(4΄) της 

κερκετίνης και τα πρωτόνια ΟΗ(3΄) και ΟΗ(4΄) της λουτεολίνης δείχνουν κορυφές 

διασταύρωσης µε τρία άτοµα άνθρακα. Τα πρωτόνια αυτά παρουσιάζουν µικρότερο αριθµό 

κορυφών διασταύρωσης στο δισδιάστατο χάρτη, σε σύγκριση µε τα πρωτόνια ΟΗ(5), γεγονός 

που αποδίδεται στο µεγαλύτερο εύρος των κορυφών (∆ν1/2 ≈ 1.7 - 3.8 Hz). Συγκεντρωτικά, οι 

κορυφές διασταύρωσης των φαινολικών πρωτονίων του µίγµατος λουτεολίνης και κερκετίνης 

καθώς και η αντίστοιχη ταυτοποίηση των πρωτονίων ΟΗ και των ανθράκων παρουσιάζονται 

στο Πίνακα 6.3.2 και βρίσκονται σε πλήρη συµφωνία µε τα βιβλιογραφικά δεδοµένα 

[Andersen & Markham, 2006]. 
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Πίνακας 6.3.2: Κορυφές διασταύρωσης των πρωτονίων –ΟΗ µε τα αντίστοιχα άτοµα άνθρακα καθώς όπως προέκυψαν από πείραµα 1H-13C HMBC 

µίγµατος λουτεολίνης (l, C = 5.8 mM) και κερκετίνης (q, C = 5.5 mM) σε διαλύτη DMSO-d6 µε τη προσθήκη 5 µL HCl, 2 mM. Οι σταθερές σύζευξης, 
n
JHC, στις οποίες οφείλονται οι κορυφές διασταύρωσης επισηµαίνονται επίσης. 

ppm  C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7 C-8 C-9 C-10 C-1΄ C-2΄ C-3΄ C-4΄ C-5΄ 

12.99 OH(5)(l)   182.0 
(
4
J) 

161.9 
(
2
J) 

99.2 
(
3
J) 

164.5 

(
4
J) 

94.0 
(
5
J) 

157.7 

(
4
J) 

104.1 
(
3
J) 

     

12.51 OH(5)(q)   176.1 
(
4
J) 

160.9 
(
2
J) 

98.4 
(
3
J) 

164.2 
(
4
J) 

93.8 

(
5
J) 

156.7 
(
4
J) 

103.5 
(
3
J) 

     

10.91 OH(7)(l)     99.1 
(
3
J) 

164.4 

(
2
J) 

94.3 
(
3
J) 

157.7 
(
4
J) 

      

10.86 OH(7)(q)     98.5 

(
3
J) 

164.2 

(
2
J) 

93.8 
(
3
J) 

       

9.99 OH(4΄)(l)            
146.0 
(
3
J) 

150.0 

(
2
J) 

116.4 
(
3
J) 

9.66 OH(4΄)(q)            
145.4 

(
3
J) 

148.0 

(
2
J) 

116.0 

(
3
J) 

9.49 OH(3΄)(l)           
113.7 
(
3
J) 

145.9 
(
2
J) 

150.1 

(
3
J) 

 

9.41 OH(3)(q) 
147.1 
(
3
J) 

136.1 
(
2
J) 

176.2 
(
3
J) 

      
122.3 

(
4
J) 

    

9.36 OH(3΄)(q)           
115.4 
(
3
J) 

145.5 
(
2
J) 

148.1 

(
3
J) 
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Θα πρέπει να τονιστεί ότι η εξαιρετική ευαισθησία δ(1Η) των οµάδων –ΟΗ σε 

αλλαγές του ηλεκτρονιακού περιβάλλοντος σε συνδυασµό µε την αύξηση της διακριτικής 

ικανότητας των οµάδων –ΟΗ αποτελεί µία άριστη µεθοδολογία για την επίτευξη της πλήρους 

ταυτοποίησης των µιγµάτων φλαβονοειδών, παρότι αρκετά άτοµα άνθρακα του σκελετού 

τους έχουν παρόµοιες ή ταυτόσηµες απορροφήσεις. 

Συµπερασµατικά, το πειραµατικό πρωτόκολλο για την πλήρη ταυτοποίηση των 

φλαβονοειδών µέσω των απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ έχει ως εξής: 

 

1) Ρύθµιση του pH για ελαχιστοποίηση της ταχύτητας ανταλλαγής των οµάδων –ΟΗ. 

2) Λήψη φάσµατος 1H-13C HMBC βελτιστοποιηµένου ως προς τις σταθερές σύζευξης 
n
JHC στην περιοχή τιµών 6 µε 10 Hz. 

3) Λήψη φάσµατος 1H-13C HMBC βελτιστοποιηµένου ως προς τις ασθενείς σταθερές 

σύζευξης 5JHC ≤ 2.5 Hz. 

 

Τα βήµατα κατά σειρά που ακολουθήθηκαν, µέσω των φασµάτων 1H-13C HMBC, για την 

ταυτοποίηση των φλαβονοειδών και συγκεκριµένα της κερκετίνης στο παραπάνω µίγµα 

προτύπων, παρουσιάζονται παρακάτω ως ακολούθως: (α) η αποτύπωση της σχηµατικής 

πορείας ταυτοποίησης στο Σχήµα 5.3.9, (β) τα βήµατα προτεραιότητας στον Πίνακα 6.3.3 και 

(γ) η διαγραµµατική πορεία ταυτοποίησης διαµέσου των οµάδων –ΟΗ στο φάσµα 1H-13C 

HMBC του Σχήµατος 6.3.10. 
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Σχήµα 6.3.9: Σχηµατική απεικόνιση και βήµατα προτεραιότητας για την ταυτοποίηση των 

κυριότερων κορυφών διασταύρωσης, διαµέσου των οµάδων –ΟΗ της κερκετίνης µε τους αντίστοιχους 

άνθρακες, όπως προέκυψαν από το πείραµα 1H-13C HMBC. 

 

 

 

Πίνακας 6.3.3: Βήµατα προτεραιότητας για την ταυτοποίηση των κυριότερων κορυφών 

διασταύρωσης των οµάδων –ΟΗ της κερκετίνης µε τους αντίστοιχους άνθρακες, όπως προέκυψαν 

από το πείραµα 1H-13C HMBC. 

βήµα κορυφή διασταύρωσης βήµα κορυφή διασταύρωσης 

(1) OH(5) – C-4 (9) C-5΄ – H-6΄ 

(2) C-4 – OH(3) (10) OH(4΄) – C-5΄ 

(3) OH(3) – C-2 (11) C4΄ – H-5΄ 

(4) C-1΄ – OH(3)   

(5) H-2΄ – C-1΄   

(6) C-3΄ – H-2΄   

(7) OH(3΄) – C-3΄   

(8) C-2΄ – OH(3΄)   
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Σχήµα 6.3.10: Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500MHz 1H-13C HMBC µίγµατος λουτεολίνης (l, C = 5.8 mM) και κερκετίνης (q, C = 5.5 mM) σε διαλύτη 

DMSO-d6 µε τη προσθήκη 5 µL HCl, 2 mM (T=292K, ns=72, texpt=10h) και διαγραµµατική πορεία ταυτοποίησης της κερκετίνης διαµέσου των οµάδων  

–ΟΗ [Charisiadis et al., 2010]. 
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6.4 Εφαρµογή της Μεθοδολογίας Αραιών ∆ιαλυµάτων σε Ακετονικό Εκχύλισµα Ρίγανης 

Για την εφαρµογή της παραπάνω µεθοδολογίας σε πραγµατικό δείγµα επιλέχτηκε το 

ακετονικό εκχύλισµα της ρίγανης, λόγω της αντιοξειδωτικής δράσης που παρουσιάζει  και 

της πολυπλοκότητας της σύστασής του [Exarchou et al., 2002; 2003]. 

 

 
Σχήµα 6.4.1: Φάσµα 500 MHz NMR-1H ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης (80 mg) σε διαλύτη 

DMSO-d6 (T=292K, ns=1024, texpt=2h). 

 

Από το Σχήµα 6.4.1 είναι προφανής η πολυπλοκότητα που παρουσιάζει το φάσµα 

NMR-1H ιδίως στην περιοχή των αρωµατικών και αλειφατικών απορροφήσεων (0 - 8 ppm). 

Αντίθετα η περιοχή από 8 - 13 ppm χαρακτηρίζεται από σχετική απλότητα. Βέβαια, οι 

απορροφήσεις είναι σχετικά διευρυµένες, µε εξαίρεση την περιοχή απορροφήσεων των 

οµάδων ΟΗ(5) των φλαβονοειδών (12 - 13 ppm) που σχηµατίζουν ισχυρούς ενδοµοριακούς 

δεσµούς υδρογόνου. 

Η αραίωση του δείγµατος προς µικρότερες συγκεντρώσεις, από 80 mg σε 20 mg και 5 

mg εκχυλίσµατος, έδωσε ικανοποιητικά αποτελέσµατα. Το φάσµα NMR-1H των 5 mg 

ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε διαλύτη DMSO-d6 παρείχε φάσµα υψηλής διακριτικής 

ικανότητας, ενώ αρκετές απορροφήσεις οµάδων –ΟΗ εκλεπτύνθηκαν αισθητά (Σχήµα 6.4.2). 

Η εκλέπτυνση των κορυφών αποδίδεται στη µείωση της ταχύτητας διαµοριακής ανταλλαγής 

του πρωτονίου µεταξύ των διαφόρων οµάδων –ΟΗ και µεταξύ των οµάδων –ΟΗ και –

CΟΟΗ. 



 

 85 

 
Σχήµα 6.4.2: Φάσµα 500 MHz NMR-1H ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε διαλύτη DMSO-d6 

(T=292K, ns=1024, texpt=2h) (a) 80 mg, (b) 20 mg και (c) 5 mg εκχυλίσµατος. (Α) η περιοχή των 11.8 

- 13.1 ppm και (Β) η περιοχή των 9.4 - 11.2 ppm [Charisiadis et al., 2010]. 

 

Στο Σχήµα 6.4.2 παρατηρείται ότι από την ευρεία απορρόφηση στα 10.84 ppm (∆ν1/2 

≈ 60.2 Hz) (Σχήµα 5.4.2Βa) προέκυψαν δύο διακριτές απορροφήσεις στα 10.81 ppm (∆ν1/2 ≈ 

15.2 Hz) και 10.85 ppm (∆ν1/2 ≈ 17.4 Hz) (Σχήµα 6.4.2Βc). Από την ευρεία απορρόφηση στα 

10.25 ppm (∆ν1/2 ≈ 59.1 Hz) προέκυψε σε µία οξεία απορρόφηση µε ∆ν1/2 ≈ 2.0 Hz. (Σχήµα 

6.4.2Βa). Από τις ευρείες απορροφήσεις στην περιοχή των 9.57 µε 9.67 ppm, µε εύρη 

απορροφήσεων από 9.4 έως 16.0 Hz προέκυψαν τρεις διακριτές απορροφήσεις στα 9.67 ppm 

(∆ν1/2 ≈ 7.1 Hz), 9.61 ppm (∆ν1/2 ≈ 3.0 Hz) και 9.57 ppm (∆ν1/2 ≈ 2.5 Hz). 

(A) 

(B) 

(c) 

(b) 

(a) 

(c) 

(b) 

(a) 
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Με εφαρµογή της δισδιάστατης φασµατοσκοπίας 1H-13C HMBC (Σχήµα 6.4.4 και 6.4.5), 

τόσο στο αρχικό διάλυµα του εκχυλίσµατος όσο και στα αραιωµένα, προέκυψε ένας 

σηµαντικός αριθµός κορυφών διασταύρωσης στην περιοχή των απορροφήσεων των οµάδων 

–ΟΗ. Οι λαµβανόµενες συσχετίσεις ήταν ικανοποιητικές για να επιτευχθεί η ταυτοποίηση 

των ενώσεων του εκχυλίσµατος που παρουσιάζονται στο Σχήµα 6.4.3. Σε προηγούµενη 

µελέτη της ερευνητικής µας οµάδας επιτεύχθηκε η ταυτοποίηση, στο ακετονικό εκχύλισµα 

της ρίγανης µε τη χρήση της οργανολογίας LC-SPE-NMR [Exarchou et al., 2003] των 

φλαβονοειδών ταξιφολίνη, αροµαντεντρίνη, εριοδικτυόλη, νανιργενίνη και απιγενίνη, καθώς 

επίσης και της καρβακρόλης και του ροσµαρινικού οξέος. Για αυτό το λόγο οι οµάδες –ΟΗ 

των παραπάνω ενώσεων αποτέλεσαν το στόχο της ανάλυσης µε τη νέα µεθοδολογία. 

 

 

 
Σχήµα 6.4.3: Συντακτικοί τύποι ενώσεων που ταυτοποιήθηκαν στο ακετονικό εκχυλίσµατα ρίγανης: 

ταξιφολίνη (t), εριοδικτυόλη (e), νανιργενίνη (n), απιγενίνη (a), καρβακρόλη (c) και ροσµαρινικό οξύ 

(r). 
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Σχήµα 6.4.4: Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος NMR 500 MHz 1H-13C HMBC ακετονικού 

εκχυλίσµατος ρίγανης σε διαλύτη DMSO-d6 (T=292K, ns=72, texpt=14h), όπου υποδεικνύονται οι 

κορυφές διασταύρωσης των οµάδων –ΟΗ των ενώσεων ταξιφολίνη (t), εριοδικτυόλη (e), νανιργενίνη 

(n), απιγενίνη (a), καρβακρόλη (c) και ροσµαρινικό οξύ (r) [Charisiadis et al., 2010]. 

 

 
Σχήµα 6.4.5: Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος NMR 500 MHz 1H-13C HMBC ακετονικού 

εκχυλίσµατος ρίγανης σε διαλύτη DMSO-d6 (T=292K, ns=72, texpt=14h), όπου υποδεικνύονται οι 

κορυφές διασταύρωσης των οµάδων –ΟΗ των ενώσεων ταξιφολίνη (t), εριοδικτυόλη (e), νανιργενίνη 

(n) και απιγενίνη (a) [Charisiadis et al., 2010]. 
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Οι απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ στα 12.18 και 9.62 ppm εµφανίζουν κορυφές 

διασταύρωσης µε τα άτοµα άνθρακα στα (96.1 (C6), 102.2 (C-10), 163.7 (C-5), 167.2 (C-7) 

και 196.5 (C-4) ppm) and 115.4 (C-5΄) ppm αντίστοιχα, και αποδίδονται στα πρωτόνια OH(5) 

και OH(4΄) της νανιργενίνης. Η οµάδα –ΟΗ στα 11.93 ppm εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης 

µε τα άτοµα άνθρακα στα 96.2 (C-6), 100.9 (C-10), 163.8 (C-5), 167.3 (C-7) and 198.6 (C-4) 

ppm και αποδίδεται στο πρωτόνιο OH(5) της ταξιφολίνης. Η οµάδα –ΟΗ στα 12.99 ppm 

εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τα άτοµα άνθρακα στα 99.1 (C-6), 104.1 (C-10) και 

161.9 (C-5) ppm και αποδίδεται στο πρωτόνιο OH(5) της απιγενίνης. Η οµάδα –ΟΗ στα 

12.17 ppm εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τα άτοµα άνθρακα στα 96.3 (C-6), 101.9 (C-

10), 163.6 (C-5), 167.3 (C-7) και 196.6 (C-4) ppm και αποδίδεται στο πρωτόνιο OH(5) της 

εριοδικτυόλης. Η κυρίαρχη απορρόφηση της οµάδας –ΟΗ στα 9.07 ppm, εµφανίζει κορυφές 

διασταύρωσης µε τα άτοµα άνθρακα στα 112.8 (C-6), 121.4 (C-2), 131.4 (C-3) και 155.6 (C-

1) ppm και αποδίδεται στο πρωτόνιο –ΟΗ της καρβακρόλης, που αποτελεί το κύριο 

συστατικό της ρίγανης. Οι απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ στα 8.83 και 8.77 ppm 

εµφανίζουν κορυφές διασταύρωσης µε τα άτοµα άνθρακα στα (117.1 (C-2΄) και 144.7 (C-3΄) 

ppm) και (115.9 (C-5΄) και 144.7 (C-4΄) ppm) αντίστοιχα, και αποδίδονται στα πρωτόνια των 

OH(3΄) και OH(4΄) του ροσµαρινικού οξέος. 

Το σύνολο των κορυφών διασταύρωσης των οµάδων –ΟΗ, µέσω των οποίων 

πραγµατοποιήθηκε η ταυτοποίηση των παραπάνω ενώσεων, παρουσιάζεται συγκεντρωτικά 

στον Πίνακα 6.4.1. 
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Πίνακας 6.4.1: Κορυφές διασταύρωσης των οµάδων –ΟΗ µε τα αντίστοιχα άτοµα άνθρακα καθώς όπως προέκυψαν από πείραµα 1H-13C HMBC του 

ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε διαλύτη DMSO-d6. Οι αντίστοιχες σταθερές σύζευξης, 
n
JHC, στις οποίες οφείλονται οι κορυφές διασταύρωσης 

επισηµαίνονται επίσης. 

ppm  C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7 C-10 C-2΄ C-3΄ C-4΄ C-5΄ C-1 

12.99 OH(5)(a)    
161.9 
(
2
J) 

99.1 
(
3
J) 

 
104.1 
(
3
J) 

     

12.18 OH(5)(n)   
196.5 
(
4
J) 

163.7 
(
2
J) 

96.1 
(
3
J) 

167.2 
(
4
J) 

102.2 
(
3
J) 

     

12.17 OH(5)(e)   196.6 
(
4
J) 

163.6 
(
2
J) 

96.3 
(
3
J) 

167.3 
(
4
J) 

101.9 
(
3
J) 

     

11.93 OH(5)(t)   
198.6 
(
4
J) 

163.8 
(
2
J) 

96.2 
(
3
J) 

167.3 
(
4
J) 

100.9 
(
3
J) 

     

9.62 OH(4΄)(n)         115.4 
(
3
J) 

 115.4 
(
3
J) 

 

9.07 OH(c) 
121.4 
(
3
J) 

131.4 
(
4
J) 

  
112.8 
(
3
J) 

      
155.6 
(
2
J) 

8.83 OH(3΄)(r)        117.1 
(
3
J) 

144.7 
(
2
J) 

   

8.77 OH(4΄)(r)          
144.7 
(
2
J) 

115.9 
(
3
J) 
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Από όσο γνωρίζουµε, η ερευνητική αυτή εργασία [Charisiadis et al., 2010] αποτελεί 

την πρώτη αναφορά στη διεθνή βιβλιογραφία εφαρµογής πειράµατος 1H-13C HMBC NMR 

για την ανάλυση φυσικών εκχυλισµάτων που βασίζεται στις απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ. 

Με τη χρήση αραιωµένων διαλυµάτων επιτεύχθηκε το ακόλουθο βελτιωµένο πειραµατικό 

πρωτόκολλο ανάλυσης φυσικών εκχυλισµάτων: 

 

1) Ρύθµιση του pH για ελαχιστοποίηση της ταχύτητας ανταλλαγής των οµάδων –ΟΗ. 

2) Λήψη φάσµατος 1H-13C HMBC βελτιστοποιηµένου για σταθερές σύζευξης στην 

περιοχή τιµών 6 µε 10 Hz. 

3) Λήψη φάσµατος 1H-13C HMBC βελτιστοποιηµένου για τις ασθενείς σταθερές 

σύζευξης 5JHC στην περιοχή τιµών µικρότερης των 2.5 Hz. 

4) Στην περίπτωση διευρυµένων απορροφήσεων οµάδων –ΟΗ, η διαδικασία 

επαναλαµβάνεται µε τη χρήση αραιωµένων διαλυµάτων του αρχικού δείγµατος 

ανάλυσης. 

 

Με τη µέθοδο των αραιών διαλυµάτων επιτεύχθηκε η λήψη φασµάτων υψηλής 

διακριτικής ικανότητας. Παρ’ όλα αυτά στην περιοχή των απορροφήσεων των οµάδων ΟΗ(7) 

(10.5 - 11.5 ppm) δεν επιτεύχθηκε σαφής διάκριση των σηµάτων συντονισµού και η λήψη 

των αντίστοιχων κορυφών διασταύρωσης στη δισδιάστατη φασµατοσκοπία NMR. Κρίθηκε 

απαραίτητη, συνεπώς, η διερεύνηση και άλλων οξέων ως προς την επίτευξη φασµάτων 

υψηλής διακριτικής ικανότητας (βλέπετε κεφάλαιο 7). 

Τα βήµατα κατά σειρά που ακολουθήθηκαν, µέσω των φασµάτων 1H-13C HMBC, για 

την ταυτοποίηση φλαβονοειδών, και συγκεκριµένα για τη περίπτωση της ναρινγενίνης στο 

παραπάνω ακετονικό εκχύλισµα ρίγανης, έχουν ως εξής: αποτύπωση της σχηµατικής πορείας 

ταυτοποίησης στο Σχήµα 6.4.6, τα βήµατα προτεραιότητας στον Πίνακας 6.4.2 και η 

διαγραµµατική πορεία ταυτοποίησης διαµέσου των οµάδων –ΟΗ στο φάσµα 1H-13C HMBC 

του Σχήµατος 6.4.7. 

Στους πίνακες Π1-Π6 του Παραρτήµατος παρατίθενται οι χηµικές µετατοπίσεις των 

ενώσεων του Σχήµατος 6.4.3. 
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Σχήµα 6.4.6: Σχηµατική απεικόνιση και βήµατα προτεραιότητας για την ταυτοποίηση των 

κυριότερων κορυφών διασταύρωσης, διαµέσου των οµάδων –ΟΗ της ναρινγενίνης µε τους 

αντίστοιχους άνθρακες, όπως προέκυψαν από το πείραµα 1H-13C HMBC. 

 

 

 

Πίνακας 6.4.2: Βήµατα προτεραιότητας για την ταυτοποίηση των κυριότερων κορυφών 

διασταύρωσης των οµάδων –ΟΗ της ναρινγενίνης µε τους αντίστοιχους άνθρακες, όπως προέκυψαν 

από το πείραµα 1H-13C HMBC. 

βήµα κορυφή διασταύρωσης 

(1) OH(5) – C-4 

(2) C-4 – H-2 

(3) C-4 – H-3(a,b) 

(4) H-2 – C-1΄ 

(5) H-2΄ – C-(3΄, 5΄) 

(6) OH(4΄) – C-(3΄,5΄) 
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Σχήµα 6.4.7: Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος NMR 500MHz 1H-13C HMBC ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε διαλύτη DMSO-d6 (T=292K, ns=72, 

texpt=14h), και διαγραµµατική πορεία ταυτοποίησης της ναρινγενίνης διαµέσου των οµάδων –ΟΗ [Charisiadis et al., 2010]. 
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6.5 Εφαρµογή της Μεθοδολογίας Αραιών ∆ιαλυµάτων σε Μεθανολικό Εκχύλισµα 

Φύλλων Ελιάς 

Τα φυτά της οικογένειας Oleaceae αποτελούν αντικείµενο έντονου ερευνητικού 

ενδιαφέροντος, καθώς σε αρκετά είδη της οικογένειας (Chionanthus, Forestiera, Fraxinus, 

Jasminum, Ligustrum, Nestegis, Olea, Osmanthus, Phillyrea, Syringa) έχουν βρεθεί 

φλαβονοειδή και σεκοϊριδοειδή, µε επαρκώς αποδεδειγµένες βιολογικές ιδιότητες [Nenadis & 

Tsimidou, 2009; Harborne & Green, 1980]. Για τα φύλλα της ελιάς (Olea europaea L., 

καλλιεργούµενη ελιά) έδειξαν έντονο ενδιαφέρον ειδικοί από τοµείς της επιστήµης και της 

βιοµηχανίας τροφίµων, φαρµάκων και καλλυντικών, λόγω της υψηλής περιεκτικότητας σε 

υδροξυτυροσόλη και ελαιοευρωπαΐνη. Τα συστατικά αυτά έχουν σηµαντικές βιοενεργές 

ιδιότητες, παραδείγµατος χάριν στην πρόληψη διαφόρων ασθενειών όπως καρδιοπαθειών, 

διαβήτη, παχυσαρκίας, διάφορων τύπων καρκίνου, οστεοπόρωσης, νευροεκφυλιστικών 

ασθενειών, καθώς και ευεργετικές δράσεις ενάντια στις βλαβερές συνέπειες του οξειδωτικού 

stress [Sarkar, 2007; Boskou, 2006; Soler-Rivas et al., 2000; Benavente-García et al., 2000]. 

 

 
Σχήµα 6.5.1: Φάσµα 500 MHz NMR-1H µεθανολικού εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς (80 mg) σε 

διαλύτη DMSO-d6 (T=292K, ns=1024, texpt=2h). 



 94 

Από το Σχήµα 6.5.1 είναι εµφανής η πολυπλοκότητα και η έντονη αλληλεπικάλυψη 

των σηµάτων που παρουσιάζει το φάσµα NMR-1H στην περιοχή των αρωµατικών και 

αλειφατικών απορροφήσεων (0 - 8 ppm). Στην περιοχή απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ (8 - 

9 ppm) των κυρίαρχων συστατικών του εκχυλίσµατος (ελαιοευρωπαΐνης, υδροξυτυροσόλης 

και παραγώγων αυτών) εντοπίζεται ισχυρή αλληλεπικάληψη µε την εµφάνιση ενός σύνθετου 

σήµατος µε εύρος ~ 300 Hz. Στην περιοχή των ~ 9.7 ppm εντοπίζονται οι απορροφήσεις των 

πρωτονίων των αλδεϋδικών παραγώγων της ελαιοευρωπαΐνης. Από την ένταση των 

απορροφήσεων και τις τιµές των αντίστοιχων ολοκληρωµάτων, συγκλίνουµε στο 

συµπέρασµα ότι τα αλδεϋδικά παράγωγα της ελαιοευρωπαΐνης στο εκχύλισµα βρίσκονται σε 

υψηλό ποσοστό (βλέπετε κεφάλαιο 7.5). Τέλος στην περιοχή απορροφήσεων των οµάδων 

ΟΗ(5) των φλαβονοειδών (~ 13 ppm) που σχηµατίζουν ισχυρούς ενδοµοριακούς δεσµούς 

υδρογόνου, εντοπίζονται σήµατα σχετικά διευρυµένα µε εύρος ~ 6 Hz. 

Με τη µεθοδολογία των αραιωµένων διαλυµάτων επιχειρήθηκε η αποσαφήνιση των 

απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ των κυρίαρχων συστατικών του εκχυλίσµατος (Σχήµα 

6.5.2) και παραγώγων αυτών, αφού τα φλαβονοειδή υπολείπονται σηµαντικά της 

συγκέντρωσης των παραγώγων της ελαιοευρωπαΐνης στο εκχύλισµα [Goulas et al., 2009]. 

 

 
Σχήµα 6.5.2: Συντακτικοί τύποι των κυρίαρχων ενώσεων εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς: 

ελαιοευρωπαΐνη (OL) και υδροξυτυροσόλη (HT). 

 

Η αραίωση του δείγµατος προς µικρότερες συγκεντρώσεις εκχυλίσµατος, 5 mg, 0.25 

mg και 0.05 mg αντίστοιχα, έδωσε εξαιρετικά αποτελέσµατα (Σχήµα 6.5.3). Το φάσµα NMR-
1H εκχυλίσµατος 0.05 mg σε διαλύτη DMSO-d6 παρείχε φάσµα υψηλής διακριτικής 

ικανότητας, ενώ οι απορροφήσεις οµάδων –ΟΗ του Σχήµατος 6.5.2 εκλεπτύνθηκαν 

ελαιοευρωπαΐνη (OL) 

υδροξυτυροσόλη (HT) 
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σηµαντικά, έτσι ώστε να προκύπτει σαφής διάκριση µεταξύ των οµάδων –ΟΗ (Σχήµα 5.5.4). 

Η εκλέπτυνση των κορυφών αποδίδεται στη µείωση της ταχύτητας διαµοριακής ανταλλαγής 

των πρωτονίων µεταξύ των διαφόρων οµάδων –ΟΗ. 

 

(A)

(B)

(C)

(D)

(E)

OLOL
HTHT

OLaldOLald

 
Σχήµα 6.5.3: Φάσµα 500 MHz NMR-1H της περιοχής απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ των 

κυρίαρχων συστατικών του µεθανολικού εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε διαλύτη DMSO-d6 

(T=292K). (A) 80 mg (ns=1024, texpt=2h), (B) 5 mg (ns=1024, texpt=2h), (C) 0.25 mg (ns=4096, 

texpt=8h) και (D) 0.05 mg (ns=7168, texpt=13.5h) εκχυλίσµατος, αντίστοιχα. (E) το ίδιο φάσµα όπως το 

(D) µετά την εφαρµογή µετασχηµατισµού Lorentz-Gauss, όπου οι απορροφήσεις των ενώσεων 

ελαιοευρωπαΐνη (OL), υδροξυτυροσόλη (HT) και αλδεϋδική µορφή της ελαιοευρωπαΐνης (OLald) 

υποδηλώνονται. 

 

Το φάσµα του Σχήµατος 6.5.3Ε είναι ιδιαίτερα αποκαλυπτικό όσον αφορά τις 

απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ. Με σύγκριση των απορροφήσεων των πρότυπων ενώσεων, 

οι απορροφήσεις στα 8.61 και 8.72 ppm, µε ∆ν1/2 ≈ 2.0 Hz, αποδίδονται στα πρωτόνια των 
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οµάδων –ΟΗ της υδροξυτυροσόλης, ενώ οι απορροφήσεις στα 8.73 και 8.78 ppm, µε ∆ν1/2 ≈ 

2.9 Hz, αποδίδονται στα πρωτόνια των οµάδων –ΟΗ της ελαιοευρωπαΐνης. Οι δύο έντονες 

απορροφήσεις στα 8.75 και 8.80 ppm, µε ∆ν1/2 ≈ 2.9 Hz, αποδίδονται στα πρωτόνια των 

οµάδων –ΟΗ αλδεϋδικού παραγώγου της ελαιοευρωπαΐνης. 

Η πολύ µικρή συγκέντρωση του εκχυλίσµατος (0.05 mg) είναι αποτρεπτική για την 

επιτυχή εφαρµογή δισδιάστατης φασµατοσκοπίας NMR και την ταυτοποίηση του αλδευδικού 

αυτού παραγώγου. Η παρουσία των φλαβονοειδών στο εκχύλισµα είναι πολύ µικρή σε σχέση 

µε την υδροξυτυροσόλη, ελαιοευρωπαΐνη και παράγωγα αυτής [Charisiadis et al., 2011; 

Goulas et al., 2009], γεγονός που δεν επέτρεψε την ανίχνευση αυτών σε τόσο µικρή 

συγκέντρωση εκχυλίσµατος. Όµως η εξαιρετική ευαισθησία των λαµβανοµένων φασµάτων 

NMR-1H στην περιοχή των οµάδων –ΟΗ στα 8 - 9 ppm, επιτρέπει να εξαχθούν µε ασφάλεια 

τα παραπάνω συµπεράσµατα. 

Για την επιβεβαίωση της ταυτοποίησης των εµφανιζόµενων απορροφήσεων των 

οµάδων –ΟΗ έγινε χρήση της µεθόδου της επιµόλυνσης µε πρότυπες ενώσεις. Επιλέχτηκε 

δείγµα µεθανολικού εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς συγκέντρωσης 0.1 mg, στο οποίο 

πραγµατοποιήθηκε η προσθήκη γνωστών ποσοτήτων πρότυπων ενώσεων ελαιοευρωπαΐνης 

και υδροξυτυροσόλης. 
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(A)

(B)

(C)

OLOL

HT
HT

 
Σχήµα 6.5.4: Φάσµα 500 MHz NMR-1H της περιοχής απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ των 

κυρίαρχων συστατικών του µεθανολικού εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς, 0.1 mg σε διαλύτη DMSO-d6 

(T=292K, ns=7168, texpt=13.5h). (A) το εκχύλισµα ως έχει, (B) το (A) µε προσθήκη 9.25 nmol 

ελαιοευρωπαΐνης, και (C) το (B) µε προσθήκη 5.84 nmol υδροξυτυροσόλης. Οι απορροφήσεις των 

ενώσεων ελαιοευρωπαΐνη (OL) και υδροξυτυροσόλη (HT) υποδηλώνονται. 
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7. ΧΡΗΣΗ ΠΙΚΡΙΚΟΥ ΟΞΕΟΣ 

 

7.1 Σύγκριση Οξέων - Επιλογή Πικρικού Οξέος 

Στην προσπάθεια βελτιστοποίησης της µεθοδολογίας µείωσης της ταχύτητας 

ανταλλαγής πρωτονίων των ευκίνητων οµάδων –ΟΗ και τη λήψη φασµάτων NMR υψηλής 

διακριτικής ευκρίνειας οδηγηθήκαµε στη µελέτη και άλλων οξέων, εκτός του HCl οξέος, για 

την οξίνιση του DMSO-d6. Η συγκριτική µελέτη περιλαµβάνει τα ακόλουθα οξέα: 

υδροχλωρικό οξύ (HCl pKa -2.2), τριχλωροοξικό οξύ (CCl3COOH pKa 0.64), τριφθοροοξικό 

οξύ (CF3COOH pKa 0.23) και πικρικό οξύ (PA pKa 0.25) [Lide, 2006-2007]. Για την µελέτη 

της επίδρασης της προσθήκης αυξανοµένων ποσοτήτων οξέων, επιλέχθηκε το µεθανολικό 

εκχύλισµα φύλλων ελιάς, στο οποίο πραγµατοποιήθηκε διάκριση των απορροφήσεων των 

οµάδων –ΟΗ µε τη µέθοδο των αραιών διαλυµάτων (βλέπετε κεφάλαιο 6.5). 

Στο Σχήµα 7.1.1 φαίνεται το βέλτιστο που επιτεύχθηκε σε κάθε περίπτωση για τη 

διάκριση των απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ. 
 

 
Σχήµα 7.1.1: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz NMR-1H της περιοχής απορρόφησης των 

οµάδων –ΟΗ των κυρίαρχων συστατικών του µεθανολικού εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς, 20.0 mg σε 

διαλύτη DMSO-d6 (T=292K, ns=256, texpt=32min). (A) απουσία οξέων; (B) µε λόγο µαζών 

[HCl]/[εκχύλισµα] = 6.5 x 10-3, (3.57 µmol HCl); (C) µε λόγο µαζών [CCl3COOH]/[εκχύλισµα] = 

211.3 x 10-3, (25.86 µmol TCA); (D) µε λόγο µαζών [CF3COOH]/[εκχύλισµα] = 25.4 x 10-3, (4.45 

µmol TFA); (E) µε λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 49.3 x 10-3, (4.30 µmol PA). Τα (B), (C) και (D) 

παρουσιάζουν τη βέλτιστη διακριτική ικανότητα που επιτεύχθηκε σε κάθε περίπτωση [Charisiadis et 

al., 2011].  
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Όπως αναλύθηκε στο κεφάλιο 6.5 στην περιοχή των 8 - 9 ppm απορροφούν οι οµάδες 

–ΟΗ των ενώσεων υδροξυτυροσόλη, ελαιοευρωπαΐνη και παραγώγων τους, ενώ στην 

περιοχή των ~ 13 ppm απορροφά η οµάδα ΟΗ(5) των φλαβονοειδών, λουτεολίνη, 

λουτεολίνη-4΄-Ο-γλυκοζίτη και λουτεολίνη-7-Ο-γλυκοζίτη, που σχηµατίζει ισχυρό 

ενδοµοριακό δεσµό υδρογόνου [Charisiadis et al., 2011]. 

Από το Σχήµα 7.1.1 είναι φανερό ότι το πικρικό οξύ παρουσιάζει πλεονεκτήµατα για 

τη διάκριση των απορροφήσεων –ΟΗ σε σχέση µε τα υπόλοιπα οξέα και στις δύο αυτές 

περιοχές του φάσµατος NMR. Με τη χρήση του πικρικού οξέος λήφθησαν απορροφήσεις 

οµάδων –ΟΗ µε εύρη απορροφήσεων από 0.6 έως 1.5 Hz, σε σύγκριση µε εύρη 

αποροφήσεων που κυµαινόντουσαν από 3 έως 6 Hz που λήφθηκαν µε τη χρήση του HCl 

οξέος. Θα πρέπει να τονιστεί ότι το πικρικό οξύ παρουσιάζει επιπλέον το πλεονέκτηµα ότι ως 

στερεό είναι πιο εύκολο στη χρήση σε σύγκριση π.χ. µε το τριφθοροοξικό οξύ που είναι υγρό 

και ιδιαίτερα πτητικό. 

Το πικρικό οξύ (Σχήµα 7.2.1) είναι µία φαινόλη που φέρει τρεις νιτροοµάδες σε 2, 4 

και 6΄-θέσεις στο δακτύλιο και χαρακτηρίζεται από χαµηλή τιµή pKa (0.42) [Lide, 2006-

2007]. Στη διεθνή βιβλιογραφία υπάρχουν αναφορές ότι το πικρικό οξύ αλληλεπιδρά µε 

αρωµατικά συστήµατα µε τη δηµιουργία δοµών συσσωµατωµάτων µέσω αλληλεπιδράσεων 

των αρωµατικών δακτυλίων (stacking modes) [Refat et al., 2010; Bindya et al., 2007] (Σχήµα 

7.1.2), αλληλεπιδράσεων µέσω δεσµών υδρογόνου [Singh & Ahmad, 2010; Zeslawska et al., 

2007; Ilczyszyn & Ratajczak, 1995] (Σχήµα 7.1.3 και 7.1.4) καθώς και σχηµατισµού 

συµπλόκων µεταφοράς φορτίου [Teleb & Gaballa, 2005] (Σχήµα 7.1.5). Η δυνατότητα, 

συνεπώς, του πικρικού οξέος να δρά όχι µόνο ως οξύ αλλά και µέσω αλληλεπιδράσεων των 

αρωµατικών δακτυλίων µας οδήγησε στο συµπέρασµα ότι πιθανόν να έχει πλεονεκτήµατα σε 

σχέση µε τα υπόλοιπα µη - αρωµατικά οξέα. 
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Σχήµα 7.1.2: Τµήµα κρυσταλλικής δοµής της [(Hmorp)(pa)] (σύµπλοκο µορφολίνης µε πικρικό οξύ) 

όπου υποδηλώνεται ο σχηµατισµός δεσµού υδρογόνου στο δακτύλιο R1
2(6), καθώς επίσης και οι 

αλληλεπιδράσεις π–π, NO–π και CH–π [Refat et al., 2010]. 

 

 

 
Σχήµα 7.1.3: Αλληλεπίδραση µεταξύ 1-ναφθαλαµίνης και πικρικού οξέος [Singh & Ahmad, 2010]. 
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Σχήµα 7.1.4: ∆εσµοί υδρογόνου (διακεκοµµένες γραµµές) κατά την αλληλεπίδραση της 2-(4-

γουανιδυλοφαινυλο)-1-φαίνυλο-αιθανόνης (GPPE) µε πικρικό οξύ [Zeslawska et al., 2007]. 

 

 

 
Σχήµα 7.1.5: Αλληλεπίδραση της 2,2-διπυριδίνης, ως δότη, και του πικρικού οξέος, ως δέκτη, προς 

σχηµατισµό συµπλόκου άλατος µε µοριακό λόγο 1:1 και ιοντικού δεσµού υδρογόνου [Teleb & 

Gaballa, 2005]. 

 

 

 

7.2 Εφαρµογή Πικρικού Οξέος σε Πρότυπη Ένωση 

Το καφεϊκό οξύ (Σχήµα 7.2.1) είναι ένα φυσικό προιόν, κατατάσσεται στην κατηγορία 

των φαινολικών οξέων και απαντάται σε αρκετά εκχυλίσµατα φυσικών προιόντων αυτούσιο, 

είτε ως εστέρας (ροσµαρινικό οξύ), είτε ως γλυκοζυλιωµένο παράγωγο. 

 

 

 

Σχήµα 7.2.1: Συντακτικοί τύποι πικρικού οξέος (PA) και καφεϊκού οξέος (CA). 

 

πικρικό οξύ 
(PA) 

καφεϊκό οξύ 
(CA) 
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Το φάσµα NMR-1H του καφεϊκού οξέος (C = 5.7 x 10-3 M) σε DMSO-d6 εµφανίζει 

εξαιρετικά ευρείες και ισχυρά αλληλοεπικαλυπτόµενες απορροφήσεις των φαινολικών 

υδροξυλίων OH(4) και OH(3) µε εύρος κορυφών 203 Hz και 164 Hz, αντίστοιχα (Σχήµα 

7.2.2A). Με την προσθήκη προοδευτικά αυξανοµένης ποσότητας διαλύµατος πικρικού οξέος 

συγκέντρωσης 2.1 x 10-3 M σε DMSO-d6 παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση του εύρους των 

απορροφήσεων (Σχήµα 7.2.2B). Με αναλογία συγκεντρώσεων πικρικού οξέος ως προς 

καφεϊκό οξύ [PA]/[CA] ≈ 12 x 10-3, επιτεύχθηκε ελάχιστο στο εύρος των απορροφήσεων των 

οµάδων –ΟΗ. Συγκεκριµµένα για την οµάδα OH(4) επιτεύχθηκε ∆ν1/2 ≈ 1.27 Hz και για την 

OH(3) ∆ν1/2 ≈ 1.25 Hz µε συνολική µείωση του εύρους των απορροφήσεων ήταν κατά ένα 

παράγοντα µεγαλύτερο του 100. Για την ίδια αναλογία συγκεντρώσεων [PA]/[CA], 

επιτεύχθηκε και το ελάχιστο του εύρους των απορροφήσεων της οµάδας –CΟΟΗ (∆ν1/2 ≈ 20 

Hz) και του Η2Ο (∆ν1/2 ≈ 1.5 Hz) (Σχήµα 7.2.3). Με την περαιτέρω προσθήκη διαλύµατος 

πικρικού οξέος επέρχεται σηµαντική διεύρυνση των απορροφήσεων αυτών των οµάδων 

(Σχήµα 7.2.2C). 

 

 

 
Σχήµα 7.2.2: Φάσµα 500 MHz NMR-1H καφεϊκού οξέος περιοχής απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ 

(C = 5.7 x 10-3 M, T=292K, ns=32, texpt=4min) (A) σε DMSO-d6 (το επάνω τµήµα αποτελεί 

προσοµοίωση των κορυφών του σύνθετου σήµατος µε δύο ευρείες απορροφήσεις ∆ν1/2 ≈ 203 και ∆ν1/2 

≈ 164 Hz, αντίστοιχα), (B) και (C) το ίδιο διάλυµα όπως στο (A) µε αναλογία συγκεντρώσεων 

[PA]/[CA] 12 x 10-3 και 219 x 10-3, αντίστοιχα [Charisiadis et al., 2011]. 

 

(A) 

(B) 

(C) 
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Σχήµα 7.2.3: Γραφική απεικόνιση του εύρους των απορροφήσεων, ∆ν1/2, ως προς το λόγο 

συγκέντρωσης πικρικού οξέος προς καφεϊκό οξύ, [PA]/[CA], των οµάδων OH(4), OH(3) και –CΟΟΗ 

του καφεϊκού οξέος και του Η2Ο, του διαλύµατος του Σχήµατος 7.2.2. 

 

 

 

 

 

(Α) 

(Β) 
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Εξίσου ενδιαφέροντα αποτελέσµατα λήφθησαν κατά την προσθήκη πικρικού οξέος 

στην πρότυπη ένωση υδροξυτυροσόλη (Σχήµα 6.5.2), η οποία αποτελεί ένα από τα κυρίαρχα 

συστατικά του εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς (βλέπετε κεφάλαιο 6.5). 

Το φάσµα NMR-1H της υδροξυτυροσόλης (C = 19.6 x 10-3 M) σε DMSO-d6 εµφανίζει 

µία ευρεία απορρόφηση της τάξης των 47.6 Hz που οφείλεται στις υδροξυλικές οµάδες 

OH(5΄) και OH(6΄) και µία ευρεία απορρόφηση των 18.5 Hz που οφείλεται στην οµάδα         

–CH2OH (Σχήµα 7.2.4A). Με τη προσθήκη προοδευτικά αυξανοµένης ποσότητας διαλύµατος 

πικρικού οξέος συγκέντρωσης 2.1 x 10-3 M σε DMSO-d6 επιτεύχθηκε σηµαντική µείωση του 

εύρους των απορροφήσεων (Σχήµα 7.2.4B). Με αναλογία συγκεντρώσεων πικρικού οξέος ως 

προς υδροξυτυροσόλη [PA]/[ΗΤ] ≈ 1.3 x 10-3, επιτεύχθηκε ελάχιστο στο εύρος των 

απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ, αλλά και σηµαντική βελτίωση της απορρόφησης του 

πρωτονίου Η1΄. Οι εξαιρετικά λεπτές απορροφήσεις (∆ν1/2 ≈ 1.0 Hz) επέτρεψαν την 

εφαρµογή της δισδιάστατης φασµατοσκοπίας 1H-13C HMBC, λαµβάνοντας σηµαντικό αριθµό 

κορυφών διασταύρωσης των οµάδων –ΟΗ στις θέσεις 5΄, 6΄ και 1΄. Για παράδειγµα, οι κοινές 

κορυφές διασταύρωσης 1H,13C των οµάδων OH(5΄) και OH(6΄) µε τους άνθρακες C-6΄ and C-

5΄ υποδεικνύουν ότι οι δύο αυτές οµάδες –ΟΗ βρίσκονται µεταξύ τους σε θέση ortho (Σχήµα 

6.2.5Α). Η κορυφή διασταύρωσης 1H,13C της οµάδας OH(5΄) µε τον άνθρακα C-4΄ είναι 

εξαιρετικής διαγνωστικής αξίας, διότι επιτρέπει την περαιτέρω διασύνδεση µε το πρωτόνιο 

H2΄, και µέσω της κορυφής διασταύρωσης 1H,13C µε τον άνθρακα C-1΄ και στη συνέχεια µε 

την απορρόφηση της οµάδας ΟΗ(1΄) (Σχήµα 7.2.5Β). 

 

  

Σχήµα 7.2.4: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz NMR-1H υδροξυτυροσόλης (C = 19.6 x 10-3 

M, T=288K, ns=16, texpt=2min) (A) σε DMSO-d6 και (B) το ίδιο διάλυµα όπως στο (A) µε αναλογία 

συγκεντρώσεων [PA]/[ΗΤ] = 1.3 x 10-3 [Charisiadis et al., 2011]. 

(A) 

(B) 
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Σχήµα 7.2.5: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR του διαλύµατος του 

Σχήµατος 7.2.4A (C = 19.6 x 10-3 M, T=288K, ns=8, texpt=1h) [Charisiadis et al., 2011]. 

 

Το πικρικό οξύ, λόγω των εξαιρετικών αποτελεσµάτων στην εκλέπτυνση των 

απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ σε πρότυπες ενώσεις, επιλέχθηκε περαιτέρω για την 

εφαρµογή της µεθοδολογίας σε εκχύλισµα φυσικού προϊόντος και συγκεκριµµένα στο 

ακετονικό εκχύλισµα ρίγανης. 
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7.3 Εφαρµογή σε Ακετονικό Εκχύλισµα Ρίγανης - Επίδραση της Θερµοκρασίας 

Για την εφαρµογή της µεθοδολογίας προσθήκης πικρικού οξέος επιλέκτηκε το 

ακετονικό εκχύλισµα ρίγανης ποσότητας 80 mg. Στο Σχήµα 7.3.1 απεικονίζεται το φάσµα 

NMR-1H του εκχυλίσµατος πριν και µετά τη προσθήκη του οξέος.  

 

 
Σχήµα 7.3.1: Φάσµα 500 MHz NMR-1H δείγµατος 80 mg ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε 

DMSO-d6 (T=292K, ns=256, texpt=30min) (Επιδεικνύεται η περιοχή απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ. 

(A) απουσία πικρικού οξέος, (B) παρουσία πικρικού οξέος µε λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 0.6 x 

10-3. Η κορυφή µε τον αστερίσκο υποδηλώνει την απορρόφηση του πικρικού οξέος. 

 

 

Από το Σχήµα 7.3.1 γίνεται εµφανής η εκλέπτυνση των απορροφήσεων των οµάδων  

–ΟΗ και η σηµαντική αύξηση της διακριτικής τους ικανότητας. Η σηµαντικότερη βελτίωση 

παρατηρείται στην περιοχή των 10.5 - 11.5 ppm, που είναι η περιοχή των απορροφήσεων των 

οµάδων ΟΗ(7) των φλαβονοειδών (Σχήµα 7.3.2) καθώς επίσης και πλησίον της απορρόφησης 

της καρβακρόλης που αποτελεί κυρίαρχου συστατικού της ρίγανης, στα 9 ppm (Σχήµα 7.3.3). 

* 
(B) 

(A) 
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Σχήµα 7.3.2: Περιοχή απορρόφησης των οµάδων ΟΗ(7) φάσµατος 500 MHz NMR-1H δείγµατος 80 

mg ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε DMSO-d6 (T=292K, ns=256, texpt=30min). (Α) Απουσία 

πικρικού οξέος, και (Β) παρουσία πικρικού οξέος µε λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 0.6 x 10-3. 

 

 

 
Σχήµα 7.3.3: Επιλεγµένη περιοχή απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ φάσµατος 500 MHz NMR-1H 

δείγµατος 80 mg ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε DMSO-d6 (T=292K, ns=256, texpt=30min). (Α) 

Απουσία πικρικού οξέος, και (Β) παρουσία πικρικού οξέος µε λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 0.6 x 

10-3. Η κορυφή µε τον αστερίσκο υποδηλώνει την απορρόφηση του πικρικού οξέος. 

(Α) 

(Β) 

(Β) 

(Α) 

* 
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Η προσθήκη επιπλέον ποσότητας οξέος οδήγησε στη διεύρυνση των απορροφήσεων 

των οµάδων –ΟΗ. Για αυτό το λόγο και σύµφωνα µε τη µεθοδολογία των αραιωµένων 

διαλυµάτων επιλέχτηκε δείγµα του ίδιου εκχυλίσµατος µικρότερης ποσότητας (20 mg) για 

περαιτέρω µελέτη. Στα παρακάτω Σχήµατα εµφανίζεται η επίδραση του πικρικού οξέος στην 

εκλέπτυνση των οµάδων –ΟΗ, αλλά και στην εµφάνιση απορροφήσεων, όπως αυτές των 

ΟΗ(7). Τα αποτελέσµατα ήταν ικανοποιητικά και υπάρχει µεγαλύτερη διακριτική ικανότητα 

των οµάδων –ΟΗ. 

 

 
Σχήµα 7.3.4: Επιλεγµένη περιοχή απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ φάσµατος 500 MHz NMR-1H 

δείγµατος 20 mg ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε DMSO-d6 (T=292K, ns=256, texpt=30min). (Α) 

Απουσία πικρικού οξέος, και (Β) παρουσία πικρικού οξέος µε λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 2.3 x 

10-3. Η κορυφή µε τον αστερίσκο υποδηλώνει την απορρόφηση του πικρικού οξέος. 

 

Για τη περαιτέρω µείωση της ταχύτητας ανταλλαγής των ευκίνητων οµάδων –ΟΗ 

λήφθησαν φάσµατα NMR σε σταδιακά ελαττούµενη θερµοκρασία. Η βελτίωση στα εύρη 

απορροφήσεων ήταν σηµαντική και ιδιαίτερα στην περιοχή των απορροφήσεων των οµάδων 

ΟΗ(7) (Σχήµα 7.3.5), γεγονός που οδηγεί στη περαιτέρω βελτίωση του πρωτοκόλλου 

εργασίας µε τη λήψη φασµάτων στη χαµηλότερη δυνατή θερµοκρασία. Θα πρέπει να τονιστεί 

ότι το σηµείο πήξεως του διαλύµατος (~ 282 Κ) είναι σαφώς χαµηλότερο του σηµείου 

* (Β) 

(Α) 
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πήξεως του καθαρού διαλύτη. ∆εδοµένου ότι η διαφορά αυτή είναι συνάρτηση τόσο της 

συγκέντρωσης του εκχυλίσµατος όσο και της ποσότητας του ύδατος που περιέχει το διάλυµα, 

σε κάθε περίπτωση έγινε προσεκτικός έλεγχος της πήξεως του διαλύµατος µε βάση την 

επίδραση του συστήµατος σταθεροποίησης (locking) του οργάνου. Πήξη του διαλύµατος 

επιφέρει απώλεια του συστήµατος σταθεροποίησης. 

 

(A)

(B)

(C)

(D)

 
Σχήµα 7.3.5: Περιοχή απορρόφησης των οµάδων ΟΗ(7) φάσµατος 500 MHz NMR-1H δείγµατος 

20mg ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε DMSO-d6 (T=292K, ns=256, texpt=30min). (A) Απουσία 

πικρικού οξέος, (B) παρουσία πικρικού οξέος µε λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 2.3 x 10-3, (C) όπως 

το (B) σε Τ=288K και (D) όπως το (B) σε Τ=284K. 

 

Η επίτευξη εξαιρετικής διακριτικής ικανότητας των απορροφήσεων των οµάδων 

ΟΗ(7) των φλαβονοειδών, µε τη συνδυαστική χρήση προσθήκης πικρικού οξέος και 

ελάχιστης δυνατής χαµηλής θερµοκρασίας, επέτρεψε την ταυτοποίηση των εµφανιζόµενων 

απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ µε χρήση της µεθόδου της επιµόλυνσης µε πρότυπες 

ενώσεις (βλέπετε επόµενο υποκεφάλαιο). 
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7.4 Mέθοδος της Επιµόλυνσης (spiking) µε Πρότυπες Ενώσεις  

Για την επιβεβαίωση των εµφανιζόµενων απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ έγινε 

χρήση της µεθόδου της επιµόλυνσης µε πρότυπες ενώσεις. Επιλέχτηκε δείγµα ακετονικού 

εκχυλίσµατος ρίγανης στο οποίο πραγµατοποιήθηκε η προσθήκη γνωστών ποσοτήτων 

πρότυπων ενώσεων. 

 

*

*

*

εριοδικτυόλη

ταξιφολίνη

ναρινγενίνη

 
Σχήµα 7.4.1: Περιοχή απορρόφησης των οµάδων ΟΗ(7) φάσµατος 500 MHz NMR-1H δείγµατος 40 

mg ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε DMSO-d6 (T=292K, ns=32, texpt=4min). ∆ιαδοχικές 

προσθήκες πρότυπων ενώσεων φλαβονοειδών: 0.17 µmol εριοδικτυόλης, 0.20 µmol ταξιφολίνης και 

0.36 µmol ναρινγενίνης. Οι αντίστοιχες απορροφήσεις υποδεικνύονται µε αστερίσκο. 
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*

*

*

εριοδικτυόλη

ταξιφολίνη

ναρινγενίνη

 
Σχήµα 7.4.2: Περιοχή απορρόφησης των οµάδων ΟΗ(5) φάσµατος 500 MHz NMR-1H δείγµατος 40 

mg ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε DMSO-d6 (T=292K, ns=32, texpt=4min). ∆ιαδοχικές 

προσθήκες πρότυπων ενώσεων φλαβονοειδών: 0.17 µmol εριοδικτυόλης, 0.20 µmol ταξιφολίνης και 

0.36 µmol ναρινγενίνης. Οι αντίστοιχες απορροφήσεις υποδεικνύονται µε αστερίσκο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 113 

*

απιγενίνη

*

λουτεολίνη

 
Σχήµα 7.4.3: Περιοχή απορρόφησης των οµάδων ΟΗ(5) φάσµατος 500 MHz NMR-1H δείγµατος 40 

mg ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε DMSO-d6 (T=292K, ns=128, texpt=16min). ∆ιαδοχικές 

προσθήκες πρότυπων ενώσεων φλαβονοειδών: 0.15 µmol απιγενίνης και 0.11 µmol λουτεολίνης. Οι 

αντίστοιχες απορροφήσεις υποδεικνύονται µε αστερίσκο. 
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*

ναρινγενίνη

ροσµαρινικό οξύ

*
* * *

 
Σχήµα 7.4.4: Περιοχή απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ φάσµατος 500 MHz NMR-1H δείγµατος 40 

mg ακετονικού εκχυλίσµατος ρίγανης σε DMSO-d6 (T=292K, ns=128, texpt=16min). ∆ιαδοχικές 

προσθήκες πρότυπων ενώσεων φλαβονοειδούς και φαινολικού οξέος: 0.36 µmol ναρινγενίνης και 

0.53 µmol ροσµαρινικού οξέος. Οι αντίστοιχες απορροφήσεις υποδεικνύονται µε αστερίσκο. 
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7.5 Εφαρµογή σε Μεθανολικό και Υδατικό Εκχύλισµα Φύλλων Ελιάς 

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα που επιτεύχθηκαν τόσο από την υποενότητα 6.4 όσο 

και από την 7.3, το πρωτόκολλο ανάλυσης φυσικών εκχυλισµάτων, εν κατακλείδι, λαµβάνει 

την παρακάτω τελική µορφή: 

 

1) Καταγραφή φάσµατος NMR-1H µίας διάστασης (1D) εκχυλίσµατος, επιλογή περιοχής 

απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ (8 - 14 ppm). 

2) Προσθήκη πικρικού οξέος εντός του δείγµατος NMR για την επίτευξη του ελαχίστου 

του εύρους απορρόφηση των οµάδων –ΟΗ, το οποίο ανταποκρίνεται στο ελάχιστο της 

ταχύτητας ανταλλαγής αυτών. 

3) Καθορισµός του βέλτιστου συνδυασµού θερµοκρασίας λήψης φάσµατος και 

βέλτιστης συγκέντρωσης εκχυλίσµατος µέσω σειράς φασµάτων 1D NMR-1H για τη 

περαιτέρω ελάττωση του εύρους απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ. 

4) Λήψη φάσµατος 1H-13C HSQC υπό τις βέλτιστες συνθήκες. 

5) Λήψη φάσµατος 1H-13C HMBC, υπό τις βέλτιστες συνθήκες, για σταθερές σύζευξης 
n
JHC στην περιοχή τιµών 6 µε 10 Hz, και για τις ασθενείς σταθερές σύζευξης 5

JHC 

στην περιοχή τιµών ≤ των 2.5 Hz. 

 

Το παραπάνω πρωτόκολλο εργασίας εφαρµόστηκε στο µεθανολικό και στο υδατικό 

εκχύλισµα φύλλων ελιάς µε ιδιαίτερα ικανοποιητικά αποτελέσµατα. Τα δύο αυτά 

εκχυλίσµατα παρουσιάζουν σχεδόν παρόµοια σύσταση [Charisiadis et al., 2011; Goulas et al., 

2009], διαφοροποιούνται κυρίως στην παρουσία διαφορετικών αλδεϋδικών µορφών της 

ελαιοευρωπαΐνης. Οι κύριες ενώσεις που εντοπίζονται σε αυτά τα δύο εκχυλίσµατα φαίνονται 

στο παρακάτω σχήµα 7.5.1. Παρακάτω αναλύεται η εφαρµοφή του πρωτοκόλλου στο 

µεθανολικό εκχύλισµα φύλλων ελιάς. 
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Σχήµα 7.5.1: Συντακτικοί τύποι ενώσεων που απαντώνται στο µεθανολικό και υδατικό εκχύλισµα 

φύλλων ελιάς [Charisiadis et al., 2011]. 
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Σχήµα 7.5.2: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 1D NMR-1H 20 mg µεθανολικού 

εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε 0.6 mL διαλύτη DMSO-d6 (Τ=288Κ). (Α) χωρίς την προσθήκη 

πικρικού οξέος, (Β) µε προσθήκη πικρικού οξέος µε λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 49.3 x 10-3 και 

(C) το ίδιο διάλυµα όπως στο (Α) µε αραίωση κατά ένα παράγοντα 4 και λόγο µαζών 

[PA]/[εκχύλισµα] = 49.4 x 10-3 [Charisiadis et al., 2011]. 

 

Στο Σχήµα 7.5.2Α απεικονίζονται επιλεγµένες περιοχές φάσµατος NMR-1H 

µεθανολικού εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε διαλύτη DMSO-d6. Αρκετές διευρυµένες 

απορροφήσεις εντοπίζονται στην περιοχή πάνω από τα 12.5 ppm µε εύρη απορροφήσεων 

µεταξύ 10.0 - 5.0 Hz. Οι απορροφήσεις αυτές αποδίδονται στα πρωτόνια των οµάδων ΟΗ(5) 

των φλαβονοειδών που συµµετέχουν σε ισχυρό ενδοµοριακό δεσµό υδρογόνου µε το 

καρβονύλιο C-4. Στην περιοχή απορρόφησης των πρωτονίων των οµάδων ΟΗ(7) (10.5 - 11.5 

ppm) δεν παρατηρούνται απορροφήσεις. Στην περιοχή των 8.0 - 9.0 ppm παρατηρείται µία 

ισχυρή και ευρεία απορρόφηση (∆ν1/2 ≈ 250 Hz) στην οποία αποδίδονται οι απορροφήσεις 

των οµάδων –ΟΗ των ενώσεων των κύριων συστατικών του εκχυλίσµατος (ελαιοευρωπαΐνη, 

υδρoξυτυροσόλη και παραγώγων αυτών). Προσθήκη πικρικού οξέος στο παραπάνω δείγµα 

(Σχήµα 7.5.2Β) και περαιτέρω εφαρµογή της συνδυαστικής µεθόδου αραίωσης των 

διαλυµάτων και χρήση της ελάχιστης δυνατής θερµοκρασίας (συνήθως δύο βαθµούς πάνω 

από το σηµείο πήξεως του διαλύµατος) είχε ως αποτέλεσµα τη λήψη φάσµατος υψηλής 

διακριτικής ευκρίνειας για όλες τις απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ (Σχήµα 7.5.2C). 
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Συγκεκριµµένα στην περιοχή απορρόφησης των οµάδων ΟΗ(5) παρατηρούνται τρεις 

κύριες κορυφές στα 13.03 ppm (∆ν1/2 ≈ 0.7 Hz), 13.02 ppm (∆ν1/2 ≈ 0.7 Hz) και στα 12.95 

ppm (∆ν1/2 ≈ 0.6 Hz), καθώς επίσης και µερικές µικρής έντασης απορροφήσεις. Στην περιοχή 

απορρόφησης των οµάδων ΟΗ(7) παρατηρούνται τέσσερις κύριες κορυφές στα 10.97 ppm 

(∆ν1/2 ≈ 1.1 Hz), 10.93 ppm (∆ν1/2 ≈ 1.1 Hz), 10.92 ppm (∆ν1/2 ≈ 1.1 Hz) και στα 10.91 ppm 

(∆ν1/2 ≈ 1.1 Hz), οι οποίες πριν ήταν εξαιρετικά διευρυµένες και κάτω από το όριο 

ανίχνευσης. Η επίδραση του πικρικού οξέος στις χηµικές µετατοπίσεις των πρωτονίων είναι 

µικρή και βρέθηκε να είναι µικρότερη των 0.03 ppm. 

Με εφαρµογή της δισδιάσταστης φασµατοσκοπίας 2D 1H-13C HMBC NMR (Σχήµα 

7.5.3a) προέκυψε σηµαντικός αριθµός κορυφών διασταύρωσης 1H,13C των C-5 και C-7 ΟΗ 

πρωτονίων τα οποία επέτρεψαν την ταυτοποίηση των ενώσεων 4 - 6 (Σχήµα 7.5.1). Οι κοινές 

κορυφές διασταύρωσης των C-5 και C-7 ΟΗ πρωτονίων µε τους άνθρακες C-6 (99.92 ppm), 

C-5 (162.55 ppm), και C-7 (165.05 ppm) της ένωσης λουτεολίνη-4΄-O-γλυκοζίτης (5), και οι 

κοινές κορυφές διασταύρωσης των C-5 και C-7 ΟΗ πρωτονίων µε τους άνθρακες C-6 (99.42 

ppm), C-5 (162.50 ppm) και C-7 (165.01 ppm) της λουτεολίνης (4) είναι ιδιαίτερης 

διαγνωστικής αξίας. 

Με την προσθήκη πικρικού οξέος στο παραπάνω δείγµα (Σχήµα 7.5.2Β) και 

περαιτέρω χρήση αραιωµένων διαλύµατων (Σχήµα 7.5.2C) προέκυψε φάσµα υψηλής 

διακριτικής ευκρίνειας για όλες τις απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ της ελαιοευρωπαΐνης, 

της υδρoξυτυροσόλης και παραγώγων αυτών, στην περιοχή 8.6 - 8.9 ppm. Με εφαρµογή της 

δισδιάσταστης φασµατοσκοπίας 2D 1H-13C HSQC και 1H-13C HMBC NMR (Σχήµα 7.5.3B) 

προέκυψε σηµαντικός αριθµός κορυφών διασταύρωσης των οµάδων –ΟΗ, που επέτρεψε την 

πλήρη ταυτοποίηση του ανθρακικού σκελετού των ενώσεων 3, 7 και 9 (Σχήµα 7.5.1). Οι 

απορροφήσεις στα 8.66 και 8.77 ppm αποδίδονται στα C-6΄ και C-5΄ ΟΗ πρωτόνια της 

υδρoξυτυροσόλης (3), αντίστοιχα, αφού οι κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 

116.28, 144.37, και 145.83 ppm και 117.22, 144.37, και 145.83 ppm, αντίστοιχα, ταυτίζονται 

µε τις αντίστοιχες της πρότυπης ένωσης. Επιπροσθέτως τα C-6΄ και C-5΄ ΟΗ πρωτόνια 

εµφανίζουν κοινές κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες C-6΄ και C-5΄ στα 144.37 και 

145.83 ppm, αντίστοιχα, οι οποίες είναι ιδιαίτερης διαγνωστικής σηµασίας για την µεταξύ 

τους διάταξη σε θέση ortho (Σχήµα 7.5.3B). Παρόµοια, οι απορροφήσεις στα 8.80 και 8.85 

ppm, και αυτές στα 8.82 και 8.88 ppm, αποδίδονται στα C-6΄ και C-5΄ ΟΗ πρωτόνια της 

ελαιοευρωπαΐνης (7) και της αλδεϋδικής µορφής της ελαιοευρωπαΐνης (9), αντίστοιχα. 
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4 5

6

4 5

3
7

3

79 9

(a)

(b)

 
Σχήµα 7.5.3: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR 10mg µεθανολικού 

εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε 0.6 mL διαλύτη DMSO-d6 µε λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 49.3 x 

10-3 (T=288K, ns=88, texpt=11.5h). (A) Οι κοινές κορυφές διασταύρωσης των C-5 και C-7 ΟΗ 

πρωτονίων µε τους άνθρακες C-6, C-5, και C-7 της ένωσης λουτεολίνη-4΄-O-γλυκοζίτη (5), και οι 

κοινές κορυφές διασταύρωσης των C-5 και C-7 ΟΗ πρωτονίων µε τους άνθρακες C-6 και C-7 της 

λουτεολίνης (4), υποδεικνύονται µε κόκκινο και µπλέ χρώµα, αντίστοιχα. (B) Οι κοινές κορυφές 

διασταύρωσης των C-5΄ και C-6΄ ΟΗ πρωτονίων µε τους άνθρακες C-4΄ και C-7΄, αντίστοιχα, και οι 

κοινές κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες C-5΄ και C-6΄ υποδεικνύονται µε µπλέ χρώµα για την 

ελαιοευρωπαΐνη (7), πράσινο για την υδρoξυτυροσόλη (3) και κόκκινο για την αλδεϋδική µορφή της 

ελαιοευρωπαΐνης (9) [Charisiadis et al., 2011]. 

(A) 

(B) 



 120 

Παρόµοια µεθοδολογία εφαρµόστηκε και για την ταυτοποίηση των ενώσεων 3, 5 - 8 

(Σχήµα 7.5.1) στο υδατικό εκχύλισµα φύλλων ελιάς σε διαλύτη DMSO-d6. Ενδεικτικά στο 

παρακάτω Σχήµα 7.5.4 δείχνεται επιλεγµένη περιοχή (8.6 - 8.9 ppm) φάσµατος 500MHz 1D 

NMR-1H υδατικού εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς πριν και µετά την προσθήκη πικρικού οξέος. 

Στον Πίνακα 7.5.1 συνοψίζονται τα ποσοτικά αποτελέσµατα, όπως προέκυψαν από µετρήσεις 

NMR, των ενώσεων 3 - 9 (Σχήµα 7.5.1) και των δύο εκχυλισµάτων. 

 

 

 8.90  8.85  8.80  8.75  8.70  8.90  8.85  8.80  8.75  8.70 

(A)

(B)

 
Σχήµα 7.5.4: Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz 1D NMR-1H 20 mg υδατικού εκχυλίσµατος 

φύλλων ελιάς σε 0.6 mL διαλύτη DMSO-d6 (Τ=288Κ). (Α) Χωρίς την προσθήκη πικρικού οξέος, (Β) 

Με προσθήκη πικρικού οξέος µε λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 67.3 x 10-3. 
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Πίνακας 7.5.1: Επίπεδα συγκεντώσεωνa,b των ενώσεων 3 - 9 εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς  

[Charisiadis et al., 2011]. 

εκχύλισµα 3 4 5 6 7 8 9 

µεθανολικό 
7.04  

± 0.39 
1.55  

± 0.12 
2.85  

± 0.28 
3.40  

± 0.20 
36.93  
± 3.04 

NDc 
32.94  
± 2.04 

υδατικό 
1.33  

± 0.12 NDc 
0.18  

± 0.01 
0.43  

± 0.03 
9.17  

± 1.10 
7.20  

± 0.19 NDc 

amg g−1 εκχυλίσµατος. bΜέσος όρος τριών µετρήσεων σε τρία διαφορετικά δείγµατα του 
ίδιου εκχυλίσµατος ± S.D. (standard deviation). cND = µη ανιχνεύσιµα. 

 

 

Στα επόµενα σχήµατα παρατίθενται οι διαγραµατικές πορείες ταυτοποίησης των 

ενώσεων του Σχήµατος 6.5.1, και συγκεκριµένα των ενώσεων 3, 5, 7 και 9 στο µεθανολικό 

εκχύλισµα φύλλων ελιάς και της ένωσης 8 στο υδατικό εκχύλισµα φύλλων ελιάς. Είναι 

ιδιαίτερου ενδιαφέροντος το γεγονός ότι οι απορροφήσεις του 13C των ενώσεων 7, 8 και 9 

είναι σχεδόν ταυτόσηµες ενώ αντίθετα οι απορροφήσεις των C-6΄ και C-5΄ ΟΗ πρωτονίων 

είναι διακριτές και διαφέρουν σηµαντικά. Το ίδιο παρατηρείται και για τα φλαβονοειδή 4 - 6 

(λουτεολίνη, λουτεολίνη-4΄-O-γλυκοζίτης και λουτεολίνη-7-O-γλυκοζίτης) όπου η χηµική 

µετατόπιση του C-5 ΟΗ πρωτονίου είναι ευαίσθητη ακόµη και σε υποκατάσταση στη θέση 

C-4΄. Αυτό υποδεικνύει την εξαιρετική ευαισθησία και διακριτική ικανότητα των 

απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ ακόµη και σε υποκαταστάσεις µακράς απόστασης. 

Στους πίνακες Π7-Π11 του Παραρτήµατος παρατίθενται οι χηµικές µετατοπίσεις των 

ενώσεων του Σχήµατος 7.5.1. 
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C-  O5΄ Η C-  O6΄ Η

H2 , C-4  ΄ ΄

H2 , C-8  ΄ ΄

H2 , C-1  ΄ ΄

DMSO-d6

 

 
Σχήµα 7.5.5: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR 10 mg µεθανολικού 

εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε 0.6 mL διαλύτη DMSO-d6 (T=288K, ns=88, texpt=11.5h). 

Επιδεικνύεται η διαγραµµατική πορεία ταυτοποίησης της υδρoξυτυροσόλης (3) [Charisiadis et al., 

2011]. 
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C-  O5΄ Η
C-  O6΄ Η

H4 , C-5΄ ΄

H4 , C-2΄ ΄

 

 

H1 , C-1΄

H1 , C-2΄ ΄

H2, C-1

H2, C-3

 

 
Σχήµα 7.5.6: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR 10 mg µεθανολικού 

εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε 0.6 mL διαλύτη DMSO-d6 (T=288K, ns=88, texpt=11.5h). 

Επιδεικνύεται η διαγραµµατική πορεία ταυτοποίησης της ελαιοευρωπαΐνης (7) [Charisiadis et al., 

2011]. 
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Σχήµα 7.5.7: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR 20 mg υδατικού 

εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε 0.6 mL διαλύτη DMSO-d6 (T=288K, ns=88, texpt=11.5h). 

Επιδεικνύεται η διαγραµµατική πορεία ταυτοποίησης της διαλδεϋδικής µορφής της ελαιοευρωπαΐνης 

(8) [Charisiadis et al., 2011]. 
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Σχήµα 7.5.8: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR 10 mg µεθανολικού 

εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε 0.6 mL διαλύτη DMSO-d6 (T=288K, ns=88, texpt=11.5h). 

Επιδεικνύεται η διαγραµµατική πορεία ταυτοποίησης της αλδεϋδικής µορφής της ελαιοευρωπαΐνης 

(9) [Charisiadis et al., 2011]. 
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Σχήµα 7.5.9: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR 10 mg µεθανολικού 

εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε 0.6 mL διαλύτη DMSO-d6 (T=288K, ns=88, texpt=11.5h). 

Επιδεικνύεται η διαγραµµατική πορεία ταυτοποίησης της ένωσης λουτεολίνη-4΄-O-γλυκοζίτης (5) 

[Charisiadis et al., 2011]. 
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7.6 Εφαρµογή της Μεθοδολογίας Πικρικού Οξέος σε Μεθανολικό και Υδατικό 

Εκχύλισµα Ρίγανης 

Στην περαιτέρω πορεία της διδακτορικής διατριβής, παρασκευάστηκε εκχύλισµα 

ρίγανης σε διαλύτη νερό (ΟΑQ) και µεθανόλη (ΟΜΕ), όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο 5.3. 

Η διαλυτότητα στο νερό είναι απαραίτητη προϋπόθεση ενός συστατικού που είναι πιθανό να 

αποτελέσει πρόδροµη ένωση για την παρασκευή φαρµακευτικού σκευάσµατος [Wexler et al., 

2005; Morelock et al., 1994]. Επιπλέον, τα υδατικά εκχυλίσµατα προσοµοιάζουν 

περισσότερο τα αφεψήµατα, δηλαδή τον τύπο του εκχυλίσµατος που καταναλώνεται από τον 

άνθρωπο. Σύµφωνα µε τη κατάταξη κατά Snyder [Snyder et al., 1979], το νερό διαθέτει τη 

µεγαλύτερη τιµή πολικότητας (10.2), ενώ η µεθανόλη βρίσκεται στη µέση της κλίµακας µε 

τιµή (5.1) που είναι παραπλήσια µεαυτή της ακετόνης. 

Στο Σχήµα 7.6.1 παρατίθενται φάσµατα 500 MHz 1D NMR-1H εκχυλίσµατος (ΟΑQ) 

σε διαλύτη DMSO-d6, πριν και µετά τη προσθήκη πικρικού οξέος. 

 

(A)

(B)

 
Σχήµα 7.6.1: Φάσµα 500 MHz NMR-1H εκχυλίσµατος 20 mg ΟAQ σε 0.6 mL DMSO-d6 (T=288K, 

ns=256, texpt=33min). (Α) χωρίς την προσθήκη πικρικού οξέος, (Β) το ίδιο διάλυµα όπως στο (Α) µε 

αραίωση κατά ένα παράγοντα 4 και µε προσθήκη πικρικού οξέος µε λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 

286.5 x 10-3. 
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Από το φάσµα NMR-1H του Σχήµατος 7.6.1 παρατηρείται η σηµαντική βελτίωση στις 

απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ στην περιοχή 8 - 10 και 13 - 14 ppm (Σχήµα 7.6.3) σε 

αντίθεση µε την εξαιρετική πολυπλοκότητα που εµφανίζει το φάσµα στην αλειφατική 

περιοχή (0 - 6 ppm) καθώς και στην αρωµατική περιοχή (6 - 8 ppm). Εξαίρεση αποτελούν οι 

απορροφήσεις στα ~ 6.2 και ~ 7.5 ppm (d, J = 16 Hz) (Σχήµα 7.6.2) που αποτελούν τις 

χαρακτηριστικές απορροφήσεις των υδροξυκιναµµωµικών οξέων [Gerothanassis et al., 1998], 

όπως π.χ. καφεϊκού ή ροσµαρινικού οξέος. 

 

H3a

H2a

 
Σχήµα 7.6.2: Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος του Σχήµατος 7.6.1. Υποδεικνύονται οι χαρακτηριστικές 

απορροφήσεις των υδροξυκιναµµωµικών οξέων. 

 

Στο Σχήµα 7.6.3Α παρατηρείται πλήθος διακριτών απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ 

του εκχυλίσµατος που εκλεπτύνθηκαν µε τη προσθήκη του πικρικού οξέος. Οι 

χαρακτηριστικές απορροφήσεις στα 9.73, 9.26, 8.88 και 8.83 ppm αποδίδονται στις οµάδες   

–ΟΗ του ροσµαρινικού οξέος (βλέπετε Σχήµα 8.3.2). Στο Σχήµα 7.6.3Β παρατηρείται 

συστάδα απορροφήσεων στα 13 ppm και µία έντονη χαρακτηριστική απορρόφηση οµάδας –

ΟΗ στα 13.7 ppm. Στην περιοχή των ~ 13 ppm απορροφούν οι οµάδες ΟΗ(5) φλαβονοειδών 

τύπου λουτεολίνης, όπου στη θέση 3 του δακτυλίου (C) υπάρχει ως υποκαταστάτης –Η 

(βλέπετε κεφάλαιο 6.3, Σχήµα 6.3.2). Στην περιοχή των ~ 14 ppm, σύµφωνα µε 

βιβλιογραφικά δεδοµένα [Obmann et al., 2011; El-Toumy et al.; 2011; Suzuki et al., 2003] 

εντοπίζονται οι οµάδες ΟΗ(5) τύπου φλαβονοειδών, µε γλυκοζιλιωµένη υποκατάσταση στη 

θέση 6 του δακτυλίου (Α). 
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*

(A)

(B)

(r)OH(4΄΄)

(r) 3OH( ΄΄)

(r) 3OH( ΄)

(r) 4OH( ΄)

 
Σχήµα 7.6.3: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος του Σχήµατος 7.6.1. (Α) Η περιοχή των 7.8 -10.5 ppm, 

(Β) η περιοχή των 12.8 - 14.1 ppm. Η κορυφή µε αστερίσκο υποδηλώνει την απορρόφηση του 

πικρικού οξέος, ενώ µε (r) υποδηλώνονται οι απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ του ροσµαρινικού 

οξέος. 
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Σχήµα 7.6.4: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR (T=288K, ns=76, 

texpt=10h) του δείγµατος του Σχήµατος 7.6.1Β. 

 

Στο Σχήµα 7.6.4 παρατηρούνται οι χαρακτηριστικές κορυφές διασταύρωσης 2D 1H-
13C HMBC NMR των οµάδων ΟΗ(5) στην περιοχή των 13 ppm µε τους άνθρακες στα 99.45 

ppm (C-6), 105.57 ppm (C-10) και 161.30 ppm (C-5). Η απορρόφηση στα 13.71 ppm 

εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 104.22 ppm (C-10) και 107.96 ppm 

(C-6) και σύµφωνα µε βιβλιογραφικά δεδοµένα αποδίδεται σε C-6 γλυκοζιλιωµένο παράγωγο 

φλαβονοειδούς [Obmann et al., 2011; El-Toumy et al.; 2011; Suzuki et al., 2003]. Η µικρή 

ποσότητα της συγκεκριµµένης ένωση που εντοπίζεται στο εκχύλισµα δεν επέτρεψε τη λήψη 

παραπάνω κορυφών διασταύρωσης για τη περαιτέρω ταυτοποίηση. 

Στο Σχήµα 7.6.5 παρατίθενται φάσµατα 500 MHz 1D NMR-1H εκχυλίσµατος (ΟME) 

σε διαλύτη DMSO-d6, πριν και µετά τη προσθήκη πικρικού οξέος. 
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(A)

(B)

 
Σχήµα 7.6.5: Φάσµα 500 MHz NMR-1H εκχυλίσµατος 20 mg ΟME σε 0.6 mL DMSO-d6 (T=288K, 

ns=256, texpt=33min). (Α) Χωρίς την προσθήκη πικρικού οξέος, (Β) το ίδιο διάλυµα όπως στο (Α) µε 

αραίωση κατά ένα παράγοντα 2 και µε προσθήκη πικρικού οξέος µε λόγο µαζών [PA]/[εκχύλισµα] = 

225.7 x 10-3. 

 

Από τη σύγκριση των Σχηµάτων 7.6.1 και 7.6.5 προκύπτει ότι τα δύο εκχυλίσµατα 

έχουν σχεδόν ταυτόσηµο αποτύπωµα. Και στο εκχύλισµα ΟΕΜ παρατηρείται η σηµαντική 

βελτίωση στις απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ στην περιοχή 8 - 10 και 13 - 14 ppm (Σχήµα 

7.6.6), και οι χαρακτηριστικές διπλές κορυφές στα ~ 6.2 και ~ 7.5 ppm (d, J = 16 Hz) των 

υδροξυκιναµµωµικών οξέων [Gerothanassis et al., 1998]. Παράλληλα εντοπίζονται και οι 

χαρακτηριστικές απορροφήσεις στα 9.72, 9.25, 8.87 και 8.81 ppm που αποδίδονται στις 

οµάδες –ΟΗ του ροσµαρινικού οξέος, ΟΗ(4΄΄), ΟΗ(3΄΄), ΟΗ(3΄) και ΟΗ(4΄), αντίστοιχα. 

Περαιτέρω, από τη σύγκριση του Σχήµατος 7.6.6 µε το αντίστοιχο του υδατικού 

εκχυλίσµατος (Σχήµα 7.6.3) διαπιστώνεται η παρουσία απορροφήσεων οµάδων –ΟΗ µε 

ταυτόσηµες µετατοπίσεις µε διαφοροποίηση µόνον ως προς την ένταση των απορροφήσεων 

και εποµένως ως προς την ποσότητα αυτών. Με εφαρµογή φασµατοσκοπίας 2D 1H-13C 

HMBC NMR στο δείγµα του Σχήµατος 7.6.5Β, προέκυψε το φάσµα που παρατίθεται στο 

Σχήµα 7.6.7. 
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(r)OH(4΄΄)
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(r) 4OH( ΄)
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Σχήµα 7.6.6: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος του Σχήµατος 7.6.5. (Α) Η περιοχή των 7.8 - 10.5 ppm, 

(Β) η περιοχή των 12.8 - 14.1 ppm. Η κορυφή µε αστερίσκο υποδηλώνει την απορρόφηση του 

πικρικού οξέος, ενώ µε (r) υποδηλώνονται οι απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ του ροσµαρινικού 

οξέος. 
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Σχήµα 7.6.7: Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR (T=288K, ns=102, 

texpt=13h) του δείγµατος του Σχήµατος 7.6.5Β. 

 

Το αποτύπωµα του µεθανολικού εκχυλίσµατος στο δισδιάστατο χάρτη, σχεδόν 

ταυτίζεται µε αυτό του υδατικού. Για τα φλαβονοειδή στην περιοχή των ~ 13 ppm, λήφθησαν 

παρόµοιες κορυφές διασταύρωσης. Για τα φλαβονοειδή στην περιοχή των ~ 14 ppm λήφθηκε 

µία παραπάνω κορυφή διασταύρωσης. Συγκεκριµµένα η απορρόφηση στα 13.71 ppm 

εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης (Σχήµα 7.6.8) µε τους άνθρακες στα 104.26 ppm (C-10), 

107.72 ppm (C-6) και 158.81 ppm (C-5), και σύµφωνα µε βιβλιογραφικά δεδοµένα αποτελεί 

C-6-γλυκοζιλιωµένο φλαβονοειδές [Hatano et al., 1999]. 
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Σχήµα 7.6.8: Επιλεγµένη περιοχή απορρόφησης των οµάδων ΟΗ(5) φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C 

HMBC NMR (T=288K, ns=102, texpt=13h) του δείγµατος του Σχήµατος 7.6.5Β. 
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8. ΣΥΝ∆ΥΑΣΤΙΚΗ ΧΡΗΣΗ ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΩΝ NMR, LC-SPE-NMR ΚΑΙ 

ΠΑΡΑΣΚΕΥΑΣΤΙΚΗΣ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑΣ 

 

 

 

8.1 Φασµατοσκοπία NMR µίας (1D) και δύο (2D) ∆ιαστάσεων 

Στην περαιτέρω πορεία της διδακτορικής διατριβής, παρασκευάστηκε εκχύλισµα 

ρίγανης σε διαλύτη οξικό αιθυλεστέρα (ΟΕΤ), όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο 5.3. Ο 

οξικός αιθυλεστέρας είναι ένας µετρίως πολικός διαλύτης, διαλυτός σε ύδωρ, µε παραπλήσια 

τιµή πολικότητας, 4.3, µε αυτής της ακετόνης, 5.4, σύµφωνα µε τη κατάταξη κατά Snyder 

[Snyder et al., 1979]. Στο Σχήµα 8.1.1 παρατίθενται φάσµατα 500 MHz 1D NMR-1H 

εκχυλίσµατος (ΟΕΤ) σε διαλύτη DMSO-d6, υπό τις βέλτιστες συνθήκες συγκέντρωσης και 

θερµοκρασίας για την επίτευξη του ελαχίστου του εύρους απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ, 

λόγω ελαχιστοποίησης της ταχύτητας ανταλλαγής αυτών. 

Με τις παραπάνω βελτιστοποιηµένες συνθήκες λήφθηκε φάσµα NMR-1H υψηλής 

διακριτικής ευκρίνειας των οµάδων –ΟΗ (Σχήµα 8.1.1Β). Σε αυτό συντέλεσε και ο ρόλος του 

διαλύτη εκχύλισης, οξικός αιθυλεστέρας, ο οποίος πιθανόν δεν παρέλαβε ιόντα ή µέταλλα τα 

οποία υπάρχουν στο φυτικό υλικό και επηρεάζουν, λόγω του καταλυτικού τους ρόλου, την 

ταχύτητα ανταλλαγής των ενεργών πρωτονίων και ως εκ τούτου το εύρος απορρόφησης των 

οµάδων –ΟΗ. Η σύσταση του παραπάνω εκχυλίσµατος είναι σχεδόν ταυτόσηµη µε αυτή του 

ακετονικού εκχυλίσµατος. Χαρακτηριστικά µπορούν να συγκριθούν τα φάσµατα NMR-1H 

του εκχυλίσµατος ΟΕΤ (Σχήµα 8.1.1) µε αυτά του ακετονικού εκχυλίσµατος (Σχήµατα 6.4.2, 

7.3.1 και 7.4.1 - 7.4.4). 
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 13  12  11  10  9 

(B)

 

(A)

 
Σχήµα 8.1.1: (Α) Φάσµα 500 MHz NMR-1H εκχυλίσµατος 30.5 mg ΟΕΤ σε 0.6 mL DMSO-d6 

(T=285K, ns=512, texpt=33min). (Β) Η περιοχή των 7.8 - 13.2 ppm. 

 

Από το παραπάνω φάσµα του Σχήµατος 8.1.1Β, ιδιαίτερο ενδιαφέρον προκαλεί: α) η 

συστάδα τεσσάρων απορροφήσεων στα 12.6 - 12.7 ppm, όπου σύµφωνα µε βιβλιογραφικά 

δεδοµένα [Yoon et al., 2011; Goharia et al., 2010; Toth et al., 2007, Albach et al., 2003] 

απορροφούν οι οµάδες –ΟΗ(5) παραγώγων των φλαβονοειδών τα αποία στη θέση 6 του 

δακτυλίου (Α) έχουν ως υποκαταστάτη οµάδα –ΟΗ και στη θέση 7 είτε µέθοξυ είτε 

γλυκοζιλιωµένη υποκατάσταση, και β) οι απορροφήσεις στην περιοχή των 8.0 - 8.4 ppm. Θα 
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πρέπει να τονιστεί ότι είναι η πρώτη φορά, από όσον γνωρίζουµε, που εντοπίζεται 

απορρόφηση οµάδας –ΟΗ πλησίον των 8 ppm. Το γεγονός αυτό αποδεικνύει τη µεγάλη 

διασπορά των απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ στη κλίµακα των ppm και το πολύ 

σηµαντικό διαγνωστικό ρόλο που είναι δυνατόν να έχουν στην ανάλυση πολύπλοκων 

εκχυλισµάτων φυσικών προϊόντων. Είναι φανερό από το φάσµα του Σχήµατος 7.1.1 ότι 

µπορεί να γίνει ταξινόµηση των απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ, ανάλογα µε τη δοµή που 

κατέχουν (βλέπετε κεφάλαιο 8.5). 

Στο δείγµα του Σχήµατος 8.1.1, εφαρµόστηκε δισδιάστατη φασµατοσκοπία 2D 1H-13C 

HMBC NMR που βελτιστοποιήθηκε για σταθερές σύζευξης n
JHC στην περιοχή τιµών 6 έως 

10 Hz, και για τις ασθενείς σταθερές σύζευξης 5
JHC στην περιοχή τιµών ≤ των 2.5 Hz. Τα 

φάσµατα που προέκυψαν επιδεικνύουν πληθώρα κορυφών διασταύρωσης (Σχήµα 8.1.2) µέσω 

των οποίων ταυτοποιήθηκαν όλες οι ενώσεις που απεικονίζονται στο Σχήµα 6.4.3. 
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(B)

 

(A)

 
Σχήµα 8.1.2: (Α) Φάσµα 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR 30.5 mg εκχυλίσµατος ΟΕΤ σε 0.6 mL 

διαλύτη DMSO-d6 (T=285K, ns=88, texpt=11.5h). (Β) Περιοχή απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ. 
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Οι κορυφές διασταύρωσης που προέκυψαν από τις οµάδες –ΟΗ που απορροφούν στις περιοχές 12.6 - 12.7 ppm, και 8.0 - 8.4 ppm 

παρουσιάζονται στο παρακάτω Σχήµα 8.1.3. 

 
 

Σχήµα 8.1.3: Επιλεγµένες περιοχές κορυφών διασταύρωσης οµάδων –ΟΗ φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR του Σχήµατος 8.1.2. 

 

Λόγω των σχεδόν ταυτόσηµων µετατοπίσεων 13C και για τη περαιτέρω διερεύνηση αυτών των απορροφήσεων του εκχυλίσµατος 

επιλέχθηκε η εφαρµογή της µεθοδολογίας LC-SPE-NMR, που θα περιγραφεί στην επόµενη παράγραφο. 
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8.2 LC-SPE-NMR 

Το χρωµατογραφικό προφίλ του εκχυλίσµατος ΟΕΤ που χρησιµοποιήθηκε για την 

ανάλυση των συστατικών µε LC-SPE-NMR, κατόπιν πενταπλής παγίδευσης στις 

µικροστήλες του συστήµατος SPE, απεικονίζεται στο Σχήµα 8.2.1, ενώ η σύσταση της 

κινητής φάσης βαθµιδωτής έκλουσης παρουσιάζεται στο Πίνακα 8.2.1. 

 

3

4 5

6

7

8

9

10
11 12

 
Σχήµα 8.2.1: Χρωµατογραφικά προφίλ του εκχυλίσµατος ΟΕΤ στα 280 nm που χρησιµοποιήθηκε για 

την παγίδευση των συστατικών µε LC-SPE-NMR (ενέσιµος όγκος: 30 µL διαλύµατος 30 mg/mL). 

 

Πίνακας 8.2.1: Σύσταση της κινητής φάσης για τη µελέτη του εκχυλίσµατος ΟΕΤ µε LC-SPE-NMR 

[Exarchou et al., 2003]. 

Χρόνος (min) ACN (0.05 % µυρµηγκικό οξύ) H2O (0.05 % µυρµηγκικό οξύ) 

0 5 95 

25 30 70 

29 35 65 

30 40 60 

33 70 30 

37 100 0 
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Ενδεικτικό της σύστασης του ΟΕΤ εκχυλίσµατος είναι ότι παρουσιάζει σχεδόν 

ταυτόσηµο χρωµατογραφικό προφίλ µε αυτό του ακετονικού εκχυλίσµατος της ρίγανης, όπως 

µελετήθηκε µε LC-SPE-NMR σε προηγούµενη εργασία της ερευνητικής µας οµάδας 

[Exarchou et al., 2003]. Η έντονη απορρόφηση στα 31 min αποδίδεται στη καρβακρόλη, που 

είναι το κυρίαρχο συστατικό του εκχυλίσµατος. Οι σχετικά έντονες απορροφήσεις που 

αντιστοιχούν στις κορυφές 3, 4, 5, 6 και 9 αποδίδονται στις ενώσεις του Πίνακα 8.2.2. 

 

Πίνακας 8.2.2: Απόδοση κορυφών του χρωµατογραφήµατος του Σχήµατος 7.2.1. 

Κορυφή Ένωση 

3 ταξιφολίνη 

4 ροσµαρινικό οξύ 

5 αροµαδενδρίνη 

6 εριοδικτυόλη 

9 ναρινγενίνη - απιγενίνη 

 

Ενδεικτικά, στο Σχήµα 8.2.2 παρατίθεται το φάσµα NMR-1H της κορυφής 4, όπως 

προέκυψε κατόπιν πενταπλής παγίδευσης στο σύστηµα SPE, και αντιστοιχεί στο ροσµαρινικό 

οξύ. Στο Σχήµα 8.2.3 παρατίθεται το φάσµα NMR-1H της κορυφής 5, υπό τις ίδιες συνθήκες, 

και αντιστοιχεί στο φλαβονοειδές αροµαδενδρίνη. 
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Η-3a

Η-2a

Η-2΄΄

Η-6΄΄

Η-5΄΄

Η-2΄

Η-5΄

Η-6΄

 
Σχήµα 8.2.2: Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz NMR-1H της κορυφής 4 (ροσµαρινικό οξύ) σε 

διαλύτη ακετονιτρίλιο-d3, όπως προέκυψε κατόπιν πενταπλής παγίδευσης στο σύστηµα SPE 

(T=298K, ns=32, texpt=2m). 

 

H-(2 ,6 )΄΄

H-( , )΄3΄ 5

H-6

H-8

H-2

H-3

 
Σχήµα 8.2.3: Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz NMR-1H της κορυφής 5 (αροµαδενδρίνη) σε 

διαλύτη ακετονιτρίλιο-d3, όπως προέκυψε κατόπιν πενταπλής παγίδευσης στο σύστηµα SPE 

(T=298K, ns=16, texpt=1m). 
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Το ενδιαφέρον εστιάστηκε στις απορροφήσεις µικρής έντασης του 

χρωµατογραφήµατος που αντιστοιχούν στα εξής αποµονωµένα κλάσµατα - κορυφές: 7, 8, 10, 

11 και 12. 

Η κορυφή 7 αντιστοιχεί σε τρεις τουλάχιστον ενώσεις, όπως φαίνεται από το 

χρωµατογράφηµα του Σχήµατος 8.2.1. Το φάσµα NMR-1H της κορυφής 7 παρατίθεται στο 

Σχήµα 8.2.4Α. 

 

(Β)

 

Σχήµα 8.2.4: (Α) Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 

MHz NMR-1H της κορυφής 7 σε διαλύτη ακετονιτρίλιο-

d3, όπως προέκυψε κατόπιν πενταπλής παγίδευσης στο 

σύστηµα SPE (T=298K, ns=256, texpt=26m). (Β) 

Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz 2D 1H-1H 

COSY NMR (T=298K, ns=8, texpt=2h). Επιδεικνύονται οι 

κορυφές διασταύρωσης των αρωµατικών πρωτονίων του 

δακτυλίου (Β) του φλαβονοειδούς. 
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Η απορρόφηση στα 12.68 ppm υποδηλώνει την παρουσία οµάδας ΟΗ(5) 

φλαβονοειδούς ενώ οι απορρoφήσεις στην περιοχή των ~ 4 ppm υποδηλώνουν την παρουσία 

τριών µεθόξυ οµάδων (CH3O-) στο κλάσµα. Η αρωµατική περιοχή (6 - 8 ppm) δεν είναι 

αρκετά ξεκάθαρη ώστε να µας επιτρέψει να εξάγουµε ασφαλή συµπεράσµατα για τις ενώσεις. 

Η ποσότητα, άλλωστε, του αποµονωµένου κλάσµατος δεν ήταν επαρκής για την εφαρµογή 

δισδιάστατης φασµατοσκοπίας 2D 1H-13C HMBC NMR, για τη περαιτέρω ανάλυση της 

δοµής των ενώσεων στο κλάσµα - κορυφή 7. 

Το φάσµα NMR-1H της κορυφής 8, παρουσιάζει µοριακό ιόν 330.1 m/z, απεικονίζεται 

στο Σχήµα 8.2.5Α. Η απορρόφηση στα 12.50 ppm, υποδηλώνει την παρουσία οµάδας ΟΗ(5) 

φλαβονοειδούς, ενώ οι απορροφήσεις στα ~ 4 ppm δηλώνουν την παρουσία δύο µεθόξυ 

οµάδων (CH3O-). 

Οι απορροφήσεις στα 7.03 ppm (2Η, d, J = 8.9 Hz) και 7.95 ppm (2Η, d, J = 8.8 Hz) 

αποδίδονται στα πρωτόνια H-3΄, H-5΄, και H-2΄, H-6΄ αντίστοιχα, του δακτυλίου (Β), τα 

οποία είναι κατανεµηµένα συµµετρικά ως προς τον υποκαταστάτη του δακτυλίου σύµφωνα 

µε την πολλαπλότητα που εµφανίζουν. Επισηµαίνεται ότι τα πρωτόνια του δακτυλίου (Β) 

παρουσιάζουν ισχυρότερο αρωµατικό χαρακτήρα απ’ ότι τα πρωτόνια του δακτυλιου (Α). Η 

απορρόφηση στα 6.66 ppm (1H, s) αποδίδεται στο πρωτόνιο Η-3, καθώς εµφανίζει κορυφή 

διασταύρωσης 2
JHC µε το καρβονύλιο C-4 στα 184.18 ppm, όπως απεικονίζεται στο φάσµα 

2D 1H-13C HMBC NMR της κορυφής 8 (Σχήµα 8.2.5Β). Οι ευρείες απορροφήσεις στα 8.10 

και 8.78 ppm αποδίδονται σε ευκίνητες οµάδες –ΟΗ. Πέραν αυτών των απορροφήσεων, δεν 

εντοπίζεται άλλη απορρόφηση πρωτονίου στο φάσµα NMR-1Η. 
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3.95

-OH(5) CH O-3

-OH -OH

H 3-

H (2 ,6 )- ΄ ΄
H (3 ,5 )- ΄ ΄

CH O-3

H 3-H (2 ,- ΄ 6 )΄

H-3, C-4

H-3, C-3

H-3, C-10

H-3, C-1΄

H-3, C-2

C O-H C3 , 

C O-H C3 , 

C O- H O-H C3 3, 

H (3 ,5- ΄ ΄)

H (3 ,5- ΄ ΄ ΄ ΄), C-(3 ,5 ) 

H (3 ,5- ΄ ΄ ΄), C-1  

H (2 ,6- ΄ ΄), C-2

H (2 ,6- ΄ ΄ ΄), C-4  

H (2 ,6- ΄ ΄ ΄ ΄), C-(2 ,6 ) 

(B)

(A)

 
Σχήµα 8.2.5: (Α) Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz NMR-1H της κορυφής 8 σε διαλύτη 

ακετονιτρίλιο-d3, όπως προέκυψε κατόπιν πενταπλής παγίδευσης στο σύστηµα SPE (T=298K, ns=32, 

texpt=4m). Επάνω τµήµα τυπική απεικόνιση φλαβονοειδούς. (Β) Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 

MHz 2D 1H-13C HMBC NMR (T=298K, ns=60, texpt=17h). 
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Από το φάσµα 2D 1H-13C HMBC NMR (Σχήµα 8.2.5Β) διαπιστώνεται άµεσα η 

απουσία κοινών κορυφών διασταύρωσης µεταξύ των µεθόξυ οµάδων και των υπολοίπων 

πρωτονίων. Το γεγονός αυτό οδηγεί στο συµπέρασµα ότι σε ortho θέση ως προς τη µεθόξυ 

υποκατάσταση δεν εντοπίζεται πρωτόνιο. Οι µεθόξυ οµάδες στα 3.99 και 4.07 ppm, µε τιµές 

άνθρακα-13 στα 62.52 και 61.84 ppm, αντίστοιχα, παρουσιάζουν κορυφές διασταύρωσης 
3
JHC στα 134.21 και 148.28 ppm, αντίστοιχα. Το πρωτόνιο Η-3 (6.66 ppm) παρουσιάζει 

κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 107.68 ppm (C-10), 123.71 ppm (C-1΄), 165.60 

ppm (C-2) και 184.18 ppm (C-4). Η κοινή απορρόφηση των πρωτονίων H-(3΄,5΄) (7.03 ppm) 

παρουσιάζει κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 116.84 ppm (C-(3΄,5΄)) και 123.69 

ppm (C-1΄). Η κοινή απορρόφηση των πρωτονίων H-(2΄,6΄) (7.95 ppm) παρουσιάζει κορυφές 

διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 129.58 ppm (C-(2΄,6΄)), 161.75 ppm (C-4΄) και 165.64 

ppm (C-2). Σηµειώνεται ότι λόγω συµµετρίας στο δακτυλίο (Β), οι απορροφήσεις άνθρακα-

13 των C-3΄ και C-6΄, και C-2΄και C-6΄, αντίστοιχα, είναι ταυτόσηµες. Τα παραπάνω 

αποτελέσµατα βρίσκονται σε συµφωνία µε τα βιβλιογραφικά δεδοµένα [Yoon et al., 2011; 

Park et al., 2007a; 2007b; Moon et al., 2006; 2005; Kim et al., 2006]. 

Από τα παραπάνω προκύπτει ότι ο υποκαταστάτης στη θέση 4΄ του δακτυλίου (Β) 

είναι οµάδα –ΟΗ. Η δεύτερη οµάδα –ΟΗ εντοπίζεται στη θέση 6 του δακτυλίου (Α) ενώ οι 

δύο µεθόξυ οµάδες (CH3O-) εντοπίζονται στις θέσεις 7 και 8. Οι εξαιρετικά ευρείες 

απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ καθώς και η µικρή ποσότητα της αποµονωµένου κλάσµατος, 

δεν επέτρεψαν τη λήψη περαιτέρω κορυφών διασταύρωσης στο φάσµα 2D 1H-13C HMBC 

NMR. Κατά αυτόν τον τρόπο δεν µπορούν να εξαχθούν ασφαλή συµπεράσµατα για την 

ακριβή υποκατάσταση του δακτυλίου (Α). 

Το φάσµα NMR-1H της κορυφής 10, παρουσιάζει µοριακό ιόν 344.1 m/z, 

απεικονίζεται στο Σχήµα 8.2.6. Η απορρόφηση στα 12.68 ppm, υποδηλώνει την παρουσία 

οµάδας ΟΗ(5) φλαβονοειδούς, ενώ οι απορροφήσεις στα ~ 4 ppm υποδηλώνουν την 

παρουσία τριών µεθόξυ οµάδων (CH3O-). 
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-OH(5)

H-3H-8

-OH

H-5΄
H-2΄

H-6΄

 
Σχήµα 8.2.6: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz NMR-1H της κορυφής 10 σε διαλύτη 

ακετονιτρίλιο-d3, όπως προέκυψε κατόπιν πενταπλής παγίδευσης στο σύστηµα SPE (T=298K, ns=32, 

texpt=4m). 

 

Οι απορροφήσεις στα 7.12 ppm (1Η, d, J = 8.6 Hz), 7.54 ppm (1Η, d, J = 2.1 Hz) και 

7.66 ppm (1Η, dd, J = 8.5, 2.2 Hz) αποδίδονται στα πρωτόνια H-5΄ (δC = 112.65 ppm), H-2΄ 

(δC = 110.22 ppm) και H-6΄, αντίστοιχα, του δακτυλίου (Β). Η απορρόφηση στα 6.73 ppm 

(1H, s) αποδίδεται στο πρωτόνιο Η-3 (δC = 104.69 ppm), καθώς εµφανίζει κορυφή 

διασταύρωσης 2JHC µε το καρβονύλιο C-4 στα 183.15 ppm, όπως φαίνεται στο φάσµα 2D 1H-
13C HMBC NMR της κορυφής 10 (Σχήµα 8.2.6Β). Παρουσιάζει ακόµη κορυφές 

διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 106.53 ppm (C-10), 124.73 ppm (C-1΄) και 165.17 ppm 

(C-2). Η απορρόφηση στα 6.88 ppm (1H, s) αποδίδεται στο πρωτόνιο Η-8 (δC = 91.84 ppm) 

καθώς εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης στα 106.57 ppm (C-10), 151.65 ppm (C-9), 154.79 

ppm (CH3O-, C-7) και 130.69 ppm (C-6). Από τις κοινές κορυφές διασταύρωσης (Σχήµα 

7.2.8) των µεθόξυ οµάδων µε τα αντίστοιχα πρωτόνια προκύπτει ότι οι οµάδες CH3O-(4΄) 

(3.92 ppm) και CH3O-(3΄) (3.95 ppm) εντοπίζονται στο δακτύλιο (C), στις θέσεις 4΄ και 3΄, 

αντίστοιχα, ενώ η οµάδα CH3O- (4.00 ppm) στη θέση 7 του δακτυλίου (Α). Η ευρεία 

απορροφήση στα 6.52 ppm, αποδίδεται σε ευκίνητη οµάδα και αποδίδεται στο ΟΗ(6) του 
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δακτυλίου (Α). Πέραν αυτών των απορροφήσεων, δεν εντοπίζεται άλλη απορρόφηση στο 

φάσµα NMR-1Η. 

 

H-6΄ H-2΄ H-5΄
H-8 H-3

CH O-3

H-3, C-10

H-3, C-1΄

H-3, C-2

H-3, C-4

H- , C-8 10

H-8, C-9

H-8, C-7

H-8, C-8

H-3, C-3

H- , C-55 ΄΄
H- , C- ΄2΄ 2

H- , C-8 9

H- , C-15΄ ΄

H- , C-5΄ 3΄

H- , C6΄ -2΄

H- , C2΄ -6΄

H- , C-2΄ 3΄

H- , C-2΄ 4΄H- , C-6΄ 4΄

H- , C-22΄

(A)

H-6΄ H-2΄ H-5΄ H-8 CH O-3 (4΄)CH O-3 (3΄)
CH O-3

(B)

 
Σχήµα 8.2.7: (Α) Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR της κορυφής 10 

σε διαλύτη ακετονιτρίλιο-d3, όπως προέκυψε κατόπιν πενταπλής παγίδευσης στο σύστηµα SPE 

(T=298K, ns=60, texpt=17h). (Β) Επιλεγµένες περιοχές του (Α). Οι κοινές διασταύρωσης των µεθόξυ 

οµάδων µε τα αντίστοιχα πρωτόνια επιδεικνύονται. 

 

Από το φάσµα 2D 1H-13C HMBC NMR της κορυφής 10 (Σχήµατα 8.2.7A και 8.2.7Β) 

προκύπτει ότι το πρωτόνιο στα 7.12 ppm (Η-5΄) εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους 

άνθρακες στα 124.63 ppm (C-1΄) και 150.48 ppm (CH3O-(3΄)). Tο πρωτόνιο στα 7.54 ppm 

(Η-2΄) εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 120.83 ppm (C-6΄), 153.50 
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ppm (CH3O-(4΄)), 150.42 ppm (CH3O-(3΄) και 165.27 ppm (C-2). Tο πρωτόνιο στα 7.66 ppm 

(Η-6΄) εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 110.18 ppm (C-2΄) και 153.54 

ppm (CH3O-(4΄)). Τα παραπάνω αποτελέσµατα βρίσκονται σε συµφωνία µε τα 

βιβλιογραφικά δεδοµένα [Yoon et al., 2011; Lee et al., 2008; Toth et al., 2007; Andersen et 

al., 2006; Moon et al., 2006]. 

Οι εξαιρετικά ευρείες απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ καθώς και η µικρή ποσότητα 

της αποµονωµένου κλάσµατος, δεν επέτρεψαν τη λήψη παραπάνω κορυφών διασταύρωσης 

στο φάσµα 2D 1H-13C HMBC NMR. 

Το φάσµα NMR-1H της κορυφής 11, απεικονίζεται στο Σχήµα 8.2.8. Από το 

χρωµατογράφηµα (Σχήµα 8.2.1) έπεται ότι η κορυφή 11 περιλαµβάνει δύο τουλάχιστον 

ενώσεις. Η απορρόφηση στα 12.66 ppm υποδηλώνει την παρουσία οµάδας ΟΗ(5) 

φλαβονοειδούς, ενώ οι απορροφήσεις στα ~ 4 ppm υποδηλώνουν την παρουσία δύο µεθόξυ 

οµάδων (CH3O-). 

 

-OH 
-OH -OH 

H-(2 ,6 )΄ ΄
H-( ,5 )3 ΄΄

H-8

-OH(5)
CH O-3

H-8 H-9

 
Σχήµα 8.2.8: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz NMR-1H της κορυφής 11 σε διαλύτη 

ακετονιτρίλιο-d3, όπως προέκυψε κατόπιν πενταπλής παγίδευσης στο σύστηµα SPE (T=298K, 

ns=128, texpt=14m). 
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Από το φάσµα του Σχήµατος 8.2.8 και σύµφωνα µε τις ολοκληρώσεις των 

απορροφήσεων διαπιστώνεται η παρουσία φλαβονοειδούς και τουλάχιστον τριών ενώσεων 

παραγώγων της καρβακρόλης. Οι χαρακτηριστικές απορροφήσεις στα 3.18 ppm (3H, m) και 

στα 1.19 ppm (~24H, d, J = 6.9 Hz) αποδίδονται στα πρωτόνια Η-8 και Η-9, αντίστοιχα, της 

ισοπρόπυλο οµάδας της καρβακρόλης, και πιθανόν να οφείλονται σε παράγωγα αυτής ή/και 

σε προϊόντα διµερισµού της. Οι απορροφήσεις στα 7.12 ppm (2Η, d, J = 9.0 Hz) και 7.98 

ppm (2Η, d, J = 9.0 Hz) αποδίδονται στα πρωτόνια H-3΄, H-5΄, και H-2΄, H-6΄ αντίστοιχα, 

του δακτυλίου (Β), κατανεµηµένα συµµετρικά στο δακτύλιο ως προς τον υποκαταστάτη 

σύµφωνα µε την πολλαπλότητα που εµφανίζουν. Από το φάσµα 2D 1H-1H COSY NMR 

(Σχήµα 8.2.9Α) επιβεβαιώνεται η παραπάνω ταυτοποίηση αυτών των απορροφήσεων. 

Οι ευρείες απορροφήσεις στα 6.30 ppm, 6.36 ppm και 6.50 ppm, αποδίδονται σε 

ευκίνητες οµάδες –ΟΗ. 



 

 151 

H-8
H-9H-(2΄,6΄) H-(3΄,5΄)

(A)

H-(2΄,6΄) H-(3΄,5΄) H-8

H-3

H- C-88, 

H-3 C-3, 

H-(2 , C-4΄,6΄) ΄

H-(3 5 , C-4΄, ΄) ΄

H-(3 5 , C1΄, ΄) ΄
H-3, C1΄

H-3 C-10, H-8 C-10, 

H-8 C-6, 

H-8 C-9, 

H-3, C-2

H-3, C-4

H-8, C-7

CH O-3

(B)

 
Σχήµα 8.2.9: (Α) Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-1H COSY NMR της κορυφής 11 

σε διαλύτη ακετονιτρίλιο-d3, όπως προέκυψε κατόπιν πενταπλής παγίδευσης στο σύστηµα SPE 

(T=298K, ns=8, texpt=3h). Επιδεικνύονται οι κορυφές διασταύρωσης των αρωµατικών πρωτονίων του 

δακτυλίου (Β) του φλαβονοειδούς και της ισοπρόπυλο οµάδας των παραγώγων της καρβακρόλης. (Β) 

Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR (T=298K, ns=60, texpt=17h). 

 

Από το φάσµα 2D 1H-13C HMBC NMR της κορυφής 11 (Σχήµα 8.2.9Β) προκύπτει ότι 

η µεθόξυ οµάδα στα 3.98 ppm εµφανίζει κοινή κορυφή διασταύρωσης στα 163.73 ppm µε τα 

πρωτόνια Η-(2΄,6΄) και Η-(3΄,5΄) και εποµένως εντοπίζεται στο (Β) δακτύλιο του 
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φλαβονοειδούς (θέση 4΄). Η δεύτερη µεθόξυ οµάδα στα 3.90 ppm εµφανίζει κοινή κορυφή 

διασταύρωσης στα 154.70 ppm µε πρωτόνιο που απορροφά στα 6.83 ppm. Η απορρόφηση 

αυτή αποδίδεται στο πρωτόνιο Η-8 (1Η, s) (δC = 91.81 ppm) του φλαβονοειδούς καθώς 

εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης και µε τους άνθρακες στα 106.60 ppm (C-10), 130.80 ppm 

(C-6) και 151.70 ppm (C-9). Συνεπώς η δεύτερη µεθόξυ οµάδα εντοπίζεται στη θέση 7 του 

δακτυλίου (Α). Η απορρόφηση στα 6.67 ppm (1Η, s) αποδίδεται στο πρωτόνιο Η-3 (δC = 

104.38 ppm) καθώς εµφανίζει κορυφή διασταύρωσης 2
JHC µε το καρβονύλιο C-4 στα 183.81 

ppm, και µε τους άνθρακες στα 106.70 ppm (C-10), 124.65 ppm (C-1΄) και 165.25 ppm (C-

2). Τα παραπάνω αποτελέσµατα βρίσκονται σε συµφωνία µε τα βιβλιογραφικά δεδοµένα 

[Yoon et al., 2011; Lee et al., 2008; Toth et al., 2007; Andersen et al., 2006; Moon et al., 

2006]. 

Η συµµετρία που εµφανίζουν τα παράγωγα ή/και οι διµερείς µορφές της καρβακρόλης 

καθώς και οι εξαιρετικά ευρείες απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ δεν επέτρεψαν την 

περαιτέρω ταυτοποίηση των υπόλοιπων απορροφήσεων καθώς και την εξαγωγή ασφαλών 

συµπερασµάτων για τα παράγωγα αυτά. 

Το φάσµα NMR-1H της κορυφής 12, απεικονίζεται στο Σχήµα 8.2.10. Από το 

χρωµατογράφηµα (Σχήµα 8.2.1) προκύπτει ότι η κορυφή 12 περιλαµβάνει τρείς τουλάχιστον 

ενώσεις. Οι απορροφήσεις στα 12.47 ppm και 12.93 ppm, ΟΗ(5), υποδηλώνουν την 

παρουσία δύο ενώσεων τύπου φλαβονοειδούς, ενώ οι απορροφήσεις στα ~ 4 ppm 

υποδηλώνουν την παρουσία τεσσάρων µεθόξυ οµάδων (CH3O-). Οι χαρακτηριστικές 

απορροφήσεις στα 3.22 ppm (32H, m) και στα 1.19 ppm (~187H, d, J = 6.8 Hz) αποδίδονται 

στα πρωτόνια Η-8 και Η-9, αντίστοιχα, της ισοπρόπυλο οµάδας της καρβακρόλης, και 

πιθανόν να οφείλονται σε παράγωγα αυτής ή/και σε προϊόντα διµερισµού της. Οι 

απορροφήσεις στα 7.13 ppm (2.4H, d, J = 9.0 Hz), 8.00 ppm (2.2H, d, J = 9.0 Hz) και 6.99 

ppm (1.5H, d, J = 9.0 Hz), 7.91 ppm (1.2H, d, J = 9.0 Hz), αποδίδονται στα πρωτόνια H-3΄, 

H-5΄, και H-2΄, H-6΄ αντίστοιχα, του δακτυλίου (Β), των δύο φλαβονοειδών. Η ποσότητα, 

όµως, του αποµονωµένου κλάσµατος δεν ήταν επαρκής για την εφαρµογή δισδιάστατης 

φασµατοσκοπίας και τη περαιτέρω ανάλυση της δοµής των ενώσεων αυτών. Όπως και στην 

προηγούµενη περίπτωση της κορυφής 11, η συµµετρία του εµφανίζουν τα παράγωγα ή/και οι 

διµερείς µορφές της καρβακρόλης καθώς και οι εξαιρετικά ευρείες απορροφήσεις των 

οµάδων –ΟΗ δεν επέτρεψαν την πλήρη ταυτοποίηση των υπόλοιπων απορροφήσεων. 
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Σχήµα 8.2.10: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz NMR-1H της κορυφής 12 σε διαλύτη 

ακετονιτρίλιο-d3, όπως προέκυψε κατόπιν πενταπλής παγίδευσης στο σύστηµα SPE (T=298K, 

ns=256, texpt=28m). 

 

Για τη περαιτέρω µελέτη αυτών των ενώσεων, στα αποµονωµένα κλάσµατα, έγινε 

προσπάθεια εφαρµογής της µεθοδολογίας µε το πικρικό οξύ για την εκλέπτυνση των 

απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ. Έλαβε χώρα αποµάκρυνση του διαλύτη και επαναδιάλυση 

σε DMSO-d6. Η διεργασία αυτή δεν ήταν επιτυχής, γεγονός που οφείλεται κατά κύριο λόγο 

στις µικρές ποσοτήτες των αποµονωµένων κλασµάτων. Για το λόγο αυτό επιλέχτηκε η 

εφαρµογή της παρασκευαστικής χρωµατογραφίας. Με τη χρωµατογραφία αυτή µπορεί να 

αυξηθεί κατά ένα µεγάλο παράγοντα η ποσότητα του αναλυόµενου εκχυλίσµατος, και 

εποµένως των αποµονωµένων κλασµάτων, σε σχέση µε την αναλυτική χρωµατογραφία που 

εφαρµόστηκε, αυξάνοντας µε τον τρόπο αυτόν την λαµβανόµενη πληροφορία από τα 

φάσµατα NMR. 
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8.3 Αποµόνωση Κλασµάτων - Χρήση Πικρικού Οξέος 

Το χρωµατογραφικό προφίλ του εκχυλίσµατος ΟΕΤ που χρησιµοποιήθηκε για την 

αποµόνωση των κλασµάτων µέσω της παρασκευαστικής χρωµατογραφίας απεικονίζεται στο 

Σχήµα 8.3.1. Η σύσταση της κινητής φάσης βαθµιδωτής έκλουσης παρουσιάζεται στο Πίνακα 

8.2.1. 
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Σχήµα 8.3.1: Χρωµατογραφικά προφίλ του εκχυλίσµατος ΟΕΤ στα 280 nm που χρησιµοποιήθηκε για 

την αποµόνωση των κλασµάτων (ενέσιµος όγκος: 2.5 mL διαλύµατος 27.2 mg/mL). 

 

Το χρωµατογραφικά προφίλ του Σχήµατος 8.3.1 είναι σχεδόν ταυτόσηµο µε αυτό του 

Σχήµατος 8.2.1. Η έντονη απορρόφηση στα 30.5 min αποδίδεται στη καρβακρόλη, που είναι 

το κυρίαρχο συστατικό του εκχυλίσµατος. Τα αποµονωµένα κλάσµατα, κατόπιν 

αποµακρύνσεως του συστήµατος διαλυτών (ACN/H2O), επαναδιαλυτοποιήθηκαν σε 0.5 mL 

διαλύτη DMSO-d6 για τη λήψη φασµάτων NMR. Με τη προσθήκη πικρικού οξέος έλαβε 

χώρα εκλέπτυνση των απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ. Ενδεικτικά, στο Σχήµα 8.3.2 

παρατίθεται το φάσµα NMR-1H της κορυφής 4, πριν και µετά τη προσθήκη πικρικού οξέος 

και αντιστοιχεί στο ροσµαρινικό οξύ. 
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Σχήµα 8.3.2: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz NMR-1H της κορυφής 4 (ροσµαρινικό οξύ) 

σε 0.5 mL διαλύτη DMSO-d6 (T=292K, ns=64, texpt=8m). (Α) χωρίς την προσθήκη πικρικού οξέος, 

(Β) µε προσθήκη 65 µL διαλύµατος 10 mM πικρικού οξέος. 

 

Το ενδιαφέρον εστιάστηκε στις µικρής έντασης απορροφήσεις του 

χρωµατογραφήµατος που αντιστοιχούν στα εξής αποµονωµένα κλάσµατα - κορυφές: 6, 7, 10, 

12, 13 και 14. Όσον αφορά τις κορυφές 8 και 11, πειραµατικά σφάλµατα κατά τη διαδικασία 

αποµόνωσης, αποµάκρυνσης του διαλύτη και επαναδιαλυτοποίησης σε DMSO-d6, δεν 

κατέστησαν δυνατή τη λήψη φασµάτων NMR. 

Το φάσµα NMR-1H της κορυφής 6, πριν και µετά τη προσθήκη πικρικού οξέος, 

απεικονίζεται στο Σχήµα 8.3.3. Από τις απορροφήσεις στην περιοχή πάνω των 12 ppm 

υποδηλώνεται η παρουσία τριών οµάδων ΟΗ(5) ενώσεων φλαβονοειδών. Η έντονη 

απορρόφηση στα 12.15 ppm αποδίδεται στην εριοδικτυόλη, ΟΗ(5)(er), η απορρόφηση στα 

12.65 ppm σε µέθοξυ παράγωγο φλαβονοειδούς (βλέπετε παρακάτω) ενώ η απορρόφηση στα 

12.99 ppm σε µία άλλη ένωση φλαβονοειδές. Από τις απορροφήσεις στα ~ 4 ppm 

υποδηλώνεται η παρουσία δύο µεθόξυ οµάδων (CH3O-) µε λόγο ολοκληρωµάτων 3:1. 

Πιθανόν η δεύτερη µεθόξυ οµάδα, όπως προκύπτει από τις σχετικές ολοκληρώσεις να 



 156 

σχετίζεται µε την απορρόφηση στα 12.99 ppm. Λόγω µικρής ποσότητας της συγκεκριµµένης 

ένωσης δεν είναι δυνατόν να εξαχθεί ασφαλές συµπέρασµα. 
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Σχήµα 8.3.3: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz NMR-1H της κορυφής 6 σε 0.5 mL διαλύτη 

DMSO-d6 (T=288Κ, ns=128, texpt=17m. (Α) χωρίς την προσθήκη πικρικού οξέος, (Β) µε προσθήκη 36 

µL διαλύµατος 10 mM πικρικού οξέος. Η κορυφή µε τον αστερίσκο υποδηλώνει την απορρόφηση του 

πικρικού οξέος. 

 

Οι απορροφήσεις στα 6.93 ppm (2Η, d, J = 8.9 Hz) (δC = 116.01 ppm) και 7.93 ppm 

(2Η, d, J = 8.9 Hz) (δC = 128.45 ppm) αποδίδονται στα πρωτόνια H-3΄, H-5΄, και H-2΄, H-6΄ 

αντίστοιχα, του δακτυλίου (Β). Η απορρόφηση στα 6.83 ppm (1H, s) αποδίδεται στο 

πρωτόνιο Η-3 (δC = 102.55 ppm), καθώς εµφανίζει κορυφή διασταύρωσης µε το καρβονύλιο 

C-4 στα 182.26 ppm. Η απορρόφηση στα 6.92 ppm (1H, s) αποδίδεται στο πρωτόνιο Η-8 (δC 

= 91.24 ppm). Οι κορυφές στα 8.78 και 10.42 ppm, που εκλεπτύνθηκαν κατόπιν προσθήκης 

του πικρικού οξέος, αποδίδονται στις οµάδες ΟΗ(6) και ΟΗ(4΄), αντίστοιχα. Οι 

απορροφήσεις στα 9.09 ppm και 9.14 ppm, αποδίδονται στις οµάδες –ΟΗ του δακτυλίου (Β) 

της εριοδικτυόλης, ΟΗ(3΄)(er) και ΟΗ(4΄)(er), αντίστοιχα. 
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Από την εφαρµογή φασµατοσκοπίας 2D 1H-13C HMBC NMR προκύπτει ότι τα 

πρωτόνια H-(2΄,6΄) εµφανίζουν κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 115.93 ppm 

(C-(3΄,5΄)), 128.45 ppm (C-(2΄,6΄)), 161.10 ppm (C-4΄) και 163.64 ppm (C-2). Τα πρωτόνια 

H-(3΄,5΄) εµφανίζουν κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 115.96 ppm (C-(3΄,5΄)), 

121.30 ppm (C-1΄) 161.23 ppm (C-4΄) και 163.64 ppm (C-2). Το πρωτόνιο Η-3 εµφανίζει 

κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 105.12 ppm (C-10), 121.41 ppm (C-1΄), 146.01 

ppm (C-5), 163.75 ppm (C-2) και 182.17 ppm (C-4). Το πρωτόνιο Η-8 εµφανίζει κορυφές 

διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 105.02 ppm (C-10), 129.92 ppm (C-6), 149.64 ppm (C-

9), και 154.31 ppm (C-7). Η οµάδα ΟΗ(5) εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους 

άνθρακες στα 105.00 ppm (C-10), 129.90 ppm (C-6), 146.12 ppm (C-5), 154.32 ppm (C-7) 

και 182.26 ppm (C-4). Η οµάδα ΟΗ(6) εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες 

στα 129.89 ppm (C-6), 146.09 ppm (C-5) και 154.27 ppm (C-7). Η οµάδα ΟΗ(4΄) εµφανίζει 

κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 115.95 ppm (C-(3΄,5΄)) και 161.16 ppm (C-4΄). 

Στο παρακάτω Σχήµα 8.3.4 παρατίθενται οι κοινές κορυφές διασταύρωσης όπως 

προέκυψαν από φάσµα 2D 1H-13C HMBC NMR που επιβεβαιώνουν τη δοµή της ένωσης ως 

µεθόξυ παράγωγο φλαβονοειδούς και βρίσκονται σε συµφωνία µε τα βιβλιογραφικά 

δεδοµένα [Yoon et al., 2011; Lee et al., 2008; Toth et al., 2007; Andersen et al., 2006; Moon 

et al., 2006]. 
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Σχήµα 8.3.4: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR (T=288K, ns=96, 

texpt=12.5h). της κορυφής 6 σε 0.5 mL διαλύτη DMSO-d6, κατόπιν προσθήκης 36 µL διαλύµατος 10 

mM πικρικού οξέος. Επιδεικνύονται οι κοινές κορυφές διασταύρωσης των οµάδων –ΟΗ: (Α) ΟΗ(5) 

και ΟΗ(6), και (Β) ΟΗ(4΄). 

 

Το φάσµα NMR-1H της κορυφής 7, παρουσιάζει µοριακό ιόν 330.1 m/z, πριν και µετά 

τη προσθήκη πικρικού οξέος, απεικονίζεται στο Σχήµα 8.3.5. 
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Σχήµα 8.3.5: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz NMR-1H της κορυφής 7 σε 0.5 mL διαλύτη 

DMSO-d6 (T=290Κ, ns=256, texpt=34m). (Α) Χωρίς την προσθήκη πικρικού οξέος, (Β) µε προσθήκη 

37 µL διαλύµατος 10 mM πικρικού οξέος. Η κορυφή µε τον αστερίσκο υποδηλώνει την απορρόφηση 

υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2). 

 

Η απορροφήση στα 12.53 ppm υποδηλώνει την παρουσία οµάδας ΟΗ(5) 

φλαβονοειδούς ενώ οι απορροφήσεις στα ~ 4 ppm υποδηλώνουν την παρουσία δύο µεθόξυ 

οµάδων (CH3O-). 

Οι απορροφήσεις στα 6.96 ppm (2Η, d, J = 8.8 Hz) (δC = 116.34 ppm) και 7.94 ppm 

(2Η, d, J = 8.7 Hz) (δC = 128.73 ppm) αποδίδονται στα πρωτόνια H-3΄, H-5΄, και H-2΄, H-6΄ 

αντίστοιχα, του δακτυλίου (Β). Η απορρόφηση στα 6.85 ppm (1H, s) αποδίδεται στο 

πρωτόνιο Η-3 (δC = 102.58 ppm), καθώς εµφανίζει κορυφή διασταύρωσης µε το καρβονύλιο 

C-4 στα 182.81 ppm. Οι κορυφές στα 9.17 και 10.45 ppm, που εκλεπτύνθηκαν κατόπιν 

προσθήκης του πικρικού οξέος, αποδίδονται στις οµάδες ΟΗ(6) και ΟΗ(4΄), αντίστοιχα. Η 

έντονη κορυφή στα 10.25 ppm (υποδηλώνετε µε αστερίσκο) αποδίδεται στην απορρόφηση 

υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2) [Pajunena et al., 2008; Stephenson et al., 2005] που 

εντοπίζεται σε εκχυλίσµατα φυσικών προϊόντων [Kiuchi et al., 2002; Casteel, 1999]. Η µία 

µεθόξυ οµάδα στα 3.94 ppm εντοπίζεται στο δακτυλίου (Α), θέση 7, καθόσον εµφανίζει 

κοινή κορυφή διασταύρωσης στα 148.11 ppm (C-7) µε τα υδροξύλια ΟΗ(5) και ΟΗ(6), ενώ η 

δεύτερη µεθόξυ οµάδα στα 3.91 ppm, εµφανίζει µόνο µία κορυφή διασταύρωσης στα 133.12 

ppm (C-8), και εντοπίζεται στη θέση 8 του δακτυλίου (Α). 
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Από την εφαρµογή φασµατοσκοπίας 2D 1H-13C HMBC NMR προκύπτει ότι τα 

πρωτόνια H-(2΄,6΄) εµφανίζουν κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 128.64 ppm 

(C-(2΄,6΄)), 161.47 ppm (C-4΄) και 163.95 ppm (C-2). Τα πρωτόνια H-(3΄,5΄) εµφανίζουν 

κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 116.29 ppm (C-(3΄,5΄)), 121.49 ppm (C-1΄) και 

161.48 ppm (C-4΄). Το πρωτόνιο Η-3 εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες 

στα 106.34 ppm (C-10), 121.44 ppm (C-1΄), 143.23 ppm (C-5), 164.13 ppm (C-2) και 182.81 

ppm (C-4). Η οµάδα ΟΗ(5) εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 106.25 

ppm (C-10), 134.41 ppm (C-6), 143.31 ppm (C-5), 148.13 ppm (C-7) και 182.87 ppm (C-4). 

Η οµάδα ΟΗ(6) εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 134.40 ppm (C-6), 

143.32 ppm (C-5) και 148.09 ppm (C-7) ενώ η οµάδα ΟΗ(4΄) µε τους άνθρακες στα 116.24 

ppm (C-(3΄,5΄)) και 161.54 ppm (C-4΄). 

Στο παρακάτω Σχήµα 8.3.6 παρατίθονται οι κοινές κορυφές διασταύρωσης όπως 

προέκυψαν από το φάσµα 2D 1H-13C HMBC NMR που επιβεβαιώνουν τη δοµή της ένωσης 

ως µέθοξυ παράγωγο φλαβονοειδούς. Τα παραπάνω αποτελέσµατα βρίσκονται σε συµφωνία 

µε τα βιβλιογραφικά δεδοµένα [Yoon et al., 2011; Park et al., 2007a; 2007b; Moon et al., 

2006; 2005; Kim et al., 2006]. 

Αξίζει να σηµειωθεί ότι µε τη προσθήκη του πικρικού οξέος λήφθηκε φάσµα NMR 

υψηλής ευκρίνειας όχι µόνον των απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ αλλά και του 

υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η–Ο–Ο–Η), ενώ επήλθε επίσης σηµαντική βελτίωση και στις 

απορροφήσεις των πρωτονίων Η-3 και CH3O-. Το ίδιο παρατηρήθηκε και στην περίπτωση 

του πρωτονίου Η-3 της κορυφής 6 (Σχήµα 8.3.3) Το γεγονός αυτό επιβεβαιώνει την 

αλληλεπίδραση του πικρικού οξέος µε φλαβονοειδή µέσω αλληλεπιδράσεων των 

αρωµατικών δακτυλίων (stacking modes) [Refat et al., 2010; Bindya et al., 2007]. 
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Σχήµα 8.3.6: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR (T=288K, ns=96, 

texpt=12.5h). της κορυφής 7 σε 0.5 mL διαλύτη DMSO-d6, κατόπιν προσθήκης 36 µL διαλύµατος 10 

mM πικρικού οξέος. Επιδεικνύονται οι κοινές κορυφές διασταύρωσης των οµάδων –ΟΗ: (Α) ΟΗ(5) 

και ΟΗ(6), και (Β) ΟΗ(4΄). 
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Το φάσµα NMR-1H της κορυφής 10, παρουσιάζει µοριακό ιόν 344.1 m/z, πριν και 

µετά τη προσθήκη πικρικού οξέος, απεικονίζεται στο Σχήµα 8.3.7. Στην περίπτωση αυτή η 

βελτίωση του φάσµατος µε τη προσθήκη πικρικού οξέος ήταν περιορισµένη διότι οι 

απορροφήσεις των ΟΗ(5) και ΟΗ(6) ήταν ήδη σχετικά λεπτές (∆ν1/2 ≈ 5 και 8 Hz, 

αντίστοιχα). 

 

8.60

OH(5) OH(6)

H-5΄

H-2΄ H-3
*

CH O-(7)3
H-8

H-6΄

(A)

(B)

CH O-(33 ΄)

CH O-(43 ΄)

 
Σχήµα 8.3.7: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz NMR-1H της κορυφής 10 σε 0.5 mL διαλύτη 

DMSO-d6 (T=288Κ, ns=256, texpt=34m). (Α) χωρίς την προσθήκη πικρικού οξέος, (Β) µε προσθήκη 3 

µL διαλύµατος 2 mM πικρικού οξέος. Η κορυφή µε τον αστερίσκο υποδηλώνει την απορρόφηση του 

πικρικού οξέος. 

 

Η απορρόφηση στα 12.63 ppm, υποδηλώνει την παρουσία οµάδας ΟΗ(5) 

φλαβονοειδούς, ενώ οι απορροφήσεις στα ~ 4 ppm υποδηλώνουν την παρουσία τριών µεθόξυ 

οµάδων (CH3O-). 

Οι απορροφήσεις στα 7.14 ppm (1Η, d, J = 8.7 Hz), 7.60 ppm (1Η, d, J = 2.2 Hz) και 

7.72 ppm (1Η, dd, J = 8.7, 2.1 Hz) αποδίδονται στα πρωτόνια H-5΄ (δC = 111.30 ppm), H-2΄ 
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(δC = 108.90 ppm) και H-6΄ (δC = 119.65 ppm), αντίστοιχα, του δακτυλίου (Β). Η 

απορρόφηση στα 7.02 ppm (1H, s) αποδίδεται στο πρωτόνιο Η-3 (δC = 103.20 ppm), καθώς 

εµφανίζει κορυφή διασταύρωσης 2JHC µε το καρβονύλιο C-4 στα 181.98 ppm. Η απορρόφηση 

στα 6.97 ppm (1H, s) αποδίδεται στο πρωτόνιο Η-8 (δC = 90.99 ppm). Οι απορροφήσεις στα 

12.63 ppm και 8.79 ppm αποδίδονται στις οµάδες ΟΗ(5) και ΟΗ(6), αντίστοιχα.  

Από τις κοινές κορυφές διασταύρωσης (Σχήµα 8.3.8) των µεθόξυ οµάδων µε τα 

αντίστοιχα πρωτόνια προκύπτει ότι οι οµάδες CH3O-(4΄) (3.86 ppm) µε κορυφή 

διασταύρωσης στα 151.64 ppm (C-4΄), και CH3O-(3΄) (3.89 ppm) µε κορυφή διασταύρωσης 

στα 148.64 ppm (C-3΄) εντοπίζονται στο δακτύλιο (C), στις θέσεις 4΄ και 3΄, αντίστοιχα. Η 

οµάδα CH3O- (3.93 ppm) µε κορυφή διασταύρωσης στα 154.01 ppm (C-7) εντοπίζεται στη 

θέση 7 του δακτυλίου (Α). Από το φάσµα 2D 1H-13C HMBC NMR της κορυφής 10 

προκύπτουν οι παρακάτω συσχετίσεις. Το πρωτόνιο Η-3 εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε 

τους άνθρακες στα 104.80 ppm (C-10), 122.50 ppm (C-1΄), 163.20 ppm (C-2) και 181.98 ppm 

(C-4). Το πρωτόνιο Η-8 εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 104.89 ppm 

(C-10), 129.64 ppm (C-6), 149.247 ppm (C-5) και 154.02 ppm (C-7). Το πρωτόνιο Η-5΄ 

εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 122.07 ppm (C-1΄), 148.63 ppm (C-

3΄), 151.63 ppm (C-4΄) και 162.90 ppm (C-2). Το πρωτόνιο Η-2΄ εµφανίζει κορυφές 

διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 119.70 ppm (C-6΄), 148.70 ppm (C-3΄) και 151.63 ppm 

(C-4΄). Το πρωτόνιο Η-6΄ εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 108.91 

ppm (C-2΄) και 151.63 ppm (C-4΄), η οµάδα ΟΗ(6) µε τους άνθρακες 145.71 ppm (C-5) και 

154.04 ppm (C-7) και η οµάδα ΟΗ(5) εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες 

στα 104.74 ppm (C-10), 129.62 ppm (C-6) και 145.69 ppm (C-5). Τα παραπάνω 

αποτελέσµατα βρίσκονται σε συµφωνία µε τα βιβλιογραφικά δεδοµένα [Yoon et al., 2011; 

Lee et al., 2008; Toth et al., 2007; Andersen et al., 2006; Moon et al., 2006]. 
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Σχήµα 8.3.8: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR (T=288K, ns=120, 

texpt=16h) της κορυφής 10 σε 0.5 mL διαλύτη DMSO-d6, κατόπιν προσθήκης 3 µL διαλύµατος 2 mM 

πικρικού οξέος. Επιδεικνύονται οι κοινές κορυφές διασταύρωσης των οµάδων –ΟΗ: (Α) ΟΗ(5) και 

ΟΗ(6), και (Β) των µεθόξυ οµάδων. 
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Το φάσµα NMR-1H της κορυφής 12, παρουσιάζει µοριακό ιόν 314.1 m/z, πριν και 

µετά τη προσθήκη πικρικού οξέος, απεικονίζεται στο Σχήµα 8.3.9. 

 
OH(5) *

OH(6)
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H-8

 
Σχήµα 8.3.9: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz NMR-1H της κορυφής 12 σε 0.5 mL διαλύτη 

DMSO-d6 (T=288Κ, ns=256, texpt=34m). (Α) χωρίς την προσθήκη πικρικού οξέος, (Β) µε προσθήκη 

27 µL διαλύµατος 10 mM πικρικού οξέος. Η κορυφή µε τον αστερίσκο υποδηλώνει την απορρόφηση 

του πικρικού οξέος. 

 

Η απορρόφηση στα 12.61 ppm υποδηλώνει την παρουσία οµάδας ΟΗ(5) 

φλαβονοειδούς ενώ οι απορροφήσεις στα ~ 4 ppm υποδηλώνουν την παρουσία δύο µεθόξυ 

οµάδων (CH3O-). 

Οι απορροφήσεις στα 7.13 ppm (2Η, d, J = 9.0 Hz) (δC = 114.99 ppm) και 8.07 ppm 

(2Η, d, J = 9.0 Hz) (δC = 128.66 ppm) αποδίδονται στα πρωτόνια H-3΄, H-5΄, και H-2΄, H-6΄ 

αντίστοιχα, του δακτυλίου (Β). Η απορρόφηση στα 6.92 ppm (1H, s) αποδίδεται στο 

πρωτόνιο Η-3 (δC = 103.56 ppm), ενώ η απορρόφηση στα 6.96 ppm (1H, s) αποδίδεται στο 

πρωτόνιο Η-8 (δC = 91.61 ppm). Η κορυφή στα 8.80, που εκλεπτύνθηκε σηµαντικά κατόπιν 

προσθήκης του πικρικού οξέος, αποδίδεται στην οµάδα ΟΗ(6). Η έντονη κορυφή στα 8.59 

ppm (υποδηλώνετε µε αστερίσκο) αποδίδεται στην απορρόφηση του πικρικού οξέος. Η µία 
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µεθόξυ οµάδα στα 3.92 ppm εντοπίζεται στο δακτυλίο (Α), θέση 7, καθόσον εµφανίζει κοινή 

κορυφή διασταύρωσης στα 154.38 ppm (C-7) µε τα υδροξύλια ΟΗ(5), ΟΗ(6) και το 

πρωτόνιο Η-8. Η δεύτερη µεθόξυ οµάδα στα 3.86 ppm εντοπίζεται στη θέση 4΄ του 

δακτυλίου (Β), καθόσον εµφανίζει κοινή κορυφή διασταύρωσης στα 162.17 ppm (C-4΄) µε τα 

πρωτόνια Η-(2,6΄) και Η-(3,5΄). 

Από την εφαρµογή φασµατοσκοπίας 2D 1H-13C HMBC NMR προκύπτει ότι τα 

πρωτόνια H-(2΄,6΄) εµφανίζουν κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 114.55 ppm 

(C-(3΄,5΄)), 128.26 ppm (C-(2΄,6΄)), 162.16 ppm (C-4΄) και 163.26 ppm (C-2). Τα πρωτόνια 

H-(3΄,5΄) εµφανίζουν κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 114.59 ppm (C-(3΄,5΄)), 

122.89 ppm (C-1΄) και 162.13 ppm (C-4΄) και το πρωτόνιο Η-3 µε τους άνθρακες στα 105.07 

ppm (C-10), 122.83 ppm (C-1΄), 146.10 ppm (C-5), 163.22 ppm (C-2) και 182.10 ppm (C-4). 

Το πρωτόνιο Η-8 εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 105.09 ppm (C-

10), 129.88 ppm (C-6), 146.11 ppm (C-5), 149.62 ppm (C-9), 154.26 ppm (C-7) και 182.19 

ppm (C-4). Η οµάδα ΟΗ(5) εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 104.95 

ppm (C-10), 129.89 ppm (C-6), 146.11 ppm (C-5), 154.34 ppm (C-7) και 182.30 ppm (C-4) 

και η οµάδα ΟΗ(6) µε τους άνθρακες στα 129.90 ppm (C-6), 146.07 ppm (C-5) και 154.31 

ppm (C-7). 

Στο Σχήµα 8.3.10 παρατίθενται οι κοινές κορυφές διασταύρωσης όπως προέκυψαν 

από το φάσµα 2D 1H-13C HMBC NMR που επιβεβαιώνουν τη δοµή της ένωσης ως µεθόξυ 

παράγωγο φλαβονοειδούς. Τα παραπάνω αποτελέσµατα βρίσκονται σε συµφωνία µε τα 

βιβλιογραφικά δεδοµένα [Yoon et al., 2011; Lee et al., 2008; Toth et al., 2007; Andersen et 

al., 2006; Moon et al., 2006]. 

Σηµειώνεται ότι µε τη προσθήκη του πικρικού οξέος όχι µόνο εκλεπτύνθηκαν οι 

απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ και λήφθηκε φάσµα NMR υψηλής ευκρίνειας, αλλά ακόµη 

επήλθε σηµαντική βελτίωση και στις απορροφήσεις των πρωτονίων Η-3, Η-8 και CH3O-, 

όπως παρατηρήθηκε προηγουµένως. 
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Σχήµα 8.3.10: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR (T=288K, ns=112, 

texpt=15h). της κορυφής 12 σε 0.5 mL διαλύτη DMSO-d6, κατόπιν προσθήκης 27 µL διαλύµατος 10 

mM πικρικού οξέος. Επιδεικνύονται οι κοινές κορυφές διασταύρωσης των οµάδων ΟΗ(5) και ΟΗ(6), 

και των µεθόξυ οµάδων. 

 

Το φάσµα NMR-1H της κορυφής 13, παρουσιάζει µοριακό ιόν 166.1 m/z, πριν και 

µετά τη προσθήκη πικρικού οξέος, απεικονίζεται στο Σχήµα 8.3.11. 
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Σχήµα 8.3.11: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz NMR-1H της κορυφής 13 σε 0.5 mL 

διαλύτη DMSO-d6 (T=289Κ, ns=256, texpt=34m). (Α) Χωρίς την προσθήκη πικρικού οξέος, (Β) µε 

προσθήκη 49 µL διαλύµατος 10 mM πικρικού οξέος. 

 

Από το Σχήµα 8.3.11 προκύπτει ότι η κορυφή στα 8.13 ppm (υποδεικνύεται µε 

αστερίσκο), εκλεπτύνθηκε µε τη προσθήκη πικρικού οξέος. Επιπλέον εµφανίζει κορυφή 

διασταύρωσης στα δC = 162.92 ppm, σε πείραµα 1H-13C HSQC, ενώ δεν εµφανίζει κορυφή 

διασταύρωσης κατά την εφαρµογή 2D 1H-13C HMBC NMR. Παράλληµα, δεν υπάρχει άλλη 

απορρόφηση πρωτονίου που να εµφανίζει κορυφή διασταύρωσης σε αυτή την τιµή άνθρακα. 

Κατά αυτόν τον τρόπο δεν µπορεί να εξαχθεί ασφαλές συµπέρασµα για αυτή την 

απορρόφηση. 

Οι απορροφήσεις στα 8.01 ppm και 8.14 ppm, που εκλεπτύνθηκαν µε τη προσθήκη 

πικρικού οξέος, αποδίδονται στις οµάδες ΟΗ(6) και ΟΗ(1), σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα 

2D 1H-13C HMBC NMR (Σχήµα 8.3.12). Η οµάδα ΟΗ(6) εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης 

µε τους άνθρακες στα 132.82 ppm (C-5), 142.35 ppm (C1) και 143.17 ppm (C-6). Η οµάδα 

ΟΗ(1) εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 122.07 ppm (C-2), 142.39 

ppm (C1) και 143.16 ppm (C-6). Η απορρόφηση στα 6.50 ppm (2Η, d J = 7.8 Hz) (δC = 

115.68 ppm και 120.51 ppm) αποδίδεται στα πρωτόνια Η-(3,4) τα οποία εµφανίζουν κορυφές 
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διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 122.09 ppm (C-2), 132.80 ppm (C-5), 142.66 ppm (C-

1), 16.39 ppm (C-7) και 26.54 ppm (C-8). Η απορρόφηση στα 3.16 ppm (1H, m) (δC = 26.04 

ppm) αποδίδεται στο πρωτόνιο Η-8 διότι εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες 

στα 22.89 ppm (C-9), 116.14 ppm (C-4), 132.85 ppm (C-5), και 142.50 ppm (C-1). Η 

απορρόφηση στα 2.08 ppm (3H, s) (δC = 16.27 ppm) αποδίδεται στο πρωτόνιο Η-7 διότι 

εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 120.81 ppm (C-3), 122.11 ppm (C-

2), 142.60 ppm (C-6), και 132.80 ppm (C-5) και 22.99 ppm (C-9). Η απορρόφηση στα 1.10 

ppm (6H, s, d J = 6.9 Hz) (δC = 22.97 ppm) αποδίδεται στο πρωτόνιο Η-9 διότι εµφανίζει 

κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 26.44 ppm (C-8) και 132.80 ppm (C-5). Τα 

παραπάνω αποτελέσµατα βρίσκονται σε συµφωνία µε τα βιβλιογραφικά δεδοµένα [Bitar et 

al., 2008; Dapkevicius et al., 2002; Miura et al., 1989]. 
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H-8, C-1 H-7, C-6

H-7, C-5 H-9, C-5
H-8, C-5

H-7, C-3

H-7, C-2

 
Σχήµα 8.3.12: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR (T=289K, ns=76, 

texpt=10h) της κορυφής 13 σε 0.5 mL διαλύτη DMSO-d6, κατόπιν προσθήκης 49 µL διαλύµατος 10 

mM πικρικού οξέος. Επιδεικνύονται οι κοινές κορυφές διασταύρωσης των µεταξύ των οµάδων ΟΗ(1) 

και ΟΗ(6), και των αντίστοιχων πρωτονίων. 

 

 

Το φάσµα NMR-1H της κορυφής 14, παρουσιάζει µοριακό ιόν 330.2 m/z, πριν και 

µετά τη προσθήκη πικρικού οξέος, απεικονίζεται στο Σχήµα 8.3.13. 
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OH(1,1 )΄

OH(6,6 )΄
H-(3,3΄)

H-(8,8΄)

H-(7,7΄) H-(9,9΄)

(A)

(B)

 
Σχήµα 8.3.13: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz NMR-1H της κορυφής 14 σε 0.5 mL 

διαλύτη DMSO-d6 (T=289Κ, ns=128, texpt=17m). (Α) Χωρίς την προσθήκη πικρικού οξέος, (Β) µε 

προσθήκη 13 µL διαλύµατος 10 mM πικρικού οξέος. 

 

Οι απορροφήσεις στα 8.00 ppm και 8.10 ppm, που εκλεπτύνθηκαν µε τη προσθήκη 

πικρικού οξέος αποδίδονται στις οµάδες ΟΗ(6) και ΟΗ(1). Με την εφαρµογή 

φασµατοσκοπίας 2D 1H-13C HMBC NMR (Σχήµα 8.3.14) προέκυψαν οι ακόλουθες 

συσχετίσεις. Η οµάδα ΟΗ(6) εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 131.68 

ppm (C-5), 140.93 ppm (C1) και 142.79 ppm (C-6). Η οµάδα ΟΗ(1) εµφανίζει κορυφές 

διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 120.65 ppm (C-2), 140.95 ppm (C1) και 142.82 ppm 

(C-6). Η απορρόφηση στα 6.30 ppm (2Η, d J = 7.8 Hz) (δC = 117.61 ppm) αποδίδεται στα 

πρωτόνια Η-(3,3΄) διότι εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 120.69 ppm 

(C-2), 133.30 ppm (C-4), 141.03 ppm (C-1), 142.70 ppm (C-6), 13.48 ppm (C-7) και 26.38 

ppm (C-8). Η απορρόφηση στα 3.19 ppm (2H, m) (δC = 26.36 ppm) αποδίδεται στα πρωτόνια 

Η-(8,8΄) διότι εµφανίζει κορυφές διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 22.91 ppm (C-9), 

117.57 ppm (C-3), 131.63 ppm (C-5), και 141.02 ppm (C-6). Η απορρόφηση στα 2.08 ppm 

(6H, s) (δC = 13.59 ppm) αποδίδεται στα πρωτόνια Η-(7,7΄) διότι εµφανίζει κορυφές 

διασταύρωσεις µε τους άνθρακες στα 117.70 ppm (C-3), 120.63 ppm (C-2), 133.27 ppm (C-
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4), και 142.84 ppm (C-6) και 23.06 ppm (C-9). Η απορρόφηση στα 1.12 ppm (12H, s, d J = 

7.0 Hz) (δC = 22.90 ppm) αποδίδεται στα πρωτόνια Η-(9,9΄) διότι εµφανίζει κορυφές 

διασταύρωσης µε τους άνθρακες στα 26.48 ppm (C-8) και 131.65 ppm (C-5). Τα παραπάνω 

αποτελέσµατα βρίσκονται σε συµφωνία µε τα βιβλιογραφικά δεδοµένα [Bitar et al., 2008; 

Dapkevicius et al., 2002; Miura et al., 1989]. 

 
OH(1,1 )΄ OH(6,6 )΄ H-(3,3΄)
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OH(6,6 )΄

H-(3,3 , C-2΄)

H-(3,3 , C-4΄)

H-(3,3 , C-1΄)

H-(3,3 , C-6΄)OH(6,6 , C-6΄)

OH(6,6 , C-1΄)

OH(1,1 , C-1΄)

OH(1,1 , C-6΄)

H-(8,8 , C-3΄)

H-(7,7 , C-3΄)

H-(7,7 , C-2΄)

H-(7,7 , C-5΄)

H-(7,7 , C-4΄)

H-(7,7 , C-1΄)

H-(7,7 , C-6΄)

H-(8,8 , C-5΄)

H-(8,8 , C-1΄)

H-(9,9 , C-5΄)

 
Σχήµα 8.3.14: Επιλεγµένες περιοχές φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR (T=289K, ns=76, 

texpt=10h). της κορυφής 14 σε 0.5 mL διαλύτη DMSO-d6, κατόπιν προσθήκης 13 µL διαλύµατος 10 

mM πικρικού οξέος. Επιδεικνύονται οι κοινές κορυφές διασταύρωσης των µεταξύ των οµάδων ΟΗ(1) 

και ΟΗ(6), και των αντίστοιχων πρωτονίων. 
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Από τα παραπάνω προκύπτει ότι µε την  εφαρµογή της µεθοδολογίας LC-SPE-NMR 

και της παρασκευαστικής χρωµατογραφίας σε συνδυασµό µε την προσθήκη πικρικού οξέος 

σε αποµονωµένα κλάσµατα, για την εκλέπτυνση των απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ, 

επιτεύχθηκε σε µεγάλο βαθµό ο αρχικός στόχος της µελέτης. Συµπερασµατικά οι ενώσεις που 

ταυτοποιήθηκαν παρουσιάζονται στο Σχήµα 8.3.16. Από τη συστάδα των τεσσάρων 

απορροφήσεων στα 12.6 - 12.7 ppm επιτεύχθηκε ο προσδιορισµός των τριών ενώσεων 

(Σχήµα 8.3.16). Όλες οι ενώσεις είναι µεθόξυ παράγωγα φλαβονοειδών, µε υποκατάσταση 

στη θέση 6 του δακτυλίου (Α) µε –ΟΗ, και διαφοροποιούνται ως προς την υποκατάσταση του 

δακτυλίου (Β). Επίσης αποσαφηνίστηκε η περιοχή απορρόφησης των 8.0 - 8.4 ppm η οποία 

περιλαµβάνει απορροφήσεις υδροξυλίων φαινολικού τύπου παραγώγων της καρβακρόλης. 

Από τις συνολικά έξι απορροφήσεις, βεβαιώθηκαν οι τέσσερις, ανά δύο ζεύγη απορροφήσεων 

(Σχήµα 8.3.17).  

 

1 2

3 4

5 6
 

Σχήµα 8.3.15: ∆οµές των ενώσεων που ταυτοποιήθηκαν. 
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ppm 12.72  12.70  12.68  12.66  12.64  12.62  12.60  12.72  12.70  12.68  12.66  12.64  12.62  12.60 

(A)

(B)

(C)

(D)

 
Σχήµα 8.3.16: Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz NMR-1H σε διαλύτη DMSO-d6. (Α) 

εκχύλισµα ΟΕΤ (Β) µεθόξυ παράγωγο 1, (C) µεθόξυ παράγωγο 3 και (D) µεθόξυ παράγωγο 2. 

 

ppm 8.4  8.3  8.2  8.1  8.0  7.9  8.4  8.3  8.2  8.1  8.0  7.9 

(A)

(B)

(C)

 
Σχήµα 8.3.17: Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz NMR-1H σε διαλύτη DMSO-d6 (Τ = 288 Κ). 

(Α) εκχύλισµα ΟΕΤ , (Β) παράγωγο 5, (C) παράγωγο 6. 
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Στους πίνακες Π12-Π17 του Παραρτήµατος παρατίθενται οι χηµικές µετατοπίσεις των 

ενώσεων του Σχήµατος 8.3.15. 

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα αυτά είναι εφικτή η ταξινόµηση των απορροφήσεων 

των οµάδων –ΟΗ των φλαβονοειδών και των παραγώγων της καρβακρόλης στη κλίµακα των 

ppm. Η ταξινόµηση γίνεται ως προς τη δοµή που κατέχουν και το πώς επηρεάζεται η 

απορρόφηση των οµάδων –ΟΗ αναλόγως των υποκαταστάσεων των δακτυλίων των 

ενώσεων. Είναι χαρακτηριστικό ότι σε όλα τα µεθόξυ παράγωγα η απορρόφηση της οµάδας 

ΟΗ(6) εντοπίζεται στα 8.80 ppm, µε υποκαταστάτη µεθόξυ οµάδα στη θέση 7 του δακτυλίου 

(Α). Παρατηρείται όµως χαρακτηριστική µετατόπιση της απορρόφησης αυτής προς 

υψηλότερα  ppm, 9.17 ppm, µε τη παρουσία και µιας δεύτερης µεθόξυ οµάδας στη θέση 8. Η 

ταξινόµηση θα αναλυθεί στο εκχύλισµα της ρίγανης σε οξικό αιθυλεστέρα (ΟΕΤ) και 

περιγράφεται στο κεφάλαιο 9. 
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9. ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ ΑΠΟΡΡΟΦΗΣΕΩΝ ΤΩΝ ΟΜΑ∆ΩΝ -ΟΗ ΣΕ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑ ΜΕ 

ΒΑΣΗ ΤΙΣ ΧΗΜΙΚΕΣ ΜΕΤΑΤΟΠΙΣΕΙΣ 

 

 

 

Τα ερευνητικά αποτελέσµατα που προέκυψαν µε την εφαρµογή της µεθοδολογίας του 

HCl και του πικρικού οξέος είτε σε πρότυπες ενώσεις (κεφάλαια 6.3 και 7.2) είτε σε 

εκχυλίσµατα (κεφάλαια 6.4 - 6.5, 7.3, 7.5 - 7.6 και 8.1 - 8.4), προσέφεραν σηµαντικές 

πληροφορίες σχετικά µε τη δυνατότητα αποτύπωσης και κατηγοροποιήσης των 

απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ µε βάση τις χηµικές µετατοπίσεις. 

Βασικό κριτήριο αποτελεί η χηµική µετατόπιση της οµάδας ΟΗ(5) των φλαβονοειδών 

(Σχήµα 8.5.1). Η απορρόφηση της οµάδας ΟΗ(5), η οποία όπως αναλύθηκε διεξοδικά σε 

προηγούµενο κεφάλαιο, σχηµατίζει ισχυρό ενδοµοριακό δεσµό υδρογόνου µε το καρβονύλιο 

C-4, είναι ιδιαίτερα ευαίσθητη σε αλλαγές υποκατάστασης, ακόµα και σε απόσταση έντεκα 

δεσµών. Τυπικό παράδειγµα αποτελεί η περίπτωση του µίγµατος κερκετίνης - λουτεολίνης 

(Σχήµα 6.3.2) µε διαφορετική υποκατάσταση στο δακτύλιο (C), η οποία επηρεάζει την 

απορρόφηση του ΟΗ(5). Σηµαντικά µεγαλύτερη επίδραση στη χηµική µετατόπιση ασκούν οι 

διαφορετικές υποκαταστάσεις στο δακτύλιο (Α), όπως π.χ. στην περίπτωση των µεθόξυ 

παραγώγων, καθώς και στο δακτύλιο (C). Επιπροςθέτως, είναι εφικτή και η οριοθέτηση και 

των απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ των φλαβονοειδών, π.χ. ΟΗ(7) και ΟΗ(6). 

 

 
Σχήµα 9.1: Τυπική απεικόνιση δοµής φλαβονοειδούς. 

 

Η ταξινόµηση των απορροφήσεων µπορεί να γίνει µε βάση το εκχύλισµα ρίγανης σε 

διαλύτη οξικό αιθυλεστέρα (ΟΕΤ), όπου λήφθηκε φάσµα NMR-1H εξαιρετικά υψηλής 

διακριτικής ευκρίνειας µε ιδιαίτερα οξείες απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ. Επιπροσθέτως 

έχουν ταυτοποιηθεί σχεδόν οι περισσότερες απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ, των κύριων 
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αλλά και δευτερευόντων από άποψη συγκέντρωσης συστατικών, που εντοπίζονται σε αυτό το 

εκχύλισµα. Επιπλέον θα κατηγοριοποιηθούν και οι απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ στα ~ 14 

ppm, σύµφωνα µε την ανάλυση του µεθανολικού εκχυλίσµατος ρίγανης (ΟΜΕ) στο κεφάλαιο 

7.6. 

Όσον αφορά τα φλαβονοειδή, τα κύρια δοµικά κριτήρια που εισάγονται είναι: α) η 

ύπαρξη, ή όχι, διπλού δεσµού στη θέση C2-C3 και β) η υποκατάσταση στη θέση 3 του 

δακτυλίου (C), π.χ. οµάδα –ΟΗ ή –Η. Στη συνέχεια περαιτέρω οµαδοποιήσεις των 

απορροφήσεων περιλαµβάνουν υποκαταστάσεις στο δακτύλιο (Α), π.χ. οµάδα –ΟΗ ή 

γλυκοζιλιωµένο παράγωγο στη θέση 6 και οµάδα CH3O- στη θέση 7. 

Η παρουσία διπλού δεσµού στη θέση C2-C3 του δακτυλίου (C) των φλαβονοειδών 

επηρεάζει σηµαντικά τη χηµική µετατόπιση τόσο του άνθρακα C-4 όσο και του πρωτονίου 

της οµάδας ΟΗ(5) λόγω του σχηµατιζόµενου ενδοµοριακού δεσµού υδρογόνου. Τούτο 

οφείλεται στην αρωµατοποίηση του δακτυλίου (C) (δοµές συντονισµού I και II: Σχήµα 9.2), 

που επιφέρει ελάττωση του καρβονυλικού χαρακτήρα του CO(4) και ως εκ τούτου προστασία 

του C-4 και ισχυροποίηση του ενδοµοριακού δεσµού υδρογόνου λόγω της παρουσίας 

κλάσµατος αρνητικού φορτίου επί του οξυγόνου CO(4). Ως αποτέλεσµα ο άνθρακας C-4 

µετατοπίζεται από τα ~ 196 ppm (απουσία διπλού δεσµού στη θέση C2-C3) στα ~ 182 ppm. 

Το αντίστροφο συµβαίνει µε την απορρόφηση του πρωτονίου της οµάδας ΟΗ(5), η οποία 

µετατοπίζεται από τα ~ 12 ppm, σε τιµές > 12 ppm, λόγω σχηµατισµού ισχυρότερου δεσµού 

υδρογόνου µε αρνητικά φορτισµένο οξυγόνο στη θέση 4. 

 

 
Σχήµα 9.2: ∆οµές συντονισµού I και II τυπικών φλαβονοειδών παρουσία διπλού δεσµού στη θέση 

C2-C3 του δακτυλίου (C). 

 

Η παρουσία υποκαταστάτη οµάδας –ΟΗ στη θέση 3 του δακτυλίου (C) (π.χ. 

κερκετίνη), σε σχέση µε την παρουσία υποκαταστάτη –Η (π.χ. λουτεολίνη), επιφέρει 

µετατόπιση του άνθρακα C-4 από τα ~ 182 ppm (λουτεολίνη) σε χαµηλότερες τιµές ppm, στα 

~ 176 ppm (κερκετίνη) λόγω της παρουσίας του Ο της θέσης 3. Η απορρόφηση της οµάδας 
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ΟΗ(5) µετατοπίζεται από τα ~ 13.0 ppm (λουτεολίνη), σε χαµηλότερες τιµές ppm, στα ~ 12.5 

ppm (κερκετίνη), πράγµα που πάλι αποδίδεται στο φαινόµενο της αρωµατοποίησης του 

δακτυλίου (C), δηλαδή στις δοµές συντονισµού I και II (Σχήµα 9.3). Εδώ ο σχηµατιζόµενος 

ενδοµοριακός δεσµός υδρογόνου ΟΗ(5) – CO(4) είναι λιγότερο ισχυρός, λόγω παρουσίας της 

οµάδας ΟΗ(3), η οποία συµµετέχει εν µέρει και αυτή σε ενδοµοριακό δεσµό υδρογόνου µε το 

ίδιο οξυγόνο του καρβονυλίου CO(4). ∆ηλαδή το –Ο  στη θέση 4 του δακτυλίου (C) 

σχηµατίζει δύο δεσµούς υδρογόνου µε γειτονικά φαινολικά υδροξύλια, σχηµατίζοντας ένα 

εξαµελή και ένα πενταµελή δακτύλιο. Συνεπώς η ηλεκτρονιακή πυκνότητα µοιράζεται σε δύο 

δεσµούς υδρογόνου, οι οποίοι σαφώς είναι λιγότερο ισχυροί από ότι ο ένας δεσµός του 

Σχήµατος 9.2, και η σχετική µετατόπιση συγκριτικά είναι δικαιολογηµένη.  

 

 
Σχήµα 9.3: ∆οµές συντονισµού I και II τυπικών φλαβονοειδών παρουσία υποκαταστάτη –ΟΗ στη 

θέση 3 του δακτυλίου (C). 
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Σχήµα 9.4: Ταξινόµηση απορροφήσεων οµάδων –ΟΗ σε εκχύλισµα φυσικού προϊόντος, ΟΕΤ 

(εκχύλισµα ρίγανης σε διαλύτη οξικό αιθυλεστέρα ) και ΟΜΕ (µεθανολικό εκχυλίσµα ρίγανης). 

 

Η περιοχή απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ, 8 - 14 ppm (Σχήµα 9.4), µπορεί να 

διακριθεί σε τρεις κύριες περιοχές, όπου κάθε µία από αυτές µπορεί περαιτέρω να 

υποκατηγοριοποιηθεί: 

1) Στην περιοχή των 8 - 10.5 ppm, όπου απορροφούν οι οµάδες –ΟΗ των απλών φαινολών, 

όπως π.χ. η καρβακρόλη, και οι οµάδες –ΟΗ που βρίσκονται σε ortho θέση µεταξύ τους 

στο φαινολικό δακτύλιο, όπως π.χ. οι οµάδες –ΟΗ του δακτυλίου (Β) των φλαβονοειδών, 

των παραγώγων της καρβακρόλης και των υδροξυκιναµµωµικών οξέων (ροσµαρινικού 

οξέος). Η περιοχή αυτή είναι ιδιαίτερα ευρεία και µπορεί να διακριθεί περαιτέρω σε δύο 

υποπεριοχές: 

a) 8.00 - 8.45 ppm, όπου εντοπίζονται τα παράγωγα της καρβακρόλης,  



 

 181 

b) ~8.80 ppm, όπου εντοπίζονται οι απορροφήσεις των οµάδων ΟΗ(6) των 

φλαβονοειδών µε διπλό δεσµό στη θέση C2-C3 και υποκαταστάτη –Η στη θέση 3 του 

δακτυλίου (C), CH3O- στη θέση 7 και –Η στη θέση 8, του δακτυλίου (Α), αντίστοιχα. 

c) 9.00 – 10.50 ppm, όπου απορροφούν οι οµάδες ΟΗ(4΄), ΟΗ(3΄) και ΟΗ(3) των 

φλαβονοειδών. 

2) Στην περιοχή των 10.50 - 11.50 ppm, όπου απορροφούν οι οµάδες ΟΗ(7) των 

φλαβονοειδών και µπορεί να διακριθεί περαιτέρω σε δύο υποπεριοχές: 

a) 10.80 - 10.87 ppm, όπου εντοπίζονται τα φλαβονοειδή χωρίς διπλό δεσµό στη θέση 

C2-C3 και µε υποκαταστάτη –Η στη θέση 3 του δακτυλίου (C), και 

b) 10.87 - 10.95 ppm, όπου εντοπίζονται τα φλαβονοειδή χωρίς διπλό δεσµό στη θέση 

C2-C3 και µε υποκαταστάτη –ΟΗ στη θέση 3 του δακτυλίου (C). 

3) Στην περιοχή των 11.50 - 14.00 ppm, όπου απορροφούν οι οµάδες ΟΗ(5) των 

φλαβονοειδών. Σε αυτήν διακρίνονται δύο υποπεριοχές, όπου κάθε µία µπορεί να 

υποκατηγοριοποιηθεί: 

a) 11.50 - 12.35 ppm, όπου εντοπίζονται τα φλαβονοειδή χωρίς διπλό δεσµό στη θέση 

C2-C3. Η υποπεριοχή αυτή µπορεί να χωριστεί σε δύο τµήµατα: 

i) 11.50 - 12.05 ppm, όπου εντοπίζονται τα φλαβονοειδή µε υποκαταστάτη –ΟΗ στη 

θέση 3 του δακτυλίου (C), και 

ii) 12.05 - 12.35 ppm, όπου εντοπίζονται τα φλαβονοειδή µε υποκαταστάτη –Η στη 

θέση 3 του δακτυλίου (C). 

b) 12.35 - 14.00 ppm, όπου εντοπίζονται τα φλαβονοειδή µε διπλό δεσµό στη θέση C2-

C3. Η υποπεριοχή αυτή µπορεί να διακριθεί σε τέσσερα τµήµατα: 

i) ~ 12.50 ppm, όπου εντοπίζονται τα φλαβονοειδή µε υποκαταστάτες –ΟΗ στη θέση 

3 του δακτυλίου (C), και –Η στη θέση 6, –ΟΗ στη θέση 7 και –Η στη θέση 8, του 

δακτυλίου (Α), αντίστοιχα, όπως π.χ. η κερκετίνη (Σχήµα 6.3.2), 

ii) 12.60 - 12.70 ppm, όπου εντοπίζονται τα φλαβονοειδή µε υποκαταστάτη –Η στη 

θέση 3 του δακτυλίου (C), και –ΟΗ στη θέση 6, CH3O- στη θέση 7 και –Η στη 

θέση 8, του δακτυλίου (Α), αντίστοιχα. 

iii) ~ 13.00 ppm, όπου εντοπίζονται τα φλαβονοειδή µε υποκαταστάτη –Η στη θέση 3 

του δακτυλίου (C), και –Η στη θέση 6, –ΟΗ στη θέση 7 και –Η στη θέση 8, του 

δακτυλίου (Α), αντίστοιχα, όπως π.χ. η λουτεολίνη και  

iv) ~ 14.00 ppm, όπου εντοπίζονται τα φλαβονοειδή µε γλυκοζιλιωµένη 

υποκατάσταση στη θέση 6 του δακτυλίου (Α). 
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Στο Σχήµα 9.5 παρουσιάζεται η διαγραµµατικά η περιοχή απορροφήσεων των 

οµάδων –ΟΗ καθώς και η επιµέρους κατηγοροποίηση µε βάση την κλίµακα των ppm. 

Το γεγονός αυτό υποδεικνύει τη µεγάλη σηµασία των αποροφήσεων των οµάδων       

–ΟΗ και το µεγάλο διαγνωστικό ρόλο που είναι δυνατόν να έχουν στην ανάλυση 

πολύπλοκων φυτικών εκχυλισµάτων, χωρίς προηγούµενο διαχωρισµό των συστατικών. 

Τόσο οι απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ, όσο και οι λαµβανόµενες κορυφές 

διασταύρωσης φασµάτων 2D 1H-13C HMBC, µπορούν να αποτελέσουν χρήσιµα εργαλεία για 

την αυτοµατοποιηµένη, µέσω υπολογιστικών προγραµµάτων, ανάλυση πολύπλοκων 

εκχυλισµάτων φυσικών προϊόντων [Chignola et al., 2011; Lopez-Perez et al., 2007]. Οι 

χαρακτηριστικές απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ σε συνδυασµό µε τη µεγάλη ευαισθησία 

που παρουσιάζουν ως προς την υποκατάσταση, µπορούν να αποτελέσουν τον πλέον 

αδιαµφισβήτητο παράγοντα που µπορεί να συµβάλλει στην αυτοµατοποιηµένη ταυτοποίηση 

µιας ένωσης σε εκχύλισµα. Τέτοιες µελέτες είναι σε εξέλιξη στο εργαστήριο µας σε 

συνεργασία µε το Τµήµα Πληροφορικής. 

Βασικό πλεονέκτηµα της χρήσης των απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ αποτελεί το 

µεγάλο εύρος απορροφήσεων αλλά και η δυνατότητα κατηγοροποίησης των χηµικών 

µετατοπίσεων. Είναι ιδιαίτερα ενδιαφέρον ότι η κλίµακα από 8 - 15 ppm (Σχήµα 9.4) σχεδόν 

διπλασιάζει την κλίµακα χηµικών µετατοπίσεων 1Η και είναι ίση µε την κλίµακα των 

απορροφήσεων των αλειφατικών και αρωµατικών πρωτονίων. Περαιτέρω ο βαθµός 

αλληλεπικάλυψης των κορυφών –ΟΗ είναι πολύ µικρότερος σε σχέση µε την περιοχή των 

αλειφατικών και αρωµατικών πρωτονίων. 
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Σχήµα 9.5: ∆ιαγραµµατική αναπαράσταση των περιοχών απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ στην κλίµακα των ppm. 
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Περαιτέρω εφαρµογή της µεθοδολογίας θα µπορούσε να αποτελέσει και η 

µεταβονοµική (metabolomics) [Verpoorte et al., 2008]. Τα τελευταία χρόνια παρουσιάζει 

ιδιαίτερο ενδιαφέρον η χρήση της φασµατοσκοπίας NMR για την σε βάθος ανάλυση 

πολύπλοκων βιολογικών διεργασιών σε µεταβολικό επίπεδο. Αυτές οι µελέτες, που 

αναφέρονται ως µεταβονοµική, δίνουν έµφαση στην εύρεση βιοδεικτών «biomarker» ή την 

κατάταξη ασθενειών και επικεντρώνονται συνήθως σε βιολογικά υγρά που δεν έχουν υποστεί 

κλασµάτωση, σε εκχυλίσµατα ιστών και φυσικών προϊόντων. Η χρήση της φασµατοσκοπίας 

NMR στη µεταβονοµική έχει πλεονεκτήµατα αλλά και περιορισµούς. Στο φάσµα NMR- 1Η 

παρατηρείται αναπόφευκτα επικάλυψη των σηµάτων συντονισµού, επειδή υπάρχει ένας 

µεγάλος αριθµός συστατικών που συνεισφέρουν (Σχήµα 9.6).  

Στο παρακάτω Σχήµα 9.6Α, παρατίθεται φάσµα από µεταβονοµική µελέτη φυτού 

Arabidopsis thaliana [Kim et al., 2010]. Η πολυπλοκότητα και η αλληλεπικάλυψη των 

κορυφών είναι εµφανής. Στα Σχήµατα (9.6Β-D) παρατίθενται φάσµατα NMR-1H της 

περιοχής απορρόφησης των οµάδων –ΟΗ, εκχυλίσµατος ρίγανης σε διαλύτη οξικό 

αιθυλεστέρα, που υποδεικνύουν άµεσα τα σαφή πλεονεκτήµατα της περιοχής αυτής της 

φασµατοσκοπίας NMR-1H. Μέχρι στιγµής στη διεθνή βιβλιογραφία δεν έχει αναφερθεί 

µελέτη µεταβονοµικής µε χρήση των οµάδων –ΟΗ. Αυτό αποτελεί και µία πρόκληση για την 

µεθοδολογία που αναπτύχθηκε κατά τη διάρκεια της παρούσας διατριβής. 

 

 



 

 185 

//

(A)

(B)

(C)

(D)

 
Σχήµα 9.6: (Α) Φάσµα NMR-1Η εκχυλίσµατος Arabidopsis (400 MHz, CD3OD–KH2PO4 in D2O, pH 

6.0) [Kim et al., 2010], (Β) Φάσµα 500 MHz NMR-1Η εκχυλίσµατος ρίγανης οξικού αιθυλεστέρα σε 

διαλύτη DMSO-d6, (C) η περιοχή 8 - 13 ppm του Β, και (D) η περιοχή 12.5 - 13 ppm του (Β). 
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10. ΜΕΛΕΤΕΣ NMR ΕΠΙ∆ΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ∆ΙΑΛΥΤΗ ΚΑΙ ΤΗΣ ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑΣ 

ΣΤΗ ΣΥΣΤΑΣΗ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ ΦΥΣΙΚΩΝ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ 

 

 

 

10.1 Εισαγωγή 

Όπως αναλύθηκε λεπτοµερώς σε πρόσφατο άρθρο ανασκόπησης [Pauli et al., 2005] η 

φασµατοσκοπία NMR-1H καλύπτει µία ευρεία περιοχή εφαρµογών στο πεδίο των φυσικών 

προϊόντων, όπως: α) ποσοτικοποίηση πολύπλοκων µιγµάτων, β) πιστοποίηση προτύπων 

ενώσεων, γ) βιοσυνθετικές µελέτες, δ) µελέτες σταθερότητας και ε) µελέτες µηχανισµού και 

κινητικής αντιδράσεων. Οι περιπτώσεις δ) και ε), αποτελούν σηµαντικές εφαρµογές της 

φασµατοσκοπίας NMR-1H, τόσο στη φαρµακευτική βιοµηχανία όσο και στη συνθετική 

χηµεία. Όσον αφορά τα φυσικά προϊόντα, όµως, δεν υπάρχουν σχετικές µελέτες στη διεθνή 

βιβλιογραφία. 

Στο κεφάλιο αυτό παρουσιάζονται πρωταρχικά αποτελέσµατα της επίδρασης που 

ασκεί ο δευτεριωµένος διαλύτης και η θερµοκρασία στη σύσταση εκχυλισµάτων φύλλων 

ελιάς. 

 

 

10.2 Επίδραση ∆ευτεριωµένου ∆ιαλύτη 

Στο Σχήµα 10.2.1 παρουσιάζεται επιλεγµένη περιοχή φάσµατος NMR-1H υδατικού 

εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε τέσσερις διαφορετικούς δευτεριωµένους διαλύτες. Στην 

περιοχή αυτή απορροφούν κυρίως τα αλδευδικά πρωτόνια των αλδευδικών παραγώγων της 

ελαιοευρωπαΐνης (Σχήµα 10.2.2). 
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(A)

(B)

(C)

(D) 2: H-5

2,4: H-6

3: H-6

2: H-5

2: H-5

2: H-6

2: H-6

 
Σχήµα 10.2.1: Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz NMR-1H 20 mg υδατικού εκχυλίσµατος 

φύλλων ελιάς (T=298K, ns=512, texpt=1h) σε 0.6 mL διαλύτη: (Α) DMSO-d6, (B) ακετονιτρίλιο-d3, 

(C) µεθανόλη-d4 και (D) D2O. Ως ένθετο παρατίθεται φάσµα αυξηµένης διακριτικής ικανότητας µέσω 

µετασχηµατισµού Lorentz-Gauss της κάθε αλδεϋδικής κορυφής. 

 

Στην περίπτωση του DMSO-d6 και του ακετονιτρίλιου-d3 (Σχήµα 10.2.1 Α και Β) 

εντοπίζονται κατά κύριο λόγο οι χαρακτηριστικές κορυφές (διπλή και τριπλή) των Η-6 και Η-

5 της διαλδεϋδικής µορφής της ελαιοευρωπαΐνης (2) (Σχήµα 10.2.3). 
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Σχήµα 10.2.2: Συντακτικοί τύποι της ελαιοευρωπαΐνης και αλδεϋδικών παραγώγων της. 

 

H-6, C-3H-5, C-3

H-6, C-6

H-5, C-5

  

 

 

2: H-5
2: H-6

 
Σχήµα 10.2.3: Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR 20 mg υδατικού 

εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε 0.6 mL διαλύτη DMSO-d6 (T=288K, ns=88, texpt=11.5h). 

Επιδεικνύονται οι χαρακτηριστικές απορροφήσεις των αλδεϋδικών πρωτονίων Η-6 και Η-5 της 

διαλδεϋδικής µορφής της ελαιοευρωπαΐνης (2). 

 

Το αλδεϋδικό πρωτόνιο Η-5 (δC = 202.94 ppm) εµφανίζεται ως τριπλή κορυφή (t, J = 

1.4 Hz). Παρ’ότι ο άνθρακας C-3 είναι ασύµµετρος, τα πρωτόνια Η-4 εµφανίζονται ως 

µαγνητικά ισοδύναµα. Το αλδεϋδικό πρωτόνιο Η-6 (δC = 196.88 ppm) εµφανίζεται ως διπλή 

κορυφή (d, J = 1.9 Hz) λόγω σύζευξης µε το πρωτόνιο Η-3. 

Στην περίπτωση της µεθανόλης-d4 (Σχήµα 10.2.1C) προκαλείται σηµαντική ελάττωση 

των απορροφήσεων στα ~ 9.5  ppm η οποία αποδίδεται στο πρωτόνιο HC(5)O. Τούτο 
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θεωρούµε ότι οφείλεται στην προσβολή του C=O της αλδεϋδικής οµάδας (C(5)=O) από τον 

πυρηνόφιλο διαλύτη µεθανόλη-d4 υπό σχηµατισµό της ηµιακεταλικής µορφής (Σχήµα 

10.2.4). 

 

 

Σχήµα 10.2.4: Προτεινόµενη προσβολή της HC(5)O αλδευδικής οµάδας από µεθανόλη-d4 µε 

σχηµατισµό ηµιακεταλικής µορφής. 

 

Στο φάσµα NMR-1H σε διαλύτη µεθανόλη-d4 εντοπίζονται µόνο διπλές κορυφές (δC = ~ 

195.86 ppm) (d, J = 2.0 Hz), χαρακτηριστικές της µονο-αλδεϋδικής µορφής της 

ελαιοευρωπαΐνης (3) (Σχήµα 10.2.2) [Montedoro et al., 1993; Bianco et al., 1999a]. Η 

παρουσία διπλών κορυφών αποδίδεται στην ασυµµετρία του άνθρακα C-5 της αλδεϋδικής 

οµάδας µετά την προσβολή. Στη µία περίπτωση η προσβολή γίνεται από τη πάνω πλευρά του 

επιπέδου της αλδεϋδικής οµάδας, και στην άλλη περίπτωση από τη κάτω πλευρά, µε 

αποτέλεσµα την ύπαρξη δύο διαστεροµερών µορφών µε διαφορετικές χηµικές µετατοπίσεις. 

Στο Σχήµα 10.2.5, παρατίθεται φάσµα 1H-13C HMBC του εκχυλίσµατος σε διαλύτη 

µεθανόλη-d4, όπου εντοπίζονται οι χαρακτηριστικές κορυφές διασταύρωσης των αλδεϋδικών 

πρωτονίων. Τούτο οδηγεί στην αδιαµφίσβητη ταυτοποίηση των δύο διαστεροµερών µορφών 

της αλδεϋδικής µορφής της ελαιοευρωπαΐνης (3). 
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H-6, C-6

H-6, C-3

3: H-6

 
Σχήµα 10.2.5: Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR 20 mg υδατικού 

εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε 0.6 mL διαλύτη µεθανόλη-d4 (T=292K, ns=88, texpt=11.5h). 

Επιδεικνύονται οι χαρακτηριστικές απορροφήσεις των αλδεϋδικών πρωτονίων Η-6 της αλδεϋδικής 

µορφής της ελαιοευρωπαΐνης (3). 

 

Στην περίπτωση του D2O εντοπίζονται στο φάσµα και η διαλδεϋδική και η 

εφυδατωµένη µορφή του ενός καρβονυλίου της ελαιοευρωπαΐνης (Σχήµα 10.2.7, 2 και 4). Οι 

αλδεϋδικές µορφές 2 και 4 [De Nino et al., 2000; Obied et al., 2007; Bianco et al., 1999b] 

εµφανίζονται µε διαφορετικές εντάσεις απορρόφησης. Από την ανάλυση φάσµατος 1H-13C 

HMBC προκύπτει ότι θέση προσβολής της εφυδατωµένης µορφής είναι πάλι η C(5)O και όχι 

η C(6)O. Τούτο θα µπορούσε να ερµηνευτεί από το γεγονός ότι, όπως και στην περίπτωση 

πυρηνόφιλης προσβολής από µεθανόλη-d4 του άνθρακα C-5, που αναλύθηκε προηγουµένως, 

η C(6)O αλδεϋδική οµάδα είναι σε συζυγιακή θέση ως προς τον διπλό δεσµό C8-C7 (έχει 

χαρακτήρα α,β-ακόρεστης καρβονυλικής ένωσης) και ως εκ τούτου ο άνθρακας C-6 έχει 
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µειωµένο ηλεκτρονιόφιλο χαρακτήρα (Σχήµα 10.2.6). Επίσης, ίσως στον άνθρακα C-6 

εµφανίζεται µία σχετική στερεοχηµική παρεµπόδιση λόγω της διακλάδωσης στον άνθρακα  

C-7. 

 

 
Σχήµα 10.2.6: ∆οµές συντονισµού α,β-ακόρεστης καρβονυλικής ένωσης. 

 

 

 
Σχήµα 10.2.7: Προτεινόµενη προσβολή της HC(5)O αλδευδικής οµάδας από D2O µε σχηµατισµό της 

εφυδατωµένης µορφής. 

 

Είναι φανερό ότι η επιλογή του δευτεριωµένου διαλύτη επηρεάζει σηµαντικά τις 

αλδεϋδικές µορφές της ελαιοευρωπαΐνης καθώς εντοπίζονται αλληλοµετατροπές αυτών, 

ανάλογα µε τις ιδιότητες του διαλύτη επιλογής. 
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2: H-5, C-5

4: H-6, C-32: H-5, C-3

4: H-6, C-6

2,4: H-6
2: H-5

 
Σχήµα 10.2.8: Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz 2D 1H-13C HMBC NMR 20 mg υδατικού 

εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε 0.6 mL διαλύτη D2O (T=292K, ns=88, texpt=11.5h). Επιδεικνύονται οι 

χαρακτηριστικές απορροφήσεις των αλδεϋδικών πρωτονίων των αλδεϋδικών µορφών της 

ελαιοευρωπαΐνης (2 και 4). 

 

 

10.3 Επίδραση της Θερµοκρασίας 

Για την περαιτέρω µελέτη της επίδρασης της θερµοκρασίας επιλέχθηκε δείγµα 

υδατικού εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε διαλύτη D2O. Στο δείγµα αυτό εντοπίζονται η 

διαλδεϋδική (2) και η εφυδατωµένη µορφή (4) της ελαιοευρωπαΐνης τα σχετικά 

ολοκληρώµατα των οποίων εξαρτώνται σηµαντικά από τη θερµοκρασία.  
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 9.4  9.2  9.0  8.8  8.6 

(A)

(B)

(C)

280 K

300 K

330 K

H-5 H-6

H-5

H-5

H-6

H-6

 
Σχήµα 10.3.1: Επιλεγµένη περιοχή φάσµατος 500 MHz NMR-1H 20 mg υδατικού εκχυλίσµατος 

φύλλων ελιάς σε διαλύτη 0.6 mL D2O (ns=64, texpt=9m). (A) T=280 K, (B) T=300 K και (C) T=330 K. 

Ως ένθετο παρατίθεται φάσµα αυξηµένης διακριτικής ικανότητας µέσω µετασχηµατισµού Lorentz-

Gauss της κάθε αλδεϋδικής κορυφής. 

 

Από το Σχήµα 10.3.1, και µε σχετική ολοκλήρωση των κορυφών στα ~ 8.6 ppm και ~ 

9.2 ppm, προκύπτει ο παρακάτω Πίνακας 10.3.1 και το Σχήµα 10.3.2. Από τη γραφική 

παράσταση Van’t Hoff: lnKeq = -∆H°/(RT) + ∆S°/R, των δεδοµένων του Πίνακα 10.3.1, 

προκύπτουν οι ακόλουθες θερµοδυναµικές παράµετροι: ∆Η° = 19.86 ± 0.18 (KJ mol-1), ∆S° = 

57.61 ± 1.81 (KJ K-1mol-1) και -T∆S = -17.17 ± 1.05 (KJ mol-1). 
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Πίνακας 10.3.1: Τιµές ελεύθερης ενέργειας ∆G και lnKeq για διάφορες τιµές θερµοκρασίας Τ, όπου 

lnKeq είναι ο λογάριθµος του λόγου των ολοκληρωµάτων των πρωτονίων Η-6 της αλδεϋδικής µορφής 

(4) προς τη διαλδεϋδική µορφή (2). 

T lnKeq 
1/T  

(x10-3) 
∆G  

(KJ/mol) 
280 1.13 3.57 -2.63 
290 0.83 3.45 -2.01 
298 0.26 3.36 -0.65 
300 0.69 3.33 -1.73 
310 -0.22 3.23 0.58 
320 -0.51 3.13 1.36 
330 -1.20 3.03 3.30 

 

 

1/T*(x10 )
-3

y = 4.314x - 14.089

R  = 0.937
2

 
Σχήµα 10.3.2: Γραφική παράσταση Van’t Hoff των δεδοµένων του Πίνακα 10.3.1. Η ευθεία γραµµή 

αποτελεί τη βέλτιστη προσωµοίωση στην εξίσωση: lnKeq = -∆H°/(RT) + ∆S°/R. 

 

Η εφυδατωµένη µορφή (4) είναι θερµοδυναµικά ασταθής κατά 19.86 ± 0.18 KJmol-1 

σε σύγκριση µε την διαλδεϋδική µορφή (2), είναι όµως εντροπικά ευνοούµενη κατά 17.17 ± 

1.05 KJ mol-1. Υποθετικά αυτό πιθανώς να οφείλεται στο ότι στη διαλδεϋδική µορφή 

υφίστανται κυρίως δεσµοί υδρογόνου D2O···D2O και σε µικρότερο βαθµό διαµοριακοί δεσµοί 

υδρογόνου της αλδεϋδικής οµάδας µε µόρια D2O (Σχήµα 10.3.3), οι οποίοι οδηγούν σε 

µείωση της εντροπίας του συστήµατος. Απεναντίας, στην εφυδατωµένη µορφή –CH(OD)2 

υφίστανται σε µικρότερο βαθµό διαµοριακοί δεσµοί υδρογόνου D2O···D2O λόγω της 
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προσθήκης ενός µορίου D2O στην καρβονυλική οµάδα. Από όσο γνωρίζουµε στη διεθνή 

βιβλιογραφία δεν υπάρχει σχετική αναφορά για το σηµαντικό ρόλο της εντροπίας σε 

αντιδράσεις αλδεϋδικών ενώσεων προς σχηµατισµό εφυδατωµένων µορφών. 

 

 
Σχήµα 10.3.3: ∆ιαµοριακοί δεσµοί υδρογόνου καρβονυλικής οµάδας µε µόρια D2O. 

 

Συµπερασµατικά, η επιλογή του διαλύτη και της θερµοκρασίας επηρεάζει σηµαντικά 

την ισορροπία των διαφόρων αλδεϋδικών µορφών της ελαιοευρωπαΐνης. Στην επίδραση αυτή 

οφείλεται η πληθώρα των αλληλοσυγκρουόµενων συµπερασµάτων, ως προς τη σύσταση 

εκχυλισµάτων ελιάς, που εντοπίζονται στη διεθνή βιβλιογραφία µε τη χρήση υγρής 

χρωµατογραφίας και φασµατοµετρίας µαζών [Savournin et al., 2001; Caruso et al., 2000; 

Ryan et al., 1999; Perri et al., 1999; De Nino et al., 1997]. 
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

 

 

Κύριος στόχος της παρούσας διδακτορικής διατριβής ήταν η ανάπτυξη και εφαρµογή 

µεθοδολογιών φασµατοσκοπίας πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού (NMR) για την 

ταυτοποίηση ενώσεων σε πολύπλοκα φυτικά εκχυλίσµατα χωρίς τον προηγούµενο 

χρωµατογραφικό διαχωρισµό τους. Από τα αποτελέσµατα της διατριβής προέκυψαν τα 

παρακάτω συµπεράσµατα και µεθοδολογίες: 

• Ανάπτυξη ενός πειραµατικού πρωτοκόλλου εργασίας για την εκλέπτυνση των 

απορροφήσεων NMR-1H φαινολικών οµάδων –ΟΗ σε πολύπλοκα εκχυλίσµατα φυσικών 

προϊόντων µε τη συνδυαστική χρήση DMSO-d6 ως διαλύτη, πικρικού οξέος, αραιωµένων 

διαλυµάτων και θερµοκρασίας πλησίον του σηµείου πήξεως του διαλύµατος. 

• Εφαρµογή δισδιάστατης τεχνικής NMR 1H-13C HMBC για την πλήρη ταυτοποίηση 

φυσικών αντιοξειδωτικών σε εκχυλίσµατα φυσικών προϊόντων, χωρίς τη χρήση πολύπλοκων 

και χρονοβόρων χρωµατογραφικών τεχνικών αποµόνωσης κάθε συστατικού χωριστά. 

• Ταξινόµηση των απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ στην κλίµακα των χηµικών 

µετατοπίσεων µε βάση τη δοµή των ενώσεων και τη φύση των υποκαταστατών. Βασικό 

πλεονέκτηµα των απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ αποτελεί η µεγάλη κλίµακα χηµικών 

µετατοπίσεων (8 - 15 ppm), η εξαιρετική ευαισθησία σε υποκαταστάσεις ακόµη και σε 

απόσταση δώδεκα δεσµών και ο µικρός βαθµός αλληλεπικάλυψης των κορυφών –ΟΗ σε 

σχέση µε την περιοχή των αλειφατικών και αρωµατικών πρωτονίων. 

• Η επιλογή τόσο του διαλύτη όσο και της θερµοκρασίας επηρεάζουν σηµαντικά την 

ισορροπία των διαφόρων αλδεϋδικών µορφών της ελαιοευρωπαΐνης, η ταυτοποίηση των 

οποίων µπορεί να επιτευχθεί σε πολύπλοκα εκχυλίσµατα χωρίς τη χρήση χρωµατογραφικών 

µεθόδων. 

• Οι απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ και οι λαµβανόµενες κορυφές διασταύρωσης 

φασµάτων 2D 1H-13C HMBC, µπορούν να αποτελέσουν χρήσιµα εργαλεία για την 

αυτοµατοποιηµένη, µέσω υπολογιστικών προγραµµάτων, ανάλυση πολύπλοκων 

εκχυλισµάτων φυσικών προϊόντων. Περαιτέρω εφαρµογή της µεθοδολογίας θα µπορούσε να 

αποτελέσει και η µεταβονοµική (metabolomics). 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

 

 

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή διερευνήθηκε η ανάπτυξη και η εφαρµογή 

µεθοδολογιών φασµατοσκοπίας πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού (NMR) για την 

ταυτοποίηση ενώσεων σε πολύπλοκα φυτικά εκχυλίσµατα χωρίς τον προηγούµενο 

χρωµατογραφικό διαχωρισµό τους. 

Τα αποτέλεσµα της διδακτορικής διατριβής συνοψίζονται ως ακολούθως: 

(α) Ανάπτυξη ενός πρωτοκόλλου εργασίας για την µελέτη των απορροφήσεων 

φαινολικών οµάδων –ΟΗ σε πολύπλοκα εκχυλίσµατα φυσικών προϊόντων. Η αύξηση της 

διακριτικής ικανότητας των απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ επιτεύχθηκε µε τη 

συνδυαστική χρήση διαλύτη DMSO-d6, πικρικού οξέος, αραιωµένων δειγµάτων και 

θερµοκρασίας πλησίον του σηµείου πήξεως του διαλύµατος που επιφέρουν σηµαντική 

ελάττωση της ταχύτητας ανταλλαγής των πρωτονίων. Περαιτέρω, εφαρµόστηκε εκτενώς 

δισδιάστατη τεχνική 1H-13C NMR για την πλήρη ταυτοποίηση φυσικών αντιοξειδωτικών σε 

εκχυλίσµατα φυσικών προϊόντων, χωρίς τη χρήση πολύπλοκων και χρονοβόρων 

χρωµατογραφικών τεχνικών αποµόνωσης κάθε συστατικού χωριστά. 

(β) Η εξαιρετική ευαισθησία δ(1Η) των οµάδων –ΟΗ σε αλλαγές του ηλεκτρονιακού 

περιβάλλοντος λόγω υποκατάστασης ακόµη και σε απόσταση δώδεκα δεσµών σε συνδυασµό 

µε την αύξηση της διακριτικής ικανότητας των οµάδων –ΟΗ αποτελεί µία άριστη 

µεθοδολογία για την επίτευξη της πλήρους ταυτοποίησης, για παράδειγµα φλαβονοειδών, σε 

εκχυλίσµατα, παρότι αρκετοί άνθρακες του δοµικού των σκελετού έχουν παρόµοιες ή 

ταυτόσηµες απορροφήσεις. 

(γ) Τα ερευνητικά αποτελέσµατα που προέκυψαν µε την εφαρµογή της µεθοδολογίας 

προσέφεραν σηµαντικές πληροφορίες σχετικά µε τη δυνατότητα αποτύπωσης και 

κατηγοροποίησης των χηµικών µετατοπίσεων των οµάδων –ΟΗ µε βάση τη δοµή της ένωσης 

και τη φύση των υποκαταστάσεων των δακτυλίων των ενώσεων. Βασικό πλεονέκτηµα της 

χρήσης των οµάδων –ΟΗ αποτελεί το µεγάλο εύρος απορροφήσεων αλλά και η δυνατότητα 

κατηγοροποίησης των χηµικών µετατοπίσεων. Είναι ιδιαίτερα ενδιαφέρον ότι η κλίµακα 

απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ (8 - 15 ppm) αυξάνει σηµαντικά την κλίµακα χηµικών 

µετατοπίσεων 1Η και είναι ίση µε το εύρος απορροφήσεων των αλειφατικών και αρωµατικών 

πρωτονίων. Ως συνέπεια, ο βαθµός αλληλεπικάλυψης των κορυφών –ΟΗ είναι πολύ 
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µικρότερος σε σχέση µε την περιοχή των αλειφατικών και αρωµατικών πρωτονίων. Το 

γεγονός αυτό υποδεικνύει τη µεγάλη σηµασία των απορροφήσεων των οµάδων –ΟΗ και το 

µεγάλο διαγνωστικό ρόλο που είναι δυνατόν να έχουν στην ανάλυση πολύπλοκων φυτικών 

εκχυλισµάτων, χωρίς προηγούµενο χρωµατογραφικό διαχωρισµό των συστατικών. 

(δ) Από τη συγκριτική µελέτη εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς σε διάφορους διαλύτες και 

θερµοκρασίες προέκυψε ο σηµαντικός ρόλος του διαλύτη και της θερµοκρασίας στη 

µεταβολή της ισορροπίας των διαφόρων αλδεϋδικών µορφών της ελαιοευρωπαΐνης. 

(ε) Τέλος, τόσο οι απορροφήσεις των οµάδων –ΟΗ, όσο και οι λαµβανόµενες 

κορυφές διασταύρωσης φασµάτων 2D 1H-13C HMBC, µπορούν να αποτελέσουν χρήσιµα 

εργαλεία για την αυτοµατοποιηµένη, µέσω υπολογιστικών προγραµµάτων, ανάλυση 

πολύπλοκων εκχυλισµάτων φυσικών προϊόντων. Περαιτέρω εφαρµογή της µεθοδολογίας θα 

µπορούσε να αποτελέσει και η µεταβονοµική (metabolomics). Αυτό αποτελεί και µία 

πρόκληση για την µεθοδολογία που αναπτύχθηκε κατά τη διάρκεια της παρούσας διατριβής. 
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SUMMARY 

 

 

 

The main objectives of this PhD thesis was the development and implementation of 

methodologies of nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy in the identification of 

compounds in complex plant extracts without any previous chromatographic separation and 

isolation of the individual components. The main conclusions and methodologies of the 

present PhD thesis are as follows: 

(a) A simple method for NMR observation of –OH groups in the solvent DMSO-d6 

was developed based on the combined use of picric acid, dilute solutions and temperatures 

near the freezing point of the solution. This results in a significant reduction in the exchange 

rate of protons and, thus, in the line widths of the individual phenol –OH groups. The 

implementation of two-dimensional 1H-13C NMR resulted in the complete identification of 

natural antioxidants in extracts of natural products without the use of complex and time 

consuming chromatographic techniques for isolation of each individual component. 

(b) The great sensitivity of δ(1H) of –OH groups to changes of the electronic 

environment in combination with increased resolution of the –OH groups is an excellent 

method to achieve the complete identification of e.g. flavonoids, although several carbons 

have similar or identical chemical shifts. 

(c) The present research results provide important information about the potentialities 

to classify the absorptions of the –OH groups on the basis of the structure of the molecule and 

the nature of the substituens in the rings. This demonstrates also the important diagnostic role 

of the –OH groups which may have in the analysis of complex plant extracts, without prior 

chromatographic separation of the individual components. A key advantage of using the 

absorptions of the –OH groups is the wide 1H shielding range and the possibility to classify 

chemical shifts. It is particularly interesting that the shileding range of the –OH absorptions (8 

- 15 ppm) extents significantly the range of the 1H chemical shifts of the aliphatic and 

aromatic protons. As a result, the degree of overlapping of the –OH resonances is much 

smaller than in the range of aliphatic and aromatic protons. 

(d) A comparative study of an olive leaf extract in different solvents and temperatures 

demonstrated the importance of the solvent and temperature on the equilibrium constants of 

the various types of aldehyde forms of oleuropein. 
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(e) The absorptions of the –OH groups, and the cross peaks obtained from 2D 1H-13C 

HMBC NMR spectra, can be useful tools for the automated via computer programs, analysis 

of complex extracts of natural products. Further application of the method could also be the 

area of metabolomics. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 

 

 

 

Πίνακας Π1: Χηµικές µετατοπίσεις της ναρινγενίνης σε εκχύλισµα ρίγανης σε οξικό αιθυλεστέρα σε 

διαλύτη DMSO-d6. 
13

C αρίθµηση 
1
H 

13
C αρίθµηση 

1
H 

80.65 2 5.41 130.95 1΄ − 

45.11 3 2.65; 3.25 129.06 2΄ 7.31 

196.51 4 − 115.44 3΄ 6.78 

163.73 5 12.18 164.77 4΄ 9.62 

96.12 6 5.83 115.44 5΄ 6.78 

167.24 7 10.85 129.06 6΄ 7.31 

98.25 8 5.82    

163.63 9 −    

102.21 10 −    
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Πίνακας Π2: Χηµικές µετατοπίσεις της ταξιφολίνης σε εκχύλισµα ρίγανης σε οξικό αιθυλεστέρα σε 

διαλύτη DMSO-d6. 
13

C αρίθµηση 
1
H 

13
C αρίθµηση 

1
H 

82.82 2 4.97 127.96 1΄ − 

71.32 3 Η: 4.50 114.87 2΄ 6.74 

  ΟΗ: 5.77 145.07 3΄ 9.05 

198.62 4 − 145.52 4΄ 9.00 

163.81 5 11.93 115.08 5΄ 6.87 

96.23 6 5.91 119.16 6΄ 6.74 

167.34 7 10.88    

94.73 8 5.82    

162.83 9 −    

100.91 10 −    

 

OOH

HO O

OH
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 205 

Πίνακας Π3: Χηµικές µετατοπίσεις της αροµαδενδρίνης σε εκχύλισµα ρίγανης σε οξικό αιθυλεστέρα 

σε διαλύτη DMSO-d6. 
13

C αρίθµηση 
1
H 

13
C αρίθµηση 

1
H 

83.33 2 5.05 129.53 1΄ − 

71.90 3 Η: 4.60 127.87 2΄ 7.31 

  ΟΗ: 5.75 114.90 3΄ 6.78 

198.05 4 − 157.85 4΄ 9.60 

163.36 5 11.92 114.90 5΄ 6.78 

95.47 6 5.85 127.87 6΄ 7.31 

166.72 7 10.89    

96.40 8 5.91    

162.58 9 −    

100.47 10 −    
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Πίνακας Π4: Χηµικές µετατοπίσεις της απιγενίνης σε εκχύλισµα ρίγανης σε οξικό αιθυλεστέρα σε 

διαλύτη DMSO-d6. 
13

C αρίθµηση 
1
H 

13
C αρίθµηση 

1
H 

163.66 2 − 121.05 1΄ − 

103.63 3 6.79 128.49 2΄ 7.93 

181.72 4 − 115.90 3΄ 6.92 

161.91 5 12.99 161.14 4΄ 10.38 

99.12 6 6.19 115.90 5΄ 6.92 

164.08 7 10.87 128.49 6΄ 7.93 

93.99 8 6.48    

157.45 9 −    

104.12 10 −    
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Πίνακας Π5: Χηµικές µετατοπίσεις του ροσµαρινικού οξέος σε εκχύλισµα ρίγανης σε οξικό 

αιθυλεστέρα σε διαλύτη DMSO-d6. 
13

C αρίθµηση 
1
H 

13
C αρίθµηση 

1
H 

171.06 CO − 129.45 1΄ − 

73.26 2a 6.28 117.12 2΄ 6.71 

73.22 2 5.03 144.72 3΄ 8.89 

146.63 3a 7.50 144.73 4΄ 8.84 

36.50 3 2.95 115.92 5΄ 6.67 

128.37 1΄΄ − 120.49 6΄ 6.56 

115.37 2΄΄ 7.09    

145.78 3΄΄ 9.29    

148.75 4΄΄ 9.74    

116.21 5΄΄ 6.81    

122.05 6΄΄ 7.05    
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Πίνακας Π6: Χηµικές µετατοπίσεις της καρβακρόλης σε εκχύλισµα ρίγανης σε οξικό αιθυλεστέρα σε 

διαλύτη DMSO-d6. 
13

C αρίθµηση 
1
H 

155.63 1 9.07 

121.41 2 − 

131.44 3 6.92 

116.43 4 6.54 

147.11 5 − 

112.83 6 6.62 

15.49 7 2.05 

32.85 8 2.72 

23.86 9 1.13 
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Πίνακας Π7: Χηµικές µετατοπίσεις της ελαιοευρωπαΐνης σε µεθανολικό εκχύλισµα φύλλων ελιάς σε 

διαλύτη DMSO-d6. 
13

C αρίθµηση 
1
H 

13
C αρίθµηση 

1
H 

13
C αρίθµηση 

1
H 

171.93 1 − 64.89 1΄ 4.13 99.71 1΄΄ 4.68 

39.41 2 2.64 34.43 2΄ 2.68 73.03 2΄΄ Η: 3.08 

26.78 3 3.87 128.42 3΄ −   ΟΗ: 5.20 

107.64 4 − 117.14 4΄ 6.63 76.30 3΄΄ Η: 3.19 

153.18 5 7.55 144.91 5΄ 8.85   ΟΗ: 5.07 

93.64 6 5.87 146.08 6΄ 8.80 69.65 4΄΄ Η: 3.07 

129.05 7 − 116.38 7΄ 6.65   ΟΗ: 5.00 

122.81 8 5.96 119.31 8΄ 6.47 76.99 5΄΄ 3.17 

12.64 9 1.64   60.85  6΄΄ Η: 3.67 

167.11 CO2Me −      ΟΗ: 4.52 

51.01 CO2Me 3.64       
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Πίνακας Π8: Χηµικές µετατοπίσεις της υδροξυτυροσόλης σε µεθανολικό εκχύλισµα φύλλων ελιάς σε 

διαλύτη DMSO-d6. 
13

C αρίθµηση 
1
H 

62.61 1΄ 3.49 

38.49 2΄ 2.56 

130.09 3΄ − 

117.22 4΄ 6.66 

144.37 5΄ 8.77 

145.83 6΄ 8.57 

116.28 7΄ 6.60 

120.36 8΄ 6.42 
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Πίνακας Π9: Χηµικές µετατοπίσεις της διαλδεϋδικής µορφής της ελαιοευρωπαΐνης σε υδατικό 

εκχύλισµα φύλλων ελιάς σε διαλύτη DMSO-d6. 
13

C αρίθµηση 
1
H 

13
C αρίθµηση 

1
H 

172.32 1 − 65.96 1΄ 4.07 

37.63 2 2.60 34.85 2΄ 2.67 

27.90 3 3.56 129.57 3΄ − 

46.67 4 2.76 117.32 4΄ 6.63 

202.94 5 9.24 144.85 5΄ 8.88 

196.58 6 9.55 146.18 6΄ 8.82 

143.96 7 − 116.64 7΄ 6.66 

155.43 8 6.79 120.47 8΄ 6.46 

16.09 9 2.00    
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Πίνακας Π10: Χηµικές µετατοπίσεις της αλδεϋδικής µορφής της ελαιοευρωπαΐνης σε µεθανολικό 

εκχύλισµα φύλλων ελιάς σε διαλύτη DMSO-d6. 
13

C αρίθµηση 
1
H 

13
C αρίθµηση 

1
H 

172.22 1 − 65.06 1΄ 4.20 

38.63 2 2.70 34.85 2΄ 2.73 

27.70 3 3.31 128.27 3΄ − 

108.05 4 − 117.12 4΄ 6.63 

154.08 5 7.56 144.81 5΄ 8.88 

71.10 6 4.55 146.14 6΄ 8.82 

53.11 7 − 116.62 7΄ 6.66 

202.05 8 9.49 122.17 8΄ 6.45 

19.10 10 1.30    

167.27 CO2Me −    

52.01 CO2Me 3.67    
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Πίνακας Π11: Χηµικές µετατοπίσεις του λουτεολίνη-4΄-Ο-γλυκοζίτη (5) σε µεθανολικό εκχύλισµα 

φύλλων ελιάς σε διαλύτη DMSO-d6. 
13

C αρίθµηση 
1
H 

13
C αρίθµηση 

1
H 

164.14 2 − 125.60 1΄ − 

103.57 3 6.87  2΄ 7.54 

183.48 4 − 147.90 3΄  

162.45 5 12.95 149.63 4΄ − 

99.80 6 6.24 113.10 5΄ 7.27 

165.39 7 10.95 119.80 6΄  

93.80 8 6.54    

158.40 9 −    

 10 −    
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Πίνακας Π12: Χηµικές µετατοπίσεις µεθόξυ παραγώγου (1) σε εκχύλισµα ρίγανης σε οξικό 

αιθυλεστέρα σε διαλύτη DMSO-d6. 
13

C αρίθµηση 
1
H 

13
C αρίθµηση 

1
H 

163.64 2 − 121.30 1΄ − 

102.60 3 6.83 128.45 2΄ 7.96 

182.26 4 − 116.00 3΄ 6.93 

146.12 5 12.65 161.23 4΄ 10.42 

129.90 6 8.78 116.00 5΄ 6.93 

154.32 7 − 128.45 6΄ 7.96 

91.24 8 6.92    

149.60 9 −    

105.00 10 −    

56.39 OMe(7) 3.91    
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Πίνακας Π13: Χηµικές µετατοπίσεις µεθόξυ παραγώγου (2) σε εκχύλισµα ρίγανης σε οξικό 

αιθυλεστέρα σε διαλύτη DMSO-d6. 
13

C αρίθµηση 
1
H 

13
C αρίθµηση 

1
H 

163.26 2 − 122.89 1΄ − 

103.56 3 6.92 128.26 2΄ 8.07 

182.30 4 − 114.99 3΄ 7.13 

146.11 5 12.61 162.17 4΄ − 

129.89 6 8.80 114.99 5΄ 7.13 

154.34 7 − 128.26 6΄ 8.07 

91.99 8 6.96 56.01 OMe(4΄) 3.86 

149.62 9 −    

105.09 10 −    

56.73 OMe(7) 3.92    
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Πίνακας Π14: Χηµικές µετατοπίσεις µεθόξυ παραγώγου (3) σε εκχύλισµα ρίγανης σε οξικό 

αιθυλεστέρα σε διαλύτη DMSO-d6. 
13

C αρίθµηση 
1
H 

13
C αρίθµηση 

1
H 

163.20 2 − 122.50 1΄ − 

103.20 3 7.02 108.91 2΄ 7.60 

181.98 4 − 148.64 3΄ − 

145.69 5 12.63 151.64 4΄ − 

129.62 6 8.79 111.30 5΄ 7.14 

154.04 7 − 119.70 6΄ 7.72 

90.99 8 6.97 55.58 OMe(3΄) 3.89 

149.62 9 − 55.45 OMe(4΄) 3.89 

104.74 10 −    

56.04 OMe(7) 3.93    
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Πίνακας Π15: Χηµικές µετατοπίσεις µεθόξυ παραγώγου (4) σε εκχύλισµα ρίγανης σε οξικό 

αιθυλεστέρα σε διαλύτη DMSO-d6. 
13

C αρίθµηση 
1
H 

13
C αρίθµηση 

1
H 

163.95 2 − 121.49 1΄ − 

102.58 3 6.85 128.73 2΄ 7.94 

182.81 4 − 116.34 3΄ 6.96 

143.31 5 12.53 161.54 4΄ 10.45 

134.41 6 9.17 116.34 5΄ 6.96 

148.11 7 − 128.73 6΄ 7.94 

133.12 8 −    

 9 −    

106.25 10 −    

60.95 OMe(7) 3.94    

61.91 OMe(8) 3.91    
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Πίνακας Π16: Χηµικές µετατοπίσεις παραγώγου καρβακρόλης (5) σε εκχύλισµα ρίγανης σε οξικό 

αιθυλεστέρα σε διαλύτη DMSO-d6. 
13

C αρίθµηση 
1
H 

142.39 1 8.14 

122.07 2 − 

120.51 3 6.50 

115.68 4 6.50 

132.80 5 − 

143.16 6 8.01 

16.39 7 2.08 

26.54 8 3.16 

22.89 9 1.10 
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Πίνακας Π17: Χηµικές µετατοπίσεις παραγώγου καρβακρόλης (6) σε εκχύλισµα ρίγανης σε οξικό 

αιθυλεστέρα σε διαλύτη DMSO-d6. 
13

C αρίθµηση 
1
H 

140.95 1, 1΄ 8.10 

120.65 2, 2΄ − 

117.57 3, 3΄ 6.30 

133.30 4, 4΄ − 

131.65 5, 5΄ − 

142.70 6, 6΄ 8.00 

13.47 7, 7΄ 1.78 

26.36 8, 8΄ 3.19 

22.90 9, 9΄ 1.12 
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