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Εισαγωγή 

Πξόζθαηεο κειέηεο αλαθέξνπλ όηη ππάξρνπλ θαηά πξνζέγγηζε 500.000-

750.000 είδε αλώηεξσλ θπηώλ ζηε γε, από ηα νπνία έλα κηθξό πνζνζηό ηεο ηάμεσο 

ηνπ 10% έρεη εξεπλεζεί σο πξνο ηε ζύζηαζε ηνπ. Πνιιά από απηά ηα θπηά έρνπλ 

θαξκαθεπηηθέο ηδηόηεηεο θαη είλαη δεδνκέλν όηη από ην ζύλνιν ησλ θαξκάθσλ πνπ 

θπθινθνξνύλ, ζρεδόλ ηα κηζά θάξκαθα πνπ έρνπλ ζήκεξα θιηληθέο ρξήζεηο έρνπλ 

θπζηθή πξνέιεπζε θαη ην 50% ησλ θαξκάθσλ θαηά ηνπ θαξθίλνπ είλαη είηε θπζηθά 

πξντόληα είηε πξνέξρνληαη άκεζα από απηά (Newman and Cragg, 2007). Τα 

ηειεπηαία ρξόληα, πνιιέο έξεπλεο έδεημαλ όηη δίαηηεο πνπ πεξηέρνπλ πςειά πνζνζηά 

ζε θπηνρεκηθά κπνξνύλ λα παξέρνπλ πξνζηαζία ελάληηα ζε δηάθνξεο αζζέλεηεο. Οη 

πξνζηαηεπηηθέο δξάζεηο από ηελ θαηαλάισζε θξνύησλ, ιαραληθώλ, θαξπθεπκάησλ 

θαη βνηάλσλ, έρνπλ δηαπηζησζεί όρη κόλν γηα ηελ πεξίπησζε ηνπ θαξθίλνπ αιιά θαη 

γηα άιιεο ρξόληεο αζζέλεηεο, όπσο νη θαξδηαγγεηαθέο παζήζεηο. 

 Τα θπζηθά πξντόληα είλαη αλεμάληιεηε πεγή βηνδξαζηηθώλ ζπζηαηηθώλ θαη ε 

εκβάζπλζε ζηε ρεκεία ησλ θπζηθώλ πξντόλησλ παξνπζηάδεη ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ 

ιόγσ ηεο πνιππινθόηεηαο ησλ ρεκηθώλ δνκώλ ηνπο θαη ησλ πνιύ ηδηαίηεξσλ 

ραξαθηεξηζηηθώλ ιεηηνπξγηθώλ νκάδσλ ηνπο. Πνιιέο κειέηεο εζηηάδνληαη ζηε ρεκεία 

θαη ηε βηνδξαζηηθόηεηα απηώλ ησλ θπζηθώλ πξντόλησλ, πνπ πξνώζεζαλ ηελ 

αλαθάιπςε θαξκάθσλ από θπζηθέο πεγέο. Ωζηόζν, ιίγα είλαη γλσζηά γηα ηνπο 

κεραληζκνύο δξάζεο ηνπο θαη αθόκα ιηγόηεξα γηα ηηο θαξκαθνινγηθέο ηδηόηεηέο ηνπο, 

εμαηηίαο ελ κέξεη ηεο απνπζίαο, ζπγθεθξηκέλσλ θαη επαίζζεησλ αλαιπηηθώλ 

κεζόδσλ. 

Αλ θαη ν όξνο θπζηθά πξντόληα εηπκνινγηθά αλαθέξεηαη ζε όιεο ηηο ρεκηθέο 

ελώζεηο, αλόξγαλεο θαη νξγαληθέο, πνπ βξίζθνληαη ζηε θύζε, εληνύηνηο έρεη 

θαζηεξσζεί ε έλλνηα απηή λα πεξηνξίδεηαη κόλν ζε ελώζεηο πνπ αθνξνύλ ηνπο 

δσληαλνύο νξγαληζκνύο ή παξάγνληαη από απηνύο, θάηη ην νπνίν παξαδνζηαθά 

ραξαθηήξηδε ηηο νξγαληθέο ελώζεηο. Από άπνςε δνκήο, νη ηάμεηο ησλ ελώζεσλ πνπ 

παξαδνζηαθά ζπλδέζεθαλ κε ηε ρεκεία ησλ θπζηθώλ πξντόλησλ είλαη: α) 

πδαηάλζξαθεο, α-ακηλνμέα, πξσηεΐλεο, ιίπε, λνπθιετληθά νμέα θ.ιπ., πνπ νξίδνληαη 

σο πξντόληα πξσηνγελνύο κεηαβνιηζκνύ θαη είλαη ζεκειηώδε ιεηηνπξγηθά ζπζηαηηθά 

όισλ πξαθηηθά ησλ νξγαληζκώλ θαη β) θαηλνιηθέο ελώζεηο (αλζνθπάλεο, 
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θιαβνλνεηδή), ηεξπέληα, ζηεξνεηδή, αιθαινεηδή θαη πνιιά εηεξνθπθιηθά παξάγσγα, 

πνπ νξίδνληαη σο πξντόληα δεπηεξνγελνύο κεηαβνιηζκνύ θαη ραξαθηεξίδνπλ ην είδνο 

πνπ ηα παξάγεη ρσξίο λα ζπκκεηέρνπλ ζηε βαζηθή νξγαληθή ηνπ ιεηηνπξγία. Σήκεξα, 

ν όξνο θπζηθά πξντόληα αλαθέξεηαη ζηα πξντόληα δεπηεξνγελνύο κεηαβνιηζκνύ, πνπ 

δεκηνπξγνύληαη ηόζν ζην θπηηθό όζν θαη ζην δσηθό βαζίιεην. Από ηηο ηάμεηο ησλ 

ελώζεσλ πνπ αλαθέξζεθαλ παξαπάλσ, ηα ηεξπέληα, ηα αιθαινεηδή θαη δηάθνξεο 

θαηλνιηθέο νπζίεο απνκνλώλνληαη θπξίσο από ηα θπηά, ελώ ηα ζηεξνεηδή θαη νη 

θεξνκόλεο είλαη θπξίσο ζπζηαηηθά ησλ δσηθώλ νξγαληζκώλ (Ιγνατιάδου-Ραγκούση, 

1996). 

Η δηαδηθαζία πνπ αθνινπζείηαη ζπλήζσο γηα ηε κειέηε ηεο ζύζηαζεο ελόο 

θπηηθνύ εθρπιίζκαηνο πεξηιακβάλεη ην ζηάδην ηεο εθρύιηζεο κε δηάθνξνπο δηαιύηεο, 

ηνπ θπηηθνύ παξαζθεπάζκαηνο, νη νπνίνη εθιεθηηθά παξαιακβάλνπλ ηα ζπζηαηηθά 

ηνπ αλάινγα κε ηε δνκή ηνπο θαη ζηε ζπλέρεηα ην ζηάδην ηεο απνκόλσζεο θαη ηνπ 

θαζαξηζκνύ ησλ επηκέξνπο ζπζηαηηθώλ κε θιαζκάησζε ή/θαη κε ρξσκαηνγξαθηθέο 

ηερληθέο. Αθνινπζεί ε ζπιινγή δεδνκέλσλ πνπ ζα νδεγήζνπλ ζην ραξαθηεξηζκό ησλ 

απνκνλσκέλσλ ελώζεσλ, όπσο ε θαηαγξαθή ησλ θαζκάησλ ππεξύζξνπ (IR), 

ππεξηώδνπο (UV), κάδαο (MS), ππξεληθνύ καγλεηηθνύ ζπληνληζκνύ NMR-
1
Η, NMR-

13
C θαζώο θαη NMR δπν δηαζηάζεσλ, θαη ν πξνζδηνξηζκόο ησλ θπζηθώλ ηνπο 

ζηαζεξώλ πξνθεηκέλνπ λα γίλεη ε πιήξεο ηαπηνπνίεζή ηνπο. Η δηαδηθαζία 

πεξηγξάθεηαη ζρεκαηηθά παξαθάησ (Σρήκα 1). 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα 1. Η διαδικαζία που ακολουθείηαι ζυνήθως για ηη μελέηη ηης ζύζηαζης ενός 

θυηικού εκχυλίζμαηος. 

Φστικό μέρος 

Φστικό εκτύλισμα 

Διατωρισμός στα επιμέροσς 

σσστατικά 

Χαρακτηρισμός των σσστατικών 

ποσ απομονώθηκαν 
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Η αλάπηπμε θαηάιιεισλ αλαιπηηθώλ ηερληθώλ πνπ ζα παξέρνπλ γξήγνξε 

κειέηε λέσλ πεγώλ γλσζηώλ ή θαη λέσλ θπηνρεκηθώλ κπνξεί λα απνδεηρζεί πνιύηηκε 

ζηελ έξεπλα θπζηθώλ πξντόλησλ. Απηέο νη ηερληθέο θπξίσο πεξηιακβάλνπλ 

ρξσκαηνγξαθία πςειήο απόδνζεο αληίζηξνθεο θάζεο (RP-HPLC) κε ηε ρξήζε 

δηάθνξσλ αληρλεπηώλ, αιιά έρνπλ αλαπηπρζεί θαη άιιεο ηερληθέο (Κεθάιαην 1.1.1). 

Επίζεο, ε πγξή ρξσκαηνγξαθία ζε ζύδεπμε κε ηε θαζκαηνκεηξία καδώλ (LC-MS) 

έρεη επξέσο ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ αλάιπζε θπζηθώλ πξντόλησλ, αιιά θαη γηα ηνλ 

κεηαβνιηζκό θαη ηε θαξκαθνθηλεηηθή ηνπο κειέηε, εμαηηίαο ηεο εμαηξεηηθήο 

επαηζζεζίαο, ηεο εθιεθηηθόηεηαο θαη ηεο ηαρύηεηαο πνπ παξνπζηάδεη σο ηερληθή 

(Κεθάιαην 1.1.1). Σηελ ίδηα θαηεύζπλζε ε αλάπηπμε λέσλ ζπδεπγκέλσλ LC-NMR 

ηερληθώλ, έδσζε λέα ώζεζε ζηελ ηαπηνπνίεζε λέσλ ζπζηαηηθώλ από θπηνρεκηθά 

(Κεθάιαην 1.1.2). Η θαζκαηνζθνπία ππξεληθνύ καγλεηηθνύ ζπληνληζκνύ (Nuclear 

magnetic resonance, NMR) ρξεζηκνπνηείηαη όιν θαη πεξηζζόηεξν σο κέζνδνο 

εύξεζεο ηνπ δαθηπιηθνύ απνηππώκαηνο («fingerprinting») θπζηθώλ πξντόλησλ, γηα 

ηε κειέηε κηγκάησλ δηαθόξσλ ζπζηαηηθώλ πνπ αλήθνπλ ζηελ ίδηα ή ζε δηαθνξεηηθέο 

ρεκηθέο ηάμεηο ρσξίο πξνεγνύκελν δηαρσξηζκό ηνπο, θ.α. (Κεθάιαην 1.2).  

   Η Ειιάδα ζεσξείηαη πξνλνκηνύρα ρώξα από ηελ άπνςε ηεο πνιππινθόηεηαο 

θαη κνλαδηθόηεηαο πνπ παξνπζηάδεη ε ρισξίδα ηεο, θαζώο πεξίπνπ 6000 θπηά έρνπλ 

ηαπηνπνηεζεί, πνιιά από ηα νπνία είλαη θαξκαθεπηηθά. Καηά ηελ αξραηόηεηα είραλ 

δεκηνπξγεζεί δηάθνξα γλσζηά ζεξαπεπηηθά θέληξα, ελώ ζε κεηαγελέζηεξεο επνρέο ε 

πεξηνρή ηνπ Ζαγνξίνπ θαηείρε εμέρνπζα ζέζε ζηνλ ηνκέα απηό. Σπγθεθξηκέλα, θαηά 

ηνλ 17
ν
-19

ν
 αηώλα αλαδείρηεθε σο ην δεκνθηιέζηεξν θέληξν παξαδνζηαθήο ηαηξηθήο 

ηεο Βαιθαληθήο ρεξζνλήζνπ. Σε έλα ηέηνην πεξηβάιινλ πξνηθηζκέλν κε θπζηθή 

νκνξθηά θαη βηνπνηθηιόηεηα αλαπηύρζεθε θαη άλζεζε ε ηέρλε ηεο 

βνηαλνζεξαπεπηηθήο. Μάιηζηα, νη παξαδνζηαθνί ζεξαπεπηέο- πξαθηηθνί πνπ 

πξνεξρόηαλ από απηή ηελ πεξηνρή νλνκαδόηαλ «Βηθνγηαηξνί» ή «θνκπνγηαλλίηεο». 

Σπληζηνύζαλ, ιίγν πνιύ, κηα αδειθόηεηα πνπ ρξεζηκνπνηνύζε ζπγθεθξηκέλε 

δηάιεθην γηα λα επηθνηλσλνύλ θαη λα αλαγλσξίδνληαη κεηαμύ ηνπο. Πξνεξρόηαλ όινη 

από ηελ πεξηνρή ηνπ Ζαγνξίνπ θαη πξνκεζεπόηαλ ηα βόηαλα πνπ ρξεζηκνπνηνύζαλ 

ζηηο ζπληαγέο ηνπο από ηελ ίδηα πεξηνρή: ηε ραξάδξα ηνπ Βίθνπ, ην θαξάγγη ηνπ 

Αώνπ θαη ηα γύξσ βνπλά. Σύκθσλα κε ζρεηηθή κειέηε θαηεγξάθεζαλ πάλσ από 500 
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θαξκαθεπηηθά ή πηζαλά θαξκαθεπηηθά θπηηθά είδε (medicinal plant taxa) ζηελ 

πεξηνρή ηνπ Ζαγνξίνπ (Vokou et al., 1993). 

Σπλεπώο, ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ παξνπζηάδεη ε αλάπηπμε θαη εθαξκνγή 

αλαιπηηθώλ κεζόδσλ πνπ ζα παξέρνπλ γξήγνξε κειέηε ζπζηαηηθώλ εθρπιηζκάησλ 

θαξκαθεπηηθώλ θπηώλ, όπσο είλαη γηα παξάδεηγκα θπηά πνπ αλήθνπλ ζηελ 

νηθνγέλεηα Lamiaceae. Η νηθνγέλεηα Lamiaceae πεξηιακβάλεη 200 γέλε θαη 3500 

πεξίπνπ είδε θπηώλ, πνπ θύνληαη θπξίσο ζηε Μεζόγεην. Τα θπηά ηεο νηθνγέλεηαο 

απηήο ρξεζηκνπνηνύληαη επξέσο από ηελ αξραηόηεηα σο αξηύκαηα, αθεςήκαηα ή 

αθόκε θαη σο «θάξκαθα». Από ηα θπξηόηεξα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο είλαη ην 

δεληξνιίβαλν, ην θαζθόκειν, ην ζπκάξη, ε καληδνπξάλα θ.α. Κπξηόηεξα ζπζηαηηθά 

ησλ εθρπιηζκάησλ απηώλ ησλ θπηώλ είλαη ηα θιαβνλνεηδή θαη ηα θαηλνιηθά νμέα 

(Κεθάιαην 1.3), ηα ηξηηεξπελνεηδή θαη ηα δηηεξπέληα (Κεθάιαην 1.4). Σηελ παξνύζα 

δηδαθηνξηθή δηαηξηβή κειεηήζεθε ε ζύζηαζε ελόο είδνπο από ηα παξαπάλσ θπηά ηεο 

νηθνγέλεηαο Lamiaceae, αιιά θαη σο πξνο ηελ παξνπζία ηξηηεξπελνεηδώλ 

κειεηήζεθε, εθρύιηζκα θύιισλ ειηάο ηεο νηθνγέλεηαο Oleaceae θαη εθρύιηζκα 

θύιισλ ξνδνδάθλεο ηεο νηθνγέλεηαο Apocynaceae. 
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Η δηδαθηνξηθή δηαηξηβή κε ζέκα «Μειέηε ηεο ζύζηαζεο θπηηθώλ 

εθρπιηζκάησλ σο πξνο ηελ παξνπζία βηνδξαζηηθώλ ελώζεσλ κε ηε ρξήζε κνληέξλσλ 

ζπλδπαζηηθώλ ηερληθώλ ελόξγαλεο αλάιπζεο» πνπ αθνινπζεί, πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

Δπηβιέπνληα ηνλ Καζεγεηή ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Ισαλλίλσλ Ι.Π. Γεξνζαλάζε. Τελ 

ηξηκειή Σπκβνπιεπηηθή Δπηηξνπή απαξηίδνπλ ν Καζ. Ι.Π. Γεξνζαλάζεο θαη νη Αλ. 

Καζ. Κ. Σηαιίθαο ηνπ Τκήκαηνο Χεκείαο θαη Αλ. Καζ. Δ. Μπξηαζνύιεο ηνπ 

Τκήκαηνο Ιαηξηθήο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Ισαλλίλσλ. 

Θα ήζεια λα επραξηζηήζσ ζεξκά ηνλ Καζ. Ι.Π. Γεξνζαλάζε, γηα ηελ αλάζεζε 

ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ ζέκαηνο θαη ηελ πνιύηηκε θαζνδήγεζε ηνπ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

εθπόλεζεο ηεο δηαηξηβήο. Θα ήζεια επίζεο λα επραξηζηήζσ ηδηαίηεξα ην κέινο 

ΔΙΓΙΠ θ. Β. Δμάξρνπ, ππεύζπλε ηνπ Κέληξνπ NMR ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Ισαλλίλσλ 

γηα ηελ ζπλερή θαζνδήγεζε θαη ζπκπαξάζηαζε ηεο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο εθπόλεζεο 

ηεο δηαηξηβήο. Θεξκέο επραξηζηίεο ζα ήζεια λα εθθξάζσ ζηνλ Δπ. Καζ. Α. Τξνγθάλε 

γηα ηελ πνιύηηκε βνήζεηά ηνπ ζρεηηθά κε ηε ιήςε θαη εξκελεία ησλ θαζκάησλ NMR. 

Δπραξηζηώ ηδηαηηέξσο ηελ Λέθηνξα ηνπ Τκήκαηνο Χεκείαο θ. Α. Μπαδέθα, πνπ σο 

ππεύζπλε ηνπ Κέληξνπ Μάδαο κνπ παξείρε θάζε δπλαηή βνήζεηα θαηά ηε ιήςε ησλ 

πεηξακάησλ.  

Θεξκέο επραξηζηίεο ζα ήζεια επίζεο λα εθθξάζσ ζηα κέιε ηεο ηξηκεινύο 

Σπκβνπιεπηηθήο Δπηηξνπή, ηνλ Αλ. Καζ. Κ. Σηαιίθα ηνπ Τκήκαηνο Χεκείαο θαη ηνλ 

Αλ. Καζ. Δ. Μπξηαζνύιε ηνπ Τκήκαηνο Ιαηξηθήο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Ισαλλίλσλ, 

θαζώο θαη ζηα ππόινηπα κέιε ηεο επηακεινύο Δμεηαζηηθήο Δπηηξνπήο, ζηνλ Καζ. Τ. 

Αικπάλε, ζηνλ Αλ. Καζ. Γ. Βαξβνύλε θαη ζηνλ Λέθηνξα Α. Τδάθν ηνπ Τκήκαηνο 

Χεκείαο θαζώο θαη ζηνλ Καζ. Γ. Γαιάξε ηνπ Τκήκαηνο Ιαηξηθήο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ 

Ισαλλίλσλ γηα ηηο ππνδείμεηο θαη δηνξζώζεηο πνπ πξόηεηλαλ ζηελ παξνύζα 

δηδαθηνξηθή δηαηξηβή.      

Τέινο, ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηνπο ζπλαδέιθνπο κνπ ζην Δξγαζηήξην 

Φαζκαηνζθνπίαο Οξγαληθώλ Δλώζεσλ ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Ισαλλίλσλ, ηνλ Γξ. 

Βιάζην Γνύια, ηνλ θ. Παληειή Χαξηζηάδε θαη ηδηαίηεξα ηελ ππνςήθηα δηδάθηνξα θ. 

Αιεμάλδξα Νεξαληδάθε γηα ηελ άξηζηε ζπλεξγαζία καο θαη ηελ πνιύηηκε θηιία ηεο. 
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Σκοπός της διδακτορικής διατριβής 

Τα θπζηθά πξντόληα είλαη αλεμάληιεηε πεγή βηνελεξγώλ ζπζηαηηθώλ πνπ 

απνθηνύλ νινέλα απμαλόκελν ελδηαθέξνλ γηα ηε ρξήζε ηνπο ζηε ζεξαπεπηηθή θαη ηε 

βηνηερλνινγία. Πξόζθαηε κειέηε αλαθέξεη όηη πεξίπνπ ην 50% ησλ θαξκάθσλ θαηά 

ηνπ θαξθίλνπ είλαη είηε θπζηθά πξντόληα είηε πξνέξρνληαη άκεζα από απηά. Η 

αλαδήηεζε ζπζηαηηθώλ κε πνηθίιεο δξάζεηο ζε θπζηθά πξντόληα θαη ε εθηίκεζε ηεο 

δξάζεο ησλ επηκέξνπο ζπζηαηηθώλ ησλ εθρπιηζκάησλ είλαη κηα εμαηξεηηθά δύζθνιε 

θαη επίπνλε δηαδηθαζία, εμαηηίαο ηεο πνιππινθόηεηάο ηνπο. Σπλεπώο, είλαη ηδηαίηεξα 

επηζπκεηή ε αλάπηπμε κεζνδνινγηώλ γηα ηελ άκεζε, γξήγνξε θαη αθξηβή 

ηαπηνπνίεζή ηνπο ζε πνιύπινθα θπηηθά εθρπιίζκαηα ρσξίο ηνλ πξνεγνύκελν 

ρξσκαηνγξαθηθό δηαρσξηζκό ηνπο. Η ρξήζε ηεο θαζκαηνζθνπίαο NMR ζηελ 

αλάιπζε πνιύπινθσλ κηγκάησλ όπσο ηα θπηηθά εθρπιίζκαηα, πιενλεθηεί έλαληη ησλ 

άιισλ κεζόδσλ αλάιπζεο θαζώο απαηηείηαη ε ειάρηζηε δπλαηή πξνθαηεξγαζία ηνπ 

δείγκαηνο θαη κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ ηαπηόρξνλε αλίρλεπζε δηαθνξεηηθώλ 

ηάμεσλ ελώζεσλ. 

Σθνπόο ηεο παξνύζαο δηδαθηνξηθήο δηαηξηβήο είλαη ε δηεξεύλεζε ηνπ βέιηηζηνπ 

ηξόπνπ εξγαζίαο γηα ηελ αλάιπζε (ε αλάπηπμε ελόο πξσηόθνιινπ αλάιπζεο) 

δηαθνξεηηθώλ ηάμεσλ ελώζεσλ ζε θπηηθά εθρπιίζκαηα κε ηε ρξήζε κεζνδνινγηώλ 

Ππξεληθνύ καγλεηηθνύ Σπληνληζκνύ (Nuclear Magnetic Resonance, NMR) 1D θαη 

2D, ρσξίο ηνλ πξνεγνύκελν δηαρσξηζκό ηνπο. Σπγθεθξηκέλα, νξγαληθά εθρπιίζκαηα 

θπηώλ πνπ αλήθνπλ ζηηο νηθνγέλεηεο Lamiaceae, Oleaceae, Rutaceae & Αpocynaceae 

επαλαδηαιπηνπνηήζεθαλ ζε δεπηεξησκέλνπο δηαιύηεο θαη έγηλε κηα πξνζπάζεηα 

ηαπηνπνίεζεο θαη, ζε νξηζκέλεο πεξηπηώζεηο, πνζνηηθνύ πξνζδηνξηζκνύ ησλ θύξησλ 

ζπζηαηηθώλ ηνπο, πνπ αλήθνπλ ζηηο θαηεγνξίεο ησλ δη- θαη ηξηηεξπελίσλ, ησλ 

θαηλνιηθώλ νμέσλ θαη ησλ θιαβνλνεηδώλ.  

Γηα ζύγθξηζε ησλ απνηειεζκάησλ εθαξκόζηεθε πγξή ρξσκαηνγξαθία πςειήο 

απόδνζεο αληίζηξνθεο θάζεο θαη γηα ηελ πεξαηηέξσ δηαπίζησζε ηεο 

πνιππινθόηεηαο ησλ εθρπιηζκάησλ πγξή ρξσκαηνγξαθία ζε ζύδεπμε κε 

θαζκαηνκεηξία καδώλ. Τέινο, έγηλε εθηίκεζε ηεο αληηνμεηδσηηθήο δξάζεο ησλ 

εθρπιηζκάησλ θαη θσηνκεηξηθόο πξνζδηνξηζκόο ησλ νιηθώλ θαηλνιώλ, 

θιαβνλνεηδώλ θαη θιαβνλώλ ηνπο.  
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Abstract 

Natural environment and especially plants continue to provide a dynamic 

research area in the field of drug discovery, since phytochemicals can be possible 

starting materials of novel bioactive compounds. In the present drug discovery 

programmes, natural products or compounds derived from natural products account 

for > 40% of the new registered drugs. In order to discover new bioactive compounds, 

extracts from plants or other natural sources should be submitted at the same time to 

chemical screening and various biological or pharmacological targets. Due to the 

complexity of the plant extracts, it is rather difficult to characterize them chemically 

in one step. Usually, their study includes fractionation of the complex mixture, 

separation and isolation of the individual components with liquid chromatography, 

and structure elucidation using various spectroscopic methods (UV, IR, MS, NMR). 

Our experience in studying antioxidants that are present in plant extracts revealed that 

1D and 2D NMR spectroscopy can be used as an alternative analytical technique to 

provide insight into mixtures without any previous separation of the individual 

components.  

The aim of this thesis was to use different 1D and 2D NMR methodologies for 

the characterization of different classes of secondary metabolites in plant extracts 

without any previous separation and isolation of the individual components. The 

crude plant extracts, belonging in the Lamiaceae, Oleaceae and Apocynaceae 

families, were dissolved in deuterated solvents (CD3CN and pyridine-d5) and an 

attempt was made for the identification, and in some cases, the quantification of their 

main components, belonging to the classes of flavonoids and phenolic acids, 

diterpenes and triterpenoids. Ground leaves of Rosmarinus officinalis, Salvia 

officinalis, Thymus vulgaris, Origanum majorana, Olea europaea and Nerium 

oleander were subsequently extracted with n-hexane and ethyl acetate. The extracts 

were concentrated in rotary evaporator and kept into sealed flasks.  

As a first step, extracts were investigated for their radical scavenging activity 

using DPPH
∙
 assay and the content of total phenolic compounds and flavonoids was 

measured in plant extracts. Because of their strong radical scavenging activity (of 

most of the extracts) and the high amounts of total phenolic compounds and 

flavonoids of the ethyl acetate extracts, their composition was further investigated. All 

crude extracts were dissolved in CD3CN and the 
1
H- NMR, 

1
Η- 

1
Η COSY, 

1
H-

13
C 

HSQC and HMBC spectra were acquired. In the 
1
H- NMR spectrum of the extracts a 

very characteristic region between 11 to 13 ppm, which is of high diagnostic value for 

the presence of flavonoids, was observed. The highly deshielded signals in this region 

are attributed to the hydroxyl protons OH(5), which participate in a strong 

intramolecular hydrogen bond, formed between the hydroxyl and the carbonyl group 

at CO(4). As a rule the 
1
H- NMR resonances of the –OH groups appear at room 

temperature as broad signals especially in protic solvents, owing to the mobility of the 

hydrogen and its fast exchange, on the NMR time scale, with the protons of the 
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solvent. However, by decreasing the temperature, the proton exchange rate is reduced 

and the –OH peaks are revealed as sharp peaks. With the use of proper temperature 

and by spiking with standards, certain flavones, flavonols and flavanones were 

detected in ethyl acetate extracts.  

Also in the 
1
H- NMR spectrum of the ethyl acetate extracts of the Lamiaceae 

family two doublets resonating at ~ 6.2 and ~ 7.5 ppm respectively (J =15.8 Hz), were 

observed. Their coupling constant indicates the presence of the trans-isomer of the 

hydroxycinammic acid derivative. In 
1
Η- 

1
Η COSY spectrum the strongest cross-

peaks (Η3a, H2a), (Η3a, H3β) και (Η2, Η3α,β) are diagnostic of the caffeic acid moiety. 

Moreover in the 
1
H-

13
C HSQC spectrum certain very strong cross-peaks indicate a 

coupling network that can be attributed to rosmarinic acid. Both proton and carbon-13 

chemical shifts of rosmarinic and caffeic acid are almost the same, but there is a 

significant difference in the 
13

C shielding and the number of cross-peaks of the –

COOR and –COOH carbons, in the 
1
H-

13
C HMBC spectrum, which offers the 

solution to the problem of the unequivocal assignment of them. The high resolution of 

the 2D 
1
H-

13
C HMBC spectrum allowed us to determine unambiguously the 

individual cross-peaks of the spin system of rosmarinic acid r(H3a, C1a), r(H2a, C1a), 

even at room temperature. In addition, in the hexane and ethyl acetate extracts of sage 

and rosemary, using a combination of 
1
H-

13
C HSQC and 

1
H-

13
C HMBC NMR 

spectroscopy, the diterpenes carnosic acid and carnosol were identified.  

In order to confirm the results from the identification of compounds with 1D 

and 2D NMR spectroscopy and to ascertain the complexity or not of the composition 

of crude plant extracts, they were dissolved in methanol and analyzed with LC-ESI-

MS. Various compounds were tentatively identified and for some of them using 

standards were identified, belonging to the classes of flavonoids and phenolic acid 

(rosmarinic acid), diterpenes, simple phenols and triterpenic acids. The presence of 

compounds identified using 1D and 2D NMR spectroscopy was confirmed with the 

LC-ESI-MS analysis. The quantification of the standard compounds that were 

commercially available was achieved using seven point calibration curves. The levels 

of rosmarinic acid in the extracts were also examined by the use of 
1
H- NMR 

spectroscopy and were in good agreement with those obtained by HPLC.         

Finally, a novel strategy for NMR analysis of mixtures of oleanolic (OA) and 

ursolic acids (UA) that occur in natural products was described. The combination of 
1
H-

13
C HSQC and 

1
H-

13
C HMBC techniques allows the connection of the proton and 

carbon-13 spins across the molecular backbone resulting in the identification and, 

thus, discrimination of OA and UA without resorting to physicochemical separation 

of the components. The methodology was extended and to other triterpenoids 

(betulinic acid, betulin, erythrodiol and uvaol) that were identified in some of the 

above extracts. The quantitative results provided by 2D 
1
H-

13
C HSQC NMR data 

were obtained within a short period of time (~ 14 min) and were in excellent 
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agreement with those obtained by HPLC (using modified cyclodextrins in the mobile 

phase), which supported the efficiency of the suggested methodology.  
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1.1 Μέζνδνη κειέηεο ηεο ζύζηαζεο θπηηθώλ εθρπιηζκάηωλ  

1.1.1 Γεληθέο ρξωκαηνγξαθηθέο ηερληθέο (HPLC, GC, θ.α.) 

Τα ηειεπηαία 100 ρξφληα ε ρξσκαηνγξαθία έρεη αλαπηπρζεί απφ κηα ππνηππψδε 

αλαιπηηθή ηερληθή δηαρσξηζκνχ ρξσζηηθψλ ζε έλα ζχλνιν ηερληθψλ ηθαλψλ λα 

αληηκεησπίζνπλ ηα πην πνιχπινθα πξνβιήκαηα πνπ αλαθχπηνπλ φζνλ αθνξά ηελ 

αλάιπζε θαη ηνλ θαζαξηζκφ ελψζεσλ απφ πνιχπινθα κίγκαηα. Σηνλ Πίλαθα 1.1 

δίλεηαη κηα ιίζηα απφ ηηο ρξσκαηνγξαθηθέο ηερληθέο πνπ εθαξκφδνληαη ζπρλφηεξα 

ζηελ αλάιπζε θπηνρεκηθψλ.  

Πίλαθαο 1.1: Οη θύξηεο ρξσκαηνγξαθηθέο ηερληθέο πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη ζηε 

θπηνρεκεία (Marston, 2007) 

Υξωκαηνγξαθηθή ηερληθή Μεραληζκόο Γηαρωξηζκνύ 

Φξσκαηνγξαθία πγξνχ –ζηεξενχ Απνξξφθεζε 

Φάξηνπ (Απνξξφθεζε), Καηαλνκή 

Φξσκαηνγξαθία αέξηνπ-πγξήο θάζεο (GLC) Απνξξφθεζε, Καηαλνκή 

Φξσκαηνγξαθία ιεπηήο ζηηβάδαο (TLC) Απνξξφθεζε, Καηαλνκή 

Υγξή ρξσκαηνγξαθία πςειήο απφδνζεο (HPLC) Απνξξφθεζε, Καηαλνκή 

Υγξή ρξσκαηνγξαθία ππεξπςειήο απφδνζεο (ultra-

performance liquid chromatography- UPLC) 
Απνξξφθεζε, Καηαλνκή 

Φξσκαηνγξαθία ππεξθξίζηκνπ ξεπζηνχ (SFC) Απνξξφθεζε, Καηαλνκή 

Φξσκαηνγξαθία πγξνχ-πγξνχ (LLC) Καηαλνκή 

Φξσκαηνγξαθία θαη’ αληηξξνή (CCC) Καηαλνκή 

Φξσκαηνγξαθία ηνλαληαιιαγήο (IEC) Ινλαληαιιαγή (Ion-exchange) 

Ηιεθηξνθφξεζε ζε ηξηρνεηδέο Φνξηίν 

Φξσκαηνγξαθία ηνληηθνχ δεχγνπο 
Γηακφξθσζε ηνληηθνχ δεχγνπο, 

ηνληηθή αιιειεπίδξαζε 

Φξσκαηνγξαθία πδξνθνβηθήο αιιειεπίδξαζεο 

(HIC) 
Καηαλνκή 

Φξσκαηνγξαθία απνθιεηζκνχ κεγεζψλ (SEC) Μέγεζνο πξνζδηνξηδφκελνπ ζπζηαηηθνχ 

Φξσκαηνγξαθία (ρεκηθήο) ζπγγέλεηαο Βηνινγηθή ζπγγέλεηα 
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Μηα απφ ηηο παιαηφηεξεο ηερληθέο είλαη ε ρξσκαηνγξαθία ιεπηήο ζηηβάδαο 

(thin-layer chromatography- TLC), πνπ είλαη ηδηαίηεξα ρξήζηκε γηα έλα γξήγνξν 

έιεγρν (screening) θπηηθψλ εθρπιηζκάησλ γηα θαξκαθνινγηθά δξαζηηθά ζπζηαηηθά. 

Σπλήζσο ε ηερληθή απηή πξνεγείηαη ηεο ζε βάζνο αλάιπζεο ησλ εθρπιηζκάησλ κε 

νξγαλνινγηθέο ηερληθέο, εμαηηίαο ηεο ηθαλφηεηάο ηεο λα ρξεζηκνπνηείηαη κεγάινο 

φγθνο δείγκαηνο. Μαδί κε ηελ αλνηρηή ρξσκαηνγξαθία ζηήιεο (column 

chromatography- CC) ρξεζηκνπνηνχληαη έσο ζήκεξα γηα ην δηαρσξηζκφ θπζηθψλ 

πξντφλησλ εμαηηίαο ηεο επθνιίαο πνπ παξνπζηάδνπλ σο κέζνδνη, ηνπ ρακεινχ ηνπο 

θφζηνπο, ηεο δπλαηφηεηαο πνπ πξνζθέξνπλ γηα ηνλ ηαπηφρξνλν δηαρσξηζκφ θαη ηελ 

αλίρλεπζε ελφο αμηφινγνπ αξηζκνχ δεηγκάησλ αιιά θαη εμαηηίαο ηεο δηαζεζηκφηεηαο 

λέσλ ζηαηηθψλ θάζεσλ. Η TLC έρεη ρξεζηκνπνηεζεί γηα ην δηαρσξηζκφ θαη ηελ 

ηαπηνπνίεζε θαηλνιηθψλ νμέσλ θαη θιαβνλνεηδψλ ζε πδαηηθά εθρπιίζκαηα 

αξσκαηηθψλ θπηψλ ηεο νηθνγέλεηαο Lamiaceae (Triantaphyllou et al., 2001).  

Πνιιέο θαηλνχξγηεο ηερληθέο έρνπλ αλαπηπρζεί ηα ηειεπηαία ρξφληα φζνλ 

αθνξά ηελ ρξσκαηνγξαθία TLC πνπ πεξηιακβάλνπλ: (1) κεζφδνπο πνπ παξέρνπλ κηα 

ζηαζεξή θαη βέιηηζηε ηαρχηεηα θηλεηήο θάζεο (αλαγθαζηηθή ξνή θαη θηλνχκελε-

ειεθηξνσζκσηηθά ξνή), (2) βηληενζθνπεκέλε νπηηθή ππθλνκεηξία γηα θαηαγξαθή 

πνιπδηάζηαησλ ρξσκαηνγξαθεκάησλ, (3) θαζκαηνκεηξία κάδαο θαη (4) 

παξαθνινχζεζε βηνδξαζηηθφηεηαο, γηα εθιεθηηθή αλίρλεπζε. Απηέο νη ηερληθέο, ζε 

ζπλδπαζκφ κε δηζδηάζηαηεο ηερληθέο- 2D, πνιιαπιήο αλάπηπμεο θαη ζπδεπγκέλεο 

ηερληθέο δηαρσξηζκνχ ζηήιεο- ζηηβάδαο κπνξνχλ λα απμήζνπλ ζε κεγάιν βαζκφ ηε 

ρξήζε ηεο ρξσκαηνγξαθίαο TLC γηα ην ραξαθηεξηζκφ πνιχπινθσλ κηγκάησλ φπσο 

είλαη ηα θπηηθά εθρπιίζκαηα.  

Πνιιά πηεηηθά ζπζηαηηθά ππφθεηληαη άκεζα ζε αλάιπζε κε αέξηα 

ρξσκαηνγξαθία (gas chromatography- GC), κηα ηερληθή κε εμαηξεηηθέο δπλαηφηεηεο 

δηαρσξηζκνχ. Ιδηαίηεξα φηαλ ζπλδέεηαη κε θαζκαηνκεηξία καδψλ (mass 

spectrometry-MS) πξνζθέξεη σο ηερληθή εμαηξεηηθή επαηζζεζία θαη εθιεθηηθφηεηα. 

Οη πεξηζζφηεξεο GC-MS κειέηεο πξαγκαηνπνηνχληαη κε ηνληηζκφ (κνξίνπ) κε 

ζχγθξνπζε κε ειεθηξφλην (electron impact ionization mode). Η ρξσκαηνγξαθία GC 

είλαη κηα απφ ηηο θχξηεο ρξσκαηνγξαθηθέο ηερληθέο πνπ εθαξκφδεηαη γηα ηελ αλάιπζε 

ηδηαίηεξα θαηλνιηθψλ νμέσλ ζε θπηά. Πξηλ απφ ηελ αλάιπζε κε ρξσκαηνγξαθία GC 

ηα θαηλνιηθά ζπζηαηηθά ζπλήζσο κεηαηξέπνληαη ζε πεξηζζφηεξν πηεηηθά ζπζηαηηθά 
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κε κεζπιίσζε. Μηα βειηησκέλε δηαδηθαζία παξαγσγνπνίεζεο, ρξεζηκνπνηψληαο 

παξαγσγνπνίεζε-εθρχιηζε-ζε θηαιίδην (in-vial derivatisation-extraction), πξνηάζεθε 

απφ ηνπο Fiamegos et al., 2003, 2005 γηα ηε GC-MS αλάιπζε κεζπιησκέλσλ 

θιαβνλνεηδψλ ζε δηάθνξα δείγκαηα βνηάλσλ. Δπίζεο, ζε βηνινγηθά πγξά έρεη 

αλαθεξζεί ε αλάπηπμε κηαο ππέξ-επαίζζεηεο GC-MS κεζφδνπ γηα ηνλ πνζνηηθφ 

πξνζδηνξηζκφ θαηερίλεο, θεξθεηίλεο θαη ξεζβεξαηξφιεο. Όζνλ αθνξά ηνπο 

γιπθνδίηεο θιαβνλνεηδψλ είλαη ηδηαίηεξα δχζθνιε ε αλάιπζή ηνπο κε ζπκβαηηθή 

ρξσκαηνγξαθία GC αθφκα θαη κεηά ηελ παξαγσγνπνίεζή ηνπο (Stalikas, 2007).  

Παξαηεξείηαη κηα ζπλερψο απμαλφκελε αλάγθε λα γλσξίδνπκε ηα πξνθίι ησλ 

θπηνρεκηθψλ ζπζηαηηθψλ ζε δηαθνξεηηθά θπηά, αιιά θαη κεηαμχ δηαθνξεηηθψλ 

πνηθηιηψλ ηνπ ίδην θπηνχ. Όκσο, νη ζπκβαηηθέο ρξσκαηνγξαθηθέο ηερληθέο (TLC, CC) 

γεληθά ζηεξνχληαη ηελ επαηζζεζία θαη ηε δηαθξηηηθή ηθαλφηεηα πνπ ζπρλά απαηηείηαη 

γηα ηελ αλίρλεπζε θαη ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ζπζηαηηθψλ πνπ βξίζθνληαη ζε 

ίρλε. Η ρξσκαηνγξαθία GC παξφηη πιεξνί απηέο ηηο πξνυπνζέζεηο έρεη πεξηνξηζκέλε 

ρξήζε θαζψο νη πεξηζζφηεξεο ελψζεηο δελ είλαη πηεηηθέο. Δίλαη θαζνιηθά απνδεθηφ 

φηη ε πγξή ρξσκαηνγξαθία πςειήο απφδνζεο (high performance liquid 

chromatography-HPLC) είλαη ην πην δεκνθηιέο θαη αμηφπηζην ζχζηεκα κεηαμχ φισλ 

ησλ ηερληθψλ ρξσκαηνγξαθηθνχ δηαρσξηζκνχ γηα ηνλ δηαρσξηζκφ ζπζηαηηθψλ 

θπηηθψλ εθρπιηζκάησλ. Η πνιιαπιή ρξεζηκφηεηα ηεο HPLC έρεη λα θάλεη θαη κε ηελ 

χπαξμε δηαθνξεηηθψλ ηξφπσλ δηαρσξηζκνχ θαη κεζφδσλ αλίρλεπζεο, κεηαμχ ησλ 

νπνίσλ ζπγθαηαιέγεηαη ν αληρλεπηήο ζπζηνηρίαο θσηνδηφδσλ (diode array detector- 

DAD) ζε ζχδεπμε κε θαζκαηνκεηξία καδψλ (MS) (Tsao and Deng, 2004).  

Οη ηερληθέο HPLC πξνζθέξνπλ κηα κνλαδηθή επθαηξία γηα ηνλ ηαπηφρξνλν 

δηαρσξηζκφ φισλ ησλ ππφ αλάιπζε ζπζηαηηθψλ καδί κε πηζαλά παξάγσγα ηνπο ή ηα 

πξντφληα απνηθνδφκεζεο ηνπο. Η ρξσκαηνγξαθία HPLC είλαη ε θαηαιιειφηεξε 

ηερληθή γηα ηνλ απνδνηηθφ δηαρσξηζκφ αθαηέξγαζησλ εθρπιηζκάησλ, φπσο 

αλαθέξνπλ νη Sakakibara et al., 2003, πνπ αλέπηπμαλ κηα κέζνδν γηα ηνλ πνζνηηθφ 

πξνζδηνξηζκφ θάζε πηζαλήο πνιπθαηλφιεο πνπ αλεπξίζθεηαη ζε ιαραληθά, θξνχηα 

θαη δείγκαηα ηζαγηνχ. Η ρξσκαηνγξαθία HPLC ρξεζηκνπνηείηαη ζε αλαιχζεηο 

ξνπηίλαο ζην πεδίν ηεο θπηνρεκείαο γηα ηελ «θαζνδήγεζε» («pilot») ηεο 

παξαζθεπαζηηθήο απνκφλσζεο θπζηθψλ πξντφλησλ (ηε βειηηζηνπνίεζε ησλ 

πεηξακαηηθψλ ζπλζεθψλ, ηνλ έιεγρν ησλ δηαθνξεηηθψλ θιαζκάησλ θαζ’ φιε ηε 
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δηάξθεηα ηνπ δηαρσξηζκνχ) θαη ηνλ έιεγρν ηεο θαζαξφηεηαο ησλ ελψζεσλ πνπ 

απνκνλψζεθαλ. Πέξα απφ ηελ αλαιπηηθή HPLC ππάξρεη θαη ε παξαζθεπαζηηθή 

HPLC, ζηελ νπνία ρξεζηκνπνηνχληαη κεγαιχηεξεο ζηήιεο θαη πιηθά πιήξσζεο. 

Σθνπφο ηεο είλαη λα απνκνλσζνχλ θαη λα θαζαξηζηνχλ νη δηάθνξεο ελψζεηο, ελψ ζηελ 

αλαιπηηθή HPLC ζθνπφο είλαη λα πξνθχςνπλ πιεξνθνξίεο γηα ην δείγκα (Marston, 

2007).  

Η θαηαζθεπή ζηειψλ αλάζηξνθεο θάζεο (reversed phase, RP) έρεη βειηηψζεη 

ζεκαληηθά ην δηαρσξηζκφ κε HPLC δηαθνξεηηθψλ ηάμεσλ θαηλνιηθψλ ζπζηαηηθψλ. 

Σρεδφλ απνθιεηζηηθά ρξεζηκνπνηνχληαη ζηήιεο RP C18 θάζεο, ην κήθνο ησλ νπνίσλ 

βξίζθεηαη κεηαμχ 100 έσο 250 mm, κε εζσηεξηθή δηάκεηξν 3.9 έσο 4.6 mm θαη 

κέγεζνο πφξσλ 3-10 κm. Έλα δπαδηθφ ζχζηεκα δηαιπηψλ πνπ απνηειείηαη απφ 

νμηληζκέλν λεξφ (δηαιχηεο Α) θαη έλα πνιηθφ νξγαληθφ δηαιχηε (δηαιχηεο Β) 

ρξεζηκνπνηείηαη σο θηλεηή θάζε, ελψ ηφζν ε ηζνθξαηηθή φζν θαη ε βαζκσηή έθινπζε 

έρεη εθαξκνζηεί ζηελ αλάιπζε θαηλνιηθψλ ζπζηαηηθψλ. Δίλαη ζεκαληηθφ λα 

απνθεπρζεί ν ηνληηζκφο ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ ζπζηαηηθψλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

αλάιπζεο γηα λα βειηησζεί ε δηαρσξηζηηθή ηθαλφηεηα θαη ε αλαπαξαγσγηκφηεηα ησλ 

ραξαθηεξηζηηθψλ θαηαθξάηεζεο. Έηζη θαηά ηελ αλάιπζε κε HPLC, ην pH ζα πξέπεη 

λα δηαηεξείηαη ζηαζεξφ ζε κηα ζπγθεθξηκέλε πεξηνρή ηηκψλ, πνπ γηα ηα θαηλνιηθά 

ζπζηαηηθά είλαη pH 2-4. Γηα ηνλ έιεγρν ηνπ pH πξνζηίζεηαη κηθξή πνζφηεηα θάπνηνπ 

νμένο ζην κίγκα λεξνχ- νξγαληθνχ δηαιχηε, πνπ κπνξεί λα είλαη νμηθφ, θνξκηθφ ή 

θσζθνξηθφ νμχ θαη ζπάληα ππεξρισξηθφ νμχ. Δλαιιαθηηθά κπνξεί λα 

ρξεζηκνπνηεζεί θάπνην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ζε ρακειφ pH, φπσο θσζθνξηθψλ ή 

θηηξηθψλ ηφλησλ (Stalikas, 2007).  

Η ρξσκαηνγξαθία θαη’ αληηξξνή (counter-current chromatography- CCC) 

απνηειεί έλα αθφκα επίηεπγκα ηεο πξνφδνπ ηνπ 20
νπ

 αηψλα, πνπ έρεη ηεξάζηηεο 

ζπλέπεηεο ζηελ αλάιπζε θπηνρεκηθψλ ελψζεσλ. Η ρξσκαηνγξαθία θαη’ αληηξξνή (ή 

ρξσκαηνγξαθία θεληξνκφινπ θαηαλνκήο, φπσο είλαη επίζεο γλσζηή) είλαη κηα 

ηερληθή δηαρσξηζκνχ απνθιεηζηηθά πγξνχ (all-liquid) πνπ ζηεξίδεηαη ζηελ θαηαλνκή 

ελφο δείγκαηνο κεηαμχ δχν κε αλακίμηκσλ δηαιπηψλ. Σπγθεθξηκέλα, νη ζρεηηθέο 

αλαινγίεο ηεο δηαιπκέλεο νπζίαο πνπ πεξλάεη ζε θάζε κηα απφ ηηο δπν θάζεηο 

πξνζδηνξίδνληαη απφ ηνπο αληίζηνηρνπο ζπληειεζηέο θαηαλνκήο. Δίλαη πνιχ επέιηθηε 

ηερληθή θαη κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ θιαζκάησζε αθαηέξγαζησλ θπηηθψλ 
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εθρπιηζκάησλ ή ζηα ηειηθά ζηάδηα θαζαξηζκνχ (Marston, 2007). Η πςειήο 

ηαρχηεηαο CCC (high-speed CCC- ΗSCCC) είλαη ε πην εμειηγκέλε κνξθή CCC φζνλ 

αθνξά ηελ απφδνζε θαηαλνκήο θαη ην ρξφλν δηαρσξηζκνχ. Σε αληίζεζε κε άιιεο 

ρξσκαηνγξαθηθέο ηερληθέο, ζηε ρξσκαηνγξαθία ΗSCCC δελ ρξεζηκνπνηείηαη ζηεξεή 

ππνζηήξημε φπσο ε ζηαηηθή θάζε, γη’ απηφ θαη έρεη πνιιά πιενλεθηήκαηα ζε 

ζχγθξηζε κε ηε ζπκβαηηθή ρξσκαηνγξαθία. Έρνπλ αλαθεξζεί αξθεηέο αλαθνξέο ζηε 

βηβιηνγξαθία, φπνπ εθαξκφζηεθε ρξσκαηνγξαθία ΗSCCC γηα ην δηαρσξηζκφ θαη ηελ 

πξνεηνηκαζία δξαζηηθψλ ζπζηαηηθψλ απφ παξαδνζηαθά θαξκαθεπηηθά θπηά. Γηα 

παξάδεηγκα έρεη ρξεζηκνπνηεζεί γηα ην δηαρσξηζκφ ηαλλίλσλ, πξναλζνθπαληδίλσλ, 

ρισξνγεληθνχ νμένο, θαξνηελνεηδψλ θ.α. (Tsao and Deng, 2004). 

Δπίζεο, ε ρξσκαηνγξαθία ππεξθξίζηκνπ ξεπζηνχ (supercritical fluid 

chromatography- SFC) απνηειεί έλα λέν επίηεπγκα ηεο ηερλνινγίαο θαη παξνπζηάδεη 

πνιιέο νκνηφηεηεο κε ηε ρξσκαηνγξαθία HPLC. Ωζηφζν, ιφγσ ηεο ρξήζεο 

ππεξθξίζηκνπ ξεπζηνχ, φπσο είλαη ην δηνμείδην ηνπ άλζξαθα, έρεη δηάθνξα 

πιενλεθηήκαηα έλαληη ηεο HPLC πνπ είλαη ηα παξαθάησ: 

 (1) Η ρξήζε ππεξθξίζηκνπ ξεπζηνχ φπσο ην δηνμείδην ηνπ άλζξαθα κεηψλεη 

ζεκαληηθά ηε ζπαηάιε δηαιπηψλ θαη δηεπθνιχλεη ηελ απνκάθξπλζε ηνπ δηαιχηε φηαλ 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηε ζπιινγή θιαζκάησλ. 

(2) Τα θπηνρεκηθά ζπζηαηηθά παξνπζηάδνπλ κεγαιχηεξε ηθαλφηεηα γηα δηάρπζε ζε 

έλα ππεξθξίζηκν ξεπζηφ, γηαηί έλα ηέηνην πγξφ έρεη κηθξφ ημψδεο, θαη έηζη βνεζάεη 

ζηε πην νκνηνγελή δηάρπζε ησλ ζπζηαηηθψλ ζηα πιηθά πιήξσζεο, κε απνηέιεζκα ηε 

κεγαιχηεξε δηαρσξηζηηθή ηθαλφηεηα θαη ηνλ ηαρχηεξν ρξφλν δηαρσξηζκνχ. 

(3) Παξάκεηξνη φπσο, ε ζεξκνθξαζία, ε πίεζε θαη ε ζχζηαζε ηνπ ξεπζηνχ ηεο 

θηλεηήο θάζεο κπνξνχλ λα κεηαβιεζνχλ νπφηε κπνξεί πην εχθνια λα πξνθχςεη 

θαιχηεξνο δηαρσξηζκφο.  

Οη πεξηζζφηεξεο αλαθνξέο πνπ ππάξρνπλ ζηε βηβιηνγξαθία γηα αλάιπζε 

θπηνρεκηθψλ ζπζηαηηθψλ κε ρξσκαηνγξαθία SFC ζρεηίδνληαη κε ην δηαρσξηζκφ 

ζρεηηθά ιηπφθηισλ αληηνμεηδσηηθψλ. Απηφ είλαη αλακελφκελν, θαζψο ην δηνμείδην ηνπ 

άλζξαθα, πνπ είλαη κε-πνιηθφ κφξην είλαη ην πην δεκνθηιέο ππεξθξίζηκν ξεπζηφ. Γηα 
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παξάδεηγκα έρεη ρξεζηκνπνηεζεί ε ρξσκαηνγξαθία SFC γηα ηνλ ηαπηφρξνλν 

δηαρσξηζκφ cis- θαη trans-α- θαη β- θαξνηελνεηδψλ. 

Παξφηη, ε ρξσκαηνγξαθία HPLC παξακέλεη ε πην θπξίαξρε ηερληθή 

δηαρσξηζκνχ γηα ηα αληηνμεηδσηηθά θπηνρεκηθά ζπζηαηηθά, ε ειεθηξνθφξεζε-

ειεθηξνρξσκαηνγξαθία ηξηρνεηδνχο (capillary electrophoresis- CE) θεξδίδεη ζπλερψο 

ζε δεκνηηθφηεηα. Όπσο ε ρξσκαηνγξαθία ΗSCCC θαη SFC, ε CE είλαη θαη απηή 

ζρεηηθά λέα ηερληθή, σζηφζν αληηπξνζσπεχεη κηα ελαιιαθηηθή ηερηθή γηα ηελ 

αλάιπζε δηαθνξεηηθψλ νκάδσλ θπηνρεκηθψλ. Η ηερληθή CE έρεη νξηζκέλα κνλαδηθά 

πιενλεθηήκαηα ζε ζχγθξηζε κε ηελ HPLC: 

(1) Απαηηεί πνιχ κηθξή πνζφηεηα δείγκαηνο. 

(2) Έρεη κεγάιε απφδνζε εμαηηίαο ηνπ κε παξαβνιηθνχ πξνζαλαηνιηζκνχ (non-

parabolic fronting) ηεο. 

(3) Με απηή ηε κέζνδν απαηηείηαη κηθξφηεξνο ρξφλνο αλάιπζεο. 

(4) Έρεη κηθξφηεξν θφζηνο, ηδηαίηεξα φηαλ ρξεζηκνπνηείηαη ειεθηξνθφξεζε ζε 

ηξηρνεηδέο (capillary zone electrophoresis-CZE) θαη ηξηρνεηδέο ηεγκέλεο ππξηηίαο 

(fused-silica capillary).  

(5) Γελ ρξεζηκνπνηείηαη θαζφινπ ή ρξεζηκνπνηείηαη κηθξή πνζφηεηα νξγαληθνχ 

δηαιχηε, νπφηε πεξηνξίδεηαη ε ζπαηάιε δηαιπηψλ.        

Γηάθνξεο κέζνδνη ρξσκαηνγξαθίαο CE είλαη δηαζέζηκεο: (1) ε ειεθηξνθφξεζε 

ζε ηξηρνεηδέο (CZE), (2) ε κηθθπιηαθή ειεθηξνθηλεηηθή ρξσκαηνγξαθία (micellar 

electrokinetic chromatography- MEKC), (3) ε ειεθηξνθφξεζε ηξηρνεηδνχο κέζσ 

πεθηήο (capillary gel electrophoresis-CGE), (4) ε ηζνειεθηξηθή εζηίαζε ζε ηξηρνεηδέο 

(capillary isoelectric focusing), (5) «capillary isotachophoresis», (6) ε 

ειεθηξνρξσκαηνγξαθία ζε ηξηρνεηδέο (capillary electrochromatography-CEC) θαη (7) 

ε κε-πδαηηθή CE. Η πην απιή θαη επέιηθηε κέζνδνο CE είλαη ε CZE, ζηελ νπνία ν 

δηαρσξηζκφο ζηεξίδεηαη ζε δηαθνξέο αλαινγίαο θνξηίνπ-πξνο-κάδα θαη νη 

πξνζδηνξηδφκελεο ελψζεηο κεηαλαζηεχνπλ εληφο μερσξηζηψλ δσλψλ κε δηαθνξεηηθέο 

ηαρχηεηεο. Τα αληφληα θαη ηα θαηηφληα δηαρσξίδνληαη κε ηε κέζνδν CZE κε 
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ειεθηξνθνξεηηθή κεηαλάζηεπζε θαη ειεθηξν-σζκσηηθή ξνή (electro-osmotic flow-

EOF), ελψ ηα νπδέηεξα είδε ζπλεθινχνληαη κε ηελ EOF (Tsao and Deng, 2004).  

Όπσο πξναλαθέξζεθε, κηα άιιε ηερληθή πνπ έρεη αλαπηπρζεί γηα ην δηαρσξηζκφ 

θπηνρεκηθψλ είλαη ε MEKC ζηελ νπνία ρξεζηκνπνηνχληαη επηθαλεηνδξαζηηθέο 

νπζίεο, φπσο δσδεθπινζεητθφ λάηξην (sodium dodecyl sulfate- SDS) ην νπνίν 

ζρεκαηίδεη νξγαλσκέλα ζθαηξηθά κηθθχιηα ζε ζπγθεληξψζεηο πάλσ απφ ηελ θξίζηκε 

κηθθπιηαθή ζπγθέληξσζε (critical micellar concentration-CMC), κε ηηο ιηπνθηιέο 

«νπξέο»-άθξεο πξνο ην εζσηεξηθφ ηκήκα θαη ηηο πδξφθηιεο άθξεο ζηελ επηθάλεηα ηνπ 

κηθθπιίνπ. Απηφ δεκηνπξγεί έλα πξφζζεην κεραληζκφ δηαρσξηζκνχ δηα κέζνπ ηεο 

θαηαλνκήο. Έηζη, ζπζηαηηθά κε δηαθνξεηηθέο ηηκέο- K κπνξνχλ λα θαηαλεκεζνχλ 

δηαθνξεηηθά κεηαμχ ησλ κηθθπιίσλ θαη ηεο θηλεηήο θάζεο. Απηή ε ηερληθή είλαη 

ηδηαίηεξα ζεκαληηθή γηα ην δηαρσξηζκφ νπδέηεξσλ αληηνμεηδσηηθψλ. Αληηνμεηδσηηθέο 

ελψζεηο απφ δεληξνιίβαλν πξνζδηνξίζηεθαλ κε κηα λέα κέζνδν MEKC, ηεο νπνίαο ην 

θχξην πιενλέθηεκα ήηαλ ε κεγάιε ηαρχηεηα δηαρσξηζκνχ.  

Σηηο παξαπάλσ ηερληθέο δηαρσξηζκνχ πνπ ζπδεηήζεθαλ (HPLC, CE, SFC, 

HSCCC) ζπλήζσο ρξεζηκνπνηνχληαη νη ίδηεο ηερληθέο αλίρλεπζεο θαη ηδηαίηεξα 

αληρλεπηέο UV-vis (ππεξηψδνπο-νξαηνχ), DAD θαη MS. Η θαζκαηνθσηνκεηξία UV-

vis έρεη εθηελψο ρξεζηκνπνηεζεί ζηελ πνζνηηθνπνίεζε νξγαληθψλ ελψζεσλ πνπ 

απνξξνθνχλ ζηελ ππεξηψδε θαη νξαηή πεξηνρή ηνπ θσηφο (ειεθηξνκαγλεηηθνχ 

θάζκαηνο). Τα πεξηζζφηεξα θπηνρεκηθά πνπ παξνπζηάδνπλ θαη αληηνμεηδσηηθή 

δξάζε έρνπλ πνιινχο ζπδπγηαθνχο δηπινχο δεζκνχο ή αξσκαηηθά ζπζηήκαηα πνπ 

απνξξνθνχλ ζε απηή ηελ πεξηνρή ηνπ θσηφο. Η εθαξκνγή ηνπ αληρλεπηή UV-vis ζηηο 

ηερληθέο δηαρσξηζκνχ, ζπγθεθξηκέλα ν ζπλδπαζκφο ηεο ρξσκαηνγξαθίαο HPLC θαη 

ηνπ αληρλεπηή DAD, έρεη παίμεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ ηαπηνπνίεζε θπηνρεκηθψλ κε 

αληηνμεηδσηηθή δξάζε, φπσο ζηελ ηαπηνπνίεζε πνιπθαηλνιηθψλ ζπζηαηηθψλ θαη 

θαξνηελνεηδψλ.  

Τα δεδνκέλα ηνπ θάζκαηνο UV-vis φισλ ησλ θνξπθψλ πνπ εθινχνληαη απφ 

έλα δείγκα κπνξνχλ λα ζαξσζνχλ, λα απνζεθεπζνχλ θαη αξγφηεξα λα αλαθηεζνχλ 

γηα ζχγθξηζε κε βηβιηνζήθε δεδνκέλσλ. Η αληηζηνίρεζε ηφζν ηνπ θάζκαηνο UV-vis 

φζν θαη ηνπ ρξφλνπ θαηαθξάηεζεο κπνξεί λα νδεγήζεη ζηε ζίγνπξε ηαπηνπνίεζε 

ελφο θπηνρεκηθνχ. Ο αληρλεπηήο DAD έρεη αθφκε ηε δπλαηφηεηα λα αληρλεχεη θαη λα 
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θαηαγξάθεη ρξσκαηνγξαθήκαηα ηαπηφρξνλα ζε δηαθνξεηηθά κήθε θχκαηνο. Απηφ ην 

ραξαθηεξηζηηθφ απμάλεη ζεκαληηθά ηελ απφδνζε ηνπ ζπζηήκαηνο δηαρσξηζκνχ, 

ηδηαίηεξα φηαλ ζπλππάξρνπλ δηαθνξεηηθέο νκάδεο θπηνρεκηθψλ ζε έλα δείγκα. Όηαλ 

επηιέγνληαη θαηάιιεια κήθε θχκαηνο, π.ρ. ζην κέγηζην ησλ απνξξνθήζεσλ, φιεο νη 

νκάδεο ησλ θπηνρεκηθψλ κπνξνχλ λα αληρλεπζνχλ κε ηε κεγαιχηεξε επαηζζεζία. 

Παξφηη νη αληρλεπηέο UV-vis θαη DAD παξέρνπλ ρξήζηκεο πιεξνθνξίεο γηα ηελ 

ηαπηνπνίεζε θπηνρεκηθψλ, ε ρξήζε ζπκβαηηθψλ πξνζεγγίζεσλ πνπ βαζίδνληαη ζε 

θάζκαηα ζπρλά πεξηνξίδεηαη φηαλ ηα δείγκαηα πεξηέρνπλ πνιιέο παξφκνηεο ελψζεηο. 

Γηα ηελ πιήξε ηαπηνπνίεζε ηεο δνκήο ηνπο, είλαη ζπλήζσο απαξαίηεηεο άιιεο 

ηερληθέο φπσο ε θαζκαηνκεηξία MS θαη ε θαζκαηνζθνπία ππξεληθνχ καγλεηηθνχ 

ζπληνληζκνχ (NMR).  

Όζνλ αθνξά ηηο πνιπθαηλφιεο, ζπγθεθξηκέλεο ππννκάδεο πνπ αλήθνπλ ζε απηή 

ηελ θαηεγνξία κπνξνχλ λα αλαγλσξηζηνχλ κε παξαθνινχζεζε ηεο απνξξφθεζήο 

ηνπο ζε δηαθνξεηηθά κέγηζηα απνξξφθεζεο UV-vis (ιmax). Τν κέγηζην κήθνο θχκαηνο 

ιmax γηα ην θηλλακσκηθφ νμχ θαη ηα παξάγσγά ηνπ είλαη θνληά ζηα 320nm, θαη ην 

αληίζηνηρν γηα ηα βελδντθά νμέα, γηα ηηο θιαβαλ-3-φιεο (ζηηο νπνίεο 

ζπκπεξηιακβάλνληαη θαη ηα δηκεξή ηνπο) θαη γηα ηηο δηυδξνραιθφλεο είλαη πεξίπνπ 

ζηα 280nm. Τν κέγηζην κήθνο θχκαηνο ιmax γηα ηηο θιαβνλφιεο είλαη ζπλήζσο γχξσ 

ζηα 360nm. Μεηαμχ ησλ θιαβνλνεηδψλ, νη αλζνθπαλίλεο είλαη ε πην ραξαθηεξηζηηθή 

ππννκάδα γηαηί απνξξνθνχλ ζην νξαηφ θσο πεξίπνπ ζηα 520nm, φηαλ ηα κφξηα 

βξίζθνληαη ζηελ θαηηνληθή κνξθή ηνπ θιαβπιίνπ (flavylium cation status) (φηαλ ην 

pH είλαη ρακειφ). Απηφ ην ραξαθηεξηζηηθφ ηνπ θάζκαηνο δίλεη ζηηο αλζνθπαλίλεο 

πιενλεθηήκαηα φζνλ αθνξά ηελ αλίρλεπζή ηνπο, θαζψο απηή δελ παξεκπνδίδεηαη απφ 

ηελ παξνπζία άιισλ νκάδσλ θπηνρεκηθψλ. 

Η θαζκαηνκεηξία καδψλ (MS) κπνξεί λα εθαξκνζηεί «on-line» ζπδεπγκέλε κε 

ρξσκαηνγξαθηθέο ή ειεθηξνθνξεηηθέο ηερληθέο, είηε «off line» σο έλα μερσξηζηφ θαη 

απηφλνκν φξγαλν. Ωζηφζν, ζηελ πξψηε πεξίπησζε παξέρεη εμαηξεηηθέο δπλαηφηεηεο 

ζηελ ηαπηνπνίεζε θαη ζηε δηεπθξίληζε ηεο δνκήο ησλ θπηνρεκηθψλ. Υπάξρνπλ δπν 

θχξηνη ηχπνη ηερληθψλ ηνληηζκνχ γηα ηηο θπηνρεκηθέο ελψζεηο, νη ηερληθέο ηνληηζκνχ-

ςεθαζκνχ φπσο ν ηνληηζκφο κε ειεθηξνςεθαζκφ (electrospray ionization-ESI), ν 

ζεξκνςεθαζκφο (thermospray) θαη ν ρεκηθφο ηνληηζκφο αηκνζθαηξηθήο πίεζεο 

(atmospheric pressure chemical ionization-APCI) θαη νη ηερληθέο ηνληηζκνχ- 
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εθξφθεζεο πνπ πεξηιακβάλνπλ ηνλ ηνληηζκφ βνκβαξδηζκνχ κε άηνκα κεγάιεο 

ηαρχηεηαο (fast atom bombardment-FAB), ν ηνληηζκφο εθξφθεζεο πιάζκαηνο 

(plasma desorption-PD) θαη ν ηνληηζκφο εθξφθεζεο κε ιέηδεξ κε ηε βνήζεηα πιηθνχ 

κήηξαο (matrix-assisted laser desorption ionization-MALDI). Οη ηερληθέο ESI θαη 

APCI είλαη νη πην επξέσο δηαδεδνκέλεο ηερληθέο ηνληηζκνχ γηα ηα θπηνρεκηθά θαη ηα 

πεξηζζφηεξα εκπνξηθά φξγαλα ρξσκαηνγξαθίαο ζε ζχδεπμε κε θαζκαηνκεηξία 

καδψλ (LC-MS) κπνξνχλ λα πξνζαξκφζνπλ θαη ηηο δπν ηερληθέο. Η ηερληθή ESI 

ρξεζηκνπνηείηαη πην ζπρλά γηα ηνλ ηνληηζκφ αληηνμεηδσηηθψλ κνξίσλ, φπσο είλαη νη 

αλζνθπαλίλεο πνπ είλαη πνιηθά κφξηα θαη ζε πδαηηθά δηαιχκαηα βξίζθνληαη σο ηφληα. 

Η ηερληθή APCI ρξεζηκνπνηείηαη γηα ιηγφηεξν πνιηθά θαη κε-ηνληηθά αληηνμεηδσηηθά, 

φπσο ηα θαξνηελνεηδή.  

Η ρξήζε ηνπ θαζκαηφκεηξνπ καδψλ, σο αληρλεπηή, είλαη θξίζηκε γηα ηελ 

ηαπηνπνίεζε θπηνρεκηθψλ, εμαηηίαο ησλ πνιχπινθσλ θαη πνηθίισλ δνκψλ ηνπο αιιά 

θαη ηεο κηθξήο ζπγθέληξσζεο κε ηελ νπνία ππάξρνπλ ζηα θπηά. Η εθιεθηηθφηεηα θαη 

ε επαηζζεζία ηεο αλίρλεπζεο κπνξεί λα απμεζεί ρξεζηκνπνηψληαο ζπδεπγκέλε 

θαζκαηνκεηξία καδψλ (tandem mass spectrometry), π.ρ. ζχζηεκα κε δπν (MS-MS) ή 

πεξηζζφηεξνπο (MS
n
) ζπδεπγκέλνπο αλαιπηέο καδψλ ζε ζεηξά γηα επίηεπμε 

δηαρσξηζηηθφηεηαο παξαπιήζησλ ιφγσλ m/z. Τα ζπζηήκαηα MS-MS θαη MS
n
 

παξάγνπλ κεγαιχηεξε ζξαπζκαηνπνίεζε ηνπ θχξηνπ ηφληνο θαη ησλ ζπγαηξηθψλ 

ηφλησλ, παξέρνληαο πξφζζεηεο δνκηθέο πιεξνθνξίεο γηα ηελ ηαπηνπνίεζε 

θπηνρεκηθψλ.  

Σε ζρεηηθή κειέηε ηνπ Flamini, 2003, ζπλνςίδνληαη νη κειέηεο φπνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη ε ρξσκαηνγξαθία LC-MS γηα ηελ ηαπηνπνίεζε πνιπθαηλνιψλ ζε 

εθρπιίζκαηα ζηαθπιηψλ θαη ζε θξαζί. Σπγθεθξηκέλα, επηζεκαίλεηαη φηη νη ηερληθέο 

LC-MS ζεσξνχληαη νη πην απνηειεζκαηηθέο γηα ηε κειέηε ηεο δνκήο αλζνθπαλίλσλ 

θαη εηδηθφηεξα ε κέζνδνο MS-MS πνπ επηηξέπεη ην ραξαθηεξηζκφ ησλ άγιπθσλ ησλ 

αλζνθπαλίλσλ αιιά θαη ηνπ ηκήκαηνο ησλ ζαθράξσλ ηνπο, ζηνπο γιπθνδίηεο ηνπο. 

Παξφηη ν ζεηηθφο ηνληηζκφο (PI-MS) ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ αλίρλεπζε δηαθφξσλ 

θπηνρεκηθψλ, δηαπηζηψζεθε φηη ν αξλεηηθφο ηνληηζκφο (NI-MS) ηφζν κε ηελ ηερληθή 

APCI φζν θαη κε ηελ ESI έδσζε άξηζηα απνηειέζκαηα ζηελ αλάιπζε θιαβνλνεηδψλ, 

φζνλ αθνξά ηελ επαηζζεζία θαη ηηο ζαθείο δνκηθέο πιεξνθνξίεο πνπ παξείρε (Tsao 

and Deng, 2004).  
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Οχηε ε αέξηα ρξσκαηνγξαθία νχηε ε ηερληθή GC-MS κπνξνχλ λα 

αληαγσληζηνχλ ηελ ηαρχηεηα ησλ άκεζσλ δηαδηθαζηψλ LC-MS(/MS) θαη ηε 

δπλαηφηεηα ζηελ εμέηαζε πιήζνπο δεηγκάησλ γηα ζηνρεπκέλα πξνζδηνξηδφκελα 

ζπζηαηηθά αιιά θαη άγλσζηα ζπζηαηηθά. Δπηπιένλ, αληίζεηα κε ηελ ηερληθή GC-MS, 

ε αλάιπζε κε LC-MS δελ πξνυπνζέηεη απαξαίηεηα, πάληα, θάπνηα δηαδηθαζία 

εθρχιηζεο. Τέινο, ε ζχλδεζε ηεο micro θαη/ ή nano-LC κε ζπδεπγκέλα φξγαλα MS 

δηεπθνιχλεη ηελ αλάιπζε κηθξνζθνπηθψλ δεηγκάησλ. Γηα κεγάιεο θιίκαθαο 

αλαιχζεηο ε ρξήζε ηεο πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο «ππεξπςειήο» απφδνζεο (ultra-

performance liquid chromatography –UPLC) ζε ζχδεπμε κε MS, εκθαλίζηεθε σο κηα 

ελαιιαθηηθή ησλ παξαδνζηαθψλ HPLC ηερληθψλ. Ο δηαρσξηζκφο κε ρξσκαηνγξαθία 

UPLC ζηεξίδεηαη ζηηο βαζηθέο ρξσκαηνγξαθηθέο αξρέο, κε ηε δηαθνξά φηη 

ρξεζηκνπνηνχληαη ζηήιεο παθησκέλεο κε κηθξφηεξν κέγεζνο πφξσλ θαη κεγαιχηεξεο 

ηαρχηεηεο ξνήο πνπ νδεγνχλ ζε κηθξφηεξνπο ρξφλνπο αλάιπζεο θαη θαιχηεξε 

επαηζζεζία. Οη ηερληθέο CEK θαη MEKC έρνπλ απνδεηρζεί ζπκπιεξσκαηηθέο ησλ 

ηερληθψλ LC (Stalikas, 2007).           

Έλα απφ ηα κεηνλεθηήκαηα ηεο ηερληθήο LC-MS-MS είλαη φηη ζπρλά νη θνξπθέο 

LC εθινχνληαη πνιχ γξήγνξα γηα λα πξαγκαηνπνηεζνχλ φια ηα απαξαίηεηα 

πεηξάκαηα MS θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ πξνγξάκκαηνο έθινπζεο, αθφκα θαη κε ηηο 

εμειίμεηο ζηα λέαο γεληάο θαζκαηφκεηξα καδψλ. Σπλεπψο, ν ραξαθηεξηζκφο ηεο 

δνκήο κεηαβνιηηψλ απαηηεί θαη λέεο αλαιχζεηο γηα ηελ θαηαγξαθή πςειήο πνηφηεηαο, 

πνιιαπιψλ ζηαδίσλ θάζκαηνο MS ή ηελ θαηαγξαθή ζε δηάθνξα θαζκαηφκεηξα 

καδψλ γηα ηα νξζά δεδνκέλα κάδαο. Σηε ρεκεία θπζηθψλ πξντφλησλ ηα θάζκαηα MS-

MS είλαη θπξίσο ρξήζηκα γηα ην ηκεκαηηθφ θαζνξηζκφ ηεο αιιεινπρίαο ησλ 

ζαθράξσλ δηαθφξσλ γιπθνδηηψλ, γηα ηελ αλίρλεπζε ραξαθηεξηζηηθψλ απσιεηψλ 

φπσο ησλ θαηλπιησκέλσλ ελψζεσλ θαη ηε ραξαθηεξηζηηθή ζξαπζκαηνπνίεζε 

θιαβνλνεηδψλ ή ζρεηηδφκελσλ κε απηά ελψζεσλ γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ 

ππνθαηαζηαηψλ ηνπ Α- ή Β-δαθηπιίνπ (αιιά θαη γηα ηε δηαθνξνπνίεζε ησλ 

ηζνκεξψλ).  

Η εξκελεία ησλ θαζκάησλ MS-MS ζπρλά πξνυπνζέηεη ηελ αλάιπζε πνιιψλ 

ζρεηηδφκελσλ πξντφλησλ ψζηε λα εμαρζνχλ ζρεηηθέο κε ηε δνκή πιεξνθνξίεο. Γηα 

ηελ αλάιπζε εληειψο άγλσζησλ θπζηθψλ πξντφλησλ απηή ε ηερληθή απφ κφλε ηεο 

δελ κπνξεί λα παξέρεη αξθεηέο πιεξνθνξίεο γηα ηελ πιήξε εμαθξίβσζε ηεο δνκήο. 
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Δμαηηίαο ηεο έιιεηςεο επαξθψλ δηαζέζηκσλ βάζεσλ δεδνκέλσλ, ηδηαίηεξα γηα ηε 

ζχγθξηζε θαζκάησλ LC-MS-MS, ζπρλά απαηηνχληαη πξφζζεηεο θαζκαηνζθνπηθέο 

πιεξνθνξίεο γηα ηελ εμαθξίβσζε ηεο ηαπηφηεηαο γλσζηψλ θπζηθψλ πξντφλησλ ή ηε 

κεξηθή ηαπηνπνίεζε αγλψζησλ κεηαβνιηηψλ. Απφ απηή ηελ άπνςε, ε κέζνδνο LC-

NMR παξέρεη ζεκαληηθέο ζπκπιεξσκαηηθέο δνκηθέο πιεξνθνξίεο ή, ζε νξηζκέλεο 

πεξηπηψζεηο, παξέρεη ηελ πιήξε απφδνζε ηεο δνκήο ελφο θπζηθνχ πξντφληνο «on 

line» (Wolfender et al., 2006).  

Οξηζκέλα παξαδείγκαηα απφ ηηο πην ζχγρξνλεο εμειίμεηο ζηελ αλάπηπμε 

θαηλνχξγησλ ή βειηησκέλσλ ηερληθψλ αλάιπζεο θπζηθψλ πξντφλησλ δίλνληαη ζηε 

ζπλέρεηα. Αξρηθά, έρεη αλαπηχρζεθε ε δηζδηάζηαηε HPLC, πνπ απνθαιείηαη θαη 

πεξηεθηηθή LC ή LC x LC. Πνιιαπινί αληρλεπηέο κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ, 

αλάκεζα ηνπο θαη ν αληρλεπηήο MS. Δπίζεο, ε δηζδηάζηαηε GC (GC x GC) είλαη 

αθφκα πην ηζρπξή ηερληθή απφ ηελ LC x LC θαη ζεσξεηηθά είλαη ηθαλή λα δηαρσξίζεη 

> 10.000 πηεηηθά ζπζηαηηθά. Απηή ε ηερληθή ηαηξηάδεη θαιχηεξα ζηελ αλάιπζε 

αηζέξησλ ειαίσλ, φπνπ ε αιιεινεπηθάιπςε κεηαμχ ησλ θνξπθψλ είλαη ζπρλή. Σηελ 

παξαζθεπαζηηθή HPLC, έρεη πξνηαζεί ε ζπιινγή θιαζκάησλ ζηεξηδφκελε ζε 

θάζκαηα-MS αληί γηα θάζκαηα-UV, θάλνληαο εθηθηή ηελ εθιεθηηθή ζπιινγή ηνπ 

επηζπκεηνχ κεηαβνιίηε ζε πνζφηεηεο ππνδηαηξέζεσλ ησλ mg αθφκε θαη αλ 

κεγαιχηεξεο πνζφηεηεο αλεπηζχκεησλ ελψζεσλ ζπλεθινχνληαη.  

Παξάιιεια, ε άκεζε δηαζχλδεζε ηεο HPTLC κε θαζκαηνκεηξία καδψλ MS 

ήηαλ πάληα δχζθνιε, ζηηο κέξεο καο φκσο έγηλε πξαγκαηνπνηήζηκε, φπσο θαη ε 

ρξσκαηνγξαθία ππέξιεπηεο ζηηβάδαο (ultra-thin layer chromatography-UTLC) πνπ 

κπνξεί θαη απηή λα ζπλδπαζηεί κε θαζκαηνκεηξία καδψλ MS. Αθφκε, ε ηερληθή 

ηνληηζκνχ εθξφθεζεο ειεθηξνςεθαζκνχ DESI-MS (desorption electrospray 

ionization) είλαη κηα ζρεηηθά θαηλνχξγηα ηερληθή πνπ κπνξεί λα ζπλδπαζηεί κε ηε 

HPTLC. Τέινο έρεη πξνηαζεί ε ρξήζε κνλνιηζηθψλ πιηθψλ σο ζηαηηθή θάζε γηα 

ρξσκαηνγξαθηθέο ζηήιεο ή σο επέιηθηεο κήηξεο γηα ηε ζπλέλσζε ζπγθεθξηκέλσλ 

νκάδσλ γηα ηε ρξσκαηνγξαθία (ρεκηθήο) ζπγγέλεηαο (Van Beek et al., 2009).    
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1.1.2 πδεπγκέλεο ηερληθέο LC-NMR ζηελ αλάιπζε θπζηθώλ πξνϊόληωλ  

Η θαζκαηνζθνπία NMR ζεσξείηαη κηα κε εθιεθηηθή θαη αλεμάξηεηε απφ ηηο 

ελψζεηο πνπ αλαιχνληαη ηερληθή θαη γηα απηφ ην ιφγν ε ζχδεπμε ηεο κε ηελ πγξή 

ρξσκαηνγξαθία (LC), ήηαλ αλαπφθεπθηε. Η άκεζε ζχλδεζε ηεο LC κε ηε 

θαζκαηνζθνπία NMR, πξνηάζεθε ήδε 30 ρξφληα πξηλ. Ωζηφζν ε επηηπρήο θαη 

πξαθηηθή ζχδεπμε LC-NMR επηηεχρζεθε ηελ ηειεπηαία δεθαεηία, σο απνηέιεζκα 

κηαο ζεηξάο ζηαδίσλ θαη ηερληθψλ εμειίμεσλ, φπσο: (i) ε αχμεζε ηεο ηζρχνο ηνπ 

καγλεηηθνχ πεδίνπ ησλ θαζκαηνγξάθσλ NMR, (ii) ε αλάπηπμε θαη ε βειηηζηνπνίεζε 

ησλ ππνδνρέσλ «flow-through probes», (iii) ε αλάπηπμε κεζφδσλ γηα επαξθή 

θαηαζηνιή ησλ ζεκάησλ ησλ δηαιπηψλ θαη (iv) εμειίμεηο πνπ αθνξνχλ ηε ζχλδεζε 

ησλ νξγάλσλ LC θαη NMR. Σηηο κέξεο καο νη ζπδεπγκέλεο ηερληθέο LC-NMR θαη 

LC-NMR/MS έρνπλ εμειηρζεί ζε αλαιπηηθά φξγαλα ξνπηίλαο ζε πνιιά εξγαζηήξηα. 

Σπλήζσο, ε νξγαλνινγία LC-NMR απνηειείηαη απφ ζπκβαηηθέο αληιίεο LC, 

ζηήιεο θαη αληρλεπηέο UV, ηα νπνία ζπλδένληαη «on-line» κε ην θαζκαηνγξάθν 

NMR, φπσο θαίλεηαη ζην Σρήκα 1.1. Δίλαη θαλεξφ φηη απηή ε άκεζε ζχδεπμε απαηηεί 

ηελ αλάπηπμε ηερληθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ φπσο θαηαιιήισλ δηαζπλδέζεσλ, 

δηαηάμεσλ ππνδνρέσλ «flow-probe» θαη πιηζκηθνχ (hardware), απνηειεζκαηηθψλ 

παικηθψλ αθνινπζηψλ γηα ηελ θαηαζηνιή ησλ ζεκάησλ ηνπ δηαιχηε, θαη λένπ 

απηνκαηνπνηεκέλνπ ινγηζκηθνχ. Καηά ζπλέπεηα, ν παξαδνζηαθφο ππνδνρέαο NMR 

ζα πξέπεη λα ηξνπνπνηεζεί ψζηε λα επηηξέπεη ηε ζπλερή ξνή ηνπ ππφ κειέηε 

δηαιχκαηνο. Πξφζθαηα, είλαη δηαζέζηκνη δηάθνξνη ππνδνρείο ζπλερνχο ξνήο «flow-

probes» κε δξαζηηθφ φγθν 20-120 κL πνπ πξνζθέξνπλ θαιχηεξε επαηζζεζία κάδαο 

ζε ζρέζε κε ηνπο ζπκβαηηθνχο ππνδνρείο NMR. Σην ζχζηεκα πνπ θαίλεηαη ζην 

Σρήκα 1.1, θαη ν θαζκαηνγξάθνο NMR θαη ην θαζκαηφκεηξν MS ζπλδένληαη κε ηελ 

έμνδν ηνπ αληρλεπηή UV. Ο πην ζπλεζηζκέλνο ηξφπνο δηαζχλδεζεο ηνπ LC θαη κε 

ηνπο δπν αληρλεπηέο NMR θαη MS είλαη ν παξάιιεινο ηξφπνο, φπνπ ην εθινπφκελν 

δηάιπκα δηακνηξάδεηαη ψζηε λα αθνινπζήζεη δπν παξάιιειεο ξνέο. Η ηζνξξνπία 

κεηαμχ ησλ δπν ρσξηζκέλσλ ξνψλ κπνξεί λα ξπζκηζηεί ρξεζηκνπνηψληαο έλα 

κεηαβιεηφ δηακνηξαζηή (variable splitter). Δπεηδή ε θαζκαηνζθνπία NMR είλαη 

ιηγφηεξν επαίζζεηε απφ ηε θαζκαηνκεηξία MS, ε ζπλήζεο αλαινγία θαηαλνκήο είλαη 

95:5 γηα ην NMR έλαληη ηνπ MS.  
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Σρήκα 1.1: Οξγαλνινγία LC-NMR-MS (Exarchou et al., 2006) 

 

Σε κηα δηάηαμε «ζπλερνχο ξνήο» («on-flow») ν θαζκαηνγξάθνο NMR 

ιεηηνπξγεί σο αληρλεπηήο UV ή MS ζε έλα ρξσκαηνγξαθηθφ ζχζηεκα, θαη ην δείγκα 

παξακέλεη ζηνλ ππνδνρέα NMR κφλν γηα έλα ζπγθεθξηκέλν ρξνληθφ δηάζηεκα, ηεο 

ηάμεσο κεξηθψλ δεπηεξνιέπησλ έσο κεξηθψλ ιεπηψλ. Ο ρξφλνο παξακνλήο εμαξηάηαη 

απφ ηνλ φγθν ηνπ ππνδνρέα θαη απφ ηελ ηαρχηεηα ξνήο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη θαηά ην 

ρξσκαηνγξαθηθφ δηαρσξηζκφ. Τν απνηέιεζκα ζπλήζσο απεηθνλίδεηαη σο έλα δπν-

δηαζηάζεσλ (2D) δηάγξακκα ρξφλνπ-ζπρλφηεηαο (ppm), πνπ απνηειείηαη απφ ην κηαο-

δηάζηαζεο θάζκα (frequency domain) έλαληη ηνπ ρξφλνπ θαηαθξάηεζεο, παξφκνην κε 

έλα δηάγξακκα LC-DAD. Παξά ηνλ πεξηνξηζκέλν ρξφλν παξακνλήο ηνπ 

πξνζδηνξηδφκελνπ ζπζηαηηθνχ ζηνλ ππνδνρέα NMR πνπ επεξεάδεη αξλεηηθά ηελ 

πνηφηεηα θαη ηελ επαηζζεζία ηνπ θάζκαηνο, ηα «on-flow» πεηξάκαηα ήηαλ ηα πξψηα 

πεηξάκαηα LC-NMR πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ θαη ρξεζηκνπνηνχληαη αθφκε ζπρλά. 

Σπλήζσο, απηφ ην πείξακα απνηειεί ην πξψην βήκα γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ 

θχξησλ ελψζεσλ ελφο πνιχπινθνπ κίγκαηνο, ελψ πξφζζεηε εξγαζία απαηηείηαη γηα 

ηελ αλάιπζε φισλ ησλ κεκνλσκέλσλ ζπζηαηηθψλ.  

Οη πην δηαδεδνκέλνη δηαιχηεο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη είλαη ην κίγκα CH3CN-

D2O, θαη ζηα «on-flow» πεηξάκαηα πνπ έρνπλ αλαθεξζεί ζηελ αλάιπζε θπηηθψλ 

εθρπιηζκάησλ, έρεη ρξεζηκνπνηεζεί ηφζν ηζνθξαηηθή φζν θαη βαζκσηή έθινπζε. 
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Όηαλ ρξεζηκνπνηείηαη βαζκσηή έθινπζε γηα ηνλ δηαρσξηζκφ LC, νη ρεκηθέο 

κεηαηνπίζεηο NMR ησλ πξσηνλίσλ ηνπ δηαιχηε θαη ηνπ πξνζδηνξηδφκελνπ 

ζπζηαηηθνχ εμαξηψληαη απφ ηε ζχζηαζε ηνπ δηαιχηε θαη δηαξθψο κεηαβάιινληαη 

θαζψο θαηαγξάθεηαη ην θάζκα θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ρξσκαηνγξαθηθήο ξνήο. Η 

νκάδα ησλ Wolfender et al., πεξηγξάθνπλ πνιπάξηζκεο εθαξκνγέο ηνπ «on-flow» LC-

NMR ζηελ  αλάιπζε εθρπιηζκάησλ απφ ηα θπηά Swertia calacina, Monotes engleri, 

θχιια Orophea enneandra, Cordia linnaei, Erythrina vogelii, Erythroxylum 

vacciniifolium, θαη εθρπιίζκαηα ηνπ είδνπο Potamogeton. Δθηφο απφ ηηο κειέηεο ζε 

θπηηθά εθρπιίζκαηα πνπ αθνξνχλ ηε ζπιινγή πιεξνθνξηψλ φζνλ αθνξά ηε ζχζηαζή 

ηνπο, έρνπλ αλαθεξζεί θαη πξνζπάζεηεο πνπ ζρεηίδνληαη κε πνζνηηθέο κεηξήζεηο. 

Πξνθεηκέλνπ λα δηεμαρζνχλ δηζδηάζηαηα πεηξάκαηα NMR (NMR-2D) θαη λα 

δηεπθξηληζηνχλ νη δνκέο φισλ ησλ ζπζηαηηθψλ, ην δείγκα ζα πξέπεη λα αλαιπζεί ππφ 

ζηαηηθέο ζπλζήθεο. Υπάξρνπλ δπν κέζνδνη κε ηηο νπνίεο κπνξνχλ λα 

πξαγκαηνπνηεζνχλ NMR πεηξάκαηα ππφ ζηαηηθέο ζπλζήθεο: (α) κε ηε ρξήζε 

βαιβίδαο πνπ ζηακαηάεη ηελ έθινπζε φηαλ ην πξνζδηνξηδφκελν ζπζηαηηθφ θζάζεη θαη 

γεκίζεη ην ρψξν ηνπ ππνδνρέα ζπλερνχο ξνήο κέζα ζην πελίν αλίρλεπζεο (detection 

coil), ην απνθαινχκελν κνληέιν δηαθνπηφκελεο ξνήο «stopped flow», ή (β) κε ηε 

ρξήζε βξφρσλ δείγκαηνο γηα ηελ απνζήθεπζε κεκνλσκέλσλ θιαζκάησλ ησλ 

πξνζδηνξηδφκελσλ ζπζηαηηθψλ, πνπ πξνθχπηνπλ απφ ην ρξσκαηνγξαθηθφ 

δηαρσξηζκφ. Καη ζηηο δπν πεξηπηψζεηο απαηηείηαη κηα πξφζζεηε ζπζθεπή, κηα 

βαιβίδα ή έλα ζχζηεκα απνηεινχκελν απφ ηξηρνεηδείο βξφρνπο.  

Σην κνληέιν «stopped flow» ν αληρλεπηήο UV πνπ παξαθνινπζεί ην 

δηαρσξηζκφ, θαζνδεγεί ηνλ αλαιπηή λα πξνζδηνξίζεη ην ρξφλν πζηέξεζεο, td, πνπ 

αληηζηνηρεί ζην ρξφλν πνπ απαηηείηαη γηα ηε κεηαθνξά ηνπ πξνζδηνξηδφκελνπ 

ζπζηαηηθνχ απφ ηελ θπςειίδα UV ζηε βέιηηζηε ζέζε κέζα ζηνλ ππνδνρέα NMR. 

Απηφο ν ρξφλνο πζηέξεζεο εμαξηάηαη απφ ηελ ηαρχηεηα ξνήο ηνπ ρξσκαηνγξαθηθνχ 

δηαρσξηζκνχ θαζψο θαη ην κήθνο θαη ηε δηάκεηξν ηεο ζσιήλσζεο πνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα λα ζπλδέζεη ηνλ αληρλεπηή UV κε ην ππνδνρέα NMR. Μφιηο 

θαζνξηζηεί ν ρξφλνο td γηα ην δηαζέζηκν πιηζκηθφ, ην ινγηζκηθφ κπνξεί λα ξπζκηζηεί 

ψζηε λα ζηακαηάεη απηφκαηα ε ξνή ηεο ρξσκαηνγξαθηθήο έθινπζεο ζην ρξφλν td,  

αθφηνπ ην πξνζδηνξηδφκελν ζπζηαηηθφ έρεη πεξάζεη απφ ηνλ αληρλεπηή UV. Μεηά ηελ 

θαηαγξαθή ησλ δεδνκέλσλ NMR, ε ρξσκαηνγξαθηθή ξνή μεθηλά μαλά θαη ε 
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δηαδηθαζία επαλαιακβάλεηαη γηα ην επφκελν πξνζδηνξηδφκελν ζπζηαηηθφ. Ωζηφζν, νη 

ζπρλέο δηαθνπέο κπνξεί λα δηαηαξάμνπλ ηελ πνηφηεηα ηνπ δηαρσξηζκνχ θαη ηα 

ζπζηαηηθά πνπ βξίζθνληαη ζε πςειή ζπγθέληξσζε κπνξεί λα παξακείλνπλ ζηνλ 

ππνδνρέα NMR (επίδξαζε κλήκεο- memory effect). Καηά ζπλέπεηα ην κνληέιν 

δηαθνπηφκελεο ξνήο ζπληζηάηαη γηα ηελ αλάιπζε κηγκάησλ πνπ απνηεινχληαη απφ 

έλα ζρεηηθά κηθξφ αξηζκφ ρξσκαηνγξαθηθά δηαιπηψλ ζπζηαηηθψλ. Σην πεδίν ησλ 

θπζηθψλ πξντφλησλ ν ζπλδπαζκφο ησλ δηαηάμεσλ «on-flow» θαη «stopped flow» έρεη 

ρξεζηκνπνηεζεί εθηεηακέλα.  

Σην κνληέιν απνζήθεπζεο ζε βξφρνπο (loop-storage) ε ρξσκαηνγξαθηθή ξνή 

δελ δηαθφπηεηαη αιιά θάζε θνξπθή ηνπ ρξσκαηνγξαθήκαηνο πνπ αληηζηνηρεί ζε έλα 

πξνζδηνξηδφκελν ζπζηαηηθφ απνζεθεχεηαη ζε έλα κεκνλσκέλν ηξηρνεηδή βξφρν γηα 

ηε κεηαγελέζηεξε θαηαγξαθή ησλ δεδνκέλσλ NMR ζε επφκελν ζηάδην. Σε απηή ηελ 

πεξίπησζε, ε πζηέξεζε td κεηαμχ ηνπ αληρλεπηή UV θαη ηεο ζπζθεπήο απνζήθεπζεο 

ζε βξφρνπο- θαη ε πζηέξεζε tFC γηα ηε κεηαθνξά απφ ην βξφρν ζηνλ ππνδνρέα NMR 

ζα πξέπεη λα ιεθζεί ππφςε. Με ηε ρξήζε ηεο ηερληθήο απνζήθεπζεο ζε βξφρνπο, 

πξνβιήκαηα πνπ νθείινληαη ζηηο πνιιέο δηαθνπέο ηεο ξνήο κπνξνχλ λα 

απνθεπρζνχλ. Μηα βαζηθή πξνυπφζεζε ρξήζεο ηεο, είλαη φηη ηα απνζεθεπκέλα 

πξνζδηνξηδφκελα ζπζηαηηθά ζα πξέπεη λα είλαη ζηαζεξά θαηά ηελ εθηεηακέλε 

πεξίνδν ηεο αλάιπζεο NMR. Μεηά απφ ηηο κεηξήζεηο πνπ ιακβάλνληαη γηα θάζε 

πξνζδηνξηδφκελν ζπζηαηηθφ, ν βξφρνο απνζήθεπζεο θαη ν ππνδνρέαο NMR κπνξνχλ 

απηφκαηα λα πιπζνχλ κε έλα θαηάιιειν δηαιχηε. Απηή ε δηάηαμε, επίζεο έρεη 

ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ αλάιπζε πην πνιχπινθσλ κηγκάησλ πνπ ιακβάλνληαη απφ 

θπηηθά εθρπιίζκαηα.    

Έλα απφ ηα πην ζνβαξά κεηνλεθηήκαηα ηεο ηερληθήο LC-NMR είλαη ην γεγνλφο 

φηη είλαη αλαγθαία ε ρξήζε δεπηεξησκέλσλ δηαιπηψλ ζην ρξσκαηνγξαθηθφ 

δηαρσξηζκφ, ην νπνίν απμάλεη ζεκαληηθά ην θφζηνο ηεο αλάιπζεο. Πξνθεηκέλνπ λα 

κεησζεί ε θαηαλάισζε ησλ αθξηβψλ δεπηεξησκέλσλ δηαιπηψλ, κπνξεί λα 

ρξεζηκνπνηεζεί κηα κνλάδα εθρχιηζεο ζηεξεάο θάζεο (solid phase extraction-SPE) 

θαη λα πξνθχςεη ε δηάηαμε LC-SPE-NMR. Η εθρχιηζε ζηεξεάο θάζεο (SPE) είλαη 

κηα εμαηξεηηθά απνηειεζκαηηθή ηερληθή γηα ηελ επαλαιεπηηθή, γξήγνξε θαη 

εθιεθηηθή πξνεηνηκαζία δείγκαηνο. Υπάξρνπλ δηάθνξεο κειέηεο γηα ηελ «on-line» 

ζχδεπμε ηεο SPE κε LC-UV, LC-MS θαη LC-NMR ηερληθέο, ε νπνία έρεη σο ζθνπφ 
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ηε ζπκπχθλσζε ηνπ δείγκαηνο πξηλ ηνλ δηαρσξηζκφ LC. Δλαιιαθηηθά, έρεη αλαθεξζεί 

ε ρξήζε κηαο πξνζηαηεπηηθήο ζηήιεο-πξνζηήιεο κεηά ηνλ LC δηαρσξηζκφ γηα ηε 

ζπκπχθλσζε ηνπ εθινπφκελσλ ελψζεσλ πξηλ ηελ αλάιπζε κε ηε θαζκαηνζθνπία 

NMR, αιιά θαη ε ρξήζε κηαο SPE δηαρσξηζηηθήο κηθξνζηήιεο (cartridge) πνπ είλαη 

ζπλδεδεκέλε πξηλ ηνλ ππνδνρέα NMR, κε ζθνπφ ηελ αχμεζε ηεο επαηζζεζίαο ηεο 

ηερληθήο LC-NMR. 

Σηελ πεηξακαηηθή δηάηαμε LC-SPE-NMR, ε κνλάδα SPE ηνπνζεηείηαη «on-

line» αλάκεζα ζηε ζηήιε LC θαη ζηνλ ππνδνρέα NMR. Τα πξνζδηνξηδφκελα 

ζπζηαηηθά, πνπ δηαρσξίδνληαη ζην ζηάδην ηεο LC, αξαηψλνληαη κε λεξφ κεηά ηε 

ζηήιε θαη παγηδεχνληαη απηφκαηα ζε κε πνιηθέο δηαρσξηζηηθέο κηθξνζηήιεο SPE. 

Σηε ζπλέρεηα ζην ζηάδην μήξαλζεο κε άδσην απνκαθξχλνληαη φινη νη δηαιχηεο πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη ζην ρξσκαηνγξαθηθφ δηαρσξηζκφ. Τέινο, ηα πξνζδηνξηδφκελα 

ζπζηαηηθά κεηαθέξνληαη κε δεπηεξησκέλνπο δηαιχηεο πνπ έρνπλ επηιεγεί (π.ρ. 

κεζαλφιε, αθεηνληηξίιην ή ρισξνθφξκην) ζηνλ ππνδνρέα NMR γηα ηελ θαηαγξαθή 

ηνπ θάζκαηνο.  

Η πεηξακαηηθή δηάηαμε LC-SPE-NMR είλαη παξφκνηα κε ηε δηάηαμε LC-NMR 

απνζήθεπζεο ζε βξφρνπο, αιιά έρεη νξηζκέλα πιενλεθηήκαηα έλαληη απηήο θαη 

άιισλ κεζφδσλ. Η ηερληθή LC-SPE-NMR επηηξέπεη ηε ιεηηνπξγία ηνπ δηαρσξηζκνχ 

LC κε κηα κε-δεπηεξησκέλε θηλεηή θάζε θαη ζηε ζπλέρεηα ηε ρξήζε δεπηεξησκέλνπ 

δηαιχηε γηα ηε κεηαθνξά ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ ζπζηαηηθψλ απφ ηε κνλάδα SPE 

ζηνλ ππνδνρέα NMR. Ωο ζπλέπεηα, πεξηνξίδεηαη ην θφζηνο ηεο κεζφδνπ, αθνχ δελ 

ρξεζηκνπνηνχληαη πιένλ κεγάιεο πνζφηεηεο δεπηεξησκέλσλ δηαιπηψλ. Δπίζεο, ε 

ρξήζε ηερληθψλ θαηαζηνιήο ησλ ζεκάησλ ζπληνληζκνχ ηνπ δηαιχηε, πνπ κπνξνχλ λα 

νδεγήζνπλ ζε απψιεηα ησλ ζεκάησλ ηνπ πξνζδηνξηδφκελνπ ζπζηαηηθνχ, 

πεξηνξίδεηαη ζεκαληηθά ή δελ είλαη πιένλ απαξαίηεηε. Απφ ηελ άιιε πιεπξά, ηα 

θάζκαηα πνπ ιακβάλνληαη ζε θαζαξφ CDCl3, CD3OD ή CD3CN είλαη πην εχθνιν λα 

ζπγθξηζνχλ κε ηα αληίζηνηρα βηβιηνγξαθηθψλ δεδνκέλσλ, ζε ζχγθξηζε κε ηα 

θάζκαηα ηεο κεζφδνπ «stop-flow» LC-NMR πνπ ιακβάλνληαη ζε κίγκαηα D2O θαη 

CH3CN. Τέινο ε επέθηαζε ηεο ηερληθήο ζε LC-SPE-NMR/MS κπνξεί λα νδεγήζεη 

ζηε αδηακθηζβήηεηε ηαπηνπνίεζε ησλ ζπζηαηηθψλ ελφο πνιχπινθνπ κίγκαηνο. 

Δθφζνλ ε ρξσκαηνγξαθία δηεμάγεηαη κε θαζηεξσκέλνπο δηαιχηεο LC, ε εξκελεία ησλ 

πιεξνθνξηψλ πνπ εμάγνληαη απφ ηα θάζκαηα καδψλ γίλεηαη επθνιφηεξε.  
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Παξάιιεια, ε πνιιαπιή παγίδεπζε ηνπ ίδηνπ πξνζδηνξηδφκελνπ ζπζηαηηθνχ 

απφ επαλεηιεκκέλεο εγρχζεηο LC ζηελ ίδηα δηαρσξηζηηθή κηθξνζηήιε, κπνξεί λα 

ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηε κεξηθή ιχζε ηνπ πξνβιήκαηνο ηεο ρακειήο ζπγθέληξσζεο 

απηνχ. Δλαιιαθηηθά, αληί ηεο πνιιαπιήο-παγίδεπζεο (multi-trapping) πξνηάζεθε ε 

ρξήζε εκη-παξαζθεπαζηηθψλ ζηειψλ HPLC ζε ζπλδπαζκφ κε κνλάδα SPE. Οη 

πξψηεο απηνκαηνπνηεκέλεο κεηξήζεηο «on-line» LC-SPE-NMR πξαγκαηνπνηήζεθαλ 

ζε έλα αθεηνληθφ εθρχιηζκα ειιεληθήο ξίγαλεο (Exarchou et al., 2003). Η κέζνδνο 

LC-SPE-NMR ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ ηαπηνπνίεζε αληηνμεηδσηηθψλ ελψζεσλ ζε 

εκπνξηθά δηαζέζηκν εθρχιηζκα δεληξνιίβαλνπ θαη ζε εθρπιίζκαηα Raponticum 

carthamoides. Γηάθνξα θπηηθά εθρπιίζκαηα έρνπλ πξφζθαηα αλαιπζεί κε ηελ 

παξαπάλσ ηερληθή, φπσο εθρχιηζκα Harpagophytum procumbens, δηάθνξα κέξε ηνπ 

θπηνχ Kanaria laniflora, έλα αθαηέξγαζην θπηηθφ εθρχιηζκα απφ Smirnowia iranica, 

έλα εθρχιηζκα απφ ηε ξίδα ηνπ θπηνχ Croton membranaceus, ην θαηλνιηθφ θιάζκα 

ειαηνιάδνπ θαη εθρχιηζκα ηνπ θπηνχ Phyllanthus urinaria. Η πεηξακαηηθή δηάηαμε 

LC-SPE-NMR θαίλεηαη ζην Σρήκα 1.2. Τέινο, πξφζθαηα αλαθέξζεθε ε δπλαηφηεηα 

ηεο πηζαλήο ζπλέλσζεο ηεο δηάηαμεο LC κε κηα επηπιένλ αληιία παξνρήο 

θαηάιιεινπ αληηδξαζηεξίνπ, π.ρ. δηαιχκαηνο ζηαζεξήο ειεχζεξεο ξίδαο DPPH, κε 

ζηφρν ηελ εθηίκεζε ηεο ηθαλφηεηαο δέζκεπζεο ηεο ξίδαο απφ ην θάζε ζπζηαηηθφ πνπ 

εθινχεηαη απφ ηε ζηήιε. Η αληίδξαζε ησλ εθινπφκελσλ ζπζηαηηθψλ κε ηε ζηαζεξή 

ειεχζεξε ξίδα ιακβάλεη ρψξα κέζα ζε θαηάιιειν ζσιήλα αληίδξαζεο κεγάινπ 

κήθνπο θαη ε ηθαλφηεηα δέζκεπζεο ηνπο εθηηκάηαη κε βάζε ηελ ειάηησζε ηεο 

απνξξφθεζεο ηεο ξίδαο ζην νξαηφ ιφγσ ηεο θαηαλάισζεο ηεο απφ ηα εθινπφκελα 

αληηνμεηδσηηθά. Δλαιιαθηηθά, κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ θαη άιια ζπζηήκαηα 

νμείδσζεο, φπσο παξαθνινχζεζε ηεο αλαζηνιήο ηεο αιθαιηθήο νμείδσζεο 

ινπκηλφιεο-luminol-chemiluminescence ή ηεο ειάηησζεο ηεο ξίδαο ABTS
∙+

.  
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Σρήκα 1.2: Πεηξακαηηθή δηάηαμε LC-SPE-NMR θαη δηάηαμε LC-UV- DPPH
∙
/ABTS

∙+
 γηα 

ηε ζηνρεπκέλε αλάιπζε αληηνμεηδσηηθώλ ελώζεσλ πνπ δξνπλ δεζκεύνληαο ειεύζεξεο 

ξίδεο (Exarchou et al., 2006) 

 

Δίλαη θαλεξφ φηη ε παξαπάλσ ηερληθή LC-SPE-NMR είλαη κηα θαηλνχξγηα 

ζεκαληηθή αλαιπηηθή ηερληθή γηα ηελ αλάιπζε θπηηθψλ εθρπιηζκάησλ. Γηα ηελ 

κεγαιχηεξε βειηίσζε ηεο ζπλνιηθή επαηζζεζίαο ηνπ ζπζηήκαηνο κπνξνχλ λα 

ρξεζηκνπνηεζνχλ ππνδνρείο θξπνγεληθήο ηερλνινγίαο (cryogenically cooled). Η 

ρξήζε απηψλ νδεγεί ζε βειηίσζε ηεο αλαινγίαο ζήκαηνο/ ζφξπβν (S/N) ζην θάζκα 

NMR θαηά έλα παξάγνληα απφ 3 έσο 5 γηα δηαιχηεο ρακειήο αγσγηκφηεηαο. Δπίζεο, 

κηα απφ ηηο πην πνιιά ππνζρφκελεο εμειίμεηο ζηε ζρεδίαζε ησλ ππνδνρέσλ NMR, 

εθηφο απφ ηνπο ππνδνρείο θξπνγεληθήο ηερλνινγίαο πνπ εγγπψληαη βειηησκέλε 

επαηζζεζία, είλαη ε θαζηέξσζε κηθξνζθνπηθψλ ζσιελνεηδψλ κηθξνπελίσλ 

(miniaturized solenoidal microcoils). Απηά κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ ζε 

κηθξνζθνπηθά ζπδεπγκέλα ζπζηήκαηα, φπσο είλαη ην ζχζηεκα ηξηρνεηδέο HPLC 

NMR (capillary high-performance liquid chromatography NMR- capLC-NMR), ην 

ζχζηεκα ειεθηξνθφξεζεο ηξηρνεηδνχο NMR (capillary electrophoresis NMR-CE-

NMR), θ.α. (Exarchou et al., 2005, 2006). 

Αλαιπηηθά, ζηελ πεξίπησζε ηνπ CAP-NMR ε ίδηα δηαδηθαζία 

κηθξνθιαζκάησζεο φπσο απηή πνπ πεξηγξάθεηαη ζηελ ηερληθή LC-SPE-NMR κπνξεί 

λα ρξεζηκνπνηεζεί, κε εμαίξεζε φηη ηα δείγκαηα δελ παγηδεχνληαη ζε SPE, αιιά 

μεξαίλνληαη ζε κηθξνθιάζκαηα LC. Τν κεηνλέθηεκα ηεο κεζφδνπ είλαη φηη απαηηείηαη 

ν ρεηξηζκφο πεξηζζφηεξνπ δείγκαηνο ζε ζχγθξηζε κε ηε «on-flow» δηαδηθαζία, αιιά 

ηα θάζκαηα NMR πνπ ιακβάλνληαη είλαη θαιχηεξεο πνηφηεηαο ζε πξφηππνπο 
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δεπηεξησκέλνπο δηαιχηεο κε κηθξφ θφζηνο, ελψ άιιεο πιεξνθνξίεο φπσο δεδνκέλα 

UV θαη MS κπνξνχλ λα θαηαγξαθνχλ «on-line» θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

κηθξνθιαζκάησζεο. Απηή ε ηερληθή είλαη αθφκε πνιχ ζεκαληηθή γηα ηνλ εμέηαζε ηεο 

ρεκηθήο θαζαξφηεηαο θπζηθψλ πξντφλησλ ζηα πξνγξάκκαηα θαξκαθεπηηθνχ 

ειέγρνπ. Πεξαηηέξσ κπνξνχλ λα εμαρζνχλ πιεξνθνξίεο φζνλ αθνξά ηηο ρεκηθέο 

κεηαηνπίζεηο 
13

C απφ πεηξάκαηα αλάζηξνθεο αλίρλεπζεο (HSQC θαη HMBC), πνπ 

είλαη εθηθηά θαη παξέρνπλ πνιιέο πνιχηηκεο δνκηθέο πιεξνθνξίεο γηα ηνλ «de novo» 

πξνζδηνξηζκφ ηεο δνκήο θπζηθψλ πξντφλησλ (Wolfender et al., 2006). 

 

1.1.3 ύγθξηζε ζπδεπγκέλωλ ηερληθώλ LC  

Όπσο θαίλεηαη, νη ζπδεπγκέλεο ηερληθέο LC παίδνπλ έλα νινέλα θαη 

ζεκαληηθφηεξν ξφιν ζηελ αλαδήηεζε λέσλ βηνδξαζηηθψλ ελψζεσλ απφ θπζηθά 

πξντφληα. Οη πιεξνθνξίεο πνπ πξνθχπηνπλ απφ ην ζπλδπαζκφ ησλ ηερληθψλ LC-UV-

DAD θαη LC-MS είλαη πνιχ δηαθσηηζηηθέο, ζε έλα πξψην ζηάδην αλάιπζεο, ηδηαίηεξα 

φηαλ απηή ε πιεξνθνξία ζπλδπάδεηαη κε βνηαληθέο θαη ρεκεηνηαμνλνκηθέο κειέηεο 

γηα δηαζηαπξσκέλε αλαδήηεζε ζε βάζεηο δεδνκέλσλ θπζηθψλ πξντφλησλ. Απφ απηή 

ηελ άπνςε, ε θαηαγξαθή θαζκάησλ LC-MS-MS παξέρεη ζπκπιεξσκαηηθέο 

πιεξνθνξίεο ζξαπζκαηνπνίεζεο, αιιά ε ρξήζε απηψλ ησλ δεδνκέλσλ πεξηνξίδεηαη 

απφ ην γεγνλφο φηη δελ είλαη εκπνξηθά δηαζέζηκεο βάζεηο δεδνκέλσλ LC-MS-MS. 

Δπηπιένλ, ε εξκελεία θαζκάησλ MS-MS παξέρεη αθξηβείο δνκηθέο πιεξνθνξίεο κφλν 

εάλ έρνπλ αλαιπζεί ζεκαληηθέο ζεηξέο ζρεηηδφκελσλ ελψζεσλ θαη εάλ κπνξνχλ λα 

εμαθξηβσζνχλ πξφηππεο πνξείεο ζξαπζκαηνπνίεζεο γηα κηα ζπγθεθξηκέλε ηάμε 

ελψζεσλ. Οη δηαθνξέο πνπ δεκηνπξγνχληαη γηα ηα θάζκαηα MS-MS κεηαμχ ησλ 

δηαθνξεηηθψλ ηχπσλ νξγάλσλ δπζρεξαίλνπλ επίζεο ηελ δεκηνπξγία κηαο γεληθήο 

βάζεο δεδνκέλσλ, ηνπιάρηζηνλ γηα ηελ αλαγλψξηζε ηεο ραξαθηεξηζηηθήο πνξείαο 

ζξαπζκαηνπνίεζεο.  

Γηα ηελ ζε βάζνο δηεξεχλεζε ηεο δνκήο θπζηθψλ πξντφλησλ, ζπρλά ζα πξέπεη 

λα απνζαθεληζηεί ε θαηάηαμε ησλ αηφκσλ θαη νη ζηεξενρεκηθέο ηνπο δηεπζεηήζεηο 

θαη γη’ απηφ είλαη ππνρξεσηηθή ε ρξήζε ηεο θαζκαηνζθνπίαο NMR. Η άκεζε 

ζχδεπμε ηεο θαζκαηνζθνπίαο NMR κπνξεί λα ιεηηνπξγήζεη κε ηελ «on-flow» 

κέζνδν ή σο ζπκπιεξσκαηηθή αλαιπηηθή ηερληθή ζηε δηαδηθαζία LC-UV-MS ζε 
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μερσξηζηέο αλαιχζεηο. Η ηερληθή LC-NMR παίδεη έλα νπζηαζηηθφ ξφιν θαη επηηξέπεη 

ηελ «on-line» θαηαγξαθή πνιχηηκσλ  ζπκπιεξσκαηηθψλ δνκηθψλ πιεξνθνξηψλ φηαλ 

ηα δεδνκέλα απφ ηελ LC-UV-MS αλάιπζε είλαη αλεπαξθή γηα ηελ αδηακθηζβήηεηε 

ηαπηνπνίεζε ησλ θνξπθψλ ηνπ ρξσκαηνγξαθήκαηνο. Οη ηερληθέο LC-SPE-NMR θαη 

CAP-NMR είλαη πνιχηηκεο ηερληθέο γηα ηελ γξήγνξε «on-line» ηαπηνπνίεζε θπζηθψλ 

πξντφλησλ. Απηέο νη ηερληθέο απαηηνχλ πεξηζζφηεξε επεμεξγαζία ηνπ δείγκαηνο θαη 

κεγαιχηεξν απηνκαηηζκφ απφ φηη ε άκεζε ζχδεπμε κε ην NMR, αιιά απηφ 

αληηζηνηρεί κφλν ζε έλα κηθξφ κέξνο ηνπ ρξφλνπ πνπ απαηηείηαη γηα ηε ιήςε ησλ 

ρξνλνβφξσλ δηζδηάζηαησλ NMR πεηξακάησλ. Με απηέο ηηο «on-line» ηερληθέο ε 

ζπλνιηθή ζεηξά δηζδηάζηαησλ NMR πεηξακάησλ κπνξεί λα θαηαγξαθεί κε κεξηθέο 

δεθάδεο κηθξνγξακκαξίσλ (κg) ησλ ζπζηαηηθψλ, κφλν κε ειάρηζηεο πνζφηεηεο 

δεπηεξησκέλσλ δηαιπηψλ. Η ηερληθή SPE-NMR απαηηεί θαιή βειηηζηνπνίεζε ησλ 

παξακέηξσλ παγίδεπζεο, αιιά έρεη ην πιενλέθηεκα φηη κπνξεί λα απηνκαηνπνηεζεί 

πιήξσο ζε εκπνξηθά δηαζέζηκα ζπζηήκαηα. Η ηερληθή CAP-NMR έρεη ην 

πιενλέθηεκα λα είλαη εθηθηή ε πιήξσο ειεχζεξε επηινγή δεπηεξησκέλνπ δηαιχηε, 

θαζψο ηα δείγκαηα μεξαίλνληαη θαη αθφκε φηη ε επαηζζεζία ηεο είλαη βειηησκέλε γηα 

εθαξκνγέο φπνπ ρξεζηκνπνηνχληαη πεξηνξηζκέλεο πνζφηεηεο δεηγκάησλ (Wolfender et 

al., 2006).  
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1.1.4 Αλάιπζε κηγκάηωλ κε ηε ρξήζε θαζκαηνζθνπίαο NMR (Nuclear Magnetic 

Resonance)  

1.1.4.1 Σαπηνπνίεζε ζπζηαηηθώλ ζε κίγκαηα κε ηε ρξήζε θαζκαηνζθνπίαο 

NMR- 
1
Η 

Η αλαδήηεζε ηερληθψλ γηα ηε γξήγνξε θαη άκεζε αλάιπζε πνιχπινθσλ 

κηγκάησλ ππήξμε πάληνηε έλα απφ ηα θχξηα εξεπλεηηθά πεδία, ηδηαίηεξα ηεο ρεκείαο 

ηξνθίκσλ θαη ηεο αλάιπζεο θπηηθψλ ζπζηαηηθψλ. Ο έιεγρνο (screening) ησλ θπηηθψλ 

εθρπιηζκάησλ γηα θπζηθά πξντφληα κε βηνινγηθέο δξάζεηο είλαη κηα απφ ηηο πην 

απνηειεζκαηηθά πξνζαλαηνιηζκέλεο πνξείεο ζηελ εχξεζε θαηλνχξγησλ θαξκάθσλ. 

Δπίζεο, ζηηο κέξεο καο κεγάιε κεξίδα ελδηαθέξνληνο έρεη ζηξαθεί ζηα «κε- 

ζξεπηηθά» αιιά βηνινγηθψο δξαζηηθά ζπζηαηηθά ηξνθίκσλ πνπ έρνπλ σο βάζε ηνπο 

ηα θπηά. Οη αλαιπηηθέο ηερληθέο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηνλ έιεγρν πνηφηεηαο θαη 

ηα ηεζη ζηαζεξφηεηαο θπζηθψλ πξντφλησλ, είλαη ζπλήζσο ρξσκαηνγξαθηθέο ηερληθέο 

πςειήο δηαθξηηηθήο ηθαλφηεηαο, φπσο ε ρξσκαηνγξαθία HPLC, HPTLC, GC, ε 

ειεθηξνθφξεζε ηξηρνεηδνχο, ε ρξσκαηνγξαθία LC-MS, GC-MS θαη ε κέζνδνο LC-

NMR, φπσο αλαθέξζεθαλ αλαιπηηθά ζηα Κεθάιαηα 1.1.1, 1.1.2 θαη 1.1.3. 

 Όιεο απηέο νη αλαιπηηθέο ηερληθέο ζεσξνχληαη πνιχ ζεκαληηθέο γηα ην πεδίν 

ησλ θπζηθψλ πξντφλησλ, αιιά ζπρλά δελ είλαη εχθνιν λα αλαπηπρζεί έλαο απιφο θαη 

γξήγνξνο ρξσκαηνγξαθηθφο δηαρσξηζκφο ησλ ζπζηαηηθψλ, π.ρ. ελφο θπηηθνχ 

εθρπιίζκαηνο, εμαηηίαο ησλ δηαθνξψλ πνπ παξνπζηάδνπλ απηά σο πξνο ηε 

δηαιπηφηεηά ηνπο ζε δηάθνξνπο δηαιχηεο, ηελ πνιηθφηεηα θ.α. Ωζηφζν, ην 

ρξσκαηνγξαθηθφ πξνθίι πνπ ιακβάλεηαη είλαη γεληθά αξθεηά πνιχπινθν ιφγσ ηεο 

παξνπζίαο πνιιψλ παξφκνησλ ζπζηαηηθψλ, φπσο ηζνκεξψλ, επηκεξψλ θαη 

δηακνξθνκεξψλ ή γιπθνδηηψλ πνπ απνηεινχληαη απφ δηαθνξεηηθέο γιπθνδηηηθέο 

αιπζίδεο. Τέινο, ηα ρξσκαηνγξαθηθά πξνθίι κπνξεί λα γίλνπλ ηδηαίηεξα πνιχπινθα 

ιφγσ ζεκάησλ απνηθνδφκεζεο κε εθείλα ησλ ζπζηαηηθψλ.  

 Η θαζκαηνζθνπία NMR είλαη κηα απφ ηηο πην ζεκαληηθέο θαη επξέσο 

δηαδεδνκέλεο αλαιπηηθέο κεζφδνπο ζηελ αθαδεκατθή θαη βηνκεραληθή έξεπλα. Τα 

ηειεπηαία 15-20 ρξφληα παξαηεξείηαη κηα ζπλερήο θαη εθηεηακέλε ρξήζε ηεο 

θαζκαηνζθνπίαο NMR ζηελ επηζηήκε ησλ ηξνθίκσλ. Η κεγάιε αλάπηπμε ησλ 

κεζφδσλ NMR ζηνλ ραξαθηεξηζκφ θαη έιεγρν ησλ ηξνθίκσλ νθείιεηαη ζε δηάθνξνπο 
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ιφγνπο. Σρεηηθά κε ηελ πξνεηνηκαζία ηνπ δείγκαηνο, ηηο πεξηζζφηεξεο θνξέο ε 

εθρχιηζε ηνπ πξνζδηνξηδφκελνπ ζπζηαηηθνχ θαη ν θαζαξηζκφο ηνπ δελ είλαη 

απαξαίηεηα. Γηα παξάδεηγκα, πγξά ηξφθηκα, φπσο ην θξαζί, ν ρπκφο θξνχησλ θαη ην 

μίδη κπνξνχλ λα αλαιπζνχλ ρσξίο θάπνηα επεμεξγαζία παξά κφλν κε ηελ πξνζζήθε 

δεπηεξησκέλνπ δηαιχηε θαη εζσηεξηθνχ πξνηχπνπ, αιιά θαη ιίπε θαη έιαηα κπνξνχλ 

επίζεο λα αλαιπζνχλ κεηά ηε δηάιπζε ηνπο ζε θαηάιιειν δεπηεξησκέλν δηαιχηε, 

θπξίσο δεπηεξησκέλν ρισξνθφξκην, CDCl3. Δπίζεο, δελ απαηηείηαη θάπνην ζηάδην 

παξαγσγνπνίεζεο γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ ζπζηαηηθψλ, θαζψο θάζε 

κφξην πνπ έρεη πδξνγφλα κπνξεί λα αληρλεπζεί κε ηελ πξσηνληαθή θαζκαηνζθνπία 

NMR- 
1
Η.  

Η αλάιπζε κε ηε θαζκαηνζθνπία NMR- 
1
Η, δελ πξνθαιεί θαηαζηξνθή ηνπ 

δείγκαηνο θαη ησλ ζπζηαηηθψλ ηνπ. Ωο ηερληθή, απνηειεί έλα παλίζρπξν εξγαιείν γηα 

ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο δνκήο κνξίσλ, θαη έηζη κπνξεί λα βνεζήζεη ζηελ θαηαλφεζε 

ηεο δνκήο ησλ ζπζηαηηθψλ ελφο πνιχπινθνπ ζπζηήκαηνο, φπσο είλαη ηα ηξφθηκα. 

Άιιεο εθαξκνγέο πεξηιακβάλνπλ γηα παξάδεηγκα, ηελ αλάιπζε παξζέλνπ 

ειαηνιάδνπ κε πςειήο δηαθξηηηθήο ηθαλφηεηαο θαζκαηνζθνπία NMR, γηα ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ ηεο γεσγξαθηθήο πξνέιεπζεο θαη ηεο πηζαλήο λνζείαο ηνπ (Hidalgo 

and Zamora, 2003, Christophoridou and Dais, 2006). Παξαθάησ αλαθέξνληαη 

αλαιπηηθά νξηζκέλεο απφ απηέο φζνλ αθνξά ηελ ηαπηνπνίεζε ζπζηαηηθψλ ηξνθίκσλ 

θαη θπηηθψλ εθρπιηζκάησλ κε ηε θαζκαηνζθνπία NMR κίαο (1D) θαη δπν (2D) 

δηαζηάζεσλ, ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηνπο, θ.α. 

Ιδηαίηεξν ελδηαθέξνλ παξνπζηάδεη ε εθαξκνγή ηεο θαζκαηνζθνπίαο NMR ζηε 

κειέηε ηεο ζχζηαζεο βηνινγηθψλ πγξψλ, φπσο αίκαηνο θαη νχξσλ, αησξεκάησλ 

θπηηάξσλ αθφκε θαη ηζηψλ. Οη δηαξθψο απμαλφκελεο αλάγθεο ζε εμεηδηθεπκέλεο 

αλαιχζεηο κεγάιεο δηαγλσζηηθήο ζεκαζίαο γηα ηε ζεξαπεία ησλ αζζελψλ, θαζηζηνχλ 

αλαγθαία ηε ρξήζε ηεο θαζκαηνζθνπίαο NMR κε ζθνπφ ηελ απνηειεζκαηηθή θαη, ζε 

νξηζκέλεο πεξηπηψζεηο, ηαρεία αλάιπζε κε ηε κηθξφηεξε δπλαηή θαηεξγαζία ηνπ 

δείγκαηνο. Τν κεγαιχηεξν πιενλέθηεκα εθαξκνγήο ηεο ζηελ αλάιπζε βηνινγηθψλ 

πγξψλ, έγθεηηαη ζην φηη, ζε κηα θαη κφλν κέηξεζε είλαη δπλαηή ε αλάιπζε ζρεδφλ 

φισλ ησλ νξγαληθψλ ελψζεσλ πνπ πεξηέρνληαη ζε απηά ζε αληρλεχζηκεο 

ζπγθεληξψζεηο. Δπηηξέπεη δειαδή, ηνλ αθξηβή θαη ηαπηφρξνλν πνηνηηθφ θαη πνζνηηθφ 

πξνζδηνξηζκφ ζρεδφλ φισλ ησλ κεηαβνιηηψλ πνπ ππάξρνπλ ζην πξνο αλάιπζε 
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δείγκα ελψ παξάιιεια κεγηζηνπνηεί θαη ηελ πηζαλφηεηα λα αλαγλσξηζηνχλ 

ζεκαληηθνί αιιά κε αλακελφκελνη ή αθφκε θαη άγλσζηνη κεηαβνιίηεο.   

 

1.1.4.2 Φαζκαηνζθνπία NMR-
1
Η ζε ζπλδπαζκό κε ζηαηηζηηθή αλάιπζε ωο 

ηερληθή «δαθηπιηθνύ» απνηππώκαηνο (fingerprinting) θαη κειέηεο πξνέιεπζεο 

θπζηθώλ πξνϊόληωλ 

Η αλάιπζε βηνινγηθψλ δεηγκάησλ, φπσο είλαη ηα αθαηέξγαζηα εθρπιίζκαηα, κε 

ηε θαζκαηνζθνπία NMR- 
1
Η, ρσξίο θάπνην πξνθαηαξηηθφ ζηάδην δηαρσξηζκνχ, είλαη 

γλσζηή σο εχξεζε ηνπ «δαθηπιηθνχ» απνηππψκαηνο «fingerprinting» ή ηνπ πξνθίι 

«profiling» απηψλ. Σπγθεθξηκέλα ε επξεία εθαξκνγή ηεο ζηελ επηζηήκε ηξνθίκσλ 

ζρεηίδεηαη θπξίσο κε ηελ πνηνηηθή απφδνζε ησλ θαζκάησλ NMR δεηγκάησλ 

ηξνθίκσλ. Τα θπηηθά εθρπιίζκαηα αιιά θαη ηα ηξφθηκα παξνπζηάδνπλ κεγάιε 

πνιππινθφηεηα σο πξνο ηε ζχζηαζή ηνπο θαη, ζηελ πεξίπησζε πνπ εμεηάδνληαη 

πνιιά δείγκαηα, είλαη δχζθνιν λα γίλεη νπζηαζηηθή ζχγθξηζε κεγάινπ αξηζκνχ 

θαζκάησλ κφλν νπηηθά. Σηε θαηεχζπλζε απηή κπνξνχλ λα θαλνχλ εμαηξεηηθά 

ρξήζηκεο νη πνιπδηάζηαηεο ζηαηηζηηθέο κέζνδνη, θαζψο κπνξνχλ λα ζπκπηέζνπλ ηα 

δεδνκέλα ζε κηα κνξθή πνπ κπνξεί πην εχθνια λα ρξεζηκνπνηεζεί. Απηφ κπνξεί λα 

βνεζήζεη ζηελ θαηαλφεζε ηνπ πσο έλα ζπγθεθξηκέλν δείγκα ζπλδέεηαη κε άιια 

δείγκαηα. 

Πνιιά παξαδείγκαηα έρνπλ αλαθεξζεί ζηε δηεζλή βηβιηνγξαθία ζηα νπνία 

ιακβάλεη ρψξα ν ραξαθηεξηζκφο θξαζηνχ (Orgnic et al., 2001), εθρπιηζκάησλ 

καξνπιηνχ (Sobolev et al., 2005), ηζαγηνχ (Le Gall et al., 2004) θαη ληνκαηνρπκνχ 

(Sobolev et al., 2003) κε ηε θαζκαηνζθνπία NMR- 
1
Η. Δπίζεο, ε θαζκαηνζθνπία 

NMR- 
1
Η εθαξκφζηεθε γηα ηνλ έιεγρν πνηφηεηαο θαη ηελ εμαθξίβσζε ηεο 

απζεληηθφηεηαο ειαηνιάδνπ (Hidalgo and Zamora, 2003). Τηο ηειεπηαίεο δεθαεηίεο, 

έλαο αξηζκφο ηερληθψλ έρνπλ εθαξκνζηεί γηα ηελ αλάπηπμε ηεο θαζκαηνζθνπίαο 

NMR σο έλα εξγαιείν πνπ παξέρεη ην δαθηπιηθφ απνηχπσκα γηα ηελ απφδνζε θαη 

πνηνηηθή εθηίκεζε βηνκεραληθψλ θαη θπζηθψλ πξντφλησλ ζε ζπλδπαζκφ κε 

πνιπδηάζηαηεο ηερληθέο αλαγλψξηζεο απνηππψκαηνο, φπσο ε πνιχ δηαδεδνκέλε  

Αλάιπζε Βαζηθψλ Σπληζησζψλ (principal component analysis-PCA). Η 

θαζκαηνζθνπία NMR-
1
Η ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ ηερληθή PCA ρξεζηκνπνηήζεθε γηα 



 

28 

 

ηελ εχξεζε ηνπ πξνθίι κεηαβνιηηψλ (metabolomic profiling) δηάθνξσλ εηδψλ 

θξαζηνχ (Brescia et al., 2002), θαθέ (Charlton et al., 2002), ρπκνχ (Vogels et al., 

1996), κπχξαο (Duarte et al., 2002) θαη δηάθνξσλ θπηψλ (Nord et al., 2001).  

Σηε ίδηα θαηεχζπλζε νη Choi et al., 2004 εθάξκνζαλ ηηο παξαπάλσ ηερληθέο ζε 

12 θαιιηεξγήζηκεο κνξθέο θάλλαβεο, κε ζθνπφ ηε δηάθξηζε ησλ θαιιηεξγεηψλ 

θάλλαβεο κε βάζε ηελ πνηθηιία ησλ κεηαβνιηηψλ. Μέζνδνη πνιπδηάζηαηεο 

ζηαηηζηηθήο εθαξκφζηεθαλ ζε δεδνκέλα 2D NMR (
1
H-

13
C) εθρπιηζκάησλ 

πνιπθαηλνιψλ απφ θιψλνπο ακπειηνχ. Μηα αλάιπζε δηαθχκαλζεο εληφπηζε ηηο πην 

ραξαθηεξηζηηθέο ζπζρεηίζεηο (correlation volumes) ηνπ θάζκαηνο NMR, πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηε ζπλέρεηα γηα λα πξαγκαηνπνηεζεί ε αλάιπζε PCA θαη λα 

δηαθνξνπνηεζνχλ νη θιψλνη αλάινγα κε ηελ θαιιηέξγεηα. Σηηο κέξεο καο, ε 

θαζκαηνζθνπία δπν δηαζηάζεσλ (NMR 2D) είλαη, ίζσο, ην κφλν αλαιπηηθφ εξγαιείν 

πνπ κπνξεί λα δηαθνξνπνηήζεη θιψλνπο ακπειηνχ. Θα κπνξνχζε, θαη’ απηφλ ηνλ 

ηξφπν λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηνλ έιεγρν ηεο ηαπηφηεηαο εηδψλ, θαιιηεξγεηψλ ή 

θιψλσλ ακπειηνχ, αιιά θαη γηα θάζε άιιν θπηφ πνπ παξάγεη πνιπθαηλφιεο 

(Forveille et al., 1996). 

Δπίζεο, πξαγκαηνπνηήζεθε αλάιπζε «δαθηπιηθνχ» απνηππψκαηνο 

(fingerprinting analysis) ζε δείγκα θξέζθνπ «ginseng» ζχκθσλα κε ηελ ειηθία ηεο 

ξίδαο, ρξεζηκνπνηψληαο θαζκαηνζθνπία NMR- 
1
Η θαη ηερληθέο πνιπδηάζηαηεο 

αλάιπζεο, πνπ ζα κπνξνχζε λα ρξεζηκνπνηεζεί θαη γηα ηελ εμαθξίβσζε ηεο 

απζεληηθφηεηαο θαη ηνλ έιεγρν ηεο πνηφηεηαο ηνπ (Shin et al., 2007). Η ίδηα 

κεζνδνινγία ρξεζηκνπνηήζεθε γηα λα κεησζεί ε πνιππινθφηεηα ηνπ ζπλφινπ ησλ 

δεδνκέλσλ ηνπ πξσηνληαθνχ θάζκαηνο NMR δεηγκάησλ πξάζηλνπ ηζαγηνχ αιιά θαη 

γηα ηελ πνηνηηθή αμηνιφγεζή ηνπ (Tarachiwin et al., 2007). Σε άιιε κειέηε δείγκαηα 

πξάζηλνπ ηζαγηνχ δηαθνξνπνηήζεθαλ αλάινγα κε ηε ρψξα πξνέιεπζεο ηνπο (Le Gall 

et al., 2004). Τέινο, βξέζεθε φηη ε ρεκηθή ζχζηαζε δεηγκάησλ πξφπνιεο 

ραξηνγξαθήζεθε πνιχ θαιά ζχκθσλα κε ηε γεσγξαθηθή πξνέιεπζε ησλ δεηγκάησλ 

πνπ εμεηάζηεθαλ κε ην ζπλδπαζκφ θαζκαηνζθνπίαο NMR- 
1
Η  θαη αλάιπζεο PCA 

(Watson et al., 2006).     
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1.1.4.3 Φαζκαηνζθνπία NMR θαη κεηαβνλνκηθή (metabonomics). 

Τα ηειεπηαία ρξφληα παξνπζηάδεη ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ ε ρξήζε ηεο 

θαζκαηνζθνπίαο NMR γηα ηελ ζε βάζνο αλάιπζε πνιχπινθσλ βηνινγηθψλ 

δηεξγαζηψλ ζε κεηαβνιηθφ επίπεδν. Απηέο νη κειέηεο, πνπ αλαθέξνληαη σο 

κεηαβνλνκηθή «metabonomics», δίλνπλ έκθαζε ζηε εχξεζε βηνδεηθηψλ «biomarker» 

ή ηελ θαηάηαμε αζζελεηψλ θαη επηθεληξψλνληαη ζπλήζσο ζε βηνινγηθά πγξά πνπ δελ 

έρνπλ ππνζηεί θιαζκάησζε ή ζε εθρπιίζκαηα ηζηψλ. Η ρξήζε ηεο θαζκαηνζθνπίαο 

NMR ζηε κεηαβνλνκηθή έρεη πιενλεθηήκαηα αιιά θαη πεξηνξηζκνχο. Η 

πξνεηνηκαζία δείγκαηνο είλαη ζπλήζσο απιή θαη γξήγνξε, νη πεηξακαηηθνί ρξφλνη 

είλαη κηθξνί θαη εχθνια απηνκαηνπνηεκέλνη, ελψ είλαη δηαζέζηκεο δηάθνξεο 

πξνεγκέλεο κέζνδνη αλάιπζεο δεδνκέλσλ. Όπσο ζπκβαίλεη θαη κε ηηο γλσζηέο 

ελψζεηο (π.ρ. πνπ έρνπλ ηαπηνπνηεζεί απφ βάζε δεδνκέλσλ) ην θάζκα NMR 

πνιχπινθσλ κηγκάησλ κπνξεί λα δψζεη επαξθείο πιεξνθνξίεο γηα ηηο δνκέο 

αγλψζησλ ζπζηαηηθψλ, πνπ κπνξνχλ λα εμαρζνχλ απφ ην θάζκα NMR ηνπ κίγκαηνο 

σο έρεη, είηε κεηά απφ θαζαξηζκφ. Η επαηζζεζία ηεο σο ηερληθή είλαη κηθξή ζε 

ζχγθξηζε κε ηε θαζκαηνκεηξία MS θαη έηζη αληρλεχνληαη ζπζηαηηθά ησλ νπνίσλ ε 

ζπγθέληξσζε βξίζθεηαη ζπλήζσο ζηελ πεξηνρή ζπγθεληξψζεσλ απφ κεξηθά κM έσο 

mM.  

Σην θάζκα NMR- 
1
Η παξαηεξείηαη αλαπφθεπθηα επηθάιπςε ησλ ζεκάησλ 

ζπληνληζκνχ, επεηδή ππάξρεη έλαο κεγάινο αξηζκφο ζπζηαηηθψλ πνπ ζπλεηζθέξνπλ. 

Κάζε δηαθνξεηηθφ απφ ρεκηθήο άπνςεο άηνκν πδξνγφλνπ ή νκάδα αηφκσλ 

πδξνγφλνπ εκθαλίδεη ηε δηθή ηνπ ρεκηθή κεηαηφπηζε, ε νπνία απμάλεη ηε δηαζπνξά 

ησλ ζεκάησλ θαηά κήθνο ηνπ θάζκαηνο. Η πνιππινθφηεηα ησλ πξσηνληαθψλ 

θαζκάησλ απμάλεηαη ιφγσ ησλ ζπδεχμεσλ spin-spin, παξφηη θαη απηέο απνηεινχλ 

ζεκαληηθέο πεγέο πιεξνθνξηψλ φζνλ αθνξά ηε δνκή ησλ κνξίσλ. Γηάθνξνη δηαιχηεο 

θαη κίγκαηα δηαιπηψλ έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ εθρχιηζε θπηηθψλ ηζηψλ, 

αλάινγα κε ην αλ ην ελδηαθέξνλ ηεο κειέηεο ζηξέθεηαη ζηα πνιηθά ή ηα κε- πνιηθά 

ζπζηαηηθά ή θαη ηα δχν. Μηα πξνδπγηζκέλε πνζφηεηα δείγκαηνο (ζπλήζσο 15- 30 mg 

ιπνθηιησκέλνπ μεξνχ δείγκαηνο- ζθφλεο) δηαιχεηαη ζε δεπηεξησκέλν δηαιχηε (~ 

1ml) κε αλάδεπζε, κε ηε βνήζεηα αλαδεπηήξα πεξηδίλεζεο (vortexing) ή κε 

ππεξήρεζε (sonication). Μεηά απφ θπγνθέληξηζε κηα ζπγθεθξηκέλε πνζφηεηα ηνπ 

ππεξθείκελνπ δηαιχκαηνο (400- 750 κl) κεηαθέξεηαη ζε έλα ζσιελάξην NMR θαη 
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ακέζσο γίλεηαη ε ιήςε ηνπ θάζκαηνο. Ωο απνηέιεζκα ε φιε δηαδηθαζία είλαη κηα απφ 

ηηο πην εχθνιεο δηαδηθαζίεο πξνεηνηκαζίαο γηα ηελ αλάιπζε κε κεηαβνλνκηθή.  

Πνιιά ζήκαηα είλαη δπλαηφλ λα ηαπηνπνηεζνχλ κε ζχγθξηζε κε βηβιηνζήθεο 

δεδνκέλσλ ή κε πξφηππεο ελψζεηο ή κε ηε ρξήζε ηεο θαζκαηνζθνπίαο NMR δχν 

δηαζηάζεσλ. Γηάθνξνη πίλαθεο πνπ δείρλνπλ ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ ζεκάησλ 

ζπληνληζκνχ έρνπλ δεκνζηεπηεί γηα έλα κεγάιν αξηζκφ δεηγκάησλ θπηηθήο 

πξνέιεπζεο, φπσο γηα παξάδεηγκα κήινπ, κάλγθν, πνξηνθαιηνχ, ληνκάηαο (ηνπ 

θαξπνχ θαη ηεο ξίδαο), παηάηαο, θξάνπιαο, θχιισλ Arabidopsis θαη θχιισλ 

καξνπιηνχ. Τα πεξηζζφηεξα απφ ηα παξαπάλσ αλαθέξνληαη ζε πδαηηθά δείγκαηα ή 

πνιηθά εθρπιίζκαηα θαη πνιιά ζπζηαηηθά είλαη θνηλά γηα φια ηα δείγκαηα (π.ρ. 

ακηλνμέα, νξγαληθά νμέα, απιά ζάθραξα). Γηα παξάδεηγκα νη θχξηνη δεπηεξνγελείο 

κεηαβνιίηεο, φπσο θαηλπιπξνπαλνεηδή (phenylpropanoids) θαη glucosinolates ζε 

δείγκα Arabidopsis ηαπηνπνηήζεθαλ απεπζείαο (Colquhoun, 2007).         

 

1.1.4.4 Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο κε ηε ρξήζε θαζκαηνζθνπίαο NMR- 
1
Η 

Έμη δεθαεηίεο κεηά ηελ αλαθάιπςή ηεο ε θαζκαηνζθνπία NMR κπνξεί λα 

ζεσξεζεί σο ην θχξην κε θαηαζηξεπηηθφ αλαιπηηθφ εξγαιείν γηα ηελ αλάιπζε ηεο 

δνκήο καθξνκνξίσλ. Παξφιν πνπ ραίξεη ζρεδφλ θαζνιηθήο απνδνρήο σο κηα 

ζεκαληηθφηαηε κέζνδνο γηα ηελ αλάιπζε ηξηζδηάζηαησλ κνξηαθψλ δνκψλ δελ είλαη 

θαη ηφζν δεκνθηιήο κέζνδνο πνζνηηθνχ πξνζδηνξηζκνχ, ιφγσ ηεο ζρεηηθά κηθξήο ηεο 

επαηζζεζίαο. Έλα απφ ηα θχξηα πιενλεθηήκαηα φκσο ηεο κεζφδνπ είλαη φηη ε έληαζε 

θάζε ζήκαηνο- θνξπθήο NMR (ή ηεο πεξηνρήο θάησ απφ ην ζήκα), αλεμάξηεηα απφ 

ηε ρεκηθή ηνπ κεηαηφπηζε, είλαη αλάινγε ηνπ αξηζκνχ ησλ ππξήλσλ πνπ είλαη 

ππεχζπλνη γηα ην ζήκα απηφ. Η γξακκηθή ζρέζε κεηαμχ ηεο έληαζεο ηνπ ζήκαηνο 

ζπληνληζκνχ I θαη ηνπ αξηζκνχ ησλ ππξήλσλ πνπ παξαηεξνχληαη (ζηελ πεξίπησζε 

δηέγεξζεο απινχ παικνχ) είλαη:  

sI c M (Εξίζωζη 1) 

Η ζηαζεξά αλαινγίαο cS πξνθχπηεη απφ ηηο παξακέηξνπο ηνπ θαζκαηνγξάθνπ, 

αλαθεξφκελε θαη σο «ζηαζεξά θαζκαηνγξάθνπ» θαη απφ ην δείγκα. Η 

επαλαιεςηκφηεηα κε ηελ νπνία ιακβάλνληαη ηα νινθιεξψκαηα πξνζδηνξίδεη ηελ 
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αθξίβεηα ηνπ πνζνηηθνχ πξνζδηνξηζκνχ, πνπ εμαξηάηαη απφ: (α) ην επίπεδν ηνπ 

ζνξχβνπ ηνπ θάζκαηνο, (β) ηε κνξθή ηεο θνξπθήο- ζήκαηνο, (γ) ηελ πνηφηεηα ηεο 

νκνγελνπνίεζεο (shimming), (δ) ηελ επηινγή καζεκαηηθψλ ζπλαξηήζεσλ 

επεμεξγαζίαο ηνπ θάζκαηνο (window function) θαη (ε) ηηο δηνξζψζεηο ηεο θάζεο, σο 

πξνο ηε γξακκή βάζεο θαη ηεο νιίζζεζεο (κνλνθαηεπζπλφκελε κεηαβνιή ζήκαηνο- 

drift).  

Έλα αθφκε απφ ηα πιενλεθηήκαηα ηεο θαζκαηνζθνπίαο NMR είλαη ε κεγάιε 

επαηζζεζία ηεο ζε κηθξέο αιιαγέο ηεο κνξηαθήο δνκήο  κηαο έλσζεο. Απηφ ην 

γεγνλφο ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ εμαηξεηηθά πςειή δηαθξηηηθή ηθαλφηεηα ησλ 

κνληέξλσλ νξγάλσλ εμαζθαιίδεη φηη, ζηηο πεξηζζφηεξεο πεξηπηψζεηο, παξαηεξνχληαη 

δηαθξηηέο θνξπθέο πνπ απνδίδνληαη ζε κεκνλσκέλεο ραξαθηεξηζηηθέο νκάδεο κνξίσλ, 

νη νπνίεο κπνξνχλ λα νινθιεξσζνχλ αλεμάξηεηα απφ άιιεο απνξξνθήζεηο ηνπ 

θάζκαηνο. Τέινο, ππάξρεη κηα κεγάιε πνηθηιία NMR ηζνηφπσλ θαηάιιεισλ γηα 

κεηξήζεηο ψζηε δελ είλαη απαξαίηεην ε αλάιπζε λα ζηεξίδεηαη κφλν ζηε πξσηνληαθή 

θαζκαηνζθνπία (παξφιν πνπ είλαη ε πεξηζζφηεξν επαίζζεηε θαη επξέσο 

ρξεζηκνπνηνχκελε). Δθφζνλ ηα νινθιεξψκαηα ησλ εληάζεσλ ησλ απνξξνθήζεσλ 

ησλ πξσηνλίσλ είλαη αλάινγα κε ηνλ αξηζκφ ησλ πξσηνλίσλ κέζα ζην κφξην 

(ελδνκνξηαθφ πεξηβάιινλ), είλαη ινγηθφ λα ππνζέζνπκε φηη ε ίδηα πξνζέγγηζε κπνξεί 

λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ αλάιπζε απιψλ ή πνιχπινθσλ κηγκάησλ ή γηα ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ πξνζκίμεσλ ζε ελψζεηο πνπ απνκνλψζεθαλ απφ θπηηθά εθρπιίζκαηα.   

Γεληθά, ε θαζκαηνζθνπία NMR αλαθέξεηαη σο πνζνηηθφ NMR (qNMR) ζηηο 

πεξηπηψζεηο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη σο αλαιπηηθφ εξγαιείν γηα ηνλ πνζνηηθφ 

πξνζδηνξηζκφ. Καηαξρήλ, ν φξνο qNMR εθαξκφδεηαη ζε φινπο ηνπο επαίζζεηνπο 

NMR ππξήλεο θαη δελ πεξηνξίδεηαη φζνλ αθνξά ηηο δηαζηάζεηο. Βέβαηα πξνθεηκέλνπ 

λα απνθεπρζεί ζχγρπζε κε ηελ εηεξνππξεληθή θαζκαηνζθνπία, ν φξνο qNMR ζα 

ρξεζηκνπνηείηαη σο γεληθή ζπληεηκεκέλε ιέμε γηα ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ κε ηε 

θαζκαηνζθνπία NMR θαη ν φξνο qΗNMR γηα ηε πξσηνληαθή θαζκαηνζθνπία NMR. 

Η ρξήζε ηεο qΗNMR θαζκαηνζθνπίαο εκθαλίδεη έλα κεγάιν αξηζκφ 

πιενλεθηεκάησλ, φπσο είλαη ε επαηζζεζία, ε θαζνιηθφηεηα, ε επαλαιεςηκφηεηα, ε 

ειάηησζε ή αληηθαηάζηαζε άιισλ κεζφδσλ θαη θπζηθά δελ πξέπεη λα παξαιείπεηαη ε 

κε θαηαζηξεπηηθή θχζε ηεο κεζφδνπ.   
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Οη αξρηθέο αλαθνξέο ζρεηηθά κε ηελ επαλαιεςηκφηεηα ηεο κεζφδνπ πνπ είλαη 

δπλαηφλ λα επηηεπρζεί σο πξνο ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ είλαη αληηθαηηθέο θαη 

νξηζκέλεο ηείλνπλ λα ππνινγίζνπλ ην ζθάικα ζηελ πεξηνρή ηνπ 10%. Δπηπιένλ, ε 

απνπζία ελφο αθξηβνχο θαη ιεπηνκεξνχο πξσηφθνιινπ ηφζν ηεο δηαδηθαζίαο 

κέηξεζεο αιιά θαη ηεο επεμεξγαζίαο θαη εθηίκεζεο ηνπ θάζκαηνο είλαη ππεχζπλε γηα 

ην θαηλφκελν θαηά ην νπνίν πνζνηηθέο κεηξήζεηο παλνκνηφηππσλ δεηγκάησλ ζε 

δηαθνξεηηθά εξγαζηήξηα κπνξεί λα δηαθέξνπλ ζεκαληηθά. Ωζηφζν, πξφζθαηεο 

εμειίμεηο ζην πεδίν απηφ απνδεηθλχνπλ φηη ε θαζκαηνζθνπία NMR κπνξεί λα 

εμειηρζεί ζε έλα αθξηβέο εξγαιείν γηα ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ. Όπσο θαίλεηαη 

ζηελ Σρήκα 1.3, παξαηεξείηαη έλα ζηαζεξά απμαλφκελν ελδηαθέξνλ γηα ηε 

θαζκαηνζθνπία qNMR, κε βάζε ηνλ αξηζκφ ησλ δεκνζηεχζεσλ ζην πεδίν απηφ 

(Pauli et al., 2005). 

            

      

Σρήκα 1.3: Η εμέιημε ηεο ρξήζεο ηεο θαζκαηνζθνπίαο qNMR κεηαμύ 1953 θαη 2003 όπσο 

ππνινγίζηεθε από ηηο θαηαρσξήζεηο ησλ δεκνζηεύζεσλ από ηνλ θαηάινγν ηεο ACS’s 

Chemical Abstarcts (Ntot=7981). Τν ζύλνιν ησλ δεκνζηεύζεσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηα 

θπζηθά πξντόληα απεηθνλίδεηαη από ζπκπαγείο ξάβδνπο (qNMR-NP, N=2610) (Pauli et al., 

2005). 
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Παξά ηελ πεξηνξηζκέλε ηνπ αθξίβεηα κέρξη ηψξα, ν πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο 

κε ηε ρξήζε θαζκαηνζθνπίαο NMR- 
1
Η θαη 

13
C ζε πγξά έρεη ρξεζηκνπνηεζεί ζηε 

θαξκαθεπηηθή γηα ηελ ηαπηνπνίεζε θαξκάθσλ θαη πξνζκίμεψλ αιιά θαη γηα ηνλ 

πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ, ζηε γεσξγία, ζηελ επηζηήκε πιηθψλ, γηα ζηξαηησηηθνχο 

ζθνπνχο θ.α., φπνπ ε θαζαξφηεηα θαη ν πξνζδηνξηζκφο ηνπ πεξηερνκέλνπ ησλ 

ζπζηαηηθψλ είλαη ηδηαίηεξεο ζεκαζίαο. Η αλάπηπμε ζηνλ ηνκέα απηφ επηηαρχλζεθε 

απφ ηε βειηίσζε ηεο επαηζζεζίαο θαη ηεο νκνηνγέλεηαο πςεινχ- πεδίνπ 

θαζκαηνγξάθσλ NMR αιιά θαη ηε δεκηνπξγία ζχγρξνλσλ ινγηζκηθψλ παθέησλ πνπ 

επηηξέπνπλ ηελ αθξηβή θαη κε επαλαιεςηκφηεηα ζπιινγή θαη επεμεξγαζία 

δεδνκέλσλ. Τν 1998 ε επηηξνπή ρεκηθψλ κεηξήζεσλ (Comite Consultatif pour la 

Quantite de Matiere, CCQM) ζπδήηεζε ηελ πηζαλφηεηα ην qNMR λα ζεσξεζεί 

βαζηθή-πξσηαξρηθή κέζνδνο ζχκθσλα κε ηνλ νξηζκφ ηεο CCQM (Malz and Jancke, 

2005).  

Οη παξάγνληεο πνπ πεξηνξίδνπλ ηελ εθαξκνγή ηεο θαζκαηνζθνπίαο NMR γηα 

πνζνηηθνχο πξνζδηνξηζκνχο, είλαη θπξίσο ε επαηζζεζία θαη ε αθξίβεηα. Άιινη 

παξάγνληεο πνπ απνηξέπνπλ ηελ εθαξκνγή γηα αλαιχζεηο ξνπηίλαο ζρεηίδνληαη κε ην 

πιήζνο ησλ παξακέηξσλ, φπσο ην εχξνο ηνπ παικνχ rf, ηνπο ρξφλνπο απνδηέγεξζεο, 

ηελ ςεθηαθή δηαρσξηζηηθή ηθαλφηεηα (digital resolution) θαη παξακέηξνπο πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηε ιήςε θαη επεμεξγαζία ησλ θαζκάησλ (Evilia, 2001). Πξνθεηκέλνπ 

ην νινθιήξσκα ηεο έληαζεο ελφο ζήκαηνο ζε έλα θάζκα 1D NMR λα είλαη αθξηβέο 

θαη επαλαιήςηκα αλάινγν ηνπ αξηζκνχ ησλ ππξήλσλ πνπ παξαηεξνχληαη, έλαο 

αξηζκφο παξακέηξσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε ζπιινγή ησλ δεδνκέλσλ ζα πξέπεη λα 

βειηηζηνπνηεζνχλ κε πξνζνρή. Δπεηδή ε θαζκαηνζθνπία qΗNMR ζέηεη νξηζκέλεο 

θξίζηκεο απαηηήζεηο φζνλ αθνξά ηηο παξακέηξνπο, ζα πξέπεη λα δνζεί πξνζνρή ζηηο 

ιεπηνκέξεηεο ησλ θαηάιιεισλ  πεηξακαηηθψλ ζπλζεθψλ γηα ηνλ πνζνηηθφ 

πξνζδηνξηζκφ. Σηνλ Πίλαθα 1.2 παξνπζηάδνληαη νη «βέιηηζηεο ηηκέο» νξηζκέλσλ 

παξακέηξσλ πνπ πξέπεη λα ιεθζνχλ ππφςε θαηά ηε ιήςε ελφο θάζκαηνο NMR- 
1
Η 

πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ελψζεσλ. 

Οη ζεκαληηθφηεξνη παξάγνληεο γηα ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ είλαη ν δείθηεο 

αλαινγηθφηεηαο (achievement of proportionality) θαη ε κέζνδνο νινθιήξσζεο. Θα 

πξέπεη λα ηνληζηεί φηη θαη νη δχν παξάγνληεο αληηπξνζσπεχνπλ κηα δίπηπρε 

πξνζέγγηζε πνπ είλαη απαξαίηεηε γηα λα γίλεη ε θαζκαηνζθνπία NMR έλα 
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επαλαιήςηκν αλαιπηηθφ εξγαιείν. Ιδηαίηεξε ζεκαζία ζα πξέπεη λα δνζεί ζηα εμήο: (i) 

ζηηο «πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο πνζνηηθνχ πξνζδηνξηζκνχ», πνπ πεξηιακβάλνπλ 

επηινγή θαηαιιήισλ παξακέηξσλ, φπσο είλαη ν ρξφλνο απνδηέγεξζεο (relaxation 

delay), ε ςεθηνπνίεζε ηνπ ζήκαηνο (digitization) θαη ν ζρεδηαζκφο παικηθήο 

αθνινπζίαο θαη (ii) ζηελ επηινγή θαηάιιεισλ παξακέηξσλ επεμεξγαζίαο κεηά ηε 

ιήςε ηνπ θάζκαηνο γηα ηε βέιηηζηε νινθιήξσζε ηνπ θάζκαηνο. Απψηεξνο ζθνπφο, 

βέβαηα, είλαη λα πξαγκαηνπνηεζεί έλα πείξακα qHNMR κέζα ζε εχινγν ρξνληθφ 

δηάζηεκα ρσξίο λα αιινηψλνληαη νη πνζνηηθέο πιεξνθνξίεο εμαηηίαο θνξεζκνχ ή 

ειιηπνχο απνδηέγεξζεο ησλ ππξήλσλ ζην δείγκα. Λακβάλνληαο ππφςε ηα παξαπάλσ 

ε αθξίβεηα θαη ε επαλαιεςηκφηεηα ησλ εθαξκνγψλ ηνπ qHNMR πνπ έρνπλ 

αλαθεξζεί βξίζθεηαη ζηελ πεξηνρή ηνπ 0.5-3%.       
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Πίλαθαο 1.2: Γεληθέο νδεγίεο γηα ηελ επηινγή ησλ παξακέηξσλ γηα ηε ιήςε θαη 

επεμεξγαζία ελόο θάζκαηνο NMR πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα qHNMR (Pauli et al., 2005). 

Παξάκεηξνο Πξνηεηλόκελε ηηκή ρόιηα 

Λήςε θάζκαηνο 

Φξφλνο θαηαγξαθήο 

(aq) 

2-4 s Πνηθίιεη αλάινγα κε ην δείγκα- επηιέμηε 

κηθξέο ηηκέο γηα «inverse-gated decoupled» 

qHNMR 

Φξφλνο Υζηέξεζεο (d1) 3-10 s Θα πξέπεη λα αληηζηνηρεί ζε 5 θνξέο ηε 

κεγαιχηεξε ηηκή ηεο T1. Μηθξφηεξεο ηηκέο 

κπνξεί λα είλαη απνδεθηέο κφλν ζε εηδηθέο 

πεξηπηψζεηο 

Δχξνο παικνχ (pw) 15-45
ν
 Ιδαληθή είλαη ε ρξήζε ηεο γσλίαο ηνπ Ernst 

πνπ πξνζδηνξίδεηαη γηα θάζε δείγκα 

«Time domain» 64k Μέζσ ηεο δηαδηθαζίαο «zero-filled»  

Δχξνο θάζκαηνο (sw) Τν «spectral window» 

ηνπ δείγκαηνο ± 3ppm ζε 

θάζε άθξε 

Δμαξηάηαη απφ ηνλ ηχπν ηνπ ππξήλα πνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη  

«Transmitter offset» 

(o1) 

Η κέζε ηνπ εχξνπο ηνπ 

θάζκαηνο 

Τίζεηαη απηφκαηα απφ ην θαζκαηνγξάθν 

«Receiver gain» Οξηαθά ρακειφηεξα ηεο 

πςειφηεξεο πηζαλήο 

θαζνξηζκέλεο ηηκήο 

Τίζεηαη απηφκαηα απφ ην θαζκαηνγξάθν 

Αξηζκφο ησλ 

scans/transients 

128-1024 Δμαξηάηαη απφ ηε κνξηαθή ζπγθέληξσζε ηνπ 

δείγκαηνο, ηελ επηζπκεηή ηηκή ηνπ S/N θαη ηνπ 

επηπέδνπ ηνπ πνζνηηθνχ πξνζδηνξηζκνχ πνπ 

επηζπκείηαη 

Επεμεξγαζία 

Δθζεηηθή πνιιαπιφηεηα 

lb = 0.1-0.3 Άιιεο ιεηηνπξγίεο ηνπ παξαζχξνπ κπνξνχλ λα 

εμεηαζηνχλ (Gaussian, TRAF), αιιά ζπλήζσο 

έρνπλ κε γξακκηθά απνηειέζκαηα 

Γηφξζσζε ηεο θάζεο Φεηξνλαθηηθά Δμαθνινπζεί λα είλαη ν θαιχηεξνο ηξφπνο 

Γηφξζσζε ηεο γξακκήο 

ηεο βάζεο 

Πνιπσλπκηθή ηάμεο nth Η βειηηζηνπνίεζε γίλεηαη ρεηξνλαθηηθά 

       

Δθηφο απφ ηηο παξαπάλσ παξακέηξνπο πνπ ζα πξέπεη λα ξπζκηζηνχλ ζηε 

θαζκαηνζθνπία qHNMR, είλαη απαξαίηεηε ε ρξήζε ελψζεσλ αλαθνξάο γηα ηελ 

εζσηεξηθή θαη εμσηεξηθή πνζνηηθή βαζκνλφκεζε. Μηα ηδαληθή έλσζε αλαθνξάο γηα 

κεηξήζεηο αθξίβεηαο ζα πξέπεη λα είλαη εχθνια δηαζέζηκε θαη λα βξίζθεηαη ζε κνξθή 

πςειήο θαζαξφηεηαο, λα είλαη ζηαζεξή θαη ρεκηθά αδξαλήο, λα κελ είλαη πηεηηθή 

έλσζε θαη πγξνζθνπηθή θαη λα δηαιχεηαη ζηνπο πεξηζζφηεξνπο δηαιχηεο NMR πνπ 
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ρξεζηκνπνηνχληαη ζπλήζσο. Τν θάζκα NMR- 
1
Η ζα πξέπεη λα είλαη απιφ θαη ηα 

ζήκαηα ζπληνληζκνχ λα κελ αιιειεπηθαιχπηνληαη κε εθείλα ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ 

ζπζηαηηθψλ. Η πεξηζζφηεξν επξχηαηα δηαδεδνκέλε έλσζε αλαθνξάο είλαη ην καιετθφ 

νμχ, επίζεο έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί ε tert- βνπηπι-αιθνφιε, ην 1,4-δηληηξνβελδφιην, ην 

εμακεζνμπθπθινηξηζηινμάλην, ε κεζελακίλε, ην ηεηξακεζπινζηιπινπξνπηνληθφ άιαο 

ηνπ Na θ.α. (Pauli et al., 2005).  

Ωζηφζν, φπσο πξναλαθέξζεθε έλα απφ ηα βαζηθά κεηνλεθηήκαηα ηεο 

θαζκαηνζθνπίαο qHNMR είλαη ε ρακειή επαηζζεζία πνπ ζηεξίδεηαη ζηε κηθξή 

δηαθνξά ζηελ πιεζπζκηαθή θαηαλνκή ησλ spin κεηαμχ ησλ θαηαζηάζεσλ α- θαη β-. Η 

πιεζπζκηαθή θαηαλνκή ησλ spin θαζνξίδεηαη απφ ηελ θαηαλνκή θαηά Boltzmann:  

exp
2

aN hB

N kT
 (Εξίζωζη 2) 

φπνπ Να θαη Νβ είλαη ν πιεζπζκφο ηνπ spin ζηε ρακειφηεξε θαη ηελ πςειφηεξε 

ζηάζκε ελέξγεηαο αληίζηνηρα, k ε ζηαζεξά ηνπ Boltzmann (ίζε κε 1,38066 10
-23

 JK
-1

) 

θαη Τ ε απφιπηε ζεξκνθξαζία ηνπ δείγκαηνο.      

Καζψο ε πιεζπζκηαθή δηαθνξά Να - Νβ εμαξηάηαη απφ ηελ ηζρχ ηνπ καγλεηηθνχ 

πεδίνπ ζε έλα πεδίν 60 MHz ε πιεζπζκηαθή πεξίζζεηα είλαη κφλν 0.001% θαη ζε έλα 

πεδίν 600 MHz είλαη 0.01%. Δθηφο απφ ηελ κεγάιε ηζρχ πεδίνπ ε ρακειή επαηζζεζία 

κπνξεί λα βειηησζεί κε: 

1. Αχμεζε ηνπ αξηζκνχ ησλ παικψλ πνπ νδεγεί ζε κεγαιχηεξε αλαινγία 

ζήκαηνο-πξνο-ζφξπβν (S/N). 

2. Αθξηβείο (gradient) ηερληθέο νκνγελνπνίεζεο βαζκηδσηήο πνπ βειηηψλνπλ ηελ 

πνηφηεηα ηνπ θάζκαηνο. 

3. Φξήζε αλάζηξνθσλ ππνδνρέσλ (inverse probes) θαη θξπνγεληθήο ηερλνινγίαο 

πνπ απμάλνπλ ηελ αλαινγία (S/N) (θαηά έλα παξάγνληα πεξίπνπ 10), π.ρ γηα 

κεηξήζεηο 
1
Η. 

4. Μεγηζηνπνίεζε ηεο ζπγθέληξσζεο θαη βειηηζηνπνίεζε ηνπ φγθνπ ηνπ δηαιχηε 

(ηερλνινγία κηθξνπελίνπ, π.ρ. nano-NMR ππνδνρείο ή micro-θξπνγεληθήο 

ηερλνινγίαο).     
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Ο πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο είλαη δπλαηφο κφλν ζηελ πεξίπησζε πνπ ηα ζήκαηα 

πνπ νινθιεξψλνληαη δηαρσξίδνληαη θαιά. Σε αληίζεζε κε ηηο ρξσκαηνγξαθηθέο 

ηερληθέο ππάξρεη κηθξή κφλν πηζαλφηεηα λα επεξεαζηεί απηφο ν δηαρσξηζκφο γηαηί νη 

ρεκηθέο κεηαηνπίζεηο ζρεηίδνληαη άκεζα κε ηε κνξηαθή δνκή. Βέβαηα, αιιάδνληαο ην 

είδνο ηνπ δηαιχηε, ηελ ηηκή ηνπ pH ή πξνζζέηνληαο βνεζεηηθά αληηδξαζηήξηα-

αληηδξαζηήξηα κεηαηφπηζεο (shift reagents), ζπρλά επηηπγράλεηαη θαιχηεξνο 

δηαρσξηζκφο ησλ ζεκάησλ. Η αιιεινεπηθάιπςε ζεκάησλ ζπληνληζκνχ είλαη έλαο 

απφ ηνπο θχξηνπο πεξηνξηζκνχο ηεο κεζφδνπ. Σε νξηζκέλεο πεξηπηψζεηο, ε 

ζεξκνθξαζία επεξεάδεη ην δηαρσξηζκφ ησλ ζεκάησλ ζπληνληζκνχ. 

 Τν θξίζηκν πιενλέθηεκα ηεο θαζκαηνζθνπίαο NMR έλαληη ρξσκαηνγξαθηθψλ 

θαη ειεθηξνθνξεηηθψλ ηερληθψλ είλαη ην γεγνλφο φηη δελ απαηηείηαη ζεκαληηθφο 

ρξφλνο πξνεηνηκαζίαο. Δλψ ζηελ HPLC ζα πξέπεη λα δαπαλεζεί πνιχο ρξφλνο γηα 

ηελ εμηζνξξφπεζε ηεο ζηήιεο ή ηελ παξαγσγνπνίεζε ησλ πξνζδηνξηδφκελσλ 

ελψζεσλ ζηελ πεξίπησζε αλίρλεπζεο κε απνξξφθεζε UV, θζνξηζκφ ή κε 

ειεθηξνρεκηθή αλίρλεπζε, ζην θαζκαηνγξάθν NMR ν πεηξακαηηθφο ρξφλνο πνπ 

απαηηείηαη γηα ηε ιήςε θαζκάησλ εμαξηάηαη απφ ηε ζπγθέληξσζε ηεο 

πξνζδηνξηδφκελεο έλσζεο θαη ηνλ πεηξακαηηθφ ηξφπν ιεηηνπξγίαο ηνπ νξγάλνπ θαη 

κφλν.  Έηζη κε ηε πξσηνληαθή θαζκαηνζθνπία πξνθχπηεη έλαο κεγάινο αξηζκφο 

πιεξνθνξηψλ θαη πνζνηηθψλ δεδνκέλσλ απφ έλα θαη κφλν πείξακα, ην νπνίν 

θαηαγξάθεηαη κέζα ζε 5-10 ιεπηά. Τν θάζε ζπζηαηηθφ ζα πξέπεη λα δηαιπζεί ζε έλα 

θαηάιιειν δεπηεξησκέλν δηαιχηε, ν φγθνο ηνπ νπνίνπ ζα πξέπεη λα είλαη πεξίπνπ 

0.5-0.7ml. Έηζη αληηζηαζκίδεηαη ην πςειφηεξν θφζηνο ησλ δεπηεξησκέλσλ δηαιπηψλ 

κε ηηο κεγαιχηεξεο πνζφηεηεο δηαιπηψλ πνπ απαηηνχληαη ζηελ HPLC.  Η πνζφηεηα 

ηνπ δείγκαηνο πνπ απαηηείηαη είλαη πεξίπνπ 2mg πξνθεηκέλνπ λα επηηεπρζεί κηα θαιή 

αλαινγία ζήκαηνο-πξνο-ζφξπβν (S/N) ζε έλα εχινγν πεηξακαηηθφ ρξφλν (Holzgrabe 

et al., 2005).       

1.1.4.5 Δθαξκνγέο ηεο θαζκαηνζθνπίαο qHNMR ζε ηξόθηκα  

Παξφηη ε θαζκαηνζθνπία NMR δελ έρεη ρξεζηκνπνηεζεί ζε κεγάιν βαζκφ γηα 

ην πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ζπζηαηηθψλ δεηγκάησλ ηξνθίκσλ, αμίδεη λα ζεκεησζεί φηη 

ε κεζνδνινγία θιαζκάησζεο θπζηθνχ ηζνηφπνπ (SNIF-NMR) εμειίρζεθε ζηελ 

πξψηε επίζεκε κέζνδν ζηαζεξνχ ηζνηφπνπ πνπ πηνζεηήζεθε γηα ηελ αλάιπζε 
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θξαζηνχ απφ ηελ Δπξσπατθή Έλσζε ην 1990, επηηξέπνληαο ηε δηάθξηζε κεηαμχ 

θπζηθψλ θαη εκπινπηηζκέλσλ θξαζηψλ θαη ηε δηαθνξνπνίεζε ηνπο φζνλ αθνξά ηε 

γεσγξαθηθή ηνπο πξνέιεπζε. Δπίζεο, πξαγκαηνπνηήζεθε δηαθνξνπνίεζε αλάινγα κε 

ην είδνο θαη ηε κάξθα ηεο κπχξαο, αλάινγα κε ην πξνθίι κφλν- θαη νιηγνζαθραξηηψλ 

θαη ησλ αξσκαηηθψλ ζπζηαηηθψλ κε qHNMR (Pauli et al., 2005).  

Σχκθσλα κε ηνπο Caligianni et al., 2007 ε πξσηνληαθή θαζκαηνζθνπία NMR 

κε ηνλ θνξεζκφ ησλ ζεκάησλ ηνπ λεξνχ επηηξέπεη ην γξήγνξν θαη ηαπηφρξνλν 

πξνζδηνξηζκφ πδαηαλζξάθσλ (γιπθφδεο θαη θξνπθηφδεο), νξγαληθψλ νμέσλ (νμηθνχ, 

θνξκηθνχ, ιαθηηθνχ, καιηθνχ, θηηξηθνχ, ζπθθηληθνχ θαη ηαξηαξηθνχ νμένο), 

αιθννιψλ θαη πνιπνιψλ (αηζαλφιεο, αθεηνΐλεο, 2,3- βνπηαλεδηφιεο, 

πδξνμπκεζπιθνπξθνπξάιεο) θαη πηεηηθψλ ζπζηαηηθψλ (νμηθνχ αηζπιεζηέξα) ζε 

δείγκαηα μπδηνχ. Τα απνηειέζκαηα ζπγθξίζεθαλ κε ηα αληίζηνηρα παξαδνζηαθψλ 

ηερληθψλ (GC-MS, νγθνκέηξεζε) θαη δηαπηζηψζεθε θαιή ζπκθσλία κεηαμχ ηνπο. Η 

κέζνδνο εθαξκφζηεθε ζε δηαθνξεηηθά δείγκαηα μπδηνχ, επηηξέπνληαο θαη ηε δηάθξηζε 

κεηαμχ απινχ μπδηνχ θαη βαιζακηθνχ. Δλψ ζε παιαηφηεξε κειέηε πξνζδηνξίζηεθαλ 

κε qHNMR δείθηεο παιαίσζεο βαιζακηθνχ μπδηνχ, ζπκπιεξψλνληαο ηηο κεζφδνπο 

απνηίκεζεο ηεο πνηφηεηάο ηνπ (Consonni and Gatti, 2004).       

Η θαζκαηνζθνπία NMR- 
1
Η εθαξκφζηεθε επίζεο, γηα ηνλ πνζνηηθφ 

πξνζδηνξηζκφ καιηθνχ θαη θηηξηθνχ νμένο ζε ρπκνχο κήινπ, βεξίθνθνπ, 

πνξηνθαιηνχ, θξάνπιαο, αλαλά θαη αθηηλίδηνπ (Del Campo et al., 2006) θαη θνξκηθνχ 

νμένο ζε ρπκνχο κήισλ (Berregi et al., 2007). Γηα ηελ αλάιπζε ρπκνχ θαη πνιηνχ 

ληνκάηαο ρξεζηκνπνηήζεθε πξσηνληαθή θαζκαηνζθνπία θαη έλαο ζπλδπαζκφο  

πεηξακάησλ 2D γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ θάζε ζπζηήκαηνο spin θαη γηα ην δηαρσξηζκφ 

ησλ ζπζηαηηθψλ ησλ πνιχπινθσλ απνηππσκάησλ πνπ παξαηεξνχληαη ζην 

πξσηνληαθφ θάζκα. Δπίζεο, ε qHNMR ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηνλ πνζνηηθφ 

πξνζδηνξηζκφ ζπζηαηηθψλ ηνπο (Sobolev et al., 2003). Με ρξήζε πξσηνληαθήο 

θαζκαηνζθνπίαο NMR (1D θαη 2D) αλαιχζεθαλ δπν είδε θσηνζπλζεηηθψλ 

ρξσζηηθψλ (ρισξνθχιιεο θαη παξάγσγα ηνπο θαη θαξνηελνεηδή) «πξάζηλσλ 

θαζνιηψλ» θαη πξαγκαηνπνηήζεθε πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ηνπο κε qHNMR 

(Valverde and This, 2008).  
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Η θαζκαηνζθνπία NMR- 
1
Η ρξεζηκνπνηήζεθε σο κηα γξήγνξε θαη επέιηθηε 

κέζνδνο γηα ηελ αλάιπζε ηνπ πνιηθνχ θάζκαηνο ηνπ παξζέλνπ ειαηνιάδνπ, πνπ 

πεξηέρεη δηάθνξεο ηάμεηο θαηλνιηθψλ ελψζεσλ. Σηε ζπγθεθξηκέλε αλαιπηηθή ηερληθή 

δελ ήηαλ απαξαίηεηε ε ρξήζε πξνηχπσλ ελψζεσλ, πνπ κπνξεί λα κελ είλαη θαη 

εκπνξηθψο δηαζέζηκεο, θαζψο θαη ε παξαγσγνπνίεζε, πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζε 

πξνεγνχκελε κειέηε ησλ ίδησλ ζπζηαηηθψλ ζηεξηδφκελε ζηε θαζκαηνζθνπία NMR- 

31
P (Christophoridou and Dais, 2006). Η αλίρλεπζε ησλ θαηλνιηθψλ ζπζηαηηθψλ ηνπ 

ειαηνιάδνπ ζηεξίρζεθε ζηηο ρεκηθέο κεηαηνπίζεηο ελφο κεγάινπ αξηζκνχ πξφηππσλ 

ελψζεσλ γηα ηα νπνία έγηλε ε απφδνζε ηνπ απνηππψκαηνο ηνπο κε ηε ρξήζε 

θαζκαηνζθνπίαο NMR 1D θαη 2D. Ο πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ησλ θαηλνιηθψλ 

ελψζεσλ έγηλε ρξεζηκνπνηψληαο 1,2,3-ηξηαδίλε σο έλσζε αλαθνξάο. Με ηνλ ηξφπν 

απηφ αληρλεχζεθαλ θαη πξνζδηνξίζηεθαλ πνζνηηθά δεθαελλέα ζπζηαηηθά ηνπ 

θαηλνιηθνχ-πνιηθνχ θιάζκαηνο ηνπ ειαηνιάδνπ (Christophoridou and Dais, 2009).             

  

1.1.4.6 Δθαξκνγέο ηεο θαζκαηνζθνπίαο qHNMR ζε ζπζηαηηθά θπηηθώλ 

εθρπιηζκάηωλ  

Υπάξρνπλ αξθεηέο αλαθνξέο ζηε βηβιηνγξαθία πνπ αθνξνχλ ηνλ πνζνηηθφ 

πξνζδηνξηζκφ ζπζηαηηθψλ εθρπιηζκάησλ θαξκαθεπηηθψλ θπηψλ θαη βνηάλσλ κε 

θαζκαηνζθνπία qHNMR. Μηα κέζνδνο πνπ ζηεξίδεηαη ζηε θαζκαηνζθνπία NMR- 

1
Η, αλαπηχρζεθε γηα ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ θαζαξψλ θαλλακπηλνεηδψλ 

(cannabinoids) θαη ζε θαλλακπηλνεηδή πνπ ππήξραλ ζε εθρχιηζκα ηνπ θπηνχ 

Cannabis sativa, ρσξίο ηνλ πξνεγνχκελν ρξσκαηνγξαθηθφ δηαρσξηζκφ ηνπο. Ο 

πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηνλ ππνινγηζκφ ηεο ζρεηηθήο 

αλαινγίαο ηεο πεξηνρήο ηεο θνξπθήο επηιεγκέλνπ πξσηνληαθνχ ζήκαηνο ησλ 

πξνζδηνξηδνκέλσλ ζπζηαηηθψλ κε γλσζηή πνζφηεηα εζσηεξηθνχ πξνηχπνπ, 

αλζξαθελίνπ (Hazecamp et al., 2004). Σηελ ίδηα θαηεχζπλζε ζηνλ ηνκέα ησλ 

θαξκαθεπηηθψλ θπηψλ ε νκάδα ησλ van Beek et al., 1993 ρξεζηκνπνίεζαλ ηε κέζνδν 

qHNMR γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηξηηεξπεληθψλ ηξηιαθηφλσλ ζε εθρχιηζκα Ginkgo 

biloba.  

Δπηπιένλ, ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ησλ θχξησλ 

ζπζηαηηθψλ αηζέξηνπ ειαίνπ ηνπ θαξκαθεπηηθνχ θπηνχ Brickellia Veronicaefolia, 
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ρσξίο ηελ πξνεγνχκελε απνκφλσζή ηνπο, κε απψηεξν ζθνπφ ηελ αλάπηπμε 

δηαδηθαζηψλ πνηνηηθνχ ειέγρνπ γηα ην αθαηέξγαζην (crude) θάξκαθν θαη ηηο 

παξαζθεπέο ηνπ βνηάλνπ (Rivero-Cruz et al., 2006). Σηελ ίδηα θαηεχζπλζε, ζε 

εκπνξηθά δηαζέζηκν εθρχιηζκα Hypericum perforatum L. κε ηε ρξήζε 1D θαη 2D 

NMR ηαπηνπνηήζεθαλ ζπζηαηηθά ηξηψλ ηάμεσλ ελψζεσλ θιαβνλνιψλ, 

θισξνγινπθηλφισλ (phloroglucinols) θαη λαθζνδηαλζξφλσλ (naphthodianthrones) 

(Bilia et al., 2001). Δλψ ζε εθρπιίζκαηα ginger, καχξνπ πηπεξηνχ θαη ζθφλεο ηζίιη 

ηαπηνπνηήζεθαλ θαη πξνζδηνξίζηεθαλ πνζνηηθά ηα πηεηηθά ηνπο ζπζηαηηθά κε 

θαζκαηνζθνπία NMR- 
1
Η (Catchpole et al., 2003). 

Η εξεπλεηηθή καο νκάδα έρεη πξνεγνχκελε εκπεηξία ζηε κειέηε 

αληηνμεηδσηηθψλ ελψζεσλ πνπ ππάξρνπλ ζε θπηηθά εθρπιίζκαηα ρσξίο ηνλ 

πξνεγνχκελν δηαρσξηζκφ θαη απνκφλσζε ησλ κεκνλσκέλσλ ζπζηαηηθψλ ηνπο, κε ηε 

ρξήζε θαζκαηνζθνπίαο ππξεληθνχ καγλεηηθνχ ζπληνληζκνχ NMR κηαο θαη δπν 

δηαζηάζεσλ. Σπγθεθξηκέλα, έρεη ρξεζηκνπνηεζεί ν ζπλδπαζκφο πεηξακάησλ NMR 

κηαο θαη δπν δηαζηάζεσλ (COSY*/TOCSY* 
1
H-

1
H θαη NOESY 

1
H-

1
H) [κε * 

ζπκβνιίδνληαη νη ζπληνκνγξαθίεο πνπ δίλνληαη ζην ηέινο ηνπ θεθαιαίνπ] γηα ηελ 

ηαπηνπνίεζε θαηλνιηθψλ νμέσλ ζε δηάθνξα κεζαλνιηθά θπηηθά εθρπιίζκαηα ηεο 

νηθνγέλεηαο Lamiaceae (O. Vulgare, O. Onites, O. Thymbra, C. Capitatus, O. 

Dictamnus) (Gerothanassis et al., 1998). Δπηπιένλ, κειεηήζεθε ε εθαξκνγή 

δηζδηάζηαησλ ηερληθψλ ΝΜR (DQF-COSY* 
1
H-

1
H, θαη HMQC* 

1
H-

13
C) κεηαβιεηήο 

ζεξκνθξαζίαο ζηελ ηαπηνπνίεζε θαη ζηελ εθηίκεζε ησλ επηπέδσλ ζπγθέληξσζεο ηνπ 

θαθετθνχ θαη ξνζκαξηληθνχ νμένο ζε θπηά ηεο ίδηαο νηθνγέλεηαο (Exarchou et al., 

2001) θαζψο θαη ε παξνπζία ησλ θιαβφλσλ ινπηενιίλεο, θαη απηγελίλεο θαη ηεο 

θιαβνλφιεο θεξθεηίλεο εθαξκφδνληαο ηε θαζκαηνζθνπία κηαο δηάζηαζεο NMR-
1
H 

(Exarchou 2002b). Αθφκε ηαπηνπνηήζεθε πνηνηηθά θαη πνζνηηθά ε παξνπζία 

ππεξηθίλεο θαη ςεπδνυπεξηθίλεο κε qHNMR ζε εθρπιίζκαηα βάιζακνπ θαη ζε 

ζπκπιεξψκαηα δηαηξνθήο πνπ έρνπλ σο βάζε ην βάιζακν (Tatsis et al., 2007). 
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1.1.4.7 Σαπηνπνίεζε ζπζηαηηθώλ ζε κίγκαηα κε ηε ρξήζε δηζδηάζηαηεο (2D) 

θαζκαηνζθνπίαο NMR θαη πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ηνπο  

Όπσο πξναλαθέξζεθε, ε θαζκαηνζθνπία qHNMR ζεσξείηαη σο κηα αμηφπηζηε 

κέζνδνο πνζνηηθνχ πξνζδηνξηζκνχ ζε κηα κεγάιε θιίκαθα εξεπλεηηθψλ πεδίσλ, απφ 

ηελ αλάιπζε θαξκάθσλ (Holzgrabe et al., 2005) έσο ηελ αλάιπζε θπζηθψλ 

πξντφλησλ (Pauli et al., 2005). Ωζηφζν, ε αθξηβήο θαη επαλαιήςηκε πνζνηηθή 

αλάιπζε πνιχπινθσλ κηγκάησλ γίλεηαη ζπρλά δχζθνιε απφ ηελ παξνπζία ηζρπξήο 

αιιεινεπηθάιπςεο κεηαμχ ησλ θνξπθψλ. Γηάθνξεο κέζνδνη ζηελ επεμεξγαζία ηνπ 

θάζκαηνο, φπσο ε αθαίξεζε θαζκάησλ (deconvolution) ή άιιεο κέζνδνη (singular 

value decomposition methods), κπνξνχλ λα βνεζήζνπλ σο έλα βαζκφ. Η 

θαζκαηνζθνπία NMR 2D πξνζθέξεη κηα ελδηαθέξνπζα ελαιιαθηηθή κεζνδνινγία, 

θαζψο επηθέξεη βειηίσζε ηεο δηαθξηηηθήο ηθαλφηεηαο πνπ είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ 

πνζνηηθή κειέηε πνιχπινθσλ θαζκάησλ. Σηελ πεξίπησζε απηή ε αιιεινεπηθάιπςε 

ησλ θνξπθψλ πεξηνξίδεηαη ζε ζεκαληηθφ βαζκφ θαη νη δηαζηαπξνχκελεο θνξπθέο πνπ 

είλαη κνλαδηθέο γηα ζπγθεθξηκέλα δεχγε spin ζπδεπγκέλσλ ππξήλσλ 

ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ  ηαπηνπνίεζε ζπγθεθξηκέλσλ κνξίσλ. 

Σηα πεηξάκαηα NMR κηαο δηάζηαζεο, ε θαηαγξαθή ηνπ θάζκαηνο ηνπ ρξφλνπ 

(FID) ιακβάλεη ρψξα ακέζσο κεηά ηελ εθαξκνγή ηνπ παικνχ. Αλ ην ειεθηξηθφ ζήκα 

δελ θαηαγξαθεί ακέζσο κεηά ηνλ παικφ αιιά κεηά απφ έλα νξηζκέλν ρξνληθφ 

δηάζηεκα (t1), είλαη εθηθηή ε αιιειεπίδξαζε ησλ ππξήλσλ κεηαμχ ηνπο θαηά ηε 

δηάξθεηα απηνχ ηνπ ρξφλνπ κε πνηθίινπο ηξφπνπο, πνπ θαζνξίδνληαη απφ ηηο παικηθέο 

αθνινπζίεο πνπ εθαξκφδνληαη. Σηε δηζδηάζηαηε θαζκαηνζθνπία ζπιιέγνληαη 

δεδνκέλα ζε ζεηξέο ρξφλσλ t1 θαη t2 θαηά ηελ εθαξκνγή ειεθηξνκαγλεηηθψλ παικψλ. 

Ο ρξφλνο t2 είλαη ν θαζνξηζκέλνο ρξφλνο ζπιινγήο δεδνκέλσλ (FID), ελψ ν t1, πνπ 

θαιείηαη ρξφλνο εμέιημεο (evolution time), είλαη κεηαβαιιφκελνο θαη παξηζηάλεη ην 

ρξνληθφ δηάζηεκα κεηαμχ δπν παικψλ ζην νπνίν γίλεηαη ε αιιειεπίδξαζε ησλ 

δηάθνξσλ καγλεηηθψλ ππξήλσλ κεηαμχ ηνπο. Τν απνηέιεζκα είλαη ε ζπιινγή 

πνηθηιίαο ζεκάησλ FID, πνπ αληηζηνηρνχλ ζε κεηαβαιιφκελνπο ρξφλνπο t1. Η 

δηαθνξά κεηαμχ ησλ πεηξακάησλ NMR κηαο θαη δπν δηαζηάζεσλ είλαη νπζηαζηηθά ε 

εηζαγσγή ηεο δεχηεξεο παξακέηξνπ ηνπ ρξφλνπ, δειαδή ηνπ ρξφλνπ εμέιημεο t1, θαη ε 

εθαξκνγή δπν ή πεξηζζφηεξσλ παικψλ αληί ηνπ ελφο (αλάινγα κε ηελ εθαξκνδφκελε 

ηερληθή). Τα θάζκαηα πνπ ζπιιέγνληαη εμαξηψληαη απφ δπν κεηαβιεηέο ρξφλνπ (t1, 
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t2). Απαηηνχληαη επνκέλσο δπν κεηαζρεκαηηζκνί Fourier, σο πξνο ην ρξφλν t2 θαη ζηε 

ζπλέρεηα σο πξνο ην ρξφλν t1, γηα ηε κεηαηξνπή ηνπ θάζκαηνο ρξφλνπ ζε θάζκα 

ζπρλνηήησλ νπφηε πξνθχπηεη έλα δηζδηάζηαην θάζκα ζε δπν άμνλεο ζπρλνηήησλ (λ1, 

λ2).  

Τν ζεκαληηθφηεξν πιενλέθηεκα ηεο δηζδηάζηαηεο θαζκαηνζθνπίαο NMR είλαη 

ε εχξεζε ηνπ ηξφπνπ ζχλδεζεο (connectivity) κεηαμχ ησλ καγλεηηθψλ ππξήλσλ. 

Αλάινγα κε ηελ αιιεινπρία ησλ παικψλ θαη ηνπο ρξφλνπο εμέιημεο θαη αλάκημεο 

ησλ καγλεηηθψλ ππξήλσλ πνπ έρνπλ επηιεγεί, είλαη δπλαηή ε ζπιινγή ελφο πιήζνπο 

πιεξνθνξηψλ γηα ηνπο ηξφπνπο ζχδεπμεο ησλ ππξήλσλ κεηαμχ ηνπο. Τα πεηξάκαηα 

δχν δηαζηάζεσλ (2D), φπσο ηα COSY 
1
H-

1
H, HMBC, θαη  HMQC/HSQC* 

1
H-

13
C  

έρνπλ απνδεηρζεί νη πην ζεκαληηθέο κέζνδνη γηα ηε δηεπθξίληζε ηεο δνκήο θαη 

ππάξρνπλ δηαζέζηκα πνιιά άξζξα αλαζθφπεζεο θαη δεκνζηεχζεηο γηα ηελ ρξήζε ηνπ 

NMR σο εξγαιείνπ δηεπθξίλεζεο ηεο δνκήο θπζηθψλ πξντφλησλ. Τα πεηξάκαηα 2D 

NMR, ζπλήζσο αλαπαξίζηαληαη σο ηνπνγξαθηθά ζρεδηαγξάκκαηα, ζηα νπνία ε 

έληαζε ησλ ζεκάησλ είλαη ε ηξίηε δηάζηαζε, θαη αξρηθά απνηηκάηαη σο έλαο 

θαζνξηζηηθφο παξάγνληαο ηεο επαξθνχο αλαινγίαο ζήκαηνο/ ζφξπβν (S/N) (Rahman 

and Choudhary, 1996).          

Διάρηζηα άξζξα έρνπλ πξφζθαηα εζηηάζεη ζηηο δπλαηφηεηεο εθαξκνγήο ηεο 

θαζκαηνζθνπίαο NMR 2D γηα πνζνηηθή αλάιπζε, παξά ηηο πνιιέο πξννπηηθέο ηεο. 

Οη θχξηνη πεξηνξηζκνί εθαξκνγήο ηεο είλαη δχν. Ο πξψηνο νθείιεηαη ζηε κεγάιε 

δηάξθεηα ιήςεο ησλ θαζκάησλ, πνπ θπκαίλεηαη απφ κεξηθά ιεπηά έσο κεξηθέο ψξεο, 

εμαηηίαο ηεο απαξαίηεηεο αχμεζεο ηνπ ρξφλνπ εμέιημεο t1. Δπηπιένλ, ην κέγεζνο- ε 

κνξθή (volumes) ησλ 2D θνξπθψλ επεξεάδεηαη απφ έλα πιήζνο παξαγφλησλ, φπσο 

είλαη νη ζηαζεξέο ζχδεπμεο J ή νη ρξφλνη εγθάξζηαο απνδηέγεξζεο (Τ2), πνπ αλ δελ 

ξπζκηζηνχλ ζσζηά ζα κπνξνχζαλ λα νδεγήζνπλ ζε κε αθξηβή απνηειέζκαηα. 

Δπηπιένλ είλαη απαξαίηεηε ε θαηαζθεπή θακπχιεο αλαθνξάο, ρξεζηκνπνηψληαο 

δηάθνξα κίγκαηα κε δηαθνξεηηθέο αλαινγίεο ζπγθέληξσζεο, κηα κάιινλ ρξνλνβφξα 

δηαδηθαζία ιφγσ ηεο δηάξθεηαο ησλ πεηξακάησλ. Όκσο λέεο κέζνδνη πνπ 

αλαπηχρζεθαλ πξφζθαηα, φπσο απηή ησλ Frydman et al., 2003, πνπ νλνκάδεηαη 

«ultrafast 2D NMR» θαη έρεη λα θάλεη κε εθαξκνγή επηιεγκέλσλ παικηθψλ 

αθνινπζηψλ ζπγρξνληζκέλσλ κε ελαιιαζζφκελεο βαζκηδψζεηο καγλεηηθνχ πεδίν 

(alternating magnetic field gradients synchronized with selective, frequency-swept rf 
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pulses), επηηξέπνπλ ηελ πνιχ γξήγνξε ιήςε θαζκάησλ. Οη Giraudeau et al., 2009 

ρξεζηκνπνίεζαλ γηα πξψηε θνξά ηε ζπγθεθξηκέλε πξνζέγγηζε γηα ηνλ πνζνηηθφ 

πξνζδηνξηζκφ ελφο απινχ κίγκαηνο πξνηχπσλ ελψζεσλ.                    

Δπίζεο, κε ηηο δπν-δηαζηάζεσλ επεξνππξεληθήο ζπζρέηηζεο (two dimensional 

heteronuclear shift-correlated) κεζφδνπο (HMBC, θαη  HMQC/HSQC 
1
H-

13
C) κπνξεί 

λα πξνθχςεη ηθαλνπνηεηηθή δηάθξηζε ησλ απνξξνθήζεσλ. Δπεηδή, απηέο νη κέζνδνη 

βαζίδνληαη ζηε κεηαθνξά πφισζεο (polarization transfer) κέζσ ζηαζεξάο ζχδεπμεο J 

ελφο ή πνιιαπιψλ δεζκψλ νη παξάγνληεο πνπ επεξεάδνπλ ηε πνζνηηθνπνίεζε είλαη 

πνιχ πην πνιχπινθνη. Οη εληάζεηο (ή φγθνη) ησλ δηαζηαπξνχκελσλ θνξπθψλ 2D  

επεξεάδνληαη απφ κεγαιχηεξν αξηζκφ κεηαβιεηψλ (π.ρ. άληζε δηέγεξζε, 

αλνκνηφκνξθε απνδηέγεξζε, ρξφλνπο εμέιημεο, ρξφλνπο αλάκημεο, θ.α.) ζε ζχγθξηζε 

κε ηηο θνξπθέο ελφο κνλνδηάζηαηνπ θάζκαηνο NMR. Σε ζρεηηθή κειέηε (Heikkinen et 

al., 2003) δηεξεχλεζεο ηεο ρξήζεο ηεο θαζκαηνζθνπίαο 2D HSQC γηα πνζνηηθφ 

πξνζδηνξηζκφ ειέγρζεθαλ δηάθνξνη παξάκεηξνη. Σε έλα ζπκβαηηθφ πείξακα HSQC 

1
H-

13
C ρξεζηκνπνηνχληαη δπν πεξίνδνη πζηέξεζεο κεηαθνξάο πφισζεο (polarization 

transfer delay period) ψζηε λα κεηαθεξζεί ε καγλήηηζε κεηαμχ ησλ ππξήλσλ 
1
H θαη 

13
C. Σε θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο, επηιέγεηαη κφλν κηα ηηκή ηεο ζηαζεξάο ζχδεπμεο 

1
JCH 

θαηά ηε ιήςε ηνπ θάζκαηνο, βειηηζηνπνηεκέλε ζπλήζσο γηα κηα κέζε ηηκή ζηαζεξάο 

ζχδεπμεο 
1
JCH 145 Hz (Γ = 1/ (2

1
JCH) = 3.45 ms).  

Η δηάξθεηα ηνπ ρξφλνπ κεηαθνξάο πφισζεο (polarization transfer delay), Γ = 1/ 

(2
1
JCHtune), βειηηζηνπνηείηαη κε ηε ρξήζε κηαο κέζεο ηηκήο ηεο ζηαζεξάο 

1
JCH πνπ 

αλακέλεηαη ζην κφξην. Παξφια απηά ν φγθνο ηεο δηαζηαπξνχκελεο θνξπθήο HSQC 

(έληαζε ησλ ζεκάησλ Vc) εμαξηάηαη ζε κεγάιν βαζκφ απφ ηε ζρέζε ηνπ ρξφλνπ Γ 

θαη ηεο πξαγκαηηθήο 
1
JCHtune. Η ζρέζε θαίλεηαη απφ ηελ παξαθάησ εμίζσζε: 

12 )sin ( CHtunec JV  (Εξίζωζη 3) 

Απηφ ζεκαίλεη φηη ε βέιηηζηε κεηαθνξά πφισζεο κπνξεί λα επηηεπρζεί γηα κηα κφλν 

ηηκή ηεο ζηαζεξάο 
1
JCH ζέηνληαο Γ = 1/ (2

1
JCHtune). Σπλήζσο, απηφ δελ απνηειεί 

πξφβιεκα φηαλ έλα θάζκα HSQC ρξεζηκνπνηείηαη γηα ιφγνπο απφδνζεο ηεο δνκήο 

κνξίσλ, θαζψο ζέηνληαο κηα κέζε ηηκή ζηε ζηαζεξά 
1
JCHtune, ζπρλά νδεγεί ζηε ιήςε 

ελφο θάζκαηνο 2D φπνπ φιεο νη δηαζηαπξνχκελεο θνξπθέο κπνξνχλ λα αληρλεπζνχλ.  
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Απφ ηελ άιιε πιεπξά φκσο ζε πνζνηηθέο αλαιπηηθέο κειέηεο, ε εμάξηεζε ηνπ 

εκηηφλνπ ζην ηεηξάγσλν (Δμίζσζε 3) ζα πξέπεη λα ιεθζεί ππφςε, γηαηί ην 

νινθιήξσκα ηεο δηαζηαπξνχκελεο θνξπθήο δελ αληηθαηνπηξίδεη κφλν ηνλ αξηζκφ 

ησλ πξσηνλίσλ πνπ είλαη ππεχζπλα γηα ηε δηαζηαπξνχκελε θνξπθή αιιά επίζεο θαη 

ηε κε ζχκπησζε (mismatch) κεηαμχ ησλ ηηκψλ 
1
JCHtune θαη 

1
JCHtrue. Γεγνλφο πνπ ζα 

απνηεινχζε πξφβιεκα αλ ε πεξηνρή ησλ ηηκψλ ζηαζεξψλ εηεξνππξεληθήο ζχδεπμεο 

είλαη κεγάιε, φπσο ζηελ πεξίπησζε ησλ ζηαζεξψλ ζχδεπμεο 
1
JCH ελφο ηππηθνχ 

κνξίνπ πνπ έρεη αιεηθαηηθνχο θαη αξσκαηηθνχο άλζξαθεο. Γηα παξάδεηγκα νη 

δηαζηαπξνχκελεο θνξπθέο δεπγψλ 
1
H-

13
C κε κεγάιε απφθιηζε ηεο 

1
JCH:s απφ ηε 

1
JCHtune ζα παξνπζηάδνπλ ζεκαληηθά κεησκέλν φγθν δηαζηαπξνχκελεο θνξπθήο. Τν 

απνηέιεζκα ηεο νινθιήξσζεο ζα κπνξνχζε, γεληθά, λα δηνξζσζεί αλ νη ηηκέο ησλ 

1
JCH ησλ κνξίσλ είλαη γλσζηέο. Απηφ φκσο κε ηε ζεηξά ηνπ ζα απαηηνχζε ηνλ 

πξφζζεην πξνζδηνξηζκφ ησλ ζηαζεξψλ 
1
JCH.  

Δλαιιαθηηθά, ζα κπνξνχζε λα ζρεδηαζηεί έλα πείξακα φπνπ ε έληαζε ησλ 

ζεκάησλ (Vc) είλαη νκνηφκνξθε κέζα ζε κηα αλακελφκελε πεξηνρή ηηκψλ 
1
JCH:s. 

Απηφ κπνξεί λα γίλεη ππνινγίδνληαο ην κέζν φξν θαζκάησλ HSQC πνπ 

θαηαγξάθεθαλ κε θαηάιιεια επηιεγκέλεο ηηκέο Γ (Σρήκα 1.4). Οη Heikkinen et al., 

2003, πξφηεηλαλ, αληί λα γίλεηαη ε θαηαγξαθή μερσξηζηψλ θαζκάησλ HSQC κε 

δηαθνξεηηθέο ηηκέο- Γ θαη λα αθνινπζεί ζηε ζπλέρεηα ε πξνζήθε ησλ 2D-θαζκάησλ, 

κηα θαιχηεξε θαη πην άκεζε πξνζέγγηζε είλαη λα θαηαγξάθεηαη έλα πείξακα HSQC 

κε ηέηνην ηξφπν ψζηε ε ιίζηα ησλ ηηκψλ-Γ λα επαλαιακβάλεηαη πεξηνδηθά γηα θάζε 

μερσξηζηφ ζηάδην ζε έλα θχθιν θάζεο (phase cycle). Έηζη, πξνζδηνξίζηεθαλ νη 

ζρεηηθέο αλαινγίεο επηιεγκέλσλ δηαζηαπξνχκελσλ θνξπθψλ ιηγλίλεο πξνο ηελ έλσζε 

αλαθνξάο (apocynol). Δίλαη δπλαηφλ, ινηπφλ, λα ρξεζηκνπνηεζεί έλα θάζκα HSQC 

1
H-

13
C γηα πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ, ξπζκίδνληαο ηνπο ρξφλνπο πζηέξεζεο κεηαθνξάο 

πφισζεο (polarization transfer delays) ηνπ πεηξάκαηνο HSQC, ιακβάλνληαο ππφςε 

ηηο επηδξάζεηο ηεο απνδηέγεξζεο θαη ησλ νκνππξεληθψλ ζπδεχμεσλ. Σε επφκελε 

κειέηε ηεο ίδηαο εξεπλεηηθήο νκάδαο (Koskela et al., 2005) δηαπηζηψζεθε φηη είλαη 

δπλαηφ λα απνθεπρζεί ε επίδξαζε ησλ ζπδεχμεσλ JΗH αληηθαζηζηψληαο ηα ζηάδηα 

κεηαθνξάο πφισζεο κε δηαθνξεηηθνχ ηχπνπ παικηθέο αθνινπζίεο (αθνινπζίεο 

ηχπνπ- CPMG).   
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Σρήκα 1.4: Εμνκνίσζε ηεο εμάξηεζεο ζηαζεξάο J ζε έλα ζπκβαηηθό πείξακα HSQC 

(ιεπηή γξακκή) θαη έλα πείξακα Q-HSQC (παρηά γξακκή) (Heikkinen et al., 2003). 

 

Οη Lewis et al., 2007 εθάξκνζαλ κηα ζηξαηεγηθή NMR 2D
 1

H-
13

C γηα ηελ 

ηαπηνπνίεζε θαη ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ~40 κεηαβνιηηψλ πνπ βξίζθνληαη ζε 

αθζνλία ζε βηνινγηθά πγξά. Γηα ηηο πξφηππεο ελψζεηο κεηαβνιηηψλ θαηαζθεπάζηεθαλ 

θακπχιεο αλαθνξάο ηξηψλ ζεκείσλ, εθθξάδνληαο ηηο απφιπηεο εληάζεηο ηνπ κέζνπ 

φξνπ επηιεγκέλσλ δηαζηαπξνχκελσλ θνξπθψλ σο ζπλάξηεζε ηεο γλσζηήο ηνπο 

ζπγθέληξσζεο. Δπηιέρζεθαλ γηα θάζε κεηαβνιίηε δπν δηαζηαπξνχκελεο θνξπθέο πνπ 

βξίζθνληαη ζε απφζηαζε (δηαρσξηζκέλεο ηθαλνπνηεηηθά). Η κέζνδνο είλαη αθξηβήο 

θαη επηηξέπεη ηε ιήςε θαζκάησλ 2D εληφο ~12 min, ρξεζηκνπνηψληαο ππνδνρέα 

θξπνγεληθήο ηερλνινγίαο. Σχκθσλα κε ηε κέζνδν απαηηείηαη λα ηαπηνπνηνχληαη φινη 

νη ππφ αλάιπζε κεηαβνιίηεο θαη ε ιήςε ησλ θαζκάησλ 2D NMR 
1
H-

13
C ησλ 

πξνηχπσλ ελψζεσλ λα γίλεηαη θάησ απφ ηηο ίδηεο- ζπγθξίζηκεο ζπλζήθεο.     
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πληνκνγξαθίεο 

COSY 
1
H-

1
H: «Homonuclear correlation spectroscopy- Οκνππξεληθή 

θαζκαηνζθνπία ζπζρέηηζεο» 

TOCSY 
1
H-

1
H: «Total correlation spectroscopy- Οκνππξεληθή θαζκαηνζθνπία 

νιηθήο ζπζρέηηζεο» 

NOESY 
1
H-

1
H: «Nuclear Overhauser effect correlation spectroscopy» 

DQF-COSY 
1
H-

1
H: «Double quantum filter spectroscopy- Οκνππξεληθή 

θαζκαηνζθνπία ζπζρέηηζεο δηπινχ θβάληνπ» 

HMBC 
1
H-

13
C: «Heteronuclear multiple bond coherence- Δηεξνππξεληθή 

θαζκαηνζθνπία ζπζρέηηζεο κέζσ πνιιαπιψλ δεζκψλ»   

HMQC 
1
H-

13
C: «Heteronuclear multiple quantum coherence- Δηεξνππξεληθή 

θαζκαηνζθνπία ζπζρέηηζεο πνιιαπινχ θβάληνπ» 

HSQC 
1
H-

13
C: «Heteronuclear single quantum coherence- Δηεξνππξεληθή 

θαζκαηνζθνπία ζπζρέηηζεο απινχ θβάληνπ» 
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1.2 Κύξηεο θαηεγνξίεο δεπηεξνγελώλ κεηαβνιηηώλ-Σξηηεξπελνεηδή θαη 

δηηεξπέληα 

1.2.1 Σξηηεξπελνεηδή, ρεκηθνί ηύπνη-Κπξηόηεξνη εθπξόζωπνη 

Μηα πνιχ κεγάιε πνηθηιία ελψζεσλ, νη πεξηζζφηεξεο απφ ηηο νπνίεο 

απαληψληαη ζην θπηηθφ βαζίιεην θαη έρνπλ θνηλή βηνζπλζεηηθή πξνέιεπζε, 

ραξαθηεξίδεηαη κε ηνλ φξν ηζνπξελνεηδή, ηεξπελνεηδή ή ηεξπέληα. Πξφθεηηαη γηα 

ελψζεηο πνπ απνηεινχληαη απφ δνκηθέο κνλάδεο πέληε αηφκσλ άλζξαθα, νη νπνίεο κε 

θαηάιιειν ζπλδπαζκφ νδεγνχλ ζε ζθειεηνχο κε C5, C10, C15,…., C40. Αλεπξίζθνληαη 

ζε φια ηα κέξε ησλ αλψηεξσλ θπηψλ (ξίδεο, ινπινχδηα, θχιια, ζπέξκαηα, θνξκφο), 

ζε κχθεηεο, θχθε, ιεηρήλεο αιιά θαη ζε εθθξίκαηα εληφκσλ. Αλάινγα κε ηνλ αξηζκφ 

ησλ κνλάδσλ ηζνπξελίνπ πνπ πεξηέρνπλ ζην κφξην ηνπο, ηα ηεξπελνεηδή 

ηαμηλνκνχληαη ζηηο παξαθάησ θαηεγνξίεο: 

2   Μνλάδεο ηζνπξελίνπ C10    Μνλνηεξπέληα   

3        »                   »       C15    Σεζθηηεξπέληα   

4        »                   »       C20    Γηηεξπέληα   

5        »                   »       C25    Σεζηεξηεξπέληα 

6        »                   »       C30    Τξηηεξπέληα 

8        »                   »       C40    Τεηξαηεξπέληα 

                                         C > 40   Πνιπηεξπέληα   

Έρεη απνδεηρζεί φηη δξνπλ σο απμεηηθνί παξάγνληεο ησλ θπηψλ, σο θεξνκφλεο 

εληφκσλ, σο θπζηθά εληνκνθηφλα (κεραληζκφο άκπλαο θπηψλ), σο ακπληηθέο νπζίεο 

ςαξηψλ θ.ι.π. Η ζπκκεηνρή ηνπο ζηηο αιιειεπηδξάζεηο θπηνχ-θπηνχ, θπηνχ-εληφκνπ 

θαζψο θαη ζε άιιεο αλάινγεο, απνηέιεζε ηε βάζε ηεο ρεκηθήο νηθνινγίαο. Ο αξηζκφο 

ησλ ηεξπελίσλ, πνπ έρνπλ απνκνλσζεί θαη πξνζδηνξηζηεί, μεπεξλάεη ζήκεξα ηηο 

18000 θαη θαζεκεξηλά απμάλεηαη. Οη εθαξκνγέο ηνπο ζηελ θαζεκεξηλή δσή σο 

βαζηθψλ ζπζηαηηθψλ θαιιπληηθψλ, εηδψλ πγηεηλήο αιιά θαη αξσκαηηθψλ ηξνθίκσλ, 

νδήγεζε ζηελ αλάγθε παξαγσγήο ηνπο ζε κεγάιε θιίκαθα θαη ηε δηάζεζε ηνπο γηα 

ηελ παξαζθεπή πξντφλησλ επξείαο θαηαλάισζεο. 
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Τα ηξηηεξπέληα, ηα νπνία απνηεινχλ ηε κεγαιχηεξε ηάμε ηεξπελίσλ, είλαη 

επξχηαηα δηεζπαξκέλα ζην θπηηθφ βαζίιεην ζε ειεχζεξε θαηάζηαζε ή σο γιπθνδίηεο, 

ελψ ιίγα κέιε αλεπξίζθνληαη ζηα δψα. Φαξαθηεξηζηηθνί εθπξφζσπνη ησλ 

πεληαθπθιηθψλ ηξηηεξπελίσλ είλαη νη α- θαη β-ακπξίλεο, ηα αληίζηνηρα νμέα 

νπξζνιηθφ θαη νιεαλνιηθφ θαζψο θαη ε ινππεφιε (Σρήκα 1.5). Απηά θαη αλάινγα 

κφξηα είλαη πνιχ δηαδεδνκέλα ζηνπο θπηηθνχο ηζηνχο θαη ζηνπο κχθεηεο. 

Αλεπξίζθνληαη ζηελ επηδεξκίδα ησλ θχιισλ θαη ζην θινηφ ησλ θξνχησλ φπσο ηνπ 

κήινπ θαη ηνπ αριαδηνχ, φπνπ παίδνπλ πξνθπιαθηηθφ ξφιν θαηά ησλ κηθξνβηαθψλ 

πξνζβνιψλ θαη επίζεο δξνπλ σο απσζεηηθά ησλ εληφκσλ (Ιγναηιάδος-Ραγκούζη, 

1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σρήκα 1.5: Χεκηθνί ηύπνη ραξαθηεξηζηηθώλ εθπξνζώπσλ ησλ πεληαθπθιηθώλ 

ηξηηεξπελίσλ 

1.2.2 Βηνζύλζεζε ηξηηεξπελνεηδώλ- εκαζία γηα ηα θπηά 

Τν κφξην ησλ ηξηηεξπελίσλ πεξηιακβάλεη ηξηάληα άηνκα άλζξαθα, δειαδή έμε 

ηζνπξεληθέο κνλάδεο θαη πξνθχπηεη βηνζπλζεηηθά απφ ην C30 πδξνγνλάλζξαθα 

HO

H

H

H

HO

CH3

H

H

H

H

H

HO

COOH

H

H

H

H

H

HO

COOH

H

H

H

H

H

HO

CH3

H

H

H

H

H

Οπξζνιηθό νμύ Οιεαλνιηθό νμύ β-Ακπξίλε 

α-Ακπξίλε Λνππεόιε 



 

49 

 

ζθνπαιέλην. Ο βηνζπλζεηηθφο ηνπ ξφινο είλαη εμαηξεηηθά ζεκαληηθφο, δηφηη ην 

ζθνπαιέλην είλαη πξφδξνκνο ησλ ζηεξνιψλ θαζψο θαη φισλ ησλ ηεηξαθπθιηθψλ θαη 

πεληαθπθιηθψλ θπζηθψλ ηξηηεξπελίσλ θαη ησλ ζηεξνεηδψλ. Έλα αμηνζεκείσην 

ραξαθηεξηζηηθφ ηνπ κνξίνπ ησλ ηξηηεξπελίσλ είλαη ε παξνπζία ζε φια ελφο 

ηζεκεξηλνχ πδξνμπιίνπ ζην C3. Η πδξνμπινκάδα ζηε ζέζε απηή πξνθχπηεη απφ ην 

άλνηγκα ελφο επνμεηδίνπ. Απηφ επηηπγράλεηαη κε ηνλ εμήο βηνζπλζεηηθφ κεραληζκφ: 

ζηα θχηηαξα ησλ δσηθψλ νξγαληζκψλ ην ζθνπαιέλην νμεηδψλεηαη, παξνπζία κηαο 

επνμεηδάζεο, πξνο επνμείδην ζε έλα ηειηθφ δηπιφ δεζκφ. Πξσηνλίσζε ηνπ επνμεηδίνπ 

νδεγεί ζε άλνηγκα ηνπ δαθηπιίνπ θαη ζηε δεκηνπξγία αθελφο ηνπ C3 – OH θαη 

αθεηέξνπ ελφο θαξβνληφληνο, πνπ απνηειεί ην ζεκείν έλαξμεο ησλ θπθινπνηήζεσλ 

(Σρήκα 1.6).  

 

 

 

Σρήκα 1.6: Δεκηνπξγία θαξβαληόληνο 

 

Κπθινπνηήζεηο, πνπ αξρίδνπλ απφ άλνηγκα ελφο επνμεηδίνπ, είλαη ζπάληεο ζηα 

θαηψηεξα ηεξπέληα, ελψ απνηεινχλ ζρεδφλ θαλφλα ζηα ηξηηεξπέληα. Η θαηηνληθή 

θπθινπνίεζε πνπ μεθηλάεη απφ ην άλνηγκα ηνπ επνμεηδίνπ, ζπλερίδεηαη κε πξνζβνιή 

ηνπ πξψηνπ θαξβνληφληνο απφ ην δηπιαλφ ηνπ δηπιφ δεζκφ θαη νδεγεί ζηε δεκηνπξγία 

ελφο θαξβνληφληνο, ην νπνίν πξνζβάιιεηαη απφ ην δηπιαλφ δηπιφ δεζκφ θαη νχησ 

θαζεμήο, ζχκθσλα πάληα κε ηε γλσζηή πνξεία ηνπ βηνγελεηηθνχ θαλφλα. Η πνξεία 

απηή νδεγεί ηειηθά ζε έλα ζχζηεκα ηεζζάξσλ ή πέληε δαθηπιίσλ. Αληίζεηα πξνο ηα 

κνλνηεξπέληα θαη ηα ζεζθηηεξπέληα, φπνπ ελδπκαηηθά δεκηνπξγείηαη κηα κεγάιε 

πνηθηιία ζθειεηψλ, ζηα ηξηηεξπέληα νη θπθινπνηήζεηο εκθαλίδνπλ πεξηνξηζκέλνπο 

ζπλδπαζκνχο κε ζρεηηθά κηθξφ αξηζκφ αληηπξνζσπεπηηθψλ ζθειεηψλ. Δθηφο απφ 

κεξηθέο εμαηξέζεηο, ε θπθινπνίεζε αξρίδεη πάληα απφ ηνλ ηειηθφ δηπιφ δεζκφ, ν 

νπνίνο είλαη επνμεηδησκέλνο θαη νη δαθηχιηνη Α, Β θαη Γ, πνπ πξνθχπηνπλ είλαη 

εμακειείο. 

νμεηδάζε 

Ο2 

O: :
O

H

: +

OH

+

Η3Ο
+ 
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Τν είδνο ησλ πξντφλησλ, πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηελ θπθινπνίεζε ηνπ 

ζθνπαιελίνπ, εμαξηάηαη απφ ηε δηαηαμε ηνπ κνξίνπ πξηλ απφ ηελ θπθινπνίεζε. Οη 

ζεκαληηθφηεξεο δηαηάμεηο πνπ απαληψληαη είλαη: α) αλάθιηληξν-ινπηήξαο-

αλάθιηληξν-ινπηήξαο θαη β) αλάθιηληξν-αλάθιηληξν-αλάθιηληξν-ινπηήξαο. Η 

δηάηαμε αλάθιηληξν-αλάθιηληξν-αλάθιηληξν-ινπηήξαο ζην άθπθιν κφξην ηνπ 

ζθνπαιελίνπ κπνξεί λα νδεγήζεη, κέζσ ηνπ θαξβαληφληνο θαη κε ζπκκεηνρή ζηελ  

θπθινπνίεζε θαη ηνπ ηειηθνχ δηπινχ δεζκνχ ηνπ κνξίνπ, ζην ζρεκαηηζκφ ησλ 

πεληαθπθιηθψλ ηξηηεξπελίσλ (Σρήκα 1.7) (Ιγναηιάδος-Ραγκούζη, 1996).         

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σρήκα 1.7: Μεραληζκόο θπθινπνίεζεο ζθνπαιελίνπ 
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H
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1.2.3 Βηνινγηθέο δξάζεηο ηξηηεξπελνεηδώλ (κε έκθαζε ζην νιεαλνιηθό θαη 

νπξζνιηθό νμύ) 

Σπλερψο απμάλεηαη ε ρξήζε θαξκάθσλ, πνπ πξνέξρνληαη απφ εθρπιίζκαηα 

βνηάλσλ, γηα ηε ζεξαπεία πνιιψλ θαη δηάθνξσλ αζζελεηψλ, παξφηη ππάξρνπλ ιίγα 

ζρεηηθά ζηνηρεία γηα ηνπο κεραληζκνχο δξάζεο ηνπο. Τα ηξηηεξπέληα παξνπζηάδνπλ 

πνηθίιεο βηνινγηθέο δξάζεηο, φπσο αληηθιεγκνλψδε, αληηθαξθηληθή θαη άιιεο. Απφ ηα 

ηξηηεξπεληθά νμέα, ην νιεαλνιηθφ θαη νπξζνιηθφ νμχ είλαη απφ ηα πην ζπρλά 

απαληψκελα ζπζηαηηθά ησλ θπηψλ. Παξνπζηάδνπλ ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ εμαηηίαο ησλ 

θαξκαθνινγηθψλ δξάζεσλ πνπ παξνπζηάδνπλ, νη πεξηζζφηεξεο απφ απηέο είλαη 

θνηλέο, ιφγσ ηεο νκνηφηεηαο ησλ ρεκηθψλ δνκψλ ηνπο. Γηαζέηνπλ αληηνμεηδσηηθέο 

(Hung and Yen, 2001) θαη γαζηξνπξνζηαηεπηηθέο ηδηφηεηεο (Rodriguez et al., 2003) 

θαη πξφζθαηα ππνζηεξίρζεθε φηη εκθαλίδνπλ κε-ελδπκαηηθέο αληηνμεηδσηηθέο 

ηδηφηεηεο (Yin and Chan, 2007). Δίλαη ζρεηηθά κε-ηνμηθέο νπζίεο θαη έρνπλ 

ρξεζηκνπνηεζεί ζε θαιιπληηθά θαη πξντφληα πγείαο.  

Έρεη απνδεηρηεί φηη δηαζέηνπλ αληηκηθξνβηαθή (Gbaguidi et al., 2005), 

αληηθιεγκνλψδε (Sosa et al., 2005) θαη αληηθαξθηληθή δξάζε (Ovesna et al., 2006), 

δξάζε θαηά ηνπ ηνχ ηνπ AIDS (Kashiwada et al., 1998), θαζψο θαη ππνγιπθαηκηθέο 

(Ali et al., 2006), δηνπξεηηθέο, αληηππεξηαζηθέο, αληηαζεξσγφλεο θαη ππνιηπηδαηκηθέο 

ηδηφηεηεο (Liu, 2005). Θεσξνχληαη θαξδηνηνλσηηθνί θαη αληηαξξπζκηθνί παξάγνληεο 

(Somova et al., 2004) θαη έρνπλ ραξαθηεξηζηεί σο ρεκεηνπξνζηαηεπηηθέο ελψζεηο 

(chemoprotective agent) θπηηθήο πξνέιεπζεο. Δπηπιένλ, έρεη αλαθεξζεί φηη ην 

κπεηνπιηληθφ θαη πιαηαληθφ νμχ δξνπλ σο δπλακηθνί (potent) θαη εθιεθηηθνί 

αλαζηνιείο ηνπ ηνχ HIV-1. Η παξνπζία ηεο θαξβνμπινκάδαο (-COOH) ζηηο 

ηξηηεξπελνεηδείο ελψζεηο θαίλεηαη λα ζρεηίδεηαη κε ηελ ηδηφηεηα απηή (Kashiwada et 

al., 1998). Τν κπεηνπιηληθφ νμχ κάιηζηα βξίζθεηαη ζην ζηάδην πξνθιηληθψλ δνθηκψλ 

γηα ηελ αληηθαξθηληθή θαη αληη-HIV ηδηφηεηά ηνπ.  

Πξφζθαηεο έξεπλεο έδεημαλ φηη ν πνιηφο ηνπ ειαηνιάδνπ (pomace δηθαζηθφ 

ζχζηεκα) είλαη ην ίδην απνηειεζκαηηθφο κε ην ειαηφιαδν, φζνλ αθνξά ηελ δξάζε ηνπ 

θαηά ηεο ππεξνμείδσζεο ησλ ιηπηδίσλ. Μηα δξάζε πνπ κπνξεί κεξηθά λα απνδνζεί 

ζηελ παξνπζία ησλ ηξηηεξπελνεηδψλ εξπζξνδηφιεο θαη νιεαλνιηθνχ νμένο (Perona et 

al., 2005). Δπίζεο, ην καζιηληθφ νμχ ππάξρεη θαη απηφ ζηνλ πνιηφ ηνπ ειαηνιάδνπ 
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θαη ε δνκή ηνπ δηαθέξεη απφ απηή ηνπ νιεαλνιηθνχ νμένο ζηελ παξνπζία κηαο 

πξφζζεηεο πδξνμπινκάδαο ζηνλ άλζξαθα ζηε ζέζε 2. Έρεη αλαθεξζεί φηη δηαζέηεη 

αληηνμεηδσηηθέο ηδηφηεηεο, δξα πξνζηαηεχνληαο ην πιάζκα θαη ηηο θπηηαξηθέο 

κεκβξάλεο απφ ην νμεηδσηηθφ «stress» (Montilla et al., 2003), θαη δξα σο 

αληαγσληζηήο ηεο πξσηεάζεο HIV-1 (Xu et al., 1996). Τξηηεξπελνεηδή πνπ 

αλεπξίζθνληαη ζηε θχζε, φπσο ε λνκηιίλε (nomilin), ην νιεαλνιηθφ, νπξζνιηθφ θαη 

γιπθπξηδηθφ νμχ (glycyrrhizic acid) δξνπλ πξνζηαηεχνληαο ην αλνζνπνηεηηθφ 

ζχζηεκα, ζχκθσλα κε ηα απνηειέζκαηα ζρεηηθήο κειέηεο (Raphael and Kuttan, 

2007).  

 

1.2.4 Φπζηθά πξνϊόληα πινύζηα ζε ηξηηεξπεληθά νμέα-αιθόνιεο 

Όπσο πξναλαθέξζεθε ηα ηξηηεξπελνεηδή είλαη πνιχ δηαδεδνκέλα ζηνπο 

θπηηθνχο ηζηνχο θαη ζηνπο κχθεηεο θαη αλεπξίζθνληαη ζηελ επηδεξκίδα ησλ θχιισλ 

θαη ζην θινηφ ησλ θξνχησλ. Όζνλ αθνξά ν νιεαλνιηθφ νμχ βξίζθεηαη ζε κεγάιε 

έθηαζε ζην θπηηθφ βαζίιεην. Σε ζρεηηθή βάζε δεδνκέλσλ φζνλ αθνξά ηελ παξνπζία 

θπηνρεκηθψλ αλαθέξεηαη ε παξνπζία ηνπ νιεαλνιηθνχ νμένο ζε πεξηζζφηεξα απφ 

100 δηαθνξεηηθά θπηά. Βξίζθεηαη ζε κεγάιε έθηαζε ζην θχιιν ηνπ ειαηνδέλδξνπ, 

~3% επί μεξνχ θχιινπ ηνπ θπηνχ, γη’ απηφ απνκνλψζεθε απφ θχιια ειηάο θαη  

παξαζθεπάζηεθαλ έιαηα ζηα νπνία θαη πξνζηέζεθε (Guinda et al., 2004). Άιια 

ηξηηεξπελνεηδή επίζεο απνκνλψζεθαλ απφ θχιια ειηάο, φπσο ε β-ακπξίλε, ε 

εξπζξνδηφιε, ην καζιηληθφ νμχ θαη ην νπξζνιηθφ νμχ (Somova et al., 2003). 

Τν νιεαλνιηθφ θαη νπξζνιηθφ νμχ βξίζθνληαη ζε πνιιά θπηά πνπ αλήθνπλ ζηελ 

νηθνγέλεηα Lamiaceae. Υςειά πνζνζηά απφ ηα δπν νμέα βξίζθνληαη ζε δηάθνξα είδε 

Salvia (Salvia officinalis, Salvia lavandulifolia θ.α.) θαη κε ειάρηζηεο εμαηξέζεηο ην 

νπξζνιηθφ νμχ βξίζθεηαη ζε πςειφηεξα πνζνζηά απφ φηη ην νιεαλνιηθφ νμχ 

(Janicsak et al., 2006). Άιιν  πεληαθπθιηθφ νμχ πνπ αληρλεχεηαη ζπρλά ζην θπηηθφ 

βαζίιεην είλαη ην κπεηνπιηληθφ νμχ, ην νπνίν βξίζθεηαη ζε ζεκαληηθά πνζνζηά ζηνλ 

εμσηεξηθφ θινηφ πνιιψλ εηδψλ δέληξσλ πνπ είλαη πνιχηηκα γηα ιφγνπο μπιείαο. Έλα 

ζηελά ζρεηηδφκελν ζπζηαηηθφ κε ην παξαπάλσ νμχ είλαη ε κπεηνπιίλε, πνπ είλαη ην 

θχξην ζπζηαηηθφ δέληξσλ ζεκχδαο ιεπθήο-θινχδαο (ειδών Betula) θαη κπνξεί λα 

θηάζεη ζε πνζνζηά έσο θαη 22% (μεξνχ βάξνπο). 
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Σην ειαηφιαδν θαη ζηελ ειηά απαληνχλ δχν ηξηηεξπεληθέο δηαιθνφιεο, ε 

εξπζξνδηφιε θαη ε νπβαφιε, νη νπνίεο βξίζθνληαη ζε ζπγθεληξψζεηο πνπ θπκαίλνληαη 

κεηαμχ 10 θαη 200 mg/kg ειαίνπ. Η ζρεηηθή ζπγθέληξσζε ησλ δχν απηψλ 

ηξηηεξπεληθψλ δηαιθννιψλ είλαη δηαθνξεηηθή ζε ειαηφιαδα δηαθνξεηηθήο 

πξνέιεπζεο. Τν ππξελέιαην πεξηέρεη πεξηζζφηεξε εξπζξνδηφιε θαη νπβαφιε ζε 

ζρέζε κε ην παξζέλν ειαηφιαδν. Ο πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ηεο εξπζξνδηφιεο θαη 

ηεο νπβαφιεο κε αεξηνρξσκαηνγξαθηθή αλάιπζε απνηειεί ηε βάζε γηα ηε 

δηαθνξνπνίεζε ηνπ ειαηνιάδνπ απφ ην ππξελέιαην. Δπίζεο, ε α- θαη β-ακπξίλε 

ηαπηνπνίεζεθαλ ζην ειαηφιαδν, ησλ νπνίσλ ε ζπγθέληξσζε θπκαίλεηαη απφ 100 έσο 

150 mg/ 100g ειαηνιάδνπ. Σην ειαηφιαδν έρεη βξεζεί θαη ην νιεαλνιηθφ νμπ, ην 

νπνίν έρεη κάιηζηα ζπζρεηηζζεί κε ηελ νμεηδσηηθή ζηαζεξφηεηα ηνπ ειαηνιάδνπ. 

Βξίζθεηαη ζε κεγαιχηεξεο ζπγθεληξψζεηο ζηα θχιια απ’ φηη ζηνλ ειαηφθαξπν, αιιά 

θαη ζην ππξελέιαην απ’ φηη ζην ειαηφιαδν. Τν νμχ απηφ πξνθαιεί πνιιέο θνξέο 

ζνιφηεηα ζην ππξελέιαην. Άιια ηξηηεξπεληθά νμέα πνπ απαληνχλ ζε ίρλε είλαη ην 

καζιηληθφ θαη ην νπξζνιηθφ (Κςπιηζάκηρ, 2007) 

 

1.2.5 Μέζνδνη πξνζδηνξηζκνύ ηξηηεξπεληθώλ νμέωλ- αιθννιώλ ζε θπηηθά 

εθρπιίζκαηα  

Η εθρχιηζε ησλ ηξηηεξπελνεηδψλ απφ θπηηθά δείγκαηα ζπλήζσο 

πξαγκαηνπνηείηαη κε εκπνηηζκφ, απφζηαμε κε πδξαηκνχο θαη κε ζπζθεπή soxhlet 

ρξεζηκνπνηψληαο δηάθνξνπο δηαιχηεο φπσο εμάλην, ρισξνθφξκην, αθεηφλε, 

αηζαλφιε, κεζαλφιε, νμηθφ αηζπιεζηέξα θαη άιινπο. Σπλήζσο, ηα θπηηθά 

εθρπιίζκαηα θιαζκαηψλνληαη θαη ν ραξαθηεξηζκφο ησλ ηξηηεξπελνεηδψλ 

πξαγκαηνπνηείηαη κεηά ηελ απνκφλσζε ησλ κεκνλσκέλσλ ζπζηαηηθψλ 

ρξεζηκνπνηψληαο δηάθνξεο θαζκαηνζθνπηθέο κεζφδνπο ή δηαρσξίδνληαη ζε ηάμεηο 

ελψζεσλ ρξεζηκνπνηψληαο ρξσκαηνγξαθηθέο ηερληθέο θαη ηαπηνπνηνχληαη κε GC-IR, 

GC-MS ή HPLC-MS κεηά απφ θάπνην ζηάδην πξνθαηεξγαζίαο ή παξαγσγνπνίεζεο. 

Όζνλ αθνξά ην νιεαλνιηθφ θαη νπξζνιηθφ νμχ πνπ είλαη ηζνκεξή ζέζεο, ν 

ηαπηφρξνλνο πξνζδηνξηζκφο ηνπο είλαη κάιινλ δχζθνινο.  Οη ρεκηθέο δνκέο ηνπο 

ζηεξνχληαη ηεο παξνπζίαο ρξσκνθφξσλ νκάδσλ πνπ απνξξνθνχλ ζην UV, θάηη πνπ 

πεξηνξίδεη ην ρξσκαηνγξαθηθφ δηαρσξηζκφ ηνπο κε HPLC ρξεζηκνπνηψληαο 
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αληρλεπηή UV ή θζνξηζκνχ. Οη πξνο κειέηε ελψζεηο παξνπζηάδνπλ ρακειή 

απνξξφθεζε ζην UV, γηα απηφ πξνηηκάηαη ην αθεηνληηξίιην-λεξφ σο θηλεηή θάζε 

θαζψο πξνζθέξεη θαιχηεξε δηαπεξαηφηεηα ζε ρακειά κήθε θχκαηνο ζην ππεξηψδεο 

πνπ είλαη ην κήθνο θχκαηνο πνπ αληρλεχνληαη (210 nm).  

Υπάξρνπλ δηάθνξεο κέζνδνη HPLC πνπ πεξηγξάθνληαη ζηε βηβιηνγξαθία αιιά 

κπνξεί λα κελ είλαη θαηάιιειεο γηα φια ηα θπηηθά εθρπιίζκαηα, γηαηί ηα δπν 

ηξηηεξπεληθά νμέα εθινχνληαη κε πνιχ θνληηλνχο ρξφλνπο θαηαθξάηηζεο θαη κπνξεί 

λα κε δηαρσξίδνληαη ηθαλνπνηεηηθά απφ άιια ζπζηαηηθά. Η κηθξή εθιεθηηθφηεηα ηνπ 

νιεαλνιηθνχ θαη νπξζνιηθνχ νμένο κπνξεί λα εμεγεζεί απφ ηηο παξφκνηεο ηηκέο log P 

ηνπο (6.648 θαη 6.647, αληίζηνηρα). Η πξνζζήθε θπθινδεμηξηλψλ ζηελ θηλεηή θάζε 

(Claude et al., 2004), αιιά θαη H3PO4 (Chen et al., 2003) έρεη πξνηαζεί γηα ηε 

βειηίσζε ηνπ δηαρσξηζκνχ ηνπο. Η αλάιπζε κε LC-MS κπνξεί λα απνδεηρζεί πνιιά 

ππνζρφκελε ηερληθή, αιιά πξνυπνζέηεη επίζεο έλα θαιφ δηαρσξηζκφ ηφζν κεηαμχ 

ηνπο φζν θαη κε ηα ππφινηπα ζπζηαηηθά, θαζψο παξνπζηάδνπλ ην ίδην θχξην ηφλ θαη 

έρνπλ κηθξέο δηαθνξέο ζηηο ζρεηηθέο εληάζεηο νξηζκέλσλ ζξαπζκάησλ ηνπο (Gbaguidi 

et al., 2005). Οη κέζνδνη αλάιπζεο θαη πνζνηηθνχ πξνζδηνξηζκνχ πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη, θπξίσο γηα ην νιεαλνιηθφ θαη νπξζνιηθφ νμχ, είλαη κέζνδνη αέξηαο 

ρξσκαηνγξαθίαο. Έρεη ρξεζηκνπνηεζεί αέξηα ρξσκαηνγξαθία κεηά απφ ζηιαλνπνίεζε 

(silylation) (Janicsak et al. 2003, 2006) ή κεζπιίσζε (Takeoka et al., 2000) κε 

αληρλεπηέο ηνληηζκνχ θιφγαο ή θαζκαηφκεηξν καδψλ (Razborsek et al., 2007, 

Sanchez Avila et al., 2007). Λφγσ ηεο κηθξήο πηεηηθφηεηαο θαη ηνπ κεγάινπ 

κνξηαθνχ ηνπο βάξνπο, είλαη απαξαίηεην έλα ζηάδην παξαγσγνπνίεζεο πξηλ ηελ 

αλάιπζε κε αέξηα ρξσκαηνγξαθία.  

Άιιεο κέζνδνη πνπ έρνπλ αλαθεξζεί γηα ηελ αλάιπζε ηνπ νιεαλνιηθνχ θαη 

νπξζνιηθνχ νμένο ζε θπηηθά εθρπιίζκαηα, είλαη έλα ζχζηεκα πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο 

πνπ ρξεζηκνπνηεί πνξψδε άλζξαθα «graphitic» θαη αλίρλεπζε κε ζθέδαζε θσηφο 

(evaporative light scattering) (Berangere et al., 2004), ρξσκαηνγξαθία ππεξθξίζηκνπ 

ξεπζηνχ ζε ηξηρνεηδέο (capillary supercritical fluid chromatography) (Tavares et al., 

2001), κηθθπιηαθή ειεθηξνθηλεηηθή ρξσκαηνγξαθία (Liu et al., 2003) θαη 

ηξνπνπνηεκέλε κε θπθινδεμηξίλεο κηθθπιηαθή ειεθηξνθηλεηηθή ρξσκαηνγξαθία 

(Zhang G et al., 2005). Αθφκε, αλαθέξζεθε ν ηαπηφρξνλνο δηαρσξηζκφο ηνπο κε κε 

πδαηηθή ειεθηξνθφξεζε ζε ηξηρνεηδέο (NACE) (Qi et al., 2006). Πξφζθαηα, 
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ρξεζηκνπνηήζεθε ε δηζδηάζηαηε θαζκαηνζθνπία Raman σο κηα απιή θαη γξήγνξε 

κεζνδνινγία γηα ηε δηάθξηζε ησλ πξφηππσλ ελψζεσλ νιεαλνιηθνχ θαη νπξζνιηθνχ 

νμένο (Mello et al., 2006), φπσο θαη ε «micro»-θαζκαηνζθνπία Raman γηα ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ ηεο ζρεηηθήο αλαινγίαο ηνπο ζε κίγκα (Yu et al., 2007). Τέινο, 

πξνηάζεθε ε πςειήο-απφδνζεο ρξσκαηνγξαθία ιεπηήο ζηηβάδαο κεηά απφ 

παξαγσγνπνίεζε κε ηψδην γηα ην δηαρσξηζκφ ηνπο (Wojciak-Kosior, 2007).  

Όζνλ αθνξά ηελ αλάιπζε ηνπ κπεηνπιηληθνχ νμένο, ιίγεο αλαθνξέο είλαη 

δηαζέζηκεο ζηε βηβιηνγξαθία. Έρεη ρξεζηκνπνηεζεί ρξσκαηνγξαθία HPLC γηα ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ ηνπ ζε θπηηθά εθρπιίζκαηα (de Oliviera, 2002), GC-MS κεηά απφ 

παξαγσγνπνίεζε (Calgon et al., 1999), αιιά θαη HPLC-MS γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ 

ηνπ ζε βηνινγηθά πγξά θαηά ηε δηάξθεηα θαξκαθνινγηθψλ ηεζη (Shin et al., 1999). 

Δπίζεο, γηα ηνλ ηαπηφρξνλν πξνζδηνξηζκφ ηνπ κπεηνπιηληθνχ νμένο θαη ηεο 

κπεηνπιίλεο ζε θινηφ ζεκχδαο εθαξκφζηεθε HPLC αλάιπζε κε αληρλεπηή UV (Zhao 

et al., 2007). Τέινο, ν πξνζδηνξηζκφο ησλ ηξηηεξπεληθψλ αιθννιψλ εξπζξνδηφιεο θαη 

νπβαφιεο, φπσο πξναλαθέξζεθε ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ δηάθξηζε ησλ παξζέλσλ 

ειαηνιάδσλ απφ ηα ππξελέιαηα. Ο πξνζδηνξηζκφο ηνπο, πνπ γίλεηαη καδί κε ηηο 

ζηεξφιεο ηνπ ειαηνιάδνπ, επηηπγράλεηαη κε αέξηα ρξσκαηνγξαθία GC-FID ή GC-MS 

(Cunha et al., 2006), ελψ έρεη αλαθεξζεί θαη  αλάιπζή ηνπο κε LC-MS (Martinez-

Vidal et al., 2007) 

          

1.2.6 Γηηεξπέληα  

Τα δηηεξπέληα είλαη κηα νκάδα ελψζεσλ κε 20 άηνκα άλζξαθα, δειαδή ηέζζεξηο 

κνλάδεο ηζνπξελίνπ. Βηνγελεηηθά πξνέξρνληαη απφ ηνλ ππξνθσζθνξηθφ εζηέξα ηεο 

γεξαλπινγεξαληφιεο (Σρήκα 1.8). Παξά ην γεγνλφο φηη ν αξηζκφο ησλ θπθιηθψλ 

δνκψλ, πνπ ζα ήηαλ δπλαηφ λα ζρεκαηηζζνχλ απφ ηνλ άθπθιν βαζηθφ ζθειεηφ, είλαη 

εμαηξεηηθά κεγάινο, εληνχηνηο ιίγνη κφλν αληηπξνζσπεπηηθνί ζθειεηνί έρνπλ βξεζεί 

ζηε θχζε. Αλεπξίζθνληαη ζηα αλψηεξα θπηά θαη ηνπο κχθεηεο, φκσο θχξηα πεγή 

ηνπο είλαη νη ξεηίλεο ησλ θσλνθφξσλ δέληξσλ, απ’ φπνπ παξαιακβάλνληαη ζην 

θιάζκα πνπ δελ απνζηάδεη κε πδξαηκνχο (θνινθψλην). Φαξαθηεξηζηηθφ ησλ 

δηηεξπελίσλ, εθηφο απφ ηελ πεξηνξηζκέλε πνηθηιία ησλ ζθειεηψλ ηνπο, είλαη ε 

αλεχξεζε ζηε θχζε θαη ησλ δχν ζηεξενρεκηθψλ αληηπφδσλ. 
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Σρήκα 1.8: Δνκέο δηηεξπελίσλ 

 

Τα δηηεξπέληα, αλάινγα κε ηνλ αξηζκφ ησλ δαθηπιίσλ πνπ πεξηέρεη ν ζθειεηφο 

ηνπο, δηαθξίλνληαη ζε άθπθια, κνλνθπθιπθά, δηθπθιηθά, ηξηθπθιηθά θαη 

ηεηξαθπθιηθά. Ο ζεκαληηθφηεξνο εθπξφζσπνο ησλ άθπθισλ δηηεξπελίσλ είλαη ε 

θπηφιε (Σρήκα 1.8), πνπ είλαη επξέσο δηαδεδνκέλε ζηε θχζε δηφηη απνηειεί ηκήκα 

ηνπ κνξίνπ ηεο ρισξνθχιιεο, κε ηελ νπνία ζπλδέεηαη ππφ κνξθή εζηέξα. Η θπηφιε 

επίζεο απνηειεί ηκήκα ηεο βηηακίλεο Κ1. Τν ζεκαληηθφηεξν κέινο ζηελ ηάμε ησλ 

κνλνθπθιηθψλ δηηεξπελίσλ είλαη ε βηηακίλε Α ή ξεηηλφιε. Σεκαληηθά παξάγσγα ησλ 

δηθπθιηθψλ δηηεξπελίσλ θαη ηξηθπθιηθψλ δηηεξπελίσλ είλαη ζπζηαηηθά ησλ ξεηηλψλ. 

Δπίζεο, ζεκαληηθφ παξάγσγν ηεο θαηεγνξίαο ησλ ηεηξαθπθιηθψλ δηηεξπελίσλ, ην 

νπνίν ηα ηειεπηαία ρξφληα κειεηήζεθε πνιχ ιφγσ ηεο εμαηξεηηθά ελδηαθέξνπζαο 

αληηθαξθηληθήο ηνπ δξάζεο, είλαη ε ηαμφιε (Ιγναηιάδος-Ραγκούζη, 1996). 

Σηα θπηά ηεο νηθνγέλεηαο Lamiaceae ε ηάμε ησλ δηηεξπελίσλ απνηειεί κηα απφ 

ηηο θχξηεο ηάμεηο δεπηεξνγελψλ κεηαβνιηηψλ ηνπο. Τν θχξην θαηλνιηθφ δηηεξπέλην 

εθρπιηζκάησλ δεληξνιίβαλνπ θαη θαζθφκεινπ είλαη ην θαξλνζηθφ νμχ ην νπνίν 

νμεηδψλεηαη ζε δηάθνξεο γ- θαη δ-ιαθηφλεο (Σρήκα 1.8). Θεσξείηαη κάιινλ αζηαζέο 

ζπζηαηηθφ, ην νπνίν νμεηδψλεηαη ζε θαξλνζφιε θαη κέζσ απηήο δίλεη ξνζκαλφιε, 

επηξνζκαλφιε, ηζνξνζκαλφιε θ.α (Schawrz and Τernes, 1992). Οη ζπγθεθξηκέλεο 

ελψζεηο έρνπλ κειεηεζεί ζε κεγάιε έθηαζε φζνλ αθνξά ηηο αληηνμεηδσηηθέο ηνπο 

ηδηφηεηεο ζε δηάθνξα ππνζηξψκαηα (φπσο ιηλνιετθφ φμχ, ιαξδί) (Nakatani and 

Inatani, 1984) θαη κε δηάθνξεο κεζφδνπο (ferric thyocyanate) (Inatani et al., 1982).        
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1.3 Κύξηεο θαηεγνξίεο δεπηεξνγελώλ κεηαβνιηηώλ- Φιαβνλνεηδή θαη θαηλνιηθά 

νμέα 

1.3.1 Φιαβνλνεηδή (γεληθά, θπξηόηεξεο ηάμεηο, βηνζύλζεζε) 

Τα θιαβνλνεηδή είλαη  κηα απφ ηηο πην δηαδεδνκέλεο νκάδεο ησλ δεπηεξνγελψλ  

κεηαβνιηηψλ ησλ θπηψλ. Δθηηκάηαη φηη πεξίπνπ ην 2% απφ φιν ηνλ άλζξαθα πνπ 

θσηνζπληίζεηαη απφ ηα θπηά κεηαηξέπεηαη ζε θιαβνλνεηδή ή ζε ζρεηηδφκελα κε απηά 

ζπζηαηηθά Δίλαη ε πνιππιεζέζηεξε ηάμε θπζηθψλ θαηλνιηθψλ ελψζεσλ, θπξίσο 

ρξσζηηθψλ ησλ θπηψλ, πνπ πξνζδίδνπλ φκσο θαη ραξαθηεξηζηηθή γεχζε θαζψο θαη 

άξσκα ζε ηξφθηκα θαη πνηά θπηηθήο πξνέιεπζεο. Απφ άπνςε δνκήο αλήθνπλ ζε δχν 

κεγάιεο νκάδεο α) ηα παξάγσγα ηεο θιαβφλεο θαη β) ηηο αλζνθπαλίλεο. Σηε θχζε 

αλεπξίζθνληαη δέθα πεξίπνπ δηαθνξεηηθέο ηάμεηο παξαγψγσλ ηεο θιαβφλεο. Οη 

πεξηζζφηεξν δηαδεδνκέλεο είλαη νη θιαβφλεο, νη θιαβνλφιεο, νη θιαβαλφλεο, νη 

ραιθφλεο θαη νη ηζνθιαβφλεο (Σρήκα 1.9). Δμαηηίαο ησλ ειθπζηηθψλ ρξσκάησλ ηνπο 

νη θιαβφλεο, νη θιαβνλφιεο θαη νη αλζνθπαληδίλεο κπνξνχλ λα ιεηηνπξγήζνπλ σο 

νπηηθά ζήκαηα γηα ηα έληνκα πνπ πξαγκαηνπνηνχλ ηελ επηθνλίαζε. Οη θαηερίλεο θαη 

άιιεο θιαβνλφιεο κπνξνχλ λα δξάζνπλ σο ακπληηθφ ζχζηεκα ελαληίνλ εληφκσλ 

επηβιαβψλ γηα ηα θπηά. Δπίζεο, ηα θιαβνλνεηδή δξνπλ σο θαηαιχηεο ηεο 

θσηνζχλζεζεο.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σρήκα 1.9: Δνκέο ησλ θύξησλ ηάμεσλ ησλ θιαβνλνεηδώλ 
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Δίλαη πνιχ ζπάλην λα ππάξρεη έλα κφλν θιαβνλνεηδέο ζηνλ θπηηθφ ηζηφ. Τηο 

πεξηζζφηεξεο θνξέο απαληψληαη σο κίγκαηα ελψζεσλ, απφ ηελ ίδηα ή απφ 

δηαθνξεηηθέο ηάμεηο. Τα θιαβνλνεηδή απαληνχλ ζπλήζσο ζηα θπηά ελσκέλα κε 

ζάθραξα σο Ο-γιπθνδίηεο, φπνπ κηα ή πεξηζζφηεξεο πδξνμπινκάδεο ηνπ 

θιαβνλνεηδνχο αληηδξνχλ κε έλα ή πεξηζζφηεξα ζάθραξα ζρεκαηίδνληαο 

εκηαθεηαιηθνχο δεζκνχο (Ιγναηιάδος- Ραγκούζη, 1996). Η γιπθνδπιίσζε θαζηζηά ηα 

θιαβνλνεηδή ιηγφηεξν δξαζηηθά θαη πεξηζζφηεξν πδαηνδηαιπηά, έηζη κπνξεί λα 

ζεσξεζεί σο κηα επηπξφζζεηε κνξθή πξνζηαζίαο ησλ θπηψλ, εκπνδίδνληαο ηελ 

θπηηαξνπιαζκαηηθή θαηαζηξνθή θαη απνζεθεχνληαο ηα θιαβνλνεηδή αζθαιή ζηα 

θπηηαξηθά ρπκνηφπηα. Κάζε πδξνμπινκάδα κπνξεί λα γιπθνδπιησζεί, αιιά νξηζκέλεο 

ζέζεηο πξνηηκψληαη, γηα παξάδεηγκα ε 7-πδξνμπινκάδα ζηηο θιαβφλεο, θιαβαλφλεο 

θαη ηζνθιαβφλεο, ηα πδξνμχιηα ζηε ζέζε -3 θαη -7 ησλ θιαβνλνιψλ θαη θιαβαλνιψλ 

θαη ηα πδξνμχιηα ζηηο ζέζεηο -3 θαη -5 είλαη νη πην ζπλεζηζκέλεο ζέζεηο 

γιπθνδπιίσζεο.  

Η γιπθφδε είλαη ην ζάθραξν πνπ ζπλαληάηαη πην ζπρλά, αιιά θαη ε γαιαθηφδε, 

ξακλφδε, μπιφδε θαη αξαβηλφδε επίζεο βξίζθνληαη ζε δηάθνξα θπηά, ελψ ε καλλφδε, 

θξνπθηφδε, γιπθνπξνληθφ θαη γαιαθηνπξνληθφ νμχ είλαη πην ζπάληα. Έρνπλ 

πεξηγξαθεί απφ κνλνγιπθνιπδησκέλα έσο θαη πεληαγιπθνδπιησκέλα θιαβνλνεηδή. 

Αλεπξίζθνληαη επίζεο θαη σο C- γιπθνδηηηθά παξάγσγα, φπνπ ην ζάθραξν ελψλεηαη 

απεπζείαο κε ηνλ ππξήλα ηνπ θιαβνλνεηδνχο κε δεζκφ C - C. Οη C – γιπθνδίηεο είλαη 

ζπαληφηεξνη απφ ηνπο Ο – γιπθνδίηεο. Οη C-γιπθνδίηεο θιαβνλνεηδψλ δηαθξίλνληαη 

ζηνπο κνλν- C-γιπθνδίηεο θιαβνλνεηδψλ, δη- C-γιπθνδίηεο θιαβνλνεηδψλ θαη C-

γιπθνδίηε-Ο-γιπθνδίηε θιαβνλνεηδψλ. Μέρξη ζήκεξα, ε C-γιπθνδπιίσζε έρεη βξεζεί 

κφλν ζηηο ζέζεηο C-6 θαη C-8 ηεο βαζηθήο δνκήο ησλ θιαβνλνεηδψλ (Andersen and 

Markham, 2006) .  

Τα θιαβνλνεηδή είλαη επίπεδα κφξηα πνπ ζρεκαηίδνληαη απφ ηα αξσκαηηθά 

ακηλνμέα θαηλπιαιαλίλε, ηπξνζίλε θαη κεινληθφ. Η θχξηα δνκή θιαβνλνεηδνχο είλαη 

ν ππξήλαο «θιαβαλ», πνπ απνηειείηαη απφ 15 άηνκα άλζξαθα δηεπζεηεκέλα ζε ηξεηο 

δαθηπιίνπο (C6-C3-C6), πνπ ραξαθηεξίδνληαη Α, Β θαη C. Σρεκαηίδνληαη απφ κηα 

αιιεινπρία αληηδξάζεσλ ζπκπχθλσζεο κεηαμχ πδξνμπθηλλακσκηθνχ νμένο (Β-

δαθηχιηνο θαη άηνκα άλζξαθα 2,3 θαη 4 απφ ηνλ C-δαθηχιην) θαη θαηάινηπσλ 

κεινλπιν- νκάδαο (Α-δαθηχιηνο), δίλνληαο κηα θχξηα δνκή C6 – C3 – C6 (Σρήκα 
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1.10). Η γέθπξα ησλ ηξηψλ- αλζξάθσλ κεηαμχ ησλ θαηλπιηθψλ δαθηπιίσλ ζπλήζσο 

θπθινπνηείηαη γηα λα ζρεκαηίζεη έλα ηξίην δαθηχιην (C-δαθηχιην). Αλάινγα κε ηελ 

θπθινπνίεζε θαη ην βαζκφ αθνξεζηφηεηαο θαη νμείδσζεο ηνπ ηκήκαηνο ησλ ηξηψλ 

αλζξάθσλ, θαηαηάζζνληαη ζε δηάθνξεο νκάδεο.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σρήκα 1.10: Βηνζύλζεζε θιαβνλνεηδώλ 

 

Οη θιαβφλεο είλαη πδξνμπιησκέλα παξάγσγα ηεο κεηξηθήο νπζίαο θιαβφλε, 

ζπλήζσο ζηηο ζέζεηο 5 θαη 7 θαη ζε κία ή πεξηζζφηεξεο απφ ηηο ζέζεηο 3΄, 4΄ ή 5΄. Τα 

COOH

OH

OH

HO

NH2HOOC HOOC

OH

C

OH

CoA

O

CoA OH

O O

C

OH

CoA

O

OH

OH

HO

O

OH

O

OH

HO

O

OH

ηθηκηθό νμύ 

(Shikimic acid) 

L-Φαηλπιαιαλίλε Τδξνμπθηλλακωκηθό 

νμύ 

Τδξνμπθηλλακνϋιν 

CoA  

3 Μπινλπιν CoA Τδξνμπθηλλακνϋιν 

CoA  

Υαιθόλε Ναξηγθελίλεο 

Ναξηγθελίλε 

3 + 



 

60 

 

πδξνμχιηα ζηηο ζέζεηο 3΄ θαη 5΄είλαη ζπρλά κεζπιησκέλα. Οη θιαβνλφιεο πξνθχπηνπλ 

απφ ηηο θιαβφλεο κε ηελ εηζαγσγή ελφο πδξνμπιίνπ ζηε ζέζε C3. Απηή ε απιή 

δηαθνξνπνίεζε ζηε δνκή, έρεη πνιχ κεγάιε ζεκαζία ζηε βηνζχλζεζε θαη ηε 

θπζηνινγία ηνπο. Ο ζπνπδαηφηεξνο εθπξφζσπνο ησλ θιαβνλφισλ είλαη ε θεξθεηίλε. 

Διεχζεξε ή σο γιπθνδίηεο βξίζθεηαη ζην ηζάη, ζηα θχιια ηνπ γαξχθαιινπ, ζηα 

θφθθηλα ηξηαληάθπιια θ.ι.π. Με κηθξφηεξε ζπρλφηεηα ζπλαληάηαη ζηα αλψηεξα 

θπηά ε θεκπθεξφιε. Έρεη απνδεηρζεί φηη ην πεξηερφκελν ελφο θπηνχ ζε θιαβνλνεηδή 

παξέρεη ζαθή έλδεημε ηεο εμειηθηηθήο ηνπ θαηάζηαζεο θαη κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί 

γηα γελεηηθέο κειέηεο. Ιδηαίηεξα νη ηάμεηο ησλ θιαβνλψλ θαη θιαβνλνιψλ, πνπ είλαη 

νη επξχηεξα δηεζπαξκέλεο ζε φια ηα αλψηεξα θπηά ηεο γεο, ζηα θχιια ή ηα 

ινπινχδηα, παξνπζηάδνπλ ζεκαληηθφηαην βνηαλνινγηθφ ελδηαθέξνλ θαη 

ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ ρεκεηνηαμηλφκεζε ησλ θπηψλ (ηαμνλνκηθνί δείθηεο). 

Οη θιαβαλφλεο, πξνθχπηνπλ απφ ηηο αληίζηνηρεο θιαβφλεο κε αλφξζσζε ηνπ 

δηπινχ δεζκνχ Γ
2
. Φαξαθηεξηζηηθνί εθπξφζσπνη ηεο θαηεγνξίαο απηήο είλαη ε 

εζπεξηηίλε, ε νπνία ζπλαληάηαη σο γιπθνδίηεο ζηα πξάζηλα εζπεξηδνεηδή θαη ε 

λαξηγθελίλε. Οη ραιθφλεο είλαη θιαβνλνεηδή κε αλνηθηή αλζξαθηθή αιπζίδα, φπνπ νη 

δπν αξσκαηηθνί δαθηχιηνη ελψλνληαη κεηαμχ ηνπο κε έλα αθφξεζην θαξβνλπιηθφ 

ζχζηεκα. Η παξνπζία ηνπο ζπαλίδεη, δηφηη πνιχ εχθνια ηζνκεξίδνληαη πξνο 

θιαβαλφλεο. Οη ηζνθιαβφλεο είλαη πδξνμπιησκέλα παξάγσγα ηεο κεηξηθήο νπζίαο 

ηζνθιαβφλε, ε νπνία κπνξεί λα είλαη θαη κεξηθψο αιθπιησκέλε. Απαληψληαη ζηα 

θπηά είηε ειεχζεξεο είηε ελσκέλεο σο γιπθνδίηεο. Οη θιαβαλφλεο, ραιθφλεο θαη 

ηζνθιαβφλεο, ιφγσ ηεο πνιχ κηθξήο εμάπισζήο ηνπο ζην θπηηθφ βαζίιεην, 

ζεσξνχληαη δεπηεξεχνληα θιαβνλνεηδή. Σε βηνινγηθά πγξά (νξφ, πιάζκα θαη νχξα), 

ηα θιαβνλνεηδή απαληψληαη σο ζπδπγηαθά γιπθνπξνλίδηα θαη ζεητθά παξάγσγα 

(glucuronide and sulphate conjucates) (Ιγναηιάδος- Ραγκούζη, 1996).  
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1.3.2 Βηνινγηθέο δξάζεηο θιαβνλνεηδώλ 

Τα θιαβνλνεηδή, παξφηη δελ ζεσξνχληαη ζξεπηηθά ζπζηαηηθά είλαη πνιχ 

ζεκαληηθά ζπζηαηηθά ηεο αλζξψπηλεο δίαηηαο. Η εκεξήζηα πξφζιεςε θιαβνλνεηδψλ 

θπκαίλεηαη κεηαμχ 50 έσο 800 mg, αλάινγα κε ηε δίαηηα πνπ αθνινπζείηαη- ηελ 

θαηαλάισζε ιαραληθψλ, θξνχησλ, θφθθηλνπ θξαζηνχ, ηζαγηνχ θ.ι.π. Παξνπζηάδνπλ 

ηδηαίηεξε ζεκαζία εμαηηίαο ησλ πνιιψλ βηνινγηθψλ ηνπο δξάζεσλ. Δμαηηίαο ησλ 

αληηνμεηδσηηθψλ θαη αληηθαξθηληθψλ ηδηνηήησλ ηνπο, ηα θιαβνλνεηδή πνπ βξίζθνληαη 

ζε ηξφθηκα θαη θπηηθά εθρπιίζκαηα έρνπλ ηχρεη ηδηαίηεξεο πξνζνρήο ηηο ηειεπηαίεο 

δεθαεηίεο. Γηάθνξεο δξάζεηο απνδίδνληαη ζε απηά, π.ρ. αληηνμεηδσηηθέο, σο δεζκεπηέο 

ειεπζέξσλ ξηδψλ (Rice-Evans et al., 1996), αληηκεηαιιαμηνγφλεο, αληηθιεγκνλψδεηο 

θαη αληηθαξθηληθέο. Όκσο ε δηεξεχλεζε ησλ αληηνμεηδσηηθψλ δξάζεσλ παξακέλεη ην 

θχξην ζέκα πνιιψλ εξεπλψλ ηα ηειεπηαία ρξφληα. Αξθεηέο κειέηεο έρνπλ ζπζρεηίζεη 

ηε ιήςε ηξνθίκσλ θαη πνηψλ πινχζησλ ζε θιαβνλνεηδή θαη ηελ αληηνμεηδσηηθή ηνπο 

ηθαλφηεηα κε ηελ πξφιεςε δηαθφξσλ αζζελεηψλ πνπ ζρεηίδνληαη κε θαξδηαγγεηαθέο 

παζήζεηο θαη θαξθίλν (Hollman et al., 1997). Δπίζεο, αληηδξνχλ κε δηάθνξα 

ελδπκαηηθά ζπζηήκαηα, π.ρ. αλαζηέιινπλ ηα έλδπκα θπθιννμπγελάζε θαη 

ιηπννμπγελάζε. 

Η ζεκαληηθφηεξε δξάζε ηνπο, φπσο πξναλαθέξζεθε, είλαη ε αληηνμεηδσηηθή 

δξάζε. Δμαηηίαο ησλ κηθξφηεξσλ δπλακηθψλ νμεηδναλαγσγήο ηνπο, έρνπλ ηε 

δπλαηφηεηα λα κεηψλνπλ ζεκαληηθά ηηο νμεηδσηηθέο ειεχζεξεο ξίδεο ζρεκαηίδνληαο 

ιηγφηεξν δξαζηηθέο ξίδεο θιαβνλνεηδψλ. Με απηφ ηνλ ηξφπν απνηξέπνπλ γηα 

παξάδεηγκα ηελ ππεξνμείδσζε ησλ ιηπηδίσλ, κηα απφ ηηο πην ζεκαληηθέο δξάζεηο ησλ 

ειεπζέξσλ ξηδψλ πνπ νδεγεί ζηελ θαηαζηξνθή ησλ θπηηαξηθψλ κεκβξαλψλ θαη 

ηειηθά ζηνλ θπηηαξηθφ ζάλαην (Pietta, 2000). Τα θιαβνλνεηδή αθφκε, έρνπλ ηελ 

ηθαλφηεηα λα δεζκεχνπλ κνλνμείδην  ηνπ αδψηνπ ην νπνίν ζρεκαηίδεη ζε ζπλδπαζκφ 

κε ειεχζεξεο ξίδεο ζνππεξνμεηδίσλ ηα ηδηαίηεξα θαηαζηξεπηηθά ππεξνμπληηξψδε, θαη 

λα αλαζηέιινπλ ηελ νμεηδάζε ηεο μαλζίλεο (xanthine oxidase), κηα ζεκαληηθή πεγή 

ξηδψλ ζνππεξνμεηδίσλ (Cos et al., 1998). Οη ξίδεο ζνππεξνμεηδίσλ κπνξνχλ λα 

αληηδξάζνπλ κε ππεξνμείδην ηνπ πδξνγφλνπ δίλνληαο αθφκε πην ηνμηθέο ξίδεο 

πδξνμπιίσλ. Απηή ε αληίδξαζε, πνπ νλνκάδεηαη αληίδξαζε Fenton, θαηαιχεηαη απφ 

ζίδεξν θαη κπνξεί λα παξεκπνδηζηεί απφ ηελ  θεξθεηίλε, πνπ κπνξεί λα ζρεκαηίζεη 

ρειηθέο ελψζεηο κε ην ζίδεξν. 
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1.3.3 Μέζνδνη αλάιπζεο θιαβνλνεηδώλ 

Πνιιά θιαβνλνεηδή έρνπλ απνκνλσζεί απφ δηάθνξα θπηηθά εθρπιίζκαηα, 

ηξφθηκα θ.α. θαη έρνπλ ραξαθηεξηζηεί κε θαζκαηνζθνπία NMR -
1
H θαη 

13
C. 

Γηάθνξεο ρξσκαηνγξαθηθέο κέζνδνη έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηνλ δηαρσξηζκφ θαη 

ηελ ηαπηνπνίεζε θιαβνλνεηδψλ. Δλδεηθηηθά αλαθέξεηαη φηη ε ρξσκαηνγξαθία TLC 

έρεη ρξεζηκνπνηεζεί γηα ην δηαρσξηζκφ θαη ηελ ηαπηνπνίεζε θαηλνιηθψλ νμέσλ θαη 

θιαβνλνεηδψλ ζε πδαηηθά εθρπιίζκαηα αξσκαηηθψλ θπηψλ ηεο νηθνγέλεηαο 

Lamiaceae (Triantaphyllou et al., 2001). Δπξχηαηα, έρεη εθαξκνζηεί ε 

ρξσκαηνγξαθία HPLC κε αληρλεπηή DAD αιιά θαη άιινπο αληρλεπηέο, γηα ηελ 

ηαπηνπνίεζή θαη ηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ηνπο. Φξεζηκνπνηψληαο ζηήιε RP C18 

θαη 5% πδαηηθφ θνξκηθφ νμχ θαη κεζαλφιε, δηαρσξίζηεθαλ 141 θιαβνλνεηδή, απφ 

πνιηθνχο ηξηγιπθνδίηεο έσο θαη κε πνιηθέο πνιπκεζνμπιησκέλεο αγιπθφλεο πνπ 

αλήθνπλ ζηηο ηάμεηο ησλ θιαβφλσλ, θιαβνλφισλ θαη θιαβαλφλσλ (vandde Casteele 

et al., 1982). Δπίζεο, δηάθνξεο κέζνδνη ειεθηξνθφξεζεο ζε ηξηρνεηδέο (capillary 

zone electrophoresis-CZE) έρνπλ αλαπηπρζεί γηα ην δηαρσξηζκφ πνιπθαηλνιψλ, φπσο 

ε επηθαηερίλε, ε θαηερίλε, ε θεξθεηίλε, ην γεληηζηηθφ, ην θαθετθφ θαη γαιιηθφ νμχ 

θαη ε trans- ξεζβεξαηξφιε, ε κπξηθεηίλε θαη ε ξνπηίλε ζε δείγκαηα θξαζηνχ θαη 

ζηαθπιηψλ (Kulomaa et al., 1997, Arce et al., 1998).   

Μηα βειηησκέλε δηαδηθαζία παξαγσγνπνίεζεο ρξεζηκνπνηψληαο 

παξαγσγνπνίεζε-εθρχιηζε-ζε θηαιίδην (in-vial derivatisation-extraction) πξνηάζεθε 

απφ ηνπο Fiamegos et al., 2003, 2005 γηα ηελ αλάιπζε GC-MS κεζπιησκέλσλ 

θιαβνλνεηδψλ ζε δηάθνξα δείγκαηα βνηάλσλ. Όζνλ αθνξά ηνπο γιπθνδίηεο 

θιαβνλνεηδψλ είλαη ηδηαίηεξα δχζθνιε ε αλάιπζή ηνπο κε ζπκβαηηθή 

ρξσκαηνγξαθία GC αθφκα θαη κεηά ηελ παξαγσγνπνίεζή ηνπο. Δπηπιένλ, ε 

θαζκαηνζθνπία NMR ζε ζπλδπαζκφ κε FAB/MS/MS θαζκαηνκεηξία καδψλ (Borges 

et al., 2001) αιιά θαη κε HPLC-MS ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ην ραξαθηεξηζκφ 

θιαβνλνεηδψλ θαη γιπθνδηηψλ ηνπο (Hansen et al., 1999). Σχζηεκα NMR ζε ζχδεπμε 

κε HPLC-UV-SPE-MS ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ θιαβνλνεηδψλ 

ηαμηθνιίλεο, αξνκαληεηξίλεο, εξηνδηθηπφιεο, λαξηγθελίλεο θαη απηγελίλεο ζε 

εθρχιηζκα Διιεληθήο ξίγαλεο (Exarchou et al., 2003). 
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Δπίζεο, πξνηάζεθε ε ρξήζε ηε θαζκαηνζθνπίαο NMR -
13

C σο κηα απιή 

κέζνδνο πξφγλσζεο ηεο απφδνζεο ησλ ρεκηθψλ κεηαηνπίζεσλ ησλ αλζξάθσλ ησλ 

θιαβνλνεηδψλ. Σηε ζπγθεθξηκέλε κεζνδνινγία πξαγκαηνπνηήζεθε ε ηαπηνπνίεζε 

ησλ ρεκηθψλ κεηαηνπίζεσλ 
13

C κνλνυδξνμπ-θιαβφλσλ θαη ζπγθξίζεθε κε ηελ 

ηαπηνπνίεζε θιαβφλσλ ψζηε λα αλαπηπρζεί έλα εξγαιείν πξφγλσζεο ησλ θαζκάησλ 

NMR -
13

C πνιπυδξνμπιησκέλσλ θιαβνλνιψλ θαη ησλ γιπθνδπιησκέλσλ αλαιφγσλ 

ηνπο. Έηζη απηή ε κεζνδνινγία κπνξεί λα θαλεί ρξήζηκε ζηε γξήγνξε ηαπηνπνίεζε 

ησλ θαζκάησλ NMR -
13

C ησλ θιαβνλνεηδψλ αιιά θαη γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ηνπ 

απνηππψκαηνο ππνθαηάζηαζεο λέσλ θιαβνλνεηδψλ πνπ απνκνλψλνληαη (Burns et 

al., 2007). Σε παιαηφηεξεο κειέηεο, επίζεο έγηλε ε θαηαγξαθή ησλ θαζκάησλ NMR -

13
C κεγάινπ αξηζκνχ πνιπυδξνμπιησκέλσλ θιαβφλσλ θαη θιαβνλνιψλ πνπ 

απνκνλψζεθαλ απφ θπηηθά εθρπιίζκαηα είηε ζπληέζεθαλ, πξνθεηκέλνπ λα 

εθηηκεζνχλ νη επηδξάζεηο ησλ ππνθαηαζηαηψλ ζηηο ρεκηθέο κεηαηνπίζεηο 
13

C ηνπο θαη 

κέζσ ησλ θαζκάησλ ηνπο λα γίλεη ε απφδνζε ησλ δνκψλ ηνπο (Roitman and James, 

1985, Horie et al., 1998).   

 

 

1.3.4 Φαηλνιηθά νμέα 

Τα θαηλνιηθά νμέα είλαη δεπηεξνγελείο θπηηθνί κεηαβνιίηεο ηδηαίηεξα 

δηαδεδνκέλνη ζην θπηηθφ βαζίιεην. Τα θαηλνιηθά νμέα πνπ απαληψληαη ζηε θχζε 

κπνξνχλ λα έρνπλ δπν ραξαθηεξηζηηθέο δνκέο αλζξάθσλ: ηηο δνκέο 

πδξνμπθηλακκσκηθνχ θαη πδξνμπβελδντθνχ νμένο (Σρήκα 1.11). Παξφιν πνπ ν 

βαζηθφο ζθειεηφο παξακέλεη ν ίδηνο, ν αξηζκφο θαη νη ζέζεηο ησλ πδξνμπινκάδσλ 

ζηνλ αξσκαηηθφ δαθηχιην πξνθαινχλ ζεκαληηθέο δηαθνξέο θαη επζχλνληαη γηα ηε 

κεγάιε πνηθηιία ησλ θαηλνιηθψλ νμέσλ. Τν θαθετθφ, ην p-θνπκαξηθφ, ην βαληιιηθφ, 

ην θεξνπιηθφ θαη ην πξσηνθαηερηθφ νμχ είλαη νξηζκέλα απφ ηα θαηλνιηθά νμέα πνπ 

βξίζθνληαη ζρεδφλ ζε φια ηα θπηά. Γηάθνξα θαηλνιηθά νμέα έρνπλ αληρλεπζεί θαηά 

ηα δηαθνξεηηθά ζηάδηα σξίκαλζεο ησλ θπηψλ, ελψ νη θαιιηεξγεηηθέο ζπλζήθεο είλαη 

γλσζηφ φηη επηδξνχλ ζηηο ζπγθεληξψζεηο απηψλ.  
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Σρήκα 1.11: Δνκέο ησλ πδξνμπβελδντθώλ θαη πδξνμπθηλλακσκηθώλ νμέσλ. 

 

Πνιιά απφ ηα θαηλνιηθά νμέα, φπσο παξάγσγα ηνπ θηλακκσκηθνχ θαη 

βελδντθνχ νμένο ππάξρνπλ ζε φια ηα θπηά θαη ζε ηξφθηκα πνπ πξνέξρνληαη απφ απηά 

(π.ρ. θξνχηα, ιαραληθά θαη ζηηεξά). Ωζηφζν, έλα κηθξφ θιάζκα ηνπο παξακέλεη ζε 

κνξθή ειεχζεξνπ νμένο. Τν κεγαιχηεξν θιάζκα ηνπο είλαη ελσκέλν κέζσ εζηεξηθψλ, 

αηζεξηθψλ θαη αθεηαιηθψλ δεζκψλ κε ηελ θπηηαξίλε, πξσηεΐλεο, ιηγλίλεο, 

θιαβνλνεηδή, γιπθφδε, ηεξπέληα θ.α. Απηή ε πνηθηινκνξθία είλαη έλαο απφ ηνπο 

παξάγνληεο πνπ ζπκβάιινπλ ζηελ πνιππινθφηεηα ηεο αλάιπζεο ησλ θαηλνιηθψλ 

νμέσλ. Μνινλφηη, δελ έρεη πιήξσο απνζαθεληζηεί ν ξφινο ησλ θαηλνιηθψλ νμέσλ 

ζηα θπηά, ε παξνπζία ηνπο έρεη ζπλδεζεί κε πνηθίιεο ιεηηνπξγίεο, φπσο ηελ 

πξφζιεςε ζξεπηηθψλ ζπζηαηηθψλ, ηε ζχλζεζε πξσηετλψλ, ηελ ελδπκαηηθή δξάζε, 

ηελ θσηνζχλζεζε. Καζψο είλαη επξχηαηα δηαδεδνκέλα ζε ηξφθηκα πνπ πξνέξρνληαη 

απφ θπηά, νη άλζξσπνη θαηαλαιψλνπλ θαηλνιηθά νμέα ζε εκεξήζηα βάζε. Η 

εκεξήζηα θαηαλάισζή ηνπο εθηηκάηαη κεηαμχ 25 mg κε 1g, αλάινγα ηε δίαηηα πνπ 

αθνινπζείηαη (θξνχηα, ιαραληθά, ζηηεξά, ηζάη, θαθέ, θαξπθεχκαηα θ.α.) (Stalikas, 

2007).  

Τα θαηλνιηθά νμέα είλαη πηζαλφλ λα εκπνδίδνπλ ηελ νμείδσζε ησλ ιηπηδηθψλ 

ππνζηξσκάησλ κε δπν κεραληζκνχο: 

Α) Τελ παγίδεπζε ηεο ππεξνμεηδηθήο ξίδαο (ROO∙), πνπ ζρεκαηίδεηαη ζην ζηάδην ηεο 

έλαξμεο ηεο νμείδσζεο, κε άηνκν πδξνγφλνπ ηνπ θαηλνιηθνχ πδξνμπιίνπ, πξνο 

H

COOH

R1

R2

R3

R4

H

R1

R2

R3

R4

COOH

Τδξνμπθηλλακωκηθά νμέα 

R1, R3: H, OH  

R2: H, OH, OCH3, R4: H, OCH3 

Τδξνμπβελδνϊθά νμέα 

R1 : H, OH  

R2, R3, R4: H, OH, OCH3 
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δεκηνπξγία κηαο θαηλνιηθήο ή γεληθά κηαο αξπινμπ-ξίδαο (αληίδξαζε [2]) πνπ είλαη 

ζηαζεξή. 

R∙ + O2                ROO∙                                                 [1] 

ROO∙ + ArOH                 ROOH + ArO∙                    [2] 

B) Τελ αληίδξαζε δπν ξηδψλ πξνο ζρεκαηηζκφ πξντφλησλ πνπ δελ είλαη ξίδεο 

(αληίδξαζε [4]). 

ROOH                  RO∙ + OH∙                                       [3] 

RO∙ + ArO∙                     ROOAr                                 [4] 

Η αξπινμπ-ξίδα πνπ ζρεκαηίδεηαη είλαη πηζαλφλ λα δεκηνπξγήζεη λέεο ειεχζεξεο 

ξίδεο, φπσο απεηθνλίδεηαη ζηηο αληηδξάζεηο [5] θαη [7]. 

ArO∙ + LOOH                  LOO∙ + ArOH                    [5] 

2ArO∙                    πξνϊόληα πνπ δελ είλαη ξίδεο         [6] 

ArO∙ + LH                   +  ArOH + L∙                            [7] 

Δπηζεκαίλεηαη φηη ε ηαρχηεηα ζρεκαηηζκνχ ησλ πξντφλησλ ησλ αληηδξάζεσλ [4] θαη 

[6], ππεξέρεη θαηά πνιχ ησλ [5] θαη [7] κε ζπλνιηθφ απνηέιεζκα ηελ αληηνμεηδσηηθή 

δξάζε ησλ θαηλνιηθψλ νμέσλ (Shahidi, 1997) 
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2. ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΕΡΟ 

2.1 Δείγκαηα 

Σα θπηηθά δείγκαηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ άλεθαλ ζηηο νηθνγέλεηεο 

Lamiaceae, Oleaceae θαη Apocynaceae, σο αθνινύζσο:  

 Lamiaceae: δείγκαηα Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis, Thymus 

vulgaris, θαη Origanum majorana.  

 Oleaceae: δείγκα θύιισλ ειηάο (Olea europaea). 

  Apocynaceae: δείγκα θύιισλ Nerium oleander.  

Σα απνμεξακέλα δείγκαηα δεληξνιίβαλνπ, ζπκαξηνύ, θαζθόκεινπ θαη καληδνπξάλαο 

ήηαλ εκπνξηθώο δηαζέζηκα. Σα θύιια ειηάο ζπιιέρζεθαλ από ηελ πεξηνρή ηεο 

Αιβαλίαο ηνλ Οθηώβξην ηνπ 2005. Σα θύιια ξνδνδάθλεο ειήθζεζαλ από θήπν από 

ηελ πεξηνρή Ισαλλίλσλ. 

 

2.2 Πξόηππεο ελώζεηο 

Οη πξόηππεο ελώζεηο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ θαηαζθεπή θακπύισλ 

αλαθνξάο είλαη νη αθόινπζεο: νπξζνιηθό (90%) θαη κπεηνπιηληθό νμύ (90%) ηεο 

Aldrich (Steinheim, Germany), νιεαλνιηθό νμύ (97%), κπεηνπιίλε (98%) θαη 

νπβαόιε (98.4%) ηεο Sigma (Steinheim, Germany), εξπζξνδηόιε (97%) ηεο Fluka 

(Steinheim, Germany), θαθετθό νμύ (98%) ηεο Aldrich (Steinheim, Germany) θαη 

ξνζκαξηληθό νμύ ηεο Fluka (Steinheim, Germany). Δπίζεο θαξλνζηθό νμύ (91%) 

θαξλνζόιε, λαξηγθελίλε (95%), ζπκόιε (99.5%) ηεο Sigma (Steinheim, Germany), 

θαξβαθξόιε (98%) Aldrich (Steinheim, Germany), ηαμηθνιίλε (85%) ηεο 

Biochemica (Steinheim, Germany), εζπεξηηίλε, εξηνδηθηπόιε (95%) θαη εζπεξηδίλε 

(90%) ηεο Fluka (Steinheim, Germany) θαη ηδελθνπαλίλε από ηελ Extrasynthese 

(Genay, France). Σν ηεηξακεζπινζηιπινπξνπηνληθό άιαο ηνπ Na (TMSP-d4) ιήθζεθε 

από ηελ Cambridge Isotope Laboratories Inc. (Cambridge, MA). 

 

2.3 Δηαιύηεο 

Οη αλαιπηηθώο θαζαξνί δηαιύηεο κεζαλόιε θαη n-εμάλην, πνπ 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ εθρύιηζε, αγνξάζηεθαλ από ηε Scharlau (Barcelona, 

Spain), ν νμηθόο αηζπιεζηέξαο από ηε Lab-Scan, (Dublin, Ireland) θαη ε απόιπηε 

αηζαλόιε από ηε Sigma-Aldrich (Hellas). Οη πςειήο θαζαξόηεηαο δηαιύηεο, 

θαηάιιεινη γηα ρξσκαηνγξαθηθή ρξήζε, αθεηνληηξίιην, κεζαλόιε θαη λεξό 
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αγνξάζηεθαλ από ηε Merck, (Darmstadt, Germany), ηε Scharlau (Barcelona, Spain) 

θαη ηελ ACROS ORGANICS (UK). Σν νμηθό νμύ (glacial) αλαιπηηθώο θαζαξό θαη ην 

δηο-όμηλν θσζθνξηθό θάιην (Pro Analysis) ήηαλ ηεο Merck (Darmstadt, Germany) θαη 

ην νξζν-θσζθνξηθό νμύ 85% από ηε Riedel-de Haen (Seelxe, Germany). Η 

πδξνμππξνππι-γ-θπθινδεμηξίλε, πνπ πξνζηέζεθε ζηελ θηλεηή θάζε ζηελ πγξή 

ρξσκαηνγξαθία πςειήο απόδνζεο, αγνξάζηεθε από ηελ Aldrich (Steinheim, 

Germany). Οη δεπηεξησκέλνη δηαιύηεο αθεηνληηξίιην (99,8%) θαη ππξηδίλε (99.0%) 

πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ αλάιπζε κε θαζκαηνζθνπία NMR πξνεξρόηαλ από 

ηελ Sigma-Aldrich (Hellas) θαη ηε Deutero GmbH (Kastellaum, Germany). 

 

2.4 Αληηδξαζηήξηα  

Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ησλ νιηθώλ θαηλνιώλ ην αληηδξαζηήξην Folin-Ciocalteu 

αγνξάζηεθε από ηε Fluka (Switzerland), ην αλζξαθηθό λάηξην από ηε Riedel de Haen 

(Seelze, Germany) θαη ε ζηαζεξή ξίδα 2,2-δηθαηλπιν-1-πηθξπιπδξαδύιην (DPPH
•
) 

(~90%) από ηε Sigma-Aldrich  (Hellas).  

  

2.5 Όξγαλα - πζθεπέο 

Γηα ηνπο θαζκαηνκεηξηθνύο πξνζδηνξηζκνύο ρξεζηκνπνηήζεθε 

θαζκαηνθσηόκεηξν Advanced Seconam ηεο Anthelie (France).  

Η κειέηε ηεο ζύζηαζεο ησλ θπηηθώλ εθρπιηζκάησλ γηα ηελ παξνπζία 

ηξηηεξπεληθώλ νμέσλ, πξαγκαηνπνηήζεθε κε ζύζηεκα πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο πςειήο 

απόδνζεο αληίζηξνθεο θάζεο (RP-HPLC) Shimadzu (Tokyo, Japan) απνηεινύκελν 

από ζύζηεκα κεηαθνξάο ηεζζάξσλ δηαιπηώλ FCV-10AL VP, αληιία LC-10AD VP, 

ειεγθηή ζπζηήκαηνο SCL-10A VP ζπλδεδεκέλσλ κε αληρλεπηή ζπζηνηρίαο δηόδσλ 

SPD-M10A VP θαη θιαζκαηνζπιιέθηε FRC-10A Ver 3. Η εηζαγσγή ηνπ δείγκαηνο 

επηηπγράλεηαη κε βαιβίδα εηζαγσγήο Rheodyne 7125 (CA), LP κε βξόγρν όγθνπ 20 

κl. Η ζεξκνζηάηεζε ηεο ζηήιεο έγηλε ζε θνύξλν CTO-10AS (Shimadzu, Tokyo, 

Japan). Ο πγξνρξσκαηνγξαθηθόο δηαρσξηζκόο ησλ θαηλνιηθώλ θαη ηξηηεξπεληθώλ 

ζπζηαηηθώλ ησλ εθρπιηζκάησλ πξαγκαηνπνηήζεθε ζε αλαιπηηθή ζηήιε ODS 

HYPERSIL C18 (25cm×4,6mm), 5κm. Η επεμεξγαζία ησλ ρξσκαηνγξαθεκάησλ 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ην ινγηζκηθό CLASS-VP.  

Δπίζεο, ρξεζηκνπνηήζεθε ην ζύζηεκα πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο νξγάλνπ LC-

NMR ηεο εηαηξείαο Bruker, ην νπνίν απνηειείηαη από αληιία πξνώζεζεο δηαιπηώλ 

Agilent G13311A θαη αληρλεπηή δηόδσλ Bruker DAD UV detector (Bruker BioSpin, 
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Rheinstetten, Germany). Γηα ηελ έγρπζε ηνπ δείγκαηνο ρξεζηκνπνηήζεθε απηόκαηνο 

δεηγκαηνιήπηεο Agilent G1311A κε βξόγρν κεηαβιεηνύ όγθνπ (0 έσο 100 κl). 

ηα εθρπιίζκαηα πνπ παξαιήθζεθαλ κε νξγαληθνύο δηαιύηεο, ε απνκάθξπλζε 

ησλ δηαιπηώλ πξαγκαηνπνηήζεθε ζε πεξηζηξνθηθό εμαηκηζηήξα Büchi, κνληέιν R-

114, ζπλδεδεκέλνπ κε πδξόινπηξν, κνληέιν Β-480 θαη κε ξπζκηζηή θελνύ, κνληέιν 

V-800.  

Σα πεηξάκαηα NMR κηαο θαη δπν δηαζηάζεσλ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζην Κέληξν 

Ππξεληθνύ Μαγλεηηθνύ πληνληζκνύ ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Ισαλλίλσλ, ζε 

θαζκαηνγξάθν ηύπνπ AV-400 θαη LC-NMR AV-500, ηεο Brüker. Η επεμεξγαζία 

ησλ θαζκάησλ έγηλε κε ηε βνήζεηα ηνπ ινγηζκηθνύ TOP SPIN ηεο Brüker.  

Η αλάιπζε ησλ εθρπιηζκάησλ κε ηελ ηερληθή LC-MS πξαγκαηνπνηήζεθε κε ην 

ζύζηεκα Agilent 1100 Technologies LC/MSD Trap SL, (Agilent Technologies, Santa 

Clara, CA, USA) απνηεινύκελν από αληιία Agilent G1312A, απηόκαην 

δεηγκαηνιήπηε Agilent G1313A, απαεξσηή Agilent G1379A θαη αληρλεπηή 

ππεξηώδνπο-νξαηνύ Agilent G1315B. Σν θαζκαηόκεηξν καδώλ ήηαλ ηύπνπ Agilent 

G2445Α (LC/MSD Trap SL ion trap mass spectrometer) εθνδηαζκέλν κε ζύζηεκα 

ειεθηξνςεθαζκνύ ηόληνο (ESI). Ο έιεγρνο θαη ε επεμεξγαζία ησλ δεδνκέλσλ γίλεηαη 

κέζσ Η/Τ θαη ηνπ πξνγξάκκαηνο Agilent Chemstation Software 2003. Ο 

πγξνρξσκαηνγξαθηθόο δηαρσξηζκόο ησλ θαηλνιηθώλ ζπζηαηηθώλ πξαγκαηνπνηήζεθε 

ζε αλαιπηηθή ζηήιε Altima C18, 25cm x 4.6 mm i.d., 5 κm ηεο Alltech (Deerfield, 

USA). Αέξην άδσην N2 ρξεζηκνπνηείηαη σο εθλεθσηήο ζε πίεζε 10 psi θαη ε ξνή 

ξπζκίζηεθε ζηα 4 l/min. Η ζεξκνθξαζία θαη ην δπλακηθό ηνπ ηξηρνεηδνύο 

ξπζκίζηεθαλ ζηνπο 325
o
C θαη 3.5 kV, αληίζηνηρα. Η ιήςε θάζκαηνο κάδαο MS 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζε έλα εύξνο ηηκώλ 50 έσο 800 m/z.  

2.6 Μέζνδνη 

 

2.6.1 Παξαιαβή εθρπιηζκάηωλ από θπηηθά πξνϊόληα 

Όια ηα θπηηθά δείγκαηα αξρηθά μεξάζεθαλ κε πγξό N2, ζηε ζπλέρεηα 

αθνινύζεζε ιηνηξίβεζε ησλ θύιισλ ζε πνξζειάληλν γνπδί, δύγηζε θαη δηαδνρηθή 

εθρύιηζε ζε ζπζθεπή ζπλερνύο ιεηηνπξγίαο ηύπνπ Soxhlet κε δηαιύηεο εμάλην θαη 

νμηθό αηζπιεζηέξα (Somova et al., 2003). ε πξνδπγηζκέλε εζκπξηζκέλε ζθαηξηθή 

θηάιε πνπ θέξεη πέηξεο βξαζκνύ, πξνζηέζεθε επαξθήο πνζόηεηα δηαιύηε εθρύιηζεο 

(200 ml). Η δηάξθεηα εθρύιηζεο γηα ην εμάλην ήηαλ πεξίπνπ 2 ώξεο (4 ζηθσληζκνί) 
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θαη γηα ηνλ νμηθό αηζπιεζηέξα πεξίπνπ 4 ώξεο (10 ζηθσληζκνί). Οη δηαιύηεο 

απνκαθξύλζεθαλ κέρξη μεξνύ, ππό θελό ζε πεξηζηξνθηθό εμαηκηζηήξα θαη ηα μεξά 

εθρπιίζκαηα πνπ πξνέθπςαλ δηαηεξήζεθαλ ζε θιεηζηά θηαιίδηα ζηελ θαηάςπμε θαη 

πξνέθπςαλ δώδεθα εθρπιίζκαηα. ηνλ Πίλαθα 2.1 αλαγξάθνληαη ζπγθεληξσηηθά ηα 

εθρπιίζκαηα πνπ παξαζθεπάζηεθαλ κε ηνπο θσδηθνύο κε ηνπο νπνίνπο εκθαλίδνληαη 

ζηα επόκελα θεθάιαηα. 

 

Πίνακας 2.1: Σσγκενηρωηικός πίνακας ηων εκτσλιζμάηων ποσ παραζκεσάζηηκαν με ηοσς 

κωδικούς ηοσς. 

 

Α/α Κωδηθόο Πεξηγξαθή Εθρπιίζκαηνο 

1 Γελη.ΟΑ Δθρύιηζκα  Ομηθνύ Αηζπιεζηέξα Γεληξνιίβαλνπ 

2 Γελη.Δ Δμαληθό Δθρύιηζκα Γεληξνιίβαλνπ 

3 Φαζθ.ΟΑ Δθρύιηζκα  Ομηθνύ Αηζπιεζηέξα Φαζθόκεινπ 

4 Φαζθ.Δ Δμαληθό Δθρύιηζκα Φαζθόκεινπ 

5 Θπκ.ΟΑ Δθρύιηζκα  Ομηθνύ Αηζπιεζηέξα Θπκαξηνύ 

6 Θπκ.Δ Δμαληθό Δθρύιηζκα Θπκαξηνύ 

7 Μαληδ.ΟΑ Δθρύιηζκα  Ομηθνύ Αηζπιεζηέξα Μαληδνπξάλαο 

8 Μαληδ.Δ Δμαληθό Δθρύιηζκα Μαληδνπξάλαο 

9 Φ.Δ.ΟΑ Δθρύιηζκα  Ομηθνύ Αηζπιεζηέξα Φύιισλ Διηάο 

10 Φ.Δ.Δ Δμαληθό Δθρύιηζκα Φύιισλ Διηάο 

11 Ρνδ.ΟΑ Δθρύιηζκα  Ομηθνύ Αηζπιεζηέξα Ρνδνδάθλεο 

12 Ρνδ.Δ Δμαληθό Δθρύιηζκα Ρνδνδάθλεο 

  

 

2.6.2 Εθηίκεζε ηεο αληηνμεηδωηηθήο δξάζεο ηωλ εθρπιηζκάηωλ κε ηε δνθηκή 

ζηαζεξήο ειεύζεξεο ξίδαο DPPH
•
 

Η κέζνδνο απηή βαζίδεηαη ζηελ ηθαλόηεηα ησλ αληηνμεηδσηηθώλ γηα δέζκεπζε 

ηεο ξίδαο DPPH
•
 θαη νθείιεηαη ζηελ ηθαλόηεηά ηνπο λα απνδίδνπλ ην θαηλνιηθό 

πδξνγόλν ζηελ ειεύζεξε ξίδα. Ωο ζπλέπεηα, ε ξίδα απνρξσκαηίδεηαη θαη από ηε 

κείσζε ηεο απνξξόθεζεο, πνπ εμαξηάηαη κε ην πνζνζηό δέζκεπζεο ηεο ξίδαο 

εθηηκάηαη ε αληηνμεηδσηηθή ηθαλόηεηα. 
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Η εθηίκεζε ηεο αληηνμεηδσηηθήο δξάζεο ησλ εθρπιηζκάησλ ησλ θύιισλ έγηλε 

ζύκθσλα κε ηε κέζνδν ησλ Choi et al., 2002. Γηαιύκαηα (1,0 mg/ ml) ησλ ζηεξεώλ 

εθρπιηζκάησλ ζε κεζαλόιε αξαηώλνληαη κε κεζαλόιε ζε ηειηθέο ζπγθεληξώζεηο ησλ 

500, 250, 100, 50 θαη 10 κg/ ml. ε κηα θπςειίδα θέξνληαη κε ηελ βνήζεηα απηόκαηεο 

πηπέηαο 1 ml κεζαλνιηθνύ δηαιύκαηνο ξίδαο DPPH
•
 0,3 mM θαη 2 ml κεζαλνιηθνύ 

δηαιύκαηνο εθρπιίζκαηνο δηαθνξεηηθώλ ζπγθεληξώζεσλ. Αθήλνληαη λα αληηδξάζνπλ 

ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη κεηά από 30 min κεηξάηαη ε απνξξόθεζε ζηα 517 nm. 

Η αληηνμεηδσηηθή δξάζε ππνινγίδεηαη ζύκθσλα κε ηελ εμίζσζε: 

 

Αληηνμεηδωηηθή δξάζε % (scaveging capacity) = 100- [( A δείγκαηνο – A ηπθινύ) * 100/ A κάξηπξα] 

 

όπνπ Aδείγκαηνο = ε απνξξόθεζε ηνπ δείγκαηνο ζηα 517 nm   

Γηα ηνλ ηπθιό πξνζδηνξηζκό ρξεζηκνπνηήζεθε 1,0 ml MeOH θαη 2,0 ml 

δηάιπκα εθρπιίζκαηνο. Γηα ηνλ κάξηπξα ρξεζηκνπνηήζεθε δηάιπκα ξίδαο DPPH
•
 θαη 

MeOH αληίζηνηρα. Γηα ηελ έθθξαζε ηεο αληηνμεηδσηηθήο δξάζεο ρξεζηκνπνηείηαη ν 

ζπληειεζηήο SC50  πνπ νξίδεηαη σο ε ζπγθέληξσζε ηνπ αληηνμεηδσηηθνύ ή ηνπ 

εθρπιίζκαηνο ζηελ νπνία παξαηεξείηαη ην 50% ηεο δέζκεπζεο ηεο ξίδαο όπσο 

κεηξάηαη από ηε κείσζε ηεο απνξξόθεζεο ζηα 517 nm. Γηα ηνλ ππνινγηζκό ηνπ SC50 

έγηλαλ αξαηώζεηο ελόο ππθλνύ δηαιύκαηνο εθρπιίζκαηνο ζηηο νπνίεο πξνζηέζεθε 

ζηαζεξή πνζόηεηα δηαιύκαηνο ξίδαο, κεηξήζεθε ε απνξξόθεζε απηώλ κεηά από 30 

min θαη νη ηηκέο απνξξόθεζεο κε ηηο ζπγθεληξώζεηο ηνπνζεηήζεθαλ ζε δηάγξακκα 

από ην νπνίν ππνινγίζηεθε ην SC50.  

 

2.6.3 Φωηνκεηξηθόο πξνζδηνξηζκόο νιηθώλ θαηλνιηθώλ ζπζηαηηθώλ 

Ο πξνζδηνξηζκόο ησλ νιηθώλ θαηλνιώλ κε ηελ κέζνδν Folin-Ciocalteu 

βαζίδεηαη ζηελ νμείδσζε ησλ θαηλνιηθώλ ζπζηαηηθώλ ζε αιθαιηθό πεξηβάιινλ κε 

κίγκα θσζθνβνιθξακηθνύ θαη θσζθνκνιπβδαηληθνύ νμένο. Απνηέιεζκα ηεο 

αληίδξαζεο είλαη ν ζρεκαηηζκόο θπαλώλ πξντόλησλ. Η έληαζε ηνπ θπαλνύ ρξώκαηνο, 

κε κέγηζην ζηα 725 nm είλαη αλάινγε ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ θαηλνιηθώλ 

ζπζηαηηθώλ. 

Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκό ησλ νιηθώλ θαηλνιηθώλ ζπζηαηηθώλ αθνινπζήζεθε ε 

παξαθάησ δηαδηθαζία: ζε νγθνκεηξηθή θηάιε ησλ 10 ml θέξνληαη 0,2 ml δείγκαηνο ή 

πξόηππνπ δηαιύκαηνο. Αθνινπζεί πξνζζήθε 4,8 ml απεζηαγκέλνπ λεξνύ. 

Πξνζηίζεληαη 0,5 ml δηαιύκαηνο Folin-Ciocalteu θαη κεηά από 3 min πξνζηίζεηαη 1,0 
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ml θνξεζκέλνπ δηαιύκαηνο Na2CO3 θαη ζπκπιεξώλεηαη ν όγθνο ζηε θηάιε κε λεξό. 

Μεηά από παξακνλή γηα 1 h ζε ζθνηεηλό ρώξν, κεηξάηαη ε απνξξόθεζε ζε κήθνο 

θύκαηνο 725 nm. 

Γηα ηνλ πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό ησλ θαηλνιηθώλ ζπζηαηηθώλ ζηα εθρπιίζκαηα 

θύιισλ ειηάο θαηαζθεπάζζεθε θακπύιε αλαθνξάο κε πξόηππν θαθετθό νμύ. Οη 

ζπγθεληξώζεηο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ήηαλ από 50 έσο 500 κg/ ml θαη γηα ηνλ 

πξνζδηνξηζκό αθνινπζήζεθε ε παξαπάλσ δηαδηθαζία. 

 

2.6.4 Φωηνκεηξηθόο πξνζδηνξηζκόο νιηθώλ θιαβνλνεηδώλ ζπζηαηηθώλ 

 Η αξρή ηεο ρξσκαηνκεηξηθήο απηήο κεζόδνπ βαζίδεηαη ζηε δπλαηόηεηα ηνπ 

AlCl3 λα ζρεκαηίδεη ζηαζεξά ζύκπινθα κε ηελ θαξβνλπινκάδα ζηε ζέζε 4 θαη ηηο 

πδξνμπινκάδεο ζηε ζέζε 3 ηνπ ίδηνπ δαθηπιίνπ θαη ζηε ζέζε 5 ηνπ δαθηπιίνπ Α ησλ 

θιαβνλώλ θαη θιαβνλνιώλ. Δπηπξόζζεηα, ην AlCl3 ζρεκαηίδεη αζηαζή ζύκπινθα κε 

ηηο ορθο-δη-πδξνμπινκάδεο ησλ δαθηπιίσλ Α θαη Β ησλ θιαβνλνεηδώλ. Απνηέιεζκα 

ηεο αληίδξαζεο απηήο είλαη ν ζρεκαηηζκόο θίηξηλσλ πξντόλησλ. Η έληαζε ηνπ 

ρξώκαηνο κε κέγηζην ζηα 415 nm είλαη αλάινγε ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ 

θιαβνλνεηδώλ. 

Ο πξνζδηνξηζκόο ησλ νιηθώλ θιαβνλνεηδώλ ζπζηαηηθώλ πξαγκαηνπνηήζεθε 

ζύκθσλα κε ηε κέζνδν ησλ Miliauskas et al., 2004 θαη αθνινπζήζεθε ε παξαθάησ 

δηαδηθαζία: ζε νγθνκεηξηθή θηάιε ησλ 25 ml θέξνληαη 1 ml εθρπιίζκαηνο ζε 

κεζαλόιε (10 mg/ml) θαη 1 ml αηζαλνιηθνύ εθρπιίζκαηνο AlCl3 (20 mg/ml) θαη 

ζπκπιεξώλεηαη ν όγθνο ζηε θηάιε κε αηζαλόιε. Μεηά από παξακνλή 40min ζε 

πδαηόινπηξν ζηνπο 20ºC κεηξάηαη ε απνξξόθεζε ζε κήθνο θύκαηνο 415 nm. Γηα ηνλ 

ηπθιό πξνζδηνξηζκό ρξεζηκνπνηήζεθε 1 ml εθρπιίζκαηνο, κία ζηαγόλα νμηθνύ νμένο 

θαη ζπκπιεξώζεθε κέρξη ηα 25 ml κε αηζαλόιε. 

Γηα ηνλ πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό ησλ θιαβνλνεηδώλ ζηα εθρπιίζκαηα 

θαηαζθεπάζζεθε θακπύιε αλαθνξάο κε πξόηππε έλσζε ξνπηίλε θάησ από ηηο ίδηεο 

ζπλζήθεο. Οη ζπγθεληξώζεηο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ήηαλ από  25 έσο  500 κg/ ml.   

Η πεξηεθηηθόηεηα ζε θιαβνλνεηδή ζηα εθρπιίζκαηα ππνινγίδεηαη ζύκθσλα κε 

ηελ εμίζσζε: 

X = (A x m0 x 10) / (A0 x m) 

όπνπ: X είλαη ε πεξηεθηηθόηεηα ζε θιαβνλνεηδή ζε mg/g εθρπιίζκαηνο, A ε 

απνξξόθεζε ηνπ δηαιύκαηνο ηνπ εθρπιίζκαηνο ζηα 415 nm, A0  ε απνξξόθεζε ηνπ 
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δηαιύκαηνο ηεο πξόηππεο ξνπηίλεο ζηα 415 nm, m ην βάξνο ηνπ εθρπιίζκαηνο ζε mg 

θαη m0  ην βάξνο ηεο ξνπηίλεο ζην δηάιπκα ζε g.  

 

2.6.5 Μειέηε ηεο ζύζηαζεο ηωλ εθρπιηζκάηωλ 

2.6.5.1 Μειέηε ηεο ζύζηαζεο ηωλ εθρπιηζκάηωλ κε ηε ρξήζε NMR-1D & 2D ζε 

δηαθνξεηηθνύο δεπηεξηωκέλνπο δηαιύηεο 

Σα αθαηέξγαζηα εμαληθά εθρπιίζκαηα θαη ηα εθρπιίζκαηα νμηθνύ αηζπιεζηέξα 

ησλ θπηώλ Thymus vulgaris, Rosmarinus officinallis, Salvia officinallis, Origanum 

majorana, Nerium oleander θαη Olea europaea (20 & 50 mg) δηαιύζεθαλ ζε 500 κl 

νιηθώο δεπηεξησκέλνπ αθεηνληηξηιίνπ (CD3CN) θαη ππξηδίλεο (Pyr-d5), πνπ πεξηείραλ 

σο έλσζε αλαθνξάο ην ηεηξακεζπινζηιπινπξνπηνληθό άιαο ηνπ Na (TMSP-d4) θαη 

ηνπνζεηήζεθαλ ζε θαηάιιειν ζσιελάξην NMR. Αθνινύζεζε ε ιήςε θαζκάησλ 

κηαο θαη δπν δηαζηάζεσλ, θαζώο θαη ε απνηίκεζε ηνπο. 

Γηα ηελ ηαπηνπνίεζε θιαβνλνεηδώλ, θαηλνιηθώλ νμέσλ θαη δηηεξπελίσλ ηα 

εθρπιίζκαηα δηαιύζεθαλ ζε νιηθώο δεπηεξησκέλν αθεηνληηξίιην (20 mg), 

αθνινύζεζε θπγνθέληξεζε θαη ην ππεξθείκελν δηάιπκα αθνύ ζπκπιεξώζεθε κε 

δηαιύηε κέρξη ηα 500 κl ηνπνζεηήζεθε ζε θαηάιιειν ζσιελάξην NMR. Γηα ηελ 

αλίρλεπζε θιαβνλνεηδώλ ειήθζεζαλ θάζκαηα NMR-
1
Η, ελώ γηα ηηο ππόινηπεο 

ηάμεηο θάζκαηα νκνππξεληθήο θαζκαηνζθνπίαο ζπζρέηηζεο (COSY 
1
H-

1
H), 

εηεξνππξεληθήο θαζκαηνζθνπίαο ζπζρέηηζεο απινύ θβάληνπ (HSQC 
1
H-

13
C) θαη 

εηεξνππξεληθήο θαζκαηνζθνπίαο ζπζρέηηζεο κέζσ πνιιαπιώλ δεζκώλ (HMBC 
1
H-

13
C).  

Γηα ηελ δηάθξηζε αξρηθά ησλ ηξηηεξπεληθώλ νμέσλ, νιεαλνιηθνύ θαη 

νπξζνιηθνύ νμένο, παξαζθεπάζηεθε κίγκα ηνπο 2:1 (6 mg : 3 mg ) ζε δεπηεξησκέλε 

ππξηδίλε θαη ειήθζεζαλ θάζκαηα NMR-
1
Η, HSQC 

1
H-

13
C, HMBC 

1
H-

13
C. ε πξώην 

ζηάδην  έγηλε κηα πξνζπάζεηα εθαξκνγήο ηεο πξσηνληαθήο θαζκαηνζθνπίαο NMR 

γηα ηνλ πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό ησλ νμέσλ. Παξαζθεπάζηεθαλ κίγκαηα 1:1 ησλ 

νμέσλ, ζε κηα πεξηνρή ζπγθεληξώζεσλ από 2-10 mg/ ml (4.4-22.0 mM) κε ηελ 

πξνζζήθε ζηαζεξήο πνζόηεηαο δηαιύκαηνο TMSP-d4 (0.012M) ζε δεπηεξησκέλε 

ππξηδίλε. Καηαζθεπάζηεθαλ θακπύιεο αλαθνξάο, πέληε ζεκείσλ, ηνπνζεηώληαο ζηνλ 

άμνλα ησλ y ηελ αλαινγία ηνπ νινθιεξώκαηνο ηνπ ζήκαηνο ζπληνληζκνύ ηνπ 

πξσηνλίνπ Η18 ηνπ νιεαλνιηθνύ θαη ηνπ νπξζνιηθνύ νμένο πξνο ην νινθιήξσκα ηνπ 

εζσηεξηθνύ πξνηύπνπ. Πξνθεηκέλνπ λα εμαζθαιηζηεί ε πιήξεο-επαξθήο απνδηέγεξζε 

ησλ πξσηνλίσλ πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη γηα ηνλ πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό (Η18 γηα ην 
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ΟΑ & UA), πξνζδηνξίζηεθε ε παξάκεηξνο Τ1 ρξεζηκνπνηώληαο ηε κέζνδν 

«κεδεληθνύ ζεκείνπ» (null point method). Η ηηκή ηνπ Τ1 βξέζεθε 0.8 s θαη έηζη ε ηηκή 

ηνπ ρξόλνπ θαηαγξαθήο (acquisition time)  ζπλ ην ρξόλν απνδηέγεξζεο (relaxation 

delay) ηέζεθε πεξηζζόηεξν από πέληε θνξέο κεγαιύηεξε. ε θάπνηα εθρπιίζκαηα, 

ιόγσ αιιεινεπηθάιπςεο ησλ ζεκάησλ ζπληνληζκνύ ζηελ πεξηνρή νινθιήξσζεο, δελ 

ήηαλ δπλαηόλ λα εθαξκνζηεί ε ζπγθεθξηκέλε κεζνδνινγία. 

Δθαξκόζηεθε ε αθόινπζε κεζνδνινγία κε βάζε ηνπο Lewis et al., 2007. 

Παξαζθεπάζηεθαλ δηαιύκαηα ησλ νμέσλ ζε κηα πεξηνρή ζπγθεληξώζεσλ από 2-14 

mg/ ml (4.4-30.6 mM) θαη έγηλε ε ιήςε θαζκάησλ HSQC 
1
H-

13
C ζηνλ ειάρηζην 

δπλαηό ρξόλν (ns= 2, texp= 14 min). Καηαζθεπάζηεθαλ θακπύιεο αλαθνξάο, έμη 

ζεκείσλ, ηνπνζεηώληαο ζηνλ άμνλα y ηνλ κέζν όξν ηεο ηηκήο ηεο απόιπηεο έληαζεο 

δπν δηαζηαπξνύκελσλ θνξπθώλ πνπ βξίζθνληαη ζε απόζηαζε (π.ρ. ζπδεύμεηο C18-

H18 & C12-H12 γηα ΟΑ & UA) θαη ζηνλ άμνλα x ηελ ζπγθέληξσζε. Μέζσ ηνπ 

κέζνπ όξνπ ηεο απόιπηεο έληαζεο ησλ ίδησλ δηαζηαπξνύκελσλ θνξπθώλ θαη ηεο 

εμίζσζεο ηεο επζείαο ππνινγίζηεθε ε άγλσζηε ζπγθέληξσζε ησλ νμέσλ ζηα 

εθρπιίζκαηα. Η ίδηα πνξεία πεηξακάησλ θαη κεζνδνινγία πνζνηηθνύ πξνζδηνξηζκνύ 

εθαξκόζηεθε θαη γηα ηελ κπεηνπιίλε, ην κπεηνπιηληθό νμύ, ηελ εξπζξνδηόιε θαη ηελ 

νπβαόιε. ηελ πεξίπησζε απηώλ ησλ ελώζεσλ θαηαζθεπάζηεθε θακπύιε αλαθνξάο 

ηξηώλ ζεκείσλ, ζε κηα πεξηνρή ζπγθεληξώζεσλ από 2- 6 mg/ ml (4.4-13.2 mM).           

 

2.6.5.2 Μειέηε ηεο ζύζηαζεο ηωλ εθρπιηζκάηωλ κε LC-ESI-MS  

Γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ δηαθόξσλ ηάμεσλ ησλ ελώζεσλ (θαηλνιηθά νμέα, 

θιαβνλνεηδή, δηηεξπέληα θαη ηξηηεξπέληα) ρξεζηκνπνηήζεθε ζύζηεκα LC-MS, 

εθνδηαζκέλν κε ζύζηεκα ειεθηξνςεθαζκνύ ηόληνο ζπλδεδεκέλν θαη κε αληρλεπηή 

ζπζηνηρίαο δηόδσλ. Δθαξκόζηεθε ζεηηθόο θαη αξλεηηθό ηνληζκόο, αιιά ζηηο ζπλζήθεο 

ηνπ πεηξάκαηνο πξνέθπςαλ θαιύηεξα απνηειέζκαηα ζε ζπλζήθεο αξλεηηθνύ 

ηνληζκνύ. Δπίζεο, πξαγκαηνπνηήζεθε ζξαπζκαηνπνίεζε ησλ θύξησλ ζξαπζκάησλ 

(MS
2
). Η ηαπηνπνίεζε ησλ ελώζεσλ έγηλε κε βάζε βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα 

θαζκάησλ καδώλ θαη ην ρξόλν θαηαθξάηεζεο θαη ζε ζύγθξηζε κε όζεο πξόηππεο 

ελώζεηο ήηαλ εκπνξηθά δηαζέζηκεο. 

 Σν πξόγξακκα βαζκσηήο έθινπζεο πνπ εθαξκόζηεθε, πξνέθπςε κε ζθνπό λα 

δηαρσξηζηνύλ νη δηάθνξεο ηάμεηο ελώζεσλ, πνπ ππήξραλ ζηα δεδνκέλα εθρπιίζκαηα. 

πγθεθξηκέλα γηα ηα ηξηηεξπελνεηδή ζπλήζσο ρξεζηκνπνηείηαη ηζνθξαηηθή έθινπζε, 

γη’ απηό θαη ηα ηειεπηαία 15 ιεπηά εθαξκόζηεθε αλαινγία δηαιπηώλ 90:10% 
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αθεηνληηξίιην: λεξό (0.1% νμηθό νμύ), πξνθεηκέλνπ λα δηαρσξηζηνύλ θαη λα 

αληρλεπζνύλ. Γηα ηελ αλάιπζε ησλ εθρπιηζκάησλ παξαζθεπάζηεθαλ δηαιύκαηα 

ζπγθέληξσζεο 1 mg/ mL ζε κεζαλόιε θαη αξαηώζεηο απηώλ. Σα δηαιύκαηα πξηλ ηελ 

αλάιπζε δηεζήζεθαλ από θίιηξν κεκβξάλεο 0.45 μ. 

 Η θηλεηή θάζε απνηεινύληαλ από δύν δηαιύηεο ηνλ δηαιύηε Α (αθεηνληηξίιην) 

θαη ηνλ δηαιύηε Β (λεξό κε νμηθό νμύ 0.1 %, v/v). Σν ζύζηεκα βαζκσηήο έθινπζεο 

πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε δίλεηαη ζηνλ Πίλαθα 2.2. 

 

Πίνακας 2.2: Σύζηημα βαθμωηής έκλοσζης  

 

Υξόλνο (min) % δηαιύηεο Α % δηαιύηεο Β  

0  20 80 

15 60 40 

20  75 25 

45 85 15 

50 90 10 

65 90 10 

70 20 80 

 

Η ξνή ηνπ δηαιύηε έθινπζεο ήηαλ 0,6 ml/ min θαη ν ελέζηκνο όγθνο  10 κl. Η 

θαηαγξαθή ηνπ θάζκαηνο έγηλε κεηαμύ 200 θαη 400 nm. Σα κήθε θύκαηνο πνπ 

επηιέρζεθαλ γηα ηελ παξαθνινύζεζε ησλ ρξσκαηνγξαθεκάησλ ήηαλ ηα 210, 230, 

254, 280 θαη 330 nm. Η αλάιπζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Η 

αλάιπζε ησλ πξνηύπσλ ελώζεσλ έγηλε εηο δηπινύλ ελώ ησλ εθρπιηζκάησλ εηο 

ηξηπινύλ. Γηα ηνλ πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό ησλ ελώζεσλ θαηαζθεπάζηεθαλ θακπύιεο 

αλαθνξάο έμη ζεκείσλ. 

 

 

2.6.5.3 Μειέηε ηεο ζύζηαζεο ηωλ εθρπιηζκάηωλ κε RP-HPLC  γηα ηελ παξνπζία 

ηξηηεξπελνεηδώλ  

Αξρηθά έγηλε κηα πξνζπάζεηα δηαρσξηζκνύ θαη ηαπηνπνίεζεο ησλ 

ηξηηεξπεληθώλ νμέσλ, νιεαλνιηθνύ θαη νπξζνιηθνύ ζηα θπηηθά εθρπιίζκαηα θαη 

εθαξκόζηεθαλ ρξσκαηνγξαθηθέο ζπλζήθεο πνπ αλαθέξζεθαλ ζηε βηβιηνγξαθία. Γηα 

ηελ πγξνρξσκαηνγξαθηθή αλάιπζή ηνπο, ζύκθσλα κε ηε βηβιηνγξαθία, 



 

78 

 

ρξεζηκνπνηείηαη ηζνθξαηηθή έθινπζε κε κίγκα νξγαληθνύ δηαιύηε, κεζαλόιε ή 

αθεηνληηξίιην, θαη λεξνύ, κε αλαινγία σο πξνο ηνλ νξγαληθό δηαιύηε λα βξίζθεηαη ζε 

κηα πεξηνρή από 80-90%. Παξόηη εθαξκόζηεθαλ δηάθνξεο αλαινγίεο δηαιπηώλ δελ 

επηηεύρζεθε ηθαλνπνηεηηθόο δηαρσξηζκόο ησλ ελώζεσλ, νη νπνίεο ζρεδόλ 

ζπλεθινύνηαλ. Γη’ απηό θαη πξνζηέζεθε θπθινδεμηξίλε ζηελ θηλεηή θάζε (λεξό), ε 

νπνία ζύκθσλα κε ηνπο Claude et al., 2004, ζρεκαηίδεη ζύκπινθε έλσζε κε ηα νμέα 

θαη θάζε ζύκπινθε έλσζε έρεη δηαθνξεηηθό ρξόλν θαηαθξάηεζεο.  

Σν ζύζηεκα δηαιπηώλ απνηεινύληαλ από: αθεηνληηξίιην (Γηαιύηεο Α) θαη 

0.02Μ θσζθνξηθό buffer (pH 3.5) κε 7,5mM γ-πδξνμππξνππι-θπθινδεμηξίλε 

(Γηαιύηεο Β) κε αλαινγία 55: 45%, (v/v). H αλίρλεπζε ησλ ελώζεσλ έγηλε ζηα 210 

nm κε ξνή δηαιύηε 1,0 ml/ min θαη ελέζηκν όγθν 20 κl. Η ζηήιε ζεξκνζηαηήζεθε 

ζηνπο 25
o
C. Γηα ηνλ πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό ησλ ηξηηεξπελνεηδώλ παξαζθεπάζηεθε 

κεηξηθό δηάιπκα ζε αλαινγία 1 mg/ ml ζε κεζαλόιε. Γηα ηελ αλάιπζε ησλ 

εθρπιηζκάησλ παξαζθεπάζηεθαλ δηαιύκαηα ζπγθέληξσζεο 1 mg/ ml ζε κεζαλόιε 

θαη αξαηώζεηο απηώλ. ηελ πεξίπησζε ησλ εμαληθώλ εθρπιηζκάησλ επεηδή είραλ 

κηθξέο ζπγθεληξώζεηο ζε ηξηηεξπελνεηδή εηνηκάζηεθαλ δηαιύκαηα 5 αιιά θαη 10 mg/ 

ml ζε κεζαλόιε. Σα δηαιύκαηα πξηλ ηελ αλάιπζε δηεζήζεθαλ από θίιηξν κεκβξάλεο 

0.45 μ. 

Η ηαπηνπνίεζε ησλ ηξηηεξπελνεηδώλ έγηλε κε ζύγθξηζε κε ηνπο ρξόλνπο 

θαηαθξάηεζεο ησλ πξνηύπσλ θαη από ηα θάζκαηα UV. Γηα ηνλ πνζνηηθό 

πξνζδηνξηζκό ησλ ελώζεσλ θαηαζθεπάζηεθαλ θακπύιεο αλαθνξάο εθηά ζεκείσλ. 

Με ηελ ίδηα αλαινγία δηαιπηώλ πξαγκαηνπνηήζεθε θαη ε αλάιπζε γηα ηελ παξνπζία 

κπεηνπιίλεο θαη κπεηνπιηληθνύ νμένο, ελώ γηα ηελ εξπζξνδηόιε θαη νπβαόιε ε 

βέιηηζηε αλαινγία βξέζεθε Γηαιύηεο Α: Γηαιύηεο Β 65:45%, (v/v). Η ζπγθεθξηκέλε 

κεζνδνινγία ρξεζηκνπνηήζεθε γηα πξώηε θνξά ζηελ αλάιπζε θπηηθώλ 

εθρπιηζκάησλ θαη γηα ηελ αλίρλεπζε κπεηνπιίλεο, εξπζξνδηόιεο θαη νπβαόιεο.     
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3. Μειέηε ηεο ζύζηαζεο εθρπιηζκάηωλ ηωλ νηθνγελεηώλ Lamiaceae, Oleaceae 

θαη Apocynaceae. 

3.1 Εθηίκεζε ηεο αληηνμεηδωηηθήο ηνπο δξάζεο κε ηε δνθηκή ζηαζεξήο 

ειεύζεξεο ξίδαο DPPH
•
, θωηνκεηξηθόο πξνζδηνξηζκόο νιηθώλ θαηλνιηθώλ θαη 

θιαβνλνεηδώλ ζπζηαηηθώλ.  

Γηα ηελ εθηίκεζε ηεο αληηνμεηδσηηθήο δξάζεο ησλ εθρπιηζκάησλ 

ρξεζηκνπνηήζεθε ε δνθηκή ζηαζεξήο ειεύζεξεο ξίδαο DPPH
•
. Πξόθεηηαη γηα κηα 

ζηαζεξή ξίδα πνπ παξνπζηάδεη κέγηζην απνξξόθεζεο ζηα 515 nm. Η κέζνδνο απηή 

βαζίδεηαη ζηελ ηθαλόηεηα ησλ αληηνμεηδσηηθώλ (ΑΗ) γηα δέζκεπζε ηεο ξίδαο 

DPPH
•
 θαη απνδίδεηαη ζηελ ηθαλόηεηά ηνπο λα δίδνπλ ην θαηλνιηθό πδξνγόλν ζηελ 

ειεύζεξε ξίδα. Έηζη κε ηελ πξόζιεςε ηνπ θαηλνιηθνύ πδξνγόλνπ, ε ξίδα 

απνρξσκαηίδεηαη θαη από ηε κείσζε ηεο απνξξόθεζεο, πνπ εμαξηάηαη από ην 

πνζνζηό δέζκεπζεο ηεο ξίδαο εθηηκάηαη ε αληηνμεηδσηηθή ηθαλόηεηα. Η πνξεία 

δέζκεπζεο ηεο ξίδαο κπνξεί λα πεξηγξαθεί από ηελ παξαθάησ αληίδξαζε. 

DPPH
•
 + ΑΗ → DPPH-Η + Α

• 

Δπεηδή πξόθεηηαη γηα κηα εύθνιε θαη απιή αληίδξαζε, έρεη εθαξκνζηεί επξύηαηα 

ζηελ εθηίκεζε ηεο ηθαλόηεηαο δέζκεπζεο ειεπζέξσλ ξηδώλ δηαθόξσλ 

εθρπιηζκάησλ.  

 Σα απνηειέζκαηα πνπ αθνξνύλ ηελ αληηνμεηδσηηθή δξάζε ησλ 

εθρπιηζκάησλ παξνπζηάδνληαη ζηνλ Πίλαθα 3.1. Η αληηνμεηδσηηθή δξάζε 

εθθξάδεηαη κε ην ζπληειεζηή SC50, πνπ νξίδεηαη σο ε ζπγθέληξσζε ηνπ 

αληηνμεηδσηηθνύ (κg/ ml) ή ηνπ εθρπιίζκαηνο ζηελ νπνία παξαηεξείηαη ην 50% ηεο 

δέζκεπζεο ηεο ξίδαο DPPH
•
. Όζν κηθξόηεξε είλαη ε ηηκή απηή ηόζν θαιύηεξε 

αληηνμεηδσηηθή δξάζε παξνπζηάδεη ην εθρύιηζκα ή ε πξόηππε έλσζε. ηνλ ίδην 

πίλαθα θαίλνληαη θαη ηα πνζνζηά ησλ νιηθώλ θαηλνιώλ θαη θιαβνλνεηδώλ ησλ 

εθρπιηζκάησλ. Ο πξνζδηνξηζκόο ησλ νιηθώλ θαηλνιώλ έγηλε θσηνκεηξηθά θαη ε 

ζπγθέληξσζή ηνπο ππνινγίζηεθε από θακπύιε αλαθνξάο πνπ θαηαζθεπάζηεθε κε 

πξόηππν δηάιπκα θαθετθνύ νμένο θαη εθθξάζζεθε σο mg θαθετθνύ νμένο / g 

ζηεξενύ εθρπιίζκαηνο. Όκνηα θαη ν πξνζδηνξηζκόο ησλ νιηθώλ θιαβνλνεηδώλ 

έγηλε θσηνκεηξηθά θαη ε ζπγθέληξσζή ηνπο πξνέθπςε από θακπύιε αλαθνξάο πνπ 

θαηαζθεπάζηεθε κε πξόηππν δηάιπκα ξνπηίλεο θαη εθθξάζζεθε σο mg ξνπηίλεο / 

g ζηεξενύ εθρπιίζκαηνο.     
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 Πίλαθαο 3.1: Δθηίκεζε ηεο αληηνμεηδωηηθήο δξάζεο ηωλ εθρπιηζκάηωλ θαη 

θωηνκεηξηθόο πξνζδηνξηζκόο ηωλ νιηθώλ θαηλνιηθώλ θαη θιαβνλνεηδώλ ζπζηαηηθώλ. 

 

 

 

* SC50 = ε ζπγθέληξσζε ηνπ αληηνμεηδσηηθνύ (κg/ ml) ή ηνπ εθρπιίζκαηνο ζηελ νπνία 

παξαηεξείηαη ην 50% ηεο δέζκεπζεο ηεο ξίδαο DPPH
•
. 

 

 

Από ηα απνηειέζκαηα ηνπ Πίλαθα 3.1 πξνθύπηεη όηη θαιύηεξε 

αληηνμεηδσηηθή δξάζε παξνπζηάδνπλ ην εθρύιηζκα Φαζθ.Δ θαη ην εθρύιηζκα 

Γελη.ΟΑ. ην ρήκα 3.1 απεηθνλίδνληαη δηαγξακκαηηθά νη ηηκέο ηεο παξακέηξνπ 

SC50 γηα ηα εθρπιίζκαηα πνπ παξνπζηάδνπλ ηελ ηζρπξόηεξε αληηνμεηδσηηθή δξάζε. 

(ΟΑ: νμηθνύ αηζπιεζηέξα, Δ: Δμαληθό). Σα εθρπιίζκαηα Φαζθ.Δ θαη Γελη.ΟΑ 

εκθαλίδνπλ ηδηαίηεξα θαιή αληηνμεηδσηηθή δξάζε, ελώ ε αληηνμεηδσηηθή δξάζε ησλ 

εθρπιηζκάησλ Θπκ.ΟΑ θαη Μαληδ.ΟΑ βξίζθεηαη ζηα ίδηα επίπεδα. 

 

Φπηηθά Εθρπιίζκαηα *SC50 

(κg/ml) 

Οιηθέο Φαηλόιεο 

(mg θαθεϊθνύ 

νμένο/g ζηεξενύ 

εθρπιίζκαηνο) 

Οιηθά Φιαβνλνεηδή 
(mg ξνπηίλεο/g 

ζηεξενύ εθρπιίζκαηνο) 

Φαζθ.ΟΑ  78.0 ± 1.7 73.7 ± 2.6 39.3 ± 5.3 

Φαζθ.Δ  37.9 ± 0.9 6.9 ± 1.0 5.7 ± 0.8 

Γελη.ΟΑ  40.6 ± 2.6 54.6 ± 2.2  24.6 ± 5.0 

Γελη.Δ  75.1 ± 3.3 4.8 ± 0.1 2.5 ± 0.4 

Θπκ.ΟΑ  57.8 ± 1.3 130.2 ± 4.2 51.9 ± 4.2 

Θπκ.Δ  150.7 ± 1.7 12.3 ± 4.2 5.8 ± 0.5 

Μαληδ.ΟΑ  57.3 ± 0.8 145.3 ± 10.9 88.1 ± 2.8 

Μαληδ.Δ  1003.6 ± 3.6 2.1 ± 0.2 1.0 ± 0.3 

Φ.Δ.ΟΑ  103.6 ± 2.5 75.5 ± 4.8 68.2 ± 8.8 

Φ.Δ.Δ  896.0 ± 3.5 2.2 ± 0.3 1.4 ± 0.6 

Ρνδ.ΟΑ 400.5 ± 5.7 22.8 ± 0.3 20.3 ± 3.8 
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ρήκα 3.1: Σα επίπεδα ηεο παξακέηξνπ SC50 νξηζκέλωλ εθρπιηζκάηωλ (όζν κηθξόηεξε 

είλαη ε ηηκή ηεο παξακέηξνπ ηόζν ηζρπξόηεξε είλαη ε αληηνμεηδωηηθή δξάζε). 

 

 

Δθρπιίζκαηα ηεο νηθνγέλεηαο Lamiaceae έρνπλ κειεηεζεί εθηεηακέλα όζνλ 

αθνξά ηελ αληηνμεηδσηηθή ηνπο δξάζε κε δηάθνξεο κεζόδνπο θαη ζε δηάθνξα 

ππνζηξώκαηα- ιηπαξά θαη πδαηηθά ζπζηήκαηα (Cuvelier et al., 1994, Zheng and 

Wang 2001, Pizzale et al., 2002, Dorman et al., 2004, Shan et al., 2005, 

Yanishlieva et al., 2006). Σόζν ηα απνηειέζκαηα ηεο παξνύζαο κειέηεο, όζν θαη 

εθείλα πξνεγνύκελσλ κειεηώλ έδεημαλ όηη ηα εθρπιίζκαηα βνηάλσλ ηεο 

νηθνγέλεηαο Lamiaceae παξνπζηάδνπλ γεληθά ηζρπξή αληηνμεηδσηηθή δξάζε. Η 

αληηνμεηδσηηθή δξάζε εθρπιηζκάησλ δεληξνιίβαλνπ θαη θαζθόκεινπ, θπξίσο 

νθείιεηαη ζηελ παξνπζία δηηεξπελίσλ πνπ πεξηέρνπλ δπν πδξνμπινκάδεο ζε ο- 

ζέζε (C11- C12), όπσο ην θαξλνζηθό νμύ θαη ε θαξλνζόιε θαη ζε άιια 

πεξηζζόηεξν νμεηδσκέλα δηηεξπέληα, αιιά θαη ζην ξνζκαξηληθό νμύ (Cuvelier etl., 

1996, Ibanez et al., 2003, Almela et al., 2006, Erkan et al., 2008).  

Γηάθνξα θιαβνλνεηδή πνπ έρνπλ απνκνλσζεί από εθρπιίζκαηα ζπκαξηνύ  

παξνπζηάδνπλ αληηνμεηδσηηθή δξάζε (Miura and Nakatani, 1989, Wang et al., 

1998), όπσο θαη ε παρα-θπκελ-2,3-δηόιε πνπ απνκνλώζεθε από εμαληθό 

εθρύιηζκα, ε νπνία αλαζηέιιεη ηελ νμείδσζε  ιηπαξώλ πιώλ (Schwarz and Ernst , 

1996).  ηελ παξνπζία θπξίσο ηνπ ξνζκαξηληθνύ νμένο θαη θιαβνλνεηδώλ, όπσο ε 

εξηνδηθηπόιε (eriodictyol) θαη ε ηαμηθνιίλε (taxifolin), απνδόζεθε ε 

αληηνμεηδσηηθή δξάζε εθρπιηζκάησλ καληδνπξάλαο (Al-Bandak and Oreopoulou, 
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2007). Γεληθά, ε πνηόηεηα ησλ θπηηθώλ εθρπιηζκάησλ θαη ε αληηνμεηδσηηθή ηνπο 

δξάζε εμαξηάηαη από πνιινύο παξάγνληεο, όπσο ε πνηόηεηα ηνπ αξρηθνύ θπηνύ, ε 

γεσγξαθηθή πξνέιεπζε, νη θιηκαηνινγηθέο ζπλζήθεο, ε εκεξνκελία θαη νη 

ζπλζήθεο ζπιινγήο, νη ζπλζήθεο δηαηήξεζεο- δηαθύιαμήο ηνπ (Cuvelier et al., 

1996). 

Όζνλ αθνξά ηα πνζνζηά ησλ νιηθώλ θαηλνιηθώλ ζπζηαηηθώλ ησλ 

εθρπιηζκάησλ, κεγαιύηεξα πνζνζηά παξνπζίαζε ην εθρύιηζκα Μαληδ.ΟΑ, 

αθνινπζεί κε κηθξή δηαθνξά ην εθρύιηζκα Θπκ.ΟΑ, ηα εθρπιίζκαηα Φ.Δ.ΟΑ θαη 

Φαζθ.ΟΑ θαη ηέινο ην εθρύιηζκα Γελη.ΟΑ. ε ζπκθσλία βξίζθνληαη θαη ηα 

πνζνζηά ησλ νιηθώλ θιαβνλνεηδώλ ζπζηαηηθώλ ησλ εθρπιηζκάησλ, κε κηθξέο 

κόλν δηαθνξέο. Όπσο αλακέλεηαη, ηα εμαληθά εθρπιίζκαηα έρνπλ πνιύ κηθξά 

πνζνζηά νιηθώλ θαηλνιηθώλ θαη θιαβνλνεηδώλ ζπζηαηηθώλ.  

Σα δηάθνξα είδε ξίγαλεο έρεη αλαθεξζεί όηη έρνπλ ηδηαίηεξα πςειό 

θαηλνιηθό πεξηερόκελν θαη πςειή αληηνμεηδσηηθή δξάζε, όπσο θαη ηα 

εθρπιίζκαηα ζπκαξηνύ (Zheng and Wang 2001). ε ζπγθξηηηθή κειέηε γηα ηα 

πνζνζηά ησλ νιηθώλ θαηλνιηθώλ ζπζηαηηθώλ θαη ηελ αληηνμεηδσηηθή δξάζε 

πνιιώλ εθρπιηζκάησλ βνηάλσλ, κεηαμύ ησλ νπνίσλ ήηαλ θαη εθείλα ξίγαλεο, 

ζπκαξηνύ, θαζθόκεινπ θαη δεληξνιίβαλνπ, βξέζεθε όηη ηα κεγαιύηεξα επίπεδα 

θαηλνιηθώλ ελώζεσλ εκθάληζε ε ξίγαλε (10.17 g γαιιηθνύ νμένο /100g 

εθρπιίζκαηνο= 101.7 mg/ g εθρ.), ζηε ζπλέρεηα ην θαζθόκειν (5.30 g γαι. ν. 

/100g εθρ =53.0 mg/ g εθρ.), ην δεληξνιίβαλν (5.07 g γαι. ν. /100g εθρ =50.7 mg/ 

g εθρ.) θαη ην ζπκάξη (4.52 g γαι. ν. /100g εθρ =45.2 mg/ g εθρ.) (Shan et al., 

2005).  

 Λόγσ ηεο ηζρπξήο αληηνμεηδσηηθήο δξάζεο πνπ εκθάληζαλ ηα εθρπιίζκαηα 

νμηθνύ αηζπιεζηέξα ηεο νηθνγέλεηαο Lamiaceae αιιά θαη ηα εθρπιίζκαηα Φαζθ.ΟΑ 

θαη Γελη.ΟΑ θαη ηνπ πςεινύ πνζνζηνύ ηνπο ζε νιηθά θαηλνιηθά (εθρπιίζκαηα ΟΑ) 

θαη νιηθά θιαβνλνείδε ζπζηαηηθά, ζα παξνπζίαδε ελδηαθέξνλ ε κειέηε ηεο 

ζύζηαζήο ηνπο κε θαζκαηνζθνπία NMR 1D θαη 2D. 
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3.2 Μειέηε ηεο ζύζηαζεο ηωλ εθρπιηζκάηωλ κε ηε ρξήζε NMR-1D & 2D-  

Ταπηνπνίεζε νκάδωλ ελώζεωλ θαηεγνξηνπνηώληαο πεξηνρέο ηνπ θάζκαηνο 

3.2.1 Εθρπιίζκαηα δεληξνιίβαλνπ  

Σηο ηειεπηαίεο δεθαεηίεο παξαηεξείηαη κηα ζπλερώο δηεπξπλόκελε ρξήζε ηεο 

θαζκαηνζθνπίαο NMR ζηελ άκεζε αλάιπζε ηξνθίκσλ θαη πνηώλ (Caligiani et al., 

2007), θπηηθώλ εθρπιηζκάησλ (Gerothanassis et al., 1998, Exarchou et al., 2002a, 

2002b, Pauli et al., 2005, Tatsis et al., 2007) θαη κεηαβνιηηώλ (Lewis et al., 2007), 

ρσξίο ηνλ πξνεγνύκελν ρξσκαηνγξαθηθό δηαρσξηζκό ηνπο ή θάπνηα πξνθαηαξηηθή 

δηεξγαζία. Ωο ζπλέρεηα ησλ εξεπλεηηθώλ καο δξαζηεξηνηήησλ ζηελ άκεζε 

ηαπηνπνίεζε θαη ηνλ πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό αληηνμεηδσηηθώλ ελώζεσλ ζε θπηηθά 

εθρπιίζκαηα, έγηλε κηα πξνζπάζεηα, εθαξκόδνληαο ζπλδπαζηηθέο ηερληθέο NMR 

κίαο θαη δύν δηαζηάζεσλ, λα ηαπηνπνηεζνύλ ηα θύξηα ζπζηαηηθά δηάθνξσλ ηάμεσλ 

ελώζεσλ θπηηθώλ εθρπιηζκάησλ ησλ νηθνγελεηώλ Lamiaceae, Oleaceae θαη 

Apocynaceae.  

Όπσο πξναλαθέξζεθε, παξαζθεπάζηεθαλ εθρπιίζκαηα δεληξνιίβαλνπ θαη 

θαζθόκεινπ θαη ζε κηα πξνθαηαξηηθή κειέηε εμεηάζηεθε ε δπλαηόηεηα εθαξκνγήο 

ηεο θαζκαηνζθνπίαο NMR- 
1
H κηαο δηάζηαζεο γηα ην ραξαθηεξηζκό ησλ θύξησλ 

ελώζεώλ ηνπο. Οη θύξηεο ηάμεηο ελώζεσλ πνπ απαληώληαη ζε εθρπιίζκαηά ηνπο 

είλαη απηή ησλ δη- θαη ηξηηεξπελίσλ, ησλ θαηλνιηθώλ νμέσλ θαη ησλ θιαβνλνεηδώλ. 

Γηάθνξα θιαβνλνεηδή έρνπλ απνκνλσζεί θαη ηαπηνπνηεζεί ζε εθρπιίζκαηα 

δεληξνιίβαλνπ θαη θαζθόκεινπ ζύκθσλα κε ηε βηβιηνγξαθία, όπσο ε 

νκνπιαληαγηλίλε (homoplantaginin), ε εζπηδνπιίλε (hispidulin), ε ηδελθνπαλίλε 

(genkwanin), ε απηγελίλε, ε εζπεξηηίλε (hesperetin), ε ζθνπηειαξεΐλε (scutellarein) 

θαη δηάθνξνη γιπθνδίηεο ηνπο (Cuvelier et al., 1994, 1996, Areias et al., 2000, 

Ibanez et al., 2003, Almela et al., 2006). Γηα ηελ πεξίπησζε ηεο ηαπηνπνίεζεο ηεο 

ηάμεο ησλ θιαβνλώλ θαη ησλ θιαβνλνιώλ έρεη αλαπηπρζεί, από πξνεγνύκελε 

κειέηε ηεο εξεπλεηηθήο καο νκάδαο (Exarchou et al., 2002a, 2002b) κεζνδνινγία 

πνπ ζηεξίδεηαη ζηε θαζκαηνζθνπία NMR. Η κεζνδνινγία ζηεξίδεηαη ζην γεγνλόο 

όηη ην πδξνμπιηθό πξσηόλην ΟΗ (5) (ρήκα 3.2) απηώλ ησλ ελώζεσλ 

απνπξνζηαηεύεηαη ηζρπξά θαη ην ζήκα ζπληνληζκνύ ηνπ κεηαηνπίδεηαη ζηελ 

πεξηνρή ηνπ θάζκαηνο πάλσ από 11 ppm. Σν ζπγθεθξηκέλν πξσηόλην ζπκκεηέρεη 

ζε ελδνκνξηαθό δεζκό πδξνγόλνπ κε ην θαξβνλπιηθό νμπγόλν ζηε ζέζε 4 ηνπ 

δαθηπιίνπ C, γεγνλόο πνπ εξκελεύεη ηελ ηζρπξή απνπξνζηαζία πνπ εκθαλίδεη.    
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ρήκα 3.2: ρεκαηηζκόο ηζρπξνύ ελδνκνξηαθνύ δεζκνύ πδξνγόλνπ κεηαμύ ηνπ 

πδξνμπιηθνύ πξωηνλίνπ ΟΗ (5) ηνπ δαθηπιίνπ Α κε ην θαξβνλπιηθό CO (4) ηνπ 

δαθηπιίνπ C θιαβνλνεηδώλ. 

  

Η εκθάληζε ηνπ ζήκαηνο ζπληνληζκνύ ησλ πδξνμπιηθώλ πξσηνλίσλ ΟΗ (5) 

ζηελ πεξηνρή από 12 έσο 13 ppm παξνπζηάδεη ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ, δηόηη ζηα 

θάζκαηα NMR -
1
H ησλ εθρπιηζκάησλ ησλ ππό κειέηε θπηώλ, ε παξαπάλσ πεξηνρή 

δελ είλαη ηόζν πνιύπινθε όζν ε πεξηνρή όπνπ ζπληνλίδνληαη ηα αξσκαηηθά 

πξσηόληα. Δπηπιένλ είλαη δπλαηή ε δηάθξηζε ησλ θιαβνλνιώλ από ηηο θιαβόλεο. 

Απηό νθείιεηαη ζην όηη ε ρεκηθή κεηαηόπηζε ηνπ πξσηνλίνπ ΟΗ (5) επεξεάδεηαη 

από ηελ παξνπζία ηεο πδξνμπινκάδαο ζηε ζέζε 3 ηνπ δαθηπιίνπ C. Η νκάδα ΟΗ 

(3) ζηηο θιαβνλόιεο εμαζζελίδεη ηελ ειεθηξνληθή ππθλόηεηα ηνπ θαξβνλπιηθνύ 

νμπγόλνπ CO (4) θαη, επνκέλσο, κεηώλεη ηελ ηζρύ ηνπ ελδνκνξηαθνύ δεζκνύ 

πδξνγόλνπ ΟΗ(5)∙∙∙CO (4), πηζαλώο ιόγσ ηεο ελ κέξεη ζπκκεηνρήο ηεο ζε 

ελδνκνξηαθό δεζκό πδξνγόλνπ κε ην CO (4). ύκθσλα κε ηα απνηειέζκαηα ηεο 

ζρεηηθήο κειέηεο ήηαλ δπλαηή ε δηάθξηζε ησλ θιαβνλνεηδώλ θαη ησλ παξαγώγσλ 

ηνπο κε ηε θαζκαηνζθνπία NMR -
1
H  θαη ζπγθεθξηκέλα ηεο θεξθεηίλεο θαη ηνπ 

γιπθνδίηε ηεο, ξνπηίλε. Γηαπηζηώζεθε ε δηάθξηζε ησλ δπν ζεκάησλ ζπληνληζκνύ 

ησλ πξσηνλίσλ ΟΗ (5) αθνύ ε δηαθνξά ησλ ρεκηθώλ ηνπο κεηαηνπίζεσλ ήηαλ ~0.2 

ppm.   

ην ρήκα 3.3 απεηθνλίδεηαη ην θάζκα NMR -
1
H ηνπ εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ, 

ην νπνίν ραξαθηεξίδεηαη από εμαηξεηηθή πνιππινθόηεηα, ηδηαίηεξα ζηελ αξσκαηηθή 

πεξηνρή ηνπ θάζκαηνο. ην ρήκα 3.4 δίλεηαη ε επηιεγκέλε πεξηνρή ηνπ ίδηνπ 

θάζκαηνο ζηελ πεξηνρή από 11.3 έσο 13.2 ppm.   
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13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

12.513.0 ppm

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

6.66.87.07.27.4 ppm

 

 

ρήκα 3.3: Φάζκα NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ ζε δεπηεξηωκέλν αθεηνληηξίιην, 

CD3CN (NS= 2k, T=298K, texp=2h & 48min, 400 MHz). Σα βέιε ππνδεηθλύνπλ ηηο δηπιέο 

θνξπθέο πνπ είλαη ραξαθηεξηζηηθέο  ηεο παξνπζίαο παξαγώγωλ ηνπ θηλλακωκηθνύ 

νμένο. 

 

11.611.812.012.212.412.612.813.013.2 ppm 

 

ρήκα 3.4: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H ηνπ ρήκαηνο 3.3.  
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Όπσο θαίλεηαη από ην ρήκα 3.4 ππάξρνπλ ζηελ πεξηνρή ησλ ~12.9 ppm, 

πηζαλώο ηέζζεξα ζήκαηα ζπληνληζκνύ πνπ αιιειεπηθαιύπηνληαη θαη κηα θνξπθή 

ζηα 13.18 ppm, πνπ πηζαλόλ αλήθνπλ ζηελ ηάμε ησλ θιαβνλώλ. Δπίζεο, 

παξαηεξείηαη κηα θνξπθή ζηα 12.04 ppm, πνπ πηζαλόλ αλήθεη ζε κηα θιαβνλόιε, 

πνπ βξίζθεηαη ζε ίρλε ζην εθρύιηζκα. Ίζσο κε έλα πείξακα κεηαβιεηήο 

ζεξκνθξαζίαο λα επηηεπρζεί ν δηαρσξηζκόο ησλ ζεκάησλ ζπληνληζκνύ. 

Γεληθά, ζηε θαζκαηνζθνπία NMR -
1
H νη απνξξνθήζεηο ζπληνληζκνύ ησλ 

πδξνμπιηθώλ πξσηνλίσλ εκθαλίδνληαη δηεπξπκέλεο ζηε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, 

ηδηαίηεξα όηαλ ην θάζκα ιεθζεί ζε πξσηηθό δηαιύηε. Απηό νθείιεηαη ζηελ 

επθηλεζία ησλ πδξνμπιηθώλ πξσηνλίσλ θαη ζηε γξήγνξε, γηα ηελ θιίκαθα ρξόλνπ 

ηνπ NMR, αληαιιαγή ηνπο κε ηα πξσηόληα πξσηηθώλ δηαιπηώλ ή κε ηα ίρλε ύδαηνο 

ζε κε πξσηηθνύο δηαιύηεο. Δληνύηνηο, κε ηε ιήςε θάζκαηνο ζε ρακειή 

ζεξκνθξαζία κεηώλεηαη ε ηαρύηεηα αληαιιαγήο ησλ πδξνμπιηθώλ πξσηνλίσλ θαη νη 

θνξπθέο ζπληνληζκνύ εκθαλίδνληαη νμείεο. ε πξνεγνύκελε κειέηε ηεο 

εξεπλεηηθήο καο νκάδαο (Exarchou et al., 2002a, 2002b) κειεηήζεθε ν 

δηαρσξηζκόο ησλ θιαβόλσλ απηγελίλεο θαη ινπηενιίλεο κε ιήςε θαζκάησλ 

κεηαβιεηήο ζεξκνθξαζίαο ηνπ κίγκαηνο ησλ δπν θιαβνλώλ ζε δηαιύηε CD3OH, 

θαη δηαπηζηώζεθε όηη κε ηε ιήςε ηνπ θάζκαηνο ζηελ θαηάιιειε ζεξκνθξαζία ν 

δηαρσξηζκόο ηνπο είλαη εθηθηόο ζην κίγκα ησλ πξόηππσλ ελώζεσλ. Δπίζεο, 

πξαγκαηνπνηήζεθε ε ηαπηνπνίεζε ηεο απηγελίλεο, ινπηενιίλεο θαη θεξθεηίλεο ζε 

θπηηθά εθρπιίζκαηα κε ηε ιήςε θαζκάησλ NMR -
1
H κεηαβιεηήο ζεξκνθξαζίαο.   

Με βάζε ηα παξαπάλσ αθνινύζεζε ε ιήςε θαζκάησλ κεηαβιεηήο 

ζεξκνθξαζίαο ηνπ εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ γηα έλα εύξνο ηηκώλ ζεξκνθξαζίαο από 

298- 258
 
Κ. ην ρήκα 3.5 θαίλεηαη ε επίδξαζε ηεο ζεξκνθξαζίαο ζηε κνξθή ησλ 

ζεκάησλ ζπληνληζκνύ. Όπσο θαίλεηαη κε ηελ ειάηησζε ηεο ζεξκνθξαζίαο νη 

θνξπθέο γίλνληαη πην νμείεο θαη ζηνπο 258
 
Κ παξαηεξνύληαη, ζηελ πεξηνρή ησλ 

~12.9 ppm, πέληε ζήκαηα ζπληνληζκνύ πνπ πξηλ αιιειεπηθαιύπηνληαλ θαη πηζαλώο 

αληηζηνηρνύλ ζηηο απνξξνθήζεηο ησλ πξσηνλίσλ ησλ πδξνμπινκάδσλ ζηε ζέζε 5 

θιαβόλσλ ή Ο-γιπθνδηηώλ θιαβόλσλ. Δπίζεο, ζηα ~13.18 ppm ζηνπο 258
 
Κ 

δηαθξίλνληαη δπν ζήκαηα ζπληνληζκνύ πνπ πηζαλώο αληηζηνηρνύλ ζηηο 

απνξξνθήζεηο ησλ πξσηνλίσλ ησλ πδξνμπινκάδσλ ηεο ζέζεο 5 παξαγώγσλ-

ζαθράξσλ θιαβόλσλ (C-γιπθνδηηώλ θιαβόλσλ). ύκθσλα κε ηε βηβιηνγξαθία, ε 

γιπθνδπιίσζε ζηε ζέζε 8 έρεη σο ζπλέπεηα ηα πξσηόληα ησλ πδξνμπινκάδσλ ηεο 

ζέζεο 5 ηνπ 8C-β-D-γιπθνδίηε ηεο ινπηενιίλεο (νξηεληίλε-orientin) θαη ηνπ 8C-β-
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D-γιπθνδίηε ηεο απηγελίλεο (βηηεμίλε-vitexin) λα απνξξνθνύλ ζηα 13.15- 13.17 

ppm ζε δηαιύηε δεπηεξησκέλν DMSO-d6 (δηκεζπιζνπιθνμίδην), ελώ ε 

γιπθνδπιίσζε ζηε ζέζε 6 έρεη σο ζπλέπεηα ην αληίζηνηρν πξσηόλην ηνπ 6C-β-D-

γιπθνδίηε ηεο ινπηενιίλεο (νκννξηεληίλε- homoorientin) λα απνξξνθά ζηα 13.56 

ppm (Burns et al., 2007, Zhou et al., 2005).  

 

 

 

ρήκα 3.5: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ ζε CD3CN ζε 

δηαθνξεηηθέο ζεξκνθξαζίεο (NS= 1k, T=258- 298K, texp=1h & 24min, 400 MHz). 

 

Με ππέξζεζε ηνπ θάζκαηνο NMR -
1
H ηνπ εθρπιίζκαηνο κε ηα αληίζηνηρα 

πξόηππσλ ελώζεσλ θιαβνλώλ (πνπ ειήθζεζαλ ζην ίδην όξγαλν θαη κε ηηο ίδηεο 

ζπλζήθεο), νη νπνίεο έρνπλ αλαθεξζεί ζηε βηβιηνγξαθία σο ζπζηαηηθά 

εθρπιηζκάησλ δεληξνιίβαλνπ δηαπηζηώζεθε όηη, πηζαλώο, ε ηδελθνπαλίλε ππάξρεη 

ζην εθρύιηζκα. Πξνθεηκέλνπ λα ηαπηνπνηεζεί ε παξνπζία ηεο θαηά ηξόπν 

αδηακθηζβήηεην, πξνζηέζεθε κηθξή πνζόηεηα δηαιύκαηόο ηεο, ζε δεπηεξησκέλν 

αθεηνληηξίιην, ζην εθρύιηζκα γηα ηελ ελίζρπζε ηνπ ζήκαηνο (κέζνδνο spiking) θαη 

αθνινύζεζε ε ιήςε ησλ θαζκάησλ ζε εύξνο ηηκώλ ζεξκνθξαζίαο από 298- 258
 
Κ 

(ρήκα 3.6). ην ρήκα 3.7 παξνπζηάδεηαη επηιεγκέλε πεξηνρή ηνπ θάζκαηνο NMR 

-
1
H ηνπ εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ πξηλ θαη κεηά ηελ πξνζζήθε ηεο ηδελθνπαλίλεο 

298
 
Κ 

288
 
Κ 

278
 
Κ 

268
 
Κ 

258
 
Κ 
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ζηνπο 288
 
Κ. Η αύμεζε ηεο έληαζεο ηεο απνξξόθεζεο ζηα ~12.92 ppm ππνδεηθλύεη 

ηελ παξνπζία ηεο ηδελθνπαλίλεο.     

 

 

 

ρήκα 3.6: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ  κε ηελ 

πξνζζήθε ηδελθνπαλίλεο ζε CD3CN, ζε δηαθνξεηηθέο ζεξκνθξαζίεο (NS= 1k, T=258- 

298
 
K, texp=1h & 24min, 400 MHz). 

 

 

 

ρήκα 3.7: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ ζε CD3CN 

(Α), ην ίδην θάζκα κεηά ηελ πξνζζήθε ηδελθνπαλίλεο (Β). Η ηαπηνπνίεζε ηεο θιαβόλεο 

ππνδειώλεηαη κε ην βέινο (NS= 1k, T=288
 
K, texp=1h & 24min, 400 MHz).  

 

298
 
Κ 

288
 
Κ 

278
 
Κ 

268
 
Κ 

258
 
Κ 

288
 
Κ 

288
 
Κ 

Τδελθνπαλίλε Β 

Α 
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Γηάθνξα θαηλνιηθά νμέα έρνπλ ηαπηνπνπνηεζεί ζην δεληξνιίβαλν, ζύκθσλα 

κε ηε βηβιηνγξαθία, όπσο ην βαληιιηθό, ην θαθετθό, ην θεξνπιηθό θαη ην 

ξνζκαξηληθό νμύ (Cuvelier et al., 1996, Almela et al., 2006). Όπσο θαίλεηαη από ην 

ρήκα 3.3 είλαη δπλαηή ε δηάθξηζε ησλ δηπιώλ θνξπθώλ απνξξόθεζεο ζηα ~7.5 

θαη ~6.2 ppm κε ζηαζεξά ζύδεπμεο ~J=16 Hz, πνπ ππνδειώλνληαη κε βέιε θαη νη 

νπνίεο είλαη ηδηαίηεξεο δηαγλσζηηθήο αμίαο γηα ηελ πεξίπησζε παξαγώγσλ ηνπ 

θηλλακσκηθνύ νμένο. ύκθσλα κε πξνεγνύκελε κειέηε ηεο εξεπλεηηθήο καο 

νκάδαο εθαξκόζηεθε νκνππξεληθή κεζνδνινγία COSY/TOCSY θαη 

NOESY/ROESY 
1
Η- 

1
Η γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ θαηλνιηθώλ νμέσλ 

(Gerothanassis et al., 1998) θαη γηα ηε δηάθξηζε θαθετθνύ θαη ξνζκαξηληθνύ νμένο 

εθαξκόζηεθαλ νη ηερληθέο DQF-COSY 
1
Η- 

1
Η, HMQC 

1
Η- 

13
C κεηαβιεηήο 

ζεξκνθξαζίαο θαη HMBC 
1
Η- 

13
C (Exarchou et al., 2001).  

ην ρήκα 3.8 παξνπζηάδεηαη επηιεγκέλε πεξηνρή ηνπ θάζκαηνο NMR -
1
H 

ηνπ ξνζκαξηληθνύ νμένο (3.8Β) θαη ηνπ εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ (3.8Α). Δίλαη θαλεξό 

όηη απηό ην νμύ ππάξρεη ζην εθρύιηζκα ζε πςειά πνζνζηά. ην ρήκα 3.9 

παξνπζηάδνληαη επηιεγκέλεο πεξηνρέο ηνπ θάζκαηνο COSY 
1
Η- 

1
Η ηνπ 

εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ ζηελ νπνία δηαθξίλεηαη ην ζύζηεκα spin ηνπ ξνζκαξηληθνύ 

νμένο. Γηαπηζηώλεηαη ε παξνπζία ησλ δηαζηαπξνύκελσλ θνξπθώλ (Η3a, H2a), (Η3a, 

H3β) θαη (Η2, Η3α,β) ηνπ ξνζκαξηληθνύ νμένο. Η πην ζεκαληηθή αιιειεπίδξαζε 

ζεσξήζεθε απηή κεηαμύ ησλ πξσηνλίσλ Η3a θαη H2a ησλ παξαγώγσλ ηνπ 

πδξνμπθηλλακσκηθνύ νμένο πνπ έρεη ηδηαίηεξε δηαγλσζηηθή αμία, δεδνκέλνπ όηη ηα 

νμέα απηά απαληώληαη ζε όια ζρεδόλ ηα θπηά. ηελ πεξηνρή απηή δελ θαίλνληαη νη 

ραξαθηεξηζηηθέο δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο άιισλ θαηλνιηθώλ νμέσλ. Δπίζεο, ζην 

ρήκα 3.10 παξνπζηάδεηαη επηιεγκέλε πεξηνρή ηνπ θάζκαηνο HSQC 
1
H-

13
C ηνπ 

ίδηνπ εθρπιίζκαηνο, όπνπ θαη πάιη ππνδειώλνληαη νη ζπδεύμεηο ηνπ ξνζκαξηληθνύ 

νμένο.     
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ρήκα 3.8: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ ζε CD3CN 

(NS= 2k, T=298
 
K, texp=2h & 48min, 400 MHz) (Α), θαη ηνπ θάζκαηνο NMR-H

1
ηνπ 

ξνζκαξηληθνύ νμένο (Β). 

 

ppm

0.51.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.58.08.59.0 ppm

1

2

3

4

5

6

7

8

(H3a,H2a)

(H2, H3a,b)

(H3a,H3b)

 

 

ρήκα 3.9: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο COSY 
1
H-

1
H εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ. ε κωβ 

πιαίζην θαίλνληαη νη δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο ηωλ ππξήλωλ ηνπ ξνζκαξηληθνύ νμένο 

(T= 298
 
K, NS=32, texp= 5h & 2min, 400 MHz). 

 

A 

B 

HO

HO

O

O

HO

OH

COOH

H2

H2´´

H5´´

H6´´

H3a

H2a
H3b

H3a

H5´

H6´

H2´

Η2α 

Η3α 
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ppm

4.55.05.56.06.57.07.58.0 ppm

105

110

115

120

125

130

135

140

145

 
 

 

ρήκα 3.10: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο HSQC 
1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ. ε κωβ 

πιαίζην θαίλνληαη νη δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο ηωλ ππξήλωλ ηνπ ξνζκαξηληθνύ νμένο  

(ζε θόθθηλν ηεο θαξλνζόιεο θαη ζε κπιε ηνπ θαξλνζηθνύ νμένο) (T= 298K, NS= 64, 

texp=15h & 30min, 400 MHz). 

 

 

Βέβαηα ην ξνζκαξηληθό νμύ, ιόγσ ηεο παξνπζίαο δπν θαηλνιηθώλ δαθηπιίσλ 

ηνπ ηύπνπ ηνπ θαθετθνύ νμένο, παξνπζηάδεη ηηο ίδηεο ζρεδόλ ρεκηθέο κεηαηνπίζεηο 

κε ην θαθετθό νμύ ηόζν ζηε θαζκαηνζθνπία NMR -
1
H όζν θαη ζηε 

θαζκαηνζθνπία NMR -
13

C. ην ρήκα 3.11 παξνπζηάδεηαη επηιεγκέλε πεξηνρή ηνπ 

θάζκαηνο HMBC 
1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ, όπνπ θαίλεηαη όηη ππάξρεη κόλν ην 

ξνζκαξηληθό νμύ. ύκθσλα κε ηνπο Exarchou et al., 2001 ε δηαθνξά ησλ ρεκηθώλ 

κεηαηνπίζεσλ ηνπ εζηεξηθνύ θαη ηνπ θαξβνλπιηθνύ άλζξαθα C1a ησλ δπν νμέσλ 

θαηά ~ 3 ppm, επηθέξεη ηε ζαθή δηάθξηζε ησλ δηαζηαπξνύκελσλ θνξπθώλ (H2a, 

C1a) θαη (H3a, C1a) ηνπ θαθετθνύ θαη (H2a, C1a) θαη (H3a, C1a) ηνπ ξνζκαξηληθνύ 

νμένο, αθόκε θαη ζηε ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο.       
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ppm

6.06.16.26.36.46.56.66.76.86.97.07.17.27.37.47.57.67.77.87.9 ppm

120

130

140

150

160

170

180

190

200

210

(C1a,H3a) (C1a,H2a)

 

ρήκα 3.11: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο HMBC 
1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ, όπνπ 

θαίλνληαη νη δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο ηωλ (H2a, C1a) θαη (H3a, C1a) ηνπ ξνζκαξηληθνύ 

νμένο (T= 298
 
K, NS= 64, texp= 17h & 42min, 400 MHz). 

  

Έρεη αλαθεξζεί όηη θύξηα ζπζηαηηθά ηνπ δεληξνιίβαλνπ είλαη ην θαξλνζηθό 

νμύ πνπ ην πνζνζηό ηνπ βξίζθεηαη κεηαμύ 1.7-3.9% ησλ μεξώλ θύιισλ 

δεληξνιίβαλνπ θαη ε θαξλνζόιε πνπ ην πνζνζηό ηεο θηάλεη ην 0.2-0.4%, 

αληίζηνηρα (Richheimer et al., 1994). Αξρηθά, εθαξκόζηεθε ε θαζκαηνζθνπία 

NMR -
1
H, HSQC 

1
H-

13
C θαη HMBC 

1
H-

13
C ζε πξόηππεο ελώζεηο θαξλνζηθνύ 

νμένο θαη θαξλνζόιεο, πξνθεηκέλνπ λα αλαγλσξηζηνύλ νη δηαγλσζηηθήο αμίαο 

θνξπθέο θαη δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο γηα ηελ ηαπηνπνίεζή ηνπο ζηα εθρπιίζκαηα. 

ηα ρήκαηα 3.12, 3.13 θαη 3.14 απεηθνλίδνληαη ηα θάζκαηα NMR -
1
H, HSQC 

1
H-

13
C θαη HMBC 

1
H-

13
C, αληίζηνηρα ηνπ θαξλνζηθνύ νμένο. ην δηζδηάζηαην ράξηε 

HSQC ππνδειώλνληαη νη ραξαθηεξηζηηθέο δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο πνπ ζα 

κπνξνύζαλ λα ρξεζηκνπνηεζνύλ γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ηνπ θαξλνζηθνύ νμένο ζε έλα 

εθρύιηζκα (νη ζπδεύμεηο ησλ πξσηνλίσλ Η14, Η1β, Η7α,β, Η5 θαη Η15 κε ηνπο 

αληίζηνηρνπο άλζξαθεο). ην δηζδηάζηαην ράξηε HMBC, δηαγλσζηηθήο ζεκαζίαο 

είλαη νη ζπδεύμεηο κέζσ πνιιαπιώλ δεζκώλ ησλ πξσηνλίσλ Η14, Η7 θαη Η15. Σν 

πξσηόλην Η14 πνπ ζπληνλίδεηαη ζηα 6.54 ppm ζπδεύγλπηαη κέζσ ηξηώλ δεζκώλ κε 

ηνπο άλζξαθεο C15 (26.0 ppm), C7 (31.3 ppm), C9 (123.9 ppm), C12 (139.7 ppm). Σν 

πξσηόλην Η15 πνπ ζπληνλίδεηαη ζηα 3.16 ppm ζπδεύγλπηαη κέζσ δύν δεζκώλ κε 
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ηνπο ππξήλεο  C17 (21.9 ppm) θαη C13 (134.3 ppm) θαη κέζσ ηξηώλ δεζκώλ κε ηνπο 

ππξήλεο C14 (118.1 ppm) θαη C12 (139.7 ppm). 

                                     

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm 

 

ρήκα 3.12: Φάζκα NMR-
1
H ηνπ θαξλνζηθνύ νμένο ζε CD3CN (NS= 512, T=298

 
K, texp= 

1h & 6min, 400 MHz). 

   

ppm

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

140

120

100

80

60

40

20

0

(C14-H14)CA

(C1b-H1)CA

(C15-H15)CA

(C7-H7a,b)CA

(C5-H5)CA

 

 

ρήκα 3.13: Φάζκα HSQC 
1
H-

13
C ηνπ θαξλνζηθνύ νμένο ζε CD3CN (NS= 8, T=298

 
K, 

texp=2h & 8min, 400 MHz). 

OH

HO

CO

HO

1
2

3
4

5
6

7

8
9

10

11

12

13

14

15

16

17

1819

20
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ppm

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

200

180

160

140

120

100

80

60

40

20

0

H14CA

C15CA
C7CA

C9CA

C12CA

H15CA

H7CA

C17CA

C14CA

C13CA

C12CA

C6CA

C5CA

C14CA
C9CA
C8CA

 

 

ρήκα 3.14: Φάζκα HMBC  
1
H-

13
C ηνπ θαξλνζηθνύ νμένο ζε CD3CN (NS=16, T=298

 
K, 

texp= 5h & 14min, 400 MHz). 

 

 

Παξνκνίσο, ζηα ρήκαηα 3.15, 3.16 θαη 3.17 απεηθνλίδνληαη ηα θάζκαηα 

NMR -
1
H, HSQC 

1
H-

13
C θαη HMBC 

1
H-

13
C, αληίζηνηρα ηεο θαξλνζόιεο. ην 

δηζδηάζηαην ράξηε HSQC ππνδειώλνληαη νη ραξαθηεξηζηηθέο δηαζηαπξνύκελεο 

θνξπθέο πνπ ζα κπνξνύζαλ λα ρξεζηκνπνηεζνύλ γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ηεο 

θαξλνζόιεο ζε έλα εθρύιηζκα. Καη απηέο είλαη νη ζπδεύμεηο ησλ πξσηνλίσλ Η14, 

Η1α,β, Η7, Η5, Η3α,β θαη Η15 κε ηνπο αληίζηνηρνπο άλζξαθεο. ην δηζδηάζηαην ράξηε 

HMBC, δηαγλσζηηθήο ζεκαζίαο είλαη νη ζπδεύμεηο κέζσ πνιιαπιώλ δεζκώλ ησλ 

πξσηνλίσλ Η14 θαη Η7. Σν πξσηόλην Η14 πνπ ζπληνλίδεηαη ζηα 6.75 ppm 

ζπδεύγλπηαη κέζσ ηξηώλ δεζκώλ κε ηνπο άλζξαθεο C15 (26.3 ppm), C7 (77.3 ppm), 

C9 (121.8 ppm), C12 (141.9 ppm). Σν πξσηόλην Η7 πνπ ζπληνλίδεηαη ζηα 5.39 ppm 

ζπδεύγλπηαη κέζσ ηξηώλ δεζκώλ κε ηνπο άλζξαθεο C5 (45.2 ppm), C14 (111.9 ppm), 

C9 (121.8 ppm) θαη κέζσ δύν δεζκώλ κε ηνπο άλζξαθεο C8 (132.9 ppm), C20 (176.3 

ppm).    

                               



 95 

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm 

 

ρήκα 3.15: Φάζκα NMR-
1
H ηεο θαξλνζόιεο ζε CD3CN (NS= 256, T=298

 
K, texp= 

30min, 400 MHz). 

 

 

ppm

1.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.5 ppm

110

100

90

80

70

60

50

40
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(C14-H14)C

(C7-H7)C

(C15-H15)C

(C1-H1a,b)C

(C5-H5)C

(C3-H3a,b)C

 

 

ρήκα 3.16: Φάζκα HSQC 
1
H-

13
C ηεο θαξλνζόιεο ζε CD3CN (NS= 16, T=298

 
K, texp= 

4h & 12min, 400 MHz). 

 

OH

OH

C

O

O

1
2

3
4

5
6

7

8
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1819
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ppm

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

200

180

160

140

120

100

80

60

40

20

H14C

H7C H15C

C15C

C7C

C9C

C12C

C5C

C14C

C9C

C8C

C20C

C16, 17C

C14C

C13C
C12C

 

 

ρήκα 3.17: Φάζκα HMBC 
1
H-

13
C  ηεο θαξλνζόιεο ζε CD3CN (NS= 24, T=298K, texp= 

7h & 36min, 400 MHz). 

 

ην ρήκα 3.18 παξνπζηάδεηαη επηιεγκέλε πεξηνρή ηνπ θάζκαηνο NMR-
1
H 

ηνπ εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ, όπνπ θαίλεηαη όηη ππάξρνπλ νη ραξαθηεξηζηηθέο ρεκηθέο 

κεηαηνπίζεηο ηνπ πξσηνλίνπ Η14, πνπ ππνδειώλεηαη κε βέινο (ρήκα 3.18Β) ηνπ 

θαξλνζηθνύ νμένο, θαζώο θαη ηνπ πξσηνλίνπ Η14 θαη Η7 ηεο θαξλνζόιεο (ρήκα 

3.18C). Δίλαη θαλεξό όηη ην θαξλνζηθό νμύ είλαη ην θύξην ζπζηαηηθό ηνπ 

εθρπιίζκαηνο, αιιά θαη ε θαξλνζόιε βξίζθεηαη ζε ζεκαληηθά πνζνζηά. Η 

παξνπζία ηνπο εληνπίδεηαη εύθνια ζην δηζδηάζηαην ράξηε HSQC θαη HMBC ηνπ 

εθρπιίζκαηνο (ρήκα 3.19 & 3.20). Οη ζπγθεθξηκέλεο ζπδεύμεηο κπνξνύλ λα 

ρξεζηκνπνηεζνύλ γηα ηελ ηαπηνπνίεζε απηώλ ησλ ελώζεσλ ζε εθρπιίζκαηα θαη ζε 

πεξίπησζε απνπζίαο ησλ πξνηύπσλ ελώζεσλ. 
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ρήκα 3.18: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ ζε CD3CN 

(NS= 2k, T=298
 
K, texp= 2h & 48min, 400 MHz) (Α), ηνπ θάζκαηνο NMR-

1
H ηνπ 

θαξλνζηθνύ νμένο (Β) θαη ηεο θαξλνζόιεο (C). Σα βέιε ππνδεηθλύνπλ ηηο 

ραξαθηεξηζηηθέο θνξπθέο ηωλ δύν δηηεξπελίωλ ζην εθρύιηζκα (ζηηο δνκέο ηα πξωηόληα 

κε θόθθηλν). 

ppm

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

140
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80

60

40

20

(C14-H14)C

(C7-H7)C

(C5-H5)C

C1-H1a,b)C

(C3-H3a.b)C

(C14-H14)CA

(C1-H1b)CA

(C5-H5)CA

(C7-H7a,b)CA

 

 

ρήκα 3.19: Φάζκα
 
HSQC 

1
H-

13
C  εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ ζε CD3CN (NS= 64, T=298

 
K, 

texp= 15h & 30min, 400 MHz). 
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ppm

9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

180

160

140

120

100

80

60

40

20

H14CA

C15CA
C7CA

C9CA

C12CA

H15CA H7CA

C16CA

C14CA

C13CA

C12CA

C6CA

C5CA

C9CA

C8CA

H14C

C15C

C7C

C9C

C12C

 

 

ρήκα 3.20: Φάζκα
 
HMBC 

1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ ζε CD3CN (NS= 64, T=298

 
K, 

texp= 17h & 42min, 400 MHz). 

 

Γηάθνξα άιια θαηλνιηθά δηηεξπέληα έρνπλ απνκνλσζεί από εθρπιίζκαηα 

δεληξνιίβαλνπ θαη θαζθόκεινπ, κε δνκή γ- θαη δ- ιαθηόλεο, ηα νπνία έρεη 

πξνηαζεί όηη πξνθύπηνπλ από ηε κεηαηξνπή ηνπ θαξλνζηθνύ νμένο. Γηα παξάδεηγκα 

έρεη απνκνλσζεί θαη ραξαθηεξηζηεί ε ξνζκαλόιε (Inatani et al., 1982), ε 

επηξνζκαλόιε θαη ηζνξνζκαλόιε (Nakatani and Inatani, 1984), ε ξνζκαδηάιε 

(Nakatani and Inatani, 1983) θαη άιιεο ελώζεηο (ρήκα 3.21). Οη πεξηζζόηεξεο από 

απηέο είλαη ηζνκεξείο ελώζεηο, αιιά εθηόο απηνύ, ηα πξσηνληαθά ηνπο NMR 

θάζκαηα είλαη εμαηξεηηθά πνιύπινθα, αθνύ ηα πεξηζζόηεξα πξσηόληα ηνπο 

ζπληνλίδνληαη ζηελ πεξηνρή ησλ κεζπιηθώλ πξσηνλίσλ. Οξηζκέλεο ρεκηθέο 

κεηαηνπίζεηο πνπ βξίζθνληαη ζηελ αξσκαηηθή πεξηνρή ζα κπνξνύζαλ λα είλαη 

δηαγλσζηηθήο αμίαο, αιιά ε αξσκαηηθή πεξηνρή ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ εθρπιίζκαηνο, 

ιόγσ θαη ησλ ζεκάησλ ζπληνληζκνύ ηνπ ξνζκαξηληθνύ νμένο παξνπζηάδεη κεγάιε 

επηθάιπςε. 
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ρήκα 3.21: Χεκηθνί ηύπνη θαηλνιηθώλ δηηεξπελίωλ 

 

Δπίζεο, κειεηήζεθε θαη ην εθρύιηζκα Γελη.Δ, ην νπνίν κε βάζε 

βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα αλακέλεηαη λα είλαη ηδηαίηεξα πινύζην ζε δηηεξπέληα. 

Έγηλε ε ιήςε, αξρηθά ηνπ θάζκαηνο NMR- 
1
H κηαο δηάζηαζεο γηα ην ραξαθηεξηζκό 

ησλ θύξησλ ελώζεσλ (ρήκα 3.22). Όπσο θαίλεηαη ππάξρνπλ ζηελ πεξηνρή ησλ 

~12.9 ppm, πηζαλώο δύν ζήκαηα ζπληνληζκνύ, πνπ ζα κπνξνύζαλ λα αλήθνπλ ζηελ 

ηάμε ησλ θιαβνλώλ θαη ησλ Ο-γιπθνδηηώλ θιαβόλσλ. Όπσο ζα αλακελόηαλ είλαη 

ήζζνλα ζπζηαηηθά, ελώ ην ξνζκαξηληθό νμύ απνπζηάδεη από ην εθρύιηζκα.   

 

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

12.813.0 ppm

  

 

ρήκα 3.22: Φάζκα NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Γελη.Δ ζε CD3CN (NS= 2k, T=298

 
K, texp=2h 

& 48min, 400 MHz).  

 

 

Ρνζκαλόιε Επηξνζκαλόιε Ιζνξνζκαλόιε Ρνζκαδηάιε 
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ην ρήκα 3.23 παξνπζηάδεηαη επηιεγκέλε πεξηνρή ηνπ θάζκαηνο NMR-
1
H 

ηνπ εθρπιίζκαηνο Γελη.Δ, όπνπ θαίλεηαη όηη ππάξρνπλ νη ραξαθηεξηζηηθέο ρεκηθέο 

κεηαηνπίζεηο ηνπ πξσηνλίνπ Η14, πνπ ππνδειώλεηαη κε βέινο (ρήκα 3.23Β) ηνπ 

θαξλνζηθνύ νμένο, θαζώο θαη ηνπ πξσηνλίνπ Η14 θαη Η7 ηεο θαξλνζόιεο (ρήκα 

3.23C).  

 

 

 

ρήκα 3.23: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Γελη.Δ ζε CD3CN 

(NS= 2k, T=298
 
K, texp= 2h & 48min, 400 MHz) (A), ηνπ θάζκαηνο NMR-

1
H ηνπ 

θαξλνζηθνύ νμένο (Β) θαη ηεο θαξλνζόιεο (C). Σα βέιε ππνδεηθλύνπλ ηηο 

ραξαθηεξηζηηθέο θνξπθέο ηωλ δύν δηηεξπελίωλ ζην εθρύιηζκα (ζηηο δνκέο ηα πξωηόληα 

απεηθνλίδνληαη κε θόθθηλν). 

 

 

3.2.2 Εθρπιίζκαηα θαζθόκεινπ 

  ην ρήκα 3.24 απεηθνλίδεηαη ην θάζκα NMR -
1
H ηνπ εθρπιίζκαηνο 

Φαζθ.ΟΑ. ην ρήκα 3.25 παξνπζηάδεηαη ε επηιεγκέλε πεξηνρή ηνπ ίδηνπ θάζκαηνο 

ζηελ πεξηνρή από 11.5 έσο 13.3 ppm.       
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13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

12.012.513.0 ppm

6.66.87.07.27.47.6 ppm

 

 

ρήκα 3.24: Φάζκα NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Φαζθ.ΟΑ ζε CD3CN (NS= 2k, T=298

 
K, texp= 

2h & 46min, 400 MHz). Σα βέιε ππνδεηθλύνπλ ηηο δηπιέο θνξπθέο πνπ είλαη 

ραξαθηεξηζηηθέο ηεο παξνπζίαο παξαγώγωλ ηνπ θηλλακωκηθνύ νμένο. 

 

11.711.811.912.012.112.212.312.412.512.612.712.812.913.013.113.2 ppm 

 

ρήκα 3.25: Δπηιεγκέλε πεξηνρή ηνπ θάζκαηνο NMR-
1
H ηνπ ρήκαηνο 3.24.  
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Όπσο θαίλεηαη από ην ρήκα 3.25 ππάξρνπλ ζηελ πεξηνρή ησλ ~12.9 ppm, 

πηζαλώο ηέζζεξα ζήκαηα ζπληνληζκνύ πνπ αιιειεπηθαιύπηνληαη θαη κηα θνξπθή 

ζηα 13.17 ppm, πνπ ζα κπνξνύζαλ λα αλήθνπλ ζηελ ηάμε ησλ θιαβνλώλ. Δπίζεο, 

παξαηεξνύληαη δπν δηπιέο θνξπθέο ζηα 11.99 θαη 12.11 ppm θαη κηα απιή ζηα 

12.32 ppm, πνπ ζα κπνξνύζαλ λα αλήθνπλ ζε θιαβνλόιεο θαη θιαβαλόλεο. 

Αθνινύζεζε ε ιήςε θαζκάησλ κεηαβιεηήο ζεξκνθξαζίαο ηνπ εθρπιίζκαηνο 

Φαζθ.ΟΑ γηα έλα εύξνο ηηκώλ ζεξκνθξαζίαο από 298- 258
 
Κ. ηα ρήκαηα 3.26 θαη 

3.27 θαίλεηαη ε επίδξαζε ηεο ζεξκνθξαζίαο ζηε κνξθή ησλ ζεκάησλ ζπληνληζκνύ. 

Όπσο θαίλεηαη κε ηελ ειάηησζε ηεο ζεξκνθξαζίαο νη θνξπθέο γίλνληαη πην νμείεο 

θαη ζηνπο 258
 
Κ παξαηεξνύληαη, ζηελ πεξηνρή ησλ ~12.9 ppm, εθηά ζήκαηα 

ζπληνληζκνύ πνπ πξηλ αιιειεπηθαιππηόηαλ θαη πηζαλώο αληηζηνηρνύλ ζηηο 

απνξξνθήζεηο ησλ πξσηνλίσλ ησλ πδξνμπινκάδσλ ζηε ζέζε 5 θιαβόλσλ ή Ο-

γιπθνδηηώλ θιαβόλσλ. Δπίζεο, ζηα ~13.18 ppm ζηνπο 258
 
Κ δηαθξίλνληαη δπν 

ζήκαηα ζπληνληζκνύ πνπ πηζαλώο αληηζηνηρνύλ ζηηο απνξξνθήζεηο ησλ πξσηνλίσλ 

ησλ πδξνμπινκάδσλ ηεο ζέζεο 5 παξαγώγσλ-ζαθράξσλ θιαβόλσλ (C-γιπθνδηηώλ 

θιαβόλσλ).  

 

 

 

ρήκα 3.26: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Φαζθ.ΟΑ ζε CD3CN 

ζε δηαθνξεηηθέο ζεξκνθξαζίεο (NS= 256, T=258- 298
 
K, texp=21min, 400 MHz). 

298
 
Κ 

288
 
Κ 

278
 
Κ 

268
 
Κ 

258
 
Κ 
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ρήκα 3.27: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Φαζθ.ΟΑ ζε CD3CN 

ζε δηαθνξεηηθέο ζεξκνθξαζίεο (NS= 256, T=258- 298
 
K, texp=21min, 400 MHz). 

 

Οη δπν δηπιέο θνξπθέο ζηα 11.99 θαη 12.11 ppm θαη ε απιή ζηα 12.32 ppm 

δελ θαίλεηαη λα επεξεάδνληαη από ηελ ειάηησζε ηεο ζεξκνθξαζίαο. Αληίζεηα ε 

επξεία θνξπθή ζηα 12.7 ppm, γίλεηαη πην νμεία κε απνηέιεζκα λα δηαθξίλεηαη 

θαιύηεξα. Δπίζεο, ζην ρήκα 3.24 θαίλνληαη νη ραξαθηεξηζηηθέο δηπιέο θνξπθέο 

ηνπ ξνζκαξηληθνύ νμένο. Αιιά θαη από ηηο ζρεηηθέο πεξηνρέο ηνπ θάζκαηνο COSY 

1
Η- 

1
Η, HSQC 

1
H-

13
C, HMBC 

1
H-

13
C απνδεηθλύεηαη όηη είλαη ην κνλαδηθό 

θαηλνιηθό νμύ ζην ζπγθεθξηκέλν εθρύιηζκα. Όζνλ αθνξά ηα δηηεξπέληα θαξλνζόιε 

θαη θαξλνζηθό νμύ θαη εδώ βξίζθνληαη ζε πςειά πνζνζηά, όπσο πξνθύπηεη από ην 

δηζδηάζηαην ράξηε HSQC θαη HMBC ηνπ εθρπιίζκαηνο, όπνπ εληνπίδνληαη νη 

ραξαθηεξηζηηθέο θνξπθέο δηαζηαύξσζεο. (Γηα ην θαξλνζηθό νμύ ηαπηνπνηήζεθαλ 

νη ζπδεύμεηο ησλ Η14, Η1β, Η7α,β, Η5 θαη Η15 κε ηνπο αληίζηνηρνπο άλζξαθεο ζηνλ 

ράξηε HSQC θαη ηνπ Η14 κε ηνπο C15, C7, C9, C12 θαη ηνπ Η15 κε ηνπο C17, C13, C14, 

C12 ζηνλ ράξηε HMBC. Γηα ηελ θαξλνζόιε ηαπηνπνηήζεθαλ νη ζπδεύμεηο ησλ Η14, 

Η1α,β, Η7, Η5, Η3α,β θαη Η15 κε ηνπο αληίζηνηρνπο άλζξαθεο ζηνλ ράξηε HSQC, θαη 

ηνπ Η14 κε ηνπο C15, C7, C9, C12 ζηνλ αληίζηνηρν ράξηε HMBC) (ρήκα 3.28 & 

3.29).    

 

258
 
Κ 

298
 
Κ 

288
 
Κ 

278
 
Κ 

268
 
Κ 
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ppm
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(C1-H1a,b)C
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(C3-H3a,b)C

(C14-H14)CA

(C1-H1b)CA
(C7-H7a,b)CA

(C5-H5)CA

 

 

ρήκα 3.28: Φάζκα
 
HSQC 

1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Φαζθ.ΟΑ ζε CD3CN (NS= 40, T=298

 
K, 

texp= 9h & 40min, 400 MHz). 
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ρήκα 3.29: Φάζκα
 
HMBC 

1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Φαζθ.ΟΑ ζε CD3CN (NS= 40, T=298

 
K, 

texp= 11h & 2 min, 400 MHz). 
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Δπηπιένλ, κειεηήζεθε θαη ην εθρύιηζκα Φαζθ.Δ, ην νπνίν κε βάζε 

βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα αλακέλεηαη λα είλαη ηδηαίηεξα πινύζην ζε δηηεξπέληα. 

Αξρηθά, έγηλε ε ιήςε ηνπ θάζκαηνο NMR- 
1
H κηαο δηάζηαζεο γηα ην ραξαθηεξηζκό 

ησλ θύξησλ ελώζεσλ (ρήκα 3.30). ηελ πεξηνρή ησλ ~12.9 ppm ππάξρεη έλα ζήκα 

ζπληνληζκνύ θαη εθαηέξσζελ απηνύ δπν πνιύ κηθξά, πνπ ζα κπνξνύζαλ λα 

αλήθνπλ ζηελ ηάμε ησλ θιαβνλώλ ή ησλ Ο-γιπθνδηηώλ θιαβόλσλ. Σν ξνζκαξηληθό 

νμύ απνπζηάδεη από ην εθρύιηζκα.  

 

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

13.0 ppm

 

 

ρήκα 3.30: Φάζκα NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Φαζθ.Δ ζε CD3CN (NS= 2k, T=298

 
K, 

texp=2h & 46min, 400 MHz).  

 

ην ρήκα 3.31 παξνπζηάδεηαη επηιεγκέλε πεξηνρή ηνπ θάζκαηνο NMR-
1
H 

ηνπ εθρπιίζκαηνο Φαζθ.Δ, όπνπ θαίλεηαη όηη ππάξρνπλ νη ραξαθηεξηζηηθέο ρεκηθέο 

κεηαηνπίζεηο ηνπ πξσηνλίνπ Η14, πνπ ππνδειώλεηαη κε βέινο (ρήκα 3.31Β) ηνπ 

θαξλνζηθνύ νμένο, θαζώο θαη ηνπ πξσηνλίνπ Η14 θαη Η7 ηεο θαξλνζόιεο (ρήκα 

3.31C).  
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ρήκα 3.31: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Φαζθ.Δ ζε CD3CN 

(NS= 2k, T=298
 
K, texp= 2h & 48min, 400 MHz) (A), θάζκαηνο NMR-

1
H ηνπ θαξλνζηθνύ 

νμένο (Β) θαη ηεο θαξλνζόιεο (C). Σα βέιε ππνδεηθλύνπλ ηηο ραξαθηεξηζηηθέο θνξπθέο 

ηωλ δύν δηηεξπελίωλ ζην εθρύιηζκα (ζηηο δνκέο ηα πξωηόληα ππνδειώλνληαη κε 

θόθθηλν). 

 

 

 

3.2.3 Εθρπιίζκαηα ζπκαξηνύ  

Σα εθρπιίζκαηα ζπκαξηνύ είλαη ηδηαίηεξα πινύζηα ζε θιαβνλνεηδή, όπσο ε 

εξηνδηθηπόιε (eriodictyol), ε λαξηγθελίλε (naringenin), ε ινπηενιίλε, ε απηγελίλε 

θαη δηάθνξα παξάγσγα ηνπο, ε θηξζηκαξηηίλε (cirsimaritin), ε εζπεξηηίλε 

(hesperetin), ε εζπεξηδίλε (hesperidin), ε θηξζηιηλεόιε (cirsilineol) θαη άιια (Van 

den Broucke et al., 1982, Schwarz and Ernst, 1996, Wang et al., 1998). ην ρήκα 

3.32 απεηθνλίδεηαη ην θάζκα NMR -
1
H ηνπ εθρπιίζκαηνο Θπκ.ΟΑ θαη ζην ρήκα 

3.33 δίλεηαη ε επηιεγκέλε πεξηνρή ηνπ ίδηνπ θάζκαηνο ζηελ πεξηνρή από 11.1 έσο 

14.0 ppm.      
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13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

12.012.513.013.5 ppm

6.66.87.07.27.47.6 ppm

 

 

ρήκα 3.32: Φάζκα NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Θπκ.ΟΑ ζε CD3CN (NS= 2k, T=298 

 
K, texp= 

2h & 45 min, 400 MHz). Σα βέιε ππνδεηθλύνπλ ηηο δηπιέο θνξπθέο πνπ είλαη 

ραξαθηεξηζηηθέο ηεο παξνπζίαο παξαγώγωλ ηνπ θηλλακωκηθνύ νμένο. 

 

 

11.411.611.812.012.212.412.612.813.013.213.413.613.8 ppm 

 

ρήκα 3.33: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H ηνπ ρήκαηνο 3.32. 
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Όπσο θαίλεηαη από ην ρήκα 3.33 ππάξρνπλ δηάθνξα θιαβνλνεηδή ζην 

εθρύιηζκα,  θιαβνλόιεο θαη θιαβόλεο. Αθνινύζεζε ε ιήςε θαζκάησλ κεηαβιεηήο 

ζεξκνθξαζίαο ηνπ εθρπιίζκαηνο Θπκ.ΟΑ γηα έλα εύξνο ηηκώλ ζεξκνθξαζίαο από 

298- 258
 
Κ. ηα ρήκαηα 3.34 θαη 3.35 θαίλεηαη ε επίδξαζε ηεο ζεξκνθξαζίαο ζηε 

κνξθή ησλ ζεκάησλ ζπληνληζκνύ. Όπσο αλακέλεηαη κε ηελ ειάηησζε ηεο 

ζεξκνθξαζίαο νη θνξπθέο γίλνληαη πην νμείεο. Σα ζήκαηα ζπληνληζκνύ ζηελ 

πεξηνρή ησλ ~12.15 ppm δελ θαίλνληαη λα δηαρσξίδνληαη θαιύηεξα κε ηελ 

ειάηησζε ηεο ζεξκνθξαζίαο ελώ ζηα ~11.8 ppm ζηνπο 258
 
Κ παξαηεξείηαη αθόκα 

κηα κηθξή θνξπθή πνπ πξηλ αιιειεπηθαιππηόηαλ.  

 

 

 

ρήκα 3.34: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Θπκ.ΟΑ ζε CD3CN ζε 

δηαθνξεηηθέο ζεξκνθξαζίεο (NS= 256, T=258- 298
 
K, texp=21min, 400 MHz). 

 

268
 
Κ 

298
 
Κ 

288
 
Κ 

278
 
Κ 

258
 
Κ 
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ρήκα 3.35: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Θπκ.ΟΑ  ζε CD3CN 

ζε δηαθνξεηηθέο ζεξκνθξαζίεο (NS= 256, T=258- 298
 
K, texp=21min, 400 MHz). 

 

Με ππέξζεζε ηνπ θάζκαηνο NMR -
1
H ηνπ εθρπιίζκαηνο κε ηα αληίζηνηρα 

πξόηππσλ ελώζεσλ θιαβνλνεηδώλ (πνπ ειήθζεζαλ ζην ίδην όξγαλν θαη κε ηηο ίδηεο 

ζπλζήθεο), νη νπνίεο έρνπλ αλαθεξζεί ζηε βηβιηνγξαθία σο ζπζηαηηθά 

εθρπιηζκάησλ ζπκαξηνύ δηαπηζηώζεθε όηη, πηζαλώο, ε εξηνδηθηπόιε, ε εζπεξηηίλε, 

ε λαξηγθελίλε θαη ε ηαμηθνιίλε ππάξρνπλ ζην εθρύιηζκα. Δπεηδή νη απνξξνθήζεηο 

ησλ πξσηνλίσλ ησλ πδξνμπινκάδσλ ζηε ζέζε 5 ηεο εξηνδηθηπόιεο, εζπεξηηίλεο θαη 

λαξηγθελίλεο είλαη πνιύ θνληά παξαζθεπάζηεθε κίγκα ηνπο (ζε αλαινγία 1:2:4 

αληίζηνηρα) θαη έγηλε ε ιήςε ηνπ θάζκαηνο NMR -
1
H ηνπ ζε δηαθνξεηηθέο 

ζεξκνθξαζίεο (Σ= 305- 258
 
Κ), κε ζθνπό λα δηαπηζησζεί αλ είλαη εθηθηόο ν 

δηαρσξηζκόο θαη ε αλίρλεπζή ηνπο ζε κίγκα. Πξνθεηκέλνπ λα δηαπηζησζεί ε 

παξνπζία ηνπο, πξνζηέζεθε κηθξή πνζόηεηα δηαιύκαηόο ηνπο, ζε δεπηεξησκέλν 

αθεηνληηξίιην, ζην εθρύιηζκα γηα ηελ ελίζρπζε ηνπ ζήκαηνο (κέζνδνο «spiking») 

θαη αθνινύζεζε ε ιήςε ησλ θαζκάησλ ζε εύξνο ηηκώλ ζεξκνθξαζίαο από 298- 258
 

Κ. Δθηόο από ηελ ηαμηθνιίλε πνπ πξνζηέζεθε καδί κε ηελ εξηνδηθηπόιε, νη 

ππόινηπεο πξνζηέζεθαλ κία θάζε θνξά, θαζώο νη απνξξνθήζεηο ηεο ζπγθεθξηκέλεο 

πδξνμπινκάδαο ηνπο είλαη πνιύ θνληά. ην ρήκα 3.36 παξνπζηάδεηαη επηιεγκέλε 

πεξηνρή ηνπ θάζκαηνο NMR -
1
H ηνπ εθρπιίζκαηνο Θπκ.ΟΑ πξηλ θαη κεηά ηελ 

298
 
Κ 

288
 
Κ 

278
 
Κ 

268
 
Κ 

258
 
Κ 
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πξνζζήθε ηεο εζπεξηηίλεο, εξηνδηθηπόιεο, λαξηγθελίλεο θαη ηαμηθνιίλεο ζηνπο 298
 

Κ. ην ζρήκα 3.37 απεηθνλίδνληαη νη ρεκηθνί ηύπνη ησλ θιαβνλνεηδώλ. 

    

 

 

 ρήκα 3.36: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Θπκ.ΟΑ  ζε CD3CN 

(Α), ην ίδην θάζκα κεηά ηελ πξνζζήθε εζπεξηηίλεο, εξηνδηθηπόιεο, λαξηγθελίλεο θαη 

ηαμηθνιίλεο (Β). Η ηαπηνπνίεζε ηωλ θιαβνλνεηδώλ ππνδειώλεηαη κε ην βέινο (NS= 

256, T=298
 
K, texp=21min, 400 MHz).  
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ρήκα 3.37: Χεκηθνί ηύπνη θιαβνλνεηδώλ πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ ζην εθρύιηζκα 

ζπκαξηνύ.  

Εξηνδηθηπόιε 

Α 

Β 

  Ναξηγθελίλε 

Ταμηθνιίλε 

Εζπεξηηίλε 

Εζπεξηηίλε Εξηνδηθηπόιε Ταμηθνιίλε 

  Ναξηγθελίλε 
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 Η παξνπζία ηεο ηαμηθνιίλεο θαη ηεο εξηνδηθηπόιεο, πνπ όπσο ππνδεηθλύεηαη 

θαη από ην ύςνο ησλ αληίζηνηρσλ θνξπθώλ ( 5- ΟΗ νκάδαο) βξίζθνληαη ζε 

ζεκαληηθά επίπεδα ζε ζρέζε κε ηα άιια ζπζηαηηθά, κπνξεί λα επηβεβαησζεί θαη 

από ην θάζκα HMBC ηνπ εθρπιίζκαηνο (ρήκα 3.38). ην δηζδηάζηαην ράξηε 

HMBC ε πδξνμπινκάδα ζηε ζέζε 5 ζηα ~12.11 ppm ηεο εξηνδηθηπόιεο εκθαλίδεη 

ζύδεπμε 
2
J κε έλαλ άλζξαθα ζηα 95.6 ppm πνπ αληηζηνηρεί ζηνλ C6, έλα 

ηεηαξηνηαγέο άηνκν άλζξαθα ζηα 102.3 ppm πνπ αληηζηνηρεί ζηνλ C10 θαη ζύδεπμε 

3
J  κε έλαλ άλζξαθα ζηα 164.12 ppm πνπ αληηζηνηρεί ζηνλ άλζξαθα C9. Αληίζηνηρα, 

ε πδξνμπινκάδα ζηε ζέζε 5 ζηα 11.56 ppm ηεο ηαμηθνιίλεο εκθαλίδεη ζύδεπμε 
2
J 

κε έλαλ άλζξαθα ζηα 95.6 ppm πνπ αληηζηνηρεί ζηνλ C6, έλα άηνκν άλζξαθα ζηα 

99.9 ppm πνπ αληηζηνηρεί ζηνλ C10 θαη ζύδεπμε 
3
J κε έλαλ άλζξαθα ζηα 164.12 

ppm πνπ αληηζηνηρεί ζηνλ C9. 

ppm

11.011.211.411.611.812.012.212.412.612.8 ppm

90

100

110

120

130

140

150

160

170

C6

C10

C9

C6

C10

C9

 

 

ρήκα 3.38: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο 
 
HMBC 

1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Θπκ.ΟΑ  ζε 

CD3CN (NS= 32, T=298
 
K, texp= 8h & 49min, 400 MHz). 

 

ην ρήκα 3.32 θαίλνληαη νη ραξαθηεξηζηηθέο δηπιέο θνξπθέο ηνπ 

ξνζκαξηληθνύ νμένο. Δπίζεο, από ηηο ζρεηηθέο πεξηνρέο ηνπ θάζκαηνο COSY 
1
Η- 
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1
Η, HSQC 

1
H-

13
C, HMBC 

1
H-

13
C απνδεηθλύεηαη όηη είλαη ην κνλαδηθό θαηλνιηθό 

νμύ ζην ζπγθεθξηκέλν εθρύιηζκα.  

Κύξηα ζπζηαηηθά ηνπ αηζέξηνπ ειαίνπ ζπκαξηνύ είλαη ε θαξβαθξόιε θαη ε 

ζπκόιε, πνπ είλαη ηζνκεξή ζέζεο, ελώ έρεη απνκνλσζεί θαη ε παρα-θπκελ-2,3-δηόιε 

(ρήκα 3.39). Σα αηζέξηα έιαηα, δηαθξίλνληαη ζε δπν θαηεγνξίεο, πινύζηα ζε 

θαξβαθξόιε ή ζε ζπκόιε (Schwarz and Ernst, 1996). Η θαξβαθξόιε θαίλεηαη λα 

είλαη ην θύξην ζπζηαηηθό ηνπ εθρπιίζκαηνο Θπκ.ΟΑ, όπσο πξνθύπηεη κεηά από 

ζύγθξηζε ηνπ θάζκαηνο NMR -
1
H κε ηα αληίζηνηρα ηεο θαξβαθξόιεο θαη ζπκόιεο 

(ρήκα 3.40) αιιά θαη από ην δηζδηάζηαην ράξηε HSQC ηνπ εθρπιίζκαηνο όπνπ 

θαίλνληαη νη ραξαθηεξηζηηθέο ζπδεύμεηο κεηαμύ ησλ ππξήλσλ πξσηνλίνπ θαη 

άλζξαθα ηεο θαξβαθξόιεο (ρήκα 3.41). 
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      ρήκα 3.39: Χεκηθνί ηύπνη ζπζηαηηθώλ ζπκαξηνύ 

 

 

Θπκόιε p- Κπκελ-2,3-δηόιε Καξβαθξόιε 
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ρήκα 3.40: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Θπκ.ΟΑ  ζε CD3CN 

(NS= 2k, T=298K, texp= 2h & 45 min, 400 MHz) (Α), ηνπ θάζκαηνο NMR-
1
H

 
ηεο 

θαξβαθξόιεο (Β) θαη ηεο ζπκόιεο (C). Σα βέιε ππνδεηθλύνπλ ηηο ραξαθηεξηζηηθέο 

θνξπθέο ηεο θαξβαθξόιεο ζην εθρύιηζκα. 

ppm

1.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.58.0 ppm

20

40

60

80

100

120

140

(C8,H8)CR

(C4,H4)CR

(C6,H6)CR

(C3,H3)CR

 

 

ρήκα 3.41: Φάζκα
 
HSQC 

1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Θπκ.ΟΑ  ζε CD3CN (NS= 32, T=298K, 

texp= 7h & 44min, 400 MHz). 

A 

B 

C 



 114 

Δπηπιένλ, κειεηήζεθε θαη ην εθρύιηζκα Θπκ.Δ. Αξρηθά, έγηλε ε ιήςε ηνπ 

θάζκαηνο NMR- 
1
H κηαο δηάζηαζεο γηα ην ραξαθηεξηζκό ησλ θύξησλ ελώζεσλ 

(ρήκα 3.42). Όπσο αλακέλεηαη ηα θιαβνλνεηδή είλαη ήζζνλα ζπζηαηηθά, ελώ ην 

ξνζκαξηληθό νμύ απνπζηάδεη από ην εθρύιηζκα. ρεδόλ απνθιεηζηηθό ζπζηαηηθό 

ηνπ είλαη ε θαξβαθξόιε (ρήκα 3.43).  

14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

11.512.012.5 ppm

 

 

ρήκα 3.42: Φάζκα NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Θπκ.Δ ζε CD3CN (NS= 2k, T=298

 
K, texp=2h 

& 45min, 400 MHz).  

 

 

 

ρήκα 3.43: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H πνπ παξνπζηάδεηαη ζην ρήκα 

3.42(Α) θαη ηνπ θάζκαηνο NMR-
1
H

 
ηεο θαξβαθξόιεο (Β). 

A 

B 
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3.2.4 Εθρπιίζκαηα καληδνπξάλαο 

ην ρήκα 3.44 απεηθνλίδεηαη ην θάζκα NMR -
1
H εθρπιίζκαηνο Μαληδ.ΟΑ 

θαη ζην ρήκα 3.45 δίλεηαη ε επηιεγκέλε πεξηνρή ηνπ ίδηνπ θάζκαηνο ζηελ πεξηνρή 

από 11.4 έσο 13.0 ppm. 

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

11.512.012.5 ppm

6.66.87.07.27.47.6 ppm

 

 

ρήκα 3.44: Φάζκα NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Μαληδ.ΟΑ ζε CD3CN (NS= 2k, T=298K, texp= 

2h & 44min, 400 MHz).  

 

11.211.411.611.812.012.212.412.612.813.0 ppm

12.9 ppm

12.1012.15 ppm

 
 

ρήκα 3.45: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H ηνπ ρήκαηνο 3.44. 
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Σν εθρύιηζκα είλαη ηδηαίηεξα πινύζην ζε θιαβνλνεηδή. Σα θύξηα ζπζηαηηθά 

ησλ δηάθνξσλ γελώλ Origanum είλαη θιαβνλνεηδή, όπσο ινπηενιίλε, απηγελίλε, 

θεξθεηίλε θαη δηάθνξα παξάγσγα ηνπο (Dorman et al., 2004, Al-Bandak and 

Oreopoulou, 2007). Αθνινύζεζε ε ιήςε θαζκάησλ κεηαβιεηήο ζεξκνθξαζίαο ηνπ 

εθρπιίζκαηνο Μαληδ.ΟΑ γηα έλα εύξνο ηηκώλ ζεξκνθξαζίαο από 298- 258
 
Κ. ηα 

ρήκαηα 3.46 θαη 3.47 θαίλεηαη ε επίδξαζε ηεο ζεξκνθξαζίαο ζηε κνξθή ησλ 

ζεκάησλ ζπληνληζκνύ. Όπσο αλακέλεηαη κε ηελ ειάηησζε ηεο ζεξκνθξαζίαο νη 

θνξπθέο γίλνληαη πην νμείεο. Σα ζήκαηα ζπληνληζκνύ ζηελ πεξηνρή ησλ ~12.1 ppm 

δελ θαίλεηαη λα δηαρσξίδνληαη θαιύηεξα, ελώ ζηα ~11.76 ppm νη θνξπθέο κάιινλ 

πιεζηάδνπλ κε ηελ ειάηησζε ηεο ζεξκνθξαζίαο. 

 

 

 

ρήκα 3.46: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο  Μαληδ.ΟΑ ζε CD3CN 

ζε δηαθνξεηηθέο ζεξκνθξαζίεο (NS= 128, T=258- 298
 
K, texp=10min, 400 MHz). 

298
 
Κ 

288
 
Κ 

278
 
Κ 

268
 
Κ 

258
 
Κ 
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ρήκα 3.47: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Μαληδ.ΟΑ ζε CD3CN 

ζε δηαθνξεηηθέο ζεξκνθξαζίεο (NS= 128, T=258- 298
 
K, texp=10min, 400 MHz). 

 

Με ππέξζεζε ηνπ θάζκαηνο NMR -
1
H ηνπ εθρπιίζκαηνο κε ηα αληίζηνηρα 

πξόηππσλ ελώζεσλ θιαβνλνεηδώλ (πνπ ειήθζεζαλ ζην ίδην όξγαλν θαη κε ηηο ίδηεο 

ζπλζήθεο), νη νπνίεο έρνπλ αλαθεξζεί ζηε βηβιηνγξαθία σο ζπζηαηηθά 

εθρπιηζκάησλ ζπκαξηνύ δηαπηζηώζεθε όηη, πηζαλώο, ε εξηνδηθηπόιε, ε λαξηγθελίλε 

θαη ε ηαμηθνιίλε ππάξρνπλ ζην εθρύιηζκα. Πξνθεηκέλνπ λα δηαπηζησζεί ε 

παξνπζία ηνπο, πξνζηέζεθε κηθξή πνζόηεηα δηαιύκαηόο ηνπο, ζε δεπηεξησκέλν 

αθεηνληηξίιην, ζην εθρύιηζκα γηα ηελ ελίζρπζε ηνπ ζήκαηνο (κέζνδνο spiking) θαη 

αθνινύζεζε ε ιήςε ησλ θαζκάησλ ζε εύξνο ηηκώλ ζεξκνθξαζίαο από 298- 258
 
Κ. 

ην ρήκα 3.48 παξνπζηάδεηαη επηιεγκέλε πεξηνρή ηνπ θάζκαηνο NMR -
1
H 

εθρπιίζκαηνο Μαληδ.ΟΑ πξηλ θαη κεηά ηελ πξνζζήθε ηεο εξηνδηθηπόιεο, θαη 

ηαμηθνιίλεο ζηνπο 298
 
Κ. Δίλαη πξνθαλέο όηη ε εξηνδηθηπόιε, λαξηγθελίλε θαη 

ηαμηθνιίλε ππάξρνπλ ζην εθρύιηζκα.  

Δπίζεο, ζην ρήκα 3.44 θαίλνληαη νη ραξαθηεξηζηηθέο δηπιέο θνξπθέο ηνπ 

ξνζκαξηληθνύ νμένο. Από ηηο ζρεηηθέο πεξηνρέο ηνπ θάζκαηνο COSY 
1
Η- 

1
Η, 

HSQC 
1
H-

13
C, HMBC 

1
H-

13
C απνδεηθλύεηαη όηη είλαη ην κνλαδηθό θαηλνιηθό νμύ 

ζην εθρύιηζκα. 

 

 

  

258
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Κ 

278
 
Κ 
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Κ 

298
 
Κ 
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ρήκα 3.48: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Μαληδ.ΟΑ ζε CD3CN 

(Α), ην ίδην θάζκα κεηά ηελ πξνζζήθε εξηνδηθηηόιεο θαη ηαμηθνιίλεο (Β). Η 

ηαπηνπνίεζε ηεο θιαβνλνεηδώλ ππνδειώλεηαη κε ην βέινο (NS= 128, T=298
 
K, 

texp=10min, 400 MHz).  

 

Δπηπιένλ, κειεηήζεθε θαη ην εθρύιηζκα Μαληδ.Δ. Αξρηθά, έγηλε ε ιήςε ηνπ 

θάζκαηνο NMR- 
1
H κηαο δηάζηαζεο γηα ην ραξαθηεξηζκό ησλ θύξησλ ελώζεσλ 

(ρήκα 3.49). Όπσο αλακέλεηαη ηα θιαβνλνεηδή είλαη ήζζνλα ζπζηαηηθά, ελώ ην 

ξνζκαξηληθό νμύ απνπζηάδεη από ην εθρύιηζκα.  
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13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

12.012.5 ppm

 

 

ρήκα 3.49: Φάζκα NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Μαληδ.Δ  ζε CD3CN (NS= 3k, T=298

 
K, 

texp=4h & min, 400 MHz).  

 

 

 

3.2.5 Λνηπά εθρπιίζκαηα 

ην εθρύιηζκα ησλ Φ.Δ.ΟΑ κπνξνύλ λα αλαγλσξηζηνύλ θάπνηα θιαβνλνεηδή, 

ελώ δελ ππάξρνπλ θαηλνιηθά νμέα (ρήκαηα 3.50, 3.51). ε απηό ην ζεκείν δελ ζα 

δνζεί ηδηαίηεξε έκθαζε ζηελ ηαπηνπνίεζε ζπζηαηηθώλ ηνπ εθρπιίζκαηνο, θαζώο 

εθρπιίζκαηα θύιισλ ειηάο έρνπλ κειεηεζεί ζε κεγάιν βαζκό ζε πξνεγνύκελεο 

κειέηεο ηεο εξεπλεηηθήο καο νκάδαο (Κονηογιάννη, 2005, Μεηαπηστιακή διαηριβή, 

Τζιούηζιας, 2005, Μεηαπηστιακή διαηριβή). Σν θάζκα NMR -
1
H  εθρπιίζκαηνο 

Ρνδ.ΟΑ ζε δεπηεξησκέλν αθεηνληηξίιην, ζην νπνίν κπνξνύλ λα αλαγλσξηζηνύλ 

νξηζκέλα ζήκαηα ζπληνληζκνύ ζηελ πεξηνρή ησλ θιαβνλνεηδώλ απεηθνλίδεηαη ζηα 

ρήκαηα 3.52, 3.53. 
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14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

12.012.513.0 ppm

 

 

 

ρήκα 3.50: Φάζκα NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Φ.Δ.ΟΑ ζε CD3CN (NS= 2k, T=298

 
K, texp= 

2h & 44min, 400 MHz). 

 

11.211.411.611.812.012.212.412.612.813.013.2 ppm

12.95 ppm

 

 

 

ρήκα 3.51: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H ηνπ ρήκαηνο 3.50. 
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12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

11.411.611.812.012.2 ppm

 
 

ρήκα 3.52: Φάζκα NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Ρνδ.ΟΑ ζε CD3CN (NS= 2k, T=298 K, texp= 

2h & 44min, 400 MHz). 

 

 

11.211.311.411.511.611.711.811.912.012.112.2 ppm 

 

ρήκα 3.53: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H ηνπ ρήκαηνο 3.52. 
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4.1 Μειέηε ηεο ζύζηαζεο κε ηε ζπλδπαζηηθή ηερληθή LC-ESI-MS 

Η ζύζηαζε ησλ εμαληθώλ εθρπιηζκάησλ θαη ησλ εθρπιηζκάησλ νμηθνύ 

αηζπιεζηέξα κειεηήζεθε κε πγξή ρξσκαηνγξαθία ζε ζύδεπμε κε θαζκαηνκεηξία 

καδώλ. Η πην επξέσο ρξεζηκνπνηνύκελε κέζνδνο γηα ηελ αλάιπζε θαηλνιηθώλ 

ελώζεσλ είλαη ε πγξή ρξσκαηνγξαθία πςειήο απόδνζεο αληίζηξνθεο θάζεο (RP-

HPLC) κε ηε ρξήζε κίγκαηνο νξγαληθνύ πνιηθνύ δηαιύηε (κεζαλόιε, αθεηνληηξίιην) 

θαη λεξνύ σο θηλεηή θάζε. Σν pH ζα πξέπεη λα είλαη όμηλν πξνθεηκέλνπ λα 

απνθεπρζεί ν ηνληζκόο ησλ ππό αλάιπζε ελώζεσλ. ηελ παξνύζα κειέηε 

ρξεζηκνπνηήζεθε αθεηνληηξίιην: λεξό (0.1 % νμηθό νμύ). Ωο αληρλεπηήο 

ρξεζηκνπνηήζεθε θαζκαηόκεηξν καδώλ, πνπ ιεηηνπξγεί κε ηνληηζκό κε 

ειεθηξνςεθαζκό. Η ζπγθεθξηκέλε ηερληθή είλαη ήπηα, πνπ ηηο πεξηζζόηεξεο θνξέο 

παξάγεη ζηαζεξά ηόληα θαη ρακειά πνζνζηά ζηηγκηαίσλ ζξαπζκάησλ, ώζηε ηα 

αληίζηνηρα θύξηα ηόληα παξακέλνπλ ζε πςειή αλαινγία. Υξεζηκνπνηήζεθε 

αξλεηηθόο θαη ζεηηθόο ηνληηζκόο, ζηηο ζπγθεθξηκέλεο όκσο ζπλζήθεο αλάιπζεο, 

θαιύηεξα απνηειέζκαηα πξνέθπςαλ από ηνλ αξλεηηθό ηνληηζκό θαη θαηαγξάθεθε θαη 

ην δεπηεξνγελέο θάζκα κάδαο MS
2
 ησλ κνξηαθώλ ηόλησλ. Σα ρξσκαηνγξαθήκαηα 

θαηαγξάθεθαλ κε αληρλεπηή ζπζηνηρίαο δηόδσλ θαη επηιέρζεθαλ ηέζζεξα κήθε 

θύκαηνο γηα παξαθνινύζεζε, ζηα 210, 254, 280 θαη 330 nm. 

ηα ρήκαηα 4.1.Α θαη 4.2.Α απεηθνλίδνληαη ηα ζπλνιηθά ηόληα καδώλ (total 

mass ion) θαη ζηα ρήκαηα 4.1.Β θαη 4.2.Β ηα ρξσκαηνγξαθήκαηα ησλ εθρπιηζκάησλ 

Γελη.ΟΑ θαη Γελη.Δ ζηα 280 nm, αληίζηνηρα. Όπσο θαίλεηαη έρνπλ θνηλά ζπζηαηηθά, αλ 

θαη ην εθρύιηζκα Γελη.ΟΑ είλαη πην πνιύπινθν από πιεπξάο ζύζηαζεο θαη πην 

πινύζην από πιεπξάο ζπγθέληξσζεο. Η ηαπηνπνίεζε ησλ ελώζεσλ έγηλε κε βάζε ηα 

θάζκαηα κάδαο, ζε ζύγθξηζε κε βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα (Cuvelier et al., 1996, 

Herrero et al., 2005, Almela et al., 2006) θαη ζε πεξίπησζε ύπαξμεο πξνηύπσλ 

ελώζεσλ, κε ζύγθξηζε ηνπ ρξόλνπ θαηαθξάηεζεο θαη ηνπ θάζκαηνο κάδαο απηώλ. 

ηνλ Πίλαθα 4.1 παξνπζηάδνληαη ζπγθεληξσηηθά ηα δεδνκέλα πνπ πξνέθπςαλ γηα ηα 

ζπζηαηηθά ησλ δύν εθρπιηζκάησλ κε ηε θαζκαηνκεηξία καδώλ.   

 



 

124 

 

 

 

ρήκα 4.1: Σν ζπλνιηθό θάζκα κάδαο (Α) θαη ην ρξωκαηνγξάθεκα ζηα 280 nm (Β) 

εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ. 

 

 

 

ρήκα 4.2 : Σν ζπλνιηθό θάζκα κάδαο (Α) θαη ην ρξωκαηνγξάθεκα ζηα 280 nm (Β) 

εθρπιίζκαηνο Γελη.Δ. 

A 

B 

A 

B 
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Πίλαθαο 4.1: Χξόλνη θαηαθξάηεζεο θαη θύξηα κνξηαθά ηόληα ηωλ ελώζεωλ εθρπιηζκάηωλ 

Γελη.ΟΑ θαη Γελη.Δ θαζώο θαη ε ηαπηνπνίεζε ηνπο κε ελώζεηο ζύκθωλα κε βηβιηνγξαθηθά 

δεδνκέλα. 

 

 

 

Ν.Ι.*: πκβνιίδνληαη ηα ζπζηαηηθά πνπ δελ ηαπηνπνηήζεθαλ 

 

Σα ζπζηαηηθά ησλ εθρπιηζκάησλ δεληξνιίβαλνπ κπνξνύλ λα ηαμηλνκεζνύλ ζε 

ηξείο θαηεγνξίεο ελώζεσλ: δηηεξπέληα, θιαβνλνεηδή θαη θαηλνιηθά νμέα θαη 

ηξηηεπελνεηδή. Οη δνκέο ησλ δηηεξπελίσλ ζρεηίδνληαη κε απηή ηνπ θαξλνζηθνύ νμένο, 

ελώ ηα θιαβνλνεηδή πξνέθπςαλ από δπν θνηλέο θιαβόλεο ηελ απηγελίλε θαη ηε 

ινπηενιίλε. Σν ξνζκαξηληθό νμύ είλαη ην κόλν θαηλνιηθό νμύ πνπ ηαπηνπνηήζεθε. 

Αλαιπηηθά, ην θάζκα κάδαο πνπ αληηζηνηρεί ζηελ θνξπθή 1 ηνπ ζπλνιηθνύ θάζκαηνο 

κάδαο παξνπζηάδεη θύξην ζξαύζκα ζηα 477.5 m/z, ην νπνίν ζα κπνξνύζε λα απνδνζεί 

ζηνλ 7-γιπθνπξνλίηε ηεο 6-πδξνμπινπηενιίλεο (Lu and Foo, 2000) ή ζηνλ 7-

Ν
ν
 Υξόλνο 

Καηαθξάηεζεο 

(min) 

Κύξην κνξηαθό ηόλ 

m/z [M-H]
-
 (MS

2
) 

Έλωζε 

1 10.7 477.5 (315.7) 7-Ο-γιπθνδίηεο ηεο 6-κεζόμπινπηενιίλεο 

2 12.1 461.5 (299.5) Όκνπιαληαγηληλε 

3 12.4 359.4 Ρνζκαξηληθό νμύ 

4 18.6 299.7 Ηζπηδνπιίλε  

5 21.0 345.5  Σεηξαπδξνμπδηκεζνμπθιαβόλε 

6 21.9 345.5 Ρνζκαλόιε 

7 22.5 345.7 Έπηξνζκαλνιε 

8 23.8 283.5 Σδελθνπαλίλε 

9 26.6 345.8 Δπηίζνξνζκαλόιε 

10 26.9 359.6 Μεζπιηθόο αηζέξαο ηεο Δπηξνζκαλόιεο 

11 27.5 329.4  Καξλνζόιε 

12 28.8 343.5 Ρνζκαδηάιε 

1΄ 29.5 472.1 Ν.Ι.* 

13 29.9 343.9 Κηξζηιηλεόιε ή Δππαηνξίλε  

14 30.9 315.6 Ρνζκαξηδηθαηλόιε  

15 31.9 331.5  Καξλνζηθό νμύ 

16 35.9 345.5 Καξλνζηθόο Μεζπιεζηέξαο 

2΄ 37.2 318.1 Ν.Ι. 

3΄ 40.7 317.2 Ν.Ι.  

4΄ 42.9 495.7 Ν.Ι. 

5΄ 43.6 300.1 Ν.Ι. 

6΄ 47.8 453.7  Ν.Ι. 

17 51.3 455.7  Μπεηνπιηληθό νμύ 

18 53.6 456.2 Οιεαλνιηθό νμύ 

19 54.2 455.7 Οπξζνιηθό νμύ 
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γιπθνδίηε ηεο 6-κεζνμπινπηενιίλεο. ην δεπηεξνγελέο θάζκα κάδαο MS
2
 ηνπ 

κνξηαθνύ ηόληνο παξαηεξείηαη έλα θύξην ηόλ [M-H-162]
-
 ζηα 315 m/z δειώλνληαο 

ηελ ύπαξμε ελόο γιπθνδηηηθνύ κνξίνπ. Σν ηόλ ζηα 315 m/z αληηζηνηρεί ζην [Μ-Η]
- 
ηεο 

κεζνμπινπηενιίλεο, ζπλεπώο ε θνξπθή ζα κπνξνύζε λα αληηζηνηρεί ζηνλ 7-Ο-

γιπθνδίηε ηεο 6-κεζνμπινπηενιίλεο. Σν αληίζηνηρν θάζκα κάδαο πνπ αληηζηνηρεί 

ζηελ θνξπθή 2 παξνπζηάδεη θύξην ζξαύζκα ζηα 461.5 m/z θαη ζε ζπλζήθεο ζεηηθνύ 

ηνληηζκνύ ζηα 463.1 m/z, ην νπνίν ζα κπνξνύζε λα απνδνζεί ζηελ νκνπιαληαγηλίλε ή 

ζηνλ 7-γιπθνπξνλίηε ηεο ινπηενιίλεο. ην θάζκα κάδαο MS
2
 παξαηεξνύκε έλα 

θύξην ηόλ ζηα [M-H-162]
-
 ζηα 299.6 m/z δειώλνληαο ηελ ύπαξμε ελόο γιπθνδηηηθνύ 

κνξίνπ. Σν ηόλ ζηα 299.6 m/z αληηζηνηρεί ζην [Μ-Η]
- 
ηεο εζπηδνπιίλεο, ζπλεπώο ε 

θνξπθή ζα κπνξνύζε λα απνδνζεί ζηελ νκνπιαληαγηλίλε. Σν θάζκα κάδαο πνπ 

αληηζηνηρεί ζηελ θνξπθή 3 παξνπζηάδεη θύξην ζξαύζκα ζηα 359.4 m/z, πνπ ζα 

κπνξνύζε λα απνδνζεί ζην ξνζκαξηληθό νμύ. Σν απνηέιεζκα επηβεβαηώζεθε θαη από 

ην ρξόλν θαηαθξάηεζεο, θαζώο θαη από ην θάζκα κάδαο πξόηππεο έλσζεο 

ξνζκαξηληθνύ νμένο (ρήκα 4.3), γηα ην νπνίν έγηλε θαη πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο.  

Σν θύξην ζξαύζκα ζηα 299.9 m/z (tR= 18.6 min) ζα κπνξνύζε λα απνδνζεί ζηελ 

εζπηδνπιίλε, ελώ ην αληίζηνηρν ζηα 343.9 m/z (tR= 29.9 min)  ζα κπνξνύζε λα 

αληηζηνηρεί ζε θιαβνλνεηδή, όπσο ε θηξζηξηλεόιε (cirsirineol) ή ε εππαηνξίλε 

(eupatorin) (Lu and Foo, 2000). Σν θύξην ζξαύζκα ζηα 345.5 m/z, αληρλεύζεθε ζε 

δηάθνξνπο ρξόλνπο θαηαθξάηεζεο θαη κπνξεί λα αληηζηνηρεί ζηε ξνζκαλόιε θαη ηα 

ηζνκεξή ηεο επηξνζκαλόιε θαη επηίζνξνζκαλόιε, ζηνλ θαξλνζηθό κεζπιεζηέξα, 

αιιά θαη ζηελ ηεηξαπδξνμπδηκεζνμπθιαβόλε. Η θνξπθή πνπ εθινύεηαη ζηα tR= 21.0 

min παξνπζηάδεη κέγηζηα ζην θάζκα κάδαο ηεο ζηα 210, 288 θαη 346 nm, ελώ ε 

ξνζκαλόιε ζηα 209, 226 θαη 282 nm (Inatani et al., 1982). Θα κπνξνύζε, ζπλεπώο, ε 

θνξπθή λα απνδνζεί ζε θάπνηα ηεηξαπδξνμπδηκεζνμπθιαβόλε, όπσο ε 5,6,2΄,6΄-

ηεηξαπδξνμπ-7,8-δηκεζνμπθιαβόλε, ε 5,8,3΄,4΄,-ηεηξαπδξνμπ-6,7-δηκεζνμπθιαβόλε ή 

ε 5,7,3΄,4΄-ηεηξαπδξνμπ-6,8-δηκεζνμπθιαβόλε, πνπ έρνπλ απνκνλσζεί από 

εθρπιίζκαηα θπηώλ ηεο νηθνγέλεηαο Labiatae (Harborne and Baxter,1999). Η 

απόδνζε ησλ θύξησλ ζξαπζκάησλ ζηηο αληίζηνηρεο ελώζεηο έγηλε κε βάζε ηε ζεηξά 

εθινπζήο ηνπο ζην ρξσκαηνγξάθεκα, ζύκθσλα κε βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα 

(Cuvelier et al., 1996, Almela et al., 2006). Σν ίδην ηζρύεη θαη γηα ην κεζπιηθό αηζέξα 

ηεο επηξνζκαλόιεο θαη ηε ξνζκαδηάιε πνπ παξνπζηάδνπλ ςεπδνκνξηαθά 

απνπξσηνλησκέλα ηόληα [Μ-Η]
-
 κε m/z= 359.6 θαη 343.5, αληίζηνηρα.  

 



 

127 

 

Σν θαξλνζηθό νμύ, κε ςεπδνκνξηαθό ηόλ m/z= 331.5, θαη ε θαξλνζόιε, κε m/z= 

329.4 θαη θύξην ζξαύζκα ζε ζπλζήθεο ζεηηθνύ ηνληηζκνύ ζηα 331.3 m/z, 

ηαπηνπνηήζεθαλ επίζεο θαη από ηνπο ρξόλνπο θαηαθξάηεζεο θαη ην θάζκα κάδαο 

(ρήκα 4.3) πξνηύπσλ ελώζεσλ ηνπο. Σν ίδην ηζρύεη θαη γηα ηελ ηδελθνπαλίλε, ην 

κπεηνπιηληθό, νιεαλνιηθό θαη νπξζνιηθό νμύ. Γηα όιεο ηηο εκπνξηθά δηαζέζηκεο 

ελώζεηο, πξαγκαηνπνηήζεθε πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο, κε εμαίξεζε ην ηξηηεξπεληθά 

νμέα πνπ κειεηήζεθαλ μερσξηζηά.  ην ρήκα 4.4 απεηθνλίδνληαη νη ρεκηθνί ηύπνη 

όισλ ησλ ελώζεσλ πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ. Όζνλ αθνξά ηα κνξηαθά ηόληα ηα νπνία δελ 

απνδόζεθαλ ζε γλσζηέο ελώζεηο, ην m/z= 317.2 έρεη αλαθεξζεί θαη ζε πξνεγνύκελε 

κειέηε (Ibanez et al., 2003), ην m/z= 315.6 ζα κπνξνύζε λα αληηζηνηρεί ζηε 

ξνζκαξηδηθαηλόιε (Houlihan et al., 1984)  θαη ην m/z= 453.7 ζα κπνξνύζε λα 

αληηζηνηρεί ζην κηθξνκεξηθό νμύ (Altinier et al., 2007). Σν ζπζηαηηθό κε κνξηαθό 

βάξνο 318 έρεη αλαθεξζεί από ηνπο Schwarz et al., 1992, νη νπνίνη ην απνκόλσζαλ 

θαη δηεξεπλώληαο ηε δνκή ηνπ κε NMR δηαπίζησζαλ όηη ζρεηίδεηαη κε ηελ 

θαξλνζόιε.  

 Όπσο πξνθύπηεη από ην ρξσκαηνγξάθεκα, θύξηα ζπζηαηηθά ηνπ εθρπιίζκαηνο 

Γελη.ΟΑ είλαη ην θαξλνζηθό νμύ, ην ξνζκαξηληθό νμύ θαη ε θαξλνζόιε. Σν θαξλνζηθό 

νμύ ζεσξείηαη όηη είλαη ε πξόδξνκε έλσζε ησλ θαηλνιηθώλ δηηεξπελίσλ κε δνκή δ- ή 

γ- ιαθηόλεο (Schwarz et al., 1992). Κύξηα ζπζηαηηθά θαη ηνπ εθρπιίζκαηνο Γελη.Δ 

είλαη ην θαξλνζηθό νμύ θαη ε θαξλνζόιε, ζε κηθξόηεξα πνζνζηά. Σα πξνθίι ηνπο 

είλαη ζρεδόλ όκνηα ζηελ πεξηνρή ησλ δηηεξπελίσλ, ελώ όπσο αλακελόηαλ από ην 

εθρύιηζκα Γελη.Δ απνπζηάδεη ην πνιηθό κόξην ξνζκαξηληθό νμύ θαη ηα θιαβνλνεηδή. 

Σα πεξηζζόηεξα ζπζηαηηθά εθρπιηζκάησλ δεληξνιίβαλνπ αλήθνπλ ζηελ ηάμε ησλ 

δηηεξπελίσλ θαη παξάγνληαη από ηε κεηαηξνπή ηνπ θαξλνζηθνύ νμένο, πνπ νδεγεί ζε 

κηα γ-ιαθηόλε (ξνζκαλόιε, επηξνζκαλόιε, κεζπιηθόο αηζέξαο ηεο επηξνζκαλόιεο) ή 

δ-ιαθηόλε (θαξλνζόιε, επηηζνξνζκαλόιε, κεζπιηθόο αηζέξαο ηεο 

επηηζνξνζκαλόιεο). Άιια ζπζηαηηθά πνπ έρνπλ αληρλεπζεί ζε εθρπιίζκαηα 

δεληξνιίβαλνπ, ζύκθσλα κε βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα, είλαη θαηλνιηθά νμέα όπσο ην 

βαληιιηθό, ην θαθετθό θαη ην θεξνπιηθό νμύ θαη θιαβνλνεηδή, όπσο ε εζπεξηηίλε, ε 

απηγελίλε, ε 4΄-κεζνμπηεθηνρξπζίλε, ε θηξζηκαξηηίλε, ε ζθνπηειιαξεΐλε, ε 4΄,5,7,8-

ηεηξαπδξνμπθιαβόλε θαη ν 7-γιπθνδίηεο ηεο 6-πδξνμπινπηενιίλεο (Cuvelier et al., 

1996, Almela et al., 2006). 
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ρήκα 4.3: Φάζκαηα κάδαο [Μ-Η]
-
 ηωλ πξνηύπωλ ελώζεωλ πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ ζε 

εθρπιίζκαηα δεληξνιίβαλνπ. 
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Καξλνζηθόο Μεζπιεζηέξαο 

Δπηξνζκαλόιε Ρνζκαδηάιε 

Ιζνξνζκαλόιε 
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ρήκα 4.4: Χεκηθνί ηύπνη ηωλ ελώζεωλ πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ ζηα εθρπιίζκαηα 

δεληξνιίβαλνπ. 

 

 

ην ρήκαηα 4.5.Α θαη 4.6.Α απεηθνλίδνληαη ηα ζπλνιηθά ηόληα καδώλ (total 

mass ion) θαη ζηα 4.5.Β θαη 4.6.Β ηα ρξσκαηνγξαθήκαηα ησλ εθρπιηζκάησλ Φαζθ.ΟΑ 

θαη Φαζθ.Δ ζηα 280 nm, αληίζηνηρα. Όπσο θαίλεηαη έρνπλ θνηλά ζπζηαηηθά, αλ θαη ην 

εθρύιηζκα Φαζθ.ΟΑ είλαη πην πνιύπινθν. Η ηαπηνπνίεζε ησλ ελώζεσλ έγηλε κε βάζε 

ηα θάζκαηα κάδαο, ζε ζύγθξηζε κε βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα (Cuvelier et al., 1996, 

Herrero et al., 2005, Almela et al., 2006, Lu and Foo, 2000) θαη ζε πεξίπησζε 

ύπαξμεο πξνηύπσλ ελώζεσλ, κε ζύγθξηζε ηνπ ρξόλνπ θαηαθξάηεζεο θαη ηνπ 

θάζκαηνο κάδαο απηώλ. Σα δεδνκέλα πνπ πξνέθπςαλ γηα ηα ζπζηαηηθά ησλ δύν 

εθρπιηζκάησλ κε ηε θαζκαηνκεηξία καδώλ δίλνληαη ζπγθεληξσηηθά ζηνλ Πίλαθα 4.2.  

Όπσο θαίλεηαη παξνπζηάδεη πνιιά θνηλά ζπζηαηηθά κε ην δεληξνιίβαλν. Γηαθέξνπλ 

όκσο σο πξνο ηελ παξνπζία ηεο απηγελίλεο, πνπ παξνπζηάδεη θύξην ζξαύζκα ζηα 

269.3 θαη ηαπηνπνηήζεθε θαη κε βάζε ην ρξόλν θαηαθξάηεζεο πξόηππεο ελώζεο, ηεο 

έλσζεο κε 473.8 m/z, πνπ πηζαλώο αληηζηνηρεί ζηνλ αθεηπι-γιπθνπξνδίηε ηεο θαη ηεο 

έλσζεο κε 387.9 m/z, πνπ πηζαλώο αληηζηνηρεί ζηελ 3,7,8,2΄,4΄-πεληακεζνμπθιαβόλε.  

 

 

Οκνπιαληαγηλίλε Ρνζκαξηδηθαηλόιε 

Κηξζηιηλεόιε Δππαηνξίλε 
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ρήκα 4.5: Σν ζπλνιηθό θάζκα κάδαο (Α) θαη ην ρξωκαηνγξάθεκα ζηα 280 nm (Β) 

εθρπιίζκαηνο Φαζθ.ΟΑ. 

 

 

 

ρήκα 4.6 : Σν ζπλνιηθό θάζκα κάδαο (Α) θαη ην ρξωκαηνγξάθεκα ζηα 280 nm (Β) 

εθρπιίζκαηνο Φαζθ.Δ. 

 

 

 

A 

B 

A 

B 
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Πίλαθαο 4.2: Χξόλνη θαηαθξάηεζεο θαη θύξηα κνξηαθά ηόληα ηωλ ελώζεωλ εθρπιηζκάηωλ 

Φαζθ.ΟΑ θαη Φαζθ.Δ θαζώο θαη ε ηαπηνπνίεζε ηνπο κε ελώζεηο ζύκθωλα κε 

βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα. 

 

 

Ν.Ι.*: πκβνιίδνληαη ηα ζπζηαηηθά πνπ δελ ηαπηνπνηήζεθαλ 

 

Κύξηα ζπζηαηηθά ηνπ εθρπιίζκαηνο Φαζθ.ΟΑ πηζαλώο είλαη ε 

ηεηξαπδξνμπδηκεζνμπθιαβόλε, ε εζπηδνπιίλε θαη ην θαξλνζηθό νμύ, ελώ ηνπ Φαζθ.Δ 

ην θαξλνζηθό νμύ θαη ε θαξλνζόιε. Η θνξπθή 3 κε ρξόλν θαηαθξάηεζεο tR= 14.2 

min παξνπζηάδεη θύξην ζξαύζκα ζηα 473.8 m/z. ην θάζκα MS
2
 παξαηεξείηαη έλα 

ηόλ [M-H-204]
-
 ζηα 269.1 m/z. Σν θύξην ηόλ ζηα [M-H-176]

-
 δειώλεη ηελ ύπαξμε 

ελόο κνξίνπ γιπθνπξνληθνύ νμένο θαη κε ηελ πξνζζήθε κηαο αθεηπινκάδαο 

πξνθύπηεη ην ηόλ [M-H-204]
-
. πλεπώο, ε θνξπθή ζα κπνξνύζε λα αληηζηνηρεί ζηνλ 

Ν
ν
  Υξόλνο 

Καηαθξάηεζεο 

(min) 

Κύξην κνξηαθό ηόλ 

m/z [M-H]
-
 (MS

2
) 

Έλωζε 

1 11.9 461.5 (299.5) Όκνπιαληαγηληλε  

2 12.4 359.7 Ρνζκαξηληθό νμύ 

3 14.2 473.8 (269.1) 7-Ο-αθεηπι-γιπθνπξνδίηεο ηεο Απηγελίλεο  

4 16.2 315.7 Ιζνξακλεηίλε 

1΄ 16.9 347.9 Ν.Ι.
*
 

5 18.3 269.3  Απηγελίλε  

6 18.6 299.4 Ηζπηδνπιίλε 

2΄ 19.9 404.0 (359.2, 341.4, 

281.5, 241.2) 

Ν.Ι.
 

7 21.0 345.5  Σεηξαπδξνμπδηκεζνμπθιαβόλε 

8 22.5 345.4 Δπηξνζκαλόιε 

9 23.5 387.9 (343.7, 283.8) 5-πδξνμπ-3,7,8,2΄,4΄-πεληακεζνμπθιαβόλε 

3΄ 25.0 389.8 (346.3) Ν.Ι. 

4΄ 26.5 687.5 (299.1) Ν.Ι. 

10 26.9 359.7 Μεζπιηθόο αηζέξαο ηεο Δπηξνζκαλόιεο 

11 27.5 329.4 Καξλνζόιε 

12 28.9 343.5 Ρνζκαδηάιε 

5΄ 31.0 364.9 Ν.Ι. 

13 32.1 331.4  Καξλνζηθό νμύ 

14 35.9 345.5  Καξλνζηθόο Μεζπιεζηέξαο 

6΄ 37.1 317.9  Ν.Ι. 

7΄ 40.8 315.9 Ν.Ι. 

8΄ 47.9 454.1  Ν.Ι. 

15 51.4 456.3  Μπεηνπιηληθό νμύ  

16 53.6 455.9 Οιεαλνιηθό νμύ 

17 54.2 455.7 Οπξζνιηθό νμύ 
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7-Ο-αθεηπι-γιπθνπξνδίηε ηεο απηγελίλεο. Η θνξπθή 4 κε ρξόλν θαηαθξάηεζεο tR= 

16.2 min παξνπζηάδεη θύξην ζξαύζκα ζηα 315.7 m/z, πνπ ζα κπνξνύζε λα αληηζηνηρεί 

ζηελ ηζνξακλεηίλε (isormamnetin-quercetin 3΄-methyl ether) ή θάπνην ηζνκεξέο ηεο, 

πνπ έρεη αλαθεξζεί σο ζπζηαηηθό ηνπ θαζθόκεινπ (Lu and Foo, 2000). ην ρήκα 

4.7 απεηθνλίδνληαη νη ρεκηθνί ηύπνη ησλ ελώζεσλ πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ ζηα 

εθρπιίζκαηα θαη δελ είλαη θνηλέο κε ηα αληίζηνηρα ηνπ δεληξνιίβαλνπ. Σν 

θαζθόκειν, ζεσξείηαη σο πινύζηα πεγή δη- θαη ηξηηεξπελίσλ, θαηλνιηθώλ νμέσλ θαη 

θιαβνλνεηδώλ. Σν θαξλνζηθό νμύ, ε θαξλνζόιε θαη ην ξνζκαξηληθό νμύ έρεη 

δηαπηζησζεί όηη είλαη ηα θπξηόηεξα ζπζηαηηθά εθρπιηζκάησλ ηνπ, θαη ζε απηά 

πηζαλώο απνδίδεηαη ε αληηνμεηδσηηθή ηνπο δξάζε (Cuvelier et al., 1994, 1996, 

Schwarz et al., 1992, Schwarz and Ternes, 1992). Άιια ζπζηαηηθά πνπ έρνπλ 

αληρλεπζεί ζε εθρπιίζκαηα ηνπ, ζύκθσλα κε βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα, είλαη ην 

θαθετθό νμύ, ε ινπηενιίλε θαη ν 7-Ο-γιπθνδίηεο ηεο, ε θηξζηκαξηηίλε, ε 

ηδελθνπαλίλε, θαη ν 7-Ο-γιπθνδίηεο ηεο ηζνζθνπηειαξεΐλεο (isoscutellarein) 

(Cuvelier et al., 1994, Areias et al., 2000). 
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OH

 

 

 

 

                                    

 

ρήκα 4.7: Χεκηθνί ηύπνη ηωλ ελώζεωλ πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ ζηα εθρπιίζκαηα 

θαζθόκεινπ. 

 

ην ρήκαηα 4.8.Α θαη 4.9.Α απεηθνλίδνληαη ηα ζπλνιηθά ηόληα καδώλ (total 

mass ion) θαη ζηα ρήκαηα 4.8.Β θαη 4.9.Β ηα ρξσκαηνγξαθήκαηα ησλ εθρπιηζκάησλ 

ζπκαξηνύ ζηα 280 nm θαη ζηνλ Πίλαθα 4.3 ηα δεδνκέλα πνπ πξνέθπςαλ γηα ηα 

ζπζηαηηθά ηνπο.    
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ρήκα 4.8 : Σν ζπλνιηθό θάζκα κάδαο (Α) θαη ην ρξωκαηνγξάθεκα ζηα 280nm (Β) 

εθρπιίζκαηνο Θπκ.ΟΑ. 

 

 

 

ρήκα 4.9 : Σν ζπλνιηθό θάζκα κάδαο (Α) θαη ην ρξωκαηνγξάθεκα ζηα 280nm (Β) 

εθρπιίζκαηνο Θπκ.Δ. 

A 

B 

A 

B 
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Πίλαθαο 4.3: Χξόλνη θαηαθξάηεζεο θαη θύξηα κνξηαθά ηόληα ηωλ ελώζεωλ ηωλ 

εθρπιηζκάηωλ Θπκ.ΟΑ θαη Θπκ.Δ θαζώο θαη ε ηαπηνπνίεζή ηνπο κε ελώζεηο ζύκθωλα κε 

βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα. 

 

 

Ν.Ι.*: πκβνιίδνληαη ηα ζπζηαηηθά πνπ δελ ηαπηνπνηήζεθαλ 

 

Από ηα ρξσκαηνγξαθήκαηα ηνπο θαίλεηαη όηη ην ζπζηαηηθό πνπ αληηζηνηρεί 

ζηελ πςειόηεξε θνξπθή κε ρξόλν θαηαθξάηεζεο tR= 25.0 min (θνξπθή *) είλαη 

θνηλό θαη γηα ηα δύν, θαζώο θαη ε θνξπθή 10 κε tR= 22.7 min. Πξηλ από ηελ θνξπθή 

10 ιείπνπλ από ην εθρύιηζκα Θπκ.Δ ηα ζπζηαηηθά πνπ αληρλεύνληαη ζην αληίζηνηρν 

Θπκ.ΟΑ, θάηη πνπ είλαη αλακελόκελν, θαζώο πξόθεηηαη γηα θαηλνιηθά ζπζηαηηθά πνπ 

είλαη πνιηθά κόξηα. Τπάξρνπλ θαη θνηλέο θνξπθέο ζην ζπλνιηθό θάζκα κάδαο, πνπ 

είλαη όκσο ήζζνλα ζπζηαηηθά ηνπο. Η θνξπθή κε ρξόλν θαηαθξάηεζεο tR= 25.0 min 

δελ ηνληίδεηαη, γη’ απηό ε ηαπηνπνίεζή ηεο έγηλε κε βάζε ην ρξόλν θαηαθξάηεζεο 

πξόηππσλ ελώζεσλ πνπ ζπλέπεζε κε απηό ηεο θαξβαθξόιεο θαη ηεο ζπκόιεο. Από ηα 

Ν
ν
  Υξόλνο 

Καηαθξάηεζεο 

(min) 

Κύξην κνξηαθό ηόλ 

m/z [M-H]
- 

Έλωζε 

1΄ 9.7 655.5 Ν.Ι.* 

1 10.8 577.7 (269.1) 7-Ο-Ρνπηηλνδίηεο ηεο απηγελίλεο 

2 11.4 609.5 (301.2) Δζπεξηδίλε 

3 12.4 359.6 Ρνζκαξηληθό νμύ 

4 12.9 303.4 Σαμηθνιίλε 

2΄ 14.2 679.4-409.4 Ν.Ι. 

5 14.9 287.3 Αξνκαληεηξίλε 

6 16.3 287.3, 575.3 Δξηνδηθηπόιε 

7 17.1 329.6 Θπκνπζίλε 

8 18.4 271.1 Ναξηγθελίλε 

9 18.9 301.9 Δζπεξεηίλε 

3΄ 20.1 452.3 Ν.Ι. 

10 22.7 164.9 p-Κπκελη-2,3-δηόιε 

11 24.0 329.5 Ιζνζπκνπζίλε 

12 25.2 314.8 Νεπεηίλε ή πεληαιηηίλε 

4΄ 26.9 440.5 Ν.Ι. 

5΄ 29.5 472.5 Ν.Ι. 

6΄ 32.7 313.7  Ν.Ι. 

7΄ 38.8 313.5 Ν.Ι. 

8΄ 47.7 454.0 Ν.Ι. 

13 53.6 455.9 Οιεαλνιηθό νμύ 

14 54.2 455.7 Οπξζνιηθό νμύ 
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απνηειέζκαηα ηεο αλάιπζεο κε ηε θαζκαηνζθνπία NMR, απνδείρζεθε όηη είλαη ε 

θαξβαθξόιε. 

  Η ηαπηνπνίεζε ησλ ελώζεσλ έγηλε κε βάζε ηα θάζκαηα κάδαο, ζε ζύγθξηζε 

κε βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα θαη ζηελ πεξίπησζε ύπαξμεο πξνηύπσλ ελώζεσλ, κε 

ζύγθξηζε ηνπ ρξόλνπ θαηαθξάηεζεο θαη ηνπ θάζκαηνο κάδαο απηώλ. Γηα ηα 

πεξηζζόηεξα ζπζηαηηθά ππήξραλ δηαζέζηκεο πξόηππεο ελώζεηο, ηα θάζκαηα κάδαο 

ησλ νπνίσλ δίλνληαη ζηα ρήκαηα 4.10, 4.11. Γηα ηα ππόινηπα (ζπκνπζίλε-thymusin, 

p-θπκελ-2,3-δηόιε, ηζνζπκνπζίλε-isothymusin) έγηλε κηα πηζαλή ηαπηνπνίεζε ηνπο 

ζηηο ζπγθεθξηκέλεο ελώζεηο, πνπ έρνπλ απνκνλσζεί από εθρπιίζκαηα ζπκαξηνύ 

ζύκθσλα κε ηε βηβιηνγξαθία (Van den Broucke et al., 1982, Schwarz and Ernst, 

1996, Wang et al., 1998) αιιά θαη από ηνπο ρξόλνπο θαηαθξάηεζεο ηνπο κε βάζε 

βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα (Dapkevicius et al., 2002). 

Η θνξπθή 5 κε ρξόλν θαηαθξάηεζεο tR=14.9 min πηζαλώο λα αληηζηνηρεί ζηελ 

αξνκαληεηξίλε (aromadendrin), πνπ κε βάζε βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα εθινύεηαη πξηλ 

ηελ εξηνδηθηπόιε (eriodictyol) (Exarchou et al., 2003). Γεληθόηεξα, νη πεξηζζόηεξεο 

κειέηεο έρνπλ γίλεη γηα ην αηζέξην έιαην θαη δελ ππάξρνπλ κειέηεο αλάιπζεο 

εθρπιηζκάησλ ζπκαξηνύ κε πγξή ρξσκαηνγξαθία ζε ζύδεπμε κε θαζκαηνκεηξία 

καδώλ. Άιια θιαβνλνεηδή πνπ έρνπλ αλαθεξζεί σο ζπζηαηηθά ηνπ ζπκαξηνύ είλαη ε 

απηγελίλε, ε ζπκνλίλε (thymonin), ε 5,4΄-δηπδξνμπ-6,7,8,3΄-ηεηξακεζνμπθιαβόλε 

(Van den Broucke et al., 1982), ε ινπηενιίλε, ν 7-Ο-β-γιπθνδίηεο, ν 7-Ο-β-

γιπθνππξαλνδίηεο θαη ν 7-δηγιπθνδίηεο ηεο, ε πδξνμπινπηενιίλε θαη ν 7-Ο-

ξνπηηλνδίηεο ηεο εξηνδηθηπόιεο, (Wang et al., 1998). ην ρήκα 4.12 απεηθνλίδνληαη 

νη ρεκηθνί ηύπνη ησλ ελώζεσλ πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ ζηα εθρπιίζκαηα ζπκαξηνύ. 
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ρήκα 4.10: Φάζκαηα κάδαο [Μ-Η]
-
 ηωλ πξνηύπωλ ελώζεωλ πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ ζε 

εθρπιίζκαηα ζπκαξηνύ. 
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ρήκα 4.11: Φάζκαηα κάδαο [Μ-Η]
-
 ηωλ πξνηύπωλ ελώζεωλ πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ ζε 

εθρπιίζκαηα ζπκαξηνύ. 
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ρήκα 4.12: Χεκηθνί ηύπνη ηωλ ελώζεωλ πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ ζηα εθρ. ζπκαξηνύ. 

 

 

 

p-Κπκελ-2,3-δηόιε Δζπεξηδίλε
 Κιρσιμαριτίνη 

 
 

 

Δξηνδηθηπόιε 

7-Ο-Ρνπηηλνδίηεο ηεο απηγελίλεο 

Ναξηγθελίλε Σαμηθνιίλε 

Καξβαθξόιε 
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Δπίζεο, από ηελ νηθνγέλεηα Lamiaceae παξαζθεπάζηεθαλ εθρπιίζκαηα 

καληδνπξάλαο. Σν εθρύιηζκα Μαληδ.Δ είλαη πνιύ θησρό ζε ζπζηαηηθά θαη δελ 

κειεηήζεθε πεξαηηέξσ. ην ρήκαηα 4.13.Α θαη 4.13Β απεηθνλίδνληαη ην ζπλνιηθό 

ηόλ κάδαο (total mass ion) θαη ην ρξσκαηνγξάθεκα αληίζηνηρα, ηνπ εθρπιίζκαηνο 

Μαληδ.ΟΑ ζηα 280 nm θαη ζηνλ Πίλαθα 4.4 ηα δεδνκέλα πνπ πξνέθπςαλ γηα ηα 

ζπζηαηηθά ηνπ. Σα θπξηόηεξα ζπζηαηηθά ησλ δηάθνξσλ γελώλ ξίγαλεο είλαη 

θιαβνλνεηδή, όπσο ε ινπηενιίλε, ε απηγελίλε, ε δηνζκεηίλε, ε λαξηγθελίλε, ε 

θεξθεηίλε, ε ηαμηθνιίλε, ε εξηνδηθηπόιε, θαη νξηζκέλνη γιπθνδίηεο ηνπ, θαη 

θαηλνιηθά νμέα, όπσο ην θαθετθό θαη ην ξνζκαξηληθό νμύ (Dorman et al., 2004, Al-

Bandak and Oreopoulou, 2007). Οη πεξηζζόηεξεο κειέηεο πνπ ππάξρνπλ γηα ην θπηό 

ηεο καληδνπξάλαο αθνξνύλ ην αηζέξην έιαην θαη όρη ηα ππόινηπα ζπζηαηηθά ηεο. 

 

 

 

 

ρήκα 4.13 : Σν ζπλνιηθό θάζκα κάδαο (Α) θαη ην ρξωκαηνγξάθεκα ζηα 280nm (Β) 

εθρπιίζκαηνο Μαληδ.ΟΑ. 

 

 

 

 

A 
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Πίλαθαο 4.4: Χξόλνη θαηαθξάηεζεο θαη θύξηα κνξηαθά ηόληα θαζώο θαη ε 

ηαπηνπνίεζή ηνπο κε ελώζεηο ζύκθωλα κε βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα. 

 

 

Ν.Ι.*: πκβνιίδνληαη ηα ζπζηαηηθά πνπ δελ ηαπηνπνηήζεθαλ 

 

Γηα ηηο ελώζεηο 7-Ο-γιπθνδίηε ηεο απηγελίλεο, ξνζκαξηληθό νμύ, ηαμηθνιίλε, 

εξηνδηθηπόιε, λαξηγθελίλε, νιεαλνιηθό θαη νπξζνιηθό νμύ πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ ζην 

παξαπάλσ εθρύιηζκα, ρξεζηκνπνηήζεθε εθηόο από ην θάζκα κάδαο θαη ν ρξόλνο 

θαηαθξάηεζεο πξόηππσλ ελώζεσλ. Γηα ηα ππόινηπα ζπζηαηηθά έγηλε κηα πηζαλή 

ηαπηνπνίεζε ηνπο ζηηο ζπγθεθξηκέλεο ελώζεηο. Η κεγαιύηεξε θνξπθή ηνπ 

ρξσκαηνγξαθήκαηνο κε ρξόλν θαηαθξάηεζεο tR=20.4 min θαη θύξην ζξαύζκα ζηα 

301.5 m/z ζα κπνξνύζε λα αληηζηνηρεί ζηε κνξίλε (morin) ή ηελ εξκπαζεηίλε 

(herbacetin) (Lin and Harnly, 2007) ή ηελ 3΄-ή 7-κεζόμπ εξηνδηθηπόιε. Κύξην 

ζξαύζκα ζηα 301.2 m/z έρεη θαη ε θεξθεηίλε, ε νπνία έρεη αλαθεξζεί σο ζπζηαηηθό 

ησλ δηαθόξσλ γελώλ ξίγαλεο, αιιά έρεη δηαθνξεηηθό ρξόλν έθινπζεο ζην 

Ν
ν
  Υξόλνο 

Καηαθξάηεζεο 

(min) 

Κύξην κνξηαθό ηόλ 

m/z [M-H]
-
 (MS

2
) 

Έλωζε 

1΄ 10.5 433.0 (323.8, 161.2) N.I.* 

1 11.5 431.6 (269.1) 7-Ο-Γιπθνδίηεο ηεο απηγελίλεο 

2 12.4 359.4 Ρνζκαξηληθό νμύ 

3 12.9 303.6 Σαμηθνιίλε 

2΄ 14.2 575.6 (515.2) Ν.Ι. 

4 16.3 287.5 Δξηνδηθηπόιε 

3΄ 16.5 328.5 Ν.Ι. 

4΄ 16.8 685.4 Ν.Ι. 

5 17.1 329.6 Θπκνπζίλε 

6 18.0 331.6 5,7,8,3΄, 4΄-πεληαπδξνμπ-6-κεζνμπθιαβόλε 

7 18.4 271.1 & 359.5 Ναξηγθελίλε & ζπκνλίλε 

8 20.4 301.5, 603.3 Μνξίλε ή Δξκπαζεηίλε ή 3΄ ή 7-κεζνμπ- 

Δξηνδηθηπόιε 

9 20.8 299 Κξηζνεξηόιε 

5΄ 21.3 312.0 Ν.Ι. 

6΄ 22.6 326.1 Ν.Ι. 

7΄ 25.8 558.7 (495.3) Ν.Ι. 

8΄ 27.0 439.6 (412.2) Ν.Ι. 

9΄ 28.4 439.7 (302.1, 178.8) Ν.Ι. 

10΄ 32.1 424.6 (287.4) Ν.Ι. 

11΄ 46.7 278.0 Ν.Ι. 

10 53.5 455.9 Οιεαλνιηθό νμύ 

11 54.2 455.9 Οπξζνιηθό νμύ 
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ζπγθεθξηκέλν πξόγξακκα (tR=16.3 min).  Δπεηδή είλαη έλα από ηα θύξηα θιαβνλνεηδή 

ηνπ εθρπιίζκαηνο ζπλδπάδνληαο ην θάζκα κάδαο κε ηα δεδνκέλα ηεο 

θαζκαηνζθνπίαο NMR κηαο θαη δπν δηαζηάζεσλ, ζα κπνξνύζε ε ηαπηνπνίεζή ηεο λα 

γίλεη κε κεγαιύηεξε ζηγνπξηά. Δπίζεο, θαη γηα ηελ θνξπθή κε ρξόλν θαηαθξάηεζεο 

tR=16.8 min θαη θύξην ζξαύζκα ζηα 685.4 m/z, πνπ δελ απνδόζεθε κε βάζε ηα 

βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα ζε θάπνηα γλσζηή έλσζε, ε θαζκαηνζθνπία NMR κπνξεί 

λα δώζεη θάπνηεο πιεξνθνξίεο σο πξνο ηε δνκή ηεο. Οκνηόηεηεο σο πξνο ηε ζύζηαζή 

ηνπο παξαηεξνύληαη κεηαμύ ησλ εθρπιηζκάησλ Θπκ.ΟΑ θαη Μαληδ.ΟΑ, όπσο γηα 

παξάδεηγκα ε θνηλή θνξπθή κε ρξόλν θαηαθξάηεζεο tR=17.1 min θαη θάζκα κάδαο 

ζηα 329.6 m/z, πνπ πηζαλώο αληηζηνηρεί ζηελ ζπκνπζίλε.  Σέινο, ε θνξπθή 7 κε 

ρξόλν θαηαθξάηεζεο tR=18.4 min παξνπζηάδεη δπν θύξηα ζξαύζκαηα ζηα 271.1 & 

359.5 m/z, πνπ ζα κπνξνύζε λα νθείιεηαη ζην γεγνλόο όηη ζπλεθινύνληαη δπν 

ζπζηαηηθά. Απηά είλαη ε λαξηγθελίλε, γηα ηελ νπνία ππήξρε δηαζέζηκε θαη πξόηππε 

έλσζε, θαη πηζαλώο θαη ε ζπκνλίλε (thymonin), πνπ έρεη αλαθεξζεί σο ζπζηαηηθό 

ησλ γελώλ ξίγαλεο (Skoula et al., 2008). ην ρήκα 4.14 απεηθνλίδνληαη νη ρεκηθνί 

ηύπνη ησλ ελώζεσλ πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ ζην εθρύιηζκα καληδνπξάλαο.    
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ρήκα 4.14: Χεκηθνί ηύπνη ηωλ ελώζεωλ πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ ζην εθρύιηζκα Μαληδ.ΟΑ. 

 

Όπσο αλαθέξζεθε ζηελ εηζαγσγή παξαζθεπάζηεθαλ θαη εθρπιίζκαηα θύιισλ 

ειηάο. Σν εθρύιηζκα Φ.Δ.Δ ήηαλ ηδηαίηεξα θησρό ζε θαηλνιηθά ζπζηαηηθά. ην 
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εθρύιηζκα Φ.Δ.ΟΑ ηαπηνπνηήζεθαλ νξηζκέλα θιαβνλνεηδή, όπσο ν 7-Ο-γιπθνδίηεο 

ηεο ινπηενιίλεο (tR=10.9 min, 447.6 m/z), ε ινπηενιίλε (tR=16.2 min, 285.3 m/z) θαη 

ε απηγελίλε (tR=18.4 min, 269.7 m/z), γηα ηα νπνία ππήξραλ θαη πξόηππεο ελώζεηο, 

θαη πηζαλώο ν 3-Ο-γιπθνδίηεο ηεο θπαληδίλεο (cyanidin 3-glucoside) (tR=12.1 min, 

448.1 m/z) πνπ έρεη αλαθεξζεί σο ζπζηαηηθό εθρπιηζκάησλ θύιισλ ειηάο (Ryan et 

al., 2002) θαζώο θαη θάπνηα ζεθνεηξηδνεηδή. Δθρπιίζκαηα θύιισλ ειηάο έρνπλ 

κειεηεζεί, σο πξνο ηε ζύζηαζή ηνπο αιιά θαη σο πξνο ηελ αληηνμεηδσηηθή θαη 

αληηθαξθηληθή ηνπο δξάζε, ζε κεγάιν βαζκό από ηελ εξεπλεηηθή καο νκάδα 

(Κονηογιάννη, 2005, Μεηαπηστιακή διαηριβή, Τζιούηζιας, 2005, Μεηαπηστιακή 

διαηριβή, Goulas et al., 2009), γη απηό θαη δελ δόζεθε ηδηαίηεξε έκθαζε ζηελ 

αλάιπζή ηνπο. Καη ζηα δύν εθρπιίζκαηα δηαπηζηώζεθε ε παξνπζία ηνπ νιεαλνιηθνύ 

νμένο. Σέινο, παξαζθεπάζηεθαλ εθρπιίζκαηα ξνδνδάθλεο (Nerium Oleander), ησλ 

νπνίσλ ηα ζπζηαηηθά δελ ήηαλ δπλαηόλ λα απνδνζνύλ ζε γλσζηέο ελώζεηο, κε βάζε 

βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα. ηα ρήκαηα 4.15.Α θαη 4.16.Β απεηθνλίδνληαη ηα ζπλνιηθά 

ηόληα κάδαο (total mass ion) θαη ην ρξσκαηνγξάθεκα ησλ εθρπιηζκάησλ ξνδνδάθλεο 

ζηα 280 nm. Καη ζηα δύν εθρπιίζκαηα δηαπηζηώζεθε ε παξνπζία ηνπ νιεαλνιηθνύ 

θαη νπξζνιηθνύ νμένο. 

 

 

 

ρήκα 4.15 : Σν ζπλνιηθό θάζκα κάδαο (Α) θαη ην ρξωκαηνγξάθεκα ζηα 280nm (Β) 

εθρπιίζκαηνο Ρνδ.ΟΑ. 

 

A 
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ρήκα 4.16 : Σν ζπλνιηθό θάζκα κάδαο (Α) θαη ην ρξωκαηνγξάθεκα ζηα 280nm (Β) 

εθρπιίζκαηνο Ρνδ.Δ. 

 

 

4.2 ύγθξηζε κεηαμύ ηωλ απνηειεζκάηωλ ηεο ηερληθήο LC-ESI-MS θαη ηωλ 

κεζνδνινγηώλ NMR ωο πξνο ηελ παξνπζία θιαβνλνεηδώλ.   

Σα απνηειέζκαηα πνπ πξνέθπςαλ από ηελ εθαξκνγή ηεο κεζνδνινγίαο NMR-

1
Η εμεηάζζεθαλ ζπγθξηηηθά κε εθείλα πνπ πξνέθπςαλ από ηελ ηερληθή LC-ESI-MS 

σο πξνο ηελ παξνπζία θιαβνλνεηδώλ ελώζεσλ ζηα ππό κειέηε εθρπιίζκαηα. Όπσο 

αλαθέξζεθε ζην Κεθάιαην 3.2, ζην εθρύιηζκα Γελη.ΟΑ από ην θάζκα NMR- 
1
Η 

ζηνπο 258
 
Κ πξνθύπηεη όηη πηζαλώο ππάξρνπλ 5 θιαβόλεο ή Ο-γιπθνδίηεο θιαβόλσλ, 

εθ ησλ νπνίσλ κηα είλαη ε ηδελθνπαλίλε, θαη 2 C-γιπθνδίηεο θιαβόλσλ (κε ηε 

γιπθνδπιίσζε ζηε ζέζε 8). Από ηελ αλάιπζε κε ηελ ηερληθή LC-ESI-MS έγηλε κηα 

πηζαλή απόδνζε θάπνησλ θνξπθώλ ζηηο εμήο θιαβόλεο: ηδελθνπαλίλε, εζπηδνπιίλε, 

ηεηξαπδξνμπδηκεζνμπθιαβόλε, θηξζηιηλεόιε ή εππαηνξίλε. Όπσο επίζεο, θαη ζηνπο 

εμήο γιπθνδίηεο θιαβόλσλ: ηνλ 7-Ο-γιπθνδίηε ηεο 6-κεζνμπινπηενιίλεο θαη ηελ 

νκνπιαληαγηλίλε. Όζνλ αθνξά ην εθρύιηζκα Γελη.Δ, κε βάζε ην θάζκα NMR- 
1
Η 

πηζαλώο ππάξρνπλ 2 θιαβόλεο πνπ από ηα θάζκαηα κάδαο, ζα κπνξνύζαλ λα 

απνδνζνύλ ζηε ηεηξαπδξνμπδηκεζνμπθιαβόλε  θαη ζηε θηξζηιηλεόιε ή εππαηνξίλε. 

 ην εθρύιηζκα Φαζθ.ΟΑ πξνθύπηεη όηη πηζαλώο ππάξρνπλ 7 θιαβόλεο ή Ο-

γιπθνδίηεο θιαβόλσλ θαη 2 C-γιπθνδίηεο θιαβόλσλ κε βάζε ην θάζκα NMR- 
1
Η 

ζηνπο 258
 
Κ. Από ηα θάζκαηα κάδαο ησλ δηάθνξσλ θνξπθώλ έγηλε ε πηζαλή 

A 

Β 
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απόδνζε ζηηο εμήο θιαβόλεο: απηγελίλε, εζπηδνπιίλε, ηεηξαπδξνμπδηκεζνμπθιαβόλε, 

5-πδξνμπ-3,7,8,2΄,4΄-πεληακεζνμπ-θιαβόλε∙ θαη ζηνπο εμήο γιπθνδίηεο θιαβόλσλ: 

νκνπιαληαγηλίλε θαη 7-Ο-αθεηπι-γιπθνπξνδίηε ηεο απηγελίλεο. Δπίζεο, ζην θάζκα 

NMR- 
1
Η παξαηεξνύληαη δπν δηπιέο θνξπθέο ζηα ~11.99 θαη 12.11 ppm θαη κηα 

απιή ζηα ~12.32 ppm, πνπ ζα κπνξνύζαλ λα αλήθνπλ ζε θιαβνλόιεο θαη 

θιαβαλόλεο. Από ηα θάζκαηα κάδαο ησλ δηαθόξσλ θνξπθώλ κηα θιαβνλόιε πηζαλώο 

ηαπηνπνηήζεθε σο ε ηζνξακλεηίλε, αιιά ππάξρνπλ θαη άγλσζηα ζπζηαηηθά (1΄, 2΄, 3΄, 

4΄) πνπ ζα κπνξνύζαλ λα αληηζηνηρνύλ ζε θιαβνλνεηδή. ην αληίζηνηρν εθρύιηζκα 

Γελη.Δ ζην θάζκα NMR- 
1
Η ππάξρεη έλα ζήκα ζπληνληζκνύ ζηελ πεξηνρή ησλ ~12.9 

ppm, πνπ πηζαλώο αληηζηνηρεί ζε κηα θιαβόλε θαη εθαηέξσζελ απηνύ δύν πνιύ 

κηθξά. Από ηελ αλάιπζε ησλ θαζκάησλ κάδαο θαίλεηαη όηη πηζαλώο ππάξρνπλ ε 

ηεηξαπδξνμπδηκεζνμπθιαβόλε θαη ε 5-πδξνμπ-3,7,8,2΄,4΄-πεληακεζνμπθιαβόλε.  

ην εθρύιηζκα Θπκ.ΟΑ ηαπηνπνηήζεθαλ 3 θιαβαλόλεο, ε εξηνδηθηπόιε, ε 

εζπεξηηίλε θαη ε λαξηγθελίλε θαη κηα θιαβαλνλόιε, ε ηαμηθνιίλε κε βάζε ην θάζκα 

NMR- 
1
Η θαη ηελ πξνζζήθε κηθξήο πνζόηεηαο πξόηππσλ ελώζεσλ ζην εθρύιηζκα 

γηα ηελ ελίζρπζε ηνπ ζήκαηνο. Δπίζεο, ππάξρνπλ ηα ζήκα ζπληνληζκνύ ζηα ~11.75 

ppm, ~12.05 ppm, ~12.65 ppm θαη 3 θνξπθέο ζηελ πεξηνρή ησλ ~12.95 ppm νη 

νπνίεο ζα πξέπεη λα αληηζηνηρνύλ ζε θιαβόλεο ή Ο-γιπθνδίηεο θιαβόλσλ. Από ηα 

θάζκαηα κάδαο ησλ δηάθνξσλ θνξπθώλ ηαπηνπνηήζεθαλ από ηελ ηάμε ησλ 

θιαβαλόλσλ, ε εξηνδηθηπόιε, ε εζπεξηηίλε, ε εζπεξηδίλε θαη ε λαξηγθελίλε∙ από ηελ 

ηάμε ησλ θιαβαλνλόισλ ε ηαμηθνιίλε θαη πηζαλώο ε αξνκαληεηξίλε∙ από ηηο 

θιαβόλεο, πηζαλώο ε ζπκνπζίλε θαη ε ηζνζπκνπζίλε θαη από ηνπο γιπθνδίηεο 

θιαβόλσλ, ν 7-Ο-ξνπηηλνδίηεο ηεο απηγελίλεο. πλδπάδνληαο ηα απνηειέζκαηα ησλ 

δπν ηερληθώλ αιιά θαη ζε ζπκθσλία κε βηβιηνγξαθηθά δεδνκέλα ε κηθξή θνξπθή 

πξηλ ηελ αληίζηνηρε ηεο ηαμηθνιίλεο ζηα 11.55 ppm, πνπ δηαρσξίδεηαη ζηνπο 258
 
Κ, 

ζα πξέπεη λα αληηζηνηρεί ζηελ αξνκαληεηξίλε (Exarchou et al., 2003) θαη ε θνξπθή 

ζηα 12.05 ppm ζηελ εζπεξηδίλε (Ferreira et al., 2000) (ρήκα 4.17). ην εθρύιηζκα 

Θπκ.Δ ζην θάζκα NMR- 
1
Η θαίλνληαη δπν πνιύ κηθξέο θνξπθέο ζηα ~11.75 ppm θαη 

~12.65 ppm, πνπ δελ είλαη δπλαηόλ λα απνδνζνύλ ζε γλσζηέο ελώζεηο.    
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11.6511.7011.7511.8011.8511.9011.9512.0012.0512.1012.1512.2012.25 ppm 

 

ρήκα 4.17: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο  Θπκ.ΟΑ ζε CD3CN 

όπνπ ππνδειώλεηαη ε ηαπηνπνίεζε ηωλ θιαβνλνεηδώλ (NS= 256, T=258
 
K, texp=21min, 

400MHz). 

 

 

ην εθρύιηζκα Mαληδ.OA ηαπηνπνηήζεθαλ 2 θιαβαλόλεο, ε εξηνδηθηπόιε θαη ε 

λαξηγθελίλε θαη κηα θιαβαλνλόιε ε ηαμηθνιίλε κε βάζε ην θάζκα NMR- 
1
Η θαη ηελ 

πξνζζήθε κηθξήο πνζόηεηαο πξόηππσλ ελώζεσλ. Δπίζεο, ππάξρνπλ θαη ηα ζήκαηα 

ζπληνληζκνύ ζηα ~11.52, 11.63, 11.74, 11.75, 12.09, 12.45, 12.65 ppm θαη 4 θνξπθέο 

ζηελ πεξηνρή ησλ ~12.95 ppm νη νπνίεο ζα πξέπεη λα αληηζηνηρνύλ ζε θιαβόλεο ή Ο-

γιπθνδίηεο θιαβόλσλ. Από ηα θάζκαηα κάδαο ησλ δηάθνξσλ θνξπθώλ 

ηαπηνπνηήζεθαλ από ηελ ηάμε ησλ θιαβαλόλσλ, ε εξηνδηθηπόιε θαη ε λαξηγθελίλε∙ 

από ηελ ηάμε ησλ θιαβαλνλόισλ ε ηαμηθνιίλε∙ από ηηο θιαβόλεο, πηζαλώο ε 

ζπκνπζίλε, ε ζπκνλίλε θαη ε θξηζνεξηόιε θαη από ηα θιαβνλνεηδή ζπλδεδεκέλα κε 

ζάθραξν, ν 7-Ο-γιπθνδίηεο ηεο απηγελίλεο.  

Έλα από ηα θύξηα ζπζηαηηθά ηνπ εθρπιίζκαηνο πνπ εθινύεηαη ζε tR= 20.4 min 

θαη παξνπζηάδεη θύξην ζξαύζκα ζηα 301.5 m/z ζα κπνξνύζε λα αληηζηνηρεί ζηε 

κνξίλε (morin) ή ηελ εξκπαζεηίλε (herbacetin) (θιαβνλόιεο) ή ζηε 3΄-ή 7-κεζνμπ- 

εξηνδηθηπόιε (θιαβαλαλόλε). Η απνξξόθεζε ηνπ πξσηνλίνπ ηεο πδξνμπινκάδαο ηεο 

ζέζεο 5 ηεο θύξηαο θνξπθήο είλαη ζηα 12.09 ppm. Σν ζπγθεθξηκέλν πξσηόλην ηεο 

κνξίλεο απνξξνθά ζηα 12.83 ppm (Lianda and Castro, 2008), ηνπ 4΄κεζνμπ αηζέξα 

ηεο εξκπαζεηίλεο ζηα 11.9 ppm (Wollenweber et al., 1994) θαη ηεο 3΄-κεζνμπ- 

εξηνδηθηπόιεο ζηα 12.16 ppm (Stevens et al., 1999), ζε δηαιύηε DMSO-d6 θαη ζε 

  Ναξηγθελίλε 
Δξηνδηθηπόιε 

Δζπεξηηίλε 

Σαμηθνιίλε 

Δζπεξηδίλε 

Αξνκαληεηξίλε 
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ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Πηζαλόλ, νη ζπδεύμεηο κέζσ πνιιαπιώλ δεζκώλ ηνπ 

ζπγθεθξηκέλνπ πξσηνλίνπ λα κπνξνύλ λα δώζνπλ ρξήζηκεο πιεξνθνξίεο, 

πξνθεηκέλνπ λα γίλεη ε πηζαλή απόδνζε ηεο δνκήο ηνπ.  

Οη ζπδεύμεηο κέζσ πνιιαπιώλ δεζκώλ κε ηνπο άλζξαθεο ζηα 94.7, 103.0 θαη 

163.9 ppm, ζα πξέπεη λα αληηζηνηρνύλ ζηνπο C6, C10 θαη C9, αληίζηνηρα (ρήκα 4.18). 

ύκθσλα κε ηνπο Zeilinska et al., 2008, νη αληίζηνηρεο ζπδεύμεηο ηεο κνξίλεο είλαη κε 

ηνπο άλζξαθεο ζηα 101.6 (C6), 103.0 (C10) θαη 155.8 ppm (C9), ζε δηαιύηε DMSO-d6. 

Γηα άιιεο θιαβνλόιεο, όπσο ε γαιαλγίλε (galangin), θεκπθεξόιε, θεξθεηίλε θαη 

κπξηθεηίλε (myricetin) έρνπλ αλαθεξζεί παξόκνηεο ρεκηθέο κεηαηνπίζεηο ησλ C6 θαη  

C10, κε δηαθνξά ~1 ppm, ελώ ε αληίζηνηρε ρεκηθή κεηαηόπηζε γηα ηνπο C9 είλαη 

~156.1-157.3ppm (Wawer and Zeilinska, 2001, ζε δηαιύηε DMSO-d6). Γηα ηηο 

θιαβαλόλεο εζπεξηηίλε θαη λαξηγθελίλε νη αληίζηνηρεο ζπδεύμεηο είλαη ζηα ~96 (C6), 

102 (C10) θαη 163 (C9) ppm (Wawer and Zeiliska, 2001, ζε δηαιύηε DMSO-d6). 

Σέινο, νη αληίζηνηρεο ζπδεύμεηο πξόηππεο έλσζεο εξηνδηθηπόιεο βξέζεθαλ ζηα 95.6 

(C6), 102.3 (C10) θαη 164.1 ppm (C9) θαη ηεο εζπεξηηίλεο (4΄-κεζνμπ- εξηνδηθηπόιε) 

ζηα 95.9 (C6), 102.4 (C10) θαη 164.2 ppm (C9), ζε δηαιύηε CD3CN.  

πγθξίλνληαο ηα πξσηνληαθά θάζκαηα NMR ηνπ εθρπιίζκαηνο Μαληδ.ΟΑ κε ηα 

αληίζηνηρα ηεο εξηνδηθηπόιεο θαη εζπεξηηίλεο (ρήκα 4.19, 4.20) παξαηεξνύκε 

νκνηόηεηεο. ην ρήκα 4.21 θαη 4.22 απεηθνλίδνληαη ηα θάζκαηα HSQC 
1
H-

13
C θαη 

HMBC 
1
H-

13
C ηνπ εθρπιίζκαηνο θαη ζηνλ Πίλαθα 4.5 ηα δεδνκέλα ηνπ εθρπιίζκαηνο 

θαη, γηα ζπγθξηηηθνύο ιόγνπο, ηα αληίζηνηρα ηεο εξηνδηθηπόιεο θαη ηεο εζπεξηηίλεο.     
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ρήκα 4.18: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο 
 
HMBC 

1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Μαληδ.ΟΑ  ζε 

CD3CN (NS= 40, T=298
 
K, texp= 11h & 3min, 400 MHz). 

 

 

 

 

ρήκα 4.19: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H εθρπιίζκαηνο Μαληδ. ζε CD3CN 

(NS= 2k, T=298K, texp= 2h & 44min, 400 MHz)(Α), ηεο εζπεξηηίλεο (Β) θαη ηεο 

εξηνδηθηπόιεο (C). 

A 

Β 

C Δξηνδηθηπόιε 

Δζπεξηηίλε 
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ρήκα 4.20: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο NMR-
1
H ηνπ ρήκαηνο 4.19. 
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ρήκα 4.21: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο 
 
HSQC 

1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Μαληδ.ΟΑ  ζε 

CD3CN (NS= 32, T=298
 
K, texp= 7h & 45min, 400 MHz). 

Δξηνδηθηπόιε 

Δζπεξηηίλε 

C 

Β 

A 
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Η2΄ 
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Η6 
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ρήκα 4.22: Δπηιεγκέλε πεξηνρή θάζκαηνο 
 
HMBC 

1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Μαληδ.ΟΑ  ζε 

CD3CN (NS= 40, T=298
 
K, texp= 11h & 3min, 400 MHz). 

 

 

ην ρήκα 4.21 θαίλνληαη νη δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο ησλ πξσηνλίσλ θαη ησλ 

αληίζηνηρσλ αλζξάθσλ ηνπο πνπ ζα κπνξνύζαλ λα απνδνζνύλ ζην ζπγθεθξηκέλν 

άγλσζην ζπζηαηηθό θαη ζην ρήκα 4.22 νη ζπδεύμεηο κέζσ πνιιαπιώλ δεζκώλ ησλ 

ζπγθεθξηκέλσλ πξσηνλίσλ. ηνλ Πίλαθα 4.5 παξνπζηάδνληαη ηα δεδνκέλα πνπ 

πξνθύπηνπλ από ηα θάζκαηα.   
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Πίλαθαο 4.5: Οη ρεκηθέο κεηαηνπίζεηο NMR-
 1
Η θαη 

13
C (δ, ppm) ηεο εξηνδηθηπόιεο, ηεο 

εζπεξηηίλεο θαη ηνπ άγλωζηνπ ζπζηαηηθνύ θαη νη ζπδεύμεηο ηνπο κέζω πνιιαπιώλ δεζκώλ.  

 

 Δξηνδηθηπόιε Δζπεξηηίλε Άγλωζην ζπζηαηηθό 

C δ C δ H πδεύμεηο 

κέζω 

πνιιαπιώλ 

δεζκώλ 

δ C δ H πδεύμεηο 

κέζω 

πνιιαπιώλ 

δεζκώλ 

δ C δ H πδεύμεηο 

κέζω 

πνιιαπιώλ 

δεζκώλ 
2 79.0 5.34 C3(42.8) 

C2΄(113.7), 

C6΄(118.6), 

C1΄(130.7), 

C9(164.1), 

C4(196.3) 

78.6 5.36 C3(42.8) 

C2΄(111.4), 

C6΄(118.2), 

C1΄(130.7), 

C9(164.2), 

C4(196.2) 

79.1 5.36  

3 42.3 2.70 

3.11 

C2(79.0), 

C10(102.3), 

C1΄(130.7), 

C4(196.3) 

42.3 2.72 

3.08 

C2(78.6), 

C10(102.4), 

C1΄(130.7), 

C4(196.2) 

42.4 2.76 

3.17 

(79.1), 

(103.0), 

(130.1), 

(196.0) 
6 95.6 5.94 C10(102.3), 

C7(166.1) 

95.9 5.94 C10(102.4), 

C7(166.0) 

94.7 6.06 (103.0), 

(168.0) 
8 94.8 5.94 C6(95.6), 

C10(102.3), 

C7(166.1), 

C9(164.1), 

C4(196.3) 

94.9 5.94 C6(95.9), 

C10(102.4), 

C7(166.0), 

C9(164.2), 

C4(196.2) 

93.7 6.06 (94.7), 

(103.0), 

(168.0), 

(163.9) 

2΄ 113.7 6.95 C2(79.0), 

C6΄(118.6), 

C1΄(130.7), 

C3΄,4΄(144.7) 

111.4 6.95 C2(78.6), 

C6΄(118.2), 

C1΄(130.7), 

C3΄,4΄(145.3) 

115.6 6.85  

5΄ 115.1 6.84 C1΄(130.7), 

C3΄,4΄(144.7) 

113.1 6.97 C1΄(130.7), 

C3΄,4΄(145.3) 

115.8 6.74 (115.5), 

(118.1), 

(150.4), 

(151.2), 

(151.9) 
6΄ 118.6 6.84 C2(79.0), 

C2΄(113.7), 

C1΄(130.7), 

C4΄(144.7) 

118.2 6.95 C2(78.6), 

C2΄(111.4), 

C5΄(113.1), 

C1΄(130.7), 

C4΄(145.3) 

117.9 6.92 (115.5), 

(118.1), 

(150.4), 

(151.2), 

(151.9) 

ΟΗ5  12.11 C6(95.6), 

C10(102.3), 

C9(164.1), 

C7(166.1) 

 12.10 C6(95.9), 

C10(102.4), 

C9(164.2), 

C7(166.0) 

12.09  (94.7), 

(103.0), 

(163.9), 

(168.0) 

OCH3    55.7 3.87 C3΄(145.3) 55.9 3.87 (147.3), 

(155.0) 
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Από ην δηζδηάζηαην ράξηε HMBC ηνπ ρήκαηνο 4.18 είλαη πξνθαλείο νη 

ζπδεύμεηο  κέζσ πνιιαπιώλ δεζκώλ ηνπ πξσηνλίνπ πνπ απνξξνθά ζηα 11.75 ppm κε 

ηνπο άλζξαθεο ζηα 102.8 (C10), 127.4 (C6) θαη 148.4 ppm (C9). Με βάζε ηελ 

απνξξόθεζε ηνπ πξσηνλίνπ, ε έλσζε ζα κπνξνύζε λα αλήθεη πηζαλώο ζηελ ηάμε ησλ 

θιαβαλνλώλ ή ησλ θιαβνλνιώλ. Δπεηδή είλαη από ηα θύξηα ζπζηαηηθά ηνπ 

εθρπιίζκαηνο ζα κπνξνύζε λα είλαη ην άγλσζην ζπζηαηηθό πνπ εθινύεηαη ζηα 

tR=16.8 min θαη  έρεη θύξην ζξαύζκα ζηα 685.4 m/z.  

ύκθσλα κε ηνπο Horie et al., 1998, πνπ εμέηαζαλ ζπζηεκαηηθά ηα θάζκαηα 

NMR- 
13

C πνιππδξνμπθιαβόλσλ (70 δείγκαηα πνπ είραλ δαθηύιην Β 4-

κεζνμπθαηλύιην, όπσο 5,6,7-, 5,7,8 θαη 5,6,8-ηξηπδξνμπγνλσκέλεο-trioxygenated θαη 

5,6,7,8-ηεηξανμπγνλσκέλεο θιαβόλεο θαη θιαβνλόιεο), ηα ζήκαηα ησλ αλζξάθσλ 

ζηηο ζέζεηο 2-, 3- θαη 4- ζην δαθηύιην C δελ επεξεάδνληαη από ηνπο ππνθαηαζηάηεο 

ηνπ δαθηπιίνπ Α, εθηόο από απηνύο ζηε ζέζε 5. Οη απνξξνθήζεηο κεηαηνπίδνληαη 

ζπζηεκαηηθά κε ηελ πξνζζήθε κηαο κεζνμπ- ή πδξνμπ-νκάδαο ζηε ζέζε 3. Όζνλ 

αθνξά ηα ζήκαηα ησλ αλζξάθσλ ζηηο ζέζεηο 5 έσο θαη 10 ηνπ δαθηπιίνπ Α, 

επεξεάδνληαη ζε κεγάιν βαζκό από ηνπο ππνθαηαζηάηεο θαη ηηο ζέζεηο ησλ 

πδξνμπινκάδσλ ηνπ δαθηπιίνπ Α θαη παξνπζηάδνπλ ην αληίζηνηρν ραξαθηεξηζηηθό 

απνηύπσκα αληηθαηνπηξίδνληαο ηνπο ππνθαηαζηάηεο ηνπ δαθηπιίνπ Α, ρσξίο ηηο 

επηδξάζεηο ησλ ππνθαηαζηαηώλ ζηνπο δαθηπιίνπο Β θαη C. Έηζη κπνξεί λα γίλεη 

εθηίκεζε ησλ επηδξάζεσλ πνπ έρνπλ νη ππνθαηαζηάηεο ζην δαθηύιην Α από ηα 

δεδνκέλα ηνπ θάζκαηνο. Κάηη πνπ ζπλεπάγεηαη όηη κπνξνύλ λα πξνζδηνξηζηνύλ 

ζσζηά νη δνκέο ησλ πνιππδξνμπθιαβόλσλ από ηελ απόδνζε ησλ ζεκάησλ ηνπ 

θάζκαηνο NMR- 
13

C.  

Γηα παξάδεηγκα ε 5,6,7-ηξηπδξόμπ 4΄-κεζνμπθιαβόλε (Α) παξνπζηάδεη ρεκηθέο 

κεηαηνπίζεηο ζηα 129.1, 149.6 θαη 104.0 ppm θαη ε 5,6,7-ηξηπδξόμπ 4΄-

κεζνμπθιαβνλόιε (Β) ζηα 128.5, 148.8 θαη 103.3 ppm, γηα ηνπο αληίζηνηρνπο 

άλζξαθεο C6, C9 θαη C10. Όκνηα, ε 5,6,7-ηξηπδξνμπ 4΄,8-δηκεζνμπθιαβόλε (Γ)  

παξνπζηάδεη ρεκηθέο κεηαηνπίζεηο ζηα 129.5, 142.4 θαη 102.8 ppm θαη ε 5,6,7-

ηξηπδξνμπ 4΄,8-δηκεζνμπθιαβνλόιε (Γ) ζηα 128.8, 141.7 θαη 102.2 ppm, γηα ηνπο 

αληίζηνηρνπο άλζξαθεο C6, C9 θαη C10 ζε δηαιύηε DMSO-d6 (Horie et al., 1998) 

(ρήκα 4.23). πλδπάδνληαο ηα παξαπάλσ δεδνκέλα κε ηηο ζπδεύμεηο κέζσ 

πνιιαπιώλ δεζκώλ ηνπ πξσηνλίνπ πνπ απνξξνθά ζηα 11.75 ppm, ζα κπνξνύζε 

πηζαλώο ν C6 θαη ν C7 λα είλαη ελσκέλνη κε πδξνμύιην.   
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ρήκα 4.23 Χεκηθνί ηύπνη πνιππδξνμπθιαβόλωλ 

 

 

 

4.3 Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο κε HPLC ηωλ ζπζηαηηθώλ ηωλ εθρπιηζκάηωλ γηα 

ηα νπνία ππήξραλ πξόηππεο ελώζεηο 

ηα ρήκαηα 4.24 θαη 4.25 δίλνληαη νη θακπύιεο αλαθνξάο ηεο ηαμηθνιίλεο, 

λαξηγθελίλεο, ξνζκαξηληθνύ νμένο, εζπεξηηίλεο, εξηνδηθηπόιεο θαη ηδελθνπαλίλεο. Οη 

δηάθνξεο ζπγθεληξώζεηο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ θαηαζθεπή ησλ θακπύισλ 

αλαθνξάο θαη νη εμηζώζεηο πνπ ηηο πεξηγξάθνπλ αλαγξάθνληαη ζηηο αληίζηνηρεο 

γξαθηθέο παξαζηάζεηο. Η επεμεξγαζία ησλ ρξσκαηνγξαθήκάησλ έγηλε ζηα 280 nm 

θαη ζηελ πεξίπησζε ηνπ ξνζκαξηληθνύ νμένο ζηα 330 nm. ηνλ Πίλαθα 4.6 

παξνπζηάδνληαη ηα απνηειέζκαηα ηνπ πνζνηηθνύ πξνζδηνξηζκνύ ησλ παξαπάλσ 

ελώζεσλ κε ηελ HPLC. Η ζπγθεληξσζή ηνπο εθθξάδεηαη ζε mg νπζίαο/ g 

εθρπιίζκαηνο. 

R: H (A) 

R:OH (B) 

R: H (Γ) 

R:OH (Γ) 
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ρήκα 4.24: Κακπύιεο αλαθνξάο ηεο ηαμηθνιίλεο, λαξηγθελίλεο θαη ηνπ ξνζκαξηληθνύ 

νμένο. 
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ρήκα 4.25: Κακπύιεο αλαθνξάο ηεο εζπεξηηίλεο, εξηνδηθηπόιεο θαη ηεο ηδελθνπαλίλεο. 
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Παξαηεξείηαη όηη ζύκθσλα κε ηα απνηειέζκαηα ηεο πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο ην 

εθρύιηζκα Θπκ.ΟΑ είλαη πην πινύζην ζε ξνζκαξηληθό νμύ θαη αθνινπζνύλ ηα 

εθρπιίζκαηα Μαληδ.ΟΑ, Γελη.ΟΑ θαη Φαζθ.ΟΑ. Δθηόο από ηελ ηαμηθνιίλε, ζηα 

εθρπιίζκαηα Θπκ.ΟΑ θαη Μαληδ.ΟΑ, ηα άιια θιαβνλνεηδή βξίζθνληαη ζε πνιύ κηθξά 

πνζνζηά. Η λαξηγθελίλε ζην εθρύιηζκα Μαληδ.ΟΑ δελ πξνζδηνξίζηεθε πνζνηηθά δηόηη 

ζπλεθινύεηαη θαη κε άιιν ζπζηαηηθό.  

Σα απνηειέζκαηα ζπκθσλνύλ κε ηα αληίζηνηρα πξνεγνύκελεο κειέηεο, πνπ 

αλαθέξνπλ όηη ηα θιαβνλνεηδή πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ θαη πξνζδηνξίζηεθαλ πνζνηηθά, 

ήηαλ ήζζνλα ζπζηαηηθά εθρπιηζκάησλ βνηάλσλ ηεο νηθνγέλεηαο Lamiaceae. Παξόηη 

νξηζκέλα θιαβνλνεηδή είλαη πηζαλά αληηνμεηδσηηθά κόξηα, ιόγσ ηεο κηθξήο ηνπο 

ζπγθέληξσζεο έρνπλ κάιινλ κηθξή ζπλεηζθνξά ζηε ζπλνιηθή αληηνμεηδσηηθή δξάζε 

ησλ εθρπιηζκάησλ (Shan et al., 2005). Βέβαηα αλαθέξνληαη ζεκαληηθέο δηαθνξέο 

κεηαμύ ησλ απνηειεζκάησλ ησλ δηαθόξσλ κειεηώλ πνπ νθείινληαη πηζαλώο: α) ζηηο 

γελνηππηθέο θαη πεξηβαιινληηθέο δηαθνξέο κεηαμύ ησλ δηαθνξεηηθώλ εηδώλ ησλ 

θπηώλ, β) ζηελ επηινγή ησλ επηκέξνπο κεξώλ ηνπ θπηνύ πνπ εμεηάδνληαη, γ) ζην 

ρξόλν ζπιινγήο ηνπ δείγκαηνο θαη δ) ζηηο κεζόδνπο πξνζδηνξηζκνύ πνπ 

εθαξκόδνληαη θάζε θνξά. 

 

4.4 Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο-Δθηίκεζε ηωλ επηπέδωλ ζπγθέληξωζεο ηνπ 

ξνζκαξηληθνύ νμένο κε ηε θαζκαηνζθνπία NMR-
1
H 

 

Όπσο είλαη γλσζηό ε έληαζε ησλ ζεκάησλ ζπληνληζκνύ ζηε θαζκαηνζθνπία 

NMR είλαη αλάινγε ηνπ αξηζκνύ ησλ ππξήλσλ ζηα νπνία αληηζηνηρνύλ. Η κέηξεζε 

ησλ εληάζεσλ, δειαδή ηνπ εκβαδνύ ησλ θνξπθώλ, γίλεηαη κε ηε ρξήζε ειεθηξνληθώλ 

νινθιεξσηώλ. Η νινθιήξσζε ησλ θνξπθώλ ελόο θάζκαηνο παξέρεη πνιύηηκεο 

πιεξνθνξίεο ηόζν γηα ηελ ηαπηνπνίεζε κηαο έλσζεο όζν θαη γηα ηελ πνζνηηθή 

εθηίκεζή ηεο. Γηα ηε ζσζηή νινθιήξσζε ησλ απνξξνθήζεσλ, όκσο, ζα πξέπεη νη 

ζπλζήθεο ιήςεο ηνπ θάζκαηνο λα είλαη ηέηνηεο ώζηε λα επηηεπρζεί ε πιήξεο 

απνθαηάζηαζε κέζσ πνξεηώλ απνδηέγεξζεο όισλ ησλ ππξήλσλ ησλ νπνίσλ νη 

απνξξνθήζεηο πξόθεηηαη λα νινθιεξσζνύλ. Δπηπιένλ, νη πξνο νινθιήξσζε θνξπθέο 

ζα πξέπεη λα δηαρσξίδνληαη ζαθώο.  

Η εθηίκεζε ησλ επηπέδσλ ζπγθέληξσζεο ηνπ ξνζκαξηληθνύ νμένο ζηα 

εθρπιίζκαηα νμηθνύ αηζπιεζηέξα ησλ θπηώλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηελ απεπζείαο 

νινθιήξσζε ηεο θνξπθήο ζπληνληζκνύ ηνπ νμένο, ζε ζρέζε κε ην νινθιήξσκα ηεο 
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θνξπθήο ηνπ TMSP-d4 γλσζηήο ζπγθέληξσζεο (1.4 mM) πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε σο 

έλσζε αλαθνξάο. Γηα ηελ πνζνηηθή εθηίκεζε ρξεζηκνπνηήζεθε ην νινθιήξσκα ηνπ 

πξσηνλίνπ Η2α ηνπ ξνζκαξηληθνύ νμένο, ιόγσ ηνπ εκθαλνύο δηαρσξηζκνύ ηνπ, αθόκα 

θαη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ζηα ζπγθεθξηκέλα εθρπιίζκαηα. Σα απνηειέζκαηα ηεο 

πνζνηηθήο εθηίκεζεο αλαγξάθνληαη ζηνλ Πίλαθα 4.7 θαη γηα ζπγθξηηηθνύο ιόγνπο 

δίλνληαη θαη ηα απνηειέζκαηα πνπ πξνέθπςαλ θαη από ηελ πγξή ρξσκαηνγξαθία. 

Πξνθεηκέλνπ λα ζπγθξηζνύλ ηα απνηειέζκαηα ησλ δύν κεζόδσλ πξαγκαηνπνηήζεθε 

ζηαηηζηηθό «test» ζεκαληηθόηεηαο (ttest).  

 

Πίλαθαο 4.7 Πνζνηηθή εθηίκεζε ηνπ ξνζκαξηληθνύ νμένο ζηα ππό κειέηε εθρπιίζκαηα 

νμηθνύ αηζπιεζηέξα. 

 

 Πεξηεθηηθόηεηα ζε ξνζκαξηληθό νμύ  

(mg/ g εθρπιίζκαηνο)
α 

Φπηηθά Δθρπιίζκαηα HPLC
 

NMR-
1
H

 

Γελη.ΟΑ 11.6 ± 1.2 8.2 ±0.9 

Φαζθ.ΟΑ 9.3 ± 0.9 7.8 ±0.7 

Θπκ.ΟΑ 18.2 ± 2.2 21.1 ±3.7 

Μαληδ.ΟΑ 13.9 ± 1.7 16.0 ±1.9 

  

α
Οι ηιμές ποσ αναγράθονηαι προκύπηοσν από ηοσς μέζοσς όροσς 3 μεηρήζεων (± η ησπική απόκλιζη). 

Με ένηονα γράμμαηα ζηον πίνακα δίνονηαι οι ηιμές ηων οποίων οι διαθορές είναι ζηαηιζηικά ζημανηικές 

για a = 0.05. 

 

Παξαηεξείηαη πσο ην ξνζκαξηληθό νμύ πεξηέρεηαη ζε κεγαιύηεξε πνζόηεηα ζην 

εθρύιηζκα Θπκ.ΟΑ θαη ζηε ζπλέρεηα ζην εθρύιηζκα Μαληδ.ΟΑ. Δπίζεο, παξαηεξείηαη 

θαιή ζπκθσλία κεηαμύ ησλ απνηειεζκάησλ κε ηηο δπν ηερληθέο. ύκθσλα κε 

απνηειέζκαηα πξνεγνύκελσλ κειεηώλ ην ξνζκαξηληθό νμύ είλαη από ηα θύξηα 

θαηλνιηθά ζπζηαηηθά, πνπ ηαπηνπνηήζεθε ζε αθεηνληθά εθρπιίζκαηα θαζθόκεινπ, 

ξίγαλεο θαη ζπκαξηνύ (Cuvelier et al., 1996, Zheng and Wang, 2001, Exarchou et al., 

2002a, Shan et al., 2005). 

Έγηλε κηα πξνζπάζεηα εθηίκεζεο ηεο ζπγθέληξσζεο θαξλνζηθνύ νμένο θαη 

θαξλνζόιεο ζηα εθρπιίζκαηα δεληξνιίβαλνπ θαη θαζθόκεινπ. Γηαπηζηώζεθε, όκσο, 

όηη ζηα εμαληθά εθρπιίζκαηά ηνπο, πξνθαιείηαη αιιεινκεηαηξνπή ηνπ θαξλνζηθνύ 

νμένο ζε θαξλνζόιε, θάηη πνπ δε ζπλέβαηλε ζηα αληίζηνηρα ηνπ νμηθνύ αηζπιεζηέξα. 
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ύκθσλα κε ηνπο Schwarz and Ternes, 1992 απνκνλσκέλν θαξλνζηθό νμύ ζε 

δηάιπκα κεζαλόιεο απνηθνδνκείηαη ζρεκαηίδνληαο θαξλνζόιε, ε νπνία κε ηε ζεηξά 

ηεο απνζπληίζεηαη πξνο ζρεκαηηζκό γ- ιαθηόλσλ, ξνζκαλόιεο, επηξνζκαλόιεο θαη 7-

κεζπιν-επηξνζκαλόιεο, παξνπζία νμπγόλνπ. ε ζρεηηθή κειέηε ζηαζεξόηεηάο ηνπο 

ζε δηάθνξνπο δηαιύηεο [κεζαλόιε, DMSO, DMSO- αθεηνληηξίιην (10:90%), νμηθό 

αηζπιεζηέξα- αθεηξνληηξίιην (10:90%)], βξέζεθε όηη ε θαζαξή θαξλνζόιε (95%) 

είλαη πνιύ αζηαζήο ζε όινπο ηνπο παξαπάλσ δηαιύηεο, ελώ ε ζηαζεξόηεηα ηνπ 

θαξλνζηθνύ νμένο είλαη θαιή ζε DMSO. Βέβαηα, κε πείξακα αλάθηεζεο βξέζεθε όηη 

θαη ηα δύν ζπζηαηηθά πνπ ππήξραλ ζε δηάιπκα εθρπιίζκαηνο εκπνξηθά δηαζέζηκνπ 

δεληξνιίβαλνπ ήηαλ απνιύησο ζηαζεξά (δηαιύηεο DMSO) (Thorsen and Hildebrandt, 

2003). Σέινο, ζύκθσλα κε ηνπο Okamura et al., 1994, ε αύμεζε ηεο ζεξκνθξαζίαο 

θαη ε παξνπζία θσηόο επηηαρύλνπλ ηελ απνηθνδόκεζε ηνπ θαξλνζηθνύ νμένο.        
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5. Ταπηνπνίεζε- Γηάθξηζε ηξηηεξπελνεηδώλ (ηξηηεξπεληθώλ νμέσλ θαη αιθννιώλ 

ζε θπηηθά εθρπιίζκαηα) 

5.1 Γηάθξηζε κίγκαηνο νιεαλνιηθνύ θαη νπξζνιηθνύ νμένο κε ιήςε θαζκάησλ 

NMR -
1
H & 

13
C, HSQC 

1
H- 

13
C & HMBC 

1
H- 

13
C. 

Όπσο πξναλαθέξζεθε, κηα από ηηο ζεκαληηθόηεξεο ηάμεηο ησλ θπζηθώλ 

πξντόλησλ είλαη ηα ηεξπέληα ή ηζνπξελνεηδή ή ηεξπελνεηδή θαη κεηαμύ απηώλ ηα 

ηξηηεξπέληα. Χαξαθηεξηζηηθνί εθπξόζσπνη ησλ πεληαθπθιηθώλ ηξηηεξπελίσλ είλαη ηα 

νμέα νπξζνιηθό (UA) θαη νιεαλνιηθό (OA), πνπ είλαη ηζνκεξή ζέζεο θαη ε κόλε 

ζθειεηηθή ηνπο δηαθνξά είλαη ε ζέζε κηαο κεζπινκάδαο ζηνλ δαθηύιην Δ. Με βάζε 

ηε δηεζλή βηβιηνγξαθία ππάξρεη έλαο πεξηνξηζκέλνο αξηζκόο κειεηώλ ζρεηηθά κε ηελ 

αλάιπζε ησλ βηνδξαζηηθώλ απηώλ ελώζεσλ, UA θαη OA, θαη γεληθόηεξα ησλ 

ηξηηεξπεληθώλ νμέσλ. Απηό κπνξεί λα νθείιεηαη ζηελ έιιεηςε κεζόδσλ 

πξνζδηνξηζκνύ ηνπο. Η πιεηνςεθία ησλ άξζξσλ βαζίδεηαη ζηελ αλάιπζή ηνπο κε 

ρξσκαηνγξαθηθέο ηερληθέο. Γεληθά, νη ρξσκαηνγξαθηθέο κέζνδνη αλάιπζεο ησλ 

ηξηπεξπελνεηδώλ είλαη κεγάιεο δηάξθεηαο θαη παξνπζηάδνπλ κηθξή επαηζζεζία. Δλώ 

εμαηηίαο ηεο κηθξήο απνξξόθεζήο ηνπο ζην ππεξηώδεο θαη ηεο παξνπζίαο θαη άιισλ 

ζπζηαηηθώλ, όπσο ζπκβαίλεη ζε θπηηθά εθρπιίζκαηα, ν δηαρσξηζκόο ηνπο είλαη κηα 

ηδηαίηεξα δύζθνιε δηαδηθαζία (Berangere et al., 2004), αιιά θαη ε αλάιπζή ηνπο κε 

αέξηα ρξσκαηνγξαθία απαηηεί κηα αξρηθή δηαδηθαζία παξαγσγνπνίεζεο (Janicsak et 

al., 2003). πλεπώο, είλαη ηδηαίηεξα επηζπκεηή ε αλάπηπμε κεζνδνινγηώλ γηα ηελ 

άκεζε, γξήγνξε θαη αθξηβή ηαπηνπνίεζή ηνπο ζε πνιύπινθα θπηηθά εθρπιίζκαηα 

ρσξίο ηνλ πξνεγνύκελν ρξσκαηνγξαθηθό δηαρσξηζκό ηνπο.  

Όπσο αλαθέξζεθε ζην Κεθάιαην 4, ηόζν ζηα εμαληθά όζν θαη ζηα εθρπιίζκαηα 

ηνπ νμηθνύ αηζπιεζηέξα αληρλεύζεθε ε παξνπζία OA θαη UA θαη ζε νξηζκέλα 

κπεηνπιηληθνύ νμένο (BA) κε ηε ρξήζε πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο ζε ζύδεπμε κε 

θαζκαηνκεηξία καδώλ. Η ηαπηνπνίεζε έγηλε από ην θύξην κνξηαθό ηόλ αιιά θαη κε 

ζύγθξηζε κε ηνπο ρξόλνπο θαηαθξάηεζεο πξνηύπσλ ελώζεσλ. ηηο ζπγθεθξηκέλεο 

ζπλζήθεο αλάιπζεο ην ΟΑ θαη UA ζρεδόλ ζπλεθινύνληαη, όπσο θαίλεηαη ελδεηθηηθά, 

από επηιεγκέλε πεξηνρή ηνπ ρξσκαηνγξαθήκαηνο ηνπ εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ ζηα 210 

nm (ρήκα 5.1). Δπίζεο, θαίλεηαη ε παξνπζία ηνπ ΒΑ θαζώο θαη κηαο θνξπθήο πνπ 

ζπκβνιίδεηαη κε αζηεξίζθν θαη πηζαλώο αληηζηνηρεί ζε θάπνην άιιν ηξηηεξπελνεηδέο.  
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Σρήκα 5.1: Δπηιεγκέλε πεξηνρή ηνπ ρξωκαηνγξαθήκαηνο ηνπ εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ ζηα 

210 nm. 

ηελ πεξίπησζε ηνπ εθρπιίζκαηνο Φ.Δ.ΟΑ, από ην ρξσκαηνγξάθεκα ζηα 210 

nm, δελ κπνξνύλ λα πξνθύςνπλ ζαθείο πιεξνθνξίεο γηα ηελ παξνπζία ή όρη ηνπ UA 

(ρήκα 5.2). Πηζαλώο κε ηελ ηερληθή «spiking» λα ήηαλ δπλαηή ε αλίρλεπζή ηνπ, αλ 

θαη ε ζπγθεθξηκέλε κεζνδνινγία είλαη πξνθαλέο όηη δελ είλαη επηηπρήο γηα ηνλ 

πνηνηηθό, θαη πνιύ πεξηζζόηεξν, γηα ηνλ πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό ηνπ ΟΑ θαη UA. 

ηόρνο, ινηπόλ ήηαλ ε αλάπηπμε θαη εθαξκνγή κεζνδνινγηώλ NMR γηα ηε ζαθή θαη 

γξήγνξε αλάιπζε ηξηηεξπεληθώλ ελώζεσλ ζε εθρπιίζκαηα θπζηθώλ πξντόλησλ. 

 

Σρήκα 5.2: Δπηιεγκέλε πεξηνρή ηνπ ρξωκαηνγξαθήκαηνο ηνπ εθρπιίζκαηνο Φ.Δ.ΟΑ ζηα 

210 nm.    

Η γξήγνξε ηαπηνπνίεζε ησλ πεληαθπθιηθώλ ηξηηεξπεληθώλ νμέσλ κε ρξήζε 

θαζκαηνζθνπίαο ππξεληθνύ καγλεηηθνύ ζπληνληζκνύ δελ έρεη επηηεπρζεί δηόηη νη 

ρεκηθέο κεηαηνπίζεηο ησλ πξσηνλίσλ ηνπ ΟΑ θαη UA είλαη ζρεδόλ ηαπηόζεκεο θαη 
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παξαηεξείηαη έληνλε αιιειεπηθάιπςε ζηελ πεξηνρή ησλ κεζπιηθώλ πξσηνλίσλ. Γηα 

ην ιόγν απηό ν πιήξεο πξνζδηνξηζκόο ησλ ρεκηθώλ κεηαηνπίζεσλ ηνπο κε ιήςε 

θαζκάησλ NMR -1D & 2D έρεη, κόιηο, πξόζθαηα δεκνζηεπηεί (Seebacher et al., 

2003). 

 Σα νμέα ΟΑ θαη UA αλήθνπλ ζηηο ηάμεηο ησλ νιεαλ-12 –εάλσλ (olean-12-enes) 

θαη νπξζ-12-έλσλ (urs-12-enes), αληίζηνηρα θαη όζνλ αθνξά ηηο ζθειεηηθέο δηαθνξέο 

ηνπο, ζηελ πξώηε ηάμε ππάξρνπλ έμη ελώ ζηε δεύηεξε πέληε ηεηαξηνηαγή άηνκα 

άλζξαθα. Οη ρεκηθέο κεηαηνπίζεηο ησλ νιεθηληθώλ αλζξάθσλ C12 θαη C13 θαίλεηαη λα 

έρνπλ δηαγλσζηηθή αμία. Δπίζεο, ζρεηηθά κεγάιεο δηαθνξέο ζηηο ρεκηθέο κεηαηνπίζεηο 

κεηαμύ ησλ δπν ζεηξώλ είλαη πξνθαλείο γηα ηα ζήκαηα ζπληνληζκνύ ηνπ C18, C19, C20, 

παξόηη όιεο νη ηηκέο ησλ ρεκηθώλ κεηαηνπίζεσλ ησλ αλζξάθσλ όζνλ αθνξά ηνλ 

δαθηύιην Δ ζα αλακελόηαλ λα δηαθνξνπνηνύληαη από ην νιεαλέλην (oleanene) ζην 

ηζνκεξέο ηνπ νπξζίλην (ursine) (Doddrell et al., 1974). Παξνπζηάδεη ελδηαθέξνλ, 

ινηπόλ, ε πξνζπάζεηα αλάπηπμεο ελόο ζπλδπαζκνύ πξνεγκέλσλ κεζνδνινγηώλ NMR 

πνπ κπνξνύλ λα νδεγήζνπλ ζηελ ηαπηνπνίεζε ησλ ζπγθεθξηκέλσλ βηνδξαζηηθώλ 

ελώζεσλ ρσξίο ηνλ πξνεγνύκελν ρξσκαηνγξαθηθό δηαρσξηζκό ησλ ζπζηαηηθώλ 

πνιύπινθσλ κηγκάησλ, όπσο είλαη ηα θπηηθά εθρπιίζκαηα. 

Αξρηθά, έγηλε ε ιήςε κνλνδηάζηαησλ πξσηνληαθώλ θαζκάησλ ηνπ κίγκαηνο 

ησλ δπν νμέσλ ΟΑ θαη UA θαη ηα θάζκαηα NMR-
13

C θαη DEPT 135 κεκνλσκέλσλ 

ησλ νμέσλ, πξνθεηκέλνπ λα δηαπηζησζεί αλ κε ηε ρξήζε ηεο κνλνδηάζηαηεο 

θαζκαηνζθνπίαο κπνξεί λα γίλεη ε δηάθξηζε θαη ηαπηνπνίεζε απηώλ ζε πνιύπινθα 

κίγκαηα, όπσο είλαη ηα θπηηθά εθρπιίζκαηα. Όπσο θαίλεηαη από ην θάζκα NMR-
1
H 

(ρήκα 5.3), παξαηεξείηαη αιιεινεπηθάιπςε θνξπθώλ ζηελ πεξηνρή ησλ κεζπιηθώλ 

πξσηνλίσλ θαη ηδηαίηεξεο δηαγλσζηηθήο αμίαο είλαη νη ρεκηθέο κεηαηνπίζεηο ησλ 

πξσηνλίσλ Η18 (ΟΑ 3.3 ppm, UA 2.6 ppm) ησλ νμέσλ. ηα θάζκαηα NMR-
13

C 

(ρήκα 5.4) δηαθνξέο, κεηαμύ ησλ δπν, εληνπίδνληαη ζηηο ρεκηθέο κεηαηνπίζεηο ησλ 

αλζξάθσλ πνπ αλήθνπλ ζηνλ δαθηύιην Δ. Πην ζεκαληηθέο δηαθνξέο παξνπζηάδνπλ νη 

ρεκηθέο κεηαηνπίζεηο ησλ C29 ~16 ppm (OA 33.5 ppm, UA 17.7 ppm) θαη ησλ C18 

~11 ppm (OA 42.4 ppm, UA 53.8 ppm). Καηά πεξίπνπ ~8 ppm δηαθέξνπλ νη ρεκηθέο 

κεηαηνπίζεηο ησλ C19 (OA 46.7 ppm, UA 39.7 ppm) θαη C20 (OA 31.5 ppm, UA 39.6 

ppm) ησλ δπν νμέσλ. ε κηθξόηεξν βαζκό, από ~2- 5 ppm, επεξεάδνληαη νη ρεκηθέο 



164 

 

κεηαηνπίζεηο ησλ C12, C13, C21, C22, C27 θαη C30. Οη ίδηεο παξαηεξήζεηο πξνθύπηνπλ 

θαη από ηα θάζκαηα DEPT 135 ησλ δύν νμέσλ (ρήκα 5.5).         

1.01.21.41.61.82.02.22.42.62.83.03.23.43.63.8 ppm 

Σρήκα 5.3: Φάζκα NMR- 
1
Η ηνπ κίγκαηνο ΟΑ θαη  UA ζε Pyr-d5 (T= 298K, NS= 64, texp= 7 

min, 500 MHz). 

 

Σρήκα 5.4: Φάζκα NMR- 
13

C ηνπ OA (πάλω) θαη ηνπ UA (θάηω) ζε Pyr-d5 (T= 298K, NS= 

4k, texp= 2 h &15 min, 500 MHz). 
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Σρήκα 5.5: Φάζκα DEPT-135 ηνπ OA (πάλω) θαη ηνπ UA (θάηω) ζε Pyr-d5 (T= 298K, NS= 

4k, texp= 2 h &15 min, 500 MHz). 

Μηα ζρεηηθή ελίζρπζε ηεο επαηζζεζίαο πξνθύπηεη όηαλ ππξήλεο κε ρακειό 

γπξνκαγλεηηθό ιόγν, όπσο ν 
13

C, αληρλεύνληαη κέζσ ησλ επηδξάζεώλ ηνπο ζε πην 

επαίζζεηνπο ππξήλεο όπσο ην 
1
Η. Έρεη πξνηαζεί, ινηπόλ ε ρξήζε ηεο εηεξνππξεληθήο 

θαζκαηνζθνπίαο ζπζρέηηζεο, κε ηελ νπνία είλαη δπλαηή ε παξαηήξεζε ηνπ ηξόπνπ 

ζύλδεζεο κεηαμύ ππξήλσλ άλζξαθα θαη πξσηνλίσλ πνπ βξίζθνληαη ζε ζύδεπμε. Η 

θαζκαηνζθνπία ζπζρέηηζεο απινύ θβάληνπ (HSQC 
1
Η- 

13
C) ζπζρεηίδεη ππξήλεο 

αλζξάθσλ πνπ βξίζθνληαη ζε άκεζε ζύδεπμε κε ππξήλεο πξσηνλίνπ. Η παικηθή 

αθνινπζία πνπ εθαξκόδεηαη έρεη σο ηειηθό απνηέιεζκα ηε δεκηνπξγία ελόο 

δηζδηάζηαηνπ ράξηε πνπ απνηειείηαη κόλν από δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο, νη νπνίεο 

αληηζηνηρνύλ ζε ππξήλεο 
1
Η- 

13
C πνπ ζπζρεηίδνληαη κεηαμύ ηνπο κέζσ ζηαζεξάο 

ζύδεπμεο J
1
. ε αληίζεζε, ε ηερληθή θαζκαηνζθνπίαο ζπζρέηηζεο κέζσ πνιιαπιώλ 

δεζκώλ (HMBC 
1
Η- 

13
C) παξέρεη πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ηελ αιιειεπίδξαζε 

ππξήλσλ 
13

C πνπ ζπδεπγλύνληαη κε ππξήλεο πξσηνλίνπ νη νπνίνη απέρνπλ από δύν 

έσο ηέζζεξηο δεζκνύο (κε ζηαζεξέο ζύδεπμεο J
2
- J

4
), θαη έηζη κπνξνύλ λα 

ρξεζηκνπνηεζνύλ γηα ηε ζύλδεζε πξσηνληαθώλ ζπζηεκάησλ spin πνπ 

παξεκβάιινληαη από ηεηαξηνηαγή άηνκα άλζξαθα, αιιά θαη γηα ηνλ εληνπηζκό ησλ 

ηεηαξηνηαγώλ αηόκσλ άλζξαθα. 
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Πξνθεηκέλνπ λα δηαπηζησζεί αλ είλαη δπλαηή ε δηάθξηζε θαη ε ηαπηνπνίεζε 

ησλ δύν νμέσλ, έγηλε ε ιήςε ησλ θαζκάησλ HSQC 
1
Η- 

13
C θαη HMBC 

1
Η- 

13
C ηνπ 

κίγκαηόο ηνπο. Όπσο θαίλεηαη από ην δηζδηάζηαην ράξηε HSQC (ρήκα 5.6) νη 

πεξηζζόηεξεο ζπδεύμεηο κέζσ ελόο δεζκνύ ηνπ ΟΑ θαη UA αιιειεπηθαιύπηνληαη, 

σζηόζν παξαηεξνύληαη ζεκαληηθέο δηαθνξέο ζηηο δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο ησλ C12  

κε ην H12, C18 κε ην H18 θαη C22 κε ην H22. Δίλαη θαλεξό όηη ε δηαθνξά ζηηο ρεκηθέο 

κεηαηνπίζεηο ηνπ πξσηνλίνπ αιιά θαη ηνπ άλζξαθα, 0.7 ppm γηα ηα Η18 θαη 6 ppm 

γηα ηνπο C18, είλαη πνιύ νπζηαζηηθή θαη κεγάιεο δηαγλσζηηθήο ζεκαζίαο γηα ηελ 

ηαπηνπνίεζε ηνπ ΟΑ θαη UA. Δπίζεο, ππάξρνπλ δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο, όπσο 

απηέο ησλ C12 κε ηα Η12, πνπ είλαη δηαγλσζηηθέο ιόγσ ηεο δηαθνξάο ζηηο ρεκηθέο 

κεηαηνπίζεηο ηνπ άλζξαθα (~ 3 ppm), ελώ ηα αληίζηνηρα πξσηόληα απνξξνθνύλ ζηελ 

ίδηα ζπρλόηεηα θαη γηα ηα δπν νμέα. Η εηζαγσγή ηεο δεύηεξεο δηάζηαζεο απινπνηεί 

ην απνηύπσκα ηνπ θάζκαηνο, αθόκα θαη ζε πεξηνρέο όπνπ ζην αληίζηνηρν θάζκα 

κίαο δηάζηαζεο ππάξρεη αιιεινεπηθάιπςε. Γηα παξάδεηγκα, νη ζπδεύμεηο ησλ C22 κε 

ηα H22 κπνξνύλ λα ρξεζηκνπνηεζνύλ γηα ηε δηάθξηζε ησλ ηξηηεξπεληθώλ νμέσλ, 

παξόηη απηό είλαη αδύλαην λα γίλεη από ην θάζκα NMR-
1
H κίαο δηάζηαζεο.  
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Σρήκα 5.6: Φάζκα HSQC 
1
H-

13
C ηνπ κίγκαηνο 1:1 ηνπ ΟΑ θαη ηνπ UA (8 mg/ml) ζε Pyr-d5 

(T= 298K, NS= 2, texp= 14 min, 500 MHz) (Kontogianni et al., 2009). 
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ην ρήκα 5.7 δίλεηαη ην θάζκα HMBC 
1
Η- 

13
C  ηνπ κίγκαηνο OA θαη UA.  

Δζηηάδνληαο ζηηο ζπζρεηίζεηο κέζσ πνιιαπιώλ δεζκώλ ηνπ αιιπιηθνύ πξσηνλίνπ 

Η18 ηνπ OA θαη UA, κπνξνύλ λα παξαηεξεζνύλ δπν δηαθξηηέο «ζηήιεο» 

δηαζηαπξνύκελσλ θνξπθώλ  πνπ βξίζθνληαη θαηά κήθνο ησλ απνξξνθήζεσλ ησλ 

πξσηνλίσλ Η18 ζηα 3.3 θαη 2.6 ppm, αληίζηνηρα. Καζώο νη δαθηύιηνη D θαη Δ 

δηακνηξάδνληαη ηνλ άλζξαθα C18, ηα αληίζηνηρα πξσηόληα Η18 παξνπζηάδνπλ 

ζπζρεηίζεηο κέζσ πνιιαπιώλ δεζκώλ κε έλα ζεκαληηθό αξηζκό αλζξάθσλ, όπσο 

είλαη νη άλζξαθεο C13, C17 θαη C19 (αιιειεπίδξαζε κέζσ δύν δεζκώλ) θαη νη 

άλζξαθεο C12, C14, C16 θαη C28 (αιιειεπίδξαζε κέζσ ηξηώλ δεζκώλ). ηελ 

πεξίπησζε ηνπ UA, νη ζπδεύμεηο κέζσ πνιιαπιώλ δεζκώλ επεθηείλνληαη θαη ζηνπο 

άλζξαθεο C20 θαη C29, όπσο θαίλεηαη από ην δηζδηάζηαην ράξηε. Πεξαηηέξσ, 

δηαγλσζηηθήο αμίαο ζα κπνξνύζαλ λα ζεσξεζνύλ νη δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο ηνπ 

πξσηνλίνπ β-Η15 κε ηνλ άλζξαθα C27 θαη C8, πνπ παξαηεξνύληαη γηα ην UA, θαη ηνπ 

πξσηνλίνπ Η27 κε ηνλ άλζξαθα C13 αιιά θαη ηνπ πξσηνλίνπ Η11 κε ηνλ άλζξαθα C12 

θαη C13 θαη γηα ηα δύν νμέα (Πίλαθαο 5.1). Έηζη, ε ζπλδπαζηηθή κεζνδνινγία ησλ 

πεηξακάησλ HSQC 
1
Η- 

13
C θαη HMBC 

1
Η- 

13
C κπνξεί λα απνδεηρζεί έλα ρξήζηκν 

εξγαιείν γηα ηε δηάθξηζε ηνπ ΟΑ θαη UA ζε έλα ηερλεηό κίγκα ηνπο. πλεπώο, ζα 

ήηαλ ηδηαίηεξεο ζεκαζίαο ε εθαξκνγή ηεο ζπγθεθξηκέλεο κεζνδνινγίαο ζε 

πνιύπινθα αθαηέξγαζηα-«crude» θπηηθά εθρπιίζκαηα.  
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       Σρήκα 5.7: Φάζκα HMBC 
1
H-

13
C ηνπ κίγκαηνο 2:1 ηνπ ΟΑ θαη ηνπ UA (6 mg/ml & 3 

mg/ml, αληίζηνηρα) ζε Pyr-d5 (T= 298K, NS= 8, texp=1 h, 500 MHz) (Kontogianni et al., 

2009). 

 

Πίλαθαο 5.1: Οη ρεκηθέο κεηαηνπίζεηο NMR-
 1
Η θαη 

13
C (δ, ppm) ηνπ ΟΑ θαη ηνπ UA θαη νη 

ζπδεύμεηο ηνπο κέζω πνιιαπιώλ δεζκώλ πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη γηα ηελ ηαπηνπνίεζή ηνπο 

 

 Οιεαλνιηθό νμύ Οπξζνιηθό νμύ 

C δ C δ H Σπδεύμεηο κέζσ 

πνιιαπιώλ δεζκώλ 

δ C δ H Σπδεύμεηο κέζσ 

πνιιαπιώλ δεζκώλ 

11  1.93 C12 (122.7), C13 

(145.0) 

 1.93 C12 (125.8), C13 

(139.4) 

12 122.7 5.47  125.8 5.46  

15     2.31β C27 (24.2), C8 (40.2) 

18 42.2 3.33 C16 (24.0), C14 (42.3), 

C19 (46.7), C17 (46.7), 

C12 (122.7), C13 

(145.0), C28 (180.4) 

53.8 2.62 C29 (17.7), C16 (25.2), 

C20 (39.6), C19 (39.7), 

C14 (42.7), C17 (48.1), 

C12 (125.8), C13 

(139.4), C28 (180.2) 

22 33.5 1.83α 

2.05β 

 37.5 1.93 

1.93 

 

27  1.25 C13 (145.0)  1.22 C13 (139.4) 
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5.2 Ταπηνπνίεζε ηνπ κίγκαηνο ΟΑ θαη ηνπ UA ζε αθαηέξγαζηα (crude) θπηηθά 

εθρπιίζκαηα θαζθόκεινπ, ζπκαξηνύ, καληδνπξάλαο, θύιισλ ειηάο θαη 

ξνδνδάθλεο. 

ηελ πξνθαηαξηηθή κειέηε θαηαγξάθεθαλ θάζκαηα NMR-
 1

Η ησλ θπηηθώλ 

εθρπιηζκάησλ ρσξίο πξνεγνύκελν ρξσκαηνγξαθηθό δηαρσξηζκό, ζε κηα πξνζπάζεηα 

λα δηαπηζησζεί ε πνιππινθόηεηα θαη πνηθηιία ησλ ζπζηαηηθώλ ηνπο. Η πξνζεθηηθή 

παξαηήξεζε ζηελ πεξηνρή ησλ 3.3 θαη 2.6 ppm, πνπ απνξξνθνύλ ηα πξσηόληα Η18 

(ΟΑ θαη UA, αληίζηνηρα), απνθαιύπηεη ηελ παξνπζία ηνπο ζε όια ηα εθρπιίζκαηα 

νμηθνύ αηζπιεζηέξα. ηα εμαληθά, κε εμαίξεζε ην εμαληθό εθρύιηζκα ησλ θύιισλ 

ειηάο πνπ έρεη κόλν ΟΑ θαη ζα ην εμεηάζνπκε μερσξηζηά παξαθάησ, παξαηεξείηαη 

έληνλε αιιεινεπηθάιπςε ζηηο πεξηνρέο απηέο θαη έηζη δελ κπνξνύλ λα εμαρζνύλ 

ζαθή ζπκπεξάζκαηα. Ωζηόζν, ε πνιππινθόηεηα ησλ θαζκάησλ NMR-
 1

Η, εμαηηίαο 

ηεο αιιεινεπηθάιπςεο ησλ ρεκηθώλ κεηαηνπίζεσλ ησλ δηαθνξεηηθώλ ζπζηαηηθώλ, 

θαζηζηά επηηαθηηθή ηελ αλάγθε εθαξκνγήο ζπλδπαζηηθώλ δηζδηάζηαησλ ηερληθώλ 

NMR γηα ηελ αθξηβή ηαπηνπνίεζε ηνπο.  

ηα ρήκαηα 5.8 θαη 5.9 απεηθνλίδνληαη ηα θάζκαηα HSQC 
1
Η- 

13
C θαη HMBC 

1
Η- 

13
C, αληίζηνηρα, ηνπ εθρπιίζκαηνο Φαζθ.ΟΑ. Οη δηαγλσζηηθήο αμίαο «ζηήιεο» 

δηαζηαπξνύκελσλ θνξπθώλ πνπ βξίζθνληαη θαηά κήθνο ησλ αληίζηνηρσλ 

απνξξνθήζεσλ ησλ πξσηνλίσλ Η18 ησλ ΟΑ θαη UA ζην δηζδηάζηαην ράξηε HMBC 

θαη νη ζεκαληηθέο δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο ζην ράξηε HSQC, πνπ αλαθέξζεθαλ γηα 

ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ δπν νμέσλ παξαπάλσ, γίλνληαη εύθνια δηαθξηηέο νδεγώληαο 

ζηε ζαθή ηαπηνπνίεζε ησλ απνξξνθήζεσλ ησλ δπν νμέσλ. 
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Σρήκα 5.8: Φάζκα HSQC 
1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Φαζθ.ΟΑ (40 mg/ml) ζε Pyr-d5 (T= 298K, 

NS= 2, texp= 14 min, 500 MHz) (Kontogianni et al., 2009). 
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Σρήκα 5.9: Φάζκα HMBC 
1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Φαζθ.ΟΑ  (40 mg/ml) ζε Pyr-d5 (T= 298K, 

NS= 64, texp= 4h, 500 MHz) (Kontogianni et al., 2009). 
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Η εθαξκνγή ηεο ζπγθεθξηκέλεο ζηξαηεγηθήο ζηα εθρπιίζκαηα Θπκ.ΟΑ, Φ.Δ.ΟΑ 

θαη Μαληδ.ΟΑ ήηαλ πην πνιύπινθε. ην θάζκα NMR-
1
H θαίλνληαη ζήκαηα 

ζπληνληζκνύ ζηελ πεξηνρή ησλ 3.3 θαη 2.6 ppm, πνπ ζα κπνξνύζαλ λα απνδνζνύλ ζηα 

πξσηόληα Η18 ηνπ ΟΑ θαη UA. Όκσο, ζην θάζκα HMBC 
1
Η- 

13
C ηνπ εθρπιίζκαηνο 

Φ.Δ.ΟΑ ζην ρήκα 5.11, νη δηαγλσζηηθήο αμίαο «ζηήιεο» δηαζηαπξνύκελσλ θνξπθώλ 

ηνπ UA, είραλ πνιύ κηθξή έληαζε γη’ απηό θαη δελ κπνξνύζαλ λα ηαπηνπνηεζνύλ. Σν 

ίδην παξαηεξήζεθε θαη γηα ηηο αληίζηνηρεο «ζηήιεο» δηαζηαπξνύκελσλ θνξπθώλ ηνπ 

ΟΑ ζην δηζδηάζηαην ράξηε HMBC 
1
Η- 

13
C ησλ εθρπιηζκάησλ Θπκ.ΟΑ θαη Μαληδ.ΟΑ. 

Βέβαηα, ρξεζηκνπνηώληαο κεγαιύηεξε πνζόηεηα ζηεξενύ εθρπιίζκαηνο (50 mg 

ζηεξενύ εθρ./ 0.5 ml, κε ζπγθεληξώζεηο ≥ 5 mM) θαη κεγαιύηεξνπο ρξόλνπο 

ζπιινγήο δεδνκέλσλ NMR, νη δηαγλσζηηθήο αμίαο «ζηήιεο» δηαζηαπξνύκελσλ 

θνξπθώλ ηνπ ΟΑ θαη UA, έγηλαλ δηαθξηηέο.  
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Σρήκα 5.10: Φάζκα HSQC 
1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Φ.Δ.ΟΑ (40 mg/ml) ζε Pyr-d5 (T= 298K, NS= 

2, texp= 14 min, 500 MHz) (Kontogianni et al., 2009). 
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Σρήκα 5.11: Φάζκα HMBC 
1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Φ.Δ.ΟΑ (40 mg/ml) ζε Pyr-d5 (T= 298K, 

NS= 16, texp= 1h, 500 MHz) (Kontogianni et al., 2009). 

 ην ζεκείν απηό ζα πξέπεη λα ηνληζηεί ην γεγνλόο όηη ε κέζνδνο HMBC είλαη, 

εμ ππαξρήο, ιηγόηεξν επαίζζεηε από ηελ ηερληθή HSQC. Λεπηνκεξέζηεξα, ε έληαζε 

ηνπ ζήκαηνο εμαξηάηαη ζε κεγάιν βαζκό από ηε ζηαζεξά ζύδεπμεο J (J coupling). Σν 

κέγεζνο ηνπ ζήκαηνο είλαη αλάινγν ηνπ sin(πJη) ην νπνίν γίλεηαη κέγηζην όηαλ η = 

1/2J [δεδνκέλνπ όηη sin(πJη) = 1 = sin(π/2Jη)]. ηελ πεξίπησζε ηνπ πεηξάκαηνο 

HSQC ε ζηαζεξά ζύδεπμεο J
1
 παίξλεη ηηκέο κεηαμύ 130 θαη 200 Hz. Γηα ηελ 

πεηξακαηηθή ηηκή η = 3.2x10
-3

 s, (J = 160 Hz ) ν όξνο sin(πJη) βξίζθεηαη κεηαμύ 0.8 

θαη 1.0. ην πείξακα HMBC ην  J
2
 ή ην J

3 
βξίζθνληαη κεηαμύ 0 θαη 10 Hz. Γηα ηελ 

πεηξακαηηθή ηηκή η = 50x10
-3

 s, (J
2 

ή J
3
 = 10 Hz ), ν όξνο sin(πJη) παίξλεη ηηκέο 

κεηαμύ 0 θαη 1.0. πλεπώο, ε έληαζε ηνπ ζήκαηνο HSQC είλαη θαηά πνιύ 

κεγαιύηεξε από εθείλε ηνπ HMBC. Πεξαηηέξσ, ζην πείξακα HSQC ε απνζύδεπμε 

επξείαο δώλεο (broadband) δίλεη νμείεο απιέο θνξπθέο (sharp singlets), ελώ ζην 

πείξακα HMBC ηα ζήκαηα ζράδνληαη ζύκθσλα κε ηε ζηαζεξά ζύδεπμεο J (J 

coupling) ειαηηώλνληαο ηελ έληαζε ηνπο (Bax and Summers, 1986). 

Με πξνζεθηηθή κειέηε ησλ θαζκάησλ HSQC 
1
Η- 

13
C,  δηαπηζηώζεθε ε 

παξνπζία θαη ησλ δπν νμέσλ ζε όια ηα εθρπιίζκαηα, παξόηη νη δηαγλσζηηθέο 

δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο ηνπ ΟΑ ήηαλ κηθξήο έληαζεο ζηα θάζκαηα ησλ 
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εθρπιηζκάησλ Θπκ.ΟΑ θαη Μαληδ.ΟΑ θαη νη αληίζηνηρεο ηνπ UA, εκθάληδαλ νκνίσο 

κηθξή έληαζε ζην θάζκα ηνπ εθρπιίζκαηνο Φ.Δ.ΟΑ. Δπίζεο, πνιύ κηθξήο έληαζεο 

ήηαλ νη δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο θαη ησλ δπν νμέσλ ζηα εθρπιίζκαηα Μαληδ.Δ, 

Θπκ.Δ, Φαζθ.Δ θαη Ρνδ.Δ∙ ελώ δελ ήηαλ νξαηέο νη δηαγλσζηηθήο αμίαο «ζηήιεο» 

δηαζηαπξνύκελσλ θνξπθώλ ηνπο ζηα θάζκαηα HMBC 
1
Η- 

13
C, ιόγσ ηεο πνιύ κηθξήο 

ζπγθέληξσζήο ηνπο. Από ηα παξαπάλσ απνδεηθλύεηαη όηη ν ζπλδπαζκόο ησλ 

δεδνκέλσλ πνπ παξέρνληαη από ηελ αλάιπζε ησλ θαζκάησλ HSQC 
1
Η- 

13
C θαη 

HMBC 
1
Η- 

13
C κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί σο κηα ελαιιαθηηθή θαη πξσηόηππε 

αλαιπηηθή ηερληθή γηα ηνλ πνηνηηθό πξνζδηνξηζκό ηνπ ΟΑ θαη UA. 

 

5.3 Γηάθξηζε κίγκαηνο κπεηνπιίλεο, OA, UA θαη κπεηνπιηληθνύ νμένο κε ιήςε 

θαζκάησλ HSQC 
1
H- 

13
C & HMBC 

1
H- 

13
C. 

Η κεζνδνινγία απηή, όπσο αλαπηύρζεθε παξαπάλσ, είλαη δπλαηό λα 

εθαξκνζηεί γηα ηε δηάθξηζε θαη ηαπηνπνίεζε ελόο κίγκαηνο πεξηζζόηεξσλ 

ηξηηεξπελνεηδώλ; Γηα παξάδεηγκα, από θύιια δεληξνιίβαλνπ έρεη απνκνλσζεί 

νιεαλνιηθό, νπξζνιηθό θαη κπεηνπιηληθό νμύ θαη έρεη κειεηεζεί ε δξάζε ηνπο θαηά 

δηαθόξσλ αζζελεηώλ (Abe et al., 2002). Γηα ην ζθνπό απηό παξαζθεπάζηεθε κίγκα 

ΟΑ, UA, κπεηνπιηληθνύ νμένο (BA) θαη κπεηνπιίλεο (B), ηεο αληίζηνηρεο αιθνόιεο 

ηνπ, (1:1:1:1) θαη έγηλε ε ιήςε ησλ θαζκάησλ HSQC 
1
Η- 

13
C θαη HMBC 

1
Η- 

13
C ηνπ 

κίγκαηνο. Οη δνκέο ηνπ κπεηνπιηληθνύ νμένο θαη ηεο αιθνόιεο ηνπ δίλνληαη ζην 

ρήκα 5.12. 
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H

H

H

H
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Σρήκα 5.12: Οη δνκέο ηνπ κπεηνπιηληθνύ νμένο (BA) θαη ηεο κπεηνπιίλεο (Β). 
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Όπσο θαίλεηαη από ην δηζδηάζηαην ράξηε HSQC (ρήκα 5.13) νη πεξηζζόηεξεο 

ζπδεύμεηο κέζσ ελόο δεζκνύ ησλ ηξηηεξπελνεηδώλ αιιειεπηθαιύπηνληαη. Ωζηόζν 

παξαηεξνύληαη νη ραξαθηεξηζηηθέο δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο πνπ αλαθέξζεθαλ γηα 

ην ΟΑ θαη UA θαη γηα ην BA θαη B παξαηεξνύληαη ζεκαληηθέο δηαθνξέο ζηηο 

δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο ησλ C29a,b  κε ηα H29a,b, C19 κε ην H19 θαη C16 κε ην H16. 

Δπίζεο δηαγλσζηηθέο είλαη νη δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο ησλ C28a,b κε ηα Η28a,b γηα ηε 

Β θαη ηνπ C13 κε ην Η13 θαη ηνπ C22 κε ην Η22 γηα ην BA. Οη ρεκηθέο κεηαηνπίζεηο ηνπ 

Η18 ηνπ UA, ηνπ Η16 ηνπ ΒA θαη ηνπ Η19 ηεο Β αιιειεπηθαιύπηνληαη (όια ηα 

πξσηόληα απνξξνθνύλ ζηα ~2.6 ppm), ε εηζαγσγή όκσο ηεο δεύηεξεο δηάζηαζεο 

απινπνηεί ην απνηύπσκα ηνπ θάζκαηνο, όπνπ είλαη επδηάθξηηεο νη δηαθνξέο ζηηο 

δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο ηνπο.         

ppm

1.01.52.02.53.03.54.0 ppm

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

(C28-28a,b)B

(C19-H19)B

(C16-H16)B

(C19-H19)BA

(C13-H13)BA

(C16-H16)BA

(C2-H22)BA

(C18-H18)UA

(C22-H22)UA

(C18-18)OA

(C22-H22a,b)OA

ppm

5.0 ppm

110(C29-H29a,b)BA

(C29-H29a,b)B

ppm

5.5 ppm

125

(C12-H12)OA

(C12-H12)UA

 

  Σρήκα 5.13: Φάζκα HSQC 
1
H-

13
C ηνπ κίγκαηνο 1:1:1:1 ηνπ ΟΑ, UA, BA θαη B (2 mg/ml) 

ζε Pyr-d5 ( T= 298 K, NS= 2, texp= 14 min, 500 MHz).  

ην ρήκα 5.14 δίλεηαη ην θάζκα HMBC 
1
Η- 

13
C  ηνπ κίγκαηνο OA, UA, ΒΑ 

θαη Β.  Δζηηάδνληαο ζηηο ζπζρεηίζεηο κέζσ πνιιαπιώλ δεζκώλ ησλ αιιπιηθώλ 

πξσηνλίσλ Η28a,b ηνπ ΒA θαη ηεο Β, κπνξνύλ λα παξαηεξεζνύλ δπν δηαθξηηέο 

«ζηήιεο» δηαζηαπξνύκελσλ θνξπθώλ πνπ βξίζθνληαη θαηά κήθνο ησλ 

απνξξνθήζεσλ ησλ πξσηνλίσλ Η29a,b ζηα 4.93 θαη 4.76 ppm γηα ην ΒΑ θαη  4.89 θαη 



175 

 

4.73 ppm γηα ηε Β, αληίζηνηρα. Σα αληίζηνηρα πξσηόληα Η29a,b παξνπζηάδνπλ 

ζπζρεηίζεηο από απόζηαζε κε ηνπο άλζξαθεο C19 (αιιειεπίδξαζε κέζσ ηξηώλ 

δεζκώλ) θαη C30 (αιιειεπίδξαζε κέζσ δύν δεζκώλ). Πεξαηηέξσ, δηαγλσζηηθήο αμίαο 

ζα κπνξνύζαλ λα ζεσξεζνύλ νη δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο ησλ πξσηνλίσλ Η28a,b κε 

ηνλ άλζξαθα C22 θαη C16, πνπ παξαηεξνύληαη γηα ηε Β, θαη ηνπ πξσηνλίνπ Η19 κε ηνλ 

άλζξαθα C30, C21, C22, C18 θαη C20, πνπ παξαηεξνύληαη γηα ην ΒΑ (Πίλαθαο 5.2). 

Σέινο, γηα ηηο ζπζρεηίζεηο κέζσ πνιιαπιώλ δεζκώλ ησλ πξσηνλίσλ πνπ 

αιιειεπηθαιύπηνληαη ζηα ~2.6 ppm (Η16β ΒΑ, Η18 UA θαη Η19 Β) παξαηεξείηαη 

ζπλσζηηζκόο γηα ηελ πεξηνρή από ~ 15-50 ppm, ελώ επδηάθξηηεο είλαη νη 

δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο ηνπ Η19 κε ηνπο C29 θαη C20 ηεο Β θαη ηνπ Η18 κε ηνπο C12 

θαη C13 ηνπ UA. Έηζη, ε ζπλδπαζηηθή κεζνδνινγία ησλ πεηξακάησλ HSQC 
1
Η- 

13
C 

θαη HMBC 
1
Η- 

13
C κπνξεί λα απνδεηρζεί έλα ρξήζηκν εξγαιείν γηα ηε δηάθξηζε ηνπ 

ΟΑ, UA, ΒΑ θαη Β ζε έλα κίγκα ηνπο. Δίλαη ζπλεπώο κεγάινπ ελδηαθέξνληνο λα 

εθαξκνζηεί ε κεζνδνινγία απηή θαη ζε θπηηθά εθρπιίζκαηα.  

ppm

1.01.52.02.53.03.54.04.55.0 ppm

20

40

60

80

100

120

140

160

180

H18OA

C16OA

C14OA

C19OA

C12OA

C13OA

C28OA

H29aBA H29bBA

H29bBH29aB

C30B

C19B

C30BA

C19BA

H28aB
H28bB

C16B
C22B

H19BA

C30BA

C21BA
C22BA

C18BA

C20BA

H18UA
H16BA

H19B

C17OA

C29UA

C16UA

C19UA

C20UA
C14UA
C17UA

C12UA

C13UA

C28UA

C30B

C21B

C13B

C18B

C29B

C20B

C15BA

C14BA
C18BA
C17BA

C28BA

H15UA

C13OA

H27OA

H27UA

C13UA

H11OA-UA

 

 

Σρήκα 5.14: Φάζκα HMBC 
1
H-

13
C ηνπ κίγκαηνο 1:1:1:1 ηνπ ΟΑ, UA, BA θαη B (2 mg/ml) 

ζε Pyr-d5 (T= 298 K, NS= 32, texp= 2h & 8min, 500 MHz) 
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Πίλαθαο 5.2: Οη ρεκηθέο κεηαηνπίζεηο NMR-
 1
Η θαη 

13
C (δ, ppm) ηνπ BA θαη ηεο B θαη νη 

ζπδεύμεηο ηνπο κέζω πνιιαπιώλ δεζκώλ πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη γηα ηελ ηαπηνπνίεζή ηνπο. 

 

 Μπεηνπιηληθό νμύ Μπεηνπιίλε 

C δ C δ H Σπδεύμεηο κέζσ 

πνιιαπιώλ δεζκώλ 

δ C δ H Σπδεύμεηο κέζσ 

πνιιαπιώλ δεζκώλ 

13 39.3 2.73     

16 33.6 2.61β C15(30.9), C14 

(42.8), C18 (50.5), 

C17 (56.6), C28 

(178.7) 

   

19 48.5 3.52 C30 (20.2), C21 

(31.9), C22 (38.3), 

C18 (50.5), C20 

(151.2) 

 47.6 2.62 C30 (18.7), C21 (29.8), 

C13 (36.9), C18 (48.4), 

C29 (109.2), C20 

(151.3) 

22 38.3 2.24β     

28    59.0 4.09α 

3.66β 

C22 (34.2), C16 (29.4) 

29 109.2 4.93α 

4.76β 

C19 (48.5), C30 

(20.2) 

109.2 4.89α 

4.73β 

C19 (47.6), C30 (18.7) 

 

 

5.4 Ταπηνπνίεζε ηνπ κίγκαηνο B, OA, UA θαη BA ζε αθαηέξγαζηα (crude) 

θπηηθά εθρπιίζκαηα δεληξνιίβαλνπ. 

ηελ πξνθαηαξηηθή κειέηε θαηαγξάθεθαλ ηα θάζκαηα NMR-
 1

Η ησλ 

εθρπιηζκάησλ Γελη.ΟΑ θαη Γελη.Δ ρσξίο πξνεγνύκελν ρξσκαηνγξαθηθό δηαρσξηζκό 

ηνπο. Πξνζεθηηθή παξαηήξεζε ζηελ πεξηνρέο πνπ απνξξνθνύλ ηα πξσηόληα Η18 ηνπ 

ΟΑ θαη UA, Η29a,b ηνπ ΒΑ θαη Β, Η19 θαη Η13 ηνπ ΒΑ ζα κπνξνύζε λα απνθαιύςεη 

ηελ παξνπζία ηνπο ζην εθρύιηζκα Γελη.Δ (ρήκα 5.15). Ωζηόζν, ε πνιππινθόηεηα 

ησλ θαζκάησλ NMR-
 1

Η, εμαηηίαο ηεο αιιεινεπηθάιπςεο ησλ ρεκηθώλ 

κεηαηνπίζεσλ ησλ δηαθνξεηηθώλ ζπζηαηηθώλ, θαζηζηά επηηαθηηθή ηελ αλάγθε 

εθαξκνγήο ζπλδπαζηηθώλ δηζδηάζηαησλ ηερληθώλ NMR γηα ηελ αθξηβή ηαπηνπνίεζε 

ηνπο.  
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Σρήκα 5.15: Φάζκα NMR 
1
H εθρπιίζκαηνο Γελη.Δ (40 mg/ml) ζε Pyr-d5 (T= 298 K, NS= 

64, texp= 7 min, 500 MHz).  

 

ηα ρήκαηα 5.16 θαη 5.17 απεηθνλίδνληαη ηα θάζκαηα HSQC 
1
Η- 

13
C θαη 

HMBC 
1
Η- 

13
C, αληίζηνηρα, ηνπ εθρπιίζκαηνο Γελη.Δ. Οη ζεκαληηθέο 

δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο ζην ράξηε HSQC, πνπ αλαθέξζεθαλ παξαπάλσ γηα ηελ 

ηαπηνπνίεζε ησλ ηεζζάξσλ ελώζεσλ, γίλνληαη εύθνια δηαθξηηέο. Οη δηαγλσζηηθήο 

αμίαο «ζηήιεο» δηαζηαπξνύκελσλ θνξπθώλ ζην δηζδηάζηαην ράξηε HMBC έρνπλ 

πνιύ κηθξή έληαζε γηα ηελ πεξίπησζε ηνπ ΟΑ θαη UA, ιόγσ ηεο κηθξήο 

ζπγθέληξσζεο ζην εθρύιηζκα.  

ην ρήκα 5.18 θαη 5.19 απεηθνλίδνληαη ηα θάζκαηα HSQC 
1
Η- 

13
C θαη HMBC 

1
Η- 

13
C, αληίζηνηρα, ηνπ εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ. Από ηε κειέηε ησλ θαζκάησλ 

πξνθύπηεη όηη ζπζηαηηθά ησλ εθρπιηζκάησλ είλαη ην ΟΑ, UA θαη BA. Οη ζεκαληηθέο 

δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο ζην ράξηε HSQC γίλνληαη εύθνια δηαθξηηέο, ελώ νη 

δηαγλσζηηθήο αμίαο «ζηήιεο» δηαζηαπξνύκελσλ θνξπθώλ ζην δηζδηάζηαην ράξηε 

HMBC γηα ηελ πεξίπησζε ηνπ ΟΑ έρνπλ θαη πάιη πνιύ κηθξή έληαζε. 

Η29a 

Η29b Η28b Η28a Η3 
Η19 

Η29a 

Η29b 

Η19 
Η3 Η13 Η16b 

Μπεηνπιίλε 

Μπεηνπιηληθό νμύ 

 Γελη.Δ 
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ppm

1.01.52.02.53.03.54.0 ppm

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

(C28-H28a,b)B

(C19-H19)B
(C19-H19)BA

(C13-H13)BA

(C16-H16)BA
(C16-H16)B

(C22-H22)BA

(C18-H18)UA

(C22-H22)UA
(C18-H18)OA

(C22-H22a,b)OA

ppm

5.0 ppm

110

(C29-H29a,b)BA

(C29-H29a,b)B
ppm

5.5 ppm

125

(C12-H12)OA

(C12-H12)UA

 

Σρήκα 5.16: Φάζκα HSQC 
1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Γελη.Δ  (40 mg/ml) ζε Pyr-d5 (T= 298 K, 

NS= 2, texp= 14 min, 500 MHz). 

ppm

1.01.52.02.53.03.54.04.55.0 ppm

20

40

60

80

100

120

140

160

180

C30BA

C19BA

H19BA
H29bBA

C30BA

C21BA
C22BA

C18BA

C29BA

C20BA

H13BA

C27BA

C12BA

C14BA

H16BA

C15BA

C20BA

C28BA

H29bB

H29aBA
H29aB

C30B

C19B

H28aB

H28bB

C22B

C16B

H19B

C30B

C29B

C20B

H18OA

C16OA

C14OA

C18BA

C19OA
C17OA

C12OA

C13OA

H18UA

C12UA

C13UA

C28UA

 

Σρήκα 5.17: Φάζκα HMBC 
1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Γελη.Δ (40 mg/ml) ζε Pyr-d5 (T= 298 K, 

NS= 168, texp= 11h & 13min, 500 MHz). 
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ppm

1.01.52.02.53.03.54.0 ppm

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

(C19-H19)BA

(C13-H13)BA

(C16-H16)BA

(C22-H22BA

(C18-H18)UA

(C22-H22)UA

(C18-H18)OA

(C22-H22a,b)OA

ppm

4.8 ppm

110
(C29-H29a,b)BA

ppm

5.5 ppm

125

(C12-H12)OA

(C12-H12)UA

 

Σρήκα 5.18: Φάζκα HSQC 
1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ (40 mg/ml) ζε Pyr-d5 (T= 298 K, 

NS= 2, texp= 14 min, 500 MHz). 

 

ppm

1.01.52.02.53.03.54.04.55.0 ppm

20

40

60

80

100

120

140

160

180

H29aBA

H29bBA

C30BA

C19BA

H18OA

C14OA

C19OA
C17OA

C28OA

H18UA

H15UA

C28UA

C13UA

C12UA

C19UA
C20UA
C14UA
C19UA

C14BA
C18BA
C17BA

H16BA

H11OA-UA
C12OA

C12OA

H27OA

H27UA

C28BA

 

Σρήκα 5.19: Φάζκα HMBC 
1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Γελη.ΟΑ (40 mg/ml) ζε Pyr-d5 (T= 298 K, 

NS= 64, texp= 4h & 16min, 500 MHz). 
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5.5 Ταπηνπνίεζε κίγκαηνο εξπζξνδηόιεο, νπβαόιεο θαη OA κε ιήςε θαζκάησλ 

HSQC 
1
H- 

13
C & HMBC 

1
H- 

13
C. 

ηελ πξνζπάζεηα λα επεθηαζεί ε εθαξκνγή ηεο κεζνδνινγίαο θαη ζε άιια 

ηξηηεξπελνεηδή παξαζθεπάζηεθε κίγκα εξπζξνδηόιεο (E), νπβαόιεο (U) θαη ΟΑ 

(1:1:1) θαη ειήθζεζαλ ηα θάζκαηα HSQC 
1
Η- 

13
C θαη HMBC 

1
Η- 

13
C ηνπ κίγκαηνο. 

Οη ελώζεηο απηέο έρνπλ απνκνλσζεί από θύιια ειηάο θαη είλαη ζπζηαηηθά ηνπ 

ειαηνιάδνπ. πγθεθξηκέλα έρεη δηαπηζησζεί όηη ε ζρεηηθή ζπγθέληξσζε ησλ δύν 

απηώλ ηξηηεξπεληθώλ δηαιθννιώλ είλαη δηαθνξεηηθή ζε ειαηόιαδα δηαθνξεηηθήο 

πξνέιεπζεο. Σν ππξελέιαην πεξηέρεη πεξηζζόηεξε Δ θαη U ζε ζρέζε κε ην παξζέλν 

ειαηόιαδν. Ο πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ηεο Δ θαη U κε αεξηνρξσκαηνγξαθηθή 

αλάιπζε απνηειεί ηε βάζε γηα ηε δηαθνξνπνίεζε ηνπ ειαηνιάδνπ από ην 

ππξελέιαην. Οη δνκέο ηεο Δ θαη U δίλνληαη ζην ρήκα 5.20. 
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 Σρήκα 5.20: Οη δνκέο ηεο εξπζξνδηόιεο (Δ) θαη ηεο νπβαόιεο (U).  

 

Όπσο θαίλεηαη από ην δηζδηάζηαην ράξηε HSQC (ρήκα 5.21) νη πεξηζζόηεξεο 

ζπδεύμεηο κέζσ ελόο δεζκνύ ησλ ηξηηεξπελνεηδώλ αιιειεπηθαιύπηνληαη, σζηόζν 

παξαηεξνύληαη νη ραξαθηεξηζηηθέο δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο πνπ αλαθέξζεθαλ γηα 

ην ΟΑ. Γηα ηελ Δ θαη U παξαηεξνύληαη ζεκαληηθέο δηαθνξέο ζηηο δηαζηαπξνύκελεο 

θνξπθέο ησλ C28a,b  κε ηα H28a,b, C18 κε ην H18, C12 κε ην H12 θαη C22a,b κε ηα Η22a,b.   
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Σρήκα 5.21: Φάζκα HSQC 
1
H-

13
C ηνπ κίγκαηνο 1:1:1 ηνπ ΟΑ, ηεο U θαη Δ (2 mg/ml) ζε 

Pyr-d5 ( T= 298 K, NS= 2, texp= 14 min, 500 MHz). 

 

ην ρήκα 5.22 δίλεηαη ην θάζκα HMBC 
1
Η- 

13
C  ηνπ κίγκαηνο OA, Δ θαη U.  

Δζηηάδνληαο ζηηο ζπζρεηίζεηο κέζσ πνιιαπιώλ δεζκώλ ησλ πξσηνλίσλ Η28a,b ηεο Δ 

θαη ηεο U, κπνξνύλ λα παξαηεξεζνύλ δπν δηαθξηηέο «ζηήιεο» δηαζηαπξνύκελσλ 

θνξπθώλ  πνπ βξίζθνληαη θαηά κήθνο ησλ απνξξνθήζεσλ ησλ πξσηνλίσλ Η28a,b ζηα 

3.46 θαη 3.91 ppm γηα ηελ U θαη 3.57 θαη 3.84 ppm γηα ηελ Δ, αληίζηνηρα (Πίλαθαο 

5.3). Σα αληίζηνηρα πξσηόληα Η28a,b παξνπζηάδνπλ ζπζρεηίζεηο κέζσ πνιιαπιώλ 

δεζκώλ κε ηνπο άλζξαθεο C16, C22, C18  (αιιειεπίδξαζε κέζσ ηξηώλ δεζκώλ) θαη C17 

(αιιειεπίδξαζε κέζσ δύν δεζκώλ). Οη απνξξνθήζεηο ησλ Η28b ηεο U θαη ησλ Η3 ηεο 

Δ θαη U ζηα 3.46 ppm, αιιειεπηθαιύπηνληαη θαη έηζη ζηε δηαθξηηή «ζηήιε» 

δηαζηαπξνύκελσλ θνξπθώλ θαηά κήθνο ησλ απνξξνθήζεσλ απηώλ θαίλνληαη θαη νη 

ζπζρεηίζεηο ησλ Η3 κε ηνπο C24, C2 θαη C23. Χαξαθηεξηζηηθή, επίζεο, είλαη ε «ζηήιε» 

δηαζηαπξνύκελσλ θνξπθώλ θαηά κήθνο ηεο απνξξόθεζεο ηνπ Η18 ηεο Δ. Σν 

ζπγθεθξηκέλν πξσηόλην παξνπζηάδεη ζπζρεηίζεηο κέζσ πνιιαπιώλ δεζκώλ κε ηνπο 

άλζξαθεο C16, C17, C14, C19, C28 C12 θαη C13, ελώ ην αληίζηνηρν πξσηόλην Η18 ηεο U 
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επεηδή απνξξνθά ζε κηα πεξηνρή πνπ ραξαθηεξίδεηαη από κεγάιν ζπλσζηηζκό 

δηαζηαπξνύκελσλ θνξπθώλ, (1.62 ppm) κόλν νη ζπζρεηίζεηο ηνπ κε ηνπο C13 θαη C12 

είλαη δηαγλσζηηθήο αμίαο. Πεξαηηέξσ, δηαγλσζηηθήο αμίαο ζα κπνξνύζαλ λα 

ζεσξεζνύλ νη δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο ηνπ πξσηνλίνπ Η27 κε ηνλ άλζξαθα C13 θαη 

γηα ηηο δπν ελώζεηο. Έηζη, ε ζπλδπαζηηθή κεζνδνινγία ησλ πεηξακάησλ HSQC 
1
Η- 

13
C θαη HMBC 

1
Η- 

13
C κπνξεί λα απνδεηρζεί έλα ρξήζηκν εξγαιείν γηα ηε δηάθξηζε 

ησλ ελώζεσλ ΟΑ, U θαη Δ ζε έλα κίγκα ηνπο. Παξνπζηάδεη σο εθ ηνύηνπ ελδηαθέξνλ 

ε εθαξκνγή ηεο κεζνδνινγίαο θαη ζε θπηηθά εθρπιίζκαηα.  

 

Πίλαθαο 5.3: Οη ρεκηθέο κεηαηνπίζεηο NMR-
 1
Η θαη 

13
C (δ, ppm) ηεο Δ θαη U θαη νη 

ζπδεύμεηο ηνπο κέζω πνιιαπιώλ δεζκώλ πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη γηα ηελ ηαπηνπνίεζή ηνπο. 

 

 Δξπζξνδηόιε Οπβαόιε 

C δ C δ H Σπδεύμεηο κέζσ  

πνιιαπιώλ δεζκώλ 

δ C δ H Σπδεύμεηο κέζσ 

πνιιαπιώλ δεζκώλ 

12 122.1 5.24  125.8 5.22  

18 42.4 2.32 C16 (22.6), C17 (36.6), 

C14 (41.7), C19 (46.8), 

C28 (68.2) C12 ( 

122.1), C13 (144.0) 

55.5 1.62 C12 (125.8), C13 

(139.7) 

22 31.5 1.69α 

1.98β 

 37.0 1.73α 

2.00β 

 

27  1.01 C13 (144.0)  1.04 C13 (139.7) 

28 68.2 3.84α 

3.57β 

C16 (22.6), C22 (31.5), 

C17 (36.6), C18 (42.4) 

70.0 3.91α 

3.46β 

C16 (24.5), C22 (37.0), 

C17 (36.7), C18 (55.5) 
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Σρήκα 5.22: Φάζκα HMBC 
1
H-

13
C ηνπ κίγκαηνο 1:1:1 ηνπ ΟΑ, U θαη Δ θαη B (2 mg/ml) ζε 

Pyr-d5 (T= 298 K, NS= 16, texp= 1h, 500 MHz). 

 

5.6 Ταπηνπνίεζε ηνπ κίγκαηνο E, U θαη OA ζε αθαηέξγαζην (crude) θπηηθό 

εθρύιηζκα θύιισλ ειηάο. 

ηελ πξνθαηαξηηθή κειέηε θαηαγξάθεθε ηα θάζκα NMR-
 1

Η ηνπ εθρπιίζκαηνο 

Φ.Δ.Δ, ρσξίο πξνεγνύκελν ρξσκαηνγξαθηθό δηαρσξηζκό. Πξνζεθηηθή κειέηε ζηηο 

πεξηνρέο πνπ απνξξνθνύλ ηα πξσηόληα Η18 ηνπ ΟΑ θαη Η28a,b ησλ Δ θαη U ζα 

κπνξνύζε λα απνθαιύςεη ηελ παξνπζία ησλ ελώζεσλ απηώλ ζην ζπγθεθξηκέλν 

εθρύιηζκα (ρήκα 5.23). Ωζηόζν, ε πνιππινθόηεηα ησλ θαζκάησλ NMR-
 1

Η, 

εμαηηίαο ηεο αιιεινεπηθάιπςεο ησλ ρεκηθώλ κεηαηνπίζεσλ ησλ δηαθνξεηηθώλ 

ζπζηαηηθώλ, θαζηζηά επηηαθηηθή ηελ αλάγθε εθαξκνγήο ζπλδπαζηηθώλ δηζδηάζηαησλ 

ηερληθώλ NMR γηα ηελ αθξηβή ηαπηνπνίεζε ηνπο.  
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Σρήκα 5.23: Φάζκα NMR 
1
H εθρπιίζκαηνο Φ.Δ.Δ (40 mg/ml)(θάηω)& ηνπ κίγκαηνο Δ  θαη 

U (πάλω) ζε Pyr-d5 (T= 298 K, NS= 64, texp= 7 min, 500 MHz). 

 

ηα ρήκαηα 5.24 θαη 5.25 απεηθνλίδνληαη ηα θάζκαηα HSQC 
1
Η- 

13
C θαη HMBC 

1
Η- 

13
C, αληίζηνηρα, ηνπ εθρπιίζκαηνο Φ.Δ.Δ. Οη ζεκαληηθέο δηαζηαπξνύκελεο 

θνξπθέο ζην ράξηε HSQC θαη νη δηαγλσζηηθήο αμίαο «ζηήιεο» δηαζηαπξνύκελσλ 

θνξπθώλ ζην δηζδηάζηαην ράξηε HMBC, πνπ αλαθέξζεθαλ παξαπάλσ γηα ηελ 

ηαπηνπνίεζε ησλ παξαπάλσ ελώζεσλ, γίλνληαη εύθνια δηαθξηηέο νδεγώληαο ζηε 

ζαθή ηαπηνπνίεζε ησλ απνξξνθήζεσλ.  

 

 

 

 

 

Η12Δ 

Η12U 

Η28aU 
Η28a,bU 

Η28bU 

Η3U H3E 

Η18OA 

Μίγκα Δξπδξνδηόιεο  & Οπβαόιεο 

Δμ. εθρ. Φύιισλ ειηάο 
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Σρήκα 5.24: Φάζκα HSQC 
1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Φ.Δ.Δ (40 mg/ml) ζε Pyr-d5 (T= 298

 
K, 

NS= 2, texp= 14 min, 500 MHz). 
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C12E
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Σρήκα 5.25: Φάζκα HMBC 
1
H-

13
C εθρπιίζκαηνο Φ.Δ.Δ (40 mg/ml) ζε Pyr-d5 (T= 298 K, 

NS= 64, texp= 4h & 16min, 500 MHz). 
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5.7 Ταπηνπνίεζε & πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ησλ ηξηηεξπελνεηδώλ κε HPLC κε 

ηε ρξήζε θπθινδεμηξίλσλ ζηελ θηλεηή θάζε. 

Γηα ηελ αλάιπζε ησλ ελώζεσλ ΟΑ θαη UA κε HPLC εθαξκόζηεθαλ δηάθνξεο 

κέζνδνη πνπ έρνπλ αλαθεξζεί ζηε βηβιηνγξαθία, σζηόζν ηα ηξηηεξπεληθά νμέα 

ζρεδόλ ζπλεθινπόηαλ ζε όιεο ηηο πεξηπηώζεηο θαη ν δηαρσξηζκόο ηνπο ήηαλ πνιύ 

δπζρεξήο. Η πξνζζήθε όκσο παξαγσγνπνηεκέλσλ θπθινδεμηξίλσλ (γ-

πδξνμππξνππι-θπθινδεμηξίλεο HP-γ-CD) ζε ξπζκηζηηθό δηάιπκα αθεηνληηξηιίνπ- 

θσζθνξηθώλ ηειηθά νδήγεζε ζηε βειηίσζε ηνπ δηαρσξηζκνύ ηνπο. Η πξνζζήθε απηή 

νδεγεί ζην ζρεκαηηζκό πδξόθηισλ ζπκπιόθσλ εγθιεηζκνύ (inclusion complexes) 

κεηαμύ ηεο θπθινδεμηξίλεο θαη ηνπ ηξηηεξπεληθνύ νμένο. Ο ζρεκαηηζκόο ζπκπιόθσλ 

κπνξεί λα ζεσξεζεί σο ζηάδην παξαγσγνπνίεζεο, θαζώο κε ηελ HPLC νπζηαζηηθά 

πξνζδηνξίδνληαη ηα ζύκπινθα εγθιεηζκνύ ηξηηεξπεληθνύ νμένο- θπθινδεμηξίλεο. Σν 

θαηλόκελν ηεο ζπκπινθνπνίεζεο απμάλεη ηε δηαιπηόηεηα ησλ πξνζδηνξηδόκελσλ 

ζπζηαηηθώλ ζηελ θηλεηή θάζε κε απνηέιεζκα λα κεηώλεηαη ν ρξόλνο θαηαθξάηεζήο 

ηνπο κέζα ζηε ζηήιε. Η ζηαζεξόηεηα ησλ ζπκπιόθσλ εμαξηάηαη από ην κέγεζνο θαη 

ηελ πξνζαξκνγή ησλ ηξηηεξπεληθώλ νμέσλ αιιά θαη από ην κέγεζνο ηνπ πδξόθνβνπ 

εζσηεξηθνύ ηκήκαηνο ησλ θπθινδεμηξίλσλ (Claude et al., 2004).  

Οη Claude et al., 2004 εθάξκνζαλ ηε ζπγθεθξηκέλε κέζνδν γηα ην δηαρσξηζκό 

ησλ πξόηππσλ ελώζεσλ ηξηηεξπεληθώλ νμέσλ ΟΑ, UA θαη BA. Η ρξήζε ησλ 

θπθινδεμηξηλώλ γηα ηνλ ηαπηόρξνλν πξνζδηνξηζκό ηνπ ΟΑ θαη UA, ζε θπηηθά 

εθρπιίζκαηα, αιιά θαη γηα ην δηαρσξηζκό ηεο Β κε ην ΒΑ θαη ηεο Δ κε ηε U θαη ηνλ 

πξνζδηνξηζκό ηνπο ζε θπηηθά εθρπιίζκαηα δελ έρεη αλαθεξζεί ζηε βηβιηνγξαθία. 

Χξεζηκνπνηώληαο ηαρύηεηα ξνήο 1.0 ml/ min θαη ζπλζήθεο ηζνθξαηηθήο έθινπζεο κε 

αλαινγία 55/ 45%, v/v αθεηνληηξίιην θαη ξπζκηζηηθό δηάιπκα θσζθνξηθώλ ζην νπνίν 

είρε πξνζηεζεί γ-πδξνμππξνππι-θπθινδεμηξίλε, ν ρξόλνο θαηαθξάηεζεο tR ησλ 

ελώζεσλ UA, ΟΑ, ΒΑ θαη Β ήηαλ 30.2, 33.5, 15.8 θαη 24.2 min, αληίζηνηρα. Δπεηδή 

νη ελώζεηο Δ θαη U εθινπόηαλ πνιύ αξγά κε ηελ παξαπάλσ αλαινγία δηαιπηώλ, κεηά 

από θάπνηεο δνθηκέο επηιέρζεθε ε αλαινγία 60/ 40%, v/v κε ηελ νπνία ν ρξόλνο 

θαηαθξάηεζεο ηεο tR U θαη Δ ήηαλ 46.0 θαη 48.7 min, αληίζηνηρα. ηα ρήκαηα 5.26 

θαη 5.27 απεηθνλίδνληαη ελδεηθηηθά ρξσκαηνγξαθήκαηα ησλ θπηηθώλ εθρπιηζκάησλ. 
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Σρήκα 5.26: Χξωκαηνγξαθήκαηα  ηωλ θπηηθώλ εθρπιηζκάηωλ νμηθνύ αηζπιεζηέξα ζηα 210 

nm 

Φαζθ.ΟΑ 

OA 

UA 

Γελη.ΟΑ 

UA 

OA 

 Φ.Δ.ΟΑ 

UA 

OA 

ΒA 
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Σρήκα 5.27: Χξωκαηνγξαθήκαηα ηωλ εμαληθώλ θπηηθώλ εθρπιηζκάηωλ ζηα 210 nm 

 

Οη ελώζεηο ΟΑ θαη UA  ηαπηνπνηήζεθαλ ζε όια ηα εμαληθά εθρπιίζκαηα θαη ηα 

εθρπιίζκαηα νμηθνύ αηζπιεζηέξα, εθηόο από ην Φ.Δ.Δ πνπ είρε κόλν ΟΑ. Η 

πεξίπησζε ηνπ εθρπιίζκαηνο Φ.Δ.ΟΑ παξνπζηάδεη ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ, θαζώο ε 

ζπγθέληξσζε ηνπ ΟΑ είλαη ζρεδόλ 10 θνξέο κεγαιύηεξε από εθείλε ηνπ UA. 

Δμαηηίαο απηνύ, ην UA δελ κπνξνύζε λα ηαπηνπνηεζεί ρσξίο ηε ρξήζε ησλ 

θπθινδεμηξηλώλ αθνύ ε θνξπθή ηνπ απνθξύπηεηαη από ηελ έληνλε θνξπθή ηνπ ΟΑ. 

Σν ΒΑ αληρλεύζεθε ζηα εθρπιίζκαηα δεληξνιίβαλνπ θαη ε Β κόλν ζην Γελη.Δ. Οη 

ελώζεηο ΟΑ θαη UA θαίλεηαη όηη είλαη ζε πνιύ ρακειά επίπεδα ζην παξαπάλσ 

εθρύιηζκα (ρήκα 5.27) θαη παξόηη ρξεζηκνπνηήζεθε θαη κεγαιύηεξε πνζόηεηα 

αξρηθνύ ζηεξενύ εθρπιίζκαηνο (5mg/ ml) δε βειηηώζεθε ε κνξθή ησλ θνξπθώλ. 

Παξόηη ζην Κεθάιαην 4 αλαθέξζεθε όηη αληρλεύζεθε κπεηνπιηληθό νμύ ζηα 

Φ. Δ.Δ 

Γελη.Δ 

OA 

Δ 

U 

ΒA 
Β 

UA 
OA 
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εθρπιίζκαηα θαζθόκεινπ θαη ζην εθρύιηζκα Ρνδ.ΟΑ, δελ δηαπηζηώζεθε ε παξνπζία 

ηνπ κε ηελ πγξή ρξσκαηνγξαθία ή κε ηε κεζνδνινγία NMR, γηαηί πηζαλώο βξίζθεηαη 

ζε ίρλε. Οη ελώζεηο Δ θαη U αληρλεύζεθαλ κόλν ζην εθρύιηζκα Φ.Δ.Δ. Γηα ηνλ 

πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό ησλ ελώζεσλ θαηαζθεπάζηεθαλ θακπύιεο αλαθνξάο εθηά 

ζεκείσλ. Οη εμηζώζεηο πνπ πεξηγξάθνπλ ηηο θακπύιεο αλαθνξάο θαη νη ηηκέο ησλ 

ζπληειεζηώλ παιηλδξόκεζεο R
2 

είλαη γηα ην ΟΑ y = 11051x – 60369, 0,999, γηα ην 

UA y = 9566,4x – 39617, 0,997, γηα ην BA y = 6306,7x – 7086,6, 0,999, γηα ηε B y = 

5,27x + 68,946, 0,989, γηα ηε E y = 10,791x –0,1, 0,996 θαη γηα ηε U y = 7,796x – 

114,49, 0,989, αληίζηνηρα. Σα πνζνηηθά απνηειέζκαηα δίλνληαη ζηνλ Πίλαθα 5.4 ζην 

Κεθάιαην 5.9, όπνπ γίλεηαη ζύγθξηζε ησλ απνηειεζκάησλ κε ηηο δπν ηερληθέο. Έλα 

από ηα κεηνλεθηήκαηα ηεο κεζόδνπ είλαη ην κεγάιν εύξνο ησλ θνξπθώλ ησλ 

ηξηηεξπελνεηδώλ, ην νπνίν αληηζηνηρεί ζε έλα κήθνο έθινπζεο (elution length) 2 min, 

θάηη πνπ ζα κπνξνύζε λα επεξεάζεη ηελ αθξίβεηα ηνπ πνζνηηθνύ πξνζδηνξηζκνύ.   

5.8 Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ησλ ηξηηεξπελνεηδώλ κε θαζκαηνζθνπία NMR- 
1
H 

& HSQC 
1
H- 

13
C. 

Αξρηθά, έγηλε κηα πξνζπάζεηα λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηνλ πνζνηηθό 

πξνζδηνξηζκό ε θαζκαηνζθνπία NMR- 
1
H. Καηαζθεπάζηεθαλ θακπύιεο αλαθνξάο 

ηεο αλαινγίαο ησλ νινθιεξσκάησλ κεηαμύ ησλ ζεκάησλ ηνπ ΟΑ θαη UA σο πξνο ην 

νινθιήξσκα ηνπ ζήκαηνο ηνπ εζσηεξηθνύ πξνηύπνπ. Δπεηδή ε ζπγθέληξσζε ηνπ 

εζσηεξηθνύ πξνηύπνπ TMSP-d4 ήηαλ πάληα ζηαζεξή, ηόζν γηα ηα πξόηππα όζν θαη 

γηα ηα δηαιύκαηα ησλ εθρπιηζκάησλ, ε θακπύιε αλαθνξάο θαηαζθεπάζηεθε 

ηνπνζεηώληαο θάζε θνξά ζηνλ άμνλα ησλ y ηελ αλαινγία ηνπ νινθιεξώκαηνο ηνπ 

ζήκαηνο ζπληνληζκνύ ηνπ πξσηνλίνπ Η18 γηα ην ΟΑ θαη UA πξνο ην νινθιήξσκα 

ηνπ εζσηεξηθνύ πξνηύπνπ. Παξαηεξήζεθε γξακκηθή εμάξηεζε γηα κηα πεξηνρή 

ζπγθεληξώζεσλ 2-10 mg/ml (4.4–21.9 mM) γηα ην ΟΑ θαη UA (νη εμηζώζεηο πνπ 

πεξηγξάθνπλ ηηο θακπύιεο αλαθνξάο θαη νη ηηκέο ησλ ζπληειεζηώλ παιηλδξόκεζεο 

R
2 

είλαη γηα ην ΟΑ y = 0,1224x – 0,1488, 0,987, γηα ην UA y = 0,2801x – 0,1488, 

0,993). Σν όξην αλίρλεπζεο βξέζεθε νπηηθά λα είλαη 8.8 κM (γηα S/N = 3) (ns = 1k) 

θαη ην όξην πνζνηηθνύ πξνζδηνξηζκνύ είλαη 26.0 κM (γηα S/N = 10) θαη γηα ηα δπν 

ηξηηεξπεληθά νμέα. Η κέζνδνο είλαη άκεζε, θαζώο δελ ρξεηάδεηαη θάπνην 

πξνθαηαξηηθό ζηάδην παξαγσγνπνίεζεο θαη γξήγνξε, αθνύ γηα ηε ιήςε ηνπ 



190 

 

θάζκαηνο NMR- 
1
H ηόζν ησλ εθρπιηζκάησλ όζν θαη γηα ησλ πξόηππσλ δηαιπκάησλ 

απαηηνύληαη ~7 min.   

ε θάπνηα εθρπιίζκαηα παξαηεξήζεθε αιιεινεπηθάιπςε ησλ θνξπθώλ ζηελ 

πεξηνρή πνπ απνξξνθνύλ ηα πξσηόληα Η18 ηνπ ΟΑ θαη UA ζην θάζκα κηαο 

δηάζηαζεο θαη έηζη δελ είλαη δπλαηό λα εθαξκνζηεί ε ζπγθεθξηκέλε κεζνδνινγία. 

Δλαιιαθηηθά, κηα θαζηεξσκέλε ηερληθή γηα ηε κείσζε ηεο αιιεινεπηθάιπςεο ησλ 

ζεκάησλ ζπληνληζκνύ είλαη ε θαζκαηνζθνπία δπν δηαζηάζεσλ NMR θαη 

ζπγθεθξηκέλα εθαξκόζηεθε ε ζηξαηεγηθή δπν δηαζηάζεσλ NMR 
1
H- 

13
C γηα ηνλ 

πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό, ζύκθσλα κε ηνπο Lewis et al., 2007. Καηαγξάθεθαλ ηα 

θάζκαηα HSQC 
1
H- 

13
C ηνπ ΟΑ θαη UA γηα δηάθνξεο ζπγθεληξώζεηο θαη ηα 

νινθιεξώκαηα ησλ εληάζεσλ ησλ θνξπθώλ, επηιεγκέλσλ δηαζηαπξνύκελσλ 

θνξπθώλ, εθθξάζηεθαλ σο ζπλάξηεζε ηεο ζπγθέληξσζεο. Σα νινθιεξώκαηα ησλ 

εληάζεσλ ησλ θνξπθώλ ππνινγίζηεθαλ σο ε κέζε ηηκή ησλ νινθιεξσκάησλ ησλ 

απόιπησλ εληάζεσλ ησλ δηαζηαπξνύκελσλ θνξπθώλ ηνπ C18 κε ην Η18 θαη ηνπ C12 κε 

ην Η12 ηνπ ΟΑ θαη UA.  

Οη αληίζηνηρεο δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηνλ 

πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό ηνπ ΒΑ είλαη ηνπ C13 κε ην Η13 θαη ηνπ C19 κε ην Η19∙ ηεο Β 

είλαη ησλ C28a,b κε ηα Η28a,b θαη ηνπ C19 κε ην Η19∙ θαη ησλ Δ θαη U είλαη νη 

δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο ησλ C28a,b κε ηα Η28a,b θαη ησλ C12 κε ηα Η12. ην ρήκα 

5.28 απεηθνλίδεηαη ην θάζκα HSQC 
1
H- 

13
C ηνπ κίγκαηνο ησλ έμη ηξηηεξπελνεηδώλ 

θαη νη επηιεγκέλεο δηαζηαπξνύκελεο θνξπθέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηνλ 

πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό ηνπο. Παξαηεξήζεθε γξακκηθή εμάξηεζε γηα κηα πεξηνρή 

ζπγθεληξώζεσλ 2-14 mg/ ml (4.4–30.7 mM) γηα ην ΟΑ θαη UA. ην ρήκα 5.27 

απεηθνλίδνληαη νη θακπύιεο αλαθνξάο ησλ ΟΑ θαη UA κε ηηο εμηζώζεηο πνπ ηηο 

πεξηγξάθνπλ. Γηα ηηο ελώζεηο Β , Δ θαη U θαηαζθεπάζηεθε θακπύιε αλαθνξάο ηξηώλ 

ζεκείσλ ζε κηα πεξηνρή ζπγθεληξώζεσλ 2-6 mg/ ml (4.5–13.6 mM) θαη γηα ην ΒΑ 2-

6 mg/ ml (4.4–13.1 mM). Σα πνζνηηθά απνηειέζκαηα δίλνληαη ζηνλ Πίλαθα 5.4 ζην 

Κεθάιαην 5.9, όπνπ γίλεηαη ζύγθξηζε ησλ απνηειεζκάησλ κε ηηο δπν ηερληθέο. 

Πνζνηηθά απνηειέζκαηα κπνξνύλ λα πξνθύςνπλ κε ηε ιήςε θαζκάησλ HSQC 
1
H- 

13
C κε ρξόλν ζπιινγήο δεδνκέλσλ 14 min. Σν όξην πνζνηηθνύ πξνζδηνξηζκνύ 

βξέζεθε λα είλαη 3 mM, ην νπνίν ζα πξέπεη λα ζπγθξηζεί κε ην αληίζηνηρν όξην 

ζπγθέληξσζεο 1 mM ησλ Lewis et al., 2007.                  
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Σρήκα 5.28: Φάζκα HSQC 
1
H-

13
C ηνπ κίγκαηνο ηωλ έμη ηξηηεξπελνεηδώλ ζε Pyr-d5 (T= 

298
 
K, NS= 2, texp= 14 min, 500 MHz). 

    

 

Σρήκα 5.29: Κακπύιεο αλαθνξάο ηνπ ΟΑ θαη UA 
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5.9 Σύγθξηζε ησλ πνζνηηθώλ απνηειεζκάησλ κε ηηο ηερληθέο NMR θαη HPLC 

  ηνλ Πίλαθα 5.4 δίλνληαη ηα πνζνηηθά απνηειέζκαηα ηεο παξνπζίαο ησλ 

ηξηηεξπελνεηδώλ ζε όια ηα εθρπιίζκαηα κε ηε ρξήζε ησλ ηερληθώλ NMR HSQC 
1
H- 

13
C θαη HPLC. Όπσο πξναλαθέξζεθε, αξρηθά, έγηλε κηα πξνζπάζεηα ρξήζεο ηεο 

κνλνδηάζηαηεο θαζκαηνζθνπίαο NMR γηα ηνλ πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό ησλ ΟΑ θαη 

UA ζηα εθρπιίζκαηα νμηθνύ αηζπιεζηέξα, όκσο ιόγσ αιιεινεπηθάιπςεο ησλ 

θνξπθώλ ζηελ πεξηνρή νινθιήξσζεο ρξεζηκνπνηήζεθε ε θαζκαηνζθνπία HSQC 
1
H- 

13
C. Οη ζπγθεληξώζεηο ησλ ΟΑ θαη UA ζην εθρύιηζκα Φ.Δ.ΟΑ όπσο πξνζδηνξίζηεθαλ 

κε κεηξήζεηο 1D NMR (338.0 & 35.3 mg/ g εθρ., αληίζηνηρα) είλαη ζε θαιή 

ζπκθσλία κε ηα αληίζηνηρα επίπεδα ζπγθέληξσζεο πνπ βξέζεθαλ κε ηε HPLC (366.2 

θαη 39.0 mg/ g εθρ.). πγθξίλνληαο ηα αλάινγα απνηειέζκαηα ησλ κεηξήζεσλ 2D 

NMR (362.8 & 37.7 mg/ g εθρ., αληίζηνηρα), παξαηεξνύκε αθόκα θαιύηεξε 

ζπκθσλία κε εθείλα ηεο HPLC. Σν ίδην παξαηεξείηαη θαη ζηελ πεξίπησζε ηνπ εθρ. 

Φαζθ.ΟΑ, όπνπ ην πεξηερόκελν ηνπ ΟΑ πξνζδηνξίζηεθε κε κεηξήζεηο 2D NMR λα 

είλαη 171.9 mg/ g εθρ., κε ηε HPLC 178.8 mg/ g εθρ. θαη κε κεηξήζεηο 1D NMR 

151.7 mg/ g εθρ., ελώ ην πεξηερόκελν ηνπ UA ήηαλ 358.8, 349.7 θαη 312.8 mg/ g εθρ., 

αληίζηνηρα.  

ηα εθρπιίζκαηα Θπκ.ΟΑ θαη Μαληδ.ΟΑ, ε ρεκηθή κεηαηόπηζε ζηα 3.3 ppm δελ 

κπνξνύζε λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα νινθιήξσζε, ιόγσ έληνλεο αιιεινεπηθάιπςεο ησλ 

θνξπθώλ. Γηα απηά ηα εθρπιίζκαηα ν πξνζδηνξηζκόο ησλ επηπέδσλ ζπγθέληξσζεο 

βαζίζηεθε κόλν ζηα απνηειέζκαηα ηνπ θάζκαηνο HSQC 
1
H- 

13
C. Σν πεξηερόκελν 

ηνπ ΟΑ ζην εθρύιηζκα Θπκ.ΟΑ βξέζεθε 48.9 mg/ g εθρ. θαη ζην Μαληδ.ΟΑ, 37.0 mg/ 

g εθρ, ηα νπνία είλαη ζε θαιή ζπκθσλία κε εθείλα ηεο HPLC (Πίλαθαο 5.4). ηα 

εμαληθά εθρπιίζκαηα όπσο θαη ζηα εθρπιίζκαηα ηνπ δεληξνιίβαλνπ, ιόγσ έληνλεο 

αιιεινεπηθάιπςεο ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηνλ πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό κόλν ε 

θαζκαηνζθνπία 2D NMR. Απνθιίζεηο ζηα απνηειέζκαηα ηεο HPLC θαη ηνπο HSQC 

1
H- 

13
C, παξαηεξνύληαη ζηελ πεξίπησζε ηνπ εθρπιίζκαηνο Γελη.Δ γηα ηηο 

ζπγθεληξώζεηο ηνπ ΟΑ θαη UA. Όκσο όπσο πξνθύπηεη θαη από ην ρξσκαηνγξάθεκα, 

από ηε κνξθή ησλ αληίζηνηρσλ θνξπθώλ (ρήκα 5.27), ηα απνηειέζκαηα ηεο 

θαζκαηνζθνπίαο NMR είλαη πεξηζζόηεξν αμηόπηζηα ζε ζύγθξηζε κε ηεο HPLC. Γηα 

ηε ζύγθξηζε ησλ απνηειεζκάησλ ησλ δπν κεζόδσλ πξαγκαηνπνηήζεθε ζηαηηζηηθό 

«test» ζεκαληηθόηεηαο (ttest).                     
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Σα εθρπιίζκαηα ήηαλ ζρεηηθά πινύζηα ζε ηεξπελνεηδή, ώζηε 20 mg/ 0.5 ml 

Pyr-d5 ζηεξενύ εθρπιίζκαηνο ήηαλ αξθεηή πνζόηεηα ώζηε λα πξνθύςνπλ ζήκαηα 

NMR πνπ ζα κπνξνύζαλ λα ρξεζηκνπνηεζνύλ γηα πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό κέζα ζε 

14 min. Η θαηαγξαθή θαζκάησλ κε ζπλνιηθό ρξόλν ζπιινγήο δεδνκέλσλ 28 min, 

έδσζε ηα ίδηα απνηειέζκαηα. ύκθσλα κε ηα απνηειέζκαηα απηά ε κεζνδνινγία 2D 

HSQC 
1
H- 

13
C είλαη άκεζε θαη γξήγνξε. Ο πεηξακαηηθόο ρξόλνο γηα ηε ιήςε ελόο 

θάζκαηνο NMR 
1
H είηε ησλ πξνηύπσλ δηαιπκάησλ είηε ησλ εθρπιηζκάησλ είλαη ~7 

min.  Γηα ηε ιήςε ελόο θάζκαηνο HSQC 
1
H- 

13
C ηόζν γηα ηα πξόηππα όζν θαη γηα ηα 

εθρπιίζκαηα απαηηνύληαη 14 min. Οη πεηξακαηηθνί απηνί ρξόλνη ζα πξέπεη λα 

ζπγθξηζνύλ κε ην ρξνληθό δηάζηεκα ~1 h πνπ απαηηείηαη γηα ηελ αλάιπζε κε ηελ 

HPLC ησλ εθρπιηζκάησλ θαη ~40 – 55 min γηα ηηο πξόηππεο ελώζεηο.  
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Συμπεράσματα 

Με ηε ρξήζε ελόο ζπλδπαζκνύ πεηξακάησλ κνλνδηάζηαηεο θαη δηζδηάζηαηεο 

θαζκαηνζθνπίαο NMR ζε έλα αθαηέξγαζην (crude) εθρύιηζκα, ρσξίο ηνλ 

πξνεγνύκελν ρξσκαηνγξαθηθό δηαρσξηζκό ησλ επηκέξνπο ζπζηαηηθώλ ηνπ, είλαη 

δπλαηόλ λα ηαπηνπνηεζνύλ ηα θύξηα ζπζηαηηθά ηνπ εθρπιίζκαηνο. Σπγθεθξηκέλα, ζε 

εθρπιίζκαηα νμηθνύ αηζπιεζηέξα δεληξνιίβαλνπ, θαζθόκεινπ, ζπκαξηνύ θαη 

καληδνπξάλαο κε δεπηεξησκέλν αθεηνληηξίιην ηαπηνπνηήζεθε από ηελ ηάμε ησλ 

θαηλνιηθώλ νμέσλ ην ξνζκαξηληθό νμύ θαη από ηελ ηάμε ησλ θιαβνλνεηδώλ δηάθνξεο 

θιαβόλεο (π.ρ. απηγελίλε, ηδελθνπαλίλε), θιαβαλόλεο (π.ρ. εξηνδηθηπόιε, 

λαξηλγελίλε, εζπεξεηίλε) θ.α. Σηα εθρπιίζκαηα νμηθνύ αηζπιεζηέξα θαη ζηα εμαληθά 

δεληξνιίβαλνπ θαη θαζθόκεινπ ηαπηνπνηήζεθαλ από ηελ ηάμε ησλ δηηεξπελίσλ ην 

θαξλνζηθό νμύ θαη ε θαξλνζόιε. Ελώ ζηα αληίζηνηρα εθρπιίζκαηα ζπκαξηνύ, θύξην 

ζπζηαηηθό ήηαλ ε απιή θαηλόιε θαξβαθξόιε. 

Γηα ηελ επηβεβαίσζε ησλ παξαπάλσ απνηειεζκάησλ, αιιά θαη πξνθεηκέλνπ λα 

δηαπηζησζεί ε πνιππινθόηεηα ή κε ηεο ζύζηαζεο ησλ παξαπάλσ εθρπιηζκάησλ, 

έγηλε αλάιπζή ηνπο κε LC-MS. Εθηόο από ηηο παξαπάλσ ηάμεηο ελώζεσλ 

αληρλεύζεθαλ θαη ηα ηξηηεξπεληθά νμέα νιεαλνιηθν (ΟΑ), νπξζνιηθό (UA) θαη 

κπεηνπιηληθό (ΒΑ) ζηα εθρπιίζκαηα. Επεηδή νη ππάξρνπζεο κέζνδνη ηαπηνπνίεζεο 

θαη πνζνηηθνύ πξνζδηνξηζκνύ ησλ ηξηηεξπεληθώλ νμέσλ εκθάληζαλ αξθεηά θελά, 

δόζεθε έκθαζε ζηελ αλάπηπμε αλαιπηηθήο κεζόδνπ πνηνηηθνύ θαη πνζνηηθνύ 

πξνζδηνξηζκνύ ηνπο κε ηε θαζκαηνζθνπία NMR. Απνδείρζεθε όηη ν ζπλδπαζκόο 

ησλ θαζκάησλ HSQC 
1
Η- 

13
C θαη HMBC 

1
Η- 

13
C κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί σο κηα 

ελαιιαθηηθή θαη πξσηόηππε αλαιπηηθή ηερληθή γηα ηνλ πνηνηηθό πξνζδηνξηζκό ηνπ 

ΟΑ θαη UA. Επίζεο εθαξκόζηεθε κηα κεζνδνινγία πνπ ζηεξίδεηαη ζηε 

θαζκαηνζθνπία  2D NMR HSQC 
1
H- 

13
C (Lewis et al., 2007) γηα ηνλ πνζνηηθό 

πξνζδηνξηζκό ηνπο, πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα πξώηε θνξά ζε θπηηθά εθρπιίζκαηα θαη 

είλαη άκεζε θαη γξήγνξε (γηα ηε ιήςε ελόο θάζκαηνο HSQC 
1
H- 

13
C ηόζν γηα ηα 

πξόηππα όζν θαη γηα ηα εθρπιίζκαηα απαηηνύληαη 14 min).  

Γηα ζύγθξηζε ησλ απνηειεζκάησλ πξαγκαηνπνηήζεθε αλάιπζε ησλ 

εθρπιηζκάησλ κε HPLC κε πξνζζήθε θπθινδεμηξίλσλ ζηελ θηλεηή θάζε. Τα νμέα 

ΟΑ θαη UA ηαπηνπνηήζεθαλ ζε όια ηα εθρπιίζκαηα εμαληθά θαη νμηθνύ αηζπιεζηέξα 
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(δεληξνιίβαλνπ, θαζθόκεινπ, ζπκαξηνύ καληδνπξάλαο θαη θύιισλ ειηάο). Η 

παξαπάλσ κεζνδνινγία επεθηάζεθε θαη ζηελ ηαπηνπνίεζε ηξηηεξπεληθώλ αιθννιώλ. 

Αλαιπηηθά ζην εμαληθό εθρύιηζκα δεληξνιίβαλνπ ηαπηνπνηήζεθε ε κπεηνπιίλε θαη 

ην κπεηνπιηληθό νμύ, ζην εθρύιηζκα νμηθνύ αηζπιεζηέξα κόλν ην κπεηνπιηληθό νμύ, 

ελώ ζην εμαληθό εθρύιηζκα θύιισλ ειηάο ηαπηνπνηήζεθε ε εξπζξνδηόιε θαη 

νπβαόιε. Παξάιιεια ρξεζηκνπνηήζεθε ε παξαπάλσ κεζνδνινγία 2D NMR HSQC 

1
H- 

13
C γηα ηνλ πνζνηηθό πξνζδηνξηζκό ηνπο. Σην ζεκείν απηό ζα πξέπεη λα ηνληζηεί 

όηη νη παξαπάλσ αιθνόιεο δελ αληρλεύζεθαλ κε ηε ρξσκαηνγξαθία LC-MS, ζηηο 

ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο αλάιπζεο θαη δελ έρεη αλαθεξζεί μαλά ζηε βηβιηνγξαθία ε 

αλάιπζή ηνπο κε HPLC κε πξνζζήθε θπθινδεμηξηλώλ ζηελ θηλεηή θάζε. Τα 

πνζνηηθά απνηειέζκαηα ησλ δύν κεζόδσλ είλαη ζε θαιή ζπκθσλία. Ωο θύξην 

κεηνλέθηεκα ηεο παξαπάλσ 2D NMR κεζνδνινγίαο, ζα πξέπεη λα αλαθεξζεί ε 

ρακειή ζρεηηθά επαηζζεζία ηεο, θαζώο ην όξην πνζνηηθνύ πξνζδηνξηζκνύ ηεο 

πξνζδηνξίζηεθε ~ 3 mM.        
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