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                              Περίληψη 
 
Η φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού (NMR) στερεής κατάστασης 

µε περιστροφή στη µαγική γωνία (High-Resolution Magic Angle Spinning, HR-MAS 

NMR) έχει βρει τα τελευταία χρόνια σηµαντική εφαρµογή στην επιστήµη των 

τροφίµων, και αποτελεί ένα πολύ χρήσιµο εργαλείο για τον γρήγορο προσδιορισµό 

της χηµικής σύστασης διαφόρων στερεών τροφίµων και την ταυτοποίηση των 

ενώσεων που υπάρχουν στα τρόφιµα αυτά, διευρύνοντας έτσι τις δυνατότητες για 

νέες εφαρµογές αυτής της προσέγγισης στον ποιοτικό έλεγχο των τροφίµων και σε 

µεταβολοµικές µελέτες. 

Αν και το ελαιόλαδο είναι γνωστό για τη γεύση του και τα οφέλη στην υγεία, τα 

φύλλα της ελιάς έχουν επίσης χρησιµοποιηθεί φαρµακευτικά σε διάφορες εποχές και 

τόπους. Τα φυσικά φύλλα ελιάς και τα εκχυλίσµατα τους χρησιµοποιούνται τα 

τελευταία χρόνια στο εµπόριο ως σκευάσµατα αντιγήρανσης, αντιοξειδωτικά, αντι-

υπερτασικά αλλά και για την ενίσχυση του ανοσοποιητικού συστήµατος. Σύµφωνα µε 

τη βιβλιογραφία, τα φύλλα ελιάς περιέχουν διάφορα τριτερπενικά οξέα, φλαβονοειδή, 

λιγνάνες, φαινολικές ενώσεις και παράγωγα σεκοϊριδοειδών όπως η ελευρωπαϊνη. 

Στα πλαίσια της παρούσης εργασίας παρουσιάζεται  µια  προσπάθεια ταυτοποίησης 

και ανάλυσης  σύγκρισης των χηµικών ενώσεων που ανιχνεύονται σε δείγµατα 

φύλλων ελιάς ελληνικών ποικιλιών µε τη χρήση της φασµατοσκοπίας 1
Η HR-MAS 

NMR µίας και δύο διαστάσεων απευθείας σε ολόκληρα φύλλα ελιάς, αλλά και µε τη 

χρήση της φασµατοσκοπίας NMR υψηλής διακριτικής ικανότητας (HR-NMR) σε 

εκχυλίσµατα των ίδιων φύλλων. Οι δύο τεχνικές εφαρµόστηκαν χρησιµοποιώντας 

τρείς διαλύτες διαφορετικής πολικότητας (χλωροφόρµιο, µεθανόλη,  νερό). 

Η σύγκριση των αποτελεσµάτων των δύο τεχνικών έδειξε ότι η φασµατοσκοπία HR-

MAS NMR παρέχει το ίδιο αξιόπιστα αποτελέσµατα µε την φασµατοσκοπία HR-

NMR και ότι αποτελεί ένα ισχυρό εργαλείο για την απευθείας ανάλυση των φύλλων 

ελιάς και τη µεταβολοµική ανάλυσή τους. Η προτεινόµενη µεθοδολογία HR-MAS 

NMR εφαρµόστηκε στη συνέχεια για τη µελέτη της κατανοµής των τριτερπενικών 

ενώσεων των φύλλων της ελιάς σε δείγµατα ελαιόδενδρων από τρεις διαφορετικές 

ελληνικές ποικιλίες, και για την παρακολούθηση των αλλαγών στην τριτερπενική 

σύσταση των φύλλων κατά τη διάρκεια της ελαιοκοµικής περιόδου. 
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                                 ABSTRACT 

In recent years HR-MAS 1H NMR spectroscopy has proven to be a useful tool for the 

rapid determination of the metabolic profile of several solid and semisolid foods, such 

as fruits and vegetables,1 cheese2 and meat3. Olive leaves are increasingly recognized 

as direct sources of the same natural antioxidants that can be found in olive oil. The 

use of olive leave extracts as a source of natural antioxidants (flavonoids, 

secoiridoids) to be used as food additives is a subject of active research. Olive leave 

components are found today as beauty care products and are almarketed as tea bags or 

in raw form, suitable for the preparation of hot beverages. Thus, olive leaves are 

emerging as a new and potentially important product for olive tree growing regions. 

In this report we present the application of 1H and 13C HR-MAS 1D and 2D NMR 

spectroscopy for the characterization and metabolomic analysis of solid olive leaves. 

HR-MAS NMR spectral analysis in three solvents of different polarity is presented 

and compared directly with the more traditional approach of high resolution liquid 

state NMR analysis of leaf solvent extracts of the same leave samples. The effect of 

olive tree variety on the relative abundance of bioactive triterpenoids in leaves is also 

studied, along with the variations in olive leave triterpenoid distribution during the oil 

cultivating season.  

 

Key words: HR-MAS NMR spectroscopy, olive leaves, triterpenoids, phenolic 
antioxidants, olive variety 
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                                  Κεφάλαιο 1 
 
                                    Εισαγωγή  
 

1. Το δέντρο της ελιάς  

Το δέντρο της ελιάς έχει µεγάλη οικονοµική και κοινωνική σηµασία για τις 

µεσογειακές χώρες. Συγκεκριµένα για χώρες όπως η Ιταλία, η Ελλάδα και η Τουρκία 

αποτελεί την κύρια αγροτική δραστηριότητα και πηγή εσόδων.  

Η ελιά αποτελεί τη βασίλισσα της ελληνικής αγροτικής παράδοσης  και  καλλιέργειας 

για αρκετές χιλιάδες χρόνια, και είναι ένας από τους πιο σηµαντικούς παράγοντες για 

την οικονοµία του νησιού της Κρήτης και της Ελλάδας γενικότερα. Το ελαιόλαδο 

είναι σήµερα το πιο σηµαντικό εξαγώγιµο προϊόν για την περιφέρεια της Κρήτης, 

τόσο ως εµφιαλωµένο όσο και στην ακατέργαστη (χύµα) µορφή του. Αυτό οφείλεται, 

χωρίς αµφιβολία στα αυξηµένα για την υγεία οφέλη που έχουν αποδοθεί στο έξτρα 

παρθένο ελαιόλαδο, το οποίο είναι πλούσιο σε φαινολικά αντιοξειδωτικά, αλλά και 

στην παγκόσµια ευαισθητοποίηση για τη συµβολή της υγειινής διατροφής στην 

ανθρώπινη ευηµερία. 

Πολύ πρόσφατα η Επιτροπή για την Ασφάλεια των Τροφίµων της Ευρωπαικής 

Ένωσης κατέληξε στο συµπέρασµα ότι η σχέση αιτίου -αποτελέσµατος που 

παρατηρείται ανάµεσα στην κατανάλωση  των πολυφαινολών του ελαιολάδου 

(κυρίως τυροσόλης και υδροξυτυροσόλης) και την προστασία των LDL 

λιποπρωτεινών  από την οξειδωτική καταστροφή, επιτρέπει στα προιόντα διατροφής 

που περιλαµβάνουν τις  πολυφαινόλες του ελαιολάδου να προσθέσουν συγκεκριµένες 

αιτιάσεις που αφορούν την υγεία του καταναλωτή (health claims) στην ετικέτα της 

συσκευασία τους.
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Όλα τα µέρη του δέντρου της ελιάς, συµπεριλαµβανοµένου του ελαιοκάρπου, των 

κλαδιών και των φύλλων  είναι πλούσια σε αντιοξειδωτικές ενώσεις. Τα φαινολικά  

αντιοξειδωτικά  του ελαιολάδου προέρχονται κυρίως από τον καρπό,  ωστόσο και  τα 

φύλλα ελιάς, µπορεί  να είναι µια καλή πηγή αντιοξειδωτικών, εάν  ίχνη φύλλων 

έχουν παραµείνει, λόγω της ατελούς διαδικασίας καθαρισµού των καρπών από 

υπολλείµατα φύλλων πριν τη φυγοκέντρηση. Μεταξύ άλλων παραγόντων, η ποικιλία 

της ελιάς και το στάδιο ωρίµανσης του καρπού επηρεάζουν σηµαντικά το προφίλ των 

φαινολικών ενώσεων στο ελαιόλαδο και έχουν µελετηθεί αρκετά µε 

χρωµατογραφικές και φασµατοσκοπικές τεχνικές όπως η αέρια και υγρή 

χρωµατογραφία συζευγµένη µε τη φασµατοσκοπία µάζας, GC-MS, LC-MS2 και η 

φασµατοσκοπίας πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού, NMR, υγρής κατάστασης.3,4 

 

1.1 Οι θεραπευτικές ιδιότητες των φύλλων της ελιάς. 

Τα τελευταία χρόνια, τα φύλλα ελιάς αναγνωρίζονται όλο και περισσότερο ως άµεσες 

πηγές των ίδιων φυσικών αντιοξειδωτικών  που µπορούν να βρεθούν στο  ελαιόλαδο. 

Η άδεια χρήσης των εκχυλισµάτων των φύλλων ελιάς ως πηγή φυσικών 

αντιοξειδωτικών, σαν πρόσθετα τροφίµων αποτελεί αντικείµενο ενεργούς έρευνας. 

Επιπλέον, σήµερα τα εκχυλίσµατα φύλλων ελιάς µπορούν  να βρεθούν  σε φαρµακεία 

και σούπερ µάρκετ, µε τη µορφή (δισκίου ή σταγόνων) σαν συµπληρώµατα 

διατροφής, και ως συστατικά προιόντων περιποίησης και οµορφιάς.5 Τα φύλλα ελιάς 

κυκλοφορούν στο εµπόριο ως σακκουλάκια τσαγιού ή σε ακατέργαστη µορφή, 

κατάλληλη για την παρασκευή ζεστών ροφηµάτων. Έτσι τα φύλλα ελιάς αποτελούν 

ένα νέο και  οικονοµικά πολύ προσοδοφόρο προιόν για τις αγροτικές  περιοχές που 

ασχολούνται ενεργά µε την καλλιέργεια της ελιάς. 

∆εδοµένου ότι η συγκέντρωση των εκχυλισµάτων των φύλλων  µπορεί να ειναι πολύ 

πλούσια σε πολυφαινόλες, µια σειρά ερωτηµάτων γεννιέται σχετικά µε τη σωστή 

χρήση τους. Αυτό είναι εµφανές αν αναλογιστεί κανείς ότι αρκετές από τις 

φαινολικές ενώσεις που υπάρχουν στα φύλλα της ελιάς έχει αποδειχθεί ότι κατέχουν 

εξαρτώµενη από τη συγκέντρωση αντιοξειδωτική δράση, και ακόµα και προ-

οξειδωτική δραστικότητα σε µεγάλες συγκεντρώσεις.6 Για το λόγο αυτό, η ποιοτική 

και ποσοτική ανάλυση των φαινολικών και άλλων βιοενεργών ενώσεων στα φύλλα 
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της ελιάς αποτελεί ένα σηµαντικό ερεθνητικό θέµα όσον αφορά τη διατροφική αξία 

των φύλλων και ενδιαφέρει άµεσα την επιστηµονική και ιατρική κοινότητα. 

Η ποικιλότητα και η συγκέντρωση των βιοενεργών ενώσεων στα φύλλα ελιάς 

εξαρτάται από πολλούς παράγοντες όπως: γενετικοί (ποικιλία), εδαφοκλιµατολογικοί 

(έδαφος, καιρικές συνθήκες) και ποικίλλει ανάλογα µε την εποχή του χρόνου κατά 

την οποία γίνεται η συγκοµιδή των φύλλων της ελιάς. Έτσι αυτοί οι παράγοντες θα 

πρέπει να µελετηθούν για να εξασφαλιστούν οι ποσότητες οι οποίες πρέπει να 

καταναλώνονται ώστε να είναι ευεργετική η δράση τους στην υγεία. 

 

Κατά τη διάρκεια των τελευταίων δύο δεκατιών, η ικανότητα της φασµατοσκοπίας 

NMR υψηλής ανάλυσης (στην υγρή κατάσταση) να παρέχει πληροφορίες για τη 

σύσταση και τη ποσοτικλη ανάλυση υγρών τροφίµων ή των εκχυλισµάτων τους, έχει 

κάνει αυτή την τεχνική ένα απαραίτητο εργαλείο για τους επιστήµονες τροφίµων.7,8,9 

Η φασµατοσκοπία NMR  έχει αποδειχθεί ότι είναι µια εξαιρετικά αποτελεσµατική 

µέθοδος για την ανάλυση του ελαιολάδου,10,11 και σε συνδυασµό µε την 

πολυπαραγοντική στατιστική ανάλυση (µεταβολοµική) µπορούν να παρέχουν 

πολύτιµες πληροφορίες για τον  έλεγχο της ποιότητας και της αυθεντικότητας του.4,12 

Το NMR έχει χρησιµοποιηθεί επίσης για τον προσδιορισµό και την ανάλυση των 

φαινολικών αντιοξειδωτικών στο ελαιόλαδο µε µεγάλη επιτυχία.13,14,15 

Επιπλέον η µεταβολοµική ανάλυση των τροφίµων ή αλλιώς χηµειοµέτρια έχει 

εξελιχθεί σε σηµαντικό βαθµό την τελευταία δεκαετία, χρησιµοποιώντας κυρίως τη 

φασµατοσκοπία NMR ή MS.16 Ειδικότερα, η φασµατοσκοπία NMR επιτρέπει τον 

ταυτόχρονο προσδιορισµό ενός µεγάλου αριθµού φυσικών µεταβολιτών και ενώσεων  

χαµηλού µοριακού βάρους (φυσικές ή προστιθέµενες) σε µήτρες τροφίµων, και ως εκ 

τούτου µπορεί να χρησιµοποιηθεί για να παρατηρηθεί  το συνθετικό  προφίλ των 

τροφίµων. Επιπλέον, η "µεταβολοµική τροφίµων" µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την 

κατανόηση και ταξινόµηση της επίδρασης διαφόρων βασικών παραγόντων που έχουν 

σηµασία για την επιστήµη των τροφίµων, όπως το στάδιο ωρίµανσης, οι  

εδαφοκλιµατικές συνθήκες, η τεχνολογία επεξεργασίας, και η καλλιεργητική 

πρακτική στον αγρό, και να παρέχουν πληροφορίες σχετικά µε θέµατα όπως η 

ποιότητα των τροφίµων, η ταυτοποίηση, η νοθεία, η προστασία και η προέλευση.17 

Η µεταβολοµική ανάλυση NMR δεδοµένων δεν είναι απλή και περιλαµβάνει την 

πολυπαραγοντική ανάλυση µεγάλων συλλογών δεδοµένων χρησιµοποιώντας 

στατιστικά µοντέλα τα οποία βοηθούν στη κατηγοριοποίηση των δειγµάτων σε 
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κατάλληλες οµάδες και επιτρέπει τη δηµιουργία ‘’ µοντέλων’’ µε προβλεπτική 

ικανότητα για άγνωστα δείγµατα. Μια µεγάλη ποικιλία τροφίµων έχει µελετηθεί µε 

τη χρήση της µεταβολοµικής ανάλυσης µε βάση NMR, συµπεριλαµβανοµένων 

πολλών φυτών (τοµάτα, τσάι, χαµοµήλι, ginseng, καπνός), φυτικών ελαίων όπως το 

ελαιόλαδο, έλαια ψαριών, κρέας, γάλα, κρασί, µπύρα και χυµοί φρούτων.16,18   

 

Η καθιερωµένη µεθοδολογία για την ανάλυση των φύλλων ελιάς και τους καρπούς 

περιλαµβάνει τη χρήση υγρής εκχύλισης µε διαλύτη για την αποµόνωση των 

ενώσεων που µας ενδιαφέρουν (λιπιδικό ή πολικό κλάσµα) από την µήτρα των 

τροφίµων, καθώς και τον διαχωρισµό του εκχυλίσµατος που λαµβάνεται 

χρησιµοποιώντας είτε περαιτέρω εκχύλιση µε άλλο διαλύτη, ή χρωµατογραφία 

στήλης σε περισσότερα κλάσµατα ανάλογα µε την πολικότητα της κατηγορίας των 

ενώσεων που θέλουµε. Ο χαρακτηρισµός, η ανάλυση και η ποσοτικοποίηση των 

βιοδραστικών ενώσεων µπορούν στη συνέχεια να επιτευγχθούν είτε µε συνδυασµένες 

χρωµατογραφικές τεχνικές,όπως η αέρια χρωµατογραφία-φασµατοµετρία µάζας (GC-

MS) και  η υγρή χρωµατογραφία-φασµατοµετρία µάζας (LC-MS), ή µε υψηλής 

ανάλυσης φασµατοσκοπία NMR σε υγρή κατάσταση.15 Αυτές οι ερευνητικές  

προσεγγίσεις είναι  µέχρι στιγµής αρκετά επιτυχείς όσον αφορά τον χαρακτηρισµό 

οργανικών ενώσεων σε φύλλα ελιάς και φρούτα.2 Ωστόσο το προαναφερθέν 

πειραµατικό πρωτόκολλο παρουσιάζει αρκετά µειονεκτήµατα. Οι εκχυλίσεις µε 

διαλύτη και οι χρωµατογραφικοί διαχωρισµοί, είναι αρκετά χρονοβόροι, και 

δαπανηροί λόγω των µεγάλων ποσοτήτων οργανικών διαλυτών που απαιτούνται, ένας 

παράγοντας ο οποίος είναι ειδικού ενδιαφέροντος το τελευταίο καιρό εξαιτίας των 

περιβαλλοντικών επιπτώσεων και της προσπάθειας ανάπτυξης «πράσινων» 

πειραµατικών τεχνικών. Αυτά τα µειονεκτήµατα αποτελούν ένα σοβαρό εµπόδιο σε 

περιπτώσεις όπου ένας µεγάλος αριθµός (αρκετές φορές εκατοντάδες) δειγµάτων 

πρέπει να αναλυθούν, όπως για παράδειγµα στις µεταβολοµικές µελέτες, όπου η 

στατιστική εγκυρότητα απαιτεί την εξέταση πολλών δειγµάτων για να αποδειχθεί η 

γνησιότητα και η γενικότητα των πολυπαραγοντικών στατιστικών  µοντέλων, η οποία  

εξαρτάται από διάφορους παράγοντες. Στην περίπτωση των φύλλων ελιάς, αυτοί οι 

παράγοντες θα µπορούσαν να είναι η ποικιλία, οι εδαφοκλιµατικές συνθήκες (έδαφος, 

καιρικές συνθήκες), οι γεωργικές πρακτικές, το έτος συγκοµιδής, η υγεία του 

δέντρου, κλπ.19 
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1.2 Εφαρµογές της φασµατοσκοπίας στερεής κατάστασης (HR-MAS NMR) σε 

τρόφιµα. 

Η φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού (NMR) στερεής κατάστασης 

µε περιστροφή στη µαγική γωνία (High-Resolution Magic Angle Spinning; HR-MAS 

NMR) έχει βρει τα τελευταία χρόνια σηµαντική εφαρµογή στην επιστήµη των 

τροφίµων. Η φασµατοσκοπία HR-MAS έχει αποδειχθεί ότι είναι ένα πολύ χρήσιµο 

εργαλείο για τους επιστήµονες τροφίµων στον γρήγορο προσδιορισµό της χηµικής 

σύστασης διαφόρων στερεών τροφίµων και την ταυτοποίηση των ενώσεων που 

υπάρχουν σε αυτά, διευρύνοντας έτσι τις δυνατότητες για νέες εφαρµογές αυτής της 

προσέγγισης στον ποιοτικό έλεγχο των τροφίµων έναντι των εφαρµογών της 

συµβατικής υγρής φασµατοσκοπίας NMR. Το πρωτόκολλο παρασκευής του 

δείγµατος, στις περισσότερες περιπτώσεις, τυπικά περιλαµβάνει µια µη φυσική ή 

χηµική επεξεργασία, τα δείγµατα τροφίµων τοποθετούνται απλά σε ειδικούς ρότορες 

MAS, µε µια ελάχιστη ποσότητα (10-20µL) δευτεριωµένου διαλύτη που έιναι 

απαραίτητη για το κλείδωµα. ́ Ετσι, για παράδειγµα, οι µεταβολίτες  των φρούτων και 

λαχανικών, ή ένα ευρύ φάσµα πολικών και µη πολικών συστατικών των τροφών 

µπορούν να ανιχνευθούν σε ένα µόνο πείραµα, χωρίς να χρειάζεται να καταφύγουµε 

σε περίπλοκες διαδικασίες εκχύλισης και διαχωρισµού. Ένα άλλο πλεονέκτηµα της 

φασµατοσκοπίας HR-MAS NMR είναι ότι επιπτώσεις του  διαλύτης στις χηµικές 

µετατοπίσεις των ενώσεων στο λαµβανόµενο φάσµα είναι ελάχιστες, λόγω του 

µικρού όγκου των χρησιµοποιούµενων δευτεριωµένων διαλυτών.  Στην ανάλυση των 

υγρών µε φασµατοσκοπία NMR η επιλογή του διαλύτη συχνά έχει σηµαντική 

επίδραση στις χηµικές µετατοπίσεις, ιδίως για τις περισσότερο πολικές ενώσεις. 

 

 Η ανάπτυξη κατάλληλων ηλεκτρονικών υποσυστηµάτων (ενισχυτές, ανιχνευτές, 

συστήµατα περιστροφής δείγµατος, και γενικότερα  κατάλληλου hardware) έκανε τα  

προηγµένα (2D) οµο και ετεροπυρηνικά πειράµατα NMR που πραγµατοποιούνταν 

µόνο στην υγρή κατάσταση, διαθέσιµα και στα φασµατόµετρα HR-MAS, 

διευκολύνοντας έτσι την ανάθεση φασµάτων που προέρχονται από ηµιστερεά 

τρόφιµα.20 Αυτό είναι ένα πολύ σηµαντικό στοιχείο, αφού στα φάσµατα HR-MAS 

του πυρήνα του πρωτονίου των τροφίµων όλες οι ενώσεις ανιχνεύονται ταυτόχρονα, 

µε αποτέλεσµα να προκύπτουν πολύπλοκα φάσµατα τα οποία δεν είναι δυνατό να 

ανατεθούν µόνο µε µονοδιάστατη φασµατοσκοπία NMR. 
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Τα φρούτα και τα λαχανικά ήταν από τους πρώτους στόχους της φασµατοσκοπίας 

HR-MAS NMR λόγω της ηµιστερεής υφής τους, που είναι αποτέλεσµα της µεγάλης 

περιεκτικότητας τους σε νερό. Αρχικές µελέτες ερεύνησαν µε τη χρήση της  

φασµατοσκοπίας 13C και 1Η HR-MAS τη σάρκα των φρούτων.21,22,23 

Στη συνέχεια η τεχνική HR-MAS χρησιµοποιήθηκε για την παρακολούθηση αλλαγών 

στη σύσταση του µάνγκο κατά τη διάρκεια της ωρίµανσης, σε συνδυασµό µε τη 

φασµατοσκοπία υγρής κατάστασης για πειράµατα στο χυµό του µάνγκο και έτσι 

αναγνωρίστηκε η δυναµική της HR-MAS για την µελέτη της συνολικής βιοχηµείας 

των φρούτων.24 

Πιο πρόσφατες εφαρµογές περιλαµβάνουν τη χρήση της τεχνικής  HR-MAS για τον 

προσδιορισµό της β-καροτίνης  σε φρέσκα λαχανικά,25 το χαρακτηρισµό της κουτίνης 

(cutin), µιας αδιάλυτης πρωτεΐνης της ντοµάτας και άλλων λαχανικών.26 Η 

φασµατοσκοπία  HR-MAS έχει χρησιµοποιηθεί επίσης ως εργαλείο για τη µελέτη του 

µεταβολικού προφίλ της ντοµάτας, τη διαφοροποίηση των ιστών και ως δείκτης 

ωρίµανσης των φρούτων.27 

Μελέτες µε την τεχνική HR-MAS έχουν γίνει και για το πεπόνι και  καρπούζι µε 

σκοπό τον χαρακτηρισµό του αµύλου που προέρχεται από τους σπόρους των δύο 

φρούτων αλλά και για τον προσδιορισµό των κύριων χηµικών συστατικών τους (λίπη, 

πρωτείνες, πολυσακχαρίτες).28 

∆ιάφοροι τύποι τυριών (παρµεζάνα, έµενταλ) έχουν διερευνηθεί µε τη 

φασµατοσκοπία  HR-MAS σε συνδυασµό µε τη  χηµειοµετρία, µε σκοπό τη 

δηµιουργία ενός πρωτοκόλλου για τη γεωγραφική διάκριση του προιόντος29,30 ή την 

παρακολούθηση της  διαδικασίας  ωρίµανσης.31 

Τα προιόντα κρέατος ,έχουν τραβήξει επίσης το ενδιαφέρον, και συµπεριλαµβάνουν 

τη µελέτη του κρέατος αρνιού,32 βοδινού33,34 καπνιστού σολοµού.35 Έχουν µελετηθεί 

επίσης οι αλλαγές που προκύπτουν  στον µεταθανάτιο µύ µετρώντας το γλυκογόνο 

και το λακτικό οξύ µε την τεχνική HR-MAS δείχνοντας τη σχέση που υπάρχει µεταξύ 

των µεµβρανικών ιδιοτήτων και της ποσότητας του νερού που έχει διαφύγει 

µεταθανάτια από τα µυικά κύτταρα.36 

Η τεχνική HR-MAS έχει  χρησιµοποιηθεί για τη µελέτη  δηµητριακών όπως είναι το 

σιµιγδάλι,37 το ψωµί και το αλεύρι, για το οποίο έχει διερευνηθεί η διαφορά µεταξύ 

των µαλακών και σκληρών αλευριών σιταριού. Παρατηρήθηκε µεγαλύτερη 

κινητικότητα της πρωτείνης στο µαλακό αλεύρι παρά στο σκληρό, µε αντίστοιχα 

µεγαλύτερη κινητικότητα του αµύλου για το σκληρό αντι του µαλακού σιταριού.38 
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Άλλα προιόντα που έχουν ερευνηθεί µε τη φασµατοσκοπία HR-MAS  είναι διάφοροι 

τύποι σπόρων39 καθώς και το ιταλική ποικιλία πιπεριάς, µε σκοπό τη γεωγραφική και 

βοτανική διάκριση.40 

 

 

1.3 Φασµατοσκοπία στερεάς κατάστασης 1Η HR-MAS NMR 

Για πολλά χρόνια η φασµατοσκοπία πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού (NMR) 

στην υγρή φάση χρησιµοποιούταν αποκλειστικά για την ανίχνευση και 

ποσοτικοποίηση φυσικών και φυτικών εκχυλισµάτων µετά από µια διαδικασία 

διαχωρισµού και καθαρισµού τους για την απλοποίηση και ευκολότερη µελέτη των 

φασµάτων NMR που προκύπτουν. Ωστόσο αυτή η τεχνική έχει κάποια 

µειονεκτήµατα: 1) ορισµένες κατηγοριές χηµικών ενώσεων µπορούν να εξαχθούν µε 

υγρή εκχύλιση µόνο µερικώς µε αποτέλεσµα να χάνονται ποιοτικές ή ποσοτικές 

πληροφορίες, 2) απαιτείται µεγάλη ποσότητα δείγµατος για την εκχύλιση 

(τουλάχιστον κάποια γραµµάρια) ώστε τα φάσµατα να έχουν υψηλό λόγο 

S/N(σήµα/θόρυβο  και 3) η διαδικασία εκχύλισης είναι αρκετά χρονοβόρα, απαιτεί 

δεξιότητα και είναι δαπανηρή.41 

Γι’ αυτούς τους λόγους η επιστηµονική κοινότητα τα τελευταία χρόνια στράφηκε 

στην τεχνική της φασµατοσκοπίας στερεάς κατάστασης  HR-MAS NMR. Σε αυτήν 

την τεχνική το δείγµα εισέρχεται χωρίς καµία κατεργασία  σ’ένα κατάλληλο ρότορα 

ζιρκονίου µαζί µε 10 µl δευτεριωµένου διαλύτη και περιστρέφεται µε ταχύτητα 

µερικά Khz γύρω απ τη µαγική γωνία.42 
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Σχήµα 1.3.1: Σχεδιάγραµµα ενός περιστροφέα µαγικής γωνίας . 

 

Τα φρούτα, τα λαχανικά αλλά και τα προιόντα τους (δέρµα, καρπός, πολτός) 

χαρακτηρίζονται από διαφορετικές φυσικές φάσεις µε ξεχωριστές µαγνητικές 

επιδεκτικότητες και ανισοτροπικές επιπτώσεις όπως η χηµική ανισοτροπία και οι 

πυρηνικές διπολικές αλληλεπιδράσεις που παίζουν σηµαντικό ρόλο για ηµιστερεά και 

στερεά υλικά. Η µαγνητική επιδεκτικότητα µπορεί να οδηγήσει σε διεύρυνση 

γραµµής από εκατοντάδες Hz σε µερικά KHz, ανάλογα µε τη φύση της φάσης ενώ οι 

διπολικές αλληλεπιδράσεις µπορούν να διευρύνουν τις κορυφές  NMR σε εύρη 

δεκάδων ή εκατοντάδων KHz στην περίπτωση άκαµπτων στερεών.43,44 Έτσι η 

παρατήρηση φασµάτων NMR στερεών δεγµάτων µε τις τεχνικές που 

χρησιµοποιούνται για υγρά δείγµατα δεν είναι δυνατή. 

Πυρηνικές διπολικές αλληλεπιδράσεις –διεύρυνση σήµατος  

Η διπολική σύζευξη είναι αποτέλεσµα των αλληλεπιδράσεων µεταξύ δύο 

διαφορετικών πυρήνων και εξαρτάται από τους γυροµαγνητικούς λόγους των 

πυρήνων, την απόσταση τους και τον προσανατολισµό τους ως προς τη διεύθυνση 

του εξωτερικού µαγνητικού πεδίου, όπως ορίζεται από το χαµιλτονιανό όρο (3cos2θ-

1), P2 (cosθ) =1/2 (3cos2θ-1), όπου θ η γωνία µεταξύ των πυρήνων και του 
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εξωτερικού µαγνητικού  πεδίου B0 (Σχήµα 1.3.3). Στην υγρή φασµατοσκοπία NMR, 

όπου τα µόρια κινούνται ταχύτατα ο µέσος όρος αυτών των αλληλεπιδράσεων είναι 

µηδέν (η γωνία θ λαµβάνει όλες τις πιθανές τµές) µε αποτέλεσµα να µη παρατηρείται 

σηµαντική διπολική διεύρυνση, σε αντίθεση µε τα στερεά στα οποία οι πυρήνες έχουν 

συγκεκρριµένο προσανατολισµό µέσα στο κρυσταλλικό πλέγµα και παραµένουν 

ακίνητοι συναρτήσει του χρόνου. Η συχνότητα συντονισµού στην οποία 

εµφανίζονται οι πυρήνες που αποτελούν µέρος ενός  κρυστάλλου εξαρτάται από τον 

προσανατολισµό του κρυστάλλου ως προς το εξωτερικό πεδίο.44,45 

Ανισοτροπία της χηµικής µετατόπισης – διεύρυνση γραµµής  

Καθώς οι χηµικές µετατοπίσεις εξαρτώνται από  τα ηλεκτρόνια που θωρακίζουν τον 

πυρήνα από το εφαρµοσµένο µαγνητικό πεδίο, θα έχουν συγκεκριµένο 

προσανατολισµό αφού οι ηλεκτρονικές πυκνότητες δεν είναι σφαιρικά διατεταγµένες 

γύρω από τους πυρήνες. Στα διαλύµατα το τοπικό µαγνητικό που δηµιουργείται απ τα 

ηλεκτρόνια του µορίου και του διαλύτη µηδενίζονται κατά µέσο όρο λόγω των 

γρήγορων µοριακών κινήσεων. Στη στερεή κατάσταση η συµµετοχή των µορίων στα 

κρυσταλλικα πλέγµατα έχει σηµαντική επίδραση στη µαγνητική θωράκιση και τη 

χηµική µετατόπιση. 

 

 

 

Σχήµα 1.3.2: Η ηλεκτρονική κυκλοφορία στα µη σφαιρικά τροχιακά µιας οµάδας 

µεθυλίου δίνει αφορµή για µια ανισοτροπική χηµική µετατόπιση. 

 



10 

 

Για να παρατηρήσουµε φάσµατα υψηλής ανάλυσης παρόµοια µε αυτά που 

λαµβάνονται για τα υγρά αναπτύχθηκαν διάφορες τεχνικές. Μια από αυτές είναι η 

περιστροφή στη µαγική γωνία (MAS). Στην τεχνική αυτή το δείγµα περιστρέφεται µε 

έναν ρότορα γύρω από τον άξονα σχηµατίζοντας γωνία 54.44◦ µε τη κατεύθυνση του 

εξωτερικού µαγνητικού πεδίου B0. Μια απαραίτητη προυπόθεση για να έχουµε 

στενές κορυφές είναι η ταχύτητα της περιστροφής να είναι της ίδιας ή µεγαλύτερης 

τάξης µεγέθους από τις  αλληλεπιδράσεις διπολικής διεύρυνσης. Για στερεά δείγµατα 

όπως είναι π.χ. τα φρούτα µια συχνότητα περιστροφής 2 KHz θεωρείται 

ικανοποιητική, ενώ για σκληρότερα στερεά απαιτούνται ταχύτεροι ρυθµοί 

περιστροφής.44,46 

α)       β)  

Σχήµα 1.3.3: α) η γωνία θ µεταξύ του δεσµού 1H-13C και της διεύθυνσης του 

εξωτερικού µαγνητικού πεδίου B0. β) Η αρχή της περιστροφής της µαγικής γωνίας θ.  

 

Ένα από τα κύρια πλεονεκτήµατα της τεχνικής HR-MAS είναι η ταυτόχρονη 

ανίχνευση στο ίδιο πείραµα των πολικών και άπολων µεταβολιτών που υπάρχουν στα 

τρόφιµα. Μία αποδεκτή τιµή S/N µπορεί να επιτευχθεί ήδη από µικρές ποσότητες 

δειγµατος (<2 mg). Επιπλέον το πλήρες πλάτος στο ήµισυ τους ύψους των 

περισσοτέρων σηµάτων είναι συγκρίσιµο µε εκείνα των υγρών.43  Στο σχήµα 1.3.4 

που ακολουθεί βλέπουµε το φάσµα NMR στην υγρή φάση (υδατικό εκχύλισµα πάνω) 

και του στερεού HR-MAS (κάτω) για ένα δείγµα από  ιταλική πιπεριά, ενώ στο 

σχήµα 1.3.5 παρουσιάζεται ένας δοκιµαστής και ένας ρότορας κατάλληλα για τη 

λήψη φασµάτων HR-MAS. 
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Σχήµα 1.3.4: Σύγκριση των µονοδιάστατων φασµάτων 1HNMR για δείγµα ιταλικής 

πιπεριάς µε τη χρήση της φασµατοσκοπίας NMR στην υγρή φάση (πάνω) και της 

φασµατοσκοπίας HR-MAS απευθείας στη στερεή φάση (κάτω). 

 

 

Σχήµα 1.3.5: ∆οκιµαστής για τη λήψη φασµάτων µε την τεχνική HR-MAS 

(αριστερά), και ρότορας ζιρκονίου HR-MAS (αριστερά). 
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                                Κεφάλαιο 2             
     
                           ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 
 
Στην εισαγωγή αναφέρθηκε η σπουδαιότητα της ελιάς καθώς και των φύλλων της 

από την αρχαιότητα µέχρι σήµερα. Σύµφωνα µε τις µέχρι τώρα µελέτες στη 

βιβλιογραφία, η χρήση  των φύλλων της ελιάς ως αυτοτελών προϊόντων, για 

φαρµακευτικούς σκοπούς αλλά και ως πηγή αντιοξειδωτικών πρόσθετων για τα 

τρόφιµα παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον και οι δυνατότητες ανάπτυξης στον 

συγκεκριµένο τοµέα είναι ενθαρρυντικές. Ο ποιοτικός έλεγχος και η ποσοτική 

ανάλυση των βιοδραστικών ενώσεων που υπάρχουν στα φύλλα της ελιάς µε τη χρήση 

νέων αναλυτικών τεχνικών αποτελεί εποµένως ένα πεδίο µε ισχυρό επιστηµονικό 

ενδιαφέρον. 

 

Η παρούσα εργασία έχει ως κύριο στόχο την ανάλυση και το χαρακτηρισµό των 

φύλλων ελιάς µε τη χρήση της φασµατοσκοπίας α) 1
Η HR-MAS NMR απευθείας σε 

ολόκληρα φύλλα ελιάς, και β) 1
Η  NMR µίας και δύο διαστάσεων σε εκχυλίσµατα 

φύλλων ελιάς. 

 

Επιµέρους στόχους της εργασίας αποτελούν τα εξής: 

• Βελτιστοποίηση των συνθηκών λήψης φασµάτων HR-MAS NMR σε στερεά 

φύλλα ελιάς, και επιλογή του κατάλληλου διαλύτη.  

• Σύγκριση της τεχνικής HR-MAS NMR σε στερεά φύλλα ελιάς µε την 

κλασσική τεχνική λήψης φασµάτων NMR από εκχυλίσµατα φύλλων στην 

υγρή φάση. 

• Ποσοτικοποίηση των οργανικών βιοδραστικών ενώσεων (τριτερπένια, 

φαινολικές ενώσεις, σάκχαρα) στα φύλλα ελιάς και µε τις δύο τεχνικές ΝΜR.  

• Ποιοτική και ποσοτική ανάλυση των οργανικών ενώσεων σε φύλλα που 

προέρχονται από τρείς διαφορετικές ελληνικές ποικιλίες ελιάς. 

• Ποιοτική και ποσοτική  ανάλυση των µεταβολών στις συγκεντρώσεις των 

βιοδραστικών οργανικών ενώσεων που πιθανώς επέρχονται στα φύλλα της 

ελιάς κατά την εξέλιξη της ελαιοκοµικής περιόδου. 

 

 



13 

 

                               Κεφάλαιο 3 
 
                                 Πειραµατικό µέρος 

 
3.1 Αντιδραστήρια και πρότυπες ενώσεις  

Οι διαλύτες που χρησιµοποιήθηκαν ήταν: δευτεριωµένο χλωροφόρµιο (CDCl3) 

περιεκτικότητας σε δευτέριο 99,8%, δευτεριωµένη µεθανόλη (MeOD) 

περιεκτικότητας σε δευτέριο 99,8% και δευτεριωµένο νερό (D2O) 99,9%. Επιπλέον 

χρησιµοποιήθηκαν ως πρότυπες ουσίες για τα φάσµατα 1H NMR η ερυθροδιόλη 

καθαρότητας 97,0% (HPLC), η ουβαόλη καθαρότητας 98,4% (GC) και το ουρσολικό 

οξύ (HPLC). Το εσωτερικό πρότυπο που χρησιµοποιήθηκε για την ποσοτικοποίηση 

των φασµάτων 1H ΝΜR στην υγρή φάση ήταν τριαζίνη καθαρότητας 95,0% (UV). Οι 

παραπάνω διαλύτες και το εσωτερικό πρότυπο προέρχονταν από την εταιρία  

SIGMA-ALDRICH. 

 

3.2 Παρασκευή πρότυπου διαλύµατος  

Σε φιαλίδιο των 15ml ζυγίστηκαν 2,8mg τριαζίνης και στη συνέχεια διαλύθηκαν σε 5 

ml CDCl3. Το πρότυπο διάλυµα αποθηκεύτηκε στο στους 4 οC µέχρι τη 

χρησιµοποίηση του στην ανάλυση των δειγµάτων. 

 

3.3 Προετοιµασία εκχυλισµάτων φύλλων ελιάς για την λήψη φασµάτων 1H NMR 

στην υγρή φάση. 

Ζυγίστηκαν 100 mg φύλλων ελιάς και αφού θρυµµατίστηκαν σε γουδί πορσελάνης 

παρουσία υγρού αζώτου µεταφέρθηκαν σε φιαλίδιο όγκου 4 ml. Στη συνέχεια 

προστέθηκαν 800µl δευτεριωµένου χλωροφορµίου CDCl3 και το διάλυµα 

τοποθετήθηκε σε λουτρό υπερήχων  για 1 ώρα. Ακολούθησε  διήθηση του 

διαλύµατος µε χρήση τη χρήση υαλοβάµβακα απευθείας στο εσωτερικό σωλήνά 

ΝΜR διαµέτρου 5mm. 

Με την ίδια διαδικασία παρασκευάστηκαν και τα εκχυλίσµατα µε δευτεριωµένη 

µεθανόλη MeOD και D2O.  
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3.4  Λήψη φασµάτων 1D NMR  

Τα µονοδιάστατα φάσµατα 1H NMR του υδατικού διαλύµατος και της µεθανόλης 

λήφθηκαν µε 32Κ πραγµατικά δεδοµένα (data points). Η χρονική διάρκεια του 

παλµού 90ο µοιρών για το 1H ήταν 9.3µs και η ακολουθία παλµών περιελάµβανε την 

εξάλειψη του σήµατος του νερού (ακολουθία παλµών zgpr). Για κάθε φάσµα 

λήφθηκαν 256 σαρώσεις. Ο χρόνος καταγραφής σήµατος ήταν 2.7 sec. 

Χρησιµοποιήθηκαν επίσης 8 ψευδοσαρώσεις (dummy scans) ώστε το σύστηµα των 

σπιν να φτάσει σε δυναµική ισορροπία πριν την εφαρµογή της επόµενης ακολουθίας 

παλµών. Η επεξεργασία των φασµάτων µετά το µετασχηµατισµό Fourier 

περιελάµβανε πολλαπλασιασµό µε εκθετική συνάρτηση (LB=1Hz), διόρθωση φάσης 

και διόρθωση της γραµµής βάσης του φάσµατος (baseline correction) και έγινε µε 

λογισµικό Tospin της εταιρίας Bruker. 

Για το  φάσµα του διαλύµατος του χλωροφορµίου χρησιµοποιήθηκαν οι ίδιες 

συνθήκες αλλά χωρίς εξάλειψη του νερού (ακολουθία παλµών zg). 

 

3.5 Λήψη φασµάτων 1H-1H COSY 2D NMR  

Τα οµοπυρηνικά φάσµατα 1H-1H COSY 2D NMR λήφθησαν χρησιµοποιώντας 192 

πραγµατικά δεδοµένα των 2Κ, 96 σαρώσεις και 16 ψευδοσαρώσεις, µε χρονική 

καθυστέρηση 1s. Χρησιµοποιήθηκαν 2 ηµιτονοειδή παλµικά βαθµιδωτά πεδία 1:1 

διάρκειας 1 ms. Πριν το µετασχηµατισµό Fourier τα δεδοµένα στη δεύτερη διάσταση 

αυξήθηκαν στα 1Κ πραγµατικά δεδοµένα (data points) µε την τεχνική της γραµµικής 

πρόβλεψης (linear prediction) και κατόπιν στα 2Κ µε την προσθήκη µηδενικών 

σηµείων στη µνήµη του υπολογιστή, ώστε τα δεδοµένα να σχηµατίσουν µια µήτρα 

δεδοµένων 2K*2Κ. Τα δεδοµένα των δύο διαστάσεων πολλαπλασιάστηκαν µε τη 

µαθηµατική συνάρτηση sine-bell squared . 

  

 3.6 Λήψη φασµάτων 1H-13C, gHMQC  COSY 2D NMR  

Τα ετεροπυρηνικά 1H-13C, gHMQC COSY 2D NMR λήφθησαν χρησιµοποιώντας 

128 πραγµατικά δεδοµένα των 1Κ, 300 σαρώσεις και 16 ψευδοσαρώσεις , µε χρονική 

καθυστέρηση 1s. Το πείραµα gHMQC βελτιστοποιήθηκε για συζεύξεις ενός δεσµού 
1H-13C, των 140 Hz, ορίζοντας τη χρονική καθυστέρηση στα 30ms. Χρησιµοποίθηκε 

η σύνθετη παλµική ακολουθία GARP για την αποσύζευξη των πρωτονίων κατά τη 

διάρκεια της ανίχνευσης. Η αναλογία των εντάσεων των βαθµωτών πεδίων G1, G2, G3 

ηµιτονοειδούς σχήµατος ήταν 5:3:4, και είχαν διάρκεια 1 ms. Πριν το 
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µετασχηµατισµό Fourier τα δεδοµένα στη δεύτερη διάσταση αυξήθηκαν στα 2Κ 

πραγµατικά δεδοµένα (data points) µε την τεχνική της γραµµικής πρόβλεψης (linear 

prediction) και µε την προσθήκη µηδενικών σηµείων στη µνήµη του υπολογιστή,  τα 

δεδοµένα σχηµάτισαν έναν πίνακα δεδοµένων 2*2 Κ. Τα δεδοµένα των δύο 

διαστάσεων πολλαπλασιάστηκαν µε τη µαθηµατική συνάρτηση sine-bell squared . 

 

3. 7Λήψη φασµάτων 1H-13C, gHMQC, gHMBC και 1Η-1
Η gCOSY 2D NMR. 

Τα οµοπυρηνικά και ετεροπυρηνικά πειράµατα 2D NMR λήφθησαν χρησιµοποιώντας 

128 πραγµατικά δεδοµένα των 1Κ, 128-290 σαρώσεις και 16 ψευδοσαρώσεις. Πριν 

τον µετασχηµατισµό Fourier, όλα τα δισδιάστατα σετ δεδοµένων αυξήθηκαν στα 2Κ 

πραγµατικά δεδοµένα (data points) µε την τεχνική της γραµµικής πρόβλεψης (linear 

prediction) και µε την προσθήκη µηδενικών σηµείων στη µνήµη του υπολογιστή, 

ώστε τα δεδοµένα να αποτελούν  έναν πίνακα δεδοµένων 2Κ*2Κ. Τα δεδοµένα των 

δύο διαστάσεων πολλαπλασιάστηκαν µε τη µαθηµατική συνάρτηση sine-bell squared.  

 

3.8 Λήψη φασµάτων 1H-1H j-resolved 2D NMR  

Τα οµοπυρηνικά φάσµατα 1H-1H j-resolved 2D NMR λήφθησαν χρησιµοποιώντας 

128 πραγµατικά δεδοµένα των 1Κ, 4 σαρώσεις και 4 ψευδοσαρώσεις, µε χρονική 

καθυστέρηση 1s. Πριν το µετασχηµατισµό Fourier τα δεδοµένα στη δεύτερη 

διάσταση αυξήθηκαν στα 1Κ πραγµατικά δεδοµένα (data points) µε την τεχνική της 

γραµµικής πρόβλεψης (linear prediction). Τα δεδοµένα των δύο διαστάσεων 

πολλαπλασιάστηκαν µε τη µαθηµατική συνάρτηση sine-bell squared . 

 

3.9 Ποιοτικός και ποσοτικός προσδιορισµός  

Ο ποιοτικός προσδιορισµός των ενώσεων στα δείγµατα των φύλλων έγινε µε την 

χρήση φασµατοσκοπίας NMR πυρήνα πρωτονίου (1
Η) καθώς και δισδιάστατης 

φασµατοσκοπίας NMR πρωτονίου-πρωτονίου (1
Η-1

Η) gCOSY, J-resolved, και 

ετεροπυρηνικής φασµατοσκοπίας gHMQC και gHMBC . 

Η ποσοτική ανάλυση των φασµάτων NMR πραγµατοποιήθηκε µε την ολοκλήρωση 

των κορυφών µε το λογισµικό WINNMR της εταιρίας Bruker, λαµβάνοντας υπόψιν 

τον αριθµό των πρωτονίων κάθε κορυφής. 
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3.10 Λήψη φασµάτων 1Η HR-MAS NMR 

Τα φάσµατα HR-MAS NMR λήφθηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου σε φασµατόµετρο 

Bruker Avance II 400 MHz λειτουργικής συχνότητας 400.15 MHz για τον πυρήνα 1H 

και 100.63 MHz για τον πυρήνα 13C. Περίπου 10 mg φύλλου τοποθετήθηκαν σε 

ρότορα ζιρκονίου µαζί µε 10-20 µL δευτεριωµένου διαλύτη (CDCl3, MeOD ή D2O) 

για το κλείδωµα του φασµατοµέτρου. Σε όλα τα πειράµατα χρησιµοποιήθηκε 

ταχύτητα περιστροφής ίση µε 5 KHz και καταστολή του σήµατος του νερού. Τα 

µονοδιάστατα φάσµατα 1H NMR ελήφθησαν µε 32Κ πραγµατικά δεδοµένα και 128 

σαρώσεις. Η χρονική διάρκεια του παλµού 90ο µοιρών ήταν 7,9 µs για το 1H και 

10,3µs για τον 13C. Για κάθε φάσµα ελήφθησαν 1024 και 11776 σαρώσεις αντίστοιχα. 

Τα πειράµατα 2D gCOSY HR-MAS  λήφθηκαν κάτω απ τις ακόλουθες συνθήκες: 

εύρος φάσµατος 4000Hz και για τις δύο διαστάσεις, 1k πραγµατικά δεδοµένα (data 

points) για την f2 και  256  σαρώσεις για την f1. Μια ηµιτονοειδής συνάρτηση 

εφαρµόστηκε και στις δύο διαστάσεις  ενώ έγινε προσθήκη µηδενικών σηµείων στην 

διάσταση f1 .  

Τα πειράµατα 2D HSQC HR-MAS πραγµατοποιήθηκαν µε τις εξής παραµέτρους: 80 

µs για τη σύνθετη παλµική ακολουθία GARP για την αποσύζευξη 13C, 4000 Hz  και 

21 kHz εύρος φάσµατος για τη διάσταση του 1H και του 13C αντίστοιχα,  

χρησιµοποιήθηκαν  1k πραγµατικά δεδοµένα (data points) στην  f2 και  256 σαρώσεις 

στην f1. Πριν τον µετασχηµατισµό Fourier πραγµατοποιήθηκε προσθήκη µηδενικών 

σηµείων στην  f1 και εφαρµογή τετραγωνικής ηµιτονοειδούς συνάρτησης  και για τις 

δύο διαστάσεις. 
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                                     Κεφάλαιο 4 
 

ΑΝΑΛΥΣΗ ΣΤΕΡΕΩΝ ΦΥΛΛΩΝ ΕΛΙΑΣ ΜΕ ΤΗ 
ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ HR-MAS NMR 

 
 

4.1  Ποιοτικός προσδιορισµός βιοδραστικών ενώσεων στα φύλλα ελιάς µε την 

τεχνική 1Η HR-MAS NMR. 

Στο κεφάλαιο αυτό θα παρουσιαστεί η ταυτοποίηση και ποσοτικοποίηση των 

οργανικών ενώσεων που υπάρχουν στα φύλλα ελιάς µε τη χρήση της 

φασµατοσκοπίας στερεής κατάστασης HR-MAS NMR. Αρχικά θα ανατεθούν 

τα φάσµατα NMR µιας και δύο διαστάσεων φύλλων ελιάς Κορωνέικης 

ποικιλίας χρησιµοποιώντας δευτεριωµένο χλωροφόρµιο για το κλείδωµα του 

φασµατοµέτρου HR-MAS NMR. Στη συνέχεια, θα γίνει σύγκριση µεταξύ των 

φασµάτων HR-MAS NMR φύλλων ελιάς από τρείς διαφορετικές ελληνικές 

ποικιλίες (Κορωνέϊκη, Τσουνάτη και Χονδρολιά), και θα παρουσιαστούν τα 

φάσµατα HR-MAS NMR φύλλων ελιάς Κορωνέικης ποικιλίας που 

συλλέχθηκαν σε διαφορετικά χρονικά σηµεία κατά τη διάρκεια µιας πλήρους 

ελαιοκοµικής περιόδου. Τέλος, θα µελετηθούν τα φάσµατα HR-MAS φύλλων 

ελιάς Κορωνέικης ποικιλίας µε τη χρήση πιο πολικών διαλυτών για το 

κλείδωµα του φασµατοµέτρου HR-MAS NMR, και συγκεκριµένα 

δευτεριωµένη µεθανόλη και δευτεριωµένο νερό. 
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4.2 Ανάλυση φασµάτων HR-MAS φύλλων ελιάς σε δευτεριωµένο 

χλωροφόρµιο . 

 
Σχήµα 4.2.1: Μονοδιάστατο φάσµα 1

Η HR-MAS NMR των φύλλων ελιάς σε 

διαλύτη CDCl3 και σε συχνότητα 400 MHz. 

 

Στο Σχήµα 4.2.1 παρουσιάζεται το µονοδιάστατο φάσµα 1Η HR-MAS NMR φύλλων 

ελιάς Κορωνέϊκης ποικιλίας σε διαλύτη CDCl3. Το χλωροφόρµιο είναι ένας σχετικά 

άπολος διαλύτης, και έτσι το φάσµα 1Η HR-MAS NMR στο σχήµα 4.2.1 κυριαρχείται 

από κορυφές που προέρχονται από τερπενοειδείς ενώσεις, οι οποίες αποτελούν το 

κύριο συστατικό του επιδερµικού κεριού των φύλλων ελιάς αλλά και του καρπού της 

ελιάς και άλλων φρούτων.47 Το επιδερµικό κερί αποτελεί ένα λεπτό στρώµα κεριού 

που βρίσκεται στην εξωτερική επιφάνεια των ανώτερων φυτών και τα προστατεύει 

από διάφορους βιοτικούς και αβιοτικούς παράγοντες. 

Οι τριτερπενικές ενώσεις που ταυτοποιήθηκαν στο φάσµα του Σχήµατος 4.2.1 είναι 

το ολεανολικό οξύ, η ουβαόλη, η ερυθροδιόλη, το µασλινικό οξύ και το ουρσολικό 

οξύ. Στον πίνακα 4.2.1 παρουσιάζονται οι δοµές των τερπενίων αυτών. Άλλες 

ενώσεις που  που είναι γνωστό ότι υπάρχουν στην επιφάνεια των φύλλων ελιάς και 

ταυτοποιήθηκαν στο φάσµα 1
Η ΗR-MAS NMR είναι τα τριγλυκερίδια (εστέρες 

λιπαρών οξέων µε τη γλυκερόλη), σε συµφωνία µε βιβλιογραφικά δεδοµένα.48 
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Πίνακας 4.2.1: Χηµική δοµή των ενώσεων που ταυτοποιήθηκαν στα φάσµατα 1
Η 

ΗR-MAS NMR των φύλλων της ελιάς µε διαλύτη CDCl3. 
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Ουρσολικό οξύ  
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Τα τερπενοειδή αποτελούν µια οµάδα φυτοχηµικών που έχουν µελετηθεί εκτεταµένα 

για τις φαρµακολογικές τους ιδιότητες, λόγω της υψηλής αφθονίας τους σε φυτά και 

καρπούς.7 
Ειδικότερα έχει βρεθεί ότι το ολεανολικό και το ουρσολικό οξύ 

παρουσιάζουν αντιµικροβιακή,49 αντι-ιική,50 και αντι-υπερτασική δράση51,52 και 

βοηθούν στην αναστολή της καρκινογένεσης ενώ είναι πιθανόν να συντελούν στη 

θεραπεία ορισµένων µορφών καρκίνου.53,54,55  

Η ανάθεση των κορυφών των τριτερπενικών ενώσεων πραγµατοποιήθηκε µε τη 

χρήση δισδιάστατων τεχνικών φασµατοσκοπίας 2D HR-MAS NMR gCOSY, g-

HSQC και gHMBC. Στα δισδιάστατα φάσµατα οµοπυρηνικής συσχέτισης 1
Η-1

Η 

gCOSY εµφανίζονται κορυφές εκτός διαγωνίου που αντιστοιχούν σε πρωτόνια που 

βρίσκονται σε διπλανές θέσεις στην ανθρακική αλυσίδα του µορίου. Τα 

ετεροπυρηνικά φάσµατα 1Η-13C 2D g-HSQC HR-MAS NMR παρέχουν πληροφορίες 

για την σύζευξη του πρωτονίου µε τον απευθείας ενωµένο µε χηµικό δεσµό άνθρακα 

(σύζευξη ενός δεσµού, 1JCH), ενώ τα φάσµατα 2D g-HΜΒC HR-MAS NMR 

εµφανίζουν τη σύζευξη του πρωτονίου µε άτοµα άνθρακα που απέχουν 2 ή και 3 

δεσµούς στην ανθρακική αλυσίδα του µορίου (2JCH και 3JCH). 

Επίσης πολύ χρήσιµη στην ανάλυση των φασµάτων HR-MAS NMR αποδείχθηκε και 

η λήψη φασµάτων 1Η NMR ορισµένων πρότυπων ενώσεων (ουρσολικό, ερυθροδιόλη 

και ουβαόλη) τα οποία φαίνονται στο Σχήµα 4.2.2. 
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Σχήµα 4.2.2: Μονοδιάστατα φάσµατα 1H-NMR των πρότυπων ενώσεων 

ερυθροδιόλη, ουβαόλη και ουρσολικό οξύ σε διαλύτη CDCl3 σε πεδίο 500 MHz. 

 

Λόγω της µεγάλης δοµικής οµοιότητας (Πίνακας 4.2.1) που παρουσιάζουν, οι 

τριτερπενικές ενώσεις  εµφανίζουν πολλές παρόµοιες κορυφές και σε ταυτόσηµες 

σχεδόν χηµικές µετατοπίσεις, γεγονός που δε βοηθάει στην ταυτοποίηση των 

κορυφών του φάσµατος που αντιστοιχούν σε κάθε τριτερπένιο. Ωστόσο τα βινυλικά 

πρωτόνια των πρότυπων ενώσεων στο Σχήµα 4.2.2, διαφέρουν αρκετά, και έτσι 

µπορούµε να τα χρησιµοποιήσουµε για την ταυτοποίηση των ενώσεων αυτών  στα 

φάσµατα HR-MAS. Το βινυλικό πρωτόνιο για την ερυθροδιόλη βρίσκεται σε χηµική 

µετατόπιση δ 5.20, για την ουβαόλη σε δ 5.15 και για το ουρσολικό οξύ σε δ 5.25. 

 

 

Για την ανάθεση των κορυφών στο φάσµα 1H-HR-MAS NMR των φύλλων ελιάς 

χρησιµοποιήθηκε το δισδιάστατο φάσµα 1H,1H gCOSY που παρουσιάζεται στο 

Σχήµα 4.2.3. Στο φάσµα επισηµαίνονται επιλεκτικά τις συζεύξεις του ολεανολικού 

οξέος οι οποίες και  ξεχωρίζουν πιο έντονα. Το βινυλικό πρωτόνιο Η-12 σε δ 5.28 

εµφανίζει σύζευξη µε το αλλυλικό πρωτόνιο Η-11a. Φαίνεται επίσης η σύζευξη 

µεταξύ του πρωτονίου Η-3 σε δ 3.22 µε τα διαστερεοτοπικά πρωτόνια Η-2a και Η-2b 
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σε δ 1.61 και δ 3.54 αντίστοιχα. Ακόµα, βλέπουµε τις συσχετίσεις µεταξύ των 

αλειφατικών πρωτονίων Η-18 σε δ 2.81 και Η-19a σε δ 1.62, καθώς επίσης και των 

πρωτονίων Η-23 σε δ 0.99 και Η-24 σε δ 0.78. Στο φάσµα αυτό φαίνεται τέλος και η 

συσχέτιση µεταξύ των διαστερεοτοπικών πρωτονίων Η-16a σε δ 1.98 και H-16b σε δ 

1.62. 

 

 

 Σχήµα 4.2.3: ∆ισδιάστατο φάσµα HR-MAS οµοπυρηνικής συσχέτισης  1H,1H 

gCOSY των φύλλων ελιάς σε διαλύτη CDCl3 και σε συχνότητα 400 MHz. 

 

Η επιβεβαίωση της ανάθεσης των υπολοίπων κορυφών στα φάσµατα HR-MAS και  

gCOSY έγινε µε τη χρήση των φασµάτων 2D 1H-13C gHSQC NMR και 2D gHMBC. 

Στο Σχήµα 4.2.4 παρουσιάζεται το αλειφατικό τµήµα του φάσµατος 2D 1H-13C 

gHSQC NMR των φύλλων ελιάς, στο οποίο παρουσιάζεται η ανάθεση των 

πρωτονιωµένων ατόµων άνθρακα του ολεανολικού οξέος, το οποίο αποτελεί το κύριο 

τριτερπένιο των φύλλων ελιάς, ενώ στο Σχήµα 4.2.5 δίνεται το φάσµα gHMBC µε 

βάση το οποίο γίνεται η ανάθεση των τεταρτοταγών πυρήνων ανθράκων και 

επαληθεύεται η ανάθεση των φασµάτων πρωτονίου. Η ανάθεση των κορυφών του 

ελεανολικού οξέος ήταν σε συµφωνία µε τα µέχρι τώρα δηµοσιευµένα δεδοµένα 

ΝΜR στην υγρή κατάσταση.56 
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Σχήµα 4.2.4: ∆ισδιάστατο φάσµα HR-MAS ετεροπυρηνικής συσχέτισης 1H,13C 

gHSQC των φύλλων ελιάς της ποικιλίας Κορωνέικη (αλειφατική περιοχή) σε διαλύτη 

CDCl3 και σε συχνότητα 400 MHz. Με f συµβολίζονται οι κορυφές που αντιστοιχούν 

στα τριγλυκερίδια. 

 

Το φάσµα gHSQC συσχετίζει τις χηµικές µετατοπίσεις των ατόµων άνθρακα µε τα 

απευθείας συνδεδεµένα πρωτόνια (σύζευξη ενός δεσµού). Στη συνέχεια θα 

παρουσιαστεί αναλυτικά η ανάθεση των κορυφών του ολεανολικού οξέος. Η κορυφή 

σε δ 78.9 αποδίδεται στον C-3, η οποία συσχετίζεται µε το πρωτόνιο Η-3 σε  δ 3.22, 

ενώ η κορυφή σε δ 27.2 αποδίδεται στον άνθρακα C-2 και συσχετίζεται µε τα 

πρωτόνια Η-2a και Η-2b σε δ 1.61 και δ 3.54, ενώ το σήµα σε δ 54.4 αποδίδεται στον 

άνθρακα  C-5 ο οποίος συσχετίζεται µε το πρωτόνιο Η-5 σε δ 0.70. Φαίνεται επίσης η 

συσχέτιση του αλλυλικού άνθρακα C-11 σε δ 23.2 µε τα αλλυλικά πρωτόνια Η-11, 

και του άνθρακα C-16 σε δ 22.1 µε τα πρωτόνια Η-16a και Η-16b σε  δ 1.98 και δ 

1.62 αντίστοιχα. Η κορυφή σε δ 45.7 αποδίδεται στον άνθρακα C-19, λόγω της 

συσχέτισης µε το πρωτόνιο Η-19a σε δ 1.62, ενώ οι κορυφές σε δ 23.4 και δ 15.5 

αποδίδονται στους άνθρακες C-23 και C-24, αντίστοιχα λόγω συσχέτισης µε τα 

πρωτόνια Η-23 και Η-24. Από το φάσµα φαίνονται επίσης οι κορυφές σε δ 15.1 και δ 

16.9 που αποδίδονται στους άνθρακες C-25 και  C-26, οι οποίοι συσχετίζονται µε τα 
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πρωτόνια Η-25 και Η-26 σε δ 0.92 και δ 0.76. Τέλος οι κορυφές σε δ 23.4 και 33.1 

αποδίδονται στους άνθρακες C-29 και C-30 που συσχετίζονται µε τα πρωτόνια Η-29 

και Η-30 σε δ 0.93 και δ 0.90 αντίστοιχα. 

 

Σχήµα 4.2.5: ∆ισδιάστατο φάσµα HR-MAS ετεροπυρηνικής συσχέτισης 1H,13C 2D 

gHMBC των  φύλλων ελιάς της ποικιλίας Κορωνέικη (αλειφατική περιοχή) σε 

διαλύτη CDCl3 και σε συχνότητα 400 MHz. 

 

Με τη βοήθεια του φάσµατος gHMBC του Σχήµατος 4.2.5 εξετάσαµε στη συνέχεια 

τη σύζευξη των πρωτονίων τόσο µε τους γειτονικούς τους άνθρακες όσο και µε τους 

τεταρτοταγείς µη πρωτονιωµένους άνθρακες και έτσι επιβεβαιώσαµε τις ανάθεσεις 

µας. Τα πρωτόνια Η-23 εµφανίζουν συσχέτιση  δύο  δεσµών  µε τους άνθρακες C-3, 

C-24 και C-25. Επίσης στο ίδιο σχήµα φαίνεται η συσχέτιση των πρωτονίων Η-29 µε 

τον άνθρακα C-30 καθώς και των πρωτονίων Η-1 µε τον άνθρακα C-2. 

Με ανάλογο τρόπο, έγινε και η ανάθεση των κορυφών και των υπόλοιπων τερπενίων 

του Πίνακα 4.2.1 στο φάσµα 1
Η HR-MAS NMR των φύλλων ελιάς της Κορωνέικης 

ποικιλίας. Στο Σχήµα 4.2.6 παρουσιάζονται σε διευρυµένη µορφή οι περιοχές του 

φάσµατος 1Η HR-MAS ΝΜR, που περιλαµβάνουν τις κορυφές των πρωτονίων Η-12 

και Η-27 των τριτερπενίων που ταυτοποιήθηκαν στα φύλλα της ελιάς. Η ανάθεση 

αυτή επαληθεύτηκε µε σύγκριση µε τα φάσµατα 1H- NMR (υγρής κατάστασης) των 

πρότυπων ενώσεων ουβαόλη, ερυθροδιόλη και ουρσολικό οξύ. 
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Σχήµα 4.2.6: ∆ιέυρυνση του  µονοδιάστατου φάσµατος 1
Η ΗR-MAS NMR φύλλων 

ελιάς της ποικιλίας Κορωνέικη: βινυλικό πρωτόνιο H-12 (πάνω αριστερά), µεθύλια 

H-27 (πάνω δεξιά), ολικό φάσµα σε δευτεριωµένο χλωροφόρµιο (κάτω) σε 

συχνότητα 400 MHz. 

 

Όπως µπορούµε να δούµε και από τις δοµές των ενώσεων παραπάνω το ουρσολικό 

οξύ είναι ισοµερές του ολεανολικού οξέος και η ουβαόλη ισοµερές της ερυθροδιόλης, 

γεγονός που κάνει τον διαχωρισµό των ενώσεων αυτών αρκετά πιο δύσκολο. 

Ωστόσο, και τα πέντε τερπένια µπορούν να διαφοροποιηθούν στην περιοχή των 

µεθυλίων ενώ τέσσερις από τις πέντε ενώσεις µπορούν να διακριθούν στη φασµατική 

περιοχή των βινυλικών πρωτονίων (Σχήµα4.2.6). 

 

 

Το βινυλικό πρωτόνιο H-12 του µασλινικού οξέος βρίσκεται µεταξύ του ολεανολικού 

οξέος και του ουρσολικού, ωστόσο το πρωτόνιο H-3 δίνει µια ξεκάθαρη κορυφή σε δ 

3.00 η οποία µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την ταυτοποίηση και την ποσοτικοποίηση 

του µασλινικού οξέος στα φάσµατα 1Η NMR (Σχήµα 4.2.7).    
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Σχήµα4.2.7: Υδροξυλική περιοχή (CH-OH) του µονοδιάστατου φάσµατος 1HR-MAS 

της ποικιλίας Κορωνέικη σε διαλύτη CDCl3 και σε συχνότητα 400 MHz. 

 

Όλα τα τερπένια που αναφέραµε (ολεανολικό οξύ, ουρσολικό οξύ, µασλινικό οξύ, 

ερυθροδιόλη και ουβαόλη) ότι περιέχονται στο επιδερµικό κερί των φύλλων ελιάς 

έγινε δυνατό να ταυτοποιηθούν από τα φάσµατα 1D και 2D HR-MAS ΝΜR των 

φύλλων της ελιάς. Στον παρακάτω Πίνακα 4.4.2 δίνονται συγκεντρωτικά οι χηµικές 

µετατοπίσεις πρωτονίου και άνθρακα-13 µε βάση την ανάθεση που 

πραγµατοποιήθηκε χρησιµοποιώντας τα gHSQC και gCOSY για όλα τα 

τερπένια.57,58,59,60,61,62,63  
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Πίνακας4.2.2:Χηµικές µετατοπίσεις 1H και 13C των τερπενοειδών ενώσεων από τα 

φάσµατα gCOSY και gHSQC HR-MAS ΝΜR των φύλλων ελιάς.  

#H Ολεανολικό 

οξύ 

Μασλινικό 

οξύ 

Ουρσολικό 

οξύ 

Ερυθροδιόλη Ουβαόλη 

1 0.97/1.63 

(38.5) 

 

0.90/1.98    

2 1.61 

(27.2) 

3.68    

3 3.22 

(78.9) 

3.00    

4 q     

5 0.7 

(54.4) 

    

6 nd     

7 nd     

8 q     

9 1.53 

(47.5) 

    

10 q     

11 1.86/1.91 

(23.2) 

 1.89/1.94 1.84 1.88/1.94 

12 5.28 nd 5.25 5.19 5.14 

13 q     

14 q     

15 nd     

16 1.62/1.98 

(22.1) 

    

17 q     

18 2.81/2.84 

(41.0) 

    

19 1.15/1.62 

(45.7) 

    

20 q     

21 1.38/1.52     



28 

 

(18.0) 

22 1.43/1.52 

(32.7) 

    

23 0.99 

(28.0) 

    

24 0.78 

(15.5) 

    

25 0.92 

(15.1) 

    

26 0.76 

(16.9) 

 

    

27 1.14 

(25.7) 

1.03 1.08 1.17 1.11 

28  - 

(182.2) 

  3.55/3.21 

(69.8) 

3.53/3.20 

29 0.93 

(23.4) 

    

30 0.90 

(33.1) 

    

 

Μετά την ταυτοποίηση των τριτερπενίων στα φάσµατα 1H HR-MAS NMR και την 

ανάθεση χαρακτηριστικών κορυφών για κάθε τριτερπένιο, οι οποίες µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν για τον προσδιορισµό τους σε δείγµατα φύλλων ελιάς ακολούθησε 

µια προσπάθεια εφαρµογής της µεθόδου HR-MAS NMR για τη µελέτη της 

κατανοµής των τριτερπενίων σε φύλλα ελιάς διαφορετικής βοτανικής προέλευσης 

(ποικιλίας δένδρου), καθώς και των πιθανών αλλαγών στην κατανοµή των 

τριτερπενίων στα φύλλα κατά την διάρκεια και εξέλιξη της ελαιοκοµικής περιόδου. Η 

πρώτη µελέτη εστιάστηκε σε τρείς κρητικές ποικιλίες, Κορωνέικη, Χονδρολιά και 

Τσουνάτη και χρησιµοποιήθηκαν φύλλα που είχαν συλλεχθεί την ίδια εποχή 

(Μάρτιος 2011) για κάθε ποικιλία. Στο Σχήµα 4.2.8 παρουσιάζεται η αλκοολική 

περιοχή του φάσµατος ΗR-MAS NMR, στην οποία γίνεται η σύγκριση των ποικιλιών 

µε βάση τη διπλή κορυφή του µασλινικού και του πρωτονίου H-28 της ουβαόλης-

ερυθροδιόλης. Άπο το φάσµα φαίνεται ότι η ποικιλία Χονδρολιά έχει υψηλότερη 
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περιεκτικότητα µασλινικού οξέος και χαµηλότερη περιεκτικότητα ερυθροδιόλης και 

ουβαόλης σε σχέση µε τις ποικιλίες  Τσουνάτη και Κορωνέικη.  

 

 

 

 

Σχήµα 4.2.8: Μονοδιάστατα φάσµατα 1
Η ΗR-MAS NMR των φύλλων ελιάς από 

τρείς διαφορετικές ελληνικές ποικιλίες (Χονδρολιά, Κορωνέικη, Τσουνάτη) σε 

διαλύτη CDCl3 και σε συχνότητα 400 MHz . 

 

 

4.3 Ποσοτικός προσδιορισµός των τριτερπενικών ενώσεων  

Έχοντας τώρα διαχωρίσει τις πιο χαρακτηριστικές κορυφές προχωρήσαµε στην 

ολοκλήρωση των σηµάτων για να υπολογίσουµε την % σύσταση των τριτερπενίων 

που υπάρχουν στις τρείς κρητικές ποικιλίες (Κορωνέικη, Χονδρολιά και Τσουνάτη) 

και να διαπιστώσουµε αν υπάρχουν διαφορές.64 Η ποσοτικοποίηση έγινε 

χρησιµοποιώντας τις κορυφές που ήταν ελεύθερες από  αλληλεπικαλύψεις στο φάσµα 

του HR-MAS NMR µε τον εξής τρόπο: επιλογή της κατάλληλης κορυφής για την 

κάθε ένωση, ολοκλήρωση της µε το λογισµικό WIN-NMR και στη συνέχεια 

κανονικοποίηση ως προς τον αριθµό των πρωτονίων που συνεισφέρουν σε κάθε 

κορυφή. Με τον τρόπο αυτό υπολογίσαµε από τα ολοκληρώmατα ΝΜR των 
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τριτερπενίων την % σύσταση του τριτερπενικού κλάσµατος. Στον Πίνακα 4.3.1 που 

ακολουθεί δίνονται συγκεντρωτικά τα ολοκληρώµατα των ενώσεων, ενώ τα 

αποτελέσµατα της ποσοτικοποίησης φαίνονται στο Σχήµα 4.3.1. 

 

Πίνακας 4.3.1: % Σύσταση των τριτερπενίων σε φύλλα ελιάς από τρείς διαφορετικές 

ελληνικές ποικιλίες σε διαλύτη CDCl3. 

Ενώσεις  Κορωνέικη Τσουνάτη Χονδρολιά 

ολοκλήρωµα ΝΜR ολοκλήρωµα ΝΜR ολοκλήρωµα ΝΜR 

Ολεανολικό οξύ 950,48 1288,01 897,84 

Ουρσολικό οξύ 100,37 177,04 40,79 

Ερυθροδιόλη 84,66 153,54 10,58 

Ουβαόλη 170,23 171,39 44,31 

Μασλινικό οξύ 111,69 154,56 144,25 

 

 

Σχήµα 4.3.1: ∆ιάγραµµα της % σύστασης των τριτερπενίων στα φύλλα ελιάς για 

τρείς  ελληνικές ποικιλίες σε διαλύτη CDCl3. 

 

Όπως προκύπτει από το παραπάνω διάγραµµα η Χονδρολιά έχει το µεγαλύτερο 

ποσοστό ολεανολικού οξέος και µασλινικού και αντίστοιχα το µικρότερο ποσοστό 

ερυθροδιόλης και ουβαόλης σε  σχέση µε τις άλλες δύο ποικιλίες. Επίσης 

παρατηρούµε ότι η Κορωνέικη και η Τσουνάτη παρουσιάζουν παρόµοια ποσοστά 

τριτερπενίων µε εξαίρεση την ουβαόλη που βρίσκεται σε µεγαλύτερη περιεκτικότητα 

στην ποικιλία Κορωνέικη. 
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Τα ποσοστά του ολεανολικού οξέος και του µασλινικού οξέος που βρέθηκαν στα 

φύλλα της ποικιλίας Κορωνέικη µε την φασµατοσκοπία HR-MAS είναι 67%, και 7% 

αντίστοιχα, σε συµφωνία µε βιβλιογραφικά δεδοµένα που αναφέρουν ότι στα φύλλα 

ελιάς της ποικιλίας Κορωνέικη η συγκέντρωση του ολεανολικού είναι περίπου δέκα 

φορές µεγαλύτερη από αυτή του ουρσολικού οξέος.65 

 

Θέλοντας να εξετάσουµε τώρα και  αν υπάρχουν διαφορές στην κατανοµή των 

τριτερπενικών ενώσεων κατά τη διάρκεια της ελαιοκοµικής περιόδου λάβαµε 

φάσµατα HR-MAS NMR φύλλων της Κορωνέικης ποικιλίας που είχαν συλλεχθεί από 

το ίδιο δέντρο κατά τους µήνες Μάρτιο, Μάιο, Ιούλιο και Σεπτέµβριο του 2011. Στη 

συνέχεια κάναµε ποσοτικοποίηση για τις κορυφές των τριτερπενίων µε την ίδια 

διαδικασία που ακολουθήσαµε για τις τρεις ποικιλίες. Στον Πίνακα 4.3.2 που 

ακολουθεί δίνονται συγκεντρωτικά οι αναλογίες των τριτερπενικών ενώσεων στα 

φύλλα της ελιάς κατά τη διάρκεια της ελαιοκοµικής περιόδου. Τα αποτελέσµατα της 

ποσοτικοποίησης φαίνονται στο Σχήµα 4.3.2. 

 

 

Πίνακας4.3.2: Σύσταση των τερπενίων για τους µήνες (Μάρτιο, Μάιο, Ιούλιο και 

Σεπτέµβριο). 

Ενώσεις Μάρτιος Μάιος Ιούλιος Σεπτέµβριος 

ολοκλήρωµα ΝΜR ολοκλήρωµα ΝΜR ολοκλήρωµα ΝΜR ολοκλήρωµα ΝΜR 

Ολεανολικό οξύ 105,93 101,75 122,68 79,38 

Ουρσολικό οξύ 8,82 17,11 22,88 19,88 

Ερυθροδιόλη 16,81 28,13 26,36 23,26 

Ουβαόλη 17,55 33,61 29,23 31,59 

Μασλινικό οξύ 17,33 9,6 10,6 5,7 
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Σχήµα 4.3.2: % Σύσταση των τριτερπενίων στα φύλλα Κορωνέικη ελιάς κατά τη 

διάρκεια του έτους σε διαλύτη CDCl3. 

 

Από το Σχήµα 4.3.2 βλέπουµε ότι δεν παρουσιάζονται µεγάλες διαφορές στην 

τριτερπενική σύσταση των φύλλων της ελιάς µε την πάροδο του χρόνου. Ωστόσο 

υπάρχει µια σαφής ένδειξη ότι τα επίπεδα του µασλινικού και  του ολεανολικού οξέος 

µειώνονται κατά τη, εξέλιξη της ελαικοµικής περιόδου, ενώ αντίθετα τα επίπεδα της 

ουβαόλης και του ουρσολικού οξέος αυξάνονται. Εξαίρεση όπως φαίνεται και στο 

Σχήµα 4.3.2 πιθανώς αποτελεί ο µήνας Ιούλιος στον οποίο εµφανίζεται αύξηση του 

ολεανολικού οξέος και αντίστοιχα µείωση της ουβαόλης σε σχέση µε τους 

υπόλοιπους µήνες . 
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4.4 Ανάλυση φασµάτων HR-MAS των φύλλων ελιάς  σε δευτεριωµένο νερό.  

Η µελέτη µε την φασµατοσκοπία HR-MAS των φύλλων της ελιάς χρησιµοποιώντας 

χλωροφόρµιο για το κλείδωµα του φασµατοµέτρου NMR έδειξε ότι στα φάσµατα 

παρατηρούνται κυρίως άπολες ενώσεις, όπως τα τριτερπένια. Για το λόγο αυτό, 

θελήσαµε να εξετάσουµε και τη χρήση δευτεριωµένων διαλυτών διαφορετικής 

πολικότητας για τη λήψη φασµάτων HR-MAS. 

Για την µελέτη του πλέον πολικού µέρους των φύλλων ελιάς της Κορωνέικης 

ποικιλίας χρησιµοποιήσαµε ως διαλύτη δευτεριωµένο νερό. Στην παρούσα ενότητα 

θα αναφερθούµε στην ανάθεση των κορυφών των φασµάτων 1D και 2D HRMAS 

NMR. Στο Σχήµα 4.4.1 που ακολουθεί παρουσιάζεται το φάσµα 1H HRMAS NMR 

φύλλων ελιάς µε διαλύτη D2O. 

1.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.58.08.59.09.5 ppm 

Σχήµα 4.4.1: Μονοδιάστατο φάσµα 1H-HRMAS των φύλλων ελιάς της ποικιλίας 

Κορωνέικη σε διαλύτη D2O και σε συχνότητα 400 MHz. 

 

Στο φάσµα του Σχήµατος 4.4.1 µε µια πρώτη εξέταση εµφανίζονται κυρίως κορυφές 

σακχάρων, αµινοξέων αλλά και φαινολών. Τα φυτά όπως είναι γνωστό παράγουν 

υδατάνθρακες µε τη διαδικασία της φωτοσύνθεσης για να τους χρησιµοποιήσουν είτε 

σαν πηγή ενέργειας για την ανάπτυξη τους, είτε ως πρώτη ύλη για τη βιοσύνθεση 

ενός µεγάλου αριθµού µορίων, συµπεριλαµβανοµένων λιπιδίων, πρωτεινών και 

άλλων σακχάρων.66 Οι υδατάνθρακες, µεταξύ άλλων διαλυτών ουσιών 

χρησιµοποιούνται στα φυτά σαν οσµωτικοί ρυθµιστές και οσµωπροστατευτικά 

βοηθώντας τα φυτά να ανταπεξέλθουν εναντι διαφόρων αβιοτικών πιέσεων.67,68,69 
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Η υψηλή αλατότητα και η ξηρασία µειώνουν την ανάπτυξη των φυτών και κατά 

συνέπεια τη γεωργική παραγωγικότητα περισσότερο από οποιαδήποτε άλλη αβιοτική 

πίεση.70,71 

Η ελιά είναι ένα αειθαλές δέντρο που παραδοσιακά καλλιεργείται στις µεσογειακές 

χώρες, που τους καλοκαιρινούς µήνες χαρακτηρίζονται από υψηλές θερµοκρασίες, 

υψηλά επίπεδα ηλιοφάνειας και χαµηλή διαθεσιµότητα νερού.72 Κάτω από αυτές τις 

συνθήκες η ελιά φαίνεται πως είναι ιδιαίτερα ανθεκτική κυρίως στην έλλειψη νερού, 

ενώ µεγάλος αριθµός σακχάρων όπως η γλυκόζη, η σακχαρόζη, η µαννιτόλη και η 

ραφινόζη που περιέχει φαίνεται πως παίζουν σηµαντικό ρόλο στους µηχανισµούς που 

έχει αναπτύξει το δέντρο για την αντιµετώπιση των δυσµενών περιβαλλοντικών 

συνθηκών.73,69,74,75 
Τα σάκχαρα καθώς και οι υπόλοιπες ενώσεις που ταυτοποιήθηκαν 

στην παρούσα εργασία στα φύλλα ελιάς δίνονται στον πίνακα 4.4.1 που ακολουθεί. 

 

Πίνακας 4.4.1: Χηµικές δοµές των ενώσεων που ταυτοποιήθηκαν στα φύλλα ελιάς 

µε τη φασµατοσκοπία HR-MAS NMR σε διαλύτη D2O και σε συχνότητα µαγνητικού 

πεδίου 400 MHz. 

 

 
 
 
 
Σακχαρόζη  
 

 

 
 
 
α- Γλυκόζη  
 

 

 
 
 
β- Γλυκόζη  
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Σελοβιόζη  
 

 

 
 
 
Βαλίνη  
 

 

 
 
Μαννιτόλη  
 

 

 
 
Οξικό οξύ  
 

 

 
 
 
Ραφινόζη  
 

 

Στο Σχήµα 4.4.1 παρατηρούµε ότι υπάρχει πληθώρα κορυφών τόσο στην αλειφατική 

όσο και στην αρωµατική περιοχή του φάσµατος γεγονός που έκανε δύσκολη τη 

µελέτη και ανάλυση του. Για να γίνει η ανάθεση των κορυφών ήταν αναγκαία η 

χρήση του δισδιάστατου φάσµατος HR-MAS gCOSY, που δίνεται στο Σχήµα 4.4.2.  
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 Σχήµα 4.4.2: ∆ισδιάστατο φάσµα HR-MAS οµοπυρηνικής συσχέτισης 1H,1H 

gCOSY των φύλλων ελιάς σε διαλύτη D2O  και σε συχνότητα 400 MHz. 

 

Στο σχήµα 4.4.2 παρουσιάζεται η αλειφατική περιοχή του φάσµατος gCOSY στην 

οποία φαίνονται πιο καθαρά οι συζεύξεις µεταξύ των πρωτονίων των σακχάρων που 

ταυτοποιήσαµε. Στο φάσµα µας βλέπουµε τις συσχετίσεις  µεταξύ των πρωτονίων Η-

1 σε δ 5.23 και Η-2 σε δ 3.54 µε µαύρο χρώµα για την α-γλυκόζη και τις συζεύξεις 

µεταξύ των πρωτονίων  Η-1 σε δ 4.64 και Η-2 σε δ 3.26 µε κόκκινο χρώµα για την β-

γλυκόζη. Επίσης για τη β-γλυκόζη φαίνεται καθαρά και η σύζευξη µεταξύ του 

πρωτονίου Η-2 και Η-3 σε δ 3.49. Ακόµα φαίνονται οι συσχετίσεις µεταξύ των 

πρωτονίων Η-3” σε δ 4.20 και Η-4” σε δ 4.05 µε µπλέ χρώµα για τη ραφινόζη καθώς 

και οι συσχετίσεις µεταξύ των πρωτονίων Η-1 σε δ 5.42 και Η-2 σε δ 3.58 µε πράσινο 

χρώµα για τη σακχαρόζη. 

Η πιστοποίηση  της ανάθεσης των κορυφών που παρουσιάσαµε καθώς  και η 

επιβεβαίωση άλλων κορυφών στα φάσµατα 1
Η HR-MAS και  gCOSY έγινε  µε τη  

χρήση των φασµάτων 2D 1
Η-13C ετεροπυρηνικής συσχέτισης gHSQC και gHMBC. 

Στο Σχήµα 4.4.3 παρουσιάζεται το αλειφατικό τµήµα του φάσµατος 2D gHSQC  1H-
13C NMR των φύλλων ελιάς, που δείχνει  την ανάθεση των πρωτονιωµένων  ατόµων 

άνθρακα των σακχάρων που αναφέραµε, και στο Σχήµα 4.4.4 δίνεται το φάσµα 

gHMBC για πιστοποίηση των τεταρτοταγών ανθράκων. 
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Η ανάθεση των κορυφών ήταν σε συµφωνία µε τα  µέχρι τώρα δηµοσιευµένα 

δεδοµένα ΝMR στην υγρή κατάσταση.76,77,78,40,27,24 

 

 

Σχήµα 4.4.3: ∆ισδιάστατο φάσµα HR-MAS ετεροπυρηνικής συσχέτισης 1H,13C 

HSQC NMR των φύλλων ελιάς της ποικιλίας Κορωνέικη (αλειφατική περιοχή) σε 

διαλύτη D2O  και σε συχνότητα 400 MHz. 
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Σχήµα 4.4.4 :∆ισδιάστατο φάσµα HR-MAS ετεροπυρηνικής συσχέτισης 1H, 13C 

HMBC των  φύλλων ελιάς της ποικιλίας Κορωνέικη (αλειφατική περιοχή) σε διαλύτη 

D2O  και σε συχνότητα 400 MHz. 

 

Το φάσµα gHSQC συσχετίζει τις χηµικές µετατοπίσεις των ατόµων άνθρακα µε τα 

απευθείας συνδεδεµένα πρωτόνια (σύζευξη ενός δεσµού). Η κορυφή σε δ 93.9 

αποδίδεται στον άνθρακα C-1, η οποία συσχετίζεται µε το πρωτόνιο Η-1σε δ 5.23, 

ενώ η κορυφή σε δ 73.4 στον άνθρακα C-2 η οποία συσχετίζεται µε το πρωτόνιο Η-2 

σε δ 3.54 για την α-γλυκόζη (µαύρο χρώµα). Φαίνεται επίσης, η συσχέτιση του 

άνθρακα C-1 σε δ 97.5 µε το πρωτόνιο Η-2 σε δ 4.64 και του άνθρακα C-2 σε δ 75.3 

µε το πρωτόνιο Η-2 σε δ 3.26 για την β-γλυκόζη (κόκκινο χρώµα). Για τη β-γλυκόζη 

φαίνεται και η συσχέτιση του άνθρακα C-3 σε δ 76.8 µε το πρωτόνιο Η-4 σε δ 3.49. 

Η κορυφή σε δ 78.8 αποδίδεται στον άνθρακα C-4” η οποία συσχετίζεται µε το 

πρωτόνιο Η-4 σε δ 4.05 για τη ραφινόζη (µπλέ χρώµα), ενώ η κορυφή σε δ 74.0 

αποδίδεται στον άνθρακα C-7 που σχετίζεται µε το πρωτόνιο Η-7 σε δ 3.58 για τη 

σακχαρόζη (πράσινο χρώµα). Με ανάλογο τρόπο, έγινε η ανάθεση στα φάσµατα HR-

MAS των κορυφών και των υπόλοιπων ενώσεων που ταυτοποιήθηκαν. Στον Πίνακα 

4.4.2 παρουσιάζονται  συγκεντρωτικά όλα τα φασµατικά δεδοµένα των ενώσεων που 
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ταυτοποιήθηκαν στα φάσµατα HR-MAS NMR των φύλλων της ελιάς µε διαλύτη 

D2O. 

 

 

Πίνακας 4.4.2: Χηµικές µετατοπίσεις 1H και 13C των ενώσεων ταυτοποιήθηκαν στα 

φάσµατα  ΗR-MAS NMR  των φύλλων ελιάς σε διαλύτη D2O. 

ΕΝΩΣΕΙΣ 1H 13C Ανάθεση 

α-Γλυκόζη  5.23 93.9 CH-1 

3.54 73.4 CH-2 

β-Γλυκόζη 4.64 97.5 CH-1 

3.26 75.3 CH-2 

3.49 76.8 CH-3 

Σακχαρόζη 5.43 - CH-1 

3.58 74.0 CH-7 

Τυροσίνη 6.82 118.1 CH-3,CH-5 

7.15 118.6 CH-2,CH-6 

Μαννιτόλη 3.87 64.8 1,6 CH2 

3.68 65.8 2,5CH 

Σελοβιόζη 4,51 105.2 CH-3 

Βαλίνη 2,24 - βCH 

1,03 17,4 γCH3 

Οξικό οξύ 1,95 - CH3 

Ραφινόζη 4.22 78.8 CH-3” 

4.04 78.4 CH-4” 

3.73 62.4 CH-1” 

 

Σύµφωνα µε µελέτες η µαννιτόλη και η γλυκόζη αποτελούν τα πρωτογενή προιόντα 

της φωτοσύνθεσης και ακολουθούν η σακχαρόζη µε τη φρουκτόζη.69 Αυτά τα 

σάκχαρα αποτελούν το 90% των ολικών διαλυτών υδατανθράκων, κάτι που είναι 

αναµενόµενο αφού η γλυκόζη και η µαννιτόλη αποτελούν τα κύρια σάκχαρα 

µεταφοράς και συµβάλλουν στην οσµωτική προσαρµογή.10 
Εκτός από το ρόλο τους 

στην οσµωτική προσαρµογή όµως αυτές οι ενώσεις εχουν και οσµωπροστατευτικές  

λειτουργίες. Λόγω της υδρόφιλης δοµής τους, είναι ικανά να υποκαταστήσουν το 

νερό στις επιφάνειες των πρωτεινών, πρωτεινικών συµπλόκων ή µεµβρανών, 

προστατεύοντας έτσι τις βιολογικές τους λειτουργίες.79 Οι πιο διαλυτές ουσίες 
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φαίνεται να παίζουν σηµαντικό ρόλο και στη δέσµευση ελεύθερων 

υδροξυλικώνριζών ΟΗ80 προστατεύοντας έτσι τα φυτά από οξειδωτική βλάβη, η 

οποία είναι η πιο κοινή επίπτωση λόγω των αβιοτικών πιέσεων.81 

Η σακχαρόζη είναι ο πιο συχνά αναφερόµενος υδρογονάνθρακας στα πλαίσια 

απόκρισης των φυτών έναντι των περιβαλλοντικών πιέσεων και είναι γνωστή για τη 

µεµβρανική και µακροµοριακή σταθεροποίηση που παρέχει.82 Η ραφινόζη  ανήκει 

στην οικογένεια των ολιγοσακχαριτών  οι οποίοι αποτελούν µια άλλη οµάδα 

διαλυτών υδρογονανθράκων που συµµετέχουν στην άµυνα των φυτών απέναντι στις 

αβιοτικές πιέσεις. Η ραφινόζη συσσωρεύεται σε µεγάλες ποσότητες στα φυτά που 

εκτίθενται σε χαµηλές θερµοκρασίες.83,84 

Σύµφωνα πάλι µε µελέτες που έχουν γίνει για την ελιά συγκεκριµένα έχει βρεθεί ότι ο 

κύριος υδατάνθρακας που συµµετέχει στη µείωση της όσµωσης κατά τη δίαρκεια 

έλλειψης νερού είναι η µαννιτόλη.85,86 
Επίσης έχει βρεθεί ότι η µαννιτόλη παίζει 

κύριο ρόλο και στην προστασία της ελιάς από την υψηλή αλατότητα του εδάφους 

ακολουθούµενη από τη  γλυκόζη, η οποία κάτω από φυσιολογικές συνθήκες αποτελεί 

το 60% των σακχάρων. Οσον αφορά τα άλλα δυο σάκχαρα που αναφέραµε, έχει 

παρατηρηθεί µια µικρή αύξηση της ποσότητας της σουκρόζης και µικρή µείωση της 

ποσότητας της ραφινόζης σε συνθήκες αβιοτικής πίεσης.87,84 
Οπως έχει παρατηρηθεί 

η ραφινόζη παίζει σηµαντικό ρόλο στην προστασία από την ξήρανση του εδάφους 

αλλά φαίνεται να µη συµµετέχει στην προστασία από την αλατότητα αντίθετα µε τη 

µαννιτόλη η οποία δείχνει να ανταποκρίνεται σε οποιαδήποτε αβιοτική πίεση.88 
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4.5 Ανάλυση φασµάτων  HR-MAS  φύλλων ελιάς σε δευτεριωµένη µεθανόλη.  

Στις προηγούµενες ενότητες παρουσιάσαµε τα αποτελέσµατα από τη χρήση ενός 

πολικού και ενός άπολου διαλύτη για τη µελέτη των φύλλων της Κορωνέικης 

ποικιλίας. Στην παρούσα ενότητα θα σχολιάσουµε  τα φάσµατα 1H,13C HR-MAS 

NMR ενός διαλύτη ενδιάµεσης πολικότητας, της µεθανόλης. Στο Σχήµα 4.5.1 που 

ακολουθεί βλέπουµε το φάσµα 1H-HR-MAS NMR φύλλων ελιάς µε διαλύτη 

κλειδώµατος MeOD. 

 

1.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.58.08.5 ppm 

Σχήµα 4.5.1: Μονοδιάστατο φάσµα 1H-HR-MAS των φύλλων σε διαλύτη MeOD και 

σε συχνότητα 400 MHz. 

 

Στο φάσµα 1H- HR-MAS παρατηρούµε πλήθος κορυφών τόσο στην αλειφατική 

περιοχή όσο και στην αρωµατική. Εξετάζοντας την αρωµατική περιοχή πιο 

προσεκτικά βλέπουµε ότι κυριαρχείται από κορυφές που προέρχονται από 

πολυφαινόλες, ενώσεις που αποτελούν κύρια συστατικά των φύλλων αλλά και του 

λαδιού της ελιάς. Οι πολυφαινόλες προστατεύουν τα λιπαρά οξέα του ελαιολάδου 

από την οξέιδωση και συµβάλουν στη σταθερότητα του ελαιολάδου και στην 

αυξηµένη διάρκεια διατήρησης της ποιότητας του.  
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Πίνακας 4.5.1: Χηµικές δοµές των ενώσεων που ταυτοποιήθηκαν στα φύλλα ελιάς 

σε διαλύτη MεOD και σε συχνότητα 400 MHz. 

 

Τυροσίνη 

 
 
7-O-γλυκοζίτης της Λουτεολίνης 
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Οι πολυφαινόλες ή αλλιώς φαινολικά οξέα, που έχουν προσδιοριστεί και ποσοτικά 

στο ελαιόλαδο ανήκουν σε τέσσερις κατηγορίες: απλές  φαινόλες (τυροσόλη, 

υδροξυτυροσόλη, βανιλίνη κλπ), σεκοιριδοειδή (ελευρωπαίνη, λιγκστροσίδιο και τα 

παράγωγα τους), λιγνάνες (πινορεσινόλη, ακετοξυπινορεσινόλη) και τα φλαβονοειδή 

(απιγενίνη και λουτεολίνη). Τα µέλη αυτών των κατηγοριών έχουν ισχυρή 

αντιοξειδωτικη δράση,89,90 ενώ πολλές είναι και οι επιδηµιολογικές µελέτες που 

έχουν δείξει ότι οι ενώσεις αυτές επιφέρουν µεγάλη προστασία έναντι διαφόρων 

µορφών καρκίνου (του δέρµατος, του µαστού και του παχέος εντέρου) της 

στεφανιαίας καρδιακής νόσου και της γήρανσης, αναστέλλοντας το οξειδωτικό 

στρες.91,92 Στον Πίνακα 4.5.1 παρουσιάζονται οι δοµές των πολυφαινολών που 

ταυτοποιήθηκαν στα φάσµατα HR-MAS NMR µε διαλύτη τη µεθανόλη. Άλλες 

ενώσεις που ανιχνεύτηκαν και ταυτοποιήθηκαν στα φύλλα είναι σάκχαρα, αµινοξέα 

και λιπαρά οξέα. 

 

 

Για να γίνει η ανάθεση των κορυφών στο φάσµα 1H HR-MAS NMR και να 

ταυτοποιηθούν οι πολυφαινόλες που υπάρχουν στα φύλλα ελιάς χρησιµοποίησαµε το 

δισδιάστατο φάσµα οµοπυρηνικής συσχέτισης gCOSY (Σχήµα 4.5.2). 

 

Σχήµα 4.5.2: ∆ισδιάστατο φάσµα HR-MAS οµοπυρηνικής συσχέτισης 1H,1H gCOSY 

των φύλλων ελιάς σε διαλύτη MeOD και σε συχνότητα 400 MHz. 
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Στο φάσµα αυτό θα δείξουµε ενδεικτικά τις συζεύξεις της ελευρωπαϊνης που όπως 

αποδείχθηκε αποτελεί και την κύρια πολυφαινόλη των φύλλων της ελιάς. Το βινυλικό 

πρωτόνιο H-7΄ σε δ 6.68 παρουσιάζει σύζευξη µε το βινυλικό πρωτόνιο H-8΄σε δ 

6.54. Τα αλλυλικά πρωτόνια H-10 σε δ 1.65 παρουσιάζουν συσχέτιση µε το βινυλικό 

πρωτόνιο H-9 σε δ 6.07. Φαίνονται επίσης οι συσχετίσεις µεταξύ των 

διαστερεοτοπικών πρωτονίων H-1΄a σε δ 4.20 και H-1΄b σε δ 4.08 και το πρωτόνιο 

H-2΄σε δ 2.76. Ακόµα, φαίνεται η συσχέτιση µεταξύ των πρωτονίων H-6́ ΄σε δ 3.35 

και H-5΄΄ σε δ 3.65, καθώς και η συσχέτιση του πρωτονίου H-5 σε δ 3.95 µε τα 

διαστερεοτοπικά πρωτόνια H-6b σε δ 2.44 και H-6a σε δ 2.69. Τέλος στο φάσµα 

φαίνεται και η συσχέτιση µεταξύ των πρωτονίων H-6a και H-6b. 

 

. 

 

Σχήµα 4.5.3:∆ισδιάστατο φάσµα HR-MAS  ετεροπυρηνικής συσχέτισης 1H,13C 

gHSQC των φύλλων ελιάς σε διαλύτη MeOD και σε συχνότητα 400 MHz. 

 

Η ανάθεση των πρωτονιωµένων ατόµων άνθρακα έγινε µε το ετεροπυρηνικό πείραµα 

δύο διαστάσεων gHSQC που παρουσιάζεται στο Σχήµα 4.5.3. Στο φάσµα αυτό 

επιλέξαµε να δείξουµε τις συσχετίσεις των ατόµων άνθρακα της ελευρωπαϊνης όπως 

έγινε και για το φάσµα gCOSY. Η κορυφή σε δ 154.7 αποδίδεται στον άνθρακα C-3, 

η οποία συσχετίζεται µε το πρωτόνιο Η-3 σε δ 7.50, ενώ η κορυφή σε δ 116.0 στον 
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άνθρακα C-7́ η οποία συσχετίζεται µε το πρωτόνιο Η-7΄σε δ 6.68 και το σήµα σε 

δ120.8 αποδίδεται στον άνθρακα C-8́ ,επειδή συσχετίζεται στο δισδιάστατο φάσµα µε 

το βινυλικό πρωτόνιο Η-8΄ σε δ 6.54. Φαίνεται επίσης, η συσχέτιση του αλλυλικού 

άνθρακα C-1 σε δ 94.6 µε το αλλυλικό πρωτόνιο Η-1 σε δ 5.90 και του βινυλικού 

άνθρακα C-9 σε δ 124.2 µε το βινυλικό πρωτόνιο Η-9 σε δ 6.07. Η κορυφή σε δ 66.8 

αποδίδεται στον άνθρακα C -1́ ,λόγω της συσχέτισής του µε τα πρωτόνια Η-1á  σε δ 

4.20 και Η-1b́  σε δ 4.05, ενώ οι κορυφές σε δ 63.7 και δ 71.3 αποδίδονται στους 

άνθρακες C-6́ ΄ και C-4́ ΄ αντίστοιχα, λόγω της συσχέτισης τους µε τα πρωτόνια Η-

6΄΄ και Η-4΄΄. Επίσης φαίνεται η συσχέτιση του άνθρακα C-2́  σε δ 35.1 ο οποίος 

συσχετίζεται µε το πρωτόνιο Η-2΄ σε δ 2.76 καθώς και του άνθρακα C-6 σε δ 40.7,  

λόγω της συσχέτισης του µε το πρωτόνια Η-6 σε δ 2.69. Με ανάλογο τρόπο, έγινε η 

ανάθεση και των υπόλοιπων ενώσεων που ταυτοποιήθηκαν στα φύλλα της ελιάς µε 

διαλύτη MeOD. Στους Πίνακες  4.5.2 και 4.5.3 παρουσιάζονται  συγκεντρωτικά όλα 

τα φασµατικά δεδοµένα των ενώσεων αυτών.93,94,95,96,97,98,99 

 

Πίνακας 4.5.2 : Χηµικές µετατοπίσεις 1H και 13C των ενώσεων που ταυτοποιήθηκαν 

στα φάσµατα  ΗR-MAS NMR  των φύλλων ελιάς σε διαλύτη MeOD.  

Ενωση 1H 13C ανάθεση 

Σακχαρόζη 5.39 92.9 CH-1 

3.38 72.3 CH-7 

Μαννιτόλη 3.80 64.3 1,6 CH2 

3.60 64.3 2,5CH 

Τυροσίνη 7.25 - CH-2,CH-6 

υδροξυτυροσόλη 6.68 116.0 CH-7’ 

6.54 120.8 CH-8’ 

Ολεανολικο οξύ 5.23 123.4 CH-12 

1.88 23.9 CH-11 

1.15 25.9 CH-27 

Μασλινικό οξύ 3.04 69.1 CH-3 

3.53 69.1 CH-2 

1.03 27.6 CH-27 

Ουρσολικό οξύ 1.64 39.8  

1.11 23 CH-27 

Ερυθροδιόλη  1.36 36.8  
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1.18 33.8 CH-27 

Ουβαόλη   1.71 - CH-11 

1.13 18.4 CH-27 

 

 

 

Καφεικό οξύ 

7.65   

6.34   

7.60   

6.25   

7.08   

6.81 150  

Βερµπασκοσίδιο 6.96 81.7 CH-6 

6.78 115.4 CH-5 

 

7 –O γλυκοζίτης της 

Λουτεολίνης 

7.42 107.5 CH-6’ 

6.90 107.1 CH-5’ 

6.60 103.9 CH-3 

5.10 93.6 CH-1’’ 

3.32 73.8 SUGAR PROTON 

 

 

Σελοβιόζη 

4.50 110.8 CH-3 

3.54 69.8 CH-15 

4.66 132.0 CH-2 

3.20 74.3 CH-19 

 

Πίνακας 4.5.3: Πλήρης ανάθεση των κορυφών 1H και 13C NMR για την ελευρωπαίνη 

από τα φάσµατα  gCOSY και gHMQC  των φύλλων ελιάς σε διαλύτη MeOD. 

Eλευρωπαίνη 1H 13C 

1’ 4.20,4.08 66.8 

2’ 2.76 35.1 

3’ - 130.7 

4’ 6.64 118.3 

5’ - ? 

6’ - ? 

7’ 6.68 116.0 

8’ 6.54 120.8 

1 5.90 94.6 

3 7.50 154.7 

4 - ? 
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5 3.95 31.6 

6 2.44,2.69 40.7 

7 - 172.6 

8 - 129.7 

9 6.07 124.2 

10 1.65 13.0 

1’’ 4.79 - 

2’’ 3.30 74.3 

3’’ 3.45 77.8 

4’’ 3.33 71.3 

5’’ 3.33 77.3 

6’’ 3.65,3.85 63.7 

COOCH3 3.71 167.7 

 

Σύµφωνα µε µελέτες η  ελευρωπαίνη100 αποτελεί την κύρια πολυφαινόλη τόσο στο 

ελαιόλαδο όσο και στον καρπό και τα φύλλα της ελιάς.101 Είναι υπεύθυνη για την 

πικρή γεύση στο λάδι102,103 ενώ η περιεκτικότητα της  στο ελαιόλαδο φαίνεται να  

εξαρτάται από την ωρίµανση της ελιάς,104 την ποικιλία105 αλλά και την περίοδο 

συγκοµοιδής.106  

 

Η ελευρωπαίνη και τα παράγωγα της έχει αποδειχθεί µέσα από επιδηµιολογικές 

µελέτες ότι διαθέτει αντικαρκινικές,93 αντιοξειδωτικές,107 αντιφλεγµονώδεις,108 

αντιµικροβιακές,109 αντιγηραντικές110 και αντι-ιικές111 ιδιότητες, ενώ προστατεύει και 

το δέρµα από την ηλιακή ακτινοβολία.112 Πέρα όµως από την προστασία που παρέχει 

στον άνθρωπο η ελευρωπαίνη έχει δειχθεί ότι εµπλέκεται και στην άµυνα των φυτών 

κατά της προσβολής από εντόµα113 και παθογόνους οργανισµους114 όπως: βακτήρια, 

µύκητες και ιούς.115 

 

Όπως φαίνεται από τον Πίνακα 4.5.2, η χρήση της µεθανόλης για το κλείδωµα του 

φασµατοµέτρου HR-MAS NMR οδηγεί σε φάσµατα τα οποία περιέχουν τόσο άπολες 

ενώσεις, όπως τα τριτερπένια, όσο και πολικές όπως τα σάκχαρα, γεγονός που 

οφείλεται στην ενδιάµεση πολικότητα της µεθανόλης σε σχέση µε το χλωροφόρµιο 

και το νερό. Τα φάσµατα σε µεθανόλη όµως, είναι πολύ σηµαντικά, γιατί επιτρέπουν 

την ταυτοποίηση και ποσοτικοποίηση των φαινολικών ενώσεων των φύλλων της 
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ελιάς, οι οποίες λόγω των βιοδραστικών και αντιοξειδωτικών τους ικανοτήτων 

αποτελούν ένα ιδιαίτερα σηµαντικό χαρακτηριστικό ποιότητας για τα φύλλα ελιάς ως 

προϊόντα. 
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                                   Κεφάλαιο 5 

 

ΑΝΑΛΥΣΗ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ ΦΥΛΛΩΝ ΕΛΙΑΣ ΜΕ ΤΗ 

ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ NMR ΣΤΗΝ ΥΓΡΗ ΦΑΣΗ 

 

5.1 Ποιοτικός και ποσοτικός προσδιορισµός µε την τεχνική του 

      Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισµού (ΝΜR). 

 

Στο παρόν κεφάλαιο παρουσιάζεται µια προσπάθεια για την µελέτη και την 

ταυτοποίηση  των οργανικών ενώσεων που υπάρχουν στα φύλλα ελιάς µε χρήση της 

φασµατοσκοπίας υγρής κατάστασης ΝΜR σε εκχυλίσµατα των φύλλων. Η µελέτη  

αυτή περιελάµβανε φύλλα ελιάς από τρείς διαφορετικές ποικιλίες, φύλλα που 

αναλύθηκαν µε τη χρήση τριών διαφορετικών διαλυτών αλλά και δείγµατα φύλλων 

ελιάς που συλλέχθηκαν κατά τη διάρκεια της ελαιοκοµικής περιόδου σε τέσσερις 

διαφορετικούς µήνες του χρόνου, όπως ακριβώς και στη φασµατοσκοπία στερεής 

κατάστασης ΗR-MAS NMR, που παρουσιάστηκε στο Κεφ. 4. 

Σε πρώτη φάση έγινε ποιοτική ταυτοποίηση των ενώσεων σε κάθε εκχύλισµα φύλλων 

µε τη χρήση της φασµατοσκοπίας NMR, ενώ για την ποσοτικοποίηση των φασµάτων 
1
Η NMR προστέθηκε στα δείγµατα των εκχυλισµάτων µια πρότυπη ένωση τριαζίνη 

και έγινε ολοκλήρωση των κορυφών µε το λογισµικό WINNMR. 
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5.2 Ανάλυση των φασµάτων 1H-NMR εκχυλισµάτων των φύλλων ελιάς µε 

δευτεριωµένο χλωροφόρµιο. 

 

Σχήµα 5.2.1: Μονοδιάστατο φάσµα 1
Η Η-NMR εκχυλισµάτων των φύλλων 

Κορωνέϊκης ελιάς µε διαλύτη CDCl3 και σε συχνότητα 500 MHz. 

 

Στο σχήµα 5.2.1 παρουσιάζεται το φάσµα 1H NMR του εκχυλίσµατος των φύλλων 

της Κορωνέικης ποικιλίας. Όπως και στο αντίστοιχο φάσµα 1Η ΗR-MAS NMR, έτσι 

και εδώ το πρωτονιακό φάσµα κυριαρχείται από σήµατα που ανήκουν κυρίως σε 

τερπενοειδείς ενώσεις. Οι ενώσεις αυτές είναι το ολεανολικό οξύ, η ουβαόλη, η 

ερυθροδιόλη, το µασλινικό οξύ και το ουρσολικό οξύ. Άλλες ενώσεις που 

ταυτοποιήθηκαν στα εκχυλίσµατα µε χλωροφόρµιο ήταν τα τριγλυκερίδια. 

Η ποιοτική ανάλυση των φασµάτων πραγµατοποιήθηκε σε συγκεκριµένες κορυφές 

του φάσµατος όπου ήταν δυνατόν να γίνει η ταυτοποίηση των ενώσεων. Στον πίνακα 

5.2.1 που ακολουθεί παρουσιάζονται οι δοµές των ενώσεων που ταυτοποιήθηκαν στα 

φάσµατα 1Η ΝΜR των εκχυλισµάτων φύλλων ελιάς µε χλωροφόρµιο. 
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Πίνακας 5.2.1: Χηµικές δοµές των ενώσεων που ταυτοποιήθηκαν στο εκχύλισµα 

φύλλων ελιάςε µε διαλύτη CDCl3. 

 

 

 

 

 

 

Ουρσολικό οξύ 

 

 

 

 

Ολεανολικό οξύ 

 

 

 

 

 

Μασλινικό οξύ 

 

 

 

 

Ερυθροδιόλη 
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Ουβαόλη 

 

 

 

 

Τριγλυκερίδια 

 

Η ανάθεση των κορυφών  έγινε µε τη φασµατοσκοπία  2D NMR (gCOSY,  g-HMQC 

και  gHMBC) και µε τη βοήθεια φασµάτων  πρότυπων τριτερπενικών ενώσεων 

(ουρσολικό, ερυθροδιόλη και ουβαόλη) οι οποίες φαίνονται στο σχήµα 5.2.2. 

 

 

Σχήµα 5.2.2: Μονοδιάστατα φάσµατα 1H-NMR των πρότυπων ενώσεων 
(ερυθροδιόλη, ουβαόλη και ουρσολικό οξύ) σε διαλύτη CDCl3 και σε συχνότητα 500 
MHz. 
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Όπως αναφέραµε και στο προηγούµενο κεφάλαιο, από το φάσµα των πρότυπων 

τριτερπενικών ενώσεων και λόγω της µεγάλης οµοιότητας που εµφανίζουν οι δοµές 

τους (εµφανίζουν κορυφές µε σχεδόν ταυτόσηµες χηµικές µετατοπίσεις) δε µπορούµε 

να κάνουµε σαφή διαχωρισµό. Ωστόσο τα βινυλικά πρωτόνια τους διαφέρουν αρκετά 

και έτσι µπορούµε να τα χρησιµοποιήσουµε για την ανάλυση των δικών µας 

φασµάτων. Το βινυλικό πρωτόνιο για την ερυθροδιόλη βρίσκεται σε δ 5.20, για την 

ουβαόλη σε δ 5.15 και για το ουρσολικό οξύ σε δ 5.25. 

 

Για την ανάθεση των κορυφών στο φάσµα 1H NMR χρησιµοποιήθηκε το δισδιάστατο 

φάσµα 1H,1H gCOSY που δίνεται στο Σχήµα 5.2.3. Στο φάσµα αυτό δίνουµε 

επιλεκτικά τις συζεύξεις του ολεανολικού οξέος που έχουν και την µεγαλύτερη 

ένταση. Το βινυλικό πρωτόνιο Η-12 σε δ 5.26 εµφανίζει σύζευξη µε το αλλυλικό 

πρωτόνιο Η-11a σε δ 1.85. Φαίνεται επίσης η σύζευξη µεταξύ του πρωτονίου Η-3 σε 

δ 3.20 µε τα διαστερεοτοπικά πρωτόνια Η-2a και Η-2b σε δ 1.57 και δ 3.52 

αντίστοιχα. Ακόµα, βλέπουµε τις συσχετίσεις µεταξύ των αλειφατικών πρωτονίων Η-

18 σε  δ 2.80 και Η-19b σε δ 1.59, καθώς επίσης και των πρωτονίων Η-1a σε δ 1.61 

και Η-1b σε δ 0.94.  Στο φάσµα του Σχήµατος 5.2.3 φαίνεται τέλος και η συσχέτιση 

µεταξύ των διαστερεοτοπικών πρωτονίων Η-16a σε δ 1.97 και H-16b σε δ 1.59. 
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Σχήµα 5.2.3: ∆ισδιάστατο φάσµα NMR οµοπυρηνικής συσχέτισης  1H-1H gCOSY 

του εκχυλίσµατος των φύλλων ελιάς µε διαλύτη CDCl3 και σε συχνότητα 500 MHz. 

 

Η επιβεβαίωση της ανάθεσης τους έγινε  µε τη  χρήση των φασµάτων 2D gHMQC 

και gHMBC 1H-13C NMR. Στο Σχήµα 5.2.4 παρουσιάζεται το αλειφατικό τµήµα του 

φάσµατος 2D gHMQC 1H-13C NMR του εκχυλίσµατος χλωροφορµίου των φύλλων, 

στο οποίο επισηµαίνεται η ανάθεση των πρωτονιωµένων  ατόµων άνθρακα του 

ολεανολικού οξέος, το οποίο αποτελεί το κύριο τριτερπένιο του εκχυλίσµατος των 

φύλλων ελιάς, ενώ στο Σχήµα 5.2.5 δίνεται το φάσµα gHMBC που χρησιµοποιείται 

για την ταυτοποίηση των τεταρτοταγών ανθράκων. 
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Σχήµα 5.2.4: ∆ισδιάστατο φάσµα H NMR ετεροπυρηνικής συσχέτισης 1H,13C 

HMQC του εκχυλίσµατος των φύλλων ελιάς Κορωνέικης ποικιλίας (αλειφατική 

περιοχή) µε διαλύτη CDCl3 και σε συχνότητα 500 MHz. 

 

Το φάσµα gHMQC συσχετίζει τις χηµικές µετατοπίσεις των ατόµων άνθρακα µε τα 

απευθείας συνδεδεµένα πρωτόνια (σύζευξη ενός δεσµού). Στο Σχήµα 5.2.4 η κορυφή 

σε δ 78.9 αποδίδεται στον C-3, η οποία συσχετίζεται µε το πρωτόνιο Η-3 σε δ 3.20, 

ενώ η κορυφή σε δ 27.4 αποδίδεται στον άνθρακα C-2 η οποία συσχετίζεται µε τα 

πρωτόνια Η-2a και Η-2b σε δ 1.57 και δ 3.52, και το σήµα σε δ 54.3 αποδίδεται στον 

άνθρακα C-5 ο οποίος συσχετίζεται µε το πρωτόνιο Η-5 σε δ 0.70. Φαίνεται επίσης η 

συσχέτιση του αλλυλικού άνθρακα C-21 σε δ 18.4 µε τα πρωτόνια Η-21 και του 

άνθρακα C-16 σε δ 23.7 µε τα πρωτόνια Η-16a και Η-16b σε  δ 1.97 και δ 1.59 

αντίστοιχα. Oι κορυφές σε δ 28.3 και δ 15.4 αποδίδονται στους άνθρακες C-23 και C-

24, αντίστοιχα, λόγω συσχέτισης µε τα πρωτόνια Η-23 και Η-24. Από το φάσµα αυτό 

φαίνονται επίσης οι κορυφές σε δ 15.1 και δ 26.3 που αποδίδονται στους άνθρακες C-

25 και  C-27 οι οποίοι συσχετίζονται µε τα πρωτόνια Η-25 και Η-27 σε δ 0.92 και δ 

1.11 αντίστοιχα. Τέλος η κορυφή σε δ 33.7 αποδίδεται στον άνθρακα C-30 που 

συσχετίζεται µε το πρωτόνιο Η-30 σε δ 0.88. 
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Σχήµα 5.2.5: ∆ισδιάστατο φάσµα HNMR ετεροπυρηνικής συσχέτισης 1H,13C 

gHMBC του εκχυλίσµατος των  φύλλων ελιάς της ποικιλίας  Κορωνέικη (αλειφατική 

περιοχή) µε διαλύτη CDCl3 και σε συχνότητα 500 MHz. 

 

Με τη χρήση του φάσµατος gHMBC είδαµε στη συνέχεια τη σύζευξη πρωτονίων και 

µε τους γειτονικούς άνθρακες αλλά και τους µη πρωτονιωµένους άνθρακες και 

επιβεβαιώσαµε έτσι τις ανάθεσεις µας. Στο Σχήµα 5.2.5 τα πρωτόνια Η-23 

εµφανίζουν συσχέτιση  δύο  δεσµών  µε τους άνθρακες C-3, C-24 και C-5. Επίσης 

φαίνεται η συσχέτιση δύο δεσµών του πρωτονίου  Η-5 µε τους άνθρακες C-25, C-3, 

C-1, C-24 και συσχέτιση τριών δεσµών µε τον άνθρακα C-1,  καθώς και των 

πρωτονίων Η-27 µε τον άνθρακα C-18. 

 

Με ανάλογο τρόπο, έγινε η ανάθεση των κορυφών και των υπόλοιπων τριτερπενίων 

στο φάσµα 1
Η NMR του εκχυλίσµατος των φύλλων ελιάς µε χλωροφόρµιο.  Στο 

Σχήµα 5.2.6 παρουσιάζεται η διευρυµένη περιοχή του φάσµατος 1
Η NMR, η οποία 

περιλαµβάνει τις κορυφές συγκεκριµένων πρωτονίων των τριτερπενίων που 

ταυτοποιήθηκαν. Η ανάθεση αυτή επαληθεύτηκε µε σύγκριση µε τα φάσµατα 1H-

NMR των πρότυπων ενώσεων ουβαόλη, ερυθροδιόλη και ουρσολικό οξύ. 
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Σχήµα 5.2.6:  ∆ιέυρυνση του  µονοδιάστατου φάσµατος 1
Η NMR του εκχυλισµατος 

µε χλωροφόρµιο φύλλων ελιάς της Κορωνέικης ποικιλίας: βινυλικό πρωτόνιο H-12( 

πάνω αριστερά), µεθύλιο H-27(πάνω δεξιά), ολικό φάσµα δευτεριωµένου 

χλωροφορµίου (κάτω) σε συχνότητα 500 MHz. 

 

Λόγω της δοµικής οµοιότητας που παρουσιάζουν τα τριτερπένια των φύλλων της 

ελιάς, όπως αναφέρθηκε και στο προηγούµενο κεφάλαιο, η ταυτοποίησή τους δεν 

ήταν εύκολη. Ωστόσο και τα πέντε τριτερπένια µπορούν να ταυτοποιηθούν 

ανεξάρτητα  στην περιοχή των µεθυλίων ενώ τέσσερις από τις πέντε ενώσεις µπορούν 

να διακριθούν στην περιοχή των βινυλικών πρωτονίων (Σχήµα 5.2.6). 

 

Το βινυλικό πρωτόνιο H-12 του µασλινικού οξέος βρίσκεται µεταξύ του ολεανολικού 

οξέος και του ουρσολικού, ωστόσο το πρωτόνιο H-3 δίνει µια ξεκάθαρη κορυφή σε δ 

3.00 η οποία µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την ταυτοποίηση και ποσοτικοποίηση της 

ένωσης αυτής (Σχήµα 5.2.7). Στον Πίνακα 5.2.2 δίνονται  συγκεντρωτικά οι χηµικές 

µετατοπίσεις 1
Η και 13C NMR για όλα τα τριτερπένια που ταυτοποιήθηκαν στα 

φάσµατα ΝΜR του εκχυλίσµατος µε χλωροφόρµιο των φύλλων της Κορωνέικης 

ποικιλίας. 
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Σχήµα5.2.7: Αλκοολική περιοχή του µονοδιάστατου φάσµατος 1H NMR των 

εκχυλισµάτων φύλλων ελιάς από τρεις διαφορετικές ποικιλίες Κορωνέικη µε διαλύτη 

CDCl3 και σε συχνότητα 500 MHz. 

 

Πίνακας 5.2.2: Χηµικές µετατοπίσεις 1H και 13C ΝΜR των τριτερπενοειδών 

ενώσεων στα φάσµατα  NMR εκχυλισµάτων των φύλλων ελιάς µε CDCl3.  

#H Ολεανολικό 

οξύ 

Μασλινικό 

οξύ 

Ουρσολικό 

οξύ 

Ερυθροδιόλη  Ουβαόλη  

1 0.94/1.61 

(38.2) 

 

0.88/1.96    

2 1.57/3.52 

 

3.66    

3 3.20 

(78.9) 

2.98    

4 q     

5 0.73 

(54.3) 

    

6 nd     
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7 nd     

8 q     

9 1.51 

 

    

10 q     

11 1.85     

12 5.26 nd 5.22 5.17 5.11 

13 q     

14 q     

15 nd     

16 1.59/1.97 

(22.1) 

    

17 q     

18 2.80 

(41.0) 

    

19 1.11/1.59 

(45.7) 

    

20 q     

21 1.32/1.51 

(18.0) 

    

22 ?     

23 - 

(28.0) 

    

24 - 

(15.4) 

    

25 0.92 

(15.1) 

    

26 - 

 

    

27 1.11 

(26.3) 

1.01 1.06 1.14 1.08 

28  -   3.53/3.21 3.51/3.19 
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29 0.93     

30 0.88 

(33.2) 

    

 

 

 

Αφού  έγινε η ταυτοποίηση των  πιο χαρακτηριστικών κορυφών των πέντε 

τριτερπενίων από τα φάσµατα 1H NMR του χλωροφορµικού εκχυλίσµατος των 

φύλλων της ελιάς, στη συνέχεια  µελετήσαµε τις µεταβολές στη συγκέντρωση των 

τριτερπενίων στα φύλλα της ελιάς ανάλογα µε την ποικιλία και τον χρόνο συλλογής 

των φύλλων κατά την εξέλιξη της ελαιοκοµικής περιόδου. Για αυτό το σκοπό 

εστιάσαµε σε τρείς κρητικές ποικιλίες, Κορωνέικη, Χονδρολιά και Τσουνάτη (Σχήµα 

5.2.7). Στο Σχήµα 5.2.7 παρουσιάζεται η αλκοολική περιοχή των φασµάτων 1HNMR, 

στην οποία παρατηρούµε ότι η Χονδρολιά έχει υψηλότερη περιεκτικότητα 

µασλινικού οξέος και χαµηλότερη περιεκτικότητα ερυθροδιόλης και ουβαόλης σε 

σχέση µε την Τσουνάτη και την Κορωνέικη. 

 

 

5.3 Ποσοτικός προσδιορισµός των τριτερπενικών ενώσεων σε διαλύτη 

CDCl3. 

Κάνοντας την ολοκλήρωση των πιο χαρακτηριστικών κορυφών για τα πέντε τερπένια 

που υπάρχουν στα φύλλα ελιάς υπολογίσαµε ποσοτικά (µε τη βοήθεια του 

εσωτερικού προτύπου τριαζίνης) τις συγκεντρώσεις και την % τριτερπενική σύσταση 

των φύλλων για τις τρείς κρητικές ποικιλίες που µελετήσαµε (Κορωνέικη, Τσουνάτη 

και Χονδρολιά). Στον Πίνακα 5.3.1 που ακολουθεί δίνονται συγκεντρωτικά οι 

απόλυτες ποσότητες των τριτερπενικών ενώσεων στα φύλλα της ελιάς υπολογισµένες 

επί του ξηρού βάρους των φύλλων. 
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Πίνακας 5.3.1:  Συγκεντρώσεις  των τριτερπενίων σε φύλλα ελιάς από τρείς 

ελληνικές ποικιλίες όπως προέκυψαν από τη µελέτη των εκχυλισµάτων τους µε 

CDCl3 µε τη φασµατοσκοπία NMR. 

 

Η % τριτερπενική σύσταση των φύλλων της Κορωνέικης ελιάς όπως προκύπτει από 

τα δεδοµένα του Πίνακα 5.3.1 παρουσιάζεται στο Σχήµα 5.3.1. 

 

 

Σχήµα 5.3.1: ∆ιάγραµµα της % σύστασης των τριτερπενίων στα φύλλα ελιάς για 

τρείς  ελληνικές ποικιλίες σε διαλύτη CDCl3. 

 

Όπως παρατηρούµε  από το διάγραµµα η ποικιλία Χονδρολιά έχει τη µεγαλύτερη 

περιεκτικότητα σε ολεανολικό και µασλινικό οξύ και τη µικρότερη περιεκτικότητα σε 

ερυθροδιόλη, ουρσολικό οξύ και ουβαόλη σε σύγκριση µε τις άλλες δύο ποικιλίες. 

 
 
Ενώσεις  

           Κορωνέικη          Τσουνάτη      Χονδρολιά 

µmol  
 

µg 
 

mg/g 
ξηρό 
 

µmol  
 

µg 
 

mg/g 
ξηρό 
 

µmol  
 

µg 
 

mg/g 
ξηρό 
 

Ολεανολικό οξύ 6,1 2700 42,69 12,55 5556 87,83 10,39 4599 78,15 
Ουρσολικό οξύ 0,76 336 5,32 0,8 354 5,60 0,18 79 1,35 
Ερυθροδιόλη 1,26 540 8,54 2,1 900 14,23 0,32 137 2,33 
Ουβαόλη 1,83 784 12,40 1,29 553 8,74 0,47 201 3,42 
Μασλινικό οξύ 0,91 417 6,60 1,3 596 9,42 1,3 596 10,13 
Συνολική 
ποσότητα  

 
 
10,86 4777 75,55 

 
 
18,04 7959 125,82 

 
 
12,66 5412 95,38 
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Στη  συνέχεια λήφθηκαν φάσµατα 1H-NMR εκχυλισµάτων φύλλων Κορωνέϊκης ελιάς 

που είχαν συλλεχθεί τέσσερις διαφορετικούς µήνες του έτους (Μάρτιο, Μάιο, Ιούλιο 

και Σεπτέµβριο 2011) για να εξεταστεί αν υπάρχει διαφορά στην κατανοµή των 

τερπενικών ενώσεων µε την πάροδο του χρόνου και την εξέλιξη της ελαιοκοµικής 

περιόδου. H ποσοτικοποίηση για τις κορυφές των τερπενίων έγινε µε την ίδια 

διαδικασία που ακολουθήσαµε για την µελέτη των ποικιλιών. Στον Πίνακα 5.3.2 που 

ακολουθεί δίνονται συγκεντρωτικά  οι ποσότητες των τριτερπενικών ενώσεων για 

κάθε δείγµα φύλλων. Η µεταβολή της τριτερπενικής σύστασης των φύλλων δίνεται 

στο Σχήµα 5.3.2  µε τη µορφή διαγράµµατος.  

 

 

Σχήµα 5.3.2: % Μεταβολή της κατανοµής των τριτερπενίων στα φύλλα ελιάς 

(Κορωνέικη) κατά τη διάρκεια του έτους σε διαλύτη CDCl3. 

 

Από το διάγραµµα διαπιστώνουµε ότι δε παρουσιάζονται µεγάλες διαφοροποιήσεις 

µε την πάροδο του χρόνου. Ωστόσο µπορούµε να διακρίνουµε µια σταδιακή µείωση 

του ποσοστού του µασλινικού οξέος, καθώς και της ερυθροδιόλης µε εξαίρεση το 

µήνα Σεπτέµβρη. Μια άλλη παρατήρηση που µπορούµε να κάνουµε είναι ότι το 

ποσοστό του ολεανολικού οξέος αυξάνεται για τους δύο τελευταίους µήνες. 
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Πίνακας 5.3.2: Συγκεντρώσεις των τριτερπενίων σε φύλλα Κορωνέϊκης ελιάς για 

τους µήνες Μάρτιο, Μάιο , Ιούλιο και Σεπτέµβριο όπως προέκυψαν από τη µελέτη 

των εκχυλισµάτων τους µε CDCl3 µε τη φασµατοσκοπία NMR.    

 

 
Ενώσεις 

          Μάρτιος        Μάιος        Ιούλιος         Σεπτέµβριος 
µmol µg mg/g 

ξηρό 
µmol µg mg/g 

ξηρό 
µmol µg mg/g 

ξηρό 
µmol µg mg/g 

ξηρό 
Ολεανολικό 
οξύ 

6,1 2700 
 

42,69 
 

4,56 2019 
 

34,31 
 

8,52 3772 
 

58,61 
 

7,42 3285 
 

51,93 
 

Ουρσολικό 
οξύ 

0,76 336 
 

5,32 
 

0,57 252 
 

4,29 
 

0,61 270 
 

4,20 
 

0,38 168 
 

2,66 
 

Ερυθροδιόλη 1,26 540 
 

8,54 
 

1,01 433 7,36 
 

1,67 716 
 

11,13 
 

1,67 716 
 

11,32 
 

Ουβαόλη 1,83 785 
 

12,40 
 

1,63 699 
 

11,87 
 

1,98 849 
 

13,19 
 

2,22 952 
 

15,05 

Μασλινικό 
οξύ 

0,91 
 

417 
 

6,60  0,54 248 
 

4,21 
 

0,95 436 
 

6,77 
 

0,83 381 
 

6,02 

Συνολική 
ποσότητα 

10,86 4778 75,55 8,31 3651 62,04 13,73 6043 93,9 12,52 5502 86,98 
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5.4 Σύγκριση των αποτελεσµάτων της τεχνικής HR-MAS NMR σε στερεά 

δείγµατα φύλλων µε αυτά της τεχνικής 1H NMR σε εκχυλίσµατα φύλλων 

µε διαλύτη CDCl3. 

 

Σχήµα 5.4.1: Σύγκριση των µονοδιάστατων φασµάτων 1H NMR για τα φύλλα ελιάς 

σε διαλύτη CDCl3 µε τη χρήση της φασµατοσκοπίας NMR σε υγρή φάση (HNMR 

πάνω) και στερεή φάση (HR-MAS κάτω). 

 

Όπως φαίνεται και στο Σχήµα 5.4.1 τα  µονοδιάστατα φάσµατα 1HNMR των δύο 

τεχνικών εµφανίζουν µεγάλη οµοιότητα δίνοντας µας παρόµοιες πληροφορίες 

σχετικά µε τις ενώσεις που µπορούν να ανιχνευθούν. Μια διαφορά που 

παρατηρήθηκε είναι ότι στο µονοδιάστατο φάσµα πρωτονίου της τεχνικής HRMAS-

NMR δεν φαίνονται καθαρά οι κορυφές των λιπιδίων  σε αντίθεση µε τη 

φασµατοσκοπία NMR στην υγρή φάση. 
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Σχήµα 5.4.2: Σύγκριση της % τερπενικής σύστασης  στα φύλλα ελιάς µε τις τεχνικές 

HR-NMR (υγρή φάση) και HRMAS-NMR (στερεή φάση) σε διαλύτη CDCl3. 

 

Συγκρίνοντας στη συνέχεια και ποσοτικά τα αποτελέσµατα των δύο τεχνικών για τα 

φύλλα της ποικιλίας Κορωνέικη βλέπουµε ότι δεν υπάρχουν µεγάλες διαφορές στην 

κατανοµή των τριτερπενίων, εκτός ίσως από το ποσοστό της ουβαόλης, το οποίο 

προκύπτει µεγαλύτερο µε την τεχνική ΗR-NMR στα εκχυλίσµατα των φύλλων στο 

Σχήµα 5.4.2. 

 

 

Σχήµα 5.4.3: Μεταβολή της % τερπενικής σύστασης στα φύλλα ελιάς (Κορωνέικη 

ποικιλία) κατά τη διάρκεια του έτους σε διαλύτη CDCl3 µε τη χρήση των τεχνικών 

HR-NMR (υγρή φάση) και HRMAS-NMR (στερεή φάση). 
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Όπως φαίνεται και στο διάγραµµα του Σχήµατος 5.4.3 δεν υπάρχουν µεγάλες 

διαφορές µεταξύ των αποτελεσµάτων των δύο τεχνικών για την µεταβολή της 

τριτερπενικής σύστασης των φύλλων κατά τη διάρκεια του έτους µε εξαίρεση το 

ποσοστό του ουρσολικού οξέος για το οποίο µε την τεχνική HR-NMR παρατηρείται 

µια σταδιακή µείωση ενώ αντίθετα µε την τεχνική HRMAS-NMR παρατηρείται 

αύξηση. 

 

 

5.5 Ανάλυση των φασµάτων  1H-NMR  εκχυλισµάτων των φύλλων ελιάς µε 

δευτεριωµένο νερό. 

Για την µελέτη του άπολου µέρους των φύλλων ελιάς της ποικιλίας Κορωνέικη 

χρησιµοποιήσαµε σαν διαλύτη εκχύλισης δευτεριωµένο χλωροφόρµιο όπως 

αναπτύχθηκε διεξοδικά στην ενότητα 5.4. Στην παρούσα ενότητα θα αναφερθούµε 

στην ανάθεση των κορυφών των φασµάτων 1H και13C NMR εκχυλισµάτων των 

φύλλων χρησιµοποιώντας σαν διαλύτη D2O. Στο Σχήµα 5.5.1 που ακολουθεί 

παρουσιάζεται το φάσµα  1H NMR του εκχυλίσµατος µε D2O. 

 

1.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.58.08.59.0 ppm 

Σχήµα 5.5.1: Μονοδιάστατο φάσµα 1H NMR εκχυλίσµατος των φύλλων ελιάς µε 

διαλύτη D2O και σε συχνότητα 500 MHz. 
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Όπως φαίνεται και από το φάσµα, λόγω της πολυπλοκότητας που παρουσιάζει δεν 

είναι εύκολη η απευθείας ανάθεση των κορυφών. Για να διευκολυνθεί η ανάλυση του 

φάσµατος του Σχήµατος 5.5.1 χρησιµοποιήθηκε το δισδιάστατο φάσµα 1H-1H 2D J-

resolved, που φαίνεται στο Σχήµα 5.5.2. 

ppm

2.62.83.03.23.43.63.84.04.24.44.64.85.0 ppm

4.615

4.620

4.625

4.630

4.635

4.640

4.645

4.650

4.655

4.660

4.665

4.670

 

Σχήµα 5.5.2: Αλειφατική περιοχή του δισδιάστατου φάσµατος 1H,1H J-resolved των 

φύλλων ελιάς σε διαλύτη D2O και σε συχνότητα 500 MHz. 

 

Tο φάσµα 1H,1H J-resolved  είναι χρήσιµο για να διακρίνουµε την πολλαπλότητα και 

να ορίσουµε τις συζεύξεις J (J-coupling) των κορυφών στην αλειφατική περιοχή, 

όπου υπάρχει και η µεγαλύτερη αλληλεπικάλυψη κορυφών, ώστε να µπορέσουµε να 

κάνουµε την ταυτοποίηση των διαφόρων ενώσεων στο φάσµα 1H NMR των φύλλων. 

Οι ενώσεις που ταυτοποιήθηκαν ήταν κυρίως σάκχαρα, αµινοξέα, λιπαρά οξέα και 

φαινόλες. Στον Πίνακα 5.5.1 παρουσιάζονται οι δοµές των ενώσεων που 

ταυτοποιήθηκαν µαζί µε την αρίθµηση των πρωτονίων τους. 
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Πίνακας 5.5.1: Χηµικές δοµές των ενώσεων που ταυτοποιήθηκαν σε εκχυλίσµατα 

φύλλων ελιάς µε διαλύτη D2O µε τη φασµατοσκοπία NMR. 

 

 

 

 

Μαννόζη 

 

  

 

 

α- Γλυκόζη 

 

 

 

β-Γλυκόζη 

 

 
Μαννιτόλη 

 

 

Καφεϊκό οξύ 

 

 

Λακτικό οξύ 

 

 

 

Θρεονίνη 

 

 

 

Τυροσίνη 
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Βαλίνη 

 

 

 

Οξικό οξύ 

 

 

 

Φαινυλαλανίνη 

 

 

 

 

Βερµπασκοσίδιο 

 

Για την ανάθεση των κορυφών στο φάσµα 1H NMR χρησιµοποιήθηκε το δισδιάστατο 

φάσµα οµοπυρηνικής συσχέτισης gCOSY, που δίνεται στο Σχήµα 5.5.3. Στο φάσµα 

φαίνεται η συσχέτιση µεταξύ των πρωτονίων  H-1 σε δ 5.23 και H-2 σε δ 3.55 της α-

γλυκόζης, και µεταξύ των πρωτονίων H-1σε δ 4.65 και H-2 σε δ 3.25 της β-γλυκόζης. 

Για την β -γλυκόζη µπορούµε να δούµε και  τη συσχέτιση µεταξύ των πρωτονίων H-2 

σε δ 3.25 και H-3 σε δ 3.49. Από το φάσµα φαίνεται καθαρά επίσης και η συσχέτιση 

των πρωτονίων H-b σε δ 4.13 και H-a σε δ 1.33 του λακτικού οξέος. Για να 

επιβεβαιωθεί η ανάθεση των πρωτονίων και να δούµε και άλλες  κορυφές που δε 

φαίνονται στο φάσµα gCOSY  έγινε χρήση του φάσµατος ετεροπυρηνικής 

συσχέτισης 2D 1Η-13C gHMQC (Σχήµα 5.5.4).  
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Σχήµα 5.5.3: ∆ισδιάστατο φάσµα 1H,1H gCOSY εκχυλίσµατος των φύλλων ελιάς µε 

διαλύτη D2O και σε συχνότητα 500 MHz. 

 

Στο σχήµα 5.5.4 παρουσιάζεται το αλειφατικό τµήµα του φάσµατος 2D gHMQC των 

φύλλων, που δείχνει  την ανάθεση των πρωτονιωµένων ατόµων άνθρακα . Η κορυφή 

σε δ 92.7 αποδίδεται στον άνθρακα C-1 που εµφανίσει συσχέτιση µε το πρωτόνιο H-1 

σε δ 5.23 ενώ η κορυφή σε δ 72.5 αποδίδεται στον άνθρακα C-2 που συσχετίζεται µε 

το πρωτόνιο H-2 σε δ 3.55 (µαύρο χρώµα για την α-γλυκόζη). Στο φάσµα φαίνεται 

επίσης η κορυφή σε δ 75.6 που αποδίδεται στον άνθρακα  C-2 λόγω της συσχέτισης 

του µε το πρωτόνιο H-2 σε δ 3.25 καθώς και του άνθρακα  C-3 σε δ 76.8 οποίος 

συσχετίζεται µε το πρωτόνιο H-3 σε δ 3.47. Τέλος η κορυφή σε δ 96.0 αποδίδεται 

στον άνθρακα C-1 που εµφανίζει συσχέτιση µε το πρωτόνιο H-1 σε δ 4.66 (κόκκινο 

χρώµα για τη β-γλυκόζη).  
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Σχήµα 5.5.4: ∆ισδιάστατο φάσµα ετεροπυρηνικής συσχέτισης 1H - 13C gHMQC 2D 

NMR εκχυλίσµατος των φύλλων της Κορωνέικης µε  διαλύτη D2O (αλειφατική 

περιοχή) και σε συχνότητα 500 MHz. 

 

Με τη χρήση του φάσµατος gHMBC εξετάσαµε στη συνέχεια τη σύζευξη των 

πρωτονίων µε τους γειτονικούς άνθρακες αλλά και τους µη πρωτονιωµένους 

άνθρακες, και έτσι επιβεβαιώσαµε τις ανάθεσεις µας (Σχήµα 5.5.5). Στο φάσµα αυτό 

φαίνεται η συσχέτιση (δύο δεσµών) του πρωτονίου H-4 µε τον άνθρακα C-3,5 της β-

γλυκόζης. Επίσης φαίνεται η συσχέτιση δύο δεσµών του πρωτονίου H-2 µε τους 

άνθρακα C-1 και δύο δεσµών µε το άνθρακα C-3 για τη β-γλυκόζη (κόκκινο χρώµα). 

Για την α-γλυκόζη βλέπουµε και εδώ όπως και στο HMQC τη συσχέτιση του 

πρωτονίου H-1 µε τον άνθρακα C-2 (µαύρο χρώµα). Με ανάλογο τρόπο, έγινε και η 

ανάθεση των κορυφών και των υπόλοιπων ενώσεων  στο 1
Η, H NMR φάσµα των 

φύλλων ελιάς. Στον πίνακα 5.5.2 παρουσιάζονται όλα τα φασµατικά δεδοµένα και 

των ενώσεων που καταφέραµε να ταυτοποιήσουµε. 
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Σχήµα 5.5.5: ∆ισδιάστατο φάσµα HNMR ετεροπυρηνικής συσχέτισης 1H, 13C 

gHMBC εκχυλίσµατος των  φύλλων ελιάς Κορωνέϊκης ποικιλίας  (αλειφατική 

περιοχή) µε διαλύτη D2O  και σε συχνότητα 500 MHz. 

 

Πίνακας 5.5.2 :Χηµικές µετατοπίσεις 1H και 13C των ενώσεων  που ταυτοποιήθηκαν 

από τα φάσµατα  gCOSY και gHMQC  των φύλλων ελιάς σε  διαλύτη D2O. 

 

ΕΝΩΣΕΙΣ 1H 13C Ανάθεση 
 
α-Γλυκόζη  

5.23 92.7 CH-1 
3.55 72.5 CH-2 

 
 
β-Γλυκόζη 

4.66 96.5 CH-1 
3.25 74.9 CH-2 
3.47 76.8 CH-3 
3.42 70.9 CH-4 
3.48     76.6    CH-5 
3.87 61.6 CH-6 

Τυροσίνη  7.22 - CH-2,CH-6 
6.89   

Λακτικό οξύ 4.13 76.1 bCH3 

1.33  aCH3 

Μαννιτόλη 3.87 64.8 1,6 CH2 

3.68 65.8 2,5CH 
Θρεονίνη 1.34 27.8 γCH3  

1,15 22,5 aCH3 
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Βαλίνη 2,24 - βCH 
1,03 17,4 γCH3 

Οξικό οξύ 1,95 - CH3 
 2,58 32,2 Gluγ 

2.23 - Gluβ 
Φαινυλαλανίνη 7,46 130,5 CH-3,CH-5 

7.38 121.5 CH-4 
2.43 ?  

Σελοβιόζη 4.51 105.3 CH-3 
3.36 - CH-18 

 
 
Καφεικό οξύ 

6.40 129.1 CH-2 
7.65   
6.28   
7.60   

Βερµπασκοσίδο 6.79  CH-5 
6.96  CH-6 
2.07 24.0 CH-2”a 
1.88 33.8 CH-2”b 
5.83  CH-8’ 
5.63  CH-6’ 
2.78  CH-2́ 
3.80  CH-6́΄ 

Μαννόζη 3.71 63.2 βCH-6 
3.56 64.8 βCH-4 
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5.6 Σύγκριση των αποτελεσµάτων της τεχνικής HR-MAS NMR σε στερεά 

δείγµατα φύλλων µε αυτά της τεχνικής 1H NMR σε εκχυλίσµατα φύλλων µε 

διαλύτη D2O. 

 

 

Σχήµα 5.6.1: Σύγκριση των µονοδιάστατων φασµάτων 1H NMR για τα φύλλα ελιάς 

σε διαλύτη D2O µε τη χρήση των τεχνικών HR-NMR (πάνω) και HRMAS-NMR 

(κάτω).  

 

Συγκρίνοντας τα φάσµατα µε διαλύτη νερό για τις δύο τεχνικές βλέπουµε ότι είναι 

σχεδόν όµοια, και οτι το φάσµα της HRMAS τεχνικής έρχεται σε συµφωνία µε τη 

θεωρία σύµφωνα µε την οποία το πλήρες πλάτος στο των κορυφών είναι συγκρίσιµο 

µε το ήµισυ του ύψους των σηµάτων στα υγρά. Επίσης βλέπουµε ότι υπάρχει 

ικανοποιητική ένταση S/N όπως και στα υγρά παρά τη µικρή ποσότητα δείγµατος που 

χρησιµοποιήθηκε γεγονός που έρχεται πάλι σε συµφωνία µε τη θεωρία της στερεής 

κατάστασης NMR.42 

Ωστόσο συγκρίνοντας τα αποτελέσµατα των πειραµάτων 1D και 2D NMR  των δύο 

τεχνικών διαπιστώσαµε και κάποιες διαφορές. Κάποιες από τις ενώσεις που 

ταυτοποιήθηκαν µε την φασµατοσκοπία HR-NMR στα υδατικά εκχυλίσµατα των 

φύλλων δεν υπήρχαν ή ήταν πολύ µικρής έντασης για να είναι ανιχνεύσιµες στην 

φασµατοσκοπία HRMAS NMR ενώ για κάποιες άλλες ενώσεις βρέθηκε το 

αντίστροφο. Στον Πίνακα 5.6.1 που ακολουθεί δίνονται οι ενώσεις στις οποίες 

εντοπίζονται διαφορές στην ανίχνευσή τους µε τις δύο τεχνικές. Μια άλλη διαφορά 
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που εντοπίσαµε είναι ότι για τις κοινές ενώσεις που ταυτοποιήθηκαν και µε τις δύο 

φασµατοσκοπικές µεθόδους υπήρχε µια µικρή απόκλιση όσον αφορά τη χηµική 

µετατόπιση των ενώσεων, η οποία οφείλεται κυρίως στην  επίδραση  του διαλύτη 

στην τεχνική HR-NMR στην υγρή φάση. 

 

 

Πίνακας 5.6.1: Ενώσεις που δεν ταυτοποιούνται και µε τις δύο τεχνικές NMR (υγρά-

στερεά) σε διαλύτη D2O. 

 

Ενώσεις  HR-NMR HR-MAS NMR 

Φαινυλαλανίνη  � - 

Καφεικό οξύ  � - 

Μαννόζη  � - 

Σακχαρόζη  - � 

Ραφινόζη  - � 

Βερµπασκοσίδιο � - 

Λακτικό οξύ � - 

Θρεονίνη � - 
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5.7 Ανάλυση των φασµάτων  1H-NMR  εκχυλισµάτων των φύλλων ελιάς µε 

διαλύτη δευτεριωµένη µεθανόλη. 

Σ΄αυτήν την ενότητα θα µελετήσουµε τα φάσµατα 1H και 13C NMR εκχυλισµάτων 

των φύλλων της ελιάς µε ένα διαλύτη ενδιάµεσης πολικότητας, τη µεθανόλη. Στο 

Σχήµα 5.7.1  που ακολουθεί βλέπουµε το φάσµα  1H NMR ενός εκχυλίσµατος 

φύλλων ελιάς µε MeOD. 

 

1.01.52.02.53.03.54.04.55.05.56.06.57.07.5 ppm 

Σχήµα 5.7.1: Μονοδιάστατο φάσµα 1H NMR των φύλλων ελιάς σε διαλύτη MeOD 

και σε συχνότητα 500 MHz. 

 

Άπο το φάσµα 1H NMR των φύλλων του Σχήµατος 5.7.1 διακρίνουµε ότι υπάρχει 

πλήθος κορυφών τόσο στην αλειφατική όσο και στην αρωµατική περιοχή, γεγονός 

που κάνει δύσκολη την ανάθεση των κορυφών όπως και στην περίπτωση του D2O. 

Για να διευκολυνθεί η ανάλυση του φάσµατος χρησιµοποιήσαµε και πάλι  ένα 

δισδιάστατο φάσµα 1H-1H J-resolved, που δίνεται στο Σχήµα 5.7.2. Με τη βοήθεια 

του φάσµατος 1H-1H J-resolved καταφέραµε αρχικά να ξεκαθαρίσουµε την 

πολλαπλότητα ορισµένων κορυφών που αλληλεπικαλύπτονταν ή λόγω της χαµηλής 

έντασής τους δεν διακρίνονταν εµφανώς στο  µονοδιάστατο φάσµα 1H NMR. 
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ppm

2.42.62.83.03.23.43.63.84.04.24.44.6 ppm

-0.03

-0.02

-0.01

0.04

0.03

0.02

0.01

0.00

 

Σχήµα 5.7.2: Αλειφατική περιοχή του δισδιάστατου φάσµατος 1H-1H J-resolved 

εκχυλίσµατος των φύλλων ελιάς µε διαλύτη MeOD και σε συχνότητα 500 MHz. 

 

Εξετάζοντας την αρωµατική περιοχή του φάσµατος 1H NMR βλέπουµε ότι 

κυριαρχείται από κορυφές που προέρχονται από πολυφαινόλες, ενώσεις που 

αποτελούν κύρια συστατικά των φύλλων αλλά και του λαδιού της ελιάς. Εκτός  από 

τις πολυφαινόλες, ταυτοποίηθηκαν επίσης και άλλες ενώσεις, όπως τα σάκχαρα και 

τα λιπαρά οξέα. Στον Πίνακα 5.7.1 παρουσιάζονται οι δοµές των ενώσεων που 

ταυτοποιήθηκαν στα µεθανολικά εκχυλίσµατα των φύλλων. Σε µικρή ποσότητα 

ανιχνεύθηκαν τα τριτερπένια (ολεανολικό οξύ, ουρσολικό οξύ, ερυθροδιόλη, 

ουβαόλη, και µασλινικό οξύ) που ταυτοποιήσαµε στο εκχύλισµα χλωροφορµίου.  Για 

να γίνει η ανάθεση των κορυφών στο φάσµα 1H NMR και να ταυτοποιηθούν οι 

πολυφαινόλες που υπάρχουν στα φύλλα ελιάς χρησιµοποίησαµε στη συνέχεια το 

δισδιάστατο φάσµα οµοπυρηνικής συσχέτισης 1Η-1
Η gCOSY (Σχήµα 5.7.3).  
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Πίνακας 5.7.1: Χηµικές δοµές των ενώσεων που ταυτοποιήθηκαν στα φύλλα ελιάς 

σε διαλύτη MEOD και σε συχνότητα 500 MHz. 

 

Τυροσίνη 

 

 

7-ο γλυκοζίτης της  Λουτεολίνης 

 

Μαννιτόλη 
 

Υδροξυτυροσόλη 

 

 

Σακχαρόζη 
 

Ελευρωπαίνη 

  

Καφεικό οξύ 
Βερµπασκοσίδι

ο 

 

Σελοβιόζη 
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 Σχήµα 5.7.3: ∆ισδιάστατο φάσµα οµοπυρηνικής συσχέτισης 1H-1H gCOSY 

εκχυλίσµατος των φύλλων ελιάς µε διαλύτη MeOD και σε συχνότητα 500 MHz. 

 

Στο φάσµα οµοπυρηνικής συσχέτισης gCOSY παρουσιάζουµε ενδεικτικά τις 

συζεύξεις για τα πρωτόνια της ελευρωπαϊνης. Στη συνέχεια της εργασίας θα δώσουµε 

αναλυτικά όλα τα φασµατικά δεδοµένα για τις ενώσεις που καταφέραµε να 

ταυτοποιήσουµε. Για την ελευρωπαϊνη, το βινυλικό πρωτόνιο H-7΄ σε δ 6.69 

παρουσιάζει σύζευξη µε το βινυλικό πρωτόνιο H-8́ σε δ 6.55. Τα αλλυλικά πρωτόνια 

H-10 σε δ 1.66 παρουσιάζουν συσχέτιση µε το βινυλικό πρωτόνιο H-9 σε δ 6.08. 

Φαίνονται επίσης οι συσχετίσεις µεταξύ των διαστερεοτοπικών πρωτονίων H-1΄a σε δ 

4.20 και H-1΄b σε δ 4.11 και το πρωτόνιο H-2΄σε δ 2.77. Ακόµα, φαίνεται η 

συσχέτιση µεταξύ των πρωτονίων H-6b σε δ 2.44 και  H-5 σε δ 3.97, καθώς και η 

συσχέτιση του πρωτονίου H-9 σε δ 6.08 µε το πρωτόνιο H-1 σε δ 5.91. Τέλος στο 

φάσµα φαίνεται και η συσχέτιση µεταξύ των  διαστερεοτοπικών πρωτονίων H-6a και 

H-6b και µεταξύ των πρωτονίων H-1΄΄σε δ 4.80 και H-2΄΄ σε δ 3.34. 

Η ανάθεση των πρωτονιωµένων ατόµων άνθρακα έγινε µε το ετεροπυρηνικό πείραµα 
1
Η-13C δύο διαστάσεων gHMQC που παρουσιάζεται στο Σχήµα 5.7.4. 
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Σχήµα 5.7.4:  ∆ισδιάστατο φάσµα NMR ετεροπυρηνικής συσχέτισης 1H-13C gHMQC  

εκχυλίσµατος  φύλλων ελιάς µε διαλύτη MeOD και σε συχνότητα 500 MHz. 

 

Στο φάσµα gHMQC επιλέξαµε να δείξουµε τις συσχετίσεις των ατόµων άνθρακα της 

ελευρωπαϊνης, όπως έγινε και για το φάσµα gCOSY. Η κορυφή σε δ 155.4 

αποδίδεται στον άνθρακα C-3, η οποία συσχετίζεται µε το πρωτόνιο Η-3 σε δ 7.51, 

ενώ η κορυφή σε δ 116.2 στον άνθρακα C-7́ η οποία συσχετίζεται µε το πρωτόνιο Η-

7΄σε δ 6.69, και το σήµα σε δ 121.4 αποδίδεται στον άνθρακα C-8́ , επειδή 

συσχετίζεται στο δισδιάστατο φάσµα µε το βινυλικό πρωτόνιο Η-8΄ σε δ 6.55. 

Φαίνεται επίσης, η συσχέτιση του αλλυλικού άνθρακα C-1 σε δ 95.3 µε το αλλυλικό 

πρωτόνιο Η-1 σε δ 5.91 και του βινυλικού άνθρακα C-9 σε δ 125.0 µε το βινυλικό 

πρωτόνιο Η-9 σε δ 6.08. Η κορυφή σε δ 67.0 αποδίδεται στον άνθρακα C -1́ , λόγω 

της συσχέτισής του µε τα πρωτόνια Η-1á  σε δ 4.20 και Η-1b́  σε δ 4.11, ενώ οι 

κορυφές σε δ 35.5 και δ 41.3 αποδίδονται στους άνθρακες C-2́  και C-6 αντίστοιχα, 

λόγω της συσχέτισης τους µε τα πρωτόνια Η-2΄ και Η-6. Επίσης φαίνεται η κορυφή 

σε δ 101.0 που αποδίδεται στον άνθρακα C -1́ ΄ λόγω της συσχέτισης του µε το 

πρωτόνιο Η-1΄΄ σε δ 4.80.  
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Με τη χρήση του φάσµατος gHMBC µελετήσαµε στη συνέχεια τη σύζευξη των 

πρωτονίων µε τους γειτονικούς άνθρακες αλλά και τους µη πρωτονιωµένους 

άνθρακες του φάσµατος, και έτσι επιβεβαιώσαµε τις ανάθεσεις µας (Σχήµα 5.7.5). 

 

Σχήµα 5.7.5: ∆ισδιάστατο φάσµα HNMR ετεροπυρηνικής συσχέτισης 1H, 13C 

gHMBC εκχυλίσµατος φύλλων ελιάς της Κορωνέικης ποικιλίας (αλειφατική περιοχή) 

µε διαλύτη MeOD  και σε συχνότητα 500 MHz. 

 

Στο φάσµα αυτό φαίνεται η συσχέτιση (δύο δεσµών) του πρωτονίου H-3 µε τον 

άνθρακα C-1 και  δύο δεσµών µε τους άνθρακες C-4 και C-5. Επίσης φαίνεται η 

συσχέτιση δύο δεσµών του πρωτονίου H-7΄µε τους άνθρακες C-3́ και C-5', καθώς και 

η συσχέτιση δύο δεσµών  του πρωτονίου H-8΄µε τους άνθρακες C-4́  και C-6́ . Ακόµα 

φαίνεται η συσχέτιση ενός δεσµού του πρωτονίου H-2΄ µε τον άνθρακα C-1́ , τριών 

δεσµών µε τον άνθρακα C-7́  και δύο δεσµών µε τον άνθρακα C-8́ . Τέλος στο φάσµα 

αυτό φαίνεται η συσχέτιση δύο δεσµών του πρωτονίου H-10 µε τον άνθρακα C-8 και 

τον άνθρακα C-9. Με ανάλογο τρόπο, έγινε η ανάθεση και των υπόλοιπων ενώσεων 

που µελετήσαµε. Στους Πίνακες 5.7.2 και 5.7.3 παρουσιάζονται συγκεντρωτικά όλα 

τα φασµατικά δεδοµένα των ενώσεων που έγινε δυνατό να ταυτοποιηθούν στα 

φάσµατα των µεθανολικών εκχυλισµάτων των φύλλων ελιάς. 
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Πίνακας 5.7.2: Χηµικές µετατοπίσεις 1H και 13C NMR των ενώσεων από τα 

φάσµατα  των εκχυλισµάτων των φύλλων ελιάς σε διαλύτη MeOD. 

Ενωση 1H 13C Ανάθεση 

Σακχαρόζη 5.39 93.9 CH-1 

3.40 72.9 CH-7 

Μαννιτόλη 3.82 65.2 1,6 CH2 

3.63 65.7 2,5CH 

Τυροσίνη 7.24  CH-2,CH-6 

6.98   

Υδροξυτυροσόλη 6.68 117.2 CH-7’ 

6.54 121.5 CH-8’ 

Τριγλυκερίδια 5.33 129.1 CH-2 

2.81 43.0 CH-3 

Ολεανολικο οξύ 5.25 123.7 CH-12 

1.88 26.9 CH-11 

1.15 26.6 CH-27 

Μασλινικό οξύ 3.03 70.5 CH-3 

3.54 70.1 CH-2 

1.01 24.3 CH-27 

Ουρσολικό οξύ 1.66 40.0  

1.12 - CH-27 

Ερυθροδιόλη  1.36 34.8  

1.18 - CH-27 

Ουβαόλη   1.72 - CH-11 

1.11 - CH-27 

 

 

 

Καφεικό οξύ 

7.64   

6.40   

7.57   

6.32   

7.08   

6.81 117.7  

Βερµπασκοσίδιο 6.95 109.1 CH-6 
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6.79 117.7 CH-5 

 

 

7-O γλυκοζίτης της 

Λουτεολίνης 

7.42 114.5 CH-6’ 

6.90 116.7 CH-5’ 

6.60 104.7 CH-3 

5.10 93.8 CH-1’’ 

3.34 71.5 SUGAR PROTON 

 

 

Σελοβιόζη 

4.48 98.6 CH-2 

3.14 79.6 CH-19 

4.66 100.1 CH-3 

3.22 74.3 CH-18 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 5.7.3: Χηµικές µετατοπίσεις  1H και 13C NMR για την ελευρωπαίνη από τα 

φάσµατα  των εκχυλισµάτων  των φύλλων ελιάς σε διαλύτη MeOD. 

Eλευρωπαίνη 1H 13C 

1’ 4.21,4.11 67.0 

2’ 2.77 35.5 

3’ - 130.7 

4’ 6.67 117.3 

5’ - 145.9 

6’ - 144.6 

7’ 6.69 116.2 

8’ 6.55 121.4 

1 5.91 95.31 

3 7.51 155.4 

4 - 109.2 

5 3.97 32.1 

6 2.44, 2.70 41.3 

7  172.8 
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8  130.3 

9 6.08 125.0 

10 1.66 13.4 

1’’ 4.80 101.0 

2’’ 3.34 74.4 

3’’ 3.41 78.0 

4’’ 3.33 71.5 

5’’ 3.33 78.6 

6’’ 3.68,3.89 62.9 

COOCH3 3.71 52.1 

169.0 

 

 

 

5.8  Σύγκριση των αποτελεσµάτων της τεχνικής HR-MAS NMR σε στερεά 

δείγµατα φύλλων µε αυτά της τεχνικής 1H NMR σε εκχυλίσµατα φύλλων µε 

διαλύτη MeOD.. 

 

Σχήµα 5.8.1: Σύγκριση των µονοδιάστατων φασµάτων 1HNMR για τα φύλλα ελιάς 

σε διαλύτη MeOD µε τη χρήση της HR-NMR και HRMAS-NMR τεχνικής (HR-NMR 

κάτω) και (HRMAS πάνω). 
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Συγκρίνοντας τα µονοδιάστατα φάσµατα για τις δύο τεχνικές σε  διαλύτη µεθανόλη 

παρατηρούµε ότι υπάρχει εξαιρετική οµοιότητα σε βαθµό που δεν θα ήταν εύκολο να 

τα ξεχωρίσουµε. Η ίδια οµοιότητα παρουσιάζεται και στα δισδιάστατα φάσµατα των 

δύο τεχνικών, γεγονός που µας οδηγεί στο συµπέρασµα ότι η τεχνική HRMAS NMR 

δίνει εξίσου αξιόπιστα αποτελέσµατα µε την φασµατοσκοπία υγρής κατάστασης 

NMR. Οι ενώσεις που ταυτοποιήθηκαν και µε τις δύο µεθόδους ήταν ίδιες µε 

µοναδική διαφορά τη χηµική µετατόπιση των ενώσεων λόγω της επίδρασης του 

διαλύτη στην περίπτωση της τεχνικής HR-NMR στην υγρή φάση. 
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                                 Κεφάλαιο 6 
 
                                           Συµπεράσµατα 
 
Η παρούσα εργασία αναφέρεται στην εφαρµογή µιας νέας σχετικά  αναλυτικής 

τεχνικής στο πεδίο των τροφίµων, για τον ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισµό των 

οργανικών ενώσεων στα φύλλα ελιάς. Η τεχνική αυτή είναι η φασµατοσκοπία 

στερεής κατάστασης HR-MAS NMR, η οποία τα τα τελευταία χρόνια έχει αποδειχθεί 

ότι είναι ένα πολύ σηµαντικό εργαλείο για τον προσδιορισµό της χηµικής σύστασης 

διαφόρων στερεών ή ηµιστερεών τροφίµων διευρύνοντας έτσι τις δυνατότητες για 

νέες εφαρµογές της στον τοµέα του ποιοτικού ελέγχου των τροφίµων. Η τεχνική αυτή 

µπορεί να συγκριθεί µε την παραδοσιακή ανάλυση των τροφίµων µε την 

φασµατοσκοπία NMR στην υγρή φάση (ΗR-NMR, high-resolution NMR), κατά την 

οποία µελετώνται εκχυλίσµατα των τροφίµων µε διάφορους διαλύτες, συνηθέστερα 

µε το νερό. 

Στη συγκεκριµένη διατριβή έγινε χρήση και των δύο τεχνικών ανάλυσης HR-NMR 

και  HR-MAS NMR για τα φύλλα ελιάς σε τρείς διαλύτες διαφορετικής πολικότητας 

CDCl3, D2O, MeOD (Σχήµα 6.1). 

 

Σχήµα 6.1: Μονοδιάστατα φάσµατα HR-MAS NMR σε τρείς διαφορετικούς 

διαλύτες (CDCl3, D2O, MeOD) και σε συχνότητα 400 MHz. 
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Με τον άπολο διαλύτη CDCl3 οι ενώσεις που ανιχνεύσαµε τόσο µε την  

φασµατοσκοπία HR-NMR  όσο και  µε τη φασµατοσκοπία HR-MAS NMR ήταν 

κυρίως τριτερπένια και τριγλυκερίδια. Τα τριτερπένια που ταυτοποίηθηκαν ήταν το 

ολεανολικό οξύ, το µασλινικό οξύ, η ερυθροδιόλη, η ουβαόλη και το ουρσολικό οξύ, 

ενώσεις που αποτελούν τα κύρια συστατικά του επιδερµικού κεριού των φύλλων. Η 

τριτερπενική σύσταση των φύλλων όπωςπροσδιορίστηκε µε τη φασµατοσκοπία HR-

MAS NMR στην παρούσα εργασία συµφωνεί µε αυτή που προέκυψε µε τη χρήση της 

φασµατοσκοπίας NMR στην υγρή φάση, τόσο µε την παρούσα εργασία αλλά και σε 

σε σύγκριση µε τη βιβλιογραφία. 

Με το διαλύτη ενδιάµεσης πολικότητας MeOD τα φάσµατα που πήραµε µε τις δύο 

µεθόδους παρουσιάζουν απόλυτη ταύτιση µε µόνη διαφορά την µικρή απόκλιση των 

χηµικών µετατοπίσεων για την κάθε ένωση, ενώ οι ενώσεις που ανιχνεύθηκαν ήταν 

πολυφαινόλες, τερπένια και σάκχαρα. 

Τέλος µε τον πολικό διαλύτη D2O παρατηρήσαµε κάποιες διαφορές σχετικά µε τις 

ενώσεις που ανιχνεύτηκαν µε την τεχνική HR-NMR  (υγρή φάση) και την τεχνική 

HR-MAS NMR (στερεή φάση), αλλά και σε αυτή την περίπτωση οι ενώσεις που 

ταυτοποιήσαµε και µε τις δύο µεθόδους ήταν κυρίως σάκχαρα και αµινοξέα. 

Τα πειραµατικά δεδοµένα που παρουσιάστηκαν στην παρούσα εργασία αποδεικνύουν 

ότι η φασµατοσκοπία HR-MAS NMR µπορεί να χρησιµοποιηθεί µε επιτυχία για την 

απευθείας ανάλυση των φύλλων της ελιάς χωρίς να απαιτείται κανένα στάδιο 

προετοιµασίας του δείγµατος (αποµόνωση – εκχύλιση, κλπ). Τα φάσµατα 1D και 2D 

HR-MAS NMR των φύλλων ελιάς παρουσιάζουν υψηλή διακριτική ικανότητα και 

επιτρέπουν την ταυτοποίηση των κύριων συστατικών των φύλλων της ελιάς όπως οι 

πολυφαινολικές ενώσεις, τα σάκχαρα και τα τριτερπενοειδή.  

Τέλος, στην παρούσα εργασία αποδείχθηκε η δυνατότητα χρήσης της µεθόδου της 

απευθείας ανάλυσης των φύλλων της ελιάς µε τη φασµατοσκοπία HR-MAS NMR 

στη στερεή φάση για την ποιοτική και ποσοτική ανάλυση της επίδρασης παραγόντων 

όπως η ποικιλία του ελαιόδενδρου και ο χρόνος συλλογής των φύλλων στην χηµική 

σύσταση των φύλλων της ελιάς. Το γεγονός αυτό δείχνει ότι η φασµατοσκοπία HR-

MAS NMR µπορεί να χρησιµοποιηθεί σαν ένα ισχυρό εργαλείο για την 

µεταβολοµική ανάλυση των φύλλων της ελιάς, αλλά και άλλων φυτών τα οποία 

παρουσιάζουν ενδιαφέρον στην Χηµεία Τροφίµων. 
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 Σχήµα Π1: ∆ισδιάστατο φάσµα HR-MAS οµοπυρηνικής συσχέτισης 1H,1H gCOSY 

των φύλλων ελιάς  της ποικιλίας Χονδρολιά σε διαλύτη CDCl3 και σε συχνότητα 400 

MHz. 
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Σχήµα Π2: ∆ισδιάστατο φάσµα HR-MAS οµοπυρηνικής συσχέτισης 1H,1H gCOSY 

των φύλλων ελιάς  το µήνα Ιούλιο σε διαλύτη CDCl3 και σε συχνότητα 400 MHz. 
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Σχήµα Π3:  ∆ισδιάστατο φάσµα HR-MAS  ετεροπυρηνικής συσχέτισης 1H,13C 
gHSQC των φύλλων ελιάς για το µήνα Ιούλιο  σε διαλύτη CDCl3 και σε συχνότητα 
400 MHz. 
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Σχήµα Π4: ∆ισδιάστατο φάσµα HR-MAS οµοπυρηνικής συσχέτισης 1H,1H gCOSY 

των φύλλων ελιάς  το µήνα Μάιο σε διαλύτη CDCl3 και σε συχνότητα 400 MHz. 
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Σχήµα Π5: ∆ισδιάστατο φάσµα HR-MAS  ετεροπυρηνικής συσχέτισης 1H,13C 
gHSQC των φύλλων ελιάς για το µήνα Μάιο  σε διαλύτη CDCl3 και σε συχνότητα 
400 MHz. 
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Σχήµα Π6: ∆ισδιάστατο φάσµα HR-MAS οµοπυρηνικής συσχέτισης 1H,1H gCOSY 

των φύλλων ελιάς  το µήνα Σεπτέµβριο σε διαλύτη CDCl3 και σε συχνότητα 400 

MHz. 
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Σχήµα Π7: ∆ισδιάστατο φάσµα HR-MAS  ετεροπυρηνικής συσχέτισης 1H,13C 
gHSQC των φύλλων ελιάς για το µήνα Σεπτέµβριο  σε διαλύτη CDCl3 και σε 
συχνότητα 400 MHz. 
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Σχήµα Π8:  ∆ισδιάστατο φάσµα HR-MAS οµοπυρηνικής συσχέτισης 1H,1H gCOSY 
των φύλλων ελιάς  το µήνα Μάρτιο σε διαλύτη D2O και σε συχνότητα 400 MHz. 
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Σχήµα Π9: ∆ισδιάστατο φάσµα HR-MAS  ετεροπυρηνικής συσχέτισης 1H,13C 
gHMBC των φύλλων ελιάς   σε διαλύτη MEOD και σε συχνότητα 400 MHz. 
 

 
 


