
1 
 

 

 

ΕΘΝΙΚΟ ΚΑΙ ΚΑΡΟΔΙΣΤ΢ΙΑΚΟ ΡΑΝΕΡΙΣΤΘΜΙΟ ΑΘΘΝΩΝ 

ΤΜΘΜΑ ΦΑ΢ΜΑΚΕΥΤΙΚΘΣ 

ΤΟΜΕΑΣ ΦΑ΢ΜΑΚΟΓΝΩΣΙΑΣ ΚΑΙ ΧΘΜΕΙΑΣ ΦΥΣΙΚΩΝ Ρ΢ΟΙΟΝΤΩΝ 

 

 

Ελαιοκορωνάλθ και Ελαιομιςςιονάλθ: Νζα ςυςτατικά  

του ζξτρα παρκζνου ελαιολάδου- Αποςαφινιςθ τθσ 

δομισ και τθσ παρουςίασ τουσ ςτο ελαιόλαδο  

 

 

 

 

Διαμαντάκοσ Παναγιώτθσ 

Χθμικόσ Μθχανικόσ 

Υπεφκυνοσ: Αναπλθρωτισ κακθγθτισ Ρροκόπιοσ Μαγιάτθσ 



2 
 

 

Ακινα 2016 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 
 

 

 

Ευχαριςτίεσ 

Θ παροφςα εργαςία είναι το αποτζλεςμα τθσ ωοίτθςισ μου ςτο μεταπτυχιακό πρόγραμμα 

του Φαρμακευτικοφ Τμιματοσ Ακθνϊν, ςτον Τομζα Φαρμακογνωςίασ και Χθμείασ Φυςικϊν 

Ρροϊόντων. Θ εκπόνθςθ τθσ παροφςασ εργαςίασ επετεφχκθ χάρθ ςτθν πολφτιμθ ςυμβολι 

ωίλων και ςυνεργατϊν. Θα ικελα να ευχαριςτιςω ιδιαιτζρωσ για τθν ςυμβολι αυτι: 

 Τα μζλθ τθσ τριμελοφσ  εξεταςτικισ επιτροπισ, τθν κακθγιτρια κ. Ελζνθ Σκαλτςά, τθν 

κακθγιτρια κ. Ιωάννα Χινου και τον αναπλθρωτι κακθγθτι κ. Ρροκόπιο Μαγιάτθ, οι 

οποίοι δζχτθκαν να αξιολογιςουν τθν παροφςα εργαςία. 

 Τουσ κακθγθτζσ κ. Λζανδρο Σκαλτςοφνθ, Βαςίλειο ΢οφςςθ και τθν αναπλθρϊτρια 

κακθγιτρια κ. Μ.Μ. Κουλάδθ που μου ζδωςαν τθν ευκαιρία να παρακολουκιςω το 

μεταπτυχιακό πρόγραμμα ςπουδϊν του τομζα Φαρμακογνωςίασ και Χθμείασ 

ωυςικϊν Ρροϊόντων. 

 Τον αναπλθρωτι κακθγθτι κφριο Ρροκόπιο Μαγιάτθ, για τθν ανάκεςθ του κζματοσ, 

τθν διαρκι παρακολοφκθςθ και κακοδιγθςθ κακ’ όλθ τθν διάρκεια των δφο αυτϊν 

χρόνων. 

 Τθν ΕΔΙΡ κ. Ελζνθ Μζλλιου για τθν επιςτθμονικι και ψυχολογικι  ςυμβολι τθσ ςτθν 

εκπόνθςθ τθσ εργαςίασ και για τθν ευρφτερθ ςυνεργαςία. 

 Τουσ κακθγθτζσ του Τομζα Φαρμακογνωςίασ και Χθμείασ ωυςικϊν Ρροϊόντων για τισ 

πολφτιμεσ γνϊςεισ που μου μετζδωςαν κατά τθν διάρκεια των μακθμάτων και τισ 

ςυμβουλζσ τουσ κατά τθν διάρκεια τθσ παρουςίασ μου ςτον Τομζα. 

 Τον αναπλθρωτι κακθγθτι κ. Ακανάςιο Γκιμίςθ από το τμιμα Χθμείασ του 

Ρανεπιςτθμίου Ακθνϊν  για τθν ςυνεργαςία του και τθν ςυμβολι του ςτθν εκπόνθςθ 

τθσ παροφςασ εργαςίασ. 

 Τον Αγροτικό Συνεταιριςμό Ραλαιοπαναγιάσ Λακωνίασ για τθν παραχϊρθςθ των 

εγκαταςτάςεων του κακϊσ και μεγάλων ποςοτιτων ελαιόκαρπου. 

 Τθν μεταπτυχιακό Ευγενία Μουςοφρθ για τθν ανιδιοτελι ςυμπαράςταςθ και τισ 

πολφτιμεσ ςυμβουλζσ και κακοδιγθςθ κατά τον πρϊτο χρόνο παρουςίασ μου ςτο 

εργαςτιριο. 

 Τθν διδάκτορα Νικθτία Μζξια για τισ πολφτιμεσ ςυμβουλζσ τθσ 

 Τουσ ωίλουσ μου Αννια, Χρυςάνκθ, Θλιάνα, Σωτιρθ, Κατερίνα, Γιϊργο, Ράολα, Μαρία 

για τθν ωιλία τουσ και για τισ ευχάριςτεσ ςτιγμζσ που ηιςαμε ςτο εργαςτιριο. 



4 
 

 Τουσ μεταπτυχιακοφσ ωοιτθτζσ και υποψιωιουσ διδάκτορεσ του τμιματοσ για το 

ευχάριςτο κλίμα  

 Τθν οικογζνεια μου και τουσ ωίλουσ μου, για τθν διαρκι υλικι και ψυχολογικι 

υποςτιριξθ που μου παρείχαν. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 
 

 

 

Ρίνακασ περιεχομζνων 

Ρρόλογοσ……………………………………………………………………………….…………………………………….7 

1.Ειςαγωγι…………………………………………………………………………….……………………………………..9 
1.1 Ελιά……………………………………………………………………………………………….…………………………………10 

      Βοτανικι ταξινόμθςθ…………………………………………………………………………………….…………….……10 

1.2 Ελαιόλαδο……………………………………………………………………………………………….………..….………….11 

1.2.1 Θ παραγωγι του ελαιολάδου ςτθν αρχαιότθτα …………………………….………………….….………11 

1.2.2 Τα ςφγχρονα ελαιοτριβεία …………………………………………………………….…………….……….………13 

1.2.3 Ραραγωγι ελαιολάδου………………………………………………………………………………..……………….14 

1.3   Χθμικι ςφςταςθ του ελαιολάδου…………………………………………………………………..………………14 

2. Ανάλυςθ ελαιολάδου…………………………………………………………………..………………….17 

Απομόνωςθ και Ρροςδιοριςμόσ Φαινολικϊν ςυςτατικϊν ςτο Ραρκζνο Ελαιόλαδο……..……….17 

2.1  Απομόνωςθ Φαινολικϊν ςυςτατικϊν ςτο Ελαιόλαδο………………………………………………..……17 

     Εκχφλιςθ ωαινολικϊν ςυςτατικϊν από ελαιόλαδο.  

2.1.1 Υγρι – υγρι εκχφλιςθ. ………………………………………………………………………………….………………18 

2.1.2 Εκχφλιςθ ςτερεισ ωάςθσ (Solid Phase Extraction)…………………………………….…………………..20 

2.1.3 Εναλλακτικζσ μζκοδοι εκχφλιςθσ……………………………………………………………….………………….21 

          Μικροεκχφλιςθ 

2.2  Ρροςδιοριςμόσ ωαινολικϊν ςυςτατικϊν ςτο Ελαιόλαδο……………………………..………………….23 

2.2.1 Φαςματοωωτομετρικόσ προςδιοριςμόσ: πλεονεκτιματα και μειονεκτιματα….…………..23 

2.2.2 Από το Folin-Denis ςτο Folin-Cιocalteu…………………………………………………………..………..……24 

2.2.3 Χρωματογραωικόσ προςδιοριςμόσ του ωαινολικοφ προωίλ ……………………………….………..25 

2.2.4 Χρωματογραωία λεπτισ ςτιβάδασ (TLC). ……………………………………………………….……………..26 

2.2.5 Ανάλυςθ με GC και GC-MS των ωαινολικϊν ςυςτατικϊν του ελαιολάδου..…….…………….26 

2.2.6 Ανάλυςθ HPLC και LC-MS………………………………………………………………………………………………28 



6 
 

2.2.7 Capillary Electrophoresis: Μια χριςιμθ τεχνικι για τθν ανάλυςθ των ελαιόλαδων…….…31 

 

3. Ρειραματικό μζροσ…………………………………………………………………..……………………….32 

 

3.1 Ρειραματικζσ μζκοδοι………………………………………………………………………………………………………33 

3.2 Ελευρωπεΐνθ και Λιγκςτροςίδθσ. ……………………………………………………………..………………………….34 

3.3 Άγλυκο τθσ ελευρωπεΐνθσ και άγλυκο του λιγκςτροςίδθ…………………………………………………35 

3.4 Ροιοτικόσ και ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ………………………………………………………………………….38 

3.4.1 Ρρωτόκολλο εκχφλιςθσ και ωαςματοςκοπικόσ προςδιοριςμόσ…………………………………….38 

3.4.2 Απομόνωςθ ενϊςεων……………………………………………………………………………………………..…….40 

3.4.3 Εκχφλιςθ του ελαιολάδου……………………………………………………………………………………………..41 

3.4.4 Χρωματογραωία λεπτισ ςτιβάδασ. ………………………………………………………..…………………….42 

3.5 Ανάλυςθ ηωνϊν πλάκασ χρωματογραωίασ…………………………………………………………..…………. 43 

3.5.1 Ρροςδιοριςμόσ δομισ ενϊςεων ‘’Ηϊνθσ Α’’………………………………………………………………….44 

          Εξζταςθ αλδεχδικι περιοχισ. ………………………………………………………………………………………44 

          Χαρακτθριςτικά πρωτόνια ενολικισ μορωισ του άγλυκου του λιγκςτροςίδθ……………….54 

3.6.1 Ρεριγραωι των ιςομερϊν του άγλυκου τθσ ελευρωπεΐνθσ…………………………………………..59 

3.6.2 Σφνκεςθ του άγλυκου τθσ ελευρωπεΐνθσ………………………………………………………………………60 

3.6.3 Ρροςδιοριςμόσ δομισ του ςυνκετικοφ μίγματοσ…………………………………………………………..62 

          Ρεριγραωι διαλδεχδικϊν μορωϊν……………………………………………………………………..………..62 

4. Συηιτθςθ  αποτελεςμάτων………………………………………..……………………………..…76 

Χριςθ επιλεκτικοφ παλμοφ ΝΜR…………………………………………………………………………………………..77 

5. Ραράγοντεσ που επθρεάηουν τθν εμωάνιςθ των ιςομερϊν 
ελευρωπεΐνθσ και λιγκςτροςίδθ……………………………………………………………………83 

6. Στατιςτικι ανάλυςθ………………………………………………………………………………………….88 
7. Συμπεράςματα……………………………………………………………………………………………………..95 
8. Βιβλιογραωία………………..…………………………………………………………………………….………..96 
 Δθμοςίευςθ 



7 
 

 

 

Ρ΢ΟΛΟΓΟΣ 

 

Στθν διπλωματικι εργαςία που παρουςιάηουμε γίνεται μελζτθ ςυςτατικϊν  του ελαιολάδου 

που προζρχονται από τουσ δευτερογενείσ μεταβολίτεσ ελευρωπεΐνθ και λιγκςτροςίδθ. Το 

ελαιόλαδο περιζχει ςθμαντικζσ ποςότθτεσ πολικϊν ωαινολικϊν ςυςτατικϊν. Θ μεγάλθ 

πλειοψθωία αυτϊν των ενϊςεων αποτελοφν εςτζρεσ τθσ τυροςόλθσ και τθσ υδροξυ-

τυροςόλθσ ςυνδεδεμζνα με ςεκοϊριδοειδι προερχόμενα από τθν ελευρωπεΐνθ και τον 

λιγκςτροςίδθ. 

Θ διαδικαςία απομόνωςθσ και χαρακτθριςμοφ των ενϊςεων που εμπεριζχονται ςτο 

ωαινολικό κλάςμα του ελαιολάδου αποτελεί ζνα πλατφ πεδίο ερευνάσ  τισ τελευταίεσ 

δεκαετίεσ, εξαιτίασ των ιδιαιτεροτιτων και τθσ πολυπλοκότθτασ των ενϊςεων αυτϊν. Αυτόσ 

είναι και ο λόγοσ που πολλζσ ωορζσ επικρατεί ςφγχυςθ γφρω από τθν ακριβι δομι κάποιων 

ενϊςεων αλλά και τθσ ονομαςίασ τουσ.  

Θ διπλωματικι εργαςία που παρουςιάηουμε ςε πρϊτο ςτάδιο αςχολείται με τον 

χαρακτθριςμό ενόσ αρικμοφ νζων ι ατελϊσ περιεγραμμζνων μορωϊν του άγλυκου του 

λιγκςτροςίδθ και του άγλυκου τθσ ελευρωπεΐνθσ. Δφο από αυτζσ που είναι ςτακερζσ ενολικζσ 

μορωζσ, περιγράωονται για πρϊτθ ωορά ωσ ςυςτατικά προερχόμενα από το ελαιόλαδο αν και 

θ φπαρξι τουσ ζχει αποτελλεςει αντικείμενο προθγοφμενων υποκζςεων.  

Σε δεφτερο ςτάδιο κα προςπακιςουμε να ξεδιαλφνουμε το τοπίο γφρω από τα ςφνκετα 

ονόματα των ενϊςεων που ανικουν ςτθν οικογζνεια των άγλυκων λιγκςτροςίδθ και 

ελευρωπεΐνθσ. Τα προβλιματα που δθμιουργοφνται από τα πολφπλοκα ονόματα αυτά δεν 

αωοροφν μόνο τθν δυςκολία χριςθσ των ονομαςιϊν αυτϊν, αλλά πολλζσ ωορζσ οδθγοφν ςε 

λανκαςμζνεσ περιγραωζσ μορίων που εντοπίηονται ςε εκχυλίςματα. Ζτςι προτείνουμε τισ 

ονομαςίεσ ελαιοκορωνάλθ και ελαιομιοςιονάλθ για δφο από τα ιςομερι των άγλυκων που 

εντοπίηονται ςτο ελαιόλαδο.  

Ιδιαίτερο ενδιαωζρον παρουςιάηει το γεγονόσ ό,τι οι ενϊςεισ αυτζσ κατά τθν διάρκεια 

χρωματογραωίασ τόςο κανονικισ όςο και αντίςτροωθσ ωάςθσ μεταςχθματίηονται ςτισ 

γνωςτζσ  μονοαλδεχδικζσ κυκλικζσ μορωζσ των άγλυκων τθσ ελευρωπεΐνθσ και λιγκςτροςίδθ. 

Θ αδυναμία απομόνωςθσ των ενϊςεων αυτϊν με μεγάλο αρικμό τεχνικϊν που αναωζρονται 

ςτθν εργαςία, εξθγεί το γεγονόσ ότι αυτζσ οι ουςίεσ δεν είχαν περιγραωεί ζωσ τϊρα. Θ 
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φπαρξθ τουσ ςτο ελαιόλαδο επιβεβαιϊκθκε με άμεςθ παρατιρθςθ  ςε NMR με τθν χριςθ 

επιλεκτικοφ παλμοφ ςυντονιςμοφ και απουςία οποιουδιποτε διαλφτθ. 

Φςτερα από ανάλυςθ  περιςςοτζρων από 800 δειγμάτων από τθν βάςθ δεδομζνων του 

εργαςτθρίου προζκυψε ότι ςε αρκετζσ περιπτϊςεισ οι ενϊςεισ αυτζσ αποτελοφςαν το 

κυρίαρχο μεταξφ άλλων, ωαινολικό ςυςτατικό. Ξεκινϊντασ από τισ ποικιλίεσ Κορωνζικθ και 

Mission και επεκτεινόμενοι ςτθν ςυνζχεια και ςε άλλεσ ποικιλίεσ οι ενϊςεισ αυτζσ αποτελοφν 

ςτακερό ςυςτατικό του ωαινολικοφ κλάςματοσ του ελαιολάδου. Θ παρατιρθςθ αυτι ενιςχφει 

τθν ανάγκθ παρουςίαςθσ μιασ ορκισ δομισ και ονομαςίασ των μελετοφμενων ενϊςεων.  

Τζλοσ παρουςιάηουμε μια χαρτογράωθςθ των ελλθνικϊν ελαιολάδων, μζςα από μια 

ςτατιςτικι ανάλυςθ που αωορά ζνα πλικοσ περιςςοτζρων από 800 δειγμάτων ελαιολάδου. Θ 

ανάλυςθ ζχει ωσ επίκεντρο το άκροιςμα των ωαινολικϊν ενϊςεων που ςχετίηονται με τθν 

οδθγία τθσ Ε.Ε. περί υγειοπροςτατευτικϊν ιδιοτιτων του ελαιολάδου. 
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1.Ειςαγωγι 
 

Το ελαιόλαδο είναι το προϊόν επεξεργαςίασ του καρποφ τθσ ελιάσ.  Αποτελεί βαςικό 

ςυςτατικό τθσ μεςογειακισ διατροωισ και ζνα πολφ ςθμαντικό εμπορικό προϊόν τόςο για τθν 

Ελλάδα όςο και για τισ χϊρεσ τθσ Μεςογείου ευρφτερα. Από το ωυτό τθσ ελιάσ παράγονται 

ζνα πλικοσ βιοδραςτικϊν μεταβολιτϊν τα οποία κατ’ επζκταςθ μεταωζρονται και ςτο 

ελαιόλαδο μαηί με άλλα ςυςτατικά που παράγονται κατά τθν διάρκεια τθσ ελαιοποίθςθσ του 

καρποφ. 

Θ μεγάλθ ςθμαςία των βιολογικϊν δράςεων των ςυςτατικϊν αυτϊν κακϊσ και θ υψθλι 

περιεκτικότθτα των ενϊςεων αυτϊν ςτο ελαιόλαδο ενιςχφουν τον ιςχυριςμό περί 

υγειοπροςτατευτικϊν ιδιοτιτων του ελαιολάδου. Μάλιςτα, θ νομοκεςία τθσ Ευρωπαϊκισ 

Ζνωςθσ (ΕΕ 432/2012) με βάςθ τθν επιςτθμονικι γνϊμθ του EFSA επζτρεψε πρόςωατα 

ςυγκεκριμζνουσ ιςχυριςμοφσ υγείασ που ςχετίηονται με τα επίπεδα των ςυγκεκριμζνων 

ωαινολικϊν ενϊςεων που βρίςκονται ςτο ελαιόλαδο [1]. 

Τα ςυςτατικά τα οποία είναι υπεφκυνα για τον ςυγκεκριμζνο ιςχυριςμό υγείασ περί 

‘’προςταςίασ των λιπιδίων του αίματοσ από το οξειδωτικό ςτρεσ’’ είναι θ τυροςόλθ, θ υδρόξυ- 

τυροςόλθ και τα παράγωγά αυτϊν. Για τον λόγο αυτό, είναι πολφ ςθμαντικι θ ακριβισ γνϊςθ 

τθσ χθμικισ ταυτότθτασ όλων αυτϊν των ςυςτατικϊν κακϊσ και ο ποςοτικόσ τουσ 

προςδιοριςμόσ μζςα ςτο ελαιόλαδο. Επί του παρόντοσ δεν υπάρχει επίςθμθ υιοκετθμζνθ 

μζκοδοσ για τον ποςοτικό προςδιοριςμό των ουςιϊν αυτϊν που ςχετίηονται με τον ιςχυριςμό 

υγείασ λόγω γνωςτϊν τεχνικϊν δυςκολιϊν. 

Στο παρακάτω κεωάλαιο κα παρουςιάςουμε ςτοιχεία ςχετικά με το ελαιόδεντρο κακϊσ και το 

προϊόν εκχφλιςθσ του καρποφ τθσ ελιάσ, το ελαιόλαδο. 
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1.1 Ελιά 

Το ελαιόδεντρο, ι ελιά, είναι ζνα από τα αρχαιότερα καλλιεργιςιμα είδθ ςτον πλανιτθ. Θ 

καλλιζργεια του ελαιόδεντρου χρονολογείται πρϊτθ ωορά περίπου το 7000πΧ . Θ καλλιζργειά 

δε του ελαιόδεντρου για εμπορικοφσ λόγουσ αναωζρεται από τθν εποχι των ιςτορικϊν 

χρόνων ςτον Μινωικό πολιτιςμό περίπου το 3000πΧ [2]. Από τθν ίδια περίοδο προζχονται και 

αρχαιολογικά ευριματα που ςχετίηονται με τθν αξιοποίθςθ του καρποφ του ελαιόδεντρου. Οι 

κεραπευτικζσ ιδιότθτεσ των προϊόντων τθσ ελιάσ ιταν ιδθ γνωςτζσ από τθν αρχαιότθτα. 

Συχνά αναωζρεται θ χριςθ του ελαιόλαδου για τθν περιποίθςθ του δζρματοσ κακϊσ και θ 

χριςθ εκχυλίςματοσ των ωφλλων τθσ ελιάσ για τθν κεραπεία τθσ ελονοςίασ ςτθν αρχαία 

Αίγυπτο.  

Βοτανικι ταξινόμθςθ. 

Το ωυτό με ςυςτθματικι βοτανικι ονομαςία Olea europea, ανικει ςτθν οικογζνεια των 

Ελαιιδϊν (Oleaceae). Θ οικογζνεια αυτι περιλαμβάνει 22 γζνθ και πάνω από 500 είδθ. 

Χαρακτθριςτικά γζνθ που ανικουν ςε αυτι τθν οικογζνεια είναι τα Fraxinus, Ligustrum και 

Forsythia. Το πιο ςθμαντικό βζβαια γζνοσ αποτελεί το γζνοσ Olea, κακϊσ αρικμεί περίπου 40 

είδθ. Το πιο διαδεδομζνο και πιο ςθμαντικό είδοσ εξ αυτϊν, όςο αωορά τόςο το επιςτθμονικό 

όςο και το οικονομικό ενδιαωζρον, είναι το είδοσ Olea europaea. Πςο αωορά ςτα Taxa που 

υπάγονται ςτο είδοσ Olea europaea, αυτά τα διακρίνουμε ςτισ καλλιεργοφμενεσ ποικιλίεσ οι 

οποίεσ ςυνιςτοφν το υποείδοσ Olea europaea var. Sativa. Ρολλοί βοτανολόγοι κεωροφν τθν 

αγριελιά ξεχωριςτό είδοσ με τθν ονομαςία Olea sylvestris εντοφτοισ οι περιςςότεροι 

κατατάςςουν τθν αγριελιά ωσ υποείδοσ ι αυτόνομθ ποικιλία με το όνομα sylvestris εντόσ του 

είδουσ europaea. 

 

Ρίνακασ 1. Βοτανικι ταξινόμθςθ ελιάσ 

Βαςίλειο Plantae 

Διαίρεςθ Magnoliophyta 

Κλάςθ Magnoliopsida 

Τάξθ Lamiales 

Οικογζνεια Oleaceae 

Υποοικογζνεια Oleoideae 

Γζνοσ Olea 

  

Ρρόκειται για δζντρο αεικαλζσ, που ωτάνει μζχρι και φψοσ 20 μζτρων. Στισ περιςςότερεσ 

περιπτϊςεισ βζβαια λόγω του κλαδζματοσ το φψοσ του δεν ξεπερνά τα 5 μζτρα. Ο μζςοσ όροσ 
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ηωισ για το δζντρο τθσ ελιάσ είναι 500 χρόνια εντοφτοισ ςτθν περιοχι τθσ Μεςογείου 

εντοπίηονται και ελαιόδεντρα 1500 ετϊν ενϊ το αρχαιότερο ςτθν Ελλάδα υπολογίηεται ότι 

είναι θλικίασ 5000 ετϊν. Ραρουςιάηει πλοφςιο ριηικό ςφςτθμα που τθσ επιτρζπει τθν ςτιριξθ 

του δζντρου αλλά και τθν πρόςλθψθ κρεπτικϊν μζςων από το ζδαωοσ ακόμα και ςε ξθρά 

κλίματα [3].  

 

1.2 Ελαιόλαδο 

 

1.2.1 Θ παραγωγι του ελαιολάδου ςτθν αρχαιότθτα  

 

Το ελαιόλαδο αποτελεί βαςικό ςυςτατικό τθσ διατροωισ του ανκρϊπου εδϊ και χιλιάδεσ 

χρόνια λόγω τθσ κρεπτικισ του αξίασ. Θ παραγωγι του ελαιολάδου χρονολογείται πριν από 

τα ιςτορικά χρόνια. Συγκεκριμζνα ςτον Ελλαδικό χϊρο ζχουν βρεκεί αρχαιολογικά ευριματα 

όπωσ πιεςτιρια παραγωγισ ελαιολάδου κακϊσ και πικάρια αποκικευςισ του, που 

αποδεικνφουν τθν οργανωμζνθ παραγωγι του ςτα προϊςτορικά χρόνια.  

Σφμωωνα με αναςκαωζσ που πραγματοποιικθκαν ςτο πρωτοκυκλαδικό νεκροταωείο Σπεδοφ 

το 1903 (2.700-2.300 π.Χ.) μεταξφ των άλλων ευρθμάτων αναωζρεται ζνα επάργυρο πιλινο 

αγγείο το οποίο ζωερε ίχνθ αλλοιωμζνου ελαιολάδου [4] [5]. Θ παραγωγι του ελαιολάδου 

ςτθν αρχαιότθτα γινόταν με τθν βοικεια μυλοπετρϊν. Το ςφςτθμα αυτό αποτελοφταν αρχικά 

από μια και μεταγενζςτερα δφο παράλλθλεσ μυλόπετρεσ (Τραπθτισ) το οποίο κυλοφςε πάνω 

ςε μια τραχιά πζτρινθ λεκάνθ  ςτθν οποία βρίςκονταν οι ελιζσ.  

 

Εικόνα 1: Αρχαίο ελαιοτριβείο με μυλόπετρεσ 
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Μετά τθν πρϊτθ ςφνκλιψθ ςτο μφλο και αωοφ απομακρφνονταν τα κουκοφτςια τθσ ελιάσ ο 

πολτόσ βυκίηονταν ςε ηεςτό νερό και ζπειτα υποβάλλονταν ςε μία δεφτερθ πίεςθ, με τθν 

πρζςα τφπου δοκοφ ςφνκλιψθσ. Ζτςι το λάδι μαηί με τουσ υπόλοιπουσ χυμοφσ που 

ξεχωρίηονταν από τον πολτό, ςυγκεντρϊνονταν ςε αγγεία για να «θρεμιςει». 

Ο διαχωριςμόσ του ελαιολάδου από τουσ υπόλοιπουσ χυμοφσ γινόταν με διάωορεσ τεχνικζσ 

που βαςίηονταν ςτθν βαρφτθτα κακϊσ το ελαιόλαδο είχε τθν ιδιότθτα να είναι ελαωρφτερο 

από άλλα ςυςτατικά και να επιπλζει. Ζτςι το ελαιόλαδο με απλι απόχυςθ απομακρφνεται 

από τισ δεξαμενζσ που βρίςκεται μαηί με τον πολτό ι ςε μεταγενζςτερεσ εποχζσ το λάδι 

απομακρφνεται με ειδικά αγγεία – διαχωριςτιρεσ που ζωεραν ςτο κάτω μζροσ τουσ κοντά 

ςτο φψοσ τθσ βάςθσ, μία προχοι για τθ διαδοχικι απελευκζρωςθ των υγρϊν. Τα ωυτικά υγρά 

ωσ βαρφτερα από το λάδι ζρεαν πρϊτα, ενϊ ςτθ ςυνζχεια ζρεε το λάδι που ςυλλζγονταν πάλι 

μζςω τθσ προχοισ ςε αγγείο ι δεξαμενζσ για περαιτζρω κακαριςμό [6]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2: Αγγεία που απεικονίηουν τθν ελαιοκομικι διαδικαςία 

 

Μποροφμε εφκολα να παρατθριςουμε ότι ςτθν αρχαιότθτα απουςιάηει θ διαδικαςία τθσ 

μάλαξθσ του πολτοφ. Θ μόνθ μάλαξθ που υωίςταται ο καρπόσ είναι μόνο κατά τθν διάρκεια 

τθσ ζκκλιψθσ τθσ ελιάσ όπου θ μυλόπετρα κυλά πάνω ςτον πολτό δθμιουργϊντασ ζνα είδοσ 

μάλαξθσ. 
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1.2.2 Τα ςφγχρονα ελαιοτριβεία  

 

Στα ςφγχρονα ελαιοτριβεία δφο και τριϊν ωάςεων το λάδι παράγεται με τθν βοικεια τθσ 

τεχνολογίασ κάτω από ςυγκεκριμζνεσ προδιαγραωζσ. 

Θ παραγωγι του ελαιολάδου ξεκινάει με τθν απομάκρυνςθ των ωφλλων τθσ ελιάσ και των 

κλαδιϊν με τθν βοικεια αζρα και ςτθν ςυνζχεια ο καρπόσ πθγαίνει ςτο ‘’πλυντιριο’’. Εκεί με 

τθν βοικεια νεροφ απομακρφνονται από το καρπό ξζνεσ προςμίξεισ. 

Ο καρπόσ ειςζρχεται ςτον ςπαςτιρα. Εκεί πολτοποιείται και διζρχεται από μεταλλικό κόςκινο 

με οπζσ ςυγκεκριμζνθσ διαμζτρου με ςκοπό να πολτοποιείται ομοιόμορωα. Ο πολτόσ ελιάσ 

ειςζρχεται ςτουσ μαλακτιρεσ όπου ξεκινάει θ διαδικαςία τθσ μάλαξθσ. Θ μάλαξθ ςυνικωσ 

γίνεται ςε πολλζσ περιπτϊςεισ παρουςία κερμοκραςίασ που κυμαίνεται από 25-35 0C και 

διαρκεί για χρονικό διάςτθμα που επίςθσ ποικίλει από 30 min ζωσ και 60 min.  

Στθν ςυνζχεια ο πολτόσ ελιάσ ειςζρχεται ςτο decanter παρουςία ι απουςία νεροφ, ζναν 

διαχωριςτι που χρθςιμοποιεί τθν ωυγόκεντρο για να διαχωρίςει το ελαιόλαδο από τα 

υπόλοιπα ςυςτατικά του.  

 

 

Εικόνα 3:Λειτουργεία ενόσ φυγοκεντρωτι για τον διαχωριςμό του ελαιολάδου από τθν ςάρκα τθσ 

ελιάσ 

 

Στθν ζξοδο του ωυγοκεντρωτι παραλαμβάνεται το ελαιόλαδο το οποίο για περαιτζρω 

κακαριςμό περνά και από δεφτερο κάκετο ωυγοκεντρωτι και προκφπτει το τελικό προϊόν. 
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Το ελαιόλαδο ωυλάςςεται ςε ανοξείδωτεσ δεξαμενζσ απουςία οξυγόνου με ςκοπό τθν 

αποκικευςι του και τον κακαριςμό του από διάωορα ιηιματα που παραμζνουν μετά τθν 

παραγωγικι του διαδικαςία.  

1.2.3 Παραγωγι ελαιολάδου. 

 

Ο καρπόσ τθσ ελιάσ ωριμάηει ςτα μζςα προσ τζλθ του ωκινοπϊρου, οπότε και ξεκινάει θ 

ςυγκομιδι και ελαιοποίθςθ του καρποφ. Ιδανικά θ ελαιοκομικι περίοδοσ ξεκινάει τον 

Οκτϊβρθ και τελειϊνει τουσ μινεσ Ιανουάριο και Φεβρουάριο. Θ απόδοςθ του ελαιολάδου 

εκπεωραςμζνθ ωσ κιλά ελαιολάδου ανά κιλά ελαιόκαρπου, αυξάνεται όςο ωριμάηει ο καρπόσ 

τθσ ελιάσ.  

 

1.3   Χθμικι ςφςταςθ του ελαιολάδου. 

 

Το ελαιόλαδο αποτελεί ζνα ςφνκετο μίγμα ςυςτατικϊν. Θ χθμικι ςφςταςθ του ελαιόκαρπου 

και κατ’ επζκταςθ του ελαιολάδου εξαρτάται κατά κφριο λόγο από γενετικοφσ παράγοντεσ, 

ωςτόςο παράγοντεσ όπωσ το κλίμα, θ καλλιζργεια, θ μζκοδοσ ελαιοποίθςθσ και το ςτάδιο 

ωρίμανςθσ του καρποφ κεωροφνται ότι επθρεάηουν ςθμαντικά τθν ςφςταςθ του ελαιολάδου 

[7].  

Τα χθμικά ςυςτατικά του ελαιολάδου ζχουν αποτελζςει πεδίο ζρευνασ εδϊ και πολλά χρόνια 

λόγω των πολφτιμων ςυςτατικϊν του ελαιολάδου και τον ρόλο αυτοφ ςτθν μεςογειακι 

διατροωι.  

Το ελαιόλαδο αποτελείται κυρίωσ από τριγλυκερίδια και λίπθ, και περιζχει μικρζσ ποςότθτεσ 

ελεφκερων λιπαρϊν οξζων, γλυκερόλθσ, ωωςωατίδια, χρωςτικζσ και αρωματικζσ ενϊςεισ, 

ςτερόλεσ κακϊσ και μικροςκοπικϊν κομματιϊν τθσ ελιάσ.   

 

Λιπαρά οξζα. 

Οι τριάκυλο-γλυκερόλεσ που είναι και το κφριο ςυςτατικό του ελαιολάδου, αποτελοφν βαςικι 

αποταμιευτικι μονάδα ενζργειασ για τα ηϊα και τα ωυτά. Από χθμικι ςκοπιά οι ενϊςεισ  

αυτζσ προζρχονται από τθν ωυςικι εςτεροποίθςθ τριϊν μορίων λιπαροφ οξζοσ με ζνα μόριο 

γλυκερίνθσ. Το μόριο τθσ γλυκερόλθσ που προκφπτει είναι ςχθματιςμοφ ‘’Ε’’, με το λιπαρό οξφ 

να είναι μια υδρογονανκρακικι αλυςίδα αποτελοφμενθ από 12 ζωσ 24 μόρια άνκρακα.    
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Εικόνα 4: Σχθματιςμόσ τριάκυλο- γλυκερολϊν 

 

Τα λιπαρά οξζα που ςυνκζτουν τα τριγλυκερίδια ζχουν γενικό χθμικό τφπο CH3(CH2)nCOOH 

όπου n ζνασ αρικμόσ μεταξφ 12 και 22. Εάν κανζνασ διπλόσ δεςμόσ δεν εμωανίηεται ςτο μόριο 

τότε θ ζνωςθ αυτι λζγεται κορεςμζνο λιπαρό οξφ. Στισ περιπτϊςεισ που εμωανίηονται λιπαρά 

οξζα τότε αυτά τα ονομάηουμε ακόρεςτα λιπαρά οξζα. Αναλόγωσ τον αρικμό των διπλϊν 

δεςμϊν που εντοπίηονται ςτθν ανκρακικι αλυςίδα διακρίνουμε τα λιπαρά οξζα ςε 

μονοακόρεςτα και πολυακόρεςτα λιπαρά οξζα.  

Τα κυρίαρχα λιπαρά οξζα ςτο ελαιόλαδο είναι το ελαϊκό οξφ, το λινελαϊκό οξφ, το παλμιτικό 

οξφ, το ςτεατικό οξφ και το λινολενικό οξφ. 

Ρίνακασ 2. Κφρια λιπαρά οξζα ςτο ελαιόλαδο 

   

Ελαϊκό οξφ C18:1    (Ω9)  55-83% 

Λινελαϊκό οξφ C18:2     (Ω6)   3,5-21% 

Ραλμιτικό οξφ C16:0       7,5-20% 

Στεατικό οξφ C18:0        0,5-5% 

Λινολενικό οξφ C18:3   (Ω3)  0-1,5% 
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Οι τριάκυλο-γλυκερόλεσ ςυντίκενται από τρία μόρια λιπαρϊν οξζων τα οποία εςτεροποιοφν 

ζνα μόριο γλυκερίνθσ. Θ πιο ςυνικθσ ςφνκεςθ είναι αυτι όπου τρία  μόρια ελαϊκοφ οξζοσ 

ενϊνονται με το μόριο τθσ γλυκερίνθσ (ΟΟΟ). Με μικρότερθ ςυχνότθτα εντοπίηονται δυο 

μόρια ολεικοφ οξζοσ μαηί με ζνα μόριο παλμιτικοφ οξζοσ (΢ΟΟ), ενϊ με ακόμθ μικρότερθ 

ςυχνότθτα κα ςυναντιςουμε τα μόρια του λινολενικοφ και ςτεατικοφ οξζοσ. Το ελαιόλαδο 

περιζχει μεγαλφτερα ποςοςτά ελαϊκοφ οξζοσ από ότι λινολενικοφ και λινελαϊκοφ οξζοσ ςε 

ςχζςθ με άλλα ζλαια. Κατά ςυνζπια ςτα μόρια των λιπαρϊν οξζων εμωανίηονται λιγότεροι 

διπλοί δεςμοί κακιςτϊντασ το ελαιόλαδο περιςςότερο ανκεκτικό ςτθν κερμότθτα, τθν 

ακτινοβολία κλπ. 

Τα ακόρεςτα λιπαρά οξζα που εντοπίηονται ςτο ελαιόλαδο, αξίηει να ςθμειωκεί ότι είναι cis 

λιπαρά οξζα. Στο ελαιόλαδο δεν εντοπίηονται trans λιπαρά οξζα. 

 

Ελεφκερα λιπαρά οξζα.  

Στο ελαιόλαδο πζρα από τα λιπαρά οξζα που αναωζραμε παραπάνω, υπάρχουν και τα 

ελεφκερα λιπαρά οξζα. Τα ελεφκερα λιπαρά οξζα προζρχονται από τθν υδρόλυςθ των 

τριακυλογλυκερολϊν ωσ αποτζλεςμα διαωόρων παραγόντων. Τζτοιοι παράγοντεσ μπορεί να 

είναι είτε λόγω αςκενειϊν του ελαιόκαρπου είτε λόγω τθσ κακισ μεταχείριςθσ του 

ελαιόκαρπου πριν και μετά τθν διαδικαςία τθσ ελαιοποίθςθσ. Το ποςοςτό των ελεφκερων 

λιπαρϊν οξζων ςυνκζτουν τον όρο τθσ οξφτθτασ του ελαιολάδου [8]. 

 

Υπεροξείδια  

Ρζρα από τα ελεφκερα λιπαρά οξζα που οωείλονται ςτθν υδρόλυςθ των λιπαρϊν οξζων, ςτο 

ελαιόλαδο εντοπίηουμε και τα προϊόντα οξείδωςθσ του ελαιολάδου. Τα υπεροξείδια είναι τα 

πρωτογενι προϊόντα διάςπαςθσ του ελαιολάδου λόγω τθσ εκτεταμζνθσ επαωισ του ελαίου 

με το οξυγόνο ι με τθν ακτινοβολία. 

 

Φαινολικά ςυςτατικά. 

Στο ελαιόλαδο περιζχονται πλικοσ ωαινολικϊν ενϊςεων. Το ωαινολικό κλάςμα του 

ελαιολάδου ζχει αποτελζςει για πολλά χρόνια αντικείμενο μελζτθσ. 
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2. Ανάλυςθ ελαιολάδου 

 

Απομόνωςθ και Προςδιοριςμόσ Φαινολικϊν ςυςτατικϊν ςτο Παρκζνο Ελαιόλαδο 

 

Στο κεωάλαιο αυτό παρουςιάηεται μια αναςκόπθςθ των κυριότερων μεκόδων που αωοροφν 

τθν μελζτθ του ωαινολικοφ κλάςματοσ του ζξτρα παρκζνου ελαιολάδου. 

Θ μελζτθ αυτι ξεκινάει με τισ μεκόδουσ εκχφλιςθσ του ωαινολικοφ κλάςματοσ. Διάωορεσ 

τεχνικζσ ζχουν αναπτυχκεί για τθν παραλαβι του ωαινολικοφ κλάςματοσ με κυριότερεσ εκ 

των οποίον θ μζκοδοσ τθσ υγρισ-υγρισ εκχφλιςθσ, θ εκχφλιςθ ςτερεισ ωάςθσ κακϊσ και 

διάωορεσ παραλλαγζσ αυτϊν των τεχνικϊν, ενϊ νζεσ ςφγχρονεσ αναλυτικζσ μζκοδοι όπωσ θ 

εκχφλιςθ με υπερκρίςιμα υγρά αποτελοφν χριςιμα εργαλεία ςτα χζρια των ερευνθτϊν.  

 

 

2.1  Απομόνωςθ Φαινολικϊν ςυςτατικϊν ςτο Ελαιόλαδο 

 

Το  ςτάδιο τθσ απομόνωςθσ ωαινολικϊν ςυςτατικϊν από ζνα δείγμα παρκζνου ελαιολάδου 

αποτελεί ζνα πολφ ςθμαντικό ςτάδιο για μια ορκι μετζπειτα ανάλυςθ. Το ελαιόλαδο και τα 

ωυτικά εκχυλίςματα εν γζνει, εμπεριζχουν πολφ ςυχνά ζνα ιδιαιτζρωσ πολφπλοκο και 

ετερογενζσ μίγμα πολυωαινολικϊν ςυςτατικϊν, πολλζσ ωορζσ άγνωςτθσ δομισ, γεγονόσ που 

κακιςτά τθν επιλογι τθσ κατάλλθλθσ μεκόδου εκχφλιςθσ ζνα κρίςιμο ςτάδιο. Στόχοσ είναι θ 

απομόνωςθ των επικυμθτϊν κλαςμάτων του ςυνολικοφ εκχυλίςματοσ ςτθν υψθλότερθ 

δυνατι απόδοςθ, και θ αποωυγι πικανϊν δομικϊν αλλαγϊν που μπορεί να ςυμβοφν ςτισ 

ενϊςεισ που αρχικά υπάρχουν ςτο εκχφλιςμα, όπωσ θ υδρόλυςθ, θ οξείδωςθ ι θ ιςομερίωςθ. 

[9] 

Για τθν απομόνωςθ πολικϊν πολυωαινολικϊν ςυςτατικϊν από το ελαιόλαδο ζχουν προτακεί 

πολλζσ μζκοδοι οι περιςςότερεσ εκ των οποίων βαςίηονται ςτθν μζκοδο τθσ υγρισ – υγρισ 

εκχφλιςθσ (LLE) και τθν εκχφλιςθ ςτερεισ ωάςθσ (SPE). Οι ςυγκεκριμζνεσ μζκοδοι ζχουν 

χρθςιμοποιθκεί ςε πολλζσ παραλλαγζσ από τουσ διάωορουσ ερευνθτζσ, οι οποίοι 

χρθςιμοποιοφν ποικίλα ςυςτιματα διαλυτϊν ςτισ εκχυλίςεισ ανάλογα με τον ςτόχο τθσ κάκε 

μελζτθσ. Οι διαωορζσ ςτον τρόπο λειτουργίασ των μεκόδων, βζβαια, δεν αωοροφν μόνο τα 

ςυςτιματα διαλυτϊν που χρθςιμοποιοφνται ςτθν υγρι – υγρι εκχφλιςθ και τθν εκχφλιςθ 

ςτερεισ ωάςθσ, αλλά και ςτισ ποςότθτεσ των αρχικϊν δειγμάτων που λαμβάνονται για 

ανάλυςθ, κακϊσ και οι ςυγκεντρϊςεισ των διαλυμάτων ςτθν διάρκεια τθσ ανάλυςθσ.  
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2.1.1 Υγρι – υγρι εκχφλιςθ.  

 

Θ  μζκοδοσ τθσ υγρισ – υγρισ εκχφλιςθσ (LLE) ςυνίςταται ςτθν μεταωορά μιασ ι 

περιςςοτζρων διαλυμζνων ουςιϊν που περιζχονται ςε ζνα αρχικό διάλυμα, ςε ζνα άλλο μθ 

αναμίξιμο υγρό, τον διαλφτθ, ο οποίοσ πλζον αποτελεί το εκχφλιςμα. Θ μζκοδοσ τθσ υγρισ – 

υγρισ εκχφλιςθσ βαςίηεται ςτθν διαωορετικι ςχετικι διαλυτότθτα μιασ ουςίασ ςε δφο, μθ 

αναμίξιμα, υγρά. Συνικωσ τα δφο υγρά είναι το νερό και κάποιοσ οργανικόσ διαλφτθσ. [10]    

Θ μζκοδοσ τθσ υγρισ - υγρισ εκχφλιςθσ ζχει χρθςιμοποιθκεί ςτο παρελκόν πολφ ςυχνά για 

τθν εκχφλιςθ του ωαινολικοφ κλάςματοσ του ελαιολάδου. Σε  ζνα τυπικό πρωτόκολλο , τα 

ωαινολικά κλάςματα του ελαιόλαδου εκχυλίηονται από  ζνα δείγμα ελαιολάδου με διάλυςθ 

μιασ ποςότθτασ ελαιολάδου ςε λιπόωιλο διαλφτθ, ςυνικωσ εξάνιο, το οποίο περιζχει 

ςθμαντικά ποςοςτά μεκανόλθσ ι μίγματοσ μεκανόλθσ/νεροφ (ςυγκζντρωςθ νεροφ από 0 ζωσ 

40%). Θ εκχφλιςθ γίνεται είτε με απλι ανάδευςθ είτε με χριςθ υπεριχων για μερικά λεπτά. 

Μετά τθν εκχφλιςθ γίνεται διαχωριςμόσ τθσ λιπόωιλθσ και τθσ υδατικισ ωάςθσ με 

ωυγοκζντρθςθ  ςτισ 3000rpm για 3min. Οι δφο ωάςεισ διαχωρίηονται και θ υδατικι ωάςθ 

εξατμίηεται ςτουσ 35 0C ςε ςυςκευι απόςταξθσ rotary evaporator. Το εκχφλιςμα ςτθν 

ςυνζχεια εκχυλίηεται άλλεσ δφο ωορζσ με εξάνιο για να επιτευχκεί καλφτερθ απολίπανςθ και 

το εκχφλιςμα εξατμίηεται ξανά. Θ χριςθ του κατάλλθλου ςυςτιματοσ διαλυτϊν είναι ζνα 

ςτάδιο που επθρεάηει ςθμαντικά τθν απόδοςθ τθσ μεκόδου, κακϊσ τόςο θ ωφςθ των 

διαλυτϊν που επιλζγονται όςο και οι ςχετικζσ αναλογίεσ μεταξφ των διαλυτϊν κακορίηουν 

τθν ανάκτθςθ των πολυωαινολικϊν ςτο τελικό εκχφλιςμα.  Επίςθσ, άλλοι διαλφτεσ όπωσ ο 

πετρελαϊκόσ αικζρασ και το χλωροωόρμιο ζχουν προτακεί [11, 12]. Ωςτόςο, θ προςκικθ 

εξανίου ι άλλων οργανικϊν διαλυτϊν ςτο ελαιόλαδο πριν τθν εκχφλιςθ, δεν οδιγθςε ςε 

ςθμαντικι βελτίωςθ τουλάχιςτον όςο αωορά τθν αφξθςθ τθσ ανάκτθςθσ των πολυωαινολικϊν 

ςυςτατικϊν.    

Επίςθσ ζχει χρθςιμοποιθκεί ςφςτθμα διαλυτϊν τετραχδροωουράνιο/νερό και ςτθν ςυνζχεια 

ωυγοκζντρθςθ, κακϊσ και εκχφλιςθ  με N,N-dimethylformamide. 

Θ χριςθ των υπεριχων ςυγκριτικά με τθν απλι ανάδευςθ μελετικθκε από τουσ T. Jerman 

Klen, B. Mozeticˇ Vodopivec [13]. Τα αποτελζςματα ζδειξαν ότι αν και θ απλι ανάδευςθ δίνει 

ικανοποιθτικά αποτελζςματα, θ χριςθ υπεριχων κατά τθν διάρκεια τθσ εκχφλιςθσ ζχει ωσ 

αποτζλεςμα τθν βζλτιςτθ ανάκτθςθ του ωαινολικοφ κλάςματοσ. Στθν ίδια εργαςία 

παρουςιάηεται και μια παραλλαγι τθσ μεκόδου αυτι με ψφξθ του δείγματοσ (2-3 ϊρεσ ςτουσ  

-250C) κατά τθν οποία επιτυγχάνεται καλφτερθ απομάκρυνςθ του μθ πολικοφ κλάςματοσ . 

Στθν ερευνθτικι εργαςία των  Montedoro et  al 1992, εξετάςτθκαν οι μζκοδοι εκχφλιςθσ για 

απλά και υδρολφςιμα ωαινολικά ςυςτατικά ςτο παρκζνο ελαιόλαδο, δοκιμάηοντασ 
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διαωορετικοφσ διαλφτεσ ςε διαωορετικά ςυςτιματα , και διαωορετικζσ  ςυγκεντρϊςεισ των 

διαλυμάτων [14]. Το ςυμπζραςμα ιταν ότι το βζλτιςτο ςφςτθμα διαλυτϊν ιταν το 

μεκανόλθ/νερό (80:20 v/v) ςφμωωνα με τα βιβλιογραωικά δεδομζνα. Ωςτόςο, λίγα χρόνια 

αργότερα, Angerosa  et al. παρουςίαςαν αντίκετα αποτελζςματα. Θ ατελισ ανάκτθςθ 

κάποιων ςυςτατικϊν και θ δθμιουργία γαλακτϊματοσ ανάμεςα ςτο νερό και τθν μεκανόλθ 

τουσ οδιγθςε ςτο να διαλζξουν κακαρι μεκανόλθ για τθν εκχφλιςθ [15].  

Ο Cortesi et al δοκίμαςαν εκχφλιςθ των πολικϊν ςυςτατικϊν του ελαιολάδου με 

τετραχδροωουράνιο (80:20 v/v) και ςτθν ςυνζχεια ωυγοκζντρθςθ, και ζωταςαν ςτο 

ςυμπζραςμα πωσ για τθν ςυγκεκριμζνθ μζκοδο θ ανάκτθςθ ιταν πζντε ωορζσ μεγαλφτερθ 

για τθν υδροξυτυροςόλθ και δφο ωορζσ για τθν τυροςόλθ ςε ςχζςθ με το ςφςτθμα 

μεκανόλθ/νερό (60:40 v/v ). Θ χριςθ N,N-dimethylformamide ζδειξε να ζχει ενδιαωζροντα 

αποτελζςματα ςτα επίπεδα τθσ ανάκτθςθσ πολυωαινολικϊν ςυςτατικϊν [16]. 

Μετά τθν διαδικαςία τθσ υγρισ – υγρισ εκχφλιςθσ και με ςκοπό τθν απομόνωςθ των 

επικυμθτϊν αναλυτϊν από παρεμποδιςτικζσ ουςίεσ, το υπολειπόμενο ζλαιο απομακρφνεται 

με ωφλαξθ ςε κερμοκραςία περιβάλλοντοσ για ζνα βράδυ, και ωυγοκζντρθςθ ι επιπλζον 

εκχφλιςθ με εξάνιο. 

Σε πρόςωατθ μελζτθ οι Karkoula et al χρθςιμοποίθςαν για τθν εκχφλιςθ του ωαινολικοφ 

κλάςματοσ του ελαιολάδου κφκλο-εξάνιο ωσ λιπόωιλο διαλφτθ και ακετονιτρίλιο. Σφμωωνα 

με αυτό το πρωτόκολλο 5g ελαιολάδου διαλφονται ςε 20 ml Chex και το διάλυμα αναδεφεται 

για 1min. Στθν ςυνζχεια προςτίκενται 25ml ACN και το μίγμα αναδεφεται για άλλο ζνα λεπτό. 

Ο διαχωριςμόσ των δφο ωάςεων γίνεται με ωυγοκζντρθςθ ςτισ 4000rpm για 5 min [17].  

Ζνα ςυχνό πρόβλθμα που παρατθρείται κατά τθν προςπάκεια απομόνωςθσ του ωαινολικοφ 

κλάςματοσ του ελαιολάδου με τισ διάωορεσ μεκόδουσ είναι οι αντιδράςεισ που επιτελοφνται 

μεταξφ κάποιων ωαινολικϊν ςυςτατικϊν και των διαλυτϊν που χρθςιμοποιοφνται και που 

ζχουν ωσ αποτζλεςμα τον ςχθματιςμό προϊόντων που δεν υπάρχουν ςτο αρχικό εκχφλιςμα.     

Σε μελζτθ που ζγινε για τθν εξακρίβωςθ τθσ επίδραςθσ του διαλφτθ ςτισ ουςίεσ που 

εμπεριζχονται ςτο ωαινολικό κλάςμα, προκφπτει ότι τόςο θ ελαιοκανκάλθ όςο και θ 

ελαιαςίνθ κατά τθν διάλυςθ τουσ ςε μεκανόλθ κακϊσ και ςε υδατικό διάλυμα μεκανόλθσ, 

αντιδροφν και προκφπτουν θμιακετάλεσ ι ακετάλεσ. Αντίκετα με τθν χριςθ ακετονιτριλίου 

καμία αλλαγι δεν παρουςιάηεται ςτο τελικό εκχφλιςμα. Συχνό επίςθσ είναι το ωαινόμενο 

ιςομερίωςθσ των ενϊςεων όπωσ παρουςιάςτικε ςε πρόςωατθ εργαςία [18]  
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2.1.2 Εκχφλιςθ ςτερεισ φάςθσ (Solid Phase Extraction). 

 

Θ  εκχφλιςθ ςτερεισ ωάςθσ (SPE) είναι μια διαδικαςία διαχωριςμοφ κατά τθν οποία τα 

ςυςτατικά τα οποία είναι διαλυμζνα ςε κάποιο διάλυμα είναι δυνατόν να διαχωριςτοφν 

βάςει των διαωορετικϊν ωυςικοχθμικϊν τουσ ιδιοτιτων.  

Θ μεγάλθ ευελιξία τθσ SPE οδιγθςε τουσ ερευνθτζσ ςτο να χρθςιμοποιιςουν τθν τεχνικι 

αυτιν  για τθν ανάκτθςθ ωαινολικϊν ςυςτατικϊν από το παρκζνο ελαιόλαδο. Θ ευρεία χριςθ 

τθσ τεχνικισ αυτισ είχε ωσ αποτζλεςμα να προτακοφν πολλά ςυςτιματα διαλυτϊν, τόςο για 

το ςτάδιο τθσ απομόνωςθσ, όςο και για  το ςτάδιο του κακαριςμοφ ενόσ εκχυλίςματοσ.  

Θ εκχφλιςθ ςτερεισ ωάςθσ περιλαμβάνει δφο καταςτάςεισ λειτουργίασ, τθν λειτουργία 

κανονικισ ωάςθσ και τθν λειτουργία αντίςτροωθσ ωάςθσ. Οι πιο ςυχνά χρθςιμοποιοφμενεσ 

μζκοδοι για τθν SPE είναι με χριςθ silica C8 (κανονικι ωάςθ) και C18 (αντίςτροωθ ωάςθ). 

 Το 2001 οι Liberatore et al χρθςιμοποίθςαν ςτιλεσ με silica C-18 ςφμωωνα με το ακόλουκο 

πρωτόκολλο: 1 g ελαιολάδου διαλφεται ςε 10 ml εξανίου και τοποκετείται ςε μία ςτιλθ θ 

οποία προθγουμζνωσ είχε εκλουςκεί με 2x10 ml μεκανόλθσ και 2x10 ml εξανίου. Στθν 

ςυνζχεια θ ςτιλθ εκλοφεται με 4x10 ml εξανίου ϊςτε να απομακρυνκοφν οι λιπόωιλεσ 

ενϊςεισ. Το ωαινολικό κλάςμα και όποιεσ πολικζσ ενϊςεισ ζχουν παραμείνει ςτθν ςτιλθ 

ανακτϊνται με ζκλουςθ με 4x10 ml μεκανόλθσ. Σφμωωνα με τουσ ςυγγραωείσ, τα 

αποτελζςματα δεν ςυμωωνοφν πλιρωσ με εκείνεσ τθσ εκχφλιςθσ υγροφ-υγροφ [19]. 

Οι ςτιλεσ C-18 ζχουν χρθςιμοποιθκεί αρκετζσ ωορζσ για τθν απομόνωςθ ωαινολικϊν 

ενϊςεων από τα παρκζνα ελαιόλαδα. Οι ςτιλεσ ιοντικισ ανταλλαγισ, ζχουν επίςθσ 

χρθςιμοποιθκεί για τθν απομόνωςθ ωαινολικϊν κλαςμάτων από διάωορα ζλαια, αλλά οι 

ανακτιςεισ που επιτεφχκθκαν ιταν αρκετά χαμθλζσ (53-62%). Ακόμα, πολλά υποςχόμενα 

αποτελζςματα παρουςίαςαν οι Mateos et al που δοφλεψε με ςτιλθ αμίνθσ θ οποία ζδειξε 

αποτελζςματα ανάκτθςθσ μεγαλφτερθ του 90% ςε όλα τα ωαινολικά ςυςτατικά. 

Τζλοσ , και όςο αωορά τθν ςτιλθ που κα επιλζξει ο εκάςτοτε ερευνθτισ για τθν απομόνωςθ 

του ωαινολικοφ κλάςματοσ, χριςιμο εργαλείο αποτελοφν οι ςτιλεσ diol-bonded, οι οποίεσ 

αποτελοφν τθν μζςθ οδό μεταξφ silica κανονικισ και αντίςτροωθσ ωάςθσ, ενϊ είναι ςυμβατζσ 

με μεγάλο εφροσ διαλυτϊν [20] [21].  

Συνοψίηοντασ όλα αυτά που αναωζρκθκαν ςτο κεωάλαιο αυτό, μποροφμε να ποφμε ότι θ 

ςτιλθ C-18 είναι μια αξιόπιςτθ μζκοδοσ για τθν απομόνωςθ απλϊν ωαινολικϊν ουςιϊν. 

Ωςτόςο, παρουςιάηεται χαμθλι ανάκτθςθ ςτθν περίπτωςθ ςεκοϊριδοειδικϊν παραγϊγων και 

κυρίωσ των διαλδεψδικϊν  μορωϊν τουσ. Σε μια πρόςωατθ μελζτθ, 15 ωαινολικά ςυςτατικά 

απομονϊκθκαν με ςκοπό τθν μελζτθ των ανακτιςεων του κάκε αναλφτθ, και ζδειξε ότι θ 
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υγρι – υγρι εκχφλιςθ ζδωςε τα καλφτερα αποτελζςματα ςε βακμοφσ ανάκτθςθσ των 

ωαινολικϊν από δείγμα ωαινολϊν που προςτζκθκε ςε ζλαιο άλλθσ πθγισ πζρα του 

ελαιολάδου [19]. 

 

 

 

2.1.3 Εναλλακτικζσ μζκοδοι εκχφλιςθσ 

 

Μικροεκχυλιςθ. 

 

Θ υγρι – υγρι μικροεκχφλιςθ βαςίηεται ςτθν ταχεία ζγχυςθ ενόσ κατάλλθλου μίγματοσ δφο 

διαλυτϊν – ζναν διαλφτθ που λειτουργεί ωσ διαλφτθσ εκχφλιςθσ και ζνα που λειτουργεί ωσ 

διαλφτθσ διαςποράσ – ςε ζνα δείγμα με τθν βοικεια ςφριγγασ. Αυτό ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν 

δθμιουργία ενόσ κολοφ μίγματοσ το οποίο περιζχει μικρά ςταγονίδια εκχυλίςματοσ πλιρωσ 

διαςκορπιςμζνα ςτθν υδατικι ωάςθ και τζλοσ τθν ωυγοκζντρθςθ που ζχει ωσ αποτζλεςμα 

τθν ςυςςϊρευςθ των ςταγονιδίων εκχφλιςθσ ςτον πυκμζνα του δοχείου εκχφλιςθσ [22] .      

Στθν μζκοδο υγρισ-υγρισ μικρο-εκχφλιςθσ (DLLME) θ αποτελεςματικι εκχφλιςθ των 

επικυμθτϊν ςυςτατικϊν επθρεάηεται από πολλοφσ παράγοντεσ, εκ των οποίων οι πιο 

ςθμαντικοί είναι ο διαλφτθσ που χρθςιμοποιείται για τθν εκχφλιςθ και ο διαλφτθσ διαςποράσ 

κακϊσ και οι ςυγκεντρϊςεισ τουσ. 

Μια τυπικι χριςθ τθσ DLLME είναι με χλωριωμζνουσ διαλφτεσ μθ αναμίξιμουσ με το νερό 

(χλωροβενηόλιο, διχλωρομεκάνιο κ.α.) ενϊ ο διαλφτθσ διαςποράσ είναι ζνασ διαλφτθσ 

αναμίξιμοσ με το νερό (ακετόνθ, ακετονιτρίλιο, μεκανόλθ κ.α) [23]. Θ επιλογι του 

κατάλλθλου διαλφτθ εκχφλιςθσ αποτελεί  ίςωσ τθν πιο ςθμαντικι παράμετρο τθσ μεκόδου. 

Λαμβάνοντασ υπόψιν τα  προθγοφμενα και εςτιάηοντασ ςτθν εκχφλιςθ του ωαινολικοφ 

κλάςματοσ ενόσ δείγματοσ ελαιολάδου, ο διαλφτθσ εκχφλιςθσ κα πρζπει να ζχει μεγαλφτερθ 

πυκνότθτα από αυτι του δείγματοσ ελαιολάδου (με ςκοπό κατά τθν ωυγοκζντρθςθ να είναι 

εωικτόσ ο διαχωριςμόσ και θ εναπόκεςι του ςτον πάτο του δοχείου εκχφλιςθσ), να μπορεί να 

διαλφςει το ωαινολικό κλάςμα ϊςτε να επιτευχκεί θ εκχφλιςθ, κακϊσ και μικρι διαλυτότθτα 

ςτα υπόλοιπα κλάςματα του ελαιολάδου. Σχετικά με τον διαλφτθ διαςποράσ, κα πρζπει να 

είναι διαλυτόσ ςτον διαλφτθ εκχφλιςθσ και αναμίξιμοσ με το ελαιόλαδο επιτρζποντασ ζτςι τθν 

διαςπορά του διαλφτθ εκχφλιςθσ υπό τθν μορωι ςταγονιδίων ςτθν ωάςθ του ελαιολάδου και 

τον ςχθματιςμό του κολοφ μίγματοσ (Ελαιόλαδο, διαλφτθσ διαςποράσ, διαλφτθσ εκχφλιςθσ).  
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Στα πλεονεκτιματα τθσ μεκόδου αυτισ ςυγκαταλζγονται θ χριςθ μικρϊν ςυγκεντρϊςεων 

οργανικϊν διαλυτϊν για τθν εκχφλιςθ, ο ςθμαντικόσ εμπλουτιςμόσ του ωαινολικοφ 

εκχυλίςματοσ, ο μικρόσ χρόνοσ εκχφλιςθσ, θ απλότθτα τθσ όλθσ μεκόδου κακϊσ και το χαμθλό 

κόςτοσ  τθσ. 

Σε μια προςπάκεια ςφγκριςθσ των μεκόδων που βαςίηονται ςτθν υγρι-υγρι εκχφλιςθ και τθν 

εκχφλιςθ ςτερεισ ωάςθσ, οι M. Luz Pizarro et al ςφγκριναν τισ μεκόδουσ SPE, LLE, LLME και 

εκχφλιςθ με υπεριχουσ (USE). Τα αποτελζςματα ζδειξαν ότι κατά τθν εκχφλιςθ με υπεριχουσ 

(USE) είχαμε το μεγαλφτερο ποςοςτό ανάκτθςθσ, Ωςτόςο, παρατθρικθκε ότι οι διαωορζσ 

από τα αντίςτοιχα αποτελζςματα τθσ μεκόδου LLME δεν ιταν ςθμαντικζσ. Συνυπολογίηοντασ 

ότι ςτθν μικρο-εκχφλιςθ ζχουμε μικρότερθ κατανάλωςθ διαλυτϊν και πραγματοποιείται ςε 

μικρότερο χρόνο θ χριςθ τθσ μεκόδου αυτισ κακίςταται θ πλζον κατάλλθλθ για τθν εκχφλιςθ 

του ωαινολικοφ κλάςματοσ του Ελαιολάδου. [24].     
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2.2  Προςδιοριςμόσ φαινολικϊν ςυςτατικϊν ςτο Ελαιόλαδο 

 

Το επόμενο ςτάδιο τθσ ανάλυςθσ του ωαινολικοφ κλάςματοσ του ελαιολάδου είναι ο 

ποιοτικόσ θ/και ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ των ωαινολικϊν ςυςτατικϊν του κλάςματοσ. Οι 

διάωορεσ μζκοδοι που ζχουν αναπτυχκεί βαςίηονται ςε ωαςματοωωτομετρικά ι 

χρωματογραωικά δεδομζνα που λαμβάνουμε από τθν επεξεργαςία του εκχυλίςματοσ. 

 

 

2.2.1 Φαςματοφωτομετρικόσ προςδιοριςμόσ: πλεονεκτιματα και μειονεκτιματα. 

 

Μια μζκοδοσ που χρθςιμοποιείται ευρζωσ για τον ποςοτικό προςδιοριςμό των ολικϊν 

ωαινολϊν ςτο παρκζνο ελαιόλαδο, βαςίηεται ςτθν αντίδραςθ αντιδραςτθρίου Folin-Ciocalteu  

με τισ υδρόξυ ομάδεσ  των ωαινολικϊν ςυςτατικϊν [25] [26]. Θ μζκοδοσ περιλαμβάνει 

βακμονόμθςθ με μια κακαρι ουςία, εκχφλιςθ των ωαινολϊν από το δείγμα, και μζτρθςθ τθσ 

απορρόωθςθσ μετά από τθν χρωματικι αντίδραςθ. Θ ευρεία χριςθ τθσ μεκόδου αυτισ 

αποδίδεται ςτθν απλότθτα τθσ, τθν ευκολία και τθν ταχφτθτα τθσ αντίδραςθσ [27]. 

Το κφριο μειονζκτθμα τθσ χρωματομετρικισ μεκόδου αυτισ, είναι θ χαμθλι επιλεκτικότθτα 

τθσ, κακϊσ θ χρωματικι αντίδραςθ πραγματοποιείται με οποιαδιποτε υδρόξυ ομάδα των 

ωαινολικϊν ςυςτατικϊν του ελαιολάδου. Ρρόςωατα, παρουςιάςτθκε μια ενδιαωζρουςα 

προςζγγιςθ για τα  ςυνολικά εκχυλίςιμα ωαινολικά ςυςτατικά από διάωορα δείγματα που 

προζρχονταν από προϊόντα διατροωισ, παρζχοντασ ςυγκριτικά ςτοιχεία για τισ διάωορεσ 

χρωματογραωικζσ και ωαςματοωωτομετρικζσ μεκόδουσ, λαμβάνοντασ υπ’ όψιν τθν πικανι 

επίδραςθ που ζχουν αυτζσ πάνω ςτισ ουςίεσ που εξετάηονται [28]. 

Ωςτόςο, οι Singleton et al ζδειξαν ότι θ μοριακι απορρόωθςθ ανά αντίδραςθ με μια υδρόξυ 

ομάδα μπορεί να ςυγκρικεί ςε ενϊςεισ με, κατά τα άλλα, παρόμοια δομι. [29] Ωσ εκ τοφτου, 

θ μοριακι απορρόωθςθ ενόσ ωαινολικοφ ςυςτατικοφ του ελαιολάδου, εξαρτάται πρωταρχικά 

από τον αρικμό των υδρόξυ ομάδων, με τα μονό-ωαινολικά ςυςτατικά να οδθγοφν ςτο ιμιςυ 

του ςχθματιςμοφ χρωματικοφ ςυμπλόκου ςε ςφγκριςθ με τισ διωαινολικζσ ενϊςεισ και ωσ εκ 

τοφτου εμωανίηουν περίπου το ιμιςυ τθσ μοριακισ απορρόωθςθσ.  

Το αντιδραςτιριο Folin - Ciocalteu είναι ωωςωορομολυβδαινικό και ωωςωοβολωραμικό 

μίγμα που ςυμμετζχει ςε μία αντίδραςθ οξείδωςθσ. Αωοφ ολοκλθρωκεί θ αντίδραςθ το 

αντιδραςτιριο καταναλϊνεται και προκφπτει ζνα προϊόν με μπλε χρϊμα που μετράται ςτα 

500-750 nm. Σφμωωνα με αυτι τθν διαδικαςία υπό τισ ςυνκικεσ τθσ αντίδραςθσ 

οξειδϊνονται όλεσ οι ενϊςεισ που δφναται να οξειδωκοφν μζςα ςτο διάλυμα. Αυτό δεν 
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μπορεί να αποκλείςει τθν ςυμμετοχι των αλδεχδϊν ςτθν ίδια αντίδραςθ. Επιπλζον, θ 

ζκωραςθ των αποτελεςμάτων ωσ γαλλικό οξφ ι ιςοδφναμα καωεϊκοφ οξζοσ είναι αυκαίρετθ 

και δεν μπορεί να ςυςχετιςτεί άμεςα με τισ απαιτιςεισ του ιςχυριςμοφ υγείασ τθσ ΕΕ.  

 

2.2.2 Από το Folin-Denis ςτο Folin-Clocalteu. 

 

Θ αρχικι εργαςία των Folin-Denis περιζγραψε τα ςθμαντικά κομμάτια τθσ διαδικαςίασ αυτισ 

με τθν χριςθ του αντιδραςτθρίου Folin-Denis. Ρολλζσ λειτουργίεσ τισ μεκόδου αυτισ κα 

μποροφςαν να κεωρθκοφν αςαωείσ και να προκαλζςουν διαωωνίεσ ςε ςχζςθ με τθν 

ορκότθτα και τθν αποτελεςματικότθτασ τουσ. Το κορεςμζνο ανκρακικό νάτριο ποικίλλει ςε 

ςφνκεςθ με τθ κερμοκραςία, και θ ιςορροπία δεν επιτυγχάνεται γριγορα από τθν 

υπερκορεςμζνθ κατάςταςθ. Ο νόμοσ του Beer είναι πικανό να μθν επαλθκεφεται ςε ζνα 

επαρκϊσ μεγάλο εφροσ και τα, ιδιαιτζρωσ, αςυνικιςτα χαμθλά αποτελζςματα 

παρατθρικθκαν όταν τα δείγματα  που παρουςίαςαν πολφ μεγάλθ απορρόωθςθ αραιϊκθκαν 

με ζνα τυωλό διάλυμα αντί να επαναλθωκεί ολόκλθρθ θ μζκοδοσ από τθν αρχι. Εάν τα 

δείγματα ιταν ανεπαρκϊσ αναμειγμζνα μεταξφ των διαωόρων προςκθκϊν ι αν τα 

αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιικθκαν προςτζκθκαν ςε λάκοσ ςυγκεντρϊςεισ, τα 

αποτελζςματα είναι ακανόνιςτα. Αναλόγωσ τθν κερμοκραςία και άλλουσ παράγοντεσ, το 

μπλε χρϊμα τθσ απορρόωθςθσ μπορεί να μεταβλθκεί ζωσ και να εξαωανιςτεί ςε ςθμαντικό 

βακμό, μετά από χρόνο τριάντα λεπτϊν και ζχει ωσ αποτζλεςμα αςαωι αποτελζςματα. Το 

πιο ςθμαντικό από όλα, είναι οτι μπορεί να εμωανιςτεί ςταδιακι κακίηθςθ θ οποία κα 

επθρεάςει τα αποτελζςματα ςε περίπτωςθ που δεν απομακρυνκεί το ίηθμα. 

Για όλουσ αυτοφσ τουσ λόγουσ, αυτζσ τισ μελζτεσ ακολοφκθςαν πολλζσ άλλεσ από τον Folin 

και τουσ ςυνεργάτεσ του, κακϊσ και άλλουσ ερευνθτζσ, παρατθρϊντασ τα διάωορα 

προβλιματα που προκφπτανε από τθν ςυγκεκριμζνθ μζκοδο και προτείνοντασ βελτιϊςεισ 

ςτθν αρχικι μζκοδο. Οι μετατροπζσ ςτο ωαινολικό αντιδραςτιριο, κορυωϊκθκαν με τθν 

μελζτθ των Folin – Ciocalteu [30]. Οι μετατροπζσ επί τθσ διαδικαςίασ αναωζρονται κυρίωσ ςε 

μια μεγαλφτερθ διάρκεια κζρμανςθσ, τθν παρουςία υδροχλωρικοφ οξζοσ, και τθν προςκικθ 

του κειικοφ λικίου.  

Το αντιδραςτιριο Folin-Denis περιζχει δφο κατθγορίεσ ςυςτατικϊν, μια πιο ευαίςκθτθ ςτθν 

αναγωγι (reduction) ςε ςχζςθ με τθν άλλθ, λαμβάνοντασ υπόψιν ότι το αντιδραςτιριο Folin – 

Ciocalteu ζχει καλφτερθ ενςωμάτωςθ του μολυβδαινίου ςτο μίγμα, δίνοντασ ζτςι μεγάλθ 

ευαιςκθςία ςτο δείγμα. Το αντιδραςτιριο των Folin – Ciocalteu αποτελείται από ζνα μίγμα 

ετεροπολικϊν οξζων, ωωςωομολυβδενικοφ και ωωςωοβολωραμικοφ οξζοσ, ςτα οποία το 

μολυβδαίνιο και το βολωράμιο είναι  ςτον βακμό 6+. Κατά τθν αναγωγι με διάωορουσ 
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αναγωγικοφσ παράγοντεσ, ςχθματίηεται το λεγόμενο μπλε το βολωραμίου και το μπλε του 

μολυβδαινίου,  όπου ο βακμόσ οξείδωςθσ είναι μεταξφ 5 και 6. Πςο το αντιδραςτιριο Folin – 

Ciocalteu ζχει αποκτιςει μετά τθν αναγωγι το μπλε χρϊμα, είναι δυνατόν να γίνει ο 

προςδιοριςμόσ του ςε ωαςματογράωο ςε ζνα μικοσ κφματοσ από 500-750nm.Το 

αντιδραςτιριο Folin – Ciocalteu εχει επικρατιςει  του αντιδραςτθρίου Folin-Denis.   

Ο ποιοτικόσ προςδιοριςμόσ του ωαινολικοφ κλάςματοσ με τθν χριςθ αντιδραςτθρίου Folin-

Ciocalteu παρουςιάςτθκε πιο πάνω. Σε ζνα τυπικό πρωτόκολλο τθσ μεκόδου αυτισ ζνα 

κλάςμα του υδατικοφ-μεκανολικοφ διαλφματοσ των ωαινολικϊν ςυςτατικϊν που 

εκχυλίςτθκαν από το ελαιόλαδο, διαλφεται ςε 6 ml νεροφ, και ςτθν ςυνζχεια προςτίκεται 0,5 

του αντιδραςτθρίου Folin – Ciocalteu. Μετά από ζνα λεπτό ςτο μίγμα τθσ αντίδραςθσ 

προςτίκενται 2ml ανκρακικοφ νατρίου (15%w/v) και αραιϊνεται το μίγμα με νερό ςε τελικό 

όγκο 10 ml. H απορρόωθςθ του μίγματοσ μετράται μετά από δφο ϊρεσ ςτα μικθ κφματοσ που 

προαναωζρκθκαν [31]. 

 

 

 

 

2.2.3 Χρωματογραφικόσ προςδιοριςμόσ του φαινολικοφ προφίλ του παρκζνου ελαιολάδου. 

 

Θ ανάγκθ για τθν μελζτθ του ωαινολικοφ προωίλ των ελαιόλαδων, κακϊσ και για τθν 

ταυτοποίθςθ  μεμονωμζνων ωαινολικϊν ςυςτατικϊν ςτο ελαιόλαδο, απαιτεί τθν 

αντικατάςταςθ των παραδοςιακϊν μεκόδων από υψθλισ απόδοςθσ χρωματογραωικϊν  

τεχνικϊν. Ο διαχωριςμόσ ςυνικωσ επιτυγχάνεται με τθν μζκοδο τθσ HPLC, αν και θ αζριοσ 

χρωματογραωία ακόμα χρθςιμοποιείται ςε κάποιεσ περιπτϊςεισ. Ο πιο ςυχνόσ τρόποσ 

λειτουργίασ διαχωριςμοφ χρθςιμοποιεί ςυςτιματα αντίςτροωθσ ωάςθσ ςε ςτιλεσ C-18 και 

ποικίλεσ κινθτζσ ωάςεισ. Θ ανίχνευςθ ςυνικωσ γίνεται με τθν μζτρθςθ τθσ υπεριϊδουσ 

απορρόωθςθσ. 

Συνδυαςμζνεσ μζκοδοι, ιδιαιτζρωσ διαωόρων μεκόδων μάηασ, χρθςιμοποιοφνται όλο και 

περιςςότερο αν και θ ςυλλογι  αναλυτϊν με τθν χριςθ παραςκευαςτικισ HPLC . 

 

 

 



26 
 

2.2.4 Χρωματογραφία λεπτισ ςτιβάδασ (TLC).  

 

Θ χρωματογραωία xάρτου και θ χρωματογραωία λεπτισ ςτιβάδασ, ζχουν επινοθκεί και 

αξιοποιθκεί για προκαταρτικοφσ διαχωριςμοφσ και για το ςτάδιο του κακαριςμοφ του 

ωαινολικοφ εκχυλίςματοσ του ελαιολάδου.  

Ραλαιότερα θ χρωματογραωία xάρτου και θ χρωματογραωία λεπτισ ςτιβάδασ, είχε μικρι 

εωαρμογι ςτον διαχωριςμό των ωαινολικϊν ςυςτατικϊν του παρκζνου ελαιολάδου. [32] 

Ωςτόςο, ο διαχωριςμόσ περίπου 20 ωαινολικϊν ςυςτατικϊν ι ςυγκεκριμζνων ωαινολικϊν 

ομάδων από το ελαιόλαδο με τθν χριςθ silica ςε ΤLC, κυτταρίνθσ, και πολυαμιδίου, ζχουν 

αναωερκεί ςτθν βιβλιογραωία. Θ ζκλουςθ των ςυςτατικϊν του πολικοφ εκχυλίςματοσ του 

ελαιολάδου ζχει γίνει και με διςδιάςτατθ TLC με τθν χριςθ διαωόρων ςυςτθμάτων.  

n-βουτανόλθ/οξικό οξφ/νερό (5:4:1) (ςφςτθμα Α) και νερό (ςφςτθμα Β) ; τολουζνιο /ethyl 

formate /ωορμικό οξφ  (5:4:1) (ςφςτθμα Α) και οξικό οξφ 2% (ςφςτθμα Β) 

βενηζνιο/μεκανόλθ/νερό(80:1:1)(ςφςτθμα Α) βενηζνιο/μεκανόλθ/νερό (45:8:4) (ςφςτθμα Β).  

Oι Ragazzi et al   χρθςιμοποίθςαν πλάκεσ TLC με κυτταρίνθ και πολυαμίδιο για ςτατικζσ 

ωάςεισ. Στθν πρϊτθ περίπτωςθ, θ κινθτι ωάςθ ιταν: χλωροωόρμιο/οξικό οξφ/νερό (8:2:1) 

ενϊ ςτθν δεφτερθ περίπτωςθ χρθςιμοποιικθκε ςφςτθμα μεκανόλθ/ακετόνθ/νερό (3:1:1) ι 

μεκανόλθ/ακετόνθ/νερό (6:1:1) [33]. 

Σιμερα, θ μζκοδοσ αυτι χρθςιμοποιείται για κακαριςμό εκχυλιςμάτων και όχι για ποιοτικό 

ζλεγχο.  

 

2.2.5 Ανάλυςθ με GC και GC-MS των φαινολικϊν ςυςτατικϊν του ελαιολάδου.  

 

Ο ποιοτικόσ και ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ των ωαινολικϊν ςυςτατικϊν του ελαιολάδου 

μπορεί να πραγματοποιθκεί με τθν χριςθ τθσ μεκόδου αζριασ χρωματογραωίασ (GC). Γενικά 

ςτθν μζκοδοσ GC υποκζτουμε ότι τα ςυςτατικά που εγχφονται ςτον τριχοειδι ςωλινα είναι 

πτθτικά ςε κερμοκραςία ανάλυςθσ και δεν αποςυντίκενται ςτθν κερμοκραςία που γίνεται θ 

ζγχυςθ ι θ μετζπειτα ανάλυςθ. Σε διάωορεσ τυποποιθμζνεσ αναλυτικζσ μεκόδουσ, οι 

ανιχνευτζσ ιονιςμοφ ωλόγασ (FID) είναι οι πιο ςυνθκιςμζνοι. Θ ωαςματοωωτομετρία μάηασ 

επιτρζπει τθν ανάκτθςθ δεδομζνων μοριακισ μάηασ, πλθροωορίεσ δομισ, και ταυτοποίθςθσ 

ςυςτατικϊν.  

Θ πρϊτθ εργαςία που αωοροφςε τον διαχωριςμό ωαινολικϊν ςυςτατικϊν από το ελαιόλαδο 

με τθν μζκοδο GC  δθμοςιεφτθκε από τουσ Janer del Valle et al  [34]. Τo 1987, οι Solinas et al 
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δθμοςίευςαν μια εργαςία πάνω ςτθν ανάπτυξθ μιασ μεκόδου GC για τον ποιοτικό και 

ποςοτικό προςδιοριςμό των ωαινολικϊν ςυςτατικϊν του ελαιολάδου από διαωορετικζσ 

καλλιζργειεσ και διαωορετικοφσ βακμοφσ ωρίμανςθσ [35]. Σε αυτιν τθν εργαςία, 

ςυγκεκριμζνα ςυςτατικά ωάνθκαν ςε όλεσ τισ αναλφςεισ, αν και οι ποςότθτζσ τουσ διζωεραν 

από ποικιλία ςε ποικιλία. Οι αναλογίεσ μεταξφ κάποιον από αυτά τα ςυςτατικά, ωάνθκε να 

είναι ςτακερζσ κακ’ όλα τα ςθμεία τθσ ωρίμανςθσ, κάτι που τα κακιςτά ςτακερζσ για τισ 

διάωορεσ  ποικιλίεσ. Θ μεκοδολογία περιλαμβάνει υγρι-υγρι εκχφλιςθ του ωαινολικοφ 

κλάςματοσ, κακαριςμόσ του μεκανολικοφ εκχυλίςματοσ ακολουκοφμενο από αηεοτροπικι 

απόςταξθ για να απομακρυνκοφν οι διαλφτεσ, χρωματογραωία ςτιλθσ χαμθλισ πίεςθσ για 

τον κακαριςμό του εκχυλίςματοσ, και τελικά, τριχοειδισ αζριοσ χρωματογράωιςθ των 

παραγϊγων του TMS. Αν και θ μζκοδοσ επζτρεπε τον χαρακτθριςμό απλϊν ςυςτατικϊν, 

άλλεσ παρεμωερείσ ωαινόλεσ οι οποίεσ μάλιςτα υπιρχαν ςε μεγάλεσ ποςότθτεσ δεν 

εντοπίηονται.  

Βελτιϊςεισ τθσ μεκόδου αυτισ αναπτφχκθκαν με πιο εξελιγμζνεσ αναλυτικζσ τεχνικζσ όπωσ το 

GC-MS και GC-MS/MS [36], [37]. 

Συνδυαηόμενα απευκείασ με ωάςματα μάηασ, τα δεδομζνα που προκφπτουν από το GC-MS, 

ςε γενικζσ γραμμζσ, παρουςιάηουν τα ίδια τυπικά χαρακτθριςτικά αλλά με μικρζσ διαωορζσ. 

Σε περιπτϊςεισ που οι κλαςςικζσ τεχνικζσ ωαςματοωωτομετρίασ μάηασ με μεκόδουσ ιονιςμοφ 

όπωσ θ EI και  CI δεν μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν, (όπωσ για παράδειγμα  ςε περιπτϊςεισ 

πολικϊν, μθ πτθτικϊν, κερμοευαίςκθτων ωαινολϊν), θ χθμικι παραγοντοποίθςθ που 

ςυνικωσ περιλαμβάνει ςιλυλοποίθςθ, μπορεί να παρακάμψει αυτοφσ τουσ περιοριςμοφσ 

αλλά μπορεί να δθμιουργιςει άλλεσ δυςκολίεσ αυξάνοντασ τθν μοριακι μάηα του αναλφτθ 

πάνω από το όρια του ανιχνευτι. 

Ωςτόςο, τα τελευταία χρόνια, ο ποιοτικόσ και ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ των ωαινολικϊν 

ςυςτατικϊν του ελαιολάδου με τθν μζκοδο του GC ζχει χρθςιμοποιθκεί και ςε αναλυτικζσ και 

εωαρμοςμζνεσ εργαςίεσ. Βζβαια οι υπόλοιπεσ χρωματογραωικζσ μζκοδοι χρθςιμοποιοφνται 

πιο ςυχνά γιατί αποωεφγουν τθν χριςθ παραγοποιϊν αντιδραςτθρίων. Ζνα άλλο  πρόβλθμα 

τθσ τεχνικισ αυτισ, όπωσ αναωζρκθκε και προθγουμζνωσ, είναι πωσ θ χριςθ υψθλισ 

κερμοκραςίασ μπορεί να καταςτρζψει τουσ αναλυτζσ 
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2.2.6 Ανάλυςθ HPLC και LC-MS 

 

 

Θ περιοριςμζνθ πτθτικότθτα πολλϊν ωαινολικϊν ςυςτατικϊν του ελαιολάδου ζχει περιορίςει 

τθν χριςθ τθσ μεκόδου GC για τον διαχωριςμό τουσ, και οδιγθςε τθν χριςθ τθσ μεκόδου 

HPLC ωσ πιο δθμοωιλι και αξιόπιςτθ τεχνικι για τθν ανάλυςθ των πολυωαινολϊν του 

ελαιολάδου.  

Θ μζκοδοσ HPLC ςυνικωσ χρθςιμοποιείται για τον διαχωριςμό μθ πτθτικϊν, υψθλοφ 

μοριακοφ βάρουσ ενϊςεων , είτε ςε λειτουργεία απορρόωθςθσ, είτε κλαςμάτωςθσ. Θ 

χρωματογραωία απορρόωθςθσ, θ αλλιϊσ κανονικισ ωάςθσ, χρθςιμοποιείται ευρζωσ για τον 

διαχωριςμό ςυςτατικϊν βάςθ τθσ ωφςθσ και του αρικμοφ των πολικϊν δομικϊν ομάδων. 

Στθν HPLC κανονικισ ωάςθσ το προςροωθτικό μζςο είναι θ silica gel και το υλικό ζκλουςθσ 

είναι κάποιοσ μθ πολικόσ διαλφτθσ. Ζγιναν αρχικά πειράματα για τθν ςωςτι λειτουργία τθσ 

μεκόδου, αλλά τθν ίδια περίοδο τα καλφτερα αποτελζςματα, απαντικθκαν ςτθν χριςθ τθσ 

αντίςτροωθσ ωάςθσ ςε βακμοφσ επαναλθψιμότθτασ, χρόνου κατακράτθςθσ και διαχωριςμοφ 

των πιο πολικϊν ςυςτατικϊν. [38] [39]    

Θ HPLC αντίςτροωθσ ωάςθσ, θ οποία βαςίηεται ςτθν χρωματογραωία διαχωριςμοφ, 

χρθςιμοποιείται για τον διαχωριςμό ςυγκεκριμζνων ςυςτατικϊν που ανικουν ςε μια 

ςυγκεκριμζνθ ομάδα ενϊςεων. Σε αυτιν τθν περίπτωςθ, θ ςτατικι ωάςθ αποτελείται από τον 

μθ-πολικό C-18, ενϊ θ κινθτι ωάςθ είναι κάποιοσ πολικόσ διαλφτθσ.  

Οι ςτιλεσ ζχουν ςυνικωσ μικοσ 100-300mm με κόκκουσ διαμζτρου 10μm ι 5μm, με 

προτίμθςθ ςτισ μικρότερεσ ςτιλεσ.  

Σε κάποιεσ περιπτϊςεισ, θ ιςοκρατικι ζκλουςθ ζδωςε ευκρινι αποτελζςματα λόγω τθσ 

επίδραςθσ τθσ επιλεκτικότθτασ ενόσ ι περιςςοτζρων ςυςτατικϊν (πχ ακετονιτρίλιο) τθσ 

κινθτισ ωάςθσ, αν και θ χριςθ τθσ κλαςματικισ ζκλουςθσ κεωρείται απαραίτθτθ για τθν 

ταυτοποίθςθ - αναγνϊριςθ τθσ πολυπλοκότθτασ του ωαινολικοφ προωίλ των περιςςοτζρων 

δειγμάτων. Ρολυάρικμεσ κινθτζσ ωάςεισ ζχουν χρθςιμοποιθκεί, αλλά τα δυαδικά ςυςτιματα 

που αποτελοφνται από ζνα υδατικό ςυςτατικό και ζνα λιγότερο πολικό οργανικό ςυςτατικό 

όπωσ ακετονιτρίλιο ι μεκανόλθ παραμζνουν τα πιο ςυνικθ. Οξζα (οξικό, ωορμικό, 

ωωςωορικό) ςυνικωσ προςτίκενται και ςτα δφο ςυςτατικά για να διατθριςουν ςτακερι τθν 

ςυγκζντρωςθ των οξζων κατά τθν διάρκεια τθσ κλαςμάτωςθσ.  Θ μείωςθ του pH βοθκά ςτθν 

αποωυγι τθσ διάςπαςθσ των ωαινολικϊν ςυςτατικϊν, βελτιϊνοντασ παράλλθλα ςτθν μορωι 

των ηωνϊν και μειϊνοντασ το πλάτοσ τουσ.  
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Για παράδειγμα, μια κατάλλθλθ μζκοδοσ για τθν ανάλυςθ του ωαινολικοφ κλάςματοσ είναι θ 

αντίςτροωθσ ωάςθσ HPLC με ιςοκρατικι ζκλουςθ με υδατικό διάλυμα κειικοφ 

οξζοσ/ακετονιτριλίου ι μεκανόλθ /υδατικοφ οξικοφ οξζοσ. Θ τεχνικι, όπωσ αναωζρκθκε 

προθγουμζνωσ, ζχει επίςθσ εωαρμοςτεί με κλαςματικι ζκλουςθ με ςφςτθμα μεκανόλθ 

/υδατικοφ οξικοφ οξζοσ ι ακετονιτριλίου /υδατικοφ οξικοφ οξζοσ [40], [41]. 

Θ ανίχνευςθ με HPLC βαςίηεται ςτθν μζτρθςθ τθσ απορρόωθςθσ τθν ακτινοβολίασ UV-Vis ςτα 

250, 240 ι 280 nm. Mερικά ωαινολικά ςυςτατικά εμωανίηουν πολλά μζγιςτα απορρόωθςθσ. 

Αυτό δθμιουργεί αρκετά προβλιματα ςτθν ποςοτικοποίθςθ όπωσ ςχολιάςτθκε ςτθν 

ερευνθτικι εργαςία τθσ Tsimidou et al οι οποίοι ταξινόμθςαν τισ διάωορεσ ωαινόλεσ ςε 

τζςςερισ ομάδεσ και χρθςιμοποίθςαν ζνα απλό πρότυπο βακμονόμθςθσ για τθσ ωαινόλεσ τθσ 

κάκε ομάδασ [42]. Το πιο ςφνθκεσ μικοσ κφματοσ  που χρθςιμοποιείται για τθν ανίχνευςθ 

είναι τα 280nm το οποίο και αποτελεί μια βολικι αντιπροςωπευτικι τιμι, αν και θ ανίχνευςθ 

ςε άλλα μικθ κφματοσ και ςε διπλοφ μικουσ κφματοσ ανίχνευςθ ζχει επίςθσ προτακεί.  

Θ ταυτοποίθςθ των πολυωαινολϊν από το ζκλουςμα τθσ HPLC (και του GC) βαςίηονται ςτον 

ςυςχετιςμό των τιμϊν κατακράτθςθσ με ζνα κατάλλθλο πρότυπο. Θ περιοριςμζνθ 

διακεςιμότθτα κατάλλθλων προτφπων για τον ποςοτικό προςδιοριςμό είναι ζνα εμπόδιο το 

οποίο μπορεί να ξεπεραςτεί, εν μζρει, με τθν ςφνκεςθ ςχετικϊν ςυςτατικϊν. Εναλλακτικά, τα 

ςχετικά ςυςτατικά που απομονϊνονται από παραςκευαςτικι χρωματογραωία μποροφν να 

χρθςιμεφςουν για τον ςκοπό αυτό [43].  

Σε πολλζσ περιπτϊςεισ ο ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ μπορεί να πραγματοποιθκεί 

χρθςιμοποιοφνται καμπφλεσ αναωοράσ ‘’ςχετικϊν ουςιϊν όπωσ θ τυροςόλθ και θ 

ελευρωπεΐνθ [12].       

Ωςτόςο, όλεσ οι ωαινόλεσ κατζχουν ζνα ιςχυρό χρωμοωόρο ςφςτθμα. Τα ωάςματα 

απορρόωθςθσ των ωαινολικϊν ουςιϊν είναι ιδιαιτζρωσ κατατοπιςτικά, παρζχοντασ 

ςθμαντικζσ πλθροωορίεσ για τθν δομι τουσ, οι οποίεσ μποροφν ωανερϊςουν τθν κατθγορία 

ςτθν οποία ανικουν και το οξειδωτικό τουσ μοντζλο.  

Θ ςυμπλθρωματικι ωφςθ τθσ ανίχνευςθσ ωκοριςμοφ ζχει αποδειχκεί. Στθν πραγματικότθτα, 

τα λιγνάνια δείχνουν μια καλι ανταπόκριςθ ςτθν διζγερςθ ωκοριςμοφ, και αυτι θ τεχνικι 

μελετικθκε από τουσ Brenes et al για τθν ανάλυςθ αυτϊν των ωαινολϊν ςτο ελαιόλαδο. [44] 

Αν και θ ανίχνευςθ ωκοριςμοφ εμωανίηει κάποια πλεονεκτιματα ςε ςχζςθ με αυτι τθσ UV, 

όςο αωορά τθν βελτιωμζνθ επιλεκτικότθτα και ευαιςκθςία, υπάρχουν ωαινολικά ςυςτατικά 

που δεν ωκορίηουν. 

Συςτοιχία κουλομετρικϊν θλεκτροδίων ζχει επίςθσ ςυνδυαςτεί με τθν μζκοδο HPLC και ζχει 

χρθςιμοποιθκεί για τον ποςοτικό προςδιοριςμό των ωαινολικϊν ςυςτατικϊν ςτο 

ελαιόλαδο[44]. Το πλεονζκτθμα αυτισ τθσ μεκόδου, εκτόσ από τθν εφκολθ προετοιμαςία του 
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δείγματοσ, είναι θ πικανότθτα διαχωριςμοφ ςυνεκλουόμενων ςυςτατικϊν με διαωορετικό 

δυναμικό [45]. Ο ανιχνευτισ μετράει τα διαωορετικά δυναμικά ςτα οποία τα ωαινολικά 

ςυςτατικά οξειδϊνονται.  

Ραρά τισ προωανείσ επιτυχίεσ τθσ μεκόδου GC-MS, όπωσ αναωζρκθκε προθγουμζνωσ, ο 

ςυνδιαςμόσ τθσ υγρισ χρωματογραωίασ με το MS ιταν αυτόσ που ζωερε τθν μεγάλθ αλλαγι 

ςτον τρόπο που γίνονται οι αναλφςεισ των μθ πολικϊν ςυςτατικϊν του ελαιολάδου, όπωσ 

αποδεικνφεται από τον αρικμό των εργαςιϊν που χρθςιμοποιοφν αυτιν τθν τεχνικι.  

Ο ςυνδυαςμόσ LC και MS ζχει επιτευχκεί με πολλοφσ διαωορετικοφσ τρόπουσ. Ωςτόςο, θ 

χριςθ τθσ  μεκόδου API ιταν αυτι που εδραίωςε τθν χριςθ του LC-MS. Θ API είναι μια 

ελαωρά πθγι ιονιςμοφ για τθν ανάλυςθ των πολικϊν, μθ πτθτικϊν, κερμοευαίςκθτων και 

υψθλοφ μοριακοφ βάρουσ ενϊςεων όπωσ οι ωαινόλεσ των ωυτϊν [46]. Αν και θ API εδραίωςε 

τθν χριςθ τθσ LC-MS, κάποια προβλιματα παραμζνουν, με κφριο περιοριςμό τθν ιςχυρι 

εξάρτθςθ τθσ ςυμπεριωοράσ τθσ ωφςθσ του αναλφτθ και τθσ κινθτισ ωάςθσ. Ζτςι, θ 

δθμιουργία βιβλιοκθκϊν δεδομζνων ωαςμάτων μάηασ είναι δφςκολθ. Επιπλζον, είναι 

δφςκολθ θ βελτιςτοποίθςθ των ςυνκθκϊν μιασ τυπικισ εκχφλιςθσ θ οποία περιζχει μεγάλο 

εφροσ διαλυτϊν, αν και τα ςφγχρονα μθχανιματα ζχουν τθν δυνατότθτα θλεκτρονικοφ 

προγραμματιςμοφ των ωαςματοςκοπικϊν ςυνκθκϊν. 

Τα ωάςματα μάηασ API περιλαμβάνουν πρωτονιομζνα ιόντα *M+H++ ι ιόντα προςκικθσ 

*M+Na++ ςε ανιοντικι κατάςταςθ, ι αποπρωτονιομζνα μοριακά ιόντα, *M-H]- ςε κατιοντικι 

κατάςταςθ. Σε ςπάνιεσ περιπτϊςεισ, θ μζκοδοσ LC-MS μπορεί να παρζχει επαρκι δεδομζνα 

για τθν πλιρθ δομι μια ουςίασ, αλλά γενικά χρθςιμοποιείται για τον προςδιοριςμό του 

μοριακοφ βάρουσ τθσ ζνωςθσ και για τον κακοριςμό τθσ κατανομισ των υποκαταςτατϊν επί 

του ωαινολικοφ δακτυλίου. 

Θ HPLC ςυνδεδεμζνθ διαδοχικά με ωαςματοωωτομετρία μάηασ (LC-MS-MS) και θ αρνθτικι 

APCI ζχει χρθςιμοποιθκεί για τθν ανάλυςθ ωαινολικϊν οξζων, τυροςόλθσ και παραγϊγων 

ελευρωπαΐνθσ. [47]  

Θ αρνθτικι ESI ιταν  πιο ευαίςκθτθ για τθν πλειοψθωία των ωαινολϊν. Ζτςι, οι μοριακζσ 

μάηεσ των διαχωριςμζνων ωαινολικϊν ςυςτατικϊν λαμβάνονται μζςω ιόντων *M-H]- για τα 

περιςςότερα ςυςτατικά.  

Υπάρχουν πολλά παραδείγματα εργαςιϊν που γίνεται χριςθ των μεκόδων MS και MS-MS για 

τθν ανάλυςθ των ωαινολικϊν ςυςτατικϊν του λαδιοφ και των καρπϊν τθσ ελιάσ.  

Για όλουσ τουσ λόγουσ που εξθγιςαμε προθγουμζνωσ,  θ HPLC είναι μια τεχνικι που ςυνικωσ 

εωαρμόηεται για τθν ανάλυςθ του πολικοφ κλάςματοσ του ελαιολάδου. Ωςτόςο, θ HPLC και θ 

GC κα μποροφςαν να χρθςιμοποιθκοφν ωσ ςυμπλθρωματικζσ τεχνικζσ. Στθν πραγματικότθτα, 
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ςε πολλζσ πρόςωατεσ εργαςίεσ, θ απομόνωςθ και ο χαρακτθριςμόσ των ωαινολικϊν 

ςυςτατικϊν του παρκζνου ελαιολάδου ζχει γίνει με τθν εωαρμογι των δφο αυτϊν μεκόδων.  

 

2.2.7 Capillary Electrophoresis: Μια χριςιμθ τεχνικι για τθν ανάλυςθ των ελαιόλαδων. 

 

Υπάρχουν πολλζσ εργαςίεσ ςτθν βιβλιογραωία, όπωσ αναωζρκθκε και προθγουμζνωσ, οι 

οποίεσ προςδιορίηουν τισ ολικζσ ωαινόλεσ ςτο ελαιόλαδο με ωαςματοωωτομετρικζσ 

αναλφςεισ και ο χαρακτθριςμόσ τουσ γίνεται με τριχοειδι αζριο χρωματογραωία CGC και 

κυρίωσ με αντίςτροωθσ ωάςθσ HPLC. Ακόμα και αν για τον χαρακτθριςμό και τον ποςοτικό 

προςδιοριςμό των ωαινολικϊν ςυςτατικϊν του ελαιολάδου θ μζκοδοσ τθσ HPLC αρκοφςε ςαν 

μζκοδοσ, αυτι θ αναλυτικι μζκοδοσ απαιτεί ακριβι προετοιμαςία του δείγματοσ και γενικά 

είναι μια χρονοβόροσ διαδικαςία. Για τθν ακρίβεια, ςτθν χειρότερθ περίπτωςθ, ολόκλθρθ θ 

ανάλυςθ των πολυωαινολϊν του ελαιολάδου με  HPLC μπορεί να διαρκζςει πάνω από 90min  

Ωσ εκ τοφτου, θ χριςθ ταχφτερων αναλυτικϊν μεκόδων και εργαλείων, που επιτρζπει άμεςο 

προςδιοριςμό των ωαινολικϊν ςυςτατικϊν του ελαιολάδου, κεωρείται απαραίτθτθ. Θ CE 

μπορεί να παρουςιάςει αποτελζςματα που ςυνδυάηουν τον γριγορο χρόνο ανάλυςθσ και τον 

ικανοποιθτικό βακμό χαρακτθριςμοφ του ωαινολικοφ κλάςματοσ. 

Θ CE αποτελεί μια εναλλακτικι ι ςυμπλθρωματικι μζκοδοσ τθσ HPLC. Θ ταχφτθτα, θ 

διακριτικι ικανότθτα, και θ εφκολθ χριςθ ςε ςυνδυαςμό με το μικρό κόςτοσ τθσ ςυςκευισ, 

κακιςτοφν αυτιν τθν τεχνικι μια χριςιμθ επιλογι ςτα χζρια των ερευνθτϊν για τθν ανάπτυξθ 

και βελτίωςθ των μεκόδων ανάλυςθσ προϊόντων διατροωισ. Θ CE προςωζρει ςτο ερευνθτι 

ζναν μεγάλο αρικμό ςθμαντικϊν πλεονεκτθμάτων για τθν ανάλυςθ ςυςτατικϊν των 

προϊόντων διατροωισ. Ρράγματι, τα τελευταία χρόνια, ζχει αποδειχκεί μιασ υψθλισ 

ευκρίνειασ τεχνικι και ζχει εωαρμοςτεί επιτυχϊσ ςτθν ανάλυςθ των ωαινολικϊν ςυςτατικϊν 

μια μεγάλθσ ποικιλίασ δειγμάτων (όπωσ εκχυλίςματα ωυτϊν, κραςιοφ, μπφρασ, τςαγιοφ, 

ωροφτων λαχανικϊν χυμϊν) που χρειάηεται πολφ μικρζσ ποςότθτεσ αρχικϊν  δειγμάτων. 

Υπάρχει μια εργαςία θ οποία αναωζρεται ςτθν χριςθ τθσ μεκόδου που χρθςιμοποιείται για 

τον ποςοτικό προςδιοριςμό τθσ ελαιοκανκάλθσ και ελαιαςίνθσ [48].  
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3. Ρειραματικό μζροσ. 

 

Στο πειραματικό κομμάτι τθσ παροφςασ εργαςίασ αςχολθκικαμε με το ωαινολικό κλάςμα του 

ελαιολάδου. Συγκεκριμζνα μελετιςαμε μια ςυγκεκριμζνθ ομάδα ενϊςεων που προζρχονται 

από τισ ενϊςεισ άγλυκο τθσ ελευρωπεΐνθσ και άγλυκο του λιγκςτροςίδθ. Το ενδιαωζρον 

εςτιάςτθκε ςε αυτιν τθν κατθγορία ενϊςεων κακϊσ από τθν βιβλιογραωία προκφπτει να 

υπάρχει ζνα ζλλειμα ολοκλθρωμζνθσ αντίλθψθσ για το ςφνολο των ενϊςεων που ανικουν ςε 

αυτι τθν κατθγορία. Ραράλλθλα υπιρχαν ιςχυρότατεσ ενδείξεισ για τθν φπαρξθ ενϊςεων που 

δεν ζχουν περιγραωεί ςτο παρελκόν κακϊσ και ενϊςεων που είτε δεν ζχουν περιγραωεί 

ολοκλθρωμζνα είτε δεν ζχουν αναωερκεί ωσ ςυςτατικά του ελαιολάδου. 

Θ ςυγκεκριμζνθ μελζτθ ιταν αποτζλεςμα τθσ επιςταμζνθσ παρατιρθςθσ του ωαινολικοφ 

προωίλ τουλάχιςτον 1000 δειγμάτων ελαιολάδου. Σε κάποια από αυτά τα δείγματα 

παρατθριςαμε μια ομάδα αςυνικιςτων κορυωϊν που δεν αντιςτοιχοφςαν ςε κάποια ιδθ 

γνωςτι ζνωςθ. Οι ενϊςεισ αυτζσ ζμοιαηε να ζχουν παρόμοια δομι με αυτζσ των ιδθ 

γνωςτϊν ωαινολικϊν ενϊςεων με κάποιεσ μικρζσ διαωορζσ. Θ διαπίςτωςθ μάλιςτα ότι ςε 

πολλζσ περιπτϊςεισ οι ενϊςεισ αυτζσ αποτελοφςαν το κυρίαρχο ςυςτατικό, ζςτρεψε το 

ενδιαωζρον ςτθν απομόνωςθ των ενϊςεων αυτϊν.  

Για τθν απομόνωςθ των ενϊςεων αυτϊν χρθςιμοποιικθκαν διάωορεσ μζκοδοι, όπωσ υγρι-

υγρι εκχφλιςθ και εκχφλιςθ ςτερεισ ωάςθσ κακϊσ και ςυνδυαςμόσ αυτϊν. Το κφριο 

πρόβλθμα που αντιμετωπίςαμε κατά τθν διαδικαςία απομόνωςθσ είναι ότι οι ενϊςεισ αυτζσ 

ςε πολφ μεγάλο βακμό μεταςχθματίηονται κατά τθν επαωι τουσ με τθν γζλθ πυριτίου που 

χρθςιμοποιείται ςτθν χρωματογραωία λεπτισ ςτιβάδασ ςε πολφ μεγάλο βακμό. Ζτςι πολλζσ 

ωορζσ κατζςτθ αδφνατο να απομονϊςουμε αυτζσ τισ ουςίεσ και αντί αυτϊν να 

παραλαμβάνουμε μεγάλεσ ποςότθτεσ γνωςτϊν παραπροϊόντων όπωσ το άγλυκο τθσ 

ελευρωπεΐνθσ και άγλυκο του λιγκςτροςίδθ.  

Επομζνωσ θ ταυτοποίθςθ των ενϊςεων χρειάςτθκε να γίνει μζςα από ιδιαιτζρωσ πολφπλοκα 

ωάςματα NMR τα οποία αωοροφςαν μίγματα ενϊςεων. Για τον λόγο αυτό χρθςιμοποιικθκαν 

και ωάςματα από ςυνκετικά καταςκευαςμζνα μόρια ενϊ για τθν πλιρθ ταυτοποίθςθ των 

ενϊςεων χρθςιμοποιικθκαν και ωάςματα επιλεκτικοφ παλμοφ απευκείασ ςε δείγματα 

ελαιολάδου απουςία διαλφτθ.  
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3.1 Πειραματικζσ μζκοδοι 

 

Στο παρόν κεωάλαιο αναωζρουμε τισ μεκόδουσ που χρθςιμοποιικθκαν για τθν απομόνωςθ 

των ενϊςεων κακϊσ και για τθν απόδοςθ δομισ και επιβεβαίωςισ τθσ. Θ αρχικι επιλογι των 

δειγμάτων ζγινε από τθν βάςθ δεδομζνων του εργαςτθρίου που αωορά περιςςότερα από 

2000 δείγματα ελαιολάδου.  

1. Υγρι- υγρι εκχφλιςθ ελαιολάδου.  

Θ εκχφλιςθ του ωαινολικοφ κλάςματοσ του ελαιολάδου ζγινε ςφμωωνα με το πρωτόκολλο 

εκχφλιςθσ που δθμοςιεφτθκε πρόςωατα από τουσ Karkoula E. et al. Οι διαλφτεσ που 

χρθςιμοποιικθκαν για τθν εκχφλιςθ ελαιολάδου είναι το κυκλοεξάνιο (cHex) και το 

ακετονιτρίλιο (ΑCN).  

 

2. Χρωματογραωία λεπτισ ςτιβάδασ (Τhin Layer Chromatography) 

H χρωματογραωία λεπτισ ςτοιβάδασ χρθςιμοποιικθκε για τον διαχωριςμό ενϊςεων κακϊσ 

και για ποιοτικό ζλεγχο των παραλαμβανόμενων προϊόντων 

 

3. Φαςματοςκοπία ΝMR. 

Για τθν ταυτοποίθςθ τθσ δομισ των ενϊςεων που εκχυλίςαμε χρθςιμοποιιςαμε τθν μζκοδο 

ωαςματοςκοπίασ NMR. Συγκεκριμζνα ελιωκθςαν ωάςματα 1Θ NMR αλλά και ωάςματα 2 

διαςτάςεων όπωσ COSY, HMBC και HSQC ςε ωαςματογράωουσ διαωορετικϊν μαγνθτικϊν 

πεδίων (400 και 600 MHz ςτθν Ακινα και 700 MHz ςτο Virginia Commonwealth University  

των ΘΡΑ). 

 

4. Φαςματοςκοπία ΝMR με χριςθ επιλεκτικοφ παλμοφ. 

Για τθν επιβεβαίωςθ τθσ δομισ χρθςιμοποιικθκε θ τεχνολογία του επιλεκτικοφ παλμοφ ςτθν 

ωαςματοςκοπία NMR που επιτρζπει τθν παρατιρθςθ κορυωϊν που αντιςτοιχοφν ςε 

πρωτόνια ενϊςεων πολφ χαμθλισ ςυγκζντρωςθσ ςε ςχζςθ με τα κυρίαρχα ςυςτατικά όπωσ τα 

λιπίδια.  
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3.2 Ελευρωπεΐνθ και Λιγκςτροςίδθσ. 

 

Θ ελευρωπεΐνθ και ο λιγκςτροςίδθσ είναι ςεκοϊριδοειδείσ γλυκοςίδεσ που εντοπίηονται ςε 

πολλά είδθ τθσ οικογζνειασ Oleaceae. Αποτελοφν τα βαςικά ωαινολικά ςυςτατικά του είδουσ 

Οlea europaea απ’ όπου πιρε και τθν ονομαςία τθσ θ Ελευρωπεΐνθ. Εντοπίηονται τόςο ςτον 

καρπό τθσ ελιάσ όςο και ςτα ωφλλα του ελαιόδεντρου ςε μεγάλεσ ςυγκεντρϊςεισ.  

Θ ςυγκζντρωςθ των δφο αυτϊν ενϊςεων είναι μεγαλφτερθ ςε πρϊιμουσ καρποφσ. Θ 

ελευρωπεΐνθ μπορεί να ωτάνει ςε πρϊιμο ςτάδιο το 14% επί του ξθροφ βάρουσ, ενϊ με τθν 

ωρίμανςθ του καρποφ τθσ ελιάσ θ ςυγκζντρωςθ περιορίηεται ςθμαντικά. Ζχει παρατθρθκεί 

επίςθσ ότι τα επίπεδα τθσ ελευρωπεΐνθσ είναι αυξθμζνα ςε ποικιλίεσ που ζχουν μικρό καρπό.  

Θ Ελευρωπεΐνθ προςδίδει ςτον πρϊιμο καρπό μια ζντονθ πικρι γεφςθ [49].  

Θ ελευρωπεΐνθ και ο λιγκςτροςίδθσ προζρχονται από τον δευτερογενι μεταβολιςμό των 

τερπενίων. Συγκεκριμζνα αποτελοφν εςτζρεσ τθσ υδρόξυ-τυροςόλθσ και τθσ τυροςόλθσ 

αντίςτοιχα και θ βιοςφνκεςι τουσ εντάςςεται ςτθν βιοςυνκετικι οδό του μεβαλονικοφ οξζοσ.  

Κατά το βιοςυνκετικό αυτό μονοπάτι, παράγονται ολεοςίδεσ από το μεβαλονικό οξφ, οι 

οποίοι οδθγοφν ςτον ςχθματιςμό ςεκοϊριδοειδϊν.  

 

 

Εικόνα 5: Τα μόρια Λιγκςτροςίδθ και Ελευρωπεΐνθσ 

 

Τόςο θ Ελευρωπεΐνθ όςο και ο Λιγκςτροςίδθσ παρουςιάηουν ιδιαίτερα ςθμαντικζσ βιολογικζσ 

δράςεισ όπωσ καρδιοπροςτατευτικι αντιοξειδωτικι δράςθ [50], αντιωλεγμονϊδθ δράςθ,  

αντικαρκινικι δράςθ [51], αντιμικροβιακζσ ιδιότθτεσ [52] και νευροπροςτατευτικι δράςθ. 

Ρολλζσ από αυτζσ τισ δράςεισ είναι γνωςτζσ εδϊ και αρκετζσ δεκαετίεσ και μάλιςτα ςε πολλζσ 

περιπτϊςεισ ζχουν δθμιουργθκεί και εμπορικά ςκευάςματα με τισ ουςίεσ αυτζσ. Θ δυναμικι 

των ουςιϊν αυτι είναι μεγάλθ όχι μόνο λόγω των ωαρμακευτικϊν ιδιοτιτων αυτϊν των 

ενϊςεων όςο και για τισ ωαρμακολογικζσ ιδιότθτεσ των παραγϊγων τουσ.  
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3.3  Άγλυκο τθσ ελευρωπεΐνθσ και άγλυκο του λιγκςτροςίδθ 

 

Θ ελευρωπεΐνθ και ο λιγκςτροςίδθσ βρίςκονται ςε ειδικά διαμερίςματα μζςα ςτον καρπό τθσ 

ελιάσ και είναι προςτατευμζνα από διάωορα ζνηυμα που βρίςκονται μζςα ςτον καρπό. Κατά 

τθν διαδικαςία τθσ ελαιοποίθςθσ ο καρπόσ ςυνκλίβεται και απελευκερϊνονται μζςα από τον 

καρπό τα μικροςταγονίδια του ελαιολάδου και μαηί ουςίεσ και ζνηυμα που εμπεριζχονται 

ςτον καρπό. Κατά τθν διάρκεια τθσ μάλαξθσ τθσ ελιάσ ςτο ελαιοτριβείο το ζνηυμο β-

γλυκοςιδάςθ ζρχεται ςε επαωι με τισ ενϊςεισ Ελευρωπεΐνθ και Λιγκςτροςίδθ και προκαλοφν 

τθν υδρόλυςι τουσ. Αποτζλεςμα τθσ υδρόλυςθσ αυτισ είναι θ απελευκζρωςθ ςτο ελαιόλαδο 

των άγλυκο τθσ Ελευρωπεΐνθσ και άγλυκο του Λιγκςτροςίδθ [53].  

 

Εικόνα 6: Αςτακείσ μορφζσ των άγλυκων λιγκςτροςίδθ και ελευρωπεΐνθσ 

 

Αυτζσ οι δφο παραπάνω μορωζσ είναι αρκετά αςτακείσ και είναι δυνατόν να παρατθρθκοφν 

ςε πολφ ςυγκεκριμζνεσ ςυνκικεσ. Αντίκετα ςτο χθμικό περιβάλλον του ελαιολάδου και 

γενικά ςε μθ υδατικζσ ςυνκικεσ οι παραπάνω δομζσ δεν είναι δυνατόν να υπάρξουν και  

μεταςχθματίηονται με αναδιάταξθ ςε πιο ςτακερζσ μονοαλδεχδικζσ κυκλικζσ μορωζσ ι ςε μθ 

κυκλικζσ διαλδεχδικζσ μορωζσ. [54] 

Ζτςι από τα πραγματικά άγλυκα τθσ Ελευρωπεΐνθσ και Λιγκςτροςίδθ αρχικά ανοίγει ο 

δακτφλιοσ ςτον άνκρακα τθσ κζςθσ 1 και με αναδιάταξθ το πρωτόνιο τθσ κζςθσ 8 ξανακλείνει 

τον δακτφλιο οδθγϊντασ ςε μια πιο ςτακερι κυκλικι δομι.  Στθν περίπτωςθ αυτι 

δθμιουργοφνται δφο ςτερεοϊςομερι ανάλογα με τθν κζςθ που παίρνει το μεκφλιο ςτον χϊρο.  
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Εικόνα 7: Μονοαλδεχδικζσ και διαλδεχδικζσ μορφζσ των άγλυκων λιγκςτροςίδθ και ελευρωπεΐνθσ 

 

Σε πρόςωατθ δθμοςίευςθ μάλιςτα αναωζρεται ότι τα ςτερεοϊςομερι που επικρατοφν ςτο 

χθμικό περιβάλλον του ελαιολάδου είναι τα 5a και 6a [55]. Αυτζσ είναι και οι μορωζσ ςτισ 

οποίεσ αναωζρονται οι διάωοροι ερευνθτζσ όταν αναωζρουν τουσ όρουσ Άγλυκο τθσ 

Ελευρωπεΐνθσ και Άγλυκο του Λιγκςτροςίδθ. Ρζρα από αυτζσ και άλλεσ μορωζσ ζχουν 

αναωερκεί [56]. Τα δφο ιςομερι που αντιςτοιχοφν ςτισ ενϊςεισ 5b και 6b είναι 

ςτερεοϊςομερι που ζχουν το μεκφλιο πάνω από το επίπεδο του ςκελετοφ του μορίου, και 

ςτθν πραγματικότθτα απαντϊνται ςε πολφ μικρό βακμό μζςα ςτο ελαιόλαδο ι πολλζσ ωορζσ 

απουςιάηουν πλιρωσ. Στο ωαινολικό εκχφλιςμα του ελαιολάδου βζβαια είναι δυνατόν να 

εντοπιςκοφν ποςότθτεσ των μορωϊν αυτϊν αλλά αυτό είναι αποτζλεςμα τεχνθτισ αφξθςισ 

τουσ κατά τθν διάρκεια τθσ εκχφλιςθσ και τθσ χρωματογραωικισ επεξεργαςίασ που ζχει ωσ 

αποτζλεςμα τθν ιςομερίωςθ των μορωϊν 5a και 6a. [57] 

Εναλλακτικά αντί για τθν κυκλικι δομι είναι δυνατόν να προκφψουν διαλδεχδικζσ μορωζσ 

του άγλυκου. Οι διαλδεχδικζσ μορωζσ που προκφπτουν και αυτζσ με τθν ςειρά τουσ 

εντοπίηονται ςε δφο ςτερεοϊςομερι αυτι ωορά αναλόγωσ με τθν κζςθ τθσ καρβομεκοξυλικισ 

ομάδασ ςτον χϊρο.  
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Συνοπτικά παρακάτω παρουςιάηεται το βιοςυνκετικό μονοπάτι των ιςομερϊν του άγλυκου 

του λιγκςτροςίδθ και τα Ελευρωπεΐνθσ.   
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3.4 Ποιοτικόσ και ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ. 

 

Σε πρόςωατθ εργαςία δθμοςιεφτθκε το πρωτόκολλο εκχφλιςθσ και ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ 

των ωαινολικϊν ςυςτατικϊν του ελαιολάδου άγλυκο τθσ ελευρωπεΐνθσ και άγλυκο του 

λιγκςτροςίδθ μαηί με τθν ελαιοκανκάλθ και ελαιαςίνθ [17]. Στο ςυγκεκριμζνο πρωτόκολλο 

παρουςιάςτθε ο ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ των μορωϊν 5a και 6a. Το πρωτόκολλο 

περιλαμβάνει εκχφλιςθ του ωαινολικοφ κλάςματοσ του ελαιολάδου και ποιοτικό και ποςοτικό 

προςδιοριςμό των τεςςάρων ενϊςεων με ωαςματοςκοπία μαγνθτικοφ πυρθνικοφ 

ςυντονιςμοφ qNMR. Χρθςιμοποιιςαμε το ςυγκεκριμζνο πρωτόκολλο ςε εκατοντάδεσ 

δείγματα ελαιολάδου με ςκοπό τθν ςυλλογι πλθροωοριϊν για τισ υπόλοιπεσ δομζσ των 

άγλυκων. 

 

3.4.1 Πρωτόκολλο εκχφλιςθσ και φαςματοςκοπικόσ προςδιοριςμόσ. 

 

Σφμωωνα με το πρωτόκολλο που δθμοςιεφτθκε [17] 5g ελαιολάδου ηυγίηονται και διαλφονται 

ςε 20ml κυκλοεξάνιο (cHex). Το διάλυμα αναδεφεται για 1 min και ςτθν ςυνζχεια 

προςτίκενται 25ml ακετονιτρίλιο (ΑCN) και αναδεφουμε για 1min. Το μίγμα τοποκετείται ςε 

falcon και ωυγοκεντρείται για 5 λεπτά ςτισ 4000rpm με ςκοπό να διαχωριςτοφν οι δφο ωάςεισ 

ακετονιτριλίου και κυκλοεξανίου. Συλλζγουμε 25ml από τθν ωάςθ του ακετονιτριλίου και 

προςκζτουμε 1ml διάλυμα ςυριγγαλδεψδθσ (0,5mg/ml) ςε ακετονιτρίλιο. Το διάλυμα 

εξατμίηεται με τθν βοικεια rotary evaporator μζχρι ξθροφ. Το εκχφλιςμα διαλφεται ςε 750μl 

δευτεριωμζνο χλωροωόρμιο (CDCL3) και παραλαμβάνουμε 550 μl τα οποία και τοποκετοφμε 

ςε ςωλθνάκι NMR. 

Τα ωάςματα πρωτονίου NMR ελιωκθςαν ςε 700 MHz (Bruker Avance 700). Ελιωκθςαν  50 

scans ςε 32K και εφροσ 0-16 ppm με relaxation delay  1 s και acquisition time  1.7 s. Mετά τον 

μεταςχθματιςμό Fourier εωαρμόςτθκε  exponential weighing  factor 0.3 Hz . Θ διόρκωςθ τθσ 

ωάςθσ του ωάςματοσ κακϊσ και οι ολοκλθρϊςεισ πραγματοποιικθκαν με το πρόγραμμα 

MestRenova. 

Το παραπάνω πρωτόκολλο εωαρμόςτθκε ςε εκατοντάδεσ δείγματα ελαιολάδου. Κατά τθν 

ανάλυςθ των δειγμάτων ελαιολάδου οι κορυωζσ ολοκλιρωςθσ που αωοροφςαν τον ποςοτικό 

προςδιοριςμό των τεςςάρων ωαινολικϊν ςυςτατικϊν ιταν ςτα 9,19ppm (ελαιαςίνθ) 9,23ppm 

(ελαιοκανκάλθ) 9,52ppm (άγλυκο λιγκςτροςίδθ) 9,55 (άγλυκο ελευρωπεΐνθσ). Σε ζνα πολφ 

μεγάλο αρικμό ωαςμάτων που εξετάςαμε ιταν δυνατόν να διακρίνουμε ςτθν ςυγκεκριμζνθ 

περιοχι του ωάςματοσ τισ κορυωζσ αυτζσ ξεκάκαρα και να μπορζςουμε να ολοκλθρϊςουμε 

ϊςτε να ολοκλθρωκεί ο ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ.  
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Εικόνα 8: Ζνα τυπικό φαινολικό προφίλ ελαιολάδου  που ςυναντιςαμε ςτισ αναλφςεισ 

 

 

Υπιρξαν όμωσ και πολλζσ περιπτϊςεισ όπου το ωαινολικό προωίλ των δειγμάτων ελαιολάδου 

που εξετάςαμε διαωοροποιοφταν αρκετά από το παραπάνω μοτίβο και εμωανίςτθκαν 

κάποιεσ κορυωζσ ςτθν ίδια περιοχι που δεν αντιςτοιχοφςαν ςε κάποια ιδθ γνωςτι ζνωςθ. Οι 

κορυωζσ αυτζσ μάλιςτα από τθν ςτιγμι που εμωανίηονταν ςτθν ςυγκεκριμζνθ περιοχι κα 

ζπρεπε να αντιςτοιχοφν ςε αλδεχδικά πρωτόνια. Αυτό μασ οδιγθςε ςτθν υπόκεςθ ότι τα 

ςιματα αυτά που εμωανίηονται ςτθν αλδεχδικι περιοχι κα πρζπει να αντιςτοιχοφν ςε 

κάποια ιςομερι των άγλυκων τθσ Ελευρωπεΐνθσ και Λιγκςτροςίδθ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 9: Διαφοροποιθμζνο φαινολικό προφίλ ελαιολάδου  με επιπλζον ςιματα ςτθν 

Αλδεχδικι περιοχι 
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Θ υπόκεςθ αυτι ςε ςυνδυαςμό με τθν παρατιρθςθ ότι ςε πολλζσ περιπτϊςεισ οι ενϊςεισ 

ςτισ οποίεσ ανικουν τα ςυγκεκριμζνα ςιματα ιταν οι κυρίαρχεσ ενϊςεισ ςτο ωαινολικό 

κλάςμα, μασ οδιγθςε ςτθν προςπάκεια να απομονϊςουμε και να χαρακτθρίςουμε τθν δομι 

των ενϊςεων αυτϊν.  

 

3.4.2 Απομόνωςθ ενϊςεων. 

 

Θ προςπάκεια απομόνωςθσ των ενϊςεων αυτϊν ξεκίνθςε από δφο δείγματα ελαιολάδου τα 

οποία, το ζνα προερχόταν από ελαιόδεντρα ποικιλίασ Κορωνζικθ, και το προμθκευτικαμε 

από τον Αγροτικό Συνεταιριςμό Ραλαιοπαναγιάσ από τθν περιοχι τθσ Λακωνίασ. Το δεφτερο 

προερχόταν από τθν ποικιλία Μίςςιον, μια ποικιλία που εντοπίηεται ςτθν περιοχι τθσ 

Καλιωόρνια των ΘΡΑ. Οι ποικιλίεσ αυτζσ επιλζχκθκαν γιατί κατά τθν ανάλυςθ δειγμάτων που 

είχαμε ζμοιαηε να ζχουν μια μεγαλφτερθ ςυχνότθτα εμωάνιςθσ αυτϊν των κορυωϊν και 

μάλιςτα ςε μεγαλφτερεσ ποςότθτεσ.  

Για τθν απομόνωςθ των ενϊςεων πραγματοποιικθκαν πολλζσ προςπάκειεσ ςτισ οποίεσ 

χρθςιμοποιικθκαν τεχνικζσ χρωματογραωίασ ςτιλθσ αλλά και χρωματογραωίασ λεπτισ 

ςτιβάδασ (TLC) τόςο κανονικισ όςο και αντίςτροωθσ ωάςθσ. Σε όλεσ τισ περιπτϊςεισ τα 

προϊόντα που παραλαμβάναμε ιταν οι ιδθ γνωςτζσ μορωζσ του άγλυκου τθσ ελευρωπεΐνθσ 

και άγλυκο του λιγκςτροςίδθ  5a,b και 6a,b. Το παράδοξο επίςθσ ιταν ότι ςτα αρχικά 

ωάςματα του ωαινολικοφ κλάςματοσ ελαιολάδου, προτοφ δθλαδι το εκχφλιςμα υποβλθκεί 

ςε χρωματογραωικι επεξεργαςία, οι ςυγκεντρϊςεισ των δομϊν  5a,b και 6a,b ιταν πολφ 

μικρζσ. Επίςθσ δεν εμωανιηόταν κάποιο προϊόν ςτο οποίο να μποροφμε να αποδϊςουμε τα 

αλδεχδικά πρωτόνια που εντοπίςαμε ςτο αρχικό ωάςμα. Βαςιηόμενοι ςε αυτιν τθν 

παρατιρθςθ υποκζςαμε ότι κατά τθν χρωματογραωικι επεξεργαςία του ελαιολάδου κάποιεσ 

ενϊςεισ μετατρζπονται ςτισ ιδθ γνωςτζσ δομζσ  5a,b και 6a,b.  

Ριο προςεκτικι παρατιρθςθ των ηωνϊν από πλάκεσ χρωματογραωίασ λεπτισ ςτιβάδασ όμωσ 

ζδωςε ςθμαντικζσ απαντιςεισ για τον μετζπειτα προςδιοριςμό τθσ δομισ των ενϊςεων 

αυτϊν. Ραρακάτω κα παρουςιάςουμε τθν διαδικαςία εκχφλιςθσ των ςυςτατικϊν που 

αναηθτοφςαμε από τθν αρχι με χρωματογραωία λεπτισ ςτιβάδασ.  
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3.4.3 Εκχφλιςθ του ελαιολάδου 

 

Θ εκχφλιςθ των δφο δειγμάτων ελαιολάδου ζγινε, όπωσ αναωζραμε, ςφμωωνα με το 

πρωτόκολλο που δθμοςιεφτθκε πρόςωατα από τουσ E. Karkoula et al. Σφμωωνα με αυτό το 

πρωτόκολλο 100g ελαιολάδου διαλφκθκαν ςε 400ml κυκλοεξάνιο (cHex). Το διάλυμα 

τοποκετικθκε ςε ςωαιρικι ωιάλθ 1L και το αναδεφςαμε για 1 min. Στθν ςυνζχεια 

προςκζςαμε ποςότθτα ακετονιτριλίου (ΑCN) 500ml και αναδεφςαμε το μίγμα για 1 min. Στθν 

ςυνζχεια το μίγμα μοιράςτθκε δόςεισ των 50 ml και με τθν βοικεια ςυςκευισ ωυγόκεντρου 

Heraeus Multifuge 35 (Thermo), θ οποία λειτουργοφςε για 5 min ςτισ 4000 rpm, 

διαχωρίςτθκαν οι δφο ωάςεισ. Ραραλάβαμε τθν ακετονιτριλιακι ωάςθ και εξατμίςαμε μζχρι 

ξθροφ ςτουσ 400C με τθν βοικεια ςυςκευισ απόςταξθσ rotary evaporator (Buchi R114).  

Με τθν μζκοδο τθσ υγρισ-υγρισ εκχφλιςθσ επιτφχαμε τθν απομάκρυνςθ μεγάλου μζρουσ μθ 

πολικϊν ενϊςεων από το ελαιόλαδο και κυρίωσ μακρομοριακζσ ενϊςεισ όπωσ τα λιπαρά 

οξζα. Είναι όμωσ πρακτικά αδφνατο να ωτάςουμε ςε ζνα τελικό εκχφλιςμα ςτο οποίο κα 

απουςιάηουν παντελϊσ οι ενϊςεισ αυτζσ. Για αυτό το λόγο εωαρμόςαμε και εκχφλιςθ ςτερεισ 

ωάςθσ (SPE) για τον κακαριςμό του εκχυλίςματοσ. Σε μια ςτιλθ 20x1 cm τοποκετιςαμε silica 

gel αντίςτροωθσ ωάςθσ και τοποκετιςαμε το εκχφλιςμα. Στθν ςυνζχεια ζγινε ζκπλυςθ  τθν 

ςτιλθ με διαλφτθ ακετονιτρίλιο 100%.  

Τα κλάςματα που ςυλλζχκθκαν εξατμίςτθκαν μζχρι ξθροφ με τθν βοικεια ςυςκευισ 

απόςταξθσ rotary evaporator. Με τθν βοικεια χρωματογραωίασ λεπτισ ςτοιβάδασ εξετάςαμε 

ςε ποιο κλάςμα ζχουμε το εκχφλιςμα χωρίσ τθν παρουςία λιπιδίων. Σε πλάκεσ αντίςτροωθσ 

ωάςθσ τοποκετιςαμε μικροποςότθτα του εκχυλίςματοσ και αναπτφξαμε τισ πλάκεσ ςε 

ςφςτθμα Θ2Ο:ΑCN  60:40. 

Ο ζλεγχοσ ζγινε με οπτικι παρατιρθςθ ςτα 254nm 
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3.4.4 Χρωματογραφία Λεπτισ ςτιβάδασ. 

 

Το ωαινολικό εκχφλιςμα ςτθν ςυνζχεια το υποβάλαμε ςε επεξεργαςία διαχωριςμοφ με τθν 

μζκοδο χρωματογραωίασ λεπτισ ςτιβάδασ.  

Σε ζνα κάλαμο ανάπτυξθσ πλάκασ TLC τοποκετιςαμε μίγμα ACN:H2O ςε αναλογία 40:60. Ο 

κάλαμοσ ςωραγίςτθκε  αεροςτεγϊσ και περιμζναμε για 30min μζχρι ςτο εςωτερικό 

περιβάλλον του καλάμου να επιτευχκεί κορεςμόσ από τουσ υδρατμοφσ. Σε μια πλάκα TLC 

αλουμινίου αντίςτροωθσ ωάςθσ 20x20 τοποκετιςαμε 20mg του ωαινολικοφ εκχυλίςματοσ 

που παραλάβαμε με τθν διαδικαςία που αναωζραμε προθγουμζνωσ. Θ πλάκα τοποκετικθκε 

ςτον κάλαμο μζχρι να αναπτυχκεί πλιρωσ.  

Μετά το πζρασ τθσ διαδικαςίασ ανάπτυξθσ τθσ πλάκασ, θ πλάκα ςτεγνϊνεται και γίνεται 

ποιοτικόσ προςδιοριςμόσ των ηωνϊν ςε ακτινοβολία UV ςτα 254 nm. 

Οι ηϊνεσ που αποξζςτθκαν από τθν πλάκα και εκχυλίςτθκαν για 20 min ςτουσ υπζρθχουσ με 

διαλφτθ ακετονιτρίλιο (ACN). Θ ίδια διαδικαςία εκχφλιςθσ επαναλιωκθκε για άλλθ μια ωορά 

με διαλφτθ ακετονιτρίλιο για 20 min. Το ςυνολικό ακετονιτριλιακό εκχφλιςμα εξατμίςτθκε 

ςτουσ 40 0C με τθν βοικεια rotary evaporator μζχρι ξθροφ. 

Τα ξθρά εκχυλίςματα διαλφονται ςε 600μl δευτεριωμζνου χλωροωορμίου (CDCl3) και το 

διάλυμα μεταωζρεται ςε ςωλθνάκια NMR για τθν λιψθ ωαςμάτων NMR. 

 Τα ωάςματα πρωτονίου NMR ελιωκθςαν ςε 700 MHz (Bruker Avance 700). Ελιωκθςαν  50 

scans ςε 32K και εφροσ 0-16 ppm με relaxation delay  1 s και acquisition time of 1.7 s. Mετά 

τον μεταςχθματιςμό Fourier εωαρμόςτθκε exponential weighing  factor 0.3 Hz . Θ διόρκωςθ 

τθσ ωάςθσ του ωάςματοσ κακϊσ και οι ολοκλθρϊςεισ πραγματοποιικθκαν με το πρόγραμμα 

MestRenova. 
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3.5 Ανάλυςθ ηωνϊν πλάκασ χρωματογραφίασ.  

 

Ππωσ ςυηθτιςαμε και ςε προθγοφμενο κεωάλαιο από τθν ανάλυςθ των ηωνϊν τθσ πλάκασ 

χρωματογραωίασ, είδαμε ότι ωσ κφριο προϊόν τθσ εκχφλιςθσ ιταν εκείνεσ οι μορωζσ που 

αωοροφν  τισ κυκλικζσ δομζσ του άγλυκου τθσ Ελευρωπεΐνθσ και άγλυκο του Λιγκςτροςίδθ 

5a,b και 6a,b 

 

Εικόνα 10: Κυκλικζσ μονοαλδεχδικζσ μορφζσ των άγλυκων Λιγκςτροςίδθ και Ελευρωπεΐνθσ. 

 

Θ παράδοξθ αυτι εικόνα μασ οδιγθςε ςτθν υπόκεςθ ότι υπάρχουν κάποιεσ  ενϊςεισ ςτο 

ωαινολικό εκχφλιςμα του ελαιολάδου οι οποίεσ κατά τθν διαδικαςία εκχφλιςθσ με μεκόδουσ 

χρωματογραωίασ μετατρζπονται ςτισ παραπάνω δομζσ. 

Ρροςεκτικι παρατιρθςθ των ηωνϊν που προζρχονται από τθν πλάκα χρωματογραωίασ ζδειξε 

ότι υπάρχουν δφο μικρζσ ηϊνεσ Α (1.0 mg/ rf = 0.5) και Β (1.5 mg/ rf = 0.7) οι οποίεσ περιζχουν 

ποςότθτα των ενϊςεων που υπιρχαν αρχικά ςτο εκχφλιςμα πριν τθν χρωματογραωικι 

επεξεργαςία. 

Ηϊνεσ Χρωματογραωίασ Rf Βάροσ(mg) 

Α 0.5 1.0 

Β 0.7 1.5 

 

 Από τα ωάςματα πρωτονίου που ελιωκθςαν για τισ παραπάνω ηϊνεσ προζκυψε ότι και ςτισ 

δφο περιπτϊςεισ πρόκειται κάκε ωορά για μίγμα τριϊν ενϊςεων τα οποία είναι αδφνατο να 

διαχωριςτοφν με οποιαδιποτε από τισ προαναωερκείςεσ μεκόδουσ διαχωριςμοφ. Ζτςι, θ 

απόδοςθ τθσ δομισ των ενϊςεων που απομονϊκθκαν από τισ δφο ηϊνεσ ζπρεπε να γίνει 

μζςα από τα δφο ςφνκετα μίγματα και για αυτό το λόγο ελιωκθςαν ωάςματα ΝMR μιασ και 

δφο διαςτάςεων.  
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3.5.1 Προςδιοριςμόσ δομισ ενϊςεων ‘’Ηϊνθσ Α’’ 

 

Εξζταςθ αλδεχδικισ περιοχισ.  

 

Στθν ςυνζχεια κα εςτιάςουμε το ενδιαωζρον μασ ςτθν αλδεχδικι περιοχι του ωάςματοσ 

πρωτονίου. Τα αλδεχδικά πρωτόνια γενικά αναμζνουμε να τα δοφμε ςτθν περιοχι 9-10 ppm 

του ωάςματοσ πρωτονίου. Μια προςεκτικι παρατιρθςθ ςτο ωάςμα πρωτονίου κα δοφμε ότι 

ςτθν αλδεχδικι περιοχι υπάρχουν 3 διπλζσ κορυωζσ ςτα 9.212ppm, 9.218ppm και 9.225ppm 

τα οποία φςτερα από ολοκλιρωςθ βλζπουμε ότι βρίςκονται ςε αναλογία 1:1:2. Οι κορυωζσ 

αυτζσ είναι διπλζσ με ςχάςθ ~2Hz. Σε λίγο χαμθλότερα πεδία αλλά πάλι ςτθν αλδεχδικι 

περιοχι βρίςκουμε άλλεσ δφο διπλζσ κορυωζσ ςτα 9.68 και 9.46ppm επίςθσ με ςχάςθ ~ 2Hz οι 

οποίεσ ολοκλθρϊνουν για 1 ενϊ απουςιάηει τρίτο αλδεχδικό πρωτόνιο. Αυτό ενιςχφει τθν 

πεποίκθςθ ότι πρόκειται για ζνα μίγμα τριϊν ενϊςεων εκ των οποίων οι δφο ενϊςεισ είναι 

δυαλδεχδικζσ μορωζσ ενϊ θ άλλθ είναι μονοαλδεχδικι και βρίςκεται ςε διπλάςια αναλογία 

από τισ άλλεσ δφο.  

 

 

 

 

 

Εικόνα 11: Φάςμα 1Θ ΝΜR, Αλδεχδικι περιοχι. 

 

Στο ωάςμα πρωτονίου επίςθσ, μποροφμε να δοφμε τα χαρακτθριςτικά ςιματα μεκυλίου 

πάνω ςε διπλό δεςμό τα οποία μάλιςτα βρίςκονται δίπλα ςε ολεωινικό πρωτόνιο. Τα ςιματα 

αυτά κα πρζπει να βρίςκονται περίπου ςτα 2 ppm και να εμωανίηουν ςχάςθ κοντά ςτα 8Hz. 

Ρράγματι τα ςιματα αυτά βρίςκονται  2.055 ppm, 2.075 ppm και 2.062 ppm. Και ςε αυτι τθν 

περίπτωςθ μποροφμε να δοφμε ότι υπάρχει μια αναλογία αντίςτοιχθ με τισ αλδεψδεσ 1:1:2. 

Ζτςι μποροφμε να υποκζςουμε ότι τα δφο μεκφλια που ολοκλθρϊνουν για 1 κα ανικουν ςτισ 

διαλδεχδικζσ μορωζσ ενϊ το τρίτο μεκφλιο κα ανικει ςτθν μονοαλδεχδικι δομι. Από το 

ωάςμα HMQC μποροφμε να δοφμε ότι τα μεκφλια αυτά βρίςκονται πάνω ςε άνκρακεσ με 

χθμικι μετατόπιςθ 15.20ppm 
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Εικόνα 12: Φάςμα 1Θ ΝΜR, Σιματα μεκυλίων ςε διπλό δεςμό – Φάςμα HMQC άνκρακεσ μεκυλίων. 

 

Τα ςιματα για τα μεκφλια αυτά για να είναι πάνω ςε διπλό δεςμό και να εμωανίηονται και ωσ 

διπλζσ κορυωζσ κα πρζπει να υπάρχει πάνω ςτον διπλό δεςμό κάποιο πρωτόνιο. Ρράγματι 

από το ωάςμα COSY εντοπίηουμε ςιματα που δείχνουν τθν ςυςχζτιςθ των ολεωινικϊν 

πρωτονίων των τριϊν ενϊςεων με τα μεκφλια. Τα πρωτόνια αυτά εμωανίηονται ωσ τετραπλζσ 

κορυωζσ ςτα 6.70ppm, 6.72ppm δυαλδεχδικζσ μορωζσ και 6,56 ppm για τθν μονοαλδεχδικι. 

 

Εικόνα 13: Φάςμα 1Θ ΝΜR, Σιματα ολεφινικϊν πρωτονίων  – Φάςμα COSY ςυςχζτιςθ μεκυλίων με 

ολεφινικά πρωτόνια. 
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Χρθςιμοποιϊντασ ωάςμα HSQC DEPT μποροφμε να δοφμε ότι τα ολεωινικά πρωτόνια αυτά 

ανικουν πάνω ςτουσ άνκρακεσ 156.11ppm, 155.74ppm και 153.53ppm.  

 

Εικόνα 14: Φάςμα HSQC DEPT, Σιματα ανκράκων που ςυμμετζχουν ςτον διπλό δεςμό. 

 

Tο ςιμα ςτα 9.68ppm είδαμε ότι πρόκειται για μια αλδεχδικι ομάδα. Δίνει διπλι κορυωι 

λόγω τθσ ςυςχζτιςθσ, όπωσ κα δοφμε παρακάτω με το πρωτόνιο ςτα 4.06ppm (Θ-4). Το 

πρωτόνιο αυτό βρίςκεται πάνω ςε άνκρακα που ωζρει ζνα οξυγόνο με το οποίο ςυνδζεται με 

διπλό δεςμό. Επομζνωσ περιμζνουμε να δοφμε τον άνκρακα αυτό ςτθν περιοχι 180-200ppm. 

Ρράγματι από το ωάςμα HMQC μποροφμε να δοφμε ότι βρίςκεται πάνω ςτον άνκρακα ςτα 

195,72ppm. Ομοίωσ το ςιμα ςτα 9.46ppm αποτελεί το αλδεχδικό πρωτόνιο τθσ δευτερθσ 

διαλδεψδικισ μορωισ. Και αυτό εμωανίηεται ωσ διπλι κορυωι λόγω τθσ ςυςχζτιςθσ του με το 

πρωτόνιο  Θ-4 τθσ δεφτερθσ ιςομεροφσ διαλδεχδικισ μορωισ ςτα 4.11 ppm και ςυςχετίηεται 

με τον άνκρακα τθσ κζςθσ 3 ςτα 195.08 ppm.  

 

Εικόνα 15: Φάςμα HΜQC, Σιματα ανκράκων που ςυμμετζχουν ςτθν αλδεχδομάδα. 
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Από το ωάςμα COSY είναι δυνατό να βροφμε τθν ςυςχζτιςθ του πρωτονίου ςτα 9.68 με το 

πρωτόνιο ςτα 4,06ppm και του αλδεχδικοφ πρωτονίου τθσ δεφτερθσ διαλδεχδικισ μορωισ 

ςτα 9.46 ppm με το πρωτόνιο ςτα 4.11 ppm. Τα πρωτόνια αυτά εμωανίηονται ςτο ωάςμα 

πρωτονίου ωσ  dd κορυωζσ με ςχάςθ 10,5 και 2,7Hz λόγω τθσ ςφηευξθσ με το πρωτόνιο ςτα 

9.68ppm  και 9.46 ppm και άλλθ μια μικρότερθ ςχάςθ λόγω φπαρξθσ και κάποιου άλλου 

πρωτονίου.  

 

Εικόνα 16: Φάςμα 1Θ ΝΜR, Σιματα πρωτονίων κζςθσ 4  – Φάςμα COSY αλδεχδικϊν πρωτονίων με Θ-4 

 

Το πρωτόνιο ςτα 4.06 ppm από το ωάςμα HMQC μποροφμε να δοφμε ότι βρίςκεται πάνω 

ςτον άνκρακα ςτα 60.27ppm ενϊ το πρωτόνιο ςτα 4.11 ppm πάνω ςτον άνκρακα με χθμικι 

μετατόπιςθ 59.30 ppm. Το πρωτόνιο αυτό ολοκλθρϊνει για 1 ςε ςχζςθ με το αλδεχδικό 

πρωτόνιο και εμωανίηει ςυςχζτιςθ τόςο με το αλδεχδικό πρωτόνιο ςτα 9,68 που 

περιγράψαμε πριν ςτθν μια περίπτωςθ και με το πρωτόνιο ςτα 9.46ppm ςτθν άλλθ  αλλά και 

άλλθ μία με ζνα πρωτόνιο και ςισ δφο περιπτϊςεισ ςτα 3.83 ppm. Οι δυο ςυςχετίςεισ 

παρουςιάηουν διαωορετικζσ ςχάςεισ και για αυτό το πρωτόνιο ςτα 4,06ppm και 4.11 ppm 

εμωανίηεται ωσ dd κορυωι. 
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Εικόνα 17: Φάςμα COSY ςυςχζτιςθ Θ-4 με Θ-5 - Φάςμα HMQC, Συςχζτιςθ Θ-5 με C-5.   

 

 

 

To ςιμα ςτα 3,83 ppm το εντοπίηουμε ςτο ωάςμα πρωτονίου ωσ μια πολλαπλι κορυωι λόγω 

πολλαπλϊν ςυςχετίςεων και επικαλφψεων ςτθν περιοχι. 

Αυτό που μποροφμε να δοφμε όμωσ είναι από το ωάςμα COSY τθν ςυςχζτιςθ του τόςο με το  

πρωτόνιο ςτα 4.06  και 4.11 (ςυςχζτιςθ που περιγράψαμε και απεικονίςαμε προθγουμζνωσ) 

όςο και με κάποια ςιματα ςτα 2,81 ppm. Ρίςω ςτο ωάςμα πρωτονίου κα δοφμε ότι ςτα 2,81 

και 2,62 ppm, 2.82 ppm και 2.58 ppm  ζχουμε τθν εμωάνιςθ πολλαπλϊν κορυωϊν. Τα ςιματα 

αυτά προζρχονται από δφο διαωορετικά πρωτόνια που ανικουν ςτον ίδιο άνκρακα για κάκe 

μία από τισ διαλδεχδικζσ μορωζσ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 18: Φάςμα COSY. Θ δεφτερθ ςυςχζτιςθ Θ-5 με το Θ-6a και Θ-6b. 
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Τα αλδεχδικά πρωτόνια ςτα 9.212ppm, 9.218ppm και 9.225 ppm από το ωάςμα HSQC DEPT 

μποροφμε να διακρίνουμε ότι βρίςκεται πάνω ςτουσ άνκρακεσ  194.75ppm, 194.56 ppm και 

194.88 ppm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 19: Φάςμα HSQC DEPT.Θ ςυςχζτιςθ των αλδεχδικϊν πρωτονίων με τουσ αντίςτοιχουσ 

άνκρακεσ. 

Τα αλδεχδικά αυτά πρωτόνια ζχουν ςυςχζτιςθ με το πρωτόνιο τθσ κζςθσ 5. Θ ςυςχζτιςθ αυτι 

εξθγεί γιατί θ κορυωι των αλδεχδομάδων είναι 

διπλι κορυωι με ςχάςθ J=2Hz και μποροφμε να τθν 

δοφμε ςτο ωάςμα COSY παρακάτω. Στο ωάςμα κα 

δοφμε τθν ςυςχζτιςθ του πρωτονίου ςτα 3.83 ppm 

με το αλδεχδκό πρωτόνιο ςτα 9.218ppm κακϊσ και 

τθν ςυςχζτιςθ του πρωτονίου ςτα 3.83 ppm  με το 

αλδεχδικό πρωτόνιο τθσ δεφτερθσ διαλδεχδικισ 

μορωισ ςτα 9.212 ppm ςαν ζνα ςιμα κακϊσ και τθν 

ςυςχζτιςθ του πρωτονίου Θ-5 ενολικισ μορωισ με το 

αντίςτοιχο αλδεχδικό πρωτόνιο τθσ ενολικισ μορωισ 

(9.225 ppm) με το αντίςτοιχο πρωτόνιο τθσ κζςθσ 5 

ςτα 4.16 ppm.  

 

  

Εικόνα 20: Φάςμα COSY. Θ ςυςχζτιςθ 

αλδεχδικϊν πρωτονίων με ολεφινικό            
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Στο ωάςμα πρωτονίου κα βροφμε χαρακτθριςτικά ςιματα μεκυλίου δίπλα ςε οξυγόνο. Τα 

ςιματα αυτά κα είναι ςε χαμθλότερα πεδία από τα απλά μεκφλια, ςτθν οξυγονωμζνθ 

περιοχι του ωάςματοσ (3-4ppm). Ρράγματι  ςτο ωάςμα πρωτονίου εντοπίηουμε 3 απλζσ 

κορυωζσ ςτα 3.65ppm, 3.77ppm και  3.75ppm. Αντίςτοιχα με τθν περίπτωςθ των 

αλδεχδομάδων και των άλλων μεκυλίων και εδϊ κα δοφμε να υπάρχει αναλογία 1:2:1. Τα 

μεκφλια αυτά από το ωάςμα HSQC DEPT μποροφμε να δοφμε ότι ανικουν ςτουσ άνκρακεσ 

ςτα 52.38 ppm, 52.61ppm και 51.59 ppm. 

 

Εικόνα 21: Φάςμα 1Θ ΝΜR, Σιματα ομάδασ OCH3  – Φάςμα COSY. Συςχζτιςθ καρβόξυ μεκυλίων με 

αντίςτοιχουσ άνκρακεσ. 
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Στθν ηϊνθ Α είναι εμωανι τα χαρακτθριςτικά ςιματα που δίνει ο ωαινολικόσ δακτφλιοσ τθσ 

τυροςόλθσ. Ρρόκειται για δυο διπλζσ κορυωζσ  ςτα 6,76ppm και 7,05ppm. Στο ωάςμα κα 

παρατθριςουμε ότι τα ςιματα που εμωανίηονται δεν είναι 1 αλλά υπάρχει πολλαπλι 

επικάλυψθ από τουσ ςυνολικά 3 δακτυλίουσ που υπάρχουν για τισ τρεισ διαωορετικζσ 

ενϊςεισ που ζχουμε ςτο εκχφλιςμα. Κάκε αρωματικόσ δακτφλιοσ τυροςόλθσ ζχει ςυνολικά 4 

πρωτόνια ανά δφο χθμικά ιςοδφναμα και ζχουν ςφηευξθ όρκο κζςθσ. Τα ςιματα αυτά 

βρίςκονται ςτθν αρωματικι περιοχι. Θ κεωρθτικι ςχάςθ των κορυωϊν αυτϊν είναι περίπου 

τα 8Hz  αλλά λόγω των επικαλφψεων δεν είναι δυνατό να προςδιοριςτεί θ ςχάςθ των 

κορυωϊν αυτϊν. 

 

Εικόνα 22: Φάςμα 1Θ ΝΜR, αρωματικι περιοχι – Σιματα τυροςόλθ (NMR 400Hz). 

 

Αντίςτοιχα ςιματα εμωανίηονται και ςτα ωάςματα δφο διαςτάςεων. Από τα ωάςματα HMQC 

μποροφμε να δοφμε ότι και ςτισ τρεισ περιπτϊςεισ οι άνκρακεσ οι οποίοι ωζρουν τα 

παραπάνω πρωτόνια ζχουν μετατόπιςθ C-5’,7’ 115.29 ppm και C-4’,8’ 130,03 ppm. 

Το κοινό κομμάτι των 3 ιςομερϊν που βρίςκονται ςτθν ηϊνθ Α και αωορά το κομμάτι τθσ 

τυροςόλθσ, ολοκλθρϊνεται με τα δφο πρωτόνια 1’ και 2’. Τα ςιματα αυτά κα ολοκλθρϊνουν 

για 2 πρωτόνια και κα εμωανίηονται ωσ πολλαπλζσ κορυωζσ λόγω ςυςχζτιςθσ του κάκε 

πρωτονίου με 3 πρωτόνια με διαωορετικι πυρθνικι ςχάςθ το κακζνα. Τα μεν 1’ κα είναι 
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ςχετικά αποκωρακιςμζνα λόγω τθσ παρουςίασ οξυγόνου δίπλα τουσ και αναμζνεται να είναι 

ςτθν περιοχι 4-5ppm ενϊ τα 2’ τα περιμζνουμε ςε υψθλότερα πεδία. Ρράγματι εντοπίηουμε 

δφο πολλαπλζσ κορυωζσ ςτα 2,81ppm όπου αντιςτοιχοφν ςτα πρωτόνια 2’ και άλλεσ δφο 

πολλαπλζσ κορυωζσ ςτα 4,18 και 4,20 ppm.  

Από το ωάςμα ΘΜQC μποροφμε να δοφμε ότι τα πρωτόνια αυτά βρίςκονται πάνω ςε 

άνκρακεσ που ζχουν τθν ίδια χθμικι μετατόπιςθ και ςτα 3 μόρια. Ζτςι τα δφο πρωτόνια τθσ 

κζςθσ 1’ βρίςκονται πάνω ςτουσ άνκρακεσ ςτα 65,24 ppm ενϊ τα δφο πρωτόνια τθσ κζςθσ 2’ 

βρίςκονται πάνω ςτουσ άνκρακεσ με χθμικι μετατόπιςθ  34,02 ppm. 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 24: Φάςματα HMQC. Αριςτερά θ ςυςχζτιςθ των αρωματικϊν πρωτονίων με δφο άνκρακεσ και 

δεξιά οι ςυςχετίςεισ των πρωτονίων 1’ και 2’ με δφο άνκρακεσ. 

Θ ταυτοποίθςθ του αρωματικοφ δακτυλίου τθσ τυροςόλθσ τζλοσ επιβεβαιϊνεται με το ωάςμα 

HMBC όπου βλζπουμε ότι τα πρωτόνια 4’,8’ τα οποία είναι πιο αποκωρακιςμζνα από τα 5’,7’, 

ςυςχετίηονται εκτόσ από τον άνκρακα ςτα 130,03 ppm ςτον οποίο όπωσ είδαμε και πιο πριν 

ανικουν, με τον διπλανό αρωματικό άνκρακα  ςτα 115,29 ppm που ζχει το ζτερο πρωτόνιο 

του δακτυλίου (Θ-5’), εμωανίηει όμωσ και ςυςχζτιςθ με ζναν άλλον άνκρακα αρκετά 

αποκωρακιςμζνο ςτα 154,13ppm οποίοσ δεν δίνει ςιμα ςτο HMQC. Αυτό ςυμβαίνει διότι 

ωζρει επάνω του ζνα υδροξυλίου.   

Με αυτά τα ςιματα ολοκλθρϊνεται θ περιγραωι του τμιματοσ τθσ τυροςόλθσ ςτισ ενϊςεισ 

που περιλαμβάνονται ςτισ ενϊςεισ που ςυνκζτουν το μίγμα τθσ ηϊνθσ Α. 
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Χαρακτθριςτικά πρωτόνια ενολικισ μορφισ του άγλυκου του Λιγκςτροςίδθ. 

 

Από τθν μζχρι τϊρα ανάλυςθ των ωαςμάτων μιασ και δφο διαςτάςεων NMR που εξετάςαμε 

είδαμε όλα τα ςιματα που αωοροφν τθν διαλδεχδικι μορωι του άγλυκου του λιγκςτροςίδθ. 

Στθν ςυνζχεια κα παρουςιάςουμε τα χαρακτθριςτικά ςιματα που αωοροφν τθν ενολικι 

μορωι του άγλυκου του λιγκςτροςίδθ. Ππωσ είδαμε οι τρεισ ενϊςεισ ζχουν πολλζσ 

ομοιότθτεσ και επομζνωσ είναι δυνατόν να βροφμε πολλά όμοια ςιματα ςτα ωάςματα NMR. 

Μάλιςτα είδαμε τισ χαρακτθριςτικζσ περιπτϊςεισ μεκυλίων και αλδεχδομάδων αλλά και 

όλων των άλλων ςθμάτων, από όπου εξάγεται το ςυμπζραςμα ότι οι τρεισ ενϊςεισ αυτζσ 

εμωανίηονται ςε αναλογία 1:2:1. 

Ρζρα από τα ςιματα που εξετάςαμε και τα οποία είναι όμοια για τισ τρεισ ιςομερείσ ενϊςεισ 

υπάρχουν κάποια χαρακτθριςτικά ςιματα για τθν ενολικι μορωι.  

Στο ωάςμα πρωτονίου κα παρατθριςουμε ζνα χαρακτθριςτικό ςιμα πολφ αποκωρακιςμζνο 

ςτα 11.75 ppm. To ςιμα αυτό είναι μια διπλι κορυωι με ςχάςθ 12.6 Θz. Στθν περιοχι αυτι 

του ωάςματοσ 10-12ppm ςυναντάμε ενολικά υδροξφλια. 

 

 

Εικόνα 26: Φάςμα 1Θ ΝΜR, Σιματα ενολικοφ υδροξυλίου ςτα 11.75ppm 

 

Το ενολικό αυτό υδροξφλιο ςυςχετίηεται με ζνα πρωτόνιο ςτα 7,386ppm. Αυτόσ είναι και ο 

λόγοσ που εμωανίηεται ωσ διπλι κορυωι. Τθν ςυςχζτιςθ αυτι μποροφμε να τθν δοφμε ςτο 

ωάςμα COSY παρακάτω. Από το ωάςμα HMQC κα δοφμε ότι το πρωτόνιο ςτα 7.386 ppm 

βρίςκεται πάνω ςτον άνκρακα ςτα 164.23 ppm 
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Εικόνα27: Φάςμα COSY. Συςχζτιςθ ενολικοφ υδροξυλίου με Θ-3. – Φάςμα HMQC, ςυςχζτιςθ Θ-3 με C3. 

 

 

 Από το ωάςμα HMBC μποροφμε να δοφμε ότι το ενολικό υδροξφλιο ςυςχετίηεται με δφο 

άνκρακεσ. Ζτςι μποροφμε να ποφμε ότι το υδροξφλιο αυτό ςυνδζεται  με ζναν άνκρακα με 

χθμικι μετατόπιςθ 164.23 ppm και γειτονικά υπάρχει κι άλλοσ άνκρακασ με χθμικι 

μετατόπιςθ 103,33 ppm.  

 

Εικόνα 28: Φάςμα 1Θ ΝΜR, Σιματα H-3 ενολικισ μορφισ ςτα 7.38 ppm – Φάςμα HMBC ςυςχζτιςθ 

ενολικοφ υδροξυλίου με δφο άνκρακεσ 

 

Από το ωάςμα HMBC βλζπουμε ότι το ενολικό πρωτόνιο ςυνδζεται με τον άνκρακα ςτα 

103,33 ppm. Διατρζχοντασ το ωάςμα οριηόντια κα δοφμε ότι ο άνκρακασ αυτόσ ςυςχετίηεται 

με το πρωτόνιο ςτα 7,286 ppm (ςυςχζτιςθ που τθν είδαμε παραπάνω) αλλά και με ζνα 
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πρωτόνιο ςτα 4.16 ppm. To πρωτόνιο αυτό είναι που δθμιουργεί και τθν δεφτερθ ςχάςθ 

(0.8Θz) ςτο ςιμα του αλδεχδικοφ πρωτονίου. 

Το πρωτόνιο ςτα 4.16 ppm όπωσ κα δοφμε και ςτο ωάςμα Θ1 παρακάτω εμωανίηεται ωσ μια 

πολλαπλι κορυωι. Το πρωτόνιο αυτό από το ωάςμα COSY  μποροφμε να δοφμε ότι 

ςυςχετίηεται με ζνα πρωτόνιο ςτα 2.97 ppm και ζνα ςτα 2.78 ppm. 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 29: Φάςμα 1Θ ΝΜR, Επικαλυπτόμενα ςιματα Θ-5 – Φάςμα COSY ςυςχζτιςθ Θ-5 με τα δφο 

πρωτόνια τθσ κζςθσ 6 

 

Το πρωτόνιο ςτα 4.16 ppm μποροφμε να δοφμε από το ωάςμα HMQC ότι ανικει ςτον 

άνκρακα με χθμικι μετατόπιςθ 29.95 ppm. Από το ωάςμα HMBC βλζπουμε όλεσ τισ 

ςυςχετίςεισ του πρωτονίου αυτοφ. Ζτςι ςτα 4.16 ppm με κάκετθ γραμμι βλζπουμε ότι 

ςυςχετίηεται με τον άνκρακα ςτα 103.33 ppm, τον άνκρακα  ςτα 35.61 ppm  και τον άνκρακα 

ςτα 142.68 ppm. 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 30: Φάςμα COSY. Συςχζτιςθ Θ-5 με τον αντίςτοιχο άνκρακα τθσ κζςθσ 5 – Φάςμα HMBC 

ςυςχετίςεισ Θ-5 ενολικισ μορφισ με 3 άνκρακεσ. 

Τα δφο ςιματα που εμωανίηονται ςτα 2.78 και 2.97 ppm  είναι δφο πρωτόνια που 

εμωανίηονται ωσ dd κορυωζσ λόγω τθσ ςυςχζτιςισ τουσ τόςο μεταξφ τουσ όςο και με το 



56 
 

πρωτόνιο ςτα 4.16 ppm, ςυςχζτιςθ που δείξαμε προθγουμζνωσ. Από το ωάςμα HMQC 

βλζπουμε ότι τα δφο αυτά πρωτόνια ανικουν ςτον άνκρακα με χθμικι μετατόπιςθ 35.61 ppm 

  

Εικόνα 31: Φάςμα 1Θ ΝΜR, Σιματα των δφο πρωτονίων τθσ κζςθσ 6 – Φάςμα HMQC Ta δυο πρωτόνια 

τθσ κζςθσ 6  βρίςκονται ςτον ίδιο άνκρακα ςτα 35.61 ppm. 

Θα χρθςιμοποιιςουμε ςτθν ςυνζχεια το ωάςμα HMBC για να δοφμε με ποιουσ άνκρακεσ 

ςυςχετίηεται τα πρωτόνια ςτα 2.97 και 2.78 ppm. Ζτςι λοιπόν τα πρωτόνια αυτά ςυςχετίηονται 

αρχικά με τον άνκρακα ςτα 29.95 ppm  άνκρακα που είδαμε 

προθγουμζνωσ. Στθν ςυνζχεια μποροφμε να δοφμε ότι υπάρχει 

ςυςχζτιςθ των πρωτονίων αυτϊν με τον άνκρακα ςτα 103.33 

ppm. Είναι εκείνοσ ο άνκρακασ που δεν ωζρει κάποιο 

πρωτόνιο και ςυςχετίηεται με το ενολικό πρωτόνιο που 

παρουςιάςαμε πιο πάνω. Βλζπουμε επίςθσ τθν ςυςχζτιςθ των 

πρωτονίων αυτϊν με τον άνκρακα ςτα 171.98 ppm. Ρρόκειται 

για ζναν άνκρακα που δεν ωζρει οφτε αυτόσ κάποιο πρωτόνιο. 

Θ χθμικι μετατόπιςθ του ςυγκεκριμζνου άνκρακα είναι 

αρκετά μεγάλθ και αυτό δθλϊνει ότι ωζρει επάνω του ζνα 

οξυγόνο ςε ςφνδεςθ με  διπλό δεςμό. Τζλοσ με ζνα πιο 

αςκενζσ ςιμα το οποίο εξθγείται και λόγω τθσ μεγαλφτερθσ 

απόςταςθσ κα εντοπίςουμε ςυςχζτιςθ των πρωτονίων ςτα 

2.97 και 2.78 ppm με τον άνκρακα ςτα 142.68 ppm. Και αυτόσ 

ο άνκρακασ δεν ωζρει κάποιο πρωτόνιο. Θ χθμικι μετατόπιςθ 

αυτοφ του άνκρακα οωείλεται ςτθ ςφνδεςθ του άνκρακα 

αυτοφ με διπλό δεςμό με κάποιον γειτονικό του.    

 

 

Εικόνα 32: Φάςμα HMBC, 

ςυςχετίςεισ H-6a  και Η-6b 

με ςυνολικά 4 άνκρακεσ. 
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Σε προθγοφμενο ςτάδιο τθσ ανάλυςθσ μασ αναωερκικαμε ςτα αλδεχδικά πρωτόνια. Ζτςι 

είδαμε το χαρακτθριςτικό πρωτόνιο τθσ ενολικισ μορωισ του άγλυκου του λιγκςτροςίδθ 

βρίςκεται ςτα 9.225 ppm, εμωανίηεται ωσ διπλι κορυωι με 

ςχάςθ 1.7 ppm λόγω τθσ ςυςχζτιςθσ του με το πρωτόνιο τθσ 

κζςθσ 4 και βρίςκεται πάνω ςτον άνκρακα με χθμικι 

μετατόπιςθ 194.88 ppm. 

Είδαμε επίςθσ τα χαρακτθριςτικά ςιματα των μεκυλίων. 

Ραρουςιάςαμε το μεκφλιο ςτα 2.062 ppm το οποίο ανικει 

πάνω ςτον άνκρακα ςτα 15.62 ppm. Από το ωάςμα HMBC 

μποροφμε να δοφμε ότι ο άνκρακασ ςτον οποίο ανικουν τα 

μεκφλια και ζχει χθμικι μετατόπιςθ 15.20 ppm εμωανίηει 

ςυςχζτιςθ με το ολεωινικό πρωτόνιο τθσ ενολικισ μορωισ του 

άγλυκου του λιγκςτροςίδθ. Ππωσ παρουςιάςαμε και 

προθγουμζνωσ το ολεωινικό πρωτόνιο βρίςκεται πάνω ςτον 

άνκρακα με  χθμικι μετατόπιςθ 153.53 ppm. 

  

 

Τζλοσ ςτθν ενολικι μορωι του άγλυκου του λιγκςτροςίδθ εμωανίηεται ζνα χαρακτθριςτικό 

ςιμα μεκυλίου προςδεμζνο πάνω ςε ζνα οξυγόνο. Ρρόκειται για το μεκφλιο  που 

παρουςιάςαμε και προθγουμζνωσ ςτα 3.75 ppm που εμωανίηονται ωσ απλζσ κορυωζσ.  

Με τθν παρουςίαςθ όλων των ςθμάτων ολοκλθρϊνεται θ περιγραωι των 3 ιςομερϊν 

ενϊςεων τθσ Ελαιοκορωνάλθσ, τθσ 5S,4R λιγκςτροδιάλθσ και  5S,4S λιγκςτροδιάλθσ . 

 

      Εικόνα 34: Οι τρεισ ιςομερείσ ενώςεισ του άγλυκου του Λιγκςτροςίδθ  

Εικόνα 33: Φάςμα HMBC, 

ςυςχζτιςθ ολεφινικοφ 

πρωτονίου με τον άνκρακα 

των μεκυλίων τθσ κζςθσ 10. 
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Συνοπτικά παρουςιάηουμε όλα τα ςιματα ςτα οποία αναωερκικαμε για όλεσ τισ ιςομερείσ 

μορωζσ του άγλυκου του Λιγκςτροςίδθ που εξετάςαμε. 

Ρίνακασ: Δεδομζνα φάςματοσ 1H-NMR για τθν Ελαιοκορωνάλθ (14) και τισ Λιγκςτροδιάλεσ (12a,b) ςε 

ςυγκζντρωςθ 3mg/0.6ml. Ωσ κορυφι αναφοράσ για το CDCl3 επιλζχκθκε θ κορυφι ςτα 7.26 ppm  

 

Πίνακασ: Δεδομζνα φάςματοσ 13C-NMR για τθν Ελαιοκορωνάλθ (14) και τισ Λιγκςτροδιάλεσ (12a,b) ςε 

ςυγκζντρωςθ 3mg/0.6ml. Ωσ κορυφι αναφοράσ για το CDCl3 επιλζχκθκε θ κορυφι ςτα 177.16 ppm  

 
 

 12a (5S,4R) 12b (5S,4S) 14 

1 9.212, d, 2.0 9.218, d, 2.0 9.225, d, 1.7 

3 9.68, d, 2.7 9.46, d, 2.7 7.386, dd, 12.6, 0.8 

4 4.06, dd, 10.5, 2.7 4.11, dd, 10.5, 2.7 - 

5 3.83, m, (overlap) 3.83, m (overlap) 4.16, ddd (overlap) 

6a 2.81, (overlap) 2.82 (overlap) 2.97, dd, 16.1, 9.6 

6b 2.62, (overlap) 2.58  (overlap) 2.78, dd, 16.1, 6.3 

8 6.70, q, 7.1 6.72, q, 7.1 6.56, q, 7.1 

10 2.055, d,7.0 2.062, d, 7.1 2.062, d, 7.0 

3-OH - - 11.75, d, 12.6 

OCH3 3.65, s 3.77, s 3.75, s 

1' 4.20, m 4.18, m 4.18, m 

2' 2.81, m 2.81, m 2.81,m 

4', 8' 7.05, d (overlap) 7.05, d (overlap) 7.05, d, (overlap) 

5', 7' 6.76, d (overlap) 6.76, d (overlap) 6.76, d (overlap) 

 12a (5S,4R) 12b (5S,4S) 14 

1 194.75 194.56 194.88 

3 195.72 195.08 164.23 

4 60.27 59.30 103.33 

5 34.42 31.42 29.95 

6 34.52 34.98 35.61 

7 172.07 171.33 171.98 

8 156.11 155.74 153.53 

9 142.40 141.87 142.68 

10 15.20 15.20 15.20 

11 168.18 168.55 172.18 

OCH3 52.38 52.61 51.59 

1' 65.24 65.24 65.24 

2' 34.02 34.02 34.02 

3' 129.88 129.88 129.95 

4', 8' 130.03 130.03 130.05 

5', 7' 115.29 115.29 115.29 

6' 154.16 154.13 154.13 
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3.6.1 Περιγραφι των ιςομερϊν του άγλυκου τθσ Ελευρωπεΐνθσ. 

 

Ππωσ αναωζραμε και προθγουμζνωσ από τθν πλάκα χρωματογραωίασ προζκυψαν δφο ηϊνεσ 

Α και Β. Στθν ηϊνθ Α περιγράψαμε ότι υπάρχουν 3 ενϊςεισ οι οποίεσ αποτελοφν 3 ιςομερι 

του άγλυκου του λιγκςτροςίδθ. Δυο δυαλδεχδικζσ μορωζσ και μια ενολικι μορωι θ οποία 

μάλιςτα βρίςκεται ςε διπλάςια αναλογία από τισ άλλεσ δφο ενϊςεισ. 

Κάτι αντίςτοιχο περιμζνουμε να δοφμε και ςτα ςυςτατικά τθσ ηϊνθσ Β. Τα ςιματα που 

υπάρχουν όμωσ ςτα ωάςματα τθσ ηϊνθσ Β είναι ακόμα πιο περίπλοκα από τθσ ηϊνθσ Α.  

Ρράγματι φςτερα από ανάλυςθ τθσ ηϊνθσ Β, καταλιξαμε ςτο ςυμπζραςμα ότι αποτελεί ζνα 

αντίςτοιχο μίγμα 3 ιςομερϊν ενϊςεων αυτι τθν ωορά όχι του άγλυκου του Λιγκςτροςίδθ 

αλλά του άγλυκου τθσ Ελευρωπεΐνθσ. Και αυτι τθν ωορά ιταν δυνατό να διακρίνουμε ότι 

είχαμε δφο διαλδεχκζσ μορωζσ και μια ενολικά μορωι ςε αναλογία 1:2:1. Το μίγμα αυτό είναι 

όπωσ και ςτθν περίπτωςθ του μίγματοσ τθσ ηϊνθσ Α είναι ζνα μθ διαχωρίςιμο μίγμα και θ 

περιγραωι των ενϊςεων πρζπει να γίνει μζςα από αυτό το ιδιαίτερα πολφπλοκο μίγμα.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       Εικόνα 35: Οι τρεισ ιςομερείσ ενώςεισ του άγλυκου τθσ Ελευρωπαΐνθσ,  
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Για να ξεπεράςουμε το πρόβλθμα των επικαλφψεων από ξζνεσ προςμίξεισ, αλλά και τθσ 

μικρισ ςυγκζντρωςθσ των ενϊςεων ςτο εκχφλιςμα αποωαςίςαμε να δθμιουργιςουμε το 

μίγμα αυτό ςυνκετικά και να το περιγράψουμε και ςτθ ςυνζχεια να εξακριβϊςουμε ότι όντωσ 

πρόκειται για τισ ίδιεσ ενϊςεισ. 

 

3.6.2 Σφνκεςθ του άγλυκου τθσ Ελευρωπεΐνθσ. 

 

Ππωσ αναωζραμε, το βιοςυνκετικό κομάτι τθσ ελευρωπεΐνθσ ξεκινά από τθν βιοςυνκετικι 

οδό του μεβαλονικοφ οξζοσ. Θ ελευρωπεΐνθ ςχθματοποιείται ωσ γλυκοςίδθσ και παραμζνει 

ςε μικροδιαμερίςματα του καρποφ τθσ ελιάσ διαχωριςμζνοσ από ζνηυμα. Θ ελευρωπεΐνθ 

εντοπίηεται ςε αυτι τθν μορωι ςε πολφ μεγάλεσ ςυγκεντρϊςεισ και ςτα ωφλλα τθσ ελιάσ.  

Για τθν ςφνκεςθ του άγλυκου τθσ Ελευρωπεΐνθσ ςθμαντικό ρόλο παίηουν τα ζνηυμα και 

κυρίωσ αυτό τθσ β-γλυκοςιδάςθσ. Τθν ενηυματικι αυτι αντίδραςθ χρθςιμοποιιςαμε και εμεισ 

για τθν παραςκευι του μίγματοσ. 

Θ ςφνκεςθ του μίγματοσ ζγινε ςε ςυνεργαςία με το εργαςτιριο Οργανικισ Χθμείασ του 

Ρανεπιςτθμίου Ακθνϊν  και χρθςιμοποιιςαμε το ακόλουκο πρωτόκολλο:  

Σε μια κωνικι ωιάλθ χωρθτικότθτασ 25 ml τοποκετιςαμε ρυκμιςτικό διάλυμα οξικοφ οξζοσ 

(pH=5, 5ml) και διαλφςαμε 100 mg ελευρωπεΐνθσ. Στο διάλυμα προςκζςαμε 5 ml 

χλωροωορμίου και το διωαςικό μίγμα αναδεφετθκε απαλά. Στο μίγμα προςτζκθκε ποςότθτα 

ενηφμου β-γλυκοςιδάςθ (3.4 Units/mg, 70 mg). Στθν ςυνζχεια αωιςαμε το μίγμα να 

αναδεφεται απαλά για 20 h ςτουσ 30 0C ωςτε να πραγματοποιθκεί θ ενηυματικι αντίδραςθ. Θ 

παρακολοφκθςθ τθσ αντίδραςθσ ζγινε με τθν βοικεια χρωματογραωίασ λεπτισ ςτιβάδασ 

όπου παρακολουκοφςαμε τα επίπεδα τθσ Ελευρωπεΐνθσ ςε ςφςτθμα 12% μεκανόλθ (MeOH) 

ςε διχλωρομεκάνιο. Μόλισ θ κθλίδα τθσ ελευρωπείνθσ εξαωανιηόταν τελείωσ υπιρχε και 

πλιρθσ κατανάλωςθ τθσ Ελευρωπεΐνθσ μζςα ςτο μίγμα τθσ αντίδραςθσ. Μετά το πζρασ τθσ 

αντίδραςθσ διαχωρίςτθκε πλιρωσ θ οργανικι ωάςθ από τθν υδατικι. Θ υδατικι  ωάςθ 

εκχυλίςτθκει τρεισ ωορζσ με 5 ml χλωροωορμίου. Τα τρια οργανικά εκχυλίςματα που 

παραλάβαμε από τθν παραπάνω διαδικαςία εκπλφκθκαν με 20ml διάλυμα NaCl  και 

ξθράνκθκαν με κειικό νάτριο.  Στθν ςυνζχεια το μίγμα ωιλτραρίςτθκε και το διικθμα 

εξατμίςτθκε μζχρι ξθροφ υπό κενό με τθν βοικεια ςυςκευισ εξάτμιςθσ rotary evaporator. Το 

τελικό προϊόν (66 mg, 94%) αναλφκθκε με ωαςματοςκοπία 1H NMR. 
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3.6.3 Προςδιοριςμόσ δομισ του ςυνκετικοφ μίγματοσ. 

 

Περιγραφι διαλδεχδικϊν μορφϊν 

 

Στο ωάςμα πρωτονίου μποροφμε να δοφμε τα χαρακτθριςτικά ςιματα των πρωτονίων που 

ανικουν ςε αλδεχδικζσ ομάδεσ. Στθν ‘’αλδεχδικι’’ περιοχι του ωάςματοσ (9-10ppm) κα 

δοφμε τρια επικαλυπτόμενα ςιματα ςτα 9.17 ppm. Τα ςιματα αυτά εμωανίηονται ωσ διπλζσ 

κορυωζσ με ςχάςθ 2Hz. Aπό το ωάςμα COSY μποροφμε να δοφμε τθν ςυςχζτιςθ του 

ςυγκεκριμζνου πρωτονίου με κάποια πρωτόνια ςτα 3.84 ppm, 3.80 ppm και 4.17 ppm. Θ 

ςυχζτιςθ αυτι είναι θ ςυςχζτιςθ του κάκε αλδεχδικοφ πρωτονίου με πρωτόνια τθσ κζςθσ 5 

των τριϊν ενϊςεων.  

 

Εικόνα 36: Φάςμα 1Θ ΝΜR, Σιματα αλδεχδικϊν πρωτονίων – Φάςμα COSY ςυςχζτιςθ αλδεχδικϊν 
πρωτονίων με τα πρωτόνια τθσ κζςθσ 5 . 

Από το ωάςμα HMQC εντοπίηουμε τα αλδεχδικά πρωτόνια ςτα 9.17 ppm βρίςκοντα πάνω ςε 

άνκρακεσ με χθμικι μετατόπιςθ 195.53 ppm 195.65 ppm και 196.04 ppm. Από το ωάςμα 

HMBC ωαίνονται οι ςυςχετίςεισ του αλδεχδικοφ πρωτονίου με 3 άνκρακεσ. Ρρόκειται για 

τουσ άνκρακεσ των κζςεων 9, 5 και 8. Οι άνκρακεσ αυτοί βρίςκονται ςτα 141.14ppm 

140.52ppm και  142.40 ppm για τθν κζςθ 9 και ο οποίοσ δεν ωζρει καποιο πρωτόνιο, ςτα 

156.78 ppm, 157.29 ppm και 155.05 ppm για τθν κζςθ 8 και ςτα 31.58 ppm, 31.97 ppm,  και 

30.14 ppm. 

 

 

 

 

 

Εικόνα 37: Φάςμα HMQC, ςυςχζτιςθ αλδεχδικϊν πρωτονίων με τουσ αντίςτοιχουσ άνκρακεσ – Φάςμα 

HMBC ςυςχζτιςθ των αλδεχδικϊν πρωτονίων με τρεισ άνκρακεσ. 
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Στο ωάςμα πρωτονίου κα εντοπίςουμε ςτα  6.59 ppm, 6.70 ppm και 6.73 ppm. Τα πρωτόνια 

αυτά είναι αρκετά αποκωρακιςμζνα και όπωσ κα δοφμε ςτο ωάςμα πρωτονίου εμωανίηονται 

ωσ τετραπλζσ κορυωζσ λόγω τθσ ςυςχζτιςθσ του με ζνα μεκφλιο. Τα πρωτόνια αυτά 

βρίςκονται πάνω ςε διπλό δεςμό και για αυτό και εμωανίηονται τόςο αποκωρακιςμζνα.  

 

 

  

 

 

 

 

Εικόνα 38: Φάςμα 1Θ ΝΜR, Σιματα πρωτονίων κζςθσ 8. 

 

Από το ωάςμα COSY κα δοφμε ότι τα πρωτόνια αυτά εμωανίηουν ςυςχζτιςθ, με πρωτόνια ςτισ 

κζςεισ 2.02 ppm, 1.99 ppm και 2.05 ppm. Συγκεκριμζνα βλζπουμε ςυςχζτιςθ του ολεωινικοφ 

πρωτονίου ςτα 6.59 ppm με το πρωτόνιο ςτα 2.05 ppm, του πρωτονίου ςτα 6.73 ppm με το 

πρωτόνιο ςτα 1.99 ppm και του ολεωινικοφ πρωτονίου ςτα 6.70 ppm με το πρωτόνιο ςτα 2.02 

ppm. Από το ωάςμα HMQC βρίςκουμε οτι το πρωτόνιο που βρίςκεται ςτα 6.70 ppm βρίςκεται 

ςτον άνκρακα με χθμικι μετατόπιςθ 156.78 ppm, το πρωτόνιο ςτα 6.73 ppm βρίςκεται ςτον 

άνκρακα με χθμικι μετατόπιςθ 157.29 ppm και το πρωτόνιο ςτα 6.59 ppm βρίςκεται ςτον 

άνκρακα με χθμικι μετατόπιςθ 155.05 ppm. 

 

 

Εικόνα 39: Φάςμα COSY, ςυςχζτιςθ πρωτονίων κζςθσ 8 με ολεφινικά μεκφλια – Φάςμα ΘΜQC 
ςυςχζτιςθ πρωτονίων κζςθσ 8 με αντίςτοιχουσ άνκρακεσ. 
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Τα πρωτόνια ςτα 2.02 ppm,  1.99 ppm και 2.05 ppm μποροφμε να δοφμε από το ωάςμα 

πρωτονίου ότι εμωανίηονται ωσ διπλζσ κορυωζσ με ςχάςθ 7.1 Hz. Επίςθσ κα δοφμε ότι 

ολοκλθρϊνουν για τρία ςε ςχζςθ με το ολεωινικό πρωτόνιο τθσ κζςθσ 8. Αυτό το ςτοιχείο ςε 

ςυνδυαςμό με τθν χθμικι μετατόπιςθ θ οποία είναι ςτθν περιοχι των 2 ppm μασ οδθγεί ςτο 

ςυμπζραςμα  ότι τα ςιματα αυτά αναωζρονται ςε μεκφλια. Θ αποκωράκιςθ που ζχουν αυτά 

τα μεκφλια εξθγείται από τον διπλό δεςμό που υπάρχει μεταξφ τθσ κζςθσ 8 και 10. Το 

γεγονόσ ότι πρόκειται για μεκφλια εξθγεί και το γιατί το ςιμα του ολεωινικοφ πρωτονίου 

εμωανίηεται και ωσ τετραπλι κορυωι. Από το ωάςμα HMQC μποροφμε να εντοπίςουμε τα 

τρία αυτά μεκφλια πάνω ςτουσ άνκρακεσ τθσ κάκε μιασ από τισ τρεισ ενϊςεισ με χθμικι 

μετατόπιςθ 15.40 ppm, 15.49 ppm και 15.41 ppm. Θ κζςθ του μεκυλίου ςτθν κζςθ 10 μπορεί 

να επαλθκευκεί και από το ωάςμα HMBC όπου εμωανίηονται οι ςυςχετίςεισ τόςο με τον 

ολεωινικό άνκρακα όςο και με τον άνκρακα τθσ κζςθσ 9  αλλά και τον αλδεχδικό τθσ κζςθσ 1.  

 

Εικόνα 40: Φάςμα 1Θ ΝΜR, Σιματα  πρωτονίων μεκυλίων δίπλα ςε διπλό δεςμό – Φάςμα HMQC 
ςυςχζτιςθ πρωτονίων μεκυλίου  με τουσ αντίςτοιχουσ άνκρακεσ. 
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Θα δοφμε τϊρα τα χαρακτθριςτικά αλδεχδικά πρωτόνια τα οποία βρίςκονται μόνο ςτισ 

διαλδεχδικζσ  μορωζσ. Τα πρωτόνια αυτά τα εντοπίηουμε ςτθν αλδεχδικι περιοχι του 

ωάςματοσ πρωτονίου ςτα 9.67 ppm και ςτα 9.44 ppm και εμωανίηονται ωσ διπλζσ κορυωζσ με 

ςχάςθ 2.7 Hz. 

 

Εικόνα 41: Φάςμα 1Θ ΝΜR, Σιματα αλδεχδικϊν πρωτονίων διαλδεχδικϊν μορφϊν. 

Από το ωάςμα ΘMQC μποροφμε να δοφμε ότι αυτά τα δφο αλδεχδικά πρωτόνια εμωανίηουν 

ςυςχζτιςθ με τουσ άνκρακεσ με χθμικι μετατόπιςθ 196.24 ppm και 195.41 ppm. Από το 

ωάςμα COSY μποροφμε να  δοφμε τισ ςυςχετίςεισ των δφο αυτϊν πρωτονίων  

 

 Εικόνα 42: Φάςμα HMQC, ςυςχζτιςθ αλδεχδικϊν πρωτονίων με αντίςτοιχουσ άνκρακεσ - Φάςμα 

COSY ςυςχζτιςθ αλδεχδικϊν πρωτονίων με τα πρωτόνια τθσ κζςθσ 5 . 
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Το πρωτόνιο τθσ κζςθσ 4 για τθν κάκε ζνωςθ όπωσ κα δοφμε και από το ωάςμα πρωτονίου 

εμωανίηεται ςτα 4.04 ppm και ςτα 4.10 ppm εμωανίηονται ωσ dd κορυωζσ με ςχάςθ  Hz και 

 Hz.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 43: Φάςμα 1Θ ΝΜR, ςιματα πρωτονίων Θ-4. 

 

Το πρωτόνιο τθσ κζςθσ 4 με χθμικι μετατόπιςθ 4.04 ppm χρθςιμοποιϊντασ το ωάςμα HMQC 

κα βροφμε ότι ανικει ςτον άνκρακα με χθμικι μετατόπιςθ 60.45 ppm ενϊ το ίδιο πρωτόνιο 

τθσ ζτερθσ διαλδεχδικισ ζνωςθσ ςτα  4.10 ppm ανικει ςτον άνκρακα με χθμικι μετατόπιςθ  

59.50 ppm. Ο άνκρακασ αυτόσ μζχρισ ςτιγμισ ζχουμε δει ότι ςυνδζεται με τον άνκρακα που 

ωζρει το αλδεχδικό πρωτόνιο και με ζνα πρωτόνιο. Από το ωάςμα COSY κα δοφμε ότι το 

πρωτόνιο αυτό ςυςχετίηεται εκτόσ από το αλδεχδικό και με άλλο ζνα πρωτόνιο ςε κάκε 

ζνωςθ. Συγκεκριμζνα βλζπουμε το πρωτόνιο ςτα 4.04 ppm να ςυςχετίηεται με πρωτόνιο που 

εμωανίηεται ςτα 3.84 ppm και το πρωτόνιο ςτα 4.10 ppm να ςυςχετίηεται με πρωτόνιο που 

εμωανίηεται ςτα 3.80 ppm. 

 

   

 

 

 

 

 

Εικόνα 44: Φάςμα ΘΜQC, ςυςχζτιςθ πρωτονίων κζςθσ 4 με αντίςτοιχουσ άνκρακεσ – Φάςμα COSY 
ςυςχζτιςθ πρωτονίων κζςθσ 4 με τα πρωτόνια τθσ κζςθσ 5 . 
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Θ τζταρτθ ςφνδεςθ του άνκρακα τθσ κζςθσ 4 γίνεται με μια καρβομεκοξυλιακι ομάδα. Τα 

χαρακτθριςτικά ςιματα των μεκυλίων που είναι προςδεμζνα πάνω ςε οξυγόνο κα τα βροφμε 

και για τισ τρεισ ιςομερείσ ενϊςεισ ςτο ωάςμα πρωτονίου ωσ απλζσ κορυωζσ ςτα 3.65 ppm, 

3.78 ppm και 3.74 ppm. 

 

Εικόνα 45: Φάςμα 1Θ ΝΜR, Σιματα καρβομεκοξυλιακϊν ομάδων. 

 

Τα πρωτόνια αυτά ολοκλθρϊνουν για 3 ςε ςχζςθ με τα αλδεχδικά πρωτόνια και από το 

ωάςμα HMQC μποροφμε να τα βροφμε πάνω ςτουσ άνκρακεσ με χθμικι μετατόπιςθ 52.69 

ppm για το πρωτόνιο ςτα 3,65 ppm, 53.02 ppm για το πρωτόνιο ςτα 3.78 ppm και 51.86 ppm 

για το πρωτόνιο ςτα 3.74 ppm. 

 

Εικόνα 46: Φάςμα HMQC ςυςχζτιςθ πρωτονίων OCH3 με αντίςτοιχουσ άνκρακεσ.. 
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Επιςτρζωοντασ ςτο πρωτόνιο τθσ κζςθσ 4, είδαμε ότι εμωανίηει ςυςχζτιςθ με το πρωτόνιο τθσ 

κζςθσ 5. Τα πρωτόνια αυτά και για τισ δφο ιςομερείσ διαλδεχδικζσ ενϊςεισ εμωανίηονται ςτο 

ωάςμα πρωτονίου ωσ πολλαπλζσ κορυωζσ.  

 

Εικόνα 47: Φάςμα 1Θ ΝΜR, Σιματα πρωτονίων τθσ κζςθσ 5 . 

 

Τα πρωτόνια αυτά βλζπουμε ότι εμωανίηουν πολλαπλζσ κορυωζσ. Αυτό οωείλεται ςτθν 

ςυςχζτιςθ τουσ τόςο με το πρωτόνιο τθσ κζςθσ 4  που είδαμε προθγουμζνωσ, αλλά και ςτθν 

τθν ςυςχζτιςθ τουσ με τα 2 πρωτόνια τθσ κζςθσ 6. Τα δφο πρωτόνια τθσ κζςεισ 6 μποροφμε 

να δοφμε από το ωάςμα HMQC ότι ανικουν ςτον άνκρακα με χθμικι μετατόπιςθ 34.80 ppm 

και ςτον άνκρακα  με χθμικι μετατόπιςθ 35.44 ppm. 

 

Εικόνα 48: Φάςμα HMQC, ςυςχετίςεισ των πρωτονίων των κζςεων 6a και 6b με τουσ αντίςτοιχουσ 

άνκρακεσ. 
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Σε αυτό το μίγμα ενϊςεων δεν εντοπίηουμε το κομμάτι τθσ τυροςόλθσ όπωσ ςτθν 

προθγοφμενθ περίπτωςθ αλλά αυτό τθσ υδρόξυ-τυροςόλθσ. Ζτςι αναμζνουμε να δοφμε 

πρωτόνια ςτθν αρωματικι περιοχι του ωάςματοσ ςε διαωορετικοφσ ςυνδυαςμοφσ. 

Συγκεκριμζνα ςτον δακτφλιο τθσ υδρόξυ-τυροςόλθσ ζχουμε για το πρωτόνιο τθσ κζςθσ  4’ μια 

μζτα- ςφηευξθ με το πρωτόνιο τθσ κζςθσ 8’. Το πρωτόνιο τθσ κζςθσ 7’ ζχει μια όρκο- ςφηευξθ 

με το πρωτόνιο τθσ κζςθσ 8’. Τζλοσ το πρωτόνιο τθσ κζςθσ 8’ αναμζνεται να ζχει μια όρκο- 

ςφηευξθ με το πρωτόνιο τθσ κζςθσ 7’ κα μια μζτα- ςφηευξθ με το πρωτόνιο τθσ κζςθσ 4’. 

Ρράγματι ςτθν αρωματικι περιοχι του ωάςματοσ κα βροφμε τζτοια ςιματα αλλά για τθν 

ακριβι απόδοςθ του κάκε ςιματοσ ςτον ςωςτό δακτφλιο κα πρζπει να χρθςιμοποιιςουμε 

ωάςματα HMQC και να βροφμε τουσ άνκρακεσ ςτουσ οποίουσ ανικουν τα πρωτόνια.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 49: Φάςμα 1Θ ΝΜR, Χαρακτθριςτικά ςιματα υδρόξυ τυροςόλθσ ςτθν αρωματικι περιοχι. 

 

Λόγω των πολλϊν, ςχεδόν χθμικά όμοιων αρωματικϊν δακτυλίων τθσ υδρόξυ-τυροςόλθσ δεν 

είναι δυνατόν να προςδιορίςουμε ακριβϊσ όλεσ τισ ςχάςεισ μεταξφ των ςυςχετίςεων αυτϊν 

κακότι υπάρχουν πολλζσ επικαλφψεισ. 

Επίςθσ μποροφμε να δοφμε τα χαρακτθριςτικά πρωτόνια 1’ και 2’ τα οποία εμωανίηονται ωσ 

πολλαπλεσ κορυωζσ λόγω τθσ μεταξφ τουσ ςυςχζτιςθσ και τθσ μθ χθμικισ ιςοδυναμίασ των 

πρωτονίων που βρίςκονται πάνω ςτον ίδιο άνκρακα. Σε κάκε ζναν από τουσ δφο άνκρακεσ 1’ 

και 2ϋαντιςτοιχοφν 2 πρωτόνια και οι δφο άνκρακεσ ςυνδζονται μεταξφ τουσ με απλό δεςμό. 

Τα πρωτόνια αυτά εντοπίηονται ςτισ κζςεισ 2.75 ppm και 4.41 ppm του ωάςματοσ. Τα 

πρωτόνια τθσ κζςθσ 1’ είναι εμωανϊσ πιο αποκωρακιςμζνα κακότι ο άνκρακασ ςτον οποίο 

είναι προςδεμζνα ςυνδζεται, εκτόσ από τον άνκρακα C-2’ και με ζνα οξυγόνο. Για αυτό το 
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λόγο κα δοφμε το ςιμα τον πρωτονίων τθσ κζςθσ 1’ να βρίςκεται ςτθν οξυγονωμζνθ περιοχι 

του ωάςματοσ.  

Στθν περίπτωςθ των πρωτονίων τθσ κζςθσ 1’ και 2’ δεν είναι δυνατόν και πάλι να 

προςδιορίςουμε τον τφπο τθσ ςχάςθσ που πραγματοποιείται λόγω των πολλαπλϊν 

επικαλφψεων από τουσ 3 δακτυλίουσ. 

Από το ωάςμα HMQC μποροφμε να προςδιορίςουμε τουσ άνκρακεσ ςτουσ οποίουσ ανικουν 

αυτά τα τζςςερα πρωτόνια.  Ζτςι μποροφμε να δοφμε τθν ςυςχζτιςθ που ζχουν τα πρωτόνια 

τθσ κζςθσ 1’ (4.21 ppm) με τον άνκρακα ςτα 65.52 ppm και τα πρωτόνια τθσ κζςθσ 2’ (2.75 

ppm) με τον άνκρακα ςτα 34.28 ppm. Στο ωάςμα COSY μποροφμε να δοφμε και τισ 

ςυςχετίςεισ μεταξφ των πρωτονίων τθσ κζςθσ 1’ και 2’. 

 

 

 

Εικόνα 51: Φάςμα HMQC, ςυςχζτιςθ πρωτονίων 1’ και 2’ με τουσ αντίςτοιχουσ άνκρακεσ. 

 

Από το ωάςμα HMQC επίςθσ κα προςδιορίςουμε και τθν χθμικι μετατόπιςθ των ανκράκων 

που ωζρουν πρωτόνιο και βρίςκονται ςτον αρωματικό δακτφλιο. Ξεκινόντασ από το πρωτόνιο 

τθσ κζςθσ 4’ από το ωάςμα πρωτονίου μποροφμε να βροφμε τρεισ κορυωζσ με ςχάςθ κοντά 

ςτα 2Hz. Αυτζσ οι κορυωζσ εμωανίηονται ςτα 6.68ppm,   6.67 ppm και ςτα 6.71 ppm. Από το 

ωάςμα HMQC μποροφμε να δοφμε ότι για αυτζσ τισ χθμικζσ μετατοπίςεισ αντιςτοιχοφν τρεισ 

άνκρακεσ με χθμικι μετατόπιςθ 116.29 ppm, 116.24 ppm και 116.38 ppm. 
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Αντίςτοιχα για τα πρωτόνια τθσ κζςθσ 8’ από το ωάςμα πρωτονίου μποροφμε να ποφμε ότι 

εμωανίηονται δφο επικαλυπτόμενεσ ςτθν κζςθ 6.58 ppm και μια υπο τθν μορωι dd ςτα 6.60. 

ςτο ωάςμα HMQC κα δοφμε ότι υπάρχει ζνα ζντονο ςιμα ςτα 121.27 ppm ςτο οποίο πρζπει 

να αλλθλεπικαλφπτονται δφο ςιματα και άλλο ζνα ςτα 121.33 ppm. 

 

 

 

 

 

  

Εικόνα 52: Φάςμα HMQC,  ςυςχζτιςθ αρωματικϊν πρωτονίων κζςθσ 4’ για τουσ τρεισ διαφορετικοφσ 

δακτυλίουσ με τουσ αντίςτοιχουσ άνκρακεσ – Ομοίωσ για τα πρωτόνια τθσ κζςθσ 8’. 

 

 

Με αυτά τα ςιματα ολοκλθρϊνεται θ περιγραωι όλων των πρωτονίων και των ανκράκων των 

δυο διαλδεψδικϊν μορωϊν. Ραρακάτω κα παρουςιάςουμε και τα τελευταία ςιματα τθσ 

ενολικισ μορωισ. 

Στο μόριο τθσ ενολικισ μορωισ του άγλυκου τθσ Ελευρωπεΐνθσ (ολεομιοςιονάλθ) κα δοφμε το 

χαρακτθριςτικό ςιμα ενόσ πρωτονίου το οποίο εμωανίηεται ςτα 11.78 ppm. Το ςιμα αυτό 

είναι μια διπλι κορυωι με ςχάςθ 12.6 Θz. Στθν περιοχι αυτι του ωάςματοσ 10-12ppm 

ςυναντάμε ενολικά πρωτόνια. 

 

Εικόνα 53: Φάςμα 1Θ ΝΜR, ςιμα ενολικοφ υδροξυλίου ενολικισ μορφισ. 
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Το πρωτόνιο αυτό κα δοφμε από το ωάςμα COSY ότι ςυςχετίηεται με ζνα πρωτόνιο που 

εμωανίηεται ςτα 7.36 ppm. Ζτςι εξθγείται θ διπλι κορυωι του ςιματοσ ςτα 11.78 ppm. Το 

πρωτόνιο ςτα 7.36 ppm κα δοφμε ότι εμωανίηεται ςτο ωάςμα πρωτονίου ωσ dd κορυωι.  

  

Εικόνα 54: Φάςμα COSY, ςυςχζτιςθ πρωτονίου κζςθσ 3 με το ενολικό υδροξφλιο -  Φάςμα 1Θ ΝΜR, 
ςιμα πρωτονίου κζςθσ 3 ενολικισ μορφισ. 

 

Από το ωάςμα ΘMQC μποροφμε να δοφμε ότι το πρωτόνιο ςτα 7.36 ppm βρίςκεται πάνω ςτον 

άνκρακα με χθμικι μετατόπιςθ 164.07 ppm. Από το ωάςμα HMBC μποροφμε να δοφμε ότι το 

ενολικό πρωτόνιο ςτα 11.78ppm ςυςχετίηεται τόςο με τον άνκρακα ςτα 164.07 ppm ςτον 

οποίο και ανικει   όςο και με τον άνκρακα ςτα 103.69 ppm. 

 

Εικόνα 55: Φάςμα HMQC, ςυςχζτιςθ ενολικοφ υδροξυλίου με άνκρακα κζςθσ 3 – Φάςμα HMBC 
ςυςχζτιςθ ενολικοφ υδροξυλίου με δφο άνκρακεσ. 
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Αντίςτοιχα με τισ άλλεσ δφο ιςομερείσ μορωζσ του άγλυκου τθσ Ελευρωπεΐνθσ και εδϊ  

εντοπίηουμε το πρωτόνιο τθσ κζςθσ 5. Το πρωτόνιο αυτό εμωανίηεται ωσ πολλαπλι κορυωι 

επικαλυπτόμενθ ςτα 4.17 ppm.  

  

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 56: Φάςμα 1Θ ΝΜR, Σιματα αλδεχδικϊν πρωτονίων – Φάςμα COSY ςυςχζτιςθ αλδεχδικϊν 
πρωτονίων με τα πρωτόνια τθσ κζςθσ 5 . 

 

 

Το πρωτόνιο αυτό εμωανίηει πολλαπλζσ ςχάςεισ λόγω των ςυςχετίςεων του με τα δφο 

πρωτόνια τθσ κζςθσ 6. Τισ ςυςχετίςεισ αυτζσ κα τισ δοφμε παρακάτω ςτο ωάςμα COSY. Από το 

ωάςμα ΘΜΒC κα δοφμε τισ ςυςχετίςεισ του πρωτονίου ςτα 4.17 ppm με όλουσ τουσ 

γειτονικοφσ του άνκρακεσ των κζςεων 4 (103.69 ppm), 6 (35.92 ppm), 9 (142.40 ppm) αλλά 

και πιο απομακρυςμζνουσ όπωσ αυτόσ τθσ κζςθσ 7 (172.18 ppm).    

 

Εικόνα 57: Φάςμα COSY ςυςχζτιςθ του πρωτονίου τθσ κζςθσ 5 με τα δφο πρωτόνια τθσ  κζςθσ 6 – 
Φάςμα ΘΜBC, ςυςχετίςεισ πρωτονίου κζςθσ 5 με 4 άνκρακεσ. 
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Τζλοσ αναωερκικαμε προθγουμζνωσ ςτα ςυςχζτιςθ του πρωτονίου ςτα 4.17 ppm με δφο 

πρωτόνια τθσ κζςθσ 6. Τισ ςυςχετίςεισ αυτζσ τισ είδαμε ςτο ωάςμα COSY. Στο ωάςμα 

πρωτονίου κα δοφμε ότι τα πρωτόνια αυτά εμωανίηονται ωσ dd κορυωζσ.  

 

Εικόνα 58: Φάςμα 1Θ ΝΜR, Σιματα πρωτονίων κζςθσ 6. 

 

Από το ωάςμα HSQC – DEPT μποροφμε να δοφμε ότι τα δφο αυτά πρωτόνια τθσ κζςθσ 6 

ανικουν πάνω ςτον άνκρακα που εντοπίςαμε και προθγουμζνωσ ωσ γειτονικό τθσ κζςθσ 5 

ςτα 35.92 ppm. Και από τθν κζςθ 6 μποροφμε να χρθςιμοποιιςουμε το ωάςμα HMBC για να 

εντοπίςουμε ότι τα πρωτόνια τθσ κζςθσ 6 ςυςχετίηονται με τουσ γειτονικοφσ άνκρακεσ των 

κζςεων  9 (142.40ppm), 5 (30.14 ppm) αλλά και των πιο απομακρυςμζνων 7 (172.18ppm) και 

4 (103.69 ppm) 

  

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 59: Φάςμα HSQC DEPT, ςυςχζτιςθ πρωτονίων τθσ κζςθσ 6  με αντίςτοιχο άνκρακα- Φάςμα 
HMBC πρωτονίου Θ-6a με 4 άνκρακεσ . 
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Με τθν περιγραωι όλων των παραπάνω ςθμάτων ολοκλθρϊνεται θ απόδοςθ τθσ δομισ των 

τριϊν ιςομερϊν του άγλυκου τθσ Ελευρωπεΐνθσ. Ραρακάτω κα παρουςιάςουμε ςυνοπτικά 

όλα τα ςτοιχεία για τισ τρεισ αυτζσ ενϊςεισ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 60: Ιςομερείσ ενϊςεισ άγλυκου Ελευρωπαΐνθσ.  
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Ρίνακασ: Δεδομζνα φάςματοσ 1H-NMR για τθν Ελαιομιςςιονάλθ  (13) και τισ Ελαιυρωπεϊνδιάλεσ 

(11a,b) ςε ςυγκζντρωςθ 20mg/0.6ml. Ωσ κορυφι αναφοράσ για το CDCl3 επιλζχκθκε θ κορυφι ςτα 

7.26 ppm  

 

Ρίνακασ: Δεδομζνα φάςματοσ 13C-NMR για τθν ελαιομιςςιονάλθ  (13) και τισ ελευρωπεϊνδιάλεσ (11a,b)

ςε ςυγκζντρωςθ 20mg/0.6ml. Ωσ κορυφι αναφοράσ για το CDCl3 επιλζχκθκε θ κορυφι ςτα 7.26 ppm 

 11a (5S,4R) 11b (5S,4S) 13 

1 9.17, d, 2.0 9.17, d, 2.0 9.17, d, 2.0 

3 9.67, d, 2.7 9.44, d, 2.7 7.36, dd, 12.6, 0.8 

4 4.04, dd, 10.5, 2.7 4.10, dd, 10.5, 2.7 - 

5 3.84, tdd, 10.5, 4.7, 2 3.80, tdd, 10.5, 4.3, 2.0 4.17, ddd (overlap) 

6a 2.82, dd, 16.0, 10.5 2.83,   dd, 15.8, 10.5 2.98, dd, 15.8, 9.6 

6b 2.63, dd, 16.0, 4.7  2.58   dd, 15.8, 4.3 2.77, dd, (overlap) 

8 6.70, q, 7.1 6.73, q, 7.1 6.59, q, 7.1 

10 2.02, d,7.1 1.99, d, 7.1 2.05, d, 7.1 

3-OH - - 11.78, d, 12.6 

OCH3 3.65, s 3.78, s 3.74, s 

1' 4.21, m 4.12, m 4.16, m 

2' 2.75, m 2.75, m 2.75,m 

4' 6.68, d 1.8 6.67, d,1.8 6.71, d, 1.8 

7’ 6.78, d (overlap) 6.78, d (overlap) 6.78, d (overlap) 

8’ 6.58 6.58 6.58 

 12a (5S,4R) 12b (5S,4S) 14 

1 195.53 195.65 196.04 

3 196.24 195.41 164.07 

4 60.45 59.50 103.69 

5 31.58 31.97 30.14 

6 34.80 35.44 35.92 

7 171.71 171.46 172.18 

8 156.78 157.29 155.05 

9 141.14 140.52 142.40 

10 15.40 15.49 15.41 

11 168.23 169.02 172.12 

OCH3 52.69 53.02 51.86 

1' 65.52 65.52 65.52 

2' 34.28 34.28 34.28 

3' 130.46 130.46 130.53 

4' 116.29 116.24 116.38 

5' 143.60 143.65 143.68 

6' 143.05 143.00 142.92 

7’ 115.39 115.39 115.39 

8’ 121.27 121.33 121.27 
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4. Συηιτθςθ  αποτελεςμάτων. 

 

Θ πλιρθσ απόδοςθ τθσ δομισ των ενϊςεων που περιζχονται ςτισ ηϊνεσ Α και Β και που 

παρουςιάςαμε παραπάνω ανζδειξε ότι το κυρίαρχο ςυςτατικό ςε κάκε ηϊνθ ιταν μια 

μονοαλδεχδικι μορωι, ενϊ οι άλλεσ δφο ιταν δφο διαλδεχδικζσ μορωζσ. Από τθν ανάλυςθ 

προζκυψε ότι θ αναλογία μεταξφ των ιςομερϊν ενϊςεων και ςτισ δφο περιπτϊςεισ ιταν 

1:1:2. Το πρϊτο μίγμα ςυςτατικϊν που εμωανίηεται ςτθν ηϊνθ Α παρουςιάηει τα 

χαρακτθριςτικά ςιματα τθσ τυροςόλθσ. Με τθν χριςθ ωαςμάτων H1NMR, HSQC, HMBC, COSY 

μπορζςαμε να αποδϊςουμε όλα τα ςιματα και των τριϊν ενϊςεων που εμωανίηονται ςτα 

ωάςματα. Και οι τρείσ ενϊςεισ είχαν τα χαρακτθριςτικά ςιματα μεκυλίου προςδεμζνο ςε 

άνκρακα που ςυμμετζχει ςε διπλό δεςμό με τθν φπαρξθ ολεωινικοφ πρωτονίου ςε γειτονικό 

άνκρακα κακϊσ και όλα εκείνα τα ςιματα που περιμζνουμε από μια δομι όπωσ αυτι του 

ελενολικοφ οξζοσ εςτεροποιθμζνο με μια ομάδα τυροςόλθσ. Τα δφο ςυςτατικά που 

βρίςκονται ςε μικρότερθ αναλογία αντιςτοιχοφν ςτα 4R,5S και 4S,5S ηευγάρια τθσ μθ κυκλικισ 

διαλδεχδικισ μορωισ του άγλυκου τθσ Ελευρωπεΐνθσ και άγλυκου του λιγκςτροςίδθ 11a,b 

και 12a,b.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 61: Φάςμα 1H NMR τθσ αλδεχδικισ και ολεφινικισ περιοχισ για το μίγμα τθσ Ελαιοκορωνάλθσ 

και του μίγματοσ 4S/4R Λιγκςτροδιάλθσ 

 

Το τρίτο ςυςτατικό, το οποίο είναι και το κυρίαρχο ςε κάκε μίγμα, αντιςτοιχεί ςε μια πολφ 

παρόμοια δομι με μια βαςικι διαωορά, τθν απουςία δεφτερθσ αλδεχδομάδασ. Αντίκετα, 

αντί για τθν δεφτερθ αλδεψδθ κάκε ζνωςθ εμωάνιςε ζνα πολφ αποκωρακιςμζνο ςιμα μιασ 

διπλισ κορυωισ ςτα 11.8 ppm  το οποίο ςτο ωάςμα HMQC δεν ζδειχνε ςυςχζτιςθ με κανζναν 
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άνκρακα. Επιπλζον εντοπίςτθκε και ζνα ολεωινικό πρωτόνιο ςτα 7.3 ppm με διπλι κορυωι 

(J=16 Hz) το οποίο ςυςχετίηεται με τθν διπλι κορυωι ςτα 11.8 ppm.  Το ολεωινικό αυτό 

πρωτόνιο ςτο ωάςμα HMBC ζδειξε ςυςχζτιςθ με μια καρβομεκόξυ ομάδα. Από αυτά τα 

ςτοιχεία  κατζςτθ προωανζσ ότι το κυρίαρχο ςυςτατικό ςε κάκε ηϊνθ απομόνωςθσ ιταν θ 

ενολικι μορωι των διαλδεχδϊν   11a,b και 12a,b. Αντίκετα από ότι κα περίμενε κανείσ, οι 

ενολικζσ μορωζσ 13 και 14 ανεδείχκθςαν ςτακερζσ, λόγω του δεςμοφ υδρογόνου μεταξφ του 

ενολικοφ υδροξυλίου και του γειτονικοφ καρβονυλίου τθσ τθσ καρβομεκόξυ ομάδασ.   

Θ φπαρξθ τθσ ενολικισ μορωισ του άγλυκου του Λιγκςτροςίδθ (14),  ζχει υποτεκεί και ςτο 

παρελκόν [58]. Ωςτόςο, είναι αδιαμωιςβιτθτα θ πρϊτθ ωορά που θ ενολικι αυτι μορωι  

αναωζρεται ωσ ωυςικό προϊόν και ωσ ςυςτατικό του ελαιολάδου και για αυτό τον λόγο 

προτείνουμε τθν ονομαςία Ελαιοκορωνάλθ.  

Οι διαλδεχδικζσ μορωζσ του άγλυκου του λιγκςτροςίδθ 12a,b ζχουν αναωερκεί αρκετζσ 

ωορζσ ςτο παρελκόν χρθςιμοποιϊντασ όμωσ ωσ μζκοδο ταυτοποίθςθσ των ενϊςεων τθν 

ωαςματοςκοπία Μάηασ MS [59]. Αντίκετα θ απόδοςθ δομισ με ωαςματοςκοπία NMR δεν ζχει 

αναωερκεί μζχρι ςιμερα. Ομοίωσ, οι διαλδεχδικζσ μορωζσ με ταυτοποίθςθ μζςω 

ωαςματοςκοπία μάηασ ζχουν αναωερκεί ωσ ςυςτατικά  αποβλιτων ελαιοτριβείου από τουσ 

Sanchez de Medina (2011) και τθν ονόμαςαν p-HPEA-FA [60]. Σε κάποιεσ περιπτϊςεισ 

αναωζρονται ςτθν διαλδεχδικι μορωι του άγλυκου του λιγκςτροςίδθ αλλά ςτθν 

πραγματικότθτα αναωζρονται ςτθν p-HPEA-EDA ι αλλιϊσ ελαιοκανκάλθ, θ οποία 

μπερδεφεται ςε κάποιεσ περιπτϊςεισ με τθν διαλδεχδικι μορωι του δεκαρβομεκόξυ  

άγλυκου του λιγκςτροςίδθ [61]. Για να περιορίςουμε τθν χριςθ μεγάλων περιγραωικϊν και 

αςαωϊν ονομαςιϊν, προτείνουμε ότι θ πιο κατάλλθλθ ονομαςία για τισ διαλδεχδικζσ μορωζσ 

12a,b να είναι 4R/4S- Λιγκςτροδιάλθ, που περιζχει τθν ρίηα Λιγκςτράλ- που αναωζρεται ςτθν 

κυκλικι μονοαλδεχδικι μορωι του άγλυκου του Λιγκςτροςίδθ 6a,b [62]. 

Θ ενολικι μορωι του άγλυκου τθσ Ελευρωπεΐνθσ (13) δεν ζχει αναωερκεί ποτζ ωσ ςυςτατικό 

του ελαιολάδου παρά μόνο ωσ ςυςτατικό του ακατζργαςτου καρποφ τθσ ελιάσ [63] ι ςαν 

προϊόν τθσ ενηυματικισ υδρόλυςθσ τθσ Ελευρωπεΐνθσ [64]. Ακόμα και ςε αυτζσ τισ 

περιπτϊςεισ όμωσ υπάρχουν ςθμαντικζσ αποκλίςεισ ςτα δεδομζνα που ζχουν παρουςιαςτεί 

για τθν περιγραωι τθσ δομισ του ςυςτατικοφ αυτοφ ςτα ωάςματα NMR [63] [64] οι οποίεσ 

πρζπει να επανεξεταςτοφν. Συγκεκριμζνα αναωζρουμε ότι οι ςυντάκτεσ τθσ εργαςίασ αυτισ 

δεν αναωζρουν τθν χαρακτθριςτικι κορυωι του ενολικοφ υδροξυλίου ςτα 11.78 ppm. Επίςθσ 

αναωζρουν ότι θ χθμικι μετατόπιςθ του ολεωινικοφ άνκρακα που είναι ςυνδεδεμζνοσ με τθν 

καρβομεκόξυ ομάδα είναι 130.37 ppm ενϊ εμείσ τον εντοπίςαμε ςτα 103.69 ppm. Το ενολικό 

ολεωινικό πρωτόνιο τθσ διαλδεχδικισ μορωισ του άγλυκου τθσ ελευρωπεΐνθσ ςτα 7.36 ppm 

εμωανίηεται ςτο ωάςμα πρωτονίου ωσ διπλι κορυωι με ςχάςθ τα 6 Hz ενϊ ςτθν 

πραγματικότθτα θ ςχάςθ είναι 16 Hz και προωανϊσ δεν υπάρχει ςιμα υδροξυλίου –ΟΘ ςτα 

7.40 ppm όπωσ ζχει επίςθσ αναωερκεί. Υπάρχουν ακόμα αρκετζσ αποκλίςεισ ςτα δεδομζνα 

από τα ωάςματα 1Θ και 13C NMR  κακϊσ επίςθσ και απουςία πολλϊν ςτακερϊν ςφηευξθσ. Πλα 

αυτά κακιςτοφν τον επαναπροςδιοριςμό τθσ ακριβοφσ δομισ  από τθν αρχι απαραίτθτο. 
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Ρρζπει να αναωζρουμε επίςθσ ότι τα δεδομζνα που λαμβάνουμε για τθν ενολικι μορωι αλλά 

και για τισ διαλδεχδικζσ μορωζσ των άγλυκων λιγκςτροςίδθ και ελευρωπεΐνθσ παρουςιάηουν 

αρκετά ςθμαντικζσ μεταβολζσ ςτισ χθμικζσ μετατοπίςεισ που εμωανίηονται ςτα ωάςματα 

πρωτονίου, ανάλογα με τθν ςυγκζντρωςθ των ουςιϊν αυτϊν ςτο δείγμα όπωσ ωαίνεται 

παρακάτω.  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Εικόνα 62: Φάςμα τθσ αλδεχδικισ και ολεφινικισ περιοχισ τθσ Ελαιομιςςιονάλθσ και του 
μίγματοσ 4S/4R Ελευρωπεϊνδιάλθσ.   Επάνω Κάτω

 

Αυτό μπορεί να εξθγιςει κάποιεσ διαωορζσ που εντοπίηονται ςε βιβλιογραωικά δεδομζνα 

αλλά ςίγουρα θ πλειοψθωία των αποκλίςεων που εντοπίςαμε απαιτοφν επανεξζταςθ. 

Ενδιαωζρον παρουςιάηει ότι ςε παράλλθλθ εργαςία που δθμοςιεφκθκε τθν ίδια περίοδο από 

τουσ ίδιουσ ερευνθτζσ [65]οι κορυωζσ που εμωανίηονται ςτα 11.79 και 11.83 ppm 

αποδίδονται ςε οξειδωτικά παράγωγα (αλδεψδθ ςε καρβοξφλιο) που εμωανίηονται ςταδιακά 

λόγω τθσ παρουςίασ των ενϊςεων ςτο περιβάλλον του δευτεριωμζνου χλωροωορμίου  CDCl3.  

Σφμωωνα με τα δικά μασ αποτελζςματα οι κορυωζσ αυτζσ δεν είναι αποτζλεςμα οξειδωτικϊν 

διεργαςιϊν αλλά λόγω τθσ  ιςορροπίασ που τελικά αποκακίςταται μεταξφ των διαλδεψδικϊν 

μορωϊν και τθσ ενολικισ μορωισ.   

Θ ίδια ςφγχυςθ ωαίνεται να επικρατεί και ςτθν εργαςία των Paiva-Martins & Gordon (2001) 

όπου οι δφο κορυωζσ ςτα 11.78 ppm και 11.82 ppm αποδίδονται ςτισ καρβοξυλομάδεσ των 

δφο ςτερεοϊςομερϊν του προκφπτουν από τθν υδρόλυςθ των καρβομεκόξυ ομάδων τθσ 

μορωισ 13 [66].  Ομοίωσ με προθγουμζνωσ, θ αιτία δεν είναι θ υδρόλυςθ ι θ οξείδωςθ αλλά 
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θ ιςορροπία των αλδεχδικϊν και τθσ ενολικισ μορωισ.  Επομζνωσ θ δομι που προτείνουν οι 

ςυγκεκριμζνοι ερευνθτζσ πρζπει να  τεκεί υπό αμωιςβιτθςθ. Οι ίδιοι ερευνθτζσ  ςτθν ίδια 

εργαςία περιγράωουν επίςθσ τθν μθ κυκλικι διαλδεχδικι μορωι 11a,b τθν οποία και 

απομόνωςαν από ωφλλα ελιάσ, ωςτόςο τα δεδομζνα από τα ωάςματα NMR που 

παρουςίαςαν είναι ελλιπι και απουςιάηουν αρκετζσ ςτακερζσ ςφηευξθσ. Επίςθσ, ςε πολλζσ 

περιπτϊςεισ υπάρχει ςφγχυςθ ςτα δεδομζνα από τα ωάςματα 13C μεταξφ των ανκράκων που 

αποδίδονται ςε κάκε ςτερεοϊςομερζσ.   

 

Τα ςυςτατικά 11a,b ζχουν αναωερκεί ωσ ςυςτατικά του ελαιολάδου από τον De Nino (2000) 

[59], ωςτόςο θ περιγραωι μζςω ωαςματοςκοπίασ NMR είναι αρκετά παραπλανθτικι και 

περιζχει αρκετζσ αποδόςεισ που αποκλίνουν από τθν πραγματικότθτα και οπωςδιποτε 

χρειάηεται επανεξζταςθ. Θ περιγραωι από τουσ Bianco et al (1999a) τθσ υδρόλυςθσ τθσ 

ελευρωπεΐνθσ είναι αρκετά πιο ακριβισ, αλλά υπάρχουν ακόμα αρκετζσ κορυωζσ οι οποίεσ 

δεν αποδίδονται (όπωσ για παράδειγμα ςτα 56 ppm) ι εντοπίηονται ςε διαωορετικζσ χθμικζσ 

μετατοπίςεισ (>5ppm διαωορά για τον άνκρακα που ςυνδζεται με τθν καρβομεκόξυ ομάδα) ι 

περιγραωι του μοντζλου ςυςχετίςεων και των αντίςτοιχων ςτακερϊν ςυςχετίςεων είναι 

ελλιπισ.  Θ πιο ακριβισ περιγραωι ωσ τϊρα ζχει γίνει από τουσ Christophoridou & Dais (2009) 

ςε ζνα κομμάτι τθσ εργαςίασ τουσ που αςχολείται με τθν ενηυματικι υδρόλυςθ τθσ 

ελευρωπεΐνθσ, ωςτόςο, εξακολουκοφν να υπάρχουν αρκετζσ διαωορζσ ςτα ωαςματοςκοπικά 

δεδομζνα κακϊσ επίςθσ δεν παρουςιάηονται κακόλου ωαςματοςκοπικά δεδομζνα για τουσ 

άνκρακεσ των ενϊςεων [54].  

Για τθν αποωυγι των παρερμθνειϊν και για τθν απλοποίθςθ του ονόματοσ του ενολικοφ  

ιςομεροφσ  του άγλυκου τθσ ελευρωπεΐνθσ (13), προτείνουμε τθν ονομαςία Ελαιομιςςιονάλθ 

αντί του δφςχρθςτου αλλά και λανκαςμζνου ενολολευρωπεϊνδιάλθ (Bianco et al 1999a). Για 

τθν μθ κυκλικι διαλδεχδικι μορωι του άγλυκου τθσ ελευρωπεΐνθσ θ πιο ακριβισ ονομαςία 

κα μποροφςε να είναι θ 4S/4R- ελευρωπεϊνδιάλθ κατά το πρότυπο που ζχει αναωερκεί και 

ςτο παρελκόν (Bianco et al 1999). 
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Χριςθ επιλεκτικοφ παλμοφ ΝΜR 
 
 

Για να επιβεβαιϊςουμε ότι θ Ελαιοκορωνάλθ είναι πραγματικό ςυςτατικό του ελαιολάδου 

και δεν πρόκειται για κάποιο προϊόν που ςχθματοποιείται κατά τθν διάρκεια τθσ εκχφλιςθσ 

του ωαινολικοφ κλάςματοσ του ελαιολάδου ι τθσ διάλυςθσ του εκχυλίςματοσ ςε 

δευτεριωμζνο διαλφτθ CDCl3 που απαιτείται για τθν ωαςματοςκοπικι ανάλυςθ, εωαρμόςαμε 

πείραμα επιλεκτικοφ παλμοφ διζγερςθσ ςε ζνα δείγμα ελαιολάδου χωρίσ τθν παρουςία 

οποιουδιποτε διαλφτθ με τισ παραμζτρουσ που περιγράψαμε ςε προθγοφμενο κεωάλαιο. Το 

ωάςμα που λάβαμε με επιλεκτικό παλμό το ςυγκρίναμε με το αντίςτοιχο ωάςμα πρωτονίου 

που λιωκθκε από το εκχφλιςμα του ίδιου ελαιολάδου διαλυμζνο ςε δευτεριωμζνο 

χλωροωόρμιο CDCl3. Θ χριςθ επιλεκτικοφ παλμοφ διζγερςθσ επιτρζπει τθν παρατιρθςθ 

κορυωϊν που αντιςτοιχοφν ςε ςυςτατικά μικρισ ςυγκζντρωςθσ παρουςία άλλων ςυςτατικϊν 

πολφ μεγαλφτερθσ ςυγκζντρωςθσ όπωσ για παράδειγμα λιπιδίων. Το πρωτόκολλο που 

ακολουκικθκε ζχει περιγραωεί λεπτομερϊσ από τουσ Melliou et al 2015 [67].  

Στο πείραμα που πραγματοποιιςαμε ιταν δυνατό να παρατθριςουμε το αποκωρακιςμζνο 

ενολικό υδροξφλιο ςτα 11.78 ppm τθσ ενολικισ μορωισ του άγλυκου του Λιγκςτροςίδθ τόςο 

ςτο εκχφλιςμα του ελαιολάδου όςο και απευκείασ ςτο ελαιόλαδο αυτοφςιο χωρίσ 

οποιαδιποτε επεξεργαςία.  Αυτό αποδεικνφει ότι θ Ελεοκορωνάλθ αποτελεί πραγματικό 

ςυςτατικό του ελαιολάδου και δεν είναι προϊόν που δθμιουργείται κατά τθν επεξεργαςία του 

εκχυλίςματοσ. Θ παρατθροφμενεσ διαωορζσ ςτισ χθμικζσ μετατοπίςεισ των υπόλοιπων 

κορυωϊν που παρατθροφνται ςτο ωάςμα του αυτοφςιου ελαιολάδου οωείλονται ςτθν 

παρουςία μεγάλθσ ςυγκζντρωςθσ λιπιδίων  ςτο ελαιόλαδο.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Εικόνα 63: Φάςμα 1Θ-NMR επιλεκτικοφ παλμοφ ακατζργαςτου ελαιολάδου (πάνω) – Εκχυλίςματοσ 
ελαιόλαδου διαλυμζνο ςε CDCL3 (κάτω). Θ κορυωι τθσ Ελαιοκορωνάλθσ ςτα 11.78 ppm παρατθρείται 

και ςτισ δφο περιπτϊςεισ δείχνωντασ ότι θ Ελαιοκορωνάλθ είναι πραγματικό ςυςτατικό 
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Για τθν περαιτζρω επιβεβαίωςθ των προτεινόμενων δομϊν πραγματοποιιςαμε ενηυματικό 

μεταςχθματιςμό τθσ Ελευρωπεΐνθσ ςτισ μθ κυκλικζσ μορωζσ. Κάτω από κατάλλθλεσ ςυνκικεσ 

pH κατζςτθ  δυνατό να ελαχιςτοποιιςουμε τον μεταςχθματιςμό τθσ Ελευρωπεΐνθσ ςτθν 

κυκλικι μορωι του άγλυκου τθσ Ελευρωπεΐνθσ 5a και να προχωριςουμε ςτον απευκείασ 

ςχθματιςμό των μθ κυκλικϊν μορωϊν. Το μίγμα προϊόντων που προζκυψε απζδωςε τελικά 

ακριβϊσ τα ίδια ςιματα με το εκχφλιςμα που απομονϊκθκε από το ελαιόλαδο με 

χρωματογραωικζσ μεκόδουσ. Και ςε αυτι τθν περίπτωςθ το κυρίαρχο ςυςτατικό ιταν θ 

ενολικι μορωι 13 ενϊ ςε μικρότερθ ςυγκζντρωςθ υπιρχαν τα δφο ςτερεοϊςομερι 11a και 

11b. 

Πςο αωορά τον ποςοτικό προςδιοριςμό του άγλυκου τθσ Ελευρωπεΐνθσ και άγλυκου του 

Λιγκςτροςίδθ από προθγοφμενθ εργαςία, παρουςιάςτθκε μια μζκοδοσ για τον ποςοτικό 

προςδιοριςμό των κυκλικϊν μονοαλδεχδικϊν μορωϊν 5 και 6 (Karkoula et al. 2014). 

Ακολουκϊντασ τθν ίδια μεκοδολογία και τισ ίδιεσ καμπφλεσ αναωοράσ είναι δυνατόν να 

παρουςιάςουμε ποςοτικά δεδομζνα για κάκε μια από τισ διαλδεχδικζσ και ενολικζσ μορωζσ. 

Ο πλιρθσ διαχωριςμόσ των κορυωϊν μπορεί να επιτευχκεί μόνο ςε ςυςκευζσ NMR υψθλοφ 

μαγνθτικοφ πεδίου (>600 ΜΘz). Ωςτόςο, ακόμα και με τθν χριςθ NMR μαγνθτικοφ πεδίου 

400ΜΘz, θ ολοκλιρωςθ ςτα ωάςματα πρωτονίου ολόκλθρθσ τθσ αλδεχδικισ περιοχισ μπορεί 

να προςδϊςει ποςοτικά δεδομζνα για όλεσ τισ μθ κυκλικζσ δομζσ των άγλυκων ςαν ςφνολο.  

 

Πςο αωορά τα επίπεδα τθσ Ελαιοκορωνάλθσ και τθσ Ελαιομιςςιονάλθσ, πρζπει αρχικά να 

αναωζρουμε ότι τα πρϊτα δείγματα ελαιολάδου ςτα οποία εντοπίςαμε τισ ενϊςεισ αυτζσ 

επρόκειτο για δείγματα που προζρχονταν από ποικιλίεσ Κορωνζικθ και Μίςςιον. Επίςθσ, ςτα 

περιςςότερα από τα δείγματα ελαιολάδου που εξετάςαμε τα επίπεδα τθσ Ελαιοκορωνάλθσ 

και τθσ Ελαιομιςςιονάλθσ αλλά και των διαλδεφδικϊν μορωϊν που αναωζραμε, ιταν 

μικρότερα από αυτά τθσ ελαιοκανκάλθσ και τθσ ελαιαςίνθσ και ςε πολλζσ περιπτϊςεισ 

απουςίαηαν εντελϊσ.  Ωςτόςο, ωαίνεται ότι ςε ςυγκεκριμζνεσ ποικιλίεσ, αλλά και κάτω από 

ςυγκεκριμζνεσ παραμζτρουσ ελαιοποίθςθσ, θ Ελαιοκορωνάλθ και θ Ελαιομιςςιονάλθ μπορεί 

να αποτελοφν το κυρίαρχο ωαινολικό ςυςτατικό του ελαιολάδου. Ρεριςςότερα δεδομζνα 

πάνω ςε αυτόν  τον ιςχυριςμό κακϊσ και πλιρθσ ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ των ενϊςεων 

αυτϊν κα αποτελζςει κζμα μελλοντικισ εργαςίασ. 
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Εικόνα 64: Φάςμα 1H NMR – αλδεχδικι περιοχι εκχυλίςματοσ ελαιολάδου από Κορωνζικθ ποικιλία 
που παριχκθ ςε χαμθλι κερμοκραςία και μικρό χρόνο μάλαξθσ. (Λιψθ ςτα 400MHz) 
 

Εικόνα 65: Φάςμα 1H NMR – αλδεχδικι περιοχι εκχυλίςματοσ ελαιολάδου από τθν ποικιλία Μίςςιον 
που αποδίδονται οι κορυφζσ των ενϊςεων 3, 4, 5a, 6a, 11a,b, 12a,b, 13, 14.   (Πάνω) – Τυπικό δείγμα 

Κορωνζικθσ ποικιλίασ. (Κάτω). 
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5. Παράγοντεσ που επθρεάηουν τθν εμφάνιςθ των ιςομερών 

ελευρωπεΐνθσ και λιγκςτροςίδθ. 

 

Θ Ελαιοκορωνάλθ και θ Ελαιομιςςιονάλθ όπωσ αναωζραμε είναι δφο ςυςτατικά του 

ελαιολάδου που αρχικά εντοπίςτθκαν ςε ελαιόλαδα τα οποία προζρχονταν από δείγματα 

ποικιλίασ Κορωνζικθ και Μίςςιον. Θ διαπίςτωςθ αυτι είναι αποτζλεςμα επιςταμζνθσ 

παρατιρθςθσ του ωαινολικοφ προωίλ εκατοντάδων δειγμάτων ελαιολάδου από διάωορετικζσ 

ποικιλίεσ.  Συγκεκριμζνα παρατθρικθκε μεγαλφτερθ ςυχνότθτα εμωάνιςθσ των 

ςυγκεκριμζνων ενϊςεων και μάλιςτα ςτισ ποικιλίεσ αυτζσ είδαμε και τισ μεγαλφτερεσ 

ςυγκεντρϊςεισ. Σε κάποιεσ περιπτϊςεισ μάλιςτα είδαμε και δείγματα ελαιολάδου όπου οι 

ενϊςεισ αυτζσ αποτελοφςαν το κυρίαρχο ωαινολικό ςυςτατικό. Μεγάλθ ςθμαςία ζχει όμωσ 

το γεγονόσ ότι θ εμωάνιςθ των ενϊςεων αυτϊν δεν περιορίηεται ςε αυτζσ τισ δφο ποικιλίεσ 

αλλά επεκτείνεται και ςε άλλεσ.  Αυτό μασ οδθγεί ςτο ςυμπζραςμα ότι θ ποικιλία του 

ελαιόκαρπου αποτελεί ζνα ςθμαντικό παράγοντα για τθν φπαρξθ ι μθ  των ςυγκεκριμζνων 

ενϊςεων αλλά δθλϊνει παράλλθλα ότι οι ενϊςεισ αυτζσ δεν αποτελοφν μεταβολίτεσ που 

ανικουν αποκλειςτικά ςε κάποιεσ ποικιλίεσ.   

 

Επίδραςθ κερμοκραςία και χρόνου μάλαξθσ.  

 

Ζνα ςθμαντικό ςτοιχείο που είδαμε από τθν ανάλυςθ των δειγμάτων ελαιολάδου, ιταν ότι 

δείγματα ελαιολάδου που προζρχονταν από τθν ίδια περιοχι και πολλζσ ωορζσ μάλιςτα από 

τον ίδιο παραγωγό, που ςυνεπάγεται ίδιεσ κλιματικζσ ςυνκικεσ, τφποσ καλλιζργειασ, βακμόσ 

ωρίμανςθσ κ.α., εμωάνιςαν διαωορζσ ςτο ωαινολικό τουσ προωίλ. Συγκεκριμζνα είδαμε 

περιπτϊςεισ που τα επίπεδα των μελετϊμενων ιςομερϊν ελευρωπεΐνθσ και λιγκςτροςίδθ 

ιταν τελείωσ διαωορετικά ςε παρόμοια δείγματα ελαιολάδου και μάλιςτα ςε μερικζσ ακραίεσ 

περιπτϊςεισ είδαμε ότι ςε δείγματα ελαιολάδου που προζρχονταν από τα ίδια ελαιόδεντρα 

μερικζσ ωορζσ είχαμε ςθμαντικζσ ποςότθτεσ των ενϊςεων αυτϊν ενϊ ςε άλλα υπιρχε πλιρθσ 

απουςία.    

Θ διαπίςτωςθ αυτι μασ οδιγθςε ςτθν υπόκεςθ ότι ςθμαντικό ρόλο ςτθν εμωάνιςθ των 

ενϊςεων αυτϊν παίηουν οι ςυνκικεσ  ελαιοποίθςθσ του καρποφ τθσ ελιάσ όπωσ ο χρόνοσ και 

θ κερμοκραςία μάλαξθσ. Τθν υπόκεςθ αυτι ενίςχυςε το γεγονόσ ότι, όπωσ εξθγιςαμε και ςε 

προθγοφμενο κεωάλαιο, θ βιοςφνκεςθ όλων των ιςομερϊν του άγλυκου τθσ Ελευρωπεΐνθσ 

και Λιγκςτροςίδθ ξεκινάει από τθν ενηυματικι υδρόλυςθ των μορίων τθσ ελευρωπεΐνθσ και 
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λιγκςτροςίδθ που βρίςκονται ςτον καρπό τθσ ελιάσ, από το ζνηυμο β-γλυκοςιδάςθ κατά τθν 

διάρκεια τθσ μάλαξθσ *52+.  

Με βάςθ τα παραπάνω επιχειριςαμε να δοφμε τθν επίδραςθ που μπορεί να ζχει ο χρόνοσ 

μάλαξθσ ςτο ωαινολικό προωίλ του ελαιολάδου. Για τον ςκοπό αυτό βρεκικαμε ςτον 

Αγροτικό Συνεταιριςμό Ραλαιοπαναγιάσ Λακωνίασ όπου επιχειριςαμε να λάβουμε δείγματα 

ελαιολάδου για διαωορετικοφσ χρόνουσ μάλαξθσ.  

 

Θ διαδικαςία ελαιοποίθςθσ 

Θ διαδικαςία τθσ ελαιοποίθςθσ ξεκινά με τθν παραλαβι του ελαιόκαρπου από τουσ 

παραγωγοφσ. Οι παραγωγοί ωζρνουν τθν ςυγκομιδι τουσ ςτο ελαιοτριβείο όπου οι ελιζσ 

αποκθκεφονται ςε πλαςτικζσ παλζτεσ ςε ςκεπαςτό χϊρο μζχρισ ότου να παραλθωκεί επαρκισ 

ποςότθτα για να λειτουργιςει θ μονάδα παραγωγισ ελαιολάδου. Ο χρόνοσ αναμονισ είναι 

από μερικζσ ϊρεσ μζχρι, ςε ελάχιςτεσ περιπτϊςεισ, 2 μζρεσ. Θ απαραίτθτθ ποςότθτα για να 

γεμίςει ο ζνασ μαλακτιρασ είναι από 800 κιλά ζωσ 1 τόνο ελιάσ. Πταν θ απαραίτθτθ 

ποςότθτα ελιάσ ςυγκεντρϊνεται ςτο ελαιοτριβείο ξεκινάει θ διαδικαςία παραγωγισ του 

ελαιολάδου. Οι ελιζσ αωοφ περνάνε από το πλυντιριο ειςζρχονται ςτον ςπαςτιρα και 

ξεκινάει ςτουσ μαλακτιρεσ θ διαδικαςία τθσ μάλαξθσ. 

Τα 10 πρϊτα λεπτά τθσ διαδικαςίασ  που απαιτοφνται για  να γεμίςει ο μαλακτιρασ τα 

κεωριςαμε ωσ νεκρό χρόνο και δεν ςυνυπολογίηονται ςτον ολικό χρόνο  μάλαξθσ. Από τθν 

ςτιγμι που γεμίςει ο μαλακτιρασ ξεκινάει ο χρόνοσ που ζχουμε ορίςει ωσ ο χρόνοσ μάλαξθσ. 

Θ κερμοκραςία ςτουσ μαλακτιρεσ ρυκμίηεται με αφξθςθ ι μείωςθ τθσ παροχισ ηεςτοφ νεροφ 

ςτο εςωτερικό των τοιχωμάτων του μαλακτιρα. Το νερό κερμαίνει τα πλάγια τοιχϊματα του 

μαλακτιρα μεταωζροντασ ζτςι ςτθν πάςτα ελιάσ τθν απαραίτθτθ κερμότθτα ϊςτε να ωτάςει 

ςτθν επικυμθτι κερμοκραςία. Θ μζτρθςθ τθσ κερμοκραςίασ γίνεται απευκείασ ςτθν πάςτα 

ελιάσ με τθν χριςθ κερμομζτρου χειρόσ ςε διάωορα ςθμεία τθσ επιωάνειασ τθσ πάςτασ ελιάσ 

κατά τθν διάρκεια τθσ μάλαξθσ. Στθν ςυνζχεια θ πάςτα ελιάσ μεταωζρεται μζςω ςωλινων 

ςτον πρϊτο ωυγοκεντρωτι (ντεκάντερ) όπου γίνεται ο πρϊτοσ διαχωριςμόσ του ελαιολάδου 

από τθν ςάρκα τθσ ελιάσ. Ο ωυγοκεντρωτισ δουλεφει ςτακερά ςτισ 4000 rpm. Το ελαιόλαδο 

ςτθν ςυνζχεια υποβάλλεται ςε δφο διαδοχικοφσ κακαριςμοφσ ςε μικρότερουσ ωυγοκεντρωτζσ 

όπου μικρι ποςότθτα νεροφ αναμιγνφεται με το ελαιόλαδο και με ωυγοκζντρθςθ κατευκείαν 

διαχωρίηεται. Στο τζλοσ του δεφτερου ωυγοκεντρωτι ζχουμε το τελικό προϊόν όπου γίνεται θ 

παραλαβι του ςε γυάλινα μπουκάλια. 
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Λιψθ δειγμάτων ελαιολάδου. 

 

Θ λιψθ δειγμάτων ελαιολάδου επιλζχκθκε να γίνει κατά τθν ελαιοπαραγωγικι διαδικαςία 

όπου ςε ζνα μαλακτιρα ελαιολάδου ζχει τοποκετθκεί ποςότθτα ελαιόκαρπου βάρουσ 1tn 

ποικιλίασ Κορωνζικθ. Κατά τθν διάρκεια τθσ μάλαξθσ του ελαιόκαρπου επιλζχκθκαν 3 χρονικά 

ςθμεία κατά τα οποία θ διαδικαςία τθσ μάλαξθσ διακόπτεται και ξεκινάνε οι διαδικαςίεσ 

διαχωριςμοφ του ελαιολάδου από τθν ςάρκα τθσ ελιάσ με διαδοχικοφσ ωυγοκεντρικοφσ 

διαχωριςμοφσ. Μετρϊντασ τον χρόνο από τθν ςτιγμι που γεμίηει ο μαλακτιρασ επιλζξαμε τισ 

χρονικζσ ςτιγμζσ 30,40 και 70min όπου διακόπτουμε τθν διαδικαςία τθσ μάλαξθσ και  

παίρνουμε το δείγμα ελαιολάδου που προκφπτει από τθν διαδικαςία διαχωριςμοφ. Ο 

μαλακτιρασ κερμάνκθκε ςε υψθλι κερμοκραςία και οι απευκείασ μετριςεισ ςτον 

μαλακτιρα ζδειξαν ότι είχαμε μζςθ κερμοκραςία 33 οC.  

Με τθν παραπάνω διαδικαςία ιταν δυνατό να παραλάβουμε τρία δείγματα ελαιολάδου που 

προζρχονταν από  το ίδιο αρχικό υλικό, τισ ίδιεσ δθλαδι ελιζσ, να πραγματοποιιςουμε τθν 

διαδικαςία ελαιοποίθςθσ ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ κερμοκραςίασ και να μεταβάλουμε μόνο τον 

παράγοντα θσ χρονικισ διάρκειασ τθσ μάλαξθσ.  

 

 Θερμοκραςία 
(0C) 

Χρόνοσ (min) 

 
Κορωνζικθ 
 

34 30 

34 45 

34 70 

 

 

Τα τρία δείγματα ελαιολάδου που παραλάβαμε εκχυλίηονται ςφμωωνα με το πρωτόκολλο 

που αναωζρκθκε αναλυτικά ςε προθγοφμενο κεωάλαιο με θν προςκικθ εςωτερικοφ 

προτφπου ςυριγγαλδεψδθσ 0,5 mg/ml . Μετά τθν εκχφλιςθ του ελαιολάδου γίνεται λιψθ 

ωαςμάτων 1ΘNMR με ςκοπό τθν ςφγκριςθ του ωαινολικοφ προωίλ των τριϊν δειγμάτων 

ελαιολάδου. 
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Σφγκριςθ φαινολικοφ προφίλ των τριϊν δειγμάτων. 

 

Από τθν λιψθ των ωαςμάτων πρωτονίου για τα τρία δείγματα ελαιολάδου που παραλάβαμε 

κα παρατθριςουμε ότι ςυντελοφνται ςθμαντικζσ μεταβολζσ ςτο ωαινολικό προωίλ του 

ελαιολάδου κατά τθν διάρκεια τθσ μάλαξθσ.  

Στθν παρακάτω εικόνα παρουςιάηουμε τα τρία ωαινολικά προωίλ που παραλάβαμε. 

Ξεκινϊντασ από κάτω βλζπουμε το ωαινολικό προωίλ του δείγματοσ ελαιολάδου ςτο οποίο 

πραγματοποιικθκε μάλαξθ για 30 min. Στο προωίλ αυτό κα παρατθριςουμε τθν εμωάνιςθ 

των κορυωϊν που αντιςτοιχοφν ςτισ ιςομερείσ μορωζσ 11a,b, 12a,b, 13, 14 δθλαδι όλων 

εκείνων των ιςομερϊν που παρουςιάηουμε ςτθν παροφςα εργαςία. Αντίςτοιχα κα δοφμε ότι 

οι κορυωζσ  3, 4, 5a, 6a   δθλαδι τθσ Ελαιοκανκάλθσ, Ελαιαςίνθσ και των δφο γνωςτϊν 

μορωϊν των άγλυκων λιγκςτροςίδθ και ελευρωπεΐνθσ είναι πολφ μειωμζνεσ.  

 

Εικόνα 65: Φάςμα 1H NMR – αλδεχδικι περιοχι εκχυλίςματοσ ελαιολάδου από τθν  κορωνζικθ 
ποικιλία για διαφορετικοφσ χρόνουσ μάλαξθσ 30min(κάτω) 45min και 70.  

 

Στο δεφτερο ωάςμα (μζςθ) παρουςιάηεται το ωαινολικό προωίλ του δείγματοσ του 

ελαιολάδου ςτο οποίο θ διαδικαςία τθσ μάλαξθσ διιρκθςε 40min. Στο ωαινολικό προωίλ αυτό 

βλζπουμε τθν ςταδιακι εμωάνιςθ των κορυωϊν τθσ Ελαιοκανκάλθσ και τθσ Ελαιαςίνθσ (3 και 

4) με ταυτόχρονθ ςυνφπαρξθ και των άλλων ιςομερϊν ενϊςεων.  
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Στο τρίτο ωάςμα που εμωανίηεται ςτθν κορυωι τθσ εικόνασ παρουςιάηει το ωαινολικό προωίλ 

του δείγματοσ ελαιολάδου ςτο οποίο θ διαδικαςία τθσ μάλαξθσ διιρκθςε 70min. Στο 

ωαινολικό προωίλ του ςυγκεκριμζνου ελαιολάδου κα παρατθριςουμε τθν ραγδαία 

ςυρρίκνωςθ των κορυωϊν των   11a,b, 12a,b, 13, 14 με ταυτόχρονθ αφξθςθ των  3, 4, 5a, 6a.  

Από το παραπάνω ωάςμα μποροφμε να παρατθριςουμε ότι κατά τθν διάρκεια τθσ μάλαξθσ 

υπάρχει μια ςταδιακι ‘’κατανάλωςθ’’ των ιςομερϊν του άγλυκου τθσ Ελευρωπεΐνθσ και 

Λιγκςτροςίδθ με ταυτόχρονθ αφξθςθ των Ελαιοκανκάλθ, Ελαιαςίνθ και των δφο γνωςτϊν 

μορωϊν των άγλυκων Λιγκςτροςίδθ και Ελευρωπεΐνθσ. 
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6. Στατιςτικι ανάλυςθ. 

 

Χαρτογράφθςθ του φαινολικοφ κλάςματοσ ςτον ελλαδικό χϊρο.  

  

Το ελαιόλαδο ζχει ςυγκεντρϊςει το ενδιαωζρον τθσ επιςτθμονικισ κοινότθτασ εδϊ και 

αρκετά χρόνια λόγω των υγειοπροςτατευτικϊν ιδιοτιτων του. Στθν βιβλιογραωία κα 

εντοπίςουμε ζναν πολφ μεγάλο αρικμό εργαςιϊν που αναωζρονται ςυςτθματικά ςτο 

ωαινολικό κλάςμα του ελαιολάδου και ςτον ρόλο που παίηει ςτθν διατροωι. Μάλιςτα 

μποροφμε να παρατθριςουμε ότι μαηί με το επιςτθμονικό ενδιαωζρον ςυμβαδίηει και το 

ολοζνα αυξανόμενο εμπορικό ενδιαωζρον για το ελαιόλαδο και μάλιςτα, ςτα πλαίςια τθσ 

προϊκθςθσ του ελαιολάδου ωσ ζνα προϊόν με ευεργετικζσ για τθν υγεία ιδιότθτεσ. 

Στο ωαινολικό κλάςμα του ελαιολάδου κα εντοπίςουμε πλικοσ ενϊςεων κάποιεσ από τισ 

οποίεσ μζχρι και ςιμερα παραμζνουν άγνωςτεσ. Σφμωωνα με τον κανονιςμό τθσ Ευρωπαϊκισ 

Ζνωςθσ και τθν επιςτθμονικι άποψθ του EFSA (ΕΕ 432/2012) θ τυροςόλθ και θ υδροξυ-

τυροςόλθ, κακϊσ και τα παράγωγα αυτϊν, ευκφνονται για τθν προςταςία των λιπιδίων του 

αίματοσ από το οξειδωτικό ςτρεσ.  

Ζνα κομμάτι τθσ ζρευνασ αωορά ςτον προςδιοριςμό των παραγόντων εκείνων που 

επθρεάηουν τθν ςυγκζντρωςθ των ςυςτατικϊν αυτϊν ςτο ελαιόλαδο. Ραράγοντεσ όπωσ θ 

ποικιλία, οι κλιματικζσ ςυνκικεσ, οι ςυνκικεσ ελαιοποίθςθσ, το γενετικό προωίλ του 

ελαιόδεντρου κ.α. είναι παράγοντεσ που ωαίνεται να επθρεάηουν ςθμαντικά τθν 

ςυγκζντρωςθ του ωαινολικοφ κλάςματοσ χωρίσ ωςτόςο να υπάρχει μζχρι ςιμερα μια 

ξεκάκαρθ εικόνα για το ηιτθμα αυτό. Στο κομμάτι αυτό τθσ εργαςίασ κα παρουςιάςουμε μια 

ςτατιςτικι μελζτθ που αωορά τθν ςυγκζντρωςθ κάποιον ωαινολικϊν ςυςτατικϊν του 

ελαιολάδου, που περιλαμβάνονται ςτον κανονιςμό τθσ ΕΕ περί υγειοπροςτατευτικότθτασ, και 

που αωορά 741 δείγματα ελαιολάδου. 

Στα πλαίςια τθσ παροφςασ εργαςίασ μελετικθκαν 741 δείγματα ελαιολάδου από 

διαωορετικζσ περιοχζσ τθσ Ελλάδασ και εωαρμόςτθκε με ςκοπό να υπολογιςτοφν τα επίπεδα 

ςυγκζντρωςθσ των ουςιϊν αυτϊν ςτο ελαιόλαδο και να γίνει μια όςο το δυνατόν πλθρζςτερθ 

χαρτογράωθςθ τθσ ελλθνικισ παραγωγισ. Τα δείγματα ελαιολάδου αυτά προζρχονται από 7 

διαωορετικζσ ελαιοκομικζσ περιόδουσ από το 2009 μζχρι και ςιμερα και για τον ςκοπό αυτά 

χρθςιμοποιικθκαν δεδομζνα και από παλαιότερεσ μελζτεσ (Karkoula E. Et al 2014). Οι 

ενϊςεισ που μελετικθκαν είναι θ ελαιοκανκάλθ (4),  ελαιαςίνθ (3), άγλυκο ελευρωπεΐνθσ (5), 

άγλυκο λιγκςτροςίδθ (6), ελαιοκορωνάλθ (14), ελαιομιςςιονάλθ(13), λιγκςτροδιάλθ(12a,b), 

ελευρωπεϊνδιάλθ (11a,b).  
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Ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ των παραγϊγων τυροςόλθσ και υδρόξυ-τυροςόλθσ. 

 

Θ μζκοδοσ που χρθςιμοποιικθκε είναι αυτι του μαγνθτικοφ πυρθνικοφ ςυντονιςμοφ H1NMR, 

ςφμωωνα με τθν μζκοδο που παρουςιάςτθκε από τουσ Karkoula E. Et al 2014 [57].  

Σφμωωνα με αυτό το πρωτόκολλο 5g ελαιολάδου διαλφονται ςε 20 ml Chex και το διάλυμα 

αναδεφεται για 1min. Στθν ςυνζχεια προςτίκενται 25ml ACN και το μίγμα αναδεφεται για 

άλλο ζνα λεπτό. Ο διαχωριςμόσ των δφο ωάςεων γίνεται με ωυγοκζντρθςθ ςτισ 4000rpm για 

5 min. Ο διαχωριςμόσ των ςτιβάδων ακετονιτριλίου και κυκλοεξανίου, που δεν αναμιγνφονται 

μεταξφ τουσ, ζγινε ςτισ 4000 rpm/ 5 min με χριςθ τθσ ςυςκευισ Heraus Multifuge 3S 

Centrifuge. Θ λειτουργία τθσ ςυςκευισ βαςίηεται ςτθν ανάπτυξθ ωυγόκεντρου δφναμθσ θ 

οποία οδθγεί ςτο διαχωριςμό. Θ λιψθ των ωαςμάτων πρωτονίου 1H-NMR ζγινε ςε ςυςκευι 

NMR Bruker 600 & 400 MHz. Ο διαλφτθσ που χρθςιμοποιικθκε ιταν δευτεριωμζνο 

χλωροωόρμιο CDCl3. 

Ωσ εςωτερικι πρότυπθ ουςία (IS) χρθςιμοποιικθκε θ ςυριγγαλδεψδθ ι (4-hydroxy-3,5-

dimethoxybenzaldehyde) ςε ςυγκζντρωςθ 0,5 mg/ ml. 

Για τον ποςοτικό προςδιοριςμό των ενϊςεων που μελετάμε ζγινε ολοκλιρωςθ των 

χαρακτθριςτικϊν κορυωϊν ςτθν αλδεχδικι περιοχι όπωσ ωαίνεται ςτο παρακάτω ςχιμα. 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα: Φάςμα 1H NMR – αλδεχδικι περιοχι εκχυλίςματοσ ελαιολάδου από τθν ποικιλία Μίςςιον που 

αποδίδονται οι κορυφζσ των ενϊςεων 3, 4, 5a, 6a, 11a,b, 12a,b, 13, 14. 
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Χαρτογράφθςθ ελλθνικισ παραγωγισ. 
 
 
Τα δείγματα ελαιολάδου που εξετάςτθκαν προζρχονταν από αρκετζσ περιοχζσ τθσ Ελλάδασ 
και αωοροφςαν διαωορετικζσ ποικιλίεσ. Το πλικοσ των δειγμάτων μασ δίνει τθν ευκαιρία να 
ομογενοποιιςουμε τα αποτελζςματα και να ωτάςουμε ςε ζνα αντιπροςωπευτικό ςτατιςτικό 
αποτζλεςμα.  
Το πλικοσ των δειγμάτων ελαιολάδου δεν μασ επιτρζπει να παρουςιάςουμε πλιρθ και 
αναλυτικά αποτελζςματα για όλα τα δείγματα ελαιολάδου και ςυγκεκριμζνα ποςοτικά 
ςτοιχεία για το κάκε δείγμα, για αυτό και παρακζτουμε  παρακάτω μερικά ςτατιςτικά 
ςτοιχεία που αωοροφν το άκροιςμα των ωαινολικϊν ενϊςεων που μελετάμε τόςο για όλα τα 
δείγμα που αναλφκθκαν από όλθ τθν Ελλάδα ςυγκεντρωτικά όςο και για δφο επιμζρουσ 
περιοχζσ όπου είχαμε μεγάλο αρικμό δειγμάτων.  
Σφμωωνα με τα αποτελζςματα που προζκυψαν από όλα τα δείγματα ελαιολάδου, όπωσ κα 
δοφμε και από το γράωιμα παρακάτω, βλζπουμε ότι ςτα περιςςότερα δείγματα ελαιολάδου, 
το άκροιςμα των ουςιϊν που μελετιςαμε βρίςκεται από 250-350 mg/kg.  Ππωσ κα 
παρατθριςουμε ο αρικμόσ των δειγμάτων με μθδενικι περιεκτικότθτα ςτισ ωαινολικζσ 
ενϊςεισ που μελετάμε είναι αρκετά μικρόσ γεγονόσ που ενιςχφει τθν πεποίκθςθ ότι το 
ελλθνικό ελαιόλαδο επιτυγχάνει υψθλά επίπεδα ποιότθτασ.  
 
 

 
 

Διάγραμμα 1: Κατανομι ςυχνοτιτων του ακροίςματοσ των μελετοφμενων ουςιϊν ςυγκεντρωτικά. 

 
 
Ππωσ κα δοφμε και από τα παρακάτω γραωίματα το 74% των δειγμάτων ελαιολάδου 
εμωανίηει περιεκτικότθτα ωαινολικϊν ουςιϊν περιςςότερο από 250mg/kg. Αυτό ςυνδζεται 
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άμεςα με τον ιςχυριςμό υγείασ τθσ Ε.Ε. ςφμωωνα με τον οποίο τα ελαιόλαδα με 
περιεκτικότθτα ςε τυροςόλθ, υδροξυ-τυροςόλθ και των παραγϊγων τουσ μεγαλφτερθ από το 
όριο αυτό μποροφν να ωζρουν τον ςυγκεκριμζνο ιςχυριςμό. Ραρακάτω κα δοφμε επίςθσ, ότι  
ο αρικμόσ των δειγμάτων ελαιολάδου με περιεκτικότθτα πάνω από 1000mg/kg παραμζνει 
αρκετά μεγάλοσ (14%).  
 
 

 
  
 
Διάγραμμα 2: Συγκεντρωτικά ςτατιςτικά ςτοιχεία για περιεκτικότθτα ςε ολικζσ ωαινόλεσ.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

74% 

26% 

Ιςχυριςμόσ υγείασ 

1 2

14% 

86% 

Περιεκτικότθτα >1000 mg/kg 

1 2
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Στατιςτικι ανάλυςθ από τον νομό Λακωνίασ. 
 
 
Στθν ςυνζχεια κα παρουςιάςουμε μερικά αποτελζςματα από ςυγκεκριμζνεσ περιοχζσ τθσ 
Ελλάδασ από τισ οποίεσ είχαμε πολλά δείγματα και μποροφμε να παρουςιάςουμε 
αντιπροςωπευτικά αποτελζςματα. Οι περιοχζσ αυτζσ είναι ο νομόσ Μεςςθνίασ και ο νομόσ 
Λακωνίασ από οπου είχαμε ςυνολικά 294 δείγματα ελαιολάδου.  
Για τθν περιοχι τθσ Λακωνίασ μελετιςαμε ςυνολικά 157 δείγματα ελαιολάδου ςτθν 
πλειοψθωία τουσ από κορωνζικθ ποικιλία. Από το γράωιμα κα δοφμε ότι θ κατανομι 
ςυχνοτιτων ζχει παρόμοια μορωι με αυτι του ςυγκεντρωτικοφ γραωίματοσ που 
παρουςιάςαμε προθγουμζνωσ. Θ μεγαλφτερθ ςυχνότθτα εμωάνιςθσ για το άκρροιςμα των 
ωαινολικϊν ενϊςεων είναι και εδϊ από 250-350 mg/kg. Το πλικοσ των δειγμάτων μειϊνεται 
ςθμαντικά όςο πθγαίνουμε ςε μεγαλφτερεσ ςυγκεντρϊςεισ, ενϊ αντίςτοιχα με πριν τα 
ελαιόλαδα με μθδενικι περιεκτικότθτα ςε ωαινολικζσ ουςίεσ είναι εμωανϊσ περιοριςμζνα. 
 
 

 
 

Διάγραμμα 3: Κατανομι ςυχνοτιτων του ακροίςματοσ των μελετοφμενων ουςιϊν ςτον ν. Λακωνίασ 

 
 
Και για τθν περιοχι τθσ Λακωνίασ μποροφμε να δοφμε ότι τα ποςοςτά των ελαιολάδων που 
επιτυγχάνουν το όριο των 250 mg/kg είναι πολφ υψθλό (75%), ενϊ μποροφμε να ξεχωρίςουμε 
μια ομάδα ελαιολάδων με ςυγκζντρωςθ μεγαλφτερθ από 1000mg/kg (6%) 
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Διάγραμμα 4:  Στατιςτικά ςτοιχεία για περιεκτικότθτα ςε ολικζσ φαινόλεσ για τονομό Λακωνίασ. 

 
 
 
 
 
Στατιςτικι ανάλυςθ από τον νομό Μεςςθνίασ. 
 
 
Τζλοσ κα παρουςιάςουμε μερικά για τθν περιοχι τθσ Μεςςθνίασ όπου μελετιςαμε ςυνολικά 
137 δείγματα ελαιολάδου. Από το γράωιμα κα δοφμε ότι θ κατανομι ςυχνοτιτων ζχει 
παρόμοια μορωι με αυτι του ςυγκεντρωτικοφ γραωίματοσ και του νομοφ. Θ μεγαλφτερθ 
ςυχνότθτα εμωάνιςθσ για το άκρροιςμα των ωαινολικϊν ενϊςεων είναι και εδϊ από 250-350 
mg/kg. Θα παρατθριςουμε ότι ςτθν περιοχι τθσ Μεςςθνίασ ζχουμε επίςθσ υψθλό αρικμό 
δειγμάτων και ςτο εφρωσ 3500-450 mg/kg 

.  
 

Διάγραμμα 5: Κατανομι ςυχνοτιτων του ακροίςματοσ των μελετοφμενων ουςιϊν ςτον ν. Μεςθννίασ 
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Για τον νομό Μεςςθνίασ κα δοφμε ότι το 77% των δειγμάτων ελαιολάδου ζχουν ςυγκζντρωςθ 
μεγαλφτερθ από το όριο που κζτει ο κανονιςμόσ τθσ ΕΕ ενϊ το 5% των δειγμάτων ζχουν 
περιεκτικότθτα μεγαλφτερθ από 1000 mg/kg.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Διάγραμμα 6: Στατιςτικά ςτοιχεία για περιεκτικότθτα ςε ολικζσ φαινόλεσ για το νομό Μεςςθνια. 
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7. Συμπεράςματα 
 

 

Στθν παροφςα εργαςία παρουςιάςαμε τθν απομόνωςθ και περιγραωι με ωαςματοςκοπία 

ΝΜR μιασ ςειράσ ενϊςεων τα οποία ανικουν ςτθν οικογζνεια του άγλυκου τθσ ελευρωπεΐνθσ 

και άγλυκο του λιγκςτροςίδθ. Κάποιεσ από αυτζσ τισ ενϊςεισ αναωζρονται για πρϊτθ ωορά 

ωσ ςυςτατικά του ελαιολάδου. Νζεσ ονομαςίεσ όπωσ Ελαιοκορωνάλθ, Ελαιομιςςιονάλθ, 

Ελευρωπεϊνδιάλθ και Λιγκςτροδιάλθ προτείνονται με ςκοπό τον περιοριςμό τθσ ςφγχυςθσ 

που δθμιουργείται από τθν χριςθ δφςχρθςτων περιγραωικϊν και πολλζσ ωορζσ 

λανκαςμζνων ονομαςιϊν. Απευκείασ ωαςματοςκοπικι ανάλυςθ ΝΜR ςε ακζραιο ελαιόλαδο 

χωρίσ να ζχει προθγθκεί οποιαδιποτε επεξεργαςία, αποδεικνφει ότι οι ενολικζσ μορωζσ των 

άγλυκων αποτελοφν τα κυρίαρχα ωαινολικά ςυςτατικά ςε οριςμζνα ελαιόλαδα.   

Ο πλιρθσ προςδιοριςμόσ τθσ δομισ των νζων ενϊςεων αλλά και θ ευκολία λιψθσ δεδομζνων 

ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ, προςδίδουν νζεσ προοπτικζσ ςτον τομζα του ποιοτικοφ ελζγχου 

των υγειοπροςτατευτικϊν ιδιοτιτων του ελαιολάδου. Θ χαρτογράωιςθ τθσ ελλθνικισ 

παραγωγισ ωσ προσ τισ ωαινολικζσ ουςίεσ επιβεβαιϊνει τθν τθν υψθλι διατροωικι του 

ελλθνικοφ ελαιολάδου. 
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