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Διέγερση πυρήνων υπό την επίδραση ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας όταν αυτοί 
βρίσκονται σε μαγνητικό πεδίο.

Εκτός από τη στροφορμή (spin) των ηλεκτρονίων υπάρχει και τo φαινόμενο της
στροφορμής των πυρήνων. Δηλαδή, τόσο τα νετρόνια, όσο και τα πρωτόνια διαθέτουν
στροφορμή και η συνισταμένη τους δίνει την στροφορμή του πυρήνα. Το μέτρο της
στροφορμής αυτής P εξαρτάται από τον κβαντικό αριθμό του spin I του πυρήνα:

Φασματοσκοπία πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού (NMR)
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Ισχύουν τρεις εμπειρικοί κανόνες πρόσθεσης των ανυσμάτων στροφορμής των 
σωματιδίων του πυρήνα. 

1. Άρτιος αριθμός πρωτονίων και νετρονίων (άρτιος ατομικός και μαζικός αριθμός)
συνισταμένη στροφορμή = 0

2. Περιττός αριθμός πρωτονίων ή νετρονίων (περιττός μαζικός αριθμός) συνισταμένη 
στροφορμή = περιττό πολλαπλάσιο του 1/2

3. Περιττός αριθμός πρωτονίων και νετρονίων (περιττός ατομικός και άρτιος μαζικός 
αριθμός) συνισταμένη στροφορμή = πολλαπλάσιο του 1

Ως μαγνητική διπολική ροπή μ ορίζεται το γινόμενο:

όπου: γ ονομάζεται 
γυρομαγνητικός λόγος και 
εξαρτάται από τη φύση του 
πυρήνα

Φασματοσκοπία πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού (NMR)
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Συχνότητα Συντονισμού διαφόρων Πυρήνων



Ένας πυρήνας που βρίσκεται εντός μαγνητικού πεδίου Β0 προσανατολίζεται
κατάλληλα, και λόγω της ιδιοπεριστροφής του αποκτά γυροσκοπική κίνηση. Η κίνηση
αυτή λέγεται μεταπτωτική (precessional orbit).

Η γωνία θ είναι
κβαντισμένη και
μπορεί να πάρει
τιμές 2l+1

θ μ
μ
z

Η γωνιακή ταχύτητα ω της μεταπτωτικής κίνησης
χαρακτηρίζεται από τη συχνότητα Larmor:

ω=2π ν0= γ Β0

Αλληλεπίδραση Πυρήνα και Μαγνητικού Πεδίου



Κάθε πυρήνας μέσα σε μαγνητικό πεδίο μπορεί να πάρει 2l+1 διαφορετικούς
προσανατολισμούς.
Στην περίπτωση πυρήνων με spin 1/2 μόνο δύο προσανατολισμοί (2 x1/2+1 = 2) είναι
δυνατοί.

Αυτό μπορεί να γίνει δυνατό με την επίδραση κυκλικά πολωμένης ακτινοβολίας,
της οποίας η συχνότητα περιστροφής είναι η ίδια με την μεταπτωτική κίνηση του
πυρήνα.
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Άνυσμα που 
αλληλεπιδρά με την 
συνιστώσα μz του 
περιστρεφόμενου 
πυρήνα.

Αλληλεπίδραση Πυρήνα και Μαγνητικού Πεδίου

Η απορρόφηση ενέργειας (στην περιοχή ραδιοσυχνοτήτων) από πυρήνα με κβαντικό
αριθμό spin 1/2 προκαλεί αναστροφή του ανύσματος της μαγνητικής ροπής.



Η διέγερση των πυρήνων είναι δυνατόν να παραχθεί από πηνίο, με διεύθυνση
κάθετη προς την διεύθυνση του ανύσματος του μαγνητικού πεδίου.
Η διαφορά ενέργειας μεταξύ των δύο καταστάσεων δίνεται από τη σχέση:

Όπως φαίνεται, η συχνότητα εξαρτάται από την ένταση του μαγνητικού πεδίου Β0
και από το είδος του πυρήνα

και η συχνότητα της απορροφούμενης ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας από τη
σχέση:
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Ενεργειακές Καταστάσεις σε Μαγνητικό Πεδίο



Διεργασίες  Αποδιέγερσης  σε  Μαγνητικό  Πεδίο

Αποδιέγερση spin-πλέγματος (spin-lattice relaxation, Τ1)

Ο εξεταζόμενος πυρήνας βρίσκεται μέσα σε ένα πλήθος άλλων πυρήνων (πλέγμα),
που διαθέτουν και αυτοί μαγνητικά πεδία, τα οποία δημιουργούν το μαγνητικό
πεδίο του πλέγματος. Πολλές από τις συνιστώσες αυτών των πεδίων,
αντιστοιχούν και βρίσκονται σε φάση με το μαγνητικό πεδίο του εξεταζόμενου
μορίου. Έτσι αλληλεπιδρούν μεταξύ τους και αναγκάζουν τους πυρήνες του
εξεταζόμενου μορίου να χάσουν ενέργεια και να μεταπέσουν σε χαμηλότερη
ενεργειακή κατάσταση spin.

Αποδιέγερση spin-spin (spin-spin relaxation, Τ2)

Ο εξεταζόμενος πυρήνας αποδιεγείρεται λόγω της σύζευξής του με γειτονικούς
πυρήνες που διαθέτουν την ίδια ταχύτητα αποδιέγερσης, αλλά διαφορετικές
μαγνητικές κβαντικές καταστάσεις. Οι πυρήνες μπορούν να ανταλλάξουν κβαντικές
καταστάσεις, και είναι δυνατόν ο μέσος χρόνος ζωής του πυρήνα που ευρίσκεται
στη διεγερμένη κατάσταση να μειωθεί με αποτέλεσμα την διεύρυνση των
φασματικών γραμμών (line broadening).



Βασικές έννοιες Φασµατοσκοπίας NMR

Ø Χηµική Μετατόπιση :
δ = ((wsignal - wreference) / wreference) * 106 δ σε ppm (parts per million)

Τη χηµική µετατόπιση προκαλλούν.µικρά µαγνητικά πεδία, τα οποία δηµιουργούνται από τα 
ηλεκτρόνια καθως αυτά κινούνται γύρω από τους πυρήνες. Για τον λόγο αυτό οι συχνότητες
Larmor διαφόρων πυρήνων διαφοροποιούνται ανάλογα µε το χηµικό τους περιβάλλον. Αυτή η
διαφοροποίηση στην συχνότητα συντονισµού των πυρήνων, καλλείται  χηµική µετατόπιση. 
Τα ppm (αλλά όχι τα Hz) είναι ανεξάρτητα από το B0 (µαγνητικό πεδίο).

Ø Spin-spin σταθερά σύζευξης (J ) :
χαρακτηρίζει τις γειτονικές (µέσω δεσµών - scalar interactions) αλληλεπιδράσεις µεταξύ
πυρήνων οι οποίοι συνδέονται µέσω µικρού αριθµού οµοιοπολικών (δεσµών).

Ø NMR κορυφές/ένταση κορυφών διασταύρωσης :
Σε ένα κανονικό 1D NMR φάσµα η ένταση του σήµατος αντικατοπτρίζει τον αριθµό των πυρήνων
που προκαλλούν το σήµα ενώ το εύρος του σχετίζεται µε δυναµικά φαινόµενα (χηµική ανταλλαγή)
Σε φάσµατα NOESY 2D αντικατοπτρίζει την απόσταση ανάµεσα σε δύο πυρήνες οι οποίοι 
αλληλεπιδρούν και προκαλλούν το σήµα.

Ø Nuclear Overhauser enhancement ή nuclear Overhauser effect (NOE) :
Είναι η κλασµατική αλλαγή στην ένταση µιας κορυφής NMR όταν κάποιος άλλος πυρήνας ακτινο-
βολείται σε ένα πείραµα διπλής ακτινοβόλησης. Το φαινόµενο ΝΟΕ  οφείλεται στις αλληλε-
πιδράσεις διαµέσω χώρου -dipolar interactions- µεταξύ διαφορετικών πυρήνων και είναι  ~ 1/r6



Ανατοµία ενός φασµατοµέτρου NMR

ØΜαγνήτες …1000 MHz το 2010 (σύντοµα 1200ΜΗz) !!!

ØΥποδοχέας δείγµατος (Probe)
Πηνία εκποµής/λήψης, Γεννήτρια παλµών, σύστηµα λήψης.....

ØΑνιχνευτής και σύστηµα επεξεργασίας δεδοµένων
Ολοκληρωτές σήµατος, Δειγµατολήπτες σήµατος, κ.λ.π.



Ανατοµία 1D πειράµατος φασµατοσκοπίας NMR

n

*  1D Experiment - Pulse Sequence

Preparation : spinsystem is set to a state

90°: magnetization Mz (or M ) onto xy plane(Mxy)
       Signal decays due to T2 relaxation (Free Induction Decay)

Detection   : signal is recorded

0

FT
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FID : Ελεύθερη Επαγωγική απόσβεση
To διάνυσµα της µαγνήτισης περιστρέφεται γύρω από τον άξονα z µε 
συχνότητα Larmor και δηµιουργεί σήµα ραδιοσυχνότητας το οποίο ανιχνεύεται στην 
κατά την διεύθυνση του άξονα x. Όσο η αποδιέγερση προχωρεί, το σήµα ελαττώνεται 
εκθετικά σε συνάρτηση µε τον χρόνο και αποδίδει την ελεύθερη επαγωγική απόσβεση
(free induction decay, FID). 
**Επανάληψη της εφαρµογής παλµών για βελτίωση του λόγου σήµατος-προς-θόρυβο**

FT   : Μετασχηµατισµός Fourier
Μαθηµατική επεξεργασία του σήµατος - µετατρέπει το σήµα από το πεδίο του χρόνου
στο πεδίο των συχνοτήτων ώστε να είναι πιο εύκολη η ψηφιακή επεξεργασία του.
FT της FID αποδίδει το κλασικό µονοδιάστατο φάσµα NMR



Τύποι φασµάτων  NMR

Φάσµατα ευρείας γραµµής 
Τα φάσµατα Ευρείας Γραµµής παρουσιάζουν σχετικά µεγάλο εύρος κορυφών, και 
απώλεια της υπέρλεπτης υφής  (η οποία οφείλεται στο χηµικό περιβάλλον).
Περιπτώσεις όπου υπάρχει : Παραµαγνητικό µέταλλο, χηµική ανταλλαγή ανάµεσα 
σε δύο είδη, µίγµα διαφόρων ισοτόπων.

Φάσµατα υψηλής διακρισιµότητας
Τα φάσµατα Υψηλής Διακρισιµότητας συλλέγονται από όργανα ικανά να διακρίνουν  
πολύ µικρές διαφορές συχνοτήτων (0,01 ppm ή λιγότερο).
Εφαρµογή : *σε 1D φάσµατα για την παρατήρηση υπέρλεπτης δοµής (αλληλεπίδραση
& σταθερά σύζευξης µε γειτονικούς πυρήνες), * σε 2D φάσµατα µε πλήθος κορυφών 
διασταύρωσης



Ø Χηµική Μετατόπιση :
δ = ((wsignal - wreference) / wreference) * 106 δ σε ppm (parts per million).   Τη χηµική µετατόπιση προκαλλούν

µικρά µαγνητικά πεδία, τα οποία δηµιουργούνται από τα ηλεκτρόνια καθως αυτά κινούνται γύρω από τους πυρήνες. 
Για τον λόγο αυτό οι συχνότητες Larmor διαφόρων πυρήνων διαφοροποιούνται 
ανάλογα µε το χηµικό τους περιβάλλον. Αυτή η διαφοροποίηση στην συχνότητα 
συντονισµού των πυρήνων, καλλείται  χηµική µετατόπιση. Τα ppm (όχι τα Hz) 
είναι ανεξάρτητα από το B0 (µαγνητικό πεδίο).
Τοπικά διαµαγνητικά ρεύµατα - επάγονται από το σταθερό µαγνητικό πεδίο και 
παράγουν δευτερογενή πεδία, τα οποία εξασθενίζουν ή ενισχύουν το πεδίο το 
οποίο αντιστοιχεί ένα  συγκεκριµένο πρωτόνιο.
Θωράκιση και αποθωράκιση - σχετίζεται άµεσα µε την ηλεκτρονιακή πυκνότητα
η οποία περιβάλλει τον πυρήνα.

Χηµικό Περιβάλλον στα φάσµατα  NMR



Ø Mαγνητική Ανισοτροπία :

Φάσµατα ουσιών µε διπλούς ή/και τριπλούς δεσµούς παρουσιάζουν πρωτονιακά σήµατα 
µακρυά από τις αναµενόµενες τυπικές τιµές τους. Τιµές δ για πρωτόνια υδρογονανθράκων 
κατά σειρά αυξανόµενης οξύτητας/ηλεκτραρνητικότητας/τάξη δεσµού

CH3-CH3 (δ=0.9 ppm τυπική τιµή -CH3) CH2=CH2 (δ=5,8 ppm)      CH   CH (δ=2,9 ppm)

Για τις ασυνήθιστες τιµές χηµικών µετατοπίσεων στις παραπάνω περιπτώσεις οφείλεται η µαγνητική 
ανισοτροπία λόγω της πολλαπλότητας των διπλών δεσµών (αυξηµένη ηλεκτρονική πυκνότητα).

Παράδειγµα : αρωµατικός δακτύλιος – χηµικές µετατοπίσεις 
των ο-, m-, p- H ~ 7.0-7.6 ppm ...!!!!

Το µαγνητικό πεδίο (κάθετο στο επίπεδο δακτυλίου) 
επάγει ροή π ηλεκτρονίων γύρω από το δακτύλιο για να 
δηµιουργήσει το λεγόµενο ρεύµα δακτυλίου (ring current).
Δηλαδή επάγεται ένα δευτερογενές µαγνητικό πεδίο, 
το οποίο επηρρεάζει τις χηµικές µετατοπίσεις κοντινών 
(είτε µέσω δεσµών είτε µέσω χώρου) πρωτονίων. 
Ανάλογα φαινόµενα ισχύουν και για τους δεσµούς.

Χηµικό Περιβάλλον στα φάσµατα  NMR



Χηµικές Μετατοπίσεις πρωτονίων σε διαφορετικό δοµικό περιβάλλον



NMR Φάσµατα Πρώτης & Δεύτερης Τάξης
Ø Φάσµατα Πρώτης Τάξης : Τα φάσµατα πρώτης τάξης είναι αυτά τα οποία η χηµική µετατόπιση 
ανάµεσα στις οµάδες αλληλεπιδρώντων πυρήνων είναι µεγάλη σε σχέση µε την σταθερά σύζευξης
τους J. Για να υπάρχει απόλυτη συµπεριφορά 
πρώτης τάξης απαιτείται ο λόγος J/δ να είναι 
µικρότερος από 0,05

Ø Φάσµατα Δεύτερης Τάξης : 
Πολύπλοκα Φάσµατα. Στα φάσµατα 
δεύτερης τάξης το δ αυξάνει
όσο αυξάνει η ένταση του µαγνητικού 
πεδίου ενώ δεν ισχύει το ίδιο για την J. 
Φάσµατα τα οποία λαµβάνονται µε 
όργανο ισχυρού µαγνητικού πεδίου 
ερµηνεύονται πολύ πιο εύκολα από αυτά 
τα οποία λαµβάνονται από φασµατόµετρα 
µε ασθενέστερο µαγνήτη 
(1 ppm : 400, 500…800... Hz !!!! )



Ø Επίδραση Χηµικής Ανταλλαγής στα Φάσµατα : Το σήµα συντονισµού για το ΟΗ της αλκοόλης
είναι µία απλή, ευρεία, κορυφή όταν υπάρχουν προσµίξεις στο διάλυµά της αλλά είναι µία τριπλή 
κορυφή όταν βρίσκεται σε απόλυτα καθαρή µορφή. Στην πρώτη περίπτωση υπάρχει ανταλλαγή
του -ΟΗ µεταξύ των µορίων της αλκοόλης. 
Η χηµική ανταλλαγή εξαρτάται από την ταχύτητα ανταλλαγής ενός πρωτονίου ανάµεσα στις δύο 
µορφές του (διαφορετικό χηµικό περιβάλλον).

Χηµική ανταλλαγή και Φάσµατα NMR



Kανόνες ερµηνείας φασµάτων NMR πρώτης τάξης

Ø Ισοδύναµοι πυρήνες δεν αλληλεπιδρούν ο ένας µε τον άλλον για να δώσουν πολλαπλές κορυφές 
απόρρόφησης. Τα τρία πρωτόνια της µεθυλικής οµάδας στην αιθανόλη προκαλλούν σχάση µόνο
της κορυφής των γειτονικών µεθυλενικών πρωτονίων και όχι σχάση της κορυφής των ιδίων.

Ø Οι σταθερές σύζευξης µειώνονται σηµαντικά όσο αυξάνει η απόσταση των οµάδων και σπάνια 
παρατηρείται σύζευξη σε αποστάσεις µεγαλύτερες από µήκος τεσσάρων δεσµών.

Ø Η πολλαπλότητα µιας κορυφής καθορίζεται από τον αριθµό n των µαγνητικώς ισοδύναµων
πρωτονίων των γειτονικών ατόµων και έχει τιµή n + 1. Συνεπώς η πολλαπλότητα της µεθυλενικής
κορυφής στην αιθανόλη καθορίζεται από τον αριθµό των πρωτονίων της γειτονικής µευθλικής
οµάδας και είναι ίση µε   3 + 1 = 4.

Ø Εάν τα πρωτόνια στο άτοµο Β επηρεάζονται από τα πρωτόνια στα άτοµα Α και C , τα οποία δεν
είναι ισοδύναµα η πολλαπλότητα του Β είναι ίση µε (nA +1)(nC + 1), όπου nA και nC ο αριθµός 
των ισοδύναµων πρωτονίων στα Α και C, αντίστοιχα.

Ø Τα σχετικά εµβαδά µιας πολλαπλής κορυφής είναι συµµετρικά γύρω από το κεντρικό σηµείο της
ζώνης και είναι ανάλογα µε τους συντελεστές των όρων του αναπτύγµατος (x + 1)n. Η εφαρµογή 
αυτού του κανόνα φαίνεται στον Πίνακα 19/3 και στα παραδείγµατα που ακολουθούν.

Ø Η σταθερά σύζευξης είναι ανεξάρτητη από το εφαρµοζόµενο πεδίο. Εποµένως, οι πολλαπλές
κορυφές διακρίνονται εύκολα από κορυφές µε µικρή χηµική µετατόπιση µε λήψη φασµάτων σε
δύο διαφορετικές εντάσεις πεδίου 



Παραδείγµατα

Για κάθε µία από τις παρακάτω ενώσεις, να υπολογισθεί ο αριθµός των πολλαπλών κορυφών
για κάθε ταινία και τα σχετικά εµβαδά τους

Ø ClCH2CH2CH2Cl. H πολλαπλότητα της κορυφής, που σχετίζεται µε τα τέσσερα ισοδύναµα
πρωτόνια των δύο άκρων του µορίου, καθορίζεται από τον αριθµό των πρωτονίων στον κεντρικό
άνθρακα. Εποµένως, η πολλαπλότητα είναι 2 + 1 = 3 κια τα εµβαδά έχουν λόγο 1:2:1. 
Η πολλαπλότητα των 2 πρωτονίων του κεντρικού µεθυλενίου καθορίζεται από τα 4 ισοδύναµα
πρωτόνια στις άκρες και είναι  4 + 1 = 5. Το ανάπτυγµα του (x + 1)4 παρέχει συντελεστές 
(Πίνακας 19-3) µε σχέση εµβαδών κορυφών.



Ø CH3CHBrCH3. 
H κορυφή για τα 6 µεθυλικά πρωτόνια αποτελείται από 1 + 1 = 2 κορυφές µε σχετικά
εµβαδά 1:1. Το πρωτόνιο του κεντρικού άνθρακα παρουσιάζει πολλαπλότητα 6 + 1 = 7. 
Βάση του Πίνακα 19-3, οι κορυφές αυτές έχουν σχέση εµβαδών  1:6:15:20:15:6:1

Ø CH3CH2ΟCH3. 
Τα πρωτόνια του δεξιού µεθυλίου χωρίζονται από τα άλλα πρωτόνια µε περισσότερους από τρεις
δεσµούς έτσι, ώστε γι’ αυτά παρατηρείται µόνο µία απλή κορυφή. Τα πρωτόνια της κεντρικής
µεθυλενικής οµάδας έχουν πολλαπλότητα 3 + 1 = 4 και λόγο 1:3:3:1. Τα πρωτόνια του αριστερού 
µεθυλίου έχουν πολλαπλότητα 2 + 1 = 3 και λόγο εµβαδών 1:2:1.

Παραδείγµατα



Ø Ταυτοποίηση ουσιών
Αναγνώριση είδους (1Η, 13C, 15N, …), και διακρίβωση αριθµού πυρήνων (µέσω ολοκλήρωσης), 
ταυτοποίηση γειτονικών πυρήνων (µέσω σταθερών σύζευξης), υπολογισµός χρόνων αποδιέγερσης...
Το 1D 1Η NMR φάσµα δεν ειναι αρκετό και χρησιµοποιείται σε συνδυασµό µε άλλες αναλυτικές
µεθόδους, π.χ. UV-vis, MS, IR, στοιχειακή ανάλυση. Τα 2D φάσµατα είναι ικανά να δώσουν
ικανοποιητικές πληροφορίες για τον χαρακτηρισµό και την διαµόρφωση ενός µορίου.

Ø Εφαρµογή στην Ποσοτική Ανάλυση –Μίγµατα Ουσιών. 
Ανάλυση συστατικών δείγµατος – Εφαρµογή στην ποιοτική και ποσοτική ανάλυση, µιγµάτων 
ουσιών στα φάρµακα (µέθοδος προσδιορισµού φαρµακευτικών ουσιών όπως ασπιρίνη, καφεΐνη,
φαινακετίνη, κ.λ.π.), τρόφιµα, καύσιµα, κ.λ.π.

Ø Δοµική Βιολογία/Βιοχηµεία. 
Υπολογισµός τρισδιάστατων δοµών βιοµορίων σε διάλυµα µε
ανάλυση σχεδόν εφάµιλλη της Κρυσταλλογραφίας ακτίνων-Χ.
Μελέτη δυναµικής συµπεριφοράς βιοµορίων σε ποικιλία
πειραµατικών συνθηκών

Ø Καινούργιες Τάσεις –Αναγνώριση/Σχεδιασµός 
Φαρµακευτικών Ουσιών. 
Ανάλυση µίγµατος ενώσεων για ταυτοποίηση των δραστικών,
απέναντι σε πρωτεΐνες/ένζυµα στόχους. Σχεδιασµός και βελτιστοποίηση
για ενίσχυση των φαρµακοφόρων οµάδων και της φαρµακευτικής τους αξίας.

Εφαρµογές του Πρωτονιακού ΝΜR



ΔΟΜΗ

ΣΧΕΔΙΑΣΜΟΣΑΠΟΤΙΜΗΣΗ

ΣΥΝΘΕΣΗ

Διαδικασία Σχεδιασµού Φαρµακολογικών Ουσιών

Μεγάλα Μόρια
Ένζυµα, Πρωτεΐνες,
Υποδοχείς, DNA, RNA...

Μικρά Μόρια
Πεπτίδια, Οργανικά Μόρια
Υβριδικά Ανάλογα Πεπτιδίων...

Σύµπλοκα
Ένζυµα-Υποστρώµατα/

Αναστολείς
Υποδοχείς-Ορµόνες

Ø× Αναγνώριση 2ου 
σηµείου δεσµευσης

Αναγνώριση 1ου
σηµείου δεσµευσης

Ø× Διαφοροποίηση 2ου Μορίου
Βελτιστοποίηση Δέσµευσης

Συγγένεια
&

Δοκιµές 
Πρόσδεσης

Διαφοροποίηση 1ου Μορίου
Βελτιστοποίηση Δέσµευσης

Η αναγνώριση των σηµείων δέσµευσης
στο µεγάλο µόριο κατευθύνει την 

σύνθεση µορίων µε 
ισχυρή συγγένεια πρόσδεσης

Σύνδεση των µορίων, που παρουσιάζουν
υψηλή συγγένεια δέσµευσης,

µεταξύ τους

Σχέση Δοµής-Δραστικότητας & Σχεδιασµός Βιοδραστικών Ενώσεων



Δοµική µελέτη βιοµορίων µε χρήση πειραµατικών δεδοµένων

Κρυσταλλογραφία Ακτίνων-Χ & Φασµατοσκοπία ΝΜR

-Μόρια, Μοριακά Σύµπλοκα ΜΒ>>100kDa !!! - Δεν απαιτείται κρυστάλλωση
- Tαχύτητα… όταν υπάρχουν κρύσταλλοι - Διαλύµατα …. Υδατικά ή µη
- Εξέλιξη τεχνικής -Μεγάλη κλίµακα πειραµατικών συνθηκών

(θερµοκρασία, pH, ιονική ισχύς κ.λπ.)
- Δυναµική συµπεριφορά βιοµορίων

(κινητικότητα, χηµική ισορροπία, unfolding)
- Σύγκριση µεταξύ δοµών NMR και X-ray 8
8 Δοµικές διαφορές σε Στερεά Κατάσταση

& Διάλυµα

-Υψηλή συγκέντρωση αλάτων -Μέγεθος µορίων… Τώρα    :   35-50kDa
- Κρυστάλλωση Βιοµορίου *** Μέλλον : 100-150kDa

- Εµπλουτισµός Βιοµορίου σε 13C, 15N & 2Η
(για βιοµόρια > 10-12 kDa)

Πλεονεκτήµατα 

Μειονεκτήµατα



3D Δοµές Βιοµοριών Υψηλής Ανάλυσης  σε Διάλυµα µέσω NMR

- Proteins  ~ 100        AA     (12kDa) - 1H                          2D NMR        12-36 months 
- Proteins  ~ 120-260 AA    (15-35kDa)  - 15N, 13C, 2H      3D, 4D NMR        >  36 months

- Peptides  ~  40-50    AA    (5-6kDa)       - 1H, 1H- 13C/ 15N    2D NMR           2-3 months
- Peptides  ~  10-15    AA    (1-2kDa) - 1H, 1H- 13C/ 15N     2D NMR           2-3 weeks

Τεχνολογία 

Χρονική Διάρκεια Μελέτης



...3D δοµές σε διάλυµαΑπό                 φάσµατα σε 2D NMR …

 
Αποτίµηση

Δοµικές
Πληροφορίες

Υπολογισµοί
Δοµής

Βελτιστοποίηση

“Complete Sequence-Specific Resonance assignments”  σε βιοµόρια

(K. Wüthrich In                                                                    )  NMR of Proteins and Nucleic Acids, 1986

Iστορία & Mεθοδολογία

Nobel Prize 1991 Nobel Prize 2002

Prof Richard Ernst
ETH, Zűrich

Prof Kurt Wűthrich
ETH, Zűrich &
Scripps, California

3D Δοµές Βιοµοριών Υψηλής Ανάλυσης  σε Διάλυµα µέσω NMR



ØΤο φάσµα NMR, Σχ 19-27, ανήκει σε οργανική ένωση µε εµπειρικό τύπο C5H10O2. Να ταυτοποιηθεί...

Απάντηση : Παρουσία 4 τύπων Η. Ολοκλήρωση + Εµπειρικός τύπος ένωσης à 3:2:2:3 ο λόγος των Η.
*Η απλή κορυφή σε δ=3,6 ppm πρέπει να οφείλεται σε αποµονωµένη  µεθυλική οµάδα. 
*Σύµφωνα µε Σχ. 19-27 (απλή κορυφή) και Πίν. 19-2 à χαρακτηριστική οµάδα CH3OC(=O)-
*Ο λόγος των 2:2:3 Η, υποδεικνύει την παρουσία n-προπυλοµάδας... CH2-CH2-CH3.
*Η τριπλή κορυφή σε δ=0,9 ppm  συµφωνεί µε -CH3 δίπλα σε -CH2-.
*Από τον Πίν. 19.2 τα πρωτόνια της -CH2 οµάδας κοντά στην καρβοξυλική οµάδα πρέπει να συντονί-
ζονται σε τιµές 2,2, ppm περίπου (τριπλή λόγω σχάσης από την άλλη -CH2 οµάδα).

*Η ενδιάµεση -CH2 οµάδα πρέπει
να έχει πολλαπλότητα 
3x4=12  σε δ=1,7 ppm
(τριπλή λόγω της -CH2
και τετραπλή λόγω της
-CH3 οµάδας)

*Βάση ολοκλήρωσης
των κορυφών οι
κορυφές σε 

δ=3,6 ppm και
δ=0,9 ppm
ανήκουν σε  -CH3.

Παραδείγµατα



ØΤα φάσµατα NMR, Σχ 19-28, ανήκουν σε άχρωµες ισοµερής ενώσεις υγρής κατάστασης οι οποίες
περιέχουν µόνο άνθρακα και υδρογόνο. Ποιες είναι...???

Απάντηση : 
*Απλή κορυφή σε  δ=7,2 ppm (φάσµα Α) à
αρωµατικά πρωτόνια. Το σχετικό εµβαδόν 
της κορυφής αυτής αντιστοιχεί σε 5 πρωτόνια
(και όχι 6) à µόνο- υποκατεστηµένος 
αρωµατικός δακτύλιος
* Πολλαπλότητα επτά για 1 Η σε δ=2,9 ppm.
* Διπλή κορυφή για 6 Η σε δ=1,2 ppm
*************************************
Τα χαρακτηριστικά των αλειφατικών Η
συµφωνούν µε την δοµή:

Λαµβάνοντας υπ’ όψιν τον βενζολικό δακτύλιο  
(µονο-υποκατεστηµένος) καταλήγουµε στην
δοµή :

Η ισοµερής ένωση στο φάσµα Β παρουσιάζει µία κορυφή σε δ=6,8 ppm και µία ακόµα σε 
δ=2,2 ppm µε σχετικό λόγο εµβαδών 1: 3 à τρις-υποκατεστηµένο βενζόλιο µε τύπο C6H3(CH3)3.

Παραδείγµατα



ØΤo φάσµα NMR, Σχ 19-29, ανήκει σε οργανική ένωση µε µοριακό βάρος 72, η οποία περιέχει µόνο
άνθρακα, υδρογόνο και οξυγόνο. Να ταυτοποιηθεί...
Απάντηση : Η τριπλή κορυφή σε δ=9,8 ppm à αλειφατική αλδεΰδη RCHO (Σχ. 19-17)
Εάν η υπόθεση αυτή είναι σωστή τότε η οµάδα R θα έχει Μοριακό Bάρος 43 à C3H7.
Η τριπλή κορυφή σε δ=9,8 ppm απαιτεί την ύπαρξη της –CH3 οµάδας κοντά στο καρβονύλιο
-CHO. Συνεπώς η ένωση φαίνεται πως είναι η n-βουτυραλδεΰδη CH3CH2CH2CHO.
Η τριπλή κορυφή σε 
δ=0,97 ppm φαίνεται 
να ανήκει στο τελικό 
–CH3. Αναµένεται ότι
τα Η του γειτονικού
-CH2 θα δώσουν µία
πολλαπλή κορυφή µε
σχάση 4x3=12 και η
οµάδα των Η σε 
δ=1,7 ppm το επιβε-
βαιώνει.
Τέλος, η κορυφή των
Η του –CH2 διπλα στο
-CHO θα παρουσιάζει
πολλαπλότητα 6.
(οµάδα κορυφών σε 
δ=2,4 ppm).

Παραδείγµατα


