
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6

ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ ∆ΥΟ ∆ΙΑΣΤΑΣΕΩΝ

O Richard R. Ernst (1933 - ) τιµήθηκε το 1991 µε βραβείο Νόµπελ για τη συνεισφο-

ρά του στην πρόοδο της φασµατοσκοπίας NMR (Φασµατοσκοπία δύο διαστά-

σεων). Αυτή η πρόοδος άνοιξε το δρόµο στην άµεση παρατήρηση της δράσης της

φαρµακευτικής αγωγής στον ανθρώπινο οργανισµό.
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6.1. Απλοποίηση Πολύπλοκων Φασµάτων

Αν ένα πολύπλοκο φάσµα δεύτερης τάξης ληφθεί σε φασµατογράφο

που φέρει µαγνητικό πεδίο µικρής ισχύος, τότε είναι δυνατόν να εφαρ-

µοσθεί µία σειρά τεχνικών ώστε αυτό να απλοποιηθεί και να ληφθούν

ακριβή στοιχεία τόσο για τη θέση και για τη µορφή µιας απορρόφησης,

όσο και για το µέγεθος της σταθεράς σύζευξης των διάφορων πρωτο-

νίων. Η απλοποίηση πετυχαίνεται κυρίως µε:

α) αύξηση της έντασης του µαγνητικού πεδίου, 

β) διπλό συντονισµό ή αποσύζευξη των σπιν,

γ) ανταλλαγή µε δευτεριωµένο νερό,  

δ) χρησιµοποίηση παραµαγνητικών συµπλοκών,

ε) ετεροπυρηνική φασµατοσκοπία και

στ) φασµατοσκοπία δύο ή περισσότερο διαστάσεων

Χρήση NMR οργάνου µε αυξηµένη ισχύ πεδίου: Έχει ήδη αναφερθεί

ότι φάσµατα πρώτης τάξης λαµβάνονται, όταν ∆ν/J > 6Hz. Έχει λεχθεί

επίσης ότι η χηµική µετατόπιση εκφρασµένη σε Hz ή ppm είναι συνάρ-

τηση της έντασης του πεδίου και ότι η σταθερά σύζευξης J που µετριέται

σε Hz είναι ανεξάρτητη από αυτό. Εποµένως, ο λόγος ∆ν/J αυξάνεται,

καθώς η ισχύς του πεδίου αυξάνεται. ∆εδοµένου δε ότι ο λόγος ∆ν/J

είναι καθοριστικός για το αν θα έχουµε φάσµα πρώτης ή δεύτερης τά-

ξης, µπορούµε µε απλή αύξηση της έντασης του µαγνητικού πεδίου να

διαχωρίσουµε δυο καµπύλες απορρόφησης οι οποίες, σε ένα φασµα-

τογράφο, στο οποίο εφαρµόζεται µικρής έντασης στατικό µαγνητικό πε-

δίο, επικαλύπτονται. Έτσι, µε αύξηση της έντασης του πεδίου πετυ-

χαίνουµε την αύξηση της απόστασης ∆ν σε σχέση µε τη σταθερά σύ-

ζευξης J, η οποία παραµένει η ίδια. Με συνεχή αύξηση της έντασης του

πεδίου, µπορούµε να πετύχουµε µετατροπή ενός φάσµατος δεύτερης

τάξης σε φάσµα πρώτης τάξης. 

Αυτό γίνεται αντιληπτό στην περίπτωση του 4-χλωροβουτυρικού

οξέος, το φάσµα ΝΜR του οποίου έχει ληφθεί σε φασµατογράφους των

60ΜΗz, 100 ΜΗz και 220ΜΗz. Στο φασµατογράφο των 60 ΜΗz η απορ-

ρόφηση της κεντρικής µεθυλενοµάδας -CΗ
2

όπως και η απορρόφηση της

µεθυλενοµάδας κοντά στη καρβοξυλοµάδα επικαλύπτονται, έτσι ώστε να

έχουµε ένα φάσµα δεύτερης τάξης. Στο φασµατογράφο των 100 ΜΗz οι
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ΑΡΧΕΣ NMR170

παραπάνω απορροφήσεις έχουν αρχίσει να διαχωρίζονται, ενώ σε

φασµατογράφο των 220 ΜΗz ήδη έχουν διαχωριστεί και το φάσµα είναι

πρώτης τάξης. Μετά τον διαχωρισµό των δύο απορροφήσεων πα-

ρουσιάζεται µια πενταπλή κορυφή για τα -CΗ
2

πρωτόνια της κεντρικής

µεθυλοµάδας. Το απλοποιηµένο φάσµα µπορεί να θεωρηθεί τώρα ότι

είναι του τύπου A
2
M

2
X

2
(σχ. 6.1.1).

Η τεχνική απλοποίησης ενός φάσµατος βρίσκει ευρεία εφαρµογή

στις µέρες µας, λόγω της χρήσεως φασµατογράφων ευρείας κλίµακας

έντασης µαγνητικών πεδίων 200-900 ΜΗz.

Παράδειγµα 6.1.1. 

∆ίνονται τρία NMR φάσµατα πρωτονίου ουριδίνης (περιοχή συντονι-

σµού 3.7-4.4 ppm) τα οποία  έχουν ληφθεί σε τρεις φασµατογράφους:

Σχήµα 6.1.1. 1Η NMR φάσµατα του 4-χλωροβουτυρικού οξέος που

έχουν ληφθεί από φασµατογράφο των 60 ΜΗz (άνω),

100 MHz (µεσαίο) και 220 ΜΗz (κάτω). 
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A (άνω φάσµα), Β (µεσαίο φάσµα) και Γ (κάτω φάσµα), που διαθέτουν

διαφορετικής έντασης υπεραγώγιµους µαγνήτες. Μπορείτε να απο-

φανθείτε ποιος από τους τρεις έχει τη µεγαλύτερη ισχύ και ποιος τη µι-

κρότερη; Να δικαιολογήσετε την απάντηση σας. 

Αποσύζευξη των σπιν ή διπλός συντονισµός: Η πολλαπλότητα µιας

απορρόφησης είναι αποτέλεσµα της σύζευξης των σπιν γειτονικών

πρωτονίων. Έτσι, στο σύστηµα  CH
A

- H
X
C  η απορρόφηση του πρωτο-

νίου Η
A

εµφανίζεται ως µία διπλή κορυφή, γιατί το γειτονικό πρωτόνιο Η
X

έχει δύο προσανατολισµούς σπιν. Οµοίως, η απορρόφηση του πρωτονίου

Η
X

εµφανίζει µια διπλή κορυφή (Σχ. 6.1.3).

Αν το σύστηµα αυτό ακτινοβοληθεί µε τη συχνότητα συντονισµού του

πρωτονίου Η
X
, τότε θα προκληθεί τέτοια διέγερση ώστε αυτό να βρεθεί

Σχήµα 6.1.2. NMR φάσµατα πρωτονίου ουριδίνης τα οποία έχουν λη-

φθεί σε τρεις φασµατογράφους οι οποίοι διαθέτουν υπε-

ραγώγιµους µαγνήτες διαφορετικής έντασης µαγνητικού

πεδίου.

Α

Β

Γ
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σε µία κατάσταση συνεχούς και πολύ γρήγορης µεταβίβασης µεταξύ

των δύο προσανατολισµών σπιν του Η
X
. Η διέγερση, που προκαλείται

έχει ως συνέπεια ο µέσος χρόνος ζωής του ακτινοβολούµενου πρω-

τονίου στις δύο ενεργειακές καταστάσεις να είναι µηδαµινός. Έτσι, το

πρωτόνιο Η
A

αδυνατεί  να διακρίνει το πρωτόνιο Η
X

ξεχωριστά στις δύο

καταστάσεις, αλλά βλέπει µόνο µία ενεργειακή κατάσταση του Η
X
, µε

αποτέλεσµα η απορρόφηση του Η
A

να εµφανίζεται ως µία απλή και όχι

ως διπλή κορυφή (κορεσµός). Κατά συνέπεια, το πρωτόνιο Α θα συ-

ντονισθεί σε µία συχνότητα. Κατά τον ίδιο τρόπο, αν ακτινοβοληθεί το

σύστηµα των δύο πρωτονίων µε τη συχνότητα συντονισµού του Η
A
,

τότε το πρωτόνιο Η
Χ

θα διακρίνει µια µόνο µόνο ενεργειακή κατάσταση

του Η
A

και έτσι η απορρόφηση αυτού θα έχει τη µορφή απλής κορυφής. 

Για να εφαρµοσθεί αυτό το είδος της τεχνικής, απαιτείται, εκτός της

βασικής πηγής ραδιοσυχνοτήτων µε την οποία είναι εφοδιασµένο κάθε

ΝΜR όργανο, µία δεύτερη πηγή ραδιοσυχνότητας (double irradiation),

µε την οποία θα γίνει η ακτινοβόληση του πρωτονίου Η
Α

ή Η
X
. ∆εδοµέ-

νου ότι γίνεται ταυτόχρονη χρήση δύο πηγών ραδιοσυχνοτήτων, αυτή η

τεχνική λέγεται διπλός συντονισµός (double resonance) ή διπλή ακτι-

νοβόληση. Άλλος τρόπος έκφρασης αυτής της τεχνικής είναι ο όρος

Σχήµα 6.1.3. Εφαρµογή διπλού συντονισµού σε ΑΧ σύ-

στηµα. Οι διπλές κορυφές του Η
Α

και Η
Χ

µετατρέπονται σε απλές. 
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αποσύζευξη των σπιν (spin decoupling) και αυτό, γιατί κατά την στιγµή

της ακτινοβολίας των πυρηνικών σπιν, αυτά δεν συζευγνύονται µε τα

γειτονικά πρωτόνια. Αυτή η τεχνική απλοποίησης είναι επιτυχής µόνο, αν

οι δύο απορροφήσεις των συζευγνυοµένων πρωτονίων βρίσκονται  του-

λάχιστον σε µία απόσταση 20 Hz µεταξύ τους.

Ισοτοπική ανταλλαγή (δευτερίωση): Οι δύο τεχνικές απλοποίησης

ενός πολύπλοκου φάσµατος, οι οποίες ήδη αναφέρθηκαν, δηλαδή η

χρήση υψηλού πεδίου και ο διπλός συντονισµός έχουν περιορισµένη

εφαρµογή σε σύγκριση µε τη µέθοδο της δευτερίωσης. Κατά τη µέθοδο

αυτή η προσθήκη δευτεριωµένου νερού, D
2
O, σε διάλυµα οργανικών

µορίων έχει ως αποτέλεσµα την αντικατάσταση των υδρογόνων των

συνδεδεµένων µε ετεροάτοµο από το δευτέριο. Τα υδρογόνα, που είναι

χαλαρότερα συνδεµένα µε ετεροάτοµο ανταλλάσσονται εύκολα από το

δευτέριο (exchangeable protons).

-ΧΗ + D
2
O  6ΧD + ΗDΟ (Χ = Ο, S, Ν)

Επειδή το δευτέριο έχει µικρότερη µαγνητική ροπή από το πρωτόνιο,

η σταθερά σύζευξης του δευτερίου µε ένα γειτονικό πρωτόνιο είναι πολύ

µικρότερη από την αντίστοιχη σταθερά σύζευξης πρωτονίου-πρωτο-

νίου. Επιπρόσθετα, οι πολύ µικρής έντασης αναµενόµενες απορροφή-

σεις των πυρήνων δευτερίου δεν παρατηρούνται στο φασµατογράφο,

που είναι συντονισµένος για τη λήψη φάσµατος 1Η. Εποµένως, η αντικα-

τάσταση κάθε πρωτονίου από δευτέριο, έχει ως αποτέλεσµα την εξα-

φάνιση της απορρόφησης του, ενώ συγχρόνως απλοποιεί την απορ-

ρόφηση των γειτονικών πρωτονίων. Αυτή η µέθοδος επιτρέπει την άµεση

διαπίστωση της ύπαρξης ή όχι υδρογόνων συνδεµένων µε ετεροάτοµο

(-ΟΗ, -SΗ, -ΝΗ
2

ή -ΝΗR). Αυτό γίνεται φανερό στο 1Η ΝΜR φάσµα του

Ν-καρ-βοβενζοξυ-γλυκινο-µονοµεθυλαµιδίου, το οποίο έχει ληφθεί στην

αρχή µέσα σε διάλυµα CDCl
3

και µετά µέσα σε διάλυµα CDCl
3

+ D
2
O (Σχ.

6.1.4).

Πριν τη δευτερίωση, το 1Η NMR φάσµα του Ν-καρβοβενζοξυ-γλυ-

κινο-µεθυλαµιδίου εµφανίζει δύο διπλές κορυφές, που συντονίζονται

στα δ=2,75ppm και δ=3,8 ppm. Η διπλή κορυφή στα δ=2,75 ppm οφεί-

λεται στα πρωτόνια της µεθυλοµάδας, τα οποία συζευγνύονται µε το γει-

τονικό -ΝΗ πρωτόνιο, που εµφανίζεται στα δ=6,2 ppm. Η άλλη διπλή

κορυφή στα δ=3,8 ppm οφείλεται στα πρωτόνια της µεθυλενοµάδας -CΗ
2

τα οποία συζευγνύονται µε το γειτονικό πρωτόνιο -ΝΗ που εµφανίζεται
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στα δ= 6,8 ppm. Μετά τη δευτερίωση, οι απορροφήσεις στα δ=6,2 ppm

και δ=6,8 ppm έχουν εξαφανισθεί, ενώ οι διπλές κορυφές έχουν

µετατραπεί σε απλές.

Ο σπουδαιότερος περιορισµός, για τη χρησιµοποίηση αυτής της τε-

χνικής, είναι η δυσκολία στη σύνθεση δευτεριωµένων παραγώγων. Η

δυσκολία είναι µεγαλύτερη στη σύνθεση παραγώγων στα οποία θα

πρέπει να γίνει αντικατάσταση υδρογόνων συνδεδεµένων µε άνθρακα

(C-H) µε δευτέριο (C-D). 

Σχήµα 6.1.4. 1Η NMR φάσµα του Ν-καρβοβενζοξυ-γλυκινο-µεθυλα-

µιδίου σε (α) CDCl
3

και (β) σε CDCl
3 

+ D
2
O.
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H σύνθεση δευτεριωµένων παραγώγων  σε µόρια που διαθέτουν καρ-

βονυλοµάδα  ή νιτροµάδα (-ΝO
2
) είναι ευκολότερη. Τα πρωτόνια του ατόµου

άνθρακα, που συνδέεται µε µία από τις οµάδες αυτές, αντικαθίστανται

εύκολα από δευτέριο σε αλκαλικό περιβάλλον. Ο εστέρας Cl-CΗ
2
-CΗ

2
-CH

2
-

CΟΟR µπορεί να µετατραπεί σε Cl-CΗ
2

-CΗ
2

-CD
2
-CΟΟR µε απλή ανά-

µειξη µε δευτεριωµένο νερό σε αλκαλικό περιβάλλον.

Το φάσµα του αρχικού εστέρα αποτελείται από µία τριπλή για τα α

πρωτόνια, µία πολλαπλή για τα 3 πρωτόνια και µία τριπλή για τα γ

πρωτόνια. Το φάσµα του δευτεριωµένου παραγώγου θα εµφανίζει µία

τριπλή για τα 3 πρωτόνια, µία τριπλή για τα γ πρωτόνια, ενώ δεν θα

υπάρχει πλέον απορρόφηση για τα α πρωτόνια µετά την αντικατάσταση

τους από δευτέριο.

Αντιδραστήρια τα οποία επιδρούν στη χηµική µετατόπιση  (shift rea-

gents): Πολύ ευρεία είναι η χρήση παραµαγνητικών συµπλόκων των ιό-

ντων λανθανιδίων σε διαλύµατα οργανικών µορίων, των οποίων το ΝΜR

φάσµα είναι δεύτερης τάξης και χαρακτηρίζεται από απορροφήσεις, οι

οποίες µπορούν να αλληλεπικαλύπτονται.

Το παραµαγνητικό ιόν του λανθανιδίου σχηµατίζει σε διάλυµα σύ-

µπλοκο µε το οργανικό µόριο. Η παρουσία ασύζευκτων ηλεκτρονίων,

προκαλεί ισχυρή χηµική µετατόπιση των κορυφών απορρόφησης του

µορίου προς ασθενέστερο πεδίο, έτσι ώστε να έχουµε διαχωρισµό των

αλληλοεπικαλυπτόµενων κορυφών και απλοποίηση του φάσµατος.

Προϋπόθεση για τον σχηµατισµό συµπλόκου, είναι η παρουσία δραστι-

κών οµάδων στο οργανικό µόριο όπως -ΝΗ
2
, -ΟΗ, C=O, -CΝ, οι οποίες

να διαθέτουν µονήρη ζεύγη ηλεκτρονίων. Από τα λανθανίδια χρησιµο-

ποιείται περισσότερο το 2,2- διµεθυλο-6,6,7,7,8,8,8επτάφθορο-3,5-

οκτανεδιόνη-ευρώπιο, Eu(fod)
3

επειδή έχει µεγαλύτερη διαλυτότητα στους

κοινούς µη πολικούς  διαλύτες, όπως CHCl
3

και CCl
4
.

Παράδειγµα 6.1.2. 

∆ίνεται το φάσµα της n-εξανόλης µε την παρουσία ή την απουσία

συµπλόκου του ευρωπίου. Η µετατόπιση της τριπλής κορυφής παρου-

σία συµπλόκου του ευρωπίου είναι ιδιαίτερα αισθητή. Η πολλαπλότητα

Cl CΗ
2

CΗ
2

CH
2

CΟΟR Cl CΗ
2

CΗ
2

CD
2

CΟΟR

D
2
O/NaODαβγ αβγ
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των κορυφών µεταξύ 1-2 ppm –απουσία συµπλόκου– είναι δύσκολο να

ερµηνευθεί. 

Παρουσία συµπλόκου του

ευρωπίου η περιοχή αυτή επε-

κτείνεται µεταξύ 1-3 ppm και η

πολλαπλότητα των κορυφών εί-

ναι εύκολο να ερµηνευθεί. Μπο-

ρείτε να ταυτοποιήσετε τα φά-

σµατα µε τις µέχρι τώρα γνώσεις

που αποκτήσατε; 

Σχήµα 6.1.5. (άνω) Φάσµα 1Η NMR n-εξανόλης  χωρίς προσθήκη και 

(κάτω) µε προσθήκη συµπλόκου ευρωπίου. 
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6.2.  Ετεροπυρηνική σύζευξη

Η σύζευξη µπορεί να είναι οµοπυρηνική, αλλά και ετεροπυρηνική. Ας

δούµε µερικά παραδείγµατα ετεροπυρηνικής σύζευξης. 

Παράδειγµα 6.2.1. 

Το µόριο του διφθωροµεθανίου (CH
2
F

2
) περιέχει δύο ισοδύναµα

πρωτόνια και φθόρια. Το φάσµα 1Η NMR θα περιέχει µία τριπλή κορυ-

φή, της οποίας οι αποστάσεις θα αντανακλούν στην 2J
HF

. Αυτό είναι ένα

παράδειγµα ετεροπυρηνικής σύζευξης δύο δεσµών. 

Το φάσµα 19F NMR θα αποτελείται όµοια από µία τριπλή κορυφή,

της οποίας οι αποστάσεις θα προσδιορίζουν την απόσταση 2J
HF

.

Παράδειγµα 6.2.2.

Η CD
3
COCD

3
χρησιµοποιείται ως δευτεριωµένος διαλύτης στο NMR.

Αυτή περιέχει και ποσότητες CD
3
CO CD

2
H

όπως δείχνεται και σχηµατικά παρα-

πλεύρως. Ας δούµε από τι θα αποτελείται το

φάσµα 1Η NMR της  δευτεριωµένης κετόνης

CD
3
COCD

2
H. 

Το πρωτόνιο συζευγνύεται µε τα δύο

δευτέρια που έχουν Ι=1. Εποµένως, θα

παρατηρηθούν 2nΙ+1=2.2+1=5 κορυφές µε ένταση 1:2:3:2:1 και η σύζευξη

θα είναι 2J
HD

. Η πολλαπλότητα των κορυφών επεξηγείται στο ακόλουθο

σχήµα.

Στην πρώτη γραµµή

υπάρχει µόνο ένας συν-

δυασµός (-1-1=-2) όπου

δύο, Μ =-2. Στη δεύτερη

γραµµή υπάρχουν δύο συν-

δυασµοί Μ =-1(-1+0, 0-1).

Στην τρίτη γραµµή υπάρ-

χουν τρεις συνδυασµοί όπου

Μ = 0 (-1+1, 1-1, 0+0).

Στην τέταρτη γραµµή

υπάρχουν δύο συνδυα-

σµοί (1+0, 0+1) και στην

πέµπτη γραµµή όπου Μ =2 ένας συνδυασµός (1+1).

� � Μ = -2

� � � � Μ = -1

� � � �
�

�
Μ = 0

� � � � � Μ = 1

� � Μ = 2
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6.3 Εναντιοµερικά αντιδραστήρια

Εναντιοµερικά αντιδραστήρια είναι αυτά που χρησιµοποιούνται για

να µετρηθεί η διαφορά χηµικών µετατοπίσεων εναντιοµερών ενώσεων.

Εναντιοµερικά καθαροί διαλύτες µπορούν να χρησιµοποιηθούν, για να

διαχωρισθούν εναντιοµερή. Επίσης, µπορούν να χρησιµοποιηθούν, για

να προσδιορισθούν ποσοτικά οι σχετικές αναλογίες των δύο εναντιο-

µερών σ’ ένα µίγµα. Τέτοιες µετρήσεις µπορούν να γίνουν επίσης µε

πολωσιµετρία.

Παράδειγµα 6.3.1.  

Η πιο κάτω  αλκοόλη  περιέχει ασύµµετρο άτοµο άνθρακα και έχει από-

λυτη στερεοχηµεία R. Χρησιµοποιήθηκε για να διαφοροποιηθούν οι χη-

µικές µετατοπίσεις των εναντιοµερών του αµινοεστέρα. Οι αριθµοί δεί-

χνουν τις διαφορές σε Hz των χηµικών µετατοπίσεων των σηµάτων,

που παρατηρήθηκαν στα εναντιοµερή του αµινοεστέρα.

6.4. Ετεροπυρηνικός Μαγνητικός Συντονισµός µίας διάστασης

Εκτός από τον πυρήνα 13C, που µελετήσαµε σε ειδικό κεφάλαιο, θα

πρέπει να αναφερθεί ότι πολλοί άλλοι πυρήνες βρίσκουν ευρείες εφαρ-

µογές. Τρεις είναι οι κύριες δυσκολίες, που υπάρχουν στην χρήση αυ-

τών των πυρήνων για τη λήψη ετεροπυρηνικού φάσµατος. 

α) Η µικρή µαγνητική ροπή των περισσότερων ετεροπυρήνων και το

µικρό ποσοστό της φυσικής τους αφθονία. 

β) Τα µεγάλα εύρη των κορυφών σε πυρήνες µε τετραπολική ροπή

και 

1,3 2,3

2,8
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γ) Οι µεγάλοι χρόνοι εφησυχασµού.

Το µεγάλο εύρος των χηµικών µετατοπίσεων, που απαντώνται σε

αυτούς τους πυρήνες πολλές φορές απαλείφει τα αναφερθέντα µειο-

νεκτήµατα για τη λήψη ετεροπυρηνικού φάσµατος. Έτσι, για τους πυ-

ρήνες 15Ν, 29Si και  57Fe οι οποίοι έχουν µεγάλους χρόνους εφησυχα-

σµού, µπορούν να χρησιµοποιηθούν αντιδραστήρια χηµικής µετατό-

πισης, που τους ελαττώνουν. 

Ενδεικτικά θα αναφερθούµε σε µερικούς σηµαντικούς πυρήνες και

µερικές από τις κυριότερες εφαρµογές τους. 

Κάθε πυρήνας µπορεί να αποτελέσει ξεχωριστό κεφαάλαιο ή ακόµη

καινούργιο βιβλίο. Η ενδελεχής ανάλυση ξεφεύγει από τους στόχους

του εκπαιδευτικού αυτού βιβλίου. 

Πυρήνας 31P. Ο πυρήνας 31P ευρίσκει ευρείες εφαρµογές στη Βιο-

χηµεία και για αρκετές βιολογικές ενώσεις και υγρά. ΄Ενα τυπικό φάσµα

φώσφορου-31 αίµατος το οποίο έχει ληφθεί αµέσως µετά την αιµοδοσία

και αφού τοποθετήθηκε σε αντιπηκτικό, φαίνεται στο σχήµα 6.4.1. Το

φάσµα αποτελείται από δύο υψηλής έντασης κορυφές, οι οποίες συ-

ντονίζονται στα +3,0 ppm και +4,0 ppm . Σύµφωνα µε τα βιβλιογραφικά

δεδοµένα οι κορυφές, αυτές οφείλονται στον 3P και 2P ορθοφωσφορικές

µονοεστερικές οµάδες του 2,3 διφωσφογλυκερικού οξέος (2,3-DPG). 

Μια µικρής έντασης κορυφή στα +2,9 ppm οφείλεται στο ανόργανο

φωσφορικό οξύ (Pi). Η κορυφή αυτή ανάλογα από το δότη, παρατηρή-

θηκε ότι ποικίλλει σε ένταση. Είναι γνωστόν από τη βιβλιογραφία ότι ο

σχετικός διαχωρισµός της κορυφής Pi και των 2P του 2,3-DPG εξαρτά-

Σχήµα 6.4.1. Φάσµα 31P αίµατος του συγγραφέως Θ. Μαυροµούστα-

κου.
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ται από το pH. Μια µικρής έντασης κορυφή στο 0 ppm είναι επίσης

έκδηλη. 

Η κορυφή αυτή προέρχεται από τη σφιγγοµυελίνη και τα άλλα φω-

σφολιπίδια. Οι τρεις κορυφές του φάσµατος µεταξύ 4.0 -19,5 ppm αντι-

στοιχούν στους α, β και γ φώσφορους τους αδενοσινοτριφωσφορικού

οξέος. Συγκεκριµένα οι διπλές κορυφές στα 7,0 ppm και 9,5 ppm  αντι-

στοιχούν στους γ και α φωσφόρους ενώ η τριπλή κορυφή στα 19,4 ppm

στο β φώσφορος. Η κυρυφή που ταυτοποιείται ως β φώσφορος του

ATP είναι ιδιαίτερα πλατειά λόγω των ιόντων Mg2+, που υπάρχουν στο

βιολογικό υγρό. Τα ιόντα µαγνησίου επιφέρουν αποθωράκιση και µε-

τατοπίζονται σε µεγαλύτερη χηµική µετατόπιση (εκφρασµένη σε ppm),

συγκριτικά µε αυτή που παρατηρείται στο νερό. 

Ο πυρήνας 31P έχει φυσική αφθονία 100% και 1/2 και µπορεί να συ-

ζευχθεί µε το πρωτόνιο. Οι κανόνες σύζευξης είναι οι ίδιοι µε το πρω-

τόνιο και οι σταθερές σύζευξης είναι µεγαλύτερες από αυτές που πα-

ρατηρούνται µεταξύ πρωτονίων  J
H-P

.200-700 Ηz και J
HC-P

.20 Ηz.  Οι

συζεύξεις που παρατηρούνται είναι µέχρι τουλάχιστον τεσσάρων δε-

σµών.

Πυρήνας 57Fe: O πυρήνας 57Fe βρίσκει ευρείες εφαρµογές στους µη-

χανισµούς δράσεων των αιµοσφαιρινών. Ένα φάσµα 57Fe της µονοο-

Σχήµα 6.4.2. Φάσµα 57Fe της µονοοξυµυογλοβίνης.
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ξυµυογλοβίνης εµπλουτισµένης κατά 90% µε ισότοπο του 57Fe παρι-

στάνεται πιο πάνω. 

Άλλοι πυρήνες: Παραδείγµατα άλλων πυρήνων και χρήσεις τους

είναι τα κάτωθι: Οι πυρήνες 13Al και 29Si (Ι=3/2) βρίσκουν πολλές

εφαρµογές στους ζεόλιθους και στα σύµπλοκα. Οµοίως, ο κασσίτερος

(117Sn, 119Sn) (I=1/2) και το κάδµιο  (111Cd, 113Cd) (I=1/2)  σε σύµπλοκα

µε οργανικούς υποκαταστάτες. Ο πυρήνας δευτέριο βρίσκει εφαρµογές

στη Χηµεία Τροφίµων και θα επεξηγηθεί σε αντίστοιχο κεφάλαιο. 

6.5. Ταυτοποίηση και µελέτη διαµόρφωσης βιοδραστικών µο-
ρίων

Στις επόµενες ενότητες θα µιλήσουµε για την ταυτοποίηση και δια-

µόρφωση βιοδραστικών µορίων µε χρήση φασµατοσκοπίας NMR δύο

διαστάσεων. Ένα µόριο, που θα µας απασχολήσει, είναι η λινοµίδη.

Η θεραπεία της σκλήρυνσης κατά πλάκας και άλλων αυτοάνoσων

ασθενειών, βασίζεται σε ανοσοκατασταλτικά φάρµακα. Όµως η χρήση

τέτοιων φαρµάκων, δεν στερείται διαφόρων παρενεργειών. Επιπρό-

σθετα, διακοπή της θεραπείας έχει ως αποτέλεσµα την επάνοδο των

κλινικών συµπτωµάτων.

Σχήµα  6.5.1. Μοριακή δοµή της λινοµίδης (Linomide). Στο σχήµα φαί-

νονται επίσης οι δίεδρες γωνίες, που προσδιορίζουν τη 

διαµόρφωση της. Για τη σπουδαιότητα των δίεδρων αυ-

τών γωνιών θα ασχοληθούµε σε µεταγενέστερο κεφά-

λαιο.

τ1: C1-C6-C7-N8

τ2: C6-C7-N8-C9

τ3: C7-N8-C9-C10

τ4: C4-C5-O-H
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Πρόσφατα, έχουν αναπτυχθεί εναλλακτικές προσεγγίσεις στη θερα-

πεία των αυτοάνοσων ασθενειών, που βασίζονται σε θεωρίες, οι οποίες

αφορούν τη σπουδαιότητα των ανοσολογικών δικτύων για τη διατήρηση

«υγιούς οντότητας».

Η λινοµίδη (Pharmacia, Sweden, LS-2616) (Σχ. 6.5.1) είναι µία

δραστική ένωση, που διεγείρει διάφορες λειτουργίες του ανοσολογικού

συστήµατος και αντιπροσωπεύει ένα ελκυστικό φάρµακο στη θεραπεία

των διαφόρων αυτοάνοσων ασθενειών. 

Η λινοµίδη έχει επίσης αντιιϊκές ιδιότητες, γιατί αποτρέπει τόσο την

άµεση θνησιµότητα όσο και δευτερευόντως, την ανάπτυξη της αυτο-

ανόσου ασθένειας µυοκαρδίτιδας, όταν ο οργανισµός µολύνεται από

τον ιό του coxsaskie. 

Η ένωση αυτή, εµποδίζει επίσης τη µετάσταση σε πρότυπους καρκί-

νους και απαλύνει τα συµπτώµατα του συνδρόµου του λύκου.

Η δράση της λινοµίδης έχει µελετηθεί µε την πρότυπο αυτοάνοσο

ασθένεια του εγκεφαλοµυελίτη (ΕΑΕ) και άλλων προτύπων, όπως: της

πειραµατικής αυτοάνοσου ασθένειας, της βαρείας µυασθένιας  (Mya-

sthenia Gravis) και του τύπου Ι αυτοάνοσου διαβήτη. Τα σπουδαιότερα

αποτελέσµατα από τις µελέτες αυτές είναι: 

α) η λινοµίδη µπορεί να χορηγηθεί από το στόµα µε πολύ καλή ανο-

χή,

β) είναι δραστική στον αυτοάνοσο εγκεφαλοµυελίτη όταν δίνεται σε

προχωρηµένα στάδια της ασθένειας, µετά την εµφάνιση των πρώτων

κλινικών σηµείων, 

γ) εµποδίζει ολοκληρωτικά την ιστολογική βλάβη του οργάνου στό-

χου και, 

δ) δεν συνοδεύεται µε χρόνιες παρενέργειες των ανοσοκαταστα-

λτικών φαρµάκων. 

Το Σχ. 6.5.2. παριστάνει φάσµα 1Η NMR της λινοµίδης σε διαλύτη

DMSO που έχει ληφθεί µε χρήση πειράµατος ενός παλµού.

Ας δούµε ποια υδρογόνα µπορούν να ταυτοποιηθούν στο µόριο. Τα

δύο µεθύλια Η-19 και Η
2
0 εµφανίζονται ως απλές κορυφές αφού δεν συ-

ζευγνύονται µε γειτονικά πρωτόνια. Είναι όµως δύσκολο να ταυτοποιη-

θούν. Θα χρειασθούν άλλες τεχνικές, που θα αναλυθούν στις επόµενες

ενότητες για να το επιτύχουµε αυτό.

Από τα αρωµατικά υδρογόνα η τριπλή κορυφή που συντονίζεται στα

-7,2 ppm και οφείλεται σε δύο ισοδύναµα πρωτόνια, πρέπει να αντιστοιχεί
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στα συµµετρικά σε m-θέση Η-11 και Η-13. Οι άλλες δύο τριπλές κορυφές,

που συντονίζονται στα .7,0 ppm, θα πρέπει να οφείλονται πιθανά στα

πρωτόνια Η-12, Η-16 ή και Η-17. Είναι δύσκολο να ταυτο-ποιηθούν από-

λυτα τα αρωµατικά αυτά πρωτόνια µε µόνο τα δεδοµένα 1Η NMR.  ∆υ-

σκολίες στην ταυτοποίηση παρουσιάζουν επίσης τα Η-10, Η-14, Η-16 και

Η-18. Είναι σαφές από την ανάλυση αυτή ότι χρειάζονται και άλλα δεδοµένα

για την πλήρη ταυτοποίηση του φάσµατος 1Η NMR της λινοµίδης. 

Στο προηγούµενο κεφάλαιο είδαµε επίσης ένα πλήρες αποσυ-

ζευγµένο φάσµα της λινοµίδης και φάσµατα DEPT. Από τις µεθοδο-

λογίες, που έχουν αναφερθεί, καµία δεν µπορεί να βοηθήσει στην πλή-

ρη ταυτοποίηση του µορίου. Εποµένως, καθίσταται αναγκαία η χρήση

φασµατοσκοπίας δύο διαστάσεων. Ας δούµε λοιπόν πώς η φασµατο-

σκοπία δύο διαστάσεων θα βοηθήσει στην ταυτοποίηση του µορίου της

λινοµίδης.

Σχήµα  6.5.2. Φάσµα πρωτονίου λινοµίδης. Κάτω δείχνεται η αρωµα-

τική περιοχή και άνω τα πρωτόνια των δύο µεθυλενο-

µάδων.
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6.6 Φασµατοσκοπία NMR δύο διαστάσεων

6.6.1. Η αναγκαιότητα της δεύτερης διάστασης

Συνοψίζοντας, είδαµε ότι η χρήση υψηλού πεδίου παράγει φάσµατα

υψηλής διαχωριστικότητας, τα οποία αποτελούνται από πληθώρα κορυ-

φών. Όλες αυτές οι κορυφές περιέχουν την επιθυµητή πληροφορία.

Πολλές φορές όµως, αυτή η πληροφορία είναι αδύνατο να εξαχθεί, γιατί

οι πολλαπλές κορυφές αλληλοεπικαλύπτονται (παράδειγµα αποτελεί το

µόριο της λινοµίδης). Η διάκρισή τους, λοιπόν, καθίσταται αναγκαία.

Ένας τρόπος, να αποφευχθεί αυτό το πρόβληµα, είναι να χωρίσουµε τα

σήµατα σε περισσότερες από µία διαστάσεις όπου θα παρέχουν άλλες

χρήσιµες πληροφορίες. Θ’ αρκεστούµε στη χρήση µίας δεύτερης διά-

στασης επειδή αυτή  είναι επαρκής για το µέγεθος των µορίων που

µελετούνται στο βιβλίο αυτό. Στη µελέτη µακροµορίων, όπως τις πρω-

τεΐνες, η εισαγωγή ανωτέρων διαστάσεων είναι αναγκαία.

H αναγκαιότητα της δεύτερης διάστασης στη Φασµατοσκοπία NMR

µπορεί να κατανοηθεί µε το παράδειγµα του σχήµατος 6.6.1.1.  Στο άνω

σχήµα φαίνονται άνθρωποι ταξινοµηµένοι σε σειρά κατά αυξανόµενη

ηλικία από τα αριστερά στα δεξιά. Γνωρίζουµε ότι αυτοί ανήκουν σε

Σχήµα 6.6.1.1: ∆ιαχωρισµός ανθρώπων σε τρεις οικογένειες που ταξι-

νοµούνται κατά σειρά αυξανόµενης ηλικίας από τα αρι-

στερά στα δεξιά 
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τρεις οικογένειες. Πώς θα βρούµε ποιοι ανήκουν σε ποιες οικογένειες;

Απλούστατα λέµε: Οι άνθρωποι που ανήκουν στην πρώτη οικογένεια

ας κάνουν ένα βήµα µπροστά. Αυτοί που ανήκουν στην δεύτερη οικογέ-

νεια ας κάνουν δύο βήµατα µπροστά. Όπως καταλαβαίνετε µε τον τρό-

πο αυτό έχουµε επιλύσει το πρόβληµα διάκρισης τους σε οικογένειες. 

Κάτι ανάλογο επιτυγχάνεται και µε τη φασµατοσκοπία δύο διαστά-

σεων. Στο πείραµα µιας διάστασης λαµβάνονται οι συντονισµοί των προς

µελέτη πυρήνων. Η δεύτερη διάσταση θα µας πληροφορήσει ποιοι από

αυτούς συνδέονται µέσω δεσµού ή µέσω εγγύτητας στο χώρο.

Τα πειράµατα δύο διαστάσεων, όπως αναφέραµε ήδη, είναι σηµα-

ντικά για την ταυτοποίηση µιας ένωσης. Η ακριβής σειρά των πειρα-

µάτων που θα ακολουθηθεί για να ταυτοποιηθεί µία χηµική ένωση εξαρ-

τάται από:

α) το είδος του µορίου 

β) τη βιβλιογραφική πληροφορία, που παρέχεται για µόρια-πα-

ράγωγα του προς µελέτη µορίου,

γ) από την εµπειρία και ικανότητα του ερευνητή να επιλέξει τα καταλ-

ληλότερα πειράµατα, που θα δίνουν την περισσότερο πρόσφορη πλη-

ροφορία για την επίλυση δοµής του µελετούµενου µορίου.

Εδώ θα αναφερθούµε περιληπτικά στα κυριότερα είδη και στις πλη-

ροφορίες, που παρέχει ένα φάσµα δύο διαστάσεων. Λεπτοµερής ανυ-

σµατική ανάλυση θα αποφευχθεί, µια και στόχος του βιβλίου αυτού είναι

κυρίως η πρακτική εφαρµογή των πληροφοριών που παρέχουν τα φά-

σµατα.

6.6.2.  Θεωρία φασµάτων δύο διαστάσεων

Σε ένα φάσµα δύο διαστάσεων NMR (two dimensional NMR, 2D-

NMR), υπάρχει καταγραφή δύο διαφορετικών πληροφοριών σε δύο

διαφορε-τικές διαστάσεις ή σε δύο διαφορετικούς άξονες συχνοτήτων  F
2

και F
1
. Στον ένα άξονα F

2
καταγράφονται συνήθως οι απορροφήσεις ενός

συ-γκεκριµένου πυρήνα  (1H  ή 13C) ενός οργανικού µορίου, ενώ στον

άλλο άξονα  F
1

καταγράφονται  άλλες πληροφορίες, όπως η σταθερά σύ-

ζευξης ή οι απορροφήσεις άλλων πυρήνων που σχετίζονται ή αλληλε-

πιδρούν µε αυτούς  του άξονα F
2
. Τρεις είναι οι κύριες κατηγορίες 2D-NMR

φασµάτων.

α) 2D-J NMR  ή  2D-NMR φάσµατα ανάλυσης σταθεράς σύζευξης J

(2D J- resolved NMR). 
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β) COSY-NMR (Correlated Spectroscopy) ή 2D NMR φάσµατα συ-

σχέτησης -πυρήνων . 

γ) NOESY-NMR (Nuclear Overhauser Effect Spectroscory)  ή 2D NMR

φάσµατα συσχετισµού αλληλεπίδρασης πυρήνων µε  NOE µέσω  του

χώρου.

Στην κατηγορία των 2D-J  φασµάτων NMR, ο ένας άξονας F
2

του φά-

σµατος περιέχει τις απορροφήσεις ενός συγκεκριµένου πυρήνα (π.χ. 1H

ή 13C), ενώ ο άλλος άξονας F
1

περιέχει τη σταθερά σύζευξης J. Η σταθερά

σύζευξης µπορεί να αναφέρεται σε οµοπυρηνική σύζευξη (homonuclear

J), δηλαδή σύζευξη µε ίδιο γειτονικό πυρήνα (π.χ. 1H-1H, ή 13C-13C)  ή σε

ετεροπυρηνική σύζευξη, δηλαδή σε σύζευξη µε διαφορετικό γειτονικό πυ-

ρήνα  (heteronuclear J)  ( π.χ. 1H-13C)  και  προσδιορίζεται από τη µεταξύ

απόσταση των απορροφήσεων στον άξονα F1.

'Οπως προαναφέρθηκε, στην κατηγορία των COSY φασµάτων ανή-

κουν τα 2D φάσµατα  NMR συσχέτισης (correlation NMR spectrosco-

py). Η συσχέτιση  των πυρήνων είναι αποτέλεσµα της σύζευξής των µέ-

σω δεσµών µε µια σταθερά σύζευξης  J. Και οι δυο άξονες F
2

και F
1

του

COSY φάσµατος NMR περιέχουν συχνότητες. Στα οµοπυρηνικά φά-

σµατα COSY και οι δύο άξονες  F
2
, F

1
περιέχουν απορροφήσεις του

ίδιου πυρήνα, όπως 1H-1H  ή  13C-13C. Στα ετεροπυρηνικά  COSY  φά-

σµατα ο ένας άξονας  F
2

περιέχει απορροφήσεις του ενός πυρήνα, συ-

νήθως 1H, ενώ ο άλλος  άξονας F
1

περιέχει απορροφήσεις του άλλου

πυρήνα π.χ. 13C. Οι ισοϋψείς καµπύλες (contour plot) που εµφανίζονται

στη διαγώνιο ενός COSY φάσµατος είναι η προβολή των απορροφή-

σεων και των δύο αξόνων στη διαγώνιο του φάσµατος 2D NMR. Η

σύζευξη και αλληλεπίδραση δύο τυχαίων πυρήνων του µορίου, είναι

δυνατόν να εντοπιστεί στο φάσµα 2D NMR από τα συµµετρικά σηµεία

εκτός της διαγωνίου τα οποία συνδέουν τις απορροφήσεις των δύο συ-

ζευγµένων πυρήνων. Συµπερασµατικά, ένα φάσµα COSY παρέχει

πληροφορίες για τις υπάρχουσες συζεύξεις, µέσω δεσµών του  οποιου-

δήποτε πυρήνα του µορίου και εποµένως για τη δοµή του µορίου. 

Ειδικά πειράµατα COSY (COSY  Phase Sensitive) είναι κατάλληλα

και για προσδιορισµούς των σταθερών συζεύξεων. 

Έτσι, τα πειράµατα 2D COSY χρησιµοποιούνται συχνότερα συγκρι-

τικά µε τα πειράµατα 2D-J γιατί δίνουν δύο ειδών πληροφορίες σε ένα

φάσµα, τις συσχετίσεις µέσω δεσµού και τις σταθερές συζεύξεως.

Στην τρίτη κατηγορία των NOESY φασµάτων, όπως και στα COSY
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φάσµατα, υπάρχουν απορροφή-

σεις  οµοειδών ή ετεροειδών πυ-

ρήνων στους άξονες  F
2

και  F
1
. 

Τα συµµετρικά σηµεία όµως

που εµφανίζονται σε ένα NOE-

SY φάσµα και τα οποία συνδέ-

ουν τις απορροφήσεις δύο πυ-

ρήνων στους δύο άξονες, µας

παρέχουν πληροφορίες για τη

χωρική αλληλεπίδραση των δύο

πυρήνων. 

Η αλληλεπίδραση αυτή είναι

δυνατή, όταν οι δύο πυρήνες είναι

πολύ κοντά  (<5 D), έτσι ώστε να υπάρχει ΝΟΕ αποτέλεσµα µέσω του χώ-

ρου κατά τη διέγερση και αποκατάσταση των πυρήνων. Ειδικότερα, ένα φά-

σµα NOESY παρέχει πληροφορίες για τις ενδοµοριακές επιδράσεις των

πυρήνων του µορίου και εποµένως για τη διαµόρφωση των πυρήνων. Με

το φαινόµενο ΝΟΕ θα ασχοληθούµε στο επόµενο κεφάλαιο.

Ένα φάσµα δύο διαστάσεων (contour plot), µε δύο πυρήνες Α και Β

που συζευγνύονται, παριστάνεται στο σχήµα 6.6.2.1 Στη διαγώνιο πα-

ριστάνονται οι χηµικές µετατοπίσεις τους. Οι εκτός διαγωνίου κορυφές

παρέχουν πληροφορίες για τή σύζευξη των πυρήνων Α και Β µέσω δε-

σµού ή µέσω χώρου. Για να εντοπισθούν οι συζεύξεις αυτές φέρνουµε

παράλληλο από τον Α πυρήνα προς τον άξονα F
2

(ω
2
). Στη συνέχεια,

αφού συναντήσει το Β πυρήνα φέρνουµε ξανά παράλληλο προς τον F
1

(ω
1
). Τότε θα συναντήσει την άλλη κορυφή της διαγωνίου Β. Εάν υπάρ-

χει συµµετρική κορυφή της εκτός διαγωνίου κορυφής µε τη διαγώνιο, η

οποία βρίσκεται ακολουθώντας την ίδια διεργασία, συνάγεται ότι οι πυ-

ρήνες Α και Β συζευγνύονται µέσω δεσµού ή χώρου. 

6.6.3. Στάδια διεξαγωγής ενός πειράµατος δύο διαστάσεων

Η όλη πορεία  µαγνητικών επιδράσεων για ένα πείραµα 2D-NMR

περιλαµβάνει τέσσερα στάδια:

α) προετοιµασία των σπιν  (preparation) 

β) εξέλιξη των σπιν και µαγνήτισης (evolυtion) (t
1
) 

γ) ανάµιξη των σπιν  (mixing)  και 

δ) ανίχνευση  (detection) του σήµατος

Σχήµα  6.6.2.1. Σύζευξη πυρήνων Α και Β.
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α) Προετοιµασία (Preparation)

Στο στάδιο της προετοιµασίας, οι πυρήνες του µορίου ευρίσκονται

εντός µαγνητικού πεδίου σε µία κατάσταση ισορροπίας, που καθορί-

ζεται από τη στατιστική κατά Boltzmann. Σε αυτή την κατάσταση τα

διάφορα σπιν έχουν τη φυσική τους µαγνήτιση, όπου για ένα τύπο πυ-

ρήνα µπορεί να υπάρχουν τυχαίοι προσανατολισµοί σπιν (κορεσµός),

ενώ για άλλο τύπο πυρήνα του ίδιου µορίου υπάρχει θερµική ισορ-

ροπία, δηλαδή µικρό περίσσευµα σπιν στη βασική κατάσταση έναντι

της διηγερµένης στον άξονα z. Στην αρχή της περιόδου προετοιµασίας

των αυτοστροφορµών, στην οποία υπάρχει διέγερση µε µία σειρά

πειραµάτων, όλοι οι πυρήνες αποκτούν µία θερµική

ισορροπία και ένα βαθµό µαγνήτισης. Στο τελικό

στάδιο της περιόδου προετοιµασίας µε την εφαρ-

µογή της κατάλληληλης µαγνητικής επίδρασης τα

ανύσµατα των µαγνητίσεων Μ των διαφορετικών

πυρήνων τοποθετούνται στην ορθή τους θέση σε

σχέση µε τη διεύθυνση του µαγνητικού πεδίου Β
0
.

Αυτό το στάδιο της περιόδου προετοιµασίας έχει

µεγάλη σηµασία, προκειµένου να διακριθούν οι χη-

µικά διάφοροι πυρήνες µε βάση το διαφορετικό

ρυθµό περιστροφής τους. 

β) Εξέλιξη (Evolution)

Εξέλιξη της µαγνήτισης Μ για ένα πυρήνα, αναπτύσσεται σε ένα κα-

θορισµένο χηµικό και µαγνητικό περιβάλλον του πυρήνα και για ένα συ-

γκεκριµένο χρονικό διάστηµα  t
1
. 

Το µέγεθος του ανύσµατος της µαγνήτισης Μ για κάθε πυρήνα, είναι

καθορισµένο και εξαρτάται από το µαγνητικό περιβάλλον του πυρήνα

και τον χρόνο  t
1
. 

γ) Ανάµιξη δεύτερου παλµού (Mixing)

Στο τέλος της περιόδου εξέλιξης µε εφαρµογή ενός δεύτερου παλ-

µού επιτυγχάνεται ανακατανοµή των πυρηνικών σπιν. Στην περίοδο της

ανάµιξης και για συγκεκριµένο χρονικό διάστηµα, λαµβάνει χώρα επι-

κοινωνία των σπιν. 

Ο µηχανισµός που θα χρησιµοποιηθεί για την ανάµιξη και την επικοι-

νωνία των σπιν θα καθορίσει και το είδος των πληροφοριών που θα λη-

Boltzmann Ludwig 

(1844-1906)
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φθούν. Τέτοιες πληροφορίες είναι η σταθερά σύζευξης J, και συζεύξεις

µέσω δεσµών ή χώρου.

δ) Ανίχνευση σήµατος  (Detection)

Η ανίχνευση του σήµατος γίνεται µετά τη συλλογή της FID από το

δέκτη (t
2
).   

6.6.4. Μέτρηση φάσµατος NMR δύο διαστάσεων

Στο πείραµα DEPT, που συζητήσαµε σε προηγούµενο κεφάλαιο,  το

ενδιάµεσο χρονικό διάστηµα t µεταξύ δύο παλµών λαµβάνει µεταβλητές

τιµές. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα τη διαφορετική φάση και το διαφορετικό µέ-

γεθος των κορυφών απορρόφησης. Το µέγεθος του ανύσµατος της µαγνή-

τισης Μ που θα ανιχνευθεί στον άξονα ψ εξαρτάται από τη  µαγνήτιση του,

πριν από την ανίχνευση. Συµπερασµατικά είναι δυνατόν να πραγµατο-

ποιηθεί µία σειρά πειραµάτων, όπου το χρονικό διάστηµα t µεταξύ δύο

παλµών να ποικίλλει  (t
1
1, t

1
2, t

1
3, t

1
4....... t

1
ν). Αν τα φάσµατα µιας διάστασης

που θα προκύψουν τοποθετηθούν το ένα δίπλα στο άλλο και µε ένα πα-

ράλληλο τρόπο, τότε προκύπτει ένα διάγραµµα δύο διαστάσεων, όπου οι

πληροφορίες (ύψη απορροφήσεων) που προέρχονται από τις χρονικές

στιγµές t
1
,  t

1
2,  t

1
3 ,....t

1
ν να συσχετίζονται (Σχ. 6.6.4.1). 

Στο Σχ. 6.6.4.1. παρατηρείται µία ηµιτονοειδής µεταβολή του ύψους

µιας κορυφής απορρόφησης µε µεταβολή του ενδιάµεσου χρονικού

διαστήµατος  t
1
. 

Αν η µεταβολή αυτή υποβληθεί σε µετασχηµατισµό Fourier, τότε θα

ληφθεί µία νέα συνάρτηση του ύψους  της απορρόφησης µε τη συχνό-

τητα ν, η οποία εκφράζεται σε µία δεύτερη διάσταση. Τα φάσµατα του

διαγράµµατος (Σχ. 6.6.4.1) παριστάνουν την µεταβολή του ύψους της

απορρόφησης και της φάσης, όταν µεταβάλλεται ο χρόνος t
1
.

Το πρώτο φάσµα του διαγράµµατος είναι το σύνηθες φάσµα απορ-

ροφήσεων, που λαµβάνεται µε µετασχηµατισµό Fourier στη φασµατο-

σκοπία µίας διαστάσεως (1D NMR spectrum). Το µέγιστο ύψος της

απορρόφησης (κανονική ή αντεστραµµένη) παρατηρείται, όταν η συλ-

λογή γίνεται στον άξονα των +ψ και -ψ. Μηδενικό ύψος παρατηρείται,

όταν η συλλογή της  FID  γίνεται στον  άξονα των +z ή -z. Ο άξονας  t
1
,

είναι ο χρόνος µεταξύ δύο διαδοχικών µαγνητικών επιδράσεων και ονο-

µάζεται περίοδος εξέλιξης  (evolution  period).
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Όπως  ήδη αναφέρθηκε, η µεταβολή του ύψους της κορυφής µε το

χρόνο t
1
, που αποτελεί την περίοδο ανάπτυξης της µαγνήτισης, είναι

µία ηµιτονοειδής συνάρτηση συχνότητας ν.  Όταν αυτή η ηµιτονοειδής

συνάρτηση, που εκφράζει τα ύψη µιας απορρόφησης σε αντίστοιχα

χρονικά διαστήµατα  t
1
, t

1
2, t

1
3..... t

1
ν, υποβληθεί σε ανάλυση Fourier,

εµφανίζονται στο λαµβανόµενο φάσµα συχνότητες η διαφορά των οποί-

ων εκφράζει το µέγεθος της σταθεράς  σύζευξης.

6.6.5. Κατηγορίες φασµάτων NMR δύο διαστάσεων συ-σχέτισης

πυρήνων µέσω δεσµών

1. ΗΗ COSY (COrrelation SpectroscopY). Οµοπυρηνικό φάσµα συ-

σχέτισης δύο γειτονικών πυρήνων Η,Η.

2. CΗ COSY. Ετεροπυρηνικό φάσµα συσχέτισης δύο γειτονικών πυ-

ρήνων C, H. 

Σχήµα 6.6.4.1. Σειρά µαγνητικών επιδράσεων σε ένα πείραµα δύο διαστά-

σεων. Η µεταβολή του t
1

παράγει πολλά φάσµατα των οποίων 

η ένταση µίας κορυφής αποτελεί συνάρτηση του t
1
, για να δη-

µιουργήσει ένα άλλο φάσµα στη δεύτερη διάσταση.
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3. C
A
H

A
H

X
RELAY (RELAYed Correlation Spechoscopy). Είναι συν-

δυασµός του ΗΗ COSY και CΗ COSY και επιτρέπει την ταυτοποίηση

των πυρήνων της οµάδας C
A
H

A
C

X
H

X
όταν είναι γνωστή η απορρόφηση

ενός µόνο από τους τέσσερεις πυρήνες. Το πείραµα αυτό είναι γνωστό

ως πείραµα «Μεταφοράς της Μαγνήτισης (RELAY)».

4. C
A
C

X
H

X
COLOC (COrrelation via LOng range Coupling).

Επιτρέπει τη συσχέτιση πυρήνα Ηx µε αποµακρυσµένο άτοµο C
A
. 

5. C
A
C

X
INADEQUATE (Incredible Natural Abundance DoublE

QUAntum Transfer Experiment). Οµοπυρηνικό πείραµα συσχέτισης

δύο γειτονικών πυρήνων 13C
A

και 13C
X 

(Σχ. 6.6.5.1). 

6.6.6  Οµοπυρηνικό πείραµα COSY

Η βασική ακολουθία παλµών σε ένα πείραµα COSY είναι π/2-t
1
-π/2-

λήψη. 

Στο  σχήµα 6.6.6.1 απεικονίζεται η συµπεριφορά του ανύσµατος του

πρωτονίου µε συχνότητα ν στην πιο πάνω ακολουθία παλµών. Παρα-

κάτω επιχειρείται µία σύντοµη περιγραφική επεξήγηση των παρατη-

ρούµενων κορυφών µε την εφαρµογή της παλµικής αλληλουχίας, η

οποία εφαρµόζεται σε ένα COSY πείραµα.

Σχήµα  6.6.5.1. Κατηγορίες φασµάτων δύο διαστάσεων συσχέτισης πυρήνων.
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Μετά την εφαρµογή του πρώτου π/2 παλµού, το µαγνητικό άνυσµα

του πρωτονίου φέρεται στο επίπεδο χψ µε συχνότητα ν, που εξαρτάται

από τη χηµική του µετατόπιση δ και τις συζεύξεις τους. Εάν ο χρόνος

ανάπτυξης t
1

είναι ν
1

-1 τότε στο τέλος του χρόνου αυτό το άνυσµα θα

προσανατολισθεί στον άξονα ψ. Ο δεύτερος παλµός 90ο θα περιστρέ-

ψει το άνυσµα στον -z άξονα. Το τελικό αποτέλεσµα θα είναι αναστρο-

φή της κατανοµής των πληθυσµών για το ζεύγος των ενεργειακών

σταθµών και για όλες τις µεταπτώσεις µε τις οποίες συνδέεται το πρω-

τόνιο. Στην πραγµατικότητα, η επίδραση µίξης του δεύτερου παλµού

π/2 εξασφαλίζει ότι οι πληθυσµοί των σπιν όλων των µεταπτώσεων για

όλα τα άλλα συζευγµένα πρωτόνια, διαταράσσονται. 

Εάν t
1

είναι (2ν
1
)-1 το άνυσµα θα περιστρέφεται γύρω από τον άξονα

-ψ, πριν να επιστρέψει στον άξονα z µε την εφαρµογή του δεύτερου

παλµού. Αυτό αντιστοιχεί στην κανονική κατανοµή πληθυσµού των

σπιν. 

Η συχνότητα ν
1

θα µεταβληθεί κατά τη διάρκεια του χρόνου εξέλιξης

t
1
, λόγω των µεταπτώσεων των πρωτονίων, των συνδεοµένων µέσω

δεσµού. Επαναλαµβάνοντας πολλά πειράµατα µε αυξανόµενο t
1

λαµ-

βάνεται µία σειρά φασµάτων µε κανονικές χηµικές µετατοπίσεις και συ-

ζεύξεις στην ν
2
, αλλά κάθε κορυφή θα περιέχει κωδικοποιηµένη πληρο-

Σχήµα  6.6.6.1. Ανυσµατικό διάγραµµα στο πείραµα COSY.
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φορία για τις συχνότητες όλων των άλλων κορυφών, στις οποίες

συζευγνύονται. Ο δεύτερος µετασχηµατισµός κατά Fourier, δίνει ένα

φάσµα µε τις χηµικές µετατοπίσεις πρωτονίων σε κάθε διάσταση. Το

φάσµα µίας διάστασης βρίσκεται στη διαγώνιο, γιατί η ένταση κάθε µε-

τάπτωσης ταλαντώνεται σε ν
1

κατά τη διάρκεια t
1

και γιατί η ανι-

χνευόµενη του συχνότητα σε t
2

είναι επίσης ν
1
. Οι εκτός διαγωνίου κο-

ρυφές παριστούν τις συζεύξεις µέσω χηµικών δεσµών, γιατί η ένταση

µετάπτωσης ν
1

τροποποιείται κατά τη διάρκεια t
1

από όλες τις µετα-

πτώσεις, που συνδέεται. 

Η παλµοσειρά COSY και άλλων σηµαντικών πειραµάτων NMR δύο

διαστάσεων παρουσιάζονται στο παρακάτω σχήµα 6.6.6.2. 

6.6.7. Στάδια ετεροπυρηνικού πειράµατος δύο διαστά-σεων, όπου

παρατηρείται σύζευξη µεταξύ 13C και πρωτο-νίου

Η όλη πορεία ενός  2D-J NMR  πειράµατος στο σύστηµα  -CH περι-

λαµβάνεται στο σχήµα 6.6.7.1.

Στην αρχή της περιόδου t
1

που µεσολαβεί µεταξύ των παλµών 90o

και 180o, τα σπιν  προσανατολίζονται  και η µαγνήτιση των πυρήνων 13C

Σχήµα 6.6.6.2. Σηµαντικές παλµοσειρές σε πειράµατα Πυρηνικού Μαγνητικού

Συντονισµού δύο διαστάσεων:  (α) COSY  (β) DQF (Double

Quantum Filter)  (γ) RELAY (δ) NOESY. 
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προετοιµάζεται για την περίοδο ανάπτυξης. Στη διάρκεια της περιόδου

ανάπτυξης της µαγνήτισης (µέσο και τέλος του διαστήµατος t
1
), το µέ-

γεθος του ανύσµατος της µαγνήτισης στον άξονα των ψ, θα εξαρτάται

από το χρόνο που προηγήθηκε, πριν ο δέκτης και αποσυζεύκτης των

πρωτονίων τεθούν σε λειτουργία. Το διάστηµα εκείνο κατά το οποίο

συλλέγεται η FID, δηλαδή τα αποτελέσµατα των αλληλεπιδράσεων των

σπιν, ονοµάζεται χρόνος  t
2
. Η FID, που προκύπτει από έναν αριθµό

µαγνητικών επιδράσεων, χρησιµοποιώντας ένα συγκεκριµένο χρόνο

ανάπτυξης  t
1
, υφίσταται µετασχηµατισµό  Fourier. Αποτέλεσµα αυτού

του µετασχηµατισµού είναι το

µονοδιάστατο φάσµα συχνοτή-

των NMR, που χαρακτηρίζεται

ως F
2
. 

Στο φάσµα αυτό λαµβάνεται

µία απλή κορυφή, της οποίας το

µέγεθος (ύψος) εξαρτάται από

την ορισµένη τιµή του χρόνου α-

νάπτυξης t
1
. Ο µετασχηµατισµός

Fourier της νέας συνάρτησης

δίνει ένα νέο φάσµα συχνοτήτων

Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονι-

σµού σε µία άλλη διάσταση και

σε ένα άξονα που χαρακτηρίζεται

ως F
1
. Σε αυτό το φάσµα λαµβά-

νονται δύο κορυφές. Η µεταξύ

τους απόσταση δίνει τη σταθερά

σύζευξης J των δύο συνδεδεµέ-

νων µέσω δεσµού πυρήνων 13C

Σχήµα  6.6.7.1. Παλµοσειρά σε ένα ετεροπυρηνικό πείραµα, όπου παρατη-

ρείται σύζευξη 13C και πρωτονίου.

Σχήµα 6.6.7.2. Ετεροπυρηνική σύζευξη

µεταξύ άνθρακα-13 και πρω- 

τονίου στο χλωροφόρµιο.
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και πρωτονίου. Εποµένως, στο  πείραµα αυτό καταγράφονται σε δύο άξονες

οι χηµικές µετατοπίσεις. Στο παράδειγµα αυτό  η χηµική µετατόπιση του πυ-

ρήνα 13C και η σταθερά συζεύξεως J. 

Συµπερασµατικά, οι απορροφήσεις των πυρήνων 13C ενός οργανι-

κού µορίου είναι τοποθετηµένες στον άξονα F
2
. Οι σταθερές σύζευξης

των πυρήνων 13C και πρωτονίου των οµάδων CH
X

(X=1,2,3) προκύ-

πτουν από τις αποστάσεις των κορυφών, που είναι τοποθετηµένες στον

άξονα F1. Ένα παράδειγµα σύζευξης 13C και 1H στο χλωροφόρµιο

(CHCl
3
) απεικονίζεται στο Σχ. 6.6.7.2.

6.6.8. Παραδείγµατα φασµάτων δύο διαστάσεων

Ακολουθούν παραδείγµατα από τις πιο πάνω κατηγορίες πειρα-

µάτων συσχετισµού δύο διαστάσεων NMR. 

Στο Σχ. 6.6.8.1 παρουσιάζεται ένα οµοπυρηνικό πείραµα COSY της

Σχήµα  6.6.8.1. Οµοπυρηνικό φάσµα COSY της  αρωµατικής περιοχής της

λινοµίδης.
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Σχήµα 6.6.8.2. Φάσµα δύο διαστάσεων COSY

της 2-εξανόνης. 

αρωµατικής περιοχής της λινοµίδης. Με το πείραµα αυτό, το µόριο της

λινοµίδης κατέστη δυνατόν να ταυτοποιηθεί πλήρως εκτός των

πρωτονίων Η-19 και Η-20, που ταυτοποιήθησαν µε πείραµα NOESY.

Θυµίζουµε ότι το φάσµα 1Η NMR δεν µπόρεσε να µας βοηθήσει ση-

µαντικά, παρά µόνο στην ταυτοποίηση των πρωτονίων Η-11,Η-13 και

Η-17. Ας δούµε πως το πείραµα COSY βοηθάει στην πλήρη ταυτο-

ποίηση των αρωµατικών πρωτονίων. Τα Η-11, Η-13 θα έχουν συσχε-

τισµούς µέσω δεσµού µε τα Η-10 και Η-14, καθώς και το Η-12. Το Η-12

ταυτοποιείται ως τριπλή κορυφή που συντονίζεται στα .7 ppm. Εποµέ-

νως η κορυφή στα .7,3  ppm η οποία οφείλεται στο συντονισµό τριών
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πρωτονίων περιέχει τα Η-10 και Η-14. Η τριπλή κορυφή λόγω συντο-

νισµού στα .6,9  ppm, πρέπει να αντιστοιχεί στο Η-17 (προασπίζεται

λόγω του φαινοµένου της µεσοµέρειας). Αυτή συσχετίζεται µέσω δε-

σµού µε το Η-16 και Η-18. Λόγω του φαινοµένου της µεσοµέρειας το Η-18

είναι το λιγότερο προασπισµένο και εµφανίζεται να συντονίζεται στα .8

ppm. Το Η-16 συντονίζεται στα .7,3  ppm. 

Ας δούµε ένα παράδειγµα απλούστερης οργανικής ένωσης, όπου

αποδεικνύεται η δυνατότητα ταυτοποίησης της ένωσης µε µόνο οδηγό

το πείραµα COSY. Το φάσµα COSY της 2-εξανόνης φαίνεται στο σχήµα

6.6.8.2.                                                                           

Η κορυφή στα ~1,8 ppm αντιστοιχεί στο -COCH
3
. Είναι απλή κορυφή

και δεν συνδέεται µέσω δεσµού µε κανένα άλλο πρωτόνιο. Η τριπλή κο-

ρυφή στα ~2 ppm αντιστοιχεί στην -C(6)H
3

της αλκυλικής αλυσίδας.

Είναι τριπλή κορυφή γιατί υπάρχουν σε αυτή δύο γειτονικά πρωτόνια. Η

-C(6)H
3

συνδέεται µέσω δεσµού µε τη µεθυλενοµάδα -C(5)H
2

που εµ-

φανίζεται ως πολλαπλή (συζευγνύεται µε πέντε υδρογόνα). 

Αντίστοιχα τα ταυτοποιηµένα πρωτόνια της µεθυλενοµάδας  -C(5)H
2

συσχετίζονται µέσω δεσµού µε πρωτόνια της µεθυλενοµάδας -C(4)H
2

και δίνουν επίσης µια πολλαπλή κορυφή (συζευγνύονται συνολικά µε

τέσσερα γειτονικά πρωτόνια). 

Συνοπτικά η ακολουθία συσχετισµού είναι: C(1)H
3
-C(6)H

3
-C(5)H

2
-

C(4)H
2
-C(3)H

2
.

Γενικά, πριν την ταυτοποίηση, καλό είναι να εντοπισθεί το πλέγµα

συσχετίσεων και να εφαρµοσθεί η στρατηγική ταυτοποίησης µε βάση το

πλέγµα αυτό. Στην περίπτωση αυτή η στρατηγική, που θα έπρεπε να

εφαρµοσθεί για το µόριο της 2-εξανόνης είναι η εξής. Αρχικά γίνεται

ταυτοποίηση του C(1)H
3
CO. Μετά να ακολουθήσει η ταυτοποίηση του

C(6)H
3
, η οποία θα οδηγήσει σε αναµφισβήτητη ταυτοποίηση των

C(5)H
2
-C(4)H

2
-C(3)H

2
. Η στρατηγική αυτή συντοµογραφικά παριστά-

νεται ως: 1 6 6 6 5  64  6 3

Παραδείγµατα δύο διαστάσεων COSY µερικών αµινοξέων εµφαί-

νονται στο Σχ. 6.6.8.3.

Ας δούµε ένα παράδειγµα φάσµατος 2D J-σύζευξης του πολυµερούς

της πολυκαπρολακτόνης όπου το φάσµα 2D J-σύζευξης µπορεί να βοη-

θήσει στην ταυτοποίηση του (Σχ. 6.6.8.4).

Το φάσµα έχει ληφθεί σε φασµατογράφο 500 ΜΗz. Παρατηρείται ότι

ο F
2

άξονας παριστάνει τις χηµικές µετατοπίσεις των διαφόρων πρω-
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Σχήµα 6.6.8.4. Φάσµα 2D J-σύζευξης του πολυµερούς της πολυκαπρολακτόνης.

Σχήµα 6.6.8.3. Φάσµατα COSY δύο διαστάσεων αµινοξέων. Οι συζεύξεις δείχνο-

νται µε συνεχείς γραµµές. Στις συσχετίσεις φαίνονται µόνο τα α, β, 

γ, και δ υδρογόνα φαίνονται µόνο και όχι τα όξινα υδρογόνα των 

-ΝΗ2 και -COOH.
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τονίων, που απαρτίζουν το µόριο (a,b,c,d,e) και ο F
1

άξονας τη J σύζευ-

ξη. Στο φάσµα φαίνεται η σύζευξη J
ab

. Για τα δύο πρωτόνια a παρα-

τηρείται τριπλή κορυφή, γιατί τα γειτονικά τους πρωτόνια είναι δύο b, τα

οποία είναι ισοδύναµα. Μπορείτε να δικαιολογήσετε τις παρατηρού-

µενες υπόλοιπες πολλαπλότητες κορυφών;

Στο Σχ. 6.6.8.5. εµφαίνεται ένα ετεροπυρηνικό πείραµα 13C-1H (HSQC-

Hetero-nuclear Single Quantum Coherence) της αρωµατικής περιοχής της

λινοµίδης. Με το πείραµα αυτό, ταυτοποιήθησαν οι άνθρακες, που συνδέο-

νται µε πρωτόνια. Συγκεκριµένα, είδαµε την ταυτοποίηση των αρωµατικών

πρωτονίων µέσω του φάσµατος 2D COSY. Εποµένως, οι αντίστοιχοι άνθρα-

κες που είναι συνδεδεµένοι µέσω δεσµού µε τα πρωτόνια, θα ταυτοποιηθούν

µε το ετεροπυρηνικό πείραµα HSQC δύο διαστάσεων. 

Ένα πείραµα COLOC (αντικαταστάθηκε από το HMBC- Heteronu-

Σχήµα  6.6.8.5. Ετεροπυρηνικό πείραµα 13C-1Η δύο διαστάσεων της αρωµατικής

περιοχής  του µορίου της λινοµίδης.
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clear Multiple-Bond Correlation), επίσης του µορίου της λινοµίδης, δεί-

χνεται στο Σχ. 6.6.8.6. Με το πείραµα αυτό ταυτοποιήθηκαν οι τετα-

ρτοταγείς άνθρακες του µορίου της λινοµίδης. Στο πείραµα αυτό παρατη-

ρούνται 2J και 3J συσχετισµοί ανθράκων µε πρωτόνια. Εύκολα ταυτο-

ποιούνται και οι υπόλοιποι άνθρακες όταν είναι γνωστές οι χηµικές µετα-

τοπίσεις των πρωτονίων και των συνδεδεµένων µε αυτά 13C  (13C-1H). Ο

C1 στο πείραµα αυτό συσχετίζεται µε το Η-7 και ο C-7 συσχετίζεται µε το

Η-19. Έτσι επιβεβαιώνονται οι χηµικές µετατοπίσεις των C-1 και C-7.

Επίσης, ο C-9 συσχετίζεται µε το Η-19 και εποµένως ταυτοποιείται ο C9.

O C3 ταυτοποιείται µέσω του συσχετισµού µε τα πρωτόνια Η-20 και Η-

18. Με τον τρόπο αυτό ταυτοποιήθηκαν όλοι οι άνθρακες του µορίου. 

Με τη χρήση, λοιπόν, συνδυασµού οµοπυρηνικών και ετερο-

πυρηνικών πειραµάτων µίας και δύο διαστάσεων, κατέστη δυνατή η

ταυτοποίηση όλων των πρωτονίων και ανθράκων της λινοµίδης. Θα

Σχήµα  6.6.8.6. Πείραµα δύο διαστάσεων 13C-1H  COLOC του µορίου

της λινοµίδης.
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δούµε στο επόµενο κεφάλαιο πώς

γίνεται η επιβεβαίωση ταυτοποίη-

σης των Η-19 και Η-20.

Το τελευταίο παράδειγµα ανα-

φέρεται στην ταυτοποίηση των µη

αρωµατικών ανθράκων της πα-

ρακάτω ενώσεως και αφορά τη συ-

µπλήρωση του πίνακα 6.6.8.1. Οι

πολλαπλότητες στον πίνακα 6.6.8.1

αναφέρονται σε συζεύξεις C-H.
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Πίνακας 6.6.8.1. Χηµικές µετατοπίσεις και

πολλαπλότητα των πα-

ρατηρούµενων κορυφών

συντονισµού του µορίου,

το οποίο είναι σχεδιασµέ-

νο δεξιά.

Χηµικές 

µετατοπίσεις
Σχόλια

21,9 q

41,3 t

51,8 d

61,0 d Jcp=161 Hz

65,8 d
ο άνθρακας είναι συνδεδεµένος µε 1Η το οποίο συντονίζεται

στη χηµική µετατόπιση δ=4.19 ppm (qd=6.5 Hz)

68,5 d
ο άνθρακας είναι συνδεδεµένος µε 1Η το οποίο συντονίζεται

στη χηµική µετατόπιση 4.01 ppm (dt, 2 και 7 Hz)

69,0 t Jcp=7 Hz

69,3 t Jcp=7 Hz

173,2 s

207,3 s
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Λύση: 

O C-9 ανήκει σε µεθύλιο και θα δώσει τετραπλή κορυφή. Εύκολα

λοιπόν ταυτοποιείται. Είναι επίσης ο πιο προασπισµένος και συντονί-

ζεται στα 21,9 ppm.  

Ο C-3 συνδέεται µε δεσµό µε φώσφορο και µε ένα υδρογόνο. Επο-

µένως, θα δώσει διπλή κορυφή. Συντονίζεται στα 61,0 ppm.  

Οι C-10 και C-11 συνδέονται, επίσης, µέσω οξυγόνου µε το φώ-

σφορο. Θα δώσουν τριπλές κορυφές γύρω στα 69,0 ppm. 

O C-1 δεν συνδέεται µε το φώσφορο και δίνει τριπλή κορυφή στα

41,3 ppm. 

O C-7 θα συντονίζεται στα 173,2 ppm λόγω της προάσπισης από το

άζωτο. 

Ο καρβονυλικός άνθρακας C-2 θα συντονίζεται στα 207,3 ppm. 

O C-5 δίνει διπλή κορυφή και συνδέεται µε άνθρακες που φέρουν

ένα υδρογόνο και δύο υδρογόνα. To πρωτόνιο του σχάται σε dt (διπλή-

τριπλή). 

Ο C-8 δίνει διπλή κορυφή και συντονίζεται στα 51,8 ppm. 

΄Ανθρακες Χηµικές Μετατοπίσεις

C-1

C-2

C-3

C-5

C-6

C-7

C-8

C-9

C-10, 11

Πίνακας 6.6.8.2. Πίνακας προς συµπλήρωση.
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΄Ανθρακες Χηµικές Μετατοπίσεις

C-1 41,3 t

C-2 207,3 s

C-3 61,0 d

C-5 68,5 d

C-6 65,8 d 

C-7 173,2 s

C-8 C-8 d

C9 21,9 q

C-10, 11 69,0 και 69,3 t

Πίνακας 6.6.8.3. Αντίστοιχος πίνακας ο οποίος φέρει συµπληρωµένες 

τις τιµές των χηµικών µετατοπίσεων.

Ο άνθρακας C-6 δίνει διπλή κορυφή και  είναι συνδεδεµένος µε 1Η,

το οποίο συντονίζεται σε χηµική µετατόπιση δ=4,19 ppm  και δίνει

qd=6,5 Hz. 

Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης παρέχονται στον Πίνακα 6.6.8.3.
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ΕΡΩΤΗΣΕΙΣ- ΑΣΚΗΣΕΙΣ

Ερωτήσεις

1. Ποιες µεθοδολογίες υπάρχουν για την απλοποίηση πολυπλόκων

φασµάτων;

2. Γιατί από τις µεθοδολογίες αυτές, η φασµατοσκοπία δύο διαστά-

σεων είναι η πιο διαδεδοµένη; 

3. Ποιες είναι οι κύριες κατηγορίες 2D-NMR φασµάτων;

4. Ποια διαδικασία ακολουθείται, για να βρεθούν οι συζεύξεις (µέσω

δεσµού ή χώρου) µεταξύ δύο πυρήνων Α και Β;

5. Ποια είναι τα στάδια διεξαγωγής ενός πειράµατος δύο διαστάσεων;

6. Τι σηµαίνουν τα ακρωνύµια (α) COSY (β) DQF-COSY (γ) COLOC

(δ) RELAY και (ε) ΙINADEQUATE;

7. Να εξηγήσετε πως δηµιουργείται ένα φάσµα δύο διαστάσεων.

8. Να επεξηγήσετε την παλµοσειρά, που ακολουθείται σε ένα πεί-

ραµα COSY.

9. Ποια είναι η σηµασία ενός ετεροπυρηνικού πειράµατος δύο δια-

στάσεων;

Ερωτήσεις πολλαπλής επιλογής

1. Σε ένα φάσµα δύο διαστάσεων το στάδιο ανάπτυξης:

α) προηγείται του σταδίου της ανάµιξης

β) έπεται του σταδίου της ανάµιξης

γ) έπεται του σταδίου της ανίχνευσης

δ) κανένα από αυτά

2. Η παλµοσειρά σε ένα πείραµα COSY είναι:

α) 90ο-t
1
-90ο-t

1
β) 90ο-t

1
-90ο-t

1
-90ο

γ) 90ο-t
1
-90ο-t

2
δ) 90ο-t

1
-90ο-t

2
-90ο

3. Η παλµοσειρά COSY

α) περιλαµβάνει ένα παλµό 90ο

β) περιλαµβάνει δύο παλµούς 90ο

α) δεν περιλαµβάνει παλµό 90ο

δ) περιλαµβάνει µόνο παλµούς 180ο
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4. Να αντιστοιχήσετε:

5. Ο αριθµός των συζεύξεων µέσω δεσµών (να λάβετε υπόψη όλες

τις δυνατές συζεύξεις) είναι για το µόριο της 2-υδροξυ-βουτανόλης:

α) 6             β) 5                γ) 4            δ) 7

6. Ο αριθµός 2J συζεύξεων µεταξύ ανθράκων-πρωτονίων σε ένα

ετεροπυρηνικό πείραµα δύο διαστάσεων για το µόριο της 2-υδροξυ-

βουτανόλης είναι: 

α) 2             β) 3               (γ) 4            δ) κανένα από τα α, β ή γ

7. Ο αριθµός των 3J συζεύξεων στο α-µεθυλο-βουτανικό  οξύ, που

παρατηρούνται  σε  ένα ετεροπυρηνικό πείραµα δύο διαστάσεων είναι:

α) 2             β) 3               γ) 4            δ) κανένα από τα α, β ή γ

8. Η δευτερίωση χηµικών ουσιών επιτρέπει 

α) την επίλυση προβληµάτων ταυτοποίησης ουσιών

β) µελέτη βιοχηµικών αντιδράσεων

γ) µελέτη µηχανισµών οργανικών αντιδράσεων

δ) όλα τα παραπάνω

Να απαντήσετε µε Σ, αν η πρόταση είναι σωστή ή µε Λ, αν είναι

λανθασµένη.

1. Η φασµατοσκοπία NMR δύο διαστάσεων είναι οµοπυρηνική, αν

συσχετίζονται όµοιοι πυρήνες και ετεροπυρηνική, αν συσχετίζονται δια-

φορετικοί πυρήνες µέσω δεσµού ή χώρου.

2. Η φασµατοσκοπία NMR  δύο διαστάσεων δεν χρησιµοποιείται για

την ταυτοποίηση φυσικών προϊόντων, γιατί αυτά αποτελούν πολύπλο-

κες χηµικές δοµές.

Κεφ. 6 ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ ∆ΥΟ ∆ΙΑΣΤΑΣΕΩΝ 205

DEPT ∆ιάκριση -CH από -CH
3

σε µια οργανική ένωση

COSY Γειτονικές συζεύξεις στο χώρο

SPIN-ECHO Γειτονικές συζεύξεις µέσω δεσµών

NOESY Λήψη κορυφών µε έντονο σήµα
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ΑΡΧΕΣ NMR206

3. Η συσχέτιση τριών πυρήνων αποτελεί αντικείµενο της τρισδιά-

στατης φασµατοσκοπίας.

4. Η φασµατοσκοπία 15Ν-1Η είναι χρήσιµη στην ταυτοποίηση πεπτι-

δίων γιατί αυτά πάντα περιέχουν άζωτο στη δοµή τους.

5. Κάποιος ισχυρίζεται, ότι αν το εύρος των χηµικών µετατοπίσεων

των πρωτονίων ήταν 1000 ppm, η φασµατοσκοπία NMR θα µπορούσε

να εφαρµοσθεί στην ταυτοποίηση της αλληλουχίας αµινοξέων µεγάλης

µοριακής µάζας πρωτεϊνών. 

6. Υπάρχει ένα πρωτόκολλο το οποίο παρέχει πληροφορίες για τη

σειρά των πειραµάτων που πρέπει να ακολουθηθούν για να ταυτο-

ποιηθεί ένα οργανικό µόριο.

7. Σε ένα φάσµα δύο διαστάσεων NMR υπάρχει καταγραφή δύο δια-

φορετικών πληροφοριών σε δύο διαφορετικές διαστάσεις ή σε δύο

διαφορετικούς άξονες συχνοτήτων F
2

και F
1
.         

8. Σε ένα φάσµα δύο διαστάσεων στον άξονα F
1

καταγράφονται πλη-

ροφορίες, όπως η σταθερά σύζευξης ή οι απορροφήσεις πυρήνων που

σχετίζονται ή αλληλεπιδρούν. 

9. Σε ένα ετεροπυρηνικό φάσµα δύο διαστάσεων 13C-1H στον άξονα

F
2

καταγράφονται συνήθως οι χηµικές µετατοπίσεις πρωτονίων.

10. Στο αµινοξύ της γλυκίνης (ΝΗ
2
CH

2
COOH) θα παρατηρηθεί ένας

συσχετισµός COSY των δύο διδύµων πρωτονίων της αCH
2
. 

11. Στο αµινοξύ της αλανίνης (ΝΗ
2
CH(CH

3
)COOH) θα παρατηρηθεί

ένας συσχετισµός COSY των αCH και βCH
3
. 
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Ασκήσεις

1. Να παραστήσετε και να αιτιολογήσετε το φάσµα COSY του αµινο-

ξέος της βαλίνης.

2. ∆ίνεται η αρωµατική περιοχή COSY της ενώσεως 5-(2-διµεθυλα-

µινοεθόξυ)-7-οξο-7Η-βεζο[c]-φλουρένιο και το φάσµα µε επισηµασµένα

τα υδρογόνα H1 και Η11. Μπορείτε να ταυτοποιήσετε τα υπόλοιπα αρω-

µατικά υδρογόνα στο φάσµα; Λάβετε επίσης υπόψη ότι τα πρωτόνια Η4

τα οποία συντονίζονταιι στα 8,23 ppm και Η8, το οποίο συντονίζεται στα

7,57 ppm, έχουν ταυτοποιηθεί µε πείραµα INEPT (Insensitive Nuclei

Enhanced by PolarizaTion). 

3. Ένα παράδειγµα πειράµατος RELAY δείχνεται στο παρακάτω

σχήµα για το κοιλιακό διουρητικό παράγοντα νατρίου του αρουραίου

(ANF-atrial natriuretic factor).  Οι γραµµές του σχήµατος συνδέουν ΝΗ

µε α-CH ή β-CH για το κάθε αµινοξύ. Να το µελετήσετε.

Κεφ. 6 ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ ∆ΥΟ ∆ΙΑΣΤΑΣΕΩΝ 207

Σχήµα ΑΣ6.1. Φάσµα COSY αρωµατικής

περιοχής της ένωσης Α.

R=CH
2
CH

2
N(CH

3
)
2

Chap06-20T.qxd  15/12/2005 3:46 ìì  Page 207



ΑΡΧΕΣ NMR208

Σχήµα ΑΣ 6.2. RELAY φάσµα του κοιλιακού 

διουρητικού παράγοντα να-

τρίου.

4. Να εξηγήσετε πώς µε χρήση των COSY και 13C-1H φασµάτων θα

ταυτοποιήσετε τις φασµατικές κορυφές συντονισµού των κορυφών, που

παρατηρούνται σ' αυτά για το µόριο του 2,3-διυδροφουρανίου.

Σχήµα ΑΣ 6.3. COSY (άνω) και  HSQC13 

C-1H (κάτω) φάσµατα

του µορίου του 2,3 δι-

υδροφουρανίου.
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5. Να χρησιµοποιήσετε το COSY και το

φάσµα δύο διαστάσεων 13C-1H για να ταυτο-

ποιήσετε τα πρωτόνια και τους άνθρακες της Ro-

giolenyne A. 

6. ∆ίνεται η παρακάτω ένωση και το φάσµα πρωτονίου της. Στο επό-

µενο σχήµα αιτιολογήστε τις συζεύξεις των πρωτονίων Α,Β,C και D.

Κεφ. 6 ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ ∆ΥΟ ∆ΙΑΣΤΑΣΕΩΝ 209

Σχήµα ΑΣ 6.4. COSY και 13C-1H φάσµατα  της Rogiolenyne A. 

HA

HD

O2N

HB

HC

O

CH3
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ΑΡΧΕΣ NMR210

Σχήµα ΑΣ 6.5. Συζεύξεις πρωτονίων της µετα-νιτρο-ακετοφαινόνης.

7. Στο ετεροπυρηνικό φάσµα δύο διαστάσεων C-H της πορφυρίνης

παρατηρήθηκαν 2J και 3J συζεύξεις. Να χρησιµοποιήσετε τις συζεύξεις

αυτές για να ταυτοποιήσετε τους τεταρτοταγείς άνθρακες. Η ταυτοποίη-

ση των πρωτονίων αναγράφεται πάνω από τις κορυφές του φάσµατος
1Η NMR.

Σχήµα ΑΣ 6.6. Ετεροπυρηνικό φάσµα δύο διαστάσεων C-H της πορφυρίνης

µε χρήση φασµατογράφου 400 ΜHz.

d’’
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Κεφ. 6 ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ ∆ΥΟ ∆ΙΑΣΤΑΣΕΩΝ 211

Οι πολλαπλές κορυφές στα 136 ppm οφείλονται στην πυριδίνη-d5.

Μόνο η περιοχή συντονισµού των τεταρτοταγών ανθράκων δείχνεται

στην διάσταση F
1
. Οι συσχετισµοί των πρωτονίων των µεθυλίων (µέσα

στο ορθογώνιο) είχαν πολύ ισχυρότερη ένταση και γι' αυτό χρησιµο-

ποιήθηκαν µόνο υψηλού επιπέδου ισοϋψείς καµπύλες.

8. Έχουν προταθεί οι δύο παρακάτω δοµές της σουλφογουανιδίνης.

Κάποιος ερευνητής πρότεινε ότι η φασµατοσκοπία 15Ν NMR θα µπο-

ρούσε να διευκρινίσει ποια από τις δύο δοµές είναι η πραγµατική µε το

πιο κάτω σκεπτικό. Αν η δεξιά δοµή  είναι η πραγµατική, τότε το φάσµα

θα περιέχει δύο τριπλές κορυφές. Αυτό δεν θα παρατηρηθεί φυσικά αν

η δοµή είναι αυτή που παριστάνεται στα αριστερά. Συµφωνείτε µε το

σκεπτικό του; Να θεωρήσετε ότι το άζωτο, το οποίο έχει spin=1/2  ακο-

λουθεί κανόνες πρώτης τάξεως.

9. Να αναγράψετε τρία µόρια τα οποία παρέχουν  φάσµατα COSY,

των οποίων οι χ
i

συζεύξεις µέσω δεσµού λαµβάνουν αντίστοιχα τις

τιµές: 

α) 3< χ
i
<8        β) χ

i
>8 και            γ) χ

i
<3.   

10. Να αποφανθείτε για τη χρησιµότητα λήψης φάσµατος COSY στις

ακόλουθες ενώσεις.

δα β γ
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