
ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΑ
ΠΥΡΗΝΙΚΟΥ ΜΑΓΝΗΤΙΚΟΥ ΣΥΝΤΟΝΙΣΜΟΥ

Nuclear Magnetic Resonance

Αντιγόνη Χείλαρη

Φαρμακοποιός, MSc, PhD

Τομέας Φαρμακογνωσίας και Χημείας Φυσικών 
Προϊόντων, Τμήμα Φαρμακευτικής, ΕΚΠΑ

cheilarianti@pharm.uoa.gr

Διαλέξεις Εαρινού Εξαμήνου 2025 
CHEM207

Lecture Spring/Summer 2025

Antigoni Cheilari

Pharmacist, MSc, PhD

Department of Pharmacognosy and Natural 
Products Chemistry, Faculty of Pharmacy, NKUA

cheilarianti@pharm.uoa.gr



Θ. Μαυρομούστακος, Α. Τζάκος, Γ. Σπυρούλιας, Ε. Μικρός, Α. Κολοκούρης, Κ. Παπακωνσταντίνου, Ι. 
Γεροθανάσης, Ι. Ματσούκας. Εκδόσεις Συμμετρία 2019. ISBN 978-960-266-504-6.

Δρ. Δήμητρα Μπενάκη, Τμήμα Φαρμακευτικής, ΕΚΠΑ

Δρ. Ανδρομάχη Τζάνη, Τμήμα Χημικών Μηχανικών, ΕΜΠ

William Reusch, https://www2.chemistry.msu.edu/faculty/reusch/virttxtjml/spectrpy/nmr/nmr1.htm

Jianhan Chen, BIOCH590: Biomacromolecules, University of Massachusetts Amherst (Key References: Tinoco 
Chapter 10; van Holde Chapter 12; )

Josh Kurutz, at Northwestern University’s IMSERC facility
(Integrated Molecular Structure Education and Research Center, imserc.chem.northwestern.edu)

Anne Gorham, MIT. http://nmrwiki.org/wiki/images/b/b2/DCIF-IntroNMRpart1-theory-o07.pdf

Prof. Weiguo Hu, University of Massachusetts http://nmrwiki.org/wiki/images/0/04/NMRcourse2009.1.pdf

Flemming M. Poulsen A brief introduction to NMR spectroscopy of proteins 2002 

J. Keeler, Understanding NMR

University of Ottawa NMR Facility Blog https://u-of-o-nmr-facility.blogspot.com/

Μαρία Ζερβού, Ινστιτούτο Βιολογίας, Φαρμακευτικής Χημείας & Βιοτεχνολογίας, Εθνικό Ίδρυμα Ερευνών

Κωνσταντίνος Ποταμίτης, Ινστιτούτο Βιολογίας, Φαρμακευτικής Χημείας & Βιοτεχνολογίας, Εθνικό Ίδρυμα 
Ερευνών

Literature/Figures/PPT

https://www2.chemistry.msu.edu/faculty/reusch/virttxtjml/spectrpy/nmr/nmr1.htm
http://nmrwiki.org/wiki/images/0/04/NMRcourse2009.1.pdf
https://u-of-o-nmr-facility.blogspot.com/


Οριζόντια Υποδομή ΣΘΕ ΕΚΠΑ
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Liquid State

✓ Δομικός Χαρακτηρισμός
• Synthetic compounds (organic & inorganic)
• Metal Complexes
• Natural Products

✓ Ποσοτικός προσδιορισμός qNMR
• Direct, non-invasive, accurate
• Simultaneous characterisation of compound
and matrix or API and excipients

✓ Μεταβολομικές μελέτες

✓ Παρακολούθηση αντιδράσεων

Applications NMR core facility ΕΚΠΑ

➢ 13C, 15N, 19F, 31P, (7Li, 11B, 23Na, 27Al, 29Si, 33S, 39K, 77Se, 89Y, 109Ag, 195Pt); Solid State: 13C, 15N, (19F, 27AL, 29Si, 31P, 79Br, 113Cd, 119Sn)

➢ In collaboration with Bruker for NMR in Pharma: Application of Data Integrity Principles for NMR in 
GxP environments

Solid and Semi-solid 
State

✓ Χαρακτηρισμός κόνεων
• APIs, intermediates, excipients

• 13C, 27Al, etc

✓ Πολυμερή
• 1H, 13C in semi-solid state (2D experiments)

✓ Αναγνώριση κρυσταλλικών και 
άμορφων μορφών APIs και 
τελικών προϊόντων



• Otto Stern, USA: Nobel Prize in Physics 1943, "for his contribution to the 

development of molecular ray method and his discovery of the magnetic 
moment of the proton"

• Isidor I. Rabi, USA: Nobel Prize in Physics 1944, "for his resonance method for 

recording the magnetic properties of atomic nuclei«

• Felix Bloch, USA and Edward M. Purcell, USA: Nobel Prize in Physics 1952, "for 

their discovery of new methods for nuclear magnetic precision 
measurements and discoveries in connection therewith«

• Richard R. Ernst, Switzerland: Nobel Prize in Chemistry 1991, "for his contributions 

to the development of the methodology of high resolution nuclear 
magnetic resonance (NMR) spectroscopy

• Kurt Wüthrich, Switzerland: Nobel Prize in Chemistry 2002, "for his development 

of nuclear magnetic resonance spectroscopy for determining the three-
dimensional structure of biological macromolecules in solution"

• Paul C. Lauterbur, USA and Peter Mansfield, United Kingdom: Nobel Prize in 

Physiology or Medicine 2003, "for their discoveries concerning magnetic 
resonance imaging"

NMR related Nobel Prices

http://nobelprize.org/nobel_prizes/physics/laureates/1943/index.html
http://nobelprize.org/nobel_prizes/physics/laureates/1944/index.html
http://nobelprize.org/nobel_prizes/physics/laureates/1952/index.html
http://nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1991/index.html
http://nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2002/index.html
http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2003/index.html
http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2003/index.html
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http://esperia.iesl.forth.gr/~kafesaki/Modern-Physics/various/SURAChart.jpg

Φασματοσκοπία



ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΗ ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑΣ ΚΑΙ ΥΛΗΣ

• Απορρόφηση
Μετάβαση σε υψηλότερο ενεργειακό επίπεδο

• Εκπομπή 
Μετάβαση σε χαμηλότερο ενεργειακό επίπεδο

• Σκέδαση
Ελαστική ή ανελαστική με αλλαγή μήκους κύματος

NMR



Absorption spectrum of anthracene in 
cyclohexane measured using the FS5 
Spectrofluorometer. Experimental 
parameters: Δλ = 1 nm

Fluorescence spectra of pure Methylene Blue (MB, 1) 
and DNA-MB complexes (2-13). The curve 1 corresponds 
to fluorescence intensity spectrum of pure MB. The 
curves 2-13 correspond to fluorescence intensity spectra 
of DNA-MB complexes with the following concentrations

IR spectrum of octane

CD spectrum of DNA derived from bovine thymus

ΦΑΣΜΑΤΑ ΔΙΑΦΟΡΕΤΙΚΩΝ ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΕΩΝ ΑΚΤΙΝΟΒΟΛΙΑΣ ΚΑΙ ΥΛΗΣ
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Απουσία εξωτερικού μαγνητικού πεδίου

–Absence of 𝚩𝟎 

Μακροσκοπική μαγνήτιση 𝚳=0
I (κβαντικός αριθμός spin) ≠ 0 μαγνητικά ενεργοί πυρήνες

Το spin (ιδιοστροφορμή γύρω 
από φανταστικό άξονα) είναι 
θεμελιώδης ιδιότητα της ύλης, 
όπως η μάζα ή το ηλεκτρικό 
φορτίο.

NMR



B0: applied magnetic field; 
J: nuclear angular momentum; 

μ: magnetic dipole moment

Μεταπτωτική κίνηση του πυρήνα γύρω από τον άξονα του εξωτερικού μαγνητικού πεδίου Β0

αντίστοιχη με την κίνηση μίας σβούρας στο βαρυτικό πεδίο της Γης

Παρουσία εξωτερικού μαγνητικού πεδίου 𝚩𝟎

applied 𝚩𝟎

Συχνότητα μετάπτωσης, Larmor frequency ω = γ B0

NMR



NMR



aligned

against

I=1/2

Επιτρεπόμενες καταστάσεις spin για 1H
2I+1

NMR



about 1 in 10,000 for 1H in an 11.74 T magnetic field

NMR



Σχετικοί πληθυσμοί – Κατανομή 𝑩𝒐𝒍𝒕𝒛𝒎𝒂𝒏

NMR



Σχετικοί πληθυσμοί – Κατανομή 𝑩𝒐𝒍𝒕𝒛𝒎𝒂𝒏

NMR



How it works

NMR



ΦΑΣΜΑΤΟΜΕΤΡΟ NMR ΣΧΗΜΑΤΙΚΟ ΔΙΑΓΡΑΜΜΑ

NMR



NMR



Nb: Νιόβιο; ; Ta: Ταντάλιο; Sn: Κασσίτερος;Ti: Τιτάνιο

NMR



History of NMR Bο field along with technological milestones (courtesy of Bruker Biospin).

NMR
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NMR
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Ατομικό επίπεδο Μακροσκοπικό επίπεδο

Από πού προέρχεται η μαγνήτιση;

Κβαντική θεώρηση Κλασσική Θεώρηση

NMR



Από πού προέρχεται το σήμα του NMR

Με την εφαρμογή ενός παλμού
  επιτυγχάνεται Συμφωνία Φάσης

Ισορροπία →    Διέγερση

NMR



Αποκατάσταση

Η διαδικασία επαναφοράς των πυρηνικών σπιν στην ισορροπία που καθορίζεται από την 
κατανομή  Boltzmann.
Δύο γεγονότα συμβαίνουν: 
(1) Μεταπτώσεις από την κατάσταση |β> στην |α> ώστε να αποκατασταθεί η συνιστώσα 

Mz με ρυθμό R1 και
(2) Απώλεια φάσης της Mx στο επίπεδο XY με ρυθμό R2.

Διαμήκης Αποκατάσταση (R1)

Εγκάρσια Αποκατάσταση (R2)

NMR



Ισορροπία→    Διέγερση →     Αποκατάσταση → Ισορροπία

NMR



NMR
Ισορροπία→    Διέγερση →     Αποκατάσταση → Ισορροπία



Ελευθερα Επαγώμενη Αποκατάσταση
(FID – Free Induction Decay)

Ισορροπία→    Διέγερση →     Αποκατάσταση → Ισορροπία

NMR



Ισορροπία→    Διέγερση →     Αποκατάσταση →

NMR



Ισορροπία→ Διέγερση →Αποκατάσταση → Ισορροπία

.

.

.
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Fourier Transformation

NMR

FT



Fourier Transformation

Μεγάλα βιομόρια τc  >>> Τ2 >>  άρα φασματικές γραμμές πολύ διευρυμένες  
Μικρά μόρια  τc  <<< Τ2 <<  άρα φασματικές γραμμές πολύ στενές 

NMR



Fourier Transform

NMR



Pulsed Fourier Transform Spectroscopy

icon_watchfid2_big

icon_watchspec2

NMR
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1. Chemical Shift δ (ppm) – Χημική Μετατόπιση δ (ppm)
2. Coupling Constant J(Hz) – Σταθερά Σύζευξης J(Hz)
3. Integrals – Εμβαδό κορυφών συντονισμού 

NMR



ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΕΣ ΑΠO ΤΑ ΦΑΣΜΑΤΑ 1H NMR 1D

1. Θέση κορυφής συντονισμού στο φάσμα - Χημική μετατόπιση
ΧΗΜΙΚΟ ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝ  

Το τοπικό μαγνητικό πεδίο που «αισθάνεται» ο κάθε πυρήνας 
τροποποιείται από:
• Γειτονικούς πυρήνες και χημικές ομάδες
• Nέφος ηλεκτρονίων

Βπραγματικό  = Βεφαρμοζόμενο  - Βτοπικό

1α. Αριθμός των κορυφών συντονισμού → Διαφορετικά Eίδη 
πυρήνων Η

Chemical shift



Οι  συχνότητες  συντονισμού  των  πυρήνων  του  ίδιου  στοιχείου  
μέσα  σε  ένα  μόριο επηρεάζονται με χαρακτηριστικό τρόπο από το 
χημικό τους περιβάλλον, δηλαδή από την ηλεκτρονιακή πυκνότητα 
που τα περιβάλλει και το είδος των ατόμων με τα οποία 
συνδέονται.
➢ Τοπική Διαμαγνητική Θωράκιση
➢ Μαγνητική Ανισοτροπία
➢ Επαγωγικό Φαινόμενο

• δεσμοί υδρογόνου
• η οξύτητα του διαλύματος, 
• φαινόμενα διαλυτότητας, 
• συγκέντρωσης, καθώς και 
• θερμοκρασίας

επηρεάζουν σημαντικά τη θέση των πυρήνων υδρογόνου στο 
φάσμα

Chemical shift



p. 79

Κώνος θωράκισης

Κώνος 
αποθωράκισης

Chemical shift



p. 78

• Διαμαγνητική θωράκιση 

Συντονισμός σε Β=Β0+Β1

~ ηλεκτρονιακή πυκνότητα

• Μαγνητική ανισοτροπία

~Χημικών δεσμών

Επαγωγικά ρεύματα προς ορισμένες 
διευθύνσεις.

Διαμαγνητικό ρεύμα – θωράκιση

Παραμαγνητικό ρεύμα - αποθωράκιση

Chemical shift



Magnetic anisotropy

Επαγωγικά ρεύματα προς ορισμένες διευθύνσεις.

Διαμαγνητικό ρεύμα – θωράκιση

Παραμαγνητικό ρεύμα - αποθωράκιση

In the region where the field lines are antiparallel to the Bo vector, the field is called 
diamagnetic.

When they are parallel, the field is called paramagnetic.

Chemical shift



The chemical shift is independent of the instrument used.

If the chemical shift were measured in Hz, then the chemical shift of a 
given proton would differ across various NMR instruments, because the 

absorption frequency (ν) is a function of the magnetic field strength 
(Bo).

Chemical shift



δ (ppm)

Chemical shift



Τί τιμή χημικής μετατόπισης  από  το  μόριο  αναφοράς  θα  παρουσιάσει  ένα  συγκεκριμένο 
πρωτόνιο οργανικού  μορίου,  το  οποίο  συντονίζεται  σε  συχνότητα  νi =120  Hz  σε  ένα 
φασματογράφο 60 MHz; δ = νi / ν0  = (120 Hz / 60 MHz) x 106 = 2 ppm

Chemical shift



Chemical shift

Inductive effect

Resonance effect



Chemical shift

Hydrogen bonds

Intermolecular bonds → dependence on the concentration of the compound in the sample
Intramolecular bonds → independent of concentration or temperature



Chemical shift



Chemical shift



Chemical shift



Chemical shift



13C Chemical shift



13C Chemical shift



13C Chemical shift
¹³C NMR Spectroscopy
1.Low Natural Abundance (1.1%)

1. The ¹³C isotope constitutes only 1.1%
of natural carbon, making it 400× less 
sensitive than ¹H NMR, Consequence: 
Requires longer acquisition times or 
higher sample concentrations.

2.No ¹³C-¹³C Coupling
1. Due to the low abundance, the 

probability of two ¹³C nuclei being 
adjacent is negligible, so ¹³C-¹³C 
splitting is absent in spectra.

3.Proton Decoupling
1. Standard ¹³C spectra are recorded with 

broadband ¹H decoupling to eliminate 
¹H-¹³C splitting (which would otherwise 
complicate spectra), yield single peaks
for each chemically distinct carbon.



13C Chemical shift
¹³C NMR Spectroscopy
4.Number of Peaks = Number of Unique 
Carbons

1. Each peak represents a chemically 
equivalent carbon group, Example: 
Acetone (CH₃-CO-CH₃) shows two 
peaks (one for the carbonyl, one for 
the methyl carbons).

5.Chemical Shift Range (0–200 ppm)
1. Much broader than ¹H NMR (0–12 

ppm), allowing better resolution of 
structurally similar carbons, Sp³ 
carbons: 0–90 ppm (e.g., alkanes), Sp² 
carbons: 100–200 ppm (e.g., alkenes, 
carbonyls).

6.Factors Influencing Chemical Shifts
1. Similar to ¹H NMR: (Electronegativity

of nearby atoms, Hybridization (sp³ vs. 
sp²), Ring strain, hydrogen bonding, 
and solvent effects.



13C Chemical shift



13C Chemical shift



1.Oxygen (O)
The presence of an electronegative oxygen atom deshields the α-carbon, shifting its 
resonance to 65–90 ppm.

2.Halogens (F, Cl, Br, I)
1. Unpredictable effects: Halogens exhibit complex electronic interactions (inductive vs. 

resonance effects).
2. Directly bonded carbons: Shifted to 30–50 ppm due to deshielding.

Example: Chloromethane (CH₃-Cl) has its carbon at ~35 ppm.
3. Non-additive interactions: Multiple halogens cause non-linear shifts (not a simple sum 

of individual effects).

3.Shielding in Multiple Substitutions
1. In polyhalogenated compounds, steric crowding or electron delocalization may lead to 

unexpected shielding (upfield shifts).
1. Example: In CFCl₃, the carbon appears at ~110 ppm (unusually downfield due to 

cumulative electronegativity).

13C Chemical shift

¹³C NMR chemical shifts influenced by electronegative atoms (oxygen/halogens)



1.Chemical Shift Range:
1. The sp-hybridized carbons of alkynes 

resonate at 65–85 ppm (Example: The 
terminal carbon of 1-hexyne (≡CH) 
appears at ~67 ppm, while internal 
alkynes (e.g., RC≡CR') appear at ~75–
85 ppm.

2.Strong Shielding Effect:
1. Alkynes shield adjacent carbons (α-

carbons) due to the cylindrical π-
electron cloud of the triple bond, 
which circulates to oppose the 
external magnetic field and move α-
carbons upfield (lower ppm) 
compared to alkenes or alkanes.

13C Chemical shift
¹³C NMR Characteristics of Alkynes



1.Deshielded Chemical Shift:
1. Carbonyl carbons are highly deshielded due 

to the strong electron-withdrawing effect of 
the oxygen.

2. They resonate in the range 170–210 ppm, 
depending on the type of carbonyl:

1. Aldehydes/Ketones: ~190–210 ppm
2. Esters/Amides: ~160–180 ppm
3. Carboxylic Acids: ~170–185 ppm

2.Weak Signal Intensity:
1. Carbonyl carbons typically show lower peak 

intensity in standard ¹³C NMR spectra 
because:

1. They lack directly attached protons (H), 
which are crucial for the Nuclear 
Overhauser Effect (NOE)—a mechanism 
that enhances signal intensity in ¹H-
coupled spectra.

2. Their long relaxation times (T₁) reduce 
sensitivity.

13C Chemical shift
¹³C NMR of Carbonyl Groups (C=O)



1.Chemical Shift Range:
1. Aromatic carbons typically resonate in 

the 120–140 ppm region.
2. Substituent Effects:

1. Electron-withdrawing groups
(e.g., NO₂, COOH) shift carbons 
downfield (higher ppm).

2. Electron-donating groups (e.g., 
OCH₃, CH₃) shift carbons upfield
(lower ppm).

2.Signal Intensity Differences:
1. Substituted carbons (directly bonded 

to a substituent) often show lower 
intensity due to:

1. Lack of attached protons (reduced 
NOE enhancement).

2. Longer relaxation times (T₁)
compared to unsubstituted 
carbons.

2. Unsubstituted carbons (with attached 
protons) appear stronger.

13C Chemical shift
¹³C NMR of Aromatic Carbons



13C NMR

Principle of DEPT
•Purpose: Distinguish CH₃, CH₂, CH, and Cq (quaternary) carbons in a single experiment.
•Mechanism: Uses polarization transfer from ¹H to ¹³C via carefully timed RF pulses, enhancing 
sensitivity and editing signals based on protonation.

Pulse Sequence & Spin Echo
• ¹H Excitation: Initial pulse creates coherence.
• Polarization Transfer: J-coupling transfers magnetization to ¹³C.
• Variable ¹H Pulse Angle (θ):

• θ = 45°: All CHₙ signals appear (CH, CH₂, CH₃).
• θ = 90°: Only CH peaks visible.
• θ = 135°: CH/CH₃ ↑ (positive), CH₂ ↓ (negative).

•Spin Echo: Refocuses chemical shifts, removes artifacts.

DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer)
A Powerful Tool for Carbon-Type Differentiation



13C NMR

DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer)
A Powerful Tool for Carbon-Type Differentiation

DEPT Mode Visible Carbons Peak Phase

DEPT-135 CH/CH₃ (+) , CH₂ (−) Mixed

DEPT-90 CH only Positive

DEPT-45 CH, CH₂, CH₃ All positive



13C Chemical shift



31P Chemical shift
Chemical shifts positive and negative scale



1. Chemical Shift δ (ppm) – Χημική Μετατόπιση δ (ppm)

2. Coupling Constant J(Hz) – Σταθερά Σύζευξης J(Hz)
3. Integrals – Εμβαδό κορυφών συντονισμού 

NMR



ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΕΣ ΑΠO ΤΑ ΦΑΣΜΑΤΑ 1H NMR 1D

2. Αριθμός γειτονικών πυρήνων 1Η 
ΠΟΛΛΑΠΛΟΤΗΤΑ ΚΟΡΥΦΗΣ ΣΥΝΤΟΝΙΣΜΟΥ-Σταθερά σύζευξης J

Κανόνας n+1

Coupling Constant J



Σταθερά σύζευξης πυρηνικών spin (J) 
Multiplicity Relative Line Intensity

singlet

doublet

triplet

quartet

quintet

Coupling Constant J

Spin-spin coupling
The interaction (coupling) between the spins of neighboring magnetic nuclei, which is 

transmitted through the spins of the bonding electrons, is called spin-spin coupling and is 
expressed by the coupling constant J (in Hz).

The intensities of the peaks are not random — they relate to the number of hydrogens.
They are described by Pascal's triangle.



Σύζευξη πυρηνικών spin  / Σχάση / Spin-spin coupling
 

Coupling Constant J

HA is affected by:
• Bo
• a smaller magnetic field due to proximity to the HB (HB nuclei parallel and antiparallel of Bo, 

doublet)

HΒ is affected by:
• Bo
• a smaller magnetic field due to proximity to the HΑ

(HΑ nuclei parallel and antiparallel of Bo, triplet)

3JΗΗ



Through-Bond Interaction (J-Coupling):
Nuclei (e.g., ¹H or ¹³C) with spins aligned with/against the magnetic field alter the electron distribution 
in intervening bonds, creates slight shifts in the effective field sensed by neighboring nuclei, causing 
peak splitting

Distance Dependence:
1. ¹H-¹H Coupling: Strongest over 3 bonds (e.g., vicinal coupling in H–C–C–H).
2. Long-range coupling (≥4 bonds) is weak but observable in rigid systems (e.g., aromatics).

n+1 Rule:
A nucleus coupled to n equivalent neighbors splits into n+1 peaks.

Coupling Constant J 3JΗΗΣύζευξη πυρηνικών spin  / Σχάση / Spin-spin coupling
 



Coupling Constant J



Coupling Constant J



Coupling Constant J



J= A + Bcosφ + Ccos2φ
Karplus Equation

Coupling Constant J

The coupling constant provides information about the geometry of the molecule, such as the 
dihedral angle



Coupling Constant J
• A dihedral angle of 0° or 180° typically 

results in a large coupling constant.
• A dihedral angle of 90° results in a small 

coupling constant.

High Resolution NMR!!!



• Nuclear spin-spin coupling constant (J):
The distance between the peaks of the signal
It is measured in Hz (typically 0-18).
It depends on the stereochemistry of the molecule

Coupling Constant J



The coupling constant provides important information about the stereochemistry of the 
molecule, such as:
•The dihedral angle between coupled protons (via the Karplus equation).
•The number of bonds between the coupled nuclei (e.g., geminal, vicinal, or long-range 
coupling).
•The electronic environment around the coupled nuclei.
Thus, J is a powerful tool for determining the 3D structure and conformation of molecules.

Coupling Constant J



Coupling Constant J



Coupling Constant J

❖ Δίδυμη σύζευξη (geminal coupling)
requires that the two hydrogens are 
magnetically non-equivalent (restricted 
rotation or asymmetric carbon adjacent to the 
examined group)

• The two non-equivalent hydrogens on the same carbon (Ha’-C-Ha), which are separated by 
only two bonds (²J). The magnitude of the J value (in Hz) depends on the H-C-H angle (105-
125°)

❖ Γειτονική σύζευξη (vicinal: vic couling)

• Refers to the spin-spin interaction between nuclei (typically protons) that are separated by 
three bonds (3J). (e.g., H–C–C–H). Often observed in alkenes (e.g., H–C=C–H) and saturated 
systems (e.g., H–C–C–H in alkanes).



Coupling Constant J

Reality



Coupling Constant J

Reality



Coupling Constant J



Coupling Constant J

Long range couplings 4J, 5J, W



Coupling Constant J
Temperature and chemical exchange
The -OH proton signal in alcohols appears as:
•A single, broad peak in impure solutions (fast exchange).

➢ Proton hopping: The -OH proton rapidly exchanges with protons from water or other 
protic impurities, averaging the spin environments.

➢ Result: A single broad peak (lifetime too short to resolve coupling).

•A triplet in ultra-pure, anhydrous samples (slow exchange). 
➢ No exchange: The -OH proton remains on the alcohol molecule long enough to "see" 

the spin states of adjacent protons (e.g., -CH₂- in ethanol).
➢ Spin-spin coupling: The -OH signal splits into a triplet (n+1 rule: couples to 2 equivalent 

-CH₂ protons).



Coupling Constant J



Coupling Constant J

1,1,2-trichloroethane (CHCl2CH2Cl)



Coupling Constant J

Σύζευξη – Αποσύζευξη  (decoupling) πυρηνικών spins (J) 



Coupling Constant J

Σύζευξη – Αποσύζευξη  (decoupling) πυρηνικών spins (J) 



Coupling Constant J

Σύζευξη – Αποσύζευξη  (decoupling) πυρηνικών spins (J) 
Coupling in ¹³C NMR
•¹H-¹³C Coupling (¹JH-C):

• Observed in coupled spectra (no decoupling).
• Range: 110–320 Hz (depends on hybridization: sp³ ~125 Hz, sp² ~160 Hz, sp ~250 Hz).
• Example: Methane (CH₄) shows a doublet (¹JH-C = 125 Hz).

•Complexity: Coupled spectra are crowded due to overlapping multiplets (e.g., CH₂ groups → 
triplets).



Coupling Constant J

Σύζευξη – Αποσύζευξη  (decoupling) πυρηνικών spins (J) 
•Non-decoupled ¹³C spectra show multiplets for each carbon:

•CH → Doublet (¹JH-C). 110–320 Hz
•CH₂ → Triplet (¹JH-C). 0–60 Hz
•CH₃ → Quartet (¹JH-C). 0–15 Hz
•Quaternary C (Cq) → Singlet (no attached H).

•Overlap: Multiple couplings (e.g., ¹J + ²J) create "messy" spectra



Coupling Constant J

Σύζευξη – Αποσύζευξη  (decoupling) πυρηνικών spins (J) 
Practical Challenges
•Low sensitivity: Coupling further reduces signal intensity (vs. decoupled spectra). Decoupling 
increases ¹³C signal intensity via the Nuclear Overhauser Effect (NOE).
•Broad peaks: Overlapping multiplets complicate analysis.

When to Use Coupled ¹³C NMR?
•To measure ¹JH-C for hybridization studies (e.g., sp² vs. sp³ carbons).
•To detect long-range couplings (²J, ³J) in rigid systems (e.g., cyclic compounds).



1. Chemical Shift δ (ppm) – Χημική Μετατόπιση δ (ppm)
2. Coupling Constant J(Hz) – Σταθερά Σύζευξης J(Hz)

3. Integrals – Εμβαδό κορυφών συντονισμού 

NMR



ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΕΣ ΑΠO ΤΑ ΦΑΣΜΑΤΑ 1H NMR 1D

3. INTEGRAL of a resonance corresponds to the area under the peak, which is 

directly proportional to the number of hydrogen nuclei (protons) 
contributing to that signal 

quantitative information about the relative number of protons in different 
environments within the same molecule.

Integral



Between different molecules, we obtain information about the ratios in a mixture
• relative intensities (areas)
• must be under the same experimental conditions (e.g., same solvent, temperature, and instrument settings
• relaxation times of the nuclei should be similar, or appropriate corrections must be applied to ensure accurate

quantification

Integral



Integrals

The areas of the integrated peaks are 
recorded on the spectrum as a stepped line, 

where the height of each step is proportional 
to the area of the peak



Integrals

ΗB → 2 protons
ΗΑ → 3 protons



Sample Preparation



Parameters

Παράγοντες που επηρεάζουν την ποιότητα του δείγματος (Factors Affecting 
Sample Quality)

1. Περιέκτες (NMR tubes)
✓ Ειδικά Σωληνάρια από Χαλαζία (Special Quartz Tubes- SiO₂-high/low temperatures)
✓ Χωρίς ατέλειες στην επιφάνεια (Free from surface imperfections- minimizes field 

distortions)
 Χαραγές, καμπυλότητα (No scratches, no curvature)

Sample Preparation



Sample Preparation

Parameters

Παράγοντες που επηρεάζουν την ποιότητα του δείγματος (Factors Affecting 
Sample Quality)

2. Διάλυμα Δείγματος (Solution-must be homogenous and free of particles)
✓ Δευτεριωμένοι Διαλύτες (Deuterated solvents-lock)
✓ Διαυγή Διαλύματα (clear solutions-avoid broad signals)
Κατάλληλος Δ/της, Φιλτράρισμα (solvent choice, filtering)
✓ Όγκος Διαλύματος (sample volume-500-600 μL)



Parameters

Παράγοντες που επηρεάζουν την ποιότητα του δείγματος (Factors Affecting 
Sample Quality)

2. Διάλυμα Δείγματος (Solution)
✓ Δευτεριωμένοι Διαλύτες (Deuterated solvents)
✓ Διαυγή Διαλύματα (clear solutions)
Κατάλληλος Δ/της, Φιλτράρισμα (solvent choice, filtering)
✓ Όγκος Διαλύματος (sample volume)

Sample Preparation



1. Chemical Shift δ (ppm) – Χημική Μετατόπιση δ (ppm)
2. Coupling Constant J(Hz) – Σταθερά Σύζευξης J(Hz) extras
3. Integrals – Εμβαδό κορυφών συντονισμού 

NMR



Coupling Constant J(Hz) – spin-spin σύζευξη/σταθερά σύζευξης J(Hz)

NMR

Bond count:
•Geminal (²J, H–C–H)
•Vicinal (³J, H–C–C–H)

n+1 rule



Coupling Constant J



Coupling Constant J



Coupling Constant J

When the n+1 Rule Fails: The Branching Method for Non-Equivalent Protons
The n+1 rule assumes:
•Magnetically equivalent protons (same chemical shift and identical coupling to all neighbors).
•First-order coupling (Δν >> J).
When it fails:
•Protons on the same carbon (e.g., –CH₂–) become non-equivalent due to:

• Restricted rotation (e.g., in cyclic compounds or double bonds).
• Adjacent chiral centers (asymmetric carbons).

•Results in complex splitting patterns (e.g., AB, ABX systems).



Coupling Constant J

Cases Example Splitting Pattern

Geminal protons (–CH₂–) Hₐ–C–Hᵦ in a rigid ring AB system (leaning doublets)

Adjacent to chiral center CH₂ in R-CH₂-CHX-R’ Two distinct dd (Hₐ ≠ Hᵦ)

Double bonds (cis/trans) Hₐ–C=C–Hᵦ Depends on stereochemistry

Common Cases of Non-Equivalent Protons



Coupling Constant J



Coupling Constant J



Coupling Constant J



Coupling Constant J
Magnetically Non-Equivalent Nuclei: Definition and Consequences in NMR

•Chemically equivalent (same chemical shift, να= νβ), but
•Couple differently to other active nuclei in the molecule (Jαγ≠ Jβγ), they are termed 
magnetically non-equivalent.



Coupling Constant J
Chemical vs. Magnetic Equivalence in NMR

•Chemically Equivalent Nuclei:
• Same chemical shift (δ).
• Same molecular environment (e.g., methyl protons in CH₃– groups).

•Magnetically Equivalent Nuclei:
• Same chemical shift and identical coupling to all other nuclei in the molecule.

•Magnetically equivalent nuclei: Produce simple spectra (follow n+1 rule).
•Magnetically non-equivalent nuclei: Create complex patterns (AA'BB', ABX systems).



Coupling Constant J
Pople's Notation for NMR Spectra Classification
(A System to Categorize Spin Systems Based on Complexity)

•First-order (simple, follows n+1 rule).
•Second-order (complex, violates n+1 rule).

Feature First-Order (AX, AMX) Second-Order (AB, ABC)

Δν/J Ratio Δν/J ≥ 6 Δν/J < 6

Peak Shape Symmetric, n+1 multiples Asymmetric



Impact of Δν/J Ratio on NMR Spectral Resolution
The clarity of NMR spectra depends on the ratio of the chemical shift difference (Δν) to the 
coupling constant (J) between two nuclei:
•Large Δν/J → First-order spectra (clean, symmetric peaks, follows n+1 rule).
•Small Δν/J → Second-order spectra (complex, asymmetric peaks, violates n+1 rule).

Coupling Constant J

•Δν: Chemical shift difference (Hz).
•J: Coupling constant (Hz).

Temperature changes 
can modify Δν/J ratios



Coupling Constant J

Aromatic Systems and Second-Order NMR Spectra
Aromatic systems most frequently exhibit second-order spectra because:
1.Chemical shifts of aromatic protons are often very close (small Δν).
2.Coupling constants (J) between them are relatively large.

Label Condition Example

A, B, C... Chemically similar (Δν/J < ~6) AB system

X, Y, Z... Chemically distant (Δν/J >> 6) AX system

•Use A, B, C for nuclei with similar shifts (Δν ≈ J).

•Use X, Y, Z for nuclei with large shift differences (Δν >> J).



Coupling Constant 

2nd Order: People’s Notation for Chemically Equivalent but Magnetically Non-Equivalent Nuclei

Why Magnetic Non-Equivalence Arises
•Restricted rotation: rings or double bonds
•Chiral environments: Adjacent stereocenters 
create non-identical coupling
•Symmetry breaking: Isotopes

AA'XX'
Two pairs of chemically equivalent but 
magnetically non-equivalent nuclei.



Coupling Constant 
Practical Implications
1.High-Field NMR Magnets (Converts AB → AX systems (e.g., 600 MHz vs 300 MHz)
2.When Δν ≈ J:

1. Use quantum mechanical simulations to interpret spectra.
3.When Δν >> J:

1. Apply the n+1 rule



Coupling Constant 
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Coupling Constant 



2D NMR



Richard Robert Ernst
(1933 - June 4th 2021) was among the 
developers of Fourier transform NMR 
spectroscopy, and later extended this to two-
and higher-dimensional NMR spectroscopy. 
His work laid the foundations for present-day 
use of NMR spectroscopy as a universal tool 
to investigate materials and chemically or 
biologically relevant molecules.

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/anie.202109253

2D or higher-dimensional NMR



An artificially 2nd dimension of time is created

2D or higher-dimensional NMR



An artificially 2nd dimension of time is created

2D or higher-dimensional NMR

COSY pulse sequence

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) (t1) 
γ) ανάµιξη των σπιν (mixing)  και 
δ) ανίχνευση (detection) του σήµατος (t2)



2D or higher-dimensional NMR



2D or higher-dimensional NMR

α) προετοιµασία των σπιν  (preparation) 
β) εξέλιξη των σπιν και µαγνήτισης (evolυtion) (t1) 
γ) ανάµιξη των σπιν (mixing)  και 
δ) ανίχνευση (detection) του σήµατος (t2)



2D or higher-dimensional NMR
Fourier transformation in two dimensions 
for a pair of uncoupled singlets

https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-030-18252-6_5#Fig1

Fourier transformation in two dimensions 
of a coupled set of peaks in a COSY



2D NMR

Why do we need 2D spectra?



2D NMR
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CH

α) Ομοπυρηνικά / Homonuclear

COSY
COrrelation
SpectroscopY

TOCSY
TOtal Correlation 
SpectroscopY

NOESY
Nuclear Overhauser 
Effect SpectroscopY

COSY ¹H-¹H (2-3 bonds)
Spin systems in small 
molecules

TOCSY ¹H-¹H (whole system) Sugar rings, peptides

NOESY ¹H-¹H (through-space)
3D structure, 
conformation

Incredible  Natural  Abundance  DoublE QUAntum Transfer  Experiment



2D NMR

β) Ετεροπυρηνικά / Heteronuclear

HSQC
Heteronuclear 
Single Quantum 
Coherence

HMBC
Heteronuclear 
Multiple Bond 
Correlation

C

H

H

C C C

H

HH

H

H

H

C

H

H

C C C

H H

HH

H

H

HSQC ¹H-¹³C (1-bond) Direct C-H assignments

HMBC ¹H-¹³C (2-4 bonds)
Quaternary carbons, 
connectivity



2D or higher-dimensional NMR

α) Ομοπυρηνικά / Homonuclear

a) 2D-J NMR (J-Resolved NMR Spectroscopy)
•Used for analyzing J-coupling constants between nuclei.
•Separates chemical shifts and J-couplings into different dimensions, aiding spectral 
interpretation.
b) COSY-NMR (Correlated Spectroscopy)
•Detects through-bond correlations between coupled nuclei.
•Helps identify spin systems in molecules, commonly used for ¹H-¹H correlations.
c) NOESY-NMR (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy)
•Detects through-space interactions via the Nuclear Overhauser Effect (NOE).
•Provides spatial information, crucial for 3D structure determination of biomolecules.



2D or higher-dimensional NMR

J-resolved (pseudo-2D)



2D or higher-dimensional NMR

COSY-homonuclear COrrelation SpectroscopY

The contour lines that appear along the diagonal of a COSY spectrum represent the projection of the 
absorptions from both axes onto the diagonal of the 2D-NMR spectrum. The coupling and interaction
between any two nuclei of a molecule can be identified in the 2D-NMR spectrum from the symmetric 
points off the diagonal, which connect the absorptions of the two coupled nuclei.



2D 1H- 1H NMR

COSY 
1H-1H Correlation through 3J

only signals of protons which are two or 
three bonds apart are visible in a COSY 

spectrum (red signals)

2D NMR

ω1

ω2



2D 1H- 1H NMR

COSY 
1H-1H Correlation through 3J

TOCSY
Correlation of the whole spin system

only signals of protons which are two or 
three bonds apart are visible in a COSY 

spectrum (red signals)

magnetization is dispersed over a 
complete spin system of an amino acid by 

successive scalar coupling

2D NMR



2D 1H- 1H NMR
COSY 
1H-1H Correlation through 3J

TOCSY
Correlation of the whole spin system

only signals of protons which are two or 
three bonds apart are visible in a COSY 

spectrum (red signals)

magnetization is dispersed over a 
complete spin system of an amino acid by 

successive scalar coupling

2D NMR



2D NMR



2D NMR



Nuclear Overhauser Effect (NOE)

2D NMR

The NOE Phenomenon
A change in the intensity of one NMR signal when another nearby spin is perturbed, due to dipole-dipole interactions through space (not 
bonds!). Mechanism: Cross-relaxation during spin-state transitions. Transmitted via mutual flipping of spins in the magnetic field.
What NOESY Tells Us
1.Intramolecular Interactions: proton pairs closer than 5 Å 
2.Molecular Conformation: eg cis vs. trans isomers
3.3D Structure



Nuclear Overhauser Effect (NOE)

-Dipole-dipole relaxation
-through space correlation (<5Å)

➢ stereochemistry and conformation of molecules

-Irradiate one nucleus
➢ intensity of nuclei which are close in space change
➢ magnitude change depends on nuclei type
➢ depends on distance between nuclei

4.1Å

2.9Å

NOE

2D NMR



Nuclear Overhauser Effect (NOE)

2D NMR

Distance Relationship
•NOE strength:

• Example: Methyl groups in a protein (2.5 Å apart) show 
much stronger NOE than distant protons (4–5 Å).



NOESY vs ROESY (Rotating-frame Overhauser Effect Spectroscopy)

2D NMR

Κατάλληλο για μικρά/μεσαία μόρια που δεν δείχνουν "κανονικό" NOE (λόγω γρήγορης 
περιστροφής). Πάντα θετικό NOE (ακόμη και για μικρά μόρια).
• Αποφεύγει το πρόβλημα του μηδενικού NOE σε γρήγορα περιστρεφόμενα μόρια



Nuclear Overhauser Effect (NOE)

2D NMR

1D NOE….



2D NMR

β) Ετεροπυρηνικά / Heteronuclear

HSQC
Heteronuclear 
Single Quantum 
Coherence

HMBC
Heteronuclear 
Multiple Bond 
Correlation
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H H

HH

H

H

HSQC ¹H-¹³C (1-bond) Direct C-H assignments

HMBC ¹H-¹³C (2-4 bonds)
Quaternary carbons, 
connectivity



2D or higher-dimensional NMR

HSQC sucrose

HSQC - Heteronuclear Single Quantum Coherence



2D or higher-dimensional NMR

DEPT-edited HSQC spectrum of camphor in CDCl3

HSQC - Heteronuclear Single Quantum Coherence



2D NMR



2D NMR

HMBC - Heteronuclear Multiple Bond Correlation
Detects 2-4 bond correlations between protons (¹H) and carbons (¹³C), revealing non-

directly bonded relationships. Key Feature: "Sees through" heteroatoms (O, N) and 

quaternary carbons (Cq).



2D NMR

INADEQUATE - Incredible  Natural  Abundance  DoublE QUAntum Transfer  Experiment



2D NMR

παρέχουν έναν τρόπο για να διαχωριστούν οι ενώσεις σε ένα μείγμα με βάση τους 
διαφορετικούς συντελεστές διάχυσης που εξαρτάται από :

•  Διαφορές στο μέγεθος και το σχήμα του μορίου
•  Ιξώδες
•  Θερμοκρασία

DOSY – Difusion Order SpectroscopY



2D NMR
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2D NMR

Άσκηση

C5H10



2D NMR
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Σημείωμα Αδειοδότησης

Το παρόν υλικό διατίθεται με τους όρους της άδειας χρήσης Creative Commons Αναφορά, Μη
Εμπορική Χρήση Παρόμοια Διανομή 4.0 [1] ή μεταγενέστερη, Διεθνής Έκδοση. Εξαιρούνται τα
αυτοτελή έργα τρίτων π.χ. φωτογραφίες, διαγράμματα κ.λ.π., τα οποία εμπεριέχονται σε αυτό
και τα οποία αναφέρονται μαζί με τους όρους χρήσης τους στο «Σημείωμα Χρήσης Έργων
Τρίτων».
[1] http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/
Ως Μη Εμπορική ορίζεται η χρήση:
• που δεν περιλαμβάνει άμεσο ή έμμεσο οικονομικό όφελος από την χρήση του έργου, για
το διανομέα του έργου και αδειοδόχο
• που δεν περιλαμβάνει οικονομική συναλλαγή ως προϋπόθεση για τη χρήση ή πρόσβαση
στο έργο
• που δεν προσπορίζει στο διανομέα του έργου και αδειοδόχο έμμεσο οικονομικό όφελος
(π.χ. διαφημίσεις) από την προβολή του έργου σε διαδικτυακό τόπο

Ο δικαιούχος μπορεί να παρέχει στον αδειοδόχο ξεχωριστή άδεια να χρησιμοποιεί το έργο για
εμπορική χρήση, εφόσον αυτό του ζητηθεί.
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