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Tema 11

Introducción a los experimentos de 2D

Determinación estructural por RMN 

C20H24N2O2

MW: 324,42

ppm (f1)
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Experimentos  RMN 

1D (1H, 13C)

2D
1H-1H
1H-13C
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Aplicación en Biomacromoléculas

Muestra
15N/13C/2H

Estructura 3D
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Información que se puede obtener por RMN

Parámetros observables

 Desplazamientos químicos

 Constantes de acoplamiento

Tiempos de relajación

Noe (relajación cruzada)

Intercambio

Acoplamientos dipolares residuales

…………………..

DETERMINACIÓN DE ESTRUCTURAS
………………………...

Ángulos diedros
Transferencia de magnetización en exp de 
correlación
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Espectros 1D

NHCHC

CH

R

O

H3C

CH3

H
NCHC

CH

O

H3C

H2C

CH3

R

Hα
NH esqueleto

Metilos

aromáticos

NH cadena alifáticos

Desplazamientos Químicos
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Acoplamiento escalar  

HH

CC

A B

Acoplamiento vecinal 3J(H,H)

• ángulo diedro

• electronegatividad de los sustituyentes

• longitud del enlace

• ángulo H‐C‐C‐H

N

H

H O

3JNH H

3JNH H = 4-10 Hz

H

H
θ

J J

A A B B

B B A A
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ppm (t1)
1.02.03.04.05.06.07.08.09.0

ppm (t1)
7.508.008.509.00

9.18 8.8 8.24 7.46

2.66 ppm

2.2 Hz

0.9 Hz
1.8 Hz

5.0 Hz
8.0 Hz

2.2 Hz

1.8 Hz

0.9 Hz

5.0 Hz

8.0 Hz

C7H7NO    CDCl3
25ºC

400 MHz

Información en el exp 1D
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Falta de información ?

ppm (f1)
0.02.55.07.5

ppm (f1)
1.251.501.752.002.252.502.75
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Exceso de información ?

Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics



21/03/2012

4

Experimentos de 1D

La información se presenta en un único eje de frecuencias (desplazamientos 
químicos, acoplamiento, etc).

El solapamiento de señales dificulta la extracción de toda la información. 

Es necesaria la realización de experimentos complementarios (por ejemplo de 
desacoplamiento, etc.).

Introducción a las 2D

0 .0 . 60 . 81 . 01 . 21 . 41 . 61 . 82 . 02 . 22 . 42 . 62 . 83 . 03 . 23 . 43 . 63 . 84 . 04 . 24 . 4. 6
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1.001.051.101.151.201.251.301.351.401.45

Estradiol  1H

300 MHz

500 MHz
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Experimentos de 2D

 Experimentos de 2D

La información está contenida en dos ejes de frecuencia (F1 y F2).

Los problemas de solapamiento son menores 

Es posible obtener toda la información de una propiedad en un único experimento 

(Cosy vs homo‐desacoplamiento).

Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics

Esquema de un experimento de 2D

La señal obtenida es función de dos tiempos de adquisición

A(t1,t2) S(F1,F2)
FT

PREPARACION MEZCLA

EVOLUCION

t1 t2

DETECCION

Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics



21/03/2012

5

Recogida de la información generada en la secuencia, muestreo
periódico de la magnetización modulada, dando lugar al Fid

Detección,
Preparación de la magnetización para que se puedan producir las
correlaciones. En esta etapa suele tener lugar la relajación antes de
los conjuntos de pulsos y procesos de transferencia de polarización
en exp heteronucleares

Preparación:

Etapas de los experimentos de 2D

Etapa donde se produce la evolución de la magnetización con
respecto a las correlaciones a observar en el experimento. Las
relaciones existentes entre núcleos acoplados de modo escalar o/y
dipolar tienen que estar codificadas en frecuencias. Para cada
dimensión de un experimento de nD, debe haber n-1 etapas de
evolución.

Evolución Tiempo de mezcla

m
t1 t2

90º 90º 90º

D1
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¿Como obtener la información generada durante el tiempo de evolución?

Secuencia SEFTSecuencia SEFT

Secuencia Básica 2D

=1/4J  = 90º
=1/2J = 180º
=3/4J = 270º
=1/J = 360º

=2J



1 2 3 4

56

Evolución de la 
magnetización

x -y

y

90º

D1

1H

13C

 
1 2 3 4 5 6

180º

0.005 0.010 0.015 0.020 sec
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El resultado depende de tau y del acoplamiento H‐C.

A pesar de que el espectro se adquiere con el desacoplador de 1H activo, la 

señal obtenida está modulada por la constante de acoplamiento JCH.

Modulación  en J

Muestreo de la evolución de las señales en función de J y tau

 =1/4J 

=2J

 =1/2J  =3/4J  =1/J

El resultado final depende de la constante de acoplamiento y de la 
duración del tiempo tau

En la secuencia SEFT el tiempo tau es fijo y se selecciona en función del 
valor de J (se realizan dos experimentos  tau=1/2J y tau=1/J).

Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics
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Tiempo de evolución

S1(t1, t2)

S2(t1+t, t2)

S3(t1+2t, t2)

Se obtiene una matriz con ni filas y np columnas

np

t1

t1+t

t1+2t

np

ni

El SEFT es un experimento de 1D. 

Es posible convertirlo en un experimento de 2D mediante:

La realización de una serie de experimentos con diferentes valores del 

tiempo tau.  la evolución de la señal.

Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics

Construcción de interferogramas

Seleccionando un mismo punto en cada
espectro se obtiene un gráfico de la
oscilación de la amplitud (o fase) de la
señal

El resultado es equivalente a un Fid y contiene la
información procedente del tiempo de evolución
La transformada según t2 proporcionará una señal
lorentziana
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Transformada FT 2D 

0 200 400 600 800 1000
t2 pts

t2

t1

FT(t2)

500 600 700 800 900
f2 pts

f2

t1

FT(t1)
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2D resolv

 Homo 2D Resolv (J H‐H , )

 2D‐J heteronuclear

Correlación

 Homocorrelación

 Heterocorrelación

 Noesy, Roesy

 Intercambio químico

HETCOR, HETCOR LR
HMQC,HMBC

HSQC

NOESY
ROESY

COSY AV
COSY PH
DQFCOSY

TOCSY

Clasificación de los experimentos de 2D

Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics

Representación 2D

Mapas 3D

Mapas de contorno

Trazas

Proyecciones 

staked plot

Escala de color

Trazas y proyecciones

Mapa de contornos
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Solución P‐6

Sist aromático    7.46 ‐9.18 ppm       4H

Alifático     2.66 ppm     CH3

Insaturaciones 4 sist aromático  + CO

N

O

N

O

N

O

C7H7NO

•Desplazamientos químicos
•Multiplicidad 
•Efecto de los sustituyentes 
electronegativos en J

ppm (t1)
7.508.008.509.00

9.18 8.8 8.24 7.46

2.2 Hz

0.9 Hz 1.8 Hz

5.0 Hz
8.0 Hz

2.2 Hz

1.8 Hz
0.9 Hz

5.0 Hz

8.0 Hz
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Acoplamiento escalar J y saturación selectiva
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Espectro normal

Desacoplador 4.93 ppm

Desacoplador 4.05 ppm

Irradición selectiva   permite identificar átomos que estén acoplados hasta 3 (a veces más) 
enlaces covalentes.  

1H

Stacked plot

p pm  (t2 )
1 .02 .03 .04 .05 .06 .07 .08 .0

1 .0

2 .0

3 .0

4 .0

5 .0

6 .0

7 .0

8 .0

9 .0p pm  (t1

Cosy Quinina

p p m  ( t 1 )
1 . 02 . 03 . 04 . 05 . 06 . 07 . 08 . 09 . 0
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Celobiosa exp Hom2DJ mapa color 
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Proyecciones 

Celobiosa exp Hom2DJ Staked plot y proyecciones
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Celobiosa exp Hom2DJ  traza y proyeccion

traza

Proyección 

Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics
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Tema-12

Experimentos Homocorrelación

COSY
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Transferencia de coherencia 

IIy
2IIyISz 2IIzISy

Acoplamiento Pulso 90 (I, S)

Spin I  Spin S

Transferencia de magnetización entre dos spins (I, S) vía acoplamiento escalar 

Determinación de conectividades de spins acoplados entre si 

3JHNH
N

H

OH

MARCAJE DE FRECUENCIAS

TRANSFERENCIA DE MAGNETIZACIÓN EN ANTIFASE

DETECCIÓN MODULADA POR LA EVOLUCIÓN DURANTE  t1

0.005 0.010 0.015 0.020 s ec
0.005 0.010 0.015 0.020 s ec

0.005 0.010 0.015 0.020 s ec

t1
t2

D1

90 p1 90 p2 R

Información obtenida en el Cosy

ppm

3.43.63.84.04.24.44.64.85.05.2 ppm

3.4

3.6

3.8

4.0

4.2

4.4

4.6

4.8

5.0

5.2

O
H

OH

HHO

H

H

O

H

H
H

H
H

OH

 metil D arabino furanosido

1

2 3

4

5

En el experimento Cosy se detecta 
simultáneamente toda la información 
de acoplamiento escalar (recordar el exp
homodecoupling)

Los protones acoplados entre si tienen 
una señal de correlación fuera de la 
diagonal

Las señales de la diagonal son 
equivalentes al espectro 1D 

1 2 3

5 5’

4
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Cosy en AV

PHASE TWIST

 R2+I2 =AV 

Pseudoecho
o sinebell

Función de procesado

ModoMagnitud

Combinación de los datos modulados en seno y coseno  para cada t1

Señales en F1 moduladas en fase y 
no en amplitud

N‐type P_type

pulso1 pulso2 detect pulso1 pulso2 detect
C_1 x x x x x x
C_2 y x ‐x y x x

Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics

Ciclo de fases Cosy

ω1=0 
ω2=ωs

ωs

ωI

ω1=0
ω2=ωI

Cancelación de las señales axiales

t1

90 -x t2

t1 90 +x t2

Ciclo de fases  total en el Cosy (AV)  2 (d freq)+ 2 (sup axial) =4 

 Los procesos de relajación durante el periodo de evolución generan una magnetización 

en Z.

 El segundo pulso de 90º la transforma en magnetización longitudinal, que evoluciona 

sólo durante t2. Tiene un desplazamiento químico  constante en F1

Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics

Límites del Cosy

Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics

Protein NMR Spectroscopy John Cavanagh

3JHNH

N

H

OH

Ubiquitina, proteína  con 
76 aminoácidos de 8.5 KDa
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f1
 (
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0
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6
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10

Cosy en AV del compuesto C18H24O2

Funciones de apodización pseudo echo o campana de seno 

Campana de seno  0º

Campana de seno cuadrado 0ª

La información es igual 
a ambos lados de la 
diagonal 

Simetrización

Disminuye la intensidad de 
artefactos e imperfecciones

Varios sistemas de acoplamiento 
independientes 
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Ficha del Cosy

C C C

H H H

H

pw90 pw90

t1 t2D1

R H
HO

RH

HH

R

δ 5.53

δ 3.12

δ 1.76 δ 1.51

ppm (t2)
2.03.04.05.06.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0
ppm (t1

OH

El Cosy AV permite determinar conectividades entre protones acoplados escalarmente 2JHH y 

3JHH  (valores de JHH aprox entre 2 y 15 Hz). 

En el experimento COSY‐AV (90º) no es posible ajustar simultáneamente la fase de las 
señales de correlación y de la diagonal. Se procesa y representa en valor absoluto.  

Es necesario utilizar funciones de procesado tipo campana de seno. Las colas de las 
señales de la diagonal pueden enmascarar las señales de correlación próximas. 

Es un experimento rápido (nt = 4‐8) y sin dificultad  para compuestos de tamaño 
mediano‐pequeño

El número de incrementos depende de la ventana espectral, entre 128 y 512

Ref: J. Jeener, Ampere International Summer School, Basko Polje (1971);

 R2+I2 =AV 

DR=Sw1/Ni

AT(1)=Ni/Sw1

Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics

Ventajas del Cosy en fase:

Se recupera la información sobre las constantes de 

acoplamiento.

Mejora la definición de la estructura fina de las señales de 

correlación

Inconvenientes del Cosy en fase:

Las señales de la diagonal tienen un carácter de 

dispersión.

Se requiere la adquisición de dos conjuntos de 

experimentos (States) El número mínimo de 

acumulaciones es 8 /16.

Cosy en Fase

Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics
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Las señales de la diagonal y de correlación son de absorción

Las señales de la diagonal y correlación tienen estructura en antifase.

Los efectos de cancelación afectan por igual a las señales de la diagonal y de

correlación: Mayor igualdad en la intensidad de las señales.

Disminución de la intensidad de los singuletes.

La selección se efectúa mediante el ciclo de fases de los dos primeros pulsos. El

tercer pulso permite la transformación de las coherencias de doble cuanto en

observables

DQF‐COSY

Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics

90ø 90ø 90x

t1 tau t2D1

Genera 
CMQ

CSQ 
(detectable)

Filtro de CDQ

Es posible ver señales de correlación próximas a la diagonal.

Disminución de la intensidad de los singuletes, filtro de DQC

Precisa más resolución (det correlaciones prov de J pequeñas)

Necesidad de realizar un mínimo de acumulaciones 8/16 (ciclo de fases)

Tiene menos sensibilidad que el Cosy en fase

ppm (f2)
0.501.001.502.002.503.003.504.004.50

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

3.00

3.50

4.00

4.50

DQFCOSYDQFCOSY

ppm (t2)
0.501.001.502.002.503.003.504.004.50

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

3.00

3.50

4.00

4.50

COSYCOSY

ppm (f2)
1.3001.3501.400

3.450

3.500

3.550

3.600

Estradiol en DMSODQFCOSY vs COSY
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DQFCOSY vs COSY

Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics

ppm (t2)
3.504.004.50

3.50

4.00

4.50

ppm (t1

0

100

p p m  ( t 1 )
3 . 5 04 . 0 04 . 5 0

ppm (t2)
3.504.004.50

3.50

4.00

4.50

ppm (t1

Polisacarido de 8‐9 unidades 

DQFCOSYCOSY AV
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Relación de fases en el DQFCOSY
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DI  y CR  tienen la misma modulación

Antifase en las dos dimensiones

Ajuste de fase en F1 y F2

ppm (f2)
2.1502.2002.250

0.90

1.00

1.10

1.20

1.30

1.40

1.50

cancelación de señales en
antifase por falta de 
resolución

Incremento de la resolución en F1

Predicción lineal

ppm (f2)
6.406.506.606.706.806.907.00

6.50

7.00

DQFCOSY Sistema AMX 
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N C C

C

HxO

O
HA

OD

HM
Serina sistema AMX

Medida acoplamientos

Acoplamiento activo

Hx

HA

HM

Acoplamiento pasivo

A-X

X-M

β1-β2

A-M

La introducción de unos pequeños tiempos de espera antes y después del último 

pulso favorece la detección de señales de correlación debidas a J pequeñas

t1=T2‐ 
t2=T2‐  t1,t2 2T2‐2

Para 1H con un rango de T2  comprendido entre 0.2 y 0.6 s el valor de  oscila 

entre 0.05 y 0.45 s (suponiendo un tiempo de adquisición de aprox 0.3s).

LR‐COSY

Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics

Se precisan resoluciones elevadas en f1,f2

t2
90º

t1

90º
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f1
 (

pp
m

)

Cosy_LR

Tau=0.3s

CH3

H

H

H

OH

OH

1

2

3
4

5
6

7

8

9
10

11

12

14 15

16

17
13

18

Cosy90
17 12 12’

11 11’ 12’9

H9           H11, H11’, H12’

Cosy LR
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f1
 (

pp
m

)

Determinación de correlaciones con  J pequeña
Cosy con suficiente resolución  ni=512‐1024

Selección con gradientes

Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics

Bg g - Bg g

Z=(B0+Bg (Z) ) g

Z=Bg(Z) g

Z= p s Bg (Z) g

Z ángulo de desfase
Bg intensidad del gradiente  g tiempo de aplicación 

p orden de coherencia s factor derivado de la forma del grad

Z = Bg (Z) g  I pI s 

1 sola especie

distintas especies nucleares

Estradiol

H2O

CH3

H

H

H

OH

OH

1

2

3
4

5
6

7

8

910

11
12

14 15

16

17
13

18

gCOSY (II)
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Cosy nt=4 ni=256
Tiempo de acumulación 20 minutos

gCosy nt=1 ni=256
Tiempo de acumulación 5 minutos

COSY gCOSY
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GDQFCOSY
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Tiempo menor, es posible hacer los experimentos con nt=1‐2 (5‐15 minutos)

Mejora en la eliminación de imperfecciones, menos ruido t1

Supresión de singuletes hasta 10.000 :1 frente a 100 :1 (ciclos de fase)

Menor sensibilidad (en relación al de ciclo de fases) aprox 2
Posibles problemas debido a la difusión

Tema-12b

Homocorrelación 2D  Tocsy

Tocsy

Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics

X

X

M/M’

A

A

X

X

M

A

A

M

Coincidencia de señales  Ambigüedad en la identificación de sistemas 
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TOCSY /HOHAHA
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Permite determinar conectividades entre protones acoplados escalarmente

Señales de correlación y de la diagonal en fase y absorción

Correlaciones entre protones de un mismo sistema de acoplamiento 

(aunque no estén acoplados directamente)

X

ωsωI

X

M/M’

A

A

pw90

SLt1 t2D1

Tiempo de evolución

Diferencias / ventajas con respecto al Cosy

Efectos del tiempo de mezcla (I)
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La transferencia es máxima cuando tm =1/2J

En situaciones reales hay una gran variedad de J No es posible tener un 

tiempo de mezcla óptimo para todos los sistemas 

Para tm < 0.1/J  sólo se observan correlaciones a un enlace ( similar al Cosy)

Para tm >1/2J  la transferencia se extiende a todo el sistema de acoplamiento. 

Cuando el tiempo de mezcla es suficiente, la correlación puede incluir todo un sistema 

de spin, hasta alcanzar una discontinuidad 

Durante el SL la relajación tiene un mecanismo distinto y el tiempo de relajación es T1ρ . 

Para T2<<T1 el T1ρ es mayor que el T2 (Intermedio entre T1 y T2)

Tocsy válido para proteínas  de hasta 10‐20 KD

A B C F D

Ix Sx

Efectos del tiempo de mezcla (II) 
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ARG-NH C H

ARG-NH C  H

ARG-NH C H

ARG-NH  C H

La correlación entre el NH y el protón  de la arginina se observa  con  tm de 7ms

La máxima intensidad de la correlación entre el NH y el protón alfa se alcanza a un tiempo de 

mezcla de > 70 ms (esta señal de correlación no aparece hasta tiempos mayores de 45 ms).

NH2

C

N-H

CH2

CH2

CH2

-NH-CH-CO-

NH

El tiempo óptimo de mezcla es de aproximadamente 75 ms

Tiempo de mezcla en ms

In
td

e 
la

 tr
an

sf
de
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ag

ne
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150500

1000

2000

3000
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Ejemplo del Tocsy
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Lysine

Tocsy vs Cosy

Sistema de  acoplamiento: B  está en un 
sistema de  6  protones (mínimo)

Cosy Señales de correlación debidas a acoplamientos directos

Tocsy Señales de correlación de todo el sistema de acoplamiento ( interrumpido por una 
discontinuidad  X )

A

B
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Tema-13

Heterocorrelación 
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Objeto

Los experimentos de heterocorrelación 2D permiten establecer 
conectividades entre pares núcleos distintos, por lo general  entre un 
protón y un heteronucleo (13C, 15N), relacionados mediante acoplamiento 
escalar

Aplicaciones

Identificación del número de protones unidos directamente a un átomo de 
carbono 

Transferencia de la información de las asignaciones del espectro de 
carbono (heteronucleo) al de protón y viceversa, vía uniones directas 

Heterocorrelación 2D

3JCH

C N C

H H H

HC

H

C
2JCH

C N C

H H H

HC

H

C

1JCH
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Correlación
a un enlace

Experimentos
correlación 

Heteronuclear

Detección directa
(heteronucleo)

Detección inversa
(protón)

Correlación
a un enlace

Correlación a 
larga 

distancia

HETCOR

long-range 
HETCOR,
COLOC

HSQC, HMQC

HMBC
Correlación a 

larga 
distancia

ciclos de fases
o gradientes

Experimentos de Heterocorrelación 2D
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Etapas de la secuencia Hetcor (básica)

Excitación del protón

Marcaje de las frecuencias de protón durante el tiempo de evolución t1

Transferencia de polarización entre el protón (I) y el heteronucleo (S)

Detección del heteronucleo S (t2)

Evolución (t1)

Transf  polarización  I to S

Detección (t2)

I

S

D1

Hetcor secuencia básica

Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics
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Detección del heteronucleo S en t2

Menor sensibilidad (S/N  I S
3/2)

Mayor resolución en X, determinada 

por el tiempo de adquisición AT y el 

número de puntos

Detección de I (1H) durante el  t2

Mayor sensibilidad (S/N   (1H)5/2)

Menor resolución en el heteronucleo X, 
debido al reducido número de 
incrementos durante t1 (resolución digital 
en F1)

Detección directa Detección inversa

Comparación  Hetcor /HSQC

Detección (t2)

Evolución (t1)

Transf polarización I to S

I

X 

Evolución (t1)

Transf polarización I a S

Detección (t2)

I (1H)

X 

Transf polarización S a I 
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I=1H, X=15N
(1H)  10(15N)

(15N)5/2 1

(1H) (15N)3/2 10

(15N) (1H)3/2 30

(1H)5/2 300

I=1H, X=13C
(1H)  4(13C)

(13C)5/2 1

Sensivity

S
5/2

Direct 
detection 1D

(1H) (13C)3/2 I S
3/2

32(1H)5/2I 
5/2X filtered 1H

HSQC

8(13C) (1H)3/2
S I

3/2
reverse
INEPT

INEPT, DEPT
Direct Correlaton

HETCOR

I

S

(A)

(B)

I

S

(D)
I

S

(C)

I

S

S/N≈ ex obs
3/2

Relative sensitivities in heteronuclear experiments
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S/N ≈  N 		࢚ *Q* Polarization*μobs*induction*T2/T1* effectivity exp

Polarization ≈ μobs≈ IሺI1ሻ		

induction ≈ ߱o			
≈ Bo		

Resultados experimentales

HETCOR  Santonina

(65mg /0.7 ml CDCl3)
Tiempo: 1h 15 min, 

nt=32

gHSQC Santonina

(20mg /0.7 ml CDCl3)
Tiempo: 45 min, nt=4O

O

CH3

CH3

O

CH3

1

2

3

4
5

6
7

89

10

11

12

13

14

15

1020304050

1.00

1.50

2.00

2.50

3.00

1020304050

1.00

1.50

2.00

2.50

3.00

1020304050

1.00

1.50

2.00

2.50

3.00

1020304050

1.00

1.50

2.00

2.50

3.00
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Sondas 

Sonda ASW Bobinas de GradientesBobinas exterior de RF 
1H/19F

Bobinas interior de RF 
31P/13C
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2. Desacoplamiento de 13C

Desacoplamiento de 13C durante el tiempo de adquisición. Debido al 

rango de frecuencias sobre las que hay que actuar (≈160 ppm), se utilizan 

procedimientos de desacoplamiento (GARP, WURST), que tienen una 

gran efectividad a potencias relativamente pequeñas.

3. Supresión de las señales de 1H asociadas a 12CHn  y detección únicamente de 

los 1H  unidos a 13CHn.

En el caso de compuestos sin marcaje isotópico es necesario eliminar 

señales con una intensidad de 100 veces superior a las que se detectan 

(1H –13C). 

Aspectos instrumentales II

180

90 90



180



Modulo Bird,
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El experimento se inicia con la magnetización de protón,  d1 debe basarse en el 
tiempo de relajación de 1H (1.26 T1)

Transferencia de magnetización del protón 1H al heteronucleo 13C vía secuencia 
INEPT

Evolución de la magnetización de  13C durante el tiempo de evolución (marcaje de 
frecuencias)

Transferencia de magnetización de  13C al protón, vía  INEPT inverso

Adquisición de la magnetización de protón en t2, desacoplando el heteronucleo

HSQC I

HSQC  Etapas básicas 

1H

13C

INEPT

t1

reverse
INEPT

90°x90°y 180°y 180 x

90°x90°x180°x
180°x

DEC

90°x 180°x

   

t2

t=1/(4 1JCH)

d1
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HSQC Edited
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1H

13C

INEPT

t1/2

reverse
INEPT

90°x90°y 180°y 180 x

90°x90°x180°x
180°x

DEC

90°x 180°x

   

t2

editing delay

=  1JCH

d1 t1/2
 

decoupling in t1

decoupling in t2

CH

CH2

CH and CH3 groups will
appear positive and CH2

negative

HMQC 

I. La transferencia de magnetización es similar a la del DEPT

II. Evolución de la coherencia de múltiple cuanto ‐2IxSy durante t1

• Evolución en función del desplazamiento del spin 13C : ωS, reenfoque de los

desplazamientos de 1H

• Los acoplamientos directos JIS no evolucionan (se reenfocan)

• Evolución del acoplamiento homonuclear JIK (acoplamiento pasivo)

III. El último pulso de 90º aplicado en 13C y seguido de un tiempo de espera Δ,

genera magnetización en fase, que puede ser detectada durante t2
(desacoplador activo) Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics

90°x

90°x

DEC

90°x

180°x

t2
1H

13C

=1/2J

t1

=1/2J

1 2

R=x,-x

3 4

t1/2 t1/2

No C‐H coupling in t1, 180 pulse refocouses the H chemical shift

HMQC/HSQC

Secuencia sencilla (pocos pulsos), con 
pocos fallos. Útil para obtener información 
de correlación 1H—13C de rutina en 
moléculas pequeñas.

Las anchuras de línea en F1 son mayores 
que en el HSQC, debido a:

Evolución de JHH durante t1, que implica la 
presencia de multipletes debidos al 
acoplamiento H‐H, La baja resolución 
impide su observación 

Secuencia con muchos pulsos de 180º y es 
más sensible a las imperfecciones de la rf y 
efectos off‐resonance posibles perdidas de 
sensibilidad.

En el HSQC la resolución en F1 es mayor que 
en el HMQC (desacoplamiento de los 
protones en F1)

Más adecuada para moléculas grandes o 
complejas en los que se requiere una mayor 
resolución.

HMQC HSQC

Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics
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Aspectos a tener en cuenta en el HMQC

El espectro de correlación HMQC muestra acoplamientos H‐H en la dimensión F1, 
la señal está modulada por  el acoplamiento JIk: cos(Ws t1)*cos(pJIKt1). Debido a la 
baja resolución utilizada en la dimensión de F1, los acoplamientos 1H – 1H no se 
suelen observar. No obstante su presencia limita la resolución ocasionando un 
ensanchamiento de las señales en F1.

En el experimento de HSQC no aparecen los acoplamientos 1H‐1H , en la dimensión 
de F1 (principal diferencia entre el HSQC y HMQC)

Adicionalmente la forma de línea en F1 está limitada por la velocidad de relajación

de la coherencia de múltiple cuanto IS, que relaja más rápidamente que la

coherencia de simple cuanto. Ello implica que las líneas en F1 son más anchas en

los experimentos de HMQC que en los de HSQC

Unitat de RMN  Centres Científics i Tecnològics

Anomalías en la observación de correlaciones en los 
experimentos de HSQC y HMQC

Falta de señales de correlación si los valores de  τ (HSQC) o ∆(HMQC)  no están 
relacionados con la 1JCH real

– Presencia de un alquino en una molécula

• Fallo en las correlaciones directas H‐CΞ

• Posibilidad de ver correlaciones 1H, 13C a dos enlaces (2JHC entre 40 y 
60 Hz)

1JCH (Hz) 

CHn alifáticos 125-135

CHnX alifáticos 135-155

Alquenos H-C-C 155-170

Alquinos H-CΞC 240-250

Aromáticos 155-165

HSQC τ = 1/(4JHX)

HMQC  ∆ =1/(2JHX)
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HMBC (I) Correlación 1H‐13C a larga distancia 

El experimento de HMBC es una extensión del experimento de HMQC ajustado para 
observar de correlaciones a través de los acoplamientos a larga distancia (2JCH, 

3JCH ,
4JCH).

El ajuste se consigue con la elección de un tiempo de espera Δ2 suficientemente largo, 
evolución según nJ CH (nJCH < 5‐10 Hz y  

1JCH= 125‐225 Hz).  El Δ2 debe ser como mínimo de  
100 ms (1/2nJCH ), en ocasiones se deben utilizar tiempos más cortos para evitar los efectos 
de la relajación.

Adquisición sin desacoplarAdquisición sin desacoplar

Varios valores de ∆2Varios valores de ∆2

2  evolución acoplamientos nJCH (n= 2,3,4)

1  supresión de acoplamientos 1JCH

1H (I)

180°x90°x

t1/2 t1/2

t2

90°

13C (S)

90°x90°

1=1/2 1JCH
2=1/2 nJCH

3JCH

C N C

H H H

HC

H

C
2JCH
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La intensidad de las señales de correlación del HMBC dependen del valor del nJCH
y de la duración de  ∆2:

∆2 debe de ajustarse a  1/(2 nJCH ), con  
nJCH< 5Hz   ∆2=100ms. 

Para evitar problemas con la relajación, en el caso de moléculas de gran tamaño, 

se reduce a valores de ∆2=60‐80 ms.  En el caso de moléculas pequeñas es 

posible utilizar ∆2 de hasta 200 ms, para detectar conectividades con nJCH muy 

pequeñas 

Adquisición de varios experimentos con distintos valores de  ∆2,

Si para un 1H se detectan varias conectividades a larga distancia, la intensidad 

relativa de las señales está relacionada directamente con la magnitud de la 

constante de acoplamiento

Intensidad de las señales de 
correlación en el HMBC 

I  sin( nJCH )I  sin( nJCH )

H-C-C  2JCH 5 Hz

H-C=C  2JCH 10 Hz

H-C=C  2JCH 40-60 Hz

H-C-C-C  3JCH 5 Hz

H-C=C-C  3JCH 15 Hz

H-C=C-C  3JCH 5 Hz
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Ejemplo HMBC

1JCH=129Hz

O

O

CH3

CH3

O

CH3

1

2

3

4
5

6
7

89

10

11

12

13

14

15

C15C11

1JCH=129Hz

Identificación de las correlaciones directas (1JCH) y las de larga distancia (
nJCH) 

H7 
(3JCH)

H13 
(2JCH)

Señal residual
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Ejemplo de experimento 2D-HMBC

Ejemplo HMBC
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Protones detectados
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(a) 1H convencional ,   (b) ciclado de fases,   
(b) (c) modulo BIRD,    (d) gradientes de campo

Comparación de los Métodos utilizados para la 
supresión de 1H‐12C

• HMQC, HMBC  y HSQC se basan en la supresión de las señales del isotopómero
1H‐12C (99%) y la selección de señales de  1H‐13C (1%) 

Comparación de los resultados obtenidos con los distintos métodos de 
eliminación  de las señales de 1H‐12C

1H-12C

1H-13C1H-13C
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CH3

H

H

H

OH

OH

1

2

3
4

5
6 7

8
9

10

11’
12

14 15

16’

17
13

18

H

H

H

H

Estradiol
(10 mg /0.75 ml DMSO-d6)
tiempo: 58 min, nt=4

1H-13C gHMQC1H-13C HMQC

(ppm) 10.0 8.0 6.0 4.0 2.0 0.0

  (ppm)

140

120

100

80

60

40

20

(ppm) 10.0 8.0 6.0 4.0 2.0 0.0

  (ppm)

140

120

100

80

60

40

20

HMQC/gHMQC
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HSQC/gHSQC

Comparación del HSQC con el gHSQC

Supresión de las señales de t1 (mejor eliminación de 1H-12C)Supresión de las señales de t1 (mejor eliminación de 1H-12C)
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HMBC vs gHMBC

HMBC  ciclo de fases HMBC  ciclo de fases GHMBCGHMBC

En el HMBC la supresión de 1H‐12C debe efectuarse con el ciclo de fases, no puede 
utilizarse el BIRD Mayor nivel de ruido
La secuencia con gradientes implica una mejora del espectro
Reducción de ruido en t1 

Claridge pag 247 

En el HMBC la utilización de gradientes supone una mejora considerable 
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Correlaciones 31P‐X

O

P
H3C

OCH3

OCH3

O

P
H3C

OCH3

OCH3Fe O

H3PP
OC

Fe O

H3PP
OC

31P-13C31P-13C31P-57Fe31P-57Fe

T. DW Claridge ; Hig-Resolution NMR Techniques in Organic Chemistry Tetrahedron Organic Chemistry Series 
Pergamon (1999)

Seq HMQC sin desacoplar 13C
Con desacoplamiento de banda 
ancha en 1H 

Gran mejora de sensibilidad en 
la observación de núcleos con 
pequeña γ
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