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Estrategias para la elucidacién estructural

. o
“f Spectral Interpretation © uniersitar de Barcelona

General Process for Structure Elucidation of an Unknown

MS data.
B Using IR, UV and *3C NMR the functional groups can be proposed
B H NMR coupling data or 2D NMR correlations are used to assemble substructures

B The substructures are then combined into ‘working structures’ using all possible
combinations of the substructures

B Check structures for consistency with the 2D-NMR data and MS fragmentations etc.

B 13C chemical shifts of the surviving structure(s) are then compared with literature,
database or predicted values to confirm the 2D structure of the molecule.

t y of the molecule, *H plii () and

| é B Normally the molecular formula is derived from a combination of 13C NMR, DEPT and

B To determine the relative ster
Nuclear Overhauser (NOE) data is used

Need to Verify as early as possible if the structure has already been identified

* Don’t want to waste time and effort re-discovering a compound

* Done by using a combination of molecular formula, substructure and chemical structure
databases

Nat. Prod. Rep., 1999, 16, 241-248
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( Experimentos basicos [, Yo e—

¢ Experimentos 1D
— Protén
— Carbono 13 -DEPT
¢ Experimentos 2D
— gHSQC Correlacién 1H-13C, identificacion protones geminales
— Identificacion de sistemas de spin
« COosy
* TOCSY
— HSQC-TOCSY
— Unidn de subestructuras, asignacion C cuaternarios
* HMBC,._
¢ H2BC
— Inadecuate
— Determinacion estereoquimica
* NOESY/ROESY .
* Analisis de los acoplamientos 1H-1H
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L ‘ Espectros 1Hy 13C ‘

Det multiplicidad y J

é .

8 i ién 1H-13

\ | Experimentosl correlacién *H-Bc | En el Cosy las correlaciones a 2,304
j .

" enlaces pueden originar confusion
| Relacionar el H con el 13C | N .
N I En el Tocsy no se pueden diferenciar las

corr i a2,3,4 o mas enlaces

Experimentos de correlacién H-'H Cosy
En los exp de HMBC es dificil diferenciar las
T correlaci a2y 3 enlaces (se requieren
‘ Identificar 1H diastereotopicos ‘ varios exp)

Cosy /HSQC
I

En los experimentos de Cosy y HMBC
pueden faltar algunas sefiales de
correlacion ( 3, y %), pequeiias)

Cosy/Tocsy
I
! ‘ Determinar correlaciones *H-13C ‘

‘ Identificar subestructuras ‘

a larga distancia HMBC
| Comprobar la consistencia de los
[ Combinar subestructuras | / estructuras propuestas con todos los

I datos de los experimentos 2D
| Experimentos de NOESY/ROESY
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i @ gCOSY y COSY 45 (muy sensibles) _?_9
Exp con gradientes
Las sefiales fuera de la diagonal indican acoplamiento entre protones.
Exp previo:
at=0.3s d1=0.8s ni=128 nt=2 tiempo: 10 minutos
Exp con mas resolucién y/o muestras diluidas
at=0.3s d1=1s ni=256 nt=2-4 tiempo: 30 minutos.

Procesado en valor absoluto, funcién de procesado sine-bell squared,
prediccion lineal 2*nien F1

gDQFCOSY (sensible )

Filtro de doble cuanto (disminucién intensidad de los singuletes)

Las sefiales fuera de la diagonal indican acoplamiento entre protones.
at=0.3s d1=1s ni=256-512 nt=2-4 tiempo: 30-60 minutos

Experimento sensible a la fase, funcion de procesado gaussian o seno-
cuadrado, predicion lineal 2*ni en F1
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HSQC, HSQCAD, gHSQC, gHSQCAD, g R
HMQCVEHMQC Universitar de Barcelona

HsQC

é Correlaciones *H-13C a un enlace Jy}; 15,=110-146 Hz

* g: Uso de gradientes para la seleccion de la transferencia de |
coherencia (reduccion de sensibilidad V2)

« AD: Utilizacién de pulsos adiabaticos, compensan la
dispersion de valores de J1H-13C y mejoran los pulsos de
180°

B gHSQCy gHSQCAD dptimos cuando se dispone de suficiente muestra
como para que nt=1. El gHSQCAD con nt=2 es preferible cuando el exp es
editado

B Enel HSQCYy sus variantes las sefiales en F1 son mas “agudas” ya que se
elimina el acoplamiento 'H-'H (en el HMQC no)

* B ELHSQC es mas sensible a los errores de los pulsos que el HMQC (tiene

L mas pulsos de 1802). HMQC preferible en los equipos antiguos sin
amplificadores lineales.

B Para compuestos de elevado peso molecular el HSQC es mejor que el
HMQC ya que los tiempos internos de la secuencia son mas pequefios
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"~ & gHSQC/gHSQCAD (elevada sensibilidad)
® Larelacion de fases permite distinguir CH2 de CH/CH3
.

Exp previo:

at=0.1-0.3s d1=1s ni=128 nt=1-2 J1xh=146 Hz tiempo: 15-20 minutos

Exp con mas resolucién y/o muestras diluidas

at=0.1-0.3s d1=1s ni=200 nt=4-8 J1xh=146 Hz tiempo: 40-60 minutos.
Experimento sensible a la fase, funcion de procesado: gaussiana o sg-
sinebell,

prediccion lineal 2-4 *ni en F1=» Mejora de la resolucién

Ajuste sintonia, pulso de 'H y 13C en especial si la muestra tiene una fuerza
iénica elevada

Con nuevas secuencias ASAPHMQC es posible hacer el experimento en
s6lo1-2 minutos
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P¥viec/gHMBCAD -

Correlaciones 'H-13C a larga distancia (2.3,4 enlaces)

§ L\é. B Los delays de la seq dependen de la 1/J,,,,
L ‘ ® Menor sensibilidad

Adquirido sin desacoplar 3C (acoplamientos 3C-H en F2)

Puede ser necesario adquirir varios experimentos para diversas J ;, 3, 5 0
8 Hz

& gHMBC experimento en valor absoluto
® Funcion de procesado sinebell en F1, F2

® Prediccion lineal 2*ni

* Sefiales residuales de correlacién a 1 enlace (doblete J, 15¢)

] gHMBCAD experimento en fase en F1y Valor absoluto en F2
® Predicion lineal 2*ni

® Sgsinebell en F1y sqcosine en F2

Unitat de RMN Centres Cientifics i Tecnologics

% ( MBC Condiciones de adquisicién Ty

Condiciones iniciales:
\é. at=0.1-0.3s d1=1s ni=200-256 nt=2 J1xh=140 Hz Jnxh=8 0 5 Hz
tiempo 1-2 horas por exp

B Exp con mas resolucion y/o para muestras diluidas

® at=0.1-0.3s d1=1s ni=400 nt=4-8 J1xh=140 Hz Jnxh=8 0 5 Hz
tiempo 2-3 horas.

® Ajuste sintonia, y de los pulsos de *H y *3C en especial si la
muestra tiene una fuerza idnica elevada

* No es posible distinguir las correlaciones en funcién del
numero de enlaces

Secuencias del tipo H2BC o CIGAR: filtros en funcién del nimero
| de enlaces
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B

" BResolver ambigiiedades del COSY

B Determinar sistemas de acoplamiento

Peptidos, polisacaridos

X o X bt ’
Izt [
* b u 1 ?
\ i ! v/
M/M '|_=_ - ° M/M .'_.. — I
; g v
A | /__L A ot
A o A . .
o s

Condiciones

at=0.100-0.200s d1=1 ni=256 nt=2 mix=0.7-0.100
tiempo: 30-40 minutos

Experimento en fase; funcion de pr

Prediccién lineal ni*2
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NOESY / ROESY (U]
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@ Determinar relaciones espaciales
Protones préximos en el espacio (acoplamiento dipolar) b - Q
ENOESY

Moléculas pequeiias: SC signo contrario que SD (NOE +)

Moléculas grandes: SC y SD de igual signo (NOE -) s

Moléculas medianas (aprox 800-1600 Da) NOE=0 I o Gt
BROESY s
SC signo contrario que SD. Independiente del tamafio —
o oa i 10 100
A @) T,
Condiciones
at=0.100-0.200s d1=1 ni=256 nt=4-8 tiempo: 3-4 horas Depende del
Noesy mix=0.100-1.0 s i tamaiio del
e
Roesy (mix=0.100- 0.300s) compuesto

Experimento en fase; funcién de procesado: gaussiana
Prediccion lineal ni*2- 4
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( Pasos previos: Espectro de 1H o
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Determinacién del nimero de 1H y de su desplazamiento

: é 1.3 mg /ml cdcl3 temp=25 °C L
L O 3CH,

~ 0 8H separados (CH/CH2)
0O 1 M complejo 4H

i 11~ 14 T™MS
0 1 senal ancha H,0 :
| |
i | Ll
M, Mo M e AN k-i'.l 1,11l "_ A
R e 3 45 6 7 8 910 13 "
as 34 22 21 20 19 LB LT s 1S5 14 13 12 L 0 08 0F a1 oo
11 Gppm})
I tro de 3C

U=C+1-1/2(H+X-N)
c10H200

= 1 insaturacién/ciclo
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P Espectro de 13C (U]
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13C

Conveniente pero no imprescindible

3C nt=10240 acumulaciones =~ ——— 5h 46 minutos
1.3 mg/ml

gHSQCAD nt=8 ni=128 LP = ni x 2——— 45 minutos
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Importante: Recopilar la
informacion disponible

3CH,

8H separados (CH/CH2)
1 M complejo 4H

1 sefial ancha

ooood

- Comprobar que se han
incluidos todos los datos
disponibles

(m]

10 carbonos
No hay C cuaternarios
0 C4H,0 Molécula sin simetria

O

-Revisar las listas de
desplazamientos y asegurar su 0 1 Insaturacién
concordancia

J HayunOy1Hyun13Ca
campos bajos @ RCHOR
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Espectro gHSQCAD U]
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CH
2a
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= bt
&3
leo
e
»
»
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Tabla de desplazamientos quimicos (U}
0 Universitar de Barcelona
ID 8§H  6BH #H multiplicidad Acoplamientos Hz
1 341 | 7153 1 CH dt 10.4x2, 4.3
2 217 | 25.82 1 CH ds[a] 7.1x6, 2.9
3 1.97 | 45.03 1 CH2 dddd 12.1,3.8x2, 2.1
4 166 | 3451 1 CH2 dddd 3.4x2,6.1,12.4
5 161 | 23.10 1 CH2 dq 12.9,3.3x3
6 1.43 31.62 1 CH m multiplete complejo)
7 135 - - - -
8 111 | 50.12 1 CH dddd 12.1,10.3,3.2x2
9 0.97 | 23.10 1 CH2 mo
10 | 095 | 45.03 1 CH2 mo e
11 | 092 | 21.00 3 CH3 d 7.4
12 | 091 | 22.20 3 CH3 d 6.9
13 0.84 | 3451 1 CH2 dddd 12.4x2,3.2,1.1
14 | 081 | 16.07 3 CH3 d 7.1
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Correlaciones homonucleares

gcosy Cosy/Tocsy i

HC, CHy HiC. CH;
Loc
H

150 n

HoO.
200

R

H

250
R

88 -
T T T T T T 1 zTocsy
3% a0 25 200 150 100
pom (2)

nt=4 ni=128 LP=nix2

& =8 10c
: .
- -
1->3,4,5,6,7,8 =

25
mixT=0.8s nt=4 ni=256 LP=nix2 o
- 5w e .
om

s | s 2w 20 | 1k 1o

oo t2)
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Faltan correlaciones
Solapamiento sefiales 9-10y 13
2 (CH) S CH3+CH3

n
H,C CH,
00
o]
R R

R . ’

= HO. )\ ° 2.0
™ R : e

‘\ 25

R

f1 (oom)

3.0

1->8(CH),3y 10’

=]

3.5

3.4 2.7 2.0 13
£2 (ppm) unitat de RMN Centres Cientifics i Tecnologics
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1 (Dom)

1->3,4,56,7,8 32
® ® ] © 000 3.4
3.6
35 25 15
2 (ppm)
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( Correlaciones 1H-13C a larga distancia O -
i Universitat de Barcebona
.* e CHy
H(1)> C (8,3,2,5) ’ " i
H 4
N 45 9-1
( W 2 3 6 8
R A m P .ll
14
- s (15
12 "
- - el
s -
. 12 14 =
¢ : e oHs o e o
13| )2 " ¥ ne =
o &4 M n E
3,10 <l . S
) & - :
8t - R . " ' 0
R
H =
" H(2) > C (8,5,12,14) w
L
1] - - m
»
356 R4 32 2D 28 b 24 22 20 18 16 14 12 10 08 o0&
12 (ppem)
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No siempre se ven todas las correlaciones *H-'H
* JHH pequefias
+ Solapamiento de sefiales

Las correlaciones 1H-13C a larga distancia pueden ser confusas (2-3)

Las ambigliedades se pueden solventar con exp complementarios
0 LRCosy, Cosy45
. HMBC a dif Jnxh
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"3 Otros experimentos o

- r HiC2_CHy
Incremento de la resolucion

Posibilidad de ver correlaciones
debidas a J pequeiias
. =a J# 88
KL ¢ anr
1 ] [ 3
,. & n Mg
‘ L] 11 ]
1
- DQFCOSY
LR-COSY . Q
L Bon n& i @ H o=

et oo
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Determinacion de la estereoquimica

0
© universitat de Barcelana

NOE/ROESY H
Baja Sensibilidad HaC. 05 CHy
MW < 300 12 2 n
3 CHg
He Hoy 14
iy 'g,.gﬁ .
’ -
-
o
s.01 -
i .. ", 6 »
3.54 . 3 5 9
T T T T T T T 7')
3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
F1 (oom)
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Determinacion de la estereoquimica (U]
Q Universitat de Barcebona
B NOE1D H H
CH3
& H3C H "
Recomendable para MW pequeiio CHs
Es mas facil diferenciar sefales 2 3 14
oH il g

Limite de Noe menor U

1 0 'H spectrum as 67 8 912

2 3 e
-
imadiated peak positive: correlation positive and negative:
I betwoen H(1) and (2) H(1) and H(E) COSY \
A %‘h .
=

T i

dus to OH(T)
1D NOESY spectrum
£ 0 £

7o s
Cramica! Shi [pper]
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" Valores de las Constantes de acoplamiento 1H-1H
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1D 8'H Acoplamientos Hz
1 341 10.4x2,4.3
2 2.17 7.1x6,2.9
3 197 12.1,3.8x2, 2.1 . .
= Acof 1to vecinal 3J(H,H)
4 1.66 3.4x2,6.1,124 g }
angulo diedro
5 1.61 12.9,3.3x3 . .
pok * electronegatividad del sustituyente
6 1.43 multiplete complejo)
H. R
7 135 — x
Hg Hg
8 L1 12.1,10.3, 3.2x2
9 0.97 : OR H,
10 | 095 i Ha H,
1 0.92 74 ¢ dax=2-4
12 0.91 6.9 Jox=24
13 0.84 12.4x2,3.2, 1.1
14 0.81 71
1 A
LI L
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PConstantes de acoplamiento 1H-13C o
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5 Acoplamientos C-H a tres enlaces
Dependencia de la disposicion
r ’ Relacion de Karplus para sistemas alifaticos

0° 180°
3JCH= 3.6c0s20-1.0 cos e+4.3
i OH
iPr
H
H 3).,=6-8Hz 3Jcy=1-3Hz 3Jou=2Hz ) T
4 Acoplamientos C-H a dos enlaces
OR OR .
H 2Jcy=-6.3Hz
—iPr
" OH
2J¢,=0-2Hz 2Joy=5-THz
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7§ NMR Spectroscopy Sy

Proposed Structure Needs to Be Consistent with ALL the observed data
- missing peak predicted by the structure may indicate a wrong structure.

Original Structure

Corrected Structure

Figure 2. Ongmal assignment of the (65% 108" 138" 145*,165*

176% 198% 205"} A—D rings of AZA-1 and key NOEs 13 Figure 3. Minnesota strucrural model of the (65°, 105,135 145%
165" 3-C20 truncated domam of 1% The natusal product
has been assigned the enantiomeric configuration.*

Org. Lett., Vol. 6, No. 23, 2004 | Assignment change resolved missing NOE problem j

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics




o

} NMR Spectroscopy D Universiia de Barcelona

Validate or Verify Accuracy of Structure by Consistency with Databases

¢ is the structure and experimental chemical shift assignments consistent with
predicted chemicals shifts based on the experimental structures?

Data set

l Cocon Correct Structure

Structural propasals

[\

Substructure Calculation
— .
search of & C)

Figure 1. General scheme for 2 sysiesnc amalyss of samnl
e sased o8 NMR speconcopc 3t w presented i s
on

1:30 (A8(°C)] = 18.40 pom) 432 (818("C)] = 13.08 ppm)

J. Chem. Inf. Comput. Sci. 2002, 42, 241-248
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Validate or Verify Accuracy of Structure by Consistency with Databases
¢is the structure and experimental chemical shift assignments consistent with

@ )k predicted chemicals shifts based on the exnerimental structures?

3 "
4 . f :
Correct Structure
i | 8
© (1]
Ga) MM caleulated shifts
Experimental Cabculsted difts Competcr calculatod shafts
(WS S F ] .
T ©
Lxl} HI=ns) Hi=sss H2=63%
0T Himb &9 HI =&k M= 6597
LR Hb = 64T HS = 645 Hbs = 6,68
235 Mcw 23K
ibi 1 NMR caleulated shifis
Expenrenal Caleatated bt Compraer cabialsiod whafts
ity (Table 3113 AL Sofiiaaltv
© 0 3 0 o
e Cle B3¢ Cdaldbt Cd=nas Chw 147
218 | Qe clansd Cla10 Ci= 10
283 (Cl= 1270+ Claldnl C=13l =130
(8] =TT TeIE T Clmiz
528 C5= 1526 Cb = 1553 Ch= 153 Che 158
e [T Tsem] c=1n Y
M08 Mom i3 Mo it
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Numerous Examples of Incorrect Structures in the Literature

pormitoxin
Suemesu et al. (1992

Incorrect

key HMBC correlations

Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 1012 - 1044

Example:
% o
Mg Dy e O K
LI LS B U
e e N .
M ) Verified by total synthesis

2D NMR experiments
Horiuchi et al. (2002)"

Correct
Table 1. NMR Assig

nts for Porritoxin (1) in DMSO-dg

pasition dn C

1

3 163

3a

4

40Me 387

5

5Me 200

6

7 697

Ta

I 354 5.5 H:

z 360 im 5.0. H-Z-0H

20H 482050 H;

1" 458 d 6.5Hz) 663 H 3" Me, H4"
2 542 (165 Ho 1211 H-1". H-3"Me. H4"
3" 1382

IMe 172 193

4 175 266
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[ NMR Spectroscopy

" Numerous Examples of Incorrect Structures in the Literature

- coupling correlation not always sufficient to properly determine a structure
- NOEs can provide critical correlations that are not evident simply from coupling

H
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