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2 Aplicacion en Biomacromoléculas o

‘\ Q Universitat de Barcelona
g

Muestra
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Informacién que se puede obtener por RMN U]
Q Universitat de Barcebona

Parametros observables

0 Desplazamientos quimicos

Angulos diedros
Transferencia de magnetizacion en exp de
correlacién

O cc es de acoplamiento

B Tiempos de relajacion

B Noe (relajacién cruzada)
¥ Intercambio
B Acoplami dipolares residual

P P

DETERMINACION DE ESTRUCTURAS
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Introduccidn a las 2D o
J Q Universitat de Barcebona

¢ Experimentos de 1D
B La informacion se presenta en un Unico eje de frecuencias (desplazamientos
quimicos, acoplamiento, etc).
B El solapamiento de sefiales dificulta la extraccion de toda la informacién.

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

—— Estradiol 1H ﬂ

300 MHz

64.44.24.03.83.63.4(3.23.02.82.62.42.22.01.81.61.41.21.00.80/.60

ﬂ

500 MHz

L
64.44.24.03.83.63.43.23.02.82.62.42.22.01.81.61.41.21.00.80.6
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Experimentos de 2D © uniersitar de Barcelona

« Experimentos de 2D

6 ¥ La informacion esta contenida en dos ejes de frecuencia (F1y F2).

L ‘ ¥ Los p de i son
.

B Es posible obtener toda la informacién de una propiedad en un unico experimento

(Cosy vs homo-desacoplamiento).

1 [ '
£l - .ot
. .-
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2 Esquema de un experimento de 2D o
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EVOLUCION DETECCION

FT 88 9
O
A(ty,t)) ——— S(F,,Fy)
O [e]e]
O [e]e]
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Etapas de los experimentos de 2D o

Q Universitat de Barcelona

300

Evolucién Tiempo de mezcla

Etapa donde se produce la evolucion de la magnetizacion con
respecto a las correlaciones a observar en el experimento. Las
relaciones existentes entre nicleos acoplados de modo escalar oly
dipolar tienen que estar codificadas en frecuencias. Para cada
dimension de un experimento de nD, debe haber n-1 etapas de
evolucion.

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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¢Como obtener la informacién generada durante el tiempo de evolucién?

Secuencia SEFT

902 1802
1 2 3 4 5 6

13C

1H

Evolucién de la
magnetizacion

Yy

X
6 5 /
C13 en resonancia
Sl 0 4
=1/4J 0=90° — &y
ﬁ ‘ =1/2J 0= 180° =

©=3/4J 0= 270° (]
=11 0= 360°
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( MOdUIaCIon en j Q Universitat de Barcebona

El resultado depende de tau y del acoplamiento H-C.

A pesar de que el espectro se adquiere con el desacoplador de *H activo, la
sefial obtenida esta modulada por la constante de acoplamiento J,.

0=2ntJ

t=1/43 <©=1/2) ©=3/43 < =11

DD P D

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

Muestreo de la evolucidn de las sefiales en funcion de J y tau

duracién del tiempo tau

l El resultado final depende de la c de lami ydela

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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A Tiempo de evolucién @ Urniversives de Bareckons

< EI SEFT es un experimento de 1D.
Es posible convertirlo en un experimento de 2D mediante:

La realizacion de una serie de experimentos con diferentes valores del
tiempo tau, =P |3 evolucion de la sefial.

A

Y
S N N
I:> S(t, t,)
I to+AL e —y
t,+24t S,(ty+At, t)) '
. Ss(t+2At, t)) ‘

_—
np
|
np
Se obtiene una matriz con ni filas y np columnas

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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= Construccion de interferogramas b frr——

Seleccionando un mismo punto en cada
espectro se obtiene un grafico de la
oscilacion de la amplitud (o fase) de la
sefial

El resultado es equivalente a un Fid y contiene la
informacion procedente del tiempo de evolucién
La transformada segun t, proporcionara una sefial
lorentziana

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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( Transformada FT 2D

FI(12)

Bee————
— = ' FT(t])
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( Clasificacion de los experimentos de 2D © Universita do parccion

B ~ & 2D resolv
U é ® Homo 2D Resolv  (JH-H, 8)
® 2D-J heteronuclear
COSY AV
COSY PH

DQFCOSY
" Correlacién / TOCSY

© Homocorrelacién

HETCOR, HETCOR LR

® Heterocorrelacién ~— ———————» HMQC,HMBC
HsQC

® Noesy, Roesy

© Intercambio quimico \ NOESY
ROESY

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics

21/03/2012

“f Representacién 2D g Universinat de Barcelona

B Mapas 3D staked plot ﬂ

B Mapas de contorno Escala de color ﬂ
Mapa de contornos w

B Trazas

‘ Trazas y proyecciones ‘ ﬂ

B Proyecciones
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( Solucion P-6

om() a0c 850 80C 7=
¢,H,NO
N — -
Sist aromatico 7.46 -9.18 ppm 4H -Desplazamientos quimicos
Alifatico 2.66 ppm cH, ‘Multiplicidad
*Efecto de los sustituyentes
Insaturaciones 4 sist aromético + CO electronegativos en J
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71 Acoplamiento escalar J y saturacion selectiva b frr——

l Desacoplador 4.05 ppm

Desacoplador 4.93 ppm

MMML Espectro normal

I}{500 495 40 425 420 475 470 pom 405 400 395 300 385 360 37 pm

J

Irradicion selectiva permite identificar atomos que estén acoplados hasta 3 (a veces mds)
enlaces covalentes.
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Celobiosa exp Hom2DJ mapa color @ Goiversin de Borcelors
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a exp Hom2DJ Staked plot y proyecciones

U]
0 Universitat de Barcelona

Proyecciones
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Tema-12

Experimentos Homocorrelacion

7 U]
‘ cosy @ Universitat de Barcelona

d

Determinacion de conectivid de spins lados entre si

90 ¢p; 90 ¢p,

H [e]
D1 t1 B |
-
H

@® MARCAJE DE FRECUENCIAS
| ® TRANSFERENCIA DE MAGNETIZACION EN ANTIFASE
@ DETECCION MODULADA POR LA EVOLUCION DURANTE t1

& Transferencia de coherencia
Acoplamiento Pulso 90 (1, S)
Iy  — 2ty ey 211,
Spin | Spin S
Transferencia de magnetizacion entre dos spins (I, S) via acoplamiento escalar

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics

o

¥g!nformacion obtenida en el Cosy [, Yo e—

o v o metil D arabino furanosido
o L
. 55 .
. s e En el experimento Cosy se detecta
3 z 2= F simultdneamente toda la informacién
4 N " . [y de acoplamiento escalar (recordarel exp
NS r homodecoupling)
N
4. ~ ~<
g S =~ ~ P
4. > N Los protones acoplados entre si tienen
o S una sefial de correlacion fuera de la
diagonal
4 23
59
& ~ - .
54 N Las sefiales de la diagonal son
2 50 48 46 44 42 40 38 36 34ppm

equivalentes al espectro 1D

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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‘ ( Cosy en AV 3.,. e Biteakotm

Combinacién de los datos modulados en seno y coseno para cada t;

N-type P_type
pulsol pulso2 detect pulsol pulso2 detect
1 X X X X X X
E_z y X -X y X X

21/03/2012

} \ ?_4)\‘ VR+E=AV [
< T ﬁ*/%;’

Modo Magnitud

Sefiales en F1 moduladas en fase y

PHASE TWIST

no en amplitud
* Funcion de procesado . |
Pseudoecho = ]
o sinebell
[ TR TR ITI
o u #
Unitat de RMN Centres Cientifics i Tecnologics
( Ciclo de fases Cosy Ql'm..-rmm de Barcelona

+ Los procesos de relajacion durante el periodo de evolucién generan una magnetizacion
enZ.

+ Elsegundo pulso de 902 la transforma en magnetizacion longitudinal, que evoluciona
s6lo durante t2. Tiene un desplazamiento quimico constante en F1

t 90 +x t2
B $ $ $\ ! X
t, % ! ;/ ws
: e o w1=0 w1=0

w2=ws w2=wl

Cancelacion de las sefiales axiales

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

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics

7 ( (FOlES G0 gl'nm-rmm de Barcelona

LHLNMER Spocm o bl
I 994570 |

HaE
gy . Ubiguitina, proteina con
§ 76 aminoacidos de 8.5 KDa

Protein NMR Spectroscopy John Cavanagh

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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( Cosy en AV del compuesto C18H2402

Funciones de apodizacién pseudo echo o campana de seno

Varios sistemas de acoplamiento

Campana de seno 02
independientes

Campana de seno cuadrado 02

Ao
' . ///// o
. . A
i
2 [
2
. La informacion es igual
H aambos lados de la
[T s 8 N
H diagonal
. ' d imetrizacion
i ®

. Disminuye la intensidad de
[ ©  artefactos e imperfecciones

ss 45 | as  2s 15 os <8
2 omt

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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( FiCha del cosy g Universitat de Barcelona

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

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

e
a3

P90 pw90

HO I I -
0 5553
D1

1 2

B En el experimento COSY-AV (902) no es posible ajustar simulténeamente la fase de las
sefiales de correlacién y de la diagonal. Se procesa y representa en valor absoluto. VREI AV

_ F Es necesario utilizar funciones de procesado tipo campana de seno. Las colas de las
sefiales de la diagonal pueden enmascarar las sefiales de correlacién proximas.

B Es un experimento rapido (nt = 4-8) y sin dificultad para compuestos de tamafio
ediano-pequefio DR=Sw,/Ni
B El nimero de incrementos depende de la ventana espectral, entre 128 y 512
AT(1)=Ni/Sw,
Ref: J. Jeener, Ampere International Summer School, Basko Polje (1971);
Unitat de RMN Centres Cientifics i Tecnologics

( Cosy G Fase g Universitat de Barcelona

Ventajas del Cosy en fase:
B Se recupera la informacion sobre las constantes de
acoplamiento.
B Mejora la definicion de la estructura fina de las sefiales de
correlacion

Inconvenientes del Cosy en fase:
¥ Las sefiales de la diagonal tienen un caracter de
dispersion.

. -
B Se requiere la adquisicion de dos conjuntos de i
experimentos (States) El nimero minimo de

acumulaciones es 8 /16. é

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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f DQF-COSY

909 909 90x
Filtro de CDQ
D1 1 tau
Genera csa
cMQ (detectable)

B Las sefiales de la diagonal y de correlacién son de absorcion

B Las sefiales de la diagonal y correlacién tienen estructura en antifase.

B Los efectos de cancelacién afectan por igual a las sefiales de la diagonal y de
correlacién: Mayor igualdad en la intensidad de las sefiales.

B Disminucién de la intensidad de los singuletes.

La seleccién se efectia mediante el ciclo de fases de los dos primeros pulsos. El

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

observables

Unitat de RMN Centres Cientifics i Tecnologics
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( DQFCOSY Vs COSY g Universitat de Barcelona

i'rl» cosy ' DQFCOSY _

ETTTEEEEE e R
B Es posible ver sefiales de correlacion préximas a la diagonal.
B Disminucion de la intensidad de los singuletes, filtro de DQC
B Precisa mas resolucion (det correlaciones prov de J pequefias)

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

B Tiene menos sensibilidad que el Cosy en fase =

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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( DQFCOSY vs COSY

é COSY AV DQFCOSY
&g@, fi tg [T
Y 1
g
w' W a
I B
. sl

Polisacarido de 8-9 unidades

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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"1 Relacion de fases en el DQFCOSY gl,"m_m s

-
¥ B DI y CR tienen la misma modulacion M

B Antifase en las dos dimensiones
# B [

B Ajuste de fase en F1y F2

cancelacion de sefiales en
antifase por falta de ‘ » 7.00

resolucion mwﬂmwm-. o ———

o990 680 670 660 650 640

LP

\f Incremento de la resolucién en F1

Prediccién lineal

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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( DQFCOSY SiStema AMX g Universitat de Barcelona

Serina sistema AMX HA*‘C,HMO

Acoplamiento pasivo

Acoplamiento activo

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics

( LR-COSY g Universitat de Barcelona

La introduccién de unos pequefios tiempos de espera antes y después del ultimo
pulso favorece la deteccion de sefiales de correlacion debidas a J pequefias

t,=T,-A
— _
t,=T,-A tut, 2T,-2A

Para *H con un rango de T, comprendido entre 0.2 y 0.6 s el valor de A oscila
entre 0.05 y 0.45 s (suponiendo un tiempo de adquisicién de aprox 0.3s).

Se precisan resoluciones elevadas en f1,f2

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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Determinacion de correlaciones con J pequefia
Cosy con suficiente resoluciéon ni=512-1024 Tau=0.3s

Cosy90

Eﬁﬂ
1o, %

- - o
@ ® o=
& -
S - B -

H9——— H11, H11’, H12’

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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®,=y(Bo+By(z)) Ty D=YPsByz 1,
1 sola especie
©;=1Byz) Ty ;=B Ty LY Pi S

distintas especies nucleares

@, angulo de desfase

B, intensidad del gradiente 1, tiempo de aplicacién
p orden de coherencia s factor derivado de la forma del grad
Unitat de RMN Centres Cientifics i Tecnologics
( gCosy (") Ql-m..-mm de Bareelona
cosy gCosy
\
Pas - e
10 10
P .
.
15 15
. -
20 20
. H
- “ - = ®
20 30
-
. - - - as e 3
40 “0
- - s i
W w35 31 s e a0 45 11 o8 Fr I P A P P PR
) 2at
. 18 4
Cosy nt=4 ni=256 gCosy nt=1 ni=256
Tiempo de acumulacién 20 minutos Tiempo de acumulacién 5 minutos

MN Centres Cientifics i Tecnologics
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GDQFCOSY o

® universitat de Barcelona

' ETiempo menor, es posible hacer los experimentos con nt=1-2 (5-15 minutos)

B Mejora en la eliminacién de imperfecciones, menos ruido t1
B Supresion de singuletes hasta 10.000 :1 frente a 100 :1 (ciclos de fase)

B Menor sensibilidad (en relacion al de ciclo de fases) aprox \2
B Posibles problemas debido a la difusion

ol e

=1 — T
50 48 46 44 42 40 38 36 34 32  ppm

_s_hfg_,;(-"r v er.-..illﬁ h—it—

Tyr-Gly-Gly-Fho-Leu

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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Tema-12b

Homocorrelacién 2D Tocsy

o

© untersita de Barcelona

= . X F

X{—eo—e ! 1
1 - X L4

M |

|
M e . MM |,
| 1 I

A 3 !

. = A

A A °

Coincidencia de sefiales =————) Ambigiiedad en la identificacion de sistemas

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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[ TOCSY /HOHAHA

X 4
| 1
X @ ®
| ! .
pw90 | 1 |
MM | g, :
D1 t | . .
| 1 1
A I — Q=@
Tiempo de evoluciéon A L o
o os

Permite determinar conectividades entre protones acoplados escalarmente
Diferencias / ventajas con respecto al Cosy

B Sefiales de correlacion y de la diagonal en fase y absorcion
B Correlaciones entre protones de un mismo sistema de acoplamiento

(aunque no estén acoplados directamente)

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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4 Efectos del tiempo de mezcla (I) gl,"m_mm s

L e - Sx

B La transferencia es maxima cuando t,, =1/2J

B Ensituaciones reales hay una gran variedad de J No es posible tener un
—_—

tiempo de mezcla dptimo para todos los sistemas
B Paratm <0.1/) sélo se observan correlaciones a un enlace ( similar al Cosy)
B Paratm >1/2J la transferencia se extiende a todo el sistema de acoplamiento.
H<—|\‘H H

C—C—C—?l—é
o

A B C F D

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

de spin, hasta alcanzar una discontinuidad

B Durante el SL la relajacién tiene un mecanismo distinto y el tiempo de relajacién es T1p .

Para T2<<T1 el T1p es mayor que el T, (Intermedio entre T, y T,)
Tocsy vélido para proteinas de hasta 10-20 KD

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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( Efectos del tiempo de mezcla (I1)

NH2  NH
2 200 %

£ 3000

S I

?ﬂ | N‘-H‘> © ARGNH——» CaH
s BN C—

£ 2000 i A ARG-NH; CpH
3 | > g ARG-NH——>C3H
K B CH2 ARG-NH— CyH
E 0 ARG y

£ 1000 |

= H

] \

]

0 50 100 150
Tiempo de mezcla en ms

La correlacion entre el NH y el proton y de la arginina se observa con t,, de 7ms
® La maxima intensidad de la correlacidn entre el NH y el protén alfa se alcanza a un tiempo de

= mezcla de > 70 ms (esta sefial de correlacién no aparece hasta tiempos mayores de 45 ms).

| El tiempo 6ptimo de mezcla es de aproximadamente 75 ms

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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4 Eiemplo del Tocsy © Lniversitar de Barcelona
Lysine co
Hs
HN NH;* Ha Hs Hp Hy
- TR 5 € "
Lysine . * v re v

| DOF-COSY T TOCSY ]
R 1 t1e |« Hy
[} P | I . eo = | o+ H
| ‘ . e = - H;.

ui h{ 80msec mixing time |
| - - . -w — He
. - 2 2w *—Ha

|

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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1 Tocsy vs Cosy

o

© untersita de Barcelona

P 2 2
2 (opm)

B Cosy Sefales de correlaci

B Tocsy Sefiales de correlac
discontinuidad X)

Sistema de acoplamiento: B esta en un
sistema de 6 protones (minimo)

ion debidas a acoplamientos directos

ion de todo el sistema de acoplamiento ( interrumpido por una

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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Tema-13

Heterocorrelacion

18
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G ( Heterocorrelacién 2D © Uniersita: de Barcelona

Objeto

conectividades entre pares nucleos distintos, por lo general entre un
protén y un heteronucleo (13C, '5N), relacionados mediante acoplamiento
escalar

e

Aplicaciones

~ Identificacion del nimero de protones unidos directamente a un atomo de
carbono

Transferencia de la informacién de las asignaciones del espectro de
carbono (heteronucleo) al de protén y viceversa, via uniones directas

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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- s o
2 ¥} Experimentos de Heterocorrelacién 2D b frr——

Correlacién

a un enlace HETCOR

Deteccion directa
(heteronucleo)

/ \ Correlacién a long-range
larga  — HETCOR,

Experimentos distancia coLoC
correlacion
Heteronuclear
Correlacién__, HSQC, HMQC
\ a un enlace

Deteccidn inversa ciclos de fases

(protén) ¢
\Cor‘r‘elucién a

larga  — HMBC

distancia
Unitat de RMN Centres Cientifics i Tecnologics
( Hetcor secuencia baSIca Q Universitat de Barcelona

Etapas de la secuencia Hetcor (basica)

B Excitacion del protén

B Marcaje de las frecuencias de protén durante el tiempo de evolucidn t1
B Transferencia de polarizacion entre el protén (1) y el heteronucleo (S)

B Deteccion del heteronucleo S (t2)

Evolucioén (t,)
—>I S ——
| D1

Deteccion (t;)

Transf polarizacion |to S

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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Deteccion directa

Evolucién (t,)

Deteccion (t,)

Transf polarizacién 1to S

Deteccién del heteronucleo Sent,

Menor sensibilidad (S/N o« y,ys %)
Mayor resolucion en X, determinada
por el tiempo de adquisicion AT y el
numero de puntos

Deteccion inversa

Deteccion (t,)

Evolucion (t,

Transf polarizacién 1a$S
Transf polarizacion Sal

Deteccion de | (*H) durante el t,

Mayor sensibilidad (S/N e y (1H)5/2)
Menor resolucion en el heteronucleo X,
debido al reducido nimero de
incrementos durante t, (resolucion digital
enFl)

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics

Polarization =yBo/KT |y, =~y \/I(1+1)
induction =w, =/yB,

Sensivity

Direct
detection 1D ¥g 52

—— S/N= NVnt *Q* Polarization*p,, *induction*T2/T1* effectivity exp

Relative sensitivities in heteronuclear experiments (U]

© universitat de Barcelana

S/N= Yoy Yobs *2 |

=1H, X="3C |='H, X="5N
¥('H) = 4y("*C) 7('H) = 10y("*N)

y(1C)s2

Y(15N)52 1

YOHHCPE 4] gy sy 10

@,
s j;
B
® INEPT, DEPT
l Direct Correlaton Y1y 32
3 HETCOR B
©)

1 reverse

312
i INEPT Tsh
S

y(C)y("HP*2 8| y(5N)y('H)*2 30

(D)
! X filtered 1H 1,52
HsQC
S

y('H)2 32| y('H)s2 300

Unitat de RMN Centres Cientifics i Tecnologics

U]
Q Universitat de Barcehona

HETCOR Santonina

(65mg /0.7 ml CDCI3)
Tiempo: 1h 15 min,

gHSQC Santonina

(20mg /0.7 ml CDCI3)

f nt=32 Tiempo: 45 min, nt=4
A | R .
' | . g .
| ' , :
| | | " hd . - g
| . ° .
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( Sondas U]

Sonda ASW
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2. Desacoplamiento de 13C

B Desacoplamiento de 3C durante el tiempo de adquisicién. 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 pequefias.

3. Supresion de las sefiales de *H asociadas a '?CH, y deteccion inicamente de
los *H unidos a *3CH,..

B En el caso de compuestos sin marcaje isotopico es necesario eliminar

sefiales con una intensidad de 100 veces superior a las que se detectan
(lH _IBC)A

. S0 180 90
Modulo Bird, =———» J:I—L
180

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics

HsQC| 3. o

HSQC Etapas basicas

90°, 180°, 90°, 180°, 90°, 180,

reverse

INEPT t=1/(4 Yey) INEPT
— NPT

El experimento se inicia con la magnetizacion de protén, d1 debe basarse en el
tiempo de relajacién de H (1.26 T,)

Transferencia de magnetizacién del protén H al heteronucleo 3C via secuencia
INEPT

Evolucién de la magnetizacion de 3C durante el tiempo de evolucién (marcaje de
frecuencias)

Transferencia de magnetizacién de *3C al protdn, via INEPT inverso
Adquisicion de la magnetizacion de protdn en t2, desacoplando el heteronucleo

Unitat de RMN Centres Cientifics i Tecnologics
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-{ HSQC Edited o

N Q Universitat de Barcelona
decoupling in t1

90°, 180°, 90°, 180°, 90°, 180,

A
t,/2

180°,  90°, 90°, 180°,
DEC
13¢
diti del reverse
INEPT eoitnEice Sy INEPT decoupling in t2
A= g, R
il Ly Jadl
e - 50
- - N
I CH and CH; groups will
"o 160 E appear positive and CH,
29 < ch, 2 negative
tm =
o «— CH
........................ ]
43 41 19 37 35 33 X1 28 27 nitat de RMN Centres Cientifics i Tecnologics
12 {ppm)

o
j H MQC Q Universitat de Barcelona

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

90° @, 180°% @,
12 O
H A=1/2J il t/2 A=1/2J
@, 90° @, 90°

DEC

13C Y
.

I La transferencia de magnetizacion es similar a la del DEPT

Il Evolucién de la coherencia de multiple cuanto -21,S, durante t,

Evolucién en funcion del desplazamiento del spin 3C : ws, reenfoque de los
desplazamientos de 1H

Los acoplamientos directos J s no evolucionan (se reenfocan)

Evolucién del acoplamiento homonuclear J,, (acoplamiento pasivo)

IIl. El dltimo pulso de 902 aplicado en '3C y seguido de un tiempo de espera A,
genera magnetizacion en fase, que puede ser detectada durante t,
(desacoplador activo)

Unitat de RMN Centres Cientifics i Tecnologics

HMQC/HSQC ®
Q / Q Ql'lhu-rhl:lllrﬁ.\rn-lnlu

HMQC HsQC

4I—I__

Secuencia con muchos pulsos de 1802y es
mas sensible a las imperfecciones de la rfy
efectos off-resonance posibles perdidas de
sensibilidad.

Secuencia sencilla (pocos pulsos), con
pocos fallos. Util para obtener informacién
de correlacion *H—13C de rutina en
moléculas pequefias.

Las anchuras de linea en F1 son mayores En e: :iAQCCIaJesolucilon enFl 25 fl"'a‘lor que
que en el HSQC, debido a: enle QC (desacoplamiento de los
protones en F1)

Evolucién de J,,, durante t;, que implica la
presencia de multipletes debidos al
acoplamiento H-H, La baja resolucién
impide su observacion

Mas adecuada para moléculas grandes o
complejas en los que se requiere una mayor
resolucion.

Unitat de RMN Centres Cientifics i Tecnologics
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" El espectro de correlacion HMQC muestra acoplamientos H-H en la dimension F1,
la sefial estd modulada por el acoplamiento J,: cos(W, t,)*cos(pJt,). Debido a la
é baja resolucién utilizada en la dimension de F;, los acoplamientos *H — *H no se
suelen observar. No obstante su presencia limita la resolucién ocasionando un
. ensanchamiento de las sefiales en F,.

I B
En el experimento de HSQC no aparecen los acoplamientos H-'H , en la dimensién

de F1 (principal diferencia entre el HSQC y HMQC)

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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Anomalias en la observacién de correlaciones en los
experimentos de HSQC y HMQC

Falta de sefiales de correlacion si los valores de T (HSQC) o A(HMQC) no estan
relacionados con la Y, real
—  Presencia de un alquino en una molécula
. Fallo en las correlaciones directas H-C=
*  Posibilidad de ver correlaciones 'H, *3C a dos enlaces (2,,c entre 40 y

60 Hz)
"Jew (Hz)
CH, alifaticos 125-135
CH,X alifaticos 135-155 HMQC A =1/(2J,)
Alquenos H-C-C 155-170
HSQC 71 =1/(4J,x)
Alquinos H-C=C 240-250
Aromaticos 155-165
Unitat de RMN Centres Cientifics i Tecnologics
HMBC (I) Correlacién 1H-13C a larga distanci °
( orrelacion " a larga distancia Q Universitat de Barcelona
y * o 180°,
y 90°, t, en
e
r ; 90°%  90°y 90%
; e
13C (S) 2 t/2
A2=1/2"J,
A1=1/2 ey cH Adquisicién sin desacoplar
A1 supresién de i e Varios valores de A2

A2 evolucién acoplamientos "J¢, (n= 2,3,4)

B El experimento de HMBC es una extension del experimento de HMQC ajustado para
observar de correlaciones a través de los acoplamientos a larga distancia (3¢, ey, Jen)-

B El ajuste se consigue con la eleccién de un tiempo de espera A2 suficientemente largo,
evolucién segun " ¢, (Mg, <5-10 Hzy o= 125-225 Hz). El A2 debe ser como minimo de
100 ms (1/2")¢, ), en ocasiones se deben utilizar tiempos mas cortos para evitar los efectos
de la relajacion.

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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Intensidad de las sefiales de (U]
correlacién en el HMBC © universitat de Barcelana

¥ La intensidad de las sefiales de correlacion del HMBC dependen del valor del "¢,
y de la duracion de A2:
loc sin(m "Jcy A2)

I BA2debe deajustarsea 1/(2 "¢y, ), con "< SHz ——»  A2=100ms.
¥ Para evitar problemas con la relajacion, en el caso de moléculas de gran tamafio,
se reduce a valores de A2=60-80 ms. En el caso de moléculas pequefias es
posible utilizar A2 de hasta 200 ms, para detectar conectividades con "¢, muy
pequefias

H-C-C<2Jcy 5Hz H-C-C-C <3Jcy 5Hz

H-C=C <2J.y 10 Hz H-C=C-C <3J.y 15Hz

H-C=C <2J.,, 40-60 Hz H-C=C-C <3J¢ 5Hz

B Adquisicion de varios experimentos con distintos valores de A2,

W Si para un H se detectan varias conectividades a larga distancia, la intensidad
relativa de las sefiales estd relacionada directamente con la magnitud de la
constante de acoplamiento
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) Eicmplo HMBC  frr

é Identificacion de las correlaciones directas (%)) y las de larga distancia ("J,)

L - Seiial residual

1Jeu=129Hz :] Nen=129Hz
=
= H7
= (Jen)
L H13
(Jen)
c11 o C15
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i Protones detectados

J Experimentos
H co ., Homonucleares
H

HMaC oHsac |
aAm

HMBC
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Comparacion de los Métodos utilizados para la g

07 Universitat de Barcels
supresion de 1H-12C ot
HMQC, HMBC y HSQC se basan en la supresion de las sefiales del isotopémero
1H-12C (99%) y la seleccion de sefiales de 'H-13C (1%)
Comparacion de los resultados obtenidos con los distintos métodos de
eliminacion de las sefiales de *H-'2C

1H.12C

1H-13C 1H-3C

taaaliie RS ST | [N SR S [ Mg SR
(a) 1H convencional, (b) ciclado de fases, |
(b) (c) modulo BIRD, (d) gradientes de campo J

Unitat de RMN_ Centres Cientifics i Tecnologics
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Estradiol
(10 mg /0.75 ml DMSO-d6)
tiempo: 58 min, nt=4

1H-13C gHMQC
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HsQc/gHsQc g Universitat de Barcelona

Comparacion del HSQC con el gHSQC

n - - n - -
(ppm) - - © gl - -
ks &
23 23
.
3 - - 2 - -
35 38 .
(- - -
@ - w - -
a5 - s ==
s0 - - . s0 - -
38 3.6 34 3.3 3.0 LA LE L 1 L0 2.8 2.6 2.4 3.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2
{a ¥2 (oom) ¥3 (gpm)

Supresion de las sefiales de t1 (mejor eliminacion de 'H-12C)
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HM Bc VS gHM Bc g Universitat de Barcelona

En el HMBC la utilizacién de gradientes supone una mejora considerable

En el HMBC la supresién de 'H-12C debe efectuarse con el ciclo de fases, no puede
utilizarse el BIRD ey Mlayor nivel de ruido

La secuencia con gradientes implica una mejora del espectro

Reduccién de ruido en t1
Claridge pag 247

GHMBC HMBC ciclo de fases

o ) o
°

8

weleags. ¢

1688 o Ghfuvie

| Ho
‘ E=4 & :
[- J Y & 30
I . - o
2 0 (] 16 ppm 22 W L5 (E] ]
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correIaCIones 31P-X Q Universitat de Barcelona
31p.13C
s
lﬂ—hv I -
s e -
Gran mejora de sensibilidad en Seq HMQC sin desacoplar 13C
la observacién de ntcleos con Con desacoplamiento de banda
pequefiay ancha en 1H

T. DW Claridge ; Hig-Resolution NMR Techniques in Organic Chemistry Tetrahedron Organic Chemistry Series

Pergamon (1999)
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