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Programm

Was haben wir uns letztes Mal angeschaut:

Wie beschreibt man Experimente mit Produktoperatoren

Wie funktioniert 2D-NMR

Was ist das COSY-Experiment

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Programm

Was wollen wir uns heute anschauen:

INEPT
Empfindlichkeit heteronuklearer Experimente
Mehrdimensionale heteronukleare Experimente

Zuordnung eines kleinen Molekiils

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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INEPT

(Insensitive Nuclei Enhancement by
Polarization Transfer)

Lit: G.A. Morris, R. Freemann, J.Am.Chem.Soc. 1979 (101) 760-762

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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INEPT

5/92

ist eine der wichtigsten Bausteine

von heteronuklearen Pulssequenzen und auch ein (heute
allerdings kaum noch verwendetes) eigenstdandiges NMR-

Experiment
IH I A2 | A2 IAZ/Z A,/2 | Entkopplung
nX I

p—

F W Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder

NMR-Spektroskopie"

AG NMR



INEPT

Wir wollen uns die Sequenz nun im Detail anschauen,
dabei kommen uns die ,building blocks" zu Hilfe

90,
H

X

180x |90y Kein SH' und ‘THH
A2 || A/2 l vernachldssigbar fiir
kurze A
180, 90,
l J 1y entwickelt

sich wahrend A,

rVP

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
NMR-Spektroskopie" AG NMR
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INEPT

90, 180, 9Oy Unmittelbar vor den beiden
H I A/2| | A2 l 90° Pulsen haben wir also:
180X 9Ox Hy COS TT JHX Al
"X I_ - 2H, X, sin T Iy Ay

Wir wdhlen A; = 1/(2 1J4x) (bei = 140 Hz sind das 3.6 msec)
und erhalten

-HY CoSs TCJHXA1+ ZHX XZ Sln TEJHXAI - ZHX XZ

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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INEPT

90, 180, 90,
14 I A2 || A2 l Die beiden dann folgenden 90°
Pulse bewerkstelligen einen
180, 90,
l Transfer von H nach X (lll)

X

2H, X, g 2H, X,
Wiirde man jetzt detektieren
hdatte man ein
X (1) anti-phase Signal

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR



INEPT

Man detektiert aber nicht, sondern man .refokussiert"
dabei kann sich A; von A, unterscheiden

90, 180, 90| 180, |
N av2 | aor2| |ayse|;
180, 90,) 180, |

X i

Kein 6)( und JHH' aber "THX

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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INEPT

2H, X, e 2H X cos nJ A, - X, Sin nd A,
Wahlt man nun A, = 1/2J,,y, dann bekommt man
B Xx

Am Ende erhalten wir heteronukleare Magnetisierung
wie auch beim herkémmlichen 1D. Wozu also der

ganze Aufwand ?
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Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Empfindlichkeit der Messung

Die Empfindlichkeit der NMR-Messung hangt von
verschiedenen Faktoren ab:

Der Unterscheid in der Besetzung der Energieniveaus
ergibt die Polarisation und damit die ,6rofle des Spins’

\

AE - F\'YPBO E A

S/N ~ ’YpBo 0000 |35
YpisT das gyromagnetische .
Verhdltnis des Kerns, mit \ y

dem die Messung begonnen wird

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Empfindlichkeit der Messung

Fir die Messung ist dann das maghetische Moment von
Bedeutung

Magnetic
U= vq T Moment
S/N ~ Yd
v4 it das gyromagnetische
Verhdltnis des Kerns, der Spin Angular
detektiert wird. Momentum

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Empfindlichkeit der Messung

Das NMR ein magnetisches Phdnomen ist, hdngt das
Signal von der Anderung in der Spule ab, also von der
Messfrequenz

Coill
®g = Y4Bo = z
e 119
nur die Wurzel L Y ' NMR signal
N ~ Vg
Zusammen S/N ~ /4B,
Insgesamt ergibt sich S/N ~ (v,B0) (v4)(y/74B)

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Empfindlichkeit der Messung

S/N ~ (ypBO) (yd)(\/yd Bo)

90, 180, 90, 180, |
N I v RIS

180, 90, 180, i pTTH YWTAYc
> I P Yd T Ix VHIIOYN

'Yp:'Yd:'YX

INEPT zeigt ein besseres
I S/N aber keine X-Kerne
ohne Proton

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR




Empfindlichkeit der Messung

Zur Detektion fiigt man zum INEPT noch eine
Entkopplung hinzu, damit die heteronuklearen

Kopplungen nicht mehr sichtbar sind, zudem kommt

die Verstarkung durch den NOE hinzu

H I A2

AJ/2 IAZ/Z

A,/2

Entkopplung

X

p—
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F W Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-

NMR-Spektroskopie"

Peter Schmieder
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Empfindlichkeit der Messung

Ein enger Verwandter des INEPT ist die DEPT-
Sequenz, die die gleiche Verstdrkung des Signals
bewirkt und zudem die Multiplizitdt erkennen lasst.

90 180,

1HIA

eY
A % A | Entkopplung
180,

90,

x| —

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR



Empfindlichkeit der Messung

S/N ~ (1,B0) (va)(\/74B,)

Eine noch bessere Empfindlichkeit bekdme man
aber, wenn man Protonen detektieren wiirde.
I'm eindimensionalen Spektrum bekommt man dann
aber nicht die chemischen Verschiebungen der
Kohlenstoffkerne, im mehrdimensionalen Spektrum
kann das aber durchaus eine Option sein
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Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Mehrdimensionale
NMR-Spektroskopie
(Teil 2)

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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2D-NMR Sequenzen enthalten
zwei heue Elemente:
Evolutionszeit und Mischzeit

Preparation 'volu‘rionl Mischung Detektion

(t1) (t2)

Evolution: Mischung:
Erzeugen einer weiteren Transfer von Magnetisierung von
Frequenzachse durch Spin zu Spin tiber Wechsel-
indirekte Detektion Wirkungen zwischen Spins

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufkldarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie

Zweidimensionale Experimente enthalten verglichen mit
eindimensionalen zwei neu Elemente
In der Evolutionszeit wird durch systematische Variation
einer Wartezeit eine weitere, ..indirekte" Zeitachse
erzeugt, die sich durch FT in eine Frequenzachse
umwandeln ldsst
In der Mischzeit findet ein Transfer von Magnetisierung
von einem Spin zum anderen statt. Je nach der Art des
Transfers (homonukleare oder heteronukleare Kopplung,
NOE) entstehen unterschiedliche Spektren

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR



Man unterscheidet Kopplung zwischen gleichartigen
Kernen (homonukleare Kopplung) und zwischen
unterschiedlichen Kernen (heteronukleare Kopplung)

3‘JHH
L, “Jho
Iﬂ 1JHC BJHC H
[ I [ [

L |

H
I
[
H

21/92

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufkldarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Direkte Kopplungen sind im allgemeinen eine
Grolenordnung grofer als solche lber
mehrere Bindungen

IJHH: 276 Hz IJHC: 125 .. 200 Hz IJHN: 60 .. 100 Hz

ZJHH:O..3OHZ ZJHC:O.. ZOHZ ZJHN:O..15HZ
3JHH:O..20HZ 3JHC:O" 15HZ 3JHN:O..8HZ
4JHH:O..3HZ 4JHC:O..2HZ 4JHN:O..1HZ

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie

homonukleare Spektren

Transfer von Magnetisierung findet
zwischen gleichartigen Kernen statt.
Beide Frequenzachsen zeigen die H, H,
chemischen Verschiebungen des
gleichen Kerns. o /]
Findet Transfer statt, ergibt sich in
beiden Dimensionen eine
unterschiedliche Verschiebung:

Transfer

o t
61
Findet kein Transfer statt, dann '61 5,

ergibt sich in beiden Dimensionen die
gleiche Verschiebung:

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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$ 2 |=
e o0 |= Ein Beispiel war das
COSsY
o0 00
o0 00
o0 00
o0 00

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufkldarung-  Peter Schmieder
= NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie

heteronukleare Spektren

Transfer von Magnetisierung Transfer
findet zwischen unterschiedlichen N
Kernsorten statt. H X
Beide Frequenzachsen zeigen
die chemischen Verschiebungen _
unterschiedlicher Kerne. Oc2
Findet Transfer statt, ergibt sich
ein Signal am Schnittpunkt der o |5
chemischen Verschiebungen der e
involvierten Kerne.
Findet kein Transfer statt, dann , , ,
er'gibT sich kein Signal. 8H1 6H2 8|—|3

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie

Auf den beiden Frequenzachsen des zweidimensionalen
Spektrums werden zwei unterschiedliche chemische
Verschiebungen (6, dy) dargestellt

Die Auflosung in den beiden Dimensionen ist nicht gleich,
in der indirekten Dimension ist sie wesentlich schlechter
als in der detektierten Dimension

Es macht also einen Unterschied, welche chemische
Verschiebung in welcher Dimension detektiert wird:

Es gibt ..herkommliche" und .inverse® heteronukleare
Spektren

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Heteronukleare NMR-Spektroskopie

Man kann daher bei heteronuklearen Spektren
zwischen Korrelationen iiber die direkte Kopplung
tber eine Bindung und lber
Weitbereichskopplungen unterscheiden

C-Detektion H-Detektion

Korrelation via 1Jy HETCOR HMQC
Korrelation via "J COLOC HMBC
herkommliche inverse

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR



Ausgangspunkt fir ein heteronukleares 2D
kann die INEPT-Sequenz sein

IH I A2

AJ/2 IA2/2

A,/2

Entkopplung

X

pr—
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Hier liegt transversale Protonen-Magnetisierung vor,
man kann eine Evolutionszeit einbauen....

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-
E NMR-Spektroskopie"

Peter Schmieder

AG NMR
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... und erhdlt das H,X-COSY oder HETCOR

A,/2 | Entkopplung

p—

INEPT-Sequenz
Al - I/ZIJHX, AZ = 1/31JHX

8H , JHH aber kein JHX *

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufkldarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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H,X-COSY oder HETCOR

IH A,/2| |A,/2| Entkopplung

; -

Die beiden Pulse kann man zu einem zusammenfassen,
Damit verringert man die Fehleranfadlligkeit des
Experimentes

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufkldarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Im H,X-COSY (oder auch

\8 HETCOR) sind nur
H " Korrelationen zwischen
Protonen und direkt
daran gebundenen
Kohlenstoffen zu sehen,
0 so wie im INEPT oder
DEPT nur

protonentragende
Kohlenstoffe erscheinen

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Das kann man auch ausgehend vom DEPT machen .....

90 180,

1HIA

eY

A % A | Entkopplung

90, 180,
nX I

Hier liegt transversale Protonen-Magnetisierung vor,
man kann eine Evolutionszeit einbauen....

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufkldarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR



180, 0,
.
1 %
H A A % A | Entkopplung
90, 180,
nX I

A 4

P
<

O , Ty aber kein Jyx DEPT-Sequenz
A = I/ZIJHX
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Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufkldarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR



Das schauen wir uns
jetzt an einem kleinen

Beispiel an

C11H13N203Br'

34/92

rVP

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufkldarung-  Peter Schmieder
NMR-Spektroskopie" AG NMR
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1D- IH-Enploter o |
1D-13C-Spektrum

|

b et gt e

— 1

12

T T T T T T T T T T T T T T T 1
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufkldarung-  Peter Schmieder
= NMR-Spektroskopie" AG NMR
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ppm | ppm |
2_0_: H,C-COSY 2.0_: DEPT'COSy ‘
] ¢ 1 (4
2.5 2.5- .
3.0- 3.0-
3.5- | 3.5 \
] . L
4.0 4.0
] * .
4.5 4.5-
5.0- 5.0-
5.5 5.5-
6.0 6.0-
i ¢ .
6.5 6.5
E ' )
7.0+ 7.0-
i ' '
7.5 7.5
8.04 . 8.0
8.5 I ) I ) I ) I ) I ) I 8-5: I j I ) I j I ) I ) I
140 120 100 80 60 ppm 140 120 100 80 60 ppm

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufkldarung-  Peter Schmieder
= NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Heteronukleare NMR-Spektroskopie

Weitbereichskorrelation

AJ/2 IAZ/Z

A,/2

Entkopplung

1 J’rl/Z 1/2} 02

"X

p—

Um nicht nur Korrelationen via 1J,,x zu bekommen muss
man die Delays A; und A, lgnger machen, damit man in
die GroBenordnung von 1/2"J,,, kommt

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
E NMR-Spektroskopie"

AG NMR
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Heteronukleare NMR-Spektroskopie

Um die Pulssequenz nicht zu lang werden zu lassen und
um die Zahl der Pulse zu reduzieren fasst man die
Evolutionszeit (1;) und die Entwicklung der Kopplung
wdhrend des Delays A; zusammen. Es entsteht ein
.constant time"

Experiment, das seinen Namen trdgt, weil sich die
Ldnge der Sequenz durch die Evolutionszeit nicht
dndert. Wie bekommt man nun aber die firs 2D
notwendige Evolution ?

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Heteronukleare NMR-Spektroskopie

IH J Aprt,/2 Ap-1,/2 I

nX I

Jn entwickelt sich ungestort: (Aq+1,/2) + (A-1,/2) = A
A, muss kleiner 1/2J ., sein

Jx entwickelt sich ungestort: (A+t,/2) + (A-1,/2) = A
A; sollte nah an 1/2"J,, sein

8y wird refocussiert, hier gilt (Aj+1,/2) - (A-1,/2) = 1,

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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So entsteht das H,X-COLOC

1H J (Ap+1,)/2

———

(Ar1))/2 IA2/2

A,/2

Entkopplung

X

———

A

p—

Fiir X = 13C sind gute Werte: A; = 25 msec, A, = 33 msec

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
E NMR-Spektroskopie"

AG NMR



| H.c-cosY

10

11

12

10

11

, 12

| R
160 140

—
120

—
100

80

H,C-COLOC

) I
60 ppm 1

A B
60 140 120

|
100

I
80 60 ppm
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rVP

NMR-Spektroskopie"

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-

Peter Schmieder
AG NMR
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Wir haben oben schon gesehen daf3 es noch
besser wdre die Protonen auch zu detektieren

E A Magnetic Coil
/ Moment B 4 @
%ngular f Y "'NMRSsignal
Momentum X

S/N ~ (1,B0) (4)(\/74Bo)

vy ~ 4 v, die Detektion auf Protonen bringt
also einen Faktor 8 I

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Heteronukleare NMR-Spektroskopie

Aus diesem Grund werden das HETCOR und das
COLOC heute kaum mehr verwendet. Sie sind
fast vollstdndig von ihren sogenannten
.inversen" Analogen ersetzt worden.

Im Falle der 1D-Spektren sind dagegen 13C-
Spektren und DEPT heute noch sehr aktuell

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR



44/92

Das HMQC

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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HMQC (inverses H,X-COSY)

90, 180,

1HIA A
90, 90,

¢ I t,/2 t,/2 I Entkopplung

|

Preparation IEvoluTionI Mischung Detektion

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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keine chemische Verschiebung &,,, Kopplung J,, zu
vernachldssigen: sin nJ A= 0.06 (J=3 Hz, A=3.5msec)

90, 180,
'H A A
90, 90,

¢ I t,/2 1,/2 I Entkopplung
Kopplung 1J chemische Verschiebung &y
A=1/(21F ) keine chemische Verschiebung 3,

typisch bei 13C 3.5 msec  was ist mit der Kopplung J ;% ?

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufkldarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Produktoperatorformalismus

1H I Iy A, IH Iy A,

Diesen ,building block™ haben wir schon anders herum
berechnet, der 180° Puls entfernt die heteronukleare

Kopplung, J,x wird refocussiert

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR



48/92

90, 180,
'H I A A
90, 90,
¢ I t,/2 t,/2 I Entkopplung
90° H, Td A '
Hz > _Hy HX— , -HY CoSs TCJHxA"" ZHX XZS|n TCJHXA

A = 3.5 msec, Jx = 140 Hz » Jux *A=05
cos tJxA=¢c0s05n=0,sinnl xA=sin0bn=1
aber keine Weitbereichskopplung
A = 3.5 msec, Jyy =D Hz — sin nJ;xA = sin 0.0175 = = 0.05

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR




49/92

90, 180,
'H I A A
90, 90,
¢ I t,/2 t,/2 I Entkopplung
90° X 5.t
2H, X, =% (€ 2H, X )

Multiquanten="_ 214 X cos 8 t,+ 2H, X, sin oy 1,

O nicht detektierbar
0" X, - 2H, X, cos dy 1y stin Ox T

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Heteronukleare NMR-Spektroskopie

90, 180,
o] A A
90, 90,
nX I 1,/2 t,/2 I Entkopplung
- 2H, X, cos 8y t; Ml | H, cos 8y 1

zu Beginn der Acquisition liegt Protonenmagnetisierung
vor, .moduliert” mit der chemischen Verschiebung des
direkt gebundenen Heterokerns

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR



51/92

HMQC = Heteronuclear MultipleQuantum Correlation

Ein Signal zeigt die
0 5,

direkte Bindung
o zwischen H und X an.

Die Kopplung zwischen H
O und X ist nicht zu sehen,

0 wdhrend der Evolution

und der Acquisition wird

— & ~entkoppelt”

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Was ist eigentlich mit T ~ Q9% T ~ 1%
den Protonen die nicht an 12¢ 13¢
den Kern gebunden sind, keine chemische Verschiebung 5,

zB.an2C fiir X=C?  Kopplung J,, zu vernachldssigen

-H,

180,

90,
1H I A A
90, 90,

¢ I t,/2 t,/2 I Entkopplung

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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99% \SX
0
Tof 0%
| |
OH
99%
1% —
~ Die Signale missen irgendwie
Sy entfernt werden

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufkldarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Heteronukleare NMR-Spektroskopie

Dazu gibt es eine ganze Reihe von Maglichkeiten
+  Molekiil mit 13C markieren (unrealistisch)

»  Phasencyclus

- BIRD-Puls

siehe andere Vorlesung !
-+ Gradienten

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Heteronukleare NMR-Spektroskopie

Phasencyclus

90, 180,

90,
¢ 1,/2 1,/2 I #n‘rkopplung
(I)l = X, =X (I)r'ec -+, -

Das Experiment wird mehrmals mit unterschiedlichen

Puls- und Receiverphasen durchgefiihrt

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR
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Heteronukleare NMR-Spektroskopie

nicht an X-gebundene Protonen:

1: (I)l =X > HY _
2: ¢y = -X . H, 1-e=0
nX-gebundene Protonen :
1: (I)l = X HY CO0S 8)( Tl
90° X
ZHXXZ > —ZHXXY 1"2: 2 HYCOS 8)( Tl
2: by = -X -H, cos 64 t
2H, X, 272 2H, X,

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
B NMR-Spektroskopie" AG NMR



Heteronukleare NMR-Spektroskopie
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Allerdings hat die Unterdriickung mit dem Phasencyclus

zwei Nachteile:

Es ist ein Differenzexperiment. Sollte die Subtraktion
der beiden Spektren nicht ideal funktionieren, bleibt
ein starkes Restsignal.

Man nimmt das starke Signal auf jeden Fall auf, der
Empfdnger muss dementsprechend weit gedffnet
werden und es bleibt weniger .Platz" fir die
gewinschten kleineren Signale.

Daher werden heute oft die Gradientenmethoden
verwendet

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
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Das HMBC
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Heteronukleare NMR-Spektroskopie

Bislang haben wir aber nur Korrelationen zwischen Protonen
und direkt gebundenen X-Kernen. Oft sind aber viele nicht-
protonen tragende Kerne vorhanden und auch besonders
interessant. Wie kann man das HMQC umbauen ?

90 180,

1H I A A
90, 90,

nX I 1,/2 t,/2 I Entkopplung
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HMBC (Weitbereichskorrelation)

180,

90,
'H I A

¢ I 1,/2 1,/2 I
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1H I A Im ersten Teil der Pulssequenz
werden die Multiquanten erzeugt,

indem sich die heteronukleare

"X I Kopplung wdhrend A entwickelt.

H, = H el 1 cos ndy A+ 2H, X, sin nd) A

90° X
X ~>%OS TCJHXA |n TCJHXA

wird mit dem Phasen-  Multiquanten bilden sich optimal
cyclus entfernt firA=1/27

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
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Die optimale Ldnge hdngt also von der Grofe der
Kopplung ab und laBt sich leicht berechnen

90, ”
I Entkopplung

Eigentlich muss man also nur A ldnger machen
HMQC: J =140 Hz, A=1/2J = 3.57 msec
HMRBC: J=6Hz A=1/2J = 83 msec

90, 180,
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Heteronukleare NMR-Spektroskopie

Dann treten aber zwei Probleme auf:
Entwicklung von J,-Kopplung
Relaxation

90, 180,

Die Relaxation bewirkt das Verschwinden des Signals,
Die Zeit vor der Acquisition sollte also so lang wie nétig
aber so kurz wie mdglich sein, A moglichst klein

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
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Die Entwicklung von J,, ist nicht mehr zu vernach-
ldssigen, es entsteht eine Mischung von in-phase
und anti-phase Magnetisierung
Eine Magnitude-Rechnung wird nétig sein |

90, 180,
H ﬂ A A
Hly Co0S TCJHH 2A - ZHIX HZZ Sin TCJHH 2A
A = 3.5 msec A = 40 msec
JHH - 3 HZ
.cos" =094 .cos" =0.31
.sin" = 0.06 .sin" = 0.68
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Heteronukleare NMR-Spektroskopie

90, 180,

H ] A A

Zur Erinnerung: Der 180° Puls hat im HMQC die
chemische Verschiebung refocussiert. Wdre das nicht
passiert, wdre eine Phasenkorrektur ebenfalls unmaoglich.
Juy war im HMQC nicht wichtig da A zu kurz war. Wenn
nun aber wegen J ., eine Maghitude-Rechnung gemacht
werden muss, brauchen wir auch die chemische
Verschiebung nicht mehr beachten.
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B NMR-Spektroskopie" AG NMR



66/92

Man macht A = 60 - 80 msec lang, dann entwickelt sich
heteronukelare Weitbereichskopplung lange genug

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
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Heteronukleare NMR-Spektroskopie

180,

90,
1 I A
90, 90

¢ I t,/2 t,/2 I

Wegen der nun auftretenden homonuklearen Kopplung
muss eine Magnitude-Rechnung gemacht werden, wir
lassen dann auch chemische Verschiebung wihrend A zu,
aber nicht wahrend 11 i
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Heteronukleare NMR-Spektroskopie

180,

90,
1 I A
90, 90

¢ I t,/2 t,/2 I

Die heteronukleare Kopplung wird auch nicht mehr
refokussiert um Zeit zu sparen, die Entkopplung muss dann
wegfallen, sonst bleibt kein Signal (ibrig.
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Heteronukleare NMR-Spektroskopie

Zu Beginn der Acquistion liegt also ein wildes Gemisch
von Magnetisierung vor, wichtig ist die Modulierung mit
der chemischen Verschiebung in t;, den Rest erledigt
die Maghitude-Rechnung.

180,

90,
1 I A
90, 90

X

¢ I t,/2 t,/2 I
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Heteronukleare NMR-Spektroskopie

Was ist mit der 1J,,,-Kopplung?

Die daraus resultierenden Signale kennt man schon,
wegen der fehlenden Entkopplung ergeben sich Doubletts
Man konnte entweder A auf 1/J setzte

H, cos nJ,x 24 - 2H, X, sin nd, 28 Ak 1,

Oder man unterdrickt die Signale mit einem Phasecyclus
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Heteronukleare NMR-Spektroskopie

90 180,

1H I AI AZ (I)r'ec

9O¢1 9O¢2 9Ox

¢ I I t,/2 t,/2 I

A; = 3.6 msec, A, = 60 msec

by = X, X, -X, -X » .low-pass-J"-Filter
b, = X, -X, X, -X "

.normaler” Phasencyclus
Pprgc =+, -, F, -
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HMEBC = Heteronuclear MultipleBond Correlation

Es bleiben nicht unterdriickte Signale von den 1J . iibrig
als kleine Doubletts, andere Signale zeigen
Weitbereichskopplung an

HMQC HMBC
Transfer via 1Jx 8X Transfer via "J 4
O 0 00 O
OO =via IJHX
O O 0 Q0
o QO O
o 00
5y, 3y,
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Ein Beispiel
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Das Molekiil

Ci1Hi3N,O5Br Desoxythymidin

Vorlesung ..Moderne Methoden der Strukturaufklarung-  Peter Schmieder
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1D-H
1D-13¢
DEPT
cOSsY
BC-HMQC
13C-HMBC
15N-HMQC
15N-HMBC

Ein Beispiel

Die Experimente

1 min
1 h
10 min
10 min
10 min
50 min
3h
35 h
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}fN:)QH< ‘

H/D

/// DMSO

1 ppm
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1D-13C-Spektrum
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30 ppm
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rVP
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DEPT-Spektrum
3 ba Br
HN 4 ‘5 H
O%KN:S H
HO e ]
og ® *

C11H13N203 Br' 1D—13C—Spek‘rr'um

AN \

i o J L " ") Loyl Ll L "
L ‘rl,... o s e .,W-.WWL—

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm
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ppm

14

2 0 ° ¢

3_

s, 30

4 @ 0 0 o 0

54 o0 o ©

6- o Zuckerbereich,

: i

8 °

9

10 Korrelation von

1 Frequenzen via 'H-!H-
12 Kopplung, i.a. nur zwei
R e e e oder drei Bindungen

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Peter Schmieder
AG NMR
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ppm

2.0 -
2.5
3.0 i
3.5 |
4.0 -
4.5

50 -

oSO COSY
0

01 0

T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 20 ppm

rVP
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3C-HMQC

30

10 Zuckerbereich E.
50
60 - 5‘
3

704 L J
80 1‘

& \
oo +4
1004
1104 ®
120
130 L ) .

. Korrelation von Frequenzen

1404

via 1H-13C-Kopplung, man
korreliert nur direkt
3 12 11 1 95 & 7 6 5 4 3 2 1rem | gneinander gebundene Kerne

150
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p:r: 13C-HMBC

40 - Few

50

°0" 1 - T

70 - - - -

80 \
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100
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120
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150 - - via 1H-BC-KO[’.')]Z)ILII’IQ, man
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170 Bindungen (2J ¢ bis 4T ),
15 12 11 10 s s 1 & 5 4 3 2 1 ppm 1J ¢ gibt ein Dublett
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13C-HMBC
(Basenbereich)

QS
05 Nt

s
Korrelation ausgehend von
H1' Korrelation zu 5 ist

schwach und 5 ist von 7/8
aus zu sehen.

rVP
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ppm
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13C-HMBC
(Basenbereich)

v<
O/K 5
A

Korrelation ausgehend von H7,
das via H3 zugeordnet ist.

rVP
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13C-HMBC
(Basenbereich)

v<
O/K 5
A,

Korrelation ausgehend von H8,
das via H3/H7 zugeordnet ist.

rVP
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Ein Beispiel
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13C-HMBC
(Basenbereich)

v<
O/K 5
)

Korrelation ausgehend von

Hé6, alles ist zu sehen, das

hilft nicht beim Zuordnen,
es passt aber alles.

rVP
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iz 15N-HMQC
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" 1' , PN-HMBC
148 //\\\\\J//i>><<i

150 . a | Oa 5
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Ein Beispiel

Zuordnung
'H [ppm] | C [ppm] | N [ppm] BC[ppm] | BClppm] | N [ppm]
predicted dT dT
1 6,16 84,5 - 1 77.8+8,2 85,1 -
2' 2,17 39,8 - 2' 39,9+5,1 40,4 -
3 4,27 69,9 . 3 68,7 £ 1,6 717 -
4' 3,79 87,5 - 4 748+9,2 88,4 -
5' 3,62 61 - 5' 63,8+0,3 62,4 -
1 - - 149,7 1 - - 142,7
2 - 149,2 - 2 156,8 + 10,6 151,6 -
3 11,92 - 157.7 3 - - 153 ,5
4 - 161,6 - 4 135769 | »1373 -
5 - 109,7 - 5 1175+31 | 1105 ) -
6 8,09 139.4 _ 6 1357114 | 1649 -
7 6,87 129,9 - 7 132,6 £+ 6,9 - -
8 7.25 1065 - 8 89,4+ 15,8 - -
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rVP
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Zusammenfassung

Was haben wir uns heute angeschaut:

Was ist das INEPT

Was ist fiir die Empfindlichkeit heteronuklearer
Experimente von Bedeutung

Mehrdimensionale heteronukleare Experimente

Zuordnung eines kleinen Molekiils
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That's it for today
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