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Aplicacion en Biomacromoléculas U=
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Muestra
I5N/3C/2H
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Exp 1D

UEn funcidn de la intensidad y duracién del pulso, el
angulo de la rotacién cambia.

| fad

QUn pulso de 902 (x) sitda la magnetizacién Mz en el eje -y : \\ \\ / /

A . \\/X
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Informacion que se puede obtener por RMN U
@ Universitat de Barcelona

Parametros observables

QA Desplazamientos quimicos

Angulos diedros

Transferencia de magnetizacidn en exp de
correlacion

U Constantes de acoplamiento

E Tiempos de relajacion
B Noe (relajacién cruzada)
E Intercambio

B Acoplamientos dipolares residuales

DETERMINACION DE ESTRUCTURAS ‘
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Espectros 1D @ ==
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Acoplamiento escalar
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Acoplamiento vecinal 3J(H,H) . J
® 4ngulo diedro A 121

® electronegatividad de los sustituyentes 3, 8
® |ongitud del enlace

® dngulo H-C-C-H 2

3
JNH Ha

¢ czz /%

3T\ g = 4-10 Hz
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Informacion en el exp 1D
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2.2Hz 5.0 Hz 8.0Hz
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Falta de informacion ?
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Exceso de informacion ? L=
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Como obtener mas informacion ?
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2D
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—— cross peaks

2D 'H,'H spectrum

3D nD
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.-‘»'.’.‘! Stack plot Contour plot
2
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Introduccién a las 2D =
e Universitat de Barcelona
< Experimentos de 1D
| F La informacion se presenta en un Unico eje de frecuencias (desplazamientos
| L quimicos, acoplamiento, etc).

B El solapamiento de sefiales dificulta la extraccién de toda la informacidn.
B Es necesaria la realizacion de experimentos complementarios (por ejemplo de

desacoplamiento, etc.).
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Experimentos de 2D —
9 Universitat de Barcelona

¢ Experimentos de 2D
E La informacion esta contenida en dos ejes de frecuencia (F1y F2).

L
i'yL B Los problemas de solapamiento son menores
B Es posible obtener toda la informacion de una propiedad en un tnico experimento
(Cosy vs homo-desacoplamiento).
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Esquema de un experimento de 1D
9 Universitat de Barcelona
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i’)“L D1 }\

Tiempo de adquisicion

Tiempode esperaDl ————___ posibilita la relajacién
excitacion de todas las freq.

Pulso de RF
Tiempo de adquisicion: =———— adquisicion de la senal

Intensidades
S(F,;) Contiene informacién del_> Ty e

acoplamientos

Lad

Eb‘! )
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Esquema de un experimento de 2D O
@ Universitat de Barcelona
A EVOLUCION DETECCION
L
EPAL | PREPARACION MEZCLA
t, t,
+——>
La seiial obtenida es funcién de dos tiempos de adquisicion
00 O —
FT 00 o I
A(ty,ty)) ——— S(F,,F,)
‘l\::_! O o0 —
R (@) 00 —
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Etapas de los experimentos de 2D Q-
e Universitat de Barcelona

Evoluciéon 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 nucleos acoplados de modo escalar oly
dipolar tienen que estar codificadas en frecuencias. Para cada
dimensiéon de un experimento de nD, debe haber n-1 etapas de
evolucion.
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SecuenCIa BaSIca ZD eUniversital de Barcelona

¢Como obtener la informacion generada durante el tiempo de evolucién?

L. Secuencia SEFT 900 1802

iyL 1y 2 3 4 5 6

Evolucion de la

L 1 2 3 4
magnetizacion
————> _ _
X -y
6 5
C13 en resonancia 0
- =1/4J 0= 90° -—
=1/2J 0= 180° 0=2mcJ

1=3/4J 0= 270°
=1/J 6= 360°
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Modulacién en ) (U=
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El resultado depende de tau y del acoplamiento H-C.

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

0=2n1J
t=1/4) +=1/2) <=3/43 =t =1/J

PP R DB o |

/

En la secuencia SEFT el tiempo tau es fijo y se selecciona en funcion 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

il
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El resultado final depende de la constante de acoplamiento y de la
duracién del tiempo tau
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Tiempo de evolucién

9 Universitat de Barcelona

«»+ El 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, =——

la evolucidn de la seial.

)

r

t,
I:.
Si(ty, to)
i t,+At '
I% S,(t+At, t
¢ +2A8 2(tiHAL, t) A
I:> S4(t,+2At, t,) A
np :
~—
np

Se obtiene una matriz con ni filas y np columnas
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Construccidn de interferogramas @ vniversia: e Barceons

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

—_—
s
——

[) ‘ El resultado es equivalente a un Fid y contiene la
j quﬂfmmlm/\f informacion procedente del tiempo de evolucion
U La transformada segun t, proporcionara una sefial
| lorentziana
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Transformada FT 2D 0=
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FI(12)

S — FT(t1)
= I- x
m Unitat de RMN Centres Cientifics i Tecnologics
Experimento 2D resuelto en J © universitat de Barcelona

A(Ni,NP)———  S(F1,F2)

L

Fidcn (0]

(0]

f)/' (0]
W F,5C13

SEPARACION DE J Y DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS
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Informacion de los exp 2D 8un

iversitat de Barcelona

¥

L ¢ Los experimentos de 2D pueden proporcionar informacion sobre:
iyL B conectividades homo y heteronucleares
B desplazamientos quimicos
B multiplicidad de sefiales, constantes de acoplamiento
B relaciones a través del espacio

B procesos dinamicos, intercambio ............

A
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Clasificacién de los experimentos de 2D © Universicar de Barcelona
2z 2D resolv
M Y e Homo 2D Resolv  (JH-H, §)
i}aL ® 2D-J heteronuclear
4 COSY AV

COSY PH
DQFCOSY

™ Correlacién TOCSY

® Homocorrelacion

HETCOR, HETCOR LR

® Heterocorrelacion ~~—m—————p HMQC,HMBC
HSQC

©® Noesy, Roesy

'ﬁ""‘.! \
phe @ Intercambio quimico NOESY

4 ROESY
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Representacién 2D

O
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E  Mapas 3D staked plot ﬂ

‘ Mapa de contornos ‘

E Mapas de contorno ‘ Escala de color ‘ ﬂ

B Trazas

E Proyecciones

‘ Trazas y proyecciones ‘ ﬂ
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“why, lgvog! You'Ve invented the wheel!”
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Evolucion de la magnetizacién (una senal)
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ETH Zurich Dr. Beat Meier's
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Solucién P-6
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8.0 Hz

8.0 Hz

oy 9
C,H,NO
ot Sist aromatico
A

Alifatico

Insaturaciones

E'! )

7.46 -9.18 ppm
2.66 ppm

4 sist aromatico + CO

4H

— -

*Desplazamientos quimicos
CH, «Multiplicidad

«Efecto de los sustituyentes

electronegativos en J
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Plic

Spin-echo
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ETH Zurich Dr. Beat Meier's
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Acoplamiento escalar J y saturacidn selectiva
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H by
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7‘ %L_J‘MJL W

_j“ ‘\\_7 B J\ﬂdﬁ W J%L*, I',ll‘)\l“'\
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b

| ﬁ Methyl -D-Arabino-furanoside
|

Desacoplador 4.05 ppm

,,MJUL_._

Desacoplador 4.93 ppm

Espectro normal

L ABAATHAAME MASE MARSE SaRSS Rate LASRE
I[[500 495 430 485 480 475 470  ppm

T T T T T T
405 400 385 390 385 3.80 375 ppm

U]

Irradicidn selectiva permite identificar atomos que estén acoplados hasta 3 (a veces mas)

enlaces covalentes.
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Stacked plot
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Cosy Quinina
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Mapas de contorno
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‘ Mapas de contorno
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