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Resumen

Este trabajo desarrolla y estud:a cinco métodos dxferentes pam mednr constantes‘ "
de acoplamiento espin-espin en los espectros de resonancia magnem:a nuclear.:

Los primeros dos métodos, el de desacop]amlentc ¥y. Teconvolucién y el de
depuracién de J, involucra la medicién de:constantes de acoplamxento pequefias
usando experimentos de desacoplamiento. El primer método’ muestra ser €l mejor para
medir constantes de acoplamiento pequefias;.puede ser_ usado aiin ctiando éstas sean’
tan pequefias como un tercio del ancho de la linea del espectro.:El segundo método
ayuda a visualizar como trabaja el método anterlo : .

El tercer método, ef del valor merior, cont os dos mé odos anterlores,
sélo requiere de un experimento para. efectuar’lamedicién:de’ la constante de
acoplamiento, Este método no puede . medir’ constantes: de’ acoplamxento muy
pequeias. Es un buen método para deconvolucx apidas. de multipletes simétricos.

El método de la aparente deconvoluc:én en el dominiy del tiempo, el cual usa
el mismo truco que el de depuraclon de’ J, purmxte a-m dxcmn de las constantes cu
una muy buena precisién. .

El método de duplicacion de J en el dommxo de las frecuenclas ha mosttado ser
el mejor método de todos en este trabajo. Es posible medir constantes de acoplamier:i
pequefas cuando apenas es posible observar evidencias de un’desdoblamiento’ sin ’
resolver. Este método puede ser usado para xmplementar deconvolucmnes una vez:
que las constantes de acoplamiento han sido. medidas. ~ )

Los dngulos diedros obtenidos a partir de los’ acoplamxcntos o tres enlaces de ”
distancia CH de la estricnina a partir de la ecuacmn de Karplus se comparan con los‘
datos obtenidos de Ia estructura de rayos X. e :




Abst;act ‘

This_work deveJops five dxfferent methods of measurmg spm-spm
coupling’ constants vm the nuclear magnetxc tesonance spectroscopy

strychnine through the Kairp]us equahon ar ‘,compared thh data from X-Ray
spectroscopy. : - ) : ‘
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Abreviaturas

2-D: Dos dxmensmnes

@ I’roducto de funcxones una vez hecha la transformada de Founer

soft-COSY Expenmento COsY: que emplea el segundo pulso débil.

TOCSY: acrémmu de TOtal Correlahon SpectroscopY

WALTZ-16 Nombre‘de \ma 'secuencxa de’ composncxon ‘de pulsos para
desacoplar eﬂcxentemente hxdrégeno




Capitulol

Fundamentos Teéricos

L1.- Introduccién

Hoy en dfa’es précticamente imposible concebir la Quimica Moderna sin la
Resonancia Magnénca ‘Nuclear, RMN, ya que ha permitido el esclarecimiento
estructural de un sin numero de compuestos quimicos, el estudio de propiedades de
sistemas tanto estéhcos como dindmicos, asi como un gran y variado ntimero de
aplxcacxones Esta técnica espectroscoplca es la que ha contribuido més al avance de la.
Quimica. . :

un gran nimero de investigadores se estdn dedncando a‘la

Rec_ ntemente, .
determmacxén “estru
permitido’ avanc “eomo la Bioquimica y Qufmica Orgémca de oll’meros :
Hace menos de una década, el desarrollo de la RMN-de. i .mégenes pefmmé el'uso de -

Los prlmeros expenmentos de. Resonancxa Magnétxca Nuclear, RMN, se
remontan hasta el. ano de: '1920 con Tos expernmentos de Stern y Gerlach2. Los
fundamentos teéricos’ xmcxan con la. postulacxén por Pauli sobre el momento angular
de las particulas subatémxcas3 Sin embargo, no'es sino hasta 1946 que se reportan los

1

ura de polfmeros sintéticos y naturales en solucién, lo ‘que-ha =



experimentos realizados en. forma mdependxente y-al mismo ’uempo por Bloch4 ¥
Purcell’ sobre RMN la cual se consxder-n como la fecha de su nacxmlento i :

“En la década de los 505 con el empleo de campos magnéhcos homogéneos y
més miensos que un Tesla, asx como el “giro. dela muestra, permmeron la aphcacmn ‘de -
la RMN a Ia Qu:mxca Las me,oras mstrumentales en los~ eqmpos de RMN permxtleron
el uso del desplazamxento quimxcoG' ¥ postenormente, el acop)amlento espm-espin Yy
el acoplamx k dlpolar en las’ phcacxones estruchxra!es y de reacthdad quimlcaﬁ9 En
‘1a década de los 60's; Ia" 1mp)ementacxén de la técmca Ilamada de transformada de“
Fourier mcremento ‘sus aplzcamones a sistemas con poca cantidad de muestra ya la
pOSlblhdad de observar nucleos poco sensibles y/0 no muy abum:lantes"J Sm embargo,
algo que nache esperab a 2ecmca de transformada de Founer, que en sf misma’fue
una revoluc16n en la tecmca, senté las bases para lo que vendna a ser Ia segunda R

13.- Descripcién Clisica -

La espectroscopla estudia la mteraccxon de la materla con Ia radlacwn
electromagnehca, de tal forma que la energ{a absorblda 0 emmda esté deﬁmda por AE =
hv. La RMN observa las transu:xones en la regxon de las radiofrecuencxas del espectro,,
electromagnéhco entre los niveles ‘de energia delos’ espme nude
sido dxferencxados por la presencm de un campo magn_ tico. Solamen(e Ios nucleo .que
_posen numeros cuénncos de espfn o, y-por ende momentos magnéhco tendrén
niveles de energfa no degenerados cuando se les coloque en un’ campo magnéhco

los cuaXes,han ‘o



El momento magnétlco nuclear, " est& deﬁmdo en umdades atémlcas por:
Pyl o [ 1]

donde 1 es el momento angular de’ espfn y ¥ PS la constante guomagnéhca que depende
del ricleo bajo estudlo Los vectores estén representados por letras negrltas

Cuando los ‘nicleo ,colocado_s ensun camp magnétlco, Bo, los

Esta ecuacion nos . :
magnetizacién permanece ‘a un éngulo fijo’ con respecto Bo y precesmna a una

velocidad angular wo
angular w, se le llama frecuencxa de Latmor s

Bg como un' trompo en un snstema sm frzccnén La frecuencxa e



Si consxderamos que en vez de estar en un sistema. de coordenadas fx)o,
com'tinmente Hamado sistema’ del laboratorio, se- considera que se ‘esta en un sistema
que gira ala t'recuenc:a de Larmor, sistema rotante, la ecuaczén de Bloch se resuelve :
n este sxstema rotante la magnenzamén parece como si se mantuvxera‘

més f:-ic:lment
n campo magnétlco externo Para un sxstema que gxra a una L

fija y no exlsnera
velo cxdad ‘dif

Este campo'm:abgné’tqc
"XZ, 3 esta definido por:"

Una vez ahI y despues de suspender el pulso, la magnetlzacxén gener«ré una -
magnetizacion transversal en los e)es Xy Y defxmdas po : : LY
g M}.—Mo cos@ sena :




My = Mo senB cose (1-cos a) R [1 101
que pueden ser detectadas por una bobma En este modelo, estas ecuacxones son las que
explican la generacxén de las senales de RMN

St AB » B], el campo magnétxco efecnvo permanece cerca del eje Z esto"

ecuaciones:

no se cumplen estas condxmones ‘el modelo fa]la, ‘al igual. que sl se quxere tratar de
explicar expenmentos con transtrencxa de polanzaclén Por esto es necesano estudxar
el modelo de la mecémca cuénnca )

ut



I.3.-Tratainiento Meéénicb Cuénticol7

De acuerdo con la teor:’a cuénnca, el momento magnétlco de un nucleo con»
espfm en un campo magnéuco produce una degeneramén de los mveles para producxr

por:

Cuando se 'resuelve la ecuacién de Schrodinger. obtenemos la func;én de onda B
de un sistema y por consecuenma todas Ias: propledades del mxsmo Si‘el Hamdtomano
no depende explfcnamente del hempo, entonces’ Ia solucxén de la ecuacxén [1 14] tiene
la forma:



W@ = W(x) et Bt/ ‘ .17
donde P(r) es la soluclén del estado estaclonarm de la ecuacxén de Schrodmger
: ﬂwr) E‘P(r) ST gl
con E como la energ(a del sxstema en el estado ‘{‘(r) E< convenlente expresar ‘P(r,t)

u 191 2

. [1.20]

; [1 21]
1 operador Q, en esta base, es una mamz

obtener las frer:ué'héiés
Para un sistema’ de Nn
largo del eje Z la forma general' del Hamlltomano ‘en’un. snstema rotante de
coordenadas esta dado | por e :



, H= 5[;4_'7{,”{,( ‘ X B 1)
donde H, se conoce como la’ encrgla de Zeeman, el cual determma el desplazarmento
quimico, §;, y esta defmxdo por , ) -
= 26.1,2

‘ :[i‘.zzj :

y, por tiltimo,
radiofrecuencia:

describir un expéri_nje'nf de RMD

L32-E i‘)p‘e‘radof de Densidad?0.

La senal en la RMN es‘una espuesta macroscéplca de la muestra y debemos

considerarla como tal. La funcxén‘dé onda Y variard de un szstema de espin a otro, sin..-

la muestra en su

embargo, el valor esperad d operador Q' debe ser el promed
conjunto. Por tanto, el valor, esperado de] operador estaré defxmdo por
v S e, 31] S

olt) emt® S 1)
entonces se tiene que el operador Q se puede expresar como a



Q= Zoanm
= 2 (cQ>nn =Tr o Q
'—Z(Qc)mm=Tr(Qc1 f s

La matriz asocxada al operado cnm es;la matmz de densxdad Los elememos de . E
la diagonal de esta ma 'danla probablhdad e encontrar al snstema con energfa E.-. en
el estado )n> m]entra ;

densidad’en vgz ‘de laifu

Cuando. e
coherencxa desapa

primer orden::

Para . campos magnét:cos mtensos, el Hamlltoman : ehmdo -en:[l. 27], esta
dominado por| la energ:a de Zeeman, por tanto ﬂ oIz, tal que To se puede expresar .
como: g

D$a+glz, R R T [136]



dondea=1/Zye= an/ZkT que son constantes que no evolucnonan con el uempo De ‘
esta manera se obhene una senal obSErvabIe Para fmes pracucos se dice qu : :

donde o representa el éngulo de apllca 6n del pulso'y representa 1a fase del pulso que
puede ser x, y 0 z. R-,(a) representa un operad de rotacién alre edor del e}e y. Por
ejemplo, para una rotacxén alrededor del eje.+X se pued expresar como
 Rx(a): p ,
S —cos(rx/z)E—x Zsen(a/z)lx, P [L42]

10




donde E cs el opergddr identidad,

1133~ i’rdd uctode OpéraQO;eszl

base para’un istema de N' nucleos de espin 1/2 acoplados débilmente. Por ejemplo, un
conjunto completo para un solo espin 1/2 consiste de 4 operadores, a saber E, Iy, Iy'e I
para un sxstema de dos espines el numero de productos base se mcrementa a 16, estos se,

Otra venta;a de usar el producto de operadores es que la seﬁal observada esla’
suma de todos los coeﬁcxentes de las componentes del operador de momento' angul‘.r

"'1/2 E (operador unitario)"

o Tixc Ty Tz, Tox L2y, T2e

2N1xlax, 2lixlay, 2l1xd2z,
2hylax, 2liylay, 2D1yl2z, o

2zl zn'zuy, zri;rz;

sos que debemos consxderar para comprender el comportamxemo
del espin nuclear y: para ‘poder describir adecuadamente el experimento de RMN. El
sistema en equlhbno se perturba al aplicar un pulso de radiofrecuencia, postenormente
el sistema evoluciona Ilbremente y dependiendo del acoplamiento con otros niicleos.

11



Respectivamente equlvalen a'la apllcacmn de pulsos,’ evolucxén por el deaplazamlento
quimico y a el acoplamxento escalar Para lograrlo se emplea el Hamxltomano deﬁmdo
en [1.26]y expand:do de [l 27]a [1 29] : i ] : -

peradores de momento angular en el”
de | los pulsos causan una rotacnon en’tres

en donde la cadena izquierda 1mphca la mulhplxcacxén por el coseno de oy la cadena i
de la derecha implica la’ multxphcacxon por 1/seno correspondlente Consxderemos un
ejemplo, la aphcamén de un' pulso oal lo largo del eje +X aphcado al sxstema en
equilibrio, el resultado se’ representa como‘ :

coelx : : :
: Iz > Iz cos a Iy sen'o. [1.44]

12



Si el 4ngulo’ aphcado es: de. 50° sélo s’ preserva el termmo —Iy, posterxormente aI
evolucionar este térmmo como funcx n de] .desplazamiento qumuco, K2 Izt, se obtlene .
la re!aclén. g P o

espines se encuentren debxlment acoplados’y se traten de nticleos con espfn un medxo' .
Este tipo de cilculo se; esarrollard | para exphcar el expenmento COSY en ]a RMN de’
dos dimensiones. ;- : i L : :

13



L4.- RMN en Dos Dimehsibnes o

En 1971 Jeener11 se ; la té a su epoca Y propuso los expenmentos en dos

efecto nuclear Overha
dela secuencm de ul

dxmensmnes

141.- Espectroécbpid‘ de ¢qrrelaci6n24

La espectroscopxa de correlacion en dos dimensiones, COSY fue la primera
propuesta y ha sido la méds importante y sencilla. La secuencia de pulsos consiste en dos
pulsos de 90°, Figura 14, identifica los espines los cuales estdn acoplados escalarmente.

14



Figura 1.3~ Representacién esquematica de la RMN en dos dimensiones?5.
90°(+X) 90°(+X)

Para desc
espines débllment
en equilibrio: p(0)
Hamiltoniano que

'["1“.471

ecuaciones [1.27]

’[t evoluclén '5}]1274" 8ZI_Zz +nJ12 halzz

15




Para el ‘analisis’de este experxmento conviene expresarlo como una cadena de

evoluciones, Figura 1. 5.

Es posible analxzar Ios resultados que se esperan para esta secuenma de pu]sos L
La magnetxzac:on en e] eje Z permanece sin detectarse. ElI operador; { pr ’entadq con la

Iy (90° )

Iz (§t)

203, I, (] 51)

E (90 8,

Figura 1.5 Evo]umén de los productos de operador 5 del”espfn un’ stgﬁa de, o

dos espines de acuerdo a la secuencia de pu ‘o's de la Figura’ 14

La ecuacién [l 49] s la responsable de la'transferencxa de. mformacxén entre Ios
nticleos. Cuando  se esta traba;ando con “més de dos ucleos, la constzmte de

16



acoplamiento responsable de este tipo de transferenc:as se'le’ l]ama constante de
acoplamiento actwa‘ Una caracterrstxca més de este hpo de senales es que ‘se’dan en’
antifase. Por esta razén, todas las senales que se.generan en anhfase se dlran que tiene
una constante actxva, Ta’ responsable del desdoblam ent f n anhfase. En camblo, las:
constantes paszvas an_ acoplamlentos en fase Estos conceptos seran
utilizados amphamente a‘lo ]argo dé todo el trabajo

17




Capitulo II

Métodos para la Determinacién de Constantes de Acoplamiento

1L.1.- Introduccién

En este capx’tulo damos un breve resumen de los métodos que existen para la
medicién de constantes de acop]amxento diferentes a la determinacién normal que se
hace mediante la medxclén du‘ecta de la distancia entre los maximos o minimos de las:
mcl imo: dos incisos que podrian no estar relacionados con el
tema sobre la medici ser fundamentales para el trabajo se incluyen: Estos
temas son la convolucxén Y. la lusxén de los resultados experimentales obtenidos por
Blechta et al.26, ya ‘qu ,fuero'n estos. resultados los que se emplearon para contrastar
siempre la medncxén de ¢o nsténfes en annhse

sefiales, En este cap ul

11.2.- Medicién de Constantes de vAcopl‘amieﬁto

sefiales del mu]tlplete. En Ia Fxgura 21 se muestra’ el ‘error’ cometido’ al medir las
constantes de acoplamxento cuando son comparables con el ancho de la sefial a mltad :

18



de la altura, Las’ constantes de acoplamlento pasxvas se subeshman, hasta el punto de
ser enmascaradas con el ancho de la sefal; mlent'ras que las constames de acoplamlento
activas se sobreshman S S R TR i

10 —————T R
osf S ]
0l Te—e— Acllyas B 4 .
~——-8—— Pasivas g
04 | g
02k J
B 1
E 00! &
02t J
04 r "
06+ i
08 .,
. . 4
1 4 1 L. L

I.2.1.- 'Co‘nv‘blhié‘ién

La convolucnén se defme para dos funcxones F(v) y G(v) en el domlmo de las
frecuencias como: i : ) e
COHW) = I ) G(v‘-v')"dv', : AL R

19



donde la integral se reahza sobre todo el dommm v Esta operacxén es conmutahva, lo-
cual se represer\ta como: : : -

H(v) F(v)@G(v) G(v)®F(v)

concepto de’ deconvoluc1
deconvoluctén a parhr de

donde a es un va]or arbxtr o cueshén de nomenclatura a parhr de este momento

nos referiremos a las funcmnes S(V)VSImplemente como 8

20



II.2.2.7 El Me’?odo DISCO.

Uno de los pnmeros métodos emp]eados en la determmacxun de las constantes
de acop]amlento fue’ el propuesto por, Oschkinat y, Freemzmi"2 bautizado como el
método DISCO.’ Est: tecmca requ:ere poseer las versiones en fase yen antifase de un -
multxplete Medlahte ) substraccxon o la adicién de los espectros en el dommlo de las

cxertas constante ‘de acoplamiento, sxmphflcando el “

donde 8 es el desplazamxento qufmlco, A=1/ Tz e el'ancho de la sefal experlrnental a
la mitad de la altura y Ac es Ia mtens:dad de Ja senal :

Las sefiales en'el expemmento TOCSY se representan como ; :
ST(t)‘ATeXP(—IZIISt) exp(—lt) cos(nlnvak) [2.10]

21



donde los términos poseen las mismas caracterfstlcas que ‘en’la ecuac;én 2. 9] Esta
forma de representacxén permlte comprender e fenémeno de convoluc:én, el cual :

deconvoluc:on en. 1-dominio: de" las frecuenc:as) con J*, donde es nuevamente un -
pardmetro a’variar. Enivez' de usar- el método de minimos cuadrados’ para la
determmaczon de ia constante de acoplamlento, usa el producto punto como cnteno"

22



para la determinacién de la.constante é'determinar Consideré alas. frecuencias
obtenidas por los dos tratamientos como vectores, vco.-.y ¥ Vricsyr para determmar el
dnguio entre ellos. Esta funcxon de sxmxhtud se representa como: E

3]

Esta canhdad se -grafica omo una uncién:de:J* y-el:minimo_corresponde

cuando J* = Ia :

IL.2.4- Ext

El método de extensiénide ] fue propuesto por pnmera vez por McIntyre yv Lo

1o cual producnra un multxplete con un acoplamxento actlvo en fase extendxdo por la
cantidad Jext. ¢ :



Si Joxt €s-lo suhmentemenke grande, la perturbacnon de las senales no
mterfxeren enla prectsmn de la determm n‘usando la medu:lén de la dxatancxa de

140 P ¢ xase cuanuo) = JP A esie t‘prLllU se e
llama espectfo ‘Para’este’ puede observar que existe un doblete de
’IJ‘—]P| La ecuacién [2.18] predice que este
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que la mtegral absoluta del espectro prueba, como funcién de J* (gréfica de integral),
pase a través de “Un min imo J" = J’P. Esta es la condicién para determinar Jpe:

nguxendo el: mism ocedlmxento se puede obtener subsecuentes :
desdoblamlentos AI efectuar de oblamlentos postenores se van encontrando dobleteS'
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de antifase que desaparecen cuando se obtxenen condxcnones subarmomcas generando
diferentes minimos locales que pueden mterferlr con la deter '1nac16n -

La apancxén "de ‘estos eféctas. de mterferenma de subarmémcos provocaran la
aparicién de dxferentes mx‘ imos en las‘graﬁca d integral En’ sistemas comple)os se

dando a los valores de J*. La precisi6n para este método esde +0.04 Hz También se ha
reportado®® que con el método de duplicacién de] se pueden medir constantes de
acoplamiento en multipletes traslapados donde el desdoblamiento es comparable con
el ancho de la sefial. Una medicién mds adecuada se logra cuarido los dobletes en fase
no muestran un minimo a la condicién subarmomca *=l/2

Las ventajas de este método son que no requiere modificar el ancho de la sefial.
Es posible determmat constantes de acoplamlento cuando apenas es perceptible su -
presencia por snmple mspecclén, ademas de lograr buena precisién y reproducibilidad;
sin embargo, no es posxble obtener valores precisos cuando son menores ‘que la mitad 5
del ancho de ias seﬂales o estén completamente traslapadas. La experlencxa coneste
método muestra que puede ser el mds adecuado para una réplda determmacx(‘m y con. -
muy buena ptecxslén g : :

I1.2.6.- Deconvolucién en el deih}p del ‘Tiempo

El método de deconvolucxén fue propuesto por pnmera vez por Bothner—By y
Dadoki0 y posterlormente extendzdo y modlﬁcado por LeI’arco, McIntyre y Freeman29 )
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Este metodo consxste enila deconvolucxon de los dxferentes multipletes que
forman las constantes de acoplamlento med:ante Ja multxphcacxon de las senales de

traslapes slo ocurren cuando J’ < IP

Este pl‘u&.edmuenlu r::qulcl

La desventa)a de este método es la dlflc ad ‘en el mane]o de datcs iy las
muiltiples ransformadas de Fourler ‘que se’tienen que hacer para medlr las constantes :
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de acoplamiento, su: implementacién no s’ sencilla, .También existen ciertas
limitaciones en la determinacién‘de constantes' de acoplamiento pequefias.

posee la mform'
Estas ecuaciones es

Para este ejemplo, la secuencia [H] r ‘presenta el multxplete expenmental el cual se
quiere deconvolucnonar, la {F} que 'representa los ‘dobletes: de las funcxones S y (G}
representa el espectro’ sxmphfxcado, el cual se quiere determinar. :
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Como ejemplo, sélo menuonamos que las funcmnes mversas de las funcxones
delta {F) = {1 1} es {1 —1} yde (F) (1 0,1) es {1 0-—1) : : " CE

La forma en que Huber37 asrgna las constantes de acoplamxento es medlante ln

v 'ui embargo, propone'que el‘metodo .de duplicacién de J es
Iucxonar el 1 ltlplete con el desdoblamlento achva para

méxima entropla 3- Esnmar las onstantes de acoplamlento paswas con el multiplete
deconvolucnonado, para. ‘ello tamblén propone que le método de méxima entropfa es la
mejor forma de hacerla 4 Por ultlmo, reconstruye el multiplete original con'las
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constantes de acoplamlento tanto acnvas como’ paswas medxante modelos de ajuste
que comparan’los resultados teéncos con los experlmentales, nuevamente propone
que el método de maxtma entropia esel rnés adecuado : : ‘

Estos experlmentos se obtuvxeron medxénte el experunento propuesto por Blechta26 el
cual descnbu'emos en breve. : ._ :

IL3.- Excutamdn Selectiva -Incrememando la Sensublhdad con Matnces
Hadamard LR L

constantes de" AC
correlacxones‘ n. for
dimensién se efectuan
que se usan en reso
expenmentos e‘n
adquirirse con sens" ili

Una de estas técnicas es ‘el empleo de matrices Hadamard para'la obtencxon de -
experxmentos en una dxmensxén, la cual exphcamos mmedlatamente
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I1.3.1.- El método‘Hadimard

Desde 1893 Hadamatd” propusq dxferentes matr:ces que ienen cxerta sxmetria

se’ podna pesar 4 objetos (w,"x," y, 2
con ‘las matrices de Hadamard I‘xgu

cuatro objetos md1v1dua1es, por e)emplo (a—b + c—d) da cuatro veces el peso de

pesos de los otros objetos se-cancelan exactamente. Sin embargo, si los errores’ de los
pesos son aleatonos y-no:correlacionados, el error acumulado sobre las cuatro
mediciones es; umcamente ‘dos veces mayor que para la determmauén ‘sencilla. Por
tanto, la precisién de la determinacién se duplica.

h + - + -
c |l + + | - -
djj+ [~ ~1|+

Figura 2.2.- Representacién de la matriz Hadamard 4X4. En ella se representa la
suma de cuatro objetos en una balanza.

Consideraciones similares se aphcan a- la determincién ' de sefiales
espectroscépicas ‘en presencxa de, ruido aleatorio. 'El obtener’ lnformacxén de'N -
mediciones sxmulténeas es-mas eficxente en; térmmos de sensibilidad’que realizar N
expenmentos sencxllos uno después de otro Es necesano decodlﬁcar los expenmentos
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con la misma matriz-Hadamard - para obtener- él'espeéfro y, asi, incrementar la L
sensibilidad, Esto recupera la ventaja multlple que ha sido’ amphamente exPlotada en: -
espectroscopfa de’ mfrarro;o, ‘en la ‘RMN'de transformad “de . Founer y. de la.

espectroscopfa de dos dime nsxones Er srtuac:ones ‘donde umcamente pocos nimeros .
de correlacién son lmpoﬂ:antes, d ermmacxones en una d ensnén pueden proveer
una solucu&n més réplda que el analogo de dos dunensxones ‘V : .

IL3.2- Desarrollo Experimental - -

aciiia oo un yun:v de LUU y:ua

polanzacién aun enlace debxdo las mperfeccxones de 1os:pulsos y:su ob]etlvo es
reforzarlos usando un hempo de espera parala transferenc:a de polanzac16n ‘que no es
exactamente 8, pero es altemada enh'e 6+ 1/24) y = 1/2A) Como la magnehzacxén'
transversal de’ protén ocurre umcamente durante los mtervalos A y durante la_
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adquisicién, el acop]amlento prolén—proton no mfluye en'la sefial detectada excepto
€Omo un acoplamlento paswo, no se; mtroduce dxskorsmn;en la fase.

Waltz 16

empleado ‘tiene la forma de la mltad de,una
recténgulos delgados representan pulsoskdé\ 90

pulso débil fue construido como un hxstograma de k¥ segrnentos ‘de tlempo,
representados por k vectores definiendo la fase y la amphtud5° ‘La fase se increment6
linealmente con el tiempo para crear la frecuencia aproplada fuera del centro del ancho
espectral. Ocho pulsos débiles simulténeos fueron combmados por suma vectorial a
cada momento del histograma y la frecuencia resultante de 1os k vectores se emplearon
para controlar digitdlmente a un generador de:formas'de ondas. Se emple6 el
desacoplamiento WALTZ16 de banda ancha durante el tiempo de preparacién con vBy
/ 2r = 2.5 kHz. El pardmetro para la transferencia de polarizacién a larga distancia, §,
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tiene que cubrir un: amplio rango de valores' experimentales,y por tan'to'iue
deliberadamente fijado a un-valor pequefio para medir constantes de acoplamxento B
pequefias (33.8 ms). Esto también evita el peligro de alcanzar la cond:cxon nula para las
constantes- de’ acoplamlento grandes y permite la part:c:én de ansfe rencxa de
polanzacxén entre un niimero protones distantes. El médulo ’BIRD tuvo un‘a n =
Los 16 pasos de Ia cxclacxon de fase se muestra en'la Fxgura 3:La alternancia en el
tiempo & exhende'esta ciclacién a 32 pasos y se repmeron ad pasos para’;
promedlar las seﬂales. Para ‘establecer un estado de

O + +
- + - + -

R Gttt ey E )
7 T al
+‘_ - k—‘:>+' ST TE

Tabla -2.1.- 'Matriz. Hadamard Hg empleada: para la decodificacién .de los
resultados obtenidos del expenmento descrito.
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15b

Figura 2.4- Estructura y espech‘o de la estncnma junto con la asxgnamén

empleada en este traba)o
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Figura 2.5.- Trazos de los espectros protnicos: que. muestran el acoplamxento
entre los protones y Ios carbonos a Jarga dlstanma de Ja esmcmna. ; -



C4

entre los protones y los carbonos a larga dlstancxa de la estncnma
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Figura 2.5 ¢.- Trazos de los espectros proténicos que muestran el acoplamxento
entre los protones y los carbonos a larga dxstancxa dela esmcnma
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Capitulo III
Medicién Precisa de Constantes de Acoplamiento por Desacoplamiento y
Reconvolucién
H1.1.- Desacoplamiento Coherente

Desde los prmcxpxo de la década de los sesenta se inici6 el uso de una segunda
grar el desacoplamxento de ciertos de nucleos en la RMN52 53,54,

radiofrecuencia par:

Para exph en que consxste el desacoplamxento, consxderemos d' s nucleos o

actlvos en RMN I

que posean constantes de cop]ax"mento peqhenas

- Esta tecmca ha Sldo usada en eI establecxmxento de correlaciones homo y
heteronucleares, antes del uso de ]a espectroscopxa en dos dlmenswnes, ya que penmte
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simplificar las seﬁales cuando el mulhplete es muy complejo o no’ es posxble
interpretarlo de forma scncxlla. e g : g

El desacoplamlento ccherente ha servxdo por muchos anos para determmar

La ap]xcacxén
llamado Bloch Snegert

11111 Efecto Bloch-Siegert56 :

Cuando las dlrev:mones de la cuantlzacxon de I y de:S en el eje rotante no son -
ortogonales, se genera un desplazamlento de la sefial’ q <

magnético By, el efecto Bloch-Slegert pued m
que el desplazamlento qufmico. Esto se de jue dife ntes elementos de’ volumen de i
la muestra expenmentan dxferentes desplazamlentos Bloch—Slegert"eI con‘secuente"‘"i
ensanchamiento es acompa ado usualme é por, una marcada dlstorsxén de la; forma
de la sefial. ’ b

Este efecm s observab] am 1en en 1 seﬁal que se, esta anahzando cuando la-
proximidad de las seﬁales es: pcqueﬁa y la’ potenc:a de la radxofrecuencxa Bz es fuerte

Este desplazamiento esté deﬁmdo por.
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Cuando se requ:ere efectuar 1rrad1acxones, es convememe ‘tomar en cuenta este
efecto para lograr unacorrecta 1rradxac16n de’ la seﬂal mod' xcando la posxcxon de la
irradiacién por | los Hz deﬁ dos en [3 4] - : o

Para poder estimar c n pr cnsxén el efecto Bloc Sxegert es necesario conocer el
campo magnético aplxcado con la segunda radlofrecuencxa. Para’ lograrlo es necesario
calibrar el pu)so de desacoplamxento Este método de cahbramén serd descnto a
contmuacxén 5 : i : :

111.1.2.- Calibracién del Pulso de Desacoplamiento

selectiva una senalv
niicleo S muestre un

donde Pin s la potencna mf.n ma expresada en Hz

Subsecuentes mcrementos de i:otencla estarén dados porla relacion:
Pe _pmm~1o<dpwr/za) S R T
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donde Py es la potencxa empleada, Pmm es la potenma minima'y apwr es la potencxa en
decibeles5” del pulso Bz

Con estas relacmnes es posxble calxbrar el pulso de desacopl mxento y asx’-f

111.2.1- Fundam

En esta’ seccxén e propone un’ nuevo método para 1a determmacxon de
constantes de acoplamlen 0.y €n espec1a1 aquellas constantes de acoplamlento pequenas
comparables con el ancho d ] a sefial expenmenta]

Como se ha estudxado en/ los" métodos antenores, o posxble expresar el
multiplete de unasefial-de RMN de! s:stema de espm IS'en funcién-del txempo
mediante la exprésion:
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SN(t) An exp(—121t5t) exp(-l.t) cos(nI,st) . s [3 8] .

Al efectuar un desacoplamlento coherente del nucleo S la relacxén [3 8] se ‘

convierte en:

dominio de las freclié ias, pero para ahi rrar txempo y memoria en el procesamlento

de los datos es prefenble trabé;arla en el dommxo ‘del tiempo. El umco cmdado que debe :

tenerse es que los FID's

Sin embargo, ‘estas funciones’ presentan varios rmmmos locales, de los cuiales-
es posible predecir la. mtens:dad relauva y 1a posicién, ya que corresponden a las’

coincidencias de las sefiales del espectro desacoplado y reconvolucionado con las del

espectro normal. Estas ‘coincidencias”son -predecibles, ya que dependeran delas -

constantes de acoplamxento que generan el multiplete.



Como un e;emplo, cons:dérese ¢l caso de un 51stema AMXY con JAM > JAX >

2Jay +JAx

2Jam=Tax "

2]am +Jax

2 am=Jax 22 Jay

2Jam +1ax =2 Ay

2JaM +JAX £2JAY

Jay- Se irradfa X 'y se. observa A Las posxcxones de las senales centradas en el
desplazamlento qufmxco en el espectro Tiormal; SN(V), estarén dada ; por o

Tabla 3.1.- Locallzacnén de los’ mimmos locales de Z en funcxon de J*. Obsérvese
que el minimo g]obal se encontraxa en el va]ot de L\x- .
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Con la Tabla 3.1 es posible predecir que en las determinaciones -de las
constantes de acoplamlento Jis, el minimo global se encuentra en J;s, ya que se espera
que sea un minimo del doble en profundidad con respecto a los mfmmos locales mas '
profundos. También se puede predecir la existencia de ocho mmlmos locales, cuatro de |

ellos involucran sélo dos constantes pasivas y son’ dos veces menos profundos que el

minimo global Aquellos minimos que relac:onan tres constantes'de ac oplamiento son
cuatro veces menos profundos o

Con este desarrollo se ha planteado Ia posxbx]xdad de determmar constantes de "
acoplamiento mediante desacoplamlento de la constante que se quxere delermmar y
por reconvolucién. Se proceder4 ahora a exphcar Ta lmplementacxop del métqdo. .

H1.2.2- Procedimiento experimental .7

Todas las determmacxone expenmentales que._se mencu‘man en el preaente
trabajo se reahzaron L un. equlpo Vanan VXR-400 A

Como ame or ent se establemé se requxeren dos espectros uno normal
Sn(v) Figura 3, 1.a, y e] sngmente desacoplando, Spv) Fxgura 3.1. b ~ambos de la senal del
nticleo donde se_elimin la C nstante de acoplamlento

Para: ‘realizar este: desacop]amlento es necesar]o cumplir. con la condxcron de.
que el campo aphcado sezi mayor que la constante de acoplamxento También. hay que
tomar en cuenta’el® desp]azamxemo Bloch-Slgert de la’sefial a u-radxar para corregxr]a :
Para evitar dxstorsxones “generadas por. el segundo cainpo magnétxco aphcado, es
necesario encender el desaconlador 200.ms antes de in
El objetivo de todos estos a]ustes es producxr una enal‘desacoplada con e] menor
ntimero de dxstorsxones

iar la adquisicion de los. datos.

Una vez’ adqulrldo estos’ dos con) ntos de' datos experimentales, se obtxenen
espectros muy bien dtgltahzados, en caso ne sano se mtroduce un niimero de puntos
con valor de cero’ .en’el’ dommlo del; tlempo para incrementar la- dxgxtahzacxén,
conocido como zero-ﬁ]]mg A cada senal de] espectro desacoplado, Sp(v). se le calculé el

efecto Bloch-Sngert y se cornglé medlante un desplazamiento de puntos; esta forma
supone un comportamlento lineal, A ambos espectros se les realiza la transformada de
Fourier inversa para obtener el espectro en el dominio del tiempo,:-Sy(t)’ para el:
espectro normal y SD(t) para el desacoplado
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Figura 3.1, - a) ‘Scﬁal"n'o:;mal de];proton Ha ‘del - bromo nitro” bencen y, b) sefial obtenid;
después de haber efectuado el dcsacoplamlento del protcn Hx yc) espectro reconvolucmnado
conunvalorde]"—OBSHz RS :




Al espectro Sp(t) sele. mu]nphca por cos(n)*t) y se determina el error por
minimos cuadrados,-Z, entre, Snt) y SD(t) J*'se varia dentro de los limxtes donde se
espera encontrar Jis para facnhtar e] procedlmlento, aunque ésta no es una condlmén

necesaria del método. :

Se generé un programa de [} putacxd que realiza’la busqueda del mfmmo‘ U

Japarente: Observesel 91mxl tu

T
16:718.720°:22 - 24

Figura 3.2~ Gréﬁca del error: por minim
desacoplado Y. vuelto ‘a reconvolucxona

y 2Jam - Jmx + 2Jmp, d) 2JAM me, e) 2IA
JMX ~ 2JmP.

involucradas. Por experiencia, la’ prec:s:on no es’ Ia mxsma, pero si se obnenen
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resultados que tienen error.del mismo orden que cuando 1a ccmstante de acoplamiento
se determina por el minimo global - : :

Se procedeta a presentar Jos resultados obtemdos con este método

III.Z;B m-Bromo nitro bencen

En la’ Tabla :3.2 se muestran:los: va]ores ‘obtenidos para “esta:molécula’y se :
muestran los resultados‘obtemdos 'con los métodos de deconvo]uclon dup]xcacnon de :
J en el dominio, del txempo Se observa Ia excelente corre pondencxa de los resultados B
obtenidos del metodo de desacoplanuento y reconvolucién' con-métodos reportados
anteriormente. Hay que hacer notar que las’ determmacwnes hechas: con los ‘minimos
locales no es tan premsa, ya que Ios mmxmos locales son més anchos y se ven afectados
més por los diferentes minimos que aparecen por ]a mlsma regxén ‘A pesar de’ello se
obtienen buenos resultados. g o
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Figura 3.3.- Estructura, asxgnacxén y espectro proténico -del m- bromo nitro

benceno en CDC13. El desplazamxento quimico de las sefiales son: A 7.47, M 782,
P=817yX= 829ppm B
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Método Deconvolucién | Duplicacién | Desacoplamiento
de]J / reconvolucién
Jam 7.98+0.03° [ * 7.9940.02 7.9940.05*
Jar '/ 8.2840.04 8.2840.03 8.2440.05*
Tmp - [} i770.99£0.037 4| +1.00£0.04 0.98+0.03
Ingc 892004 = | £1.9040.05 1.88£0.03
“ e 3. 2.1740.03 . | - 2.17£0.03
L TAx: 70.35£0.02. | . 0.3540.03

* Constante det.. v
Tabla 3.2~ Compara
métodos de, econvolucion
desacoplaﬁiéntq

directamente constantes dev copla
los minimos loca]es

Con estos resultados, se procedxé a; estudxar el comportamxento del método} :
bajo ciertas c1rcunstancnas que p ’rmxtxero conocer sus alcances : :

124~ Cbmpqﬁa‘miévnto del Método:

Para poder conocer los alcances y las hmltacxones del método, se estudxaron dos' ;

pequeiias. Este estudlo se re xzé con ]Ax = "35 Hz que es la’ més pequena que hene el
m-bromo -nitro benceno, 5e - espera que las otras’ constanles tengan . un mejor
comportamiento por ser més grandes y no: estar hm:tadas por su tamax"io )
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111.2.4.1 Relacién sefial ruido

Se efectuaron dlfe ' ntes determmaciones de Jax a medxda que se mcrementaba
el ruido del’ espectro SN(V) y SD(V) La var:ac:on del ruxdo se logré modxflcando el
tiempo del’ pulso de excxtacxén empleando una muestra dxlu1da del compuesto. Los_

software del’ e
domlmo de Ias

consecuencia’ qu error aumente aprecxableme te, Es conveniente resa]ta
excelente reproducnbxhdad de los resu]tados cuarido la relacu.’m senal ruxdo es’ mayor a:

7.5,

VV Grificade la ) aparente en funcién de la relacién ébﬂil:kﬁ do :

0.5

0.4

0.3 ~

J aparenle

0.2+

T T U T =T T

T - "
s 6 7 8 9 1011 :12 ‘13- 14 15
Relacién Sedal-Ruido ;

0.1 T Y

Figura 3.4.- Gréfica de | aparemé en funcién de la relacién sefial ruido.
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Otro factor que se modxﬂca mucho en Ias determmacxones ‘de las constantes de
acoplamiento es el ensanchamlento arhfxcxa de la senal e] cual se procedera a
estudiarlo. T : LT : :

de las sefiales,
incrementaba ‘el

3.5.

1.5W

~ JAX:OJSHz

J apasente

1.0




Para cada una:de hs consfantes de’ acoplamxento, e. 'g. JAXJMX: pX yJMp, se
trazaron las curvas de Japa,.eme como funmén de] ensanchamlento artxfu:la] Flgura 3.5.
comxenza ‘a aparecer un

En estas curvas, se’ observa que a valores’ pequcﬁo de
minimo local muy préxxmo a cero Este.minimo serd el’ causante ue 'a valores grandes

b

extraccién de la s
substrée la sel
también en ely

intervalos  re: 1vamente grandes de ensanchamiento artlﬂcxa
medicién de onstante de acoplamiento mds pequefia:se ma

importante que el multlplete en cuestién no este resue]to.

Las constantes de acoplamiento Jpyx y Jpx dan una curva constan hasta que el. .
ensanchamiento artificial llega alrededor de dos veces la constante de acoplamlento i
donde comienzan a decaer gradualmente, proximo .a tres veces el valor. de:J. Un"
comportamiento- similar se obtiene con Jyp; pero en ‘este- caso en:vez.de decaer
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gradualmente, se obtiene una caida abrupta alrededor de dos veces el valor de J. Esto es’
debido a'la eqmsaon del mulhplete por la ‘mitad, Io ‘caal’ provoca un ppqueno salto enla.
mtens:dad en las fronieras donde se esta cortando la seﬁa : '

aumenta tambxen y loa resultados son s mx é res
alguno.

Los resultados on’ consnstentes, ya que las'dxferencms entre ;_los‘valores de
constantes de acop)aml nto es’ muy pequeﬂa, cuando m cho de 0 03 Hz, lo cual estd
dentro del error expenmental

53




con la asxgnamén empleada en: este trabajo El: desplazammnto'qurmxco de’ las
sefiales son: A = 713M 762P 852yX 858ppm ;



1 { desi::lazamlentb qufmxco de’ las senales'
son: A = 731M 765P:866yX 8,9ppm : : :

(€3]
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Compuesto Jaz Imz Jrz Ixz
{S)-nicotina 0.38 0.48 0.21 0.44
(-)-cotinina 0.38 0.45 0.23 045

Tabla 3.3.- Constantes de acoplamiento acoplamiento en Hz a larga distancia
entre el protén Hz los protones del anillo piridinico de la (8)-(-)-nicotina y de la
(-)-cotinina en CDCl3.

1I1.2,5.2.- 2-Furfural

Otro compuesto que posee constantes de acoplam' "to a larga dxstancm es el 2

Se ha reportado“ que las con:tantes
del disolvente.. Para nuestro sxstema se estu

i ; f cual era de
esperarse. Para confirmar esto, se observa ‘que] Ia funcxén Zvs. Jtes constante Cuando se
aproxima a cero. La Figura 3.9 muestra a medxcxén de‘una constan e écoplamxento
de 0.17 Hz, en ella se muestra claramente como es posxble determmarlas
inequivocamente. k R o :
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15 ’I”ll L4 ;'!':‘l r.\'.f “15“1“3«7,\‘:

Figura 3.8.- Estructura,yasxg t62 co del 2-furt'ural en CDC13

EL desplazaxmento quImlco de las senales son: A =7. 61 B 711,C 6 52 y X=9.63.
ppm : : : :
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Figura 3.9.- Funcxén 20“) para el protén Hc del 2- furfural en DMSO a’ 300K
desacoplando Hx. Los mftumos corresponden ara) Jex; by 2)Ac, c) ZJnc-- ZIAC, d)

2JBCi y €) 2JpC + ZIAc



JaB Jac Jax Jsc Isx Jex

JaB | JaB {Jac | Jac §Jax | Jax }Jsc | Jc | TBx | JBx |Jex { Jex
CgDg 0.7710.78]1.69]1.6910.63}0.62 }3.56 | 3.56§0.12{0.13§3.32 0.32
CDCly - 107911.69] 1.68{069!0.67§358] - Jo.11] - {0.27}0.27

Acetona-dg 077079} 1.71] 1.7110.76 | 0.75}§ 3.59 | 3.56 1 0.06 | 0.07]0.19 { 0.19

DMSO-ds 10.79 | 0.81]1.69 | 1.69{0.84 1 0.84{3.60 | 3.60 ] 0.10| 0.060.15{ 0.16
(300 K)

DMSO-dg (10.78{0.82]1.70] 1.69]0.82]0.81]13.60] 3.60}0.10| 0.07}0.17 | 0.17
(325 K)

Tabla 3.4.- Constantes de acoplamiento del 2-furfural determinadas por el
método de desacoplamiento y . reconvolucién. Las determinaciones se realizaron
en la mayoria de los Lasos por duphcado Las letras negntas mdxcan e] nucleo que
se desacoplb ) : .

Cuando exnste una constante de acoplamiento muy pequefia, tamblén exnste un
minimo global muy cer
global se encuentra en cero, est

espectro para poder real ar'la

Consxderandq
obtuvieron resultados aceptables,’

sugirié la siguiente idea,

Ill.3.-,ljepuré»ci6n déj ‘

Dado que los espectros S\,(t) y SD(t) se pueden representar de la forma
SN(t) AN exp(—121|:5t) exp(—)..t) cos(n];st) L U B12)

SD(t)=‘Apexp(-i2na't) exp(-m) e : [3.13}
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se espera que cuando se efectiie Ia dl\usxén de SN(t) entre SD(t) y hablendo corregldo el .
efecto Bloch-Sxegert se. obtenga' E ; : :
s SN(t) / SD(t) = OS(RI xsf)

efectuar dzwsnones con ‘niimeros muy pequefios o qu
hacen que se obtengan mdefmlcxones debxdo a

medicién de Ia frecuencxa para.la determmacxén de lasvconstantes de acoplamxento La:
presencia de cxertas smgu] ndades per51sté, las cuales son ‘atenuadas mediante repehdas
convoluciones de cxclos 1:2:1. L transformada de Fourler del cociente SN(t)/Sp(t) daun. .
espectro con pocos artefactos, dommado por 'una fuerte resonancia a.1/2 Jig Hz con un '

ancho de sefial determmado por la func:on exponencxal que se aplicé.’.
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IiL3.1- Determinacion Experimental

Se emplearon ]os mxsmos resultados experimentales obtenidos para las cuatto .

diferentes solucxones »del 2-furfural ‘en” benceno-d6, cloroformo-d, acetona -d6.y." .

sulféxido de dlmehlo-d n’este ulhmo disolvente, la determmacxén se reahzo a 300 y

sufxcxentemente pequ T
= 104, que corrésponde’

tnicamente una lfnea fuerte de resonancxa La frecuencxa se evaluo por lnterpolacmn :
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entre los puntos usando un pxograma de aJusle polmomxal La: reproducxbxhdad es
mejor que = 0 04 Hz . : !

Sin embargo, las constantes de acop]amxento més pequenas fueron 1mpos:bles
determinar, ya que 6 una nal a 0.0 Hz. Los resultados se muestran en -
Ja Tabla 3.5. :

resultados‘de’ desacoplamlento y reconvolucién dentro de los limites de error, con lo
cual se puede decir que éste es también un método preciso para la determinacién de
constantes de acoplamiento.

JaB Jac Jax Isc

Jas| JasyJacl Jac)Jax| Jax] Jsc| Jac
Celg 0.78] 0.74] 1.68 1.71} 0.65 0.65] 3.5¢{ 3.63

CDCl, - | 0774 1.69 1.75 0.67 0.7} 3.58 -

Acetona-dg 0.81] 1.72 1.74 0.75 0.79] 3.57] 3.63]

DMSO-dg {077 0.76) 1.70] 1.71] 0.85 0.82] 3.60] 3.60)
(300 K)

DMSO-dg [ 0.77] 0.8 1.68] 1.72 O'Bﬁ 081} 3.61 3.61
(325K)

Tabla 3.5.- Constantes de acoplamiento del 2-furfural determinadas por el
método de depuracion de J. Las determinaciones se realizaron en la mayoria de
los casos por duplicado. Las letras negritas indican el nticleo que se desacopld. Las
constantes” de ‘acoplamiento Jpx y Jex no fue posible determinarlas por este
método. ;

Es 1mportante mencionar.que este-método-es-muy:sencillo-de xmp]ementa
No requ:re de memona adlcxonal y los céleculos son extremadamente répldos

Con este trabajo se ha podxdo estab]ecer que, eI metodo de determmacxén de

requeririan de un gran esfuerzo para poder mcremer\tar la reso]ucnon medxante el -
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[

ajuste correcto dd .campo magnétlco y,en algunos casos, del. empleo de tecmcas
especialesf269, f s =

La precxslén de es*e metodo es” bastante buena

sencillo y precxso para 1a determmacxén de las co s tantes de acop]amlehto
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K La sénal a 1 80 Hz corresponde al
valor de 1/2 de IBC Los valores empleados de @ se muestran enla ﬁgura .
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por el mé!odo de’ dep

smgulandades La: frecuencia que se: encuentr a, 1/2 J se mterpolé entre los
’puntos expenmentales para determmar Ia constante con’ mayor precns:én o




Capitulo IV

El Valor Menor

1V.1- Introduccién.

Recxentemente muchos han sxdo los’ traba;os que se e han dedxcado a procesar los
resultados de los expenmenlos ‘de RMN después de haber sido adqumdos El ob)etivo
es tratar, de, encontrar los desplazamlentos quimxcos ‘demue omple;as, lass
determmacxén de lasaconslantes de acoplamxemo, o bxen, la deconvolucién de Ias

sefales de los espe» ro' :
Todos estos anéhsls pretenden obtener mayor nformacnﬁn de la‘que se extrae«,

dificil 1a xmplementacmn de estas tecmcas

En este capitulo explicamos un nuevo algontmo para’ I deconvoluc:én de las
sefiales de RMN en'el dominio del tiempo que es sencmo de 1mplementar y réptdo en
el procesamlento de’ datos B E

1V.2.- Deconvolucién Mediante el Valor Menor

Es posxble generat una’ senal dcble en el dommxo del hempo a pamr de la |
convolucién por dos funcnones 6 de una senal sencxlla (ver Capitulo VI). Pero renllzar
la operacién contrarxa no es: sencnlla ; f :
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Supongamos que tenemos una seital doble con constante de acoplamtento Jp, si
la convolucnonamos con-dos funciones §, pero en vez de sumar el producto de las dos

funciones, escogemos sélo el valor cuya magmtud sea )a menor de entre los puntos -

Ioca]lzados de las dos funcxones El punto menor S

de las fr cuencxas por el algontmo del: ..
con constante de acoplamlento Ip se ha -

Trabajer’n’bsyr u
doble tenemos-tina se




nuevamente tres funciones 3; pero ahora cambiando las intensidades a2 :1:2y
colocando nuevnmente el valor menor en el centro de las tres funciones 8

La prxmera y la- segunda solucnén no tienen diferencias, se espera obtener el
mismo resultado, pero ‘aligual que ‘el método para deconvolucionar una sefial sencxlla,
la integral del multlplete cngmal se ve disminuida a la mitad. Con el emp]eo de la
tercera opcién se espera que la sefial triple solo disminuya su integral en 1/4 en'vez de
disminuir en 3/4 com ‘ocurre’ en el primer y segundo caso. Esta ultuna forma de )
manipular Ios‘mulhpletes nos permite pensar en la aplicacién . sxmulténed de'r e
funciones & paré a. deconvolucxén de multipletes complejos.

Los acoplamlentos en antifase se deconvolucionan empleando las- funciones
las funclones & con intensidades 1 -1 en el caso ‘de

en antifase. Esto’

~1. Con lo cual | es posxble deconvolucionar cualquler hpo de senal’ que siga un patfon
de primer orden.: : :

¢ Qué ocumré si consideramos un tnplele dobleteado? En pnme nstancia ésjr'
posible generar un espectro de, li.neas con funcnones 8 espacx da por las onstames de

acoplamiento mvclucradas y en un sélo pas“ deconvolucuo todo el multxplete.

1v.2.1.- Des’an‘ollb Experimental.. -

Para la im'plement 'ién de este método es necesario el conocimiento de_los
desdoblamientos:y. de’las onstantes de” acoplamiento en el mulnplete Con esta
informaci6n es pos:ble aphcar el método descrito anteriormente. El verdadero reto para ..
el método es la deconvolucnén en los expenmentos en dos dimensiones. En la’ Flguraf e o
4.2 se muestran las deconvoluciones sucesivas de la sefial fuera de la dxagonal entre el
protén Hp yel protén ‘Hde la_nicotina. Este experimento COSY de fase’ sensxble se .
realizé con 1024 puntos tanto en t;como en t y el espectro se transformé con 4096 .
puntos en cada dimensién. Para incrementar la resolucién sélo se escoglé la regxdn de
los multipletes ba)o estudlo Se 'procesé una matriz de- 160 . X 160 puntos :
comprendiendo eI mulhplete fucra de la diagonal de los protones Ha y HM :

El fundamento de. este método. plantea la posxb:hdad ‘de efect,ar vanas =
convoluciones al ‘mismo tlempo, .8in necesrdad de pasar por sucesxvas
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deconvoluciones, ‘El principal obstdculo. es ‘la_generacién del multxplete con las
funciones 5, lo cual se resuelve faczlmente La deconvolucxén en un sélo paso se probé
en la misma sefal que la traba)ada en la Figura 4.2 El resultado se muestra en la Fxgura :
4.3 Obsérvese que Ios resultados sor\ practxcamente idénticos. ;

Una de Jas ‘grandes venta;as del método es'su rapxdez. La decorwolucxén :
de dos constantes de acoplamlento achvas y cuatro pasivas en una séla operacién de B

Figuras 4.2 y 4. 3 de los‘expenmentos de‘dos dlmensxohes en donde el ruzdo dxsmmuye
considerablemen SR e :

1V.3.- Medici6 antes de Acoplamiento -

El método: delivalor' menor. henen grandes venta;as, pero épodria medir
constantes de acopl miento’ :

Para lograrlo es_necesario pensar que ocurre cuando la 5eparacxén de las
funciones & {para serd-J*)-es distinta a la constante de acoplamiento
Nuevamente J* es una.va iable ‘dentro del intervalo donde se espera encontrar el
verdadero valor de la constante de acoplamiento. Cuando J* es hgerameme mayor o
menor que la constante de acoplamiento, la integral absoluta del espectro dlsmmuye,
debido a la eleccxén del valor menor, y debido también a la ehmmacxén de Ios valores -
méximos. : .
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Figura 4.2a.- Deconvolucxones progresivas del multiplete de la sefal del
experimento COSY fuera de la diagonal (24 x 24 Hz) entre Hy y Hwm de Ja nicotina.
Se eliminan las constantes de 7.85 Hz en F2 (activa), 7.85 Hz en Fp (activa).
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Figura 4.v2b.‘-‘ "Deconvoluciones progresivas del multiplete de la sefial del
experimento COSY fuera de la diagonal (24 x 24 Hz) entre Ha y Hpy de la nicotina.
Se eliminan las constantes de4.79 Hz en F», 2.24 Hzen F1 y 1.71 Hz en Fy.
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Figura 4.3.- Resultados de la deconvolucién en un sélo paso del multiplete de la
Figura 4.2 empleando las mismas constantes de acoplamiento.
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Para conflrmar esta suposicién consideremos un valor de J“ rnucho mayor que.
el ancho de la sefial y menor que el valor de Jp. En esta condicién aseguramos ‘escoger.
solo los puntos que son del orden de magmtud del rmdo, por. lo tanto la mtegral del. -

gréaficas de mtegral Asx, para determinar las constantes d
buscar los méximos de la funcién de mtegral de los espe
funcioén de J*.

'IV.3.1- Constantes de Acoplamient Pas

existe una sol
al parémetro

menos, a mosttar su P

Para constantes de, acoplamxent ”pequenas e ‘método se_dificulta® bastante ya :
que a valores muy pequenos de J‘ se encuentra er m'i imo glo "al de la funcxon Esto se'
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..

debe a que utilizando dos puntos sucesxvos como, el menor, valor de J* el multiplete -
tendrd la menor dxsmmucxén p051ble en la 1nfegral Aunquc 'se resuelvael
acoplamiento, a veces noes: p051ble determmar el méxlmo correspondlente ala
constante de acoplamlento pequena. Por'lo cual es convemente medir las constadtes de i’

integral, Figura' 4 !
constantes de acoplamlen

simulacién de’ este mulhplete muestra el perfecto a;uste de las 'curvas smuladas y
experimentales. ]
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Figura 44.- a). Grafxca de mtegral del protén Hx de la mcotma en CDC13 b) .
simulacién empleando los valores encontrados para este sistema con I\Ax =224
Hz. El méximo de las graﬁcas corresponden a JMX 2 24 Hz." ’




10 (HZ)

Figura 4.5.- a). Graﬁc de: ntegra] del protén Hp' de'la mconna en CDC13 b)
Simulacién del mlsm protén con: los‘resultad ncontrados Los maxxmos
corresponden a: a) JAP+JMp, b) Jap, C) IAP JMP: d)JMI’ o




Simulacién de la gréﬁca de mtegr' ‘Los méxxmos corresponden a: a) JAM + ]AXI b)
Jam +Jaz, ) Jam, d) JAM ~JAZ ) JaM - IAx, f)IAP +Jax, 8 Jar+ Jaz hyJap, ) Jap:
~Jaz. Plar-Jax yJAM JaP +Jax k) JAM IAP +JAz, 1y IAM JAP, m) ]AM Lu: -
Jaz ) Jam ~Jap ~Jax, o) Jax yIAz . :
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Simulacién de la graflca de mtegra L

: se pueden mterpre\ar como sumas y
restas de las :onstantes de acoplamxen ; :

A valores pequeﬁos de ]" la- func n de’ mtegral_xend i valores grandes,
probablemente- a mas del doble que el maxxmo prmcxpal Esto ocurrc cuando el
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ESTA TESIS NO DEBE
SALIR DE LA BIBLIBTECA

desdob]amientO‘I"‘_del doblete -de las funciones § es menor que el ancho de la sefial
experimental. Por tanto las constantes de acoplamiento escondidas en el ancho de las
sefiales no serd poslble determmarlas A pesar de ello las constantes de acoplamiento
determinadas’ por este método son muy confiables y cuando se tienen sefiales con
buena resolucnén y relacién sefial l‘l-lldO grande es posible obtener una precisién de +
0.03 Hz.

Capitulos V y VI

20 . (Hz) 25

Figura 4. 8.- Grifica de mtegral de la sxmulac:én de un doblete en antifase de 13.0
Hz. El méximo corresponde a la constante de acoplamzento
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Si a esta sefial le mcrementamos la multxplxcxdad con una Jp =5 0 Hz, Figura’
4.9.a, se espera obtener nuevamerite maximos que corrcsponden a la suma Y resta de las
constantes de acoplamiento.. Pero” contrano a los métodos que; “se estudxarén[
posteriormente, aparece un méx;mo enJp. Esto se comprueba al’ comparér esta ﬁ.mcxén :
con la correspondiente a la s:mulacxén de] 515 ) 1 ;
que son practicamente idénticas,

a)
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5.0, Jp1 = 130y Jpz 2.0 Hz En las: gréhcas de’integral; Fxgura 410 se ohserva )

nuevamente la: presenc:a de los méximos - que corresponden a- las constantes de,
acoplamxenm y.a:la suma B2 resta de ellas.- Este txpo de gr{:ﬁcas corresponden
exactamente a las funcmnes de constantes de acoplam:ento paswas. : s

Con estos estudl S se prmedeté a determmar 1as. constantes de acoplamxento

obtemdas a pamr de 'lbs experlmentos reportados en el Capitulo 11

encontraban los mémmos correspondxentes a las constant ' ) to*act;vas.‘ )

Estos resultados se apuntan en lal rmsma ‘tabla;”

Enla’ determmacxon de estas constantes de acoplamxento se! bservaron wvarios ™

patrones come los’ tratados con anterxondad Fxgura 4.10 Con estas graﬁcas fue posxble '




determinar al mxsmo txempo la constante de acoplam:ento pasiva. Por ejemplo, en el
protén Hoagp acoplado ‘con’ el carbono C2; ademds de medir la constante de acoplamlento
entre estos nuc]eo.s, se “determiné la constante de acoplamiento de 14.7 Hz, Figura 4.11.
Este gréfica tambxén ‘s un'claro ejemplo de como no es poslble diferenciar por estos
métodos’ cuando es una constante de acoplamlento activa'y cuando se trata de una
pasiva. :

En la Flg,ura 4 12 se muestra s gréfxca de mtegral del protén He y deI carbono :
Ci7, donde se observa’ como existen: vanos casos en que los mmlmos correspondlentes
a sumas y restas de las constantes de acoplamxento interfieren en’la detcrmmacx ¥
la constante’que, nos interesa, También en esta gréfica es posxble determmV r la
constante de acoplamxento pasiva del multiplete, 10.4 Hz. :

Este. metodo es muy sencxllo de implementar y es muy répld ermite en.
varias cond:cnones determmar las: constantes de acoplamlento en” forma preclsa 3
siempre y cuando las” cbndxmones de mulhplxcxdad relacién sefial- ruxdo y ancho de lat:
sefial lo permitan.. A -pesar de'su falta de prec:sxén es‘un metodo adecuado para 1a
determinaci6n de constantes ‘de acoplamlento ! :

El metodo del’ valor menor es” tn metodo que puede unhzarse para
deccnvolucxonar seﬁales en_una dzmens;én o en dos dxmcnsrones. Es. facil y ripido de
implementar. Lla confraparte de este método para reahzar la- deconvolucién:-en e}
dominio de las frecuencias no satlsface estos requenmlemos
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acoplamxento actxvas, es p051ble llegar a conf'u
activas con aquellas pasxvas que se encuentran presentes en el multxplete. :
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H || cs{cofar|ciz|cs|cia|cs|ci6|c17|cig{cojca|c|ces

13
15b
17a

15a
11b
20b
18b
11a

14
18a
20a

1 (3.0

*Constantes de acoplamiento que  frie| poslbledetermma :
Tabla 4.1.- Constantes de acoplamxento a larga dlS ancna de a estncnma determmadas

por el-método’ “del valor menor
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Capitulo V

Medici6én de Constantes de Acoplamiento Mediante la Aparente
Deconvolucién en el Dominio del Tiempo.

V.1.- Introduccién

Los trabajos de Bothner-By4? y LeParco?? plantcan la deconvolucién en e]v .
dominio del tiempo de los mulnp]etes bajo estudio para.la. deter: macxdn de las: -
constantes de acoplamlento y para la sxmphﬁcacnén de las senales

Estos traba)os mencionan Ia d cultad dq d1v1d1r el FID de'un multlplet por_ i

funciones seno 0 cosen
problema:de

r de resolver estos problemas no es tarea ':
v"McIntyte“ donde en una forma muy

. los puntos del FID

problema de dlvxdir p ‘ume(ros mpy pequeno

Consideremos pri
dominio del tiexi{po, -
multipletes en estudx
domxmo del txempo esta dada por la funcxon

S(t) = exp(—Zm&t) exp(—kt) cos(ant) o ‘ : ‘[5.1]

ependiendo del: thO del: inultlplete‘ que se ttate -El p'rmcxpal -
p an por cero o por valores muyi :



donde & representa el desplazamxento qulmxco de Ia especxe iyA= l/ T2* el ancho dela
"Uno puede pensar que el procedxmxento mas -
wzsxén por cos(r:th) e

sefial expenmenlal a la mitad de Ia altur:
sencillo para Iograr la'déconvolucién és Ia

este problema ‘esin
donde se emplea

La expenencxa»adqumda al |mp1ementar el metodo
mostré que 6 podria ser tan grande como la umdad Fxgur ‘
en [5 2] se transforma en: :

£, t)
f(J‘ t) = —l

Esto indica que podrfa ser suf:cnente aphcar un sél camblo de 51gno a los
valores del FID; Este cambio’ de’ s:gno e aré ‘regi o p‘ frecuencia del valor ]‘
empleada. Esta funclén es. cuadrada Y. sélo preserva el sxgno o ‘gmalxde la funcxdn Ba)o
estas condiciones, atin no se “ha cleﬁrudo el valor. dev]a func16n cuando el coseno es
igual a cero. Para ello anahcemos un poco el caso dondé la funcxén coseno es cero.

El txempo, tenla ecuamén [3 3] estd. deﬁ.mdo por‘ s
-x/swb- R R X |
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donde i es una vanable entera que representa Ia dlgltahzamén de Ios puntos ‘en elr
dominio del tiempo y sw es la ventana espectral en Hz Sx anahzamos estas relacxones
tenemos que la funcxfm ccseno es cero cuando: : R

serfa convenien
experxmemos reahzados durante todo ‘este’ trabajo

por 41.

Una vez

diferenteaJpoa Ia, los espectro' 'generarén una gx:anvcanhdad de oscxlac:ones
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a)

Figura 5.2- a) Mu]tlplete del prot6n Hpy de la nicotina; b) senaI modlflcada

después de haber sido procesada como se descnbe en el texto con un valot de 6 =
1.0 ey
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J* =826

Figura 5.3.- Multxplete del protén Hy de la mcohna modxﬂcada ' el método t-o
Decon empleando d:ferentes valores de J*. En ella se observa como a: medlda que'
J* se aleja de ]P se generan més artefactos en el espech-o
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Al graficar la mtegral absoluta del espectro en funcnén de J* esperamos tener
minimos a las’ condxcxones en; donde J" tenga los. valores ~de las constantes de
acop]amxento, sin embargo, tamblen se espera tener la presencla ‘de. los subarmémcos

cuando sen(x) 0, la fu c1

presencia de estos mlmmos se exphcan de la® mxsma form en que aparecen en el ;
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método de deconvolucién en eI dommlo del hempo xmplementado por LeParco. Si los
vemos desde el dominio de las frecuenczas, al dxvxdxr por la funcxén coseno tendremos
la coincidencia' de’varias funciones’ §.dentro del 1ntervalo que se qulere medlr Al
mismo tiempo aparece - un mimmo bastanle ancho cerca o" a ceto debldo a las
coincidencias del ancho de I sefial con varios. valores de] ya la ultlple comcndencxa
de los subarménicos cerca de cero. ‘Este minimo ancho limitarg el Uso del método para
la d eterminacién de ronstantes de acoplamiento pequeﬁas Como ‘de alguna forma la
deconvolucién producida no es la exacta, los resultados se falsxﬁcan, por tanto no es de
extrafiar la presencia del ruido a lo largo de estas gréficas.

Al emplea
muy pequefio se f
valores cercanos a:¢
valor de @ el ru:do [

simulacién dela gréfma de mtegral para. el multxplete con Jpl =13.0 Hz y Jp2= SOHz sé
muestra en la Fxgura 5 5 En ella se aprecm la apancxon de dos mimmos muy profundos
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correspondientes a los valores de:):as constantes de acoplamiento. Al mismo tiempo la
aparicién de minimos ‘que corresponden a los valores de Jp1 + Jp2 y de Jp1 = Jp2 ¥ las
condiciones subrménicas'proveniehtes de]p /n, donde n es un entero.

1 1 3 X n 1 L e 1

: 10 15 S(Hz) .20
Figura 5.5.- Slmulacxén de la gréﬁca de mtegral de un sxstema doble de doble con

{ deseado Se efectut la
transformada de Fourxer mversa empleando cuando menos 16384 untos, ya que es
necesario introducir. un numero suﬁmentemetﬁ 2 grande para incluir la informacién de
J* en la funcién cuadrada que se emplea Al espectro en funcxén del tlempo se le
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“

multiplicé por la funcién cuadrada defim'da en [5.3]. Para cada valor de J;‘ se realiz6 la
transformada de Fourier para obtener la gréfica de integral\._;

.

(Hz) 25

Este método g
gonstantes de acopla

apreciable la presencna del ruxdo y de las condxcxones subarmémcas Encel pie de: f:guraf
se dan las aslgnacmnes de'los prmcnpales mfmmos encontrad -Con estos’ resultados se’

93



trazé la simulacién a partir de los resultados expenmentales encontrados, Tabla 5.1. La
similitud de ambas curvas es muy.buena.

a)

Figura 5.7.- Gréfica de integral .
tedrica, b). Los mfmmos corresponde

a mcotma, a), y la gréfica

1 a) Jam v/ Jax; b)JaM + JAz', ©) JaMm, d) JAM
~JAz, ) JaM - JAX, f) JAP * Jax, B) JAP. +IAz, h) ]APr i) JAP IAz, N IAP TAX Y JAM
—Jar +Jax, k) ¢/3,1) h/s, m) JAx, n) IAz k
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empleando los valores obtenidos,. Los mfru nos cdrrespon : ) JAM +IMP, b)
JAM + IMP =Mz, €} JAM + IMZ, d) JAM. © JAM=TMz; ) TAM =IMx _-fIMP, 8) TAM ~Imx
+ Jmz, h) Jam = Jnax. 1) Jam = IMx = Imz)) JAM = JMx = Imp. +IM2 yJMx +IMP*+ Mz,
k) JAM = Imx = IMP y Tmx + Jmp, ) JAM Tmx - JMP Mz yJMX +IMP - M2, m) Imx
+Jmzyd/3n) JMP +Imz y Jmx. 0) Jmp y TMX = IMze q) IMz. 5 ]
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Enla Flgura 5 9a se muestra la grdfica de mtegral del proton Hp en dondé se
observan dos mimmos profundos: que corresponden a’las constantes de acoplamlento B
Jap y Jmp. En este’ muIt:plete no, f posxble determmar 12 constante de acoplamlento
entre Hy y Hz debxdo a que-se’enicuentra enmascarado por el:minimo locahzado‘”

a presencxa el ruido’

"b1én presenta ruido

R E S
N
&

bad
'

Tabla 5.1.- Constantes de acoplamiento en Hz'de Ia nicatina en CDCl3.

Usando el mismo’ procedimiento 'se determinaron' las constantes de
acoplamiento de la cotinina, ya que es una molécula muy similar a la nicotina y se
espera que las constantes de acoplamiento sean muy similares. Los resultados se
muestran en la Tabla 5.2. Con ella se observa que los resultados no difieren mucho de
los obtenidos para la nicotina, lo cual indica que el método es lo suficientemente
sensible para poder detectar pequeitas diferencias.

Jam | Jap | Jax | Jaz | Imp | Imx | Mz

LA 790 | 480 ] 0.85 . - - -
M 7.90 - - - 165 | 2.35 |} 0.45
P - 4.80 - - 1.60 - -
X - - 108 - - 1 235] -
*C de lamiento que no se pudieron d

Tabla 5.2.- Constantes de acoplamlento en Hz de la cotinina en CDCla.
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a)

]
]
]

r——r v
0o 1 2 3 4 5 .6 .7 8 9 10(H)

Slmulaclén del mxsmo protén con los resultados encontradosVy con ]a inclusién
de Jpz como otra constante. Los mfmmos cortesponden a: a) IAp + ]Mp, b) Jap, € -
Jar=Jmp, d)JMP, e)c/3 y ) d/3 .
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0 100200 3040 56 7 8910 (Ha) s

0 4050 62778 1910 (HZ)

Figura 5.10.- a) Graﬁca de-i egral del protén Hx de ]a mcotma en CDC13 b)
simulacién empleando los’ valores encontrados n
corresponden a: a) JMx, b) JAx y. c) a/ 30

acoplamiento por otros ‘metodos Esko -es 1mportante, ya que debndo al rnétodo no
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riguroso que se estd estudiando podria generarse cierlas falsificaciones en los resultados
obtenidos. En la Tabla 5.3 se muestran los resultados obtenidos para esta molécula los
cuales estdn de acuerdo ccn todos los métodos reportados anteriormente.

Jam | Jap | Jax | Jve | Jmx | Jex
A 7.97 8.27 0.35 - - -

M 7.98 - - 099 | 1.90 -
P - 8.28 - 0.96 - 2.19
X - ~ 0.37 - 1.90 | 219

Tabla 5.3.- Constantes de acoplamiento del m-bromo nitro benceno en CDCl3. La
columna izquierda representa al multxplete en la cual fue medida la constantes de
acoplamiento.

a ]a mo]écula del 2-furfural en DMSO,
edir constantes de acoplamiento pequeiias,
e SQ}} menores al ancho de la sefial

Se muestran los resultados obtem
Tabla 5.4. A pesar de que el método puede
no fue posible dete 1
experimental. Para
resultados en la T&bla 5,

H13 | H15h | H15a

Jip [[1048] 14.38[ 1435
Tap || 3.37 {2.00| 478
Jap {f 310 395

Tabla 5.5.- Constantes de. aco amlento -en Hz para los'protones. ahfatxcos de la
estricnina.

En la Figura 5. 11 se muestra la graf 1ca ‘d
Esta grafxca es un patr()n tfpxco de la medxcxén de una so]a constante de acoplamxentu
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También en la Figura 5.12 se muestra la gréfica del protén Hisa, en donde se observa la
complejidad de las graficas cuando se requiere medir més de una. En este ejemplo se
determinaron - tres “constantes. Es conveniente aclarar que dos -constantes de
acoplamiento, de 4'.7,8 y 3.95 Hz, no estdn resueltas en el multiplete original que
aparenta ser un triplete dobleteado.

| N U NS

0 2- 40 6} 8 . 10.. - .12 _14(1'12)167'
Figura 5.11.- Gréflca de mtegral del protén Ha de la estncmna Los m{rumos

SN VY DN WSS DU U VUK W ST SO S VN SR SV

corresponden a: ‘a) JP, b) a/3 c) a/5,d) a/7, ) a/9 y i) a/11

corresponden a: a) Jips B)Ji o
Jap)/5;h)a/3, i) a/7 y) e/3,yk) f/3 ; 3
Prosigamos aho el estudxo de’ ‘constantes ‘deacoplamiento actlvas

mediante el método’ de Ia aparente deconvolucxén en el domuuo 'del hempo [
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V4.~ Constantés de Acoplamienlo Activas

El problema que enfrenta el tratamxenfo de las constantes de acoplamiento ;-
activas es la xndetermm mén del pnmer punto Con st npo de mulhpletes el FID estd

tipo de gréficas.
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constantes de acoplamiénto: Ja = 5.0 y Jp = 13.0 Hz se espera Ia aparicion de mfnimos en
8 y 18 Hz, Figura 5.14, al igual que las respuestas subarmdnicas. Sin embargo el minimo
global corresponde a la constante de acoplamiento activa. B

(Hz) = 20 -
’ OszJp—ISO

Al consxderar
gréhca dei mtegral se

acoplamiento de sxstemas que presentan acoplamxentos en antxfase. Aol
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Figura 5.15.- Gréﬁcé ! C
Jp =5.0 Hz. Los mirumos corresponden a: a) Ja + Jp b) Jas €). a/2;d)ya= Jpi e) b/2 f) -
b/3,8)b/4yh)b/5. o : o

Figura 5.16.- Gréﬁca de mtegral del espectro simulado'con J; =13.0 Hz, Ipl— 5 0 '}7' ,
Hzy Jp2 = 2.0 Hz. Los mimmos cortesponden a: a) Ja + Jpl, b) Ja+ Ipz, c) ]a, d) Ta-:
Ip2.€) Ja—Jp1 +Ip1,f)a/2 B)Ia Ipl.h) C/2 1) b/5 J) C/3 k) g/2 l)b/4 m) /4 yn)
c/5. .
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Vdal.- betétﬁlinécio’n Experimental

Como en todos los métodos tratados, primero es necesano selecmonar y aislar
los mulnp)etes ba}o estudlo “Una vez realizado, se efectda la transformada de Fcur:er",
inversa para obtener el F.(D ‘el cual serd dividido por la funcu.‘m deﬂmda en [5 6] para
un valor de J*, defxmdo. Al producto de esta divisién se retransforma “para obtener la :
funcién en el dommio de las frecuencxas, al cual se le. dete; o

de los espectros no es
la detetmmacxén se.ve
como minimos muy anchos, esto se observa en la Fxgura 5. 1

Figura 5.17.- Gr‘ifxca de ntegral del protén Hg'de la- estncmna acoplado con el
carbono Cy7. Los mfmmos corresponden a‘ a) Ja'+ ]p1, b) ];,, c) a/2 y]a Jp1.d)b/2 y
e)a/3.
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subarménicas a J/n, donde ] es Ia. frecuencxa a Ia cual se encuentran las constantes a
determinar o las sumas 'y restas de aquellas prescntes en el multxplete lyi n es-un
nimero entero para constantes de’ acoplamxento achvas y un entero non para :
constantes de acoplamiento pasivas. :
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()

C10

C11

C12

c13

C15

c17,

c8

C20

C21

C22

Tabla 5.6.- Constantes de acoplamlento a larga dxstancxa entre los protones y lo

13C de la estricnina medxdos a pamr de Ia aparente deconvolucxon en el domlmo

del tiempo.
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: Capii"ulo VI

Duplicaciéxi de] é'n:ei dominio de las frecuencias

VL1~ Introduccién:

Se ha mencxonado anteriormente que uno de Ios me;ores métodos para la
determinacién de las’ constantes’ de acoplamiento es el de: duphcacxé ’
dominio del hemp in émbargo, una gran desventaja de este método es:
realizar un nimero, muy grande de transformadas de Founer para cada punto dela
gréfica de mtegral lo cual hace lenta la extraccxén delas constantes de acoplam:énfo

Para emplear un ' método que realice el mismo procedlmxento, sxh el uso de las
transformadas de Fourier, se requiere implementar el método de duplxcacxén de]’ en el
dominio de las frecuencias. Este caprtulo tratard sobre el tem e o

VI.2.- Duplicaciénlde Jen ejiDominib de las Fréctrxéhévi.as."t .

Comenzamos la exphca 6n°de este método ‘de d' lxcacxén de I en el dominio

de las frecuencias duphcando u doblete, bo gura',G 1

sefiales intermedias.:Si: 3
anhfase, Fxgura 6. ld

requerir subsecuentes duphcac:ones el muluplete en ntu’as ahora s6lo’es necesarloi’
convolucionar el multxplete en e) con funcxones 5 en. fase y sxempte separadas por la’
misma distancia Jp : : : i
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Este razonarmento nos lleva a’la sxguxente concluswn. cuando se tienen
seftales en antifase es p051ble duphcar los desdobhmxento medlante funcxones 5 que se
encuentren en fase., Mlentras que senales ‘en fase ‘sélo; serén posxbles duphcarlas con.
funciones & en annfase. :

Figura 6 1.- Duplxcaclén de un doblete, a), con dos funcwnes 8 en fase, b), y.con

distancia entre dos pimfos consecutlvos, Ap, lo‘cual estara dehmdo por el mulnplo de o
potencia de dos empleada para reahzar la transformaclon del FID al domxmo delas-*
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frecuencias. Al mismo hempo Ap limitard los va]ores de J*. Estos Valores estaran
definidos por: J* = hAp, donde n'es un entero. Esto m'lphca que la dlgxtahzacnén del
espectro sea una limitante en la premsxén del método : o o
Una vez expllcado la forma en’que’ se tlenen que 1mplemcntar la duphcacuon» )
de J en el dominio de lasn frecuencxas procederemos a‘estudiar’ las duphcacnones de
multipletes en fase y en antifase | por eparado <

Vl.2.1.-‘ljujplicacién‘ de'J de ‘Acoplamientos Activos.

emplear funciones
se quiere medir

factible en la condlcxéh ]‘
la determinacién de Ja: Estgj I

Figura 6.2.- El mulhplete de an 'fase (a) se convolucxona con dos funcxones 5
separadas por J*, b) Cuando’ T ]a, se | nera una sefial de antlfase en el centro de la
sefial deconvolucxonada, c) Enel momento en que I' = Ja, d), la senal de antifase
desaparece del espectro convolucwnado, e)
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Supéngase que dctermmamos la mtegral absoluta de las seﬁales de la Fxgura
6.2¢ y 6.2e. Esperamos que la mtegra] absoluta en 1a condlcuﬁn donde J" Ja sea mayor :
que en la condicién donde J* a Sx determmamos la m}tegral absoluta de varios
espectros procesados par n ntervalo e J“ que comprend ‘el valor de Ja, tendremos‘

estos mimmos Iocales

Figura 6.3.- Se presentan las sin ) lacxones de dxferentes desdoblamxentos de Jen
el dominio de las frecuencnas para n=2, 3,4y5 funcxones 8 L L mxmmos
corresponden a: a=J,;,; b —Ja/2 c=],/3 y d'=],/4 Nétese como en ]a medxda que
se incrementa el nimero de funcxones 5 se mcrementa el numero de minimos

locales.
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Consideremos el ‘caso donde el nimero de funcmnes 8 es igual a tres, n = 3,

Figura 6.3. Al iniciar las convolucxones con valor de. J* .muy pequefias no existe
coincidencias entre las fu‘ 'ones Sy las senales que estamos generando. Pero a medida
' stanua entre los extremos de las tres

donde es requnsxto fun
desdoblamiento.".

VI2.1.1.- Dete
MultiplétésC plejos

dlstanmas que podr[an interpretarse como posibles constantes de acoplamler\to activas
si las aislamos. Los método  par ‘la:determm ién- de constantes de -acoplamiento no
distinguen la d1ferenc1a Es s distancias estén e inidas por la suma y la'resta deJpy Ja

Cualquier método ‘que: intente* edxr constantes de acoplamxento activas medira
también las dlstancxas IJP +]a| y IJP Ial st :
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La ventaja que se tiene al medir la constante de acoplamiento activa es que
existen para el caso tratado dos condiciones en donde la distancia que determina el
método corresponde a Ja, y s6lo una condici6n para cada uno de los casos de Jp '+ JayJp:
-Ja. Con ello se espera que el minimo global de las gréficas de integral corresponda a la
constante de acoplamiento activa que se desea determinar. En este momento conviene
mencionar que si Jp > Ja, en vez de esperar un mfnimo en la condlcxén Ja~ ]P, se espera )
‘un mifnimo en Jp—Ja.

Figura 6.4.- La apancxé

an:estos minimos, también se abtienen
o 0- =1z} 72,3, 4, n-1dependiendon det

principales y caractenzar fécn
se quiere medir. . s

Comphquemos un poco mis la sttuacxén al cluxr una segunda constante
pasiva. Si consxderamos los posxbles mulhpletes que se forman, se observard que
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existen tres casos a: consnderar 1- cuando ].-, es la mer\or de las tres constantes de.
acoplamiento, Ja <Jp2 < Jpll 2.- Jpz <Ja <Ipu y:3-Ip2 < Jp1 <Jai

i
.e b
i}
18

Figura 6.5.-'Grafica' de integ|
acoplamiento. J.-, =50Hzy]Jp —‘ 
corresponden a: a) Ja + Jp, b) a /2
d/3,j)d/a, k) d/syd/6: 0

Para este txp‘ de tudio se trabajé con'simulaciones’ con ‘los. alorcs de las
constantes de acoplamlento ‘de O, 5 0 y 15 0 H «En todos ‘los casos 5xgu1entes se ‘efectud
la convolucién con ocho funcmnes 8

8 d‘/ h) c/a n)"’

Para la prlmera condxcxc‘m se trazé la gréflca de la mtegral en la Figura 6.6. En
ella se observa que el minimo global corresponde aJa; exnsken condiciones de minimos
locales a sumas y restas de los valores 2.0,5.0 y:15.0 Hz, pero la intensidad dependeré
del mimero de comcldenc:as de las sumas y restas que haya en el multiplete. Obsérvese
en esta gréfica que no. aparece nmgun minimo.en-los valores de 5.0 0 15.0 Hz que
corresponderfan a los valores de ]pz prl ‘La asxgnacxén de las diferentes minimos se
dan en el pie de la fxgura. e

Para la segunda sxtuacxén, Fxgura 6.7, donde el valor de Ja = 5 0 Hz Jpl =150y
Jp2 =2.0Hz, se obhene el m[mmo global en5.0 Hz, sin embargo existe un minimo local
muy profundo en 10.0 Hz generado por las comcxdenmas de los minimos de: (J, +Jp1) /
2y (Jpl =Ja) lo cual en cxertas condxcxones se’ prestaria a* confusiones. Observamos
también que no aparecen mfnlmos en los valores de las constantes : de acoplamiento
pasivas. La apancxén de las comcxdencxas en los mfrumos s una de las posibles fuentes
de confusién para lograr la determmacxén
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Figura 6.7.- Gréfica de mtegral absoluta'vs. J* para un sistema simulado AMX
conJ,=50Hz y dos constantes dg acoplamxentos pasivas: Jp1 =15.0y Jp2 = 2.0 Hz.
Se emplearon 8 funcxones 5 para la dupllcamén Los distintos mfnimos locales °
corresponden a: a) J5' + Jpl + Jp’b b)Ja+ pr Sa+Ipr=Jp2 d)Jp1-Ja+ Jp2 €)a/2,f)
Tp1=Jay b/2,8)c/2, 0 Jp1 < Ja -Jpz, DIy +Ip2!]) b/3,k)c/3y d/2, )]s myd/3y
h/2,n) /3, 0) 1/2 yp)l/3 I
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Para este mismo sistema se observa que no existen comudencxas en los valores
de las constantes de. acoplamlento pas:vas Ademés, a valores grandes’ los minimos
estdn flanqueados por sumas'y restas de las constantes de acoplamxento y la’ presencna
de condiciones subarmémcas. i : :

determinar.- Los mfmmos ‘ocales a; frecuencxas menores pueden interferir' con la -
determinacién’ de las constantes de; acoplamlento activas pequenas. Es interesante
ademds la presencia de dxferentes patrones dependiendo de los valores relativos de las
constantes de acoplamxemo A pesar ‘de la gran cantidad de minimos que se forman, es-
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posible explicar todos los minimos una“vez que se tienen todas las constantes de
acoplamiento y tener una’ esnmacmn de las constantes de acoplamxento paswas
presentes en el multxplete . : : 3

VI1.2.2- Dééémihécion Experimental de Constantes de '}Aco’h]amieqt'o Activas -

Este método fue bado ‘con los; resultados de Ios expenmentos obtemdos
mediante Ia niueva secuencia‘de pulsos explxcada en'el Capitulo IL Hay.que hacer notar .
que estos expenmento implican condxcxones de relacxones sefial rui pequenas Y. al
realizar los experim nto rar, la muestra provoca un ensénch :
la sefial; todo ello en: dettimer o,de la determmacxén dela constante de’ acoplamlento :
activa. Si a esto le aunamos .que en vanos casos las seﬁales posen acop]amnen'tos muy

Para efect ar
cueshén. Postenorme

experimentales son méé anc}ias ‘que:las sxmuladas El rmmmo globdl corresponde ala
constante de acoplamlento 2 dos ‘enlaces dé dxstancxa entre ‘el Hiwp y el C1p. Con las
sefiales a mayores valores e J* es posible’ eshmarr en forma relativamente precisa las
constantes de acoplamlento del mulhplete protémco, los” cuales estén de acuerdo
dentro de los niveles de premsxén de la determmac:én. K
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=279
JLTT

J¥=n67

Vanacxone en.e espectro prueba del- muluplete del: protén .

nina con d1ferentes valores de J* EI espectro E
) I' = 792 Hz, corresponde al valor de la

Figura 6.9.
H153acoplado con el C7k e
con menor’ nimero
constante de acoplamxento .
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Una vez extraida la constante de : acoplamiento -es pos:b]e efectuar la
duplicacién del multiplete. bajo’ estudxo, Figura’ 6.11a..Todas’ las distorsiones’ de'las
senales serdn tomadas en cuenta y.el ruido’ tendra un factor 1mportante en h aparxencta 1
del espectro duplxcado, Fxgura 6.11b. - ' :

Consxderemos un segundo ejemplo, el mulhplete dely protén: ‘H15a vc‘c‘);'a‘la_'d»d‘é:

Con estos ejemplos se'h mostrado Ia u;xlidad del ‘método’ d duphcacxén de Jr
en el dominio de las’ frecuencxas para 1 determmaclén de constantes de’ acop]amlento
activas; procedamos ahora al estudxo ‘de Ias constantes de acoplamlento pasxvas
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Tp2: k) h/2 yDh/3.50

i A5 200 -,,"25, (HZ) 30.
Figura 6.12.- G fica de mtegral del multlplete del protén H];,a acoplado al C13 de :
Ia estricnina. Los mfmmos corresponden a: a) Ja +Jp1 + Jpz y Ja i+ Jpt + IP3, b)Ja+
Jp1,}Ja+Jp2 +Jp3/ d) Ja: +Ipl yJa+]pa, €} ]a, f) Jpt —Ja,g)d/2,h) d/3 e/2, Ia -Ip2y
Ja=Jpa. i) e/3 yi e/4. Donde los valores de Jp1 =1435, ]Pz =4. 76 y Jp3 = 3 96 Hz,
obtenidos medlante la duphcacnén del multxplete en fase
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Figura 6.11.- Sefial del mulhplete d 2] pro én con'el carbono Cig.a);
duplicacién en el domm:o de las frecuencxas con ocho funcxones s espac1ados 791
Hz que corresponde ala constante de acoplamxento actxva, b,
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Figura 6.13.+ Dup i
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Figura 6.14.- Duplxcamén del multiplete el protén sz acoplado‘ con el carbor\o
Cag de estricnina, a), medxa e'ybel método de duphcacnén de’Jen ‘el domlmo de las -
frecuencias usando ocho funmones 8, b). Es 1mportante observar la generacxén del
multiplete original en antlfase una vez' que se'a determmado el valor de Ia y
duplicado el mulhplete : .
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H | 7 [ c8 | c10f cu1f Ci2| €13 C14) Ci5| C16[ C17] Cl8| c20| Ca1| C22[ C23(
13 6.1 U RN Bt o A '

156
17abf 3.2 | 5.0
15a)| 7.3
11b
20b
18b
1l1a
14 95
18a) 5.2
20a

16 7.1
23a :

12191582

2 114
1 ]29

* Acoplamiento det ado, pero no se logr6 me

Tabla 6.1.- Constantes de acoplamx .
carbonos alifdticos determmadas por el método de duphcacxén de] en’ el domxmo e
de las frecuencias. : : :
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‘c1leeies] Tea s

ol “método’ de

Tabla 6.2.- Constantes ) [
rotones aroméaticos de

duplicacién de ] en el
la estricnina. "

s necesario efectuar
) condtcxon es

multlplete en fase, los
, 5 Y7 Figura 6.15. Esto

minimo global cuando J* tlende a cer
Procederemos estudla
acoplamiento en la sefial bajo eétg

los+ sistemas’™ con més de'una constante de

V081.3.1.- De(crmmac‘
Comple)os

de _Constantes de A.coplamx‘e'nioi‘Pa'sivasybdeisi‘stemas

Cuando se requxere medir constantes. de’ acoplam1 to de mulupletes en fase |
surgen ciertas partlcu]andades que es convemente apuntar Prlmero, apareceran como
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minimos locales todas las frecuencms producto de las ‘sumas y restas de las conistantes
de acoplamiento presentes enel: mulhpletc Ademés de estos’ valores tambnén se
esperan las condmones subarmémcas, Fxgura 6. 16 . :

: B : AR 1

0 5. 10 15 20 (Hz) - 25

Figura 6.15.- Grafica de integral de'las duplicaciones de J para un sistema AX con

Jp = 15.0 Hz, utilizando 2, 4, 6 y 8 funciones § en antifase. Los minimos
correspondena:a)Jp, b} Jp /3,0)Jp /5,y ) Ip / 7.

Ipl J p2 - Jpl

Jpz
4
I+ ;1

>
Figura 6.16.- El método de duplicacién de J enconttaré minimos a JPI, ]pz, IPZ +

Tp1, ¥ @Jpa = Jp1. Existen dos condiciones en'las que se mide Jpt ¥ Ip2, lo cual
generard minimos mdés profundos que en la suma y la resta delas respect)vas
constantes de acoplamiento.
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Considerando lo anterior, estudiamos él sistema simulado doble. de dobles con,
constantes de acoplamxento Jp1'=150y JPZ =2.0 Hz, En'la Figura 6.17 se, observan la
presencxa de la suma ¥ restas de ]as comcxdencxas exphcadas ant Ynormente y'la

acoplamiento activas; ,Tambxén se observan Ias respuestas subarmémcas espe d

Una cons:deractén 1mportante que hay que hacer notar es’ que esta graﬁca-
parece ser la suma de las’ tres” ‘graficas anteriores del estudio : de las constantes: de’
acoplamiento activas, Figuras 6.5; 6 6 y 6.7, sin consxderar la reglén cercana a cero.:
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En un prmcxpxo parece que estas gréflcas son COanlEja; y no'son: fécx]es de .
interpretar, pero ‘es posible. generar algcntmos para encontrar los’ mmxmm prmcxpales '
y determinar las constantes de acoplamiento en los'sistemas baJo estudm casi en forma' :
automatica. Pr&ctlcamente es posible asignar todos los mfrum -3 en est npc'de gréflcas,i
lo cual facilita su uso. ;

25
“de la mtegral absoluta de los espectros .
AJ* de la sxmulamén "de un sistema AMX con

3 P 5 0, Ipz = 5. 0 y. Tp3 =20 Hz Los prmcxpales g
mfnimos corresponden ara) Jpr+ Jp2 + Jpa’s b) Ipl +Jp2,0) Jp1 + Ipz Tpard) Jp1=Tpar -
e) Ipll f) Jp1- ]p3/ 8) ]pl ‘]pz + IpS/ h) Ipl “Jle i) Jp1= Jp2 JPSII) Jp2 + Jp3, k) b/3 b
¢/3, m)d/3,n) ]p3 y e/3 0)£/3,p)g/3, 'q)I"z—ng, T) IP3, s) n/3 t) q/3 y u)r/3."

aromdticos de la cohmna Y :
multipletes de la esmcnma e se encuentran als]ados

En la Fxgura 6 1 ‘se muestra el multxplete del protén HZOa de la’esmcnma en
donde se aprecia la exxstencxa de dos acoplamientos resueltos yde’ un tercero que no es
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posible resolver. En la Fxgura 6. 20 se muestra la gréfxca de mtegral para el mlsmo»
multiplete y en ‘el ‘cual se- conﬁrma que no’e: 'pOSlblE determmar la constante de.
acoplamiento que no fue requelta en el expenmento de RMN Lo umco que nos indica
de ]a existencia de una_ tercera conslame de acop]amlento en este hpo de gréfxcas es la
anchura de los mxmmos locales. ; :

una sin resolver

multipletes experxmenta]es. Este es el caso de los protones HA y Hx del m-bromo nitro
benceno; del Hl(,, H13 HlSa/ Hlsb, H12 y Hs de la esmcmna, y de] proton HM de la
cotinina y nicotina. ; :
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Consideremos el -multiplete del prdtén Hg de la estricnina, Figura 6.21. En e!
sélo se observa la presencxa de una constante de acoplamiento, aunque podrfa ‘notarse
que las sefiales’ son un poco anchas La grafxca de ml'egral dc ‘este mulhpl;te se presenta -
en la Figura:-6.22,'en:ella‘se” observa claramente la: presencla de una constante de
acoplamiento.: Ef' mfninio ‘en: e) corresponde ‘un artefacto, ya que no aparecen los
minimos correspondxentes a sumas y restas { las constantes de acoplamlento Este
fenémeno se debe al ancho de la senal o

una polémxca desde 1974, cuando ‘Carter et. al.69- repo_r‘ ron: por pnmera ez 2 las -
constantes de acoplamxento de esta mo]ecula Por tal’ mohvo decxdlmos medir sus
constantes de acoplarmento -
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predice la exlstenaa' de constantes de
corresponden a: a) Jp/ | b) a/3 ) a/5 d) a/7

aprecian 4 constantes de acoplamxentc:‘_ ='14. 35 Jpz = 4A76
minimos corresponden a: a) Jpl + ]p'; +Jpar b) ]Pl +Jp2 ¥ Jp1: * Tp3:c) Ipl, d) JPI Jpz,
Jp1-Jp3 y a/3, e) b/3,f) Jpz, g) ]P3' h) e i) correspcnden a los subarmémcos de 8 y £~
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H13 {H15b | H15a| H20a| H8.| H16 | H23a | H23b | H12 |:H22

hp || 104511428 | 1435 | 14.84| 1051 |:377. | 13.5¢| 1392 | 841 .| 6.3
Tap [ 334 | 1.8* | 476 | 186 ] 050 |:210'| 6.06'| 693] 340 [5

Jap ||:3.09

“Minmos sy anch. B
Tab]a 6.3~ Constante

estricnina medidas
frecuencias. .

Uno de los mejores emplos que AsAéih'an encontrado se muestran enla Figura
6.24 en donde se’observa la gréfxca de integral del protén Ha del'm-bromo nitro.:
benceno. La’ resolucxén de ]as constantes de acoplamiento a.7.99’ vy 827 Hz es muy«
buena, al igual que se observa Ia existencia de un mimimo a 0.35 Hz correspondxente a:
JAx. La factibilidad de medir esta constante se debe a la diferencia entre las constantes de
acoplamiento mayores y:la pequefia, ademss de la buena resolucxén obtemda en el
espectro original, . - E ‘
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Figura 6.24.- Gré ca’ de del; on HA del m: Bromo mtro benceno.f
Obsérvese. la resolucxén‘d las dos’ constantes de acop]amlento a Jp1 = 8 27 Y. ]pz =

“Constante no determinada’ por la anchura del mimmo

Tabla 6.5~ Constantes de acop]amlento de m-brqmo‘ni'h'o benceno medidas con
el método de duphcacnon de] N R
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En la Tabla 6.6 se presentan las constantes de acoplamiento obtenidas para el 2-
furfural. Para esta molécula en DMSO no ‘fueposible determinar las constantes
pequefias, ya que se encuentran ocultas dentro del ancho de la sena] La prec:sxén de las
determinaciones es menor o igual a 0,03 Hz. LR R :
Jas | Jac | JAX
079 | 1.71 ). 0.79:
0.79 0

XOjw|»

*Minimo no determinado por la anchura del mtnlmo
Tabla 6.6.- Constantes de acoplamiento ¢ en Hz del :2-furfur:
método de duphcacxén deJ.- o
En la Tabla 6.7 se presentan los valores obtemdos par “la cotma En esta molecula
tampoco fue posible la determinaci6n de constantes de acoplamxento pequenas La .
precisién es similar a los casos anteriores : JERR s

er DM'SO:Vm'edidéS‘ con el

Jap ) Jap | Jax tJaz- | Ive | Ivx | Tmz
A 7.86 | 4.78 * 0.38 - L
M {783 - |- poonlite9)-2.25 | 047
P - 1479 |- CL 1,701 - -
X - - 085 ) =~ |~ -"1223 -

*No se logré la determinacién debido al ancho del minimo; : -
Tabla 6.7.- Constantes de acoplamiento cn Hz la mcohna en CDC13 medldas con el,

método de duplicacién de J en el dominio de las frecuenclas ; )
En la Tabla 6.8 se presentan los datos oblemdos para',la cotmma ’Las conclusxones son.

como lo son la nicotina y la cotinina.

. Jam | Jap
7.86 | 4.76
7.82 -

- 4.78

x| iZ >

*No se logré la determinacién debido al ancho del minim :
Tabla 6.8.- Constantes de acop]arruento en'Hz dé'la‘cotinina en. CDCl3 medxdas con el
método de duplicacién de] en el domxmo de las frecuencms
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Los valores reportados para el m-bromo nitro benceno, nicotina, cotinina y:2-
furfural estin de acuerdo con los: valores reportados por otros metodos y. por los
métodos tratados antenormente en este trabaJo :

VIL4.- Deconvolucién

Al estar trabajando con este. método observamos que la duphcaclon de las:
constantes de acoplamiento, Junto con la determmacxén de la;misma’era’ p051ble Iograr -
la deconvolucién del multlplete traba]ado § :

Esto es posxble lograrlo si al mulhp]ete,duphcad con el verdadero valor de la-

: ; l muihplete, aumenta Ia: d1hcultad para la‘
determmacxén de las constantes. Esto se expllca por. T2’ posible’ supetposxcnén de las .
sefiales. También - la proxxmldad de Ios valores de las” constantes dfecta ‘la
determmaclon ’ : : :
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Este método fue el més preciso y rapldo para la determinaci6n de constantes de
acoplamiento, tanto activas como -pasivas’!. Ademds abre la pos:bxhdad de emplear]o
como un método parala deconvolucién de las sefiales .. Los requerimientos’
computacionales son mfmmos comparados con otros métodos L ‘

Figura 6 25.- Esquema de

8.27 Hz; y ¢) deconvoluclé
mostrado en b).
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Capitulo VII

Discusién

VIL1.- Comparacién de los Métodos para la Medlclén de constantes de
coplamnen!o T A IaLE :

pequefias que’ se puedé
determinadas condlcxones :

simulados para tener certeza de los' valores“ de las cor
multiplete bajo estudio y la reproduc:bxhdad en:los
espectros simulados y comparamos: los:resultados
constantes de acoplamiento con los tres métodos rmp
y VII. Los espectros empleados tuvieron' una resolucn
método de duplicacién’ se emplearon 32: funcxone :
emplearon 65536 puntos complejos para reahza
dominio del tiempo. El ancho de la'sefial a la mltad de Ia

vx/zmag- 1/ (nTz)

que se emplea para medlr elancho de la”
los casos nos refenremos a ella solamente como el ancho de la sefia

mitad de la altura. En iodos‘ :

Para seguxr la mxsma légxca seguxda a Io Iargo del trabajo, se mostraran: pnmero i
los resultados obtemdos para la; determ'naq n de cons nfes d'e‘acop nnento pasnvas
en seftales sencillas y postenormente en mulhpletes para observar el comporfamlento
de los diferentes metodos L ‘ 3
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VIL2.- Constantes de Acoplamiento Pasivas

* La 1mportanc1a de encontrar un método que permlta la determmacxon de las
constantes de acop]amlento es la rapxdez con 1a que se obnenen las sefiales en fase, ya
sea con expenmentos normale B na: dxmensxc’m, oa: partxr de trazos de los
experimentos TOCSY. ' : - ’

Prxmeramente estudxaremos i comportamlento de los tres’ métodos‘
desarrollados cuando el ancho de la seﬁal varfa' e :

VIL21.- Depende;lcia c}oﬁ;el Am:ho de'la Seftal "

En muchos experlmentos e RMN la determmaclon de” las constantes de
acoplamiento se ve, Iim:tada por el ancho de Ta sefial. Conocer los Ifmites del método

hasta donde es posxble determinar las constantes‘de acoplamnento nos. daran una idea "’

global de los alcances de, mismo. Para’ ello se 51mularon espectros con‘una’ constante y
se determmé empl

mayores que se presu
pesar de ello, slempre es posxble encon#rar un mfmmo que se, aprox1me al valor real, lo.,
cual generara que la “curva se parezea al obtemdo por el método, de duplxcacxén de] En
Ia Figura 7.1 sxempre se gréfxco el mlrumo en Ia’ egxon por donde se espera ‘el 'valor de
la constame de acoplamlento, ya que es el umco cnteno que a pr:orz el mveshgador .
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tiene para poder determmar las constantes de acoplamlento de:wnomdas. En esta
forma, aparentemente este metodo no es me)or que la; determmacxon normal
midiendo los méxm\os n las senales : LA L

ico a pico.
. ;———o—- Valcr Menor :
04 —8— Dupllcacxénj
& _t-deccon"

que se requiere de 3 o

Esta forma de estudio sélo contempla seﬁales dob]es, para estudmr sxstemas quev
tiendan un poco mésa la alldad proseguxremos nuestro estudxo con mulnpletes en
fase de sistemas de dos const tes de acop]amxento

VI12.2.- Doble de Dobles. :
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En esta seccién estudxamos dos sxstemas doble de doble, uno con constanles de;
acoulamxento de 1p1 = 5 0 y Jz =2, 0 Hz, ver Flgura 72 aneramente observemos quc es'

enor ente recu pere

. Pleo apleo’
———— Valor Menor
~——#-— Duplicacién de ]
t-Decon

] medidas (Hz)

[gro- o~ L BRI - 0 -2
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Valor Menor *
—— Duplicac:én de]‘
=&~ t-decon’

3 T T T ~T T L

El método de duplxcacu‘m de J es’el que, observa unvmtervalo mayor en donde
es posible determmar con :p: ecxsxén las constantes, sin embargo hay un pequeno
aumento en e] valor de Jpz a medxda que se aumenta ‘el ancho de la sefial.” Lo
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sorpendente. de este npo de determmdcwm.s es:que el método de duplicacién de’ J -
extrae el valor de las canstantes’ por, la informaci6n contemda en’el ancho de la sefal. -
Las determmacxones son factibles sxempre y. cuando se pueda observar que la sefial bajo
estudio no parece una sefial sencxl]a, con'sélo. verse el po';lble desdoblamlento la
determinacién ea-fact' le y c,' n buena precxslén : o : ;

Pr051gamos ahora con la medlclon‘de constantes de acop]amlento pequeﬁas. :




provoca que las constantes de acoplamiento mayores’ tengan un incremento abrupto
después de un determmado valor : :
05
047

S03

024"

014
001"
L

o021
03

-0.4

-0.5 1

4

Pico a pico .
—=— Valor Menor g
—— Duphcacxén de]
t-decon -

onstantes de’

complejidad lo* permxte, par lla' determmécxon de las constantes e acoplamlento
activas. Pero, ,,que se puede decir sobre los métodos propuestos para su medu:xén"
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Para ello iniciamos el estudio de la medicién de constantes de acoplamiento
activas cuando se modlﬂca el ancho d‘. da seﬁal yse manhenen constantes los
acoplamlentos. . : :

Dependencia con el Ancho de la Seal -

Valor Menor =
" Duphcamén de]J Vi
T tedecon’ ;o

0.0 05 10 S5
Ancho de la senal /

El método de medxcxén de pxco a plCO e reliz6 medlante la’bisqueda de Tos
valores méximos'y minimos y obtemendo Ia dxferencxa entre el]os i
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Para este” hpo de ‘sistemas el ’ metodo del valor’ menor obtlene mejores .
resultados que para | las constantes de acophmxento am\'as, :m embargo, ain sxgue'

constante de acoplamlento en‘el mulhplete

VIL3.2.- Siétéma; Complejos en Antifase -

Iniciemos prxmer con:la omparac:énvde las: medlcxones de const'mtes de
acoplamiento con una sola constante de acop. am:ento paswa :

respecto al antenor Nuevamente se ncuentra ‘una’ 1scontmu1dad cuando Ia segundar :
constante de acoplamlento desparece ya que Ia prlmera no es observable Las tendencias

en los métodos son sxmxlares a las obtemdas con el sxstema antenor Solo hay que “hacer .
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notar que el método de t-decon y el metodo de dupllcacxén de J se comportan en foma
muy similar para estos sxstemas B

08

- ; Pico apico -
5 Valor Menor
067 Puplicacién de

t-decon

0.2 T — — e
00 05 1.0 R T

Ancho de la Sefial .

Figura 7.6.- Grifica del error cometido en las determmacxones p :

lo§ diferentés'
métodos al medir J; = 5.00 con Jp = 2. 00 Hz SR o

Por dltimo consxderemos cuando Ias c nstantes de acoplamxento nenen -
valores pequenos A i, .

VI13.3.- Constantes de A'cppylamive"nl’os Pequefias

Para las constantes de acoplanuento activas pequeﬁas seguxmos el mxsmo
ptocedlmlento que : para as constantes de acoplamiento paswas Para este caso
esperabamos obtener medlc:ones més precisas, lo cual no fue del todo cxerto

En'la Fxgura 7.8 se muestran los resultados cuando se varié'la constante de
acoplamiento mantemendo constante el ancho de.la seﬁal y se calcula el error
cometido en la determmacxén :



05
— Pic}éa‘pico :
04 -+ ~—®—: Valor Menor
~—#—— " Duplicacién de]
t-decon

0.1 1 ——r
0.0 05

Pico a pico
Valor Menor
Duplicacién de J
t-decon

0.0 05 1.0 15 20 2.3 30 -
J/ Ancho de la Sefial

Figura 7.8~ Error en las determinaciones de J, a medida que va d:smmuyendo el
cociente J / (ancho de la sefial). :
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En esta gréﬁca es posxble aprecxar que ]a varmcxon entre el método del valor
menor y la medicién medxante la dxferencla entre el pico mas intens
resultados sxmxlares }:.s posxble observar cierta venta)as Yl emp]ear ‘el 'método de »
duplxcacxén deJ en el domuuo de las fr cuem:las, Ia cual se pxerde a medid A que seva

método més viable, rapxdo de lmplementar y usary el que en’ la rﬁayona de 105 ‘casos -
ofrece la mejor precxsxén en las determinaciones. De los tres es el {mé récomendable. ;
Ademés de que es posible descubru- acoplamientos que estin ocultos en las seRales y. de’”
tener la gran ventaja de poder confirmar que la determinacion realizada fue la correc'ta.; L
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Como ultimo e;emplo se muestra’eni la Figura 79 tres multxpletes de la” estncmna
donde es casi xmposxble medir las constantes de acoplamlento escondidas enel ancho
de Ia sefial; s6lo es percepnble la’ presenc:a de las constantes por la forma de'Ia sénal. El
método de duphcacxén de J en el dommlo de las frecuencxas es capaz de extraerlas y de
medirlas con buena precxsxon. S ‘ U

VIL5.- Comparacién con Res"l“lltédosz.de eqructufas de Raybs»’(. o :
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Se compararon los- resultados ~obtenidos” con- los va]ores teérlcos de - Jas
ecuaciones [7.2] y [7 3] y Ios resultados obtemdos por el metodo de duplxcacxén de].:

Esta comparacxén se muestra n la Fxgura 79 La varlacxén entre los valores

T
-200 150

tedricas predichos S

norbornano, b) linea dxsconhnu 0s; valores mostrados en cruz representan :
aquellos valores de constantes de acoplamxento que pasan-a traves del doble
enlace. . . : s
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Sin embargo, a pesar de que parece ‘que los valores obtenidos no se ajustan )
correctamente a la curva teérica, es convemente decir que 'si es un buen, ajuste, ya que )
las moléculas usadas como modelo ‘no ‘son las® me;ores para comparar]as con la
molécula de Ia esmcmna : :

lograrlo, pero los
optimizan para co

parémetros

Con estos resultados es posible plantearse ‘ahora t :
diferentes términos en’la’ ecuacxén “de Karplu_ que permxtan la predlcc; n mas preclsar

de las constantes de acoplamxento Todo esto" yudaré a comnrender me)or la relacxén
de las constantes de acoplamlento con la estructura molecular o
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Spin-spin coupling constants are usually measured directly
from one- or two-dimensional spectra by sofiware routines
that locate the line centers and measure the appropriate
splittings directly. However, where the coupling consiants
are compwrablc with the linewidth or\kherc there are several

r more sophisticated techniques may
bc required. Several such postacquisition proccdurcs have
recently been proposed. Some require two versions of the
same spin multiplet, one with the doublet in phase and the
other with the antiphase configuration (/~5). The more
generally applicable schemes operate on a single spectrum
by J deconvolution (6-9) or J doubling (4, /0), or they
employ indirect methods (//~/3). These procedures are
broadly related in that they search for the best fit between a
trial vajue of the coupling constant J* and the experimental
spin-spin splitting Jis, invoking certain lrigoncmcln'cal

mum in xhe sum ct‘lhe squares of the differences (£ ) between
corr of multiplets{a) and (¢}, or between
time-domain samples of 1he|r Fourier transforms (a*})
and {c*).

Consider the simplest case of a coupied two-spin system
IS, Since only one coupling is treated at a time, multiplet-
selective decoupling suffices, and this is most readily imple-
mented with a single coherent radiofrequency (8;). It is of
course crucial to reduce the residual splitting to 2 vanishingly
small value; otherwise there is a systematic error on the de-
rived coupling constant. This requires that the decoupler
frequency be tuned to the chemical shift of the I spin, with
the level satisfving the condition ¥B:/2m » |Jisl. Unless
18, — 85| is large compared with | J;s) there are two small
corrections to be taken into account. There is a small Bloch~
Siegert shift (74, 15) of the observed resonance away from

ldcnuucs When usged with care, these hods yield

for the ,.‘ but with complicated
spin multiplets there is a)\\a)s the danger that the search
algorithm may find false minima.

We suggest a new scheme which may prove more direct
in cenain circumstances and which identifics the source of
the measured splitting. It is illustrated with reference to ho-
monuclear spin-spin coupling but the same pn'nciples also
apply to the hclcronuclenr case, The raw daia set is a v«cll-

friplet (2} extracted from 2 conv

digitiaed spin
spectrum or a suitable section through a two-dimensional
cross peak (Fig. 1). Only in-phase splittings may be treated
by this method, The idea isto decouple thc splitting of interest
{/i5) by d h double-irradi hods, giving
a decoupled spectrum (b). Reconvolution artificially intro-
duces a trial splitting J*, giving a multiplet (¢) that is a good
match to muitiplet (a) only when J* = Jis. This matching
procedure may be performed in the frequency domain or
the time domain, using a criterion such as the global mini-

* Permanent address: Instituto de Quimica, Ciudad Unisersitatia, Mévico
D. F., Mexico.
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Copright © 1993 by Academic Press, Inc.
AlFrights of reproduction in any form reserved.

the dezoupler frequency: Af = 0.5(yB:/27 )3 /(4 ~ &5).

Funthermore, the optimum decoupling condition requires
that the directions of quantization of I and § in the rotating
frame be orthogonal {/5). This means that the decoupler
frequency must be moved from the exact chemicul shift &
toward the chemical shift 8 by & f* = {v8,/27%) /(8 — bs).
Since the technique is of the most interest for small, poorly
resolved splittings, only weak decoupling ficlds are normally
used. In cases where a small coupling Jis is to be measured
in the presence of u jarger “passive™ splitting Jsg it may be
advantageous to set up a selecrive decoupling experiment
where the small splitting Jis is removed from the S multiplet
in the subspectrum corresponding to a particular spin state
of the passive spin R. In this way the decoupler level v8,/
2r may be reduced, making the shifts Af and Af' much
smaller, Alternatively, doubly selective decoupling may be
employed, or even band selective decoupling (/6).

Care must also be taken to ensure thai the decoupling
field B, does not perturb any of the other splittings in the
multiplet under investigation, This would only bea real dan-
ger where there is a coupling to another proton with a similar
chemical shift. Intensity changes, due to saturation transfer
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FIG.1. Decoupling-reconvolution illustrated for the A proton of meta.
bromonitrobenzene, (a) Original multiplet. (b) Decoupled fram X with
38:42x = 11.2 Ha. renormalized 10 give the same integral as (a ) and correcied
fora 0.3 Hz Bloch-Siegert shift. {c) Reconvaluted with J* = 0.38 Hz. which
gives the best fit with trace (a) as judged by the value of X, the sum of the
squares of the residuals,

or nuclear Overhauser effects, may be avoided by confining
the decoupling to the acquisition period, preceded by ap-
propriately long preparation delays. Since the appuarent re-
ceiver gain may change during decoupling. the intensiy scale
of the decoupled trace (b) is normalized to give the same
total integral as the oniginal multiplet (a).

In the reconvolution stage, the decoupled spin multiplet
{b) is zero-filled and Fourier transformed to give a time-
domain signal (b*). This is xhcn multiplied by cos(=.J/*1)
to give (c*). We then evaluate X, the sum of the squares of
the differences between corresponding points of the time-

NO,

K@
QW_ T

e T4 Hp e .___-.n,

X

hiplets of
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domuin signais (2* ) and (¢*) or alternatively, between cor-
responding ordinates in the frequency domain (a) and (¢).
In order to avoid distorting this comparison, it is important
that the multiplets (a) and (¢) cover the same frequency
range and remain in exact registration. Any Bloch~Siegert
shift is corrected before the comparison is made. either by
caleulation, using spin-tickling (/7) 1o calibrate 5;, or simply
by moving (a} with respect 1o (b) by the appropriate shift.
Experimental tests of the method were carried out on a
Varian VXR-400 spectrometer using a sample of meta-bro-
monitrobenzene for which the coupling constants had been
previously measured by J deconvolution (4, 8), The con-
ventional spectrum and the assipnmant are shown in Fig. 2
The small para coupling Jay provides a convenient example
of a panially resolved splilting to test the new technique.
As with the related techniques employing J deconvolution,
J doubling., or maximum entropy (/3). the present method
finds several subsidiary minima in the plot of = asu function
of the trial coupling constant J*, Figure 3 shows such a
graph for the M proton when the X protop is decoupled.
The best fit of the reconvoluted multiplet with the conven-
tional multiplet occurs at b, where J* = 1.88 Hz. in excellent
agreement with the value measured earlier by J deconvo-
lution (4, 8). However, partial fits are obtained where ac-
cidental coincidences occur between some of the lines of the
reconvojuted trace and the conventional multiplet. These
minima may be readily predicted; they occur at frequencics
that are sums and differences of the three coupling constants
Jaase Jux. and Jyp. They are necessarily shallower than the
principal minimum, For example, the principal minimum
b is flanked by two shallow minima a and c at scparations
=2Jyp. Once the subsidiary minima have been identificd
they can be used to extract values for the other two coupling
constants, Jyp = 0.98 Hz and J = 7.99 Hz.
Instrumental noise interferes with the determination of
Jis by introducing noise onto the cunve of £ versus J*. To
test the influence of the signal-to-noisc ratio, a series of speetra
were recorded with progressively reduced flip angles. A Var-
ian software routine evaluates the ratio of signal height to

L

<———zuh—> .___.-“.,,___.

FIG. 2. Assignment of the four spin
coupling 10 the rapidly relaving nitrogen- 14 spin.

A very sl.gm of protons P and X is apparent, uttributed to
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FIG. 3. Evaluation of = as a function of J* for the M proton of meta-

bromonitrobenzene decoupled from the X proton. The principal minimum
{b) gives Jua = 1.88 Hz. The subsidiary minima occur at (3} Juy = 2Jup.
(€) Juex + e 1) 2ana = Jux = Mo (€1 2un = Jrn o A1) 2 = e
=~ 2Jypand 20 = Jux + 2hied (8) 2am + S th) 2ase w S + 2w

twice the root-mean-square noise in the frequency-domain
spectra, For the purposes of this comparison we use an al-
ternative definition—the ratio of signal height to peak-to-
peak noise (a number 2.5 times smaller). For the small cou-
pling of meta-bromonitrobenzene, erratic values for the ap-
parent coupling begin 10 appear when the signal falls below
about four times the peak-to-peak noise ( Fig. 4): for sironger
signals, the same value (Jyx = 0.35 Hz )} is obtained through-
out. One concludes that spectya with poor signai-to-noise
ratios should be 1reated with a suitable sensitivity-enhance-
ment function so that noise does not introduce spurious shifts
in the minimum value of =,

The main thrust of decoupling-reconvolution is to mea-
sure small, poorly resolved splittings, and at some point the
method must break down for couplings much smaller than
the instrumenial linewidth. This was tested by recalculating

COMMUNICATIONS

the dependence of T on J* with increasing amounts of line
broadening. introduced by the standard cxponential-weight-
ing algorithm. The measurements for the smail coupling Jax
are well behaved. the minimum in © becoming increasingly
broad in step with the impased line broadening ( Fig. 3, top).
The very flat minima (f) and (g) are slightly skewed toward
fow J* values. At very high levels of line broadening, a new
minimum appears at J* = (. and this eventually becomes
the global minimum. The measurement of the larger cou-
pling Jex is shown in Fig. 5 (bottom). Here two subsidiary
minima are in evidence, flanking the principal minimum at
J* = 2.17 Hz, However, since they have the same depths
and are symmetrically disposed there is no perceptible shift
ofthe principal mini as the line bre ing is increased,
although it eventually becomes very flat.

When the splitting of interest is appreciably smaller than
the linewidth, lineshiape is the key parameter that allows us
1o extract an accurate value of Jis. Consequently it is im-
portant to avoid lineshape distortion during decoupling. For
example, if B, is intense and spatially inhomogeneous, and
if the decoupler offset is relatively small, the Bloch~Siegert
effect may give rise 1o a significant distortion of the lineshape
in addition to the expected displacement (/8). This must
be avaided. In less extreme situations. the Bloch-Siegert effect
is only a slight line broadening and may be compensated by
a matching broadening of the (a) multiplet

It is also essential to eliminate any intensity discontinuity
at the edge of the decoupled (a) and (b) muliiplets since the
reconvolution process transforms this into 1wo discontinu-
itics with a vanable [requency separation. Baseline correction
can be used 1o minimize these intensity steps at the edges of
the (broadened ) multiplet. A study of the dependence of the
optimum value of J* on the amount of additional line
broadening usually brings these imperfections 1o light. in-
troducing a systematic error in the derived J* value as a
function of the linewidth.

3=
00 v T T T
1 3 3 1 9 1 1 18
Signal to noise ratio
FIG., 4. Apparent values of Jax eMracted from plots of  versus J*

when the signal-to-noise ratie is varied by charging the flip angle. The mea-
surement becomes increasingly erratic when the signal height is less than
about four times the peak-10-peak noise.

161



COMMUNICATIONS

361

be taken to avoid any intensity step where the multiplet is
divided into two parts. For the more general case thiat Jig
and Jis have comparable magnitudes, an increase in #; is
the only means of reducing the residual splitting. The con-
sequent Bloch-Siegert cffects are appreciable unless there is
a sufficiently large ratio Q of the chemical-shift difference
18, — 65l compared with the magnitude of the passive split-
ting ] /i |. Practical problems with decoupling are aggravated
as Q decreases.

Figure 6 illustrates the effect of introducing an additional
(Lorentzian) line broadening on the determination of four
of the coupling constants in meta-bromonitrobenzene, As
reported above, the measurement of the small coupling (Vax
= 0.35 Hz) is well behaved (Q = 187) and an essentially
constant value is obtained until the additional line broad-
ening approaches 2 Hz, This is almost siv #ines the coupling
constant, a performance far better than that achieved with
the larger couplings. The intermediate coupling (Jyx = 1.88
Hgz, with @ = 110} gives a flat curve until theline broadening
reaches about twice the couplingconstant, Similarly the other
intermediate coupling (with @ = 42) gives an essentially
constant value Jpy = 2.17 Hz until the imposed line broad-
ening approaches twice the coupling constant. The situation
is casier for the smaller coupling Jyp = 0.98 Hz, since this
may be decoupled selectively and 1he result monitored on
one-haifof the M multiplet. giving an increased value of @
= 73. However, the process of excising this half multiplet
causes a small intensity step at one edge which shouid be
corrected before reconvolution, Reliable values for Jyp are
obtained until the broadening approaches about twice the

t 1 1 ] o
0 N S 2
*(Hz)
ST a
b
c
d
e
8
L -l L 1. i, i ~
0 2 4 6
I* (Hz)
FIG.5. influence of line broadening on the plots of T against the trial

coupling consiant J* for the small coupling Jyx = 0.35 Hz (10p) and the
intermediate coupling Jpy = 2.17 Hz (bottom). The additional line broad-
cning was {a ) none. (b) 0.05 Hz, () 0.15 Hz. (d)0.30 Hz. (¢} 0.60 Hz.(r}
1.00 Mz, {g) 2.00 H2. The presence of subsidiary minima in the bottom
graphs has no appreciable ¢ffect an the measurement.

In general we wish to suppress a splitting Jis on the S-spin
resonance by irradiating the I-spin resonance which may have
one or more passive splittings. In the two-spin case there is
adecoupling frequency that gives zero residual splitting. but
the introduction of a passive coupling Jir cnsures that the
decoupler will always be offset by at least Jjr/2, and 2 small
residual splitting of the S multiplet will persisi whatever the
decoupler frequency, If | Jiz] » | Jisl, so that the observed
S multiplet can be readily separated into two pasts, one for
each spin state of R, then a sclective-decoupling experiment
can be performed on one of these two subspectra. This tech-
nique was used for the measurement of Jyp, where there is
a large passive splitting Joy = 7.99 Hz. However, care must

Decoupling and reconvolution provide one additional
weapon in & large armory of techniques (/- /3 ) for measuring
coupling constants. A reproducibility better than £0.03 Hz
was achieved in these tests. The new method is not applicable
to the antiphase doublets that appear in two-dimensional
correlation spectra ( because the signal would vanish during
decoupling) but it appears 10 be quite reliable for in-phase
splittings. Subsidiary minima in the graph of /* against £

TABLE 1
Coupling C in Meta-bro: by
J ion* D

T .98 = 003 799 =003
Jar £38% 004 8.24 = 0,03
hur 0.99 = 0.03 098 = 0.03
Jux 1.89 = 0,03 1.88 = 0,03
Jex 2182 00) 217 =003
T 034 004 035 £0.03

“From Rel. (§). . !
# Measured from subsidiary minima,
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Liné.broadening (Hz)r :

FIG. 6. Coupling constams extracied from graphs of = versus J* for increasing amounts of (Lorenmzian ) line broadening. Eventually a new global
minimum appears at J* = 0, Note that refiable values of Jux are obtained until the broadening approaches six times the splitting.

are readily predictable and are at most only half as deep as
the principal minimum. A comparison with values of the
same coupling constanis measured by J deconvolution { Ta-
ble 1) shows exccllent agreement. The method works sur-
prisingly well for small, poorly resolved couplings. For larger
couplings (which can usually be measured by direct methods)
some care needs 1o be taken with the quality of decoupling.
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Accurate Determination of Small Nuclear Magnetic Resonance
Coupling Constants from Decoupling Experiments

Federico del Rio Porllliat and Ray Freeman*

Department of Chemistry, Univarsity of Cambridge, Lensfiald Road, Cambridge, UK CB2 1EW

A new technique is described for the accurate determination of small NMR spin coupling constants, The mulll-

plet under investigation is recorded under coupled and

and then

of the time-domain signals are civided, laaving onty the modulation term, cos”{r/ ;) where a is the number of
equivalent protons in the irradlaled group. Precautions are taken {o avold division by zero or near-zero values.
The Fourier transform of the quotlent Is a single muliplet (1.1 doublet, 1:2:1 triplet, or 1:3:3: 1 quartet)
piving a dirsct measure of the coupling constant. The technigue Is illustraled with reference to the proton-proton

couplings in furan-2-aidehyde in various solvents. The rapl
Hz and the results are in good agreement with those from a related

ol the ia superior to +£0.04

where the Is

reconvoluted with a trial coupling J* which is varied to glve best fil with the fully coupted muliiplet.

Long-range NMR spin-spin coupling which can
be of interest for conformational studies, are often so small
that they can be ‘Jost® within the instrumental linewidth
unless special techniques are cmplm:d Recent papers
descﬂbe an enhr: armoury of data procesmg l:chmques for
from

spectra, =13 For couphng constants that are small in magm-
tude, we propose a new technique which records the chosen
spin multiplet under coupled and decoupled conditions and
takes the ratio of corresponding ordinates of the two time-
domain signals. This sirips away all modulation terms except
cos(nJ s 1) where n is the number of equivalent protons in the
irradiated group and Jis is the splitting that uas decaupl:d
The method is il with refe 0ah

system but the same principles also apply to the hetero-
nuclear case. The results are compared with those obtrined
from the same sample by 8 recently proposed technique'*

Decoupling

The raw data ser is a well digitized spin multiplet I(a)
extracted from a conventional spectrum, or a suitable section
through a two-dimensional cross p:ak Only in- phns: splite
nngs may be xrnled this e splitting of interest
W) s scoied by B o
decoupled multiplet l(b) ll is essential to reduce any resldual
splitting to a negligible value to avoid any systematic error
on the derived coupling constant; fortunately this is easily
achieved when the coupling of interest is already quite small.
The multiplets f(a) and /(b) arc recorded with all other spec-
tral parameters identical, and are corrected for any slight
Bloch-Siegert shift!* caused by the decoupling field.*® When
there are large passive splittings of both the J.spin and the
S-spin multiplets, it can be advantageous to perform the
decoupling experiment in a selective manaer, effective in just
one of the two subspectra. Any spurious intensity changes
due to chemical exchange or nuclear Overbauser effects are
excluded by ing the ling to the

penod preoed:d by a generous prrparancn period for the
Any change in recei-
ver gain bel\u:en the two recordmgs is correcied by renor.
melizing to the same total integral for }{a) and I(b).

*J-Stripping’
The time-domain signals I(a*) and /(b*) may be written:
Ha*) = M cos{(2a8, tkos(nJ s1) [] costnty lexp{—1/T3)
L

Hb"} = M cos(226,1) [ cosinsy thexp{—~1/T3)
L)

where n is the number of equivalent protons in the irradiated
group, R represents all the passive spins in the molecule, and
T3 is the inverse of the instrumental linewidth. If the ordi.
nates of /{a*) are divided by the corresponding ordinates of
1{b*} this leaves only the modulation term cos™(nJ gt} which
does not decay with time. After multiplication with a suitably
mild decaving exponential, followed by Fourier transform-
ation, this gives just a simple multiplet. If we are decoupling a
single proton (1 = 1) this spectrum is a doublet. When the
irradiated group consists of two or three equwa]enl protons,
the corresponding  modulation term is cos*(r/s1) or
cos’(mly 1), and the frequensy-domain spectrum isa 1:2:1
tripletora 1 :3:23:1 quartet, respectively. In all that follows,
only single prolons are decoupled and since the rea) Fourier
transform is used, only positive frequencies are plotted, giving
just 2 single line at $J,s Hz

The pmmcal problems with the division step are well
known,*?® the computer cannot accept a zéro ordmlx: in the
denominator J(B%) uini aby ncaieeciv VIGineit way i ol
with noise in the numerator /(a®} to generate large spikes in
the quotient. We tackle the problem of these singularities by
preprocessing the time-domain signal J(b®) to test for values
with a modulus less than a specified threshold 8, resetting
such values to @ with the appropriate sign. The lower the
setting of 6, the fewer ordinates are altered but the higher the
risk of spikes in the quotient. Surprisingly high values of 8
can be employed, even 1o the extent that every ordinate is
replaced by cither +0 or — 4, allhcugh such extreme signal

is not since it

of the principal frequency component. We might expect that
the threshold should be set somewhere near the peak-to-peak
level of the noise in the time.domain signal I{b®). With a
modest setting of 6, the quotient #(a®)//(b*) stil]l contains
some altenuated spikes which may then be smoothed by
repeated cycles of 1:2:1 convolution. Real Fourier trans-
formauon of Ha*Yi(b*) gives & spectrum with few artifacts,

+ Permanent address: Instituta de Quimica, Ciudad Uni

bya slmng r:son:nee at 1Jys Ha, with a linewidth
d i by the hting function that was

Méaico D, F, México.

applied.
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Decoupling-Reconvolution

The J-stripping results may be checked by comparison with
an alternative scheme'™ that employs teconvolution to
sreplace the splitting removed by decoupling. We may think of
it as convolution of /(b) in the frequency domain with a trial
splitting J* that is varied until the result J(c} is a good match
to I(a). This occurs when J* = Ji. In actual practice we
chose to work in the time domain. Convolution by a doublet
delta function in the frequency domain is equivalent to multi-
plication of the Fourier transform with 2 cosine term:

H{c®) = 1{b*Jeos(rnt* 1}

If the irradiated two of three equi
protons, then the reconvolution involves a 1:2: 1 triplet or
1:3:3:1 quartet in the frequency domain, which corre-
sponds to multiplication by cos*(nJ*r) or cos¥(nJ*1) in the
time domain.

As a criterion for the best match between Na®) and Xc®),
we use the global minimum in lhc sum of the squares of the

(E) between of f{a*) and
J(c*). Partial matches between multiplets J(a) and He) arise
when there is overlap of some fraction (usually one-half or
one-quarter) of the component lines. These conditions give
rise to subsidiary minima in the graph of £ against J* but
these are always sh than the glabal mini Subsid-
fary minima occur at sums and differences of the couplings to
the observed spin and can be used as 4 measure or lh: passne
li Under of sig

ratio, fineness of digitization and specirometer resolving
power, the value found for Ji is reproducible to better than
£0.03 Hz. The method is applicable even for poorly resolved
splittings as the furan-2.aldehyde results demonstrate.

Experimental and Results
J-Stripplng

Four different samples of fuun-z-uldehyde were cxamined,
fe. solutions in  [*Hlbenzene,  [*H]chloroform,
[’H.]uulone and [’H‘]du'nelh)l sulfoxide. The very small
to the aldehyd: prolon are known to be
solvent dependent 1% due 1o i ism about the
C—CHO bond. The [*H,)dimetby) sulfoxide solution was
examined at two different probe temperatutes (27 and 50°C})
1o test for any effect on the i ism. The mea-
surements were made on a Varian YXR-400 spectrometer
with no modifications. Fig. 1 shows the four spin multiplets
and the assj used. Wher pesnblc. the
ments were perlormed in complementary pairs, for example

. g

| o

’! ) c
A

Fig. 1 Multiplets from the 400 MHz proton spectrum of furan.2-
aldehyde with the assignment used In the text

J. CHEM. $OC., FARADAY TRANSG, 1593, VOL. 8%

)

(b)————/-/

15Hz
Fig. 2 Multipler of proton A of furan.2-aldchyde in [*H,)DMSO
a1 27°C (a) coupled and (b) decoupled from proton B, Multiplet {¢)
has been reconvoluted with J* = 0.80 Hz exhibiting a close fit to
multiplet {a).

irradiation of B while observing A and irradiation of A while
observing B. Fig. 2 shows the unperturbed multiplet /(o) and
the decoupled 1race I{b). The corresponding time-domain
signal /{b*} was processed to set all values with a modulus
less than & threshold 8, to either 4@ or —8 depending on the
sign of that ordinate. Then the ratio /{a®)/1(b®) was evaluated,
smoothed by two cyeles of 1:2:1 convolution and multi-
plied by a mild exponential function exp{—1/2).

Fig. 3 demonstrates the eflect on the Fourier transform of
Ha*)7i(b*} of choosing different thresholds @, in the range
1076-107, In cach case, there is only onc strong frequency

Ldet '
0 2 ¢4 6 8 10 12 14 16
frequency/Hz

Fig. 3 The Fourier transform of [{a®)/Hb®), where J(b*) has been
processed to r:rnove any values near to zero. The threshold value, 8,

is (a) 1074, (6) 107 %, {c} 10~ and {d) 10~ and any ordinates in I(b')
with a modulus bglen 8 have been seset 1o 6, retaining the original

sign. The peak at 1.80 Hz gives the value of §J,¢ for furan-2-side.

hyde in [*H,]dimethyl sulfaxide at 27°C.
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component in this ‘spectrum’ and it falls at {4, Hz, but the
fevel of artifacts decreases as @ is made larger, since this
reduces the amplitude of any spikes in I(a*)/J{b*). For the
highest setting of & weak harmonics of the main resonance
areb ing 10 make their We chose to use the
trate with a threshold 8 = 107*, which is just threc times
higher than the peak-to-peak noisc level in the decoupled
time.domain signal I{b*). It is evident from this diagram that
the choice of threshold is by no means critical to the success
of the measurement,

Fourier transforms of /(a®*}/1{b*} for the {our largest coup-
lings of furan-2.aldchyde are set out in Fig. 4. Singularities
were removed with a threshold value of 6 = 10™* and two
stages of 1:2: ! convolution. Each trace shows only a single
strong tesonance line, and the {requency is evaluated by
inerpolation  between sample points using a polynomial
fitting program. The reproducibility is better than £0.04 Hz,
It was not possible to determine the two very small couplings
(Jax 2nd Jey) by this method, probably because the spectral
width that had to be employed (17.4 Hz) was too wide and
the digitization steps too coarse. The resulis are set out in
Tabie 1 where they are compared with those derived by the
decoupling-reconvolution method. Values obtained by the
two different processing schemes agree within the quoted
error limits,

[OF

)

)

N A S

0 2 4 6 8 10 12 14 16
froquency/Hz

Fig.4 Measurement of coupling constants in furan-2-aldehyde by
Jestripping. Fourier Uransforms of /(a®)//(6°) afier processing with
8w 10"* to remove singularities (e) Joc = 3.60 Hz, (h) Joo = 171
Hz, (e} J o = 0.84 Hz and () J,p = 0.77 Hz. The resonance line fre-
quencies, which occur at §J, ere determined by faterpolation between
sampling points. The reproducibility is better than £004 Hz

Table 1 Coupling constanis (H2) in lura:

Decoupling-Reconvolution

This techaique involves a search far the best fit between the
original and the raluted

To give a measure ur xh: quality of the fit in a 1\p|ca| case,
Fig. 2(c) shows an 1 resuft after of
the decoupled spectrum with J* = 080 Hz

Determination of the coupling constant involves a search
for a glabal minimum in the graph of the error parameter &
plotted ss a function of J*. A 1ypical example is shown in
Fig. 5 for the active coupling Jex in furan-2-aldehyde in
{*H,JDMSO. Four minima are clearly apparent and there is
a perceptible shoulder (¢) on one of these, indicating a further
unresolved minimum. The deepest minimum gives the desired
caupling constant Jex =016 Hz The weaker (subsidiary)
minima occur at sums and differences of the other coupling
constants, In fact cach subsidiary minimum represents an
unresolved 0.16 Hz doublet.

Wherever possible, cach coupling was measured by two
independent experiments, but in the CDCly solution, overlap
with a residual proten resonance from the solvent interfered
with one of these determinations, In most cases the resulis

.
6
J'/Hz

8 12

2.aldehyd

Fig.5 D or  f in
[’H,]DMSO Plot of ¥ against J* showing the principal minimum &
2t Joy = 0.16 H2 All the subsidiary minima are in fact unresoived
doublm of splitting Jox. The subsidiary minimum b is centred at
ac = 338 Hz (with an unresolved shoulder ¢ centred at My
~%sc = 381 Ha). The subsidiary minimum d is centred al 2=
7.20 Hz, and the minimum cis centred at Mye + 2,0 = 10.58 Hz

1

-aldehyde In various solvents

J, A3 J, AC ch Jax J, " "ﬂ
solvent (9) ) () &) {a} () (0} (6 (a) b) {a) )
[*H,Jbenzenc 078 036 169 170 356 160 063 065 013 - o - -
{*H]chlosaform 079 077 169 172 358 3.58 0,68 065 Ot 027
[H Jaceione 038 0.9 131 123 159 360 0.6 077 007 019
1H,JDMSO (27°C) 080 077 1.69 171 360 360 084 084 008 016, - —
(*H,IDMSO (0°C) 040 0.0 1.70 170 160 362 082 082 009 017 -

{a) By

20.03 Hz (b} By Jostrippingi reproducibility £0.04 Hz
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agrec within £0,0! Hz, and In all cases the differences are
within the +0.03 Hz crror limit (Table 1). Note that the
intra-ring couplings, Jap, Jac 8nd J,c are invariant within
the experimental error, whereas the :auplmgs to the aldehyde
proton J,x, Jpx and Jox are aon the

J. CHEM. SOC. FARADAY TRANS, 1983, YOL. §9

cos(nJ 1) is noise free. Further investigations along these lines
are under way.

Ref,

solvent used, The 23 °C temperature :hung: for the dimethyl
sulfoxide sulutfon produces no significant change in the
coupling constants,

Conclusions
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tional effort is repaid by the good reproducibility that can be
achieved if the double irradiation experiment is properly set
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when the tiplet under since
the process strips away all the passive splittings 10 leave just
the primitive pattern (doublet, triplet or quartet). From the
evidence presented here, it appears that the decoupling-
reconvolution method is slightly more reliable than J-
sttipping, perhaps because the latter involves some
falsification of the data.
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SHORT COMMUNICATION

Long-Range Carbon-—Proton Coup!mgs m_~

Strychnme

Vratislay Blechln;f Federico dil mn-Porrllln§ and Ray Freemsn®
Department of Chemistry, Cambridge University, Cambridge CB21EW, UK

Lang-range 13C,H NMR coupling constants nere measured in strychnine at 400 MHz by n

thod tl{ll:mplnys o

selective excitation of individual 3C sites under decoupled condmons rnllnwed by polnrization transfer fo protons,

coded (1) ding tu a

The frity was imp d b f eight

i
Hadsmard matrix and later sepnr-t:d by reference to the same mnrix. The antiphase '>C,H splittings were

measured by J-doubling performed in the frequency domaln,

KEy WorDS NMR  T3CH lang-range couplings Strychnine Hadamard spectroscopy

INTRODUCTION

peri achle\c p ble sensitivity to the

bii t ianal methods.

Gnven a sullnblc theoretical frame\mrk like the Karplus
can provide
useful mformanon about molecular conformation. One
attraclive app. to the of I
carbon-proton couplings is through one-dimensional
experiments initiated with a soft radiofrequency pulse.
This has the advantage of giving simple specira and a
direct assi, of the two chemical sites i
Improvements in spectrometer pulse-shaping hardv.arc
and control software have made such selective excita~
tion experiments widely accessible. Typicaliy, the split-
ting under investigation appears as an antiphase
doublet in a polarization transfer spectrum, Rccemly,
several workers have introduced data processing
schemes®=! aimed at extracting accurate values of
coupling constants, Some of these methods are npphc-
able under adverse ci where, for P
there is excessive line br or several
passive splittings. We demonstrate some of these tech-
niques with a determination of long-range carbon-
proton couplings in strychnine.

It has always been argued that two-dimensional spec-
troscopy affords much higher sensitivity for these types
of measurement since jt benefits from the muluplex

G:nhenng information from N simultancous mea-
surcments is more efficient in terms of sensitivity than
performing N single expcrim:ms one after another. All
that is necessary to retrieve the individual experimental
traces is to code them according to & Hadamar:
matrix?? and then decode them later by means of tie
same matrix, For example, when N =4 we may take
four scans with soft pulses at four sites, alternating the
pulse phases according to the Hadamard H, matrix:

Site A Site B Site C Site D
Scan 1 + + + +
Scan 2 + + - -
Scan 3 + - + -
Scan 4 + - - +

Then the appropriate combination, for example [scan
1+ scan 2 — scan 3 — sean 4], would give the spectrum
from site B while suppressing the rest. The signal
s(rcnglh increases fourfoid \whercas th: noise is only

bled. This the mul that has
long been exploited in infrared speclroscopys’ Fourier
transform NMR3** and two-dimensional spectros-
copy.!S!? For situations where only a small number
(N) of cor i is important, N one-dimensional

advantage, gathering information about all corre!,

simultaneously,'®!” This is certainly true if the onc-
dimensional experiments are carried out one at a time
and within the same aggregate spectrometer time.
However, there are techniques used in magnetic reson-

determinations may provide a quicker sclution than the
full-blown two-dimensional analogue.

EXPERIMENTAL

ance imaging'®'? that allow this crucial )
advantage to be retrieved?®?! so that the soft-pulse

* Author to whom correspondence should be addressed.
t On lzave from tke Instituie of Chemical Process Fundamentals,
Rozvojova 135, Pragus 6-Suchdol, Czech Republic.

The method is illustrated by reference to experiments
designed to measure long-range '*C,H coupling con.
stants in strychnine, This application has the advantage
that several one-dxmenslonal correlations can be carried
out I ly without danger of interference, since

§ Permanent address: Institulo de Quimica, Ciudad L
04510 México, D. F., Mexico,

CCC 0749-~1581/94/020134-04
© 1994 by John Wiley & Sons, Ltd.

each corrclation mvohes a different 33C isotopomer.
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Figura 1. Fuluuquan:a and phase cycle levTulncﬂv- delarm:

1
.
4

nation of long
puise has a half- Gaussien shape The nsirow black rectangles sre
hard 90° pulses and Lhe wide black reciangles are hard 180"
pulses. The hard 80° proton read puise has phase 0. In practice.
the lang delay 8 was aliernated between (8 + 18) and (5 - $4).

The pulse sequence (Fig. l is a ‘reverse detection’
version of an carlier schem: and is also related to the
COLOC 1echnique’® for heter shift correlati
n begms wlh seleune cxcnauun of a chosen 13C site
under d by the nuclear
h effect, For | lings "J(CH), the
interval &= 05/["J(CH)] allows :vuluuon of Y3C
vectors into an antiphase configuration, at which point
two hard 90° pulses transfer this magnetization to
protons. At the mid-point of the & interval, a BIRD
module?? with A = 1/[*J(CH)] acts as a 180° pulse for
distant protons but has no overall effect for the directly
bound protons. Consequently, the 'J(CH) splittings in
the !3C spectrum are refocused (along either the +y or
—¥ axes) at the end of the A interval and no direct
correlations are observed in the spectrum, The phase
cycle is designed to minimize any residual one-bond
polarizalicn transfer due to pulse imperfections and this
aim is reinforced by using a polarization transfer defay
that is not exactly § but is alternated between (8 + 14}
and {6 — 44} Since trunsverse pivivn waguciization
occurs only during the short A interval and during
acquisition, proton-proton couplings do not influence
the detected signal except as passive splittings; no phase
distortion is introduced.

Experiments were carried out on a Varian VXR-400
spectrometer with a ‘reverse detection® probe. The soft
pulses have a hall-Gaussian shape?® truncated at the
leading edge at 5% of maximum intensity, and with a
duration of 50 ms. This gives a convenicnt excilation
profile for the absorption-mode component, while dis-
persion signnls are not involved in the polarizalion
transfer so no ‘purging’ is necessary. Each soft pulse is
constructed as a hlslogram of k time scgmenls. reps
resented by k vectors defining the phase and amp
The phase is incremented linearly with time to create
the appropriate frequency offset. Eight si

ACATICN 12

soft pulses are combined by vector addition at each
time segment of the histogram®'-3° und the resultant
sequence of k vectars used 1o drive a digitally controlled
waveform Br d WALTZ d ling is
used during the preparation period with y8,/2r = 2.5
kHz. The long-range polarization transfer parameter &
has to cover a range of experimental values, It is delib-
erately set rather short (33.8 ms). This avoids the danger
of reaching the null condition for the largest long-range
coupling and allows for the partitioning of the trans-
ferred polarization between a number of distant proton
sites. The BIRD module has A = 7.7 ms. The 16-step
phase cycle is extended to 32 steps by the alternation of
the timing and then to 768 scans for time averaging.

RESULTS AND DISCUSSION

The sample was 0.1 g of strychnine dissolved in 1 ml of
CDCl, (0.3 mol 17!) and was examined at 27°C. The
proton assignment®®*! based on Scheme 1 is shown at
the bottom of Fig. 2. The cight lowest-field carbon sites
were chosen for selective cxcitation. All eight corre-
lations were performed simultaneously, coded in

d; with the Had d matrix H, &l out in
Table 1, After decomposition, cight individual traces are
obtained (Fig. 2} just as if each experiment had been
performed separately, but with a (theoretical) sensitivity
advantage equal to the square root of eight. Several

‘Table 1. The Hadamard H, matrix

R SR

1144

LIRS IR R
L0 T U IR S
RN ERER
P e
L+ 40+t +°

O
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Figura 2. L3 splitlings

by
nine, Eight s-ponmenu were peﬂuvmnd (768 scans) using different cambinations of eight simultaneous soft puises. The individual traces

matrix. The

wato then teparated by taking basedona

H played on cach trace. There
is conslderablc ovcrlap of the coherence transfer signals
from C-13 to H-11a and H-14, leaving some ambiguity
in the couphng constants. which are therefore not
reported.

An examination of Fig. 2 reveals that the coherence
transfer signals for the C-13 and C-14 sites are inverted
with respeel to xhose in ail lhc other traces; the anu-
phase doublets are ‘up~d * rather than ‘d P
This reflects the fact the these two carbon sites carry
only a single directly attached proton whereas the other
sites all have two such protons or none {C-7). In the
product operator vocabulary, the pair of 180° pulses in
the BIRD module cause the identity operations §,~ 5,
for a quaternary site, 25,1, - 25,1, when there is one
directly attached proton (l), and 45 loly, =~ 48,141,
when there are two dircctly attached protons (l, and
1,). Consequently, they allow 3C vectors to continue 1o
diverge throughout the A interval irrespective of the
number of directly attached protons. However, the
vectors for a quaternary site achieve a negligible diver-
gence, remaining near the +y axis since *J(CH) is so
small. The vectors corresponding to a CH group
diverge by +180°, thus reaching the—y axis and giving
an inverted *°C signal, whereas the vectors from a CH,
site diverge through 0° and +360°, ending up on the
+y axis and generating a positive 1°C signal. As a
result, the sense of the observed polarization transfer
signal depends on whether there is an odd or even
numbers of directly attached protons,

The carbon-proton couplings were extracted by &
variant of the J-doubling method.!! We chose to xmplc-

sphittings ate set out in Table 2,

ment this in the frequency domain by convoluting the
experimental multiplet with a uniform ‘comb’ made up
of eight delta functions at regular intervals equal to the
trial coupling constnat J*, (In principle the comb may
have an arbitrary number of delia functions) The
method works best if the multiplet under investigation
is well separated from its neighbours so that there are
appreciable sections of baseline on each side, with negli-
gible steps at the extremities. Fortunately, in the case of
selective C~» H corrclation, the proton spectra are

Figure 3. J-doubling by convolulion in tha frsquency domaln.
An experimental antiphase doublet (a) of splitting "J{CH), convo.
futed with the set of eight defta lunctions {b) with a reguiar
separstion J*, gives a spectrum (c) where the 1wo ouler lines have
o separation ]"J(CM) +7J° | and where the inner antiphase do
lets have & spliiting |"J(CH) ~J*|. These inner doublets ars
subject to mutuel canceliation and vanish when J* = WJ(CH}.
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Table 2. Long-nnge earboa-profon coup"ngs (Ht) in smclmmc

C-15 {26.70 ppm)
C-14 (31.44 ppm}
C-11 {42.31 ppm) .+ -
C.17 (4272 ppm)
€+13 (4805 ppm)
€18 (50.18 ppm)
C-7 (51.77 ppm) 2.
C-20 (52.562 ppm)
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splitting
batween C-17 and H-8 In stry:hnlm ‘Convolution in the fre-
quoncy domain with a set of eight deli2 functions with a separa.

Figura 8. al a i

Mlld from 5.67 10 6.23 Hz In 0.09 Hz steps. The antiphase

tion

nalur.’illy‘sparsc. Frequency-domain convolution with a

comb conslsung of eight delta functions is equivalent to

of the time-d: signal by cos(zJ/*f}

fcos(2n.l'l) cas(-ZnJ'l) glvmg lhrce stages of J-doublmg
Figure .3 shows y
‘operation modifies an antiphase doublet for the case

how this con

where J* is close to the correct value "J(CH). The
doublet splitting "J(CH) is reproduced cight times at
intervals cqual to J*. We wnay think of this as having
increased the "J(CH) splitting by 7J°% leaving a
sequence of antiphase doublets in the ceniral region
with small splittings 1J* — *J{CH)|. When J* = *"J{CH)
these untiphase doublet disappear, and this is a good
criterion for an accurate determination of “J(CH).
Figure 4 shows cxperimental resuits for one of the
correlations in  strychnine taken with 009 Hz
increments in J®. There is an appreciable change in the
level of the antiphase doublets between traces. This may
be monitored as a minimum in the summation of the
moduli of all ordinates in the spectrum.'* The long-
range coupling results are sct out in Table 2. We esti-
mate an accuracy of +0.1 Ha,
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Techniques for the accusate determination of spin~spin
coupling constants have attracted considerable attention in
the past few years (7-16). There is a great deal to be said in
favor of methods designed to extract J values automatically
without involving the operator in tedious measurements of
line frequencies by hand, There are several possible ap-
proaches—deconvolution of the desired splitting
(3, 9, 10, 12), introduction of an equal splitting or **J dou-
bling" (8 10, 15), and md|recl fiting procedures (4~
7,11, 13}, for le, the opy method {//).
All these schemes eventually run into difficulties when the
splitting disappears within the instrumental linewidth or
when the signal-to-noise ratio is very low. Where these pro-
cedures are used in two-dimensional spectroscopy, for ex-
ample, for reducing COSY cross peaks to a single response
at the chemical-shift coordinates, it is important to have a
simple algorithm that processes the data rapidly.

We repont here a new method of J deconvolution that
employs a particularly simple data-processing algorithm.
Since it operates on frequency-domain data there are no re-
peated Fourier transformation steps and the execution is very
fast. The p starts by isol. the spin muliiplct of
interest, either from a conventional spectrum or as a trace
through a two-dimensional spectrum. It works best with fine
digitization, achieved through long acquisition times or ju-
dicious zero-filling.

While a formal frequency-domain deconvolution algo-
rithm would be quite complicated (/2) we usc a simple trick
adapted from a procedure first proposed by Baumann er al.
(17) far reducing ¢, noise in two-dimensional soccira. The
principle is illustrated in Fig. I for an experimental doublet
{Jis) deconvolved by a trial doublet (J*) which is moved
through the spectrum (in Fig. 1a) one step at a time. At each
step, the ordinates corresponding to the two delta functions
in (Fig. 1b) are compared and the lower absolute value is
retained, keeping the original sign (negative values will nor-
mally be noise excursions). This ordinate is placed in the
spectrum in (Fig. lc) at a frequency corresponding to the
midpoint of the J* doublet (indicated by the arrow)}. When

* Permanent address: Instituto de Qulmica, Ciudad Universitaria, Mexico
D. F.. Meaico,

1064-1858/94 $6.00
Copyright © 1994 by Aesdemi Press, Inc.
AlLrights of eproduction in any farm reserved,

a

[+

FIG. 1. Deconvolution in the frequency domain using ihe lower-value
algorithm, The uial doublet {b) is moved through the experimental spectrum
{a)and, at cach step, the lower experimental ordinate is placed at the tip of
the arrow, giving the deconvolved specirum (¢).

J* = Jis the result is a deconvolved spectrum with half the
total integral of the experimental doublet. When both | J*
~ Jis| and J* are greater than the experimental linewidth,
the spectrum (in Fig. 1¢) comprises very little intensity. Note
that partial overlap of the deconvolution function with the
experimental multiplet gives a negligible signal by virtue of
the lower.value algnrithm A ctrang cignal it nhtained anly
when there is registration within the experimental linewidth,
This “f-Decon” technique measures unknown splittings by
a repeated search through the frequency-domain data table
(Fig. 1a) with different values of the trial coupling J*. The
criterion for the best match of J* t0 Jis is a maximum in
the sum of the ordinates in the deconvoluted spectrum
(Fig. 1c).

When there is spin coupling to groups of two or three
equivalent protons the processing may employ a cascade of
two or three successive deconvolutions with a doublet stick
spectrum or, alternatively, a single deconvolution with a I:
1:1 tripletora I::1:1 quartet. An experimental 1:2:1 triplet

124

172



COAMMUNICATIONS

ora 1:3:3:1 quartet is reduced to a singlet at the chemicul-
shift frequency, although the loss in total integral is now a
l‘acwr of four or cight, rcspccu\cly. This description for an

Iipl xs readxly d toan (am\«c)
sphmng t istic of cok fer spectra. This is
handled by deconvolving with an antiphase pattern, for ex-
ample, a J* doublet with intensities +1 and —1, or a 2J*
doublet with intensities +1 and —1, or a J* quartet with
intensities +1, +1, =1, and —1I.

One advantage of f-Decon over other deconvolution
schemes is that there are no maxima at subharmonic con-
ditions such as J* = J15/2, Jis/3. This is a consequence of
the lower-value test, However, the new method does find
subsidiary maxima at sums and differences of the coupling
constants. For example, if there is a large splinting Jy and a
smaller splitting Js the graph of the summation versus J*
shows a 1:2:1 triplet at the frequencies J, ~ Js, Ji, and J.
+ Js. This property can often be exploited to extract more
than one coupling constant at a time,

Deconvolution in this fashion does not discover splittings
that are so small that they are hidden within the experimental
linewidth. It must always be remembered that the lower-
value test is a nonlinear operation which can distort the line-
shape if J* is sufficiently small, falsifying the experimental
evidence, For unresolved splittings the J-doubling technique
{8, 10} is to be preferred; if several stages of ./ doubling are
used the small splitting can usually be made 1o exceed the
linewidth.

We demonstrate lhcf Dccon algonthm with reference to
the prot ton (Schi 1} mea-
sured at 400 MHz by standard lcchmqucs Consider first the
case of proton Hy. The graph of the summation of ordinates
in the processed spectrum shows a single maximum at the
value J* = 2,24 Hz (Fig. 2, top trace). The other two split-
tings Jax = 0.87 Hz and Jxz = 0.45 Hz generate a complex
unresolved structure, as confirmed by the simulation based
on the and an esti d (Lor-
entzian} linewidth (F'g 2, bottom trace).

Proton Hp shows four clear maxima, attributable to Jup

= .71 Hz, Jap — Jae = 3.08 Hz, Jap = 4.79 Hz, and Jap
+J“p = 6.50 Hz (Fig. 3, top trace), Note that the two intense

ol actual ¢ i whereas the two

. SCHEME

J* (Hz)
FIG, 2, (Top) Plot of the sum of all ardlnam in the processed Hy
multiplet versus J*, showing a maximum where J® = Jux = 2.24 Hz, The
bottom trace was obtained from 2 simulated multipler,

weaker maxima arise from combinations of coupling con-
stants, This is a good example of the 1:2:] pattern predicted
for subsidiary maxima flanking a principal maximum.
The situation is more complicated for proton H,, which
has four resolvable splittings. The principal maxima appear
at Jox = 0.87 Hz, J4p = 4.79 Hz. and Juu = 7.85 Hz (Fig.
4, top trace) and they are appreciably stronger than all the
subsidiary maxima, which are listed in the Jegend to the fig-
ure. Confirmation that these are all genuine is obtained by
comparison with the simulation; all the experi: ] max-
ima are accounted for (Fig. 4, bottom trace). The simulation
also predicts a maximum at Jxz = 0.38 Hz, but this appears
only as an unresolved shoulder on the experimental curve,
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FIG. 3. (Top) Plot of the sum of alt ordinates in the pi&tﬁed H

multiplet versus J*. The mavima oceur at (a) Jyr » 171 Hz, (b) J»

Jup = 308 He. (c) Jp 2 49 He{d) Jop + S =
trace was obtained from a simulated muhiplet. -,

il ing an important 1 n of the method when J*
approaches the experimental linewidth, More convincing

evidence for this small splitting can be obtained by recal- -

culating the simulated graph, omitting Jaz (Fig. 4, middle
trace). Cleasly this is a much poorer fit to the experimental
graph.

Proton Hy has four resolvable splittings Jan = 7.85 Hz,
Jux = 2,24 Hz, Jyp = 1,71 Hz, and Jyz = 0.45 Hz, giving
rise to at Jeast 17 maxima, set out in the lcgend to Fig. 5.
The four tallest are “princi; axima ing the four
coupling constants (Fig. 5, top trace). The only possible
challenge to the rule that the strong maxima are actual cou-

650 H: The botom .
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pling constunts occurs if there is an accidenial coincidence
of two or more subsidiary maxima. In this example there is
a double maximum at g arising from the coincidence of sub-
sidiary maxima at (Jans — Juz — Jup) and (yx + Jagp). The
principal maxima at ¢ and d represent coupling constants
but are also boosted by accidental coincidences. Confirma-
tion of this interpretation is obtained by processing a sim-
ufated multiplet (Fig. §, bottom trace) which gives a graph

J* (Hz)

FIG, 4. (Top) Plot of the sum of all ordinales in the processed Hay
maltiplet versus J°. The maxima oceur at (a) Jix = 0.87 Ha, (b) Jay —
Jar = Jax = 219 Hz, (€} Jay = Jap = Jaz = 268 Hz, (d) Jay ~ Jup = 3.06
Hz, (&) Jum = Jap + Jaz = 344 Ha (f) Jup — Jux = 392 Hzand Juy —
Jar + Jax = 393 He, (8) Jap = Jaz = 441 Hz, (h) Jup = 1.79 Hz, (i) Jap
+Jaz = 507 Hz, (j) Jap + Jax = 5.66 Ha, (k) Jaw — Jax = 698 Hz, (1)
Jam = Jaz = 747 Hz, (m) Jun = 7.85 Hz, (n) Jau + Joz = 8.23 Hz, (0)
Jam + Jax = 8,72 He. The middle trace is a simulation assuming Jap = 0
while the botiom trace has Joz = 0.38 Hz.
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curs when the splitting (/=) of the convolving doublet be-
comes smaller than the linewidth, The technique cannot de-
tect splittings hidden within the experimental linewidth and
it therefore falls short of the J-doubling method (8, 10) in
this respect. Otherwise the derived values of the coupling
constants (Table l) are very reliable and are in excellent

with i dent determinations (/8). The ¢s-

" timated accuracy is better than £0.03 Hz.

Once the coupling constants have been determined, several
deconvolution operations may be cascaded so as to remove
the splittings onc by one until the muliiplet is reduced to a
singlet at the chemical-shift frequency (9). This can be par-
ticularly useful for the simplification of cross peaks in two-
dimensional correlation spectroscopy. Figure 6 illustrates the
progressive simplification of the AM cross peak from the
COSY spectrum of nicotine which is dominated by the an-
tiphase (active) splitting (Jam = 7.85 Hz} in the £, and Fy
dimensions, This large splitting is first removed in the f
dimension (Fig. 6b) and then in F; (Fig. 6¢), leaving only
positive-going signals, Deconvolution of the remaining four
passive splittings (Jyx. Japs Jap, and Jax ) leaves a singlet
response at the chemical-shift coordinates (Fig. 6d).

One of the useful properties of the lower-value algorithm
is that several couplings may be removed in a single pass—
deconvolution in the frequency domain with a stick spectrum
that is a doublet of doublets of doublets collapses three dif-
ferent splittings at the same time. Since the algorithm is very
simple and does not involve repeated Fourier transforma-
tions, it is also very fast. Neglecting the time required for
reading and writing the 160 X 160-point data matrix, the
processing time to convert the cross peak (Fig. 6a) into a
smg]el response (Fig. 6d) was only seven seconds on an ob-

J"‘ (HZ)

FIG. 5. (Top) Plot nl‘lhc sum of all ordinates in the processed Hu
muliiplet versus J®. The maxima occur at () Juz = 0.45 Hz, {b) Jup ~
JM; = 1,26 Hz, (c) Jyp= 1 7l Hz lnd Jux -J“; - l 79 He, (d) Jyp +

a1, B Bomt2 24 3

fuz = 3. Hz. (8} Jm
Jux = .Im = 390 Hzand Jux +.Im - 395 Hz, (h) Jam ~ Jux = Jur +
Juz = 4.35 Hz and Juyx + Jup + Juz = 440 Hz, (i} Jam = Jux = Sz =
516 Hz, (§} Jam — Jux = 8.61 Hz, (k) Jay = Jux + Sz = 6.05 Ha, (1)
Jar = Jux + Jup = 7.32 He, (m) Jaw ~ Juz = 740 Hz, (0} Jons = 7.85
Hz, (0) Jam + Juz = BI0HZ, (P) Jan +I~r~lux =901 Hz,(Q) Jam +
Jur = 9.56 Hz,

that is an excellent match to the experimental data. If nec-
essary, the srmulalcd graph may be calculated for a slightly
narrower | idth so as to h ima that appear
only as shoulders in the experimeatal graph.

At low values of J*, the summation tends toward a high

value, roughly twice that of the principal maxima. This ocs:

Sund4/110 comp . Thisis an lmponanl practical
advantage for simpli ion of two-d spectra, In
principle an entire two-dimensional correlation spectrum
could be reduced in this manner by a completely automated

TABLE 1
Couphng Constants (in Hertz) Measuread for Nicotine
- b N 3

Jam 1.86 7.86
Jar S AT SERYLE
Iax B 089 T 088
Jaz 0374 1036
Iup 170 L
Jax 227 LT 228
Da 0.45 046
Iz 0.51 048

¢ From Ref. {J8),
¢ Fram t-Decon,
“ From subsidiary maxima. = *
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FIG. 6. Progressive deconvolution of splittings in a COSY cross peak (24 X 24 Hz) between Hy and Hy, in nicotine. (a) The unprocessed cross peak.
(b) After remoning the active splitting Jayy = 7.85 Hz in the F, dimension, {£) Afier removing the active splitting in the F; dimension. {d} Afier removing

the remaining passive splittings.

program, giving a result equivalent to the well-known patern
recognition routines (/9-21).

We have also investigated a related scheme “1-Decon™ for
fast deconvolution in the time domain. It evolved from the
idea of dividing S(r), the Fouricr transform of the chosen
multiplet, by a cosine wave cos(=J*7). where J* is a trial
value of the coupling constant (3, 9). To avoid dividing by
zera or near-zero values, the cosine wave was converted into
a square wave of the same frequency. This is equivalent to
multiplication by a square wave consisting of the values +1
and —1. The program simply modifies the appropriate sign
bits in the experimental data table S(7) and is consequenily
a very fast operation. Let us call the processed signal $7(1)
and its Fourier transform S*(./). When J* differs from Jig,
§°*(f') contains many sideband responses at multiples of J*
but these mutually interferc as J* passes through Jis. The
sum of the moduli of the ordinates in $*{ /') passes through
a minj at this condition, Minima also occur at the odd
subharmonics J* = Jis/3, Jis/5, ele,, and at sums and dif-
ferences of the coupling Antipt littings are

processed with a square wave that has been advanced by
one-quarter of a cycle, corresponding to a clipped sine wave
rather than a clipped cosine wave. Applied to the nicotine
problem, t-Decon gives values of the coupling constants that
are in good agreement with those from fDecon (Table 1),
In gencral we have found that (-Decon gives appreciably
clearer results than t-Decon in practice. Furthermore, there
are no subharmonic responses as a function of J* and the
calculation does not entail multiple Fourier transformations.
Frequency-domain deconvolution is therefore recom-
mended.
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Measurement of Poorly Resolved Sphttmgs_ by J Doubhng

FEDERICO DEL Rf

~in the! Frequency Domaln

oaﬂu..\, VRATISLAV BLECHTA A\D RAY FREE\IAN
cersity, Lenmeld Road, Cnmbrtdgc. United Kingdomt
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All forms ofspeclroscopy evcnlually run up agamst hm-
itations in resolving power and high-resolution NMR is no
exception. When a particular splitting is sutﬁclcntly well rc-
solved that the jndividuat are clearly discrimi;
then there are standard peak-finding routines (o measure it
with reasonable accuracy. For less-well-resolved splittings

many alternative procedures have been suggested, including .

maximum entropy reconstruction (/, 2), J deconvolution
(3-7), and J doubling (8, 9). Having compared several of
these techniques in practice, we would like to advocate the
use of J doubling in the frequency domain as the simplest
and most reliable method.

We consider the case of in-phase multiplets as recorded
in conventional spectroscopy; antiphase multiplets from co-
herence-transfer spectra may be handled by closely rclalcd

h (9) Any dure based on
peak maxima breaks down near the point where the full
linewidth at half-height becomes comparable with about 1.7
times the splitting. For a doublet, the two maxima merge
near this condition, while for a triplet the outer maxlma
degenerate into points of i imi

A similar ap-
plies to the measurement of twa large couplings that have
only a small difference. Figure 1 shows a simulation for the
case of a multiplet wnh wo couplmg constants (4 and $ Hz)
subject 1o a L line-t f
linewidth is increased the peak-ﬁndmg progmm makes in-
gly large errors, ov the smaller
and underestimating the larger until the two central lines
quite suddenly coalesce and the program indicates the arith-
metic mean value (4.5 Hz). Increasing broadening further

mducnon decay is multipfied by sin(xJ"t) and lhe result is
mulnphcd by cos(2xJ° } and then cos(dxJ*r) and so on,
ding on'the ber of stages of doubling required, In
the frequency domain the multiplet spectrum is convolved
with an array made up of an even number (2&) of alternating-
phase delta functions of splitting J®. An earlier restriction -
to 2" delta functions (8) turns out to be artificial; any even
number suffices, permitting J tripling or J quintupling, cte.
Figure 2 illustrates the case of two-stage J doubling (2k =
4}, equivalent to i ion of the time-d signal
by sin{wJ*t) cos(2=J*). Suppaose that J* is slightly larger
than Jep. Convolution of the experimental doublet (Fig.

degrades this measurement as all the lines of the
begin to coalesce. Under the same conditions J doubling

continues to give accurate values of the splittings,
1t accomplishes this trick by making the splitting so large
by several stages of doubling) that there is no longer any
overlap between the broad component lines. The procedure
m»olves a scarch with a trial coupling J* and may be im-
d in cither d in. In the time d the free-

)
T 5
)
=2
Ed
=1
Asthe §
£ o
s <
Hipl 3 1 -+ Y T
[ 1 2 ] 4 5
Line broadening (Hz)
FIG. 1. Simulation showing two methods for extracting the splittings

in 2 multiplet with J, = 40 Hz and J; = 5.0 Hz, studied as a function of
the full {Lorentzian) linewidth. (a) The peak-finding routine underestimates
the larger splitting and overestimates the smaller, When the broadening
reaches approximately 1.7 1imes the small splitting {1 1!2) the two centeal
lines coalesce and the program reports the mean value of J; and Jy, The
indicated value continues 1o fail off as the broadening is further increased
until ¥ complete occurs. (b} Frequency-domain J dou-

* Present address: Institute of Chemical Process F
135, Prague 6-Suchdol, Czech Republic.
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bling gives values that deviate very little as a function of the line broadening.
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FIG. 2, Schematic diagam illustrating two-stage frequency-domain J
doubling. The experimental doublet {a) is convolved with a set of four deha
functions alternating in phase (b) to give the convolved speetrum () of eight
lines. With J® slightly larger than J,,,. the six inner lines are just beginning
to show destructive interference. When J® = J,,,. these antiphase doublets
disappeat (arrows), leaving only an antiphase doublet (d} with splitting g

2a) with the stick spectrum (Fig. 2b) generates an cight-line
pattern (Fig. 2¢) where the inner six lines are just beginning
to overlap and interfere. When J* = J,,; the mutual can-
cellation is complete, leaving only an antiphase doublet (Fig.
2d) of splitting 4,5, with essentially no overlap.

A search program varies the trial splitting J* over a suit-
able range. The critical condition J* = J; is detected by
monitoring Z, the sum of the moduli of all the ordi in

133

width of the convolving spectrum of delta functions. By ap-
propriate choice of the acquisition time of the free-induction
decay and by zero filling. the digitization steps in the exper-
imental spectrum are kept very small, comparable with the
desired precision of the measurement, for example, 0.03 Hz.
The same digitization steps are employed f{or the delta-func-
tion spectrum. Typically we used four or five stages of
J doubling.

J doubling in general is not without some minor compli-
cations. The principal minimum at J* = J;is not the only
one in the graph of  versus J*. If 2k delta functions are
used in the convolution, there are & — | weaker minima at
the odd subharmonics J* = $Jep, $Jeip, €tc. (8). If there
are other splittings present in the experimental multiplet they
generate subsidiary minima at sums and differences of ex-
perimental splittings, forming 1:2:1 triplets (5). All these
additional minima are predictable and do not normally cause
ambiguity.

The frequency-domain J-doubling procedure was tested
on some poorly resolved multiplets in the 400 MHz proton
spectrum of strychnine, Aliogether nine multiplets were in-
vestigated (16 couplings) and the results, set out in Table |,
are compared with those from the peak-finding routine and
with earlier measurements (10-12). Cenrtain assignments of
geminal proton pairs proposed by Caster ef al. (10) were
reversed by Chazin er al. (11) and later changed again by
Craig and Martin (/2); we adopt this last scheme, Except
where prevented by overlap problems, we were usually able
10 make two ind d of each li

TABLE 1
Selected Proton-Proton Coupling Conslams
in Strychnine (in Hertz) ;. .

J doubling

‘Peak ﬁnﬁing .
Protons —
A-X

the processed spectrum: it shows a pronounced minimum
when the inner antiphase doublets disappear. Provided that
sufficiently fine digitization is achieved. both J-doubling
methods offer high accuracy, approaching a few hundredths
of one hertz in favorable cases. However, the time-domain
version requires a calculation of the inverse Fourier transform
for each increment in J* and is therefore far stower than
the frequency-domain alternative,

Both methods involve an initial Fourier transformation
into the frequency domain so that the multiplet of interest
may be excised from the rest of the specirum, To avoid any
problem with edge effects during the convolution, care is
taken to include adequate secucns of baseline on cach side
of the experimental i ible. Any baseli

1-2
1-3
It
23
24
34
8-13
112
11b-12
12-13 140
13-13 209
14150 —
14152 o -
15a-15b 1432
15216 389 3800
155-16 216

14.36
4.35
213 -

323
212

offset is corrected ¢ 7) and the tails on each side of the mul-
tiplet are extended with zeroes for a distance equal to the

*Caner, Luther, and Long (/0).
# These valucs fall just outside the estirated error band of 0.03 Hz.
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constant (designated Ja and Jxa ). In all the pairs save one,
the two measurements were consistent within experimental
error, estimated to be £0.03 Hz, but there were significant
diserepancies with results from peak finding and the earlier
work (10).

Three typical proton multiplets were chosen for illustration
(Fig. 3). The graphs of T against /* for the corresponding
frequency-domain J-doubling measurements are shown in
Fig. 4. The multiplet from H16 gives the simplest graph,
indicating couplings of H{16-15b) = 2.13 H2 and H(16~
15a) = 3.80 Hz, with a subharmonic response a1 $J(16-
15a). In fact this particular multiplet is just amenable to
direct measurement by a peak-finding routine but the mar-
ginal resolution pulls the peaks together and increases the
expcrimental ervors. The average value for the smaller split-
ting (2.12 Hz) is close the the J-doubling result, whereas the
larger splitting (3.23 Hz} is spuriously low.

The challenge presented by site H135a is to measure two
couplings that are close enough in magnitude that we sec
only 1:2:1 triplets (Fig. 3) and peak finding can report only
the mean value. In contrast, J doubling finds three principal
minima at J(15a~16) = 3.89 Hz. J(13a-14) = 4.76 Hz,
and J{15a-15b) = 14,32 Hz.

Finally, we address the case of H15h(Fig. 3), neglecting

Hisa

.

Hisb

— e

FIG. 3. Three selected spin muhiplets from the 400 MHz proton spec-
trum of sirychnine, These are examined by frequency-domain J doubling
in Fig. 4. For the HI6 site (1op) a peak-finding routine gives the splinings
J{16-15b) = 2,07 and 2.17 Hz, and J(16-153) = 3.18 and 3.28 Hz.
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220

[ 1 2 3
J* (H2)

FIG. 4. Proton multiplets from three selected siles in strychnine ex-
amined by frequency-domain J doubling. The sum of 1the moduli of al}
ordinates in the processed spectrum (Z) s plotied against the trial coupling
J*. The principal minima indicate coupling consiants, Top graph, (a) J(1 6=
15b} = 2,13 Hz, (b) J(16-15a) = 3.80 Hz. Middle, {a} J(15a~16) = 389
Hz, (b) J{15a-14) = 4.76 Hz, (c} J(} 5a-15b) = 14.32 Hz. Bottom, () J{1Sb-
13) = 1,89 Hz, (b) J(15b~16) = 2.16 Hz.

the large splitting (14.38 Hz) which is casily measured,
The remaining structure was vestigial shoulders but is
clearly not suitable for peak-finding methods. The J-
doubling procedure works better if we select just one of
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these two submultiplets as lhc raw data. The correspond-
ing graph in Fig. 4 indicates two clear minima at J{15b-
14) = 1.89 Hz and J(15b-~16) = 2.16 Hz, demon-
strating the separation of two splmmgs dlﬁ'cnng by only
0.27 Hz.

We conclude that fr domain 'J doubling has
similaranributcsmlheun ding ti d in analog
(5, 8)but is iderably faster 1o impl because it

does not require repeated inverse Fourier transformations.
1t should lend itself to an automated computer analysis
that would make the proper allowance for the expected
subharmonic resp and Note that
once 8 coupling has been determined, multistage J dou-
bling e.w[eclively deconvolves that particular splitting. It di-
vides the remaining multiplet suucture into two identical,

fl-separated (antiphase) iplets which can then
be recombined and placed at the correct chemical-shift
frequency.
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