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Die NMR-Spektroskopie bietet vielseitige Mçglichkeiten zur
Analyse von Molek�len, um deren strukturelle, chemische
und physikalische Eigenschaften zu charakterisieren. Eindi-
mensionale Protonenspektren werden dabei mit Abstand am
h�ufigsten aufgenommen. Da die spektrale Auflçsung von
Protonenspektren – im Vergleich zu den Spektren anderer
NMR-aktiver Kerne – aber sehr gering ist, zeigen diese ty-
pischerweise starke Signal�berlagerungen, die in erster Linie
aus skalaren Kopplungen zwischen mehreren Protonen re-
sultieren. Homonukleare Breitbandentkopplung erlaubt die
Reduzierung komplexer NMR-Signale auf Singuletts und ist
daher eine vielversprechende Mçglichkeit, um dem Problem
der geringen Auflçsung von Signalen in Protonenspektren
entgegenzuwirken. Tats�chlich konnte k�rzlich gezeigt
werden, dass der Auflçsungsgewinn durch homonukleare
Breitbandentkopplung mit der theoretischen Auflçsung eines
bei mehreren GHz aufgenommenen Spektrums vergleichbar
ist.[1]

In den vergangenen 30 Jahren wurden verschiedene Me-
thoden zur homonuklearen Breitbandentkopplung vorge-
stellt.[2–14] Diese kommen allerdings bisher nur sehr selten
zum Einsatz, da sie vergleichsweise unempfindlich sind und
die homonuklear entkoppelten Spektren in der Regel erst
nach komplizierter Prozessierung der Rohdaten erhalten
werden kçnnen. Die schichtselektive Breitbandentkopplung
w�hrend eines schwachen Feldgradienten (benannt nach
Zangger und Sterk als ZS-Methode)[14] wurde k�rzlich als
allgemeineres Konzept zur Aufnahme sogenannter reiner
Verschiebungsspektren wiederentdeckt und verbessert.[1, 7, 15]

Die ZS-Methode bedient sich der r�umlich selektiven
Anregung w�hrend eines schwachen Feldgradienten, um eine
Entkopplung aller Spins zu erreichen. Verschiedene Anteile

der NMR-Probe sind w�hrend eines linearen Gradienten
verschieden starken Magnetfeldern ausgesetzt, sodass eine
ortsabh�ngige Frequenzverschiebung Dw = gGs entlang des
Probenvolumens mit der L�nge s entsteht. Dabei entspricht G
der eingesetzten Gradientenst�rke und g dem gyromagneti-
schen Verh�ltnis des beobachteten Kerns. Dadurch ist es
mçglich, mittels eines selektiven Pulses das gesamte Spek-
trum zu erfassen, jedoch werden verschiedene Signale in
verschiedenen Regionen der NMR-Probe angeregt. Es wird
also eine r�umlich aufgelçste Signalanregung erreicht (Ab-
bildung 1). Die selektive Entkopplung kann dann mittels
einer Kombination aus einem weichen und einem harten
1808-Puls w�hrend eines Feldgradienten gleicher St�rke im-
plementiert werden.

Nach Hamilton-N�herung nullter Ordnung wird voll-
st�ndige Entkopplung zweier Spins zur Zeit t erreicht, wenn
der zu entkoppelnde Spin nach einer Zeit t/2 invertiert wird.
Da sich skalare Kopplung im Vergleich zur chemischen Ver-
schiebung aber nur sehr langsam entwickelt, kann ein freier
Induktionszerfall (FID) von ca. 10–20 ms (im Folgenden als
Datenblock bezeichnet) ohne nennenswerte Kopplungsent-
wicklung aufgenommen werden. Der vollst�ndige FID wird
in einem Pseudo-2D-Experiment durch Inkrementieren der
Zeitspanne t zwischen Anregung und Aufnahme und An-
einanderreihung aller Datenblçcke aufgenommen.[14]

Diese Methode der homonuklearen Breitbandentkopp-
lung hat jedoch auch zwei entscheidende Nachteile: Zum

Abbildung 1. Selektive Anregung w�hrend eines schwachen Feldgradi-
enten f�hrt zu einer Anregung des gesamten Spektrums, bei dem
jedes Signal in einer anderen Schicht des Probenvolumens angeregt
wird.
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einen leidet die Methode unter der sehr niedrigen Sensitivit�t
durch ortsselektive Anregung und zum anderen erschwert die
Notwendigkeit, eine Serie an Datenblçcken aufzunehmen,
die mittels einer speziellen Prozessierung aneinandergereiht
werden, die Aufnahme der Spektren. Die Sensitivit�t verrin-
gert sich um den Faktor Dw/(g Gs); dabei ist G die Gradi-
entenst�rke (in Gcm�1) und s die Gesamtl�nge des detek-
tierten Probenvolumens (in cm). Typischerweise entspricht
die Sensitivit�t eines ZS-entkoppelten Spektrums nur einigen
Prozent der Sensitivit�t eines regul�r aufgenommenen
Spektrums. Der Verlust der Signalst�rke wird aber teilweise
dadurch kompensiert, dass Multipletts zu Singuletts zusam-
menfallen. Auch unter dem Aspekt, dass neue Spektrometer-
Hardware – insbesondere kryogenische Probenkçpfe – die
Detektionssensitivit�t maßgeblich verbessern, wiegt der Si-
gnalverlust weniger schwer. In erster Linie leidet die gene-
relle Anwendbarkeit dieser Methode daher durch die Tatsa-
che, dass ein vollst�ndiger FID typischerweise aus ca. 30
Datenblçcken besteht, die alle in einem individuellen Expe-
riment aufgenommen werden m�ssen. Außerdem ist ein zu-
s�tzlicher Prozessierungsschritt notwendig, bei dem die in-
krementierten FIDs aus dem Pseudo-2D-Experiment zu
einem einzelnen FID zusammengesetzt werden. Die serielle
Aufnahme von mehreren FIDs, um ein einzelnes entkoppel-
tes Spektrum zu erhalten, f�hrt zus�tzlich zu einer signifi-
kanten Sensitivit�tsverringerung in Bezug auf die bençtigte
Messzeit. Eine andere vielversprechende Methode ist die
BIRD-basierte homonukleare Entkopplung. Bilineare Rota-
tionsentkopplungpulse (bilinear rotation decoupling, BIRD)
unterscheiden grunds�tzlich 12C-gebundene von 13C-gebun-
denen Protonen. In einem BIRD-basierten homonuklear
entkoppelten Experiment wird nur eine Teilmenge aller
Protonen, n�mlich die an nat�rlich vorkommendem 13C ge-
bundenen Protonen, angeregt und von 12C-gebundenen Pro-
tonen entkoppelt. Auch dieses Experiment leidet unter ge-
ringer Sensitivit�t, da die nat�rliche H�ufigkeit von 13C bei ca.
1.1% liegt. Daher kçnnen BIRD-entkoppelte Spektren unter
idealen Bedingungen auch nur 1.1% der Sensitivit�t eines
regul�ren Spektrums erreichen. Demgegen�ber erlaubt die
ZS-basierte Entkopplung eine Optimierung des Signal-
Rausch-Verh�ltnisses durch Anpassung der Gradientenst�r-
ke, wenngleich dabei auch die spektrale Breite der entkop-
pelten Dimension verringert wird. Zus�tzlich ist die BIRD-
basierte Entkopplung zu einem gewissen Grad weniger fle-
xibel anwendbar als die ZS-basierte Methode, da sie auf
kohlenstoffgebundene Protonen beschr�nkt ist und außer-
dem nicht auf uniform 13C-markierte Verbindungen ange-
wendet werden kann. Der grçßte Vorteil der BIRD-Ent-
kopplung ist aber die Mçglichkeit, auch stark gekoppelte
Protonen zu entkoppeln. Dies ist mit der ZS-Methode nicht
ohne Weiteres mçglich. Diesbez�glich kçnnen BIRD- und
ZS-Entkopplung also erg�nzend eingesetzt werden. Erst
k�rzlich haben Lupulescu et al. gezeigt, dass die Verwendung
von BIRD-Pulsfolgen w�hrend der Aufnahme einzelner Da-
tenblçcke homonukleare Breitbandentkopplung in einem
einzelnen Experiment erlaubt ohne den Einsatz zus�tzlicher
Prozessierungsschritte.[16]

Hier pr�sentieren wir einen allgemeinen Ansatz basie-
rend auf ZS-Entkopplung, um reine Verschiebungsspektren

ohne den Einsatz komplexer Prozessierungsverfahren in we-
sentlich k�rzerer Zeit zu erhalten. Dabei wird die ZS-Ent-
kopplung w�hrend der Aufnahme eingesetzt, um entkoppelte
Spektren in einem einzelnen Aufnahmeschritt zu erhalten,
vergleichbar mit der BIRD-entkoppelten Einzelaufnahme.
Solche sofort entkoppelten Spektren lassen sich wie regul�re
1D-Spektren aufnehmen oder in der direkten Dimension
mehrdimensionaler Spektren einsetzen, ohne dass eine zu-
s�tzliche „Entkopplungsdimension“ eingef�hrt werden muss.
Daher entfallen auch zus�tzliche Prozessierungsschritte.
Aufgrund der verminderten Anzahl an Dimensionen werden
signifikante Sensitivit�tssteigerungen bezogen auf die Mess-
zeit im Vergleich mit herkçmmlichen reinen Verschiebungs-
methoden erreicht.

Um die direkte Dimension zu entkoppeln, wird die Auf-
nahme ungef�hr alle 1/3 (3JHH) f�r die ZS-Entkopplungsse-
quenz unterbrochen. Um eine Stçrung des FID zu vermeiden,
darf sich w�hrend dieser Zeit unter keinen Umst�nden che-
mische Verschiebung entwickeln. Daher ist es vorteilhaft,
dass w�hrend des schwachen Feldgradienten alle Signale „on
resonance“ sind und somit auch keine chemische Verschie-
bung entwickeln. Alle Entwicklungszeiten vor und nach dem
Gradienten, z. B. die Gradientenerholungszeit, werden sym-
metrisch um die beiden 1808-Pulse platziert, um chemische
Verschiebungsentwicklung zu refokussieren. Morris und
Mitarbeiter haben einige elegante Verbesserungen der ZS-
Entkopplung vorgeschlagen.[1] Unter anderem haben sie den
Zeitablauf der Pulssequenz optimiert, um eine Entkopplung
der Signale in der Mitte jedes Datenblocks zu erreichen.
Dadurch kann jeder Datenblock im Prinzip doppelt so lang
sein. Um denselben Effekt beim sofortigen Entkoppeln zu
erreichen, ist der erste Block der Aufnahme nur halb so lang
wie die darauffolgenden Blçcke (Abbildung 2). W�hrend die
Aufnahme zur Entkopplung unterbrochen ist, relaxiert die
Magnetisierung. Daher ist es entscheidend, die Entkopp-

Abbildung 2. Pulssequenz zur Aufnahme sofort homonuklear entkop-
pelter Spektren. Schichtselektive Anregung wird durch einen bandse-
lektiven 908-Puls w�hrend eines schwachen Feldgradienten erreicht.
Entkopplung kann dann durch eine Kombination aus einem harten
1808-Puls und einem bandselektiven 1808-Puls w�hrend eines Feldgra-
dienten mit derselben St�rke, die bei der Anregung benutzt wurde, rea-
lisiert werden. Diese Pulsfolge wird ungef�hr alle 1/3(3JHH) einge-
strahlt. Aufnahme und Entkopplung alternieren n mal. Dabei ist der
erste Teil der Aufnahme nur halb so lang wie die folgenden. Dadurch
wird eine volle Entkopplung jeweils in der Mitte jedes FID-Blocks er-
reicht. Offene Rechtecke repr�sentieren harte 1808-Pulse. Ausgef�llte
und offene Halbellipsen auf RF repr�sentieren selektive 908- bzw. 1808-
Pulse.
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lungspulse mçglichst kurz zu halten, um die Auswirkungen
der Relaxation w�hrend der Entkopplung zu begrenzen.
Ansonsten wird der FID diskontinuierlich, was zu Artefakten
im Spektrum f�hren w�rde. Die Pulse m�ssen dennoch lang
genug sein, um auch eine Entkopplung nahegelegener Signale
zu erreichen.

Es gilt also einen Kompromiss zu finden, der die Auf-
nahme artefaktfreier und zugleich hochaufgelçster Spektren
ermçglicht: Die Verwendung von 10 ms langen Gauß-Pulsen
mit einer Anregungsbreite von ca. 88 Hz erlaubt die Auf-
nahme hochaufgelçster Spektren. Artefakte entstehen ledig-
lich f�r gekoppelte Signale, die sehr nahe beieinander liegen.
Abbildung 3 zeigt den Vergleich eines konventionellen mit
einem sofort entkoppelten Spektrum am Beispiel des Ma-

krolidantibiotikums Azithromycin.[17, 18] Alle Signal�berlap-
pungen in der �berf�llten Region zwischen 1.4 und 2.2 ppm
werden durch die sofortige ZS-Entkopplung vollst�ndig be-
seitigt. Man beachte, dass die stark koppelnden Protonen 8
and 9’’ nicht entkoppelt werden kçnnen, da ZS-Entkopplung
auf schwache Kopplung beschr�nkt ist. Reine Verschie-
bungsspektren kçnnen mit der sofortigen ZS-Entkopplung
wesentlich schneller aufgenommen werden, als es mit der
herkçmmlichen ZS-Methode mçglich ist. Beispielsweise
kann ein entkoppeltes Spektrum von 40 mm Azithromycin in
wenigen Sekunden aufgenommen werden (Abbildung S2 in
den Hintergrundinformationen). Im Vergleich zu dem ge-
meinhin verwendeten Pseudo-2D-Ansatz, bei dem der FID
aus Datenblçcken von 10–20 ms L�nge zusammengesetzt
wird, kann die sofortige Entkopplung die Messzeit f�r die
Aufnahme reiner Verschiebungsspektren bei einer Akquisi-
tionszeit von 500 ms um den Faktor 25–50 verringern.

Sofortige Entkopplung kann ohne weiteres auch in der
direkten Dimension von homonuklearen 2D-Spektren, wie
z. B. NOESY- oder TOCSY-Experimenten, verwendet
werden. Es wurden bereits zahlreiche homonuklear entkop-
pelte 2D-Spektren verçffentlicht, jedoch war meist die indi-
rekte Dimension, die typischerweise viel geringer aufgelçst ist
als die direkte Dimension, entkoppelt. Entkopplung der di-
rekten Dimension war lediglich mithilfe einer zus�tzlichen
Entkopplungsdimension mçglich. Die hier beschriebene
Entkopplungssequenz ermçglicht die sofortige Entkopplung
der direkten Dimension, sodass hochaufgelçste 2D-Spektren
aufgenommen werden kçnnen. Abbildung 4 sowie Abbil-
dung S1 in den Hintergrundinformationen zeigen TOCSY-
Spektren von Azithromycin, die in der direkten Dimension
entkoppelt sind. Um die Anwendbarkeit dieser Methode f�r
Routinemessungen zu veranschaulichen, wurde zus�tzlich ein

Spektrum mit limitierter Akquisitionszeit (2.5 h) aufgenom-
men (Abbildung S2). Um zu �berpr�fen, ob die Methode
auch auf grçßere und damit schneller relaxierende Molek�le
anzuwenden ist, haben wir entkoppelte Spektren des syn-
thetischen antimikrobiellen Peptids CM15 aufgenommen,
welches zuvor mittels NMR-Spektroskopie analysiert
wurde.[19, 20] Typischerweise zeigen schon Spektren von sehr
kurzen Peptiden schwerwiegende Signal�berlagerungen.
Beispielsweise ist es nicht mçglich, einzelne Signale von a-
Protonen von CM15 zu identifizieren. Entkopplung lçst diese
�berlagerung jedoch vollst�ndig auf (Abbildung S3). Ho-
monukleare 2D-Spektren (z. B. ein TOCSY-Spektrum, Ab-
bildung S4), zeigen ebenfalls wesentlich weniger Signal�ber-
lagerungen, sodass eine Signalzuordnung deutlich erleichtert
wird. Da die relativen Integrale der Signale im Spektrum
durch die ZS-Entkopplung nicht beeinflusst werden, kçnnen
sogar reine Verschiebungs-NOESY-Spektren aufgenommen

Abbildung 3. Herkçmmliches 1H-NMR-Spektrum von 4 mm Azithro-
mycin in CDCl3 (oben) und entsprechendes sofort homoentkoppeltes
Spektrum (unten). Lediglich die stark koppelnden Protonen der Methy-
lengruppen 8 und 9 kçnnen durch diese Methode nicht aufgelçst
werden. Das sofort homoentkoppelte Spektrum wurde mit 512 Scans
in 20 min aufgenommen. F�r die Aufnahme eines entsprechenden
Spektrums mit einer herkçmmlichen Entkopplungsmethode (z.B.
Pseudo-2D-ZS-Entkopplung) w�rden �ber 10 h bençtigt.

Abbildung 4. Ausschnitt aus einem herkçmmlichen TOCSY-Spektrum
von 40 mm Azithromycin in CDCl3 (links) und ein entsprechendes w2-
entkoppeltes Spektrum (rechts). Beide Spektren wurden mit einer
Mischzeit von 60 ms und 256 Inkrementen in der indirekten Dimensi-
on aufgenommen. Die Gesamtakquisitionszeit betrug ca. 2 h f�r das
herkçmmliche TOCSY (8 Scans) und 20 h f�r das homonuklear ent-
koppelte TOCSY (64 Scans).
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und analysiert werden. Hçher aufgelçste entkoppelte
NOESY-Spektren liefern wesentlich mehr Distanzinforma-
tionen, da Signal�berlagerungen drastisch reduziert sind.
Dies ist insbesondere in der 3D-Strukturaufkl�rung ent-
scheidend.

Zusammengefasst pr�sentieren wir hier einen allgemei-
nen Ansatz, um reine Verschiebungsspektren ohne zus�tzli-
che Prozessierungsschritte aufzunehmen. Diese Methode
bietet einen gewaltigen Sensitivit�tsvorteil bezogen auf die
Aufnahmezeit im Vergleich zur herkçmmlichen ZS-Ent-
kopplung. Zudem l�sst sich direkte Entkopplung sehr einfach
in Standard-2D- und 3D-Pulssequenzen (z.B. zur Aufnahme
von TOCSY- oder NOESY-Spektren) implementieren. Sofort
entkoppelte 2D-Spektren von Proben in mm-Konzentratio-
nen kçnnen dabei in wenigen Minuten, anstatt in mehreren
Stunden f�r herkçmmliche ZS-Entkopplung, aufgenommen
werden.

Experimentelles
Alle Experimente wurden an einem Spektrometer Bruker Avance III
500 MHz bei 298 K aufgenommen. 1D-1H-Spektren wurden mit der
Pulssequenz aus Abbildung 2 aufgenommen. Dieselbe Pulsfolge
wurde in eine Standard-TOCSY-Sequenz implementiert, bei der der
letzte harte 908-Puls durch einen selektiven Puls w�hrend eines
schwachen Feldgradienten ersetzt wurde. Falls nicht anders angege-
ben, wurde ein 60 ms Eburp-Puls[21] und ein 10 ms Gauß-Puls w�h-
rend eines Gradienten (G1) von 0.5 Gaußcm�1 verwendet, um orts-
selektive Anregung bzw. Refokussierung zu erreichen. Zur Reduk-
tion von Artefakten wurden sinusfçrmige Gradienten mit 4 und
5.5 Gaußcm�1 f�r G2 bzw. G3 verwendet. Die Spektren wurden mit
4 mm oder 40 mm Azithromycin in CDCl3 gemessen.
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