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A sikeres gyakorlat erdekeében...

HOMEWORK?!
"ola g A WARNING
HAZI
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Kérjik, hogy a gyakorlatra felkészlilten érkezzetek! A diasorban MAGNESES TER!
szerepelnek zold szinnel kiemelt és ,Warning! Hazi feladat” :
abraval jelolt kérdések, amiket otthon kell megvalaszolni.

Az NMR-készulék er6s magneses
térrel Ulzemel! Pacemakerrel vagy
fémprotézissel belépni szigoruan
tilos! Kérjuk, hogy akinek pace-
makere vagy fémprotézise van, el6re
jelezze azt a gyakorlatvezet6knek!

A gyakorlaton maszk ~- =4 Kérjik, hogy tgyeljetek
viselése kotelezd! : W ¢~ a biztonsagos tavolsag
(1,5 m) betartasara!




A gyakorlat célja, modszerek attekintése

* Analitikai modszerfejlesztés

Milyen modszereket ismeriink foszforsav meghatarozashoz?

H,PO,

Savas karakter (H*) - titralas Foszfatcsoport (PO3 ™) tulajdonsagai

SN pmm N

. P ' HAZI ) ’r
Klasszikus Muszeres FELADAT Klasszikus Mdszeres
= (az NMR-en kivdl...)

Irj példat a 4 feltiintetett kategdridra. Hogyan végeznéd el a kisérletet? Mik az egyes mddszerek elényei és hatranyai? Mi
okozhat zavarast az egyes modszereknél?

Melyik mddszert valasztanad, ha kolaban kell foszforsavat meghataroznod? Miért?

* Az NMR spektroszkopia alapjainak megismerése



NMR alapok I. — NMR-jelenség, aktiv magok

Atommagok magneses sajatsagai — feltétel: atommag nem 0 magspinnel (I) rendelkezzen (paratlan p vagy n)

Magneses térben az I magspinld magok spinje (21+1) orientaciét vehetnek fel — (21+1) energiaszint
> 1=1/2 — 2 energiaszint, csak 1 tmenet lehetséges = oldat NMR-ben fontos magok feles spintek!

I=1/2
Ea
m = -1/2 (3 allapot) Hullimhossz (m) | 107! 107 107 107 10° 10 107 10°® 107 10710 10"
> Frekvencia (Hz) | 3x10°  |3x101  3x10'  3x102  3x108  3x10™  3x10'5  3x10'6  3x10'7  3x10'®  3x10"
AE=KD) |
RADIO | MIKROHULLAM INFRAVOROS I 1'1;1‘1{.-\[1;01\;\
m=+1/2 (« allapot)
LATHATO FENY
By,=0 By>0
> Felhasadas mértéke fligg a magneses tér erGsségetdl (B,) és az atommag giromagneses egyltthatojatol (y)
AE = hvy=h 2= p
= NnNvVp = = —’}/
0 2t 2w’ °
v/ 107 rad/(T - s) Természetes gyakorisag

H 26,7 99,9 %
13C 6,7 1,1%
N -2,7 0,1 %
31p 10,8 100 %
BF 25,2 100 %



NMR alapok II. — vektormodell, a spektrum kialakulasa

Vektormodell:
> A spin-impulzusmomentumok a B, tér (z-tengely) iranyaban orientalédnak — kuppalast mentén precesszié v, frekvenciaval

a allapot energetikailag kedvez8bb — B, (z-tengely) iranyu makroszkopikus magnesezettség
Radidfrekvencias gerjesztés (pulzus): a makroszkopikus magnesezettség kibillen az xy sikba

Relaxacid: exponencidlisan lecseng6 radiéfrekvencids sugdrzas = FID (Free Induction Decay) = ezt mérjik
Spektrum: az id6fliggd FID Fourier-transzformacidja — megadja, milyen frekvenciak fordulnak el6 a FID-ben
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| pallapot
Spinek orientdlédasa B, térben A z irdnyu makroszkopikus mdgnesezettség kibillen az xy sikba Relaxdcio FID

Az atommagokat koriilvevs elektronok a B, magneses teret kismértékben arnyékoljak — elektronfelh6tél (kémiai

kornyezettdl) fligg6 jeleltolddas = kémiai eltolodas (6): =\ £ spektrum
© ~10° - v, nagysagrendld — ppm-ben adjuk meg: v,-tél fliggetlen i_ :
> ,Csupasz” atommagot nem tudjuk mérni — referencia (0 ppm): e B
> 1H és 13C NMR-ben: tetrametil-szilan (TMS) B s =>
o 31p NMR-ben: 85 % H;PO, (kils6 referencia) J k
FID 5/ppﬁ




NMR-alapok Ill. —a mdszer felépitése

Hélium be

Nitrogén be

Az NMR , lelke” a
szupravezet6 magnes:
> Folyékony héliumba
(4,2 K) merdl

> Tovabbi 2 réteg hiités:
folyékony nitrogén +
vakuum

Vakuumkamra

Folyékony nitrogén
Folyékony hélium , i
° A magneses tér

Radisfrekvencias tekercs €r0sséget jellemzéen

Szupravezetd magnes nem Teslaban adJUk

Minta meg, hanem a proton
rezonanciafrekvenciaja
val jellemezzik

I Meéréfej Az ELTE gyakorlatain haszndlt 250 MHz-es

(balra) és 700 MHz-es (jobbra) NMR

D. Antcliffe, A. C. Gordon, Crit. Care, 2016




31P NMR attekintés és alkalmazasi terlUletek

V' 1=1/2 — idedlis

v Rendkivil szelektiv: csak a foszfort tartalmazé komponenseket méri (kéla: csak H,PO,)

v"Viszonylag nagy giromagneses egyutthaté — érzékeny

v Természetes gyakorisag 100 % — rovid mérési ids, kevés tranziens

v Kémiai eltolddas érzékeny a kdrnyezetben torténd valtozasokra — pH, koordindcid stb. valtozasa kdvethetd
v JellemzBen kevés kiillonbdz6 kornyezet, széles ppm-skala — kevés jelatfedés

x Koltséges: magas beszerzési koltség (,,hightech”), magas fenntartasi koltség (folyékony hélium hités)

Alkalmazasi lehet6ségek:

Me, Me

e Me R e BnNH, 2a Me-KP/_\P,Me
p\ i (4009quuv) i Ar\Ni/ “Me
yM Toluene -dg ! f Me =
= 23°C, 15 min ER Y R T
©  [(LyNi(3aa)] (®) J
(two isomers) .
T2
@ ® ® ® " o_o-vﬂ
IV L i L : .”¥ ,
Foszfortarta/md szerves és LS el
fémorganikus vegyiiletek min6ségi DNS és RNS szerkezetének, Biolégiai membrdnokban dUTPaz, ATPaz és kindz
vizsgdlata, reakcidkinetika dinamikdjdnak jellemzése taldlhatd foszfolipidek vizsgdlata ~ funkcioju enzimek mikédése

G. Tran et al., J. Am. Chem. Soc., 2019 D. E. Warschawski et al., BBA Biomembranes, 2011

T. W. G. Solomons, Organic Chemistry, 12th ed., Wiley, 2016 O. Barabas et al., Nucleic Acids Res., 2013



Analitika és NMR, pH méres NMR cs6ben

A foszforsav 3 érték(i kozepesen erds sav

[PO43 ]ror — 10.00 mM

H3PO4 == H+ + HZPOZ pKal — 2,1 V k b ) h t” 1.0 : PO, ’,.--'"Hl_]i?{-._ dr-ﬂl’:‘[_PQ‘}:_’x‘ 1’943
HZPOZ = H+ + HPO?I__ pKaz _ 7’2 1ZzesS Kozegben merneto o L \\\ |
HPO3™ = H* + P03~ pKaz = 12,4 —» Vizes kdzegben nem mérheté:  °°

Vizes kdzegben tehat az alabbi specieszekkel szamolhatunk: /0

© pH 1,5 - 3,5: H,PO, és H,PO,"
- pH 5,0 - 8,5: H,PO,~ és HPO,2-

Az NMR-spektrumon 2 jelet varnank... D E g

Coca Cola 3P NMR-spektruma L E

Fracti

0.0 ‘ L e e ‘ LT . ;
2 4 (&) 8 10 12 14
rH

A specieszek egyensulyi reakcidban egymasba alakulnak, a
protoncsere gyors reakcié — az NMR-spektrumon 1 JELET (a jelen
levé specieszek jeleinek sulyozott atlagat) latunk

Mennyi a kdla pH-ja? Milyen specieszek vannak jelen a

A\ WARNING [EERSAPI..

HAZI Hogyan fog valtozni a foszfat kémiai eltol6dasa a pH
FELADAT novelésének/csokkentésének hatasara? Emlékeztetd: a

85 %-0s H;PO, 0 ppm-nél ad jelet (referencia).

https://www.kth.se/che/medusa/downloads-1.386254



Analitikai meghatarozas, a 3P NMR-spektrum kvantitativ jellemzése

A jelintegral egyenesen aranyos a koncentracioval... DE: Mi az aranyossagi tényez4?

?
.o 7”7 . 7 L4 I ~ C 7 L4
Kils6 kalibracio Standard addicio
@ © y=Ax+B " |
RZ ﬁ 3 T
y Sok mintanal Matrixhatast 2L
| elényosebb kikliszoboli 2 0
¥ ]
E ® ® 1
‘ﬁ - 7 . ’ . /
g " . Matrixhatas nincs Minden mintara e
- kikiiszobolve killén kell -7
a . - 7 0=Ax+B
P e = (L-BYA . ¢ =|-B/A|
2 i ’ -
0 c - T T T
0 c c, e c, c, -c, 0 c c, C
Koncentricid ° Ismeretlen Ix mérése Hozzdadott koncentracio

* Oldatsorozat készitése: c;...cs * Ismeretlenhez kis mennyiség(i (szilard/nagyon témény) standard

* Intenzitasok mérése: /;...I;

* Egyenesillesztés a kalibracids pontokra

* Ismeretlen |, mérése, c, szamitasa
kalibraciés egyenesbdl

adagolasa — higulas elhanyagolhaté
* Novelt koncentracioju ismeretlen mérése: I,

 Standard addicidjanak ismétlése, Ujra mérés (min. 3 addicids pont)

* Egyenesillesztés a mért pontokra
* ¢, szamitdsa az x-tengely metszetébdl

A WARNING
HAzZI
Felirhatd-e egyenes aranyossag a jelintenzitas (csucsmagassag) és a koncentracid kozott?



A gyakorlat menete

Otthon elvégzend6 feladat: a kalibracios oldatok elkészitéséhez sziikséges bemérések
kiszdmoldsa (lasd: 12. dia)

Gyakorlaton elvegzendd feladatok: "F'I

1. Mintael6készités:
> Kalibracios sorozat (5 db minta)

> Kéla minta (1 db)

2. Kalibracids oldatok és kéla minta mérése és a spektrumok kiértékelése
> IH NMR spektrum az elsé kalibracids oldatrol
> 31p NMR spektrum minden mintardl

3. Standard addicid (3 pontos) végzése és az egyes pontok 3P NMR spektrumanak
mérése, a spektrumok kiértékelése




Mintakészités

Rendelkezésre all: VNan,ro, / Ml Vi,o/ 1l Vp,o/ Kl
2

> 0,08 M NaH,PO, torzsoldat
1,00 M KH,PO, térzsoldat

[e]

4
> Desztillalt viz c
- D,0
> Kiforralt Coca Cola udit6ital 8
10

A tablazatban lathatok a sziikséges kalibrald oldatok koncentracioi. A kalibracios oldatokat a 0,08 M-os
torzsoldatbdl higitjuk, 600 ul végtérfogatiak és mindegyik 10 V/V% D,O-t tartalmaz. A kéla minta szintén 600
ul, és csak kiforralt Coca Colat, valamint 10 V/V% D,O-t tartalmaz.

Standard addicio soran az 1,00 M torzsoldatbdl 3-3 ul-es részleteket fogunk adagolni, majd a mintat
homogenizaljuk.

VIR Szamitsd ki, mennyit kell bemérntink az egyes kalibralé oldatokba az egyes 6sszetevékbdl!

) A kitoltott tablazatot hozd magaddal a gyakorlatra!!!

LabaT | Szamitsd ki, mennyivel né a k jcic dard addiciés lépésekben! A higul3
FELADAT , yivel n6 a koncentracid az egyes standard addicids lépésekben! A higulas

gl elhanyagolhato. .




NMR meérés menete

Az NMR mérések a gyakorlatvezetd jelenlétében és utmutatasaval torténnek.

Készulék: Bruker Avance 250 MHz spektrométer (31P rezonanciafrekvencia: 101,2 MHz).
Vezérl6program: TOPSPIN 2.0

0. Megfelel6 RF csatorna beallitasa: 1H/31P

1. Minta behelyezése a magnesbe és Uj mérési fajl Iétrehozasa: zg (1D proton), zgig (1D 3P protonlecsatolassal)
pulzusprogramok

2. Lock: a magneses tér id6beli valtozasait kompenzalja az olddszer deutériumjelének folyamatos
monitorozasaval — a lockolashoz sziikségiink van deuteralt olddszerre!

3. Shim: a B, magneses tér homogenitasanak javitasa — shim-tekercsek (elektromagnesek) segitségével
végezzik (Z, 72, Z3, X és Y geometria)

4. Mérés inditasa

5. A FID Fourier-transzformacidja, a kapott spektrum kiértékelése:
> kémiai eltolddas és csucsintenzitas
> jelintegral
o félérték-szélesség



JegyzOkonyv

A jegyz6konyvnek az alabbiakat kell tartalmaznia:

1. Bevezetés: 31P NMR (rovid elmélet, miért ezt a mddszert valasztottuk? MAX. 1 oldal)
2. Mintael6készités: anyagok, eszkozok, eljaras leirasa, bemérések tablazatosan

3. Mérés: készlilék, vezérl6program, pulzusszekvenciak, legfontosabb beallitasok

4. Adatok: kémiai eltolddas, intenzitas, integral, félértékszélesség tablazatosan

5. Kiértékelés:
Kvalitativ értékelés (Miért 1 jel? Hogyan valtozik a kémiai eltolédas?) — abrak mellékelése
Kalibracié és standard addicid intenzitasra ES integralra (X 4 grafikon)

« 7o 7

Eredmények 6sszehasonlitasa a Coca Cola irodalmi foszfortartalmaval, lehetséges hibak értelmezése

A jegyz6konyvben a Hazi feladat kérdésekre adott valaszoknak szerepelnitk kell!

A jegyz6konyveket legkés6bb 1 héttel a gyakorlat utan kérjuk a gyakorlatvezet6nek emailben elkildeni.

(X
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