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Bevezetés:

A 3P kénnyen mérheté NMR aktiv atommag, mivel 1=1/2, természetes eléfordulasa 100%,
giroméagneses allandéjanak értéke pedig 10,84 « 107 rad s* T Széleskorii alkalmazasa van
foszfor tartalmu szerves, fémorganikus vegyliletek szerkezetének, dinamikajanak
jellemzésénél, biologiai rendszerekben nukleotidok, nukleinsavak jellemzésénél. A kémiai
eltolodas értéke igen érzékeny a kornyezetében torténd valtozasokra (pH, koordinacio,
ionerdsség, stb.). Jelen gyakorlat elvégzésénél a pH és a kornyezet kémiai eltolodésra gyakorolt
hatésat illetve a 3P spektrum kvantitativ jellegét aknazzuk ki harom példan keresztiil. A §(ppm)
— pH gorbe alapjan meghatarozhatok a foszforsav pKa savallando értékei (a). A spektrum
kvantitativitasabol adodoan koncentracido meghatarozas is lehetévé valik. Egy tiditdital foszfor
tartalmat hatarozzuk meg kalibracios gorbe és standard addicio modszer alkalmazésaval. (b) A
koncentraci6 meghatarozas egy masik alkalmazéasa a foszfor tartalmi szennyezd kimutatasa
pirofoszfat oldatban. (c)

Megjegyzés: minden gyakorlaton két feladat elvégzésére keriil sor, viszont a hallgatonak az

Osszes feltett kérdésre tudnia kell a valaszt.

a) H3PO4 pKa értékeinek meghatarozasara

A protonalddasi ¢€s stabilitasi allandok meghatarozasa klasszikusan pH-potenciometrias
mérésekkel torténik, ezen allandok meghatarozasdhoz ez a legpontosabb modszer. Egyes
esetekben azonban nem alkalmazhaté (tal kevés anyag all rendelkezésre, nincs megfeleld
ionszelektiv elektrod, a pH tartomany sz¢€lso értékeinél vagyunk); ilyenkor mas megoldast kell
valasztani.

Az NMR spektroszkopia jo modszer lehet, hiszen a protonalddas/deprotonalddas; a koordinacio
egy adott NMR aktiv mag kémiai kornyezetét nagymértékben befolydsolja, ami a kémiai

eltolodas valtozasaban tikrozodik.



Ezt a tulajdonsagot nagy sikerrel aknazzak ki tobbek kozott in situ pH mérésre. Igy példaul a
CF3COOH '°F kémiai eltolodasa pH fiiggd, hasonloan a (COOH), 13C kémiai eltolodasa, vagy

a hisztidin *H kémiai eltolodasa.

Feladat: a H3POs pKai és pKaz értékénck meghatarozasa. A pH = 1,5-3,5 (1) illetve pH = 5-8
(I1) értéktartomanyban az alabbi két részecskével szamolhatunk: H3PO4 és HoPO4™ (1) illetve
H2PO4 és HPO4? (11). Az NMR spektrumban a két foszfortartalmt részecske kdzotti gyors H
csere eredményeképp csupan egy S'P jelet detektalunk. Ennek a rezonancia jelnek a kémiai
eltolodas értéke, illetve a jelszélessége pH fiiggo.

Oldatok: 0,02 M HPO4? és 0,02 M H2POy" torzsoldat, HCI cc, NaOH, D20

Eljdaras: A 0,02 M torzsoldatbol készitsiink hat-nyolc kiilonb6z6 pH értékii oldatot a mérni
kivant tartomanyban, tgy, hogy f6z6poharba kimért 10 ml-es részeiben pH-t allitunk. 5mm-es
NMR csdbe az igy eldallitott oldatokbol 600pl-t pipettdzunk, majd minden mintahoz 60 pl D2O-

t mérjiink.

b) Uditéital foszfor tartalmanak meghatarozasara

Koncentracid6 meghatarozas kétféleképpen valdsithatd meg: kalibraciés oldatsorozat
készitéssel, illetve standard addicidés modszerrel. A mérés sordn mindig tartsuk szem el6tt, hogy
az oldatokrol készitendd spektrumok paraméterei azonosak legyenek, ellenkezd esetben az
integral értékek nem Osszevethetdek.

Oldatok: 80 mM H3POg4, vagy KH2PO4 torzsoldat, 1M KH2POs térzsoldat, iiditdital, D20.
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minta) készitink NMR csdben, Ggy, hogy az dssztérfogat 700 pl legyen. Ez tartalmazza a
bemért torzsoldat térfogatat, 70ul DoO-t és a 700 pl-ig vald kiilonbség pedig dH-O.
Az iiditdital minta tartalmaz 630 pl idit6t és 70ul D20O-t.

Standard addiciéo mddszerénél elsé mérendé minta a fentebb elkészitett iiditdital. Ehhez
adagolunk az 1M KH2PO4 torzsoldatbol annyit, hogy egy-egy adagolas soran az oldat foszfor
koncentracidja kb 2mM értékkel ndjon. A térfogatvaltozas elhanyagolhat6. Minden adagolas

utan felvessziik a 3P spektrumot.



¢) pirofoszfat bomlasanak kovetése

A pirofoszfat bomlasa sordn orto-foszfat képzddik. A gyakorlat soran a frissen feloldott
pirofoszfat spektrumabodl szamoljuk ki, mekkora a foszfat tartalom, illetve ez valtozik-e idoben
adott koriilmények mellett?

Oldatok: Frissen késziilt kb 0,02 M torzsoldat, a szilard vegyiilet NasO7P2*H20, D20.

Eljaras: A mérendd minta tartalmaz 630 pl torzsoldatot és 70ul D2O-t. Ennek a spektrumat

vessziik fel 1d6 fiiggvényében.

Késziilék: 250 MHz Bruker Avance spektrométer, melyen a 3!P rezonancia frekvenciaja 101,2
MHz. A méréshez a H/PC/A%FPP 5mm mérdfejet hasznaljuk. A késziilékrdl az ismertetdt a
gyakorlatvezetd tartja, a mérés a gyakorlatvezetd jelenlétében és ttmutatasaval torténik.

A mérendd mintat a magnesbe helyezziik, a mérésekhez TOPSPIN programot inditjuk el. A
mérési 1épések sorrendje és a legfontosabb parancsok (ez utdbbiak ebben a leirasban dolt
betlivel vannak jeldlve) a kdvetkezok:

Mérést megeldz6 beallitasok:

- ‘lock’-olas a D jelére — lock

- hangol4s a mért magra (jelen esetben *H, vagy *'P) — wobb

- a tér homogenizalasa, un. ‘shim’ optimalizalas

Ezen elékésziileteket kdvetden eldszor egy H spektrum keriil felvételre.

eda — edit aquisition parameters - a paraméterek megadasa, pulzusprogram: zg, vagy zgig

Zg — zero go — mérés inditasa

Ib — line broadening — értéke *H mérésnél mindig < 1Hz, jellemzéen 0,3 Hz, 3'P mérésnél 2-
3Hz is lehet

em — exponential multiplication — simit6figgvény alkalmazasa a megadott LB értékkel

ft — Fourier transzformacio, ennek eredménye lesz az NMR spektrum.

pk — phase correction — fazis korrekcio

apk — automatic phase correction

abs — automatic baseline - alapvonal korrekcio

Olvassuk le a *H jel/ek kémiai eltolodas értékét, hany jelet varunk?
Hasonlé az eljaras az eldre elkészitett 3P mérés esetében is. Azzal a kiilonbséggel, hogy itt
proton lecsatolt spektrumot vesziink fel zgig impulzusszekvencia hasznalataval. Miért kell

lecsatolast alkalmazni? (Ez elsésorban a 3C méréseknél fontos).



Fazisolast és alapvonal korrekciot kovetéen a pp — peak picking - parancsot kiadva (minden
felkinélt opcié OK) megtorténik a jelek kémiai eltolédasanak kiiratasa.

Majd az ‘Analyis’ meniipont ‘Lineshape -> Lorentz/Gauss..” alpontjara klikkelve az adott jel
felértek szeélességét hatarozzuk meg Hz-ben. Figyelem! Az igazi érték az itt szamolt LW —bdl
kivonva a simitashoz alkalmazott LB értéket.

A minta cseréjével (Lift off gomb: a siiritett levegd segitségével a minta kiemelkedik a
magnesbdl, ezt kdvetden lehet finoman kiemelni) folytatodik a mérés.

Amennyiben nem kivanjuk az el6bbi mérést feliilirni, uj kisérlet az ‘edc’ parancs kiadasaval

hozhato létre.

Kiértékelés:

(a) Mérési adatok:
pH o (ppm) LW (Hz)

A 6-pH gorbe inflexids pontjanak meghatarozasa adja a meghatarozni kivant pKa értéket.
Milyen gorbét illesztiink a mérési pontjainkra?

Téargyalja a pH-potenciometrids mérés és az NMR-es mérés soran meghatarozott pKa érték
kozotti eltérés okat, mik lehetnek a hibaforrasok, miért?

A LW-pH gorbe miért ezt a lefutast koveti?

Felhasznalva a protonalodasi allando, és a teljes foszfatkoncentracio osszefliggéseit, vezesse le

a d-[H*] 6sszefiiggést. Ellendrizze egy adott mérési pontra!

(b) Mérési adatok kalibracios gorbe esetében

Konc (mM) Integral értéke o (ppm)

Kalibracids gorbe felrajzoldsa, ennek alapjan az tiditdital foszfor tartalménak meghatarozésa.

Mérési adatok, standard addicié modszere:

Hozzdadott cp (MM) | Integrdl értéke | 6 (ppm)

Kalibracios gorbe felrajzoldsa, ennek alapjan az tiditdital foszfor tartalmanak meghatarozasa.



Mekkora a gyarto altal megadott foszfor tartalom, milyen nagy az eltérés? Hasonlitsa 0ssze a

két mddszer alapjan kiszamolt eredményt! Jellemezze az adott mddszer eldnyeit!

Milyen mas eljarassal hatdrozna meg foszfor tartalmat?

Mi a szervezet napi foszfor sziikséglete, milyen mennyiségi tiditoital elfogyasztasa fedezi ezt?

(c) Mérési adatok:

1dé (h)

ol (ppm)

Integral 1

92 (ppm)

Integral 2

Mekkora a szennyezddés mértéke %-ban kifejezve? Valtozik-e ez a gyakorlat soran? Ha igen,

mi ennek az oka?



