Az NMR spektroszkopia alapjai

Elméleti hattér: P.W. Atkins: Fizikai kémia

Gyakorlat tipusa: péros.

A gyakorlat célja: Az NMR spektroszkdpia gyakorlati alapjainak elsajétitasa, beleértve egy modern asztali
NMR késziilék bedllitasat, haszndlatat és folyadékfazisi NMR mintdk készitését. A gyakorlat tovabbi célja
az NMR relaxdcids folyamatok alapjainak megismerése.

1. Bevezetés

1.1. Az NMR spektroszkopia alapjai

A maégneses magrezonancia spektroszkdpia (angolul Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy) az egyik
legelterjedtebben hasznélt miszeres analitikai technika. Segitségével mind min6ségi, mind pedig mennyiségi
analizisre lehet6ség nyilik, ezért elterjedten hasznéljak a vegyipar szdmos teriiletén, igy példdul a gydgyszer-
iparban €s a szerves szintetikus iparban.

Az NMR spektroszkodpia segitségével azon atommagok és ezek kémiai kornyezete vizsgalhatd, melyek
0-t6l eltérd impulzusmomentummal (I) rendelkeznek. NMR-aktivak azok a magok, melyekben vagy a pro-
tonok, vagy a neutronok, vagy mindkettd szama paratlan, mint példaul a }H vagy a lgC. )

A mag impluzusmomentuma matematikailag az elektronspinnel anal6g médon kezelhetd. Igy mind ez,
mind a magneses térben kialakul6, az impulzusmomentummal parhuzamos méagneses momentum is egy
vektor jellegli mennyiség, aminek nagysdga €s irdnya van. A mag magneses momentuménak — szintén a
spinnel anal6g médon — a tér egy Kkitiintetett irdnydban kvantalt szamu, 2I+1 vetiilete lehet. Magneses tér
hidnydban ezen kvantumadllapotok degeneraltak, energidjuk megegyezik. Magneses tér jelenlétében azonban
mdr eltér ezen szintek energidja a kovetkez$ egyenlet szerint:

Em = Ym/Bo (1)

ahol v az adott magra jellemzd giromdgneses dllandd, A a redukalt Planck dlland6 (h=h/27), B a kiils§
magneses tér erdsségét jellemzd vektor jellegi mennyiség, a magneses indukcid, m értéke pedig -1, -1+1, ...,
I-1, I lehet (ebbdl adddik a 21+1 kiilonbozd energiadllapot). Egy 1=1/2 migneses momentumu atommagra 2
energiaszint alakul ki (Zeeman felhasadas):

1
Ei2 = 57hBo 2)
1
E_l/z = —E'YhB() (3)
Ezek kozott az energiakiilonbség:
AE = YhBy “4)

Egy ilyen mag gerjesztéséhez a (4) egyenletnek megfeleld energidt kell befektetniink elektromdgneses su-
garzas formajaban. Mivel az elektromagneses sugarzds energidja hv formaban adhaté meg, a gerjesztésre a
kovetkezd egyenletet irhatjuk fel:

hvg = Yh307
2nvg = 7YBo &)

Ahogy az 1. dbran is lathatd, az allapotok kozotti energiakiilonbség (felhasadds) a magneses térerd nove-
1ésével novelhetd. Mivel ezen dtmenetek viszonylag kis energidjiak (a MHz-es frekvencidju, igy a méteres
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1. dbra. Kiilonbdz6 magneses momentumu magok magneses térbe helyezésekor kialakuld kiilonbdz6 ener-
giaszintek — a Zeeman-felhasadds.

hulldmhosszisagu sugarzas, radidhulldm energidjaval egy nagysagrendbe es6k), még viszonylag nagy mag-
neses tér alkalmazasa esetén is kis kiillonbség alakul ki az egyes energiaszintek betoltottségében. A technika
érzékenységének noveléséhez a felhasadds novelésére van sziikség, amit a magneses tér ndvelésével lehet
tehat elérni. A kutatdsban elterjedt késziilékekben igy tipikusan nagy magneses teret (10-20 Tesla kozotti
mdgneses indukcid) 1étrehozé elektromégneseket alkalmaznak erre a célra. Ez teszi az NMR spektroszkopi-
at koltséges technikdva, ugyanis a megfeleléen homogén magneses tér kialakitdsahoz az elektroméagneseket
cseppfoly6s héliummal kell hiiteni. A felhasadds mértéke, ezéltal a modszer érzékenysége ezen kiviil még
a vizsgalt mag tipusitdl, annak giromagneses dlland6jatol, illetve az NMR aktiv izotdp aranyatdl fiigg. Ez
utobbi miatt a %H NMR spektroszkdpia jelentdsen érzékenyebb, mint a sz€énatomok NMR vizsgdlata, utobbi
esetben ugyanis a csupdn 1%-os természetes el6fordulasu %C az NMR aktiv.

1.2. Az NMR jel kialakulasa

Az NMR jel kialakuldsanak megértéséhez a kovetkezd megfontoldsokat kell tenniink, a teljesség igénye nél-
kiil. Magneses tér jelenlétében a kordbban elmondottak alapjdn a mag migneses momentuma csak bizonyos
irdnyokba allhat be. Egy z-tengely irdnydba mutaté magneses tér esetén ez azt jelenti, hogy a magneses mo-
mentum vektorok egy a tengely koriili kup paléstjdn fognak elhelyezkedni, véletlenszerii xy-elrendezésben
(2. 4bra). Valamivel tobb impulzusmomentum vektor mutat a magneses tér irdnydba (az 4bran felfelé), de
a kis energiakiilonbség miatt a kiilonboz6 energiaszintek betoltottségében nagyon kicsi a kiilonbség. Ennek
eredményeképp egy z-tengely irdnydba mutat eredd mégnesezettség alakul ki (Mp). A maégneses induk-
ci6 (Bo) és a hozza képest egy bizonyos szogben all6 egyedi mdgneses momentum vektorok kozott fellé-
pO erShatds miatt azok a korpaldst mentén egyenletes sebességgel haladnak korbe — ezt nevezziik Larmor-
precesszidnak (2. dbra). A precesszi6 sebessége:

B
VLarmor = % (6)

ahol Vzarmor a (gerjesztési frekvencidval megegyez6) Larmor-frekvencia. Fontos hangstlyozni, hogy a mag-
neses impulzus vektor nem csak a méagneses térrel pirhuzamos irdnyba, hanem az impulzusmomentum kvan-
taltsdganak megfeleld iranyokba allhat be. A mintat kivéve a magneses térbdl az impulzusmomentumok
elhagyjdk a kippaléstot (az energiaszintek ismét degenerdltakkd vdlnak), majd rovid idon beliil 0-va valik az
ered6 magnesezettség.

Az NMR jel rogzitéséhez egy B tekercsre van sziikségiink, amelyet a By térre merSlegesen helyeziink
el a késziilékben. A gerjesztd energiaforrds igy egy valtakozé dram dltal kivaltott oszcilldlé elektromdgne-
ses sugarzas (radidhullam). Amikor a gerjesztd frekvencia és az dtmenet kivaltdsahoz sziikséges frekvencia
megegyezik, 1étrejon az NMR rezonancia (gerjesztés), ami az NMR mérés alapja. Ekkor az ered6 mag-
nesezettség vektor az xy-sikba fordul (egy altalanos 90°-os pulzust példaként véve, amely hatdsdra a két
energiaszint betoltottsége kiegyenlitddik), és tovdbbra is precesszdl a z-tengely koriil. A gerjesztés masik
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2. abra. A magspinek bedlldsa magneses térben, és a Larmor precesszio.

fontos hatdsa, hogy a spinek "0sszetorlédnak" a kippaldstok mentén, szemben a gerjesztés el6tti egyenletes
elhelyezkedésiikkel. A gerjesztést megsziintetve a rendszer a precesszdlds sordn relaxal, és visszadll az ere-
deti z-irdnyd méagnesezettség. Az xy-sikra esd, ugynevezett transzverzalis magnesezettség csokkenését egy
megfelelden elhelyezett tekercs segitségével detektdlhatjuk (a jegyzetben I-vel jeloljiik a mért jelintenzitast)
— ez a relaxdcids gorbe adja majd az NMR-jelet. Ez az id6ben oszcillélé jel a FID (Free Induction Decay —
szabad indukcids lecsengés), ami néhany masodperc (egyes esetekben perc) alatt exponencidlis burkol6gor-
bék kozott csokken nullara (3 . 4bra).

1.3. Relaxacios folyamatok az NMR spektroszkopiaban, és az ezek mérésére alkal-
mazott pulzus-szekvenciak

Mas pulzusokat, vagy esetleg pulzussorozatokat alkalmazva elérhetd, hogy a magnesezettség vektor ne 90°-
kal forduljon el, hanem gyakorlatilag barmilyen tetsz6leges szoggel. A modern NMR mérések soran kiilon-
boz6 pulzusprogramok alkalmazédsaval szamos szerkezeti informaciét nyerhetiink ki.

Az energiaszintek kis kiilonbsége (kis hajtéerd) miatt az NMR relaxacié gyakran igen sokdig, akar perce-
kig is eltarthat, szemben a mas spektroszkdpiai technikdkndl megszokott szinte pillanatszeri folyamatokkal.
Ez egyrészrol méréstechnikai korlétot jelent, mivel a mérést a relaxdcids 1d6 vége elbtt ismételve torzul a
jelalak. Mdsrésztdl ez a lassu relaxécio teszi lehetové a kiilonbozd pulzusok alkalmazdsat, mivel az ezek
soran alkalmazott mikro- és milliszekundumos varakozasi id6k béven "beleférnek" a gerjesztett allapot élet-
tartamaba. Ez képezi az 6sszes bonyolultabb pulzusszekvencidval elvégzett NMR mérés alapjat, igy kiemelt
fontossdgu példdul a klinikai MRI vizsgélatok sordn is. A relaxdciés id6k ismerete ezért a mérések tervezé-
sekor elengedhetetlen fontossagu.

A relaxdci6 alapvetden két mechanizmus alapjén torténik:

* Longitudindlis vagy spin—rics relaxici6 (T;), azaz a mégnesezettség z-irdnyd komponensének vissza-
allasa. Ty értékét a kovetkezd exponencidlis kifejezés alapjan szamolhatjuk:

t
() =T [1-2¢ Ti 7

* Transzverzalis vagy spin—spin relaxacio (T»), azaz a mignesezettség xy-iranyd komponensének eltd-
nése. T értékét a kovetkezd exponencidlis kifejezés alapjan szdmolhatjuk:

I(t) = Tpe T2 ®)
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3. ébra. Egy tipikus NMR mérés soran rogzitett FID jel.

A Ty és T, id6k meghatarozasahoz két eltérd pulzusszekvencia alkalmazdsara van sziikség. T esetében
ez tipikusan egy 180°-os impulzust jelent, azaz a magnesezettség teljes atforditasat. Ezt kovetéen a rendszer
relaxdcidja sordn a z-irdnyd magnesezettség kiolvasasa véltoztatott varakozasi id6t (t) kovetden egy 90°-os
impulzus segitségével torténik az xy-sikban elhelyezett tekercs segitségével.

A konnyebb elképzelhetdség érdekében a 4. dbra egy tipikus T relaxdcids id6 meghatarozdsara végzett
méréssor eredményét mutatja be. J6l lathatd, hogy a 180°-os impulzus utdn kis varakozasi id6ket alkalmazva
negativ jeleket mériink. Ezek a varakozasi id6vel fokozatosan csokkennek, majd pozitivba fordulva nének,
egy végsd mérethez kozelitve. Megjegyzendd, hogy itt nem csak egy proton, hanem az 6sszes mintaban
taldlhat6 proton egyidejii gerjesztése tortént, igy minden protonra megfigyelhetjiik a relaxdcidt. A relaxacids
1d6k egy adott molekula kiilonbozd kémiai kornyezetli protonjai kozott is eltérdk lehetnek. Egy adott pro-
tonhoz (vagy tobb kémiailag azonos protonhoz) tartozo jelcsoport alatti teriilet a T mérés sordn ismertetett
Osszefiiggés alapjan véltozik a késleltetési idovel. A jelteriilet—t adatsorra illesztve a (7) egyenlet alapjin

hatarozhatjuk meg T értékét.
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4. dbra. Egy tipikus T1 NMR mérés sordn rogzitett adatsor €s az abbdl szarmaztatott dbra.

A T, mérése tipikusan egy 90°-os impulzussal kezd6dik. Ezt kovetSen egy adott varakozasi id6 jon, ami
alatt megkezdddik a spinek "szétteriilése" az xy-sikban. Ezt egy 180°-os impulzus kdvet, ami utdn meg-
kezdddik a spinek re-fokuszédldsa. Ugyanakkora varakozasi id6t kovetden all ossze a "visszhang", aminek
a lecsengését idoben kovetve hatarozhatjuk meg T, értékét. Ez az igynevezett spin-visszhang (spin-echo)
kisérlet.

A relaxdcids 1dok a vizsgdlt molekula mellett szamos kisérleti paramétertdl, valamint az oldatdsszetételtdl



is nagyban fiiggenek. Paramdgneses anyagok jelenléte a mintdban példdul nagyon felgyorsitja a relaxdciot.
Ennek oka a paramdgneses anyag spinje és a vizsgalt mag kozott kialakul6 dipoldris kdlesonhatés.

1.4. A kémiai eltolodas skala

Az NMR spektroszkopia elterjedésének oka — azon kiviil, hogy egy adott atom jelenlétét igazolhatjuk/kizarhatjuk
— az, hogy a kémiai kdrnyezetérdl is informéciét kapunk. Ennek oka, hogy egy vegyiiletben 1év6 adott atom-
magra hat6 magneses teret a kornyezetében 1év6 egyéb atommagok arnyékolhatjdk, igy az a Bo-tdl eltérd
nagysagi magneses teret "érzékel". Ennek a magnak a gerjesztéséhez tovabbra is a (5) egyenletnek kell

teljesiilnie, amelyben azonban a By helyét az effektiv magneses térerd (Befrekiiy) Veszi at:

Beffekitv = Bo(1 —0x), )

ahol o, az adott "X"-el jelolt atommag (pl. proton) kémiai kornyezetére jellemz6 mértékegység nél-
kiili arnyékoldsi dlland6. Az arnyékoldsnak koszonhets, hogy egy adott vegyiiletben taldlhaté két azonos
atommag is eltérd frekvencian gerjeszthetd, igy azok megkiilonboztethet6k. Az arnyékolds mértéke szamos
forrasra vezethetd vissza, amelyek részletes targyaldsa nem célja a laborgyakorlat elméleti bevezetjének.
Azt azonban éltaldnosan megjegyezziik, hogy a vizsgalt atommagok kozelében 1évo elektronszivé csoportok
csokkentik azon az elektronsiirliséget €s a mag nagyobb effektiv térerdsséget érez. Emiatt a felhasadds mér-
téke is nagyobb lesz, igy ehhez a protonhoz nagyobb gerjesztési energia (frekvencia) tartozik. Elektronkiildé
csoportok kozelségében az elektronsiirliség megnd a vizsgalt magon, igy az kisebb térerdt érez. A felhasadés
mértéke, igy a rezonancia frekvencia is kisebb lesz ebben az esetben.

Az NMR késziilékekkel kapcsolatban fontos észrevétel, hogy azok teljesitményét az elsore logikusnak
tind magneses térerdsség helyett egy frekvencidval jellemezik (pl. 600 MHz). Ez a frekvencia a mintédra
hat6 magneses térben a szabad hidrogén atom gerjesztéséhez sziikséges frekvencia. Mivel a kiillonb6z6
késziilékek eltérd térerejli magneseket alkalmaznak, egy adott vegyiilet adott atommagja eltérd frekvencidn
ad jelet. A kiilonboz6 késziilékeken mért eredmények igy nehezen lennének Osszehasonlithatéak. Ennek
kikiiszobolésére vezették be a kémiai eltolodast (3). Egy adott X mag kémiai eltolédédsa a kovetkezs képlettel
szdmolhat6:

8x(ppm) = X 10° (10)

Vo

ahol vy a mérés (késziilék) frekvencidja, vx az adott mag rezonancia frekvencidja a vizsgalt anyagban, Vi ef
pedig ugyanazon mag rezonancia frekvencidja egy referenciaként vélasztott vegyiiletben. Az azonos, de
eltérd kémiai kornyezetben 1év6 magok gerjesztéséhez sziikséges energia dltaldban csak nagyon kicsit tér el.
A kémiai eltolédds szdmoldsakor ezért szorzunk 10%-al, hogy ne nagyon kicsi szdmokkal kelljen dolgozni.
Innen szarmazik a ppm mértékegység, ami a milliomodrész (parts per million) angol roviditése. A kémiai
eltol6ddsok haszndlatdval mar egyszerlien 0sszehasonlithatéva valnak a rogzitett spektrumok.

Referencia anyagként a 'H, a 13C és a 2°Si NMR mérések sordn TMS-t, azaz tetra-metil-szilant (SiMey)
haszndlnak. Ennek oka, hogy a TMS-ben 12 proton taldlhatd, ami mind kémiailag ekvivalens, igy intenziv
és éles jelet ad. Ezen kiviil a kozponti Si atom er6s elektronkiildé hatdsa miatt a TMS protonok erdsen ar-
nyékoltak. Ez azt okozza, hogy a TMS O ppm kémiai eltol6ddsnél 1év6 protonjaindl a legtobb proton jele
nagyobb J értékeknél jelenik meg (a kisebb drnyékolds miatt nagyobb térerdt éreznek, ami nagyobb felha-
saddst okoz). A 5. dbra néhany tipikus funkcids csoportban taldlhaté proton kémiai eltolédasat mutatja be a
reference TMS-hez, mint O ponthoz viszonyitva. Fontos megjegyezni, hogy az oldat sszetevoi és az egyéb
kisérleti paraméterek valtoztathatnak ezeken az értékeken. Az NMR spektrumok értelmezésekor ugyanakkor
minden esetben az els6 1€pések koz€ tartozik a kémiai eltoldddsok analizise, és annak valdsziniisitése, hogy
ezek milyen funkciés csoporthoz tartozhatnak.
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5. dbra. Kiilonboz6 funkcids csoportok tipikus 'H NMR eltolédésai.

1.5. Jelfelhasadas az NMR spektroszkéopiaban

Még egyszerii szerves anyagok proton NMR spektrumdn is gyakran megfigyelhet6 a jelek felhasadasa, és
kiilonboz6 jelcsoportok megjelenése. Ennek oka megint az egyes magok altal érzékelt effektiv magneses tér
nagysdgédban keresendd, melyet a kémiai kornyezetiik befolydsol. Két egymdshoz kozel elhelyezkedd, de
kémiailag nem ekvivalens I=1/2-es atommagot véve példaként, azok kdlcsondsen hatnak egymdsra. Magne-
ses térben az A és B magspinje is orientdlédhat mind a magneses térrel azonos, mind pedig azzal ellentétes
irdnyba. Ez a kétféle orientécio kihat a kozelben 1évd magok 4ltal érzékelt lokdlis magneses térre ami igy
szintén kétféle lehet. Ez az érintett magok jelének felhasaddsdhoz vezet, ami a kozelben 1év felhasadast
okoz6 magoktol €s azok szamatdl is fligg, ezért kiilonbozd jelcsoportok kialakuldsdhoz vezethet. A felha-
saddsbol ezért kovetkeztethetiink a felhasadast okoz6 kémiailag azonos atomok szdmara is. Erre egy példét
lathatunk a 6. dbran. Lathatd, hogy a baloldali szénatomon hdrom, kémiailag azonos proton helyezkedik el,
amik emiatt egy NMR jelként jelennének meg. Ez a jel azonban felhasad a szomszédos szénatomon tall-
hatd, egymadssal szintén kémiailag azonos protonok hatdsdra (n+1 szabdly). Hasonloképpen a masik szénen
1évé két proton is egy jelet adna csak, ami egy kvartetté hasad fel a szomszédos szénen 1évS 3 proton hatdsa-
ra. Az alkoholcsoportban talalhat6é hidrogénhez szingulett jel tartozik, ez ugyanis mér 3 kotésnyi tdvolsagra
taldlhat6 a legkozelebbi protonoktdl is, €s a csatolds ilyen tdvolsdgban mar tipikusan tul gyenge a jel felha-
saddsdhoz. Az NMR spektrum és a molekula szerkezete kozott egy ilyen egyszeri molekula esetében tehét
egyszertien megtaldljuk a kapcsolatot. Bonyolultabb molekuldk esetén ez a hozzarendelés mar nem ilyen
egyszerl, de ennek részletes targyaldsa nem célja ennek a laboratériumi gyakorlatnak.

A "H NMR spektrumok kapcsan fontos azt is megemliteni, hogy az egyes jelcsoportok alatti teriilet az
azokhoz rendelhetd protonok szamadval is korreldl, ami tovabb segiti a spektrum értelmezését. A példaként
bemutaott a 6. dbran balrdl jobbra haladva 2:1:3 ardnyban vannak a jelcsoportok teriiletei, az azokhoz tartozé
protonok szamdval 6sszhangban. Ismeretlen anyagok azonositdsakor a jelcsoportok teriiletének integraldsa
a kémiai eltolédasok megvizsgéldsa mellett az egyik fontos kiértékelési 1€pés.

2. A gyakorlat soran végrehajtando kisérletek

A gyakorlat célja az NMR spektroszkdpia gyakorlati alapjainak elsajatitdsa, valamint a kordbban szerzett
elméleti ismeretek elmélyitése. Ennek érdekében a hallagatok elvégeznek:

* Egy kvalitativ mérést, az NMR spektrumok értelmezésének alapjainak elsajatitasat segitendd. A hall-
gatSk rogzitik néhdny egyszerii szerves vegyiilet 'H NMR spektrumat. Ezeket értelmezve, valamint a
lehetséges kiadott anyagok listajat alapul véve meghatarozzak, hogy melyik vegyiiletek NMR spekt-
rumait rogzitették.
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6. abra. Az etanol molekula 'H NMR spektruma a gyakorlat soran hasznalt késziiléken rogzitve.

e Egy kvantitativ méréssort, aminek célja az NMR relaxdcios folyamatok €s az alklamazott pulzus-
szekvencidk megértése. Egy egyszerli modellvegyiilet (koffein) alkalmazasaval vizsgédljdk az NMR
relaxdcids folyamatokat, igy meghatdrozzak a T és T, idOket.

A 7. ébra a koffein molekula szerkezeti képletét mutatja be. Ezen megfigyelhetd, hogy a molekuldban 3
metilcsoport €s egy tovabbi hidrogén taldlhat6. A metilcsoportok kémiai kornyezete eltér, igy 0sszesen
4 jelcsoport varhaté a "H NMR spektrumon.

i
HsC
3 . N\CH
Ay
07" N b
CH3

7. dbra. A koffein molekula szerkezeti képlete.

2.1. Oldatkészités és az NMR csovek megtoltése

Mivel a viz protonjai is NMR aktivak, az ezekhez tartozd jel vizes oldatokban nagyon nagy, ami zavarja a tob-
bi proton mérését is. Ennek kikiiszobolésére két megoldds van: vagy folyamatos gerjesztésben tartjuk a viz
protonjait, ezdltal megsziintetjiik azok jelét az NMR spektrumon, vagy vizmentes oldoszereket alkalmazunk.
A gyakorlat sordn ez utobbi megoldast vélasztjuk, és a méréseket H,O helyett D,O alkalmazédsaval hajtjuk
végre. A gyakorlat sordn a kovetkezd oldatok NMR spektrumait fogjak rogziteni, ezeket kell elkésziteni:

¢ I. oldat: ¢ = 70 mM koffein oldat D,O olddszerben,

¢ II oldat: ¢ =70 mM koffein oldat DO olddszerben, amely 500 ul-éhez 10 ul kobalt(I1l)-acetilacetonét
0,09 mM-os oldatat adjak ,

« IIL. oldat ¢ = 70 mM koffein oldat D,O olddszerben, amely 500 ul-€hez 10 ul gadolinium(I1I)-klorid
0,09 mM-os oldatat adjdk.

Mivel a D,0O drdga vegyszer, és a méréshez nem is sziikséges nagy oldattérfogat, igy az oldatokb6l minden
esetben kb. V=1000 ul-t készitsenek. Ehhez a szilard anyagot tiszta €s szaraz Eppendorf csévekbe mérjék
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analitikai mérlegen, majd ehhez adjdk hozza pipettdval az 1000 ul old6szert. Az oldat stiriségének eltérése a
tiszta oldoszerétdl valamelyest torzitja a koncentraciot, de ez a minimdlis eltérés a gyakorlat szempontjabdl
nem okoz gondot.

Az oldatok elkészitése utdn azok 500 ul-es részleteit kiilon-kiilon, 4j, vagy tiszta, S mm-es atmér6ji NMR
csovekbe kell tolteni, majd azokat le kell zarni a csovekhez tartozé milianyag kupakokkal. Fontos iigyelni
arra, hogy az NMR csovek viszonylag vékony faliak, igy azokat konny( eltorni. A kupakot ezért a mellékelt
miianyag csébe helyezett NMR csovekre dvatosan nyomjak rd. Az NMR csovek toltésekor tigyeljenek arra,
hogy a minta oldat alatt ne szoruljon be a levegé! Ennek elkeriilésére érdemes az automata pipettabol az
NMR cs6 belsd faldn végigfolyatni az oldatot. Az oldatok készitésénel fokozottan ligyeljenek a gyors (de
ugyanakkor pontos) munkara! A D,O hosszabb levegdvel valo érintkezés sordn annak pdratartalma miatt
H,O-ban feldisulhat, ami rontja az NMR mérést. A D,O ezen kiviil draga vegyszer, igy csak annyit hasz-
ndljanak el, amennyi sziikséges. Ebben az esetben kozvetleniil mérhetik ki az olddszert a folyadékiivegbdl,
egy tiszta méréeszkoz (pl. pipetta) segitségével. Az NMR csovekbe toltott mintdkat tegyiik az NMR készii-
1€k mellett elhelyezett eldmelegitd egységbe és tartsuk abban kozvetleniil az adott mérés megkezdéséig. Ez
biztositja, hogy a minta hdmérséklete a késziilékkel megegyezd, és homogén legyen.

A mérend§ oldatot tartalmazé csovet ezt kovetden helyezzék a késziilék tetején taldlhat6 nyilasba. Ugyel-
jenek arra, hogy a csoveket egészen a mérdtér aljaig nyomjak, de ne tdl erésen, nehogy eltorjiik azokat. A
méréseket ezt kovetéen az 1. Mellékletben leirtak alapjan allitsdk be és inditsdk el.

A késziilék kalibralasdhoz €s a shimmelés elvégzéséhez rendelkezésre 4ll egy sztenderd, D,O—H;O min-
ta, amely egy kék dugdval leforrasztott végli NMR csdben taldlhats. A késziilékkel valé munka végeztével
minden esetben ezt a mintdt hagyjdk a mintatérben. A shimmelés elvégzéséhez szintén ezt a mintdt kell a
késziilékbe helyezni.

2.2. Elvégzendo Kisérletek

1. A késziilék mikodésének elsajatitiasa (a gyakorlatvezet6 segitségével €s az 1. Melléklet alapjan) utan
vegyiik fel az I. oldat '"H NMR spektrumat 8 spektrum 4tlagoldsdval, a spektrumok kozott 5 masod-
perces varakozdsi idovel. Ehhez az 1D mérési eljardst valasszak ki. A spektrumot 0—12 ppm kémiai
eltolodds tartomanyon vegyiik fel. Ehhez a spektrum kozepét 6 ppm-re, a szélességet 12 ppm-re kell
allitanunk.

2. Ezt kovetden helyezzék a késziilékbe a kék végii sztenderd oldatot, majd végezziik el a késziilék tér-
homogenizéldsét (angol szoval shimmelése).

3. Eztkovetden ismét vegyiik fel az I. oldat 1D 'H NMR spektrumét! Hasonlitsuk 6ssze a két spektrumot!

4. VégezzEk el az egyes NMR csticsok azonositdsat a koffein molekula NMR spektrumén! Ehhez pél-
ddul a J. Chem. Educ. 2019, 96, 786-791 cikkben taldlhatnak segitséget. Ez a kozlemény egyetemi
halézatrdl elérhetd, ingyenesen letdlthetd. Sajat otthoni szamitogéprdl az SZTE-s edulD-vel val6 be-
jelentkezéssel szintén elérhetd (https://u-szeged.hu/cc/eduid).

5. A késziilék haszndlati utasitasa (1. Melléklet) alapjan végezzék el a spektrum kiértékelését (fazis és
alapvonal korrekcid) és integrdljadk az egyes jelcsoportok teriiletét. Az integraldst csak a metilcso-
portokhoz tartoz6 protonokra végezzék el (3 jelcsoport). A késziilék az ekkor kijelolt jelcsoportokat
megjegyzi, az ezt kovetd relaxacidés mérések (T €s T,) soran ezen integralok valtozasat fogja kiérté-
kelni.

6. Végezziink T| mérési kisérletet! El6szor egy sz€lesebb tartomédnyon, 10-5000 ms kozott valtoztassuk
a késleltetési idot (t), 12 ponton mérve. A programban csak a tartomanyt és a pontok szamat kell meg-
adni, a pontos késleltetési id6ket ezek alapjan hatdrozza meg a késziilék a kért linedris/logaritmikus
skdldn egyenletesen eloszlatva. Csak 1-1 spektrumot rogzitsiink minden késleltetési idonél. A mért



eredmények alapjan pontositsuk a késleltetési id6 tartomdnyt igy, hogy az csak az exponencidlis val-
tozast tartalmazza, az azt kovetd dllandésult spektrumalakot (integralt) ne. Ismételjiik meg a mérést
szintén 12 kiilonbozd késleltetési idonél, de mar a pontositott tartomanyon, 8 spektrumot rogzitve
minden pontban.

7. Végezziink T, méréseket az el6z6 pontban irottakhoz hasonldan, az ott vazolt kezdeti paraméterek
mellett! A helyes id6tartomany megtaldldsa utdn szintén 12 kiilonb6z6 késleltetési id6 esetén 8 spekt-
rumot rogzitve végezzenek mérést.

8. Ismételjék meg a 3—7 1€péseket a IL.-1II. oldatokra is (a csucsok azonositdsat természetesen elég egy-
szer megcsinélni)!

9. A gyakorlat végén vegyék fel a kiadott ismeretlenek "H NMR spektrumét a korabban alkalmazott
mérési koriilmények kozott.

10. A mérési eredményeket exportaljdk egy hordozhat6 adattdroléra JCAMP-DX formatumban.

11. A mérés végén a késziilék méigneses terének homogenizaldsdhoz haszndlt kék végli mintét helyezzék
a mér6térbe.

3. A mérési eredmények értékelése

A mérési eredmények kiértékeléséhez hasznédljuk a MestreNova szoftvert! Ez ugyan egy fizetds program, de
regiszticiot kovetden kérhetd egy 45 napos kiértékeld licensz, amivel a gyakorlat kiértékelése elvégezhetd.
A programot a https://mestrelab-store.myshopify.com/ honlaprdl tolthetik le. Az ingyenes préba
licensz kérvényezésekor kérjék az 6sszes NMR modul aktivalasat.

« Abrizoljik a koffein 1D "H NMR spektrumat és végezzék el az egyes jelcsoportok azonositdsat a mo-
lekulaszerkezet alapjan! Hasonlitsédk 0ssze az egyes jelcsoportok teriiletét, és probaljdk a jelcsoporthoz
rendelhetd protonok szamaval 0sszevetni! Hasonlitsdk Ossze a késziilék méagneses terének homogeni-
zaldsa nélkiil és az azutdn felvett NMR spektrumokat! Magyardzzdk meg az esetleges kiillonbségeket!

» Egy tetszbleges szoftver felhaszndldsdval szdmitsa ki és dbrdzolja a koffein molekula NMR spektru-
mat, 400 MHz-es késziiléket feltételezve. Hasonlitsa 0ssze a rogzitett NMR spektrummal. Egy lehetsé-
ges ingyenes szoftvert a htt ps : / /web.chemdoodle.com/demos | simulate — nmr — and — ms#customise
template webcimen érhet el.

« Abrizoljdk az I. oldatra a mar optimalizalt késleltetésiid6-tartomanyon (a 6. mérési pontban megha-
tdrozott tartomdny) és spektrumszammal felvett T és T, mérések sordn rogzitett spektrumsorozatot!
Ertékeljék a spektrumon ldthaté véltozdsokat, és értelmezzék azokat a mérés sordn alkalmazott pul-
zusszekvencia alapjan!

* ATy és Tr mérések sordn a program egy kiilon csv file-ba gyfijti az egyes jelcsoportok teriiletének
valtozasat a késleltetési id6 fiiggvényében. Egy adott jelcsoportra dbrazoljdk egy kozos dbran a 3
kiilonboz6 oldatban a Ty kisérlet sordn mért teriileteket! Ezt végezzék el mind a 3 jelcsoportra, igy
Osszesen 3 abrat kell késziteni a Ty kisérletekbdl. Illesszék meg az adatokat a (7) egyenletnek megfe-
lel6en és hatdrozzak meg a T id6ket! Az illesztett gorbéket tiintessék fel az dbrakon!

* Egy adott jelcsoportra dbrdzoljak egy kozos dbrdn a 3 kiilonbozd oldatban a T, kisérlet sordn mért
teriileteket! Ezt végezzék el mind a 3 jelcsoportra, igy 0sszesen 3 abrat kell késziteni a T; kisérletekbdl.
[llesszék meg az adatokat az (8) egyenletnek megfelelden és hatarozzak meg a T, idOket! Az illesztett
gorbéket tiintessék fel az dbrakon!



* Gyljtsék tabldzatba a mért eredményeket (T és T, relaxdcids iddk a kiillonbozé oldatokban, minden

metilcsoport jelét kiilon-kiilon).

Ertelmezze a Ty és T, relaxdcids id6k valtozasat a komplexek hozzdaddsdanak hatdsdra! Mi lehet a
valtozas oka?

Abrézolja, majd elemezze az ismeretlen anyagokra rogzitett NMR spektrumokat. Prébalja meghaté-
rozni az egyes jelcsoportokhoz tartoz6 protonok szamét (a jelcsoportok alatti teriiletek meghatarozasa,
akdr manudlis numerikus integralassal, akdr a MestreNova szoftver haszndlatdval) és az azok kornyeze-
tében 1év6 protonok mennyiségét (amik az esetleges felhasadast okozzak)! Az aldbbi listdbol vélassza
ki, hogy melyik ismeretlen melyik egyszerii szerves molekulat takarhatja:

— etil-acetat — 2-propanol — 1-butanol — toluol
— etanol — etil-bromid — aceton
— 1-propanol — 2-brémpropén — benzol

Ellenorzo kérdések

10.

1.

1. Mi az NMR spektroszkdpia alapja, és milyen magok vizsgélhatok a technika hasznalataval?
2. Mi a kémiai eltol6dds? Hogyan fiigg a kémiai eltolédds az atommag kémiai kornyezetétol?

3.
4
5

Mi a Zeeman felhasadds? Mitdl fiigg az NMR gerjesztéshez sziikséges energia nagysaga?

. Milyen atommagok vizsgalhaték NMR spektroszképia segitségével? Irjon fel néhdny példat!

. Mi az oka, hogy az NMR sokkal érzékenyebb protonok mérésére, mint szénatomok vizsgalatara?

Hogyan tudnank novelni utébbi érzékenységét?

Mi a spin-racs relaxaci6? Milyen kisérletekkel lehetne meghatdrozni ennek sebességét, és milyen

s

Osszefiiggés alapjan szdmolhatndnk ennek id6allanddjat?

. Mi a spin-spin relaxdcié? Milyen kisérletekkel lehetne meghatdrozni ennek sebességét, és milyen

Osszefiiggés alapjan szdmolhatndnk ennek id64llandgjat?

. Hogy néz ki az etanol molekula "H NMR spektruma? Magyardzza meg az egyes jelcsoportok alakjat,

€s azok egymdashoz viszonyitott elhelyezkedését a kémiai eltol6déds skalan!

. Rajzolja fel a koffein molekula szerkezeti képletét! Hany és milyen jelcsoportot var a molekula NMR

spektrumén?

Hogy néz ki a benzol (CgHg) 'H NMR spektruma? Magyarizza meg a jelcsoportok szdmét és azok
alakjat!

Miért alkalmazunk D, O olddszert a gyakorlat sordn? Hogyan lehetne ezt elkeriilni?
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Melléklet 1.: A Nanalysis 60Pro készilék hasznalata

A Nanalysis 60Pro (8. dbra) egy asztali NMR késziilék, ami a nagyobb teljesitményii elektromdgnes
helyett egy permanens mdgnest tartalmaz, amit nem sziikséges hiiteni. Ugyanakkor a szobah&mérsékletet
szabdlyozni kell, maximum 24 °C-ra.

8. dbra. A gyakorlaton haszndlt NMR késziilék fényképe.

A késziilék folyamatosan be van kapcsolva, igy a gyakorlat végén azt nem szabad kikapcsolni. A készii-
1€k kijelzdje érintdképernyd, igy vagy annak megnyomdsaval, vagy a csatlakoztatott egérrel lehet navigalni
a meniipontok kozott. A késziiléken a kovetkezd ablak fogadja a hallgatdkat:

() Snay v T [—. A setey iy ".-':‘

114 I L w L ] e
. Hiparwmane [ .

9. dbra. Az NMR késziilék programjdnak fémeniije.

A Settings felirat alatti 4 gombbal vélaszthatjuk ki, hogy milyen mérést szeretnénk végezni. Az elsd
gomb a vizsgdlandé magot jeldli ki, ez dltaldban protonra van éllitva — ebben az esetben ne is médositsuk. A
masodik gombon éllithatjuk be, hogy milyen mérést akarunk végezni. A gyakorlat sordn itt kell bedllitani a
haszndlni kivant mérési eljarasokat, igy az 1D, T és T, méréseket. A "Solvent" meniiben az olddszert kell
kivdlasztanunk — esetiinkben ez a D,O lesz. A "Scan" meniiben a mérés sordn atlagolt spektrumok szdmat
allithatjuk be. A kiillonboz6 mérések paramétereinek bedllitdsdhoz a Settings gombot kell megnyomnunk.
Ez a kovetkezd meniit hozza el6:
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10. dbra. A mérési paraméterek bedllitdsi meniije.

Itt a kiilonb6zd mérések kozott navigalva bedllithatjuk a mérési paramétereket, mint példaul a kémiai
eltol6dds tartomdnyt, a késleltetési idoket stb. A bedllitdsokat kovetdéen a meniibdl a Done gomb megnyo-
madsaval juthatunk vissza a fémeniibe.

Az elsd mérést a hallgatok a késziilék médgneses terének homogenizdldsa (shimmelése) nélkiil végzik el.
Ezt kovetden a fels6 gombsor Status gombjéra kattintva végezhetik el az automatikus shimmelést. Ehhez
helyezzék a késziilékbe a kék forrasszal lezart sztenderd oldatot. Ezt kovetden végezziink teljes shimmelést.

A shimmelést kovetden felvett 1D NMR spektrumon automatikus alapvonal korrekcidt, majd automati-
kus faziskorrekciot kell végezni. Ezt kovetden a kijelolt csicsokat integraljuk a manuélis integralds funkcid
haszndlatdval. Ez el6tt az automatikusan integralt csicsokat tordlniink kell. Ezt kovetGen mentse el a mérési
eredményt és haladjon tovabb a T és T, mérésekkel.
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Melléklet 2.: A MestReNova program hasznalata
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11. abra. A MestReNova program felhaszndl6i feliilete.

A mérési fajlokat JCAMP-DX formédtumban kell exportdlni. Ezek ezt kovetSen egyszertien megnyithatok
az oktatdsi szint gépén dllando licensszel telepitett, vagy a 45 napos préba licensszel sajat gépen telepitett
MestReNova programmal. A file-ok megnyitdsdhoz azokat vagy egyszertien be kell hizni a programba
("drag and drop"), vagy a File menii "Open file" parancsaval kell behivni. A betoltott fajlokbdl a prog-
ram abrat készit. Amennyiben szebb dbrdkat szeretnénk késziteni (és a jegyzet ir6janak egyértelmiien ez
a javaslata), ugy az adatokat a File menii "Save as" paranccsdval kimenthetjiik példdul .csv formatumban.
Ezt barmilyen adatkezeld programba be tudjuk hivni és szerkeszteni. A T; és To mérések soran rogzitett
spektrumok eltolasit a MestReNova program automatikusan elvégzi, de ha atvissziik az adatokat egy mésik
szoftverbe, Ugy ezt az eltoldst abban a programban kell megvaldsitani.

A T és T, mérések exportdldsa sordn egy . csv adatfijlt is generdl a késziilék. Ez a kijelolt csicsok integ-
ralt teriileteit tartalmazza a kiilonb6z6 varakozasi id6knél. Ezek azok az értékek, melyekre az exponencidlis
illesztést el kell végezni a kiértékelés soran.
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