NMR 700

ESI-QTOF
CE MS

GINOP-2.3.3-15-2016-00004

NMR operatori gyakorlat Il.

TTKMLO530

A gyakorlaton bemutatott és hasznalt BRUKER Avance Neo 700 MHz késziilék a
GINOP-2.3.3-15-2016-00004 projekt keretében, az Eurdpai Unio tdmogatdsaval, az
Eurdpai Regiondlis Fejlesztési Alap tdrsfinanszirozdsaval kerlilt beszerzésre.




e 2D kisérletek:

COSY: spin-spin csatolas, két 1H kozott
* TOCSY: spinrendszer tagjai (*H-ek)
ROESY: térkdzelségben 1évé H-ek (5A)
HSQC: 6sszetartozd 13C - 'H (egy kotés)

Balesetvédelmi tudnivaldk:
* Pacemaker-rel, Fe/Co/Ni/egyéb magnesezhets implantatummal belépni tilos

* Hitelkartya, belépd kartya, telefon, nem digitalis orak: ne hozzuk kozel a
magneshez

* Tekercs tulzott felmelegedése: N,, He elforr, a leveg6t kiszoritja > a labort azonnal
el kell hagyni

Miiszer megovasa:
* Spatula, apropénz, kulcs, gémkapocs, hullamcsat
» Kuls6s emberekkel kapcsolatos figyelmeztetések: karbantartok, takaritok, stb.



2D NMR moddszerek

Evolucio

elokészités

* Impulzus(ok) (90°):

* A minta gerjesztése

L

* Magnesezettség
felépilése
(precesszalas,
csatolasok...)

Adatgylijtés

Keverés

* Tovabbi impulzus(ok)

Magnesezettség atvitele a
spinek kozott

£

t,= 0
t,= A,
t,=2A,

t,=50-5004,

1D spektrumok sorozata



1.) 1D spektrumok Fourier-transzformalasa

o -
t,= A, WMW*—L

t,=2A, -

tz

2.) Hogyan valtozik a spektrum a t, fliggvényében?

R
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3.) Osszefésiilve F,-t és F,-et:
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t, alatt a jel frekvenciaja 20 Hz
t, alatt ugyanez a jel , atalakult” egy 80 Hz frekvencidju jellé

t, ést, alatt is ugyanaz a jel frekvenciaja (20 Hz)
A keverési periédus nem volt ra hatassal



Az NMR-minta

Minél toményebb: 10-100 mg, 1-10 mM

Uveg/mianyag csé (m(ianyag, ha alacsony h6mérsékleten mériink, fagyas veszélye)

Deuteralt olddszer

Ne legyen benne szilard rész (szlirés/centrifugalds), fémkanalat ne hasznaljunk (paramagneses szennyezd6k)

Leparafilmezhet6/leforraszthato

Turbinaba tesszik: szoros illeszkedés

Minta magassaganak beallitasa: ,,2 cm”-nél a cs6 alja (700 Mhz-es készlilék: el6re rogzitett allasnak megfelel6en
Csovet letoroljuk (kilonben a méréfejet Osszezsirozzuk vagy esetleg nem jo pozicidba keriil a minta)

A mintat feltl (kupak fel6l) fogjuk

Minta betétel: Lift On/Off Q

Fekete kupakkal lezarjuk az NMR-t

2D méréseknél a mintat nem forgatjuk

Hémérséklet valtoztatasa: min. 20 perc varakozas — termikus egyensuly

» HG6mérséklet-szabdlyozé bekapcsolasa, > edte, Target temperature: xxx K (Kelvinben)



Szupravezetd magnesbdl ,szokdosnek” az elektronok (OK helyett 4K)

500 MHz térerGsségnél ~10 Hz/éra drift (mas frekvencianal jon
ugyanaz a jel)

2D csatorna feladata: olddszer 2D jelét detektaljuk, frekvencidjat
rogzitjuk (lock = ,,zar”)

Lockolast kovetbéen a mérbfejben biz. tekercsek az elveszitett
magneses térerdsséget kompenzaljak folyamatosan - allando B,

Automata lock: > lockdisp, > lock, Olddszer kivalasztasa

Lock ablak: 2D-spektrum; pasztazo jel vagy abszorpcids-diszperzios jel
(frekvencia)
Frekvencia, fazis tovabbi allitasa (ez mar a drift kovetkezménye) :

* Lock-bdl kivessziik (Lock on/off)

* Field: kozépre (nullpontra) allitjuk a teker6gombbal, stdby, Lock on
* Lock Phase: ,pasztazd” jel maximalasa, stdby

superconducting
coil

Probe head

_




Lockolas = magneses tér (B,) stabilizalasa —

egyeb értékek

* Lock power = milyen teljesitménnyel gerjesztjiik a 2D magokat
* Ha tul sok energiat kozllnk, telitjik a rendszert, a lock jel instabil lesz = jelintenzitas csékken, instabil B,
* A Topspin az olddszertablazatbdl elvileg az optimalisat allitja be
* Tul nagy lock power jelei: instabil lock jel, hullamos alapvonal, gradiens kisérletek:
* Manualis beallitas:
* A) verzid: telitésig vissziik, majd 8-10 dB-lel csékkentjlik az értéket
* Telités: LPower novelés hatdsara a jel csokkenni kezd

* B)verzid, alapja: a LPower és LGain skalaja ugyanaz:

* 1.) L.Gainnel a fels6 vonalra allitjuk a jelet.
2.) LPower-en 1 dB-t novellink. 3.) LockGainen 1 dB-t csokkentiink. Ha kb. ugyanoda tértilink vissza, nem vagyunk még telitésben.

4.) LPower tovabbi novelése, LGain csokkentése (+1 dB/-1 dB). Ha nem ugyanoda tértiink vissza, elérkeztlink a telitéshez; ezt az

értéket kell tehat csékkenteni min. 6 dB-lel.
* Nem megy a lockolas: érdemes egy , 0daill6” shimfile-t behivni (olddszer, méréfej, h6mérséklet) [>rsh]

* Lock Gain
* Megjelenitéshez sziikséges (beleférjlink az ablakba)

e Hosszu mérésnél informativ, ha a lock jel latvanyosan esett



2. Hangolas = R
}r tx/rx
a4 « 7 ’ ’ . 'd I 9
mérdfej érzékenysége maximalis legyen az adott magra s
< #tune
* Mérbfejben =
* rezgbkor = tekercs (gerjeszt+detektal) + kondenzatorok
* Rezg6kor = aramkor, mely kils6 energia hatasara rezgésbe hozhaté " Transmitter/receiver
* Kondenzator = elektromos toltések tarolasa
* Tuning: rezgokor frekvencidjat a Larmor-frekvenciara allitjuk > tekercsben nagyobb aram detektall
* Matching: teljesitmény atadas maximalis legyen legyen a méréfej, transzmitter és receiver kdzott ety Probe
 Transzmitter = jeladd (RF forras + ,gyengits tekercs” + erésitd) Volume H:H
* Receiver = ,jelfogd” (elBerdsits, egyéb erdsiték) S M

* Kondenzatorok kapacitasait valtoztatjuk

e 2D-nél minden mintara

* lonerdsség-, olddszerérzékeny — .
* Tuning/Matching egymastdl nem fliggetlen TﬁHT >
* Rosszul hangolt méréfej: tulsagosan hosszu impulzusok kellenek a minta gerjesztéséhez H!!l%

Méré6fej a mintdval



Hangolas

merdfej érzékenysége maximalis legyen az adott magra

* 1.) heteromagra (*3C, °N...), mert az kevésbé érzékeny
« 13C-file, pl. 13C-1H Hsqc behivasa
* >wobb
* Hangolasi ,gorbe”: x — tuning, y — matching
» ,Lapkak” ellenBrzése: papiron beallitott értékek vannak-e
« Utolso helyiértéket OVATOSAN! tologatjuk
* >stop

A

gi Probe

Sample T

Volume _ %5
4l | —coils

e 2.)H-re

H std / cosy, tocsy... behivasa

> wobb

szurke tekerd csavarasa, rezes szin( hangoldbot

* Tuning, matching
—~

e >stop | - o
ﬁ:l“‘%!!ﬂ}

700 MHz-es készlilék: automatikus hangolas — ,atma exact’ parancs



3. Shim — magneses tér (B,) homogenitasa

* Lock jel intenzitdsanak maximalasa (ha nem m(ikodik: FID/jelalakra shimmeliink)
e Ha van mar készletlink hasonlé mintardél: > rsh

* 1.) zshimek beallitasa:

* Fels6 menubdl: Spectrometer/shim control/automatic shimming/Start (Report: B, std deviation; 0,3 Hz alatt j6*. Té6mény mintdra a topshim nen
mkadik)

* Vagy: on axis/z' 22 z3 22 2!

Méré6fej a mintaval

e 2.) xy shimek: D = shimtekercsek
E = minta (turbindban)

o xz0yz0 xzt yzt xyz0 (kis szerves molekuldk)  xz2yz? xyz (peptidek, szacharidok)
 Esvisszafelé is...
* 3.) zshimek ellen6rzése: on axis/z! 22 23 22 2}
* 4.) Lock Phase maximalasa (z shim valtozasa mddosithatja)
* 5.) Lock Gain-nel a felsé vonalra allitani (Ha a lock jel nagyot esik mérés kézben, érdemes Ujrashimmelni/ a mérést djrainditani

* Ha meg akarjuk 6rizni a shimkészletet: > wsh

» Shimtekercsek altal keltett kis magneses mezd6k alakja ~ H atompalyak alakja

* Ha nem sikerul jél shimmelni: buborékok eltlintetése a mintabol




4. Impulzuskalibralas =
90°-0s impulzushossz meghatarozasa (*H)

2D szekvencidkban: *H 90°impulzusok
* Adott energia kozlése
* Energia = teljesitmény x id6

* id6 (pl) és teljesitmény (pl1) meghatarozasa
e A90°kitéritést elérhetem

révid idé alatt, nagy teljesitménnyel vagy
hosszu id6 alatt kicsi teljesitménnyel

Helterokmagok (13C, °N...): nem kell kalibralni, keveset 90 fokos impulzus 360 fokos impulzus
valtozi

'H impulzushossz, idedlis: 10 us (9-11 [8-15])

* Keresés modja, pl valtoztatasa

* Hol maximalis a jel - 90°impulzus, de: relax. id6 5x-ét
kellene megvarni az Ujabb kisérlethez

* Gyorsabb: 360°-0s impulzus id6tartama




4. Impulzuskalibralas =
90°-0s impulzushossz meghatarozasa (*H)

* 1H file behivasa, edc

» 1.) Jo6 faziskészlet létrehozasahoz: 60°impulzussal *H spektrum felvétele (NS=1)

* 60° 45°...: a lényeg, hogy ne 90°legyen (igy biztosan relaxal; nem telit6dik)

e pll=(standard, 6,6 dB)

* pl~7us
* (ha 90°-hoz kb. 10 us tartozik, 60°-hoz 10x60/90 = 7 us, 360°-hoz 10 x 4 = 40 us)

* Rga
* Receiver gain: 0sszességében milyen mértékben erdsitjiik a receiver-ben a mintabdl szarmazo

FID-et. Minden mintara beallitandd. Biztonsagbhdl érdemes az automata altal ajanlott érték

felét venni. Csak 1D spektrumoknal hasznalhaté! Konnydvizes (H20/D20 9:1) mintaknal rg = 1-
et allitunk be.

e D1=1v 2 (bedllitott)

* Ns1,dsO
» Zg, ft, faziskorrekcid: pk/apk vagy manudlisan
* |b=1Hz(1H-ra), efp, apk
* Ezt a faziskészletet fogjuk felhasznalni a 360°-os impulzushosszal mért spektrumhoz!
Ne hasznaljunk mostmar apk-t, csak ft/pk-t!



4. Impulzuskalibralas =
90°-0s impulzushossz meghatarozasa (*H)

e 2.) 360° impulzussal spektrum felvétele
e pll = (standard)
* pl=10x4 =40 us
e Zg, ft, pk

* Ha még nem elég hosszu az impulzus, és 360°-nal kisebb a kitérités:
(p1-et novelni kell, kovetkez6 préba pl. p1 = 41-42 us)

* Ha pont 360°-0s:

 Ha ,tulment” a 360°-on:

(p1 csokkentése, pl. p1 = 38 us)
Ha p1 = 39,6 us a 360°impulzushossz, akkor a 90° impulzus hossza:
pl=39,6/4=9,90 us



4. Impulzuskalibralas =
90°-0s impulzushossz meghatarozasa (*H)

* Ha tul hosszu p1 (p1 >15 us), nem egységesen gerjeszthetjik a
spektralis tartomanyt

* Rovidebb impulzushoz nagyobb teljesitmény kell
e | A pll valdéjaban a gyengitd tekercs teljesitménye

e Transzmitter = jeladd (felépités: RF forras + ,,gyengit6 tekercs” + erGsitd)

* A gyengitést kell csokkenteni, azaz pl. pl1 = 6,6 dB-rél pl1 = 6 dB mellett
megnézni a pl értéket.



/

ese

IH NMR: S/N nove

e [b =1 Hz (line broadening factor)

* Efp = Exponential window multiplication + Fourier transform + phase
correction

Rossz jel/zaj aranyu spektrumban/ jelszélesedés esetén

' ¥ S/N novelhet6 (a felbontas karara), ha a FID-et megszorozzuk
Pl = bes a - egy csokkend exponencidlis fliggvénnyel (e =12 - 1).
- & =~ A ,lecsengés” mértékét mi allitjuk be (1H esetén /b = 1 Hz).
| | L

LI
= i l
s veremremseseu ot N WA i . )
b optimalis értékének meghatarozasa:

1) Ib-t 0-ra allitjuk, azaz: > 1b 0, efp, apk

2) Kérdéses jel magassaganak felénél mért jelszélességet
lemérjik, és vessziuk ennek 75%-at, pl. 1 Hz esetén ez 0,75 Hz
lesz

3) Ib 0,75, efp, apk



2D NMR meérések



COSY

* Correlation Spectroscopy

 Spin-spin csatolasban levd protonok kozotti korrelacio
(keresztcsucsok)

* 1 spinrendszer 6sszes protonjan ,végiggyalogolunk”

] B " )
* 90 fokos impulzus a keverési szakaszban .| keresztestics i
. .
e Diagonalis :
N csucs  —
o -(atléban) |~

5. T T T T T T T T T 1
52 60 48 46 44 42 40 38 36 34 ppm



2D NMR modszerek

Evolucio

elokészités

* Impulzus(ok):

* A minta gerjesztése

L

* Magnesezettség
felépilése
(precesszalas,
csatolasok...)

Adatgylijtés

Keverés

* Tovabbiimpulzus(ok):

Magnesezettség atvitel a
spinek kozott

£

t,= A,
t,=24,

t,=50-5004,

1D spektrumok sorozata



COSY - Beallitand6 paraméterek

* 90 fokos *H impulzus hossza, teljesitmény PI1, p1

» Spektralis ablak, spektrum kozepe: Sw, olp (mindkét dimenzidban ugyanaz legyen)
* Sw nem egész szam, mert a program a digitalizalas szerint allitja at

* TD: adatpontok szama (2")
*  F2 2k (1k) > detektalasi dimenzié
* F1>kisérletek szama
*  512: havannak egymdshoz nagyon kozeli/atlapold jelek

* NS: 2-4 (toménységtél figgben)
e PI.500-600 g/mol, 20-30 mg feloldva > 4 scan
* DS: termikus egyensuly bedlljon
* Spektralis ablak szénhidratoknal kicsi > td (f2) 1K

* Meérési idé6 befolyasolasa: TD/f1; NS
* Transzformalds: Procpar/Sl: min. az akviziciés paraméterek (1kx256), de érdemes duplazni (2kx512) > xfb (execute Fourier transformation in both dimensions)
*  Itt: Magnitudo COSY-t hasznaltunk - ez nem fazisérzékeny, nem kell faziskorrigalni
* A mérés sordn barmikor transzformdlhatjuk a FID-et, és ha elég jonak itéljik a spektrumot, a mérés leallithatd.

* RG a 2D kisérletekben: 1H-1H korrelaciéban megadhatd annak a fele, ami kijott 1D 1H-NMR kisérletbdl rga-val, HSQC-nél viszont a standard
kisérletben megadott RG-értéket hasznaljuk.



TOCSY

 Total Correlation Spectroscopy, *H-H korrelacio

* Spinrendszer 6sszes tagja (,csatolasi halozat”
feltérképezése)

e Spinrendszerek elkilonitése
 Erdemes el8szdr TOCSY-t, majd COSY-t felvenni

* Keverési szakasz: ,,lagy” impulzusok (90°, 180°)
sorozatdval egy spinlock teret/mezét hozunk létre
(homonuklearis Hartman-Hahn allapot); a

magnesezettség az xy sikban marad, ez alatt adodik at
a magnesezettseg a spinrendszer tagjai kozott

* Minél hosszabb a keveresi szakasz, annal ,tovabb”
megy a magnesezettség a spinrendszeren
e 20-200 msec, inkabb 40-120 msec

- Valine (Val, V]  AzB3MX

yCH3

’ ................... ’ & ’/ CH
‘ .................... ’ ............... ..._.._ vyCH3y

aH I
4.18 +H3N—C|1—C00'
CH
PN
H;C CHj
NH
8.44 — k2

e COSY-spektrum
e + ¢ TOCSY-spektrum




TOCSY - Beallitando paraméterek

* 90 fokos H impulzus hossza, teljesitmény PI1, p1
» Spektralis ablak, spektrum kozepe: Sw, olp (mindkét dimenzidban ugyanaz legyen)

e TD: adatpontok szdma (2")
* F2 2k (1k) > detektalasi dimenzid
* F1 > kisérletek szama, alt. 256
* Novelhetd: ha vannak egymashoz nagyon kozeli/atlapold jelek

* NS:alt. 8 (0,1 M; 0,01 M)
* toménységtdl fuggben
* Cc. Minta: 4 scan
* Hig:16-32 scan
* ATOCSY érzéketlenebb, mint a COSY
* uaza,magnesezettség” terjed tovabb > kisebb intenzitasu jel
e Keverési id6 hossza — relaxacids jelveszteség

* DS: pl. 16 termikus egyensuly bealljon

* D9 keverési id6: standard 70 msec, de valtoztathato:

¢ 20 msec: COSY jellegii spektrum (nem terjed végig a mégnesezettség) , de csatolasi dlland6k méréséhez j6l hasznalhato, ha 1D-b8l nem sikerdil
meghatarozni J-t > 4k méretd adattabla

* Hosszabb id6: kis csatolasokhoz
* Loop counter-rel (I11) valtoztathato (képlet az impulzusprogramban)

* Meérési id6 befolydsoldsa: TD/f1; NS



TOCSY - Beallitando paraméterek

* A keverési peridodus alatti H-impulzusok teljesitményének beallitasa (pl10) — csokkentett teljesitmény
Kemény impulzusok sorozata terhelné az elektronikat, flitené a mintat (minta nem stabil, jelveszteség)
Iranyelv 30 usec legyen a 90 fokos impulzus
* Shape Tool display= > stdisp
* F6meni: Shapes/Basic shapes/rectangle [impulzus alakja]
* F6émenu: Analysis/integrate shape
* 30 usec — length of pulse

* 90 - total rotation
* ...—pl=kalibralt, ,kemény” impulzus hossza

. Enter

de! ne Update-eljik a paramétereket!

Alul: Change of power level (A)
* Pl10=pl1+A



Transzformalas, faziskorrekcio

> xfb e .

Faziskorrekcidé gomb . -

Kivesztink 3-4 sort a spektrumbol, hogy az egész tartomanyt
lefedjuk:

* Jobb klikk/Add
R (row) vagy C (column) = sor vagy oszlop kivalasztasa (ami
mentén ,,megnyult” a jel)

0 vagy 1 rend faziskorrekcid (bal egeret folyamatosan lenyomva,
a 0 vagy 1 ikonon)

Mentés

Ha zajos maradt a spektrum: alapvonalkorrekcié

* ProcPars/Baseline correction; absg = 2 (polinom kitevéje)
* >absl, abs2




NOESY, ROESY

. Ngclgg Overhauser Effect Spectroscopy és Rotating Frame N.O.E.S. (forgd koordinatarendszerd
NOE

» Keresztcsucs térben kozeli (max. 5 A ), dipoldris csatoldsban levé protonok kozott
* Mag-Overhauser hatas: magnesezettség atvitel két spin kozott keresztrelaxacioval

* Dipol. keresztrelaxacio: a gerjesztett rendszer relaxacioja dipol. kh. révén (téren at hato,
tavolsagfuiggd). A relaxacio soran a spinek kozotti polarizaciotranszfert/energiatranszfert a
molekularis mozgasok teszik lehetévé

* Dipolaris csatolas: téren at hatd, a skalarisnal 1000x nagyobb; az egyik mag ,érzi” a masik

magneses terét és viszont. 5 (f.)
» Skalaris csatolas: e-felh6 kozvetiti '
o Q ----------- Hc

Hb o i
* Keresztcsucs intenzitasa: Ha/CG | § §
1 QO Ha O
NOE oC —— csak tavolsagkorlatok! Hc” | i :
r6 Hb _____ O— ____________ 0

+«— X (f.)



NOESY, ROESY

» Keverési szakasz alatt: dipolaris keresztrelaxacio révén
magnesezettség atvitel a térben kozeli hidrogének kozott

* NOESY: 2 db 90°impulzus
* ROESY: folyamatos besugarzassal, nem-szelektiv 90°impulzus > spinlock mez6
létrehozasa: a magok nem az eredeti @, hanem olyan, o, -nal kisebb ®
frekvenciaval precesszalnak, ahol teljesilni fog az alabbi feltétel: o . <<1
* Tavolsagkorlatok — térfogati integralokbol
* Referenciacsucsra kalibralni
* szerkezetszamitas

» Keverési id6: 20-200 ms (eddigi leghosszabb)



NOESY, ROESY

ROESY
:ed
0.5+
] ~38.49%
ol Small MW
NOE-jel ]
max. 1
intenzitasa ; ;
- NOESY
Large MW
B e e —
0.01 0.1 1 10 100
T,
/ M Rotacids korrelacids id&:
Larmor-frekvencia amig a molekula 1 rad-t fordul a tengelye kériil... (t, ~ 0,5
(precesszios frekvencia, Mt). A nagymolekuldk ,lomhak”. (Hémérséklettdl is fugg.)

B.-tol fugg)



Mw — ROESY vagy NOESY?

e Kismolekula (Mw<600) ROESY (NOESY-val kozel
lehetlink a 0 atmenethez [olddszer, hGmérséklet... fliggd]
* Kbzepes méret (600-1400 g/mol) ROESY (NOESY: 0 atmenet)

* 1400 felett NOESY (érzékenység nagyobb, nagy negativ jelet
detektalunk)

 ROESY-jelek fazisa: keresztcsucs +, diagonalisban —

* (- keresztcsucs: TOCSY/csere/spindiffuzio)
» Faziskorrekcid sziikséges



ROESY - Beallitando paraméterek

90°impulzus adatai PI1, p1

Sw, olp: 01p ne legyen teljesen szimmetrikus a csatolé partnerekre (TOCSY-jarulék minimalizdlasa): COSY-ban ellendrizni!

e Szénhidratoknal: az ablak szélére allhatunk

PI11 bedllitdsa (spinlock mezd, 90° impulzus, folyamatos besugarzas)
75 usec legyen a 90 fokos impulzus
* Shape Tool display= > stdisp
* F6menu: Shapes/Basic shapes/rectangle [impulzus alakja]
*  F6menu: Analysis/integrate shape
* 75 usec— length of pulse

90 - total rotation

... — pl = kalibralt, ,kemény” impulzus hossza
. Enter

de! ne Update-eljik a paramétereket!

Alul: Change of power level (A)
- Pl10=pll+A

Ns: min 16-32. Alap: 30-40 mg kb. 600-800 g/mol-os anyagot 32 scan mellett mérunk.
Td: 2kx256 adattabla (min.)
Altaldban éjszakai mérések!



HSQC

* Heteronuclear Single Quantum Correlation
* Egykotéses tH-13C atomok kozotti keresztcsucsok

* Felépitd blokkok:

* 1) 'H magok gerjesztése

e 2) INEPT-blokk:
* Insensitive Nuclei Enhancement by Polarization Transfer
* magnesesség atvitele a 13C magokra
e evolucid

* 3) Reverse-INEPT
* Magnesség visszavitele a 'H atommagokra

e 4) Detektalas

galanthamine.006.esp
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blue peaks correspond to 1-bond 1H-13C correlations or HSQC experiment

red peaks correspond to 2- and 3-bond 1H-13C correlations or HMBC experiment
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HSQC — Beallitand6 paraméterek

*S/N ~ Vl'yzs/z

S/N : jel/zaj
Y : gerjesztett mag giromagneses allanddja
y_: detektdlt magé
-H parositds a legérzékenyebb, mivel a yH 4x-ese a yC-nek

* PI1, pl

. IS'W' ol i()02p > ehhez egy hsqc-t el lehet inditani/C-mérést, hogy lassuk a jeleket (C: sw 140 ppm; kvaterner C amugy sem
atszodi

* Fontos! A detektalds ideje aqg kb. 0,2 s legyen (min. 0,1, max 0,25 s), ugyanis ezalatt (*H-detektdlds az 'H-csatornan)
impulzusok sorozataval a C-csatornan C-lecsatolas torténik , amely némi fltési jarulékot jelent

(13C-lecsatolas nélkil a 13C-1H csatolas miatt az H-dimenzidban 2 jelet kapnank 1 helyett)
e Td(f2) 2k, 1k ... > ennek beadllitgatasaval tudjuk ag-t befolyasolni

e aq~1/sw,aq~td

* Ns: cc. minta esetén ns 4, ds 8 (ds = 2 * ns)
e Td (f1): 256, 400, 512... (paros szam legyen!)
e A 90 °-0s C-impulzus hosszat, teljesitményét nem valtoztatjuk

* Faziskorrekcio sziikséges



2D mérések

1.) Lock/Hangolas/Shim/ 2.) 1H spektrum
Uj *H-file: impulzuskalibracié a)pl=7us,nsl,dsO0,rga
(rg COSY, TOCSY, ROESY-hoz felhasznalhato)
b) p1 =40 us

3.) 2D standard file-okbol:

- |cosy TOCSY ROESY HSQC

Spin-spin csat. H Spinrendszer tagjai  Térkozelség (max.5A) Egykotéses C-H
alap (pl1, p1) + (sw,01p)
specialis 30 us szelektivimp. 75 us szelektivimp. Ag max 0,25 (f2, td)
teljesitménye teljesitménye
pl10 (dB) pl11 (dB)

01p (ne szimmetrikusan) Ds = 2x ns

Mérési ido, 2k (1k) x256; ns 4 2k (1k) x256; ns 8 2k (1k) x256, Ns 32  1kx256, ns 8
felbontas
(600 g/mol, 20 mg, 70mM ) (30') (1 h) (4-5h) (1 h)

4.) Az adatok elérése (winscp/putty): nmr.chem.klte.hu
a mérés ellenbrzése: 1) openvpn-nel csatlakozni az egyetemi halézathoz; 2) Windows: Tavoli asztal kapcsolat (shim: bsmsdisp)



