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Az atommagok mdgneses sajdtsdgai
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. Magspin energiaszintek felhasaddsa magneses térben
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14.1 Tesla

—¢ KT =0.999904 (fir 600 MHz) A magnesvektorok mozgasa,
iranyultsaga ¢s megoszlasa az
alap- és gerjesztett allapotok kozt

© =7B
AE =hv =vyB -hw/2mx,

B, x-iranyu RF-impulzus hatasa

Vevotekercs (detektor)




RF impulzus

H

Jean Baptiste

Fourier
(1769 - 1830)
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Fourier transzformacio




1D egydimezids 2D ketdimenzios 3D haromdimenzids
spektrum
contour plot

szintvonalas kép
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NMR Spektrdlis paraméterek

1. Relaxdcios idé [sec]

spin - racs (T,), spin - spin (T,)

molekuldris mozgas, (mikrodinamika), NMR-Tomografia

2. Jelintenzitas

'H-NMR kvantitativ, protonok szamaval aranyos

BC-NMR nem kvantitativ, NOE (nuklearis Overhauser effektus)

3. Kémiai eltolddas

AE=hv=h/2n.y.B=h72n.v. (B, + By,

kémiai szerkezet, elektroneloszlas, térszerkezet

4. Spin - spin csatolddads

Indirekt (skalaris) spin - spin csatolddas [Hz]

elektronok kozvetitik, jelfelhasadast eredmeényez, multiplicitasi szabalyok
konnektivitas (magok kapcsolddasi sorrendje), elektronstiriis¢g, terszerkezet

Direkt spin-spin csatolodas: folyadékfazisban kiatlagolodik



A szerkezetfelderités stratégiaja

NMR modszerekkel
Elemanalizis - Osszegképlet < Nagyfelbontasi MS
\
'H kémiai - Funkcios < 3C kémiai
eltolodasok csoportok eltolodasok
\
H,H-COSY - Szerkezeti « C,H-COSY
(TOCSY) (" w) alegységek Jen)
\
H,H-NOE(SY) -~ Szerkezeti képlet < ey ey €s e
H,H-ROESY kapcsolata
\

Ruzicka levele Dunitzhez:

,, Bin Kristall ist ein Relativ statikus kép
chemischer Friedhof ” konfiguracio



A szerkezetfelderités stratégiaja
NMR modszerekkel (folyt.)

NOESY, ROESY
(EXSY)

EXSY
T, és T, relaxacio

Relativ
konfiguracio

\

Konformacid

\

Dinamika
host/guest
kolcsOnhatas

\

3D
molekulaszerkezet

statikus kép

3 46 3
Jum €8 e
diéderes szog

HOmérsékletfliggés

dinamikus kép
(tér +id6)
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Structure Elucidation

Spectra Interpretation and Structure Generation

2002 |

Textbook




Toth Gabor — Balazs Barbara

SZERVES VEGYULETEK
SZERKEZETFELDERITESE

e Yimfm]]mEs

Miiegyetemi Kiado




Az NMR spektrométer felépitése

Szupravezetd magnes

' /[A]\ Nagyfrekvencias
. ) L elektronikus egység
Oé %\ L Adatfeldolgozd egység
& =] N & ™| Nyomtato
61 NS : I S =1
/| Ny '

Miégnes-\ o

tekercs . Minta

— L L

Nagyfrekvencias tekercsek
(adod és vevo)

Mintafei A szamitogep feladatai
. vezérlés, szabalyzas (pulzus, vevo)

. akkumulacio

. Fourier transzformacio

. analog < digital konverzio

. spektrum Kkiiras, adattarolas, -formalas

N S W =



FID a Av filiggvényében

i i

Av= oo Hz Av =114 Hz

Av : a jel és a hordozé frekvencia kiilénbsége



FID Szuperpozicio—— Fourier analizis
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Analog <=p digital dtalakitas

dwell time 1,4 egy pont mérési ideje
Az adatpontok szdma dltaldban 1 - 128 k (kilo) = 210 = 1024 (ca. 1000)

A jel frekvencidjdanak pontos meghatdarozdsdhoz periodusonként legaldbb
2 pont kell (Nyquist frekvencia)



Jel visszahajtas (folding), spektrdlis ablak, hordozé frekvencia (v,)

515 Hz " 515 Hz
- | : "
| J i spektrdlis ablak 1030 Hz ©
J\ ..lL ' ' hordozé frekvencia v, ©
|Ilrf "1*
" [ oo spektrdlis ablak 700 Hz ®
B R MILL gl i hordozé frekvencia v, ©
=
515 Hz Vo 515 Hz ,
; h " spektrdlis ablak 1030 Hz ~ ©
3 \__ ill l ' | hordozé frekvencia v, ®
g 6 i 2 0 -2 % =69

A visszahajtott jel fazisa nem korrigdlhatd, de a jel digitdlis szlrdvel eltdavolithatd!



Pulzus sz6g: a.

o=y By idétartam

m,=m,cosa. o = 90°
B, impulzus ' >y L Y
X = X )
m,=m,sina my, = m,
pulzus szdg 90° 180° = 270° 360°

RN

Al

Egy impulzus estén a maximdlis nagysdgu jelet a 90°-os pulzus eredményezi




NMR, hol van a felsé hatér?

M‘M.

Dr. Toth Gabor: Az NMR-mérések
érzékenység-novelésének tavlatai



Spektrum akkumulalas

"H mérés pulzus szekvenciaja

Jel/zaj novekedése : S/N

13C NMR spektrum

Ns = 4
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Adat feldolgozas (apodizacio)
A FID szorzasa exponencidlis fiiggvénnyel

FID: O _%*
M, =M, -cos(27rAvt)- e’

FID + exponential multiplication:

0 _/T* -
M, =M, °cos(2ﬂAvt)-e 2 e




Exponencidlis szorzds




Az exponencidlis szorzas hatdsa a spektrumra

2

Erzékenység novelés a
felbontds rovasdral

ed e’




Szorzds Gauss/Lorentz fiiggvénnyel

szorzas centruma

L.orentzian

Gaussian

FID és spektrum a Lorentz/Gauss szorzds J

elott és utdn



A Gauss/Lorentz szorzds hatdsa a spektrumra

Felbontas novelés az érzékenyséq rovasara

példa: az 1-trifluormetiladamantan (®) 13C-jele

ASH2

N CF,
Az eredefi Lorentz-Gauss- | |
FID alapjén ||| szorzds utdn




Talzott mértéki felbontas novelés jeltorzulast okoz!

‘?1&_;\.

W\ ki szacharéz

negativ ,labak"
|épnek fel




Truncation”

Ez a jelenség akkor Iép fel ha az adatgydjtés a FID
teljes lecsengése el6tt joval kordbban abbamarad

e e
e L

A jel frekvencidjat ez nem befolydsolja, de a
mérésidét megroviditheti.




_Truncation”

Ez a jelenség akkor |ép fel ha az adatgy(ijtés a FID
teljes lecsengése el6tt joval kordbban abbamarad

A

J

\_

\

\J/
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A jelalak torzul, a jelhez balrdl és jobbrdl is csillapitott szinusz
rezgés kapcsolddik. Megoldds: exponencidlis szorzds, zéruspont
feltoltés vagy linedris predikcid. A linedris predikcio sordn a
szdmitogép kiszdmitja és csatolja a FID hidnyzé részét!



Zéruspont feltoltés
«Zero Filling"

A teljes FID utdan zéruspontokat csatolunk
(adatpontok zéro informdcidval?)

e NI N P N

Jobb digitdlis felbontds, tokéletesebb jelalak.
Minimum egyszeres zéruspont feltsltés feltétlendl ajdnlott,
hisz az eredeti adatpontok fele a FID imagindrius részére
haszndlodik el!



S/N:

Vgerj-

ydet:
NS:

SR Q WA

Erzékenység

)
C,

C

jel/zaj viszony

molekuldk szama (koncentracio)
gerjesztett atom giromagneses tényezoje
detektalt atom giromagneses tényezdje
meérések szama

abszolut hdmérseklet

spin-spin relaxacios ido

terero

meérdfejre jellemzo allando

josagi tényezo

elOerodsitod zajfaktora

radidfrekvencids ado- és vevotekercsek aktudlis homerséklete



s7éles

- 225 mm

2.4 ml (10 mm)

NMR mérocsovek

normal

0,6 ml

Shigemi

e

|

:

0,18 ml

40 mm

atfolyo cella

L E— 5 mm eluens

RF-tekercsek

lock olddszer

0,16 ml



MATCH tubes (mérdcsdvek)
Atméré: 1,1.7,2.0,2.5, 3.0, 4.25 and 5mm
LC-SPE-NMR méréshez optimdlis: 2.0-3.0mm




EB sensitivity

5000

4000

3000

2000 -

1000 |

Imm MicroProbe: kiemelked6 érzékenység

Imm MicroProbe €s a standard Smm fej érzékenysége
(0.1 % EB sensitivity)

40:1

ml

Tmm MicroProbe

5mm RT

400MHz  500MHz  600MHz  700MHz

Field strength



172ng Sucrose in 500ul D,O, PRESAT, 1 scan, Ib 0.7
5Smm TXI probe (400MHZz)

172ug Sucrose in 5ul D,O, PRESAT, 1 scan, |Ib 0.7
1mm TXI MicroProbe (400 MHz)

. ”

| |
5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.2 3.4

Imm MicroProbe (172pug Sucrose in Sul D,0) S/N=110:1
Smm standard  (172pg Sucrose in 550ul D,0O) S/N= 35:1



_ _W.f 2 elvélasztds
_ G+ BN
C + SPE .
Solid gydjtes
Phase )
. Extraction beoldds
Imm-es

16 NS, 9ul eluatum az 1mm-es cartridge-bdl mérdcsébe

9-16 x gyorsabb mint 5Smm-es normal fej

zarhato,

t6bbszor
haszndlatos
mérocsovek

7 6 9) 4 3 2 1 ppm
Jens C. Madsen and Henrik Pedersen, Lundbeck, Copenhagen



Termeészetes eredetii anyagok Automatikus mintavalto

8_5 analytical
HPLC
g “‘ ] Il- 5 -10 pl frakcioé

] ~ 200 ng - 1.5 ug minta

i
¥

Nyers szivacs
Kivonat

il

Kapillaris toltdé robot
(frakcio szedonek is hasznalhato)

-

M. Assmann and M.Kock, AWI Meeresforschung, Bremerhaven



Kapillaris-atfoly6-meérofej - érzékenység

Minta: 25 uM szacharoz, Terfogat: 1,5 ul = mennyiség 12,8 nanogram
NS 3072, mérés1 1d0 ~3 h, S/N:5,5:1

CH,OH
0

CH,OH
OH 29
0 HO
CH,0H

12,8 ng, NS 3072 o

HO
HO

ot
srsrss | N

.1 . 1 . 1 -~ 1 1 T 1T "~ 1T "~ 1T "~ T "~ T
5.4 5.2 5.0 4.8 46 44 4.2 4.0 3.8 3.6 34 ppm




Kapillaris-atfolyo-meérofej

51,3 ng szacharéz 'H/ 'H TOCSY

CH,0OH ppm .
HI(;O Q 7 db P & B
adl, > B
OH CH28H 3.5 __ n&r )
0 ‘@ © 4P
A CH,OH ot @%‘a. - B
OH 7 8
4.0 @ -
A | ™ ®
— Oldoszer: D,O s
— NS 80 T
280 inkrementum
keverési 1do: 45ms 50
— Meérésii1do: 14.5h
o )
5'5 | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | ' | '
54 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 ppm




Automatizalt mérési modszerek
¢s teljesitmenytik

NMR mintavalto atfolyocellas NMR

1 D-spektrum 7 perc 2 perc
minta/nap ~200 ~720
minta/hét ~1000 ~3500

mintahely 120 960



Az érzékenység osszehasonlitasa 'H és 1°C méréseknél
(direkt/inverz detektalas)

Kisérlet gerj./det. mag rel. érzékenység  1d0
1D BC{'H} NOE nélkiil BC/BC 1 1024
1D BC-DEPT TH/BC 4 64
2D C,H-COSY TH/BC 4 64
2D H,C-COSY (HMQC) 'H/'H 32 1

C

1 G-Q
S/N:n’ °NSI/2°T1°T 1B3/2
Yaws Ve 2

Kaptein CIDNP; Griffin, Dorn: Dinamikus magpolarizacio
DNP — ELDOR, 'H: 660, 3C: 2400. Pines, Goodson: Optikai
pumpa (Xe, He), SPINOE (Spin Polarisation Induced NOE)



A mdgneses térerd novelésének hatasa

Methyl region of
hymenistatin in DMSO
at 250, 400, 800 MH=z

250 MH=

400 MH=z
—
1.2 1.1 1.0 0.3 .2 a.7 opm

Az
érzékenység
mellett a
spektralis
diszperzio,
azaz a jelek
elkilondlése
is hagyban
novekszik



950 MHz BRUKER

1450 1400 1350 1300 1250 1200 1150 1100 Hz

600 MHz

Osztradiol-acetat

T T T T T T T
950 900 850 800 750 Hz
OAc

400 MHz

AcO

650 600 550 Hz



Az NMR mdgnesgyartds fejlodése

o ™ vreraseabiizes”
Uitrastabilized
1992
750 MHz / 54 mm
1979 b
400 MH, 1992 1995
500 MH7,
POMHISE 00 Ma;

"5{? | A 1) || UltraStabilized

' 1996

troshield
MHz 2000-2001 700 MHz
2003 900 MH UltraShield
2004 UltraShield Plus 800 MHz US?
400-600 SB

900 MHz US?

16Hz 2009 —— 1.2 GHz fejlesztés alatt (Bruker)

™



1000 MHz NMR Magnet
Magnetic field strength 23.5 Tesla
NMR proton frequency 1000 MHz
Standard bore size 54 mm

2 K UltraStabilized™ sub-cooling
technology

Persistent superconducting magnet
Advanced joint technology enables
high-current and high field joints of

smallest electrical resistance

AVANCE IIT 1000 MHz NMR

spectrometer
Patented Direct Digital Synthesis
Timing Resolution 12.5 ns

Minimum event time 25 ns

Single Chip RF generation

Highest Phase resolution (0.0055°)
Highest Frequency resolution (0.005 Hz)

installation in Lyon



E. Danieli, J. Perlo, B. Blimich, F. Casanova: Small Magnets for Portable NMR Spectrometers

. )
Zseb-NMR

A NME-késziicheler a kazeliswdben iclentds fogydkdiim
leher makl fogni. Eddig viszomdaz nagy térrészben homn-
BEN nEEnesss e csale szupraveretd magncselekel sikerith
letnedwoee, amelvek folvamatos hiitést (folyékony hélinmnt
g5 [olvébomy notropént), valanint nagymérctd hdszigete-
K5 kfbpenvt izérvel-
ek, Mémet redid-
sok  nemeériben
szarnarinm-koaalt
tettek dllanca, erds
mignescket, Ha
eecknek & magne-
sehnek  wiiltoztat-
ik ae ezvenishoz
yisEnnyilel hely
walel, ax MM E ke
axliléeek  shim"
melésther wsmn
Wy oo javisan
lehiet a pér homo-
Fetiitdsdl. A pro-
o fpasksing kdsai-
tett, Halbach-clerdezdsC mdanes mindssze 9K ¢ thmeg.
35 mm khlsd dmérdill & B0 mm hosszl Segitsépével 0.7 T
erassérd teret kehet ddallitani, s furatdba normdl 3 mm-es

Figure 2. Photograph of the Halbach magnet composed of rectangular
and trapezoidal pieces of SmCo which generate a field of 0.7 T. It is
80 mm long and has inner and outer diameters of 15 and 35 mm,

e o ¥ g : b respectively. By displacing the rectangular magnets following the
?J;:ifé?ﬁikt;%aémgﬂﬂnml‘:; modulations shown in the sketches on the right, corrections of third
ﬁm iskdb?;[thttﬁ. am‘_]?'m_ e B} II]"I IHF:I.'I.-E-IF.- (red) and fourth (blue) order can be generated as illustrated by the
BRI T Lot R e L ':|:.rtl‘.tru.muka.t képes fel- two-dimensional field maps underneath. The inset shows the ampli-
i tude of the movements AR of the rectangular magnets, which are the

Avpers Urene. ot G, 49, 4133, {2010 control variable for the mechanical shimming.

L A




A) B)

Water Toluene
09 5 0 0 5 0
— &/ppm — &/ppm

Figure 4. A) Spectrum of water in a conventional 5 mm NMR tube.
The spectrum is the Fourier transform of the free induction decay of

16 scans acquired during an acquisition time of 536 ms with a recycle
delay of 10 s. B) Spectrum of toluene obtained after Fourier trans-

formation of the free induction decay of 64 scans.



Szupravezetdo magnesek
Az NMR magnes tekercséhez haszndlt drot keresztmetszete

NbSn,—Pulver
+ Cu

Nb—-Rohr

1 copper matrix
2 NbTi-core

3 NbTi-filament .
Matrix

NbTi - single filament NbTi - multi filament
( about 60 NbTi-filaments ) Cur Shunt layer (~20 pm)

Au Protective/stabllizing layer {(~0.2 pm)
4 copper core

5 tantalum barrier
6 bronze matrix
7 Nb-filament YSZ Buffler {~1.5 jim)

YBCO {~1 pm)

Ce0, Builer (~0.05 pm)

Nb3Sn - superconductor (non reacted)
( total of 4000 to 10 000 Nb-filaments )

YBCO vezeték



A legljabb szogletesre formazott NbSn and NbTi NMR drét

W J “?H:ﬁ!”.ﬂlﬁ“"E.iHW'fiHHTWFZqTﬂﬂlﬂTﬂﬂiUTﬂrﬂﬂTﬂ
10

4 5 O / 5 8

—

Bundles

{(NbTaTi);Sn: ca. 50,000 filaments NbTi: 66 filaments

hokezelés —— nagyobb flexibilitas



Az NMR magnes szupravezet6 anyaga és a érzékenység

IRON NIOBIUM/TITANIUM NIOBIUM/TIN 2K OPERATION
MAGNETS
S d 5 NbTi NbTi Nb,Ta),Sn HTS
érzekenyseg singlo oy Nb3 Sn ( Nb s)ﬁ (Nb,Ta)3Sn
MHZA filament filament NbTi Nt?Ti N’\tj) _IS_in
1500
- “ -
1000 o0 _—
800 1 7
Ry
600~
500 500 _—
400~
270~
Irand
A (]
6 f,o/
e >
1965 1975 1985 1995 2005 Date
1960 1970 1980 1990 2000 2010

Tokéletes NMR sajatsagd magnesek ,dllandé Gzemmod-



magassag 5300 mm
atmeérd 1688 mm
7000 kg







Az ultrastabilizalt magnes technologia

1 | 1Joule-Thompson
|| iCooling Unit

1 Helium vessel

2 Nitrogen vessel

3 Vacuum chamber
4 Radiation shield
5 SC-coil

6 Siphon entry port
7 J-T cooling unit

8 Thermal barrier

750 - 900 MHz ultrastabilized
technology



UltraShield technologia

_—Main coil\

Shielding —
colls

500 MHz UltraShield

Az UltraShield technologia teszi lehetove az LC,
MS és egyéb integralt rendszerek elhelyezéseét
kozvetlenul a magnes kozelében



UltraShield technologia

- = = tradicionalis magnes

— UltraShield magnes

600 MHz UltraShield

500 MHz UltraShield
400 MHz UltraShield

300 MHz UltraShield




HPLC-NMR kapcsolas sematikus képe

e YA 11 diris G5z ekiittetés

elektrombs deszekottetés

Szamitogép . dtfolya cella
Q 1 tf-tekercsek
[ — iy

FLC pump
“by-pass”
Mdgnes
Injektor )




i

BRUIKER

Fraction
Collector

LC-NMR-MS
interface

lontrap MS



LC-NMR a természetes anyagok analizisében

LC-NMR
Az LC-NMR elonye :

— o IS LC-NMR
°~| CH,O0H k
HW\’/\])\/\\\ J; ’ CH;CN T6bbszoros 1) feleslegessé valik
H H
Ny i \ \ oldoszer a mar ismert, s igy

H
A, }% jel elnyomas érdektelen anyagok

NCH  |\13C.Jecsatolas idbigényes izolalasa
2 |/600 MHz-en
2) lehetove valik a

v korabbi MS adatok
| ' m M N I | szerkezeti
e L ! b informaciokkal
torténo Kiegészitése

8 7 & 5 4 3 Z o P
Nyers extraktun
Physarum polycephalum
800 MHz




NMR in Natural Products Analysis

100 - 210
H—0 'ﬁ oH 4 ’ H H ) LC-NMR 'H 1 MS lontrap
HW\Z\\)\}\%{ H 600 MHz BD: positive mode
' [ R S | M+H=320
\\\O B0
g
100 200 3|:i::|

2 4 5] =1 1a 12 14 16 15 20 22 24 26 25 30 32 54 36 38 40 42 44 [min

g 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 [min]

The power of
LC-NMR-MS

3 different
analytical tools in
one measurement

MS- MS/MS
1D and 2D-NMR
UV and DAD



NMR in Natural Products Analysis

Information gathered by LC-NMR and 800 MHz spectroscopy
LC-NMR peak 3 at 18.8 minutes
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a) Erzékenység standard TXI 5mm méréfejre,
0.1% etilbenzol:

500MHz: 900:1
b) Erzékenység CryoProbe™ TXI 5mm méréfejre,
0.1% etilbenzol :

500MHz: 3000:1

600MHz: 4000:1
800MHz 6000:1

c) Mérési ido és érzékenység osszefuggese:
ryr 7 = e — r 7 = e * 2
rr|er'eS|doCryo - rrler'eS|dostandard (SNstandard/SNCryo)



Bruker‘s CryoProbe™ TXI 600 MHz System




Cryoprobe: 500MHz 3C/'H Z-gradient

5.5mg Azadirachtin 650ul kloroformban (10mM)

Standard Probe CryoProbe
1h 8min 2min 30sec

I e L
opn e 140 120 100 80 60 40 20 ppn 160 140 120 100 80 60 4



Mérési idok osszehasonlitasa

800MHz

@ CryoProbe
O Conventional Probe

600MHz

500MHz

0 20 40 60 80 100 ”
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NMR érzékenység 0.1% EB
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CryoProbe™ Prodigy 400-600MHz (Bruker)
A 2011. év egyik legfontosabb NMR mdiszeres Gjitasa !

 RF tekercsek és eloerosito >77K

az érzékenység novekedése a normal (RT)
fejhez képest faktor

« 2-3x az X-magokra (pl. 1*C)

* ca.2x az '"H/"F magokra
=> Ekvivalens ‘+300 MHz érzékenységgel’ !
* Broadband sz¢lessava konfiguracio

« Alkalmazhat6 az 1) 400-600 MHz Avance I1I™
NMR spektrométereknel

* Hasznalhat6 automatikus hangolasnal is (ATM)




CryoProbe™ Prodigy
Kiemelkedo6 teljesitmény mérsékelt dron

£ Nagy teljesitmény novekedés

alacsony m(ikodtetési és
karbantartdsi koltségek

Lényegesen olcsébb mint a
hagyomdnyos He CryoProbe

Szerviz gyakorisdg a 2 évet is
meghaladja / 20'000 éra

Prodigy fejhez csak a vezérld
egység és liquid N, tartdly kell

Heteronukledris NMR 10x gyorsabb
Konnyen telepitheté nincs

sziikség infrastruktira
bévitésre

Az (j folyékony Nitrogen CryoProbe
dtirja a 'medium field NMR-+
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+Applications of NMR in structural and dynamic
biology, chemistry and neurobiology"
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NMR as Black box
Analysis Laboratory at LipoScience (USA)

NMR-investigations on blood plasma at 48 °C
% Risc of coronary heart disease



Gyors meérési technikak

Hadamard spektroszkaopia
Rétegszelektiv gerjesztés

UF NMR, SOFAST, SPEED, ASAP
Projection reconstruction
APSY / GFT / MWD

FDM - Filter Diagonalization Method
NUS - Non-Uniform Sampling
Covariance NMR

Spectrum folding

Sharc NMR
Rapid Pulsing - BEST NMR



E. Kupce, R. Freeman: HADAMARD fast NMR spectroscopy

Frequency Lists for Hadamard Encoded Experiments
1D Spectrum of Strychnine
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The Hadamard Principle in Selective 1D NMR Experiments
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2D NOESY of Strychnine:

a) Conventional b) Hadamard
3h 13 min 49 sec
a) b)
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.Frydmann Experiment” : rétegszelektiv gerjesztés
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A mdgneses tér-gradiens hatdsa a magspinek
precesszios frekvencidjdra

A +G és -G mdgneses tér-gradiensek
echo hatdsa a magspinek frekvencidjdra

A. Pulzus szekvencia

w

B. A magspinek fdzisdnak fiiggése
térbeli helyzetiiktdl
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Kétdimenzios (2D) NMR spektroszkopia
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Magn. Reson. Chem. 2015, 53, 399 - 426. Laura Castafiar and Teodor Parella:
Broadband !H homodecoupled NMR experiments: recent developments,methods and applications

i pe o e M el

2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figure 1. (A) 600-MHz conventional and (B) broadband homodecoupled
1D 'H NMR spectra of the steroid progesterone [1] in dimethyl sulfoxide-
des. Note how all simplified singlet resonances at their chemical shift
frequencies can be distinguished in the pure shift spectrum, which was
acquired in about 5 min using the PSYCHE experiment.



Fast hybrid multidimensional NMR methods based on ultrafast 2D NMR.
Serge Akoka, Patrick Giaudeau MRC 53. 986-94 2015

2D UF NMR

a Preparation | Evaolution 1 Mixing . | Acquisition
M, -AL ky
L L] [ ] [ ]
- [ ] [ [ ]
& . ® *
Preparation - | Evolution | Mixing : | Acquisition
2-an, ks
P ra ratien | Evokuiian J Mixing i | Acquisition
Aty L
- =,
b
: T
v 2 ey
T
V- &
G, G, | el 6.
G ? G,
" MN

a) az UF akvizicié sémdja. A mintdt diszkrét rétegekre bontjuk melyekben egy adott idé-
pontban eltérd az inkrementadlt 1, idok szama. A .Preparation/Evolution/Mixing/Acquisition”
egységek a hagyomdnyos mérésben levéknek felelnek meg, de itt nem idd, hanem térbeli
pozicié szerint torténik a kodolds.

b)példa: az UF single-scan H!H COSY pulzus szekvencidja. A detektdldsi blokk lényegében
echo-planar spectroscopic imaging (EPST) tipusu és bipoldris gradienseket haszndl. T,: a
térbeli kddoldsi gradiens ideje; 6,: a kodolé gradiens amplitudéja; T,: a detektdldsi
gradiens ideje; G,: a detektdldsi gradiens amplituddja; N: az akvizicidk (loop) szama.
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Single-scan UF H,!H-COSY és H,13C-HSQC lehetséges mérési tartomanyai (LOD)

a Single-scan 1H COSY b Single-scan 1H-13C HSQC
120 10 ‘E‘ 6 35 _
= LOD {mM, RT probe) = L‘* = 0D {mM, BT probe) E
— 2 a
% 100 \ = LOD (mM, cryoprobe) 8 £ ; 5 N, = LOD {mM, cryoprobe) A -E
o e "_ ]
E 20 Maximum SW (ppm) E E“ 4 L Maximum SW (ppm) 25 =2
- E ﬁ S ., g
-id iy | = ZG ™
§ o ;g £ :
é 4 & 8 15 %
g 7| \greesessecassait £ 3 10 §
= 1 2 = o -
= 3 ! E 5 5
1 E o .E
0 : 0 = 0 =
400 600 800 1000 400 600 800 1000 =
Field strength (MHz) Field strength (MHz)
C d
30 - 1.6
_ ——LOD (mM, RT prabe) -E; 1.4 ——LOD {mM, RT probe)
E. = LOD {mM, cryoprobe) =-. 12 = LOD (MM, cryoprobe)
c =
o - 1.0
g B o
o B~
: § o
.E E 0.4
= € 02
|
0.0
600 700 800 900 1000 600 700 800 900 1000
Field strength (MHz) Field strength (MHz)

A spektrdlis szélesség (SW) szdmitdsandl T,=30 ms idét (térbeli kddolds) vettek alapul, ami egy ésszeri
kompromisszum a felbontds és SW kozt, tovdbbad a detektdldsi gradiens amplituddja 30 6 cm™,



IH,!H-COSY mérés spektrdlis ablakja (SW) névelése a specidlis hibrid UF
.interleaved” technikaval

8 interleaved scans, 30 s

T e —y e 3
d : =
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6 5 4 3 F2[ppm]

teljes SW, gyors eredmény

részleges SW, visszahajtott jel

Single-scan, 100 ms
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teljes SW, lassd mérés

Minta: 100-mMol etil krotondt, 700 MHz, DMSO-d,, 'H,!H-COSY mérés



SOFAST-HMQC

Band-Selective Optimized-Flip-Angle Short-Transient

1 mM 3C/™N jelzett ubiquitin / H,O/D,0

L os aq=40ms
o , | d1=40ms
=110 .
a | ns = 2, 64 complex points
g : ? ﬂ‘ 112
. 13 q 114
o 0 a f' ﬁ > 900 1 T 1 ™
0 d e e ? 9 e, t | /\ |
o 0 : o . .m H rec ‘ 1/2J | | 1/2J, |
. a 9 e ¢ =11 I !
e, o & ‘ugi" Mt ™ N l o
aaa
8# # .I i" ;. 120
o 0 . G, [ i
ae dq L1z . S
o 124
méréSi |d6 28 sec ;p39: f1 channel - 120 degree shaped pulse for excitation

; Pc9_4 120.1000 (1200) (3.0ms at 600.13 MHz)
; (or @5.1000 (900) (2.0ms at 600.13 MHz) )

;p40: f1 channel - 180 degree shaped pulse for refocussing
Ref: P.Schanda, E. Kupce, B. Brutscher J.Biomol.NMR 33 (2005) 199-211 ; Rsnob.1000 (1.0ms at 600.13 MHz)
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(a)

SPEED: single-point
evaluation of the
evaluation of dimension

Eriks Kupce, Ray Freeman: MRC 45,711-713
(2007)

a) Hagyomanyos H,13C-HSQC
T, =128 (inkrementum), ns=1
Mérési idé: ca. 10 perc
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b) .SPEED" !H,13C-HSQC
T, =1l (inkrementum), t,*=80 us ns=1
Mérési ido: 5 sec.




Rapid Heteronuclear Single Quantum Correlation NMR Spectra at Natural Abundance
David Schulze-Sunninghausen, Johanna Becker and Burkhard Luy*

Karlsruher Institut fir Technologie A)
JACS 2014, 136, 1242-5. N Ay ‘ﬁs
H

ABSTRACT: A novel NMR experiment, the so-called
ASAP-HSQC, is introduced that allows the detection of L
| |2 t2 |

heteronuclear one-bond correlations in less than 30 s on
. . . . . G
mises in sweep width, resolution or spectral quality. O

DEC

small molecules at natural abundance without compro-

Equally, the experiment allows a significant increase in G
digital resolution or a moderate senstitivity enhancement
in the same overall experiment time compared to a
conventional HSQC. The gain is a consequence of keeping
all unused proton magnetization along z during acquis-
ition, so that the previously reported ASAP and
ALSOFAST approaches can be transferred from HMQC
to HSQC-type experiments. Next to basic and broadband
pulse sequences, a characterization of the sequence with
respect to minimum measurement time, sensitivity gain,
and advantages in resolution compared to state-of-the-art
experiments is given.

Brec
[affal AL 11 aflaly..
o 0, .
|tz ti2f]

Mixing

'H

DEC

‘ISC

G, G, G,
ey N |

Figure 1. Pulse sequences for a conventional HSQC (A) and the
ASAP-HSQC (B). Pulse phases are x unless indicated otherwise.
Vertical lines represent 90° hard pulses, thin open boxes 180° hard
pulses. In (A) wider open boxes indicate CHIRP inversion pulses'' of
500 ps duration. In (B) the filled box on 'H marks a BEBOP(10 kHz,
20 kHz, 550 us, + 20%, ].100)12 pulse using the nomenclature
introduced in,"* the pairs of 'H/'>C open boxes during INEPT
transfer steps represent 600 s BUBI pulse sandwiches,"* where the
proton pulse is also used as a BURBOP-180,(10 kHz, 20 kHz, 600 us,
+ 20%, 1200)"*"* refocusing pulse for the other open boxes. The gray
shaded "*C refocusing pulse after t, evolution is a BURBOP-180,
(37.5 kHz, 10 kHz, 1.1 ms, + 5%, 2200). All proton shaped pulses are
applied with an rf-amplitude of 20 kHz, while it is 10 kHz for carbon
shapes. Although only a subset has been used for the experiments
shown, full phase cycling is given by ¢, = x5 ¢, = x,—x; 3 =
Z(X),Z(*x); ¢4 = 4(x),4(fx),' ¢'5 = 4(7-75)’4('7‘:)3 erec = X TER TR, X,
x,—x,x. The delay A = 1/(2 'Joyy) is typically set to an average coupling

constant of 145 Hz, while A’ is optimized 'Lndividually- for ever)-r
sample. A" = 1.2 ms and A’ = 1.3 ms, respectively, was used for
menthol and maltose spectra shown in this article. Heteronuclear
decoupling was achieved using GARP.'® Isotropic mixing in between
scans in (B) was performed using the DIPSI-2 se:ql.lem:e.17 Purge
gradients were set to Gy = 43% and G, = 33% of the maximum
gradient strength of 50.7 G/cm, while echo/antiecho and coherence
order selection was achieved by switching gradients according to G, =
(80%,—80%), G, = (20.1%,20.1%) or G5 = (63.9%,80%), Gg =
(80%,59.9%) every other increment. TPPI-like incrementation'® with
the echo/antiecho recording scheme was achieved by simultaneous
inversion of phases ¢, and ¢,.



ASAP-HSQC: Rapid Heteronuclear Single Quantum
Correlation NMR Spectra at Natural Abundance
(Acceleration by Sharing Adjacent Polarization)
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Figure 3. Comparison of a conventional HSQC and an ASAP-HSQC
of menthol in CDClI; with equivalent overall measurement time. Both
spectra were recorded with 1024 X 128 complex data points,
corresponding to acquisition times of 213.5 and 5.3 ms for the two
dimensions. For the conventional HSQC, 2 scans per ¢, increment and
four dummy scans with a recovery delay of 2 s close to the average T,
times were applied, which results in a measurement time of 9 min and
34 s (A). The ASAP HSQC was acquired using 14 scans per t,
increment and 16 dummy scans in 9 min and 17 s (B). While spectral
quality is identical, a relative increase in intensity of 3—4 is observed
fi)/r the ASAP-HSQC with an simultaneous increase in noise of only
7.



Heteronuclear Single Quantum Correlation Heteronuclear Multiple
Quantum Correlation
keresztcslcs szerkezete

Itt a linedris
predikcidval
jelentosen
javithato a
jel/zaj
viszony

HSQC

IIMQC

------ 0000
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A HMQC (HMBC) keresztcsicsok az H,!H csatoldsok folytdn
kiszélesedve jelennek meg az F; (13C) dimenzidban, ahogy azt a
bemutatott kvartett jelen lathatjuk. Mindez lecsékkenti a
felbontdst és az érzékenységet ebben a dimenzidban

5(°C)



72.60

“C (ppm)

72.80

73.00

72.60

YT

(ppm)

72.80 O

73.00

a-maltose B-maltose

Figure 4. Comparison of ASAP-HSQC and ASAP-HMQC spectra acquired on maltose in D,0. Both spectra were recorded with a large number of
t, increments, i.e. 512 ('H) x 16384 (**C) complex data points and acquisition times of 142.3 and 905.4 ms. This corresponds to a digital resolution
of 0.55 Hz in the carbon dimension after zero filling to 32768 points. One scan per ¢, increment and 16 dummy scans were acquired in 3 h, 6 min,
and 37 s for the ASAP-HSQC, and in 3 h, 7 min, and 10 s for the ASAP-HMQC. Clearly the advantage in resolution can be seen, which even allows
the distinction of 9a/f# and 11a/ff of maltose, which are each approximately 3 Hz apart.



Csokkentett dimenzidéju mérések — Kupce, Freeman, Withrich
Projekcio rekonstrukcio, APSY Automated projection spectroscopy
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Gyors nD mérési technikak
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AT, * cos(a) unitvectorp; | .- f=AFl L

0°, 90°, 30°
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APSY

APSY as rapid acquisition method

Conventional APSY Time saving
48 and 128 increments 96 increments for
for dimensions t, and t, all projection angles

32 increments for t;
16 fort, t. and t;

Dimensionality exp. time [A]  #projections exp. time [h] factor conventional : APSY
3D 2 20 0.5 4
4D 54 40 1.0 54
5D 864 60 1.5 576
6D 13824 80 2.0 6912
7D 221184 100 2.5 88474

D1+ AQ = 1sec, humber of scans = 1, sensitivity of different experiments not considered



Automatizadlt Bruker Szerkezetfelderitd szoftver
Automation Assisted Structure Elucidation CMC-se™

Felgyorsitja a spektroszkopus
munkajat

Automatizalja a legtobb sziikséges
proceszalasi €s interpretacios lépést
Az NMR akvizicio ¢és a szofisztikalt
szoftver analizis zOkkenOmentes
integralasa

Kis molekulak egyszerli €s gyors

szerkezetfelderitése

~lle Edit View Analysis Structure Options Help jaagg[oje » #|,@ 0|
_»1| B El‘ ) | Analyse | Check | Generare | Rare ‘@ ‘ O|,\® ‘ File = alpha-janon_beispiel sof
Total structures in file = 19
Molecule: G, ,H,,0, monoisatopic mass: 192.2973 u, double bond equivalents = 4.0
1 22Cm |2 47
Agsigned H atoms: 20/20, Number of CH, / CH, oroups. 4/2 =
o osnit M Frag 1 2 3 4 &5 6 7 & 8 10 11 12 13 14 x x
H13 -
H11 | 083 0 o
H10| 091
HI | 113 c
Ha 144 3 4.8 CM |4 6.1
o]
H7 | 154
He | 202 \§]/
HG | 2.22
Ha | 2.6 N ~
Ha | 547 0
H2 | 6.02 &
H1 | 658
Iz 57 CM B 74
Shift olo|le|le | olals|s|e =] o
oo sle|e|ala a|T7238 2 7
shitt |#H | myor [Fragl 1 [ 2 [ 3[4 5 e |7 [a |9 [1woln|12]13]4
C15 | 2272 | 3 | sp3 =
ci12| 2297 | 2 | sp3 5 M= | M 1™ ~
C11| 2675 | 3 | sp3 MM S| M /(
c10 | 2689 | 3 | sp3 W= 5+ \o
C9 | 2774 | 3 | sp3 Mo M S+ L
cB [318 [ 2 | sp3 515 M M 7 gzemle 83
€7 | 3246 | 0 | sp3 M MM MM
C6 | 5426 | 1 | sp3 M| M ER MMM M M = e
C5 12262 | 1 |sp2/spd e MM
ca [13187 | 0 | sp2 M M W W_
C3 13230 1 | sp2 | 5e M | |
c2 14895 | 1 | sp2 | o o
C1 19835 0 | sp2 M| |
14 2 2 b4 9 aacmio a0
4 | ﬂ /-._N/ -
— ~
4 | &




High Res. MS, Elemental Analysis
(MW and DBE)

AL

H NMR

(integrals, 'H info: some functional groups)

L
13C NMR, DEPTQ

(1°C info: some functional groups and features)

4
(DQF)COSY + (ed)HSQC
(fragments, '3C multiplicity)

HMBC + TOCSY (+ HSQC-TOCSY)

(connecting the dots, 13C info)

L
ROESY / NOESY

(stereochemistry)






Attekintés

» Adiabatikus pulzusok

» .Rapid scanning artifact” -ok elnyomdsa

* Paraméterek optimalizdcidja a heteronukledris
lecsatoldshoz

- Mérések:

- 13C 1D mérések (DEPT, DEPT-Q, UDEFT)

- homonuklearis 2D (COSY, ROESY, NOESY,
TOCSY)

- heteronuklearis 2D (HSQC, HMBC, H2BC)
+ Optimalizalt mérések automatizdldsdnak eldkészitése

+ Optimalizdlt SW-vel t6rténé composite mérések
elokészitése

* Quantitativ NMR

- ERETIC, PULCON, ARTST, SICCO stb.



Adiabatikus pulzusok

Mit jelent, hogy adiabatikus pulzus?
= vdltozo frekvencidaju (sweep) pulzus
(a konstans frekvencidju pulzus helyett)

Mi az elonye?
= nagyobb gerjesztési sdvszélesség= nagyobb S/N
= kevésbé érzékeny a pontatlan bedllitdsra

Hol alkalmazhato?
=180° 13C pulzusként a HSQC tipusu mérésekhez
= lecsatold pulzusként az adiabatikus lecsatoldshoz

Hogyan kell beépiteni ezeket?
= a TopSpin és XWinNMR mdr haszndlja
= pre-definidlt paraméter szettek




Frekvenia

Mi is az adiabatikus pulzus?

= vdltozo frekvencidju (sweep) pulzus
(a konstans frekvencidju (sweep) pulzus helyett)

Chirp pulzus
Valtozo fekvenciaju (sweep) pulzus 8
)
S
<
normal pulzus S t
(fix frekvencia) =
a
. <
A pulzus id6tartama (us) normal pulzus t

(fix frekvencia)



Mi az elonye az adiabatikus pulzusoknak?

30’000Hz
= 300ppm 3C @ 400MHz

|

a0000.0

R
20000.00 10000.0 0.0 -10000.0-Z0000.0-30000.0

Hz

0.80
0.60
0.40
0.20
-0.00
-0.20
-0.40
-0.60
-0.80

nagyobb gerjesztési savszélesség
jobb jel/zaj a centrumtdl tavol is (offset)

Simulation of a
500us adiabatic
inversion pulse:
Crp60,0.5,20.1
(stdisp)



Mi az elonye az adiabatikus pulzusoknak?

Az adiabatikus ,smoothed chirp”
és normal 180° ,hard" pulzus 6sszevetése

+100 ppm o . . -100 ppm
@ 400MHz | 180" inversion @ 400MHz
hard pulse:

25.8 us

180° inversion
Crp60,0.5,20.1:
500 us

— 100%

I 0%

—-100%

[ I I I I I I I 1
offset [kHz] 30 20 10 0 -10 -20 -30 -40



Hol és hogyan alkalmazzuk az

adiabatikus pulzusokat?

+ Egyszerii adiabatikus pulzusokat csak INVERZIO esetén!
+ REFOKUSZALASRA: composite adiabatikus pulzusokat

+ 300 - 600 MHz:

500ms Crp60,0.5,20.1 for inversion
2000ms Crp60comp.4 for refocussing

+ 700 - 950 MHz:

500ms Crp80,0.5,20.1 for inversion
2000ms Crp80comp.4 for refocussing



Miért elényos fentieknél az adiabatikus pulzus:
- Szignifikansan nagyobb a sdvszélesség

- Nem érzékeny a power level pontatlan bedllitdsdra (mis-
setting)

- Nem érzékeny az esetleges B; inhomogenitdsra
Lehet az adiabatikus pulzust kalibrdlni? NEM, nem kozvetleniil.
- Ha a berendezés .cortab”-val felszerelt: calculate level.

- Ha nem:
power level of Crp60’s = 25.5ms rectangular 90°
power level of Crp80's = 22.2ms rectangular 90°

.prosol“haszndlata / automation compatibility?

Adiabatikus pulzusokat a HSQC és a DEPT tipusu méréseknél
haszndlunk
inverzidéra és/vagy refokuszdldsra

- pulzusprogramok: ..sp... ill. sp.. .2



Non Uniform Sampling (NUS, 2010 Bruker, TopSpin 3.0)

10

Multidimenzios spektrumok mérési idejének drasztikus leréviditése
3D (t,t, plane)

traditional 25% NUS

L I oL
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10 20 30 40 a0 60 t, 0 10 20 30 40 20 60 t,



3D (t 1t2 plane) 4096 complex points

traditional 25% NUS, exponentially weighted in t
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NUS

Hymenistatin Pro(1) Pro(2) ?,H
__CH,
CHZ‘CHZ H, \CH c /C\
/ / 2 I CH
H.C —C=—N-— 0O
H3C\ o 2 \N/ \C// HC\ /({H
lle(8 (iHZ N/ Sy f
e(8) eH / \ _cu, WG
n.c”  CH HC
3 / \
ji r
o==C NH
number of cross peaks _~CH, \CH HC/ CH;
(estimated maximum): HiC \TH/ / \HC‘/
Val(4
lle(7) A\ /N al®)
HSQC (*C) 48 H3C N o CHs;
//\CH\N_C,HC/ Nen
HMBC (:C) 199 ° /4 \ \ /-
HZC\ o) CHZ-CHZ
COSY 187 Leu (6) /CH’CH 3 Pro(s)
TOCSY 339 H,;C

R.K. Konat, D.F. Mierke, H.Kessler, B. Kutscher, M. Bernd
& R. Voegeli, Helv. Chim. Acta 76, 1649 (1993)



20mM (8.94mg) Hymenistatin (komplexpontok szdma)

HSQC: td=256

ref. (FFT) NUS 20% 30%
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HSQC: td =256

2mM = 0.894mg

20 mM NUS 50% 2 mM NUS 50% 2mM ref. (FFT)
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HSQC

o

20mM (8.94mg) Hymenistatin

”

e o R L
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- HSQC - projection
’ CH, 6.25%/16k, 76 min.
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Ubiquitin 3D spektrumanak !H/'5N projekcidja

HNCO: F1F3 projection /

ref. (FFT) NUS 10% best-HNCO, NUS 10%
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A klasszikus 13C meéres

Hosszu akvizicids ido

90,0

RD I |
13C

WALTZ 16

H

A legtdbb ido arra kell, hogy bealljon (T1) relaxacios egyensuly

Altaldban a 90° pulzust 30° pulzussal helyettesitjiik, hogy
novelhessik a pulzus ismétlés sebességét (zgpg30)



DEFT: Driven Equilibrium Fourier Transform

(sajnos a maga idejében nem vadlt be)

90,9 1800

ol g

WALTZ 16
H

e Klloénosen alkalmas kis, jelzetlen molekulakra (T, kbzeli T, -hez)

e Nagyon érzeékeny az offset effektusra, B1 inhomogenitasra, pulzus
kalibraciora

e Akvizicidé utan a magnesezettseget visszabillentjik a z tengely iranyaba

Becker E. D., Ferretti J. A., Farrar T. C. J. Am. Chem. Soc., 1969,
91, 7784-7785



UDEFT: Uniform DEFT

90,2 90,0

1800 180 0
13C RD | t Yot x

WALTZ 16

N

e A 180° refokuszalo pulzust adiabatikus pulzusra cseréljik

e Cseréljik a 90° pulzust egy ,mimicked mixed composite” pulzusra

= Kompenzaljuk igy az offset effektust, B1 inhomogenitast és a pulzus
kalibralds hibajat

M. Piotto, M. Bourdonneau, K. Elbayed, J.-M. Wieruszeski, G. Lippens,
Magn. Reson. Chem., 2006, 44, 943



UDEFT a gyakorlatban

- Minden szerves molekuldra haszndlhaté, akkor is

ha T, < T, (nincs nyereség, de veszteség sem)

+ Jelentés S/N novekedés hosszu relaxdcids idejd 13C
atomok esetén (quaternary carbons)

* CHs, CH, és CH szénatomok esetén azonos S/N
novekedes

* (Relaxation delay + acquisition time) ca. 4 sec. koriili
minden molekulara

+ Acquisition Time ca. 360 ms - réviden kell tartani,

hogy a T, relaxacié ne okozzon gondot

LB = 2 és linedris predikcid:
- ME_mod: LPfc
- NCOEF=4096
- LPBIN= 128k (vagy 256k)



10% ethyl benzene @ 400MHz

IS I

zgpg: 64 scans




Real life: close to limit of detection

zgpg: 1k scans

I
200 150 100 50 0 [ppm]



Az NMR méréstechnika hatékonysaganak nagymertéekiu
megnovekedéséhez vezetett:

Optimalizalt 1D, 2D és 3D inverz ('H) detektalasu mérések,
gradiens pulzusok, adiabatikus pulzusok felhasznalasa

Extrem nagy térereju, ultra-stabilizalt és aktiv arnyekolasu
magnesek bevezetese

Cryoprobe, un. ,hideg” méréfejek alkalmazasa az érzékenységet
ca. negyszeresere noveli

Atfolyd méréfejek kifejlesztése, mintavétel és a mérések
automatizalasa

HPLC-NMR, HPLC-MS-NMR és HPLC-MS-DAD-NMR integralt
analitikai rendszerek kialakitasa mikromennyisegl mintak
merésere

Uj szoftverek ,Ultrafast n-Dimensional NMR spectroscopy”:
Frydman-Experiment, Hadamard spektroszkopia, G-matrix FT
NMR (Szyperski), NUS,



BME 500; 300 SONEAS 500

ELTE 700; 500; 250 OBI 400 . w1 7
SOTE 600; 400 ViChem Chemie 300 Hazal NMR korkep
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