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. Wsten
1 Wstep

Celem niniejszego podrecznika jest opisanie podstawowych elementéw spektrometru firmy
Bruker, ich dziatania oraz sposobu, w jaki sg one wykorzystywane przez oprogramowanie
TopSpin do pozyskiwania danych NMR. Powinno to umozliwi¢ stosunkowo
niedoswiadczonemu uzytkownikowi przeprowadzenie szeregu podstawowych
eksperymentéw 1D (jednowymiarowych) NMR w duzej rozdzielczosci. Jako przyktad
wybrano antranilan mentylu. Zostang opisane widma protonowe oraz weglowe
z odsprzeganiem protonéw. Aby poméc uzytkownikowi, zostang uzyte standardowe zestawy
parametréw dostarczone z kazdym pakietem oprogramowania TopSpin. Ogranicza to czas
potrzebny do przeszkolenia uzytkownikbw na samym spektrometrze, szczegdlnie
w przypadku, gdy szkoli sie stosunkowo duzg liczbe studentéw. Wedtug tego scenariusza
przetwarzanie mozna tatwo przeprowadzi¢ na oddzielnym komputerze, korzystajgc
z samouczkéw dostarczonych wraz z dokumentacjg spektrometru.

Do potrzeb instrukcji zaktada sie, ze uzytkownik:
* Ma podstawowg wiedze na temat pakietu oprogramowania TopSpin.

» Posiada sonde lub sondy do rejestracji widm protonowych i weglowych z odsprzeganiem
protonéw.

* Ma podstawowg wiedze na temat korzystania z zaktadek i przyciskow przeptywu w oknie
TopSpin.

Chociaz dotozono wszelkich staran, by rzeczywiscie zapewni¢ instrukcje krok po kroku, nowi
uzytkownicy zawsze bedg mieli jakies pytania, a co za tym idzie beda potrzebowaé
okazjonalnej pomocy ze strony bardziej doswiadczonego uzytkownika. Celem niniejszego
podrecznika jest, o ile to mozliwe, umozliwienie uzytkownikom samodzielnej pracy
i uzyskanie podstawowej wiedzy na temat obstugi systemu. Mamy nadzieje, ze czas
poswiecony na szkolenie nowych uzytkownikow zostanie znacznie ograniczony dzieki
wykorzystaniu tego podrecznika.

1.1 Zrédta zagrozen

W rozdziale dotyczacym bezpieczenstwa omowiono bardziej szczegétowo kwestie zwigzane
z zagrozeniami; juz teraz, w ramach wstepu, nalezy jednak wymieni¢ potencjalne zagrozenia
wystepujgce podczas uzytkowania spektrometru NMR. Mimo Ze mamy do czynienia z
niezwykle ztozonym systemem, niedo$wiadczony uzytkownik ma zaskakujgco niewiele
mozliwosci jego uszkodzenia, dlatego wymieniono kilka najwazniejszych. Najbardziej
prawdopodobne przyczyny uszkodzen przy normalnym uzytkowaniu sg nastepujace:

* Wyjmowanie probki z magnesu, kiedy otwdr pozostaje zamkniety.
» Wprowadzenie probki do magnesu, w ktérym brak jest ochronnej poduszki powietrznej.

* Przekazywanie mocy RF po niepodtgczonych przewodach lub nieprawidtowo
zamontowanych sondach.
Zalecamy, aby nowi uzytkownicy zapoznali sie z powyzszymi zagrozeniami przed
rozpoczeciem pracy. Zalecamy, aby osoby zarzgdzajgce systemem sprawdzity, czy nowi
uzytkownicy majg wiedze o powyzszych zagadnieniach.

1.2 Wersja oprogramowania i sktadnia polecen

Ta instrukcja dotyczy oprogramowania TopSpin w wersji 4.0. W podreczniku zostang
przedstawione procedury wprowadzania réoznych polecen.
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2 Bezpieczenstwo

W odniesieniu do bezpieczenstwa elementem odrézniajgcym spektrometry NMR od
wiekszosci innych urzgdzen laboratoryjnych jest wystepowanie stosunkowo silnego
magnesu. Nalezy na to zagadnienie zwréci¢ najwiekszg uwage przy projektowaniu
laboratorium NMR bgdz szkoleniu oséb pracujgcych w laboratorium lub w jego poblizu. Jesli
przestrzega sie odpowiednich procedur, praca w poblizu magneséw nadprzewodzacych jest
catkowicie bezpieczna i nie wystepujg zadne znane efekty uboczne wptywajgce na zdrowie.
Nieprzestrzeganie zalecen moze jednak powodowa¢ powazne wypadki.

Magnes stanowi potencjalne Zrodto zagrozenia z nastepujgcych wzgledow:
» Duza sita przyciggania, ktérg magnes dziata na przedmioty ferromagnetyczne.
* Znaczna ilos¢ ciektego azotu i helu.

2.1 Bezpieczenstwo magnetyczne

Pole magnetyczne otacza magnes ze wszystkich stron. Pole to, noszgce nazwe pola
rozproszonego, jest niewidoczne, dlatego osoba odpowiedzialna za urzgdzenie powinna w
odpowiednich miejscach umiesci¢ informacje ostrzegawcze. Obiekty wykonane z materiatow
ferromagnetycznych, np. zelaza, stali itd., sg przez magnes przyciggane. Jesli obiekt
ferromagnetyczny znajdzie sie zbyt blisko, moze zosta¢ nagle przyciggniety przez magnes ze
znaczng sitg. Wskutek tego moze doj$¢ do uszkodzenia magnesu lub obrazen u oséb
znajdujgcych sie na drodze przedmiotu.

Jest niezwykle istotne, aby osoby pracujgce w poblizu magnesu byly w petni swiadome
potencjalnych zagrozen. Podstawowe znaczenie ma, aby w poblize magnesu nigdy nie
dopuszczac osob, ktérym wszczepiono rozruszniki serca lub metalowe implanty.

Poniewaz natezenie pola rozproszonego znacznie zmniejsza sie w miare wzrostu odlegtoSci
od magnesu, wazne jest, aby z przetozonym omodwi¢ bezpieczenstwo pracy w poblizu
magnesow.

211 Bezpieczenstwo kriogeniczne

Magnes zawiera stosunkowo duzg ilos¢ ciektego helu i azotu. Ciecze te, noszgce nazwe
cieczy kriogenicznych, majg utrzymywac bardzo niskg temperature rdzenia magnesu.

Poniewaz ciecze kriogeniczne majg bardzo niskg temperature, podczas pracy z nimi nalezy
zawsze nosi¢ rekawice, koszule z dlugim rekawem lub fartuch laboratoryjny oraz gogle
ochronne. Bezposredni kontakt z takimi cieczami moze spowodowa¢ odmrozenia. Osoba
zarzgdzajgca spektrometrem powinna regularnie sprawdza¢ i upewnia¢ sie, czy parujgce
gazy mogg swobodnie ulatnia¢ sie z magnesu, czyli czy zawory wylotowe nie sg
zablokowane. Nie wolno uzupetnia¢ helu i azotu w magnesie, jesli dana osoba nie zostata
przeszkolona w zakresie odpowiedniego postepowania.

Hel i azot sg gazami nietoksycznymi. Ze wzgledu jednak na mozliwos¢ roztadowania
magnesu, w przypadku ktdérego moze nastgpi¢ nagte wypetnienie pomieszczenia
odparowanymi gazami, zawsze wigczona musi by¢ odpowiednia wentylacja.
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2.2 Bezpieczenstwo elektryczne

Elementy spektrometru nie sg bardziej ani mniej niebezpieczne niz wszelkie inne typowe
urzgdzenia elektroniczne lub pneumatyczne i nalezy z nimi odpowiednio postepowac. Nie
wolno zdejmowac¢ pokryw ochronnych z poszczegdlinych modutéw. Zostaty one
zamontowane w celu zabezpieczenia; moga zosta¢ otwarte wytgcznie przez wykwalifikowany
personel obstugi lub autoryzowany serwis. Pokrywe gtdéwng znajdujgca sie z tytu konsoli
mozna zdejmowac za pomocg dwoch srub szybkoztgcznych, jednak moze tego dokonywac
wytgcznie wykwalifikowany personel lub autoryzowany serwis. Nalezy pamietaé, ze
wentylatory chtodzace, ktére znajdujg sie na pokrywie tylnej, bedg pracowac¢ nawet po jej
zdjeciu, chyba ze zostang odfgczone.

2.3 Bezpieczenstwo chemiczne

Uzytkownicy powinni mie¢ petng swiadomos$¢ wszelkich zagrozen zwigzanych z probkami, z
ktérymi pracujg. Zwigzki organiczne mogg by¢ wysoce tatwopalne, zrgce, rakotworcze itd.

2.4 Swiadectwo CE

Wszystkie gtéwne jednostki znajdujgce sie w konsolach AVANCE, a takze urzgdzenia
peryferyjne, takie jak HPPR, systemy shim'éw i sonda sg zgodne z Deklaracjg zgodnosci
WE. Odnosi sie do poziomu jakiegokolwiek rozproszonego promieniowania
elektromagnetycznego, ktére moze by¢ emitowane, jak rowniez standardowych zagrozen
elektrycznych. Nalezy pamietaé, ze drzwi konsoli powinny by¢ zamkniete, a tylna obudowa
zamontowana w celu przeciwdziatania wyciekowi promieniowania.

znalez¢ w podreczniku Ogdlne uwagi dotyczgce bezpieczenstwa systeméw AVANCE (P/N

n Uwaga: Dodatkowe informacje na temat bezpieczenstwa systeméw AVANCE mozna
Z31836) dostepnym na ptycie BASH DVD.
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Wstepne informacje teoretyczne i
terminologia

NMR jest technikg stosowang do analizy struktury wielu czgsteczek chemicznych, przede
wszystkim zwigzkéw organicznych. Typowy zwigzek moze skiadac sie z atomdéw wegla,
wodoru i tlenu.

W najprostszej postaci eksperyment NMR sktada sie z trzech krokéw:

1. Umieszczenia probki w statycznym polu magnetycznym.

2. Wzbudzenia jgder w probce za pomocg impulsu o czestotliwosci radiowe;.
3. Pomiaru czestotliwosci sygnatow emitowanych przez prébke.

®
)
©

Rysunek 3.1: Wzbudzenie i reakcja na wzbudzenie

1. Impuls wzbudzajgcy 2. |Atom
3. Emitowany sygnat

W oparciu o emitowane czestotliwosci mozna wyciggng¢ wnioski o wigzaniu i rozmieszczeniu
atomow w prébce. Znajdujgce sie w prébce jadra aktywne w spektrometrii NMR rezonujg
z roznymi czestotliwosciami radiowymi zwanymi czestotliwosciami rezonansowymi. Sg to
czestotliwosci emitowane przez jgdra po ich wzbudzeniu przez wysytany impuls
o czestotliwosci radiowej. Warto$¢ czestotliwosci rezonansowej zalezy od dwdch czynnikéw:

1) Rodzaju jadra:

Kazdy izotop sktada sie z okreslonej liczby protondéw i neutronéw znajdujgcych sie w jego
jadrze atomowym. Struktura jgdra w znacznym stopniu okresla warto$¢ czestotliwosci
rezonansowej. Kazdy izotop charakteryzuje sie podstawowa czestotliwoscia
rezonansowg. Jagdra "C bedg mialy inng podstawowg czestotliwo$¢ rezonansowg
w poréownaniu do jader 'H itp. Nalezy pamieta¢ o duzej zmiennosci podstawowe;j
czestotliwosci rezonansowej dotyczgcej réznych izotopdw wymienionych w ponizszej tabeli:

Jadro Aktywnos¢ Podstawowa czestotliwos¢ | Abundancja

w spektroskopii rezonansowa (przyblizona) | naturalna [%]
NMR [MHZz]

H tak 500 99.98

’H tak 77 0.015

°H tak 533 Slady (ok. 107)

2C nie - 98.89

3C tak 126 1.11

35Cl tak 49 75.77

S7CI tak 41 24.23

Tabela 3.1: Tabela z danymi dotyczgcymi réznych izotopow (czestotliwo$ci podano dla magnesu 11,7 T)
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2) Lokalnego otoczenia atomowego:

Na podstawowg czestotliwos¢ rezonansowg naktada sie efekt lokalnego otoczenia
atomowego, w ktorym znajduje sie okreslony izotop. Doktadna wartos¢ czestotliwosci
rezonansowej jadra 'H w danym zwigzku chemicznym zalezy od atomow, z ktdrymi jadro jest
potaczone wigzaniami i ktére je otaczajg. Jadro jest otoczone elektronami, ktére mogg by¢
postrzegane jako ruchome tadunki elektryczne z towarzyszgcymi im polami magnetycznymi.
Elektrony te stanowig zrodto ekranowania jadra magnetycznego. Zakres ekranowania zalezy
od doktadnego lokalnego srodowiska atomowego. Wielkos¢ typowych lokalnych zmian pola
(ktore spowodujg zmiane czestotliwosci) zalezy od izotopu i natezenia pola magnetycznego,
w ktérym umieszczona jest probka. Ponizsza tabela pokazuje typowg zmiennosé
czestotliwosci dwoch najczesciej stosowanych w spektroskopii NMR jgder 'H i *C. Oczywiste
jest, ze lokalne otoczenie atomowe ma stosunkowo niewielki wptyw na podstawowg
czestotliwosé rezonansows.

Jadro Typowa zmiana podstawowej czestotliwosci
rezonansowej skutkiem lokalnego otoczenia
atomowego.

H 6 kHz
3C 30 kHz

Tabela 3.2: Zmiany czestotliwosci (podano dla magnesu 11,7 T)

Sygnaty NMR sg zazwyczaj wykreslane w postaci widm i analizowane w odniesieniu do
dwoch wielkosci tj. czestotliwosci i intensywnosci. Zgodnie z konwencjg stosowang
w przypadku spektroskopii NMR czestotliwos¢ wykresla sie na osi poziomej, przy czym
wzrasta ona w lewo.

«—®
Rysunek 3.2: Widmo NMR
1. Intensywnos¢
2. Czestotliwose

Jak wspomniano powyzej, czestotliwos¢ dostarcza jakosciowych informacji dotyczgcych
lokalnego otoczenia atomowego. Zintegrowana intensywnos¢ sygnatu jest miarg sily
sygnatu i jest wyznaczana przez catkowanie pola powierzchni pod pikiem sygnatu. Catka jest
wprost proporcjonalna do liczby jgder, ktére skladajg sie na sygnat o okreslonej
czestotliwosci (pod warunkiem, ze wszystkie jadra zostaly wzbudzone w takim samym
stopniu), a zatem dostarcza informacji ilosciowych dotyczgcych struktury chemicznej
zwigzku.
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Aby wzbudzi¢ dane jadro w eksperymencie NMR, czestotliwos¢ impulsu wzbudzajgcego
powinna $cisle odpowiadaé czestotliwosci rezonansowej jgdra. Ta czestotliwosé jest
okreslana jako czestotliwosé nosna. Oznacza to, ze jesli eksperymenty sg przeprowadzane
przy pomocy magnesu 11,7 T, jadra 'H wymagajg czestotliwosci nosnej wynoszgcej
w przyblizeniu 500 MHz, a jgdra '*C wymagajg czestotliwosci nosnej bliskiej 126 MHz.
Czestotliwos¢ nosna jest okreslona przez parametr SFO1. Jadro wzbudzane przez te
czestotliwos¢ nosng jest okreslane jako jagdro obserwowane.

Nalezy zauwazy¢, ze istniejg eksperymenty, w ktérych pobudza sie wiecej niz jedno jadro,
np. podczas przeniesienia polaryzacji lub odsprzegania. W tych przypadkach istnieje wiecej
niz jedna czestotliwo$¢ nosna, ale nadal tylko jedna czestotliwos¢ obserwacji.

Nie wszystkie izotopy reagujg na impulsy o czestotliwosci radiowej, to znaczy nie wszystkie
sg aktywne w NMR. W przyrodzie wystepuijg trzy izotopy wodoru: 'H (woddr), ?H (deuter) i *H
(tryt, promieniotwdrczy!). Abundancja naturalna (obfitos¢ wystepowania) tych izotopow
wynosi odpowiednio 99,98%, 0,015% i 0,005%. Wszystkie trzy izotopy sg aktywne w NMR,
chociaz jak pokazano w tabeli 3.1, wszystkie wykazujg duzg zmiennos¢ czestotliwosci
rezonansowej. Aby przeprowadzi¢ analize probki pod kagtem wodoru, wzbudza sie izotop 'H,
poniewaz wystepuje w najwiekszej ilosci. Sposrod izotopdw wegla wystepujgcych
w przyrodzie tylko jeden jest aktywny w NMR. Najczesciej wystepujacy izotop "°C (98,89%
abundancji naturalnej) jest nieaktywny. Dlatego analiza NMR zwigzkéw organicznych pod
kgtem wegla opiera sie na sygnatach emitowanych przez izotop "*C, ktérego abundancja
naturalna wynosi tylko 1,11%. Oczywiscie analiza NMR wegla jest trudniejsza niz, na
przyktad, 'H (istniejg inne czynniki wptywajgce na czulos¢, ktore zostang omowione
w nastepnych czesciach tego rozdziatu).

Na podstawie tego krotkiego wprowadzenia do techniki NMR opisanego powyzej warto
wykonaé éwiczenie i zastanowic¢ sie, w jaki sposéb mozna wykorzysta¢ te metode do analizy
sktadu chloroformu (CHCI,).

3.1 Analiza NMR chloroformu

Jak przedstawiono na ponizszym rysunku, mozna przeprowadzi¢ trzy oddzielne
eksperymenty odpowiadajgce trzem mozliwym do obserwacji jgdrom 'H, *C i **Cl.

S =F
c Es Cl < E Eyr.  CF
Cl-C H+ Cl C“H “ClC o H s
C'l' lff C," ‘lfg Lfﬂ . _C-' -.'-"._
Es~ At

Rysunek 3.3: Analiza NMR CHCI3
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W strone prébki sg kierowane trzy impulsy wzbudzajgce (E,, E,, E;) z odpowiednig
czestotliwo$¢ nosna. E, odpowiada czestotliwosci rezonansowej 'H, E, czestotliwosci *C
frequency, a E, czestotliwosci **Cl. Zaktadajgc, ze trzy izotopy zostaty wzbudzone, probka
bedzie emitowac¢ sygnaty o trzech czestotliwosciach f,, f, i f;, ktére zostajg zarejestrowane na
trzech odrebnych widmach. Jesli emitowane sygnaty zostang pokazane na jednym wykresie,
mozna spodziewac¢ sie widma podobnego do przedstawionego na rysunku ponizej (nalezy
zauwazy¢, ze podane czestotliwosci sygnatow dotyczg magnesu 11,7 T i wszystkie sygnaty
zostaty wykreslone jako singlety, tj. pojedyncze piki).

35CI

@ 1H 13C

e N

500 ) @ 126 49

Rysunek 3.4: Sygnaty MRJ emitowane przez CHCI3

—_

Intensywnosé
Czestotliwos¢ (MHz)

N

To sztuczne widmo pokazuje trzy piki odpowiadajgce trzem izotopom. Biorgc pod uwage
wzgledng liczbe trzech izotopdéw, mozna oczekiwaé, ze intensywnos¢ sygnatéw chloru,
wodoru i wegla bedzie pozostawaé w stosunku 3:1:1. Jednakze nalezy réwniez uwzgledni¢
abundancje naturalng trzech izotopoéw, co daje stosunek 227:100:1. Uzytkownik moze
sprawdzi¢, ze okreslone do$wiadczalnie stosunki intensywnos$ci pikdw nie zgadzajg sie z tymi
warto$ciami. Przyczyng tego stanu jest charakterystyczna czutos¢ w metodzie NMR kazdego
izotopu. Czuto$¢ 'H jest 63 razy wieksza w metodzie NMR niz w przypadku *C. Oznacza to,
ze nawet jesli probka zawiera dokfadnie takg samg liczbe jgder 'H co 'C, intensywnos¢
sygnatéw 'H bedzie 63 razy wieksza niz "*C.

W przypadku wykresu, takiego jak na powyzszym rysunku, wszelkie szczegotowe informacje
zostang utracone, a precyzyjne okreslenie czestotliwosci bedzie niemozliwe. Mowi sie wtedy,
ze widmo takie odznacza sie niskg rozdzielczos¢ (rozdzielczo$¢ pozioma widma jest miarg
stopnia rozrézniania dwdch sygnatdéw o zblizonej czestotliwosci na widmie).

Kolejng komplikacjg jest ogromny zakres skali na osi pionowej. Zmiennos¢ naturalnej
czutosci w metodzie NMR w potgczeniu ze zmianami abundancji naturalnej czesto
uniemozliwia wykreslenie sygnatéw réznych izotopdw na jednym widmie. W rzeczywistosci
rozdzielczos¢ pionowa widma bedzie bardzo niska (rozdzielczo$¢ pionowa, tj. stosunek
sygnatu do szumu widma jest miarg czutosci).

Jesli nasza analiza chloroformu wyglgda na dos¢ skomplikowang, to dlatego, ze prébujemy
porownaé sygnaty trzech réznych obserwowanych jgder na jednym widmie (ignorujemy tutaj
wszelkie ograniczenia sprzetowe/elektroniczne). Dlatego w praktyce eksperymenty NMR
wykonuje sie dla jednego jadra obserwowanego. Chociaz mozna wzbudzi¢ wiecej niz jeden
izotop jednoczesnie, stosujgc wiecej niz jedng czestotliwos¢é nosng (np. eksperymenty
z odsprzeganiem), obserwuje sie zawsze sygnaly jednego izotopu. Dzieki temu znacznie
upraszcza sie analize widma.
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3.2

Wspomniano juz wczesniej, ze zmiany podstawowej czestotliwosci rezonansowej, bedgcej
efektem lokalnego otoczenia atomowego sg zazwyczaj stosunkowo mate. Oznacza to, ze na
widmie nie wystepujg duze zakresy spektralne. Co wiecej, abundancja naturalna i naturalna
czuto$¢ bedg zawsze takie same dla danego izotopu. W zwigzku z tym wzgledna
intensywnos$¢ na przyktad dwdch sygnatéw emitowanych przez izotopy 'H w danym widmie
zalezy jedynie od liczby atomow sktadajgcych sie na sygnat. To znacznie upraszcza analize
widm i uzyskanie informacji ilosciowych. Zanim przejdziemy dalej do bardziej szczegétowego
opisu techniki NMR, czytelnik powinien zapozna¢ sie z pojeciem pomiaru sygnatéw w ppm
(ang. parts per million, ppm) (czesci na milion) wzgledem sygnatu odniesienia.

Zwiazki odniesienia, herce, ppm

Jak juz stwierdzono wczesniej, sygnaly NMR sg analizowane w odniesieniu do dwdch
wielkosci tj. intensywnosci i czestotliwosci. Czestotliwos¢ bezwzgledng mierzy sie w hercach
(Hz — cykle na sekunde) lub w megahercach (MHz). Podawanie zmierzonych sygnatéw jest
uproszczone, jesli wszystkie pomiary czestotliwosci sg wykonywane w odniesieniu do
wzorca. W przypadku metody 'H NMR zalecanym wzorcem jest zwigzek chemiczny o nazwie
tetrametylosilan (TMS). Jesli rejestruje sie widmo 'H lub ™*C, obecno$é¢ TMS prowadzi do
powstania pojedynczego, tatwo identyfikowalnego piku. Pikowi temu przypisano warto$¢ zero
i czestotliwosci wszystkich pozostatych pikow podaje sie jako czestotliwosé wzgledng
w odniesieniu do czestotliwosci TMS. Tak wiec mozemy mowi¢ o sygnale znajdujgcym sie
2,5 kHz powyzej piku TMS. Jest to lepszy sposéb niz podawanie czestotliwosci bezwzgledne;j
sygnatu, ktéra moze na przyktad wynosi¢ 500,1325 MHz.

Odnoszenie sygnatow do piku TMS wyraznie zmniejsza liczbe cyfr potrzebng do opisu
czestotliwosci sygnatu. Jednak mozna to jeszcze bardziej uprosci¢, jesli zamiast hercow
zastosuje sie jednostke ppm. Jednostka ppm odpowiada czestotliwosci wyrazonej w postaci
utamka bezwzglednej czestotliwosci rezonansowej zaleznej od sity pola magnetycznego
danego magnesu. Zaletg jednostki ppm jest to, ze pomiary czestotliwosci sg niezalezne od
sity pola magnetycznego danego magnesu. To znacznie upraszcza porownanie widm
uzyskanych na réznych spektrometrach.

Wspotczynniki przeliczeniowe, ktore nalezy zastosowac przy przeliczaniu wartosci w hercach
na ppm i odwrotnie, pokazano na ponizszym schemacie.

Rysunek 3.5: Przeliczanie hercéw i ppm

1|Herc 3|ppm
2|Podzieli¢ czestotliwos¢ nosng 4|Pomnozy¢ czestotliwos¢é nosng
(SFO1) w MHz (SFO1) w MHz

Zalety stosowania jednostki ppm najlepiej ilustruje praktyczny przyktad.
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Zatozmy, ze zarejestrowano sygnat 'H 2,5 kHz powyzej sygnatu TMS korzystajgc
z czestotliwosci nodnej (SFO1) wynoszacej 500 MHz. Czestotliwos¢ kazdego emitowanego
sygnatu NMR jest wprost proporcjonalna do sity pola magnetycznego danego magnesu. Ten
sam sygnat pojawitby sie przy wartosci 3,0 kHz powyzej sygnatu TMS w przypadku
spektrometru 600 MHz i przy wartosci 2,0 kHz powyzej sygnatu TMS w przypadku
spektrometru 400 MHz. Pojedyncze przeliczenie nie stanowi duzej niedogodnosci, ale musi
by¢ wykonane dla kazdego piku w kazdym systemie. A teraz wezmy pod uwage ten sam
sygnat wyrazony w jednostkach ppm.

Czestotliwos¢ w hercach podzielona przez SFO1 = czestotliwos¢ w ppm.
Przyktady:

2500 Hz/500 MHz = 5 ppm
3000 Hz/600 MHz 5 ppm
2000 Hz/400 MHz 5 ppm

Mozna teraz powiedzie¢, ze sygnat 'H znajduje sie 5 ppm powyzej (tj. w dot pola) od piku
TMS niezaleznie od czestotliwosci spektrometru.

Doswiadczeni uzytkownicy zawsze postugujg sie jednostkg ppm, a widma zamieszczane
w czasopismach naukowych majg skale poziomg wyrazong w ppm, a nie w hercach.

Czytelnik powinien mie¢ $Swiadomos¢ pewnych uproszczen, ktére zostaly zastosowane
w powyzszym przykladzie. Warto$¢ czestotliwosci nosnej 'H w przypadku spektrometru
500 MHz nie wynosi doktadnie 500 MHz. Czestotliwo$¢ nosna wykorzystywana do obliczenia
wartosci w ppm powinna by¢ doktadng wartoscig przypisang parametrowi SF01. Podobnie
w przypadku spektrometrow 600 MHz i 400 MHz, o ktérych mowa powyzej, czestotliwosé
nos$na 'H nie wynosi doktadnie 600 MHz i 400 MHz.

Nalezy réwniez zauwazy¢, ze dodatnia wartoS¢ w ppm oznacza czestotliwosé wiekszg od
TMS, ktorg zdefiniowano jako w dof pola wzgledem TMS.

3.3 Protonowa spektroskopia NMR — przesuniecie chemiczne

Poniewaz 'H jest najczesciej obserwowanym izotopem w eksperymentach NMR, zostanie on
omoéwiony bardziej szczegdtowo. Jgdro 'H zawiera jeden proton i dlatego widma, w ktorych
obserwowane jest jadro 'H zwykle okresla sie jako widma protonowe.

Wspomniano juz wczesniej, ze proton w magnesie 11,7 T charakteryzuje sie podstawowg
czestotliwoscia rezonansowg w przyblizeniu 500 MHz, ale doktadna czestotliwosc
rezonansowa zalezy od lokalnego otoczenia atomowego. Proton w czgsteczce chloroformu
rezonuje z nieco inng czestotliwoscig w poréwnaniu do protonu w czgsteczce benzenu
(C¢Hs). Dlatego emitowana czestotliwos¢ jest w pewnym sensie znacznikiem, dostarczajgcym
analitykom informacji jakosciowych na temat lokalnego otoczenia atomowego, w ktérym
znajduje sie proton. To jest podstawa spektroskopii NMR.

Zmiana doktadnej wartosci czestotliwosci rezonansowej nosi nazwe przesuniecia
chemicznego. Czestotliwos¢ rezonansowa ulega przesunieciu na skutek oddziatywania
sgsiednich atomow i wielkos$ci ekranowania magnetycznego przez elektrony znajdujagce sie
w poblizu, co oméwiono wczesniej. Wielkos¢ przesuniecia jest zwykle mierzona w jednostce
ppm wzgledem piku TMS, ktéremu przypisano warto$¢ 0 ppm.

Wiekszos¢ protondw, niezaleznie od zwigzku organicznego, w jakim sie znajduja,
charakteryzuje sie przesunieciem chemicznym w zakresie 14 ppm od TMS. Ponizszy rysunek
ilustruje typowe przesuniecia chemiczne protondéw w zwigzkach organicznych.
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Rysunek 3.6: Przesunigcia chemiczne 1H w zwigzkach organicznych

3.4 Widmo protonowe benzenu

Strukture pierécienia benzenowego zilustrowano na ponizszym rysunku:

o T fa

©

Rysunek 3.7: Pierscienn benzenowy
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Wszystkie szes¢ protondéw (oznaczonych jako H,) mozna uznaé za identyczne. Kazdy z nich
jest zwigzany wigzaniem pojedynczym z atomem wegla. Z kolei kazdy atom wegla tworzy
dwa wigzania aromatyczne z sgsiadujgcymi z nim atomami wegla. Stad kazdy z szesciu
protonéw znajduje sie w identycznym otoczeniu chemicznym i méwi sie o nim, ze jest

chemicznie rownowazny, a w tym przypadku nawet magnetycznie rownowazny. Wszystkie
atomy bedg rezonowaé przy doktadnie tej samej czestotliwosci f,, réwnoczesnie nie
wykazujgc efektu sprzezenia. Dlatego w przypadku czystego benzenu mozna oczekiwaé
pojedynczego sygnatu. Ponizszy rysunek przedstawia widmo benzenu w acetonie-d6, ktore
pokazuje, ze sygnat znajduje sie przy 7,5 ppm.

3

™S
A v
10 5 0
Rysunek 3.8: Widmo benzenu
3.5 Widmo protonowe octanu benzylu

Octanu benzylu (C¢Hs; - CH, - O - CO - CH,) jest bardziej skomplikowang czgsteczkg
organiczng, ktérej struktura zostata przedstawiona na ponizszym rysunku:
2
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Rysunek 3.9: Octanu benzylu
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Mozemy teraz rozrézni¢ trzy rézne grupy protondw, kitére zostaty odpowiednio oznaczone.
Na przyktad trzy protony oznaczone H, niewatpliwie znajdujg sie w odmiennym otoczeniu
atomowym od otoczenia dwéch protondw oznaczonych H..
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Trzy protony H, sg zwigzane z atomem wegla C,, ktéry z Kkolei jest potgczony wigzaniem
pojedynczym z innym atomem wegla C,. Dwa protony H, sg zwigzane z atomem wegla C,,
ktéry z kolei jest potgczony wigzaniem pojedynczym z pierscieniem benzenowym i atomem
tlenu. Trzecig grupe protonéw stanowi pie¢ protonéw Hy samego pierscienia benzenowym.
Ponizszy rysunek przedstawia widmo protonowe octanu benzylu w acetonie-d6. W tym
widmie nalezy oczekiwaé trzech sygnatéw odpowiadajgcych trzem grupom protondw.

Nalezy zauwazy¢, ze nastgpito niewielkie przesuniecie potozenia sygnatéw protondw
pierscienia benzenowego od 7,5 ppm (na rysunku przedstawiajgcym widmo benzenu) do
okoto 7,2 ppm (na rysunku ponizej).

Protony pier$cienia benzenowego nie sg juz magnetycznie rownowazne, a w pewnym
stopniu nie sg nawet chemicznie robwnowazne i zostalty odpowiednio oznaczone. Z rysunku
3.10 wyraznie wynika, ze sygnat emitowany przez protony H, jest multipletem; tego typu
informacje szczegdétowe zostang omoéwione w nastepnej czesci. Trzy piki protondw
przedstawione na tym rysunku roznig sie wyraznie intensywnoscia.

Analiza ilosciowa widma jest wzglednie prosta, poniewaz wszystkie sygnaty sg emitowane
przez ten sam izotop 'H tzn. abundancja naturalna oraz naturalna czuto$¢ w metodzie NMR
sg identyczne dla kazdego piku. W zwigzku z tym pole powierzchni pod pikami benzenu,
grupy CH, i CH; powinno pozostawa¢ w stosunku odpowiednio 5:2:3 zgodnie z liczbg
protonéw emitujgcych dany sygnat.

| “ |
—C— — oL e —
™ PPM 50 4.8
| H
" H
N ™S
. -
—J — - - . ———— .

, E— — ppm 1.8 16
ppm 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Rysunek 3.10: Widmo protonowe octanu benzylu
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3.6 Widmo protonowe etylobenzenu ze sprzezeniem spinowo-
spinowym

Opis widm protonowych NMR byt dotad znacznie uproszczony przez fakt, ze wszystkie
sygnaty, z wyjgtkiem sygnatéw pierscienia benzenowego w octanie benzylu, byty singletami.
Strukture zwigzku organicznego etylobenzenu i odpowiadajgce mu widmo protonowe
zilustrowano odpowiednio na rysunkach przedstawiajgcych etylobenzen i widmo
etylobenzenu. Tak jak poprzednio protony zostaty oznaczone jako trzy odrebne grupy
odpowiadajgce trzem podstawowym otoczeniom atomowym.

Najbardziej oczywistg roznicg miedzy sygnatami wystepujgcymi w tym widmie oraz
sygnatami w widmie octanu benzylu jest rozszczepienie na multiplety. Sygnat emitowany
przez protony z grupy CH, jest trypletem, a sygnat protonéw z grupy CH, jest kwartetem.
Nalezy réwniez zauwazyé, ze potozenia sygnatdw nie naktadajg sie. Protony grupy CH,
w octanie benzylu emitujg sygnat przy 1,85 ppm, a odpowiednie protony grupy CH;
w etylobenzenie emitujg sygnat przy 1,25 ppm bedgcy trypletem. Nie jest to zaskakujace,
poniewaz dwie grupy CH, znajdujg sie w réznych otoczeniach chemicznych.

Przyczyng rozszczepienia multipletu jest zjawisko znane jako sprzezenie spinowo-spinowe.
Petny opis tego zjawiska wykracza poza zakres tego podrecznika, czytelnik zas powinien
zapoznaé sie ze standardowym podrecznikiem poswieconym spektroskopii NMR w celu
uzyskania szczegoétowych informacji. Na potrzeby niniejszej instrukcji wystarczy krotki opis
sprzezenia spinowo-spinowego.

f2 fé o

Ho  Ha ol f

He
1:4; H3 HS H; 777-

g g

A B

R

Rysunek 3.11: Etylobenzen
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Rysunek 3.12: Widmo etylobenzenu

Rozszczepienie sygnatbw NMR na rysunku przedstawiajgcym etylobenzen wynika
z oddzialywania magnetycznego miedzy sasiednimi protonami. Dwa protony H; sg
magnetycznie réwnowazne i nie oddzialujg ze sobg. Podobnie trzy protony H, sg
magnetycznie robwnowazne i nie wptywajg na siebie nawzajem. Ale dwa protony H; i trzy
protony He znajdujg sie w réznych otoczeniach lokalnych i sg ze sobg ,sprzezone” poprzez
elektrony wigzgce. Wynik wypadkowy tego sprzezenia to rozszczepienie sygnatow NMR na
skutek oddziatywania dwoch grup ze soba.

Dwa protony H; mogg w sumie wystepowa¢ w trzech mozliwych stanach magnetycznych
(wynika to z orientacji spindw, stgd tez nazwa sprzezenie spinowo-spinowe). W wyniku
sprzezenia sygnaty NMR emitowane przez protony H, rezonujg przy trzech mozliwych
czestotliwosciach i obserwuije sie triplet.

Podobnie dziatanie protonéw He powoduje rozszczepienie sygnatéw H; Trzy protony He
moga w sumie wystepowaé w czterech mozliwych stanach magnetycznych. W rezultacie
protony H; rezonujg przy czterech mozliwych czestotliwosciach, rozszczepiajagc sygnat na
kwartet.

Sygnaty protonéw pierscienia benzenowego zostaty réwniez rozszczepione w wyniku braku
rownowaznosci magnetycznej i wynikajgcego z niego sprzezenia spinowo-spinowego.
Powstaje pytanie, dlaczego protony CH, i CH; w czagsteczce etylobenzenu oddziatujg ze
sobg, a dwie poréwnywalne grupy protonéw w octanie benzylu tego nie robig. Odpowiedzig
jest liczba wigzan oddzielajgcych obie grupy. W czagsteczce etylobenzenu obie grupy
protonoéw sg przytgczone do sgsiednich atomoéw wegla i mozna oczekiwac, ze bedg na siebie
oddziatywac¢ w wystarczajgcym stopniu. Natomiast w przypadku octanu benzylu oba atomy
wegla C, i C, sg potgczone poprzez dwa dodatkowe wigzania miedzy atomem tlenu
a kolejnym atomem wegla. W wyniku tego grupy protonéw sg zbyt oddalone od siebie, aby
wystgpito istotne sprzezenie spinowo-spinowe.
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3.7 Rozprzeganie

Efekt sprzezenia spinowo-spinowego mozna usung¢é za pomocg techniki zwanej
Lodsprzeganiem”. Odsprzeganie polega na maskowaniu wystepowania okreslonej grupy
protonéw, np. protonédw H, na rysunku przedstawiajgcym czgsteczke etylobenzenu.
A zarejestrowane widmo wyglada tak, jak gdyby protony H, nie wystepowaty! Efekt ten
uzyskuje sie poprzez wystanie sekwencji impulséw odsprzegajgcych o czestotliwosci
rezonansowe;j f, protonéw H,, zmieniajgc w sposob trwaty orientacje spindw tych protondw.
W przypadku widma zilustrowanego na rysunku widma etylobenzenu czestotliwosé
odsprzegania wynosi 1,25 ppm powyzej piku TMS.

Impulsy odsprzegajgce sg zwykle dtuzsze i stabsze niz impulsy wzbudzenia. Na ponizszym
rysunku przedstawiono eksperyment z odsprzeganiem, a rysunek z widmem etylobenzenu
z odsprzeganiem homojgdrowym pokazuje widmo po odsprzegnieciu. Kwartet CH, stat sie
teraz singletem. Specjalisci zajmujgcy sie spektroskopig mowig wtedy o redukcji kwartetu do
singletu. Ponadto pole powierzchni pod singletem powinno byé réwne polu pierwotnego
kwartetu (nalezy poréwnac¢ wysokosci wzgledne pikéw grupy CH, i pierscienia benzenowego
na obu rysunkach). W widmie odsprzegnietym brak sygnatu grupy CH; przy 1,25 ppm, gdyz
impulsy odsprzegajgce skutecznie znoszg wptyw wystepowania protonéw CH;.

DEC fe

| He DEC fe

/
H; O C C\' € DEC fe

Rysunek 3.13: Eksperyment z odsprzeganiem
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Rysunek 3.14: Widmo etylobenzenu z odsprzeganiem homojgdrowym

Powyzej opisany eksperyment stanowi przyktad odsprzegania homojgdrowego, poniewaz
rejestruje sie i odsprzega ten sam izotop tj. 'H. Odsprzeganie heterojgdrowe ma miejsce
wtedy, gdy izotop rejestrowany jest rozny od izotopu ulegajgcego odsprzegnieciu.
W rozdziale ,Widmo "C z odsprzeganiem protonéw [+ 67] niniejszej instrukcji zostanie
przeprowadzony eksperyment z odsprzeganiem heterojgdrowym, w ktorym rejestruje sie "°C,
a rozprzega 'H. Spektrometry AVANCE umozliwiajg wykonanie bardzo skomplikowanych
rodzajow eksperymentéw w zaleznosci od liczby zainstalowanych kanatéw. Spektrometr
czterokanatowy mona wykorzystywa¢ do obserwacji jednego jgdra i odsprzegania trzech
innych jader. Zakres eksperymentow, ktére mozna wykonaé jest niezwykle szeroki, dzieki
mozliwosci zainstalowania maksymalnie o$miu niezaleznych kanatéw. Uzytkownik powinien
pamietaé, ze obecnie czynnikiem ograniczajgcym nie jest wytwarzanie impulséw
wzbudzajgcych o czestotliwosci radiowej i odsprzegajacych, ale przesytanie tych impulséw
do prébki za posrednictwem sond i do pewnego stopnia przez przedwzmacniacze. Droge
sygnatu w ramach wykonywanego eksperymentu okresla sie w menu ,edasp”. Wiecej

informacji szczegotowych mozna znalez¢ w podreczniku ,Polecenia i parametry akwizycji” (P/
N HI9775SA3).
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3.8 Sygnat FID a widmo

Sygnaly emitowane przez atomy wzbudzone w probce zostajg zarejestrowane w
spektrometrze i poddane transformacji Fouriera przez oprogramowanie zainstalowane w
komputerze do obstugi danych. Proces odbierania sygnatow NMR nosi nazwe rejestraciji.
Moéwi sie, ze dane sg rejestrowane. Nalezy wprowadzi¢ rozréznienie miedzy dwoma
terminami: sygnat FID (domena czasu) i powigzane z nim widmo (domena czestotliwo$ci).

Jesli prowadzona jest rejestracja, zapisane zostajg dane surowe, zas odebrany sygnat
okresla sie jako FID (sygnat zaniku swobodnej precesji). Typowy sygnat FID pokazano na
rysunku ponize;j.
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Rysunek 3.15: Transformacja Fouriera

Zanim sygnat FID bedzie mogt zostaé przeanalizowany, nalezy wpierw dokonac jego
przeksztatcenia w domene czestotliwosci. Nastepuje to za pomocg transformacji Fouriera.
Transformacja Fouriera jest operacja matematyczng, w trakcie ktérej sygnat FID
przeksztatca sie w widmo czestotliwosci. Sygnat FID jest sygnatem, ktdérego natezenie
zmienia sie w funkcji czasu, zas widmo pokazuje, w jaki sposéb natezenie zalezy od
czestotliwosci. Transformacja Fouriera jest najwazniejszg sposrdd operacji przetwarzania,
ktére normalnie wykonuje sie na danych surowych.
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Spektrometr sktada sie z nastepujgcych podjednostek:
» Konsola operatora zawierajgca komputer, monitor i klawiature.
* Konsola zawierajgca sprzet elektroniczny.
» Uklad magnesu zwierajgcy system shim’éw i sonde.

Ascend™ 800 ¥

Rysunek 4.1: Konsola AVANCE NEO i magnes Ascend
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4.1 Przeglad budowy systemu AVANCE

Ponizszy rysunek pokazuje w sposéb uproszczony budowe systemu AVANCE NEO. Wiecej
informacji dotyczgcych systemu AVANCE i elementéw skfadowych podano w podreczniku
BASH (Bruker Advanced Service Handbook).

=
[0)
Acquisition System 1
(2]
IS
External Network | BSMS e =
! i
v
Workstation LPower Distribution Unﬂ )
r E
I ] £
A
Internal Network <—>| Acquisition Control | .o

I

Transmitter / Receiver 1 | === Preamplifier Slice 1

Transmitter / Receiver 2 Preamplifier Slice 2

Transmitter / Receiver 3 Preamplifier Slice 3
Preamplifier Base Plate

Rysunek 4.2: Przeglad budowy systemu AVANCE NEO

411 Konsola operatora i podigczenia

Wszystkie aspekty dziatania spektrometru sg sterowane z konsoli operatora. Projektowanie
i wykonywanie eksperymentow, a takze analiza danych sg kontrolowane za pomocg polecen
wprowadzanych przez operatora na konsoli. Podzespoty konsoli operatora obejmuja:

Komputer gtéwny: Jest to komputera osobisty. Komputer gtéwny uruchamia program
TopSpin i obstuguje catg analize danych oraz ich przechowywanie. Wszystkie operacje
zwigzane z akwizycjg danych sg kontrolowane przez drugi system obliczeniowy o nazwie
AQS umieszczony w samej konsoli.

Potaczenie Ethernet z komputera gtéwnego do AQS: Stuzy do przesytania danych
i instrukcji miedzy komputerem gtéwnym a AQS.

4.2 Konsola

Jednostka ta moze wystepowaé w réznych konfiguracjach, takich jak NanoBay, OneBay lub
TwoBay w zaleznosci od systemu i miesci wiekszos¢ elementéw elektronicznych
wbudowanych w nowoczesny spektrometr cyfrowy. Gtownymi jednostkami sg AQS, BSMS (
Bruker Smart Magnet System), a takze rézne wzmacniacze i wzmacniacze gradientowe
(w przypadku mikroobrazowania lub dyfuzji).

AQS: Rézne jednostki znajdujgce sie w systemie AQS generujg impulsy o czestotliwosci
radiowej wykorzystywane do wzbudzania prébki, a takze odbierania, wzmacniania
i digitalizacji sygnatow NMR emitowanych przez prébke. Dla kazdego kanatu czestotliwosci
radiowej istnieje nadajnikoodbiornik (TRX 1200), ktory interpretuje program impulséw,
zamienia go na sygnaly o czestotliwosci radiowej, a takze zawiera odbiornik, digitalizator
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i cyfrowe filtrowanie danych. Oznacza to, ze konsola AVANCE posiada system wielu
odbiornikéw, a ich liczba odpowiada liczbie nadajnikow. Gradienty pola magnetycznego sg
generowane przez dodatkowg jednostke o nazwie GTU (ang. Gradient and Trigger Unit).
Jednostka ta generuje réwniez pulsy wyzwalajgce w czasie rzeczywistym wykorzystywane do
synchronizacji innych jednostek i odbiera sygnaty wyzwalajgce (np. wyzwalacz rotora MAS).
Wspdlny sygnat zegara dla wszystkich kanatéw jest dostarczany przez piyte REF
(Reference). W zwigzku z tym wszystkie czestotliwosci w tancuchu czestotliwosci radiowych
sg uzyskiwane z jednego precyzyjnego oscylatora kwarcowego, aby zapewnié¢ catkowitg
synchronizacje i niski poziom szumu. System AQS miesci réwniez jednostke EPU. Jest to
potezny komputer, ktéry zarzgdza spektrometrem AVANCE, przesyta informacje o programie
impulsowym do jednostek TRX i GTU, zapewnia kontrole akwizycji i komunikuje sie
z zewnetrznymi stacjami roboczymi do przetwarzania danych. Ostatni etap filtrowania
cyfrowego odbywa sie w jednostce EPU, a takze gromadzenie danych FID. Informacje sg
nastepnie przesytane przez sie¢ Ethernet do zewnetrznego komputera gtéwnego w celu
dalszego przetwarzania i przechowywania. Nalezy podkreslié, Zze jednostka EPU ma
catkowitg kontrole nad dziataniem spektrometru w czasie trwania eksperymentu. Ma to
zapewni¢ nieprzerwane dziatanie i zagwarantowac integralnos¢ akwizyciji.

BSMS: Ten system jest kontrolowany przez oprogramowanie wykorzystujgce polecenie
Losmsdisp” i wykorzystywany do sterowania systemami lock’owania i shim’éw, a takze
kontrolowania podnoszenia i rotacji probki. Jednostka BSVT jest réwniez wigczona do
systemu BSMS. Jej funkcjg jest zmiana temperatury prébki w kontrolowany sposéb lub
utrzymywanie temperatury na statym poziomie. Ponadto we wnece systemu BSMS mozna
umiesci¢ maksymalnie trzy ptyty GAB/3. Zapewniajg gradienty pola magnetycznego dla sond
wysokiej rozdzielczo$ci i sg kontrolowane przez jednostke GTU.

Wzmacniacze, znane takze jako nadajniki. Do wzbudzenia prébki NMR niezbedne sag
czesto sygnaty majagce stosunkowo duzg amplitude, dlatego konieczne jest zastosowanie
wzmochienia sygnatow o czestotliwosci radiowej z jednostek TRX. Wzmacniacze mogg by¢
wewnetrzne (wtedy znajdujg sie we wnece systemu AQS) lub zewnetrzne (jednostki odrebne
i samodzielne). Przewody biegngce bezposrednio z wyjs¢ wzmacniacza do HPPR
(Przedwzmacniacz o duzej wydajnosci) przekazujg sygnat o czestotliwosci radiowej do
probki. Chociaz istnieje szeroki zakres dostepnych wzmacniaczy (w tym wzmacniacze
monolityczne), dwie gtéwne kategorie to:

Wzmacniacze selektywne, na przyktad wzmacniacze selektywne 'H, F, *C lub *P
zaprojektowane specjalnie do wzmacniania wyzszych czestotliwosci powigzanych z 'H, '°F,
3C lub *'P.

Wzmacniacze szerokopasmowe (okreslane takze jako wzmacniacze X) projektuje sie
w celu wzmacniania szerokiego zakresu czestotliwosci. Sg one stosowane do wzbudzania
tak zwanych jgder X (tj. zazwyczaj wszystkich z wyjatkiem '°F i 'H).

Nalezy pamieta¢, ze nowe wzmacniacze szerokopasmowe obejmujg réwniez jgdro 'F do
600 MHz, co upraszcza stosowanie sond SMART oraz BBFO, w ktorych szerokopasmowg
cewke X mozna dostroi¢ do jgdra °F.

PDU: Jednostka dystrybucji mocy (ang. Power Distribution Unit, PDU) z tytu konsoli stuzy do
zasilania spektrometr w kontrolowany sposob. Mozliwe jest wigczenie/wytgczenie systemu
AVANCE za pomocg instrukcji oprogramowania TopSpin. Jednostka PDU dba o to, aby
wszystkie urzgdzenia byty wigczane/wytgczane we wtasciwej kolejnosci i aby jednostki duzej
mocy byly wigczane z odpowiednimi opéznieniami w celu ograniczenia pradu rozruchowego
systemu.

4.3 tacze miedzy komputerem giéwnym a systemem AQS

Chociaz podczas typowej sesji w programie TopSpin tgcze to jest wykorzystywane w sposéb
ciggty i jest w praktyce niewidoczne dla uzytkownika, jest ono przerwane w dowolnym
momencie, gdy komputer gtéwny lub konsola zostajg wytgczone i musi zosta¢ nawigzane
ponownie po ich wigczeniu. Zostanie to wykonane automatycznie.
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4.4 Magnes, uktad kompensacyjny (shiméw), HPPR i sonda

magnes wytwarza pole magnetyczne niezbedne do indukowania przejs¢ NMR. Aby utrzymac
nadprzewodnictwo w systemie, rdzen magnesu jest chtodzony do bardzo niskiej temperatury
za pomocg ciektego azotu i helu (wiecej informacji szczegdétowych mozna znalez¢ w czesci
Magnes oraz naczynie Dewara magnesu [» 27]).

System shim’éw w temperaturze pokojowej zainstalowany w dolnej cze$ci magnesu stanowi
grupa cewek (shim’éw), przez ktére przeptywa prad, wykorzystywanych do maksymalnego
zwiekszenia jednorodnosci pola przez zrownowazenie wszelkich wystepujgcych
niejednorodnosci. Prad elektryczny ptyngcy w cewkach shim’‘owych o temperaturze
pokojowej (okresla sie je w ten sposdb, poniewaz nie sg chtodzone przez zanurzenie
w cieklym helu) jest sterowany przez system BSMS i mozna go skorygowac¢ z poziomu
wyswietlacza BSMS w celu optymalizacji sygnatu NMR. Ma to duzy wptyw na rozdzielczosé
i czutos¢ sygnatu. Dziatanie polegajgce na regulacji prgdu elekirycznego w cewkach
shim’owych o temperaturze pokojowej nosi nazwe shim’owania magnesu.

I

i

AVANCENEO

Rysunek 4.3: Zdjecia magnesu, systemu shim’éw, sondy i HPPR

1|Konsola operatora 5(/Sonda
2|Konsola 6|System shim’ow
3|Magnes 7|Sonda i system shim’ow
4|Modut HPPR/2 Cover 2

z potgczeniami do sondy

Chociaz przedwzmacniacz HPPR/2 (przedwzmacniacz o duzej czutosci) przekazuje
nadawany sygnat do probki, jego gtdwnym zadaniem jest wzmacnianie stosunkowo stabych
sygnatdow emitowanych przez probke. Znajduje sie on u podstawy magnesu, aby wzmocni¢
sygnat NMR jak najwczesniej, a tym samym zminimalizowaé straty na dlugosci przewodu. Po
wzmochieniu sygnatu za pomocg przedwzmacniacza HPPR/2 wszelkie pdzniejsze straty na
przewodach majg mniejsze znaczenie. Przedwzmacniacz HPPR/2 nadaje ponadto i odbiera
sygnaty lock’owania deuteru (lub fluoru) oraz jest wykorzystywany w procedurze dostrajania.
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Mozna skonfigurowa¢ do 8 (HPPR/2) indywidualnych modutéw (oprécz modutu goérnego,
ktéry wystepuje zawsze). Jedna z najbardziej typowych konfiguracji sktada sie z trzech
odrebnych modutéw protonowego, X-BB i 2H wraz w modutem gérnym.

Sonda jest wprowadzana do systemu shim’éw u podstawy magnesu i zasadniczo sktada sie
z réznych cewek uzywanych do przesytania impulséw wzbudzajgcych do prébki, jak réwniez
do odbioru sygnatu wyemitowanego. Ponadto sonda przekazuje i odbiera sygnat lock’owania.

4.5 Magnes oraz naczynie Dewara magnesu

Dostepnych jest wiele rodzajow magnesoéw o roznej sile pola magnetycznego. Site pola
magnetycznego okresla sie w oparciu o czestotliwos¢ sygnatébw NMR emitowanych przez
atomy wodoru. Im silniejsze pole magnetyczne, tym wyzsza czestotliwos¢ dla wodoru. Na
przyktad magnes 500 MHz (11,7 T) oznacza, ze jesli probke chemiczng umiesci sie
w magnesie w celu wykonania analizy, atomy 'H w prébce bedg emitowaé sygnaty
o czestotliwo$ci bliskiej 500 MHz. Firma Bruker oferuje magnesy w zakresie 300-1000 MHz.

Magnesy nadprzewodzace sg elektromagnesami i jako takie wykorzystujg fakt, ze prad
elektryczny wytwarza pole magnetyczne. Rdzen magnesu skiada sie z duzej cewki
w ksztatcie solenoidu, zbudowanej z drutu nadprzewodzgcego, przez ktéry ptynie prad.
W $rodku cewki wystepuje bardzo silne statyczne pole magnetyczne. Prébka do analizy
umieszczana jest wewnatrz tego pola magnetycznego.

W bardzo niskich temperaturach niektére materialy wykazujg niezwyklg wilasciwos¢ —
nadprzewodnictwo. Drut nadprzewodzacy przenosi energie elektryczng bez potrzeby
jakiegokolwiek napedu (tj. akumulatora lub zasilania sieciowego). Po wtgczeniu pradu petla
nadprzewodzaca bedzie dziata¢ w nieskonczonosé. Magnesy firmy Bruker sktadajg sie
z takiej petli nadprzewodzgcej. Jedyng czynnoscig konserwacyjng niezbedng przy magnesie
jest utrzymanie cewki w ciektym helu.

Magnes skfada sie z kilku czesci. Z obudowy zewnetrznej magnesu usunieto powietrze, zas
powierzchnie wewnetrzne sg posrebrzane (zasada dziatania jest ta sama jak w przypadku
termosu). Nastepnym elementem jest kapiel azotowa, dzieki ktorej temperatura spada do
-195,8°C (77,35 K), i wreszcie zbiornik z helem, w ktéorym zanurzona jest cewka
nadprzewodzgca. Zbiornik jest izolowany termicznie od kgpieli azotowej przez drugi element,
z ktérego usunieto powietrze (patrz rysunek ponizej).

H171804PL_14_001 27/ 86



Opis systemu

4.5.1

S S

Rysunek 4.4: Magnes nadprzewodzgcy

1|Umiesci¢ sonde w tym miejscu 6|Wieza helowa

2|Otwor 7|Zatyczka metalowa

3|Wieza azotowa 8|Umiesci¢ probke w tym miejscu
4|Porty zbiornika azotu 9|Komora prézniowa

5|Porty zbiornika helu 10|Magnes

Otwor o temperaturze pokojowej

4.5.2

Zbiorniki helu i azotu otaczajg kolumne centralng noszacg nazwe otworu magnesu. Goérng
cze$¢ otworu zamyka zazwyczaj zatyczka metalowa. Dostepne sg magnesy o standardowej
(54 mm) lub zwiekszonej (89 mm) Srednicy otworu. Prébki do analizy wprowadza sie do
magnesu przez goérng czes¢ otworu. Sondy, w ktérych znajduje sie probka i ktére przekazujg
sygnaty do prébki i z probki, wprowadza sie od dotu.

Zbiornik z helem

Zbiornik z helem w magnesie standardowym jest zawieszony na dwéch szyjkach wystajgcych
wysoko nad magnesem. Dostep do zbiornika jest mozliwy przez dwa wloty. Jeden z nich
umozliwia uzupetnianie ciektego helu, a takze wprowadzanie czujnika poziomu helu. Drugi
wlot wykorzystuje sie jedynie w przypadku tadowania lub roztadowywania magnesu. W
szyjkach na zbiorniku helu moze znajdowac sie wiecej zaworéw sterujgcych uwalnianiem
niewielkich ilosci helu, z ktérych odparowywanie jest nieuniknione.
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Uwaga: Wytgcznie osoby przeszkolone mogag manipulowac zaworami i napetnia¢ magnes
ciektym helem.

453 Zbiornik z azotem

Trzy krotsze wyloty znajdujgce sie nad magnesem zapewniajg dostep do zbiornika z azotem.

4.6 Wprowadzenie do uktadu blokujgcego

W tym punkcie podano podstawowe informacje dotyczgce zasady dziatania uktadu
blokujgcego. Kwestie praktyczne dotyczgce postepowania przy blokowaniu prébki zostang
oméwione w punkcie .

Zadaniem uktadu blokujgcego jest doprowadzenie do tego, aby natezenie pola
magnetycznego otaczajgcego probke nie zmieniato sie w trakcie eksperymentu oraz aby nie
nastepowaty jego wahania wskutek zakiécen zewnetrznych. Analiza metodg NMR obejmuje
doktadny pomiar czestotliwosci sygnatéw emitowanych przez prébke. Czestotliwo$¢ tych
sygnatow jest wprost proporcjonalna do natezenia pola magnetycznego, jesli wiec nastepujg
wahania natezenia, wptywa to na czestotliwo$¢ emitowang. W zwigzku z tym uzytkownik
musi mie¢ pewno$¢, ze natezenie pola magnetycznego bedzie zawsze miato te sama
wartos¢, co okresla sie nazwg blokowania prébki. Uklad blokujacy jest zasadniczo
odrebnym spektrometrem zaprojektowanym do rejestracji deuteru. Nalezy wspomnie¢ o tym,
ze sygnaty emitowane przez deuter zazwyczaj nie sg znacznie oddalone od czestotliwosci
rejestrowanych. Jesli jednak czestotliwos¢ deuteru nie jest odpowiednia, mozna zastosowac
blokowanie fluorem (19F). Poniewaz blokowanie deuterem wykorzystuje sie najczesciej, w
tym miejscu zajmiemy sie jedynie tg metodg; warto jednak zauwazy¢, ze zasady blokowania
deuterem i fluorem sg identyczne.

W  przypadku spektrometrow AVANCE uktad BSMS zapewnia elementy sprzetowe
niezbedne do blokowania, za$ odrebny modut deuterowy w przedwzmacniaczu HPPR wysyta
i odbiera sygnaty blokowania. Rzecz jasna do analizowanych probek nalezy wprowadzi¢
pewng ilos¢ deuteru. Mozna tego dokona¢ w najprostszy sposob rozpuszczajgc prébke w
rozpuszczalniku deuterowanym. Rozpuszczalnik deuterowany to rozpuszczalnik, w ktorym
znaczna czes¢ atomow wodoru zostata zastgpiona deuterem. Najczesciej wykorzystywane
rozpuszczalniki deuterowane to aceton-d6, benzen-d6 i chloroform-d i DMSO-d6, jednak
dostepnych jest wiele innych. Probkg, ktérg w tej instrukcji wykorzystano do zilustrowania
podstawowych technik NMR, jest antranilan mentylu w DMSO-d6.

Czestotliwos¢ sygnatow emitowanych przez deuter dla magnesu o konkretnej wielkosci jest
doktadnie znana. W zwigzku z tym, je$li natezenie pola magnetycznego jest odpowiednie,
kazde jadro deuteru w probce powinno emitowac doktadnie takg czestotliwos¢. Jesli zmienia
sie natezenie pola magnesu, wplywa to odpowiednio na czestotliwos¢ deuteru. Uktad
blokujacy wykorzystuje odbiornik (znajdujgcy sie we wnece modutu BSMS) monitorujgcy
czestotliwos¢ deuteru, ktéry wprowadza odpowiednie korekty natezenia pola
magnetycznego.

Odbiornik w uktadzie blokujgcym zostat zaprojektowany w taki sposob, Zze jesli natezenie pola
jest prawidiowe (tzn. zostanie wykryta prawidiowa czestotliwos¢ deuteru), nie sg
wprowadzane korekty pola. Jesli jednak nastgpi zmiana natezenia pola (przesuniecie),
natezenie pradu ulega zmianie w specjalnej cewce (cewka HO) w uktadzie kompensacyjnym
magnesu, wskutek czego natezenie pola powraca do wartosci prawidtowej. Czestotliwosé
deuteru mierzy sie kilka tysiecy razy na sekunde. W zwigzku z tym przez caly czas
blokowania ukfadu uzytkownik ma pewnos¢, ze podczas rejestracji utrzymywane jest state
natezenie pola.
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4.7 Sondy

Sonde projektuje sie w tym celu, aby utrzymywata prébke, wysytata sygnaty o czestotliwosci
radiowej, ktére wzbudzajg prébke, i odbierata sygnaty emitowane. Nadawanie sygnatow i ich
odbiér odbywa sie za pomoca specjalnie zaprojektowanych cewek czestotliwosci radiowej
(RF).

Sonde umieszcza sie w dolnej czesci magnesu; znajduje sie ona wewnagtrz cewek
shim’owych o temperaturze pokojowej. Przewody koncentryczne przenoszg sygnaty
wzbudzajgce ze wzmacniaczy w konsoli do sondy, a sygnat NMR z probki do odbiornika.
Przewody sg poprowadzone przez zestaw przedwzmacniaczy (HPPR), ktére znajdujg sie
obok podstawy magnesu, a w przypadku systeméw NanoBay wbudowane sg w konsole.
Przedwmacniacze sg potrzebne do wzmocnienia sygnatéw NMR, ktére sg zazwyczaj bardzo
stabe.

Rysunek 4.5: Probka umieszczona w sondzie

1 Probka 3 Cewki
2 Sonda

Dostepne sg sondy w roznych rozmiarach i réznego typu. Wielkos¢ sondy podawana jest
w odniesieniu do wielkosci probowek, ktére moze pomiesci¢, przy czym najpopularniejsze sg
srednice probowek 5 mm i 10 mm. W zaleznos$ci od rodzaju eksperymentu stosuje sie rozne
typy sond. Sondy selektywne =zostaly specjalnie zaprojektowane w celu obserwac;ji
konkretnych jader, np. 13C, zas sondy do rejestracji wielu jader (X-BB lub szerokopasmowe)
mozna wykorzystywaé do badania szerokiego zakresu jader. Liczba i budowa cewek
wewnetrznych to parametry odrdzniajgce fizycznie poszczegodlne rodzaje sond. Ponadto
Srednica zewnetrzna i dlugos¢ sondy sg zgodne ze specyfikacjami poszczegdlnych
magnesow (Srednica duza lub standardowa; rézna dtugos¢ od dna do srodka pola
magnetycznego w przypadku magnesow o réznym natezeniu pola).
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Sygnaty wchodzg i opuszczajg cewki sondy przez wyraznie oznakowane ztgcza, ktore
umieszczono u podstawy sondy. Ten sam przewdd stuzy do przesytania sygnatu do sondy
i z niej. Kazda sonda posiada cewke wewnetrzng (cewke rejestracyjng). Cewka ta znajduje
sie mozliwie najblizej prébki, aby zwiekszy¢ czuto$¢ do maksimum. Oznakowanie kolorami
ztacz BNC cewki wewnetrznej jest zgodne z prostym schematem. Ma zawsze ten sam kolor
co prostokatny pasek umieszczony bezposrednio nad ztgczami BNC. Ponizszy rysunek
pokazuje oznakowanie sondy do obserwacji wielu jgder. W tym przypadku cewka
szerokopasmowa jest cewkg wewnetrzng.

©

®

Rysunek 4.6: Typowe okablowanie HPPR

1 Sonda 3 Podtaczenie do wzmacniacza X
2 Podtagczenie do wzmacniacza 4 Podtaczenie do nadajnika BSMS 2H
protonéw
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4.8 Sonda szerokopasmowa

Jednym z rodzajow sond, ktéry zostanie opisany w niniejszej czesci jako przykiad typowej
sondy, jest 5 mm sonda BBO Smart. Jak sama nazwa wskazuje, ta sonda jest przeznaczona
dla uzytkownikéw, ktorzy sg zainteresowani analizg prébek zawierajgcych rézne jgdra.
Zakres czestotliwosci X obejmuje zazwyczaj od "N do *'P, w tym "°F.

Lewe zlacze BNC oznaczono 2H (patrz ponizszy rysunek) i jest wykorzystywane do
przesyfania sygnatu lock’'u. Pozostate dwa potgczenia sg zwigzane z sygnatami 'H i jgder X
i zostaty odpowiednio oznakowane. Przewody wychodzgce ze ztacz BNC odpowiadajgcych
'H, X i 2H podtgczono do przedwzmacniaczy.

|l

Rysunek 4.7: Przyktad sondy szerokopasmowej

Sondy zaprojektowano tak, aby umozliwi¢ kontrolowanie temperatury prébki NMR. Do
kontroli temperatury prébki stuzy grzatka w potgczeniu z linig transferowg powietrza/N2.
Termopara jest wykorzystywana jako termometr do monitorowania temperatury prébki.
Wszystkie te urzadzenia sg przymocowane do podstawy sondy i sg fatwo dostepne.
Jednostka sterowania temperaturg (VTU), ktéra znajduje sie wewnatrz konsoli stale
monitoruje odczyt termopary i wprowadza korekty mocy grzatki, aby utrzyma¢ odpowiednig
temperature.

Prawie wszystkie sondy o wysokiej rozdzielczosci sg wyposazone w cewki gradientowe,
a ztgcze znajduje sie z boku podstawy sondy.

W czarnej skrzynce u podstawy sondy znajdujg sie elementy do strojenia i dopasowywania.
Stuzg one do precyzyjnej regulacji sondy w celu optymalizacji wydajnosci. Podczas analizy
zwigzku zostaje on wzbudzony sygnatami o okreslonej czestotliwosci (czestotliwosci
rezonansowej). Rézne jadra ulegajg wzbudzeniu przez odmienne czestotliwosci; strojenie
oznacza korekte w obwodach sondy, dzieki czemu jej czuto$¢ jest najwieksza przy
odpowiedniej czestotliwosci. Ponadto nastepuje dopasowanie sondy, dzieki czemu odbita
(czyli stracona) zostaje mozliwie najmniejsza czes¢ sygnatdw wzbudzajacych i sygnatow FID.
Zaréwno strojenie, jak i dopasowywanie przebiegajg interaktywnie, co oznacza, ze nie mozna
ich ustawi¢ niezaleznie od siebie.

Sonde nalezy dostroi¢ i dopasowac przy kazdej zmianie prébki w magnesie. Kazda cewka
w sondzie zostaje dostrojona i dopasowana oddzielnie za pomocg procedury ,atma” lub
.atmm”, co opisano w czesci Strojenie i dopasowanie sondy [+ 41].

Wymiana sondy wymaga jej ponownego podtgczenia z przedwzmacniaczami.
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4.9 iProbe

Innym rodzajem sondy jest nowa platforma iProbe, nastepna generacja sond SmartProbe™,
do detekcji sygnatow NMR. Ta nowa technologia sond NMR umozliwia nie tylko zwiekszenie
stosunku sygnatu do szumu oraz szybsze i dokladniejsze dostrajanie czestotliwosci radiowej,
ale zapewnia rowniez bardziej elastyczng konstrukcje, ktéra pozwala na tatwiejszg
personalizacje sond NMR do aplikacji dedykowanych. Pierwsze sondy wprowadzone na tej
platformie obejmujg wiodgce w branzy sondy SmartProbe iProbe, dostepne od 400-600 MHz
i oferujgce wzrost czutosci do 10%.

Rysunek 4.8: Platforma iProbe firmy Bruker
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410 Wymiana sondy

W przypadku wymiany sondy nalezy postepowac zgodnie z ponizszg procedurg. Sondy sg
delikatne i drogie, dlatego przed przystgpieniem do wymiany sondy nalezy skontaktowac sie
z osobg zarzgdzajagca systemem. Magnes, a zwlaszcza prady wirowe majg duzy wptyw na
ruch mechaniczny sondy. Podczas wyjmowania sondy z magnesu nalezy spodziewac sie
nagtego przyspieszenia jej ruchu, kiedy znajdzie sie na dolnym krancu otworu magnesu.
Nalezy ponadto by¢ przygotowanym na pewien opér, kiedy umieszcza sie sonde
w magnesie.

Procedura wymiany sondy:

1.

o33 © e N oG

- O

12.

Sprawdzi¢, czy nie trwa rejestracja widma klikajgc przycisk STOP na goérnym pasku
narzedzi okna programu TopSpin lub wpisujac ,stop” w wierszu polecen.

Wytaczy¢ grzanie lub chlodzenie systemu, jesli jest wigczone. Uzy¢ polecenia ,edte”,
aby wytgczy¢ grzatke. Pozostawi¢ sonde do osiggniecia temperatury pokojowej. Nie
wylgczac¢ samego systemu!

Usung¢ podtgczenie powietrza/N, u podstawy sondy.

Upewnic¢ sig, czy otwdr magnesu nie jest zamkniety, a nastepnie wyjgé probke, ktéra
moze znajdowac sie w magnesie, klikajgc przycisk LIFT w oknie systemu BSMS.

Wytgczy¢ przycisk LIFT.

Odtaczy¢ wszystkie przewody BNC od podstawy sondy.

Odtaczy¢ termopare, grzatke oraz wszelkie potgczenia gradientéw lub PICS.

Za pomocg dotgczonego srubokretu zwolni¢ dwie sruby mocujgce sonde w magnesie.
Opusci¢ sonde prosto w dét i wyjgc jg z magnesu.

. Wtozy¢ nowg sonde i umocowac jg za pomocg dwdch Srub.
. Ponownie podtgczy¢ przewody koncentryczne, termopare, grzatke, przewody chtodzgce

oraz wykonac¢ wszelkie inne potrzebne podtgczenia.
Ponownie wigczy¢ grzatke.

Film przedstawiajgcy te procedure jest dostepny na stronie internetowej firmy Bruker..
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5 Procedury podstawowe

W niniejszym rozdziale opisano czynno$ci podstawowe, ktére zawsze sie wykonuje podczas
rejestracji widma. Oprogramowanie TopSpin posiada tatwy w obstudze interfejs oparty na
sekwencji czynnosci, ktory przeprowadzi uzytkownika przez wszystkie niezbedne kroki
stuzgce do rejestracji widma. Wszystkie czynnosci sg kontrolowane przez oprogramowanie
i mozna je wybrac przez klikniecie myszg zaktadek dotyczacych kolejnych czynnosci (patrz
punkt 1. na rysunku przedstawiajgcym interfejs programu TopSpin), dzieki czemu wys$wietla
sie rzad przyciskdw odpowiadajgcych czynnosciom (patrz punkt 2. na rysunku
przedstawiajgcym interfejs programu TopSpin).

Czytelnicy moga pomina¢ ten rozdziat, jesli znajg juz te operacje.

5.1 Okno programu TOPSPIN

Ponizszy rysunek pokazuje uktad interfejsu programu TopSpin.

Process  Analyse  Applications ~ Manage

1

’2 [ Create Dataset | Y sample + | #iock | V Tune~ | ¥ spine i shim+ | A¥Prosole | T=Gainw | D Runv | More SH -~ DB B

2210t QAOHE Ak > E@WAETE LIV 1) (2
L W

4 B
M| SPECTRUM [PROCPARS ACQUPARS TITLE PULSEPROG PEAKS INTEGRALS SAMPLE STRUCTURE PLOT FID Acau {10 )
A |[exam1d_1H 2 1 C:\BrukeriTopSpiniexamdata o LS
1H Cholesterylacefat

/'/5'\ Structure

1 |Pasek menu 8 |Pasek wyswietlania statusu

2 | Pasek przyciskdéw czynnosci 9 | Okno zestawu danych

3 |Pasek narzedzi 10 | Zaktadki okna zestawu danych

4 | Przegladarka i okno wyszukiwania 11 | Drukowanie, eksportowanie i publikowanie

5 | Okno struktury 12 | Opcje wys$wietlania

6 |Wiersz polecen 13 _Prze’rqcznik okna, preferencje konfiguracji
i pomoc

7 |Pasek aktualnego zestawu danych
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51.1 Tworzenie nowego zbioru danych

Regularne korzystanie ze spektrometru wkrotce doprowadzi do nagromadzenia duzych iloSci
danych. Uzytkownicy bedg chcieli przechowywaé dane w plikach o nazwach utatwiajgcych
identyfikacje, aby mogli pézniej tatwo uzyska¢ dostep do swoich danych. Jest to szczegolnie
istotne, jesli z systemu korzysta wielu uzytkownikdw. Po zarejestrowaniu zestawu danych
mozna go przechowywac¢ w tak zwanym zbiorze danych. Kazdy zbioér danych musi mieé
unikalny deskryptor (identyfikator), aby mozna byto rozrézni¢ rézne zbiory danych. Peiny
deskryptor zbioru danych wymaga uzycia trzech parametréw: NAME, EXPNO i Directory.

* Na pasku menu klikng¢ Acquire|Create Dataset, aby otworzy¢ okno Create New
Dataset.

& Create New Dataset - new @

Prepare for a new experiment by creating a new data set and
initializing its NMR parameters according to the selected experiment type.
For multi-receiver experiments several datasets are created.
Please define the number of receivers in the Opfions.
Dataset

NAME Proton_exp

EXPNO 1

Directory C\Data -

] open in new window

h Parameters
(@) Use current parameters
(") Read parameterset Select
Set solvent DMSO -
Additional action
() Do nothing

() Execute getprosol

Keep parameters |P 1,01, PLW1 +

Advanced
Number of datasets (receivers) 1 -
Title

Menthyl Anthranilate in DMSO
Proton

[ ok || cancel |[ moreinto.. |[ Hep |

* Mozna teraz utworzy¢ wiasny zbiér danych. W przypadku parametru NAME mozna
wpisac cigg maksymalnie 13 znakéw. W przypadku parametru EXPNO Nalezy wpisa¢ ,1”
lub inng odpowiednig liczbe. Wybra¢ $ciezke do katalogu (na przyktad: C:\Data).

» W obszarze Parameter klikng¢ opcje Read parameterset i Select, aby otworzy¢ okno
rpar.
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¢ Sl
Source = ;C:\BruIcer\TopSpm4.0.3.a\exp\slan\nmnpar =

File Options Help

C\BrukenTopSpind.0.3.a\expistan\nmripanuser

Find file names ¥ |enter any string. = 7 Exclude:

C\BrukenTopSpind 0.3 a\expistan\nmripar

Class = :Any ': Dim = :Any ': Show Recommended

Type =|Any ¥ SubType= Any ¥| SubTypeB=|Any ¥ Reset Filters

C13CPD C13DEPT135 C13DEPTQ135 C13UDEFT COSYGPDFPHSW
COSYGPSW HMBCETGPL3ND HMBCGP HMBCGP_15N HSQC_TOCSY
HSQC TOCSY_ADIA HSQCEDETGPSISP HSQCEDETGPSISP_ADIA HSQCETGP_15N HSQCETGPSISP
HSQCETGPSISP_ADIA MLEVPHPR MLEVPHSW NOESYPHPR NOESYPHSW
PROTON ROESYPHPR ROESYPHSW WATERSUP

Set selected item in editor | | Close |

» Zaznaczy¢ opcje Show Recommended, aby uzyskac liste typowych eksperymentow
uwzgledniajgcych mate czgsteczki.

* Upewni¢ sie, ze katalog zrédtowy to:
<Topspin>\exp\stan\nmr\par
a nie:
<Topspin>\exp\stan\nmr\par\user
* Wybrac¢ eksperyment (np. Proton) i klikng¢ polecenie Set selected item in editor.

* W oknie Create New Dataset zaznaczy¢ opcje Set solvent i na liScie rozwijanej wybrac
rozpuszczalnik swojej probki, np. DMSO.

+ Klikng¢ OK.

Uwaga: Nowo utworzony zbidr danych jest teraz biezgcym zbiorem danych, a szczegoétowe

dane deskryptora beda przechowywane na dysku twardym w folderze: DIRINAME\EXPNO,

gdzie kazdy parametr EXPNO odpowiada catkowicie niezaleznemu zbiorowi danych. W tym
przyktadzie dane bedg przechowywane w katalogu C:\Data\Proton_exp\1. Sciezka dostepu
pojawi sie takze na pasku tytutu w oknie danych programu TopSpin.
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5.1.2 Przygotowywanie prébek

» Korzysta¢ z czystych i suchych probéwek na probki.

» Stosowac probéwki na prébki sredniej lub wysokiej jakosci.

» Zawsze filtrowaé roztwor probeki.

« Zawsze uzywac tej samej objetosci probki lub wysokosci roztworu.

* Objetos¢ napetniania probéwek o srednicy 5 mm wynosi 0,6 ml lub 5 cm.
* Objetos¢ napetniania probdéwek o srednicy 10 mm wynosi 4 ml lub 5 cm.
» Uzy¢ miernika gtebokos$ci prébki do korekty gtebokosci prébki.

Rodzaj probéwki na probke CryoProbes Probowki RT Stare
probowki RT

Standardowa probowka na probke 19 mm 20 mm 18 mm

o $rednicy 5 mm z zaokrgglonym

koncem.

Probowka Shigemi firmy Bruker. 17 mm 20 mm 18 mm

Rysunek 5.1: Umieszczanie probki w spinerze

1|Prébka 4. Linia srodkowa
2|Spiner 5.  |Sruba regulacji gtebokosci
3|Miernik gtebokosci

* Probdéwka na prébke powinna by¢ dobrze osadzona w spinerze.
* Przed wtozeniem do magnesu wytrze¢ probowke do czysta.
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5.2 Wprowadzanie prébki z elementem obrotowym do magnesu

Podnoszenie i opuszczanie prébki kontrolowane jest strumieniem sprezonego powietrza.
Przed umieszczeniem prébki na goérze otworu sprawdzi¢, czy wigczony zostat przeptyw
powietrza (jest on dosy¢ gtosny) i wyja¢ prébke, jesli unosi sie do goéry otworu.
* Na pasku menu klikng¢ zaktadke Acquire.
» Na przycisku Sample klikng¢ strzatke w dot, aby wyswietli¢ wiecej opcji.
« Zlisty wybrac opcje Eject sample manually (ej). Przeptyw sprezonego powietrza
podnoszgcego probke jest wigczony.

Poczeka¢ na wigczenie przeptywu sprezonego powietrza podnoszgcego prébke i wyjgc
prébke, ktéra moze znajdowac sie w magnesie.

* Umiesci¢ prébke ze spinerem na gérze magnesu.
* Na przycisku Sample klikng¢ strzatke w dét, aby wyswietli¢ wiecej opdiji.
» Zlisty wybra¢ opcje Insert sample manually (ij).

5.3 Lock probki

Rozpuszczalniki deuterowane sg wykorzystywane do generowania sygnatu, ktéry ma zostaé
wykryty i monitorowany przez uktad lock’owania. Czestotliwo$¢é i moc tego sygnatu bedag
zaleze¢ od uzytego rozpuszczalnika. Giéwng funkcjg procedury lock’owania
w oprogramowaniu TopSpin jest dostosowanie wartosci parametréw, na przykiad mocy
lock’'u, wzmocnienia i czestotliwosci do odpowiedniego rozpuszczalnika. Jesli te ustawione
wartosci domysine sg zblizone do oczekiwanych dla danego rozpuszczalnika, system BSMS
moze szybko zlokalizowa¢ i ,zalockowac¢” sygnat rozpuszczalnika przez przemiatanie
zakresu czestotliwosci lub wartosci pola magnetycznego. Parametry zalezne od
rozpuszczalnika sg wczytywane z tabeli ,edlock”.

* Na pasku przyciskdw czynnosci kliknaé opcje Lock.
* Na liscie w tabeli Solvents table zaznaczy¢ DMSO i klikng¢ OK.
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& Solvents table X
Solv

Acetic acetic acid-d4

Acetone acetone-d6

CeD6 benzene-dé

cDzci2 dichlormethane-d2

CD3CN acetonitrile-d3

CD3CN_SPE LC-SPE Solvent (Acetonitrile)

CD30D_SPE LC-SPE Solvent (Methanol-d4}

CDCI3 chloroform-d

CH3CN+D20 HPLC Solvent (Acetoniiri/D20)

CH30H+D20 HPLC Solvent (Methanol/D20)

D20 deuteriumoxide

D20_salt deuteriumoxide with salt

Dioxane dioxane-d3

DMF N N-dimethylformamide-d7

L3

EtOD ethanol-dé

H20+D20 90%H20 and 10%D20

H20+D20_salt 90%H20 and 10%D20 with salt

HDMSO 90%DMSO and 10%DMSO-d6

Juice fruit juice

MeOD methanol-d4

Plasma blood plasma

Pyr pyridine-ds

T_H20+D20+Me4NCI (CD3)4NCl in 90%H20 and 10%D20, for NMR thermometer
T_H20+D20+NaAc sodium acetate in 90%H20 and 10%D20, for NMR thermometer
T_H20+D20+Pivalate pivalate-d9 in 90% H20 and 10% D20, for NMR thermometer
T_MeOD methanol-dd, for NMR thermometer

TFE trifluroethanol-d3

THF tetrahydrofuran-dg

Tol toluene-dg

Urine urine
Lock nucleus” | 2H OK Cancel

Rysunek 5.2: Tabela rozpuszczalnikow

Uwaga: Jesli lock’owanie powiodto sie, sygnat powinien mie¢ posta¢ linii poziomej z pewnym
powigzanym z nim szumem lub pulsacjg (patrz rysunek ponizej). Wysokos¢ tej linii nosi
nazwg poziomu lock’u.

=lsixl

Rysunek 5.3: Wyswietlanie lock’u po zalock’owaniu probki
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54 Strojenie i dopasowanie sondy

Czutos¢ kazdej sondy zmienia sie wraz z czestotliwoscig sygnatu do niej wysytanego.
Ponadto wystepuje czestotliwosé, przy kiorej sonda ma najwiekszg czutosé. Co wiecej, te
czestotliwos¢ mozna regulowa¢ w pewnym zakresie za pomocg kondensatoréw stuzgcych do
strojenia, ktére wbudowano w elektronike sondy. Strojenie obejmuje regulacje elektroniki
sondy w taki sposdb, aby odpowiednig czestotliwosciag nadawang byta czestotliwosé, przy
ktorej czutos¢ jest najwieksza (SFO1, SFO2 itd.). Strojenie i dopasowywanie kazdej cewki w
sondzie przebiega oddzielnie. Jesli nastgpita zmiana sondy Ilub znaczna zmiana
czestotliwosci nadawanej, moze wystgpi¢ konieczno$¢ ponownego strojenia sondy. W
przypadku pracy rutynowej przy uzyciu rozpuszczalnikbw organicznych z sondami
selektywnymi jest mato prawdopodobne, aby nastgpity wieksze zmiany wartosci
czestotliwosci nadawanych. W zwigzku z tym po pierwszym dostrojeniu sondy niewielkie
wahania czestotliwosci nie bedg wymagaty ponownego strojenia. Zazwyczaj nalezatoby
zmieni¢ czestotliwos¢ nadawang o co najmniej 100 kHz, aby konieczne byto ponowne
strojenie. W przypadku sond szerokopasmowych nadawane czestotliwosci w znacznym
stopniu zmieniajg sie w zaleznosci od jgdra, dlatego strojenie sondy jest konieczne przy
kazdej zmianie wybranego jgdra. Ponadto przy kazdym strojeniu sondy nalezy przeprowadzi¢
jej dopasowywanie. Dopasowywanie obejmuje doprowadzenie do tego, aby do cewki
znajdujgcej sie w gornej czesci sondy byta przekazywana maksymalna czes¢ mocy
podawanej do podstawy sondy. Dzieki temu minimalna cze$¢ mocy podawanej do podstawy
sondy zostaje odbita z powrotem w strone wzmacniaczy (a wiec zostaje utracona).

Uwaga: Firma Bruker oferuje dwa rézne rodzaje korekty przy strojeniu i dopasowaniu.
Oproécz korekty recznej kondensatoréw do strojenia i dopasowywania sondy mogg by¢
wyposazone w modut strojenia automatycznego (ATM). W zaleznosci od wyposazenia
nalezy postepowac zgodnie z ponizszymi punktami.

5.4.1 Sondy wyposazone w ATM (procedura strojenia automatycznego)

* Na pasku przyciskdw czynnosci klikng¢ opcje Tune.

Wyswietlacz przetaczy sie automatycznie na okno akwizycji i wyswietli krzywa strojenia.
Strojenie i dopasowywanie odbywa sie automatycznie. Jedli w zestawie parametréw, takich
jak C13CPD itp. wykorzystywanych jest wiele czestotliwosci, ATMA rozpocznie najpierw
regulowac najnizszg czestotliwo$é, a nastepnie przejdzie automatycznie do czestotliwoSci
wyzszej.

5.4.2 Sondy wyposazone w ATM (procedura strojenia recznego)

* Na przycisku Tune klikng¢ strzatke w dét, aby wyswietli¢ wiecej opciji.
» Zlisty wybra¢ opcje Tune/match ATM probe manually.

Uwaga: Pojawi sie okno ATMM Probe Tuning/Matching window (ponizszy rysunek) oraz
okno wyswietlajgce krzywg strojenia.
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Rysunek 5.4: Okno ATMM Probe Tuning/Matching

1. Typ sondy.

2. Uzywany rozpuszczalnik.

3. Stan aktualny.

4. Wybor kanatu/jadra

5. Zaznaczyc, aby wyswietli¢ ztozony ekran krzywej strojenia.

6. Klikng¢, aby uruchomi¢ ATMA, podczas gdy optymalne pozycje sg przechowywane do
wykorzystania w przyszto$ci.

7. Zdefiniowana przez uzytkownika szeroko$¢ przemiatania krzywej strojenia.

8. Zdefiniowana przez uzytkownika liczba krokéw krzywej strojenia.

9. Przyciski do przesuwania i wyswietlania wy$rodkowanej krzywej strojenia.

10.  |Przyciski do regulacji nachylenia krzywej strojenia do najnizszej pozycji.

* W oknie kontroli ATMM klikng¢ przyciski Tuning, aby przesungc¢ i wyswietli¢
wysrodkowang krzywa strojenia.

* W oknie kontroli ATMM klikng¢ przyciski Matching, aby dopasowac¢ nachylenie krzywej
strojenia do najnizszej pozycji.

Bardzo wygodnie jest patrze¢ na ztozony ekran krzywej strojenia. Jesli okrag z czerwong
kropkg jest za duzy lub za maly, nalezy najpierw wyregulowa¢ dopasowanie. Gdy okrag
przejdzie przez srodek uktadu wspoétrzednych, nalezy przenies¢ czerwong kropke do $rodka,
dostosowujgc strojenie. W istocie, krzywa ,mowi”, w jakiej kolejnosci wyregulowac strojenie
i dopasowanie.

Uwaga: Ustawienia T/M zostang zapisane po kliknieciu przycisku Start.
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Poniewaz strojenie i dopasowanie sg od siebie zalezne, konieczne jest powtarzanie
n wszystkich krokéw, aby uzyskac idealne dostrojenie i dopasowanie. Jesli w zestawie

parametréw, takich jak C13CPD wykorzystywanych jest wiele czestotliwosci, nalezy uzyé
przyciskow radiowych Nucleus Selection w oknie kontrolnym ATMM, aby przetgczy¢ sie na
inne jadro i powtorzy¢ strojenie i dopasowanie.

Procedura wobble polega na nadawaniu stabego sygnatu w kierunku sondy oraz
poréwnywaniu impedancji sondy i przewodu z wartoscig odniesienia 50 omodw
w przedwzmacniaczu HPPR. Nadawana czestotliwos¢ jest wysrodkowana na SFO1, SFO2
itd., jednak ,przemiatanie” obejmuje zakres zalezny od wartosci parametru WBSW (patrz
ponizej). Otrzymywana krzywa to znana krzywg odpowiedzi obwodu rezonansowego i jest po
prostu miarg amplitudy sygnatu odbitego (0$ pionowa) wzgledem czestotliwosci (0$
pozioma).

Dopasowanie oznacza regulacje sondy w taki sposéb, aby minimum krzywej strojenia
znajdowato sie u podstawy wykresu (czyli aby stykato sie z osig poziomg czestotliwosci).
Stanowi to minimalne odbicie nadawanego sygnatu.

Strojenie polega na sprawdzeniu, czy nastepuje to przy czestotliwosci nadawania
znajdujgcej sie w Srodku skali poziomej ekranu. Nalezy jednak zauwazyé, Ze regulacje
w ramach strojenia i dopasowywania sg od siebie zalezne i wartosci nalezy zmieniaé
jednoczesnie. Jesli minimum krzywej strojenia jest wysrodkowane i znajduje sie u podstawy
wykresu, oznacza to, ze sonda zostata dostrojona i dopasowana w sposéb optymalny.

s TR ibia
AT A a®

i
TTHIE

- - ' ™ " phet | e o et L]

| - —_ —_— —

Rysunek 5.5: Przyktady krzywych strojenia przy réznych parametrach strojenia i dopasowywania

1. Niewtasciwe dopasowanie 3. Wiasciwe dopasowanie, niewtasciwe
i dostrojenie. dostrojenie.

2. Niewtasciwe dopasowanie, 4. Wiasciwe dopasowanie i dostrojenie.
wiasciwe dostrojenie.
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Jesli uzytkownik zechce zoptymalizowa¢ sonde dla kilku jader (np. eksperymenty
Z odsprzeganiem), mozna wybrac¢ nastepne jgdro w oknie ATMM Probe Tuning/Matching.

5.5 Obracanie probki

Drugg funkcjg sprezonego powietrza jest umozliwienie obracania sie prébki. Obracanie
prébki ma na celu ,wyréwnanie” pewnych niejednorodnosci, ktére mogg wystepowaé w polu
magnetycznym w $rodku magnesu.

Uwaga: Prébki badane w eksperymentach, takich jak 2-D, 3-D, SELECTIVE, NOEDIFF, T1
i za pomocg wszystkich sond typu inverse zazwyczaj nie sg obracane.

Zalecane szybkosci obrotowe:
* 20 Hz dla sondy 5 mm
* 12 Hz dla sondy 10 mm

* Na przycisku Spin klikng¢ strzatke w doét, aby wyswietli¢ wiecej opciji.
» Zlisty wybra¢ opcje Turn sample rotation on (ro on).

5.6 Kompensacja

Kompensacja jest procesem, w ktérym wprowadza sie niewielkie korekty pola
magnetycznego, az jego jednorodnos¢ (réwnomiernos¢) zostanie zoptymalizowana.
Zwiekszenie jednorodnosci ma korzystny wptyw na rozdzielczos¢ widmowg. Przy kazdej
zmianie sondy lub prébki konieczne jest wykonanie ponownej kompensacji. Jesli
odpowiednie wartosci kompensacji zostang zapisane przez osobe odpowiedzialng za system
(w tak zwanych plikach kompensacji) dla kazdej sondy, znacznie zmniejszy sie niezbedny
czas kompensacji przy zmianie sondy.

5.6.1 Kompensacja rutynowa za pomocg procedury TopShim

Jest to shim’owanie rutynowe, kitdrg nalezy wykonywac¢ poczatku kazdej sesji pracy ze
spektrometrem NMR, a takze w przypadku zmiany prébki w magnesie. Shim'owanie
rutynowe polega na doktadnej regulacji parametrow kompensaciji Z, 72, Z*, Z*i Z°. Niektore
magnesy o wiekszym natezeniu pola mogg wymagac¢ shim’ow Z wyzszego rzedu. Osoba
odpowiedzialna za system zaprogramowata procedure TopShim, aby uzyska¢ najwiekszg
jednorodnosé dla kazdej prébki i procedura ta jest w petni automatyczna.

Podstawowg metoda procedury TopShim jest shim’owanie gradientowe. Kryterium jakosci
dotyczace ostatecznego ksztattu linii zapewnia najlepsze wyniki w kazdej sytuaciji.

W przypadku wszystkich rozpuszczalnikow deuterowanych procedura TopShim wykorzystuje
metode shim’'owania gradientowego ?H, a w przypadku innych rozpuszczalnikow,
w szczegdlnosci H,0, metode shim’owania gradientowego 'H.

* Na pasku przyciskéw czynnosci klikng¢ opcje Shim.

Shim’owanie rozpocznie sie natychmiast i powinno zajg¢ mniej niz minute.
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5.7 Ustawianie parametréw zaleznych od sondy i rozpuszczalnika

Parametry takie jak impuls 90° lub ditugo$¢ impulsu odsprzegajgcego z powigzanymi
poziomami mocy mozna zapisac dla danego jadra w dowolnym dostepnym kanale. Wartosci
te zostaly wprowadzone przez instalatora lub osobe odpowiedzialng za system i mozna je
wczyta¢ automatycznie za pomocg przycisku Prosol.

» Na pasku przyciskéw czynnosci klikng¢ opcje Prosol.

5.8 Regulacja wzmocnienia odbiornika

Wzmocnienie odbiornika jest bardzo waznym parametrem uzywanym do dopasowania
amplitudy sygnatu FID do zakresu dynamicznego digitalizatora. Wzmocnienie mozna ustawi¢
automatycznie za pomocg przycisku Gain.

* Na pasku przyciskdw czynnosci klikng¢ opcje Gain.

Regulacja wzmocnienia odbiornika rozpocznie sie natychmiast i powinna zajg¢ mniej niz
minute.

5.9 Uruchamianie rejestracji

Proces odbierania sygnatdbw NMR nosi nazwe akwizycji. Mowi sie, ze uzyskano dane.
Podczas akwizycji zbierane sg dane ,surowe”, a pozyskiwany sygnat nosi nazwe FID (sygnat
zaniku swobodnej precesji). Wielko$¢ punktu cyfrowego sygnatu FID okresla sie jako TD,
domene czasu.

» Na pasku przyciskdw czynnosci klikng¢ opcje Run.

Przed uruchomieniem ustawionej liczby skanéw spektrometr wykonuje pewng liczbe skanéw
pozornych okreslong domysinie dla wybranego eksperymentu.

5.10 Przetwarzanie danych

Transformacja Fouriera jest wykorzystywana do przeksztatcenia sygnatu FID w widmo
czestotliwosci. Liczba punktéw wykorzystywanych do utworzenia widma wynikowego jest
okreslona przez parametr S| (rozmiar). Sygnat FID zostaje przeksztatcony w widmo
sktadajgce sie z punktéw danych Sl w czesci rzeczywistej i punktdow danych SI w czesci
urojonej. Normalne ustawienie parametru Sl to S| = TD/2. JeSli uzytkownik wczytat zestaw
parametréw ,PROTON®, mozna tatwo sprawdzi¢, ze TD = 64K i S| = 32K.

* Na pasku menu klikng¢ zaktadke Process.
* Na przycisku Proc Spectrum klikng¢ strzatke w dét, aby wyswietli¢ wiecej opciji.
» Zlisty wybra¢ opcje Configure Standard Processing (proc1d).
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o R ==

| Press 'Execute’ to process the current dataset. |

Press 'Save' o just change the processing options.
Changed options will be effective when pressing the
one-click 'Proc. Spectrum' button.

Exponential Multiply (em) LB [Hz] = 0.3
Fourier Transform (ft)
Auto - Phasing (apk)

Set Spectrum Reference (sref)

Auto - Baseline Correction (absn) Include integration = ino -
Plot (autoplat) F  LAYOUT= [+1D_H.xwp - ]
NI el dal R Ry O ‘

[ save || Exeoute || cancel |

Rysunek 5.6: Okno proc1d

* W oknie proc1d wybra¢ opcje:
Exponential Multiply (em)
Auto — Phasing (apk)
Set Spectrum Reference (sref)
Auto — Baseline Correction (absn)

* W oknie proc1d klikng¢ polecenie Execute.
» W oknie proc1d klikng¢ przycisk Save, aby zapisa¢ wybrane ustawienia przetwarzania.
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6 Przygotowanie do rejestraciji,

parametry zwigzane z
czestotliwoscia

W tym rozdziale zostang omoéwione dwa najwazniejsze parametry przy rejestracji widma
NMR. Przed przypisaniem wartosci poszczegdlnym parametrom wazne jest, aby uzytkownik
rozumiat koncepcje zbiorow danych, poniewaz grupy parametrow sg z nimi nierozerwalnie
powigzane.

6.1 Czestotliwos¢

Czestotliwos¢ sygnatéw nadawanych w kanatach pierwszym, drugim, trzecim itd. okresla sie
parametrami odpowiednio SFO1, SFO2, SFO3 itd. Czestotliwosci tych nie mozna jednak
ustawi¢ bezposrednio (mozna sprawdzi¢, ze nie jest mozliwe ich zaznaczenie za pomocg

myszy).
Czestotliwosci nadawane kontroluje sie ustawiajgc  przesuniecia czestotliwosci
podstawowych BF1, BF2, BF3 itd.

W przypadku kanatu obserwaciji:

* SFO1 = BF + przesuniecie (01)
Czestotliwos¢é nadawana zostaje ustawiona automatycznie przez uzytkownika.
Podobnie w przypadku kolejnych dwéch kanatéw rozprzegania:

« SFO2 = BF2 + przesunigcie (02)

» SFO3 = BF3 + przesuniecie (03)

Jesli wybrane zostanie okreslone jadro, automatycznie ustawiona zostaje wtasciwa
czestotliwos¢ podstawowa. Po wczytaniu standardowego zbioru parametréw, odpowiednio
zostanie ustawiona czestotliwos¢ podstawowa. Konieczna jest jedynie korekta wartosci
przesuniecia.

Nalezy pamietac, ze najistotniejszym parametrem jest SFOR, poniewaz jest to czestotliwos¢
rzeczywiscie emitowana w kierunku prébki. Nalezy ponadto zauwazyé, ze mozna ustawic
wartosci zerowe przesuniecia; wtedy SFOX = BFX. Bardziej szczegétowy opis podano w
kolejnym punkcie.

6.2 Wyjasnienie czestotliwosci nadawanej, podstawowej i
przesuniecia na wartosciach liczbowych

Zatézmy, ze do rejestracji sygnatow wodoru wykorzystuje sie spektrometr 600 MHz.
Spektrometr zostat tak skonfigurowany, aby warto$¢ BF1 wynosita 600,13 MHz (w przypadku
spektrometru 500 MHz wartos¢ BF1 wynosi zazwyczaj 500,13 MHz, a dla spektrometru
400 MHz BF1 wynosi 400,13 itd.).

Jesli parametr O1 zostat ustawiony na zero, wéwczas: SFO1 = 600,13 + 0 = 600,13 MHz

W ten sposéb srodek widma znajduje sie przy 600,13 MHz. Jesli wartos¢ parametru SWH
ustawiono na 20 kHz, widmo powinno przypomina¢ pokazane ponizej.
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- — 20kHz

—————>  BF1=600.13
01=0

® NG

600.14 600.13 600.12
BF1
SFO1

Rysunek 6.1: Widmo przy BF1 = 600,13 MHz, 01 = 0 Hz

|1. |Sygna+y odfiltrowane |2. |Cze,stotliwoéé

Z naszego hipotetycznego widma jasno wynika, ze wszystkie sygnaty NMR znajdujg sie przy

koncu zakresu widmowego o wysokiej czestotliwosci. Ponadto mozliwe jest, ze niektore

sygnaty pojawity sie powyzej 600,14 MHz i znalazly sie poza zakresem widmowym. Z tego

tez wzgledu zostaty odfiltrowane i nie sg obserwowane. Aby sprawdzi¢ obecnos¢ takich

sygnatéw, mozliwe sg dwie opcje:

* Mozna zwigekszy¢ zakres widmowy, aby obejmowat wszystkie brakujgce sygnaty. Takie

rozwigzanie ma jednak pewne wady, np. dotyczgce rozdzielczosci sygnatu FID (im nizsza
wartos¢ parametru FIDRES, tym lepsza rozdzielczos¢).

* Najlepsza opcjg bytoby pozostawienie zakresu widmowego bez zmian i przypisanie
wartosci parametru O1, aby przesuna¢ srodek zakresu.

W naszym przyktadzie wszystkie wykryte sygnaty znajdujg sie w obszarze 600,138 MHz
i nalezy wysrodkowa¢ widmo wedtug tej czestotliwosci.

=> SFO1 = 600,138 = BF1 + O1
=> 600,138 = 600,13 + O1
=>01=0,008 MHz = 8 kHz

W zwigzku z tym, jesli czestotliwos¢ przesuniecia O1 zostanie ustawiona na 8 kHz, okno
zostanie przesuniete tak, aby wyglgdato jak na rysunku ponize;j.
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< 20kHz >

<@ ;
f f il

600.148 600.138 g‘:f:-‘ 3 600.128
SFO1

Rysunek 6.2: Widmo przy BF1 = 600,13 MHz, 01 = 8 kHz

| 1. |Czestotliwoéé | |

Ponadto z powyzszego rysunku wynika, ze sygnaty NMR emitowane przez protony w naszej
hipotetycznej probce zajmujg tylko czes¢ zakresu widmowego. Dlatego zakres widmowy
mozna zmniejszy¢ bez utraty istotnych danych. Jedng z zalet zmniejszenia parametru SW
jest zwiekszenie rozdzielczo$ci widmowej. Wadg jest proporcjonalne wydtuzenia czasu
potrzebnego do pozyskania danych.

W czesci Wstepne informacje teoretyczne i terminologia [ 9] podano, ze przesuniecie
chemiczne protonéw rzadko przekracza 14 ppm. Odpowiada to wartosci 8,4 kHz
w przypadku spektrometru 600 MHz. Ponizszy rysunek pokazuje widmo hipotetyczne
wykreslone ponownie po zmniejszeniu przypisanej do parametru SWH wartosci z 20 kHz do
8,4 kHz.

< 8.4kHz >

< :
MHz i X £ A
600.1422 600.1380 600.1338 600.13
SFO1 BF1

Rysunek 6.3: Widmo przy BF1 = 600,13 MHz, 01 = 8 kHz, SWH = 8,4 kHz

| 1. |Czestotliwoéé | |
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Nalezy zauwazy¢, ze wartos¢ parametru SWH uzytg w konkretnym eksperymencie okresla
wytgcznie analizowana probka i wymagana rozdzielczo$¢ widmowa. Warto$¢ 14 ppm
w przypadku widm protonowych gwarantuje wykrycie wiekszosci sygnatow protonowych.
Jednak w celu szczegdtowego zbadania konkretnego sygnatu stosuje sie znacznie mniejsze
wartosci SWH.

Ponizszy rysunek ilustruje ogolne zasady wzajemnej zaleznosci parametrow SFO1, BF1 i O1
(tutaj pokazano z nowg probka).
() SFO1 = BFf + 01

Rysunek 6.4: Wzajemne zaleznosci parametrow SFO1, BF1i O1

1. Przypisanie parametrowi O1 wartosci dodatniej przesuwa okno w strone
wyzszych czestotliwosci.

2. Parametr SW okresla szerokos$¢ okna.

3. Czestotliwosc¢.

4, Przypisanie parametrowi O1 wartosci ujemnej przesuwa okno w strone nizszych
czestotliwosci.

5. SFO1 stanowi $rodek widma.
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7 Probka do badania metoda
spektrometrii NMR

W przypadku badania ciata stalego za pomocg metody NMR obserwowane sygnaty sg
zazwyczaj szerokie i nie mozna rozdzieli¢ struktury subtelnej majgcej najwieksze znaczenie
dla badaczy. W zwigzku z tym prébki ciat statych zazwyczaj rozpuszcza sie w odpowiednim
rozpuszczalniku przed akwizycjg widma. To samo dotyczy prébek ciektych. Do
rozpuszczalnikéw organicznych mozna dodac niewielkie ilosci zwigzku odniesienia. Jednak,
aby uzyskac najlepsze wyniki, probka powinna by¢ tak czysta, jak to tylko mozliwe. Sygnaty
pochodzgce od zanieczyszczen w najlepszym przypadku niepotrzebnie skomplikujg widmo,
za$ w najgorszym przestonig istotne sygnaty. Nalezy zwrdci¢ szczegolng uwage na to, aby
prébka nie zawierata zanieczyszczen magnetycznych, poniewaz mogg one znieksztatci¢
pole magnetyczne, a tym samym zmniejszy¢ rozdzielczo$¢ widma. Zanieczyszczenia state
mozna najtatwiej usung¢ przez filtracie. W przypadku prébek w rozpuszczalnikach
organicznych rozpuszczong wode mozna usungc przez doktadne osuszenie probki przed
rozpuszczeniem.

71 Wyboér rozpuszczalnika

Gdy prébka zostanie dostatecznie oczyszczona i wysuszona, nastepnym krokiem jest wybor
odpowiedniego rozpuszczalnika. Poniewaz deuter jest najczesciej wykorzystywanym jadrem
do lock’owania, probke zazwyczaj rozpuszcza sie w deuterowanym rozpuszczalniku
(deuterowany rozpuszczalnik to taki, w ktérym znaczna czes¢, zwykle ponad 99%, atoméw
wodoru zostata zastgpiona przez deuter). Powszechnie stosowanymi rozpuszczalnikami
deuterowanymi sg benzen-d6, aceton-d6 i chloroform-d, ale dostepnych jest wiele innych
rozpuszczalnikbw. Do czynnikéw, ktére nalezy wzig¢ pod uwage przy wyborze
rozpuszczalnika naleza:

1. Rozpuszczalnosé: Oczywiscie, im lepsza rozpuszczalnosé probki w rozpuszczalniku, tym
lepiej. Zwieksza to do maksimum zawartos¢ prébki w objetosci zapewniajgcej zwiekszenie
czutosci eksperymentu. Duza rozpuszczalnosc jest szczegdlnie wazna, jesli dostepne sg
tylko mate ilosci prébki.

2. Zaklécenia widma prébki przez sygnaty rozpuszczalnika: Sam rozpuszczalnik bedzie
nieuchronnie wytwarzat sygnaty NMR, ktore przestonig pewne obszary widma. Te ,piki
pozostatosci rozpuszczalnika” nie powinny pokrywac sie z sygnatami probki.

3. Zaleznos¢ od temperatury: W przypadku eksperymentdéw przeprowadzanych powyzej
lub ponizej temperatury pokojowej istotnymi czynnikami sg rowniez temperatury topnienia
i wrzenia rozpuszczalnika. Ponadto rozpuszczalnosé probki prawdopodobnie zmieni sie
w zalezno$ci od temperatury.

4. Lepkos¢: Im nizsza lepkos¢ rozpuszczalnika, tym lepsza rozdzielczos¢ eksperymentu.

5. Cena: Oczywistym faktem jest, ze w przypadku rutynowych badan NMR, w trakcie ktorych
rejestruje sie widma wielu prébek, waznym czynnikiem jest cena rozpuszczalnika.
Z reguly cena wzrasta wraz z liczbg deuterowanych atomow.

6. Zawartos$¢ wody: Prawie wszystkie rozpuszczalniki NMR zawierajg sladowe ilosci wody.
Ponadto wiele z nich posiada wtasciwosci higroskopijne (pochtania wode z atmosfery),
a zatem im dtuzej sg przechowywane, tym wiecej wody zawierajg. Obecnos¢ piku wody
(HDO) pogarsza jedynie jakos¢ widma NMR. Zawartos¢ wody w rozpuszczalniku mozna
znacznie zredukowacd, filtrujgc rozpuszczalnik przez srodek suszacy lub przechowujac go
na sitach molekularnych.
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Wybodr rozpuszczalnika dla danej prébki polega na znalezieniu kompromisu, biorgc pod
uwage rozne zalety i wady kazdego rozpuszczalnika. Informacje szczegdétowe na temat
okreslonych rozpuszczalnikbw mozna znalez¢ w Internecie.

7.2 Probéwka na prébke

W zaleznosci od typu sondy lub eksperymentu podczas analizy probki moze ona byé
obracana. Obrét probki pozwala znie$¢ niejednorodnosci pola w kierunku X i Y, w wyniku
czego zwieksza sie rozdzielczos¢ widmowa. Wadg obracania probki jest mozliwosé
wystgpienia pasm bocznych wskutek obracania. Sg to sygnaty (piki) fatszywe wynikajgce z
modulacji pola magnetycznego z czestotliwoscig obrotu. Piki te zawsze wystepujg po obu
stronach kazdego piku rzeczywistego w odlegtosci rownej predkosci obrotowej. Natezenie
pasm bocznych jest proporcjonalne do natezenia piku rzeczywistego. W zwigzku z tym, jesli
predkos¢ obrotowa wynosi 20 obrotéw na sekunde (= 20 Hz), nalezy szuka¢ pasm bocznych
powstatych w wyniku obracania 20 Hz powyzej i ponizej czestotliwosci rezonansowe;j
sygnatéw rzeczywistych.

5 oFisn

N\
I @

/ﬂ

- . e
100 50 0 -50 Hz
.
’
1 I I 1 1
100 50 0 -50 100 Hz

Rysunek 7.1: Widmo, na ktérym pokazano pasma boczne powstate w wyniku obracania

1. Sygnaty satelitarne 13C 2. Pasma boczne powstate w wyniku
obracania

Wystepowania pasm bocznych powstatych w wyniku obracania nie mozna unikngé, ich
wielko$¢ czesto zalezy od jakosci probowki na prébki. W sytuacji idealnej probéwka na
prébke powinna mie¢ symetrie doskonale cylindryczng. Nietypowo wysokie pasma boczne
mogg wskazywa¢ na niewystarczajgcg symetrie probowki, co moze wymagac
zastosowania probowek o lepszych parametrach (a przez to drozszych).
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Probéwki na probki muszg by¢ czyste i wolne od brudu i zarysowan. Nie wolno szorowaé
probowek za pomocg szczotek do probéwek. Nie nalezy zaktada¢, ze nowe probowki do
NMR sg czyste. Probowki mozna oczysci¢ przeptukujgc acetonem lub wodg destylowans.
Mozna zastosowaé ptynny detergent, jednak w ciggu kilku minut nalezy probéwke wyptukac,
aby nie nastgpito zarysowanie jej powierzchni. Probowki mozna ponadto czysci¢
ultradzwiekowo w odpowiednim roztworze. Jesli wszystkie powyzsze metody zawioda,
probéwki nalezy zanurzy¢é w wodzie krolewskiej na maksymalnie dwa dni, a nastepnie
doktadnie wyptukac i wysuszy¢. Probéwki do NMR mozna suszy¢ w piecu. Nie nalezy ich
ogrzewa¢ do temperatury powyzej 100°C, poniewaz moze nastgpi¢ ich odksztatcenie, w
wyniku czego nie beda sie wiasciwie obracaé. Suszenie najlepiej przeprowadzi¢
przepuszczajgc przez probdéwke filtrowany azot.

7.3 Postepowanie z prébka

Dobrg zasadg jest filtrowanie roztworéw do badan NMR bezposrednio do probowki na
probke. Dzieki temu w roztworze nie bedzie brudu i innych zanieczyszczen.

n Uwaga: Probéwke na prébke nalezy zawsze trzymacé za gorng czesc!

Typowa procedura przygotowania probki wyglgda nastepujgco:

1. W przypadku probki statej i probéwki o srednicy 5 mm nalezy rozpusci¢ do 20 mg prébki
w okoto 0,6 cm® wybranego rozpuszczalnika (a w przypadku probowki o $rednicy 10 mm
rozpusci¢ 80 mg w 2,5 cm?®). Zazwyczaj w przypadku probki ciekiej i obserwacji protonow
nalezy rozpusci¢ 20% probki w 80% rozpuszczalnika deuterowanego.

2. Dodac niewielka ilos¢ (~ 0,1%) zwigzku odniesienia — tetrametylosilanu (TMS). Upewni¢
sie, ze sygnat TMS jest mniej intensywny od najbardziej intensywnego sygnatu probki lub
rozpuszczalnika (w przeciwnym razie zmniejszy sie stosunek sygnatu do szumu wskutek
niskiego wzmocnienia odbiornika).

3. Przefiltrowac roztwér do probdwki na prébke przez pipete Pasteura z matym korkiem
z chusteczki Kimwipe.

4. Przefiltrowaé 0,2 cm?® rozpuszczalnika przez filtr do probdwki. Powstaty roztwor powinien
siega¢ do wysokosci trzech do czterech centymetréw.

5. Zamkng¢ probowke korkiem, u gory zabezpieczy¢ folig parafilm, aby zmniejszy¢
parowanie i opisa¢ probowke w czesci gornej. Nalezy zapewnic¢, ze korek, folia parafilm
i etykieta sg koncentryczne. W przeciwnym razie bedg miaty negatywny wptyw na
wirowanie prébki.

Uwaga: Jesli do filtracji prébki wykorzystuje sie widkno szklane, mogg wystgpi¢ pewne
problemy, szczegdlnie w przypadku pomiaru T,.
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8 Widmo protonowe

W tym rozdziale opisano rejestracje i przetwarzanie jednowymiarowego widma 1H NMR przy
uzyciu standardowego zestawu parametrow firmy Bruker PROTON. Sekwencja impulséw
zg30 (patrz rysunek ponizej) skitada sie z opdznienia kolejnego cyklu, impulsu o
czestotliwosci radiowej (RF) i czasu rejestracji sygnatu. Pokazany kat impulsu wynosi 30'.
Dwa parametry, d1 i p1, odpowiadajg odpowiednio dlugosci opodznienia kolejnego cyklu i
dtugosci impulsu RF 90°.

zg30
30°

I« |
|

Przedziaty czasu podane na schematach sekwencji impulsow nie sg pokazane w skali. Na
przyktad d1 ma zazwyczaj dtugos¢ kilku sekund, zas$ p1 kilku mikrosekund.

Nalezy zastosowac’: prébke 30 mg antranilanu mentylu w DMSO-d6.

G
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8.1 Ustawienie eksperymentu

Utworzenie nowego zbioru danych

* Na pasku menu klikng¢ Acquire|Create Dataset, aby otworzy¢ okno Create New
Dataset.

& Create New Dataset - new @

Prepare for a new experiment by creating a new data set and
initializing its NMR parameters according to the selecied experiment type.
For multi-receiver experiments several datasets are created.
Please define the number of receivers in the Options.
Dataset

NAME Proton_exp

EXPNO 1

Directory C\Data -

B Open in new window

(») Parameters

© Use current parameters
(7) Read parameterset Select

Set solvent DMSO -
Additional action

() Do nothing
(©) Execute getprosol

Keep parameters [P 1,01, PLW1 ¥

Advanced
Number of datasets (receivers) 1 -

Title

Menthyl Anthranilate in DMSO
Proton

[ ok |[ cancel || morelnfo.. || Help |

* W oknie Create New Dataset wprowadzi¢ lub zaznaczy¢:
NAME = Proton_exp
EXPNO =1
Directory = np. C:\Data

Parametry Directory, NAME i EXPNO okreslajg miejsce przechowywania zbioru danych
nowego eksperymentu w komputerze.

Directory/NAME/EXPNO/ W przyktadzie: C:\Data\proton_exp\1

n Parametr Directory mozna wybrac¢ z listy rozwijanej lub w polu tekstowym mozna wpisaé
nowg lokalizacje. Parametr NAME jest podkatalogiem parametru Directory, zas
parametrEXPNO jest podkatalogiem parametru NAME. Parametr EXPNO musi by¢ dodatnig
liczbg catkowitg. Zapewnia sposéb przechowywania wielu powigzanych zbioréw danych pod
tym samym parametrem dotyczacym nazwy NAME.

* W grupie parametrow \&) Paramelers klikng¢ Read parameterset i Select, aby

otworzy¢ okno rpar.
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52
Source = |C.\BrukenTopSpind.0.3 a\exp\staninmripar
Exclude Ciear | [c-\BrukenTopspin4. 0.3 a\expistannmripariuser

C:\BrukenTopspin4. 0.3 alexp\stan\nmripar

~| Dim= Any v [¥]Show Recommended
~| subType=any v subTypes = any v| [ ResetFiters

c13cPD !CTSDEPTHS lc13DEPTQ135 (C13UDEFT. [COSYGPDFPHSW.
COSYGPSW HMBCETGPLAND HVBCGP HMBCGP_15N HsQc_Tocsy

HSQC_TOCSY_ADIA |HsQcEDETGPSISP HSQCEDETGPSISP_ADIA __|HSQCETGP_15N HSQCETGPSISP

HSQCETGPSISP_ADIA MLEVPHPR MLEVPHSW. NOESYPHPR NOESYPHSW.
PROTON ROESYPHPR ROESYPHSW WATERSUP

Set selected item in editor | | Close

» Zaznaczy¢ opcje Show Recommended, aby uzyskac liste typowych eksperymentow
uwzgledniajgcych mate czgsteczki.

» Upewni¢ sie, ze katalog Zrodtowy to
<Topspin>\exp\stan\nmr\par
a nie
<Topspin>\exp\stan\nmr\par\user

» W tabeli wybrac¢ eksperyment PROTON i klikng¢ polecenie Set selected item in editor.

» W oknie Create New Dataset zaznaczy¢ opcje Set solvent i z listy rozwijanej wybrac¢
DMSO.

* W polu TITLE wprowadzi¢ tekst okreslajacy eksperyment, prébke, rozpuszczalnik i inne
uzyteczne informacje. Informacje zawarte w tytule mozna wykorzysta¢ do wyszukiwania
zbioru danych.

* W oknie New Dataset klikng¢ OK.
* Na pasku menu klikng¢ zaktadke Acquire.

Aby zarejestrowa¢ widmo, skorzystaé z przyciskbw czynnosci na pasku przyciskéw
czynnosci od lewej do prawej (patrz kroki ponizej). Polecenia wyswietlane w nawiasach
w réznych oknach wyskakujgcych mozna réwniez wpisaé w wierszu polecenia
oprogramowania TopSpin (np. €j, ij, edte itd.).

* Na przycisku Sample klikng¢ strzatke w dét, aby wyswietli¢ wiecej opciji.
» Zlisty wybrac opcje Eject sample manually (ej).

Poczekaé na wigczenie przeptywu sprezonego powietrza podnoszgcego prébke i wyjgé
prébke, ktéra moze znajdowac sie w magnesie.
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Wprowadzenie probki
* Umiesci¢ prébke ze spinerem na gérze magnesu.
» Na przycisku Sample klikng¢ strzatke w doét, aby wyswietli¢ wiecej opcji.
» Zlisty wybrac opcje Insert sample manually (ij).

Odczekac¢ do momentu opuszczenia probki w sondzie i wylgczenia przeptywu sprezonego
powietrza podnoszacego probke. Moze by¢ styszalny dzwiek klikniecia.

Lock’owanie rozpuszczalnika
* Na pasku przyciskdw czynnosci klikng¢ opcje Lock.
* W oknie Solvents table wybraé rozpuszczalnik, np. DMSO. Klikng¢ OK.

& Solvents table x

4 Solvent Description
Acetic acetic acid-d4
Acetone acetone-d6
CeD6 benzene-dé
cbzci2 dichlormethane-d2
CD3CN acetonitrile-d3
CD3CN_SPE LC-SPE Solvent (Acetonitrile)
CD30D_SPE LC-SPE Solvent (Methanol-d4)
CDCI3 chloroform-d
CH3CN+D20 HPLC Solvent (Acetoniiri/D20)
CH30H+D20 HPLC Solvent (Methanol/D20)
D20 deuteriumoxide
D20_salt deuteriumoxide with salt
Dioxane dioxane-da
DMF N N-dimethylformamide-d7

L

EtOD ethanol-d6
H20+D20 90%H20 and 10%D20
H20+D20_salt 90%H20 and 10%D20 with salt
HDMSO 90%DMS0 and 10%DMSO-d6
Juice fruit juice
MeOD methanol-d4
Plasma blood plasma
Pyr pyridine-ds

T_H20+D20+Me4NCI
T_H20+D20+NaAc
T_H20+D20+Pivalaie
T_MeOD

TFE

THF

Tol

Urine

(CD3)4NCI In 90%H20 and 10%D20, for NMR thermometer
sodium acetate in 90%H20 and 10%D20, for NMR thermometer
pivalate-d9 in 90% H20 and 10% D20, for NMR thermometer
methanol-dd, for NMR thermometer

trifluroethanol-d3

tetrahydrofuran-dg

toluene-dg

urine

Lock nucleus: |2H ~

OK Cancel

Strojenie i dopasowanie sondy
* Na pasku przyciskéw czynnosci klikng¢ opcje Tune.

Zostanie wykonana procedura atma (automatyczne strojenie i dopasowanie), ktéra
wymaga sondy wyposazonej w automatyczny modut strojenia. Aby uzyska¢ wiecej opciji,
klikng¢ strzatke w dot na przycisku Tune.
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Wirowanie prébki (opcjonalne)
* Na przycisku Spin klikng¢ strzatke w dot, aby wyswietli¢ wiecej opciji.
» Zlisty wybra¢ opcje Turn sample rotation on (ro on).

n Obracanie mozna WYLACZYG w przypadku sond takich jak BBI, TXI, TBI i sond dla matych
prébek.

Shim’owanie prébki

* Na pasku przyciskéw czynnosci klikng¢ opcje Shim.

Spowoduje to wykonanie polecenia topshim. Shim’owanie rozpocznie sie natychmiast
i powinno zajg¢ mniej niz minute. Na przycisku Shim klikng¢ strzatke w dét, aby wyswietli¢
wiecej opciji.

Weczytanie parametréw prosol
» Na pasku przyciskdw czynnosci klikng¢ opcje Prosol.
Spowoduje to wczytanie szerokosci impulsu i pozioméw mocy do zestawu parametrow.

8.2 Akwizycja

Ustawienie wzmocnienia odbiornika
» Na pasku przyciskéw czynnosci klikng¢ opcje Gain.
lub

* Na przycisku Gain klikng¢ strzatke rozwijang w dot, aby recznie dostosowaé wzmocnienie
odbiornika.

Rozpoczecie akwizycji danych
* Na pasku przyciskdw czynnosci klikng¢ opcje Run.
lub

* Na przycisku Run klikng¢ strzatke w dét, aby wyswietli¢ wiecej opciji.
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8.3 Przetwarzanie

» Po zakonczeniu akwizyciji klikng¢ zaktadke Process na pasku menu.
* Na przycisku Proc Spectrum klikng¢ strzatke w dét, aby wyswietli¢ wiecej opciji.
+ Zlisty wybra¢ opcje Configure Standard Processing (proc1d).
* W oknie proc1d zaznaczy¢ nastepujace opcje:
— Exponential Multiply (em)
— Auto - Phasing (apk)
— Auto - Baseline Correction (absn)

& procld X

Press 'Execute’ to process the current dataset.
Press 'Save' to just change the processing opfions.
Changed options will be effective when pressing the
one-click 'Proc. Spectrum’ button.

Exponential Multiply (em) LB [Hz] = 0.3

Fourier Transform (ft)

]

Auto - Phasing (apk)

O

Set Spectrum Reference (sref)

&

Auto - Baseline Correction (absn) Include integration =  no ~

O

Plot (autoplot) LAYOUT = +/1D_H.1wp v

8]

Warn if processed data exist

Execute Cancel

 Jesli do prébki dodano zwigzek odniesienia — TMS, zaznaczy¢ opcje Set Spectrum
Reference (sref).

» W oknie proc1d klikng¢ polecenie Execute, a nastepnie klikng¢ Save, aby zapisaé¢
wybrane ustawienia przetwarzania.

Teraz wszystkie przyszte zbiory danych moga by¢ przetwarzane za pomocg zdefiniowanych
czynnosci, klikajac na Proc Spectrum.
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PROCPARS ACQUPARS TITLE PULSEPROG PEAKS INTEGRALS SAMPLE STRUCTURE PLOT FID ACQU

SPECTRUM

Example_MenthylAnthranilate 1 1 C:\Data

Menthyl Anthranilate In DMS0
PROTON

8.4 Catkowanie

Aby ilosciowo przeanalizowaé zaobserwowany sygnat protonowy poréwnuje sie ze sobg
scatkowane intensywnosci pikow. Czesto wykonuje sie catkowanie widma protonowego
w celu wyliczenia liczby protondw w analizowanej czasteczce.

Aby uzyska¢ dokfadniejsze wyniki integracji iloSciowej, nalezy zapoznac sie z podrecznikiem
Analiza ilosciowa NMR.

* Rozszerzy¢ widmo, aby obejmowato wszystkie piki.
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PROCPARS ACQUPARS TITLE PULSEPROG PEAKS INTEGRALS SAMPLE STRUCTURE PLOT FID ACQU

SPECTRUM

Example_MenthylAnthranilate 1 1 C:Data

Menthy! Anthranilale In DMS0
PROTON

[ppm]

» W menu klikng¢ zaktadke Analyse|integrate.

Powoduje to wigczenie recznego trybu catkowania. Pasek zaktadek The Dataset zostaje

zastgpiony przez pasek narzedzi catkowania.

» Zaznaczy¢ przycisk Define new region using cursor.

AN e

» Ustawic linie kursora po lewej stronie pierwszego piku, ktory chcemy zintegrowac.
lewym przyciskiem myszy i przeciggng¢ linie kursora w prawo od piku, a nastepnie
zwolni¢ przycisk myszy.

Kliknaé
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Mopse Sensitiwity: 1.0

T.606 ppm S 3041.557 Hz

Sum = 0.0000

DEFINE REGION MODE

Define; Drag using left mouse button
Return: Left-click highlighted icon

TESLFOASs #|am nx/2r % =]t F 4K b/ ] i
E ple_MenthylAnthranilate 1 1 C:\Data

Menthw! Anthranilate in DMSO

PROTION

2 [ppm]

» Powtdrzy¢ ostatni krok dla wszystkich pozostatych pikow.

TEA L FFalfft|am nxl2r 3%/ =sF )X J

Example_MenthylAnthranilate 1 1 C:\Data

Menthy! Anthranitate in DMS0
PROTON

Mouse Sensitivity: 1.0

0.008 ppn / 3.145 Hz

Sum = Z5.497Z

DEFINE REGION MODE

Define: Drag using left mouse button
Return: Left-click highlighted icon

1.0079
L
1.0469
1.9612

1.0000
4 1.0488
L

=

0.9901

L

2.0512
7 2.0605
2.0808
7.1332

2.0402
[M———
3.0765
L

(e

[ppm]
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» Na pasku narzedzi integracji klikng¢ opcje Return, save region, aby zapisa¢ obszary

[

catkowania.

8.5 Wykreslanie widma protonowego 1D

* Rozszerzy¢ widmo, aby obejmowato wszystkie piki.
* Na pasku narzedzi klikng¢ ikone Retain expansion and scale.

QBT M i

Widmo mozna wydrukowa¢ w postaci takiej, jak wyswietlana w zakltadce SPECTRUM,
=
klikajgc ikone Print active window (=!

Widmo mozna réwniez wydrukowa¢ w postaci wstepnie zdefiniowanej, klikajgc ikone Export

0
active data or plot window as PDF .
Dodatkowe opcje sg dostepne po kliknieciu przycisku Show more Publish Options na

r

LY T ] ﬁ ﬁ ﬁ {-H"
pasku menu i przetgczeniu do edytora wydruku. Linsh o Mozna réwniez
przetgczyc sie do interaktywnego edytora wydruku, klikajgc zaktadke Plot na pasku zaktadek
w oknie zbioru danych (patrz rysunek ponizej).

Szczegotowe informacje na temat pracy z edytorem wydruku i modyfikacji uktadéw mozna

?
znalez¢ w podreczniku Publikowanie danych w menu pomocy. . Klikng¢ kolejno Help|
Manuals|Automation and Data Publishing|Data Publishing.
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SPECTRUM PROCPARS ACQUPARS TITLE PULSEPROG PEAKS INTEGRALS SAMPLE STRUCTURE [PLOT|FID AcCQU

o . _
+1D_H.xwp

Print: -

uenthyl anthranilate in DHSo
Defauit Printer PROTON

Paper: A4

View:

Limts: < R @

T Eupand

Display:
ey @ B, S

I
Click here to insert new elements: :d
Standard NMR .
T . jL,UL = =

T T T T T T T T T T T T T T
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10

o El ekl e

8.6 Optymalizacja szerokosci przemiatania

2]

o
=

5 & &
2= 5 i

Optymalizacja szerokosci przemiatania pozwala uzyskac lepsza rozdzielczos¢ i rozdzieli¢ piki
w widmie protonowym.

TG
@]\e\ﬁ

» Wprowadzi¢ nastepujgce wartosci F1 [ppm]:

* Na pasku narzedzi klikng¢ Exact Zoom.

0d =46
Do =36
r& exactzoom A ﬁ y |

—L = =
Please enter the exact coordinates
of the desired expansion.

F1 [ppm]

From 46
To 3.6

| ok || cancel

* W oknie exactzoom klikng¢ OK.
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4 Acquisition finished: C:/pz/data/experiment/1 /pdata/1 =N
J Spectrum | ProcPars | AcquPars |T'rlle | PulseProg | Peaksl IntegralslSampIel Slructurel Ploll Fid | Acqu|

* Na pasku narzedzi klikng¢ ikone Set sw to current region i SFO1 to center of region.

R
LA

» W oknie New setting of SW klikng¢ polecenie Close.

» Na pasku przyciskéw czynnosci klikngé opcje Run.

* Na pasku menu klikng¢ zaktadke Process.

* Na pasku przyciskdw czynnosci klikng¢ opcje Proc Spectrum.

n Uwaga: W ten sposdb zastosowane zostajg zapisane parametry przetwarzania w oknie
procid.
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9 Widmo °C z odsprzeganiem
protonéw

W tym rozdziale opisano akwizycje i przetwarzanie jednowymiarowego widma *C NMR.
Standardowy zestaw parametréw C13CPD firmy Bruker obejmuje sekwencje impulsow
zgpg30 przedstawiong na rysunku ponizej. Kanat *C sktada sie z opdznienia kolejnego
cyklu, impulsu o czestotliwo$ci radiowej (RF) i czasu akwizycji, podczas ktérego sygnat jest
rejestrowany. Pokazany kat impulsu wynosi 30°. Dwa parametry, d1 i p1, odpowiadajg
odpowiednio dtugosci opoznienia kolejnego cyklu i dtugosci impulsu RF 90°. Kanat 'H sktada
sie z dwoch impulséw odsprzegajgcych, ktérych moc moze by¢ bramkowana. Pierwszy
impuls, czyli impuls narastania NOE podczas opdznienia kolejnego cyklu, moze mie¢ nizszg
moc niz drugi impuls podczas akwizycji bedgcy rzeczywistym impulsem odsprzegajgcym.
Moze to by¢ uzyteczne, aby nie dopusci¢ do ogrzewania czestotliwoscig radiowg probek
0 duzej zawartosci soli lub probek, w przypadku ktérych wieksza moc odsprzegania moze
by¢ niekorzystna.

Zgpg3n
i

I -L~|'|l

e
8| CFD |
pll3 - pl12

|

Przedziaty czasu podane na schematach sekwencji impulséw nie sg pokazane w skali. Na
przykfad d1 ma zazwyczaj dtugosc¢ kilku sekund, za$ p1 kilku mikrosekund.

Prébka, ktéra zostanie uzyta to 30 mg antranilanu mentylu rozpuszczone w DMSO-d6.

CHj
O NH,

O I

H:C~ ™CHj =5
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9.1 Ustawienie eksperymentu

* Na pasku menu klikng¢ Acquire|Create Dataset, aby otworzy¢ okno Create New
Dataset.

* W oknie New Dataset wprowadzi¢ lub zaznaczy¢:
NAME = carbon_exp
EXPNO =1
Directory = np. C:\Data

* W grupie parametrow o FEEILEEE klikng¢ Read parameterset i zaznaczy¢

eksperyment C13CPD

» W oknie Create New Dataset zaznaczy¢ opcje Set solvent i z listy rozwijanej wybrac
DMSO.

&y Create New Dataset - new =)

Prepare for a new experiment by creating a new data set and

initializing its NMR parameters according fo the selected experiment type.
For multi-receiver experiments several datasets are created.

Please define the number of receivers in the Options.

Dataset

NAME carbon_exp
EXPNO 1
Directory C\Data -

Open in new window

(#) Parameters

(0 Use current parameters

@ Read parameterset C13CPD Select
Set solvent DMSO -

Additional action

© Do nothing

) Execute getprosol

) Keep parameters [P 1, 01, PLW1 ~

(~) Advanced

Number of datasets (receivers) 1 -
Title

Menthyl Anthranilate in DMSO
C13CPD

[ ok || cancel |[ moremnfo_ || Hep |

W polu TITLE wprowadzi¢ tekst okreslajgcy eksperyment, probke, rozpuszczalnik i inne
uzyteczne informacje. Informacje zawarte w tytule mozna wykorzysta¢ do wyszukiwania
zbioru danych.

* W oknie New Dataset klikngé OK.
* W oknie Dataset wybrac zaktadke AcquPars.
» Wprowadzi¢ nastepujgcg zmiane:
NS =128
» Na pasku menu klikng¢ zaktadke Acquire.

n Aby zarejestrowac¢ widmo, skorzystac z przyciskdw czynnosci od lewej do prawe;.
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* Na przycisku Sample klikng¢ strzatke w dét, aby wyswietli¢ wiecej opdiji.

» Zlisty wybra¢ opcje Eject sample manually (ej). Przeptyw sprezonego powietrza
podnoszgcego prébke jest wigczony.

Poczeka¢ na wigczenie przeptywu sprezonego powietrza podnoszgcego prébke i wyjgc
prébke, ktéra mogta znajdowac sie w magnesie.

* Umiesci¢ prébke ze spinerem na gérze magnesu.
* Na przycisku Sample klikng¢ strzatke w dét, aby wyswietli¢ wiecej opdiji.
» Zlisty wybrac opcje Insert sample manually (ij).

Odczeka¢ do momentu opuszczenia probki w sondzie i wytgczenia przeptywu sprezonego
powietrza podnoszgcego probke. Moze by¢ styszalny dzwiek klikniecia.

* Na pasku przyciskdw czynnosci klikng¢ opcje Lock.
* Na liscie w tabeli Solvents table zaznaczy¢ DMSO i klikng¢ OK.

& Solvents table s
& Solvent Description

Acetic acetic acid-d4

Acetone acetone-d6

CED& benzene-dé

cbDzci2 dichlormethane-d2

CD3CN acetonitrile-d3

CD3CN_SPE LC-SPE Solvent (Acetonitrile)

CD30D_SPE LC-SPE Solvent (Methanol-d4)

CDCI3 chloroform-d

CH3CN+D20 HPLC Solvent (AcetonitrilD20)

CH30H+D20 HPLC Solvent (Methanol/D20)

D20 deuteriumoxide

D20 _salt deuteriumoxide with salt

Dioxane dioxane-d3

DMF N.N-dimethylformamide-d7

L3

EtOD ethanol-dé

H20+D20 90%H20 and 10%D20

H20+D20_salt 90%H20 and 10%D20 with salt

HDMSO 90%DMSO and 10%DMSO-d6

Juice fruit juice

MeQD methanol-d4

Plasma blood plasma

Pyr pyridine-ds

T_H20+D20+Me4NCI (CD3)4NCI in 90%H20 and 10%D20, for NMR thermometer
T_H20+D20+NaAc sodium acetate in 90%H20 and 10%D20, for NMR thermometer
T_H20+D20+Pivalate pivalate-d9 in 90% H20 and 10% D20, for NMR thermometer
T_MeOD methanol-d4, for NMR thermometer

TFE trifluroethanol-d3

THF tetrahydrofuran-ds

Tol toluene-dé

Urine uring
Lock nucleus: | 2H v OK Cancel

* Na pasku przyciskdw czynnosci klikng¢ opcje Tune.
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Zostanie wykonana procedura atma (automatyczne strojenie i dopasowanie), ktéra wymaga
n sondy wyposazonej w automatyczny modut strojenia i dopasowania. Strojenie zawsze

rozpoczyna sie od najnizszej czestotliwosci, w tym przypadku wegla, a nastepnie przetgcza
sie, aby dostroi¢ wyzsze czestotliwosci, w tym przypadku proton. Na przycisku Tune klikng¢
strzatke w dot, aby wyswietli¢ wiecej opciji.

* Na przycisku Spin klikng¢ strzatke w dét, aby wyswietli¢ wiecej opciji.
» Z listy wybra¢ opcje Turn sample rotation on (ro on).

n Obracanie mozna wytgczy¢ w przypadku sond takich BBI, TXI, TBIl i sond dla matych
probek.

» Na pasku przyciskdw czynnosci klikng¢ opcje Shim.

Spowoduje to wykonanie polecenia topshim. Na przycisku Shim klikng¢ strzatke w dét, aby
wyswietli¢ wiecej opciji.

* Na pasku przyciskdéw czynnosci klikng¢ opcje Prosol.
Spowoduje to wczytanie szerokosci impulsu i pozioméw mocy do zestawu parametréw.

9.2 Akwizycja

* Na pasku przyciskéw czynnosci klikng¢ opcje Gain.
lub

* Na przycisku Gain klikng¢ strzatke rozwijang w dét, aby recznie dostosowa¢ wzmocnienie
odbiornika.

* Na pasku przyciskdw czynnosci klikngé opcje Run.
lub
* Na przycisku Run klikng¢ strzatke w dét, aby wyswietli¢ wiecej opciji.

9.3 Przetwarzanie

Po zakonczeniu akwizyciji:
* Na pasku menu klikng¢ zaktadke Process.
* Na przycisku Proc Spectrum klikng¢ strzatke w dét, aby wyswietli¢ wiecej opciji.
» Zlisty wybra¢ opcje Configure Standard Processing (proc1d).
* W oknie proc1d wybrac¢ opcje:
Exponential Multiply (em)
Auto - Phasing (apk)
Set Spectrum Reference (sref)
Auto - Baseline Correction (absn)
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& procld @

Press 'Execute’ to process the current dataset.
Press 'Save' to just change the processing options.
Changed options will be effective when pressing the
one-click 'Proc. Spectrum' button.

Exponential Multiply (em) LB [Hz] = 1

Fourier Transform (ft)

Auto - Phasing (apk)
Set Spectrum Reference (sref)
Auto - Baseline Correction (absn) Include integration = no -
Blod(auTopiod) ] vavout - D e
Warn if processed data exist

[ Save ] [ Execute ] [ Cancel

* W oknie proc1d klikng¢ polecenie Execute.
» W oknie proc1d klikng¢ przycisk Save, aby zapisa¢ wybrane ustawienia przetwarzania.

Teraz wszystkie przyszte zbiory danych mogg by¢ przetwarzane za pomocg zdefiniowanych
czynnosci, klikajgc na Proc Spectrum.

SPECTRUM |PROCPARS ACQUPARS TITLE PULSEPROG PEAKS INTEGRALS SAMPLE STRUCTURE PLOT FID ACQU
Example_MenthylAnthranilate 2 1 C:\Data
Menttn! Anthranilate In DMS0
CH30FR0D
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 150 100 50 0 [ppm]
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94 Wybieranie pikéow

* Rozszerzy¢ widmo, aby obejmowato wszystkie piki.

SPECTRUM | PROCPARS ACQUPARS TITLE PULSEPROG PEAKS INTEGRALS SAMPLE STRUCTURE PLOT FID ACQU

Example_MenthylAnthranilate 2 1 C:\Data

ienifnd Anthranilate in DMS0
Ci3CPD

160 140 120 100 80 60 40 20 [ppm]

* Na pasku menu klikng¢ zaktadke Analyse.

* Na pasku przyciskdw czynnosci klikng¢ opcje Pick Peaks.
lub

» Na przycisku Pick Peaks klikng¢ strzatke w dot, aby wyswietli¢ wigcej opcji.
Powoduje to wigczenie recznego wyboru pikéw.
Zaktadki Dataset zostajg zastgpione paskiem narzedzi Peak Picking.

] m, o[ d 2L BL X 26| D BoE

Domysinie wigczony jest przycisk Define new peak picking range.

» Klikng¢ lewym przyciskiem myszy i przeciggnac¢ linie kursora od lewej do prawej strony
widma, rysujgc prostokat.

m
—' Przycisk Modify existing peak picking range pozwala podnie$¢ dolng i/lub obnizy¢
gorng krawedz prostokata wyboru pikéw w celu usuniecia szumu lub pikoéw rozpuszczalnika.
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' PR X
D B o |h, 2B K 2| D BB JH
Example_MenthylAnthranilate 2 1 CliData
Meanifnd dnthranilate in DMS0
Ci3CP0
14.¢ ppm / 1468.4 Hz
Define new region:
Drag with left mouse button
MNunHer of peaks: 0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
160 140 120 100 80 60 40 20 [ppm]

* Na pasku narzedzi wyboru pikow klikng¢ ikone Return, save region, aby zapisac
wartosci pikéw. D Elf ‘J

» Aby wyswietli¢ etykiety wyboru pikdw, klikngé prawym przyciskiem myszy w oknie widma
i zaznaczy¢ opcje Spectra Display Preferences. Sposrod sktadowych widma wigczy¢
opcje Peak labels i Peak annotations. Klikng¢ polecenia Apply i Close.

9.5 Wykreslanie widma weglowego 1D

* Rozszerzy¢ widmo, aby obejmowato wszystkie piki.
* Na pasku narzedzi klikng¢ ikone Retain expansion and scale.

= ol
A LN AN T
* Na pasku menu klikng¢ ikone Show more Publishing Options.

S 0 |-h'o B 6

* Wybra¢ ikone Switch to plot editor (drukuj).
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SPECTRUM PROCPARS ACQUPARS TITLE PULSEPROG PEAKS INTEGRALS SAMPLE STRUCTURE|PLOT|FID AcCQU

=]

Layout: -
+1D_X.xwp

Print: -
Default Printer
Paper. A4

View:

Limits: & R

T Eupand

Display:
ey @B A, [

Click here to insert new elements:
Standard NMR

O AUE

-

nenthyl anthranilate in DHEO
©13CED -
i

G _

170 160 150 140 130 120 110 100

[-E
EE
EE
R
g4
&
EE
E

W razie potrzeby wszelkie zmiany mozna wykonac za pomocg narzedzi znajdujgcych sie po

lewej stronie ekranu.

* Po lewej stronie sekcji Print klikng¢ strzatke w dét, aby wyswietli¢ wiecej opciji.

« Zlisty wybrac¢ polecenie Print.
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. Kontakt
10 Kontakt

Producent:
Bruker BioSpin NMR
Silberstreifen
D-76287 Rheinstetten
Niemcy
Telefon: +49 721-5161-6155
http.//www.bruker.com
WEEE DE43181702

Infolinie NMR
Prosimy o kontakt z naszymi centrami obstugi zajmujgcymi sie spektrmetrig NMR.

Firma Bruker BioSpin NMR oferuje dedykowane infolinie i centra obstugi, dzieki czemu nasi
specjalisci sg w stanie szybko zareagowaé na wszelkie pytania klientéw dotyczace obstugi,
aplikacji, oprogramowania lub kwestii technicznych.

Prosimy o wybér centrum obstugi NMR lub infolinii z listy dostepnej na stronie:
http://www.bruker.com/service/information-communication/helpdesk.html
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Tabele

Tabela 3.1: Tabela z danymi dotyczgcymi réznych izotopdw (czestotliwosci podano dla magnesu
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ppm

S'own icze k czesci na milion

przesuniecie chemiczne
AQS

Zmiana precyzyjne;j czestotliwosci
System akwizycji (ang. Aquisition System, rezonansowe;.
AQS)
BSMS

Bruker Smart Magnet control System (BSMS)
zapewnia sterowanie komputerowe roznych
funkcji zwigzanych z magnesem, polem
magnetycznym i probka.

BSVT

Inteligentny system zmiennej temperatury
firmy Bruker (ang. Bruker Smart Variable
Temperature System, BSVT)

deuterowany rozpuszczalnik

Deuterowany rozpuszczalnik  jest to
rozpuszczalnik, w ktorym duza czesc
procentowa atomow  wodoru  zostata
zastgpiona deuterem. Powszechnie
stosowane deuterowane rozpuszczalniki to
aceton-d6, benzen-d6, chloroform-d oraz
DMSO-d6, cho¢ dostepnych jest wiele innych
rozpuszczalnikéw.

EPU

Wbudowang jednostka przetwarzania (ang.
Embedded Processing Unit, EPU)

GAB/3

Ptyta wzmacniacza gradientu (ang.Gradient
Amplifier Board, GAB) 3

GTU

Jednostka gradientu i czasu (ang. Gradient
and Timing Unit, GTU_

HPPR

High Performance Preamplifier -
przedwzmacniacze duzej wydajnosci
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