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Introducao

1 Introducao

Este manual tem por objetivo descrever os componentes basicos de um espectrometro da
Bruker, as respetivas funcionalidades e o modo como séo geridos pelo software TopSpin
para a aquisicdo de dados de ressonancia magnética nuclear (NMR, Nuclear Magnetic
Resonance). Com o auxilio deste manual, um utilizador relativamente pouco experiente
devera poder realizar uma série de experiéncias NMR 1-D de Alta Resolugéo (HR). O
antranilato de mentilo foi selecionado como um exemplo. Tanto a observacdo de protdes
como a observagdao de carbono com desacoplamento de protbes serdo descritas. Para
auxiliar o utilizador, seréo utilizados conjuntos de pardmetros padréo fornecidos com todos
os pacotes de software TopSpin. E minimizado o tempo despendido no espectrémetro
propriamente dito, particularmente nos casos em que é fornecida formagdo a numeros
relativamente grandes de estudantes. Neste cenario, o processamento pode ser facilmente
realizado num PC distinto utilizando os tutoriais fornecidos com a documentagdo do
espectrometro.

No ambito das instrugbes fornecidas neste manual, é assumido que o utilizador tem:
* Um conhecimento basico do pacote de software TopSpin.

* Uma sonda ou sondas com capacidade para observacao de protdes e observagao de
carbono com desacoplamento de protdes.

* Um conhecimento basico acerca da utilizacdo dos separadores de fluxo e botdes na
janela TopSpin.

Embora este manual tenha sido concebido no sentido de fornecer uma descricdo passo a
passo, os novos utilizadores terdo sempre algumas questbes que tornam necessaria a
assisténcia ocasional de um utilizador mais experiente. O objetivo deste manual é, quando
exequivel, permitir aos utilizadores trabalhar independentemente e adquirir um entendimento
basico da utilizagdo do sistema. Esperamos que o tempo necessario para formar novos
utilizadores seja reduzido significativamente através da utilizagdo deste manual.

1.1 Fontes de perigos

O capitulo de seguranca abordara esta questdo em maior pormenor, mas € conveniente
salientar nesta secgéo os perigos potenciais relativamente a utilizacdo de um espectrémetro
de NMR nesta fase introdutéria. Apesar de ser um sistema sofisticado, existem
surpreendentemente poucos casos em que os utilizadores inexperientes podem danificar o
equipamento, sendo mencionados apenas os mais importantes. Durante a utilizagdo normal,
as causas mais provaveis de danos sao:

* Remover uma amostra do iman com a coluna ainda tamponada.
* Introduzir uma amostra no iman sem a presenga da almofada de ar de suporte.
« Transmitir energia de RF através de cabos desligados ou sondas n&o correspondentes.

Os novos utilizadores devem familiarizar-se com estes perigos potenciais antes de comecar.
Os gestores do sistema devem assegurar que os novos utilizadores compreendem as
questdes indicadas acima.

1.2 Versao do software e sintaxe de comandos

Este manual foi escrito para o TopSpin versao 4.0. Ao longo do manual, serdo descritos
procedimentos para introduzir diversos comandos.
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2 Seguranca

Em termos de seguranga, a presenca de um iman relativamente forte € o que distingue os
espectrometros de NMR da maioria do outro equipamento do laboratério. Nao existe
caracteristica mais importante do que esta a ter presente quando estruturar um laboratério
de NMR ou administrar formagao ao pessoal que ira trabalhar no laboratério ou nas suas
proximidades. Desde que os procedimentos corretos sejam seguidos, trabalhar proximo de
imanes supercondutores é completamente seguro e ndo tem efeitos secundarios médicos
nocivos conhecidos. Todavia, a negligéncia pode resultar em acidentes graves.

O iman representa um perigo potencial devido a:
» A grande forga atrativa que exerce em objetos ferromagnéticos.
» O elevado conteudo de azoto e hélio liquidos.

2.1 Seguranga magnética

Um campo magnético rodeia o iman em todas as dire¢gées. Este campo (conhecido como
campo de disperséo) é invisivel e, por conseguinte, os supervisores deverdo ter colocado
sinais de adverténcia nos locais adequados. Os objetos feitos de materiais ferromagnéticos,
por exemplo, o ferro, o ago, entre outros, serdo atraidos ao iman. Se um objeto
ferromagnético se aproximar demasiado, pode subitamente ser atraido para o iman com
uma forga surpreendente. Isto pode danificar o iman ou causar ferimentos pessoais em
qualquer pessoa que esteja no trajeto do objeto até ao iman!

E importante que as pessoas que trabalham nas proximidades do iman compreendam
inteiramente os potenciais perigos. E de extrema importdncia que as pessoas com
pacemakers cardiacos ou implantes metalicos nunca se aproximem do iman.

Uma vez que a intensidade do campo de dispersao diminui significativamente ao aumentar a
distancia ao iman, é importante falar com o seu supervisor acerca da seguranga no local de
trabalho na proximidade de imanes.

211 Seguranga criogénica

O iman contém quantidades relativamente grandes de hélio e azoto liquidos. Estes liquidos,
que designamos por criogénios, servem para manter o nucleo do iman a uma temperatura
muito baixa.

Devido as temperaturas muito baixas envolvidas, durante o manuseamento de criogénios
devem usar-se sempre luvas, camisolas ou batas de laboratério com mangas
compridas e 6culos de protegcdo. O contacto direto com estes liquidos pode causar
queimaduras pelo frio. O gestor do sistema deve verificar e assegurar regularmente que os
gases de evaporagao podem sair livremente do iman, ou seja, as valvulas de escape nao
podem estar bloqueadas. Nao tente reabastecer o iman com hélio ou azoto sem ter recebido
formagao sobre o procedimento correto.

O hélio e 0 azoto sdo gases nao téxicos. No entanto, devido a um possivel arrefecimento
do iman, devido ao qual a sala pode subitamente encher-se de gases evaporados, é
necessario providenciar sempre ventilagdo adequada.

H171804PT_14_001 7186



2.2 Seguranca elétrica

O hardware do espectrémetro apresenta os mesmos perigos que qualquer equipamento
pneumatico ou eletronico comum e deve ser tratado em conformidade. N&o retire quaisquer
painéis de protecao das diversas unidades. Foram implementados para proteger o utilizador
e devem ser abertos apenas por pessoal de assisténcia qualificado. O painel principal na
parte posterior da consola foi concebido para ser removido utilizando dois parafusos de
extracdo rapida, mas mais uma vez esta operagdo s6 deve ser realizada por pessoal
formado para o efeito. Tenha em atencdo que, a ndo ser que sejam desligadas, as
ventoinhas de arrefecimento no painel posterior continuardo a trabalhar mesmo depois de o
painel ser removido.

2.3 Segurancga quimica

Os utilizadores devem estar totalmente cientes de quaisquer perigos associados as
amostras com as quais estéo a trabalhar. Os compostos organicos podem ser extremamente
inflamaveis, corrosivos, carcinogénicos, etc.

24 Certificagdo CE

Todas as principais unidades do hardware contidas nas consolas AVANCE, bem como as
unidades periféricas, tais como a unidade HPPR, os sistemas de homogeneizagéo e a sonda
cumprem a Declaracdo de Conformidade CE. Isto inclui o nivel de qualquer radiagédo
eletromagnética de disperséao que pode ser emitida, bem como os perigos elétricos
habituais. Tenha em atengdo que para diminuir as fugas de radiagado eletromagnética, as
portas da consola devem estar fechadas e o painel posterior deve estar montado.

manual Consideragdes Gerais de Seguranga de Sistemas AVANCE (N/P Z31836)

n Nota: Estdo disponiveis informagbes de seguranga adicionais para os sistemas AVANCE no
disponivel no DVD BASH.
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Fundamento teérico introdutério e terminologia

3 Fundamento teorico introdutorio
e terminologia

A NMR é uma técnica utilizada para analisar a estrutura de muitas moléculas quimicas,
sobretudo compostos organicos. Um composto tipico pode ser constituido por atomos de
carbono, hidrogénio e oxigénio.

Na sua forma mais simples, uma experiéncia de NMR é constituida por trés passos:
1. Colocar a amostra num campo magnético estatico.

2. Excitar os nucleos na amostra com um impulso de radiofrequéncia.

3. Medir a frequéncia dos sinais emitidos pela amostra.

®
)
©

Figura 3.1: Excitagdo e resposta

1. Impulso de excitagao 2. |Atomo
3. Sinal emitido

A partir das frequéncias emitidas, os analistas podem deduzir informagbes acerca da ligagao
e disposicdo dos atomos na amostra. Os nucleos ativos de NMR na amostra apresentam
ressondncia de acordo com diversas frequéncias denominadas frequéncias de
ressonancia. Sao as frequéncias emitidas pelos nucleos quando estes sdo excitados pelo
impulso de radiofrequéncia utilizado. O valor da frequéncia de ressonancia depende de dois
fatores:

1) Tipo de nucleo:

Cada is6topo apresenta uma combinacao especifica de protdes e neutrdes no nucleo. A
estrutura do nucleo determina, em grande parte, o valor da frequéncia de ressonancia.
Assim, cada isotopo apresenta uma frequéncia de ressonancia basica. Os nucleos de *C
apresentam uma frequéncia de ressonancia basica diferente da obtida para o 'H, etc.
Repare na variagdo ampla nas frequéncias de ressonancia basicas entre os diferentes
is6topos na tabela seguinte:

Nucleo Ativo em NMR | Frequéncia de ressonancia | Abundancia natural
basica (aprox.) [MHz] [%]

H sim 500 99.98

H sim 77 0.015

°H sim 533 Residual (aprox. 107'8)
2C nao - 98.89

3C sim 126 1.11

Cl sim 49 75.77

¥Cl sim 41 24.23

Tabela 3.1: Tabela de dados para varios isétopos (frequéncias referentes a um iman de 11,7 T)
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Fundamento teérico introdutério e terminologia

2) Ambiente atémico local:

O ambiente atémico local em que um is6topo esta situado produz um efeito que se sobrepde
a frequéncia de ressonancia basica. O valor preciso da frequéncia de ressonancia de um
nucleo de 'H num composto especifico depende dos atomos a que este esta ligado e que
rodeiam o nucleo. O nucleo esta rodeado por eletrdes, os quais podem ser entendidos como
cargas elétricas méveis com campos magnéticos associados. Estes eletrées funcionam
como uma fonte de blindagem magnética para o nucleo. O grau de blindagem depende do
ambiente atdémico local preciso. A dimensado das variagdes tipicas do campo local (que
resultam numa variagdo da frequéncia) dependem do isétopo e da intensidade do campo
magnético em que a amostra é colocada. A tabela seguinte apresenta a variagao tipica da
frequéncia para dois dos nucleos mais amplamente utilizados em NMR, 'H e "*C. Podemos
facilmente constatar que o ambiente atémico local tem um efeito relativamente pequeno na
frequéncia de ressonancia basica.

Nucleo Variagao tipica da frequéncia de ressonéncia basica
devido ao ambiente atémico local.
H 6 kHz
3C 30 kHz

Tabela 3.2: Variagbes da frequéncia (referentes a um iman de 11,7 T)

Os sinais de NMR séo tipicamente tracados graficamente como espectros e analisados
relativamente a duas caracteristicas, frequéncia e intensidade. Na NMR convencional, a
frequéncia é tragada no eixo horizontal, aumentando para a esquerda.

«—@
Figura 3.2: Espectro de NMR
1. Intensidade
2. Frequéncia

Conforme foi mencionado acima, a frequéncia fornece informagdes qualitativas relativamente
ao ambiente atomico local. A intensidade integrada de um sinal é uma medida da
intensidade do sinal e é determinada pela integral da érea sob o pico do sinal. A integral é
diretamente proporcional ao numero de nucleos que contribuem para um sinal numa
frequéncia especifica (se todos os nucleos forem igualmente excitados) e, desta forma,
fornece informagdes quantitativas acerca da estrutura quimica.

Para excitar um determinado nucleo numa experiéncia de NMR, a frequéncia do impulso de
excitacao deve corresponder estreitamente a frequéncia de ressonancia do nucleo. Esta
frequéncia é designada por frequéncia portadora. Assim, se as experiéncias forem
realizadas com um iman de 11,7 T, o nucleo de 'H requer uma frequéncia portadora de
aproximadamente 500 MHz, enquanto que o nucleo de ®*C requer uma frequéncia portadora
proxima de 126 MHz. A frequéncia portadora é especificada pelo parametro SFO1. O nucleo
excitado por esta frequéncia portadora designa-se o nucleo de observagao.
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3.1

Tenha em atencao que existem experiéncias em que é excitado mais do que um nucleo, por
exemplo, durante a transferéncia de polarizagdo ou desacoplamento. Nestes casos, existe
mais do que uma frequéncia portadora mas continua a existir apenas uma frequéncia de
observagao.

Nem todos os is6topos reagem a impulsos de radiofrequéncia, ou seja, nem todos séo

ativos em NMR. Estdo presentes trés isotopos do elemento hidrogénio na natureza: 'H
(hidrogénio), ?H (deutério) e *H (tritio, radioativo!). A abundancia natural destes is6topos é de
99,98%, 0,015% e 0,005%, respetivamente. Todos os trés sdo ativos em NMR, embora
apresentem uma frequéncia de ressonancia muito diferente, conforme é indicado na tabela
3.1. Para analisar uma amostra de hidrogénio, o is6topo 'H é excitado, visto que &, de longe,
0 mais abundante. Entre os isétopos de carbono encontrados na natureza, apenas um é
ativo em NMR. O is6topo mais comum, '?C (abundancia natural de 98,89%), é inativo. Por
este motivo, a andlise de NMR de compostos orgéanicos relativamente ao carbono dependem
dos sinais emitidos pelo iso6topo ®*C, o qual tem uma abundancia natural de apenas 1,11%.
Por razdes 6bvias, a analise de NMR para o carbono é mais dificil do que, por exemplo, para
"H (existem outros fatores que afetam a sensibilidade, os quais s&o abordados nas secgbes
seguintes deste capitulo).

Tendo em conta a breve introdugdo a NMR descrita acima, € um bom exercicio ponderar a
forma como a técnica pode ser utilizada para analisar a composi¢ao do cloroférmio (CHCI,).

Analise de cloroféormio por NMR

Podem ser realizadas trés experiéncias distintas, conforme indicado na figura abaixo,
correspondentes aos trés possiveis ntcleos de observagéo: 'H, *C e *Cl.

=
D AE N A A
Cl-C H+ Cl C“H “ClC H s
C'I' 11‘.1 C,'. ‘kfg Lf:i . _C-' -.'-"._
Es~ A,

Figura 3.3: Analise de CHCI3 por NMR

—_

Excitagao E,
Excitacdo E,
Excitagao E,

N

w

Trés impulsos de excitagdo (E;, E,, E;) sdo incididos sobre a amostra nas frequéncias
portadoras adequadas. E, corresponde a frequéncia de ressonancia do 'H, E, para a
frequéncia do *C e E, para a frequéncia do *CI. Assumindo que os trés is6topos foram
excitados com éxito, a amostra emite sinais em trés frequéncias f;, f, e f;, as quais séo
registadas em trés espectros distintos. Se os sinais emitidos forem apresentados num unico
grafico, o utilizador pode antecipar um espectro semelhante ao ilustrado na figura abaixo
(tenha em atencao que as frequéncias indicadas correspondem a um iman de 11,7 T e que
todos os sinais foram tragados como singletos, ou seja, picos unicos).
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35CI

@ 1H 13C

e N

500 ) @ 126 49

Figura 3.4: Sinais de NMR emitidos por CHCI3

—_

Intensidade
Frequéncia (MHz)

N

Este espectro artificial apresenta trés picos correspondentes aos trés isétopos. Tendo em
conta os numeros relativos dos trés isétopos, poderia esperar-se que a intensidade dos
picos de cloro, de hidrogénio e de carbono apresentassem a raz&o 3:1:1. No entanto, a
abundancia natural dos trés is6topos também deve ser contabilizada, resultando na razéo
227:100:1. O utilizador ira observar que as razoes de intensidade de picos determinadas
experimentalmente ndo sdo concordantes com estes valores. Isto explica-se por cada
isotopo ter uma sensibilidade inerente a técnica de NMR. O 'H & 63 vezes mais sensivel a
NMR do que o ™C. Por conseguinte, mesmo que uma amostra contenha o mesmo nimero
de nucleos de 'H e de °C, a intensidade dos sinais de 'H & 63 vezes superior a dos sinais de
13C.

Ao obter um grafico semelhante ao ilustrado na figura acima, qualquer informagao detalhada
é perdida e ndo é possivel obter uma determinagao precisa de uma frequéncia. O espectro
dir-se-ia de resolugdo muito fraca (a resolugcéo horizontal de um espectro € uma medida da
qualidade de diferenciagéo entre dois sinais de frequéncia semelhante).

A grande amplitude da escala vertical é outro fator problematico. Devido a variagdo na
sensibilidade inerente a NMR, em conjunto com as variagdes na abundancia natural, o
tragado de sinais de is6topos num Unico grafico é frequentemente nao exequivel. De facto, a
resolugao vertical do espectro sera muito fraca (a resolugéo vertical, ou seja, a razao sinal-
ruido de um espectro, € uma medida da sensibilidade).

Se a nossa analise do cloroférmio parece estar a ser complicada até ao momento, isto
sucede porque tentamos comparar os sinais de trés nucleos de observacao diferentes num
unico espectro (neste caso, sao ignoradas todas as restricbes do hardware ou eletronicas).
Por este motivo, na pratica, as experiéncias de NMR séo realizadas com um unico nucleo de
observagao. Apesar de ser possivel excitar mais do que um is6topo em simultaneo, ao
utilizar mais do que uma frequéncia portadora (p. ex., experiéncias de desacoplamento)
apenas sao observados os sinais de um unico is6topo. Desta forma, a analise do espectro é
muito simplificada.

Foi mencionado anteriormente que as variagdes na frequéncia de ressonancia basica devido
ao ambiente atomico local tém tendéncia a ser relativamente pequenas. Por conseguinte,
ndo seréo observados grandes intervalos espectrais. Adicionalmente, a abundancia natural e
a sensibilidade inerente serdo sempre constantes para um is6topo. Consequentemente, a
intensidade relativa de, p. ex., dois sinais emitidos por isétopos 'H num Unico espectro
depende exclusivamente do niumero de atomos que contribuem para o sinal. Isto simplifica
grandemente a analise de espectros relativamente a informagbes quantitativas. Antes de
avancar para uma descricdo mais pormenorizada da NMR, o leitor deve familiarizar-se com
0 conceito de medigao de sinais em ppm (partes por milhdo) relativamente a um sinal de
referéncia.
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3.2

Compostos de referéncia, Hertz, ppm

Conforme mencionado, os sinais de NMR sdo analisados relativamente a duas
caracteristicas: intensidade e frequéncia. As frequéncias absolutas sdo medidas em Hertz
(Hz - ciclos por segundo) ou Megahertz (MHz). A notificacdo de sinais medidos €
simplificada se todas as medigbes da frequéncia forem realizadas em relacdo a uma
referéncia. Para a NMR de 'H, a referéncia recomendada ¢ um quimico denominado
tetrametilsilano (TMS). Quando um espectro de 'H ou de "*C é adquirido, a presenga de TMS
produz um unico pico, facilmente identificavel. Este pico é referenciado como zero e as
frequéncias de todos os outros picos sdo fornecidas em termos da sua frequéncia em
comparagao com a frequéncia de TMS. Assim, pode afirmar-se que um sinal esta 2,5 kHz
acima do pico de TMS. Esta indicacdo é preferivel a descricdo da frequéncia absoluta do
sinal, a qual pode apresentar-se como 500,1325 MHz, por exemplo.

A referéncia de sinais em relagédo ao pico de TMS reduz claramente o nimero de algarismos
necessarios para descrever a frequéncia do sinal. No entanto, isto pode ser ainda mais
simplificado ao utilizar a unidade ppm em vez de Hertz. A unidade ppm representa as
frequéncias como uma fragdo da frequéncia de ressonancia absoluta, a qual depende da
intensidade do iman. A vantagem da unidade ppm consiste na independéncia entre as
medigOes de frequéncia e a intensidade do iman. Isto simplifica grandemente a comparagéo
dos espectros adquiridos em espectrometros diferentes.

Os fatores de conversao que devem ser utilizados ao passar de Hertz para ppm e vice-versa
sdo indicados no diagrama abaixo.

Figura 3.5: Converséo de Hertz e ppm

1|Hertz 3|ppm
2|Dividir pela frequéncia portadora 4|Multiplicar pela frequéncia portadora
(SFO1) em MHz (SFO1) em MHz

As vantagens da utilizacdo da unidade ppm sdo melhor ilustradas através de um exemplo
pratico.

Imagine que um sinal de 'H foi observado a 2,5 kHz acima de TMS com uma frequéncia
portadora (SFO1) de 500 MHz. A frequéncia de qualquer sinal de NMR emitido é
diretamente proporcional a intensidade do iman. O mesmo sinal apareceria a 3,0 kHz acima
de TMS num espectréometro de 600 MHz e a 2,0 kHz acima de TMS num equipamento de
400 MHz. Uma unica conversao pode nao ser muito inconveniente, mas deve ser efetuada
para cada pico em cada sistema. Considere agora o mesmo sinal, indicado na unidade ppm.

Frequéncia em Hertz dividida por SFO1 = Frequéncia em ppm
Exemplos:

2500 Hz/500 MHz = 5 ppm
3000 Hz/600 MHz 5 ppm
2000 Hz/400 MHz 5 ppm
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O sinal de 'H pode agora ser descrito como estando localizado 5 ppm acima (ou seja, a
esquerda) do pico de TMS, independentemente da frequéncia do espectrometro.

Os utilizadores experientes utilizam sempre ppm e o0s espectros reproduzidos em
publicacdes cientificas apresentam a escala horizontal graduada em ppm, em vez de Hertz.

O leitor devera ter em conta que o exemplo anterior inclui algumas simplificagdes. O valor da
frequéncia portadora para 'H num espectrémetro de 500 MHz ndo sera exatamente 500
MHz. A frequéncia portadora a utilizar num calculo de ppm devera ser o valor preciso
atribuido ao parametro SFO1. De igual modo, para os espectrometros de 600 MHz e 400
MHz mencionados acima, a frequéncia portadora para 'H ndo sera exatamente 600 MHz e
400 MHz, respetivamente.

Tenha também em consideragdo que um valor de ppm positivo indica uma frequéncia
superior a de TMS e define-se como estando a esquerda em relagao a TMS.

3.3 NMR de protdes - Desvio quimico

Uma vez que o 'H é o isétopo observado mais frequentemente em experiéncias de NMR,
este topico sera abordado em maior detalhe nesta secgdo. O nucleo de 'H contém um Unico
protdo e os espectros em que o 'H é o nucleo de observagdo sdo normalmente referidos
como espectros de protoes.

Foi mencionado anteriormente que um protdo num iman de 11,7 T apresenta uma
frequéncia de ressonancia basica de aproximadamente 500 MHz, mas a frequéncia de
ressonancia precisa depende do ambiente atdmico local. Um protdo numa molécula de
cloroférmio apresenta uma frequéncia de ressonancia ligeiramente diferente do que um
protao numa molécula de benzeno (C4H;). Consequentemente, a frequéncia emitida funciona
como um identificador que fornece informagdes qualitativas aos analistas acerca da
vizinhanga atémica local em que um protao esta situado. Este é o fundamento da NMR.

A variagdo na frequéncia de ressonancia precisa é referida como o desvio quimico . A
frequéncia de ressonancia é desviada pelo efeito dos atomos vizinhos e pela intensidade da
blindagem magnética dos eletrdes locais, conforme mencionado anteriormente. A dimenséo
do desvio é normalmente medida em ppm em relagédo ao pico de TMS, o qual é estabelecido
como uma referéncia a 0 ppm.

A maioria dos protdes, independentemente do composto organico a que estdo ligados,
apresentam desvios quimicos no intervalo de 14 ppm em relagdo a TMS. A figura abaixo é
uma ilustracédo dos desvios quimicos tipicos de protdes em compostos orgéanicos.
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Phensols -OH
Alcohols -0OH
Thicalcohols -SH
Amines -NHz

-OH

Carbaxylic acids -OH
Aldehydes
Hetercaromatic
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Alkenes

Alcohols

Alkines
X -CH
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Figura 3.6: Desvios quimicos de 1H em compostos orgénicos

3.4 Espectro de protoes de benzeno

A estrutura do anel de benzeno é ilustrada na figura seguinte:

o T fa

TR

Figura 3.7: Anel de benzeno
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Todos os seis protdes (identificados como H,) podem parecer idénticos. Cada um deles
apresenta uma ligagdo simples a um atomo de carbono. Por sua vez, cada atomo de
carbono forma duas ligagbes aromaticas com os atomos de carbono mais proximos.
Consequentemente, cada um dos seis protdbes estd num ambiente quimico idéntico e
desigham-se quimicamente equivalentes, sendo também magneticamente equivalentes,
neste caso. Todos os protdes apresentam exatamente a mesma frequéncia de ressonancia
f,, sem apresentar um padrédo de acoplamento. Por este motivo, é possivel prever um sinal
individual para benzeno puro. A figura abaixo representa um espectro de benzeno em
acetona-d6 e indica que o sinal esta localizado a 7,5 ppm.

3

10 5 0
Figura 3.8: Espectro de benzeno

3.5 Espectro de protdes de benzilacetato
O benzilacetato (C4H; - CH, - O - CO - CH,) é uma molécula organica mais complexa, cuja
estrutura esta ilustrada na figura seguinte:
2
;" fa gf fa f.
3 2 ‘Iﬂ fo
Hs Ha
He O ‘Jf fo
| | i
H C o} ot SN Ho
et "
3 H2 He t’L‘1
fj Hd d lH fu.
¢S )
fa f
Figura 3.9: Benzilacetato
E agora possivel distinguir trés diferentes grupos de protdes, respetivamente identificados.
Por exemplo, os trés protdes identificados como H, estdo claramente num ambiente atomico
diferente dos protdes identificados como H..
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Os trés protdes H, estdo ligados ao carbono C,, o qual apresenta uma ligagao simples a um
atomo de carbono C,. Os dois protdes H, estéo ligados ao carbono C,, que por sua vez tem
uma ligacao simples ao anel de benzeno e a um atomo de oxigénio. O terceiro grupo de
protdes é constituido pelos cinco protdes Hy do anel de benzeno propriamente dito. A figura
abaixo representa um espectro de protdes de benzilacetato em acetona-d6. Neste espectro,
prevemos trés sinais correspondentes aos trés grupos de protoes.

Repare que a posicéo dos sinais dos protdes do anel de benzeno foi ligeiramente desviada
de 7,5 ppm (indicado na figura do espectro de benzeno) para aproximadamente 7,2 ppm
(indicado na figura abaixo).

Os protdes do anel de benzeno ja ndo sao magneticamente equivalentes, até certo ponto
ndo sdo quimicamente equivalentes, e foram identificados em conformidade. Na figura 3.10,
o sinal obtido dos protbes H, € claramente um multipleto, mas estes pormenores serao
omitidos até a secgdo seguinte. Os trés picos de protdes ilustrados nesta figura tém
intensidades claramente diferentes.

A analise quantitativa do espectro é relativamente simples, uma vez que todos os sinais sao
emitidos pelo mesmo isétopo 'H, ou seja, a abundancia natural e a sensibilidade inerente a
técnica de NMR sé&o idénticas para cada pico. Por conseguinte, a area sob os picos de
benzeno, de CH, e de CH,; deverdo apresentar a razdo 5:2:3 respetivamente,
correspondendo ao numero de protdes que contribuem para os sinais.

| “ |
—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

Figura 3.10: Espectro de protbes de benzilacetato
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3.6 Espectro de protoes de etilbenzeno com acoplamento spin/
spin

A descricdo dos espectros de protdbes em NMR até este momento tem sido muito
simplificada devido ao facto de todos os sinais, com excegéo dos sinais do anel de benzeno
em benzilacetato, serem singletos. A estrutura do composto organico etilbenzeno e os
espectros de protdes correspondentes estao ilustrados na figura Etilbenzeno e na figura
Espectro de Etilbenzeno, respetivamente. Tal como antes, os protdes foram identificados
como trés grupos distintos correspondentes a trés ambientes atomicos bésicos.

A diferenca mais 6ébvia entre os sinais neste espectro e os sinais do benzilacetato consiste
na divisdo em multipletos. O sinal emitido pelos protdées CH, é um tripleto e o sinal dos
protdes CH, é um quarteto. Repare também que as posi¢cdes dos sinais ndo coincidem. Os
protdbes CH,; no benzilacetato emitem um sinal a 1,85 ppm, enquanto os protdes CH,
correspondentes no etilbenzeno emitem o sinal de ftripleto a 1,25 ppm. Isto ndo é
surpreendente, visto que os dois grupos CH, estdo em ambientes quimicos diferentes.

A causa da divisdo em multipletos € um efeito conhecido como acoplamento spin-spin. Uma
descricao total deste efeito ndo esta no ambito deste manual e o leitor devera consultar a
bibliografia padrédo sobre NMR para obter mais pormenores. Para a finalidade deste manual,
devera bastar uma descricdo em linhas gerais do acoplamento spin-spin.

3 d f
J'J' f
H"”Af H; 4 o "
g g Hf H fe
/ e
4 C C.—He
4 \

g
He
5 ; Ho Hi 777'fe,
A
f§ 3 i

Figura 3.11: Etilbenzeno
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Figura 3.12: Espectro de etilbenzeno

A divisdo dos sinais de NMR na figura Etilbenzeno resulta de uma interagcdo magnética entre
os protdes vizinhos. Os dois protdes H; sdo magneticamente equivalentes e n&do interagem
entre si. De forma semelhante, os trés protdes H, sdo magneticamente equivalentes e nao
se afetam mutuamente. No entanto, os dois protées H; e os trés protbes He estdo em
ambientes locais diferentes e estdo “acoplados” entre si através dos respetivos eletrbes de
ligacdo. O resultado final deste acoplamento é a interagdo entre os dois grupos de protdes,
levando a divisao dos sinais de NMR.

Os dois protdes H; podem combinar-se para existir em trés estados magnéticos possiveis
(isto € um resultado da orientagdo de spin, dai o termo acoplamento spin-spin). Como
consequéncia do acoplamento, os sinais de NMR emitidos pelos protdes H, apresentam trés
frequéncias de ressonancia possiveis e é observado um tripleto.

De forma semelhante, o efeito dos protdes He resulta na divisdo dos sinais de H;. Os trés
protdes He podem combinar-se para existir em quatro estados magnéticos possiveis.
Consequentemente, os protdes H; apresentam quatro frequéncias de ressonancia possiveis
e o sinal é dividido num quarteto.

Os sinais dos protdes de benzeno foram também divididos em resultado da ndo equivaléncia
magnética e do acoplamento spin-spin resultante. E pertinente observar que os protées CH,
e CH, do etilbenzeno interagem entre si, enquanto que os dois grupos de protdes
comparaveis no benzilacetato nao apresentam esta interagdo. Esta diferengca deve-se ao
numero de ligagbes que separa os dois grupos. No etilbenzeno, os dois grupos de protdes
estdo ligados a atomos de carbono adjacentes e pode prever-se uma interagao suficiente
entre os grupos. No entanto, no benzilacetato, os dois atomos de carbono C. e C, estédo
ligados através de duas ligagbes adicionais entre oxigénio e outro atomo de carbono. Como
resultado, os grupos de protdes estdo demasiado distantes para apresentar acoplamento
spin-spin significativo entre si.
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3.7 Desacoplamento

O efeito do acoplamento spin-spin pode ser removido através de uma técnica chamada
"desacoplamento”. O efeito do desacoplamento oculta a presenga de um grupo de protdes
especificos, p. ex., os protdes H, na figura Etilbenzeno. E adquirido um espectro como se os
protdes H, estivessem ausentes! Este efeito € obtido ao transmitir uma sequéncia de
impulsos de desacoplamento na frequéncia de ressonéncia para H,, f,, alterando
permanentemente a orientacdo de spin destes protdes. Para o espectro ilustrado na figura
Espectro de Etilbenzeno, a frequéncia de desacoplamento seria 1,25 ppm acima do pico de
TMS.

Os impulsos de desacoplamento tendem a ter maior duragdo e menor energia que 0s
impulsos de excitagdo. A figura Experiéncia de Desacoplamento abaixo representa uma
experiéncia de desacoplamento, enquanto que a figura Espectro de Etilbenzeno com
Homodesacoplamento apresenta o espectro desacoplado. O quarteto CH, passou a ser um
singleto. Os técnicos de espectroscopia referem-se ao colapso do quarteto num singleto.
Adicionalmente, a area sob o singleto devera ser igual a do quarteto original (compare as
alturas relativas dos picos do grupo CH, e do anel de benzeno nas duas figuras). O sinal do
grupo CH; a 1,25 ppm estd ausente do espectro com desacoplamento, uma vez que os
impulsos de desacoplamento removem efetivamente os efeitos da presenca dos protdes
CH,.

DEC fe

| He DEC fe

/
H; O C C\\' e DEC fe

Figura 3.13: Experiéncia de desacoplamento
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c— ppm 7.4 7.2

| Y oom 27 26

PPm a 7 5] ] 4 3 2 1 0
Figura 3.14: Espectro de etilbenzeno com homodesacoplamento

A experiéncia descrita acima € um exemplo de homodesacoplamento, na medida em que o
mesmo isotopo 'H é observado e desacoplado. O heterodesacoplamento é aplicavel quando
0 is6topo observado é diferente do iso6topo desacoplado. No capitulo Espectro de 13C com
desacoplamento de protées [ 67] deste manual, o utilizador realizara uma experiéncia de
heterodesacoplamento na qual o "*C é observado e o 'H ¢ desacoplado. Os espectrometros
AVANCE tém a capacidade de realizar tipos muito complexos de experiéncias, dependendo
do nuimero de canais instalados. E possivel utilizar um espectrémetro de quatro canais para
observar um nucleo e desacoplar trés outros nucleos. Ao dispor de até oito canais
independentes, a gama possivel de experiéncias é impressionante. O utilizador devera ter
em atencao que o fator limitador atual ndo é a geracédo de excitagdo de RF e impulsos de
desacoplamento, mas a transmisséo destes impulsos para a amostra através das sondas e,
em certa medida, os pré-amplificadores. O encaminhamento do sinal da experiéncia a
realizar é configurado através do menu "edasp". Sao fornecidos mais pormenores no manual
“Parametros e comandos de aquisicao” (N/P H9775SA3).
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3.8 FID e espectro

Os sinais emitidos pelos atomos excitados na amostra sdo recebidos pelo espectrémetro e
convertidos numa transformada de Fourier pelo software do computador da estacado de
dados. O processo de recegao dos sinais de NMR denomina-se aquisi¢do. Os dados dizem-
se adquiridos. Deve ser salientada uma distingdo entre os dois termos; “FID” (dominio de
tempo) e o “espectro” associado (dominio de frequéncia).

Quando uma aquisicdo € realizada, os dados nao processados sdo adquiridos e o sinal
recebido denomina-se Decaimento de Indugéo Livre (FID, Free Induction Decay). Um FID
tipico é ilustrado na figura abaixo.
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Figura 3.15: Transformada de Fourier

Antes de ser possivel analisar efetivamente um FID, este deve ser transformado no dominio
de frequéncia. Este processo é realizado através de uma transformada de Fourier. Uma
transformada de Fourier € uma operagao matematica que converte o FID num espectro de
frequéncia. Uma FID é um sinal cuja intensidade varia ao longo do tempo, enquanto que um
espectro indica a variagdo da intensidade em funcdo da frequéncia. A transformada de
Fourier € a mais importante de varias operagdes de processamento tipicamente realizadas
nos dados nao processados.
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4 Descricao do sistema

O espectrometro é constituido pelas seguintes subunidades:

» Consola do operador, incluindo o computador anfitrido, o monitor e o teclado.
» Consola com o hardware eletrénico.

» Sistema de iman, incluindo o sistema de homogeneizacao e a sonda.

Ascend™ 800 ¥

e e
Figura 4.1: Consola e iman de ascensdo AVANCE NEO
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4.1 Descricao geral da arquitetura AVANCE

A imagem abaixo apresenta uma descrigdo geral e simplificada da arquitetura de um sistema
AVANCE NEO. Utilize o BASH (guia de assisténcia avancada da Bruker) para obter mais
informacdes acerca do sistema e hardware AVANCE.

£
Acquisition System é
External Network | BSMS e | %
! i
\4
Workstation LPower Distribution Urﬂ 8
1 | :
A

Internal Network <—>| Acquisition Control |

(X)
Transmitter / Receiver 1 | === Preamplifier Slice 1 J
Transmitter / Receiver 2 Preamplifier Slice 2

Transmitter / Receiver 3 4_| Preamplifier Slice 3

Preamplifier Base Plate

Figura 4.2: Descrigdo geral da arquitetura AVANCE NEO

411 Consola do operador e ligagoes

Todos os aspetos da operagédo do espectrometro sdo controlados a partir da consola da
operador. O planeamento e a implementagdo das experiéncias, assim como a analise dos
dados, sdo controlados através de comandos introduzidos pelo operador na consola. Os
subcomponentes da consola do operador sao:

computador anfitrido: Um computador pessoal (PC). O computador anfitrido executa o
programa TopSpin e gere toda a analise e armazenamento de dados. Todas as operagdes
relevantes para a aquisicdo de dados s&o controladas por um segundo sistema de
computagao designado AQS localizado no interior da consola.

Ligagdo Ethernet do computador anfitrido ao AQS: E utilizada para transferir dados e
instrugdes entre o computador anfitrido e o AQS.

4.2 Consola

Esta unidade pode ser uma consola NanoBay, OneBay ou TwoBay dependendo do sistema
e incorpora a maioria do hardware eletronico associado a um espectrémetro digital moderno.
As unidades principais sdo 0 AQS, o BSMS (Sistema de iman Inteligente da Bruker), bem
como varios amplificadores e amplificadores de gradiente (no caso de microimagem ou
difusdo).
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AQS: As varias unidades no AQS geram os impulsos de radiofrequéncia utilizados para
excitar a amostra e receber, amplificar e digitalizar os sinais de NMR emitidos pela amostra.
Para cada canal de RF, existe um transcetor (TRX 1200) que interpreta o programa de
impulsos, transforma-o em sinais de RF e inclui um recetor, digitalizador e filtragdo digital
dos dados. Isto significa que uma consola AVANCE € um sistema genuino de recegao
multipla que, por design, tem tantos recetores como os canais de excitagdo de impulsos. Os
gradientes de campo pulsado sdo gerados mediante uma unidade adicional designada GTU
(Unidade de Gradiente e Temporizagao). Esta unidade também gera disparadores em tempo
real utilizados para sincronizar outras unidades e recebe entradas do disparador (por
exemplo, o disparador do rotor do MAS). A placa REF (referéncia) proporciona um sinal de
relégio comum para todos os canais. Assim, todas as frequéncias na cadeia de RF sé&o
derivadas de um oscilador de quartzo de alta precisdo para garantir sincronicidade geral e
baixos niveis de ruido. O AQS também incorpora a EPU. Trata-se de um computador
poderoso que administra o espectrometro AVANCE, envia as informagdes do programa de
impulsos para as unidades TRX e GTU, fornece o controlo de aquisicdo e comunica com
estagOes de trabalho de processamento de dados externas. A Ultima fase da filtragao digital
é efetuada na EPU, assim como a acumulagéo dos dados do FID. As informagdes sao entédo
transferidas via Ethernet para o computador anfitrido externo para processamento e
armazenamento. E importante salientar que a EPU tem controlo total sobre a operacdo do
espectrometro durante uma experiéncia. Isto visa assegurar uma operagao sem interrupgoes
e garantir a integridade da aquisicéo.

BSMS: Este sistema é controlado através do software (utilizando o comando "bsmsdisp") e
¢é utilizado para operar o sistema de bloqueio e de homogeneizagéo, assim como controlar a
elevacao e rotagdo da amostra. A unidade BSVT também esta incorporada no BSMS. Tem
por fungéo variar a temperatura da amostra de forma controlada ou manter a temperatura
num valor constante. Além disso, podem ser colocados até trés GAB/3 no bastidor do BSMS.
Fornecem gradientes de campo pulsado para sondas de alta resolugéo e sdo controlados
pela GTU.

Amplificadores, também designados Transmissores. Para excitar a amostra de NMR sao
necessarios sinais de amplitude relativamente grande e dai a necessidade de amplificar os
sinais de RF a partir de unidades TRX. Os amplificadores podem ser internos (incorporados
no bastidor de AQS) ou externos (unidades auténomas distintas). Os cabos que ligam as
saidas dos amplificadores diretamente ao HPPR (High Performance Preamplifier, ou Pré-
amplificador de Alto Desempenho) transportam o sinal de RF para a amostra. Embora exista
uma gama vasta de amplificadores disponiveis (incluindo amplificadores sélidos), as duas
principais categorias séo:

Os amplificadores seletivos, por exemplo, amplificadores de 'H, "F, *C ou 3'P foram
concebidos especificamente para amplificar as frequéncias mais altas associadas aos 'H,
®F, 13C ou 3'P.

Os amplificadores de banda larga (também designados amplificadores X) foram
concebidos para amplificar uma gama vasta de frequéncias. Sao utilizados para a excitagédo
dos chamados nucleos X (ou seja, tipicamente tudo, exceto °F e 'H).

Tenha em atengdo que os novos amplificadores de banda larga também cobrem '°F até 600
MHz, o que simplifica a utilizacdo de sondas SMART e sondas BBFO, em que a bobina X de
banda larga pode ser ajustada para '°F.

PDU: Uma unidade de distribuicdo de alimentagdo na parte traseira da consola é utilizada
para alimentar o espectrémetro de maneira controlada. E possivel ligar/desligar o AVANCE
através de uma instrugdo de software do TopSpin. A PDU certifica-se de que todas as
unidades sao ligadas/desligadas na ordem correta e de que as unidades de alta poténcia
sdo ligadas com atrasos de tempo adequados para limitar a corrente de irrupgéo do sistema.
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4.3 Ligagcao entre o computador anfitrido e o AQS

Embora esta ligacdo esteja permanentemente em utilizagdo e seja efetivamente invisivel
para o utilizador durante uma sesséo tipica do TopSpin, a ligagdo é quebrada sempre que o
computador anfitrido ou a consola forem desligados e deve ser restabelecida ao voltar a ligar
estes equipamentos. Isto é efetuado automaticamente.

4.4 iman, Sistema de homogeneizacao, HPPR e Sonda

O iman gera o campo magnético necessario para induzir transigdes de NMR. Para manter
um sistema supercondutor, o nucleo do iman € arrefecido a temperaturas muito baixas com
recurso a azoto e hélio liquidos (para obter mais pormenores, consulte a secgdo O iman e
Dewar do iman [ 27]).

O sistema de homogeneizagao a temperatura ambiente, montado na extremidade inferior
do iman, € um conjunto de bobinas eletrocondutoras (chamadas homogeneizadores)
utilizadas para maximizar a homogeneidade do campo através da compensacao de qualquer
ndao homogeneidade. As correntes nestes homogeneizadores a temperatura ambiente (uma
vez que nao sao arrefecidos por imersdo em hélio liquido) sdo controlados pelo BSMS e
podem ser ajustados através do ecra do BSMS para otimizar o sinal de NMR. Isto tem um
grande efeito na resolugéo e sensibilidade do sinal. Esta agdo de ajustamento das correntes
nos homogeneizadores a temperatura ambiente designa-se homogeneizagao do iman.

1. © _ O

! ' E
¢

AVANCENEO

Figura 4.3: Fotografia do Iman, Sistema de homogeneizagéo, Sonda e HPPR

1|Consola do operador 5(Sonda
2|Consola 6|Sistema de homogeneizagao
3|iman 7|Sonda e sistema de

homogeneizacao

4|Médulo HPPR/2 Cobertura 2 com
ligacdes a sonda
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Embora o HPPR/2 (Pré-Amplificador de Alto Desempenho) transporte o sinal transmitido
para a amostra, a sua fungao principal € a amplificacdo de sinais relativamente fracos
emitidos pela amostra. Esta localizado na base do iman para amplificar o sinal de NMR o
mais cedo possivel, minimizando as perdas ao longo do cabo. Apds a amplificagédo do sinal
pelo HPPR/2, as perdas subsequentes ao longo do cabo sdo menos importantes. O HPPR/2
também transmite e recebe sinais de bloqueio de deutério (ou fltior) e é utilizado na rotina de
oscilagdo. E possivel configurar até 8 (HPPR/2) médulos individuais (excluindo o médulo de
cobertura, o qual esta sempre presente). A configuracéo de trés modulos individuais Proton,
X-BB e 2H, em conjunto com um modulo de cobertura, € muito frequente.

A sonda é inserida no sistema de homogeneizacdo na base do iman e é constituida
essencialmente por varias bobinas utilizadas para transmitir os impulsos de excitagdo para a
amostra, assim como receber o sinal emitido. A sonda também transmite e recebe o sinal de
bloqueio.

4.5 O iman e Dewar do iman

Esta disponivel uma gama de imanes com diferentes intensidades. A intensidade do iman
é classificada de acordo com a frequéncia dos sinais de NMR emitidos pelos atomos de
hidrogénio. Quanto mais forte for o campo magnético, maior sera esta frequéncia de
hidrogénio. Por exemplo, com um iman de 500 MHz (11,7 T), isto significa que quando uma
amostra quimica é colocada no iman para analise, os atomos 'H na amostra emitem sinais
com uma frequéncia muito proxima de 500 MHz. Os imanes da Bruker estdo disponiveis na
gama entre 300 e 1000 MHz.

Os imanes supercondutores sao eletroimanes e, como tal, utilizam uma corrente elétrica
para produzir um campo magnético. O nucleo do iman é constituido por uma bobina de
grandes dimensdes de fio eletrocondutor na forma de solenoide. No centro da bobina, existe
um campo magneético estatico muito intenso. A amostra para analise é colocada no interior
deste campo magnético.

A temperaturas muito baixas, alguns materiais apresentam a fascinante propriedade de
supercondutividade. Um fio supercondutor transporta eletricidade sem a necessidade de um
impulso de alimentagédo (ou seja, uma bateria ou alimentagcdo de rede). Depois de iniciar
uma corrente num circuito supercondutor, esta continua para sempre. Os imanes da Bruker
consistem num circuito supercondutor deste tipo. A Unica manutengdo necessaria para o
iman consiste em assegurar que a bobina é mantida imersa em hélio liquido.

O iman é constituido por varias secgdes. O invélucro externo do iman é evacuado e as
superficies internas sédo prateadas (0 mesmo principio utilizado num termo). Em seguida,
uma camada de banho de azoto que reduz a temperatura para 77,35K (-195,8°C) e, por fim,
um reservatorio de hélio no qual a bobina supercondutora esta imersa. Este recipiente esta
isolado termicamente do banho de azoto por uma segunda secgédo de vacuo (ver a figura
abaixo).
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4.5.1

Figura 4.4: Iman supercondutor

1{Introduzir sonda aqui 6|Torre de hélio
2|Coluna 7|Tampao metalico
3|Torre de azoto 8|Introduzir amostra aqui
4|Portas de azoto 9|Camara de vacuo
5|Portas de hélio 10|iman

Coluna a temperatura ambiente

4.5.2

Os reservatorios de hélio e de nitrogénio rodeiam uma coluna central conhecida como a
coluna do iman. Normalmente, a parte superior da coluna esta fechada por um tampéao
metalico. Os imanes estéo disponiveis com uma coluna padrdo (54 mm) ou coluna larga (89
mm). As amostras para anadlise sdo introduzidas no iman através da parte superior da
coluna. As sondas, as quais suportam a amostra e transportam sinais de e para a amostra,
sdo introduzidas através da parte inferior.

Reservatorio de hélio

Num iman padréo, o reservatorio de hélio esta suspenso em duas hastes que se prolongam
muito acima do iman. O acesso ao reservatoério de hélio pode ser realizado através de duas
portas. Uma destas portas permite o reabastecimento de hélio liquido e também serve de
ponto de entrada para um sensor do nivel de hélio. A outra porta é utilizada apenas
quando o iman esta a ser carregado ou descarregado. As hastes de hélio podem apresentar
varias valvulas que controlam a libertacdo de pequenas quantidades de hélio, o qual ira
inevitavelmente evaporar.
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n Nota: O manuseamento das valvulas e o abastecimento do iman com hélio liquido deve ser

realizado apenas por um individuo com formacao para este efeito.

4.5.3 Reservatorio de azoto

As trés hastes mais curtas que se prolongam acima do iman fornecem acesso ao
reservatorio de azoto.

4.6 Introducgao ao sistema de bloqueio

Esta seccéao foi incluida para fornecer um entendimento basico dos principios do sistema de
bloqueio ao utilizador. Os aspetos praticos, p. ex., como bloquear efetivamente a amostra,
serao abordados na secgao .

O objetivo do sistema de bloqueio é assegurar que a intensidade do campo magnético em
redor da amostra ndo ¢ alterada durante uma experiéncia ou que o campo nao € modulado
por perturbacdes externas. A analise de NMR envolve a medi¢do da frequéncia precisa de
sinais emitidos pela amostra. As frequéncias destes sinais sdo diretamente proporcionais a
intensidade do campo magnético, ou seja, se a intensidade do campo variar, também varia a
frequéncia emitida. Por conseguinte, o utilizador deve assegurar que a intensidade do campo
magnético é sempre mantida precisamente no mesmo valor, um processo que se denomina
"bloquear" a amostra. O sistema de bloqueioé essencialmente um espectrometro distinto,
concebido para observar deutério. E importante assinalar que os sinais emitidos pelo
deutério sado tipicamente muito diferentes das frequéncias de interesse. No entanto, se a
frequéncia de deutério ndo for adequada, é possivel utilizar um bloqueio de flior (19F).
Uma vez que representa o bloqueio mais popular, apenas o bloqueio de deutério sera
descrito nesta secgéo, mas o leitor deve ter em conta que os fundamentos do bloqueio de
deutério e de fluor s&o idénticos.

Nos sistemas AVANCE, o BSMS fornece o hardware necessario para implementar o
bloqueio € um modulo de deutério distinto no HPPR transmite e recebe os sinais de
bloqueio. Obviamente, é necessario introduzir uma determinada quantidade de deutério nas
amostras para anadlise. Isto é facilmente efetuado ao dissolver a amostra num solvente
deuterizado. Um solvente deuterizado consiste num solvente em que uma larga
percentagem dos atomos de hidrogénio foi substituida por deutério. Os solventes
deuterizados de utilizagdo mais frequente sdo a acetona-d6, benzeno-d6, cloroférmio-d e
DMSO-d6, embora estejam disponiveis muitos outros solventes. A amostra que sera
utilizada neste manual para ilustrar algumas técnicas de NMR basicas é antranilato de
mentilo em DMSO-d6.

A frequéncia dos sinais emitidos pelo deutério para um iman de uma dimensao especifica é
conhecida com precisdo. Assim, se a intensidade do campo magnético estiver correta, todos
0s nucleos de deutério na amostra deverao emitir esta frequéncia exata. Se a intensidade do
iman variar, a frequéncia de deutério também varia. O sistema de bloqueio utiliza um recetor
(localizado no bastidor do BSMS) para monitorizar a frequéncia de deutério e ajustar a
intensidade do campo magnético em conformidade.

O recetor no sistema de bloqueio foi concebido de forma a n&o efetuar ajustes no campo
quando a intensidade do campo esta correta (ou seja, € detetada a frequéncia de deutério
correta). No entanto, se a intensidade do campo variar (deriva), é alterada a corrente numa
bobina especial (a bobina HO), localizada no interior do sistema de homogeneizagéo do
iman, com o objetivo de repor a intensidade do campo no valor correto. A frequéncia de
deutério € medida varios milhares de vezes por segundo. Assim, desde que o sistema esteja
bloqueado, o utilizador pode ter a certeza que o campo € mantido a uma intensidade
constante durante a aquisigéo.
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4.7 Sondas

A sonda foi concebida para conter a amostra, transmitir os sinais de radiofrequéncia que
excitam a amostra e receber a resposta emitida. A transmisséo e a recegédo sao conseguidas
utilizando bobinas de RF concebidas especificamente para o efeito.

A sonda ¢ inserida na parte inferior do iman e no interior dos sistemas de homogeneizacao a
temperatura ambiente. Os cabos coaxiais transportam os sinais de excitacdo dos
amplificadores da consola para a sonda e o sinal de NMR da amostra ao recetor. Os cabos
sdo encaminhados através de um conjunto de pré-amplificadores (a unidade HPPR) que
esta situado junto da base do iman ou, em sistemas NanoBay, incorporado na consola. Os
pré-amplificadores sdo necessarios para aumentar os sinais de NMR que, normalmente,
sao muito fracos.

Figura 4.5: Amostra na sonda

1 Volume de amostra 3 Bobinas
2 Sonda

As sondas estdo disponiveis em diferentes tipos e tamanhos. O tamanho da sonda é
indicado em fungédo dos tamanhos dos tubos de amostra compativeis, sendo os diametros
de tubos de 5 mm e de 10 mm os mais populares. Sao utilizados diferentes tipos de sondas
conforme o tipo de experiéncia. As sondas seletivas foram concebidas especialmente para
observar nucleos especificos, p. ex., 13C, enquanto as sondas multinucleares (X-BB ou
banda larga) podem ser utilizadas para analisar uma vasta gama de nucleos. O numero e a
estrutura das bobinas internas sédo os fatores que distinguem fisicamente os varios tipos de
sondas. Adicionalmente, o didmetro externo e o comprimento da sonda é adequado as
especificagcdes dos varios imanes (coluna larga ou coluna padrdo; comprimento diferente da
parte inferior ao centro do campo magnético para imanes com intensidade de campo
diferente).
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Os sinais entram e saem das bobinas da sonda através dos conectores localizados na base
da sonda e claramente identificados. E utilizado o mesmo cabo para transportar o sinal de e
para a sonda. Cada sonda possui uma bobina interna (a bobina de observagao). Esta
bobina esta localizada mais proxima do volume de amostra para maximizar a sensibilidade.
O codigo de cores do BNC da bobina interna segue uma simples regra. E sempre da mesma
cor que a faixa retangular localizada diretamente acima dos conectores BNC. A figura
seguinte ilustra a rotulagdo de uma sonda multinuclear. Neste caso, a bobina de ¢é a bobina
interna.

©

O)

Figura 4.6: Cablagem tipica da unidade HPPR

1 Sonda 3 Ligacéo ao amplificador X
2 Ligacédo ao amplificador de protdes |4 Ligacéo ao transmissor BSMS 2H
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4.8 Sonda de banda larga

Um dos tipos de sonda, descrita nesta secgao a titulo de exemplo, é a sonda BBO Smart de
5 mm. Conforme é sugerido pelo nome, esta sonda foi concebida para utilizadores que
pretendem analisar amostras com varios nucleos. O intervalo de frequéncia X é tipicamente
N a *'P, incluindo "°F.

O BNC esquerdo esta identificado como 2H (ver figura abaixo) e é utilizado para transportar o
sinal de bloqueio. As outras duas ligagdes destinam-se aos sinais de 'H e de nucleo X e
estdo rotuladas em conformidade. Os cabos que saem dos BNC 'H, X e ?H s3o ligados aos
pré-amplificadores.

Figura 4.7: Exemplo de uma sonda de banda larga

As sondas foram concebidas para permitir o controlo da temperatura da amostra de NMR. E
utilizado um aquecedor em conjunto com uma linha de transferéncia de ar/N2 para
controlar a temperatura da amostra. E utilizado um termopar como termémetro para
monitorizar temperatura da amostra. Todos estes dispositivos estao ligados a base da sonda
e podem ser acedidos facilmente. A unidade de temperatura variavel (VTU, Variable
Temperature Unit) localizada no interior da consola monitoriza constantemente a leitura do
termopar e efetua ajustes na poténcia do aquecedor para manter a temperatura necessaria.

Com excecao de algumas sondas de alta resolugdo, todas as sondas estdo equipadas com
bobinas de gradiente e o conector esta localizado na parte lateral da base da sonda.

Por fim, a caixa negra na parte inferior da base da sonda contém o equipamento de afinagao
e correspondéncia. Sao utilizados para efetuar ajustes precisos na sonda para otimizar o
desempenho. Quando um composto € analisado, € excitado por sinais de uma frequéncia
definida (a frequéncia de ressonancia). Diferentes nucleos sdo excitados por diferentes
frequéncias e a afinagao envolve ajustar o circuito no interior da sonda de forma a maximizar
a sensibilidade para a frequéncia de interesse. A sonda é também ajustada quanto a
correspondéncia para assegurar uma reflexdo (ou seja, perda) minima dos sinais de
excitagcdo e FID. Os processos de afinagédo e de correspondéncia séo interativos, na medida
em que ndo podem ser ajustados independentemente um do outro.

A sonda deve ser afinada e correspondida sempre que a amostra no iman ¢ alterada. Cada
bobina na sonda é afinada e correspondida separadamente utilizando o procedimento
"atma" ou "atmm" descrito em Afinagdo e correspondéncia da sonda [ 40].

A substituicdo de uma sonda requer a reconexdo da sonda aos pré-amplificadores.

32 /86 H171804PT_14_001



Descri¢ao do sistema

4.9 iProbe

Outro tipo de sonda ¢ a nova plataforma iProbe, uma SmartProbe™ de Ultima geragdo para
detecdo de NMR. Esta nova arquitetura de sonda de NMR permite ndo s6 um aumento de
sinal para ruido e um ajuste de RF mais rapido e preciso, como também fornece um design
mais flexivel que permite uma personalizagao mais facil de sondas de NMR para aplicagoes
dedicadas. As primeiras sondas introduzidas nesta plataforma incluem os SmartProbe
iProbes lideres do setor, disponiveis agora de 400 a 600 MHz, oferecendo um aumento de
até 10% na sensibilidade.

Figura 4.8: A Plataforma iProbe da Bruker
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410 Trocar uma sonda

Se for necessario trocar a sonda, deve ser seguido o procedimento abaixo. As sondas sao
frageis e dispendiosas, pelo que deve consultar o gestor do seu sistema antes de tentar
trocar a sonda. O iman e, em particular, as correntes de Foucault, afetam significativamente
o movimento mecanico da sonda. A medida que remover a sonda do iman, antecipe uma
aceleragao subita quando a sonda atingir a extremidade inferior da coluna do iman. Devera
também antecipar alguma resisténcia ao colocar a sonda no iman.

Procedimento de substituicdo da sonda:

1. Certifique-se de que nenhuma aquisi¢cao esta em execugao, clicando no botdo STOP
(Parar) na barra de ferramentas superior da janela do TopSpin ou introduza "stop" na
linha de comandos.

2. Desligue o aquecimento ou arrefecimento do sistema. Utilize o comando "edte" para
desligar o aquecedor. Deixe a sonda atingir a temperatura ambiente. Nao encerre o
sistema propriamente dito!

Retire a ligagéo de ar/N, situada na base da sonda.

Depois de assegurar que a coluna do iman nao esta tamponada, ative o botao LIFT
(Elevador) na janela do BSMS para retirar qualquer amostra presente no iman.

Desligue o Elevador.
Desligue todos os cabos BNC da base da sonda.
Desligue o termopar, o aquecedor e qualquer outra conexao de gradiente ou PICS.

Utilize a chave de fendas fornecida para desapertar os dois parafusos que fixam a sonda
no iman.

© N oo

9. Desloque a sonda diretamente para baixo e para fora do iman.
10. Introduza a nova sonda e fixe a mesma utilizando os dois parafusos.

11. Volte a ligar os cabos coaxiais, o termopar, o aquecedor, as linhas de arrefecimento e
qualquer outra conexao necessaria.

12. Volte a ligar o aquecedor.
Um filme que mostra este procedimento esta disponivel no site da Bruker.
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5 Procedimentos basicos

Este capitulo descreve as operagdes basicas utilizadas sempre que € adquirido um espectro.
O software TopSpin tem uma interface de utilizacao facil, baseada no fluxo de trabalho, que
orienta o utilizador através de todos os passos necessarios para obter um espectro. Todas
as operagdes sdo controladas pelo software e podem ser selecionadas ao clicar com o rato
nos separadores do fluxo de trabalho (ver 1. na figura Interface TopSpin) para apresentar
uma fila de botdes do fluxo de trabalho (ver 2. na figura Interface TopSpin).

Os leitores podem ignorar este capitulo se ja estiverem familiarizados com estas operagoes.

5.1 A janela TopSpin

A figura abaixo ilustra a disposicao da interface basica do TopSpin.

Process  Analyse  Applications  Manage

[ create Dataset ;U sample + | #pock  V Tune~ | Y spine & shime | “¥Prosol+ | T=Gaine = P Run | More~ an - DB |
221 t0l tes QAODME AL PE@WOTTE L LIV (11, (12
. L2 e

4 7 4
M| SPECTRUM [PROCPARS ACQUPARS TITLE PULSEPROG PEAKS INTEGRALS SAMPLE STRUCTURE PLOT FID Acau {10 )

]
i search [ A [examtd_1H 2 1 c:BrukenTopspiniexamdata —E
& C\BrukenTopSpiniexamdata 1H Cholesterylacetat
& examia_tH
§1-2g30 - 1HC
©2-2930 - 1H ylacetat
® 1 1H Cholesterylacetat

m_CMCse_3
m_DNMR_Me2NCOMe
m_DNMR_ipr2sic
m_Daisy
 exam_nmrquant

& exam_verification

Ve | [ LMMU\'L )
o ) T ;“ . : : o : T
Barra de menu 8 |Barra de apresentacao do estado

2 |Barra de botdes do fluxo de 9 |Janela do conjunto de dados
trabalho
3 |Barra de ferramentas 10 | Separadores da janela do conjunto de dados
4 |Janela de navegacao e pesquisa 11 | Imprimir, exportar e publicar
5 |Janela de estrutura 12 | Opcgdes de visualizagao
6 |Linha de comandos 13 | Comutador de janela, preferéncias de
configuragao e ajuda
7 |Barra do conjunto de dados atual
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51.1 Criar um novo conjunto de dados
A utilizagdo regular de um espectrémetro resulta rapidamente na acumulagéo de grandes
quantidades de dados. Os utilizadores deverdo armazenar os dados em ficheiros com
nomes adequados, de forma a facilitar o acesso aos dados posteriormente. Isto é
particularmente importante num ambiente de trabalho com varios utilizadores. Quando uma
série de dados é adquirida, esta pode ser armazenada no que € chamado um conjunto de
dados. Cada conjunto de dados deve apresentar uma descricdo exclusiva (identificador)
para que seja possivel distinguir conjuntos de dados diferentes. Uma descrigdo completa
para o conjunto de dados requer a utilizacdo de trés paradmetros: NAME (Nome), EXPNO
(N.° exp.) e Directory (Diretorio).
* Na barra de menu, clique em Acquire (Adquirir) | Create Dataset (Criar conjunto de
dados) para abrir a janela Create New Dataset (Criar novo conjunto de dados).
& Create New Dataset - new =
Prepare for a new experiment by creating a new data set and
initializing its NMR. parameters according fo the selecied 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 Ci\Data A
B Open in new window
(~) Parameters
() Read parameterset Select
Set solvent DMSO -
Additional action
() Do nothing
() Execute getprosol
Keep parameters (P 1,01, PLW1 ¥
Advanced
Number of datasels (receivers) 1 =
Title
Menthy! Anthranilate in DMSO
Proton
[ ok |[ cancel || moreinfo.. || Help |
» Podera agora criar o seu conjunto de dados. Para o campo NAME (Nome), pode
introduzir uma sequéncia até 13 caracteres. Para EXPNO, introduza "1" ou qualquer
numero adequado. Selecione o caminho do diretério (por exemplo: C:\Data).
* No grupo Parameter (Parametro), clique em Read parameterset (Ler conjunto de
parametros) e em Select (Selecionar) para abrir a janela rpar.
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& Ex

Source = ;C:\BrukenTopSpmALO_3.a\exp\slan\nmnpar 'i

File Options Help

Find fie names  ~ |enter any string. = 2 Exclude: Co\Bruken\ TopSpind.0.3 a\exp\stan\nmripanuser
. . . . C\BrukenTopSpind 0.3 a\expistan\nmripar

Class = _Any M Dim = _Any M 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
PROTON

MLEVPHPR

MLEVPHSW

NOESYPHPR

NOESYPHSW

ROESYPHPR

ROESYPHSW

WATERSUP

Set selected item in editor | | Close |

» Ative Show Recommended (Mostrar recomendado) para obter a lista das experiéncias
de pequenas moléculas mais comuns.

» Certifique-se de que o diretério de origem é:
<Topspin>\exp\stan\nmr\par
e nao:
<Topspin>\exp\stan\nmr\par\user

» Selecione a experiéncia (por exemplo, Protdo) e clique em Set selected item in editor
(Definir item selecionado no editor).

* Na janela Create New Dataset (Criar novo conjunto de dados), marque Set solvent
(Definir solvente) e, na lista suspensa, selecione o solvente da sua amostra, por ex.
DMSO.

* Clique em OK.

Nota: O seu novo conjunto de dados passou a ser o conjunto de dados atual e os detalhes
da descricédo serdo armazenados no disco rigido na pasta: DIRINOME\EXPNO, em que
cada EXPNO (N.° exp.) corresponde a um conjunto de dados completamente independente.
Neste exemplo, os dados serdo armazenados em C:\Data\Proton_exp\1. Este caminho
também é apresentado na barra de titulo da janela de dados do TopSpin

5.1.2 Preparagao da amostra

o Utilize tubos de amostra limpos e secos.

 Utilize tubos de amostra de qualidade média a elevada.

 Filtre sempre a solugdo da amostra.

» Utilize sempre o mesmo volume de amostra ou altura da solugao.

* O volume de enchimento de tubos de 5 mm é de 0,6 ml ou 5 cm.

* O volume de enchimento de tubos de 10 mm & de 4 ml ou 5 cm.

« Utilize o medidor de profundidade da amostra para ajustar a profundidade da amostra.
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Tipo de tubo da amostra CryoProbes Sondas RT Sondas RT
antigas

Tubo de amostra padrao de 5 mm 19 mm 20 mm 18 mm

com extremidade arredondada.

Tubo Bruker Shigemi. 17 mm 20 mm 18 mm

L

Figura 5.1: Introduzir a amostra no rotor

1|Amostra 4. Linha central
2|Rotor 5. Parafuso de ajuste da profundidade
3|Medidor de profundidade

* O tubo da amostra deve ficar bem encaixado no interior do rotor.
* Limpe o tubo da amostra antes da introdugao no iman.

5.2 Introduzir a amostra com rotor no iman

A subida e descida da amostra é controlada por um fluxo de ar pressurizado. Antes de
colocar uma amostra na parte superior da coluna, certifique-se de que o fluxo de ar esta
presente (pode ser ouvido facilmente) e retire qualquer amostra que possa estar a ser
elevada para a parte superior da coluna.

* Na barra de menu, clique em Acquire (Adquirir).

* No botdo Sample (Amostra), clique na seta suspensa para ver mais opgoes.

* Na lista, selecione Eject sample manually (ej) (Ejetar amostra manualmente). A

elevagao da amostra ¢ ligada.

n Espere até que o ar de elevagédo da amostra seja ligado e remova a amostra que pode estar
no iman.
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» Coloque a amostra com o rotor na parte superior da coluna do iman.
* No botdo Sample (Amostra), clique na seta suspensa para ver mais opgoes.
* Na lista, selecione Insert sample manually (ij) (Inserir amostra manualmente).

5.3 Bloquear a amostra

Sao utilizados solventes deuterizados para gerar o sinal detetado e monitorizado pelo
sistema de bloqueio. A frequéncia e a intensidade deste sinal dependem do solvente
utilizado. A principal caracteristica do procedimento de bloqueio do TopSpin consiste na
definicdo de parametros (p. ex., poténcia, ganho e frequéncia de bloqueio) segundo valores
apropriados para o solvente. Com estes valores padrao definidos de acordo com as
especificacoes esperadas para o solvente, o BSMS pode rapidamente localizar e "bloquear"
o sinal do solvente ao percorrer uma gama de frequéncias ou valores de campo magnético.
Os parametros dependentes do solvente s&do obtidos da tabela "edlock".

* Na barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Lock (Bloquear).
* Na lista da tabela de Solventes, selecione DMSO e clique em OK.

& Solvents table X
Acetic acetic acid-d4

Acetone acetone-d6

CeD6 henzene-d6

CDz2CI2 dichlormethane-dz2

CD3CN acetonitrile-d3

CD3CN_SPE LC-SPE Solvent (Acetonilrile)

CD30D_SPE LC-SPE Solvent (Methanol-d4)

CDCI3 chloroform-d

CH3CN+D20 HPLC Solvent (AcetonitriyD20)

CH30H+D20 HPLC Solvent (Methanol/D20)

D20 deuteriumoxide

D20_salt deuteriumoxide with salt

Dioxane dioxane-d8

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 Truit juice

MeOD methanol-d4

Plasma blood plasma

Pyr pyridine-d5

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, Tor NMR thermometer
T_MeOD methanol-dd, for NMR thermometer

TFE trifluroethanol-d3

THF tetrahydrofuran-dg

Tol toluene-d8

Urine urine
Lock nucleus: |2H v OK Cancel

Figura 5.2: Tabela de solventes

Nota: Se o bloqueio for obtido, o sinal deve assumir a forma de uma linha horizontal com
algum ruido ou ondulagéo associada (consulte a figura abaixo). A altura desta linha designa-
se nivel de bloqueio.
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M =lslx|
Er e TN |

Figura 5.3: Visualizagdo do bloqueio apds o bloqueio da amostra

54 Afinacao e correspondéncia da sonda

A sensibilidade de qualquer sonda varia com a frequéncia do sinal transmitido para a mesma
e existe uma frequéncia para a qual a sonda é especialmente sensivel. Adicionalmente, esta
frequéncia pode ser ajustada dentro de um determinado intervalo utilizando os
condensadores de afinagdo incorporados no circuito da sonda. A afinagao envolve ajustar o
circuito da sonda de forma a que a frequéncia a qual a sonda é mais sensivel seja a
frequéncia de transmisséao relevante (SFO1, SFO2 etc.) Cada bobina na sonda é afinada (e
correspondida) separadamente. Se a sonda tiver sido trocada ou se a frequéncia de
transmissao for alterada significativamente, pode ser necessario repetir a afinagdo da sonda.
No trabalho de rotina com solventes organicos e sondas seletivas, o valor das frequéncias
transmitidas nao devera variar muito. Assim, apds a afinagao inicial da sonda, a ocorréncia
de pequenas variagbes na frequéncia ndo justifica a repeticdo da afinagdo. Tipicamente,
seria necessario alterar a frequéncia transmitida em pelo menos 100 kHz para justificar a
repeticdo da afinagdo. No entanto, no caso das sondas de banda larga, as frequéncias
transmitidas variam muito de ndcleo para nucleo e é necessario afinar a sonda sempre que o
nucleo selecionado é alterado. Sempre que é efetuada a afinacdo da sonda, também deve
ser realizada a correspondéncia. A correspondéncia envolve assegurar que a maior
quantidade possivel de energia que entra na base da sonda é transmitida até a bobina
localizada na parte superior da sonda. Isto assegura que é refletida uma quantidade minima
de energia na base da sonda de volta para os amplificadores (e consequentemente
desperdigada).

Nota: A Bruker disponibiliza dois tipos diferentes de ajustes de afinagédo e de
correspondéncia. Para além dos ajustes manuais nos condensadores de afinagéo e de
correspondéncia, as sondas podem ser equipadas com um modulo de afinagdo automatica
(ATM, Automatic Tuning Module). Siga os passos abaixo relativamente a cada opgao.

5.4.1 Sondas equipadas com ATM através do procedimento de afinagao
automatizada

» Na barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Tune (Afinar).

O ecra muda automaticamente para a janela de aquisi¢cdo e apresenta a curva de oscilacgao.
A afinagédo e correspondéncia sdo realizadas automaticamente. Se forem utilizadas varias
frequéncias num conjunto de parametros (p. ex., C13CPD), a ATMA comega por ajustar a
frequéncia mais baixa em primeiro lugar e avanga sucessivamente para frequéncias mais
altas automaticamente.

40/ 86 H171804PT_14_001



Procedimentos basicos

5.4.2

Sondas equipadas com ATM através do procedimento de afinagao
manual

* No botdo Tune (Afinar), clique na seta suspensa para ver mais opgoes.

* Na lista, selecione Tune/match ATM probe manually (Afinar/corresponder sonda ATM
manualmente).

Nota: A janela ATMM Probe Tuning/Matching (Afinagdo/Correspondéncia da sonda ATMM,
figura abaixo) e uma janela com visualizacdo da curva de oscilagéo seréo apresentadas.

Bruker Topspin 4.0.3.b.5 on ava600 as demo

= Acquire

Process Analyse Applications JUELELT)

A Proc. Spectrum + | /\y Adjust Phase + | VA Baseline + | /A\ Calib. Axis ~ | Advanced + ap -~ mE @
2|2 | O8N O | wHE F| AL D w3E ‘ ‘ *s‘
ol 2 Il eee O «rse sl a@Ti Al B
i= Data @ 25 é SPECTRUM PROCPARS ACQUPARS TITLE PULSEPROG PEAKS INTEGRALS SAMPLE STRUCTURE PLOT FID [ ACQU x
[Ishow Spectra Thumbnalls A5 L E@E
= 1 1 fudataldemainmr -za (4l [F emojnmr =
ATMM <2> o e - T L e Lg
Information
813385
Probe: PA TXI 600S3 H-C/N-D-05 Z @ *
Solvent: H20+D20 S
State: Idle @ [®
Channel/Nucleus
Channel/Nucleus selection: Complex wobble diaplay e
< 13C (13¢)
@® 15N (15N) @
O 1H(1H)
Complex wobble display Lg
Show complex wobble display @
Automatic adjustment (ATMA)
Start ATMA, probe does not support storing positions for future use
User defined WBSW and WBST
Wabble sweep width [MHz][1.0 @
Le
Number of wobble steps  [1024 5
Tuning
Fine
®
Matching
Fine re
H T T T T T T T T
60.4 60.6 80.8 81.0 81.2 [MHz]

L beubi_cn3.L5 201 1 /w/data/demo/nmr

| taking wobble data ...

Spectrometer Status|

on®

Ampliier Control
C:

‘Acquisition information
une nucleus:
une frequency: 60.813365
enter frequency:60.8163

Fid Flash

Lock

~— B8

POWCHK

v

Spooler BSMS status message
queued: 0 10:27:38
delayed: 0 Feb 01
el 9| Autoshim () Locked ) Error ()

Time

Figura 5.4: Janela de afinagdo/correspondéncia da sonda ATMM

Tipo de sonda.

Solvente utilizado.

Estado atual.

Selecéo de canal/nucleo

Marque para mostrar o ecra de oscilagdo complexa.

A AR

Clique para iniciar a ATMA, enquanto as posi¢des ideais sdo armazenadas para utilizacao
futura.

N

Largura de varrimento de oscilagéo definida pelo utilizador.

®

Numero de etapas de oscilagédo definido pelo utilizador.

Botdes para mover e apresentar a curva de oscilagdo centralizada.

Botdes para ajustar a queda da curva de oscilagédo para a posigédo mais baixa.
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* Na janela de controlo de ATMM, clique nos botdes Tuning (Afinagdo) para mover e
apresentar a curva de oscilagcao centralizada.

* Na janela de controlo de ATMM, clique nos botdes Matching (Correspondéncia) para
ajustar a queda da curva de oscilagéo para a posigao mais baixa.

A visualizagdo da oscilagdo complexa é muito conveniente. Se o circulo com o ponto
vermelho for muito grande ou muito pequeno, ajuste primeiro a correspondéncia. Quando o
circulo percorrer o centro do sistema de coordenadas, leve o ponto vermelho para o centro
ajustando a afinacdo. Em esséncia, a curva informa em qual ordem a afinacédo e a
correspondéncia devem ser ajustadas.

Nota: As definicdes de T/M serdo guardadas mediante um clique no botao Start (Iniciar).

Uma vez que o ajuste da afinagdo e da correspondéncia interage entre si, € necessario
efetuar uma repeticdo de todas as etapas para obter uma perfeita afinagéo e
correspondéncia. Se forem utilizadas frequéncias multiplas num conjunto de paradmetros,
como C13CPD, utilize os botdes de opcao Nucleus Selection (Selegcdo de nucleo) na
janela de controlo de ATMM para mudar para outro nucleo e repetir a afinagéo e a
correspondéncia.

O procedimento de oscilagao transmite um sinal fraco a sonda e compara a impedancia da
sonda e do cabo com uma referéncia de 50 Ohm no interior da unidade HPPR. A frequéncia
transmitida é centrada em SFO1, SFO2, etc., mas "varre" um intervalo determinado pelo
tamanho do parédmetro WBSW (ver abaixo). A curva resultante é a curva de resposta familiar
de um circuito de ressonancia e consiste simplesmente numa medida da amplitude do sinal
refletido (eixo vertical) em funcédo da frequéncia (eixo horizontal).

A correspondéncia envolve ajustar a sonda de modo a situar o ponto minimo da curva de
oscilagdo na base da visualizagdo (ou seja, a tocar no eixo horizontal da frequéncia). Isto
representa uma reflexdo minima do sinal transmitido.

A afinagdo envolve assegurar que isto ocorre na frequéncia de transmissdo indicada no
centro da escala horizontal do ecrd. Pode observar-se que os ajustes de afinagéo e de
correspondéncia interagem entre si e devem ser ajustados em conjunto. Quando o ponto
minimo da curva de oscilagédo estiver centrada e na base do ecra, foi obtida uma afinacdo e
correspondéncia ideais da sonda.
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Figura 5.5: Exemplos de curvas de oscilagdo com afinagdo e correspondéncia diferentes

1. Afinacao e correspondéncia 3. Boa correspondéncia, afinagéo fraca.
fracas.

2. Correspondéncia fraca, boa 4. Boa correspondéncia e afinagéo.
afinagao.

Se pretender otimizar a sonda para varios nucleos (p. ex., para experiéncias de
desacoplamento), & possivel selecionar o nucleo seguinte na janela ATMM Probe Tuning/
Matching (Afinagao/Correspondéncia da sonda ATMM).

5.5 Rotacao da amostra

O ar pressurizado também tem como fungao permitir a rotagdo da amostra. A rotagéo da
amostra permite compensar alguma n&o homogeneidade que pode existir no campo
magnético no centro do iman.

Nota: As amostras analisadas em experiéncias como, por exemplo, 2-D, 3-D, SELECTIVE,
NOEDIFF, T1 e todas as sondas invertidas ndo sao normalmente rodadas.
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As frequéncias de rotagao sugeridas sao:
* 20 Hz para uma sonda de 5 mm
* 12 Hz para uma sonda de 10 mm

* No botado Spin (Rodar), clique na seta suspensa para ver mais opcoes.
* Na lista, selecione Turn sample rotation on (ro on) (Ligar rotagdo da amostra).

5.6 Homogeneizagao

A homogeneizacido ¢ um processo que efetua pequenos ajustes no campo magnético até
otimizar a homogeneidade do campo (uniformidade). O melhoramento da homogeneidade
resulta numa melhor resolugdo espectral. E necessario repetir o processo de
homogeneizagado sempre que uma sonda ou amostra é trocada. O gestor do sistema devera
ter armazenado valores de homogeneizacdo adequados (nos chamados ficheiros de
homogeneizacdo) para cada sonda, reduzindo bastante o tempo de homogeneizagéo
necessario sempre que uma sonda é trocada.

5.6.1 Homogeneizagao de rotina no TopShim

O processo aqui descrito consiste na homogeneizacao de rotina que deve ser realizada no
inicio de cada sessdo de NMR e sempre que a amostra no iman é trocada. A
homogeneizagao de rotina envolve a aplicacéo de ajustes precisos nos homogeneizadores
Z, 2%, 2% Z*e Z° Alguns imanes de campo mais intenso requerem homogeneizadores Z de
ordem superior. O administrador do sistema programou o TopShim para obter a melhor
homogeneidade em cada amostra de forma totalmente automatica.

O método principal do TopShim é a homogeneizagéo por gradiente. Um critério de qualidade
para a forma da linha final assegura os melhores resultados para todas as situagdes.

O TopShim utiliza o método de homogeneizagéo por gradiente ?H para todos os solventes
deuterizados e o método de homogeneizagdo por gradiente 'H para outros solventes, em
particular H,O.

» Na barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Shim (Homogeneizacéo).

A homogeneizacgao tera inicio pouco depois e deve demorar menos de um minuto.

5.7 Definir os parametros dependentes da sonda/solvente

Os parametros como, por exemplo, 90° ou a duragéo do impulso de desacoplamento com
niveis de energia associados, podem ser armazenados para qualquer nucleo especifico em
qualquer canal disponivel. Estes valores foram introduzidos pelo técnico de instalagdo ou
pelo administrador do sistema e sédo carregados automaticamente através do botéo Prosol.

» Na barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Prosol.

5.8 Ajustar o ganho do recetor

O ganho do recetor € um parametro muito importante utilizado para fazer corresponder a
amplitude do FID ao intervalo dinamico do digitalizador. O ganho é definido automaticamente
através do botdo Gain (Ganho).

* Na barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Gain (Ganho).

O ajuste do ganho do recetor tera inicio pouco depois e deve demorar menos de um minuto.
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5.9 Iniciar a aquisicao

O processo de rececdo dos sinais de NMR denomina-se aquisicdo. Os dados dizem-se
adquiridos. Quando uma aquisigéo é realizada, os dados nao processados sdo adquiridos e
o sinal recebido denomina-se Decaimento de Inducao Livre (FID, Free Induction Decay). A
dimensao do ponto digital do FID é designada o dominio de tempo (TD, Time Domain).

* Na barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Run (Executar).

Por predefinicdo para a experiéncia selecionada, o espectrometro executa varias analises
ficticias antes de iniciar o numero real de analises.

5.10 Processar os dados

Uma transformada de Fourier é utilizada para converter o FID num espectro de frequéncia. O
numero de pontos utilizados para formar o espectro resultante é determinado pelo parametro
S| (tamanho). O FID é transformado num espectro constituido por pontos de dados Sl na
componente real e pontos de dados S| na componente imaginaria. A definicdo normal para
Sl é Sl = TD/2. Se tiver carregado o conjunto de pardmetros "PROTON", pode facilmente
verificar que TD = 64K e SI = 32K.

* Na barra de menu, clique em Process (Processar).

* No botdo Proc Spectrum (Processar espectro), clique na seta suspensa para ver mais
opgoes.

* Na lista, selecione Configure Standard Processing (proc1d) (Configurar
processamento padrao).
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] = 03

Fourier Transform (ft)

Auto - Phasing (apk)

Set Spectrum Reference (sref)  [¥]

Auto - Baseline Correction (absn) Include integration = no -
Plot (autoplot) [l LAYOUT = +1D_Hxwp x|

Warn if processed data exist O

[ save || Execute || cancel

Figura 5.6: A janela proc1d

» Na janela proc1d, selecione as opgoes:
Exponential Multiply (em) (Multiplicagao exponencial)
Auto — Phasing (apk) (Faseamento automatico)
Set Spectrum Reference (sref) (Definir referéncia do espectro)
Auto — Baseline Correction (absn) (Correcdo automatica da linha base)

* Na janela proc1d, clique em Execute (Executar).

* Na janela proc1d, clique em Save (Guardar) para guardar as definicbes de
processamento selecionadas.
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6 Preparacao para a aquisicao,
parametros relacionados com a
frequéncia
Este capitulo descreve dois dos parametros mais importantes para a observagao de um
espectro de NMR. Antes de atribuir valores a varios parametros, € importante que o

utilizador compreenda o conceito de conjuntos de dados, visto que existem grupos de
parametros intrinsecamente ligados aos mesmos.

6.1 Frequéncia

As frequéncias dos sinais transmitidos nos canais um, dois e trés, etc., sdo fornecidas por
SFO1, SFO2 e SFO3, etc., respetivamente. No entanto, estas frequéncias ndo podem ser
definidas diretamente (repare que ndo podem ser destacadas com o rato).

As frequéncias transmitidas sao controladas através da definicado de valores de desvio para
as frequéncias basicas BF1, BF2 e BF3, etc.

Para o canal observado:
* SFO1 = BF + desvio (O1)
A frequéncia transmitida é definida automaticamente pelo utilizador.
De igual modo, para os dois canais de desacoplamento seguintes:
« SFO2 = BF2 + desvio (02)
* SFO3 = BF3 + desvio (03)

Quando um nucleo especifico é selecionado, a frequéncia basica adequada é definida
automaticamente. Apos a leitura de um conjunto de parametros padrao, a frequéncia basica
sera definida corretamente e apenas é necessario ajustar os valores de desvio.

Lembre-se que SFOX é o parametro mais relevante, na medida em que representa a
frequéncia realmente transmitida a amostra. Tenha também em atencdo que os desvios
podem ser definidos como zero e, nesse caso, SFOX = BFX. E fornecida uma descrigao
mais pormenorizada na secg¢ao seguinte.
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6.2 Explicacao numérica de frequéncias transmitidas, basicas e
deslocadas

Considere um espectrometro de 600 MHz utilizado para observar hidrogénio. O
espectrometro é configurado com BF1 de 600,13 MHz (tipicamente, um espectrometro de
500 MHz é configurado com BF1 de 500,13 MHz, um espectrémetro de 400 MHz com BF1
de 400,13, etc.).

Se O1 for definido como zero, entdo: SFO1 =600,13 + 0 = 600,13 MHz

Consequentemente, o centro do espectro ficara situado a 600,13 MHz. Se SWH for definido
como 20 kHz, o espectro pode ser semelhante a figura abaixo.

————» BF1=600.13
o1=0

® ' ®
! | v

- 20kHz

7 1

600.14 600.13 600.12
BF1
SFO1

Figura 6.1: Espectro com BF1 = 600,13 MHz, O1 =0 Hz

|1. |Sinaise|iminadosporfiltragem |2. |Frequéncia

No nosso espectro hipotético, € claro que os sinais de NMR surgem todos na direcao da
extremidade de frequéncia maior da largura espectral. Adicionalmente, é possivel que alguns
sinais aparegam acima de 600,14 MHz e, uma vez que estes sinais estao fora da janela
espectral, sao filtrados e ndo sdo observados. Para verificar a presenca deste tipo de sinais,
estao disponiveis duas opgdes:

» A largura espectral pode ser alargada para abranger qualquer sinal em falta. No entanto,
esta opcao apresenta desvantagens como, por exemplo, a resolugéo FID (quanto menor
for o valor FIDRES, melhor a resolugéo).

* A opcao preferivel consiste em nao alterar a largura espectral, mas atribuir um valor a O1
para deslocar o centro da janela.

No nosso exemplo, os sinais detetados surgem todos na regido de 600,138 MHz e
pretendemos centrar o espectro nesta frequéncia.

=> SFO1 =600,138 = BF1 + O1
=> 600,138 = 600,13 + O1
=>01=0,008 MHz = 8 kHz
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Assim, se a frequéncia deslocada O1 for definida como 8 kHz, a janela é deslocada
conforme ilustrado na figura abaixo.

« 20kHz >

<@ ;
e f ) il

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

Figura 6.2: Espectro com BF1 = 600,13 MHz, O1 = 8 kHz

|‘I. |Frequéncia | |

Por fim, a figura acima mostra claramente que os sinais de NMR emitidos pelos protdes na
nossa amostra hipotética apenas ocupam parte da largura espectral. Por conseguinte, a
largura espectral pode ser reduzida sem ocorrer perda de dados relevantes. Uma vantagem
da redugado de SW (largura espectral) consiste no melhoramento da resolugédo espectral. Por
outro lado, tem como desvantagem o aumento proporcional do tempo necessario para
adquirir os dados.

Em Fundamento teérico introdutério e terminologia [» 9] foi mencionado que os desvios
quimicos dos protdes raramente excedem 14 ppm. Isto corresponde a 8,4 kHz num
espectrometro de 600 MHz. A figura abaixo ilustra o espectro hipotético redesenhado com o
valor de SWH reduzido de 20 kHz para 8,4 kHz.

< 8.4kHz >

< :
MHz 0 X £ A
600.1422 600.1380 600.1338 600.13
SFO1 BF1

Figura 6.3: Espectro com BF1 = 600,13 MHz, O1 = 8 kHz, SWH = 8,4 kHz

|1. |Frequéncia | |
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Tenha em consideragdo que o valor de SWH utilizado em qualquer experiéncia é
determinado apenas pela amostra em analise e a resolugéo espectral necessaria. O valor de
14 ppm para o espectro de hidrogénio assegura que a maioria dos sinais de protdes sao
detetados. No entanto, para um estudo pormenorizado de um sinal especifico, sao utilizados
valores de SWH muito mais pequenos.

A figura abaixo ilustra os principios gerais da interagdo entre SFO1, BF1 e O1 (ilustradas

com uma nova amostra).
@ SFO1 = BF1 + O

Figura 6.4: Interagdo entre SFO1, BF1 e O1

1. A definicdo de O1 com um valor positivo desloca a janela para frequéncias
maiores.

2. SW determina a largura da janela.

3. Frequéncia.

4, A definicao de O1 com um valor negativo desloca a janela para frequéncias
menores.

5. SFO1 esta situada no centro do espectro.
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Quando um sélido é examinado através da técnica de NMR, os sinais tendem a ser amplos
e nao é possivel discriminar a estrutura fina, a qual é de especial interesse para os
cientistas. Consequentemente, as amostras sodlidas sao tipicamente dissolvidas num
solvente adequado antes da aquisicdo. O mesmo € aplicavel a amostras liquidas. Nos
solventes organicos, pode ser adicionada uma pequena quantidade de um composto de
referéncia. No entanto, a amostra deve ser tao pura quanto possivel para obter os melhores
resultados. Os sinais de impurezas complicam o espectro desnecessariamente e, no pior
dos casos, podem ocultar sinais genuinos. Deve ter-se um cuidado para assegurar que a
amostra esta isenta de impurezas magnéticas, visto que podem distorcer o campo
magnético e degradar a resolugéo do espectro. As impurezas sélidas podem ser removidas
facilmente através da filtragdo. Para amostras em solventes organicos, a agua dissolvida
pode ser removida tanto quanto possivel através de uma secagem exaustiva da amostra
antes da dissolugéo.

71 Selec¢ao do solvente

Depois de a amostra ter sido suficientemente purificada e secada, o passo seguinte consiste
na escolha de um solvente adequado. Uma vez que o deutério €, de longe, o nucleo mais
popular para o bloqueio, a amostra é tipicamente dissolvida num solvente deuterizado (um
solvente deuterizado é um solvente em que uma larga proporgéao, tipicamente superior a
99%, dos atomos de hidrogénio foi substituida por deutério). Os solventes deuterizados de
utilizagdo mais frequente sdo o benzeno-d6, acetona-d6 e cloroférmio-d, embora estejam
disponiveis muitos outros solventes. Os fatores a considerar durante a selegdo de um
solvente séo:

1. Solubilidade: Obviamente, é desejavel uma maior dissolugéo da amostra no solvente.
Isto maximiza a quantidade de amostra no volume sensitivo, aumentando a sensibilidade
da experiéncia. Uma solubilidade alta € particularmente importante se apenas estiverem
disponiveis pequenas quantidades de amostra.

2. Interferéncia de sinais do solvente com o espectro da amostra: O solvente
propriamente dito produz inevitavelmente sinais de NMR que obscurecem certas regides
do espectro. Estes "picos de solvente residual" ndo deverao ficar sobrepostos com os
sinais da amostra.

3. Dependéncia da temperatura: Para experiéncias com temperaturas acima ou abaixo da
temperatura ambiente, os pontos de fusédo e de ebulicdo do solvente sdo também fatores
importantes. Adicionalmente, a solubilidade da amostra devera variar com temperatura.

4. Viscosidade: Quanto menor for a viscosidade do solvente, melhor sera a resolucao da
experiéncia.

5. Custo: Obviamente, na NMR de rotina com medi¢cao de muitas amostras, o custo dos
solventes € uma consideragao importante. De uma forma geral, o custo aumenta com o
numero de atomos deuterizados.

6. Teor de dgua: Quase todos os solventes de NMR contém residuos de agua.
Adicionalmente, muitos solventes sao higroscopicos (absorvem agua da atmosfera),
aumentando o teor de agua ao longo do tempo de armazenamento. A presenca de um
pico de agua (HDO) degrada a qualidade do espectro de NMR. O nivel de agua no
solvente pode ser reduzido substancialmente por filiragdo através de um agente de
secagem ou através do armazenamento do solvente com adigédo de crivos moleculares.

A selecao do solvente para uma amostra deve representar um compromisso entre as varias
vantagens e desvantagens de cada solvente. Pesquise mais pormenores acerca de
solventes especificos na Internet.

H171804PT_14_001 51/86



A amostra de NMR

7.2

Tubo de amostra

Dependendo do tipo de sonda ou experiéncia, a amostra podera ser rodada durante a
respetiva analise. A rotagdao da amostra tem o efeito de cancelar ndo homogeneidades do
campo na diregdo X e Y e, consequentemente, melhora a resolugdo espectral. Uma
desvantagem da rotagdo consiste na possibilidade da ocorréncia de bandas laterais de
rotagao. Tratam-se de sinais falsos (ou seja, picos) que resultam da modulagdo do campo
magnético na frequéncia de rotacdo. Os picos surgem sempre ao lado de qualquer pico
genuino de grandes dimensdes, com uma separagao igual a frequéncia de rotagdo. A
intensidade destas bandas laterais sera proporcional a intensidade do pico genuino. Assim,
se a frequéncia de rotagao for de 20 revolugdes/segundo (= 20 Hz), poderéo ser observadas
bandas laterais de rotacao 20 Hz acima e abaixo das frequéncias de ressonancia de sinais

genuinos.
ek | A

100 50 0 -50 Hz

/

4
d
A
T I I T 1 1
100 S0 0 -50 -100 Hz

Figura 7.1: Espectro com visualizagéo de bandas laterais de rotacdo

|1. |Satélites 13C |2. |Bandas laterais de rotacao

Embora a presenca de bandas laterais de rotagdo possa ser inevitavel, a respetiva dimensao
depende frequentemente da qualidade do tubo de amostra. Idealmente, o tubo de amostra
deve apresentar uma simetria cilindrica perfeita. A presenca de bandas laterais muito
grandes pode sugerir que a simetria do tubo ndo é adequada e pode justificar-se a
utilizagédo de tubos com especificagdes de maior qualidade (e, obviamente, de maior custo).

Os tubos de amostra devem ser sempre mantidos limpos e isentos de pé e riscos. Nao
escove os tubos com escovas para tubos de ensaio. Tenha em atengao que os tubos novos
para NMR nao devem ser assumidos como limpos. Os tubos podem ser limpos através da
lavagem com acetona ou agua destilada. Podem ser utilizados detergentes liquidos, desde
que sejam enxaguados no prazo de alguns minutos para evitar a erosdo do tubo. Os tubos
também podem ser limpos por ultrassons numa solu¢do adequada. Se todas as medidas
anteriores ndo tiverem éxito, os tubos podem ser imersos em AGUA REGIA durante um
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maximo de dois dias e, em seguida, enxaguados exaustivamente antes de secar. Os tubos
de NMR podem ser secados num forno, mas nao devem ser aquecidos acima de 100°C pois
podem ficar distorcidos, impedindo a rotagdo necessaria. Um bom método de secagem
consiste na passagem de azoto filtrado através do tubo.

7.3 Manuseamento de amostras

A filtracdo das solugbes de NMR diretamente para o tubo de amostra € uma pratica
recomendada para manter a solugao isenta de po e outros contaminantes.

n Nota: O tubo de amostra deve ser sempre segurado pela parte superior!

Um procedimento tipico de preparacao de uma amostra pode ser o seguinte:

1. Para uma amostra sélida com um tubo de 5 mm, dissolva até 20 mg da amostra em cerca
de 0,6 cm?® do solvente selecionado (para tubos de 10 mm, dissolva 80 mg em 2,5 cm®).
Tipicamente para uma amostra liquida e quando sdo observados protdes, dissolva 20%
de amostra em 80% de solvente deuterizado.

2. Adicione uma pequena quantidade (~0,1%) do composto de referéncia tetrametilsilano
(TMS). Certifique-se de que o sinal de TMS é mais pequeno do que o sinal mais intenso
da amostra ou do solvente (caso contrario, a razao sinal-ruido é desperdicada devido ao
baixo ganho do recetor).

3. Filtre a solugao para o tubo de amostra através de uma pipeta de Pasteur com um
pequeno tampao de Kimwipe.

4. Filtre 0,2 cm® de solvente para o interior do tubo através do filtro. A solug&o resultante
deve ter trés a quatro centimetros de profundidade.

5. Feche o tubo com uma tampa, aplique parafilme para selar a parte superior e reduzir a
evaporacao e aplique uma etiqueta no tubo junto a parte superior. Certifique-se de que a
tampa, o parafilme e a etiqueta sdo concéntricos; caso contrario, a rotagao da amostra
sera afetada.

Nota: Podem surgir problemas ao utilizar fibra de vidro para a filtragdo da amostra,
sobretudo quando se pretende medir T,.
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8 Espectro de protoes

Este capitulo descreve a aquisicdo e o processamento de um espectro de NMR
unidimensional para 1H, utilizando o conjunto de pardmetros padrdo da Bruker PROTON. A
sequéncia de impulsos zg30 (consulte a figura abaixo) é constituida pelo atraso de
reciclagem, o impulso de radiofrequéncia (RF) e o tempo de aquisi¢ao durante o qual o sinal
é registado. O angulo do impulso é indicado como 30°. Os dois pardmetros, d1 e p1,
correspondem a duragdo do atraso de reciclagem e a duragdo do impulso de RF a 90°,
respetivamente.

zg30

I th l!“ﬁ”! |

Os intervalos de tempo ilustrados nos diagramas da sequéncia de impulsos nido estao
representados a escala. Por exemplo, d1 tem uma duragéo tipica de alguns segundos
enquanto que p1 tem tipicamente alguns microssegundos de duragéo.

A amostra a utilizar € 30 mg de antranilato de mentilo em DMSO-d6.

e
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8.1 Configuragao da experiéncia

Criar um novo conjunto de dados

* Na barra de menu, clique em Acquire (Adquirir) | Create Dataset (Criar conjunto de
dados) para abrir a janela Create New Dataset (Criar novo conjunto de dados).

& 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 |

» Na janela Create New Dataset (Criar novo conjunto de dados), introduza ou selecione:
NAME (Nome) = Proton_exp
EXPNO (N.°exp.) =1
Directory (Diretério) = por exemplo, C:\Data

Os campos Directory (Diretério), NAME (Nome) e EXPNO (N.° exp.) definem onde o novo
conjunto de dados da experiéncia sera armazenado no computador:

Directory/NAME/EXPNO/ No exemplo: C:\Data\proton _exp\1

n Directory (Diretorio) pode ser selecionado na lista suspensa ou pode ser introduzida uma
nova localizagdo no campo de texto. NAME (Nome) é um subdiretério de Directory
(Diretorio) e EXPNO (N.° exp.) € um subdiretério de NAME (Nome). EXPNO deve ser um
numero inteiro positivo. Fornece uma maneira de armazenar varios conjuntos de dados
relacionados sob o mesmo NAME (Nome).
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* No grupo Parameters (Parametros) o FLEILEER cliqgue em Read parameterset

(Ler conjunto de parametros) e em Select (Selecionar) para abrir a janela rpar.

¢ E=]
Eile Options Help Source = |C:BrukenTopSpind 0.3 dlexpistaniamnpar v
ETeraresR entor any stig, ", 2 f— == [CBrukeniTopSpin4 0.3 alexpistaninmriparuser

C:\BrukeriTopSpind 0.3 alexpistaninmripar
Class = Any. ~ Dim= Any v [¥|Show Recommended

Type = Any ~| subType=|any v| subTypes =[any ~| [ ResetFiters

c13cPD |c13DEPT135 lc13DEPTQ135 C13UDEFT COSYGPDFPHSW.
COSYGPSW [HMBCETGPLAND. HvBCGP HMBCGP_15N HsQC_ToCSY
HSQC_TOCSY_ADIA |HSQCEDETGPSISP HSQCEDETGPSISP_ADIA | HSQCETGP_15N HSQCETGPSISP

HSQCETGPSISP_ADIA MLEVPHPR MLEVPHSW. NOESYPHPR INOESYPHSW
PROTON ROESYPHPR ROESYPHSW WATERSUP

Set selected item in editor | | Close

» Ative Show Recommended (Mostrar recomendado) para obter a lista das experiéncias
de pequenas moléculas mais comuns.

» Certifique-se de que o diretério de origem é
<Topspin>\exp\stan\nmr\par
e nao
<Topspin>\exp\stan\nmr\par\utilizador

* Na tabela, selecione PROTON como experiéncia e clique em Set selected item in editor
(Definir item selecionado no editor).

* Na janela Create New Dataset (Criar novo conjunto de dados), marque Set solvent
(Definir solvente) e, na lista suspensa, selecione DMSO.

* No campo TITLE (TiTULO), introduza um texto informando a experiéncia, a amostra, o
solvente e qualquer outra informacgao util. As informagées do titulo podem ser utilizadas
para procurar um conjunto de dados.

* Na janela New Dataset (Novo conjunto de dados), clique em OK.
* Na barra de menu, clique em Acquire (Adquirir).

Para adquirir um espectro, utilize os botdes do fluxo de trabalho na barra do botdo do fluxo
de trabalho da esquerda para a direita (veja os passos abaixo). Como alternativa, os
comandos apresentados entre parénteses das varias janelas pop-up também podem ser
digitados na linha de comandos do TopSpin (por exemplo, ej, ij, edte etc.).

* No botdo Sample (Amostra), clique na seta suspensa para ver mais opgoes.
* Na lista, selecione Eject sample manually (ej) (Ejetar amostra manualmente).

n Espere até que o ar de elevagédo da amostra seja ligado e remova a amostra que pode estar
no iman.
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Carregar a amostra
* Coloque a amostra com o rotor na parte superior do iman.
* No botdo Sample (Amostra), clique na seta suspensa para ver mais opgdes.
* Na lista, selecione Insert sample manually (ij) (Inserir amostra manualmente).

Espere até que a amostra seja baixada na sonda e o ar de elevagao esteja desligado. Pode
ser ouvido um clique.

Bloquear o solvente
* Na barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Lock (Bloquear).
* Na janela da tabela de Solventes, selecione o solvente, por exemplo, DMSO. Clique em

OK.
& Solventstable X
[ 2sowemt |  Descipion |
Acetic acetic acid-d4
Acetone acetone-dg
CeD6 henzene-dé
cp2ci2 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 (AcetoniirilD20)
CH30OH+D20 HPLC Solvent (Methanol’/D20)
D20 deuteriumoxide
D20_salt deuteriumoxide with salt
Dioxane dioxane-ds
DMF N N-dimethylformamide-d7
L3
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 Truit juice
MeOD methanol-d4
Plasma blood plasma
Pyr pyridine-da
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+Pivalaie pivalate-d9 in 90% H20 and 10% D20, for NMR thermometer
T_MeQD methanol-dd, for NMR thermometer
TFE trifluroethanol-d3
THF tetrahydrofuran-dg
Tol toluene-dg
Urine urine
Lock nucleus: | 2H OK Cancel

Afinar e corresponder a sonda

» Na barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Tune (Afinar).

Isto efetua uma atma (afinagdo e correspondéncia automaticas) e requer uma sonda
equipada com um modulo de afinagdo automatica. Para mais opcdes, clique na seta
suspensa no botao Tune (Afinar).
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Rodar a amostra (opcional)
* No botédo Spin (Rodar), clique na seta suspensa para ver mais opgoes.
* Na lista, selecione Turn sample rotation on (ro on) (Ligar rotagdo da amostra).

A rotagéo pode ser DESLIGADA para sondas como BBI, TXI, TBI e para sondas de
amostras pequenas.

Homogeneizar a amostra

* Na barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Shim (Homogeneizagao).

Isto executa o comando topshim. A homogeneizagdo tem inicio pouco depois e deve
demorar menos de um minuto. No botdo Shim (Homogeneizar), clique na seta suspensa
para ver mais opgoes.

Carregar os parametros de prosol
* Na barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Prosol.

Isto carregara as larguras de impulso e os niveis de energia no conjunto de parametros.

8.2 Aquisicao

Definir o ganho do recetor
» Na barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Gain (Ganho).
ou

* No botdo Gain (Ganho), clique na seta suspensa para ajustar o ganho do recetor
manualmente.

Iniciar a aquisicao de dados
» Na barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Run (Executar).
ou
* No botdo Run (Executar), clique na seta suspensa para ver mais opgoes.

8.3 Processar

* Quando a aquisi¢ao terminar, clique em Process (Processar) na barra de menu.

* No botdo Proc Spectrum (Processar espectro), clique na seta suspensa para ver mais
opgoes.

* Na lista, selecione Configure Standard Processing (proc1d) (Configurar
processamento padrao).

* Na janela proc1d, ative as seguintes opc¢oes:
— Exponential Multiply (Multiplicagéo exponencial) (em)
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— Auto — Phasing (Faseamento automatico) (apk)
— Auto — Baseline Correction (Corregao automatica da linha base) (absn)

& procld X

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] = 0.3

Fourier Transform (ft}

i3]

Auto - Phasing (apk)

O

Set Specirum Reference (sref)

&3]

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

]

Plot (autoplot) LAYOUT = +/1D_H.xwp ~

i3]

Warn if processed data exist

Execute | Cancel

» Se o TMS for adicionado a amostra para referéncia, ative Set Spectrum Reference
(sref) (Definir referéncia do espectro) (sref).

* Na janela proc1d, clique em Execute (Executar) e, em seguida, clique em Guardar para
guardar as definicdes de processamento selecionadas.

Agora todos os conjuntos de dados futuros podem ser processados com as agdes definidas
clicando em Proc Spectrum (Processar espectro).

SPECTRUM |PROCPARS ACQUPARS TITLE PULSEPROG PEAKS INTEGRALS SAMPLE STRUCTURE PLOT FID ACQU
Example_MenthylAnthranilate 1 1 C:\Data
Menihy! Anthramiale in DMS0
PROTON
T T T T T T T T T T T T T T T T T
15 10 5 0 [ppm]
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8.4 Integracao

Para analisar quantitativamente o sinal de protdes observados, a intensidade integrada dos
picos € comparada entre si. E frequente calcular a integral do espectro de protdes para
determinar o numero de protées na molécula analisada.

Para obter resultados de integracdo quantitativa mais precisos, consulte o manual sobre o
NMR quantitativo.

» Expanda o espectro para incluir todos os picos.

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

Example_MenthylAnthranilate 1 1 C:\Data

Menthl Anthranilate in DMSO
PROTON

6 4 2 [ppm]

* No menu, cligue em Analyse | Integrate (Analisar, Integrar).

Esta agdo ativa o modo de integracdo manual. A barra de separadores de conjuntos de
dados é substituida pela barra da ferramenta de integragao.

» Selecione o botdo Define new region using cursor (Definir nova regido utilizando o
W
I s d o

» Defina a linha do cursor a esquerda do primeiro pico a ser integrado. Clique com o botéo
esquerdo do rato e arraste a linha do cursor para a direita do pico e, em seguida, solte o
botéo do rato.

cursor).
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TS FOlhs#|as vx/2r % =]t 4K J] i
E: ple_MenthylAnthranilate 1 1 C:Data

Menthy! Anthranilate in DMSO

PROTION

Monse Sensitiwvity: 1.0

7.606 ppm S 3041.557 Hz

Sum = 0.0000

DEFINE REGION MODE

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

5 4 2 [Ppm]

» Repita o ultimo passo para todos os picos de interesse.
TED L A #las i k223 %X=[¢F $XlE ]

Example_MenthylAnthranilate 1 1 C:\Data

Menthy! Anthraniiate In DMS0
PROTON

Mouse Sensitiwvity: 1.0

0.008 ppn / 3.145 Hz

Sum = Z5.497Z

DEFINE FEGION MODE

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

1.0000
1.0079
L
1.0459
1.9612

4 1.0488
L
2.0512

1 2.0605
2.0808
7.1332

L
2.0402
L=
[ ———
3.0765
L

0.9901
L

o
Y
(e

[ppm]
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» Na barra da ferramenta de integracéo, clique em Return, save region (Regressar,

[

guardar regido) para guardar as regides de integragéao.

8.5 Tracar o espectro de protées 1D

» Expanda o espectro para incluir todos os picos.
* Na barra de ferramentas, clique em Retain expansion and scale (Reter expanséao e

@ O [ M -

escala).

O espectro pode ser impresso como é apresentado no separador SPECTRUM (Espectro)
=
mediante um clique em Print active window (Imprimir janela ativa) (=]
O espectro pode ser impresso com uma disposi¢cdo predefinida mediante um clique em
Export active data or plot window as PDF (Exportar janela ativa de dados ou grafico como
(
PDF) .

Existem opg¢des adicionais disponiveis com o botdo Show more Publish Options (Mostrar

mais opg¢des de publicagao) na barra de menu e Switch to plot editor (plot) (Mudar
=9
PG (@
para editor de gréfico) (grafico) st i Também pode mudar para o editor de
grafico interativo clicando no separador Plot (Grafico) na barra de separadores da janela
Dataset (Conjunto de dados) (veja a figura abaixo).

Para obter detalhes sobre como trabalhar com o editor de grafico e modificar as
n disposic¢des, consulte o manual Data Publishing (Publicagéo de dados) no menu de ajuda

?
ai. Clique em Help | Manuals | Automation and Data Publishing | Data Publishing
(Ajuda, Manuais, Automatizagéo e publicagao de dados, Publicagdo de dados).
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8.6

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

Print: -
Menthyl AZnthranilats in DHEO
Defauit Printer PROTON

Paper: A4
View:

Limits: & R

T Eupand

Display:
ey @B A, [

Click here to insert new elements:
Standard NMR

O AUE

-

Mh fo L;:

T 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

el Bl e ezl

o
=

BN’—’.B
il fs

@
£
G

o
& =

Otimizar a largura de varrimento

o . _
+1D_H.xwp

A otimizagao da largura de varrimento permite uma melhor resolugéo e separagéo dos picos

no espectro de protdes.

* Na barra de ferramentas, clique em Exact Zoom (Ampliagdo exata).

* Introduza os seguintes valores para F1 [ppm]:
De=4,6
A=-3,6

&
i* exactzoom . . =
Please enter the exact coordinates
of the desired expansion.

F1 [ppm]

From 46
To 3.6

| oKk || cancel

* Na janela Exact zoom (Ampliagdo exata), clique em OK.

O €, uy

@h e\ ﬁ
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4 Acquisition finished: C:/pz/data/experiment/1 /pdata/1 =R
J Spectrum | ProcPars | AcquPars |T'rlle | PulseProg | Peaksl IntegralslSampIel Struclurel Ploll Fid | Acqu|

* Na barra de ferramentas, clique em Set sw to current region (Definir largura espectral
como a regido atual) e SFO1 to center of region (SFO1 como o centro da regi&o).

y O
20T I

* Na janela New setting of SW (Nova definicao de SW), clique em Close (Fechar).

* Na barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Run (Executar).

* Na barra de menu, clique em Process (Processar).

* Na barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Proc Spectrum (Processar espectro).

n Nota: Isto executa os pardmetros de processamento guardados da janela proc1d.
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9 Espectro de 13C com
desacoplamento de protoes

Este capitulo descreve a aquisicdo e o processamento de um espectro de NMR
unidimensional de C. O conjunto de parametros padrdo da Bruker, C13CPD, inclui a
sequéncia de impulsos zgpg30, ilustrada na figura abaixo. O canal de "C ¢é constituido pelo
atraso de reciclagem, um impulso de RF e o tempo de aquisi¢do durante o qual o sinal é
registado. O angulo do impulso € indicado como 30°. Os dois parametros, d1 e pf1,
correspondem a duragéo do atraso de reciclagem e a duragéo do impulso de RF a 90°,
respetivamente. O canal de 'H é constituido por dois impulsos de desacoplamento que
podem ser faseados em termos de energia. O primeiro impulso, um impulso de
desenvolvimento NOE durante o atraso de reciclagem, pode ter menos energia do que o
segundo impulso durante a aquisicdo o que representa o verdadeiro impulso de
desacoplamento. Esta estratégia pode ser util para evitar o aquecimento por RF em
amostras com sais ou com 0 uso de sondas que possam ter problemas com energias de
desacoplamento superiores.

Zgpg3n
a |
I ‘_.I |\y||{|||JW ! e
8 CFD |
pli3 - pli2

Os intervalos de tempo ilustrados nos diagramas da sequéncia de impulsos nido estédo
representados a escala. Por exemplo, d1 tem uma duragéo tipica de alguns segundos
enquanto que p1 tem tipicamente alguns microssegundos de duracéo.

A amostra a utilizar € 30 mg de antranilato de mentilo em DMSO-d6.

CH-
O NH,

O s

H:C~ "CHj
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9.1 Configuragao da experiéncia

* Na barra de menu, clique em Acquire (Adquirir) | Create Dataset (Criar conjunto de
dados) para abrir a janela Create New Dataset (Criar novo conjunto de dados).

* Na janela New Dataset (Novo conjunto de dados), introduza ou selecione:
NAME (Nome) = carbon_exp
EXPNO (N.° exp.) =1
Directory (Diretério) = por exemplo, C:\Data

* No grupo Parameters (Parametros) o FEEILEEE clique em Read parameterset

(Ler conjunto de parametros) e selecione a experiéncia C13CPD

* Na janela Create New Dataset (Criar novo conjunto de dados), marque Set solvent
(Definir solvente) e, na lista suspensa, selecione 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

© 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 |

+ No campo TITLE (TiTULO), introduza um texto informando a experiéncia, a amostra, o
solvente e qualquer outra informacgao util. As informagdes do titulo podem ser utilizadas
para procurar um conjunto de dados.

* Na janela New Dataset (Novo conjunto de dados), clique em OK.
* Na janela Dataset (Conjunto de dados), selecione o separador AcquPars:
» Efetue a seguinte alteragao:
NS =128
* Na barra de menu, clique em Acquire (Adquirir).

n Para adquirir um espectro, utilize os botdes do fluxo de trabalho da esquerda para a direita.
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* No botdo Sample (Amostra), clique na seta suspensa para ver mais opgoes.

* Na lista, selecione Eject sample manually (ej) (Ejetar amostra manualmente). A
elevagao da amostra € ligada.

Espere até que o ar de elevagdo da amostra seja ligado e remova quaisquer amostras que
possam estar no iman.

» Coloque a amostra com o rotor na parte superior da coluna do iman.
* No botdo Sample (Amostra), clique na seta suspensa para ver mais opgoes.
» Na lista, selecione Insert sample manually (ij) (Inserir amostra manualmente).

Espere até que a amostra seja baixada na sonda e o ar de elevacéo esteja desligado. Pode
ser ouvido um clique.

* Na barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Lock (Bloquear).
* Na lista da tabela de Solventes, selecione DMSO e clique em 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 barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Tune (Afinar).
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Isto efetua uma atma (afinagédo e correspondéncia automaticas) e requer uma sonda
n equipada com um médulo de afinagédo e correspondéncia automaticas. A afinagdo tem

sempre inicio com a frequéncia mais baixa, neste caso, o carbono, e depois muda para
afinar as frequéncias mais altas, neste caso, o protdo. No botdo Tune (Afinar), clique na
seta suspensa para ver mais opgoes.

* No botédo Spin (Rodar), clique na seta suspensa para ver mais opgoes.
* Na lista, selecione Turn sample rotation on (ro on) (Ligar rotagdo da amostra).

A rotacao pode ser desligada para sondas como BBI, TXI, TBI e para sondas de amostras
pequenas.

* Na barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Shim (Homogeneizagao).

Isto executa o comando topshim. No botdo Shim (Homogeneizar), clique na seta suspensa
para ver mais opgoes.

* Na barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Prosol.

Isto carregara as larguras de impulso e os niveis de energia no conjunto de paradmetros.

9.2 Aquisicao

* Na barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Gain (Ganho).
ou

* No botdo Gain (Ganho), clique na seta suspensa para ajustar o ganho do recetor
manualmente.

* Na barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Run (Executar).

ou
* No botdo Run (Executar), clique na seta suspensa para ver mais opgoes.

9.3 Processar

Quando a aquisig¢ao terminar:
* Na barra de menu, clique em Process (Processar).

* No botdo Proc Spectrum (Processar espectro), clique na seta suspensa para ver mais
opgoes.

* Na lista, selecione Configure Standard Processing (proc1d) (Configurar
processamento padrao).

» Na janela proc1d, selecione as opgoes:
Exponential Multiply (Multiplicagdo exponencial) (em)
Auto — Phasing (Faseamento automatico) (apk)
Set Spectrum Reference (Definir referéncia do espectro) (sref)
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Auto — Baseline Correction (Corregdo automatica da linha base) (absn)

& procld @

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] = 1

Fourier Transform (ft)

&

Auto - Phasing (apk)

=

Set Spectrum Reference (sref)

Auto - Baseline Correction (absn) Include integration = | no -
Plot (autoplot) [ vravout= [+1D_omp -
‘Warn if processed dala exist

l Save ] [ Execute I l Cancel

* Na janela proc1d, clique em Execute (Executar).

* Na janela proc1d, clique em Save (Guardar) para guardar as definicbes de
processamento selecionadas.

Agora todos os conjuntos de dados futuros podem ser processados com as agdes definidas
clicando em Proc Spectrum (Processar espectro).

SPECTRUM |PROCPARS ACQUPARS TITLE PULSEPROG PEAKS INTEGRALS SAMPLE STRUCTURE PLOT FID AcCQU
Example_MenthylAnthranilate 2 1 CrData
Manttnd Anthranitats in OMSO
CI3CRD
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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9.4 Selecao de picos

» Expanda o espectro para incluir todos os picos.

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 barra de menu, clique em Analyse (Analisar).

» Na barra de botdes do fluxo de trabalho, clique em Pick Peaks (Selecionar picos).
ou

* No botao Pick Peaks (Selecionar picos), clique na seta suspensa para ver mais opgoes.
Esta agao ativa o modo de selegao de picos manual.

Os separadores do conjunto de dados sio substituidos pela barra de ferramentas de
selecao de picos.

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

Por padrao, o botdo Define new peak picking range (Definir novo intervalo de selegédo de
picos) é ativado.

» Clique a esquerda e arraste a linha do cursor da esquerda para a direita do espectro,
desenhando uma caixa retangular.

m
—' O botao Modify existing peak picking range (Modificar intervalo de selegdo de picos
existente) permite levantar a parte inferior e/ou baixar a parte superior da caixa de selegéo
de picos para excluir ruido ou solvente.
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b b 3B X ] D BB | *
Example_MenthylAnthranilate 2 1 C:Data

Meanifnd dnthranilate in DMS0
C30RP0D

14.¢ ppm / 1468.4 Hz
Define new region:
Drag with left mouse button
MNunHer of peaks: 0

-—TF 77— —
160 140 120 100 80 60 40 20 [ppm]

» Na barra de ferramentas de selegéo de picos, clique em Return, save region (Regressar,

guardar regido) para armazenar os valores de pico. ‘i’ ‘J

» Para apresentar as etiquetas de selecao de picos, clique com o botao direito do rato na
janela do espectro e selecione Spectra Display Preferences (Preferéncias de
apresentacao dos espectros). Nos componentes do espectro, ative Peak labels
(Etiquetas de picos) e Peak annotations (Anotagdes de picos). Clique em Apply
(Aplicar) e Close (Fechar).

9.5 Tracar o espectro de carbono 1D

Expanda o espectro para incluir todos os picos.
* Na barra de ferramentas, clique em Retain expansion and scale (Reter expanséo e

oS L
escala). b ‘(UE:]M mﬂ"‘

Na barra de menu, clique em Show more Publishing Options (Mostrar mais op¢des de

RN i
publicagao)
« Selecione Switch to plot editor (plot) (Mudar para editor de grafico) (gréfico).
EEE
RHDE
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=]

Layout: -
+1D_X.xwp

Print: -

Default Printer
Paper. A4

nenthyl anthranilate in DHEO
©13cPD

G _
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View:

Limits: & R
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Display:
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Click here to insert new elements:
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Se necessario, qualquer alteragédo pode ser introduzida com as ferramentas no lado
esquerdo do ecra.

» Na secgéao Print (Imprimir) a esquerda, clique na seta suspensa para ver mais opgoes.
* na lista, selecione Print (Imprimir).
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10 Contacto

Fabricante:
Bruker BioSpin NMR
Silberstreifen
D-76287 Rheinstetten
Alemanha
Telefone: +49 721-5161-6155
http.//www.bruker.com
WEEE DE43181702

Linhas diretas de NMR
Contacte os nossos centros de assisténcia de NMR.

A Bruker BioSpin NMR fornece linhas diretas e centros de assisténcia dedicados, de modo a
que 0s nossos especialistas possam responder tado rapidamente quanto possivel aos seus
pedidos de assisténcia, questdes sobre aplicacdes, necessidades de software ou técnicas.

Selecione a linha direta ou o centro de assisténcia de NMR que pretende contactar a partir
da nossa lista disponivel em:

http.//www.bruker.com/service/information-communication/helpdesk/magnetic-
resonance.html|
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benzeno-d6, cloroférmio-d e DMSO-d6,

G I OSSé ri O embora estejam disponiveis muitos outros

solventes.

AQS

Sistema de Aquisigcéo

BSMS

O sistema de controlo de iman inteligente da
Bruker (BSMS, Bruker Smart Magnet control
System) permite o controlo por computador
de varias fungdes associadas ao iman, ao
campo magnético e a amostra.

BSVT

Sistema Inteligente de Temperatura Variavel
da Bruker

desvio quimico

A variagdo na frequéncia de ressonancia
precisa.

EPU

Unidade de Processamento Integrada

GAB/3

Placa Amplificadora de Gradiente 3

GTU

Unidade de Gradiente e Temporizagao

HPPR

Pré-amplificador de alto desempenho

pPpm
partes por milhdao

solvente deuterizado

Um solvente deuterizado consiste num
solvente em que uma larga percentagem dos
atomos de hidrogénio foi substituida por
deutério. Os solventes deuterizados de
utilizacdo mais frequente sdo a acetona-d6,
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