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. Wsten
1 Wstep

Celem niniejszej instrukcji jest omowienie podstawowych elementéw spektrometru Bruker,
ich funkcji oraz odniesienia do nich w programie TopSpin stuzgcym do rejestracji danych
NMR. Dzieki temu uzytkownik niemajgcy odpowiedniego doswiadczenia bedzie mogt
przeprowadzi¢ serie podstawowych eksperymentow NMR w technice jednowymiarowej (1-
D) i w wysokiej rozdzielczosci (HR). Jako probke wybrano antranilan mentylu. Omoéwione
zostang metody rezonansu protonowego i weglowego z rozprzeganiem protonéw. Aby
utatwi¢ uzytkownikowi prace, wykorzystane zostang standardowe zestawy parametréw
znajdujgce sie w kazdym pakiecie oprogramowania TopSpin. Dzieki takiemu podejsciu
zmniejszono do minimum czas pracy przy spektrometrze, co jest istotne szczegdlnie w
przypadku kurséw dla duzej liczby studentéw. W zwigzku z tym przeanalizowanie mozna
wykona¢ bez trudnosci na oddzielnym komputerze korzystajgc z podrecznikéw
znajdujgcych sie w dokumentacji spektrometru.

Zaktada sie, ze uzytkownik rozpoczynajgcy prace z niniejszg instrukcjg dysponuje:
» Podstawowg wiedzg dotyczgcg pakietu oprogramowania TopSpin.

* Sondg lub sondami stuzgcymi do rejestracji rezonansu protonowego i weglowego z
rozprzeganiem protondéw.

» Podstawowg wiedzg dotyczaca wykorzystywania zaktadek i przyciskéw w oknie programu
TopSpin.

W tekscie instrukcji starano sie oméwi¢ wszystkie czynnosci krok po kroku, jednak nowi
uzytkownicy na pewno bedg mieli pewne watpliwosci, dlatego warto zwracaé sie o pomoc
do uzytkownikbw majgcych wieksze doswiadczenie. Cel niniejszej instrukcji jest
nastepujacy: jesli jest to wykonalne, umozliwi¢ uzytkownikowi samodzielng prace i nabycie
podstawowej wiedzy o uzytkowaniu systemu. Mamy nadzieje, ze dzieki niniejszej instrukciji
czas potrzebny na przeszkolenie nowych uzytkownikéw bedzie znacznie krétszy.

1.1 Zrédta zagrozen

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

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

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

1.2 Wersja oprogramowania i sktadnia polecen

Niniejsza instrukcja dotyczy wersji 3.2 programu TopSpin. W catej tresci instrukcji podano,
w jaki sposéb nalezy wprowadza¢ poszczegdlne polecenia.
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2 Bezpieczenstwo

W odniesieniu do bezpieczenstwa elementem odrdzniajgcym spektrometry NMR od
wiekszosci innych urzgdzen laboratoryjnych jest wystepowanie stosunkowo silnego
magnesu. Nalezy na to zagadnienie zwréci¢ najwiekszg uwage przy projektowaniu
laboratorium NMR badz szkoleniu os6b pracujgcych w laboratorium lub w jego poblizu.
Jesli przestrzega sie odpowiednich procedur, praca w poblizu magnesow
nadprzewodzacych jest catkowicie bezpieczna i nie wystepujg zadne znane efekty
uboczne wptywajgce na zdrowie. Nieprzestrzeganie zalecen moze jednak powodowac
powazne wypadki.

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

2.1 Bezpieczenstwo magnetyczne

Pole magnetyczne otacza magnes ze wszystkich stron. Pole to, noszgce nazwe pola
rozproszonego, jest niewidoczne, dlatego osoba odpowiedzialna za urzadzenie powinna w
odpowiednich miejscach umiesci¢ informacje ostrzegawcze. Obiekty wykonane z
materiatdéw ferromagnetycznych, np. zelaza, stali itd., sg przez magnes przyciggane. Jesli
obiekt ferromagnetyczny znajdzie sie zbyt blisko, moze zosta¢ nagle przyciggniety przez
magnes ze znaczng sitg. Wskutek tego moze doj$¢ do uszkodzenia magnesu lub obrazen
u 0s06b znajdujacych sie na drodze przedmiotu.

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

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

211 Bezpieczenstwo kriogeniczne

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

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

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

Z31633PL_3_Polnisch 006 7
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2.2 Bezpieczenstwo elektryczne

Elementy spektrometru nie sg bardziej ani mniej niebezpieczne niz wszelkie inne typowe
urzgdzenia elektroniczne lub pneumatyczne i nalezy z nimi odpowiednio postepowac. Nie
wolno zdejmowac¢ pokryw ochronnych z poszczegdélnych modutéw. Zostaly one
zamontowane w celu zabezpieczenia; mogg zosta¢ otwarte wytgcznie przez
wykwalifikowany personel obstugi lub autoryzowany serwis. Pokrywe gtdwng znajdujaca
sie z tylu konsoli mozna zdejmowac¢ za pomocg dwoch $rub szybkozigcznych, jednak
moze tego dokonywac wytgcznie wykwalifikowany personel lub autoryzowany serwis.
Nalezy pamieta¢, ze wentylatory chtodzace, ktére znajdujg sie na pokrywie tylnej, bedg
pracowac nawet po jej zdjeciu, chyba ze zostang odigczone.

2.3 Bezpieczenstwo chemiczne

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

2.4 Swiadectwo CE

Wszystkie elementy sprzetowe znajdujgce sie w spektrometrach AVANCE z konsolami
SGU, a takze urzadzenia peryferyjne, na przyktad przedwzmacniacze HPPR, systemy
kompensacyjne i sonda, spetniajg wymagania deklaracji zgodnosci CE. Obejmuje ona
poziom rozproszonego promieniowania elektromagnetycznego, ktére moze byc¢
emitowane, a takze typowe zagrozenia elektryczne. Nalezy pamieta¢, ze aby do minimum
zmniejszy¢ emisje promieniowania elektromagnetycznego, nalezy zamykac drzwiczki
konsoli oraz pokrywe tylnag.

podreczniku AVANCE Il Systems General Safety Considerations (nr kat. Z31836)

n Uwaga: Dodatkowe informacje dotyczace bezpieczenstwa systeméw AVANCE podano w
znajdujgcym sie na ptycie DVD z dokumentacjg BASH.
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3 Wstepne informacje teoretyczne i
terminologia

NMR jest metodg wykorzystywang do analizy struktury wielu czgsteczek zwigzkow
chemicznych, w szczegolnosci zwigzkéw organicznych. Typowy zwigzek moze sktadac sie
z atomoéw wegla, wodoru i tlenu.

W najprostszej formie eksperyment NMR sktada sie z trzech etapéw:

1. Umieszczenie probki w statycznym polu magnetycznym.

2. Wzbudzenie jgder w prébce za pomocg impulséw o czestotliwosci radiowe;.
3. Pomiar czestotliwo$ci sygnatéw emitowanych przez prébke.

/\g
\
®

Rysunek 3.1: Wzbudzenie i odpowiedz

1. Impuls wzbudzajgcy
2. Atom
3. Sygnat emitowany

Na podstawie czestotliwosci wyemitowanej analityk moze uzyskaé¢ informacje dotyczace
wigzan chemicznych oraz rozmieszczenia atoméw w prébce. Znajdujgce sie w prébce
jadra aktywne w spektrometrii NMR rezonujg z rézng czestotliwo$cig okreslang jako ,,
czestotliwos¢é rezonansowa“. Sg to czestotliwosci emitowane przez jadra po ich
wzbudzeniu przez wysytany impuls o czestotliwosci radiowej. Wartos¢ czestotliwosci
rezonansowej zalezy od dwdch czynnikéw:

1) Rodzaj jadra atomowego:

Kazdy izotop charakteryzuje sie okreslong kombinacjg protonéw i neutronéw znajdujgcych
sie w jego jadrze. Struktura jgdra okresla w znacznym stopniu wartos¢ czestotliwosci
rezonansowej. Oznacza to, ze kazdy izotop ma pewng podstawowg czestotliwosc
rezonansowg. Jadra *C majg inng podstawowg czestotliwos¢ rezonansowg od wartosci
dla jader 'H itd. Nalezy pamieta¢ o duzej zmiennosci podstawowej czestotliwosci
rezonansowej w przypadku poszczegdlnych izotopow wymienionych w ponizszej tabeli.

Jadro Aktywnos¢ w Podstawowa Zawartosé
metodzie NMR czestotliwos¢ naturalna [%]
rezonansowa
(przyblizona)
[MHZz]
H Tak 500 99.98
2H Tak 77 0.015
°H Tak 533 $lady

Z31633PL_3_Polnisch 006
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Jadro Aktywnosé w Podstawowa Zawartosé
metodzie NMR czestotliwosé naturalna [%]
rezonansowa
(przyblizona)
[MHZz]
2C Nie - 98.89
3C Tak 126 1.1
Cl Tak 49 75.77
SCl Tak 41 24.23

Tabela 3.1: Tabela z danymi dla ré6znych izotopow (czestotliwosci dotyczg magnesu o indukcji 11,7 T)

2) Lokalne otoczenie atomowe:

Na podstawowg czestotliwos¢ rezonansowg naktada sie efekt wynikajgcy z lokalnego
otoczenia atomowego, w ktérym znajduje sie izotop. Doktadna warto$¢ czestotliwosci
rezonansowej jgdra 'H w konkretnym zwigzku chemicznym zalezy od atoméw, z ktorym
jest ono potgczone wigzaniami i ktore je otaczajg. Jadro jest otoczone przez elektrony,
ktére mozna traktowac jako poruszajgce sie fadunki elektryczne z towarzyszacymi im
polami magnetycznymi. Elektrony te oddziatujg stanowigc zrodio przestaniania
magnetycznego jgdra. Wielko$¢ przestaniania zalezy od konkretnego lokalnego otoczenia
atomowego. Wielkos¢ typowych zmian pola skutkujgca w zmianie czestotliwosci, zalezna
jest od izotopu, a takze od natezenia pola magnetycznego, w ktérym umieszczona jest
prébka. W tabeli ponizej przedstawiono typowg zmiennos¢ czestotliwosci dwoch jader
wykorzystywanych najczesciej w NMR, czyli 'H i C. Jest niewatpliwe, ze lokalne
otoczenie atomowe bedzie miato stosunkowo niewielki wptyw na podstawowg
czestotliwo$é rezonansowa.

Jadro Typowa zmiennos¢ podstawowej czestotliwosci
rezonansowej wskutek lokalnego otoczenia atomowego
H 6 kHz
*C 30 kHz

Tabela 3.2: Zmiany czestotliwo$ci (dotyczg magnesu o indukcji 11,7 T)

Sygnaty NMR wykresla sie zazwyczaj w postaci widm i analizuje w odniesieniu do dwdéch
wiasciwosci: czestotliwosci i natezenia. Wedtug konwencji stosowanej w przypadku
rezonansu NMR czestotliwo$¢ wykresla sie na osi poziomej, przy czym wzrasta ona w
lewo.
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<«
Rysunek 3.2: Widmo NMR
1. Natezenie
2. Czestotliwos¢

Jak zaznaczono powyzej, czestotliwos¢ niesie informacje jakosciowe dotyczgce lokalnego
otoczenia atomowego. Natezenie scatkowane sygnatu jest miarg natezenia sygnatu;
wyznacza sie je za pomoca catkowania pola powierzchni pod pikiem sygnatu. Catka ta jest
wprost proporcjonalna do liczby jgder, ktére sktadajg sie na dany sygnat przy konkretnej
czestotliwosci (jesli wszystkie jadra ulegajg wzbudzeniu w takim samym stopniu), dlatego
daje informacje jakosciowe dotyczgce struktury zwigzku chemicznego.

Aby nastgpito wzbudzenie danego jadra w eksperymencie NMR, czestotliwosé impulsu
wzbudzajgcego powinna Scisle odpowiada¢ czestotliwosci rezonansowej jadra.
Czestotliwosé ta nosi nazwe czestotliwosci nosnej. Oznacza to, ze jesli eksperymenty
prowadzi sie za pomocg magnesu o indukcji 11,7 T, jadra 1H wymagajg czestotliwosci
nosnej wynoszgcej w przyblizeniu 500 MHz, zas$ jadra 13C wymagajg czestotliwosci
nosnej bliskiej 126 MHz. Czestotliwo$¢ nosna jest okreslana przez parametr SFO1. Jadro
ulegajgce wzbudzeniu przez takg czestotliwos¢ nosng nosi nazwe jadra rejestrowanego.

Nalezy pamietaé, ze wystepujg eksperymenty, w ktérych wzbudzeniu ulega wiecej niz
jedno jadro, np. podczas przeniesienia polaryzacji lub rozprzegania. W tych przypadkach
istnieje wiecej niz jedna czestotliwos¢ nosna, jednak nadal tylko jedna czestotliwos¢
rejestracji.

Nie wszystkie izotopyreagujg na impulsy o czestotliwosci radiowej, tzn. nie wszystkie sg
aktywne w NMR. W przyrodzie wystepujg trzy izotopy wodoru: 'H (wodér), 2H (deuter) i *H
(tryt, promieniotwdrczy!). Naturalna zawarto$¢ tych izotopéw wynosi odpowiednio 99,98%,
0,015% i 0,005%. Wszystkie trzy jadra sg aktywne w NMR, jednak, jak wida¢ na podstawie
tabeli 3.1, wszystkie charakteryzujg sie znaczng zmiennos$cig czestotliwosci rezonansowe;j.
Aby przeprowadzi¢ analize probki w odniesieniu do wodoru, wzbudzeniu ulega izotop 'H,
poniewaz izotop ten wystepuje w najwiekszej ilosci. Sposréd izotopow wegla
wystepujgcych w przyrodzie tylko jeden jest aktywny w NMR. Okazuje sie, ze izotop
wystepujgcy w najwiekszej ilosci, '2C (98,89% zawartosci w przyrodzie) jest nieaktywny. W
zwigzku z tym w analizie zwigzkéw organicznych metodg NMR wykorzystuje sie sygnaty
emitowane przez izotop *C, ktérego zawarto$¢ naturalna wynosi zaledwie 1,11%. Analiza
NMR w przypadku wegla jest rzecz jasna trudniejsza niz, na przykfad, 'H (wystepujg inne
czynniki wptywajgce na czuto$é, ktére zostang omoéwione w kolejnych punktach tego
rozdziatu).

Na podstawie tego krétkiego wprowadzenia do metody NMR warto zrobi¢ ¢wiczenie i
zastanowi¢ sie, w jaki sposdb mozna jg wykorzysta¢ do analizy skladowych chloroformu
(CHCI,).
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3.1 Analiza NMR chloroformu

Jak pokazano na rysunku ponizej, mozna przeprowadzi¢ trzy odrebne eksperymenty
odpowiadajgce trzem mozliwym jgdrom rejestrowanym: 'H, "*C i 3Cl.

Es
X E Gl QE: Ey, O
Cl- C H+ Cl |c “H Cl-C H *:s
Cl Ag Cl ag Lf3 ._'CI
Es A fs
® ® ®

Rysunek 3.3: Analiza NMR CHCI3

1. Wzbudzenie E,
2. Wzbudzenie E,
3. Wzbudzenie E;

W strone probki kierowane sg trzy impulsy wzbudzajgce (E,, E,, E;) majace odpowiednig
czestotliwo$¢ nos$ng. E,, odpowiada czestotliwosci rezonansowej 'H, E, czestotliwosci *C,
zas E; czestotliwosci **Cl. Zaktadajac, ze nastgpito wzbudzenie trzech izotopow, probka
wyemituje sygnaty o trzech czestotliwosciach f;, f, i f;, ktére zostajg zarejestrowane na
trzech odrebnych widmach. Je$li wyemitowane sygnaly zostang pokazane na
pojedynczym  wykresie, uzytkownik moze oczekiwa¢ widma podobnego do
przedstawionego na rysunku ponizej (nalezy pamieta¢, ze podane czestotliwosci sygnatéw
dotyczg magnesu o indukcji 11,7 T oraz ze wszystkie sygnaty wykreslono jako , czyli piki
pojedyncze).

35CI

500 126 49
« @

Rysunek 3.4: Sygnaty MRJ emitowane przez CHCI3

1. Natezenie
2. Czestotliwosé (MHz)

To sztuczne widmo przedstawia trzy piki odpowiadajgce trzem izotopom. Jesli uwzgledni
sie wzgledng liczbe trzech izotopdw, mozna spodziewac sie, ze natezenie pikéw chloru,
wodoru i wegla bedzie pozostawaé w stosunku 3:1:1. Nalezy jednak takze uwzglednié
naturalng zawarto$¢ trzech izotopdw, przez co stosunek wynosi 227:100:1. Uzytkownik
moze sprawdzi¢, ze wyznaczone eksperymentalnie stosunki natezenia pikdw nie zgadzajg
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sie z tymi wartosciami. Przyczyna tego stanu jest nastepujgca: kazdy izotop charakteryzuje
sie naturalng czutoscig w metodzie NMR. Czuto$¢ 'H jest 63 razy wieksza w metodzie
NMR niz w przypadku *C. Oznacza to, ze nawet jesli probka zawiera doktadnie te samg
liczbe jgder 'H co *C, natezenie sygnatow 'H jest 63 razy wieksze niz sygnatéw "*C.

W  przypadku wykresu przedstawionego na rysunku powyzej wszelkie informacje
szczegotowe zostajg utracone i dokfadne okreslenie konkretnej czestotliwosci jest
niemozliwe. Mowi sie wtedy, ze widmo ma niskg rozdzielczo$¢ (rozdzielczo$¢ pozioma
widma jest miarg stopnia rozrézniania dwoch sygnatow o zblizonej czestotliwosci na
widmie).

Kolejng komplikacjg jest ogromny zakres skali na osi pionowej. Zmienno$¢ naturalnej
czutosci w metodzie NMR w potgczeniu ze zmianami naturalnej zawartosci czesto
powoduje, ze wykreslanie sygnatéw réznych izotopéw na jednym widmie jest
niewykonalne. W takim wypadku rozdzielczos¢ pionowa widma bytaby bardzo niska
(rozdzielczos¢ pionowa, czyli stosunek sygnatu do szumu widma jest miarg czutosci).

Okazuje sie, ze analiza chloroformu jest dos¢ skomplikowana, jednak wynika to z tego, ze
prébujemy poréwnacé sygnaty trzech odmiennych jader rejestrowanych na pojedynczym
widmie (ponadto pomijane sg wszelkie ograniczenia dotyczgce elementéw sprzetowych i
elektroniki). W zwigzku z tym w praktyce eksperymenty NMR przeprowadza sie w taki
sposob, ze tylko jedno jgdro jest rejestrowane. Jakkolwiek moze nastgpi¢ jednoczesne
wzbudzenie wiecej niz jednego izotopu dzieki zastosowaniu wiecej niz jednej
czestotliwosci (np. eksperymenty z rozprzeganiem), rejestruje sie zawsze sygnaty jednego
izotopu. Dzieki temu znacznie upraszcza sie analize widma.

Juz wczesdniej wspomniano o tym, ze zmiany podstawowej czestotliwosdci rezonansowej
wskutek lokalnego otoczenia atomowego sg zazwyczaj stosunkowo mate. Oznacza to, ze
nie wystepujg znaczne zakresy widmowe. Ponadto naturalna zawartos¢ oraz naturalna
czuto$¢ dla danego izotopu zawsze pozostajg identyczne. W zwigzku z tym wzgledne
natezenie na przykfad dwdch sygnatow emitowanych przez izotopy 'H w danym widmie
zalezy jedynie od liczby atoméw sktadajgcych sie na sygnat. W ten sposob znacznie
upraszcza sie analiza widm i uzyskiwanie informacji ilosciowych. Zanim przejdziemy do
bardziej szczegétowego oméwienia metody NMR, czytelnik powinien zapoznac¢ sie z

koncepcjg pomiaru sygnatow w ppm (czesciach na milion) wzgledem sygnatu odniesienia.

Zwiazki odniesienia, herce, ppm

Wspomniano juz wczesniej o tym, ze sygnaty NMR analizuje sie w odniesieniu do dwdéch
wiasciwosci: natezenia i czestotliwosci. Czestotliwos¢ bezwzgledng mierzy sie w hercach
(Hz - cykle na sekunde) Ilub w megahercach (MHz). Podawanie sygnatéw
zarejestrowanych jest uproszczone, jesli wszystkie pomiary czestotliwosci wykonuje sie w
odniesieniu do wzorca. W przypadku metody 'H NMR zalecanym wzorcem jest zwigzek
chemiczny o nazwie tetrametylosilan (TMS). Jesli rejestruje sie widmo 'H lub ™C,
zawartos¢ TMS powoduje powstanie pojedynczego piku, ktory tatwo jest zidentyfikowac.
Pikowi temu przypisuje sie warto$¢ zero, co oznacza, ze czestotliwosci wszystkich
pozostatych pikow podaje sie jako czestotliwos¢é wzgledng w odniesieniu do czestotliwosci
TMS. W ten sposdb mozna méwi¢ o sygnale znajdujgcym sie 2,5 kHz powyzej piku TMS.
Jest to lepszy sposob niz podawanie czestotliwosci bezwzglednej sygnatu, ktéra moze na
przyktad wynosi¢ 500,1325 MHz.

Dzieki odniesieniu sygnatéw do piku TMS znacznie zmniejsza sie liczba cyfr niezbednych
do opisu czestotliwosci sygnatu. Jednak nawet ten zapis mozna jeszcze bardziej uproscic,
jesli zamiast hercéw zastosuje sie jednostki ppm. Jednostka ppm odpowiada
czestotliwosci wyrazonej w postaci utamka bezwzglednej czestotliwosci rezonansowej
zaleznej od natezenia pola magnesu. Zaletg tej jednostki jest to, ze pomiary czestotliwosci
sg niezalezne od natezenia pola magnesu. W ten sposdb znacznie upraszcza sie
porownywanie widm zarejestrowanych przy uzyciu ré6znych spektrometrow.
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Wspoditczynniki przeliczeniowe wykorzystywane przy przeliczaniu wartosci w hercach na
ppm i odwrotnie podano na schemacie ponize;.

® ®
‘\@/
Rysunek 3.5: Przeliczanie wartosci w hercach i ppm
1. Herce
2. Podzieli¢ przez czestotliwos$¢ nosng (SFO1) w MHz.
3. ppm
4. Pomnozy¢ przez czestotliwos¢ nosng (SF=1) w MHz.

Korzysci wynikajgce z zastosowania jednostki ppm najlepiej jest pokaza¢ na przyktadzie
praktycznym.

Korzysci wynikajgce z zastosowania jednostki ppm najlepiej jest pokaza¢ na przyktadzie
praktycznym. Zatézmy, ze przy 2,5 kHz powyzej sygnatu TMS korzystajgc z czestotliwosci
nosnej (SFO1) wynoszgcej 500 MHz zarejestrowano sygnat 'H. Czestotliwo$¢ kazdego
emitowanego sygnatu NMR jest wprost proporcjonalna do natezenia pola magnesu. Ten
sam sygnat pojawitby sie przy wartosci 3,0 kHz powyzej sygnatu TMS w przypadku
spektrometru 600 MHz oraz przy 2,0 kHz powyzej sygnatu TMS w przypadku spektrometru
400 MHz. Jedna operacja przeliczania pozornie nie stanowi wiekszej niedogodnosci,
jednak nalezy jg wykonac¢ dla kazdego piku w kazdym systemie. Teraz zajmiemy sie tym
samym sygnatem wyrazonym w jednostkach ppm.

Czestotliwos¢ w hercach dzieli sie przez SFO1 = czestotliwos¢é w ppm.
Przykfady:

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

Mozna teraz powiedzie¢, ze sygnat 'H znajduje sie 5 ppm powyzej, czyli w kierunku
nizszego natezenia pola, od piku TMS niezaleznie od czestotliwosci spektrometru.

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

Uzytkownik powinien mie¢ swiadomos¢, ze w powyzszym przyktadzie zastosowano pewne
uproszczenia. Warto$¢ czestotliwosci nosnej 'H w przypadku spektrometru 500 MHz nie
wynosi doktadnie 500 MHz. Czestotliwos¢ nosna wykorzystywana do obliczenia wartosci w
ppm powinna by¢ doktadng wartoscig przypisang parametrowi SFO1. Podobnie w
przypadku spektrometrow 600 MHz i 400 MHz, o ktérych mowa powyzej, czestotliwosé
nosna 'H nie wynosi doktadnie odpowiednio 600 MHz i 400 MHz.

Nalezy ponadto pamieta¢, ze dodatnia warto§¢ w ppm oznacza czestotliwo$¢é wiekszg od
TMS, czyli w kierunku nizszego natezenia pola wzgledem TMS.
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Protonowa spektroskopia NMR — przesuniecie chemiczne

Poniewaz w eksperymentach NMR najczesciej obserwowanym izotopem jest 'H, zostanie
on omdwiony ponizej bardziej szczegotowo. Jadro 'H zawiera jeden proton, dlatego
widma, w ktorych obserwowanym jgdrem jest 'H, okresla sie zazwyczaj jako widma
protonowe.

Jak wspomniano wczesniej, proton w magnesie o indukcji 11,7 T charakteryzuje sie
podstawowg czestotliwoscig rezonansowg w przyblizeniu 500 MHz, jednak dokftadna
wartos¢ czestotliwosci rezonansowej zalezy od lokalnego otoczenia atomowego. Proton w
czasteczce chloroformu rezonuje z czestotliwoscig troche inng od czestotliwosci protonu w
benzenie (C¢Hg). W zwigzku z tym czestotliwo$¢ emitowana jest rodzajem znacznika, ktory
daje analitykowi informacje jakosciowe dotyczgce lokalnego otoczenia atomowego, w
ktérym znajduje sie proton. Zjawisko to jest podstawg spektroskopii NMR.

Zmiana doktadnej wartosci czestotliwosci rezonansowej nosi nazwe przesuniecia
chemicznego. Czestotliwo$¢ rezonansowa zostaje przesunieta wskutek oddziatywania
sgsiednich atoméw oraz od wielkosci przestaniania przez elektrony znajdujgce sie w
poblizu, co omoéwiono wczedniej. WielkoS¢ przesuniecia mierzy sie zazwyczaj] w
jednostkach ppm wzgledem piku TMS, dla ktérego przyjmuje sie wartos¢ 0 ppm.

Niezaleznie od tego, w jakim zwigzku organicznym sie znajdujg, wiekszo$¢ protonow
charakteryzuje sie przesunieciem chemicznym w zakresie 14 ppm od TMS.

Phenols -OH e ————————— ‘
Alcohols -OH S - OH
Thioalcohols -SH - HS C ‘
Amines -NH 2 C NH:
———r | o
Carboxylic acids -OH E——— HO C H | H
Aldehydes Oy |
Hetercaromatic 0 H — —
Aromatic N H—
Alkenes | _HC
=CH: I——
Alcohols ‘ e C 0
O-CH- EE—— N R
m— H:C-0-
Alkines | .C o cH .
X -CHs —— H:C - N
| -5-CH, W=m =
~CHa- . o mm HC-
CH: mm o
m H:C
| | ' | | [ | O cHs f |
. H«C-C
X C CH3 H
Cyclopropyl ! -y
M -Chb , HaC - M($i, Li, Al, Ge...)
— I |
pom (TMS) 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Rysunek 3.6: Przesuniecia chemiczne 1H w zwigzkach organicznych

Powyzszy rysunek pokazuje typowe przesuniecia chemiczne protonow w zwigzkach
organicznych.
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3.4 Widmo protonowe benzenu

Strukture pierécienia benzenowego przedstawiono na ponizszym rysunku:

H H.,

T

;f"fa Jr‘ fa

Rysunek 3.7: Pierscien benzenowy

Wszystkie sze$¢ protonéw (oznaczonych jako H,) mozna uzna¢ za identyczne. Sg one
potgczone wigzaniami pojedynczymi z poszczegolnymi atomami wegla. Z kolei kazdy atom
wegla tworzy dwa wigzania aromatyczne z sgsiadujgcymi z nim atomami wegla. Poniewaz
kazdy z szesciu protondw znajduje sie w identycznym otoczeniu chemicznym, méwi sie, ze
jest ,chemicznie rownowazny”, w tym zas przypadku nawet ,magnetycznie réwnowazny"“.
Wszystkie atomy bedg rezonowaé przy doktadnie tej samej czestotliwosci f,, przy czym ich
sprzezenie nie wystgpi. W zwigzku z tym w przypadku czystego benzenu mozna
oczekiwac¢ sygnatu pojedynczego. Na rysunku ponizej przedstawiono widmo benzenu w

acetonie — d6, ktore pokazuje, ze sygnat znajduje sie przy 7,5 ppm.
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™S
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Rysunek 3.8: Widmo benzenu

3.5 Widmo protonowe octanu benzylu

Octan benzylu (C¢Hs - CH, - O - CO - CH,) jest bardziej ztozong czgsteczkg organiczna,
ktorej budowe przedstawiono na ponizszym rysunku:

7 L fa f
Sl "
Ha H H. 0 ‘_r" ‘.
/o
fé O (l:c o) Q,\
fd Hg Hg He D-’—kab
Y

fg ~ f3

i o=
o

£
T

Rysunek 3.9: Octan benzylu

Mozna w tym przypadku wyréznié trzy rézne grupy protonéw, ktére zostaty odpowiednio
oznaczone. Na przyktad trzy protony oznaczone H, niewatpliwie znajdujg sie w
odmiennym otoczeniu atomowym od otoczenia dwoch protondéw oznaczonych H..

Trzy protony H, sg potgczone z atomem wegla C,, ktéry z kolei jest potgczony wigzaniem
pojedynczym z innym atomem wegla C,. Dwa protony H, sg potgczone z atomem wegla C,
, ktory z kolei jest potgczony wigzaniem pojedynczym z pierscieniem benzenowym oraz z
atomem tlenu. Trzecia grupa protonéw sktada sie z pieciu protonéw H, samego pierscienia
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benzenowego. Na rysunku powyzej przedstawiono widmo protonowe octanu benzylu w
acetonie - d6. W tym widmie nalezy oczekiwa¢ wystepowania trzech sygnatow
odpowiadajgcych trzem grupom protondw.

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

Protony w pierscieniu benzenowym nie sg juz magnetycznie rownowazne, a nawet do
pewnego stopnia réwnowazne chemicznie, dlatego odpowiednio je oznaczono. Na
podstawie rysunku 3.10 wida¢ wyraznie, ze sygnat emitowany przez protony H, jest
multipletem; kwestig tg zajmiemy sie doktadniej w kolejnym punkcie. Trzy piki protonéw
przedstawione na widmie wyraznie r6znig sie natezeniem.

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

|
ppm 7.2 7.0
| st
—C— —cZH —/
| \H PPM 50 4.8
" H
j E ™S
— — A ppm 18 16
ppm 8 7 6 5 4 3 2 1 0

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

Opis widm protonowych NMR byt do tej pory znacznie uproszczony dzigki temu, ze
wszystkie sygnaty, z wyjatkiem pochodzgcych od pierscienia benzenowego w octanie
benzylu, byly singletami. Strukture zwigzku organicznego etylobenzenu oraz
odpowiadajgce mu widmo protonowe podano odpowiednio na rysunkach
przedstawiajgcych etylobenzen i widmo etylobenzenu. Podobnie jak wczesniej protony
oznaczono jako trzy odrebne grupy odpowiadajgce trzem podstawowym otoczeniom
atomowym.

Najbardziej oczywistg réznicg miedzy sygnatami wystepujgcymi w tym widmie i w widmie
octanu benzylu jest rozszczepienie na multiplety. Sygnat emitowany przez protony grupy
CH3 jest tripletem, zas sygnat protonéw grupy CH, stanowi kwartet. Nalezy ponadto
zauwazyc, ze potozenia sygnatéw nie naktadajg sie. Protony grupy CH; w octanie benzylu
emitujg sygnat przy 1,85 ppm, za$ odpowiednie protony grupy CH,; w etylobenzenie
emitujg sygnat tripletowy przy 1,25 ppm. Jest to zgodne z oczekiwaniami, poniewaz dwie
grupy CH; znajdujg sie w réznych otoczeniach chemicznych.

Przyczyna rozszczepienia multipletu wynika ze zjawiska noszgcego nazwe sprzezenia
spinowo-spinowego. Peten opis tego zjawiska wykracza poza zakres niniejszej instrukciji;
uzytkownik moze zapoznac¢ sie z nim w standardowych podrecznikach NMR. Na potrzeby
niniejszej instrukcji wystarcza krotki opis sprzezenia spinowo-spinowego.

f2 fg i

He
f& H3 Hg  Hi K

f§  f3 f

Rysunek 3.11: Etylobenzen
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Rysunek 3.12: Widmo etylobenzenu

Rozszczepienie sygnatow NMR na rysunku przedstawiajgcym etylobenzen wynika z
oddziatywania magnetycznego miedzy sasiednimi protonami. Dwa protony H; sg
magnetycznie réwnowazne i nie oddziatujg ze sobg. Podobnie trzy protony H, sg
magnetycznie réwnowazne i takze nie wptywajg wzajemnie na siebie. Jednak dwa protony
H i trzy protony H, pozostajg w odmiennych otoczeniach lokalnych, dlatego poprzez
elektrony wigzgce sg ze sobg sprzezone. Wynik wypadkowy tego sprzezenia jest
nastepujgcy: dwie grupy protonéw oddziatujg ze sobg i powodujg rozszczepienie sygnatow
NMR.

Dwa protony H; mogg w sumie wystepowaé w trzech mozliwych stanach magnetycznych
(wynika to z orientacji spinéw, stgd nazwa sprzezenie spinowo-spinowe). W wyniku
sprzezenia sygnaty NMR emitowane przez protony H, rezonujg przy trzech mozliwych
czestotliwosciach, przez co obserwuje sie triplet.

Podobnie dziatanie protonéw H, powoduje rozszczepienie sygnatéw H; Trzy protony H,
mogg w sumie wystepowaé w czterech mozliwych stanach magnetycznych. W zwigzku z
tym protony H; rezonujg przy czterech mozliwych czestotliwosciach, dlatego sygnat zostaje
rozszczepiony na kwartet.

Sygnaty protonéw w benzenie takze ulegajg rozszczepieniu w wyniku braku
rébwnowaznosci magnetycznej i wynikajgcego z niego sprzezenia spinowo-spinowego.
Powstaje pytanie, dlaczego protony CH, i CH; w etylobenzenie oddziatujg ze sobg, zas
dwie poréwnywalne grupy protonéw w octanie benzylu nie oddziatujg. Wynika to z liczby
wigzan oddzielajgcych obie grupy. W przypadku etylobenzenu obie grupy protonéw sag
przytaczone do sgsiednich atoméw wegla i mozna oczekiwaé ich wystarczajgcego
oddziatywania ze sobg. Z kolei w przypadku octanu benzylu oba atomy wegla C. i C, sg
potgczone poprzez dwa dodatkowe wigzania miedzy atomem tlenu a kolejnym atomem
wegla. W wyniku tego grupy protondw znajdujg sie w zbyt duzej odlegtosci od siebie, aby
wystgpito wieksze sprzezenie spinowo-spinowe.

20
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3.7 Rozprzeganie

Sprzezenia spinowo-spinowe mozna zniwelowa¢ wykorzystujgc metode okredlang jako
rozprzeganie. Rozprzeganie polega na maskowaniu wystepowania okreslonej grupy
protonéw, np. protonéw He na rysunku przedstawiajgcym etylobenzen. Rejestrowane jest
widmo, ktére wyglada, jakby protony He nie wystepowaty. Efekt ten uzyskuje sie przez
wystanie sekwencji impulséw rozprzegajgcych o czestotliwosci rezonansowej He (f,),
dzieki czemu w sposéb trwaly zmienia sie orientacje spindw tych protonéw. W przypadku
widma przedstawionego na rysunku z widmem etylobenzenu czestotliwo$¢é rozprzegania
wynosi 1,25 ppm powyzej piku TMS.

Impulsy przy rozprzeganiu sg zazwyczaj diuzsze i stabsze niz impulsy wzbudzajgce. Na
rysunku 3.13 pokazano eksperyment z rozprzeganiem, za$ na rysunku 3.14 (widmo
etylobenzenu z rozprzeganiem homojgdrowym) przedstawiono widmo po rozprzeganiu.
Okazuje sie, ze kwartet CH2 stat sie singletem. Specjali$ci od spektroskopii méwig wtedy
o redukcji kwartetu do singletu. Ponadto pole powierzchni pod singletem powinno by¢
rowne polu pierwotnego kwartetu (warto porowna¢ wysokosci wzgledne pikéw CH, i
pierscienia benzenowego na obu rysunkach). Sygnat grupy CH; przy 1,25 ppm nie
wystepuje w widmie rozprzezonym, poniewaz impulsy rozprzegajgce skutecznie znosza
wplyw wystepowania protonéw CH,.

DEC fe

He DEC fe

| /
H; Q IC C\' e DEC fe
H

Rysunek 3.13: Eksperyment z rozprzeganiem
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Rysunek 3.14: Widmo etylobenzenu z rozprzgganiem homojgdrowym

Eksperyment pokazany powyzej stanowi przyktad rozprzegania homojgdrowego, poniewaz
rejestruje sie i rozprzega ten sam izotop — 'H. Rozprzeganie heterojgdrowe nastepuije,
kiedy izotop rejestrowany jest rézny od izotopu ulegajacego rozprzeganiu. W punkcie
Widmo 13C z rozprzeganiem protonéw [+_65] na stronie 61 niniejszej instrukcji zostanie
przeprowadzony eksperyment z rozprzeganiem heterojgdrowym, w ktorym rejestruje sie '
C, zas rozprzeganie obejmuje 'H. Spektrometry AVANCE z modutem SGU umozliwiajg
przeprowadzanie bardzo zlozonych eksperymentéw w zaleznosci od liczby
zainstalowanych kanatow. Mozna zastosowal spektrometr czterokanatowy dajacy
mozliwos¢ rejestracji jednego jadra i rozprzegania trzech innych. Dzieki temu, Zze
maksymalna liczba niezaleznych kanatdw wynosi osiem, mozliwy zakres eksperymentow
jest niezwykle szeroki. Uzytkownik powinien pamietaé, ze obecnie czynnikiem
stanowigcym ograniczenie nie jest generowanie impulséw wzbudzajgcych o czestotliwosci
radiowej i rozprzegajgcych, ale przekazywanie tych impulséw do prébki przez sondy oraz
w pewnym stopniu przez przedwzmacniacze. Droge sygnatu w ramach przeprowadzanego
eksperymentu okresla sie w menu ,edasp”. Wiecej informacji szczegétowych podano w
podreczniku ,Acquisition Commands and Parameters” (nr kat. H9775SA3).

3.8 Sygnat FID a widmo

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

Jesli prowadzona jest rejestracja, zapisane zostajg dane surowe, za$ odebrany sygnat
okresla sie jako FID (sygnat zaniku swobodnej precesiji). Typowy sygnat FID pokazano na
rysunku ponizej.
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Rysunek 3.15: Transformacja Fouriera

Zanim sygnat FID bedzie moégt zosta¢ przeanalizowany, nalezy wpierw dokonac jego
przeksztatcenia w domene czestotliwosci. Nastepuje to za pomocg transformaciji Fouriera.
Transformacja Fouriera jest operacja matematyczng, w trakcie ktérej sygnat FID
przeksztatca sie w widmo czestotliwosci. Sygnat FID jest sygnatem, ktérego natezenie
zmienia sie w funkcji czasu, zas widmo pokazuje, w jaki sposéb natezenie zalezy od
czestotliwosci. Transformacja Fouriera jest najwazniejszg sposrod operacji przetwarzania,

ktére normalnie wykonuje sie na danych surowych.

Z31633PL_3_Polnisch 006
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4 Opis systemu

Spektrometr sktada sie z nastepujgcych podzespotow:
» Konsola operatora zawierajgca komputer host, monitor i klawiature.
» Konsola zawierajgca podzespoty elektroniczne.
» Uktad magnesu zawierajgcy uktad kompensacyjny (shimoéw) i sonde.

i

=

b

AVANCE Il HD

Rysunek 4.1: Magnes, konsola operatora i konsola
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4.1 Przeglad budowy systemu AVANCE

Ponizszy rysunek pokazuje w sposdb uproszczony budowe systemu AVANCE. W
podreczniku BASH (Bruker Advanced Service Handbook) podano wiecej informaciji
dotyczacych systemu AVANCE i elementéw sktadowych systemu.

NETWORK /ﬁf *ﬂ\
4 MAGNET
BSMS
SHIM&LOCK ’
CONTROL
A
g >
TRANSMITTER

Acquisition )

Processor
COMMUNICATION W

CONTROL v

UNIT
I RECEIVER
ACQUISITION
CONTROL

Rysunek 4.2: Przeglad architektury systemu AVANCE

4.1.1 Konsola operatora i podigczenia

Wszystkie aspekty funkcjonowania spektrometru sg kontrolowane z konsoli operatora.
Opracowywaniem i wykonywaniem eksperymentow, a takze analizg danych steruje sie za
pomocg polecen wprowadzanych przez operatora na konsoli. Poszczegdlne podzespoty
konsoli operatora sg nastepujagce:

Komputer host: jest to komputer osobisty. Komputer host uruchamia program Topspin
oraz zajmuje sie catg analizg danych i ich przechowywaniem. Wszystkie operacje w
ramach rejestracji danych sg kontrolowane przez drugi uktad obliczeniowy noszgcy nazwe

IPSO (Intelligent Pulse Sequence Organizer), ktéry znajduje sie w samej konsoli.

Potaczenie Ethernet miedzy komputerem hostem a IPSO: Jest ono wykorzystywane do
przekazywania danych i instrukcji miedzy komputerem hostem a modutem IPSO.

4.2 Konsola

Modut ten moze wystepowac¢ w réznych konfiguracjach, takich jak NanoBay, OneBay lub
TwoBay w zaleznosci od systemu. Znajduje sie w nim wiekszos¢ elementow
elektronicznych wbudowanych w nowoczesny spektrometr cyfrowy. Gtéwne moduly sg
nastepujgce: [PSO (Intelligent Pulse Sequence Organizer), BSMS (Bruker Smart Magnet
System), VTU (modut sterowania temperaturg VTU), a takze r6zne wzmacniacze.

IPSO: Poszczegoélne podzespoly znajdujgce sie w IPSO wytwarzajg impulsy o
czestotliwosci radiowej wykorzystywane do wzbudzania prébki, a takze do rejestrowania,
wzmachiania i digitalizacji sygnatow NMR emitowanych przez prébke. Po zarejestrowaniu i
digitalizacji danych odpowiednie informacje sg przekazywane do komputera hosta w celu
ich dalszego przetworzenia i zapisania. Gtéwnym potgczeniem z komputerem hostem jest
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tacze Ethernet. Nalezy podkresli¢, ze modut IPSO kontroluje w sposéb catkowity prace
spektrometru przez caty czas trwania eksperymentu. Ma to na celu zapewnienie
bezproblemowej pracy, a wiec gwarantuje integralno$¢ rejestracji. We sekcji AQS
zawierajgcej IPSO znajduje sie zestaw ptyt cyfrowych i analogowych, ktérych zadaniem
jest przygotowanie sygnatu nadawczego, a takze do rejestracji, wzmacniania i digitalizacji
sygnatu NMR. Opis szczegdtowy tych ptyt wykracza poza zakres niniejszej instrukcji.

BSMS: Ten ukiad jest kontrolowany przez oprogramowanie (polecenie bsmsdisp). Jest
wykorzystywany do sterowania uktadem locku i kompensacyjnym (shimoéw), a takze
kontroluje podnoszenie i obracanie prébki.

Modut VTU: W zaleznosci od modelu modut VTU moze byé podzespotem odrebnym i
niezaleznym lub moze by¢ wbudowany w BSMS. Jego zadaniem jest zmiana temperatury
probki w sposéb kontrolowany lub utrzymywanie jej statej wartosci.

Wzmacniacze (okre$lane takze jako nadajniki). Do wzbudzenia prébki niezbedne sag
czesto sygnaty majgce stosunkowo duzg amplitude, dlatego konieczne jest zastosowanie
wzmacniaczy. Wzmacniacze moga by¢ wewnetrzne (wtedy znajdujg sie we wnece modutu
IPSO) Ilub zewnetrzne (moduty odrebne i samodzielne). Przewody wychodzace
bezposrednio ze wzmacniacza i podtgczone do przedwzmacniacza o duzej wydajnosci
HPPR przekazujg sygnat o czestotliwosci radiowej (RF). Jakkolwiek mozna zastosowac
wiele ré6znych wzmacniaczy (w tym wzmacniaczy monolitycznych), dwie gtdwne kategorie
sg nastepujgce:

Wzmacniacze selektywne (okre$lane takze jako wzmacniacze 'H lub protonowe)
projektuje sie specjalnie w celu wzmacniania wyzszych czestotliwosci powigzanych z 'H i
°F,

Wzmacniacze szerokopasmowe (okreslane takze jako wzmacniacze X) projektuje sie w
celu wzmacniania szerokiego zakresu czestotliwosci (z wytaczeniem 'H i '°F).

4.3 tacze miedzy komputerem hostem a modutem IPSO

Jakkolwiek podczas typowej sesji w programie Topspin tgcze to jest wykorzystywane w
sposob ciggly i jest w praktyce niewidoczne dla uzytkownika, zostaje ono przerwane
zawsze, gdy komputer host lub modut IPSO zostajg wytgczone i musi zosta¢ nawigzane
ponownie po ich wigczeniu. Potgczenie jest nawigzywane automatycznie.

Zobacz rowniez

Podstawowe informacje dotyczace rozwigzywania problemoéw [» 73]

4.4 Magnes, uktad kompensacyjny (shiméw), HPPR i sonda

Magnes wytwarza pole magnetyczne niezbedne do indukowania przejs¢ NMR. Aby
utrzymac nadprzewodnictwo w ukfadzie, rdzen magnesu jest chtodzony do bardzo niskiej
temperatury za pomocg ciektego azotu i helu (wiecej informacji szczegétowych podano w
punkcie Magnes oraz naczynie Dewara magnesu [ 29]).

Uktad kompensacyjny (shimow) o temperaturze pokojowej zainstalowany w dolnej
czesci magnesu stanowi grupa cewek, przez kitdre przeptywa prad (elementy
kompensacyjne), wykorzystywany do maksymalnego zwigkszenia jednorodnosci pola
przez zrownowazenie wszelkich wystepujgcych niejednorodnosci. Prad elektryczny
ptyngcy w cewkach shimowych wysokotemperaturowych (okresla sie je w ten sposob,
poniewaz nie sg chtodzone przez zanurzenie w ciektym helu) jest sterowany przez modut
BSMS i moze by¢ korygowany z wys$wietlacza BSMS w celu optymalizacji sygnatu NMR.
Ma on znaczny wptyw na rozdzielczos¢ sygnatow i czuto$¢. Dziatanie polegajgce na
regulacji pragdu elektrycznego w cewkach shimowych wysokotemperaturowych nosi nazwe
kompensacji pola magnetycznego.
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Rysunek 4.3: Fotografia magnesu, ukltadu kompensacyjnego, sondy i HPPR

1. Konsola operatora 5. Modut HPPR/2 Cover 2 z
podtgczeniami sondy

2. Konsola 6. Sonda
Magnes 7. Uktad kompensacyjny (shiméw)
4. Widok z géry modutu HPPR/2 8. Sonda i uktad kompensacyjny
Cover 1

Jakkolwiek HPPR (przedwzmacniacz o duzej czutosci) przekazuje nadawany sygnat do
probki, jego podstawowym zadaniem jest wzmacnianie stosunkowo stabych sygnatéw
emitowanych przez prébke. Znajduje sie on u podstawy magnesu i wzmacnia sygnat NMR
mozliwie najwczes$niej, dzieki czemu zmniejsza sie straty na dlugosci przewodu. Po
wzmochieniu sygnatu za pomocg przedwzmacniacza HPPR wszelkie pézniejsze straty na
przewodach majg mniejsze znaczenie. Przedwzmacniacz HPPR nadaje ponadto i odbiera
sygnaty locku deuteru lub fluoru oraz jest wykorzystywany w procedurze dostrajania.
Mozna skonfigurowa¢ maksymalnie 5 (HPPR) lub 8 (HPPR/2) odrebnych modutéw (oprécz
modutu gornego, ktéry wystepuje zawsze). Jedna z najbardziej typowych konfiguracji
sktada sie z trzech odrebnych modutéw: protonowego, X-BB i 2H wraz w modutem
gornym.

Sonde wprowadza sie do uktadu kompensacyjnego (shiméw) znajdujgcego sie u podstawy
magnesu, ktéry zasadniczo sktada sie z roznych cewek wykorzystywanych do przesytania
impulséw wzbudzajgcych do prébki oraz do odbioru sygnatu wyemitowanego. Ponadto
sonda przekazuje i odbiera sygnat locku.

28 Z31633PL_3_Polnisch 006



Opis systemu

4.5 Magnes oraz naczynie Dewara magnesu

Dostepnych jest wiele typdw magnesoéw charakteryzujgcych sie réznym natezeniem pola
magnetycznego. Natezenie pola magnesu okresla sie¢ na podstawie czestotliwosci
sygnatdw NMR emitowanych przez atomy wodoru. Im wyzsza jest warto$¢ natezenia pola
magnesu, tym wieksza jest czestotliwos¢ dla wodoru. Na przyktad magnes 500 MHz (11,7
T) oznacza, ze jesli probka chemiczna zostanie umieszczona w magnesie w celu
wykonania jej analizy, atomy 'H w probce bedg emitowac sygnaty o czestotliwosci bardzo
zblizonej do 500 MHz. Firma Bruker oferuje magnesy w zakresie 200-1000 MHz.

Magnesy nadprzewodzgce to elektromagnesy, co oznacza, ze wykorzystuje sie w nich
zjawisko wytwarzania pola magnetycznego przez prad elektryczny. dzen magnesu sktada
sie z duzej cewki w ksztatcie solenoidu, zbudowanej z drutu nadprzewodzgcego, przez
ktory przeptywa prad. W $rodku cewki wystepuje bardzo silne, statyczne pole
magnetyczne. W tym polu magnetycznym umieszcza sie probke, ktérg nalezy zbadac.

Niektére materiaty w bardzo niskiej temperaturze charakteryzujg sie niezwykig
wiasciwoscig - nadprzewodnictwem. Drut nadprzewodzgcy przesyta prad elektryczny nie
korzystajac z zadnej energii napedowej (np. akumulatora lub zasilania sieciowego). Po
wigczeniu pradu petla nadprzewodzgca bedzie dziata¢ w nieskonnczonos¢. Takg petle
nadprzewodzaca zawierajg magnesy firmy Bruker. Jedyng czynnoscig konserwacyjng
niezbedng przy magnesie jest utrzymanie cewki zanurzonej w ciektym helu.

Magnes sktada sie z kilku czesci. Z obudowy zewnetrznej magnesu usunieto powietrze,
zas powierzchnie wewnetrzne sg posrebrzane (zasada dziatania jest ta sama jak w
termosie). Nastepnym elementem jest kgpiel azotowa, dzieki ktérej temperatura zmniejsza
sie do 77,35 K (-195.8°C), i wreszcie zbiornik z helem, w ktérym zanurzona jest cewka
nadprzewodzgca. Zbiornik jest izolowany termicznie od kapieli azotowej przez drugi
element, z ktérego usunieto powietrze (patrz rysunek ponizej).
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4.5.1

Rysunek 4.4: Magnes nadprzewodzgcy

1. Tutaj wprowadza sie sonde 6. Kolumna z helem

2 Otwor 7. Zatyczka metalowa

3 Kolumna z azotem 8. Tutaj wprowadza sie prébki
4. Wiloty azotu 9. Komora prézniowa

5 Wiloty helu 10. |Magnes

Otwor o temperaturze pokojowej

Zbiorniki helu i azotu otaczajg kolumne centralng noszacg nazwe otworu magnesu.
Zazwyczaj otwor ten zamyka od goéry metalowa zatyczka. Dostepne sg magnesy o
standardowej lub zwiekszonej $rednicy otworu. Analizowane probki wprowadza sie do
magnesu przez gérny otworu. Sondy, w ktérych znajduje sie probka i ktére przekazujg
sygnaty do prébki i od niej, wprowadza sie od dotu.

30
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4.5.2 Zbiornik z helem

Zbiornik z helem w magnesie standardowym jest zawieszony na dwoch szyjkach
wystajgcych wysoko nad magnesem. Dostep do zbiornika jest mozliwy przez dwa wiloty.
Jeden z nich umozliwia uzupetnianie ciektego helu, a takze wprowadzanie czujnika
poziomu helu. Drugi wlot wykorzystuje sie jedynie w przypadku tadowania lub
roztadowywania magnesu. W szyjkach na zbiorniku helu moze znajdowac sie wiecej
zawordw sterujgcych uwalnianiem niewielkich ilosci helu, z ktérych odparowywanie jest
nieuniknione.

Uwaga: Wytgcznie osoby przeszkolone mogg manipulowa¢ zaworami i napetnia¢ magnes
ciektym helem.

4.5.3 Zbiornik z azotem

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

4.6 Wprowadzenie do uktadu blokujgcego

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

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

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

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

Odbiornik w uktadzie blokujgcym zostat zaprojektowany w taki sposob, ze jesli natezenie
pola jest prawidtowe (tzn. zostanie wykryta prawidtowa czestotliwosé deuteru), nie sg
wprowadzane korekty pola. Jesli jednak nastgpi zmiana natezenia pola (przesuniecie),
natezenie pradu ulega zmianie w specjalnej cewce (cewka HO) w ukfadzie
kompensacyjnym magnesu, wskutek czego natezenie pola powraca do wartoSci
prawidtowe]. Czestotliwos¢ deuteru mierzy sie kilka tysiecy razy na sekunde. W zwigzku z
tym przez caty czas blokowania uktadu uzytkownik ma pewnosc¢, ze podczas rejestracji
utrzymywane jest state natezenie pola.

4.7 Sondy

Sonde projektuje sie w tym celu, aby utrzymywata prébke, wysylata sygnaty o
czestotliwosci radiowej, ktore wzbudzajg prébke, i odbierata sygnaty emitowane.
Nadawanie sygnatéw i ich odbiér nastepuje za pomocag specjalnie zaprojektowanych
cewek czestotliwosci radiowej (RF).

Sonde wprowadza sie w dolng cze$¢ magnesu; znajduje sie ona wewnatrz elementow
kompensacyjnych o temperaturze pokojowej. Przewody koncentryczne przekazujg sygnaty
wzbudzajgce ze wzmacniaczy w konsoli do sondy i sygnat NMR ponownie z prébki do
odbiornika. Przewody przebiegajg przez grupe przedwzmacniaczy (HPPR) znajdujgcych
sie w poblizu podstawy magnesu, zas w przypadku systeméw NanoBay sg wbudowane w
konsole. Przedwmacniacze sg niezbedne do wzmocnienia sygnatdow NMR, ktore
zazwyczaj sg bardzo stabe.

I\
e

[
m}ym

Rysunek 4.5: Probka w sondzie
1. Sonda 3. Cewki

2. Objetos¢ prébki

Sondy mogg mie¢ rézng wielkos¢ i mogg by¢ réznych typéw. Wielkosé sondy podaje sie w
odniesieniu do wielkosci probowki na prébke, ktérg mozna do nich wprowadzi¢; najczesciej
wykorzystuje sie srednice probowek na probki 5 mm i 10 mm. Wykorzystywane sg rézne
rodzaje sond w zaleznosci od rodzaju eksperymentéw. Sondy selektywne sg
zaprojektowane specjalnie do obserwacji konkretnych jader, np. 13C, za$ sondy do
rejestracji wielu jgder (X-BB lub szerokopasmowe) mozna wykorzystywac¢ przy badaniu
szerokiego zakresu jgder. Liczba i konstrukcja cewek wewnetrznych to parametry
odrdzniajgce fizycznie poszczegdlne rodzaje sond. Ponadto srednica zewnetrzna i dtugos¢
sondy sg zgodne z wymaganiami dostosowanymi do poszczegdlnych magnesow (Srednica
duza lub standardowa; rézna diugo$¢ od dna do Srodka pola magnetycznego w przypadku
magnesow o réznym natezeniu pola).
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Sygnaty wchodzg do cewki sondy i jg opuszczajg przez zigcza, ktére zostaty
jednoznacznie oznakowane; znajdujg sie one u podstawy sondy. Ten sam przewdd
wykorzystuje sie do przesytania sygnatu do sondy i od sondy. Kazda sonda zawiera cewke
wewnetrzng (cewka rejestracyjna). Cewka ta znajduje sie mozliwie najblizej probki, aby
zwiekszy¢ czutos¢ do maksimum. Oznakowanie kolorami ztgcz BNC cewki wewnetrznej
jest zgodne z prostym schematem. Kolor jest zawsze ten sam co kolor prostokatnego
paska znajdujgcego sie bezposrednio nad ztgczami BNC. Ponizszy rysunek pokazuje
oznakowanie sondy do rejestracji wielu jader. W tym wypadku cewka szerokopasmowa
jest cewkg wewnetrzng.

Rysunek 4.6: Typowy schemat przewodoéw do przedwzmacniacza HPPR

1. Sonda 3. Wzmacniacz X
2. Wzmacniacz protonow 4. Nadajnik BSMS 2H
4.8 Sonda szerokopasmowa

Jednym z rodzajéw sond, ktéry zostanie opisany w niniejszym punkcie jako przyktad
typowej sondy, jest sonda BBO Smart (5 mm). Zgodnie z nazwg, sonde te zaprojektowano
z myslg o uzytkownikach zainteresowanych analizg probek zawierajgcych rézne jgdra.
Zakres czestotliwosci X obejmuje zazwyczaj od N do *'P, w tym "°F.

Lewe ztgcze BNC zostato oznaczone 2H (patrz rysunek ponizej); jest wykorzystywane do
przesytania sygnatu blokowania. Pozostate dwa potgczenia sg zwigzane z sygnatami 'H i
jader X; zostaty one odpowiednio oznaczone. Przewody wychodzgce ze ztgcz BNC dla 'H,
X i 2H sg podtgczone do przedwzmacniaczy.
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Rysunek 4.7: Przyktad sondy szerokopasmowej

Sondy projektuje sie w taki sposob, aby umozliwiaty kontrole temperatury probki NMR. Do
kontroli temperatury prébki stuzy ogrzewacz wykorzystywany w potgczeniu z linig
transferowg powietrza/N2 Termopara jest wykorzystywana jako termometr do
monitorowania temperatury prébki. Wszystkie te elementy sg zamocowane u podstawy
sondy i sg tatwo dostepne. Modut sterowania temperaturg (VTU) znajdujgcy sie wewnatrz
konsoli stale monitoruje odczyt termopary i wprowadza korekty mocy ogrzewacza, aby
utrzymac odpowiednig temperature.

Niemal wszystkie sondy o wysokiej czestotliwosci sg wyposazone w cewki gradientowe,
za$ z boku podstawy sondy znajduje sie zigcze.

Wreszcie w czarnej skrzynce u podstawy sondy znajdujg sie elementy do strojenia i
dopasowywania. Sg one wykorzystywane do wprowadzania drobnych korekt w sondzie i
optymalizacji jej pracy. Podczas analizy zwigzku zostaje on wzbudzony za pomocg
sygnatow o okreslonej czestotliwosci (czestotliwosci rezonansowej). Rdzne jgdra ulegajg
wzbudzeniu przez odmienne czestotliwosci; strojenie oznacza korekte w obwodach sondy,
dzieki czemu jej czutos¢ jest najwieksza przy odpowiedniej czestotliwosci. Ponadto
nastepuje dopasowanie sondy, dzieki czemu odbita (czyli stracona) zostaje mozliwie
najmniejsza czes¢ sygnatow wzbudzajgcych i sygnatow FID. Zaréwno strojenie, jak i
dopasowywanie przebiegajg interaktywnie, co oznacza, Zze nie mozna ich ustawic
niezaleznie od siebie.

Sonde nalezy dostroi¢ i przeprowadzi¢ dopasowanie przy kazdej zmianie probki w
magnesie. Kazda cewka w sondzie zostaje dostrojona i dopasowana oddzielnie za
pomocg procedury atma lub atmm, co opisano w punkcie Strojenie i dopasowanie sondy [

42].

Wymiana sondy wymaga jej ponownego podtgczenia z przedwzmacniaczami.
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4.9 Wymiana sondy

Jesli wystepuje koniecznos¢ wymiany sondy, nalezy postepowaé wedtug ponizszych
wskazéwek. Sondy sg elementami delikatnymi i drogimi, dlatego wymiane sondy nalezy
uzgodni¢ z osobg zarzgdzajgcg systemem. Na ruch mechaniczny sondy znaczny wptyw
ma magnes, a w szczegolnosci prgdy wirowe. Podczas wyjmowania sondy z magnesu
nalezy spodziewac sie nagtego przyspieszenia jej ruchu, kiedy znajdzie sie na dolnym
krancu otworu magnesu. Nalezy ponadio by¢ przygotowanym na pewien opér, kiedy
umieszcza sie sonde w magnesie.

Postepowanie przy wymianie sondy:

1. Nalezy sprawdzi¢, czy nie trwa rejestracja widma klikajac przycisk STOP na goérnym
pasku narzedzi okna programu Topspin lub wpisujgc stop w wierszu polecen.

2. Wytgczy¢ ogrzewanie lub chtodzenie systemu, jesli dziata. Za pomocg polecenia edte
wytgczy¢ ogrzewacz i ustawi¢ wartos¢ zero przeptywu powietrza. Pozostawi¢ sonde do
osiggniecia temperatury pokojowej. Nie wytgcza¢ samego systemu!

Zdemontowac podigczenie powietrza/N, u podstawy sondy.

Nalezy upewni¢ sie, czy otwor magnesu nie jest zamkniety, a nastepnie wyjgé probke,
ktéra ewentualnie znajduje sie w magnesie, klikajac przycisk LIFT w oknie BSMS.

Wytgczy¢ przycisk LIFT.
Odtaczy¢ wszystkie przewody BNC u podstawy sondy.
Odtaczy¢ termopare i ogrzewacz oraz wszelkie potgczenia gradientéw lub PICS.

® N o o

Za pomocg dotgczonego srubokretu zwolni¢ dwie sruby radetkowane mocujgce sonde w
magnesie.

9. Wyja¢ sonde z magnesu ruchem prosto w dét.
10. Wprowadzi¢ nowg sonde i umocowac jg za pomocg dwoch srub.

11. Ponownie podtgczy¢ przewody koncentryczne, przewody ogrzewacza lub chtodzgce oraz
wykona¢ wszelkie inne potrzebne podtgczenia.

12. Ponownie wtaczy¢ ogrzewacz.
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5 Procedury podstawowe

W tym rozdziale oméwione zostang podstawowe czynnosci, ktére wykonuje sie zawsze
przy rejestracji widm. Oprogramowanie TopSpin ma interfejs dostosowany do kolejnych
czynnosci, co utatwia prace i przeprowadza uzytkownika przez wszystkie niezbedne
czynnosci stuzgce do rejestracji widma. Wszystkie czynnosci sg kontrolowane przez
oprogramowanie i mozna je wybraé przez klikniecie myszg zaktadek dotyczgcych
kolejnych czynnosci (punkt 12 na rysunku przedstawiajgcym okno programu TopSpin),
dzieki czemu wyswietla sie rzgd przyciskow odpowiadajgcych czynnosciom (punkt 11 na
rysunku przedstawiajgcym okno programu TopSpin).

Jesli uzytkownik zapoznat sie wczesniej z tymi operacjami, mozna pomingc¢ ten rozdziat.

5.1 Okno programu TOPSPIN

Ponizszy rysunek pokazuje uktad okna programu TopSpin.

) Process  Analyse Publish View  Manage 0 T

Start Asul
@——;’» Create Dataset | Find Dataset _JOpen Dataset | Paste Dataset || Read Pars.
3 w23 @ O k=T (& |44 B wO§
'@® & 50 Q0@ ik e L LE 04 B@TTL A
[ Brawser | Lasiso] Groups h 11 b =lo |
© i CIAV300_data m | ProcPars | Acqupars | Tite | PuiseProg | Peaks | Integrais | sampie | structure | prot] Fia | Acqu @
8 Cn0 T anthranilate tn DMSC He
i COAVIDO0_datapez - T LE
il CIAVS00 L
¥ ChBrukenTopSping O\examaata
ik CBrukenTopSping, 1\examdata Ca
CiData 8
Cldatad 0
Conmi_data
Clprdata Le
-®
® 5 g
: l ; : G
| —®
Acquisition information Spooler
1\ N& ACQUISION runming ;‘-"f.'l E
Rysunek 5.1: Okno programu TopSpin
1. Pasek tytutu 7. Wiersz polecen
2. Przycisk minimalizacji 8. Pasek stanu
3. Przycisk maksymalizacji 9. Okno przegladarki
4. Przycisk zamykania 10. |Pasek narzedzi
5. Zaktadki ze zbiorami danych 11. |Pasek klawiszy czynnosci
6.. | Okno wyswietlania danych 12. |Pasek menu czynnosci
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5.1.1 Tworzenie nowego zbioru danych
Regularne korzystanie ze spektrometru w krotkim czasie powoduje nagromadzenie
znacznej ilosci danych. Uzytkownicy powinni zapisywaé dane w plikach o nazwach
utatwiajagcych identyfikacje, dzieki czemu bedg mieli pézniej tatwy dostep do odpowiednich
danych. Jest to szczegdlnie istotne, jesli z systemu korzysta duza liczba uzytkownikow.
Jesli zostat zarejestrowany zestaw danych, mozna go zapisa¢ w tak zwanym zbiorze
danych. Kazdy zbiér danych musi mie¢ unikatowy deskryptor (identyfikator), ktory
odréznia poszczegolne zbiory danych. Petny deskryptor zbioru danych wymaga okreslenia
czterech parametrow: DIR, NAME, EXPNO i PROCNO.
1. Klikng¢ zaktadke Start na pasku menu czynnosci.
U Start Acquire Process Analyse Publish View Manage @
| ]}C[eate Dataset @ Find Dataset| J Open Dataset , Paste Dataset|| | Read Pars. |
2. Klikng¢ przycisk Create Dataset [Utwdrz zbior danych] na pasku klawiszy czynnosci.
veo. S P
Prepare for a new experiment by creating a new data set and
mma\mng its NMR paramelars a:tommg to the selected expar\mem Iype
For multi-receiver expenmenls several datasets are created
Please define the number of receivers in the Options.
NAME Sample1
EXPNO 1
PROCNO 1
© Use current parameters
@ Experiment PROTON Select
(~) Options
Set solvent: DMSO i
7 Execute "getprosol”
) Keep parameters: P1,01, PLW1 '
DR CiData -
[T Show new dataset in new window
Receivers (1,2, . 16) 1
Menthyl Anthranilate in DMSO
TITLE PROTON
3. Mozna teraz utworzy¢ wiasny zbiér danych. Jako nazwe (NAME) mozna wpisaé ciag
maksymalnie 13 znakéw. W przypadku parametréw EXPNO i PROCNO wpisa¢ ‘1°.
4. Wybra¢ eksperyment, ktéry ma zosta¢ przeprowadzony, klikajgc przycisk Select
[Wybierz] z prawej strony okna eksperymentu.
5. W oknie wyboru eksperymentu zaznaczy¢ opcje Show Recommended [Pokaz
zalecane].
‘7File Options Help Source:'C\Bruker\TopSpmaZ\exp\slan\nmr\par
Find file names enter any string. *, ? Exclude: _
Class = Any - Dim=Any - %Snnw Recommended
Type =|Any v| SubType= Any v SubTypeB = Any v
IC13DEPT135 ICOSYGPDFPHSW ‘COS‘(GF’SW ‘HMBCETGF‘LBND
HMBCGP_15N HSQC_TOCsY \HSOC TOCSY_ADIA \HSOCEDETGF’S\SP
HSQCETGP_15N HSQCETGPSISP HSQCETGPSISP_ADIA |MLEVPHPR
NOESYPHPR NOESYPHSW
ROESYPHSW |WATERSUP.
6. Wybrac rodzaj eksperymentu (np. Proton).
7. W oknie wyboru eksperymentu klikng¢ Set selected item in editor [Ustaw wybrany
element w edytorze].
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8. Wybra¢ rozpuszczalnik dla danej prébki klikajgc strzatke w dét z prawej strony okna
rozpuszczalnika.
CH3OH+D20O =
D20

DMF |
EtOD L
H2O+D20
HDMSO

Juice -

m

9. Wybraé rozpuszczalnik (np. DMSO) klikajgc go.

10. Wybra¢ $ciezke dostepu do katalogu na dysku twardym komputera, w ktérym zapisano
zbior danych, klikajgc strzatke w dét z prawej strony okna DIR.

COAVI00 dataipz 4
CAavVa00

CABrukenTopSpind. 0examdata
CBrukenTopSpin3d_ 1\examdata

m

Chdata3.0

C:\hmbe_data
C-\pz\data -

11. Wybrac Sciezke dostepu (np. C:\Data).
12. W oknie Title wpisa¢ opis danej probki.
13. Klikng¢ przycisk OK w oknie New Data set [Nowy zbi6r danych].

Uwaga: Nowo utworzony zbiér danych jest teraz aktualnym zbiorem danych, zas
szczegotowe dane deskryptora zostang zapisane na dysku twardym w katalogu: DIR
\NAME\EXPNO, przy czym kazdy parametr EXPNO odpowiada catkowicie niezaleznemu
zbiorowi danych. W tym przyktadzie dane zostang zapisane w katalogu C:\Data
\Sample1\1. Sciezka dostepu pojawi sie takze na pasku tytutu w oknie danych programu
Topspin.

5.1.2 Przygotowywanie prébek

» Stosowac czyste i suche probowki do prébek.

» Stosowac probéwki do probek Sredniej lub wysokiej jakoSci.

o Zawsze filtrowac roztwor probki.

« Zawsze uzywac tej samej objetosci probki lub wysokosci roztworu.
* Objetos¢ napetniania probéwek 5 mm wynosi 0,6 ml lub 5 cm.

* Objetos¢ napetniania probéwek 10 mm wynosi 4 ml lub 5 cm.

» Uzy¢ przyrzadu do pomiaru gtebokosci probki do korekty gtebokosci prébki (1,8 cm w
przypadku sond starszych, 2,0 cm w przypadku sond nowszych).
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v, \/

Wprowadzanie prébki do elementu obrotowego

1. Probka 4, Linia srodkowa
2. Element obrotowy 5. Sruba do regulaciji gtebokosci
3. Miernik gtebokosci

* Probéwka na prébke powinna by¢ dobrze osadzona w elemencie obrotowym.

* Wytrze¢ probéwke na prébke do czysta przed wprowadzeniem do magnesu.

40
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5.2 Wprowadzanie prébki z elementem obrotowym do magnesu

Unoszenie i opuszczanie probki jest kontrolowane strumieniem sprezonego powietrza.
Przed umieszczeniem prébki na gorze otworu nalezy sprawdzaé, czy wigczony zostat
przeptyw powietrza (jest on dosy¢ gtosny) i wyjaé prébke, jesli unosi sie do goéry otworu.

1. Klikng¢ zaktadke Acquire[Rejestracja] na pasku menu czynnosci.

U Start Acquire Process Analyse Publish View Manage @
|l Sampleﬁ-}| ﬂ;eck IV Tunew H.!E Spin+= H &t Shim = \Uﬂ" Proscl = ?\Egainv || D Gow |i0pticn5v '

2. Klikng¢ strzatke w dot na przycisku Sample [Prébka] na pasku klawiszy czynnosci.

Turn on sample lift air (gj) %

Turn off sample lift air (ij)

Control sample temperature (edte)

3. Klikng¢ opcje Turn on sample lift air (ej).
4. Umiesci¢ prébke z elementem obrotowym u géry otworu magnesu.
5. Klikng¢ strzatke w dot na przycisku Sample [Probka] na pasku przyciskow czynnosci.

Turn on sample lift air (f)

Turn off sample lift air (ij) [3

Control sample temperature (edte)

6. Klikng¢ opcje Turn off sample lift air (ij).

5.3 Lock prébki

Do generowania sygnatu, ktory ma zosta¢ wykryty i monitorowany przez uktad locku,
wykorzystuje sie rozpuszczalniki deuterowane. Czestotliwos¢ i natezenie tego sygnatu
zalezy od zastosowanego rozpuszczalnika. Gtéwng cechg procedury locku w programie
TopSpin jest to, ze wartosci parametrow, na przyktad sity locku, wzmocnienia i
czestotliwosci, zostajg dostosowane do danego rozpuszczalnika. Jesli te ustawione
wartosci domysine sg zblizone do oczekiwanych dla danego rozpuszczalnika, program
BSMS jest w stanie szybko odnalez¢ i namierzy¢é sygnat rozpuszczalnika przez
przemiatanie zakresu czestotliwo$ci lub wartosci pola magnetycznego. Parametry zalezne
od rozpuszczalnika sg wczytywane z tabeli ,edlock®.

= start Acquire  Process  Analyse  Publish  View Manage &)
% Samplev | ﬂf?;cck |V Tunew || & spin+ || 6 shim« \|ﬁ{” Prosol = | - Gainw || [ Gow | Options + |

1. Klikng¢ przycisk Lock [Lock] na pasku klawiszy czynnosci.
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Solvent Description |

5.4

I Acetic
Acetone

|| CeDE
CD3CN
CD3CN_SPE
CD30D_SPE
CDCI3
CH3CN+D20
CH30H+D20
D20
DMF

EtOD
H20+D20
HDMSO
Juice
MeOD
Plasma
Py

TFE

THF

Tol

Urine

acetic acid-d4

acetone-dé

benzene-d&

acetonitrile-d3

LC-SPE Solvent (Acetonitrile)
LC-SPE Solvent (Methanol-dd)
chloroform-d

HPLC Solvent (Acetonitri/D20)
HPLC Solvent (Methanol/D20)
deuteriumoxide
dimethylformamide-d7

ethanol-d6

90%H20 and 10%D20
90%DMS0O and 10%DMSO-d6
fruit juice

methanol-d4

Blood plasma
pyridine-d5
Trifluroethanol-d3
tetrahydrofurane-dg
toluene-dé

Urine

3. Klikng¢ przycisk OK w oknie tabeli rozpuszczalnikéw.

2. Wybrac rozpuszczalnik klikajgc go.

Uwaga: Jesli lockowanie juz nastgpito, sygnat powinien mie¢ posta¢ linii poziomej z
pewnym powigzanym z nim szumem lub pulsacjg (patrz rysunek ponizej). Wysokos¢ tej
linii nosi nazwg poziomu locku.

ock Dsplay
i SEWe )

=ioix

Rysunek 5.2: Wyswietlanie zablokowane po locku prébki

Strojenie i dopasowanie sondy

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

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

5.4.1 Sondy wyposazone w ATM (procedura strojenia automatycznego)

|__j Start Acquire Process Analyse Publish View Manage @
|8 samplew | ## Lock|| VisTune= | d& Spin< | & Shim< | £l Prosolw || - Gainw || [ Gow | Options+ |

 Klikng¢ przycisk Tune [Strojenie] na pasku klawiszy czynnosci.

Na wyswietlaczu pojawi sie automatycznie okno rejestracji i wySwietli sie krzywa strojenia.
Strojenie i dopasowanie nastepuje automatycznie. JeSli w zestawie parametréw
wykorzystuje sie wiecej niz jedng czestotliwos¢, np. C13CPD itd., ATMA rozpocznie
wpierw Kkorekte najnizszej czestotliwosci, a nastepnie przejdzie automatycznie do
czestotliwosci wyzsze;.

5.4.2 Sondy wyposazone w ATM (procedura strojenia recznego)

=]  start Acquire = Process Analyse  Publish  View Manage &
B Samplew | ¥ Lock|| W Tgne..ﬁr.{ﬁ Spinw |G shimw | £V Prosol v || = Gain~ | [ Gow || Options « |

» Klikng¢ strzatke w dét na przycisku Tune [Strojenie] na pasku klawiszy czynnosci.

E}unefmatch ATM probe manually (atmm)

Display wobble curve (wobb)

* Klikng¢ Tune/match ATM probe manually (atmm).

Uwaga: Wyswietli sie okno ATMM Probe Tuning/Matching [Strojenie/dopasowywanie
sondy ATMM] (rysunek ponizej) oraz okno, w ktérym znajduje sie krzywa strojenia.
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Rysunek 5.3: Okno strojenia/dopasowywania sondy ATMM

1.

Wybrac¢ nastepne jgdro do strojenia (widoczne sg jedynie kanaty podtgczone).

2. Wybrane jgdro w kanale szerokopasmowym.

3. Zwiekszenie wartosci o jeden.

4. Potozenie jadra.

5. Zmniejszenie wartosci o jeden.

6. Ruch powolny (czerwony, nieaktywny przycisk wskazuje brak dalszych zmian w
tym kierunku).

7. Ruch szybki.

8. Typ sondy.

9. Strojenie i dopasowywanie zgrubne w przypadku sond szerokopasmowych.

10. | Strojenie i dopasowywanie precyzyjne w przypadku wszystkich sond.

Wybra¢ odpowiednie jadro do danego eksperymentu, a nastepnie przeprowadzi¢ korekte
klikajgc przyciski ze strzatkami. Nalezy zawsze rozpoczyna¢ od dopasowywania, a
nastepnie wykonywac strojenie.

Procedura kotysania polega na nadawaniu stabego sygnatu w kierunku sondy oraz
poréwnywaniu impedancji sondy i przewodu z wartoscig odniesienia (50 omoéw) w
przedwzmacniaczu HPPR. Nadawana czestotliwo$¢ jest wysrodkowana na SFO1, SFO2
itd., jednak przemiatanie obejmuje zakres zalezny od wartosci parametru WBSW (patrz
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ponizej). Otrzymywana krzywa to znana krzywa odpowiedzi obwodu rezonansowego.
Stanowi po prostu miare amplitudy sygnatu odbitego (0$ pionowa) w zaleznosci od
czestotliwosci (08 pozioma).

Dopasowywanie oznacza regulacje sondy w taki sposdb, aby minimum krzywej kotysania
znajdowato sie u podstawy wykresu (czyli aby stykato sie z osig poziomg czestotliwosci).
Odpowiada to minimalnemu odbiciu nadawanego sygnatu.

Strojenie polega na sprawdzeniu, czy nastepuje to przy czestotliwosci nadawania
znajdujgcej sie w srodku skali poziomej ekranu. Nalezy jednak zauwazyé, ze regulacja w
ramach strojenia i dopasowywania jest wspodtzalezna i warto$ci nalezy zmieniac
jednoczesnie. Jesli minimum krzywej strojenia jest wysrodkowane i znajduje sie u
podstawy wykresu, oznacza to, ze sonda zostata dostrojona i dopasowana w sposdb

optymainy.
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Rysunek 5.4: Przyktady krzywych kotysania przy roznych parametrach strojenia i dopasowywania

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

2. Niewtasciwe dopasowanie, 4. Wiasciwe dopasowanie i dostrojenie.
wiasciwe dostrojenie.

Jesli uzytkownik chce przeprowadzi¢ optymalizacje sondy dla kilku jgder (np.
eksperymenty z rozprzeganiem), mozna w oknie ATMM Probe Tuning/matching wybrac
kolejne jadro.
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5.5 Obracanie probki

Drugg funkcjg sprezonego powietrza jest umozliwienie obrotu probki. Obracanie prébki
wykonuje sie w celu skompensowania pewnych niejednorodnosci, kiére mogg wystepowaé
w polu magnetycznym w centrum magnesu.

SELECTIVE, NOEDIFF, T1, i za pomocg wszystkich sond odwréconych zazwyczaj nie sg

n Uwaga: Nalezy pamietal, ze probki badane w eksperymentach, np. 2-D, 3-D,
obracane.

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

|__j Start  Acquire Process  Analyse Publish View  Manage @
|® Samplew | #%Lock | V Tunew |HL Spinﬂ\ & shimw | & Prosol» | = Gainw || [ Gow | Options + |

» Klikngc¢ strzatke w dot na przycisku Spin [Obracanie] na pasku klawiszy czynnosci.

[Turn sample rotation on (ro on)
Turn sample rotation off (ro off)

Change sample rotation rate (ro)

MAS Preumatic Unit (masdisp)

» Klikng¢ opcje Turn sample rotation on (ro on).

5.6 Kompensacja

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

5.6.1 Kompensacja rutynowa za pomoca procedury TopShim

Jest to kompensacja rutynowa, ktérg nalezy przeprowadzi¢ na poczatku kazdej sesji pracy
ze spektrometrem oraz przy kazdej zmianie probki w magnesie. Kompensacja rutynowa
obejmuje doktadng regulacje parametrow kompensacji Z, Z?, Z®, Z* i Z°. Niektére magnesy
0 wiekszym natezeniu pola mogg wymaga¢ kompensacji wyzszego rzedu Z. Administrator
systemu zaprogramowat TopShim, aby uzyskaé najwiekszg jednorodnos¢ dla kazdej
prébki. Procedura jest wykonywana automatycznie.

Gtowng metodg procedury TopShim jest kompensacja gradientowa. Kryterium jakosci
ostatecznego ksztattu linii zapewnia najlepsze wyniki w kazdej sytuacji.
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W przypadku wszystkich rozpuszczalnikdw deuterowanych TopShim wykorzystuje metode
kompensacji gradientowej 2H, za$ w przypadku innych rozpuszczalnikow (w szczegolnosci
H,0) metode kompensacji gradientowej 'H.

!._J Start Acquire Process Analyse Publish View Manage @
B Samplew | #Lock | V Tunew | db Spinw || SiyShim=|| £Y Prosol+ || b= Gain+ | B Gow || Options+

» Klikng¢ przycisk Shim [Kompensacja] na pasku klawiszy czynnosci. Kompensacja
rozpocznie sie natychmiast; powinna trwa¢ mniej niz minute.

5.7 Ustawianie parametréw zaleznych od sondy i rozpuszczalnika

Parametry, na przyktad impuls 90-stopniowy lub dtugo$¢ impulsu rozprzegajacego z
powigzanymi poziomami mocy, mozna zapisac¢ dla danego jadra w dowolnym dostepnym
kanale. Wartosci te wprowadza technik wykonujacy instalacje lub administrator systemu.
S3 one wczytywane automatycznie po kliknieciu przycisku Prosol.

= Start Acquire = Process Analyse Publish View  Manage @
fl‘ Sample » ‘ ﬁ;ock V Tune = ‘{L Spin+ & Shimw ‘|£§$Prgsol=g. HEgainv \, D Gow \;Options‘r ‘

» Klikng¢ przycisk Prosol na pasku klawiszy czynnosci.

5.8 Regulacja wzmocnienia odbiornika

Wzmocnienie odbiornika jest parametrem bardzo istotnym, wykorzystywanym do
dopasowywania amplitudy sygnatu FID do zakresu dynamicznego dyskretyzatora.
Wzmocnienie ustawia sie automatycznie klikajgc przycisk Gain.

| start  Acquire  Process  Analyse Publish  View Manage &)
|% samplew T Lock| V Tunew | db spinw || & Shim+ || & Proscl« || ilyGaine | B Gow | Options |

» Klikng¢ przycisk Gain [Wzmocnienie] na pasku klawiszy czynnosci. Korekta wzmocnienia
odbiornika rozpocznie sie natychmiast. Powinna trwaé¢ mniej niz minute.

5.9 Uruchamianie rejestraciji

Proces odbierania sygnatobw NMR nosi nazwe rejestracji. Méwi sie, Ze dane sg
rejestrowane. Jesli prowadzona jest rejestracja, zapisane zostajg dane surowe, zas
odebrany sygnat okresla sie jako FID (sygnat zaniku swobodnej precesji). Wielko$¢ punktu
cyfrowego sygnatu FID okresla sie jako TD (domena czasu).

= Start Acquire  Process Analyse Publish View  Manage @
|® Samplew | ﬁ;ock |V Tune= ‘{L Spinw || 6t shim= ‘:ﬁu Prosol v | 1= Gainw H H;}ch- \;Options‘r ‘

» Klikng¢ przycisk Go [Rozpocznij] na pasku klawiszy czynnosci. Przed uruchomieniem
ustawionej liczby skandéw spektrometr wykonuje pewng liczbe skanéw pozornych
(okreslong domysinie dla wybranego eksperymentu).
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5.10

Przetwarzanie danych

Transformacje Fouriera wykorzystuje sie do przeksztatcania sygnatu FID w widmo
czestotliwosci. Liczba punktéw wykorzystanych do utworzenia widma wynikowego jest
definiowana parametrem Sl (wielkos¢). Sygnat FID zostaje przeksztatcony w widmo
sktadajgce sie z punktéw danych Sl w czesci rzeczywistej oraz punktéw danych S| w
czesci urojonej. Wartos¢ typowa parametru Sl wynosi S| = TD/2. Jesli uzytkownik wczytat
zestaw parametrow ,PROTON®, mozna fatwo sprawdzi¢, ze TD = 64K, zas Si = 32K.

1. Klikng¢ zaktadke Process na pasku menu czynnosci.

| J Start Acquire Process Analyse Publish View

Manage

e

| gl Proc. Spectrum_‘i@_” ’\{‘/Adlust Phase = H ;g\ Calib. Axis = H ?,?.K Pick Peaks H _r Integrate = HAgvancedv \

|§Dnﬂgure Standard Processing (procid)
Window Multiplication (wm)

Fourier Transform (ft)

Start Automation AU Program (xaup)

[ . =

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] =

Fourier Transform (ft)

=l

Auto - Phasing (apk)

=l

Set Spectrum Reference (sref)

=

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

Plot (autoplot) LAYOUT = +1D_H xwp

o o

Warn if processed data exist

| save |[ Execute |[ cancel

4. Wigczy¢ nastepujgce opcje:

» Exponential Multiply (em)

* Auto — Phasing (apk)

» Set Spectrum Reference (sref)

» Auto — Baseline Correction (absn)
5. Klikng¢ Execute w oknie proc1d.

3. Klikng¢ Configure Standard Processing (proc1d).

2. Klikng¢ strzatke w dot na przycisku Proc. Spectrum na pasku klawiszy czynnosci.

Uwaga: Nacisngé¢ przyciskSave [Zapisz] w oknie proc1d, aby zapisa¢ ustawienia

przetwarzania.
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6 Przygotowanie do rejestraciji,

parametry zwigzane z
czestotliwoscia

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

6.1 Czestotliwos¢

Czestotliwos¢ sygnatow nadawanych w kanatach pierwszym, drugim, trzecim itd. okres$la
sie parametrami odpowiednio SFO1, SFO2, SFO3 itd. Czestotliwosci tych nie mozna
jednak ustawi¢ bezposrednio (mozna sprawdzi¢, ze nie jest mozliwe ich zaznaczenie za
pomocag myszy).

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

W przypadku kanatu obserwaciji:

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

» SFO2 = BF2 + przesuniecie (02)

* SFO3 = BF3 + przesuniecie (03)

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

Nalezy pamieta¢, ze najistotniejszym parametrem jest SFOR, poniewaz jest to
czestotliwosé rzeczywiscie emitowana w kierunku probki. Nalezy ponadto zauwazy¢, ze
mozna ustawi¢ wartosci zerowe przesuniecia; wtedy SFOX = BFX. Bardziej szczegotowy
opis podano w kolejnym punkcie.

6.2 Wyjasnienie czestotliwosci nadawanej, podstawowej i
przesuniecia na wartosciach liczbowych

Zatézmy, ze do rejestracji sygnatow wodoru wykorzystuje sie spektrometr 600 MHz.
Spektrometr skonfigurowano w taki sposob, aby wartos¢ BF1 wynosita 600,13 MHz (w
przypadku spektrometru 500 MHz wartos¢ BF1 wynosi zazwyczaj 500,13 MHz, dla
spektrometru 400 MHz BF1 wynosi 400,13 itd.).

Jesli ustawiono wartos¢ zero parametru O1, wtedy: SFO1 = 600,13 + 0 = 600,13 MHz

W ten sposéb srodek widma znajduje sie przy 600,13 MHz. Jesli ustawiono wartos¢
parametru SWH 20 kHz, widmo powinno przypomina¢ pokazane ponizej.
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20kHz » BF1=600.13
. 01=0

L RRRREEEE

: ‘_A@ :
e —

600.14 600.13 600.12
BF1
SFO1

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

1. Sygnaty odfiltrowane 2. Czestotliwosé

Z tego widma hipotetycznego wynika niewatpliwie, ze wszystkie sygnaty NMR znajdujg sie
przy koncu zakresu widmowego o wysokiej czestotliwosci. Ponadto jest mozliwe, ze
niektére sygnaty znajdujg sie powyzej 600,14 MHz. Oznacza to, ze sygnaly te wykraczajg
poza zakres widmowy, zostaty odfiltrowane i nie nastgpita ich rejestracja. Aby sprawdzic,
czy takie sygnaty wystepujg, dostepne sg dwie mozliwosci:

« Szeroko$¢ widmowg mozna zwigkszy¢, aby obejmowata wszystkie brakujgce sygnaty.
Takie podejscie ma jednak pewne wady, na przyktad zwiekszenie rozdzielczosci sygnatu
FID (im nizsza jest wartos¢ parametru FIDRES, tym lepsza jest rozdzielczos¢).

* Najlepszg mozliwoscig jest pozostawienie niezmienionego zakresu widmowego i
jednoczesne przypisanie wartosci parametru O1, aby nastgpito przesuniecie srodka
zakresu.

W tym konkretnym przyktadzie wszystkie wykryte sygnaty znajdujg sie w obszarze 600,138
MHz, dlatego nalezy wysrodkowac¢ widmo wedtug tej wartosci.

=> SFO1 =600.138 = BF1 + O1
=>600.138 = 600.13 + O1
=> 01 =0.008 MHz = 8 kHz

W zwigzku z tym, je$li ustawi sie czestotliwo$¢ przesuniecia 8 kHz, okno zostanie
przesuniete i bedzie miato postac jak na rysunku ponize;.
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- 20kHz >

§ <O ;
f f i

600.148 600.138 g‘::"{“ 600.128
SFO1

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

Z powyzszego rysunku wynika, ze sygnaty NMR emitowane przez protony znajdujgce sie
w hipotetycznej probce zajmujg jedynie czesé zakresu widmowego. W zwigzku z tym
szerokos¢ widmowg mozna zmniejszy¢ bez utraty istotnych danych. Jedng z zalet
zmniejszenia parametru SW jest zwiekszenie rozdzielczosci widmowej. Z kolei wadg jest
proporcjonalne zwiekszenie czasu niezbednego do rejestracji danych.

W rozdziale Wstepne informacje teoretyczne i terminologia [*_9] podano, ze przesuniecie
chemiczne protonéw rzadko przekracza 14 ppm. Odpowiada to wartosci 8,4 kHz w
przypadku spektrometru 600 MHz. Na rysunku ponizej przedstawiono hipotetyczne widmo
wykreslone ponownie, w przypadku gdy warto$¢ parametru SWH zmieszono z 20 kHz do
8,4 kHz.

< 8.4kHz >

«< : :
MHz % K 0 0
600.1422 600.1380 600.1338 600.13
SFO1 BF1

Rysunek 6.3: Widmo przy BF1 = 600,13 MHz, 01 = 8 kHz, SWH = 8,4 kHz
1. Czestotliwose
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Nalezy zauwazy¢, ze wartos¢ parametru SWH wykorzystywang w konkretnym
eksperymencie wyznacza jedynie badana probka oraz konieczna rozdzielczos¢ widmowa.
Jesli zastosuje sie wartos¢ 14 ppm w przypadku widm protonowych, wiekszos¢ sygnatow
protonéw zostanie wykrytych. Do szczegotowych badan konkretnego sygnatu, jednak,
wykorzystuje sie znacznie mniejsze wartosci SWH.

Na rysunku ponizej pokazano ogdélne zasady wzajemnego oddziatywania parametrow
SFO1, BF1i O1 (w tym przypadku pokazano inng prébke).

@ SFO1 = BF1 + 01

Rysunek 6.4: Zaleznosci miedzy SFO1, BF1i O1

1. Ustawienie dodatniej warto$ci parametru O1 powoduje przesuniecie okna w strone
wyzszych czestotliwosci.

2. SW okresla szerokos¢ okna.

Czestotliwosé.

4. Ustawienie ujemnej wartosci parametru O1 powoduje przesuniecie okna w strone
nizszych czestotliwosci.

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

Jesli za pomocg metody NMR bada sie ciato state, otrzymywane sygnaty sg zazwyczaj
szerokie, wskutek czego nie mozna rozdzieli¢ struktury subtelnej majacej najwieksze
znaczenie dla badaczy. W zwigzku z tym przed rejestracjg sygnatu zazwyczaj rozpuszcza
sie probki ciat statych w odpowiednim rozpuszczalniku. To samo dotyczy prébek ciekltych.
Do rozpuszczalnikéw organicznych mozna doda¢ niewielka ilos¢ zwigzku odniesienia. Aby
jednak uzyska¢ najlepsze wyniki, prébka powinna by¢ mozliwie najczystsza. Sygnaly
pochodzgce od zanieczyszczen w najlepszym przypadku doprowadzg do tego, ze widmo
bedzie niepotrzebnie ztozone, za$s w najgorszym przestonig istotne sygnaty. Nalezy
zwroci¢  szczegdlng uwage na to, aby prébka nie zawierala zanieczyszczen
magnetycznych, poniewaz mogg one znieksztatcaé pole magnetyczne, a wiec i
zmniejsza¢ rozdzielczos¢ widma. Zanieczyszczenia state najtatwiej jest usung¢ przez
filtracje. W przypadku prébek w rozpuszczalnikach organicznych rozpuszczong wode
mozna usungé przez doktadne osuszenie probki przed rozpuszczeniem.

71 Wybor rozpuszczalnika

Kolejnym etapem po wystarczajgcym oczyszczeniu i wysuszeniu probki jest wyboér
odpowiedniego rozpuszczalnika. Poniewaz jadrem najczesciej wykorzystywanym do
blokowania jest deuter, prébki zazwyczaj rozpuszcza sie w rozpuszczalniku deuterowanym
(jest to rozpuszczalnik, w ktérym znaczna cze$¢ atoméw wodoru, zazwyczaj ponad 99%,
zostata  zastgpiona  deuterem). Najczesciej wykorzystywane rozpuszczalniki
deuterowane to aceton-d6, benzen-d6 i chloroform-d, jednak dostepnych jest wiele
innych. Czynniki, ktére nalezy uwzgledni¢ przy wyborze rozpuszczalnika, sg nastepujace:

1. Rozpuszczalnosé: Nie ma watpliwosci, ze im prébka jest fatwiej rozpuszczalna w
rozpuszczalniku, tym lepiej. Zwieksza to do maksimum zawarto$¢ prébki w objetosci
zapewniajgcej zwiekszenie czuloSci eksperymentu. Duza rozpuszczalno$¢ jest
szczegolnie istotna, jesli dostepna jest niewielka jedynie ilo$¢ prébki.

2. Zaklécenia widma probki wprowadzane przez sygnaly rozpuszczalnika: Sam
rozpuszczalnik w nieunikniony sposdb bedzie wytwarzat sygnaty NMR przestaniajgce
pewne obszary widma. Takie piki pozostatosci rozpuszczalnika nie powinny naktadac sie
na sygnaty probki.

3. Zaleznos¢ od temperatury: W przypadku eksperymentéw prowadzonych powyzej lub
ponizej temperatury pokojowej istotnymi czynnikami sg takze temperatura topnienia i
wrzenia rozpuszczalnika. Ponadto rozpuszczalnos¢ prébki bedzie prawdopodobnie rézna
w zaleznosci od temperatury.

4. Lepkos¢: Im nizsza jest lepkoS¢ rozpuszczalnika, tym wieksza rozdzielczosé
eksperymentu.

5. Koszt: Jest niewatpliwe, ze w przypadku rutynowych pomiarow NMR, w ktérych rejestruje
sie wiele probek, istotnym czynnikiem jest koszt rozpuszczalnika. Regutg ogdlng jest
wzrost ceny wraz z liczbg atoméw deuterowanych.

6. Zawartos¢ wody: Prawie wszystkie rozpuszczalniki wykorzystywane w pomiarach NMR
zawierajg $ladowe ilosci wody. Ponadto wiele jest higroskopijnych (pochtaniajg wode z
atmosfery), dlatego dtuzszy czas przechowywania powoduje zwiekszenie zawarto$ci
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wody. Wystepowanie piku wody (HDO) pogarsza jedynie jakos¢ widm NMR. Zawartos¢
wody w rozpuszczalniku mozna znacznie zmniejszy¢ za pomocg Srodka suszgcego i
sgczenia lub przechowujgc rozpuszczalnik nad sitami molekularnymi.

Wybdr rozpuszczalnika w przypadku konkretnej probki powinien by¢ najlepszym
kompromisem miedzy réznymi ich zaletami i wadami. Dokladny opis poszczegdlnych
rozpuszczalnikdbw mozna znalez¢ w Internecie.

7.2 Probéwka na prébke

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

5 o5

R
| F

s

/

. R
100 50 0 -50 Hz
’
’
1
VA
N T " N N " T " v 1 N N N N T v M N T o ud
100 50 0 -50 -100 Hz
Rysunek 7.1: Widmo, na ktérym pokazano pasma boczne powstate w wyniku obracania
1. Sygnaty satelitarne 13C 2. Pasma boczne powstate w wyniku
obracania
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Wystepowania pasm bocznych powstaltych w wyniku obracania nie mozna unikng¢, ich
wielko$¢ czesto zalezy od jakosci probowki na probki. W sytuacji idealnej probéwka na
probke powinna mie¢ symetrie doskonale cylindryczng. Nietypowo wysokie pasma boczne
moga wskazywa¢ na niewystarczajgcg symetrie probéwki, co moze wymagac
zastosowania probowek o lepszych parametrach (a przez to drozszych).

Probowki na probki muszg by¢ czyste i wolne od brudu i zarysowan. Nie wolno szorowac
probowek za pomocg szczotek do probéwek. Nie nalezy zaktada¢, ze nowe probowki do
NMR sg czyste. Probéwki mozna oczysci¢ przeptukujgc acetonem lub wodg destylowang.
Mozna zastosowacé pitynny detergent, jednak w ciggu kilku minut nalezy probdéwke
wyptukac, aby nie nastgpito zarysowanie jej powierzchni. Probdwki mozna ponadto czyscié
ultradzwiekowo w odpowiednim roztworze. Jesli wszystkie powyzsze metody zawioda,
probéwki nalezy zanurzy¢ w wodzie krolewskiej na maksymalnie dwa dni, a nastepnie
doktadnie wyptukac i wysuszy¢. Probéwki do NMR mozna suszy¢ w piecu. Nie nalezy ich
ogrzewac¢ do temperatury powyzej 100°C, poniewaz moze nastgpi¢ ich odksztatcenie, w
wyniku czego nie bedg sie wilasciwie obraca¢. Suszenie najlepiej przeprowadzi¢
przepuszczajac przez probdéwke filirowany azot.

7.3 Postepowanie z prébka

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

n Uwaga: Nalezy pamieta¢ o koniecznosci trzymania probowki na prébke zawsze za gérng
czese.

Typowe postepowanie przy przygotowywaniu prébki (przykiad):

1. W przypadku prébki statej i probéwki 5 mm nalezy rozpusci¢ maksymalnie 20 mg prébki w
okoto 0,6 cm® wybranego rozpuszczalnika (w przypadku probowek 10 mm rozpusci¢ 80
mg w 2,5 cm®). Typowo w przypadku probki cieklej i rejestracji sygnatéw protonéw
rozpusci¢ 20% probki w 80% rozpuszczalnika deuterowanego.

2. Dodac niewielka ilos¢ (~0,1%) zwiazku odniesienia - tetrametylosilanu (TMS). Sprawdzi¢,
czy sygnat TMS jest mniejszy od sygnatu prébki lub rozpuszczalnika o najwiekszym
natezeniu (w przeciwnym razie zmniejszy sie stosunek sygnatu do szumu wskutek
niskiego wzmocnienia odbiornika).

3. Przefiltrowac roztwér do probowki na probke przez pipete Pasteura z matym korkiem z
chusteczki Kimwipe.

4. Przefiltrowaé 0,2 cm?® rozpuszczalnika przez filtr do probowki. Otrzymany roztwor powinien
siega¢ do wysokosci 3 do 4 centymetréw.

5. Zamkngé¢ probéwke korkiem, u gory zabezpieczy¢ folig parafilm i opisa¢ probéwke w
czesci gornej. Nalezy pamietaé, ze zatyczka, folia parafilm oraz etykieta powinny by¢
koncentryczne, w przeciwnym wypadku bedg zaktdcaty obroét probki.

Uwaga: Jesli do filtracji probki wykorzystuje sie wtdkno szklane, moga wystgpi¢ pewne
problemy, szczegdlnie w przypadku pomiaru T,.
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8 Widmo protonowe

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

zg30
30°

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

Nalezy zastosowac probke 30 mg antranilanu mentylu w DMSO-d6.

CH,
O NH,
o%
HsC™ ™“CHs =

8.1 Rejestracja widma protonowego

Podstawowe czynnosci opisano w rozdziale Podstawowe procedury. Sg one
nastepujgce:

1. Utworzenie nowego zbioru danych.
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TEERS ___n mmas

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

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

Please define the number of receivers in the Options.

NAME proton_exp
EXPNO 1
PROCNO [

© Use current parameters

@ Experiment PROTON Select
() Options
Set solvent: DMSO ...... -
) Execute "getprosol”
) Keep parameters: P1,01, PLW1 =
DR Cl\pz\data -

[C1 Show new dataset in new window

Receivers (12, .16) 1

1D-Proton experiment

TITLE 30mg Mentyl Anthranilate in DMSO-d&

Uwaga: Katalog (DIR) zalezy od lokalizacji zapisanych danych, dlatego uzytkownik moze
widzie¢ inne nazwy niz podane na rysunku powyzej. Nalezy klikngé strzatke w dot i
odszuka¢ odpowiedni katalog.

2. Przygotowanie probeki.
3. Wprowadzenie prébki z elementem obrotowym do magnesu.
4. Blokowanie prébki.

acelic acid-d4

acetone-d6

benzene-d6

acetonitrile-d3
CD3CN_SPE LC-SPE Solvent (Acetonitrile}
CD30D_SPE LC-SPE Solvent (Methanol-d4)
CDCI3 chloroform-d
CH3CN+D20 HPLC Solvent (Acetonitril/D20)
CH30H+D20 HPLC Solvent (Methanol/D20)
D20 deuteriumoxide
DMF dimethylformamide-d7

ethanol-dé

90%H20 and 10%D20
90%DMSO and 10%DMSO-d6
fruit juice

methanol-d4

Blood plasma
pyridine-d5
Trifluroethanol-d3
tetranydrofurane-dg
toluene-dé

Urine

Gance

Uwaga: Na liscie rozpuszczalnikow wybra¢ DMSO.

5. Strojenie i dopasowanie sondy.
6. Obracanie proébki.
7. Kompensacja (shim).

58
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8. Ustawienie parametréw zaleznych od sondy i rozpuszczalnika.
9. Regulacja wzmocnienia odbiornika.

10. Uruchomienie rejestracji.

11. Przetwarzanie danych.

¥+ Acquisition finished: C:/data3.0/proton_exp/1/pdata/1

| Spectrum | ProcPars | AcquPars | Title | PulseProg | Peaks | Integrals | sample | Structurei[ﬁilﬁﬂ Acqul

_| i- Profon experiment :
|30 mg Menihy! Anthranilate In DMSO-0S

[rel]

8.1.1 Optymalizacja szerokosci przemiatania

Optymalizacja szerokosci przemiatania pozwala uzyskaé lepszg rozdzielczos¢ i
rozdzielenie pikow w widmie protonowym.

1. Klikng¢ ikone ppm (Exact zoom) na pasku narzedzi.
o
(PEzyen

CQECIA

M exactzoom

Please enter the exact coordinates
of the desired expansion.

From
To

’ OK ” Cancel I

2. Wpisa¢ nastepujgce wartosci F1 [ppm]:
0Od=9
Do=+1
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Klikng¢ przycisk OK w oknie “Exactzoom”.

¥+ Acquisition finished: C:/data3.0/proton_exp/1/pdata/1

J Spectrum | ProcPars | AcquPars | Title | PulseProg | Peaks i|.lntegralgf\.8ample.!! Structuré".F‘lol.!! Fid| Acqu|
S _| 1- Profon expedment ; ; :
= | 30 mg Menthy! Anthranilate In DMSO-dE :
B e B
R R R R N T e
- IR SN SE— S T N T TS -~
8 -] 4 2 [+] [ppm]

Klikng¢ ikone Set SW to current region, and SFO1 to center of region na pasku
narzedzi.

e £ 5
:;:‘:ﬂt.élb,

New setting of SW. SFO1 from current region

SW = 0.9996 ppm
SWH = 3001.200 Hz

01 =1200.50 Hz / 3.9999 ppm
SFO1 = 3001312005 MHz

5. Klikng¢ przycisk Close [Zamknij] w oknie “New setting of SW”.

6. Klikng¢ ikone Start acquisition [Rozpocznij rejestracje] na pasku narzedzi.

5o
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Klikng¢ zaktadke Process na pasku menu czynnosci.

| J Start Acquire Process Analyse Publish View Manage @

‘ ﬁl}a‘-’rog. Spectrum= || ’\ﬂy Adjust Phase = || ,g‘\ Calib. Axis = jﬂ?& Pick Peaks = H I Integrate = HAgvancedv |

Klikng¢ przycisk Proc. Spectrum na pasku klawiszy czynnosci.

n Uwaga: W ten sposdb zastosowane zostajg zapisane parametry przetwarzania w oknie
procid.

8.2 Catkowanie

W celu analizy ilosciowej zarejestrowanego sygnatu protonu poréwnuje sie ze sobg
scatkowane natezenia pikow. Czesto wykonuje sie catkowanie widma protonowego, aby
uwzgledni¢ liczbe protonéw w analizowanej czasteczce.

1. Rozszerzy¢ widmo, aby obejmowato wszystkie piki.

Acquisition finished: C:/fdata3.0fproton_exp/1/pdatas1

| spectrum | ProcPars | AcquPars | Title | PulseProg | Peaks | Integrals | Sample | Structure | Plot | Fid| Acqu|

1 1- Profon exparimant ;
730 ma Menthy! Anthranilate in DMSO-dE

[rel]

10
|

2. Klikng¢ przycisk Integrate [Catkowanie] na pasku klawiszy czynnosci.

4 Start  Acquire  Process = Analyse  Publish View  Manage @

| I\ Proc. Spectrum~ || % Adjust Phase \| A Calib. Axis ¥ | ?f".}( Pick Peaks = H f[},-l,ntegrate;v-”AQvancedv |

Uwaga: W ten sposdb uruchamia sie tryb catkowania recznego. Inne opcje sg dostepne
po kliknieciu strzatki w dét na przycisku Integrate.

Zamiast zaktadek Data Set pojawia sie pasek narzedzi catkowania:
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[I=d Fofft 2ESran N[R[*2/22*X=+T 3 X GHH

3. Ustawi¢ linie kursora po lewej stronie obszaru, ktéry chcemy powiekszy¢ i trzymajgc
lewy przycisk myszy przesung¢ linie kursora w prawo do konca interesujgcego nas
fragmentu widma, a nastepnie zwolni¢ przycisk.

(= Acquisition finished: C:/data3.0/proton_exp/1/pdata/1

quﬂ*$fmﬁﬁ#@@*WdBW%Qﬂ¢W—i?¢Xﬂm
S | 1 Pipton expediment : : : : : :
30 ma Menthy! Anthraniiate in DMS0-dE
e R L L L et It
7595 ppu # 2279.551 Hz
@ —sun = 0.0000 : : : : : :
_DEFINE BEGION MODE o oemieesieeain ............. .......... ............. .......... ............. ) Ty
Dafink: Drag using left mouse button : : : : : :
T|Rgturh: Left-click highlighted icon
w —
P R R AR AR e are e e e R A
o
o -
T T T I T T T I T T I T T T
-] 4 2 [ppm]

4. Powtorzy¢ krok 3 w przypadku pozostatych pikow.
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. ¥+ Acquisition finished: C:/data3.0/proton_exp/1/pdata/1

| #- Proton experiment
30 mg Menthy! Anthranilate in DMSO oo}

[rel

Mouse Sensitiwvity: L.0
0.448 ppu / 134,408 Hz
W —3um = 27.1878 : . : 3 :
\DEFINE BEGION MODE s e [ R et RN T
Define: Drag using left mouse button . . . . .
T|Return: Left-click highlighted icon

5. Klikng¢ ikone Return, save region na pasku narzedzi catkowania.

B

8.3 Wykreslanie widma protonowego

1. Rozszerzy¢ widmo, aby obejmowato wszystkie piki.
2. Klikng¢ ikone Retain expansion and scale na pasku narzedzi.

0

3. Klikng¢ zaktadke Publish na pasku zaktadki czynnosci.

] Start Acquire Process  Analyse Publish View  Manage @
' copy|| & Print || 1y;/Plot Layout's | < PDF » || I E-Mail

4. Klikng¢ przycisk Plot Layout [Wykresl widmo] na pasku przyciskéw czynnosci.
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1 experiment 1 1 C:\Data EE@]

Spectrum | ProcPars | AcquPars | Titie | PulseProg | Peaks [ integrals | sample [ structure| Piot | Fia [ acqu]

Layout: E

+10_H.xwp
Print: E] lp;:;x;_;l Anthranilats in DNEO B a (—1
Defauit Printer BEUKER
Paper: Letter
s

View:

Limts: € R

I SAEUE: e
Display:

v DA o

P2 - Achuisition Parssstsss
[ 20130221

03.0
oL 1.00000000 sas
1

e CHENTL £1
oFalL 3888123694 HAE
=

Click here to insert new elements: i

Standard NUR 72w -

: — £ | e
0. [z - Il
= = L | | S

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

Bl B e Bl BBl ekl EEH

n Uwaga: W razie potrzeby za pomoca narzedzi z lewej strony ekranu mozna wprowadzic¢
zmiany.

5. Kllknqc strzatke w dét w polu Print [Drukuj] okna wykreslania widma.

F‘nnt S |
Set target printer_. |
Multi-print...
Page setup...

| Split page setting. ..

6. Klikng¢ Print.
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9 Widmo 13C z rozprzeganiem
protonéw

W tym rozdziale opisano rejestracje i przetwarzanie jednowymiarowego widma 13C NMR.
Standardowy zestaw parametréw C13CPD firmy Bruker obejmuje sekwencje impulséw
zgpg30 pokazang na rysunku ponizej. Kanat 13C sktada sie z opdznienia kolejnego cyklu,
impulsu RF i czasu rejestracji sygnatu. Pokazany kat impulsu wynosi 30°. Dwa parametry,
d1 i p1, odpowiadajg dtugosci opdznienia kolejnego cyklu i diugosci impulsu RF 90°
(odpowiednio). Kanat 1H skfada sie z dwdch impulséw rozprzegajacych, ktdérych moc
moze by¢ bramkowana. Pierwszy impuls, czyli impuls narastania NOE podczas opéznienia
kolejnego cyklu, moze mie¢ nizszg moc niz drugi impuls podczas rejestracji bedacy
rzeczywistym impulsem rozprzegajagcym. Moze to by¢ uzyteczne, aby nie dopusci¢ do
ogrzewania czestotliwoscig radiowg probek o duzej zawartodci soli lub probek, w
przypadku ktérych wieksza moc rozprzegania moze by¢ niekorzystna.

Zgpg30
| <2 |
ilm%ww
S| CPD
pli3-pli2

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

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

s
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9.1 Rejestracja widma 13C

Podstawowe czynnos$ci opisano w rozdziale Podstawowe procedury.
1. Tworzenie nowego zbioru danych.

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

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

Please define the number of receivers in the Options.

NAME \carbon_exp|
EXPNO 1
PROCNO 1

) Use current parameters

® Experiment C13CPD Select

(~) Options
[] Set solvent: CD3CN_SPE ~

© Execute "getprosol”
) Keep parameters: P1,01,PLW1 ~

DR C-\Data -
[C1 Show new dataset in new window

Recelvers (12, ..16) 1

1-D Carbon experiment with Proton decoupling

TITLE 30mg Menthyl Anthranilate in DMSO-d&

Uwaga: Katalog (DIR) zalezy od lokalizacji zapisanych danych, dlatego uzytkownik moze
widzie¢ inne nazwy niz podane na rysunku powyzej. Nalezy klikng¢ strzatke w dot i
odszukac¢ odpowiedni katalog.

2. Przygotowanie prébki.
3. Wprowadzenie prébki z elementem obrotowym do magnesu.

4. Lockowanie probki.

& Solvents table

I Acetic acefic acid-d4
Acefone acetone-d6
benzene-d6
acetonitrile-d3
CD3CN_SPE LC-SPE Solvent (Acetonitrile)
CD30D_SPE LC-SPE Solvent (Methanol-d4)
CDCI3 chloroform-d
CH3CN+D20 HPLC Solvent (Acetonitri/D20)
CH30H+D20 HPLC Solvent (Methanol/D20)
deuteriumoxide
dimethylformamide-d7

ethanol-dé

90%H20 and 10%D20
90%DMS0O and 10%DMSO-d6
fruit juice

methanol-d4

Blood plasma
pyridine-d5
Trifluroethanol-d3
tetrahydrofurane-da
toluene-dg

Urine

Uwaga: Na liscie rozpuszczalnikéw wybra¢ DMSO.
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5. Strojenie i dopasowanie sondy.

6. Obracanie probki.

7. Kompensacja.

8. Ustawienie parametrow zaleznych od sondy i rozpuszczalnika.
9. Regulacja wzmocnienia odbiornika.

10. Uruchomienie rejestracji.

11. Przetwarzanie danych.

. EB Acquisition finished: C:fdata3.0/Carbon_exp/1/pdata/1

| Spectrum | procPars| AcquPars | Title | PulseProg | Peaks | Integrals | Sample | Structure| Piot| Fid | Acqu]

[rel]

-0 13C experiment with TH decoupling ;
30 mg Menthy! Anthraniiate In DMS0-dE :

| : :
100 g0 60 40 [ppm]

Zobacz rowniez
Procedury podstawowe [P 37]

Wybieranie pikow

W celu analizy zarejestrowanego widma weglowego poréwnuje sie ze sobg wartosci
przesuniecia chemicznego pikéw. Wybieranie pikéw przeprowadza sie czesto w widmie
weglowym z rozprzeganiem protondw, aby uwzgledni¢ poszczegdlne atomy wegla w
analizowanej czgsteczce.

1. Rozszerzy¢ widmo, aby obejmowato wszystkie piki.
2. Klikng¢ przycisk Pick Peaks [Wybierz piki] na pasku klawiszy czynnosci.

| J Start Acquire Process Analyse Publish View Manage @

\ N Proc. Spectrum+ || ’\97 Adjust Phase = H A\ Calib. Axis » \ E,V\J}Pick Peaks = H I Integrate = \}Agvancedv |

Uwaga: W ten sposéb uruchamia sie tryb recznego wyboru pikéw. Inne opcje sg dostepne
po kliknieciu strzatki w dét na przycisku Pick Peaks.
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Widmo 13C z rozprzeganiem protonow

Zamiast zaktadek Data Set pojawia sie pasek narzedzia wyboru pikow:
+ | | + | Il
L= moose| ) L g (x| D ELE

3. Rozpoczg¢ od godrnego lewego rogu okna widma i nacisngé lewy przycisk myszy.

Przesungc¢ linie kursora od lewej do prawej strony widma i wykresli¢ prostokat obejmujgcy
wszystkie piki.

EB Acquisition finished: C:/data3.0/Carbon_exp/1/pdata/i
TR e e .
|JJ_L.Lr' 1y 5% g ol (XE D QQJ JH
-0 13C expariment with 1H dacoupling :

y O I e e ] e P v 17 ] .
[ L ) = T e R LR = D= = I S R L )

w —|
{18.8 ppm / 968.0 Hz
Define hnew region:
JDEag with left mouse button
Mumbher of peaks: 0O
- —]

160 140 120 100 80 &0 40

[ppm]

4. Klikng¢ ikone Modify existing peak picking range na pasku narzedzia wyboru pikéw.
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Widmo 13C z rozprzeganiem protonéw

EB Acquisition finished: C:/data3.0/Carbon_exp/1 fpdata/

= : - : - -
e | 1-D 130 experimant with 1H decoupling ; ; ;
30 mg Menthvl Anthranilate in DMSO-08 ] | :
- o o @ : :
# oo = W ] o k- = 20 OO 0m
w o () [l b g - 0 = 03 0% (9= (O P~
.ty Lo © In . 0 ity = P D00 =0
o -+ o o a fak S = N OGO .
] 00 —— o o | il M o= WHNO W
: e —_—— P o et 050 OO —
{119.5 ppu / 3049.1 Hz { | w J HH | | k}HW |
e b i e e e b e sl M e R (G O W
JMAXI = 4.40 rel . y
MI = 0.28 rel : ; i i
JdepC = 1.40 SR R R i b N e R i i B T S S R R S vl St bR e B e
Nuwber of peaks: 19 : : : : : :
- — . 1
M ! I
| : | i
il L . B I
Gl
|
Ly B IO SRUIGC RPN - S SR, i (N S - S ) RS J. SR ;SIS NI [N - U S B (S

T
100 80 60 40 [ppm]

T T T
160 140 120

5. Klikng¢ dolng krawedz zaznaczonego prostokata lewym przyciskiem myszy i
przeciggnac jg powyzej poziomu szumu, aby ustawi¢ minimalny poziom wyboru pikéw.

6. Klikng¢ gorng krawedz zaznaczonego prostokagta lewym przyciskiem myszy i
przeciggna¢ jg ponizej pikdw niepozadanych, np. pikdw rozpuszczalnika, aby ustawic
maksymalny poziom wyboru pikow.

7. Klikng¢ ikone Return, save region na pasku narzedzi wyboru pikow.

SEL
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Widmo 13C z rozprzeganiem protonow

9.3

1 experiment 2 1 C\Data E=NECH :&]
| Spectrum | ProcPars | AcguPars | Title | PulseProg | Peaks | Integrals | sample | structure | Piot | Fid | Acqu]
1-0) Carban experiment with Profon decoupling = f
30mg Menthyl Anthraniiate in DMSO-d6 r
0 - 0 = oo W o
o o m w —— @O o o
w o o e oSm o (] 0w [
] a o o a= @ 2 ]
P - + o [T ] W EmEmkhwmpeaornOo.o @ -
= = 2 =T i p = L
| | | | V] |
— o
— o
—
—
o
T T | T T T | T T T ‘ T T T | T T T ‘ T T T | T T T ‘ T T T | T T
160 140 120 100 80 60 40 [ppm]

Wykreslanie widma 13C

1. Rozszerzy¢ widmo, aby obejmowato wszystkie piki.
2. Klikng¢ ikone Retain expansion and scale na pasku narzedzi.

o
Il

3. Klikng¢ zaktadke Publish na pasku zaktadki czynnosci.

| J Start Acquire Process Analyse Publish View Manage @
|| /I Copy|| & Print+ || iy Plot Layoutw | <} PDF = || % E-Mail

4. Klikng¢ przycisk Plot Layout [Wykresl widmo] na pasku klawiszy czynnosci.
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Widmo 13C z rozprzeganiem protonéw

[1 experiment 2 1 C:\Data EE@]

| spectrum | ProcPars | AcquPars | Title | PulseProg | Peaks | Integrals | sample | structure| Plot | Fid | Acqu]

Layout: E

+1D Xxwp
Print: 1-D Carben sxperiment with Froton decoupling
rint: 30mg Menthyl Anthranilats in DHSO-d6 (_'X—)
Default Printer 5 2 25 3 BRUKER
Paper: Letter | | | (O
Cumrent Data Famstans
T wpainan
View: v i

o : i e
Limts: & R @ L RN =
L AR TR [y

Perett
- 1o
uo 2me
: . ca 3
Display: e 2a025.a81 Ba
Fmezs @ eevha me
Coom® Eoom ) 1.3631458 ase
= 203
ox 30.300 usss
cz vt
EH 3020
o1 = 00000000 e
o1 6102000000 nax
Da 1
e CRATHEL £1 e
: : : e friafvetvregel
Click here to insert new elements: CAl L
peen 113.00000000 &
Standard MMR N T
awaa 2oe.siinres mms
/ e e i
= CFDFRG[2 waltzle
i ﬁ = P03 20.00 uses
- - o 17.ge0e0000 =
frer @i33138000 &

L3 ©.12732000 ¥

P2 - Prosessing paastsss
51 2mae

oF 1008474450 K=
on Y
aunal-TH o
EY 1.00 me
3 o
1.0
170 160 180 140 130 120 110 100 890 B0 70 &0 B0 40 0 ppm

Uwaga: W razie potrzeby za pomocg narzedzi z lewej strony ekranu mozna wprowadzi¢
zmiany.

5. Klikng¢ strzatke w dot w polu Print [Drukuj] okna wykreslania widma.

print _ [\ |
Set target printer... |
Multi-print. ..

Page setup...

| Split page setting....

6. Klikng¢ Print.
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Widmo 13C z rozprzeganiem protonéw
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Podstawowe informacje dotyczgce rozwigzywania probleméw

10 Podstawowe informacje
dotyczace rozwigzywania
problemow

Nie jest mozliwe, aby w instrukcjach dla poczatkujgcych uzytkownikéw omawiaé
zaawansowane metody rozwigzywania probleméw. Wszyscy uzytkownicy powinni jednak
co najmniej umie¢ wigczac i wytgczac¢ zasilanie systemu.
W przypadku systemu komputerowego takze nalezy umiec to zrobi¢, poniewaz komputer
PC steruje serwerem DHCP odpowiedzialnym za adresy sieciowe i wiekszos¢ piyt oraz
bezdyskowym systemem operacyjnym do modutu IPSO.

Uwaga: Osoba zarzadzajgca systemem powinna pokaza¢ wszystkim uzytkownikom
procedure wigczania i wytgczania zasilania systemu.

‘ 1
)
|

Rysunek 10.1: Potozenie wytgcznikow sieciowych w modutach AQS i IPSO
1. Wytacznik sieciowy modutu IPSO | 2. Wytacznik sieciowy modutu AQS
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Podstawowe informacje dotyczace rozwigzywania problemoéw

<IN I g ™
r T T
FN\p !

Rysunek 10.2: Potozenie wytgcznika gtéwnego BSMS

1. Wytgcznik sieciowy BSMS
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. Kontakt
11 Kontakt

Producent:

Bruker BioSpin NMR
am Silberstreifen

D-76287 Rheinstetten

Niemcy

Telefon: +49 721-5161-0
http://www.bruker-biospin.com

Infolinie NMR

Prosimy o kontakt z naszymi centrami obstugi zajmujgcymi sie spektrmetrig NMR. Firma
Bruker BioSpin NMR oferuje dedykowane infolinie i centra obstugi, dzieki czemu nasi
specjalisci sg w stanie szybko zareagowac na wszelkie pytania klientéw dotyczace obstugi,
aplikacji, oprogramowania lub kwestii technicznych. Prosimy o wybodr centrum obstugi
NMR lub infolinii z listy dostepnej na stronie:

http://www.bruker-biospin.com/hotlines_nmr.html
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Rysunki
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Rysunek 3.3
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Rysunek 3.9
Rysunek 3.10
Rysunek 3.11
Rysunek 3.12
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WIAMO DENZENU ...t e e 17
OCtAN DENZYIU ...t e e e e e e e e e e e e eee s 17
Widmo protonowe octanu benzylU ... 18
4 (o] o =10 = o [ TR PR 19
WidmO etyloDENZENU..........oee e 20
Eksperyment Z rozprzeganiem...... ..o 21
Widmo etylobenzenu z rozprzeganiem homojgdrowym...........cceoeiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeenees 22
TransformMacja FOUMEIA..........uiiiiiiiiiiee et e e e e e e s snreeeeeenes 23
Magnes, konsola operatora i KONSola ..........ccuuviiiiiiiiiiiii e 25
Przeglad architektury systemu AVANCE ..........oooiiiiiiiee e 26
Fotografia magnesu, uktadu kompensacyjnego, sondy i HPPR ..., 28
Magnes NAAPIrZEWOAZGCY .....uuuueieiiiiieieee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eneeeeeeeas 30
ProbKa W SONAZIE.....cooiiieeeeee ettt e e e e e e e ee s 32
Typowy schemat przewodéw do przedwzmacniacza HPPR ..., 33
Przyktad sondy SZEroKOPaSMOWE] .........coiuuiiiiiiiiiiiie ettt 34
(@] (aTo T o] oo =10 0 U I e 0157 o] o SO 37
Wyswietlanie zablokowane po 10Cku ProbKi.........oooiii oo 42
Okno strojenia/dopasowywania sondy ATMM .........oooiiiiiiiiiii e 44
Przyktady krzywych kotysania przy roznych parametrach strojenia i dopasowywania. 45
Widmo przy BF1 = 600,13 MHZ, 01 = O HzZ...ooriiiieeeee e 50
Widmo przy BF1 = 600,13 MHz, 01 = 8 KHZ..oooriieeeee e 51
Widmo przy BF1 = 600,13 MHz, 01 =8 kHz, SWH =8,4 kHz ..........ccceriiiiiiii 51
Zaleznosci miedzy SFOT, BF1 i O .o 52
Widmo, na ktdrym pokazano pasma boczne powstate w wyniku obracania................. 54
Potozenie wytgcznikow sieciowych w modutach AQS i IPSO.....ooovvvieiiiiiiiiiieeeeeee. 73
Potozenie wytgcznika gtownego BSMS ... 74
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Tabele

Tabela 3.1 Tabela z danymi dla réznych izotopéw (czestotliwosci dotyczg magnesu o indukcji 11,7
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Stowniczek

BSMS

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

deuterowany rozpuszczalnik

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

HPPR

High Performance Preamplifier -
przedwzmacniacze duzej wydajnosci

IPSO

Intelligent Pulse Sequence Organizer

Ppm
parts per million

przesuniecie chemiczne

Zmiana precyzyjnej czestotliwosci
rezonansowe;.

VTU

Variable Temperature Unit
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