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PRISTROJOVE VYBAVENT

Bruker 600 Avance!!

b

Aktivné stinény, supravodivy magnet UltraShield™
14.1T

Digitalni konzole

Orthogonalni shimovaci systém BOSSII s 34
gradienty

Moznost deuteriového dekaplingu

Méfici sondy: 5mm (10mm) BBO sonda (pfimé
pozorovani jader 'H a moznosti manipulace s jadry
JBC:alSN)
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5mm (3mm) inverzni sonda

Bruker DPX 300 (vylepSeny)

Supravodivy magnet 7.05T
Digitalni konzole

Orthogonalni shimovaci systém s 20 gradienty

Méfici sondy: 5mm inverzni sonda(*H pfimy, BB
dekapl.)

5mm BB sonda (3!P-®>N), 'H
dekapling



SUPRAVODIVY MAGNET
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MERICI SONDA

Prijimaci a vysilaci civky, korekCni civky pro dosazeni maximalni homogenity
pole, zafizeni ovladajici pfesné nastaveni teploty vzorku

NMR sonda vybavena obvody pro vicenasobnou rezonanci — kromé meéficiho
kanalu ma jesté obvody umoznujici excitaci jinych jader

Specialni sondy obsahuji pfidavné civky vytvarejici pulsni gradienty
magnetického pole — specialni experimenty s PFG

*Nanosondy - extrémné malé mnozstvi
vzorku nebo heterogennich vzorku

"Prato¢né sondy - sondy s vysokou
citlivosti

=»Sondy se supravodivou nebo
podchlazenou méfici civkou - vychazeji z
principu  snizeni elektrického Sumu
snizenim absolutni teploty dCila -
teoreticky lze dosahnout az 10x vySSi
citlivosti




MERICI SONDA

Hlavni funkce:

Vybuzeni spinového systému méfeného vzorku a snimani jeho odezvy

Zabezpeceni stability rezonancni podminky (udrzeni platnosti rezonancni
podminky — lockovaci kanal

Regulace teploty méfeného vzorku

Pridavné civky vytvarejici pulsni gradienty magnetického pole —
specialni experimenty s PFG ( experimenty s puls.gradien. mag. Pole)

(
Citlivost NMR experimentu — specialni sondy ' il




VZOREK, ROZPOUSTEDLO, STANDARD

Tenkosténné koaxialni kyvety umisténe v plastovych rotorech

Maximalni vnéjsi primér kyvety zavisi na typu NMR sondy (5mm, 3mm, 10 mm)

K méreni je treba pripravit 0.6 ml roztoku studované latky v deuterovaném

rozpoustédle

Minimalni mnozstvi vzorku — typ jadra, citlivost spektrometru, typ experimentu, doba
meéreni, molekulova hmotnost

Realna mnozstvi vzorku: 1-50 mg pro H
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10-100 mg pro 3C NMR experimenty

8¢

Tenkosténné (omezovaci vypIné pro
zmenseni objemd a virl pri rotaci)

Silnosténné s malym objemem
Silnosténné s malym objemem

Kyveta s drzdkem a mikrokyvetou pro
malé objemy

Koaxidlni objemy



VZOREK, ROZPOUSTEDLO, STANDARD

Volba rozpoustedia:
Mélo by obsahovat deuterium pro stabilizaci rezonancni podminky (,lock
signal)
Dostatecna rozpustnost studované latky
Rozpoustédlo chemicky inertni, stalé a nepfilis viskdzni pfi teplotach méreni
Signaly rozpoustédla by nemély interferovat se signaly vzorku
Dulezita role — cena rozpoustédla

Nerozpustné Castice vzorku, mechanické necistoty — filtrace, centrifugace

Odstranéni rozpusténého kysliku (paramagneticky=rozsifené cary) —
probublavani dusikem, odplynéni vzorku opakovanym vymrazenim roztoku

Rozpoudtédlo Vzorec 3'H 8"C
Chloroform CDCl; 726 770
Benzen CeDg 727 1280
o . 1.3
Acetonitril CD;CN 1,94 1182
ST . 29.8
Aceton CD;COCD; 2,05 4
206.3
Dimethylsulfoxid CD;SOCD; 2,50 395
Methanol CD;OD 331 490
Voda D-0O ~48 -




VZOREK, ROZPOUSTEDLO, STANDARD

Standard

Vnitfni — pfidan pfimo k méfenému roztoku

Vnéjsi — umistén v kapilare ponorené do roztoku

Sekundarni standard — signal rozpoustédla se znamym chemickym

posunem

Jadro Standard (zkratka) Vzorec 4 (ppm)

IH Tetramethylsilan (T MS) CaH42Si C
He xamethyldisilan (HMDS) CgH18Si2 0.037
Hexamethyldisiloxan CgH1g0SIi2 0.055
Sodna s. | kyseliny 3-(trimethylsilylpropansulfonové (DSS) CgHisNaO3SSi 0
Sodna s. | kyseliny 3-(trimethylsily)propionové (T SP) CgHi13NaOSI 0

130 Tetramethylsilan (TMS) C4H12Si 0]
Deuterochloroform CDCE 77.0
Hexadeuterodimethylsulfoxid CDsSOCDs 39.7
Tetradeuteromethanol CDs0D 45.0




KALIBRACE, NASTAVENI A TESTY NMR
SPEKTROMETRU

Kalibracni méreni zakladnich parametrd jsou do znacné
miry nezavislé na meéreném vzorku a proto je netreba
opakovat pred kazdym méfenim

Testy a procedury optimalizujici nastaveni parametrl, jsou
ovlivnény méfenym vzorkem, je tfreba provadét pred
mérenim kazdého vzorku

Specialni testovaci procedury (test stability rf pulsu, test
linearity vysilaCe, test tvaru pulsu, test prijimace...)



KALIBRACE, NASTAVENI A TESTY NMR
SPEKTROMETRU

Kalibracni méfeni zakladnich parametru

Urceni délky 90° pulsu pro urcity vykon zesnovace v méficim kanalu
pro vSechna meérena jadra

Kalibrace vykonu v dekaplovacim kanalu a délky 90° pulsu dekapleru
pro vSechna dekaplovana jadra

Kalibrace pulsnich gradientd magnetického pole

T T T
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KALIBRACE, NASTAVENI A TESTY NMR
SPEKTROMETRU

KalibraCni méreni zakladnich parametrd jsou do znacné
miry nezavislé na méreném vzorku a proto je netfeba
opakovat pred kazdym méfenim

Testy a procedury optimalizujici nastaveni parametru

Specialni testovaci procedury (test stability rf pulsu, test
linearity vysilaCe, test tvaru pulsu, test prijimace...)



KALIBRACE, NASTAVENI A TESTY NMR
SPEKTROMETRU

Testy a procedury optimalizujici nastaveni parametru je tfeba
provadet pred merenim kazdého vzorku!

Nastaveni optimalni homogenity statickeho magnetického pole (tzv.
shimmingQ)

Korekéni civky vytvarejici gradienty magnetického pole ve sméru osy Z
(obvykle 1.- 6. fadu) — zasadni vliv na tvar NMR linie — béZzné méreni —
pouze nastaveni korekCnich civek 1. — 2. fadu

Gradienty mag. pole ve sméru os X a Y — nezadouci , rotacni pasy“— ke
korekci gradientni korekcéni civky X, Y (nastaveni s vypnutou rotaci)

Pfi vyméné sondy — standardni testovaci vzorek, tvar NMR linie musi
odpovidat danému kritériu (viz obrazek)

Pfi vyméné vzorku — nastaveni gradientd nizSiho fadu (Z1, Z2) na
maximalni uroven lockovaciho signalu — kontrola pfimo na realném vzorku
(signal rozpoustédla dostatecné uzky)



KALIBRACE, NASTAVENI A TESTY NMR

SPEKTROMETRU

Test homogenity magnetickeho pole

13¢ satellite

—

4 0.55%

z - 0.11%
140 120 100 80 60 40 20 0 "-20 0 -60 -80 -100 -120 Hz

CHCI3 peak

¢ satellite




KALIBRACE, NASTAVENI A TESTY NMR
SPEKTROMETRU

Testy a procedury optimalizujici nastaveni parametru je tfeba
provadet pred merenim kazdého vzorku!

Nastaveni optimalni homogenity statickeho magnetického pole (tzv.
shimmingQ)

Korekéni civky vytvarejici gradienty magnetického pole ve sméru osy Z
(obvykle 1.- 6. fadu) — zasadni vliv na tvar NMR linie — béZzné méreni —
pouze nastaveni korekCnich civek 1. — 2. fadu

Gradienty mag. pole ve sméru os X a Y — nezadouci , rotacni pasy“— ke
korekci gradientni korekcéni civky X, Y (nastaveni s vypnutou rotaci)

Pfi vyméné sondy — standardni testovaci vzorek, tvar NMR linie musi
odpovidat danému kritériu (viz obrazek)

Pfi vyméné vzorku — nastaveni gradientd nizSiho fadu (Z1, Z2) na
maximalni uroven lockovaciho signalu — kontrola pfimo na realném vzorku
(signal rozpoustédla dostateCné uzky s poloSifkou ca 0.5 Hz nebo mensi)



KALIBRACE, NASTAVENI A TESTY NMR
SPEKTROMETRU

Vliv gradientt korekCnich civek na tvar NMR signalu

a) b)

c) d)
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KALIBRACE, NASTAVENI A TESTY NMR
SPEKTROMETRU

Kritéria spravného nashimovani magnetu:
Velikost signalu deuteria z rozpoustédla
Sitka éary vybraného signalu H (rozpoustédio)

Velikost FIDu

Moderni NMR spektrometry maji polo- nebo automatické
shimovani (nejcastéji na principu vyuZziti pulsnich gradientu
mamgnetického pole



KALIBRACE, NASTAVENI A TESTY NMR
SPEKTROMETRU

Ladéni pozorovaciho kanalu sondy (wobbling) — pfi zméné
méreneého jadra

Probe Tuning and Matching

Well Tuned and Poorly Tuned but Well Tuned but
Well Matched Well Matched Poorly Matched



MERENT PULSNICH NMR SPEKTER

Kyveta s rotorem na polstafi stlaéeného vzduchu je spusténa do sondy magnetu
Zvoli se typ experimentu

Zalockovani (stabilizace rezonancni podminky pomoci deuteriového signalu
rozpoustédla)

Optimalizace homogenity statického mag. pole (naladéni pomoci soustavy
korekCnich civek — lockovaci signal co nejvyssi))

Ladéni frekvence méfeného jadra — (wobbling)
Zkontrolovat akviziCni parametry:
Nosna frekvence rf pulsu (), tof)
Sitka snimaného spektra (, sw*)
Délky pulst
Akviziéni doby

Po excitaci RF pulsem je indukovana pfricha magnetizace detekovana jako NMR
signal — ¢asovy prubéh magnetizace M(t) — volné doznivajici indukce (FID)




ﬁ B, z 2 ﬂ B, z
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PuLzy, PULSNI SEKVENCE

Radiofrekvenéni puls zplUsobuje otaceni vektoru magnetizace M kolem osy
pole B,

« 90°pulz ’ x 180° (y)
M., B,




PuLzy, PULSNI SEKVENCE

Pulsni sekvence = detailni popis déju v pozorovacim i dekaplovacim kanalu
spektrometru — forma €¢asovych diagramu

90° (y)

prodleva pulz akvizice

Pripravna perioda D = trva nékolik minut, béhem ni pusobi na vzorek pouze
vnéjSi magnetické pole, ustavi se rovnhovaha v populacich spinl po pulsu

90°puls = jeho vliv zavisi na jeho amlitudé, délce a fazi, na stavu spinového
systému v okamziku pulsu

Snimani dat (akvizice)



FOURIEROVA TRANSFORMACE

FID = Casovy zaznam intenzity indukovaného proudu v méfici civce —
Fourierova transformace umoznuje z cCasoveého zaznamu (FIDu) ziskat
spektrum
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URCOVANI STRUKTURY Z NMR SPEKTER

Integralni intenzita — informuje o poc¢tu chemicky ekvivalentnich
atomu v molekule

Chemicky posun — informuje o chemickém okoli méfeného jadra (0)

Multiplicita signalti a interakéni konstanty (J) — informuji o

poCtech sousednich magneticky aktivnich jader a jejich geometrickém
usporadani

Pocet signalti — pocet chemicky neekvivalentnich jader

0 0
CHy~C NH~CH~~0~CH,~CH3

1 Integralni 1
* mtenzita 1

3 Multiplicita
* a interakéni NH-CHz
konstanty | Chemicky
9 2.posun
f.ﬂrwsHI— - oo
; “CH,—CH
‘th'“” 3 Signal rozpoustédla i }L ¥ : hi_lrMS
T e e e

—
8 7 6 5 4 3 2 1 0 &



JEDNOROZMERNA 1H NMR SPEKTRA

90° (y)

Chemicky posun H spekter — 0-15 ppm

D
Alkoholy, « protony »

AI'O matik a ket on. prodleva pulz akvizice
Kyseliny Amidy i
Aldehydy T Olany Alifatika
it I ! I L
| | | | | | PPmM
15 10 7 5 2 0
™S
(“ ZH R BnTE A
@ 1
iR (
& TMS
()
J (&) H
L L
b8 57 Y. 40 39
| JL,
8 7 & @& a3 2 1 0

g (ppm)




JEDNOROZMERNA 13C NMR SPEKTRA

Nizka citlivost 3C: vy (*H) = 4 y (13C) — H je 64x citlivgjsi

Prirozené zastoupeni3C — 1.11% (*H — 99.98%)
Nutno provadét méfeni na vice akumulaci (skenu)
Vzajemné interakce 13C-13C nepozorovatelné
Lze sledovat interakce H-13C — komplikuji interpretaci spekter
Uziti dekaplinku (odstranéni interakce s protony)

90° (y)




JEDNOROZMERNA 13C NMR SPEKTRA

Rozsah chemickych posunti — 0-300 ppm

Chemické posuny zavisi na hybridizaci daného uhliku a na povaze

sousednich skupin

Aromatika,
= alkeny Alifatické CH-.,
ketonech 3
I Alkyny CH,, CH
. IT I I IT l T L. 0
[ [ [ [ [ | PP
210 l 150 100 80 50 0
T™S
C=0 Kkyselin,

aldehyd. , ester.

Intenzity signali — v dekaplovaném spektru nejsou Umérné
odpovidajicich jader uhliku

poctu



JEDNOROZMERNA 13C NMR SPEKTRA

Ruzné modifikace 13C spekter i
N NN
| [ -
, , , . . . v y ’v - . N S 4
Nedekaplovana — zachovani multiplicity, ale zna&né snizeni intenzity .~ S«
nedekaplovana H/H’H\4
OH OH
Al “l Jl Ll J“l )
Dekaplovana — ozafovani RF polem, odstranéni interakce s protony,

prehlednéjsi spektrum

L dekaplovana k
I(It() ;( ;( 1’ ) v( (')() ‘)l() Kll) 7'1) (;I(l 5:) 4'() J‘(D 7 pPpm

T
150 140 130 12¢ 110 1

J-modulovana (APT) — podle poc€tu vazanych protonu pozitivni (C, CH,) a
nebo negativni (CH, CH,)

J-modulovana (APT)
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JEDNOROZMERNA 13C NMR SPEKTRA

Ruzné modifikace 13C spekter

DEPT (Distortionles Enhancement by Polarization Transfer)— vyuziti pfenosu
polarizace (predani polarizace citlivého jadra (*H) méné citlivému (33C)) -
méfi se 3 experimenty pro ruzne hodnoty uhlu

S e

» 13C dec.

1

* DEPT 45

*

* DEPT 90

CH sub-spektrum
ﬂl ﬁ

« DEPT 135 Ize rozliSit mezi CH, CH, a CH;

| 1] CH + CH, ]

CH, ‘
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