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Takto vypada NMR spektrometr




1) Vkladani a rotace vzorku pod magickym uhlem

Po naplgni a povrchovém @sténi kyvety (musi byt dokonaléistd a odmaghda) a jejim
ozn&eni (znaeni na spodni hrarkyvety), je mozno :

kyvetu vloZit do stroje. Na obrazovce zaktualizuger
okno MAS control a zm&kneme LT insert, nyni
mame 10 s na vloZeni vzorku, pak je automat
zastaven fivod vzduchu, vzorek vkladamepickou
nahoru. Po vloZeni je nutno nastavit rotaci vzdjku £
li vySSi nez 5 kHz nastavujeme postéibin- nejdiive |
5 kHz a gidavame asi po 3 kHz), zr@knemeetc...a
rozbali se nam nabidkové okno, najedemsesinew
spinrate a nastavime rotadDK O astart — vzorek by
mél z&atit rotovat — (sledujeme kontrolni okénko), pokudseozt@i — stop —eject—insert —
start (je totiz mozné, Ze vzorek Spatzapadnul). Chceme-li vzorek vyndat pouzivdme
tlacitko eject
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2) Ladéni sondy — wobb

Po vloZeni vzorku do sondy a jeho ra&pi na danou rotaci musime provést natad
sondy. Do pikazovéhotadku zadameifkaz wl. Nejdive zainame ladit'H-kanal. Posun
ladici frekvence sledujeme na obrazovce, objeviVssgnal, jehoz s$éd nastavuji na
refereni frekvenci — pomoci tadhla na konci sondy aamghotuning (TH), ktera je
indikovana svislou¢arou. Minimum signélu nastavuji na spodni okraj aknmatching
(MH). Po vylaéni musi byt diody naipdzesilovéi zelené. Zminu frekvence provedu
kliknutim LT —wobb-sw (v levé ¢asti obrazovky), pak se objevi okno s otdzkou zdénit
jadro. Odpo¥d je yedd. Nyni provedu stejnym Zgobem ladni jadra X MX, TX). Jest

jednou zkontrolujtH-kanal a je-li vée v p@dku zastavujivobble piikazems.
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3) Optimalizace parametrd pro méfeni spekter s amplitudové
modulovanou cross-polarizaci (RAMP/CP/MAS)

Z&kladni parametry:

Pulsy i) parametrypl ap2 udavaji délkuf 90° a 180° pulsu proifmo pozorovana
jadra v mikrosekundach. Obvykle riepysi 8us. (o — pulse
i) parametryp3 a p4 udavaji délkurf 90° a 180° pulsu pro dekaplované
jadro ¢H) v mikrosekundach. Obvykle nigwysi 8us.
iii) parametpl5 udava délku cross-polari@@ periody. Obvykle mezi 500
az 2000Qus.
iv) parametp31 udava délku specialniho dekaplovaciho pulsu pimjéH)
v mikrosekundach. Obvykle nigvysi 5.50us.

Amplitudy i) parametrpll udava amplitudu 90° a 180° a cross-polaiiiiao pulsu
(obecr vSech puld) pro @imo pozorovana jadra v dB. Udavano jako Gtlum
dB. (pl — power leve)

i) parametpl2 udava amplitudu cross-polarézdho a exciténich pul$ pro
dekaplované jadrdl) v dB. Obvykle neni mensi jalO dB.

iii) parametmpll2 udava amplitudu dipolarniho dekaplinku pro dekeaie
jadro ¢H) v dB. Obvykle neni mensi jakdB.

Prodlevy i) parametrdl udava dobu mezi po sélmasledujicimi excitacemi (4-10 s).
Parametraq udava dobu snimani dat a zanbviedobu, kdy je zapnuty
dipolarni dekaplink. Doba nesmigwysit 50 ms.d — delay).

Blokové schéma dvou zakladnich pulsnich sekvenmei¢ksou pouzivany prodireni NMR
spekter latek v pevném stavu. V prvnifippct je pro genos polarizace uzit amplituddv
tvarovany puls o délcpl5 msa stedni amplitud pl2 dB (to je vhodné zvla&tpro vysoké
frekvence rotace — nazev pulsniho programeg:av, dnes je to standar@npouzivana
sekvence). Ve druhéniipad je pouzit pravidelny obdélnikovy puls s konstaramiplitudou.
(Starsi typ experimentu s cross-polarizaci: ndzgsrnpho programu‘tgcp.jb).
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NeZ lze provést experiment na neznaméem vzorkurivejge nutno zréit standard a na
ném zoptimalizovat a nastavit parametry budoucihcegrpentu. UC jader se optimalizace



provadi na vzorku glycinu, fprotaci 5 kHz. Nejprve nastavime parametry experita
s amplitudo¥ modulovanou cross-polarizaci (pulprogp-av).

Ze slozky Portfolio (zaktualizuju z dolni liSty) vyberu experiment placni glycinu,
oznaim si jej LT aapplyd, timto pikazem se otée dany experiment. Nazev experimentu je
13C gly11

File Acquire Process  Analysis  Output  Display  Windows Help

Dataset: < 13C_ala 3 1 C:/Documents and Settings/bak exp_4mm_TR >

Title: 13c ramp/cp/mas nmr. 5.5 ms SOSAPT 13c Ala. 13kHz. 300K. last exp setup

i 5 5 i ] | | Je oteveno okno
e = S B pro vykEr a
oteveni souboru

E]
@

Directory: Name: Procno:

13C-Ala-LG - F— e
C:/BrukerfiXWiIN-NMR 13C-CP-opt
13C-U-Ala-LG
13C_adamantane
[EETE
$ 13C_glyc
Martina 15N_CP
Servis 1H_BO_test
brus 1H_adamantane
nv_}? exp_25mm i 7
spectht Double-click or press "Append” to add data setto portialio | S [ S SO
Use the right mouse butian for direct data set selection
Portfolio: - i
C:/BrukeriXWIN-NMR/data/Servisinmri235i-CP-21-04/1/pdata/l S B
C:/D: and ings/bak/data/Servisinmr{13C_MH-1031/1/pdatas1
C:D: and il p_dmm_TRmmrA13C_glycf1/pdatai [ECTRTREeee S s Ss a
C:iD: and ing visinmri13C_HM-74-1-BR-1-S/1/pdatall g
C:/Dx and il usfnmrfElast-lin-HT/555/pdataf
C:iD: and ing p_amm_TRmmrf13C-Ala-LGA /pdatai f
C:D: and il p_dmm_TRMmmrf13C-Ala-LGAH00/pdatali J
]

Double-click or press "Apply" 1o select data set from portfolio

Apply I

Append | Insert | Remove | Close | f
sw-sfol 240 220 200 180 160 140 120 100
]

El

Prikazemased] (otevie se redukovana tabulka parameiro dany experiment pulsni
program, ktera obsahuje kolem 40-50 parametzkontroluji parametry — srovnam
s minulymi, které jsou uvedeny v deniku Parameteykas€ zkontrolujiag a D1.- relax&ni

tak LT klikneme do fisluSného okénka argpiSeme jej a potvrdimentrem O. Je-li vSe
v pa‘ddku, okno zavirame&ikazemsave.



F2 - Acquisition Parameters

PULPROG | cp.av J pulse program for acquisition

time domain size
number of scans
number of dummy scans

sweep width in Hz

37593.98
0,0349891
RG 8192
DW 13.300 dwell time
DE 6,00
CNST20 1.0000000
CNST22 1.0000000
CNST23 1.0000000 =
CNST24 1.,0000000 additional LG-offset
D1 10.00000000 sec delay 1

5 816666.69 usec P5=((294/360)/{cnst20) yx1eb

acquisition time

receiver gain

pre—scan—delay

0,00 usec pulse 6

CANCEL

220 200 180 160 140 120 100

e shen tabulky
parameti: ased

F2 - Acquisition Parameters

2000.00 usec contact time at pll (f1) and pl2 (£2)

5.80 dB

125.7829380 MHz

cnst21 ©.00000000

CPDPRG2 tppinls J
1H

NUC2
P3 2.60 usec
p30 4,30 usec

P31 4,70  usec

PL2 14,00 B
PL12 10.70 B
SF02 500.1802000  MHz
SPNAMO ramp. 100 J
SPOALO 0.500

SPOFFO 0,00

pouer PL1
frequency of observe channel
= CHANNEL f2 =
cnst21=0
cw. tppm {at pli2)}, or lgs, cwlg. culgs
nucleus for channel 2
pulse 3
p30=p31-0,4u
pulse 31
power PL2
pouer PL12
frequency of 2nd channel
file name for spo®
phase alignment of freq. offset

offset frequency for SPO

2g : res. exp. time = 1min 41sec

220 200 180 160 140 120 100




Zkusmo zmitime jedno spektrum. Zadaniniikazu zg spustime fislusny experiment,
pokud bychom ckti experiment zastavit, zadaméhaz slJ, data se vSak neulozi, chceme-li
data ulozit, jeieba zadatijkaz haltd (odentrovat fi lichém scanu!!!) data se zapisi, jestlize
chceme pokréovat v experimentu zadavamékaz gol], experiment zéne znovu a data se
naiitaji k predchozim. Pokud se g@ebujeme podivat, jak probih&d experiment zaddvame
piikaz tr 0, tim se zapiSi data po nejblizSim scanu na disk€mito daty nizeme dale
pracovat — provedeme Fourierovu transfornfedipripadré ¢aste€ne zfazujeme pomodp O
(fazovani viz nize). Rbeh FIDU sledujeme v tzv. akviamim okrg, které vyvolame fikazem
all. Je vhodné otéit akviziéni okno ped =
spusénim experimentu zadanimiikazu zg,
ale neni to nezbytné. Po p&binuti . Je oteveno
experimentu zadavameigaz pro Fourierovu | . [N EEEE. akviziéni okno
transformacit nebofp, nyni se nam zobrazi: « - EE—

spektrum, které je jeittieba dale zpracovat.=is | EEEE
Spektrum zfazujeme. |

mmmmm

Je oteveno akvizéni
okno

s uplnym FID na konci
experimentu

Je oteveno okno
se spektrem pro ' 'LWW, I | -
provedeni FT ' i

(nezfazované)




Fazovani

Pomoci tl&itka phase (v levé éasti okna), pak tkdtka biggest(vybere nejetsi signal) a
pomoci okénelphO (kliknemeLT a po kliknuti stale drzet levé &itko a pohybem nahoru
doli upravit fazi) aphl spektrum zfazujeme. Po provedené operatyrn (stale levaiast
obrazovky) a z nabidky vyberesave and return

Ptikazem abd1 se provede automatickd korekce z&kladni linie eoved integrace
kazdého piku.

> XWIN-NMR Version 3.5 on PC-PRAG started by Administiator

[T = B3
File Acquire Process Analysis Output Display Windows Helpl
Phase Angles:

PHO = -20.58
PH1 = 179,20

Title: Glycine 13C RAMP/CP MAS. 4mm TR!I! probe, MAS SkHz, all params of Ph—incr =

Dataset: < 13C_glyc 1 1 C:/Documents and settings/bak exp_dmm_TR >

Je oteveno ,fazovaci”
okno scasteng
zfazovanym spektrem.

Hzippm

resf gk

bigyest pooeeooo00000 - --t- emmenmeaedaonsoasoaans

cursor

Anies

PHeine

e e —

2e+06

220 200 180; 160

masr : finished |

Plre zfazované
spektrum
glycinu.




E‘ﬁ > XWIN-NMR Version 3.5 on PC-PRAE started by Administrator

File Acquire Process Analysis Output Display Windows
Dataset: < 13C-U-Ala—LG 1 1 C:/Documents and Settings/bak exp_4mm_TR >
Title: U Ala 13C RAMP/CP MAS, 4mm TRII1 probe, MAS 13kHz, all params optimized.

""" g J€ Oteveno okno

| s tabulkou pro zadani
,,,,, 8 parametil

1 optimalizacepopt.

w
2
|
I
&
M

Dptimization Setup

Parameter Optimization Setup

" Store as 2I» data (ser file)

[~ The AU program specified in AUNM will be executed (S NSN—: ES————

I Run optimization in background

Info: i‘ J R | L

Each line in the table below describes 3 single parameter,
fthe checkbutton of & parameter is off, the parameter will be ignored in the AU program
During save, it will be saved as comment with the prefix 'Off

If aption INC is net zero and option VARMOD is LIN' the

experiment number NEXP will be ignored. You can omit it in this case

Dataget: C/Documents and Settings/bak/data/exp_dmm_TRmnm13C-U-Ala-LGA/

On/Off Parameter EMDVAL NEXP WARMOD  IMC

.
v IpH ‘FOSMAX |50 |eu 'J | L |Uw Ij I e
-|
[
Start Halt Read protocal Save Restare Updatel Exit 8 :
|
&

Status: Save parameters to file done.

OPTIMUM  STARTWAL

Add parameter | Read parameters

3D

ZD

sw-sfol g
pPH

i

masr : finished

Optimalizace se provadi u paramétpll, pl, p3 ao2

Parametrypll ap3 se optimalizuji pro signal 176 ppm a parameg ao2 pro signal 40
ppm. Nejdive optimalizujeme parametrgll a p3, LT vybereme signal 176 ppraT
klikneme na spektrumipd z&atkem signalu — objevi se Sipka, kterou potvrdirngkem
kolecka mySi — posunem mysi po podloZzce se dostanenk®mec signalu, ktery potvrdime
opt stiskem koléka, tim mame vybrany dany signal (roztahne se nazobce),LT
uvolnime myS a klikneme ndpl (levé okno obrazovky), vSe postépodentrujeme a
muzeme zéit optimalizovat. Pak se zadafikaz popt a oteve se nam okno pro nastaveni
optimaliza&niho experimentu — zaddméglusné kroky optimalizace save— start (spusgni
optimalizace. B optimalizatnim procesu se nam postépmobrazuji jednotli¥ nantiené
kroky, v za¥ru si p@ita¢ vybere maximalni hodnotu (kterd se automatickyiutto tabulky
parameti). Po zoptimalizovani zéiime zaéreéné spektrum — signaly by dly mit temer
stejnou intenzitu a pold¥ly signalu by nily odpovidat polo§kdm uvedenym v deniku
parametry. Polofty zjistime vybranim signalu afigazem hwcald. Nakonec je velice
dulezité nakalibrovat zgfené spektrum. Vyberem si signal s hodnotou 176 (yimvyse) a
poté pomoci (leva lista na obrazovaa)ibrate nastavime hodnot76,03 ppm Nakonec
zkontrolujeme paramesr (piikaz sr0d) a zapiSeme jeho hodnotu , séejako sinold (poner
signal/Sum) — toto je inforndai hodnota, kterou pak jiz nikde nenastavujeme, jés
informuje o kvali€ experimentu, na rozdil ost (tento parametr slouzi pro kalibraci NMR
Skaly a nastavujeme jefilalSich experimentech stéjjako dalSi parametry).
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4) Nastaveni amplitudy rf pole pro dosaZzeni 90° **C pulsu

13C_gly 1 2u tohoto experimentu budu optimalizovat ==
parametr pl11 — ne vSak fes okno popt, jako =2
v minulém experimentu. e
Nejdiive znEfim experiment 1 = 0,1us, toto ==
spektrum zfazuji (viz. fgdchozi Uloha) (spektrum m
vyrazné signaly) a poté nastavipg = 4ys, pro tuhle — =

spektrum glycinu po
aplikaci 180°°C
pulsu

zmeéteném spektru nebyl Zadny signal (potom
nastaven 90° puls).

0 ros. exp. time - Imin sasec

5) Optimalizace parametrtd pro méreni spekter standardni Hartmann-
Hahn cross-polarizaci (CP/MAS)

Obdobr jako v prvnim pipad se optimalizuje vykon radio-frekvéniho **C pole pro
cross-polarizaci. Jde tedy o nastaveni Hartman-Haduminky, kdy cross-polarizai puls
ma konstantni amplitudpll. Pouzity pulsni program jigcp.jb. Optimalizace se provadi na
vzorku glycinu, pi rotaci 10 kHz.

Ze slozky Portfolio (zaktualizuju z dolni liSty) vyberu experiment plactni glycinu,
oznaim si jej L.T. aapply[, timto pgikazem se otée dany experiment. Nazev experimentu
je13C gly13

Pak se nastavi vSechny fadiné parametry z experimert@C_gly 1 1a optimalizuje se
parametipll presrg podle bodiB.

¥ XWIN-NMR Version 3.5 on PC-PRAG starte d by Administrator

Dataset: < 13C_glyc 3 999 C:/Documents and Settings/bak exp_dmm_TR >

Title: poy
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6) Editace *C signald — rozliseni CHgz, CH,, CH a C signal.

Princip tohoto experimentu je velmi jednoduchy #zeny na rozdilné dynamice, tedy
rychlosti pf'enosu polarizaceghem cross-polarizace. Jedna se v pésiatelmi jednoduchou
modifikaci standardni cross-polarizace s konstarstmiplitudou **C pole. Néazev tohoto
experimentu je cross-polarization polarization-isien (CPPI) ze kterého jefggmé, Ze
v uréitém okamziku se obrati simpfenosu magnetizace, a jadra pro ktera je rychli@stqsu
polarizace rychla budou ve vysledném spektru ngatieni signdly.

V tomto pipac se optimalizuje doba depolarizace, tedy délkaypts0. Amplitudy
obou poli jsou stejné jako vgrlchozim fipadt. Pouzije se optimalizai procedurypoptll.
Minimalni doba je 5us a maximalni 10@s. Hled4 se nefiSi negativni signél &€ Gly pri
frekvenci rotace 10 kHz.

D1 PL12 PL2 PL2 PL12
P3 P10 P15 P31
H:
P10 P15 Aq
PL1| PL1
Be:
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