Navod pro NMR m éfeni na Varian Inova 400 MHz

Obecny postup

Sondy

OUTRWNE

Prekontrolovat zapojenou sondu

Vlozit vzorek

Nastavit teplotu

Ladéni sondy - tune a match

Lockovani a optimalizace homogenity pole - lochers
Vlastni nefeni (kalibrace pufg

1. ASW sonda ve 4-jaderném maodu

Lze mefit jen 1H, 19F, 13C a 31P. POZOR: sonda se nefgdiledila se tune a match)
Rozsah teplot: -80°C az +130°C

z-Gradient: ANO

ID-PFG, sonda pro néjnou detekci a 2D experimenty

Lze nefit 1H (nejwtsi citlivost), druhy kandl laditelny v rozsahu

Rozsah teplot: 0°C az +50°C

z-Gradient: ANO

BB-SW 5 mm, Sirokopasmova sonda

Lze mefit jadra s frekvencemi od 31P (161.9 MHz) do 158.%4MHz), druhy kanal je 1H
Rozsah teplot: -150°C az +200°C

z-Gradient: NE

BB-SW 10 mm, Sirokopasmovéa sonda na velké 10 mnetiyyv

Lze netit jadra s frekvencemi od 31P (161.9 MHz) do 158.%4MHz), druhy kanal je 1H
Rozsah teplot: -150°C az +200°C

z-Gradient: NE

Zapojeni sondy

Wndat vzorek (pikazy e a i; zaloZzka Start, panel Standard: Ejéuntart)

Wpnout regulaci teploty (zaloZka Start, panel $f@mp: Temp off)

Odpojit kabely a hadice

OdSroubovat sondu a vysunout, ulozit déirgk

Zasunout druhou sonduiigroubovat, ptlacit upper barrel

Zapojit kabely a hadice

Definovat zapojenou sondu ve Vnmrj (dolni liSteoli, vybrat z menu Select Probe)
Resetovat ovladani regulace teploty, nastavit pmZaabu teplotu (zalozka Start, panel
Spin/Temp: Reset VT, giat na info o skokeni na dolni li&t, pak Regulate Temp)

Vkladani vzorku

zasunout kyvetu do rotorku

aktivovat vysunuti vzorku (pustit vzduch}ikaz e; zaloZka Start, panel Standard: Eject
ulozit rotorek se vzorkem do upper barrelu - ujiséi, Ze drzi nalte, az pak pustit rotorek
aktivovat zasunuti vzorku¥ikaz i; zaloZka Start, panel Standard: Insert



Ladéni sondy

Ladéni nahrubo pomoci gtune

0 zapojit kabel pislusného kanalu od sondy (1H nebo X) k Tune late&t Probe (vlevo dole
u magnetu, zeépdu)

0 spustit gtune: fikaz qtune; dolni lista: Probe, Tune sweep

o vybrat jadro ze seznamu nebo zadat poZadovanoweinek zalozka Start, panel Probe tune,
menu Select center frequency nebo aivedle

0 nastavit rozsah pro zobrazeni ladigvky (wobble curve): poloZzka Span (40 MH# p
hledani nového jadra, postupzjemnit na 10 nebo 5 MHz)

0 nastavit polozky Power a Gain na 30 (p¥&tera jadra a sondy lze powr zvySit na 35)

o Start Probe Tune (zobrazi se ladivka), Autoscale (optimalizuje zobrazeni)

o Ot&enim Tune koliku na sotdledat minimum ladicifivky - pomocny ukazatel je
hodnotatitate na sonél (viz tabulka na sor, ot&enim Match koliku se minimum
prohlubuje. Tune a Match jsou na 8davislé, nastavovani jeeba kombinovat a opakovat

0 ZuZzit rozsah ladicitkvky (Span) na 5 MHz a nastavit Tune a Match nal&dak, aby
minimum Kivky bylo uprosted a bylo co nejhlubSi (aZ na dno)

o Stop tune, Quit gtune

o piepojit kabel od sondy zpatky dozadu na magnetriagspravné misto!)

Jemné la&hi na magnet leg

0 pripravit experiment s definovanymi jadry pro oba d&gr(transmiter a decoupler), poslat
konfiguraci spektrometru <fkaz su, kontrola frekvenctkipazenych kanéim 1 a 2 - pikaz
spcfrq (vystup: zaloZka Process, panel Text Output)

0 zapojit kabel pislusného kanalu od sondy (1H nebo X) k Tune lataxf- Probe (vlevo dole
u magnetu, zépdu)

o nastavitéitat CHAN na grislusnou hodnotui{slo kanalu shodné s vystupeitikazu spcfrq)

o Ot&enim Tune a Match koltknastavit minimalni hodnotu na displeji magnet @Bgecny
postup: pomoci Match minimalizovat a zapamatovabsinotu na displeji, otit Tune
kousek jednim semem, minimalizovat pomoci Match; je-li nova hodnatansi nez
predchozi, otéit Tune stejnym swrem, je-li vy3Si, ot&et Tune na druhou stranu.
Opakovanim Ize dosahnout hodnoty pod 10 (i pod 5)

o Nastavit CHAN zpt na 0, pepojit kabel od sondy zpatky dozadu na magnetiagpravné
misto!)

Lockovani
Slouzi k udrzenfasové stability magnetického pole, sleduje se siggdteria v rozpoustlle.
Ruené: zalozka Start, panel Lock

Nahrét si aktualni shimy pro danou sondtikae rts(‘jmeno_souboru‘); menu File-Open-
/home/vnmrl/vnmrsys/shims/...

Nastavit lock Power, Gain a Phase na rozumné hgdnat tabulka, pipadre je Ize nénit
béhem hledani z0 v nasledujicim bodu.

Nastavit Lock Off (chceme Status: off), aktivovatdk Scan (zobrazi FID signalu deuteria) a
menit Z0 s cilem nastavit signal deuteria on resoaat)cFID ztrati oscilace a je v podstgn
rovnacara. Smir zmeny Z0 ukime podle prodluzovani (spr&ymebo zkracovani (Span
periody oscilaci FIDu.

Méame-li hotovo, deaktivovat Lock Scan, aktivovatkdOn (chceme Status: Regulated) a
optimalizovat lock Phase - maximalizovat hodnotek evel. Ripadré upravit lock Power a
Gain, aby hodnota locku byla 25-30 (ale moc na nezélezi).



Automaticky:zalozka Start, panel Lock
» Kliknout na Find z0 a pikat, az vSe dathne (spektrometr zéi deuteriové spektrum a &m
najde pozici maxima, tu pakgpa:ita na z0). Rekontrolovat vysledek. Optimalizovat lock
Phase, fipadre lock Power a Gain.

Optimalizace homogenity pole - shim
Homogenita pole se dostavuje &@mami proudu v shimovacich civkach, které vygjéagradient
magnetického pole &itého tvaru a siru. Pro dostavovani homogenity ve&eth x ay (a
odvozenych) je nutné vypnout rotaci vzorku! Je édtontrolovat vzhled 1H spektra a zhodnotit, zda
shimovani jiz postauje (Ize shimovat minuty, hodiny, ... ). Hodnotyrsh Ize uloZit na disk fikazem
svs(jmeno_souboru') a znovu nahrdkazem rts(jmeno_souboru’).
Rwn¢: zalozka Start, panel Shim
* meénit Z1 tak, aby se maximalizoval Lock Level (zokeay téz jako budik), pakénit Z2 a
maximalizovat Lock Level
» vrétit se k Z1 a vSe opakovat, dokud hodnota laoiste
o zkusit menit postup® X, Y, XZ a YZ - vzdy maximalizovat Lock Level
» vratit se zpatky k Z1 a Z2, vSe opakovat, dokudnoda locku roste (Ize &nit i vysSitady, maji
ale menSi vyznam a netrivialni projevy ve spektyech
Automaticky- Ize vyuzit jen na sondach se z-gradientem giershimy v ose z!
* nastavit experiment gradientniho shimovanikgz gmapz
» z&lozka Acquire, panel Defaults : nastavit retasgeriodu (Relaxation Delay) a ¢&i skeri
(Numbr of Scans) podle rozpo&dia
» zA&lozka Acquire, panel Gradient Shim : nastavitakti shimovaci mapu pro danou sondesp
menu Load map, nastavit vyhodnocovaci okno Windae 8ze gesne zniiit pomoci Find
Window)- viz tabulka
» zaloZka Acquire, panel Gradient Shim : spustit shviati protokol Gradient Autoshim on Z.
Provadi se 5 iteraci, kontrolovat chybu fitu, alglatpod 1v zalozka Process, panel Text
Output.
* MozZno ri&né donastavit optimélni hodnoty pro X, y, Xz a ynawu spustit gradientni
shimovani.
Probiha né@reni deuteriového spektra yvipmnosti linearniho gradientu magnetického poletip
Siroké spektrum s rohyjikazem to nelinearity z-gradientu sondy). V danénodgocovacim okinse
diferercni faze spekterfvede na informaci o lokalnim magnetickém polse@ak fituje zavislostmi
ze shimovaci mapy (mapa dava do souvislosti prquisiusné shimovaci civce a@m lokalniho
magnetického pole)

Rotace vzorku
Spin/Temp panel - Regulate speed. Dopena hodnota frekvence ¢&i je 20 Hz.



Méreni 1H experimentu

* Nastaveni: hlavni menu Experiments - Proton; nadted§ experiment; nahrat parametry z
/home/vnmrl/vnmrsys/parlib/Proton_(sonda)

» Definovat rozpougtlo v zaloZce Start, panel Standard, menu SoheieZité pro automaticke
hrubé referencovani spekja

» Napsat vlastni komerit@ro identifikaci ikteni (nazev vzorku atp) v zaloZce Start, panel
Standard, polozka Comment

DuleZité parametry pro &teni

tn metené jadro, ma byt H1

tpwr transmitter power, vykon pulsu, jiny pro kaadsondu, obvykle 52 az 56

pw délka excitaniho pulsu, kalibrace viz tabulka, pouzivaji s&ené hodnoty pro
optimalizaci relaxani prodlevy

dl relax&ni prodleva mezi opakovanymicienimi. Musi byt dostate¢ dlouhd, aby
nedochazelo ke zkresleni intedgréb s je dobry odhad, pro methyly ale i 30s)

tof transmitter offset definujeigtd spektra. Nastaveni: kurzor ve spektru nastavit n
pozadované misto, pakikaz movetof

Sw spektralni $ka

np paet bodi fidu, utuje spolu s sw jeho délku (na@2000)

at délka fidu v sekundéch, akwri doba (Ize pcist k d1 pi nastavovani optimalni
relaxani prodlevy)

nt paiet opakovani gieni pro zvySeni poénu signal-Sum, zalezi na koncentraci vzorku

bs p@&et opakovani, po kterém se data (fid) zapiSi naallge si prohlédnout spektrum

gain zesileni signalu fidued detekci. POZOR: netho by dochazet k chyb'Receiver

overflow", spektrum bude porusené

DuleZité parametry pro zpracovani
fn pacet bodi ve spektru, rozliSeni Ize navySit dofhim fidu nulami

Y

Ib line broadening, ip potlateni Sumu apodizaci (za cenu réegicar)

DuleZité gikazy a manipulace

jexp2 @echod do fisluSného ,experimentu” (experiment buffer diregjpzde 2

go odstartuje greni

aa ukori mereni

wit provede apodizaci a Fourierovu transformaail fich spektrum

aph automaticka fazova korekce.

ff zobrazi celé spektrum

vsad] optimalizuje vertikalni Skalu pro zobrazeejimenzivrgjSiho signalu

rfr reference na signal rozpo&dla (kurzor nastavitifiblizné na sted signalu, na ktery




referencujeme)

] kurzor poskei na maximum nejblizSi rezonance ve spektru

ri(2.7p)  reference aktualni polohy kurzoru (budstagena na 2.7 ppm)

th pro nastaveni hodnoty threshold
dpf zobrazi posuvy signahad definovanym threshold
cz zruSi pedchozi roz8eni integr&ni kiivky

dpirn zobrazi hodnoty integial

vp=12 nastavi vertikalni pozici spektra na 12 jedkpposun spektra nahoru po obrazovce

ds zobrazi spektrum
df zobrazi fid
dscale zobrazi Skalu, osu x

axis='h' = zobrazi Skalu v Hz; moznosti jsou 'p' mpfh’ - Hz, 'k' — kHz

bc korekce baseline

Fazovani

Automaticky: gikaz aph

Rweneg: kliknout na ikonu fazovani, kliknout v pra¢ésti spektra a tahnutim mysi sfazovat tuto oblast,
pak kliknout v lev&asti spektra a stejrdotahnout fazi i zde, kliknout ikonu pro ukemi (3 zeleny

cary v trojuhelniku).

Referencovani
Posadit kurzor na pozadovanou pozici nebo vyu#bag nl. Pak fikaz rl(Op) nebo jakakoli jina
hodnota.

Whledani pikia
Kliknout na ikonu , nastavit hodnotu threshold {hontalni¢ara) na minimalni intenzitu piku
(opetovné Kliknuti na ikonu pro opusti). Pak pikaz dpf.

Integrace

Kliknout na ikonu integrace, rozbali se podnabidkabrazi se integtai ¢ara. Rikaz cz zrusi jeji
déleni. Pokud integrani ¢ara neni rovna mezi signaly, kliknout na ikonutant&im mysi korigovat.
(ikona ukorteni ). Kliknout na ikonu a rozshat integrani ¢aru na jednotlivé integraly. Opakované
klikani na ikonu vede kiznym modim zobrazeni. #kaz dpirn zobrazi hodnoty integiiahastaveni
vp=12 posune spektrum nahoru. Kalibrace hodnograti prikazem ins=ins/({vodni hodnota)*(nova
hodnota), znovu zobrazit spektrum (ds) a integfdpyrn).

Korekce baseline
Nejprve definovat integralyips signaly ve spektru. Tim definujeme, které obtgstktra se budou
uvazovat ve fitovani (oblasti sigrige vynechaji). Pakifkaz bc.

Tisk spektra
Prikaz print, zodpo&dét otdzky a spektrum vyjede z tiskarny.
Zalozka Process, panel Plot: posttighikat Plot Spectrum, Plot Spectrum Scale, vyladirazeni



parameth v Plot Parameter Templates (Basic), Plot Intedgnéégral Values Plot Normalized, Plot
Page. Jak to funguje: postupmaklikat co se méa vytisknout, posledni jeitleo Plot Page - odeslani na
tiskarnu.

Pomaoci pikazi: pl pscale pap pirn ppf pltext page

Pozn.:tisk do souboru Ize provest rrapiikazem page('soubor.ps’). Moznosti forin&ejme jen
postscript.

UloZeni spektra
Hlavni menu File, Save as

Kalibrace pulsu

* Whbrat si ze spektra signal, ktery ke kalibraci piggme (rozpougtdlo neni pilis vhodné,
protoZe ma obvykle dlouhou relaxa dobu). Nastavit offset na trento signal (vizgraetr tof).
Nastavit dlouhé d1, aby vysledek nebyl zkreslerpheu relaxaci. Nastavit vykon pulsu tpwr.

* Witvoiit array pro parametr pw: hlavni menu AcquisitioRarameter arrays a vyplnit tabulku,
nebo pikaz array a odpa@dét na otazky, nebo zadat pw=2,4,6,8,10,12,14,16hddné
kalibrovat 180° nebo 360° puls, tomu uspbit hodnoty v pw array.

* Zméfit (go), zpracovat (wft), zobrazit jedno spektruensgrie pikazem ds, napds(5) zobrazi
5. spektrum. Sfazovat, zobrazit jen jeden pik,kpeoy kalibrujeme.

» Zobrazit vSechna spektra v séitigazem dssh,fikaz dssl je @isluje, fikaz da vypiSe polozky
v array (vystup v zalozZce Process, panel Text Qutpu

» Intenzita piku by rla opisovat sinusovouikku v zavislosti na délce pulsu pw, hledame jeji
prasetik s nulou, tj. 180° nebo 360° puls. Kalibrovan&d®O0° pulsu fi daném vykonu tpwr
je polovina, respektive Y4 z takto ziskanéhsu pw.

Méreni 13C experimentu

Nastaveni: hlavni menu Experiments - Carbon; natta&y experiment; nahrat parametry z
/home/vnmrl/vnmrsys/parlib/Carbon_(sonda)

Dulezité parametry stejné jako pro vodiky, ale navic:

dn jadro pro decoupler, ma byt H1
dof offset pro decoupler, optim&lsted vodikového spektra zieného pedem
dm schema spusti dekaplingu dle sekci ABC pulsni sekvence (vig)ddekaplovat

vzdy 'yyy’, nedekaplovat ‘nnn’

dpwr vykon dekapleru dle tabulky (32-36dB)

dmm dekaplovaci program, pro vodiky ‘w’

Dale je teba nastavovat parametr dmf, to se ale |I€Repiles zaloZzku Acquire, panel Channels,
policko 90 Degree at Pwr — nastavitgpuSnou délku 90° pulsu na dekaplovacim vykona tabulky)

Méreni 19F experimentu

Nastaveni: hlavni menu Experiments - Proton; nadtedy experiment; nahrat parametry z
/home/vnmrl/vnmrsys/parlib/Fluorine_(sonda)
Dulezité parametry stejné jako pro vodiky. Musi m#'F19'.



Méreni 31P experimentu

Nastaveni: hlavni menu Experiments - Proton; nadtedy experiment; nahrat parametry z
/home/vnmrl/vnmrsys/parlib/Phosphorus_(sonda)

Dulezité parametry jako pro uhlik. Musi byt th="P&Hn="H1". Pro vypnuti vodikového dekaplingu
zadat dm="n".

Méreni 1D experimentu obecného izotopu

Lze vyjit z jakéhokoli 1D experimentu. Zmit jadro zadanim tn='Ga71'tékontrolovat, Zze dn="H1',
jinak to nic nenaxwi. Naladit sondu. Pouzivat tpwr maxim&b6-58. Kalibrovat délku pulsu pw.
Nastavit spektralni 8{u a offset podle dostupnych informaci o NMR danjédoa. Pekontrolovat
pocet bodi a délku fidu, aby nedoSlo kerani nebo zbyt@eému ngieni Sumu.

Méreni DEPT experimentu

Dvourozm érna spektra

Doporiuje se vzdy pouzit sondu PFG-ID

Nastaveni: nahréat stary experiment; nahrat pargreetrome/vnmrl/vnmrsys/parlib/(nazev)_(sonda);
postup pes hlavni menu Experiments Ize pouZit jen pokugl yak ma sekvence vypadat.

Upravit d1, nt, gain, pget bodi v negimé domeéa (ni). Frikaz time spéita celkovou dobu gteni. U
heteronuklearnich experiméne dilezité pouzivat spravny vodikovy puls. Proto seaitofuje

provadt kalibraci pw pomoci 1D spektra pro kazdy vzorek.

Experiment COSY

Homonuklearni korelace vodik-vodik, informace otgiakcich ges 3 chemickeé vazby, tj. o
sousednich vodicich.

Vychozi parametry v home/vnmrl/vnmrsys/parlib/gCO8¥G_ID;

Experiment HSQC

Heteronuklearni korelace naphlik-vodik, informace o J-interakciches jednu chem. vazbu, tj. o
piimo vazanych vodicich daného uhliku. Skgitexperiment, ale teoreticky lepSi spektrum.
Vychozi parametry v home/vnmrl/vnmrsys/parlib/gHS®@EG _ID;

Experiment HMQC

Heteronuklearni korelace naphlik-vodik, informace o J-interakciches jednu chem. vazbu, tj. o
piimo vazanych vodicich daného uhliku. Jednodus&rawrpnt, ale teoreticky horSi spektrum.
Vychozi parametry v home/vnmrl/vnmrsys/parlib/gHM®EG_ID;

Experiment HMBC

Heteronuklearni korelace napihlik-vodik, informace o J-interakciches vice nez jednu chem. vazbu
(2-3), tj. o vzdalegSich uhlicich (nap i kvartérnich, které nejsou v HSQC/HMQC).

Vychozi parametry v home/vnmrl/vnmrsys/parlib/gHMBEG_ID;

Experiment NOESY
Homonuklearni korelace vodik-vodik, informace alisti v prostoru (nerozhoduje §&t chem.



vazeb), moznost rozliSeni diastereoiménformace o prostorové struku
Vénujte pozornost nastaveni &ovacihatasu. Pro malé molekuly 0.5s az 1s, pro velkésnger2s)

Experiment ROESY

Homonuklearni korelace vodik-vodik, informace akidisti v prostoru (nerozhoduje ¢&t chem.
vazeb), moznost rozliSeni diastereoiménformace o prostorové struk& Vhodné pro "sedre velké"
molekuly, pro které riive byt NOE efekt nulovy ztdvodu jejich relaxanich vlastnosti.

B1 = 2-3kHz, mix 0.3-0.5s

Experiment TOCSY

Homonuklearni korelace vodik-vodik, informace atgfiakcich pes 3 chemické vazby, tj. o
sousednich vodicich. Krospiky vznikaji mezi vSeodiky v daném systému J-vazeb, vhodné pro
identifikaci postrannichetzca.

mix 80-150ms, B1=4-8kHz (pro DIPSI-MLEV)

Zpracovani 2D spekter



