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Manual de utilizacao

1. INFORMAGOES GERAIS
O espectréometro de RMN Bruker Avance Neo 600 MHz, bem como sua infraestrutura
de instalacao, foi adquirido via Programa de Equipamentos Multiusuarios (EMU) FAPESP
(projeto 2022/11550-0). Trabalhos divulgados/publicados que utilizaram o RMN devem citar
nos agradecimentos projeto “FAPESP 2022/11550-0".
Professores Responséaveis: Thiago Branquinho, Roberto Serra e Alvaro Takeo Omori

Contato emergencial: Prof. Thiago Branquinho - 11-982149-6269

2. REGRAS DE AGENDAMENTO
As solicitacbes de agendamentos para este equipamento devem ser realizadas através
do site da CEM (https://cem.propes.ufabc.edu.br/) via link disponivel na agenda do
equipamento.
TIPOS DE RESERVAS
i. Os agendamentos durante o dia devem ser realizados para medidas rapidas, de até 2

horas, das 9:00-18:00; Preferencialmente, tente agendar as seguintes janelas: 09:00-09:59,
10:00-11:59, 12:00-14:59, 15:00-17:59. No momento nao vamos restringir as janelas, para que os

usuarios tenham maior flexibilidade;

ii. Os agendamentos longos (overnight) devem ser realizados das 18:00 as 9:00. O(A)
usuario(a) pode reservar o periodo completo e deve se certificar que suas medidas serao
salvas as 09:00 do dia seguinte e sua amostra sera retirada, ainda que seja por outro(a)
usuario(a);

iii. Somente poderao ser agendados dois horarios vigentes, i.e., o(a) usuario(a) s6

podera ter dois agendamentos "pendurados" no equipamento;
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iv. Os finais de semana podem ser reservados para um ou dois dias, a partir de 18:00

na sexta-feira até 09:00 da segunda-feira seguinte;
v. O agendamento excepcional do equipamento para medidas que ndo se enquadram
nos itens anteriores pode ser realizado. O usuario deve enviar mensagem para o responsavel
do equipamento (thiago.branquinho@ufabc.edu.br) com «coépia para a Equipe CEM

(cem@ufabc.edu.br) e o orientador(a) com as datas pretendidas e a justificativa.

3. ENVIO DE RESULTADOS (FIDs)
Os resultados deverdao ser gravados na pasta c:/dados/orientador/nome_do_usario,
inseridos no drive “rmnbrukerufabc” e coletados. Importante: os dados devem ser excluidos
do drive t3o logo coletados pelo wusuario. O login do e-mail e drive é

rmnbrukerufabc@gmail.com e senha nmr@Varian2024.

4. PREPARAGCAO DA AMOSTRA

A preparacdo da amostra é essencial para a realizacao de boas medidas, o que usualmente é
negligenciado. Primeiramente, o solvente deve ser de boa qualidade e ter preservadas as
suas propriedades. Solventes utilizados e armazenados de maneira inapropriada podem
conter contaminantes ou podem ter evaporado consideravelmente. Quando o solvente
evapora, 0s contaminantes e TMS permanecem, 0 que gera um ambiente de alta
concentracdo o que prejudica a mobilidade molecular da amostra e reduz consideravelmente
a resolucao dos espectros. Além disso, amostras que ndo sao solubilizadas ndo aparecem
nos espectros. Isto é muito importante quando se tem amostras compostas por entidades
distintas. Ex.: A amostra tem o composto A e B. O composto A é soltuvel e o B ndo. Os seus
espectros vao mostrar somente o composto A, o que ndo significa que o composto B nao

esteja presente.
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Usualmente, para moléculas pequenas e médias, a utilizacdo de ~4-10 mg de amostra em
500 uL de solvente é uma boa condi¢do para preparacao de tubos em boa concentragdo.
Utilize bons tubos e sempre tampe o tubo, para evitar evaporagdao no equipamento, o que o

danifica. A Bruker vende 6timos tubos para 600 MHz por valores aproximados de 100 tubos

por ~ R$ 3.000,00. O contato é Marco.Sugamele@bruker.com.
5. REALIZAGCAO DE MEDIDAS

INSTRUGOES BASICAS - Entrar na area de trabalho:

USER: liquids il SENHA: liquids
5.1. Medida Basica - Pulso Simples em 1H:

Para realizar a medida de proéton o(a) usuario(a) vai criar um experimento na sua pasta ja
com o setup PROTON, em seguida deve inserir a amostra, realizar o lock, fazer sintonia, o
shimming, carregar a calibracdo dos pulsos, regular o ganho e em seguida realizar a medida.

Esses passos sdo feitos de forma razoavelmente automatica, conforme descrito abaixo:

i. Inserindo a amostra:
Sua amostra devera ser inserida no spinner azul (temperatura entre 0 e 800C) ou de

ceramica branca (-1500C até 1800C) e nivelada conforme a (Fig. 1).
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Fig. 1. a) Altura adequada de amostra no spinner. Note que a quantidade de solvente no tubo
esta exagerada, o que ndao € um problema em si para a medida. A quantidade minima de

solvente, no entanto, deve estar contida no retangulo frontal da Figura a esquerda.
Em seguida coloque o spinner na posi¢ao vacante de menor numeracao (mais a esquerda) do
amostrador automatico (Fig. 2). No arquivo usuar.txt, presente no desktop, insira as

informacdes:

posicao - amostra - solvente - usuario (Fig. 2).
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I £  posicao - amostra - solvent - usua X a4

File Edit  View H1 ~ =~ B

posicao - amostra - solvent - ysuarios

#HE# Confirmed 2026 - Thiago (14/81/2826)

81 - 18%-H20-5acarose - D20 - Bruker
82 - amgstra-serra - D20 - Serra

18 - sn3-cl12 - CDC13 - Thiago

11 - ndi-leg - CDC13 - lep-thiage

12 - poly-pht-2826 - CDC13 - Thiago-Iseli
13 - CDC13-across-thiago-2026 - CDC13 - Thiago
14 - SN3-C12-2826 - (CDCl3-across - Thiago

Fig. 2. a) Amostrador automatico e b) indice das amostras no arquivo Desktop/usuar.txt.

No menu superior do topspin clique em “Acquire->Sample” e clique em “Insert sample with
sample changer (sx)” (Fig. 3). Alternativamente, escreva o comando “sx #”, onde # é a posicdo
da amostra no amostrador automatico (Fig. 3). Aguarde a amostra ser marcada como

inserida no espectrémetro e confira que a temperatura escolhida esta estavel (parte inferior

do topspin - Fig. 3).
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Bruker TopSpin 4.4.1 on DESKTOP-GBOGKHE as Liquids

Acquire  Process  Analyze  Applications  Manage = 9
e 2 % A
<l Sampe~ Mk rock  \/ Tune~ Time Status Message -
1D *2 : 4 Eject sample with sample changer (sx ej) 10:01:05 abs1:in progress
3D 12 ? Q Insert sample with sample changer (sx) 10:01:06 abs1: 2D processing finished
Eiect | e C 10:01:06 | abs2: started
— Eject sample manually (&)
 — L |
O | 10:01:06 absZ:in progress
Insert sample manually (ij)
Q 10:01:06 absZ: 2D processing finished
Sample List (sxd) 10:02:26  Automatic time calculation
+ 2-2g30- 51
— 4 - cosygprm Control sample temperature (vudisp) 10:02:26 End of automatic time calculation
i i-s 10:02:26  finished
= 5-cosygpm Prodigy Display (cppdisp) o Inishe
“ 1 - S T TZ T oo aory TTagor ZoZ0 =10 100225 exptﬂnished -
=+ leonardo
+ luiza-iseli-oligoptz 4
+ NO1 sX
+ r3-templates -
+ renan Spectrometer Status Amplif
b
1 ’ On ()
Q
[
T | T T T | T T T | T T T | T T T | T T T | T
1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 F2 [ppm]
expt fini
|
Sample Shim Coil | POWCHK sn3-c12-2026 5 1 Clldados
Temperature
Current 14 ]u[ 3%? K \/
Last ? H = —
Onis) Req. State: (v

Fig. 3. a) Menu de insercdo do spinner com amostra, b) indicacdo de linha de comando de
insercdo da amostra na posicao 14 e c) indicacdo de que a amostra esta inserida no
espectrometro corretamente - lock em 60%, Sample -> Current 14 -, temperatura da amostra
em 300.0 K, estavel (indicada em verde). Quando inserida a amostra, o lock pode oscilar entre

15 e 100%.

ii. Preparando o experimento:
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Em seguida cligue no menu “#Create dataset” (ou usando o comando #edc - Fig. 4) e
adicione o nome da amostra e diretorio apropriado (C:/dados/orientador/usuario). Em
seguida, escolha a opcao “PROTON” em “Parameters -> Read Parameter -> Select” e
selecione o solvente deuterado em “Set solvent”. A selecdo da acdo adicional “Execute
getprosol” ja carrega a calibra¢do dos pulsos automaticamente. Caso essa acdo adicional nao

seja selecionada, é necessario realiza-la apds o Shim (etapa v descrita abaixo).

Create New Dataset - new X x

e ! File  Optons  Help File Location =| C\BrukerTopSpin4.4. 1\expistaninmripar A
epare fc ew experiment by creating a new data set and

initializing its NMR parameters accore to the selected experiment type

For multi-receiver experiments several datasets al 8 Exclude: Clear
Please define the number of receivers in the Advanced field | Class =| Any v | Dim=| any v| [ showRecommended
Dataset Type =| Any w | SubType =| Any -
NAME sn3-c12-2026-training
EXPNO 1
C12CPD C13DEPT13S C13DEPTQ135 C13UDEFT COSYGPDFPHSW
Directory C\dados\thiagob\raining hd
— COSYGPSW DIPSI2GPZSSW DosY_DC HMBCETGPL2ND HMBCGP
[] Open in new window
HWBCGP_15N HSQC_TOCSY HSQC_TOCSY_ADIA HSQCEDETGPSISP HSQCEDETGPSISP_ADIA
HSQCETGP_15N HSQCETGPSISP HSQCETGPSISP_ADIA MLEVPHPR MLEVPHSW
# Parameters
NOESYPHPR NOESYPHSW PROTON ROESYPHEASY ROESYPHPR

Q) Use current parameters

® Read parameterset | COSYGPDFPHSW RORSYPHSW WATER
[/ Set solvent cDCI3 -

Additional action

(O Mo additional action

(®) Execute getprosol

(O Keep parameters | P1, 01, PLW1 |+ Change

A Advanced

Mumber of datasets (receivers) 1 v

Title
SN3-C12 - CDCI3 - across - thiago 01/2026

0K X Close

Fig. 4: Menu “Create Data Set” a esquerda e “select” a direita (com o experimento de PROTON
selecionado).

Vocé pode a também copiar o experimento anterior marcando “parameters -> use current
parameters” Outra op¢do é usar o comando #wrpa que copia todos os parametros, inclusive
0 espectro.

iii. LOCK:
ApOs criar o experimento, faca o “LOCK” (ou digite o comando #lock) selecionando o

solvente deuterado da amostra na aba que sera aberta (Fig. 5). Observe que o indicador
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graduado do lock na parte de baixo da tela, em verde, deve ter um valor “mensuravel”, entre

10-100%.

- Solvents table »
Acquire  Process  Analyze  Applications ~ Manage -~ Bolvent Description

Acetic acefic acid-d4

eafe Dataset ) Sample v VW tuner AL spnv  BZshim~ 3 Acstone acetone-d6

CEDE benzene-di
*2 O Q e -l R
v D D ‘) T M & cDz2ci2 dichlormethane-d2
= 1 A
2 2 & axw [ . A @ & CD3CN acetonitile-d3
am 1 CD3CM_SPE LC-SPE Salvent (Acetonitrile)
Data| 49 ) b|  SPECTRUM = PROCPARS = ACQUPAR
CD30D_SPE LC-SPE Solvent (Methanol-d4)
oty
g <7 + @ CDCI3 hloroform-d
\‘ Y Show Filters VAL chiorotorm
isel CH3CN+D20 HPLC Solvent (Acetonitril/D20)
iseli A
=+ poly-pht-2026 CH30H+D20 HPLC Solvent (Methanol/D20)
— 5n3-c12-2026
—1-z D20 deuteriumoxide
D20_salt deuteriumoxide with salt
- 2
Dioxane dioxane-d3
= 3-2030- SN3-C12in C 0 DMF M, N-dimethylformamide-d7
i SM3-C12in C
- 4- ’ - SN3-C coCI2 DME0 dimethylsulfoxide-di
B e i e
EtOD ethanol-d6

Fig. 5: Aba de selecdo de solvente para execucao do lock.

iv: TUNE:
Fazer a sintonia do nucleo de hidrogénio clicando na setinha da aba TUNE (Fig. 6) e

selecione a opcao “Tune/match ATM probe automatically” (ou digite o comando #atma);

V tune~ | M spinv &2z shim~

Tune/match ATM probe automatically (atma) |

Tune/match ATM probe manually (atmm)

Display wobble curve (wobb)

Fig. 6: Aba do TUNE.

v: SHIM:
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Em seguida, para fazer o SHIM (Fig. 7), na aba do shim, selecione a op¢do “Autoshim

sample using TopShim"” (ou digite o comando #topshim). Note que ao final do processo a

escala do lock deve aumentar;

€zshim~> AV Prosol ~

Autoshim sample using TopShim (topshim)

Display TopShim report (topshim report)

Additional TopShim options b
PH f

Shim manually using BSMS panel (bsmsdisp)

Set Shim Values (setshim)

Read shim values (rsh)

Write shim values (wsh)

View Shim Values (vish)

Delete Shim File (delsh)

Autoshim using tune file (tune)

Autoshim using tune file for current probe (tune .sx)

Edit autoshim definition (tune) file (edtune)

[19] LLEEE]

Fig. 7: Aba do SHIM.

vi: PROSOL:
Caso a opcdo “Execute getprosol’ ndo tenha sido selecionada durante a criagdo do
dataset (ver item i), entre na aba PROSOL (Fig. 8) e selecione a op¢dao “Update ‘prosol’

parameters” (ou digite o comando #getprosol);

VW~ Gain~ P Run~

v Update "prosol’ parameters (getprosol)

Single scan pulse calibration (pulsecal)

Fig. 8: Aba PROSOL
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vii: GAIN:
Execute o GAIN (Fig. 9) selecionando a opcdo “Receiver gain adjustment” (ou digite o

comando #rga);

P Run~v More~

Receiver gain adjustment (rga)

Set receiver gain manually (rg)

Fig. 9: Aba GAIN

ApOs ajuste do receiver gain, o valor sera automaticamente atualizado. Por fim, na aba
“ACQUPARS" do experimento, é possivel ajustar o numero de scans desejado para o
experimento, conforme ilustrado na figura 10. Vocé pode também verificar o tempo total do

experimento clicando no relégio do menu, conforme ilustrado na Fig. 10.
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Tempo do experimento

H 2
I:_

-
L)

SPECTRUM | PROCPARS [PACGUPARS| TTLE | PULSEPROG | P

W5 | INTEGRALS | SAMPLE = STRUCTURE

S Y EEEE . & C  Pote pIHRTEOS00SIBEFHFD-5 0-2FR

-
Experiment » Expeniment
. . Sequéncia de pulso do
Pl oG 130 Curnen] pulse progra
Widitn - ;
o R experimento PROTON
W_mod DaD Acquisilion mode
Nuclkeus
TD 45536 Size of id
Receiver DS 2 Number of dummy scans
Durations e B Humperofscans ——— NUmMero de Scans
T i Loop count fior 10
Fower
A WWidih
Program SW lppm] 19,8358 Speciral width
Probe SVWH [Hz) 11904, 762 Spactral width
A0 |zet] 27525120 Acquisihon tme
1S
FIDRES [HZ 0353304 Fid resolution
Wobbie FW [ 240000000 D00 FIRes wiam
I e # MNucleus 1

Fig. 10. Aba do experimento de proton.

vii: RUN:
Para dar inicio ao experimento, ir para aba RUN (Fig. 11) e selecione “Start Aquistion”

(ou digite o comando #zg).
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P Run~

Start Aquistion (zg)

Start acquisition, add to existing data (go)

Transfer Fid To Disk (ir)

L2

Estimate Exp. Time (expt)

— Real-Time Go Setup (gs)

Optimize Acquisition Params (popt)

Start Automation AL program (xaua)

Fig. 11: Aba RUN.

vii. O espectro:

Vocé pode visualizar o espectro ao final realizando a transformada de Fourier do FID
com o comando #efp. A correcdo de fase automatica é realizada com o comando #apk. E
possivel também ajustar a fase manualmente através da aba “process -> adjust Phase ->
interactive phase correction” (Fig. 12). A correcdo automatica de base pode ser realizada
pelo comando #abs (automatic baseline correction). Vocé pode também aumentar a
resolucao do seu espectro reduzindo o cutoff de line broadening do espectro, que vem de
padrao em 0.3 Hz para 0.1 Hz. Digite o comando #lb para mudar o parametro e refaca a
transformada de Fourier (#efp). Usualmente vocé ganha resolucao mas perde sinal/ruido, e
pode ser que isto gere uma certa “deformacao” no espectro, principalmente na linha de base
(pois a o espectro real é menos simétrico que a assintota Lorentziana forcada com line
broadening). Outra forma de adicionar “resolucao de visualizacdo ao espectro” € realizando o

“zero filling”. Vocé pode realizar isso adicionando pontos no parametro #si. Use tipicamente
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#si = 2x #td. #si é o nUmero de pontos utilizados para a transformada de Fourier e #td é o

numero de pontos coletados para registrar o FID.

Se o0 seu solvente tem TMS vocé pode forcar que o pico do TMS seja deslocado para
exatamente 0 ppm com o comando #sref. Caso queira retornar a referéncia do solvente
(original) dirige o comando #sr e retorne o parametro para 0. Em seguida faga outra

transformada de Fourier com #efp.

= Acquire  Process  Analyze  Applications  Manage TopSpin

f\ Proc. Spectrum ~ ’\/ Adjust Phase v Vl Baseline v A Calib. Axis ¥ Advanced ¥

a = i
(2 T Qa1 T oL P w @ =3 topshimtunea  apbk-n
2 Tlaaxw@dal--—~ Lk RE TR 2l e
]
9 ! }L » %\nleramlvenhase correction @ 1 R 90 -90 180 . m I anD a‘_. «
- pivot = 0.03 ppm Fhase increment = 0.0125 ph0 = 0.00 phl = 0.00
‘O‘ \‘ 'Y Show Filters name not defined
_;_ ;3;;”;553' - sn3-c12 puro em COC|3} across - thiago 01/2026
+ sn3-c12-aldeido
+ TBP
+ top-ndi-05
+ TBP-NO1
+ thamiris
= training
— sn3-c12-2026
— 1-2g30-sn3- puro em 30 01
#l 1-sn3-c12 puro emcoeiz go 07 v
4 »
Export
2, )
o ¥ v
Time Status Message -
D R T
17:30:44 apk: finished
17:30:44 abs: started
17:30:44 abs:in progress
17:30:44 abs: finished
17:32:20 efp: started
17:32:20 efp:in progress ‘i u h
17:32:20 efp: finished
17:32:42 efptin progress
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
17:32:42 efp:finished v 8 ] 4 2 0

Fig. 12: Tela de ajuste manual da fase do espectro.

Outra forma de observar se o seu solvente esta em boas condi¢des, é notar se o pico
do TMS esta alargado. Faca o comando #peakw para encontrar a largura do TMS (Fig. 13).

Caso a largura esteja entre 0.6 e 1.0 Hz, seu solvente esta bom, acima disso o solvente esta
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moderado ou ruim. No caso da Fig. 13 o TMS tem largura de 1.499 Hz, portanto o solvente

estd médio/ruim.

1
@ =1 }L 3 SPECTRUM | PROCPARS = ACQUPARS | TITLE PULSEPROG PEAKS = INTEGRALS SAMPLE = STRUCTURE = PLOT ~ FID

Q o sn3-¢12-2026 1 1 C:\dados\thiagob\training
b ¢ Y Show Filters o » .
— sn3-c12 puro em COCI3 - across - thiago 01/2026
- )
+ sn3-c12-alde Notebook X
+ TBP
+ top-ndi-05 File  Edit  Search
+ TBP-NO1
+ thamiris 1 Peakl[ppm]=  §.6353, Width[Hz/ppm]= 1143.663/  1.9056, at= 0.50, limits[ppm]= 59,9538 5,0783 -
— training 2 Pesk[ppm]=  0.0260, Width[Hz/ppu]= 1.524/  0.0025, at= 0.50, limits[ppm]= 0.0273 0.0247
— sn3-012-2| 3| Peak[ppm]= 0.0000, Width[Hz/ppn]= 1,439/ 0.0025, at= 0.50, limita[ppm]= 0.0012 -0.0013
— 1-z03|
; a
+ Ci\dados\thiagot
4
"
Q@ % 1
Time

/73220 elpinnisne
17:32:42 efp:in prog
17:32:42 efp: finishe
A7.37.47 pk: finishec
74810 sref. startea
17:48:10 sref:in progress

17:48:10 sref: finished

17:48:13 efp: started

17.48.13 efp:in progress

17:48:13 efp: finished - 0.02 0.01 -0.00

peakw | I& sn3-c12-2026 1 1 Cldadosithiagobitraining

Fig. 13: Detalhe do sinal do TMS e resultado do comando #peakw. A largura de linha

do pico em 0 ppm (TMS) tem largura de linha a meia altura de 1.499 Hz.

5.2. Pulso simples em 13C:

CASO TENHA FEITO UM EXPERIMENTO DE HIDROGENIO COM A MESMA AMOSTRA,
NAO E NECESSARIO FAZER OS PASSOS LOCK (item iii) e SHIM (item v). No entanto, é
fundamental fazer o passo TUNE (#atma), pois inicialmente o sistema ndo realiza a

sintonia para o canal que nao foi utilizado.
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i. PREPARANDO O EXPERIMENTO:

Clique no menu “#Create dataset” (Fig. 4) e escolha a opg¢ao “C13CPD” em
“Parameters”, escolha “Read parameterset’ e selecione o solvente deuterado em “Set
solvent”. A sele¢do da acdo adicional “Execute getprosol” ja carrega a calibracdo dos pulsos
automaticamente. Caso essa acao adicional ndo seja selecionada, € necessario realiza-la apos
o Shim.

Lembre-se: Vocé pode a também copiar o experimento anterior marcando
“parameters -> use current parameters” Outra op¢do é usar o comando #wrpa que copia

todos os parametros, inclusive o espectro.

ii. LOCK:
ApOs criar o experimento, faca o LOCK (ou digite o comando #lock) selecionando o

solvente deuterado da amostra na aba que sera aberta (Fig. 4);

iii: TUNE:
Fazer a sintonia do nucleo de carbono clicando na setinha da aba TUNE (Fig. 5) e

selecione a opcdo “Tune/match ATM probe automatically” (ou digite o comando #atma);

iv: SHIM:
Em seguida, para fazer o SHIM (Fig. 6), na aba do shim, selecione a op¢ao “Autoshim

sample using TopShim” (ou digite o comando #topshim);

v: PROSOL:
Caso a opcdo “Execute getprosol’ ndo tenha sido selecionada durante a criagao do
dataset (ver item i), entre na aba PROSOL (Fig. 7) e selecione a opg¢do “Update ‘prosol’

parameters” (ou digite o comando #getprosol);
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vi: GAIN:

Execute o GAIN (Fig. 8) selecionando a opcdo “Receiver gain adjustment” (ou digite o
comando #rga);

ApOs ajuste do receiver gain, o valor sera automaticamente atualizado. Por fim, na aba
“ACQUPARS" do experimento, € possivel ajustar o numero de scans desejado para o
experimento, conforme ilustrado na figura 14. Para estimativa de numero de scans,

lembre-se que a medida em 13C tem relacdo sinal/ruido aproximadamente 400 vezes menor

que o TH.
SPECTRUM PROCPARS ACQUPARS TITLE PULSEPROG PEAKS INTEGRALS SAMPLE STRUCTURE PLOT FIC ACQU
S ¥ [E w3 & C  Probe: PIHR-TBOB00S3-BBFHIFID-5.0-Z FB
F
Experiment A Experiment
Ao
— _ Sequéncia de pulso do
Width PULPROG zgpg3 E srrent pulse program i
o experimento de Carbono
AQ_mod DD Acquisition mode
Nucleus N
TD 65536 Size of fid
Receiver DS 4 Number of dummy scans
NS 8192 Numberofseans = NUmero de Scans
Durations
TDO 1 Loop count for td0
Power
~ idth
Program SW [ppm) 236.6313 Spectral width
Probe SWH [Hz) 35714.286 Spectral width
0.9175040 Acquisition time
Lists
FIDRES [Hz) 1.089913 Fid resolution
Wobbie FW [Hg] 2400 Fitter width

Fig. 14: Aba do experimento de pulso simples em 13C com desacoplamento em 1H.

Na Fig. 15 temos o contraste entre uma medida de 1H e 13C na mesma amostra,
SN3-C12 em CDCI3 (ruim, com muito TMS). A concentracdo do soluto esta boa, i.e., a
intensidade do sinal do 1H CDCI3 esta proxima dos sinais da amostra. O espectro de 1H foi
realizado com 16 scans, AQ de 1.3 s e D1 de 3s (total de 1 min e 8 s). O espectro de 13C foi

realizado com 3k scans, AQ de 1 se D1 de 2s (total de 2h e 30 min).
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Caso queira fazer um espectro de 13C quantitativo, sem acoplamento NOE, use a
parametrizacdo “C13IG"” e aumente o D1 para algo em torno de 40 s. Note que essa medida é
de baixa sensibilidade, portanto sua amostra deve estar em alta concentracdo para vocé

obter bons resultados.
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sn3-c12-2026 6 1 Cidados\thiagohb'training

sn3-c12 pura em COCI3 - across -fhiago 01/2026
1391 ppm /20984 8 Hz
Index = 10974 - 10992
Value = 0.004770 rel

S T A

| I , . . | , . . , | |
150 139.06 100 50 0 [ppm]

Fig. 15: Espectro de pulso simples em 1H (acima) e 13C (abaixo) do SN3-C12 (em
detalhe) em CDCI3.

5.2.a DEPT 135 em 13C (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer):

O DEPT é um espectro de 13C obtido por transferéncia de magnetizacao por 1H. Ele é
editado por pulso final de 1350, portanto, CH e CH3 sao obtidos em fase enquanto CH2 na
outra fase. O DEPT € mais sensivel que uma medida de 13C por pulso simples, mas ele nao é
quantitativo e negligencia os carbonos quaternarios. A medida é obtida através da rotina:

“create dataset -> read parameterset -> select -> C13DEPT135"

5.3. COSY (Correlated Spectroscopy):

O espectro de correlacao J3 (H-C-C-H) homonuclear pode ser realizado nos seguintes

passos:
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“create dataset -> read parameterset -> select -> COSYGPSW".

Os demais passos de prepara¢dao da medida sdo idénticos a medida de 1H. Na aba

AQCQUPARS (Fig. 16) vocé pode editar os seguintes valores:

SPECTRUM PROCPARS ACQUPARS | TITLE PULSEFROG PEAKS INTEGRALS SAMPLE STRUCTURE PLOT

S W EE.L S C  ProbePIHRTBOG00SI-BBFHIFID-5.0-Z FB

F %
Experiment F2 F1 Frequency axis
». Experiment
Width
PULPROG cosygpppaf .| E Current pulse program
Hucleus o
AQ_mod DD Acquisition mode
Receiver FNTYPE traditional(planes) A nD acquisition mode for 30 efc.
. FnMODE QF - Acquisition mode for 2D, 3D efc.
Durations
TD 2048 128 Size of fid
Power DS 16 Mumber of dummy scans
Program ME 1 Mumber of scans
TDO 1 Loop count for tdd®
Probe
TDav Average loop counter for nD experiments
Lists A Width
NUS SW [ppm] 13.0179 13.0179 Spectral width
, )
Wobble SWH [Hz] 7812.500 7812.500 Spectral width
IN_F [usec] 128.0000 Increment for delay
Lock
Al [sed] 01310720 0.0163840 Acquisition time
Automation FIDRES [Hz] 76293495 f1.035156 Fid resalution
FW [Hz] 240000000000 Filter width

Ricrallanamnic

Fig. 16: Default acquisition parameters do COSY.
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AQ em F2 pode ser estendido para maior resolucdo na dimensdo direta e AQ em F1 na

indireta. No padrdo temos AQ(F2) de 0.13 s e AQ(F1) em 0.016 s (TD = 128). A medida com NS

=4 dura 20 min.

Na maioria das vezes o(a) usuario(a) ndo precisa que a resolucao do COSY seja
excepcional, mas para uma resolu¢dao mais comparavel ao espectro 1D vocé pode usar, por
exemplo, AQ(F2) = 1s e TD(F1) = 256. Isso deixa a medida consideravelmente mais longa. A

medida com NS =4 |leva 52 min.

Ao processar o espectro lembre-se sempre de aumentar o Sl (na aba PROCPARS) em

4xTD (na aba ACQUPARS).

5.3.1. Dicas:

i. Use o espectro de pulso simples 1D na projecao do espectro 2D de correlacao.

Use o comando #sref em seu espectro 1H 1D e no COSY, ou deixe ambos com o
mesmo valor de SR. Em seguida, no espectro do COSY, clique com o botdo direito em cima do
espectro na dimensdo F2 e selecione “external projection”. Entao escolha o “expno” em que
foi realizado o espectro 1D. Ele sera projetado na dimensao F2, o que significa que vocé tera
um espectro de muita qualidade com projec8es de correlacdo e o deslocamento quimico de
ambos os espectros sera correspondente, o que ajuda muito na assinatura dos espectros.

ii. Faca o seu espectro na regiao de interesse.

Antes de iniciar o experimento de COSY, clique no menu “acquire -> set limits". Entao
adicione o espectro 1D de 1H correspondente na tela e faca um zoom na regido de interesse.
Clique entao em ok e a regido selecionada sera utilizada para a realizacao do COSY. Com isso
vocé ganha resolucdo na regido de interesse ou gasta menos tempo para uma medida ao

igualar o parametro “ACQUPARS -> FIDRES [Hz], ou Fid resolution (F1)". Note que ao



RMN Bruker 600 MHz
c E M Estado Liquido
CENTRAIS EXPERIMENTAIS MULTIUSUARIO (Janeiro 2026)
Universidade Federal do ABC
selecionar o “set limits” os espectros projetados em F2 e F1 serdo o que vocé usou para
determinar a janela espectral do COSY.

Outra opcdo, até melhor, é fazer o espectro de correlacdo 1D e 2D seletivo (ver Secao
5.7).

iii. Simetrize o mapa de correlacao.

O COSY, a principio, deveria ser simétrico com relacdo aos quadrantes superiores e
inferiores. Nem sempre esse € o caso, por questdes de distor¢cbes na medida (que sempre
vao ocorrer a depender do quanto os pulsos se aproximam de perfeitos). Vocé pode entdo
reduzir distor¢cbes e aumentar a relacao sinal/ruido simetrizando o espectro através do
comando “sym”. Caso queira desfazer, basta realizar a transformada 2D novamente do
espectro através do comando “#xfb".

iv. Retire o ruido de t1.

O seu espectro pode estar com ruidos verticais (em F1) devido a variacdes
experimentais de evolu¢ao durante t1, principalmente no deslocamento quimico do solvente.
Retire esse ruido através do comando “#t1noisereduction”;

v. Aumente a resolucao topografica dos seus espectros 2D.

O padrao do topspin € o uso de 8 curvas de nivel de intensidade dos espectros.

Aumente para 16 ou 32 usando o comando “#clev 32"
5.4. TOCSY (TOtal Correlation Spectroscopy):

O espectro de correlacao por “spin lock” através das ligacdes pode ser realizado da

mesma forma que o COSY, porém, através do comando:

“create dataset -> read parameterset -> select -> CMC_TOCSY”
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Além dos parametros de NS, sele¢do de janela de interesse (caso seja relevante) e
adequacao dos parametros de TD em F2 e F1 (como no COSY), é interessante também indicar
d9, que é o tempo do “spin lock”. O valor padrdo € 80 ms, que é o valor intermediario para
médias liga¢des (aproximadamente até J4 ou J5). Caso vocé reduza esse valor para ~30 ms
vocé reduz o “alcance” do TOCSY para aproximadamente J2 e J3, e caso vocé aumente para

120 ms, vocé leva o TOCSY para ligacdes mais distantes.
Importante: O d9 é um pulso longo e portanto nao pode exceder 120 ms, pois pulsos
mais longos em alta poténcia podem danificar a sonda. Aqui valem as mesmas dicas listadas

na Sec¢ao 5.3.1.
5.5. HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence):
O HSQC sem multipletos editados é chamado no comando:
“create dataset -> read parameterset -> select -> HSQCETGPSISP”

O HSQC com multipletos editados, onde CH e CH3 estao fora de fase em relacao ao

CH2, é chamado no comando:
“create dataset -> read parameterset -> select -> HSQCEDETGPSISP”

Caso tenha adquirido um espectro de 1H e 13C anteriormente, vocé pode também
selecionar a janela de interesse (item i. do experimento de COSY). Caso faca a sele¢do da
janela (item ii. do experimento de COSY) e rode o experimento, vocé terd um ganho de
resolugdo. Caso a resolugdo do espectro padrdo seja suficiente, vocé pode adequar os

parametros de TD em F2 e F1 para reproduzirem os valores de FIDRES[Hz] anteriores e assim



c E M RMN Bruker 600 MHz

Estado Liquido
CENTRAIS EXPERIMENTAIS MULTIUSUARIO (Janeiro 2026)
Universidade Federal do ABC

0 seu tempo de medida sera reduzido. Aqui valem as mesmas dicas listadas na Secao 5.3.1,

exceto pela simetrizacao do espectro.
5.6. HSQC_TOCSY:

Um experimento interessante é o de HSQC com transferéncia de polarizacdo via TOCSY
(por spin lock entre os subsequentes 1H). Assim € possivel ir avancando nas correlacdes

1H-...-13C). O experimento € acessado pelo comando:
“create dataset -> read parameterset -> select -> HSQC_TOCSY”

O parametro importante a ser otimizado para o seu objetivo é novamente o d9 (similar
ao descrito para o TOCSY).
Aqui valem as mesmas dicas listadas na Secdo 5.3.1, exceto pela simetrizacdo do

espectro.

5.7. 1D selective COSY/NOESY/TOCSY/ROESY/Solvent-Supression:

Experimentos 1D seletivos sdao ferramentas poderosas e rapidas para a determinacao
de correlagdo a sitios de interesse. A prepara¢do dos experimentos no topspin €

contraintuitiva, e deve ser feita pelos seguintes passos:

Adicione a tela um experimento de pulso simples em 1H.

Va ao menu “Acquire -> more (setinha) -> Setup Selective 1D Expts” (Fig. 17).
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. Starts an interactive tool for sefing up selective
v | SPECTRUM| PROCPARS | ACOUPARS | TITLE | PULSEPROG | PEAKS | M opSoligs (topsolids) D experiments
BigTo
sn3-c12-2026 1 1 C:\dados\thiagob'training eree
sn3 em CDCI3 - across - thiago 01/2026 TopGuide (topguide!
-
Shape Tool (stdisp
APSY (apsy)
+ 10030 NMR Thermometar (nmrtemp)
training
= sn3c12-2026 Stant Warkfiow for Seting up Some Basic 1D and 20 Experiments (onmr,
] >
ot
° v v
Time Status Message - L L LA )
2
14:4128 topshim: compleled successtully T I
T T T -
12141:28 | Job succeeded (Command Topshiny on data 0bject Cl.. 15 10 5 0 ppm]

Fig. 17: Tela de preparacao de um experimento 1D com excitacao seletiva.

Clique em “Define Regions” e escolha a integracdo no pico que quer fazer excitacdo

|

seletiva (botdo | destacado em azul na Fig. 18).
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=] o = 4 [T | Dt s Fmcim h/in s ann 22 2% =7 dane
Q - sn3-¢12-2026 1 1 C:\dados'thiagob\training
\k Y Show Filters ~
sn3-c12 puro em CDCI3 - across - thiago 01/2026
il 1-3n3 A :
+ 30-2930 - Mouse Sensitiviey: 1.0
+ Sn3-0cv-2025- 1.747 ppm / 1048.5ZL Hz
+ sn3-dov-2025-dez 01 Fum = 10000
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Export
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?
o v
Time Status Message -
14:41:28 Job succeeded (Command topshim’ on data object 'C./.
T T T T T T T T T T T T T T T
14:44:27 Define: Drag using left mouse button Return: Left-click ... 25 2.0 1.747 1.5 1.0 05
T

Fig. 18: Tela de demarcacao de integracao de picos para realiza¢cdao de experimentos 1D

com excitagao seletiva.

Em seguida clique em “Save/Export Integral Regions” e entao “Save Regions To reg” (Fig.
abaixo)

[T wsomion | (]t o ff e X A /s R # am 22 /23 = LT 1 408«

sn3-c12-2026 1 1 Cidados'thiagob'training Save Regions To intrng

sn3-c12 puro em CDCI3 - across - thiago 01/2026 Save Regions To reg
Mousge Hﬂ“ﬁ)l’)"‘f}': 1.0
=3.27 ppm / =15€3.15 Hz
Sum = 1.0000

DEFINE FEGION MODE

Export integrafion regions

Expor Regions To Relaxation Module and ret
Define: Drag using left mouse button -
Return: Left-click highlighced icon Save & Show List

I [ |

Entdo clique em “Return, do Not save regions! [reg]” e entdo va para “Create Datasets”

escolha o experimento desejado (essa é a parte menos intuitiva da preparacdao do

experimento - ver Fig. abaixo).
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[ Tweosion | [ & ff e X A s R # Al -2/235 %X = LT 1 40 8

Retum, do NOT save regions! [ref] =
sn3-c12-2026 1 1 C:dados'thiagobitraining
sn3-c12 pure em CDCI3 - across - thiago 01/2026

Mouge Sensitivity: 1.0

Sum = 1.0000

DEFINE PEGION MODE

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

Ajuste o parametro p15 de acordo com a distancia de propagag¢do do “spin lock”. O
valor padrdo é de 200 ms, que é um bom valor para moléculas pequenas e médias. Caso
queira observar moléculas maiores ou interacdes intermoleculares, use até 800 ms. Note que

0 parametro esta em us, portanto o valor padrdo esta escrito como 200000 us.
5.7.1 2D band selective HSQC e HMBC:

Experimentos 2D HSQC e HMBC de excitacdo em banda seletiva em 13C podem ser

preparados da mesma forma que os 1D descritos acima. Porém, vocé deve selecionar um

espectro de 13C e integrar na banda de excitacao (usando o botdo destacado em azul

na Fig. 18).
5.8. HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation)
O HMBC pode ser chamado através do comando:
“create dataset -> read parameterset -> select -> HMBCETGPL3ND”

Essa sequéncia de pulso tem apresentado alguns artefatos (questao a ser discutida

com a Bruker).
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5.9. HMBC - correlagao 15N-1H
O HMBC de correlagdo 15N-1H pode ser chamado através do comando
“create dataset -> read parameterset -> select -> HMBCGP_15N"

Entdo faca os seguintes passos:

iii: TUNE -> iv: SHIM -> v: PROSOL -> vi: GAIN -> zg

Note que é fundamental vocé fazer o “tunning (#atma)” para a sonda ter o canal 2
sintonizado em 15H (60.8 MHz).

Note que a abundancia natural do 15N é baixissima, 0.38% (1/3 do 13C), e 0o gamma do
15N € 2.5x menor que o 13C. Logo, a medida de HMBC 15N-1H é pelo menos 7x menos
intensa que a do 13C-1H. Portanto, vocé precisara utilizar uma boa quantidade de scans

(usualmente NS =300 para uma amostra moderadamente diluida, o que leva 24 h).
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Fig. 19: Espectro de correlagdo HMBC em 15N-1H da amostra SN3-C12 em CDCI3 cujo

as medidas de 1H e 13C estdo apresentadas na secdo 5.2.

5.10. Linha de comando para realizacdo de um experimento realizado

anteriormente:

Note, se vocé pode copiar um experimento com o comando “edc” e roda-lo usando a
sequéncia de comandos:

#lock, #tune, #shim, #prosol, #gain e #run.
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A1. Comandos uteis:

“tr" - salva o fid no meio do experimento;

“wrpa” - copia o experimento todo, inclusive o fid;

“gppp” - puxa os shapes dos pulsos de gradiente (comando avancado);

“edasp” - expde as linhas de passagem dos canais (comando avanc¢ado);

“sym” - simetrizacdo do cosy no processamento;

“clev 32" - aumenta os contornos do 2D;

“t1noisereduction” - retira o ruido vertical de solvente;

“sref” - o parametro SR é mudado para que o sinal do TMS va a 0 ppm;

“topshim tunea” (também pode ser ativado por um botdo no menu principal) - Shimming
mais sofisticado que otimiza também a corrente das bobinas transversais de alta ordem
(usualmente traz pouca contribuicdo para medidas de rotina);

“clev xx" - xx introduz o numero de contornos do mapa 2D. O padrao é 8. Usualmente o
comando “clev 32" deixa seu contorno 2D bem detalhado.

“peakw” - traz a largura a meia altura dos picos da tela.

“apk” - ajusta a fase automaticamente o espectro 1D.

“apk2d” - ajusta a fase automaticamente o espectro 2D.

“wsh” - abre a aba para salvar os valores de shim atual com o nome a ser definido.

A2. Outras Metodologias (consultar usuarios avancados):
1. non-uniform-sampling - metodologia de coleta de dados em espectros 2D para

reducdo de tempo de experimento sem perdas consideraveis de rela¢do sinal/ruido.



