Základy FT NMR spektroskopie
Pracovní úkol:

1) Nastavení optimálních excitačních podmínek signálu FID 1H ve vzorku pryže

2) Měření závislosti amplitudy signálu FID 1H ve vzorku pryže na délce excitačního pulzu. Určení velikosti amplitudy radiofrekvenčního pole B1.

3) Studium signálu dvouimpulzového spinového echa  1H ve vzorku pryže

4) Studium procesu koherentní sumace

Úvod

Pulzní spektroskopie nukleární magnetické rezonance (NMR) založená na zpracování časového signálu metodou Fourierovy transformace (FT) je v současné době široce využívána v celé řadě oborů. Pulzní spektrometry NMR jsou například neodmyslitelnou součástí moderních biofyzikálních laboratoří a laboratoří základního chemického výzkumu. Zde jde hlavně o výzkum struktury biomolekul, od malých molekul až po molekuly velikosti lidského genomu.. Vedle výzkumu složitých molekulárních struktur našla pulzní spektroskopie NMR s FT významné uplatnění v medicině, jako jedna ze základních zobrazovacích metod. metod (NMR Imaging, MR tomografie). Zatímco v případě studia struktury molekul se NMR spektroskopie provádí v extrémně homogenních magnetických polích, je v případě NMR Imagingu používáno tzv. gradientních polí, tedy magnetických polí cíleně nehomogenních. Předkládaná praktikální úloha objasňující základy FT NMR spektroskopie má sloužit ke snazšímu pochopení navazujících disciplin, tedy NMR spektroskopie vysokého rozlišení v biomolekulách, nebo NMR Imagingu.    
1. Základní poznatky o nukleární magnetické rezonanci (NMR).

Jevem nukleární magnetické rezonance (NMR) rozumíme rezonanční chování mikrofyzikálních (kvantových) objektů s magnetickým momentem ve vnějším magnetickém poli. Konkrétně se zde jedná o atomová jádra s magnetickým momentem, přítomná ve zkoumané látce. Jádra s magnetickým momentem mají vesměs liché hmotové číslo. Výjimkou jsou čtyři jádra (isotopy) se sudým hmotovým číslem, která však mají lichý počet protonů a lichý počet neutronů (licho-lichá jádra), 2D, 6Li, 10B, 14N. 

Jedním z nejvhodnějších jader pro experimenty NMR je jádro izotopu vodíku 1H , t.j. jediný  proton, jehož spin je I=1/2. Měření se však dají provádět i na řadě dalších jader (uhlík 13C, deuterium 2D a j.), která jsou ve vzorku přítomna v přirozeném zastoupení izotopů nebo jimiž může být látka obohacena (např. deuterizované vzorky). Jádra se spinem větším než 1/2 (např. 2D, I=1) mají navíc též elektrický kvadrupólový moment, jehož interakce s elektrickým polem v místě jádra může jev NMR ovlivňovat a dokonce i bez vnějšího magnetického pole lze za vhodných podmínek pozorovat jev nukleární kvadrupólové rezonance (NQR). V tomto praktiku se budeme zabývat výhradně magnetickou rezonancí protonů.

Pro chování vyšetřovaného jádra je důležitým pojmem jeho (efektivní) magnetický moment (  a vztah mezi tímto magnetickým momentem a celkovým momentem hybnosti jádra I. Zavedeme-li dále v analogii s Bohrovým magnetonem t.zv. jaderný magneton N vztahem:
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(1)
kde mp  je hmotnost protonu a ostatní symboly mají obvyklý význam, má vztah mezi magnetickým momentem a celkovým momentem hybnosti jádra tvar:
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Bezrozměrný koeficient úměrnosti g , který je charakteristikou daného jádra (v daném stavu), se nazývá (jaderným) g-faktorem. Celkový moment hybnosti jádra I je obvykle nazýván jaderným spinem, i když se zde jedná o vektorový součet spinových a orbitálních momentů hybnosti jednotlivých nukleonů. V některých případech se vztah (2) zapisuje ve tvaru:
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kde koeficient (  je opět konstantou daného jádra a nazývá se gyromagnetickým poměrem daného jádra. 

Podle pravidel kvantování momentu hybnosti je maximální hodnota průmětu magnetického momentu do osy kvantování (např. osa z):
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kde I  je maximální možná hodnota magnetického kvantového čísla jaderného spinu (mI = I, I-1,...,-I) . Tato složka magnetického momentu je často nazývána jaderným magnetickým momentem ((I ) a lze ji s využitím vztahu (2) vyjádřit v násobcích jaderného magnetonu:
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Nachází-li se jádro s magnetickým momentem v homogenním statickém magnetickém poli o indukci B0 , vykonává magnetický moment tzv. Larmorovu precesi kolem směru magnetického pole s úhlovou rychlostí  (0  :
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Je-li tedy magnetické pole v (laboratorní) soustavě souřadné ve směru osy z , takže: B0=(0,0,B0), zachovává se z-ová složka magnetického momentu a ostatní dvě složky konají v rovině kolmé k B0 harmonické kmity s frekvencí:  f0 = (0 / 2( , posunuté ve fázi o (/2 .  Příčná složka magnetického momentu preceduje s úhlovou rychlostí (0. V okolí frekvence f0  je možno pozorovat jev magnetické rezonance. 

Ze vztahu (6) je vidět, že rezonanční frekvence je úměrná použitému statickému magnetickému poli. V látkovém prostředí je externí statické pole B0 modifikováno interakcemi jádra s elektronovým obalem vlastního atomu, popřípadě interakcemi s magnetickými momenty okolních atomů a jejich jader. Rezonanční frekvence daného jádra je potom určena lokální hodnotou statického magnetického pole a je tedy závislá na elektronové struktuře daného atomu a  jeho okolí. Pro úplnost dodejme, že v případě, že jádro má nenulový kvadrupólový moment, mohou hodnotu rezonanční frekvence ovlivňovat též lokální pole elektrická. Protože však jádro vodíku 1H, jehož NMR budeme v tomto praktiku sledovat, má spin I=1/2 a tudíž nulový kvadrupólový moment, nebudeme se dále kvadrupólovými efekty zabývat a odkazujeme na literaturu, např. [1], [2], [3]. 

V diamagnetických a paramagnetických látkách má elektronové okolí atomového jádra na frekvenci NMR jen slabý vliv. Proto zde není oblast rezonančních frekvencí daného jádra s rozdílným okolím v dané látce (spektrum NMR) příliš široká. Přesto však je řádový rozdíl mezi šířkami spekter v kapalinách a v amorfních a krystalických pevných látkách. Typicky je šířka spektra NMR ((f0 ) v kapalinách:   (f0  ( 10-6 f0 , zatímco v pevných látkách jsou spektra širší:  (f0  ( 10-4 f0 . Pro dosažení vysoké rozlišovací schopnosti a citlivosti spektrometrů NMR je nutno pracovat s co nejvyšší možnou hodnotou základní frekvence f0 . Ta je podle (6) dána velikostí pole B0. V moderních spektrometrech NMR vysokého rozlišení se proto pracuje s externími magnetickými poli B0 ( 10 T vytvářenými supravodivými solenoidy, což pro protony odpovídá frekvenci f0 ( 500. U naší praktikální úlohy však z důvodů snadné realizace používáme pro vytvoření pole  B0  permanentní magnet, který v dané mezeře dává pole asi 0.42 T , což v případě protonů odpovídá rezonanční frekvenci okolo 18 MHz.  Důsledkem je výrazné snížení citlivosti a rozlišovací schopnosti zařízení, což je však kompenzováno podstatně nižšími nároky na jeho technickou úroveň. 

2. Klasický makroskopický popis jevu NMR – Blochovy rovnice

Při bližším rozboru jevu magnetické rezonance je třeba vzít v úvahu, že rezonující částice nejsou izolované, ale mohou ve vzorku interagovat jak mezi sebou navzájem, tak se svým okolím. Pro makroskopický popis chování soustavy všech uvažovaných jaderných magnetických momentů  („spinového systému“) je podstatná jaderná magnetizace M , určená vektorovým součtem jaderných magnetických momentů ( obsažených v objemové jednotce vzorku. V nulovém vnějším magnetickém poli jsou orientace momentů ( náhodně rozděleny do všech směrů, takže magnetizace M bude nulová. V přítomnosti statického magnetického pole (např. B0=(0,0,B0)) však energie E jednotlivých momentů: 
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závisí na jejich orientaci vůči magnetickému poli. Při Boltzmannově rovnovážném rozdělení orientací momentů podle jejich energií pak vzniká nenulová magnetizace M  ve směru vnějšího magnetického pole B0. Ustavení rovnováhy však neproběhne okamžitě po „zapnutí“ pole a složka magnetizace do směru pole (Mz) se ke své rovnovážné hodnotě M0  blíží postupně, relaxuje s exponenciální závislostí na čase  t  po zapnutí externího pole:
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kde konstanta T1 je tzv. podélná relaxační doba. Při tomto ustavování rovnováhy se spolu s hodnotou  Mz mění i energie spinového systému (7), systém si tedy musí vyměňovat energii s jinými stupni volnosti, spojenými např. s translačními či rotačními pohyby molekul látky. Souhrn všech stupňů volnosti v látce, s nimiž spinový systém interaguje, je v terminologii magnetické rezonance zvykem nazývat „mřížkou“, hovoříme proto o spin-mřížkové interakci a konstanta T1 se nazývá také spin-mřížkovou relaxační dobou (a to i v případě nekrystalických látek, kapalin či plynů).

Otočíme-li po ustavení rovnovážné magnetizace ve směru pole B0 magnetické pole do jiného směru B0´, vytvoříme novou počáteční podélnou a příčnou složku magnetizace (vzhledem k poli B0´). Zatímco podélná složka Mz´  se blíží ke své maximální rovnovážné hodnotě (relaxuje) podle vztahu (8), velikost rotující příčné složky magnetizace Mt´postupně klesá a blíží se ke své rovnovážné hodnotě, t. j. k nule. Názorně lze tento pokles pochopit jako důsledek principálně dvou procesů. Jednak stáčení jednotlivých magnetických momentů k novému směru magnetického pole a jednak rozdílné úhlové rychlosti precese jednotlivých dipólových momentů. Rozdílné úhlové rychlosti precese jednotlivých momentů mohou existovat i v případě dokonale homogenního externího pole B0 jako důsledek lokální proměnnosti stacionární složky spektrální hustoty korelační funkce podélných složek fluktuujících lokálních magnetických polí (blíže viz část A10-B a dále např. [1]).  Kolmé složky magnetický momentů, které na počátku měly všechny stejný směr, vytvoří díky různé úhlové rychlosti precese postupem času „vějíř“ s osou ve směru pole B0´, což opět vede k zániku příčné složky magnetizace. Výsledný pokles příčné složky magnetizace lze (v některých případech velmi přesně, v jiných alespoň kvalitativně) popsat exponenciální časovou závislostí: 
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s časovou konstantou T2 , která bývá nazývána příčnou, nebo také spin-spinovou relaxační dobou. Název spin-spinová relaxační doba má zdůraznit adiabatický charakter druhého z výše uvedených procesů zániku příčné složky magnetizace. Tento proces může vést k zániku příčné složky magnetizace, aniž se změní energie systému spinů ve vnějším statickém poli (7), která na příčné složce magnetizace Mt nezávisí. Při změně Mt  pak nedochází k interakci s mřížkou, za proces jsou odpovědné pouze interakce uvnitř systému spinů (spin-spinové). Rozdílná úhlová rychlost precese jednotlivých momentů (nehomogenita lokálního magnetického pole) je v pevných látkách obvykle dominantním procesem spin-spinové relaxace, takže platí T2 ((  T1 . V izotropních kapalinách může naopak dojít k situaci, kdy T2  ( T1 (blíže viz. např. [1], [2]). 


V experimentech NMR standardně užíváme magnetické pole složené ze dvou členů: B = B0 + Bt , kde stacionární  pole B0 ( (0,0,B0) a pole Bt je časově proměnné (radiofrekvenční) pole v rovině x,y. Radiofrekvenční pole je obvykle lineárně polarizované pole produkované radiofrekvenční cívkou, např.: Bt  ( (2B1cos((t),0,0), přičemž B0
[image: image10.wmf]?

B1. Za této situace je pro experiment NMR významná kruhově polarizovaná složka pole Bt : B1 ((B1cos((t), B1sin((t), 0) se smyslem rotace odpovídajícím základní Larmorově precesi okolo pole B0.

S uvážením výše uvedených relaxačních vztahů (8) a (9), s vyžitím druhé věty impulzové a vztahu (4) pro jednotlivé spiny lze sestavit pohybové rovnice jaderné magnetizace v externím magnetickém poli B, tzv. Blochovy rovnice:
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Rovnice (10) jsou vždy pouze rovnicemi přibližnými. Jejich platnost je principiálně omezena platností přiblížení, v němž je možno pohyb jednotlivých spinů považovat za nezávislý a jejich pohybové rovnice jednoduše vektorově sečíst. Požadavek nezávislosti pohybu jednotlivých spinů konkuruje potřebě spin-spinových a spin-mřížkových interakcí, které mohou zajistit platnost relaxačních členů (8) a (9). Bez ohledu na omezenou platnost jsou v řadě případů Blochovy rovnice dobrým přiblížením (např. v kapaliných a málo viskozních látkách) a jejich řešení dává velice názorný pohled na jevy NMR. V pevných látkách je pro popis jevu nutno volit komplikovanější postupy s využitím aparátu kvantové mechaniky (viz např. [3], [4]).
Při řešení rovnic (10) je potom výhodné přejít do rotující soustavy souřadné (x’, y’, z’( z), která se vůči soustavě laboratorní otáčí okolo osy z úhlovou rychlostí ( tak, že vektor B1 má např. stále směr osy x’. Protože je známo, že časová změna libovolného vektoru A v laboratorní soustavě dA/dt a v soustavě rotující (dA/dt)r spolu souvisejí vztahem:
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kde ( je vektor úhlové rychlosti rotující soustavy souřadné, je možno rovnice (10) přepsat do tvaru:
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kde vektor Bef   je tzv. efektivní pole, jehož složky v rotující soustavě jsou:
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Vidíme tedy, že v rotující soustavě jsou změny magnetizace dány jednak relaxačními procesy, jednak účinkem efektivního pole. Proti laboratorní soustavě je ovšem výhodou, že efektivní pole v rotující soustavě není funkcí času. To dává možnost vytvoření poměrně názorné představy o metodice experimentu a usnadňuje interpretaci výsledků jednoduchých měření jak ve stacionárním, tak v pulzním režimu.

3. Pulzní řešení Blochových rovnic 

Experiment NMR se v zásadě rozlišuje podle doby trvání excitačního radiofrekvenčního pole B1 vzhledem k délce relaxačních dob T1 a T2. Pokud je doba působení excitačního pole podstatně delší, než relaxační doby, hovoříme o stacionárním (kontinuálním) experimentu NMR, zatímco v opačném případě, kdy požadujeme, aby doba trvání radiofrekvenčního pulzu ( byla podstatně kratší, než jsou relaxační chrakteristiky spinového systému, hovoříme o experimentu pulzním.  

Historicky se nejprve rozvíjela metodika experimentu kontinuálního. Později, s rozvojem elektronické součástkové základny a hlavně možností číslicového zpracování dat se stále více prosazovala metodika pulzní, která je dnes pro NMR metodikou naprosto dominantní. Pulzní metodika přinesla nejen nové možnosti měření relaxačních dob, ale umožnila rozvoj nových oblastí NMR spektroskopie (např. vícedimenzionální spektroskopie) a přinesla i principiálně nové možnosti aplikace, např. možnost rekonstrukce prostorového rozložení zkoumaného objektu (NMR imaging). V dalším textu se proto kontinuální metodikou NMR nebudeme zabývat a odkazujeme na speciální literaturu, např. [1], [2],[3].  

Pulzní řešení Blochových rovnic (12) je možno za výše uvedených předpokladů provést ve  dvou časových oblastech, kdy se rovnice významně zjednoduší. V prvé oblasti, v době trvání rf pulzu je možno zanedbat relaxační členy, protože předpokládáme, že rf pulz je vždy natolik krátký, že po dobu jeho trvání se relaxace neprojeví. Důsledkem tohoto zanedbání je (viz rov. (10)) prosté otáčení magnetizace kolem směru efektivního magnetického pole Bef. Při tomto otáčení se magnetizace vychýlí ze směru pole B0 (osy z´), v němž se nacházela v původně rovnovážném stavu. Vzniklá příčná složka magnetizace v rotujícím souřadném systému Mt  vytváří v cívce se vzorkem (v laboratorním systému souřadném) proměnný indukční tok, který je detekován jako signál magnetické rezonance. Je-li dále splněna výše zmíněná podmínka: B0 (( B1, dochází k vytvoření významnější příčné složky magnetizace pouze tehdy, je-li v efektivním  magnetickém poli (13) z-ová složka (B0 - (/() ( 0. Z toho podle (6) vyplývá rezonanční charakter jevu:  ( ( ( B0 = (0 . 

V případě, že platí přesně: ( = (0 , probíhá otáčení magnetizace v rovině (y´,z´) s úhlovou rychlostí (1 ( ( B1 kolem směru pole B1 (osy x´).  Po dobu trvání rf pulsu  (  se magnetizace stočí o úhel ( = (1(  a příčná složka magnetizace má potom velikost:
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Nastavíme-li velikost pole B1 a dobu jeho trvání (délku pulsu) (  tak, že úhel otočení ( = (/2 , je příčná složka magnetizace po skončení pulsu maximální a hovoříme o (/2-pulsu. Podobně je možno nastavit podmínky pro (-puls, 3/2(-puls, atd.  

Obr.1

Po skončení pulsu je v rovnicích (12):  B1 = 0 . V rotujícím systému souřadném (( = (0) pak příčná složka jaderné magnetizace relaxuje exponenciálně podle rovnice (9) s počáteční hodnotou (14). Existuje-li však dodatečná nehomogenita pole B0 (rozdělení Larmorových frekvencí, spektrum NMR) způsobená buď „stacionárními“ interakcemi daného jaderného spinu s nejbližším okolím, nebo nehomogenitou externího pole, může být pokles příčné složky oproti vztahu (9) podstatně urychlen.






Prakticky významné jsou případy, kdy je toto dodatečné rozdělení Larmorových frekvencí mechanizmem dominantním. Časová závislost amplitudy příčné složky magnetizace po skončení excitačního pulsu, která může být získána z tzv. signálu volné precese (free induction decay, FID, obr.1) indukovaného jako radiofrekvenční napětí.ve snímací cívce spektrometru (viz dále), již není obecně exponenciální a je přímo Fourierovým obrazem spektra NMR (blíže viz např. [2]). Pulzní metodika NMR tak skýtá velmi jednoduchou metodu nalezení spektra NMR detekcí a následným početním zpracováním principiálně jediného signálu FID.  Je zřejmé, že pro dosažení optimální amplitudy signálu FID volíme excitaci (/2-pulsem, nebo pulsem s délkou a amplitudou odpovídající otočení o (2k+1)(/2. Při excitaci (-pulsem je naopak signál FID nulový, čehož lze s výhodou využít například pro přesnou kalibraci délek pulsů, protože nalezení okamžiku průchodu nulou při nastavení s úhlem otočení ( je podstatně citlivější, než nalezení maxima FID v okolí nastavení s úhlem otočení (/2.   


Aplikujeme-li dále po odeznění signálu FID po (/2-pulsu v čase tw  další, tentokrát (-puls, dojde v čase 2tw  k opětovné koherenci, vzniku signálu spinového echa . Jak již bylo řečeno, zaniká signál FID po úvodním (/2-pulsu tím, že některé ze spinů mají v důsledku dodatečné nehomogenity 

[image: image42.wmf]x 

,

z 

,

y 

,

M

0

B

1

x 

,

z 

,

y 

,

M

0

B

1

x 

,

z 

,

y 

,

M

0

x 

,

z 

,

y 

,

1

8

7

6

5

4

3

2

x 

,

z 

,

y 

,

1

8

7

6

5

4

3

2

x 

,

z 

,

y 

,

1

8

7

6

5

4

3

2

x 

,

z 

,

y 

,

1

8

7

6

5

4

3

2

M

 

, B

1

t

t

0

FID

 

g 

B

1

t

 

=

 

p/2

 









Obr.2.  
statického pole lokální rezonanční frekvenci vyšší než frekvence rotujícího systému souřadného (rychlejší spiny) a jiné naopak frekvenci nižší (spiny pomalejší). V rotujícím systému souřadném vzniká typické „rozfázování“ vedoucí k zániku výsledné příčné složky magnetizace, přestože příčné komponenty magnetických momentů jednotlivých spinů stále existují (obr.1). Aplikací  (-pulsu dojde k přetočení roviny (x´,y´) na sebe samu tak, že se obrátí momentálně existující pořadí spinů: nejrychlejší spiny se dostanou dozadu, nejpomalejší dopředu. Po uplynutí stejného časového intervalu tw, , t.j. v čase t=2tw  se proto fáze precese jednotlivých spinů opět shodují. V okolí tohoto časového okamžiku pozorujeme signál spinového echa (obr.2.). Časový průběh signálu spinového echa jak v náběhové, tak v klesající části (back to back), odpovídá časovému průběhu signálu volné precese Maximální amplituda signálu je však nižší, protože bez ohledu na průběh signálu FID stále probíhá relaxace podle vztahu (9). Tato skutečnost poskytuje unikátní možnost měření relaxační doby T2 , protože pro maximální amplitudu signálu spinového echa A(tw) platí:
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4. Experimentální uspořádání
Principiální schéma měřícího zařízení (spektrometru NMR) je uveden na obr.3. Rozbor principálního uspořádání v logické posloupnosti je proveden z důvodu snazšího pochopení činnosti spektrometru. Konkrétní uspořádání elektroniky našeho praktikálního spektrometru NMR je uvedeno v závěru této části. 

Zdrojem statického magnetického pole je u našeho spektrometru permanentní magnet (Perm Mag.). Magnetická indukce se v oblasti okolo geometrického středu štěrbiny pohybuje v okolí hodnoty: 



B0 = 0.4306 T.
(16)
                                                       

Magnetické pole je značně nehomogenní, což vyplývá z relativně široké štěrbiny magnetu vzhledem k průměru pólových nástavců. Homogenita magnetického pole B0 je pro spektrometry NMR 
[image: image17]
Obr.3.
jedním z klíčových parametrů. V diamagnetických kapalinách a polymerech je nehomogenita magnetického pole dominantním příspěvkem k šířce čáry a omezuje tedy rozlišení ve spektrech NMR. Pro komerční spektrometry vysokého rozlišení se požaduje, aby změna magnetického pole v oblasti vzorku, tedy v oblasti řádu 1 cm3 byla řádu 10-9. Tuto hodnotu homogenity magnetického pole náš permanentní magnet zdaleka nedosahuje. V dalším postupu je možno se přesvědčit, že nejlepší homogenita magnetického pole našeho magnetu (nejužší křivka NMR) je v okolí středu pólových nástavců a dosahuje hodnoty okolo 5. 10-4. Protože však v našich úlohách nejde o studium spekter NMR, není tato poměrně nízká homogenita magnetického pole principielně na závadu. Mnohem důležitějším parametrem magnetu je zde vysoká časová stabilita magnetického pole, která vyplývá z vlastního principu Stabilita magnetického pole však může být i v případě permanentního magnetu ohrožena například kolísáním teploty v místnosti, které má vliv na geometrické rozměry magnetu (štěrbiny) a může způsobit změnu magnetické indukce, která je i v našem experimentu detekovatelná. Proto se doporučuje v průběhu měření občas kontrolovat rezonanční frekvenci a v případě potřeby změnit nastavení frekvence excitační.


Zdrojem rf excitačního pole je programovatelný generátor kmitočtu (syntetisér) (S1). Přístroj poskytuje rf signál na úrovni 1V a zaručuje  vysokou stabilitu jeho kmitočtu a úrovně. Úroveň excitačního rf signálu poskytovaného generátorem S1 je možno měnit útlumem (dB) v rozsahu (0 – 64 dB). Za útlumem dB je dále zařazen posunovač fáze (PF) excitačního signálu. Posunovačem fáze je možno nastavit dvě  diskrétní hodnoty fázového posuvu (0,(), které je možno přepínat manuálně, nebo automaticky v daném programu (viz dále). Kontinuální excitační rf signál je dále modulován v modulátoru (M) na jehož výstupu jsou již rf pulsy o úrovni dané nastavením útlumu dB, tedy v intervalu  ( (0 – 1)V . Délka rf pulsů a jejich časový odstup jsou dány TTL pulsy produkovanými pulsním generátorem (PG). Rf pulsy jsou dále zesíleny ve výkonovém zesilovači (VZ) s maximálním 

výkonem 200 W. Tento zesilovač pracuje trvale s maximálním zesílením a amplituda výstupních rf pulsů je tedy určena nastavením útlumu dB. Uvážíme-li, že výstupní impedance výkonového stupně je 50 (, je amplituda excitačních pulsů řádu 100 V. Na výstupu výkonového stupně je dále zařazena paralelní kombinace (back to back) diod. Při úrovni výkonových excitačních pulsů ( 1 V jsou diody za „kolenem“ charakteristiky a jejich impedance je tady v době excitace signálu zanedbatelná. V době příjmu signálu, pro napětí úrovně (( 1V mají však diody významnou funkci. V prvé řadě představují vysokou impedanci pro šum a parazitní signály nízké úrovně (jejichž zdrojem může být generátor, nebo výkonový stupeň) která je vhodně zařazena v sérii s vlastním rezonančním obvodem se vzorkem a působí tady pro tato parazitní napětí jako výhodný dělič napětí. Za druhé pro signál NMR na nízké úrovni „odepíná“ od rezonančního obvodu se vzorkem nevhodně nízkou (50 () výstupní impedanci výkonového zesilovače. 

Vedle paralelních diod  je na vstupu sondy (S) zařazen pasivní (-článek, jehož funkcí je ochrana vstupních obvodů přijímače v době působení výkonových excitačních pulsů. V sondě je v cívce paralelního rezonančního obvodu umístěn vzorek. Rezonanční obvod je naladěn na frekvenci excitace a k excitačnímu stupni je navázán přizpůsobenou induktivní vazbou. Dále je k rezonančnímu obvodu sondy volnou, nekalibrovanou  vazbou navázán kontrolní výstup, na němž je možno sledovat tvar excitačních pulsů pomocným osciloskopem (OSC). 

Signál NMR je přiveden na vstup nízkošumového širokopásmového předzesilovače (PZ) s nepříliš vysokým ziskem. Dále následuje směšovač (SM), na který je jako referenční napětí přiveden signál z druhého generátoru kmitočtu (S2), který je naladěn na kmitočet o 2 MHz nižší, než je kmitočet excitace (signálu NMR). Generátory kmitočtu (S1), (S2) a pulzní generátor (PG) pracují v režimu externí synchronizace s kmitočtem 10 MHz frekvenčního normálu (hodin) (N). Toto uspořádání je nutné pro zajištění koherentního provozu excitační trasy spektrometru, což je nutnou podmínkou pro správnou funkci číslicových metod zlepšování poměru signál/šum (koherentní sumace). Na výstupu směšovače je nízkofrekvenční propustí vybrán signál na rozdílovém kmitočtu (2 MHz). Tento signál je dále zesílen mezifrekvenčním zesilovačem (MF). Tento zesilovač má regulovatelný zisk v rozsahu 36 dB a několik nastavitelných hodnot šířky pásma od 3 kHz do 1000 kHz. Signál NMR je dále zpracován 8 Bitovým A/D převodníkem desky PC SCOPE T3240. Vzorkování analogového signálu na mezifrekvenčním kmitočtu probíhá se vzorkovacím kmitočtem 20 MHz a při každém procesu vzorkování je nabráno 16 kB dat. To tedy odpovídá časovému „oknu“ 800 (sec. Signál je v číslicové podobě dále zpracováván podle zvoleného programu měření a nakonec v ASCI formátu ukládán v adresáři D:\TMP\. Průběžný záznam časového průběhu excitace a signálu NMR je možno sledovat na monitoru řídícího počítače v programu: SCOPE.
V našem konkrétním uspořádání je modulátor (M) umístěn v panelu výkonového stupně (VZ). Frekvenční generátory (S1) excitační a (S2) referenční jsou spolu se směšovačem (SM) a mezifrekvenčním zesilovačem (MF) umístěny v jediném kompaktním bloku. Ovladacími prvky bloku je možno nastavit excitační frekvenci, šířku pásma a zesílení mezifrekvenčního zesilovače (MF). Frekvence referenčního generátoru (S2) se nastavuje automaticky podle excitační frekvence s požadovaným odstupem 2 MHz. Excitační frekvenci lze nastavit s krokem 1 kHz v okolí typické hodnoty rezonanční frekvence protonů v poli B0. Šířku pásma (MF) zesilovače je možno nastavit na 1MHz, nebo 100 kHz. Běžně se požívá nastavení 100 kHz. Zesílení (MF) zesilovače nastavíme podle potřeby v doporučeném rozsahu (25 - 30) dB.

Jak již bylo zmíněno výše, dovoluje plně koherentní provoz spektrometru (synchronizace hodinami (H)) využití moderních digitálních metod zpracování signálu. Základní takovou metodou je koherentní střádání, tedy průměrování signálu NMR z mnoha průběhů. Protože šum je náhodná veličina, klesá jeho průměrná hodnota v každém kanálu digitalizovaného signálu jako 
[image: image18.wmf]N

, kde N je počet sumací (střádání). Pokud je spektrometr koherentní, je amplituda signálu v každém kanálu digitalizovaného signálu při každém průběhu stejná a poměr signálu a šumu tedy jako 
[image: image19.wmf]N

 roste. Procedura koherentní sumace se v metodice NMR masivně využívá, protože signály NMR, zvláště v případech jiných isotopů než 1H (např. 13C) je neobyčejně nízká, daleko pod hranicí šumu. Měření s počty sumací řádu N ( 103 - 104 nejsou vyjímečná.  

  Závěrem je třeba připomenout, že do tohoto úvodu do problematiky magnetické rezonance nebyla kvůli omezenému rozsahu zahrnuta celá řada metodických postupů, důležitých jevů a  aplikačních možností zejména v oblastech NMR vysokého rozlišení v kapalinách a vícedimenzionální spektroskopie NMR. Zájemci se o těchto otázkách mohou poučit ve speciální literatuře, jejíž citace lze najít např. v knihách [2], nebo [4]. Základní poznatky a představy o důležité aplikaci NMR v medicíně, tedy NMR zobrazování jsou uvedeny v Dodatku 1 tohoto materiálu.   
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Postup měření

Nastavení optimálních excitačních podmínek signálu FID 1H ve vzorku pryže

· Uveďte do provozu všechny přístroje v sestavě spektrometru, kromě výkonového zesilovače (VZ). Na útlumu dB  nastavte hodnotu 33 dB. Na posunovači fáze PF nastavte přepínač druhu provozu do polohy „on line. Vypočítejte rezonanční frekvenci signálu NMR protonů v našem magnetu s využitím hodnoty (16): 
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a nastavte ji na generátoru S1. Aktivujte program SCOPE na řídícím počítači a nastavte tři okna podle doporučení a postupem uvedeným níže v dodatku. Na mezifrekvenčním zesilovači MF  nastavte šířku pásma 100 kHz  a útlum cca 30 dB. Pulsní generátor PG nastavte tak, aby produkoval jeden měřící puls (A) o délce (A ( 10 (sec zpožděný oproti počátku serie o 10 (sec a jeden synchronisační puls (C) o délce (C ( 0.5 (sec zpožděný oproti měřícímu pulsu o 70 (sec. Opakovací dobu TRIG volte TRIG = 0.3 sec. „Režim kanálů“ nastavte  „1-AB / 3-CD“ , „Spouštění“ do polohy  „AUT.“ Všechny parametry pulsů „B“ a „D“ vynulujte. Přepínačem  „SYNCHR. PULSY“ volte synchronizaci pulsem „A“.  Stiskněte tlačítko „START“.  Uveďte do provozu výkonový stupeň VZ. V okně č.1. je vidět oblast „mrtvé doby přijímače“ cca 60 (sec a poté šum přijímače na úrovni cca 50 mV. (viz obr.4.).
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Obr.4.

V okně č.3. je při nastavení vhodné délky časové základny vidět excitační TTL puls. Pomocí kalibru, nebo měřením podle obr.5. zkontrolujte nastavení hloubky vzorku  pryže. 
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Obr.5.

Horizontální posuv sondy nastavte na hodnotu: 0.00 , vertikální posuv na hodnotu: 4.00. Vložte vzorek do sondy. V okně č.1. se po skončení mrtvé doby přijímače objeví signál volné precese FID (Obr.6). 


· Nalezněte oblast optimální homogenity magnetického pole. Posunujte zvolna vertikálním posuvem sondu okolo hodnoty 4.00 a sledujte změnu tvaru signálu volné precese. Protože je signál FID Fourierovým obrazem distribuce magnetického pole (rezonančních frekvencí) v oblasti vzorku (viz teoretická část), je maximální homogenita magnetického pole v situaci, kdy je pokles signálu FID nejpomalejší, signál je „nejdelší“. 

· Korigujte excitační frekvenci signálu. Zvolte synchronizaci pulsem „C“ a aktivujte měřící program „SUM_AUT.EXE“. Volte počet sumací 10. Po skončení programu je zobrazena maximální amplituda spektra po provedení FFT odpovídající části signálu FID. Po návratu do programu „SCOPE“ (tlačítkem  „ESC“) zobrazte v okně č.3. spektrum signálu FID. Spektrum je zobrazeno vůči excitační frekvenci. Odečtěte odchylku rezonanční frekvence od frekvence excitační a korigujte frekvenci generátoru S1.
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Obr.6.

· Nastavte délku excitačního pulsu na maximum amplitudy signálu FID.

· Nalezněte optimální hodnotu trigrovací doby TRIG. Změřte závislost amplitudy spektra signálu FID na trigrovací době TRIG v oblasti 0.01 sec ( TRIG ( 1.0 sec. Volte vhodně krok změny trigrovací doby TRIG s ohledem na změnu amplitudy signálu. Závislost zpracujte graficky. Vzhledem k tomu, že závislost amplitudy signálu na trigrovacím čase je exponenciální ve tvaru (viz výše):
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je volba vhodného trigrovacího času vždy kompromisem mezi požadavkem na maximální velikost signálu (opakovaně excitovat pokud možno relaxovaný soubor jaderných spinů) na jedné straně a dobou měření (při větších nárocích na sumaci signálu při nízkém poměru signál/šum) na straně druhé. Stanovte a nastavte optimální trigrovací dobu a fitem experimentálních dat rovnicí (20) stanovte relaxační dobu T1.  

Měření závislosti amplitudy signálu FID jader 1H ve vzorku pryže na délce excitačního pulsu, stanovení amplitudy xcitačního rf pole B1.
· Změřte amplitudu spektra signálu FID pro různé délky excitačních signálů v oblasti 2 (sec ( (A ( 40 (sec . Měření proveďte s krokem  2 (sec. Protože se při prodlužování excitačního pulsu posunuje (v čase) i oblast mrtvé doby přijímače a počátek signálu FID, je zapotřebí při měření s rostoucí délkou excitačního pulsu prodlužovat i odstup mezi měřícím a synchronizačním pulsem, tak aby byla měřena (snímána) pokud možno stejná část signálu FID. 

· Měřenou závislost zpracujte graficky. Teoretickou závislostí je rovnice pro příčnou složku jaderné magnetizace. V rotujícím souřadném systému v rezonanci je tato závislost dána jednoduchým vztahem (14 viz. výše): 
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kde 1=2B1 a B1 je amplituda rf pole v místě vzorku. Pokud chceme ověřit platnost této formule měřením amplitudy spektra, studujeme absolutní hodnoty a proto je třeba měřené hodnoty srovnávat se vztahem:
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Pro menší úhly otočení nepopisuje vztah (20) dobře experimentální data, protože excitační puls není ideálně pravoúhlý. Díky omezené šířce pásma excitační trasy spektrometru (rezonančního obvodu se vzorkem) a proměnným časovým konstantám v době excitace a příjmu signálu má excitační puls tvar, který je schematicky znázorněn na obr.7. 
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Obr.7.

Podmínku pro úhel otočení: B1 (viz výše) je potom nutno nahradit obecnější formulí: 
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a délky pulsů odpovídající například úhlům otočení o (/2 a ( budou větší, než by odpovídalo pulsu pravoúhlému (obr.7.). V oblastech větších úhlů otočení, kdy je puls již téměř na maximální amplitudě je možno použít pro diskusi experimentálních dat místo vztahu (20) např. vztah: 
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v této oblasti je možno též odhadnout amplitudu (maximální) B1.

Studium signálu dvouimpulsového spinového echa  1H  ve vzorku pryže     

· Na pulsním generátoru PG nastavte dva excitační pulsy ve vzdálenosti t12 = 300 (sec. 
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Obr. 8.

· Délku prvého pulsu („A“) nastavte tak, aby puls odpovídal (/2 pulsu, délku druhého pulsu („B“) tak, aby úhel otočení odpovídal (. (Využijte výsledků ad A2). Opakovací dobu TRIG  nastavte stejně jako v bodě a). Při synchronizaci pulsem „A“ se ve vzdálenosti 300 (sec za druhým pulsem objeví signál spinového echa (viz. obr. 8.). 

· Změňte polohu sondy, vertikálním posuvem ji vysuňte výše, do oblasti horší homogenity magnetického pole. Sledujte chování signálu spinového echa, jeho šířku. Nastavte (polo)šířku signálu kolo 150 (sec (vert. posuv ( 10.00). Nastavte zpoždění synchronizačního pulsu „C“ na 100 (sec. Při synchronizaci pulsem „C“ změřte spektrum signálu spinového echa a opravte excitační frekvenci a frekvenci reference přijímače. Zkontrolujte, zda je signál FID po druhém excitačním pulsu skutečně nulový.  

· Nastavte několik různých vzdáleností excitačních pulsů  t12 (v intervalu 300 – 7000 (sec) a přesvědčte se, že signál spinového echa má vždy maximum ve vzdálenosti  t12 od druhého pulsu. Měření proveďte v nastavení se synchronizací pulsem „C“. Zpoždění pulsu „C“ je nutno zvětšovat stejně jako vzdálenost excitačních pulsů t12.  Dále se přesvědčte o tom, že s rostoucí vzdáleností pulsů klesá amplituda signálu. Výsledek zpracujte graficky a kvalitativně diskutujte. Využijte datových souborů *.ASC.   

Studium procesu koherentní sumace 

· Nastavte signál spinového echa podle úkolu A3. 

· Zvětšete vzdálenost excitačních pulsů na hodnotu t12 ( 7 msec. Při synchronizaci pulsem „C“ se zpožděním 6.8 msec  je signál spinového echa při jediném průběhu pozorovatelný na úrovni šumu. 

· Měřte postupně spektra tohoto signálu s nastavením různého počtu sumací (N) (např. N = 1, 10, 100). Výsledky znázorněte graficky s využitím datových souborů D:\TMP\*.ASC. Diskutujte kvalitativně proces zlepšování poměru signál/šum. 


Dodatek 1
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1 Uvod

Metoda zobrazovén{ pomoci nuklesrni magnetické rezonance je vysor
aplikaci pulzni spektroskopie NMR a v praxi je vyuzivina piedeviim pro 1é-
kaiské ticely (tomografie MR). Stala se v§znamnou neinvazivni diagnostickon
metodou, protoze dovoluje zobrazit fez Zivymi tkinémi bez jejich poskozeni
s vysokou presnosti a rozliSovaci schopnosti. Velkou vyhodon obrazii ziskancl
pomoci tomografie MR je jejich vysoky kontrast predevim v mékkych téni
Navic na rordil od jinych metod nevyuzivi tato metoda ionizujiciho zéfeni a
nevyvolévé tedy vedlejsi f¢inky na lidsk organismus. Doposud nebyly pii
aplikaci magnetickjch poli u bi vySetieni pozorovény Zidné nega
biologické Géinky.

Metoda zobrazovini pomoci NMR byla v roce 2003 ocenéna Nobelovou
cenou v oblasti Iékafstvi a fyziologie. Cena byla udélena za klitové fyzikilni
objevy, které se tykaji vyuziti nuklesrni magnetické rezonance pro
oravé struktury méfencho objektu (NMR Imaging). Lauredty Nobelovy
o stali Paul Lauterbur a Peter Mansfield.

e moderni

2 Zobrazoviani pomoci NMR

2.1 Frekvenéni kédovani

Zakladni princip zobrazovéni NMR je obsaZen v rovnici

wo=7-Ba, &)

pro Larmorovu frekvenci, podle které
{amérn z-ové slojice lokélniho magn
piisobi.

Piedpoklidejme, 7e se vzorek sklfda 7e tif oddélenych Esti. Je-li takovy
vzorek umistén v homogennim magnetickém poli Bo, ve spektru NMR se ob-
jevi pouze jeden signdl (obr. 1).

Je-li spoleéné s Bo aplikovino magn
dientem ve sméru osy 7, tj. G = %55 = konst., kaidd ze ti Gsti vzorkn
se nachizi v jiném magnetickém poli. Za predpokladu 7e B¢ < By, magne-
tické momenty preceduji kolem sméru magnetického pole By, jejich Larmorova
frekvence viak zévisi na poloze vzhledem k ose z,

T) . @)

Ve spektru NMR budou tedy ti signdly (obr. 2). Frekvence signélii odpovidaji
2-ovym soufadnicim jednotlivych sti vzorkn. Amplituda spektra je pii kazdé
frekvenci fimérna integralu hustoty méfengch jader ve sméru kolmém na smér

frekvence wy magnetického momentu
ckého pole, které na magneticky moment
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Obr. 1: Spektrum NMR v homogennim magnetickém poli By. Spektrum obsa-
huje jeden signdl na frekvenci wy = 7By.

e
{15 FT
L4 Tsn +Ce - O
A
¢ . PN
= v o e w
Obr. 2: Spektrum NMR v gradientovém poli By + G2 - . Rezonanéni frekvence

w1, w2, ws odpovidajf soufadnicim 21, 2, 23 jednotlivych Esti vzorku.

gradientu. Piilozenim gradientn magnetického pole jsme informaci o prostoro-
vém rozloen vzorkn zakédovali do frekvence, proto se tato procedura nazjvé
frekvencni kédovini.

2.2 Zpétna projekce

Je-li vzorek sloité, je ziejmé, 7e pro rekonstrukei prostorové struktury n
sta aplikovat gradient pouze v jednom sméru. Pokud aplikujeme gradienty
s rizmou orientaci (obr. 3), lze prostorovou strukturn vzork uréit. Teorii re-
konstrukee prostorového obrazn na zékladé mnalosti jeho projekei vytvofil i
v race 1917 matematik Johann Radon [6]. V' praxi se s touto metodou setkime
napi. v 1ékaistvi, vyuivé ji rentgenovskd tomografie (v 1ékafské terminologii
omatovand CT).
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Obr. 3: Zpétn projekee: Vywiitim spekter s rozdilnon orientaci gradientu mag-
netického pole Ize rekonstruovat prostorovou strukturu vzorku (smér gradient
je vyzmaten Sipkami).

2.3 Féazové kédovani

fézi. Pro zjednodufeni predpoklidejme, e méme 9 magnetickych momentit
fch do matice 3x3 (obr. 4). Aplikujeme-li gradient ve sméru osy z,

uspofadany
cké momenty v jednotlivych sloupcich budou precedovat s odlisnymi

Obr. 4: Frekvenéni kédovini: Gradient G = 22 je piicinou odlisnjch Lar-
‘morovych frekvenci v jednotlivych sloupeich.
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Obr. 5: Fézové kédovini: Za dobu 1, po kterou je zapnuty gradient ve sméru
osy y (G5 = 22), se kazdy 7e tif magnetickfch momentii otof o jing fhel,

@(y) = v G5yt Po vypnuti gradientu je Larmorova frekvence vi
‘magnetickch momenti stejud.

iho kédovani tedy dokézeme odlisit sloupce. Pro iplnon
o poloze v roviné zy je déle nutné odlisit jednotlivé Fadky. Toho
docilit pomocf dalsiho gradientu magnetického pole, ktery aplikujeme ve
éru osy y. Na obr. 5 je zndzornén jeden sloupec z pivodni matice 3x3.
ch momentit

e gradient
252 56 apnuty po dobu t,. Za &as t, se kaidy ze tif

smi
Pokud zapneme gradient ve sméru osy y, kazdy ze tii magnetic
bude precedovat s jinou Larmorovou frekvenci. Predpoklidejm

e sméru osy y, tj. G

7
magnetickch momentis otoéi o thel

ply)=7-Gy-y-tr. (3)

wi, ale fize kazdého 7 magne-
tickfeh momentii bude jing (obr. 5). Informace o poloze ve sméru osy y ziistane
zakédovéna ve fizi, proto se tento proces nazyvé fizové kédovini.

Ke zpracovini méFeného signilu je tfeba pouzit metody 2D spektroskopie.
Kterd vyzaduje provedeni Fourierovy transformace ve dvou nezavislych caso-
vych doméndch. V dobé trvéni gradientu G2 se providi obvykl Fourierova
transformace podle prom@uné . Takto ziskand spektra zévisi na dobé f1, tj. na
dobé trvéni gradientu G3. Spektra namiime pro nékolik rizngch éasti £, a pro-
vedeme druhon Fourierovu transformaci podle proménné 1. Timto postupem
ziskéme informaci o rozlozeni vzorku v roving zy.

2.4 Vybér vrstvy

Vymezens vrstvy rovnob@né s rovinou zy se provdi witim gradientu ve smérn

osy 2 (G2 = 22) v kombinaci s nastavenim potiebné excitaénf frekvence wp.
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Gradient pro v§bér vrstvy musi byt zapnuty v priibéhu excitace magnetickych
‘momenti.

Kady radiofrekvenéni pulz m uréité frekvenéni spektrum, které je déno
délkou a tvarem pulz. Frekvenéni spektrum pravoshlého excitaénho pulz
o délce 7 je na obr. 6. Pouze pro magnetické momenty s frekvencemi v malém
okoli wo, . v intervalu (wy— Aw, wo+Aw) bude splnéna podminka homogenni
excitace, a tedy pouze tyto magnetické momenty se budou podilet na tvorbé

signdlu NMR. Vybrand vrstva je

ematicky zndzornénd na obr. 7.

<m0 gt A

o

lce 7. Dobie
lezi v inter-

Obr. 6: Frekvenéni spektrum pravoiihlého excitaéniho pulzu o dél
excitovina jsou jadra, jejichi ihlova frekvence Larmorovy pre
valu (wo — Aw, wo + Aw).

Obr. 7: Vibér v
‘momenty s frekven

vy: Na tvorbé signilu NMR se podileji pouze magnetické
emi v malém okolf wp.

Siika excitované vrstvy je ddna velikosti gradientu ve sméru z a Sifkou
frekventniho spektra excitacniho pulzu. Cim krats{ pulz pouzijeme, tim je Sirsi
jeho frekvenéni spektrum, a proto Sirsf excitovand vrstva. Radiofrekvenéni pulz
nemusi byt vidy pravoihly. Idedlnim tvarem pulzu je tzv. sine pulz (S2%),
proto pravoiihlé frekvenén spektrum [4]. Pii konstantnim frekvenénim
spektru excitaéniho pulzu je moiné ovlivnit &ifku vrstvy velikosti gradientu ve
sméru 2. Aplikujeme-li strméjsi gradient, vybirime i vrstv.
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2.5 Spinanf gradientt Gz, G, G2

Gradienty ve sméru jednotli

ch 0s je nutné spinat ve spravném pofadi.
V' piipadé pulzni sekvence spinového echa je gradient pro vybér vrstvy z
puuty v dobé trvéni 90° pulzn a 180° pulzu, gradient kédujici fizi v dobé pred
180° pulzem a gradient kédujici frekvenci v dobé natiténi dat, tj. pii vytvoreni

spinového echa (obr. ).
- Ta e
w10 w1
T
A
NN
N/ ¢

Obr. 8: Spindni gradienti pii sekvenci spinového echa
mézornéna pulzni sekvence, na prostiednf ose pribél
ose spindni gradienti magnetického pole.

Na hornf éasové ose je
signdlu NMR a na doln

2.6 Kontrast

Kontrast obrazu NMR je v prvni fadé ovlivnén rozdily v hustoté jader, jejichiz
signdl méiime, v riznych Estech zobrazovaného objektu. Méfime-li signal ja
oté. Vysledkem zobrazovini,
visi pouze na rozdilné hustoté méFenych jader, jsou tzv. o vézené ob-
razy. Hustota jader viak miize byt v fadé piipadit témF stejnd, a proto by
byl kontrast obraza NMR nedostateény. Z tohoto ditvodu se pro vylepseni
kontrastu vyuiivaji rozdily v relaxanich asech Ty a Ts.

Vratme se k obr. 2, na kterém je zndzornén vzorek sestévajici se ze tif
&hsti, omaéme je A, B a C. Kontrast, ktery je ovlivnén rozdilnou rychlosti
spin-mifzkové relaxace v jednotlivych stech, mizeme ziskat napf. pouitim
very. Je-li relaxatni doba T jader v
sti B, podélnd slozka vektoru magnetizace M7 se po excitad

der 'H (tj. protond), mluvime o protonové hust

Které 7

zorn

sekvence inversion re
TF jader v

nim 180° pulzu vraci rychleji 7e sméru —z do sméru -+2 nes M2 (viz obr. 9).

V dany éasovy okamik je proto podélns slozka magneti
&isti B. V ase Tryy aplikujeme 90° pulz. Zvolime-li takovy zpiisob zobrazovéni,
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pii kterém jas visledného obrazu v daném bods souvisf s amplitudou signslu,
bude se jevit svétlej3i ta s, jejiz absolutni hodnota podélné slozky magne
zace v éase Ty, je vétdi. Ziskime tedy obraz, jeho kontrast zévisi na relaxaéni
dob Ty, tav. Ty véieny obraz. Nejlepsiho kontrastu dosihneme, nastavime-li
odstup pulzit Tray na hodnotu T, pro kterou je rozdil M2 — M? maximalni
(viz obr. 9b). Nastavenim odstupu pulzti Ty,,, na hodnotu Ty In2, resp. T In2
docilime toho, B ve vysledném obrazu fiplné vymizi.

e -

Obr. 9: (a) Priibéh relaxace pro rozdilné relaxatni &
rozdilu intenzity signdlu M2 — MP.

Ty vézeny obraz vyuiivé rozdilu ve spin

jinovych relaxacnich dobs
Tento typ obrazu miiZeme ziskat napf. pouzitim sekvence spinového echa. Je-li
T, jader v Esti A kratdi ne7 v sti B, klesé piiénd slozka vektoru magne-
tizace M rychleji nez M¥ (viz obr. 10a). Amplituda echa z
v kazdém okamiiku mensi nez amplituda echa 7 Gisti B, a proto se obraz
Ehsti A jevi na T vézeném obrazn tmavii. Nastavimeli odstup 90° pulzu a

180° pulzu na hodnotu 1T)¢ (viz obr. 10b), kontrast vysledného obrazu bude

istvi se pro NMR Tmaging vyuiivaji nejéastéji jadra vodikn 'H.
Hustota téchto jader je v riznjch biologickych tkénich v Fadé pipadi témet
stejnd, proto by prechody mezi tkéngmi byly na ¢ véZeném obrazu nezieteln
ReSenim je vyuiti rozdili v relaxaénich Gasech. Pro ilustraci jsou na obr. 11
Ty a Ty viené obrazy femu mozkem. Mitzeme si véimnout, 7e na Ty vizeném
obrazu (11a) je mozkomiSni mok tmavy, protoze mé delsi relaxaéni éas Ty nez
‘morkové tkiii. Naopak na T vézeném obrazu (11b) je mozkomfni mok svétly.
Piicinou je jeho relaxaéni cas T, ktery je delsi ne Ty mozkové tkéng.





[image: image38.png]REFERENCE 8

Obr. 10: (a) Pribéh relaxace pro rozdilné relax
lost rozdilu intenzity signdlu MP — M.

(b)
Obr. 11: Rez mozkem: Ty (a) a T (b) véZeny obraz [8].
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Nukleární magnetická rezonance (NMR)

Dodatek 2

Podrobnější charakteristiky některých přístrojů a pokyny  k jejich ovládání

a) Pulsní generátor PG

Pulsní generátor PG poskytuje až čtyři pravoúhlé TTL pulsy s úrovní asi 1V a nastavitelnou opakovací dobou (frekvencí), časovým odstupem a délkou. 

V levé části panelu přístroje je možno nastavit základní parametry pulsní sekvence a způsob provozu. Opakovací dobu (frekvenci) pulsních serií nastavíme digitálním přepínačem „Základní interval“. Nastavený údaj na přepínači ve tvaru: (X,Y,Z) určuje opakovací dobu (Trig) podle vztahu:





Trig = (10 X + Y).10Z (sec
.


(1)

Údaj (1,0,5) tak například odpovídá opakovací době 1 sec.  


TTL pulsy je možno získat na výstupech (1. – 4.) zadního panelu přístroje v různých kombinacích nastavitelných přepínačem „Režim kanálů“. V poloze „1 -  A,B,C,D“ jsou na výstupní konektor  „1“  přivedeny všechny pulsy v nastavené časové posloupnosti. V poloze „1 – A,B / 3 – C,D“ jsou na konektor „1“ přivedeny pulsy „A“ a „B“ a na konektor „3“ pulsy „C“ a „D“ opět v odpovídající časové posloupnosti. V poloze „Samostatně“ jsou jednotlivé pulsy „A – D“ k disposici na odpovídajících konektorech „1 – 4“. Pro experiment NMR používáme polohu přepínače: „1 – A,B / 3 – C,D“ .  


Způsob spouštění pulsních sekvencí může být nastaven přepínačem „REŽIM SPOUŠTĚNÍ“. V poloze „AUT“ se pulzní sekvence spouštějí automaticky s nastavenou opakovací dobou Trig . V poloze „MAN.OMEZ“ se spouští omezený počet sekvencí s nastavenou opakovací dobou. Spuštění se provede tlačítkem „START“. V poloze „MAN“ je možno spouštět jednotlivé pulsní sekvence manuálně tlačítkem „START“ . V tomto nastavení ztrácí význam nastavení opakovací doby. V našem experimentu používáme nastavení „AUT“. Po zapnutí přístroje je nutné jednorázové stlačení tlačítka „START“ i když je nastaven režim spouštění „AUT“. 


Délky pulsů a jejich vzájemné odstupy se nastavují pro každý puls jednotlivě. Digitální přepínač „ZPOŽDĚNÍ“ nastavuje časové zpoždění daného pulsu od náběžné hrany pulsu předchozího. V případě pulsu prvého jde o zpoždění proti počátku pulsní sekvence. (viz obr. 1.).  


Při nastavení:  (X,Y,Z) je zpoždění dáno vztahem:





T = (10X +Y).10Z-1 (sec




(2)

Například při nastavení (3,0,2) na přepínači „ZPOŽDĚNÍ“ pulsu „B“ je náběžná hrana pulsu „B“ zpožděna vůči náběžné hraně pulsu předcházejícího („A“) o 300 (sec. Délku pulsu je možno nastavit přepínačem „HRUBĚ“ po krocích vyznačených na přepínači v intervalu 0.125 (sec až 1 msec. Potenciometrem „JEMNĚ“ je možno k nastavené základní délce pulsu přidat až hodnotu následujícího hrubého kroku lineárně rozdělenou

[image: image40.png]








Obr. 1.

na 100 dílů. Například při nastavení „HRUBĚ“ - 1(sec a „“JEMNĚ“ - 5.00 je délka pulsu ( ( 6 (sec. Při náročnějších požadavcích na nastavení délky pulsu je nutno ji měřit buď na monitoru řídícího počítače, nebo na pomocném osciloskopu (viz dále). Náběžné hrany všech měřících pulsů „A – D“ je možno použít pro synchronizaci. V našem experimentu je takto synchronizována deska A/D převodníku. Synchronizační puls je možno vybrat přepínačem „SYNCHR.PULSY“ v levé části panelu. Ostatní tlačítka a přepínače na panelu PG s výjimkou tlačítka „SÍŤ“ nejsou funkční. 

b) Mezifrekvenční zesilovač MF

Mezifrekvenční zesilovač pracuje na mezifrekvenčním kmitočtu 2 MHz s maximálním zesílením (ziskem) okolo 70 dB . Část zisku (36 dB) je hrubě nastavitelná v krocích po 6 dB. Zesilovač má též proměnnou šířku pásma nastavitelnou v hrubých krocích od 3 kHz do 1000 kHz. Pro náš experiment NMR se pro danou úroveň signálu a šumu ukazuje jako optimální nastavení zesílení – 36 dB a šířku pásma 100 kHz. Zbylé ovládací prvky jsou funkční při použití analogového synchronního detektoru. V našem případě je používána synchronní (kvadraturní) detekce digitální, takže další ovládací prvky kromě síťového vypínače nejsou funkční.  

c)  Deska PC SCOPE T3240

Deska digitálního osciloskopu je provozována v řídícím počítači PC. Software desky dovoluje mnohostranné použití jako paměťového osociloskopu v jednokanálovém provozu do 10 MHz a v dvojkanálovém provozu do 5 MHz. V našem případě používáme osciloskopu pro zobrazení jednotlivých časových průběhů na výstupu zesilovače MF, k zobrazení excitačních TTL pulsů a k zobrazení spektra signálu NMR. Deska má dva analogové vstupy (kanály) a vstup externí synchronizace.  

Analogový kanál 1 je v našem experimentu trvale připojen k výstupu zesilovače MF a kanál 2 ke konektoru „1“ výstupu pulsního generátoru PG. To dovoluje kromě sledování signálu NMR (popřípadě celých pulsních sekvencí) sledovat a měřit aktuální délku excitačních TTL pulsů. Tato délka ovšem nemusí být, zvláště u kratších pulsů, shodná se skutečnou délkou excitačních rf pulsů (viz dále).     

Externí synchronizace desky je prováděna synchronizačními pulsy pulsního generátoru PG. 

Činnost desky se po nastartování počítače aktivuje programem SCOPE . Program vytvoří na monitoru dvě až čtyři zobrazovací okna a nad nimi obslužný řádek „MENU“. 

Řádek „MENU“ obsahuje nabídku: 


Nabídka obsahuje množství funkcí, které umožňují mnohostranný provoz desky jako paměťového osciloskopu. Protože velká většina těchto funkcí a speciálních nastavení není v našem případě pro provoz spektrometru NMR využívána, popíšeme v dalším textu pouze funkce a nastavení reálně využívaná. Zájemce o podrobnější informaci odkazujeme na návod k obsluze desky. 

Při aktivaci pole „Kanal“ je možno nastavit parametry zobrazování v prvém (1/3240) nebo druhém (2/3240) kanále podle „MENU“ uvedeného v nad sebou umístěných oknech v levé části pole. Vedle čísla kanálu je zobrazována informace o aktuálním stavu spouštění časové základny kanálu. Položka „Y-Ber“ nastavuje rozsah y-osy zobrazovacího pole ve Voltech. Doporučená hodnota je „6.4 V“. Další dvě položky „ArmL“ a „Level“ nastavují úrovně napětí pro spuštění časové základny při nastavení způsobu spouštění „Edge“ (viz dále „TrigM“). Tento způsob spouštění časové základny v naší úloze nepoužíváme a proto uvádíme pouze doporučené nastavení „ArmL: 3 V“ a „Level: 1 V“. Položka „SampT“ dovoluje nastavit rychlost vzorkování analogového signálu. Pro experiment NMR doporučujeme nastavit maximální hodnotu v dvoukanálovém provozu „SampT: 50 nsec“. V případě potřeby je možno při vypnutém druhém kanálu nastavit vzorkovací dobu 25 nsec. Položka „Count“ nastavuje zpoždění trigrovacího signálu v modech spouštění, které v našem provozu nepoužíváme a proto v podrobnostech odkazujeme na návod k obsluze desky a doporučujeme nastavit hodnotu: „Count: 2048“. Položkou „TrigM“ je možno nastavit způsob spouštění časové základny. Z rozsáhlé nabídky volíme „TrigM: Extern“ a dále:  „Trgmode ein“ a   „Mode: Negative Flanke“. Zde jde zřejmě o omyl v popisu funkcí desky, protože právě v tomto nastavení je časová základna spouštěna positivní náběžnou hranou. Položka „More“ umožňuje nastavit způsob provozu a parametry daného kanálu a jeho časové základny.  Nastavením „Mode: OFF“ je kanál vypnut a v nastavení  „Mode: SINGLE“ se časová základna spouští jednorázově klávesou mezerníku. V našem případě nastavíme „More/Mode: RUN“ , což zabezpečí požadovaný provoz s externím trigrováním. V položce „Coupling“ je možno nastavit způsob vazby vstupního signálu v obvyklé notaci. Doporučujeme nastavení „More/Coupling: AC“ , což odpovídá připojení  vstupního signálu přes vazební kapacitu. Položka „Ram“ nastavuje rozsah paměti pro uložení ovzorkovaného signálu. Doporučujeme nastavení „More/Ram: 16 k“ . V kombinaci s nastavením vzorkovací doby je stanovena délka časové základny. Např.: 50 nsec x  16k = 800 (sec. Položka „PreTrigger“ dovoluje zpozdit začátek zobrazení v okně vůči skutečnému průběhu, čímž je možno dosáhnout například zviditelnění náběžné hrany spouštěcího pulsu. Zpoždění se nastavuje v procentech délky časové základny. Doporučujeme nastavit v okně pro sledování NMR signálu (např. 1/G=CH1 , viz dále)  „More/PreTrigger: 0%„ a v okně pro sledování délky excitačních pulsů (např. 3/G=CH2 , viz dále) „More/PreTrigger: 1%“. Položka „TrgLockTime“ se používá při použití externiho zdroje vzorkovacího kmitočtu. V našem případě se tato možnost nevyužívá a proto doporučujeme „More/TrgLockTime: 0“. Položku „Nulabgleich“ je možno použít pro nastavení stejnosměrné nuly. Protože se tato procedura automaticky aktivuje při každém novém startu programu SCOPE, položka „Nulabgleich“ se v normálním provozu nepoužívá.   

Aktivací nabídkového pole „Window“ v základním „MENU“ je možno volit jednak počet  zobrazovacích oken a jednak druh a způsob zobrazení signálů. Položka „Zoom“ umožňuje v podnabídce „Window“ stanovit velikost daného zobrazovacího pole na celou obrazovku „Ganz“ , její polovinu „Halb“, nebo čtvrtinu „Viertel“. Pro náš provoz doporučujeme vytvořit tři okna, např.: v horní části jediné okno č.1 příkazy „Zoom/Window/Halb“ a v dolní části dvě okna, č.3. a č.4. příkazy  „Zoom/Window/Viertel“. Horní okno doporučujeme věnovat sledování signálového kanálu č.1. K tomu účelu se nastaví zobrazování v tomto okně položkou „Kurven“. Po aktivaci tohoto pole je nutno nejprve volit barvu křivky z nabídky čtyř možností: „Gruen“ – zelená, „Rot“ – červená, „Blau“ – modrá, „Ocker“ – okrová. Po volbě barvy je aktivována další nabídka, z níž volíme pole „Neue Daten“ a dále ze tří možností další nabídky „Kanal 1“, protože jak již bylo řečeno je signálový výstup připojen ke kanálu 1 desky T3240. Posloupnost doporučených příkazů je možno shrnout ve tvaru: „Kurven/Gruen/NeueDaten/Kanal 1“. Obdobně pro okno č.3. nastavíme: „Kurven/Gruen/NeueDaten/Kanal 2“, což nám umožní v okně sledovat délku excitačních TTL pulsů. Třetí okno doporučujeme využít pro sledování výsledků měření. Výsledky měření se ukládají jednak v binárním kódu pro další použití při zobrazování deskou T3240 v programu SCOPE a výsledek Fourierovské transformace, tedy spektrum se navíc ukládá v ASCI kódu pro eventuální další zpracování jiným softwarem. Všechna data se ukládají v adresáři D:\TMP\  v následujících formátech:


Binární data:



Signál na mezifrekvenčním kmitočtu:

D:\TMP\JMENO.SCT  



Signál po synchronní detekci (reálná část):

D:\TMP\JMENO.REA

  
Signál po synchronní detekci (imaginární část):
D:\TMP\JMENO.IMA



Spektrum po provedení FFT:



D:\TMP\JMENO.FFT


ASCII data:



Spektrum po provedení FFT:



D:\TMP\JMENO.ASC

Požadujeme-li například v okně č.4. zobrazit spektrum signálu FID po provedení rychlé Fourierovy transformace (FFT), které jsme v měřícím programu (viz dále) pojmenovali např. AA, zadáme po aktivaci tohoto okna například:

Kurven/Gruen/NeueDaten/FILE

Poté vyžaduje software jméno souboru a cestu:






D:\TMP\AA.FFT 

Poté je v okně č.4. zobrazeno požadované spektrum. Zobrazení ostatních binárních souborů je možno provést v libovolném okně obdobným způsobem.  Je-li zapotřebí změnit měřítko x-osy v daném okně, je možno využít postupu s aktivací položky „Zoom“ v nabídce „Window“ základního „MENU“. Dále volíme v podnabídce „X-Zoom“ položku „Dehnen – Rozšířit“ nebo „Stauchen - stáhnout“ v prvém případě se osa x „roztáhne“ okolo středu obrázku, zatímco ve druhém případě se okolo středu „stáhne“. Jiný způsob změny x-ového rozměru obrázku je následující. Nastavením kursoru na spodní hranici požadované oblasti zobrazení a kliknutím na levé tlačítko myši vytvoříme spodní značku. Dalším klinutím na pravé tlačítko myši je značka potvrzena a u jejího horního okraje se objeví písmeno „M“. Poté stanovíme kursorem horní hranici obrázku a kliknutím na levé tlačítko myši vytvoříme horní značku. Poté dvojhmatem „Ctrl“ „Z“ zobrazíme pouze uvažovanou oblast.  Návratu do původního stavu je možno dosáhnout aktivací bílého pole ve spodní části okna (vedle pole oznaženého symbolem „T“). Další způsob změny x-ové škály obrázku je aktivací bílého pole „T“ v dolní části okna. Způsob použití je zde velmi názorný a je zřejmý z prvého použití. Proto nebude podrobně popisován. 

Z další nabídky základního „MENU“ je pro náš experiment využívána již jen položka „USER“. Zde je uvedena nabídka programů využitelných pro měření a zpracování signálu NMR a pro digitální zlepšování poměru signál/šum. Základním programem je program SUM_AUT.EXE.  Program čte data na výstupu A/D převodníku v délce 16 kB , tedy oblast v délce cca 800 (sec, viditelnou v základním nastavení v okně č.1. Při měření je zapotřebí nastavit synchronizaci pulsem „C“ tak, aby v oblasti, z níž jsou čtena data nebyly zbytky excitačních rf pulsů. Po každé excitaci jsou amplitudy v jednotlivých kanálech přičteny k hodnotám z předcházejících sekvencí a redukovány na počet sumací. Výsledkem této procedury (koherentní sumace) je zlepšení poměru signál/šum jako 
[image: image41.wmf]N

 , kde N je počet sumací. Po skončení předepsaného počtu sumací je provedena numerická kvadraturní detekce (viz dále) a dále rychlá Fourierova transformace (FFT). Výsledky jsou zapsány ve formě uvedené výše. Specifikou programu je měření signálu s základním nastavením fáze excitačního napětí a s fází posunutou o ( . Toto uspořádání dovoluje potlačit parazitní napětí excitačního generátoru S1, které se může vázat na obvod se vzorkem a přimísit se k signálu NMR. Toto nebezpečí je poměrně značné, protože generátor S1 produkuje výstupní napětí na úrovni 1V zatímco signál NMR se pohybuje v oblasti (10 – 100) (V. Posuneme-li ve druhé skupině dat fázi excitačního napětí o ( a obě skupiny dat potom odečteme, odečte se parazitní napětí (jehož fáze se nezměnila – viz obr XX) k nule, zatímco signál FID (ECHA), jehož maximální koherence je vždy posunuta ve fázi o (/2 (3/2() proti excitačnímu napětí a bude tedy v obou skupinách v protifázi  se odečtením vlastně sečte. V programu SUM_AUT.EXE se volí jméno souboru dat (max. 8 znaků) a počet sumací v jedné skupině. Přepínání fáze se provádí automaticky s přepínačem druhu provozu na posunovači fáze v poloze „on line“. Druhou alternativou je program SUM_MAN.EXE , kde se přepínání fáze provádí manuálně přepínačem na posunovači fáze. Přepínač druhu provozu na posunovači fáze je v poloze „off line“. 

Průběh experimentu je možno v každém okamžiku zaznamenat grafickým výstupem na  tiskárnu. K tomu je zapotřebí aktivovat v základním „MENU“ nabídku „DOS“ a dále „Screen Copy“ a „IBM Graphic“.

� LINK  A:\\FID.JNB  \a \p �Chyba! Není zadáno žádné téma.�





� LINK  A:\\SPINECHO.JNB  \a \p �Chyba! Není zadáno žádné téma.�
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