MATEMATICKO-FYZIKALNI
FAKULTA

Univerzita Karlova

DISERTACNI PRACE

Petr Dvorak

Dynamika vodikové vazanych siti
pohledem NMR spektroskopie

Katedra fyziky nizkych teplot

Vedouci disertacni prace: doc. RNDr. Jan Lang, Ph.D.
Studijni program: Fyzika

Studijni obor: Biofyzika, chemicks a
makromolekularni fyzika

Praha 2023



Prohlasuji, ze jsem tuto disertacni praci vypracoval(a) samostatné a vyhradné
s pouzitim citovanych prameni, literatury a dalsich odbornych zdroji. Tato
prace nebyla vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

Beru na védomi, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze
zakona ¢. 121/2000 Sb., autorského zakona v platném znéni, zejména skutec-

nost, ze Univerzita Karlova ma pravo na uzavreni licen¢ni smlouvy o uziti této

préace jako skolniho dila podle §60 odst. 1 autorského zakona.

V Praze dne 28.2.2023
Podpis autora



Dékuji svému skoliteli doc. RNDr. Janu Langovi, Ph.D. za trpélivost a vedeni
pri pripravé této prace. Dékuji vSem ostatnim c¢lentim laboratore NMR
vysokého rozliseni KFNT MFF UK za cenné rady a konzultace, které byly pro

pripravu této prace velkym prinosem.

Dékuji RNDr. Lence Kubickové, Ph.D. za vybornou spolupraci na projektu
magnetickych nanocastic.

Déle bych chtél podékovat celému svému soucasnému tymu Optické biosenzory
na UFE AV CR za podporu a umoznéni dokonéeni této préce.

V neposledni fadé dékuji celé své rodiné a vSem mym prateliim za podporu pri

psani této prace.



Nazev prace: Dynamika vodikové vazanych siti pohledem NMR spektroskopie
Autor: Petr Dvorék

Katedra: Katedra fyziky nizkych teplot

Vedouci disertac¢ni prace: doc. RNDr. Jan Lang, Ph.D., Katedra fyziky nizkych

teplot

Abstrakt:

Prace se zabyva experimentalnim studiem dynamickych procest v béznych
polarnich rozpoustédlech jako je voda a ethanol. K tomuto studiu bylo vyuzito
technik nuklearni magnetické rezonance (NMR) - predevsim méfeni NMR re-
laxaci a méfeni samo-difiznich koeficientii pomoci NMR. V praci byla po-
stupné prostudovana tii témata. Prvni se zabyva chemickou vyménou ve smeé-
sich lehké a tézké vody. V rdmci tohoto tématu byla vyvinuta metodika pti-
pravy ultra cistych vzorkd a navrzena vhodna metoda potlaceni radia¢niho
tlumeni. Poté byly ptipraveny finalni vzorky, na nichz byla namérena relaxacni
data. V rdmci interpretace byly diskutovany tii modely chemické vymény.
Druhé téma se zabyva korekci Stokes-Einsteinova vztahu tak, aby jej bylo
mozné pouzit pro stanoveni hydrodynamického poloméru malych molekul a
klastri. Tato korekce byla provedena srovnanim nameérenych diftznich koefi-
cientid modelovych molekul s vypoctenymi diftiiznimi koeficienty pomoci hyd-
rodynamickych simulaci. Ttreti téma se zabyva relaxivitou magnetickych nano-
castic. Byly studovany nové potencialni kontrastni latky pro zobrazovani mag-

netickou rezonanci zalozend na nanocasticich oxidu zZeleza.
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Abstract:

This work describes especially experimental studies of dynamic processes in
common polar solvents such as water and ethanol. The nuclear magnetic reso-
nance (NMR) technique was used - primarily measurements of NMR relaxa-
tions and measurements of self-diffusion coefficients using NMR. Three main
topics were addressed. The first one deals with chemical exchange in mixtures
of light and heavy water. Within this topic, a methodology for the preparation
of ultra-pure samples was developed and a suitable method for suppressing
radiation damping was proposed. Then the final samples were prepared, and
the relaxation data were measured. Three models of chemical exchange were
discussed. The second topic deals with correction of the Stokes-Einstein rela-
tion so that it can also be used for determination hydrodynamic radii of small
molecules and clusters. This correction was made by comparing the measured
diffusion coefficients of the model molecules with the calculated diffusion coef-
ficients using hydrodynamic simulations. The third topic deals with the relax-
ivity of magnetic nanoparticles. New potential contrast agents for magnetic

resonance imaging based on iron oxide nanoparticles were studied.
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-
Uvod

Tématem préace je struktura a dynamika vodikové vazanych siti studovana
metodami spektroskopie nuklearni magnetické rezonance (NMR).

Bézna polarni rozpoustédla, jako je napriklad voda ¢i nejruznéjsi alkoholy,
maji fadu unikatnich termodynamickych vlastnosti. Tyto vlastnosti jsou pfi-
mym dusledkem tvorby vodikovych vazeb v takovychto systémech, pricemz
vznikajici struktury podléhaji dynamickym zménam. Takovéto systémy jiz byly
studovany mnoha experimentalnimi i teoretickymi technikami. Dosud vsak ne-
existuje sjednoceny pohled na jejich strukturu a dynamiku na mikroskopické
drovni.

NMR spektroskopie mé sSiroké spektrum technik, které umoznuji studovat
strukturni a dynamické vlastnosti studovanych systémii. Procesy v casové skale
od pikosekund po milisekundy lze studovat zejména pomoci NMR relaxaci.
Pomalejsi procesy lze charakterizovat analyzou spekter. Velmi ptinosné jsou
také techniky diftzntho NMR. Méreni samo-diftiznich koeficientit mtze pfti
spravné interpretaci prinést informaci o distribuci velikosti pfitomnych mole-
kulédrnich clusterii.

V tomto kontextu se tato prace zabyva tfemi tématy. Prvni téma se zabyva
studiem chemické vymény ve smésich lehké a tézké vody, ktera je studovana
pomoci disperze spin-spinové relaxacéni doby v zavislosti na echo-case v sek-
venci CPMG. Druhé téma se zabyva korekci mikrofikéniho faktoru v Stokes-
Einsteinové vztahu tak, aby jej bylo mozné pouzit i pro malé molekuly (ve
srovnani s molekulami rozpoustédla). Tato Cast se zaméfuje na vyuziti metod
diftizniho NMR. Treti téma ma aplikacni charakter. Zabyva se mérenim rela-
xivit magnetickych nanocastic, které maji potencidl vyuziti jako kontrastni
latky pti zobrazovacich vysetienich pomoci NMR v klinické praxi.

Obsahu prace slozené ze tii témat bylo prizptisobeno c¢lenéni prace. Prvni



kapitola se vénuje teorii, ktera je spolecnd vSem trem tématim. Postupné jsou
zde uvedeny struéné zaklady NMR, NMR relaxaci, chemické vymény, transla¢ni
difize a relaxivit kontrastnich latek. Druha, treti a ¢tvrta kapitole se vénuje
jednotlivym vyse uvedenym témattim. Kazda z téchto kapitol je rozdélena na
popis motivaci a cili, popis studovanych systémi, experimentalni Cast, vy-

sledky a diskusi po které nasleduje shrnuti kazdé kapitoly.



1 Teorie

1.1 Nuklearni magneticka rezonance

Nukledrni magnetickd rezonance (NMR) je jev, pfi kterém dochazi k rezo-
nancénimu chovani atomovych jader s nenulovym spinem v magnetickém poli.
Podrobny popis jevu nuklearni magnetické rezonance lze nalézt napriiklad v
1], [2).

Zékladem NMR je Zeemantuv jev, ktery popisuje interakci jaderného mag-
netického dipélového momentu 1 = thA s vnéjsim statickym magnetickym po-
lem B, — I je moment hybnosti jadra, A je redukovand Planckova konstanta a
~ je gyromagneticky pomér. Zeemanovu interakci popisuje hamiltonian

H,=—p- B, (1.1)

Vezmeme-li vnéjsi magnetické pole ve tvaru By = (0,0, B,), to jest pole ori-
entované ve sméru osy z, pak feseni Schrédingerovy rovnice s hamiltonidnem
(1.1) vede soustavu 2I + 1 vlastich energetickych hladin F, = —yhB,m , kde
m je magnetické kvantové c¢islo. Tato soustava energetickych hladin se nazyva
Zeemanovym multipletem. Hladiny Zeemanova multipletu jsou ekvidistantni a
odpovidaji jednotlivym orientacim jaderného magnetického momentu ke sta-
tickému magnetickému poli. Rozdil energie dvou sousednich hladin je roven
AFE = |v|hB,.

Rezonané¢ni podstata jevu NMR je skryta v tom, ze jsme schopni vhodnym
malym stiidavym magnetickym polem indukovat prechody mezi hladinami Ze-
emanova multipletu. Toto pole musi byt polarizované v roviné kolmé na smér
statického pole B, a dale musi mit thlovou frekvenci w, = |v|B,, ktera se na-
zyva Larmorovou frekvenci.

Vyse zminény text popisoval chovani izolovaného jaderného spinu v magne-

tickém poli. Prejdeme-li k latce, to jest k souboru jadernych spinti, pak je treba



uvazit vzajemné interakce mezi jadernymi spiny a interakce téchto spini s
ostatnimi stupni volnosti — takzvanou , mrizkou*.

K popisu chovani souboru jadernych spinti je treba zavést vektor magneti-
zace M. Ten je definovan jako vysledny magneticky moment jader pripadaji-
cich na jednotkovy objem.

Chovani vektoru magnetizace M v magnetickém poli je popsano fenomeno-

logickymi Blochovymi rovnicemi [3]

G =7(M x B), — %=, (1.2)
dM. M,

="M x B), — 7, (1.3)
G =7(M x B), — (1.4)

Blochovy rovnice obsahuji dva ¢leny. Prvni ¢len vychazi z pohybové rovnice
pro stredni hodnotu magnetického momentu jadra v magnetickém poli
d(p)/dt = v[{p) x B]. Druhy ¢len popisuje spin-spinovou a spin-mfizkovou in-
terakci.

Spin-spinova interakce souvisi s kolektivnim chovanim jadernych spint.

Spin-mfizkova interakce souvisi s vyménou energie mezi spiny a miizkou.
Disledkem je vyvoj spinového systému do stavu termodynamické rovnovahy s
mrizkou. Piisobi-li na systém pouze statické magnetické pole B, pak je rovno-
vazna magnetizace M orientovana ve sméru pole By,.

Blochovy rovnice predpokladaji relaxacni charakter spin-spinové a spin-
miizkové interakce. Pro jejich popis zavadéji spin-mtizkovou (podélnou) rela-
xacni dobu T} a spin-spinovou (pti¢nou) relaxacéni dobu T,. Doba T) popisuje
casovy vyvoj podélné slozky magnetizace M,. Doba T, popisuje ¢asovy vyvoj

pricnych slozek M, a M,



1.2 NMR  interakce

1.2.1 Chemické stinéni

V atomech umisténych do vnéjsiho statického magnetického pole, dochézi k
interakci statického magnetického pole s elektronovym obalem atomii. Disled-
kem je polarizace elektronti v okoli sledovaného jadra, ktera zpiisobi, ze lokalni
pole v misté sledovaného jadra je mirné odlisné od vnéjsiho statického pole. To
vede k mirnému posunu rezonanc¢ni frekvence.

Chemické stinéni se popisuje tenzorem chemického stinéni o. Larmorovu
frekvenci pak lze vyjadrit vztahem

wy = —yBy(1 — 7). (1.5)

Tenzor chemického stinéni je ranku 2. Kazdy takovyto tenzor lze rozdélit na
izotropni a anizotropni ¢ast. Lze nalézt vztaznou soustavu spojenou s moleku-
lou, ve které ma izotropni ¢ast nenulové pouze diagondlni ¢leny oy, 0yy, 045.
Takovouto soustavu nazyvame , principal axis system*.

Izotropni c¢ast tenzoru chemického stinéni pak lze vyjadrit jako jednotkovou

matici ndsobenou izotropni konstantou chemického stinéni o, , kterd je rovna

Oiso :%(UXX+UYY+UZZ>' (1-6)

Daéle miizeme definovat parametr anizotropie chemického stinéni

AUZO'XX—%(O'YY—I-UZZ). (1.7)
Orientace molekul ve vzorku je rtzna, tudiz bychom méli ve spektru pozo-
rovat rozsitené cary. V kapalinach ale molekuly rychle izotropné rotuji a v
disledku toho se prispévky riznych orientaci streduji. Ve spektru pozorujeme
pouze projev izotropni c¢asti tenzoru chemického stinéni. Ta je rovna tretiné
stopy tenzoru chemického stinéni. V kapalinach pak pro rezonancni frekvenci

sledovanych jader mame



wy = =By (1 —0;,,)- (1.8)
Hodnota chemického stinéni zavisi na velikosti statického magnetického pole
B, . Proto se zavadi tzv. chemicky posun, jez se uvadi v jednotkdch ppm (parts
per million). Chemicky posun udéva velikost chemického stinéni vztazenou vuci
néjakému zvolenému standardu. Je tedy nezavisly na poli a je definovan vzta-

hem

6iso[ppm] = 2o Zat, 106 = Jat-Tizo, 106 ~ (Ust - Uiso) ' 1067 (19)

Wst 1-0yy
kde w, je Larmorova frekvence jader, w,, je Larmorova frekvence jader zvole-
ného standardu, o, a o,,, jsou izotropni hodnoty chemického stinéni zvoleného
standardu a mérenych jader.
Nejcastéji pouzivanym standardem pri meéreni na jadrech 'H je molekula
TMS (tetramethylsilan, Si(CHj)a).

Anizotropni ¢ast tenzoru chemického stinéni se v kapalinidch ve spektrech

neprojevuje. Muze se ovsem projevit jako relaxa¢ni mechanismus [2].

1.2.2 Dipél-dipdlova interakce

Primé dipdél-dipélova interakce je v souboru spinii Y2 nejsilnéjsi interakei.
Mame-li v prostoru blizko sebe dvojici jadernych magnetickych momenta g4,
W, (magnetickych dipélu), pak tyto magnetické dipdly spolu interaguji. Mag-
neticky dipél p, kolem sebe vytvari lokalni dipolové magnetické pole, kterym
ptisobi na magneticky dipo6l p,. Podobné magneticky dipél p, plisobi na dipdl
K-

Lokalni pole tvorené magnetickym momentem g, v misté r je ddno vztahem

Bloc :_4l:—23 (IJ’2 _3%#’2>7 (110)
kde p, je permeabilita vakua, r je polohovy vektor magnetického dipélu p, s
pocatkem spojenym s magnetickym dipélem g, a rr je tensor — vnéjsi soucin

polohového vektoru.



Klasicka energie dip6l-dip6lové interakce (E,p) je

Epp = gn25 (g - g — 3y 75+ Ha).- (1.11)
Nahradime-li klasické magnetické dipdly kvantovymi vyrazy %ﬁj a 7/15' ,
kde I a S jsou operatory momentu hybnosti dvou jader I a S, pak dostaneme

Hamiltonian dipél-dipolové interakce

kde
brg = —Logist (1.13)

je dipél-dipélova vazebné konstanta.
Projevem primé dipdél-dipolové interakce ve spektru pevnych latek je rozsi-
feni spektralnich ¢ar. Ve spektrech kapalin se tato interakce neprojevuje, nebot

se diky rychlym izotropnim rotacim molekul stfeduje k nule [4].

1.2.3 Neprima dipdl-dipdlova interakce

Nepiima dipél-dipélova interakce (J-vazba, J-coupling) je interakce mezi
dvojici jadernych magnetickych momentii, kterou zprostiedkovavaji vazebné
elektrony a jde tedy o projev chemické vazby ve spektru.

Molekularni pohyb v kapalinidch, na rozdil od primé dipol-dipélové inter-
akce, nesttfeduje J-vazbu k nule.

J-vazba se ve spektru projevi charakteristickym stépenim rezonancni c¢ary.
Ta je rozstépena do multipletu, ve kterém pocet ¢ar odpovida poctu moznych
hodnot celkového magnetického momentu sousednich interagujicich skupin
ekvivalentnich jader. Ekvivalentni jadra jsou ta, kterd maji stejné chemické
okoli v molekule. Velikost této interakce nezavisi na velikosti statického mag-

netického pole|[2].
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1.3 NMR relaxace

1.3.1 Méreni relaxacnich dob

Pred popisem jednotlivych relaxa¢ni mechanismu nejdiive uvedeme tech-
niky, které déle pouzijeme pro meéreni relaxacnich dob.

Pro méteni spin-mfizkové relaxa¢ni doby (7}) budeme pouzivat sekvenci In-
version Recovery (IR) (v pfekladu ,obnova po inverzi“). Tato sekvence je
zobrazena na obrazku 1.1. [4]

V sekvenci je nejprve zarazena opakovaci doba D1, kterd musi byt dostaténé
dlouha, aby béhem ni systém dospél do rovnovahy — standardné se pouziva
D1 > 5T].

Po opakovaci dobé nasleduje m-puls, ktery rovnovaznou magnetizaci — pu-
vodné orientovanou v kladném sméru osy z — preklopi do zaporného sméru osy

z. Po tomto pulsu tedy mame magnetizaci M = (0,0, —M,).

=
r..pl‘_'l

, | AQ—
D1 DP2 taix DP1

Obrazek 1.1: Sekvence Inversion Recovery.
D1 je opakovaci doba, DP1 je délka 7/2-pulsu, DP2 je délka m-pulsu, t,,,, je
smeésovaci perioda, AQ znaci akvizici dat.

Daéle nasleduje smésovaci perioda (tzv. ,mixing time“, ¢, ). Béhem této
toby magnetizace — resp. jeji z-ova slozka — relaxuje spin-mtizkovou relaxaci k
rovnovazné hodnoté.

Po uplynuti smésovaci periody je aplikovan 7/2-puls. Ten magnetizaci oto¢i

kolem osy x do sméru osy -y.
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Nakonec nésleduje akvizice. Behem ni je nabiran vznikly signal volné precese
(FID). Amplituda signalu je imérna slozce magnetizace M, v ¢ase t, .. .
Jelikoz na vzorek béhem smésSovaci periody neptisobi zadné radiofrekvencni

pole, tak se Blochova rovnice (1.4) zredukuje do tvaru

dM, _  M.—M,

G = (1.14)
Reseni s pocatecni podminkou M_(0) = —M, pak ma tvar

Mz(tmwc> = MO[l - 2€Xp(— tmm)]' (115)

T,

Naméiime-li intenzity signdlu pro rizné casy t,,,,, mizeme pak vyslednou
zavislost fitovat touto rovnici, ¢imz ziskdme spin-mfrizkovou relaxa¢ni dobu. V
praxi je ovsem obtizné presné nastavit délky a intenzity pulst tak, aby sklapéli

o presné definované thly. Proto je tfeba nameérend data fitovat vztahem

M, (ti0) = Mol — 2Bexp(—z:=)]. (1.16)

Pro meéreni spin-spinové relaxacni doby 7T, budeme pouzivat sekvenci
CPMG, jejiz nazev je odvozen od jejich autort Carr, Purcell, Meiboom, Gill

[4].

'H
LS ™ ]
ﬁ ",
e .,
: AQ—
DI D1 DM DFz DM -
£ ro

M

Obrazek 1.2: Sekvence spinového echa.
D1 je opakovaci doba, DP1 je délka 7/2-pulsu, DP2 je délka m-pulsu, D20 je

doba mezi pulsy, ¢ je echo cas, AQ) znaci akvizici dat.

echo
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Sekvence CPMG vznikla modifikaci sekvence spinového echa, které je zob-
razeno na obrazku 1.2.

Nejprve je se spinovém echu opét zarazena opakovaci doba D1. Po ni nésle-
duje 7/2-puls, jez rovnovaznou magnetizaci sklopi do roviny xy. Po tomto pulsu
vzniké signél volné precese (na obrdzku neni vyznacen). Tento signdl je tlumen
v dusledku relaxac¢nich procesti a nehomogenit statického magnetického. Bez-
prostredné po vymizeni signalu volné precese vsak systém spinti neni v rovno-
vaze. Pri¢né slozky magnetizace v jednotlivych mistech vzorku jsou nenulové.
Pouze v dusledku nehomogenit pole preceduji s riuznymi fazemi, a tudiz se
vzajemné stfeduji k 0. Nasleduje casova prodleva D20 béhem niz se systém
vyviji. Po ni je zatazen w-puls, jez magnetizaci sklopi kolem osy x o thel 7.
Disledkem tohoto, po uplynuti dalsi ¢asové prodlevy D20, dojde k opétovnému
zfazovani pricnych slozek magnetizace a vznika signal spinového echa, ktery
nabirdme pri akvizici.

Celkovy vyvoj magnetizace probiha béhem takzvaného echo-casu t,.,, =
2D20 + DP2. Intenzita signalu je imérna pricné slozce magnetizace, jejiz veli-

kost zavisi na echo case t Regenim Blochovych rovnic (1.2) a (1.3) dosta-

echo*

neme

M 7y(lfecho> = MOeXp(_%)' (117)

x

Pro urceni spin mrizkové relaxacni doby je tedy tfeba namérit zavislost in-
tenzity signalu na echo-cCase.

Modifikace sekvence spinového echa na sekvenci CPMG je patrna z obrazku
1.3. V sekvenci se drzi konstantni echo-¢as a pod-sekvence D20 — m-puls — D20
je v ni zatazena N-krat. Druhou zménou je, ze se v sekvenci méni faze pulsi.
7/2-puls je aplikovdn v ose y, a m-puls je aplikovan v ose x.

Zavislost intenzity signalu na poctu aplikovanych ech pak méa tvar

Mﬂcy(Ntecho) = Moexp(_Nt;‘—;ho)' (118)
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b
3 T,
-y .,
: AQ—
DI DP1| Do DP? DU T
f’ec.*aa

Obrazek 1.3: Sekvence CPMG.
D1 je opakovaci doba, DP1 je délka 7/2-pulsu, DP2 je délka m-pulsu, D20 je

doba mezi 7/2 a w-pulsem, t,_, je echo ¢as, AQ znadi akvizici dat.

Vyhodou sekvence CPMG je to, ze potlacuje vliv nehomogenit statického
magnetického pole a difize, které negativné ovliviuji méreni pti pouziti sek-
vence spinového echa. Excitované jadro totiz preceduje s frekvenci danou lo-
kalni hodnotou magnetického pole. Diftizi se ale po case dostane do jiného
mista, kde je jind hodnota lokalniho pole. A tedy zde preceduje s jinou frek-
venci. Nehomogenity statického pole a diftize tak zptisobuji rychlejsi pokles

intenzity signalu spinového echa.

1.3.2 Uvod do teorie NMR relaxaci

Teorie NMR relaxaci je velmi podrobné popséna v knize [4].

Relaxaci spinového systému se rozumi proces navratu souboru excitovanych
spinovych stavii do rovnovahy. Rychlost navratu do rovnovahy charakterizu-
jeme vysSe zavedenymi relaxa¢nimi dobami, pripadné jejimi prevracenymi hod-
notami, které se nazyvaji relaxa¢nimi rychlostmi.

Phvodcem relaxace souboru jadernych spinii jsou ndhodné fluktuace magne-
tického pole v misté jadra. Tyto fluktuace jsou zpiisobeny rota¢nimi a translac-
nimi pohyby molekul, interakcemi s ostatnimi jadernymi spiny a dalsimi inter-

akcemi.
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Pro popis téchto ndhodnych fluktuaci se s vyhodou vyuziva teorie ndhod-
nych procesi. Mame-li stochastickou funkei ¢asu Y (t), pak obecné nemuzeme
rict, ze vlastnosti funkce Y (¢) jsou ve dvou ¢asovych okamzicich nezavislé. Pro
studium casové korelace stochastické proménné v casech t a t+ 7 se zavadi

takzvana casové korelacni funkce
C(t) = (Y)Y (t+ 1)), (1.19)
kde hvézdicka oznacuje komplexni sdruzeni.
Je-li 7 =0, pak je C(7) rovna rozptylu stochastické funkce Y'(¢), tj. C(0) =
o?. Naopak pro velka 7 je rozumné predpoklddat, Ze korelace mezi Y (t) a Y (t —
7) vymizi. Tj. C(7) — 0 pro 7 — oo. V nejjednodussim ptipadé tyto vlastnosti

splnuje exponencialni funkce

C(r) = C(0)exp(— ), (1.20)

B
kde 7, je korela¢ni cas, ktery charakterizuje ¢asovou skélu fluktuaci stochastické
proménné Y (t).
P1i popisu relaxacnich mechanismt mé dulezitou roli spektralni hustota ko-

relacni funkce, kterd je definovand jako Fourierova transformace korelacni

funkce C(7)
J(w) = LO:O C(7)exp(—iwT) dT. (1.21)

Vyznam spektralni hustoty korela¢ni funkce je ten, ze udava mnozstvi radio-
frekven¢niho vykonu, generovaného stochastickou funkei Y'(t), na tthlové frek-
venci w.

Pro korela¢ni funkci tvaru (1.20) dostaneme primou integraci vztah

J(w) = C(0) g (1.22)

1+w?7d’

Mezi nejvyznamnéjsi interakce zpusobujici relaxaci spinového systému jader
se spinem % v diamagnetickych latkach je dipél-dipdlova interakce a anizotro-

pie chemického stinéni. U jader se spinem vétsim, nez % se dale uplatnuje
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relaxace kvadrupoélovou interakci. Tyto interakce jsou podrobnéji popsany v

nasledujicich podkapitolach.

1.3.3 Relaxace vlivem dipdl-dipdlové interakce
Primé dipél-dipélova interakce mezi dvéma v prostoru blizkymi jadry s ne-
nulovym spinem je pro spiny % nejsilnéjsim relaxa¢nim mechanismem a je

zdrojem informaci o molekularni dynamice.

BiBs

00y

Obrazek 1.4: Schéma energetickych hladin a pravdépodobnosti prechodt
pro systém dvou spint ‘5.

Uvazme vzorek, ve kterém méame dva druhy jader I a S se spinem %. Tako-
vyto systém muzeme popsat diagramem se ¢tyfmi Zeemanovymi hladinami a
se sadou pravdépodobnosti preskoku mezi jednotlivymi hladinami — viz obr.
1.4.

Rovnice popisujici kinetiku populaci v tomto ¢tyr-hladinovém systému se
nazyvaji Solomonovy rovnice [5]. Pro podélné slozky magnetizaci (I,) a (S,)

maji tyto rovnice tvar

d <§\z> _ Pr Ogs <Z> _ Izeq
(@)@ o

kde I¢9 a S jsou rovnovazné hodnoty podélnych magnetizaci pro jadra I a S,

pr a pg jsou spin-mrizkové relaxacni rychlosti jader I a S a 0,4 je kros-relaxacni
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rychlost.
Solomon ukéazal, ze tyto relaxac¢ni rychlosti lze pomoci nasledujicich vztahti

ztotoznit s pravdépodobnostmi prechodi ve vyse popsaném ctyr-hladinovém

systému
pr =Wy +2W, + W5, (1.24)
ps = Wy +2W 5 + Wy, (1.25)
O-IS - W2 - WO' (1.26)

Daéle Solomon z casové zavislé poruchové teorie odvodil vztahy pro pravdeé-
podobnosti prechoda W,, W,;, W,g a W,. Tyto prechody jsou indukovany
nahodnymi poruchami a jsou imérné spektralnim hustotdm téchto ndhodnych

poruch na prislusnych frekvencich

W, = %b%s,](w[ —wg), (1.27)
Wir= %rb%sJ(WI)’ (1.28)
Wig = 5 bisd (ws), (1.29)
W, = Zb3gJ (w; + wg). (1.30)

Kros-relaxac¢ni ¢len je v dipél-dipdlové relaxujicich systémech obecné nenu-
lovy. Dusledkem jeho pritomnosti je provazanost relaxac¢nich rovnic pro spiny
IaS. Diky této provazanosti mé feeni rovnic (1.23) pro (1) a (B’:> tvar souctu
dvou exponencial. V urcitych situacich vsak relaxace splnuji mono-exponenci-
alni charakter postulovany Blochovymi rovnicemi.

Prvni situaci je pripad, kdy jsou obé jadra identicka. To je napriklad splnéno
v molekule vody, kde interagujicimi jadry jsou jadra vodiku. V takovémto pfi-

padé je pozorovatelnou veli¢inou pouze soucet magnetizaci a spin-mrizkova re-

laxacni rychlost je dand vztahem

Ry =7 =2(W, + W,), (1.31)
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kde W, = W;; = Wys.

Druhou situaci je pripad, kdy jeden ze spinu (napiiklad spin S) relaxuje
jinym, mnohem rychlejsim relaxa¢nim mechanismem. Pak lze tict, ze spin S
zustava v casové skale relaxace spinu I v termodynamické rovnovéaze. Tato si-
tuace nastava naptiklad v paramagnetickych systémech, kde spinem S je elek-
tron. Druhym prikladem je molekula vody s izotopem kysliku 7O, ktery mé
velky kvadrupolovy moment a relaxuje rychle kvadrupoélovou interakci. Spin-

miizkova relaxacni rychlost spinu I je pak rovna
pr =g =Wy +2Wy + W, (1.32)

Treti situaci je ptipad, kdy druhy spin saturujeme radiofrekvenénim polem
na jeho rezonanc¢ni frekvenci. To jest mérime s takzvanym dekaplingem. Touto
technikou prevedeme problém na predchozi pripad.

Ze Solomonovy teorie 1ze odvodit i vztahy pro spin-spinovou relaxaéni dobu
T,. Zde si vsak vystacime s predpokladem platnosti podminek takzvaného ex-

trémniho zizeni, kdy w?7? < 1. Za tohoto piedpokladu pak plati
7D = 7D (1.33)

kde index DD znaci, ze mame na mysli relaxacni prispévek od dipoél-dipolové

interakce.

b4 Pl

1.3.4 Relaxace vlivem anizotropie chemického stinéni
Tenzor chemického stinéni je obecné anizotropni. Dusledkem je, ze pokud
molekula rotuje, pak v misté jadra vznika lokalni fluktuujici magnetické pole.
Toto pole zptisobuje relaxaci jaderné magnetizace.
Prispévky k relaxa¢nim rychlostem od anizotropie chemického stinéni (CSA)

jsou dany vztahy [4]

Tlc% = 1_25 (vBy)?(A0)? == (1.34)

1+w2r2?
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T2C15_A =15 (VBo)*(A0)* (57, + 17i2)- (1.35)

1+w2r2
P¥i splnéni podminek extrémnfho zizeni (w?7? « 1) pak mame
o5z = 15 (VBo)*(A0)’7,, (1.36)
7osa = 15 (VBy)*(A0)* 3 7,. (1.37)

A ze vztaht (1.36) a (1.37) plyne

TQC% = %TIC}SA- (1.38)

1.4 Chemicka vymeéna

Chemicka vymeéna je obecné jakykoliv chemicky déj, pti kterém se sledované
jadro dostane do stavu s jinou rezonanc¢ni frekvenci, nebo do stavu s jinou
aparentni relaxacni rychlosti — tim je myslena relaxacni bez prispévku chemické
vymeény. Procesem chemické vymény muze byt napriklad chemicka reakce, kon-
formac¢ni zména, tvorba molekulovych komplexti a jiné. V NMR se za urcitych
podminek chemickd vyména projevuje jak ve spektrech, tak v relaxacich.

Pro ilustraci uvazme vyménu mezi dvéma stavy A a B s relativnimi popula-
cemi p, a pg. Rychlost dopfedné vymény popisme rychlostni konstantou prv-

niho radu k; a rychlost zpétné vymeény oznacme k_;.

]\,
A==h
k-

Pro takovyto proces muzeme definovat rychlostni konstantu chemické vy-

mény k., a korelacni cas 7,,, ktery charakterizuje dobu zivota jednotlivych

exr)

stavi.

k k_
bop ===k + ko =2t =2 (1.39)

Rychlostni konstanty doptedné a zpétné vymény obecné zavisi na teploté. V

radé pripadu lze tuto zavislost popsat empirickou Arrheniovou rovnici

k(T) = Aexp(—22), (1.40)
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kde A je pred-exponencialni faktor, E/, je aktivacni energie procesu, R je mo-
larni plynova konstanta a T' je absolutni teplota.

Blochovy rovnice (1.2)-(1.4) je pro takovyto ptripad potfeba modifikovat tak,
aby obsahovaly tok magnetizace mezi stavy A a B. Takto upravené rovnice se

nazyvaji Bloch-McConnellovy [6]. Pro ptipad dvoustavové vymény maji tvar

A A
M _ (M4 x BA), — J‘Ti; — ke, MA +k_ M5, (1.41)
dMA MA
- =(MA x B4), — T~ ky M 4k MP, (1.42)
dM A A M2 Mg A B
i = V(M x BY), — =5 — by M2+ kM7, (1.43)
B B
T =(MP x BP), — 3 — k_ M + kM, (1.44)
dMP MB
- =(MP x BP), — g — kM + kM, (1.45)
dM7 B, pB) _ MI_ME B A
dat 7<M x B >z o T8 - k_le + kle . (146)

M4a MP jsou magnetizace jader ve stavech A a B, M7, MA, M2, MP, MP,
MB jsou slozky magnetizace jader ve stavech A a B. BA a BB je magnetické
pole v misté jader ve stavech A a B. T, TE, TS, T jsou spin-mifzkové a
spin-spinové relaxac¢ni doby v jednotlivych stavech.

Chemickou vymeénu popisuji posledni dva cleny kazdé rovnice. Ty popisuji
ubytek a nartst magnetizace jednotlivych stavii chemickou vyménou. Zbylé
¢leny jsou standardni Blochovy rovnice.

Ve spektru se chemickd vyména projevuje v zavislosti na jeji rychlosti. Je-li
pomald (k. < Aw, Aw je rozdil rezonanc¢nich frekvenci v jednotlivych stavech),
tak ve spektru vidime dvé uzké cary, jejichz intenzita je urcena populacemi
jednotlivych stavi. S rostouci rychlosti se tyto ¢ary postupné rozsituji, az na-
konec splynou v jednu Sirokou c¢aru. Ta se s dalsim rastem rychlosti chemické
vymény postupné zuzuje.

Je-li vyména velmi rychld, je rozsifeni signdlu ve spektru tak malé, Ze jej
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nelze primo pozorovat. Chemickou vymeénu pak ale 1ze studovat pomoci NMR
relaxaci. Chemicka vyména prispiva k aparentni spin-spinové relaxacni dobé.
Tento prispévek je navic — oproti ostatnim relaxa¢nim mechanismim — zavisly
na echo-case v sekvenci CPMG.

Zavislosti prispévku chemické vymény na echo-Case se zabyva clanek [7], ve
kterém autori Allerhand a Thiele zpracovali prislusnou teorii pro obecny N-
stavovy proces chemické vymeény.

Pro tento N-stavovy proces oznacme jako dw, chemicky posun jader ve stavu
k, ktery udavame vici radiofrekvencénimu poli v rad s’. Dale necht u, je x-
komponenta magnetizace stavu k a v, odpovidajici y-komponenta. Jako p,
oznac¢me populaci stavu £.

Na zacatku CPMG experimentu je celkovd magnetizace v rovnovaze, je ori-
entovana ve smeéru osy z a ma velikost M. Bezprostiedné po aplikaci 7/2-pulsu
(v ¢ase DPL) jsou slozky magnetizace jednotlivych stavi rovny

u (DP) = Myp,. (1.47)
v, (DP1) = 0. (1.48)

Nésledujici m-puls se projevi tak, ze komplexni magnetizaci

g = Uy, + iUy, (1.49)
prevede na jeji komplexné-sdruzeny protéjsek g;. Chovani g, mezi pulsy pak
popisuje McConnellova rovnice

%k = Zj#k(Kkjgj — K .9) + [idw;, — RY, gy, (1.50)
kde R, = 1/T3, je spin-miizkova relaxacni rychlost ve stavu k bez ptispévku
od chemické vymény. A

Ky = —p;" () (1.51)
kde (dp;/0t); je rychlost zmény populace p,; v disledku preskoku do stavu k.

K,; je tedy rychlostni konstanta prvniho, nebo pseudo-prvniho radu.
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Ve stavu rovnovahy musi platit
DKy = DK (1.52)
Sadu rovnic (1.50) lze prepsat do maticové formy

- (K—-p+iw)|g), (1.53)

kde slozky vektoru | g) jsou magnetizace g,. Mimodiagonélni elementy matice

K jsou dény vztahem (1.51) a pro diagonélni elementy plati
K==, K (1.54)
Matice p a w jsou diagondalni matice s elementy
Pk = jodjk, (1.55)
kde 4, je Kroneckerovo 4 a jo je spin-mrizkova relaxacéni rychlost ve stavu j
bez prispévku od chemické vymény.
Pro celkovou spin-mfizkovou relaxaéni rychlost (R, = 1/T,) pak podle [7]
mame

Ry(teeno) = —%ln)\. (1.57)

echo
V tomto vztahu je zahrnut prispévek chemické vymény a také prispévky od
ostatnich interakei.

A je nejvetsi vlastni ¢islo hermitovské matice

L= eXp(ATtecho>eXp(Atecho>7 (158)

kde { znac¢i hermitovské sdruzeni a matice A je rovna
A=S1K-p+iw)S =K —p+iw, (1.59)
kde diagonaliza¢ni matice S a diagonalizovand matice K’ maji elementy
1/2
Sy =120, (1.60)

Ky = (o) 2K, (1.61)
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Vlastnich cisel A\, je stejny pocet jako je pocet stavii. D4 se ukazat, ze jsou
vSechna redlné a plati pro né omezeni 0 < A\, < 1. Prispévek chemické vymény
k relaxacéni rychlosti je tedy obecné multiexponencidlni. Ovsem plati, ze velké
je jenom jedno, ostatni jsou podstatné mensi. Relaxac¢ni rychlosti odpovidajici
témto malym vlastnim ¢islim jsou pak velké a v métené kiivce (1.18) se projevi
pouze na samém zacatku, pricemz velmi rychle vymiraji, takze je nejsme
schopni experimentalné postihnout.

Na zavér jesté uvedeme nékteré konkrétni tvary matice K, které budou du-
lezité pro tuto praci.

Predpokladame-li, ze pravdépodobnost preskoku do stavu j je nezavisla na

pocatecnim stavu, tak matice K ma podle [7] tvar
(= o

| V%) (p2—1> Py - Y2
: : : : (1.62)

—_—

U s e

Daéle pro nas bude dilezity ptripad, kdy je nase sledované jadro vazané k
jinému jadru, které ma spin vétsi nez %. Tedy uvazme systém A, X, kde jadro
X mé spin S > % a n ekvivalentnich mérenych jader A ma spin I = % V tomto
pripadé je spektrum jader A rozstépeno J-vazbou na 2S+1 ekvidistantnich car,
kde vzdalenost téchto ¢ar je rovna skaldrni konstanté J-vazby J,y. Vybereme-
li si jednu konkrétni skupinu jader A,, tak jejich aktualni rezonanc¢ni frekvence
zévisi na aktualni z-projekci spinu jadra X.

Jadra se spinem vétsim, nez % jsou tzv. kvadrupélova, a tudiz podléhaji
relaxaci kvadrupoélovou interakci. Je-li tato interakce silna, tak jadra X v jejim
disledku velmi rychle méni sviij spinovy stav. Vysledkem jsou téz rychlé zmény
rezonanc¢ni frekvence jader A,. Pritomnost kvadrupélového jadra se pak v rela-

xaci jader A, projevi de facto jako dalsi ,falesny“ proces chemické vymeény.
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Oznacime-li jednotlivé stavy jader A, indexem m jdoucim od +S do —S (m
jsou tedy z-projekce spinu jadra X), pak lze tento ,faleSny“ proces chemické

vymény popsat matici K pro jejiz nediagonalni ¢leny plati [7]

Km,mil - Km:tl,m - (2m + 1>2(S *m+ 1)(‘9 + m>Qv (163)
(1.64)

Ostatni nediagonalni ¢leny jsou nulové. Diagonalni ¢leny jsou rovny

Km,m = _<Km,mf2 + Km,mfl + Km,erl + Km,m+2>' (165)

Pro Q plati

82
Q= Gormse (FD* L+ 5777, (1.66)

kde e%gQ/h a n jsou kvadrupolova vazebnd konstanta a parametr asymetrie
jadra X.

Dale, predpokladame-li splnéni podminek extrémniho ztzeni, plati
RX =2(25 —1)(25 + 3)Q, (1.67)

kde R:* je spin-miizkova relaxa¢ni rychlost jader X.

1.5 Translacéni diftze

Molekuly, nebo obecné libovolné ¢éstice, v roztoku podléhaji ndhodnému
pohybu, diky kterému v ¢ase ndhodné méni svoji pozici. Tento nahodny pohyb
se nazyvame Brownovym pohybem, nebo téz translacni difizi a lze jej charak-
terizovat translacnim diftznim koeficientem D.

Pro transla¢ni difizni koeficient D plati zndmy Stokes-Einsteintuv vztah [8]—

[10]

D= tol (1.68)

T 6mnry’

kde T' je termodynamicka teplota, n je viskozita kapaliny, k5 je Boltzmanova

konstanta a r je hydrodynamicky polomér sledované molekuly (¢astice).
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Na hydrodynamicky polomér r; lze nahlizet jako na polomér hypotetické
tuhé koule, ktera ma stejny diftizni koeficient jako studovand castice. Prostred-
nictvim tohoto parametru tedy Stokes-Einsteiniiv vztah dava do souvislosti
diftzni koeficient a velikost studované molekuly (¢éstice).

Dolni mezi hydrodynamického poloméru r; je van der Waalstiv polomér
T,aw Pricemz rovnost ry; =, plati pouze pro kompaktni molekuly, které
nemaji pristupné dutiny [11]. Horni mezi hydrodynamického poloméru je krys-
talograficky polomér ryp,, . Pro urceni krystalografického poloméru je potieba
znat objem jednotkové krystalografické bunky studované molekuly. Tento ob-
jem se podéli poc¢tem molekul obsazenych v bunce a ze ziskaného objemu se

vypocte polomér koule, jez mé stejny objem [11].

1.5.1 Méreni translacni difiize pomoci NMR
Translacni diftzni koeficient 1ze mérit pomoci NMR. Vyuzivaji se k tomu
pulzni gradienty magnetického pole, které ndm umoznuji oznacit molekuly na-

priklad v zavislosti na jejich z-soutadnici.

90° 90° RF pulsy
T v
I J
A . v gradientni
g; g, pulsy
5 3

Obrazek 1.5: Sekvence Stejskal-Tannerova stimulovaného spinového echa.

7 je doba mezi prvnim a druhym 90° pulsem, 7 je doba mezi druhym a

tretim 90° pulsem, ¢ je doba trvani gradientniho pulsu, g, znaci gradienti
puls v ose z a A je doba mezi gradientnimi pulsy.
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Jednou z nejjednodussich pulznich sekvenci pro méteni translacni diftize je
Stejskal-Tannerovo stimulované spinové echo — viz. obrazek 1.5 [12]. Princip
této sekvence je zalozen na aplikaci gradientu vnéjsiho magnetického pole o
velikosti G. Tento gradient je aplikovan ve sméru statického magnetického pole
B,. Béhem tohoto gradientniho pulsu je magnetické pole ve sméru osy z zavislé

na z-souradnici a je dano vztahem
B(z) = By + G(2). (1.69)

Disledkem je, ze Larmorova frekvence w, daného jadra také zavisi na z-

souradnici

wo(z) = —(By + G(2)). (1.70)

Pozice daného jadra podél osy z je pak zakdodovana ve fazovém tihlu

¢(z) = —wo(2) 4, (1.71)
kde § je doba trvani gradientniho pulsu.
Po aplikaci druhého gradientniho pulsu se refokusuje signal pouze téch jader,
které za dobu mezi gradientnimi pulsy A nezméni svoji z-ovou polohu. Ostatni

jadra do signdlu neprispéji. Pro detekovany signal pak plati rovnice [12]

I(27,G) = 1(27,0) exp [—72G?*52(A —2)], (1.72)

3
kde I(27,G) je intenzita v ¢ase 2t s aplikovanym gradientnim pulsem intenzity
G, 1(21,0) je intenzita v ¢ase 2t bez aplikace gradientniho pulsu a A — g je tzv.
diftizni cas.

Difizni koeficient D lze ur¢it namérenim intenzity signalu pro nékolik hod-

not intenzit gradientnich pulsi G a naslednym fitem rovnici (1.72).

1.6 Relaxivita MRI kontrastnich latek

Zobrazovani pomoci magnetické rezonance (MRI) je jednou z velmi pfinos-

nych neinvazivnich diagnostickych metod v soucasné medicinské praxi. Prti
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téchto vysetrenich se casto vyuziva kontrastnich latek, které zvysuji citlivost
zobrazovani v nékterych tkanich.

Princip tué¢inku kontrastnich latek spociva ve zvysSeni relaxacnich rychlosti
jader 'H molekul vody v tkanich. Ué¢inek kontrastnich latek na relaxa¢ni rych-
losti (R, a R,) se popisuje pomoci takzvané relaxivity r; kterd je definovana
vztahem

Rk = Tickr + By m,01 =12, (1.73)
kde ¢y, je molarni koncentrace kontrastni latky, R, ;-; je spin mrizkova, resp.
spin-spinova relaxacni rychlost jader 'H v molekuldch vody za pritomnosti kon-
trastnf latky a R; y o je spin mrizkovd, resp. spin-spinova relaxacni rychlost
jader 'H v molekulach vody bez pritomnosti kontrastni latky.

Nejcastéji se jako kontrastni latky pouzivaji slouceniny vykazujici obecné
magnetické vlastnosti (paramagnetické, superparamagnetické,...). Nejzndméj-
$imi kontrastnimi latkami jsou v soucasné dobé komplexy chelatt obsahujici
paramagneticky iont gadolinia Gd* (napr. Gd-DOTA). Tyto magnetické latky
vytvareji lokalni nehomogenity vnéjsiho statického pole. V diisledku toho méni
rezonancni frekvenci jader 'H ve svém okoli a tudiz méni i jejich relaxacni
rychlosti.

V této praci se zamérime na superparamagnetické nanocastice, které ovliv-
nuji predevsim spin-spinovou relaxac¢ni rychlost. Prispévek superparamagnetic-
kych castic k spin-spinové relaxac¢ni rychlosti zavisi na velikosti charakteristic-

kého diftizniho korela¢niho ¢asu molekuly vody

d> (1.74)

TH = —9%
D ™ 4Dp,o
v porovnani se zménou Larmorov éni frek jader 'H ik
p y rezonancni frekvence jader na rovniku
¢astice

Aw = 3 poy My, . (1.75)
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Vyznam veli¢in ve vztazich (1.74) a (1.75) je nasledujici: d je prumér mag-
netickych cdstic, Dy, o je samo-difuzni koeficient molekul vody, p1, je permea-
bilita vakua, v je gyromagneticky pomér jader 'H a M, je objemova magneti-
zace Castic.

Plati-li Redfieldova podminka 7, <« (Aw)™!, pak se nachézime v takzvaném
rezimu ,,pohybového stredovani“ (MAR, z anglického ,,motional averaging re-
gime®). V tomto rezimu se molekuly vody v okoli ¢astice pohybuji velmi rychle
a citi sirokou skélu lokalnich magnetickych poli, které jsou efektivné casové
stredovany. Tento rezim plati pro malé Céastice a pro spin-spinovou relaxacni

rychlost jader 'H molekul vody v ném plati vztah [13]-[15]

Rz,MAR = %fTD(AW)2> (1.76)
kde f je objemovy podil ¢astic v suspenzi.

Roste-li velikost ¢astic, pak se molekuly vody v jejich okoli za¢inaji jevit jako
stale vice a vice statické a difiize molekul vody neni dostatecné rychla, aby
stfedovala variace lokdlniho magnetického pole. Pokud plati 7, > (Aw)™!, pak
se nachdzime v rezimu ,statického rozfizovani“ (SDR, z anglického ,static
dephasing regime*) [16], [17]. Relaxa¢ni rychlost v tomto rezimu nabyvé svého
maxima, které nezavisi na samo-difizi vody a je primo umérné rozfazovani

zpusobeném rozptylem Larmorovych frekvenci jader 'H [18]

Ry spr = 505 fAw. (1.77)
Rovnice (1.77) zanedbava vliv refokusujicich pulsi. Ve skuteénosti tato rov-
nice plati pro pri¢nou relaxaci signalu volné precese, ktera se bézné oznacuje
R;. V oblasti 5/Aw < 17 < 20/w vsak predstavuje dobrou aproximaci [19].
Nicméné pokud nastane pripad, kdy 7, > ¢ kde t

je echo-cas v sekvenci

echo» echo

CPMG, pak je tfeba pracovat s modelem c¢asteéného refokusovani (PRM, z an-

glického ,,partial refocusing model®) [14].
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2 Chemicka vyména ve smeésich
lehké a tézké vody

2.1 Motivace a cile

Voda je jednou z nejvice zastoupenych latek na planeté Zemi a ma zcela
zdsadni vyznam pro zivot. Struktura molekuly vody je velmi jednoducha.
Sklada se ze dvou atomu vodiku kovalentné vazanych na atom kysliku. Nelze
ovsem Tict, ze by voda jako takova byla jednoduchou slouceninou.

Mimo jiné je voda zajimava fadou anomdlnich vlastnosti, pficemz ptvod
fady z nich nebyl dodnes presvédcéivé objasnén. Velmi znamé je maximum hus-
toty v okoli 4 °C, ale je zde i fada méné zndmych anomalii — podle [20] méa
voda pres 70 anomalnich vlastnosti. Mezi né naptiklad patii anomalie izoter-
mické kompresibility ¢i anomalie specifické tepelné kapacity pri konstantnim
tlaku.

Obecné se predpoklada, ze tyto unikatni vlastnosti jsou disledkem struktur-
nich a dynamickych vlastnosti molekularnich siti pospojovanych vodikovymi
mistky, jichz voda tvori velmi mnoho. Ovsem konkrétni predstava o takovéto
supramolekularni strukture a jeji dynamice je stidle predmétem debat a dosud
se vyviji [21],[22].

Snaze objasnit tyto anomalni vlastnosti byla v minulosti vénovana rada jak
experimentalnich, tak i teoretickych studii v ramci nichz byla navrzena rada
hypotéz. Nicméné ptvod téchto anomalii je stdle predmétem debat a od jeho
uplného pochopeni jsme stale daleko. Aktualni hypotézy lze rozdélit do tii sku-
pin [23],[24]:

1. ,stability-limit scenario®,

2. ,singularity-free scenario®,
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3. ,second-critical-point scenario®.

,Stability-limit scenario® predpokladé existenci retrakéni spinodalni krivky
v PT diagramu a termodynamické anomalie prisuzuje blizkosti k této ktivce.

ySingularity-free scenario” spojuje anomalie s lokalnimi fluktuacemi hustoty
se souhrou mezi objemovym chovanim a chovanim entropie, které vysvétluji
anomalni narust funkce odezvy bez pritomnosti singularit.

,Second-critical-point scenario®. Tato teorie predpoklada existenci fazové ko-
existenéni krivky prechodu prvniho fadu mezi dvéma strukturnimi typy ka-
palné vody (LDL - ,low density liquid“ a HDL - ,high density liquid“), ktera
konéi v kritickém bodé existujicim v metastabilnim stavu. Termodynamické
anomalie tento model pfisuzuje kritickym jeviim spojenych s timto kritickym
bodem.

Konkrétni mozné podoba LDL a HDL struktur byla navrzena M. Chaplinem
[25]. Existuji i experimentalni nédznaky existence téchto struktur, které byly
pozorovany rentgenovou spektroskopii [26]. OvSem o rychlosti konverze mezi
témito dvéma strukturami a o dobé zivota takovychto struktur konkrétni pred-
stavy chybi. Pouze je zndmo, ze doba Zivota vodikové vazby ve vodé je v radu
desitek pikosekund [27], z ¢ehoZ ovSsem nutné neplyne, Ze doba Zivota celého
clusteru je srovnatelna.

Jadernd magnetické rezonance (NMR) vysokého rozliseni je technika, ktera
ma Tadu nastroji pro studium dynamickych procesi v casové sSkdle od
pikosekund po sekundy.

Procesy v oblasti piko- az mikrosekund, coz jsou predevsim molekularni ro-
tace a procesy velmi rychlé chemické vymeény (v nasem piipadé odpovidajici
dobé zivota jednotlivych vodikovych vazeb), lze studovat prostfednictvim spin-

mrizkové relaxace.
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Procesy chemické vymény (konformacéni zmény, tvorba molekulovych kom-
plext, vznik a rozpad vodikové vazanych clustert, ...) v milisekundové ¢asové
skale lze studovat prostiednictvim spin-spinové relaxacni doby, zejména diky
jejl zavislosti na vykonu pri¢ného radiofrekvenéniho pole. Moznymi implemen-
tacemi je zavislost pricné relaxacni doby na nastaveni echocasu v sekvenci mno-
honésobného spinového echa (CPMG) anebo zdvislost podélné relaxacéni doby
v rotujici soustavé soutadné (T;,) na intenzité pii¢ného pole.

Zajimavé je, ze NMR relaxace vody byly hojné studovany v 50. - 60. letech
minulého stolet{ [28],[29], ale poté doslo k itlumu téchto studii, aniz by ptinesly
presvédcivé zavéry.

Napiiklad Meiboom [29] méfil zdvislost T, na intenzité spin-locku, kterou
lze studovat chemickou vyménu v milisekundové casové skale. Namérena data
interpretoval tak, ze se jednd o vyménu vodikti mezi molekulami H,O s izotopy
kysliku 'O a 'O zprostiredkovanou ionizaci vody — tedy preskoky protonu mezi
molekulami H,O, H;O* a OH". Tato interpretace je vSak velmi netypicka, nebot
autor vidi odliSnost stavi (mezi kterymi dochazi k vymeéné) danou odlisnosti
J-vazby v obou izotopomerech (92 Hz v ptip. 17O, 0 Hz v ptip. *O). V soucasné
dobé se podobna pozorovani standardné interpretuji jako chemickd vymeéna
mezi stavy s odlisSnych chemickym posunem.

Nutno ovSsem podotknout, ze samotné méreni NMR dat na vzorcich vody
predstavuje velkou vyzvu. Je tieba se vyporadat s vysokou intenzitou signalu
daného vysokou koncentraci jader vodiku ve vzorku — pro 100 % H-.O je to
priblizné 110 mol I''. S tim souvisi jev zvany radiacni tlumeni, ktery negativné
ovlivinuje méreni. Dalsi experimentalni obtizi, se kterou se autor této prace
setkal jiz v minulosti, je samotnd priprava vzorku.

Déle i interpretace NMR méreni je velkou vyzvou, a to zejména vzhledem k
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nutnosti vyuziti jader vodiku, na ktera plisobi vzdy rada magnetickych inter-
akci od okolnich jader vodiku, a navic podléhaji rychlé chemické vyméné.
Cile této prace pro téma chemické vymeény ve smésich H,O a D-O jsou proto
nasledujici:
e Propracovat metodiku pripravy vzorkt smeési H.O a D;O a metodiku
meéreni relaxacnich dob na takovychto vzorcich.
e Pripravit finalni vzorky.
e Na pripravenych vzorcich namérit sérii relaxacnich dat postihujicich che-
mickou vymeénu.
e Interpretovat namérena data zejména s cilem ovérit originalni Meiboo-

movu interpretaci [29] a pfipadné zpresnit ¢i doplnit jeho vysledky.

2.2 Smeési lehké a tézké vody

Radu informaci o vodé lze nalézt na internetovych strankich prof. Martina
Chaplina z London South Bank University. [20] Zde uvedeme pouze struény

prehled informaci, které jsou diilezité pro tuto praci.

2.2.1 Struktura molekuly vody

Obréazek 2.1: Molekula vody [20].

Molekula vody se sklada ze dvou atomti vodiku a jednoho atomu kysliku. V

tézké vodé jsou misto atomti vodiku atomy deuteria.
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V molekule se nachazi celkem 8 valenc¢nich elektronti. Dva pary formuji dveé
kovalentni vazby mezi kyslikem a vodikem. Zbylé dva pary jsou volné. Tyto
elektronové pary se vzajemné odpuzuji a vznika priblizné tetrahedralni uspo-
radani elektronové hustoty kolem atomu kysliku. Disledkem je tvar molekuly,
ktery pripomina pismeno V.

Kazda molekula je celkové elektricky neutralni, ale je polarni. Na atomech
vodiku je lokalizovan c¢asteény kladny naboj, na atomu kysliku je lokalizovan
castecny zaporny naboj. V disledku tohoto je voda schopna tvorit vodikové
vazby (mustky) a také mé nenulovy elektricky dipdlovy moment.

Z ab-initio vypoétu [30] s bazi 6-31G** vychéazi délka O-H vazby 0,957854
A a vazebny thel mezi atomy vodiku 104.50°. V piipadé tézké vody je délka
O-D vazby 0,957835 A a vazebny thel 104.49°.

Van der Waalstiv polomér molekuly vody je piiblizné 1,6 A. [20]

2.2.2 Cistota a sloZeni vody

Normalni ¢istd kapalnd voda obsahuje fadu molekul a iontu [31]. Napriklad
H,0, HDO (~ 102 %), H;0* a OH- (» 106 %), H,0, (~ 107 %), CO, (~ 101
%), Oz (» 107* %), a N» (~ 1072 %). Voda dle videnského standardu primérné
morské vody (VSMOW?2) obsahuje 99,984426 atomarnich % 'H, 0,015574 ato-
méarnich % 2H, 1,85x107" atomdrnich % *H, 99,76206 atoméarnich % '°O,

0,03790 atoméarnich % 'O a 0,20004 atomdarnich % *O [32].

2.2.3 Vodikové vazby

Kapalné voda tvori priblizné stejny pocet vodikovych vazeb jako kovalent-
nich vazeb. Vodikova vazba je disledkem elektrostatické interakce castecné
kladné nabitého vodiku jedné molekuly s ¢astecné zaporné nabitym kyslikem
sousedni molekuly. Presnéji je vodikova vazba ve vodé z cca 10 % kovalentni a

z cca 90 % je tvorena elektrostatickou interakei mezi dvéma dipély|[33].
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Vodikova vazba je silnéjsi, nez van der Waalsova interakce. Dusledkem je, ze
molekuly vody jsou o cca 15 % bliZe sobé nez v piipadé kapaliny, ve které by
mezi molekulami byly pouze van der Waalsovy interakce. Je to také divod,
proc¢ je voda za norméalnich podminek kapalné. Oproti tomu jsou vsak vodikové
vazby smérové, ¢imz se snizuje pocet molekul v okoli dané molekuly na cca 4.

Vytvorenim jedné vodikové vazby si molekula zvysi schopnost vytvorit dalsi
vodikovou vazbu. V molekule, jez je donorem vodiku, totiz dojde ke zvySeni
elektronové hustoty v oblasti jejich volnych part. Tim se zvysi jeji schopnost
prijmout dalsi vodik do vodikové vazby. Podobné v molekule, jez je akceptorem
vodiku, dojde ke snizeni elektronové hustoty na jejich vodicich a na jejim zby-
vajicim volném paru. Tim se zvysSuje jeji schopnost byt donorem vodiku,
nicméné schopnost byt akceptorem dalsiho vodiku se snizi. Dusledkem téchto
zmén elektronové hustoty je jednak kooperativita (prijeti vodiku zvysuje schop-
nost byt donorem vodiku) i antikooperativita (prijeti vodiku snizuje schopnost
prijmout druhy). Kooperativni tvorbou vodikové vazby se prodlouzi kovalentni
vazba vodiku a kysliku ale také se zkrati vodikova vazby s druhou molekulou a
zkrati vzddlenosti mezi atomy kysliku obou molekul [34],[35].

Disledkem zmény délky vodikové vazby je i zména sily vodikové vazby. Sila
vodikové vazby je také zavisla také na tom, zda je vazba prima. Kapalna voda
je smési kratkych, primych a silnych vodikovych vazeb a dlouhych, ohnutych a

slabych vodikovych vazeb s fadou mezistavi mezi témito dvéma extrémy.

Obréazek 2.2: Pramérnd struktura dimeru vody [20].

Primeérna struktura dimeru vody pri teploté 4 °C je ukazana na obrazku

2.2. Tato struktura byla ziskdna ze studii magnetického stinéni protoni ve
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vodé. Délka vodikové vazby je zavisla na teploté a tlaku, zatimco délka kova-
lentni O-H vazby na teploté a tlaku zdvisi podstatné méné [36].

Obecné se predpoklada, ze se v kapalné vodé vytvari molekularni clustery.
O strukture a dynamice téchto clusteri se vSak prilis mnoho nevi. Existuji ab
initio vypocty struktur izolovanych clustert ruznych velikosti (napf. [37]),
nicméné struktura a dynamika realnych clusteri je stdle predmétem diskusi

[20].

2.2.4 Ionizace molekul vody

Ionizaci vody je déj, pti kterém se molekuly H,O rozpadaji na ionty H' a
OH- Pric¢inou tohoto exotermického déje jsou fluktuace elektrického pole mezi
sousedicimi molekulami, které jsou zptsobeny molekularnimi libracemi. Vétsi-
nou dochazi k velmi rychlé rekombinaci takto vzniklych dvojic iontdh H" a OH
. Obcas vsak (pri 25° C jednou za cca 8 hodin na molekulu) dojde k oddéleni
téchto iontt. Iont H* pak okamzité hydratuje za vzniku iontu H;O™ Ionty H;O*
a OH- jsou stabilizovany tvorbou vodikovych vazeb a solvataci.

Proces ionizace vody popisuje chemicka rovnice

2 HQO — I‘Ig()Jr + OH’ . (21)
Rovnovazna koncentrace iontth H;O" se udava pomoci pH
pH = —log,[H;07], (2.2)
kde hranaté zavorky zna¢i molarni koncentraci. Za standardnich podminek ma
voda pH = 7.
Dale se pro popis ionizace zavadi iontovy soucin
K, = [H;0][OH]. (2.3)
Tontovy soucin je zavisly na teploté a tlaku, pricemz tato zavislost se lisi pro
lehkou a tézkou vodu. Z obrazku 2.3 (pKy, = —log,,Ky,) je vidét, ze tézka

voda ionizuje méné. To je diisledkem toho, ze mezi deuteriem a kyslikem je
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silnéjsi vazba nez mezi vodikem a kyslikem. Ta je silnéjsi z divodu, ze energie
nulovych kmita tézké vody je nizsi nez u lehké vody. Deuterium je totiz tézsi

nez vodik [38].
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Obréazek 2.3: Zavislost pK;, lehké a tézké vody na teploté [20].

2.2.5 Diftze iontd HzOT a OH-
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Obrézek 2.4: Grotthussiv mechanismus pro diftizi iontu H;O" [20].
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Obréazek 2.5: Grotthussiv mechanismus pro diftzi iontu OH- [20].

Protony a hydroxidové ionty ve vodé podléhaji velmi rychlé diftzi. Pricemz
difize protonu je priblizné dvakrat rychleji nez diftize hydroxidovych iontu.
Tento zavér byl vSsak uc¢inén z métreni driftové pohyblivosti iontti H* a OH v
elektrickém poli 100 V m-!. Skute¢ny diftzni pohyb téchto iontt tedy muze byt
mensi.

Mechanismus, popisujici diftizi téchto iontii se nazyva Grotthussiiv mecha-
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nismus. Podstatou tohoto mechanismu jsou termélné indukované preskoky pro-

tond mezi molekulami pres vodikovou vazbu (viz. obr. 2.4 a 2.5) [39], [40].

2.2.6 Rovnovaha molekul H.O, DO a HDO

Disledkem Grotthussova mechanismu je, ze se ve smési H,O a D,O po case
ustanovi rovnovaha molekul H,O, D,O a HDO.

Za predpokladu, ze v rovnovaze je rozdéleni atomu vodiku a deuteria v jed-
notlivych pozicich na kyslicich zcela ndhodné, pak lze ze statistiky odvodit

nasledujici vztahy pro molarni zlomky molekul H,O, D-O a HDO

Ti,0 = T, (2.4)
Tppo = 27o(1 — ), (2.5)
Tp,o = (1— %)2, (2.6)

kde z, je poc¢atecni namichany molarni zlomek molekul H>O.

Vysledky prace [41] ukazuji, Ze je mirné uprednostnéna tvorba molekul H,O
a D>O nad molekulami HDO. Napriklad pro z, = 0,5 vychdzi xpy o = 2p o =
0,254 a wypo = 0,491. Zatimco podle vztahi (2.4)-(2.6) vychdzi zp o =

':ED2O - 0,25 a 'THDO — 0,5.

2.2.7 Relaxace vlivem dipé6l-dipé6lové interakce ve vzorcich

vody
Vztahy uvedené v kapitole 1.3.3 lze velmi dobte pouzit v pripadé, kdy se
interagujici jaderné momenty nachazeji uvniti jedné molekuly, to jest nedochazi
k mezimolekuldrnim interakcim.
Toto je splnéno napriklad pro relaxaci jadra *C v uhlovodicich. Jelikoz pri-
rozené zastoupeni jadra C je 1,11%, tak muzeme predpoklddat, Ze interaké-
nimi partnery jsou jadra 'H v nejblizsim okoli tohoto jadra C. Mezimoleku-

larni interakci muzeme vétsinou zanedbat, protoze dipdél-dipdlova interakce
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klesa s treti mocninou vzdalenosti a jadro '*C ma priblizné 4-krat mensi gyro-
magneticky pomér nez jadro vodiku. Relaxace jsou v takovémto pripadé cen-
nym zdrojem informaci o rotac¢nich pohybech molekul a o intramolekularni
dynamice.

V pripadé vody je ale situace komplikovanéjsi. Molarni koncentrace vody je
55,3 mol I' a molarni koncentrace jader vodikii v ni je dvojnasobnda. Jedna se
tedy o velmi koncentrované médium. V interakénim dosahu daného jadra je
nejen sousedni jadro vodiku primo vazaného v molekule vody, ale i mnoho jader
z okolnich molekul.

Kromé intramolekuldarni interakce (tj. interakce mezi jadry vodika pfimo
vazanych v molekule) tedy ve vzorcich smési lehké a tézké vody nabyva vy-
znamu i mezimolekularni interakce. Ta je spojena predevSim s molekuldrni
translaci.

Mérenim relaxacéni rychlosti dostaneme pouze superpozici intramolekular-
niho a mezimolekularniho prispévku. Separatné tyto prispévky zmérit nelze a
zbyva ndm pouze moznost jeden z téchto prispévkil semiempiricky odhadnout.

Odhad intramolekularniho prispévku zpracovali autori Bloembergen, Purcell
a Pound v praci [42]. Oznac¢ime-li vzdélenost mezi protony v molekule vody

jako 7, pak podle [42] pro intramolekuldrni piispévek plati vztah

4 12 T T,
R{nt’r’a __ 3 yuh ( c = + 27, )7 (27)

10 % Mtwd 1+4w?,72

ktery v podminkach extrémniho ztZeni (w?7? < 1) piejde do tvaru

4 h2
Rirtra = 3713 2.8
1 10 T?JH c ( )

Pri odhadu korela¢niho ¢asu 7, autori vysli z Debyeovi teorie dielektrické

disperze v polarnich rozpoustédlech a uvedli pro néj vztah

4 3
7, = (29)

kde a je polomér koule, kterou aproximujeme molekulu vody, n je viskozita
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vody, kp je Boltzmanova konstanta a T' je termodynamicka teplota.
Vyse uvedené vztahy plati pro vzorek cisté lehké vody. V pripadé smési lehké
a tézké vody je potfeba do vztahu (2.9) dosadit viskozitu dané smési misto

viskozity vody.

2.2.8 Relaxace vlivem anizotropie chemického stinéni ve

vzorcich vody
Podobné jako v pripadé dipol-dipolové interakce je ttfeba prispévek anizot-
ropie chemického stinéni k celkové relaxaci ve vzorcich smési lehké a tézké vody
odhadnout.
Odhad tohoto pfispévku lze nalézt v ¢lanku [43]. Autori Modig a Halle
v ném zavedli parametr anizotropie chemického stinéni stfedovany pres vib-
raéni stavy (Ao),,, ktery dosadili do vztahu (1.36). Pro tuto veli¢inu nalezli

experimentalni vztah

(Ao, = 28,64 — 0,0432¢, (2.10)

kde ¢ je teplota ve °C. (Ac), pak vychéazi v jednotkach ppm.
Korela¢ni cas 7, v (1.36) nahradili efektivnim korela¢nim casem T;f !, pro

néjz nalezli vztah
7T =480 n(T) (% + 9,20 x 1074), (2.11)

kde n je viskozita dosazovana v cP a T je teplota v K. Efektivni korelacni cas

pak vyjde v pikosekundach.

2.3 Experimentalni cast

2.3.1 Radiac¢ni tlumeni
Dilezitym aspektem, ktery negativné ovliviiuje NMR méfeni na vzorcich
vody a tézké vody je radiacni tlumeni. Tento jev se vyskytuje pfi méreni na

vzorcich s velmi silnym NMR signalem. Voda velmi silny signal mé, nebot ma
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velmi velkou molérni koncentraci atomu 'H — 110,6 mol I'. Popisem radia¢niho
tlumeni se zabyva prace [44].

Podstata radia¢niho tlumeni je nasledujici. Méjme rovnovaznou magnetizaci
M, orientovanou ve sméru statického magnetického pole B,,. Vychylime-li tuto
magnetizaci radiofrekvenc¢nim pulsem o thel 6, pak magnetizace zacne konat
precesni pohyb pod timto tthlem kolem sméru statického pole (relaxaci nyni
pro jednoduchost neuvazujme). Dusledkem je, ze ndm v roviné xy rotuje slozka
magnetizace o velikosti Msinf. Tato rotace pri¢né slozky magnetizace indukuje
v rezonan¢nim obvodu sondy proudy, které vytvareji dodatec¢né radiofrekvencni
pole B, (pole radia¢niho tlumeni), které ptsobi na soubor spini ve vzorku.
Toto pole lezi v roviné xy a je kolmé na projekci magnetizace do roviny xy.
Jeho velikost je dana vztahem

B, = 27Q f M,sind, (2.12)
kde @ je faktor kvality charakterizujici rezonanc¢ni obvod sondy a f je faktor
plnéni udavajici vyplnéni civky vzorkem.

Pritomnost tohoto pole radia¢niho tlumeni lze zahrnout to Blochovych rov-
nic [44]. Vznikl4 soustava je vsak natolik slozitd, ze ji nelze analyticky Tesit.
Lze to pouze za velmi omezujicich predpokladi — napriklad “vypneme-li” spin-
miizkovou relaxaci (viz. napr. [44], [45]). Proto je tedy nutné radia¢ni tlumeni
potlacit.

Radia¢ni tlumeni a metody jeho potlaceni byly v této praci podrobné stu-
dovany a pri finalnich mérenich byly pouzity nasledujici metody.

Byly pouzity zakladni metody, které jsou odvislé od vztahu (2.12) — viz.
napiiklad [46]-[48]. Pro méreni byla pouzita QNP sonda, jejiz rezonanéni obvod
byl zatlumen pomoci pridaného odporu. Tim byl snizen faktor kvality (). Dale
misto standardnich tenkosténnych NMR kyvet byly pouzity tlustosténné ky-

vety. Standardni 5 mm kyveta ma vnitini primeér 4,2 mm, u tlustosténné je to
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2,16 mm. Tim byl snizen faktor plnéni f priblizné 3,8-krat. Jesté tenci, napii-
klad kapilarni kyvety nebylo mozné pouzit. Divodem jsou vysoké pozadavky
na cistotu vzorku, které vyzadovaly specialni metody pripravy vzorki, které
pouziti kapildrnich kyvet neumoznily.

Dale byly pouzity specidlni pulsni sekvence urcené pro potlaceni radiacniho
tlumeni.

Radiac¢ni tlumeni se pri méfeni 7} metodou Inversion Recovery projevuje
tim, ze dodatecné pole radiacniho tlumeni sklapi magnetizaci smérem k rovno-
vazné poloze. Spinovy systém tak dospéje do rovnovahy rychleji, nez by odpo-

vidalo spin-mfizkové relaxaci [49].

'H

D1 DP2DGP D16 tziz: DPI

o

D1 DP2DGP D16 tzz: DP1

Z -gradient

Obrazek 2.6: Sekvence Inversion Recovery s gradientnim pulsem.
D1 je opakovaci doba, DP1 je délka m/2-pulsu, DP2 je délka m-pulsu, DGP je
délka gradientniho pulsu, D16 je ¢ekaci doba po gradientnim pulsu, t,,;y je
smeésovaci perioda a AQ znaci akvizici dat.

Tento projev lze potlacit modifikaci sekvence Inversion Recovery podle ob-
razku 2.6 [50]. V této sekvenci je za m-pulsem aplikovdn gradientni puls v ose
z. Tento gradientni puls rychle rozfazuje pri¢né slozky magnetizace, ¢imz se
projekce magnetizace v roviné xy stfeduje k nule. Tim dojde k potlaceni radi-
ac¢niho tlumeni.

V pripadné méreni T, byla pouzita standardni sekvence CPMG jez je sama
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za urcitych okolnosti schopna radia¢ni tlumeni potlacit [51]. Na radiacni tlu-
meni lze v jednoduchosti nahlizet tak, ze jde o ,,pulsni jev®. Nejprve se v rezo-
nanc¢nim obvodu volnou precesi magnetizace naindukuje dostatecné radiofrek-
vencni pole. To sklopi magnetizaci o néjaky thel. Pak nasleduje dalsi volné
precese magnetizace a vSe se opakuje. Tomuto ,,pulsovani® lze priradit charak-
teristicky ¢as tp . Je-li echo-Cas v sekvenci CPMG maly ve srovndni s ), pak
sekvence CPMG radiac¢ni tlumeni potla¢i podobné jako vliv nehomogenit sta-
tického pole:

Prvnim 7/2-pulsem se magnetizace sklopi do roviny xy. Béhem doby ¢, /2
dojde ke sklopeni magnetizace radiacnim tlumenim nékam mezi rovinu xy a
osu z. Nésledny m-puls magnetizaci oto¢i okolo osy y o thel 7. Béhem dalsi
vyvojové doby t,.,,/2 dojde ke sklopeni magnetizace radia¢nim tlumenim zpét
do roviny xy. Amplituda magnetizace v roviné xy je zkracena T, relaxaci. S dal-
simi m-pulsy se vSe opakuje.

Drobnou komplikaci je to, ze ¢t je obtizné urcit. Proto je tfeba pfi méreni
zavislosti T, na echo-Case v delsich echo-casech dbat obezietnosti. Je tieba
kontrolovat namérené zavislosti intenzity signalu spinového echa na poctu ech
(1.18). Ovlivnéni radia¢nim tlumenim lze rozpoznat tak, ze fit zavislosti (1.18)
v datech ,nesedi“, protoze data pro velké pocty ech nekonverguji k nule [51].

Vyse popsanymi pouzitymi metodami potlaceni radia¢niho tlumeni bylo do-
sazeno moznosti méreni relaxac¢nich parametr na vzorcich o koncentraci H,O

do 30 %.

2.3.2 Metoda cisténi vzorkt

Dalsim dulezitym aspektem, kterému je potieba vénovat peclivou pozornost
je Cistota pripravenych vzorkt. V kapitole 2.2.2 bylo uvedeno, ze voda obsahuje
radu primeési, které mohou ovlivnit vysledky méreni relaxa¢nich dob. Naptiklad

je ve vodé rozpustén kyslik (O,). Ten je paramagneticky a zkracuje relaxacni
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doby jader 'H, nebot k nim prispiva paramagnetickou interakci. Dale se ve vodé
rozpousti oxid uhli¢ity (CO,). Na jeho koncentraci zavisi hodnota pH vzorku,

pricemz pH muze ovliviiovat rovnovahu chemickych procest.

Dri-Block

,'7 —+- 7 7: ‘
, S

8

Obrazek 2.7: Destila¢ni aparatura z kfemenného skla. Aparatura se
sklada z Erlenmeyerovy banky, kterd je umisténa ve vyhiivaném duralovém
bloku. Néasleduje nastavec, ktery vede primo do kapilary pomoci niz se
destiluje primo do kyvet. Pouziti chladic¢e nebylo pri destilaci potieba.
Naopak pary kondenzovaly v mistech, kde to nebylo zadouci. Proto nastavec
a hrdlo banky byly z vnéjsi strany vyhiivany odporovym topenim (pod
alobalem).

Metody cisténi vzorki byly v této praci podrobné studovany. Na zakladeé
téchto studii byl navrzen nasledujici postup pripravy vzorki:
Pro pripravu vzorku byla pouzita deionizovand H,O porizena na fyziologic-

kém Ustavu Akademie Véd v Praze. Jeji konduktivita pii odbéru byla
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0,05 uScm™?! (pti 25 °C). Ta byla skladovana v kiemennych lahvich o objemu
250 ml. Dale byla potizena nizko-paramagneticka D>O od Cambridge Isotope
Laboratories, Inc. Izotopové zastoupeni deuteria v této D,O podle certifikace
vyrobce bylo 99,89 %. Vyrobcem udané konduktivita byla 0,5 uScm™" (pfi 25
°C). Tato D,O byla skladovana v dodanych 100g plastovych lahvich.

Pro cisténi zasobnich roztokt pred smichanim byla navrzena destila¢ni apa-
ratura z kfemenného skla (viz. obr. 2.7). Ta byla na konci zakoncena ptiblizné
1,5 mm tlustou kapilarou, tak aby bylo mozné destilovat primo do kyvet. Apa-
ratura byla umisténa do rukavicového boxu s dusikovou atmosférou s mirnym
pretlakem.

Zéasobni roztoky byly dvakrat destilovany pod bodem varu. Konkrétné pri
98 °C. Nizsi teplotu neumoznila ¢asova naroc¢nost procesu.

Pred kazdou finalni destilaci byla aparatura procisténa prodestilovanim vel-
kého mnozstvi daného zasobniho roztoku. Nejprve bylo prodestilovano a vyho-
zeno priblizné 50 ml daného zasobniho roztoku. Poté bylo nadestilovano pfi-
blizné 100 ml prvniho destildtu do kifemenné destila¢ni banky. Po-té bylo pro-
destilovano a vyhozeno cca 25 ml prvniho destilatu. Nasledné byl druhy destilat
nadestilovan ptimo do kiremenné tlustosténné kyvety. Takto bylo postupovano
nejprve s HO a pak s D2O. Pri destilaci bylo vzdy postupovano tak, aby byla
predestilovana maximalné polovina vstupniho objemu daného zasobniho roz-
toku a prvniho destilatu.

Kfemenné kyvety byly pfi cekdni mezi jednotlivymi destilacemi uzavieny
teflonovym ventilkem.

Po destilaci byly vzorky nésledné odplynény 5-ti cykly metody Freeze-
Pump-Thaw (FPT). Pfi této metodé se vzorek zmrazi. Nasledné se evakuuje

prostor nad vzorkem. A v poslednim kroku se uzavte privod k vyvévé a vzorek
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se necha roztat. Tento postup se nékolikrat opakuje. P1i roztati vzorku se vy-
rovnaji parcidlni tlaky plynd nad vzorkem a plyni rozpusténych ve vzorku.
Tim se po nékolikerém opakovani postupu snizi koncentrace rozpusténych
plynt.

Po poslednim zmrazeni a evakuovani byla kyveta napusténa 0,2 bary inert-
niho kryptonu. Nasledné zatavena pomoci sklarského kahanu na smés propan-
butanu a kysliku. Krypton byl do kyvety pfidan pro zvyseni tlaku v kyveté.

Duvodem je nizky bod varu (pfiblizné 20°C) vzorku bez pfidané atmosféry.

2.3.3 Parametry pripravenych vzorki

Pro studium vlivu ¢istoty vzorkli na méreni relaxac¢nich parametra byl po-
stupem popsanym v kapitole 2.3.2. pripraven vzorek 2-krat pod bodem varu
destilované 99,89 % D»O. Vzorek byl pripraven do tlustosténné kifemenné 5 mm
kyvety. V ni byl odplynén 5-ti cykly FPT. Nad hladinu byl napustén krypton
o tlaku 0,2 bar. Nasledné byl zataven. Pro tento vzorek zavedeme oznaceni
,vzorek 0%

Pro findlni méreni parametrii chemické vymény a souvisejicich relaxacnich
parametrii na smésich lehké a tézké vody byly pripraveny 4 vzorky. Oznac¢me
je ,vzorek 1¢ az ,vzorek 4“ Vzorky byly pfipraveny postupem popsanym v
kapitole 2.3.2. Jsou to tedy vzorky vyrobené z dvakrat pod bodem varu desti-
lované H,O a 99,89% D-.0O, umisténé v 5 mm tlustosténné kiemenné kyveté,
odplynéné 5-ti cykly FPT, zatavené s kryptonovou atmosférou o tlaku 0,2 bar.

Poslednim pripravenym vzorkem je ,vzorek 50¢ Ten byl piipraven ze 'O
izotopové obohacend H,O (proto je v jeho ndzvu ,,0“). Izotopové obohaceni
atomy 7O ¢inilo 10,1 %. Tato obohacend H,O byla v malém mnozstvi ptimo
pridana do kyvety bez destilace. Destilovat ji nebylo mozné protoze ji bylo k
dispozici pouze 1 ml ve sklenéné ampulce. Jinak se postup pripravy vzorku 50

nelisil od postupu pripravy vzorka 1-4. D,O pro jeho pripravu destilovana byla.
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Mnozstvi H,O a D,O nadestilované do kyvet bylo stanoveno vazenim. Vazeni
bylo provedeno na analytickych laboratornich vahach. Kyvety byly pti vazeni
vzdy uzavieny teflonovym ventilkem, pricemz kazdé kyveté byl pevné prirazen
dany ventilek. Nejprve byla zvazena prazdna kyveta, dale kyveta s H,O a na-
konec kyveta s HoO a D,O. Kazdé vazeni bylo provedeno 3-krat, z ¢ehoz byl
urcen prumeér. Chyba vazeni kyvet byla odhadnuta na 0,0005 g. Namérené
hmotnosti jsou uvedeny v tabulce 2.1. Z téchto hmotnosti byly vypocteny
hmotnosti pridané H,O a D,0 jez jsou taktéz uvedeny v tabulce 2.1. Prenesena

chyba takto urcenych hmotnosti H.O a D,O je 0,0007 g.

Tabulka 2.1: Naméfené hmotnosti prazdnych kyvet (my,,,), kyvet s H,O
(Myypim,0), kyvet s HO a DO (Myypin,04p,0) @ Vypoctené hmotnosti HoO
(my,0) a D:O (mp,q) v pripravenych vzorcich.

Vzorek My, (8) My 11,0 (8) Miyy+1,0+0,0(8) my,o(g8) mp,o(8)
Vzorek 1 10,1256 10,1256 10,3138 0,0000 0,1883
Vzorek 2 10,8890 10,8955 11,1437 0,0066 0,2482
Vzorek 3 10,9278 10,9754 11,2285 0,0476 0,2532
Vzorek 4 10,8727 10,9400 11,1358 0,0672 0,1958

Vzorek 50 10,7825 10,7901 10,9853 0,0076 0,1952

Tabulka 2.2: Moldrn{ zlomky molekul H>'°O (xy,160), HD'O (xpp1sg) a

D»'%O (xp,160) Vv pripravenych vzorcich.

Vzorek *H,%0 XHpieo *p, '
Vzorek 1 0,00000121(1) 0,00220(1) 0,99709(2)
Vzorek 2 0,0009(2) 0,057(6) 0,941(7)
Vzorek 3 0,0301(8) 0,287(4) 0,682(4)
Vzorek 4 0,077(1) 0,400(4) 0,522(4)

Vzorek 50 0,0018(3) 0,081(6) 0,912(8)

46



Tabulka 2.3: Moldrn{ zlomky molekul H'"O (xy,17¢), HD'O (xyp17¢) a

D»""0 (xp,179) v piipravenych vzorcich.

Vzorek 1,170 Xp170 Xp,170
Vzorek 1 0,00000000087(1)  0,00000158(1)  0,000715(4)
Vzorek 2 0,0000006(1) 0,000041(4) 0,000666(5)
Vzorek 3 0,0000198(5) 0,000189(3) 0,000450(3)
Vzorek 4 0,0000479(8) 0,000250(2) 0,000326(3)

Vzorek 50 0,000009(2) 0,00040(4) 0,0045(4)

Tabulka 2.4: Podateéni moldrni zlomky molekul H,O (x3,0) v

pripravenych vzorcich.

Vzorek x?izo
Vzorek 1 0,001100(6)
Vzorek 2 0,030(3)
Vzorek 3 0,174(2)
Vzorek 4 0,277(2)

Vzorek 50 0,042(3)

Z namétrenych hmotnosti H,O a D;O lze postupem popsanym v priloze 1
vypocist molarni zlomky molekul H5'%0O, H,'"O, HD'O, HD'"O, D,'O a D,'7O.
Tento postup je zalozen na modelu popsaném v kapitole 2.2.6. Vysledky jsou
uvedeny v tabulkach 2.2 a 2.3. Prenesené chyby jsou udany ¢islem v zavorce.

V tabulce 2.4 je dale udan pocatecni molarni zlomek molekul H,O, ktery
oznacime :c?qQO. Slovem pocatecni je mysleno, ze se jednd o molarni zlomek v
pripadé, kdy by nedochazelo k ustanovovani rovnovahy molekul H,O, HDO a
D0, tj. ze by ve vzorku zustavaly pouze molekuly H,O a D,O. V pocate¢nim
zlomku jsou zahrnuty oba izotopy %O a '"O.

Pro vypocet vyse jmenovanych molarnich zlomkt jsou potreba nasledujici

udaje (viz. priloha 1):
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relativni izotopové zastoupeni atoma D v pouzité D,O
pLDfO = 0,9989 (dle vyrobce)

relativni izotopové zastoupeni atomu O v pouzité DO

p2¥ = 0,000645  (zméfeno)

relativni izotopové zastoupeni atoma D v pouzité H,O
ph29 =0,000156  (pFirozend)

relativni izotopové zastoupeni atomu 'O v pouzité H.O

H,0

Pz, = 0,000379 (prirozené)

relativni izotopové zastoupeni atomiu 7O v pouzité *O-obohacené H,O

pi07obh — 0,101 (dle virobee)

Hustoty H,O a DO (pri 25 °C)
Pr,0 = 0,997 gem™?
pp,0 = 1,104 gem™?
Molarni hmotnosti molekul H»'O, H>!'"O, DO a D270
My 160 = 18,01528
My 7o = 19,0214
Mp, 160 = 20,02760
My, 170 = 21,03376

Relativni izotopové zastoupeni atomu 7O v pouzité D-,O se v dusledku vy-

robniho procesu D,O lisi od prirozeného zastoupeni atomu O. Jelikoz vsak

vyrobce tento tdaj neudaval, tak bylo nutné jej zmérit. To bylo provedeno

nasledujicim zpusobem.

Byly pripraveno 5 srovnavacich vzorki. Relativni objemové koncentrace H,O

v téchto vzorcich byly: 0,0011, 0,01, 0,25, 0,5 a 0,8. Pro ptipravu téchto vzorkt

byly pouzity nedestilované zasobni roztoky H.O a DO které byly pouzity pro

pripravu vzorku 1-4 a vzorku 50. Srovnavaci vzorky byly namichany automa-

tickou pipetou, byly odplynény 5-ti cykly FPT a zataveny ve standardnich ky-
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Tabulka 2.5: Viskozity pripravenych vzorku pro jednotlivé teploty, pri
kterych byla provedena NMR mérteni.

Vzorek T (K) n (mPas)
281,6 1,7652
Vzorek 1 298,6 1,0874
320,3 0,6862
281,6 1,7537
Vaorek 2 292,8 1,2557
304,4 0,9433
315,2 0,7521
292.8 1,2193
Vzorek 3 309,8 0,8176
320,3 0,6667
281,6 1,6553
287,2 1,3940
Vaorek 4 292,8 1,1933
304,4 0,9009
309,8 0,8025
315,2 0,7206
292.8 1,2526
Vzorek 50 304,4 0,9413
315,2 0,7505

vetdach. Na kazdém z téchto srovnavacich bylo naméreno "O-spektrum pri stej-
ném poctu 24576 skent, kterym bylo predirazeno 1024 slepych skenu. Z téchto
spekter byly odecteny integralni intenzity naméreného signalu. Ze ziskané za-
vislosti byla extrapolovana integralni intenzita cisté H,O. Pouziti extrapolace
bylo nutné, nebot "O-spektrum ¢isté vody nebylo mozné primo namérit z du-
vodu absence signalu deuteria pro tzv. ,lock“ rezonanc¢ni frekvence. S takto

ziskanou integralni intenzitou "O-signalu ¢isté vody byla porovnana integralni
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intenzita 7O-signélu 99,89 % D-0. Predpoklddame-li, Ze izotopové zastoupeni
atomu 'O v pouzité ¢isté H.O je rovno prirozenému zastoupeni, lze snadno
urcit izotopové zastoupeni atomu 7O v pouzité 99,89 % D-,0O. Ziskand hodnota
byla uvedena vyse.

Pro 1cely interpretace namérenych vysledki dale budeme potrebovat znat
viskozity pripravenych vzorku pri jednotlivych teplotach pri kterych byla pro-
vedena NMR méteni. Vzhledem k postupu pripravy vzorka vsak nebylo mozné
tyto viskozity pfimo naméfit. Nicméné podle [52] lze viskozitu smési H.O a

D20 za normalnich podminek velmi dobfe aproximovat vztahem

DT, a%,0) = 2% on(T, Hy0) + (1 —aly o n(T,D,0),  (2.13)
kde n(T', H,O) a n(T, D,0) jsou viskozity ¢isté H,O a ¢isté D,O a :c?{QO zave-
deny pocatecéni molarni zlomek H,O udany v tabulce 2.4. Zavislosti n(T', H,O)

an(T, D,0) lze nalézt napiiklad v [53]. Takto stanovené viskozity pfipravenych

vzorkill jsou uvedeny v tabulce 2.5.

2.3.4 Parametry NMR meéreni

Meéreni byla provedena na spektrometru Bruker Avance III HD. Rezonanéni
frekvenci jader 'H je na tomto spektrometru rovna 500 MHz (statické magne-
tické pole 11,75 T). Méfeni a zpracovani spekter bylo provedeno pomoci pro-
gramu Bruker Topspin 3.2.

Meéreni na jadrech 'H bylo provedeno na QNP sondé, jejiz rezonan¢ni obvod
byl zatlumen priddnim paralelntho odporu do obvodu. Délka 7/2-pulsu byla
47,5 ps pri vykonu 80 W.

Spin-mrizkové relaxacni doby byly méreny sekvenci Inversion Recovery s
pridanym gradientnim pulsem (viz. obrazek 2.6). Byl zvolen sinové tvarovany

gradientni puls v ose z. Jeho délka byla 1000 us a relativni sila 70 %. Absolutni
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sila gradientu nebyla kalibrovana, nebot to pro ucely potlaceni radia¢niho tlu-
meni neni podstatné. Po tomto gradientnim pulsu nésledovala ¢ekaci perioda
délky 100 ps. Mérfeni bylo provedeno na 8 skeni a 14 bodu zévislosti (1.16).
Délka gradientniho pulsu a ¢ekaci periody byla pti fitu zahrnuta do smésovaci
periody.

Spin-spinové relaxac¢ni doby byly méteny sekvenci CPMG. Zavislost (1.18)
byla méfena na 10 bodti. Métreni bylo provedeno na 8 skent.

Déle byly méfeny spin-mrizkové relaxacni doby jader '"O. Ty byly méreny
na BBFO sondé s pouzitim klasické sekvence IR. Délka m/2-pulsu pii téchto
mérenich byla 32,9 us ptri vykonu 20 W. Méfeni bylo opét provedeno na 14
boda.

Teplota vzorku byla ptfi mérenich stabilizovana proudem predchlazeného du-
siku, ktery byl dohiivan topnou spirdlou. Toto dohtivani neustale kontroluje a
koriguje teplotni jednotka spektrometru tak, aby teplota na termoclanku v
blizkosti kyvety byla konstantni.

Na kazdé sondé byla provedena teplotni kalibrace pomoci teplotnich stan-
dardua. V rozsahu teplot 268-298 K byl pouzit methanolovy standard, pro roz-
sah teplot 300-352 K byl pouzit etylenglykol. Presnost kalibrace teploty je 0,5

K [54].

2.4 Vysledky a diskuse

2.4.1 Vliv cistoty a stabilita pripravenych vzorkua

Otéazka vlivu ¢istoty vzorku byla studovana jiz v mé diplomové praci [55]. V
ni byla odhalena zasadni komplikace s pripravou vzorku. Bylo zjisténo, ze pri
opakovaném méfeni zavislosti R, na echo-case (pri stejnych podminkach na
stejném vzorku) dochdzi k systematickému posunu této zavislosti smérem do

vyssich relaxacnich rychlosti. To znaci, ze bud vzorek neni v rovnovaze, nebo
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se postupné méni relaxacni doby vzorku.

Prvotni vzorky v [55] byli pfipraveny prostym smichanim zésobni deionizo-

vané H,O a bézné dostupné D,O. Nasledné byly odplynény metodou FPT a

uzavieny teflonovym ventilkem v kapildrnich kyvetach z bézného skla.

V [55] byly stanoveny nasledujici t¥i potencidlni pri¢iny systematickych zmén

v zéavislosti Ry (t,.p0):

Pronikani paramagnetického O, pres nedokonale tésnici teflonovy venti-
lek. To vede k postupnému ristu paramagnetického prispévku k rela-
xacnim rychlostem, a tedy k jejich rustu.

Pronikani pH ovliviujiciho CO, ptres nedokonale tésnici teflonovy venti-
lek. Na pH mtze zaviset rovnovaha chemickych procest.

Uvolnovani ionta ze skla kyvety. Klasické sklo obsahuje fadu pirimési,
které se mohou do vzorku pomalu uvolnovat. Kolem téchto iontu se pak

tvori solvatacni obalky a preusporadava se struktura vodikovych vazeb.

V [55] byla postupné provedena fada test studujicich tyto potencidlni pri-

¢iny:

Pro test vlivu pronikani O, byly diskutovany opakované namérené hod-
noty spin-mrizkové relaxacni rychlosti R,. Ty pfi opakovaném méfeni
vychézely v ramci chyby méreni stejné, coz vlivu O, nenasvédcuje.

Pro test vlivu pronikajictho CO, bylo provedeno méteni na vzorku, ktery
byl zataven v kapilarni kyveté z klasického skla. Opakované mérena za-
vislost Ry (t,.,,) Opét systematicky rostla.

Pro test uvolnovani iont1 ze skla byl pripraven vzorek v 5 mm kiemenné
kyveté. Kiemenné sklo obsahuje primési v koncentraci mensi nez 0,05
ppm [56]. Tento vzorek byl uzavien pouze teflonovym ventilkem, nebot
v té dobé nebylo k dispozici vybaveni k zataveni kiremenné kyvety —

teplota tani kfemenného skla je 1610 °C [57]. Zavislost R,(t..,,) ha
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tomto vzorku opét systematicky rostla.

* Pro otestovani vsech tii moznych pri¢in soucasné byl pripraven vzorek
umistény ve specialni kfemenné kyveté. Ta byla ve své horni c¢asti vy-
bavena prechodem ke klasickému sklu a bylo mozné ji zatavit. Na tomto
vzorku byl pozorovan naznak nédhodnosti v opakovaném méreni zavis-
losti Ry (t,.p,), nicméné nebyl piilis presvédéivy. U této kyvety je porad
mozné pronikani iont1 z klasického skla v horni ¢asti, nebot stény kyvety
jsou solvatovany.

V névaznosti na vysledky z [55] byla vypracovana metoda pripravy vzorku
popsana v kapitole 2.3.2. Takto pripravené vzorky jsou — v ramci moznosti
laboratofe — maximalné vycistény a inertné izolovany od okoli.

Pro studium efektu vypracované metody ptipravy byl ptripraven vzorek 0
popsany v kapitole 2.3.3. Vzorek byl vyroben (zataven) 26.10.2015 v 19:30. Na
tomto vzorky bylo po vyrobeni nameéreno celkem 14 opakovanych méteni za-
vislosti Ry (t,.,,) P teploté 281,6 K. Nékteré krivky byly zméfeny na mnoho
bodi, nékteré pro tsporu casu byl zméreny méné podrobné. Vysledek je zob-
razen v grafu 2.1. Casy zacatku a konce jednotlivych méfeni jsou uvedeny v
tabulce 2.6. Pfed méfenim kazdé krivky byla také zmétena spin-mrizkova rela-
xacni rychlost R, — ty jsou uvedeny v tabulce 2.7. Dale v grafu 2.2 je zavislost
R, na ¢ase mezi mérenim a vyrobou. Graf 2.2 byl extrahovan z dat v grafu 2.1
pri vybraném echo-case ¢, = 0,0100865 s — u prvnich ¢tyrech krivkach nebyla
hodnota R, pfi tomto konkrétnim echo-case mérena, proto byla interpolovana
z nameérenych dat. Stejna extrakce dat pfi jinych echo-casech ma podobny cha-
rakter.

Z grafu 2.1. je vidét, ze ani pri takto preciznim postupu pripravy vzorku,
nedoslo k odstranéni systematického posunu meérené zavislosti. Zajimavé také

je, ze systematicky posun mé nejprve rychly sestupny trend, ktery se nasledné
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oto¢i a pak uz dochazi k posunu pouze smérem nahoru — viz. téz graf 2.2 ze

kterého je to lépe vidét.
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Graf 2.1: Zévislosti R, na ¢
teploté 281,6 K. Spojité ¢ary jsou zde pouze pro lepsi prehlednost.

ceho NamMerené na vzorku 0 (viz. kap. 2.3.3) pri
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Graf 2.2: Zavislost R, na ¢ase mezi pripravou vzorku a méfenim ¢ pro
teeno = 0,0100865 s. Vzorek 0 (viz. kap. 2.3.3), teplota méfeni je 281,6 K.
Spojita ¢ara je zde pouze pro lepsi prehlednost.

7 grafu 2.2 také vidime, ze zavislost po cca mésici od pripravy konverguje.
Dale z tabulky 2.7 vidime, ze spin-mrizkova relaxacni rychlost R, zlistala po
celou dobu v ramci chyby méteni stejné, coz nesvédci o néjaké postupné kon-
taminaci vzorku.

Otéazka systematického posunu zavislosti R, (t..,,) byla uzaviena tak, ze se
jedna o pomalé ustavovani rovnovahy chemické vymény, které je nejspise vlast-
nosti samotného vzorku. Pred mérenim relaxacnich parametri na pripravenych
vzorcich je po vyrobé vzorku nutné pockat minimalné mésic, nez vzorek dospéje
do rovnovahy. Objasnit pri¢inu tohoto pomalého ustavovani rovnovahy se po-
vede snadnéji po prostudovani samotného procesu chemické vymény v rovno-

vaze.
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Tabulka 2.6: Casy zac¢atku a konce méfeni jednotlivych zavislosti R, na

t méfenych na vzorku 0 (viz. kap. 2.3.3). Teplota méteni je 281,6 K.

echo

Cislo mé&feni Zatatek mé&Feni Konec mé&Fen{
1 26.10.15 23:29 27.10.15 09:49
2 27.10.15 21:41 28.10.15 08:01
3 28.10.15 21:00 29.10.15 07:20
4 29.10.15 23:26 30.10.15 09:46
5 30.10.15 17:31 31.10.15 03:59
6 31.10.15 07:21 31.10.15 17:49
7 31.10.15 21:11 1.11.15 07:39
8 1.11.15 15:53 2.11.15 02:21
9 2.11.15 16:10 4.11.15 22:34
10 5.11.15 01:56 7.11.15 08:21
11 8.11.15 21:51 9.11.15 08:19
12 13.11.15 18:22 16.11.15 06:32
13 20.11.15 18:11 23.11.15 06:21
14 27.11.15 15:05 30.11.15 07:38

Tabulka 2.7: Namérené spin-mrizkové relaxacni rychlosti R; mérené pred
kazdym mérenim jednotlivé zavislosti R, na t,,,,. Uvedené chyby jsou chyby
fitu zévislosti (1.16). Vzorek 0 (viz. kap. 2.3.3), teplota métreni 281,6 K.

Cislo méFeni R (s?)
1 0,0306(1)
2 0,0305(1)
3 0,0305(1)
4 0,0306(1)
5 0,0304(1)
6 0,0307(2)
7 0,0307(2)
8 0,0304(2)
9 0,0307(1)
10 0,0309(2)
11 0,0309(2)
12 0,0305(1)
13 0,0309(1)
14 0,0309(1)
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2.4.2 Zahrivani vzorku béhem meéreni T2 sekvenci CPMG

Méreni na vzorcich H,O/D,O muze provazet dalsi experimentdlni kompli-
kace, ktera souvisi s abnormalni délkou relaxac¢nich dob v Téchto vzorcich. Ty
se v zavislosti na koncentraci H.O a na teploté pohybuji v rozmezi priblizné od
2 do 40 sekund. Pri méreni sekvenci CPMG tak dochéazi k aplikaci velkého
rozpéti poctu m-pulsii, ktery zavisi na relaxacni dobé a zvoleném echo-case.
Napftiklad pro echo-cas 0,4 ms a spin-spinovou relaxacni dobu velikosti 10 s je
potieba promérit zavislost (1.18) v intervalu ptiblizné 200-35000 ech. Pfi echo-
case 50 ms je pro stejnou relaxacni dobu potreba mérit v intervalu priblizné 2-
300 ech.

Vzhledem k tomu, ze voda v radiofrekvencni oblasti toto zareni absorbuje
na rotacnich stavech [58], tak mize béhem méreni dochézet k zahfivani vzorku.
Toto zahtivani je promeénlivé. PTi méreni jedné relaxacni doby jsou posledni
body zavislosti (1.18) zméfeny pii vyssi teploté nez prvni body této zavislosti,
nebot pri méreni poslednich boda byl aplikovan mnohem vétsi pocet m-pulst
nez pro prvni body, a tedy se u jednotlivych bodu zavislosti (1.18) lisi celkovy
deponovany vykon aplikovanych radiofrekvenc¢nich pulsii. Podobné se depono-
vany vykon lisi u méreni s riaznymi echo-casy.

Tomuto aspektu bylo vénovano znacné experimentalni usili jiz béhem méreni
dat pro mou diplomovou praci [55]. V této préci byla namétena zdvislost 1D
spektra 100 % H,O Na poctu predrazenych off-rezonanénich (frekvencné posu-
nutych o 1 MHz) w-pulsech oddélenych ¢asovou prodlevou 0,6 ms. Métfeni bylo
provedeno na 8 mm TXI sondé. Vzorek byl umistén v kapilarnim insertu, ktery
byl vlozen do 8 mm kyvety. Vné kapilarniho insertu byl deuterovany chloro-
form, jehoz signal byl pouzit pro tzv. ,lock®*. Na teplotni jednotce byla pri
experimentu nastavena teplota 292 K, coz podle kalibrace odpovidalo 293,2 K.

Pri aplikaci 96 a 53248 predrazenych off-rezonancénich pulsi doslo k posunu
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polohy spektralni ¢ary z 4,92 ppm na 4,88 ppm. Tento rozdil rezonancénich
frekvenci byl dan zménou teploty.

Pro kompenzaci odlisného zahtivani vzorku pri métreni riznych relaxacnich
dob s riznymi echo-Casy byla v [55] navrzena modifikovana sekvence CPMG.
Tato sekvence je doplnéna off-rezonan¢nimi pulsy, které zajistuji rovnomérné
zahtivani vzorku nezavisle na délce relaxacni doby a na zvoleném echo-case.
Jednotlivé body zavislosti (1.18) jsou tedy touto sekvenci méfeny pii stejné
teploté. Stejné tak je tomu i pro rizné echo-casy nebot v této sekvenci je za

sebou opakovana sekvence D20,,,, — m™— D20 (konstantni minimalni ¢a-

min
sova prodleva néasledovana m-pulsem nasledovanym dalsi konstantni casovou
prodlevou). Echo-Cas je v sekvenci nastavovan v lichych ndsobcich této sek-
vence tak, ze nékteré pulsy jsou aplikovany off-rezonanc¢né. Schéma sekvence je
uvedeno v priloze 5.

V [55] bylo déle s pomoci vzorku 30 % methanolu v D,O zjisténo, Ze pri
pouziti této modifikované sekvence pri méreni s TXI sondou, dochazi k ohfevu
vzorku priblizné o 5 K.

V ramci pripravy této disertacni prace bylo ve studiu tohoto jevu pokraco-
vano. Byla porizena teplotni dioda, kterou bylo mozné umistit ptimo do kyvety
s H,O, kterd byla posléze umisténa do sondy ve spektrometru. Pti téchto ex-
perimentech bylo potvrzeno vyse uvedeny rust teploty vzorku v TXI sondé.

Nicméné ze dvou duvodi, jednak byla TXI sonda nasi laboratori pouze za-
pijcena a bylo ji nutné vratit a jednak z nedostatecného potlaceni radia¢niho
tlumeni pomoci TXI sondy, bylo méreni dale provadéno na QNP sondé se za-
tlumenym rezonanénim obvodem. QNP sonda mé navic F kanal (rezonanéni
frekvence 470,385 MHz), coz umoznilo presunout off-rezonanc¢ni pulsy na tento

kanal a vyhnout se tak urcitym parazitnim efektiim spojenym s off-rezonanc-

nim pulsovanim na 'H kanéle.
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Meéreni s teplotni diodou v kyveté s H.O, bylo zopakovano i na QNP sondé,
pricemz bylo zjisténo, ze na této sondé dochazi k ohrevu pouze o 0,2 — 0,3 K.
To je dédno nejspise rozdilnou konstrukei sondy a odliSnym fesenim systému
priutoku chladicitho dusiku sondou a kolem vzorku. Tedy se ukéazalo, Ze nez
absorpce na rotacnich stavech molekul vody, ma podstatné vétsi vliv kon-
strukce sondy. V pripadé TXI sondy tedy slo spise o dusledek kombinace
ohmického zahiivani rezonanc¢ni civky a neprilis stastné zvoleného systému prii-
toku chladictho dusiku sondou. V ptipadé QNP sondy je tady teplotni jednotka
schopna zahtivani absorpci uchladit a pouziti modifikované sekvence CPMG u

ni nebylo nutné.

2.4.3 Chemicka vymeéna ve smésich lehké a tézké vody

Na vzorcich 1-4 a vzorku 50 byly naméreny zavislosti spin-spinové relaxac¢ni
rychlosti jader 'H na echo-case pro nékolik ruznych teplot. Pro kazdou z téchto
teplot byla zmérena i spin-mrizkova relaxacni rychlost jader 'H a '7O. Relaxac¢ni
rychlosti jader 'H budeme znacit symboly R, a R,. Pro spin-mfizkovou rela-
xacni rychlost jader 'O zavedeme oznaceni R117O.

Namétrené R, a Rro jsou uvedeny v tabulce 2.8. Vycet namérenych spin
spinovych relaxacnich rychlosti jader 'H zde nebudeme uvadét, nebot jich je
prilis mnoho — byly méfeny na 5-ti vzorcich, nékolika teplotach (viz. tab. 2.8)
a pro Tadu echo-¢asti (v prevazné vétsiné méfeni probéhlo na 29 echo-¢ast,
vjednom pripadé na 35 echo-¢asti, v jednom pripadé na 26 echo-casii a ve dvou
pripadech na 19 echo-casti, pocet mérenych echo-cast zohlednoval aktualni do-
stupnost instrumentédlniho ¢asu na NMR spektrometru.). Pozdéji v textu uve-
deme nékteré vybrané grafy zavislosti Ry (t...,). Zbyvajici grafy jsou uvedeny
v priloze (viz. dédle v textu).

Spin-mfizkové relaxacni rychlosti jader 'H byly méreny vzdy bezprostiedné

pred méfenim jednotlivych zavislosti Ry (t,.5,)-
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Tabulka 2.8: Namérené hodnoty spin-mrizkovych relaxac¢nich dob jader 'H
(Ry) a0 (Ri7o) pro jednotlivé vzorky a teploty. Uvedené chyby jsou chyby
fitu zavislosti (1.16).

Vzorek T(K) Ri(s™) R:70(S_1)
281,6 0,0318(3)  312(3)
Vzorek 1 208,6 0,0208(2) 179(1)
320,3 0,0131(2)  103(1)
281,6 0,057(2)  310(3)
ek o 202,8 0,0326(1)  211(1)
304,4 0,0249(1) 153(1)
315,2 0,0199(1) 117(1)
20,8 0,0851(2)  206(2)
Vzorek 3 30,8 0,0552(2)  126(1)
320,3 0,0448(2) 102(1)
281,6 0,1672(6)  290(3)
287,2 0,1411(4)  240(2)
Vrorek 4 2028 0,1209(4) 199(1)
304,4 0,0015(3)  147(1)
30,8 0,0802(3)  125(1)
315,2 0,0723(2) 111(1)
20,8 0,0363(1)  214(1)
Vzorek 50 304,4 0,0276(1) 155(1)
315,2 0,0217(1) 117(1)

Spin-mrizkové relaxacni rychlosti jader YO byly naméreny dodatecné, nebot
pro jejich méreni bylo tfeba vyménit sondu. Teplota byla nastavena pecliveé
podle teplotni kalibrace.

V réamci interpretace dat byly navrzeny tii modely chemické vymény, jejichz
schématické znazornéni stavli je na obrazku 2.8. Vsechny tyto modely se v

zékladu opiraji o Meiboomovu interpretaci [29] z roku 1961. Ta k4, ze se jedna
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Obrazek 2.8: Schématické znazornéni stavil v navrzenych modelech
chemické vymény. (a) Model 1 uvazujici pouze J-vazbu od '"O. Obsahuje 14
stavi, jejichz rezonanc¢ni frekvence jsou popsany pomoci konstanty Jg, . (b)

Model 2 uvazujici J-vazbu od 'O a od D. Obsahuje 28 stavu, jejichz
rezonancni frekvence jsou popsany pomoci konstant J, 5 a Jyp. (3) Model 3
uvazujici J-vazbu od O a izotopicky chemicky posun od D. Obsahuje 14
stavil, jejichz rezonancni frekvence jsou popsany pomoci konstant J,; a
Aoyp.
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o preskoky atomu vodiku mezi molekulami s izotopy kysliku °O a 170, pricemz
témto preskoktim dochéazi v dusledku Grotthussova mechanismu popsaném v
kapitole 2.2.5.

Jadra 'O maji spin I = 5/2 a tudiz spektralni ¢aru vazaného vodiku Stépi
J-vazbou na 21 + 1 =6 car. Jadra 'O maji oproti tomu nulovy spin a tedy
rezonanc¢ni frekvenci jader vodiku nijak nestépi. Preskakuje-li vodik, mezi mo-
lekulami s kyslikem 'O a 'O pak neustéale pocituje zmény rezonancni frekvence
a v dusledku toho vznika prispévek chemické vymény k spin-spinové relaxacni
rychlosti jader 'H.

Meiboom méFil na vzorku 100% H>O. V nasem piipadé, ale mame smési H,O
a DO ve kterych dochézi také k tvorbé molekul HDO. V nasich modelech se
tedy budeme muset vyporadat s pripadnym vlivem pritomnosti deuteria.

Model 1 pritomnost deuteria zanedbava v tom smyslu, ze neuvazuje jeho
pripadny vliv na rezonanéni frekvenci vodiku v molekule HDO. Tento model
pouze formalné odlisuje molekuly H,O a HDO. Model uvazuje pouze J-vazbu
mezi jadry 'H a '"O. V tomto modelu je celkem 14 stavii mezi kterymi dochazi
k vyméné. Jeden odpovidd molekule H,'°O, jeden molekule HD'®O, sest mole-
kule H>'"O a Sest molekule HD'"O. Rezonanc¢ni frekvence jednotlivych stavi
popisujeme konstantou J-vazby J, .

Model 2 zahrnuje vliv deuteria analogicky vlivu "O. Tj. kromé J-vazby mezi
jadry 'H a 7O uvazuje i vliv J-vazby mezi jadry 'H a D v molekulach HDO. V
tomto modelu je celkem 28 stavi mezi kterymi dochézi k vyméné. Jeden od-
povidd molekule H>'%O, tfi molekule HD*O, Sest molekule H>'"O a osmnéct
molekule HD'"O. Rezonan¢ni frekvence jednotlivych stavi popisujeme konstant
J-vazby Jop a Jyp.

Model 3 oproti tomu uvazuje vliv deuteria v molekuldach HDO skrze izoto-

povy chemicky posun. Pritomnost deuteria v molekule HDO mirné pozmeéni
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strukturu molekuly, coz se muze projevit malou zménou chemického posunu
jadra H vazaného v molekule. V tomto modelu je celkem 14 stavi mezi kterymi
dochézi k vymeéneé. Jeden odpovida molekule H»'%O, jeden molekule HD'O, Sest
molekule H,""O a Sest molekule HD'O. Rezonanc¢ni frekvence jednotlivych
stavil popisujeme konstantou J-vazby J,; a rozdilem chemického posunu Aoy
jader 'H v molekule obsahujici deuterium a v molekule neobsahujici deuterium.

Fitovani namétenych data spociva ve fitovani numerického feSenim vztahu
(1.57). K tomu je tfeba pro jednotlivé modely model nadefinovat nékolik po-
trebnych velicin.

Jednak potfebujeme znat populace jednotlivych stavi. Jelikoz zname mo-
larni zlomky molekul H,'*O, HD'O, H,""O a HD'"O v naSich vzorcich (viz.
tabulky 2.2 a 2.3), tak pro populace jader 'H ve stavech H,'*O, HD'O, H,'"O a
HD'"O muzeme pséat

“111% (2.14)

)
2,160y p16p 12Ty 170 T yp1To

Pu,160 =

b oo (2.15)

1609 =
Pup'eo 22,160t T g p160 12T, 170 170’

2

“Hy 70 (2.16)

17 =
Pr,70 22,160ty p160 T2, 170 g p1T0]

“iplTo (2.17)

17 = ’
pHD o 23:H2160+1HD160+2.73H217o+$HD17O

Dvojky pred molarnimi zlomky molekul H>'*O a H,'"O jsou proto, ze tyto
vztahy udavaji populaci jader vodiku, kterd jsou v téchto molekulach dvé.

Pomoci vztahu (2.14)-(2.17) pak lze snadno vyjadrit populace stavii v nasich
modelech. Pro model 1 je vysledek zobrazen v tabulce 2.9. Populace stavi
v modelu 3 jsou stejné jako populace v modelu 1. Populace stavii v modelu 2
lze zavést analogicky. Kazdy stav obsahujici jadro deuteria je v modelu 2 roz-
Stépen na 3 stavy podle z-projekce spinu jadra deuteria — jaddro deuteria ma

spin 1. Populace stavii HDO je tedy potfeba vynasobit 1/3.
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Tabulka 2.9: Populace (p) a rozdily dhlovych rezonanénich frekvenci (dw)
stavii v modelu 1. Cisla v zavorce ve sloupci stav oznacuji z-ovou projekci

spinu jadra 'O.

Cislo stavu Stav p Sw
1 H,*°O Pu,10 0
2 HD*O Puptéo 0
1 5
3 H,'"O (5/2) ng2170 EZT[]OH
1 3
4 HQNO (3/2) ng2170 EZHJOH
1 1
5 H,"0 (1/2) < PH,70 52”]01-1
1 1
6 H,"0 (-1/2) “Pu,70 ~52mon
1 3
7 H,*"O (-3/2) ng2170 _52”]011
1 5
8 H.""0 (-5/2) < PH,70 —52”]011
1 5
9 HDYO (5/2) zPHup0 5 2o
1 3
10 HDYO (3/2) sPHDY70 ~2mJou
1 1
11 HDYO (1/2) zPHuD0 5 2o
1 1
12 HDYO (-1/2) sPHDY70 =5 2mon
1 3
13 HDYO (-3/2) sPHDY70 =5 2on
1 5
14 HDYO (-5/2) s PHDY0 —5271]0,,

Dale potrebujeme zavést rozdily tihlové rezonanc¢ni frekvence v jednotlivych

stavech dw; vztazené vuci stiedové frekvenci, za kterou bereme rezonancni caru
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stavu Ho'%0O. Tim zaddme matici w danou vztahem (1.56). Pro jednotlivé mo-
dely lze dw; zadat pomoci konstant J-vazby Jop, Jyp a rozdilem chemického
posunu Ao . Tyto parametry se pak v jednotlivych modelech fituji. Rozdily
tihlovych rezonancnich frekvenci dw; v jednotlivych stavech modelu 1 jsou téz
uvedeny v tabulce 2.9. V modelech 2 a 3 lze postupovat analogicky. V modelu
2 je k rezonanc¢nim frekvencim stavi tykajicich se molekul HDO potieba pricist
clen 2nJypmp, kde mp je z-projekce spinu jadra deuteria, mp tedy nabyva
hodnot 1, 0, -1. V modelu 3 k rezonan¢nim frekvencim stavt tykajicich se mo-
lekul HDO potteba pricist ¢len 27wo .

Déle je tfeba definovat rychlostni matici K. Tu muzeme predpokladat ve
tvaru (1.62) ve kterém vystupuje dalsi fitovany parametr k,,. Je ovSem tieba
zohlednit to, Ze se ve vzorku nachazi silné kvadrupolové jadro 7O, které v
dtsledku kvadrupolové relaxace rychle méni sviij spinovy stav. V pripadé mo-
delu 1 je podle (1.63)-(1.67) potfeba pri¢ist k submaticim K (3...8,3...8) a

K(9...14,9. . .14) nésledujici matici

120 80 40 0 0 0
80 —184 32 72 0 0 \
o |40 32 —144 0 72 0
Kirp =R | | 2.18
om0 72 0 —144 32 40 |’( )
I\ 0 0 72 32 —184 80 |
0 0 0 40 80  —120

kde R117O je namérend spin-mrizkova relaxac¢ni rychlost jader YO (viz tabulka
2.8).

V pripadé modelu 3 je matice K stejna jako u modelu 1. V pripadé modelu
2 je zavedeni matice K analogické s rozdilem, Ze matici (2.18) je tfeba pricitat
k submaticim K (5...10,5...10), K(11...16,11...16), K(17...22,17...22) a
K (23...28,23...28).

Nase vzorky také obsahuji kvadrupodlova jadra deuteria. Nicméné deuterium
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mé slaby kvadrupélovy moment a T deuteria se ve vzorcich H,O/D,O pohy-
buje radu jednotek sekund. To je o mnoho radu jina casova skala, nez ve které
probihd meérend chemickd vymeéna — v zavislosti R, na echocase se projevuje
chemickd vyména v fddu milisekund. Proto jsou zmény spinového stavu jader
D natolik pomalé, ze se v chemické vyméné nemohou projevit.

Posledni veli¢inou, kterou je potieba zadat, je matice p (1.55), respektive
jeji diagonalni elementy jo, které maji vyznam spin-spinovych relaxac¢nich
rychlosti bez prispévku chemické vymény v jednotlivych stavech modelu. To
udélame s pomoci naméfené spin-miizkové relaxacni rychlosti jader 'H (viz

exp

tabulka 2.8), kterou ozna¢ime R{™" a nejdfive si ji zde rozebereme. Do RS

piispivd dipdl-dipodlova interakce RPP a anizotropie chemického stinéni RS54,
Uvazme pifspévek RPP. Ten je v molekuldch H,O a HDO riizny. Zanedbdme-

li interakce s jadry deuteria, tak v molekule HoO mame ptispévek od druhého

vodiku v molekule RY”™ (tzv. intramolekuldrni pifspévek) a od vodiki v
ostatnich molekuldch Rf)D’Extra (tzv. exramolekuldrni pfispévek). V molekule

HDO se uplatni pouze prispévek Rf)D’Emtm. Anizotropie chemického stinéni se
uplatni v obou molekulach.
Tyto relaxac¢ni prispévky jsou v nameérené R{*" popula¢né vazeny, tedy plati

ex DD,Intra
RY™ = (pH2160 +pH217O)R1 Tt

+(Pr,160 + Prapreo + Pu,1o + Pupio) (R 4 RESA),
(2.19)
Uvdzime-li Ze py, 160 + Pupiso + Pu,170 + Pupio = 1, tak z (2.19) miZeme
vyjadrit
R?D’Emm = R7™ — (pp, 100 + pH217o)R{)D’Imm — RS54, (2.20)

Prispévek R{) D.Intra 1,6 7a predpokladu platnosti podminek extrémniho zi-

zeni urcit ze vztahu (2.8) a (2.9). Do nich je potteba dosadit viskozitu daného

66



vzorku (viz. tabulka 2.5), za polomér koule aproximujici molekulu vody a lze
vzit Van der Waalstiv polomér vody a vzdalenost vodikii v molekule HoO 75y,
lze urcit z délky OH vazby a vazebného thlu — ¢iselné hodnoty téchto veli¢in
jsou uvedeny v kapitole 2.2.1.

Pifspévek R4 Ize urcit ze vztahi (1.34), (2.10) a (2.11). Hodnoty viskozit
opét viz. tabulka 2.5.

Za predpokladu splnéni podminek extrémniho ztzeni podle (1.33) plati
R2DD,Intra _ RlDD,Intra a R2DD,Extra _ RIDD,Extra a podle (1.38) RSSA =
(7/6)RT>4.

Pro model 1 jsou spin-spinové relaxacni rychlosti bez prispévku chemické
vymény v jednotlivych stavech shrnuty v tabulce 2.10. U modelu 3 je toto
schéma stejné, u modelu 2 jej 1ze vytvorit analogicky.

Na zavér poznamenejme, ze to, ze jsme pri definovani prispévku jo zane-
dbali interakce s deuteriem nemusi byt striktné korektni. Jadro deuteria méa
priblizné 6,5-krat mensi gyromagneticky pomér nez jadro vodiku, coz k zane-
dbani DD interakce mezi jadry vodiku a deuteria nemusi stacit. Nicméné pri
praktickém provedeni fiti se ukazalo, ze ani vysSe popsané rozdéleni nevymeén-
nych prispévka neni nutné délat. Zadame-li totiz do fitu relaxacni prispévky v
jednotlivych stavech vSechny stejné rovné R opravené o pfispévek anizotro-
pie chemického stinéni, tak vysledné fitované parametry vyjdou stejné. To je
dédno tim, ze relaxace bez prispévku chemické vymeény jsou v radu sekund,
kdezto vyména probiha v radu milisekund. Fitovany model tedy neni na drobné
korekce jo v jednotlivych stavech viibec citlivy.

Nyni jiz mame zadané vsechny potiebné veli¢iny pro fity jednotlivymi mo-
dely a muzeme je provést. Vysledky fit jednotlivymi modely jsou uvedeny v
tabulkach 2.11, 2.12 a 2.13. Kazda namérena kiivka byla fitovana jednotlivé.

Pro posouzeni kvality jednotlivych fiti jsou dale v tabulce 2.14 uvedeny stredni
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kvadratické odchylky (RMSD, z anglického ,root-mean-square deviation*).

Tabulka 2.10: Prispévky k jo v jednotlivych stavech modelu 1. Cisla v

zavorce ve sloupci stav oznacuji z-ovou projekci spinu jadra '7O.

Cislo stavu Stav R?
1 Hzlﬁo RfD,Intra + RfD'EXtTa + %RfSA
2 HD*0 RfD,Extra + %RfSA
3 H217O (5/2) R?D,Intra + RlDD,Extra + %RfSA
4 H217O (3/2) RlDD,Intra + RfD,Extra + %RfSA
5 H217O (1/2) RfD,Intra + RfD'EXtTa + %RfSA
6 H.70 (-1/2) RfD,Intra + RlDD,Extra + %RfSA
7 H.70 (-3/2) R?D,Intra + RfD,Extra + %Rlcs,q
3 H.70 (-5/2) RfD,Intra + RlDD,Extra + %RfSA
9 HDYO (5/2) RYPEXTE 4 %RfSA
10 HDYO (3/2) RYPEXTE 4 %Rf“
11 HDYO (1/2) RYPEXTE 4 %RfSA
12 HDYO (-1/2) RYPEXTE 4 %Rf“
13 HD'O (-3/2) RYPEXTE 4 %Rf”
14 HDYO (-5/2) RYPEXTE 4 %RICSA
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Tabulka 2.11: Vysledky fiti namérenych dat modelem 1 pro jednotlivé

vzorky pii jednotivych teplotach (T'). Fitovanymi parametry jsou J-vazba

mezi jadry 'H a O (J,p) a rychlostni konstanta chemické vymeény (k. ).

Cisla v zavorkach udévaji chybu fitu jednotlivych parametri.

Vzorek T (K) Jor (Hz) kex (s1)
281,6 77(1) 847(62)
Vzorek 1 298,6 93(3) 554(26)
320,3 116(4) 496(17)
281,6 69(8) 670(560)
292,8 80(3) 760(160)
Vzorek 2
304,4 86(2) 802(89)
315,2 83(1) 879(62)
292,8 103(1) 1395(69)
Vzorek 3 309,8 133(5) 640(26)
320,3 173(12) 444(16)
281,6 116(9) 1120(540)
287,2 116(6) 1130(370)
292,8 114(3) 1170(210)
Vzorek 4
304,4 108(1) 1630(100)
309,8 119(3) 1240(240)
315,2 138(9) 651(43)
292,8 83(1) 228(2)
Vzorek 50 304,4 92(1) 271(2)
315,2 99(2) 291(3)
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Tabulka 2.12: Vysledky fiti namérenych dat modelem 2 pro jednotlivé
vzorky pii jednotivych teplotach (T'). Fitovanymi parametry jsou J-vazba
mezi jadry 'H a O (J,p), J-vazba mezi jadry 'H a D (Jpp) a rychlostni

konstanta chemické vimény (k,,). Cisla v zdvorkach udavaji chybu fitu

jednotlivych parametra.

Vzorek T(K) Jorn (Hz) Jup (Hz) kex (s?)
281,6 92(3) 0,63(5) 402(22)
Vzorek 1 298,6 108(4) 0,65(7) 407(25)
320,3 134(6) 0,67(7) 394(20)
281,6 81(3) 1,05(1) 200(5)
292,8 84(3) 0,82(3) 457(34)
Vzorek 2
304,4 81(1) 0,73(9) 861(52)
315,2 102(4) 0,69(8) 524(42)
292,8 140(5) 0,96(6) 503(25)
Vzorek 3 309,8 164(7) 0,92(6) 473(18)
320,3 244(11) 0,92(3) 331(7)
281,6 107(5) 1,62(4) 680(68)
287,2 124(4) 1,46(3) 591(32)
292,8 142(4) 1,36(3) 531(19)
Vzorek 4
304,4 178(7) 1,18(4) 450(13)
309,8 162(6) 1,45(3) 522(19)
315,2 216(9) 1,2(3) 399(10)
292,8 86(1) 0,6(1) 215(2)
Vzorek 50 304,4 94(1) 0,5(1) 262(4)
315,2 98(2) 0(90) 202(4)
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Tabulka 2.13: Vysledky fiti namérenych dat modelem 3 pro jednotlivé
vzorky pii jednotivych teplotach (T'). Fitovanymi parametry jsou J-vazba
mezi jadry 'H a O (J,p ), izotopicky chemicky posun jader 'H v dusledku

pritomnosti jadra D v molekule HDO (Aoyp) a rychlostni konstanta chemické
vymény (k,,). Cisla v zévorkach udavaji chybu fitu jednotlivych parametri.

Vzorek T (K) Jon (Hz) Ao (ppm) kex (s1)
281,6 93(3) 0,0328(25) 395(22)
Vzorek 1 298,6 108(4) 0,0339(37) 400(25)
320,3 135(6) 0,0350(38) 390(20)
281,6 82(3) 0,0098(1) 198(5)
202,8 84(3) 0,0077(3) 456(34)
Vzorek 2
304,4 81(1) 0,0068(9) 861(52)
315,2 102(4) 0,0064(7) 524(42)
202,8 140(5) 0,0038(2) 503(25)
Vzorek 3 309,8 164(7) 0,0036(2) 473(18)
320,3 244(11) 0,0036(1) 331(7)
281,6 107(5) 0,0050(1) 681(68)
287,2 124(4) 0,0045(1) 591(32)
202,8 142(4) 0,0042(1) 531(19)
Vzorek 4
304,4 178(7) 0,0037(1) 450(13)
309,8 162(6) 0,0045(1) 522(19)
315,2 216(9) 0,0037(1) 399(10)
202,8 86(1) 0,0049(4) 215(2)
Vzorek 50 3044 94(1) 0,0043(8) 262(4)
315,2 99(2) 0,0000(4400)  291(6)
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Tabulka 2.14: Stiedni kvadratické odchylky (RMSD) fitt jednotlivymi
modely pro jednotlivé vzorky a teploty (7).

RMSD
Vzorek T (K)

Model 1 Model 2 Model3
281,6 0,0037 0,0041 0,0041
Vzorek 1 298,6 0,0053 0,0046 0,0046
320,3 0,0078 0,0061 0,0060
281,6 0,0325 0,0055 0,0054
292.8 0,0076 0,0035 0,0034

Vzorek 2
304,4 0,0041 0,0022 0,0022
315,2 0,0034 0,0040 0,0040
292.8 0,0049 0,0067 0,0067
Vzorek 3 309,8 0,0093 0,0070 0,0070
320,3 0,0148 0,0062 0,0062
281,6 0,0193 0,0046 0,0046
287,2 0,0141 0,0051 0,0051
292.8 0,0094 0,0051 0,0051

Vzorek 4
304,4 0,0072 0,0064 0,0064
309,8 0,0114 0,0065 0,0065
315,2 0,0153 0,0065 0,0065
292.8 0,0135 0,0095 0,0095
Vzorek 50 304,4 0,0128 0,0114 0,0114
315,2 0,0188 0,0189 0,0189
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7 tabulky 2.14 vidime, ze RMSD fitii modelem 1 vychazi v prevazné vétsiné
pripadt vétsi nez RMSD fitd modelem 2 a 3. Dale si lze povSimnout, ze mezi
RMSD fiti modelem 2 a 3 prakticky neni rozdil. Z tohoto lze usoudit, zZe model
1 vystihuje namérena data hiife, nez modely 2 a 3 a Zze modely 2 a 3 jsou
v porovnani stejné kvalitni. Toto je vidét i z grafii jednotlivych fit, které jsou
uvedeny v prilohdch 2-4. Pro ilustraci jsou zde uvedeny grafy nafitovanych za-
vislosti Ry (t,.4,) Pro vzorek 2 pii teploté 292,8 K — viz graf 2.3 (model 1), graf
2.4 (model 2) a graf 2.5 (model 3).

Je tedy patrné, Ze se v namérenych datech projevuje vliv deuteria a nejde

jej zanedbat. Proto se v dalsi diskusi budeme sousttedit na modely 2 a 3.
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Graf 2.3: Zavislost R, na echocase pro vzorek 2 pri teploté 292,8 K. Fit
modelem 1.
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Graf 2.4: Zavislost R, na echocase pro vzorek 2 pri teploté 292,8 K. Fit
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Graf 2.5: Zavislost R, na echocase pro vzorek 2 pfi teploté 292,8 K. Fit

modelem 3.
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Vénujme se nyni vysledkim modelu 2. V tabulce 2.12 si lze vSimnout, ze
nameéfené hodnoty J,y, Jyp a k., vykazuji nékteré vlastnosti, které by vyka-
zovat nemély.

Konstanta J,; pro nékteré vzorky vyrazné roste s teplotou. Zejména jde o
vzorky 1, 3 a 4. Toto by se dit nemélo, nebot skaldrni konstanty J-vazby obecné
na teploté nezavisi.

Konstanta Jy zavislost na teploté nevykazuje, ale vzorek od vzorku se
pomérneé vyrazné odliSuje. K tomu, aby Jy zaviselo na koncentraci molekul
HDO vsak také nejsou divody.

V neposledni fadé vidime, Ze rychlostni konstanta k., je pro vzorek 1 kon-
stantni s teplotou, pro vzorky 2 a 50 s teplotou roste a pro vzorky 3 a 4 s
teplotou dokonce klesa. Je vsak rozumné se domnivat, ze by tato konstanta
meéla vykazovat zavislost na teploté podle Arrheniova vztahu (1.40).

Je ovSem nutné podotknout, ze parametry J,y, Jyp a k., jsou znac¢né ko-
relovany. Napriklad pro vzorek 2 pri teploté 292,8 K dostaneme nasledujici

korela¢ni matici

JOH JHD kex
Jog 1,000 0,526 —0,956
Jyp 0,526 1,000 —0,724°
k. —0956 —0,724 1,000

ex
Tedy zejména mezi J,; a k., je silnd negativni korelace. Timto 1ze rozpo-
ruplné hodnoty v tabulce 2.12 vysvétlit. Napriklad se mizeme podivat na vzo-
rek 1. U néj J,y s teplotou roste a k., je konstantni. Diky této negativni
korelaci to vSak mize byt naopak a fit pouze zkonvergoval do fyzikalné Spat-
ného feseni.
S timto se mizeme zkusit vyrovnat tak, ze do fitu zavedeme zévislost k_, ve

tvaru (1.40) a fitovat budeme pted-exponencidlni faktor A a aktivacéni energii

E, a nafitujeme data soucasné. To miizeme udélat jednotlivé pro kazdy vzorek
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nebo i soucasné pro vSechny vzorky najednou. Vysledky takovychto fiti jsou

uvedeny v tabulce 2.15.

Tabulka 2.15: Vysledky fith namérenych dat modelem 2 s predpokladem
keyve tvaru (1.40). V fadcich oznacenych jako ,vzorek 1¢ — vzorek 50¢ jsou
fity provedené na teplotné zavislych datech ziskany pro kazdy vzorek zvlast.

V radku oznaceném jako ,vSechny vzorky“ je vysledek fitu, ktery byl
proveden na datech pro vsechny vzorky soucasné. Fitovanymi parametry jsou
J-vazba mezi jadry 'H a O (Jyp), J-vazba mezi jadry '"H a D (Jyp), pred-
exponencialni faktor (A) a aktivacni energii (E,). V poslednim sloupci jsou
uvedeny stredni kvadratické odchylky fita (RMSD).

Fit pro Jow (Hz)  Jup (HZ) A (sh) E, (J mol') RMSD
Vzorek 1 111(3)  0,67(4)  4200(800)  5890(450)  0,0076
Vzorek 2 81(1)  1,00(1) 27(18)-10° 27200(1600) 0,0095
Vzorek 3 171(10)  0,95(6)  424(21) 0(78) 0,0166
Vzorek 4 148(5)  1,36(3)  505(22) 0(63) 0,0153

Vzorek 50 94(1)  0,57(10) 23100(3300) 11430(360)  0,0234

Véechny vzorky ~ 108(4)  1,25(2)  7900(3100)  9000(1000)  0,0715

Ani tyto fity ovSem prilisné zlepSeni situace neprinesly. Fity pro vzorky 1 a
2 dopadly alespon elementarné smysluplné v tom, ze davaji rostouci rychlostni
konstantu chemické vymény v zavislosti na teploté. Hodnoty konstant J-vazby
mezi 70 a 'H se vsak vyrazné lisi. Pro vzorek 3 a 4 mél fit tendenci sklouzéavat
do zapornych hodnot aktivacnich energii. Proto byla aktivac¢ni energie pri fitu
na téchto vzorcich zdola omezena nulou, ani tak se ovSem nepodarilo nalézt
jiné minimum, které by davalo nenulovou kladnou hodnotu. U téchto vzorkt
tedy fit s k,, ve tvaru (1.40) nepfinesl zddné zlepseni oproti jednotlivym fitim

v tabulce 2.12. Nafitované vysledky na vzorku 50 sice davaji rostouci rychlostni
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konstantu, ale RMSD tohoto fitu naznacuje, ze tento fit nevystihuje experi-
mentalni data prilis dobte. Totéz lze Tict i pro fit pro vSechny vzorky najednou.

O vysledcich ziskanych z fitu modelem 3 (viz. tabulka 2.13) lze Tici totéz co
bylo feceno u modelu 2. Nékteré J,, opét zaviseji na teploté a k,, s teplotou
nekdy klesaji. Mezi jednotlivymi parametry je opét velka korelace. Fity s k.,
ve tvaru Arrheniovy zavislosti v tomto pripadé provadét nebudeme, nebot che-
micky posun mize byt zavisly na teploté a nemame data pro to rozhodnout,
jak tuto zavislot parametrizovat.

Srovnejme nyni nase vysledky s vysledky z literatury. Meiboom ve své praci
[29] naméfil J,,; = 92(15) Hz. Méfeni provedl na vzorcich 100 % H>O oboha-
cené o izotop 'O pii teploté 25 °C. Déle v praci [59] autofi mérili zavislost Ji, 4
na teploté a pH. Méfili na dvou vzorcich "O-obohacené vody pii teplotach 4,
25 a 46 °C. Prvni vzorek mél pH nastavené pridanim HCI na 4,47. U druhého
vzorku bylo pH nastaveno na 9,21 pridanim NaOH. Autori zddnou zavislost
Joy na teploté ani pH negzjistili. Stfedni hodnota J,; jim vysla J,u =
89,8(23) Hz. Autori publikace [60] méfili NMR spektrum smési H;O/D,O velmi
ziedéné v deuterovaném nitromethanu. Méreni provedli pii teploté 353 K.
Takto urcili J,,; = 80,6(1) Hz, Jyp = 1,091(5) Hz a izotopovy chemicky po-
sun oy = 0,030 ppm. Podobné v [61] méfili spektrum smési H,O/D>O velmi
zfedéné v acetonu a dostali J-vazbu mezi H a D J, = 1,1(1) Hz a izotopovy
chemicky posun o, = 0,030(3) ppm. Déle mizeme uvést vysledek teoretic-
kého vypoctu. Napriklad autorum prace [62] vysel J,y = 76,71 Hz.

Izotopovy chemicky posun ve vétsiné nasich méfeni (viz. tabulka 2.13) vy-
chazi o Ffad nizsi nez uvedené hodnoty z literatury. Je vSak potfeba pozname-
nat, ze vyse uvedené hodnoty z literatury byly namétreny na izolované molekule

HDO zredéné v acetonu, nebo nitromethanu. Proto porovnatelnost téchto hod-
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not chemickych posunii s nasimi daty je otazkou. Nicméné nase hodnoty che-
mickych posunt jsou obecné pomérné malé. Proto se jako nejpravdépodobnéjsi
jevi interpretace modelem 2, kde se nase vysledky J,, a Jyp s literaturou
alespon radové shoduji.

Je vsak treba priznat, Ze se nase vzorky mezi sebou velmi pravdépodobné
systematicky lisi. Nejpravdépodobnéjsim zdrojem této systematické chyby je
problém se stabilitou vzorki po pripravé popsany v kapitole 2.4.1, kdy je po-
treba cekat minimalné mésic, nez vzorek dospéje do rovnovahy. Tento negativni
fenomén provazel tuto praci léta a nepovedlo se presvédcivé odhalit, co je jeho
zdrojem. Pokud by Meiboomova interpretace chemické vymény platila, jakoze
pravdépodobné plati, tak je pomérné nepredstavitelné, aby ustavovani rovno-
vahy molekul H,O, HDO a D-O trvalo meésic. V kapitole 2.2.4 sice bylo uvedeno,
ze rozpad molekuly H,O na ionty H a OH trva pri 25 °C priblizné 8 hodin,
nicméné v kapalné vodé je radové 10* molekul a jakakoliv rovnovaha by se
méla ustavit pomérné rychle. Proto si 1ze tézko predstavit proces, ktery by za
tim mohl byt. Nicméné jsme to v nasich mérenich neustéale pozorovali.

Metoda méteni v této praci ma vyhodu v tom, ze méreni probiha na cisté
vodé. Vysledky v literatute byly vzdy ziskany na vzorcich s néjakou primeési.
At uz kvili nastaveni pH, ¢i kviili izolovani molekuly vody. Proto tato metoda
mé potenciadl prinést nové informace o dynamickych procesech v cisté vode,

nicméné ma vsak i vysSe popsanou vadu.

2.5 Shrnuti

V této kapitole byla prostudovana chemickd vyména ve smésich H,O/D-O.
Velké mnozstvi ¢asu a asili bylo vénovano metodické pripravé. Jednak bylo
nutné se vyporadat s parazitnim jevem radia¢niho tlumeni. Toho bylo dosazeno

upravou rezonancniho obvodu sondy a pouzitim tlustosténnych kyvet. Dale
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také byla resena problematika zahtivani vzorku radiofrekvenénimi pulsy v sek-
venci CPMG. V pocatecnich fazich, kdy byla pouzivana sonda TXI, bylo toto
zahtivani kompenzovano specidlné upravenou sekvenci CPMG. Po prechodu na
QNP sondu se ukazalo, ze na této sondé se tento jev, diky odlisné konstrukci
sondy, projevuje pouze zanedbatelné a pouziti upravené sekvence CPMG ne-
bylo potreba. Nejkomplikovanéjsi ¢asti metodické pripravy, bylo nalezeni me-
todiky pripravy vzorki. Béhem nékolikaleté prace byl pozorovan problém ne-
stability vzorktd. Proto byla vypracovana metodika pripravy vzorki, ktera
umoznila pripravu maximalné Cistych vzorku, jez bylo v moznostech labora-
tore. Vzorky byly dvakrat destilovany v kifemenné destilac¢ni aparature, odply-
nény metodou freeze-pump-thaw a zataveny v kifemennych tlustosténnych ky-
vetach. Bohuzel i po takto dikladné pripravé vzorkt bylo zjisténo, ze vzorky
jsou stale nestabilni a do rovnovahy dospéji az priblizné po 30-ti dnech. Pii¢iny
této nestability vsak dodnes ziistavaji nezodpovézenou otazkou.

Pro findlni méfeni a studium chemické vymény bylo pripraveno celkem 5
vzorkt rizné koncentrovanych smési H,O/D,0O. Méfeni na téchto vzorcich pro-
béhla po nejméné 30-ti dnech od pripravy.

Po namérteni série dat na téchto vzorcich byla provedena jejich analyza s ci-
lem ovérit platnost puvodni Meiboomovy interpretace [29]. Data byla fitovana
tfemi modely odvozenymi od Meiboomovy interpretace.

Meiboom ve své praci méril na vzorku 100 % H»O. V této praci byly pouzity
smeési H,O/D,0. Jednim z divodi bylo to, ze na modernich velmi citlivych
pristrojich je méfeni na vzorku 100 % H»O problematické z divodu jevu radi-
ac¢niho tlumeni. Druhym davodem bylo vyuziti vyhody, které to s sebou pri-
nasi. Pouzitim smési H,O/D»O dojde k zvyraznéni prispévku chemické vymeény
v diisledku snizeni nevyménného relaxac¢niho ptrispévku, ktery je dan predevsim

dipél-dipélovou interakci.
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V rdmci interpretace bylo zjiSténo, Ze se v chemické vyméné v nasich vzor-
cich kromé jader 7O projevuji i jadra D. Jako nejpravdépodobnéjsi model che-
mické vymény byl vybran model, kdy jadra vodiku preskakuji mezi molekulami
s izotopy kysliku %O a 'O a soucasné téz s izotopy 'H a D jako druhého vodiku
v molekule. Jednotlivé stavy v modelu chemické vymény jsou dany J-interak-
cemi mezi jadry 'H a O a mezi jadry 'H a D. Nase data tedy predstavuji
potencialni novy zdroj informaci nejen o J-vazbé mezi jadry 'H a 'O, ale i o J-
vazbé mezi jadry 'H a D.

Nase vysledky se tadové shoduji s vysledky dostupnymi v literature.
Nicméné je treba podotknout, Ze jednotlivé vzorky poskytli ponékud odlisné
vysledky. To je nejspise dano systematickou chybou, ktera souvisi s nestabilitou
vzorkli. Proto pro ziskani jasnych zavérta by bylo nutné se tématu dal vénovat,
a predevsim vyftesit otdzku nestability vzorkia. Nasledné pak by bylo mozné
pripadné nesrovnalosti ve vysledcich fiti fesit vhodnou parametrizaci téchto

fit1.
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3 Mikrofrik¢ni faktor v Stokes-
Einsteinové vztahu v pripadeé

malych molekul

3.1 Motivace a cile

NMR spektroskopie s pulsnimi gradienty magnetického pole (PFG NMR)
zaznamenala v nedavné dobé znacny technologicky vyvoj. Diky tomu dnes mu-
zeme rutinné mérit translacni samo-diftizni koeficient molekul v kapalinidch pri
absenci gradientu chemického potenciélu.

Toto nam dava néastroj pro urcovani velikosti, ¢i hmotnosti, molekul nebo
supramolekularnich agregatl, ktery ma znacny vyznam v mnoha oborech jako
je supramolekularni chemie, biochemie, katalyza, materidlova chemie, chemie
polymert, fyzika a dalsi.

Vztah mezi velikosti molekul a diftznim koeficientem udava Stokes-Einstei-
nuv vztah (1.68) prostiednictvim hydrodynamického poloméru 7. Tento vztah
byl odvozen za predpokladu, ze studované molekuly (Castice) jsou mnohem
vetsi nez molekuly rozpoustédla, a tudiz lze médium povazovat za kontinuum.
V pripadé malych molekul podléhajicich samo-difizi v béznych rozpoustédlech
vsSak tento predpoklad neplati.

Snahy o udrzeni platnosti Stokes-Einsteinova vztahu i pro malé molekuly
nejcastéji vedou k zavedeni fenomenologického mikrofrikéniho faktoru ¢ do

vztahu (1.68). Tedy pracujeme se Stokes-Einsteinovym vztahem ve tvaru

D= tol (3.1)

6emnryg”

Mikrofrikéni faktor ¢ nabyva hodnot v intervalu (0,1) a je tfeba jej vhodné
nastavit pro danou studovanou molekulu v daném rozpoustédle. Tento postup

lze do urcité miry ospravedlnit tim, ze pti okrajovych podminkach, které se
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standardné oznacuji jako ,slip boundary conditions“ lze z teorie odvodit hod-
notu mikrofrikéniho faktoru ¢ = 2/3, na rozdil od vyse popsanych podminek,
které vedou na ¢ = 1.

Piistupti, jak spravné modifikovat rovnici (3.1) je fada. Siroce pfijatou mo-
difikaci rovnice je ta zavedend Giererem a Wirtzem [63]. Tito autori zavedli
korekéni faktor zalozeny na pomeéru molekularnich poloméru rozpusténé latky
a rozpousteédla.

Dale se praktickou pouzitelnosti Stokes-Einsteinova vztahu zabyvali Chen a
Chen [64], ktefi vzali sadu modelovych molekul (véetné crown ethert) rozpus-
ténych v nékolika jednoduchych alkoholech. Na zakladé toho navrhli korekéni
faktor, ktery vede k presnéjsim fitim difiznich koeficienttt nez v pripadé
Gierer-Wirtzova [63] pristupu. Nicméné zatimco v pripadé methanolu jako roz-
poustédla ziskali dobré vysledky, tak bohuzel pro ostatni rozpoustédla jejich
pristup neprinesl akceptovatelné vysledky.

Dalsi moznosti, jak nastavit korekci Stokes-Einsteinova vztahu je pozménéni
vyznamu molekuldrniho hydrodynamického poloméru. Nejcastéji se pouziva
Van der Waalstiv polomér. Nicméné néktefi autori pouzivaji krystalograficky
polomér, coz je veli¢ina odvozend od objemu, ktery molekula zabira v krystalu.
Takovéto konverze vedou k zavedeni dodatecného faktoru.

Nékteri autofi nezapocitavaji cely objem odpovidajici jedné molekule v krys-
talova strukture, ale uvazuji tak, jako by byla veskera hmota soustiedéna do
kouli s uré¢itym objemovym packingem, tj. uvazuji uréity atomovy packing fak-
tor. Tento piistup zvolil napiiklad Evans s dal$imi spoluautory [65], ktefi zkon-
struovali modifikaci Gierer-Wirtzova modelu, ktera by meéla piimo usnadnit
urc¢eni hmotnosti malych molekul. Stanovili univerzalni efektivni molekulovou

hustotu p_ = 619 kg m—3 kterd plati jak pro rozpoustédlo, tak pro rozpusté-

nou latku a méla by pojmout vSechny mozné korekéni faktory. Tato zjevneé
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numericky ptilis nizkd hustota (tato hodnota zahrnuje i packing faktor, jako
by veskera hmota byla soustfedéna do ndhodné zpakovanych kouli, tj. méla by
byt zhruba 1,5 krat vyssi nez skuteéna hustota materidlu) kompenzuje korekéni
faktor, ktery diive zavedli Gierer a Wirtz.

Neufeld a Stalke nedavno publikovali svij pristup zalozeny na konstrukci
externich kalibracnich krivek z dat nékolika standardu a pouziti empirického
mocninného zédkona korelujiciho molekulovou hmotnost a diftizni koeficient za
ucelem stanoveni hmotnosti riznych oligomernich a solvatacnich stavi organo-
metalickych sloucenin [66]—[68].

Vyse uvedeny soupis nékterych drive pouzivanych pristupt je zde uveden
proto, aby bylo ukézano, ze riizni autoti zavadéji do ptivodniho Stokes-Einstei-
nova vzorce ruzné libovolné korekéni faktory k rtiznym proménnym v Stokes-
Einsteinové vzorci. Pro ¢tenare je tedy casto obtizné odlisit principialni prispé-
vek od pouhého parametrického preusporadani.

V této casti disertacni prace se pokusime vypracovat novy postup urceni
mikrofrik¢niho faktoru ¢ . Tento postup bude zalozZen na porovnani naméreného
samo-difizniho koeficientu urc¢itych modelovych molekul s vypoc¢tenym samo-
diftiznim koeficientem téchto molekul na zdkladé hydrodynamickych simulaci.
Tyto hydrodynamické simulace budou provedeny pomoci programit Hyd-
roNMR, [69] a DiTe [70].

Vyhodami tohoto postupu je, Ze je univerzalné pouzitelny pro jakékoliv mo-
lekuly v jakémkoliv rozpoustédle a ze zachovava ptivodni vyznam jednotlivych
proménnych v Stokes-Einsteinové vztahu.

Jako modelové molekuly pouzijeme predevsim lineadrni ethery a cyklické
crown-ethery doplnéné o nékteré dalsi molekuly. Crown-ethery maji velmi po-
dobnou strukturu k molekuldrnim clusterim ethanolu, které jsou v nasi sku-

piné predmétem vyzkumu [71]. Velka ¢dst tohoto vyzkumu je vénovana urceni
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typu a velikosti clusteri ethanolu v zavislosti na rtzné velkém zredéni v he-
xanu. K tomu lze pravé vyuzit diftiznich méreni, ale je pro to nutné znat mi-
krofrikéni faktor pro jednotlivé vypoctené struktury clusterii.
Cilem této casti disertacni prace je
e Vypracovat vyse popsany postup urceni mikrofrikéniho faktoru ¢, zalo-
zeném na kombinaci méreni a hydrodynamickych simulaci.

V této praci budeme pracovat s vyrazem

6cry = %, (3:2)

ktery dostaneme tpravou vztahu (3.1). Vyhodou tohoto vyjadreni je, Ze na levé
strané mame oddélen molekulové-specificky vyraz 6¢ry od samo-difizniho ko-

eficientu D a parametru prostiedi (n, T') na pravé strané.

3.2 Modelové molekuly
V této préaci byly pouzity néasledujici modelové molekuly:

a) Tetrakis(trimethylsilyl)silan (TMSS)

o

) 18-crown-6 ether

) 15-crown-5 ether

o

o,

) 12-crown-4 ether

e) Diethoxymethan

f) Diethylether

g) Ethanol

h) Fullerene Cg

Struktury téchto molekul jsou uvedeny na obrazku 3.1.

Dale v textu budeme potrebovat znat hodnoty van der Waalsova poloméru
(7,aw) a krystalografického poloméru (ry,,) téchto molekul. Van der Waalstiv

polomér kazdé molekuly lze spoéitat postupem pospanym v [72]. Krystalogra-
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fické polomeéry jednotlivych molekul lze vypocist z dostupnych krystalografic-
kych dat. Pro TMSS byla pouzita data z [73], pro 18-crown-6 ether z [74], pro
15-crown-5 ether z [75], pro 12-crown-4 ether z [76], pro diethylether z [77], pro

ethanol z [78] a pro fullerene Cy z [79]. Pro 18-crown-6 ether a 12-crown-4 ether

LS e

Obrazek 3.1: Struktury modelovych molekul.

Ceo. &) tetrakis(trimethylsilyl)silan (TMSS), b) 18-crown-6 ether, c¢) 15-crown-
5 ether, d) 12-crown-4 ether, e) diethoxymethan, f) diethylether, g) etanol, h)
fullerene Ceo.
byla pouzita krystalografickd data molekul s malymi hosty (dvé molekuly NH;

v pripadé 18-crown-6 etheru a jedné molekuly LiBr v pripadé 12-crown-4

etheru), kterd dévala nejmensi objem krystalografické bunky na molekulu. Pro
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dietoxymehtan nebyla nalezena zadna publikovand krystalografickd data. Vy-

sledné hodnoty van der Waalsovych a krystalografickych poloméri jsou uve-

deny v tabulce 3.1.

Tabulka 3.1: Hodnoty van der Waalsovych a krystalografickych polomérti

studovanych molekul.

Vzorek Fuaw (A) Iiray (A)
TMSS 4,55 5,28
18-crown-6 ether 3,94 4,61
15-crown-5 ether 3,71 411
12-crown-4 ether 3,43 4,05

Diethoxymethan 3,00 neznamy
Diethylether 2,74 3,14
Etanol 2,31 2,87
Fulleren Ceo 5,16 5,55

3.3 Experimentalni cast

3.3.1 Parametry pripravenych vzorku

Bylo pripraveno celkem 7 vzorki pro NMR méfeni. Pro jejich pripravu byly

pouzity nésledujici chemikélie: tetrakis(trimethylsilyl)silan - TMSS (Sigma-Al-

drich, 97 %), 18-crown-6 ether (Acros Organics, 99 %), 15-crown-5 ether (Acros

Organics, 98 %), 12-crown-4 ether (Acros Organics, 97 %), diethoxymethan

(Acros Organics, 99 %, stabilizovany), diethylether (Acros Organics, 99.5 %,

extra dry, stabilizovany) and ethanol (Merck, absolutni pro analyzu).

Malé mnozstvi (0,5 — 3 pl nebo pfiblizné 0,5 mg v pripadé pevného TMSS

a 18-crown-6 etrheru) bylo rozpusténo v 600 pl deuterovaného n-hexanu (Ar-
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mar, 99,16 atomovych-% D). Déle bylo do vzorka pfiddno malé mnozstvi (pri-
blizné 0,5 pl) NMR standardu TMS — tetramethylsilan (Acros Organics, 99 %).
Tento standard byl pridan do vSech vzork kromé vzorku s TMSS, ve kterém
by se signaly TMS a TMSS mohly prekryvat.

Vzorky byly pripraveny ve standardnich 5 mm NMR kyvetach.

Priblizné koncentrace pripravenych vzorki byly urceny porovnanim intenzit
signalt jednotlivych molekul s intenzitou signalu nedeuterovanych rezidui he-
xanu. Tento postup byl pouzit proto, ze vétsina pouzitych molekul je tékava a
jejich odmérované objemy byly velmi malé. Nicméné pro icely této prace neni
nutné znat presnou koncentraci jednotlivych vzorkii. Jen poznamenejme, Ze
v pripadé ethanolu byla pouzita dostatecné mald koncentrace, aby se zamezilo
tvorbé vodikovych vazeb, a tedy aby se ve vzorku nachazely pouze monomery

ethanolu [71]. Ptiblizné koncentrace pripravenych vzorku jsou uvedeny v ta-

bulce 3.2.
Tabulka 3.2: Priblizné koncentrace pripravenych vzorki.
Vzorek Molarni koncentrace Molarni koncentrace
vzorku (mM) TMS (mM)
TMSS 2 bez TMS
18-crown-6 ether 4 5
15-crown-5 ether 25
12-crown-4 ether 10 2
Diethoxymethan 18 1
Diethylether 33 5
Etanol 11 2

3.3.2 Méreni viskozity

Viskozita byla mérena pomoci mikroviskozimetru Anton Paar Lovis 2000
ME, ktery funguje na principu padajici kulicky v kapilare. Byla pouzita skle-

nénd kapilara o praméru 1,59 mm a nerezova kulicka o praméru 1,5 mm s 4
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pm vrstvou zlata na povrchu. S timto usporddanim je rozsah méritelnych vis-
kozit 0,2 - 65 mPa. Vyrobcem uddvand presnost pristroje je 0,5 % pro viskozitu,
0,02 °C pro teplotu a 0,1° pro tihel naklonu. Kapilara byla kalibrovana pomoci
ultra-cisté vody (0,890 mPa pii 25 °C) [57].

Meéreni byla provedena pri teploté 25 °C a tthlem naklonu 15°. Byly prove-
deny tii cykly doptedného a zpétného padu kulicky. Pro kazdy vzorek byla
viskozita zmérena trikrat, pricemz vysledek byl vzdy stejny. Uvadéné chyby
méteni jsou proto dané presnosti pristroje.

Pro méreni viskozity je potfeba znat hustotu meérenych vzorka. Ta byla
aproximovana hustotou deuterovaného hexanu. Tato aproximace je opravnéna,
nebof koncentrace pridanych sloucenin v jednotlivych vzorcich je velmi malé.
Hustota byla méfena pomoci hustoméru Anton Paar DMA 4100M, ktery je
zalozen na principu kmiti U-trubice. Presnost pristroje je 0,0001 g cm™ pro
hustotu a 0,05 °C pro nastaveni teploty. Méreni bylo provedeno pii teploté 25

°C. Byla namérena hustota deuterovaného hexanu 0,7630 g cm™.

3.3.3 Parametry NMR meéreni

Vsechna NMR méreni byla provedena na spektrometru Bruker Avance III
HD s protonovou rezonanc¢ni frekvenci 500 MHz (magnetické pole 11,7 T).
Transla¢ni difizni koeficienty byly méreny na jadrech 'H. Byla pouzita sonda
BBFO, kterda ma zabudovanou gradientni civku v ose z. Absolutni intenzita
gradientu byla kalibrovana s pomoci standardniho vzorku gadoliniem dopované
vody (1 % H.O v D,O) pri teploté 298,15 K. Maximélni intenzita gradientu
byla 0,506 T m™. VSechny experimenty byly provedeny pii teploté 298,15 K,
ktera byla kalibrovana pomoci standardniho vzorku methanolu. Presnost ka-
librace teploty je 0,5 K [54].

Nastaveni difiiznich méreni bylo provedeno pomoci standardni vyrobcem
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spektrometru dodavané , diff* utility. Pro méreni byla pouzita sekvence stimu-
lovaného spinového echa [80]. Relaxa¢ni perioda d; byla nastavena na 57 . Ex-
perimenty byly provedeny na 8 skenu s 8 slepymi skeny. Délka m/2 pulsu byla
9,9 us pri vykonu 22 W. Hodnoty diftzniho ¢asu A (prodleva mezi dvéma gra-
dientnimi pulsy v sekvenci) se ménily v zavislosti na studované molekule od 20
ms (ethanol) do 50 ms (TMSS). Byly pouzity gradientni pulsy polo-sinového
tvaru s efektivni délkou § = 1,5 ms.

V kazdém difiznim experimentu bylo méreno celkem 16 1D spekter s line-
arné se meénici intenzitou gradientu magnetického pole v intervalu 2-100 % ma-
ximdlni intenzity gradientu magnetického pole. Podle difizniho uzivatelského
manualu od firmy Bruker [81] jsou pulsni sekvence ,diff* utilitou generované
tak, ze namérenou intenzitu signalu I na intenzité gradientu G lze vzdy fitovat
rovnici (1.72) nezavisle na pouzitém typu sekvence a tvaru gradientu. Gyro-
magneticky pomér jader 'H je y = 4258 Hz/G.

Pro fitovani diftzniho koeficientu byly pouzity pouze intenzity téch piki,
které se neprekryvaly se signdly standardu TMS a zbytkovymi signaly hexanu
— tj. ze zpracovani byly vyjmuty signaly metylovych skupin diethoxymethanu,
diethyletheru a ethanolu. Vsechny experimenty byly zopakovany trikrat. Di-
fazni koeficienty byly vypocteny zvlast pro kazdy signal ve spektru dané mo-
lekuly (kromé uvedenych vyfazenych signali). Tj. pro diethoxymethan jsme
dostali celkem 6 hodnot difizniho koeficientu a pro ostatni slouceniny jsme
ziskaly trfi hodnoty. Hodnoty difuznich koeficientl, které jsou uvedeny déle
v textu, byly ziskany jako aritmeticky prumeér hodnot ziskanych pro rizné piky
ve spektru. Standardni chyba méreni difizniho koeficientu byla stanovena po-
moci namétrenych difiznich koeficientt standardu TMS v jednotlivych vzor-
cich. Diftzni koeficient tohoto standardu byl povazovan za stejny ve vSech vzor-

cich, nebof rozdily ve viskozitach téchto vzorki jsou zanedbatelné. Takto bylo
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ziskdno celkem 6 X 3 = 18 hodnot difizniho koeficientu TMS. Na zakladé
téchto méreni byla relativni chyba méfeni diftzniho koeficientu odhadnuta na

méné nez 1 %.

3.3.4 Hydrodynamické simulace a DFT vypocty

Hydrodynamické simulace byly provedeny pomoci programii HydroNMR
[69] a DiTe [70]. Tyto programy byly navrzeny pro vypocty hydrodynamickych
veliciny a NMR parametri kvazi-rigidnich molekul. DiTe umoziuje zahrnout i
flexibilitu molekul, ale my se zde omezime pouze na rigidni aproximaci. Oba
programy pracuji na principu modelovani kulickami, kdy realnou diftzi podlé-
hajici ¢astici reprezentujeme polem sférickych frikénich castic, které podléhaji
Stokes-Einsteinovu zédkonu [82], [83].

HydroNMR pouziva specialni ptripad kulickového modelu — tzv. ,shell“ mo-
del. Nejdrive program zkonstruuje primarni model, kdy vsechny nevodikové
atomy nahradi koulemi o poloméru oznacovaném jako ,,atomic element radius“
(AER). Tento priméarni model je nasledné pouzit k vytvoreni sekundarniho
»,shell“ modelu ve kterém je povrch c¢astice reprezentovan velkym poctem ma-
lIych kulicek o poloméru o. Hydrodynamické vypocty jsou pak provedeny s té-
mito mini-kulickami. Vypocet se provede pro nékolik hodnot o v intervalu od
Opmin 40 0, a vysledek se nasledné ziska extrapolaci ¢ — 0. Parametry AER,

mwn

Omin & Omar jsOU nastavitelné uzivatelem. V nasich vypoctech jsme o,,,. a

Omin Dastavovali tak, aby minimdlni a maximalni pocet mini-kulicek byl pri-
blizné 600 a 2000 (coz je maximalni limit programu). Optimélni hodnota pa-
rametru AER byla uréena na 1,9117 A (detaily této optimalizace jsou uvedeny
v sekci vysledky a diskuse). Déle je tfeba zadat soutadnice atomt simulovanych
molekul, teplotu a viskozitu prostredi. Vystupem programu je translac¢ni difazni

koeficient a fada dalsich parametri, které pro tuto praci nejsou podstatné.

DiTe oproti HydroNMR pracuje se zdkladnim kulickovym modelem. Kazdy

90



nevodikovy atom je nahrazen kulickami o poloméru R, a vypocet je proveden
s témito kulickami. Nastavitelnym parametrem tohoto modelu je polomér R 4,
pro néjz byla nalezena optimélni hodnota 2,3450 A (detaily optimalizace jsou
opét uvedeny v sekci vysledky a diskuse). DiTe také umoznuje nastavit mi-
krofrikéni faktor c. V nasich simulacich jsme jej ponechali roven 1. V pripadé
HydroNMR je mikrofrikéni faktor fixné nastaven na 1. Opét je déle tieba zadat
souradnice atomi simulovanych molekul, teplotu a viskozitu prostredi. Vystu-
pem programu je diftzni tenzor (a fada dalsich pro nas nedulezitych parame-
tru).

Pozadované atomové souradnice studovanych molekuly byly vypocteny po-
moci DFT teorie. Pro vypocet byl pouzit funkcional BSLYP [84], [85] s bazo-

vym setem 6-31+G** implementovaném v programu Gaussian [86].

3.4 Vysledky a diskuse

3.4.1 Optimalizace parametrit AEFR a Ra v

hydrodynamickych simulacich

Pro provedeni vypocti v programech HydroNMR a DiTe je tfeba specifiko-
vat parametry AER (pro HydroNMR) a R, (pro DiTe). Pro tento tucel potie-
bujeme molekulu, pro kterou zname mikrofrikéni faktor v Stokes-Einsteinové
vztahu (3.1). Idedlné by to méla byt dostatecné velkd molekula, tak aby pro ni
platilo ¢ = 1. V této praci predpoklddame, ze tyto podminky spliuje molekula
fullerenu Cy (viz. obrézek 3.1 h)) a lze ji tedy pouzit jako kalibraéni standard.

Rozpustnost fullerenu Cg v hexanu je ale bohuzel velmi mala. Autori publi-
kace [87] byly schopni pripravit roztok o maximalni koncentraci 27,8 pM. Takto
mala koncentrace je pro NMR méreni nedostatecnd, protoze v pripadeé fullerenu
Ceo by bylo nutné mérit na malo zastoupenych jadrech *C. Proto bylo nutné

prevzit hodnotu diftizniho koeficientu fullerenu D = 1,37(7) 107 m? s~! z [87].
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Tato hodnota byla namérena metodou protlacovani zredéného roztoku skrze
mikrokapilaru. Tato hodnota byla zméfena pii teploté 297,7(5) K a pfi dyna-
mické viskozité rozpoustédla (hexan) 0,301 mPa s [87].

Platnost Stokes-Einsteinovy rovnice (3.1) s ¢ = 1 pro fulleren Cg 1ze podpo-
it srovnanim hydrodynamického poloméru fullerenu Cg s van der Waalsovym
a krystalografickym polomérem. Dosazenim difizniho koeficientu, viskozity a
teploty z [87] do rovnice (3.2) dostaneme hodnotu sou¢inu 6ery; = 31,7(16) A,
Predpokladame-li platnost ¢ = 1 , pak dostaneme hodnotu hydrodynamického
poloméru fullerenu Ce 7y = 5,29(26) A. Tato hodnota perfektné zapada do in-
tervalu ohraniceném van der Waalsovym polomérem 7, = 5,16 A a krystalo-
grafickym polomérem ryp,, = 5,55 A (viz. tabulka 3.1). Volba fullerenu Ceo za
kalibrac¢ni standard je timto ospravedlnéna.

Také by mélo byt poznamendno, ze méreni v [87] byla provedena v ne-deu-
terovaném hexanu, zatimco v nasich métrenich byl jako rozpoustédlo pouzit
deuterovany hexan. Soucasné teorie [63], [64] ovsem predpokladaji, ze faktor ¢
zéavisi na pomeéru velikosti rozpusténych molekul a molekul rozpoustédla. Deu-
terace méni velikost molekuly pouze zanedbatelné, proto lze ocekavat, ze hyd-
rodynamické polomeéry r;; fullerenu Cg rozpusténého v ne-deuterovaném a deu-
terovaném hexanu jsou stejné.

Pro kalibraci parametru AER byla v programu HydroNMR, vypoctena za-
vislost soucinu 6¢ry fullerenu Cg na AER (viz. graf 3.1 (a)). Tato zavislost
byla spoétena v rozsahu AER 1,86 — 1,96 A s krokem 0,01 A. Tato zavislost
byla porovnana s experimentalni hodnotou 6c¢ry = 31,7(16) A ziskanou dosa-
zenim diftzniho koeficientu, viskozity a teploty prevzatych z [87] do rovnice
(3.2). Optimélni hodnota AER = 1,9117 A byla ziskdna interpolaci z vypoc-
tené zavislosti. Parametr R, programu DiTe byl zkalibrovan analogickym po-

stupem. Byla vypoctena zavislost 6¢ry na R, v rozsahu 2,3 — 2,4 A s krokem
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0,01 A (viz. graf 3.1 (b)), kterd byla porovnina s experimentalni hodnotou.

Takto byla ziskédna optimélni hodnota R, = 2,3450 A.
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Graf 3.1: Zavislost 6¢ry na AER (a), resp. R, (b), pro fulleren Cg
vypoc¢tend v programu HydroNMR (a), resp. DiTe (b), za tc¢elem
optimalizace nastaveni parametri AER a R ,. Experimentalni hodnota
6¢ry; = 31,7(16) A byla ziskdna dosazenim difuzniho koeficientu, viskozity a
teploty prevzatych od Kowert a kol. [87] do rovnice (3.2). Optimalni hodnoty
AER =1,9117 A a R, = 2,3450 A byly urceny interpolaci z vypoétenych

zévislosti.
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3.4.2 Urceni mikrofrikéniho faktoru c

Hodnoty dynamickych viskozit, namérené na jednotlivych vzorcich mikro-
viskozimetrem, jsou uvedeny v tabulce 3.3. Dale jsou v této tabulce uvedeny
hodnoty difuznich koeficient11, kterd byly méreny pomoci NMR. Teplota méreni
byla 298,2(5) K. Relativni chyby uvedenych méfeni jsou 0,5 % pro viskozity a
1 % pro difuzni koeficienty (viz. kapitoly 3.3.2 a 3.3.3). V tabulce 3.3 jsou také

uvedeny hodnoty (6¢r H)exp vypoctené dosazenim experimentalnich dat do rov-

nice (3.2).

Tabulka 3.3: Experimentalni hodnoty dynamické viskozity 7, translac¢nich

difdznich koeficient D a experimentdlni hodnoty (6¢r H)exp vypoctené

dosazenim namérenych dat do rovnice (3.2).

Vzorek n (mPa s) D (10° m? s) (6¢r)ee (A)
TMSS 0,328(2) 2,011(20) 19,9(2)
18-crown-6 ether 0,328(2) 2,245(22) 17,8(2)
15-crown-5 ether 0,328(2) 2,467(25) 16,2(2)
12-crown-4 ether 0,328(2) 2,796(28) 14,3(2)
Diethoxymethan 0,327(2) 3,769(38) 10,6(1)
Diethylether 0,327(2) 4,454(45) 9,0(1)
Etanol 0,328(2) 5,381(54) 7,4(1)

Hodnoty (6c¢r H)calc vypoctené z vysledkt hydrodynamickych simulaci v pro-

gramech HydroNMR a DiTe jsou uvedeny v tabulce 3.4. Simulace byly prove-
deny s nastavenim, které bylo popsano v kapitole 3.3.4. Teplota byla v simula-
cich nastavena na 298,15 K a hodnoty dynamické viskozity byly v simulacich
nastaveny podle namérenych hodnot v tabulce 3.3. V DiTe byl mikrofrikéni
faktor nastaven na ¢ = 1, v HydroNMR je takto nastaven defaultné.

Reédlné hodnoty mikrofrikénich faktorit jednotlivych molekul ¢, ; 1ze urcit

jako pomér experimentalnich hodnot (6CTH)emp a vypoctenych hodnot
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(6cry)

calc

c _ (BCTH)ewp (3,3)

real — (GCTH)CD.ZC.

Tabulka 3.4: Hydrodynamické vlastnosti studovanych molekul. Hodnoty
(6cr H)calc byly ziskany z hydrodynamickych simulaci v programech
HydroNMR ((GCTH)CachydMNMR) a DiTe ((GCTH)CachiTe). Faktory c,.,; byly

ziskany z rovnice (3.3). “Fulleren Cg byl pouzit jako kalibra¢ni molekula pro
nastaveni simulac¢nich programt. Bylo o ném predpokladano, ze splnuje
Stokes-Einsteinovu rovnici (3.1) s faktorem ¢ = 1.

M ( 6crH)ca|cHydroNMR ( 6crH)cachiTe Croaf YAONMR -~ DiTe
Molekula
(g mol?) (A) (A)

Fullerene Ce 720,46 31,7 31,7 1,0° 1,0°
TMSS 320,84 29,1 29,8 0,68 0,67
18-crown-6 ether 264,32 26,9 27,0 0,67 0,67
15-crown-5 ether 220,27 24,5 24,5 0,67 0,67
12-crown-4 ether 176,21 22,3 22,2 0,63 0,65

Diethoxymethan 104,15 20,3 21,5 0,52 0,5
Diethylether 74,12 17,8 18,9 0,5 0,48
Etanol 46,07 14,9 16,2 0,5 0,45

Vysledné faktory c,.,; jsou uvedeny v tabulce 3.4. Faktory c,.,; byly vzta-

zeny k molekulové hmotnosti jednotlivych molekul. Tyto molekulové hmotnosti

jsou také uvedeny v tabulce 3.4. Vysledné zavislosti c,.,; na molekulové hmot-

nosti jsou vykresleny v grafu 3.2. Tyto zavislosti byly fitovany linearni funkci
Croat = A M + B. Vysledky fiti jsou AHfvIroNME =0,00079(11) g™* mol a
BftydroNME = (,46(2) pro zavislosti ziskané z vysledkti simulaci v HydroNMR
a APTe =0,00090(17) g7 mol a BPe =0,43(3) pro vysledky ze simulaci
v DiTe. Stredni kvadratické odchylky fita (RMSD) jsou 0,03 (HydroNMR) a

0,04 (DiTe). Linearni fit je akceptovatelny pouze v omezeném rozsahu faktoru

¢, kde data nevykazuji zadny jiny trend. Nicméné hodnoty faktoru ¢ musi pro
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velké hodnoty molekulovych hmotnosti (typicky pro ty, které jsou srovnatelné
¢i vétsi, nez je molekulovd hmotnost fullerenu C%, tedy feknéme pro M >
720 g mol ') konvergovat k 1. Lze poznamenat, ze hodnoty c,,,, z{skané ze

simulaci v HydroNMR a v DiTe jsou v dobrém vzajemném souladu.
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Graf 3.2: Zavislosti faktoru c,.,, na molekulové hmotnosti M ziskané

pomoci HydroNMR (trojiihelniky) a DiTe (kruhy). Cary (plnd a ¢arkovand)
jsou linearni fity ziskanych dat.

Nyni kdyz zname mikrofrikéni faktory c,.,;, tak mizeme z namétenych sou-
¢intl (GCTH)GIP vyjadrit hydrodynamické poloméry rj. Vysledky jsou uvedeny
v grafu 3.3, ve kterém jsou hydrodynamické polomeéry r,, ziskané z faktort
Creqr Urcenych ze simulaci v obou programech (HydroNMR a DiTE), porovnany
s hodnotami van der Waalsovych polomeéri r,,y, a krystalografickych polomeért
TXRay (Viz. tabulka 3.1).

Hodnoty hydrodynamickych poloméra ziskanych prostrednictvim simulaci

v HydroNMR a DiTe jsou pro vsechny studované molekuly velmi blizké. Navic
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vzdy zapadaji do intervalu mezi van der Waalsovym polomérem a krystalogra-

fickym polomérem, coz ospravedlnuje nasi metodologii.

6
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Graf 3.3: Porovnani hydrodynamickych polomért ziskanych
prostiednictvim simulaci v HydroNMR, (7 #vdroNMEY 4 DiTe (r,P7%), van
der Waalsovych polomérii (r,qy,) a krystalografickych polomért (rxg,,) pro

jednotlivé studované molekuly.
Na zavér muzeme ziskané mikrofrikéni faktory c,.,; porovnat s témi, které
plynou z pristupt Gierera a Wirtze [63] a Chena a Chena [64].

Gierer a Wirtz pro mikrofrikéni faktor ¢ zavedli nasledujici vztah [63]
. [3rsow n (1 n M)’l} - (3.4)
2ryg T ’ .

kde r,,,;, je van der Waalsiiv polomér molekuly rozpoustédla a r, je hydrody-

solv

namicky polomér studované molekuly. Cheniv a Cheniv vztah ma tvar [64]

e= [1+0605(me) ] (3.5)

kde vyznam proménnych je stejny jak v pripadé rovnice (3.4).
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Graf 3.4: Porovnani mikrofrikénich korekénich faktort ¢ ziskanych s pomoci
simulaci v HydroNMR (a) a DiTe (b) s ¢ faktory od autoru publikaci [63] a
[64] (vztahy (3.4) a (3.5)). Hodnoty hydrodynamickych polomért jednotlivych
modelovych molekul byly ziskany ze soucini (6cr H)wp v tabulce 3.3

s hodnotami faktorii ¢ z tabulky 3.4 (c DiTe (p)). Za
polomér rozpoustédla byl do vztahu (3.4) a (3.5) dosazen van der Waalsuv
=3,0 A.

HydroNMR (G) c
)

Creal real

polomér deuterovaného hexanu r,,,,

98



Pro vypocteni hodnot mikrofrikénich faktoru z rovnic (3.4) a (3.5)potiebu-
jeme znat hodnotu van der Waalsova poloméru deuterovaného hexanu jako
rozpoustédla. To lze udélat postupem popsanym v [72]. Takto dostaneme hod-
notu r,,,, = 3,0 A. Nyn{ jiz mizeme do vztahti (3.4) a (3.5) dosadit v této praci
ziskané hodnoty r; jednotlivych studovanych molekul. Takto ziskdme dvé sady
(jedna s rj z simulaci v HydroNMR, druhd s 75 z simulaci v DiTe) mikrofriké-
nich faktori podle autoru praci [63] a [64], které miuzeme porovnat s vysledky
této prace (faktory c,., v tabulce 3.4). Toto porovnani je provedeno v grafu
3.4.

Nase vysledky koreluji 1épe s modelem Gierera a Wirtze [63] nez s modelem
Chena a Chena [64]. Chentuv a Chentuv [64] model dava systematicky vétsi
hodnoty mikrofrikéniho faktoru ¢ nez nas pristup.

Vyhodou naseho pristupu je, ze oproti vyse popsanym metodam nepotiebu-
jeme zavadét zadné dodatecné vyrazy do Stokes-Einsteinova vzorce. Jediné, co
potfebujeme je najit takové nastaveni simulac¢nich programi, které dava shodny
experimentalni a vypocteny translac¢ni diftzni koeficient zvolené referencni mo-
lekuly. Simula¢ni program se pak postara o dalsi rusivé faktory, které mohou
vést k pottebé dalsi komplikovanéjsi modifikace Stokes-Einsteinova vztahu. Ta-

kovymto faktorem muze napriklad byt odchylka difizni ¢astice od kulového

tvaru.

3.5 Shrnuti

V této kapitole byla navrzena nova metoda pro urceni mikrofrikénich ko-
rekénich faktorti ¢ v Stokes-Einsteinové vztahu tak, aby jej bylo mozné pouzit
i pro difizi malych molekul, které nejsou mnohem vétsi nez molekuly rozpous-
tédla. Praktickd pouzitelnost vyvinuté metody byla otestovana na sérii mode-

lovych molekul (velikosti pokryvajicich rozsah od ethanolu po 18-cown-6 ether
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a tetrakis(trimethylsilyl)silan) rozpusténych v deuterovaném hexanu.

Navrzena metoda je postavena na kombinaci teoretického hydrodynamic-
kého modelovani a méreni transla¢niho samo-difizniho koeficientu pomoci
NMR spektroskopie. Pro hydrodynamické modelovani byly otestovany dva pro-
gramy — HydroNMR a DiTe, které davaji velmi podobné vysledky. Vnitini pa-
rametry téchto programiu je nejdrive potieba nastavit tak, aby davaly shodné
vysledky diftiizniho koeficientu s experimentem pro zvolenou kalibra¢ni mole-
kulu, kterd je dostatecné velkd tak, ze lze predpokladat, ze jeji mikrofrikéni
faktor je roven jedné. Nasledné lze ziskat mikrofrikéni korekéni faktory a hyd-
rodynamické poloméry malych studovanych c¢éstic (molekul, clusteri, kom-
plext atp.) porovnanim soucini 6¢ry ziskanych z hydrodynamického modelo-
vani a z experimentu. Ziskané hydrodynamické poloméry pak lze pouzit pro
charakterizaci molekul, clusteri nebo jinych molekularnich komplexu a agre-
gat.

Navrzend metoda nevyzaduje zavedeni dalsich dodatecnych vyrazi pro ko-
rek¢ni faktory, jako naptiklad téch zavedenych v pracich [63] a [64]. Navic dalsi
aspekty, jako napriklad odchylka diftizni castice od kulového tvaru, jsou de-

faultné pokryty hydrodynamickym modelovanim.
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4 Relaxivita magnetickych
nanocastic

4.1 Motivace a cile

Vlastnosti materialtt na bazi oxida zeleza byly v poslednich dekddach velmi
podrobné studovany. Postupem casu se vyzkum zaméril na nanocastice téchto
materiala. Ty maji vysoky pomér povrchu k objemu, coz vede ke zna¢nym
zménam fyzikalnich a chemickych vlastnosti téchto nanocéastic oproti objemo-
vym systémum.

Nanocastice oxidl zeleza se pomérné snadno pripravuji, maji relativné niz-
kou toxicitu vysokou biologickou odbouratelnost. Tyto vlastnosti z nich délaji
idealni kandidaty pro potencidlni vyuziti v mediciné jak pro diagnostiku, tak
pro lécbu. Jednim z jejich potencialti je jejich pouziti jako novych kontrastnich
latek v zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI), jez je velmi rozsifenou ne-
invazivni diagnostickou metodou.

Toto téma vzniklo v rdmci Siroké spoluprace s kolegy z Matematicko-fyzi-
kalni fakulty Univerzity Karlovy, Fyzikélniho tstavu Akademie véd Ceské re-
publiky, 1. lékarské fakulty Univerzity Karlovy, Institutu klinické a experimen-
talni mediciny a Fakulty chemicko-inzenyrské Vysoké skoly chemicko-technolo-
gické v Praze [88], [89].

Moji praci na tomto projektu byla participace na métreni relaxivit poskyt-
nutych vzorkl vodnich suspenzi magnetickych nanocastic na NMR spektrome-
tru vysokého rozliseni s magnetickym polem 11,75 T, které doplnily vysledky
nameérené na relaxometrech a MRI tomografech s nizsimi magnetickymi poli.
Pti tomto tkolu bylo vyuzito metodickych znalosti a zkusSenosti ziskanych pri

praci na tématu chemické vymény ve smésich lehké a tézké vody. Zejména se
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jednalo o zkusenosti s potlacenim radiacniho tlumeni. Bez téchto zkuSenosti by
bylo velmi obtizné pozadovand méreni poskytnout.
Cily této casti prace tedy bylo
e Navrhnout vhodnou metodu potlaceni radia¢niho tlumeni pro tcely meé-
feni relaxivit (resp. relaxacnich rychlosti) vodnych suspenzi magnetic-
kych nanocastic.
e Naméreni relaxivit (resp. relaxacnich rychlosti) poskytnutych vodnych

suspenzi magnetickych nanocastic v poli 11,75 T.

4.2 Studované magnetické nanocastice

4.2.1 Nanodcastice e-Fe2Os3

Prvnim typem nanocéstic, studovanych v této praci, jsou nanocastice e-
Fe;Os. Jako e-Fe O3 oznacujeme jeden z péti polymorfnich stavi krystalického
Fe;0s, které jsou za normalnich podminek stabilni [90]. Tento polymorfni stav
se v prirodé vyskytuje pouze ziidka, a to vyhradné v nanokrystalickych for-
mach a tenkych vrstvach. Nanocéastice e-Fe,O3 se vyznacuji vysokou magneto-
krystalickou anizotropii, jez vede k blokovanému stavu jednodoménovych cas-
tic. Tento stav trva az do oblasti prechodu z kolinedrniho ferrimagnetu do pa-
ramagnetického stavu pii Curieové teploté T.~ 490 — 500 K [91]-][93]. Morfolo-
gické a magnetické vlastnosti téchto nanocastic byly podrobné prostudovany v
[88]. Velikost studovanych nanoc¢éstic byla stanovena pfiblizné na 20 nm. Pro
zlepseni cytotoxickych vlastnosti byly tyto castice v tomto projektu obaleny

tenkou vrstvou amorfni siliky (SiO.). [88]

4.2.2 Nanocdastice e-AlFes..O3

Druhym typem studovanych nanocCastic jsou nanocastice e-AlFesO;
s x=0,23. Jedna se o hlintkem dopované nanocastice predchoziho typu. Oproti

nedopované varianté tyto nanocastice vykazuji vyssi magnetizaci [89]. Velikost
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téchto nanocastic byla opét priblizné 20 nm. Pro zlepseni cytotoxickych vlast-
nosti byly tyto ¢astice opét obaleny tenkou vrstvou amorfni siliky (SiOs) a téz

pro tento 1cel byla vyzkouSena citratovd monovrstva [89].

4.3 Experimentalni cast

4.3.1 Potlaceni radiac¢niho tlumeni

Pro potlaceni radia¢niho tlumeni pfi méreni na vzorcich tohoto projektu
bylo pouzito umisténi vzorku do kapildrniho koaxidlniho insertu (viz. obrazek
4.1), ktery se nasledné vklada do standardni 5 mm NMR kyvety. Tim dojde
k priblizné 11-ti ndsobnému snizeni faktoru plnéni f v rovnici (2.12) — vnitrni
prumeér 5 mm kyvety je priblizné 4,2 mm. To vede k efektivnimu snizeni kon-
centrace vody ze 100 % na priblizné 9 %. To se pro vzorky vody s magnetickymi
nanocasticemi ukazalo jako dostacujici, nebot i samotné zkraceni spin-spino-
vych relaxac¢nich dob témito nanocasticemi plisobi pro potlaceni radiacniho
tlumeni priznivé. PTi méreni 7 sekvenci IR s pridanym gradientnim pulsem
(viz. obrazek 2.6) a T, sekvenci CPMG (kterd také do urcité miry radiacni
tlumeni potlacuje) pak nebyly pozorovany zadné komplikace, které by mohly

souviset s timto jevem.

L 203mm o
- 8" =
50mm -
|y > Y
C
T
A
WGS-5BL
ID - 1.258 mm ID - 2.972 mm
0OD- 2.020 mm 0D - 4.200 mm
Inner Tube Capacity NRDE—— Cap Tormner{be included
Outer Tube Capacity Cap with hole (521-WG5-100) included

Obréazek 4.1: Kapilarni koaxialni insert [56].
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Efektivita zvolené metody potlaceni radiacniho tlumeni je demonstrovana
na obrazku 4.2. Na ném je v horni ¢asti naméreny signal volné precese po -
pulsu na testovacim vzorku vody s magnetickymi nanocasticemi (~ e-Fe;Os 0,6
mM) v koaxidlnim kapildrnim insertu. Vidime, Ze po poc¢atecnim poklesu zbyt-
kového signalu (pochézejictho z nepresnosti nastaveni m-pulsu), je signal nu-
lovy. Pro srovnani je v dolni ¢4sti uveden signdl naméreny na vzorku 20,08 %
H,O/D;0 v 5 mm (naméfeny diive v [55]). Tento signal je silné ovlivnén radi-

acnim tlumenim, coz se projevuje tim, ze nepoklesne rychle k nule.

(a)

[rel]

40

20
e E 1. i 1

— T L — T e — T — T
0.5 10 1.5 2.0 2.5 3.0 [s]

(b)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.5 10 15 2.0 Is]

Obrazek 4.2: Signal volné precese po m-pulsu namétreny (a) na testovacim
vzorku vody s magnetickymi nanoc¢asticemi (~ &-Fe;O3 0,6 mM) v koaxidlnim
kapilarnim insertu, (b) na vzorku 20,08 % H>O/D;0 v 5 mm (naméfeny diive

v [55]).
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4.3.2 Vzorky nanocastic e-Fe203

Pro tcely NMR méteni byly pripraveny tii zdsobni suspenze nanocastic e-
Fe,O3, které byly potazeny vrstvou amorfni siliky (SiO) o prumérné tloustce 8
nm, 12 nm a 19 nm. Tyto vzorky jsou oznaceny e-Fe;Os_s08, e-Fe,O;3_ s12 a e-
Fe,O;_s19 — posledni dvé ¢isla udavaji tloustku siliky. Podrobny popis pripravy
a charakterizace téchto suspenzi je uveden v [88].

Kazda zasobni suspenze byla poté natedéna a bylo z ni pripraveno 7 vzorkl
v rozmezi koncentraci 0,168 — 1,68 mM (Fe). Tyto vzorky byly umistény do
koaxialnich kapildrnich insertti, které byly uzavieny standardnim plastovym
spuntikem. Insert byl poté vlozen do 5 mm NMR kyvety. Do prostoru mezi
kyvetou a insertem byl dan deuterovany tetrachlorethan, ktery byl pouzit pro
signal tzv. ,locku®. Do deuterovaného tetrachlorethanu bylo dale pridano malé

mnozstvi (cca 5 pl) NMR standardu TMS (tetrametylsilan).

4.3.3 Vzorky nanocastic e-Alg23Fe1,7703

Podobné jako v predchozim pripadé byly pripraveny ¢tyti zasobni suspenze
nanocastic e-AlysFei 7703 s vrstvou amorfni siliky o primérné tloustce 6, 10, 17
a 21 nm (znaceni e-AlFe-s06, e-AlFe-s10, e-AlFe-s17 a e-AlFe-s21 — posledni
dvé ¢isla uddvaji tloustku siliky). Déale v pripadé téchto nanocéstic byla pripra-
vena i suspenze s nanocasticemi s monovrstvou citratu (znaceni e-AlFe-cit).
Podrobny popis pfipravy a charakterizace téchto suspenzi je uveden v [89)].

Tyto zasobni suspenze pak byly opét naredény, tak, ze z kazde bylo ptipra-
veno 5 vzorkil v rozmezi koncentraci 0,09 —1,03 mM (Fe). Tyto naredéné
vzorky pak byly umistény do koaxiadlnich kapilarnich inserti, které byly vlozeny

do 5 mm NMR kyvet s deuterovanym tetrachlorethanem a TMS.

105



4.3.4 Parametry NMR méreni

Meéreni byla provedena na spektrometru Bruker Avance III HD s magnetic-
kym polem 11,75 T. Méfeni a zpracovani spekter bylo provedeno pomoci pro-
gramu Bruker Topspin 3.2. Méfeni byla provedena na sondé BBFO. Délka 7 /2-
pulsu byla 11,1 ps pri vykonu 20 W. Pro lock rezonanc¢ni frekvence byl pouzit
signal deuterovaného tetrachlorethanu, ktery byl umistén vné kapildrniho in-
sertu. Deuterovany tetrachlorethan byl zvolen z divodu, ze jeho zbytkovy vo-
dikovy signal se ve spektru neprekryva se signidlem mérené vody. Méreni byla
provedena na 8 scant. Opakovaci doba sekvence byla nastavena na 57} .

Spin-mtizkové relaxacni doby byly méreny sekvenci Inversion Recovery s
pridanym gradientnim pulsem (viz. obrézek 2.6). Byl zvolen sinové tvarovany
gradientn{ puls v ose z délky 1000 us o relativni sile 70 %. Absolutni sila gra-
dientu nebyla kalibrovana, nebot to pro tucely téchto méreni neni podstatné.
Po tomto gradientnim pulsu nésledovala ¢ekaci perioda délky 100 ps. Méfeni
bylo provedeno na 10 bodu zavislosti (1.16). Délka gradientniho pulsu a ¢ekaci
periody byla pri fitu zahrnuta do smésovaci periody.

Spin-spinové relaxacéni doby byly meéreny sekvenci CPMG s echo casem
400 ps. Zavislost (1.18) byla méfena na 16 bodi.

Kalibrace teploty byla provedena pomoci teplotnich standarda. V rozsahu
teplot 268-298 K byl pouzit methanolovy standard, pro rozsah teplot 300-352
K byl pouzit etylenglykol. Presnost kalibrace teploty je 0,5 K [54].

Relaxivity r; a r, byly urc¢eny linedrnim fitem namétrenych zavislosti R, a

R, na koncentraci — viz rovnice (1.73).

4.4 Vysledky méreni
Podrobna interpretace namérenych vysledkti nebyla v tomto projektu moji

ulohou (tou byla, jak jiz bylo zminéno v kapitole 4.1, participace na méreni
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relaxivit na NMR spektrometru vysokého rozliseni s polem 11,75 T). Proto

jsou zde vysledky uvedeny pouze prehledové a pro podrobnosti ¢tenare odka-

zeme na publikace [88] a [89)].

4.4.1 Vysledky namérené na nanocasticich e-Fe:O3

U nanocastic e-Fe;O3 byly méfeny jak podélné (spin-miizkové), tak pricné
(spin spinové relaxivity) r; a r,. Podélna relaxivita vysla podle oc¢ekavani malé
a s rostoucim magnetickym polem klesd k nule. Namétena zavislost podélné
relaxivity na vnéjsim magnetickém poli je uvedena v grafu 4.1. Mnohem zaji-
maveéjsi je zavislost priéné relaxivity na vnéjsim magnetickém poli (viz. graf
4.2). Ty vychézeji srovnatelné s jinymi oxidy zZeleza, které jsou zvazovany pro
pouziti jako kontrastni latky [94]. Ptispévkem této prace k témto zdvislostem

byly body nameérené v poli 11,75 T. Méreni byla provedena pri teploté 313 K.
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Graf 4.1: Zavislost podélné relaxivity nanocastic e-Fe,O3; potazenych
vrstvou amorfni siliky na vnéjsim magnetickém poli. Ve vnoreném grafu je
pro lepsi porovani s literaturou uvedena zavislost na Larmorové frekvenci

jader 'H v logaritmické skéle. Data byla fitovina empirickou
dvojexponencidlni funkci za ic¢elem poskytnuti voditek pro oc¢i. Teplota
méfen{ byla 313 K [88].
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Graf 4.2: Zavislost pricné relaxivity nanocastic e-Fe,O3; potazenych
vrstvou amorfni siliky na vnéjsim magnetickém poli. Ve vnoteném grafu je
pro lepsi porovani s literaturou uvedena zavislost na Larmorové frekvenci
jader 'H v logaritmické skale. Data byla fitovana empirickou funkei r, = A +
C[1 —exp (D/B,,;)] za u¢elem poskytnuti voditek pro oc¢i. Teplota méreni
byla 313 K [88].
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Graf 4.3: Zavislost pricné relaxivity na tloustce amorfni siliky, ve které
byly studované nanocastice obaleny, mérené v nékolika magnetickych polic.
Céry jsou zde pouze jako voditka pro oé¢i. X-ové chybové tisecky udéavaji
standardni odchylku normalniho rozdéleni tloustky siliky. Teplota méreni
byla 313 K [88].
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Déle byla studovana zavislost pricné relaxivity na tloustce obalové amorfni
siliky. Namérena zavislost je zobrazena v grafu 4.3. Jako pfic¢ina potencialniho
maxima u e-Fe;Os;_s12, byla v [88] diskutovdna moznost nizsiho podilu pota-
zenych castic s vice krystality v tomto vzorku. Dale v této souvislosti byla dis-
kutovana mozné interakce mezi silikou a vodou jako je castecna permeabilita
siliky vuci vodé a chemickd vyména vod interagujicich se silikou s vodami v re-

Zervoaru.

4.4.2 Vysledky namérené na nanocasticich e-Alp23Fe1,7703
Meéreni na nanocasticich e-Aly2Fe; 7703 byla sousttedéna na pri¢né relaxivity
ry. Na pripravenych vzorcich byla namérena zavislost priéné relaxivity na vnéj-
sim magnetickém poli. Méreni byla provedena pti teplotach 23 a 40 °C. Vy-
sledky jsou uvedeny v grafech 4.4 a 4.5. Prispévkem této prace jsou opét body
namétrené pri 11,75 T. Porovnanim s vysledky na predchozich nanocasticich
vidime, ze v pripadé nanocastic e-AlyasFe; 7703 bylo dosazeno vyssich relaxivit,

coz souvisi s vyssi magnetizaci téchto nanocastic.
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Graf 4:4: Zavislost pricné relaxivity nanocastic e-AlyssFe; 7703 na vnéjsSim
magnetickém poli pri teploté 296 K [89].
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Graf 4.6: a) Zavislost pri¢né relaxivity pripravenych vzorki nanocéstic e-
Alps3Fe; 703 na teploté méfend v magnetickém poli 0,47 T, a b) odpovidajici
zavislost In (r,) na 1/T. c) Relativni prispévky MAR a SDR k 'H relaxaci
pro vybrané vzorky v magnetickém poli — hodnoty 7, jsou normalizované
hodnotlu r, (278 K). d) - f) Analogické zavislosti naméfené v magnetickém
poli 11,75 T [89].
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Dale byla mérena zavislost pricné relaxivity na teploté. Vysledek je zobrazen
v grafu 4.6. Tato zavislost byla v [89] interpretovdna jako kombinace prispévku

MAR a SDR (viz. kapitola 1.5).

4.5 Shrnuti

V této kapitole byla navrzena nejoptimalnéjsi metoda potlaceni radia¢niho
tlumeni pro méreni relaxacnich dob na vzorcich magnetickych nanocastic oxida
zeleza. To umoznilo namérit relaxivity téchto nanocastic a tim prispét k jejich
podrobné charakterizaci, kterd byla provedena v pracich [88], [89].

Studované nanocastice vykazuji velky potencidl pro pouziti jako kontrast-
nich latek pro MRI vysetieni v klinické praxi. Nanocastice e-Aly3Fe; 7703 byly

v [89] prvotné otestovany na mysich s pozitivnim vysledkem.
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V préci byly postupné prostudovany tii témata.

Prvni téma se vénovalo chemické vyméné ve smésich lehké a tézké vody,
pficemz hlavnim cilem bylo ovérit origindlni Meiboomovu interpretaci [29] a
pripadné ji doplnit, ¢i zpresnit. K tomu bylo vyuzito moderniho spektrometru
Bruker Avance IIT HD a zvyraznéni prispévku chemické vymény diky préci se
smeési tézké a lehké vody (nahrazenim jader 'H jadry D dojde ke zmenseni
prispévku dipol-dipolové interakce k relaxac¢nim rychlostem, kterd tvori prevaz-
nou ¢ast ,pozadi“ v zavislosti Ry na echo-case).

Velky dtraz byl kladen na metodickou ¢ast tykajici se ptripravy vzorki a
specifické metodiky meéreni relaxacnich dob na smeésich lehké a tézké vody.
Vzorky byly 2-krat destilovany pod bodem varu v kifemenné destilacni apara-
ture, odplynény 5-ti cykly metody ,freeze-pump-thaw* a zataveny v kyvetach
z kfemenného skla. To vSe za ti¢elem maximalniho mozného odstranéni nejriz-
néjsich (ionty, rozpusténé plyny, ..) necistot které ovliviiuji NMR relaxace a
probihajici procesy ve vzorcich. Specifika metodiky méreni spocivala predevsim
v potlaceni nezadouciho jevu radiacniho tlumeni. K tomu byla pouzita speci-
alné upravena sonda, specialni pulsni sekvence a tlustosténné kfemenné NMR
kyvety. Nasledné byly pripraveny finalni vzorky, na nichz byla namérena siroka
sada experimentalnich dat citlivych na chemickou vyménu v zavislosti na tep-
loté a koncentraci H,O.

V ramci interpretace namérenych dat byly navrzeny a diskutovany tii mozné
modely procesu chemické vymény zalozené na originalni Meiboomové interpre-
taci [29]. Jako nepravdépodobnéjsi byl oznacen model 2 (viz. kapitola 2.4.3) ve
kterém se uplatnuje J-vazba mezi 'H a '"O a J-vazba mezi 'H a D. V porovnéani
ziskanych vysledku s originalnimi vysledky Meibooma a dalsich dat z literatury

bylo dosazeno radové shody, pricemz pristup této prace ma potencial prinést
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nové informace nejen o J-vazbé mezi jadry 'H a 7O, ale i o J-vazbé mezi jadry
'H a D. Je vsak tfeba poznamenat, ze data této prace vykazuji jistou nekon-
zistenci, jez je patrné dana stale pritomnou nestabilitou vzorki, jejiz pri¢inu se
pres veskerou snahu nepodarilo odhalit. Vyvozené zavéry je tedy tireba brat
s rezervou. Pro stanoveni findlnich zavéra by bylo zapottebi dalsi systematické
prace.

Druhé téma se vénovalo korekci mikrofrikéniho faktoru v Stokes-Einsteinové
vztahu. Cilem této ¢asti bylo vypracovat novy postup urceni mikrofrikéniho
faktoru, ktery bude zalozen na porovnani nameérenych samo-difiznich koefi-
cienti pomoci NMR se samo-difiznimi koeficienty spoétenymi pomoci hydro-
dynamickych simulaci. Ucelem bylo rozsifeni platnosti Stokes-Einsteinova
vztahu i pro malé molekuly (v porovnani s molekulami rozpoustédla). To do
budoucna umozni pomoci difizniho NMR charakterizovat distribuci velikosti
molekularnich clusterii ve zvolenych studovanych systémech.

Pro tento 1cel byla vybrdna sada modelovych molekul (viz. kapitola 3.2).
Na nich byla provedena NMR méfeni samo-difiznich koeficientii. Bylo prove-
deno nastaveni vnitfnich parametri programu pro hydrodynamické simulace
(HydroNMR [69] a DiTe [70]), k ¢emuz byl vyuzit samo-difizni koeficient full-
erenu Cg prevzaty z literatury. Déale pak byly pomoci téchto programii vypoc-
teny samo-difuzni koeficienty modelovych molekul. Porovnanim namérenych a
vypoctenych samo-difiznich koeficient pak byly stanoveny reidlné hodnoty mi-
krofrikénich faktort v zavislosti na velikosti molekul podléhajicich diftzi.

Tento postup dava srovnatelné vysledky s jinymi postupy, které byly v mi-
nulosti popsany v literature. Ty vsak byly prevazné koncipovany pro néjaky
konkrétni systém. Velkou vyhodou naseho postupu je, ze je univerzalné pouzi-
telny. V této préaci byl dimenzovan pro budouci praci na charakterizaci distri-

buce velikosti clustert ethanolu zredéném v deuterovaném hexanu. V principu
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ale nic nebrani tomu tento postup ptrekalibrovat pro libovolné molekuly v libo-
volném rozpoustédle.

Treti téma se zabyvalo relaxivitou vodnych suspenzi magnetickych nanocas-
tic na bazi oxidl zeleza. Cilem bylo navrhnout vhodné experimentalni uspora-
dani tak, aby bylo mozné namérit relaxivity téchto vzorkt na spektrometru
vysokého rozliseni Bruker Avance III HD s magnetickym polem 11,75 T.
Zejména se jednalo o nalezeni vhodné metody potlaceni radia¢niho tlumeni.
Pro to bylo zvoleno umisténi vzorka do koaxialnich kapildrnich inzertt. Toto
navrzené experimentalni usporadani pak umoznilo samotné méreni relaxivit
poskytnutych vodnych suspenzi magnetickych nanocéstic. Tim bylo prispéno
k charakterizaci vlastnosti magnetickych nanocastic e-FeoO; a e-AlyasFe; 7703,
které maji vysoky potencidl pro pouziti jako novych kontrastnich latek pro

MRI vysetteni v klinické praxi.
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RMSD - Stredni kvadratickd odchylka (z anglického ,root-mean-square

deviation“).

SDR — Rezim statického rozfdzovani (z anglického ,static dephasing regime®).
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Prilohy

Priloha 1: Stanoveni molarnich
zlomku molekul H.'*O, HD!*O, D>'°0O,
H.'"O, HD'"O a D-'"O

Popis problému:

Mame 2 zasobni roztoky — roztok H,O a roztok D,O. Tyto roztoky maji
néjaké dané zastoupeni atomu H, D, 1°0O a '7O. Vime jakou hmotnost zasobniho
roztoku H»O a zasobniho roztoku D,O jsme pridali do vzorku. Chceme spocist
molarni zlomky molekul H,'*O, HD'O, D,'%O, H,!"O, HD'O a D,'"O ve vysled-
ném zlomku.

Postup:

1) Stanovime poc¢ateéni hmotnosti molekul D,'%0O, D>1"0O, H,'*O a H,'O. Slo-
vem pocatecni myslime to, ze zatim neuvazujeme izotopovou vyménu — tedy
vznik molekul HD'O a HD'7O. To nechame az nakonec.

Vezméme jeden zasobni roztok. Oznacme:

pi7o - izotopové zastoupeni atomt YO v daném zasobnim roztoku,

pp - izotopové zastoupeni atomt D v daném zasobnim roztoku.

Pak pro pocty molekul D,'*O, D,'"O, H»'%O a H,'"O (vyjadfeno v molech)

plati:
np,60 =Pp(l —piro)n, (P.1)
"p,170 = PpP170™ (P.2)
Np,160 = (1 =pp)(1 = piz0)n, (P.3)
ng7o = (1= pp)piron, (P.4)
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kde n je celkovy pocet molekul vsech typi.

Déle jako m,,, ozna¢me celkovou hmotnost daného zasobniho roztoku,

cel

ktera byla priddna do vzorku. Pak pro pocateéni hmotnosti molekul DO,

D217O, HglGO a H217O plati:
Meerr = mOD21GO + mOD217O + m(I){216O + m?‘IQ”O' (P5)

Z poméru rovnic (P.2)/(P.1) dostaneme:

0
"D, 170
22 © 0
n M m M
p, 170 Mp,17o  MpatoMpoie, (P 6)
=0 =0 = .
n m m M 1—
Dylto Dy160 Dy60 D370 P170
M 16
D510

a odtud tedy:

M 17
0 Dy O
m =-Puo D O

0
= =K . P.7
D,'70 T T-piro My, 16, mp,1e0 D, 70Mp 160 (P.7)

Podobné pomeéry rovnic (P.3)/(P.1) a (P.4)/(P.1) dajt:

M
0 _ l=pp " Hy'%0 0 _ 0
mH2160 = D MD2160 mD2160 = KH216OmD2160, (P8)
M
0 (1—pplp17o ~_Ha'7O 0
m = m = 74 . P.9
H217O pD(lpro) MD2160 D216O H21 O D216O ( )

Velkd M ve vztazich (P.6)-(P.9) jsou molarni hmotnosti jednotlivych typu
molekul.

Dosazenim (P.7), (P.8), (P.9) do (P.5) dostaneme:

m’ el (P.10)

Dy*%0 K, 110Ky 165K g 175°

Zbylé pocateéni hmotnosti pak ziskdme ze vztahu (P.7), (P.8) a (P.9).

2) Postup 1) aplikujeme jak na ¢ast zasobniho roztoku H,O, kterou jsme
pridali do vzorku, tak na ¢ast zasobniho roztoku D,0, kterou jsme pridali do
vzorku. Prostym souctem pak dostaneme pocatecni hmotnosti molekul D,!°O,
D»'"0, H2'%0O a H»'"O v nasem vzorku.

3) Ze vzorce n, = m; /M, vypocteme pocatecni po¢ty molekul D,'O, D,'7O,

H,'%0 a H>'"O v nasem vzorku.
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4) Ze vzorce:

vypocteme pocateéni molarni zlomky molekul D»'%O, D570, H,'°O a H,'"O v
nasem vzorku. Tyto molarni zlomky oznacme x%zmo, x?:)21707 x?%lfio a w(}{217o.

5) Zbyva vyresit izotopovou vyménu. To jest stanovit findlni molarni zlomky
molekul H»'%0O, HDO, D»!%O, H'"O, HD'O a D»'"O ve vzorku.

Paklize predpokladame, ze zadny z téchto typti molekul neni vici ostatnim
nijak zvyhodnén, pak lze prosté pouzit kombinatorické pravidlo souc¢inu. Ptred-
pokladejme, Zze mame dva kose. V kosi 1 mdme atomy 'O a atomy "O. V kosi
2 mame atomy H a atomy D. Oznac¢me:

Pis(, - pravdépodobnost, ze z kose 1 vytahneme atom 'O,

Pi7, - pravdépodobnost, ze z kose 1 vytahneme atom 7O,

P;; - pravdépodobnost, ze z kose 2 vytdhneme atom H,

P, - pravdépodobnost, Ze z kose 2 vytahneme atom D.

Pak pro finalni molarni zlomky molekul H»'O, HD*O, D-'%0O, H,'"O, HD;;O

a D.'"0 plati:

2,100 = Pioo P}, (P.12)
Typiso = Pioo2Py P, (P.13)
zp, 150 = PisgP3, (P.14)
170 = Piro P}, (P.15)
Typito = Piop_r2Py Pp, (P.16)
p 110 = Piig P, (P.17)

Dvojka ve vztazich (P.13) a (P.16) je proto, ze pri skladani molekuly HD1;O
resp. HDy;O jsou dva mozné zptsoby, jak to udélat. Bud z kose 2 vytdhneme

nejprve atom H a potom atom D, nebo nejprve vytdhneme atom D a potom
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atom H.

Pro pravdépodobnosti Pisy,, Pi7pn, Py a Pp plati:

Pis, = x(]D216O + m(;l2160, (P.18)
Purg = 28 17+ 2% 170y (P.19)
Py = :L'%zmo + x?{2170, (P.20)
Pp =12 16 + 2 17 (P.21)
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Priloha 2: Grafy nameérenych
zavislosti R2 na echocase fitované
modelem 1

V této priloze jsou uvedeny grafy zavislosti Ry(t..,,) pro vzorky 1-5 a jed-
notlivé teploty. Zavislosti byly fitovany modelem 1 popsanym v kapitole 2.4.3.
Jedna se o datovou prilohu. Grafy jsou k dispozici na prilozeném CD ve

slozce prilohy — soubor priloha2 grafy modell.pdf.
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Priloha 3: Grafy nameérenych
zavislosti R2 na echocase fitované
modelem 2

V této priloze jsou uvedeny grafy zavislosti Ry(t..,,) pro vzorky 1-5 a jed-
notlivé teploty. Zavislosti byly fitovany modelem 2 popsanym v kapitole 2.4.3.
Jedna se o datovou prilohu. Grafy jsou k dispozici na prilozeném CD ve

slozce prilohy — soubor priloha2 grafy modell.pdf.
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Priloha 4: Grafy nameérenych
zavislosti R2 na echocase fitované
modelem 3

V této priloze jsou uvedeny grafy zavislosti Ry(t..,,) pro vzorky 1-5 a jed-
notlivé teploty. Zavislosti byly fitovany modelem 3 popsanym v kapitole 2.4.3.
Jedna se o datovou prilohu. Grafy jsou k dispozici na prilozeném CD ve

slozce prilohy — soubor priloha2 grafy modell.pdf.
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Priloha 5: Modifikovana sekvence
CPMG kompenzujici zahrivani
vzorku RF pulsy
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Obrazek P.1: Sekvence CPMG kompenzujici zahfivani vzroku RF pulsy [55].
Horni kanal - on-rezonan¢ni pulsy, dolni kanal - off-rezonanéni pulsy. DP1,
DP2 — délky 7/2 a m-pulsu, D20,,,, — konstantni ¢asova prodleva, D1 — pocet
m-pulstt vypliujici ¢ekaci dobu, k — pocet m-pulsti vyplnujicich echo-cas, N —
pocet ech, AQ) — akvizice dat.
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