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Jiri Brus Vodik-vodikovy korela¢ni dvou-dimenzionalni experiment byl prvné
navrzen Jeanem Jeenerem na letni Skole v Basko Polje uz v roce 1971.
Po péti letech byl realizovan lidmi kolem R. Ernsta a tak bylo ziskdno

(Verze 1.0.1-2005) vodik-vodikové korelaéni spektrum v roztoku. Tento typ korelacnich
(neupravend a neuplna) experimentl je zalozeny na existenci a plisobeni spin-spinovych J

interakci o velkosti jednotek az desitek Hz. Jde tedy o pfenos
polarizace prostiednictvim vazebnych elektront a slouzi ke sledovani
proton-protonové konektivity a posouzeni topologie v molekule.
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Analogicky experiment v pevné fazi byl realizovan téméf o deset
let pozdéji. Tento vodik-vodikovy korelacni experiment ale
puvodné neslouzil k posouzeni konektivity a topologie skeletu
molekuly, ale spiSe k posouzeni misitelnosti heterogennich
polymernich systému. Pfenos polarizace je zaloZen na ptimych
dipol-dipolovych interakcich a tedy na spinové difusi.
Magnetizace se muze §ifit 1 pres velké vzdalenosti a vznik
korela¢nich signalt tak indikuje prostorovou blizkost/vzdalenost
rtiznych slozek a strukturnich jednotek. Konkrétné v tomto
ptfipad€ polymerni smési PVME a PS se jedna o systém fazové
separovany — neni patrny korela¢ni signal mezi obémi slozkami
(a), zatimco v druhém ptipadé (b) vznikly korela¢ni signal
indikuje intimni promichani obou slozek az na molekularni
urovni.

Prenos polarizace v homonuklearnim syst/(;eglu
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Stafetovy prenosu polarizace — tedy spinova difuze — je mozna pouze
proto, ze v homonukledrnim systému dochazi k flip-flop prechodim.
Pokud spolu jadra dipolarné interaguji a tedy nejsou dale nez SA, pak pii
zméné orientace jednoho jaderného magnetického momentu dojde
soucasn¢ i1 ke zméné orientace sousedniho. To je samoziejmé mozné pouze
proto, Ze celkova energie systému tim ziistane konzervovana a celkovy
rozdil v populacich na obou energetickych hladindch zlistane konstantni.
Flip-flop procesy mezi protony jsou v organickych latkach velmi rychlé a
§ifi se v celém vzorku. Dochézi k vyméné magnetizace mezi jednotlivymi
strukturnimi jednotkami, coz Ize vyuzit k ziskani cennych strukturnich
informaci. Na druhou stranu ale tyto velmi silné dipolarni interakce vedou
ke ztraté spektralniho rozliseni. Z toho plyne, Ze tyto interakce na jedné
strané chceme vyuzit a témét zaroven je musime potlacit, aby bylo
dosazeno vysokého rozliseni protonovych spekter.

BE= —4ﬁ %5(30052 o120, — 2t i + ii2)
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Odstranovani dipolarnich interakci je zalozeno na multipulsnim
ozatfovani spinového systému a podstatou klasické multipulsni
sekvence (1968) je nekonecna fada cykli 90° pulsii. Diky ni
zacnou spiny vykondavat precesi kolem efektivniho pole, které
svira s vektorem statického magnetického pole magickym thel
54,7°. Po ukonceni celého jednoho cyklu (4 pulsy) je efektivni
dipolarni Hamiltonian roven nule, spinovy systém se vyviji pouze
podle chemického posunu a v tento okamzik tedy Ize detekovat
jeden bod FID. Vysledkem této stroboskopické detekce jsou
relativné dobfe rozliSend spektra. Nevyhodou téchto technik je, ze
dobte pracuji pouze pfi frekvencich rotace do 3kHz. Pak zacne
MAS rusit u¢inky dipolarniho dekaplinku a rozliSeni prudce
klesa.

Kontinualni homodekaplink
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Reseni poskytuje kontinualni verze této techniky a tim je ,,frekvenéné
ptepinany* Lee-Goldburgtiv dekaplink (FSLQG), ktery se zacal
intenzivné pouzivat v poslednich péti letech, 1 kdyz vlastni princip byl
popsan jiz v roce 1965. Frekvence rotace, pii kterych mize byt tento
dekaplink pouzit, je az 16kHz. Protony jsou stfidavé ozafovany ze dvou
frekvenci symetricky umisténych od rezonanéni frekvence 'H.
Rezonanc¢ni offset musi splnit ,,mimorezonanac¢ni* podminku a je tedy
svazany s intenzitou ozafovaciho pole. Timto zplisobem, stejné jako v
predchozim ptipad¢€, donutime spiny efektivné vykonavat precesi
kolem sméru efektivniho magnetického pole, které svira thel 54,7°

s vnéj$im magnetickym polem By. Protoze se jedna o dekaplink
kontinuélni, musime pro detekci vodikového spektra vyuzit 2D
experiment.
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Podobny piistup reprezentuje fazové modulovany experiment
(PMLG - phase modulated Lee-Goldburg), kdy se postupné méni
faze pole B, zatimco ozafovaci frekvence ziistava konstantni a je
presné v resonanci. Dipolarni interakce je potlacena pokud fazova
modulace pulsu spliiuje vyse uvedenou podminku. Doba trvani
jedné LG ozafovaci jednotky odpovida rotaci 'H magnetizace
kolem efektivniho pole o 27 a z toho plyne zména faze rf pole
béhem jednoho LG cyklu je 208°. Stejné jako v pfipadé FSLG je
nutna symetrizace experimentu a to tak, ze smér fazové modulace
je otocen (invertovan) vzdy béhem nasledujiciho LG cyklu. 2D
experiment je tedy navrzen tak, Ze po prvni detek¢ni periodé
vratime magnetizaci do sméru osy z. Pak nasleduje sméSovaci
perioda. Po t¢é nésleduje dalsi detekéni perioda, ktera je rozdélena
okny.
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Vznik a pfitomnost mimodiagonalnich signalti v 2D spektru indikuje
prostorovou blizkost funkénich skupin. Z rychlosti vystavby intenzity
mimodiagonalniho signalu Ize ziskat informace o meziatomové
vzdalenosti a také o velikosti jednotlivych slozek v heterogennim
systému. Pii méfeni meziatomovych vzdalenosti dojde k ukonceni
procesu béhem nékolika stovek mikrosekund, zatimco pii popisu
heterogennich systému trva cely proces i nékolik desitek milisekund.
Zakladem pro popis je druhy Ficktiv zakon a z tohoto dlivodu je nutné
znat spin-difusni koeficient, odhadnout dimenzionalitu procesu a znat
objemovy zlomek dispergované slozky. Pro urceni spin difusniho
koeficientu byla navrzena fada vztaht, které bud’ vyuzivaji polositky
protonového signalu nebo T, relaxace. Nejlepsi ale je vnitini kalibrace.
To znamena sledovat pienos polarizace mezi strukturnimi jednotkami
jejichz vzdalenost je zndma.
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Vhodnym piikladem pro aplikaci tohoto 2D experimentu je smés
polykarbonat polyethylenoxid (PC-PEO), ve které jsou ob¢ slozky
semikrystalické. Pfitomnost mimodiagonalnich signdlti potom
prozrazuje spinovou difuzi mezi PEO a PC. Systém neni zcela fazové
separovany, navic je diky ¢aste¢né krystalinité¢ ponékud komplikovany.
Diky tomu je komplikovana i interpretace dat. Nejprve je patrny rychly
rust intenzity signalil, ktery se pozdéji zpomali. To naznacuje slozitou
morfologii: v amorfni oblasti jsou molekuly obou polymert témét
intimn¢ promichany zatimco krystality jsou vétsi a jsou separovany.
Vystavbova kiivka pak odrazi dva spin-difuzni procesy. Prvni proces je
rychly a reprezentuje spinovou vyménu mezi intimné promichanymi
molekulami v amorfni fazi, zatimco pomaly proces souvisi s pienosem
magnetizace mezi krystality. Simulaci vystavbové kiivky pak Ize
stanovit velikost jednotlivych domén.

Velikost domén v kopolymerech
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Dal$im vhodnym ptikladem mohou byt kopolymery. V tomto ptipadé
je to kopolymer PEO a PE. Pii detailnéjSim pohledu na ziskana data lze
nalézt odchylky od idedlniho modelu pro dvé slozky a mezifazi. Z
odchylek vyvoje spinové difuze od idedlniho modelu 1ze odhadovat
komplikovanou morfologii mezifazové oblasti na rozhrani polymernich
blokii PE a PEO v blokovych kopolymerech. Pfechod neni skokovy ani
zcela plynuly, ale v amorfnim rozhrani dochézi ke vzniku maly oblasti
0,5 - 1 nm, kde jsou oba polymerni fetézce propleteny. Mimo to lze
urcit velikost lamel a z pocetné primérného polymeracniho stupné i

odhadnou pocet skladli polymerniho fetézce.
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Spin-difuzni procesy a jejich analyzu lze rozsifit a aplikovat i na
jiné systémy, nejenom na heterogenni polymerni latky. Timto
zpisobem lze také popsat viceslozkové systémy, napt. 1ze
stanovit velikost klastrii hydroxylovych skupin a sorbované vody
na povrchu polysiloxanovych siti. Pfitomné klastry se lisi
prumérnou silou vodikovych vazeb a diky tomu je Ize spektralné
rozlisit. Tak 1ze sledovat jejich Gtvary o velikosti 0,5-1 nm a dale
je mozné posoudit 1 jejich distribuci na povrchu. Vzhledem k
tomu, Ze neni indikovéana pfitomnost zddné vyznamné mezifaze,
pak je pravdépodobné, ze vSechny typy hydroxylovych skupin
jsou spolu ve vzajemném dipoldrnim kontaktu.
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Obdobné¢ 1ze sledovat a posoudit velikost hydroxylovych a
methylovych utvari na povrchu modifikovanych siloxanovych siti. Zde
je vsak jasn¢ patrny ,,sigmoidni tvar spin-difuzni zavislosti a to
naznacuje pritomnost mezifaze nebo ,,nenahodnou* distribuci
jednotlivych klastri. Zd4 se rozumné tvrdit, Ze methylové skupiny jsou
obklopeny hydroxylovymi klastry se slabsi vodikovou vazbou, za
kterymi pak nasleduji klastry se silnymi vodikovymi vazbami. Na
rozdil od ptedchoziho systému v této siloxanové siti jsou n¢které SIOH
zcela izolované. Opét 1ze odhadnout velikost jednotlivych ttvard,
ovSem pro piesny a rigordzni popis usporadani je dosazené rozliSeni
stale pfili§ hrubé.



Méreni meziatomovych vzdalenosti
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Relevantni jsou vzdalenosti 0,1 - 0,5 nm. V tom pfipadé je nutné
sledovat velice rychlé procesy, které probihaji v desitkach az
stovkach mikrosekund. V ptedchozich ptipadech to byly jednotky
az desitky milisekund. Ziskand data pak lze interpretovat jako
mezijaderné vzdalenosti. Pokud 1ze dosahnout kvalitniho
spektralniho rozliSeni a pii znalosti spin-difuzniho koeficientu
pak z vystavbovych kiivek by mélo byt velmi snadné urcit
meziatomovou vzdalenost. Navic doba akvizice jednoho spektra
je obvykle méné jak 1-2 hodiny.
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Ale pozor. V téchto ptipadech méfeni meziatomovych vzdalenosti se
molekula ,,rozpadd® na jednotlivé segmenty nékdy s rozdilnym
dynamickym chovani. V tomto piipadé NH;" skupina rotuje zatimco
CH; je zcela rigidni. To se promitne do velikosti dipolarnich interakci a
tedy 1 do efektivniho spin-difuzniho koeficientu. Rychlost vymény
magnetizace v rigidni skupiné mezi neekvivalentimi CH; vodiky je
mnohem rychlejsi néz v té pohyblivé Casti. Proto je potieba tento
problém mit na paméti a vypocetné kompenzovat. Ur€eni struktury je
tak podminéno znalosti dynamiky systému. BohuZzel ale nedokonalé
spektralni rozliseni téchto technik neumoziuje studovat detailni
strukturu komplikovanéjSich systému. Otvira se ale jind moZnost
vyuziti téchto spin-difuznich experiment.



Parametry krystalové bunky
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Pro uréovani meziatomovych vzdalenosti uvniti molekuly, tedy
pro popis lokdlni geometrie, se obvykle interpretuje pouze
pocatecni Cast spin-difuzni zavislosti. Pro delsi sméSovaci doby
1ze ale n¢kdy pozorovat jisté odchylky ve vystavbé korela¢nich
signall. Napf. tyto korelacni signdly odrazeji ptenos polarizace
mezi a-H a NH3". V idedlnim ptipadé by jejich intenzita méla byt
stejnd, jak plyne z neutronovych difrakénich dat. To tedy
znamena, ze sledovana odchylka musi souviset s usporadanim
molekul v krystalu a s jejich pakovani a souvisi tak s
mezimolekuldrnim pfenosem polarizace. Teoreticky by tedy bylo
mozné tuto mezimolekularni vzdalenost vyextrahovat a ziskat.
Bohuzel takto ziskané vzdalenost je ale nespecificka, je primérna
pies vSechny sousedni molekuly a orientace.

Parametry krystalové bunky
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Nicméné, nedavno byl tento pfistup rozsifen a zobecnén a bylo
ukazano, tento typ experimentu, pokud se podaii dosahnout dobrého
spektralniho rozliSeni, mize byt s uspéchem pouzit i k posouzeni
parametra krystalové buiky. Vystavbové zavislosti totiz skutecné
obsahuji informace o velikosti krystalové buiiky. Vyhodnoceni
experimentalnich dat vychézi z feSeni klasické kinetické matice pro
vyvoj intenzity magnetizace. Na jedné strané tuto matici mohu ziskat
experimentalné, ale na strané¢ druhé mohu vyvoj magnetizace simulovat
na zakladé navrzeného pakovani molekul v krystalu. Pro tento ucel
musim vzit do tvahy vSechny vodik-vodikové vzdalenosti pro centralni
molekul a deset sousednich. Pak Ize tuto matici — pribéh vystavby
matice zkonstruovat a na zaklad¢ porovnani simulace a
experimentalnich dat, posoudit kvalitu parametrt krystalové burky.
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Jak jsem se jiz zminil, slabé spektralni rozliSeni limituje vyuZiti
téchto technik na relativné malé systémy s vysokym stupném
uspofadani. Pro komplikované polymerni systémy je informace
velmi rychle ztracena. Napft. v ptipadé¢ slozitéjsi polymerni sité
dokézeme rozliSit pouze dva signély a to pro n¢jaké detailni
studie je nedostate¢né. Pak se musime pokusit spektralni rozliseni
zvysit. Jednou z moZnosti je zakddovani informace o 'H-"H
spinové difusi do uhlikovych chemickych posunti. Tato technika
byla diskutovéana v pfedchozi kapitole. Diky velké disperzi
chemickych posuni je dosazené spektralni rozliSeni jiz dostatecné
k ziskani hledanych informaci.

Stanoveni struktury — 'H-'H vzdalenost
T

W AS CR and JHIPC AS CR

Simvastatin — 3D 1H-1H-BC CP/MAS NMR
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Chceme-li jit jesté dale pak Ize zkombinovat vodik-vodikovy korela¢ni
experiment s predchozim vodik-uhlikovym korelacnim experimentem.
Problém malého spektralniho rozliSeni tim obejdeme vyuzitim tfetiho
rozméru. Ve dvou rozmérech jsou hodnoty chemickych posunti vodiku
a ve tietim jsou uhlikové chemické posuny. To znamend, ze kolem
kazdého vybraného atomu uhliku Ize selektivné urcit lokalni rozlozeni
a geometrii atomu vodiku a to az do vzdalenosti 4 A. Zmétené 3D
experimenty ve vhodném sméru (v ose uhlikovych chemickych
posunil) rozieZzeme. Podle chemického posunu pro jakoukoli
rozliSenou funkéni skupinu tak 1ze ziskat 2D vodik-vodikové spektrum.
Pro ziskéni potiebnych dat je ale nutné provést sérii 3D experimentl.
To je jiz dost Casové narocné a vlastné se jedna o 4D experiment. Doba
akvizice jednoho 3D spektra je tak 24 hodin.
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Ale 1 pfes toto vylepSeni je spektralni rozliSeni ve vodikové dimenzi
kritickym faktorem. Proto se nabizi detekce *C chemickych posuni
v obou dimenzich a tak navrhnout a aplikovat experiment, ve
kterém je *C-">C korelace zprostfedkovana 'H-'"H spinovou
vyménou. Samoziejmé v tomto piipadé je nutné izotopické
obohaceni vzorku, ale provedenim tohoto experimentu s tfemi CP
bloky lze dosdhnout velmi kvalitnich dat. Prvni CP vytvofi
transverzalni '>C magnetizaci, ktera se nasledné vyviji podle
chemického posunu, pak nasleduje zpétnd LGCP do protonového
spinového systému a uloZeni 'H magnetizace od osy z. Béhem
sméSovaci periody dojde ke spinové vymeéné a nakonec je
magnetizace posledni LGCP periodou prevedena zp&t do °C
systému. Diky tomu je intenzita korela¢nich signéli zavisla pouze
na 'H-"H spinové vyméng.

2D BC-13C korelace — 'H-'H spinova dif})l/see

W AS CR and JHIPC AS CR
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5 a0 Ido de Boer, L. Bosman, J. Raap, H Oschiinat and H J M de Groot
ME L 2DV 1 MAS NMR Correlation Spectroseopy with Mixing by
by i True 'H Spin Diffusion Reveals Long-Range Intermolecular Disiance
el o Restraints in Ulira High Magnetic Field, J. Magn. Reson.
e 157, (2002) 286-291.

Prikladem vyuziti tohoto experimentu je popis uspotfadani komplexu
Chorofilu a/H,O. Pro kratké sméSovaci doby do 100 us, odpovidaji
korela¢ni signaly pouze intramolekularnim kontaktiim. Pro delsi casy
spinové difuze se objevuji dalsi signaly, jez indikuji mezimolekulérni
prenos polarizace, a které tak mohou byt vyuzity k ureni vzdjemné
orientace molekul. V tomto konkrétnim ptipadé byl sledovan vznik
korela¢niho signdlu mezi koncem fetézce a polycyklickou ¢asti. A to
indikuje ,,back-to-back* usporadani, kdy jednotlivé fetézce jsou zcela
natazené. Piekvapiva je rychlost Sifeni magnetizace. Béhem 100 ps
dojde k ptenosu az do vzdalenosti 4A a po 700 us je tato vzdalenost
dokonce 11A. Nicméné pro kratSi sméSovaci doby, Ize timto zpisobem
velmi dobfe posoudit pravé mezimolekularni kontakty a uspofadani
molekul v agregatech.

10



