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Na konci 80 a zacatkem 90-tych let se v NMR spektroskopii pevného
stavu spi$e navrhovali experimenty separa¢ni. Sikovnou spinovou
manipulaci se podafilo separovat fadu anizotropnich interakci podle
izotropniho chemického posunu. Anizotropni interakce obsahuji celou
fadu vyznamnych strukturnich informaci. Anizotropie chemického
posunu cosi vypovida o distribuci nebo elektronové hustoteé kolem
daného jadra. Velikost heteronuklearni napi. vodik-dusikové dipolarni
interakce potom napt. odrazi silu vodikovych vazeb a tedy i1 pozici
vodikového atomu. Homonuklearni vodik-vodikové dipolarni interakce
pak dobfe odrazeji lokalni pohyblivost. Uzky signal reflektuje vysoce
dynamické segmenty, zatimco rigidnim slozkdm odpovida velmi Siroky
signal.
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Typickym piikladem je technika separace Sirokych signalt, kdy
se béhem prvni periody t; 'H magnetizace vyviji pod vlivem 'H-
'H dipolarnich interakei. To vede k rychlému rozfazovani precese
'H spint, pfi¢emz rychlost rozfazovani je umérna velikosti
dipolérnich interakci. V diisledku toho se zmensuje vysledna
slozka protonové magnetizace, kterou lze na konci t; prenést
b&hem CP do *C spinového systému. S postupné se prodluzujici
periodou t; ziskame sérii ?C NMR spekter s klesajici intenzitou
signalti. Druhou FT tohoto poklesu ziskame 2D NMR spektrum,
kde v jedné dimenzi jsou uhlikové atomy charakterizované °C
chemickym posunem a v druhé dimenzi $irokym 'H NMR
signalem. ProtozZe velikost dipolarnich interakci klesa s rostoucim
pohybem, itka 'H signala odrazi segmentovou dynamiku.
Rigidni strukturni jednotky jsou charakterizované §irokymi 'H
signaly, zatimco pohyblivé segmenty se projevi uzkymi pasy.
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Ptikladem miize byt polymerni smés polykarbonat — polyethylenoxid
(PC-PEO). Uzky signal jasné odrazi vysokou segmentalni pohyblivost
fetézcil polyethylenu v amorfni fazi. Naproti tomu tyto Siroké signaly a
to at’ jiz ,,aromatiky* nebo methylli indukuji jejich zna¢né omezenou
pohyblivost. Zajimavé je porovnani vodikovych dipolarnich spekter
aromatickych jednotek u €istého polykarbonatu a polymerniho blendu.
Ptitomnost rotacnich past jasné ukazuje na existenci preskokl s osou
symetrie C2 kolem uhlikl 1 a 4. Je piekvapivé, Ze tyto rotacni pasy
mizi v pfitomnosti velmi pohyblivého PEO. Spise by bylo mozné
ptedpokladat, Ze v prostiedi s vyssi pohyblivosti se nékteré pohyby
jeste vice uvolni. V tomto ptipad¢ je tomu naopak a rotace a preskoky
aromatickych skupin se zastavi. To se vysvétluje tak, Ze intimni
kontakt s fetézcem PEO zabrani kooperativnimu ovliviiovani
aromatickych kruhi a ty se pfestanou to¢it. Mozn4 se snizi volny objem
a dojde ke vzniku sterickych bariér.
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Podobné 1ze posoudit segmentélni pohyblivost u polymerni sité
polydimethylsiloxan — polyimid. 2D 'H-"*C WISE NMR
spektrum blokové polymerni sité polyimid-poly(dimethyl siloxan)
— (PI-PSX) opét nazorné potvrzuje rozdily v segmentalni
dynamice obou slozek. Je jasn¢ patrné, ze pohyblivost
poly(dimethyl siloxanovych) fetézcii je znateln€ vyssi nez
pohyblivost polyimidu. Navic v rigidnich jednotkach polyimidu
nedochazi k vyznamnégj$im rotacim ¢i preskokiim aromatickych
kruht, tak jak jsme je pozorovali u PC. Déle je zfejmé, Ze vysoka
pohyblivost poly(dimethyl siloxanovych) fetézci neovliviiuje
dynamiku druhé slozky. Naopak §iroka slozka protonového
signalu poly(dimethyl siloxanu) reflektuje jeho Castecné
imobilizované segmenty, které se nachéazi na rozhrani obou fazi.
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Frekventni kodovani

Existenci rozdila v lokalni pohyblivosti Ize vyuzit k posouzeni
misitelnosti obou slozek a ke stanoveni velikosti domén obou
komponent a ptipadné mezifaze a posouzeni morfologie systému.
Zakladem této techniky je opét (jak jinak) vyuziti spinova difuse.
Vlozenim sméSovaci periody umoziujici spinovou difusi, kdy
magnetizace je ulozena ve sméru osy Z, za prvni vyvojovou periodu t;,
se informace o pohybovém zazeni protonového signalu §ifi ptes prostor
do rigidni faze a to rychlosti umérnou 1/rij’. Pro kratkou dobu spinové
difuse se magnetizace prenese do nejblizsich jednotek imobilizované
slozky, zatimco pti del$i sméSovaci period¢ jiz nastane Stafetovy prenos
polarizace do vzdalen€jsich oblasti. Pivodné Siroky protonovy signal
rigidni komponenty je pak tvofen superpozici Sirokého a tzkého
signalu. Postupny nartst intenzity uzké slozky reflektuje prib¢h
spinové difuse a obsahuje pozadované informace o velikosti domén a
morfologii systému, které Ize ziskat analyzou této zavislosti.
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Selektivni excitace Frekventni kodovani

Rychly stafetovy pfenos polarizace pomoci flip-flop piechodt
muze po selektivni excitaci rozsifit magnetizaci i do ptivodné
nepolarizovanych segmentii. Obecné ale aplikaci vySe zminéného
2D experimentu docilime frekven¢niho zakddovani vodikové
magnetizace a nasledné béhem spinové difuse se chovani
magnetizace velmi rychle zpriméruje. To znamena Ze Siroka
slozka prechazi do izkého signélu a naopak. Za dostatecné
dlouhou dobu, po dosazeni rovnovahy, je tvar v§ech dipolarnich
spekter stejny. Dojde k vyrovnavani vlastnosti 'H magnetizace.
Tento proces lze popsat druhym Fickovym zdkonem, z néhoz lze
stanovit velikost dispergovanych ¢astic v matrici. Cim je kfivka
strméjsi tim jsou Castice mensi. Pro pouziti Ficka zdkona musime
znat spin-difuzni koeficient. Ten je nutné stanovit pro kazdou
slozku zv1ast’ tedy jak pro mobilni tak rigidni slozku, a to z
polosiiky vodikovych signalt nebo z T, relaxace.
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Jako ptiklad jsou zde uvedeny spin-difuzni zavislosti pro dva systémy
polymerni sité polyimid-a polydimethylsiloxan PI-PSX. V obou
piipadech je patrné, Ze si ale s jednoduchym modelem dvouslozkového
systému nemiizeme vystacit. Je nutné model rozsitit minimaln¢ na dva
procesy, na rychly a pomaly a samoziejmé na vice slozek. Pak je
simulace SD kiivky pon¢kud komplikovanéjsi, ale vede k zajimavym
vysledkiim. Vnitini ¢asti PSX domény jsou tvofeny velmi pohyblivymi
fetézci PSX. Tato vrstva je potom mezifdze korespondujici s PSX
fetézci s CasteCné omezenym pohybem. A pak nasleduje PI matrice.
Zjisténé vzdalenosti reprezentuji vzdalenosti v matrici PI, kde neni
zadny PSX pfitomen. Za upozornéni stoji, ze velikost PSX mezifaze je
v obou piipadech stejnd 0.6 nm.
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Tento experiment také mize velmi jednoduchym zptisobem
poskytnout informace o pozici externich molekul vody. VétSinou
je vodikovy signal relativné volné vody pomérné tzky. Tyto
¢astecné imobilizované molekuly vody se ale mohou ucastnit
procesu CP, ovSem diky relativné vysoké pohyblivosti je u¢innost
pfenosu polarizace velmi mald a tak pfi standardnim nastaveni
experimentu by nové vznikly signél byl obtizn¢ detekovatelny.
Pti standardnim nastaveni nepouzivame kvadraturni detekci,
snimame pouze cosinova data, a nosna vodikova frekvence je
pfesné v rezonanci s nejuzsim signalem. Pokud ale nosna
vodikova frekvence nebude pfesné v rezonanci, ale bude zde
néjaky offset 2-3 kHz, pak se ve spektru objevi dublet. A pravé
takovyto dublet naznacuje pritomnost molekul vody a
prostorovou blizkost k dané detekované funkéni skuping. Jeji
pozici v systému lze urc€it podle uhlikového chemického posunu.

Lokalizace molekul externi vody
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Napt. v tomto piipad¢ siloxanové sité, kterd je tvofena Ctyfmi
zakladnimi typy strukturnich jednotek, je zcela ziejmé, Ze molekuly
vody se shlukuji kolem siloxanovych jednotek s jednou hydroxylovou
skupinou. To je pochopitelné. Na druhou stranu v ptipadé tohoto
polypentapeptidu, je situace zajimavéjsi. Tento protein ma ve vodném
prostiedi pii teplotdch nad 33 C nabyvat zvlastni sekundarni struktury —
B-spiraly. A je znamo, ze voda hraje zdsadni roli pii formovani této
konformace.Otdzka je, kde se nachazi strukturovana nebo vazana voda.
Je to uvnitt spiraly nebo na povrchu?? Kupodivu se ukazalo, ze
molekuly strukturné vazané vody, tedy ne zcela volné vody, se nachazi
na povrchu proteinu a to spise v blizkosti methylovych skupin. Dobra,
zda se tedy, ze 1ze tuto mimorezonancni modifikaci separace
protonového dipolarniho pole rozumné aplikovat. Existuji i aplikace
pro biologické materialy, kde byla tato technika pouzito k lokalizaci
molekul vody v mezibunééném prostoru.
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Do této chvile jsme se zabyvali separaci homonuklearnich "H-"H
dipolérnich interakci podle chemického posunu. Zajimavé
informace poskytuji ale 1 heteronuklearni dipolarni interakce.
Navic pokud by se podafilo uzpisobit experiment takovym
zpusobem, ze je zméfime jako pro izolované spinové pary, bylo
by mozno tato data vyuzit i pro méfeni meziatomovych
vzdalenosti a pro selektivni posouzeni geometrie segmentalniho
pohybu. Jednou z nejjednodussich moznosti jak selektivné
separovat heteronuklearni dipolarni interakce je vyuziti cross-
polarizace. Vime Ze b&hem cross-polarizace dojde po splnéni HH
podminky k heteronuklearnim flip-flop pfechodiim. Hnaci silou
tohoto procesu je velikost heteronuklearnich dipolarnich
interakci. Je tedy zfejmé, ze za urcitych podminek bychom
informace o velikosti dipolarni interakce mohli z procesu CP
extrahovat.
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Béhem soucasné zapojenych dvou rf poli se spravné nastavenou
amplitudou ustavime dipolarni kontakt a polarizace se za¢ne pfesouvat
z vodikového systému do spinového systému uhlikli a nakonec
snimame magnetizaci uhlikll. Z dynamiky CP vidime Ze velikost
heteronuklearnich interakci se promitne do rychlosti vystavby uhlikové
magnetizace. Takovato vystavbova zavislost je ale téméf nepouzitelna
k néjakym kvantitativnim stanovenim. Problém plyne z toho, Ze béhem
spin-locku a tedy CP jsou aktivni nejenom heteronuklearni dipolarni
interakce ale 1 homonukleéarni interakce zahrnujici vodikové spiny.
Tyto homonuklearni interkace samoziejmé zpiisobuji flip-flop
prechody a tak i spinovou difuzi a zprimérovani chovani a vlastnosti
vodikové magnetizace. A tak béhem kratkého okamziku pfenosu
polarizace se detailni a specifické informace o velikosti heteronuklearni
dipolarnich zcela vytrati. Pro ziskani kvantitativnich dat, ale musime
tyto homonuklearni interakce béhem CP zcela potlacit.
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Teoreticky: V ptipad¢ statického izolovaného spinového paru I-S
se magnetizace béhem CP vyviji obdobné jako pod vlivem spin-
spinové skalarni interakce. Magnetizace izolovaného spinového
paru vykazuje oscilacni chovani. Frekvence této oscilace
odpovida velikosti dipolarni interakéni konstanty. FT této oscilace
pro praskovy materidl poskytne klasické Pakeovo spektrum, ve
kterém Stépeni piimo odpovida dipolarni interak¢ni konstanté.
Takovyto 2D experiment by umoznoval pro kazdy rozliSeny atom
uhliku urcit velikost dipolarni interakce. Realny experiment ale
musime provadét pii rotaci vzorku pod magickym thlem, kdy se
ale HH profil rozdéli na rotacni maxima. V téchto maximech je
ale frekvence oscilace detekovaného signalu ¢aste¢né redukovana
a ma jinou frekvenci. Stépeni odpovidajiciho dipolarniho spektra
je potom v jiném, ale pfimém vztahu s dipolarni interakéni
konstantou.
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Navic ale musime odstranit a minimalizovat vliv homonuklearnich
dipoléarnich interakcei, které velmi rychle vedou k potlaceni této
oscilace. Jednou z moznosti jak odstranit vliv homonuklearnich
dipolarni interakci mimorezonanéni ozatovani protonového spinového
syst¢ému (LGCP). Po splnéni mimorezonan¢ni podminky je protonova
magnetizace ulozena ve spin-locku ve sméru efektivniho pole a svira se
statickym magnetickym polem magicky uhel. V tento okamzik jsou
homonukleédrni interakce odstranény a pokud zoptimalizujeme
amplitudu druhého rf pole tak, aby nastalo maximalni zesileni signalu,
pak se magnetizace opét vyviji pouze pod vlivem heteronuklearni
dipolarni interakce. Frekvence oscilace je pfi této LG cross-polarizaci
ale jesté jednou redukovéana. OvSem takto jiz 1ze provést redlny
experiment a naméfit tak selektivné dipolarni interak¢ni konstanty pro
vSechny uhlikové atomy, které rozliSime v uhlikovém NMR spektru.
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Zde jsou uvedena typicka 2D dipoléarni spektra. Pro kazdy To zni dobfe, ale uvedeny vztah je platny pouze pro zcela rigidni
rozliSeny uhlikovy nebo dusikovy atom je selektivné zméten systémy. V piipad¢ existence jakéhokoli vnitiniho nebo segmentélniho
dipolarni profil. Tento typ experimentu mize byt s velkou pohybu s korela¢nim ¢asem krat$im nez 40 us dojde k pohybovému
vyhodou vyuzit k upiesnéni pozice vodikovych atomd, které jsou prumérovani dipolarni interakce. Naméfena interakéni konstanta je tedy
zapojeny do tvorby vodikovych vazeb. Vztah mezi dipolarni pohybovée redukovana - primérovana. 120° preskoky napt. vedou k
oscilaci a meziatomovou vzdalenosti je zcela zfejmy. Pfesnost potlaceni dipolarni interakce na jednu tfetinu. To znamena, Ze v
takovéhoto méfeni je obvykle +- 2-3 pm. pohybovém priimérovani je uloZena informace o geometrii

segmentalniho pohybu. Pomér pohybové zprimérované hodnoty a
limitni hodnoty pro zcela rigidni systém udéava parametr uspotradani a
tento parametr uspotradani lze pro rizné pohybové modely pievést do
amplitudy segmentalniho pohybu tedy tihlu reorientace vektoru CH.
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Tato technika je napt. velmi uzite¢na pro posouzeni a popis
dynamiky jednotlivych segmentl polymernich fetézct. Je potieba
si uvédomit, ze fada fyzikdlnich a mechanickych vlastnosti
polymernich systémt je pfimo spojena s vnitinim molekularnim
pohybem. Ovsem je potieba si uvédomit, Ze situace je velmi Casto
komplikovana tim, Ze polymerni materidly jsou semikrystalické a
navic nejsou polymorfné ¢ité - obsahuji vice krystalovych
modifikaci. Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé komponenty nelze
mnohdy spektroskopicky rozlisit - signaly se ptekryvaji, jsou
standardné ziskand data jakousi superpozici vSech pohybovych
stavl v systému. Pfikladem mtize byt systém, jehoz zakladem je
polyamid 6. Ten je tvofen dvémi krystalickymi fdzemi o ay a
amorfni slozkou. Je tedy ziejmé, Ze pro ziskani specifickych
informaci musime pouzit takové techniky, které umozni selektivni
detekci a méfeni dipoldrnich interakei v riznych fazich.
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Lze vyuzit toho, Ze dynamika polymernich fetézcti je v riznych
slozkéach systému riizna. Napt. zavedenim T, filtru docilime toho, ze
rychle relaxujici magnetizace amorfni slozky zcela vymizi a my tak
mizeme selektivné detekovat pouze dipoldrni data pro krystalické
slozky. Je tedy mozné selektivné stanovit amplitudu reorientace
kazdého polymerniho segmentu. V tomto konkrétnim ptipad¢ je
ziejmé, ze amplituda je kolem 15° a ze mirné stoupa od amidickych
skupin smérem do sttedu monomerni jednotky. Tato amplituda je
podstatné vétsi nez s jakou se mizeme setkat v krystalickych
materidlech malych organickych molekul, kde je obvykle mensi nez 3°.
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Pro selektivni detekci dipolarnich spekter v amorfni fazi musime
pouzit inverzni postup. Nejprve zcela nasytime uhlikovou
magnetizaci, pak béhem velmi kratké doby zrelaxuje 13C
magnetizace pouze v amorfni fazi, tu lze pfimo excitovat a
nasledn& b&hem inverzni CP z "*C do 'H donutit tuto uhlikovou
magnetizaci k dipoldrni oscilaci. Tuto magnetizaci pak
detekujeme. Ze ziskanych dipolarnich spekter pak 1ze opét popsat
amplitudu reorientace polymernich segmentt nyni ale v amorfni
slozce. Je zcela patrné, ze tato amplituda dosahuje dvakrat vétsi
hodnoty nez v krystalitech. Faktem je, Ze tato spektra maji
poné¢kud jiny charakter a vzhled. V ptfipadé amorfni faze je
musime stale povazovat za superpozici riznych pohybovych
stavil za jakousi distribuéni kiivku pohybovych amplitud.
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ﬁAnizotropni interakce ohsahuji cenné informace o struktui'e a dynamice. \

b. Techniky separace lokalnich poli - separace podle chemického posunu.

¢. WISE - separace 'H-'H dipolarnich interakci.

d. Rychlé a pomalé rozfazovani 'H magnetizace - rigidni a mohilni segmenty.

e. Spinova difuze - informace o pohyhovém stavu se §ifi pfes prostor.
f. Odhad velikosti domén v heterogennich systémech.

g. Ureni spin-difusniho koeficientu.

h. Lokalizace molekul vody - mimorezonanéni WISE.

i. LGCP - separace H-X dipolarni interakce.

j. Potlaieni '"H-H dipolarnich interakci héhem CP.

k. Moinost méfeni mezatomovych vzdalenosti.

(Stanuveni amplitudy reorientace molekularnich segmentid.
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