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Uvod

Motivace a cile prace

Voda je nejvice zastoupenou latkou na planeté Zemi. Jeji vyznam pro zivot je zcela
zasadni. Spolu se zemskou atmosférou vytvaii zakladni podminky pro existenci zivo-
ta a je také mistem, kde Zivot vznikl.
Struktura molekuly vody je velmi jednoduché. Sklada se ze dvou atomii vodiku a
jednoho atomu kysliku, pfi¢emz atomy vodiku jsou s kyslikem svdzany kovalentni
vazbou. Nelze ovSem fict, Ze by voda jako takové byla jednoduchou slouceninou.
Voda ma fadu anomalnich vlastnosti, pficemz plvod fady z nich nebyl dodnes
presvédcive objasnén. Z nejznaméjsich anomalii vody Ize uvést maximum hustoty v
okoli 4° C nebo zménu objemu pii pfechodu mezi kapalnou a pevnou fazi. OvSem je
zde 1 fada mén¢ znamych anomalii — naptiklad anomalie izotermické kompresibility,
anomalie specifické tepelné kapacity pfi konstantnim tlaku a mnoha dalSich — podle
[1] ma voda ptes 60 anomalnich vlastnosti.
Obecné se predpoklada, ze podstata téchto anomalnich vlastnosti je ukryta ve struk-
tufe a dynamice molekularnich siti pospojovanych vodikovymi mistky, jichz voda
tvofi velmi mnoho. OvSem konkrétni pfedstava o takovéto supramolekularni struk-
tute a jeji dynamice je stale predmétem debat a neustéle se vyviji. [2, 3]
Jaderné magnetické rezonance (NMR) vysokého rozliSeni je jednou z technik, které
jsou schopny poskytnout informace o takovychto supramolekuldrnich strukturach.
Piedev§im detailni interpretace relaxacnich dob tzce souvisi s dynamikou molekul a
molekularnich struktur. Je ovSem zajimavé, ze NMR vodikové relaxacni doby
samotné vody byly hojné studovany v 50.-60. letech minulého stoleti [4, 5], ale poté
doslo k atlumu téchto studii, pficemz tyto studie vSak nepfinesly pfilis piesvedcivé
Zavery.
Toto se tedy stalo impulzem pro vznik této prace, jejiz hlavni cile jsou

* vypracovat metodiku piipravy odplynénych vzorkd riznych koncentraci

H,0/D,0,
* vypracovat metodiku méfeni relaxacnich dob na vzorcich H,O/D,0O, které

jsou specifické tim, Ze jsou neobvykle dlouhé a také tim, ze signal vody je



velmi silny, coZ s sebou pfinasi fadu experimentalnich komplikaci,
* na vybranych vzorcich naméfit relaxacni parametry a naméfené vysledky in-

terpretovat v souvislosti s dynamickymi déji, které ve vod¢ mohou probihat.

Clenéni prace

Tato prace je roz¢lenéna do Ctyt kapitol.

Prvni kapitola se vénuje teorii jevu jaderné magnetické rezonance a relaxacim ja-
dernych spind.

V druhé kapitole jsou popsany standardni techniky méfeni relaxacnich dob a také je
zde popsan pojem radiacniho dampingu a jeho dopady na meéfeni silnych NMR
signalti.

Tteti kapitola popisuje piipravu vzorkt, které byly pii méteni pouzity, a také spektro-
metr NMR vysokého rozliSeni, na kterém byla métena data pro tuto praci.

A ¢tvrta kapitola je vénovana samotnym vysledktim a jejich interpretaci. Je sloZzena
ze dvou casti. Prvni se vénuje vypracovani metodiky pfipravy vzorkid a metodiky
méfeni relaxacnich dob vzorki H,O/D,O. A druhé ¢ast se v€nuje méfeni relaxacnich

parametrl vybranych vzorkd, zejména parametriim chemické vymény.



1. Teorie

1.1. Voda

1.1.1. Struktura molekuly vody

Molekula vody je slozena ze dvou atomil vodiku a jednoho atomu kysliku. V ptipadé
tézké vody jsou atomy vodiku nahrazeny atomy deuteria.

Molekula vody ma tvar pismene V. Symetrii molekuly lze popsat bodovou grupou
C,v, tedy mé dvé roviny zrcadleni a dvou-Cetnou osu rotace.

Jeji elektronovou strukturu lze pfiblizné popsat ¢tyfmi sp? hybridizovanymi elektro-
novymi pary mificimi do vrcholl Ctyfsténu, pficemz dva tyto pary tvoii kovalentni
vazbu s vodiky a dva pary jsou nevazebné. V takovémto uspotfadani by thel mezi
jednotlivymi elektronovymi pary (vazebnymi i nevazebnymi) byl 109,47°. Ab initio
vypocty vSak ukazuji, ze elektronova hustota obou nevazebnych part je deloka-
lizovana podél jejich spojnice. Déle tato hustota leZi bliZe u stfedu atomu kysliku nez
elektronova hustota tvotici vazby s vodiky. Vysledna vypoctend struktura izolované
molekuly vody s rozlozenim néboje a elektronové hustoty je zobrazena na obrazcich
1.1. a 1.2. Délka O-H vazby je 0,957854 A a vazebny tthel mezi atomy vodiku je
104.50°. V piipadé t&zké vody je délka O-D vazby 0,957835 A a vazebny uhel
104.49°. [1,6]

_ ) Obr.1.2: Struktura izolované mo-
Obr.1.1: Struktura izolované lekuly vody s rozlozenim elektro-
molekuly vody s rozloZzenim nové hustoty. [1]

naboje. [1]



1.1.2. Vodikové miistky

Voda v kapalném stavu je vyjimecna tim, ze tvoti pfiblizn€ stejny pocet vodikovych
vazeb jako kovalentnich vazeb. Ve vodikovych mistcich je atom vodikdi vazan
jednak kovalentn€ ke svému atomu kysliku, ale také elektrostaticky interaguje s ato-
mem kysliku sousedni molekuly. Piesnéji feceno je vodikova vazba ve vodé€ z cca 10
% kovalentni a z cca 90 % elektrostatickou interakci mezi dvéma dipdly. [1,7]
Vodikova vazba je silnéjsi nez van der Waalsova interakce, coz zplsobuje, Ze mole-
kuly vody jsou o cca 15% blize sob¢, nez by byly, kdyby voda byla pouze kapalina s
van der Waalsovymi interakcemi. Na druhou stranu jsou vodikové vazby smérove,
coz snizuje pocet molekul v okoli dané molekuly cca na 4. [1]

Vytvofenim vodikové vazby mezi dvéma molekulami vody dojde ke zméné elektro-
nové hustoty v molekule a tim se zméni schopnost tvorby dalsi vodikové vazby. V
molekule, ktera je donorem vodiku do vodikové vazby, dojde ke zvySeni elektronové
hustoty v oblasti jejich volnych part, ¢imz se zvysi jeji schopnost piijmout dalsi vo-
dik a vytvoftit tak dal$i vodikovou vazbu. V molekule, kterd je akceptorem vodiku,
dojde ke snizeni elektronové hustoty na jejich vodicich a na jejim zbyvajicim volném
paru, coz zvysuje jeji dalsi schopnost byt donorem vodiku, ale snizi se schopnost byt
akceptorem dalSiho vodiku. Tato zména elektronové hustoty tedy vede jednak ke ko-
operativité (pfijetim jednoho vodiku dojde ke zvySeni schopnosti byt donorem vo-
diku) a i k antikooperativité (pfijeti jednoho vodiku snizi schopnost piijmout druhy)
pti vytvareni vodikovych mustkli ve vodnich sitich. Kooperativni tvorba vodikoveé
vazby vede k prodlouzeni kovalentni vazby vodiku a kysliku ale také ke zkraceni vo-
dikové vazby s druhou molekulou a ke zkraceni vzdalenosti mezi atomy kysliku
obou molekul. [1,8,9]

Se zménou délky vodikové vazby souvisi 1 zména sily vodikové vazby. Sila vodikové
vazby zavisi také na tom, jestli je vazba pfima. Voda v kapalném stavu je smési krat-
kych, ptimych a silnych vodikovych vazeb a dlouhych, ohnutych a slabych vodi-
kovych vazeb s mnoha mezistavy mezi témito dvéma extrémy. Ze studii magnetické-
ho stinéni protonti ve vodé plynou primérné strukturni parametry vodniho dimeru pfi
4 °C uvedené na obrazku 1.3. Délka vodikové vazby zéavisi na teploté a tlaku, kdezto
délka kovalentni vazby mezi kyslikem a vodikem ve vod€ zavisi na teploté a tlaku

podstatné¢ méné. [1,10]
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Obr. 1.3: Primérné strukturni parametry dimeru
vody. [1]

Jak uz jsme uvedli v uvodu této prace, voda ma mnoho anomalnich vlastnosti. Je-
likoz se voda od jinych kapalin 1i8i pravé v Cetnosti vodikovych vazeb, Ize se do-
mnivat, ze podstata anomalnich vlastnosti vody je ukryta pravé ve vodikovych vaz-
bach. Obecné se predpokladd, Ze molekuly vody jsou v kapalném skupenstvi or-
ganizované a vytvaii molekularni clustery. O struktufe a dynamice téchto clusteri se
vSak pfili§ mnoho nevi. Existuje mnoho ab initio vypoctd struktur izolovanych
clusterti riznych velikosti (viz. napt. [11]), ale pfedstava struktury redlnych cluster

je stale pfredmétem diskusi [1].

1.1.3. Ionizace molekul vody

V kapitole 1.1.1 jsme popsali vodu jako molekulu slozenou ze dvou atomti vodiku a
jednoho atomu kysliku. Ve skutecnosti vSak ¢ast molekul vody ionizuje, coz
umoziuje migraci vodiki mezi jednotlivymi molekulami.

Ionizaci vody rozumime dé&j, pii kterém dochazi k rozpadu molekuly H,O na ionty
H" a OH". Je to endotermicky dé&j, jehoz pti¢inou jsou fluktuace elektrického pole
mezi sousedicimi molekulami, pfi¢emz pfi¢inou téchto fluktuaci jsou molekularni
librace. VétSina z takto vzniklych dvojic iontd H" a OH™ velmi rychle rekombinuje.
Obcas (pti 25° C jednou za cca 8 hodin na molekulu) dojde k oddéleni téchto iontd,
po kterém iont H" okamzité¢ hydratuje. Vzniklé ionty H;O" a OH" jsou pak stabi-
lizovany vytvorenim vodikovych miistkli a solvataci, a pokracuji ve své separatni
existenci. Vypoétené struktury iontd H;O" a OH s rozloZenim naboje jsou zobrazeny
na obrdzcich 1.5 a 1.6. [1,12]

Vysledek ionizace vody lze tedy popsat chemickou rovnici:
2 H,O & H;O" + OH". (1.1)

Rovnovazna koncentrace ionti H;O" se udava pomoci pH, kde

pH:_logIO[H3O+]7 (1.2)



kde hranaté zavorky maji vyznam moldrni koncentrace. Za normalnich podminek je
pH c¢isté vody rovno 7. [1]

Dale se zavadi takzvany iontovy souc¢in vody
K,=[H,0"][OH]. (1.3)

Tento soucin zavisi na teploté a tlaku. Zavislost iontového soucinu lehké a tézké
vody je zobrazen na obrazku 1.4 ( pK,=—log,, K, ). Z tohoto obrazku je vidét, ze
tézka voda ionizuje méné. Dlvodem je to, Ze vazba mezi deuteriem a kyslikem je sil-
né&j$i nez vazba mezi vodikem a kyslikem, protoze deuterium je t¢zs8i nez vodik, diky

¢emuz je energie nulovych kmiti t€Zké vody nizsi nez u lehké vody. [1,13]
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Obr. 1.4: Zavislost pK na teploté. [1]

Obr.1.5: Struktura H;O" iontu. [1]
Obr.1.6: Struktura OH" iontu. [1]



1.1.4. Difuze ionti H;O" a OH"

Je obecn€ znamo, Ze protony a hydroxidové ionty ve vodé velmi rychle difunduyji,
pfi€emz protony difunduji pfiblizné dvakrat rychleji nez hydroxidové ionty. Je ovSem
tieba Fict, ze tento zavér byl ucinén z méteni driftové pohyblivosti iontht H" a OH v
elektrickém poli 100 V m™, ktera pfi teploté 298 K je 36,23 a 20,64 um s™ a skutecny
difuzni pohyb téchto iontl tedy miiZze byt mensi. Obvyklym mechanismem, ktery se
pouziva pro popis difuze téchto iontl je tzv. Grotthussliv mechanismus. Podstatou
Grotthussova mechanismu jsou termaln¢ indukované pieskoky protonti od jedné mo-
lekuly k druhé ptes vodikovou vazbu. [1,14,15]

Difuze iontd H" a OH" Grotthussovym mechanismem je schématicky znazornéna na
obrazcich 1.7 a 1.8. Dale na obrazcich 1.9 a 1.10 jsou zobrazeny vypoctené struktury

dimerd H,O-H;0" a HO-OH' s vyzna¢enymi vzdalenostmi a rozlozenim naboje.

H H H H H H H H H
Lo e R il | K
H—C—H--= == - G—H-==- - -0—H H— oo H—O—Hr om0 —H  H—Orereo s eee s sH—O—H

Obr.1.7: Schéma difuze H;O" iontu Grotthussovym mechanismem. [1]
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Obr.1.8: Schéma difuze OH iontu Grotthussovym mechanismem. [1]

1B A——— 13 A

118 A——118 A

Obr.1.9: Struktura dimeru H,O-
H;0". [1] Obr.1.10: Struktura di-

meru H,O-OH". [1]



1.1.5. Rovnovaha molekul H,O, HDO a DO

Z predchozich kapitol je ziejmé, ze dané dva vodiky nezlstavaji vééné u svého ato-
mu kysliku, ale v disledku Grotthussova mechanismu ,,putuji“ mezi jednotlivymi
atomy kysliku ve vzorku. Jinak fe¢eno atomy vodiku ve vodé podléhaji chemické vy-
méne. Dusledkem tohoto je, ze pokud smichdme lehkou a tézkou vodu, tak po dosa-
zeni rovnovahy ve vzorku kromé molekul H,O a D,O nalezneme i molekuly HDO.
Predpokladame-li, Ze v rovnovaze je rozdéleni atomi vodiku a deuteria v jednot-
livych pozicich na kyslicich zcela ndhodné, pak ze statistiky dostaneme pro molarni

zlomky molekul H,O, HDO a D,O nésledujici vztahy

tzozxé, (1.4)
wa:zxo(l_)%), (1.5)
xD,oz(l_xo)z, (1.6)

kde x, je pocatecni namichany molarni zlomek H,O. Toto Cislo také udava zastou-
peni atomu lehkého vodiku ve vzorku a tedy i pravdépodobnost vybéru lehkého vo-
diku.

Ve skuteCnosti tento model neodpovida zcela realité, nebot’ podle vysledkli prace

[16] je mirn€ upiednostnéna tvorba molekul H,O a D,O nad molekulami HDO, pfi-
gemz pro X,=0,5 dostdvame X, =0,254  x ,=0,254 3 x,,,,=0,491 oproti vyse
uvedenému modelu, ktery predpovida X,.0=0,25  x, ,=0,25 3 x,,,=0,5 . Pro po-

tieby této prace je vSak tento model postacujici.

1.2. Nuklearni magneticka rezonance

Pod pojmem nukledrni magnetické rezonance (NMR) rozumime jev, kdy dochazi k

rezonan¢nimu chovani atomovych jader s nenulovym spinem v magnetickém poli.

1.2.1. Jaderny spin v magnetickém poli
Maé-li jadro nenulovy moment hybnosti (jaderny spin) 7, ma i nenulovy jaderny

magneticky dipélovy moment
pu=ynl (1.7)
kde 7 je redukovana Planckova konstanta a ¥ je gyromagneticky pomeér.
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Umistime-li takovouto ¢astici do vnéjsiho statického magnetického pole B, , dojde k

interakci magnetického momentu ¢astice s vnéjSim polem. Tato interakce se nazyva

Zeemanova interakce a lze ji popsat hamiltonidnem

H,=—jiB, . (1.8)
Umistime-li vn&j$i magnetické pole do sméru soutadné osy z B,=(0,0,B,) , pak se
vztah (1.8) zjednodusi na

H,=—u_B,=—yhl_B,, (1.9)

kde u, je z-ova slozka jaderného magnetického momentu a /_je z-ova slozka ja-
derného spinu.
Resenim Schrodingerovy rovnice s hamiltonidnem (1.9) dostaneme soustavu 2 /+ 1

vlastich hodnot energie Castice v magnetickém poli
E,=—yhBym, (1.10)

kde m je magnetické kvantové Cislo.
Jednotlivé energetické hladiny jsou ekvidistantni a vzdalenost dvou sousednich hla-

din je rovna
AE=|y|iB,. (1.11)

Soustava téchto 27+ 1 energetickych hladin se nazyva Zeemantv multiplet. Jednot-
livé hladiny tohoto multipletu odpovidaji riznym orientacim jaderného magnetické-
ho momentu ¢astice vzhledem ke statickému magnetickému poli. Piiklad Zeemanova

multipletu pro / =3/2 je zobrazen na obrazku 1.11.

I
E B,=0 B, .
m = -3/2 m = 3/2
vhB,
m=-1/2 m=1/2
m=1/2 m = -1/2
m=3/2 m = -3/2

Obr.1.11: Zeemantv multiplet pro [=3/2.



Dale uvazme situaci, kdy na Castici, krom¢ statického magnetického pole B, orien-
B, , jehoz vektor magnetické indukce rotuje konstantni tthlovou rychlosti @ v roviné

xy. Na castici tedy plisobi pole
B=B,(icos wt+jsin wt)+kB,, (1.12)

kde i, j,k jsou jednotkové vektory ve sméru os X, y, z.
Hamiltonidn interakce magnetického momentu ¢astice s polem je pak dan souctem

dvou ¢lentd

H=H+H,(1), (1.13)
kde prvni Clen popisuje interakci se statickym magnetickym polem a je dan vztahem
(1.9), a druhy €len popisuje interakci s proménnym magnetickym polem a je roven

I—}l(t):—ﬁ-BIZ—yBl(Ixcos wt+1,sin wt)=

B . .
:_71 yh(ezu)t I_+€_lmt1+) H (114)

kde operatory /., I _jsou tzv. ,zvySovaci“ a ,snizovaci“ operatory definované

vztahem

I.=1+1,. (1.15)

Predpokladame-li B, << By , pak mizeme vliv ¢asové zavislého hamiltonianu H,(t)
povazovat za ¢asov€ zavislou poruchu. Z poruchového poctu pak plyne, Ze mala ¢a-
sov¢ zavisla porucha mize indukovat pfechody mezi vlastnimi stavy neporusené¢ho
hamiltonianu (tedy ptfechody mezi hladinami Zemanova multipletu). Pravdé-
podobnost pfechodu mezi stavem s kvantovym ¢islem m' a m je umérnd maticovému

elementu poruchy
P, .~|m'|H|m). (1.16)

Hamiltonian (1.14) obsahuje operatory /., a I _. Je tedy ziejmé, Ze nenulové jsou pou-
ze maticové elementy, pro které plati m'=m=+1 . Magnetické pole B, tedy mizZe in-
dukovat pfechody pouze mezi dvéma sousednimi hladinami Zeemanova multipletu,
pficemz diky symetrii maticovych elementi (m'|H |m) je pravdépodobnost precho-

du na vy$si 1 na niz$i hladinu stejna.
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S ptfechodem mezi sousednimi hladinami Zeemanova multipletu je spojena absorpce
¢i emise kvanta energie daného vztahem (1.11). Ozna¢ime-li A E=%w, dostaneme z

(1.11) podminku pro tzv. Larmorovu frekvenci (frekvenci Larmorovy precese)

W, =N By . (1.17)
Tato podminka ndm fikd, jakou thlovou frekvenci musi ¢asové proménné pole B,
mit, aby mohlo indukovat pfechody mezi hladinami Zeemanova multipletu.

Jev, kdy casové proménné pole B, indukuje pfechody mezi hladinami Zeemanova

multipletu nazyvame nuklearni magnetickou rezonanci. [17]

1.2.2. Soubor jadernych spinii v magnetickém poli — Blochovy rovnice
Dosud jsme se zabyvali popisem chovéni izolovaného jadra (jaderného spinu) v
magnetickém poli. Takovyto pfistup sice dava zakladni pfedstavy o podstaté jevu
NMR, ale pii studiu jevu NMR v latkach prakticky nelze pouzit, nebot latka jako ta-
kova piedstavuje soubor mnoha jader a nikdy nelze zcela zanedbat vzajemné interak-
ce mezi jadry a interakce s ostatnimi stupni volnosti, které souhrnné¢ nazyvame
miizkou.

Proto je pii popisu chovani souboru jader v magnetickém poli nutné studovat
chovani vysledného magnetického momentu jader ptipadajiciho na jednotkovy ob-
jem, tedy chovani vektoru magnetizace M tvofeného souborem jadernych magne-
tickych momentl sledovanych jader.

Vektor magnetizace je tedy makroskopicka veli¢ina a jeho chovani v magnetickém
poli 1ze popsat klasicky. Piisobi-1i na soubor jader pole typu (1.12), pak Ize chovani
magnetizace popsat jednoduchymi fenomenologickymi rovnicemi, které nazyvame

Blochovy rovnice

M,

=y(MXB) ———
dM M
Y=y(MXB)——=
oy ¥ ), . (1.18)
dM, (MXB)—MZ_MO
ar 7 : T,

Tyto rovnice vychdzeji z pohybové rovnice pro stfedni hodnotu magnetického mo-

mentu jadra v magnetickém poli
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dim) _ =
T—J/KWXB], (1.19)

ale obsahuji dalsi ¢leny popisujici spin-spinovou a spin-miizkovou interakci. Spin-
spinova interakce uvnitf soustavy jadernych spin souvisi s jejich kolektivnim
chovanim, kdezto spin-mfizkova interakce souvisi vyménou energie mezi spiny a
miizkou. Tedy se spinovy systém vyviji do stavu tepelné rovnovahy s miizkou. Je-li
zapnuto pouze stacionarni magnetické pole B, , je rovnovdznd hodnota magnetizace
M, zfejmé orientovana ve sméru pole B, .

Blochovy rovnice pfedpokladaji relaxacni charakter ustavovani rovnovahy mezi spi-

M7V

novym systémem a miizkou. Pro podélnou sloZzku magnetizace M, se zavadi podélna

%

relaxacni doba (spin-mfizkova) T, a pro pti¢n€ slozky M, , M, piiCna relaxacni doba

(spin-spinova) T, . [17]

1.3. Interakce ve spinovém systému

Interakce souboru jadernych spint Ize obecné rozdélit na interakce vnéjsi a vnitini.

Vnéjs$imi interakcemi rozumime interakce s vnéj§im magnetickym polem. Témito in-
terakcemi jsme se zabyvali v pfedchozich kapitolach. Jde o interakci se statickym
magnetickym polem (Zeemanova interakce), kterou potiebujeme pro pozorovani
jevu NMR. A o interakci s proménnym magnetickym polem, kterd ndm umoziuje
manipulovat se stavem spinového systému — umoznuje nam napiiklad vychylovat
magnetizaci z rovnovazného stavu. Aplikujeme-li proménné pole B, , kolmé na smér

rovnovazné magnetizace, po dobu 7, pak magnetizace bude s osou z svirat thel
¢=yB, 7. (1.20)

Dalsi diilezitou interakci s vné€jsim polem, ktera ovliviiuje tvar spektra, je chemicky
posun, a proto se nim zde budeme podrobnéji zabyvat.

Vnitinimi interakcemi rozumime interakce uvniti souboru spinti. Mohou to byt inter-
akce mezi jadernymi spiny nebo interakce s elektronovym obalem atomi. Tyto inter-
akce maji vliv na tvar spektra a také jsou pficinou relaxacnich mechanismi, jak si
ukdzeme v kapitole 1.4. V této kapitole se budeme zabyvat projevy téchto interakci
ve spektrech. Tato prace se vénuje vodikiim ve smésich H,O/D,0. Jelikoz vodik ma

spin 1/2 , tak se zde budeme vénovat dipdl-dipolové interakci a J-interakci. Dalsi da-

12



lezitou interakci uvniti spinového systému je kvadrupolova interakce, ta vSak plisobi
pouze na jadra s />1/2 | nebot’ pouze tato jadra maji nenulovy elektricky kvadrupo-

lovy moment, a proto se ji zde zabyvat nebudeme.

1.3.1. Chemicky posun a chemické stinéni

Vlozime-li soubor atomii do vnéjsiho statického magnetického pole, dojde k interak-
ci mezi elektronovym obalem atomu a magnetickym polem, kterd vede k polarizaci
elektront v okoli sledovaného jadra. Diisledkem toho je, Ze lokalni pole v misté sle-
dovaného jadra je mirné odlisné od pfiloZzeného statického pole a tedy dochazi k
mirnému posunu rezonan¢ni frekvence.

Chemickeé stinéni je obecné anizotropni interakci a popisuje se tenzorem chemického
stinéni o, ktery je Gasové nezavisly v soufadném systému molekuly. Larmorova

frekvence sledovaného jadra je potom déna vztahem

w,=—yB,(1-0). (1.21)
JelikozZ orientace jednotlivych molekul ve vzorku je riznd, méli bychom ve spektru
pozorovat rozsitené ¢ary. V kapalinach se ale diky rychlym rotacim molekul pii-
spevky raznych smért stieduji. Ve spektru se tedy projevi pouze izotropni ¢ast tenzo-
ru chemického stinéni, ktera je rovna tfetiné stopy tenzoru chemického stinéni a zna-

¢i se 0. Rezonancni frekvence sledovanych jader v kapalindch je potom rovna

w,=—yB,(1-0). (1.22)
Velikost chemického stinéni lze udavat ve frekvencnich jednotkach. Takto udana
hodnota ovSem zdvisi na velikosti statick¢ho pole B, . Proto se v praxi zavadi tzv.
chemicky posun, ktery se uvadi v jednotkdch ppm (parts per million), je nezavisly na
poli a je definovan vztahem

wO_a)st‘ 6_O-vt_o-‘

0ol pm]=—57—-10"=———=2-10"~(0,~ 03, )- 10° (1.23)
’ st

kde w, je Larmorova frekvence jader, w, je Larmorova frekvence jader zvoleného
standardu, o, a 0;,, jsou izotropni ¢asti tenzorti chemického stinéni zvolené¢ho stan-

dardu a métenych jader. Jako standard pro méteni vodikovych spekter nejcastéji pou-
ziva signal molekuly TMS (tetramethylsilan, Si(CH3)4).

Jak jiz bylo fecCeno, anizotropni Cast tenzoru chemického stinéni se ve spektrech
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kapalin neprojevi. Projevi se vSak v relaxacich — viz kapitola 1.4. [17]

1.3.2. Dipol-dipodlova interakce

Dalsi diilezitou interakci uvniti souboru jader je dipol dipolova interakce, kterd je v
souboru spinti 1/2 nejsilngjsi interakci. Jde o piimou interakci mezi dvojici ja-
dernych magnetickych momentt &, , 4, (magnetickych dipo6ll), které jsou v prosto-
ru blizko sebe. Kazdy magneticky dipol kolem sebe vytvari lokalni magnetické pole,
které ptisobi na ostatni dipdly.

Lokélni pole, které kolem sebe vytvaii magneticky moment i, v misté r je dano

vztahem

M2—3—2'l’

(1.24)

hr
loc 4]'17]"3 2
kde u,je permeabilita vakua ar je vzdalenost od pocatku soutadnic. Hamiltonidn
dip6l-dipolové interakce pro jedno vybrané jadro i je
5 _ Mo N HIrH; (.uirij)(.ujrij)

! i
i#j /

kde index j probihd pies vSechny ostatni jadra v systemu, ;= y,I;, u;=y; I, jsou
magnetické momenty jednotlivych jader a ry=r;—r;, kde r;ar; jsou polohove vek-
tory jaderia j .

V pevnych latkach dipol-dipdlova interakce zplisobuje rozsifeni ¢ar. V kapalinach se
tato interakce diky rychlym izotropnim rotacim molekul stfeduje k nule a ve spek-
trech se neprojevi. V souboru jader se spinem 1/2 je v8ak hlavnim relaxa¢nim me-

chanismem — viz. kapitola 1.4. [17]

1.3.3. J-interakce

J-interakci (J-vazbou, J-couplingem) rozumime nepiimou dipol-dipdlovou interakci
mezi dvojici jadernych magnetickych momentd, ktera je zprostitedkovana vazebnymi
elektrony. Na rozdil od pifimé dip6l-dipdlové interakce, se nestfeduje k nule mole-
kularnim pohybem a ovliviiuje tak spektra kapalin.

J-interakci mezi dvéma jadry / a S popisuje Hamiltonian

H,=271-J-8, (1.26)
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kde ,7 je tenzor J-interakce a 1 , S jsou operatory jaderného spinu jader I a S .

Projevem J-interakce ve spektru NMR je charakteristické St€peni rezonancni ¢ary,
které odpovidd poctu moznych hodnot celkového magnetického momentu sou-
sednich interagujicich skupin ekvivalentnich jader, tj. jader se stejnym chemickym
okolim v molekule. Velikost této interakce nezavisi na velikosti statického magne-

tického pole. [17]

1.4. Relaxa¢ni mechanismy

Relaxaci spinového systému rozumime proces navratu souboru excitovanych spi-
novych stavii do rovnovadhy, kdy vektor magnetizace postupné¢ nabyva své
rovnovazné hodnoty. Rychlosti téchto procest charakterizujeme relaxa¢nimi dobami,
respektive jejimi pfevracenymi hodnotami, které nazyvame relaxa¢nimi rychlostmi.
V kapitole 1.2.2. jsme fenomenologicky zavedli dva typy relaxacnich procesti — spin-
miizkovou (podélnou) a spin-spinovou (pficnou) relaxaci, které jsou v Blochovych
rovnicich popsdny relaxa¢nimi dobami T, a T, . Spin-mftizkova relaxace popisuje vy-
voj podélné slozky magnetizace M, a spin-spinova relaxace popisuje vyvoj piicnych
slozek magnetizace M, a M ,. Spin-miizkova relaxace zahrnuje procesy vymeény
energie mezi spiny a ostatnimi stupni volnosti (miizkou), kdezto spin-spinova relaxa-
ce souvisi s interakci mezi spiny navzdjem, pfi¢emz jde o adiabaticky proces a ener-
gie spinového systému se nemeéni.

V této kapitole se budeme podrobnéji zabyvat pivodem relaxacnich procest, pfi-
¢emz se omezime pouze na soubor spint 1/2 a na mechanismy, které v tomto soubo-

ru pusobi.

1.4.1. Obecny relaxa¢ni mechanismus

Zcela obecné 1ze za ptivod relaxaci oznacit fluktuace magnetického pole v misté sle-
dovaného jadra. Zdroji téchto fluktuaci jsou pohyby molekul, interakce s ostatnimi
jadry (napt. dip6l-dipdlové interakce) a dalsi interakce.

Pro konkrétnéjsi predstavu se podivejme tfeba na x-ovou slozku magnetického pole
B, . Pro jednoduchost ptedpokladejme zcela ndhodné fluktuace magnetického pole.

Potom casova stfedni hodnota x-ové slozky B, magnetick¢ho pole je rovna nule

(B,(t))=0. Totéz plati i v piipadg, kdy nestfedujeme pres Gas ale pies soubor. Dale
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plati, ze stfedni kvadraticka odchylka nahodné fluktuujiciho pole je nenulova

(B:(t))#0 a je stejna pro viechna ekvivalentni jadra v celém systému spinii.
Nahodné¢ fluktuujici funkce se popisuji pomoci tzv. korelac¢ni funkce. V naSem ptipa-
d¢ je ndhodné fluktuujici funkci x-ova slozka magnetického pole a korelacni funkce

je tedy rovna
K(7)=(B,(?)B,(t+7)), (1.27)

kde se stfeduje ptes Cas t .
Protoze funkce B, (t) fluktuuje ndhodng, musi korelagni funkce spliiovat podminku
K(7)»0pro 79 a také musi v 7=0 nabyvat svého maxima. Tyto pozadavky

splituje exponencialni funkce

[l

K(7)=(B(t))e ™, (1.28)

kde 7, je korelacni ¢as udavajici rychlost fluktuace.
Relaxac¢nich mechanismy se popisuji spektralni hustotou korela¢ni funkce, ktera je

definovana vztahem

J(w)=[ K(v)e ™ d . (1.29)

J(w)=(B(t)—— . (1.30)

Pro spin-mftizkovou relaxacni rychlost pak mame

1 )/2 2 T.
R=—=Y(B:
=7 5 (B )>1+w3r3. (1.31)

1.4.2. Relaxace vlivem dipol-dipolové interakce

V ptedchozi kapitole jsme uvedli, Ze pivod relaxaci je obecné ve fluktuacich pole v
misté jadra a také jsme uvedli to, ze jednim ze zdrojii téchto fluktuaci je dip6l-dipo-
lova interakce. V souboru jader se spinem 1/2 je tato interakce nejsilnéj$i interakci,
a proto se ji zde budeme podrobnéji zabyvat.

Relaxaci dipdl-dipolovou interakei poprvé podrobné popsali N. Bloembergen, E. M.

Purcell a R.V. Pound v publikaci [18].
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Pfi odvozovani vztaht pro relaxacni rychlosti dané dipol-dipolovou interakci vyjde-

me z hamiltonidnu systém spinti vlozeného do magnetického pole

~ hI. 3v.hr.lr.,1l.
H=Y yhI ,B+Y, yhl Y, 4. - 4 r”s(r” f). (1.32)
i i J

i 7y

Prvni ¢len popisuje Zeemanovu interakci se statickym polem a druhy ¢len popisuje
dipol-dipdlovou interakci. V sumaci pies j je ukryto lokdlni magnetické pole, které
vznika dipdl-dipolovou interakci mezi jadry v systému a které citi kazd¢é sledované
jadro. Piejdeme-li do sférickych soutadnic, pak lze ¢len popisujici dipdl-dipolovou

interakci v tomto hamiltonidnu vhodnymi Gpravami pievést do tvaru

3
i Ty

242
Hopy=Y 3 Y (4+B+C+D+E+F) (1.33)

kde
A=1_,1,4(1-3cos’0;)

| [
B:—Z(Iilj'*],']j)(1_3cosz8ij)

C:—%(Ijlzj+ljlzi)sin@,cos@zye—"””eiﬂ“t
; I (1.34)
D:—E(];Izﬁl}lzi)sinHycosHye’“""e_’yH”’
E__11+[+ in2 0. e 210 2 Hot
==l sin e e

3 2, 2ig, —2i
F:—Zlil‘,sm 0,e 1952yt

kde I"=1I,%i1 jsou zvySovaci a sniZovaci operétory.

Cleny A a B jsou poruchou nezavislou na &ase, kdezto ¢leny C az F jsou periodickou
poruchou malé amplitudy. Je-li celkova energie systému popsana kvantovym ¢islem
m , muzeme Cleny A az F rozdé¢lit do tii skupin podle ptisobeni na vinovou funkci
celého systému. Cleny A a B neméni hodnotu kvantového &isla m , Eleny C a D zvy-
Suji, resp. snizuji kvantové ¢islo m o jednicku (Am=1)a cleny E a F zvySuji, resp.

snizuji kvantové Cislo m o dvé (Am=2).
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Pokud bychom uvazovali zcela rigidni mfizku, pak by ptfechody dané ¢leny C az F
byly zakazané. Jestlize ale mtizka neni zcela rigidni, potom ¢leny C az F mohou in-
dukovat ptrechody mezi jednotlivymi energetickymi hladinami, ¢imz dochazi k vy-
meén¢ energie mezi systémem a miizkou a tedy k relaxaci do rovnovazného stavu.

Dale definujme Fourierovy obrazy jednotlivych prostorovych ¢asti v clenech A az F

’ ’ -3
nasobenych r;;

<z\ 1-3cos’6,(t))r) 3<t>\2>=j 1Y w)d w
<Z ‘sm (t)cosGy(t)e i¢"(t)rij3(t)|2>=f J(l)(w)da)’ (1.35)

(i g0t 20 = [ S 0)de

kde @ je tihlova frekvence.

Uvazme ¢&leny C a7 F. Nastane-li piipad kdy J"(—w,) aJ"(w,) , kde @, je thlové
frekvence Larmorovy precese, jsou nenulové, pak se ¢leny C a D stanou poruchami
nezavislymi na ase, co# umozni prechody s Am=1 . Podobn& jsou-li J?(—-2w,)a

J (2)(20)0) nenulové, pak se Cleny E a F stanou poruchami nezdvislymi na case a
umozni se piechody s Am=2 .
Dale pomoci poruchové teorie muzeme vypocitat pravdépodobnost piechodu s

Am=1 . Pro soubor stejnych jader dostaneme

Woomai =3 ¥ B (1=m) (T+m+1)1(1+1)

Pt 20|

(1.36)

a pro soubor riznych jader

_3

m=m+1"— 4

w

Zyl (I+1)

Y (I,—m)(I+m,+1)

5

1 oy)+357 (00

(1.37)
kde woj:y]‘Bo . [18]
A nyni kone¢n¢ miizeme na zaklad¢ rozboru pravdépodobnosti prechodi mezi hladi-

nami s uvazenim, ze populace v rovnovazném stavu jsou rozdéleny Boltzmanovsky,
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odvodit vztahy pro spin-mfizkovou a spin-spinovou relaxaéni rychlost. Pro soubor

stejnych jader dostaneme [17,18]

Rf’D:%zi R T(141)[ 7Y (w,)+ 2 72 (2 a)o)), (1.38)
T 2 2

RP= 5=y i 1(1+1) §J<°><o>+14—5ﬂ“<w0>+§f<2><2w0>), (139)
2

kde 7 (w) , 7" w) , 7% () jsou definovany vztahy (1.35).
Pokud zavedeme nésledujici funkce (jedna se o funkce soufadnic vystupujicich v
¢lenech (1.34) nésobenych r;” )
Fo=(1-3cos’6,)r;’
F,=sin 6,cos 6,¢'"r;” . (1.40)
F,=sin’ Hi].em”'r,;3
Potom pro spektralni hustoty J*/( ) , kde k=0,1,2 , podle [18] mame
T (w)= [ K¥(z)e'"dx, (1.41)
kde
K" (0)=[F,(t)F,(¢)]e ™. (1.42)
A integraci dostaneme spektralni funkci

27,

T (w)=|F,(6)F;(¢)) (1.43)

1+’ T
Jsou-li procesy probihajici ve vzorku dostatend rychlé, ze plati ot <1, pak pod-
le [19] plati

RP=RM . (1.44)

1.4.3. Relaxace vlivem anizotropie chemického stinéni
Dal$im relaxaénim mechanismem v souboru jader se spinem 1/2 je anizotropie che-
mického stinéni.

Tenzor chemického stinéni je obecné anizotropni. Pokud v takovémto piipad¢ mole-
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kula rotuje, pak se v misté sledovaného jadra tvoii lokdlni fluktuujici magnetické
pole. Oznac¢ime-li amplitudu této interakce, kterd zavisi na slozkach tenzoru che-

mického stinéni, CSA,; , pak piispévky k relaxacnim rychlostem od anizotropie che-

mického stinéni jsou dany vztahy [19]

1 2 2 T
R ==(yB,)CSA® | —< _
1 3(3/ 0) eff 1+a)27:§ . (145)
csa_ 1 2 2 -21} 1 T,
Ry =3(yBoJ CsAy| 5545\ 55| (1.46)

1.5. Chemicka vyména

Chemickou vyménou obecné rozumime jakykoliv proces, pfi kterém dochazi ke
zméné chemického okoli sledovaného jadra a tedy i ke zméné jeho chemického po-
sunu. Takovymto procesem muze byt napiiklad chemickd reakce, konformacni zme-
na, tvorba molekulovych komplexti, apod. V NMR lze chemickou vyménu pozorovat

jednak ve spektru a jednak v relaxacich.

1.5.1. Zakladni pojmy

Uvazme proces vymény mezi dvéma stavy 4 a B s relativnimi populacemi p,a pjp,
kdy rychlost doptedné pfemény je charakterizovana rychlostni konstantou prvniho

fadu k| a zp&tna pfeména je charakterizovana rychlostni konstantou & _; .

A k«Z’_IB )

Potom tento proces Ize charakterizovat rychlostni konstantou chemické vymény

kl kl

k,=k+k_ =—=—. 1.47
1 : P Pu ( )

Déle miizeme chemické vymeéné piifadit korelacni Cas

T =

1
== (1.48)

ktery charakterizuje doby Zivota jednotlivych stavii.
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1.5.2. Bloch-McConnellovy rovnice

Dochazi-li v sledovaném systému k chemické vyméné, je tieba Blochovy rovnice
upravit tak, aby zahrnovaly tok magnetizace mezi stavy 4 a B. Takto upravené
rovnice pak nazyvame Bloch-McConnellovy a pro piipad vyse popsané dvoustavové
vymeény maji tvar[20]:

A
X

dM?!

M
:y(MAXBA)x_ y _klM;l"'k—le
dt :
dMA A4
— = y(MIXBY) = M 4k M
2
dM* A4 34
T =V IMOXBY) - = Mk M
1
: (1.49)
dMB B
x:)’(MBXBB)x_ ;_k—le"'klMﬁ
di !
dMB B
— = Y(MOXB®) — =k M 4k M
2
dM? M;-M;

- :Q/(MBXBB)Z_ZiO_kﬂMf"'kle

B
1

dt

kde M*, M® je magnetizace jader ve stavu 4 , resp. B , Mf , M;l , Mf , Mf, Mf,
M’ jsou jednotlivé slozky magnetizace jader ve stavu 4, resp. B, B*, B®je
magnetické pole v misté jader ve stavu 4 , resp. B, T7, T, T;, T? jsou spin-miiz-
kové a spin-spinové relaxacni doby v jednotlivych stavech, Y je gyromagneticky po-
meér a k, , k_, jsou rychlostni konstanty doptedné a zpétné reakce prvniho fadu.

Chemicka vyména je v téchto rovnicich popsana poslednima dvéma cleny kazdé
rovnice, které popisuji ubytek a nariist magnetizace jednotlivych stavii chemickou

vyménou. Zbylé ¢leny pochdzeji ze standardnich Blochovych rovnic (1.18).

1.5.3. Projevy chemické vymény ve spektru
Je-li chemickd vyména pomald, ¢imZ rozumime k., <A @, kde A w je rozdil rezo-

nancnich thlovych frekvenci ve stavu 4 a B, pak ve spektru pozorujeme dvé uzké
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cary, jejichz intenzita je danéd populacemi jednotlivych stavii. Bude-li se rychlost che-
mické vymény zvySovat, pak se tyto ¢ary za¢nou postupné rozSifovat, az splynou v
jednu Sirokou ¢aru. S dalSim ristem rychlosti chemické vymény dochazi k postupné-
mu zuzovani této ¢ary. Typicky pribéh tvaru spektra v zavislosti na rychlosti che-

mické vymeény je zobrazen na obrazku 1.12. [21]

JL Koy = 10571

_/\ N key=100s7

Ky = 10000 571

T T T
—400 —200 0 200 400
Frequency(rad/s)

Obr.1.12: Typicky tvar spektra v zavis-
losti na rychlosti chemické vymény pro

P=Ps=112  Aw=300rad s ".[21]

1.5.4. Vliv chemické vymény na relaxace

V piedchozi kapitole jsme popsali projevy chemické vymény ve spektru v zavislosti
na rychlosti chemické vymény. Je-1i rychlost chemické vymény natolik velka, Ze
roz$ifeni signalu ve spektru je velmi malé a tudiz pfimo nepozorovatelné, lze che-
mickou vyménu studovat pomoci relaxaci. Konkrétné chemickd vymeéna ptispiva k
spin-spinové relaxacni dobé, piicemz tento prispévek je navic na rozdil od ostatnich
relaxacnich mechanismi zéavisly na echocasu v sekvenci CPMG, kterd se pouziva
pro méfeni spin-spinové relaxacni doby (viz. kapitola 2.1.3.).

Ptedpokladejme, ze ve sledovaném systému probiha chemicka vyména mezi dvéma

stavy 4 a B popsanda v kapitole 1.5.1. Dale ptfedpokladejme, Ze systém je Vv
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rovnovaze a ze jadra ve stavech 4 a B relaxuji se stejnou relaxac¢ni dobou. Potom
podle [22] dostaneme feSenim Bloch-McConnelovych rovnic nasledujici zévislost

spin-spinové relaxacni rychlosti na echocasu:

2
1- tanh
-

techo ex

2
R2: R;(mex_i_ D 4 pl]i(A C())

ex

kextecho
1.
: ) , (1.50)

kde R} je piispévek od ostatnich interakci (napf. dipdl-dipolova interakce, anizot-
ropie chemického stinéni, ...), .., je echocas, P 4, P jsou relativni populace jednot-
livych stavli, A@=w,— @y je rozdil rezonan¢nich kruhovych frekvenci v jednot-
livych stavech a & je rychlost vymény dana vztahem (1.47).
Déle uvazme ptipad, kdy ve sledovaném systému probihaji dva procesy chemické
vymeény, tedy piipad popsany chemickou rovnici

C 2 A = D

ke fe_,

kde stavy A, B a C jsou charakterizovany svymi populacemi ( P4, Pz, Pc) a svymi
kruhovymi rezonan¢nimi frekvencemi ( @, , W, , @) potazmo chemickymi posuny.
Konstanty &, ,k_, ,k,, k_, jsou rychlostni konstanty prvniho fadu popisujici prib&h
jednotlivych reakci.

V takovémto piipadé pro zavislost spin-spinové relaxacni rychlosti na echo-case plati

[23]

7)) ex ) b7 kext '
R2: R;zonex_'_ e)lc 1_ 2 — tanh 1 “echo +_ei 1_ 2 — tanh 2 “echo ,
kl echo kl 2 k2 echo™ 2 2
(1.51)

kde R je piispévek od ostatnich interakci (napf. dipdl-dipolova interakce, anizot-

ropie chemického stinéni, ...), ., je echoCas a

—k5 o ta,

=", 1.52
—ki{ o+ o,

=—=, 1.53
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k== (1.54)

k?:k“_z, (1.55)
2

k, =k +k_+k,+k_, (1.56)

Z=Vk’—4B, (1.57)

B=k_k_,*k k_,+k_k, (1.58)

i =p,pa(Awy)+pspelAdos)+p,pc(do,) (1.59)

=p ki (Awyg)+hk(Aw,c)] (1.60)

Awp=wg—0, (1.61)

Awpe=w.—wy (1.62)

Aw,c=w.—w, (1.63)
k_k_,

Pim— g > (1.64)
ki k_,

Ps="p > (1.65)
k_ k,

peE—p (1.66)

Dale pro ucely dalSiho textu této prace budeme potiebovat ze vztahti (1.52)-(1.66)
odvodit nékolik nésledujici vztaha.

Nejprve budeme chtit vyjadrit vztahy pro kvadraty rozdili thlovych rezonan¢nich

frekvenci v jednotlivych stavech v zavislosti na naméfenych datech ( 7", k5", @, a
@, ) ana populacich ( p,, p,, p.), o kterych pfedpokladame, Ze je zname. K tomu

bude potieba odvodit nékolik nasledujicich pomocnych vztaha.

Sectenim a odectenim vztahti (1.54) a (1.55) dostaneme
ko =ki+k3', (1.67)
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Z=k{—k; . (1.68)
Dosazenim (1.68) do (1.52) a (1.53) a vyfeSenim vzniklé soustavy rovnic dostaneme

a1:¢1—@2’ (1.69)
1 ex ex ex ex
%:5[(/{1 — k5 ) (D + D)+ (K4S ) (@~ ) (1.70)

Dosadime-li (1.67) a (1.68) do (1.57) dostaneme
B=k k5 . (1.71)

Dale uvazme, Ze v rovnovaze chemického déje popsaného rovnici (II) plati

B L4k [B1=0. (1.72)

%:kz[A]—kz[C]:O. (1.73)
Odtud potom méme

kl:%kl:%kl, (1.74)

k_ZZ%kZZ%kZ, (1.75)

kde [A4], [B], [C] zna¢i molarni koncentraci jader ve stavech A, B a C. Poméry mo-

larnich koncentraci ve vztazich (1.74) a (1.75) jsou rovny pomériim populaci, nebot’

také plati
p = (1.76)
“TaR[BIC]” |
__ (8]
Ps=[Al(BCT" 47
__[c]
PR BC] (1.78)

Dosadime-li (1.74) a (1.75) do (1.56) a (1.58) dostaneme soustavu rovnic pro &, , k, ,

jejiz feSenim je:
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kexi\/kﬁx—mpB 142414 L
ky= IAN i (1.79)
P4
201+—=
Ps
Bpype 1
fy'=—25 5. (1.80)

P4 ki’z

A nyni mizeme koneéné odvodit vztahy pro (Aw,;) , (Awe:) a(Aw,) . Z (1.61)

az (1.63) plyne
(AwBC)2:(AwAC_AwAB)2- (1.81)
A vytesime-li soustavu rovnic (1.59), (1.60) a (1.81) dostaneme

»  —S+VS*—4RT

(Awy),= o , (1.82)
—pk, (A 2
(A CUAC)?,ZZ A= Py 1( wAB)1,2 ’ (1.83)
pAkZ
kde
ky ki
R=a—-b—+e—, 1.84
s ba, vd k, 5 a,k, |85
= —C ——4Z€e .
pak, k, pAki ’ (1.85)
_eoé_daz_'_o{2 (1.86)
Pikﬁ pik, '
a=py(p.+pc), (1.87)
2 2
b=2pspc(patps) patpc)—4pspc (1.88)
c=2a, ps(pa*pc), (1.89)
d=2a,pc(ps+ps), (1.90)
e=pe(ps+ps). (1.91)
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A dale také budeme v dal$im textu potfebovat opacny postup, kdy naopak budeme
pfedpokladat, Ze zndme jednotlivé rozdily tthlovych rezonanénich frekvenci v jednot-
livych stavech a budeme z namétenych dat chtit urcit populace jednotlivych stavii.

Populace jednotlivych stavil jsou definovany tak, ze plati
PatpPptpc=1. (1.92)
Dale k této rovnici ptidame rovnici (1.59) a (1.60), do které za k, a k, dosadime z

(1.79) a (1.80). Takto ziskdme soustavu tfi nelinearnich rovnic pro tii neznamé p 4,

P, Pc . Tato soustava je vSak natolik slozita, Ze jeji feSeni je snadnéj$i hledat nu-

mericky.
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2. Experimentalni metody méreni
relaxa¢nich dob

2.1. Zakladni pulsni sekvence

2.1.1. Inversion recovery

Nejcastéji pouzivanou pulsni sekvenci pro méfeni spin-miizkové relaxacni doby je
sekvence Inversion recovery (IR) (v ptekladu ,,obnova po inverzi®). [17]

Sekvence se sklada z dvou pulsi - 7 a /2 (viz. obr.2.1). Pfed prvnim pulsem je za-
fazena opakovaci doba D1 , kterou je tieba nastavit dostatecn¢ dlouhou, aby systém
dospél do rovnovahy — standardné se pouziva DI1=5T . Po skonleni této doby na-
sleduje prvni 7 puls, ktery otoci magnetizaci okolo osy x o thel /7. Po prvnim pulsu
je tedy magnetizace orientovdna v zdporném smeéru osy Z a jeji velikost je rovna
rovnovazné hodnoté, tedy M=(0,0,—M,). Po tomto pulsu nasleduje smé&Sovaci
perioda (tzv. ,mixing time®, {,;, ), béhem niZ magnetizace, respektive jeji z-ova
sloZka, relaxuje v disledku spin-mtizkové relaxace k rovnovazné hodnoté. Dale je v
Case L, aplikovan druhy, tentokrat zz/2 puls, kterym se magnetizace oto¢i kolem
osy X do sméru osy —y . Po tomto pulsu nasleduje akvizice, béhem niz je nabiran
vznikly signal volné precese (FID). Amplituda tohoto signdlu je umérna slozce

magnetizace M, v Case t

mix *

'H

=|
rJIﬂ

A

D1 Dp2 Eaix DP1

Obr. 2.1: Sekvence Inversion recovery.
D1 -opakovaci doba, DPI -délka 7/2 -pulsu DP2 -
délka 7 -pulsu, ¢, -sméSovaci perioda, AQ - akvizice
dat.

mix
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Resenim Blochovy rovnice

dM, M,-M, .
dtmix_ Tl ( ’ )

s pocate¢ni podminkou M,(0)=—M, dostaneme vztah pro intenzitu signalu v zavis-
losti na délce sméSovaci periody 7,

t .
mix

1-2¢ " (2.2)

Mz(tmix>:M0

Nameétenim intenzity signalu pro rtizné hodnoty délky smésovaci periody ¢, 1ze na-
slednym fitem naméfenych dat zavislosti (2.2) urcit hodnotu spin-mfiizkové relaxacni
doby. V praxi se vSak jen obtizné povede nastavit délky pulst pfesné tak, aby skla-
pély piesné o 7, resp. o /2 . Proto je tfeba naméfena data fitovat vztahem

Eimix

MZ(tle>:A_2Be_ Tl ' (2.3)

2.1.2. Spinové echo

Zakladni metodou méfeni spin-spinové relaxacni doby je sekvence spinového echa
(SE). [17]

Na zacatku sekvence je opét zafazena opakovaci doba. Po této dobé& jsou v sekvenci
zafazeny dva pulsy - /2 a 7 (viz. obr.2.2), které jsou oddéleny dobou D20 . Cas
toeno=2D20+DP2 kde DP2 je délka 7 -pulsu, nazyvame echo-¢asem.

'H

2| g
=

Al

" DI pPr DX DFz DI

‘ﬁecr.’ar;'

N

Obr. 2.2: Sekvence spinového echa.
D1 -opakovaci doba, DP1 -délka 7/2 -pul-
su DP2 -délka 7 -pulsu, D20 -doba mezi

ulsy, Z..,, €cho Cas, AQ - akvizice dat.
pulsy.
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Po prvnim pulsu vznika signal volné precese, ktery je v disledku relaxacnich procest
a nehomogenit statického magnetického pole utlumovan (na obrazku neni vyznacen).
Bezprosttedné po vymizeni signalu volné precese ale systém spinli neni v
rovnovazném stavu. Pficné slozky magnetizace v jednotlivych mistech vzorku jsou
nenulové, ale v disledku nehomogenit pole preceduji s riznymi fazemi a tudiz se
vzajemné vyru$i. Druhym 7 -pulsem dojde ke sklopeni magnetizace kolem osy x o
uhel 77 . Dusledkem tohoto je, ze v ¢ase D20 po druhém pulsu dojde k opétovnému
zfdzovani pficnych slozek magnetizace a vznikne signdl spinového echa, ktery na-
birdme pfi akvizici.

Intenzita naméfeného signalu je tmérna pticné slozce magnetizace, jejiz velikost je

zavisla na echo Case t Resenim Blochovych rovnic pro pfi¢né slozky magnetiza-

echo *

ce
dM, (M xB) M.
TR T,
M Mo (2.4)
r=y(MXB)——=
P y( ), :
dostaneme
_ Leeno
Mx,y(techo):MOe e (25)

Naméfenim intenzity signalu spinového echa pro rizné echo ¢asy a naslednym fitem

naméfenych dat zavislosti (2.5) mizeme urcit spin-spinovou relaxac¢ni dobu.

2.1.3. Sekvence CPMG

Méieni T, sekvenci spinového echa se v praxi potyka s problémem nehomogenit sta-
tického magnetického pole a s difuzi.

Nehomogenity statického magnetického pole se projevi v prubéhu zavislosti intenzi-
ty signalu na echo case. Excitované jadro preceduje s frekvenci danou lokalni
hodnotou magnetického pole. Diky difuzi se ale po n¢jaké dob& dostane do jiného
mista v prostoru, kde preceduje s jinou frekvenci danou jinou hodnotou lokalniho
pole. Poté se opét premisti do jiného mista s dal$i hodnotou Larmorovy frekvence,
atd. Zavislost intenzity signalu spinového echa na echo ¢ase je z tohoto diivodu od-

liSnd od zavislosti v dokonale homogennim magnetickém poli, protoze vliv neho-
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mogenit a difuze zplsobi rychlejsi pokles intenzity spinového echa. V takovémto pfi-
pade¢ tedy vztah (2.5) nelze pouzit.
Vliv difuze lze vsak potlacit pouzitim specidlni pulsni sekvence CPMG, jejiz nazev
je odvozen od jmen autorl této sekvence: Carr, Purcell, Meiboom, Gill. [24]
Sekvence je zobrazena na obrazku 2.3. Sekvence se sklada z opakovaci doby DI na-
sledované /2 pulsem aplikovaném ve sméru osy y . Po tomto pulsu nasleduje N
opakovani podsekvence slozené z doby D20 , 7 -pulsu v ose x o délce DP2 a doby
D20 . Echo ¢&as t,.,,=2 D20+ DP2 zistava v této sekvenci konstantni a tedy méfime
zavislost intenzity signalu spinového echa na poctu ech N (subsekvenci D20 - 7 -

D20), pticemz tato zavislost je dana vztahem

~ Ntoo
_ T, . 2.6
Mxy(Ntecho)_MOe ( )
IH » I
m
5 LE:
=y
} A0
DI prr| Dy DFEr DA !
5e'r:.’a.s'
L 1N

Obr. 2.3: Sekvence CPMG.
D1 -opakovaci doba, DP1I -délka /2 -pulsu
DP?2 -délka 7 -pulsu, D20 -doba mezi pulsy,
t .o €cho Cas, AQ - akvizice dat.

2.2. Radiac¢ni damping

Radia¢ni damping je jev, ktery negativn¢ ovliviiuje méteni silnych NMR signali, a
tedy ovliviluje i méfeni relaxacnich dob vzorkd se silnym NMR signalem. Protoze
signél &isté vody je diky vysoké koncentraci vodikd ( 110,6 mol ") velmi silny, bu-

deme se zde podrobnéji zabyvat podstatou radia¢niho dampingu.
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Uvazme vzorek umistény v konstantnim magnetickém poli orientovaném v ose z o
intenzit¢ H,. Dale uvaZzme, Ze na vzorek plisobi kontinualni radiofrekvencni pole
2H  coswt ve sméru osy X. Potom magnetizace vzorku M preceduje kolem osy z
pod thlem 6 (viz. obr.2.4) a jeji slozky jsou

M ,=M sin Ocos ¢
My=—Msin Osin ¢ (2.7)
M,=Mcos 6

Obr. 2.4: Situace za pfitomnosti
radiacniho dampingu. [25]

Slozka magnetizace v roviné xy je rovna Msin0 . V dtsledku rotace této slozky ko-
lem osy z se v civce rezonan¢niho obvodu sondy indukuji proudy, které vytvari dalsi
,radiacné-dampingové® radiofrekvenéni pole H, , které piisobi na soubor spind ve
vzorku. Toto pole je kolmé na projekci magnetizace do roviny xy a jeho velikost je
dand vztahem

H.=kMsin@, (2.8)
kde

k=2nQf, (2.9)
kde Q je faktor kvality charakterizujici rezonan¢ni obvod sondy a f je faktor plnéni
udavajici vyplnéni civky vzorkem [25].

Rozlozenim radiofrekvenéniho pole do dvou proti sob¢ rotujicich slozek v roviné xy
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o velikosti H, a uvazenim pouze slozky rotujici souhlasné se smérem precese magne-
tizace dostaneme slozky celkového pole plisobiciho na vzorek

H,=H  cos wt+H sin ¢

H,=—H,sinwt+H cos¢. (2.10)

Hz = HO
Uvéazime-li vliv relaxa¢nich mechanismt, dostaneme Blochovy rovnice s radiacnim

dampingem ve tvaru

d _ M,

dt Mx,y_y<M><H)x,y Tz

J MM, .11)
—M =y(MXH) ———

dt z y( )Z Tl

kde ¥ je gyromagneticky pomér, M je velikost magnetizace ve stavu v rovnovaze,
T, je spin-miizkovd a T, spin-spinova relaxa¢ni doba.
V pulsnich technikdch NMR bezprostiedné po odeznéni radiofrekvenéniho pole plati

H,=0 arovnice (2.11) se zjednodusi na tvar

a8, 8, kH.M,=0
+—+ =
de 1, Y 51
dM, M,-M, H; 2.12)
+ —y—=0
dt T, k

Z rovnic (2.12) je tedy ziejmé, ze radia¢ni damping ovlivni méfeni relaxacnich dob.
Soustava (2.12) je ovsem natolik sloZitd, Ze nema obecné analytické feseni. ReSeni
lze nalézt pouze za jistych omezujicich pfedpokladi (naptiklad ,,vypneme-li* spin-
miizkovou relaxaci, tedy polozime-1i 1/T,=0) - viz. napf. [25,26]. Takovéto pied-
poklady ale v redlnych systémech nejsou splnény a proto se v nasledujicich kapi-
tolach budeme zabyvat popisem vlivu radiaéniho dampingu na méfeni relaxacnich

dob a metodam jeho potlaceni.

2.2.1. Vliv radia¢niho dampingu na méreni T,

Ovlivnéni méfeni spin-miizkové relaxacni doby radia¢nim dampingem je patrné z
obrazku 2.5. Na obrazku jsou dvé zavislosti intenzity signalu inversion-recovery na
(hodnoty ¢,, jsou uvedeny pod jednotlivymi carami) stejného vzorku 80%

tmix

benzenu v acetonu-d¢ méfené za a) 5 mm inversni sondou a za b) 10 mm observe
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sondou. Rozdil mezi inverzni a observe sondou je v tom, Ze inversni sonda ma vodi-
kovou civku blize vzorku nez je civka pro ostatni jadra, kdezto u observe sondy je
tomu naopak. A tedy observe sonda ma horsi Q -faktor nez inversni sonda ktera byla
pouZita pro méfeni a). Dale v piipadé b) je mensi i faktor plnéni f nez v ptipad¢ a),
nebot’ zde byl do 10 mm sondy vlozen 5 mm vzorek. Disledkem tohoto je, Ze spi-
novy systém v piipadé b) relaxuje déle, nebot’ konstanta k vystupujici ve vztahu pro
velikost dampingového pole (2.8) je zde menSi nez v ptipad¢ a). Méfeni a) je tedy
ovlivnéno radia¢nim dampingem, kdy dodate¢né dampingové magnetické pole sklapi
magnetizaci smérem k rovnovazné poloze, ¢imz urychluje relaxaci, kdezto u méfeni
b) byl vliv radiatniho dampingu potlaCen vySe popsanym snizenim velikosti

dampingového pole [27].

a)

0.0 0.03 0.08 0.1 0.15 0.2 0.3 0.01 0.7 1.0 s
b)

0.1 1.0 2.0 5.0 8.0 12.0 18,0 25.0 350 50.0 S

Obr. 2.5:Zavislosti intenzity signalu inversion recovery
na ¢, stejného vzorku 80% benzenu v acetonu-ds mé-
fené a) Smm inversni sondou, b) 10mm observe sondou.
Cisla pod jednotlivymi piky udavaji ¢asovy rozestup
pulst. [27]
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2.2.2. Vliv radia¢niho dampingu na méreni T,

Vliv radiaéniho dampingu na méfeni 7', je popsan naptiklad v [28]. Pii méteni 7,
spinovym echem je méfeni ovlivnéno nasledujicim zplisobem:

Prvni 7/2 puls magnetizaci sklopi do roviny xy . V disledku nehomogenit magne-
tického pole po ¢ase dojde k rozfazovani slozek magnetizace v roviné xy . Ale pted
tim, nez dojde k Uplnému rozfadzovéani, sta¢i vzniknout dodatecné dampingové pole,
které magnetizaci sklapi do rovnovazné polohy (viz. obr. 2.6). Po aplikaci 7 pulsu
miizeme v Case l,p, pozorovat signdl spinového echa. Pokud je ale vliv radia¢niho
dampingu silny, mlze potlacit spin-spinovy relaxacni proces a pozorované echo ve
skute¢nosti neni skute¢né spinové echo, ale jeho obalka ma tvar hyperbolické vysece
[28]. Je-li echo-Cas piili§ dlouhy, pak spinovy systém dospéje do rovnovahy pred
aplikaci 77 pulsu. V takovémto ptipad¢ pak zavislost intenzity signalu spinového echa

na echo case neklesa k nule, ale pro velké echo Casy je konstantni (viz. obr. 2.7).

RADIATION
DAMPING

P

o

0.4 0.8 1.2 1.6 2.0 2.4 2.8 ER 36 4.0 5.

Obr. 2.7:Zavislost intenzity signalu spi-
RELAXATION

X nového echa na echo Case pro vzorek

Obr. 2.6: Diagram pro vysvétleni vlivu 80% benzenu Vvacetonu-dé mefena in-

radia¢niho dampingu na spinovy sys- versni sondou. Cisla pod jednotlivymi
tém [28]. piky udavaji 2., . [28]

Me¢étime-li T, sekvenci CPMG a je-li pouzit dostatecné kratky echo-Cas , pak se podle
[28] radiacni damping neprojevi:

Prvnim 7z/2 pulsem sklopime magnetizaci do roviny xy . Béhem doby toono! 2 dojde
ke sklopeni magnetizace radia¢nim dampingem n€kam mezi rovinu Xy a osu z . Na-
sledn¢ aplikaci 77 pulsu magnetizaci oto¢ime okolo osy y o uhel 77 . Po tomto pulsu se

spinovy systém opét vyviji po dobu t.4,/2 , pfic¢emz dojde ke sklopeni magnetizace
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radiacnim dampingem zpét do roviny Xy . Amplituda magnetizace v roviné xy je
zkricena spin-spinovou relaxaci. Po skonéeni ¢ekaci doby ..,/ 2 se aplikuje dalsi 7

puls a vSe se opakuje.

2.2.3. Metody potlaceni radiacniho dampingu

Metoddm potlaceni radiacniho dampingu je vénovano mnoho praci — napf.
[29,30,31].

Zakladni metody snizeni vlivu radiacniho dampingu jsou zaloZeny na sniZeni kon-
stanty k£ ve vztahu (2.8) a tim na sniZzeni dampingového pole. Jednou metodou je po-
uziti sondy s nizkym faktorem kvality Q , ¢ehoz Ize dosahnout naptiklad pridanim
odporu do rezonan¢niho obvodu sondy, nebo pouzitim specialni sondy umozujici
pfepinani mezi dvéma Q faktory [30],[32]. Druhou metodou je sniZeni vyplnéni son-
dy vzorkem, tedy snizeni faktoru plnéni f . Tohoto lze dosahnout pouzitim uzsich
kyvet nez jsou kyvety, pro které je dand sonda vyrobend nebo pouzitim specialnich
kapilarnich insertt, které 1ze vlozit do standardnich kyvet.

Dalsi moznosti potlaceni radiaéniho dampingu je pouZiti specidlnich pulsnich sek-
venci. Pro méfeni 7', Ize napiiklad pouzit modifikovanou sekvenci Inversion Recove-
ry podle obrazku 2.8. [33]

Od standardni sekvence IR se tato sekvence lisi tim, Ze za 7 pulsem je aplikovén gra-
dientni puls v osez. Diky tomuto gradientu dojde po 7 pulsu k rychlému
rozfazovani pticné slozky magnetizace, ¢imz se projekce magnetizace v rovin€ xy
stieduje k nule a vliv radia¢niho dampingu se zmirni.

Poznamka: Pro odstranéni vlivu radia¢niho dampingu na méfeni 7', sekvenci Inversi-
on Recovery by teoreticky stacilo peclivé nastaveni pulsni sekvence, nebot’ zdrojem
dampingového pole je magnetizace v rovin€ xy . Pokud by se podafilo prvnim 7 pul-
sem magnetizaci sklopit pfesné¢ do sméru —z , pak by velikost slozky magnetizace v
roving xy byla nulova a dampingové pole by pak bylo také nulové. Nastavit pulsni
sekvenci takto pfesné se ale v konkrétnim experimentu z riiznych diivoda ¢asto nepo-

dafi.
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=
rJI‘.‘I

AQ

D1 DP2DGP Dl6 tziz DP1

A

D1 DP2ZDGP D16 tuiz  DPI

Z-gradient

Obr. 2.8: Sekvence Inversion Recovery s gradientnim pulsem.
D1 -opakovaci doba, DP1 -délka /2 -pulsu DP2 -délka 7 -
pulsu, DGP -délka gradientniho pulsu, D16 -Cekaci doba po

gradientnim pulsu, 7,,;, -sméSovaci perioda, AQ - akvizice dat.

Jak jiz bylo feceno v predchozi kapitole, tak pro potlaceni vlivu radiaéniho dampingu

na méfeni 7T, lze pouzit samotnou sekvenci CPMG kdy, je-li pouZit dostate¢né kratky

echo-Cas, pak tato sekvence problém s radia¢nim dampingem odstrani.
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3. Parametry méreni

3.1. Parametry vzorku

3.1.1. Priprava vzorki
Vzorky rtiznych koncentraci HO v D,O méfené v této praci byly pfipraveny z deio-
nizované vody o mémém odporu 15,6 MQ cm? z Fyziologického Ustavu Akademie
Vé&d v Praze, ktera byla skladovéana v silikonové lahvi o objemu 250 ml, a ze dvou
D,0. Prvni D,0 byla D,O o izotopové ¢istoté 99,9% atomu deuteria od firmy Sigma-
Aldrich. Tato D,O byla skladovana v tmavé sklenéné lahvi o objemu 100 ml. Druhou
DO byla D,O o izotopové Cistoté 99,8% atomi deuteria od firmy Armar Chemicals.
Tato D,O byla skladovana v ampulkach z tmavého skla o objemu 0,75 ml.
Vzorky byly michany v plastovych mikrozkumavkach, pricemz celkovy objem nami-
chaného vzorku byl vzdy 500 pl. Pro odmétovani potiebnych objemt jednotlivych
substanci byla pro objemy do 100 pl pouzita automaticka pipeta o maximalnim obje-
mu 100 pl a velikosti nejmensiho dilku 0,1 pl. Pro vétsi objemy byla pouzita automa-
tickd pipeta o maximalnim objemu 1000 pl a velikosti nejmensiho dilku 1 pl.
Z lahvoveé D,O o izotopové Cistoté 99,9% byly pfipraveny dva vzorky nasledujicich
objemovych koncentraci H,O:

vzorek 1: Ci,0=0,1%

vzorek 2: C1,0=(20,08+0,04)% .
Uvedend chyba byla vypoctena z pfesnosti odméteni piislusSnych objemt jednot-
livych substanci, pfiCemz tato ptesnost byla odhadnuta velikosti nejmensich dilka
pipet uvedenych vySe. Vzorek o koncentraci 0,1 % byl pouze pienesen z lahve do
kyvety, tedy nebyl nijak michan a proto u né&j neni uvedena zaddné chyba. Ve sku-
tecnosti v§ak bude chyba koncentrace téchto vzorkl pravdépodobné mnohem vyssi,
nebot’ tato D,O mutize byt stara i vice jak 3 roky, pficemz byla pouzivana i jinymi Cle-
ny laboratote, takze je pravdépodobné, Ze se do ni pii Castém otevirani dostala
vzdus$na vlhkost. Uvedené koncentrace téchto vzorkl tak mohou byt az o 1 objemové
procento vyssi.

Z ampulkové D,0 o izotopové Cistoté 99,8 % byl pripraven jeden vzorek o nasleduji-
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ci objemové koncentraci H,O:

vzorek 3: CH20:(2,2OiO,02) % .
Uvedena chyba je opét dand piesnosti odmeéteni objemi jednotlivych substanci. Ten-
to vzorek ale neni znecistén vzdusnou vlhkosti, nebot” ampulka s D,O ze které byl
namichan, byla oteviena tésn¢ pfed namichanim vzorku. Uvedenou chybu lze tedy
povaZovat za relevantni.
Po namichani daného vzorku pak byl vzorek pfenesen automatickou pipetou do jedné

z kyvet popsanych v nasledujici kapitole.

3.1.2. Kyvety pouzité pii méreni

Standardné se pro odliSeni riiznych druhtt NMR kyvet pouziva vnéjsi primér. Na-
priklad mluvime-li o 5 mm kyveté, mame na mysli kyvetu s vnéjsim primérem 5
mm. Podobné notace se pouziva i u sond, kdy se jako parametr sondy uvadi vné&jsi
pramér kyvety, na ktery je sonda konstruovana. Zde uvedeme i dal$i parametry pou-
zitych kyvet.

Z duvodu, které budou popsany v kapitole 4, byly pfi méfenich v této praci pouzity
tfi druhy kyvet od vyrobce Wilmad-LabGlass. Jednak sklenény kapilarni insert o
vnitinim priméru 1,26 mm - viz. obr 3.1. Déle standardni 5 mm kfemenna o
vnitinim priméru 4,2 mm. A tfeti kyvetou byla 4 mm kiemenna kyveta o vnitinim

praméru 3 mm, kterd ma ve své horni ¢asti prechod k obycejnému sklu — viz. obr 3.2.

l 2038rpm |

} ¢ 50mm |<— #

R '
WGS-5BL *

ID - 1.258 mm ID - 2,972 mm
OD- 2.020 mm 0D -4.200 mm
Inner Tube Capacity TGS Cap for inner tube included

- —

/ /

Outer Tube Capacity Cap with hole (521-WG5-100) included

Obr. 3.1: Sklenény koaxialni insert [34].
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Obr. 3.2: Kfemennd 4 mm kyveta s ptechodem k obycejné-
mu sklu [34].

Vétsina méfeni v této praci byla provedena v 8 mm sond¢. Pfi vlastnim méfeni tedy
byly tyto kyvety se vzorkem umistény do 8 mm kyvety, pficemz vycentrovani bylo
zajiSténo teflonovym spacerem. Prostor mezi touto 8§ mm kyvetou a kyvetou se
vzorkem byl vyplnén deuterovanym chloroformem, ktery zde plnil ulohu teplotni
lazn¢ a v ptipadé nizkych koncentraci D,O ve vzorku byl pouzit pro lock. Nekteré
vzorky byly také méfeny na 5 mm sondé&. Jednalo se ale pouze o vzorky v 5 mm kie-

menné kyveté, takZe se nijak neliSily od standardnich NMR vzorki.

3.1.3. Odplynéni vzorka

Rozpusténé¢ plyny ve vzorku ovliviiuji relaxace. Napiiklad rozpustény kyslik
zkracuje relaxatni doby paramagnetickym piispévkem, nebo rozpustény CO»
ovliviiuje pH vzorku, na kterém muze zaviset ptispévek chemické vymény k relaxa-
cim. Jednotlivé vzorky proto byly po pfeneseni do kyvet odplynény metodou Freeze-
Pump-Thaw (FPT). Pii metod¢ FPT se vzorek nejdiive zmrazi, poté se evakuuje
prostor nad vzorkem a nakonec se vzorek necha roztat. Tento postup se 3-5 krat opa-
kuje. Princip této metody je zaloZen na tom, Ze po roztati vzorku dojde k vyrovnani
parcidlnich tlakd plynt nad vzorkem a plyni rozpusténych ve vzorku, coZ po n€ko-
likerém opakovani postupu vede ke snizeni koncentrace rozpusSténych plynt a za-
roven se minimalizuje odpor kapaliny.

Pro mrazeni vzorkl byl pouzit technicky lih vychlazeny kapalnym dusikem. Vzorky
byly mrazeny pomalu ode dna kyvety tak, aby kyveta nepraskla.

Utinnost této metody Ize demonstrovat na zméné spin-miizkové relaxaéni doby dei-
onizované vody za pokojové teploty z T1=2,803 s pied odplynénim na T,=3,123 s po
odplynéni tfemi cykly FPT, kterd ukazuje na sniZeni koncentrace rozpusténého kys-

liku. SniZeni koncentrace CO, lze demonstrovat méfenim pH — pH deionizované
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vody stoupne po odplynéni tfemi cykly FPT z hodnoty 5,8 na hodnotu 6,5.

3.2. Spektrometr vysokého rozliSeni

Vsechna méteni v této praci byla provedena na komerénim spektrometru NMR vy-
sokého rozliSeni Bruker Avance 500 Katedry fyziky nizkych teplot MFF UK.

Tento spektrometr je vybaven mnoha sondami, které umoznuji méfit mnoho jader v
kapalinach (napi. 'H, PC, "O,"F, ...), pfi¢emZ tyto sondy umoziuji generaci radi-
ofrekvencnich pulsti na vice kanalech.

Pfi métenich v této praci byly pouzity dvé sondy — TXI a BBO. Sonda TXI je 8 mm
inverzni sonda, coZ znamena, Ze jeji radiofrekvencni civka urcenéd pro méfeni na vo-
dikovych jadrech je umisténa nejblize k vzorku, kdezto ostatni civky jsou vice vzda-
lené. Kromé vodikového kanalu ma tato sonda jesté dalsi 3 kanaly - “C, N a *H pro
ucely udrzeni stability magnetického pole (tzv. lock). BBO je 5 mm observe sonda,
kterd naopak mé vodikovou civku nejdale od vzorku. Tato sonda je vybavena tfemi
kanaly - 'H, *H pro lock, a tieti laditelny pro vice jader (napt.”’C, "N, 70, 'P, ...).
Statické magnetické pole tohoto spektrometru vytvaii supravodiva civka. Velikost

tohoto pole je B,=11,744T a rezonanéni frekvence jader 'H pfislusici tomuto poli

je v,=500,13 MHz .

3.2.1. Nastaveni a kalibrace teploty

Kazda sonda je vybavena topnou spirdlou a termoc¢lankem pro méteni teploty. Sonda
je dale protékand plynnym dusikem, ktery je pfedchlazen lednickou. Tok dusiku je
konstantni a je mozno ho nastavit na n¢kolik hodnot. K nastaveni a udrZeni stabilni
teploty slouzi pocitacem fizend teplotni jednotka spektrometru. Tato jednotka podle
aktudlni teploty udavané termoclankem koriguje topny vykon spiraly tak, aby se za-
mezilo teplotnim vykyvim.

Vsechna méfeni v této praci byla provedena s prutokem dusiku 800 1/h a maxi-
malnim topnym vykonem spiraly 20 %.

Skutecna teplota vzorku se vSak nemusi pfesn¢ shodovat s teplotou udavanou termo-
¢lankem sondy a pro jeji piesnéjsi ur€eni je tieba provést kalibraci. K tomu se ob-
vykle vyuziva latek (standardi) s dobie popsanou zavislosti chemickych posunii na

teploté. Pro teploty v rozsahu 175 K — 330 K se jako teplotni standard pouziva
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methanol (CH;-OH). Zmétime-li spektrum methanolového standardu a odecteme-li
rozdil chemického posunu ¢ary CH; skupiny a OH skupiny, ktery ozna¢ime A , pak

teplota vzorku je dana vztahem [35]

T=403,0—29,46 A —23,832 A>. (3.1)

Ptesnost takto urcené teploty je 0,5 K.

Kalibrace teploty na TXI sond¢ probéhla v uspotadani, kdy do 8 mm kyvety byl
vlozen methanolovy teplotni standard v 5 mm kyveté a prostor mezi kyvetami byl
vyplnén deuterovanym chloroformem. Vycentrovani bylo zajisténo teflonovym spa-
cerem. Takto byla namétena spektra methanolového standardu pro nastavené teploty
v rozsahu 270 — 318 K s krokem 2 K. Pied kazdym métenim byl vzorek 20 minut
temperovan. Z téchto spekter pak byl odecten rozdil chemickych posunt ¢ar CH; a
OH skupiny a podle (3.1) byla urc¢ena skutecna teplota vzorku. Vysledek je zobrazen

na nasledujicim grafu.

I namérené body i ' I
320 fit polynomem 2. stupné i
310 -
300 -
3
2
o200 | .
280 - -
270 -
| | | 1 |
270 280 290 300 310 320

Tnast (K)

Graf 3.1: Teplotni kalibrace na TXI sondé¢.

Naméiend zavislost skutecné teploty na nastavené teploté byla nafitovana polyno-

mem druhého stupné 7', = A+ BT, ,+ C T.,, s vysledkem
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(=74,1x51)K
(1,485+0,035) .
(—0,00078+0,00006) K"

A
B
C

Podobnym zptsobem byla provedena kalibrace na BBO sond¢. Pouze zde nebyl
methanolovy standard vkladan do 8 mm kyvety, protoze BBO je 5 mm sonda. U
BBO sondy byla provedena kalibrace v rozsahu nastavenych teplot 272 K — 314 K

op¢t s krokem 2 K a dobou temperovani 20 minut. Vysledek je zobrazen v grafu 3.2.

320 . — ; .
namérené body +
fit polynomem 2. stupné
310 | .
300 -
3
2
B 290 -
280 -
270 | .
| | | |
270 280 290 300 310 320

Tnast (K)

Graf 3.2: Teplotni kalibrace na BBO sond¢.

Naméfend zavislost byla opét nafitovana polynomem druhého stupné s vysledkem

A=(—63%11)K
B=(1,355+0,076)
C=(-0,00047%0,00013) K"

3.2.2. Parametry méreni

Meéfeni a zpracovani spekter bylo provedeno pomoci programu Bruker Topspin 1.3.
Sitka spekter méfenych v této praci byla nastavena na SW =14 ppm ( 7003 Hz ). Po-

¢et bodli méteného signalu volné precese byl v zavislosti na potiebné délce akvizice
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nastavovan v intervalu TD€(36864,262144), ¢emuz odpovidd délka akvizice
AQ€(2,6,18,7)s . Pii zpracovani naméfenych dat byl signal volné precese doplnén
nulami do dvojnasobného poctu méfenych bodii a byla pouZzita apodizace signalu
volné precese s parametrem LB=15Hz .

Spin-mfizkova relaxacni rychlost byla métfena na 14 bodl zavislosti (2.2). Spin-spi-
nova relaxacni rychlost byla méfena na 10 boda zavislosti (2.5).

Dalsi parametry jednotlivych méteni jsou pro prehlednost uvadény v tabulkach pii-

mo v kapitole 4 s vysledky méfeni.
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4. Vysledky méreni a diskuse

4.1. Komplikace spojené s mérenim NMR vody

4.1.1. Radia¢ni damping

Ptitomnost tohoto jevu pti méteni NMR vody Ize demonstrovat na signalu volné pre-
cese po m-pulsu jak je ukédzdno na obrazku 4.1. V horni ¢4sti obrazku je signal volné
precese vzorku o objemové koncentraci 20,08 % H,O v 5 mm kiemenné kyveté me-
feny BBO sondou. Vidime, Ze signal neni nulovy, coz je zpisobeno pravé radiacnim
dampingem. V dolni ¢asti obrdzku je pro srovnani ukézéan signal volné precese po
n-pulsu vzorku o objemové koncentraci 0,1 % H,O v 5 mm kifemenné kyveté méteny
toutéz sondou. Zde je signal témét nulovy (maly signal na zacatku je disledkem ne-
presnosti v nastaveni délky pulsu). V tomto piipadé tedy radiaéni damping méteni
neovliviluje, nebot’ koncentrace vodikovych jader je mala.

Je tedy jasné, Ze komplikaci s radia¢nim dampingem lze pfi méteni relaxaci vody
o¢ekavat a je nutné radiacni damping potlacit. K tomu bylo vyuzito jednak sekvence
Inversion recovery s vlozenym gradientnim pulsem (viz. obr. 2.8) pro méteni T, a
sekvence CPMG pro méteni T.. Déle pro potlaceni dampingu byl zmenSen objem
vzorku. Toho bylo dosazeno pouZitim specidlniho kapildrniho insertu nebo métenim
vzorku v mensi kyveté — viz kapitola 3.1.

Praktickym zavérem je, ze v 5 mm BBO sondé lze v 5 mm kyveté méfit vzorky o
koncentraci maximalné v fadu jednotek procent, nebo pokud rozladime rezonancni
obvod (¢imZ snizime Q-faktor civky), lze méfit 1 koncentrace pfiblizn€ do 20 %.
Umistime-li vzorek do kapilarniho insertu, 1ze v BBO sond¢ méfit koncentrace pfi-
blizn¢ do 50 %. V 4 mm kyveté¢ Ize na BBO sondé méfit koncentrace ptiblizné do
30 %. Na 8 mm TXI sondé Ize v kapilarnim insertu méfit koncentrace bez omezeni,
tedy do 100 % , v 4 mm kyveté piiblizné¢ do 60 % a v 5 mm kyveté pfiblizné¢ do
40 %.
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Obr. 4.1: Signal volné precese po 180° pulsu.
Nahote: vzorek 20,08 % H-,O, dole: vzorek 0,1 % H,O.

4.1.2. Zahrivani vzorku radiofrekven¢nimi pulsy

Dalsi komplikace s méfenim NMR vody souvisi s abnormalni délkou relaxacnich
dob. Vodikové relaxa¢ni doby vody pfi pokojové teploté se v zavislosti na objemové
koncentraci od 100 % H>O k 0 % H,O pohybuji v rozpéti zhruba od 2 do 40 sekund.
Pfi méfeni spin-spinové relaxacni doby sekvenci CPMG je proto tfeba aplikovat vel-
mi mnoho 180-ti stupiiovych pulsti. Naptiklad pro zméteni spin-spinové relaxacni
doby dlouhé¢ 10 sekund sekvenci CPMG s echo-Casem 0,4 ms je tieba proméfit zavis-
lost intenzity signalu na poctu ech v intervalu cca 200-35000. Pfi méfeni s echo-

casem 50 ms je pro zméfeni 10-ti sekundové relaxacni doby tieba méfit v intervalu
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po¢tu ech cca 2-300. Vzhledem k tomu, ze voda mad vyznamnou absorpci radi-
ofrekvenc¢niho ¢i mikrovinného zéateni [36], dochazi béhem celého méteni k promén-
livému ohievu vzorku, nebot’ celkovy vykon dodany béhem jednoho skenu je pro
prvni body zavislosti intenzity signalu na poctu ech (2.6) mensi, nez pro posledni
body. Dusledkem je, Ze prvni body této zavislosti jsou méfeny pii nizsi teploté nez
posledni body. Dale je také rozdilna teplota vzorku pii méteni spin-spinové relaxacni
rychlosti s riznymi echo-Casy, protoze celkovy vykon dodany béhem celé sekvence

je pti kratkych echo-Casech vétsi nez pii dlouhych echo-casech.
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Obr. 4.2: Spektra vzorku 100 % H,O v zavislosti na poctu ptediazenych off-rezo-
nanc¢nich pulst (¢isla vpravo).

To, Ze k zahtivani vzorku béhem méteni skutecné dochdzi demonstruje obrazek 4.2.
Na tomto obrazku jsou spektra vzorku 100 % H,O, kterd byla namétena po 90-ti
stupniovém pulsu, pted kterym bylo aplikovano nékolik off-rezonan¢nich (frekvencné
posunutych o 1 MHz) 180-ti stupniovych pulsi odd€lenych ¢asovou prodlevou
0,0006 s (pocet prediazenych off-rezonan¢nich pulsti udavaji ¢isla vpravo). Vzorek
byl umistén ve sklenéném kapilarnim insertu a tento insert byl vloZzen do 8 mm kyve-
ty a prostor mezi kyvetami byl vyplnén deuterovanym chloroformem. M¢éteni bylo

provedeno na TXI sondé. Cekaci doba mezi jednotlivymi méfenimi byla nastavena
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na 15 sekund (spin-miizkova relaxacni doba Cisté vody je piiblizn€ 3 s). Teplotni
jednotka byla nastavena na teplotu 292 K, coz podle teplotni kalibrace odpovida sku-
tecné teplote vzorku 293,2 K. Vidime, Ze s rostoucim poctem piediazenych pulst do-
chazi k posunu polohy rezonan¢ni ¢ary z 4,92 ppm na 4,88 ppm. Tento posun je zpi-
soben zménou teploty vzorku.

Pro odstranéni problému s ¢asové proménlivou teplotou vzorku v disledku promén-
livého primérného mnozstvi radiofrekvencni energie absorbované vzorkem béhem
experimentu (v duisledku méniciho se poctu pulzl v pribéhu pulzni sekvence) byla
navrzena modifikace sekvence CPMG (schéma sekvence je na obr. 4.3). V modifi-
kované sekvenci jsou kombinovany on-rezonan¢ni a off-rezonanc¢ni pulzy tak, aby
vykon dodany do vzorku byl v ¢ase konstantni. Vyjimkou je relativné kratkéd doba
nabirani signalu, kdy soucasné pulzovani neni mozné. Off-rezonan¢ni pulzy musi byt
nastaveny dostate¢né daleko od rezonanéni frekvence 'H jader vody, aby neovliv-
novaly jejich NMR odezvu, v ptipad¢ tvrdych pulza se osvédcil rozdil 1 MHz. Tyto
off-rezonancni pulzy jsou aplikovany zejména béhem opakovaci periody D1, ktera je
velmi dlouhd, typicky 100 — 200 s. Rozestup téchto off-rezonancnich pulzii je D20y;,.
Samotna sekvence on-rezonan¢nich CPMG pulzti je doplnéna off-rezonan¢nimi pul-
zy tak, aby rozestupy aplikovanych pulzii v priabehu celého méfeni (kdy se méni po-
¢et on-rezonanc¢nich 180-ti stupnovych pulzl a jejich odstup D20) zlstaly konstantni
behem celého méfeni. Echo-Cas se tedy nenastavuje prostou zménou délky prodlevy
D20, ale poctem aplikaci off-rezonancnich pulzl, z nichz kazdy je oblozen casy

D20min. Echo-¢as v pulzni sekvenci je tedy roven

techo:k.<2D20 +DP2) s (41)

min

kde k je pocet 180-ti stupnovych pulsti vypliujicich echo-Cas (off- i on-rezo-
nancnich), pficemz k je liché ¢islo a DP2 je délka 180-ti stupiiového pulsu.

Pti praktické implementaci na spektrometru Bruker se ukazalo, ze Casté zmény frek-
vence pulzil v rdmci jednoho radiofrekvencniho kanalu vedou k fdzové nestabilité
vysledného signdlu. To znamend, ze nedochdzi ke koherentni sumaci naméteného
signalu pfi vice skenech. Tento problém byl odstranén vyuZitim dvou nezavislych ra-
diofrekvencnich kanala pro generaci on-rezonancnich, resp. off-rezonanc¢nich pulzu,
pfi¢emz frekvenéni nastaveni obou kanalli je béhem celého méfeni neménné. Pulzni

program je piilohou 1 prace, typické nastaveni je v pfilozenych souborech.
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Obr. 4.3: Sekvence CPMG vyrovnavajici zahtivani vzorku pulsy.
Horni fadek — on-rezonan¢ni pulsy. Dolni fadek — off-rezonanéni pulsy.
DPI , DP2 -délky /2 a m-pulsu, D20, -konstantni Gasova prodleva, DI -pocet
7 -pulsti vypliujicich ¢ekaci dobu, k& pocet 7 -pulst vypliujici echo-Cas, N - pocet
ech, AQ -akvizice dat.
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K funkci modifikované sekvence pfispiva i stabilizacni funkce teplotni jednotky. Pro-
to samotnému méteni musi predchéazet alespont 5 min pulzovani bez nabirani signalu.
V této dobé¢ teplotni jednotka stabilizuje teplotu vzorku za situace konstantniho ptisu-
nu RF energie do vzorku, tj. za stacionarnich podminek. Nestabilita zpiisobena pieru-
Senim pulzovani béhem nabirdni signalu je potom bezpecné napravena béhem dlouhé
periody D1 pied dalSim skenem.

Utinnost nové pulsni sekvence byla testovana na vzorku 90 % H,O ve sklenéném
kapilarnim insertu, ktery byl opét vlozen do 8 mm kyvety a prostor mezi skly byl vy-
plnén deuterovanym chloroformem. Testovani sekvence bylo tedy provedeno na TXI
sond¢, pricem? teplotni jednotka byla nastavena na 292 K, zalockovéno bylo opét na
chloroform. Hodnota D20, byla nastavena na 0,3 ms. Vysledkem tohoto testovani
je tabulka 4.1. V této tabulce jsou uvedeny hodnoty chemického posunu signalu
90 % H,O v zavislosti na poctu ech (N) a po¢tu m-pulst v echo-Case (k). Vidime, ze s
presnosti na dvé desetinnd mista tyto hodnoty vychazeji stejné coz ukazuje na to, ze

kazdy bod byl méten pii stejné teploté nezavisle na k, tedy na délce echo-Casu .

k=1 k=11 k =21 k =41
N [5(ppm)| N |3(ppm)| N [S(ppm)| N [ 35(ppm)]
248] 48770 22| 48885 12| 48897 6] 4,8923

1392 4,8836 126| 4,8857 66| 4,8852 34| 4,8846
2894| 4,8860 262 14,8867 138 4,8852 70/ 14,8888
4946 4,8859 450, 4,8866| 236| 4,8854 120 4,8818
7330] 4,8855 666 4,8868 348 4,8867 178 4,8839
10686 4,8850 972 4,8867] 508 4,8889 260| 4,8858
14504 4,8847 1318 4,8869] 690 4,8872 354] 4,8853
20334| 4,8844 1848 4,8873] 968 4,8841 496, 4,8871
Tabulka 4.1: Chemicky posun 90 % H,O (0) v zavislosti na poctu ech (N) a poctu n-
pulsti v echo-Case (k).

Po otestovani uc¢innosti sekvence CPMG vyrovnavajici zahtivani vzorku byla dale
provedena kalibrace teploty pfi pouziti této sekvence. Jak uz bylo feceno v kapitole
3.2.1, tak ke kalibracim teploty vzorku se v rozsahu teplot 175 — 330 K pouziva
methanolovy standard. Jelikoz ale neni zaru¢eno, ze voda a methanol absorbuji pfi
500 MHz stejné, tak k tomuto Gcelu byl pfipraven vzorek methanolu v D,O o ob-
jemové koncentraci 30%, ktery lze povazovat za lepsi ptiblizeni se k vzorku vody.

Tento vzorek byl opét umistén do sklenéného kapilarniho insertu, ktery byl vlozen do
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8 mm kyvety a prostor mezi skly byl vyplnén deuterovanym chloroformem. Z dtvo-
du rychlé relaxace methanolu byla sekvence CPMG vyrovnavajici zahfivani vzorku
pro kalibra¢ni méfeni upravena tak, ze vSechny pulsy byly vysilany na off-rezo-
nan¢ni frekvenci a nakonec byl aplikovan jeden on-rezonan¢ni 90-ti stupniovy puls,
po kterém bylo zméfeno spektrum.

Parametry kalibracnich méfeni jsou uvedeny v nésledujici tabulce.

parametr hodnota
prutok dusiku 800 I’'h
doba temperovani |20 min
pocet D1 puls( 430000
délka 1r-pulsu 19,6 us
délka 11/2-pulsu 9,8 us
D20, 0,2 ms
pocet skenu 2
Tabulka 4.2: Parametry kalibracnich

mefeni.

Doba D20 byla zkracena na 0,2 ms proto, ze dal$i méfeni v této praci probéhlo s
timto nastavenim.

Protoze se ukazalo, ze vztah (3.1) nedava na vzorku 30% MeOH / D,O spravnou tep-
lotu, byla kalibrace provedena nasledujicim zptisobem:

Nejprve byla namétena obycejna 1D spektra vzorku 30% MeOH / DO pro nastavené
teploty v rozsahu 273-292 K s krokem 1 K. Z téchto spekter byly odecteny vzda-
lenosti ¢ar OH a CHj; skupiny methanolu, a podle teplotni kalibrace na TXI sondé
(viz. kapitola 3.2.1) byly k t€émto vzdalenostem ptifazeny skutecné teploty.

Poté byly naméfeny vzdélenosti ¢ar OH a CHj; skupiny methanolu sekvenci CPMG
vyrovnavajici zahfivani vzorku (upravenou pro ucel kalibrace podle popisu vyse) pro
nastavené teploty v rozsahu 273-292 K s krokem 1 K. Pro kaZdou nastavenou teplotu
bylo toto méteni provedeno ttikrat pro rdzné hodnoty poctu ech 5000, 15000 a 30000
a tyto tfi naméfené hodnoty hodnoty byly zprimérovany. A kone¢né k takto zis-
kanym vzdélenostem Car byly podle vysledku méfeni z predchéazejiciho odstavee pfi-
fazeny skutecné teploty vzorku. Vysledek teplotni kalibrace je zobrazen v grafu 4.1.

Naméiena zavislost  byla fitovana  polynomem druhého stupné

(Ty4,=A+BT, +C Tﬁm ) s vysledkem:
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A=(—125+£30)K, B=(1,90+0,21), C=(—0,00155+0,00037)K " .

I nameérené blody + I I
fit polynomem 2. stupné
295 - -
290 -
3
E
'_
285 -
280 -
| | | |

275 280 285 290
Tnast (K)

Graf 4.1: Kalibrace teploty na TXI sondé¢ pfi pouziti sekvence CPMG vyrovnavajici
zahiivani vzorku.

Presnost této kalibrace 1ze odhadnout na 0,5 K.

Z vysledku této kalibrace je také vidét, ze skutecnd teplota vzorku je asi o 5 K vyssi,
nez je nastavend teplota. Tedy je vzorek radiofrekvenénimi pulsy pomérné znaéné za-
hiivan a pouziti vyrovnavaci sekvence je tedy dulezité, nebot teplotni rozdily o 5 K
by pii pouziti standardni sekvence CPMG zptisobily znacnou chybu méieni.
Vytvofena pulsni sekvence byla dale modifikovana tak, Ze tvrdé pulzy byly nahraze-
ny mékkymi pulzy s amplitudou tvarovanou Gaussovou kiivkou. Délka pulsu byla
nastavena na 395 us, aby s nezbytnymi vedlej§Simi prodlevami prakticky zcela vy-
plnila dostupnou ¢asovou periodu D20,,;,. Divodem pro tuto Gpravu byla moznost
ptiblizeni off-rezonanc¢niho pulzu k rezonanéni frekvenci. Bylo otestovano, Ze pulsy
ve vzdalenosti 180 kHz (namisto 1000 kHz pro tvrdy puls) jiz spolehlivé neovliviiuji
jadra 'H vody. Diivodem pro tuto modifikaci byla snaha udrZet off-rezonanéni puls
co nejblize frekvenci naladéni rezonanéniho obvodu sondy. Cim je frekvence vzda-

lengjsi, tim vice hrozi, Ze pteneseny RF vykon na vzorek bude niz§i nez v ptipadé
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on-rezonancnich pulst. Stabilizace teploty by pak mohla byt jen ¢aste¢na. Predpokla-
dame nicméng¢, ze uvedend zména nema piimy vliv na kalibraci teploty, nebot’ depo-
novany vykon gausovského m-pulsu na vzorek je stejny jako deponovany vykon tvr-
dého m-pulsu. Devadesati stupiiovy puls byl v sekvenci ponechan jako tvrdy puls.

Nakonec aby bylo zaruceno, ze méfeni spin-miizkové relaxacni doby probéhne pfi
stejné teploté jako méfeni spin-spinové relaxacni doby, byla upravena sekvence In-
version Recovery s gradientnim pulsem analogicky, jako byla upravena sekvence

CPMG - viz. obrazek 4.4. Mixing time je v této sekvenci roven:

t,..=DGP+DI16+N (2D20,,+DP2) , 4.2)

kde DGP je délka gradientniho pulsu, D16 je ¢ekaci doba po gradientnim pulsu a N
je pocet off-rezonanénich n-pulstt délky DP2 oblozenych dobou D20, .
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Obr. 4.4: Sekvence IR s gradientnim pulsem a zahtivacimi pulsy.
Horni fadek — on-rezonanc¢ni pulsy. Prostiedni fadek — off-rezonanc¢ni pulsy. Dolni
fadek — gradienty v ose z.

DPI1 , DP2 -délky /2 a m -pulsu, DGP -délka gradientniho pulsu, D16 -Cekaci
doba po gradientnim pulsu D20, -konstantni ¢asova prodleva, DI -podet T -
pulst vyplnujicich ¢ekaci dobu, N - pocet off-rezonancnich pulst, AQ -akvizice
dat.
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4.1.3. Stabilita vzorku

V grafu 4.2 je zobrazena zavislost spin-spinové relaxacni rychlosti na echo-Case

vzorku 20,08 % H>O v kapilarnim insertu, kterd byla zméfena tfi krat v rozmezi 3

dnti. Datum a ¢as zacatku jednotlivych méteni je uveden v legend¢, jednotlivé fady

byly méteny postupné od kratkych echo-¢ast k dlouhym, délka méteni jednoho bodu

je priblizné€ 45 minut. Vzorek byl odplynén 5-ti cykly FPT a po poslednim cyklu byl

uzavien teflonovym ventilkem, aniz by se nad hladinu dostal vzduch. Méfeni bylo

provedeno na TXI sondé. Parametry tohoto méfeni jsou uvedeny v tabulce 4.3.
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Graf 4.2: Zavislost R, na ten, pro vzorek 20,08 % H,O ve sklenéném kapilarnim in-
sertu, 5-krat FPT, uzavieny teflonovym ventilkem. V legend¢ jsou uvedena data a
Casy zaCatku méteni jednotlivych sérii.

parametr hodnota pozn.
Tskut 297,6 K
prutok dusiku 800 I’'h
délka 11/2-pulsu 19,3 ys tvrdy puls
délka Tr-pulsu 395 us gaussovsky puls
D20min 5 MS
pocet D1 pulsl 148148 D1=60s
pocet skenu 4

Tabulka 4.3: Parametry méfeni dat v grafu 4.2.
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Zavislost R, na echo-Case neni konstantni, ¢ili ve vzorku dochazi k rychlé chemické
vymeéng. Tu se zde jest¢ nebudeme snazit kvantifikovat, ale bude nés zajimat to, ze z
grafu 4.2 je vidét, ze se cela zavislost R, na echo-Case postupné s Casem systematicky
posouva nahoru. Toto ukazuje na to, ze bud’ méteny vzorek neni v rovnovaze a tedy
populace jednotlivych stavli mezi kterymi dochazi k chemické vyméné se s ¢asem
meni, a nebo se méni relaxacni doby.

Pti feseni této komplikace bylo stanoveno nékolik moznych zdrojii zmén ve vzorku a
byly navrZeny cilené experimenty pro jejich potvrzeni ¢i vyvraceni.

Jednak je vzorek uzavien teflonovym ventilkem, ktery teoreticky nemusi zcela tésnit.
Diky tomu by se do vzorku mohl dostat zpét vzdusny kyslik, ktery je paramagneticky
a tim zkracuje relaxacni doby a tedy zvétSuje relaxacni rychlosti. Postupné pronikani
kysliku do vzorku by se ale projevilo i na spin-miizkové relaxa¢ni rychlosti, ktera ale
ve vSech tiech métenich vysla v rdmci chyby méfeni stejné — R, byla vzdy zméfena
na konci dané série méteni R,. Méfeni R, bylo provedeno také s parametry v tabulce
4.3, akorat sekvence obsahovala gradientni puls (viz obr. 4.4) délky 1000 us, za kte-
rym je ¢ekaci doba D16 = 100 ps. Jednotlivé naméfené R, jsou:
R,=(0,09185+0,00014)s™" , R,=(0,09190+0,00025)s " a
R,=(0,09188+0,00021)s"" . Uvedené chyby jsou chyby jednotlivych fitd.

Dale by se mohl do vzorku pfes netésnici ventilek dostavat CO,, na jehoz koncentra-
ci zavisi pH vzorku, které miize mit vliv na rovnovahu chemickych déji ve vzorku.
Proto byl vyroben novy stejny vzorek ve sklenéném kapilarnim insertu, ktery byl po
odplynéni 5-ti cykly FPT zataven. Tento vzorek pak byl stejnym zptsobem se stejny-
mi parametry jak v pfedchozim ptipadé¢ zméfen TXI sondou. Datum a ¢as zacatku
méteni jednotlivé série je opét uveden v legendé. Vysledek je zobrazen v grafu 4.3.
Spin-mfizkova relaxacni rychlost i zde vySla ve vSech tfech métenich v ramci chyby
stejné: R,=(0,09271+0,00016)s ™", R,=(0,09266+0,00014)s"",
R,=(0,09291+0,00022) s~ . Drobnou odlignost od hodnot z ptedchoziho méteni Ize
vysvétlit nepatrné rozdilnou zbytkovou koncentraci rozpusténého kysliku v jednot-
livych vzorcich.

Z grafu 4.3 je jednak vidét, ze se cela zavislost opét systematicky posouva nahoru.
Toto svéd¢i o tom, Ze postupny narist koncentrace CO; a s tim spojeny pokles pH

neni zdrojem problému se stabilitou vzorku a nebo alespon neni jedinym zdrojem
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tohoto problému. Dale srovnanim naméfenych dat v grafu 4.3 a v grafu 4.2 vidime,
ze zavislosti naméfené v grafu 4.3 lezi pod body naméfenymi v grafu 4.2. Toto lze

vsak vysvétlit rozdilnou dobou mezi pfipravenim a zmétenim jednotlivych vzork.
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Graf 4.3: Zavislost R, na teh, pro vzorek 20,08 % H,O ve sklenéném kapilarnim in-
sertu, 5-krat FPT, zataveny. V legend¢ jsou uvedena data a casy zacatku méteni
jednotlivych sérii.

Dal8im vlivem, ktery by mohl zplsobovat nestabilitu vzorku, mize byt uvoliovani
iontl ze skla kapilarniho insertu. Proto byl pfipraven dalsi vzorek 20,08 % H,O, kte-
ry byl umistén do 5 mm kiemenné kyvety. Tento vzorek byl z divodu vétSiho rizika
prasknuti kyvety pii mrazeni odplynén jen tiemi cykly FPT. Po odplynéni byl
uzavien teflonovym ventilkem, nebot’ kiemenné sklo ma vysokou teplotu tani (1610
°C [37]) a vzorek nelze snadno zatavit. Takto pfipraveny vzorek byl poté opét trikrat
po sob& zméien se stejnymi parametry jako v ptfedchozich ptipadech, pouze pro zkra-
ceni celkové doby méfeni byl pocet skenti snizen na 2. Délka méteni jednoho bodu je
tedy asi 23 minut. Dale byl tento vzorek pfiblizné¢ po mésici znovu odplynén a zmé-

fen TXI sondou. Vysledek vSech méteni je zobrazen v grafu 4.4. Spin-miizkova re-

laxaéni rychlost zméfend v prvni sérii byla: R,=(0,09555+0,00028)s " . V dalsich

57



métenich vysla v ramci chyby stejné.
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Graf 4.4: Zavislost R, na teh, pro vzorek 20,08 % H,O v 5 mm kiemenné kyveté, 3-
krat FPT, uzavieny teflonovym ventilkem. V legend€ jsou uvedena data a ¢asy zacat-
ku méfeni jednotlivych sérii.

Z grafu 4.4 je opét vidét, ze se cela zavislost systematicky posouva nahoru a to
dokonce mnohem rychleji nez v piedchozich piipadech. Z tohoto je patrné, Ze
samotné uvoliiovani iontdl ze skla neni jedinou pfi¢inou nestability vzorku, protoze z
kifemennych kyvet by se zddné ionty uvoliovat nemély, nebot’ tyto kyvety jsou vyro-
beny z velmi ¢istého kiemiku. U tohoto méteni ale na druhou stranu nemusi byt zaru-
¢eno, Ze do vzorku nepronikaji plyny, nebot’ tento vzorek neni zataven, ale pouze
uzavien teflonovym ventilkem. Takto 1ze vysvétlit i vétsi rychlost pozorovaného sys-
tematického posunu, nebot’ teflonovy ventilek pfi nasazovani na kiemennou kyvetu
klade mensi odpor nez pfi nasazovani na sklenény insert a tedy miize na kfemennych
kyvetach méné té€snit. Zajimavé ovsem je, Ze vysledek po mésici (fialové ctverecky v
grafu 4.4), kdy byl vzorek znovu odplynén, nevysel stejné jako prvni méfeni. Toto

nasvédCuje tomu, ze pronikdni plynii do vzorku neni jedinou pfi¢inou nestability
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vzorku a pravdépodobné se do vzorku ptece jen dostaly néjaké necistoty ze skla
kyvety.

Zaveérem piedchozich experimenti tedy je, ze priciny nestability vzorku byly pravdé-
podobné dvé. Jednak uvolfovani necistot ze skla a jednak pronikani plynd do
vzorku. Pro ovéfeni této hypotézy byl ptipraven vzorek 0,1 % H,O. Tento vzorek byl
umistén do 5 mm kiemenné kyvety, ktera byla pied tim pfiblizné jeden den nalozena
v 65 % kyseliné dusi¢né s cilem odstranéni pfipadnych volnych iontl z povrchu skla
kyvety. Po naloZeni v kyselin¢ dusi¢né byla tato kyveta dikladné vymyta (10-krat
destilovanou vodou a po té 5-krat deionizovanou vodou) a vysusena horkovzdusnou
suSickou pii teploté¢ 140 °C. Tento vzorek byl odplynén tfemi cykly FPT a uzavien
teflonovym ventilkem, piicemz byl vybran ventilek, ktery pfi nasazovani kladl nej-
vétsi odpor. Posledni FPT cyklus byl proveden 21.11.2012 v 18:00. Takto pfipraveny
vzorek byl zméfen BBO sondou s nastavenou teplotou na 292 K — BBO sonda byla k
tomuto méfeni pouzita z divodl podezieni na poruchu TXI sondy, proto byla také
sniZena koncentrace vzorku na 0,1 % H>O pro odstranéni vlivu radia¢niho dampingu.
Nevyhodou pouziti BBO sondy je, ze na ni nebyla provedena teplotni kalibrace pfi
pouziti sekvence CPMG vyrovnavajici zahfivani vzorku a tedy nezname piesné sku-
te€nou teplotu vzorku. Pro tcel tohoto experimentu to vSak neni podstatné. Vysledek
méieni je zobrazen v grafu 4.5 a parametry tohoto méteni jsou uvedeny v tabulce 4.4.
V legend¢ jsou opéct uvedeny zacatky meéteni jednotlivych sérii. Délka méteni

jednoho bodu je asi 40 minut.

parametr hodnota pozn.
prutok dusiku 800 I/h
délka 11/2-pulsu 19 us tvrdy puls
délka 1/2-pulsu 395 us gaussovsky puls
D20, 5 us
pocet D1 puls( 493827 D1=200s
pocet skenu 1

Tabulka 4.4: Parametry méfeni dat v grafu 4.5.
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Graf 4.5: Zavislost R, na te, pro vzorek 0,1 % H,O v 5 mm kiemenné kyveté, 3-krat
FPT, uzavieny teflonovym ventilkem. V legend¢ jsou uvedena data a ¢asy zacatku
meéfeni jednotlivych sérii.

Z grafu 4.5 je vidét, ze prvni dvé méteni (Cervené a zelené) vysla témér stejné. Syste-
maticky posunuto je az tfeti (modré) méieni, které bylo provedeno 6 dni po druhém
mefeni a pravdépodobné se za tuto dobu do vzorku dostal oxid uhlicity.

Toto chovani opét potvrzuje hypotézu, ze pfi¢inou nestability vzorku je uvolnéni ion-
tl z povrchu skla a pronikani plynti do vzorku — ionty z povrchu skla byly odstranény
kyselinou dusi¢nou a zpocatku byly plyny ze vzorku odstranény.

Pro odstranéni téchto vlivi byly zakoupeny 4 mm kiemenné kyvety, které jsou ve
své horni ¢asti vybaveny pfechodem ke standardnimu sklu a tedy je mozné je zatavit.
Tyto kyvety byly opét vice nez jeden den nalozeny do 65 % kyseliny dusi¢né a poté
dikladné vymyty (10-krat destilovanou vodou a 5-krat deionizovanou vodou) a vy-
suseny horkovzdusnou suSi¢kou pii 140 °C. Do takto osetienych kyvet byl pfipraven
vzorek 2,20 % H,O z ampulkové D,O. Tento vzorek byl odplynén 5-ti cykly FPT a
po poslednim cyklu byl zataven. Posledni cyklus FPT byl proveden 26.2.2013 v

18:10. Vysledek méfeni je zobrazen v grafu 4.6, parametry tohoto méteni jsou uve-
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deny v tabulce 4.5, méteni bylo provedeno na TXI sond¢.
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Graf 4.6: Zavislost R, na teho pro vzorek 2,20 % H>O v 4 mm kiemenné kyvete s
pfechodem k obycejnému sklu, 5-krat FPT, zataveny. V legend¢€ jsou uvedena data a
Casy zacatku méteni jednotlivych sérii.

parametr hodnota pozn.
Tt 297,6 K
prutok dusiku 800 I/h
délka 11/2-pulsu 20,2 ys tvrdy puls
délka 1-pulsu 395 ys gaussovsky puls
D20, 5 Us
pocet D1 pulsi 419753 D1=170s
pocCet skenu 1

Tabulka 4.5: Parametry méfeni dat v grafu 4.6.

Z grafu 4.6 je vidét, Ze chyba méteni R, pro jednotlivé echo-Casy je na takto pfipra-

veném vzorku ndhodna a zadny systematicky posun celé zavislosti uz zde patrny

neni. Také doslo ke sniZzeni maximalnich R, zhruba na polovinu hodnot z pfedcho-

zich méteni. Zavérem tedy je, Ze problém se stabilitou vzorku odstrani pouziti 4 mm

kfemennych kyvet s pfechodem k normalnimu sklu, pficemz tyto kyvety je tieba
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pfed méfenim nalozit do 65 % kyseliny dusicné a dukladné vymyt a vysusit. Vzorek

je po odplynéni tieba zatavit.
4.2. Chemicka vyména

4.2.1. Vysledky méreni

Vysledné méteni chemické vymeény (zavislosti R, na echo-¢ase) bylo provedeno na
vzorku 2,20 % H,O, ktery byl odplynén 5-ti cykly FPT a zataven v 4 mm kie-
meno-sklenéné kyveté. K méfeni byla pouzita TXI sonda. Méfeni byla provedena pii
tirech teplotach: 281,3 K, 289,6 K a 297,6 K. Parametry jednotlivych méfeni jsou

uvedeny v nasledujicich tabulkach.

parametr hodnota pozn.
it 281,3K
pritok dusiku 800 I’h
délka 11/2-pulsu 19,8 us tvrdy puls
délka 1r-pulsu 395 us gaussovsky puls
D20, 5 us
pocet D1 pulst 259259 D1=105s

pocet skent

1

Tabulka 4.6: Parametry méfeni pii teploté 281,3 K.

parametr hodnota pozn.
Tkt 289,6 K
prutok dusiku 800 I’h
délka 11/2-pulsu 20,2 us tvrdy puls
délka 1T-pulsu 395 us gaussovsky puls
D20, 5 s
pocet D1 pulsu 345679 D1=140s
pocet skenl 1

Tabulka 4.7: Parametry méfeni pfi teploté 289,6 K.

parametr hodnota pozn.
Tout 297,6 K
pritok dusiku 800 I/h
délka mr/2-pulsu 20,2 us tvrdy puls
délka 1T-pulsu 395 us gaussovsky puls
D2Omin 5 us
pocet D1 pulsu 419753 D1=170s
pocet sken( 1

Tabulka 4.8: Parametry méteni pii teploté 297,6 K.
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Naméiené zavislosti spin-spinové relaxacni rychlosti jsou vykresleny v grafech 4.7
az 4.9. Jak je vidét z grafu 4.7, tak naméfené zavislosti nelze nafitovat vztahem
(1.50) — modry fit v grafu 4.7. Je tedy nutné uvazovat nejmén¢ dva soucasn¢ probiha-
jici procesy chemické vymény. Proto je namétend data tieba fitovat vztahem (1.51).

Jak je vidét z grafii 4.7-4.9, tak fit zavislosti (1.51) jiz dobfe vystihuje naméfend data.
Hodnota R;™" byla pfi téchto fitech zafixovana a poloZena rovna hodnoté R, , nebot’
prevladajicim mechanismem relaxace ve vodé mimo chemickou vyménu je dipdl-
dip6lova interakce a za téchto podminek plati R,=R,. Ziskané parametry che-
mickych vymeén pro jednotlivé teploty jsou uvedeny v tabulce 4.9. V této tabulce jsou

také uvedeny naméfené hodnoty R, . A v tabulce 4.10 jsou uvedeny korela¢ni matice

jednotlivych fitd.
T (K) R, (s) O, (rad’s?) | k™ (s7) | ®,(rad’s?) | k™, (s”)
281,3| 0,04825 1 0,00004 1102+2] 11734 +34| 1,10+£0,09] 168 +19
289,6/ 0,03642 £ 0,00006] 1174 +15] 14720+ 210, 0,55%+0,08] 122 + 26
297,6| 0,02880 +0,00028| 1363 +£20| 21530+410] 1,37 £0,20 208 + 35

Tabulka 4.9: Naméfené hodnoty R; a a parametry chemickych vymén.

Pozn.: R, byla pri jednotlivych teplotach zmérena néekolikrat (pri teplote 297,6 K

pétkrat, pri ostatnich teplotach trikrat). V tabulce je uveden aritmeticky primeér a

chyba prumeru. Chyby uvedené u ostatnich parametrii jsou chyby fiti.

T=281,3K T =289,6 K T=297,6 K
o [k [0 [k | o [k |0 [k |0 [k |0 |k
@, | 1,000 1,000 1,000
k™, | 0,903 1,000 0,995 1,000 0,091 1,000
®, | 0508 0,815 1,000 0,364] 0,425 1,000 0,778| 0,837 1,000
k™, | 0432 0,504 0,744 1,000 0,247| 0,295 0,752 1,000 0,598| 0,645 0,790 1,000

Tabulka 4.10: Korelacni matice pro jednotlivé fity.
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Graf 4.7: Zavislost R, na tes, pro vzorek 2,20 % H,O pfi teploté 281,3 K.
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Graf 4.8: Zavislost R; na teho pro vzorek 2,20 % H,O pfi teploté 289,6 K.
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Graf 4.9: Zavislost R, na te, pro vzorek 2,20 % H,O pfi teploté 297,6 K.
Pozn.: Kazdy bod v grafech 4.7 az 4.9 byl zméren nekolikrat (v grafu 4.9 pétkrat, v

ostatnich grafech trikrat). V grafech 4.7 az 4.9 jsou zakresleny aritmetické prumeéry s

chybami aritmetického primeéru. Jednotlive fity byly zvazeny témito chybami.

Déle v grafech 4.10 a 4.11 jsou vyneseny Arheniovy zavislosti rychlosti chemické

vymény na teploté pro jednotlivé procesy.

65



100000

o
w
$
vy
10000 ' ' ' '
3.35 3.4 3.45 3.5 3.55
1000 /T (K1)
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Graf 4.11: Arheniova zavislost rychlosti chemické vymény pro druhy proces.
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4.2.2. Diskuse

Z naméfenych dat je ziejmé, ze v méfeném vzorku probihaji dva procesy chemické
vymeény. Pro zjednoduseni je budeme nazyvat ,,rychly* a ,,pomaly*, ale oba jsou ve
Skale "H chemickych posunti v oblasti limitu rychlé vymény.

Parametry rychlého procesu Ize z naméfenych dat urcit s dobrou piesnosti a ziskané
parametry se chovaji dle o¢ekavani — jak je vidét z grafu 4.10 tak rychlostni konstan-
ty ki s teplotou arheniovsky rostou. Z tabulky 4.9 je vidét, ze s parametry pomalého
procesu je to odlisSné. Naméfena rychlostni konstanta pfi prostiedni méfené teploté
vychazi mensi nez rychlostni konstanty pfi obou krajnich teplotach a z grafu 4.11 je
vidét, Ze tato hodnota neleZi na Arheniové kiivce. Podobné i hodnota parametru @,
pii prostfedni métené teploté vychazi niz$i nez hodnota parametru @, pti ostatnich
teplotach, zatimco parametr ?; s teplotou roste. Parametry pomalého procesu jsou
tedy zatizeny pomérné velkou chybou. To je dano tim, Ze se tento proces projevuje az
ve vyssich echo-Casech (zhruba v oblasti 0,01-0,06 s), kde, jak je vidét z grafa 4.7-
4.9, experimentalni body byly méfeny s malou hustotou (v oblasti od 0,02 do 0,06 s
je pouze 5 experimentdlnich bodt). Déle je tfeba uvazit, ze absolutni velikost pii-
spévku ( @,/k5") od tohoto procesu k spin-spinové relaxaéni rychlosti je velmi mala
- pfiblizné 0,0065s " . K piesn&j$imu urdeni parametr pomalého procesu by bylo
nutné métit vice bodii s delSimi echo-Casy a zlepsit jejich piesnost. Zdrojem ne-
presnosti méfeni bodl s del§imi echo-¢asy mohou byt off-rezonanéni pulsy v pouzité
sekvenci CPMG vyrovnavajici zahfivani vzorku, nebot’ téchto off-rezonan¢nich pul-
stt je v dlouhych echo-¢asech mnoho a i tyto pulsy mohou nepatrné piisobit na
magnetizaci. K odstranéni tohoto problému by mohlo pomoci stiidani fazi off-rezo-
nancnich pulst tak, aby se u¢inek dvou po sobé jdoucich off-rezonancnich pulsii vy-
rusil. Z divodu nedostatku Casu, ktery byl zptsoben vySe popsanymi komplikacemi s
piipravou vzorki, toto ale v této praci nebylo provedeno. Z naméfenych dat nicméné
lze fici, Ze ve vzorku pozorujeme dva procesy — jeden o rychlosti fadové 10000 Hz a
druhy o rychlosti fadové 100 Hz.

Ackoliv z namétenych dat na jednom vzorku pii tfech teplotach nelze piesné objasnit

podstatu jednotlivych procest, mizeme zde navrhnout nékolik moznych interpretaci.
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a) Pireskoky protonii mezi molekulami HDO, HD,O" a OH"

Prvni moznou interpretaci naméfenych dat jsou pfeskoky protoni mezi molekulami
HDO, HD,O" a OH". Pfi podrobné&j$im rozboru této interpretace budeme pracovat v
ramci dvou-procesového modelu popsaného v kapitole 1.5.4, pficemz cilem bude
urcit rozdil rezonancénich frekvenci jader ve stavu A a B a jader ve stavu A a C ze
vztaht (1.82) a (1.83), kde jako stav A oznacime vodiky v molekulach HDO, jako
stav B vodiky v molekulach HD,O" a jako stav C vodiky v molekulach OH". Tedy

budeme pracovat s modelem, ktery je z NMR hlediska popsan rovnici
k, ky
OH == HDO == HD,O", (4.3)

kde k,,k_,, k,, k_, jsou rychlostni konstanty jednotlivych reakci prvniho fadu.

Z chemického hlediska lze tyto dva procesy popsat chemickymi rovnicemi

k'

HDO + D_?,OJr ? HDZO+ + DQO 5 (44)
k'

HDO + 0D == D,0+ OH", 4.5)

kdek',, k', k', k'_,jsou rychlostni konstanty jednotlivych reakci druhého adu.
Souvislost téchto rychlostnich konstant s rychlostnimi konstantami reakci prvniho

fadu podle (4.3) je nasledujici: z (4.3) a (4.4) plyne

%:HHDO]—’C-IWDZOW , (4.6)
%:k "[HDO][D;0" |-k ' ,[HD,0"][ D,0]. 4.7)

Porovnanim téchto dvou rovnic dostaneme

ki=k'\[D,0"], (4.8)

k_,=k',[D,0]. (4.9)
A analogickym postupem lze odvodit

k,=k',|OD], (4.10)
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k_,=k'_,[D,0]. (4.11)

Dale pro ucel rozboru této interpretace budeme potiebovat vypocist populace jednot-
livych stavli. K tomu nejprve vypocteme molarni koncentrace 100% H.O a 100%

D,O

Ou,0 _
[H,0]000,= MH0=55,3 mol [ 1’ (4.12)

(D,0] 00 =220 2553 mol ]!
2 oo = > , (4.13)

kde 4,0, @0, M 5, M, ,jsou hustoty a molekulové hmotnosti lehké a tézke
vody, které€ pfi teploté 25° C podle [37] jsou 0, 0=0,997 gcnf3 , 0po0= 1,107gcm73

, M, ,=18,0153g mol™" MD20:20,0276gmol_1 .
Dale objemova koncentrace H,O v méteném vzorku je 2,2% a tedy pocatecni mo-

larni zlomek H,O ve vzorku je roven

= 07022[1—[20]100%
70,022[H,0],495,+(1=0,022)[ D, O]9,

=0,022 . (4.14)

A podle (1.4) — (1.6) jsou molarni zlomky molekul H>O, HDO a D,O ve vzorku rov-

ny
X;1.0=0,0005 | (4.15)
X 1o =0,0430 | (4.16)
Xp0=0,9565 (4.17)

Z teéchto vysledkii nyni mizeme uréit molarni koncentrace H,O, HDO a D,O ve

vzorku

[HZO]:xHZO(anzz[HZO]IOO%"'(I_09022)[1)20]100%):0,03 mol ™' s
(4.18)

[ HDO= X po (0,022 [H,0 ]100%"'( 1- 0,022) [D,O ]100%): 2,38 mol I >
(4.19)

[DZO]:)CDZO (OaOZZ[Hz 0]100%"'(1 —O,O22)[D20]100%)=52,9 mol ™" .
(4.20)
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Dale budeme potiebovat uréit molarni koncentrace molekul HD,O" a OH". K tomu
provedeme nékolik zjednodusujicich pfedpokladl. Jednak zanedbame pfitomnost

molekul H,O. A dale budeme piedpokladat, ze plati nasledujici rovnice

[D,0"1+[HD,0"1=10"""mol I"", (4.21)
[OD +[0H =10 " ol 17", (4.22)
[HD,0"] [HDO]

[D,0"] [D,0]" (423)
[0H] _[HDO]

lop] [D,0]” (429

kde pD , je zaporné vzaty dekadicky logaritmus koncentrace ionti D;O" v ¢isté D,O
a pK je zaporné vzaty dekadicky logaritmus soucinu koncentraci ionti D;O" a OD

v ¢isté D,0. Podle [37] plati pD=7,43 , pK=14,86 . VyieSenim této soustavy

dostaneme
[HD,0'1=1,6-10"mol ", (4.25)
[D,0"]1=3,6-10 *mol I"" . (4.26)
[OH1=1,6:10"mol I"", (4.27)
[0D]=3,6-10 " mol ™" . (4.28)

A nyni mtizeme kone¢né vypocist populace jednotlivych stavii

[HDO]

P A= HDOT+ HD,0 +[OH ] =0,999999998 (4.29)
_ [HD,O"] R

pB_[HDO]+[HD20+]+[OH-]—7 10, (4.30)

e ¥ =710 (4.31)
“ [HDO]+|HD,0"+[OH'] : ,

A nyni, kdyz méame spocteny populace jednotlivych stavli, mizeme ze vztaht (1.82)
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a (1.83) vypocist hodnoty kvadratu rozdilti uhlovych rezonan¢nich frekvenci jader ve

stavech A a B a ve stavech A a C, ptfi¢emz za k, a k, dosadime ze vztahi (1.79) a

(1.80) a potfebné hodnoty k., o, , @, a Bur¢ime z naméfenych dat v tabulce 4.9

ex >

podle vztaht (1.67), (1.69), (1.70) a (1.71). Ziskané vysledky a jejich chyby, které
byly uréeny Monte Carlo simulaci, jsou uvedeny v tabulce 4.11. V této tabulce jsou
také uvedeny hodnoty rychlostnich konstant k,,k_,, k, ak_, reakci prvniho fadu
(4.3), pro které plati vztahy (1.79), (1.74), (1.80) a (1.75), a z nich vypoctené rych-
lostni konstanty k', ,k'_,, k', , k'_, reakci druhého tadu (4.4) a (4.5) pro které plati
vztahy (4.8)-(4.11).

T (K) 281,3 289,6 297.,6
(Aw, ) (rad’s?) | (1,64 +0,04)- 10 (1,7£0,1)- 10" (2,0£0,2) 10"
(Aw, ) (rad”s?) (2+5)-10° (-1+4)-10° (2+2)-10°

k, (s) (79+0,3)-10%  (10+1)-10%  (14%1)-10°

k,(s7) (1,17 £0,05)-10* (1,5+£0,2)-10% (2,2+0,2)- 10*

k, (s™) (1+2)-107 (1+2)-107 (1£1)-107

k,(s”) (2 +3)- 10?2 (1+4)-10? (2 +2)- 102
k. (Imol" s™) 222 +9 280 + 30 400 + 40
k,' (Imol”s™) 222 +9 280 + 30 400 + 40
k,' (Imols™) 3+6 2+7 4+4
k,' (Imol”s™) 3+6 2+7 4+4

Tabulka 4.11: Vypoctené hodnoty kvadrata rozdili tthlovych rezonancnich frekven-
ci v jednotlivych stavech a rychlostnich konstant ptislusnych reakci prvniho a
druhého tadu.

Pozn.: Ze vztahu (1.82), (1.83), (1.79) a (1.80) plyne, Ze bychom pro kvadraty rozdilu
uhlovych rezonancnich frekvenci v jednotlivych stavech meéli dostat celkem 4 ruzna
Fesent. V kapitole 1.1.4 jsme ale uvedli, Ze pohyblivost iontit H™ ve vodé je vetsi nez
pohyblivost iontiit OH". Tedy Ize predpokiadat, ze k,">k;" a pocet reseni se timto snizi
na 2. A dale diky tomu, zZe populace staviit B a C jsou vii¢i populaci stavu A zanedba-
telné, vyraz pod odmocninou v (1.82) vychazi roven nule, ¢imz se pocet reseni zredu-

kuje na jedno.
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Z tabulky 4.11 je vidét, ze pro vSechny teploty vychazi kvadrat rozdilu uhlovych
rezonanc¢nich frekvenci mezi stavy A a C (tedy mezi HDO a OH") zéporné. Z fy-
zikalniho hlediska je to samoziejmé nesmysl, nicméné chyba tohoto kvadratu je
znacné velkd (az 400 %), coz je pravdépodobné dusledek vysokych korelaci mezi
jednotlivymi parametry fitu jak je vidét z tabulky 4.10. Tato zaporna hodnota by
mohla byt zplisobena 1 nespravné zvolenou hodnotou pD, nebot’ ve vzorku mize byt
pritomno zbytkové mnozstvi rozpusténého oxidu uhlicitého, ktery snizuje pD. V
ramci méfeni dat pro tuto praci bylo také provedeno méfeni pH lehké vody, ze kte-
rého vyplynulo, ze pH lehké vody po odplynéni metodou freeze-pump-thaw je stéle
piiblizné o 0,7 niz8i nez neutralni pH. Zopakujeme-li tedy cely pfedchozi vypocet s
pD=6,7 dostaneme pii teplotd 281,3 K (Aw,;)'=(3,05+0,07)-10"rad’s > a
(Aw,e)=(—1%3)-10"rad’ s> a podobny vysledek dostaneme i pro dalsi teploty.
Tedy oprava pD nevede k zisku fyzikalné smysluplného feSeni. Zavérem tedy je, ze
diky vysoké korelaci naméfenych parametri nejsme schopni platnost vySe popsané¢ho
modelu potvrdit ani vyvratit. Pro to bychom potiebovali pfesnéji namétend data.
V souvislosti s pfeskoky protonti mezi molekulami HDO, HD,O" a OH™ zde mtiZzeme
uvést 1 jiny model, ktery navrhl S. Meiboom v roce 1961 v préaci [5].
S. Meiboom v [5] méfil parametry chemické vymény v Cisté H,O v zavislosti na pH,
ale pouzil k tomu jinou NMR techniku, nez ktera je pouzita v této diplomové praci,
ktera vSak poskytuje stejné vysledky. Na rozdil od naSich vysledkl v préci [5] pozo-
rovali pouze jeden proces chemické vymeény, jehoz rychlost je srovnatelna s nasim
rychlym procesem.
S. Meiboom ve své praci navrhl zajimavou interpretaci naméfenych vysledku, kdy se
ma jednat o proces pieskokii vodiki mezi molekulami H,'°O a H,'"O, pii¢emz rozdil
rezonancnich frekvenci v jednotlivych stavech je dan J-couplingem od izotopu kys-
liku 'O, jehoz pfirozené zastoupeni je 0,037 % [37] . A k témto pieskokim podle S.

Meibooma dochazi prave v dasledku reakci

k,
H,0+H,0">H,0'+H,0 (4.32)

ky
H,0+OH »>OH +H,O - (4.33)

V ramci tohoto modelu pro namétenou zavislost rychlosti chemické vymény na pH
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(respektive na molarni koncentraci iontt H") odvodil rovnici

1 .1, Ky
k.=—k[H |+=k
o=k H 1+ THT (4.34)
kde
Ky=[H[OH 1~10""mol’ I . (4.35)

A fitem do namétenych dat urcil

k,=(10,6+4,0)-10"mol " Is™", (4.36)

k,=(3,8+1,5)-10"mol 157", (4.37)
pfti teploté 25° C.
Dale také uréil velikost J-couplingu od 'O

Jon=(92+15)Hz . (4.38)

Zanedbame-li pfitomnost molekul H,O v naSem vzorku, pak populace stavu A, za
ktery zvolime vodik v molekule HD'O, a stavu B, za ktery zvolime vodik v mole-

kule HD'O jsou:

»,=0,00037 | (4.39)

pB:O,99963 . (440)
Predpokladame-li déle, ze pokud bychom ,,vypnuli* druhy proces chemické vymeény,
pak bychom naméfili stejné hodnoty parametri P, jako v tabulce 4.9, pficemz z
(1.50) pak mame &, =p, py(Aw,;), pak s pouzitim (4.39), (4.40) a hodnot z

tabulky 4.9 dostaneme pro jednotlivé teploty nasledujici frekven¢ni rozdily rezo-
nanc¢nich frekvenci mezi stavy A a B (jedna se skutené o frekvencni rozdily, nikoliv

o uhlové frekvencni rozdily)

A [ =(274,7+0,2)Hz , (4.41)
A [0 =(284+2) Hz , (4.42)
A =(306+2) Hz . (4.43)

Uvedené chyby byly pieneseny z chyb fitu jednotlivych parametrii @, uvedenych v
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tabulce 4.9.
Vidime, Ze vSechny hodnoty (4.41)-(4.43) vychazeji vétsi nez vzdalenost rezonan¢ni
¢ary HD'O a nejvzdalengjsi ¢ary symetrického hexupletu HD'O, jehoz stied lezi v
misté ¢ary HD'O, ktera z Meiboomem zméfené hodnoty (4.38) vychazi 230 Hz
(46+92+92) . Toto je ovSem v rozporu s piedstavou, ze bychom méli namétit rozdil
rezonancnich frekvenci, ktery by byl roven vaZzenému priiméru vzdalenosti Car he-
xupletu HD'’O od ¢ary HD'®O, kde vahami jsou intenzity jednotlivych &ar.
Dale v naSich méfenich pozorujeme rychlost rychlého procesu v fadu 10000 Hz, ¢e-
muz by podle (4.34) odpovidalo pH v oblasti okolo 5,5 coz je i pfes moznou piitom-
nost oxidu uhli¢it¢ho pfili§ mélo, nebot’ méfeni pH vody po odplynéni metodou
freeze-pump-thaw ukazalo, ze pH takto odplynéného vzorku je minimalné 6,3.
Tedy mizeme konstatovat, Ze nase data nejsou v souladu s interpretaci S. Meibooma
a tedy tato interpretace pravdépodobné neni spravna. Pro Gplné potvrzeni neplatnosti
této interpretace by vSak bylo potfeba méfit na vice spektrometrech s rozdilnou rezo-
nanc¢ni frekvenci. Pokud by tato interpretace platila, pak by v tomto piipadé hodnoty
D, vysly stejné, nebot frekvenéni rozdil dany J-couplingem je na viech spektromet-
rech stejny, kdezto frekvencni rozdil dany rozdilem chemickych posunti je zavisly na
velikosti rezonan¢ni frekvence spektrometru.
A na zavér jesté uved'me, ze pokud by platila interpretace podle S. Meibooma, pak
by ziistala nezodpovézena otdzka co zplisobuje druhy pozorovany proces chemické

vymeény.

b) Molekularni clustery

Dal8i moZna interpretace namétenych dat souvisi s molekularnimi clustery a tedy s
vodikovymi vazbami. Pfi rozboru této interpretace budeme opé€t postupovat v ramci
dvou-procesového modelu popsaného v kapitole 1.5.4. Pro identifikaci tfi stava s
rozdilnym chemickym posunem, které pro tento model potfebujeme, se podivejme na
obrazek 4.5. Na tomto obrazku je zobrazen ilustracni ptiklad jedné z mnoha struktur
vodnich molekuldrnich clustert vypoctené ab-initio metodami v The Cambridge
Energy Landscape Database [11]. Vidime, Ze zcela obecné se ve vodnich clusterech
mohou vodiky vyskytovat ve tfech stavech. Prvnim moznosti je stav, kdy se dany vo-

dik neucastni Zadné vodikové vazby. Tento stav je na obrazku 4.5 oznacen jako stav
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0. Druhou moznosti je stav, kdy se vodik ucastni vodikové vazby s kyslikem, ktery je
akceptorem jedné vodikové vazby. Tento stav je na obrazku 4.5 oznacen jako stav 1.
A konecné tfeti moznosti je stav, kdy se vodik ucastni vodikové vazby s kyslikem,
ktery je akceptorem dvou vodikovych vazeb. Tento stav je na obrazku 4.5 oznacen

jako stav 2.

Obr. 4.5: Tlustra¢ni priklad vodniho molekularniho
clusteru prevzaty z [11].

Na obrazku jsou vyznaceny 3 mozné stavy vodiku:
Stav 0 — vodik, ktery netvoii vodikovou vazbu.
Stav 1 — vodik, ktery tvoti vodikovou vazbu s kys-
likem, ktery je akceptorem jedné vodikové vazby.
Stav 2 — vodik, ktery tvoti vodikovou vazbu s kys-
likem, ktery je akceptorem dvou vodikovych vazeb.

Z kvantové-chemickych vypocti v [38] plyne, Ze rozdil chemického posunu mezi
stavy 0 a 1 je pfiblizn€ 3 ppm, mezi stavy 0 a 2 piiblizné 5 ppm a mezi stavy 1 a 2
piiblizn¢ 2 ppm. Na 500 MHz spektrometru témto hodnotdm odpovidaji nasledujici

rozdily rozdily uhlovych rezonanénich frekvenci v jednotlivych stavech

A Wy, ~9400rad s, (4.44)
A wy~15700rad s, (4.45)
Aw,~6300rad s " . (4.46)

Déle potiebujeme popsané stavy 0, 1 a 2 ztotoznit se stavy A, B a C dvou-procesové-

ho modelu chemické vymény. Toto 1ze provést nasledujicimi Sesti zpiisoby:
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1) stav A = stav 0, stav B = stav 1, stav C = stav 2
Takto nastaveny model nam tika, Ze tvofi-li dany vodik vodikovou vazbu s kyslikem,
ktery je akceptorem dvou vodikovych vazeb, tak se mize do stavu, kdy tvoii vodi-
kovou vazbu s kyslikem, ktery je akceptorem jedné vodikové vazby, dostat tak, Ze
nejprve dojde k rozpadu vodikové vazby s kyslikem, ktery je akceptorem dvou vodi-
kovych vazeb, ¢imz se pifechodné dostane do stavu, ve kterém netvoii vodikovou
vazbu a nasledné dojde k vytvoreni vodikové vazby s kyslikem, ktery je akceptorem
jedné vodikové vazby. Obdobné probiha i cesta od stavu 1 ke stavu 2. Rychlost pfe-
chodu od stavu 0 ke stavu 1 a zpét je dand rychlostnimi konstantami k, a k_, a pfe-
chod mezi stavy 0 a 2 popisuji konstanty k, ak_,. A pro rozdily thlovych rezo-
nanénich frekvenci mame Aw, z;=Aw, , Aw, =AWy, a Awg.=Aw,, , kde hodnoty
Awy, , Awy, a Awy, jsou dany (4.44)-(4.46).
2) stav A = stav 0, stav B = stav 2, stav C = stav 1
Takovyto model je analogicky modelu 1) s tim rozdilem, ze doslo k zdméné stavt 1 a
2 ve stavech B a C. Tedy prechod mezi stavy 0 a 1 je popsan rychlostnimi konstanta -
mik,ak_, a prechod mezi stavy 0 a 2 je popsan rychlostnimi konstantami &, a
k_, . Pro rozdily uhlovych rezonanénich frekvenci zde mame Aw, z=Awy,,
Aw, . =AwyaAdwy,=Aw, .
3) stav A = stav 1, stav B = stav 0, stav C = stav 2
Tento model fika, Ze pfechod vodiku ze stavu 2 do stavu 0 probiha ptes stav 1. Pfi-
c¢emz ze stavu 2 do stavu 1 se sledovany vodik mtze dostat tak, ze dojde k rozpadu
vodikové vazby s druhym vodikem, ktery tvoti vazbu s kyslikem, ktery je akcepto-
rem dvou vodikovych vazeb. Cesta od stavu 0 ke stavu 2 probiha analogicky. V tom-
to modelu tedy konstanty &, a k_, popisuji pfechod mezi stavy 0 a 1 a konstanty &, a
k_, popisuji prechod mezi stavy 1 a 2. Frekvenéni rozdily zde jsou Aw z=Aw,, ,
Aw, =Aw,aAwy-=Aw,y, .
4) stav A = stav 1, stav B = stav 2, stav C = stav ()
Zde doslo opét pouze k zaméné stav 0 a 2 ve stavech B a C. Tedy konstanty &, a
k_, popisuji pfechod mezi stavy 1 a 2 a konstanty k, a k_, popisuji piechod mezi
stavy 0 a 1. A frekvenéni rozdily zde jsoudw =Aw, Aw,=Aw,a

Awge=Awy, .
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5) stav A = stav 2, stav B = stav 0, stav C = stav 1

Tento model ptedpoklada, ze cesta od stavu 1 ke stavu 0 probihé pfes mezistav 2, pti-
c¢emz cesta od stavu 1 ke stavu 2 probiha tak, ze se na kyslik, ktery je akceptorem
jedné vodikové vazby s nasim sledovanym vodikem, navaze vodikovou vazbou dalsi
vodik z dal$i molekuly vody. Analogicky probiha cesta od stavu 0 ke stavu 1. Kon-
stanty k, a k_, zde popisuji pfechod mezi stavy 0 a 2 a konstanty k, a k_, popisuji
piechod mezi stavy 1 a 2. A frekvenéni rozdily zde jsou A® z=Awy, , Aw,.=Aw,,
adAw,=Aw,, .

6) stav A = stav 2, stav B = stav 1, stav C = stav ()

A tento posledni model je opét analogii modelu 5) se zaménou stavii 0 a 1 ve stavech
B a C. Konstanty k, a k_, zde popisuji pfechod mezi stavy 1 a 2 a konstanty k, ak_,
popisuji pfechod mezi stavy 0 a 2. A frekvenéni rozdily zde jsou Aw, z;=Aw,,

Aw, =AwyaAwz-=Aw,, .

Vyiesime-li numericky soustavu rovnic (1.59), (1.60) a (1.92) (kde k,ak,je dano
(1.79) a (1.80)), do které dosadime znamé hodnoty rozdili thlovych rezonanc¢nich
frekvenci v jednotlivych stavech uvedené u jednotlivych modeld vyse, a hodnoty
k, ,o ,a,aBvypoctené z naméfenych dat v tabulce 4.9 podle vztahd (1.67),
(1.69), (1.70) a (1.71), dostaneme pro vSech 6 modelii n¢kolik feSeni, kterd vSak maji
mnoho spole¢ného. Jednak vZzdy vychazi jeden ze stavii A, B a C zna¢né populovan
oproti ostatnim dvéma staviim. Vyfadime-li z téchto feSeni ta, ve kterych je znacné
populovan stav kdy vodik netvoii Zzddnou vazbu, nebot’ je znamo, ze sit’ vodikovych
vazeb ve vod¢ je velmi hustd a tedy vysoka populace stavu 0 je nepravdépodobna,
tak pocet feSeni pro kazdy model snizime. Dale tato feSeni maji spole¢né to, ze vzdy
jedna z populaci vychéazi nefyzikaln€ zaporné a nckteré ze Ctyt rychlostnich konstant
ki k_,, k,ak_,vychazeji také zaporné&. Toto je, jak uz bylo diskutovano v pied-
chozim textu, disledkem velkych korelaci mezi naméfenymi parametry chemickych
vymeén. Jelikoz parametry prvniho (rychlého) procesu mame zméfeny s dobrou
pfesnosti a korelace se projevuje v nepiesnosti méfeni parametri druhého (po-

malého) procesu, miizeme tohoto vyuzit a z nalezenych feSeni vybrat ta, kde vychazi

zaporné populace stavu C a z rychlostnich konstant vychazi zaporné k, nebo k_, .
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Takto pro kazdy ze Sesti vySe uvedenych modela zredukujeme pocet feseni na 1-2.

Nema pfili§ velky smysl zde uvadét vSechna nalezena feSeni pro kazdy ze Sesti vySe
uvedenych modelt, nebot’ vSechna vykazuji podobny charakter. Proto zde jako
ptiklad uvedeme a rozebereme feseni ziskané s modelem 4), pficemz v tomto ptipadé
vychazi dvé feSeni. Tato feSeni jsou uvedena v nésledujici tabulce, ve které jsou uve-
deny nalezené hodnoty populaci a rychlostnich konstant &, k_, k,ak_, které
byly z nalezenych populaci a z namétenych hodnot vypocteny ze vztahii (1.79),

(1.74), (1.80) a (1.75). Uvedené chyby byly ziskany Monte Carlo simulaci.

Prvnireseni
T=2813K T=289,6K T=297,6 K
hs'cf'edni chyba stiredni chyba stredni chyba
odnota hodnota hodnota
P, 0,0000279|  0,0000007|  0,0000297|  0,0000024]  0,0000345  0,0000029
Py 0,0999722|  0,0000009]  0,9999703|  0,0000023]  0,9999656/  0,0000029
Pc -0,0000001|  0,0000010|  -0,0000001|  0,0000004]  -0,0000001|  0,0000002
k, (s7) 11700 500 14700 1600 21500 2200
k, (") 0,33 0,02 0,44 0,09 0,74 0,14
k,(s7) 0,7 77,0 0,2 13,0 -0,9 5,0
k,(s7) 200 300 100 400 200 200
Druhé reseni
T=2813K T=289,6K T=297,6 K
hstf'edni chyba stiredni chyba stredni chyba
odnota hodnota hodnota
Pa 0,0999721|  0,0000007]  0,9999703|  0,0000024|  0,9999655  0,0000029
Py 0,0000279]  0,0000007|  0,0000297|  0,0000024  0,0000345  0,0000029
Pc -0,000000012| 0,000000041| -0,000000006/ 0,000000031| -0,000000015| 0,000000015
k, (s7) 0,33 0,02 0,44 0,09 0,74 0,14
k, (") 11700 500 14700 1600 21500 2200
k,(s") -0,000002 0,000102 -0,000001 0,000037 -0,000003 0,000021
k,(s7) 200 300 100 400 200 200

Tabulka 4.12: Populace a rychlostni konstanty nalezené pii feSeni soustavy rovnic
(1.59), (1.60) a (1.92) v ramci modelu 4).

V modelu 4) je stav A ztotoznén se stavem 1, stav B se stavem 2 a stav C se stavem
0. Z vysledkt z tabulky 4.12 je vidét, ze vzdy vychazi jeden ze stavii 1 nebo 2 znacné
populovan na tkor ostatnich dvou stavi a stav 0 vychazi vzdy prakticky nepo-
pulovan. Dale je vidét, Ze populace nejvice populovaného stavu s rostouci teplotou
klesa a roste populace druhého stavu z dvojice A a B, coz je disledek rostouciho
tepelného pohybu, ktery snizuje stabilitu nejpopulovanéjsiho stavu a jeho populace
klesa na ukor populace méné populovaného stavu. Potud lze fici, Ze jsme dostali

smysluplny vysledek, ktery lze interpretovat tak, Ze ve vzorku existuji clustery v
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nichz jsou jednotlivé molekuly vody velmi husté provazany vodikovymi vazbami a
1ze vyloucit pfitomnost linearnich clusterti, nebot’ v nich by byly populace stavii 0 a 1
srovnatelné.

Otazkou jsou ale pozorované rychlostni konstanty. JelikoZ podle [3,39] je doba Zivo-
ta vodikové vazby 1-20 ps, tak bychom méli pozorovat rychlostni konstanty che-
mické vymény v fadu 10'? Hz, pficemz my pozorujeme rychlostni konstanty v fadu
10> Hz a 10° Hz. To je 0 mnoho méné nez 10'* Hz a tato interpretace naméfenych dat
tedy neni v souladu s vysledkem [3,39] (technika méfeni zavislosti R, na echo-Case
ani neumoZziuje méfit takto rychlostni konstanty v 10'> Hz). Jedinou moznosti by
bylo, ze nepozorujeme rozpad a tvorbu samotnych vodikovych vazeb, ale pozoruje-
me rozpad a tvorbu clustert, které by mohly mit delsi dobu zivota nez samotna vodi-
kova vazba, nebot’ dana vodikova vazba miiZze rychle rekombinovat, aniZz by to

cluster jako celek vyrazné pocitil.

¢) Vyména mezi molekulami H,O a HDO

Posledni moznou interpretaci je vyména vodikti mezi molekulami H,O a HDO. Ome-
zenim této interpretace je to, Ze je pouze dvoustavova a jedno-procesova a tedy ne-
muze vysvétlit oba pozorované procesy chemické vymény. A pii rozboru této in-
terpretace budeme muset ucinit predpoklad, ze pokud bychom dokazali ,,vypnout® je-
den z procest, tak bychom naméfili stejné parametry druhého ,,zapnutého* procesu,
jako parametry naméfené pii zapnutych obou procesech. A tyto naméfené parametry
budeme interpretovat v ramci dvoustavového jedno-procesového modelu popsaného
v kapitole 1.5.4 rovnici (1.50).

Touto interpretaci tedy rozumime déj, ktery lze popsat chemickou rovnici

H,O + D,O « 2 HDO , (4.47)
piicemz z hlediska NMR se jedna o proces

H,O < HDO . (4.48)

Molérni koncentraci molekul H,O a HDO ve vzorku jsme jiz vypocetli v rdmci in-

terpretace a), kde nam vyslo

[H,0]=0,03mol ", (4.49)
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[HDO]=2,38mol " (4.50)

Oznacime-li vodiky v molekulach H,O jako stav A a vodiky v molekuldch HDO jako

stav B, pak pro populace téchto stavii mame

_ 2[H,0]
P30+ apo] 0% (4.51)
LHDOL___ o5 4.52)

Pe=5TH,01+[HDO]

Dvojka pted [ H,0] v (4.51) a (4.52) je proto, Ze v molekulach H,O jsou dva vodiky.
Uvazime-li, Ze z méfeni vyslo, Ze rychly proces ma parametr P; v zavislosti na teplo-
t& ptiblizné v rozsahu 1100— 1400 rad’ s> a pomaly proces ma parametr P, v zavis-
losti na teploté piiblizné v rozsahu 1,0—1,4rad’s >, mizeme ze vztahu
D ,=p,psAw,;s pouzitim (4.51) a (4.52) vyjadfit rozdil chemickych posunti vo-
dikl v jednotlivych stavech (respektive vyjadfit rozdil uhlovych rezonanc¢nich frek-
venci a ten potom piepocitat na rozdil chemickych posuntl). Pro rychly proces

dostaneme

A 0~0,07-0,08 ppm (4.53)
a pro pomaly proces dostaneme

A 0~0,002—-0,003 ppm . (4.54)

Na prvni pohled tato Cisla vypadaji rozumné, nebot’ nelze piedpokladat, ze pridani
jednoho neutronu do jadra jednoho vodiku v molekule vody pftili§ pozméni elektro-
nové okoli druhého vodiku a tim 1 jeho chemicky posun. Déle uved’'me, Ze podle [40]
je pii pokojové teploté rozdil chemickych posunii vodiki v molekulach H,O a HDO
je ptiblizné 0,03 ppm . Srovnanim této hodnoty s (4.54) lze fici, Ze podstatou pozo-
rovaného pomalého procesu nebude vyména mezi molekulami H.O a HDO, nebot’
hodnota (4.54) je o fad mensi nez hodnota udana v [40]. V ptipad¢ rychlého procesu
se hodnota (4.53) fadoveé shoduje s hodnotou z [40], nicméné je vic jak dvakrat vétsi
a tedy vyména mezi molekulami H,O a HDO pravdépodobné nebude podstatou ani

pozorovaného rychlého procesu.
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ZAavér

Hlavni vysledky a zavéry této prace l1ze rozdélit do dvou ¢asti.

Prvni ¢ast této prace byla vénovana vypracovani metodiky piipravy vzorkii a meto-
diky méfeni relaxacnich dob smési lehké a t€zké vody. Co se tyce metodiky piipravy
vzorkl byl u¢inén zavér, Ze je nutné pouzivat 4 mm kiemenné kyvety, které jsou v
horni ¢asti vybaveny prechodem k obyCejnému sklu, aby bylo mozno vzorek po od-
plynéni zatavit. Kfemenné sklo je nezbytné z divodii uvoliiovani iontii z oby¢ejného
skla, které maji vliv na relaxani doby. A zataveni po odplynéni je nutné kvili
zpétnému pronikani oxidu uhli¢itého a paramagnetického kysliku do vzorku, nebot’
jejich pfitomnost ma vliv na naméfené relaxacni doby. Dale v této ¢asti byly prostu-
dovany komplikace provazejici méfeni relaxac¢nich dob smési lehké a tézké vody a
byly navrzeny zplisoby jejich odstranéni. Jednak se jedna o problém s radia¢nim
dampingem, ktery souvisi s velkou koncentraci vodikl ve vod¢ a s tim spojenou vy-
sokou intenzitou signalu vody. Tento problém Ize odstranit zejména pouzitim 8 mm
sondy a zmenSenim vzorku, ptipadné kombinaci s dal§imi opatfenimi (Upravy pulsni
sekvence, snizeni faktoru kvality sondy). Zmenseni vzorku lze dosdhnout pouzitim
kapilarniho insertu. Protoze nejsou komeréné dostupné kiemenné kyvety s pie-
chodem do skla o0 mensim priiméru nez 4 mm bylo v ramci této studie stanoveno
omezeni, ze v téchto kyvetich lze méfit vzorky o koncentraci do 60%. Druha
komplikace souvisi se specifikou vzorki smési lehké a té¢zké vody a to, ze jejich re-
laxacni doby jsou neobvykle dlouhé. To zpisobuje vyznamné zahiivani vzorkl radi-
ofrekven¢nimi pulsy pifi méieni spin-spinové relaxa¢ni doby sekvenci CPMG. Pro
eliminaci tohoto problému byla vyvinuta upravena sekvence CPMG dle obrazku 4.3,
ktera toto zahtivani vyrovnava.

Druha ¢ast této prace se vénuje samotnému méfeni relaxacnich dob. V ramci této
casti byly naméfeny parametry chemické vymény ve vzorku o koncentraci 2,2 %
H,O pfi teplotach 281,3 K, 289,6 K a 297,6 K (naméfené vysledky jsou uvedeny v
tabulce 4.9). V nésledné diskusi byly rozebrany tfi mozné interpretace téchto name-
fenych dat. Jsou to a) pieskoky vodikti mezi molekulami HD,O*, HDO a OH" ,
b) ptreskoky vodikli mezi moznymi stavy v molekularnich clusterech, coz souvisi s

rozpadem a op€tovnou tvorbou vodikovych mustki a ¢) pfeskoky vodiki mezi mole-
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kulami H,O a HDO. Tteti moznost byla vylouc¢ena z diivodi, ze nevysvétluje dvou-
procesovy charakter naméfené chemické vymeény a jedno-procesové piiblizeni nepo-
skytlo rozdil chemického posunu mezi H,O a HDO, ktery by byl shodny s literatu-
rou. Tedy jako nejpravdépodobnéjsi zistaly interpretace a) a b). OvSem rozhodnout s
jistotou o platnosti jedné a neplatnosti druhé z téchto interpretaci z nasich namé-
fenych dat nelze, nebot’ 1 ptes velké usili vénované metodice méteni relaxacnich dob,
se nepovedlo zm¢éfit parametry druhého procesu s dostateCnou piesnosti pro in-
terpretaci.

Vysledky této prace umoziuji pridat do seznamu dal$i anomalii vody, tentokrat z hle-
diska NMR spektroskopie. Velmi dlouhé relaxac¢ni doby umoziuji stanovit technikou
CPMG vedle sebe dva stavy, z nichz malo populovany ma velmi nizkou koncentraci
dosahujici jednotek, ¢i desitek nmol 1" a vysoko populovany stav ma koncentraci 2,4
mol 1" a lze fici, Ze jsou pozorovany skrze populovany stav. Detekéni schopnost

NMR spektroskopie b&Znou technikou dosahuje fadové pmol 1™
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Seznam pouzitych zkratek

NMR — jadernd (nuklearni) magnetické rezonance
SE — spinové echo

FID — signal volné precese (,,free induction decay*)
TMS — tetramethylsilan — NMR standard

FPT — metoda odplynéni vzork (freeze-pump-thaw)

CPMG - sekvence pro méfeni spin-spinové relaxacni doby
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Prilohy

Priloha 1: Pulzni program sekvence CPMG
vyrovnavajici teplotu pro k=11

;Topspin 1.3

;cpmg vyrovnavajici teplotu k=11 (off-rezonancni pulzy
;v echo-casu je treba zadavat rucne, nebot pouziti
;eyklu v cyklu vede k chybe)

;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
:$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=

#include <Avance.incl>

"p2=p1*2"

"d11=100m"
"d21=p12/2"
"d22=d20/2"

define loopcounter d1pulsy
"d1pulsy=d1/(2*d20+2*d21)"

1ze

2 20u pl12:2
20u pl1:f1

3d20
p12:sp2:f2 ph2
d20
lo to 3 times d1pulsy
d20
plphl ;;

4 d20 pl11:f1
p12:sp2:f2 ph2
d20
d20
p12:sp2:f2 ph2
d20
d20
p12:sp2:f2 ph2
d20
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d20

p12:sp2:f2 ph2

d20

d20

p12:sp2:f2 ph2

d20

d20

p12:spl:f1 ph2 ;;;

d20

d20

p12:sp2:f2 ph2

d20

d20

p12:sp2:f2 ph2

d20

d20

p12:sp2:f2 ph2

d20

d20

p12:sp2:f2 ph2

d20

d20

p12:sp2:f2 ph2

d20

lo to 4 times ¢

go=2 ph31

d11 wr #0 if #0 ivc

lo to 1 times td1
exit

ph1=00221133
ph2=13130202
ph31=00221133
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