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ABSTRAKT

Nazev prace: Studium dynamiky makrocyklickych inkluznich komplexti pomoci
NMR spektroskopie

Autor: Katefina Setkova

Katedra: Katedra fyziky nizkych teplot

Vedouci diplomové prace: RNDr. Jan Lang, Ph.D.

e-mail vedouciho: Jan.Lang@mff.cuni.cz

Abstrakt: Kalix[n]areny jsou pro své vynikajici komplexacni schopnosti a pro Siroké
moznosti derivatizace ¢asto vyuzivany v supramolekularni chemii. Thiakalix[4]aren vznikl
nahrazenim methylenové spojky mezi fenolickymi jadry sirou, coz v disledku zptsobilo
vetsi kavitu v molekule a odlisné konformaéni chovani. Thiakalix[4]aren zaujima konickou
konformaci stabilizovanou na spodnim okraji polem <¢ctyf vodikovych vazeb mezi
hydroxylovymi skupinami. Bylo prostudovano jeho dynamické chovani v nepolarnim
rozpoustédle pomoci metod NMR spektroskopie zejména s vyuzitim teplotné zavislych
méfenf PC spinové relaxace. Rychlostn{ konstanta zmény sméru pole vodikovych vazeb
byla stanovena méfenim zavislosti spektralnich intenzit na proménném echo-case v pulzni
sckvenci CPMG. Byly stanoveny aktiva¢ni parametry této reakce. Dale byl stanoven
korela¢ni ¢as rotaéntho pohybu molekuly a jeho teplotnf zavislost s arrheniovskym tvarem.
Méfeni bylo porovnano s podobnym na ,,matefském kalix[4]arenu.
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Spectroscopy
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Abstract: Calix|n|arenes and their derivatives are often used in supramolecular
chemistry for their pronounced ability to form complexes. Thiacalix[4]arene is derived
from the classical calix[4]arene by replacement of the methylene bridges between the
phenol rings by sulfur atoms, which results in a slightly larger cavity and altered
conformational behavior. Thiacalix[4]arene exists in a cone conformation, which is
stabilized by an array of four hydrogen bonds between hydroxyl groups on the lower rim
of the molecule. Its dynamic behavior in a non-polar solvent was studied by NMR
spectroscopy methods based on the temperature dependence of ’C spin relaxation. The
rate constants of flip-flop motion of the hydrogen bond array were determined by
measurements of dependence of spectral intensities on echo-time in the CPMG NMR
pulse sequence. The activation enthalpy and entropy of this reaction were determined.
Next, the correlation times of molecular tumbling were determined and found to follow
the Arrhenius temperature dependence. The measurements were compated to those of the
“classical” calix[4]arene.

Keywords: Thiacalix [4] arene, NMR, spin relaxation, hydrogen bonds, and
dynamics



UVOD

Kalix[n]ateny jsou cyklické fenolické oligomery, které se staly jednou ze zakladnich
strukturnich jednotek v supramolekularni chemii. Maji vynikajici komplexac¢ni schopnosti,
které 1ze modifikovat substituci zakladniho skeletu. Jejich zajimavou vlastnosti je moznost
syntézy ruznych konformera s pfesné definovanou prostorovou strukturou, coz ma
zvlastni vyznam pfi navrhu latek s vhodnymi komplexa¢nimi vlastnostmi. Kalix[n]areny
jsou proto vyuzivany k syntéze slozitéjsich receptord, senzort, supramolekularnich

struktur, modeld enzymu, kapalnych krystalt apod.

Kalix[4]areny se obecné mohou nachazet ve ctyfech zakladnich konformacich lisicich
se orientaci fenolovych jader. Thiakalix[4]aren, kterym se zabyva tato diplomova prace,

zaujima jen konickou konformaci s dutinou miskovitého tvaru, ktera je na spodnim okraji

stabilizovana ¢tyfmi vodikovymi vazbami mezi hydroxylovymi skupinami.

Spektra nuklearni magnetické rezonance (NMR) thiakalix[4]arenu v roztoku jsou
ovlivnéna nékolika druhy pohybt vyskytujicich se v rozmezi ¢asovych §kal od pikosekund
po sekundy. Patf{ mezi né mimo jiné i pferusovani a zména sméru cirkularnfho pole ctyf
vodikovych vazeb. Dynamika tohoto pole nebyla dosud popsana. Cirkularni pole ctyf
vodikovych vazeb v thiakalix[4]arenu je pfitom unikatni tim, ze vSechny ctyfi jeho vazby
jsou ekvivalentni. Jeho chovani ziejmé¢ dosud nebylo prozkoumano proto, ze bézné
pouzivané metody, zejména 'H NMR spektroskopie, v takovém piipadé Zadné ddaje o

kinetice vodikovych vazeb neposkytuji.

Tato prace navazuje na méfeni dynamiky chovani cirkularniho pole vodikovych vazeb
na dolnim okraji nesubstituovaného kalix[4]arenu. Tim, Ze byla nahrazena CH, spojka mezi
fenolovymi jadry sirou, mirné zvetsil se cely objem kavity a tedy i geometrie kavity. Cilem
prace je prozkoumat vliv této substituce na stabilitu pole vodikovych vazeb. Detailni
porozuméni chovani molekuly thiakalix[4]arenu je dulezité pro pochopeni chovani
supramolekularnich struktur vcetné inkluznich komplexu, které jsou na jeho zakladé

vytvofeny.



TEORETICKA CAST

1. ZAKLADNI POJMY
Nuklearni magneticka rezonance je jev, pfi kterém dochazi k rezonancnimu chovani
atomovych jader s nenulovym spinovym kvantovym ¢islem I, a tedy nenulovym
magnetickym momentem u, v magnetickém poli. Zakladni interakci, ktera je zodpovédna za
jev NMR je Zeemanova interakce, jejiz hamiltonian H je popsan rovnici 1.
H=-nB, 1)
Bo je magneticka indukce externiho magnetického pole.

Mezi nejéastéji studovana jadra patif 'H a °C, ktera maji I = 2 a jejich magnetické
kvantové ¢islo muaze proto nabyvat dvou hodnot, 7 = Y2 (stav &) a m = -Y2 (stav ). V
externim magnetickém poli Bo dojde mezi témito stavy k vytvofeni energetického rozdilu
daného vztahem (2). Nizsi hladina odpovida situaci, kdy je z-slozka magnetického
momentu jadra orientovana ve sméru vnéjstho magnetického pole. Vyssi hladina odpovida

stavu, kdy je orientovana proti sméru vngjsiho pole.

AE =yhB,/2n ©)

y je  gyromagneticki  konstanta  charakterizujici = dané jadro  (napf.:

Viy =2,68 10°T's™, Vi =0,67 10°T"'s™) a / je Planckova konstanta.

P1i klasickém popisu mizeme soubor spint popsat vektorem celkové magnetizace M,
ktery je dan vektorovym souctem magnetickych momentt jednotlivych spint. V rovnovaze
bude celkovd magnetizace M ve sméru vnéjsiho magnetického pole B, Toto pole
konven¢né oznacuje kladny smér osy z. Pfechody mezi energetickymi hladinami lze
indukovat stif{davym polem B, kolmym k ose z o vhodné frekvenci spliujici rezonanéni

podminku [1]:

@y = —7By, ©)

kde @, je kruhova rychlost Larmorovy precese, zvana Larmorova frekvence, ktera je



pro bézné pouzivana pole Bo v radiové oblasti.

Kromé¢ fixni laboratorni soustavy soufadnic se zavadi se také tzv. rotujici soustava
soufadnic, ve které osy x a y rotuji rychlosti w, okolo osy g Radiofrekvenénim pulsem
ptislusné délky lze totiz sklapét vektor magnetizace M o libovolny thel od sméru osy z (viz
obr. 1). Po této procedufe bude vektor magnetizace konat precesi kolem osy
z s Larmorovou frekvenc ®, Dojde tedy ke snizeni z-ové komponenty magnetizace a

vzniku magnetizace v roviné x;).

fa) B M (e a="50°

obr. 1: sklopeni magnetizace do roviny x,y



2. TYPY INTERAKCI V MAGNETICKEM POLI

v

Elektrické a magnetické pole ovliviujici jaderny spin muze pochazet z vnéjsi
aparatury nebo také ze samotného vzorku. V prvnim pfipadé oznacujeme spinové interakce

za externi, ve druhém piipad¢ pak za interni.

Externi spinové interakce jsou cist¢ magnetické. V drtivé vétsiné pifpada je
magnetické pole vyuzito k manipulaci s magnetickymi spiny. Spektrometr vytvaii dva typy
externtho pole: velmi silné statické magnetické pole Bo a mnohem slabsi oscilujici pole

kolmé ke statickému B,

Interni interakce jsou cist¢ magnetické jen pro spiny V2. Pfi vysSich spinovych
momentech se projevuje také elektricka kvadrupolarni interakce. Tou se ale nebudeme dale

zabyvat, nebot’ rezonance jader se spinem I >1/2 se v této praci neméfi.

2.1. CHEMICKY POSUN

Reprezentuje nepfimou interakci vnéjsitho magnetického pole a jadernych spint
zahrnutim elektrona.

Rezonanéni frekvence daného jadra v latkovém prostfedi je urcena lokalni
hodnotou statického magnetického pole, nebot” externi statické pole B, je modifikovano
interakcemi jadra s vlastnim elektronovym obalem, popiipadé s okolnimi atomy. Tim se
také méni poloha cary ve spektru. Tento jev — posun rezonanéni frekvence ovlivnény
strukturou molekuly - lze popsat tenzorem chemického posunu & , ktery lze vyjadfit matici
o rozmérech 3x3 . Tento tenzor je v systému hlavnich os diagonalni a je reprezentovan

slozkami o,

200

0, a 0. Pro piipad molekuly rychle rotujici v izotropnf kapaliné se slozky
tenzoru stieduji a tenzor chemického stinéni muze byt reprezentovan skalarni hodnotou,
ktera je dana jeho stopou o.

Efekt stinéni zptsobuje, ze lokilni pole B,,, v misté jidra je mensi o hodnotu oBo,
kde o je konstanta stinéni, a plati [2] vztah:

Biocat = (1-0) Bo. 4)

Z vyse uvedeného plyne, ze rezonanéni frekvence jadra bude posunuta na hodnotu:

@ = - y(1-0)Bo (5)

Pozici piku o daném chemickém posunu lze uvadét vjednotkach frekvence



(Hz), potazmo v jednotkach kruhové frekvence (rad-s™), ale tato hodnota je zavisla na
velikosti externiho pole Bo, jak je vidét ve vztahu (5). Vzhledem k tomu, Ze méfici aparatury
maji razné hodnoty poli (napt. 4,7 T, 9,4 T, 11,7 T, 21,1T), je nutné zavést pro chemicky
posun jednotku nezavislou na velikosti externiho pole. Velikost chemického posunu se tedy
udava vzhledem ke zvolenému standardu pro dany izotop.

— - a)s

S = p, tandard 1 06 , (6)

standard
kde 6 je velikost chemického posunu v jednotkich ppm (parts per million), @ je
Larmorova frekvence meéfené latky (resp. konkrétntho piku) a @standard je Larmorova

frekvence standardu pro dany izotop.

2.2. PRIMA DIPOL-DIPOLOVA INTERAKCE

Representuje pfimou interakci jadernych spint mezi sebou. Kazdy jaderny spin
produkuje ve svém okoli magnetické pole. Kazdy dalsi spin v okoli reaguje na toto pole a
jejich interakce je vzdjemna. Pfima dipél-dipdlova (DD) interakce je casto oznac¢ovana
jako puisobeni ,,pfes prostor® nebot’ pole mezi jadernymi spiny pusobi v prostoru mezi
spiny bez zapocteni elektronového obalu. Dosah dipdl-dipélové interakce muze byt jednak
intramolekularni, ale také intermolekularni.

Velikost je zavisla na vzdalenosti obou dipoli 7 a na orientaci jejich spojnice vuci
magnetickému poli Bo. Dipol-dipolarni interakéni konstanta (DCC) je dana rovnici 7, kde .

a y,; jsou gyromagnetické konstanty jader °C a 'H a g, je permeabilita vakua.

8

DCC = (—chfh j r
)

Piima dipdl — dipdlova interakce se casto vyuziva ke strukturnim studiim, jelikoz
zavisi jen na znamych fyzikalnich konstantach a na vzdalenosti mezi spiny a tedy na
geometrickému tvaru molekuly [3].

V' piipadé kapalnych roztokd (aproximace isotropni tekutiny) je DD-interakce

stfedovana k nule molekularnim rota¢nim pohybem.



2.3. J-INTERAKCE

Reprezentuje nepfimou magnetickou interakci jadernych spind pfes vazebné
clektrony. Zatimco piima spin - spinova interakce (DD) je v isotropnich tekutiniach
sttedovana k nule, jsou i v téchto vzorcich viditelné spojeny jaderné spiny piitomnosti
vazebnych elektront, které méni orientacni zavislost mezispinové interakce v magnetickém
poli probihajicim mezi danymi spiny. Dva spiny maji méfitelnou J-interakci jen pokud jsou
spojeny malym poctem chemickych vazeb zahrnujicich i vodikové vazby. Z toho také
vyplyva, Ze J-interakce je vétsinou intramolekularni. Pfipad intermolekularni J-interakce
mohou tvofit vodikové mustky. J-interakce je v tomto piipadé mnohem slabsi.

J-interakce je dalsim nastrojem pifmé spektroskopické metody urc¢ovani chemické
struktury vzorku, nebot’ nam poskytuje informace o vzajemnych vazbach mezi atomy. Ve
spektru se projevuje Stépenim car na multiplety. V piipad¢ interakce dvou spind %2 se ¢ara

$tépi na dublet.

2.4, SPIN-ROTACNI INTERAKCE

Representuje interakce jadernych spint s magnetickym polem generovanym rotacnim
pohybem molekuly. Kazd4 molekula se sestava z kladnych a zapornych elektrickych naboji
(jadra a elektrony). Pokud molekula rotuje, naboje cirkuluji a vyvolavaji elektricky proud,
ktery indukuje lokalni magnetické pole interagujici s magnetickym momentem jadra. Tyto
interakce jsou vsak dilezité pouze v mikrovlnné spektroskopii plynt, v NMR maji vyznam
pouze pro plynné vzorky a v pfipad¢ kapalin jen pro velmi malé molekuly. V izotropnich

kapalinach jsou stfedovany nahodnymi fluktuacemi pohybu molekuly k nule.

2.5. SHRNUTI INTERAKCNICH MECHANISMU RUZNE
FAZE

Nejvetsi cast interakei ve vzorku tvoff pfizplsobeni se vnéjsimu magnetickému poli a
interakce s radiofrekvenéni poruchou. Tyto interakce jsou oznacovany jako vnéjsi, neboli
externi a probihaji v kazdé fazi.

Mezi internimi interakcemi ma nejvétsi vahu kvadrupolarni interakce, nasleduji DD

interakce, chemicky posun a J-interakce, prvni dvé vsak vymizi u izotropnich kapalin. Spin-



rotacni interakce nemaji vliv ani u kapalin, ani u pevnych latek.
Dalezitym faktem je, Zze anisotropni casti jednotlivych interakei zodpovidaji za

spinovou relaxaci, a to i kdyz se interakce neprojevi na poloze a multiplicité ¢ar ve spektru.

10



3. SPINOVA RELAXACE

Relaxaci se nazyva jev, kdy se excitovany systém spint vraci zpét do rovnovazného
(pfipadné stacionarniho) stavu a energie systému je disipovana do okoli v podobé tepelné
energie. Rychlost relaxace je charakterizovana relaxa¢nimi casy.

Molekula v roztoku vykonava nahodny termalni pohyb, pfi kterém dochazi
k interakcim s okolnimi molekulami, coz vede ke vzniku lokalntho fluktuujictho pole [3].
Tyto okolni molekuly se nazyvaji m/7%ka. Pro systém spint s hodnotou %2 je fluktuace
magnetického pole hlavni pficinou relaxace. U spina >1/2 se pfidiva také elektricka
kvadrupodlova interakce.

Rozeznavame dva typy relaxacnich procest. Spin-miizkova (podélnd) relaxace se tyka
slozky M, spinové magnetizace. Je to d¢j, pii kterém je energie spinového systému
predavana okoli (mifzce). Casovy vivoj z-ové slozky makroskopické magnetizace je dan
obycejnou diferencialni rovnici:

dM , _M,-M,
dt T,

®)
1/T, je tedy rychlostni konstanta pfechodu z nerovnovazného stavu to rovnovihy a
oznacuje se R,. Redeni rovnice (8) ma tvar jednoexponenciilniho nariistu magnetizace v ose
z

Mz(t):MO(l—Zexp(—t/T,)) )

Spin-spinova relaxace (pficnd) zptsobuje vymizeni slozek M, a M. Kromé¢ interakci

s okolim k této sloZce relaxace pfispiva i rozfazovani piicnych slozek spinu vlivem spin-
spinovych interakei. K této relaxaci téz piispiva nehomogenita magnetického pole.

V souvislosti s pfi¢nou relaxaci pro polositku ¢ary ve spektru Ay plati nasledujici

vztah:

(10)

Piispévek nehomogenity magnetického pole Bo k pfi¢né relaxaci (1/7),,) se nazyva

nehomogenni rozsifeni. Pro naméfenou hodnotu relaxacni rychlosti T,* plati rovnice 11.

1/T,*=1/T, +1/T,, an

11



Pro charakterizaci spinového systému je uzitecné jen homogenni rozsifeni,
nehomogenni ¢ast je minimalizovina korekcemi magnetického pole Bo a volbou
experimentalni metodiky pro méfeni T, (metody zalozené na spinovém echu). Casovy
prubéh intenzity (velikosti magnetizace) ma tvar:

M@)=M,exp(-t/T,). (12)

Vysvetlit relaxaci jako dusledek fluktuace lokalnich magnetickych poli ptsobicich na
studovana jadra je mozné pomoci odvozeni pro nejjednodussi ptipad - nahodné fluktuujici
magnetické pole: Casovy pribéh x-ové slozky lokalniho nihodné fluktuujictho pole B, méa
nasledujici vlastnosti:

(i) Fluktuace pole ma nulovou stfedni hodnotu: <B NG )> =0, coz lze chapat jak pro
jeden spin v dlouhém casovém intervalu, tak pro velky soubor spina v jednom
okamziku (v korespondenci s ergodickou hypotézou).

(ij) Stiedni kvadraticka odchylka fluktuujiciho pole je (B2 (t)) # 0 a tato hodnota je
stejna pro kazdy spin.

(i) Zavedeme korelacni funkei G(z), ktera udava intenzitu fluktuaci, jako:

G(r)=(B,(1)B (t +7))#0. (13)
Obecné ma korelacn{ funkce velkou hodnotu pro malé ra naopak se blizi k nule pro
7 — o, Pro takto definované fluktuujici pole se jednd o monoexponencidlni pokles

s parametrem 7, a pak ma korela¢ni funkce tvar:
2 7
G(r)= <BX >exp -, (14)
TC

kde <B f> je stfedni kvadratické odchylka korela¢n{ funkce pro parametr 7 = 0, viz vztah

11. 7, se nazyva korela¢ni cas, ktery udava rychlost fluktuace. Exponencialné klesajici

korela¢ni funkce charakterizovand korela¢nim ¢asem nebo soucet nckolika takovych

korela¢nich funkci se casto pouziva k popisu fluktuace interakci jaderného spinu i

vvvvvv

Dulezitou roli v teorii NMR relaxaci hraje spektriini hustota ](w). Spektralni hustota je

dana jako Fourierova transformace korela¢ni funkce:

12



J(w)= ZTG(r) exp(—iwr)dr. (15)

Vychazime-li ze vztahu 14 pro korela¢ni funkci, dostavaime spektralni hustotu ve tvaru
absorpéni Lorenzovy kiivky:
J(@)=2(B?)—te— 16
((0) - X 2 2 ( )
l+o't;
Zlomek na pravé strané rovnice 16 odpovida normované spektralni hustoté J(w):
Z-C

I(w) = A(@;0,7." ) = —<—.
(@) ( ) 1+a)zrc2

an

V piipade, Ze je fluktuace pole rychla, pak korela¢ni funkce klesa rychle (korela¢ni cas
je kratky) a spektralni hustota je Siroka (viz obrazek 2). V opaéném piipadé je pokles

korela¢ni funkce pomaly (dlouhy korela¢ni ¢as) a spektralni hustota je uzka (obrazek 3).

B (a) G(o rt (b) Jel (e)

Obr. 3: Rychli fluktuace magnetického pole v x-ovém sméru transver3dlni roviny (a) odpovida rychlému
poklesu korelacni funkce (b). Spektralni bustota ma Siroky tvar (c).

(b) Jie) (c)

Obr. 4: Pomali fluktuace magnetického pole v x-ovém sméru transverzdlni roviny (a) 3piisobuje pomaly
pokles korelacni funkce (b), spektrilni hustota ma pak rizky tvar (c).

Uvazujeme-li spiny v molekule v roztoku, je fluktuace magnetického pole v misté spinu
o velikosti 2 je zpusobena rotaci molekuly. Vlivem pohybu molekuly se méni velikost

dipol-dipélové interakce mezi dvéma spiny v molekule, a tedy i velikost a smér
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magnetického pole, kterym ptisobi jeden spin na druhy. S rotaci molekuly, tj. s ménicim se
lokalnim magnetickym polem, se méni také elektronové proudy magnetickym polem
indukované, coz zpusobuje anisotropii chemického posunu (CSA). DuleZitost relaxacnich

mechanismu pro spiny 2 je nasleduijict:
DD > CSA > spin-rota¢ni

V kapalnych roztocich proto odpovida korelacni ¢as fluktuace pole (7) rota¢nimu

korelacnimu ¢asu molekuly (7). Rota¢ni korela¢ni ¢as je také ovlivnén viskozitou kapaliny
a teplotou. Teplotni zavislost rotacnitho korela¢niho ¢asu molekuly je zpravidla mozné

popsat Arrheniovou rovnici 18 [5].

T, = T,exp (&J

E , je aktivacni energie, R je molarni plynova konstanta, T je termodynamicka teplota a

parametr 7, je pfedexponencialni faktor.

3.1. DIPOL-DIPOLOVA RELAXACE

Magnetické pole fluktuujici v pficné roviné indukuje pfechody mezi energetickymi
hladinami spint. Na obrazku 5 je znazornén diagram energetickych hladin s vyznacenim
pravdépodobnosti pfechodi mezi nimi pro spiny I a §, mezi kterymi existuje dipdl-
dipdlova interakce. W, a W, jsou pravdépodobnosti jednokvantovych prechodt, W, je
pravdépodobnost dvoukvantového pfechodu, W, je pravdépodobnost nulkvantového
pfechodu.

Aby mohl nastat pfechod W, musi magnetické pole v okoli spinu fluktuovat
s frekvenc{ blizkou rezonancni frekvenci spind @), nebot’ pravdépodobnost piechodu
zavisi na spektralni hustoté J(@,,). Totéz plati pro pfechod W spinu § a jeho rezonanéni

frekvenci @, Pro W, pfechody jsou potiebné fluktuace o frekvenci (@, +a,), pro W,

ptechody o frekvenci (@,—a@,;).

WV, W, ptechody piispivaji k podélné relaxaci a jsou nejefektivnéjsi, a tedy R, je
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maximalni, kdyz @,7~ 1, coz znamena, ze molekula rotuje s frekvenci blizkou @, W,
pfechody nezpusobuji relaxaci pfedanim energie miifzce, ale energie pfechazi od jednoho
spinu k druhému. W, pfechod pfispiva k relaxaci pficné, spojuje energeticky blizké hladiny,
vyzaduje nizké frekvence fluktuaci pole, tedy pomalu se pohybujici molekuly. U rychle se
pohybujicich molekul, kde @,z. < 7, se W, piechod neuplatni a KR, = R,. Pohybuje-li se
molekula pomalu, @,z, > 7, jsou W, W, neefektivni, proto je spin-mfizkova relaxace
pomala, nejvice se uplatni I, a R, >R, (obr. 6).[3] Oblast, kde @,7, << 7, se nazyva rezim
extrémniho zizeni a R, R, zde nezavisi na velikosti magnetického pole Bo. Naopak mimo
rezim extrémniho zazeni R, a R, zavisi na Larmorové frekvenci @), kterd je umérni

velikosti Bo.

o
w
~
(N

-

A B ()
Wy

/

/
\ 4 / oL (****)

e
/
-

\
\
\
\

Obr. 5: Diagram energetickych hladin dvon spinii I a S, mezi nimig piisobi dipdl-dipdlova interakce. W,
a W, json pravdépodobnosti jednokvantovych prechods, W, je pravdépodobnost dvonkvantového prechodu,
W, je pravdépodobnost nulkvantového prechodn.
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Obr. 6: Zaivislost podéiné relaxacni doby (T',) a pricné relaxacni doby (T',) na korelacnim iase (7)./3]

Pro relaxaci jader °C zptsobenou dipél-dipélovou interakei s jadry 'H (ktera jsou béhem
smésovactho ¢asu efektivné saturovana) lze odvodit rovnice 19, 20 [6] v nichz R”” jsou
ptispévky dipél-dipdlové interakce k relaxac¢nim rychlostem, N}, urcuje pocet protont

piimo navazanych na uhlik a vyrazy typu J(w) jsou normované spektralni hustoty.

R = LN, (DCCY [J(@, -0, +30(@,) +6J(@, +,)]
4 (19)
R =L, (pccy [2J(O)+1J(wy c00)+ 2 (00)+ 3 (@,) +3 (@, *“’0)}
4 2 2 (20)

3.2. RELAXACE VLIVEM CSA

Pro pifspévky CSA k relaxa¢nim rychlostem R plati rovnice 20, 22 [3] CSA, je

amplituda interakce, ktera zavisi na slozkach tenzoru chemického posunu.

1
RJCSA = E(VcBo)z CSAeszJ(wc) 21)

1 2J(0) J(w
RS = E(yCBa)ZCSAjff [%Jr(TC)} (22)

3.3. SPEKTRALNI HUSTOTA PRO ISOTROPNI ROTACI

Uvazujeme-li isotropné rotujici molekulu s korela¢nim ¢asem 7, je mozno spektralni

hustotu J(w) vyjadiit vztahem 23. [3]

J(o) =§{T—M} (23)

2.2
1+t

Pro komplikovanéjsi systémy, které jako celek rotuji isotropné (s korelacnim casem
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7,/ ), avsak obsahuji i ¢asti s mnohem rychlej$imi anisotropnimi lokalnimi pohyby (s
korelacnim casem 7,), je mozno pouzit Lipari-Szabo pfistup [12]. Tento model obsahuje
dva korelaéni éasy: globélni 7,,, lokdlni 7, a parametr uspofadani S”, ktery urcuje, jak se
podili globalni a lokalni slozka korelacniho ¢asu na celkovém korelacnim c¢ase. Redukovana

spektralni hustota v tomto modelu ma tvar vazeného souétu (s vahou S°) dvou

Lorenzovych absorpcnich kiivek.

3.4. NUKLEARNI OVERHAUSERUV EFEKT (NOE)

NOE je projevem dipdl-dipolové interakce. Jde o pfenos energie mezi dvéma spiny
(v nasem pifpadé se jednd o jadra "C a 'H), tzv. kifzovou relaxaci [3]. Ozafujeme-li
selektivné jeden spin, napf. jadro '"H, dostate¢né dlouhou dobu, dojde v dusledku pfenosu
energie k navysenf magnetizace na jadfe "°C, které se projevi navysenim intenzity signalu ve
spektru. V pfipadé uhlikového spektra ziskaného pii ozafovani jadra 'H pro velikost NOE

plati rovnice (24) a (25), kde ¢”" je rychlost heteronuklearni kffzové relaxace [6].

DD
NOE =1+ [y—*’} NggD 9
Ve 1
o =i(Dcc>2(6S<wH + o)~ 3@, - o)) @)

Pro maximaln{ navysenf intenzity signalu °C vlivem NOE mezi 'H a °C plati:

NOE =1+y, /2y, =3. (26)
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4. CHEMICKA VYMENA
Chemicka vyména je oznaceni pro procesy, pfi kterych prechazeji jadra do jiného
chemického okoli, ¢imz se méni jejich rezonanéni frekvence z hodnoty », na »,. Chemicka
vyména méd zejména na pii¢nou slozku magnetizace a mizeme ji rozdélit na dva typy:
intramolekularni (konformacni pfechody) a intermolekularni(napt. tvorba komplexu).

Uvazujme symetrickou chemickou reakci prvnfho fadu s rychlostni konstantou 4

(obt. 7).

p
A$E B

Obr. 7: Symetrickd chemickd viména mezi stavem A a B, k je rychlostni konstanta chemické
reakce.

Pro rychlost této symetrické chemické vimeény 4, potom plati vztah 27.

k, =2k o

Chemicka vyména ma vliv na $itku car ve spektru. Je-li rychlost chemické vymény

k.. mensi nez rozdil rezonancnich frekvenci Av = v,— v, v Hz pfi urcité velikosti vnéjsiho

magnetického pole, jedna se o tzv. pomalou vyménu, a ve spektru mizeme pozorovat obé

frekvence. Pfechod spint ze stavu s rezonanéni frekvenci », do prostiedi, kde maji

frekvenci »,, zptsobuje jejich rychlejsi rozfazovani a rozsifeni cary ve spektru Ay, (rovnice

28).

Av, =R,/m =1/, 28)

Pokud je 4, > A, objevi se ve spektru pouze jeden signal o frekvenci (v,+ v,)/2.

Rychlost chemické vymeény roste s rostouci teplotou. Pfechod mezi rychlou a pomalou

vyménou nastava pfi tzv. koalescencni teploté, pfi které plati vztah 29.
k., = ndv/N2 =2,224v

ex (29)

S rostouci £, roste piispévek chemické vymeény k rozsiteni ¢ary, dokud neni dosazeno

koalescencni teploty. Dalsi zvysSovani 4, vede k zmensovani rozsifeni ¢ary (je umérné

(Av)?), az pii velmi velké rychlosti chemické vimény nenf rozsffenf ¢ary pozorovatelné (obr.

8 [7].
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?&(\:.'1- \PB)
Obr. 6: Symetricka chemicka viména mezi dvéma stavy - 3avislost NMR spekter na teploté. [9]

Dosud byly popsany rezimy chemické vymény, které maji vliv na tvar spektra a tedy se
daji piimo ze spektra kvantifikovat. Rezimy mimo tuto oblast je mozné studovat jinymi
metodami. Pomalou vyménu, ktera znatelné nerozsifuje spektralni ¢ary je mozné méfit

pomoci metod zaloZzenymi na pfenosu magnetizace.

Naopak vyménu, ktera je piili§ rychla, aby vyznamné rozsifila pramérny signal spolecny
pro oba stavy, je mozné méfit pomoci zavislosti pficné relaxace na echo-casu v pulsnich
sekvencich zalozenych na spinovém echu. Tato metoda je uplatnéna v této praci a je

podrobnéji popsana v kapitole 5.3.

Eyringova rovnice (30) popisuje zavislost rychlostni konstanty chemické reakce na
termodynamickych parametrech tranzitnfho stavu — volné Gibbsové energii AG, ktera

souvis{ s aktivacni entalpii AH a s aktivacni entropif A podle vztahu 31.[5], [§]
k= kT/ b exp(-AG/RT) (30)

AG=AH -TAS (1)
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5. NMR METODIKA

5.1. MERENI PODELNE RELAXACNI DOBY T,

K méfeni podélné relaxacni doby T; se standardné pouziva sekvence ,,inversion recovery
(obt. 7). [10] Aplikaci 180° tvtdého pulsu (kratky puls, ktery excituje celé spektrum) na
vzorek v rovnovaze ve vnéj$im magnetickém poli dojde k preklopeni magnetizace M, do
zaporného sméru osy z. Po uplynuti doby, kterou nazyvam smésovaci cas #,,, kdy se
magnetizace vyviji (relaxuje ke své rovnovazné hodnot¢), aplikujeme 90° tvrdy puls, ktery
obrati magnetizaci do roviny x,), kde detekujeme signal volné precese (FID). Opakovanim
této procedury pro sérii riznych cast 7, uréime casovy nartst magnetizace M.. Hodnotu

relaxacni doby T uré¢ime fitem experimentalnich dat do vztahu (32).

I(t)=1, (1 —2exp[-Ti]D 32)

I(#) rozumime intenzitu signalu v ¢ase #od 180°-pulzu, I, je amplituda signilu v dobé, kdy

jsou méfené spiny zrelaxovany a magnetizace je navracena k rovnovazné hodnoté M,

1 80y (nebo x) 90y

tmix

13c

dekapling

H

Obr. 7: schématické sndzornéni sekvence inversion recovery pouzité k méreni podélné relaxacni doby
T
-

Po celou dobu sekvence jsou ozafovana jadra 'H (tzv. dekapling), ¢imz dojde
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k vyrovnani populaci jejich hladin a odstranéni vlivu J-interakce na spektra °C, tj. vymizen{
multipletni struktury, a k odstranéni vlivii kfizové relaxace a interferenci relaxacnich

mechanismd DD a CSA.

5.2. MERENI NUKLEARNIHO OVERHAUSEROVA
EFEKTU NOE

K méfeni heteronuklearniho stacionarnfho NOE mezi °C a 'H se pouziva sekvence
znézornéna na obrazku 9 [12]. Béhem doby, kdy je selektivné ozatovan "H, dochazf vlivem
NOE k pfenosu magnetizace na BC, jehoz signal nasledné méfime. Dale je zméfen signal
"C bez ptedchoziho ozatovani 'H. NOE se ziska jako podil intenzit signalt spektra 1 a

spektra 2.

13 >
C

Spektrum 1 .. )
1 ozarovani dekapling
H 90
13
C

Spektrum 2
1 dekapling
H

Obr. 9: schématické xnazornéni sekvence pro méreni NOE.
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5.3. MERENI PRICNE RELAXACNI DOBY T,

Zakladem sekvence k méfeni pficné relaxacni doby je spinové echo. Magnetizace je
pomoci 90°-pulzu otocena do roviny x;y. Nasledné pak dochazi procesem relaxace
k poklesu pfi¢né slozky magnetizace. Tento pokles je ale také zpusoben rozfizovanim

spind vlivem nehomogenity magnetického pole. Je-li za cas #

o PO 90°-pulzu aplikovan
180°-pulz, dojde k otoceni rozfazovanych spint v roviné x,y o 180°. Kona-li vektor
magnetizace i nadale precesni pohyb ve stejném smeéru, dojde po identickém casovém

intervalu #

echo

po 180°-pulzu znovu ke zfazovani spint. Intenzita I nasledné ziskaného
signalu tak zavisi jen na homogenni relaxaci a neni ovlivnéna nehomogenitou

magnetického pole (rovnice 33).

1(t)=1, exp(—TLzJ

(33)
I, je intenzita signalu v ¢ase nula po aplikaci 90°-pulzu.

K meéfeni pficné relaxacni doby se pouziva sekvence CPMG (Carr, Purcell, Meiboom,
Gill — podle autort sekvence), coz je mnohonasobné spinové echo s konstantnim
echocasem a proménnym poctem cykla # (obr. 8) [11]. Protonovy 180°-pulz zajist'uje

odstranéni interference relaxacnich mechanismt DD a CSA.

K méfeni rychlych chemickych vymén (viz. kap. 4) lze pouzit sekvenci CPMG s
proménnou délkou echa. Z nameéfené zavislosti relaxacni rychlosti na 7, 1ze urcit rychlost

chemické vymény pouzitim vztahti 34 a 35.[27]

R, =p,ps (Aa))2 Loro {1 — Lo tanh [—tr" H + RPPEH (34)
echo ex
1
T = k_ (35)

Kde p,, pg jsou populace stavu A a B, dw rozdil jejich chemickych posuni, 7, je
korelaénf ¢as chemické vymeény. R”7"“ je relaxaén{ rychlost, jakou by spiny relaxovaly
pouze vlivem dipél-dipélové interakce a CSA, tedy kdyby mezi nimi neexistovala chemicka

vyména. Prvni clen na pravé strané rovnice 34 odpovida relaxacni rychlosti vlivem
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chemické vymény R. Tedy predpokladdme: R, = R,”” + R,”"+ R = R,""*“"+R

90, 180y 180y 180y (x 180y

l

180y

dekapling

H

L n

Obr. 8: schématické zndzornéni sekvence CPMG pousité k mévent priné relaxaini doby.
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6. KALIXARENY

Kalixareny jsou derivaty [17] metacyklofant, pficemz je lze rozdélit na slouceniny
odvozené od fenolu — bézné nazyvané kalixareny — a na slouceniny odvozené od

resorcinolu — kalixresorcareny.

Kalixareny patfi dnes k jedné ze zakladnich stavebnich jednotek v supramolekularni
chemii. Je to diky jejich syntetické dostupnosti, snadné derivatizaci a definované a volitelné
prostorové struktufe. Pouzivajl se pfedevsim k piipravé molekul schopnych komplexace
s biomolekulami a to jak ionty nebo neutralnimi molekulami, tak i kationy. Dale jako
stoji i jejich vyuziti pii stabilizaci reaktivnich radikala. Ze strany pramyslu je zdjem o

kalixareny jako hostitele tézkych kovu, lanthanoidu a aktinoidd.

Sirné derivaty téchto latek, thiakalixareny, se ukazaly byt zajimavou skupinou latek. Ve
srovnani s klasickymi kalixareny nabizeji nové komplexaéni moznosti diky mirné vétsi

velikosti kavity a jinym chemickym vlastnostem sirného mustku.

6.1. NAZVOSLOVI KALIXARENU

Zakladni kostra téchto litek se nazyva kalix|n]aren, kde n znadi pocet kruhua
makrocyklu. Tento nazev jiz pfedpoklada piitomnost fenolickych hydroxyld, pro
zdiraznéni je vSak mozno je zvlast’ vyjmenovat. Pfitomné substituenty se pojmenuji podle
zasad chemického nazvoslovi. Pii prostorovém znazornéni se molekula zobrazuje tak, aby
vétsina methylenovych (nebo jim odpovidajicich) mustkt sméfovala dola. Z toho vyplyvaji
§iroce pouzivané terminy ,spodni okraj* (lower rim) pro oblast, kde jsou
v nesubstituovaném stavu vazany fenolické kyslikové atomy, a ,,horni okraj” (upper rim)
pro oblast m- a p-substituenttl. Tato prace se zabyva thiakalix[4]arenem, jez je znazornén

na obrazku 10.
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6.2. KONFORMACNI CHOVANI THIAKALIX[4]ARENU

Predmétem studia této diplomové prace je thiakalix[4]aren, ktery je na spodnim
okraji stabilizovain vodikovymi mustky. Toto cirkulirni pole vazeb vnasi do jinak
symetrické molekuly chiralitu — OH skupiny mohou sméfovat bud’ proti nebo po sméru
hodinovych ruci¢ek. Ve skutecnosti se orientace téchto vazeb v ¢ase méni, thiakalix[4]aren
tak existuje ve dvou stereoizomerech. Nutno fici, ze sila vodikovych vazeb na spodnim
okraji kalixarenu je urcujici pro jeho strukturni i dynamické vlastnosti. Bez moznosti tvorby
H-mustkd zaujima kalixaren tzv. zplostélou geometrii — viz. obrazek 11, na kterém jsou
hydroxyly substituovany methylovymi zbytky. Sila vodikovych vazeb totiz ovliviuje

odklonéni aromatickych kruht od osy symetrie a tvar kavity.

Obr. 10: thiakalix[4]aren a) se zndzorénim olislovani ublikiy b) vypoctend prostorova
struktura.’

Obr. 11: plostely thiakalix |4 ]aren — bex vodikovych vazeb na spodnim okraji

O sile jednotlivych vodikovych vazeb i o mife jejich kooperativity je dosud znamo
velmi malo. Jejich charakterizace se omezila na méfeni chemického posunu hydroxylového

vodiku v 'H NMR spektru a na méfeni frekvence OH valenéni vibrace v infraderveném

1Jit{ Czernek; ab initio vypocet; 2004

2 Michal Cajan; ab initio vipoéet; 2000
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absorpénim spektru. Chemicky posun OH skupiny v 'H spektru byl nalezen 10,2 ppm v p-
tert-butylkalix[4]arenu, coz je velmi vysoka hodnota. [13]

Nicméne, jak frekvence OH valenéni vibrace, tak velikost '"H chemického posunu
OH skupiny jsou vyznamné ovlivnény i dal$imi parametry (napf. vazebny thel) [13], takze
neposkytuji jednoznacné parametry vodikové vazby.

Kalix[4]aren a thiakalix[4]aren poskytuji unikatn{ kruhové pole vodikovych vazeb,
které nen{ pferuseno atomem, ktery se pfimo vodikové vazby netcastni. Na druhou stranu
vysoka symetrie pole znesnadnuje studium a charakterizaci, protoze vétsina spektralnich
parametrt nezavisi na sméru pole vodikovych vazeb. Chovani systému vodikovych vazeb
bylo dosud studovano pfedevsim pii nizkych teplotich (do 80 K), kdy se systém chova
podle zdkont kvantové mechaniky a kdy protony mohou ,tunelovat® skrz potencial
vodikové vazby k sousednimu kysliku. Prestoze vysledky experimentalnich [14], [15], [16] a
teoretickych [17] studil zatim vycerpavajicim zpusobem vsechny podstatné aspekty
nevysvétlily, indikuji pfitomnost koordinovaného pienosu vsech protonud k sousednim
kyslikim. Pii zvySovani teploty dochaz{ k pfechodu ke klasickému chovani, kdy k pfechodu
pfes bariéru pak dochazi po nahodné tepelné excitaci, kterd md mnohem vys$si
pravdépodobnost. Rychlost pfechodu pies bariéru je potom dana Eyringovym vztahem
(rovnice 30).

Systémy cirkularnich vodikovych vazeb a zmény jejich sméru (,,flip-flop™ procesy)
byly pozorovany na nékterych derivatech kalixarenu, napf. na derivatech p-fert
butylkalix[6]arenu fosforylovanych na dolnim okraji. Pole vodikovych vazeb je u téchto
derivatd necyklické, je preruseno fosfatovou skupinou [18]. Pomoci EXSY’ byla
u monofosfatd urcena volna aktivaén{ energie na jednu vazbu 9 k].mol'l, coz je hodnota
odpovidajici stfedné silné vazbé [19]. V difosfatech pfipada na jednu vazbu 7,8 kJ.mol’,
pficemz mira kooperativity je nizsi, nebot’ se jedna o dvé pole o dvou vazbach.
Kalix[6]areny jsou flexibilnéjsi nez kalix[4|areny, prokazateln¢ u nich dochazi k zasadni
optimalizaci vnitini energie tvorbou ,,pinched® konformace, kterda téz patrné optimalizuje
geometrii vodikovych vazeb.

Tii kooperativni vodikové vazby byly detekovany i v monomethyl detivatu
kalix[4]arenu podle IR frekvenci. Posuny a amplitudy signala v 'H spektru (10,13 ppm 'H a
9.54 ppm ’H) indikujf flip-flop proces, kdy silnéjsf rezonance odpovida vystiedovanému

posunu obou krajnich vazeb a slabsi rezonance u 10,13 ppm piislusi prostfedni vodikové

3 EXSY = experiment viménné spektroskopie NMR zalozeny na pfenosu magnetizace. Lze ji pouzit pouze k méfeni
pomalé vymeény, ktera piili§ nerozsifuje ¢ary ve spektru. Vice viz [20].
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vazbé, u které se kooperativita projevuje nezavisle na sméru celého pole vodikovych vazeb.
Frekvence valenénich OH vibraci je vyrazné vyssi u dimethylovaného derivatu, coz
odpovida faktu, ze zde patné chybi piispévek kooperativity, nebot” obsahuje dvé oddélené
vodikové vazby. Urcitd mira kooperativity by v tomto pfipad¢ byla moznd jen pokud by
jeden kyslikovy methoxy skupiny byl soucasné akceptorem vodikovych vazeb od obou
sousednich hydroxylovych skupin.

Thiakalix[4]areny stejn¢ jako kalix[4]areny substituované na dolnim okraji nepolarnimi
skupinami, které nejsou schopné tvofit vodikové mustky, maji vedle konického relativné
stabilni i dal$f zakladni konformery - ¢astecné konicky, 1,2-sti{davy a 1,3-stfidavy (obr. 12).
Mezi konformery dochazi k prechodim rotaci jednotlivych aromatickych kruht kolem osy
prochazejici spojovacimi atomy ¢i skupinami, pficemz dolni okraj prochazi vnittkem
molekuly. Konformacni mobilita je zavisla na pfitomnych substituentech, na druhu
rozpoustédla a na teploté. V piipadé nesubstituovaného thiakalix[4]arenu jsou tyto
konformacni pfechody téz mozné, ale konformery jiné nez konicky jsou energeticky
nevyhodné a tudiz jejich populace neni pozorovatelna. Vedou vsak k tomu, Zze dochazi
k pfevraceni konického konformeru na pievriceny konicky konformer, ktery je
geometricky totozny, pouze jakoby pfevriceny ,naruby®“. Tento proces by téz vedl
k pfevraceni pole vodikovych vazeb, ale, jak bylo zjisténo pro kalix[4]aren, pii jejich studiu
jej neni nutné uvazovat, protoze je o nékolik fadd pomalejsi nez pozorovand rychlost

pfevriceni pole vodikovych vazeb, a tedy oba procesy nejsou korelované.

Obr. 12: konformace substitnovaného kalixarenu — tetramethoscykalix|/4]arenn a) konickd b)
castetné konickd ¢) 1,2 stitdava d) 1,3 stiidavai
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6.3. SPINOVA RELAXACE A NOE VE VZORKU
THIAKALIX[4]ARENU

Uhliky v molekule thiakalix[4]arenu muzeme rozdélit do dvou skupin. Uhliky C3, C4,
C5 (obr. 10) maji na sebe pfimo vazané vodiky a relaxuji proto zejména vlivem dipdl-
dipélové interakce s témito vodiky, slabéji téz vlivem CSA. Uhliky C1, C2, C6, které nemaji
navazany vodik, relaxuji pfevazné vlivem CSA. Kjejich relaxaci pfispiva také dipdl-
dipdlova interakce s vodiky v okoli. Uvedené DD a CSA piispévky k relaxacim nejsou
obecné aditivni, k relaxaci pfispiva i jejich interference, ta je vSak u relaxac¢nich mechanismu
potlacena vhodnou pulzni sekvenci. Pro vysledné relaxacni rychlosti a NOE lze potom s

pouzitim rovnic 19 - 24 odvodit vztahy 306, 37 a 38 [0].

R =R +R™ (36)
R, = R + R (37)
- Vu | Nyo™
NOE =1+ 1L | % (38)
(chRf’DJFRfSA
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EXPERIMENTALNI CAST

7. NASTAVENI EXPERIMENTU

Pro ziskiani '"H a "C spekter byl pouzit spektrometr Avance 500, od firmy Bruker,
jehoz pracovni frekvence je 500,13 MHz pro jadra 'H a 125,76 MHz pro jidra “C.
K ozafovani a detekei signalu byla pouzita sonda TBO, ktera je vhodna k detekei signalu
PC jader a k soucasnému ozatovani 'H i °C jader. K regulaci teploty byla pouzita teplotni
jednotka BVT 3000. Stabilita v nastaveni teploty je lepsi nez * 0,1 K. Teplota byla
kalibrovana pomoci methanolového standardu. Celkova pfesnost nastavené teploty je lepsi
nez T 0,2 K. Vzorek byl pfed kazdym méfenim temperovan na dané teploté nejméné 15

minut.

Délka “C n/2 pulsu se pohybovala v rozmezi 6,6-7,1 ps, délka "H 7/2 pulsu se
pohybovala od 13,1 us do 14,3 ps.

Nasleduje vycet parametrua jednotlivych experimentd.

7.1. '"H NMR SPEKTRA

sifka spektra: 6 kHz
velikost: 32 k datovych boda
pocet scant (priachodt): 8
doba akvizice: 3,5 s

doba pfed kazdym scanem (D7): 7,0 s

7.2. 'C NMR SPEKTRA

spektra byla 'H—dekaplovana sekvenci waltz—16
sitka spektra: 10 kHz
velikost: 32 k datovych bodia

doba akvizice: 1,6 s

Méfeni podélné relaxa¢ni doby T;:

Pulzni sekvence: inversion recovery (obt. 7).
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Na zacatek méfeni s kazdym sméSovacim ¢asem bylo vlozeno 6 scant bez nabirani dat
(tzv. dummy scany) kvuli ustaven{ stacionarniho stavu spinového systému pied zacatkem
pulzni sekvence. Dalsi parametry jsou v zavislosti na teploté zaznamenany v tabulce 1. D7
je doba pfed kazdym scanem, v pribéhu které dochazi k navratu spinového systému do
rovnovahy nebo stacionirniho stavu a byla nastavena tak, aby spliovala podminku:
D1+AQ 2 3xT,, kde AQ je doba nabirani dat oznacovana jako akvizice AQ. Pro méfeni
bylo pro kazdou teplotu pouzito 12 raznych smésSovacich ¢asu 7,,. Nejmensi hodnota

smésovactho casu byla vzdy 10us, 7, .. je nejvétsi hodnota sméSovactho casu (jeho

hodnota byla pro méfeni T7 piiblizné rovna 57). VSechny experimenty byly méfeny na

512 scanu (prachodu).

T[K] 223 [ 233243 ] 253 [ 263 [ 273 | 283 | 293 [ 303 | 313
DI +AQJs] | 60 | 65|45 54| 69 | 90 | 114 | 150 | 106 | 204
t e IS] 10 [10[75] 9 | 115 | 14 19 25 14 34

Tabulka 1: Nastaveni parametrii pro méieni nhlikovych relaxacnich dob Ty pro jednotlivé teploty.

Prvni data byla méfena pii teplot¢ 303 K, proto bylo také nastaveni D7
vzhledem k ostatnim experimentim kratsi. Tato hodnota byla odhadnuta podle relaxacni
doby T, pro 303 K v podobném vzorku — kalix[4]arenu (viz. [21]). Timto méfenim bylo
zjisténo,ze relaxacni doby v thiakalix[4]arenu jsou delsi a pro dals§i experimenty jiz bylo

nastaven{ upraveno.

Méfeni pfi¢né relaxaéni doby T, a rychlé chemické vymeény:

= 0,8ms a

echo

K méfeni této relaxacni doby byla pouzita pulzni sekvence CPMG s t
proménnou délkou opakovani n (obr. 8). Pro chemickou vyménu bylo pouZito méfeni
relaxa¢ni doby T, sekvenci CPMG s proménnou délkou echo-¢asu. To znamend, ze v
naslednych experimentech zvysujeme délku echo-casu 7, (200 us — 5,0 ms) a pro dané 7,

echo ecno
se méni pocet cyklh # v sekvenci. Protonovy puls zajist'uje odstranéni vlivu interference
relaxacnich mechanismti. Nevyhodou tohoto méfeni je pomérné velka casova narocnost a
tak byla z ¢asti k méfeni chemickych vymén pouzita i jeji upravena verze, ve které misto
poctu cykli pfi neménném echo-casu zvysujeme délku 7, a pro dany echo-cas je nastaven
pocet cykla v sekvenci tak, aby sméSovaci cas 7, urceny ve skutecnosti jejich soucinem

zustal konstantni (20, 30 a 100 ms). Tim byla snizena casova naroc¢nost téchto experimentt

asi na polovinu.
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Jaké experimenty CPMG byly zméfeny pro kterou teplotu uvadi nasledujici vycet:

313K...
303K...
293K ...
283K ...
213K ...
263K...
253 K.
243K ...
233K ...
223K ...

CPMG 2 techo = 0,8 ms a CPMG 2 tmix = 100 ms

CPMG s t.y,, = 0,22 0,8 ms

CPMG s techo = 0,8 ms

CPMG s techo = 0,8 ms

CPMG s techo = 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,6; 2,4; 3,2; 4,0 ms
CPMG s techo = 0,8 ms 2 CPMG s tmix = 20 ms

CPMG s techo = 0,8 ms 2 CPMG s tmix = 20 ms a 30 ms
CPMG s techo = 0,8 ms 2 CPMG s tmix = 20 ms

CPMG s techo = 0,8 ms a CPMG s tmix = 20 ms a 30 ms
CPMG s techo = 0,2; 0,45 0,8; 1,2; 1,6; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 ms

Nasledujici tabulky shrnuji nastaveni parametrti pro méfeni uhlikovych relaxac¢nich dob

T, pro jednotlivé teploty. D7 byla nastavena vzdy tak, aby spliiovala podminku D7 >5T,. N

je pocet pouzitych riznych smésovacich casq, 7, .. je nejvétsi hodnota smésovaciho casu

(jeho hodnota byla pro méfeni T, pfiblizné¢ rovna 41)), nejmensi hodnota smésovactho

svv.

seckvenci CPMG s konstantnim smésovacim ¢asem je v tabulce uvedena vzdy hodnota

poctu riaznych echo-cast IN a jejich nejnizsi #

echo_min a nC]VySSl hOanta f:[/}ofﬂmx'

T [K] 223 | 233 | 243 | 253 | 263 | 273 | 283 | 293 | 303 | 313
D1 [s] 44 49 [ 49 [ 74 99 [134]174]206] 26 | 324
N 1212121212129 12]09
o manls] | 16| 1.6 | 32 |32 | 48 | 64 | 75| 45 | 64 | 63

Tabulka 2: Nastaveni parametrii pro méveni nhlikovych relaxacnich dob T> metodon CPMG.

T[K] 233 243 253 263 313
tmix[MS] 20 30 20 20 30 20 100
N 9 12 10 10 12 5 6

techo min [ms]

0,1052 | 0,1052 | 0,1047 | 0,1051 | 0,1051 | 0,105 | 0,1045

Techo_max [mS]

2,48 0,92 2,48 2,48 3,73 0,4 0,81

Tabulka 3: Nastaveni parametrii pro méveni chemickych vimén metodon CPMG a konstantnim smésovacim
casem a promeénnym echo-Casen.

7.3.

MERENI HETERONUKLEARNIHO {'H}-'°C NOE

Pulzni sekvence: sekvence pro dynamické NOE (obr. 9).

Nastavené parametry jsou pro jednotlivé teploty uvedeny v tabulce 4. Pfi méfeni
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{'H}-"C NOE byly protony ozafovany nejprve po velmi kratkou dobu 10ps a potom po
dobu delsi nez 5T (2, ,..)- Hodnota NOE byla ziskana jako pomér intenzit signald takto

iX_Ia

zméfenych dvou spekter. D7 byla nastavena vzdy tak, aby splnila podminku D7 > 8T,

T [K] 223 | 233 | 243 | 253 | 263 | 273 | 283 | 293 | 303 | 313

D1 [s] 12 13 15 18 23 30 38 50 30 68

oo mec[S] | 6 | 65 | 75 | 9 | 115 | 15 | 115| 25 | 17 | 34

Tabulka 4: Nastaveni parametrii pro méveni NOE.

Pro teploty 213 K, 203 K a 193 K bylo naméfeno jen 'H — spektrum a “C —
spektrum na 2266 scand. Kvuli rozsifeni signalt zejména pro uhliky C2, C6 doslo ke

’v , v . 1 /v v v . vv .13 ,
snizeni poméru signal/$um, coz znemoznilo méfeni ~C relaxaci.

7.4. VZOREK

Vzorek thiakalix[4]arenu (Pavel Lhotdk, VSCHT Praha) o byl rozpustén 1,1,2,2-
tetrachlorethanu-d, (Chemotrade, 99.8% d), vznikly nasyceny roztok o koncentraci
ptiblizneé 0,03 mol/ dm’ byl odplynén pomoci nékolika cykla zmrazeni, od¢erpani plynu,

rozmrazen{ a zataven v 5 mm kyveté.
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8. VYSLEDKY MERENT

8.1. ZPRACOVANI NAMERENYCH DAT

Tabulka 5 ukazuje parametr IL.B zpracovani naméfenych dat pro jednotlivé teploty.
Jedna se o exponencialni apodizaci signalu volné precese. Tento parametr byl pouzit stejny

pro vsechna méfeni relaxacni doby T), pfi dané teploté.

T [K] 223 | 233 | 243 | 253 | 263 | 273 | 283 | 293 | 303 | 313
LB {T1} 2 15 15 15 5 2 5 5 2 5
LB {T2} 20 20 20 20 15 5 10 10 5 5
LB {NOE} 2 5 5 5 5 2 5 5 2 5

Tabulka 5: Parametr 1B pouzity pro pracovani experiments.

8.2. '’C A 'H SPEKTRA THIAKALIX[4]ARENU

PC spektrum thiakalix[4]arenu v 1,1,2,2-tetrachloroethanu-d, obsahuje 4 signaly.
Jejich pfifazeni je uvedeno v obrazku 13. Atomy C2, C6, respektive C3, C5 jsou pii teploté
vyssi nez 223K chemicky ekvivalentni. Pfi snizovani teploty vsak dochazi u jejich signala
k rozsifovani (213 K) a stépeni (203 K). Z toho vyplyva, ze ekvivalence pii vyssi teploté je
zpusobena dynamickym procesem, ktery stfeduje jejich chemické posuny. Protoze se tento
proces neprojevuje u C1 a C4, musi byt symetricky podle spojnice C1 — C4. Jediny takovy
proces pfipadajici v ivahu je zména natoceni vodikové vazby na dolnim okraji molekuly.
Protoze k otoceni vodikové vazby muiize dojit jen za soucasného otoceni vedlejsi vodikové
vazby, je Stépeni rezonanci C2, C6 a C3, C5 duasledkem zmény sméru celého pole

vodikovych vazeb na dolnim okraji thiakalix[4]arenu.
"H spektrum obsahuje 3 signaly, jejich pfitazeni je uvedeno v obrazku 14. Signal H3,

H5 je dublet a signal H4 je triplet v dasledku vzajemné J-interakce. Signal OH skupiny je
posunut k 9,5 ppm.
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C3,5

c1 ca|| c26

T
160 155 150 145 140 135 130 125 ppm

Obrdzek 13: "C spektrum thiakalix|4]arenu pri 263K, 213K a 203K (shora). U spektra pii 203K
byla odectena hodnota stépeni pikn: 1,02ppm, coF znamend rozdil frekvenci 128,3Hz,.

H3,5
OH
H4
a5 a0 a5 80 75 70 ppmI

Obrdzek 14: "H spektrum thiakalix|4]arenn pri 313K,
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8.3. RELAXACNI DOBY THIAKALIX[4]ARENU

Podélné relaxaéni doby T, byly méfeny pomoci sekvence ,inversion recovery
(obt. 7), pticné relaxacni doby T, pomoci sekvence CPMG s konstantnim echo-¢asem t

echo

= 0,8 ms kvili splnéni podminky "C pulz << t,, << 1/ (obr.8). Hodnoty
relaxacnich casu T byly z intenzit naméfenych signala ziskany nafitovanim podle rovnice
32. Hodnoty relaxac¢nich casta T, byly z intenzit naméfenych signalt ziskany nafitovanim
podle rovnice 33. Chyba urceni T, byla stanovena u jader C3, C5 a C4 na 2,5%, u jader C1
a C2, C6 na 5%. Chyba urceni relaxacnich dob T, je 5%. Statistické chyby fitu pfi vipoctu

T, a T, jsou mensi, uvedené chyby by mély zahrnovat i mozné systematické chyby méfeni.

R, (T) [s7]
Teplota [K]| 223 233 243 | 263 | 263 | 273 | 283 | 293 303 313
C1 1,28 1,32 1,00 | 0,831 | 0,628 | 0,511 | 0,382 | 0,319 | 0,265 | 0,198
C2,C6 0,903 | 0,942 | 0,775 | 0,577 | 0,443 | 0,353 | 0,272 | 0,225 | 0,180 | 0,159
C3,C5 5,39 5,73 513 | 441 | 3,79 | 3,05 | 2,64 | 2,17 1,76 1,42
C4 5,30 537 | 497 | 459 | 385 | 310 | 2,76 | 2,25 1,87 1,49

Tabulka 6: zdvislost relaxaini rychlosti podéiné relaxace Ry na teploté pro jednotlivd jadra.

spin-mfizkova relaxace

)3
X»

- X *C1
24 X mC2,C6
Z 3 X AC3,C5
X X C4
2 X x
. * X
1 ] | ‘ ‘ ‘
0 ‘ ‘ . L] L] a L]
213 233 253 273 203 313

T (K)

Graf 1: zdvislost relaxaini rychlosti podélné relaxace pro jednotliva jadra na teploté.
Z naméfenych relaxaénich rychlosti spin-mfizkové relaxace (tabulka 6 a graf 1)

vidime, ze uhliky v molekule thiakalix[4]arenu mizeme rozd¢lit do dvou skupin. Uhliky C3,

C4, C5 majf na sebe pfimo vazané vodiky a relaxuji proto zejména vlivem dipol-dipdlové
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interakce s témito vodiky, slabé¢ji téZ vlivem CSA. Uhliky C1, C2, C6, které nemaji navazany
vodik, relaxuji pfevazné vlivem CSA. Kjejich relaxaci pfispiva také dipdl-dipdlova
interakce s vodiky v okoli. Dale vidime, ze relaxacn{ rychlosti maji své maximum v 233K.
Pii zvySovani teploty se totiz systém dostava do rezimu extrémniho zuzeni (viz. kap. 3.1.) a

odélna relaxacni rychlost se sniZzuje, nebot’ se obecné rotacni difize s rostouci teplotou
Y >

zrychluje.
R, (T)[s"]
Teplota [K] | 223 233 243 | 253 | 263 273 283 293 303 313
C1 3,12 2,00 1,58 1098 [ 073 | 056 | 0,55 | 0,41 0,29 | 0,23
C2,C6 15,06 | 20,09 | 16,17 | 9,11 | 485 | 2,53 | 1,59 | 0,93 0,57 | 0,39
C3,C5 13,61 | 11,02 | 829 | 6,15 | 4,56 | 3,79 | 3,01 | 2,33 192 | 1,68
C4 12,99 | 9,70 6,96 | 490 | 439 | 333 | 3,09 | 2,34 1,83 | 1,76
Tabulka 7: zavisiost pricné relaxaini rychlosti Ry na teploté pro jednotlivd jidra.
spin-spinova relaxace
25 -
20 L
15 [ ] . ¢ C1
2 & m C2,C6
~ A C3,C5
4 A ,
10 X A u x C4
54 8 >A< ) ¢
. * X X
L 4 * . [ ] X X
0 ‘ ‘ . . . [} »
213 233 253 273 293 313
T(K)

Graf 2: ydvislost relaxacni rychlosti pricné relaxace na teploté pro jednotlivd jadra.

Rozdéleni do skupin podle délky relaxacnich relaxacnich rychlosti R, odpovida
rozdéleni podle R,. Velikosti relaxacnich rychlosti R, by mely podle teorie monoténné
klesat se zvySujici se teplotou. Zase vidime (tab. 7 a graf 2), ze uhliky s vodiky (C3, C5 a C4)
relaxuji velmi podobné, rychleji nez C1 kvuli dipdl-dipélové interakci. C2, C6 by mély
relaxovat podobné jako C1, nebot’ také nemaji vodik, ale muzeme si vS§imnout vyrazného
navyseni relaxacni rychlosti, dokonce i oproti uhlikim nesoucim vodik. Tento vysledek

odpovida tomu, ze pficna relaxacéni doba je zkracovana i relativné pomalymi pohyby a
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tedy 1 chemickou vyménou, ktera existuje mezi pary C2, C6 diky konformacni zméné sméru

vodikovych vazeb. Zkriceni R, C3, C5 je mnohem mén¢ patrné.

8.4. HETERONUKLEARNI {'H}- '"°C NOE V
THIAKALIX[4]ARENU

Pomoci sekvence pro dynamické NOE, znazornéné na obrazku 9 byl méfen pfenos
magnetizace z 'H na C vlivem DD interakce, tedy velikost stacionarnfho heteronuklarnfho
Overhauserova efektu. Vysledné hodnoty NOE jsou v zavislosti na teplot¢ uvedeny v
tabulce 8 a grafu 3. Méfeni bylo provedeno pro stejné teploty jako méfeni relaxacnich dob.

Chyba urceni NOE byla odhadnuta na 5%.

NOE (T)

teplota [K] | 223 | 233 | 243 | 253 | 263 | 273 | 283 | 293 | 303 | 313
Ct 097 | 1,04 | 110 | 1,14 | 1,28 | 1,38 | 1,45 | 1,53 | 1,47 | 1,53
C2,C6 1,09 1,03 1,10 1,15 1,23 1,31 1,38 1,39 1,42 1,45
C3,C5 120 | 131 | 1,53 | 1,85 | 212 | 2,33 | 250 | 251 | 260 | 2,64
C4 1,12 1,30 1,48 1,73 2,13 2,21 2,44 2,53 2,77 2,55

Tabulka 8: ivislost NOFE na teploté pro jednotlivd jadra 1C.

3.3 7 NOE
¢ C1
= C2,C6
28 1 |acC3c5
+C4 A A
y F "
23 - JAF
w
o *
=
A
18 n
* * : F1 :
13 - + . : -
A
+ . .
[ 3
*
0,8 T T T T 1
213 233 253 . ) 273 293 313

Graf 3: dvislost NOE na teploté pro jednotlivd ublikova jidra.
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Z tabulky 5 a grafu 3 vidime, Ze uhliky s pfimo vazanym vodikem (C3, C5 a C4)
relaxuji pfevazné vlivem DD interakce, zvlast¢ pii vyssich teplotich, ale NOE pro né
nedosahuje teoretického maxima 3,0 pii ¢isté DD interakci. Pomér pifspévku CSA a DD je

u uhlika bez vodiku (C1, C2, C6) jesté vétsi, coz se projevi poklesem hodnoty NOE.
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9. STANOVENI DYNAMICKEHO CHOVANI THIAKALIX[4]ARENU

Nameérené relaxacni rychlosti pfi jednotlivich teplotaich byly pouzity ke stanoveni
parametra rotacni difuze thiakalix[4]arenu s vyuzitim rovnic 34, 35 a 36. Pro konstrukci
spektralnich hustot byl pouzit model izotropni rotace tuhé koule (rovnice 23), ktery
obsahuje jediny nezavisly parametr, a to globalni korela¢ni cas 7. Pouziti tohoto
nejjednodusstho modelu je odivodnéno vysledky studie Shultese a kol., ktefi nezjistili
zadné wvnitini pohyby v kalixarenu v casové skale nano — pikosekund [22]. Obdobné ve
studii tetrasulfonové kyseliny kalix[4]arenu [23] nebyly nalezeny signifikantni interni
pohyby. Navic vnéjsi rozméry thikalix[4]arenu v kartézskych osach jsou si blizké [24] a

tudiZ nenf tfeba pfedpokladat Zadnou vyznamnou anisotropii v molekularni rotaci.

9.1. URCENI KONSTANT DCC A CSA,,,

Pro konstantu DD interakce mezi pfimo vazanymi atomy C - H byla pouzita hodnota
21,5 kHz. Tato konstanty odpovida C-H vzdalenosti 112 pm. Tato vzdalenost je delsi nez
je piislusna hodnota ziskana difrakénimi metodami v krystalech, ale je vhodna jako
efektivnf hodnota pro interpretaci magnetické dipél-dipdlové interakce [25], [26] patrné
vzhledem k vibracnimu stfedovani meziatomové vzdalenosti (pfesnéji jeji tfetl
mocniny).Zejména pro uhliky, které nenesou pifimo vazany vodik je nezbytné zapocitat i
interakci se vzdalenéjsimi vodiky. To bylo provedeno tak, Zze byly pomoci ab initio
vypocitané geometrie [24] odhadnuty vzdalenosti a z nich vypocitané DD interakéni
konstanty byly secteny. Tato korekce byla provedena pro vSechny uhliky a vysledné DD
konstanty jsou uvedeny v tabulce 10. Protoze pro dvojice C2, C6 a C3, C5 se ziskané
konstanty ponckud lisf, ale ve spektru poskytuji jediny signal, byla pro né pouzita hodnota

praméru piislusnych cisel.

Na rozdil od vzdalenosti nepfimo vazanych atoma C-H jsme se nepokouseli zahrnout
vibra¢ni stfedovani, protoze predpokladame, ze delsi vzdalenosti jim budou ovlivhény
méné a jejich zapocten{ vyzaduje komplikované a ¢asove velmi narocné kvantové-chemické

vypocty.
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C1 8,33E+08
C2,C6 5,47E+08
C3,C5 1,87E+10
C4 1,90E+10

Tabulka 10: pousivané hodnoty DD konstanty (DCC).

Pro stanoveni vlivu CSA relaxa¢niho mechanismu je nutné znat ,,amplitudu interakce®,
velicinu €A, ziskanou ze slozek tenzoru chemického posunu. Pro jednotlivé uhliky byly

pouzity hodnoty podle tabulky 11, ziskané ab initio vypoctem [24].

CSAe (ppm) Prdmér
C1 159,4

C2 135,5 134,0
C3 181,4 181,1
C4 185,6

C5 180,8

C6 132,6

Tabulka 11: hodnoty CS Ay 3iskané ab initio vipoctem. Pro jadra C2, C6 respektive C3,C5 byla pousita
priimérnd hodnota e stanovenyeh hodnot pro C2 a C6 respektive C3 a C5.

9.2. VYPOCET ROTACNIHO KORELACNIHO CASU
1, MOLEKULY

Vypocet rota¢niho korelaéniho ¢asu molekuly 7, (tabulka 12 a graf 5) byl proveden
pro vsechna jadra a vSechny relaxacni parametry soucasné pro kazdou teplotu zvlast'.
Dulezitym vysledkem analyzy pohybu molekuly je stanoveni velikosti relaxacni rychlosti R,
bez piispévku chemické vymeény, které jsme obdrzeli jako soucast fritovaci rutiny pii
urcovani 1. Tyto hodnoty ale zavisi na velikosti interak¢nich konstant (DCC a CSA ) pro
kazdé jednotlivé jadro. Jelikoz se relativni velikosti obou konstant lisi pro kazdé jadro,
mohou mit také odlisny vliv na celkovy vypocet. Proto byl do rovnice 34 vlozen opravny
faktor jako druhy nezavisly parametr, ktery mohl byt pro kazdé jadro razny, ale jeho
pramérna hodnota byla zafixovana na 1. Tento faktor kompensuje moznou chybu
interakcnich konstant a zajist'uje konsistenci naméfenych T, NOE a spoctenych T, pro

v$echna jadra.
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Chyby korela¢nich ¢ast byly ziskany Monte Carlo simulaci — bylo vygenerovano 100
novych soubort relaxacnich dat tak, ze nové hodnoty byly generovany nihodné z
normalniho rozdéleni se stfedem v experimentalni hodnoté a se Siftkou danou chybou
piislusného experimentalniho bodu (5%). Pro kazdy vygenerovany soubor relaxacnich dat
byl vypocitan korelacni cas. Standardni odchylka takto vypocitanych hodnot je uvadéna

jako chyba ve stanoveni korelacniho ¢asu 7,

teplota [K] 223 233 243 253 | 263 273 283 293 303 313

C1 3,12 2,00 1,58 | 098 | 0,73 | 056 | 0,55 | 0,41 0,29 | 0,23
C2,C6 15,06 | 20,09 | 16,17 | 911 | 485 | 2,53 | 1,59 | 0,93 | 0,57 | 0,39
C3,C5 13,61 | 11,02 | 8,29 | 6,15 | 456 | 3,79 | 3,01 2,33 | 1,92 | 1,68
C4 12,99 | 9,70 6,96 | 490 | 439 | 333 | 3,09 | 234 | 1,83 | 1,76
C1 num 3,53 1,93 1,35 | 099 | 0,73 | 058 | 0,46 | 0,37 | 0,29 | 0,22

C2,C6 num [ 2,65 1,36 09 | 070 | 052 | 0,41 0,31 0,26 | 0,20 | 0,18

C3,C5num | 15,14 | 7,90 6,26 | 505 | 417 | 3,28 | 2,79 | 2,28 | 1,83 | 1,47

C4 num 14,18 | 7,83 6,29 | 514 | 429 | 3,33 | 297 | 235 | 1,90 | 1,60

v (NS) 1,914 | 0,763 | 0,501 | 0,344 | 0,246 | 0,183 | 0,145 | 0,114 | 0,089 | 0,072
chyba % 6,38 9,02 482 | 3,74 | 326 | 3,05 | 299 | 257 | 2,79 | 2,68

Tabulka 12: vjpocet Ry relaxacni rychlosti bez chemické vymeény a rotainiho korelacniho éasu tv.Hodnoty
typu C1 Jsou skutecné namérené relaxaini rychlosts, zatimeo hodnoty typu C1 num jsou spoltené relaxacni rychlosti
bez prispévkn chemické vymeny.

srovnani namérenych a vypocétenych hodnot R2

25 ¢ C2,C6

= C3,C5
—4A— C2,C6 num
—8—C3,C5 num

20 + .

R2 (s-1)

Graf 4: porovndni vypoitenych a namérenych hodnot relaxacni rychlosti Ro pricné relaxace.
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Graf 5: vypoiteny rotaini korelacni ias molekuly thiakalix/4 Jarenn.

Z vysledkt uvedenych v tabulce 14 lze vidét, ze velikosti rotacnich korelacnich ¢asa
molekuly thiakalix[4]arenu jsou fadové v nanosekundach. Fitem Arrheniovy rovnice (18)
byly z naméfené zavislosti rotaénfho korelacniho casu na teplot¢ urceny aktivacni

parametry rotace molekuly thiakalix[4]arenu:

7,=79 £ 8fs

E_=17,68 £ 0,17 kJ.mol’'

Chyby byly stanoveny obdobné¢ jako v pifpadé¢ korela¢niho casu 7. ,,Nové
soubory hodnot korelacnich cast byly generovany vramci standardni odchylky fitu
»skutecnych® z,,.

Ziskané aktivacni parametry pro rotac¢ni difuzi molekuly thiakalix[4]arenu jsou

ve velmi dobrém souhlasu s dffve publikovanymi vysledky pro pentasodnou sil

kalix[4]aren-p-sulfonové kyseliny v D,O (z, = 80 fs, E , = 20.5 k].mol")[23] .
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10. CHEMICKA VYMENA

10.1. VYSLEDKY MERENI CHEMICKE VYMENY
POMOCI SEKVENCE CPMG S PROMENNYM
ECHOCASEM

K pfi¢né relaxaci jader C2, C6 pfispivajf tii slozky: relaxace vlivem CSA, relaxace vlivem
DD interakce a relaxace vlivem chemické vymeény. Velikost relaxacni rychlosti bez chemické
vymény, tedy jen vlivem CSA a DD interakce, R,””"“* byla urcena vyse viz. tabulka 12 jako

R

2num*

Z této hodnoty a ze skutecné naméfenych spektralnich intensit lze urcit piispévek
zpusobeny chemickou vyménou K, (spojeni rovnic 34 a 33: rovnice 39). Nameéfené

zavislosti spektralnich intenzit na #

echo

a poctu ech n pro jadra C2, C6 jsou uvedeny v

nasledujicich tabulkach a grafech.

I (lj = IO 6’.)(]7[' (I{ZI)I)JFC\'A) n fe[/}a] e‘xp (-Rexﬂ 2 cr/w) (39)

Zméetené piicné relaxa¢ni rychlosti C3, C5 téz zaviseji na délce echo-casu 7,
obdobné¢ jako C2, C6, nicméné tato zavislost je méné zfetelna a navic pro delsi echo-casy je
pii¢na relaxace vyznamné modulovéna 'J ., interakci, protoZe pro delsf echocasy jiz nenf
splnéna podminka t,, << 1/'c; (viz obr. 8). Proto byla rychlost chemické vymény

vyhodnocovana jen ze signalu C2, Co.

Pro ilustraci uvadim zménu relaxacni doby R, v zavislosti na echo-¢asu v pulzni
sekvenci CPMG pii dvou teplotach: 223K a 273K. Je vidét, ze pro delsi echo-casy se
relaxa¢ni rychlost zvysSuje az neni zachytitelna ve spektru. Pro vyhodnoceni chemickych

vymeén byla vSak pouzita spektralni intenzita jako u ostatnich teplot.

t.[ms] | 02 04 08 1,2 1,6 2,0 3,0 4,0 50
C1 2,6 2,9 3.1 35 2,9 2,9 3.1 3.2 34
C2,C6 27 57 | 151 | 312 | 376 | 452 | 614

C3,C5 117 | 124 | 136 | 153 | 176 | 177 | 204 | 209 | 220
c4 127 | 128 | 130 | 138 | 140 | 127 | 120 | 134 | 136

Tabulka 13: zdvislost relaxaini rychlosti Rz na proménlivém echo-case pri 223K pro vsechna jidra
thiakalix[4 arenu. Prizdné kolonky pro C2,C6 pii 4,0 a 5,0 ms echo-casu znamenayi, $e v tomto pripade jig neby!
ve spektru viditelny peak pro tato jadra.
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tecnolms] | 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,6 2.4 3,2 4,0
C1 0,63 0,61 0,56 | 0,56 | 0,62 | 0,61 | 0,59 0,60 0,48 0,50
C2,C6 2,48 2,68 260 | 253 | 265 | 2,76 | 2,77 2,86 2,74 2,70
C3,C5 3,55 3,62 3,67 [ 3,80| 3,66 | 3,69 | 3,74 3,56 3,41 3,67
C4 3,60 3,52 3,67 [ 332 3,55 | 415 | 3,55 3,60 3,33 3,42
Tabulka 14: zavislost - relaxcalni  rychlosti Ry na  proménlivém  echo-tase  pro  vSechna  jadra
thiakalix|[4 arenu pii teploté 273K,
040 7 : chemicka vyména pfi 223 K
0351 | . . R
‘\ . . .
030 | | .
0251 |
® ! ¢ C1
~ 0520 - —m— C2,C6
& '\ —4— C3C5
0,15 1 \ X C4
0,10 A % \ %
— X X X X
0,05 - \ G S —a
- -
—_—
0,00 T T T . )
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
t_echo (ms)

Graf 6: avislost relaxainich dob R, na délce echo-casu v sekvenci CPMG pis teplote 223K. R, pro

Jadra C1 a C4 nezavisi na délee echo-casu, zatimeo u jader C2,C6 a C3, C5 je gdvislost 2rgjma.

457 chemicka vyména pfi 273K
x
4,0 -
x A A
3,5 1 X 2 % X X
X %
3,0 A
-
- - = - |
2,5 L] - - * C1
N
P = C2,C6
2,0 1 AC3C5
X C4
15
1,0
o5 * * e e . . .
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ; ‘
0 0,2 0.4 0,6 t_ec'%a (ms) 1 1,2 1,4 1,6

Graf 7: zdvislost R, na echo-tasu v sekvenci CPMG pii teplote 273K. Z grafu je patrné, Se pri této
teploté jist neni ddna zdvislost.
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Graf 8: zdvislost spektrilnich intenzit ubliksi C2,C6 na poctu ech pri riigmych echo-casech pri teploté
223K. Fit rovnici 34.

Teplota 233K

T .. = 20ms
techo [MS] I C2,C6
0,2 1,53
0,4 1,30
0,6 1,20
0,8 1,09
1,0 0,96
1,2 0,90
1,6 0,81
2,5 0,82
5,0 0,57
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T .. = 30ms

teo [Ms] |1 C2,C6
0,2 2,45
0,3 2,45
0,4 2,20
0,6 1,84
0,8 1,59
1,0 1,30
1,2 1,18
1,5 1,06
1,8 0,93

Tabulka 15: zdvislost spektralnich intenzit piku C2, C6 na proménném echo-lase pri dyou
hodnotdch sméSovaciho casn.

Peak amplitude

- 200
150
100

1 50

echo-time [ms ] number of echos

Graf 9: zdvislost spektrilnich intenzit nhliksi C2,C6 na poctu ech pri rigmych echo-casech pri teploté
233K. Fit rovnici 34. Cdra diagondini na fity intenzit v tabulce 16 vznikla nafitovanim intenzit pri
nemeénném echo-case 0,8 ms 3 méreni R, sekvenci CPMG (vig. kap. 5.3 a 8.3).
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Teplota 243K:

T,... = 20ms

techo [MS] | C2,C6
0,2 2,29

0,4 2,10

0,6 1,97

1 1,83

1,6 1,44

3,2 1,08

6,4 0,45
12,6 0,09

Tabulka 16: zavislost spektrilnich intenzit pikn C2, C6 na proménném echo-case pri jedné
hodnoté sméSovaciho Casn.

[
L

Peak amplitude

(3]
L

- 300
200

100

echo-time [ ms | number of echos

Graf 10: zdvislost spektrilnich intenzit ubliki C2,C6 na poitn ech pri rignych echo-Casech pri
teploté 243K. Fit rovnici 34. Dalsi ira vinikla nafitovanim intenzit pri nemeénném echo-case 0,8 ms
g méveni R, sekvenci CPMG (viz. kap. 5.3 a 8.3).
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Teplota 253K:

T, = 20ms
techo [MS] | C2,C6
0,2 2,10
0,3 2,13
0,4 2,11
0,6 1,92
0,8 2,06
1,0 1,96
1,2 2,04
1,6 2,06
2,5 2,03
5,0 1,99
T, = 30ms
techo [MS] | C2,C6
0,2 1,95
0,3 1,88
0,4 1,81
0,6 1,74
0,8 1,85
1,0 1,74
1,2 1,83
1,5 1,73
1,8 1,67
2,5 1,81
3,7 1,78
7,5 1,76

Tabulka 17: zdvislost spektrilnich intenzit pikn C2, C6 na proménném echo-case pii dvou
hodnotach sméSovaciho casu.

Teplota 263K

T,...= 20ms
techo [MS] | C2,C6
0,2 2,88
0,4 2,83
0,6 2,85
1,2 2,57
2,4 2,42
4,8 1,99
9,4 1,37
18,8 0,67
37,6 0,14
75 0,05
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Tmix = 30 ms

techo [mS] [ C2,C6
02 2,49
03 2,57
04 2,63
058 247
0.8 2,59

Tabulka 18: zdivislost spektrilnich intenzit pikn C2, C6 na proménném echo-case pii dvon
hodnotdich sméSovaciho casn.

2
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- 150
100
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Graf 11: zdvislost spektrdlnich intenzit ublikii C2,C6 na poitn ech pii rigmych echo-casech pri
teplote 253K. Fit rovnici 34.

50



Peak amplitude
[$+]
i

200
150

100
0.6 .

echo-time [ms ] number of echos

Graf 12: zivislost spektrilnich intenzit ubliki C2,C6 na poitn ech pri riznych echo-Casech pri
teplote 263K. Fit rovnici 34.
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Grdf 13: zdvislost spektrilnich intenzit ubliki C2,C6 na poctn ech pri riznych echo-Casech pri
teplote 273K. Fit rovnici 34.
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Teplota 283K:

Chemicka vyména byla vyhodnocena z méfeni relaxacni rychlosti R, sekvenci CPMG

pii neménné hodnoté¢ echo-¢asu £, = 0,8 ms.

1.8

£ L e
[ N o
] | |

Peak amplitude

—
|

0.6=

0.4 T T T E — T é T
400 600 800 1000 1200 1400 -

number of echos

Graf 14: zivislost spektralnich intenzit ublikii C2,C6 na poitu ech prs jedné hodnoté echo-casn pri
teploté 283K. Fit rovnici 34.
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Teplota 293K

Chemicka vyména byla vyhodnocena z méfeni relaxacni rychlosti R, sekvenci CPMG

pii neménné hodnoté¢ echo-¢asu £, = 0,8 ms.

e = =
+ [ [=2]
1 1

o
]
1

Peak amplitude

0 a i ' i !
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
number of echos

Graf 15: zdvislost spektralnich intenzit ublikii C2,C6 na poitu ech prs jedné hodnoté echo-casn pri
teploté 293K. Fit rovnici 34.
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Teplota 303K:

techo[mS] 0,2 08
C1 3358 | 3,497
C2,C6 | 1,629 | 1,763
C3C5 | 0512 | 0522
G4 0499 | 0548

Tabulka 19: zdvislost relaxacni rychlosti Ro na dvou hodnotich echo-asu pro vsechna jddra
thiakalix|4 |arenn.

Peak amplitude

[\S]
L

16

1.4 7

02

‘ 4000
3000 6000

echo-time [ ms ] number of echos

Grdf 16: zdvislost spektrilnich intenzit ubliksn C2,C6 na poctu ech pri 2 rignych echo-Casech pri
teploté 303K. Fit rovnici 34.
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Teplota 313K:

T .. = 100ms
techo[ms] |1 C2,C6
0,2 1,98
0,4 2,07
0,6 1,91
0,8 2,06
1,2 2,02
1,6 2,01

Tabulka 20: zavislost spektrilnich intenzit pikn C2, C6 na proménném echo-tase pri jedné
hodnoté smésovacibo Casu.

Peak amplitude

2000 10000

15

000 0%

2000

echo-time[ms ] number of echos

Graf 17: zdvislost spektrilnich intenzit ubliki C2,C6 na poitn ech pri riznych echo-Casech pri
teploté 313K, Fit rovnici 34. Dalsi ldra vznikla nafitovinim intenzit pri neménném echo-case 0,8 ms
g méveni R, sekvenci CPMG (viz. kap. 5.3 a 8.3).
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10.2. STANOVENI PARAMETRU CHEMICKE VYMENY

Parametry obsazené v rovnici 34 byly uréeny pomoci programu MATLAB 6.5.
Protoze se jedna o symetrickou chemickou vyménu, jsou populace obou stavt stejné (p, =
s =0,5). Pro relaxa¢ni rychlost bez chemické vymény R”P"“* byla pouzita prevricena

hodnota relaxa¢ni doby T,,,, vypocitand v kapitole 9.2. (tab. 14). Dalsi dva parametry,

rozdil chemickych posuni (dw) a korelacni c¢as chemické vymény (z,), byly urceny
fitovanim naméfené zavislosti pro teploty od 223 K do 243 K. Pii vyssich teplotach je jiz
chemicka vyména piili§ rychld a pfi méfeni nemohl byt zachycen pocitecni narist

spektralnich intenzit pfi dostatecné malém 7

e Nameéfené hodnoty R, lezi zejména
v oblasti, kde je jiz zavislost na ¢, prakticky konstantn{ a proto nelze nezavisle stanovit oba
parametry dw a 7. Pro vypocet byla pouzita hodnota Aw = 134,41 Hz odhadnuta jako
pramér vysledkt pii teplotach 223 — 243K. Rychlostni konstanty chemické vymeény £, byly
uréeny z 7, podle vztahu 35. Nafitované zavislosti spektralni intenzity na celkovém

smeésovacim casu £, jsou znazornény v grafech 8 - 17. Vysledné parametry Adw a 7,.a £ (£

= k,./2) jsou uvedeny v tabulce 21.

relativni relativni
chyba Aw chyba 7,
T K] Aw [HZ] [%] Tox [11S] [%] ks
223 131,0 1,6 688 8,9 727
233 133,9 0,6 293 8,7 1706
243 138,3 1,7 112 6,8 4464
253 134,42 48 12,3 10417
263 134,4° 27,3 4,5 18315
273 134,42 13,39 2,4 37341
283 134,42 7,304 2,9 68456
293 134,4° 3,916 5,3 127681
303 134,42 1,9799 4,8 252538
313 134,42 1,0626 7.1 470544

Tabulka 21: 1ypocitané parametry chemické vimény Aw, T, a rychlostni konstanta chemické reakce
k. zafixovand hodnota Aw.

Porovnanim zméfeného stépeni piku C2,C6, tedy hodnoty rozdilu chemickych posuni
pro jadra C2 a C6 odectené piimo ze spektra, s vypoctenou hodnotou A® se presvédcime

o shod¢ vypoctenych a skute¢nych hodnot. Hodnota odectena ze spektra pro teplotu 203K
1193K je 128,3Hz.
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10.3. TEPLOTNI ZAVISLOST A AKTIVACNI
PARAMETRY PREKLOPENI POLE VODIKOVYCH
VAZEB

V grafu 18 je znazornéna naméfena zavislost rychlostni konstanty chemické reakce k na
teploté. Z rovnic 30, 31 byly pomoci programu MATLAB 6 urceny aktivacni parametry
chemické vymény zpusobené zménou orientace vodikovych vazeb na spodnim okraji
molekuly. Vysledné hodnoty volné aktivacni energie AG jsou v zavislosti na teploté
uvedeny v tabulce 24. Pfesnost jejich urceni je £0,1 kJ/mol. Hodnoty aktivacni entropie

AS a aktivaéni entalpie AH jsou:

AS =138 £ 2.4 ] K" mol'

AH = 38,9 + 0,7 kJ.mol".

10°¢ E

| | 1 | 1 Il 1
220 240 260 280 300 320
Temperature [K]

Graf 18: Zaivislost rychlostni konstanty k prevraceni smérn pole vodikovych vazeb na teploté.
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AG

T [K] [kJ/mol]
223 42,0
233 422
243 423
253 425
263 42,6
273 42,8
283 42,9
293 431
303 432
313 434

Tabulka 22: Vyisledky urieni volné aktivacni energie AG chemické vimeény 3piisobené zménon orientace
vodikovych vazeb na spodnin okraji molekuly v gdvislosti na teploté.

Aktivacni energie a entropie jsou parametry tranzitniho stavu mezi reaktanty a
produkty. Je to potencidlové maximum mezi stavy reaktantu a produktu. Rychlost

pfechodu je dana velikostf bariéry .

Ziskané volné aktivaéni energie 42,0 — 43,4 kJ.mol " pro pieklopeni pole vodikovych
vazeb jsou pomérné vysoké, coz kvalitativné odpovida i vysokému chemickému posunu 'H
rezonance OH skupiny (9,6 ppm). Piispévek kooperativity je mozné odhadnout z hodnoty
volné aktivacni energie pfipadajici na jednu vazbu pole — 10,5 — 10,9 kj.mol’l.

Vypocditana aktiva¢ni entalpie 38,9 kJ/mol a aktivacni entropie - 13,8 ].mol"1.I(']

popisuji entalpicky fizenou reakci.
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11. SROVNANI{ S KALIX[4]ARENEM

'H spektra thiakalix[4]arenu a kalix[4]arenu ukazuji, Ze vodfkové mustky

v thiakalix[4]arenu jsou slabsi (¢ara OH skupiny ma mens{ chemicky posun).

H3,5
OH
H4
H3,5
OH
H4
I 1I;I.5 1EI‘.IJ 9.|5 9!0 B.‘S B.IIJ 7|.5 7!0 ppm

Obrdzek 15: "H spektrum thiakalix[4]arenu (nahore) v porovndni s 'H spektrem kalix[4]arenn pri
293K.

Relaxac¢ni casy thiakalix[4]arenu pro jednotliva jadra jsou ve srovnani s relaxacnimi
Casy kalix[4]arenu pii stejnych teplotach (viz. [21]) del$i a to jak u podélné, tak u piicné
relaxace. Jinymi slovy thiakalix|[4]aren relaxuje pomaleji, tedy navracen{ spint jednotlivych
jader do stacionarniho stavu je pomalejsi. Zaroven ve srovnani NOE v kalix[4]arenu a
thiakalix[4]arenu si muzeme vSimnout, ze pifspévek DD interakce pro jadra bez piimo
vazanych vodika je téméf stejna, pouze pro jadra s pfimo vazanym vodikem je podil DD

interakce a CSA thiakalix[4]arenu vétsi.

Rotaéni korelacni Cas kalix[4]arenu [21] je ve srovnani s thiakalix[4]arenem mens,
jak je vidét z grafu 19. Znamena to, Zze se molekula kalixarenu celkové hybe (anizotropné
rotuje) rychleji a vice. Tento fakt je jisté podpofen tim, Ze molekula kalixarenu je mensi a

leh¢i (viz. obrazek 16 a tabulka 23).
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Graf 19: porovnini rotainich korelacnich lasii moleknl  thiakalix[4]arenn (oznaceno —S-) a

kalix|4]arenu (oznaceno —CHo-).

Obrazek 16: srovndni prostorové struktury kalixc/4]arenu a thiakalix[4]arenn.

O — O vzdalenost | O-H-O vazebny thel | 'H chemicky posun
Thiakalix|[4]aren 2749 pm 152,1° 9,6 ppm
Kalix[4]aren 264,7 pm 164,5° 10,2 ppm
Tabulka 23:
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Aktivaén{ parametry kalix[4]arenu byly stanoveny nasledovné [21]:

7, = 26 fs (£ 10 fs)

E,= 21 kJ.mol” (£ 1 kJ.mol™).

Je vidét, ze pfedexponencidlni faktor je podle ocekavani také krat$i ve srovnani
s thiakalixarenem, ale aktivacni energie pohybu je vyssi. Otevienou otazkou zistava duvod.
Je tento rozdil zptsoben vnitinim pohybem molekul ¢ pifpadnou komplexaci nebo
odlisnou interakei kalix[4]arenu s rozpoustédlem, ktera zptsobi zpomaleni jeho pohybu?

Je tfeba uvazit, ze model isotropni rotacni diftze, ktery byl pro chovani molekuly
v této diplomové praci aplikovan, uvazuje jen jeden druh isotropniho pohybu. Pokud by
vsak v molekule dochazelo k dal§imu nezavislému pohybu, pouziti tohoto modelu by
ukazalo jen jakési stfedni hodnoty vSech pohybt dohromady. O tom, jestli je v molekule
néjaky vnitini pohyb bychom se mohli presvédcit méfenim relaxaci pfi riznych hodnotach

magnetickych polich, tedy v odlisnych piistrojich.

Pro kalix[4]aren byly urceny volné aktivacni energie 44,8 — 47,7 kJ/mol pro
pieklopeni pole vodikovych vazeb v teplotnim rozsahu 221,2 — 303,7 K. Jsou o 2 — 4
kJ/mol vyssi nez v thiakalix[4]arenu. Tento fakt miZze souviset s ponékud odlisnou
geometrif — v kalix[4]arenu jsou vodikové vazby asi o 10 pm kratsi a vazebny uhel asi o 12°
veétsi. V kalix[4]arenu jsou tedy vodikové vazby silnéjsi a na jejich rozbiti je tieba veétsi
energie nez v thiakalix[4]arenu.

Hodnoty aktivacni entropie A5 a aktivacni entalpie AH pro kalix[4]aren jsou [21]:

AS = -35 J.K .mol" (+ 3 J.K".mol")

AH = 36,8 k].mol " (+ 0,8 kJ.mol ™).

Vidime, ze zatimco rozdil entalpie je pro kalix[4]aren viéi thiakalix[4]arenu velmi
podobny, rozdil entropie pieklopeni sméru vodikovych vazeb je u thiakalix[4]arenu

podstatné nizsi (-13,8 J.K.mol ™).

Do soucasné doby byla kooperativa vodikovych vazeb v thiakalixarenech zkoumana
pouze pro fosfaty a thiofosfaty thiakalix[6]arenu [18]. Ve srovnani s touto praci je piispévek
kooperativity jednotlivych vodikovych vazeb v thiakalix[4]arenu vy$si o zhruba o 1 — 2
kJ/mol.
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ZAVER

Bylo prostudovano dynamické chovan{ molekuly thiakalix[4]arenu v nepolarnim
rozpoustédle metodami spektroskopie NMR, zejména s vyuzitim teplotné zavislych méfeni
spinové relaxace. Byly zméfeny relaxa¢ni parametry jader °C, podélné relaxacni doby T,
pticné relaxacni doby T), a zesileni NMR signalu vlivem nuklearnfho Overhauserova efektu
(NOE) pfi ozatovan{ jader 'H.

Za predpokladu isotropni rotacni difuze byl stanoven korela¢ni ¢as molekularniho
rota¢niho pohybu v rozmezi 0,07 — 1,9 ns. Jeho teplotni zavislost ma arrheniovsky tvar s
aktivacni energif 17,7 kJ.mol .

Bylo zjisténo, ze pricna relaxace jader C3, C5 a zejména C2, C6 je signifikantné
urychlena piispévkem chemické vymény. Zdrojem této vimeény je zména sméru
cirkularniho pole ¢tyf vodikovych vazeb na dolnim okraji thiakalix[4]arenové molekuly.
Méfenim zavislosti spektralni hustoty signalu C2, C6 na proménném echo-casu v pulzni
sekvenci CPMG byly ziskany rychlostni konstanty této konformacéni vymény 727 — 470,5 x
10’ s v rozsahu teplot 223 — 313 K. Charakteristicky korela¢nf ¢as tohoto piechodu je 1 —
688 s. Byly stanoveny aktivaén{ parametry reakce — aktiva¢ni entalpie (38,9 kJ.mol ") a
aktiva¢n{ entropie (-13,8 J.mol . K™).

Metodami NMR spektroskopie tak byly charakterizovany dva druhy molekuldrntho
pohybu thiakalix[4]arenu.

Ziskané vysledky byly porovnany s pfibuznymi molekuldrnimi systémy, zejména
s molekulou kalix[4]arenu. Bylo zjisténo, ze stabilita pole vodikovych vazeb v

thiakalix[4]arenu je zhruba o 2-4 kJ/mol na jednu vazbu nizsi.
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