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Studijńı program: Fyzika
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byla pozornost věnována dvěma protonovaným
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Počet stran 70
Jazyk český
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3.3 Rozpustnost v r̊uzných rozpouštědlech . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
3.4 Ramanova spektra . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
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6
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Úvod

Ramanova optická aktivita (ROA) je perspektivńı analytická technika, která poskytuje
informace o prostorovém uspořádáńı a dynamickém chováńı chirálńıch látek v roztoku.
Důležitá je předevš́ım pro farmaceutický pr̊umysl, protože u většiny chirálńıch látek má
léčivé účinky pouze jeden z enantiomer̊u. ROA byla využita ke studiu r̊uzných biomo-
lekul jako jsou např́ıklad proteiny, peptidy, cukry, nukleové kyseliny nebo viry. Jejich
spektra byla interpretována na základě empirických zkušenost́ı i ab initio výpočt̊u.

Do ab initio výpočt̊u je často nutné zahrnout model rozpouštědla, č́ımž se výpočet
přibližuje reálné situaci. Působeńım rozpouštědla na zkoumanou molekulu může doj́ıt
ke změně konformace molekuly, což se promı́tne do výsledných Ramanových a ROA
spekter. Jsou na výběr dva modely rozpouštědla - implicitńı a explicitńı. Implicitńı
modely nejsou tak časově náročné jako explicitńı, pro složitěǰśı molekuly ale nemuśı
dávat přesné výsledky.

Kyselina askorbová neboli vitamin C je z biologického hlediska velmi d̊uležitá mole-
kula. Lidský organismus si vitamin C nedokáže sám syntetizovat, źıskává se z potravy.
Je to významný antioxidant, přisṕıvá k normálńı činnosti nervové soustavy, imunitńıho
systému a pod́ıĺı se na tvorbě hormon̊u nebo kolagenu. Kyselina askorbová se vysky-
tuje při ńızkém pH. Při fyziologickém (neutrálńım) pH se vyskytuje častěji sodná s̊ul
kyseliny askorbové.

Hlavńım ćılem této diplomové práce je studium konformace kyseliny askorbové
(vitaminu C) a jej́ı sodné soli a interakce s rozpouštědlem. Kyselina askorbová byla
již s pomoćı Ramanovy spektroskopie zkoumána, avšak nebylo dosaženo uspokojivé
shody teorie s experimentem. V této práci je rozš́ı̌reno studium pomoćı Ramanovy
spektroskopie o jej́ı chiroptickou variantu - Ramanovu optickou aktivitu, která může
přinést dodatečné cenné informace.

Tato diplomová práce je rozdělena do šesti kapitol. V prvńı kapitole je popsána
teorie Ramanovy optické aktivity, základy kvantové chemie a ab initio výpočetńı me-
tody, které se využ́ıvaj́ı pro simulace Ramanových a ROA spekter. Ve druhé kapitole je
popsána experimentálńı sestava ROA spektrometru. Třet́ı kapitola je věnována kyselině
askorbové. Ve čtvrté kapitole jsou uvedeny ćıle této práce. Poté následuje kapitola o me-
todice. Jsou v ńı popsány výpočty Ramanových a ROA spekter, realizace experimentu
a popsané titračńı měřeńı. Šestá kapitola je věnována výsledk̊um této diplomové práce.
Je rozdělena na tři části, zvlášt’ jsou uvedeny výsledky titračńıho měřeńı, výsledky pro
kyselinu askorbovou a askorbát sodný. V podkapitolách věnovaných kyselině askor-
bové a askorbátu sodnému je uvedena analýza torzńıch úhl̊u a porovnáńı naměřených
a vypočtených spekter ve vodě a v metanolu. Je uvedeno i přǐrazeńı vibraćı jednotlivým
spektrálńım pás̊um. V závěru jsou shrnuty dosažené výsledky.
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Kapitola 1

Teorie simulaćı spekter ROA

1.1 Raman̊uv rozptyl

Po dopadu elektromagnetického zářeńı o vlnové délce λ0 na vzorek může doj́ıt kromě
pr̊uchodu, absorpce a odrazu zářeńı také k jeho rozptylu. U Rayleighova rozptylu ne-
docháźı ke změně vlnové délky, jedná se o elastický rozptyl. U Ramanova rozptylu, který
je neelastický, se vlnové délky dopadaj́ıćıho a rozptýleného zářeńı lǐśı. Podle toho, zda
je vlnová délka rozptýleného zářeńı deľśı, resp. kratš́ı jako p̊uvodńı, mluv́ıme o Sto-
kesově, respektive anti-Stokesově přechodu. Výraz 1.1 vyjadřuje rozd́ıl převrácených
hodnot vlnových délek dopadaj́ıćıho a rozptýleného zářeńı, tedy rozd́ıl vlnočt̊u, který
se označuje jako Raman̊uv posuv.

∆ν̃ = ν̃0 − ν̃sc =
1

λ0
− 1

λsc
(1.1)

Raman̊uv posuv odpov́ıdá vibračńı frekvenci molekuly. Dı́ky tomu lze popsat a
identifikovat molekulu ve zkoumaném vzorku.

Přibližně 1/1000 intenzity dopadaj́ıćıho zářeńı se rozptýĺı, přičemž 1/1000 z tohoto
rozptýleného zářeńı je rozptýlena nepružně. Z tohoto d̊uvodu je vhodné pro měřeńı
Ramanových spekter využ́ıt jako zdroj zářeńı laser, který může dosahovat vysokých
výkon̊u. [1, 2]

1.2 Ramanova optická aktivita

Ramanova optická aktivita, zkráceně ROA, patř́ı stejně jako Raman̊uv rozptyl k tech-
nikám vibračńı spektroskopie. Byla teoreticky předpovězena v roce 1969 prof. Atkinsem
a Barronem [3]. Těm se pomoćı výpočt̊u na základě polarizačńıch vlastnost́ı Raylei-
ghova a Ramanova rozptylu podařilo ukázat, že ve světle rozptýleném chirálńımi mo-
lekulami je obsažena malá složka s kruhovou polarizaćı. ROA je definována jako rozd́ıl
intenzity Ramanova rozptylu mezi pravotočivě a levotočivě kruhově polarizovaným do-
padaj́ıćım nebo rozptýleným zářeńım.

Chirálńı molekuly jsou opticky aktivńı, maj́ı schopnost stáčet rovinu polarizovaného
světla. Z hlediska prvk̊u symetrie tyto molekuly nemaj́ı střed symetrie, rovinu zrcadleńı
ani rotačně-reflexńı osu. Chirálńı molekula se vyskytuje ve dvou prostorových formách,
kdy jedna je zrcadlovým obrazem druhé, ale nelze molekulu s jej́ım zrcadlovým obra-
zem ztotožnit. Molekula a jej́ı zrcadlový obraz se pak nazývaj́ı enantiomery. Přestože
jsou oba enantiomery tvořeny stejnými prvky, mohou mı́t odlǐsné chemické a optické
vlastnosti. Pokud je chemický vzorek složen z obou enantiomer̊u ve stejném poměru,
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nazývá se tato směs racemická. Pokud je ale složen z pouze jednoho enantiomeru,
mluv́ıme o enantiomericky (opticky) čisté směsi.

Výsledkem měřeńı ROA jsou dvě spektra - Ramanovo (sumárńı) spektrum, které
je dáno součtem intenzit Ramanova rozptylu a ROA (diferenčńı) spektrum, které je
dáno rozd́ılem intenzit Ramanova rozptylu pro I(R) a I(L). Poměr těchto signál̊u se
označuje jako diferenčńı cirkulárńı intezita

∆ =
I(R)− I(L)

I(R) + I(L)
, (1.2)

kde I(R), resp. I(L) je intenzita Ramanova rozptylu pro pravotočivě, resp. levotočivě
kruhově polarizované zářeńı. Tento poměr nabývá hodnot 10-3 - 10-6. Ramanova optická
aktivita je tedy ještě mnohem slabš́ı jev než Raman̊uv rozptyl. [4, 5]

1.3 Teorie Ramanovy optické aktivity

Pokud je energie dopadaj́ıćıho zářeńı dostatečně vzdálená od energie absorpčńıch přecho-
d̊u, lze využ́ıt pro popis intenzit Ramanova rozptylu tzv. nerezonančńı aproximaci. V
této aproximaci jsou tenzory polarizovatelnosti ααβ a elektrické kvadrupólové tenzory
Aα,βγ reálné, magnetický dipólový tenzor optické aktivity G’αβ ryze imaginárńı. Lze je
zapsat ve tvaru

ααβ =
2

ℏ
∑
j ̸=n

ωjn

ω2
jn − ω2

0

Re
(
⟨n|µ̃α|j⟩⟨j|µ̃β|n⟩

)
, (1.3)

Aα,βγ =
2

ℏ
∑
j ̸=n

ωjn

ω2
jn − ω2

0

Re
(
⟨n|µ̃α|j⟩⟨j|θ̃βγ|n⟩

)
, (1.4)

G′
αβ = −2

ℏ
∑
j ̸=n

ω0

ω2
jn − ω2

0

Im
(
⟨n|µ̃α|j⟩⟨j|m̃β|n⟩

)
, (1.5)

kde ωjn = ωj - ωn je úhlová frekvence odpov́ıdaj́ıćı přechodu mezi počátečńım stavem j a
koncovým stavem n, ω0 úhlová frekvence dopadaj́ıćıho zářeńı a ℏ redukovaná Planckova
konstanta.

Operátory elektrického dipólového momentu µ̃α, magnetického dipólového momentu
m̃α a elektrického kvadrupólového momentu θ̃βγ jsou definovány jako

µ̃α =
∑
k

ekrkα, (1.6)

m̃α =
1

2

∑
k

ek
mk

εαβγrkβpkγ, (1.7)

θ̃βγ =
1

2

∑
k

ek(3rkαrkβ − r2kδαβ), (1.8)

kde r je polohový vektor, p moment hybnosti, e náboj částice a m jej́ı hmotnost.
V nerezonančńı aproximaci plat́ı následuj́ıćı tenzorové invarianty
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β(α)2 =
1

2
(3ααβααβ − ααααββ), (1.9)

β(G′)2 =
1

2
(3ααβG

′
αβ − αααG

′
ββ), (1.10)

β(A)2 =
1

2
ω0ααβεαγδAγ,δβ, (1.11)

α =
1

3
ααα, (1.12)

G′ =
1

3
G′

αα. (1.13)

Intenzitu pro Raman̊uv rozptyl a ROA lze pomoćı těchto invariant̊u vyjádřit jako

I(R) + I(L) = 4K
[
D1α

2 +D2β(α)
2
]
, (1.14)

I(R)− I(L) =
8K

c

[
D3αG

′ +D4β(G
′)2 +D5β(A)

2
]
, (1.15)

kde K je konstanta, c rychlost světla a D1 - D5 souviśı s geometríı a modulačńım
schématem experimentu. Modulačńı schéma experimentu může být např. ICP, SCP,
DCPI nebo DCPII. V modulačńım schématu ICP (incident circular polarization) je
dopadaj́ıćı zářeńı kruhově polarizované. Modulačńı schéma SCP (scattered circular
polarization) zaznamenává intenzitu pravotočivě a levotočivě kruhově polarizované
složky v rozptýleném zářeńı současně. V tomto modulačńım schématu je dopadaj́ıćı
zářeńı nejčastěji nepolarizované. Daľśım modulačńım schématem je DCP (dual circu-
lar polarization), kdy je dopadaj́ıćı zářeńı kruhově polarizované a v rozptýleném zářeńı
zaznamenáváme složku s kruhovou polarizaćı se stejným (DCPI), respektive opačným
(DCPII) smyslem kruhové polarizace. [4]

Hodnoty koeficient̊u D1 - D5 pro geometrii zpětného rozptylu a výše zmı́něná mo-
dulačńı schémata jsou uvedeny v tabulce č. 1.1 a vycháźı z článku [6].

Tabulka 1.1: Hodnoty koeficient̊u D1 - D5 v rovnićıch 1.14 a 1.15 pro geometrii zpětného
rozptylu a r̊uzná modulačńı schémata. Index ’u’ u modulačńıch schémat ICP a DCP
znamená nepolarizované dopadaj́ıćı zářeńı.

Modulačńı schéma D1 D2 D3 D4 D5

ICPu 45 7 0 12 4
SCPu 45 7 0 12 4
DCPI 0 6 0 12 4
DCPII 45 1 0 0 0

Z tabulky č. 1.1 vyplývá, že modulačńı schémata ICPu a SCPu dávaj́ı stejný Ra-
man̊uv signál, zat́ımco DCPI a DCPII poskytuj́ı rozd́ılná Ramanova spektra a jejich
součet je roven Ramanovu spektru pro SCPu/ICPu. Tato dvě modulačńı schémata
spolu s DCPI dávaj́ı stejný ROA signál, zat́ımco u DCPII je ROA signál teoreticky
nulový. [7]
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1.4 Základy kvantové chemie

1.4.1 Schrödingerova rovnice

Pro výpočty Ramanových a ROA spekter se využ́ıvaj́ı ab initio metody, které nume-
ricky řeš́ı stacionárńı Schrödingerovu rovnici

Ĥψ = Eψ, (1.16)

kde Ĥ je operátor energie Hamiltonián, E energie a ψ vlnová funkce. Hamiltonián
obsahuje silové interakce mezi elektrony a jádry a má následuj́ıćı tvar

Ĥ = T̂N + T̂e + V̂NN + V̂Ne + V̂ee, (1.17)

kde prvńı člen představuje operátor kinetické energie jader

T̂N =
∑
J

− ℏ2

2MJ

∆J , (1.18)

druhý je operátor kinetické energie elektron̊u

T̂e =
∑
i

− ℏ2

2me

∆i, (1.19)

třet́ı člen představuje coulombovské odpuzováńı mezi jádry

V̂NN =
1

4πε0

∑
J

∑
J ′>J

ZJZJ ′e2

|RJ −RJ ′ |
, (1.20)

čtvrtý coulombovské přitahováńı mezi jádry a elektrony

V̂Ne = − 1

4πε0

∑
J

∑
i

ZJe
2

|RJ − ri|
, (1.21)

a posledńı coulombovské odpuzováńı mezi elektrony

V̂ee =
1

4πε0

∑
i

∑
i′>i

e2

|ri − rr′|
. (1.22)

Ve výše uvedených vzorćıch je ∆ Laplace̊uv operátor, J č́ısluje jádro, i elektron, RJ

polohový vektor pro jádro, ri polohový vektor pro elektron, ZJ protonové č́ıslo jádra, ℏ
redukovaná Planckova konstanta, ε0 permitivita vakua, e elementárńı náboj, me hmot-
nost elektronu a MJ hmotnost jádra. [8, 9]

1.4.2 Born-Oppenheimerova aproximace

Podstatou Born-Oppenheimerovy aproximace je odděleńı pohybu atomových jader od
pohybu elektron̊u. Hmotnost atomových jader je přibližně 1800krát větš́ı než hmotnost
elektron̊u, č́ımž je zp̊usoben také výrazně pomaleǰśı pohyb jader oproti elektron̊um.
Při splněńı podmı́nky me << MJ lze pohyb jader zanedbat a dále řešit elektronovou
Schrödingerovu rovnici

Ĥelψel = Eelψel, (1.23)
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ve které vystupuje elektronová vlnová funkce ψel, elektronová energie Eel a elektronový
Hamiltonián

Ĥel = T̂e + V̂NN + V̂Ne + V̂ee. (1.24)

V Hamiltoniánu již nevystupuje operátor kinetické energie jader. Neznamená to ale,
že by Schrödingerova rovnice 1.23 na jádrech v̊ubec nezávisela. Výsledek je závislý
na jejich prostorovém uspořádáńı, závislost je tedy parametrická. Ze Schrödingerovy
rovnice 1.23 se pro dané geometrické uspořádáńı atomových jader vypoč́ıtá elektronová
energie Eel, se kterou se elektrony v molekule s daným uspořádáńım jader pohybuj́ı.

Závislost elektronové energie Eel na parametru, který souviśı s geometrickým uspořá-
dáńım atomových jader, např. na vazebném úhlu, se pro dvouatomové molekuly nazývá
křivka potenciálńı energie, pro v́ıceatomové molekuly plocha potenciálńı energie (PES).
Tato křivka nám dává informaci o tom, jaká hodnota daného parametru (např. vazebná
délka, vazebný nebo torzńı úhel) je pro molekulu nejvýhodněǰśı a zároveň nejpravděpo-
dobněǰśı. Je to hodnota v okoĺı lokálńıho minima potenciálńı energie. Źıskáme t́ım
představu o možných konformaćıch molekuly. [8, 9]

1.4.3 Harmonická aproximace a normálńı vibračńı módy

Atomová jádra mohou vykonávat r̊uzné typy pohybu - translaci, rotaci a vibraci. Pro
spektroskopii je zaj́ımavý předevš́ım vibračńı pohyb. S využit́ım Born-Oppenheimerovy
aproximace lze zapsat Schrödingerovu rovnici pro atomová jádra jako

(T̂N + Eel)χN = EχN , (1.25)

kde χN je vlnová funkce pro N-té atomové jádro, která popisuje translačńı, rotačńı a
vibračńı pohyb molekuly. Pomoćı Taylorova rozvoje lze vyjádřit závislost elektronové
energie Eel na vzdálenosti mezi jádry jako

Eel ≈ Eel(Re) +

(
dEel

dr

)
(r −Re) +

1

2

(
d2Eel

dr2

)
(r −Re)

2, (1.26)

kde Re je rovnovážná mezijaderná vzdálenost. Pokud zvoĺıme elektronovou energii v
rovnovážné poloze Eel(Re) rovnu nule, bude i druhý člen rozvoje (derivace elektro-
nové energie podle souřadnic), který se nazývá gradient, nulový a z̊ustane nám pouze
kvadratický člen. S využit́ım substitućı

k =

(
d2Eel

dr2

)
, (1.27)

x = r −Re, (1.28)

lze posledńı (kvadratický) člen Taylorova rozvoje 1.26 zapsat jako

Eel ≈
1

2

(
d2Eel

dr2

)
(r −Re)

2 =
1

2
kx2. (1.29)

Molekula s N atomovými jádry je popsána 3N kartézskými souřadnicemi (x1, y1, z1,
..., xN, yN, zN). Pro vibračńı pohyb zbývá 3N-6 souřadnic (pro lineárńı molekuly 3N-5),
protože 3 souřadnice se využij́ı na popis translace a daľśı 3 na popis rotace. S využit́ım
Taylorova rozvoje lze zapsat potenciálńı energii v okoĺı minima jako
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Eel =
1

2

N∑
i=1

N∑
j=1

∂2Eel

∂xi∂xj
xixj =

N∑
i=1

N∑
j=1

1

2
Hijxixj, (1.30)

kde matice druhých derivaćı

Hij =
∂2Eel

∂xi∂xj
(1.31)

se nazývá Hessova matice, Hessián nebo harmonické silové pole. V energetickém minimu
muśı být Hessián pozitivně definitńı, tzn. že jeho vlastńı č́ısla muśı být nezáporná.
Pokud nahrad́ıme kartézské souřadnice (x1, y1, z1, ..., xN, yN, zN) tzv. normálńımi
módy (q1, q2, ..., q3N-6) lze potenciálńı energii v harmonické aproximaci zapsat jako

Eel =
1

2

3N−6∑
i=1

∂2Eel

∂q2i
q2i . (1.32)

Hessián má tedy v normálńıch modech tvar

Hij =
∂2Eel

∂q2i
. (1.33)

Hamiltonián pro vibrace pak bude mı́t v normálńıch módech tvar

Ĥvib = −ℏ2

2

3N−6∑
i=1

∂2

∂q2i
+

1

2

3N−6∑
i=1

∂2Eel

∂q2i
q2i =

3N−6∑
i=1

ĥi(qi). (1.34)

Ze vztahu 1.34 lze vidět, že celkový Hamiltonián se dá źıskat jako součet Hamiltonián̊u
pro jednotlivé normálńı módy. Zavedeńım normálńıch mód̊u se zjednoduš́ı výpočet
harmonických frekvenćı, které lze źıskat diagonalizaćı Hessiánu.

Schrödingerova rovnice se tak bude moci řešit zvlášt’ pro jednotlivé normálńı módy

ĥiψi(qi) = Evibr,iψi(qi), (1.35)

a celková energie bude dána součtem energíı těchto normálńıch mód̊u, které jsou rovny
energíım harmonického oscilátoru

Evibr,i =

(
ni +

1

2

)
hνi, (1.36)

kde νi je frekvence i -té vibrace

νi =
1

2π

√
∂2Eel

∂q2i

m
. (1.37)

Nevýhodou harmonické aproximace je, že uvažuje ekvidistantńı vibračńı hladiny a
nepředpokládá rozštěpeńı chemických vazeb v molekule. Pro přesněǰśı popis by se
dal použ́ıt anharmonický Morseho oscilátor, kde se k sobě jednotlivé vibračńı hladiny
přibližuj́ı a při dosažeńı disociačńı energie se molekula rozštěṕı. [8, 9]
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1.5 Ab initio výpočetńı metody

Ab initio výpočetńı metody jsou kvantově-chemické výpočty, které numericky řeš́ı
Schrödingerovu rovnici. Název ab initio (z latinského

”
od počátku“) maj́ı tyto metody

proto, že k výpočt̊um je potřeba znát pouze základńı fyzikálńı konstanty. Schrödin-
gerova rovnice je řešena s využit́ım r̊uzných aproximaćı, kdy mezi nejznáměǰśı patř́ı
metoda Hartree-Fockova (HF) nebo metody založené na teorii elektronové hustoty
(DFT). [4, 8]

1.5.1 Teorie elektronové hustoty

V dnešńı době se většina kvantově-chemických výpočt̊u provád́ı s využit́ım metod
založených na teorii elektronové hustoty. Co se týče výpočetńı náročnosti, je tato me-
toda srovnatelná s Hartree-Fockovou metodou, výpočty jsou ale mnohem přesněǰśı.
Přesnost výpočt̊u je zp̊usobená zahrnut́ım korelačńı (výměnné) energie. Tato energie
je kvantovým jevem, vysvětluje se jako vzájemná korelace (ovlivňováńı) pohybu elek-
tron̊u. DFT nepracuje s vlnovou funkćı, ale s elektronovou hustotou (hustotou elek-
trostatického náboje)

ψ(x1,y1,z1,σ1,x2,...,zN ,σN) = ρ(x,y,z). (1.38)

Vlnová funkce je komplexńı a závislá na všech souřadnićıch a spinech částic v molekule,
zat́ımco elektronová hustota je závislá pouze na třech prostorových souřadnićıch, z
matematického hlediska je to tedy mnohem jednodušš́ı objekt.

Základem teorie DFT je Hohenberg-Kohn̊uv teorém, který ř́ıká, že vněǰśı potenciál
(potenciál vyjadřuj́ıćı v jakém vněǰśım poli se elektrony pohybuj́ı) je určen elektronovou
hustotou. Ze znalosti potenciálu lze dopoč́ıtat Hamiltonián, vlnovou funkci a energii.
Ty jsou jednoznačně určeny pouze elektronovou hustotou. Z toho plyne, že elektronová
energie je jednoznačným funkcionálem elektronové hustoty. Tvar funkcionálu popisuj́ı
Kohn-Shamovy rovnice.

Pro výpočty je na výběr velká škála DFT funkcionál̊u, které se lǐśı přesnost́ı a
výpočetńı náročnost́ı. Mezi nejznáměǰśı patř́ı hybridńı funkcionál B3LYP (Becke, Lee,
Yang, Paar), B3PW91 nebo čistý funkcionál BPW91 (Becke, Perdew, Wang).

Pro výpočty je také zapotřeb́ı zadat bázi atomových orbital̊u, která popisuje rozložeńı
elektron̊u kolem molekuly. Gaussovské orbitaly patř́ı mezi nejrozš́ı̌reněǰśı. Jsou to Sla-
terovy orbitaly (orbitaly vod́ıkového typu) aproximované několika gaussovskými funk-
cemi. Minimálńı báze je STO-3G, jedná se o orbital Slaterova typu, který je aproxi-
mován třemi gaussovskými funkcemi. Báze 6-311++G** je vhodná pro výpočty elek-
tromagnetických vlastnost́ı molekul, např. ROA a Ramanových spekter. Je doplněna
polarizačńımi funkcemi (označené *) a difúzńımi funkcemi (označené +) jak pro těžké
atomy, tak i vod́ık. [8, 9]

1.5.2 Modely rozpouštědla

Do výpočtu je d̊uležité zahrnout i rozpouštědlo, protože p̊usobeńım molekul rozpouštědla
na zkoumanou molekulu může doj́ıt ke změně konformace molekuly, což se promı́tne do
výsledných Ramanových a ROA spekter. Rozpouštědlo je možné zahrnout implicitně
nebo explicitně, př́ıpadně kombinaćı oboj́ıho.

V implicitńım modelu se rozpouštědlo aproximuje kontinuem, zpravidla dielek-
trikem, které je definováno permitivitou. Prvńım takovým modelem byl Onsager̊uv

15



model, kde byla molekula nahrazena bodovým dipólem a uzavřena do kulové dutiny.
Rozpouštědlo, charakterizované permitivitou, se nacházelo vně této dutiny. Přesněǰśı
modely uvažuj́ı vzájemné p̊usobeńı rozpouštědla a studované molekuly. Studovaná mo-
lekula polarizuje obklopuj́ıćı rozpouštědlo, to na něj zpětně p̊usob́ı a vzniká tzv. reakčńı
pole. V těchto modelech se nav́ıc přesněji modeluje tvar kavity, ve které je molekula
uzavřena. Pro výpočet reakčńıho pole se kavita rozděĺı na malé plošky, na které jsou
umı́stěny povrchové náboje. Tyto modely se nazývaj́ı PCM (polarizable continuum mo-
dels). V COSMO modelu (conductor-like continuum solvent model) neńı rozpouštědlo
aproximováno dielektrikem, ale dokonalým vodičem. Jeho implementaćı na model PCM
vznikl CPCM model (conductor-like PCM).

V explicitńım modelu je studovaná molekula obalena několika molekulami roz-
pouštědla. S takto zahrnutým rozpouštědlem jsou výpočty časově náročněǰśı, zato
přesněǰśı. Může se zde projevit změna prostorového uspořádáńı molekuly vlivem př́ımého
p̊usobeńı molekul rozpouštědla nebo dokonce vznik vod́ıkové vazby.

Oba dva zp̊usoby zahrnut́ı rozpouštědla se daj́ı kombinovat tak, že se studovaná
molekula obalená několika molekulami rozpouštědla uzavře do dielektrické dutiny. [8,
9, 10]

1.5.3 Molekulová dynamika

K prozkoumáńı konformačńıho prostoru v čase se využ́ıvá klasická molekulová dyna-
mika (MD), která je založena na numerickém řešeńı Newtonových pohybových rovnic

#»

Fi = mi
#»ai (1.39)

pro každou částici i v systému. Śıla F i , která p̊usob́ı na i -tou částici, se spočte jako
derivace potenciálńı energie, kterou lze zapsat jako

E =
∑
vazby

1

2
kbondi (ri − r0)

2 +
∑
uhly

1

2
kangi (Θi −Θ0)

2 +
∑
torze

1

2
Adih

i [1 + cos(niϕi + δi)]+

+
∑
i

∑
j ̸=i

1

4πε

qiqj
Rij

+
∑
i

∑
j ̸=i

4εij

[(
σij
Rij

)12

−
(
σij
Rij

)6
]
+
∑
oopl

koopi s2i , (1.40)

kde prvńı dva členy představuj́ı harmonický potenciál, který popisuje změny energie při
změně délek vazeb a deformaci vazebných úhl̊u, třet́ı popisuje změny energie spojené se
změnou torzńıho (dihedrálńıho) úhlu, čtvrtý člen představuje Coulombovskou interakci,
pátý Lennard-Jones̊uv potenciál (obsahuje odpudivou a přitažlivou śılu mezi atomy) a
posledńı je potenciál pro odchylky od roviny.

Parametry silového pole lze źıskat ab initio výpočty nebo z programů, které umožňuj́ı
provádět MD simulace, jako je např. TINKER nebo AMBER. [7, 8, 9]

1.6 Základńı postup výpočtu

Výpočty prob́ıhaj́ı v několika kroćıch. Je potřeba zoptimalizovat geometrii molekuly,
vypoč́ıtat silové pole, vibračńı frekvence a spektrálńı intenzity.
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1.6.1 Optimalizace

Prvńım krokem při výpočtech Ramanových a ROA spekter je optimalizace geometrie
dané molekuly. Při optimalizaci geometrie je hledáno lokálńı minimum na potenciálńı
energetické ploše (PES). Potenciálńı energie molekuly se měńı v závislosti na změnách
struktury molekuly (např. při změně vazebné délky, vazebného či torzńıho úhlu). V mi-
nimu energie je gradient energie nulový a Hessián (1.31, 1.33) pozitivně definitńı. Při
minimalizaci energie je d̊uležitá volba souřadného systému. Ukázalo se, že kartézský
souřadný systém pro výpočty neńı většinou př́ılǐs vhodný a vhodněǰśı je kvantově che-
mické výpočty provádět za využit́ı redundantńıch vnitřńıch souřadnic. [11, 12] Opti-
malizace geometrie za využit́ı vnitřńıch redundantńıch souřadnic je implementována
v programu Gaussian 16. Je vhodná předevš́ım pro systémy s kovalentńı vazbou. Pro
slabě vázané skupiny molekuly je konvergence optimalizace špatná kv̊uli numerickým
nestabilitám, které jsou zp̊usobeny velkým počtem násobeńı matic při přechodu mezi
kartézskými a redundantńımi souřadnicemi. Pro tyto systémy je vhodnou volbou op-
timalizace v normálńıch modech, která je implementovaná v programu QGRAD [13].
Nı́zkofrekvenčńı módy odpov́ıdaj́ıćı torzńım pohyb̊um molekuly a př́ıpadně interakci s
molekulami rozpouštědla jsou fixovány, zat́ımco spektroskopicky d̊uležité módy (stret-
ching a bending) mohou relaxovat. Podrobněǰśı popis této metody a jej́ı výhody lze
nalézt např. v článku [14]. Optimalizace v normálńıch modech byla využita pro klastry
kyseliny askorbové a askorbátu sodného s explicitńımi molekulami vody. [7]

1.6.2 Výpočet silového pole

Silové pole je matice druhých derivaćı energie podle souřadnic atomových jader. Vztah
pro jej́ı výpočet je uveden v kapitole č. 1.4.3 (rovnice č.1.31 a 1.33). Výpočet silového
pole muśı být proveden na stejné výpočetńı úrovni jako optimalizace geometrie. V pro-
gramu Gaussian 16 se výpočet silového pole provád́ı analyticky. Vibračńı frekvence
jsou vypočteny diagonalizaćı Hessiánu v normálńıch módech.

1.6.3 Výpočet intenzit

Výpočet intenzit Ramanových a ROA spekter může být proveden na nižš́ı výpočetńı
úrovni než předcházej́ıćı optimalizace a výpočet vibračńıch frekvenćı. Př́ıkladem je báze
rDPS [15], která pro ROA spektra často dává dobré výsledky. Aby bylo možné apli-
kovat vztahy 1.3, 1.4 a 1.5 uvedené v kapitole č. 1.3 na Raman̊uv rozptyl a ROA,
je potřeba vyjádřit jejich variaci v závislosti na pohybu jader, tzn. aspoň prvńı de-
rivaci podle normálńıch vibračńıch souřadnic. V př́ıpadě fundamentálńıch přechod̊u
|0⟩ → |1p⟩ chceme zjistit maticové elementy ⟨0|α|1⟩. K tomu se využ́ıvá Placzekova
aproximace [16]. V této aproximaci je vlnová vibračńı funkce aproximována vlnovou
funkćı harmonického oscilátoru. Zároveň jsou v rozvoji podle vibračńı souřadnice za-
nedbány členy s vyšš́ı mocninou, než je jedna. Výsledné vztahy pro Ramanovu a ROA
intenzitu jsou
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⟨0|ααβ|1p⟩⟨1p|ααβ|0⟩ =
1

2ωp

(
∂ααβ

∂qp

)(
∂ααβ

∂qp

)
, (1.41)

⟨0|ααβ|1p⟩⟨1p|G′
αβ|0⟩ =

1

2ωp

(
∂ααβ

∂qp

)(
∂G′

αβ

∂qp

)
, (1.42)

⟨0|ααβ|1p⟩⟨1p|εαγδAα,βγ|0⟩ =
1

2ωp

(
∂ααβ

∂qp

)
εαγδ

(
∂Aα,βγ

∂qp

)
, (1.43)

kde qp je normálńı vibračńı souřadnice pro p-tý vibračńı mód. [7]
Vypočtené Ramanovo a ROA spektrum je čárové. Toto spektrum se prokládá Lo-

rentzovými křivkami o zadaných pološ́ı̌rkách.
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Kapitola 2

ROA spektrometr

Všechna měřeńı v této diplomové práci byla provedena na Ramanově spektrometru,
který byl postaven na katedře optiky Př́ırodovědecké fakulty Univerzity Palackého v
Olomouci. Jeho spektrálńı rozsah je 40 - 4500 cm-1, schéma je zobrazeno na obrázku
č. 2.1.

Během jednoho měřeńı můžeme źıskat spektra pro modulačńı schémata SCP, DCPI,
DCPII a ICP. Nevýhodou měřeńı v ICP schématu je, že se intenzita rozptylu zazna-
menává pro každý typ kruhové polarizace v jiný časový okamžik. Výhodou SCP je
potlačeńı složky šumu, která se nazývá flicker noise, což přisṕıvá ke zlepšeńı poměru
signál-̌sum.

Geometrie experimentu je dána úhlem mezi dopadaj́ıćım a rozptýleným zářeńım.
V současné době se nejv́ıce využ́ıvá geometrie zpětného rozptylu (180°), protože se
ukázalo, že je při této geometrii intenzita ROA signálu nejvyšš́ı. Spektrometr, na kterém
bylo provedeno měřeńı, využ́ıvá geometrii zpětného rozptylu. [4]

Obrázek 2.1: Schéma spektrometru pro měřeńı ROA aktivity. Převzato a upraveno
z [17].
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Základem Ramanova spektrometru je zdroj monochromatického zářeńı, kterým je
laser o vlnové délce 532 nm. Zářeńı procháźı sestavou optických prvk̊u upravuj́ıćı
jeho polarizačńı stav. Po dopadu excitačńıho zářeńı na vzorek docháźı k jeho roz-
ptylu a rozptýlené Ramanovo zářeńı poté procháźı optickou sestavou do spektrografu.
K modulaci polarizačńıho stavu dopadaj́ıćıho monochromatického zářeńı na vzorek i k
úpravě rozptýleného polychromatického zářeńı ze vzorku se využ́ıvá celá řada optických
komponent. Část spektrometru, která slouž́ı k přenosu monochromatického zářeńı ze
zdroje na vzorek, je tvořena závěrkou, transformátorem pr̊uřezu svazku, lineárńım
polarizátorem, čtvrtvlnnou destičkou, dvojićı protiběžných lineárńıch rotátor̊u (dvě
p̊ulvlnné destičky), dvěma cirkulárńımi převodńıky (p̊ulvlnné destičky), dvojićı zrca-
del a fokusačńım objektivem, který zářeńı fokusuje do vzorku. Část spektrometru, která
slouž́ı k přenosu rozptýleného zářeńı ze vzorku na vstup spektrografu, je tvořena objek-
tivem, který kolimuje rozptýlené zářeńı, lineárńım rotátorem, cirkulárńım převodńıkem,
retardačńı deskou, notch/edge filtrem, polarizačńım děličem svazku a v každé větvi po-
larizačńıho děliče fokusačńım objektivem a vstupem optických vláken, které rozptýlené
zářeńı převedou do spektrografu.

Některé optické prvky v ROA spektrometru mohou být do optické dráhy zasunuty
podle potřeby. Takovým prvkem je např. čtvrtvlnná destička, která je do optické dráhy
excitačńıho zářeńı zasunuta, pokud je potřeba mı́t kruhově polarizované zářeńı, tedy při
měřeńı v modulačńım schématu DCP. Podobně je tomu u dvou cirkulárńıch převodńık̊u,
které jsou také do optické dráhy zasouvány podle potřeby při měřeńı v modulačńım
schématu DCP.
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Kapitola 3

Kyselina askorbová

Kyselina L-askorbová neboli vitamin C je organická sloučenina dobře rozpustná ve
vodě, ve které tvoř́ı slabě kyselý roztok. Jej́ı sumárńı vzorec je C6H8O6 a jej́ı molárńı
hmotnost 176,12 g/mol. Vyskytuje se ve formě b́ılého krystalického prášku. Patř́ı mezi
deriváty glukózy. Řada zv́ı̌rat je schopna si vitamin C sama syntetizovat. U lid́ı tomu
tak neńı a je potřeba přij́ımat vitamin C ze stravy. Přisṕıvá k normálńı činnosti ner-
vové soustavy, ke správné funkci imunitńıho systému, pod́ıĺı se na tvorbě kolagenu,
hormon̊u a snižuje hladinu cholesterolu. Nedostatek vitaminu C se projevuje nemoćı
zvanou kurděje. Vitamin C je významný antioxidant. Toho se využ́ıvá v potravinářském
pr̊umyslu, kdy se využ́ıvá k prodloužeńı trvanlivosti potravin, kde zabraňuje oxidaci
tuk̊u nebo slouž́ı jako konzervant a napomáhá k zachováńı barvy.

3.1 Konformace

Kyselina askorbová je chirálńı molekula, která má dvě chirálńı centra. Prvńım z nich je
uhĺık C4, který má konfiguraci R. Druhým z nich je uhĺık C5, který má konfiguraci S.
Na obrázku č. 3.1 je schéma kyseliny askorbové s oč́ıslovanými atomy a vyznačenými
torzńımi úhly. V tabulce č. 3.1 jsou zadefinované torzńı úhly vyznačené na obrázku
č. 3.1.

Obrázek 3.1: Kyselina askorbová s vyznačenými torzńımi úhly a oč́ıslovanými atomy.
Převzato z [18].
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Tabulka 3.1: Zadefinované torzńı úhly vyznačené na obrázku č. 3.1 podle článku [18].

χ1 C1-C2-O2-H2
χ2 C2-C3-O3-H3
χ3 C3-C4-C5-O5
χ4 C4-C5-O5-HO5
χ5 C4-C5-C6-O6
χ6 C5-C6-O6-HO6

Výchoźı konformace, která byla modelována v MCM95, byla vytvořena podle hod-
not vazebných délek, vazebných a torzńıch úhl̊u podle článku [18].

3.2 Protonované formy

Kyselina askorbová (AH2) je dvojsytná kyselina. Má dvě disociačńı konstanty pK1

v rozmeźı 4,1 - 4,25 a pK2 v rozmeźı 11,5 - 11,79. (obrázek č. 3.2). [18] V roztoćıch o
fyziologických hodnotách pH se vyskytuje převážně jako anion (AH-), známý jako sodná
s̊ul kyseliny askorbové, askorbát sodný nebo askorban sodný. V této diplomové práci
bylo použ́ıváno označeńı askorbát sodný. V literatuře [18] se uvád́ı, že u nejstabilněǰśı
formy askorbátu sodného při deprotonaci docháźı k odštěpeńı H3. V silně zásaditých
roztoćıch se vyskytuje jako dianion (A2-). U této formy docháźı k deprotonaci u kysĺık̊u
O3 a O2.

Obrázek 3.2: Různě protonované formy kyseliny askorbové.

3.3 Rozpustnost v r̊uzných rozpouštědlech

Rozpouštědla pro měřeńı se vyb́ırala podle maximálńı rozpustnosti, která byla stu-
dována pro kyselinu askorbovou podle článku [21] a pro askorbát sodný podle článku
[22]. Mezi rozpouštědla, pro které má kyselina askorbová nejvyšš́ı rozpustnost patř́ı
voda, metanol, etanol a propan-2-ol. Pro askorbát sodný voda a metanol.

Rozpustnost x je definována jako

x =
n0

n0 + ns

=
m0

M0

m0

M0
+ ms

Ms

, (3.1)

kde n představuje látkové množstv́ı, m hmostnost, M molárńı hmotnost, index 0
označuje kyselinu askorbovou, př́ıpadně askorbát sodný a index s označuje rozpouštědlo.

Rozpustnost x záviśı na teplotě podle vzorce

lnx = A+B(T/K), (3.2)
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kde A a B jsou konstanty, které se lǐśı pro jednotlivá rozpouštědla a T/K teplota v
Kelvinech. Rozpustnost pro jednotlivá rozpouštědla je uvedena v tabulce č. 3.2, kde
byla dopoč́ıtána maximálńı dosažitelná koncentrace.

Tabulka 3.2: Rozpustnost pro kyselinu askorbovou a askorbát sodný v jednotlivých
rozpouštědlech pro teplotu 25°C (298 K).

Rozpouštědlo A B Rozpustnost Koncentrace [M]
Kyselina askorbová voda -11,698 0,0278 32,92·10-3 1,92
Kyselina askorbová metanol -10,033 0,0204 19,18·10-3 0,62
Kyselina askorbová etanol -14,588 0,0323 6,99·10-3 0,15
Kyselina askorbová propan-2-ol -20,152 0,0469 2,08·10-3 0,03
Askorbát sodný voda - - 64·10-3 3,83
Askorbát sodný metanol - - 0,43·10-3 0,01

3.4 Ramanova spektra

V této kapitole jsou ukázána Ramanova spektra z článku [18]. Tento článek shrnuje a
dále rozšǐruje dř́ıvěǰśı publikace, např. [19] nebo [20]. V tomto článku byla pozornost
věnována pouze Ramanovým spektr̊um, ROA spektra nebyla naměřena. Ramanova
spektra byla nav́ıc poč́ıtána pro nalezeńı preferované konformace bez využit́ı molekulové
dynamiky. Ramanova spektra z článku [18] pro kyselinu askorbovou jsou zobrazena na
obrázku č. 3.3 a pro askorbát sodný na obrázku č. 3.4.

V obou př́ıpadech neńı shoda s experimentálńım spektrem př́ılǐs uspokojivá, jsou
patrné odlǐsnosti ve tvarech, ale i intenzitách jednotlivých pás̊u. U kyseliny askorbové
je v experimentálńım spektru výrazný pás okolo 825 cm-1, který ve vypočteném spek-
tru neńı zdaleka tak výrazný. Totéž plat́ı pro pás u askorbátu sodného, který je v
naměřeném spektru okolo 831 cm-1. Ve vypočteném spektru pro askorbát sodný je
oproti experimentálńımu spektru nav́ıc výrazný pás 1415 cm-1.
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Obrázek 3.3: Ramanova spektra pro kyselinu askorbovou uvedená v článku [18].
Nejdř́ıve jsou zobrazena Ramanova spektra źıskaná z měřeńı kyseliny askorbové
rozpuštěné ve vodě s využit́ım dvou r̊uzných excitačńıch délek 488 a 532 nm a spek-
trum pro vodu. Uprostřed je zobrazeno spektrum z měřeńı, kdy byla měřena kyselina
askorbová v prášku. Nakonec je zobrazeno vypočtené Ramanovo spektrum pro nejsta-
bilněǰśı a nejv́ıce pravděpodobný konformer.

Obrázek 3.4: Ramanova spektra pro askorbát sodný uvedená v článku [18]. Nejdř́ıve
je zobrazeno Ramanovo spektrum źıskané z měřeńı askorbátu sodného rozpuštěného
ve vodě s využit́ım excitačńı délky 532 nm a spektrum vody. Uprostřed je zobrazeno
spektrum z měřeńı, kdy byla měřen askorbát sodný v prášku. Nakonec je zobrazeno
vypočtené Ramanovo spektrum.
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Kapitola 4

Ćıle práce

V následuj́ıćıch bodech jsou shrnuty ćıle této diplomové práce:

• Provést měřeńı Ramanových spekter kyseliny askorbové v závislosti na pH a
spektra statisticky zpracovat, vyhodnotit procentuálńı zastoupeńı r̊uzně proto-
novaných složek v závislosti na pH

• Provést měřeńı Ramanových spekter a spekter Ramanovy optické aktivity kyse-
liny askorbové při ńızkém a při neutrálńım pH (sodná s̊ul kyseliny askorbové)

• Provést ab initio simulace spekter, provést prozkoumáńı konformačńıho prostoru,
př́ıpadně i za využit́ı molekulárńı dynamiky a srovnat spektra s experimentem

• Provést syntézu źıskaných dat a vyhodnotit informace o konformačńım chováńı
molekuly
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Kapitola 5

Metodika

5.1 Metodika simulaćı spekter

V této práci byly poč́ıtány dvě formy v závislosti na pH, kyselina askorbová a askorbát
sodný. Postup je podrobněji popsán pro kyselinu askorbovou, pro askorbát sodný byl
obdobný.

Molekula kyseliny askorbové byla modelována v programu MCM95 [23]. Vazebné
délky, úhly a torze byly nastaveny podle struktury, která byla uvedena v článku [18]
jako jejich nejlepš́ı. Geometrie molekuly byla optimalizována s využit́ım funkcionálu
BPW91 a báze 6-31++G** v programu Gaussian 16 [24]. Vliv vody byl zahrnut
prostřednictv́ım implicitńıho modelu CPCM. Výpočet vibračńıch frekvenćı byl pro-
veden na stejné výpočetńı úrovni.

Pro 6 vybraných torzńıch úhl̊u byl proveden PES sken plochy potenciálńı ener-
gie, pro dva z nich i 2D sken. Každý torzńı úhel byl měněn v intervalu 0 - 360°
s krokem 5°. V tabulce č. 5.1 jsou uvedeny hodnoty jednotlivých torzńıch úhl̊u pro
výchoźı strukturu molekuly kyseliny askorbové a v tabulce č. 5.2 pro askorbát sodný.
Výchoźı struktura molekuly kyseliny askorbové byla nastavena podle článku [18]. Hod-
noty v tabulce č. 5.1 jsou uvedeny po přeoptimalizaci na námi zvolené výpočetńı úrovni
BPW91/CPCM/6-31++G**.

Tabulka 5.1: Torzńı úhly pro výchoźı strukturu molekuly kyseliny askorbové, ze které
byly provedeny jednotlivé PES skeny.

χ1 [°] χ2 [°] χ3 [°] χ4 [°] χ5 [°] χ6 [°]
0 0 50 92 -80 68

PES sken byl proveden proto, aby byla mohla být identifikována všechna možná
PES minima, která odpov́ıdaj́ı možným stabilńım konformer̊um, které je potřeba za-
hrnout při simulaćıch spekter. Z vybraných geometríı s relativńı energíı menš́ı jak
2,5 kcal/mol generovaných při 2D skenu ( χ1, χ2) byla spočtena Ramanova a ROA
spektra. Spektra byla poč́ıtána jako Boltzmannovský pr̊uměr s využit́ım vztahu

exp

(
−∆E

kT

)
, (5.1)

kde k je Boltzmannova konstanta, T termodynamická teplota a ∆E rozd́ıl rozd́ıl ener-
gie daného konformeru a energie konformeru s nejnižš́ı energíı. Podrobněǰśı popis s
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výslednými pr̊uběhy energíı pro jednotlivé torzńı úhly i výslednými spektry je v kapi-
tole č. 6.2.1.

S využit́ım molekulové dynamiky byly do výpočt̊u zahrnuty explicitńı molekuly
rozpouštědla - vody. Byla využita molekulová dynamika programu AMBER 14 [25] a
bylo použito silové pole GAFF a TIP3P pro molekuly vody. Chyběj́ıćı parametry byly
dopoč́ıtány pomoćı pop=MK a vygenerovány pomoćı skriptu antechamber v programu
AMBER 14. Nejdř́ıve proběhla minimalizace samotné molekuly kyseliny askorbové,
poté byl vytvořen kubický box o délce strany 20 Å, což odpov́ıdá 267 molekulám vody
při hustotě 1000 kg/m3. Tento počet byl sńıžen na 262, protože část objemu boxu
je vyplněna molekulou kyseliny askorbové. Potom proběhla minimalizace boxu. Na
jeho okraj́ıch byly zajǐstěny periodické okrajové podmı́nky a nechal se vyv́ıjet jako
kanonický (tzn. o konstantńı teplotě a objemu, znač́ı se NVT). Při minimalizaci boxu
byla molekula kyseliny askorbové částečně fixována, aby se zamezilo nežádoućı změně
geometrie molekuly. K tomu byla využita dodatečná śıla, tzv. restraint, o velikosti 5
kcal mol-1 Å-2. Poté následovala ekvilibrace. Opět byla molekula kyseliny askorbové
částečně fixována, tentokrát silou 2 kcal mol-1 Å-2. Box s molekulou kyseliny askorbové
byl ekvilibrován při teplotě 300 K po dobu 10 ns (10 000 000 krok̊u po 1 fs). Nakonec
následoval produkčńı běh při teplotě 300 K po dobu 100 ns (100 000 000 krok̊u po 1 fs).
V této fázi již molekula nebyla fixována. Z produkčńıho běhu molekulové dynamiky
bylo uloženo 100 000 geometríı.

Z tohoto počtu geometríı bylo vybráno ekvidistantně 400 geometríı, které byly
použity k výpočtu spekter. Pomoćı programu Xshell [26] byl okolo molekuly kyseliny
askorbové vytvořen výřez prvńı solvatačńı sféry, zahrnuty byly všechny molekuly vody
ve vzdálenosti menš́ı než 3,6 Å. Pr̊uměrný počet vod okolo molekuly kyseliny askorbové
byl 10, př́ıklad klastru je na obrázku č. 5.1.

Obrázek 5.1: Klastr kyseliny askorbové s 10 explicitńımi molekulami vody.

Klastry byly optimalizovány metodou částečné optimalizace v normálńıch módech.
Pro každý klastr byl nejdř́ıve proveden výpočet vibračńıch frekvenćı na nižš́ı úrovni
HF/CPCM/6-31G*. Poté bylo na stejné úrovni vypočteno silové pole a proběhla op-
timalizace v normálńıch modech na této nižš́ı úrovni z d̊uvodu urychleńı výpočtu. Až
byla dosažena konvergence (pro zadané parametry: glimit = 0,01, qmax = 0,4), tak
byl proveden opět výpočet silového pole a optimalizace v normálńıch modech, ale již
na vyšš́ı úrovni (BPW91/CPCM/6-31++G**) a následně na stejné úrovni vypočteny
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vibračńı frekvence a spektrálńı intenzity pro ROA a Raman̊uv rozptyl pro excitačńı
vlnovou délku 532 nm. Výsledné spektrum bylo vypočteno jako aritmetický pr̊uměr
všech 400 spekter pro jednotlivé geometrie (klastry).

Výpočet molekulové dynamiky byl proveden rovněž pro kyselinu askorbovou v me-
tanolu. Byl vytvořen box o straně 20 Å, což při hustotě 791 kg/m3 odpov́ıdá 118
molekulám metanolu. Tento počet byl upraven na 113 kv̊uli následnému přidáńı mo-
lekuly kyseliny askorbové. Postup při výpočtu MD byl stejný jako u vody. Ze 100
000 geometríı źıskaných z produkčńıho běhu molekulové dynamiky bylo vybráno ekvi-
distantně 100 geometríı, pro které byla vypočtena spektra. Byly vytvořeny klastry s
metanolem, tedy byly přidány všechny molekuly metanolu ve vzdálenosti menš́ı než
2,7 Å. Pr̊uměrný počet molekul metanolu okolo molekuly kyseliny askorbové byl 5.

Při generováńı spekter byl využit Lorentzovský profil spektrálńı čáry. Š́ı̌rka v polo-
vině maxima (FWHM) byla nastavena na 10 cm-1. Teplota byla zvolena 300 K.

Pro askorbát sodný byl postup při výpočtech identický. V tabulce č. 5.2 jsou uve-
deny hodnoty jednotlivých torzńıch úhl̊u pro výchoźı strukturu askorbátu sodného, ze
kterého byly provedeny jednotlivé PES skeny.

Při výpočtech MD byl vytvořený box neutralizován přidaným atomem sod́ıku.

Tabulka 5.2: Torzńı úhly pro výchoźı strukturu molekuly askorbátu sodného, ze které
byly provedeny jednotlivé PES skeny.

χ1 [°] χ3 [°] χ4 [°] χ5 [°] χ6 [°]
-1 -58 38 -173 45

5.2 Realizace experimentu

Vzorek kyseliny askorbové (L-Ascorbic acid A92902-25G) i askorbátu sodného ((+)-
Sodium L-ascorbate 11140-50G) byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich. Kyselina askor-
bová i askorbát sodný byly rozpuštěny v r̊uzných rozpouštědlech a byla změřena jejich
Ramanova spektra. Při př́ıpravě vzork̊u bylo zvoleno množstv́ı vzorku odpov́ıdaj́ıćı ma-
ximálńı rozpustnosti (tabulka č. 3.2). Ne vždy se ale veškerý vzorek rozpustil, proto
neńı známá přesná koncentrace.

V tabulce č. 5.3 jsou uvedena rozpouštědla, ve kterých byla rozpuštěna kyseliny
askorbová. Dále je v této tabulce uvedena hustota rozpouštědla, koncentrace vzorku a
výkon laseru. Pro askorbát sodný jsou tyto informace uvedeny v tabulce č. 5.4.

K vážeńı byly využity analytické váhy (Adam Equipment), které umožňuj́ı vážeńı
s přesnost́ı 0,1 mg. Vzorky byly měřeny v křemenné tenkostěnné kyvetě (Starna Scien-
tific, Ltd.) o rozměrech 3x4 mm a o vnitřńım objemu přibližně 100 µl, která byla při
měřeńı umı́stěna v teplotńı cele.

Pro měřeńı Ramanových spekter pro př́ıpady, uvedené ve dvou výše uvedených
tabulkách, stačilo přibližně 10 minut. Výjimkou byl 0,01M askorbát sodný, který byl
měřen přes noc.

Pro kyselinu askorbovou a askorbát sodný rozpuštěné ve vodě byla proměřena i
ROA spektra, která vyžadovala výrazně deľśı čas měřeńı než Ramanova spektra. V
tabulce č. 5.5 jsou uvedeny koncentrace vzork̊u, výkon laseru a expozičńı doba pro tato
měřeńı.
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Tabulka 5.3: Rozpouštědla, ve kterých byl rozpuštěn vzorek kyseliny askorbové a jejich
hustoty. Dále je uvedena koncentrace vzorku a výkon laseru při měřeńı Ramanových
spekter.

Rozpouštědlo Hustota Koncentrace [M] Výkon [mW]
rozpouštědla [kg/m3]

Voda 1 1,92 500
Metanol 0,792 < 0,62 900
Etanol 0,789 < 0,15 500

Propan-2-ol 0,786 < 0,03 500

Tabulka 5.4: Rozpouštědla, ve kterých byl rozpuštěn vzorek askorbátu sodného a jejich
hustoty. Dále je uvedena koncentrace vzorku a výkon laseru při měřeńı Ramanových
spekter.

Rozpouštědlo Hustota Koncentrace [M] Výkon [mW]
rozpouštědla [kg/m3]

Voda 1 3,83 500
Metanol 0,792 < 0,01 900

Tabulka 5.5: Koncentrace vzork̊u, výkon laseru a expozičńı doba pro měřeńı ROA
spekter kyseliny askorbové a askorbátu sodného rozpuštěných ve vodě.

Koncentrace [M] Výkon [mW] Celková expozičńı
doba [hod]

Kyselina askorbová 0,5 700 5,84
Askorbát sodný 0,5 700 5,297

Intenzitńı kalibrace byla provedena pomoćı wolframové halogenové lampy, kalib-
race vlnočt̊u pomoćı neonové výbojky. Naměřená spektra byla upravena Savitzky-
Golayovým pětibodovým vyhlazeńım 3. řádu kv̊uli potlačeńı šumu.

Naměřená Ramanova spektra bylo potřeba upravit. Předevš́ım bylo nutné odeč́ıst
spektrum rozpouštědla a poté provést korekci pozad́ı (baseline). Jednou z možnost́ı
korekce pozad́ı je vlastńı výběr nulových bod̊u a proložeńı polynomem 5. řádu. Daľśı
možnost́ı je metoda ALSS (Assymetric Least Squares Smooting algorithm). [27]

5.3 Titračńı měřeńı

Ćılem titračńıho měřeńı Ramanových spekter kyseliny askorbové rozpuštěné ve vodě v
závislosti na pH bylo ověřeńı toho, že při zvyšováńı pH lze źıskat jej́ı r̊uzně protonované
formy (AH2, AH

- a A2-).
Změřená spektra pro jednotlivé vzorky o r̊uzném pH jsou superpozićı spekter r̊uzně

protonovaných forem. Ke zpracováńı dat byla využita faktorová analýza, což je sta-
tistická metoda, která umožňuje redukovat dimenzi studovaného problému. Konkrétně
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byl využit algoritmus SVD (singular value decomposition) [28]

Yi(νk) =
N∑
j=1

WjVijSj(νk). (5.2)

Jednotlivá naměřená spektra Yi(νk), kterých je celkem N, tvoř́ı matici Y. Tato matice je
pomoćı SVD rozkladu rozložena do normalizovaných spektrálńıch profil̊u označovaných
jako subspektra. Tato subspektra Sj(νk) tvoř́ı matici S. Prvky Vij matice V vyjadřuj́ı
obsah jednotlivých subspekter v naměřeném spektru. Matice W je diagonálńı a určuje
statistickou váhu jednotlivých subspekter, jej́ı prvky Wj jsou označovány jako sin-
gulárńı hodnoty. Z výsledku SVD lze źıskat hlavńı informace omezeńım se na M < N
prvńıch člen̊u. Hodnota M se nazývá faktorová dimenze analyzovaných dat a bývá
volena podle počtu nezávislých složek studovaného systému. V př́ıpadě kyseliny askor-
bové byla M = 3, protože kyselina askorbová má tři r̊uzné složky (AH2, AH

-, A2-).
Lze ji také zjistit např. ze singulárńı hodnoty Wj, která vyjadřuje relativńı váhu sub-
spektra v̊uči ostatńım subspektr̊um. Pokud je váha dané singulárńı hodnoty oproti
předchoźım malá, dané spektrum neńı potřeba uvažovat, protože by nepřineslo žádnou
novou informaci. Daľśı možnost́ı, jak zjistit faktorovou dimenzi je využit́ı směrodatné
odchylky

E =

√∑N
j=M+1W

2
j

K(N −M)
, (5.3)

kde K označuje počet bod̊u spektra. Směrodatná odchylka vyjadřuje rozd́ıl mezi naměře-
ným spektrem a spektrem, které bylo źıskáno z určitého počtu subspekter. Pokud je
jej́ı hodnota malá, dané spektrum neńı potřeba uvažovat. [29, 30]

Naměřená spektra lze přepsat jako superpozice spekter čistých forem Zn(νk)

Yi(νk) =
M∑
n=1

γinZn(νk), (5.4)

kde M je faktorová dimenze a γin molárńı koncentrace n-té formy v i-tém spektru.
Spektra čistých forem jsou lineárńı kombinaćı subspekter Sj(νk)

Zn(νk) =
M∑
j=1

CnjSj(νk). (5.5)

Koeficienty Cnj lze vypoč́ıtat ze vztahu

M∑
j=1

γinCnj = WjVij. (5.6)

Dosazeńım koeficient̊u Cnj do rovnice 5.5 lze źıskat spektra čistých forem Zn(νk).
Disociačńı konstanty pK lze vypoč́ıtat s využit́ım Henderson-Hasselbachovy rovnice,

která provazuje r̊uzně protonované formy

pH = pK + log

(
[A−]

[HA]

)
, (5.7)

kde [A-] označuje koncentraci disociované formy a [HA] koncentraci protonované formy.
[29, 30]
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5.4 Rozklad spekter

Experimentálńıho spektrum askorbátu sodného bylo rozloženo do spekter vypočtených
pro jeho tři r̊uzné uvažované formy. Před samotným rozkladem jsou frekvence vypočtených
spekter naškálována tak, aby lépe odpov́ıdala frekvenćım experimentálńıho spektra.
Často bývá využ́ıváno lineárńı škálováńı. My zvolili př́ıstup, kdy jsme přǐradili zjevně
si odpov́ıdaj́ıćı pásy z experimentu a výpočtu, zadefinovali přǐrazovaćı tabulku (tabulka
č. 5.6) a frekvence vypočtených spekter byly neekvidistantně posunuty.

Tabulka 5.6: Přǐrazovaćı tabulka využitá při rozkladu experimentálńıho spektra
askorbátu sodného do vypočtených spekter.

Experimentálńı spektrum Vypočtené spektrum
1719 1708
1295 1263
1141 1104
1043 1016
931 903
831 792
604 563
307 310

Rozklad experimentálńıho spektra do i vypočtených spekter lze zapsat jako

Sexp(ω) =
∑
i

ciSi(ω), (5.8)

kde Sexp znač́ı experimentálńı spektrum, Si i -té vypočtené spektrum a ci koeficienty.
Pro koeficienty ci plat́ı, že jsou nezáporné a jejich součet je roven jedné. Tyto koeficienty
lze źıskat minimalizaćı funkce

δ =

∫ ωmax

ωmin

dω[Sexp(ω)− ciSi(ω)]
2, (5.9)

kde (ωmin, ωmax) je použit́ı spektrálńı rozsah. My zvolili rozsah 200 - 1800 cm-1. [31, 32]
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Kapitola 6

Výsledky a diskuze

6.1 Titračńı měřeńı

Ćılem titračńıho měřeńı Ramanových spekter kyseliny askorbové rozpuštěné ve vodě v
závislosti na pH bylo ověřeńı toho, že při zvyšováńı pH lze źıskat jej́ı r̊uzně protonované
formy (AH2, AH

- a A2-).
Vzorky pro měřeńı byly připravovány tak, že byly tvořeny 100 µl 0,5M kyseliny

askorbové ve vodě. Poté se přidal 100 µl roztok vody a 1M hydroxidu sodného v
r̊uzných poměrech, č́ımž se doćılilo r̊uzných pH vzork̊u, které jsou uvedeny v tabulce
č. 6.1. Vzorky o vyšš́ım pH (okolo 12), které odpov́ıdaj́ı složce A2- byly nestabilńı
a žloutly. Hodnoty pH byly měřeny pomoćı pH metru (Thermo Scientific™ Orion™
PerpHecT™ ROSS™ 8220BNWP) s mikroelektrodou.

Tabulka 6.1: Jednotlivé vzorky o r̊uzném pH tvořené 100 µl 0,5M kyseliny askorbové
rozpuštěné ve vodě, které byly ředěny 100 µl roztokem vody a 1M hydroxidu sodného.

Č́ıslo vzorku V(H2O) [µl] V(NaOH) [µl] pH vzorku
1 100 0 2,39
2 90 10 3,54
3 80 20 3,68
4 70 30 4,34
5 60 40 4,68
6 50 50 5,11
7 51 49 9,75
8 49 51 10,55
9 47,5 52,5 10,53
10 45 55 10,72
11 40 60 10,9
12 20 80 11,58
13 0 100 12,26

Na obrázku č. 6.1 jsou zobrazena naměřená Ramanova spektra pro vzorky z tabulky
č. 6.1. Z tohoto obrázku je patrné, že se změnou pH docháźı k posunu jednotlivých pás̊u
a rovněž ke změně jejich intenzit.
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Obrázek 6.1: Ramanova spektra pro jednotlivé vzorky z tabulky č. 6.1.

Na obrázku č. 6.2 jsou zobrazeny výsledky faktorové analýzy pro 13 naměřených
vzork̊u o r̊uzném pH. Vlevo nahoře je zobrazena statistická váha W jednotlivých sub-
spekter v závislosti na pořadovém č́ısle subspektra. Vpravo nahoře je pr̊uběh směrodatné
odchylky E v závislosti na počtu subspekter. Vlevo dole jsou zobrazena prvńı tři sub-
spektra (S1 - S3) a vpravo dole normalizované koeficienty Vij (V1 - V3) v závislosti na
pH. Z pr̊uběhu směrodatné odchylky i statistické váhy lze ověřit, že faktorová dimenze
je opravdu M = 3, což bylo předpokládáno ze znalosti toho, že kyselina askorbová má
tři r̊uzně protonované formy.

Z faktorové analýzy źıskáno relativńı zastoupeńı r̊uzně protonovaných forem kyse-
liny askorbové v závislosti na pH včetně disociačńıch konstant, což lze vidět na obrázku
č. 6.3. Jejich vypočtené hodnoty jsou pK1 = 4,11 a pK2 = 11,72. Tyto hodnoty jsou
konzistentńı s literaturou [18], ve které se uvád́ı pK1 mezi 4,1 a 4,25 a pK2 mezi 11,5
a 11,79.

Z faktorové analýzy byla rovněž źıskána spektra pro jednotlivé čisté formy kyseliny
askorbové (AH2, AH

-, A2-), která jsou zobrazena na obrázku č. 6.4. U jednotlivých
spekter je patrné, že se odlǐsuj́ı posunem vlnočt̊u a také intenzitou pás̊u. V této práci
byla věnována pozornost kyselině askorbové (AH2) a askorbátu sodnému (AH-). V
oblasti 550 - 800 cm-1 je patrná změna u prvńıho z pás̊u, kdy u spektra pro AH2 je
tento pás široký, tvořený dvěma pásy o podobné intenzitě, kdežto u spektra pro AH-

je tento pás jeden a o přibližně dvakrát vyšš́ı intenzitě. U spektra pro AH- je okolo
706 cm-1 širš́ı pás, který je tvořen dvěma pásy, u spektra pro AH2 je již tento pás
rozdělen na dva. Okolo 1066 cm-1 má AH- pás, který se nevyskytuje u AH2. V oblasti
1200 - 1500 cm-1 jsou dva širš́ı pásy u sebe. V př́ıpadě AH- je druhý z pás̊u dvakrát až
třikrát širš́ı než v př́ıpadě AH2. V oblasti 1500 - 1800 cm-1 jsou dva pásy, kdy prvńı z
nich má vyšš́ı intenzitu. U AH- jsou tyto dva pásy oddělené, u AH2 spojené.

Spektrum pro prvńı vzorek s nejnižš́ım pH (2,39), zobrazené na obrázku č. 6.1, je
v dobré shodě se spektrem pro AH2 z obrázku č. 6.4. To samé lze ř́ıci o spektru pro
posledńı vzorek o nejvyšš́ım pH (12,26), který je v dobré shodě se spektrem pro A2-.
Změřená spektra na rozd́ıl od spekter čistých forem z obrázku č. 6.4 neobsahuj́ı pouze
jednu formu. Prvńı vzorek o pH 2,39 kromě formy AH2 obsahuje i formu AH-. Podobně
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Obrázek 6.2: Výsledky faktorové analýzy pro 13 naměřených vzork̊u o r̊uzném pH.
Vlevo nahoře je zobrazena statistická váha W jednotlivých subspekter v závislosti
na pořadovém č́ısle subspektra. Vpravo nahoře je pr̊uběh směrodatné odchylky E v
závislosti na počtu subspekter. Vlevo dole jsou zobrazena prvńı tři subspektra (S1 -
S3) a vpravo dole normalizované koeficienty Vij (V1 - V3) v závislosti na pH.

je tomu u posledńıho vzorku o pH 12,26, který kromě formy A2- obsahuje i formu AH-.
Na obrázku č. 6.5 je červeně zobrazeno spektrum pro formu AH- z obrázku č. 6.4, tedy
spektrum pro askorbát sodný źıskané titraćı, ve srovnáńı se změřeným spektrem pro
askorbát sodný ve vodě. Tato spektra jsou ve výborném souladu.
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Obrázek 6.3: Relativńı zastoupeńı tautomer̊u kyseliny askorbové v závisloti na pH.

Obrázek 6.4: Ramanova spektra pro tři čisté formy kyseliny askorbové.

Obrázek 6.5: Porovnáńı Ramanova spektra pro čistou formu AH- źıskanou titraćı
(červené spektrum) a spektra pro askorbát sodný rozpuštěný ve vodě.
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6.2 Kyselina askorbová

Na úvod byl prozkoumán konformačńı prostor molekuly kyseliny askorbové pomoćı
sken̊u potenciálńı energie, aby byla nalezena lokálńı minima. Dále byla k prozkoumáńı
konformačńıho prostoru využita molekulová dynamika s explicitńımi molekulami vody
a také metanolu.

6.2.1 Analýza torzńıch úhl̊u

Pro 6 torzńıch úhl̊u χ1 - χ6, zobrazených na obrázku č. 3.1, byl proveden sken plochy
potenciálńı energie. Na obrázku č. 6.6 jsou zobrazeny jednotlivé pr̊uběhy energie v
závislosti na skenovaném torzńım úhlu spolu s hodnotami ostatńıch torzńıch úhl̊u. Při
jednotlivých skenech torzńıch úhl̊u ostatńı úhly ani vzdálenosti nebyly fixovány. Větš́ı
změnou např. některého z daľśıch torzńıch úhl̊u dojde k výrazněǰśı změně konformace,
což se projev́ı v hodnotě energie.

Z vybraných torzńıch úhl̊u byla největš́ı pozornost věnována těm, které souviśı s
orientaćı OH skupin na kruhu, tedy χ1 a χ2. Pr̊uběh energie pro torzńı úhel χ1 má jedno
výrazné minimum v oblasti okolo 0°, pr̊uběh energie pro χ2 má minima dvě. Pro χ2

okolo 0° je hodnota energie nižš́ı, proto se dá předpokládat, že bude pravděpodobněǰśı
konformace s touto hodnotou, nedá se ale vyloučit ani oblast okolo 180°, kde je sedlový
bod a energetický rozd́ıl je 1,5 kcal/mol. U pr̊uběh̊u energie pro χ3, χ4 a χ6 jsou minima
celkem tři. U každého z těchto pr̊uběh̊u je ale jedno výrazněǰśı minimum, dá se proto
předpokládat, že hodnota torzńıho úhlu v tomto minimu bude pro molekulu energeticky
nejvýhodněǰśı. Pro torzńı úhel χ5 lze okolo -135° a -80° pozorovat skokovou změnu v
energii. Pro χ5 okolo -135° došlo ke změně torzńıho úhlu χ4, který se změnil přibližně
o 80° a ke změně torzńıho úhlu χ6, který se změnil přibližně o 90°. Pro χ5 okolo -80°
došlo ke změně torzńıho úhlu χ6, který se změnil přibližně o 150°.

Pro torzńı úhly χ1 a χ2 byl proveden rovněž 2D sken, který je na obrázku č. 6.7.
Při 2D skenu torzńıch úhl̊u χ1 a χ2 mohly zbylé torzńı úhly volně relaxovat, ale jejich
změny byly minimálńı.

Z 2D skenu (χ1, χ2) lze vidět, že nejhlubš́ı minimum energie nastává pokud jsou
oba torzńı úhly rovny přibližně 0°. Kromě tohoto minima lze ve 2D scanu vidět daľśı
dvě, které odpov́ıdaj́ı konformaćım s χ1 = 0° a χ2= 180° nebo s χ1 = 180° a χ2= 180°.
Kombinace torzńıch úhl̊u χ1 = 180° a χ2= 0° odpov́ıdá sṕı̌se sedlovému bodu vzhledem
k tomu, že χ1 = 180° byl sedlovým bodem při 1D skenu. Z celkem 5256 generovaných
konformaćı, optimalizovaných na úrovni BPW91/6-31++G** bylo vybráno 157 s rela-
tivńı energíı pod 2,5 kcal/mol. Pro tyto struktury byla vypočtena Ramanova a ROA
spektra. Při výpočtech spekter byl využit implicitńı model rozpouštědla CPCM. Z cel-
kového počtu 157 konformaćı odpov́ıdalo 109 z nich situaci, kdy jsou oba torzńı úhly
rovny 0°, 40 konformaci, kdy je torzńı úhel χ1 roven 0° a χ2 roven 180° a 8 konformaci,
kdy jsou oba torzńı úhly rovny 180°. Žádná ze 157 vybraných konformaćı neměla torzńı
úhel χ1 roven 180° a χ2 roven 0°. Energie pro tuto kombinaci torzńıch úhl̊u je přibližně
3 kcal/mol.

Na obrázku č. 6.8 jsou zobrazeny konformace, které odpov́ıdaj́ı lokálńım minimům
z 1D a 2D PES sken̊u. V tabulce č. 6.2 jsou pro tyto konformace uvedené hodnoty
torzńıch úhl̊u. Konformace č. 1 odpov́ıdá globálńımu minimu.
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Obrázek 6.6: Vlevo: Pr̊uběhy jednotlivých torzńıch úhl̊u kyseliny askorbové. Vpravo:
Pr̊uběhy hodnot ostatńıch pěti torzńıch úhl̊u při 1D PES skenu daného torzńıho úhlu.
Jednotlivé torzńı úhly jsou barevně odlǐseny.
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Obrázek 6.7: 2D sken torzńıch úhl̊u χ1 a χ2 kyseliny askorbové.

Tabulka 6.2: Torzńı úhly χ1 - χ6 pro konformace, které odpov́ıdaj́ı lokálńım minimům
z 1D (χ1 - χ6) a 2D (χ1, χ2) PES sken̊u. Tyto konformace jsou zobrazeny na obrázku
č. 6.8.

Č́ıslo Energie χ1 [°] χ2 [°] χ3 [°] χ4 [°] χ5 [°] χ6 [°]
konformace [kcal/mol]

1 0 0 0 50 92 -80 68
2 1,4 0 180 49 93 -81 68
3 2,3 180 180 48 93 -80 68
4 2,2 0 0 170 88 -76 90
5 2,4 0 0 52 -75 -71 51
6 1,2 0 0 60 63 55 75
7 0,5 0 0 59 59 175 53
8 1,8 0 0 59 89 -78 -145
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Obrázek 6.8: Konformace, které odpov́ıdaj́ı lokálńım minimům z 1D PES sken̊u zobra-
zených na obrázku č. 6.6. Hodnoty torzńıch úhl̊u χ1 - χ6 jsou uvedeny v tabulce č. 6.2.

Na obrázku č. 6.9, resp. obrázku č. 6.10 jsou zobrazena Ramanova, resp. ROA spek-
tra nejprve pro tři vybrané konformace, které odpov́ıdaj́ı třem minimům z 2D skenu.
Poté jsou zobrazena spektra, která odpov́ıdaj́ı Boltzmannovskému pr̊uměru struktur v
bĺızkosti daného lokálńıho minima a spektrum, které je Boltzmannovským pr̊uměrem
všech 157 spekter. Nakonec je zobrazeno experimentálńı spektrum pro kyselinu askor-
bovou ve vodě.

Na obrázku č. 6.9 lze vidět, že Ramanova spektra pro konformace s r̊uznými kom-
binacemi torzńıch úhl̊u χ1 a χ2 se lǐśı nejv́ıce v oblasti 1000 - 1500 cm-1. Je zde patrný
předevš́ım posun pás̊u a jejich rozd́ılné intenzity. Spektrum pro konformaci s χ1=0°
a χ2=180° má v oblasti 1305 cm-1 pás, který se nevyskytuje ve spektrech pro ostatńı
konformace ani v naměřeném spektru. Konformace s χ1=0° a χ2=0° má na rozd́ıl od
ostatńıch konformaćı výrazný pás v oblasti 1410 cm-1. Pás v oblasti 1750 cm-1 je pro
konformace s χ1=180° silněǰśı než pro konformace s χ1=0°. Nejv́ıce experimentálńımu
spektru odpov́ıdá spektrum pro konformaci oběma torzńımi úhly rovnými 0°. Na tomto
obrázku lze také vidět, z jaké části konformace s r̊uznými kombinacemi torzńıch úhl̊u
χ1 a χ2 přisṕıvaj́ı do výsledného Boltzmannovského spektra.

I pro ROA spektra (obrázek č. 6.10) jsou pro tyto konformace největš́ı rozd́ıly v ob-
lasti 1000 - 1500 cm-1. Okolo 1060 cm-1 má spektrum pro konformaci s oběma torzńımi
úhly rovnými 180° dva kladné pásy u sebe, kdežto spektra zbylých konformaćı pouze je-
den. Spektrum pro tutéž konformaci má v oblasti 1250 cm-1 dva kladné pásy, přičemž
prvńı má vyšš́ı intenzitu, spektra pro konformace s χ1=0° maj́ı intenzivněǰśı druhý
pás a spektrum pro koformaci s χ1=180° a χ2=0° pás pouze jeden. Okolo 1180 cm-1

má spektrum pro konformaci s χ1=0° a χ2=0° dva záporné pásy o podobné intenzitě,
spektrum pro konformaci s χ1=180° a χ2=0° rovněž dva záporné pásy, ale s rozd́ılnými
intenzitami. Spektra pro konformace s χ2=180° maj́ı v této oblasti výrazný záporný
pás a poté pás kladný. Spektrum pro konformaci s χ1=0° a χ2=180° má podobně jako
v Ramanově spektru v oblasti 1305 cm-1 kladný pás, který se nevyskytuje ve spek-
trech pro ostatńı konformace. Okolo 745 cm-1 maj́ı spektra pro konformace s χ2=180°
kladný pás, spektra pro konformace s χ2=0° ne. Zároveň tento kladný pás neńı ani v
experimentálńım spektru. V oblasti 1600 - 1800 cm-1 maj́ı spektra pro všechny čtyři
konformace dva pásy, které se ve změřeném spektru nevyskytuj́ı.

Pro lepš́ı vystižeńı reálné situace byly s využit́ım molekulové dynamiky do výpočt̊u
zahrnuty molekuly vody explicitně. Výsledky jsou uvedeny v následuj́ıćı kapitole č. 6.2.2.
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Obrázek 6.9: Ramanova spektra (výpočetńı úroveň: BPW91/CPCM/6-31++G**) pro
čtyři konformace kyseliny askorbové s r̊uznými kombinacemi torzńıch úhl̊u χ1 a χ2.
V závorce je uvedené Boltzmannovské zastoupeńı. Poté jsou zobrazena spektra, která
odpov́ıdaj́ı Boltzmannovskému pr̊uměru (Boltz.) spekter v bĺızkosti daného lokálńıho
minima. V závorce je uveden počet konformaćı, ze kterých byl Boltzmannovský pr̊uměr
poč́ıtán. Dále je zobrazeno spektrum, které je Boltzmannovským pr̊uměrem všech 157
spekter a nakonec spektrum źıskané z měřeńı.
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Obrázek 6.10: ROA spektra (výpočetńı úroveň: BPW91/CPCM/6-31++G**) pro čtyři
konformace kyseliny askorbové s r̊uznými kombinacemi torzńıch úhl̊u χ1 a χ2. V závorce
je uvedené Boltzmannovské zastoupeńı. Poté jsou zobrazena spektra, která odpov́ıdaj́ı
Boltzmannovskému pr̊uměru (Boltz.) spekter v bĺızkosti daného lokálńıho minima. V
závorce je uveden počet konformaćı, ze kterých byl Boltzmannovský pr̊uměr poč́ıtán.
Dále je zobrazeno spektrum, které je Boltzmannovským pr̊uměrem všech 157 spekter
a nakonec spektrum źıskané z měřeńı.
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6.2.2 Molekulárně dynamické simulace ve vodě

Pro lepš́ı vystižeńı reálné situace byly s využit́ım molekulové dynamiky do výpočt̊u za-
hrnuty explicitńı vody. Z produkčńıho běhu MD bylo vybráno 400 klastr̊u s molekulami
vody z 1. solvatačńı vrstvy, které byly částečně zoptimalizovány v normálńıch modech
a byla pro ně vypočtena Ramanova a ROA spektra, z nichž bylo spočteno spektrum
pr̊uměrné. Podrobněǰśı postup je v kapitole č. 5.1.

Pro molekulovou dynamiku byly jako počátečńı konformace využity dvě konfor-
mace, která měly v Boltzmannovském pr̊uměru z 2D skenu (χ1, χ2) dvě největš́ı zastou-
peńı. Jedná se tedy o konformaci s χ1=0° a χ2=0° a o konformaci s χ1=0° a χ2=180°.
Z produkčńıho běhu bylo uloženo 100 000 geometríı, které jsem rozdělili na základě
hodnot úhl̊u χ1 a χ2 do 4 základńıch skupin odpov́ıdaj́ıćım preferovaným konformaćım
z 2D skenu (χ1, χ2). Procentuálńı zastoupeńı pro tyto čtyři skupiny jsou uvedena v
tabulce č. 6.3.

Tabulka 6.3: Procentuálńı zastoupeńı konformaćı s r̊uznými kombinacemi torzńıch úhl̊u
χ1 a χ2 źıskaných z MD pro výchoźı konformace kyseliny askorbové, které odpov́ıdaj́ı
dvěma nejhlubš́ım minimům z 2D PES skenu zobrazeném na obrázku č. 6.7.

Konformace χ1=0°, χ2=0° χ1=0°, χ2=180°
χ1 [°] χ2 [°] Procentuálńı zastoupeńı Procentuálńı zastoupeńı
0 0 75,5 61,5
0 180 4,8 11,8
180 0 14,4 16,7
180 180 5,3 10,0

Výsledná procentuálńı zastoupeńı jsou lehce závislá na počátečńı konformaci, což
poukazuje na možnou nedostatečnou délku simulace. Z obou variant ale vyplývá, že
nejv́ıce zastoupenou konformaćı je konformace s χ1=0° a χ2=0°. Druhá nejv́ıce za-
stoupená konformace má torzńı úhly χ1=180° a χ2=0°, což je zaj́ımavé, protože podle
2D skenu do Boltzmannovského pr̊uměru tato oblast prakticky nepřisṕıvala (energie
> 3 kcal/mol). Do výpočt̊u MD byly ale zahrnuty explicitńı vody, které s největš́ı
pravděpodobnost́ı zvýšily možnou pravděpodobnost pro zaujmut́ı torzńıho úhlu χ1 =
0°. Výběr 400 klastr̊u, ze kterých byla poč́ıtána Ramanova a ROA spektra, byl proveden
z MD pro konformaci s χ1=0° a χ2=0°. Je to jednak konformace, která se uvád́ı v lite-
ratuře, např. v článku [18] a také konformace, která z 1D i 2D sken̊u plochy potenciálńı
energie vycháźı jako nejpravděpodobněǰśı.

Na obrázku č. 6.11 jsou zobrazena Ramanova a ROA spektra odpov́ıdaj́ıćı r̊uzným
délkám MD simulace v porovnáńı se spektrem experimentálńım. Klastry byly vygene-
rovány ekvidistantně po 0,25 ns. ROA spektra jsou mnohem citlivěǰśı než Ramanova
spektra. Je pozorovatelná konvergence spektrálńıho profilu mezi spektry pro délky si-
mulace 75 ns (300 spekter) a 100 ns (400 spekter). S ohledem na složitost molekuly
kyseliny askorbové byla zvolena délka simulace 100 ns a počet struktur 400 jako do-
statečná.
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Obrázek 6.11: Ramanova a ROA spektra (MD, BPW91/CPCM/6-31++G**) pro ky-
selinu askorbovou pro r̊uzné délky délky MD simulace (klastry byly vygenerovány po
0,25 ns) v porovnáńı se spektrem z experimentu.

Na obrázku č. 6.12 je nejprve zobrazen Boltzmannovský pr̊uměr Ramanových a
ROA spekter vybraných z 2D PES skenu torzńıch úhl̊u χ1 a χ2 (z kapitoly č. 6.2.1).
Poté jsou zobrazena dvě spektra vypočtená na základě molekulové dynamiky, kdy v
jednom př́ıpadě byly vybrány pouze struktury samotné molekuly kyseliny askorbové
a ve druhém ponechány molekuly vody z 1. solvatačńı vrstvy. Následně je zobrazeno
spektrum źıskané z měřeńı.

Spektra vypočtená s využit́ım molekulové dynamiky se bĺıž́ı experimentálńım v́ıce
než spektra vypočtená z 2D PES skenu (χ1, χ2). U spekter spočtených z MD se změnil
tvar pás̊u a také došlo ke změně intenzit některých pás̊u. Př́ıkladem je např. pás okolo
800 cm-1, který je výrazný jak v experimentu, tak ve spektru z MD. Ve spektru z 2D
PES skenu jsou v této oblasti pásy dva, ale s malou intenzitou.

Prvńı ze spekter vypočtených z MD (červené) odpov́ıdá situaci, kdy kolem mole-
kuly kyseliny askorbové nebyly ponechány žádné explicitńı vody. Druhé (modré) je pro
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Obrázek 6.12: Nahoře jsou zobrazena Ramanova spektra, dole ROA spektra. Nejprve
je zobrazen boltzmannovský pr̊uměr spekter vybraných z 2D PES skenu torzńıch
úhl̊u χ1 a χ2 (BPW91/CPCM/6-31++G**), poté spektrum vypočtené s využit́ım
molekulové dynamiky bez a s explicitńımi molekulami vody z 1. solvatačńı vrstvy
(BPW91/CPCM/6-31++G**) a následně spektrum źıskané z měřeńı.

44



př́ıpad, kdy je kyselina askorbová obklopena molekulami vody z 1. solvatačńı vrstvy.
Největš́ı rozd́ıl je patrný v oblasti 1150 - 1500 cm-1, kde d́ıky explicitńım vodám má
vypočtené Ramanovo spektrum obdobné tendence jako spektrum experimentálńı, tzn.
je zde patrný kladný širš́ı pás okolo 1260 cm-1 a poté daľśı širš́ı kladný pás okolo
1320 cm-1, ale s nižš́ı intenzitou. Daľśı oblast́ı, která se d́ıky zahrnut́ı explicitńıch mole-
kul vody přibĺıžila experimentálńımu spektru, je oblast 950 - 1150 cm-1. V této oblasti
je stejně jako u experimentálńıho spektra pět kladných pás̊u. Vlivem explicitńıch vod
došlo také k rozš́ı̌reńı pásu okolo 1650 cm-1.

I u ROA spekter je d́ıky zahrnut́ı explicitńıch vod patrné vylepšeńı oblasti 1150 -
1500 cm-1, kdy jsou výrazné dva kladné pásy okolo 1265 a 1295 cm-1 a došlo k vyrušeńı
silného záporného pásu okolo 1405 cm-1. V oblasti 950 - 1150 cm-1 d́ıky explicitńım
vodám došlo k vyrušeńı kladného pásu okolo 1125 cm-1, který v experimentálńım spek-
tru neńı patrný. V oblasti 1650 - 1800 cm-1 je ve výpočtu silný kladný a záporný signál,
zat́ımco v experimentu žádný silný signál neńı.

Na základě tohoto porovnáńı byly daľśı výpočty prováděny s využit́ım MD s ex-
plicitńımi molekulami vody z 1. solvatačńı vrstvy. Přesto shoda vypočteného a experi-
mentálńıho ROA spektra neńı úplně stoprocentńı.

V naměřeném ROA spektru je okolo 590 cm-1 výrazný záporný pás. Lze jej pozo-
rovat i ve vypočteném spektru z MD, nemá ale tak velkou intenzitu. V oblasti 600 -
755 cm-1 lze ve vypočteném spektru pozorovat tři kladné pásy, v experimentálńım spek-
tru jeden širš́ı pás a poté dva kladné. V této oblasti jsou ale nav́ıc rozd́ılné i intenzity
těchto pás̊u. V oblasti 850 cm-1 je u vypočteného spektra výrazný záporný pás, zat́ımco
v experimentálńım spektru je okolo 873 cm-1 pás kladný. Dále jsou v naměřeném spek-
tru dva záporné pásy okolo 935 a 980 cm-1, které ve vypočteném spektru nejsou. Daľśı
dva záporné pásy jsou okolo 1080 a 1150 cm-1. Ve spektru źıskaném z měřeńı maj́ı
tyto pásy stejnou intenzitu, ve vypočteném spektru je druhý pás výrazněǰśı. Záporný
pás okolo 1205 cm-1 v naměřeném spektru nelze pozorovat ve vypočteném spektru. V
oblasti 1080 - 1150 cm-1 jsou ve vypočteném spektru dva pásy (kladný a záporný),
které v experimentálńım spektru nejsou.

V tabulce č. 6.4 jsou pro jednotlivé ramanovské pásy kyseliny askorbové přǐrazeny
typy vibraćı. V oblasti nižš́ıch vlnočt̊u je převládaj́ıćı vibraćı kývavá vibrace (wagging),
která se týká OH skupin. V oblasti od přibližně 700 cm-1 do 1100 cm-1 se vyskytuje
vibrace kolébavá (rocking), která se týká skupiny CH2. Dále se v této oblasti obje-
vuje kývavá vibrace OH skupin nebo valenčńı vibrace (stretching) mezi uhĺıky nebo
mezi uhĺıkem a kysĺıkem. V oblasti 1100 - 1400 cm-1 u skupiny CH2 bud’ vibrace
kývavá nebo krout́ıćı (twisting), u skupiny CH kývavá a deformačńı (bending) C-O-H.
Okolo 1450 cm-1 se objevuje n̊užková (scissoring) vibrace. Pro dva pásy v oblasti okolo
1700 cm-1 se jedná o valenčńı vibrace C=O a C=C. Téměř všude se vyskytuje defor-
mace kruhu (ring def), která je výrazná předevš́ım v oblasti nižš́ıch vlnočt̊u.
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Tabulka 6.4: Přǐrazeńı typu vibrace naměřeným a vypočteným ramanovským pás̊um
(uvedeny v cm-1) pro kyselinu askorbovou rozpuštěnou ve vodě. Vysvětlivky: v, very;
w, weak; m, medium; s, strong; sh, shoulder; bend, bending; wag, wagging; def, defor-
mation; str, stretching; sci, scissoring, tw; twisting.

Experiment Výpočet Typ vibrace
307 w 306 w ring def, O-H wag
392 vw 371 w ring def, O-H wag
442 vw 426 vw ring def, O-H wag
487 vw 475 vw CH2 rock, ring def

565 sh, m 550 sh, m ring def
587 m 561 m ring def, O-H wag
631 m 641 m ring def, O-H wag
662 m 641 m ring def, O-H wag
694 m 682 m ring def, O-H wag
729 w 708 m CH2 rock, ring def
763 w - -
825 s 797 m ring def
873 w 853 w CH2 rock, ring def, C-C str
935 w 907 w CH2 rock, ring def, O-H wag
980 vw 948 vw O-H wag
1021 w 985 vw CH2 rock, ring def, C-O str
1050 m 1015 m CH2 rock, ring def, C-O str
1086 w 1060 m CH2 rock, ring def, C-O str
1120 w 1080 m ring def, C-O-H bend
1148 m 1118 m C-H wag, ring def, C-O-H bend
1218 w 1201 w C-H wag, CH2 wag, ring def, C-O-H bend
1298 m 1262 m C-H wag, CH2 twi, ring def, C-O-H bend
1349 m 1318 m C-H wag, CH2 wag, ring def, C-O-H bend
1468 w 1447 w CH2 sci
1693 vs 1650 vs C=C str, C=O str
1758 m 1728 m C=C str, C=O str

Dále nás zaj́ımal pr̊uměrný počet vod. V tabulce č. 6.5 je uveden pr̊uměrný počet
vod okolo OH skupin a kysĺık̊u oč́ıslovaných na obrázku č. 3.1. Tento počet byl zjǐst’ován
s využit́ım programu Xshell, kdy byla nastavena vzdálenost od kysĺıku, resp. vod́ıku na
2,5 Å, což odpov́ıdá limitu pro vod́ıkovou vazbu. Některé molekuly vody byly sd́ıleny
pro v́ıce OH skupin nebo kysĺık̊u. Z hodnot uvedených v tabulce č. 6.5 lze ř́ıci, že
solvatace molekuly kyseliny askorbové byla dostačuj́ıćı.

Na obrázku č. 6.13 jsou porovnány distribuce torzńıch úhl̊u χ1 - χ6 źıskané z 1D PES
sken̊u a z molekulové dynamiky. V př́ıpadě MD jsou zobrazeny zároveň distribuce pro
všech 100 000 konformaćı uložených z produkčńıho běhu a distribuce pro vybraných 400
klastr̊u. Pro torzńı úhel χ1 je v obou př́ıpadech nejpravděpodobněǰśı hodnota 0°. V dis-
tribućıch z MD je na rozd́ıl od distribućı z PES skenu daľśı možnou hodnotou 180°. Pro
torzńı úhel χ2 je nejpravděpodobněǰśı hodnota rovněž 0° a dále 180°, což plyne jak z dis-
tribuce z PES skenu, tak i z distribuce z MD. Hodnoty torzńıch úhl̊u χ1 a χ2 korespon-
duj́ı s procentuálńım zastoupeńım konformaćı uvedeným v tabulce č. 6.3. U torzńıho
úhlu χ3 je nepravděpodobněǰśı hodnota 50°, daľśı možná hodnota je 170°. U zbylých tř́ı
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Tabulka 6.5: Pr̊uměrný počet vod okolo molekuly kyseliny askorbové nebo jej́ıch
určitých OH skupin nebo kysĺık̊u, které jsou vyznačeny na obrázku č. 3.1.

Pr̊uměrný počet vod
celá molekula 9,9

kruh 5,4
O1 1,7
O4 0,4

O2 - H2 2,2
O3 - H3 1,9
O5 - HO5 2,2
O6 - HO6 2,4

torzńıch úhl̊u jsou rozd́ıly v distribućıch z PES sken̊u a MD větš́ı. Jak lze vidět v dis-
tribućıch z MD, pro χ4 jsou tři možné hodnoty. Nejpravděpodobněǰśı je hodnota 180°,
potom 70° a nakonec -85°. U distribuce z PES skenu byla nejpravděpodobněǰśı hod-
nota 92° a poté -80°. Distribuce z PES skenu pro torzńı úhel χ5 je ovlivněna skokovou
změnou okolo -80°. Z distribuce z PES skenu je tato hodnota nejpravděpodobněǰśı, poté
následuje 180° a 60°. Z distribuce z MD lze ř́ıci, že nejpravděpodobněǰśı hodnotou je
180° a daľśı možnou hodnotou -60°, zat́ımco hodnota χ5 okolo 60° se v̊ubec neobjevila.
Torzńı úhel χ6 má podle distribuce z MD tři možné hodnoty, kdy nejpravděpodobněǰśı
je 180°, poté -65° a nakonec 60°. Podle distribuce z PES skenu je nejpravděpodobněǰśı
hodnota 70° a poté -150°. U molekulové dynamiky je možných v́ıce konformaćı a to
d́ıky p̊usobeńı explicitńıch vod. V př́ıpadě MD bylo objeveno v́ıce možných konformaćı
kyseliny askorbové něž pomoćı 1D sken̊u. Jedinou výjimkou je úhel χ5 okolo 60°, což by
si zasloužilo bližš́ı zkoumáńı. Dále lze z distribućı ř́ıci, že torzńı úhly, které se nacházej́ı
dále od kruhu (χ4 a χ6), jsou explicitńımi vodami v́ıce ovlivňovány a tud́ıž je pro ně
v́ıce možných hodnot.
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Obrázek 6.13: Distribuce torzńıch úhl̊u χ1 - χ6 z PES skenu a z molekulové dyna-
miky. V př́ıpadě MD jsou zobrazeny zároveň distribuce pro všech 100 000 konformaćı
z produkčńıho běhu a distribuce pro vybraných 400 klastr̊u. Označeńı * znamená, že
v daném mı́stě v PES skenu došlo ke skokové změně v energii.

48



6.2.3 Různé úrovně výpočtu

Pro ověřeńı závislosti tvaru spekter na použitém DFT funkcionálu byl proveden výpočet
pro 100 klastr̊u vybraných ekvidistantně z 100 ns i s využit́ım jiných funkcionál̊u,
konkrétně B3LYP a B3PW91. Byl také proveden výpočet v bázovém setu rDPS v
kombinaci s funkcionálem BPW91. Výsledná Ramanova a ROA spektra jsou zobrazena
na obrázku č. 6.14.

Z obrázku č. 6.14 lze ř́ıci, že nejvhodněǰśım funkcionálem je BPW91. U funkcionálu
B3LYP lze sice v oblasti 500 - 750 cm-1 pozorovat sedmý z pás̊u, ale např. oblast 1150
- 1500 cm-1 je lépe vystižena u funkcionálu BPW91. Ani u funkcionálu B3PW91 neńı
oblast 1150 - 1500 cm-1 vystižena lépe než u funkcionálu BPW91. U funkcionál̊u B3LYP
a B3PW91 je pás okolo 1700 cm-1 v́ıce rozštěpen. Spektrum pro bázový set rDPS v
kombinaci s funkcionálem BPW91 s experimentálńım spektrem koresponduje nejméně,
což lze vidět zejména v oblasti 950 - 1150 cm-1.

I z ROA spekter plyne, že BPW91 je vhodně zvoleným funkcionálem. Opět je zde
větš́ı shoda s experimentem pro oblast 1150 - 1500 cm-1. Záporný pás okolo 550 cm-1 je u
spektra pro BPW91 výrazněǰśı než pro spektra spočtená s využit́ım funkcionál̊u B3LYP
nebo B3PW91. U výpočtu s využit́ım bázového setu rDPS v kombinaci s funkcionálem
BPW91 je záporný pás okolo 550 cm-1 výrazný, ale oblast 1150 - 1500 cm-1 neńı př́ılǐs
uspokojivá.
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Obrázek 6.14: Ramanova a ROA spektra spočtená z MD pro 100 klastr̊u s využit́ım
funkcionál̊u B3LYP, B3PW91 a BPW91 a spektrum spočtené s využit́ım bázového setu
BPW91/rDPS ve srovnáńı se spektrem z experimentu. Ve všech př́ıpadech byl využit
implicitńı model rozpouštědla CPCM a báze 6-31++G**.

50



6.2.4 Polarizovaná Ramanova spektra

Na obrázku č. 6.15 jsou k dosud ukazovaným Ramanovým spektr̊um pro SCP mo-
dulačńı schéma přidána Ramanova spektra pro DCPI a DCPII modulačńı schémata.

Obrázek 6.15: Vypočtená Ramanova spektra (MD, BPW91/CPCM/6-31++G**) a
experimentálńı Ramanova spektra pro modulačńı schémata SCP, DCPI a DCPII.

Vzájemná podobnost vypočtených a naměřených Ramanových spekter pro mo-
dulačńı schéma SCP je velmi dobrá. Největš́ı rozd́ıl lze pozorovat v oblasti 500 -
750 cm-1. V experimentálńım spektru je v této oblasti 7 pás̊u, které maj́ı obdobný
typ vibrace (O-H wag, ring def). Prvńı dva tvoř́ı jeden širš́ı pás, poté následuje pás,
který je z těchto sedmi nejv́ıce intenzivńı, dále dva pásy o podobné intenzitě, kdy
prvńı z nich má intenzitu nižš́ı a nakonec dva nejméně intenzivńı pásy. Ve vypočteném
spektru lze pozorovat prvńı širš́ı pás, ale rozd́ıl je v intenzitě, která je na rozd́ıl od expe-
rimentálńıho spektra srovnatelná s daľśım pásem, který je z těchto sedmi pás̊u nejv́ıce
intenzivńı. Dále lze pozorovat pouze jeden kladný pás, kdežto v experimentálńım spek-
tru dva. K tomu, že tento pás z výpočtu odpov́ıdá dvěma z experimentu jsme přǐsli
s využit́ım škálováńı vypočtených frekvenćı tak, aby lépe odpov́ıdaly experimentu.
Předpokládal se lineárńı posun frekvenćı. Daľśı odlǐseńı je u pátého a šestého pásu. V
experimentálńım spektru maj́ı tyto pásy větš́ı rozd́ıl v intenzitě, ve vypočteném spek-
tru maj́ı intenzitu podobnou. Ve vypočteném spektru nelze pozorovat posledńı z těchto
sedmi pás̊u. Při zvoleńı š́ı̌rky v polovině maxima (FWHM) 5 cm-1 bylo možné tento
pás pozorovat, avšak s velmi malou intenzitou. V oblasti 950 - 1150 cm-1 je stejně
jako u experimentálńıho spektra pět kladných pás̊u s t́ım rozd́ılem, že třet́ı z nich je
u vypočteného spektra málo viditelný, lze pozorovat pouze náznak (mı́rné zvýšeńı in-
tenzity) v oblasti, ve které by měl být. V oblasti 1150 - 1500 cm-1 lze v experimentu
pozorovat dva širš́ı pásy, z nichž druhý má nižš́ı intenzitu. Ve vypočteném spektru jsou
v oblasti tohoto druhého pásu o nižš́ı intenzitě pásy dva.

Polarizovaná Ramanova spektra źıskaná výpočtem a měřeńım jsou také ve velmi
dobré shodě. Rozd́ıl je v oblasti 1318 cm-1, kdy v naměřeném spektru převládá intenzita
pro DCPII, kdežto ve vypočteném spektru jsou intenzity pro DCPI a DCPII stejné.
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6.2.5 Měřeńı v r̊uzných rozpouštědlech

Na obrázku č. 6.16 jsou zobrazena Ramanova spektra pro kyselinu askorbovou rozpuště-
nou v rozpouštědlech, které jsou uvedeny v tabulce č. 5.3. Nejprve jsou zobrazena Ra-
manova spektra po odečtu rozpouštědla, úpravě linie pozad́ı a s vynechanými oblastmi,
ve kterých jsou silné pásy rozpouštědla, které se nepodařilo odeč́ıst, poté jsou ukázána
spektra bez těchto úprav spolu se spektry pro samotná rozpouštědla. Spektr̊um pro
kyselinu askorbovou ve vodě byly věnovány kapitoly č. 6.2.2 a 6.2.4. Spektr̊um v me-
tanolu je věnována kapitola č. 6.2.6. U vody a metanolu je soulad mezi jednotlivými
pásy, akorát s mı́rným posunem vlnočt̊u. Etanol a propan-2-ol maj́ı v́ıce silných pás̊u
v oblastech, ve kterých se vyskytuj́ı pásy kyseliny askorbové, takže pro měřeńı nejsou
př́ılǐs vhodné.

Obrázek 6.16: Nahoře: Ramanova spektra pro kyselinu askorbovou rozpuštěnou v roz-
pouštědlech uvedených v tabulce č. 5.3. Dole: Ramanova spektra pro kyselinu askor-
bovou rozpuštěnou v rozpouštědlech uvedených v tabulce č. 5.3 bez odečteńı spektra
rozpouštědla a srovnáńı linie pozad́ı (označeńı *). Zároveň jsou zobrazena spektra pro
daná rozpouštědla.
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6.2.6 Porovnáńı simulovaných a naměřených spekter ve vodě
a v metanolu

Daľśım rozpouštědlem, pro které byly provedeny výpočty Ramanových a ROA spekter,
byl metanol. Na obrázku č. 6.17 je zobrazeno vypočtené a naměřené Ramanovo spek-
trum pro kyselinu askorbovou v metanolu zároveň s Ramanovými spektry pro kyselinu
askorbovou ve vodě. U spekter pro metanol jsou vynechané oblasti, ve kterých jsou silné
pásy metanolu, které se nepovedlo dobře odeč́ıst, tedy oblast 980 - 1200 cm-1 a oblast
1400 - 1530 cm-1. Spektra byla normalizována tak, že nejvyšš́ı pás je normován na 1,
protože v př́ıpadě měřeńı kyseliny askorbové v metanolu neznáme jej́ı přesnou koncen-
traci. Spektra neńı možné přenormovat na koncentraci, protože u některých vzork̊u se
nerozpustilo úplně vše, takže reálná koncentrace neńı známa.

U změřených i vypočtených spekter pro kyselinu askorbovou v metanolu lze po-
zorovat stejné pásy jako u kyseliny askorbové ve vodě, akorát s mı́rným posunem
pás̊u ke kratš́ım vlnočt̊um. Lǐśı se také intenzita těchto pás̊u. Pás okolo 800 cm-1 má
pro vypočtená spektra pro metanol a vodu stejnou intenzitu, v naměřených spektrech
je v př́ıpadě vody tento pás o něco intenzivněǰśı. Pás okolo 1650 cm-1 je v př́ıpadě
vypočtených spekter přibližně stejně široký jak pro vodu, tak metanol. Ve spektrech
źıskaných z měřeńı je tento pás pro metanol užš́ı.

Z Ramanových spekter zobrazených na obrázku č. 6.17 lze vidět, že v př́ıpadě meta-
nolu je pás okolo 550 cm-1 v lepš́ım souladu s experimentem než je tomu v př́ıpadě vody.
V př́ıpadě výpočt̊u pro metanol lze rozeznat, že je tento pás tvořen dvěma kladnými
pásy, kde prvńı z nich má nižš́ı intenzitu. Podobně je tomu u pásu okolo 640 cm-1,
který, jak bylo zjǐstěno v kapitole č. 6.2.4, odpov́ıdá dvěma pás̊um v experimentu. V
př́ıpadě metanolu je u tohoto pásu náznak toho, že by mohl být tvořen dvěma pásy.

Obrázek 6.17: Vypočtené (MD, BPW91/CPCM/6-31++G**) a naměřené Ramanovo
spektrum pro kyselinu askorbovou ve vodě a v metanolu. Spektra jsou normalizovaná.
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6.3 Askorbát sodný

U askorbátu sodného byl postup obdobný jako u kyseliny askorbové. Na úvod byl
prozkoumán konformačńı prostor pomoćı sken̊u potenciálńı energie, aby byla nalezena
lokálńı minima. Dále byla k prozkoumáńı využita molekulová dynamika s explicitńımi
molekulami vody, př́ıpadně metanolu. U askorbátu sodného byly výpočty provedeny
pro jeho tři r̊uzné formy.

6.3.1 Různé formy askorbátu sodného

Vycházeli jsme ze struktury, která se uvád́ı v literatuře, např. v článku [18]. Po po-
rovnáńı vypočteného Ramanova a ROA spektra se spektry z experimentu nebylo dosaženo
uspokojivé shody. Proto byly výpočty provedeny i pro daľśı dvě struktury, které by pro
deprotonovanou formu AH- mohly přicházet do úvahy. Tyto struktury jsou zobrazeny
na obrázku č. 6.18. Jejich Ramanova a ROA spektra jsou zobrazena později v kapitole
č. 6.3.4. Z těchto dvou přidaných forem byla vyloučena forma č. 3, jej́ıž spektrum ne-
bylo ve shodě se spektrem z experimentu. Dále jsme se tedy zabývali formou č. 1, která
je uváděna v literatuře a poté formou č. 2.

Obrázek 6.18: Tři r̊uzné formy askorbátu sodného.

6.3.2 Analýza torzńıch úhl̊u

Pro prvńı formu askorbátu sodného byl proveden PES sken pro stejné torzńı úhly jako
u kyseliny askorbové, které jsou vyznačeny na obrázku č. 3.1, akorát s t́ım rozd́ılem, že
u askorbátu sodného kv̊uli absenci jednoho z vod́ık̊u neńı definovaný torzńı úhel χ2. Na
obrázku č. 6.19 jsou zobrazeny jednotlivé pr̊uběhy energie v závislosti na skenovaném
torzńım úhlu spolu s hodnotami ostatńıch torzńıch úhl̊u.

Pr̊uběh energie pro torzńı úhel χ1 má dvě výrazná minima v oblasti 0° a 180°. Jejich
energetický rozd́ıl je 0,5 kcal/mol. Pro torzńı úhel χ3 je nejhlubš́ı minimum okolo -60°.
V této oblasti a také v oblasti okolo 115° lze pozorovat skokovou změnu v energii. V
obou př́ıpadech došlo ke změně hodnoty torzńıho úhlu χ4. Pr̊uběh energie pro torzńı
úhel χ4 má nejhlubš́ı minimum pro přibližně 40°. Pro tento pr̊uběh energie jsou tři
oblasti, ve kterých došlo ke skokové změně v energii, a to -10°, 40° a 125°. V oblasti
-10° došlo ke změně torzńıho úhlu χ3, v oblasti 40° a 125° ke změně torzńıho úhlu χ6.
Pr̊uběh energie pro torzńı úhel χ5 má tři minima. Nejhlubš́ı minimum je okolo 180°,
daľśı výrazné minimum okolo 70° a nakonec posledńı minimum okolo -75°. I v tomto
pr̊uběhu lze nalézt oblasti, ve kterých došlo ke skokové změně v energii, a to 50° a 180°.
V těchto oblastech došlo ke větš́ı změně torzńıho úhlu χ6. Pr̊uběh energie pro torzńı
úhel χ6 má nejhlubš́ı minimum okolo 45° a poté daľśı dvě minima okolo 180° a -70°.
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Obrázek 6.19: Vlevo: Pr̊uběhy jednotlivých torzńıch úhl̊u askorbátu sodného. Vpravo:
Pr̊uběhy hodnot ostatńıch čtyř torzńıch úhl̊u při 1D PES skenu daného torzńıho úhlu.
Jednotlivé torzńı úhly jsou barevně odlǐseny.
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Na obrázku č. 6.20 jsou zobrazeny konformace, které odpov́ıdaj́ı lokálńım minimům
z 1D sken̊u. V tabulce č. 6.6 jsou pro tyto konformace uvedené hodnoty torzńıch úhl̊u.
Konformace č. 1 odpov́ıdá globálńımu minimu.

Obrázek 6.20: Konformace, které odpov́ıdaj́ı lokálńım minimům z 1D PES sken̊u zob-
razených na obrázku č. 6.6. Hodnoty torzńıch úhl̊u χ1 - χ6 jsou uvedeny v tabulce
č. 6.2.

Tabulka 6.6: Torzńı úhly χ1 - χ6 pro konformace, které odpov́ıdaj́ı lokálńım minimům
z 1D PES sken̊u. Tyto konformace jsou zobrazeny na obrázku č. 6.8.

Č́ıslo Energie χ1 [°] χ3 [°] χ4 [°] χ5 [°] χ6 [°]
konformace [kcal/mol]

1 0 0 -58 38 -173 45
2 0,15 180 -58 38 -173 45
3 0,81 0 -55 31 -107 -22
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Na obrázku č. 6.21 jsou zobrazena Ramanova a ROA spektra pro askorbát sodný,
pokud je torzńı úhel χ1 roven 0° nebo 180°. Kromě posunu pás̊u a změn v jejich in-
tenzitách si lze všimnout daľśıch odlǐsnost́ı. V Ramanově spektru okolo 350 cm-1 je
pro konformaci s χ1=0° jeden pás, pro konformaci s χ1=180° dva pásy. Pro př́ıpad
180° je okolo 740 cm-1 pás, který ve spektru neńı, pokud je χ1 roven 0°. V oblasti
1150 - 1200 cm-1 došlo pro 180° k rozdvojeńı pásu. Největš́ı změna je v oblasti 1350 -
1425 cm-1, kde mı́sto jednoho silného pásu jsou pro 180° dva pásy.

Obrázek 6.21: Ramanova a ROA spektra (BPW91/CPCM/6-31++G**) pro askorbát
sodný s dvěma r̊uznými hodnotami pro torzńı úhel χ1.
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6.3.3 Molekulárně dynamické simulace

Stejně jako tomu bylo u kyseliny askorbové, byla k výpočtu spekter, které by v́ıce
odpov́ıdaly reálné situaci, využita MD s explicitńımi molekulami vody z 1. solvatačńı
vrstvy. Z produkčńı části MD (100 ns) se vybralo ekvidistantně 400 klastr̊u. Ty byly
zoptimalizovány metodou částečné optimalizace v normálńıch módech.

Na obrázku č. 6.22 jsou zobrazeny distribuce źıskané z PES sken̊u a z molekulové
dynamiky pro prvńı strukturu z obrázku č. 6.18. Distribuce z PES skenu byly źıskány
přepočteńım na pravděpodobnosti na základě energíı na obrázku č. 6.19. V př́ıpadě
MD jsou zobrazeny zároveň distribuce pro všech 100 000 konformaćı z produkčńıho
běhu a distribuce pro vybraných 400 klastr̊u. Co se týče torzńıho úhlu χ1, pro něj jsou
dvě preferované hodnoty 0° a 180°. V př́ıpadě PES skenu je mı́rně pravděpodobněǰśı
hodnota 0°, v př́ıpadě MD 180°. Distribuce z PES skenu pro torzńı úhel χ3 je ovlivněna
skokovou změnou v energii okolo -60°. Tato hodnota je z distribuce z PES skenu ne-
pravděpodobněǰśı. Z distribuce z MD jsou pravděpodobné dvě hodnoty, a to 55° a 167°,
zat́ımco -60° má minimálńı zastoupeńı. Distribuce z PES skenu pro torzńı úhel χ4 je
rovněž ovlivněna výskytem skokové změny v energii. Z této distribuce je nejčastěǰśı
hodnotou 40°. U distribuce źıskané z MD jsou pro χ4 tři preferované hodnoty, a to -80°,
60° a 180°. Z distribuce z PES skenu pro torzńı úhel χ5 je jako nejčastěǰśı hodnota 180°,
poté 70° a -75°. Z distribuce z MD mezi nejčastěǰśı hodnoty patř́ı 180° a -60°. Torzńı
úhel χ6 má v př́ıpadě distribuce z PES skenu nejpravděpodobněǰśı hodnotu 45° a poté
ještě -60°. U distribuce z MD jsou pravděpodobné tři hodnoty, a to 45°, 180° a -60°.
Mezi distribucemi z PES skenu a z MD jsou patrné velké rozd́ıly. Přesněǰśı by měly
být distribuce z molekulové dynamiky kv̊uli zahrnut́ı explicitńıch vod, které p̊usob́ı na
molekulu askorbátu sodného. Některé konformace z PES sken̊u se ale v MD neobjevily,
což by si zasloužilo bližš́ı zkoumáńı. Jedná se o -60° u χ3 a o 70° u χ5.

Na obrázku č. 6.23 jsou srovnány distribuce z MD pro prvńı dvě formy askorbátu
sodného, které jsou zobrazené na obrázku č. 6.18. Jak už bylo zmı́něno u obrázku
č. 6.22, pro prvńı formu jsou pro torzńı úhel χ1 preferované dvě hodnoty 0° a 180° s
t́ım, že hodnota 180° je v́ıce preferovaná. U druhé formy neńı definován úhel χ1, ale
χ2. Ten má preferovanou hodnotu 0°. Torzńı úhel χ3 má u obou forem preferované
hodnoty 55° a 167° s t́ım rozd́ılem, že u prvńı formy jsou obě hodnoty téměř stejně
preferované, u druhé formy je preferovaněǰśı hodnota 55°. Pro torzńı úhel χ4 jsou u
obou forem preferované tři hodnoty, a to -60°, 60° a 180°. U torzńıho úhlu χ5 jsou
preferovanými hodnotami 180° a -60°. U prvńı formy je pravděpodobnost těchto dvou
hodnot v podstatě stejná, u druhé formy je preferována hodnota 180°. U torzńıho úhlu
χ6 jsou podobně jako u torzńıho úhlu χ4 tři preferované hodnoty -60°, 45° a 180°, u
obou forem je o něco častěǰśı 45°. U obou forem askorbátu sodného jsou pro jednotlivé
torzńı úhly preferované stejné hodnoty, lǐśı se akorát to, která je pro danou formu
upřednostňovaná.
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Obrázek 6.22: Distribuce torzńıch úhl̊u χ1 - χ6 z PES skenu a z molekulové dynamiky
pro prvńı formu askorbátu sodného. V př́ıpadě MD jsou zobrazeny zároveň distribuce
pro všech 100 000 konformaćı z produkčńıho běhu a distribuce pro vybraných 400
klastr̊u. Označeńı * znamená, že v daném mı́stě v PES skenu došlo ke skokové změně
v energii.
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Obrázek 6.23: Distribuce torzńıch úhl̊u χ1 - χ6 z molekulové dynamiky pro prvńı dvě
formy sodné soli kyseliny askorbové. Jsou zobrazeny zároveň distribuce pro všech
100 000 konformaćı z produkčńıho běhu a distribuce pro vybraných 400 klastr̊u.
Označeńı * znamená, že v daném mı́stě v PES skenu došlo ke skokové změně v energii.

60



6.3.4 Porovnáńı simulovaných a naměřených spekter

Jak již bylo zmı́něno v předešlé kapitole, celkově byla poč́ıtána MD pro tři r̊uzné formy
askorbátu sodného, které jsou zobrazeny na obrázku č. 6.18. Nejprve bylo vypočteno
spektrum pro prvńı formu, která se uvád́ı v literatuře. Předevš́ım kv̊uli silnému pásu
okolo 1410 cm-1, který se nevyskytuje v experimentálńım spektru a odlǐsnému počtu
pás̊u v oblasti nižš́ıch vlnočt̊u (550 - 800 cm-1) byl výpočet proveden pro daľśı dvě
formy. U spektra pro druhou formu se sice nevylepšila oblast nižš́ıch vlnočt̊u, ale okolo
1410 cm-1 zmizel silný pás, který byl ve spektru pro prvńı formu. Spektrum pro třet́ı
formu má odlǐsné tendence jako naměřené spektrum, proto tato forma byla vyloučena
a dále se s ńı nepracovalo. Na obrázku č. 6.24 jsou zobrazena vypočtená spektra pro
všechny tyto tři formy. Pro prvńı dvě formy jsou zobrazena spektra pro modulačńı
schémata SCP, DCPI a DCPII, která byla vypočtena ze 400 klastr̊u. Spektrum pro
třet́ı formu bylo vypočteno ze 100 klastr̊u a vygenerováno pouze pro modulačńı schéma
SCP. Jelikož toto spektrum neodpov́ıdalo experimentálńımu, nebylo dopoč́ıtáno v́ıce
klastr̊u či spektra pro daľśı modulačńı schémata. Rovněž jsou zobrazena experimentálńı
spektra.

Spektrum pro prvńı formu se od experimentálńıho lǐśı předevš́ım t́ım, že má okolo
1410 cm-1 silný pás, který se nevyskytuje v experimentálńım spektru. V této oblasti
se vyskytuje kývavá vibrace C-H a CH2, deformace kruhu a ohýbavá vibrace C-O-
H. V oblasti nižš́ıch vlnočt̊u (550 - 800 cm-1) se vyskytuj́ı vibrace stejného typu -
deformace kruhu a kývavá vibrace O-H. V experimentálńım spektru se v této oblasti
vyskytuje 6 pás̊u. Prvńı tři se vyskytuj́ı rovněž ve spektru pro prvńı formu, akorát s t́ım
rozd́ılem, že druhý a třet́ı pás (618 a 629 cm-1) jsou téměř slité a maj́ı přibližně polovičńı
intenzitu oproti prvńımu z pás̊u. V experimentálńım spektru maj́ı tyto pásy rovněž
nižš́ı intenzitu, ale intenzita prvńıho z pás̊u neńı oproti nim tak vysoká. Čtvrtému a
pátému pásu z experimentu (706 a 727 cm-1), které jsou téměř slité, odpov́ıdá jeden
širš́ı pás okolo 694 cm-1. Posledńı ze 6 pás̊u z experimentu nelze pozorovat. V oblasti
1000 - 1150 cm-1 maj́ı pásy ve vypočteném spektru přibližně podobnou intenzitu na
rozd́ıl od experimentu, kde jsou jednotlivé pásy intenzitně lépe rozlǐsitelné. Oblast
1150 - 1500 cm-1 se lǐśı výskytem silného pásu okolo 1410 cm-1 ve výpočtu. Pás okolo
1568 cm-1 ve výpočtu neńı tak silný, jak by se dalo očekávat na základě spektra z
experimentu.

U spektra vypočteného pro druhou formu, podobně jako u prvńı formy, úplně ne-
odpov́ıdá počet pás̊u v oblasti 550 - 800 cm-1. Druhému a třet́ımu pásu z experimentu
(639 a 667 cm-1) odpov́ıdá jeden ve vypočteném spektru. Čtvrtý a pátý pás (676 a
709 cm-1) jsou ve výpočtu oproti prvńımu z pás̊u slabé, ve spektru z experimentu je je-
jich intenzita podobná. Posledńı z šesti pás̊u nelze pozorovat. V oblasti 1000 - 1150 cm-1,
podobně jako je tomu u prvńı formy, maj́ı vypočtené pásy přibližně podobnou intenzitu
a nejsou př́ılǐs výrazně oddělené. V oblasti 1150 - 1500 cm-1 ve vypočteném spektru jsou
tři pásy. Ve spektru z měřeńı je v této oblasti několik pás̊u, které jsou téměř slité a tvoř́ı
dva širš́ı pásy. V oblasti 1550 - 1800 cm-1 jsou dva pásy, které intenzitně odpov́ıdaj́ı
experimentu mnohem lépe, než je tomu u spektra pro prvńı formu.

U Ramanových spekter pro modulačńı schéma DCPI a DCPII u prvńı formy je
odlǐsnost u pásu 574 cm-1, pro který je ve výpočtu lehce výrazněǰśı pás pro modulačńı
schéma DCPII, kdežto v experimentu je výrazněǰśı pás pro modulačńı schéma DCPI.
Daľśı odlǐsnost je u pásu 856 cm-1, kdy je ve výpočtu výrazněǰśı pás pro modulačńı
schéma DCPII, kdežto v experimentu je výrazněǰśı pás pro modulačńı schéma DCPI.
Pro pás 901 cm-1 ve výpočtu maj́ı pásy pro dvě r̊uzná DCP schémata přibližně stejnou
intenzitu, v experimentu je silněǰśı pás pro modulačńı schéma DCPII. Pro pásy v oblasti
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Obrázek 6.24: Ramanova a ROA spektra pro formy askorbátu sodného (MD,
BPW91/CPCM/6-31++G**) zobrazené na obrázku č. 6.18 ve srovnáńı se spektrem
z experimentu. Ramanova spektra pro prvńı dvě formy jsou zobrazena pro modulačńı
schémata SCP, DCPI a DCPII, Ramanovo spektrum pro třet́ı formu pro modulačńı
schéma SCP.
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1000 - 1056 cm-1 ve výpočteném spektru jsou intenzity pro dvě r̊uzná DCP schémata
stejné, u experimentálńıho spektra maj́ı pásy při modulačńım schématu DCPII vyšš́ı
intenzitu.

U polarizovaných Ramanových spekter pro druhou formu jsou odlǐsnosti v přibližně
stejných oblastech. Je tu odlǐsnost u pásu 552 cm-1, pro který je ve výpočtu lehce
výrazněǰśı pás pro modulačńı schéma DCPII, kdežto v experimentu je výrazněǰśı pás pro
modulačńı schéma DCPI. U pásu 855 cm-1 jsou ve výpočtu intenzity pro obě modulačńı
schémata DCP obdobné, kdežto v experimentu je výrazněǰśı pás pro modulačńı schéma
DCPI. Pro pás 906 cm-1 ve výpočtu maj́ı pásy pro dvě r̊uzná DCP schémata přibližně
stejnou intenzitu, v experimentu je silněǰśı pás pro modulačńı schéma DCPII. Pás
1707 cm-1 ve výpočtu má výrazněǰśı intenzitu pro modulačńı schéma DCPI, ale v
experimentálńım spektru je tomu naopak.

U ROA spekter neńı př́ılǐs dobrá shoda ani u jedné ze dvou poč́ıtaných forem
askorbátu sodného. Vı́ce naměřenému ROA spektru odpov́ıdá spektrum pro prvńı
formu. Lze u ńı pozorovat silný záporný pás okolo 1000 cm-1, který je v experimentálńım
spektru okolo 1050 cm-1. V oblasti 1150 - 1800 cm-1, na rozd́ıl od spektra pro druhou
formu, nemá kladný a záporný pás, což souhlaśı s experimentem. Obě formy maj́ı v
oblasti 550 - 800 cm-1 výrazné pásy, zat́ımco experimentálńı signál je mnohem slabš́ı.

V tabulce č. 6.7 jsou jednotlivým Ramanovským pás̊um přǐrazené typy vibraćı. V
oblasti nižš́ıch vlnočt̊u je převládaj́ıćı vibraćı kývavá vibrace (wagging), která se týká
OH skupin. Od přibližně 800 cm-1 se zač́ıná objevovat kývavá vibrace, která se týká
skupiny CH2 a valenčńı vibrace C-O nebo C-C. V oblasti 1295 - 1426 cm-1 je ohýbavá
vibrace C-O-H, kývavá vibrace C-H a u skupiny CH2 bud’ vibrace krout́ıćı nebo kývavá.
Okolo 1460 cm-1 se objevuje n̊užková (scissoring) vibrace. Pro dva nejvyšš́ı pásy se jedná
o valenčńı vibrace C=O a C=C. Téměř všude se vyskytuje deformace kruhu (ring def)
je výrazná předevš́ım v oblasti nižš́ıch vlnočt̊u.
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Tabulka 6.7: Přǐrazeńı typu vibrace vypočteným a naměřeným ramanovským pás̊um
(uvedeny v cm-1) pro askorbát sodný rozpuštěnou ve vodě. Vysvětlivky: v, very; w,
weak; m, medium; s, strong; sh, shoulder; bend, bending; wag, wagging; def, defor-
mation; str, stretching; sci, scissoring, tw; twisting.

Experiment Forma č. 1 Forma č. 2 Typ vibrace
307 w 304 w 317 w ring def, O-H wag
396 vw 398 vw 403 sh, vw ring def, O-H wag
439 vw 426 vw 442 vw ring def, O-H wag
486 vw 480 vw 488 vw ring def, O-H wag
604 m 574 m 552 m ring def
639 m 618 w 633 m ring def, O-H wag
667 m 629 w 633 m ring def, O-H wag
706 m 694 m 676 w ring def, O-H wag

727 sh, m 694 m 709 w ring def, O-H wag
759 w - -
831 s 789 m 794 w ring def, O-H wag
867 w 856 vw 855 vw CH2 rock, ring def
931 w 901 vw 906 vw CH2 rock, ring def, C-C str
976 vw 947 vw 935 vw CH2 rock, ring def, C-O str

1020 sh, w 1008 w 996 w CH2 rock, ring def, C-O str
1043 m 1026 w 1007 w CH2 rock, ring def, C-O str, C-C str
1063 w 1043 w 1025 w CH2 rock, ring def, C-O str, C-C str
1085 w 1056 w 1045 w CH2 rock, ring def, C-O str, C-C str
1116 w 1074 w 1085 w CH2 rock, ring def, C-O str
1141 m 1106 w 1102 w CH2 rock, ring def, C-O str
1247 w 1196 w 1190 w C-H wag, ring def, C-O-H bend
1295 w 1263 w 1262 m C-H wag, CH2 twi, ring def, C-O-H bend
1331 w 1330 w 1332 m C-H wag, CH2 twi, ring def, C-O-H bend
1385 w 1413 vs 1409 w C-H wag, CH2 wag, ring def, C-O-H bend
1426 w 1413 vs 1409 w C-H wag, CH2 wag, ring def, C-O-H bend
1463 w 1453 sh, w 1450 sh, vw CH2 sci
1588 vs 1568 m 1614 s C=C str, C=O str
1719 m 1708 m 1707 w C=C str, C=O str

6.3.5 Rozklad spekter

Provedli jsme rozklad experimentálńıch SCP Ramanových a ROA spekter do spekter
vypoč́ıtaných pro tři uvažované formy askorbátu sodného. Ramanova a ROA spektra
pro tyto formy s naškálovanou x osou, jejich fit a spektrum z experimentu je zobra-
zeno na obrázku č. 6.25. V tabulce č. 6.8 jsou uvedeny výsledky rozkladu. Z výsledk̊u
vyplývá, že do experimentálńıho Ramanova i ROA spektra nejv́ıce přisṕıvá prvńı forma.
Třet́ı forma do Ramanového spektra nepřisṕıvá v̊ubec. Do ROA spektra přisṕıvá z na-
prosté většiny (95%) prvńı forma, daľśı dvě formy po 5%.
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Tabulka 6.8: Výsledky rozkladu experimentálńıho spektra do spekter vypočtených pro
tři uvažované formy askorbátu sodného.

Forma č. 1 [%] Forma č. 2 [%] Forma č. 3 [%]
Raman 72 28 0
ROA 95 5 5
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Obrázek 6.25: Naškálovaná Ramanova a ROA spektra pro tři r̊uzné formy askorbátu
sodného (MD, BPW91/CPCM/6-31++G**) zobrazené na obrázku č. 6.18 ve srovnáńı
s jejich fitem a se spektrem z experimentu.
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6.3.6 Porovnáńı simulovaných a naměřených spekter ve vodě
v metanolu

Daľśım rozpouštědlem, pro které byly provedeny výpočty Ramanových a ROA spekter,
byl metanol. Výpočet byl opět proveden pro prvńı dvě formy askorbátu sodného. Na
obrázku č. 6.26 je zobrazeno vypočtené a naměřené Ramanovo spektrum pro askorbát
sodný v metanolu zároveň s Ramanovými spektry pro askorbát sodný ve vodě. Stejně
jako v př́ıpadě kyseliny askorbové jsou u spekter pro metanol vynechané oblasti, ve
kterých jsou intenzivńı pásy metanolu, které se nepovedlo dobře odeč́ıst, tedy oblast
980 - 1200 cm-1 a oblast 1400 - 1530 cm-1 a zároveň jsou spektra normalizovaná.
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Obrázek 6.26: Ramanova spektra pro prvńı dvě formy askorbátu sodného ve vodě a v
metanolu (MD, BPW91/CPCM/6-31++G**) zobrazené na obrázku č. 6.18 ve srovnáńı
se spektry z experimentu. Spektra jsou normalizovaná.

U vypočtených spekter v metanolu lze pozorovat obdobné pásy jako v př́ıpadě vody.
V oblasti nižš́ıch vlnočt̊u lze pozorovat v př́ıpadě metanolu posun k nižš́ım vlnočt̊um,
v oblasti vyšš́ıch vlnočt̊u posun k vyšš́ım vlnočt̊um. Pás, který je okolo 425 cm-1, je pro
př́ıpad metanolu výrazněǰśı než v př́ıpadě vody, což odpov́ıdá spektr̊um z experimentu.
V oblastech nižš́ıch intenzit u vypočtených spekter (např. 300 - 550 cm-1 nebo 800 -
1000 cm-1) lze pozorovat v́ıce pás̊u vedle sebe.

U experimentálńıho spektra pro metanol lze u dvou pás̊u okolo 640 a 670 cm-1

pozorovat změnu v intenzitě oproti spektru pro vodu. U spektra pro vodu maj́ı tyto
pásy přibližně stejnou intenzitu, u metanolu má druhý pás výrazně nižš́ı intenzitu.
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Závěr

Hlavńım ćılem této diplomové práce bylo interpretovat Ramanova a ROA spektra kyse-
liny askorbové a askorbátu sodného. K tomu bylo nutné prozkoumat konformačńı pro-
stor těchto molekul a naj́ıt konformace, které do výsledných spekter nejv́ıce přisṕıvaj́ı.

Pomoćı Ramanových spekter kyseliny askorbové ve vodě měřených v závislosti na
pH a následném zpracováńı pomoćı faktorové analýzy byly vypočteny disociačńı kon-
stanty kyseliny askorbové - pK1 = 4,11 a pK2 = 11,72. Dále bylo źıskáno zastoupeńı
r̊uzně protonovaných složek a jim odpov́ıdaj́ıćı Ramanova spektra. Tyto výsledky jsou
v souladu s literaturou.

Pro dvě r̊uzně protonované formy: kyselinu askorbovou a askorbát sodný byla
změřena Ramanova a ROA spektra v r̊uzných rozpouštědlech. Nejvhodněǰśım roz-
pouštědlem je voda, která je zároveň d́ıky svému slabému signálu velmi vhodným
rozpouštědlem pro Ramanovu spektroskopii. Tato rozpouštědla maj́ı několik vlastńıch
intenzivńıch Ramanových pás̊u a v jejich mı́stě je obt́ıžné źıskat spektrum studované
látky. Věrohodná spektra ve většině spektrálńıho rozsahu se podařilo źıskat ještě pro
metanol. Ramanova spektra pro kyselinu askorbovou ve vodě a v metanolu se lǐśı pouze
mı́rně. Pomoćı simulaćı se podařilo dobře interpretovat pozorované rozd́ıly ve spektrech.

Pro kyselinu askorbovou se nejprve provedly výpočty plochy potenciálńı energie
ke zjǐstěńı konformaćı, které jsou lokálńımi minimy. Podařilo se zjistit také minimum
globálńı. Výsledné spektrum źıskané jako Boltzmannovský pr̊uměr ale nepřinesl uspo-
kojivou shodu s experimentálńım spektrem, proto byla k daľśımu prozkoumáńı kon-
formačńıho prostoru použita molekulová dynamika, ze které jsme źıskali klastry mole-
kuly kyseliny askorbové s vodami z prvńı solvatačńı vrstvy. Byly porovnány distribuce
torzńıch úhl̊u źıskané z PES sken̊u a z molekulové dynamiky. Ukázalo se, že přidáńı
explicitńıch molekul rozpouštědla má zásadńı a př́ıznivý vliv na výsledná spektra. U
Ramanových spekter bylo dosaženo velmi dobré shody. U ROA spekter je shoda také
dobrá, výjimkou je oblast 1500 - 1800 cm-1, ve které jsou ve vypočteném spektru dva
silné pásy - kladný a záporný, přičemž v experimentálńım spektru žádný silný signál
v této oblasti neńı.

Také u askorbátu sodného byl rovněž nejprve proveden výpočet plochy potenciálńı
energie, aby byla zjǐstěna možná lokálńı minima. Poté se provedly simulace s využit́ım
molekulové dynamiky opět jak pro askorbát sodný ve vodě, tak v metanolu. Výpočet
molekulové dynamiky byl proveden i pro daľśı dvě uvažované formy askorbátu sodného,
protože pro výchoźı formu nebyla shoda s experimentem př́ılǐs dobrá. Tyto dvě formy
se lǐśı umı́stěńım OH skupiny na pětičetném kruhu. Byl proveden rozklad experi-
mentálńıho spektra do spekter tř́ı uvažovaných forem. Z výsledk̊u lze usoudit, že do
výsledného spektra přisṕıvá kromě formy, která je běžně uváděná v literatuře, i forma
druhá, která nemá zanedbatelnou populaci. U ROA spekter vycháźı překvapivě po-
pulace výrazně nižš́ı a v budoucnu je tedy třeba ještě př́ıtomnost neobvyklé formy
askorbátu sodného ověřit daľśı nezávislou technikou.
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