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Uvod

Ramanova opticka aktivita (ROA) je perspektivni analyticka technika, kterd poskytuje
informace o prostorovém uspoiradani a dynamickém chovani chiralnich latek v roztoku.
Dulezita je predevsim pro farmaceuticky prumysl, protoze u vétsiny chiralnich latek ma
1é¢ivé icinky pouze jeden z enantiomertu. ROA byla vyuzita ke studiu ruznych biomo-
lekul jako jsou napiiklad proteiny, peptidy, cukry, nukleové kyseliny nebo viry. Jejich
spektra byla interpretovana na zakladé empirickych zkusenosti i ab initio vypoctu.

Do ab initio vypoctu je ¢asto nutné zahrnout model rozpoustédla, ¢imz se vypocet
priblizuje realné situaci. Pusobenim rozpoustédla na zkoumanou molekulu muze dojit
ke zméné konformace molekuly, coz se promitne do vyslednych Ramanovych a ROA
spekter. Jsou na vybér dva modely rozpoustédla - implicitni a explicitni. Implicitni
davat presné vysledky.

Kyselina askorbova neboli vitamin C je z biologického hlediska velmi dilezita mole-
kula. Lidsky organismus si vitamin C nedokaze sdm syntetizovat, ziskava se z potravy.
Je to vyznamny antioxidant, pfispiva k normalni ¢innosti nervové soustavy, imunitniho
systému a podili se na tvorbé hormonu nebo kolagenu. Kyselina askorbova se vysky-
tuje pii nizkém pH. Pii fyziologickém (neutrdlnim) pH se vyskytuje ¢astéji sodnd sul
kyseliny askorbové.

Hlavnim cilem této diplomové préace je studium konformace kyseliny askorbové
(vitaminu C) a jeji sodné soli a interakce s rozpoustédlem. Kyselina askorbové byla
jiz s pomoci Ramanovy spektroskopie zkouména, avSak nebylo dosazeno uspokojivé
shody teorie s experimentem. V této praci je rozsifeno studium pomoci Ramanovy
spektroskopie o jeji chiroptickou variantu - Ramanovu optickou aktivitu, kterd muze
prinést dodatecné cenné informace.

Tato diplomova prace je rozdélena do Sesti kapitol. V prvni kapitole je popsana
teorie Ramanovy optické aktivity, zaklady kvantové chemie a ab initio vypocetni me-
tody, které se vyuzivaji pro simulace Ramanovych a ROA spekter. Ve druhé kapitole je
popsana experimentalni sestava ROA spektrometru. Tteti kapitola je vénovana kyseliné
askorbové. Ve ¢tvrté kapitole jsou uvedeny cile této prace. Poté nasleduje kapitola o me-
todice. Jsou v ni popsany vypocty Ramanovych a ROA spekter, realizace experimentu
a popsané titraéni méfeni. Sestd kapitola je vénovéna vysledkim této diplomové préce.
Je rozdélena na tii ¢dsti, zvlast jsou uvedeny vysledky titracniho méfeni, vysledky pro
kyselinu askorbovou a askorbat sodny. V podkapitolach vénovanych kyseliné askor-
bové a askorbatu sodnému je uvedena analyza torznich thlt a porovnani namétrenych
a vypoctenych spekter ve vodé a v metanolu. Je uvedeno i pfitazeni vibraci jednotlivym
spektralnim pasum. V zavéru jsou shrnuty dosazené vysledky.



Kapitola 1

Teorie simulaci spekter ROA

1.1 Ramanuv rozptyl

Po dopadu elektromagnetického zareni o vinové délce Ay na vzorek muze dojit kromé
pruchodu, absorpce a odrazu zafeni také k jeho rozptylu. U Rayleighova rozptylu ne-
dochézi ke zméné vinové délky, jedna se o elasticky rozptyl. U Ramanova rozptylu, ktery
je neelasticky, se vlnové délky dopadajiciho a rozptyleného zareni lisi. Podle toho, zda
je vlnova délka rozptyleného zareni delsi, resp. kratsi jako puvodni, mluvime o Sto-
kesové, respektive anti-Stokesové prechodu. Vyraz vyjadiuje rozdil prevracenych
hodnot vlnovych délek dopadajictho a rozptyleného zareni, tedy rozdil vinoctu, ktery
se oznacuje jako Ramanuv posuv.

1 1
AU =1y — Uge = N oL (1.1)

Ramanuv posuv odpovida vibracni frekvenci molekuly. Diky tomu lze popsat a
identifikovat molekulu ve zkoumaném vzorku.

Ptiblizné 1/1000 intenzity dopadajictho zafeni se rozptyli, pricemz 1/1000 z tohoto
rozptyleného zareni je rozptylena nepruzné. Z tohoto duvodu je vhodné pro meéreni
Ramanovych spekter vyuzit jako zdroj zareni laser, ktery muze dosahovat vysokych
vykonu. [1, 2]

1.2 Ramanova opticka aktivita

Ramanova opticka aktivita, zkracené ROA, patii stejné jako Ramanuv rozptyl k tech-
nikam vibrac¢ni spektroskopie. Byla teoreticky predpovézena v roce 1969 prof. Atkinsem
a Barronem [3]. Tém se pomoci vypoctu na zdkladé polarizaénich vlastnosti Raylei-
ghova a Ramanova rozptylu podarilo ukazat, ze ve svétle rozptyleném chirdlnimi mo-
lekulami je obsazena mala slozka s kruhovou polarizaci. ROA je definovéna jako rozdil
intenzity Ramanova rozptylu mezi pravotocivé a levotocivé kruhové polarizovanym do-
padajicim nebo rozptylenym zarenim.

Chiralni molekuly jsou opticky aktivni, maji schopnost stacet rovinu polarizovaného
svétla. Z hlediska prvku symetrie tyto molekuly nemaji stfed symetrie, rovinu zrcadleni
ani rotacné-reflexni osu. Chiralni molekula se vyskytuje ve dvou prostorovych formach,
kdy jedna je zrcadlovym obrazem druhé, ale nelze molekulu s jejim zrcadlovym obra-
zem ztotoznit. Molekula a jeji zrcadlovy obraz se pak nazyvaji enantiomery. Prestoze
jsou oba enantiomery tvofeny stejnymi prvky, mohou mit odlisné chemické a optické
vlastnosti. Pokud je chemicky vzorek slozen z obou enantiomeru ve stejném poméru,



nazyva se tato smés racemicka. Pokud je ale slozen z pouze jednoho enantiomeru,
mluvime o enantiomericky (opticky) ¢isté smési.

Vysledkem méteni ROA jsou dvé spektra - Ramanovo (sumérni) spektrum, které
je déno souctem intenzit Ramanova rozptylu a ROA (diferen¢ni) spektrum, které je
déno rozdilem intenzit Ramanova rozptylu pro I(R) a I(L). Pomér téchto signalu se
oznacuje jako diferenéni cirkularni intezita

- 1)
 I(R)+I(L)’
kde I(R), resp. I(L) je intenzita Ramanova rozptylu pro pravotocivé, resp. levotocivé

kruhové polarizované zaieni. Tento pomér nabyvé hodnot 107 - 10°6. Ramanova optické
aktivita je tedy jesté mnohem slabsi jev nez Ramantuv rozptyl. [4] 5]

(1.2)

1.3 Teorie Ramanovy optické aktivity

Pokud je energie dopadajiciho zareni dostatecné vzdalena od energie absorpcnich precho-
du, lze vyuzit pro popis intenzit Ramanova rozptylu tzv. nerezonanéni aproximaci. V
této aproximaci jsou tenzory polarizovatelnosti a,p a elektrické kvadrupélové tenzory
A, gy redlné, magneticky dipélovy tenzor optické aktivity G’os ryze imagindrni. Lze je
zapsat ve tvaru

(s = 7 Z Re((nlfialf) (jlfisn)), (1.3)

j#n J"

Aapy = hz Re((nlfialf) (j|03-In)), (1.4)
j#n J"
2 w U

ns = % M—fcﬁfm(<n\ua|1><9|mﬁ|n>)7 (1.5)
j#n a0

kde wjn, = wj - wy, je uhlové frekvence odpovidajici pfechodu mezi pocatecnim stavem j a
koncovym stavem n, wq tthlova frekvence dopadajiciho zéreni a h redukovand Planckova
konstanta.

Operatory elektrického dipélového momentu fi,,, magnetického dipélového momentu
m, a elektrického kvadrupélového momentu HNM jsou definovany jako

= Zekma, (16)
=5 Z g SaBTkAPkY: (1.7)

_ 1
057 = 5 Z ek(3rkark5 — 7”]%5&5), (18)
k

kde r je polohovy vektor, p moment hybnosti, e naboj ¢astice a m jeji hmotnost.
V nerezonanc¢ni aproximaci plati nasledujici tenzorové invarianty

10



1
5(04)2 = 5(3(1/&604045 - aaaaﬁﬂ)a (19)

BG'Y = 5 (B0asGly — aeaCly) (1.10)
B(A)? = %WOQaﬂgawéA'y,é,Ba (1.11)
= %aaa, (1.12)
G = %G’w- (1.13)

Intenzitu pro Ramanuv rozptyl a ROA lze pomoci téchto invariantu vyjadrit jako
I(R) + I(L) = AK [D1o* 4+ Dof()?], (1.14)

I(R) - 1(1) = & [DsaG' + DuB(G")? + DsB(A)?] (1.15)

c
kde K je konstanta, ¢ rychlost svétla a D; - D5 souvisi s geometrii a modulaénim
schématem experimentu. Modulaéni schéma experimentu muze byt napt. ICP, SCP,
DCP;y nebo DCPyy. V modulaénim schématu ICP (incident circular polarization) je
dopadajici zafeni kruhové polarizované. Modula¢éni schéma SCP (scattered circular
polarization) zaznamendva intenzitu pravotocivé a levotocivé kruhové polarizované
slozky v rozptyleném zareni soucasné. V tomto modulaé¢nim schématu je dopadajici
zéreni nejcastéji nepolarizované. Dalsim modulaénim schématem je DCP (dual circu-
lar polarization), kdy je dopadajici zafeni kruhoveé polarizované a v rozptyleném zareni
zaznamenavame slozku s kruhovou polarizaci se stejnym (DCPy), respektive opaénym
(DCPy) smyslem kruhové polarizace. [4]

Hodnoty koeficientu Dy - D5 pro geometrii zpétného rozptylu a vyse zminéna mo-
dula¢ni schémata jsou uvedeny v tabulce ¢. a vychdzi z ¢lanku [6].

Tabulka 1.1: Hodnoty koeficientu D - D5 v rovnicich a pro geometrii zpétného
rozptylu a ruzna modulacni schémata. Index 'u’ u modulacnich schémat ICP a DCP
znamena nepolarizované dopadajici zafeni.

Modula¢ni schéma | Dy | Dy | D3 | Dy | Ds
ICP, 45| 7 | 0 [ 12| 4
SCP, 45| 7 | 0 [ 12| 4
DCP; 0|6 |0 |12 4
DCP 45 | 1 0] 0|0

7 tabulky ¢. vyplyva, ze modula¢ni schémata ICP, a SCP, davaji stejny Ra-
manuv signal, zatimco DCP; a DCPy; poskytuji rozdilnd Ramanova spektra a jejich
soucet je roven Ramanovu spektru pro SCP,/ICP,. Tato dvé modulaéni schémata
spolu s DCP; davaji stejny ROA signal, zatimco u DCPy; je ROA signal teoreticky
nulovy. [7]

11



1.4 Zaklady kvantové chemie

1.4.1 Schrodingerova rovnice

Pro vypocty Ramanovych a ROA spekter se vyuzivaji ab initio metody, které nume-
ricky Tesi staciondrni Schrodingerovu rovnici

Hy = E, (1.16)

kde H je operator energie Hamiltonian, E energie a ¢ vlnova funkce. Hamiltonian
obsahuje silové interakce mezi elektrony a jadry a mé nésledujici tvar

]:IZTN+TE+VNN+VN6+‘7€@, (1.17)

kde prvni ¢len predstavuje operator kinetické energie jader

. B2
Ty = Z—QMJAJ, (1.18)
J

druhy je operator kinetické energie elektronu

N h?
T, = — Ay, 1.19
2o, e
treti ¢len predstavuje coulombovské odpuzovani mezi jadry
ZJZJ/@
Von = 1.20
e 4”502; |Ry— Ryl 20

¢tvrty coulombovské pritahovani mezi jadry a elektrony

~ ZJ@
Vive = 4mo Z Z y— (1.21)

a posledni coulombovské odpuzovani mezi elektrony

. 1 e?
V= — _c 1.22
4Teg XZ: ; |ri — 7] ( )

Ve vyse uvedenych vzorcich je A Laplaceuv operdtor, J ¢isluje jadro, ¢ elektron, Ry
polohovy vektor pro jadro, r; polohovy vektor pro elektron, Z; protonové ¢islo jadra, h
redukovana Planckova konstanta, g permitivita vakua, e elementarni naboj, m, hmot-
nost elektronu a My hmotnost jadra. [, Q]

1.4.2 Born-Oppenheimerova aproximace

Podstatou Born-Oppenheimerovy aproximace je oddéleni pohybu atomovych jader od
pohybu elektronii. Hmotnost atomovych jader je priblizné 1800krat vétsi nez hmotnost
elektronu, ¢imz je zpusoben také vyrazné pomalejsi pohyb jader oproti elektronum.
Pii splnéni podminky m, << Mj lze pohyb jader zanedbat a ddle fesit elektronovou
Schrodingerovu rovnici

]:Ielwel - Eelwela (123)

12



ve které vystupuje elektronova vinova funkce 1, elektronova energie E,; a elektronovy
Hamiltonidn

ﬁel = Te + VNN + VNe + Vee. (1.24)

V Hamiltonidnu jiz nevystupuje operdtor kinetické energie jader. Neznamena to ale,
ze by Schrodingerova rovnice na jadrech vubec nezavisela. Vysledek je zavisly
na jejich prostorovém usporadani, zavislost je tedy parametrickd. Ze Schrodingerovy
rovnice [1.23|se pro dané geometrické usporadani atomovych jader vypocita elektronova
energie E., se kterou se elektrony v molekule s danym uspotadanim jader pohybuji.

Zavislost elektronové energie E. na parametru, ktery souvisi s geometrickym uspoia-
déanim atomovych jader, napt. na vazebném thlu, se pro dvouatomové molekuly nazyva
kiivka potencidlni energie, pro viceatomové molekuly plocha potencialni energie (PES).
Tato kiivka ndm davé informaci o tom, jakd hodnota daného parametru (napf. vazebnd
délka, vazebny nebo torzni tihel) je pro molekulu nejvyhodnéjsi a zaroven nejpravdépo-
dobnéjsi. Je to hodnota v okoli lokalnitho minima potencialni energie. Ziskdme tim
predstavu o moznych konformacich molekuly. 8, 9]

1.4.3 Harmonicka aproximace a normalni vibraéni moédy

Atomové jadra mohou vykonavat ruzné typy pohybu - translaci, rotaci a vibraci. Pro
spektroskopii je zajimavy predevsim vibra¢ni pohyb. S vyuzitim Born-Oppenheimerovy
aproximace lze zapsat Schrodingerovu rovnici pro atomova jadra jako

(T + Ea)xn = Exn, (1.25)

kde xn je vlnova funkce pro N-té atomové jadro, ktera popisuje translacni, rotaéni a
vibra¢ni pohyb molekuly. Pomoci Taylorova rozvoje lze vyjadrit zavislost elektronové
energie E. na vzdalenosti mezi jadry jako

N dEy 1 (d’E, )
Eu =~ Ea(R.) + ( — > (r=R)+3 ( — ) (r — R.)? (1.26)

kde R, je rovnovazna mezijadernd vzdalenost. Pokud zvolime elektronovou energii v
rovnovazné poloze Eg(Re) rovnu nule, bude i druhy c¢len rozvoje (derivace elektro-
nové energie podle soutadnic), ktery se nazyva gradient, nulovy a zustane ndm pouze
kvadraticky ¢len. S vyuzitim substituci

d*Ey
o (45, 0

r=r—R,, (1.28)

1ze posledni (kvadraticky) ¢len Taylorova rozvoje zapsat jako

1 (d*E, 1
By~ - — R.)* = —ka*. 1.29
() o o

Molekula s N atomovymi jadry je popsana 3N kartézskymi soutradnicemi (z;, y;, 21,
-y TN, YN, 2N). Pro vibraéni pohyb zbyva 3N-6 soutfadnic (pro linedrni molekuly 3N-5),
protoze 3 soutadnice se vyuziji na popis translace a dalsi 3 na popis rotace. S vyuzitim
Taylorova rozvoje lze zapsat potencidlni energii v okoli minima jako
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0? Eel
§ - § " 1.
83: 8% Hijziz, (1.30)
1 j= 1 j=1

1= =

kde matice druhych derivaci
o 0*E,
Yo 0;1718%
se nazyva Hessova matice, Hessidn nebo harmonické silové pole. V energetickém minimu
musi byt Hessidn pozitivné definitni, tzn. Ze jeho vlastni ¢isla musi byt nezaporna.

(1.31)

Pokud nahradime kartézské soutadnice (z;, v, 27, ..., Tn, Yn, 2y) tzv. normalnimi
moédy (qi, ge, -, qsn-6) 1ze potencidlni energii v harmonické aproximaci zapsat jako
136 5

el 2
Z o (1.32)

=1
Hessian ma tedy v norméalnich modech tvar
2
0°FEy

H;; = O0F (1.33)

7
Hamiltonidn pro vibrace pak bude mit v normalnich médech tvar

9 3N—-6 3N6

3N—
mb Z 2 a EEZ 2 Z (]_ 34)
i=1 =

Ze vztahu lze vidét, ze Celkovy Hamiltonién se da lekat jako soucet Hamiltonidnu
pro jednotlivé normalni mody. Zavedenim normaélnich moédu se zjednodusi vypocet
harmonickych frekvenci, které lze ziskat diagonalizaci Hessianu.

Schrodingerova rovnice se tak bude moci fesit zvlast pro jednotlivé normalni médy

hithi(@1) = Buivr0i(0), (1.35)

a celkova energie bude dana sou¢tem energii téchto normélnich médu, které jsou rovny
energiim harmonického oscilatoru

1
Eyitri = (nz + 5) hv;, (1.36)

kde v; je frekvence i-té vibrace

] 92E,

o2
= — A\ 1.37
o\ Tm (1.37)

Nevyhodou harmonické aproximace je, ze uvazuje ekvidistantni vibra¢ni hladiny a
nepredpoklada rozstépeni chemickych vazeb v molekule. Pro pfesnéjsi popis by se
dal pouzit anharmonicky Morseho oscilator, kde se k sobé jednotlivé vibra¢ni hladiny
ptiblizuji a pii dosazeni disocia¢ni energie se molekula rozstépi. [8) [9]
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1.5 Ab initio vypocetni metody

Ab initio vypocetni metody jsou kvantové-chemické vypocty, které numericky resi
Schrodingerovu rovnici. Nézev ab initio (z latinského ,,od poc¢atku“) maji tyto metody
proto, ze k vypoctum je potieba znat pouze zakladni fyzikalni konstanty. Schrodin-
gerova rovnice je feSena s vyuzitim ruznych aproximaci, kdy mezi nejznaméjsi patii
metoda Hartree-Fockova (HF) nebo metody zalozené na teorii elektronové hustoty
(DFT). [4, 8]

1.5.1 Teorie elektronové hustoty

V dnesni dobé se vétsina kvantové-chemickych vypocétu provadi s vyuzitim metod
zalozenych na teorii elektronové hustoty. Co se tyce vypocetni narocnosti, je tato me-
toda srovnatelna s Hartree-Fockovou metodou, vypocty jsou ale mnohem presné;jsi.
Ptesnost vypoctu je zpusobena zahrnutim korela¢ni (vyménné) energie. Tato energie
je kvantovym jevem, vysvétluje se jako vzajemnd korelace (ovliviiovani) pohybu elek-
tront. DFT nepracuje s vlnovou funkei, ale s elektronovou hustotou (hustotou elek-
trostatického néboje)

1/J($1,y1,Z1,01,$2,-~-,ZN,0N) = p(x,y,z). (1-38)

Vlnové funkce je komplexni a zavisla na vSech souradnicich a spinech ¢éastic v molekule,
zatimco elektronova hustota je zavisla pouze na tfech prostorovych soutadnicich, z
matematického hlediska je to tedy mnohem jednodussi objekt.

Zakladem teorie DFT je Hohenberg-Kohnuv teorém, ktery tikd, ze vnéjsi potencial
(potenciél vyjadiujici v jakém vnéjsim poli se elektrony pohybuji) je uréen elektronovou
hustotou. Ze znalosti potencialu lze dopocitat Hamiltonian, vinovou funkci a energii.
Ty jsou jednoznaéné urceny pouze elektronovou hustotou. Z toho plyne, ze elektronova
energie je jednozna¢nym funkcionalem elektronové hustoty. Tvar funkciondlu popisuji
Kohn-Shamovy rovnice.

Pro vypocty je na vybér velkd skala DFT funkciondlu, které se lisi presnosti a
vypocetni naroénosti. Mezi nejznaméjsi patii hybridni funkcional B3LYP (Becke, Lee,
Yang, Paar), BSPWO1 nebo ¢isty funkcional BPW91 (Becke, Perdew, Wang).

Pro vypocty je také zapotiebi zadat bazi atomovych orbitalu, ktera popisuje rozlozeni
elektronu kolem molekuly. Gaussovské orbitaly patii mezi nejrozsitenéjsi. Jsou to Sla-
terovy orbitaly (orbitaly vodikového typu) aproximované nékolika gaussovskymi funk-
cemi. Minimalni baze je STO-3G, jedna se o orbital Slaterova typu, ktery je aproxi-
movan tiemi gaussovskymi funkcemi. Béze 6-311++G** je vhodnd pro vypocty elek-
tromagnetickych vlastnosti molekul, napt. ROA a Ramanovych spekter. Je doplnéna
polariza¢nimi funkcemi (oznacené *) a difiznimi funkcemi (oznacené +) jak pro tézké
atomy, tak i vodik. [8] ]

1.5.2 Modely rozpoustédla

Do vypoctu je dulezité zahrnout i rozpoustédlo, protoze pusobenim molekul rozpoustédla
na zkoumanou molekulu muze dojit ke zméné konformace molekuly, coz se promitne do
vyslednych Ramanovych a ROA spekter. Rozpoustédlo je mozné zahrnout implicitné
nebo explicitné, pripadné kombinaci obojiho.

V implicitnim modelu se rozpoustédlo aproximuje kontinuem, zpravidla dielek-
trikem, které je definovano permitivitou. Prvnim takovym modelem byl Onsageruv
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model, kde byla molekula nahrazena bodovym dipdlem a uzaviena do kulové dutiny.
Rozpoustédlo, charakterizované permitivitou, se nachazelo vné této dutiny. Presnéjsi
modely uvazuji vzéjemné pusobeni rozpoustédla a studované molekuly. Studovana mo-
lekula polarizuje obklopujici rozpoustédlo, to na néj zpétné pusobi a vznika tzv. reakéni
pole. V téchto modelech se navic presnéji modeluje tvar kavity, ve které je molekula
uzaviena. Pro vypocet reakcniho pole se kavita rozdéli na malé plosky, na které jsou
umistény povrchové naboje. Tyto modely se nazyvaji PCM (polarizable continuum mo-
dels). V.COSMO modelu (conductor-like continuum solvent model) neni rozpoustédlo
aproximovano dielektrikem, ale dokonalym vodicem. Jeho implementaci na model PCM
vznikl CPCM model (conductor-like PCM).

V explicitnim modelu je studovanzi molekula obalena nékolika molekulami roz-
presnéjsi. Muze se zde projevit zména prostorového usporadani molekuly vlivem prlmeho
pusobeni molekul rozpoustédla nebo dokonce vznik vodikové vazby.

Oba dva zpusoby zahrnuti rozpoustédla se daji kombinovat tak, ze se studovana
molekula obalend nékolika molekulami rozpoustédla uzavie do dielektrické dutiny. [8]
9, [10]

1.5.3 Molekulova dynamika

K prozkoumani konformacniho prostoru v case se vyuziva klasickd molekulova dyna-
mika (MD), ktera je zalozena na numerickém feseni Newtonovych pohybovych rovnic

—

F, = m;a, (1.39)

pro kazdou ¢astici ¢ v systému. Sila F';, ktera pusobi na i-tou ¢astici, se spocte jako
derivace potencialni energie, kterou lze zapsat jako

F=Y R, — g ; LCEL DRI L ABR(L 4 cos(mid + 6:)]+
vazoy unty orze
1 ; , 12 ’ "
+;;4W€QR(]J ;;4{5@] (O'Z'J.) (0']) +;plk P g 2 (140)

kde prvni dva ¢leny predstavuji harmonicky potenciél, ktery popisuje zmény energie pti
zméné délek vazeb a deformaci vazebnych thlu, treti popisuje zmény energie spojené se
zménou torzniho (dihedrélniho) thlu, ¢tvrty clen predstavuje Coulombovskou interakei,
péaty Lennard-Jonesuv potenciél (obsahuje odpudivou a pfitazlivou silu mezi atomy) a
posledni je potencial pro odchylky od roviny.

Parametry silového pole lze ziskat ab initio vypocty nebo z programu, které umoznuji
provadét MD simulace, jako je napt. TINKER nebo AMBER. [7, [8] 9]

1.6 Zakladni postup vypoctu

Vypocty probihaji v nékolika krocich. Je potfeba zoptimalizovat geometrii molekuly,
vypocitat silové pole, vibracni frekvence a spektralni intenzity.
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1.6.1 Optimalizace

Prvnim krokem pfti vypoctech Ramanovych a ROA spekter je optimalizace geometrie
dané molekuly. Pti optimalizaci geometrie je hledano lokalni minimum na potencialni
energetické plose (PES). Potencidlni energie molekuly se méni v zdvislosti na zménéch
struktury molekuly (napf. pii zméné vazebné délky, vazebného ¢ torzniho ihlu). V mi-
nimu energie je gradient energie nulovy a Hessidn (1.31] pozitivné definitni. Pfi
minimalizaci energie je dulezitda volba soutfadného systému. Ukézalo se, ze kartézsky
soufadny systém pro vypocty neni vétsinou prilis vhodny a vhodnéjsi je kvantové che-
mické vypoéty provadét za vyuziti redundantnich vnitinich souradnic. [IT) 12] Opti-
malizace geometrie za vyuziti vnitinich redundantnich soufadnic je implementovana
v programu Gaussian 16. Je vhodna ptredevsim pro systémy s kovalentni vazbou. Pro
slabé vazané skupiny molekuly je konvergence optimalizace spatnd kvuli numerickym
nestabilitam, které jsou zpusobeny velkym poctem nédsobeni matic pti prechodu mezi
kartézskymi a redundantnimi souradnicemi. Pro tyto systémy je vhodnou volbou op-
timalizace v norméalnich modech, kterd je implementovand v programu QGRAD [13].
Nizkofrekvenéni médy odpovidajici torznim pohybum molekuly a piipadné interakei s
molekulami rozpoustédla jsou fixovany, zatimco spektroskopicky dulezité médy (stret-
ching a bending) mohou relaxovat. Podrobnéjsi popis této metody a jeji vyhody lze
nalézt napt. v ¢lanku [14]. Optimalizace v normélnich modech byla vyuzita pro klastry
kyseliny askorbové a askorbétu sodného s explicitnimi molekulami vody. [7]

1.6.2 Vypocet silového pole

Silové pole je matice druhych derivaci energie podle souradnic atomovych jader. Vztah
pro jeji vypocet je uveden v kapitole ¢. m (rovnice é. a . Vypocet silového
pole musi byt proveden na stejné vypocetni tirovni jako optimalizace geometrie. V pro-
gramu Gaussian 16 se vypocet silového pole provadi analyticky. Vibracni frekvence
jsou vypocteny diagonalizaci Hessianu v normélnich mddech.

1.6.3 Vypocet intenzit

Vypocet intenzit Ramanovych a ROA spekter muze byt proveden na nizsi vypocetni
urovni nez predchazejici optimalizace a vypocet vibracnich frekvenci. Piikladem je baze
rDPS [15], kterd pro ROA spektra casto dava dobré vysledky. Aby bylo mozné apli-
kovat vztahy [1.3] a uvedené v kapitole ¢. na Ramanuv rozptyl a ROA,
je potieba vyjadrit jejich variaci v zavislosti na pohybu jader, tzn. aspon prvni de-
rivaci podle normélnich vibra¢énich soufadnic. V piipadé fundamentalnich prechodu
|0) — |1p) chceme zjistit maticové elementy (0|a|l). K tomu se vyuziva Placzekova
aproximace [16]. V této aproximaci je vlnové vibraéni funkce aproximovéna vinovou
funkci harmonického oscilatoru. Zaroven jsou v rozvoji podle vibra¢ni soutradnice za-
nedbéany cleny s vyss$i mocninou, nez je jedna. Vysledné vztahy pro Ramanovu a ROA
intenzitu jsou
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kde g, je normdlni vibra¢ni soufadnice pro p-ty vibraéni maéd. [7]
Vypoctené Ramanovo a ROA spektrum je ¢arové. Toto spektrum se proklada Lo-
rentzovymi kfivkami o zadanych polositkach.
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Kapitola 2

ROA spektrometr

Vsechna méteni v této diplomové praci byla provedena na Ramanové spektrometru,
ktery byl postaven na katedie optiky Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v
Olomouci. Jeho spektralni rozsah je 40 - 4500 cm™, schéma je zobrazeno na obrazku
¢. 21l

Béhem jednoho métreni muzeme ziskat spektra pro modula¢ni schémata SCP, DCPy,
DCPyp a ICP. Nevyhodou méfeni v ICP schématu je, Ze se intenzita rozptylu zazna-
menava pro kazdy typ kruhové polarizace v jiny casovy okamzik. Vyhodou SCP je
potlaceni slozky sumu, ktera se nazyva flicker noise, coz prispiva ke zlepseni poméru
signal-sum.

Geometrie experimentu je ddna tihlem mezi dopadajicim a rozptylenym zarenim.
V soucasné dobé se nejvice vyuziva geometrie zpétného rozptylu (180°), protoze se
ukazalo, ze je pii této geometrii intenzita ROA signalu nejvyssi. Spektrometr, na kterém
bylo provedeno méteni, vyuziva geometrii zpétného rozptylu. [4]

“ -

svirk E transformator
zaverka prufezu svazku

[\  polarizator

1 Qwp
P I——
linearni rotator

(LR1,LR2) vstup 1

(31 MMF)
[ cirkularni prevodnik (CC1) I
————
1 cirkularni pfevodnik (CC2)
]
[E;ﬁ';";‘é;"‘f n fokusa&ni
fotodioda vzorek ¢£ocka i objektiv
i
[}
+

o< | ] )=,

parzrcadel LR3 CC3 QWP notch/edge PBS fokusaéni
filtr objektiv

Obrazek 2.1: Schéma spektrometru pro méreni ROA aktivity. Prevzato a upraveno
z [17].
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Zakladem Ramanova spektrometru je zdroj monochromatického zareni, kterym je
laser o vlnové délce 532 nm. Zareni prochdazi sestavou optickych prvka upravujici
jeho polarizacni stav. Po dopadu excita¢niho zareni na vzorek dochéazi k jeho roz-
ptylu a rozptylené Ramanovo zatreni poté prochézi optickou sestavou do spektrografu.
K modulaci polarizacniho stavu dopadajiciho monochromatického zareni na vzorek i k
uprave rozptyleného polychromatického zareni ze vzorku se vyuziva celd fada optickych
komponent. Cést spektrometru, kterd slouzi k pfenosu monochromatického zafeni ze
zdroje na vzorek, je tvorena zavérkou, transformatorem prufezu svazku, linearnim
polarizatorem, ¢tvrtvinnou destickou, dvojici protibéznych linedrnich rotatoru (dve
pulvinné desticky), dvéma cirkuldrnimi prevodniky (pulvlnné desticky), dvojici zrca-
del a fokusacnim objektivem, ktery zafeni fokusuje do vzorku. Cést spektrometru, ktera
slouzi k prenosu rozptyleného zareni ze vzorku na vstup spektrografu, je tvorena objek-
tivem, ktery kolimuje rozptylené zatreni, linearnim rotatorem, cirkuldrnim prevodnikem,
retarda¢ni deskou, notch /edge filtrem, polarizacnim délicem svazku a v kazdé vétvi po-
larizacniho délice fokusaénim objektivem a vstupem optickych vldken, které rozptylené
zateni prevedou do spektrografu.

Neékteré optické prvky v ROA spektrometru mohou byt do optické dréhy zasunuty
podle potteby. Takovym prvkem je napt. ctvrtvinna desticka, ktera je do optické drahy
excitacniho zareni zasunuta, pokud je potfeba mit kruhové polarizované zareni, tedy pii
meéreni v modulaé¢nim schématu DCP. Podobné je tomu u dvou cirkuldrnich prevodniku,
které jsou také do optické drahy zasouvany podle potieby pifi méfeni v modulacnim
schématu DCP.
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Kapitola 3

Kyselina askorbova

Kyselina L-askorbova neboli vitamin C je organickd sloucenina dobie rozpustna ve
vodeé, ve které tvori slabé kysely roztok. Jeji sumarni vzorec je C¢HgOg a jeji molarni
hmotnost 176,12 g/mol. Vyskytuje se ve formé bilého krystalického préasku. Pati{ mezi
derivaty glukézy. Rada zvifat je schopna si vitamin C sama syntetizovat. U lidf tomu
tak neni a je potieba prijimat vitamin C ze stravy. Pfispiva k normalni ¢innosti ner-
vové soustavy, ke spravné funkci imunitniho systému, podili se na tvorbé kolagenu,
hormonu a snizuje hladinu cholesterolu. Nedostatek vitaminu C se projevuje nemoci
zvanou kurdéje. Vitamin C je vyznamny antioxidant. Toho se vyuziva v potravinarském
prumyslu, kdy se vyuziva k prodlouzeni trvanlivosti potravin, kde zabranuje oxidaci
tukt nebo slouzi jako konzervant a napoméahd k zachovani barvy.

3.1 Konformace

Kyselina askorbové je chirdlni molekula, ktera ma dvé chirdlni centra. Prvnim z nich je
uhlik C4, ktery mé konfiguraci R. Druhym z nich je uhlik C5, ktery ma konfiguraci S.
Na obrazku ¢. je schéma kyseliny askorbové s ocislovanymi atomy a vyznacenymi
torznimi uhly. V tabulce ¢. jsou zadefinované torzni uhly vyznacené na obrazku

¢. 31

Obréazek 3.1: Kyselina askorbova s vyznacenymi torznimi uhly a oc¢islovanymi atomy.
Prevzato z [18].

21



Tabulka 3.1: Zadefinované torzni thly vyznacené na obrazku c. podle ¢clanku [1§].

Y1 | CL-C2-02-H2
Y2 | C2-C3-03-13
Ys | C3-C4-C5-05
Ya | C4-C5-05-Hob
Y5 | C4-C5-C6-06
Yo | C5-C6-06-Ho6

Vychozi konformace, ktera byla modelovana v MCM95, byla vytvotrena podle hod-
not vazebnych délek, vazebnych a torznich uhlu podle ¢lanku [1§].

3.2 Protonované formy

Kyselina askorbovd (AH,) je dvojsytna kyselina. M4 dvé disociaéni konstanty pKj
v rozmezi 4,1 - 4,25 a pKy v rozmezi 11,5 - 11,79. (obrézek ¢. . [18] V roztocich o
fyziologickych hodnotéach pH se vyskytuje prevazneé jako anion (AH™), znamy jako sodna
sul kyseliny askorbové, askorbat sodny nebo askorban sodny. V této diplomové praci
bylo pouzivano oznaceni askorbét sodny. V literatufe [I8] se uvadi, ze u nejstabilnéjsi
formy askorbatu sodného pti deprotonaci dochéazi k odstépeni H3. V silné zasaditych
roztocich se vyskytuje jako dianion (A%). U této formy dochdzi k deprotonaci u kysliku
03 a 02.

OH OH OH
o} o) o OH
o OH o OH o
H
__/ H 2 __/ H 2 —
pK, =41 pK,=11,8
HO OH HO o} 0 o

Obrazek 3.2: Ruzné protonované formy kyseliny askorbové.

3.3 Rozpustnost v riznych rozpoustédlech

Rozpoustédla pro méreni se vybirala podle maximélni rozpustnosti, ktera byla stu-

dovana pro kyselinu askorbovou podle ¢lanku [21] a pro askorbét sodny podle ¢lanku

[22]. Mezi rozpoustédla, pro které mé kyselina askorbova nejvyssi rozpustnost patif

voda, metanol, etanol a propan-2-ol. Pro askorbat sodny voda a metanol.
Rozpustnost x je definovana jako

mo
p—_ 0 _ M (3.1)

ms )

m,
ng + Ny VE+MS

kde n predstavuje latkové mnozstvi, m hmostnost, M molarni hmotnost, index 0
oznacuje kyselinu askorbovou, piipadné askorbat sodny a index s oznacuje rozpoustédlo.
Rozpustnost x zavisi na teploté podle vzorce

Inz=A+ B(T/K), (3.2)
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kde A a B jsou konstanty, které se lisi pro jednotliva rozpoustédla a T/K teplota v
Kelvinech. Rozpustnost pro jednotliva rozpoustédla je uvedena v tabulce ¢. [3.2] kde
byla dopoc¢itana maximalni dosazitelna koncentrace.

Tabulka 3.2: Rozpustnost pro kyselinu askorbovou a askorbat sodny v jednotlivych
rozpoustédlech pro teplotu 25°C (298 K).

Rozpoustédlo A B Rozpustnost | Koncentrace [M]
Kyselina askorbova voda -11,698 | 0,0278 | 32,92-10° 1,92
Kyselina askorbova metanol -10,033 | 0,0204 | 19,18-107 0,62
Kyselina askorbova etanol -14,588 | 0,0323 6,99-10° 0,15
Kyselina askorbova | propan-2-ol | -20,152 | 0,0469 2,08-103 0,03
Askorbat sodny voda - - 64-103 3,83
Askorbat sodny metanol - - 0,43-103 0,01

3.4 Ramanova spektra

V této kapitole jsou ukdzdna Ramanova spektra z ¢lanku [I8]. Tento ¢ldnek shrnuje a
vénovana pouze Ramanovym spektrum, ROA spektra nebyla namérena. Ramanova
spektra byla navic poc¢itana pro nalezeni preferované konformace bez vyuziti molekulové
dynamiky. Ramanova spektra z ¢lanku [I§] pro kyselinu askorbovou jsou zobrazena na
obréazku ¢. [3.3] a pro askorbat sodny na obrazku ¢. [3.4]

V obou piipadech neni shoda s experimentalnim spektrem piilis uspokojiva, jsou
patrné odliSnosti ve tvarech, ale i intenzitach jednotlivych pasu. U kyseliny askorbové
je v experimentalnim spektru vyrazny pds okolo 825 cm™, ktery ve vypocteném spek-
tru neni zdaleka tak vyrazny. Totéz plati pro pas u askorbatu sodného, ktery je v
naméfeném spektru okolo 831 cm™. Ve vypoéteném spektru pro askorbat sodny je
oproti experimentalnimu spektru navic vyrazny pas 1415 cm™.

23



1750 4 Ascorbic Acid -
dissolved in water
488 nm or 532 nm

1692

1500

1250

<~ 1000 -
~ | Ascorbic Acid
a @ | Crystal Powder
-] 532 nm
750 & L

| |

500 - ) M/-\, \\_\“'r__._"—ﬂ: "\Ju" .",J W) ““\-A'J-y‘l'-\.‘ i

2 s
@ u = | Ascorbic Acid in water
250 4 \ Most stable conformer [*
DFT/B3LYP/6-311++(d,p

L] T L] T L] T L]
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 O
Wavenumber, -::m'1

Raman Intensity, caled. value/ 35, A”/AMU or exp. arbr. scaled

Obrazek 3.3: Ramanova spektra pro kyselinu askorbovou uvedend v ¢lanku [I8].
Nejdiive jsou zobrazena Ramanova spektra ziskand z méfeni kyseliny askorbové
rozpusténé ve vodé s vyuzitim dvou ruznych excita¢nich délek 488 a 532 nm a spek-
trum pro vodu. Uprostied je zobrazeno spektrum z méreni, kdy byla mérena kyselina
askorbova v prasku. Nakonec je zobrazeno vypoctené Ramanovo spektrum pro nejsta-
bilnéjsi a nejvice pravdépodobny konformer.
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Obrazek 3.4: Ramanova spektra pro askorbat sodny uvedend v ¢lénku [I8]. Nejdiive
je zobrazeno Ramanovo spektrum ziskané z méteni askorbatu sodného rozpusténého
ve vodé s vyuzitim excitacni délky 532 nm a spektrum vody. Uprostied je zobrazeno
spektrum z méreni, kdy byla méfen askorbat sodny v prasku. Nakonec je zobrazeno
vypoctené Ramanovo spektrum.
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Kapitola 4
Cile prace

V nasledujicich bodech jsou shrnuty cile této diplomové prace:

e Provést méreni Ramanovych spekter kyseliny askorbové v zavislosti na pH a
spektra statisticky zpracovat, vyhodnotit procentudlni zastoupeni ruzné proto-
novanych slozek v zavislosti na pH

e Provést méreni Ramanovych spekter a spekter Ramanovy optické aktivity kyse-
liny askorbové pii nizkém a pii neutrdlnim pH (sodné sul kyseliny askorbové)

e Provést ab initio simulace spekter, provést prozkoumani konformacniho prostoru,
pripadné i za vyuziti molekularni dynamiky a srovnat spektra s experimentem

e Provést syntézu ziskanych dat a vyhodnotit informace o konformacénim chovéani
molekuly
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Kapitola 5

Metodika

5.1 Metodika simulaci spekter

V této praci byly pocitany dvé formy v zavislosti na pH, kyselina askorbové a askorbat
sodny. Postup je podrobnéji popsan pro kyselinu askorbovou, pro askorbat sodny byl
obdobny.

Molekula kyseliny askorbové byla modelovana v programu MCM95 [23]. Vazebné
délky, ihly a torze byly nastaveny podle struktury, kterd byla uvedena v ¢lanku [I§]
jako jejich nejlepsi. Geometrie molekuly byla optimalizovana s vyuzitim funkcionalu
BPWOI1 a baze 6-31+4+G** v programu Gaussian 16 [24]. Vliv vody byl zahrnut
prostfednictvim implicitntho modelu CPCM. Vypocet vibracnich frekvenci byl pro-
veden na stejné vypocetni tdrovni.

Pro 6 vybranych torznich dhla byl proveden PES sken plochy potencialni ener-
gie, pro dva z nich i 2D sken. Kazdy torzni uhel byl ménén v intervalu 0 - 360°
s krokem 5°. V tabulce ¢. jsou uvedeny hodnoty jednotlivych torznich thli pro
vychozi strukturu molekuly kyseliny askorbové a v tabulce ¢. pro askorbat sodny.
Vychozi struktura molekuly kyseliny askorbové byla nastavena podle ¢lanku [1§]. Hod-
noty v tabulce ¢. jsou uvedeny po pieoptimalizaci na nami zvolené vypocetni drovni
BPW91/CPCM/6-31++G**.

Tabulka 5.1: Torzni tihly pro vychozi strukturu molekuly kyseliny askorbové, ze které
byly provedeny jednotlivé PES skeny.

X [ xe 1] xs [T ] xa 7] x5 [T | X6 []
0 0 | 50 | 92 | -80 | 68

PES sken byl proveden proto, aby byla mohla byt identifikovana vSechna mozna
PES minima, kterd odpovidaji moznym stabilnim konformerum, které je potieba za-
hrnout pii simulacich spekter. Z vybranych geometrii s relativni energii mensi jak
2,5 kcal/mol generovanych pii 2D skenu ( xi, x2) byla spo¢tena Ramanova a ROA
spektra. Spektra byla pocitana jako Boltzmannovsky prumeér s vyuzitim vztahu

oo (-25) -

kde k je Boltzmannova konstanta, T termodynamicka teplota a AE rozdil rozdil ener-

s~/
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vyslednymi prubéhy energii pro jednotlivé torzni uhly i vyslednymi spektry je v kapi-
tole ¢. [6.2.11

S vyuzitim molekulové dynamiky byly do vypoctu zahrnuty explicitni molekuly
rozpoustédla - vody. Byla vyuzita molekulovd dynamika programu AMBER 14 [25] a
bylo pouzito silové pole GAFF a TIP3P pro molekuly vody. Chybéjici parametry byly
dopocitany pomoci pop=MK a vygenerovany pomoci skriptu antechamber v programu
AMBER 14. Nejdriive probéhla minimalizace samotné molekuly kyseliny askorbové,
poté byl vytvoren kubicky box o délce strany 20 A, coz odpovidd 267 molekuldm vody
pii hustoté 1000 kg/m3. Tento pocet byl snizen na 262, protoze ¢ast objemu boxu
je vyplnéna molekulou kyseliny askorbové. Potom probéhla minimalizace boxu. Na
jeho okrajich byly zajistény periodické okrajové podminky a nechal se vyvijet jako
kanonicky (tzn. o konstantni teploté a objemu, zna¢i se NVT). Pfi minimalizaci boxu
byla molekula kyseliny askorbové ¢astecné fixovana, aby se zamezilo nezadouci zméné
geometrie molekuly. K tomu byla vyuzita dodatecna sila, tzv. restraint, o velikosti 5
kcal mol™! A2, Poté nésledovala ekvilibrace. Opét byla molekula kyseliny askorbové
¢dstecné fixovana, tentokrat silou 2 keal mol™! A2, Box s molekulou kyseliny askorbové
byl ekvilibrovan pti teploté 300 K po dobu 10 ns (10 000 000 kroku po 1 fs). Nakonec
nésledoval produkéni béh pii teploté 300 K po dobu 100 ns (100 000 000 kroku po 1 fs).
V této fazi jiz molekula nebyla fixovana. Z produkéniho béhu molekulové dynamiky
bylo ulozeno 100 000 geometrii.

7 tohoto poctu geometrii bylo vybrano ekvidistantné 400 geometrii, které byly
pouzity k vypoctu spekter. Pomoci programu Xshell [26] byl okolo molekuly kyseliny
askorbové vytvoren vyiez prvni solvatacni sféry, zahrnuty byly vsechny molekuly vody
ve vzdélenosti mensi nez 3,6 A. Pramérny pocet vod okolo molekuly kyseliny askorbové
byl 10, ptiklad klastru je na obrazku ¢. [5.1

Obrazek 5.1: Klastr kyseliny askorbové s 10 explicitnimi molekulami vody.

Klastry byly optimalizovany metodou ¢astec¢né optimalizace v normélnich médech.

cvv s

Ry

byla dosazena konvergence (pro zadané parametry: glimit = 0,01, qmax = 0,4), tak
byl proveden opét vypocet silového pole a optimalizace v normalnich modech, ale jiz
na vyssi urovni (BPW91/CPCM/6-314++G**) a nédsledné na stejné trovni vypocteny
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vibra¢ni frekvence a spektralni intenzity pro ROA a Ramanuv rozptyl pro excitaéni
vlnovou délku 532 nm. Vysledné spektrum bylo vypocteno jako aritmeticky prumér
viech 400 spekter pro jednotlivé geometrie (klastry).

Vypocet molekulové dynamiky byl proveden rovnéz pro kyselinu askorbovou v me-
tanolu. Byl vytvofen box o strané 20 A, coz pii hustoté 791 kg/m?* odpovidd 118
molekuldm metanolu. Tento pocet byl upraven na 113 kvuli naslednému priddni mo-
lekuly kyseliny askorbové. Postup pii vypoctu MD byl stejny jako u vody. Ze 100
000 geometrii ziskanych z produkéniho béhu molekulové dynamiky bylo vybrano ekvi-
distantné 100 geometrii, pro které byla vypoctena spektra. Byly vytvoreny klastry s
metanolem, tedy byly pfidany vSechny molekuly metanolu ve vzdalenosti mensi nez
2,7 A. Pramérny pocet molekul metanolu okolo molekuly kyseliny askorbové byl 5.

Pii generovani spekter byl vyuzit Lorentzovsky profil spektraln{ ¢dry. Sitka v polo-
viné maxima (FWHM) byla nastavena na 10 cm™. Teplota byla zvolena 300 K.

Pro askorbéat sodny byl postup pfi vypoctech identicky. V tabulce ¢. jsou uve-
deny hodnoty jednotlivych torznich thlu pro vychozi strukturu askorbatu sodného, ze
kterého byly provedeny jednotlivé PES skeny.

Pii vypoctech MD byl vytvoreny box neutralizovan pfidanym atomem sodiku.

Tabulka 5.2: Torzni thly pro vychozi strukturu molekuly askorbdtu sodného, ze které
byly provedeny jednotlivé PES skeny.

xa [T xs [T ] xa [ x5 [T | xe [1]
1 | 58 | 38 [ -173 | 45

5.2 Realizace experimentu

Vzorek kyseliny askorbové (L-Ascorbic acid A92902-25G) i askorbétu sodného ((+)-
Sodium L-ascorbate 11140-50G) byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich. Kyselina askor-
bova i askorbat sodny byly rozpustény v ruznych rozpoustédlech a byla zmérena jejich
Ramanova spektra. Pti ptipravé vzorku bylo zvoleno mnozstvi vzorku odpovidajici ma-
ximalni rozpustnosti (tabulka ¢. . Ne vzdy se ale veskery vzorek rozpustil, proto
neni znama presna koncentrace.

V tabulce ¢. jsou uvedena rozpoustédla, ve kterych byla rozpusténa kyseliny
askorbova. Dale je v této tabulce uvedena hustota rozpoustédla, koncentrace vzorku a
vykon laseru. Pro askorbat sodny jsou tyto informace uvedeny v tabulce ¢. 5.4}

K vézeni byly vyuzity analytické vahy (Adam Equipment), které umoziuji vazeni
s presnosti 0,1 mg. Vzorky byly métreny v kfemenné tenkosténné kyveté (Starna Scien-
tific, Ltd.) o rozmérech 3x4 mm a o vnitinim objemu pfiblizné 100 pl, kterd byla pii
meéfeni umisténa v teplotni cele.

Pro métfeni Ramanovych spekter pro piipady, uvedené ve dvou vyse uvedenych
tabulkéach, stacilo ptiblizné 10 minut. Vyjimkou byl 0,01M askorbat sodny, ktery byl
meéfen pres noc.

Pro kyselinu askorbovou a askorbat sodny rozpusténé ve vodé byla promérena i
ROA spektra, kterd vyzadovala vyrazné delsi ¢as méreni nez Ramanova spektra. V
tabulce ¢. jsou uvedeny koncentrace vzorku, vykon laseru a expozi¢ni doba pro tato
meéreni.
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Tabulka 5.3: Rozpoustédla, ve kterych byl rozpustén vzorek kyseliny askorbové a jejich
hustoty. Déle je uvedena koncentrace vzorku a vykon laseru pii méfeni Ramanovych
spekter.

Rozpoustédlo Hustota Koncentrace [M] | Vykon [mW]
rozpoustédla [kg/m?]

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: Rozpoustédla, ve kterych byl rozpustén vzorek askorbatu sodného a jejich
hustoty. Déle je uvedena koncentrace vzorku a vykon laseru pii méfeni Ramanovych
spekter.

Rozpoustéedlo Hustota Koncentrace [M] | Vykon [mW]
rozpoustédla [kg/m?]
Voda 1 3,83 500
Metanol 0,792 < 0,01 900

Tabulka 5.5: Koncentrace vzorku, vykon laseru a expoziéni doba pro méreni ROA
spekter kyseliny askorbové a askorbatu sodného rozpusténych ve vodeé.

Koncentrace [M] | Vykon [mW] | Celkové expozi¢ni
doba [hod]
Kyselina askorbova 0,5 700 0,84
Askorbat sodny 0,5 700 5,297

Intenzitni kalibrace byla provedena pomoci wolframové halogenové lampy, kalib-
race vlno¢tu pomoci neonové vybojky. Namétfena spektra byla upravena Savitzky-
Golayovym pétibodovym vyhlazenim 3. fadu kvuli potlaceni Sumu.

Namérend Ramanova spektra bylo potfeba upravit. Predevsim bylo nutné odecist
spektrum rozpoustédla a poté provést korekci pozadi (baseline). Jednou z moznosti
korekce pozadi je vlastni vybér nulovych bodu a prolozeni polynomem 5. fadu. Dalsi
moznosti je metoda ALSS (Assymetric Least Squares Smooting algorithm). [27]

5.3 Titraéni méreni

Cilem titra¢niho méreni Ramanovych spekter kyseliny askorbové rozpusténé ve vodé v
zavislosti na pH bylo ovéreni toho, ze pii zvySovani pH lze ziskat jeji rizné protonované
formy (AH,, AH  a A%).

Zmérena spektra pro jednotlivé vzorky o ruzném pH jsou superpozici spekter ruzné
protonovanych forem. Ke zpracovani dat byla vyuzita faktorova analyza, coz je sta-
tistickd metoda, ktera umoznuje redukovat dimenzi studovaného problému. Konkrétné
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byl vyuzit algoritmus SVD (singular value decomposition) [28]

Yi(we) = > W;ViiS;(w). (5.2)

J=1

Jednotlivd namérend spektra Y;(vy), kterych je celkem N, tvoii matici Y. Tato matice je
pomoci SVD rozkladu rozlozena do normalizovanych spektralnich profili oznacovanych
jako subspektra. Tato subspektra S;(vy) tvoif matici S. Prvky Vy; matice V vyjadiuji
obsah jednotlivych subspekter v naméreném spektru. Matice W je diagonalni a urcuje
statistickou vdhu jednotlivych subspekter, jeji prvky W; jsou oznacovany jako sin-
gularni hodnoty. Z vysledku SVD lze ziskat hlavni informace omezenim se na M < N
prvnich ¢lenti. Hodnota M se nazyva faktorova dimenze analyzovanych dat a byva
volena podle poc¢tu nezavislych slozek studovaného systému. V pripadé kyseliny askor-
bové byla M = 3, protoZe kyselina askorbovd m4 t¥i rizné slozky (AH,, AH-, A?).
Lze ji také zjistit napi. ze singuldrni hodnoty Wj, ktera vyjadiuje relativni vdhu sub-
spektra vuéi ostatnim subspektrum. Pokud je vaha dané singuldarni hodnoty oproti
predchozim mala, dané spektrum neni potieba uvazovat, protoze by nepfineslo zadnou
novou informaci. Dalsi moznosti, jak zjistit faktorovou dimenzi je vyuziti smérodatné

odchylky
ST
=4 ==Mr g _

kde K oznacuje pocet bodu spektra. Smérodatna odchylka vyjadiuje rozdil mezi naméte-
nym spektrem a spektrem, které bylo ziskano z urcitého poctu subspekter. Pokud je
jeji hodnota mald, dané spektrum neni potieba uvazovat. [29, [30]

Namérend spektra lze prepsat jako superpozice spekter ¢istych forem Z, (vy)

Vi) = 3 Y Za(), (5.4)

kde M je faktorova dimenze a ;, molarni koncentrace n-té formy v i-tém spektru.
Spektra ¢istych forem jsou linedrni kombinaci subspekter S;(vy)

Zn(vi) =Y CnjS;(wi)- (5.5)

Koeficienty C,; lze vypocitat ze vztahu
M
Z%‘ncnj = W;Vi;. (5.6)
j=1

Dosazenim koeficientt C,; do rovnice |5.5|lze ziskat spektra ¢istych forem Z,(vy).
Disocia¢ni konstanty pK Ize vypocitat s vyuzitim Henderson-Hasselbachovy rovnice,
ktera provazuje ruzné protonované formy
[A7]
H=pK+log|—= |, 5.7
pH=p g ([ A (5.7)
kde [A"] oznacuje koncentraci disociované formy a [HA] koncentraci protonované formy.
[29, 30]
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5.4 Rozklad spekter

Experimentéalniho spektrum askorbatu sodného bylo rozlozeno do spekter vypoctenych
pro jeho tii ruzné uvazované formy. Pred samotnym rozkladem jsou frekvence vypoctenych
spekter naskalovana tak, aby lépe odpovidala frekvencim experimentalniho spektra.
Casto byva vyuzivéno linedrni skalovani. My zvolili pifstup, kdy jsme prifadili zjevné

si odpovidajici pasy z experimentu a vypoctu, zadefinovali prirazovaci tabulku (tabulka

¢. [5.6) a frekvence vypoctenych spekter byly neekvidistantné posunuty.

Tabulka 5.6: Pritazovaci tabulka vyuzitda pii rozkladu experimentalniho spektra
askorbatu sodného do vypoctenych spekter.

Experimentélni spektrum | Vypoctené spektrum
1719 1708
1295 1263
1141 1104
1043 1016
931 903
831 792
604 563
307 310

Rozklad experimentalniho spektra do ¢ vypoctenych spekter 1ze zapsat jako
Seap(w) = Z ¢iSi(w), (5.8)

kde Sexp znaci experimentalni spektrum, S; i-té vypoctené spektrum a c; koeficienty.

Pro koeficienty c¢; plati, Ze jsou nezaporné a jejich soucet je roven jedné. Tyto koeficienty
Ize ziskat minimalizaci funkce

5= / T ]Sy () — S ()], (5.9)

min

kde (Wmin, Wmax) je pouziti spektraln{ rozsah. My zvolili rozsah 200 - 1800 cm™. [31], 32]
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Kapitola 6

Vysledky a diskuze

6.1 Titracni méreni

Cilem titra¢niho méreni Ramanovych spekter kyseliny askorbové rozpusténé ve vodé v
zavislosti na pH bylo ovéreni toho, ze pii zvySovani pH lze ziskat jeji ruzné protonované
formy (AH,, AH a A%).

Vzorky pro méfeni byly pfipravovany tak, ze byly tvoreny 100 upl 0,5M kyseliny
askorbové ve vodé. Poté se pridal 100 ul roztok vody a 1M hydroxidu sodného v
ruznych pomérech, ¢imz se docililo ruznych pH vzorki, které jsou uvedeny v tabulce
¢. . Vzorky o vyssim pH (okolo 12), které odpovidaji slozce A% byly nestabilni
a zloutly. Hodnoty pH byly méfeny pomoci pH metru (Thermo Scientific™ Orion™
PerpHecT™ ROSS™ 8220BNWP) s mikroelektrodou.

Tabulka 6.1: Jednotlivé vzorky o ruzném pH tvorené 100 pl 0,5M kyseliny askorbové
rozpusténé ve vode, které byly fedény 100 pl roztokem vody a 1M hydroxidu sodného.

Cislo vzorku | V(H20) [ul] | V(NaOH) [p] | 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 o1 49 9,75
8 49 o1 10,55
9 47,5 52,5 10,53
10 45 95 10,72
11 40 60 10,9
12 20 80 11,58
13 0 100 12,26

Na obrazku ¢. [6.1]jsou zobrazena namérena Ramanova spektra pro vzorky z tabulky
¢.6.1] Z tohoto obrazku je patrné, ze se zménou pH dochdzi k posunu jednotlivych pasu
a rovnéz ke zméné jejich intenzit.
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Obrazek 6.1: Ramanova spektra pro jednotlivé vzorky z tabulky ¢.[6.1]

Na obrazku ¢. jsou zobrazeny vysledky faktorové analyzy pro 13 nameétenych
vzorku o ruzném pH. Vlevo nahote je zobrazena statistickda vaha W jednotlivych sub-
spekter v zavislosti na poradovém ¢isle subspektra. Vpravo nahofe je prubéh smérodatné
odchylky E v zavislosti na poc¢tu subspekter. Vlevo dole jsou zobrazena prvni tii sub-
spektra (S; - S3) a vpravo dole normalizované koeficienty Vi; (Vi - V3) v zavislosti na
pH. Z prubéhu smérodatné odchylky i statistické vahy lze ovérit, ze faktorova dimenze
je opravdu M = 3, coz bylo predpoklddano ze znalosti toho, Ze kyselina askorbova méa
tfi ruzné protonované formy.

Z faktorové analyzy ziskédno relativni zastoupeni riuzné protonovanych forem kyse-
liny askorbové v zavislosti na pH véetné disociacnich konstant, coz lze vidét na obrazku
¢. 6.3 Jejich vypoctené hodnoty jsou pK; = 4,11 a pKy = 11,72. Tyto hodnoty jsou
konzistentn{ s literaturou [I8], ve které se uvadi pK; mezi 4,1 a 4,25 a pKy mezi 11,5
a 11,79.

7 faktorové analyzy byla rovnéz ziskana spektra pro jednotlivé ¢isté formy kyseliny
askorbové (AH,, AH", A*), kterd jsou zobrazena na obrdzku ¢. [6.4 U jednotlivych
spekter je patrné, ze se odlisuji posunem vlnoctu a také intenzitou pasu. V této praci
byla vénovana pozornost kyseliné askorbové (AH;) a askorbatu sodnému (AH). V
oblasti 550 - 800 cm™ je patrnd zména u prvniho z pasi, kdy u spektra pro AH, je
tento pas Siroky, tvoreny dvéma pasy o podobné intenzité, kdezto u spektra pro AH
je tento pés jeden a o priblizné dvakrat vyssi intenzité. U spektra pro AH™ je okolo
706 cm™ §irsi pas, ktery je tvofen dvéma pasy, u spektra pro AH, je jiz tento pés
rozdélen na dva. Okolo 1066 cm™ ma AH™ pés, ktery se nevyskytuje u AH,. V oblasti
1200 - 1500 cm™ jsou dva &irsf pasy u sebe. V pifpadé AH" je druhy z pastu dvakrét az
tiikrat §irsi nez v pifpadé AH,. V oblasti 1500 - 1800 cm™ jsou dva pdsy, kdy prvni z
nich mé vyssi intenzitu. U AH" jsou tyto dva pasy oddélené, u AH, spojené.

Spektrum pro prvni vzorek s nejnizsim pH (2,39), zobrazené na obrézku ¢. 6.1} je
v dobré shodé se spektrem pro AHy z obrdzku ¢. [6.4 To samé lze Fici o spektru pro
posledni vzorek o nejvyssim pH (12,26), ktery je v dobré shodé se spektrem pro A%.
Zmétena spektra na rozdil od spekter ¢istych forem z obrazku ¢. neobsahuji pouze
jednu formu. Prvni vzorek o pH 2,39 kromé formy AH, obsahuje i formu AH". Podobné
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Obrazek 6.2: Vysledky faktorové analyzy pro 13 naméfenych vzorku o ruzném pH.
Vlevo nahote je zobrazena statistickd vaha W jednotlivych subspekter v zavislosti
na poradovém cisle subspektra. Vpravo nahote je prubéh smérodatné odchylky E v
zévislosti na poctu subspekter. Vlevo dole jsou zobrazena prvni tii subspektra (S; -
S3) a vpravo dole normalizované koeficienty Vi; (Vi - V3) v zavislosti na pH.

je tomu u posledniho vzorku o pH 12,26, ktery kromé formy A2 obsahuje i formu AH".
Na obrazku ¢.[6.5] je cervené zobrazeno spektrum pro formu AH™ z obrdzku ¢. [6.4], tedy
spektrum pro askorbat sodny ziskané titraci, ve srovnani se zmérenym spektrem pro
askorbat sodny ve vodé. Tato spektra jsou ve vyborném souladu.
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Relativni zastoupeni

pH

Obrazek 6.3: Relativni zastoupeni tautomeru kyseliny askorbové v zavisloti na pH.
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Obréazek 6.4: Ramanova spektra pro tfi ¢isté formy kyseliny askorbové.
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Obrazek 6.5: Porovnani Ramanova spektra pro cistou formu AH™ ziskanou titraci
(Gervené spektrum) a spektra pro askorbat sodny rozpustény ve vodé.
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6.2 Kyselina askorbova

Na tvod byl prozkouméan konformaéni prostor molekuly kyseliny askorbové pomoci
skent potencialni energie, aby byla nalezena lokdlni minima. Déle byla k prozkoumani
konformacniho prostoru vyuzita molekulova dynamika s explicitnimi molekulami vody
a také metanolu.

6.2.1 Analyza torznich thla

Pro 6 torznich thlu y; - xg, zobrazenych na obrazku ¢. [3.1], byl proveden sken plochy
potencialni energie. Na obrazku ¢. jsou zobrazeny jednotlivé prubéhy energie v
zavislosti na skenovaném torznim tihlu spolu s hodnotami ostatnich torznich thlu. Pii
jednotlivych skenech torznich thla ostatni thly ani vzdalenosti nebyly fixovany. Veétsi
zménou napi. nékterého z dalsich torznich thlu dojde k vyraznéjsi zméné konformace,
coz se projevi v hodnoté energie.

Z vybranych torznich 1hlu byla nejvétsi pozornost vénovana tém, které souvisi s
orientaci OH skupin na kruhu, tedy x; a ys2. Prubéh energie pro torzni ihel y; mé jedno
vyrazné minimum v oblasti okolo 0°, prubéh energie pro ys, méa minima dvé. Pro y»
okolo 0° je hodnota energie nizsi, proto se da predpokladat, ze bude pravdépodobné;jsi
konformace s touto hodnotou, neda se ale vyloucit ani oblast okolo 180°, kde je sedlovy
bod a energeticky rozdil je 1,5 kcal/mol. U prubéhu energie pro xs, x4 & X6 jsou minima
celkem tti. U kazdého z téchto prubéhu je ale jedno vyraznéjsi minimum, da se proto
predpokladat, ze hodnota torzniho ithlu v tomto minimu bude pro molekulu energeticky
nejvyhodnéjsi. Pro torzni uhel x5 lze okolo -135° a -80° pozorovat skokovou zménu v
energii. Pro x5 okolo -135° doslo ke zméné torzniho thlu y4, ktery se zménil priblizné
0 80° a ke zméné torzniho dhlu yg, ktery se zménil piiblizné o 90°. Pro x5 okolo -80°
doslo ke zméné torzniho thlu yg, ktery se zmeénil ptiblizné o 150°.

Pro torzni ihly x; a x2 byl proveden rovnéz 2D sken, ktery je na obrézku ¢. 6.7
Pti 2D skenu torznich dhlu x; a x2 mohly zbylé torzni thly volné relaxovat, ale jejich
zmény byly minimélni.

Z 2D skenu (x1, x2) lze vidét, ze nejhlubsi minimum energie nastava pokud jsou
oba torzni thly rovny priblizné 0°. Kromé tohoto minima lze ve 2D scanu vidét dalsi
dveé, které odpovidaji konformacim s xy; = 0° a yo= 180° nebo s x; = 180° a xo,= 180°.
Kombinace torznich ihla y; = 180° a yo= 0° odpovida spise sedlovému bodu vzhledem
k tomu, ze x; = 180° byl sedlovym bodem pii 1D skenu. Z celkem 5256 generovanych
konformaci, optimalizovanych na trovni BPW91/6-31++G** bylo vybréno 157 s rela-
tivni energii pod 2,5 kcal/mol. Pro tyto struktury byla vypoc¢tena Ramanova a ROA
spektra. Pti vypoctech spekter byl vyuzit implicitni model rozpoustédla CPCM. Z cel-
kového poctu 157 konformaci odpovidalo 109 z nich situaci, kdy jsou oba torzni 1hly
rovny 0°, 40 konformaci, kdy je torzni tihel x; roven 0° a x2 roven 180° a 8 konformaci,
kdy jsou oba torzni tihly rovny 180°. Zadn4 ze 157 vybranych konformaci neméla torzni
uhel x; roven 180° a x5 roven 0°. Energie pro tuto kombinaci torznich hlu je pfiblizné
3 kcal/mol.

Na obrazku ¢. jsou zobrazeny konformace, které odpovidaji lokdlnim minimtum
z 1D a 2D PES skenu. V tabulce ¢. jsou pro tyto konformace uvedené hodnoty
torznich uhlu. Konformace ¢. 1 odpovida globalnimu minimu.
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Obrazek 6.6: Vlevo: Prubéhy jednotlivych torznich uhlu kyseliny askorbové. Vpravo:
Prubéhy hodnot ostatnich péti torznich dihla pii 1D PES skenu daného torzniho hlu.
Jednotlivé torzni thly jsou barevné odliseny.
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Obrazek 6.7: 2D sken torznich uhlu y; a x2 kyseliny askorbové.

Tabulka 6.2: Torzni ihly x; - xg pro konformace, které odpovidaji lokalnim minimum
z 1D (x1 - x6) a 2D (x1, x2) PES skenu. Tyto konformace jsou zobrazeny na obrazku
¢

Cislo Energie | x1 [T | x2 [T | xs [T | xa [T | x5 ['] | X6 []
konformace | [kcal/mol]

1 0 0 0 20 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
) 2,4 0 0 52 =75 -71 o1
6 1,2 0 0 60 63 55 75
7 0,5 0 0 29 99 175 23
8 1,8 0 0 29 89 -78 | -145
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Obrazek 6.8: Konformace, které odpovidaji lokdlnim minimum z 1D PES skenu zobra-
zenych na obrazku ¢. Hodnoty torznich hlu x; - x6 jsou uvedeny v tabulce ¢. [6.2]

Na obrazku ¢. resp. obrazku ¢. jsou zobrazena Ramanova, resp. ROA spek-
tra nejprve pro tii vybrané konformace, které odpovidaji tfem minimum z 2D skenu.
Poté jsou zobrazena spektra, ktera odpovidaji Boltzmannovskému pruméru struktur v
blizkosti daného lokalniho minima a spektrum, které je Boltzmannovskym prumeérem
vSech 157 spekter. Nakonec je zobrazeno experimentdlni spektrum pro kyselinu askor-
bovou ve vodeé.

Na obrazku ¢. Ize vidét, ze Ramanova spektra pro konformace s riznymi kom-
binacemi torznich thli y; a Yo se lisf nejvice v oblasti 1000 - 1500 cm™. Je zde patrny
predevsim posun péasu a jejich rozdilné intenzity. Spektrum pro konformaci s y;=0°
a x2=180° ma v oblasti 1305 cm™ pds, ktery se nevyskytuje ve spektrech pro ostatni
konformace ani v naméreném spektru. Konformace s x;=0" a x2=0° ma na rozdil od
ostatnich konformaci vyrazny pas v oblasti 1410 cm™. P4s v oblasti 1750 cm™ je pro
konformace s y1=180° silngjsi nez pro konformace s y1=0°. Nejvice experimentalnimu
spektru odpovida spektrum pro konformaci obéma torznimi hly rovnymi 0°. Na tomto
obrazku lze také vidét, z jaké casti konformace s ruznymi kombinacemi torznich uhla
X1 & X2 prispivaji do vysledného Boltzmannovského spektra.

I pro ROA spektra (obrazek ¢. @D jsou pro tyto konformace nejvétsi rozdily v ob-
lasti 1000 - 1500 cm™. Okolo 1060 cm™ m4 spektrum pro konformaci s obéma torznimi
uhly rovnymi 180° dva kladné pasy u sebe, kdezto spektra zbylych konformaci pouze je-
den. Spektrum pro tutéz konformaci mé v oblasti 1250 cm™ dva kladné pdsy, piicem?
prvni mé vyssi intenzitu, spektra pro konformace s y;=0° maji intenzivnéjsi druhy
pés a spektrum pro koformaci s y;=180° a y2=0° pas pouze jeden. Okolo 1180 cm™
méa spektrum pro konformaci s x1=0° a x2=0° dva zdporné pasy o podobné intenzite,
spektrum pro konformaci s x1=180° a y2=0° rovnéz dva zaporné pasy, ale s rozdilnymi
intenzitami. Spektra pro konformace s x2=180° maji v této oblasti vyrazny zaporny
pas a poté pas kladny. Spektrum pro konformaci s x;=0° a x2=180° ma podobné jako
v Ramanové spektru v oblasti 1305 cm™ kladny pés, ktery se nevyskytuje ve spek-
trech pro ostatni konformace. Okolo 745 cm™ maji spektra pro konformace s xyo=180°
kladny pés, spektra pro konformace s x2=0° ne. Zaroven tento kladny pds neni ani v
experimentalnim spektru. V oblasti 1600 - 1800 cm™ maji spektra pro vsechny étyfi
konformace dva pasy, které se ve zméreném spektru nevyskytuji.

Pro lepsi vystizeni redlné situace byly s vyuzitim molekulové dynamiky do vypoctu
zahrnuty molekuly vody explicitné. Vysledky jsou uvedeny v nasledujici kapitole ¢.[6.2.2]
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Obrazek 6.9: Ramanova spektra (vypocetni troven: BPW91/CPCM /6-31++G**) pro
¢tyfi konformace kyseliny askorbové s ruznymi kombinacemi torznich uhlu x; a xo.
V zévorce je uvedené Boltzmannovské zastoupeni. Poté jsou zobrazena spektra, ktera
odpovidaji Boltzmannovskému pruméru (Boltz.) spekter v blizkosti daného lokalniho
minima. V zavorce je uveden pocet konformaci, ze kterych byl Boltzmannovsky prameér
pocitan. Déle je zobrazeno spektrum, které je Boltzmannovskym prumérem vsech 157

spekter a nakonec spektrum ziskané z meéreni.
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Obrézek 6.10: ROA spektra (vypocetni uroven: BPW91/CPCM/6-314++G**) pro ¢tyfi
konformace kyseliny askorbové s ruznymi kombinacemi torznich tthlu x; a ys. V zavorce
je uvedené Boltzmannovské zastoupeni. Poté jsou zobrazena spektra, kterd odpovidaji
Boltzmannovskému pruméru (Boltz.) spekter v blizkosti daného lokdlntho minima. V
zavorce je uveden pocet konformaci, ze kterych byl Boltzmannovsky prumér pocitan.
Dale je zobrazeno spektrum, které je Boltzmannovskym prumeérem vsech 157 spekter
a nakonec spektrum ziskané z méreni.
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6.2.2 Molekularné dynamické simulace ve vodé

Pro lepsi vystizeni redlné situace byly s vyuzitim molekulové dynamiky do vypoctu za-
hrnuty explicitni vody. Z produkéniho béhu MD bylo vybrano 400 klastru s molekulami
vody z 1. solvatacni vrstvy, které byly ¢astecné zoptimalizovany v normalnich modech
a byla pro né vypoctena Ramanova a ROA spektra, z nichz bylo spo¢teno spektrum
prumeérné. Podrobné;jsi postup je v kapitole ¢. [5.1}]

Pro molekulovou dynamiku byly jako pocatecni konformace vyuzity dvé konfor-
mace, kterd mély v Boltzmannovském pruméru z 2D skenu (1, x2) dvé nejvétsi zastou-
peni. Jednd se tedy o konformaci s x;=0" a x2=0° a o konformaci s x;=0" a y2=180°.
Z produkéniho béhu bylo ulozeno 100 000 geometrii, které jsem rozdeélili na zakladé
hodnot uhlua x; a x2 do 4 zdkladnich skupin odpovidajicim preferovanym konformacim
z 2D skenu (x1, x2). Procentudlni zastoupeni pro tyto ¢tyti skupiny jsou uvedena v
tabulce ¢. [6.31

Tabulka 6.3: Procentudlni zastoupeni konformaci s ruznymi kombinacemi torznich hlu
X1 a X2 ziskanych z MD pro vychozi konformace kyseliny askorbové, které odpovidaji
dvéma nejhlubsim minimum z 2D PES skenu zobrazeném na obrazku ¢. [6.7]

Konformace x1=0°, x2=0° x1=0°, x2=180°

X1 [7] | x2 [7] | Procentudlni zastoupeni | Procentudlni zastoupeni
0 0 75,5 61,5
0 180 4,8 11,8

180 0 14,4 16,7

180 180 5,3 10,0

Vysledna procentudlni zastoupeni jsou lehce zavisla na pocatecni konformaci, coz
poukazuje na moznou nedostatecnou délku simulace. Z obou variant ale vyplyva, ze
nejvice zastoupenou konformaci je konformace s x;=0° a y2=0°. Druha nejvice za-
stoupena konformace m4 torzni thly x1=180° a x2=0°, coz je zajimavé, protoze podle
2D skenu do Boltzmannovského pruméru tato oblast prakticky nepfispivala (energie
> 3 kcal/mol). Do vypocti MD byly ale zahrnuty explicitni vody, které s nejvétsi
pravdépodobnosti zvysily moznou pravdépodobnost pro zaujmuti torzniho thlu y; =
0°. Vybeér 400 klastru, ze kterych byla poc¢itana Ramanova a ROA spektra, byl proveden
z MD pro konformaci s x1=0° a x2=0°. Je to jednak konformace, kterd se uvadi v lite-
ratufe, napt. v ¢lanku [I8] a také konformace, kterd z 1D i 2D skenu plochy potencidlni
energie vychazi jako nejpravdépodobnéjsi.

Na obrazku ¢. jsou zobrazena Ramanova a ROA spektra odpovidajici riznym
délkam MD simulace v porovnani se spektrem experimentdlnim. Klastry byly vygene-
spektra. Je pozorovatelnd konvergence spektralniho profilu mezi spektry pro délky si-
mulace 75 ns (300 spekter) a 100 ns (400 spekter). S ohledem na slozitost molekuly
kyseliny askorbové byla zvolena délka simulace 100 ns a pocet struktur 400 jako do-
statecna.
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Obrazek 6.11: Ramanova a ROA spektra (MD, BPW91/CPCM/6-314++G**) pro ky-
selinu askorbovou pro ruzné délky délky MD simulace (klastry byly vygenerovény po
0,25 ns) v porovnani se spektrem z experimentu.

Na obréazku ¢. [6.12] je nejprve zobrazen Boltzmannovsky prumér Ramanovych a
ROA spekter vybranych z 2D PES skenu torznich thli x; a xo (z kapitoly ¢. .
Poté jsou zobrazena dvé spektra vypoctena na zakladé molekulové dynamiky, kdy v
jednom pftipadé byly vybrany pouze struktury samotné molekuly kyseliny askorbové
a ve druhém ponechany molekuly vody z 1. solvatacni vrstvy. Nasledné je zobrazeno
spektrum ziskané z méteni.

Spektra vypoctena s vyuzitim molekulové dynamiky se blizi experimentalnim vice
nez spektra vypoctena z 2D PES skenu (x1, x2). U spekter spoc¢tenych z MD se zménil
tvar pasu a také doslo ke zméné intenzit nékterych pasu. Prikladem je napt. pas okolo
800 cm™, ktery je vyrazny jak v experimentu, tak ve spektru z MD. Ve spektru z 2D
PES skenu jsou v této oblasti pasy dva, ale s malou intenzitou.

Prvni ze spekter vypoctenych z MD (Gervené) odpovidd situaci, kdy kolem mole-
kuly kyseliny askorbové nebyly ponechany zadné explicitni vody. Druhé (modré) je pro
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Obrazek 6.12: Nahote jsou zobrazena Ramanova spektra, dole ROA spektra. Nejprve
je zobrazen boltzmannovsky prumér spekter vybranych z 2D PES skenu torznich
thli x; a x2 (BPW91/CPCM/6-31++G**), poté spektrum vypocétené s vyuzitim
molekulové dynamiky bez a s explicitnimi molekulami vody z 1. solvatac¢ni vrstvy
(BPW91/CPCM/6-314++G**) a nésledné spektrum ziskané z méteni.
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piipad, kdy je kyselina askorbova obklopena molekulami vody z 1. solvata¢ni vrstvy.
Nejvétsi rozdil je patrny v oblasti 1150 - 1500 cm™, kde diky explicitnim voddm mé
vypoctené Ramanovo spektrum obdobné tendence jako spektrum experimentalni, tzn.
je zde patrny kladny §irsi pas okolo 1260 cm™ a poté dalsi sirsi kladny péds okolo
kul vody piiblizila experimentalnimu spektru, je oblast 950 - 1150 cm™. V této oblasti
je stejné jako u experimentalniho spektra pét kladnych pasta. Vlivem explicitnich vod
doglo také k rozsifeni pasu okolo 1650 cm™.

I u ROA spekter je diky zahrnuti explicitnich vod patrné vylepseni oblasti 1150 -
1500 em™, kdy jsou vyrazné dva kladné pasy okolo 1265 a 1295 cm™ a doglo k vyruseni
silného zaporného pasu okolo 1405 cm™. V oblasti 950 - 1150 ecm™ diky explicitnim
voddm doslo k vyruseni kladného pasu okolo 1125 cm™, ktery v experimentdlnim spek-
tru nenf patrny. V oblasti 1650 - 1800 cm™ je ve vypoctu silny kladny a zdporny signal,
zatimco v experimentu zadny silny signal neni.

Na zakladé tohoto porovnani byly dalsi vypocty provadény s vyuzitim MD s ex-
plicitnimi molekulami vody z 1. solvatacni vrstvy. Presto shoda vypocteného a experi-
mentalnitho ROA spektra neni tplné stoprocentni.

V naméieném ROA spektru je okolo 590 cm™ vyrazny zdporny pés. Lze jej pozo-
rovat i ve vypocteném spektru z MD, nema ale tak velkou intenzitu. V oblasti 600 -
755 cm™ 1ze ve vypocteném spektru pozorovat tii kladné pésy, v experimentdlnim spek-
tru jeden §irsi pas a poté dva kladné. V této oblasti jsou ale navic rozdilné i intenzity
téchto pasii. V oblasti 850 cm™ je u vypocéteného spektra vyrazny zédporny pés, zatimco
v experimentdlnim spektru je okolo 873 cm™ pés kladny. Déle jsou v naméieném spek-
tru dva zaporné pasy okolo 935 a 980 cm™, které ve vypocteném spektru nejsou. Dalsi
dva zdporné pasy jsou okolo 1080 a 1150 cm™. Ve spektru ziskaném z méfeni maji
tyto pasy stejnou intenzitu, ve vypocteném spektru je druhy péds vyraznéjsi. Zaporny
pas okolo 1205 cm™ v naméfeném spektru nelze pozorovat ve vypocteném spektru. V
oblasti 1080 - 1150 cm™ jsou ve vypocteném spektru dva pésy (kladny a zdporny),
které v experimentalnim spektru nejsou.

V tabulce ¢. jsou pro jednotlivé ramanovské pasy kyseliny askorbové prirazeny
typy vibraci. V oblasti nizsich vlnoé¢tu je prevladajici vibraci kyvava vibrace (wagging),
ktera se tykd OH skupin. V oblasti od piiblizné 700 cm™ do 1100 cm™ se vyskytuje
vibrace kolébavé (rocking), kterd se tykd skupiny CH,. Déle se v této oblasti obje-
vuje kyvavéd vibrace OH skupin nebo valenéni vibrace (stretching) mezi uhliky nebo
mezi uhlikem a kyslikem. V oblasti 1100 - 1400 cm™ u skupiny CH, bud vibrace
kyvava nebo kroutici (twisting), u skupiny CH kyvava a deformaé¢ni (bending) C-O-H.
Okolo 1450 cm™ se objevuje nuzkova (scissoring) vibrace. Pro dva pdsy v oblasti okolo
1700 ecm™ se jednd o valenéni vibrace C=0 a C=C. Témér vsude se vyskytuje defor-
mace kruhu (ring def), kterd je vyrazna predevsim v oblasti nizsich vlnoctu.

45



Tabulka 6.4: Prifazeni typu vibrace naméfenym a vypoctenym ramanovskym pasum
(uvedeny v em™) pro kyselinu askorbovou rozpusténou ve vodé. Vysvétlivky: v, very;
w, weak; m, medium; s, strong; sh, shoulder; bend, bending; wag, wagging; def, defor-
mation; str, stretching; sci, scissoring, tw; twisting.

Experiment | Vypocet 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 CH; 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 CH; rock, ring def
763 w - -
825 s 797 m ring def
873 w 853 w CH; rock, ring def, C-C str
935 w 907 w CH; rock, ring def, O-H wag
980 vw 948 vw O-H wag
1021 w 985 vw CH; rock, ring def, C-O str
1050 m 1015 m CH; rock, ring def, C-O str
1086 w 1060 m CHs 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, CHy wag, ring def, C-O-H bend
1298 m 1262 m | C-H wag, CH, twi, ring def, C-O-H bend
1349 m 1318 m | C-H wag, CH; wag, ring def, C-O-H bend
1468 w 1447 w CH; sci
1693 vs 1650 vs C=C str, C=0 str
1758 m 1728 m C=C str, C=0 str

Dale néas zajimal prumérny pocet vod. V tabulce ¢. je uveden prumérny pocet
vod okolo OH skupin a kyslikii o¢islovanych na obrazku ¢&.[3.1] Tento pocet byl zjistovan
s vyuzitim programu Xshell, kdy byla nastavena vzdalenost od kysliku, resp. vodiku na
2,5 A, coz odpovida limitu pro vodikovou vazbu. Nékteré molekuly vody byly sdileny
pro vice OH skupin nebo kyslikti. Z hodnot uvedenych v tabulce ¢. lze Tici, ze
solvatace molekuly kyseliny askorbové byla dostacujici.

Na obréazku c. jsou porovnany distribuce torznich thlu x; - xg ziskané z 1D PES
skenu a z molekulové dynamiky. V pripadé MD jsou zobrazeny zaroven distribuce pro
vSech 100 000 konformaci ulozenych z produkéniho béhu a distribuce pro vybranych 400
klastru. Pro torzni ihel y; je v obou pripadech nejpravdépodobnéjsi hodnota 0°. V dis-
tribucich z MD je na rozdil od distribuci z PES skenu dalsi moznou hodnotou 180°. Pro
torzni tihel y» je nejpravdépodobnéjsi hodnota rovnéz 0° a dale 180°, coz plyne jak z dis-
tribuce z PES skenu, tak i z distribuce z MD. Hodnoty torznich thla y; a y»2 korespon-
duji s procentudlnim zastoupenim konformaci uvedenym v tabulce ¢. [6.3] U torzniho
uhlu x3 je nepravdépodobnéjsi hodnota 50°, dalsi mozna hodnota je 170°. U zbylych tii
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Tabulka 6.5: Prumérny pocet vod okolo molekuly kyseliny askorbové nebo jejich
urcitych OH skupin nebo kysliku, které jsou vyznaceny na obrazku ¢. [3.1]

Prameérny pocet vod

cela molekula 9,9
kruh 5,4

o1 1,7

04 0,4

02 - H2 2,2
03 - H3 1,9
05 - Hpb 2,2
06 - Hp6 2,4

torznich thlu jsou rozdily v distribucich z PES skent a MD vétsi. Jak lze vidét v dis-
potom 70° a nakonec -85°. U distribuce z PES skenu byla nejpravdépodobnéjsi hod-
nota 92° a poté -80°. Distribuce z PES skenu pro torzni ihel y; je ovlivnéna skokovou
zménou okolo -80°. Z distribuce z PES skenu je tato hodnota nejpravdépodobnéjsi, poté
nasleduje 180° a 60°. Z distribuce z MD lze tici, ze nejpravdépodobnéjsi hodnotou je
180° a dalsi moznou hodnotou -60°, zatimco hodnota x5 okolo 60° se viibec neobjevila.
Torzni thel xg ma podle distribuce z MD tfi mozné hodnoty, kdy nejpravdépodobné;jsi
je 180°, poté -65° a nakonec 60°. Podle distribuce z PES skenu je nejpravdépodobné;jsi
hodnota 70° a poté -150°. U molekulové dynamiky je moznych vice konformaci a to
diky pusobeni explicitnich vod. V ptipadé MD bylo objeveno vice moznych konformaci
kyseliny askorbové néz pomoci 1D skenu. Jedinou vyjimkou je tihel x5 okolo 60°, coz by
si zaslouzilo blizsi zkoumani. Dale lze z distribuci tici, ze torzni tihly, které se nachazeji
déle od kruhu (x4 a xg), jsou explicitnimi vodami vice ovliviiovdny a tudiz je pro né
vice moznych hodnot.
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Obrazek 6.13: Distribuce torznich dhlu x; - x¢ z PES skenu a z molekulové dyna-
miky. V ptipadé MD jsou zobrazeny zaroven distribuce pro vsech 100 000 konformaci

z produkéniho béhu a distribuce pro vybranych 400 klastri. Oznaceni

*

v daném misté v PES skenu doslo ke skokové zméné v energii.
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6.2.3 Riuzné drovné vypoctu

Pro ovéreni zavislosti tvaru spekter na pouzitém DFT funkcionédlu byl proveden vypocet
pro 100 klastru vybranych ekvidistantné z 100 ns i s vyuzitim jinych funkciondlu,
konkrétnée B3LYP a B3PW91. Byl také proveden vypocet v bazovém setu rDPS v
kombinaci s funkcionalem BPW91. Vyslednd Ramanova a ROA spektra jsou zobrazena
na obrazku ¢. [6.141

Z obrazku é. 1ze Tici, ze nejvhodnéjsim funkciondlem je BPW91. U funkcionalu
B3LYP lze sice v oblasti 500 - 750 cm™ pozorovat sedmy z pést, ale napt. oblast 1150
- 1500 cm™ je lépe vystiZzena u funkciondlu BPW91. Ani u funkciondlu B3PW91 neni
oblast 1150 - 1500 cm™ vystiZena lépe nez u funkciondlu BPW91. U funkcionali B3LYP
a B3PWO1 je pas okolo 1700 cm™ vice rozstépen. Spektrum pro bazovy set tDPS v
kombinaci s funkciondlem BPWO91 s experimentalnim spektrem koresponduje nejméné,
coz lze vidét zejména v oblasti 950 - 1150 cm™.

I z ROA spekter plyne, ze BPW91 je vhodné zvolenym funkciondlem. Opét je zde
vétsi shoda s experimentem pro oblast 1150 - 1500 cm™. Zaporny pés okolo 550 cm™ je u
spektra pro BPW91 vyraznéjsi nez pro spektra spoctend s vyuzitim funkciondlu B3LYP
nebo B3PW91. U vypoctu s vyuzitim bazového setu rDPS v kombinaci s funkcionalem
BPWOI1 je zaporny pas okolo 550 cm™ vyrazny, ale oblast 1150 - 1500 cm™ nen{ piilis
uspokojiva.
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Obrazek 6.14: Ramanova a ROA spektra spoctena z MD pro 100 klastru s vyuzitim
funkcionalu B3LYP, B3PW91 a BPW91 a spektrum spoctené s vyuzitim bazového setu
BPW91/rDPS ve srovnani se spektrem z experimentu. Ve vsech piipadech byl vyuzit
implicitni model rozpoustédla CPCM a béaze 6-31+-+G**.
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6.2.4 Polarizovand Ramanova spektra

Na obrazku ¢. [6.15] jsou k dosud ukazovanym Ramanovym spektrum pro SCP mo-
dula¢ni schéma ptridana Ramanova spektra pro DCP; a DCPy; modulacni schémata.
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Obrazek 6.15: Vypoctend Ramanova spektra (MD, BPW91/CPCM/6-31++G**) a
experimentalni Ramanova spektra pro modulacni schémata SCP, DCP; a DCPryj.

Vzijemna podobnost vypoctenych a naméfenych Ramanovych spekter pro mo-
dula¢ni schéma SCP je velmi dobra. Nejvétsi rozdil lze pozorovat v oblasti 500 -
750 cm™. V experimentdlnim spektru je v této oblasti 7 péasi, které maji obdobny
typ vibrace (O-H wag, ring def). Prvni dva tvoii jeden $irsi péas, poté nésleduje pas,
ktery je z téchto sedmi nejvice intenzivni, dale dva pasy o podobné intenzité, kdy
prvni z nich mé intenzitu nizsi a nakonec dva nejméné intenzivni pasy. Ve vypocteném
spektru lze pozorovat prvni §irsi pas, ale rozdil je v intenzité, ktera je na rozdil od expe-
rimentalniho spektra srovnatelna s dalsim pasem, ktery je z téchto sedmi pasu nejvice
intenzivni. Déale lze pozorovat pouze jeden kladny pas, kdezto v experimentalnim spek-
tru dva. K tomu, ze tento pas z vypoctu odpovida dvéma z experimentu jsme piisli
s vyuzitim skalovani vypoctenych frekvenci tak, aby lépe odpovidaly experimentu.
Predpokladal se linearni posun frekvenci. Dalsi odliSeni je u patého a Sestého pasu. V
experimentalnim spektru maji tyto pasy vétsi rozdil v intenzité, ve vypocteném spek-
tru maji intenzitu podobnou. Ve vypocteném spektru nelze pozorovat posledni z téchto
sedmi péasu. Pii zvoleni §itky v poloving maxima (FWHM) 5 cm™ bylo mozné tento
pés pozorovat, avSak s velmi malou intenzitou. V oblasti 950 - 1150 cm™ je stejné
jako u experimentdlniho spektra pét kladnych pasu s tim rozdilem, ze tfeti z nich je
u vypocteného spektra méalo viditelny, lze pozorovat pouze ndznak (mirné zvyseni in-
tenzity) v oblasti, ve které by mél byt. V oblasti 1150 - 1500 cm™ Ize v experimentu
pozorovat dva Sirsi pasy, z nichz druhy ma nizsi intenzitu. Ve vypocteném spektru jsou
v oblasti tohoto druhého pasu o nizsi intenzité pasy dva.

Polarizovand Ramanova spektra ziskana vypoctem a meéfenim jsou také ve velmi
dobré shodé. Rozdil je v oblasti 1318 cm™, kdy v naméieném spektru prevlada intenzita
pro DCPryy, kdezto ve vypocteném spektru jsou intenzity pro DCP; a DCPyy stejné.
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6.2.5 Meéreni v ruznych rozpoustédlech

Na obrazku ¢. jsou zobrazena Ramanova spektra pro kyselinu askorbovou rozpusté-
nou v rozpoustédlech, které jsou uvedeny v tabulce ¢. 5.3} Nejprve jsou zobrazena Ra-
manova spektra po odectu rozpoustédla, iprave linie pozadi a s vynechanymi oblastmi,
ve kterych jsou silné pasy rozpoustédla, které se nepodarilo odecist, poté jsou ukazana
spektra bez téchto tprav spolu se spektry pro samotnd rozpoustédla. Spektrim pro
kyselinu askorbovou ve vodé byly vénovany kapitoly ¢. a Spektrim v me-
tanolu je vénovana kapitola ¢. |6.2.6, U vody a metanolu je soulad mezi jednotlivymi
pasy, akorat s mirnym posunem vlnoc¢tu. Etanol a propan-2-ol maji vice silnych pasu
v oblastech, ve kterych se vyskytuji pasy kyseliny askorbové, takze pro méfreni nejsou
prilis vhodné.
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Obrazek 6.16: Nahote: Ramanova spektra pro kyselinu askorbovou rozpusténou v roz-
poustédlech uvedenych v tabulce ¢. |5.3. Dole: Ramanova spektra pro kyselinu askor-
bovou rozpusténou v rozpoustédlech uvedenych v tabulce ¢. bez odecteni spektra
rozpoustédla a srovnani linie pozadi (oznaceni *). Zaroven jsou zobrazena spektra pro
dana rozpoustédla.
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6.2.6 Porovnani simulovanych a namérenych spekter ve vodé
a v metanolu

Dalsim rozpoustédlem, pro které byly provedeny vypocty Ramanovych a ROA spekter,
byl metanol. Na obrazku ¢. je zobrazeno vypoctené a namérené Ramanovo spek-
trum pro kyselinu askorbovou v metanolu zaroven s Ramanovymi spektry pro kyselinu
askorbovou ve vodé. U spekter pro metanol jsou vynechané oblasti, ve kterych jsou silné
pasy metanolu, které se nepovedlo dobie odecist, tedy oblast 980 - 1200 cm™ a oblast
1400 - 1530 cm™. Spektra byla normalizovdna tak, Ze nejvyssi pds je normovan na 1,
protoze v pripadé meétreni kyseliny askorbové v metanolu nezname jeji presnou koncen-
traci. Spektra neni mozné prenormovat na koncentraci, protoze u nékterych vzorku se
nerozpustilo iplné vse, takze redlnd koncentrace neni znama.

U zmérenych i vypoctenych spekter pro kyselinu askorbovou v metanolu lze po-
zorovat stejné pasy jako u kyseliny askorbové ve vodé, akorat s mirnym posunem
pasit ke kratsim vinoc¢ttim. Lisi se také intenzita téchto past. Pas okolo 800 cm™ mé
pro vypoctena spektra pro metanol a vodu stejnou intenzitu, v namérenych spektrech
je v piipadé vody tento pds o néco intenzivnéjsi. Pas okolo 1650 cm™ je v pifpadé
vypoctenych spekter ptiblizné stejné siroky jak pro vodu, tak metanol. Ve spektrech
ziskanych z meéteni je tento pas pro metanol uzsi.

7 Ramanovych spekter zobrazenych na obrazku ¢. lze vidét, ze v pripadé meta-
nolu je péas okolo 550 cm™ v lepsim souladu s experimentem nez je tomu v pifpadé vody.
V ptipadé vypoctu pro metanol lze rozeznat, ze je tento pas tvoren dvéma kladnymi
pésy, kde prvni z nich md nizsf intenzitu. Podobné je tomu u pésu okolo 640 cm™,
ktery, jak bylo zjisténo v kapitole ¢. [6.2.4] odpovidd dvéma pdsum v experimentu. V
piipadé metanolu je u tohoto pasu naznak toho, ze by mohl byt tvoren dvéma pasy.

—— Vypocet: voda
0.8¢ —— metanol

OO ' 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1

—— Experiment: voda
metanol

© o
o ™

D

(Ir +1)/e ~cmj~t

°© o o
N

o

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Vinolet/cm™!

Obrazek 6.17: Vypoctené (MD, BPW91/CPCM/6-314++G**) a namérené Ramanovo
spektrum pro kyselinu askorbovou ve vodé a v metanolu. Spektra jsou normalizovana.
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6.3 Askorbat sodny

U askorbatu sodného byl postup obdobny jako u kyseliny askorbové. Na uvod byl
prozkouman konformacni prostor pomoci skenu potencialni energie, aby byla nalezena
lokalni minima. Dale byla k prozkoumani vyuzita molekulova dynamika s explicitnimi
molekulami vody, pfipadné metanolu. U askorbatu sodného byly vypocty provedeny
pro jeho tfi ruzné formy.

6.3.1 Ruzné formy askorbatu sodného

Vychézeli jsme ze struktury, kterd se uvadi v literatufe, napi. v ¢ldanku [18]. Po po-
rovnani vypocteného Ramanova a ROA spektra se spektry z experimentu nebylo dosazeno
uspokojivé shody. Proto byly vypocty provedeny i pro dalsi dvé struktury, které by pro
deprotonovanou formu AH™ mohly prichdzet do tvahy. Tyto struktury jsou zobrazeny
na obrazku ¢. [6.18 Jejich Ramanova a ROA spektra jsou zobrazena pozdéji v kapitole
¢.[6.3.4] Z téchto dvou pridanych forem byla vylouéena forma ¢. 3, jejiz spektrum ne-
bylo ve shodé se spektrem z experimentu. Déle jsme se tedy zabyvali formou ¢. 1, ktera
je uvadéna v literatute a poté formou ¢. 2.

Obrazek 6.18: Tti ruzné formy askorbatu sodného.

6.3.2 Analyza torznich uhla

Pro prvni formu askorbatu sodného byl proveden PES sken pro stejné torzni ihly jako
u kyseliny askorbové, které jsou vyznaceny na obrazku ¢. 3.1} akorat s tim rozdilem, ze
u askorbatu sodného kvuli absenci jednoho z vodiku neni definovany torzni tihel ys. Na
obrazku ¢. [6.19] jsou zobrazeny jednotlivé prubéhy energie v zavislosti na skenovaném
torznim thlu spolu s hodnotami ostatnich torznich thlu.

Prubéh energie pro torzni thel x; ma dvé vyrazna minima v oblasti 0° a 180°. Jejich
energeticky rozdil je 0,5 kcal/mol. Pro torzni tihel x3 je nejhlubsi minimum okolo -60°.
V této oblasti a také v oblasti okolo 115° Ize pozorovat skokovou zménu v energii. V
obou piipadech doslo ke zméné hodnoty torzniho uhlu y4. Prubéh energie pro torzni
uhel x4 ma nejhlubsi minimum pro ptiblizné 40°. Pro tento prubéh energie jsou tii
oblasti, ve kterych doslo ke skokové zméné v energii, a to -10°, 40° a 125°. V oblasti
-10° doslo ke zméné torzniho uhlu x3, v oblasti 40° a 125° ke zméné torzniho dhlu xg.
Prubéh energie pro torzni tihel ys mé tii minima. Nejhlubsi minimum je okolo 180°,
dalsi vyrazné minimum okolo 70° a nakonec posledni minimum okolo -75°. I v tomto
prubéhu lze nalézt oblasti, ve kterych doslo ke skokové zméné v energii, a to 50° a 180°.
V téchto oblastech doslo ke vétsi zméné torzniho uhlu yg. Prubéh energie pro torzni
uhel xg mé nejhlubsi minimum okolo 45° a poté dalsi dvé minima okolo 180° a -70°.
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Obrazek 6.19: Vlevo: Prubéhy jednotlivych torznich ihla askorbatu sodného. Vpravo:
Prubéhy hodnot ostatnich ¢tyf torznich thlu pii 1D PES skenu daného torzniho uhlu.
Jednotlivé torzni uhly jsou barevné odliseny.
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Na obrazku c. jsou zobrazeny konformace, které odpovidaji lokalnim minimum

z 1D skenu. V tabulce ¢. jsou pro tyto konformace uvedené hodnoty torznich thli.
Konformace ¢. 1 odpovida globalnimu minimu.

1. 2. 3.

Obrazek 6.20: Konformace, které odpovidaji lokalnim minimum z 1D PES skenu zob-

razenych na obrazku ¢. Hodnoty torznich dhlu y; - xg jsou uvedeny v tabulce
¢.

Tabulka 6.6: Torzni thly x; - x¢ pro konformace, které odpovidaji lokalnim minimum
z 1D PES skenu. Tyto konformace jsou zobrazeny na obrazku ¢.

Cislo Energie | x1 [ | xs [T | xa [T | x5 [T | xo []
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

26



Na obrazku ¢. jsou zobrazena Ramanova a ROA spektra pro askorbat sodny,
pokud je torzni tihel y; roven 0° nebo 180°. Kromé posunu pasu a zmén v jejich in-
tenzitach si lze véimnout dalsich odlisnosti. V Ramanové spektru okolo 350 cm™ je
pro konformaci s y;=0° jeden pas, pro konformaci s x;=180° dva pasy. Pro piipad
180° je okolo 740 cm™ pds, ktery ve spektru neni, pokud je y; roven 0°. V oblasti
1150 - 1200 cm™ doslo pro 180° k rozdvojeni pasu. Nejvétsi zména je v oblasti 1350 -
1425 cm™, kde misto jednoho silného pasu jsou pro 180° dva pésy.

0.025 — x,=0°
— x,=180°

-0.075 — x,=0°
-0.100 —— x,=180°
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Vinocet/cm™1

Obrazek 6.21: Ramanova a ROA spektra (BPW91/CPCM/6-31++G**) pro askorbat

sodny s dvéma ruznymi hodnotami pro torzni thel y;.
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6.3.3 Molekularné dynamické simulace

Stejné jako tomu bylo u kyseliny askorbové, byla k vypoctu spekter, které by vice
odpovidaly redlné situaci, vyuzita MD s explicitnimi molekulami vody z 1. solvatacni
vrstvy. Z produkéni éasti MD (100 ns) se vybralo ekvidistantné 400 klastru. Ty byly
zoptimalizovany metodou ¢asteéné optimalizace v normélnich médech.

Na obrazku ¢. [6.22] jsou zobrazeny distribuce ziskané z PES skent a z molekulové
dynamiky pro prvni strukturu z obrézku ¢. [6.18 Distribuce z PES skenu byly ziskany
prepoctenim na pravdépodobnosti na zdkladé energii na obrazku ¢. V pripadé
MD jsou zobrazeny zaroven distribuce pro vSech 100 000 konformaci z produkéniho
béhu a distribuce pro vybranych 400 klastru. Co se tyce torzniho ihlu x;, pro néj jsou
dvé preferované hodnoty 0° a 180°. V pripadé PES skenu je mirné pravdépodobnéjsi
hodnota 0°, v pripadé MD 180°. Distribuce z PES skenu pro torzni ihel x5 je ovlivnéna
skokovou zménou v energii okolo -60°. Tato hodnota je z distribuce z PES skenu ne-
pravdépodobnéjsi. Z distribuce z MD jsou pravdépodobné dvé hodnoty, a to 55° a 167°,
zatimco -60° ma minimalni zastoupeni. Distribuce z PES skenu pro torzni thel y4 je
rovnéz ovlivnéna vyskytem skokové zmény v energii. Z této distribuce je nejcasteéjsi
hodnotou 40°. U distribuce ziskané z MD jsou pro x4 tii preferované hodnoty, a to -80°,
60° a 180°. Z distribuce z PES skenu pro torzni tihel yj5 je jako nejcastéjsi hodnota 180°,
poté 70° a -75°. Z distribuce z MD mezi nejcastéjsi hodnoty patii 180° a -60°. Torzni
uhel yg mé v pripadé distribuce z PES skenu nejpravdépodobnéjsi hodnotu 45° a poté
jesté -60°. U distribuce z MD jsou pravdépodobné tii hodnoty, a to 45°, 180° a -60°.
Mezi distribucemi z PES skenu a z MD jsou patrné velké rozdily. Presnéjsi by meély
byt distribuce z molekulové dynamiky kvuli zahrnuti explicitnich vod, které ptisobi na
molekulu askorbatu sodného. Nékteré konformace z PES skenti se ale v MD neobjevily,
coz by si zaslouzilo blizsi zkouméani. Jednd se o -60° u x3 a o 70° u xs.

Na obrazku ¢. jsou srovnany distribuce z MD pro prvni dvé formy askorbatu
sodného, které jsou zobrazené na obrazku ¢. [6.18 Jak uz bylo zminéno u obrazku
¢. [6.22 pro prvni formu jsou pro torzni thel y; preferované dvé hodnoty 0° a 180° s
tim, ze hodnota 180° je vice preferovana. U druhé formy neni definovan thel yq, ale
X2. Ten ma preferovanou hodnotu 0°. Torzni tihel y3 mé u obou forem preferované
hodnoty 55° a 167° s tim rozdilem, ze u prvni formy jsou obé hodnoty témér stejné
preferované, u druhé formy je preferovanéjsi hodnota 55°. Pro torzni thel y4 jsou u
obou forem preferované tfi hodnoty, a to -60°, 60° a 180°. U torzniho uhlu x5 jsou
preferovanymi hodnotami 180° a -60°. U prvni formy je pravdépodobnost téchto dvou
hodnot v podstaté stejnd, u druhé formy je preferovana hodnota 180°. U torzniho uhlu
X6 jsou podobné jako u torzniho thlu x4 tfi preferované hodnoty -60°, 45° a 180°, u
obou forem je o néco castéjsi 45°. U obou forem askorbatu sodného jsou pro jednotlivé
torzni uhly preferované stejné hodnoty, lisi se akorat to, ktera je pro danou formu
upfednostnovana.
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Obrazek 6.22: Distribuce torznich hlu x; - xg z PES skenu a z molekulové dynamiky
pro prvni formu askorbatu sodného. V piipadé MD jsou zobrazeny zaroven distribuce
pro vSech 100 000 konformaci z produkéniho béhu a distribuce pro vybranych 400
klastru. Oznaceni * znamen4, ze v daném misté v PES skenu doslo ke skokové zméneé
v energii.
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6.3.4 Porovnani simulovanych a namérenych spekter

Jak jiz bylo zminéno v predeslé kapitole, celkové byla pocitana MD pro tti ruzné formy
askorbdtu sodného, které jsou zobrazeny na obrdzku ¢. [6.18 Nejprve bylo vypocteno
spektrum pro prvni formu, ktera se uvadi v literature. Predevsim kvuli silnému péasu
okolo 1410 cm™, ktery se nevyskytuje v experimentdlnim spektru a odlisnému poctu
pastt v oblasti nizsich vlnoctu (550 - 800 cm™) byl vypocet proveden pro dalsi dvé
formy. U spektra pro druhou formu se sice nevylepsila oblast nizsich vinoctu, ale okolo
1410 cm™ zmizel silny pés, ktery byl ve spektru pro prvni formu. Spektrum pro tfeti
formu ma odlisné tendence jako namétené spektrum, proto tato forma byla vyloucena
a dale se s ni nepracovalo. Na obrazku c. jsou zobrazena vypoctend spektra pro
vSechny tyto tii formy. Pro prvni dvé formy jsou zobrazena spektra pro modulaéni
schémata SCP, DCP; a DCPyy, ktera byla vypoctena ze 400 klastru. Spektrum pro
treti formu bylo vypocteno ze 100 klastrii a vygenerovano pouze pro modulacni schéma
SCP. Jelikoz toto spektrum neodpovidalo experimentalnimu, nebylo dopoc¢itano vice
klastru ¢i spektra pro dalsi modulaéni schémata. Rovnéz jsou zobrazena experimentalni
spektra.

Spektrum pro prvni formu se od experimentalniho lisi predevsim tim, Ze ma okolo
1410 cm™ silny pés, ktery se nevyskytuje v experimentalnim spektru. V této oblasti
se vyskytuje kyvava vibrace C-H a CHjy, deformace kruhu a ohybava vibrace C-O-
H. V oblasti nizsich vlnoc¢tu (550 - 800 cm™) se vyskytuji vibrace stejného typu -
deformace kruhu a kyvava vibrace O-H. V experimentalnim spektru se v této oblasti
vyskytuje 6 pasu. Prvni tii se vyskytuji rovnéz ve spektru pro prvni formu, akorat s tim
rozdilem, Ze druhy a tieti pas (618 a 629 cm™) jsou téméi slité a maji piiblizné poloviéni
intenzitu oproti prvnimu z pasu. V experimentalnim spektru maji tyto pasy rovnéz
patému pdsu z experimentu (706 a 727 cm™), které jsou témér slité, odpovidd jeden
Sirs{ pas okolo 694 cm™. Posledni ze 6 past z experimentu nelze pozorovat. V oblasti
1000 - 1150 cm™ maji pasy ve vypocteném spektru piiblizné podobnou intenzitu na
rozdil od experimentu, kde jsou jednotlivé pasy intenzitné lépe rozlisitelné. Oblast
1150 - 1500 em™ se lisi vyskytem silného pasu okolo 1410 cm™ ve vypoctu. Pds okolo
1568 cm™ ve vypoctu neni tak silny, jak by se dalo ocekavat na zdkladé spektra z
experimentu.

U spektra vypocteného pro druhou formu, podobné jako u prvni formy, iplné ne-
odpovid4 pocet past v oblasti 550 - 800 cm™. Druhému a tietimu pésu z experimentu
(639 a 667 cm™) odpovidd jeden ve vypocteném spektru. Ctvrty a paty pas (676 a
709 cm™) jsou ve vypoctu oproti prvnimu z pésu slabé, ve spektru z experimentu je je-
jich intenzita podobnd. Posledni z §esti pasti nelze pozorovat. V oblasti 1000 - 1150 cm™,
podobné jako je tomu u prvni formy, maji vypoctené pasy priblizné podobnou intenzitu
a nejsou pifli§ vyrazné oddélené. V oblasti 1150 - 1500 ecm™ ve vypoéteném spektru jsou
tTi pasy. Ve spektru z mérenti je v této oblasti nékolik péasu, které jsou témér slité a tvori
dva §ir§f pasy. V oblasti 1550 - 1800 cm™ jsou dva pdsy, které intenzitné odpovidaji
experimentu mnohem lépe, nez je tomu u spektra pro prvni formu.

U Ramanovych spekter pro modulac¢ni schéma DCP; a DCPy; u prvni formy je
odlisnost u pasu 574 cm™, pro ktery je ve vypoétu lehce vyraznéjsi pas pro modulaéni
schéma DCPryy, kdezto v experimentu je vyraznéjsi pas pro modulaéni schéma DCPy.
Dalsi odlisnost je u pasu 856 cm™, kdy je ve vypoctu vyraznéjsi pds pro modulaéni
schéma DCPryy, kdezto v experimentu je vyraznéjsi pas pro modulaéni schéma DCPy.
Pro pas 901 cm™ ve vypoétu maji pasy pro dvé rizna DCP schémata piiblizné stejnou
intenzitu, v experimentu je silnéjsi pas pro modula¢ni schéma DCPy;. Pro pasy v oblasti
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Obrézek 6.24: Ramanova a ROA spektra pro formy askorbatu sodného (MD,
BPW91/CPCM/6-31++G**) zobrazené na obrazku ¢. ve srovnani se spektrem
z experimentu. Ramanova spektra pro prvni dvé formy jsou zobrazena pro modulaéni
schémata SCP, DCP; a DCPy, Ramanovo spektrum pro tieti formu pro modulaéni
schéma SCP.
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1000 - 1056 cm™ ve vypocteném spektru jsou intenzity pro dvé riznad DCP schémata
stejné, u experimentalniho spektra maji pasy pri modulacnim schématu DCPy vyssi
intenzitu.

U polarizovanych Ramanovych spekter pro druhou formu jsou odlisnosti v priblizné
stejnych oblastech. Je tu odlisnost u pasu 552 cm™, pro ktery je ve vypoctu lehce
vyraznéjsi pas pro modulaéni schéma DCPyy, kdezto v experimentu je vyraznéjsi pas pro
modulaéni schéma DCP;. U pasu 855 cm™ jsou ve vypoétu intenzity pro obé modulaéni
schémata DCP obdobné, kdezto v experimentu je vyraznéjsi pas pro modulacni schéma
DCP;. Pro pas 906 cm™ ve vypoctu maji pasy pro dvé riznd DCP schémata piiblizné
stejnou intenzitu, v experimentu je silnéjsi pas pro modulacni schéma DCPy;. Pas
experimentalnim spektru je tomu naopak.

U ROA spekter neni ptilis dobrd shoda ani u jedné ze dvou pocitanych forem
askorbatu sodného. Vice namérenému ROA spektru odpovidd spektrum pro prvni
formu. Lze u ni pozorovat silny zadporny pés okolo 1000 cm™, ktery je v experimentalnim
spektru okolo 1050 cm™. V oblasti 1150 - 1800 cm™, na rozdil od spektra pro druhou
formu, nema kladny a zaporny pas, coz souhlasi s experimentem. Obé formy maji v
oblasti 550 - 800 cm™ vyrazné pasy, zatimco experimentalni signdl je mnohem slabsi.

V tabulce ¢. jsou jednotlivym Ramanovskym pésum prifazené typy vibraci. V
oblasti nizsich vlnoctu je prevlddajici vibraci kyvava vibrace (wagging), kterd se tyka
OH skupin. Od ptiblizné 800 cm™ se zacina objevovat kyvava vibrace, kterd se tyka
skupiny CH, a valen¢ni vibrace C-O nebo C-C. V oblasti 1295 - 1426 cm™ je ohybava
vibrace C-O-H, kyvava vibrace C-H a u skupiny CH, bud’ vibrace kroutici nebo kyvava.
Okolo 1460 cm™ se objevuje ntizkov4 (scissoring) vibrace. Pro dva nejvyssi pasy se jedna
o valenéni vibrace C=0 a C=C. Témér vsude se vyskytuje deformace kruhu (ring def)
je vyraznd predevsim v oblasti nizsich vlnoc¢tu.
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Tabulka 6.7: Prifazeni typu vibrace vypoc¢tenym a namérenym ramanovskym pasum
(uvedeny v cm™!) pro askorbat sodny rozpusténou ve vodé. Vysvétlivky: 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 ¢. 1 | Forma ¢. 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 CH,; rock, ring def
931 w 901 vw 906 vw CHj rock, ring def, C-C str
976 vw 947 vw 935 vw CH; rock, ring def, C-O str

1020 sh, w 1008 w 996 w CH,; rock, ring def, C-O str
1043 m 1026 w 1007 w CH, rock, ring def, C-O str, C-C str
1063 w 1043 w 1025 w CH, rock, ring def, C-O str, C-C str
1085 w 1056 w 1045 w CH; rock, ring def, C-O str, C-C str
1116 w 1074 w 1085 w CHs rock, ring def, C-O str
1141 m 1106 w 1102 w CH; 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, CH;y twi, ring def, C-O-H bend
1331 w 1330 w 1332 m C-H wag, CHy twi, ring def, C-O-H bend
1385 w 1413 vs 1409 w C-H wag, CHy wag, ring def, C-O-H bend
1426 w 1413 vs 1409 w C-H wag, CHy wag, ring def, C-O-H bend
1463 w 1453 sh, w | 1450 sh, vw CH, sci
1588 vs 1568 m 1614 s C=C str, C=0 str
1719 m 1708 m 1707 w C=C str, C=0 str

6.3.5 Rozklad spekter

Provedli jsme rozklad experimentalnich SCP Ramanovych a ROA spekter do spekter
vypocitanych pro tii uvazované formy askorbatu sodného. Ramanova a ROA spektra
pro tyto formy s naskalovanou x osou, jejich fit a spektrum z experimentu je zobra-
zeno na obrazku ¢. [6.25] V tabulce ¢. [6.§ jsou uvedeny vysledky rozkladu. Z vysledku
vyplyva, ze do experimentalniho Ramanova i ROA spektra nejvice prispiva prvni forma.
Treti forma do Ramanového spektra neprispiva viibec. Do ROA spektra prispivé z na-
prosté vétsiny (95%) prvni forma, dalsi dvé formy po 5%.
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Tabulka 6.8: Vysledky rozkladu experimentalniho spektra do spekter vypoctenych pro
tTi uvazované formy askorbatu sodného.
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Obrazek 6.25: Nagkdlovand Ramanova a ROA spektra pro tii ruzné formy askorbatu
sodného (MD, BPW91/CPCM/6-314++G**) zobrazené na obréazku ¢. ve srovnani
s jejich fitem a se spektrem z experimentu.
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6.3.6 Porovnani simulovanych a namérenych spekter ve vodé
v metanolu

Dalsim rozpoustédlem, pro které byly provedeny vypocty Ramanovych a ROA spekter,
byl metanol. Vypocet byl opét proveden pro prvni dvé formy askorbatu sodného. Na
obrazku ¢. [6.26| je zobrazeno vypoctené a namérené Ramanovo spektrum pro askorbat
sodny v metanolu zaroven s Ramanovymi spektry pro askorbat sodny ve vodé. Stejné
jako v pripadé kyseliny askorbové jsou u spekter pro metanol vynechané oblasti, ve
kterych jsou intenzivni pasy metanolu, které se nepovedlo dobfe odecist, tedy oblast
980 - 1200 cm™ a oblast 1400 - 1530 cm™ a zdroven jsou spektra normalizovana.

—— Forma 1: voda
—— metanol

0.2

0-0 L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1
Lo Forma 2: voda

0.8 —— metanol

0.0 L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1

1.0/l — Experiment: voda
—— metanol

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Vino&et/cm™1

Obréazek 6.26: Ramanova spektra pro prvni dvé formy askorbatu sodného ve vodé a v
metanolu (MD, BPW91/CPCM/6-314++G**) zobrazené na obrézku ¢. ve srovnani
se spektry z experimentu. Spektra jsou normalizovana.

U vypoctenych spekter v metanolu lze pozorovat obdobné péasy jako v pripadé vody.
V oblasti nizsich vIino¢tu lze pozorovat v pripadé metanolu posun k nizsim vlnoc¢tum,
v oblasti vyssich vino¢ti posun k vyssim vinoctum. Pds, ktery je okolo 425 cm™, je pro
pripad metanolu vyraznéjsi nez v ptipadé vody, coz odpovida spektrum z experimentu.
V oblastech nizsich intenzit u vypoctenych spekter (napt. 300 - 550 cm™ nebo 800 -
1000 cm™) lze pozorovat vice past vedle sebe.

U experimentalniho spektra pro metanol lze u dvou pést okolo 640 a 670 cm™
pozorovat zménu v intenzité oproti spektru pro vodu. U spektra pro vodu maji tyto

cv~ s
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Z.aver

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo interpretovat Ramanova a ROA spektra kyse-
liny askorbové a askorbatu sodného. K tomu bylo nutné prozkoumat konformacni pro-
stor téchto molekul a najit konformace, které do vyslednych spekter nejvice prispivaji.

Pomoci Ramanovych spekter kyseliny askorbové ve vodé métrenych v zavislosti na
pH a nasledném zpracovani pomoci faktorové analyzy byly vypocteny disocia¢ni kon-
stanty kyseliny askorbové - pK; = 4,11 a pKy = 11,72. Déle bylo ziskano zastoupeni
ruzné protonovanych slozek a jim odpovidajici Ramanova spektra. Tyto vysledky jsou
v souladu s literaturou.

Pro dvé ruzné protonované formy: kyselinu askorbovou a askorbat sodny byla
zmérena Ramanova a ROA spektra v ruznych rozpoustédlech. Nejvhodnéjsim roz-
poustédlem je voda, kterd je zaroven diky svému slabému signalu velmi vhodnym
rozpoustédlem pro Ramanovu spektroskopii. Tato rozpoustédla maji nékolik vlastnich
intenzivnich Ramanovych pasiu a v jejich misté je obtizné ziskat spektrum studované
latky. Vérohodna spektra ve vétsiné spektralniho rozsahu se podafilo ziskat jesté pro
metanol. Ramanova spektra pro kyselinu askorbovou ve vodé a v metanolu se lis{ pouze
mirné. Pomoci simulaci se podafilo dobie interpretovat pozorované rozdily ve spektrech.

Pro kyselinu askorbovou se nejprve provedly vypocty plochy potencidlni energie
ke zjisténi konformaci, které jsou lokalnimi minimy. Podarilo se zjistit také minimum
globalni. Vysledné spektrum ziskané jako Boltzmannovsky prumér ale neptinesl uspo-
kojivou shodu s experimentalnim spektrem, proto byla k dalsimu prozkoumani kon-
formacniho prostoru pouzita molekulova dynamika, ze které jsme ziskali klastry mole-
kuly kyseliny askorbové s vodami z prvni solvatacni vrstvy. Byly porovnany distribuce
torznich uhlu ziskané z PES skenu a z molekulové dynamiky. Ukézalo se, ze pridani
explicitnich molekul rozpoustédla ma zasadni a ptiznivy vliv na vyslednda spektra. U
Ramanovych spekter bylo dosazeno velmi dobré shody. U ROA spekter je shoda také
dobré, vyjimkou je oblast 1500 - 1800 cm™, ve které jsou ve vypoéteném spektru dva
silné pasy - kladny a zaporny, ptricemz v experimentalnim spektru zadny silny signal
v této oblasti neni.

Také u askorbatu sodného byl rovnéz nejprve proveden vypocet plochy potencidlni
energie, aby byla zjisténa mozna lokalni minima. Poté se provedly simulace s vyuzitim
molekulové dynamiky opét jak pro askorbat sodny ve vodé, tak v metanolu. Vypocet
molekulové dynamiky byl proveden i pro dalsi dvé uvazované formy askorbatu sodného,
protoze pro vychozi formu nebyla shoda s experimentem pftilis dobra. Tyto dvé formy
se lisi umisténim OH skupiny na péticetném kruhu. Byl proveden rozklad experi-
mentalniho spektra do spekter tii uvazovanych forem. Z vysledku lze usoudit, ze do
vysledného spektra prispiva kromé formy, ktera je bézné uvadéna v literatute, i forma
druhd, ktera neméa zanedbatelnou populaci. U ROA spekter vychazi prekvapivé po-
pulace vyrazné nizsi a v budoucnu je tedy tfeba jesté pritomnost neobvyklé formy
askorbatu sodného ovérit dalsi nezavislou technikou.
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