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Predmluva

Environmentalni kontaminanty mohou zptisobit znecisténi vody, atmostéry,
pudy nebo kontaminaci potravin. Mezi environmentalni kontaminanty se radi i
melamin a thiram. Melamin je pouzivan jako priumyslova chemikalie pti zpraco-
vani a vyrobé plasti a adheziv, odkud se vSak muze dale uvolnovat. Jeho pod-
vodné pridavani do jidla za tucelem zfalsovani obsahu proteinti vedlo v nékolika
ptipadech k tmrt{ a jeho mnozstvi v potravindch je na tizemi Evropské unie (EU)
regulovano. Thiram muze slouzit jako fungicid a zviteci repelent. Kviili toxickym
uc¢inkim vsak neni jako tc¢innd latka na tizemi EU povolen.

Pri detekci a kontrole zakazanych ¢i jinak regulovanych latek mize byt vib-
racni spektroskopie alternativou ke standardnim analytickym metodam. Mezi
metody vibrac¢ni spektroskopie patti Ramanova spektroskopie zalozena na Rama-
nové rozptylu. Experimenty uskutecnéné na Fyzikalnim tstavu UK v minulych
letech se vénovaly Ramanové spektroskopii kapkové nanasenych povlakii mela-
minu i thiramu pri nizkych koncentracich s cilem nalézt jejich detekéni limity.
Tato namérena spektra vsak vykazovala variabilitu, jez se nepodatilo uspokojivé
interpretovat.

Tato prace se vénuje detailni analyze Ramanovych spekter melaminu a thi-
ramu v ruznych fazich a koncentracich. Provedena byla kvalitni makroskopicka
méreni na Ramanové spektrometru i srovnavaci mikroskopickd méreni s vyuzi-
tim konfokalniho Ramanova mikroskopu. K podrobné interpretaci experimentalné
ziskanych dat a v nich pozorovanych zmén byly dale vyuzity kvantové chemické
vypocty.

Prace je rozdélena do péti kapitol. Prvni kapitola obsahuje popis vlastnosti
obou molekul zkoumanych kontaminantii, jejich vyuziti, informace o toxicité
a struény kontext na nich provadénych métreni na poli vibracni spektroskopie.
Druhéa kapitola obsahuje teoreticky popis vibraci molekul, Ramanova rozptylu a
metod jej vyuzivajicich. Taktéz obsahuje struény popis problematiky kvantové
mechanickych simulaci. Treti kapitola je seznam cili této prace. Ve ctvrté ka-
pitole je mozné nalézt informace o pouzitych pristrojich, vzorcich a nasledném
zpracovani experimentalnich i vypoctenych dat. Pata kapitola se vénuje vysled-
kiim provedenych experimenti i vystuptim z provedenych vypoctl, a to véetné
jejich diskuze. Zavér prace shrnuje ziskané vysledky.



1. Environmentalni kontaminanty

Environmentalni kontaminanty jsou chemické latky, které se nahodné i za-
meérnou ¢innosti dostavaji do zivotniho prostiedi. Jejich pritomnost zde pak vede
k jeho znecisténi nebo znehodnoceni jeho kvality. Environmentalni kontaminanty
mohou zpusobit znecisténi vody (pitné vody, vodnich toku i odpadnich vod), at-
mosféry, pudy a v neposledni fadé se mohou dostat do potravniho retézce a byt
pri¢inou kontaminace potravin. Pronikani environmentalnich kontaminantii do
prostfedi muze byt vysledkem lidské ¢innosti nebo i pfirodnich déju (v takovém
pripadé vsak stale muze lidska aktivita napomahat, pripadné urychlovat jejich
siteni). (Government of Canadal) (European Commission, ja)) (European Commis-
sion, b)) Takovéto latky jsou studovany, aby bylo mozné je v prostiedi a produktech
identifikovat a eventualné je odbourat a eliminovat jejich skodlivé tucinky. Mezi
environmentalni kontaminanty patii rovnéz melamin a thiram.

1.1 Melamin

Molekula melaminu (IUPAC (Mezinarodni unie pro ¢istou a uzitou chemii)
nazvem 1,3,5-triazin-2,4,6-triamin, sumarnim vzorcem C3HgNg) je trimer kyana-
midu. Moldrni hmotnost molekuly melaminu je M = 126,123 g - mol~'. Melamin
se muze vyskytovat ve tfech formach — jako neutralni molekula nebo jako jednou
¢i dvakrét protonovany melaminovy kationt (viz Obrdzek [1.1). (Chemicalize] a)
Dle provedenych experimentu vyuzivajicich ultrafialovou (UV) absorpci a vypo-
¢tu vyuzivajicich teorie molekulovych orbitali, experimentt v infracerveném (IR)
spektru a experimentii vyuzivajicich nuklearni magnetickou rezonanci k proto-
naci dochazi na jednom endocyklickém dusiku (¢i dvou endocyklickych dusicich)
v triazinové strukture (Chattaraj a Paul, 2018) (Perpétuo a Janczak, [2008). Roz-
pustnost ve Vodje pomérné nizka, a to 2,69 mg-ml~' (Yalkowsky a kol., 2010),
vyznamnym rozpoustédlem je DMSO (dimethylsulfoxid), v némz je rozpustnost
vyssi.

Melamin byva pouzivan jako priumyslova chemikélie v plastech a lepidlech,
nebot kondenzacni polymeraci s formaldehydem vznikd melaminova pryskytice.
Vyuziti mé také v primyslu, ktery se zabyva zpracovavanim a vyrobou laminatu,
adheziv nebo pojiv. V plastech, papiru a barvach byla vyuzivana i jeho vlastnost
zpomalovat hoteni, pramenici z vysokého obsahu dusiku (Chattaraj a Paul, [2018).

Melamin byl podvodné pridavan do jidla za tcelem zfalSovani obsahu pro-
teini méreného pres obsah dusiku, ktery tvori v molekule melaminu priblizné
67 % na jednotku hmotnosti (Mircescu a kol., 2012)). Jmenovité jde o skandél v
Ciné v roce 2008, kdy bylo zjisténo jeho pridavani do suseného mléka, coz vedlo k
tvorbé mocovych a ledvinovych kamenti u déti a kojencii a v nékolika ptipadech
i k tmrti. Pozdéji byl popsan mechanismus tvorby mocovych kamenii pomoci
vodikovou vazbou provazaného komplexu mezi melaminem a kyselinou mocovou.
Melamin je z tohoto diavodu zakdzany (nebo je regulovany jeho vyskyt) v jidle,
krmivu ¢i pri produkci hnojiv (Chattaraj a Paul, [2018). K vystaveni melaminu
nebo jeho vedlejsim produktim (ammelinu a ammelidu) vSak muze dojit z ruz-

'Rozpustnost pri 20° C.



nych dalsich divodd od uvolnovani z obalovych materidlti po rozpad pesticidu
cyromazinu (Mircescu a kol., 2012)). Na tzemi EU je mnozstvi melaminu v potra-
vinach regulovano hodnotou 2,5 mg-kg~! v jidle s vyjimkou poc¢ateéni kojenecké a
pokracovaci kojenecké vyZzivy (zde 1 mg-kg™!). (Evropska komise|, 2012) Svétova
zdravotnickd organizace (WHO) stanovila tolerovatelny denni piijem pro ¢lovéka
na 0,2 mg-kg™! (Svétova zdravotnicka organizace (WHO),, [2008)).

L )NH\Q
N \N N \NH+
H,N N NH, H,N N NH,
NH,
N)\NH+
i %
HQN NH* NH2

Obrazek 1.1: Strukturni vzorec molekuly melaminu v a) neutrdlni, b) jednou
protonované, c¢) dvakrat protonované formé

Vibracni spektroskopie muze byt v pripadé melaminu alternativou ke stan-
dardnim analytickym metoddm. S touto motivaci jiz byla zkouména a ziskdna
néktera vibracni spektra melaminu.

Mircescu a kol.| (2012)) porovnavali namétend data s vypocetné ziskanymi pred-
povédmi - konkrétné FTIRP| spektrum polykrystalického melaminu, SERS] spek-
trum melaminu v neutralni formé v roztoku koloidniho stiibra o hodnoté pH 8
o koncentraci melaminu 10~* M, FT-Ramanovo spektrum melaminu v praskové
formé nebo SERS spektrum jednou protonovaného melaminového kationtu v roz-
toku koloidniho stiibra o hodnoté pH 4 o koncentraci melaminu 10~* M porovné-
vali s vyuzitim vypoctu na zékladé teorie hustotniho funkcionalu (DFT) ziskanym
IR spektrem jedné neutralni molekuly melaminuﬂ IR a Ramanovym spektrem
klastru 10 molekul melaminuE] nebo Ramanovym spektrem jednoho jednou pro-
tonovaného melaminového kationtull

Mala rozpustnost melaminu ve vodé je z hlediska métfeni vétsinou prekazkou
pro ziskani kvalitntho Ramanova spektra melaminu ve vodném roztoku. Vzhledem

2infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci

3povrchem zesileny Ramantiv rozptyl

1Vypocet byl proveden pii volbé B3LYP/6-31G(d).

5Ve zvolené struktuie 4 molekuly mohly volné vibrovat, 6 zfistalo fixovanych, vypocty byly
provedeny pii volbé B3LYP/6-31G(d).

6Vypocet byl proveden pii volbé B3LYP/6-311++G(d,p).



k malé rozpustnosti ve vodé vsak byla zkoumana Ramanova spektra melaminu
s vyuzitim metody DCDR (Ramanova mikrospektroskopie kapkové nandsenych
povlakil) a byla naméfena spektra melaminu v praskové formé a z vyschlych
vodnich roztokt o koncentracich 15,86-1073 M, 1,59-1073 M, 0,16-1073 M, 31,7~
1076 M, 6,34 - 10~ M (P¥ikryl, [2020). Takto namé&fena spektra viak vykazovala
proménlivost. V této praci byly provedeny makro méreni, srovnavaci mikro méreni
a kvantové mechanické simulace za ticelem objasnit tuto pozorovanou variabilitu.

Molekuldrné dynamické (MD) simulacd? i experimentdlné ziskand data uka-
zuji, ze se snizujici se koncentraci melaminu klesa tendence molekul melaminu
asociovat ve vodé a dochazi k vyssi hydrataci molekul melaminuﬂ. Navic déle
ukazuji, ze sklon molekul melaminu k asociaci se zmensuje s rostouci teplotoum
(Chattaraj a Paul, [2018]).

Ve vodnych roztocich mohou molekuly melaminu formovat vodikové vazby s
jinymi molekulami melaminu i s molekulami vody. V molekule melaminu muze
k vodikové vazbé dojit prostiednictvim t¥{ exocyklickych sp3-hybridizovanych
atomt dusiku, které mohou byt ve vodikové vazbé donory i akceptory, a t¥i en-
docyklickych sp?-hybridizovanych atomi dusiku, které mohou mit ve vodikové
vazbé funkei akceptorti. Po zapocteni vodikového muiistku mezi molekulami vody
muze tedy ve vodném roztoku melaminu byt pét riznych typt vodikovych va-
zeb — voda-voda, melaminovy sp? N-voda, melaminovy sp? N-voda, melaminovy
sp? N-melaminovy sp® N a melaminovy sp?® N-melaminovy sp? N. Prevazujici
melamin-melaminovou vodikovou interakei je pak dle MD vypoctt interakce me-
laminovy sp® N-melaminovy sp? N a ve vodikovych interakcich voda-melamin
prevlada vazba melaminovy sp? N-voda nad vazbou melaminovy sp? N—VOd&.lE
Se snizujici se koncentraci melaminu postupné roste pocet melamin-voda vodi-
kovych vazeb a dochazi k ibytku melamin-melaminovych vazeb. Stejné tak roste
pocet voda-voda vodikovych VazebB Potvrzujicich vysledkt bylo dosazeno i vy-
kreslenim prostorového rozlozeni melaminu kolem referenéni molekuly melaminu
(Chattaraj a Paul, 2018]).

PMFs (Potential of Mean Forces) vypocty melamin-melaminovych interakei
ve vodném roztoku indikuji energetickou vyhodnost formovani melaminovych di-
merti (tvorenych prostiednictvim vodikové vazby sp® N-vedlejsi sp? N, 7 — 7
interakce mezi aromatickymi strukturami molekul melaminu maji v tomto pii-
padé zanedbatelny efekt na asociovani molekul melaminu)ﬁ. Kvantové mecha-
nické simulace@ ukazuji, ze nejvice stabilni je v tomto pripadé témeér koplanarni
struktura dimeru melaminum (Chattaraj a Paul, 2018]).

V pripadé krystali tvori neutralni molekuly melaminu dvojrozmérnou sit.

"Nékterd z méfeni byla provedena dvakrat na rozdilnych komerénich substratech.

8Provedeno pro 8 neutralnich molekul melaminu ve vodé.

9Vypocty provedeny pro 300 K, norméalni atmosféricky tlak a koncentrace 0,0725 M, 0,1085
M, 0,1735 M a 0,2876 M.

107Zkoumano pii teplotach 280, 300 a 320 K.

1Vypoéet proveden pro 300 K, norméalni atmosféricky tlak a koncentraci 0,2876 M.

12V¥poéty provedeny pro 300 K, normélni atmosféricky tlak a koncentrace 0,0725 M, 0,1085
M, 0,1735 M a 0,2876 M.

13Vypoéty provedeny pro 300 K.

Provedeny nejprve pti volbé B3LYP-D3 s triple-¢ baz{ 6-311++G(d,p), ale opakovany i s
riznymi bazemi a metodami s podobnymi vysledky.

15V porovnani s paralelnim, antiparalelnim, popiipadé kolmym uspofadanim, kterd byla zkou-
ména pomoci relaxovaného PES (nadplocha potencidlni energie) skenu.



Protonace triazinového kruhu pak vede ke snizeni dimenze vysledného uspora-
dénf molekul melaminu (viz Obrdzek [1.9). Jednou protonované kationty mela-
minu tvoii jedno-dimenzionalni vodikové provazané tetézce (Perpétuo a Janczak|
2008), protoze v tomto piipadé jsou pfitomné aminové skupiny zapojené do kom-
plikovanéjsich a rozsahlejsich intermolekularnich interakei, jejichz vysledkem je
delokalizace m-elektronti, coz vede k planarnéjsim ttvarum (Scoponi a kol., [1992])
(Vella-Zarb a kol., |2014)), zatimco dvakrat protonované kationty melaminu tvori
pouze dimerni struktury. Ve vzacnéjsich pripadech miize dojit ke vzniku struktury,
jez obsahuje neutralni molekuly melaminu i jednou protonované melaminové kati-
onty. Prikladem jsou krystaly melaminu a aromatickych karboxylovych kyselin,
kdy neutralni a protonovana molekula melaminu prostrednictvim intermoleku-
larni vodikové vazby tvori planarni dimer, pripadné dale tvori polymerni fetézec.
(Perpétuo a Janczak, 2008)

Neutralni molekuly melaminu ve vétSiné pozorovanych pripada véetné cis-
tého melaminu a jeho kokrystalu tvori v krystalické mfizce lomeny vInity vzor.
Krystaly vzniklé presycenim roztoku melaminu v DMSO ¢astecnym odparovanim
tvori stridavé vrstvy DMSO a molekul melaminu. Kazda vrstva rozpoustédla se
sklada ze dvou molekul DMSO orientovanych proti sobé tak, ze atomy siry jsou
co nejdale od sebe. Molekuly melaminu jsou usporadany ve zvlnénych listech pro-
strednictvim vodikové vazby mezi endocyklickymi dusiky a exocyklickymi NHy
skupinami. Jednda se o usporadani, které je na rozhrani mezi krystalovou struk-
turou c¢istého melaminu s trojdimenziondlni siti bez vyraznych vrstev a vétsiny
ostatnich krystalovych struktur soli nebo kokrystalii jednou protonovanych me-
laminovych kationtu s plandrnéjsim usporadanim molekul melaminu (Vella-Zarb
a kol., [2014)).



Obréazek 1.2: Usporadani molekul melaminu v zavislosti na stupni protonace:
a) 2D vrstva neprotonovaného melaminu, b) polymerni 1D fetézec, c¢) dimer;
prevzato z [Perpétuo a Janczakl (2008)

1.2 Thiram

Molekula thiramu (viz Obrdzek (IUPAC nazvem tetramethylthiuram di-
sulfid, sumdrnim vzorcem CgHisNySy) patii do chemické rodiny dithiokarba-
matd'?| (Krieger, [2010)). Molarni hmotnost molekuly thiramu je M = 240,42 g -
mol™ . (]ChemicalizeL |h[) Rozpustnost thiramu ve vodé je velmi nizka (Yalkowsky
a kol., 2010)), ale je 1épe rozpustny v organickych rozpoustédlech (Sharma a kol.,
2003) (Krieger} [2010)).

16Mezi dithiokarbaméty patii i dalsi fungicidy a pesticidy, protoze kvili své struktuie se v
metabolismu chovaji jako jedy.



Obrézek 1.3: Strukturni vzorec molekuly thiramu

Thiram je pouzivan jako fungicid slouzici k oSetfeni nesklizenych plodin, semen
a uskladnénych nebo prepravovanych produkti. Navic muze byt pouzit jako zvi-
feci repelent odpuzujici hlodavce a vysokou zvér v pripadé ovocnych a okrasnych
stromt. Byl pouzit pii lécbé svrabu, v opalovacich krémech a pro své baktericidni
ucinky byl pridavan do mydel nebo aplikovan na kazi. Dalsim vyuzitim je funkce
urychlovace a vulkaniza¢niho ¢inidla v gumdarenském prumyslu. (Sharma a kol.|
2003)

Thiram se muze vstifebavat neporusenou kuzi a zazivacim traktem, drazdi
o¢i nebo miize byt vdechnut. V pripadé kontaktu s neporusenou pokozkou jsou
toxické ucinky nejmensi, v pripadé pozieni pak vétsi a nejvice toxicky je pri inha-
laci. (United States Prevention Agency, 2004) V lidském téle vznikd rozpadem
thiramu jedovaty sirouhlik. Kviili nizké rozpustnosti ve vodé a tendenci adsor-
bovat na casticich v zemi vsak neni predpokladano, ze by thiram kontaminoval
podzemni vodu. Ve vodé dochazi k fotodegradaci thiramu, a to do 7 dni puisobe-
nim slunecniho svétla, pripadné s polocasem rozpadu kolem 30 minut pti primém
pusobeni UV zafeni, v Fi¢ni vodé navic jeho rozpad probihé rychleji (Filipe a kol.|
2013). Kromé primé aplikace se muze thiram do prostredi dostat ale i kvili roz-
padium fungicidi ferbamu a ziramu. (Sharma a kol., 2003) Na tizemi EU neni
thiram jako uc¢inna latka povolen a narizeni Evropského parlamentu a Rady ¢.
396/2005 stanovuje maximdlni limity rezidui pesticidi v ovoci a zeleniné. Ev-
ropsky urad pro bezpecnost potravin (EFSA) a Svétova zdravotnickd organizace
stanovily akceptovatelny denni piijem pro ¢lovéka na 0,01 mg-kg~t. (European
Food Safety Authority (EFSA), 2020) (World Health Organization])

Analytické metody jsou v pripadé fungicidi a pesticidii vyuzivany ke kont-
role potravin, pripadné pri sledovani jejich dopadu na zivotni prostredi. S touto
motivaci jsou zkoumana vibracni spektra thiramu a to i pii velmi malych koncen-
tracich, aby byla v praxi mozna (brzka) detekce. Z divodu nizkych zkoumanych
koncentraci a tendence thiramu adsorbovat byla dosud mérena predevsim SERS
spektra thiramu. Vyuzivany jsou prevazné nanocastice stiibra nebo zlata a jsou
zkoumany vlastnosti SERS spekter v zavislosti na tvaru ¢i velikosti téchto ¢astic
a zaroven je hledana hranice detekovatelnosti thiramu uzitim této metody. De-
tekovano bylo SERS spektrum thiramu nachézejiciho se na ovocnych slupkach s
vyuzitim Fe;O4 mikrosfér pokrytych Au nanotyckami (Tang a kol., 2015]). Roztok
thiramu o koncentraci 5 - 107 M byl sprejem nanesen na jable¢né slupky a po-
nechan k uschnuti za pokojové teploty. Poté byla na slupku nanesena suspenze s
mikrosférami. Pii vypafovani v digestori molekuly thiramu interagovaly s Au na-
notyckami, a nakonec tak skoncily na mikrosférach. Mikrosféry s molekulami thi-
ramu byly pomoci prilozeného magnetického pole premistény na podlozni sklicko
a poté naméreno SERS spektrum pomoci prenosného Ramanova spektrometru.



V dalsich provedenych (nesimulacnich) méfenich bylo naméreno spektrum thi-
ramu aZ% o koncentraci 1 - 1077 M. PouZiti riiznych spektrometrii vsak vedlo k
odchylkdm v namérenych spektrech. (Tang a kol., [2015) Snahy nalézt, pripadné
posunout hranici detekovatelnosti vedly k ziskani SERS spekter thiramu o kon-
centracich v ¥adech 1072 — 107" M (Guo a kol [2015)) (Saute a Narayanan| 2011))
(Zhu a kol., 2017).

V kontextu nizkych mérenych koncentraci ve vodé byla zkoumana Ramanova
spektra thiramu i s vyuzitim metody DCDR a byla namérena spektra thiramu v
praskové formé a z vyschlych vodnich roztokt o koncentracich 0,25-1073 M, 0,12-
1073 M, 2,50- 106 M[""| Taktéz byla s vyuzitim metody DCDR naméfena spektra
thiramu z vyschlych etanolovych roztokii o koncentracich 6,24 - 1072 M a 0,13 -
1073 M. (Prikryl, 2020) Takto naméfend spektra vsak vykazovala proménlivost.
V této praci byly provedeny makro méreni, srovnavaci mikro méreni a kvantove
mechanické simulace za tcelem objasnit tuto pozorovanou variabilitu.

1"Néktera z méfeni byla provedena dvakrat na rozdilnych komerénich substréatech.
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2. Teoreticka cast

Molekuly nejsou statické objekty - kromé translace mohou dale rotovat a vib-
rovat. Nameérena rotacni a vibracni spektra pak mohou poskytovat informace o
geometrii nebo slozeni zkoumané molekuly. Vyznamnou roli pti analyze vibrac-
nich spekter ma tzv. oblast otisku prstuﬂ, tj. ¢ast spektra odpovidajici priblizné
1400 az 600 cm ™! a vyznacujici se hojnou piftomnosti vibra¢nich past, které ve
vysledku poskytuji témeér ,otisk prstu® molekuly. Mezi zékladni metody vibrac¢ni
spektroskopie patii IR absorpce a Ramantv rozptyl s Sirokymi aplikacemi ve fy-
zice, chemii i biologii. Zatimco IR absorpce je v zakladé velmi jednoduchy proces
(konkrétné primy prechod mezi vibra¢nimi energetickymi hladinami), v pfipadé
Ramanova rozptylu jde o neelasticky rozptyl zareni na molekule, kdy maji rozpty-
lené fotony energii zménénou o hodnotu odpovidajici prechodu mezi vibra¢nimi
hladinami molekulového systému. K detailni interpretaci experimentéalné ziska-
nych dat pak slouzi kvantové mechanické simulace, jejichz princip bude v Sekci
popsan na zakladni tirovni, s niz je mozné se setkat v uc¢ebnicich kvantové chemie,
jako je napriklad Kvantova teorie molekul (Skalal, [1995)).

2.1 Vibrace molekul

V pripadé elastické vazby si dvojatomovou molekulu 1ze predstavit jako dva
hmotné body spojené pruzinkou. Pro thlovou frekvenci vibraci molekuly w, pak
plati

Wy = 1/ —, (2.1)
1
kde k je parametr charakterizujici tuhost vazby a p = 472 je redukovana hmot-

nost. Pro molekulu jako pro kvantovy objekt jsou energie vibraci E, kvantovany
a v harmonické aproximaci plati

B, = oy (n+ ;) , (2.2)

kde A je redukovana Planckova konstanta a kde n je prirozené c¢islo kvantujici
jednotlivé energetické hladiny. Povoleny prechod v harmonické aproximaci je pak
dan vybérovym pravidlem An = +1. Potencial harmonického oscilatoru je

U(R) = SK(R ~ R, (23
kde R je aktuélni délka vazby a Ry délka vazby pro nevibrujici molekulu. (Danis|
2019)

K prechodu mezi vibra¢nimi mody dochazi v pripadé, ze dojde k absorpci
energie, kterd odpovida rozdilu dvou vibrac¢nich energetickych hladin, coz jsou
obvykle fotony s energii odpovidajici IR zateni.

Aby mohl byt pri IR absorpci foton s nélezitou energii opravdu absorbovéan, a
predana tak energie z fotonu molekule, musi odpovidajici vibrace zptsobit zménu

1V angli¢ting ,fingerprint region®.
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dipolového momentu molekuly p; pak je dand vibrace tzv. aktivni, tedy viditelna,
v IR spektru. Tedy
o
oQ
kde @ je jadernd soufadnice (normalni méd). Méfend intenzita dané vibrace je
pak imérna druhé mocniné této zmény dip6lového momentu. (Larkin, 2011))
Obdobna podminka, a to

£0, (2.4)

o)
20 £ 0, (2.5)

kde « je polarizovatelnost molekuly, plati i v pfipadé Ramanova rozptylu (po-
drobnéji v Sekci . Informace obsazend v IR absorpénim spektru je z divodu
rozdilnych vybérovych pravidel komplementarni k té v Ramanové spektru.

Jestlize neni zména dipdélového momentu linedrné imérnd R, v energii n-tého
stavu pribyde anharmonicky prispévek

2

E, = hv, <n + ;) + hvyx (n + ;) , (2.6)
kde v, je rovnovazna vibracni frekvence, h Planckova konstanta a y konstanta
anharmonicity. (Larkin) 2011)

N casticovy systém ma 3N stupnua volnosti, z ¢ehoz 3 stupné volnosti popi-
suji translacni pohyb a dalsi 3 rota¢ni pohyb, resp. 2 v pripadé linearni molekuly.
Nelinearni molekula tvorena N atomy méa tedy 3N — 6 dodate¢nych stupni vol-
nosti, které se projevuji jako zmény mezijadernych vzdalenosti, vibrace, normalni
vibra¢ni médy, linedrni poté 3N — 5.

Tti zékladni typy norméalnich vibra¢nich média CHs, popripadé CHs skupiny
jsou valencni vibrace, kdy se méni délka vazby mezi atomy molekuly, pricemz
vazebny thel zistava stejny, deformacni vibrace, kdy se méni vazebny thel, a
torzni vibrace, kdy dochazi k otac¢eni vazby podél své hlavni osy (viz Obrcizek.
(Prochazkay, [2016))

Valen¢ni vibrace Torzni vibrace
Symetricka Antisymetrickd %

Deformacni vibrace

YYYT

Véjirova Kroutiva Kyvava Nuzkova

Obrazek 2.1: Zakladni typy normalnich vibracnich moédia CH,, popripadé CHgz
skupiny
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2.2 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je metoda vibrac¢ni optické spektroskopie zalozené na
nepruzném rozptylu zareni na zkoumané molekule a pojmenovand podle indického
fyzika C. V. Ramana, ktery v roce 1928 se svym studentem K. S. Krishnanem
tento rozptyl pozoroval (Raman a Krishnan|, [1928) a za jeho objev ziskal v roce
1930 Nobelovu cenu.

Elektromagnetické pole s molekulou bud nemusi interagovat, nebo mize byt
absorbovano, nebo rozptyleno. Pokud energie fotonu odpovida energetickému roz-
dilu mezi zédkladnim a excitovanym stavem, muze dojit k jeho absorpci, a nasled-
kem toho k vyexcitovani molekuly do vyssiho energetického stavu. Molekula ve
vyssim energetickém stavu po uplynuti stiedni doby zivota daného energetického
stavu miuze opét prejit do nizsiho energetického stavu soubézné s emisi fotonu.
(Smith a Dent|, 2019)) (Prochazka) 2016])

V pripadé rozptylu vSak nemusi mit interagujici foton energii odpovidajici roz-
dilu dvou energetickych hladin v molekule. Elektromagnetické pole interagujici s
molekulou totiz muze deformovat (polarizovat) ,oblak elektroni“ kolem jader, a
vytvorit tak tzv. virtualnf] energeticky stav, do kterého pohlcenim odpovidajiciho
fotonu muze byt molekula vybuzena. Okamzité poté je vyzafen foton o stejné (to
nastava v pripadé, ze se ,joblak elektronti“ v pribéhu rozptylu navrati do vycho-
ziho stavu), nebo trochu rozdilné energii (to nastava v ptipadé, ze je v prubéhu
rozptylu vyvolan pohyb jader atomu). Nejcastéji dochazi k prechodu mezi vib-
racnimi energetickymi hladinami pfi stejné elektronové konfiguraci molekuly v
zékladnim stavu. (Smith a Dent| 2019) (Prochazka;, 2016)

Pokud je energie vyzareného fotonu stejna jako energie fotonu dopadajiciho,
jde o tzv. pruzny (Rayleightiv) rozptyl, pokud je energie vyzareného fotonu roz-
dilnd, jde o nepruzny rozptyl (Ramaniv) (schéma viz Obrdzek [2.9). Nejcastéji
dochazi pravé k pruznému, Rayleighové rozptylu. Pravdépodobnost, ze dojde k
Ramanové rozptylu je velmi nizka - pouze jeden z 10° — 10® fotontl je rozptylen
nepruzné. Pokud je energie rozptyleného fotonu mensi nez energie dopadajiciho
fotonu, jde o tzv. Stokesovu vétev a molekula je v tomto ptipadé vybuzena do
vyssiho vibra¢niho energetického stavu, a naopak, pokud je energie rozptyleného
fotonu vétsi, jde o tzv. anti-Stokesovu vétev a molekula se po rozptylu nachazi
na energeticky nizsi vibrac¢ni hladiné. Pti pokojové teploté je podle Boltzman-
nova rozdéleni vétsina molekul v zakladnim vibra¢nim stavu, pripadné mohou
jsou Stokesovy vétve ve spektru v porovnéani s anti-Stokesovymi vice intenzivni a
vyuzivany v experimentu. (Smith a Dent| 2019)) (Prochazkal 2016)

Za vyse popsanych podminek musi pii Ramanové rozptylu rozptyleny foton
splnit podminku

hws/as = hwo F (B — Ey), (2.7)

kde A je redukovand Planckova konstanta, wg, resp. wag, je thlova frekvence
rozptyleného fotonu (index S znaci Stokesovu vétev a AS znaci anti-Stokesovu
vétev), wp je uhlova frekvence dopadajictho (pfipadné ,prvniho“) fotonu a kde

2V piipadé, Ze tento virtualni stav neodpovidé skuteéné energetické hladiné molekuly, jedna
se o tzv. normalni Ramanuv rozptyl, v ptripadé, ze je ale energie fotonu velmi blizka energii
opravdové energetické hladiny molekuly, prejde molekula do odpovidajiciho excitovaného stavu
a jednd se o tzv. rezonanéni Ramantv rozptyl (Prochazkay 2016]).
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Ey, resp. Ej, je energie zakladniho, resp. prvniho excitovaného vibra¢niho stavu.
(Prochazka, [2016))

vy 4
1 Vyssi 3
(excitovany) 2 n
energeticky 1
stav 0
Q Virtualni
B0 .
E energetické . .
& stavy s % sls s %
< ) o < L 3
= =
N (zakladnf) B 4
energeticky 3
stay V ¥ i n
‘ El'EO{ \ 0
IR Anti-Stokesova Rayleightv Stokesova Rezonanéni
absorpce vétev rozptyl vétev Ramaniiv
Ramanova Ramanova  rozptyl
rozptylu rozptylu

Obréazek 2.2: Schéma energetickych prechodl mezi vibra¢nimi stavy pti Raylei-
ghové a Ramanové rozptylu

Rozdil energie dopadajicich a rozptylenych fotont se nazyva Ramantv posun,
méieny v em ™! (ve vibra¢ni spektroskopii je zvykem pii méfeni frekvenci pouzivat
vlnocet a jako jednotky ecm™!), odpovida vlnoctu vibraéniho médu ,uc¢astniciho*
se rozptylu a neni zavisly na vinové délce dopadajiho zareni. (Prochazka, |2016)

Pro intenzitu Ramanova rozptylu I plati

I NI/*IN(aO‘)Q (2.8)
R 0 20 ) .

kde I je intenzita dopadajiciho zareni, N je pocet molekul v daném stavu ucastni-
cich se rozptylu, v je frekvence dopadajiciho zareni, « je polarizovatelnost molekul
a @ je jaderna souradnice. Intenzita naméreného Ramanova spektra tedy zavisi
na koncentraci mérené latky, a Ramanova spektroskopie tak poskytuje kromé
kvalitativnich vysledku i kvantitativni analyzu. Pouzitim laseru s kratsi vinovou
délkou nebo zvysenim jeho vykonu muize byt intenzita naméreného Ramanova
spektra zvysena. (Larkin) 2011) Pokud ma byt vibrace v Ramanové spektru ak-

tivni (viditelnd), musi zjevné platit, Ze se pfi ni méni polarizovatelnost molekuly,
tedy
Oa

9Q
14
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2.2.1 Ramanova mikroskopie

Ramantv mikroskop (schéma viz Obrdzek[2.5) kombinuje informaci ziskanou z
Ramanova spektrometru s informaci o pozici na vzorku z optického mikroskopu.
Laserovy paprsek vstupuje do Ramanova mikroskopu, prochazi pres déli¢ pa-
prski, ktery jej nasméruje na vzorek, a objektiv mikroskopu, ktery jej zfokusuje
do bodu, jehoz primér odpovida Abbeho difrakénimu limitu. Na vzorku dochézi
k Ramanovée i Rayleighové rozptylu a takto rozptylené zareni se vraci zpét pres
objektiv k déli¢i paprskl a prochazi dale do mikroskopu. Vyhodou délice paprski
je, ze cast svétla rozptyleného na povrchu vzorku muze byt nasmérovana k oku-
laru, pomoci ¢ehoz muze byt nasledné urcena ptivodni poloha paprsku na vzorku.
7 praktickych i bezpecnostnich diivodi je vSak lepsi mit na misté okularu umisté-
nou kameru propojenou s pocitacem. Za délicem paprsku se nachazi opticky filtr,
ktery odfiltrovava vinovou délku pouzitého laseru, tedy fotony z Rayleighova roz-
ptylu. (Smith a Dent, [2019) (Edinburgh Instruments)

Pokud je mikroskop konfokalni, paprsek déale pokracuje ke konfokalni bodové
clonce, ktera filtruje svétlo pochazejici z oblasti mimo ohniskovou rovinu mikro-
skopu, coz umoznuje shér rozptyleného zareni pouze z urcité hloubky vzorku.

Nakonec je paprsek zfokusovan do spektrografu a zde pomoci optické mrizky
rozdélen na jednotlivé frekvence, které jsou detekovany pomoci CCD (Charge-
coupled device) a poslany poéitaci ke zpracovani (Smith a Dent|, 2019).

S vyuzitim Ramanovy mikroskopie je mozné ziskat informaci o chemickém
slozeni vzorku in situ bez nutnosti dalsi ipravy, pripadné zniceni vzorku. Kromé
presného vybéru mista na zkoumaném vzorku je vyhodou, ze muze byt pro ex-
periment pouzit i maly objem vzorku. Ramantv mikroskop poskytuje informace
o chemickém kontrastu - o chemickém slozeni - vzorku, nebot mutze zmérit spek-
trum odpovidajici kazdému pixelu v pozorovaném obrazu a nasledné je mozné
provést analyzu téchto spekter (napt. barevné zobrazit intenzitu vybraného pasu
ve spektru nebo statisticky vyhodnotit podobnost spekter z jednotlivych bodi), a
zjistit tak slozeni jednotlivych ¢asti zkoumaného vzorku. Tato technika se nazyva
Ramanovské spektralni mapovani.
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Obrazek 2.3: Schéma konfokalniho Ramanova mikroskopu; prevzato z
a upraveno
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2.2.2 DCDR

Metoda kapkové nanasenych povlakt je technika Ramanovy spektroskopie,
jez, na rozdil od tradi¢ni Ramanovy spektroskopie, dovoluje mérit roztoky o velmi
malych koncentracich a objemech. (Kuizova a kol., 2021) Je zalozend na nanaseni
kapek roztoku na nesmacivy (hydrofébni) substrat, ktery by déle mél mit nizkou
optickou absorbanci, vysokou optickou odrazivost a jehoz Ramanovo spektrum by
mélo byt slabé nebo by alespont nemélo interferovat se spektrem vzorku.
a kol.| 2003)

Substrat musi byt hydrofébni, pfipadné superhydrofébni, aby se nanaseny
roztok rozprostiel do co nejmensi plochy, a vyparenim rozpoustédla tak doslo k
predkoncentraci (tedy zvyseni koncentrace). Nékteré latky se navic pii vypafovani
roztoku na nesmacivych substratech mohou usazovat v podobé prstenct, tzv.
ykavovych krouzku“, coz dale zvysuje jejich lokalni koncentraci, jiné vysychaji do
podoby obecnych skvrnek. Oboji vsak muze byt vyuzito k naméreni kvalitniho
Ramanova spektra. (Kuizova a kol., |2021) (Zhang a kol., 2003)

16



2.2.3 SERS

Povrchem zesileny Ramantv rozptyl je technika Ramanovy spektroskopie,
jez dokaze zesilit intenzitu Ramanova rozptylu, a to o 5-11 fada. Je zalozen na
zesileni Ramanovy odezvy zkoumané latky interagujici s lokalizovanymi povr-
chovymi plasmony kovii - vétsinou Au, Ag, nebo Cu. Mechanismus SERSu lze
charakterizovat dvéma prispévky k zesileni - elektromagnetickym a chemickym
(molekuldrnim).

V pripadé elektromagnetického prispévku dochazi k zesileni signalu kvtli lo-
kalnimu zesileni elektrického pole zptusobeného rezonan¢nim vyexcitovanim povr-
chovych plasmonti v kovu, a molekuly adsorbované na povrchu kovu tak mohou
byt vystaveny silnéjsimu elektrickému poli. Pokud nastanou spravné podminky
- souvisejici s tvarem kovového povrchu a polohou adsorbovanych molekul -, do-
chézi k velmi intenzivnimu takovémuto zesileni. Chemicky prispévek k zesileni
souvisi s prenosem naboje mezi molekulou a kovovym povrchem.

2.3 Kvantové mechanické simulace

Zékladnim cilem kvantové chemickych vypocti je nalezeni vinové funkce zkou-
mané molekuly (molekulového systému) a ziskani energie dané molekuly (mole-
kulového systému).

2.3.1 Metody

Ab initio (z latinského ,od pocatku“) vypocetni metody vychazeji z pri-
rodnich zakonti bez dodatecnych predpokladi nebo empirickych parametria. Vy-
chozim bodem pro ziskani vlnovych funkci je v tomto pripadé nejcastéji Bor-
nova—Oppenheimerova aproximace, kterd umoznuje oddélit pohyb atomovych ja-
der a elektront, a tzv. jednoelektronové priblizeni, kdy je misto systému vzajemné
interagujicich elektroni uvazovan vzdy jednotlivy elektron ve zprimeérovaném
elektrickém poli ostatnich elektront - v efektivnim potencialu -, tento potencial
se déle urcuje iterativné a jde o tzv. metodu self-konzistentniho pole (SCF).

Zakladni metodou vyuzivajici SCF a metodou, ktera byla dlouhou dobu i
nejvice pouzivanou, je Hartree-Fockova metoda (HF), kterd hledd vInovou funkci
ve tvaru Slaterova determinantufl variaéné.

7 variacniho principu plyne, ze HF poskytuje horni odhad energie zkoumané
molekuly, baze pouzita pri vypoctu vsak ovlivni jeji hodnotu. Baze mize byt vo-
lena napriklad jako vodikovské orbitaly, STOs (Slater type orbitals) nebo GTOs
(Gaussian type orbitals). Mize byt pouzita minimalni baze, kdy je pouzito jen
tolik funkci, kolik je potfeba k umisténi vSech zaplnénych orbitalti v atomu, nebo
naprtiklad split-valence baze, kdy jsou vnitini slupky atomu charakterizovany po-
moci jednoho STO tvoreného nékolika GTO a valenéni pak pomoci vice (dvou
- double ( - nebo tii - triple (). Baze mohou byt déle upraveny polariza¢nimi
funkcemi, které osetiuji naruseni distribuce naboje v dusledku sdileni elektront
mezi jednotlivymi atomy pridanim funkce, kterd aproximuje orbital o nizsi syme-
trii, nebo mohou byt upraveny difiznimi funkcemi, které upravuji popis rozlozeni

3Zajistuje antisymetrizovany soucin vlnovych funkei jednotlivych elektrontt (molekulovych
orbitali), a tedy platnost Pauliho vylu¢ovaciho principu.
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elektronové hustoty daleko od jader pridanim Gaussovskych funkei s malym ex-
ponentem. Casto pouzivané jsou i korelaéné konzistentni baze vytvorené tak, aby
systematicky konvergovaly k tiplné bazi.

Dnes nejcastéji pouzivand metoda pro vypocty vlastnosti molekul a mole-
kulovych systému je teorie funkcionalu hustoty, zalozena na Hohenbergovych-
Khonovych teorémech. V DFT je misto popisu systému pomoci vinové funkce,
ktera zavisi na soutadnicich vsech ¢asti systému, volen popis pomoci elektronové
hustoty (resp. jejtho funkcionalu), kterd je funkei pouze tif soufadnic z, y, z. Tvar
funkciondlu hustoty vsSak neni presné znamy, a jsou tak vyuzivany (¢asto empi-
ricky zatizené) odhady. Z tohoto divodu neni DFT ¢isté ab initio metodou. Diky
popisu skrze elektronovou hustotu je vsak vypocetni naroc¢nost prijatelnd a pri
uziti soucasné s provedenim experimentu poskytuje DFT velmi dobré vysledky. V
soucasnosti nejvyuzivanéjsim DFT funkciondlem je hybridni funkciondl B3LYP,
vyvinuty uz v roce 1993 (Carsky a Urban, 2008).

2.3.2 Geometricka optimalizace

Prvnim krokem vypocti je nalezeni stabilniho geometrického usporadani mo-
lekuly. To se provadi prostrednictvim geometrické optimalizace. Molekula tvorena
N atomy ma 3N — 6 (linedrni molekula 3N — 5) vnitinich stupnu volnosti. Nad-
plocha potencidlni energie (PES) je pak hyperplocha v 3N — 6 dimenziondlnim
stavovém prostoru, jejiz kazdy bod popisuje urc¢itou geometrii systému, které lze
pritadit ur¢ita energie. Pi geometrické optimalizaci jsou hledana lokalni minima
na hyperplose, odpovidajici stabilnimu usporadani atomi, tedy konformeru mole-
kuly. Sedlové body prvniho fadu pak odpovidaji tranzitnim staviim molekuly. Na-
16zt minima (a sedlové body) na hyperplose je mozné pomoci gradientu (vektoru
derivaci energie podle jadernych soutadnic), ktery udava smér poklesu energie,
a Hessovy matice (matice druhych derivaci energie podle jadernych soutadnic),
ktera rozlisuje lokalni minimum - v ném je pozitivné definitni, tedy vsechna jeji
vlastni ¢isla jsou kladnd - od sedlového bodu - v ném je jedno jeji vlastni cislo
zaporné. Mezi metody geometrické optimalizace patii naptiklad metoda steepest
descent, metoda konjugovanych gradientii, Newtonova-Rapsonova metoda nebo
Bernyho algoritmus.

2.3.3 Vibracni spektra

Vypocet vibracnich frekvenci je tfeba provést na stejné trovni vypoctu, jaka
byla zvolena pro geometrickou optimalizaci systému, tedy pouzit stejnou metodu
i bazi. Jako prvni je urena Hessova matice systému (matice silovych konstant) a
prevedena do diagonalniho tvaru. Pokud geometrie systému odpovida jeho stabil-
nimu usporadéani, Hessova matice bude mit 3N —6 (resp. 3N —5 v pripadé linedrni
molekuly) kladnych vlastnich ¢isel, odpovidajicich vibra¢nim médam. Intenzity
jednotlivych vibraci jsou v pripadé Ramanova spektra imérné druhym mocni-
nam derivaci polarizovatelnosti podle jadernych souradnic a v pripadé IR spektra
druhym mocnindm derivaci dipolového momentu podle jadernych vzdalenosti.
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2.3.4 Modely rozpoustédla

Pritomnost rozpoustédla v systému je tieba zohlednit v simulacich, nebot
muze ovlivnit molekulové struktury, vazebné energie, excitac¢ni a ionizac¢ni energie,
vibrac¢ni a rotacni spektra a dalsi. V pripadé mikrosolvatace jsou ke zkoumanému
systému pridany explicitni molekuly rozpoustédla, coz je velmi primocary pii-
stup, ktery tspésné postihuje slabé interakce mezi rozpoustédlem a rozpusténou
molekulou. Nevyhodou u mikrosolvatace jsou velké vypocetni naroky a pomald
konvergence s rostoucim poc¢tem molekul rozpoustédla nebo nutnost stredovani
pres riuzné konfigurace molekul rozpoustédla.

V pripadé implicitniho modelu rozpoustédla je vliv roztoku urcéen jako vy-
sledek interakce molekuly v solvata¢ni kavité (v prazdném prostoru ji obklopuji-
cim) s polarizovanym kontinuemﬂ Jednotlivé implicitni modely rozpoustédla se
lis1 ve zpusobu urceni velikosti a tvaru solvatacni kavityﬂ v urovni popisu roz-
pusténce, v konkrétnim popisu dielektrika nebo ve zptsobu vypoctu vlastnosti
kavity. V modelu polarizovaného kontinua (PCM, Polarizable continuum model)
a Conductor-like screening modelu (COSMO) je kavita volena jako prekryvajici
se van der Waalsovy sféry, u PCM je vSak kontinuum uvazovano jako dielektri-
kum, zatimco COSMO jej uvazuje jako vodi¢ (a je tedy vhodnou aproximaci v
ptipadé polarnich rozpoustédel).

Pro dosazeni lepsich vysledki byva pouzivana kombinace mikrosolvatace a
implicitniho modelu rozpoustédla, kdy jsou do kavity obklopené polarizovanym
kontinuem umistény i explicitni molekuly rozpoustédla, které primo interaguji s
rozpusténcem naptiklad vodikovymi miistky.

4Jemuz je prifazena odpovidajici relativni permitivita.
®Ta miize byt volena napiiklad jako kulova dutina, elipsoidni dutina nebo na zakladé van
der Waalsova poloméru.
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3.

Cile

Hlavnim cilem této bakalarské prace je analyza dvou vyznamnych environ-
mentalnich kontaminantti melaminu a thiramu pomoci metod Ramanovy spek-
troskopie a kvantové chemickych vypocti. Zajima nas, jaké spektralni zmény jsou
spojeny s méfenim v riuznych fazich (polykrystalickd faze, roztok, amorfni depo-
zit) a vysvétleni téchto zmén na trovni, kterou umoznuje kvantova teorie molekul.
Chceme zjistit, jaké jsou konformacni preference téchto molekul a charakterizovat
jejich ptripadnou degradaci, ke které miize béhem méteni dochazet.

Diléi cile této bakalarské prace je mozné stanovit v nasledujicich bodech:

1.

Zpracovani reserse o melaminu a thiramu pokryvajici biologicky ucinek a
toxicitu téchto kontaminantii, informace o jejich strukture a spektroskopic-
kych studiich, které se jim vénovaly.

. Seznameni se s metodami vibra¢ni spektroskopie, jejich teoretickymi prin-

cipy, instrumentalizaci a simulacemi spekter s diirazem na Ramanovu spek-
troskopii a mikrospektroskopii. Zvladnuti zaklada kvantové mechanickych
simulaci molekulovych vlastnosti.

Ziskani experimentalnich spekter obou kontaminantti v polykrystalické formeé
(prasku), z roztoku a z vyschlych kapek. Pro kazdy ze vzorku stanoveni nej-
vhodnéjsiho rozpoustédla umoznujiciho méreni Ramanova rozptylu v makro
rezimu a zaroven nezpusobujiciho zvysenou miru degradace vzorku.

. Provedeni kvantové chemické simulace Ramanovych spekter melaminu a

thiramu pfi uvazeni konformacni flexibility, vlivu rozpoustédla, tendence
agregovat a vlivu metody a tirovné vypoctu.

Na zakladé porovnani experimentu a simulaci vypracovani vibra¢ni analyzy
a detailni interpretace namérenych spekter.
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4. Experimentalni metody

V této kapitole jsou uvedeny vzorky a technické vybaveni pouzité pri me-
reni. Dale tato kapitola popisuje postup, kterym byla zpracovana experimentalné
ziskana data, a metodiku pouzitou pri simulacich vibracnich spekter.

4.1 Vzorky

Pti méfeni byly pouzity tyto komeréné vyrabéné vzorky zkoumanych kontami-
nantu zakoupené od firmy Merck (Sigma-Aldrich) ve formé krystalického prasku:

— Melamin: produktové ¢islo: M2659, ¢istota: 99 %,
— Thiram: produktové ¢islo: 45689, Cistota: > 98,0 % (dale jako Thir 98),

— Thiram: produktové ¢islo: 43966, ¢istota: certifikovany referencni materiél (déle
jako Thir < 100),

— Thiram: produktové ¢islo: T24201, ¢istota: > 96,5 % (dale jako Thir 96,5).

Pouzita rozpoustédla byla vhodna pro vibra¢ni spektroskopii (tj. neobsahovala
fluorescenéni necistoty) a byla brana z béZnych zasob Fyzikélniho ustavu UK.

4.2 Laboratorni pristroje a nastroje

Pro pripravu vzorki bylo pouzito nasledujici technické vybaveni:
— vaha: Mettler Toledo AG245,
— centrifuga: GMCLab™Gilson™Mini centrifuga,
— pipety: Gilson™PIPETMAN,

— pH metr: Thermo Scientific Orion 350 PerpHecT® LogR® Meter.

4.3 Rozptylové metody

Pti méteni byl pouzit Ramantv spektrometr postaveny na Fyzikalnim tstavu
UK (Oddéleni fyziky biomolekul) a konfokdlni Ramantv mikroskop Alpha300
RSA (WITec).

4.3.1 Ramantiv spektrometr - SPEX

Makro méreni probihalo na Ramanové spektrometru, ktery je zalozeny na
spektrografu SPEX 270M od firmy Jobin-Yvon s ohniskovou vzdélenosti 270 mm
a prumeérem kolimac¢niho zrcadla 50 mm a byl sestaven na Fyzikalnim tstavu UK
(Oddéleni fyziky biomolekul). Jako excitacni zdroj byl pouzit Nd:YAG laser o
vinové délce 532 nm, konkrétné 2. harmonicka frekvence. Spektrometr vyuziva
pravouhlé geometrie, kdy dopadajici excitacni paprsek prochazi lesténym dnem
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kyvety a rozptylené zareni je nasledné sbirano pod thlem 90°. Rozptylené zatreni
déle prochazi hranovym (Edge) filtrem kvili odflitrovani Rayleighova rozptylu, je
objektivem zfokusovano a vstupuje do spektrografu, kde dochazi k jeho difrakci na
zvolené mifzce s oznacenim gl, jez ma 1200 vrypi/mm. Sniméni difraktovaného
zareni zajistuje tekutym dusikem chlazeny CCD detektor s 1340x 100 pixely.

4.3.2 Priprava vzorkd a méreni pomoci Ramanova spek-
trometru

Jako prvni byla na Ramanové spektrometru mérena spektra vybranych roz-
poustédel pro méreni zkoumanych kontaminantt, konkrétné deionizované vody
(H20), tézké vody (D20), chloroformu (CHCl3), acetonu (CH;COCH3), cyklohe-
xanu (CgH;2), dimethylsulfoxidu (DMSO), tetrachlormethanu (CCly), benzenu
(CgHg), ethanolu (CoH;0OH) a methanolu (CH3OH). Pti méfeni byly pouzity
kfemenné 10mm Quartz kyvety o objemu 1 ml. Vykon laseru, expozi¢ni doby a
pocet akumulaci byly ménény vzdy tak, aby byla idealné vyuzita dostupna inten-
zitni Skéla detektoru (aby byl co nejlépe potlacen Sum). Méfeni byla proviadéna
v rozmez{ pfiblizné 53 az 2325 cm™!.

Dalsi byla mérena spektra roztoku melaminu v HoO a DMSO (podrobnosti
viz Tabulka[{.1)). P¥i prpravé vzork se kontaminanty v roztocich zcela nerozpus-
tily, a proto byly vzorky odstfedény a pro méreni byl odebran pouze roztok nad
sedimentem, pri méreni tak byl pouzit nasyceny roztok. Méfeni byla provadéna
v rozmezi piiblizné 59 az 2319 cm~'. Pii méieni byly pouZity kfemenné 10mm
Quartz kyvety o objemu 1 ml.

Tabulka 4.1: Zvolené parametry pfi méreni roztokt melaminu na Ramanovée spek-
trometru v nizkofrekvenéni oblasti

Meéreny Koncentrace Expozicni Pocet Vykon

roztok roztoku doba akumulaci laseru

(mg/ml) (s) (mW)

M2659 + H,O <25 6 300 1000
M2659 + H,0O <25 6 600 1000
M2659 + H,0 <2,5 6 5400 1000
M2659 + DMSO <20 1 1800 700

< znadi, Ze je idaj o koncentraci orienta¢ni z diivodu nerozpusténi veskerého

kontaminantu v roztoku

Nakonec byla mérena spektra roztoku melaminu v H,O, DoO a DMSO a thi-
ramu v CHCl3, CCly a CgHg (podrobnosti viz Tt abulka. Meéreni byla provadéna
vZdy dvakrat, a to v nizkofrekvencni oblasti v rozmezi ptiblizné 75 az 2342 cm ™!
a ve vysokofrekvenc¢ni oblasti v rozmezi p¥iblizné 2079 az 3870 cm™~!. Pii méfeni
byly pouzity kfemenné 10mm Quartz kyvety o objemu 1 ml nebo kifemenné 1mm
Quartz kyvety o objemu 100 pl. Ke kazdému méreni roztoku bylo naméreno i
spektrum rozpoustédla za identickych podminek.
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Tabulka 4.2: Zvolené parametry pfi métfeni roztokii melaminu a thiramu na Ra-
manove spektrometru v nizkofrekvencéni a vysokofrekvenéni oblasti

Meéreny Koncentrace Expozicni Pocet Vykon
roztok roztoku doba akumulaci laseru
(mg/ml)  (s) (W)
M2659 + H,0O 2,25 3 600 1000
M2659 + D,O 2,30 3 600 1000
M2659 + DMSO 20,15 3 600 1000
Thir 98 + CHCl; 100 3 300 50
Thir 98 + CCly <100 15 40 1000
Thir 98 4+ CgHg 100 1,5 600 300
Thir < 100 + CHCl3 100 1 300 300
Thir 96,5 + CHCl3 100 1 300 300

< znadi, ze je idaj o koncentraci orienta¢ni z divodu nerozpusténi veskerého

kontaminantu v roztoku

4.3.3 Konfokalni Ramantv mikroskop Alpha300 RSA (WI-
Tec)

Pro mikro méreni byl vyuzit konfokalni Ramantv mikroskop Alpha300 RSA
od firmy WITec, jenz je kombinovany s mikroskopii atomérnich sil (AFM) a op-
tickou skenovaci mikroskopii v blizkém poli (SNOM). Pii méfeni je ziskdvano
Ramanovo spektrum z kazdého pixelu obrazu. Rucéni polohovani vzorku je do-
plnéno o pridruzeny software WITec Suite FIVE (Oxford Instruments, WITed),
jehoz soucast Control FIVE 5.1 umoznuje pro méreni vybrat konkrétni oblast
obrazu. WlITec Suite FIVE obsahuje také Project FIVE 5.1, v némz byla spektra
po méreni upravovana. V konstrukei je zabudovany UHTS (Ultra-High Throu-
ghput Spectrometer) spektrometr s ohniskovou vzdélenosti 30 cm a mfizkou s
600 vrypy/mm, zkonstruovany tak, aby poskytoval vysledky rychle a s vysokym
rozlisenim. Jako excitacni zdroj byl pfi méreni pouzit laser o vinové délce 532 nm,
jako objektiv mikroskopu byl zvolen Carl Zeiss 50x /0.55 LD. Pfi vSech métenich
byl mikroskop v rezimu zpétného osvétleni.

4.3.4 Priprava vzorkt a méreni pomoci konfokalniho Ra-
manova mikroskopu Alpha300 RSA (WITec)

Jako prvni byly na Ramanové mikroskopu méteny polykrystalické vzorky me-
laminu a thiramu (podrobnosti viz Tabulka . Tenké vrstva prasku byla roz-
prostfena na podlozni sklicko a za pomoci softwaru byla oznacena oblast, ktera
ma byt zmérena. Na zacatku métreni vsak bylo tfeba nastavit spektralni roz-
sah mérené oblasti. Kvalita namérené oblasti zavisi na umisténi mrizky. Pokud
stted mrizky odpovida prilis vysokym frekvencim, ztraci se informace o nizko-
frekvencnich vibracich, nebot jsou deformovany kvili pozici kraje mrizky. Pro
nalezeni optimalni pozice mrizky bylo vyzkouseno nékolik nastaveni se vzorkem
polykrystalického melaminu (viz Obrdzek . V piipadé 2200 cm~! nebyla niz-
kofrekvencéni oblast mérena cela a byla deformovana filtrem, v ptripadé 2100 jiz
byla métena celd, ale vibracni pasy byly stéle deformovany filtrem, v pripadé 2000
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a 1900 uz nedochéazelo k deformaci nizkofrekvencich vibrac¢nich past, a pro dalsi
meéreni tak byla zvolena poloha 1950, a rozsah mérené oblasti tedy byl ptiblizné
-160 aZ 3610 cm ™.

Tabulka 4.3: Zvolené parametry pti méreni polykrystalickych vzork melaminu a
thiramu na Ramanové mikroskopu

Meéteny Rozmeéry Rozliseni Vykon
kontaminant skenované — laseru
oblasti Pocet skenti/plocha (mW)
Melamin M2659 16x14 ym  48x42 — 9 skenti/pm? 16,4

Thiram  Thir 98/Thir < 100 12x15 pm  48x60 — 16 skeni/pm? 5,0

4000 + Stfed m¥izky: 1900 cm™
—— Stfed mi{zky: 2000 cm™
3500 ~ Stfed mifzky: 2100 cm?
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Obréazek 4.1: Namérena spektra polykrystalického melaminu pri riznych pozicich
miizky

Déle byl Ramanuv mikroskop vyuzit pro DCDR méfeni (podrobnosti viz Ta-
bulka . Pro toto méreni byly pripraveny roztoky melaminu v HyO, D;O a
DMSO a thiramu v CgHg a CHCI3 v pocédtecni koncentraci 1 mg/ml a v objemu
2 nl ¢étyrikrat naneseny na sklicko, dale 10x zredény a opét naneseny a poté jesté
jednou 10x zfedény a naneseny na sklicko (viz Obrcizek. Sklicko nasledné bylo
zakryto a méfeni pak probihala za tyden nebo ¢trnact dni, kdy jiz byla vSechna
rozpoustédla odparend. K métfeni ale nakonec nebyly pouzity vsechny kapky. Pri
meéreni pak byla ve vyschlych kapkach hledana vhodna mista na ziskani spektra,
zejména byla snaha se vyhnout oblastem, kde se zformovaly malé krystalky. Mé-
fen{ probfhala v rozmezi piiblizné 220 az 3855 cm ™! s vykonem laseru nastavenym
na 10 mW.

24



Tabulka 4.4: Zvolené parametry pri DCDR métfeni melaminu a thiramu na Ra-
manoveé mikroskopu

Meéteny Koncentrace Rozméry Rozliseni
roztok roztoku skenované —
(mg/ml) oblasti Pocet skenti/plocha
M2659 + DMSO 1 50x50 pm 50x50 — 1 sken/pm?
M2659 + DMSO - 1/2 0,1 50x50 pm  25x25 — 0,25 skenu/pm?
M2659 + DMSO - 1/2 0,01 50x50 pm  25x25 — 0,25 skenu/pm?
M2659 + H,O - 1 0,1 50x50 pm 25x25 — 0,25 skenu/pm?
M2659 + H,0 - 2 0,1 50x20 pm  25x%20 — 0,5 skenu/pm?
M2659 + H,0 - 1 0,01 50x50 pm  25x25 — 0,25 skenu/pm?
M2659 + H,0 - 2 0,01 30x30 pm  25x25 — 0,69 skenu/pm?
M2659 + D,O 1 50x50 pm  25x25 — 0,25 skenu/pm?
Thir 98 + CgHg 1 20x25 pm 20x25 — 1 sken/pm?
Thir 98 + CgHg 0,1 20x25 pm 20x25 — 1 sken/pm?
Thir 98 + CgHg 0,01 25x25 pm 25x25 — 1 sken/pm?
Thir <100 + CHCl3 1 25x25 pm 25x25 — 1 sken/pm?
Thir <100 + CHCl3 0,1 25x25 pm 25x25 — 1 sken/pm?
Thir < 100 + CHCl3 0,01 25x25 pm 25x25 — 1 sken/pm?

- 10,1'mg/ml :

0,1 mg/ml - -

.
- »

“* Roztoky byly smichény, oblast nebyla vyuZzita pro méfeni:

Obrazek 4.2: Vzorky pripravené pro DCDR méfeni

4.4 Zpracovani dat

Spektra namérena na Ramanové spektrometru byla zkalibrovana pomoci ne-
onové vybojky a programu Neokalspex2, ktery byl vytvoren doc. Jitfim Bokem z
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Fyzikélniho ustavu UK v roce 2007. Pti kalibraci byla zvolena vinova délka exci-
tacniho zareni 532,163 nm, miizka 1200 gr/mm, linearni interpolace a vzorkovaci
interval 1 cm™1.

Zkalibrovand spektra namérena na Ramanové spektrometru byla dale upravo-
vana v softwaru GRAMS/AI verze 9.2 (Thermo Fisher Scientific Inc.). V ném se
od naméreného spektra odecetlo spektrum rozpoustédla, byla provedena korekce
pozadi funkci ,baseline correction® a spektrum bylo normalizovand}

Spektra mérena na konfokalnim Ramanové mikroskopu Alpha300 RS byla
zpracovavana v pridruzeném softwaru z balicku WITec Suite FIVE (Oxford In-
struments, WITec), konkrétné v programech Control FIVE 5.1 a Project FIVE
5.1. Kalibrace spekter byla v tomto pripadé provadéna automaticky, z namére-
nych spekter vSak byly pomoci funkce ,,Cosmic Ray Removal“ odstranény signaly
zpusobené kosmickym zarenim. Na spektra byla ptipadné pouzita funkce ,True
Component Analysis“, ktera statisticky rozlozi namérena spektra na zvoleny po-
¢et komponent, a , Average spectra®, jez vytvari primérné spektrum z vymezené
podoblasti skenované oblasti.

Grafy zpracovavajici vysledky meéteni byly vytvoreny v programu OriginPro
2020b verze 9.7.5.184 (OriginLab Corporation).

4.5 Simulace vibracnich spekter

Vsechny kvantové mechanické simulace byly provadény za pouziti softwaru
Gaussian 09 (Frisch a kol., 2013), k praci s vysledky byl pak pouzit program
GaussView verze 6.0.16 (Dennington a kol 2016)). Pro vSechny vypocty byl na-
staven tlak 1 atm. a teplota 298,15 K. Volba vypocetni metody, baze a modelu
rozpoustédla je vzdy uvedena u konkrétniho pfipadu v Kapitole [J Koneény tvar
simulovanych spekter byl ziskan konvoluci vypocitané intenzity vibraci s Lorent-
zovou funkei o polosiice 10 cm™!.

Grafy zpracovavajici vysledky simulaci byly vytvoreny v programu OriginPro
2020b verze 9.7.5.184 (OriginLab Corporation)).

'Konkrétni podrobnosti o normalizaci (o jaky pas se jednalo nebo zda bylo normovéno na
maximum pasu ¢i na integraln{ intenzitu) jsou uvedeny u jednotlivych méfeni.
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5. Vysledky

5.1 Meéreni praskovych vzorki

Oba kontaminanty byly méreny v podobé bilého prasku, ktery byl rozpro-
stfen na podlozni sklicko. V obou ptipadech byla na spektra ze skenované oblasti
vyuzita funkce ., True Component Analysis“ z programu Project FIVE 5.1, kterd
statisticky (faktorovou analyzou) rozlozi namétrend spektra na zvoleny pocet kom-
ponent. Pocet komponent byl volen tak, aby na residualnim obrazu nebyly prilis
vyrazné oblasti a zaroven byla spektra odpovidajici jednotlivym komponentdm
jesté zretelné odlisna. Tento postup nakonec vedl k péti komponentam pro oba
kontaminanty, z ¢ehoz jedna vzdy odpovida pozadi. Vysledné spektrum pro jed-
notlivou komponentu bylo vzdy ziskano pomoci funkce , Average spectra‘, ktera
faktorovou analyzou vybranou podskupinu spekter zprumérovala. V obou pripa-
dech je pozadi v porovnani s ostatnimi komponentami nizké. Ostatni komponenty
predstavuji vibra¢ni spektra melaminu, resp. thiramu. Jejich odlisnost je mozné
vysvétlit jako krystalovy polymorfismus, popf. jsou zatizeny fluorescenci ¢i expe-
rimentalnimi artefakty. Rlizné krystalové struktury se projevuji riiznou intenzitou
nékterych vibracnich pasi, pripadné i ptimo vyskytem odlisnych vibrac¢nich past.

5.1.1 Melamin v polykrystalické fazi

K péti ziskanym komponentam je mozné priradit obrazky skenované oblasti,
na kterych je v nepravych barvich (dmérnych intenzité vyskytu dané kompo-
nenty) vyznaceno, kterym mistiim na vzorku dané spektrum odpovida (viz Obrd-
zek[5.1). Ziskand spektra byla pro dalsi zpracovani rozdélena na oblasti a), b), c),
které v tomto poradi priblizné odpovidaji vibracim krystalové struktury, oblasti
yotisku prstu“ a N-H valen¢nim vibracim.
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Obréazek 5.1: Vibrac¢ni spektrum melaminu v praskové formé
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Za tucelem detailnéjsiho porovnani rozdili mezi jednotlivymi komponentami
na Obrdzku byla provedena korekce jejich pozadi a poté byla spektra normo-
vana na shodnou integralni intenzitu pasu na pozici 986 cm™! (viz Obrdzek .
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Obrazek 5.2: Vibrac¢ni spektrum melaminu v praskové formeé - po korekci pozadi a
normovani na integralni intenzitu pasu na pozici 986 cm™!; tuéné znacend pozice
pasu znamena, ze se jeho intenzita mezi raznymi komponentami lisi a tato zména
byla déle kvantifikovana

U takto upravenych spekter jiz bylo mozné kvantitativné porovnat zmeény
intenzit odpovidajicich maximtm vybranych past a to konkrétné porovnanim s

intenzitou odpovidajici maximu péasu na pozici 986 cm~! (déle jako Intenzitagss)
(viz Tabulka . 1).
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Tabulka 5.1: Intenzity maxim pésii pro jednotlivé komponenty polykrystalického
melaminu

Intenzita

Intenzitagge
vinocet (cm~') | Mel A Mel B Mel C Mel D
91 5,19 7,33 5,42 3,49
100 4,30 7,07 5,08 3,40
126 1,95 2,42 3,75 3,71
152 (155*) 2,36 3,53 4,36 3,03
390 0,40 0,49 0,51 0,49
568 0,09 0,12 0,18 0,15
678 2,74 2,84 2,98 2,42
986 1,00 1,00 1,00 1,00
3130 0,48 0,49 0,39 0,77
3330 0,20 0,22 0,19 0,37
3418 0,18 0,27 0,31 0,78
3469 0,95 0,62 0,51 0,82

*Pro Mel D.

Oblast a) obsahuje vzdy Ctyfi pasy na pozicich 91, 100, 126 a 152 ~!, resp.
155 1 v pfipadé komponenty Mel D, jejichZ poméry intenzit se vyrazné méni.
Nejpravdépodobnéjsi vysvetleni téchto odlisnosti je krystalovy polymorfismus, t;.
odlisné usporadani melaminovych molekul v ramci elementérni krystalové struk-
tury. V oblasti b) se jednotlivé komponenty témér dokonale prekryvaji - vyjimkou
jsou pouze drobné odlisnosti v intenzité past na 390, 568 a 678 cm~t. Ctyfi vy-
razné pasy v oblasti ¢) na vinoctech 3130, 3330, 3418 a 3469 cm ™! jsou diisledkem
pritomnosti primanich a sekundérnich aminovych skupin v molekule melaminu a
odpovidaji N-H valenénim vibracim. Podle interpretace navrzené v (Meier a kol.,
1995) a (Liu a kol., 2010) odpovidaji prvni dva siroké pasy N-H skupindm, které
interaguji se svym okolim, zatimco dva ostré pasy na 3418 a 3469 cm ™! odpovidaji
volnym N-H skupinam.

5.1.2 Thiram v polykrystalické fazi

K péti ziskanym komponentam je mozné pritadit obrazky skenované oblasti,
na kterych je v nepravych barviach vyznaceno, kterym mistim na vzorku dané
spektrum odpovida (viz Obrdzek. U komponent Thir C a Thir D je mozné
pozorovat profil typicky pro fluorescenci. Ziskana spektra byla pro dalsi zpraco-
vani rozdélena na oblasti a), b), c), které v tomto poradi pfiblizné odpovidaji
vibracim krystalové struktury, oblasti ,otisku prstu® a C-H valen¢nim vibracim.
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Za tucelem detailnéjsiho porovnani rozdili mezi jednotlivymi komponentami
byla provedena korekce pozadi a poté byla spektra normovana na integralni in-
tenzitu v oblasti valenc¢nich C-H vibrac{ (oblast kolem pasu na pozici 2930 cm™!).
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Obrazek 5.4: Vibracni spektrum thiramu v praskové formé - po korekci pozadi a
normovani na integralni intenzitu v oblasti valen¢nich C-H vibraci (oblast kolem
pasu na pozici 2930 cm™!); tuéné znacend pozice pasu znamend, Ze se jeho inten-
zita mezi riznymi komponentami lisi a tato zména byla déle kvantifikovana

U takto upravenych spekter jiz bylo mozné kvantitativné porovnat zmeény
intenzit odpovidajicich maximtm vybranych past a to konkrétné porovnanim s
intenzitou odpovidajici maximu pasu na pozici 2930 cm ™! (déle jako Intenzitaggsg)
(viz Tabulka|5.2).
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Tabulka 5.2: Intenzity maxim pésii pro jednotlivé komponenty polykrystalického
thiramu

Intenzita
Intenzitasgs
vInocet (cm~') | Thir A Thir B Thir C Thir D

111 032 L4 087 L5
178 033 074 068 092
316 043 029 033 0,52
361 023 043 037 042
395 044 165 136 171
560 245 322 281 323
851 048 032 034 034
975 131 073 087 111
1375 1,16 061 073 0,75
2930 1,00 1,00 1,00 1,00

Oblast a) se nejvice lisi u komponenty Thir A. Vyrazné je oproti ostatnim
komponentdm téméf vymizeni pasu na pozici 111 cm™!. Stejné tak je vyrazné
odlisnad komponenta Thir A i v pfipadé oblasti b), kde je mozné oproti ostatnim
komponentam pozorovat vyssi intenzitu u past odpovidajicich 851, 975 a prede-
v8im 1375 cm™!. Oblast ¢) ma (po provedené korekci pozadi) v pifpadé vSech
komponent shodny tvar. Celkové vsak lze Tici, Ze spektralni zmény mezi jednotli-
vymi komponentami jsou spise mensiho charakteru a omezuji se témér vyhradné
na zmény relativni intenzity nékolika past.

5.2 Meéreni kapalnych vzorkua

Z predvybranych a zméfenych rozpoustédel byla nakonec pro méteni roztoki
kontaminant vybrana takova, v nichz bylo mozné dosahnout méritelné koncent-
race kontaminantu a zaroven byly vibrac¢ni pasy tohoto rozpoustédla na vhodnych
pozicich (tj. aby bylo mozné kombinaci mérfeni ziskat celé spektrum kontami-
nantu).

5.2.1 Roztoky s melaminem

Roztok melaminu ve vodé byl dohromady méfen ctyrikrat a to pri koncen-
tracich <2,5 nebo 2,25 mg/ml za tcelem ziskani co nejkvalitnéjsiho Ramanova
spektra. Ze tii méreni pii koncentraci <2,5 mg/ml bylo nutné vyradit hodinové
méfen{ (viz Tabulka [{.1), protoZe v porovnani s ostatnimi méfenimi bylo toto
spektrum zatizeno prilis vysokym Sumem. Spektra z pulhodinového (dile jako
Mel 1) a devitihodinového (déle jako Mel 2) méteni se po provedené korekei po-
zadi témér uplné prekryvaji (viz Obrdzek . Jako nepatrné lepsi z nich vsSak
bylo pro dalsi zpracovani vybrano spektrum z ptilhodinového méteni.

Roztok melaminu v DMSO byl méren dvakrat - pti koncentracich <20 a 20,15
mg/ml. U spektra z méfeni pti koncentraci <20 mg/ml byly vyzkouseny dva zpu-
soby korekce pozadi (dale jako Mel 3 a Mel 4), vysledna spektra jsou vSak témér
totozna (viz Obr(izek a dokladaji miru reprodukovatelnosti provedeného zpra-
covani nameérenych spekter, kdy bylo nejprve odecteno spektrum rozpoustédla a
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poté jesté od vysledku odecteno pozadi s vyuzitim kubickych spline krivek.

Vysledky z méteni ve vodé poskytuji vétsi ¢ast Ramanova spektra melaminu
nez vysledky z méreni v DMSO a v dobré kvalité. Z roztoku v DMSO je vsak
mozné ziskat informace o oblasti do pfiblizné 130 cm™!, kterd byla v piipadé
vody vymaskovana. Roztoky obou rozpoustédel tedy poskytuji komplementarni
informaci.
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Obréazek 5.5: Ramanova spektra melaminu a) pri koncentraci <2,5 mg/ml v HyO
(dvé ruznd méteni), b) pri koncentraci <20 mg/ml v DMSO (dvé rizné korekce
pozadi); modife Ramanovo spektrum rozpoustédla; Sedé pasy zna¢i vymaskovani
oblasti vyrazné ovlivnénych rozpoustédlem; faktor nad rozpoustédlem udava mul-
tiplika¢ni faktor, jimz bylo nutné prenasobit spektrum rozpoustédla, aby bylo
dosazeno srovnatelné intenzity se spektrem vzorku

Nésledujici méfeni ve vodé pii koncentraci 2,25 mg/ml a v DMSO pii kon-
centraci 20,15 byla provedena za tcelem ziskani Ramanova spektra melaminu v
celé oblasti fundamentdlnich molekulovych vibraci, tj. pfiblizné az do 3870 cm™1,
taktéz bylo v tomto rozsahu ziskdno Ramanovo spektrum melaminu v tézké vodé
a to pri koncentraci 2,30 mg/ml (viz Obrdzek[5.6).

Pro lepsi srovnani byla tato spektra normovana na maximum pasu nachéaze-
jictho se piiblizné na 682 cm™!, resp. na 643 cm™! v piipadé t&zké vody. Byly
identifikovany nejvyraznéjsi vibracni pasy, které jsou v Obrdzku oznaceny pri-
slusnym vlnoc¢tem.
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Obrazek 5.6: Ramanova spektra melaminu a) pfi koncentraci 20,15 mg/ml v
DMSO, b) pii koncentraci 2,25 mg/ml v H,O, c) pri koncentraci 2,30 mg/ml
v D30O; modfe Ramanovo spektrum rozpoustédla; sedé pasy znac¢i vymaskovani
oblasti vyrazné ovlivnénych rozpoustédlem; faktor nad rozpoustédlem udava mul-
tiplikacni faktor, jimz bylo nutné prenasobit spektrum rozpoustédla, aby bylo do-
sazeno srovnatelné intenzity se spektrem vzorku; *rezidudlni signél rozpoustédla;
**necistoty HoO v DO
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Obréazek 5.7: Ramanova spektra melaminu: pri koncentraci 20,15 mg/ml v DMSO,
pti koncentraci 2,25 mg/ml v HoO, pfi koncentraci 2,30 mg/ml v DoO; ** signél
od necistot HyO v D,O
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7, téchto nejvyraznéjsich vibrac¢nich past je ve vodé mozné identifikovat dva
odpovidajici 373 a 682 cm™!, které nebyly naméfeny v DMSO kviili prekryvu s
jeho vibra¢nim spektrem. Spektrum melaminu v DMSO naopak poskytuje vib-
raéni pas na 126 cm™!, coz odpovidd vymaskované oblasti ze spektra ve vodé.
U péasil na 579 a 976 cm™! ze spektra v DMSO je mozné oproti vodé pozorovat
posun do nizsich vlno¢tii a to o 8 a 12 ecm™!, naopak pdsy na pozicich 1566 a
1637 cm™! se v porovnani s vodou posunuly do vysSich vlinoctii a to konkrétné
06 a9 cm ! Oblast nad 3000 cm™! byla kvalitnéji naméfena v DMSO, méfeni
ve vodé poskytuje vice ,zasuméné® spektrum, ve kterém se podarilo rozlisit ¢tyti
vibra¢ni pasy, zatimco z méreni v DMSO bylo ziskano pasu pét. Tvar spektra v
této oblasti se navic v obou rozpoustédlech lisi, a neni tak zcela jasné, jaké pasy
si odpovidaji. Pfi detailn&jsim rozboru oblasti do 1800 cm ™!, pro ktery bylo zprii-
mérovano Ramanovo spektrum z méteni ve vodé pri koncentraci 20,25 mg/ml a
spektrum z pilhodinového méreni pti koncentraci <2,5 mg/ml, bylo dohromady
rozeznano 13 vibra¢nich past melaminu v DMSO a 14 vibrac¢nich past melaminu
ve vodé (viz Obrdzek. Pritazeni téchto past jednotlivym vibra¢nim pohybtim
molekuly melaminu je mozné nalézt v Sekci[5.5.6
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Obréazek 5.8: Detail Ramanovych spekter melaminu: pri koncentraci 20,15 mg/ml
v DMSO, pramérné spektrum z vysledku ziskanych pri koncentraci 20,25 mg/ml
a z pulhodinového mérfeni pri koncentraci <2,5 mg/ml v HyO

Jednotlivé rysy obou spekter na Obrazku lze rozdélit podle dvou hledisek
— a) doplnéni spektralni informace z oblasti, které jsou v daném rozpoustédle
nedostupné, b) srovnani polohy a intenzity vibrac¢nich pasu v oblastech, které se
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podaftilo ziskat v obou solventech. V prvnim pripadé méreni ve vodé poskytuje
pas na 1298 cm™!, ktery nebyl ziskdan z méfeni v DMSO kvili pfekryti s jeho
vibra¢nim spektrem, podobné je mozné pozorovat shoulder na 950 cm™! a pas na
pozici 1466 cm~!. Diky méfeni v DMSO naopak bylo mozné oznacit shouldery na
pozicich 197 a 1660 cm ™, které nejsou ve spektru pii méfeni s vodou vidét hlavné
kviili vysokému Sumu, a pas na 823 cm~!. V druhém pifpadé je mozné pozorovat
posuny mezi odpovidajicimi si pasy z méreni v DMSO a ve vodé, které jsou ale
mensi nez 20 cm !, Ptvod téchto posunti lze pfipsat riiznému charakteru obou
pouzitych rozpoustédel. Zatimco voda je protické polarni rozpoustédlo, které je
zaroven donorem i akceptorem vodikovych vazeb, DMSO je aprotické polarni roz-
poustédlo, a tedy mtize figurovat pouze jako akceptor vodikovych vazeb. Zajimavé
je porovnani méteni ve vodeé a v tézké vodé (D,O) na Obrdzku . Pti rozpousténi
melaminu v tézké vodé dojde na primarnich a sekundarnich aminovych skupinéch
k protium-deuteriové vyméné. Protoze je deuterium priblizné dvakrat tézsi nez
protium, poklesne pak frekvence (vlnocet) vibracnich médu, které maji velky pri-
spévek N-H (N-D) a N-H, (N-Dy) pohybii. Nejvyraznéjsi posun - o 39 ecm™! -
je mozné pozorovat u dychaci vibrace melaminu nachézejici se ve vodé ptivodné
na 682 cm~! a po deuteraci na 643 cm~!. Této vibrace se ticastni vSechny t¥i
pritomné NDy skupiny.

Vibraéni pasy na 3237, 3372, 3499 a 3655 cm™!, které jsou vidét ve vodg,
se po deuterizaci posunuly aZ do oblasti mezi 2250 a 2580 cm ™!, kde m4a vSak
tézka voda silny signal, ktery byl navic pfi méreni presycen, a informace o nich
tedy byla ztracena. V oblasti nad 3000 cm™! je vSak stale moZné pozorovat sig-
nél. Jeho pivod je zpusoben bud necistotou samotné pouzité DoO (tj. rezidudlni
signal HOD a H50), popt. nedokonale rozpusténym melaminem. V takovém pii-
padé by nebyly méreny individualni molekuly, ale solvatované klastry, u nichz by
protium—deuteriova vyména probéhla pouze na povrchu, ale ne uvnitr.

5.2.2 Roztoky s thiramem

Méteni thiramu probihalo ve tfech ruznych rozpoustédlech - benzenu (CgHg),
chloroformu (CHCl3) a tetrachlormethanu (CCly). V chloroformu bylo navic pro-
vedeno méreni s tfemi riznymi vzorky thiramu za tcelem porovnani pripadnych
rozdilit mezi nimi. Chloroform byl jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo pro toto pozo-
rovani zvolen diky dobré rozpustnosti kontaminantu i svému Ramanovu spektru,
jehoz signal byl v odec¢teném spektru problematicky pouze v Sesti oblastech in-
tenzivnich tuzkych ostrych péasi, které byly posléze vymaskovany. Spektra ziskand
pro riizné vzorky thiramu se po odectu signalu rozpoustédla, korekci pozadi a nor-
movani na intenzitu maxima pasu na pozici 563 cm ™! ukézala jako téméf totozna
(viz Obrdzek. Pripadné rozdily je mozné vysvétlit nepatrné odlisnou koncen-
traciﬂ a lehce odlisnym odectem signalu rozpoustédla a odlisnou korekci pozadi.
Z4dny ze vzorktl neobsahoval nedistoty ani pifmési, které by néjak ovliviiovaly
meéreny signal. Pro dalsi experimenty pak byl vybran vzorek thiramu s produk-

tovym ¢islem 45689 (Thir 98) (viz Obrdzek |[5.10).

1Vgechny t¥i roztoky byly piipraveny s koncentraci 100 mg/ml, ale jejich redlnd koncentrace
nebyla shodna.
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Obréazek 5.9: Ramanova spektra t¥i vzorkt thiramu pfi koncentraci 100 mg/ml v
CHCl3; Sedé pasy znaci vymaskovani oblasti vyrazné ovlivnénych rozpoustédlem;
faktor nad rozpoustédlem udava multiplikacni faktor, jimz bylo nutné prenaso-
bit spektrum rozpoustédla, aby bylo dosazeno srovnatelné intenzity se spektrem
vzorku; tposun valen¢éni C-H vibrace CHCl3 zptisobeny navazanim na molekulu
thiramu
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Obréazek 5.10: Ramanova spektra thiramu a) pfi koncentraci 100 mg/ml v CHCls,
b) pri koncentraci 100 mg/ml v CgHg, c) pri koncentraci <100 mg/ml v CCly;
modfe Ramanovo spektrum rozpoustédla; sedé pasy znaci vymaskovani oblasti
vyrazné ovlivnénych rozpoustédlem; faktor nad rozpoustédlem udava multipli-
kac¢ni faktor, jimz bylo nutné prenasobit spektrum rozpoustédla, aby bylo dosa-
zeno srovnatelné intenzity se spektrem vzorku; *rezidualni signal rozpoustédla;
fposun valen¢ni C-H vibrace CHCl3 zpiisobeny navazanim na molekulu thiramu
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Prestoze oblasti, které bylo nutné vymaskovat, nebylo ve spektru z méreni v
CHCI; prilis, kvili dvéma vyraznym vibrac¢nim pastim CHCl3 v ném chybi Siroka
oblast mezi 633 a 834 cm~!. Tuto éast Ramanova spektra thiramu vsak bylo
mozné ziskat z méreni v CgHg, jehoz Ramanovo spektrum ovSsem obsahovalo vice
vyraznéjsich vibracnich pést, jez bylo nutné vymaskovat (nékteré byly pii méteni
umyslné presyceny, tj. mély vyssi intenzitu, nez bylo mozné pri daném nastaveni
detekovat), kvuli ¢emuz byla ztracena informace o oblasti prevazné kolem 1000,
1600 cm ™! a 3050 cm™! a v oblasti valen¢nich vodikovych vibraci.

Pro doplnéni chybéjici informace o tvaru experimentalniho spektra v oblasti
okolo 1200 cm !, kterou nebylo moZno ziskat ani v chloroformu ani v benzenu, byl
vzorek prométen jesté v tetrachlormetanu. V tomto rozpoustédle se vsak vzorek o
poznani hiite rozpoustél. Koncentrace thiramu v CCly nedosahla stejné hodnoty
jako v CHCl; a CgHg a signdl thiramu byl pfi méreni velmi slaby (na trovni cca 1%
signalu rozpoustédla); ziskané spektrum thiramu m4 tak pomérné spatny pomér
signalu k sumu a vykazuje nékolik artefakti po odectu signdlu rozpoustédla. I
tak je vSak mozné povazovat vysledek z méteni v CCl, za vydareny.

Detailnéjsim srovnanim ziskanych spekter (viz Obrdzek se podatilo zis-
kat Ramanovo spektrum thiramu v rozsahu piiblizné 75 aZz 3870 cm™!, z ¢ehoz
spektra ziskand z méreni v CHCl3 a CgHg poskytuji kvalitni a témér kompletni
informaci o oblasti fundamentalnich vibraci. Ptitazeni téchto past jednotlivym
vibraénim pohybtim molekuly thiramu je mo7né nalézt v Sekci[5.6.3
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Obrazek 5.11: Ramanova spektra thiramu: pii koncentraci 100 mg/ml v CHCl3,
pti koncentraci 100 mg/ml v CgHg, pii koncentraci <100 mg/ml v CCly; *rezi-
dudlni signdl rozpoustédla; {posun valenéni C-H vibrace CHCl3 zptisobeny nava-
zanim na molekulu thiramu

Ze srovnani spekter na Obrdzku je ziejmé, ze thiram nenf vyrazné ovlivnén
interakci s rozpoustédlem. Posuny ve vlnoctech se pohybuji nejcastéji v radech
jednotek cm™!, nebo k nim viibec nedochazi.

Celkové se témito méfenimi podarilo ziskat kvalitni Ramanova spektra thi-
ramu a to predevsim z méreni v CHCI3 nebo CgHg. Ziskani spektra z roztoku
v CCly bylo obtiznéjsi, ale vydarené a vyplnilo chybéjici informace z métreni v
obou predeslych rozpoustédlech. Prestoze se jedna o méreni v organickych roz-
poustédlech, kdy je méreni Ramanova spektra obtizné, jde o vysledky kvalitni a
reprodukovatelné.

Ve vsech spektrech z méreni v CHCl3 bylo mozné pozorovat pas na pozici 2985
cm™!, jenz vsak nebyl pfitomny pifi méfeni v CgHg ani CCly, coz naznacuje, Ze
se nejedna o pas odpovidajici vibraci thiramu. Tento pas jsme identifikovali jako
pas C-H valen¢ni vibrace CHCl3 na 3019 cm™! posunuty k nizsim vinoétim v
disledku navazani na atom siry v molekule thiramu prostirednictvim slabé vodi-
kové vazby. Pro detailnéjsi analyzu byla spektra normovana na intenzitu maxima
vedlejstho pdsu (na 2934 cm™!), ktery byl piifazen thiramu (viz Obrdzek .
Spolu s touto normalizaci se srovnal pro vSechny t¥i vzorky péds thiramu na 2803
cm™!, u pasu na pozici 2864 cm™! doslo k piekryti pouze pro vzorky s produk-
tovymi cisly 43966 a 45689, to je vsak pravdépodobné mozné vysvétlit mirné

rozdilnou korekei pozadi. Naopak u zkoumaného pasu na pozici 2985 cm™! je
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mozné pozorovat pro kazdy ze vzorki rtiznou maximalni intenzitu, coz by mohlo
byt vysvétleno, tfebaze neprilis, rozdilnou koncentraci thiramu v jednotlivych
roztocich CHCl3, a tedy rozdilnym poctem molekul thiramu, u kterych dojde k
navazani na molekulu CHClI3, které by pak bylo mozné pozorovat pravé u pasu
na 2985 cm™1.

—Thir <100
— Thir 98
— Thir 96,5

0,54
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T T T T T
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Obréazek 5.12: Detail Ramanova spektra tii vzorkt thiramu pti koncentraci 100
mg/ml v CHCl3 v oblasti 2750-3150 cm ™!, normovano na intenzitu maxima pasu
na 2934 cm ™!

5.3 Meéreni DCDR spekter

Meéreni DCDR spekter kontaminant probihalo z vyschlych kapek roztokt
melaminu v H,O, D,O a DMSO a thiramu v CHCl3 a CgHg o koncentracich 1
mg/ml, 0,1 mg/ml nebo 0,01 mg/ml. Vysledna spektra byla ziskana jako prumér
nejvice intenzivnich oblasti vybranych zvolenym filtrem, signal pozadi byl vybran
filtrem o $ffce 100 cm™! na pozici 2100 cm ™.

5.3.1 Vyschlé kapky melaminu

Signal melaminu byl hledan prvotné podle intenzity vyrazného pasu na ~ 676
cm ™! odpovidajiciho dychaci vibraci molekuly.

Kapky z roztoku melaminu v DMSO o koncentraci 1 mg/ml vytvorily po
uschnuti typicky utvar podobny krouzku po vyschnuti kavové kapky, kdy na
okraji doslo k vyraznéjsimu nahromadéni latky nez uprostied. Pro méreni byly
priméarné vybirany oblasti, které mély amorfni charakter, tj. nebyly zde vidét vy-
razné krystalické struktury (viz Obrdzek. Spektrum odpovidajici melaminu
(filtr a)) bylo mozné ziskat z celé métené struktury s vyjimkou tzkych vybézki,
kde byla detekovana zvysend fluorescence pripominajici signal pozadi, ale péasy
melaminu zde chybély.
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Obrazek 5.13: Ramanovo spektrum melaminu z vyschlé kapky roztoku v DMSO
o koncentraci 1 mg/ml (7,93 mM); oblast a) v nepravych barvich zobrazuje
intenzitu signalu odpovidajici filtru o &ffce 90 em™! na pozici 677 cm™!, oblast
b) pak odpovida signdlu pozadi - filtr o §ifce 100 cm™! na pozici 2100 cm™!

I kapky z roztoku melaminu v DMSO o koncentraci 0,1 mg/ml vytvotily po
uschnuti kruhovou skvrnu, na jejimz okraji se misty nahromadilo vice latky. U
nékterych kapek bylo hromadéni latky mozné pozorovat i v oblastech uprostted.
Na vytvorenych shlucich bylo misty mozné pozorovat ostré linie pripominajici
krystalickou strukturu. Vybrany shluk byl méfen dvakrat a to pii zaostieni do
rozdilné hloubky, nejdiive na vrcholek, podruhé blize k povrchu sklicka, na némz
kapka zasychala (viz Obrdzek . Signal odpovidajici dychaci vibraci mela-
minu, v tomto piipadé na 679 cm™!, se podafilo ziskat a pozorovali jsme i dalsi
pasy odpovidajici molekule melaminu. Zaroven se vsak ve spektru objevila nova
péasova struktura v oblasti C-H valenc¢nich vibraci kolem 2900 cm ™!, odpovidajic
parazitickému signalu. Pro nové pasy byly vytvoreny filtry s oznacenim b). Uka-
zalo se vsak, ze oblasti ziskané pomoci filtr se vyrazné prekryvaji, a tudiz se je
timto zpusobem zpracovani nepodarilo separovat. Domnivame se, ze paraziticky
signal odpovida néjak ¢asteéné degradovanému melanimu, nejspise po odtrzeni
aminové skupiny a jejiho nahrazeni vodikem — nové pasy ve spektru totiz lezi
ptrimo v oblasti C-H vibraci.
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Obrazek 5.14: Ramanova spektra melaminu z vyschlych kapek roztoku v DMSO
o koncentraci 0,1 mg/ml (0,79 mM) (dvé méfeni); oblast 1a), resp. 2a), v ne-
pravych barvich zobrazuje intenzitu signalu odpovidajici filtru o &ffce 80 cm™!
na pozici 687, resp. 684, cm™!, oblast 1b), resp. 2b), zobrazuje intenzitu signalu
odpovidajici filtru o &fice 120, resp. 200, cm ™! na pozici 2884, resp. 2894, cm™1,
oblasti 1¢) a 2¢) pak odpovidaji signalu pozadi - filtr o $ffce 100 cm ™! na pozici
2100 cm ™!

Kapky z roztoku melaminu v DMSO o koncentraci 0,01 mg/ml po uschnuti uz
na krajich koncentrovany kruh nevytvorily, stejné tak se vsak netvorily ani krys-
talky. Kapka se pti usychani rozpadla na malé shluky — ostrivky — a misty ztstal
na sklicku tenoucky film. Pro méreni byly vybrany dvé rtizné oblasti — jedna s
filmem a druha se shlukem (viz Obrdzek . Signal odpovidajici dychaci vib-
raci melaminu, i v tomto ptripadé na 679 cm™", se podarilo ziskat, viditelné vsak
koreluje se signdlem pozadi, signdl pasové struktury v oblasti kolem 2900 cm™!
je opét pritomny, navic v pripadé prvniho méteni je mozné vidét, Ze je ho kromé
samotného shluku mozné ziskat z celé oblasti pokryté filmem po vyschnuti kapky
(oblast 1b)), spektrum ze vzniklého filmu vsak poskytuje vysoké pozadi, které
mé fluorescencni charakter. Neocekdvany je vyskyt zvlnéni pozadi (¢i objeveni
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se pasti) v oblasti 1900-2100 cm™!, ktery miize byt dalsi indikaci degradace me-
laminu. Spektra ziskand z obou méfeni jsou az na rozdilny tvar pozadi (v obou
pripadech vsak vypovidajici o fluorescenci) identickd. Ani v tomto pripadé se ne-
podarilo signaly oblasti dychaci vibrace a pasové struktury v oblasti kolem 2900
cm™! separovat.
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Obrazek 5.15: Ramanova spektra melaminu z vyschlych kapek roztoku v DMSO
o koncentraci 0,01 mg/ml (0,08 mM) (dvé méfeni); oblast 1a), resp. 2a), v ne-
pravych barvich zobrazuje intenzitu signalu odpovidajici filtru o &fice 80 cm™!
na pozici 677, resp. 684, cm™!, oblast 1b), resp. 2b), zobrazuje intenzitu signalu
odpovidajici filtru o $ffce 200 cm ™! na pozici 2900, resp. 2892, cm™!, oblasti 1c¢)
a 2c¢) pak odpovidaji signalu pozadi - filtr o §ffce 100 cm™! na pozici 2100 cm™!

Za ucelem detailnéjsiho porovnani rozdilii mezi spektry z méteni z kapek z
roztoku v DMSO pfi riznych koncentracich byla u spekter vybranych pomoci
filtru kolem pdsu na 676 cm™' (tedy vzdy filtru a)) provedena korekce pozadi

(viz Obrdzek|5.10)).
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Obrézek 5.16: Ramanova spektra melaminu z vyschlych kapek roztoku v DMSO
o koncentracich 1 mg/ml (7,93 mM), 0,1 mg/ml (0,79 mM) a 0,01 mg/ml (0,08
mM)

Prestoze si spektra ziskand pii koncentracich 1 mg/ml a 0,1 mg/ml priblizné
zachovavaji celkovy tvar, vykazuji variabilitu spocivajici prevazné ve stépeni ¢i
vymizeni vibra¢nich pési. Za zminku stoji predevsim chybéjici dvojice pasu (3418
a 3469 cm™!) v N-H valenc¢ni oblasti. Spektrum ziskané ze zaschlé kapky z 0,1
mg/ml roztoku je tak vice podobné spektru melaminu v kapalné fazi (roztoku),
zatimco spektrum ziskané z kapky pochdzejici z 1 mg/ml roztoku se vice podoba
spektru praskového vzorku. Spektrum ziskané pri koncentraci 0,01 mg/ml je za-
tizeno vyssi mirou Sumu a ma jiz odlisny celkovy tvar s dominantni ,parazitni*
strukturou v oblasti kolem 2900 cm™!, jejiz naznaky vsak bylo moZné pozoro-
vat v obou predchozich koncentracich. Zna¢né odlisnosti oproti predeslym dvéma
spektrim je mozné identifikovat v oblasti mezi 1000 a 1600 cm~!. Navic pas
odpovidajici dychaci vibraci melaminu jiz nedominuje celému spektru. To vse
dohromady naznacuje, ze melamin pri procesu zasychani néjakym zptisobem c¢és-
tecné zdegradoval.

Kapky z roztoku melaminu v HyO o koncentraci 0,1 mg/ml po uschnut{ vy-
tvorily kruhovou skvrnu, na okrajich bylo mozné pozorovat nahromadéni latky.
Méreni bylo provedeno dvakrat pravé na okraji vyschlé kapky (viz Obrcizek.
S vyuzitim filtra se podarilo v obou pripadech ziskat dvé komponenty, odpovida-
jici signdlu melaminu s pasem dychaci vibrace na 676 cm™! a pozadi.
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Obrézek 5.17: Ramanova spektra melaminu z vyschlych kapek roztoku v HyO o
koncentraci 0,1 mg/ml (0,79 mM); oblast 1a), resp. 2a), v nepravych barvich
zobrazuje intenzitu signalu odpovidajici filtru o §f¥ce 80 cm ™! na pozici 684, resp.
677, oblasti 1b) a 2b) pak odpovidaji signdlu pozadi - filtr o §ffce 100 cm™! na
pozici 2100 cm ™!

Kapky z roztoku melaminu v HyO o koncentraci 0,01 mg/ml po uschnuti
vytvorily tenky film kruhového tvaru, ve kterém bylo mozné najit nékolik osamo-
cenych shluku latky. Dva tyto shluky byly vybrany k méteni (viz Obrdzek:. \Y
obou pripadech se podarilo ziskat spektrum melaminu, v prvnim ptipadé byl vsak
nalezen i paraziticky signal v oblasti kolem 2900 cm™!, ktery se podafilo sepa-
rovat, nebot byl nejsilnéjsi na jinych mistech mérené hrudky. V ptipadé druhého
méreni je tenky film obklopujici hrudku silnym zdrojem signélu fluorescenc¢niho
pozadi. Velmi zajimavy je rozdil mezi spektry hlavni komponenty z obou mére-
nych mist, ktery je vice diskutovan na Obrdzku[5.19
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Obréazek 5.18: Ramanova spektra melaminu z vyschlych kapek roztoku v H,O o
koncentraci 0,01 mg/ml (0,08 mM); oblast 1a), resp. 2a), v nepravych barvich
zobrazuje intenzitu signalu odpovidajici filtru o §ifce 80 cm™! na pozici 692, resp.
677, cm™!, oblast 1b) zobrazuje intenzitu signalu odpovidajici filtru o sitce 200
cm ™! na pozici 2900 cm ™!, oblasti 1¢) a 2b) pak odpovidaji signalu pozadi - filtr
o §ffce 100 cm™! na pozici 2100 cm ™!

Detailnéjsi porovnani spekter melaminu z méreni z kapek z roztoku v H,O
pti koncentracich 0,1 mg/ml a 0,01 mg/ml po korekci pozadi je zndzornéno na
Obrizku [5.19 Ve srovnani s DMSO se voda jevi jako vhodnéjsi rozpoustédlo —
spektra nevykazuji ,paraziticky“ signal v C-H valenc¢ni oblasti. Zda se, ze tedy ne-
dochazi k vyrazné degradaci vzorku. Velmi zajimavy je rozdil mezi obéma spektry
ziskanymi ze zaschlych kapek o 0,01 mg/ml koncentraci. Zatimco ¢erné spektrum
je prakticky identické s tim, které bylo ziskano z kapky o koncentraci 0,1 mg/ml,
zelené spektrum je znacéné odligné. Vedle pasu na 583 cm™! se objevil novy na
560 cm !, zaroven doslo k posunuti hlavniho vibra¢niho pasu z 676 cm™! na 692
cm™!, vymizeni pasu na 782 cm™!, zméné tvaru spektra v oblasti nad 3000 cm~?
a vymizeni dvou ostrych pasti na cca 3418 a 3469 cm~*.
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Obréazek 5.19: Ramanova spektra melaminu z vyschlych kapek roztoku v Hy,O o
koncentracich 0,1 mg/ml (0,79 mM) a 0,01 mg/ml (0,08 mM) (dvé mérfeni)

Pro zajimavost byla zméfena DCDR spektra i z krouzku/vyschlé kapky, ktera
pochézela z 1 mg/ml roztoku melaminu v D,O. Signal byl opét detekovan z ob-
lasti, kterd neméla viditelné vyraznou krystalickou texturu (viz Obrdzek .
Vytvoreny byly dva filtry na oblast kolem 3250 cm ™!, kterd odpovida oblasti N-H
valen¢nich vibraci, a kolem 2400 cm ™!, kde bylo mozné pozorovat nové vibraéni
pasy odpovidajici N-D valen¢nim vibracim, které se kvili vétsi hmotnosti deute-
ria v porovnani s vodikem posunou do nizsich vlnoc¢ti. Pritomnost obou oblasti
indikuje, ze pravdépodobné nedoslo pti pripravé vzorki k dokonalému rozpusténi
melaminu v DO, molekuly melaminu tvorily klastry, a ¢ast vodika tak nebyla
nahrazena deuteriem. Rozdil v intenzitach past u spekter z obou filtri navic
implikuje rozdilnou miru vystaveni molekuldm /kontaktu s molekulami rozpous-
tédla. Tomu odpovida i posun dychaci vibrace do nizsich vinoc¢ti, ktery je vsak
vyraznéjsi pro spektrum s vyssi intenzitou pasi odpovidajicich vibracim, kterych
se ucastn{ deuterium (napf. pasy na 2360 cm™! a pds na 2433 cm™'), a naopak
nedokonalému rozpousténi/klastrovani melaminu ve vodé byla jiz dobfe popséna
i v literature, viz napt. (Chattaraj a Paul, |2018)).
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Obréazek 5.20: Ramanova spektra melaminu z vyschlé kapky roztoku v D,O o
koncentraci 1 mg/ml (7,93 mM); oblast a) v nepravych barvich zobrazuje inten-
zitu signélu odpovidajici filtru o $ffce 450 cm™! na pozici 3218 cm ™!, oblast b)
zobrazuje intenzitu signdlu odpovidajici filtru o Sffce 400 cm™! na pozici 2389
cm™!, oblast ¢) pak odpovid4 signalu pozadi - filtr o &fice 100 cm™ na pozici
2100 cm™*

5.3.2 Vyschlé kapky thiramu

Signal thiramu byl hledan podle intenzity vyrazného pasu priblizné na 557
ecm ™! odpovidajiciho S-S vibraci. Kapky z roztokti thiramu v CgHg a CHCl;
vytvorily po uschnuti shluky koncentrované prevazné uprostied ptvodni kapky,
nikoli na okrajich, jak tomu bylo v ptipadé melaminu.

Pro méfeni z roztoku thiramu v CgHg o koncentraci 1 mg/ml byla vybrana
oblast na okraji shluku, ktera se postupné ztencovala (viz Obrdzek . Signal
odpovidajici S-S vibraci, zde na 557 cm ™!, bylo mozné ziskat z celé oblasti. Signal
pozadi pochéazel prevazné od tii malych oblasti, které nebyly na shluku vizudlné
odlisné.
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Obréazek 5.21: Ramanovo spektrum thiramu z vyschlé kapky roztoku v CgHg
o koncentraci 1 mg/ml (4,16 mM); oblast a) v nepravych barvich zobrazuje
intenzitu signalu odpovidajici filtru o &ffce 75 ecm™' na pozici 558 cm™!, oblast
b) pak odpovida signdlu pozadi - filtr o §ifce 150 cm™! na pozici 2487 cm™!

Pro méfeni z roztoku thiramu v CgHg o koncentraci 0,1 mg/ml byla vybréna
ten¢i oblast, kterd méla charakter mikrokrystali ¢i platku (viz Obrdazek |5.27).
Signal odpovidajici S-S vibraci, i zde na 557 cm ™!, bylo opét mozné ziskat z celé
oblasti.
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Obréazek 5.22: Ramanovo spektrum thiramu z vyschlé kapky roztoku v CgHg
o koncentraci 0,1 mg/ml (0,42 mM); oblast a) v nepravych barvich zobrazuje
intenzitu signalu odpovidajici filtru o &ffce 75 cm™' na pozici 586 cm™!, oblast
b) pak odpovida signdlu pozadi - filtr o §ifce 150 cm™! na pozici 2487 cm™!

Pro méfeni z roztoku thiramu v CgHg o koncentraci 0,01 mg/ml byl vybrén
maly shluk (viz Obrcizek. Signal odpovidajici S-S vibraci, opét na 557 cm™!,
bylo mozné ziskat pouze z malé, kompaktni oblasti, zaroven je vSsak mozné po-
zorovat zménu tvaru spektra v oblasti C-H valen¢nich vibraci. Naopak z témér
celé oblasti bylo ziskdno spektrum, které vykazuje intenzivni signal kolem 2900
cm™~! v oblasti C-H valen¢nich vibraci, ale témé&f zcela chybi pas odpovidajici S-S
valen¢ni vibraci na cca 557 cm™!. Velmi pravdépodobné toto spektrum odpovida
zdegradované molekule thiramu, kdy doslo k rozpadu S-S vazby a vznikly dva
dimetyldithiokarbamatové ionty.
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Obréazek 5.23: Ramanovo spektrum thiramu z vyschlé kapky roztoku v CgHg o
koncentraci 0,01 mg/ml (0,04 mM); oblast a) v nepravych barvich zobrazuje
intenzitu signalu odpovidajici filtru o &ffce 75 ecm™' na pozici 564 cm™!, oblast
b) zobrazuje intenzitu signalu odpovidajici filtru o §ffce 200 cm ™' na pozici 2904

cm™!, oblast ¢) pak odpovid4 signalu pozadi - filtr o &fice 150 cm™ na pozici

2487 cm~!

Za ucelem detailnéjsiho porovnani rozdilii mezi spektry z méteni z kapek z
roztoku v CgHg pfi riznych koncentracich thiramu byla u vSech spekter vybra-
nych pomoci filtru kolem pasu na 557 cm™! (tedy ve vSech pripadech filtru a))
provedena korekce pozadi (viz Obrdzek .
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Obréazek 5.24: Ramanova spektra thiramu z vyschlych kapek roztoku v CgHg o
koncentracich 1 mg/ml (4,16 mM), 0,1 mg/ml (0,42 mM) a 0,01 mg/ml (0,04
mM)

Ctyfi pasy postupné na 360 cm™', 395 cm ™', 442 cm™! a 557 cm ™! zlistavaji
pritomny pti vSech tfech koncentracich a neméni svoji pozici. V rozmezi mezi 600
a 1000 cm™! nejsou pii koncentracich 1 mg/ml a 0,1 mg/ml pozorovatelné témér
zadné zmény, v pripadé koncentrace 0,01 mg/ml vSak doslo k vymizeni drobného
pasu na 992 cm~! a ndkolika past mezi 1060 a 1175 cm~!. U vibra¢nich pést
v oblasti nad 2750 ecm ™! dochdzi se zménou koncentrace k vyraznym proméndm
intenzit, a v disledku ke zméné tvaru spektra. Celkové lze tedy rtici, Ze benzen
predstavuje vhodné rozpoustédlo pro thiram, které prilis nevede k jeho degra-
daci a umoznuje naméfeni kvalitnich DCDR pfi vychozi koncentraci 0,04 mM (a
pravdépodobné i nizsi) bez jakéhokoli specidlniho povrchu.

Pro méteni z roztoku thiramu v CHCl3 o nejvyssi koncentraci 1 mg/ml byl
vybran maly shluk obklopeny tenkym filmem (viz Obrdzek . Kvalitni signal
odpovidajici S-S vibraci, opét na 557 cm™!, bylo mozné ziskat z oblasti silnéjsi
vrstvy vzorku, tenky film byl naopak silnym zdrojem signalu odpovidajiciho vib-
racni struktufie v oblasti kolem 2900 cm™!, kde vSak doglo k vymizeni S-S vibrac-
niho pasu a nékterych dalsich past. Césteéné vymizeni S-S vibrace, které vsak
bylo pozorovano v pripadé C¢Hg az pri koncentraci 0,01 mg/ml, by mohlo impli-
kovat vyraznéjsi interakeci molekuly thiramu s molekulami CHCl3, kterd vede ke
zvysené mire degradace.
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Obréazek 5.25: Ramanovo spektrum thiramu z vyschlé kapky roztoku v CHClg
o koncentraci 1 mg/ml (4,16 mM); oblast a) v nepravych barvich zobrazuje
intenzitu signalu odpovidajici filtru o $ifce 75 cm ™! na pozici 556 cm™!, oblast b)
zobrazuje inverzni filtr k filtru a), oblast ¢) pak odpovida signalu pozadi - filtr o
ffce 150 cm ™! na pozici 2487 cm ™!

Pro méfeni z roztoku thiramu v CHCl3 o koncentraci 0,1 mg/ml bylo vy-
bréano misto, kde bylo vétsi nahlouceni vzorku (viz Obrdzek . Podobné jako
v predchozim pripadé byl kvalitni signal odpovidajici S-S vibraci, tentokrat na
560 cm ™!, ziskan z oblasti silnéjsi vrstvy, z celého vzorku bylo moZné ziskat signal
odpovidajictho vibra¢ni struktufe v oblasti kolem 2900 cm™?!, kde vSak doslo k
vymizeni S-S vibra¢niho pasu a nékterych dalsich pasi.
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Obréazek 5.26: Ramanovo spektrum thiramu z vyschlé kapky roztoku v CHClg
o koncentraci 0,1 mg/ml (0,42 mM); oblast a) v nepravych barvich zobrazuje
intenzitu signalu odpovidajici filtru o $ifce 75 cm ™! na pozici 563 cm™*!, oblast b)
zobrazuje inverzni filtr k filtru a), oblast ¢) pak odpovida signalu pozadi - filtr o
ffce 150 cm ™! na pozici 2487 cm ™!

Pro méfeni z roztoku thiramu v CHCl3 o koncentraci 0,01 mg/ml bylo vybrano
misto s nékolika shluky (viz Obrdzek [5.27). I zde byl signdl odpovidajici S-S
vibraci na 560 cm ™! lokalizovdn v mistech, kde byl vzorek tmavsi, a tedy vrstva
nanosu zjevné tlustsi. Sum ve spektru byl vSak uz podstatné vétsi. Ziskat signal
odpovidajici vibra¢ni struktufe v oblasti kolem 2900 cm™! bylo moZné z celého
vzorku s vyjimkou mist odpovidajicich signalu S-S vibrace, a obé spektra tak bylo
mozné separovat.
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Obréazek 5.27: Ramanovo spektrum thiramu z vyschlé kapky roztoku v CHClg
o koncentraci 0,01 mg/ml (0,04 mM); oblast a) v nepravych barvach zobrazuje
intenzitu signalu odpovidajici filtru o $ifce 75 cm ™! na pozici 556 cm™!, oblast b)
zobrazuje inverzni filtr k filtru a), oblast ¢) pak odpovida signalu pozadi - filtr o
Sffce 150 cm ™! na pozici 2487 cm ™!

I v tomto pripadé byla za tucelem detailnéjsiho porovnani rozdilti mezi spektry
z méfeni z kapek z roztoku v CHCI;3 pti rtiznych koncentracich thiramu u vsech
spekter vybranych pomoci filtru a) provedena korekce pozadi (viz Obrdzek|5.28).
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Obréazek 5.28: Ramanova spektra thiramu z vyschlych kapek roztoku v CHCly
o koncentracich 1 mg/ml (4,16 mM), 0,1 mg/ml (0,42 mM) a 0,01 mg/ml (0,04
mM)

V piipadé koncentraci 1 mg/ml a 0,1 mg/ml jsou spektra témér totozna.
Pokud dochazi ke zméné, tak v intenzitach - naptiklad se méni pomér intenzit
pastt na 1373 ecm™! a 1397 ecm™!. TaktéZ je pti koncentraci 0,1 mg/ml zietelnéjsi
prezence pasu na 2885 cm~!. U koncentrace 0,01 mg/ml jsou zmény v poméru in-
tenzit vibra¢nich péasi zfetelné pievazné v oblasti nad 2750 ecm ™!, kde dochézi ke
zméné tvaru celé oblasti, i kdyz jednotlivé pasy ziistavaji stale dobre rozlisitelné
a pritaditelné odpovidajicim pasim pozorovanym i v pripadé predchozich kon-
centraci. A¢ nebyl problém pri vsech vychozich koncentracich najit na zaschlych
kapickach misto, ze kterého se dal ziskat kvalitni signdl thiramu, je zfejmé, Ze
v pripadé pouziti chloroformu jako rozpoustédla dochazi k vétsi mire degradace
vzorku nez pri pouziti benzenu. Degradovany vzorek méa tendenci pri usychéani
vytvaret tenky film, zatimco neporuseny thiram nachézime spise v tlustéjsich
shlucich.

5.4 Srovnani Ramanovych spekter kontaminantt
v ruznych fazich

Za tucelem podrobnéjsi analyzy byla porovnana Ramanova spektra obou kon-
taminantii ziskana z praskovych vzorki, z méreni v roztocich i z vyschlych kapek.
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5.4.1 Ramanova spektra melaminu v rtznych fazich

U spektra polykrystalického melaminu, spektra ziskaného z roztoku v HyO
pti koncentraci 100 mg/ml a spektra z vyschlé kapky roztoku melaminu v H,O o
koncentraci 0,01 mg/ml byla provedena korekce pozadi a normovani na maximalni
intenzitu pasu pifslusejiciho dychaci vibraci nachézejici se postupné na 678 cm ™1

682 cm™! a 676 cm ! (viz Obrdzek|5.29).
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Obréazek 5.29: Ramanova spektra: polykrystalického melaminu, z roztoku mela-
minu v HyO pii koncentraci 2,25 mg/ml (17,84 mM), z vyschlé kapky roztoku
melaminu v HyO o koncentraci 0,01 mg/ml (0,08 mM)

Spektrum ziskané z prasku a spektrum z DCDR méfeni jsou vzajemné jen
malo odli§né - jmenovité jde o vymizeni nizkého pasu na 1660 cm™! v piipadé
DCDR, celkové trochu jiny tvar v oblasti kolem 1500 cm™' a zménu v poméru
intenzit ostrych pasi v oblasti N-H valenc¢nich vibraci. Velmi jasnd podobnost
vsak naznacuje, zZe spolu s vypafovanim rozpoustédla dochéazelo k rekrystalizaci
melaminu. Spektrum v kapalné fazi je vice odlisné. Opét jde o oblast kolem 1500
em™ ! kterd vyrazné zménila tvar, a navic vymizelo nékolik past (napf. pas na
780 cm™!). Nejvice rozdilnd je vsak oblast N-H valen¢nich vibraci. D4 se tak
vyvozovat, ze byl melamin pii méreni v HyO dobfe rozpustén a ze spektrum
izolované solvatované molekuly je tak v této oblasti pomérné znacné odlisné od
spektra melaminovych molekul, které jsou navzajem provazané N-H- - - N vodiko-
vymi mustky:.
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5.4.2 Ramanova spektra thiramu v rtznych fazich

U spektra polykrystalického thiramu, spekter z roztoku thiramu v CHCI3 a
CeHg pii koncentracich 100 mg/ml a spekter z vyschlych kapek roztoku thiramu
v CHCI3 a CgHg o koncentracich 0,1 mg/ml byla provedena korekce pozadi a
normovani na maximalni intenzitu pasu prislusejictho S-S vibraci nachazejici se
postupné na 560 cm ™!, 563 cm™?!, 564 cm ™! a 558 cm ™! (viz Obrcizek.
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Obrézek 5.30: Ramanova spektra: polykrystalického thiramu, z roztokt thiramu v
CHCl3 a CgHg pri koncentracich 100 mg/ml (0,42 M), z vyschlych kapek roztoku
thiramu v CHCl; a CgHg 0 koncentracich 0,1 mg/ml (0,42 mM); tposun valen¢ni
C-H vibrace CHCI3 zpiisobeny navazanim na molekulu thiramu

Spektra ve vsech trech fazich jsou si velmi podobné. Nejvyraznéjsi rozdily je
mozné pozorovat predevsim v oblasti C-H valen¢nich vibraci. V ptipadé rozdilu
mezi roztokem v CHCl3 a praskem je vysvétlenim pravdépodobné interakce atomt
siry v molekule thiramu s molekulami rozpoustédla, ktera zptisobi posunuti pasu
C-H valené¢ni vibrace CHCl3 na 3019 cm ™! k niZzsim vino¢ttim. V piipadé spekter
z DCDR méfeni se objevuje novy pds na 2880 cm~!. V oblasti kolem 1450 cm ™1
je mezi fazemi mozné pozorovat drobné zmény tvaru spektra. V oblasti kolem
400 cm ™! dochazi ke zménam pomdru intenzit jednotlivych past. V roztoku a ve
vyschlé kapce doslo oproti prasku k oddéleni pasti na 1382 cm™! a 1410 cm™!.
K zaniku nebo objeveni novych péasitt dochazi ojedinéle. Celkové vzato jsou Ra-
manova spektra ze vSech fazi — pevné (polykrystaly), kapalné (roztok) a amorfni
(DCDR, vyschlé kapky) — velmi podobna az témér identicka.

7da se tedy, ze thiram nevytvari klastry. Problémem pri praci s nim vsak miize
byt jeho degradace, pri které dochazi k zaniku jednoduché S-S vazby.

61



5.4.3

Souhrn experimentalnich vysledki

A. Melamin

(a)

V pevné fazi (prasku) vykazuje melamin polykrystalickou strukturu,
kterd se v Ramanovych spektrech projevuje odlisSnostmi v relativnich
intenzitdch pastt v nizkofrekvencn{ oblasti (pod 300 cm™!) a zméndch
intenzity dvou ostrych past v C-H oblasti

V kapalné fazi (roztoku) byla provedena méfeni ve vodé (koncentrace
ptiblizné 2,25 mg/ml, blizko limitu rozpustnosti) a DMSO (koncentrace
ptiblizné 20 mg/ml). V obou rozpoustédlech byla ziskdna kvalitni spek-
tra, ktera si velmi dobfe odpovidala. Kviili velmi silnému Ramanovu
signalu samotného DMSO vsak bylo spektrum melaminu ochuzeno o
radu charakteristickych pasi, které se prekryvaly s intenzivnimi pésy
samotného DMSO (odecet signdlu rozpoustédla nevedl ke kyzenému vy-
sledku). OdliSnosti mezi spektry melaminu ve vodé a DMSO byly malé
— za zminku stoji 1épe rozliSené pasy v oblasti kolem 1500 cm ™! a v N-H
valené¢ni oblasti v DMSO, nebof zde nedochazi k prekryvu signdlem O-H
vibraci vody. Zda se, ze se nam uspésné podarilo odecist signal vody a
ziskat signdl N-H valen¢nich vibraci pfi méfeni ve vodé — viz Obrdzek[5.0]
a srovnani s mérenim v DMSO.

P1i méteni v tézké vodé doslo k vyméné vodiki na aminovych skupinach
za deuteria, coz mélo za nasledek posun vibrac¢nich pasti. Nejmarkant-
néjsi to bylo u dychaci vibrace melaminu, ktera se posunula o témér 40
cm ™. Rezidualni signdl v C-H (N-H) valenc¢ni oblasti svédéi o tom, Ze vy-
ména nemusela byt idedlni (tj. ne vsechny vodiky byly vyménény). Jedno
z moznych vysvétleni tohoto chovani je tendence melaminu vytvaret ve
vodnim prostredi aglomeraty (oligomery) provazané vodikovymi miustky
mezi aminovymi skupinami. V takovém pripadé by nékteré aminové vo-
diky byly chranény ptred protium-deuteriovou vyménou. Toto pozoro-
vani bylo potvrzené i pri naslednych DCDR méfenich, kdy po rozpusténi
melaminu v tézké vodé a nasledném zaschnuti kapky byly pozorovany
vibrace odpovidajici N-H i N-D skupinam.

Pti méteni z kapek byla pouzita dvé rozpoustédla (DMSO a voda) a tii
ruzné vychozi koncentrace latky (priblizné 8 mM, 0,8 mM a 80 pM). Ne-
byl pouzity zadny specidlni povrch, kapky zasychaly volné na sklenéném
podloznim mikroskopickém sklicku. Zaschlé depozity mély charakter ty-
picky pro nizkomolekularni latky, tj. nevytvorily se kavové krouzky, ale
spiSe shluky. Pti pouziti DMSO byla u nejvyssi koncentrace vidét ten-
dence k rekrystalizaci spise nez vytvareni amorfni struktury. U stfedni
trace byla spektra zatizena vysokym Sumem. Naprosto zretelné pak bylo
mozné pozorovat degradaci vzorku, ktera byla vyraznéjsi u nizsich kon-
centraci a projevovala se nartistem signdlu v C-H valenc¢ni oblasti a po-
sléze i zménou tvaru signalu v oblasti 1100-1600 cm™!. Domnivdme se,
ze to sveéddi o (¢asteném) odstipnuti primdrnich aminovych skupin z
molekuly melaminu a jejich nahrazeni vodikem. Pti méteni ve vodé byla
rekrystalizace vzorku vyraznéjsi — pozorovali jsme ji pii vSech koncent-
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racich. Zaroven vsak nedochazelo k tak vysoké mire degradace vzorku.
Navic se ukazalo, ze melamin a jeho degradovana forma byly na depozitu
prostorové separovany. Podarilo se nam namérit i spektrum v amorfni
fazi, ktera nevykazovala ostré pasy v N-H oblasti spektra. Tato forma
vykazovala vyrazné spektralni zmény v oblasti otisku prstu — dychaci
vibrace byla posunutd o cca 16 cm™! k vy3$im vino¢tiim a stfedné in-
tenzivni pas na 583 cm™! se rozdélil na dva. Pro DCDR méieni se jako
vhodnéjsi rozpoustédlo jevi voda a domnivame se, ze by bylo mozné bez
pouziti specialnitho povrchu identifikovat melamin v koncentraci jesté o
rad nizsi.

B. Thiram

(a)

V pevné fazi (prasku) vykazoval thiram mensi variabilitu mezi raznymi
oblastmi vzorku nez tomu bylo u melaminu. Zmény v Ramanovych spek-
trech byly drobnéjstho charakteru a omezené na nejnizsi nizkofrekvencéni
oblast (pod 150 cm™1). Vétsi odlisnosti byly ddny zménou intenzity flu-
orescencniho pozadi.

V kapalné fazi (roztoku) byla provedena méreni v chloroformu, benzenu
a tetrachlormethanu v koncentracich ptiblizné 100 mg/ml. Zaroven byly
porovnany tii riizné vzorky thiramu lisici se deklarovanou cistotou. Mezi
nimi nebyly pozorovany zadné odlisnosti, jejich Ramanova spektra byla
identicka. Kv1li nizké rozpustnosti thiramu ve vodé bylo nutné pro mé-
feni v kapalné fazi pouzit organicka rozpoustédla, ktera vsak obecné maji
intenzivni signaly — kviili tomu pak nelze v jednom rozpoustédle ziskat
informaci o vSech vibra¢nich pasech studovaného vzorku a je nutné kom-
binovat rozpoustédla, ktera maji vlastni vibrace v odlisnych spektralnich
oblastech. Ukéazalo se, ze pri kombinaci spekter z benzenu a chloroformu
jsme schopni ziskat spektrum thiramu v témér celé oblasti fundamen-
talnich molekulovych vibraci s vyjimkou tzkého intervalu mezi 1160 a
1240 cm™!. Tuto oblast se nam ale podafilo ziskat z méfeni v tetrachlor-
methanu, kde vSak byla rozpustnost thiramu nizsi, a ziskané spektrum
tak bylo zatiZeno vysokou mirou Sumu. Spektra z riznych rozpoustédel
jsou velmi podobnd az identicka. Volba rozpoustédla tedy neméla vliv
na konformacni preference molekuly thiramu.

Pti méteni v chloroformu jsme v C-H valenéni oblasti pozorovali novy
pas, ktery se zde v jinych rozpoustédlech nevyskytoval. Domnivame se,
ze prislusi valenc¢ni vibraci C-H vazby v molekule chloroformu, pokud se
tato ucastni vodikové vazby na thio skupinu v molekule thiramu.

Pii méteni z kapek byla i v pripadé thiramu pouzita dvé rozpouste-
dla (benzen a chloroform) a t¥i rizné vychozi koncentrace kontaminantu
(ptriblizné 4 mM, 0,4 mM a 40 uM). Opét nebyl pouzit zadny speci-
alni povrch, kapky zasychaly volné na sklenéném podloznim mikrosko-
pickém sklicku. Zaschlé depozity byly prevazné shlukového charakteru,
casto jsme vSak mezi shluky pozorovali i tenky film. Charakteristicka
spektra thiramu se nam podarilo ziskat pri pouziti obou rozpoustédel a
pri vSech koncentracich. Jejich kvalita byla i pti 40 ptM pocatecni kon-
centraci vzorku velmi dobra a da se predpokladat, ze bychom mohli (i
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na sklicku) identifikovat thiram i o koncentraci o ad ¢i dva nizsi. Jedno-
znac¢nou komplikaci méreni vSak byla znacna mira degradace vzorku —
thiram ma tendenci podléhat Stépeni S-S vazby a vzniknou dva dimetyl-
thiokarbamatové ionty (ty mohou déle degradovat az na dimethylamin
a sirouhlik). Toto chovani bylo mozné v Ramanovych spektrech dobre
identifikovat, nebot bylo spojeno s vymizenim specifického pasu S-S vib-
race a posunem pasu v oblasti C-H valen¢nich vibraci. Z porovnani obou
rozpoustédel se zda, ze mira degradace je v pripadé benzenu o néco nizsi.
Toto chovani by mohlo souviset s existenci vodikovych vazeb mezi thira-
mem a chloroformem.

5.5 Vypocet Ramanova spektra molekuly mela-
minu

Abychom detailné porozumeéli Ramanovu spektru melaminu a byli schopni
pritadit jednotlivé pasy konkrétnim vibra¢nim pohybiim této molekuly, pustili
jsme se do kvantové mechanickych vypocti. Konkrétné pomoci metody hustot-
niho funkcionalu, ktera dobte zahrnuje korelacni efekty vlastni viceelektronovym
systémum a pritom neni zdaleka tak narocna na vypocetni cas jako klasické post
Hartree-Fockovské metody. Zprvu se zdélo, ze vypocet Ramanova spektra mela-
minu bude jednoduchd tloha, nebof se jedna o jednoduchou rigidni symetrickou
molekulu, a ze nebude problém dobte vystihnout experimentalni spektra. Situaci
vsak znacné zkomplikovala tendence melaminu vytvaret aglomeraty a vyrazné
interagovat s rozpoustédlem, jak je ukédzano v nasledujicich podkapitolach.

5.5.1 Optimalizace struktury melaminu

Odrazovym mustkem pro nase spektralni simulace byly vypocty, které pro-
vedli Mircescu a kol (2012). Ti pozorovali, ze pri pouziti funkciondlu B3LYP a
béze 6-311++G(d,p) dostavaji pro jednou protonovany kationt melaminu pla-
narni strukturu, ale neutralni molekula melaminu byla na této trovni po pro-
vedeni geometrické optimalizace neplanarni. Jak vSak sami ve své praci uvadeéji,
predchazejici studie vyuzivajici stejné metody predpovédéla obé varianty pla-
narni.

Abychom tato pozorovani potvrdili ¢i vyvratili, vyrobili jsme nékolik variant
vychozich geometrii molekuly melaminu pro optimalizaci. Konkrétné se jednalo o
zcela planarni strukturu bez neurcené fixni bodové grupy, o strukturu, pro kterou
byla zvolena bodova grupa Dsp, o strukturu se vsemi vodiky v NHs skupinach
vychylenymi z roviny na jednu stranu (déle oznaceno jako symetrickd varianta) a
o strukturu s vodiky ze dvou NHy skupin vychylenymi z roviny na jednu stranu a
s vodiky ze zbyvajici NHy skupiny na druhou stranu (déle oznaceno jako asymet-
rické varianta) (viz Obrdzek , vlevo). Tyto struktury jsme poté optimalizovali
pii pouziti funkcionalu B3SLYP a rtzné velkych bazovych settt pocinaje double-(
bézi 6-31G* a konce triple-¢ bazi 6-311++G(3d2f,3p2d) s mnozstvim pridanych
polarizacnich funkci na tézsich atomech i vodicich a také s pridanymi diftznimi
funkcemi. Solvent byl do vypoctil zahrnut prostfednictvim implicitntho modelu
rozpoustédla - cpem(voda). Pritom jsme pozorovali, ze pii zvétSovani baze je sys-
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tém po optimalizaci stale vice a vice planarni, az pri nejvétsi pouzité bazi se jevi
zcela planarni — dusiky primarnich amint se Gcastni aromatické konjugace (viz
Obrazek , vpravo). Nezavisle na vychozi geometrii vSechny modely dokonver-
govaly do stejného planarniho usporadani. Jedina drobna odliSnost byla, ze se
zoptimalizované modely lisily bodovou grupou symetrie (a¢ na pohled vypadaly
stejné). Vypocetni software identifikoval postupné bodové grupy Cs, (planarni
var.), Cg, (D3, var.), Cs (symetricka var.) a Cy (asymetrickd var.).

Pred optimalizaci: Po optimalizaci:

a)

b) @W
) ng_,)

Obréazek 5.31: Vychozi geometrie pro optimalizaci neutralni molekuly thiramu
a vysledky optimalizace: a) plandrni, b) neplandrni - symetricka varianta, c)
neplandrni - asymetrickd varianta; pohled shora pro variantu b); troven vypoctu
B3LYP/6-311++G(3d2f,3p2d), cpem(voda)

Srovnani vypocitanych Ramanovych spekter pro zoptimalizované struktury je
vidét na Obrdzku[5.33 Jednotliva spektra byla pro ndzornost umisténa nad sebe
(odsazeni je po 0,001 a. u.), nebot se dokonale prekryvala. Rozdil mezi finalni
bodovou grupou C,, a Cg neni ve spektrech pozorovatelny. Pro nasledné vypocty
jsme se rozhodli pouzivat kombinaci funkciondlu a baze B3LYP/6-311++G**.
Na této trovni jsme konzistentné ziskavali dobrou shodu mezi experimentalnimi
a teoreticky urc¢enymi vlnocty jednotlivych vibracnich pasi. Pridavani dalsich po-
larizac¢nich funkei sice vedlo k vétsi planarité zoptimalizovanych struktur, jak je
zminéno vyse, ale vypoctené vibrac¢ni frekvence experimentu jiz tak dobte neod-
povidaly.
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Obréazek 5.32: Nasimulovand Ramanova spektra neutralni molekuly melaminu
pro ruzné pocatecni geometrie; troven vypoctu B3LYP/6-3114++G(3d2f,3p2d),
cpem(voda)

Podobny postup jako pro neutralni molekulu byl zvolen i pro jednou protono-
vanou formu melaminu. V tomto pripadé vSak optimalizace ani s tou nejvétsi bazi
atomovych orbitali (6-3114++G(3d2f,3p2d)) nevedla k dokonale plandrni struk-
tute. Na Obrdzku je z bo¢niho pohledu ztetelné, ze mezi vodiky na primar-
nich a sekundarni aminové skupiné je repulze a Ze se snazi vyklonit z planarniho
usporadani.

J 9 J

Obrazek 5.33: Vysledek optimalizace jednou protonované molekuly melaminu;
vlevo pohled shora, vpravo pohled ze strany; ¢arkované ¢ary znazornuji vychyleni
vodiki; troven vypoctu B3LYP/6-311++G**, cpem(voda)
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5.5.2 Vibracni analyza monomeru neutralniho a jednou
protonovaného melaminu
Pro zoptimalizované struktury melaminu v neutralni i jednou protonované

formé byly provedeny vypocty jejich Ramanovych spekter a detailni analyza jed-
notlivych vibra¢nich médu (viz Tabulka [5.5 a Obrdzek|5.34)).

Tabulka 5.3: Vibrac¢ni analyza neutralni a jednou protonované formy molekuly
melaminu

Neutralni Protonovana

DFT Méd DFT

Vlnocet Vibrace Vinocet Vibrace

(cm™1) (cm™1)
176 vw ~v(C-N-C-NH3) op 1 124 w ~(C-N-C-NH>) op
176 w ~v(C-N-C-NH3) op 2 184 vw ~v(C-NHz) ip
202 0 ~(C-NH3) ip 3 187 w ~v(C-N-C-NHy) op
256 s 0(NHz2) véjifova op 4 277 m 0(NHz) véjifova ip + v(N-H) op
258 s 0(NHaz) véjitfova op 5 283 m 0(NHs) véjifova op
283 s 5(NHa) vejitova ip 6 334 w 5(NHs) vejitova
34T m 3(N-C-N3) 7 [ 348 m 5(N-C-NH3)
342 m §(N-C-NH,) 8 | 349m §(N-C-NH,)
504 0 0(NHz) kroutivé ip 9 449 w ~v(N-H) + 0(NHg2) kroutiva
516 m 0(NH2) kroutivd op 10 518 w 0(NH2) kroutivd op
521 m 0(NHz) kroutivd op 11 557 w 0(N-C-NHy) ip
555 0 3(N-C-NI) ip 12 [ 566 m 5(CNCN)
583 m 3(CNCN) 13 | 571w 5(CNCN)
583 m §(CNCN) 14 586 vw 6(NHz) kroutivd
680 s 5(CNCNCN) dychac 15 | 590 vw ~(NH) + 6(NHa) kroutivé ip
744 w ~v(CN3s) op 16 685 s 6(CNCNCN) dychaci
745 w ~v(CN3) op 17 714 w ~v(CN3) op
821 w ~v(CN3) ip 18 729 w ~v(CN3) op
986 s 0(NCN) v cyklu ip 19 788 w ~v(CN3) ip
1000 w 0(NCN) v cyklu op 20 983 s O0(NCN) v cyklu ip
1000 w 6(NCN) v cyklu op 21 990 m  §(NCN) v cyklu op + §(NHz) kyvava

1147 0 0(N-C-NH3) ip + §(NHz2) kyvavd 22 1003 vw  §(NCN) v cyklu op, §(NHz) kyvavd
1170 vw 0(N-C-NH32) + §(NH2) kyvava 23 1091 w v(C-NH) + 6(NHg2) kyvava ip
1171 vw 0(N-C-NHy) ip + §(NHz) kyvavd 24 1174 m v(C-NH) + §(NHz) kyvavd ip
1311 w v(C-N) v cyklu + §(NH2) kyvavd 25 1203 vw  v(C-N) v cyklu + §(NH2) kyvava ip
1445 m v(C-NH2) op 26 1363 m 0(N-H + v(C-NH>) op
1445 m v(C-NH2) op 27 1378 m 6(N-H) + v(C-N) op
1510 m v(C-NH>) ip + 6(N-Hga) nazkova ip 28 1472 m v(C-NH>) op
1567 s v(C-N) v cyklu 29 1518 s v(C-N) op
1567 s v(C-N) v cyklu 30 1546 s v(C-NH2) ip + 6(N-H2) nuzkovd ip
16135 §(N-Hz) nizkové op + v(C-NHa) ip | 31 | 16265  “(ON) }fﬁ‘ﬁ;;i&ﬁﬁ?m -
1614 s 6(N-Hjp) nazkova op + v(C-NHy) ip 32 1634 m 0(N-H2) nuzkova op, v(C-N) ip
1645 m 0(N-H2) nuzkovd ip + v(C-NHy) ip 33 1642 vw 0(N-H2) nuzkova op + §(N-H) op
3598 m v(N-H2) sym. op 34 1662 s 0(N-H2) ntuzkova op + 6(N-H) ip
3598 m v(N-Hz) sym. op 35 1700 s 0(N-Ho) nuzkova ip + v(C-NHz) ip
3599 s v(N-Hs) sym. ip 36 3582 m v(N-Hz2) sym. ip + v(N-H) op
3722 m v(N-H2) asym. op 37 3590 m v(N-Hz) sym. op
3722 s v(N-Hz) asym. ip 38 3594 m v(N-Hz) sym. + v(N-H) op
3722 s v(N-Hs) asym. 39 3599 s v(N-Hs) sym. ip + v(N-H) ip

40 3712 m v(N-Hz) asym.

41 3712 s v(N-Hz) asym.

42 3724 m v(N-Hz) asym.

Intenzita: s - silnd (35-100%), m - st¥edni (10-35%), w - slaba (3-10%), vw - velmi slaba (1-3%), 0 -
nepozorované; v - mimorovinnd, ¢ - deformace, v - valenéni; sym. - symetrickd, asym. - asymetrick; ip
- ve fazi, op - mimo fdzi; troven vypocta B3LYP/6-311++G**, cpcm(voda)
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Obrazek 5.34: Nasimulovand Ramanova spektra neutralni a jednou protonované
molekuly melaminu; droven vypocti B3LYP/6-311++G**, cpecm(voda); znaceni
pasu odpovida Tabulce

Neutrélni molekula melaminu sice nem4 trojéetnou osu symetrie (kvili nepla-
narité aminovych skupin — viz Sekce , ale blizi se k ni. Z tohoto divodu
jsou vibrace stejného typu ¢asto pohromadé a tvori jednu kombinaci ve fazi a dvé
mimo fézi, jak si je mozné vSimnout na nékolika mistech v Tabulce [5.3 S touto
vysokou symetrii neutralniho melaminu souvisi i neaktivita mnoha vibraci v Ra-
manove spektru. V pripadé protonovaného melaminu je situace jina — sekundarni
aminova skupina narusuje troj¢etnou symetrii a navic molekula neni ani prisné
planarni (viz Sekce . Diky tomu je vétsina vibraci v. Ramanové spektru
aktivnich.

Hlavni rozdily mezi spektry obou forem jsou koncentrované do oblasti 1300-
1600 cm™!, obsahujici pasy odpovidajici prevazné valenénim C-N vibracim he-
terocyklu a nuzkovym vibracim N-H, skupin (a v pripadé protonované formy i
kyvavé vibraci N-H skupiny), a poté do oblasti nizkofrekvenc¢nich vibraci pod
300 cm ™!, kterd obsahuje silné pasy odpovidajici véjifovym vibracim celych ami-
novych skupin. Vsechny vibrace, které zahrnuji pohyby aminovych skupin, jsou
vsak velmi citlivé na své okoli, a tedy interakce s rozpoustédlem i pripadné dal-
Simi molekulami melaminu prostrednictvim vodikovych mustkt. Vodikové vazby
maji velmi vyznamny vliv i na tvar past v N-H valen¢ni oblasti. V porovnani s
experimentem jsou pomeérné dobie vystihnuty intenzity a polohy péasa 7-20. Na-
bizi se otazka, jak vylepsSit shodu vypocitanych spekter s experimentem. K tomu
jsme zkusili pristoupit tfemi riaznymi zptisoby — zahrnutim vlivu explicitni solva-
tace, uvazovanim moznosti aglomerace ve vétsi ,mery“ a zhodnocenim vlivu jiné
urovné vypoctu.
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5.5.3 Vliv hybridni solvatace na Ramanova spektra mo-
nomeru melaminu

Vliv explicitni solvatace na vypocitané frekvence a intenzity Ramanova roz-
ptylu melaminu byl zkoumén na tfech modelech. K molekule melaminu jsme pii-
dali t¥i, Sest a nakonec devét molekul vody z prvni hydratacni sféry, tedy molekuly
vody, které se primo ncastni vodikovych vazeb na rozpusténec. Byly uvazovany ve
formé donoru (vazba na volné elektronové pary dusiku v heterocyklu) i akceptoru

(vazba na vodiky aminovych skupin) (viz Obrdzek|5.35).

Obrézek 5.35: Usporadani neutralni molekuly melaminu a molekul HyO pouzité
pri simulovani Ramanova spektra; vlevo pohled shora, vpravo pohled ze strany

Optimalizace struktur, vypocet frekvenci a intenzit probihal véetné téchto
explicitnich vod. Vyslednd spektra obsahuji kromé vibraci samotného melaminu
i vibrace vody, které je ale mozné odstranit (zanedbéni na trovni polarizabilit).
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Jaky to ma vliv na samotné spektrum je ukdzano na Obrazku[5.36

S vibracemi H,0
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0,03 -
.
3 —
%, 0,02 3
~— U,
= &
g g
g 0,05 §
= 3
=
0,01
0 -
T T T T » 0
500 1000 1500 3500 4000
Vinocet (cm™) Vinoéet (cm™)

Obrézek 5.36: Nasimulované Ramanovo spektrum neutralni molekuly melaminu

a Sesti molekul HyO: s ponechanymi vibracemi vody a bez vibraci vody; troven
vypoctu B3LYP/6-311++G**, cpem(voda)

Vypocitand Ramanova spektra monomeru melaminu pro explicitni solvataci
0, 3, 6 a 9 molekulami vody byla normovana na dychaci vibraci nachazejici se
kolem 680 cm™! a porovnana s experimentalné ziskanym, taktéZ normovanym,
avsak dvakrat zvétSenym, spektrem melaminu ve vodé (viz Obnizek.
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Obréazek 5.37: Nasimulovand Ramanova spektra neutralni molekuly melaminu
v pritomnosti rizného poc¢tu molekul vody a experimentalné ziskané spektrum
z roztoku v HoO pri koncentraci 2,25 mg/ml - 2x zvétSeno; troven vypoétu v
ptipadé 0, 3 a 6 molekul H,O B3LYP/6-3114++G**, cpem(voda), v piipadé 9
molekul HyO B3LYP/6-31+G*, cpcm(voda)
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Se vzrustajici explicitni solvataci lze ve vypocitanych spektrech vysledovat
¢tyti hlavni trendy:

1. Vyrazné se vylepsuje shoda s experimentalné ziskanym spektrem v nizko-
frekvencni oblasti. V pripadé nula a tii molekul explicitni vody je mozné
vidét v nizkofrekvencni oblasti spektra silné Ramanovské pasy odpovidajici
mimorovinnym vibracim celych aminovych skupin vic¢i roviné centralniho
heterocyklu. Pr1i solvataci Sesti a deviti explicitnimi vodami jiz tyto péasy
ztraceji intenzitu a vypocitana spektra se vice podobaji experimentalnimu
— zustane zde pouze jeden dominantni pas na piiblizné 350 cm™!.

2. Solvatace ma maly az zanedbatelny vliv na frekvenci vibraci mezi priblizné
500-1600 cm ™.

3. Roste pomér intenzity pasu dychaci vibrace (682 cm™' v experimentu) a
pasu rovinné deformacni vibrace melaminového kruhu (988 cm™' v expe-
rimentu). Tento pomér je v poradi 0:3:6:9 vod roven priblizné 3:4:5:6. V

experimentu je tento pomér roven 7.

4. Velmi mélo se méni profil spektralni oblasti 1500-1700 cm~!. Profil pasu na
ptiblizné 1550 cm™! (ve vypoctu) zistava prakticky identicky.

Explicitni solvatace ma tedy vyznamny vliv na Ramanova spektra, a to predevsim
na nizkofrekvenéni oblast. Profil v oblasti 1500-1700 cm ™! se ale témé&f neméni —
uplatnuje se zde pravdépodobné jiny efekt.

5.5.4 Vliv aglomerace na spektrum melaminu

Kromé solvatace mtize mit na spektrum melaminu velky vliv asociace jednot-
livych molekul melaminu a tvorba klastri provazanych vodikovymi mustky mezi
aminovymi skupinami a heterocyklickymi dusiky. Na Obrdzku jsou znézor-
néna vybrand usporadani melaminu do formy dimeru a trimeru. Pro dimer byla
uvazovana linedrni struktura stabilizovanda dvéma vodikovymi mustky, paralelni
struktura drzici pohromadé diky stohovaci interakci (stacking) a kolmé struk-
tura, ktera je stabilizovand dvéma vodikovymi mustky ne zcela bézné orientace.
V pripadé trimeru je ukazana jedna linearni a jedna cyklicka struktura.

72



a) Mel, linearni b) Mel, paralelni
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Obréazek 5.38: Usporadani neutralnich molekul melaminu pouzité pti simulovani
Ramanova spektra; vlevo pohled shora, vpravo pohled ze strany

Nasimulovand spektra téchto struktur byla porovnana s experimentalné zis-
kanymi spektry z méfeni polykrystalického melaminu a roztoku v HyO (viz Ob-
razek , vSechna spektra byla normovana na dychaci vibraci nachazejici se
kolem 680 cm™?.
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Obrézek 5.39: Nasimulovand Ramanova spektra rtiznych klastri neutralnich mo-
lekul melaminu a experimentalné ziskand spektra z roztoku v HyO pri kon-
centraci 2,25 mg/ml a z méfeni polykrystalického vzorku; vysokofrekvenéni ob-
last experimentélnich spekter 5x zvétsena; iroven vypocti B3LYP/6-311+4G**,
cpem(voda)
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Podobné jako v ptipadé solvatace je mozné vliv aglomerace na simulovana
Ramanova spektra rozdélit do nékolika spektralnich oblasti:

1. 550-1300 cm™! : Pasy v této oblasti ziistavaji prakticky neménné a jejich
intenzita ani frekvence nezavisi na stupni aglomerace melaminu. Jedna se
predeviim o pas dychaci vibrace na pfiblizné 680 cm™!, pas odpovidajici
rovinné deformaci kruhu na piiblizné 585 cm™! a pés rovinné deformace
tthlu N-C-N uvnitf heretocyklu na cca 985 cm ™!, které také dobfe odpovidaji
experimentalnimu spektru.

2. 1400-1700 cm~!: V této oblasti dochdzi s pfibyvajicim po¢tem molekul me-
laminu k rozstépeni pasi (monomeru) na strukturu vice pfipominajici na-
meéreny profil této oblasti - nejvétsi podobnost se spektrem namérenym v
roztoku vody je mozné pozorovat nejspise v pripadé Mels linearniho klastru
(pro detailnéjsi pohled na experimentalni spektrum viz Obrdzek .

3. 2800-4000 cm™!: Zde ma vytvaieni aglomeratt velky vliv na findlni profil
Ramanova spektra. Zatimco u monomeru a paralelni varianty dimeru jsou
vidét pouze dva pasy odpovidajici asymetrickym a symetrickym valenc¢nim
vibracim vodika na primarnich aminovych skupinach, jakmile dojde k vy-
tvoreni vodikovych vazeb mezi molekulami melaminu, kazdy z téchto péasi
se rozstépi. Ty z vodiki, které se icastni vodikovych vazeb, maji nyni vlno-
¢et valenc¢ni vibrace posunuty k nizsim hodnotam. Vysledny tvar spektra se
dvéma Sirsimi a dvéma uzsimi pasy dobfe vystihuje experimentalni spektra.

4. 0-500 cm™!: V této oblasti je moZné pozorovat nejvétsi odlignosti mezi ex-
perimentélnimi a vypocitanymi spektry. Celkovy tvar oblasti se zlepsuje na
skale monomer — dimer — trimer, ale i pro nejvétsi modely zustava pomérné
$patné reprodukovany pod pfiblizné 300 cm ™. Vyrazny pas v experiment4l-
nim spektru nachazejici se pfiblizné na 370 cm ! ale za¢ind byt vice zfetelny
pro linearni variantu dimeru i trimeru.

5.5.5 Vliv volby funkcionalu

Zajimala nas i zavislost tvaru spektra na zvoleném funkcionalu. Pti volbé baze
6-311++G(3d2f,3p2d) byly proto vyzkouseny tii ruzné funkciondly — klasicky
B3LYP, jemu piibuzny b3pw91, ktery trochu odlisné zapocitava prispévek kore-
lacni energie, a funkcional wB97XD, ktery by mél lépe zahrnovat vliv disperznich
sil a vodikovych miistki. Porovnani vypocitanych Ramanovych spekter s témito
funkcionély je vidét na Obrdzku[5.40 Jednotlivé funkciondly se trochu lisi v po-
loze (vlno¢tu) jednotlivych vibrac¢nich médu, celkovy tvar spektra je ale shodny.
Jedind vétsi odlignost je ve dvojici pastt mezi 300-400 cm ™!, které jsou u funkci-
onaltt B3LYP a b3pw91 dobte oddélené, ale na zakladé vypoctu s funkcionalem
wB97XD témér splyvaji. Podobné srovnani bylo provedeno jesté pro spektra di-
meru neutrdlnf formy melaminu (viz Obrdzek [5.41). Zde je zfejmé, Ze vSechny
funkcionaly poskytuji srovnatelné vysledky, frekvence vypocitanych past ale o
néco lépe odpovidaji experimentu pro funkcional B3LYP. Nase volba provadét
vétsinu vypoctlh pomoci tohoto funkcionalu se tak ukazala jako dobra.
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Obrazek 5.40: Nasimulovana Ramanova neutralni spektra molekuly melaminu pri
uziti raznych funkciondld, troven vypoctu 6-311++G(3d2f,3p2d), cpecm(voda)
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Obréazek 5.41: Nasimulovand Ramanova spektra Mely, pti uziti riznych funkcio-
nali; droven vypoctu 6-31++G** cpem(voda)

5.5.6 Prirazeni vibraci experimentalnim pasim melaminu

Na zakladé predchozich tii podkapitol miizeme vyvodit, ze pro ziskani co nej-
lepsi shody mezi simulacemi a experimentem je tfeba do vypocti zahrnout jak
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neékolik explicitnich molekul vody, tak aglomerac¢ni procesy. Pro dobrou shodu
v oblasti pod 500 cm™! je stéZejni solvatace, algomerace mé nizsi, i kdyz stale
vyznamny efekt. Oblast charakteristickych vibraci mezi 500-1400 cm™! je na sol-
vataci i aglomeraci malo citliva, a pasy v této oblasti tak mohou s vyhodou slouzit
jako markery pfitomnosti melaminu. Pro korektni tvar oblasti 1400-1700 cm™*
ma hlavni vliv zahrnuti aglomerace, ktera zptisobi rozstépeni a zménu intenzity
pivodné tzkych pasi monomeru. Solvatace mé v této oblasti maly efekt. V ob-
lasti N-H valenc¢nich vibraci se uplatnuji jak solvatacni, tak aglomeracni efekty.
Vliv aglomerace je velmi dobte viditelny pfedevsim pii porovnani s praskovym
vzorkem. Na kombinované vypocty — aglomeraty s explicitni solvataci — nam jiz v
prubéhu feseni bakalarské prace nezbyl cas. V Tabulce jsou uvedeny vlnocty
odpovidajici hlavnim experimentalné pozorovatelnym pastim melaminu a jejich
piitazeni na zékladé Tabulky[5.5 a spekter ze Sekce a Sekce[5.5.)

A7 na oblast nejnizsich vinoc¢ti (pod 200 cm™!), kterd obsahuje pasy odpovi-
dajici vibracim, kdy se vzajemné pohybuji celé molekuly melaminu (v agregatech),
se nam podarilo priradit vSechny experimentalni pasy konkrétnim vibra¢nim po-
intenzitu v experimentu nezavisle na fazi a nejsou ovlivnény kvalitou solvatacniho
modelu a mirou agregace ve vypoétu, jsou ukazany naObrdzku[5.49 Domnivame
se, ze tyto 4 pasy predstavuji velmi vhodné Ramanovské markery melaminu.
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Tabulka 5.4: Pritazeni vibraci pasiim melaminu pozorovanym v experimentalnim
Ramanové spektru: z prasku, z roztoku v H,O o koncentraci 2,25 mg/ml a z
roztoku v DMSO o koncentraci 20,15 mg/ml

Prasek H,O DMSO

Vlnocet Vibrace
(cm~')

90 - - kolektivni vibrace celych molekul
100 - - kolektivni vibrace celych molekul
125 122 126 kolektivni vibrace celych molekul
150 - - kolektivni vibrace celych molekul
195 - 197 v(C-N-C-NH;) op
220 220 225 §(NH,) véjifova ip
378 373 - d(N-C-NH,) ip
391 - - d(NHy) kroutivé ip
451 - - d(NHs) kroutiva op
563 - : §(N-C-NH,) ip
585 587 579 J(CNCN)
677 682 - J(CNCNCN) dychaci
745 759 758 +(CN3) op
780 - - d(NHs) kroutiva, H-provazané
822 - 823 v(CN3) ip
950 950 953 d(NCN) v cyklu op
985 988 976 d(NCN) v cyklu ip
1036 - - d(N-C-NH;) + §(NH,) kyvava
1194 1168 1170 d(N-C-NH;) + §(NHy) kyvava

- 1298 - v(C-N) v cyklu 4+ §(NHy) kyvava
1444 - v(C-NHs) op
1463 1466 1457 v(C-NH,) op
1496 1503 1516 v(C-NHy) ip + 0(N-Hz) nazkova
1520 1528 - v(C-NHy) ip + 6(N-Hs) nizkova
1543 - 1547 v(C-N) v cyklu
1558 1560 1566 v(C-N) v cyklu
1578 1578 - (C-N) v eyklu
1620 1628 1624 0(N-Hy) nuzkovéd op + v(C-NHy,) ip
1639 1642 1637 §(N-H,) nizkovi op + v(C-NH,) ip
1660 1660 1660 §(N-H,) nitzkovd ip + v(C-NH,) ip
3137 3232 3216 v(N-Hy) sym., N-H--- N vazba
3263 3318 3291 v(N-Hy) asym., N-H- - - N vazba
3330 3373 3335 v(N-Hy) asym., N-H- - - N vazba
3418 3498 3422 v(N-Hs) sym., volné
3469 3655 3490 v(N-Hy) asym., volné

— neméreno ¢i nepozorovano; vy - mimorovinnd, ¢ - deformace, v - valenc¢ni; sym.
- symetrickd, asym. - asymetrickd; ip - ve fazi, op - mimo fazi; Seda barva znaci

nejvyraznéjsi pasy ve spektrech
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5.5.7 Nasimulovana spektra moznych zdegradovanych fo-
rem melaminu

Za tucelem vysvéetleni nové vzniklych past pozorovanych pii DCDR méreni
prevazné kolem oblasti 2900 cm™! (viz Obrdzek byly optimalizovany ¢tyti
struktury odpovidajici teoreticky moznym rozpadim molekuly melaminu (Traso-
bares a kol., 2003) a vypoctena jejich Ramanova spektra (viz Obrdzek.

U prvni a druhé struktury dochazi k odtrzeni jedné aminové skupiny, resp.
dvou aminovych skupin, a navazani vodikt na prislusny uhlik, resp. vodik na
uhliky. V pripadé tteti struktury (g)) jiz dochézi k odtrzeni vSech tii aminovych
skupin a naruseni aromatického charakteru heterocyklu nasycenim jedné z vazeb,
a u ¢tvrté struktury (h)) dokonce k rozpojeni ptivodné melaminového cyklu.

Pfi porovnani experimentalnich spekter na Obrdzku je zfejmé, Ze zatimco
na panelu (a)) neni patrnd zadné degradace, na panelu (b)) jiz je néjaky ndznak
zvySeni signalu v oblasti 2800-3000 cm™'. Na panelu (c)) je pak experimentaln{
spektrum vykazujici vysokou miru degradace — kromé silného signalu v oblasti
2800-3000 cm ™!, polohou odpovidajici C-H valen¢nim vibracim, je moZné pozo-
rovat i vice bohatéjsi pasovou strukturu v oblasti 1000-1700 cm~!. Na dalsich
panelech jsou porovnana vypocitana spektra moznych zdegradovanych struktur
(e) — h)) se spektrem linedrni varianty melaminového dimeru, ktera dobfe vysti-
huje experimentalni Ramantv profil. Pii odtrzeni jedné ¢i dvou aminovych skupin
je hlavni spektralni zménou novy pas C-H valenc¢nich vibraci priblizné na 3150
cm™ !, tj. o piiblizné 150 cm™! niZze nez pasy N-H vibraci v pfipadé dimeru. V
oblasti ,otisku prstu“ je patrny pokles signalu dychaci vibrace ptvodné priblizné
na 690 cm ™! a nartst intenzity past v oblasti mezi 1050-1700 cm~!. P¥i komplet-
nim nahrazeni priméarnich amini vodiky a ztraté aromaticity kruhu (panel g))
jsou jiz spektralni zmény velmi vyrazné — C-H oblast je velmi bohata a Siroka a
oblast ,otisku prstu“ obsahuje velmi mnoho vibra¢nich pésii v oblasti 1000-1700
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ecm~!. Roztrzeni kruhu a pfitomnost nitrilové skupiny (panel h)) se spektralné
projevi silnym pasem na 2265 cm™!, ktery vSak v experimentu pozorovan nebyl.

Je tedy pravdépodobné, Ze pozorovany narust signidlu C-H valen¢nich vibraci
(2800-3000 cm™!) a zména charakteru signdlu v oblasti 1000-1700 cm ™! souvisi
s deaminaci melaminu a ptipadné i s (Casteénym) nasycenim jeho aromatického

kruhu.
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Obrazek 5.43: Ramanova spektra melaminu z vyschlych kapek roztoku v HoO o kon-
centraci 0,01 mg/ml (0,08 mM): a), resp. b), filtr o ffce 80 cm™! na pozici 677, resp.
692, cm~!, ¢) filtr o sifce 200 cm~! na pozici 2900 cm™!; obrazek vlevo zobrazuje mé-
fenou oblast, vpravo v nepravych barvich intenzitu signdlu; nasimulovand Ramanova
spektra: d) Mels linedrni, e), f), g), h) zdegradované struktury; obrazek vlevo pohled
shora, vpravo ze strany; uroven vypoc¢ti B3LYP/6-3114++G**, cpem(voda)
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5.6 Vypocet Ramanova spektra molekuly thi-
ramu

Vysledky experimentalnich méteni ukazaly, ze thiram neni citlivy na solvataci
a nezda se, ze by agregoval. To znacné zjednodusuje vychozi situaci pro simu-
lace jeho Ramanova spektra. Na rozdil od melaminu se vsak jedna o molekulu s
urcitou konformacni volnosti, s niz je potieba se v simulacich vyporadat. Mole-
kula thiramu je tvofena dvéma diamino-dithiokarbamétovymi skupinami, které
jsou spojené disulfidickou (S-S) vazbou. Kazda z téchto skupin je kvili rezonanci
(podobné jako peptidova skupina) planarni, ale kvuli jejich propojeni jsou zde
tfi dihedrdlni thly, které mohou nabyvat ruznych hodnot — x; (N-C-S-S), x2
(C-S-S-C) a x} (S-S-C-N) (viz Obrdzek[5.44).

Obrazek 5.44: Dihedrélni thly x1, x2, x] molekuly thiramu

5.6.1 Konformacni sken molekuly thiramu

Konformacni prostor thlu x; a x} je kvuli symetrii molekuly thiramu stejny,
preference tthlu y» vsak budou odlisné. Odhad konformacnich preferenci jednotli-
vych thli muze byt proveden pomoci jednodimenzionalnich (1D) skenti povrchu
potencidlni energie molekuly podél zvolené souradnice — v nasem ptipadé di-
hedralniho thlu.

Prvotni optimalizace struktury thiramu vedla k ,natazené“ strukture s hod-
notami ahla (x1, x2, x1) ~ (180°, -90°, 180°). 1D sken dihedralntho thlu x, pfi
X1 = X} ~ 180 odhalil jesté dalsi dvé minima na +90° a 180° (viz Obrdzek[5.45).
1D sken torzniho thlu x; pri x2=-90° a x;=180° taktéz identifikoval dalsi dvé
minima na cca +40° a -40° (viz Obrdzek[5.40).
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Obrézek 5.45: 1D sken dihedralniho tihlu ys molekuly thiramu; AE — rozdil ener-
gie mezi soucasnym konformerem a konformerem s nejnizsi energii; ¢ervené ozna-
¢ena minima; uroven vypoc¢tiu B3LYP/6-31+G*, iefpem(chloroform)
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Obrazek 5.46: 1D sken dihedralniho tihlu y; molekuly thiramu; AFE — rozdil ener-
gie mezi soucasnym konformerem a konformerem s nejnizsi energii; ¢ervené ozna-
¢ena minima; uroven vypoctia B3LYP/6-31+G*, iefpem(chloroform)

Abychom vzali v Gvahu vzajemné ovlivnéni konformacnich preferenci thla
X1 a X2, provedli jsme také dvoudimenziondlni (2D) sken, ktery odhalil, ze pfi

X; ~180° existuje sedm lokdlnich energetickych minim (1, x2) €{(180°, 180°),
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(180°, -90°), (180°, 90°), (32°, -108°), (28°, 80%), (-28°, -80°), (-32°, 108°)} (viz
Obrdzek|5.47).

: AE (kcal/mol)
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Obrazek 5.47: 2D sken dihedralnich Ghli x; a x2 molekuly thiramu; AE — rozdil
energie mezi sou¢asnym konformerem a konformerem s nejnizsi energii; m znaci
minima; uroven vypoc¢tia B3LYP/6-31+G*, iefpcm(chloroform)

Preference jednotlivych dihedralnich 1hla jsou tedy priblizné -90°, 90° a °180
pro x2 a priblizné 180°, -40° a 40° pro x; a x}. Z tohoto duvodu bylo pripra-
veno 27 konformerti pokryvajicich vSechny mozné kombinace téchto ihli a prove-
dena optimalizace jejich geometrie na vyssi trovni teorie - B3LYP /6-311+4G**,
cpem(voda).

Po optimalizaci bylo ziskano 11 unikatnich struktur — pét dvojic, které se vza-
jemné 1isi pouze absolutni konfiguraci (chiralitou, jedna se o enantiomery) (viz
Obrdzek pro piiklad chirdlnich konformert oznacenych A; a A,), a jedna ne-
chirélni struktura. Ramantiv rozptyl nedokaze rozlisit mezi enantiomernimi struk-
turami, takze je mozné enantiomery vzajemné sloucit a dale se omezit na Sest
struktur. Charakterizace 11 zoptimalizovanych struktur je shrnuta v Tabulce [5.5,
kde je mozné najit konecéné hodnoty dihedralnich hlt pro kazdou strukturu a jeji
oznaceni. Je zde vyuzivano konvence, kdy pro thel x; a x| je pouzivano oznaceni
(t, g%, g7) pro hodnoty thlu pfiblizné (180, +40, -40) a pro thel x; oznaceni (t,
d, g) pro hodnoty uhla ptiblizné (180, +90, -90).
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Konformer A,

I79

Obrézek 5.48: Chiralni konformery A; a A,

Konformer A,

Tabulka 5.5: Ziskané konformery molekuly thiramu

Termodynamika n
Konformer | x1  x2 X} Typ | AE AEy, AH AG | AE AEy, AH AG
() (kcal/mol) (%)
Ay 177 91 177 tdt | 0,00 0,00 0,00 0,00|80,8 87,2 83,1 95,7
Ay 177 -91 -177 | tgt
B, 28 81 170 | gtdt | 1,27 1,51 134 228| 95 6,8 87 20
B, -170  -81 -28 | tgg~
Cy -31 108 179 | g~dt |[1,69 1,88 1,75 234 | 47 3,7 43 18
Cs -179 -108 31 | tgg"
D, 38 80 39 |gfdgt|1,92 249 2,11 392 32 1,3 23 0,1
Do -39 -80 -38 |gTgg”
E, 32 100 -38 |gtdg 2,35 2,82 251 428 |15 0,7 12 0,1
Es -32 100 38 | g ggT
F 180 -180 180 ttt 3,28 3,27 324 367|103 03 03 02

AEy — rozdil energie zakladniho stavu AH — rozdil entalpie, AG — rozdil Gibbsovy
energie, 1 - zastoupeni konformert vypocitané podle Boltzmannova rozdéleni pri 20°C,

uroveti vypocti B3LYP/6-311++G**, cpem(voda)

v v/

Tabulka kromé geometrické charakterizace jednotlivych konformeri obsa-
huje 1 vypocitané hodnoty jejich termodynamickych parametri (vztazené ke kon-
formeru o nejnizsi energii) a procentuélni zastoupeni jednotlivych konformeru vy-
pocitané na zakladé Boltzmannova rozdéleni pii laboratorni teploté 20°C. Podle
typu pouzitého termodynamického potencidlu se pravdépodobnosti trochu lisi,
nejvétsi odchylku vidime pro Gibbsovu energii. Ve vSech pripadech vsak vychazi
konformer A mnohonésobné vice pravdépodobnéjsi nez nasledujici konformery.

Jednotlivé konformace thiramu se vsak nelisi pouze energii, ale i svymi spektry
Ramanova rozptylu. Pro nazornost je vhodné rozdélit oblast fundamentalnich
molekularnich vibraci na tti oblasti:

1. Oblast C-H valen¢nich vibraci (2900-3300 cm™!):

Frekvence C-H valen¢nich vibraci methylovych skupin je na celkové konfor-
maci thiramu prakticky nezévisla (s vyjimkou konformace F). I intenzita
vibraci je pro vSechny konformery srovnatelna (viz Obrdzek|5.49).
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Obrazek 5.49: Ramanova spektra ziskanych konformerti molekuly thiramu v ob-
lasti od 2900 do 3300 cm™?; tiroven vypocttt B3LYP/6-311++G**, cpem(voda)

2. Oblast C-H deformacnich vibraci a thiokarbamétovych vibraci (1000-1600
cm™!):

V této oblasti jiz jsou patrné vétsi odchylky mezi spektry jednotlivych kon-
formaci, které mohou byt rozdéleny na tii skupiny podle miry ,natazeni“
(¢i naopak ,sbaleni®) celé molekuly thiramu (viz Obrdzek[5.50). Prvnf sku-
pinu tvori ,natazené® konformery A a F (tj. typy tgt/tdt a ttt), druhou
,polosbalené“ konformery B a C (tj. typy gdt/ggt) a tieti ,sbalené* kon-
formery D a E (tj. typy ggg/gdg). Spektra v prvni skupiné se navzajem
vice lisi, nebot je zde velka zména centralniho torzniho thlu, ale zbylé dvé
dvojice spekter si velmi dobte odpovidaji. Navic se ukazalo, ze je zde vib-
racni pas, jehoz vlnocet je velmi citlivy na konformaci ahla y; a x}. Pokud
ma alespon jeden z téchto hli konformaci t, je vidét pas odpovidajici vib-
racnim médum 39 a 40 (viz Tabulka na 1267 cm™! (konformace A),
1273 em ™! (konformace F) ¢i pfiblizné 1260 cm™! (konformace B a C). Na-
opak pokud mé alespon jeden z téchto dvou thlia konformaci g, pozorujeme
pés na piiblizné 1243 cm™!. ProtoZe okolni pasy svilj vlnocet v zévislosti na
konformaci thiramu ptilis neméni, je mozné z relativnich vzdalenosti od nej-
blizsich dvou past v experimentalnim spektru odhadnout, jakou konformaci
thiram skutec¢né preferuje. Variantu tdg ¢i tgg je mozné rovnou vyloucit,
nebot v experimentu pozorujeme pouze jeden pas, nikoliv dvojici. Zbyva
tak rozhodnout mezi variantou ggg (¢i gdg) a tgt (¢i tdt). Méreni ve vodé
poskytlo trojici pastt na 1155, 1249 a 1382 cm ™!, tj. vzdalenosti k nejbliz-
Sim dvéma pasim 94 a 133 ecm™!. Ve vypoctu dostavdme pro konformaci
tgt odpovidajici pasy na 1172, 1266 a 1400 cm™!, tj. vzdalenosti 94 a 134
ecm~!. Pro konformaci ggg vychéazi tyto vzddlenosti 81 a 168 cm™t (pasy
jsou na 1163, 1244 a 1412 cm™!). Z tohoto porovnani tedy lze usuzovat, Ze
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v experimentu je vidét konformace tgt (¢i tdt).
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Obrazek 5.50: Ramanova spektra ziskanych konformerti molekuly thiramu v ob-
lasti od 1000 do 1600 cm™?; tiroven vypocttt B3LYP/6-311++G**, cpem(voda)

3. Oblast C-S a S-S valen¢nich a skeletélnich vibraci (0-1000 cm™1):

V této oblasti jsou rozdily mezi spektry jednotlivych konformaci nejvice
vyrazné. Stejné jako v predeslé oblasti je ale miizeme rozdélit do t¥i dvo-
jic (,protazené“, | polosbalené“ a  sbalené“). Tyto skupiny se navza-
jem lisi jak polohou vibra¢nich pasu (frekvenci), tak jejich intenzitou (viz
Obrdzek . Nejvyraznéjsi zménou je zména polohy S-S valenéni vib-
race: u ,natazenych“ konformerit A a F je na 538, resp. 540, cm™!, u
,polosbalenych®“ konformeri B a C ma o néco vyssi intenzitu a je posu-
nuta pribliZzné o 70 cm ™! k niZ$m vlno¢tiim na 467, resp. 474, cm™! a u
,sbalenych® konformert D a E mé velmi vysokou intenzitu (pfiblizné 5x
vysSi nez u A) a je posunuta o dalsich pfiblizné 70 cm™! k nizsim vinoctim
na 396, resp. 387, cm~!. V experimentu lze vidét S-S valenéni vibraci thi-
ramu na piiblizné 564 cm ™!, coZ v souladu s vypocitanym procentuilnim
zastoupenim konformert v Tabulce ukazuje, ze thiram preferuje konfor-
maci A, tedy typ tgt ¢i tdt. VSechny nase pozorovani a analyzy tedy vedou

ke stejnym vysledktim.
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Obréazek 5.51: Ramanova spektra ziskanych konformertt molekuly thiramu v ob-
lasti od 0 do 1000 cm™1; grafy vpravo maji oproti graftim vlevo méfitko 6x mensi;
uroven vypoctu B3LYP/6-3114++G**, cpem(voda)

Na Obrdzku je srovnani vazenych spekter thiramu ziskanych na zdkladé
AFE, AEy, AH a AG jednotlivych konformert. Spektra jsou si velmi podobna
kvili naprosto prevazujicimu prispévku konformace A a neni zde mnoho rozdilu,
které by mohly ve srovnani s experimentalnim spektrem naznacit, které vazeni
je nejvhodnéjsi. Mezi vhodné kandidaty patii pomér intenzity pasi na 841 a 874
cm ™!, piftomnost padsu na 468 cm~! & rozsifeni pasu na 452 cm~! a piftomnost
péasu na 276 cm~!. Ani jeden z téchto projevii véak v experimentdlnich spektrech
nepozorujeme (viz napt. Obrdzek nebo Obrdzek . Vazeni na zakladé

Gibbsovy energie konformeri se tak zd4 byt nejpresné;jsi.
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Obrézek 5.52: AE, AEy, AH a AG vazena Ramanova spektra molekuly thiramu;
troven vypoc¢tu B3LYP/6-3114++G**, cpem(voda)

5.6.2 Vibrac¢ni analyza thiramu a srovnani nasimulova-
nych a experimentalnich spekter

Analyzou konformac¢niho prostoru thiramu pomoci kvantové mechanickych
vypoctu bylo zjisténo, Ze pri normalnim tlaku a teploté (20°C) maji nejvyssi
pravdépodobnost vyskytu (priblizné 90%) ,natazené* konformery tgt ¢i tdt (Al
a A2). Na zakladé zoptimalizované struktury téchto konformeru byla provedena
detailni analyza jednotlivych vibra¢nich méda (viz Tabulka a Obrdzek[5.53).

Tabulka 5.6: Vibra¢ni analyza molekuly thiramu

DFT
Moéd Vlinocet Symetrie Vibrace
(cm™')
1 28 m B véjirova dithiokarbamatem
2 32 m A véjitova dithiokarbamatem
3 43 m A véjitova dithiokarbamatem
4 55 w B 7(C-Hj) ip
5 60 s A 7(C-H3) ip
6 71 m B 7(C-Hs) op
7 75 m A 7(C-H3) op
8 120 w B 7(C-Hj)
9 121 w A 7(C-Hj)
10 171 m A §(C-S-S-C)
11 176 w B §(C-S-S-C)
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12 205 w A v(N-C-S-S-C-N)

14 25w A §(N-C(CHj),)

15 269 w B d(S=C-N-CHjs)

16 296 m A 5(S-C=8)

17 350m B 5(S-C=S)

18 381 s A ( C) + 5(N—(CH3)2) k}'fvavé
19 386 s B v(S-C) + 0(N-(CHj)s) kyvava
20 451 m A 0(N-(CHj)2) ntzkova

21 453 m B d(N-(CHgs)y) nuzkova

22 538 s A v(S-S)

23 550 w B §(C-NS,)

24 566 s A d(C-NSz) + 0(N-(CHjy)2) nazkové op
25 571 m B d(N-(CHjs)z) nuzkova + 6(C-NSy) ip
26 576 m A d(C-NS3) + d(N-(CHs)z) nuzkova ip
27 841 m A v(C-S) + v(N-CHj) sym.

28 842 w B v(C-S) + v(N-CHjs) sym.

20 053 s B v(C=S) + p(C-Hs) ip

30 965 A v(C=8) + p(C-Hy) ip

31 1062 w B p(C-Hs) op + v(N-CHjs) asym. op
32 1063 m A p(C-H3) op + v(N-CHjz) asym. op
33 1108 m B (C-3) op

34 1108 m A p(C-Hj3) op

35 1145 m B p(C-Hj) ip

36 1145 m A p(C-Hj) ip

37 12w B p(C-0,) ip

38 1172 A p(C-Hy) ip

39 1264 m B p(C-Hs) op + v(N-CHj3) asym. ip
40 1268 m A p(C-H3) op + v(N-CHjs) asym. ip
41 1399 s B v(C-N)

42 1400 s A v(C-N)

43 1443 s B d(C-H3) sym. op

44 1443 s A d(C-H3) sym. op

45 1465 m B 0(C-Hs) asym.

46 1465 s A d(C-Hs) asym.

47 1478 s B d(C-H3) asym. ip

48 1478 s A d(C-Hs) asym. ip

49 1482 w B d(C-Hz) asym. op

50 1483 m A d(C-H3) asym. op

51 1491 s B 0(C-Hs) asym.

52 1491 s A 0(C-Hs) asym.

53 1534 m B d(C-Hs) sym. ip

54 1534 m A d(C-Hs) sym. ip

55 3039 m B v(C-Hs) sym. op

56 3039 s A v(C-H3) sym. op

57 3050 w B v(C-Hj) sym. ip

58 3050 s A v(C-Hj) sym. ip
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59 3110 m B v(C-Hj3) asym
60 3110 s A v(C-Hj) asym
61 3111 s A v(C-Hj) asym
62 3111 w B v(C-Hj) asym
63 3151 m B v(C-Hj) asym. op
64 3151 m A v(C-Hj) asym. op
65 3161 m B v(C-Hj) asym. ip
66 3161 s A v(C-Hj) asym. ip

Intenzita: s - silnd (35-100%), m - stfedni (10-35%), w - slabd (3-10%), vw -
velmi slabéd (1-3%); A - symetrickd vuéi Cy ose, B - asymetrickd vuéi Cq ose ;7
- kroutiva, p - kyvava, v - valené¢ni; § - deformacni; sym. - symetricka, asym. -
asymetrickd; ip - ve fdzi, op - mimo fzi; troven vypoctu B3LYP/6-3114++G**,

cpem(voda)
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Obrazek 5.53: Ramanova spektra: polykrystalického thiramu, z roztoki thiramu
v CHCI3 a CgHg pti koncentracich 100 mg/ml a vypocitané AG vazené spektrum
molekuly thiramu; troven vypoc¢tu B3LYP/6-311+4G**, cpem(voda); fposun
valenéni C-H vibrace CHCl3 zptisobeny navazanim na molekulu thiramu

Molekula thiramu ma 24 atomt, a tedy 66 fundamentalnich vibraci. Kvili
symetrii thiramu rozlisujeme u kazdé vibrace dvé varianty — A (symetrickd vuci
Cq ose symetrie) nebo B (asymetrickd vici Cy ose symetrie). Na kazdé dithio-
karbamatové skupiné se navic vyskytuji dva methyly, jejichz vibrace se casto
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kombinuji ve fazi ¢i v protifazi. Ramanovu spektru dominuji prevazné pasy od-
povidajici vibracim o symetrii A a souvisejici s pohybem methylovych skupin
(oblast C-H valen¢nich vibraci a oblast 1000-1700 cm™!) nebo pohybem thio ¢i
disulfidové skupiny (0-1000 cm ™).

Shoda mezi vypocitanym a experimentalnimi spektry je velmi dobra — diky
tomu bylo mozné priradit prakticky vsechny vibra¢ni moédy odpovidajicim spekt-
rdlnfm pastim (s vyjimkou oblasti pod 100 ecm™!) (viz Tabulkaa Obrdzek.
Pomérné vérné vychazi v simulacich i relativni poméry mezi intenzitami jednot-
livych spektralnich pési. Jedinou vyraznéjsi odchylkou je (ve srovnani s experi-
mentem) prohozend intenzita pasu 22 a 24-26.

Ctyti hlavni charakteristické vibrace (Ramanovské markery) thiramu jsou zob-
razeny na Obrdzkua zvyraznény Sedé v Tabulce. Jedné se o médy spojené
s vibraci disulfidové skupiny (18, 22), thioskupin (30) a karbamatu (41).

92



Tabulka 5.7: Pritazeni vibraci thiramu pasim pozorovanym v experimentalnim
Ramanové spektru: z roztoku v CHCl3 o koncentraci 100 mg/ml, z roztoku v
CCly o koncentraci < 100 mg/ml, z roztoku v CgHg o koncentraci 100 mg/ml a
z prasku

CHClg CC]4 C6H6 Prasek

Vlnocet Méd Vibrace
(cm~')

125 116 - 116 8,0 7(C-Hy)
177 175 175 178 10,11 d(C-S-S-C) sym.
211 - 216 213 12,13,14  p(N-C-S-S-C-N), §(N-C(CHs)s)

] ; ; 270 15 §(S=C-N-CHs)
311 - 311 317 16 5(S-C=S)

- - 356 363 17 d(S-C=8)
397 395 395 396 18, 19 v(S-C) + 0(N-(CHjz)s) kyvava
46 - 445 443 20,21 §(N-(CHs,),) nitzkovd
563 565 564 561 22 v(S-S)

585 24-26  §(C-NS3) + 0(N-(CHjs)z) nuzkova op

855 857 855 851 27 v(C-S) + v(N-CHs) sym.
961 961 - 958 29 v(C=S) + p(C-Hy) ip
987 992 - 975 30 v(C=8) + p(C-Hj) ip
1052 - - 1041 32 p(C-H3) op + v(N-CHj) asym. op
1085 1082 1081 1088 33, 34 p(C-Hj) op
1129 1127 1122 1132 35, 36 p(C-Hj) ip
1155 1156 1152 1149 38 p(C-Hs) ip
1249 1254 1250 1240 39,40  p(C-Hs) op + v(N-CHj) asym. ip
1382 1379 1380 1375 41, 42 v(C-N)
1410 1410 1409 1399 43, 44 0(C-Hs) sym. op
1450 1450 1450 1466  47-52 §(C-Hj) asym.
1495 - 1495 1510 53, 54 §(C-H) sym. ip
2864 2853 2860 2851 55, 56 v(C-Hs) sym. op
2034 2931 2934 2930 58 v(C-H3) sym. ip

- - - 2970 59-61 v(C-Hj) asym.

- - - 3028 63-66 v(C-Hj) asym. ip

— neméfeno ¢i nepozorovano; 7T - kroutivd, p - kyvava, v - valenéni; § - deformacnd;
sym. - symetrickd, asym. - asymetricka; ip - ve fazi, op - mimo fazi; Seda barva znaci

nejvyraznéjsi pasy ve spektrech
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Mo6d 18 -395 cm'?t Méd 22 -560 cm™!

5.6.3 Nasimulovana spektra moznych zdegradovanych fo-
rem thiramu

Podobné jako v ptripadé melaminu i u thiramu byla pti DCDR méfenich pozo-
rovana urcitd degradace vzorku. Spektrum odpovidajici zdegradované formeé thi-
ramu bylo identifikovano jako jedna z komponent na Obrdzku[5.26/a Obrazku[5.27
Nejpravdépodobnéjsi zptisob degradace thiramu je rozstépeni disulfidové vazby za
vzniku dvou dimethyldithiokarbamatovych aniontii, které mohou dale zdegrado-
vat na sirouhlik a dimethylamin (Gupta a kol., |2012). Alternativné muze také
dojit k hydroxylaci dimethyldithiokarbamatu ¢i primo k oxidaci thioskupiny, coz
vsak v této praci zkouméano nebylo.

Pro tfi mozné produkty degradace (dithiokarbamétovy aniont, dimethylamin
a sirouhlik) byly vytvoreny a zoptimalizovany jejich struktury a vypodciténa jejich
Ramanova spektra. Porovnani téchto spekter se spektrem thiramového konfor-
meru A a experimentalnimi DCDR spektry thiramu a jeho degradované formy je
ukézano na Obrdzku [5.53

Experimentéalni spektrum degradovaného produktu postrada jakékoli pésy
souvisejici s vibracemi disulfidové skupiny a thioskupiny — v oblasti pod 1000
em ™! chybi jakékoli vyrazné pasy. Ve vyssi spektralni oblasti (1000-1700 cm™!) je
moZné pozorovat vymizeni pasu kolem 1380 cm™!, odpovidajiciho C-N valenc¢ni
vibraci. To naznacuje, ze degradace byla rozsahlejsi nez pouhy rozpad na dva
dithiokarbamatové anionty. Toto pozorovani potvrzuje i srovnani vypocitanych
spekter thiramu a moznych produktiu degradace (panely b), e), f)). Dithiokarba-
matovy aniont i sirouhlik vykazuji vyrazné pasy odpovidajici vibracim thioskupin,
dimethylamin nema pod 1000 cm™! téméi Zadné vibrace. Pomérné signifikantni
je i posun past v C-H valen¢ni oblasti, kde zméné experimentalniho profilu také
vice odpovida dimethylamin.

Pozorovany degradacni produkt thiramu je tedy nejspise dimethylamin, pri-
padné néjaka jemu podobnd slou¢enina (mohlo by se jednat napf. i o tetrame-
thylmocovinu nebo tetramethylthiomocovinu).
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Obrazek 5.55: Ramanova spektra thiramu z vyschlych kapek roztoku v CHCl3 o kon-
centraci 0,01 mg/ml (0,04 mM): a) filtr o $ifce 75 cm ™! na pozici 556 cm ™!, b) inverzni
filtr k filtru a); obrazek vlevo zobrazuje méfenou oblast, vpravo v nepravych barvach
intenzitu signalu; nasimulovand Ramanova spektra: ¢) molekuly thiramu, d), e), f), h)
zdegradované struktury; obrazek vlevo pohled shora, vpravo ze strany; iroven vypocta
B3LYP/6-311++G**, cpcm(voda)

95



Z.aver

Hlavnim cilem této prace byla analyza dvou vyznamnych environmentalnich
kontaminant, melaminu a thiramu, pomoci metod vyuzivajicich Ramanova roz-
ptylu a teoretickych spektralnich simulaci.

V tvodni (reSersni) ¢asti préce jsou obé studované molekuly predstaveny a
charakterizovany v kontextu jejich vlivu na zivotni prostiedi. Podrobné jsou po-
psany i predeslé vysledky jejich studia. Nasledujici ¢ast prace je vénovana pre-
hledu teoretickych zakladt vibracni spektroskopie se zaméfenim na Ramantv
rozptyl a popisu kvantové mechanickych metod pro simulace vibrac¢nich spek-
ter. Znacna pozornost byla vénovana podrobnému popisu metodiky méreni na
jednotlivych pristrojich, které byly v praci vyuzity, a zpracovani dat.

V préci se nam podarilo ziskat znac¢né mnozstvi ptivodnich vysledkii:

1. Pfi méreni praskovych (polykrystalickych) vzorku se nam podafilo zjistit, ze
melamin se nachazi v nékolika rtiznych polymorfech, které se daji vzajemné
odlisit podle relativni intenzity pést v nizkofrekvencéni oblasti (pod 200
cm™') a v oblasti N-H valen¢nich vibraci. V pfipadé thiramu byla spektraln{
variabilita mensi — stanovili jsme dva typy signdlu lisici se relativni inten-
zitou past. Dalsim zdrojem odlisnosti signalu bylo proménné fluorescencéni
pozadi.

2. Podafilo se nam ziskat velmi kvalitni spektra melaminu a thiramu v roztoku.
Melamin byl métren ve vodé a DMSO, coz jsou jeho hlavni rozpoustédla. V
DMSO sice nebylo mozné ziskat nékteré c¢asti spektra melaminu v oblasti
yotisku prstu® kvili intenzivnimu signalu past rozpoustédla, ale spektrum
ziskané v N-H valenc¢ni oblasti bylo kvalitnéjsi nez spektrum ziskané z vody.
Thiram byl méfen rozpustény v chloroformu, benzenu a tetrachlormethanu.
V prvnich dvou rozpoustédlech byla ziskana kvalitni spektra, jejichz kombi-
naci se podarilo ziskat Ramanovo spektrum thiramu prakticky v celé oblasti
fundamentalnich vibraci.

3. Podarilo se nam zopakovat a verifikovat vysledky DCDR méreni z prace Be.
Mikulase Prikryla. Navic jsme se vénovali charakterizaci zasychani z riz-
nych rozpoustédel a moznosti detekce z neupraveného povrchu (z bézného
mikroskopického sklicka). Pro melamin se jako vhodnéjsi rozpoustédlo jevi
voda, nebot v ni dochézi k mensi mitre degradace vzorku pri zasychani nez v
DMSO. U thiramu se jako vhodnéjsi rozpoustédlo jevil benzen, kde doché-
zelo k mensi mite degradace vzorku nez v chloroformu a kde je rozpustnost
vyssi nez v tetrachloru. Diky tomu, Ze byla spektra méfrena v rezimu spek-
tralnich map (na konfokalnim Ramanové mikroskopu Alpha 300 (WITec)),
se nam podarilo bez potizi detekovat melamin v koncentraci 80 pM a thi-
ram v koncentraci 40 pM. Odhadujeme, ze by mélo byt mozné tyto hodnoty
jesté minimalné o rad snizit.

Podrobnou diskuzi vysledki méfeni v ruznych fazich lze nalézt v Sekci[5.4. 3

4. V ramci kvantové chemickych simulaci vyuzivajicich DFT byla charakterizo-
vana struktura molekuly melaminu z hlediska neplanarity jeho aminovych
skupin a provedena vibra¢ni analyza Ramanova spektra jeho neutralni a
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protonované formy. Velkd pozornost byla vénovana vlivu explicitni solva-
tace a agregace na simulovana spektra a jejich shodu s experimentem. Po-
dartilo se zjistit, ze melamin m& velkou afinitu k vytvareni aglomerati a
ze 1 v roztoku pozorujeme spise malé solvatované oligomery melaminu (di-
mery, trimery aj.) nez jednotlivé solvatované molekuly. Na zdkladé shody
experimentalnich a simulovanych dat bylo provedeno prirazeni vSech pozo-
rovanych experimentalnich past ke specifickym vibra¢nim médam.

5. Pomoci kvantové chemickych vypocéti byl prozkoumén konformacni pro-
stor molekuly thiramu, identifikovany mozné konformery a jejich relativni
zastoupeni. Jako dominantni konformer s priblizné 90% zastoupenim byla
urcena protazena struktura s centradlnim torznim dhlem ys ~ +90° a sou-
sednimi dihedralnimi dhly x; a x} ~ £180° oznacovana také jako tgt ¢i
tdt (pro definici téchto ihla viz Obrcizek. Silné prevazujici zastoupeni
tohoto konformeru bylo potvrzeno i na zdkladé porovnani vypocitanych
spekter jednotlivych konformert s experimentem, a to podle celkové po-
dobnosti spektra, polohy pasu valencni S-S vibrace a vzajemné polohy past
v oblasti mezi 1150 a 1400 cm~!. Stejné jako pro melamin byla i pro thi-
ram provedena vibrac¢ni analyza a pritazeni experimentalné ziskanych péasi
k jednotlivym vibra¢nim médim molekuly.

V ptuvodnim planu bylo i zméfeni a interpretace spekter IR absorpce, avsak k
tomu jsme se z ¢asovych divodi jiz nedostali. V budoucnu hodlame ve studiu
melaminu a thiramu pokracovat a zamérit pozornost zejména na detailnéjsi popis
a analyzu agregace melaminu a presnéjsi simulace spekter thiramu se zahrnutim
vlivu explicitni solvatace.
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.8

Detail Ramanovych spekter melaminu: pri koncentraci 20,15 mg/ml

v DMSO, prumérne spektrum z vysledku ziskanych pri koncent-

raci 20,25 mg/ml a z pulhodinového méreni pri koncentraci <2.5

mg/mlvHoOl . .. ...

5.9

Ramanova spektra tr{ vzorku thiramu pti koncentraci 100 mg/ml

v CHCI;; sedé pasy znaci vymaskovani oblasti vyrazné ovlivne-

nych rozpoustedlem; faktor nad rozpoustedlem udava multiplikacni

faktor, jimz bylo nutné prenasobit spektrum rozpoustédla, aby

bylo dosazeno srovnatelné intenzity se spektrem vzorku; jposun

valencni C-H vibrace CHCl; zpusobeny navazanim na molekulu

thiramul . . . . . . ..

5.10

Ramanova spektra thiramu a) pti koncentraci 100 mg/ml v CHClj3,

b) pri koncentraci 100 mg/ml v CgHg, ¢) pri koncentraci <100

mg/ml v CCly; modre Ramanovo spektrum rozpoustédla; sedé

pasy znaci vymaskovani oblasti vyrazné ovlivnénych rozpouste-

dlem; taktor nad rozpoustedlem udava multiplikacni taktor, jimz

bylo nutné prenasobit spektrum rozpoustedla, aby bylo dosazeno

srovnatelné intenzity se spektrem vzorku; *rezidualni signdl roz-

poustedla; Tposun valencni C-H vibrace CHCI3 zpusobeny navaza-

[ nimna molekulu thiramuf. . . . . ... ..o

B.11

Ramanova spektra thiramu: pri koncentraci 100 mg/ml v CHCl3,

pri koncentraci 100 mg/ml v CgHg, pti koncentraci <100 mg/ml v

CCly; *rezidualni signal rozpoustédla; fposun valencni C-H vibrace

CHCI3 zpusobeny navazanim na molekulu thiramuf. . . . . . . ..

5.12

Detail Ramanova spektra tri vzorku thiramu pri koncentraci 100

mg/ml v CHCIl3 v oblasti 2750-3150 ¢cm ™+, normovano na intenzitu

maxima pasu na 2934 cm |

5.13

Ramanovo spektrum melaminu z vyschlée kapky roztoku v.DMSO

o koncentraci 1 mg/ml (7,93 mM); oblast a) v nepravych barvach

zobrazuje intenzitu signdlu odpovidajici filtru o Sifce 90 cm ™' na

pozici 677 cm ™', oblast b) pak odpovidd signdlu pozadi - filtr o

Sifce 100 cm ™ na pozici 2100 em ™| . . . .. ... L.

5.14

Ramanova spektra melaminu z vyschlych kapek roztoku v.DMSO

o koncentraci 0,1 mg/ml (0,79 mM) (dvé méreni); oblast 1a), resp.

2a), v nepravych barvach zobrazuje intenzitu signalu odpovidajici

filtru o Sitce 80 cm™' na pozici 687, resp. 684, cm ™', oblast 1b),

resp. 2b), zobrazuje intenzitu signalu odpovidajici filtru o Sifce

120, resp. 200, cm ™' na pozici 2884, resp. 2894, cm™ ", oblasti 1c)

a 2c¢) pak odpovidaji signdlu pozadi - filtr o Sitce 100 cm™' na

pozici 2100 cm ™|
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515

Ramanova spektra melaminu z vyschlych kapek roztoku v DMSO o

koncentraci 0,01 mg/ml (0,08 mM) (dveé méreni); oblast 1a), resp.

2a), v nepravych barvach zobrazuje intenzitu signalu odpovidajici

filtru o Sifce 80 cm™' na pozici 677, resp. 684, cm ™', oblast 1b),

resp. 2b), zobrazuje intenzitu signalu odpovidajici filtru o sirce

200 cm ™' na pozici 2900, resp. 2892, cm ', oblasti 1¢) a 2¢) pak

odpovidaji signidlu pozadi - filtr o §ifce 100 cm ™' na pozici 2100

cm 1

5.16

Ramanova spektra melaminu z vyschlych kapek roztoku v DMSO

o koncentracich 1 mg/ml (7,93 mM), 0,1 mg/ml (0,79 mM) a 0,01

mg/ml (0,08 mM)|. . . .. ... o

B.17

Ramanova spektra melaminu z vyschlych kapek roztoku v H,O o

koncentraci 0,1 mg/ml (0,79 mM); oblast 1a), resp. 2a), v nepra-

vych barvach zobrazuje intenzitu signalu odpovidajici filtru o sirce

80 cm ™' na pozici 684, resp. 677, oblasti 1b) a 2b) pak odpovidaji

signalu pozadi - filtr o sffce 100 cm ™' na pozici 2100 cm ™| . . . .

.18

Ramanova spektra melaminu z vyschlych kapek roztoku v H,O o

koncentraci 0,01 mg/ml (0,08 mM); oblast 1a), resp. 2a), v ne-

pravych barvach zobrazuje intenzitu signalu odpovidajici filtru o

Sitce 80 cm ™! na pozici 692, resp. 677, cm ™!, oblast 1b) zobrazuje

intenzitu signalu odpovidajici filtru o $ifce 200 cm ™" na pozici 2900

cm™, oblasti 1c) a 2b) pak odpovidaji signalu pozadi - filtr o Sitce

100 cm ™ na pozici 2100 cm ™

5.19

Ramanova spektra melaminu z vyschlych kapek roztoku v H,O o

koncentracich 0,1 mg/ml (0,79 mM) a 0,01 mg/ml (0,08 mM) (dvé

MOTEND)| . . . .

|
50

[5.20

Ramanova spektra melaminu z vyschlé kapky roztoku v D;O o

koncentraci 1 mg/ml (7,93 mM); oblast a) v nepravych barvach

zobrazuje intenzitu signilu odpovidajici filtru o Sifce 450 cm ™" na

pozici 3218 cm™ ', oblast b) zobrazuje intenzitu signalu odpovi-

dajici filtru o sffce 400 cm™ " na pozici 2389 cm ™', oblast c¢) pak

odpovida signalu pozadi - filtr o Sifce 100 cm ™"

na pozici 2100 cm ™| 51

521

Ramanovo spektrum thiramu z vyschlé kapky roztoku v CgHg o

koncentraci 1 mg/ml (4,16 mM); oblast a) v nepravych barvach

zobrazuje intenzitu signdlu odpovidajici filtru o $ffce 75 cm™' na

pozici 558 cm ™, oblast b) pak odpovidd signilu pozadi - filtr o

Sifce 150 cm ™' na pozici 2487 cm ™| . . ... ... L.

5.22

Ramanovo spektrum thiramu z vyschlé kapky roztoku v CgHg o

koncentraci 0,1 mg/ml (0,42 mM); oblast a) v nepravych barvach

zobrazuje intenzitu signdlu odpovidajici filtru o $ffce 75 cm™' na

pozici 586 cm™!, oblast b) pak odpovidd signalu pozadi - filtr o

Sifce 150 cm ™' na pozici 2487 cm ™| . . .. L. L. L L.

5.23

Ramanovo spektrum thiramu z vyschlé kapky roztoku v CgHg o

koncentraci 0,01 mg/ml (0,04 mM); oblast a) v nepravych barvach

zobrazuje intenzitu signdlu odpovidajici filtru o Sifce 75 cm™' na

pozici 564 cm ™!, oblast b) zobrazuje intenzitu signélu odpovidajici

filtru o $ifce 200 cm™* na pozici 2904 cm™ -, oblast ¢) pak odpovida

signalu pozadi - filtr o Sffce 150 cm ™' na pozici 2487 cm ™| . . . .
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5.24

Ramanova spektra thiramu z vyschlych kapek roztoku v CgHg o |

koncentracich 1 mg/ml (4,16 mM), 0,1 mg/ml (0,42 mM) a 0,01 |

mg/ml (0,04 mM)|. . . .. ... 55

525

Ramanovo spektrum thiramu z vyschle kapky roztoku v CHCI3 o |

koncentraci 1 mg/ml (4,16 mM); oblast a) v nepravych barvach

zobrazuje intenzitu signdlu odpovidajici filtru o Sifce 75 cm ™' na

pozici 556 cm ™', oblast b) zobrazuje inverzni filtr k filtru a), oblast

c¢) pak odpovida signalu pozadi - filtr o Sitce 150 cm™ " na pozici

2487 e ™ . . . 56

[0.26

Ramanovo spektrum thiramu z vyschle kapky roztoku v CHCI3 o |

koncentraci 0,1 mg/ml (0,42 mM); oblast a) v nepravych barvach

zobrazuje intenzitu signdlu odpovidajici filtru o Sifce 75 cm ™' na

pozici 563 cm ™', oblast b) zobrazuje inverzni filtr k filtru a), oblast

c) pak odpovida signalu pozadi - filtr o Sifce 150 cm™ " na pozici

2487 cn =N . . . 57

527

Ramanovo spektrum thiramu z vyschle kapky roztoku v CHCI;3 o |

koncentraci 0,01 mg/ml (0,04 mM); oblast a) v nepravych barvach

zobrazuje intenzitu signalu odpovidajici filtru o $ifce 75 cm™! na

pozici 556 cm ™', oblast b) zobrazuje inverzni filtr k filtru a), oblast

c) pak odpovida signalu pozadi - filtr o Sifce 150 cm™ ' na pozici

2487 ™| . . o8

[5.28

Ramanova spektra thiramu z vyschlych kapek roztoku v CHCI;3 o |

koncentracich 1 mg/ml (4,16 mM), 0,1 mg/ml (0,42 mM) a 0,01 |

mg/ml (0,04 mM)|. . . .. ... 59

.29

Ramanova spektra: polykrystalického melaminu, z roztoku mela- |

minu v HyO pri koncentraci 2,25 mg/ml (17,84 mM), z vyschlé

kapky roztoku melaminu v HyO o koncentraci 0,01 mg/ml (0,08

mM )| .................................. 60

[5.30

Ramanova spektra: polykrystalického thiramu, z roztoku thiramu |

v CHCI;3 a CgHg pri koncentracich 100 mg/ml (0,42 M), z vyschlych

kapek roztoku thiramu v CHCl3 a CgHg 0 koncentracich 0,1 mg/ml

[ zapim na molekulu thiramul . . . . . . . . . . .. ... ... .. 61

(0,42 mM); fposun valen¢ni C-H vibrace CHCl; zpusobeny nava-

5.31

Vychozi geometrie pro optimalizaci neutralni molekuly thiramu a |

vysledky optimalizace: a) planarni, b) neplanarni - symetricka va-

rianta, c¢) neplanarni - asymetricka varianta; pohled shora pro vari-

antu b); droven vypocti B3LYP /6-3114+4G(3d2f,3p2d), cpcm(voda)| 65

5.32

Nasimulovana Ramanova spektra neutralni molekuly melaminu pro |

ruzné pocatecni geometrie; uroven vypoctu B3LYP /6-3114+4G(3d2f,3p2d),

cpem(voda)l ... L 66

[0.33

Vysledek optimalizace jednou protonovane molekuly melaminu; vlevo |

pohled shora, vpravo pohled ze strany; carkované cary znazornuji |

vychyleni vodiku; uroven vypoc¢tu B3LYP /6-3114++G**, cpcm(voda)| 66

[>.34

Nasimulovana Ramanova spektra neutralni a jednou protonovane

molekuly melaminu; aroven vypoctu B3LYP /6-311+4+G** cpcm(voda);

znaceni pasu odpovida Tabulcel5.5 . . . . .. ... ... ... .. 68
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[5.35

Usporadani neutralni molekuly melaminu a molekul HoO pouzite

pri simulovani Ramanova spektra; vlevo pohled shora, vpravo po-

hled ze strany| . . . . . . . . ...

[>.36

Nasimulovane Ramanovo spektrum neutralni molekuly melaminu

a Sesti molekul HyO: s ponechanymi vibracemi vody a bez vibraci

vody; troven vypoctu B3LYP/6-3114+4+G™*, cpcm(voda)| . . . . .

[5.37

Nasimulovana Ramanova spektra neutralni molekuly melaminu v

pritomnosti ruzneého poctu molekul vody a experimentalné ziskané

spektrum z roztoku v HyO pii koncentraci 2,25 mg/ml - 2x zvét-

seno; uroven vypoctu v pripade 0, 3 a 6 molekul HoO B3LYP/6-

311++G™*, cpcm(voda), v pripadé 9 molekul H,O B3LYP /6-314-G*™,

cpem(voda)l ... L

71

[5.38

Usporadani neutralnich molekul melaminu pouzité pri simulovani

Ramanova spektra; vlevo pohled shora, vpravo pohled ze strany| .

73

[0.39

Nasimulovana Ramanova spektra ruznych klastru neutralnich mo-

lekul melaminu a experimentalné ziskana spektra z roztoku v HoO

pri koncentraci 2,25 mg/ml a z méreni polykrystalického vzorku;

vysokofrekvencni oblast experimentalnich spekter 5x zvétsena; iro-

ven vypoctu B3LYP/6-3114+4+G™*, cpcm(voda)| . . . . . . .. ..

[0.40

Nasimulovana Ramanova neutralni spektra molekuly melaminu pri

uziti ruznych funkcionalu, aroven vypoctu 6-311++G(3d2f,3p2d),

cpem(voda)|l ... L

B4l

Nasimulovana Ramanova spektra Mels pri uziti ruznych funkcio-

nala; uroven vypoctu 6-31++G**, cpem(vodal)l. . . . . . ... ..

5.42

Nejvyznacnejsi vibrace neutralni molekuly melaminul . . . . . . .

[0.45

Ramanova spektra melaminu z vyschlych kapek roztoku v HoO o kon-

centraci 0,01 mg/ml (0,08 mM): a), resp. b), filtr o Sfice 80 cm ™" na po-

zici 677, resp. 692, cm ™', c) filtr o §ffce 200 cm ™' na pozici 2900 cm™*;

obrazek vlevo zobrazuje mérenou oblast, vpravo v nepravych barvach in-

tenzitu signalu; nasimulovana Ramanova spektra: d) Mel, linedrni, e),

f), g), h) zdegradované struktury; obrazek vlevo pohled shora, vpravo

B4

ze strany; uroven vypoctu B3LYP/6-311++G** cpcm(voda)l . . . . .
Dihedralni thly v, x2, x; molekuly thiramu| . . . . . . ... ...

B.45

1D sken dihedralniho thlu ys molekuly thiramu; AE — rozdil ener-

gie mezi soucasnym konformerem a kontormerem s nejnizsi ener-

gif; Cervené oznacCena minima; uroven vypoctu B3LYP/6-31+G*,

iefpcm(chloroform)| . . . . . .. ..o oo

[>.46

1D sken dihedralniho thlu y; molekuly thiramu; AE — rozdil ener-

gie mezi soucasnym konformerem a konformerem s nejnizsi ener-

gii; ¢ervené oznaCena minima; uroven vypoctu B3LYP/6-314+G*,

iefpcm(chloroform)| . . . . . ... ..o

[6.47 2D sken dihedralnich uhli y; a Yy, molekuly thiramu; AE — roz-

dil energie mezi soucasnym konformerem a konformerem s nej-

nizsi energii; m zna¢i minima; uroven vypoctu B3LYP/6-314+G*,

iefpcm(chloroform)| . . . . . ... oo o

[0.48

Chiralni konformery Ay a Aol . . . . . . . . . . . ...
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[5.49 Ramanova spektra ziskanych konformeru molekuly thiramu v ob-
lasti od 2900 do 3300 cm™'; troven vypoctu B3LYP /6-311++G**,
cpem(voda)l ..o 86
[0.50 Ramanova spektra ziskanych konformeru molekuly thiramu v ob-
lasti od 1000 do 1600 cm™*; tiroven vypoctu B3LYP /6-3114++G**,
cpem(voda)l ... 87
[5.51 Ramanova spektra ziskanych konformeru molekuly thiramu v ob-
| lasti od 0 do 1000 cm™!; grafy vpravo maji oproti grafiim vlevo mé-
| ritko 6x mensi; uroven vypocta B3LYP/6-311++G™*, cpecm(voda)l 88
(.52 AFE, AE,, AH a AG vazend Ramanova spektra molekuly thiramu; |
| uroven vypoctu B3LYP/6-3114++G™*, cpcm(voda)| . . . . . . .. 89
[5.53 Ramanova spektra: polykrystalického thiramu, z roztoku thiramu |
v CHCI3 a CgHg pri koncentracich 100 mg/ml a vypocitané AG
vazené spektrum molekuly thiramu; uroven vypoctu B3LYP/6-
3114+4+G™*, cpecm(voda); tposun valencni C-H vibrace CHCl; zpu-
[ sobeny navazanim na molekulu thiramu. . . . . . . . .. ... .. 91
[>.54 Nejvyznacnejsi vibrace molekuly thiramu| . . . . . . . . .. .. .. 94
|0.05 Ramanova spektra thiramu z vyschlych kapek roztoku v CHCI3 o kon- |
centraci 0,01 mg/ml (0,04 mM): a) filtr o Sffce 75 cm™ ' na pozici 556
cm ™+, b) inverzni filtr k filtru a); obrazek vlevo zobrazuje méfenou

oblast, vpravo v nepravych barvach intenzitu signalu; nasimulovana |

Ramanova spektra: ¢) molekuly thiramu, d), e), f), h) zdegradované |

struktury; obrazek vlevo pohled shora, vpravo ze strany; iroven vypo- |
c¢tu B3LYP/6-311++G™™, cpcm(voda)| . . . . . . . ... ... ... 95
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109



Seznam pouzitych zkratek

e 1D - jednodimenzionalni

e 2D - dvoudimenzionalni

o AFM - mikroskopie atoméarnich sil (atomic force microscopy)
« CyH;OH - ethanol

o CgHy; - cyklohexan

o CgzHg - benzen

o CCD - Charge-coupled device

e« CCIly - tetrachlormethan

« COSMO - Conductor-like screening model

e DO - tézka voda

« DCDR - Ramanova mikrospektroskopie kapkové nanasenych povlaku (drop
coating deposition Raman)

e DFT - teorie hustotniho funkciondlu (Density-functional Theory)
o« DMSO - dimethylsulfoxid

o EFSA - Evropsky urad pro bezpecnost potravin (European Food Safety
Authority)

o EU - Evropska unie

« FTIR - infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci (Fourier
transform infrared (spectroscopy))

o GTOs - Gaussian type orbitals
« H,0 - voda

o HF - Hartree-Fock(ova metoda)
« CH;COCHs; - aceton

« CH30H - methanol

« CHCI; - chloroform

e IR - infracerveny (infrared)

« IUPAC - Mezindrodni unie pro ¢istou a uzitou chemii (International Union
of Pure and Applied Chemistry)

o MD - Molekularni dynamika
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PCM - model polarizovaného kontinua (Polarizable continuum model)
PES - nadplocha potencidlni energie (Potential Energy Surface)
PMFs - Potential of Mean Forces

SCF - self-konzistentni pole (Self-Consistent Field)

SERS - povrchem zesileny Ramantv rozptyl (Surface-Enhanced Raman
Scattering)

SNOM - optické skenovaci mikroskopie v blizkém poli (Near Field Scanning
Optical Microscopy)

STOs - Slater type orbitals
UHTS - Ultra-High Throughput Spectrometer
UV - ultrafialovy (ultraviolet)

WHO - Svétova zdravotnickd organizace (World Health Organization)
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