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Streszczenie

W pracy badano l-alaning w postaci krystalicznej oraz w roztworze wodnym, ktora
stanowila element czynny biosensora (bioczujnika) promieniowania jonizujacego. Uzyskane
wyniki pomiaréow widm EPR dla postaci krystalicznej oraz widm *H NMR dla roztworu
wodnego, uprzednio poddanych dziataniu promieniowania jonizujacego wskazujg, iz 1-alanina
jest dobrym detektorem promieniowania jonizujgcego, ze wzgledu na powstale produkty
jonizacji. Zastosowana w pracy metoda ‘H NMR do analizy napromienionych wodnych
roztworow l-alaniny, wykazata wystgpowanie kwasu pirogronowego jako produktu radiolizy.
Ponadto eksperyment ten wnosi informacje o modelowym S$rodowisku komoérkowym
poddanym dziataniu promieniowania jonizujgcego. Zagadnienie to jest szczegodlnie wazne
z punktu widzenia fizjologii organizmu ludzkiego leczonego radioterapia onkologiczng lub
narazonego na promieniowanie jonizujace np. wsrod pracownikow instalacji jadrowych,
personelu medycznego czy astronautow.
7Z punktu widzenia zastosowan l-alaniny na potrzeby detekcji i pomiaru dawki
promieniowania jonizujacego, zasadnym jest scharakteryzowanie witasciwosci fizycznych,
takich jak struktura geometryczna i wlasciwosci spektroskopowe molekut. W tym celu
zastosowano ztozone modele molekularne: ONIOM, CPCM i IEF-PCM oraz zaawansowane
matematycznie metody obliczeniowe chemii kwantowej: HF, DFT i MP2, w potagczeniu
z dedykowanymi do tego typu obliczen bazami funkcji:6-31++g(d,p), aug-cc-pVTZ-J, pcl-n,
EPR-I11, IGLO-III. Uzyskane wyniki obliczen stanowig uzupetnienie dotychczasowej wiedzy
w dziedzinie spektroskopii EPR rodnikdw l-alaniny oraz pozwalajg na symulacj¢ widm i opis
fizycznych przyczyn ich powstawania dla poszczegolnych struktur rodnikow R1, R2, R3
I-alaniny, co nie jest mozliwe w przypadku eksperymentu ze wzgledu na polimorfizm
rodnikowy w objetosci czynnej biosensora alaninowego. Rowniez wyniki obliczen dla modeli
molekularnych l-alaniny i kwasu pirogronowego w roztworze wodnym stanowig uzupetnienie
dotychczasowej wiedzy oraz potwierdzaja zgodno$¢ zastosowanych modeli i metod
obliczeniowych, z danymi uzyskanymi doswiadczalnie na podstawie widm H NMR.
Rozszerzeniem badan sa symulacje widm 'H NMR, kt6re pozwalaja na opis fizycznych
przyczyn  powstawania widma do$wiadczalnego oraz  obliczenia  parametrow

spektroskopowych niemozliwych do wyznaczenia doswiadczalnie.
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Rozdzial 1
Wstep

Zastosowanie promieniowania jonizujacego w medycynie ma swe poczatki
w odkryciach pierwiastkow promieniotworczych polonu i radu przez maltzenstwo Marie
Sktodowska-Curie i Piotra Curie. W 1896 roku Henri Becquerel odkryt zjawisko
promieniotworczosci, natomiast na przetomie XIX i XX wieku Wilhelm Roentgen odkryt
promienie X, ktore nastepnie zastosowano w diagnostyce obrazowej. Z inicjatywy Marii
Sktodowskiej-Curie w 1932 roku otworzono Instytut Radowy w Warszawie, ktory dzi$ nosi
nazwe¢ Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sklodowskiej-Curie. Réwnoczesnie
z rozwojem medycyny nuklearnej, diagnostyki obrazowej oraz radioterapii nastgpowat postep
W metodach i materiatach stosowanych w dozymetrii promieniowania jonizujgcego, ktéra
polega na precyzyjnych pomiarach i obliczeniach dawki ze szczegdlnym uwzglednieniem jej
wplywu na organizmy zywe. Do gtownych przyrzadéw do pomiaru dawki promieniowania
jonizujacego, stosowanych nie tylko w medycynie, zaliczamy: komory jonizacyjne, liczniki
scyntylacyjne, radiometry, detektory potprzewodnikowe, detektory zelowe, detektory
chemiczne, detektory typu Termoluminescent Dosimeter (TLD) oraz dozymetry alaninowe.
Ten ostatni typ dozymetru mozemy traktowa¢ jako rodzaj biosensora (bioczujnika), ze
wzgledu na zastosowany rodzaj substancji aktywnej - l-alaning zaliczang do grupy
aminokwasOw prostych. Alanina posiada ta wlasciwo$¢, iz w wyniku napromieniania
promieniowaniem jonizujgcym X, gamma, protonami, elektronami itp. powstajg z niej wolne
rodniki, ktérych koncentracja jest proporcjonalna do dawki pochlonigtej w objetosci
biosensora alaninowego. Do pomiaru dawek promieniowania jonizujacego jest stosowana
krystaliczna alanina, w ktorej wytworzone po napromienieniu rodniki sg na tyle trwate
1 odporne na rekombinacyjne wptywy otoczenia, ze mozna wykry¢ ich wystepowanie za
pomocg metody spektroskopii Elektronowego Rezonansu Paramagnetycznego (EPR).
Wszystkie te wlasciwosci dozymetru alaninowego sprawity, iz znalazl on zastosowanie w
przemystowych instalacjach stuzacych do napromienian np. zywnosci, krwi w stacjach
krwiodawstwa oraz w radioterapii onkologicznej: audyt dozymetryczny, dozymetria in vivo
- w tym dozymetria procedur TBI (ang. Total Body Irradiation), IMRT (ang. Intensity-
Modulated Radiation Therapy). Roéwniez liczba publikacji  dotyczacych dozymetrii
z zastosowaniem alaniny stanowi pokazny zbidr literaturowy. Nieco mniej miejsca
poswiecono w literaturze wilasciwosciom fizycznym 1 chemicznym rodnikow alaniny

powstalych na skutek jonizacji krystalicznej alaniny. Takze niewiele uwagi poswigcono
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dotychczas produktom radiolizy wodnego roztworu alaniny, ktory moze stanowi¢ model
aminokwasu w §rodowisku komérkowym poddanym dziataniu promieniowania jonizujacego.
Co za tym idzie rozwinigcie tego zagadnienia moze wnie$¢ wiele informacji o $rodowisku
komorkowym i procesach fizjologicznych zachodzacych w tkankach pacjentéw poddawanych
radioterapii onkologicznej.

Wszystko to sprawia, ze badania na poziomie molekularnym wilasciwosci fizycznych
biosensora alaninowego sa prowadzone nie tylko z zastosowaniem metod do$wiadczalnych
(w tym EPR), ale réwniez rozwazan teoretycznych tj. modelowania molekularnego

z zastosowaniem metod obliczeniowych chemii kwantowe;j.



Rozdzial 2
Wprowadzenie do metod spektroskopii EPR i NMR.

Zjawisko rezonansu magnetycznego jest podstawg metod spektroskopowych
stosowanych w badaniach wiasciwosci fizyko — chemicznych molekut znajdujacych sie w
zewngtrznym polem magnetycznym. Wnosi ono réwniez wiele informacji o strukturze
molekularnej, rodzaju oraz wielkosci oddziatywan zachodzacych w badanej czasteczce. Ze
wzgledu na obiekty badan metody spektroskopii rezonansu magnetycznego mozemy podzieli¢
na dwie gtdéwne grupy tj. metody EPR i metody NMR. Natomiast rozwdj techniki pomiarowej
w dziedzinie spektroskopii rezonansu magnetycznego pozwala na szerokie zastosowanie tego
rodzaju metod eksperymentalnych w dziedzinach nauki takich jak medycyna, biologia,

chemia i fizyka.

2.1 Elektronowy rezonans magnetyczny.

Elektronowy rezonans magnetyczny (EPR - z ang. electron paramagnetic resonance)
- jest zjawiskiem polegajacym na wybidrczym pochlanianiu fal elektromagnetycznych
o okreslonej czestotliwosci przez substancje paramagnetyczng znajdujaca  si¢
w polu magnetycznym. Rezonans mozliwy jest jedynie wtedy, gdy energia fal pochtaniana
jest przez czastki posiadajgce moment magnetyczny. Dla uproszczonego modelu elektronu
krazacego wokot jadra atomowego mamy do czynienia z uktadem tadunkéw (czyli dipolem),

w ktorym elektron posiada magnetyczny moment dipolowy p, . Mozna go wyrazi¢ poprzez

orbitalny moment p¢du elektronu L, :
B = _}/eLe (l)

gdzie: y, = ZL - wspotczynnik giromagnetyczny, e, m, - tadunek i masa elektronu.
Me

W uproszczonym opisie ruchu elektronu zachodzi takze wokot jego wlasnej osi. Ruch ten
nazywamy spinem elektronu i jest on zwigzany ze spinowym momentem pedu okre§lonym
wektorem S. Ruch elektronu wokot wiasnej osi generuje prad zwigzany z ruchem jego

tadunku, czego efektem jest spinowy moment magnetyczny p., okreslany spinowym

magnetycznym momentem dipolowym i dany réwnaniem:



n =g @)

gdzie: g.- czynnik rozszczepienia spektroskopowego (czynnik Landego) dla swobodnego
elektronu, ktorego warto§¢ wynosi 2.00232 [4]; .- magneton Bohra, 7 (h kreslone) jest stala

Plancka, podzielong przez 2.
Czastka posiadajaca niezerowy magnetyczny moment dipolowy wprowadzona w obszar pola

magnetycznego o indukcji B, ma niezerowg energi¢, wyrazong rOwnaniem:

E,=—n,oB=—u,-B-cosZ(n;B)=—y,-B (3)

n

gdzie: g, - rzut wektora spinowego momentu magnetycznego dipolowego na kierunek

zewngtrznego pola magnetycznego B .

Dipol znajdujacy si¢ w zewngtrznym polu magnetycznym ma najwyzsza energie, jezeli jest
skierowany przeciwnie do kierunku pola. Natomiast, jezeli dipol jest skierowany zgodnie
z kierunkiem pola wykazuje najnizszg energi¢. Wszystkie substancje posiadajace
niesparowany elektron sg substancjami paramagnetycznymi i majg charakter dipolowy. Zatem
w zewng¢trznym polu magnetycznym uktadaja si¢ rownolegle do linii sit pola, czyli maja
w tym stanie najnizsza energie.

Zarowno elektrony, jak i jadra atomow podlegajg zasadom mechaniki kwantowej tj. orbitalny
i spinowy moment pedu mogg przyjmowaé¢ w polu magnetycznym tylko $ci$le okreslone
orientacje. Wobec tego nastepuje rowniez kwantowanie spinowego momentu magnetycznego
dipolowego elektronu, a co za tym idzie kwantowanie energii elektronu w zewngtrznym polu

magnetycznym. Fakt ten opisuje rownanie:
En = geﬂeBSz = geIBeBMs (4)

gdzie: M- spinowa magnetyczna liczba kwantowa, S,- rzut wektora spinu na kierunek

zewnetrznego pola magnetycznego, n nNUMer poziomu energetycznego.

W przypadku izolowanego niesparowanego elektronu kwantowa liczba spinowa przyjmuje

1
warto$¢ S = E Magnetyczna spinowa liczba kwantowa moze przyjmowac¢ dwie wartosci


http://pl.wikipedia.org/wiki/Sta%C5%82a_Plancka
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Mg € {—;;} a co za tym idzie energia elektronu w zewngtrznym polu magnetycznym

takze przyjmuje dwie wartosci:

1 1 1 1
E|M,=+=|== BorazE| M. =—|=—— B, 5
n( S +2J deﬂe n( S 2) deﬂe ( )

Poziomy energetyczne mozna oznaczy¢ jako: E, (M s = +%) =E, oraz E, (M s 1) =E,.

Niniejsze poziomy energetyczne nosza nazwe¢ poziomow Zeemana. Roznica miedzy
poziomami energetycznymi jest rowna energii przejécia elektronu z wyzszego poziomu

energetycznego na nizszy 1 opisana rownaniem:
AE=E,-E =9,5B (6)

W przypadku absorpcji kwantow promieniowania elektromagnetycznego o energii hvy,
réwnej roznicy poziomow AE istnieje mozliwos$¢ generowania przejs$¢ elektronéw pomigdzy
tymi poziomami Jest to zjawisko fizyczne elektronowego rezonansu paramagnetycznego

1 okre$lane jest rOwnaniem:
hVO = geﬂeB (7)

Rozwazania dotyczace zagadnienia spektroskopii EPR przeprowadzono na podstawie pozycji

literaturowej [1].

2.1.1 Efektywny hamiltonian spinowy EPR.

W uyjeciu mechaniki kwantowej energia przejScia opisana jest hamiltonianem tj.
operatorem energii catkowitej. W przypadku centrum paramagnetycznego jakim jest
niesparowany elektron o spinowym momencie pgdu S, ktory oddziatywuje z otaczajacymi
elektronami o spinowym momencie pedu S i jadrami atomoéw sgsiedztwa o spinowym

momencie pedu | oraz zewnegtrznym polem magnetycznym B, nalezy méwi¢ o tzw.

efektywnym hamiltonianie spinowym Ifls :



W ogoélnej postaci dla zjawiska EPR efektywny hamiltonian spinowy wyrazony jest

réwnaniem:

Hs = H(S,B)+H(S, 1)+ H(S,S)+H(I,1) ®)

Jednakze dla wigkszo$ci rodnikow o spinie S=1/2, w tym rodnikéw czasteczek zwigzkow
biologicznie aktywnych takich jak aminokwasy [2] (takze dla alaniny bedacej przedmiotem
badan w niniejszej pracy), hamiltonian spinowy przyjmuje nieco prostsza forme

i redukowany jest do postaci:

Hs=H(S,B)+H(S,1)=5-g-B+Y.S-A -, ©)
N

gdzie: I:I(S,B) jest to czlon opisujacy oddzialywanie Zeemana niesparowanego spinu

S z zewngtrznym polem magnetycznym B, H(S,l) jest to czlon zwigzany

z oddzialtywaniem nadsubtelnym niesparownego spinu S z jadrami atomow otoczenia

o spinowym momencie pgedu |  Tensor g jest tensorem drugiego rzedu zwigzanym
z wielko$cig oddziatywania Zeemana (w literaturze okre$lany terminem: electronic g

— tensor), tensor A, jest tensorem drugiego rzedu zwigzanym z wielkoscia oddziatywania

nadsubtelnego (w literaturze okreslany terminem: hyperfine A — tensor).

Czton I:I (S,S) rownania (8) uwzgledniany jest dla uktadow molekularnych ztozonych z kilku

niesparowanych elektronéw, tj. takich dla ktorych spin przyjmuje warto$¢ S>1/2. Nosi on

nazwe zero field splitting i opisany jest rbwnaniem:

H(S,5)=S-D-S (10)

gdzie: D jest tensorem zwanym zero field splitting tensor.

Czton I:|(I, I) réownania (8) opisuje wewnetrzne oddzialywania kwadrupolowe pomigdzy

jadrami molekuty paramagnetycznej i zazwyczaj nie jest on brany pod uwage w analizie

10



doswiadczalnych widm EPR, ze wzgledu na niewielki wktad do hamiltonianiu spinowego.

Okreslany jest rOwnaniem:
HO, D) =D 1-Qu -1y (11)
N

gdzie: Q,, -jest to tensor sprz¢zenia kwadrupolowego.

Materiaty do opisania powyzszego podrozdziatu pracy zaczerpnigto z pozycji literaturowej

[3].

2.1.2 Tensor g.

W niniejszej pracy zastosowano hamiltonian uwzgledniajacy dwa gltowne efekty
majace wptyw na ksztatt widma EPR, uzyskanego w wyniku eksperymentalnej analizy
rodnikow l-alaniny. Jest on opisany rownaniem (9). Analiza teoretyczna widma EPR zostata
przeprowadzona z zastosowaniem wybranych metod obliczeniowych chemii kwantowej:
metody Hartree — Focka, metody DFT i metody Mgllera — Pleseta. Glownym celem
zastosowania tych metod jest obliczenie glownych wartosci wlasnych oraz warto$ci

izotropowych tensorow g i A. W teoretycznych rozwazaniach tensor g jest opisany przez

drugg pochodng czgstkowg calkowitej energii molekularnej E po polu magnetycznym B
i spinowym momencie pedu S. Natomiast tensor A jest opisany przez drugg pochodng
czastkowg catkowitej energii molekularnej E po spinowym momencie pedu S i spinowym
jadrowym momencie pedu | .

Zaleznosci te opisujg ponizsze rownania:

_10E

B, B3| . (12)
_0°E

oales| (13)

Oddziatywanie spinowego momentu magnetycznego elektronu z zewngtrznym polem

magnetycznym jest dane przez czton hamiltonianu opisujacy oddzialywanie Zeemana w EPR.
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Wielkos$¢ tego oddziatywania jest definiowana przez tensor g, na ktory skladaja si¢ dwa
czynniki. Pierwszy wynika z wartosci tensora g dla swobodnego elektronu g, =2.002319
[4], a drugi czynnik Ag uwzglednia interakcj¢ niesparowanego elektronu z lokalnym

srodowiskiem w czasteczce i w zwigzku z tym jest unikalng cechg kazdego badanego uktadu.

Mozemy zapisa¢ ten fakt w postaci rownania:

9=0.1+Ag (14)

gdzie: 1- jest to macierz jednostkowa o wymiarach 3x3.

Wartosci tensora g mozna wyznaczy¢ doswiadczalnie, ale ze wzgledu na trudnosci

w interpretacji eksperymentalnych widm, rozwazania teoretyczne sg bardzo pomocne W celu
obliczenia jego prawidlowej wartosci, a takze do przewidywania wynikéw przysztych
eksperymentow EPR a takze symulacji widma.

Sktadnik korekcyjny Ag tensora g zawiera dodatkowe poprawki, ktore wyznacza si¢ za
pomoca pierwszego i drugiego rzedu rachunku zaburzen oraz réwnania (12) jako warto$ci
oczekiwane odpowiedniego operatora Hamiltona wprowadzonego przez Breit-Pauli [5].

Poprawki dla tensora g opisuje ponizsze rownanie:

g — gel+AgRMC1+AgGC +AQOZ/SOC (15)

To samo réwnanie mozemy wyrazi¢ w postaci skalarnej w przypadku warto$ci wlasnych, tj.

sktadowych tensora g :

grs = geé‘rs + Ag RMCé‘rS + AgrSGC + AgI’SOZ/SOC (16)

gdzie: o, jest delta Kroneckera, r i s okreslaja osie gltéwne ukladu x,y,z. Zatem

r,s=(xY,z)
Czynnik Ag™° jest to wyrazenie uwzgledniajace poprawke na mase relatywistyczna w energii

kinetycznej. Wyrazenie to opisane jest rownaniem:

_V?
2

a2
Ag RMC _ ?Z pﬂofvfﬁ (0;,

y7R%

(/’v> (17)
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gdzie: o - stata struktury subtelnej, S - spin catkowity uktadu, P“” jestto u,v - ty element

J78Y%
macierzy gestosci spinowej w postaci: P“# =P*-P”  {p}- orbitalne funkcje bazy,

2

T-

- operator energii kinetycznej.

Czynnik Ag®® uwzglednia poprawke diamagnetyczng, ktora obejmuje efektywne
oddzialywanie sprzg¢zenia spin — orbita £(A, i) elektronu i z jadrem A. Wyrazenie to opisane

jest rownaniem:

AgSS =L P’ @2y (r.r,—r,.r,.) (18)
9 ZSZ (P#ZAZW Ao =Tarlos)| @,

gdzie: Z - jest to efektywny tadunek jadra dla atomu A znajdujacego si¢ w pozycji R,,
wektor r, i jego warto$¢ to odleglos¢ migdzy elektronem a jadrem A, wektor r, i jego

warto$¢ to odleglos¢ od poczatku uktadu wspoirzednych.

0z/socC

Wyrazenie Ag uwzglednia poprawke zwigzang ze zlozeniem sprzezenia orbitalno

— Zeemanowskiego (OZ) i sprz¢zenia spin — orbita (SOC). Opisuje to ponizsze rOwnanie:

oz/soc _ 5o < (0)|’B G(O)> (0) a(0)
grs - Z ( 1) ZZ 0'(0)_ .a(O) |ZZ 2 | KAS (Da

o‘aﬁ i aeo | i |

(19)

gdzie: /- jest operatorem momentu katowego, £ - to energia orbitalna.

Materialy do opisania powyzszego podrozdziatu pracy zaczerpnigto z pozycji literaturowej
[6. 7].

2.1.3 Tensor struktury nadsubtelnej A.
Na skutek oddziatywania spinowego momentu magnetycznego niesparowanego
elektronu z momentem magnetycznym jader otoczenia, w widmie EPR obserwujemy kilka

linii absorpcyjnych. Zjawisko to jest okre§lane terminem struktury nadsubtelnej EPR.
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Wielkoécig fizyczng opisujaca to zjawisko jest tensor sprzezenia nadsubtelnego A
sktadajacy si¢ z dwoch cztonow.

Pierwszy z nich opisuje wielkos¢ oddziatywania kontaktowego Fermiego i przyjmuje on
warto$¢ izotropowa, w literaturze okre§lang jako stata struktury nadsubtelnej lub stata

sprz¢zenia nadsubtelnego (ang. hyperfine COUpIing constant, (HCC)). Bezpos'rednio zZwigzana
ona jest z gestoscia spinowa pl " (R), czyli gestoscia niesparowanego elektronu na jadrze

N i opisana réwnaniem:
47[ -1 a-p
As =?ﬂeﬂN 9.9\ <Sz> PN (20)

gdzie: B, to magneton Bohra, f, to magneton jadrowy, @, =2.002319 to warto$¢
izotropowa tensora g dla swobodnego elektronu, g, to jadrowy analogon wspolczynnika
g.. Sktadowa wektora spinu catkowitego dla kierunku z oznaczona jest przeZ<SZ>. Gestos¢
spinowa dla potozenia jadra N w punkcie R, opisana jest wyrazeniem o2 ”(R,).

Drugi czton w rownaniu na tensor struktury nadsubtelnej A opisuje oddzialywanie dipolowe

pomigdzy tadunkami elektronu i jader otoczenia. Jest to wielko§¢ anizotropowa okre§lona

tensorem T . Sktadowe tensora T opisuje rownanie:

1 _ _ |
Tkl - EﬂeﬂN 0.9y <Sz> ' Z Pr\(lx ’ <¢#|rN5(r§5kl _3rN,krN:') ¢"> (21)
nv

gdzie: ry, =r—-R,.

Materialy do opisania powyzszego podrozdziatu pracy zaczerpnigto z pozycji literaturowej

[8].

2.2 Jadrowy rezonans magnetyczny.

Jadrowy rezonans magnetyczny (NMR — z ang. nuclear magnetic resonance) jest to
zjawisko fizyczne zwigzane z rezonansowa absorpcja energii kwantéw promieniowania
elektromagnetycznego hv, jaka towarzyszy zmianie orientacji jadrowego momentu
spinowego |, jadra K atomu znajdujacego si¢ w zewngtrznym polu magnetycznym B. Ze

spinem | jadra jest zwigzany moment magnetyczny jadra p,, ktorego jednostka jest
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magneton jadrowy f, , stanowiacy analogon magnetonu Bohra. Dla jadra zwiazek migdzy

momentem pedu | i momentem magnetycznym p, dany jest rbwnaniem:

ny =yl (22)

gdzie: y, jest to wspdtczynnik giromagnetyczny, ktorego warto$¢ jest charakterystyczna dla
danego jadra.

W molekutach jadra atomdw otoczone sg powlokami elektronowymi, ktore ostaniajg
je niczym ekran przed dziataniem zewnetrznego pola magnetycznego. Dzigki temu
oddziatywanie pola zewngtrznego jest mniejsze od pola przylozonego. Zjawisko to nazywane
jest mechanizmem ekranowania, a glowny udzial w nim maja elektrony walencyjne.
Ekranowanie jest tym wicksze, im wigksza jest gestos¢ elektronowa wokot jadra, natomiast
jego wielko$¢ jest wprost proporcjonalna do indukcji B pola zewngtrznego. W zwiazku z tym

pole efektywne B, dzialajace na jadro wynosi:
B, =B-BB=B- (23)

gdzie: AB to indukowane na elektronach pole, ktore jest proporcjonalne do pola

zewngtrznego B, a o, to tensor ekranowania. Jest on jednocze$nie wspdtczynnikiem

proporcjonalno$ci 1 miarg gestosci elektronowej wokot jadra. W przypadku gdy przedmiotem
badan NMR jest substancja w fazie cieklej lub gazowej bedaca srodowiskiem izotropowym,

gtowne sktadowe tensora ekranowania usredniajg si¢, co pozwala na wyrazenie go w postaci

iso

stalej ekranowania NMR, ktora jest wielkoscig skalarng o°. Fakt ten wyraza rownanie:

R (COWRICANERC 22)

Polozenie sygnatow w doswiadczalnym widmie NMR okresla si¢ w cze$ciach na milion -

ppm, wzgledem przyjetego sygnalu wzorca:

o= Otret ~ Ogam (25)
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Potozenie sygnatow jest definiowane jako przesunigcie chemiczne o.

W wyniku ekranowania na jadro oddziatuje efektywne pole magnetyczne o indukcji B, .

Zatem warunek rezonansowy w tej sytuacji przyjmuje postaé¢, b¢daca analogonem réwnania

(7) jak w przypadku EPR i opisany jest rownaniem:
hv = g, 8By (26)

Materialy do opisania powyzszego podrozdziatu pracy zaczerpnigto z pozycji literaturowej

[1].

2.2.1 Efektywny hamiltonian NMR.

W analogii do zjawiska EPR, rowniez w przypadku zjawiska NMR mozna zastosowac
metody obliczeniowe mechaniki kwantowej. W tym celu réwnanie na warunek rezonansowy
(26) zostaje zastgpione rownaniem na efektywny hamiltonian NMR, ktéry opisany jest
wyrazeniem:

H=-3B )+ DL K+ i) | @7)

Oddziatywanie pomi¢dzy momentami magnetycznymi jader atomowych K i L opisane jest
poprzez tensor bezposredniej statej jadrowego sprzezenia spin — Spin, oznaczany symbolem

D, i opisany rownaniem:

(28)

gdzie: R,, wektor, ktorego warto§¢ R,, okresla odlegto$¢ miedzy jadrami K i L

Istnieje rowniez oddziatywanie pomig¢dzy momentami magnetycznymi jader atomowych
K i L, ktore jest przenoszone przez elektrony znajdujace si¢ wokot nich. Ten rodzaj
sprzgzenia spin — Spin opisuje tensor posredniej stalej sprzezenia spinowo-Spinowego

oznaczany symbolem J,, i dany rownaniem:
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i
J, =h K 29
- 22 ¢ (29)

Podobnie jak w przypadku tensora ekranowania, w cieczach i gazach gtowne wartosci wtasne
tensora Jx. réwniez ulegaja usrednieniu. Dzigki temu tensor ten mozemy wyrazic¢
w postaci skalarnej tj. posredniej stalej sprzezenia spinowo — Spinowego Jx, opisanej

réwnaniem;

3 = 2w+ (0, + 0104 (30)

Posrednia stala sprzezenia spinowo — spinowego zalezy od warto$ci wspotczynnikow
giromagnetycznych y, i " sprz¢zonych jader K 1 L oraz struktury elektronowej
czasteczki, w ktorej si¢ znajduja, a poprzez nig od geometrii czgsteczki. Wielko$¢ oznaczona
symbolem K,, to uzywana w chemii kwantowej posta¢ tensora zredukowanej posredniej
statej sprzg¢zenia Spinowo-spinowego, niezaleznego od wspotczynnikdw magnetogirycznych.
Jest on definiowany jako druga pochodna mieszana energii po momentach magnetycznych
jader K i L minus tensor bezposredniej statej jadrowego sprzezenia spin — spin D,, . Fakt

ten wyrazony jest wzorem:

_0°E(Bp)

- -D (31)
a"I’Ka"I’L B=0,M=0 “

KL

Wielkos¢ D,, w przypadku cieczy i gazOw ulega usrednieniu do zera, zatem zwykle
obserwuje si¢ tylko posrednia stala sprzg¢zenia spinowo-spinowego J,, i zwijzana z nia
zredukowana stala sprz¢zenia spinowo-spinowego K, . W zwiazku z tym réwnanie (31)

mozna zapisa¢ w postaci:

_0°E(Bp)

= (32)
a"lKa"lL B=0,M=0

KL
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Podobne rozwazania mozna przeprowadzi¢ dla czlonu efektywnego hamiltonianu spinowego
(réwnanie (27) zwigzane z tensorem ekranowania), ktdry jest definiowany jako druga
pochodna mieszana energii po zewngtrznym polu magnetycznym i momencie magnetycznym

jadra. Mozemy t0 zapisa¢ w postaci roOwnania:

o ~JEGW) (33)
2B

B=0,M=0

gdzie: 1 jest macierza jednostkowa 3 x 3 elementowa.

Podejécie nierelatywistyczne, zaproponowane przez Ramseya, zaklada wprowadzenie
czterech odrgbnych sktadnikow do opisu posredniej statej sprzgzenia spinowo-Spinowego
bedacych konsekwencja nadsubtelnego sprzezenia spinu jadra z ruchem orbitalnym
elektrondw i ich spinami. Oddzialywania te mozna zapisa¢ w postaci pochodnych
hamiltonianu elektronowego okreslajacego czasteczke w zewngtrznym polu magnetycznym
z ktorym oddziatuje, po momentach magnetycznych jader.

- Sprzg¢zenie spinowo — orbitalne (SO) jest zwigzane z oddzialywaniem spinu jgdra
z obdarzonymi tadunkiem elektronami, poruszajagcymi si¢ w potencjale wektorowym

(r) jadra. Tego typu oddzialywanie jest opisane za pomocg operatora diamagnetycznego

nuc

spinowo-orbitalnego (DSO) , wyrazonego rownaniem:

hDSO Z r 1 rI r (34)

i
oraz operatora paramagnetycznego spinowo — orbitalnego (PSO), wyrazonego rownaniem:

h? PSO _ Z K X p. (35)

gdzie: p, jest operatorem momentu pedu i — tego elektronu,
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- Kolejnymi sktadnikami posredniej statej sprz¢zenia SpPinOwo-Spinowego sa operatory

zwigzane z oddzialywaniem pola magnetycznego jadra B_ _(r) ze spinem elektronow.

Oddziatywanie kontaktowe Fermiego (FC) opisuje operator hi°, ktory jest zwiazany
z bezposrednim oddziatywaniem spinu jadra ze spinem elektronu znajdujgcego si¢ w pozycji

jadra i jest dany réwnaniem:

8 2
hie =2 28(6)s, (36)

Oddziatywanie spinowo — dipolowe (SD) reprezentowane przez operator h>°, opisuje si¢

bezposrednim oddziatywaniem spinu jadra ze spinem elektronu znajdujacego si¢ w pewnej
odlegtosci od jadra i jest dany rownaniem:
3r, ry —rl

Y =y, S (37)
i iK

gdzie: s, spin elektronow.

Materiaty do opisania powyzszego podrozdzialu pracy zaczerpnigto z pozycji literaturowej
[9, 10, 11].
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Rozdzial 3

Metody chemii kwantowej stosowane w modelowaniu ukladow

molekularnych.

W celu lepszego zinterpretowania uzyskanych doswiadczalnie wynikow badan
prowadzone s3 rozwazania teoretyczne z wykorzystaniem odpowiednich modeli
matematycznych i metod obliczeniowych. Obecnie stosowane metody obliczeniowe
w teoretycznej analizie ukladow molekutl wieloelektrodowych opieraja si¢ na podstawach
mechaniki kwantowej. Okre$la si¢ je terminem metod obliczeniowych chemii kwantowe;j.
Metody te pozwalaja na okreslenie wilasciwosci fizycznych nawet ztozonych uktadow
molekularnych, takich jak fragmenty DNA czy bialka. Istotnym z punktu widzenia niniejszej
rozprawy jest zastosowanie metod obliczeniowych chemii kwantowej do zbadania
parametrow fizycznych uktadow molekularnych aminokwasu l-alaniny.

Przeprowadzona analiza teoretyczna jest dopetnieniem badan do$§wiadczalnych wykonanych
metodami elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) oraz jadrowego rezonansu

magnetycznego (NMR).

3.1 Podzial metod obliczeniowych chemii kwantowej.
3.1.1 Metody polempiryczne (semi — empirical).

Metody poOtempiryczne stosowane sg do przeprowadzania obliczen kwantowo-
chemicznych wybranych uktadow molekularnych. Cechg charakterystyczng obliczen
prowadzonych ta metoda jest stosowanie, w celu konstrukcji modelu obliczeniowego
(bedacego dobrym przyblizeniem uktadu rzeczywistego), danych do§wiadczalnych badanego
uktadu takich jak: potencjaly jonizacji, dlugo$s¢ wigzan chemicznych molekuty,
powinowactwo elektronowe. Procedura ta stosowana jest poniewaz w metodach
pétempirycznych duza czg¢s¢ danych o badanym uktadzie bywa przyblizana lub zaniedbywana
(gtownie chodzi tu o catki dwuelektrodowe). Dzigki temu istnieje réwniez mozliwos¢
korekcji bledow wynikajacych ze stosowanych przyblizen. Ponadto potempiryczne metody
obliczeniowe
w poroéwnaniu z metodami ab initio sg mniej czasochtonne 1 bardziej oszczedne jezeli chodzi
o zasoby komputerowe. Omawiane metody obecnie stosowane sg do obliczen dla ztozonych
uktadow molekularnych oraz do obliczen wstgpnych przed bardziej zaawansowanymi
metodami ab initio. Przyktadami metod potempirycznych sg: CNDO (Complete Neglect of
Differential Overlap) [104], MNDO (Modified Neglect of Differential Overlap) [105], INDO
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(Intermediate Neglect of Differential Overlap) [106], AM1 (Austin Model 1) [103], PM3
(Parameterized Model number 3) [107], itp.

3.1.2 Metody ab initio (tzw. ,,z pierwszych zasad”).

W obliczeniach chemii kwantowej najczesciej stosowane sg metody ab initio, ktore daja
wyniki blizsze do danych uzyskanych doswiadczalnie. Mozna wyr6zni¢ nastepujace rodzaje
metod ab inito:

- Metoda Hartree — Focka (metoda pola samo uzgodnionego),
- Metoda DFT (metoda funkcjonatlu gestosci),
- Metoda Mgllera — Plesseta (MP) (metoda wykorzystujgca rachunek zaburzen).

Opis metod stosowanych w niniejszej pracy opisano ponize;.

3.1.2.1 Metoda Hartree — Focka.

Metoda Hartree — Focka jest podstawowg metodg obliczeniowg chemii kwantowej ab initio,
uwzgledniajaca korelacje elektronowa. W metodzie tej poszukiwana jest optymalna postac
funkcji falowej badanego uktadu molekularnego, w oparciu o zasad¢ wariacyjna. Uzyskuje si¢

w ten sposob minimalng warto$¢ oczekiwang operatora energii w postaci:
E=jc1>*Hc1>dr (38)

Funkcja falowa w metodzie Hartree — Focka opisana jest przez tzw. wyznacznik Slatera, ktory

zapewnia asymetrycznos$¢ wzgledem permutacji elektronow:

¢1(1) ¢1(2) ¢1(n)
L ¢2 (1) ¢2 (2) e ¢2 (n)
m : : . :

® = (39)

%) 42 - 4(0)

gdzie ¢; stanowi oznaczenie spinorbitalu, czyli funkcji opisujacej i1 — ty elektron, zaleznej od
trzech wspotrzednych potozenia i wspolrzgdnej spinowe;.

Natomiast hamiltonian wyrazony w jednostkach atomowych jest opisany réwnaniem:
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f=hiy+ > L (40)

i ii-1 fj

gdzie h(i) to operator jednoelektrodowy, w sklad ktérego wchodzi operator energii
kinetycznej i — tego elektronu i operator energii potencjalnej opisujacy oddziatywanie i — tego

elektronu z jadrami atomowymi. Operator ten wyrazi¢ mozna wzorem:

h(i) = —%Ai —Zf—a (41)

a=1 lig

gdzie r, oznacza odlegto$¢ pomiedzy i — tym elektronem i jadrem atomowym o, a N to liczba

elektronow w uktadzie.
Tak okreslong funkcje falowa oraz operator Hamiltona mozemy podstawi¢ do réwnania na
warto$¢ oczekiwang operatora energii uktadu molekularnego. Po zastosowaniu regut Slatera

— Condona otrzymujemy wzor:

A N A N
E=<®[H|®>=Y<ilhli>+ (<ijij >=<ij| ji >) (42)
i=1

i>j=1

gdzie <ij|ij >to dwuelektronowa catka kulombowska oznaczana symbolem J., natomiast

ij 1
wyrazenie w postaci <ij| ji > to calka wymienna oznaczana symbolem K;.

W kolejnym etapie rozwazan dotyczacych niniejszej metody obliczeniowej dokonuje si¢
minimalizacji energii poprzez wariacje spinorbitali. W efekcie tej operacji uzyskujemy

réwnanie Hartree — Focka:
F ()4 (p) = &4 (p) (43)

gdzie F jest jednoelektronowym operatorem Focka, ¢ to spinorbital, &, to energia orbitalna,

bedaca wartoscig witasng operatora F . Jest to energia, ktéra okresla energie elektronu

poruszajgcego si¢ w polu jader 1 usrednionym polu pozostatych elektronéw. Natomiast
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zmienna p numeruje elektrony p=1,2,3...N. Operator Focka mozna przedstawi¢ w postaci

wyrazenia:
F(p)=h(p) + 213, (p) - K, (P (@4

Operator kulombowski J i operator wymienny K mozna zdefiniowa¢ poprzez ich dziatanie
na dowolng funkcje elektronu p, oznaczong jako u(p).

Zatem:

K,(P)U(P) = [dr, = (@u(@i(P) (45)
3(PU(P) = [dr, = (@) @u(p) (46)

Aby rozwigza¢ roéwnanie HF stosuje si¢ metody iteracyjne. Rozwigzanie polega na przyjeciu
zalozenia wyj$ciowych postaci orbitali, a nastepnie obliczeniu potencjatu z g':l[\] (1) =K, ()]

w zerowym przyblizeniu. Nastepnie wyrazenie na potencjat wstawia si¢ do rownan Hartree
— Focka 1 po rozwigzaniu otrzymuje si¢ nowy zestaw orbitali (w pierwszym przyblizeniu).
Orbitale te stuza do wyznaczenia nowego potencjatu, nastgpnie cykl ten powtarza si¢ az do
momentu, gdy kolejne wyznaczone orbitale nie r6znig si¢ od poprzednich (czyli do momentu
samouzgodnienia orbitali).

Rownania rézniczkowo — catkowe Hartree — Focka Sg mozliwe do rozwigzania, jezeli elektron
porusza si¢ w polu potencjatu o symetrii sferycznej. W takim przypadku mozna rozdzieli¢
zmienne w orbitalu na cz¢$¢ katowa i radialng. W przypadku wigkszosci czasteczek pole
potencjatu nie ma symetrii sferycznej, zatem numeryczne rozwigzanie rownan HF jest trudne.
Problem ten mozna jednak rozwigza¢ wprowadzajac przyblizenie Roothaana. W metodzie tej

orbital ma posta¢ kombinacji liniowej funkcji bazy:

¢p = Zcpi X; (47)
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Po podstawieniu rozwinigcia do réwnan Hartree — Focka otrzymuje si¢ rownania dla

wspotczynnikéw C ;. Rownania roézniczkowe zastgpowane s3 w ten sposob przez rownania

algebraiczne, ktérych rozwigzanie zalezy od dlugosci rozwinigcia, a wigc od doboru bazy
funkcyjnej.

W metodzie Hartree — Focka realizowanej w ramach przyblizenia jednoelektrodowego
zaniedbywana jest korelacja elektronowa. Elektron w tej metodzie znajduje si¢ w jadrze oraz
usrednionym polu pozostatych elektronow. W rzeczywisto$ci stan wybranego elektronu
zalezy od aktualnego polozenia kazdego z elektronow w danym uktadzie molekularnym.
Zaleznos¢ ruchu elektrondw od wzajemnego chwilowego potozenia wynikajaca
z oddziatywan kulombowskich okre$lana jest terminem korelacji elektronowej. W metodzie
HF energia korelacji stanowi blad metody i zazwyczaj przyjmuje wartosci ponizej 1%
calkowitej energii czasteczki. Jednakze korelacja elektronowa ma zasadnicze znaczenie
w przypadku obliczen wlasciwosci molekularnych. Energia korelacji elektronowej jest
definiowana jako roznica pomigdzy energig rzeczywistg uktadu molekularnego a energia
Hartree — Focka w przybliZeniu nierelatywistycznym.

= Etot - EHF (48)

kor

gdzie, E, jest to energia korelacji elektronowej, E, to energia calkowita czasteczki,

tot

a E,; stanowi energi¢ Hartree — Focka.

3.1.2.2 Metoda funkcjonalu gestosci DFT.
Teoretyczne podstawy metody funkcjonatu gestosci (ang. Density Functional Theory, DFT)

stanowig twierdzenia Hohenberga — Kohna [12], ktore przedstawiaja si¢ nastgpujaco:

- Gestos¢ elektronowa niezdegenerowanego stanu podstawowego p, daje mozliwos¢

wyznaczenia elektronowego hamiltonianu uktadu, a zatem niesie o nim (teoretycznie)
pelna informacje.
- Istnieje funkcjonat energii E'™[p]taki, ze dla zadanej catkowitej liczby elektronow

spelniona jest zasada wariacyjna:

E;*[p]> E,"[p,] = E, (49)
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Zasadniczym problemem nasuwajacym si¢ w obliczeniach z zastosowaniem metody DFT jest
to, ze twierdzenie Hohenberga — Kohna mowi o istnieniu funkcjonatu spetniajacego zasade
wariacyjng, nie definiuje natomiast wyrazenia opisujacego ten funkcjonat.

Wyrazenie w postaci rownania (50) opisuje energie¢ w metodzie DFT:
E=T,+ [u(n)p(r)dr+[p]+E,[p] (50)

gdzie T, to energia kinetyczna uktadu nieoddziatujacych elektronow, ju(r) p(r)dr to energia

potencjalna oddziatywania elektronéw z jadrami, a J[p] to wielko$¢ opisujaca
oddziatywanie kulombowskie elektrondw w chmurze elektronowej o . Wielko$¢ ta opisana

jest zaleznoscia:

3ol = = [[ 22Dy (51)
2 L0

E,. - Jest to energia wymienno — korelacyjna, ktorej posta¢ jest nieznana. Zazwyczaj bywa
przyblizana przez r6znej konstrukcji funkcjonaty.
Aby przeprowadzi¢ obliczenia metodg DFT dla wybranego uktadu molekularnego korzysta

si¢ z faktu, 1z gestos¢ elektronowa jest rowna kwadratowi modutu funkcji falowe;:

1/2
p(r) =N z JdTZdTS"'dTN |!//(I’1,O'l,r2,0'2,---1 rN 10N ’)|2 (52)
1

o=

Nastepnie posta¢ wieloelektronowej funkcji falowe;j jest przedstawiana w formie wyznacznika
zbudowanego z funkcji jednoelektronowych (spinorbitali), aby w rezultacie uzyska¢ uktad
rownan Kohna —Shama, ktorych rozwigzanie polega na zastosowaniu procedur iteracyjnych,
jak w przypadku rozwigzania rownan Focka.

Metody obliczeniowe DFT stosowane w praktyce rdznig si¢ migdzy soba wyrazeniem na
funkcjonal wymienno — korelacyjny i sg wybierane na zasadzie dobrego dopasowania
wynikéw obliczen do wynikow eksperymentalnych. Cztery gtowne grupy funkcjonatow to:

- LDA (przyblizenie lokalnej gestosci lub spinowej lokalnej gestosci),

- GGA (funkcjonaty gradientowe, ang. Generalized Gradient Approximation),
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- meta-GGA (funkcjonaly meta-gradientowe),

- funkcjonaty hybrydowe.

Jednym z najczesciej stosowanych funkcjonatow DFT jest funkcjonal o nazwie B3LYP. Jest
to przyblizenie hybrydowe wymienno - korelacyjnym, gdzie czlon opisujacy energie
wymienng zostatl zaproponowany przez Becke [13], natomiast funkcjonal korelacyjny przez
Lee, Yanga i Parra [14] i Vasko, Wilk, Nusair [15]. Zatem przyblizenie hybrydowe
funkcjonalu B3LYP jest opisane przez sume¢ kilku potencjaléow w taki sposdb, aby wyniki

obliczen byly zgodne z eksperymentem:
E.=E-+a,(Ef —E™)+a E’* +a ES" (53)

LSDA
Xc

gdzie, E - jest wyrazeniem na energi¢ wymienno — korelacyjng w przyblizeniu LSDA

(ang. Local Spin — Density Approximation), E/" - jest wyrazeniem na energi¢ wymienna

ESA- jest wyraZzeniem na energi¢ wymienng w przyblizeniu LSDA, E’*-

Hartree — Focka,
jest wyrazeniem na energi¢ wymienng Becke’go (z poprawkami gradientowymi z roku 1988),
E."- jest to czton korelacyjny Lee — Yanga — Parra, natomiast a,,a,,a, to wspotczynniki

wagowe.
Zastosowanie funkcjonatu B3LYP daje dobra zgodno$¢ wynikow z eksperymentem,
szczegolnie w przypadku optymalizacji geometrii oraz obliczenia widm oscylacyjnych kilku
atomowych molekul. Metoda ta z powodzeniem moze by¢ stosowana do uktadow
molekularnych zawierajacych nawet kilkaset atom6éw. Do mankamentow metody DFT nalezy
brak mozliwosci uwzglednienia w obliczeniach energii dyspersyjnej wystepujacej

w przypadku oddziatywan molekularnych.

3.1.2.3 Metoda Mgllera — Plesseta.

Kolejng z metod ab initio, ktorg zastosowano w niniejszej pracy jest metoda Mgllera —
Plesseta (MP). Jest to metoda perturbacyjna pozwalajgca na przyblizone uwzglednienie
korelacji elektronowej. Podstawa teorii metody MP jest niezaburzony hamiltonian uktadu

N — elektronéw, ktory jest sumg jednoelektronowych operatorow Focka:

HO 12,3..N) =3 F (i) (54)

i=1
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Nastepnie rozwigzujac rownanie Schrodingera dla tak wyrazonego hamiltonianu otrzymuje
si¢ funkcje wlasne w postaci jednowyznacznikowych funkcji Hartree — Focka i odpowiednie

warto$ci wlasne energii:

HO we = B0 (55)

n
gdzie ES” = & jest sumg energii orbitalnych.
i

W rzeczywistych uktadach molekularnych N — elektronowych posta¢ hamiltonianu H jest
r6zna od sumy operatorow Focka. Zatem roznica migdzy operatorem H i operatorem

H @ bedzie wyrazona réwnaniem:
HO—H -H© (56)

Operator H® jest traktowany jako operator zaburzenia. Stosujac w kolejnym kroku rachunek

zaburzen Rayleigha — Schrodingera uzyskujemy rownanie na energi¢ uktadu w postaci:

<WHF| H® ‘//HF>

Trzeci sktadnik tego réwnania jest poprawka drugiego rzedu, w ktorej funkcja falowa zostata

2

(0)
D

)

Eyp, = ES” + b
MP2 0 0 k
—~ EP-EM

(57)

wyrazona w postaci wyznacznikow Slatera w®, odpowiadajacych energiom E©
1 spetniajacych warunek <1//L§°)|1//HF>:O. Poprawka ta zostala wprowadzona w celu

uwzglednienia dynamicznej korelacji elektronowej.

3.2 Dobér bazy funkcji.
W celu przeprowadzenia obliczen metodami chemii kwantowej dla uktadéw
molekularnych nalezy zastosowaé skonczong baze¢ funkcyjng. Zagadnienie to oparte jest na

fakcie, 1z funkcje falowe brane pod uwage w obliczeniach sg reprezentowane przez wektory,
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ktorych sktadowe odpowiadajg wspdtczynnikom w liniowej kombinacji wybranej do obliczen
funkcji bazy.

Przyblizenie orbitali molekularnych jako liniowa kombinacja orbitali atomowych (LCAO
ang., Linear Combination of Atomic Orbitals) zostalo wprowadzone przez Johna Leonard
— Jonesa do metod obliczeniowych chemii kwantowej. Nalezy podkresli¢ ze orbitale

molekularne byly konstruowane w nastgpujacy sposob:
¢l - Zcﬂi¢ﬂ (58)
pu=1

gdzie: ¢ - orbitale molekularne, C,- wspdfczynnik kombinacji liniowej, ¢, - orbitale

|
atomowe, n- liczba orbitali atomowych. Zatem orbitale atomowe sg rozwigzaniami rownan
Hartree — Focka dla atomu, co oznacza, ze sg funkcjami falowymi pojedynczego elektronu

w atomie.

3.2.1 Funkcje Slatera.

Pierwotnie stosowane w obliczeniach kwantowo — chemicznych funkcje bazy, okreslone
zostaly w literaturze terminem orbitali typu Slatera (STO, ang. Slater Type Orbitals).
Charakterystyczng cechg tych funkcji jest ich zanik wyktadniczy wraz z odlegloscia od jadra
atomowego, analogicznie jak orbitale atomowe atomu wodoru. Orbitale Slatera przyjmuja

posta¢ we wspotrzednych sferycznych:
¢ (<., 1,m;r,0,4) =N -r"'e <"y, (0,4) (59)

gdzie: N - stata normalizacyjna, n,m,l- gtéwna, orbitalna i magnetyczna liczba kwantowa,

r,0,¢- wspotrzedne sferyczne, ¢- stala okre$lajaca efektywny ladunek danego atomu,

Y. - czes¢ katowa funkcji falowe;.

3.2.2 Funkcje Gaussa.
Kombinacje orbitali typu Gaussa (GTO, ang. Gaussian Type Orbitals) sg zazwyczaj

stosowane w celu przyblizenia orbitali typu Slatera. Stosujgc funkcje Gaussa jest duzo tatwiej
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obliczy¢ catki (nakrywania itp.), co powoduje znaczne przyspieszenie obliczen. Orbitale
Gaussa wyraza rOwnanie:

m

g(a,l,m,n;x,u,z2) =N -e"”zx'y z" (60)

gdzie: N -stala normalizacyjna; «- jest wyktadnikiem orbitalnym, X,y,z- wspoirzedne

kartezjanskie, , 1, m,n-dodatnie liczby catkowite, r? = x> + y? + z°.

3.2.3 Baza minimalna.

Baza minimalna to baza, w ktorej jedna funkcja typu Slatera definiuje orbital atomowy. W jej
sktad wchodza funkcje Slatera odpowiadajace orbitalom atomowym powtoki walencyjnej
1 powlok wewngetrznych. Tego typu bazy najczesciej oznaczane sg skrotem STO-XG, gdzie
x jest liczba calkowita okreslajaca funkcje Gaussa, ktore tworza orbitale atomowe

wewnetrzne 1 walencyjne.

3.2.4 Bazy z podzielonymi powlokami walencyjnymi.

Elektrony walencyjne atomdw biorg bezposredni udziat w tworzeniu wigzania chemicznego.
W zwigzku z tym waznym faktem, zaproponowano aby do opisu orbitali walencyjnych
stosowa¢ wiecej niz jedng funkcje bazy. Z kolei kazda z funkcji bazy jest liniowa kombinacja
funkcji Gaussa. Wprowadzona notacja dla baz z podzielonymi powlokami walencyjnymi jest
zgodna z terminologig People’a i przyjmuje zapis: x-yzG. Gdzie x okresla liczbe funkcji
Gaussa zastosowanych do konstrukcji orbitali atomowych powtok wewnetrznych. Wartos$ci
liczbowe y i z oznaczaja, ze kazdy z orbitali walencyjnych jest utworzony z dwoch funkcji
bazy. Zaréwno y, jak i z sg liniowymi kombinacjami funkcji Gaussa. Istnieje réwniez
mozliwos¢, i1z orbitale walencyjne zbudowane sg z trzech funkcji bazy, z ktorych
odpowiednio kazda jest liniowg kombinacjg Yy, z i W funkcji Gaussa. Takg baze oznacza si¢
symbolem x-yzwG. W praktyce stosuje si¢ rowniez rozszerzenie baz People’a o funkcje
polaryzacyjne. Polega to na dodaniu orbitali atomowych o wyzszych warto$ciach poboczne;j
liczby kwantowej | niz dla zajetych orbitali atomowych w stanie podstawowym atomow
izolowanych. Funkcje polaryzacyjne daja mozliwos¢ katowej polaryzacji atomow
w czasteczce. Dodanie funkcji polaryzacyjnych typu d do atomoéw ci¢zkich oznacza sig¢
gwiazdka np. X-yzG*. Nastepnie mozemy doda¢ funkcje polaryzacyjne typu p do atoméw
lekkich, takich jak wodor czy hel zaznaczamy ta operacj¢ dwoma gwiazdkami np. X-yzG**.

W praktyce czesto stosuje si¢ notacje w postaci np. Xx-yzG(a,b), gdzie a okresla liczbg i typ
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funkcji na atomach cigzkich, natomiast b okresla liczbe i typ funkcji na atomach lekkich. Tak
wigc notacja 6-31G** jest analogiem notacji 6-31(d,p). Jako przyktad mozna przytoczy¢ baze
w postaci: 6-31(2p,3pd), gdzie baza funkcyjna to 6-31G, ktéra dodatkowo jest rozszerzona
0 dwie funkcje typu p na atomach ciezkich oraz trzy funkcje typu p i jedng funkcj¢ typu d na
atomach lekkich.

Innym rodzajem modyfikacji bazy funkcji jest dodanie funkcji dyfuzyjnych, oznaczanych
symbolem plus (+). Jeden znak plus oznacza, iz funkcje dyfuzyjna dodano do atomow
ciezkich, natomiast dwa znaki plus (++) oznaczajg, ze funkcje dyfuzyjng dodano do atomow
lekkich. Funkcje dyfuzyjne (najczesciej funkcje typu S i p) sa funkcjami Gaussa i posiadajg
cech¢ charakterystyczna, tj. zanikaja powoli wraz z odlegtoscig od atomow, dlatego ze sa to
funkcje o matym wyktadniku. Sg one wprowadzane gtéwnie po to, aby lepiej opisa¢ orbitale
atomowe dla duzych odleglosci od jadra atomowego.

Funkcje dyfuzyjne najczesciej stosowane sg do poprawnego opisu aniondéw, opisu stabych
wigzan, a takze w celu wyznaczenia takich wielkosci jak momenty dipolowe czy
polaryzowalno$¢. Jako przyklad mozna przedstawi¢ baze¢ funkcyjng 6-31G poszerzong
o funkcje dyfuzyjna na atomach cigzkich. Bazg tg bedziemy okresla¢ symbolem 6-31+G.

3.2.5 Bazy ,,double-", ,triple-“, itd. zeta”.

Kolejnym rodzajem baz funkcyjnych czgsto stosowanym w obliczeniach kwantowo
chemicznych sg bazy, w ktorych kombinacje kilku funkcji opisuja kazdy z orbitali
atomowych walencyjnych oraz orbitale wewngtrzne. Funkcje te okre$lane sa terminem
z jezyka angielskiego: ,,double-” | triple-” oraz ,,quadruple — zeta”, w zaleznosci od liczby
funkcji Gaussa opisujacych dang powloke. Oznaczenia tych baz to (DZ), (TZ), (QZ). Bazy
»zeta” bywaja rowniez rozszerzane o funkcje polaryzacyjne. Wowczas maja one oznaczenia:
DZP (double — zeta plus funkcja polaryzacyjna), TZP (triple zeta plus funkcja polaryzacyjna).

Wynikiem rozbudowy baz zeta sg bazy typu cc-pVNZ (correlation consistent), ktdre
zostaly wprowadzone przez Dunninga [16], w celu obliczen energii metodami
uwzgledniajgcymi  korelacje elektronowa. Baza taka zawiera rozszerzone funkcje
polaryzacyjne dla orbitali walencyjnych. Dalszag modyfikacja baz cc-pVNZ jest konstrukcja
stworzona przez Dunning i Woon [17] w postaci bazy aug-ccpVVNZ (augmented correlation
consistent), ktora dodatkowo zawiera funkcje dyfuzyjne i polaryzacyjne odnoszace si¢ do
orbitali walencyjnych. Bazy rozszerzone sg przeznaczone do obliczen energii, wlasciwosci

stanow wzbudzonych, wlasciwosci elektrycznych oraz poprawnego opisu aniondw.
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Zastosowanie tego rodzaju baz pozwala uzyskiwaé wyniki, ktore stanowig dobrg zgodnos¢ z
eksperymentem. Wynikiem tego jest fakt, iz bazy cc-pVVNZ oraz aug-cc-pVNZ sa jednymi z
najczesciej wykorzystywanych baz funkcyjnych w obliczeniach kwantowo-chemicznych.
Jednakze systematyczno$¢ generowania baz typu aug-cc-pVNZ powoduje szybki wzrost
liczby funkcji, co znaczaco zwigksza koszty obliczen, jak i czas obliczen.

Wybér odpowiedniej bazy, w zaleznosci od celu i metody obliczen kwantowo chemicznych,
stanowi kompromis pomigdzy kosztami, czasem a potrzebng doktadnos$ciag obliczen.
Szczegdlnym przypadkiem baz funkcyjnych typu ,,double-", triple- zeta”, sa bazy okreslane
w literaturze terminem EPR - Il i EPR — III. Bazy te zostaly skonstruowane przez Barone
poprzez modyfikacje baz ,double-” , triple- zeta”, w postaci dodatkowych funkcji
polaryzacyjnych i dyfuzyjnych [18]. Celem konstruktora byla optymalizacja obliczen
parametrow  struktury nadsubtelnej rodnikéw, ktére byly prowadzone gléwnie
z zastosowaniem metody DFT 1 funkcjonalu B3LYP. Innym przyktadem baz funkcji
stosowanych na potrzeby obliczen dla rodnikéw a w szczegdlnosci obliczenia parametrow
EPR sa bazy funkcji oznaczane w literaturze jako IGLO-III. Konstruktorem tych baz jest
Feller, ktory zaproponowat ksztatt bazy IGLO-III jako modyfikacje bazy typu ,triple- zeta”
oraz dodanie funkcji polaryzacyjnych do wszystkich analizowanych atomow [19].
Szczegdlnym przypadkiem baz sa bazy funkcji stosowne do obliczen parametréw
spektroskopowych NMR. Zaliczamy do nich m. in. bazg aug-cc-pVTZ-J, skonstruowana
przez Sauera w wyniku modyfikacji bazy aug-cc-pVTZ tak aby mozna bylo przeprowadzié
obliczenia wiclkosci sprzezenia spinowo — spinowego [20]. Innym przyktadem jest baza pcl-

n, [21] ktora zostata skonstruowana prze Jansena w tym samym celu co powyzsza baza.
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Rozdzial 4

Przeglad literaturowy wynikow badan dotyczacych zastosowania

[-alaniny jako elementu biosensora promieniowania jonizujacego.

Alanina jest jednym z dwudziestu aminokwaséw wchodzacych w sktad biatek
wystepujacych w organizmach zywych. Wzor sumaryczny alaniny to C3H7NO; [22]. Jej
masa molowa wynosi 89,0932g/mol, a sktad atomowy czasteczki tego aminokwasu sprawia,
ze posiada on wtasciwosci fizyczne 1 chemiczne zwigzane m. in. z absorpcja promieniowania
jonizujacego zblizone do tkanki miekkiej pozbawionej wody [23]. Srednia efektywna liczba
porzadkowa alaniny, ktéra wynosi Zg,=7,2, jest zblizona do analogicznej wartosci tkanki
migéniowej, ktora jest okreSlona jako Z=7,64 [24]. Z uwagi na te cechy mozna wysnué
wniosek, iz procesy absorpcji i rozpraszania energii promieniowania jonizujgcego w tkankach
mig$niowych i alaninie bedg przebiegaty podobnie. Alanina wykazuje rdwniez wtasciwos$ci
dozymetryczne, poniewaz pod wplywem promieniowania jonizujgcego tworzg si¢ z niej
stabilne czasowo rodniki, ktorych koncentracja jest proporcjonalna do dawki pochtonigtej w
objetosci probki. Po odkryciu tych wiasciwosci, stata si¢ ona przedmiotem zainteresowania
badaczy, szczegolnie tych zajmujacych si¢ tematyka EPR, poniewaz metoda ta zajmuje si¢
badaniami zwigzkow wolnorodnikowych. Na poczatku lat 60-tych XX w. ukazaly si¢
pierwsze prace dotyczace stabilnych rodnikéw tworzonych w strukturze alaniny [25], a takze
charakterystyki sygnalu EPR powstalego po napromienieniu tego aminokwasu [26].
Tematyke ta poruszatl m.in. Bradshaw i wps. [120] Jednak w tym czasie alanina nie byla
jeszcze zbyt popularnym przedmiotem badan dozymetrycznych. Ponadto poczatkowo
zastosowanie alaniny znajdowano wytacznie w technice i przemysle. W latach 80-tych XX w.
Regulla wraz ze wspotpracownikami [27, 28, 29, 30], szczegdélowo scharakteryzowat
wlasciwo$ci dozymetryczne alaniny, zoptymalizowatl pomiar sygnalu EPR, a takze zbadat
wplyw czynnikéw fizycznych na wielko$¢ sygnatu oraz jego stabilnos¢ w czasie. Regulla do
swoich badan najczesciej uzywat pastylek wytworzonych z mieszaniny alaniny i parafiny. Z
biegiem lat technika pomiarowa wykorzystywana przez réznych badaczy ulegata cigglemu
doskonaleniu. Ponadto aparatura pomiarowa tj. spektrometry EPR stawaly si¢ coraz
nowoczesniejsze 1 stale zwigkszaly swoja czutos¢. Skutkiem tego jest mozliwos¢
zastosowania wilasciwosci dozymetrycznych alaniny w medycynie, a szczegllnie w
dozymetrii promieniowania jonizujacego [31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41].

W temperaturze pokojowej w prébce alaniny rodniki wystepuja w trzech formach [42,

43, 44, 45], a ich udziat w widmie EPR nie jest rOwny. Formy rodnikow oznaczane sg jako
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R1, R2 oraz R3, a ich udzial procentowy w widmie wynosi odpowiednio: (55 do 60)%,
(30 do 35)% oraz (5 do 10)% [42, 43], (rysunek 4.1). Rodniki powstate na skutek jonizacji

czasteczki l-alaniny przedstawia ponizszy (rysunek 4.2).
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Rysunek 4.1 Koncentracja rodnikow R1, R2 i R3 l-alaniny w funkcji dawki promieniowania
[44].
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Rysunek 4.2 Rodniki R1, R2, R3, powstate na skutek radiolizy I-alaniny [42, 43].

Najwickszy udzial w strukturze widma EPR wykazuje forma rodnika R1, ktoéra powstaje
w wyniku deaminacji czasteczki l-alaniny (dane literaturowe okre$laja rodnik R1 terminem

SAR1 - Stable Alanine Radical) [42]. Widmo EPR napromienionej alaniny jest efektem

33



wystepowania struktury nadsubtelnej centrum paramagnetycznego, ktéra powstaje w wyniku
oddziatywania niesparowanego spinu elektronu pozostatego po wigzaniu grupy aminowe]
w czgsteczce alaniny, z protonem przy weglu C(2) oraz trzema protonami grupy metylowey.
W efekcie otrzymywane jest widmo EPR, typowe dla oddzialywan spinu z czterema
rownocennymi protonami, czyli kwintet o stosunku amplitud 1:4:6:4:1 [46].

W alaninie koncentracja wolnych rodnikow powstatych w wyniku absorpcji
promieniowania jonizujagcego stanowi miar¢ dawki pochtonigtej. Koncentracj¢ rodnikow
mozna okresli¢ przez dwukrotne catkowanie sygnatu pierwszej pochodnej krzywej absorpcii,
mierzona jest wtedy intensywnos$¢ linii absorbcji. Istnieje rowniez inny sposob okreslenia
intensywnosci sygnatu EPR probki. Dzigki niezmienno$ci ksztattu sygnalu w funkcji
pochlonigtej dawki, ilos¢ wolnych rodnikow w naswietlanej probee jest proporcjonalna do

amplitudy pierwszej pochodnej sygnatu EPR, (rysunek 4.3).

amplitude of /

the dosimetric signal

Rysunek 4.3 Widmo EPR dla detektora I-alaninowego napromienionego typowymi dawkami
promieniowania jonizujacego stosowanymi w obrgbie jednej frakcji terapeutyczne;j
radioterapii (0.5Gy, 1Gy, i 2Gy). Widmo dla przypadku 0 Gy, to widmo dla detektora
nienapromienionego [31].

Metoda ta jest znacznie doktadniejsza od pomiaru na podstawie podwojnego catkowania linii
powstalego widma. Przy uzyciu tego sposobu badacz jest w stanie okresli¢ liczbe wolnych
rodnikbw nawet w probkach dajacych stabe, zaszumione sygnaty [31]. W zwigzku z tym
metoda ta jest zalecana przez protokoty dozymetryczne i znajduje si¢ w powszechnym uzyciu

[47, 48]. Jednak w badaniach opartych na pomiarach amplitudy sygnalu EPR potrzebna jest
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kalibracja probki referencyjnej wzglgdem sygnalu EPR oraz kalibracja wzgledem innego
rodzaju dozymetru np. komory jonizacyjnej posiadajacej aktualne §wiadectwo kalibracji .

Czynnikami wptywajacymi niekorzystnie na ksztalt i intensywno$¢ widma EPR
rodnikow alaniny sg temperatura i promieniowanie UV. Po pierwsze, efekt rekombinacji
powoduje wysoka temperatura 80°C [49, 50, 51, 52], a po drugic $wiatto stoneczne lub
sztuczne, oddzialujace na badang probke [54, 53]. Wedlug Malinena, ktory badatl powyzsze
zagadnienie, teoretyczne widma rodnikow R1, R2 oraz R3 wygladatyby nastepujaco (rysunek
4.4):

|
/)y /\ a
LWVW—

Rysunek 4.4 Widmo EPR dla trzech roznych rodnikéw l-alaniny uzyskane metoda symulacji
[44].

Ponadto Ciesielski oraz jego wspotpracownicy [53, 54] wykazali, iz sztuczne S$wiatto
dziatajace na napromieniong promieniowaniem y probke alaniny powoduje zanik rodnikéw
R1, zwigkszenie liczby rodnikow R2 i1 nie ma wplywu na ilo$¢ rodnikow R3. Przy
oddzialtywaniu na takg samg probke $wiatla slonecznego zaobserwowali zanik zarGwno
rodnikéw R1 jak i rodnikow R2, natomiast liczba rodnikow R3 ulegta zwigkszeniu. Ponadto
badacze udowodnili, ze oba rodzaje $wiatta - tak naturalne, jak i sztuczne — powoduja
znaczny zanik amplitudy centralnej linii widma EPR (rysunek 4.3), ktora wykorzystywana
jest jako wskaznik dawki w badaniach dozymetrycznych.

Zagadnienie zmiany intensywnos$ci sygnatu EPR probek I-alaniny w przedziale kilku godzin
po napromienieniu badali Nagy i Desrosiers [55]. Uzyskane dane przedstawiaja spadek
I pézniejsza stabilizacj¢ intensywnosci sygnatu EPR na poziomie 1,5% w odniesieniu do

warto$ci wyjsciowej, po uptywie trzech godzin od napromienienia probki alaniny dawkami od
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10Gy do 100 kGy. Bardzo waznym i ciekawym wnioskiem z powyzszej pracy jest fakt, iz
czas stabilizacji sygnalu EPR jest zalezny od dawki promieniowania jonizujacego
pochlonigtego przez probke alaniny. Im wigksza dawka pochloni¢ta promieniowania tym
dhuzszy czas stabilizacji sygnatu EPR.

W roku 2000 Nagy i wsp. [56] opublikowali wyniki badan dotyczace wptywu temperatury
otoczenia na koncentracj¢ rodnikow w dozymetrze alaninowym w trakcie jego
napromieniania. Badanie dotyczylo dozymetrow wyprodukowanych przez National Institute
of Standards and Technology oraz firm¢ Bruker, ktore sktadaty si¢ z mieszaniny alaniny
i polietylenu. Wyniki badan okazaly si¢ zgodne z wynikami poprzednich prac [57, 58],
tj. czutos¢ dozymetru alaninowego w funkcji temperatury zalezy od dawki promieniowania
jonizujacego pochtonigtej w objetosci dozymetru. W odpowiedzi na publikacje dotyczace
wplywu temperatury na pomiary dozymetryczne z zastosowaniem l-alaniny powstata ciekawa
praca dotyczgca stabilizacji termicznej dozymetrow alaninowych [59].

Wyniki badan przedstawiajace wplyw wilgotno$ci otoczenia na napromienione
I przechowywane w warunkach laboratoryjnych dozymetry alaninowe (80% L-alaniny, 20%
polietylenu) przedstawit w swej pracy Sleptchonok [60]. Publikacja ta zawiera wyniki analizy
spadku nat¢zenia sygnatu EPR dozymetrow alaniny w ciggu roku od napromienienia. Zebrane

wyniki badan przedstawia tabela 4.1.

Tabela 4.1 Wplyw uptywu czasu na intensywno$¢ sygnatu EPR dla dozymetréw I-
alaninowych, [60].

Dawka Wilgotnos¢ Czas po Spadek natgzenia
D [kGy] wzgledna [%]  napromienieniu  sygnatu EPR [%]
1
10 0 6 miesigcy 1
100 3 miesiace
1
10 60 1 rok 5
100 7-8
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4.1 Zastosowanie dozymetrii alaninowej do pomiarow dawek
promieniowania jonizujacego w medycynie.

L-alanina jest aktualnie stosowanym i uznanym materiatem do budowy detektorow
promieniowania jonizujagcego na potrzeby radioterapii onkologicznej oraz medycyny
nuklearnej. Dozymetria alaninowa/EPR posiada réwniez akredytacj¢ takich organizacji jak:
International Atomic Energy Agency (IAEA) [48] i moze by¢ stosowany jako alternatywny
dozymetr do stosowanego rutynowo detektora typu Termoluminescent Dosimeter (TLD) [61]
oraz National Institute of Standards and Technology (NIST) [62]. Na przestrzeni lat
opublikowano wiele prac dotyczacych pomiaréw dawek promieniowania jonizujgcego,
pochodzacych od wigzek fotonow, elektrondw, protonéw i neutronéw przeprowadzanych za
pomoca dozymetrow alaninowych, ktore wykorzystywane sa w radioterapii onkologicznej
[63, 64, 65, 66, 67, 68]. Do najwazniejszych naleza m.in. prace grupy badawczej Ciesielski i
wsp. [31] przedstawiajagce mozliwos$ci zastosowania dozymetrow alaninowych do pomiarow
dawek promieniowania in vivo, weryfikacji planéw leczenia radioterapig, audytu
dozymetrycznego liniowych akceleratoréw medycznych.

Powyzsza tematyke poruszali takze inni badacze. W pracach Haskell i wsp. (1998)
[69] oraz Hayes i wsp. (2000) [70] wykazano, iz niepewno$¢ pomiarowa dla dawki
promieniowania 100mGy wynosi 5%. Jest to wielko$¢ dopuszczajaca dozymetry alaninowe
do pomiaréw dawek promieniowania w obrebie jednej frakcji terapeutycznej (seansu) (0.5Gy
do 5Gy [71]). Zaleta dozymetru alaninowego jest roéwniez efekt kumulacji dawki
promieniowania jonizujacego w objetosci dozymetru [46], dzigki czemu moze on by¢
stosowany w trakcie catego okresu trwania leczenia radioterapiag. Waznym aspektem
dozymetrii alaninowej jest mozliwo$¢ stosowania jej w przypadku mieszanych wigzek
promieniowania (np. wigzek fotonow i elektronéw) podczas radioterapii, poniewaz alanina
wykazuje stalg wydajnos$¢ radiacyjng niezalezng od rodzaju promieniowania [31, 36].
Przeprowadzono roéwniez analiz¢ zastosowania dozymetrow alaninowych w radioterapii
srodtkankowej tj. brachyterapii, gdzie stosuje si¢ gléwnie zrédta promieniowania gamma:
192) %9Co, '¥Cs [72]. Interesujace z punktu zastosowania dozymetréw alaninowych sa
rowniez prace [73] dotyczace terapii protonowej stosowanej np. w leczeniu
radioterapeutycznym czerniaka oka. Innym przyktadem zastosowania dozymetrow
alaninowych jest weryfikacja planéw leczenia radioterapig realizowanych technika Intensity

Modulated Radiotherapy (IMRT) [73], oraz Total Body Irradiation (TBI) [74]. TBI jest to
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technika napromieniania drog limfatycznych, wezléw chtonnych 1 szpiku kostnego,

stosowana przed jego przeszczepem w nowotworach ztosliwych uktadu limfatycznego.

4.2 Przeglad dotychczasowych badan dotyczacych  wlasciwoSci

fizykochemicznych l-alaniny.

Prace obejmujace obszar zastosowan l-alaniny do pomiarow dawki promieniowania
jonizujacego byly prowadzone rownocze$nie z badaniami wiasciwosci fizycznych rodnikow
I-alaniny. Byty to prace, zardwno teoretyczne jak i do$wiadczalne, dotyczace wlasciwosci
spektroskopowych produktow jonizacji I-laniny. Ponizej przedstawione zostang wybrane

zagadnienia zwigzane z badaniami wlasciwosci fizykochemicznych I-alaniny.

4.2.1 Struktura geometryczna i wlasciwosci spektroskopowe l-alaniny.

W roku 1966 Simpson i Marsh opublikowali jedng z pierwszych prac dotyczacych
analizy krystalograficznej l-alaniny. W swych badaniach krysztaty I-alaniny badali metodami
analizy dyfrakcyjnej promieni rentgenowskich X. Wynikiem badan bylo stwierdzenie, ze
I-alanina nalezy do uktadu krystalograficznego rombowego, o grupie przestrzennej P212:2;,
a wymiary komorki elementarnej krysztatu to a = 5,784 A, b = 12,343 A, ¢ = 6,032 A [75],
(rysunek 4.5).

Rysunek 4.5 Uktad rombowy, wraz z zaznaczonymi krawedziami komorki przestrzennej a # b
# ¢, [75]. Wezly stanowia atomy czgsteczki l-alaniny.

Powyzsze wyniki badan zostaly potwierdzone takze przez inne grupy badawcze [76]. Przy

zastosowaniu do badan krysztalu I-alaniny metody analizy dyfrakcyjnej neutrondw,

wyznaczone eksperymentalnie wymiary komorki elementarnej przedstawiaja si¢ nastepujaco:

a=5783A b=12324 Ac=6,025A.
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W 2003 r. Rodney Sullivan, Marek Pyda i wsp. w opublikowanej pracy [77] przedstawili
studium krystalograficzne kilku aminokwaséw, w tym I-alaniny. Wyznaczone przez nich
wymiary komorki elementarnej, metodami dyfrakcji rentgenowskiej, sa zgodne z poprzednimi
i wynosza odpowiednio: a=5,781 A, b=12,340 A, ¢ = 6,028 A.

Oprocz badan nad strukturg krystalograficzng prowadzono do$wiadczenia majace na
celu scharakteryzowanie innych wlasciwosci fizykochemicznych l-alaniny m.in. zwigzanych
z amfoteryczno$cig tego prostego aminokwasu [22]. Badania prowadzono dla I-alaniny
wystepujacej zarowno w fazie stalej, gazowej, jak 1 w roztworze wodnym.
l-alanina, jak wiekszo$¢ aminokwasow, w fazie gazowej nie wystepuje w postaci jonu, co
zostato przedstawione w pracy [78]. Jest to wnikliwa analiza konformeréw geometrycznych I-
alaniny, z zastosowaniem metod obliczeniowych chemii kwantowej. Metody te postuzyty do
okreslenia dtugosci wigzan 1 katéw w czasteczce, a takze symulacji teoretycznego widma
oscylacyjnego molekuty l-alaniny w fazie gazowej. Inne prace dotyczace tego zagadnienia to
m.in. [78, 79, 80, 81].

W roztworach wodnych, jak i w fazie stalej, alanina wystgpuje w postaci jonu obojnaczego
tzw. zwitterionu, w szerokim zakresie pH. Efekt ten jest uzyskiwany na skutek stabilizujacego
oddziatywania elektrostatycznego otoczenia jonu obojnaczego. Junk i Svec w roku 1963
opublikowali prace, w ktorej wykorzystali do analizy 1-alaniny metode spektroskopii masowej
oraz opisali wystgpowanie zjonizowanych form czasteczek I-alaniny w tym jonu obojnaczego
[82]. Rozwini¢ciem tych badan byly prace zaprezentowane m.in. przez Emadeddin
Tajkhorshid, K. J. Jalkanen i Sandor Suhai [83]. W/w badacze zastosowali do studiow nad
konformacja geometryczng i modelami widm oscylacyjnych 1-alaniny w roztworze wodnym
metode obliczeniowa chemii kwantowej DFT (Density Functional Theory). W wyniku
prowadzonych prac stwierdzili wystgpowanie szesciu gtownych form konformacyjnych jonu
obojnaczego I-alaniny w roztworze wodnym. Wykonali obliczenia optymalizacji geometrii
dla modelu czasteczki l-alaniny, w otoczeniu kilku molekut wody w potaczeniu z modelem
roztworu Onagera, ktory pozwala definiowac stalg dielektryczng rozpuszczalnika [84].
Nastepnie dla tak zoptymalizowanego modelu uzyskali teoretyczne widmo oscylacyjne
I-alaniny. Do obliczen zastosowali metode DFT z funkcjonalem B3LYP oraz bazg funkcyjng
6-31G*. Nalezy doda¢, iz wszystkie obliczenia zostaly wykonane przy pomocy popularnego
pakietu do obliczen chemii kwantowej Gaussian 94 [85, 86]. Efektem pracy w/w grupy
badawczej [83] jest uzyskanie dla modelu czasteczki l-alaniny w roztworze wodnym
wynikow w postaci widma oscylacyjnego blizszych danym doswiadczalnym niz analogiczne

wyniki obliczen dla l-alaniny w fazie gazowej. Obliczenia przeprowadzone metodg DFT,
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B3LYP/6-31G™* dla l-alaniny w roztworze wodnym pozwolity stwierdzi¢ ze: dtugosci wigzan,
wartosci katow oraz model widma oscylacyjnego dla atoméw molekuty sg zblizone do
warto$ci doswiadczalnych.

Kontynuacja wyzej opisanych prac zajeli si¢ Ana R. Garcia i wsp., wykonujgc badania
zalezno$ci widma oscylacyjnego l-alaniny w roztworze wodnym o zmiennym pH [87].
W toku przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono, ze przy wartosciach pH powyzej
punktu pKay, = 9.69 wystepuje wigksza koncentracja anionéw 1-alaniny w odniesieniu do
koncentracji jonow obojnaczych, natomiast przy wartosciach pH ponizej punktu pKa, = 2.34
wystepuje wyzsza koncentracja kationéw l-alaniny [88]. Ponadto potwierdzona zostata
dotychczasowa wiedza dotyczaca wystepowania l-alaniny w roztworze wodnym w postaci
zwitterionu w szerokim zakresie pH.

Wiekszo$¢ dotychczas przeprowadzonych badan dotyczacych fizycznych i chemicznych
wlasciwoséci l-alaniny opiera si¢ na teoretycznych metodach chemii kwantowej
i modelowaniu molekularnym, a takze na weryfikacji do§wiadczalnej z zastosowaniem metod
spektroskopii molekularnej. Jako przyktad mozna przytoczy¢ tu prace m.in. Timothy’ego G.
Coopera, Williama Jonesa i wsp., [89] w ktorej poddano analizie model periodycznej siatki

molekut 1-alaniny, majgcych symulowac l-alaning w formie krystalicznej (rysunek 4.6).

Rysunek 4.6 Model krysztatu 1-alaniny [89].

Przy zastosowaniu metody DFT z potencjatem B3LYP/6-31G** przeprowadzono analize
konformeréw l-alaniny. Obliczono réwniez energie potencjalng konformerow w funkcji

katow torsyjnych t i t, (rysunek 4.7).
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Rysunek 4.7 Czasteczka l-alaniny z zaznaczonymi katami =, i t, [89].

Katy torsyjne 1,1 1, odgrywajg wazng role w upakowaniu czgsteczek l-alaniny w postaci
krysztalu. Zmiany ich warto$ci sa brane pod uwage w analizie drgan skrecajacych grupy
aminowej, kat t; 1 kat 1, dla grupy karboksylowej. Wedtug danych literaturowych, na ktorych
opiera si¢ roéwniez niniejsza praca, optymalne pod wzgledem energetycznym wartosci katow
torsyjnych przyjmujg wartosci: t;= 176°1 1,=45° Analiza przeprowadzona przez
Timothy’ego G. Coopera, Williama Jonesa i wsp. z zastosowaniem metody DFT wykazata, ze
warto$ci katow torsyjnych t;1 1, sg nieco roézne od tych wyznaczonych doswiadczalnie
1 wynosza odpowiednio: t; = 120° i 1, = 61°.

Dopetnieniem badan dotyczacych konformeréw l-alaniny w postaci krystalicznej sa
prace zwigzane z analizg konformeréw l-alaniny w roztworze wodnym. Mozna tu odnie$¢ si¢
do pracy Osamu Kikuchi i wsp. [90]. W publikacji tej przedstawiono obliczenia optymalizacji
geometrii czasteczki 1-alaniny w roztworze wodnym z zastosowaniem metody obliczeniowej
chemii kwantowej orbitali molekularnych (MO) [91], potaczonej z modelem solwatacyjnym
opartym na ogolnym rownaniu Borna (GB) [92] i bazg funkcyjng 6-31++G*. Zastosowano
takze metode obliczeniowg chemii kwantowej z grupy metod ab initio zwang metodg MP2,
ktora oparta jest na teorii perturbacji Maller—Plesseta W pracy tej przeprowadzono obliczenia
energii solwatacji molekuty 1-alaniny oraz optymalizacj¢ geometrii konformerow
l-alaniny dla zmiennych wartosci katow @ 1 ©. Sg to katy analogiczne do katow torsyjnych
T11 T, wystepujacych w modelu, w pracy [89]. Uzyskane przez badaczy wyniki

zaprezentowano w tabelach 4.2 i 4.3, zamieszczonych ponize;.
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Tabela 4.2 Energia solwatacji (kcal mol-1) dla czterech konformeréw — (0,0), (60,0), (60,9),
(0,90) jonu obojnaczego I-alaniny w roztworze wodnyma, [90].

Metoda (0,0 (60,0) (60,90) (0,90)
MIDI-4(d) -43-5 -45-1 -46-7 -47-7
(0-0) (-1-6) (-3-2) (-4-2)
6-31++G* -53:5 -54-3 -56-3 -56-9
(0-0) (-0-8) (-2-8) (-3-4)
MP2/MIDI-4(d) -38:5 -40-4 -42-1 -
0-0) (199 (3:6) -
MP2/6-31++G* -48-6 -49-6 -51-8 -
000 (100 (32 -
Monte Carlo (0-0) (-2-5)  (-3-7) -

®Wartosci wzgledne podano w nawiasach.

Tabela 4.3 Dlugosci wigzan i warto$ci katow dla jonu obojnaczego 1-alaniny w roztworze
wodnym, po optymalizacji geometrii metoda: 6-31++G*/GB, [90]. Oznaczenia atomow
przedstawiono na rysunku 4.8.

Dhugo$¢ wigzania Kat migdzy Kat migdzy
(A wigzaniami (°) ptaszczyznami (°)
c* ¢! 1531 c*c'o' 1162 Nc*c'o' 91
c'-0o! 1.240 c*c'o® 1154 Nc°c'o* 1875

c'-0? 1.237 NC*C! 109.6 C'C*NH! -39.0
C*-N 1.488  clc*c®> 1147 C'C*NH?> 199.8
c*-C? 1521  Cc'c*H* 107.3 C'C°NH® 80.3
Co— H* 1.084  Co°NH* 1112 cClc*c’HP  177.9
N-H' 1.014 C*NH®> 1115 oO'c'cc* 1328
N— H? 1.107 CONH® 1127 O'C'C*H* 104.9
N- H? 1.013  c“c’HP 1107

C - HP 1.084

W 2007 roku Ivan M. Degtyarenko i wsp. opublikowali prace [94] opisujaca wyniki
prowadzonych badan aminokwasow gdzie autorzy zastosowali metod¢ obliczeniowg chemii
kwantowej (zwang metoda dynamiki molekularnej Borna — Oppenheimera [93]). Poddali oni
analizie w/w metodg skonstruowane przez siebie modele I-alaniny w roztworze wodnym. Ze
wzgledu na wieloatomowy sktad klastra obliczeniowego optymalizacja geometrii molekuty

zostata przeprowadzona w trzech etapach obliczeniowych. Model obliczeniowy l-alaniny w
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wodzie to jon obojnaczy l-alaniny w otoczeniu molekut wody. Centralnie potozona molekuta
I-alaniny stabilizowana jest w tym modelu poprzez wigzania wodorowe grupy aminowej
NH3* z atomami tlenu otaczajacych ja molekut wody. Proces stabilizacji jonu obojnaczego
I-alaniny zachodzi roéwniez poprzez wigzanie wodorowe atoméw tlenu grupy karboksylowej
COO" 1 atoméw wodoru otaczajagcych molekut wody. W pracy przeprowadzono obliczenia
optymalizacji geometrii czasteczki l-alaniny dla modelu molekularnego okre$lanego jako

Hfirst hydration shell”, ktéry przedstawiony zostat na rysunku 4.8.
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Rysunek 4.8 Model ,,bulk water” i ,,hydration Shell” dla I-alaniny w roztworze wodnym [94].

W kontynuacji poprzednich prac badania prowadzone przez Ivan M. Degtyarenko i wsp.
zostaly rozszerzone o analizg l-alaniny w krysztale. Zastosowano metody obliczeniowe
mechaniki kwantowej, gltéwnie metody dynamiki molekularnej Borna — Oppenheimera
i opisano w pracy [95]. Model do obliczen optymalizacji geometrii molekuty l-alaniny
przedstawiony w powyzszym opracowaniu bazuje na przestrzennym upakowaniu czgsteczek
I-alaniny w krysztale, ktory jako pierwszy zaproponowat Lehmann i wsp. [76]. Czasteczka
I-alaniny w postaci jonu obojnaczego w tym modelu, stabilizowana jest poprzez wigzania
wodorowe grupy aminowej z atomami tlenu molekut sgsiadujacych oraz poprzez wigzania
wodorowe pomiedzy grupg karboksylowa a atomami wodoru sgsiadujacych molekut. Model

ten przedstawiono na ponizszym rysunku (rysunek 4.9).
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Rysunek 4.9 Model dwoch sasiadujacych komorek elementarnych krysztatu 1-alaniny [95].

Wszystkie obliczenia dotyczace optymalizacji geometrii molekuty l-alaniny w krysztale
réwniez zostaly wykonane w trzech etapach, tak jak w przypadku modelu 1-alaniny roztworze
wodnym. Uzyskane wyniki poréwnano z danymi otrzymanymi dla modelu l-alaniny
w wodzie, a takze skonfrontowano z danymi do$wiadczalnymi uzyskanymi metoda dyfrakcji
neutronowej. Zebrane wyniki badan zostaly przedstawione w tabelach 4.4 i 4.5 oraz na
rysunku molekuty I-alaniny w krysztale (rysunek 4.10). Rysunek obrazuje zmiany geometrii
czasteczki, tj. dlugo$ci wigzan oraz wartosci katow miedzy atomami dla proponowanych

modeli I-alaniny w wodzie, w postaci krystalicznej i z danymi doswiadczalnymi.

Rysunek 4.10 Struktura przestrzenna jonu obojnaczego I-alaniny: kolorem srebrnym
zaznaczono eksperymentalng strukture postaci krystalicznej 1-alaniny, kolorem czerwonym
zaznaczono eksperymentalng strukture 1-alaniny w roztworze wodnym, kolorem niebieskim

zaznaczono strukture obliczong metodami mechaniki kwantowej [95].
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Tabela 4.4 Wybrane dane struktury jonu obojnaczego l-alaniny w postaci dtugosci wigzan i
warto$ci katow mi¢dzy odpowiednimi atomami w czgsteczce. Pierwsze dwie kolumny
stanowig obliczenia uzyskane na podstawie modelu l-alaniny w otoczeniu 50 molekul wody.
Trzecia kolumna zawiera dane, uzyskane na podstawie obliczen dla modelu 1-alaniny

w postaci krystalicznej. Dwie ostatnie kolumny to dane do§wiadczalne uzyskane na podstawie
badan dyfrakcyjnych [95].

Woda | Woda | Krysztat | Krysztat | Krysztat
(300K) | (OK) (0K) (298K) (23K)

Co-Cp 1.542 | 1.532 1.533 1.523 1.526
Co- 1.505 | 1.497 1.468 1.486 1.488
Co-C 1.565 | 1.554 | 1.558 1.531 1.535
Cc-0O° 1.290 | 1.301 1.261 1.240 1.248
C-0° 1.273 | 1.264 1.287 1.257 1.267
N- H'+o 1.067 | 1.069 | 1.075 1.035 1.048

+0.013 | +0.011 | +0.041 | +0.011 | +0.032
Cg-H#c | 1122 | 1115 | 1.116 | 1.081 | 1.096
+0.000 | +0.001 | +0.003 | +0.001 | +0.020
<C-C,-N | 1102 | 1095 | 1116 110.1 110.0
<C-C,—Cg | 1132 | 1141 | 1105 | 1111 | 1111
<N-C,—Cp | 1106 | 110.1 | 109.1 109.7 109.8
<0’-C-0' | 1258 | 1247 125.8 125.6 125.8
<C,~C-0O' | 1171 | 1158 | 1204 118.4 118.3
<C,~ C-0%| 116.8 | 1192 | 1138 | 1160 | 1159
<H'-N- H+oc | 1079 | 1079 | 107.7 109.0 109.2
+1.020 | +3.200 | +1.500 +1.4 +0.56
<H'-Cp- | 1084 | 1087 | 1083 | 1085 | 108.9
Hi+o +0.3 +0.3 +0.2 +0.4 +0.2

N-C,—C-C; | 1247 | -1238 | 1215 | -121.8 | -12138
C,—C—0'-0*| 1742 | 1787 | -1795 | 179.8 179.5
o~Cc,-C-H, | 987 | -56.7 | -1420 | -1354 | -1354

H:-N-C,-H, | 604 | 516 53.0 53.7 55.5
H®- Cp-C,o- | 58.96 | 58.9 59.7 55.5 55.2
Ha

Tabela 4.5 Dlugos¢ wigzan i wartosci katow dla atomow wodoru (i potagczonych z nimi
innych atoméw) w modelach I-alaniny w wodzie i krysztale [95].

krysztat woda

H-0' | 1.861% | 1.850° | (N)H3-Oy 1.74°
H?- O? 1.780 | 1.458 | (C)Os-Hy 1.74
H*- O° 1.828 | 1.876
N- O’ 2.853 | 2.874 N-Oy 2.77
N- O° 2.813 | 2579 | (C)0,-Ow 2.68
N- O° 2.832 | 2.918
<N-H%..0' | 160.9 | 163.1 | <N-H..0,, | liniowy®
<N-H°..0” | 168.1 | 1775 | <O..H,-O, | liniowy
<N-H’.0° | 163.7 | 172.0
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® Dane dotyczace struktury czasteczki I-alaniny uzyskane na podstawie metody dyfrakcji neutrondéw w temp.
298K [76], bez optymalizacji geometrii przestrzennej.

b Petna optymalizacja struktury krystalicznej.

Obliczenia odleglosci pomiedzy najblizej sasiadujacymi atomami przeprowadzona z zastosowaniem dystrybucji
funkcji radialnej [94].

¢ Wartosci katow miedzy atomami po zastosowaniu korekcji stozka [94], [95].

W podsumowaniu pracy [95] autorzy zwracaja uwage na znaczne roéznice dtugosci wigzan i
orientacji przestrzennej grupy karboksylowej (COO") w czasteczce 1-alaniny w roztworze
wodnym i w postaci krystalicznej. W przypadku l-alaniny w roztworze wodnym dlugosc¢
wigzan pomiedzy atomami C-C* oraz C-C? jest silnie zalezna od liczby molekut wody ja
otaczajgcych oraz tworzacych wigzania wodorowe z grupg karboksylowg czasteczki 1-alaniny.
Wystepuja rowniez oddzialywania wewnatrz molekularne pomi¢dzy atomami wodoru grupy
aminowej H?3 i atomami tlenu grupy karboksylowej O*?.

Kontynuacje badan nad wtasciwosciami fizycznymi l-alaniny w roztworze wodnym
zawarte zostaly w pracy K.J. Jalkanen, ILM. Degtyarenko i wsp. [96]. Badacze
przedyskutowali wyniki analizy wodnych roztworéw I-alaniny wykonanych metodami
spektroskopii absorpcyjnej, w tym spektroskopii Ramana, spektroskopii VA (vibrational
absorption) i spektroskopii VCD (vibrational circular dichroism absorption). Przeprowadzone
zostaly rowniez obliczenia metodami chemii kwantowej dla modeli 1-alaniny w roztworze
wodnym w postaci modelu klastra sktadajacego sie z czasteczki l-alaniny w otoczeniu 20
molekut wody (rysunek 4.11), w potaczeniu z modelami rozpuszczalnika: modelem Onagera,
modelem PCM (Polarized Continuum Model) [97, 98] oraz modelem COSMO (Conductor
Screening Model) [99].
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Rysunek 4.11 L-alanina + 20 molekut wody + COSMO, [96].

W celu obliczenia geometrii molekut 1 symulacji widm absorpcyjnych I-alaniny w polaczeniu
z powyzszymi modelami rozpuszczalnika, w badaniach zastosowano metody chemii
kwantowej w tym metode¢ DFT tj. OPBEO/TZ2P. Metoda ta jest dostgpna w oprogramowaniu
obliczeniowym Amsterdam Density Functional (ADF) [100]. Zastosowano rowniez metode
DFT z funkcjonatem B3LYP i baza funkcji 6-31G* oraz metod¢ DFT z funkcjonatem
B3PW91 [101] i bazg funkcyjng 6-31G*. Uzyskane w ten sposob dane poréwnano
z wynikami uzyskanymi doswiadczalnie 1 za pomocg obliczen chemii kwantowe;j
zamieszczonymi w innych pracach. Cato$¢ zebrano i przedstawiono w ponizszej tabeli (tabela

4.6).

47



Tabela 4.6 Dane strukturalne dla jonu obojnaczego I-alaniny, [96].

Wspohrzedne F’ F Ba Yu’ Lh I I 11l v I’ "’ "nr \YA
r(N2-C3) 15059 1.4975 15120 15123 1.495 1.489 1.489 1.491 1.490 1.480 1.482 1.482 1.481
r(C3-C4) 15621 15526 15714 15616 1.537 1.535 1.537 1.536 1.540 1.528 1.526 1.534 1.534
r(C4-05) 12812  1.2649 1.2463  1.2329 1.266 1.266 1.247 1.264 1.249 1.250 1.256 1.245 1.247
r(C4-06) 12461 12633 1.2061  1.2352 1.249 1.265 1.284 1.267 1.280 1.278 1.275 1.277 1.277
r(C3-C7) 15296 15322 15174  1.5223 1.534 1.532 1.530 1.530 1.532 1.526 1.527 1.526 1.526
r(C3-H8s) 1.0945 1.0955 1.0810 1.0824 1.032 1.093 1.094 1.093 1.096 1.094 1.094 1.096 1.096
r(N2-H12) 1.0447  1.0477 1.0056  1.0140 1.050 1.033 1.044 1.036 1.053 1.036 1.036 1.056 1.054
r(N2-H13) 1.0442  1.0540 1.0654 1.0135 1.034 1.077 1.060 1.063 1.056 1.073 1.056 1.057 1.057
r(N2-H1) 1.0462 1.0519 1.0045 1.0112 1.039 1.054 1.047 1.055 1.055 1.056 1.063 1.056 1.057
r(C7-H9) 1.0958 1.0956 1.0863  1.0839 1.096 1.094 1.093 1.094 1.095 1.094 1.094 1.094 1.094
r(C7-H10) 1.0919 1.0947 1.0804 1.0806 1.097 1.091 1.089 1.091 1.091 1.091 1.091 1.091 1.091
r(C7-H11) 1.0948 1.0922 1.0862  1.0861 1.096 1.090 1.094 1.089 1.094 1.090 1.090 1.093 1.093

O(N2-C3-C4) 112.14 113,52 103.87 109.27 110.00 111.14  110.87 110.67 110.17  110.68 110.63  110.34  110.55
O(C3-C4-05) 118.64 11922 11211 11580 11830 118.30  119.68 118.16 118.84  118.74  118.34 118.44  119.06
O(C3-C4-06) 11446 11485 11517 11534 116.00 11590 115.21 115.95 11581  116.00 116.76  116.05 115.68
O(N2-C3-C7) 109.38  109.07 112,19 109.72 109.80 111.09  109.93 110.84 111.14 11070 11059  110.93  111.05
O(C4-C3-C7) 112.02 11169 113,55 11502 111.20 108,57  111.42 108.86 110.70  108.14  108.18 110.12 110.71
O(N2-C3-H8) 106.23  106.47 107.09 10521 107.00 106.47  106.05 106.65 106.84  106.97 106.93  107.12  106.84
O(C4-C3-H8) 115.12  106.48 108.83 107.44 108.34  109.13  108.69 109.34 108.20  110.05 110.20 108.48  107.94
O(C3-N2-H12) 108.65 113.76 113.40 11250 10890 11046  112.34 110.47 111,79  109.69  109.98 111.64 111.54
O(C3-N2-H13) 109.71  111.76 97.53 107.96  109.30  107.15  110.57 108.01 108.40 107.29  108.11  108.60  108.38
O(H12-N2-H13) 107.35 10721 11031 107.05 11025 111.08  111.79 110.07 109.96 11085 110.21  110.24  110.87
©(C3-N2-H1) 111.83  105.65 114,57 11345 111.20 109.81 107.31 110.64 110.08  110.01  109.88  109.88  109.87
O&(H12-N2-H1) 109.09 107.36  108.78 105.76  108.74  106.68  107.63 106.77 107.97 10640 106.39 108.10 107.78
6(C3-C7-H9) 110.61 110,53 111.02 111.09 110.10 110.88 111.04 110.88 111.34  110.78 111.03 111.20 111.21
©&(C3-C7-H10) 108.74 11057 10792 108.49  110.30  110.02  110.32 109.85 109.66  110.16 110.25 109.79  109.80
©&(H9-C7-H10) 108.68  108.44 10758 113.40 108.33 10831  108.40 108.41 108.18  108.69  108.72 108.28  108.29
©&(C3-C7-H11) 110.88  109.24 11229 111.86 110.10 110.34  110.90 110.57 110.99 110.18 110.21  111.00 110.88
©&(H9-C7-H11) 108.61  108.82 108.92 108.32 110.68 108.63  108.41 108.75 108.53  108.43  108.40  108.44  108.46
T(N2-C3-C4-05) -2.76 -3.54 4.29 8.28 -18.60 -34.60 -16.61 -34.02 -15.36 -29.48 -30.48 -15.51 -14.21
T(N2-C3-C4-06) 177.18  176.44 -175.92 -173.83 16150 150.59  163.92 150.71 165.26 15537  154.14  165.75  166.29
1(C4-C3-N2-H12) 60.12 67.56 111.36 93.89 60.49 58.91 72.71 58.53 64.41 58.20 59.43 62.14 64.06
1(C4-C3-N2-H13)  -56.96 -54.22 -4.66 -24.00 -60.01 -62.15 -52.94 -61.91 -58.95 -62.28 -60.95 -59.62 -58.27
1(C4-C3-N2-H1)  -179.42 -175.00 -122.93 -146.11 -179.71 17629 -169.19 176.54 -177.61 17490 176.22 -177.94 -176.50
1(H9-C7-C3-H8) 170.62 17765 17729 17829 176.04 -169.39 -174.62 -170.26 -174.76 -171.97 -169.45 -174.49 -175.98
t(H10-C7-C3-H8)  -70.10 -62.64  -65.05 -58.21 -64.46 -49.59 -54.42 -50.45 -55.03 -51.67 -48.89 -54.68 -56.14
t(H11-C7-C3-H8) 50.06 57.55 55.08 57.11 53.74 70.21 64.77 69.04 64.26 68.06 70.43 64.69 63.25
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Dhugo$ci wigzan r wyrazono w [A], katy miedzy atomami 7 i @ wyrazono w stopniach.

Zrédta danych i ich oznaczenia w powyzszej tabeli:

F> - metoda obliczeniowa B3LYP/6-31*, model jonu obojnaczego I-alaniny

+ 4 molekuty H,O + model rozpuszczalnika Onsagera [57];

F’” - metoda obliczeniowa B3LYP/6-31*, model jonu obojnaczego I-alaniny
+ 9 molekut H,O [58];

Ba - metoda obliczeniowa RHF/6-31*, model jonu obojnaczego l-alaniny Barron
i wsp. 1991 [144];

Yu’ - metoda obliczeniowa RHF/6-31*, model jonu obojnaczego I-alaniny [145];

Lh - dane eksperymentalne dla jonu obojnaczego I-alaniny w postaci krystalicznej
[76];

I - metoda obliczeniowa B3LYP/6-31*, model jonu obojnaczego I-alaniny

+ 20 molekut H,O;

Il - metoda obliczeniowa B3LYP/6-31*, model jonu obojnaczego I-alaniny
+ 20 molekut H,O + model rozpuszczalnika Onagera;

Il - metoda obliczeniowa B3LYP/6-31*, model jonu obojnaczego I-alaniny
+ 20 molekut H,O + model rozpuszczalnika PCM;

IV - metoda obliczeniowa B3LYP/6-31*, model jonu obojnaczego I-alaniny
+ 20 molekut H,O + model rozpuszczalnika COSMO;

I” - metoda obliczeniowa B3PW91/6-31*, model jonu obojnaczego I-alaniny
+ 20 molekut H,O;

II’ - metoda obliczeniowa B3PW91/6-31*, model jonu obojnaczego I-alaniny
+ 20 molekut H,O + model rozpuszczalnika Onagera;

I1I” - metoda obliczeniowa B3PW91/6-31*, model jonu obojnaczego I-alaniny
+ 20 molekut H,O + model rozpuszczalnika PCM;

IV’ - metoda obliczeniowa B3PW91/6-31*, model jonu obojnaczego I-alaniny
+ 20 molekut H,O + model rozpuszczalnika COSMO.

Zamieszczone ponizej rysunki przedstawiajag omawiane w powyzszej pracy symulacje widm

absorpcyjnych dla trzech réznych metod spektroskopowych, uzyskane z zastosowaniem

metod obliczeniowych chemii kwantowej DFT z funkcjonalem B3LYP i baza funkcyjna
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6-31* dla czterech réznych modeli I-alaniny w roztworze wodnym oraz dla widma

doswiadczalnego (rysunki 4.12 - 4.14).

L-alanine vibrational spectra
Comparison of experimental and simulated spectra
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Rysunek 4.12 Poréwnanie widm VA uzyskanych na podstawie metody obliczeniowej
B3LYP/6-31*, dla modeli LA20WC, LA20WC + Onager, LA20WC + PCM, LA20WC +
COSMO, oraz widma doswiadczalnego, [96].

L-alanine vibrational circular dichroism spectra
Comparison of experimental and simulated spectra
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Rysunek 4.13 Poréwnanie widm VCD uzyskanych na podstawie metody obliczeniowej
B3LYP/6-31*, dla modeli LA20WC, LA20WC + Onager, LA20WC + PCM, LA20WC +
COSMO, oraz widma doswiadczalnego, [96].
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L-alanine Raman spectra
Comparison of experimental and simulated spectra
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Rysunek 4.14 Porownanie widm Ramana uzyskanych na podstawie metody obliczeniowej
B3LYP/6-31*,dla modeli LA20WC, LA20WC + Onager, LA20WC + PCM, LA20WC +
COSMO, oraz widma doswiadczalnego, [96].

4.2.2 Struktura geometryczna i wlasciwosci spektroskopowe rodnikow
[-alaniny.

Uzyskane modele dla l-alaniny w roztworze wodnym i dla l-alaniny w postaci
krystalicznej pozwolily na wyznaczenie kolejnych kierunkow badan dotyczacych wtasciwosci
fizycznych i chemicznych l-alaniny. Jedno z gtéwnych zagadnien, ktore nalezy poruszyé
zwigzane jest z wystgpowaniem rodnikow l-alaniny w fazie krystalicznej. Jak juz wcze$niej
wspomniano rodniki takie wytwarzane sa pod wptywem promieniowania jonizujagcego np. X
lub y bezposrednio lub posrednio oddziatywujacego z czasteczka l-alaniny i wystepuja
w trzech formach: R1, R2, R3 [42, 43, 44, 45]. Jednakze doktadna analiza radiolizy 1-alaniny
przedstawiona przez C. Simion w pracy [102] wskazuje na wystepowanie dziewieciu form

rodnikowych bedacych produktami w opisanych ponizej reakcjach (rysunek 4.15).
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H;N=CHMe—CO—0" - HN—CHMe—CO—0OH [1-alanina] (1

HyN™=CHMe—CO—0 + energy === HN"—CHMe—CO—0 +¢- [generowanie kationo - rodnika] (2)

Rl
H;N—CHMe—CO—0 —_— HyN'—CMe—CO —OH  [izomeryzacja kationo - rodnika] ~ (3)
R! R?

II3NLC‘M0—C{J —OH+H,0 === 1 [3N+—(_‘Mc —(CO — O+ H;0" [deprotonacja kationo - rodnika]  (4)

R? RS

H3N o IMe—CO—0 —_ I I.‘N+— él IMe +CO; [dekarboksvlacia kationo - rodnika] (3)
R! R*

II3NLGMC_(,'(_) — 0" —_— HJ_NL CH(CHy)—CO—O [izomeryzacja rodnika) 6)
R? R®

H;NLL‘Mc—C()—()_ +H,0 =—=—= IIZN—(_-‘MU—CU—{)_ +H;0" [N - deprotonacja rodnika] (7
R? R®

HiN=CMe—CO — 0™+ H;0" ==== HCMe—CO—0" +NH; + Hy0 [proto - deaminacja roduika] (8

R R’
HCMe—CO —0 7 +H,0t === HCMe—CO—OH +H,0 [protonacia rodnikal 9)
R’ RY

HEN—C‘ML\—C( —() + |[‘()"'¢ HEN—LEML!_(_‘(] —OH +H,0 [protonacja grupy karbolksylowej rodnila] (10)
: @
R R

Rysunek 4.15 Mechanizm tworzenia rodnikow od R1 do R9; Me to oznaczenie podstawnika
w postaci grupy metylowej (CH3), [102].

W trakcie prac badawczych z wykorzystaniem metod obliczeniowych chemii kwantowej,
w tym m.in. pétempirycznej metody AM1, przeprowadzono optymalizacj¢ geometryczng oraz
obliczenia energii dla wszystkich dziewigciu form rodnikow. Wszystkie obliczenia zostaty
przeprowadzone bez wplywu otoczenia na czasteczke l-alaniny, tj. w prozni. Nalezy
nadmieni¢, iz oznaczenia rodnikow: R3, R8 i R9 w pracy [102] odpowiadaja rodnikom R2,

R1, i1 R3 z pracy [42]. Wyniki obliczen zestawiono w ponizszych tabelach 4.7 i1 4.8.
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Tabela 4.7 Wyniki obliczen energii wigzania i ciepta tworzenia metoda MO w prozni [102].

Rodnik  Wzor czgsteczkowy W?zor strukturalny Energia wigzania  Ciepto tworzenia
kcal/mol kcal/mol
R1 C3H7NO; H3N"HC(CH3) COO’ 989.9 +119.6
R2 C3H7/NO; H3N* ‘C(CH3) COOH 1026.8 +82.6
R3 C3HgNO; H3N*‘C(CH3) COO 1097.1 39.7
R4 C,H-N H3N*'CH CH3 652.4 +167.1
R5 C3HgNO; H,C’ CH(*NH3) COO 1090.6 33.2
R6 C3Hs5NO, H,N "C(CH3) COO 1110.2 104.9
R7 C3H40, HsC 'CH COO 932.8 92.6
R8 C3Hs50; HsC "CH COOH 972.0 79.7
R9 C3HgNO; H,N "C(CH3) COOH 1148.2 90.8

Tabela 4.8 . Entalpia reakcji w przypadku formowania rodnikéw l-alaniny od R1 do R9,
[102].
Reakcja Entalpia reakcji, kcal/mol

1) 38.38; reakcja endotermiczna formowania I-alaniny.

(2) +185.95; reakcja endotermiczna posredniego formowania rodnika R1.
3) 36.92; reakcja egzotermiczna posredniego formowania rodnika R2.
4) +159.73; reakcja endotermiczna formowania rodnika R3.

(5) 32.33; reakcja egzotermiczna formowania rodnika R4.

(6) +6.46; reakcja endotermiczna formowania rodnika R5.

@) +137.49; reakcja endotermiczna formowania rodnika R6.

(8) 263.00; reakcja egzotermiczna formowania rodnika R7.

9 189.82; reakcja egzotermiczna formowania rodnika R8.

(10)  188.65; reakcja egzotermiczna formowania rodnika R9.

Badania, ktorych gtownym przedmiotem sg rodniki I-alaniny opieraja si¢ nie tylko na
obliczeniach teoretycznych i symulacjach, ale przede wszystkim na analizie do§wiadczalnej
z zastosowaniem metody spektroskopii EPR w pasmie X, K Iub Q [108, 109, 42, 110, 111,
112] oraz metody Electron-Nuclear Double Resonance (ENDOR) [108, 113, 42].
Spektroskopia EPR w potaczeniu z obliczeniami teoretycznymi przeprowadzanymi metodami
chemii kwantowej dostarcza wielu waznych informacji o wiasciwosciach fizycznych
I-alaniny, takich jak np. struktura molekularna i parametry spektroskopowe. Duzy wktad
naukowy w tej dziedzinie posiadaja Einar Sagstuen i wsp. W pracy [42] uzyskali oni
metodami doswiadczalnymi EPR i ENDOR widma dla rodnika I-alaniny R1 (zwanego w
literaturze jako SAR) oraz rodnikow R2 i R3. Na podstawie uzyskanych widm obliczono
wartosci tensora g zwigzanego z efektem Zeemana oraz tensora struktury nadsubtelnej A.

Wyniki badan przedstawiajg ponizsze tabele (tabele 4.9 - 4.12).
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Tabela 4.9 Wspétrzedne atoméw w [A] dla Stabilnego Rodnika Alaninowego (SAR). Dane
referencyjne zawiera praca [146], [42].

atom X y z
C1 2.93 1.44 4.05
o1 3.95 0.79 3.77
02 2.79 2.04 5.15
C2 1.80 1.51 3.02

H 0.90 2.08 3.27
cm? 1.97 0.76 1.69
cm(ll)®  1.36 -1.13 4.64

 Atom wegla znajdujacy sie w grupie metylowe;.
® Atom wegla znajdujacy sie w grupie metylowej dla odpowiedniej molekuty o symetrii w pozycji Il, ((1/2-x, -y,
(1/2)+z), [146].

Tabela 4.10 Parametry magnetyczne dla rodnika R1 zwanego Stabilnym Rodnikiem
Alaninowym (Stable Alanine Radical), metoda pomiarowa to EPR i ENDOR, temperatura
pomiaru 295K*°, [42].

Rodnik/ gisol Hiso Gléwne Wektor Wlasnyc
tensor wartos$ci
wlasne <a> <b> <C>
R1l/g 2.0041 0.828 0.030 0.559
2.0034 -0.428 0.678 0.598
2.0024 0.362 0.735 -0.574
R1/H, -87.9(2) 0.467(4) 0.416(6) 0.780(4)
-52.2(4) 0.310(11) 0.749(8) -0.586(6)
-28.2(6) 0.828(5) -0.515(11) -0.221(8)
R1/Hg 74.7(2) -0.173(20) 0.581(13) 0.795(09)
67.6(2) -0.896(230) -0.428(400) 0.117(340)
67.3(2) 0.408(500) -0.693(240) 0.594(66)
R1/H ip 5.0(2) 0.203(25) 0.810(15) -0.551(20)
-2.1(3) 0.921(180) -0.348(260) -0.172(446)
-2.5(3) 0.331(500)  0.472(195) 0.817(93)

4 Tensor struktury nadsubtelnej (hyperfine coupling tensor), wyrazony w MHz.
b Niepewnosci sa podane na 95% poziomie ufnosci w postaci cyfr w nawiasach.
¢ Odlegtoéci miedzy atomami uzyskane na podstawie danych z tabeli 9:

-0.1107 0.4882 0.8657.

0.8225 -0.5209 -0.2285.

Odlegtosci miedzy atomami C2-Cm:
Odlegtosci miedzy atomami C2-Cm:
Odleglosci miedzy atomami C2---Cm(ll):
Prostopadle do ptaszczyzny C1-C2-Cm
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Tabela 4.11 Parametry magnetyczne dla rodnika R2 uzyskanego po napromienieniu
pojedynczych krysztatow 1-alaniny, metoda pomiarowa ENDOR w pasmie X i pasmie K,
temperatury pomiaru 295K i 220K*®, [42].

Rodnik/tensor Hio  Glowne Wektor whasny”
wartosci
wlasne < a> <b> <C>
RZCIHB 70.8(1) 76.1(2) 0.925(8) 0.248(22) 0.288(23)
68.3(2) 0.150(170)  0.458(440) -0.876(200)
68.0(2) 0.349(83)  -0.853(230) -0.386(450)
R2d/HB 70.8(2) 76.4(3) 0.921(9) 0.264(24) 0.286(21)
68.1(2) 0.273(320) 0.083(-) -0.958(008)
67.9(3) 0.276(312) -0.961(95) -0.005(-)
R2d/H31(N) 86.3(2) 95.8(3) 0.681(12) -0.516(18) -0.519(13)
83.6(3) 0.182(44) 0.806(18) -0.563(33)
79.4(3) 0.709(15) 0.289(46) 0.643(33)
R2d/H|32(N) 30.2(1) 40.9(3) 0.897(6) 0.270(13) -0.349(12)
25.5(2) 0.314(60) 0.163(179) 0.935(12)
24.1(3) 0.310(60) -0.949(30)  0.061(177)
R2d/HB3(N) 10.2(1)  19.9(1) 0.199(14) -0.032(14) -0.980(03)
5.4(3) 0.466(-) -0.876(705)  0.123(234)
5.3(3) 0.862(683) 0.481(-) 0.159(181)

4 Tensor struktury nadsubtelnej (hyperfine coupling tensor), wyrazony w MHz.

b Niepewnosci sa podane na 95% poziomie ufnosci w postaci cyfr w nawiasach.

“Pomiary ENDOR w pas$mie X przeprowadzono w temp. 295K.

d Pomiary ENDOR w pas$mie X przeprowadzono w temp. 220K.

Odleglosci miedzy atomami to dane krystalograficzne z pracy [147]:

Dane krystalograficzne odlegtosci miedzy atomami C2 — Cm: 0.8000 0.5656 0.2007.
Przeliczone do uktadu osi gtéwnych odl. migdzy atomami C2 — Cm: 0.9317 0.2746 0.2376.
Przeliczone do uktadu osi gtdwnych odl. migdzy atomami C-H1(N): 0.7230 -0.4478 -0.5261.
Przeliczone do uktadu osi gtownych odl. migdzy atomami C—H2(N): 0.8190 0.3979 -0.4134.
Przeliczone do uktadu osi gtownych odl. migdzy atomami C-H3(N): 0.2787 0.1483 -0.9489.

Tabela 4.12 Parametry magnetyczne dla dwoch konformerow rodnika R3 uzyskanego po

napromienieniu pojedynczych krysztatow 1-alaniny, metoda pomiarowa ENDOR, temperatura

pomiaru 295K*° [42].

Rodnik/tensor Hiw  Glowne Wektor whasny”
wartosci
wlasne <a> <b> <C>
R3/Hp 395(1) 445(2) 0.954(08)  0.266(27)  0.141(29)
37.3(2)  0.155(84)  -0.835(140) 0.528(270)
36.8(2) -0.258(56) 0.481(270)  0.837(172)
R3/H'g 33.1(2) 37.7(2) 0.862(15)  0.428(27)  0.271(29)
30.8(3) L above
30.8(3) L above

% Tensor struktury nadsubtelnej (hyperfine coupling tensor), wyrazony w MHz.

b Niepewnosci sa podane na 95% poziomie ufnosci w postaci cyfr w nawiasach.

¢ Odlegtosci miedzy atomami to dane krystalograficzne z pracy [147]:

Dane krystalograficzne odlegtosci miedzy atomami C-Cm: 0.8000 0.5656 0.2007.
Przeliczone do uktadu osi gléwnych odleglosci miedzy atomami C-Cm: 0.9317 0.2746 0.2376.
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Uzupelnieniem wynikow badan zawartych w pracy [42] sa badania majgce na celu
doswiadczalne wyznaczenie tensora g zawarte w pracy [108]. W toku badan przeprowadzono
doswiadczalng analize metodami spektroskopii EPR i ENDOR rodnikéw I-alaniny dla prébek
w formie proszku oraz przeprowadzono symulacje komputerowe widm spektroskopowych
w celu doktadnego wyznaczenia gléwnych wartosci wiasnych tensora g. WyniKi

przedstawiono w postaci ponizszych tabel (tabela 4.13 i 4.14).

Tabela 4.13 Wartosci tensora g dla rodnikéw R1 i R2 powstatych na skutek jonizacji
czasteczki 1-alaniny promieniowaniem X w temp. 295K. Pomiar dokonano w pasmie Q
metoda EPR, [108].

Rodnik/tensor Qiso Glowne Wektor whasny”
wartosci
wlasne < a> <b> <C>
R1/g 2.0033 2.0043 0.7148 0.1057 0.6913
2.0038 0.5546 -0.6878 -0.4683
2.0021 0.4260 0.7181 -0.5503
R2/g 2.0030 2.0038 -0.1191 -0.0627 0.9980
2.0032 0.7502 0.6593 0.0501
2.0022 0.6611 -0.7492 -0.0392
Rld/g 2.0033 2.0041 0.828 0.030 0.559
2.0034 0.428 -0.678 -0.598
2.0024 0.362 0.735 -0.574

“Dane pochodza z pracy [42], gdzie stosowano metode EPR w pasmie X.

Tabela 4.14 Parametry spektralne zastosowane do symulacji widma EPR dla rodnika R3
powstalego na skutek jonizacji czasteczki 1-alaniny promieniowaniem X w temp. 295K. (Stata
struktury nadsubtelnej wyrazona zostata w MHz), [108].

Parametry spektralne

g° A[CHs]  A[NgI®  A[H(NpIQ)
Glowne 2.0040 44.5 11.2 -25.2
wartosci 2.0030 37.3 -8.4 -16.8
wilasne 2.0020 36.8 -5.6 0.0

# Wektory wiasne skierowane wzdtuz wigzania C=0, (maksymalna warto$¢), prostopadle do plaszczyzny N-C,,-
C (warto$¢ minimum) i prostopadle do tych dwoch wigzan (warto$¢ $rednia).

b Wektory wlasne z pracy [42] przyjmuja maksymalng warto$¢ wzdtuz wigzania C,-CHj.

 Wektory wiasne potozone wzdhuz prostopadtej do ptaszczyzny N-C,-C (o najwickszej liczebnosci), wigzania
pomig¢dzy atomami N-C,, ($rednia warto$c¢) i prostopadle do tych dwoch wigzan (o najmniejszej liczebnosci).

d Wektory wlasne potozone wzdluz prostopadiej do ptaszczyzny N-C,-C (wartos¢ $rednia), kazdego z dwoch
N-H wiazan (o najmniejszej liczebnos$ci) i prostopadle do tych wiagzan (o najwigkszej liczebnosci).

Wartosci gltoéwne tensora g w przypadku rodnika R3, zostaly zaproponowane przez autorow
na podstawie wnikliwej analizy wynikdw badan dotyczacych innych rodnikéw molekut

biologicznie czynnych [114, 115]. Wartosci te nie zostaly wyznaczone bezposrednio na
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podstawie badan, poniewaz udziat rodnika R3 w widmie EPR jest niewielki w odniesieniu do
pozostatych rodnikéw.

Rozwazania teoretyczne dotyczace obliczen w celu wyznaczenia gldownych warto$ci
wiasnych oraz wartosci izotropowej tensora Ajj zostaty opublikowane m.in. w pracach [116,
117]. W obu cytowanych opracowaniach przedstawiono wyniki obliczen uzyskane metoda
chemii kwantowej DFT. Praca [117] zawiera wyniki obliczen optymalizacji geometrii dla
czterech roéznych konformerdéw rodnikéw R1 i R3, wykonanych z zastosowaniem metody
DFT i funkcjonatu hybrydowego B3LYP w potaczeniu z baza funkcyjng Poplea 6-31+G(d,p).
Przedstawia ona rowniez wyniki obliczen optymalizacji geometrii dla jednego konformeru
rodnika R2, dla ktérego zastosowano model rozpuszczalnika Onsagera (przy zalozeniu statej
dielektrycznej € o wartosci 78.39 i promienia r rownego 3.76 A sfery, wewnatrz ktorej
znajduje si¢ czasteczka rodnika R2). Zastosowana metoda, funkcjonal i baza funkcyjna byty
takie same jak w przypadku obliczen dla rodnikow R1 i R3. Strukture przestrzenng wraz z
dlugosciami wigzan i wartosciami katow migdzy atomami przedstawiaja ponizsze rysunki

(rysunki 4.16 - 4.18).

e \
H 3 !
HE— (e ‘3\(1':};;;' ﬂﬂ-_cs/fma 12w H
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Rysunek 4.16 Optymalizacja geometrii struktur rodnika R1 z zastosowaniem metody DFT,
B3LYP/6-31+G(d,p), (wartosci katow wyrazono w stopniach, dtugo$ci wigzan wyrazono

w A), [117]
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Rysunek 4.17 Optymalizacja geometrii struktury rodnika R2 z zastosowaniem metody DFT,
B3LYP/6-31+G(d,p) w polaczeniu z modelem Onsagera, (warto$ci katow wyrazono w
stopniach, dlugo$ci wiazan wyrazono w A), [117].
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Rysunek 4.18 Optymalizacja geometrii struktur rodnika R3 z zastosowaniem metody DFT,
B3LYP/6-31+G(d,p), (wartosci katow wyrazono w stopniach, dtugosci wigzan wyrazono w
A), [117].

Obliczenia statych struktury nadsubtelnej w omawianej pracy zostaly przeprowadzone dla
wymienionych konformerow rodnikobw R1, R2, R3 z zastosowaniem metody DFT,
funkcjonatu PWP86 [118], ktory stanowi polaczenie funkcjonatu wymiennego Perdew
i Wang (PW) i funkcjonatu niclokalnie korelacyjnego Perdew (P86). Wszystkie uzyskane
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wyniki obliczen poréwnano z wynikami doswiadczalnymi z prac poprzednich i zebrano
w postaci ponizszych tabel (tabele 4.15 — 4.17). Warto zauwazy¢, iz warto$¢ tensora struktury
nadsubtelnej to suma dwoch sktadowych Aji=Aiso+Tii, gdzie: Aji — to gldowna warto$¢ wiasna
tensora struktury nadsubtelnej wzdtuz osi (i) uktadu osi glownych, Ajs, — to izotropowa
warto$¢ tensora struktury nadsubtelnej, a Tii — to glowna wartos¢ wlasna tensora

oddziatywania dipolowego, wzdhuz osi (i) uktadu osi gtéwnych.

Tabela 4.15 Porownanie obliczonych i eksperymentalnych [42] warto$ci tensora struktury
nadsubtelnej (MHz) w przypadku rodnika R1, [117].
Tensor HFCC R1-I R1-1l  R1-lIl R1-1IV  Eksp.

H,  Aws 520 -540 549 -529 -56.1
T  -325 -321 -31.7 -309 -31.8
T, 14 17 18 21 439
T. 339 338 335 330 279
A 845 -840 -866 -835 -87.9
A,  -534 528 -56.7 -547 -52.7
A, -181 -178 -214 -214 -28.3
Hok  Aw 17 17 20 15
T -39 40 -39  -36
T, -28 -28 -34 34
Tx 67 68 73 71
He A 963 969 936  97.0
T 48 48  -47  -48
T, -30 30 -31 -30
Tx 78 78 718 718
Hes Ao 975 983 952 986
T 48  -48  -46  -48
T, -30 31 -31 -31
Tx 79 79 17719
Hpey Ao 652 656 634 657  69.9
T 45  -45 45 44 26
Ty 29 -30 -32 32 -23
Tx 75 75 75 76 48
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Tabela 4.16 Porownanie obliczonych i eksperymentalnych [42] warto$ci tensora struktury
nadsubtelnej (MHz) w przypadku rodnika R2, [117].
TenSOI' Aisoom. TXXODI' TyyOb' TZZODL Aisoeksp TxxekS -I—yyeks TZZekSp

p p

H, 24 56 -49 106 863 69 27 95
H, 699 49 -45 94 302 61 -47 107
H, 699 48 -45 93 102 49 48 97
Haminowry 474 51 -46 98 422 -60 -41 100
Hp: 22 -41 -39 80
Hp 955  —46 -34 80
H 957 —46 -34 80
Hpey 645 43 -36 80 708 29 -27 56

Tabela 4.17 Poréwnanie obliczonych i eksperymentalnych [42] wartosci tensora struktury
nadsubtelnej (MHz) w przypadku rodnika R3, [117].

Tensor HFCC R3-1 R3-11 R3-111 R3-1V Eksp.
Hpi Aiso 1.5 2.0 46.9 19.0
Txx -3.9 -3.4 -3.7 -3.5
Tyy -2.7 -3.2 -2.7 -3.2
T2 6.6 6.6 6.4 6.6
Hg, Aiso 61.1 61.2 56.0 71.7
Tx -3.5 -3.3 -3.5 -3.5
Tyy -3.2 -3.0 -2.8 -2.9
Tz 6.7 6.4 6.3 6.4
Hps Aiso 60.5 43.7 1.4 15.7
Tx -3.6 -3.5 -3.5 -3.3
Tyy -2.9 -2.8 -2.7 -2.8
T2 6.6 6.3 6.2 6.1
Hpr) Aiso 41.3 35.6 34.8 35.4 39.5,33.1
Tx -3.7 -3.4 -3.6 -3.4 -2.7,-2.3
Tyy -3.2 -3.0 -2.7 -3.0 -2.2,-2.3
T4 6.6 6.3 6.3 6.4 5.0,4.6

Druga z wyzej cytowanych prac, dotyczaca zastosowania metody DFT do obliczen wartosci
wlasnych tensora struktury nadsubtelnej [116], zawiera podsumowanie dotychczasowych
wynikéw obliczen tensora dla rodnikow alaninowych. Publikacja ta zawiera rdéwniez
poszerzong analize warto$ci tensora struktury nadsubtelnej dla rodnikéw I-alaniny
o obliczenia dla atomow wodoru wystepujacych w grupie metylowej 1 przy weglu C2
w czasteczce rodnika R1. Wszystkie obliczenia zostaty przeprowadzone metoda DFT
z zastosowaniem funkcjonalu UB3LYP i bazy funkcyjnej 6-311G(d) dla obliczen
optymalizacji geometrii czasteczki rodnika R1 oraz metody DFT z funkcjonatem B3LYP
1 baza funkcyjna 6-31G(d) dla obliczen gldéwnych wartosci wilasnych tensora struktury
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nadsubtelnej. Nalezy zaznaczyé, iz obliczenia w obu poruszonych w tym rozdziale
publikacjach [116, 117] dotycza modelu rodnika l-alaniny w postaci pojedynczej molekuty
(rysunek 4.19), bez uwzglednienia wptywu otoczenia. Wyniki obliczen zamieszczone w pracy
[116] przedstawiajg ponizsze tabele (tabele 4.18-4.19):

Tabela 4.18 Obliczone i eksperymentalne warto$ci tensora struktury nadsubtelnej, dla

o protonu H7 oraz protonéw grupy metylowej H8,H9,H10, dla rodnika R1 (model rodnika
przedstawia rysunek 4.19). Metoda obliczeniowa UB3LYP/6-311G(d)// B3LYP/6-31G(d).
Wszystkie wartosci wyrazono w (MHz), [116].

H7 H8,H9,H10

AL AL Dane_referencyjne
A, Ay A A (metoda pomiarowa, temperatura).

Az Aasz

-87.9 74.7
-56.1 -52.2 70.0 67.6 [23] (ENDOR, 220K)

-28.2 67.3

-72.8
-590 -54.9 [20 ] (EPR, 77K)

-49.2

-88.1 71.7 [19] (ENDOR, 77K)
598 -53.3 66.6 64.6

-37.9 63.5

-89.7° 77.1 [18] (ENDOR, 77K)
_532% -465° 724 70.1 [17 ] (EPR, 293K)

-23.5° 70.1

732 73 [21 ] (EPR, 300K)
-60.3* 57" 703 71

-512 67

-83.8 73.5 W tej pracy.
-533 -57.7 657 625

-18.3 61.1

®Eksperymentalne wartoéci absolutne.

Rysunek 4.19 Geometryczny model rodnika R1, [116].
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Tabela 4.19 Obliczone i eksperymentalne warto$ci tensora struktury nadsubtelnej, dla
protonow grupy metylowej H8,H9,H10, dla rodnika R1, temp. pomiaru 77K. Metoda
obliczeniowa UB3LYP/6-311G(d)// B3LYP/6-31G(d). Wszystkie warto$ci wyrazono w
(MHz), [116].

H8 H9 H10
AmL AL AmL Dane_referencyjne
Ao Ap Aw A Aw A (metoda pomiarowa, temperatura).
Az As3z Az
129.2 84.1 19.3
121.3 1180 776 751 149 151 [18] (EPR, 77K)
116.6 73.7 10.1
126.5 79.0 18.2 W tej pracy.
1185 1154 713 68.0 108 7.3
113.6 66.8 6.9

W czasie badan opublikowanych w pracach [116] przeprowadzono takze obliczenia dla
rodnikéw R2 i R3 z zastosowaniem metody obliczeniowej tozsamej, jak w przypadku
obliczen dla rodnika R1. Dodatkowo zastosowano baze funkcyjng IGLO-I11 [140]. Wszystkie
uzyskane wyniki uznano jako zbiezne z eksperymentalnymi.

Rozwazania teoretyczne dotyczace rodnikow l-alaniny prowadzono roéwniez
z uwzglednieniem wplywu otoczenia molekut sgsiadujgcych na molekute rodnika. Tematyke
opisujaca w szerokim zakresie konstrukcje modeli teoretycznych, dobdér metody
obliczeniowej oraz wyniki obliczen przedstawiajg praca [119].
Model Klastra w postaci centralnie potozonej molekuly rodnika R2, w otoczeniu jonOwW
obojnaczych l-alaniny (rysunek 4.20), proponuja w swej pracy E. Pauwels i wsp.[119] jako
model rodnika w krysztale l-alaniny. Model ten zaktada stabilizacj¢ rodnika R2 l-alaniny,
poprzez oddziatywanie elektrostatyczne atomow otoczenia sktadajacego si¢ z 14 molekut 1-
alaniny w pierwszym etapic optymalizacji geometrii klastra oraz 6 molekut l-alaniny w
drugim etapie optymalizacji geometrii klastra. Model klastra zaproponowany w niniejszych
pracach oparty jest na badaniach krystalograficznych struktury przestrzennej l-alaniny i
zaktada, iz odlegto$é miedzy atomami otoczenia a atomami rodnika R2 wynosi 3.7 A. Atomy
zewnetrzne takiej struktury sg ulozone sferycznie wokot centralnie polozonej molekuty
rodnika R2. Skonstruowany w ten sposéb model w postaci klastra molekut jest poddawany
obliczeniom majacym na celu optymalizacj¢ geometryczng uktadu, ktéra jest przeprowadzana
z zastosowaniem metod obliczeniowych chemii kwantowej DFT z funkcjonatem B3LYP oraz

metod pédtempirycznych PM3 [107] i AM1 [103]. W celu zminimalizowania czasu
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1 kosztow obliczen dla klastra bedacego ztozonym uktadem molekularnym, podzielono uktad
na dwie warstwy obliczeniowe ,Jlow” i ,,high” za pomocg metody ONIOM (Our own N-
layered Integrated molecular orbital and Molecular mechanics) [121]. Optymalizacje¢
geometryczng czasteczki rodnika R2 i molekul sgsiedztwa l-alaniny w modelu klastra
przedstawiono na rysunku 20. Zastosowane bazy funkcyjne to 6-31G** oraz bazy I, 11 i Ill,
ktore sg odpowiednikami baz: single - £, double- £, double - ¢ rozszerzonych o funkcje
polaryzacyjng [122]. Tabela 4.20 zamieszczona ponizej zawiera opis zastosowanych metod,

oprogramowania oraz modelu.

Rysunek 4.20 Optymalizacja geometryczna czasteczki rodnika R2 i molekut sasiedztwa 1-
alaniny w modelu klastra, metoda obliczeniowa B3LYP/PM3/6, [119].
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Tabela 4.20 Metody obliczeniowe, stosowane oprogramowanie i zastosowany model do
obliczern ONIOM, [119].

Rodnik centralny Otoczenie, klaster alaniny Notacja
G98 PM3 14 czasteczek, PM3 PM3/ PM3/14
G98 PM3 6 czasteczek, PM3 PM3/ PM3/6
G98 B3LYP/6-31G** 14 czasteczek, PM3 B3LYP/ PM3/14
G98 B3LYP/6-31G** 6 czasteczek, PM3 B3LYP/ PM3/6
G98 B3LYP/6-31G** 14 czasteczek, AM1 B3LYP/AM1/14
G98 B3LYP/6-31G** 6 czasteczek, AM1 B3LYP/ AM1/6
ADF BLYP/I 6 czasteczek, BLYP/I BLYP/I/6
ADF BLYP/II 6 czasteczek, BLYP/II BLYP/11/6
ADF BLYP/1II 6 czasteczek, BLYP/III BLYP/111/6
AIMD BP86/PW 15 czasteczek, BP86/PW BP86/PW
G944 B3LYP/6-31G* 0 czasteczek B3LYP/0/0*
G94 B3LYP/6-31+G* 0 czast. Model Onsagera, woda B3LYP/Onsager/0*

*Model B3LYP/0/0 i B3LYP/Onsager/0, zaprezentowano w pracy Lahore i wsp. [116] oraz Ban i wsp.
[117].

Autorzy cytowanej pracy zaproponowali rowniez inny model dla rodnika R2 w otoczeniu
czasteczek l-alaniny. Model ten opiera si¢ na periodycznych komorkach elementarnych
krystalicznej l-alaniny z wbudowanym rodnikiem R2 w struktur¢ krysztatu (rysunek 4.21).
Obliczenia dla tak skonstruowanego modelu przeprowadzono metoda chemii kwantowej DFT
z funkcjonatem BP86/PW, bedgcym potgczeniem funkcjonatow BP86 (zaproponowanym
przez Perdew [123] i Becke [124]) oraz funkcjonatu PW. Wszystkie obliczenia w omawiangj
pracy przeprowadzono z zastosowaniem oprogramowania Gaussian 94 i Gaussian 98 [85,86],
oprogramowania ADF (Amsterdam Density Functional) [125] oraz oprogramowania AIMD

(Ab Initio Quantum Molecular Dynamic) [126] bazujacego na kodzie Car — Parrinello [127].
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Rysunek 4.21 Optymalizacja geometryczna czasteczki rodnika R2 i molekut sasiedztwa 1-
alaniny w modelu periodycznych komorek elementarnych, metoda obliczeniowa DFT
z funkcjonalem BP86, [119].

Wyniki przeprowadzonych obliczen, majacych na celu optymalizacj¢ geometrii rodnika R2
w przedstawionych modelach w postaci klastra i periodycznych komorek elementarnych oraz
obliczen gtownych wartosci wiasnych 1 wartosci izotropowych tensora struktury nadsubtelne;,

przedstawiono w ponizszych tabelach (tabela 4.21 i 4.22).
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Tabela 4.21 Wybrane wartosci katow i1 dlugosci wigzan dla r6znych metod optymalizacji geometrii, [119].

66

B3LYP/  B3LYP/ PM3/PM3/ PM3/PM3/ B3LYP/ B3LYP/ B3LYP/ B3LYP/ B3LYP/ B3LYP/ B3LYP/ BP86/

0/0 Onsager/0 14 6 PM3/14  PM3/6 AM1/14  AM1/6 116 11/6 111/6 PW

Dtugos¢ wigzan®

01-C2 1.271 1.277 1.254 1.251 1.261 1.264 1.272 1.277 1.335 1.317 1.278 1.285
C2-03 1.242 1.295 1.264 1.272 1.282 1.292 1.270 1.277 1.399 1.339 1.302 1.307
C2-C4 1.511 1.507 1.507 1.500 1.466 1.455 1.468 1.464 1.540 1.450 1.465 1.467
C4-N5 1.492 1.478 1.460 1.458 1.503 1.503 1.465 1.466 1.563 1.489 1.472 1.464
C4-C6 1.479 1.478 1.463 1.461 1.487 1.484 1.478 1.475 1.547 1.492 1.484 1.483
H7-C6 1.102 1.100 1.105 1.099 1.107 1.103 1.104 1.101 1.118 1.110 1.107 1.114
H8-C6 1.093 1.090 1.103 1.097 1.094 1.090 1.092 1.087 1.105 1.096 1.093 1.103
H9-C6 1.102 1.100 1.102 1.133 1.102 1.107 1.104 1.112 1.110 1.104 1.102 1.106
H10-N5 1.023 1.030 1.025 1.005 1.058 1.053 1.044 1.040 1.100 1.047 1.043 1.064
H11-N5 1.025 1.030 1.024 1.015 1.055 1.051 1.038 1.034 1.125 1.057 1.054 1.109
H12-N5 1.037 1.052 1.024 1.025 1.052 1.057 1.039 1.043 1.222 1.076 1.078 1.054

Wartosci katow miedzy wigzaniami
01-C2-03 132.98 128.10 120.62 118.04 126.70 124.90 127.08 125.02 117.71 121.81 123.85  124.16
01-C2-C4 111.27 113.50 116.96 120.62 116.40 118.18 116.21 117.35 127.63 119.11 11794  116.19
C2-C4-N5 108.37 111.40 116.22 115.25 112.66 114.22 112.18 113.29 116.39 115.69 11551  114.78
C2-C4-C6 131.77 130.20 122.05 124.07 124.52 126.72 128.41 128.94 114.74 125.74 12512 119.59
Wartosci katow dwusciennych mi¢dzy wigzaniami
01-C2-C4-C6 180.0 180.0 122.73 120.47 115.27 125.69 153.77 163.76 99.51 137.81 134.40  114.67
03-C2-C4-C6 0.00 0.00 -59.88 -63.95 -66.18 -55.55 -28.16 -17.32 -83.88 -42.96 -46.03  -61.55
H8-C6-C4-C2 0.00 0.00 26.21 351.25 34.62 23.13 9.22 355.62 42.47 8.97 14.10 42.56
H10-N5-C4-C2 82.40 79.00 82.39 80.40 71.04 73.45 10.79 10.77 60.36 77.76 75.20 71.77
Niewtlasciwy kat skrecania

01-03-C4-C2 0.00 0.00 1.52 2.47 0.83 0.70 111 0.62 1.69 0.44 0.24 221

C2-N5-C6-C4 0.00 0.00 6.60 157 17.22 11.62 1.22 -4.79 25.99 7.70 9.88 20.14
Dlugosci wigzan wodorowych”

O1-H* ? ? 1.84 1.83 1.87 1.86 213 213 1.61 2.10 2.10 2.01

03-H* ? ? 1.78 1.73 1.78 1.80 1.91 1.94 1.79 1.74 1.76 1.78

03-H* ? ? 1.81 1.74 1.79 1.76 1.95 1.97 1.47 1.74 1.74 1.49

H10-O* ? ? 1.84 251 1.81 1.87 2.70 293 2.04 1.94 1.99 1.83

H11-0* ? ? 1.76 1.76 1.76 1.79 247 2.52 1.75 1.75 177 1.52

H12-0* ? ? 1.83 1.75 1.83 1.78 2.38 2.28 1.37 1.71 1.68 1.85




® Dlugo$¢ wigzan wyrazono w angstremach [A]. PH* { O* przedstawiaja jeden z najblizszych atoméw tlenu lub wodoru otoczenia molekuty R2.

Tabela 4.22 Podsumowanie obliczen wartosci tensora struktury nadsubtelnej, [119].

Dane eksperymentalne B3LYP/0/0 B3LYP/Onsager/0 PM3/PM3/14 PM3/PM3/6

Aiso  Axx Ayy Azz Aiso  Axx Ayy Azz Aiso  Axx Ayy Azz Aiso  Axx Ayy Azz Aiso  Axx Ayy Azz
o1 -2.6 -51.4 1938 23.7 -0.4 -47.5 21.3 251
C2 -286 -345 -260 -252 -30.7 -364 -28.1  -275
03 -0.7 -44.7 187 23.9 -2.6 -61.9 255 28.7
C4 94.0 165 176 2479 82.0 12.0 13.8 220.1 715 3.7 51 205.7
N5 7.3 55 8.2 8.3 -8.0 -8.5 -7.8 -7.6 -3.7 -4.1 -3.8 -3.2 -6.5 -6.7 -6.6 -6.1
C6 -316 -340 -320 -29.7 -289 -309 -290 -268 -287 -304 -29.1  -26.6
H7 70.8 67.9 681 764 68.4 63.7 646 76.9 95.5 90.9 92.1 1035 1143 1098 1114 1215 614 57.4 58.2 68.5
H8 2.2 -1.9 -1.7 10.2 11.6 1.7 8.1 191 6.5 2.6 35 135
H9 95.7 91.1 92.3 103.7 53.9 49.8 50.2 61.6 1117 1078 1085 11838
H10 86.3 794 836 958 80.3 748 755 90.6 86.0 81.2 81.5 95.3 86.8 81.6 82.0 96.7 76.2 70.9 715 86.3
H11 10.2 53 5.4 19.9 13.9 8.7 9.5 235 12.0 7.1 75 214 12.1 6.5 7.7 22.0 8.0 28 3.9 17.2
H12 30.2 241 255 409 29.9 240 246 412 30.0 24.4 25.1 40.6 23.8 18.4 19.2 337 32.6 27.9 28.1 41.9

B3LYP/PM3/14 B3LYP/PM3/6 B3LYP/AM1/14 B3LYP/AM1/6 B3LYP/I/6

Aiso  Axx Ayy Azz Aiso  Axx Ayy Azz Aiso  Axx Ayy Azz Aiso  AxX Ayy Azz Aiso  AxX Ayy Azz
o1 -0.9 -385 141 217 -0.7 -385 138 224 -2.1 30.6 10.1 141 -1.0 -30.1 113 15.8 1.0 -42.9 16.2 29.6
C2 -239 -314 -215 -188 284 -365 -252 -234 -328 414 -294 -276 -331 -423 -29.7 -274 -210 -2938 -175  -15.7
03 -4.8 -543 186 214 -6.2 -68.3 231 265 -4.8 -53.3 17.0 219 -6.6 -64.7 197 253 -10.7  -116.7 39.6 45.1
C4 1523 845 860 2864 1169 500 512 249.7 812 8.5 9.7 2254 745 4.2 51 2141 2719 2228 2248 368.1
N5 1.7 6.9 75 8.7 2.7 21 25 35 -7.2 -7.6 -7.3 -6.6 -8.4 -8.7 98.7 -7.9 155 145 151 16.9
C6 -217 -238 -224 -190 -254 -273 -257 -232 -286 -306 -284 -268 -2562 -271 -253 -231 -7.0 -9.1 -8.3 -3.7
H7 100.2 96.2 98.0 1064 90.4 864 880 96.8 95.9 91.4 92.6 1036 77.2 72.8 73.8 85.1 58.8 55.8 57.4 63.1
H8 4.2 0.0 0.3 12.2 2.0 -1.9 -1.6 9.6 28 -1.2 -1.0 10.7 17 -2.3 -1.8 9.3 0.8 -2.6 -1.7 6.8
H9 54.5 50.2 503 631 69.0 648 651 770 81.7 77.3 78.3 89.3 95.7 91.6 92.7 102.7 238 19.9 20.3 31.0
H10 84.6 80.3 809 927 80.7 763 768 889 45 -0.9 -0.3 14.8 2.7 -2.5 -1.7 12.5 61.3 58.4 58.8 66.7
H11 5.2 -0.5 0.8 15.3 4.8 -0.5 0.6 14.3 65.9 61.4 61.6 74.7 65.7 61.1 61.3 74.8 -1.4 -6.0 -4.6 6.4
H12 17.6 118 129 282 22.3 169 178 323 72.3 67.0 67.7 82.2 69.8 65.1 65.6 78.9 10.4 6.1 7.0 18.2

B3LYP/I1/6 B3LYP/I111/6 BP86/PW

Aiso  Axx Ayy Azz Aiso Axx Ayy Azz Aiso  AxX Ayy Azz
o1 0.1 -435 152 286 -1.2 -39.8 139 222 -1.8 47.2 16.7 25.0
C2 -35.1 -457 -308 -28.7 -31.2 -40.1 -27.7 -258 -238 -323 -214 -175



03 -8.7 -90.5 304 339 -4.7 -63.4 231 264 40 -50.7 178 20.9
C4 84.7 217 227 2098 99.0 310 324 2337 1434 774 791 273.7
N5 -2.0 -2.4 -2.2 -1.5 -1.6 -2.2 -1.8 0.9 6.6 5.6 6.4 7.8
C6 -249 -266 -246 -234 -26.7 -28.7 -266 -249 -209 -227 -21.7 -183
H7 71.6 676 691 781 84.7 804 821 916 105.1 1013 1028 1111
H8 1.6 -2.2 -1.1 8.0 14 -2.5 -1.9 8.5 9.6 5.7 6.0 17.1
H9 74.9 711 716 821 77.8 736 742 857 410 36.8 37.0 492
H10 743 701 705 824 851 80.6 81.0 937 95.2 90.9 91.7 103.2
H11 4.9 0.0 11 13.7 6.0 0.7 1.9 15.3 6.7 1.3 2.8 16.0
H12 264 219 223 350 300 250 255 393 17.0 11.4 12.6 27.0

® Wartoéci mierzone w MHz, obliczone metoda B3LYP/6-311G** dla rodnika R2, optymalizacja geometrii przeprowadzono wymienionymi w tabeli metodami. Dane

eksperymentalne zostaty zaczerpnigte z pracy [42].
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W przypadku konstrukcji modelu klastra molekut, w celu przeprowadzenia obliczen wartosci
tensorowe, i J, spektroskopii NMR dla trzech ro6znych aminokwasow w postaci

krystalicznej m.in. l-alaniny, stosowana jest takze metoda warstw obliczeniowych ONIOM.
Wyniki przeprowadzonych tym sposobem badan umieszczone zostaty w pracy [128]. Autorzy
przeprowadzili optymalizacj¢ geometrii klastra skladajacego si¢ z centralnie potozonej
czasteczki l-alaniny stabilizowanej poprzez wigzania wodorowe 1 oddziatywania
elektrostatyczne otoczenia kilkunastu molekut Il-alaniny. Odleglto§¢ miedzy atomami
molekuty centralnej a atomami otoczenia w proponowanym modelu wynosi 3 A, natomiast
dane dotyczace dtugosci wigzan i wartosci katow miedzy nimi zostaly zaczerpnigte z bazy
danych molekularnych, uzyskanych metoda dyfrakcji promieni X [46]. Nastepnie, dla tak
skonstruowanych modeli ,,supermolekularnych” przeprowadzono obliczenia gldwnych
wartosci wlasnych tensora przesunigcia chemicznego dla przypadku widma spektroskopii B¢
NMR. Rysunki 4.22 i 4.23 przedstawiajg model ,,supermolekularny” dla I-alaniny

analizowany w cytowanej pracy.

Rysunek 4.22 Struktura molekularna klastra I-alaniny, na ktorym przeprowadzono obliczenia.
Warstwa ,,high” atomy w postaci kuleczek, warstwa ,,Jow” atomy w postaci precikow.
Oznaczenia dla metody ONIOM, [128].
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Rysunek 4.23 Odlegto$ci migdzy atomami obliczone metodg B3LYP/6-311G:AM1 oraz
umieszczone w nawiasie dane eksperymentalne. Dla szesciu molekut 1-alaniny otoczenia. Na
rysunku przedstawiono tylko grupy aminowe NH3 i grupy karboksylowe COO, [128].

Obliczenia gldownych warto$ci wlasnych tensora przesunigcia chemicznego dla czesci klastra

29

W postaci otoczenia molekuly centralnej tj. warstwy ,low”, zostaly przeprowadzone
z zastosowaniem metody DFT, funkcjonatu B3LYP oraz bazy funkcyjnej 6-31G. Natomiast
obliczenia dla molekuly centralnej bedacej w modelu klastra warstwa ,,high” przeprowadzono
metodg MP2 z bazg funkcyjng 6-311G. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 4.23
1 poréwnano z wynikami uzyskanymi podczas innych badan z zastosowaniem innych modeli

I metod obliczeniowych.

Tabela 4.23 Obliczone i eksperymentalne gldwne warto$ci wlasne 1 warto$¢ izotropowa
tensora ekranowania dla widma *C NMR I-alaniny, [128].

Aminokwas d11 S22 033 Bizo

L-alanina 239 184 106 176.8
(280.0) (140.7) (107.6) (176.1)
[273.1] [177.6] [101.7] [184.1]
{227.8} {165.2} {109.0} {167.3}
238.7* 178.4* 114.2* 177.1*

#Wartoéci podane w tabeli bez nawiasow, to dane eksperymentalne zaczerpniete z pracy [4]; dane w nawiasach (
) sa danymi teoretycznymi obliczonymi na podstawie modelu pojedynczej molekuly l-alaniny zaczerpnigtymi z
pracy [5]; dane w nawiasach [ ] sg danymi teoretycznymi obliczonymi na podstawie uproszczonego modelu
wiagzan wodorowych l-alaniny zaczerpnigtymi z pracy [6]; dane w nawiasach { } sa danymi teoretycznymi
obliczonymi na podstawie modelu supermolekularnego I-alaniny przedstawionego cytowanej pracy [128]; dane
strukturalne zostaty zaczerpnigtymi z pracy [46]; dane oznaczone symbolem * sg danymi teoretycznymi
obliczonymi na podstawie modelu supermolekularnego I-alaniny przedstawionego cytowanej pracy [128]; dane
strukturalne zostaly zaczerpnigte z pracy [46]; zastosowano metode ONIOM oraz obliczenia optymalizacji
geometrii metodami: (MP2/6-311+G(d,p):B3LYP/6-31G ).
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Przedstawione w pracy poréwnanie obliczen sktadowych tensora przesunigcia chemicznego
wskazuja na stuszno$¢ zastosowania modelu supermolekularnego, gdyz uzyskane wartosci
teoretyczne sg zblizone do wartosci uzyskanych do$wiadczalnie. Powyzsza prawidtowos¢

przedstawia rOwniez rysunek 4.24.

A 5.,=129%.,,-518 5,
| ¥ Bu=1275.,-405
2254 @ B, =0.925,,+5.09
W 0.,=0.950.,+113

Calculated shielding tensors

T T T T T T
100 125 150 175 200 225 250

Experimental shielding tensors
/ppm

Rysunek 4.24 Korelacja, obliczonych na podstawie modelu i uzyskanych do$wiadczalnie,
gléwnych warto$ci wlasnych tensora przesunigci chemicznego dla widma 13C NMR dla

trzech aminokwasow w tym I-alaniny.

Dane oznaczone symbolem A s3 danymi teoretycznymi obliczonymi na podstawie modelu pojedynczej
molekuly l-alaniny zaczerpnietymi z pracy [5]; dane oznaczone symbolem V¥V s3 danymi teoretycznymi
obliczonymi na podstawie uproszczonego modelu wigzan wodorowych l-alaniny zaczerpnietymi z pracy [6];
dane oznaczone symbolem e sa danymi teoretycznymi obliczonymi na podstawie modelu supermolekularnego
I-alaniny przedstawionego w cytowanej pracy [128]; dane strukturalne zostaty zaczerpnigtymi z pracy [46]; dane
oznaczone symbolem m sa danymi teoretycznymi obliczonymi na podstawie modelu supermolekularnego
I-alaniny przedstawionego cytowanej pracy [128]; dane strukturalne zostaly zaczerpnigtymi z pracy [46];
zastosowano metode ONIOM oraz obliczenia optymalizacji geometrii metodami:(MP2/6-311+G(d,p):B3LYP/6
-31G), [128].
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Rozdzial 5
Cel i tezy pracy

Celem niniejszej pracy jest zbadanie whasciwosci fizycznych 1-alaniny jako elementu
czynnego biosensora (bioczujnika) promieniowania jonizujacego na tle istniejacej wiedzy,
szczegotowo opisanej w studium literaturowym. Poza sensem poznawczym, celem pracy sa
rébwniez rozwigzania aplikacyjne w postaci detektora I-alaninowego wtasnej konstrukeji, na
potrzeby pomiarow dawek promieniowania jonizujgcego oraz propozycja biosensora
promieniowania jonizujgcego, gdzie element aktywny stanowi roztwor wodny l-alaniny,
natomiast metoda detekcji produktow jonizacji l-alaniny jest spektroskopia *H NMR.

Przeglad literatury dotyczacy Il-alaniny poddanej dziataniu promieniowania
jonizujgcego obejmuje dwa gtowne nurty. Pierwszy z nich opisuje mozliwo$ci zastosowania
l-alaniny w dozymetrii promieniowania jonizujagcego w radioterapii onkologicznej. Drugi to
opis wilasciwosci fizycznych 1 chemicznych rodnikéw l-alaniny, powstalych wskutek
absorpcji promieniowania jonizujagcego przez krysztat l-alaniny. W studium literaturowym
wyszczegolniono rowniez prace, dotyczacg wpltywu promieniowania jonizujgcego na wodny
roztwor aminokwasOw l-alaniny i glicyny. Badania szczegblowo opisane w studium
literaturowym oparte sa o metod¢ doswiadczalng EPR, ktora zastosowana zostata do analizy
produktow jonizacji l-alaniny w postaci krystalicznej. Natomiast w przypadku roztworu
wodnego l-alaniny zastosowano spektroskopi¢ masowg. Dopetnieniem prac dosSwiadczalnych
dotyczacych produktow jonizacji l-alaniny sa obliczenia teoretyczne, dotyczace geometrii
molekut oraz wybranych wielko$ci spektroskopowych, wykonane dla mato zaawansowanych
modeli molekularnych i przy uzyciu prostych metod mechaniki kwantowe;.

W zwigzku z przedstawionymi faktami zaproponowano nastepujace tezy:

- Istnieje potrzeba konstrukcji biosensora l-alaninowego/EPR pelnigcego role dozymetru
promieniowania jonizujacego oraz wykonania pomiaréow kalibracyjnych dla tego dozymetru
w celu wykazania mozliwo$ci zastosowania w rutynowych pomiarach dozymetrycznych np.
jako system indywidualnej kontroli dawki pacjenta leczonego za pomoca radioterapii
onkologicznej.

- Niezbednym jest wykorzystanie odpowiednich modeli molekularnych i metod modelowania
molekularnego w celu analizy wtasciwosci fizyko - chemicznych poszczeg6inych rodnikow
l-alaniny, powstatlych w objetosci czynnej biosensora l-alaninowego po napromienieniu,

ktorych mieszanina daje do§wiadczalne widmo EPR.
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- Istotnym z punktu widzenia wplywu promieniowania jonizujgcego na organizmy zywe jest
zbadanie roztworéw wodnych aminokwasu l-alaniny poddanych dziataniu promieniowania
jonizujacego w celu wykrycia produktéw jonizacji wodnych roztworéw l-alaniny przy
zastosowaniu metody ‘*H NMR, a tym samym przydatnosci wodnego roztworu l-alaniny do
zastosowania jako element aktywny biosensora promieniowania jonizujacego.

- Niezbgdnym jest wykorzystanie odpowiednich modeli molekularnych i metod modelowania
molekularnego w celu okreslenia wiasciwosci fizyko — chemicznych wodnych roztworow
l-alaniny 1 produktow jej jonizacji, powstalych w roztworze po napromienieniu
promieniowaniem jonizujacym, widocznych w widmie *H NMR.

Do udowodnienia tak sformulowanych tez niezbedne bylo:

- Napromienienie biosensoréw l-alaniny zarowno w postaci krystalicznej jak i roztworu
wodnego oraz analiza metodami spektroskopii EPR i *H NMR.

- Skonstruowanie ztozonych modeli molekularnych (dwdch warstw ONIOM) w celu
uwzglednienia wptywu otoczenia molekularnego na strukture czasteczki I-alaniny oraz trzech
glownych form rodnikéw R1, R2, R3 l-alaniny w krysztale.

- Zastosowanie zaawansowanych metod chemii kwantowej takich jak: HF, DFT, MP2 ze
standardowymi bazami funkcji w celu optymalizacji geometrii molekularnej 1 wyboru
najbardziej zgodnego modelu z rzeczywistym uktadem molekularnym 1-alaniny i jej rodnikow
w krysztale.

- Zastosowanie zaawansowanych metod chemii kwantowej takich jak: HF, DFT, MP2 ze
specjalnymi bazami funkcji tj. EPR-I1I i IGLO-IIl w celu obliczenia i analizy parametréw
EPR, takich jak sktadowe tensorow g i A rodnikéw R1, R2 i R3 l-alaniny i symulacji widma
EPR.

- Skonstruowanie ztozonych modeli molekularnych (dwéch warstw ONIOM, CPCM, IEF-
PCM) w celu uwzglednienia wptywu otoczenia molekularnego na strukture czasteczki
[-alaniny i produktow jej jonizacji w roztworach wodnych.

- Zastosowanie zaawansowanych metod chemii kwantowej takich jak: HF, DFT, MP2 ze
standardowymi bazami funkcji w celu optymalizacji geometrii molekularnej i wyboru
najbardziej zgodnego modelu z rzeczywistym uktadem molekularnym dla wodnego roztworu
|l-alaniny i produktéw jego jonizacji oraz wzorca, dla spektroskopii *H NMR zwiazku TSP.

- Zastosowanie zaawansowanych metod chemii kwantowej takich jak: HF, DFT, MP2 ze

specjalnymi bazami funkcji tj. aug-cc-pVTZ-J i pcJ-n w celu obliczenia i analizy parametrow

spektroskopowych 'H NMR, takich jak Ji°, K& o5 &, dla wodnego roztworu l-alaniny

73



1 produktow jego jonizacji oraz wzorca, zwigzku TSP. Rezultatem obliczen moze by¢

symulacja widma ‘*H NMR.

Rozdzial 6

Badania wlasne.

6.1 Materialy i metody badan.

Obiekt badan stanowily krysztaly 1l-alaniny, w postaci proszku zamknigtego
w hermetycznym opakowaniu, produkt handlowy firmy MERCK o numerze katalogowym
101007.0025. W celu zwigkszenia gestosci upakowania probki, jej przygotowanie do analizy
EPR bylo poprzedzone rozdrobnieniem krysztatkow 1-alaniny z zastosowaniem mozdzierza
agatowego. W wyniku rozdrabniania uzyskano polikrystaliczne ziarna I-alaniny o rozmiarach
od kilku do kilkuset um (rysunek 6.1). Nastepnie sproszkowang l-alaning umieszczono
w kwarcowej rurce o $rednicy wewngetrznej 0.7 mm i dlugosci 50 mm (kapilary zostaty
pozyskane z firmy MEDLAB). Oba konce kapilary zostaly zabezpieczone parafing przed
wnikaniem pary wodnej. Wysoko$¢ stupa proszku l-alaninowego w rurce kapilarnej wynosita
10 mm. Przygotowano rowniez probki do analizy H-NMR. Stanowity one roztwor I-alaniny
rozpuszczonej w D,O w proporcji 10mg I-alaniny na 0.6 ml D,0O. Roztwor umieszczono

w szklanej kuwecie stosowanej w standardowych pomiarach NMR.
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Rysunek 6.1 Krysztaty 1-alaniny w postaci proszku [Zdjecie wykonano na Wydziale
Elektroniki Mikrosystemow i Fotoniki w Laboratorium Urzadzen Elektronooptycznych przez
Prof. dr hab. inz. Witolda Stowko, za pomocg Skaningowego Mikroskopu Elektronowego
typu Jeol JISM-335CF w 70 krotnym powigkszeniu].

Tak przygotowane probki I-alaniny poddano ekspozycji  wysokoenergetycznym
promieniowaniem jonizujgcym X. Napromienianie probek l-alaniny przeprowadzono
z zastosowaniem akceleratora medycznego Varian — Clinac 2100 CD, ktory byt
przystosowany do generowania wigzek promieniowania jonizujacego X o energii kwantow
6MeV i 18MeV. W obu przypadkach probki l-alaniny umieszczano w specjalnie
przygotowanym fantomie z tworzywa sztucznego Polimethyl Methacrylate (w skrécie
PMMA) na gtebokosci 5 cm dla energii 6 MeV oraz 10 cm dla energii 18 MeV. Fantom
z PMMA zostat wykorzystany w badaniach ze wzgledu na ekwiwalentno$¢ proceséw
rozpraszania promieniowania jonizujacego ze Srodowiskiem wodnym stanowigcym model
tkanki miekkiej. Czas napromieniania dla kazdej z wartosci dawki pochlonietej $cisle
zwigzanej z energig oraz glebokoscig pomiaru, ustalano przygotowujac odpowiednie plany
leczenia w Systemie Planowania Leczenia Eclipse (SPL Eclipse). W celu precyzyjnego
okreslenia dawki, czasy napromieniania z SPL Eclipse skorygowano o réznicg wydajnosci
referencyjnej (wydajnosci wprowadzonej w SPL) i wydajnosci zmierzonej w warunkach
referencyjnych przy uzyciu wzorcowanej komory jonizacyjnej, dla obu zastosowanych w

etapie kalibracji warto$ci energii promieniowania elektromagnetycznego. System Planowania
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Leczenia Eclipse zawierajacy dane konfiguracyjne akceleratora, na ktorym przeprowadzono
kalibracje, zostal uprzednio poddany pozytywnej weryfikacji w programie — Audyt
Dozymetryczny (TL) prowadzonym przez Laboratorium  Wtornych  Wzorcow
Dozymetrycznych w Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej — Curie
w Warszawie. Wszystkie prace dotyczace napromieniania probek l-alaniny przeprowadzone
zostaty w Dolnoslaskim Centrum Onkologii — w Zakladzie Fizyki Medyczne;.

Probki zawierajace l-alaning w postaci proszku po napromienieniu zostaty poddane
analizie EPR na Wydziale Podstawowych Probleméw Techniki w laboratorium Instytutu
Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowej, Politechniki Wroctawskiej. Analiza EPR zostata
wykonana przy uzyciu spektrometru fali ciggtej (CW) firmy Bruker model ELEXYS E500,
ktorego parametry pracy w przypadku analizowanych probek I-alaniny odpowiednio
wynoszg: czestotliwo$¢ mikrofal pasma X 9,5GHz, amplituda modulacji 1,25mT, stata
czasowa 0,1s, moc mikrofal SmW, szeroko$¢ przemiatania pola magnetycznego 20mT,
nat¢zenie pola magnetycznego dla linii centralnej 339mT, temperatura pomiaru T=298K.
Spektrometr byt polaczony z komputerem klasy PC, na ktérym zainstalowano
oprogramowanie DATA EPR umozliwiajace cyfrowy zapis i analiz¢ widma.

Probki zawierajace l-alaning w postaci roztworu D,O po napromienieniu zostaty
poddane analiziec NMR na Wydziale Chemii w Laboratorium Badan Strukturalnych,
Politechniki Wroctawskiej. Do pomiarow NMR zastosowano spektrometr firmy Bruker typu
AvanceTM 600MHz. Spektrometr wyposazony byl w kriosond¢ — sonde trzykanatowg
1H/13C/15N, z odwrotnym uktadem cewek, pracujaca w zakresie temperatur (0 do 60)°C. Za
pomocg niniejszego spektrometru wykonano pomiary widma protonowego tzw. 'H NMR dla
probki l-alaniny rozpuszczonej w D,0O. Parametry pomiaru spektrometru NMR to:
temperatura T=300K, liczba skanéw n = 256, wylaczony spin probki (tzn. probka znajdowata
si¢ w tej samej pozycji podczas calego pomiaru). Spektrometr NMR polaczony byt
z komputerem klasy PC, na ktorym zapisywano uzyskane widmo w postaci cyfrowej przy
uzyciu oprogramowania firmy Bruker. W celu analizy widma NMR zastosowano
niekomercyjny pakiet oprogramowania firmy MestReNowa [130].

Analiza teoretyczna uzyskanych doswiadczalnie widm EPR i NMR przeprowadzona
zostata z zastosowaniem komercyjnego oprogramowania komputerowego Gaussian 09 oraz
GaussView 3.09 [85]. Dostep do zaawansowanych pakietéw modelowania molekularnego
uzyskano dzigki grantowi obliczeniowemu ufundowanemu przez Wroclawskie Centrum
Sieciowo — Superkomputerowe (WCSS). Do graficznej prezentacji teoretycznie obliczonego

widma EPR zastosowano oprogramowanie MATLAB z modutem EasySpin [ES].

76



6.2 Wyniki i obliczenia.

6.2.1 Badania EPR wlasciwosci fizycznych rodnikéw l-alaniny.

Alanina jest jednym z podstawowych aminokwaséw budulcowych biatek,
wystepujacych u wigkszosci organizméw zywych na naszej planecie. Pod wplywem
promieniowania jonizujacego czasteczki tego aminokwasu wystepujace w postaci
krystalicznej ulegajg radiolizie, ktorej produktem sg rodniki l-alaniny. Czas zycia uzyskanych
w ten sposob rodnikow jest na tyle dtugi aby mozna byto bada¢ je metoda EPR. W niniejszej
pracy uzyskano widmo EPR dla probek zawierajacych rodniki l-alaniny powstate po
uprzednim napromienieniu I-alaniny promieniowaniem X. Widmo to jest nieregularne ze
wzgledu na polikrystaliczng strukture probki, wynika z wystepowania trzech gtownych
struktur rodnikow R1, R2, R3 l-alaniny oraz form przej$ciowych w postaci innych rodnikoéw
szczegdtowo opisanych w pracy [102]. W celu lepszego zobrazowania ksztattu widma, przy
pomocy programu komputerowego EPR System, dopasowano krzywa wyznaczong metoda
sredniej ruchomej do widma doswiadczalnego. Widmo proszkowe Il-alaniny wraz z

dopasowana krzywa przedstawia rysunek 6.2.

+++ Widmo proszkowe EPR rodnikdw 1-alaniny.

= Krzywa dopasowania widma EPR.

353 355 35? 359 34I11 34I13 32I15
B [mT]
Rysunek 6.2 Widmo do$wiadczalne EPR rodnikow l-alaniny wraz z dopasowang krzywa
wyznaczong metodg $redniej ruchomej oraz zaznaczong amplitudg linii centralnej, ktorej
warto$¢ stosowana jest w pomiarach dozymetrycznych
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Uzyskane w ten sposdb widma EPR napromienionych probek I-alaniny pozwolity
skonstruowa¢ dozymetr promieniowania jonizujacego, dla ktéorego wykonano szereg
pomiaréw kalibracyjnych i wykazano mozliwo$¢ zastosowania w rutynowych pomiarach
dozymetrycznych np. w radioterapii onkologicznej. Wyniki tych badan przedstawione zostaty
w pracy [131], gdzie poréwnano dwa dozymetry: l-alaninowy i hydroksyapatytowy, na
potrzeby pomiaréw dawki promieniowania jonizujacego w radioterapii onkologiczne;.

Jednakze uzyskane widma EPR dla proszku l-alaniny bedacego mieszaning rodnikow nie
pozwalaja na wyodrebnienie struktur wystepujacych w niej rodnikow, a co za tym idzie opisu
ich wlasciwosci fizycznych. W tym celu zastosowano wybrane modele i metody obliczeniowe

chemii kwantowej co przedstawiono w rozdziale 3.

6.2.2 Badania 'H NMR wlasciwosci fizycznych produktéw radiolizy

wodnych roztworow l-alaniny.

Jadrowy Rezonans Magnetyczny (NMR) to szeroko stosowana technika analizy
spektralnej w chemii, biologii i medycynie. Szeroki zakres zastosowania metody obejmuje
analiz¢ od pojedynczych czastek po ztozone uktady kwasow nukleinowych i biatek. Ksztatt
widma NMR wnosi wiele cennych informacji o fizycznych i chemicznych wtasciwos$ciach
badanej substancji. Do najwazniejszych z nich nalezy wielko$¢ sprzgzenia spin — spin oraz

przesunigcie chemiczne.

Istotnym z punktu widzenia wplywu promieniowania jonizujagcego na organizmy zywe byto
zbadanie roztworéw wodnych aminokwasu l-alaniny poddanych dziataniu megawoltowego
promieniowania X. Celem niniejszych badan bylo wykrycie produktéw jonizacji wodnych
roztworéw l-alaniny z zastosowaniem metody ‘H NMR. W wyniku pochtaniania
promieniowania jonizujagcego przez wodne roztwory aminokwasoOw powstaja rodniki:

elektron hydratacji (eaq), wodorowy (H) oraz hydroksylowe (OH*®, HO;), bedace produktami

radiolizy czgsteczek wody oraz rodniki aminokwasu, ktére nastgpnie ulegaja deaminacji,
dekarboksylacji, demetylacji. W wyniku tych reakcji powstaja aldehydy i ketony [132]. W
celu analizy produktéw radiolizy wodnych roztworéw l-alaniny zastosowano w niniejszej

pracy metodg spektroskopii 'H NMR.
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Rysunek 6.3 Wzoér strukturalny czasteczki 1-alaniny (jon obojnaczy).

Uzyskane widmo do$wiadczalne *H NMR wodnego roztworu l-alaniny przedstawia rysunek
6.4 Jest to widmo protonowe I-alaniny (rysunek.6.3) powstale w wyniku sprzg¢zenia
nierdownocennych jader, gdzie mozemy zauwazy¢ dublet 1.46ppm pochodzacy od sprzg¢zenia
miedzy protonami grupy metylowej CHs (3J4=7.25Hz) z protonem H,, przy atomie wegla
Co W czasteczce l-alaniny. Obok pikow dubletu mozemy réwniez zauwazy¢ piki 0 nieco
mniejszej intensywnos$ci. Sg to sygnaty satelitarne zwane dubletem dubletow bedace efektem
sprzezenia "H-">C protonéw grupy metylowej CHs z jadrem atomu wegla C grupy metylowej
CHs, (Muc = 130Hz). Kolejny sygnal, ktéry mozemy zaobserwowaé¢ w widmie *H NMR
wodnego roztworu l-alaniny jest to kwartet 3.76ppm pochodzgcy od sprzezenia protonu
H. przy weglu Co ((Jun=7.25Hz) z protonami grupy metylowej CH3. Obok pikéw kwartetu
znajdujg si¢ roéwniez tak jak w przypadku dubletu sygnaly satelitarne o mniejszej
intensywnos$ci zwane dubletem kwartetow powstate w wyniku sprzezenia 'H-3C protonu

H,, z jadrem atomem wegla Cq,, (“Jy.c=145Hz).
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Rysunek 6.4 Widmo do$wiadczalne *H NMR roztworu wodnego I-alaniny przed
napromienieniem.

Po napromienieniu wodnego roztworu l-alaniny poddano go analizie 'H NMR, gdzie
zaobserwowano wystgpowanie nowego piku sygnatu, rysunek 6.5, w stosunku do probki

nienapromienionej, o przesuni¢ciu chemicznym 2.354ppm.
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Rysunek 6.5 Widmo *H NMR I-alaniny i kwasu pirogronowego w roztworze wodnym po
napromienieniu.

Pik ten odpowiada wystepowaniu w analizowanym roztworze kwasu pirogronowego
(2.46ppm) [133], ktéry jest w tym przypadku produktem radiolizy roztworu wodnego
I-alaniny. Wyst¢gpowanie tego zwigzku zaobserwowano réwniez przez Boyd M. Weeks, Sibyl
A. Cole i Warren M. Garrison [134] jako produkt radiolizy wodnych roztwordw l-alaniny,
jednakze jako metode analityczng zastosowano spektroskopi¢ masowa. Autorzy
zaproponowali rowniez schemat reakcji rodnikowych, w wyniku ktérych powstaja koncowe
produkty radiolizy wodnego roztworu l-alaniny w tym kwas pirogronowy. Schemat ten
przedstawia rysunek 6.6. W celu gl¢bszego poznania wilasciwosci fizycznych takich jak
struktura molekularna i wiasciwosci spektroskopowe czasteczek 1-alaniny oraz kwasu
pirogronowego W roztworze wodnym, zaproponowano modele i metody badan
wykorzystywane w chemii kwantowej. Rozwazania na ten temat zawierajg rozdziaty 7 i 9

niniejszej pracy.
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e, +H,0" > H+H,0 2)
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e;,+RNH," — H +RNH, (4)
€, +RNH;" > R+NH, (%)
OH + NH;CHRCOO™ — H,0 + NH; C RCOO" (6)
H + NH;CHRCOO™ — H, + NH; C RCOO" 7)
e;, + NH;CHRCOO™ — H + NH,CHRCOO" 8)
5 NH, +C HCOO" (8a)

5 NH, +CH,RC0O0" (8b)

NH, + NH;CHRCOO™ — NH, + NH, C RCOO" 9)

C HRCOO™ + NH; C RCOO™ —» CH,RCOO™ + NH; = CRCOO" (10)

— dimer (10a)

2NH; CRCOO™ - NH; = CRCOO" + NH;CHRCOO" (12)

— dimer (11a)

2C HRCOO™ —> dimer 12)

H,0, + NH; C RCOO™ — NH; = CRCOO™ + H,0 + OH (13)

H,0+NH; = CRCOO™ - NH; + RCOCOO" (14)

— NH; + RCHO +CO, (14a)

Rysunek 6.6 Schemat reakcji dla wodnego roztworu l-alaniny lub glicyny zaproponowany w
pracy [134]. Punkty od 1 do 5 przedstawiajg reakcje radiolizy czasteczki wody
1 oddziatywanie elektrondow rozproszonych, powstatych na skutek absorpcji energii
pierwotnego promieniowania jonizujacego. Punkty od 6 do 14a przedstawiajg reakcje
oddziatywania  produktow radiolizy roztworu wodnego l-alaniny lub glicyny
w zaleznosci od podstawnika R.
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Rozdzial 7

Modelowanie ukladow molekularnych l-alaniny.

7.1 Wprowadzenie.

W czesci pracy dotyczacej modelowania molekularnego zastosowano wybrane metody
konstrukcji i metody obliczeniowe chemii kwantowej w odniesieniu do krystalicznej postaci
I-alaniny i jej rodnikow o strukturach molekularnych R1, R2, R3 [42, 43]. Rodniki te
powstaja na skutek oddzialywania promieniowania jonizujacego na czasteczke badanego
aminokwasu. W celu poglebienia wiedzy o wlasciwosciach fizycznych 1-alaniny poddanej
dziataniu promieniowania jonizujgcego, w tejze pracy skonstruowano rowniez modele
molekularne dla l-alaniny wystepujace w roztworach wodnych oraz dla kwasu pirogronowego
bedacego produktem jonizacji l-alaniny w roztworze wodnym (rozdziat 7). Pomocniczo
przeprowadzono optymalizacj¢ struktury molekularnej i obliczono wielko$¢ skalarng tensora
ekranowania o}° dla wzorca spektroskopii 'H NMR tj. zwiazku okreslanego w literaturze
jako Trimethylsilyl propanoic acid (w skrocie TSP) [135].

Wszystkie wyzej wymienione zwigzki organiczne w swej budowie czasteczkowej zawierajg
glownie atomy C, N, H i O. W przypadku radiacyjnie generowanych rodnikow w krysztale
I-alaniny mamy do czynienia z powstawaniem trzech podstawowych struktur rodnikéw R1,
R2, R3, ktérych centrum paramagnetyczne wystgpuje w tym samym miejscu (rysunek 4.2).
Rodniki typu R1 powstaja na skutek radiacyjnej deaminacji czasteczki l-alaniny, wskutek
czego przy atomie wegla C, tworzy si¢ centrum paramagnetyczne. Rodniki R2 powstaja
poprzez oderwanie atomu wodoru od czasteczki 1-alaniny od atomu C,, gdzie tak jak w
przypadku rodnika R1 utworzone zostaje centrum paramagnetyczne. Rodnik typu R3 to forma
molekularna, ktorej centrum paramagnetyczne rowniez wystepuje przy atomie wegla C, [42,
43]. Ze wzgledu na umiejscowienie centrum paramagnetycznego w czasteczce rodnika I-
alaniny oraz budowe orbitali molekularnych ten typ rodnikow nazywany jest rOwniez jako
7 - typ. Interesujagcym z punktu widzenia okreslenia wtasciwosci fizycznych gtownych form
rodnikow RI1, R2, R3 jest zbadanie wielkosci oddzialywan nadsubtelnych centrum
paramagnetycznego z atomami jego otoczenia oraz wielkosci oddzialywan z zewngtrznym
polem magnetycznym, co jest przydatne w analizie do§wiadczalnej wykonanej metoda EPR.

W przypadku radiolizy wodnych roztwordw l-alaniny, mamy do czynienia z produkcja kwasu

pirogronowego, ktory jest wykrywany w roztworze metoda *H NMR (podrozdziat 6.2.2).
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W celu wyznaczenia wtasciwosci fizycznych badanych roztwordw, istotnym jest okre$lenie

takich wielkos$ci jak geometria molekularna i parametry spektroskopowe: przesunigcie
chemiczne dis, 1 wielko$¢ sprzezenia spin — Spin J,if" uktadow molekularnych I-alaniny oraz

kwasu pirogronowego w roztworze wodnym.
Wszystkie te informacje postuzyly do znalezienia optymalnej geometrii czasteczki

i przeprowadzenia obliczen odpowiednich wielkosci fizycznych modeli molekularnych .

7.2 Konstrukcja modeli molekularnych I-alaniny i1 optymalizacja geometrii.

Punktem wyj$cia do konstrukcji modeli molekularnych byl przeglad literatury,
zawierajacy szczegdtowy przeglad metod konstrukcji modeli molekularnych zaréwno dla
l-alaniny w fazie stalej, w roztworach wodnych, jak i jej rodnikéw. Do konstrukcji modelu
pojedynczych molekut l-alaniny postuzyly dane z pracy [68], w ktorej doswiadczalnie
metodami dyfrakcyjnymi wyznaczono dlugo$ci wigzan i wartosci katéw miedzy atomami
molekuty I-alaniny.

W niniejszej pracy skupiono uwagg na konstrukcji nastgpujacych modeli molekularnych:
- modelu krysztatu I-alaniny,

- modelu rodnikow R1, R2 i R3 l-alaniny w krysztale,

- modelu I-alaniny w roztworze wodnym,

- modelu kwasu pirogronowego w roztworze wodnym,

- modelu czgsteczek TSP w roztworze wodnym.

Jako wzorzec pliku wsadowego do programu Gaussian 03 1 09, zawierajacego dane
krystalograficzne oraz informacje o spinie i tadunku czasteczki l-alaniny w postaci jonu
obojnaczego, zastosowano plik typu input pobrany z bazy NIST [136]. Wzorzec ten po
zmodyfikowaniu odlegtosci migdzy atomami 1 wartosci katow migdzy atomami w molekule
l-alaniny na wartosci doswiadczalne zawarte w pracy [68], zastosowano do konstrukcji
modelu krysztatu I-alaniny oraz I-alaniny w roztworze wodnym.

Zaréwno model krysztatu, jak i model roztworu wodnego l-alaniny zostaty skonstruowane
w postaci tzw. modelu Klastra z zastosowaniem metody dwdch warstw ONIOM (z ang. our
own n-layered integrated molecular orbital and molecular mechanics) [121]. Modele te
przedstawiajg rysunki 7.1 i 7.2, gdzie mozemy zauwazyC centralnie potozong molekute
I-alaniny -jest to tzw. warstwa ,,high” w metodzie ONIOM oraz molekuly otoczenia: 1-alaning
dla modelu krysztatu i wode dla modelu roztworu wodnego l-alaniny, stanowigce warstwe

,.low” w metodzie ONIOM.
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Rysunek 7.1 Model startowy dwoch warstw ONIOM, Klaster I-alaniny w postaci
krysztalicznej. Na rysunku zaznaczono warstwy ,,low” i ,,high” w metodzie ONIOM.

warstwa "low"

Rysunek 7.2 Model startowy dwdch warstw ONIOM, klaster I-alaniny w roztworze wodnym.
Na rysunku zaznaczono warstwy ,,low” i ,,high” w metodzie ONIOM.
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Nastepnie tak skonstruowane modele podano ,,optymalizacji geometrii”. Jest to proces
obliczeniowy polegajacy na znalezieniu minimum energetycznego dla optymalnego potozenia
atoméw w modelu molekularnym. W procesie optymalizacji geometrii uktadow
molekularnych dwoch warstw ONIOM przyjeto nastgpujace zatozenia:

- atomy otoczenia warstwy ,,low” sa zamrozone (,,frozen”), tzn. geometria molekut w tej
warstwie nie ulega zmianie w procesie optymalizacji geometrii, natomiast ulega optymalizacji
wzajemne potozenie molekut wzgledem siebie 1 wzgledem molekuly warstwy ,,high”,

- zastosowano zroznicowane pod wzgledem zaawansowania metody obliczeniowe stosowane
w procesie optymalizacji, dla warstwy ,,low” metodg HF i AM1, a dla warstwy ,,high” HF,
DFT, MP2 (rozdziat 3),

- w modelach startowych (rysunki 7.1 i 7.2) najmniejsza odlegto$¢ miedzy atomami molekuty
centralnej wystepujacej w warstwie ,,high” a atomami otoczenia wystepujacymi w warstwie
,low” wynosita ok. 2 A.

Wszystkie te czynno$ci modelowania molekularnego maja na celu jak najdoktadniejsze
przyblizenie dwuwarstwowych modeli ONIOM do rzeczywistych uktadow molekularnych.
Przyktadowe geometrie zoptymalizowanych uktadow molekularnych I-alaniny w krysztale

oraz w roztworze wodnym przedstawiajg rysunki 7.3 1 7.4.
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warstwa

Rysunek 7.3 Model dwoch warstw ONIOM po zoptymalizowaniu geometrii metodg HF/6-
31++(d,p):AML1, Klaster I-alaniny w postaci krystalicznej. Na rysunku zaznaczono warstwy
»low” 1 ,,high” w metodzie ONIOM.

25H

warstwa "low"

Rysunek 7.4 Model dwoch warstw ONIOM po zoptymalizowaniu geometrii metodg HF/6-
31++(d,p):HF/3-21g, klaster I-alaniny w roztworze wodnym. Na rysunku zaznaczono
warstwy ,,low” i ,,high” w metodzie ONIOM.
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Wybdr metody ONIOM, a co za tym idzie konstrukcja modelu w postaci klastra pozwala na
uwzglednienie oddzialywan elektrostatycznych atomow otoczenia na molekule centralng,
ktorej wilasciwosci fizyczne takie jak odlegltosci migdzy atomami i1 wartosci katow sg
przedmiotem badan. Zagadnienie konstrukcji modeli molekularnych wraz z optymalizacja
geometrii uktadéw molekularnych 1-alaniny opisano w rozdziale 4 niniejszej pracy.

Optymalizacj¢ geometrii modeli ukladéow molekularnych dla l-alaniny, majaca na celu
przedstawienie elementu objetosci klastrow zaréwno krysztatu, jak 1 roztworu wodnego
l-alaniny wykonano przy uzyciu trzech metod obliczeniowych mechaniki kwantowej, tj.
metody HF, metody DFT i metody MP2. W celu uzyskania dobrego przyblizenia modelu do
rzeczywistego uktadu molekularnego dla kazdej z metod przeanalizowano kilka wybranych
baz funkcji takich jak: 3-21g, 6-31g++, 6-311++, aug-cc-pVDZ (rozdziat 3). Nalezy dodac¢ iz
baza 3-21g to najprostszy typ bazy Pople’a, natomiast bazy: 6-31g++, 6-311++, sg bazami
Pople’a bardziej zlozonymi, ktoére uwzgledniaja funkcje dyfuzyjne i polaryzacyjne na
atomach bloku p oraz na atomach wodoru (podrozdziat 3.2). W niniejszej pracy do
optymalizacji geometrii stosowano réowniez bazg¢ aug-cc-pVDZ. Jest to baza z grupy baz
Dunninga, skonstruowanych na potrzeby opisu efektow korelacji elektronowych, w tym
elektronéw walencyjnych. Zagadnienie baz funkcji opisano w podrozdziale 3.2 niniejszej
pracy. Uzyskane wyniki czasu trwania obliczen w przypadku procesu optymalizacji geometrii
modeli uktadow molekularnych l-alaniny w zalezno$ci od zastosowanej metody i bazy funkcji

przedstawia rysunek 7.5.
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MP2

DFT/B3LYP

Metoda
6-31++g(d.p) HF

6-311++g(d.p)
Baza funkeji aug-cc-pVDZ

Rysunek 7.5 Optymalizacja geometrii modelu roztworu wodnego I-alaniny skonstruowanego
w postaci klastra metoda dwoch warstw ONIOM. [Wykres przedstawia zalezno$¢ czasu
trwania obliczen optymalizacji geometrii modelu molekularnego w funkcji zastosowanej

metody obliczeniowej i bazy funkcji dla warstwy ,,high”, jednocze$nie warstwa ,,low”
optymalizowana byla przy uzyciu metody HF z bazg 3-21g dla wszystkich kombinacji
warstwy ,,high”.

Jak tatwo zauwazy¢ na rysunku, metoda ktéora wykorzystuje najwiecej zasobow
obliczeniowych i czasu obliczeniowego jest metoda MP2 w potaczeniu z bazg Dunina cc-aug-
pVDZ. Najmniej zaawansowang metoda jest metoda HF w polaczeniu z bazg 3-21g.
Posrednio migdzy metodami HF i MP2 znajduje si¢ wykres dla metody DFT w potaczeniu
z analizowanymi bazami. Zatem metody HF, DFT i MP2 stosowane byly wylacznie dla
warstwy ,.high” w modelu molekularnym ONIOM obejmujagcym jedynie pojedyncza
molekute l-alaniny bedaca przedmiotem badan. W celu oszczedzenia czasu 1 zasobow
obliczeniowych, a takze nie istotnych z punktu widzenia niniejszej pracy wlasciwosci
fizycznych, tj. dtugosci wigzan i wartosci katow miedzy atomami, warstwa ,,low” stanowigca
otoczenie molekuly centralnej w modelu ONIOM optymalizowana byta za pomoca mniej

zaawansowanej metody obliczeniowej AML1.

7.3 Geometria optymalna l-alaniny w krysztale oraz w roztworze wodnym.
Wyniki dotychczasowych badan, szczegdlowo opisane w studium literaturowym,
dotyczace modelowania molekularnego (w tym optymalizacji geometrii 1-alaniny, zaréwno

w postaci krystalicznej jak 1 w roztworach wodnych) wskazuja na brak systematycznych
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analiz dotyczacych modeli 1-alaniny konstruowanych i zoptymalizowanych z zastosowaniem
metody dwoch warstw ONIOM, trzech gléwnych metod obliczeniowych mechaniki
kwantowej: HF, DFT, MP2 oraz czterech r6znych baz funkcji. Jedynie lvan M. Degtyarenko
i wsp. [94, 68] podj¢li te tematyke. Optymalizowali oni metodami dynamiki molekularnej
Borna — Oppenheimera uktady molekularne sktadajace si¢ z kilku molekut 1-alaniny, majace
na celu odtworzenie geometrii przestrzennej atomow l-alaniny w roztworze wodnym oraz
w krysztale. Innym przyktadem jest praca [128] autorstwa Anmin Zheng i wsp., w ktdrej
umieszczono propozycje modeli molekularnych 1-alaniny w krysztale oraz w roztworze
wodnym, ktére skonstruowano i zoptymalizowano metoda dwoch warstw ONIOM. Jednakze
analiza geometryczna nie stanowita istoty pracy a jedynie przygotowanie modeli na potrzeby
analizy NMR. Zostata przeprowadzona z zastosowaniem metody DFT dla warstwy ,,high”
(molekuta centralna) i metody AM1 dla warstwy ,,low” (molekuly otoczenia).

Wyniki optymalizacji geometrii modeli ONIOM l-alaniny w krysztale i w roztworze wodnym
przeprowadzonych na potrzeby niniejszej pracy zaprezentowano i poréwnano z wynikami
z prac [94, 68] w tabeli 7.1 i 7.2. Prace te zawieraja tzw. geometrie referencyjne dla wynikow
uzyskanych w trakcie badan wilasnych. Referencyjny uktad molekularny w przypadku
krysztatu 1-alaniny opisany w pracy [68] zostal wyznaczony doswiadczalnie metodami
dyfrakcyjnymi. Natomiast referencyjny uklad molekularny dla l-alaniny w roztworze
wodnym opisany w pracy [94] uzyskano za pomocg metod teoretycznych, na podstawie
modelu czasteczki l-alaniny w otoczeniu 50 molekut wody, poniewaz zadna

z doswiadczalnych metod badan strukturalnych nie moze by¢ zastosowana dla roztworu.

90



Tabela 7.1 Wyniki optymalizacji geometrii, wybrane dlugosci wigzan i wartosci katow, modelu ONIOM l-alaniny w krysztale.

Model hf hf/ hf/ hf/ b3lyp/ b3lyp/ b3lyp/ b3lyp/ mp2/ mp2/ mp2/ mp2/
ONIOM rys7 Dane /3-21g 6-31++g(d,p)  6-311++g(d,p) aug-cc-pvdz 3-21g 6-31++g(d,p)  6-311++g(d,p) aug-cc-pvdz 3-21g 6-31++g(d,p)  6-311++g(d,p) aug-cc-pvdz
Model [68] dosw.[68] :aml :aml :aml :aml :aml :aml :aml :aml :aml :aml :aml :aml
N-Ca 12C-14N 1.486 1.527 1.501 1.500 1.499 1531 1512 1511 1.509 1.545 1.500 1.498 1.504
C'-Ca 11C-12C 1531 1.550 1.532 1.535 1.530 1.567 1.547 1.547 1.544 1.577 1.538 1.544 1.543
CB-Ca 16C-12C 1.523 1.519 1.518 1.517 1.519 1.522 1.521 1.520 1521 1.532 1.515 1.517 1.522
Cc'-01 11C-130 1.24 1.285 1.262 1.255 1.264 1.320 1.296 1.290 1.296 1.325 1.303 1.294 1.306
C'-02 11C-210 1.257 1.223 1211 1.205 1211 1.245 1.233 1.226 1.232 1.261 1.243 1.232 1.243
C'-Ca-N  11C-12C-14N 110.1 102.254 104.441 104.167 104.329 101.928 103.336 103.498 103.429 101.421 103.542 103.168 103.295
C'-Ca-01 11C-12C-130 118.4 112.155 112.689 112.467 112.803 112.049 112.882 112.838 112.951 112.220 112.850 112.626 112.879
C'-Ca-02 11C-12C-210 116 117.477 117.348 117.106 117.550 118.593 118.195 118.063 118.299 117.723 117.883 117.874 118.123
C'-Ca-Cp 11C-12C-16C 1111 111.718 114.786 114.620 114.794 110.424 114.234 114.249 114.227 110.345 113.833 113.680 113.499
Test R2 zgodnos$ ¢ dlugos$ci wiazan,
obliczonych do doswiadczalnych[68]. 0.955 0.974 0.974 0.972 0.936 0.959 0.959 0.958 0.945 0.959 0.960 0.957
Test R2 zgodno$ ¢ wartosci katow,
obliczonych do do$wiadczalnych[68]. 0.443 0.283 0.280 0.292 0.486 0.341 0.336 0.345 0.518 0.361 0.357 0.383
Tabela 7.2 Wyniki optymalizacji geometrii, wybrane dlugosci wigzan i wartosci katow, modelu ONIOM l-alaniny w roztworze wodnym.
Model hf/ hf/ hf/ hf/ b3lyp/ b3lyp/ b3lyp/ b3lyp/ mp2/ mp2/ mp2/ mp2/
ONIOM rys 8 Dane 3-21g 6-31++g(d,p) 6-311++g(d,p) aug-cc-pvdz 3-21g 6-31++g(d,p) 6-311++g(d,p) aug-cc-pvdz 3-21g 6-31g(d,p) 6-311g(d,p) aug-cc-pvdz
Model [68] dosw.[68] :hf3-21g :hf/3-21g :hf/3-21g :hf/3-21g :hf/3-21g :hf/3-21g :hf/3-21g :hf/3-21g :hf/3-21g :hf/3-21g :hf/3-21g :hf/3-21g
N-Ca 3C-6N 1.505 1.516 1.494 1.495 1.493 1.526 1.501 1.500 1.498 1.534 1.491 1.490 1.493
C'-Ca 8C-3C 1.565 1.562 1.540 1.541 1.537 1.578 1.552 1.553 1.549 1.594 1.543 1.546 1.546
CB-Ca 2C-3C 1.542 1.528 1.530 1.530 1.531 1.535 1.536 1.534 1.535 1.538 1.527 1.529 1.535
Cc'-01 8C-90 1.29 1.302 1.276 1.272 1.279 1.338 1.313 1.308 1.314 1.347 1.320 1.310 1.324
C'-02 8C-100 1.273 1.216 1.203 1.197 1.203 1.237 1.225 1.217 1.223 1.250 1.235 1.225 1.235
C'-Ca-N 8C-3C-6N 110.2 104.177 108.079 108.266 108.125 103.528 107.459 107.583 107.348 103.099 107.666 107.864 107.388
C'-Ca-01 8C-3C-90 1171 111.453 113.199 113.074 113.282 111.368 113.097 112.925 113.040 111.160 113.112 112.790 113.080
C'-Ca-02  8C-3C-100 116.8 118.684 117.874 117.888 118.082 119.584 119.026 119.005 119.253 118.998 118.631 118.572 118.952
C'-Co -CB 8C-3C-2C 1132 116.593 116.921 117.017 116.860 114.672 116.988 116.984 116.988 115.504 116.321 116.512 116.276
Test R2 zgodnoS$ ¢ dlugosci wiazan,
obliczonych do do§wiadczalnych[68]. 0.972 0.983 0.983 0.980 0.955 0.971 0.971 0.967 0.956 0.969 0.972 0.965
Test R2 zgodno$ ¢ wartosci katow,
obliczonych do do§wiadczalnych[68]. 0.441 0.427 0.401 0.442 0.547 0.451 0.432 0.452 0.504 0.486 0.435 0.497
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Aby wybra¢ model bedacy dobrym przyblizeniem rzeczywistego uktadu molekularnego
I-alaniny w krysztale i w roztworze wodnym, reprezentowany przez geometrie referencyjne
zaczerpni¢te z prac [94, 68], metoda R’ przeprowadzono analize zgodnosci miedzy
odpowiednio wybranymi danymi w postaci dlugosci wigzan i1 wartosci katow miedzy
atomami. Jak wynika z danych umieszczonych w tabeli 7.1 najlepsza zgodnos$cia odznacza si¢
model ONIOM l-alaniny w krysztale, dla ktorego optymalizacj¢ geometrii przeprowadzono
metoda HF z bazg 6-31++g(d,p) oraz bazg 6-311++g(d,p) dla warstwy ,,high” oraz metoda
AMI dla warstwy ,,Jlow”. Zgodno$¢ ta wynosi 97.4% dla obu przypadkéw baz funkcyjnych
stosowanych dla warstwy ,,high”. W przypadku metody DFT i zastosowanego funkcjonatu
b3lyp geometri¢ optymalng otrzymano po zastosowaniu bazy 6-31++g(d,p) dla warstwy
»high” oraz metody AM1 dla warstwy ,low”. Jest ona zgodna w 95.9% z danymi
referencyjnymi. Podobny wynik otrzymano w przypadku zastosowania metody MP2 i bazy
6-311++g(d,p) dla warstwy ,,high” oraz metody AM1 dla warstwy ,,low”, co daje optymalne
wyniki geometrii na poziomie zgodnosci 96%. Wyniki te przedstawiaja wybrane odlegtosci
miedzy atomami w modelu 1-alaniny w krysztale 1 stanowig dobre przyblizenie wzgledem
referencyjnych danych doswiadczalnych. Roznice migdzy odpowiednimi dtugosciami wigzan
dla modelu optymalizowanego metodg HF zawieraja si¢ w przedziale od 0.01 A do 0.04 A.
Dla modeli molekularnych optymalizowanych metoda DFT roznice te s nieco wigksze
i zawieraja si¢ w przedziale od 0.01 A do 0.05 A. W przypadku modeli optymalizowanych
metoda MP2 rdznice te wynosza od 0.01 A do 0.06 A. Sa to rozbieznosci podane wzgledem
danych referencyjnych.

W analizowanych modelach ONIOM l-alaniny w krysztale optymalizowano rowniez katy
miedzy odpowiednimi atomami modelu, jednakze test metoda R’ dat wyniki na poziomie
ufnosci od 30% do 50% dla stosowanych metod obliczeniowych oraz baz funkcyjnych.
Rozbieznosci w wartosciach katow migdzy odpowiednimi atomami w analizowanych
modelach ONIOM a danymi referencyjnymi nie przekraczajg 9° , np. dla kata 11C-12C-14N
rozbieznos$ci te s3 najwicksze i zawieraja sie w przedziale od 5° do 9° dla stosowanych metod
optymalizacji. Zatem wydaje si¢ za zasadne oparcie kryterium wyboru odpowiedniego
modelu molekularnego ONIOM w krysztale I-alaniny, jedynie na poréwnaniu odpowiednich
wartosci odleglosci migdzy atomami przy uzyciu testu R .

Podobne rozwazania przeprowadzono dla modeli molekularnych ONIOM l-alaniny
w roztworze wodnym. Wyniki optymalizacji geometrii oraz wyniki testu R? zawiera tabela
7.2.
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Najlepsza zgodnoscia z danymi referencyjnymi odznacza si¢ model ONIOM l-alaniny
w roztworze wodnym, w przypadku ktérego optymalizacj¢ geometrii przeprowadzono metoda
HF z bazg 6-31++g(d,p) dla warstwy ,high” oraz metodg HF/3-21g dla warstwy ,,low”.
Zgodnos¢ ta wynosi 98.3%. W przypadku modelu molekularnego optymalizowanego metoda
DFT z funkcjonatem b3lyp najbardziej zgodne wyniki otrzymano dla bazy 6-31++g(d,p) dla
warstwy ,,high” oraz metody HF i bazy 3-21g dla warstwy ,low”. W tym przypadku
zgodnos¢ ta wynosi 97.1%. Modele molekularne optymalizowane metoda MP2 sg najbardziej
zgodne wzgledem modelu referencyjnego [68] w przypadku bazy funkcyjnej 6-311++g(d,p)
dla warstwy ,,high” oraz metody HF i bazy 3-21g dla warstwy ,,low”, zgodnos$¢ ta wynosi
97.2%. Latwo zauwazy¢, iz najwyzszym poziomem ufnosci odznaczaja si¢ modele
molekularne ONIOM I-alaniny w roztworze wodnym, w Kktorych zastosowano te same
metody optymalizacji, jak w przypadku modeli molekularnych ONIOM Il-alaniny w krysztale.
Wyniki obliczen odleglosci miedzy odpowiednimi, wybranymi atomami pozwalaja
stwierdzi¢, iz modele molekularne ONIOM I-alaniny w roztworze wodnym przyjmuja
optymalng geometri¢ wzgledem geometrii referencyjnej. Roznice miedzy odlegtosciami nie
przekraczaja 0.02 A dla przypadku trzech optymalnych geometrii uktadéow molekularnych
HF, DFT i MP2 opisanych powyzej. Podobnie jak w modelach ONIOM dla l-alaniny
w krysztale rowniez modele ONIOM I-alaniny w roztworze wodnym po optymalizacji
geometrii dajg wyniki na poziomie ufnosci 40% do 50%, jezeli chodzi o analiz¢ wartosci
katow miedzy odpowiednimi atomami modeli. Rozbieznosci w wartosciach katow miedzy
odpowiednimi atomami w analizowanych modelach ONIOM a danymi referencyjnymi nie
przekraczaja 6°, np. dla kata 8C-3C-90 rozbiezno$ci te s3 najwicksze i zawierajg sic
w przedziale od 2° do 6° dla stosowanych metod optymalizacji. Zatem podobnie jak
w przypadku modeli ONIOM l-alaniny w krysztale rowniez dla modeli ONIOM l-alaniny
w roztworze wodnym wydaje si¢ mniej zasadne stosownie kryterium wartosci katow migdzy
odpowiednimi atomami przy wyborze optymalnego modelu molekularnego.

Whiosek plynacy z tej czegsci pracy to dobdr metody i bazy optymalnej, zarowno w modelach

molekularnych dwoch warstw ONIOM I-alaniny w krysztale, jak i w roztworze wodnym.

7.4 Modele ciagle 1-alaniny w roztworze wodnym.

Oprécz modeli ONIOM dla l-alaniny w roztworze wodnym, przeanalizowano rowniez
dwa modele ciaglte rozpuszczalnika (wody) otaczajacego pojedyncza molekule 1-alaniny, tj.:
model rozpuszczalnika IEF-PCM (ang. Integral Equation Formalism-PCM) [137] oraz model
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rozpuszczalnika CPCM (ang. Conductor-like Polarizable Continuum Model) [138] (rysunek
7.6).

Rysunek 7.6 Model I-alaniny w roztworze wodnym na bazie modelu ciaglego rozpuszczalnika
CPCM po przeprowadzeniu optymalizacji geometrii.

Oba modele rozpuszczalnika stosowano do optymalizacji geometrii molekuly I-alaniny
w polaczeniu z metodami HF, DFT i MP2 oraz bazami funkcji dajacymi optymalne wyniki
w przypadku modeli dwoch warstw ONIOM.

Tabela 7.3 Wyniki optymalizacji geometrii, wybrane dlugosci wigzan i wartosci katow,
modeli ciggtych IEF-PCM i CPCM I-alaniny w roztworze wodnym.

Model ONIOM IEFPCM IEFPCM IEFPCM CPCM CPCM CPCM
rys10 HF/ B3LYP/ MP2/ HF/ B3LYP/ MP2/
Dane 6-31++ 6-31++ 6-311++ 6-31++ 6-31++ 6-311++
Model [68] dosw.[33]  g(d.p), g(d.p), 9(d.p). g(d.p), 9(d.p). g(d.p),
N-Ca 3C-6N 1.505 1.496 1.512 1.498 1.4955 1.5115 1.4979
C'-Ca 8C-3C 1.565 1.539 1.558 1.546 1.5388 1.558 1.546
CB-Ca 2C-3C 1.542 1.524 1.524 1.523 1.5239 1.5239 1.523
c-o01 8C-90 1.29 1.237 1.265 1.261 1.2375 1.2655 1.2605
C'-02 8C-100 1.273 1.234 1.254 1.254 1.2343 1.2539 1.2541
C'-Ca-N 8C-3C-6N 110.2 108.944 107.571 108.189 108.951 107.512 108.2172
C'-Ca-01 8C-3C-90 117.1 116.694 116.010 115.777 116.714 115.8817 115.8063
C'-Ca -02 8C-3C-100 116.8 115.178 115.909 115.080 115.188 116.0519 115.0763
C'-Ca-CB 8C-3C-2C 113.2 112.663 114.674 111.054 112.667 114.9378 111.0515
Test R2 zgodnos ¢ dlugosci wigzan,
obliczonych do do$wiadczalnych[95]. 0.996 0.996 0.998 0.996 0.996 0.998
Test R2 zgodno$ ¢ wartosci katéw, obliczonych
do do§wiadczalnych[95]. 0.971 0.833 0.996 0.971 0.807 0.995

Jak mozna zauwazy¢ (tabela 7.3), najlepsza zgodnoscig wzgledem danych doswiadczalnych,
wyznaczong na podstawie testu R?, odznaczajg si¢ modele l-alaniny w cigglym
rozpuszczalniku (zaréwno IEF-PCM jak i CPCM) optymalizowane metoda MP2, z baza
funkcji 6-311++g(d,p). Zgodnos¢ ta w obu przypadkach wynosi 99.8% dla oceny wybranych
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odlegtosci migdzy atomami, 99.6% dla modelu IEF-PCM oraz 99.5% dla modelu CPCM w
przypadku oceny wybranych katow miedzy atomami czasteczki l-alaniny. Wniosek ptynacy z
powyzszych rozwazan jest nast¢pujacy: modele ciggle rozpuszczalnika dajg lepszg zgodnos¢
wzgledem danych referencyjnych geometrii czgsteczki 1-alaniny w poréwnaniu z modelami
ONIOM. Fakt ten moze by¢ spowodowany tym, iz w pracy [68] model |-alaniny w roztworze
wodnym byl zbudowany z wigkszej liczby molekut - warstwa ,,low” zawierata 50 molekut
wody.

W modelu ONIOM l-alaniny w roztworze wodnym zastosowanym w niniejszej pracy, ze
wzgledu na przestrzenny rozktad i czas obliczen, warstwa ,,Jlow” zawierata jedynie 7 molekut
wody.

W wyniku przeprowadzonej analizy geometrii optymalnych modeli molekularnych I-alaniny
ONIOM oraz modeli l-alaniny w roztworze wodnym na bazie modeli cigglych wybrano

modele optymalne geometrycznie, ktdre obrazuja ponizsze schematy (rysunki 7.7 i 7.8).

odel starowy ONIO Model startowy ONIOM
l-alaniny w krysztale I-alaniny w roztworze wody

Model ONIOM Model ONIOM
l-alaniny w Krysztale l-alaniny w roztworze wodnym
po optymalizacji metodami: po optymalizacji metodami:
HF:AM1, DFT:AMI1, MP2:AM1 HF:HF, DFT:HF, MP2:HF

Bazy: 3-21g, b3lyp/6-31++g(d,p), 6-311++g(d,p), aug-cc-pvVDZ

[ |
Model optymalny ONIOM Model optymalny ONIOM

l-alaniny w krysztale: l-alaniny w roztworze wodnym:
HF/6-31++g(d.p):AMI, HF/6-31++g(d.p):HF/3-21g,
B3LYP/6-31-++g(d,p):AMI, B3LYP/6-31++g(d,p):HF/321g,
MP2/6-311++g(d,p):AMI, MP2/6-311++g(d.p):HF/321g,

Rysunek 7.7 Schemat doboru optymalnych modeli molekularnych ONIOM Il-alaniny w
krysztale 1 w roztworze wodnym w stosunku do wartosci referencyjnych.
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f\/lodel ciagly rozpuszczalnika IEF-PCM,] f\’lodel ciagly rozpuszcalnika CPCM,]

l-alanina w roztworze wodnym l-alanina w roztworze wodnym

Optymalizacja modeli metodami:
HF/6-31++g(d,p),
B3LYP/6-31++g(d,p),
MP2/6-311++g(d,p).

Model optymalny IEF-PCM, Model optymalny CPCM,
l-alanina w roztworze wodnym: l-alanina w roztworze wodnym:
MP2/6-311++g(d,p) MP2/6-311++g(d,p)

Rysunek 7.8 Schemat doboru optymalnych modeli molekularnych IEF-PCM oraz CPCM
[-alaniny w roztworze wodnym.

7.5 Modele ONIOM rodnikow R1, R2 i R3 l-alaniny.

W wyniku optymalizacji geometrii modeli molekularnych ONIOM l-alaniny w krysztale
uzyskano trzy gtowne modele oparte o metody i bazy: HF/6-31++g(d,p):AM1, B3LYP/6
-31++g(d,p):AM1 i MP2/6-311++g(d,p):AM1. Geometrie przestrzenne tych ukladow
molekularnych stanowily punkt wyjscia do konstrukcji modeli molekularnych ONIOM
rodnikbw R1, R2, R3 l-alaniny. Modele rodnikéw konstruowano poprzez bezposrednie
usuniecie czgsci molekuty 1-alaniny z pliku wejsciowego programu Gaussian, a nastgpnie
optymalizacj¢ nowego klastra ONIOM w postaci centralnie polozonej molekutly rodnika
warstwy ,,high” metodami HF/6-31++g(d,p), DFT/6-31++g(d,p), MP2/6-311++g(d,p) oraz
otoczenia w postaci molekul l-alaniny warstw ,,low” metoda AMI1. Przyktadowe wyniki
optymalizacji modeli rodnikéw przedstawiono w postaci rysunkéw 7.9, 7.10, 7.11.
Zestawienie odpowiednich odleglosci 1 wartosci katow migdzy atomami dla modeli struktur

geometrycznych ONIOM rodnikow R1, R2, R3 zestawiono w tabelach 7.4 i 7.5.
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Rysunek 7.9 Model klastra dwdch warstw ONIOM po zoptymalizowaniu geometrii metoda
DFT(b3lyp)/6-31++(d,p):AM1; molekuta centralna stanowi warstwe ,,high” i jest modelem
rodnika R1(SAR) l-alaniny w krysztale, czgsteczki l-alaniny otoczenia stanowia warstwe
oW,
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Rysunek 7.10 Model klastra dwoch warstw ONIOM po zoptymalizowaniu geometrii metoda
DFT(b3lyp)/6-31++(d,p):AM1, molekuta centralna stanowi warstwe ,,high” i jest modelem
rodnika R2 l-alaniny w krysztale, czasteczki l-alaniny otoczenia stanowig warstwg ,,low”.
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Rysunek 7.11 Model klastra dwoch warstw ONIOM po zoptymalizowaniu geometrii metoda
DFT(b3lyp)/6-31++(d,p):AM1, molekuta centralna stanowi warstwe ,,high” i jest modelem
rodnika R3 l-alaniny w krysztale, czasteczki l-alaniny otoczenia stanowig warstwg ,,low”.

Tabela 7.4 Wyniki optymalizacji geometrii, wybrane dlugosci wigzan i wartosci katow,
modeli rodnikdéw l-alaniny R1, R2, R3 przedstawione w pozycjach literaturowych [117, 119].

Model B3LYP/ Model B3LYP/ Model B3LYP/ Model B3LYP/
[119] AM1/6 [117] 6-31+9(d,p) [117] 6-31+9(d,p) [117] 6-31+9(d,p)
R2 R1 R2 R3
Odleglodci 4C-5N 1.466 - E 2CN 1478 2C-N 1.389
migdzy 2C-4C 1.464 1c-2¢c 1.456 1c-2C 1.507 1C-2C 1.455
atomami [A] 4C-6C 1.475 2C-3C 1.484 2C-3C 1.478 2C-3C 1.492
2C-10 1.277 1C-20 1.200 1C-20 1.277 1C-20 1.389
2C-30 1.277 1C-10 1371 1C-10 1.295 1C-10 1.224
Wartosci 2C-4C-5N 113.29 - - 1C-2C-N 1114 1C-2C-N 1214
katow miedzy ~ 4C-2C-10  117.35  2C-1C-20 123.9 2C-1C-20 1135 2C-1C-20 116.4
wigzaniami [] ~ 4C-2C-30 - 2C-1C-10 1171 2C-1C-10 1184 2C-1C-10 124.2
2C-4C-6C 12894  3C-2C-1C 1216 3C-2C-1C - 3C-2C-1C

Model rodnika R2 przedstawiony w literaturze [119] oparty jest na metodzie ONIOM i DFT z funkcjonatem
B3LYP dla warstwy ,,high” stanowiacej pojedyncza molekut¢ rodnika R2 oraz metod¢ AM1 dla warstwy ,,low”
stanowigcej sze$¢ molekut 1-alaniny. Modle rodnikéw R1, R2, R3 przedstawione w literaturze [117] to modele
pojedynczych molekut rodnikéw w prozni optymalizowane metodg DFT z funkcjonatem B3LYP i bazg funkcji
6-31+g(d,p).
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Tabela 7.5 Wyniki optymalizacji geometrii, wybrane dtugosci wigzan i wartosci katoéw, modeli rodnikéw l-alaniny R1, R2, R3 przeprowadzone
metoda ONIOM wraz z HF, DFT 1 MP2 w niniejszej pracy.

Model HF/ B3LYP/ MP2/ Model HF/ B3LYP/ MP2/ Model HF/ B3LYP/ MP2/
ONIOM 6-31++g(d,p): 6-31++g(d,p): 6-311++g(d,p): ONIOM 6-31++g(d,p): 6-31++g(d,p): 6-311++g(d,p): ONIOM 6-31++g(d,p): 6-31++g(d,p): 6-311++g(d,p):
R1 AM1 AM1 AM1 R2 AM1 AM1 AM1 R3 AM1 AM1 AM1
Odlegtosci - - - - 12C-14N 1.510 1.492 1.489 12C-14N 1.437 1.444 1.443
migdzy 11C-12C 1.476 1.494 1.486 11C-12C 1.437 1.426 1.439 11C-12C 1.346 1.357 1.361
atomami [A] 12C-15C 1.526 1.526 1.522 12C-15C 1.503 1.497 1.501 12C-15C 1514 1512 1511
11C-130 1.208 1.229 1.236 11C-130 1.312 1.357 1.351 11C-130 1.287 1.313 1.306
11C-190 1.341 1.371 1.379 11C-200 1.240 1.265 1.259 11C-200 1.389 1.428 1.427
Wartosci katow - - - - 11C-12C-14N 106.948 108.232 106.554 11C-12C-14N 118.363 117.974 117.757
migdzy 11C-12C-130 125.910 125.855 126.616 11C-12C-130 117.014 116.726 116.579 11C-12C-130 127.954 127.779 128.185
wigzaniami [0]  11C-12C-190 116.634 116.556 115.825 11C-12C-200 120.500 121.826 121.344 11C-12C-200 117.549 117.914 116.913
11C-12C-15C 122.255 122.354 121.020 11C-12C-15C 118.632 120.799 117.636 11C-12C-15C 126.254 126.206 125.782
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Uzyskane wyniki ujete w tabeli 7.5 dla modeli ONIOM rodnikéw R1, R2, R3 l-alaniny,
mozna uzna¢ za zbiezne z wynikami zamieszczonymi w tabeli 7.4 zaczerpnigtymi z prac
[117, 119]. Rozbieznosci dla odpowiednich odleglo$ci miedzy atomami nie przekraczajg 0.1
A, natomiast wartoéci katow miedzy odpowiednimi atomami r6znia si¢ maksymalnie o ok. 9°.
Nalezy wspomnie¢, iz zastosowane modele ONIOM uwzgledniaja oddziatywania molekut
l-alaniny otoczenia na molekule centralng - w tym przypadku rodnik R1, R2 lub R3.
Zastosowane w badaniach wtasnych bazy funkcji byly bardziej ztozone w stosunku do baz
funkcji stosowanych w pracy referencyjnej [117]. Zatem uzyskane wyniki optymalizacji
modeli ONIOM rodnikéw l-alaniny R1, R2, R3 mozna uzna¢ za prawidlowe, a ogét
czynno$ci zwigzanych z przygotowaniem i wyborem modeli oraz zastosowang metoda
ONIOM i metodami obliczeniowymi HF, DFT i MP2 za odpowiednie do tego typu symulacji

i obliczen chemii kwantowe;j.
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Rozdzial 8

Obliczenia i analiza parametrow widma EPR rodnikow R1, R2 i R3
[-alaniny.

W krystalicznej l-alaninie w wyniku oddzialywania promieniowania jonizujgcego
powstajg rodniki, sposroéd ktorych przy pomocy metody EPR (Elektronowego Rezonansu
Paramagnetycznego) mozna rejestrowac trzy trwate formy o strukturach molekularnych R1,
R2, R3. Zagadnienie to szerzej opisano w czesci (rozdziat 4) niniejszej pracy. Z punktu
widzenia do$wiadczalnej analizy prébek l-alaniny zawierajacej min. trzy gtowne formy
rodnikow l-alaniny, ktére wnosza odpowiedni wkilad do widma EPR, zasadnym jest
przeanalizowanie parametrow widma EPR dla poszczegdlnych struktur rodnikéw R1, R2 i R3
l-alaniny. W trakcie badan przeprowadzono analize parametrow EPR rodnikéw l-alaniny
w postaci obliczen wielkosci tensorow g i A dla modeli ONIOM oraz dla pojedynczych
molekut rodnikéw R1, R2 i R3 wystepujacych w badanych modelach ONIOM. Do obliczen
zastosowano metod¢ DFT z funkcjonalem B3LYP oraz specjalne bazy funkcji oznaczane w
literaturze jako IGLO-III i EPR-III, ktore pobrano z bazy EMSL [139]. Sg to bazy zalecane i
stosowane w obliczeniach parametrow widm EPR rodnikow, dla ktorych otrzymuje si¢ dobra
zgodno$¢ wynikow obliczen z danymi doswiadczalnymi [116, 140, 141]. Wyniki obliczen
sktadowych tensoréow g i A dla rodnikdw R1, R2 i R3 l-alaniny przeprowadzonych na
potrzeby niniejszej pracy oraz dane literaturowe przedstawiono w formie zatacznika 1 do

pracy natomiast przyktadowe wyniki dla rodnika R1 przedstawiono w postaci tabel 8.1 1 8.2.
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Tabela 8.1 Wyniki obliczen tensora struktury nadsubtelnej dla rodnika R1 wykonanych metodg DFT z funkcjonalem B3LYP dla modeli
ONIOM i modelu pojedynczego rodnika. Optymalizacj¢ geometrii przeprowadzono metodg HF:AM1, DFT:AM1 i MP2:AML1. (Dane
eksperymentalne zostaty zaczerpnigte z pracy [42] oraz [108]).

a%zr?'n.u Dane eksperymentalne a(t)ozr:n.u HF/B3LYP/IGLO-I11:AM1 HF/ B3LYP/EPR-II1:AM1 HF/ B3LYP/IGLO-III HF/_ B3LYP/EPR—_III
dla molekuty rodnika R1 ONIOM ONIOM Pojedynczy rodnik Pojedynczy rodnik
Aiso Txx Tyy Tz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz
130 -12.8 30.0 28.8 -58.9 -12.8 30.5 29.1 -59.7 -5.7 31.0 29.6 -60.7 -12.8 30.5 29.1 -59.6
11C -37.3 -9.2 1.6 7.6 -36.9 -9.1 1.6 7.6 -35.8 -9.2 17 7.6 -36.9 -9.2 1.6 7.6
190 2.2 1.3 1.0 -2.3 2.1 1.3 1.0 -2.3 2.3 1.3 1.00 -2.3 2.1 1.3 1.0 -2.3
12C 86.1 -70.4 -70.2 140.7 85.8 -70.8 -70.5 141.3 90.5 -72.0 -711.7 143.7 85.8 -70.8 -70.5 141.3
H, -56.1 -31.8 3.9 27.9 14H -49.8 -32.4 -2.3 34.8 -54.8 -32.1 -1.4 33.6 -52.3 -32.5 -1.0 33.6 -54.8 -32.1 -1.4 33.6
15C -27.4 -2.5 0.6 19 -27.0 -2.4 0.4 2.0 -28.1 -2.4 0.4 21 -27.0 -2.4 0.4 2.0
17H 110.8 -4.9 -2.9 7.8 116.2 -4.9 -3.2 8.2 1111 -4.9 -3.1 8.0 116.2 -5.0 -3.2 8.2
HB(s’r. 69.9 26 23 48 18H 7.7 -4.3 -3.6 79 8.0 -4.4 -3.5 8.0 7.6 -4.5 -3.5 8.0 8.1 -4.4 -3.5 8.0
16H 64.1 -4.6 -3.5 8.1 67.4 -4.7 -3.7 8.4 64.4 -4.9 -3.4 8.3 67.3 -4.7 -3.7 8.4
)
88H -0.9 -4.0 -2.7 6.7 -1.0 -4.0 -2.7 6.6 -1.0 -4.0 -2.6 6.6 -1.0 -4.0 -2.7 6.6
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Tabela 8.2 Wyniki obliczen tensora g dla rodnikow R1, R2 i R3 wykonanych metoda DFT z funkcjonatem B3LYP dla modeli ONIOM i
modelu pojedynczego rodnika. Optymalizacje geometrii przeprowadzono metodg HF:AM1. (Dane eksperymentalne zostaty zaczerpnigte z pracy
[42] oraz [108]).

Rodnik  Skladowe  Glowne wartosci HF/B3LYP/IGLO-111:AM1 HF/ B3LYP/EPR-1I1:AM1
tensora g wiasne dane
eksperymentalne ONIOM ONIOM
g AQozisoc AQpc AQrmc Qe g AQozsoc AQoc AQrmc Qe

gXX 2.0043 2.0043 0.2068E-02 0.8839E-04 -0.1699E-03 2.0023 2.0043 0.2076E-02 0.7766E-04 -0.1699E-03 2.0023
R1 gyy 2.0038 2.0034 0.1206E-02 0.6891E-04 2.0034 0.1217E-02 0.5629E-04

gZZ 2.0021 2.0033 0.1096E-02 0.7800E-04 2.0033 0.1097E-02 0.6952E-04

gXX 2.0038 2.0039 0.1796E-02 0.4474E-04 -0.1834E-03 2.0023 2.0039 0.1754E-02 0.6286E-04 -0.1836E-03 2.0023
R2 gyy 2.0032 2.0057 0.3569E-02 0.8493E-04 2.0057 0.3582E-02 0.1736E-04

gZZ 2.0022 2.0053 0.3118E-02 0.7252E-04 2.0053 0.3081E-02 0.9765E-04

gXX 2.0040 2.0061 0.3917E-02 0.9086E-04 -0.2045E-03 2.0023 2.0061 0.3909E-02 0.9414E-04 -0.2046E-03 2.0023
R3 gyy 2.0030 2.0027 0.6089E-02 0.4287E-04 2.0027 0.6196E-02 0.3406E-04

gZZ 2.0020 2.0069 0.4772E-02 0.9217E-04 2.0069 0.4751E-02 0.9067E-04
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Dane uzyskane w wyniku obliczen kwantowo chemicznych z zastosowaniem metody DFT
z funkcjonalem B3LYP i ww. bazami specjalnymi funkcji stanowia obszerny material do
analizy parametrow spektroskopowych EPR rodnikéw l-alaniny w krysztale. W niniejszej
pracy uzyskano warto$ci tensora struktury nadsubtelnej A w postaci sktadnika izotopowego

A,, charakteryzujacego wielko$¢ oddziatywania kontaktowego Fermiego oraz drugiego

skfadnika tj. gtéwnych wartosci wiasnych (Txx, Tyy, T;;) tensora oddzialywania dipolowego
T, pomigdzy tadunkami niesparowanego elektronu i jadrami otoczenia. Wymienione
wielkosci zostaty wyznaczone dla kazdego atomu wchodzacego w sktad modelu rodnika R1,
R2, R3
I-alaniny i poréwnane z odpowiednimi danymi do§wiadczalnymi w literaturze, porownanie to
zawieraja tabele 8.2, 8.1 i zalacznik 1. Niestety w danych literaturowych [42, 117]
odnaleziono jedynie wartosci tensora oddzialywania nadsubtelnego dla przypadku atoméw
wodoru oznaczanych jako H, i Hp, wystepujacych w czasteczce rodnika i oddziatujacych
z centrum paramagnetycznym dla rodnikow R1, R2 i R3. Fakt ten jest spowodowany tym, iz
stosowane metody pomiarowe tj. EPR i ENDOR w analizie doswiadczalnej rodnikéw
l-alaniny dajg jedynie obraz atomOw otoczenia centrum paramagnetycznego, ktorych wkiad
do widma jest najwickszy. Widma EPR i ENDOR sa wynikiem wystepowania oddziatywania
w postaci struktury nadsubtelnej niesparownego elektronu bedacego centrum
paramagnetycznym z atomami otoczenia glownie: H, i Hg. Jest to potwierdzeniem tezy
0 potrzebie stosowania modeli molekularnych i obliczen kwantowych w celu uzupetienia
wiedzy o wilasciwosciach fizycznych rodnikdw l-alaniny, wyznaczenia warto$ci tensora
struktury nadsubtelnej, ktorych nie da si¢ wyznaczy¢ do§wiadczalnie.

Wartosci tensora struktury nadsubtelnej obliczone metoda DFT, zaréwno dla modeli ONIOM
jak i pojedynczych molekut rodnikow R1, R2 oraz R3 l-alaniny nie sg zbiezne z warto$ciami

do$wiadczalnymi. Roéznice migdzy wartosciami A oraz Ty, Tyy, T, dla odpowiednich

atomoéw siegaja od kilku do kilkudziesieciu MHz. Jako przyktad mozna tu przytoczy¢

molekule rodnika R1 1 warto$¢ skladnika A, sprzezenia atomu H, z centrum

paramagnetycznym, ktora wyznaczona do$wiadczalnie wynosi -56.1MHz natomiast
obliczona dla modelu ONIOM metodg DFT z funkcjonatem B3LYP i bazg funkcji IGLO-III
wynosi -49.8MHz. Mozna to uzna¢ za dobra zgodno$¢ na tle pozostatych wynikéw. Dla
rozwazanego przypadku gldwne warto$ci wilasne tensora T wyznaczone dos$wiadczalnie
wynosza kolejno Txx = -31.8MHz, Ty, = 3.9MHz, T,, = 27.9MHz, natomiast obliczone na
podstawie modelu wynosza odpowiednio: Ty = 32.4MHz, Ty, = -2.3MHz, T,, = 34.8MHz.
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Rozbieznosci te nalezy ttumaczy¢ wystepowaniem konformeréw rodnikéw l-alaniny tj. nawet
niewielkie roznice w dtugo$ciach wigzan i wartosciach katow miedzy atomami w molekule
rodnika wptywaja na wartosci sktadnikow tensora struktury nadsubtelnej. Fakt ten rowniez
opisano w pracy [119].

Oddzialywanie  spinowego momentu magnetycznego nhiesparowanego elektronu
z zewngtrznym polem magnetycznym jest dane przez cziton hamiltonianu opisujacy
oddzialywanie Zeemana w EPR. Wielko$¢ tego oddziatywania jest definiowana przez tensor

g, na ktory sktadaja si¢ dwa czynniki. Pierwszy wynika z wartosci tensora g dla swobodnego
elektronu g, =2.002319, a drugi czynnik Ag uwzglgdnia interakcj¢ niesparowanego

elektronu z lokalnym s$rodowiskiem w czgsteczce i w zwigzku z tym jest unikalng cecha
kazdego badanego uktadu. Zagadnienie to szerzej opisano w podrozdziale 2.1.2 niniejszej
pracy. W celu okreslenia sktadowych tensora g dla badanych modeli molekularnych rodnikow
R1, R2 i R3 l-alaniny przeprowadzono obliczenia metodg DFT z funkcjonalem B3LYP i baza
funkcji IGLO-III lub EPR-III. Wskutek przeprowadzonych badan uzyskano gtowne warto$ci
wlasne tensora § wyrazone jako: gwx, Oyy, Uz, oraz skladnik korekcyjny Ag
w postaci kolejnych poprawek: AQozsoc, AGoc, AQrmc. Warto$¢ tensora g dla swobodnego
elektronu przyjeto jako ge= 2.0023. Wymienione wielko$ci zostaly wyznaczone dla modelu
rodnika R1, R2, R3 l-alaniny i poréwnane z odpowiednimi danymi dos$wiadczalnymi
odnalezionymi w literaturze, poréwnanie to zawieraja tabele 8.1, 8.2 oraz zalacznik 1.
Uzyskane wyniki nieznacznie tylko r6zng si¢ od do§wiadczalnych danych literaturowych, co
swiadczy o zastosowaniu poprawnych modeli molekularnych 1 metod obliczeniowych oraz
niewielkiego wptywu roznic konformacji molekut rodnikéw na wartosci tensora g. Najlepsza
zgodno$¢ danych obliczonych i doswiadczalnych uzyskano dla rodnika R1, gdzie kolejne
gléwne wartosci wlasne obliczone np. dla modelu molekularnego ONIOM, metoda DFT
z funkcjonalem B3LYP i bazag EPR-III wynosza odpowiednio: ¢y=2.0043, gyy=2.0034,
0xx=2.0033, natomiast uzyskane do$wiadczalnie w pracy [42, 117] wynosza odpowiednio:
0xx=2.0043, ¢,y=2.0038, gx=2.0021. W przypadku rodnikow R2, R3, innych modeli
molekularnych i bazy IGLO-III rozbieznosci miedzy danymi doswiadczalnymi a obliczonymi
sa nieco wigksze, ale nie przekraczaja 1%. Zaleta modelowania molekularnego 1 obliczen
DFT sg uzyskane warto$ci sktadnika korekcyjnego Ag tensora g w postaci poprawek Agozsoc,
AQbc, AQrmc, €zego nie mozna wyznaczy¢ do$wiadczalnie. Nalezy zauwazyé, iz wkiad

sktadnika korekcyjnego Ag do wielkosci tensora g jest niewielki, a jego gtowng warto$¢

105



stanowi ge= 2.0023. Niemniej jednak uzyskane w niniejszej pracy gtdéwne wartosci wlasne
tensora g odpowiadaja wartosciom dla rodnikow zwigzkéw organicznych [143].
Na podstawie parametrow EPR, takich jak sktadowe tensorow A i g obliczonych metoda
DFT/B3LYP/IGLO-III:AM1 dla modelu ONIOM rodnikow R1, R2 i R3 Il-alaniny,
przeprowadzono symulacje widm EPR z zastosowaniem oprogramowania MATLAB
I pakietu EasySpin [129]. Efekty symulacji przedstawiaja rysunki 8.1, 8.2 1 8.3.

R1 l-alanina, 9.5 GHz
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Rysunek 8.1 Symulacja widma EPR dla modelu ONIOM, HF/B3LYP/IGLO-111:AM1 rodnika
R1 l-alaniny.

Wynik symulacji na rysunku 8.1 przedstawia widmo EPR dla rodnika R1, ktore zawiera
pig¢ pochodnych linii absorpcyjnych bedacych bezposrednim efektem struktury nadsubtelne;j
tj. oddzialywania centrum paramagnetycznego z trzema rownocennymi protonami (17H, 16H,
18H) grupy metylowej i protonem (14H) przy weglu (12C). W efekcie otrzymujemy
niesymetryczny kwintet pochodnych linii absorpcyjnych o ré6znym natezeniu. Widmo to jest
zbiezne co do ksztattu poszczegodlnych pochodnych linii z symulacja przeprowadzong dla

rodnika R1 l-alaniny w pracy [44].
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R2 l-alanina, 9.5 GHz
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Rysunek 8.2 Symulacja widma EPR dla modelu ONIOM, HF/B3LYP/IGLO-I11:AML1 rodnika
R2 l-alaniny.

R3 l-alanina, 9.5 GHz
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Rysunek 8.3 Symulacja widma EPR dla modelu ONIOM, HF/B3LYP/IGLO-I11:AM1 rodnika
R3 l-alaniny.
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Wynik symulacji na rysunku 8.2 przedstawia widmo EPR dla rodnika R2, ktore zawiera
siedem pochodnych linii absorpcyjnych bedacych bezposrednim efektem struktury
nadsubtelnej tj. oddziatywania centrum paramagnetycznego z trzema rownocennymi
protonami (17H, 19H, 18H) grupy metylowej i trzema réwnocennymi protonami (22H, 21H,
16H) grupy aminowej. W efekcie otrzymujemy niesymetryczny septet pochodnych linii
absorpcyjnych o ré6znym natgzeniu. Widmo to jest zbiezne co do ksztaltu poszczegdlnych
pochodnych linii z symulacjg przeprowadzong dla rodnika R2 I-alaniny w pracy [44].

W przypadku symulacji przedstawionych na rysunku 8.3 mamy do czynienia z widmem
EPR dla rodnika R3, ktore zawiera sze§¢ pochodnych linii absorpcyjnych bedacych efektem
oddziatywania nadsubtelnego tj. oddzialywania centrum paramagnetycznego z trzema
rownocennymi protonami (17H, 19H, 18H) grupy metylowej i dwoma réwnocennymi
protonami (21H, 16H) grupy aminowej. W skutek czego otrzymujemy niesymetryczny sekstet
pochodnych linii absorpcyjnych o réznym natezeniu. Widmo to w pewnym stopniu jest

zbiezne z symulacjg widma EPR dla rodnika R3 I-alaniny w pracy [44].
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Rozdzial 9

Obliczenia i analiza parametréow widma 'H NMR produktéw jonizacji

roztworu wodnego I-alaniny.

W  wyniku oddzialywania promieniowania jonizujacego na roztwory wodne
aminokwaséw - w tym l-alaniny, powstajg produkty radiolizy (zjawisko szczegdlowo
omowiono w rozdziale 6 niniejszej pracy). Produkty jonizacji mozna rejestrowaé¢ metoda
spektroskopii masowej co opisano w pracy [134] oraz zaproponowang w badaniach wtasnych
metoda "H NMR, za pomoca ktérej mozna rejestrowaé jeden z trwatych produktow radiolizy
l-alaniny, tj. kwas pirogronowy. W celu okre$lenia parametrow spektroskopowych 'H NMR,
takich jak stala ekranowania, wielko$¢ przesuni¢cia chemicznego 1 sprz¢zenia spinowo-
spinowego analizowanych roztworéw mozna zastosowa¢ modele ONIOM, modele ciagle
IEF-PCM oraz CPCM rozpuszczalnika. Punktem wyjScia do obliczen parametrow
spektroskopii *H NMR w niniejszej pracy sa modele molekularne I-alaniny w roztworze
wodnym najbardziej zgodne ukladem rzeczywistym, ktore wyznaczono w podrozdziale
rozdziat 7.3. Sa to modele molekularne bedace wynikiem optymalizacji metodami chemii
kwantowej: modele ONIOM HF/6-31++g(d,p):HF/3-21g, B3LYP/6-31++g(d,p):HF/3-21g,
MP2/6-311++g(d,p):HF/3-21g (rysunek 9.1), oraz modele ciggle rozpuszczalnika IEF-PCM
MP2/6-311++g(d,p), CPCM MP2/6-311++g(d,p).

Do obliczen parametréw spektroskopowych zastosowano metode DFT z funkcjonalem
B3LYP oraz specjalne bazy funkcji oznaczone w literaturze jako aug-cc-pVTZ-J i pcl-n,
ktore pobrano z bazy EMSL [139]. Bazy te sg skonstruowane i stosowane w celu obliczen
parametréw spektroskopowych widm NMR takich jak: przesunig¢cie chemiczne 1 sprze¢zenie
spinowo-spinowe, poniewaz wyniki obliczen z ich zastosowaniem daja dobra zgodno$¢ z
doswiadczeniem [142]. Analogiczne rozwazania jak w przypadku wodnego roztworu I-
alaniny przeprowadzono dla roztworu wodnego kwasu pirogronowego. Pomocniczo
przeprowadzono rowniez obliczenia statej ekranowania dla modelu ONIOM 1 modeli
roztworu ciggtego dla zwigzku chemicznego 0 nazwie Trimethylsilyl propanoic acid (TSP).
Do obliczen wykorzystano metody chemii kwantowej analogiczne jak w przypadku I-alaniny
I kwasu pirogronowego. TSP jest zwigzkiem chemicznym stosowanym jako wzorzec w
analizie przesunig¢ chemicznych na potrzeby spektroskopii *H NMR [135].

Wyniki obliczen oraz dane dos$wiadczalne uzyskane w niniejszej pracy przedstawiono
w formie zalacznika 2 do pracy, natomiast przykladowe wyniki dla wodnych roztworow

I-alaniny i kwasu pirogronowego przedstawiono w tabelach 9.119.2.
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Rysunek 9.1 Model ONIOM wodnego roztworu kwasu pirogronowego.

W  wyniku obliczen kwantowo chemicznych przeprowadzonych dla wodnych
roztworéw l-alaniny i kwasu pirogronowego otrzymano warto$ci izotropowe tensora

iso

ekranowania o, w postaci wielkosci skalarnej o°, co pozwolito na wyznaczenie wielkosci

przesuni¢cia chemicznegod [ppm] wzgledem wzorca zaproponowanego w pracy zwigzku
TSP. Uzyskane warto$ci przesunigcia chemicznego dis, dla modeli molekularnych wodnego
roztworu l-alaniny i kwasu pirogronowego poréwnano z danymi do§wiadczalnymi (tabela 9.1
i 9.2 oraz zalgcznik 2). Jak mozna zauwazy¢ w przypadku modeli rozpuszczalnikow cigglych
CPCM i IEF-PCM dla wodnego roztworu l-alaniny uzyskano dobrg zgodno$¢ eksperymentu
z zastosowanymi modelami i metodami obliczeniowymi. Nieco mniej zbiezne wyniki
uzyskano dla warto$ci przesunigcia chemicznego doswiadczalnej i1 obliczonej w przypadku
zastosowania modeli dyskretnych ONIOM wodnego roztworu l-alaniny. Niemniej jednak
w obu przypadkach rozbieznosci siggaja od kilku do kilkudziesigciu procent. Zaskakujaco
dobrze zbiezne wyniki obliczen z danymi do$wiadczalnymi uzyskano w przypadku modelu
ONIOM wodnego roztworu kwasu pirogronowego: HF/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J:HF. Wartos¢
przesunigcia chemicznego odczytana z widma do$wiadczalnego *H NMR wynosi 2.354
[ppm], natomiast obliczona na podstawie modelu metoda DFT z funkcjonatem B3LYP 1 bazg
funkcji aug-cc-pVTZ-J wynosi 2.357 [ppm]. Mamy tu do czynienia z bardzo dobrym
doborem modelu molekularnego i metody obliczeniowej do rzeczywistego ukladu
molekularnego.

Kolejng wazng wielko$cia wyznaczong za pomocag obliczen kwantowo chemicznych
w niniejszej pracy jest wielko$¢ sprzezenia spinowo-Spinowego, ktorg charakteryzujg
posrednia stata sprzezenia spinowo-spinowego JE(’ 1 zredukowana posrednia stata sprzezenia

iso

spinowo-spinowego K.’ , ktore w ogdlnym przypadku sa tensorami drugiego rz¢du natomiast

w przypadku cieczy 1 roztworéw bedacych przedmiotem badan przyjmuja wartosci
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izotropowe (podrozdziat 2.2.1). Oprécz wartosci Ji°i K. ° dla analizowanych modeli

ONIOM wodnych roztworéw l-alaniny i kwasu pirogronowego oraz modeli cigglych

roztworow CPCM i IEF-PCM l-alaniny i kwasu pirogronowego w wodzie wyznaczono
rowniez wartoéci izotropowe poszczegdlnych sktadnikéow statych JS°i Ki® w postaci:

JP(FC), KP(FC), J2(SD), K (SD), J(PSO), Kg°(PSO), Jg(DSO), Ki*(DSO),
(zatacznik nr 2). Szczegdlowy opis oddziatywan spinowo-spinowych i zwigzanych z nimi
sktadnikow zawiera rozdzial 2. Jednakze poréwnanie wielkos$ci sprzezenia spinowo-
spinowego mozna jedynie przeprowadzi¢ dla posredniej stalej sprz¢zenia spinowo-
spinowego J,if", poniewaz warto§¢ ta mozna wyznaczy¢ bezposrednio z widma
doswiadczalnego 'H NMR dla przypadku multipletowosci sygnatu 'H NMR (np. w
przypadku wodnego roztworu I-alaniny). Obliczone warto$ci kolejnych sktadnikow
charakteryzujacych wielkos$¢ sprzezenia spinowo-spinowego przedstawiono w tabeli 9.1 i 9.2
oraz w zalagczniku nr 2. Przykladowe zestawienie wynikéw obliczen 1 wynikow
doswiadczenia przedstawia rowniez tabela 9.1 i 9.2. Wartosci doswiadczalne statej sprz¢zenia
spinowo-spinowego oraz wartosci obliczone metodg DFT, zardwno dla modeli ONIOM jak i
modeli ciggtych roztworow CPCM i IEF — PCM sg zbiezne. R6znice pomigdzy warto$ciami
J° dla sprzezen spinowo- spinowych odpowiednich atoméw osiggaja kilka Hz niezaleznie
od zastosowanego modelu molekularnego, metody optymalizacji geometrii, czy bazy funkcji.

Jako przyktad mozna przytoczy¢ tu model ONIOM optymalizowany metoda HF, gdzie
obliczenia parametrow "H NMR wykonano metoda DFT z funkcjonatem B3LYP z baza
funkcji aug-cc-pVTZ-J. Wartoéé posredniej statej sprzezenia spinowo-spinowego J:° miedzy
atomami 1H, 4H, 5H — 7H molekuty I-alaniny w roztworze wodnym wynosi 8.528 Hz,
mi¢dzy atomami 1H, 4H, 5H — 2C wynosi 139.271 Hz, natomiast migdzy atomami 7H -3C
wynosi 149.510 Hz. Odpowiadajgce im wyniki doswiadczalne wynosza: 7.25 Hz dla
sprzgzenia 1H, 4H, 5H — 7H, 130 Hz dla sprzezenia 1H, 4H, 5H — 2C oraz 145 Hz dla
sprze¢zenia atomow l-alaniny 7H -3C. Rozbieznosci te sg spowodowane glownie réznicami
konformacyjnymi czasteczek I-alaniny w wodnym roztworze, analizowanej metoda *H NMR
a modelami wodnych roztworow l-alaniny. Niemniej jednak uzyskane wyniki sg poprawne i
potwierdzaja zgodno$¢ zastosowanych modeli molekularnych i metod obliczeniowych chemii
kwantowej (zatacznik nr 2).

Analogiczne rozwazania dotyczace okre$lenia wielkoSci sprzezenia spinowo-Spinowego
przeprowadzono dla jednego produktu jonizacji I-alaniny w roztworze wodnym wykrytego

metoda "H NMR tj. kwasu pirogronowego. W widmie do$wiadczalnym *H NMR rysunek 6.5
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nie obserwujemy multipletu bedacego sprzgzeniem protondéw w czasteczce kwasu
pirogronowego, a jedynie singlet bedacy efektem usrednionego sygnatu protonéw 1H, 4H, 5H
grupy metylowej rysunek 9.1. Z punktu widzenia rozwazan teoretycznych na widmie
do$wiadczalnym powinien by¢ widoczny réwniez singlet pochodzacy od protonu 30H grupy
hydroksylowej oraz dublet singletow wynikajacy ze sprzezenia "H->C protonéw z jadrem
atomu wegla w grupie metylowej. Sygnaty te jednak w badanym widmie doswiadczalnym sa
ponizej progu detekcji metoda 'H NMR. W zwiazku z tym ich parametry moga by¢ jedynie
oszacowana metodami obliczeniowymi chemii kwantowej. Przyktadowe wyniki obliczen
przedstawiono w tabeli 9.2 oraz zatgczniku nr 2.

Gloéwng zaleta modelowania molekularnego z zastosowaniem metod obliczeniowych
chemii kwantowej (w tym DFT), a zarazem wnioskiem ptynacym z czg$ci pracy dotyczacej

analizy 'H NMR, jest fakt uzyskania wartosci skladnikow J°i K czego nie mozna

wyznaczy¢ metodg doswiadczalng 'H NMR. Pozwala to m. in. przewidywac¢ ksztatt
1 potozenie widma '"H NMR analizowanych zwigzkéw. Jako przykiad mozna tu przedstawic
symulacje widma "H NMR rysunek 9.2 wodnego roztworu l-alaniny w przypadku obliczen
parametrow spektroskopowych wykonanych dla modelu: DFT/B3LYP/pcJ-n, CPCM
w ktorym uzyskano wartosci przesunigcia chemicznego dis, odpowiednio dla sprzezenia
atoméw 1H, 4H, 5H — 7H, wartos¢ 1.131 [ppm] (na widmie widoczne jako dublet) oraz dla
sprz¢zenia atomow 7H - 1H, 4H, 5H warto$¢: 3.497 [ppm] (na widmie widoczne jako
kwartet). Dla omawianego przypadku wielko$§¢ sprzgzenia spinowo-Spinowego

reprezentowana przez posrednig stalg sprzezenia spinowo-Spinowego J,if", uzyskana na

podstawie obliczen przyjmuje odpowiednio dla sprz¢zenia atomoéw 1H, 4H, 5H — 7H, wartos¢
7.611 Hz oraz dla sprzezenia atomow 7H - 1H, 4H, 5H wartos$¢: 152.597 Hz. Na widmie
widoczny jest rowniez singlet 2.357 [ppm] jest to sygnal symulacji wykonanej dla roztworu
wodnego kwasu pirogronowego z zastosowaniem modelu ONIOM i metody HF/B3LYP/aug
-cc-pVTZ-J:HF. Symulacje dotyczace widma *H NMR wykonano w pakiecie MestReNova
[130].
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~0.032
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~0.004
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-0.000

Rysunek 9.2 Widmo symulacyjne 1H NMR dla wodnego roztworu l-alaniny i kwasu
pirogronowego.
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Tabela 9.1 Wyniki obliczef parametréw *H NMR dla wodnego roztworu l-alaniny, wykonanych metoda DFT z funkcjonatem B3LYP dla modeli
ONIOM i modeli ciagglych: CPCM 1 IEF-PCM. Optymalizacj¢ geometrii przeprowadzono metodami HF:HF, DFT:HF i MP2:HF w modelach

ONIOM oraz metodami HF, DFT, MP2 w modelach ciggtych.

Oznaczenia Oznaczenia sprz¢zenia Oznaczenia Oznaczenia HF/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J:HF HF/B3LYP/pcl-n:HF
atomow czasteczki spin-spin w atoméw w modelu sprz¢zenia ONIOM ONIOM
l-alaniny w rzeczywistym ukladzie ONIOM, CPCM spin-spin - — — _ — _
rzeczywistym ukladzie | molekularnym l-alaniny | i IEF-PCM roztworu w modelu Wartos¢ sprzgzenia Przesunigcie Wartos¢ sprzezenia Przesunigcie
molekularnym i i warto$ci wodnego I-alaniny ONIOM, CPCM i spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne
warto$ci doswiadczalne IEF-PCM [ppm] [ppm]
doswiadczalne iso roztworu wodnego i i i . i i i .
Siso [opr] J K [HZ] I-alaniny J rl<so Klfo O-|I<SO Siso J Ifo K|I<SO 6:(50 Siso
Hs-H,, 1.46 S 7.25 1H, 4H,5H - 7H %) (L,4,5),H(T)H 8.528 0.273 30.636 | 0.701 8.225 0.263 30.817 0.620
Hy-Cs | 1.46 | s | 130 | 1H,4H,5H-2C | Yuasnee | 139.271 | 17.111 | 30.636 | o701 | 135.208 | 17.231 | 30.817 | (g2
H,- Hs 3.76 T hons 7.25 7H - 1H, 4H, 5H 33(7)H,(1,4,5)H 8.528 0.273 26.065 5272 8.225 0.263 26.467 4970
H, -C. 3.76 1JHaCa 145 7H -3C 1-](7)H,(3)c 149.51 19.005 26.065 | 5o7p | 149.157 | 19.008 26.467 4.970

HF/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J

HF/B3LYP/pc-n

HF/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J

HF/B3LYP/ pcJ-n

CPCM CPCM IEF-PCM IEF-PCM
Warto$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Warto$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Warto$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Warto$¢ sprzgzenia Przesunigcie
spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne
_ . _[ppmy _ . _ [ppm] _ . _[ppm) _ _ _[ppm)

Je° K’ o’ Siso Je° K’ oy’ Siso Je° K’ oy’ Siso Je° K’ oy’ Biso

7.844 0.251 30.386 | 0.966 | 7.508 0.240 30.480 0.978 | 7.839 0.251 30.385 | 0.967 | 7.504 0.240 30.480 | 1.002
135.993 | 17.331 | 30.386 | 0.966 | 136.654 | 17.414 | 30.480 0.978 | 135.995 | 17.331 | 30.385 | 0.967 | 136.655 | 17.415 | 30.480 | 1.002

7.844 0.251 27.743 | 3.609 | 7.508 0.240 28.146 3.312 | 7.839 0.251 27.745 | 3.607 | 7.504 0.240 28.148 | 3.334
154812 | 19.727 | 27.743 | 3.609 | 153.584 | 19.572 | 28.146 3.312 | 154.809 | 19.729 27.745 | 3.607 | 153.589 | 19.573 | 28.148 | 3.334
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Tabela 9.2 Wyniki obliczen parametrow 'H NMR dla wodnego roztworu kwasu pirogronowego, wykonanych metoda DFT z funkcjonatem
B3LYP dla modeli ONIOM i modeli ciggltych: CPCM i IEF-PCM. Optymalizacj¢ geometrii przeprowadzono metodami HF:HF, DFT:HF i
MP2:HF w modelach ONIOM oraz metodami HF, DFT, MP2 w modelach ciggtych.

Oznaczenia Oznaczenia HF/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J:HF HF/B3LYP/pcl-n:HF HF/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J
atoméw w modelu ONIOM, sprz¢zenia ONIOM ONIOM CPCM
CPCM i IEF-PCM, spin-spin _ — _ — _ —
kwasu pirogronowego w modelu Wartos¢ sprz¢zenia Przesunigcie Wartos¢ sprzgzenia Przesunigcie Warto$¢ sprz¢zenia Przesunigcie
i wartosci doswiadczalne ONIOM, spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne
przesuniecia chemicznego CPCM i IEF- [ppm] [ppm] [ppm]
8iso [ppm] E\S;\gu J Eo KEO O'll(SO 8iso J EO Klfo U:(so 8iso J Eo K:(SO G:jo 8iso
pirogronowego
1H, 4H,5H -2C - 1 assH@c | 131.973 | 16.819 | 29.490 1.847 | 131.511 | 16.760 | 29.600 1.837 | 137.180 | 17.482 29.333 | 2.019
30H - 1H, 4H, 5H - 5J(30)H,(1,4,5)H -1.773 -0.057 21.514 9.823 | -1.830 -0.059 | 21.647 9.79 | 0.067 0.003 21.972 9.38
1H - 5H 2.354 ZJ(l)H,(s)H -9.916 -0.318 28.980 2.357 | -9.937 -0.319 | 29.070 2.367 | -13.034 | -0.418 29.879 | 1.473
4H -5H 2.354 2.](4)H,(5)H -10.897 | -0.349 28.980 2.357 | -12.801 | -0.347 | 29.085 2.352 | -12.943 | -0.415 29.879 | 1.473
HF/B3LYP/pcd-n HF/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J HF/B3LYP/ pcJ-n DFT/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J:HF
CPCM IEF-PCM IEF-PCM ONIOM
Warto$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Warto$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Warto$¢ sprzgzenia Przesunigcie Warto$¢ sprz¢zenia Przesunigcie
spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne
_ _ _[ppm) _ . _[ppmy _ _ _[ppm) _ . _[ppm]
Je° K’ oy’ Siso Je° K’ o’ Jiso Je° K’ oy’ Siso Je° K’ lops Siso
136.738 17.425 | 29.429 | 1.923 | 150.296 | 19.153 | 28.118 | 3.340 | 149.800 | 19.091 | 28.279 | 3.203 | 160.531 | 20.458 | 29.072 3.911
-0.190 -0.001 22,190 | 9.162 | 0.519 0.017 20.955 | 10.50 | 0.379 0.012 21.050 | 10.43 | 7.937 0.254 20.070 | 12.913
-13.009 -0.417 29.959 | 1.393 | -31.126 | -0.998 28.656 | 2.802 | -30.816 | -0.988 28.726 | 2.756 | -17.402 | -0.558 28.609 4.374
-12.924 -0.414 29.959 | 1.393 | -14.834 | -0.475 28.656 | 2.802 | -14.983 | -0.480 28.726 | 2.756 | -18.994 | -0.609 28.534 4.449
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Rozdzial 10

Podsumowanie i wnioski.

W pracy przebadano aminokwas l-alaning w postaci krystalicznej oraz w roztworze
wodnym poddang dziataniu promieniowania jonizujacego i majgcg stanowi¢ element czynny
biosensora promieniowania jonizujacego. Do analizy formy krystalicznej 1-alaniny
zastosowano metode EPR, natomiast w przypadku l-alaniny w roztworze wodnym
zastosowano metodeg 'H NMR. W celu poglebienia wiedzy na temat wlasciwosci fizycznych
przedmiotu badan, zastosowano zaawansowane modele molekularne ONIOM, CPCM, IEF-
PCM oraz metody obliczeniowe chemii kwantowej HF, DFT i MP2. Przeprowadzono
rowniez symulacje widm EPR rodnikow R1, R2, R3 l-alaniny oraz widma 'H NMR dla
wodnego roztworu l-alaniny i kwasu pirogronowego, stanowigcego produkt radiolizy
wodnego roztworu l-alaniny.

Na podstawie uzyskanych w pracy wynikéw badan, mozna sformutowacé nastepujace
whnioski:

1. Zaréwno forma krystaliczna, jak i roztwor wodny l-alaniny moga stanowi¢ element czynny
biosensora promieniowania jonizujgcego, poniewaz:

a) Zaobserwowane widmo EPR dla napromienionego dozymetru wilasnej konstrukcji jest
efektem wystgpowania produktéw jonizacji w postaci rodnikoéw Il-alaniny. Dozymetr ten
nadaje si¢ do pomiaréw dawek promieniowania jonizujacego w radioterapii onkologicznej,
jako uktad indywidualnej dozymetrii pacjenta, z uwagi na liniowg zaleznos¢ amplitudy linii
centralnej sygnalu EPR, w funkcji zaabsorbowanej dawki w objetosci dozymetru dla zakresu
dawek radioterapeutycznych, tj. od 0.5Gy do 90Gy.

b) Zaobserwowane widmo 'H NMR dla napromienionego roztworu wodnego I-alaniny
zawiera dodatkowy sygnal w postaci singletu 2.354 ppm w stosunku do widma 1H-NMR
roztworu wodnego l-alaniny przed napromienieniem. Sygnat ten zidentyfikowano jako wynik
pojawienia si¢ w roztworze kwasu pirogronowego, ktory jest produktem radiolizy wodnego
roztworu l-alaniny.

2. Uzyskane informacje o produktach radiolizy wodnego roztworu l-alaniny w postaci kwasu
pirogronowego moga stanowi¢ zrodlo wiedzy o Srodowisku komorkowym poddanym
dzialaniu promieniowania jonizujgcego.

3. W wyniku konstrukcji modeli molekularnych krysztatu 1-alaniny, z zastosowaniem metody
dwoéch warstw ONIOM 1 przeprowadzonej optymalizacji geometrii tychze modeli metodami

HF, DFT i MP2 wybrano modele molekularne o geometrii najbardziej zbieznej z danymi
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dos$wiadczalnymi, ktorych poziom ufno$ci wynosi powyze] 95%. Sa to modele:
HF/6-31++g(d,p):AM1, B3LYP/6-31++g(d,p):AM1, MP2/6-311++g(d,p):AM1.

4. Uzyskano modele molekularne ONIOM trzech gtéwnych form R1, R2, R3 rodnikow
l-alaniny w krysztale, przy zastosowaniu tych samych metod obliczeniowych jak
w przypadku krysztatu l-alaniny. Na tej podstawie obliczono wartosci katow i1 dlugosci
wigzan migdzy odpowiednimi atomami modeli molekularnych rodnikéow R1, R2, R3
I-alaniny.

5. W wyniku konstrukcji modeli molekularnych roztworu wodnego I-alaniny
z zastosowaniem metody dwaoch warstw ONIOM i przeprowadzonej optymalizacji geometrii
tychze modeli metodami HF, DFT i MP2, wybrano modele molekularne o geometrii
najbardziej zbieznej z danymi referencyjnymi odnalezionymi w literaturze, ktérych poziom
ufnosci wynosi powyzej 95%. Sa to modele: HF/6-31++g(d,p):HF/3-21g, B3LYP/6-
31++g(d,p):HF/3-21g, MP2/6-311++g(d,p):HF/3-21g. Rowniez przy uzyciu w/w metod i baz
funkcji: HF/6-31++g(d,p), B3LYP/6-31++g(d,p), MP2/6-311++g(d,p) skonstruowano
I zoptymalizowano modele molekularne roztworéw ciagtych CPCM i IEF-PCM modelu
wodnego roztworu l-alaniny. Metode ONIOM oraz modele ciagle i identyczne metody
obliczeniowe, jak w przypadku [-alaniny w roztworze wodnym, zastosowano do
skonstruowania i optymalizacji modelu roztworu wodnego kwasu pirogronowego. Skutkiem
uzyskanych modeli jest opis geometrii przestrzennej wymienionych uktadow molekularnych
w postaci warto$ci kgtow oraz odlegtosci miedzy poszczegdlnymi atomami.

6. Na podstawie uzyskanych modeli ONIOM rodnikow (R1, R2, R3) w krysztale I-alaniny
obliczono parametry widma EPR dla poszczeg6lnych struktur rodnikow w postaci gtéwnych
warto$ci wilasnych tensorow g i A oraz ich skladnikow. Wyniki obliczen postuzyty do
przeprowadzenia symulacji widma EPR dla poszczegélnych struktur rodnikow l-alaniny R1,
R2, R3 i opisu mechanizméw oddziatywan centrum paramagnetycznego rodnika z jego
otoczeniem. Stwierdzono, iz gtéwnym czynnikiem wplywajacym na ksztalt widma EPR
i wielkosci oddzialywan centrum paramagnetycznego z otoczeniem jest struktura nadsubtelna
oraz efekt Zeemana. Oba te zjawiska sg charakterystyczne dla rodnikow zwigzkoéw
organicznych.

7. Skonstruowanie ztozonych modeli molekularnych (dwoch warstw ONIOM, CPCM, IEF-
PCM) w celu uwzglednienia wplywu otoczenia molekularnego na strukture czasteczki
I-alaniny 1 produkt jej jonizacji w roztworach wodnych w postaci kwasu pirogronowego,

pozwolito na obliczenie parametrow widma 'H NMR. Uzyskano warto$ci izotropowe tensora
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ekranowania o° oraz wielko$¢ przesunigcia chemicznego S, wzgledem wzorca
chemicznego TSP. Obliczono rowniez wielko$¢ sprzezenia spinowo-Spinowego w postaci
wartosci izotropowej tensorow J° i Ki° oraz ich sktadnikéw J°(FC), K (FC), J(SD),
K2 (SD), J(PSO), Kg°(PSO), Ji°(DSO), K (DSO). Wyniki obliczen pozwolily na
przeprowadzenie symulacji widma 'H NMR wodnego roztworu l-alaniny i kwasu

pirogronowego oraz pozwolity na opis mechanizméw sprzezen protonéw odpowiedzialnych

za ksztalt i wielkos¢ widma *H NMR. Uznano, iz wyniki obliczen teoretycznych zardwno
iso

w przypadku of°, & jak i Ji°sa zbiezne z wynikami uzyskanymi na podstawie widma

do$wiadczalnego *H NMR wodnego roztworu I-alaniny i kwasu pirogronowego.
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Zalacznik 1

Tabela 1 Wyniki obliczen tensora struktury nadsubtelnej dla rodnika R2 wykonanych metoda DFT z funkcjonatem B3LYP dla modeli
ONIOM 1 modelu pojedynczego rodnika. Optymalizacj¢ geometrii przeprowadzono metoda HF:AM1, DFT:AM1 i MP2:AM1.

Ozn.

Ozn.

atomu Dane eksperymentalne atomu HF/B3LYP/IGLO-III:AM1 HF/ B3LYP/EPR-111:AM1 HF/ B3LYP/IGLO-11I HF/ B3LYP/EPR-III
dla molekuty rodnika R2 ONIOM ONIOM Pojedynczy rodnik Pojedynczy rodnik
Aiso  Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz
01 130 -1.6 14.2 124 -26.6 -1.4 14.3 12.5 -26.8 -1.6 14.2 124 -26.6 -1.4 14.3 12.5 -26.8
C2 11C -19.3 -10.9 0.7 10.3 -19.2 -11.0 0.7 10.3 -19.3 -11.0 0.7 10.3 -19.2 -11.0 0.7 10.3
03 200 -6.7 26.9 19.5 -46.4 -6.8 27.6 19.9 -475 -6.7 26.9 19.5 -46.4 -6.8 275 19.9 -475
C4 12C 221.5 -69.7 -68.7 138.5 219.7 -70.2 -69.1 139.3 221.5 -69.7 -68.7 138.4 219.8 -70.2 -69.1 139.3
N5 7.3 55 82 8.3 14N 01 -0.6 -0.1 0.8 0.2 -0.7 -0.1 0.7 01 -0.7 -0.1 0.8 0.2 -0.7 -0.1 0.7
C6 15C -2.1 -2.8 -1.4 4.2 -2.1 -2.7 -1.3 4.0 -2.1 -2.8 -1.4 4.2 -2.1 -2.7 -1.3 4.0
H7 708 679 681 764 17H 101.3 -3.7 -2.3 6.0 106.2 -3.8 -2.5 6.3 101.3 -3.7 -2.3 6.0 106.2 -3.8 -2.5 6.3
H8 18H 3.6 -4.6 -3.8 8.4 3.8 -4.7 -3.8 8.5 3.6 -4.6 -3.8 8.4 3.8 -4.7 -3.8 8.5
H9 19H 422 -5.0 -4.5 9.5 44.6 -5.1 -4.6 9.7 422 -4.9 -4.5 9.5 44.6 -5.1 -4.6 9.7
H10 86.3 794 836 958 16H 54.2 -4.4 -3.2 7.7 56.3 -4.5 -3.4 7.8 54.1 -4.3 -3.2 7.7 56.4 -4.5 -3.4 7.8
H11 102 53 54 199 22H 13 -5.3 -4.5 9.8 14 -5.3 -4.5 9.8 13 -5.3 -4.5 9.8 15 -5.3 -4.5 9.8
H12 302 241 255 409 21H 32.7 -6.2 -5.2 114 33.8 -6.3 -5.3 11.6 32.6 -6.2 -5.2 114 33.9 -6.3 -5.3 11.6
a%ng-u DFT/B3LYP/IGLO-111:AM1 DFT/ B3LYP/EPR-III:AM1 DFT/ B3LYP/IGLO-1I DFT/ B3LYP/EPR-III
ONIOM ONIOM Pojedynczy rodnik Pojedynczy rodnik
Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz
130 -1.6 142 12.4 -26.6 -1.4 143 12.5 -26.8 -1.6 14.2 124 -26.6 -1.4 143 12.5 -26.9
11C -19.3 -11.0 0.7 10.3 -19.2 -11.0 0.7 10.3 -19.3 -11.0 0.7 10.3 -19.2 -11.0 0.7 10.3
200 -6.7 26.9 19.5 -46.4 -6.8 27.6 19.9 -475 -6.7 26.9 19.5 -46.4 -6.8 27.6 19.9 -475
12C 221.5 -69.7 -68.7 138.5 219.8 -70.2 -69.1 139.4 221.5 -69.7 -68.7 138.5 219.8 -70.2 -69.1 139.4
14N 01 -0.7 -0.1 0.8 0.2 -0.7 -0.1 0.7 01 -0.7 -0.1 0.8 0.2 -0.7 -0.1 0.7
15C -2.1 -2.8 -1.4 4.2 -2.1 -2.7 -1.3 4.0 -2.1 -2.8 -1.4 4.2 -2.1 -2.7 -1.3 4.0
17H 101.3 -3.7 -2.3 6.0 106.2 -3.8 -2.5 6.3 101.3 -3.7 -2.3 6.0 106.2 -3.8 -25 6.3
18H 3.6 -4.6 -3.8 8.4 3.8 -4.7 -3.8 8.5 3.6 -4.6 -3.8 8.4 3.8 -4.7 -3.8 8.5
19H 422 -5.0 -4.5 9.5 44.6 -5.1 -4.6 9.7 422 -5.0 -4.5 9.5 44.6 -5.0 -4.6 9.7
16H 54.2 -4.5 -3.2 7.7 56.4 -4.5 -3.4 7.8 54.2 -4.5 -3.2 7.7 56.4 -4.5 -3.4 7.8
22H 13 -5.3 -4.5 9.8 14 -5.3 -4.5 9.8 13 -5.3 -4.5 9.8 13 -5.3 -4.5 9.8
21H 32.7 -6.2 -5.2 114 33.9 -6.3 -5.3 11.6 32.7 -6.201 -5.209 11.410 33.9 -6.3 -5.3 11.6
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a(t)ozr;‘]-u MP2/B3LYP/IGLO-I11:AM1 MP2/ B3LYP/EPR-111:AM1 MP2/ B3LYP/IGLO-III MP2/ B3LYP/EPR-III
ONIOM ONIOM Pojedynczy rodnik Pojedynczy rodnik
Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz
130 -16 14.2 12.4 266  -14 143 125 -26.8 -16 14.2 12.4 -26.6 -1.4 14.3 125 -26.9
11C  -193  -11.0 07 103 -192  -110 07 10.3 193 -11.0 07 10.3 2192 -11.0 07 10.3
200 67 26.9 195 464  -68 276 19.9 -475 6.7 26.9 195 -46.4 6.8 276 19.9 -475
12 2215 697  -687 1385 2198 -702  -69.1 1394 2215  -69.7  -687 1385 2198  -70.2 -69.1 139.4
14N 0.1 0.7 0.1 08 02 0.7 0.1 07 0.1 0.7 0.1 0.8 02 0.7 -0.1 07
15 -21 2.8 -1.4 42 21 27 -1.3 40 21 2.8 -1.4 42 21 2.7 -1.3 40
17H 1013 -37 23 60 1062  -38 25 6.3 101.3 37 23 6.0 106.2 38 25 6.3
18H 36 -4.6 -39 8.4 38 -4.7 -38 85 36 -4.6 -38 8.4 38 -4.7 -3.8 85
19H 422 5.0 -45 95 446 51 -46 97 422 5.0 -45 95 446 5.1 -4.6 97
16H  54.2 -45 32 77 564  -45 -34 78 54.2 -45 32 77 56.4 -45 -34 78
22H 13 53 -45 9.8 14 53 -45 9.8 13 53 -45 9.8 14 53 -45 9.8
21H 327 6.2 52 114 339  -63 53 11.6 327 6.2 52 11.4 33.9 6.3 -5.3 11.6

Wartos$ci tensora struktury nadsubtelnej wyrazono w MHz. Dane eksperymentalne zostaly zaczerpnigte z pracy [42].
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Tabela 2 Wyniki obliczen tensora struktury nadsubtelnej dla rodnika R3 wykonanych metoda DFT z funkcjonatem B3LYP dla modeli ONIOM
1 modelu pojedynczego rodnika. Optymalizacje geometrii przeprowadzono metodg HF:AM1, DFT:AM1 i MP2:AMI.

Ozn.

Ozn.

atomu Dane eksperymentalne atomu HF/B3LYP/IGLO-III:AM1 HF/ B3LYP/EPR-111:AM1 HF/ B3LYP/IGLO-11I HF/ B3LYP/EPR-III
dla molekuly rodnika R3 ONIOM ONIOM Pojedynczy rodnik Pojedynczy rodnik
Aiso  Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz
130 -20.2 47.6 473 -94.9 -204 482 48.2 -96.4 -20.2 47.6 473 -94.9 -20.3 48.3 48.1 -96.4
11C -38.9 -9.3 0.5 8.9 -38.6 -9.3 0.4 8.9 -38.9 -9.3 0.5 8.9 -38.6 -9.3 04 8.9
200 35 4.9 2.8 -1.7 35 4.9 2.8 -1.7 35 4.9 2.8 1.7 35 4.9 2.8 1.7
12C 67.6 -60.5 -59.5 120.0 67.1 -60.8 -59.6 120.4 67.6 -60.5 -59.4 120.0 67.1 -60.8 -59.6 120.4
14N 1.9 -2.1 -1.8 38 1.9 -2.1 -1.7 39 1.9 -2.1 -1.8 38 1.9 -2.1 -1.73 39
15C -25.1 -1.883 0.6 1.2 -24.8 -1.8 0.5 13 -25.1 -1.9 0.6 1.2 -24.8 -1.8 0.5 13
17H 95.1 -3.8 -2.9 6.7 99.9 -3.9 -3.1 7.0 95.2 -3.8 -2.9 6.7 99.9 -39 -3.1 7.0
18H 15.2 -3.7 -2.8 6.5 16.0 -3.8 -2.9 6.6 15.2 -3.7 -2.8 6.5 15.9 -3.8 -2.9 6.6
19H 39.3 -4.0 -2.8 6.9 413 -4.1 -3.0 7.1 39.3 -4.0 -2.8 6.8 413 -4.1 -3.0 7.1
90H -1.54 -5.0 -1.3 6.3 -1.7 -5.0 -1.3 6.3 -1.5 -5.0 -1.3 6.3 -1.7 -5.0 -1.3 6.3
Hpr) 395 445 373 3638 16H 90.2 -5.5 -4.6 10.1 93.8 -5.7 -4.8 10.5 90.3 -5.4 -4.6 10.0 93.8 -5.7 -4.8 10.5
331 377 308 308 21H 28.8 -7.6 0.4 7.2 30.0 -7.7 0.4 7.3 28.8 -7.6 0.4 7.2 30.0 -7.7 04 7.3
a%ng-u DFT/B3LYP/IGLO-I11:AM1 DFT/ B3LYP/EPR-III:AM1 DFT/ B3LYP/IGLO-1I DFT/ B3LYP/EPR-III
ONIOM ONIOM Pojedynczy rodnik Pojedynczy rodnik
Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz
130 -20.3 47.6 47.3 -949  -204 48.7 48.2 -96.4 -20.3 47.6 473 -94.9 -20.3 48.3 48.2 -96.4
11C -38.9 -9.3 0.5 8.9 -38.6 -9.3 0.4 8.9 -38.9 -9.3 0.5 8.9 -38.6 -9.3 04 8.9
200 35 4.7 2.8 1.7 35 4.9 2.8 -1.7 35 4.7 2.8 -1.7 35 4.9 2.8 -1.7
12C 67.6 -60.5 -59.5 120.0 67.1 -60.8 -59.6 120.4 67.6 -60.5 -59.5 120.0 67.1 -60.8 -59.6 120.4
14N 1.9 -2.0 -1.8 38 1.9 -2.1 -1.7 39 1.9 -2.1 -1.8 38 1.9 -2.1 -1.7 3.9
15C -25.1 -1.9 0.6 1.2 -24.8 -1.8 0.5 13 -25.1 -1.9 0.6 1.2 -24.8 -1.8 0.486 1.3
17H 95.2 -3.8 -2.9 6.7 99.9 -3.9 -3.1 7.0 95.2 -3.8 -2.9 6.7 99.9 -3.9 -3.1 7.0
18H 15.2 -3.7 -2.8 6.5 16.0 -3.8 -2.9 6.6 15.2 -3.7 -2.8 6.5 16.0 -3.8 -2.9 6.6
19H 39.3 -4.0 -2.8 6.9 413 -4.1 -3.0 7.1 39.3 -4.0 -2.8 6.9 413 -4.1 -3.0 7.1
90H -1.5 -5.0 -1.3 6.3 -1.7 -5.0 -1.3 6.3 -1.5 -5.0 -1.3 6.3 -1.7 -5.0 -1.3 6.3
16H 90.3 -5.5 -4.6 10.1 93.8 -5.7 -4.8 10.5 90.3 -5.5 -4.6 10.1 93.8 -5.7 -4.8 10.5
21H 28.8 -7.6 0.4 7.2 30.0 -7.7 0.4 7.3 28.8 -7.6 0.4 7.2 30.0 -7.7 04 7.3
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Ozn.

atomu MP2/B3LYP/IGLO-111:AM1 MP2/ B3LYP/EPR-111:AM1 MP2/ B3LYP/IGLO-III MPZ_/ BSLYP/EPR_—III
ONIOM ONIOM Pojedynczy rodnik Pojedynczy rodnik
Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz
130 -20.3 47.6 47.3 -94.9 -20.4 48.3 48.2 -96.4 -20.3 47.6 47.3 -94.9 -20.3 48.3 48.2 -96.4
11C -38.9 -9.3 05 8.9 -38.6 -9.3 0.4 8.9 -38.9 -9.3 0.457 8.9 -38.6 -9.3 0.424 8.9
200 35 4.9 2.8 -7.7 35 4.9 2.8 -7.7 35 4.9 2.8 -7.7 35 4.9 2.8 -1.7
12C 67.6 -60.5 -59.5 120.0 67.1 -60.8 -59.6 1204 67.6 -60.5 -59.5 120.0 67.1 -60.8 -59.6 120.4
14N 19 -2.1 -1.8 3.8 19 -2.1 -1.7 3.9 19 -2.0 -1.8 3.8 19 -2.1 -1.7 3.9
15C -25.1 -1.9 0.6 12 -24.8 -1.8 0.5 13 -25.1 -1.9 0.6 12 -24.8 -1.8 0.5 13
17H 95.2 -3.8 -2.9 6.7 99.9 -3.9 -3.1 7.0 95.2 -3.8 -2.9 6.7 99.9 -3.9 -3.1 7.0
18H 15.2 -3.7 -2.8 6.5 16.0 -3.8 -2.9 6.6 15.2 -3.7 -2.8 6.5 16.0 -3.8 -2.9 6.6
19H 39.3 -4.0 -2.8 6.9 413 -4.1 -3.0 7.1 39.3 -4.0 -2.8 6.9 413 -4.1 -3.0 7.1
90H -1.5 -5.0 -1.3 6.3 -1.7 -5.0 -1.3 6.3 -1.5 -5.0 -1.3 6.3 -1.7 -5.0 -1.3 6.3
16H 90.3 -5.4 -4.6 10.1 93.8 -5.7 -4.8 10.5 90.3 -5.5 -4.6 10.1 93.8 -5.7 -4.8 10.5
21H 28.8 -7.6 0.4 7.2 30.0 -1.7 0.4 73 29.0 -7.6 0.4 7.2 30.0 -1.7 0.4 7.3

Wartosci tensora struktury nadsubtelnej wyrazono w MHz. Dane eksperymentalne zostaty zaczerpnigte z pracy [42].
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Tabela 3 Wyniki obliczen tensora struktury nadsubtelnej dla rodnika R1 wykonanych metoda DFT z funkcjonalem B3LYP dla modeli ONIOM
I modelu pojedynczego rodnika. Optymalizacje geometrii przeprowadzono metoda HF:AM1, DFT:AM1 i MP2:AM1.

Ozn.

a(t)ozgu Dane eksperymentalne atomu HF/B3LYP/IGLO-I11:AM1 HF/ B3LYP/EPR-111:AM1 HF/ B3LYP/IGLO-11I HF/ B3LYP/EPR-11I
dla molekuty rodnika R1 ONIOM ONIOM Pojedynczy rodnik Pojedynczy rodnik
Aiso TxX Tyy Tz Aiso TxX Tyy Tzz Aiso TxX Tyy Tzz Aiso TxX Tyy Tzz Aiso TxX Tyy Tzz
130 -12.8 30.0 28.8 -58.9 -12.8 305 29.1 -59.7 -5.7 31.0 29.6 -60.7 -12.8 305 29.1 -59.6
11C -37.3 -9.2 1.6 7.6 -36.9 9.1 1.6 7.6 -35.8 -9.2 1.7 7.6 -36.9 -9.2 1.6 7.6
190 2.2 13 1.0 -2.3 21 13 1.0 -2.3 2.3 13 1.00 -2.3 2.1 13 1.0 -2.3
12C 86.1 -70.4 -70.2 140.7 85.8 -70.8 -70.5 141.3 90.5 -72.0 -71.7 143.7 85.8 -70.8 -70.5 141.3
H, -56.1 -31.8 39 279 14H -49.8 -324 -2.3 34.8 -548  -321 -1.4 336 -52.3 -325 -1.0 336 -54.8 -32.1 -1.4 336
15C -27.4 -2.5 0.6 1.9 -27.0 -2.4 0.4 20 -28.1 -2.4 0.4 21 -27.0 -2.4 0.4 20
17H 110.8 -4.9 -2.9 7.8 116.2 -4.9 -3.2 8.2 1111 -4.9 -3.1 8.0 116.2 -5.0 -3.2 8.2
Hﬁ(sn 69.9 26 23 48 18H 1.7 -4.3 -3.6 7.9 8.0 -4.4 -3.5 8.0 7.6 -4.5 -3.5 8.0 8.1 -4.4 -3.5 8.0
16H 64.1 -4.6 -35 8.1 67.4 -4.7 -3.7 8.4 64.4 -4.9 -3.4 8.3 67.3 -4.7 -3.7 8.4
)
88H -0.9 -4.0 -2.7 6.7 -1.0 -4.0 -2.7 6.6 -1.0 -4.0 -2.6 6.6 -1.0 -4.0 -2.7 6.6
a%rrrl.u DFT/B3LYP/IGLO-I11:AM1 DFT/ B3LYP/EPR-III:AM1 DFT/ B3LYP/IGLO-I1I DFT/ B3LYP/EPR-III
ONIOM ONIOM Pojedynczy rodnik Pojedynczy rodnik
Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz
130 -12.8 30.0 28.9 -58.9 -12.8 305 29.2 -59.7 -12.8 30.0 28.9 -58.9 -12.8 305 29.2 -59.7
11C -37.3 -9.2 1.6 7.6 -36.9 -9.2 1.6 7.6 -37.3 -9.2 1.6 7.6 -36.9 -9.2 1.6 7.6
190 22 13 1.0 -2.3 21 13 1.0 -2.3 22 13 1.0 -2.3 21 13 1.0 -2.3
12C 86.1 -70.5 -70.3 140.7 85.8 -70.8 -70.5 141.3 86.1 -70.4 -70.3 140.7 85.8 -70.8 -70.5 141.3
14H -49.8 -325 -2.3 34.8 -54.8 -32.1 -1.4 33.6 -49.8 -325 -2.3 34.7 -54.8 -32.1 -1.4 336
15C -27.4 -2.5 0.6 19 -27.0 -2.4 0.4 2.0 -27.4 -2.5 0.6 19 -27.0 -2.4 04 20
17H 110.8 -4.8 -2.9 7.8 116.2 -5.0 -3.2 8.2 110.8 -4.9 -2.9 7.8 116.2 -4.9 -3.2 8.2
18H 7.7 -4.3 -3.6 7.9 8.1 -4, -3.5 8.0 7.7 -4.3 -3.6 7.9 8.1 -4.4 -3.5 8.0
16H 64.2 -4.6 -35 8.1 67.4 -4.7 -3.7 84 64.2 -4.6 -35 8.1 67.4 -4.7 -3.7 8.4
88H -0.9 -4.0 -2.7 6.7 -1.0 -4.0 -2.7 6.6 -0.9 -4.0 -2.7 6.7 -1.0 -4.0 -2.7 6.6
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Ozn. MP2/B3LYP/IGLO-111:AM1 MP2/ B3LYP/EPR-1I1:AM1 MP2/ B3LYP/IGLO-11I MP2/ B3LYP/EPR-III

atomu ONIOM ONIOM Pojedynczy rodnik Pojedynczy rodnik

Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz Aiso Txx Tyy Tzz
130 -14.1 33.0 319 -64.9 -14.2 336 322 -65.8 -12.8 30.0 28.9 -58.9 -12.8 305 29.2 -59.7
11C -39.9 -10.4 21 8.2 -39.4 -10.3 2.2 8.2 -37.3 -9.2 1.6 7.6 -36.9 -9.2 1.6 7.6
190 2.8 12 0.6 -1.8 2.7 12 0.6 -1.8 22 13 1.0 -2.3 21 13 1.0 -2.3
12C 87.2 -69.5 -69.3 138.7 86.9 -69.9 -69.4 139.3 86.1 -70.5 -70.3 140.7 85.8 -70.8 -70.5 141.4
14H -49.2 -315 -2.6 341 -54.1 -31.2 -1.7 329 -49.8 -325 -2.3 34.8 -54.8 -32.2 -1.4 336
15C -27.1 -2.6 0.6 2.0 -26.7 -2.5 0.4 21 -27.4 -2.5 0.6 19 -27.0 -2.4 04 20
17H 98.1 -4.9 -2.8 7.7 102.9 -5.0 -3.1 8.0 110.8 -4.9 -2.9 7.8 116.2 -5.0 -3.2 8.2
18H 24 -4.2 -3.4 7.6 25 -4.4 -3.3 7.7 7.7 -4.3 -3.6 7.9 8.1 -4.4 -3.5 8.0
16H 835 -4.7 -3.4 8.2 87.6 -4.8 -3.7 8.5 64.2 -4.6 -35 8.1 67.4 -4.7 -3.7 8.4
88H -1.1 -3.8 -2.7 6.6 -1.2 -3.8 -2.7 6.6 -0.9 -4.0 -2.7 6.7 -1.0 -4.0 -2.7 6.6

Wartos$ci tensora struktury nadsubtelnej wyrazono w MHz. Dane eksperymentalne zostaly zaczerpnigte z pracy [42].

Tabela 4 Wyniki obliczen tensora g dla rodnikow R1, R2 i R3 wykonanych metoda DFT z funkcjonalem B3LYP dla modeli ONIOM
I modelu pojedynczego rodnika. Optymalizacje geometrii przeprowadzono metodg HF:AM1.

Rodnik fg:g?;vg Gisvvgéi ewgg)eéci HF/B3LYP/IGLO-I11:AM1 HF/ B3LYP/EPR-1I1:AM1
eksperymentalne ONIOM ONIOM
g AQozsoc AQpc AQrmc Qe g AQozsoc AQoc AQrmc Qe

gXX 2.0043 2.0043 0.2068E-02 0.8839E-04 -0.1699E-03 2.0023 2.0043 0.2076E-02 0.7766E-04 -0.1699E-03 2.0023
R1 Oyy 2.0038 2.0034 0.1206E-02 0.6891E-04 2.0034 0.1217E-02 0.5629E-04

gZZ 2.0021 2.0033 0.1096E-02 0.7800E-04 2.0033 0.1097E-02 0.6952E-04

gxx 2.0038 2.0039 0.1796E-02 0.4474E-04 -0.1834E-03 2.0023 2.0039 0.1754E-02 0.6286E-04 -0.1836E-03 2.0023
R2 gyy 2.0032 2.0057 0.3569E-02 0.8493E-04 2.0057 0.3582E-02 0.1736E-04

gz 2.0022 2.0053 0.3118E-02 0.7252E-04 2.0053 0.3081E-02 0.9765E-04

gXX 2.0040 2.0061 0.3917E-02 0.9086E-04 -0.2045E-03 2.0023 2.0061 0.3909E-02 0.9414E-04 -0.2046E-03 2.0023
R3 Oyy 2.0030 2.0027 0.6089E-02 0.4287E-04 2.0027 0.6196E-02 0.3406E-04

gZZ 2.0020 2.0069 0.4772E-02 0.9217E-04 2.0069 0.4751E-02 0.9067E-04
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HF/B3LYP/IGLO-III:AM1
Pojedynczy rodnik

HF/ B3LYP/EPR-111:AM1
Pojedynczy rodnik

g AQozisoc AQpc AQrme Qe g AQozisoc AQpc AQrme Qe
2.0049 0.2763E-02 0.8514E-04 -0.1699E-03 2.0023 2.0050 0.2770E-02 0.8414E-04 -0.1699E-03 2.0023
2.0037 0.1551E-02 0.7180E-04 2.0037 0.1551E-02 0.7334E-04
2.0022 0.8819E-02 0.2826E-04 2.0022 0.8770E-02 0.2978E-04
2.0049 0.2744E-02 0.7554E-04 -0.1834E-03 2.0023 2.0049 0.2705E-02 0.7859E-04 -0.1836E-03 2.0023
2.0054 0.3229E-02 0.6861E-04 2.0054 0.3196E-02 0.9168E-04
2.0046 0.2455E-02 0.4798E-04 2.0046 0.2485E-02 0.4778E-04
2.0069 0.4798E-02 0.8476E-04 -0.2045E-03 2.0023 2.0069 0.4789E-02 0.8201E-04 -0.2046E-03 2.0023
2.0067 0.4498E-02 0.9732E-04 2.0066 0.4487E-02 0.9185E-04
2.0021 0.5204E-02 0.5018E-04 2.0020 0.9092E-02 0.4557E-04

Dane eksperymentalne zostaly zaczerpnigte z pracy [42] oraz [108].

Tabela 5 Wyniki obliczen tensora g dla rodnikéw R1, R2 i R3 wykonanych metoda DFT z funkcjonalem B3LYP dla modeli ONIOM
1 modelu pojedynczego rodnika. Optymalizacje geometrii przeprowadzono metoda DFT:AM1.

Rodnik fg;ggfawge G*&zzzgggzscl DFT/B3LYP/IGLO-II1:AM1 DFT/ B3LYP/EPR-1I:AM1

eksperymentalne ONIOM ONIOM

g AQozisoc AQpc AQrmc Oe g AQozsoc AQpc AQrmc Qe

gx 2.0043 20043 0.2068E-02  0.8839E-04  -0.1699E-03  2.0023  2.0043  0.2076E-02  0.7766E-04  -0.1699E-03  2.0023
R1 Oyy 2.0038 20034  0.1206E-02  0.6891E-04 20034  0.217E-02  0.5629E-04
gz 2.0021 20033  0.1096E-02  0.7800E-04 20033  0.1097E-02  0.6952E-04

g 2.0038 20039  0.1796E-02  0.4474E-04  -0.1834E-03  2.0023 2.0039  0.1754E-02  0.6286E-04  -0.1836E-03  2.0023
R2 Oyy 2.0032 20057  0.3569E-02  0.8493E-04 20057  0.3582E-02  0.1736E-04
gz 2.0022 20053  0.3118E-02  0.7252E-04 20053  0.308lE-02  0.9765E-04

gxx 2.0040 20061  0.3917E-02  0.9086E-04  -0.2045E-03  2.0023  2.0061  0.3909E-02  0.9414E-04  -0.2046E-03  2.0023
R3 Oyy 2.0030 20027  0.6089E-02  0.4287E-04 20027  0.6196E-02  0.3406E-04
gz 2.0020 20069  0.4772E-02  0.9217E-04 20069  04751E-02  0.9067E-04
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DFT/B3LYP/IGLO-III:AM1 DFT/ B3LYP/EPR-III:AM1

Pojedynczy rodnik Pojedynczy rodnik
g AQozisoc AQpc AQrme Qe g AQozisoc AQpc AQrme Qe
2.0050 0.2772E-02 0.9155E-04 -0.1699E-03 2.0023 2.0050 0.2770E-02 0.8414E-04 -0.1699E-03 2.0023
2.0037 0.1551E-02 0.7637E-04 2.0037 0.1551E-02 0.7334E-04
2.0022 0.7501E-02 0.4226E-04 2.0022 0.8770E-02 0.2978E-04
2.0049 0.2744E-02 0.7554E-04 -0.1834E-03 2.0023 2.0049 0.2705E-02 0.7859E-04 -0.1836E-03 2.0023
2.0054 0.3229E-02 0.6861E-04 2.0054 0.3196E-02 0.9168E-04
2.0046 0.2455E-02 0.4798E-04 2.0046 0.2485E-02 0.4778E-04
2.0069 0.4798E-02 0.8476E-04 -0.2045E-03 2.0023 2.0069 0.4789E-02 0.8201E-04 -0.2046E-03 2.0023
2.0067 0.4498E-02 0.9732E-04 2.0066 0.4487E-02 0.9185E-04
2.0021 0.5204E-02 0.5018E-04 2.0021 0.9092E-02 0.4557E-04

Dane eksperymentalne zostaty zaczerpniete z pracy [42] oraz [108].

Tabela 6 Wyniki obliczen tensora g dla rodnikdw R1, R2 i R3 wykonanych metoda DFT z funkcjonatem B3LYP dla modeli ONIOM i
modelu pojedynczego rodnika. Optymalizacj¢ geometrii przeprowadzono metodag MP2:AMI.

Rodnik  Skladowe  Glowne wartosci MP2/B3LYP/IGLO-III:AM1 MP2/ B3LYP/EPR-1II:AM1
tensora g wiasne dane
eksperymentalne ONIOM ONIOM
g AQozsoc AQpc AQrmc Qe g AQozsoc AQoc AQrmc Qe

gXX 2.0043 2.0046 0.2381E-02 0.9176E-04 -0.1731E-03 2.0023 2.0046 0.2387E-02 0.8110E-04 -0.1730E-03 2.0023
R1 gyy 2.0038 2.0034 0.1228E-02 0.6765E-04 2.0034 0.1238E-02 0.5562E-04

gZZ 2.0021 2.0034 0.1238E-02 0.7729E-04 2.0034 0.1238E-02 0.6873E-04

gXX 2.0038 2.0039 0.1796E-02 0.4474E-04 -0.1834E-03 2.0023 2.0039 0.1754E-02 0.6286E-04 -0.1836E-03 2.0023
R2 gyy 2.0032 2.0057 0.3569E-02 0.8493E-04 2.0057 0.3582E-02 0.1736E-04

gZZ 2.0022 2.0053 0.3118E-02 0.7252E-04 2.0053 0.3081E-02 0.9765E-04

gXX 2.0040 2.0061 0.3917E-02 0.9086E-04 -0.2045E-03 2.0023 2.0061 0.3909E-02 0.9414E-04 -0.2046E-03 2.0023
R3 gyy 2.0030 2.0027 0.6089E-02 0.4287E-04 2.0027 0.6196E-02 0.3406E-04

gZZ 2.0020 2.0069 0.4772E-02 0.9217E-04 2.0069 0.4751E-02 0.9067E-04
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MP2/B3LYP/IGLO-111:AM1
Pojedynczy rodnik

MP2/ B3LYP/EPR-111:AM1
Pojedynczy rodnik

g AQozsoc AQpc AQrmc Qe g AQozsoc AQpc AQrmc Qe
2.0050 0.2772E-02 0.9155E-04 -0.1699E-03 2.0023 2.0050 0.2770E-02 0.8414E-04 -0.1699E-03 2.0023
2.0037 0.1551E-02 0.7637E-04 2.0037 0.1551E-02 0.7334E-04
2.0022 0.7501E-02 0.4226E-04 2.0022 0.8770E-02 0.2978E-04
2.0049 0.2744E-02 0.7554E-04 -0.1834E-03 2.0023 2.0049 0.2705E-02 0.7859E-04 -0.1836E-03 2.0023
2.0054 0.3229E-02 0.6861E-04 2.0054 0.3196E-02 0.9168E-04
2.0046 0.2455E-02 0.4798E-04 2.0046 0.2485E-02 0.4778E-04
2.0069 0.4798E-02 0.8476E-04 -0.2045E-03 2.0023 2.0069 0.4789E-02 0.8201E-04 -0.2046E-03 2.0023
2.0067 0.4498E-02 0.9732E-04 2.0066 0.4487E-02 0.9185E-04
2.0021 0.5204E-02 0.5018E-04 2.0021 0.9092E-02 0.4557E-04

Dane eksperymentalne zostaty zaczerpnigte z pracy [42] oraz [108].
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Zalacznik 2

Tabela 1 Wyniki obliczen parametréw *H NMR dla wodnego roztworu I-alaniny, wykonanych metoda DFT z funkcjonatem B3LYP dla modeli
ONIOM 1 modeli ciggtych: CPCM 1 IEF-PCM. Optymalizacj¢ geometrii przeprowadzono metodami HF:HF, DFT:HF i MP2:HF w modelach
ONIOM oraz metodami HF, DFT, MP2 w modelach ciaglych .

Oznaczenia Oznaczenia sprz¢zenia Oznaczenia Oznaczenia HF/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J:HF HF/B3LYP/pcl-n:HF
atomow czasteczki spin-spin w atoméw w modelu sprzgzenia ONIOM ONIOM
l-alaniny w rzeczywistym ukladzie ONIOM, CPCM spin-spin - — — _ — —
rzeczywistym uktadzie | molekularnym l-alaniny | i IEF-PCM roztworu w modelu Wartos¢ sprzezenia Przesunigcie Wartos¢ sprzezenia Przesunigcie
molekularnym i i wartosci wodnegol-alaniny ONIOM, CPCM i spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne
wartosci do$wiadczalne IEF-PCM [ppm] [ppm]
dSW?ppr:] 35 [Hz] O |3 KE | o | B | J® | KE | o | Bis
Hs-H,, 1.46 3 H3.Ho 7.25 1H, 4H,5H -7H %) (L4,5),HTH 8.528 0.273 30.636 | 0.701 8.225 0.263 30.817 0.620
Hs-Cs | 1.46 | YJnses | 130 | 1H,4H,5H-2C | uagnece | 139271 | 17.111 | 30.636 | o701 | 135.208 | 17.231 | 30.817 | g0
H,- Hs 3.76 3 Ho,H3 7.25 7H - 1H, 4H, 5H 3J(7)H,(1,4,5)H 8.528 0.273 26.065 5272 8.225 0.263 26.467 4.970
H, -C. 3.76 1 Ho.Cat 145 7H -3C 1J(7)H,(3)C 149.51 19.005 26.065 | 5o7p | 149.157 | 19.008 26.467 4.970

HF/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J HF/B3LYP/pcJ-n HF/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J HF/B3LYP/ pcJ-n
CPCM CPCM IEF-PCM IEF-PCM
Wartos$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Wartos$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Wartos$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Wartos$¢ sprz¢zenia Przesunigcie
spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne
[ppm) [ppmy [ppm] [ppm]

J:(SO Kli(so O',i(SO Siso J,ifo Kli(so O',ifo Siso J:(SO Kli(so O',ifo Siso J,ifo Klifo O',ifo Jiso

7.844 0.251 30.386 | 0.966 | 7.508 0.240 30.480 0.978 | 7.839 0.251 30.385 | 0.967 | 7.504 0.240 30.480 | 1.002
135.993 | 17.331 30.386 | 0.966 | 136.654 | 17.414 | 30.480 0.978 | 135.995 | 17.331 | 30.385 | 0.967 | 136.655 | 17.415 | 30.480 | 1.002

7.844 0.251 27.743 | 3.609 | 7.508 0.240 28.146 3.312 | 7.839 0.251 27.745 | 3.607 | 7.504 0.240 28.148 | 3.334
154.812 | 19.727 27.743 | 3.609 | 153.584 | 19.572 | 28.146 3.312 | 154.809 | 19.729 27.745 | 3.607 | 153.589 | 19.573 | 28.148 | 3.334
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DFT/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J:HF DFT/B3LYP/pcJ-n:HF DFT/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J DFT/B3LYP/pcJ-n
ONIOM ONIOM CPCM CPCM
Warto$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Warto$¢ sprzezenia Przesunigcie Warto$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Warto$¢ sprzgzenia Przesunigcie
spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne
_ _ _[ppm _ _ _[ppmy _ _ _[ppm) _ _ _[ppm)
Jlfo Klfo O':(SO 8iso JEO K:(SO G:jo 8iso \]Eo Klfo O':(SO 8iso JEO KEO O':(SO 8iso
8.470 0.271 30.226 | 2.757 | 8.295 0.266 30.339 | 3.000 | 7.933 0.254 30.018 1.037 | 7.611 0.244 30.125 1.131
135.957 17.326 30.226 | 2.757 | 135.156 | 17.224 30.339 | 3.000 | 137.447 | 17.516 30.018 1.037 | 138.280 | 17.892 | 30.125 1.131
8.470 0.271 25711 | 7.272 | 8.295 0.266 26.142 5.366 | 7.933 0.254 27.398 | 3.657 | 7.611 0.244 27.759 | 3.497
151.844 19.351 25711 | 7.272 | 151.301 | 19.281 26.142 5.366 | 153.449 | 19.555 27.398 | 3.657 | 152,597 | 19.447 | 27.759 | 3.497
DFT/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J DFT/B3LYP/pci-n MP2/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J:HF MP2/B3LYP/pc-n:HF
IEF-PCM IEF-PCM ONIOM ONIOM
Wartos¢ sprzgzenia Przesunigcie Wartos¢ sprzgzenia Przesunigcie Wartos¢ sprzgzenia Przesunigcie Wartos¢ sprz¢zenia Przesunigcie
spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne
_ _ _[ppm] _ 4 _[ppmy _ 4 _[ppm] _ 4 _[ppmy
Jlfo Klfo G:(so 8iso Jlfo K:(SO G:(so 8iso Jlfo K:(SO G:(so 8iso Jlfo K:(SO G:(so 8iso
7.933 0.254 30.019 | 1.036 | 6.748 0.244 30.125 1.043 | 8.701 0.279 30.321 | 0.735 | 8.394 0.270 32.078 | 0.619
137,503 | 17.523 | 30.019 | 1.036 | 138.325 | 17.628 30.125 1.043 | 135,535 | 17.606 30.321 | 0.735 | 136.527 | 17.400 32.078 | 0.619
7.933 0.254 27.397 | 3.658 | 6.748 0.244 27.763 3.405 | 8.701 0.279 25.683 | 5.373 | 8.394 0.270 27.919 | 4.778
154,177 | 19.648 | 27.397 | 3.658 | 156.280 | 19.534 27.763 3.405 | 151.196 | 19.268 25.683 | 5.373 | 151.015 | 19.245 27919 | 4.778

MP2/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J MP2/B3LYP/pcd-n MP2/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J MP2/B3LYP/pcl-n
CPCM CPCM IEF-PCM IEF-PCM
Wartos$¢ sprzgzenia Przesunigcie Wartos$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Wartos$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Wartos$¢ sprz¢zenia Przesunigcie
spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne
[ppm] [ppm] [ppmy [ppm)
J,i(so Kli(so O',ifo Jiso J:(SO Klifo O',i(s0 Jiso J,i(so Klifo O',ifo Siso J:(SO Klifo O',i(s0 Siso
7.913 0.254 30.129 | 0.972 7.57 0.242 30.206 1.000 | 7.915 0.254 30.130 0.971 | 7.572 0.243 30.207 | 1.002
137.483 | 17.523 | 30.129 | 0.972 | 138.168 | 17.608 | 30.206 1.000 | 137.491 | 17.521 | 30.130 0.971 | 138.161 | 17.607 | 30.207 | 1.002
7.913 0.254 27.490 | 3.611 7.57 0.242 27.907 3.299 | 7.915 0.254 27.492 3.609 | 7.572 0.243 27.910 | 3.299
160.288 | 20.427 | 27.490 | 3.611 | 159.086 | 20.274 | 27.907 3.299 | 160.335 | 20.433 | 27.492 3.609 | 159.133 | 20.280 | 27.910 | 3.299
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Tabela 2 Wyniki obliczen parametréow 'H NMR dla wodnego roztworu kwasu pirogronowego, wykonanych metoda DFT z funkcjonatem
B3LYP dla modeli ONIOM i modeli ciggtych: CPCM 1 IEF-PCM. Optymalizacj¢ geometrii przeprowadzono metodami HF:HF, DFT:HF

i MP2:HF w modelach ONIOM oraz metodami HF, DFT, MP2 w modelach CPCM i IEF-PCM.

Oznaczenia Oznaczenia HF/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J:HF HF/B3LYP/pcl-n:HF HF/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J
atoméw w modelu ONIOM, sprz¢zenia ONIOM ONIOM CPCM
CPCM i IEF-PCM, roztworu spin-spin _
wodnego w modelu Warto$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Warto$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Warto$¢ sprz¢zenia Przesunigcie
kwasu pirogronowego ONIOM, spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne
i wartosci doswiadezalne CPCM i IEF- [ppm] [ppm] [ppm]
przesunél;ma chemicznego PCI\'{I(;\;\{(C;?SEQO J Ifo K |I<SO O-|I<SO 8iso J Eo K lfo o |I<So 8iso J Ifo K |I<SO o I|<so 8iso
iso [ppm] kwasu
pirogronowego
1H, 4H,5H - 2C - 1 assHec | 131.973 | 16.819 | 29.490 1.847 | 131,511 | 16.760 | 29.600 1.837 | 137.180 | 17.482 | 29.333 | 2.019
30H - 1H, 4H, 5H - 5J(30)H,(1,4,5)H -1.773 -0.057 21.514 | 9.823 | -1.830 -0.059 | 21.647 9.79 | 0.067 0.003 21.972 9.38
1H -5H 2.354 ZJ(l)H'(5)H -9.916 -0.318 28.980 2.357 | -9.937 -0.319 | 29.070 2.367 | -13.034 | -0.418 29.879 | 1.473
4H -5H 2.354 2J(4)H,(5)H -10.897 | -0.349 28.980 2.357 | -12.801 | -0.347 | 29.085 2.352 | -12.943 | -0.415 29.879 | 1.473
HF/B3LYP/pcd-n HF/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J HF/B3LYP/ pcJ-n DFT/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J:HF
CPCM IEF-PCM IEF-PCM ONIOM
Wartos$¢ sprzgzenia Przesunigcie Wartos$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Warto$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Wartos$¢ sprz¢zenia Przesunigcie
spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne
_ _ _[ppm _ _ _[ppm] _ _ _[ppm _ _ _ [ppmi
Je° K’ oy’ Siso Je° K’ o’ Jiso Je° K’ oy’ Siso Je° K’ o’ Siso
136.738 17.425 | 29.429 | 1.923 | 150.296 | 19.153 | 28.118 | 3.340 | 149.800 | 19.091 | 28.279 | 3.203 | 160.531 | 20.458 | 29.072 3.911
-0.190 -0.001 22,190 | 9.162 | 0.519 0.017 20.955 | 10.50 | 0.379 0.012 21.050 | 10.43 | 7.937 0.254 20.070 | 12.913
-13.009 -0.417 29.959 | 1.393 | -31.126 | -0.998 28.656 | 2.802 | -30.816 | -0.988 28.726 | 2.756 | -17.402 | -0.558 28.609 4.374
-12.924 -0.414 29.959 | 1.393 | -14.834 | -0.475 28.656 | 2.802 | -14.983 | -0.480 28.726 | 2.756 | -18.994 | -0.609 28.534 4.449
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DFT/B3LYP/pcJ-n:HF DFT/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J DFT/B3LYP/pcd-n DFT/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J
ONIOM CPCM CPCM IEF-PCM
Warto$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Wartos$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Wartos$¢ sprz¢zenia Przesuniecie Wartos$¢ sprz¢zenia Przesunigcie
spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne
[ppm) [ppm] [ppm) [ppm]

J,ifo Klifo O',i(s0 Siso J,i(so KEO O',ifo Jiso JEO Klifo O',i(s0 Siso J,i(so KEO O',ifo Jiso
159.845 20.370 | 29.187 | 3.938 | 138.864 | 17.697 | 28.902 | 2.153 | 138.208 | 17.613 | 28.990 | 2.065 | 138.825 | 17.692 | 28.716 | 2.540

7.884 0.397 20.250 | 12.88 | 0.050 0.002 20.869 | 10.19 | -0.033 -0.001 21.135 | 9.920 | 0.024 0.001 20.955 | 10.30
-17.443 -0.559 28.708 | 4.417 | -13.014 | -0.417 29.402 | 1.653 | -13.005 | -0.417 29.482 | 1573 | -13.108 | -0.420 29.375 | 1.881
-18.922 -0.606 28.647 | 4.478 | -12.904 | -0.414 29.402 | 1.653 | -12.901 | -0.413 29.482 | 1573 | -13.119 | -0.420 29.375 | 1.881

DFT/B3LYP/pcd-n MP2/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J:HF MP2/B3LYP/pcJ-n:HF MP2/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J
IEF-PCM ONIOM ONIOM CPCM
Wartos$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Wartos$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Wartos$¢ sprz¢zenia Przesunigcie Wartos$¢ sprz¢zenia Przesunigcie
spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] chemiczne
_ _ _ [ppmi _ _ __[ppmi _ _ _[ppm _ _ _[ppm]
Je° K’ oy’ Jiso Je° K’ o’ Siso Je° K’ oy’ Siso Je° K’ o’ Siso
138.217 17.614 | 29.002 2.166 | 162.352 | 20.690 | 29.069 1.987 | 161.699 | 20.619 | 29.185 | 3.512 | 139.094 | 17.726 | 28.934 | 2.167
-0.053 -0.002 21.308 9.860 | 7.626 0.244 20.663 | 10.393 | 7.575 0.243 20.837 | 11.86 | 0.052 0.002 21.164 | 9.937
-13.100 -0.420 29.436 1.732 | -18.053 | -0.579 | 28.641 2.415 | -18.089 | -0.580 | 28.735 | 3.962 | -12.747 | -0.409 29.433 | 1.668
-13.111 -0.420 29.436 1.732 | -18.797 | -0.602 | 28.466 2.590 | -18.750 | -0.601 | 28.590 | 4.107 | -12.824 | -0.411 29.433 | 1.668
MP2/B3LYP/pcd-n MP2/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J MP2/B3LYP/pcd-n
CPCM IEF-PCM IEF-PCM
Wartos¢ sprz¢zenia Przesunigcie Wartos¢ sprzgzenia Przesunigcie chemiczne Wartos¢ sprzgzenia Przesunigcie chemiczne
spin-spin w [Hz] chemiczne spin-spin w [Hz] [ppm] spin-spin w [Hz] [ppm]
- - . [ppm] . - . . - .

JEO KEO G:(so 8iso Jlfo K:(SO G:(so 8iso Jlfo K:(SO G:(so 8iso

138.472 17.647 29.034 | 2.067 139.094 17.726 28.934 2.272 | 138.472 | 17.647 29.034 2.175

-0.029 -0.001 21.438 | 9.663 0.052 0.002 21.170 10.036 | -0.029 -0.001 21.444 9.765

-12.750 -0.409 29.512 | 1.589 -12.821 -0.411 29.432 1.774 | -12.829 | -0.411 29.511 1.698

-12.822 -0.411 29.512 | 1.589 -12.740 -0.408 29.432 1.774 | -12.743 | -0.408 29.511 1.698
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Tabela 3 Wyniki obliczen, skladnikow J5° i K;°dla wodnego roztworu l-alaniny, wykonanych metoda DFT z funkcjonalem B3LYP dla modeli
ONIOM i modeli ciaglych: CPCM 1 IEF-PCM. Optymalizacj¢ geometrii przeprowadzono metodami HF:HF, DFT:HF i MP2:HF w modelach

ONIOM oraz metodami HF, DFT, MP2 w modelach ciggtych .

Oznaczenia Oznaczenia HF/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J:HF HF/B3LYP/pcl-n:HF
atoméw w modelu sprzezenia ONIOM ONIOM
ONIOM, CPCM spin-spin
i IEF-PCM roztworu w modelu Warto$¢ sprz¢zenia Warto$¢ sprz¢zenia
wodnegol-alaniny ONIOM, CPCM i : : : spin—spin W_[HZ] : : : i : i S_Pi”‘SPi” W [Hz] : : :
oM L 3E LRI TR L L KE 0 KE IR KSR K0 KE IR K
l-alaniny (FC) | (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO)| (FC) | (FC) | (SD) | (SD) | (PSO)| (PSO) | (DSO) | (DSO)
1H, 4H,5H-7H % (L45)HDH 8.142 0.261 | 0.061 | 0.002 | 0.841 0.027 -0.871 -0.017 7.856 0.252 | 0.061 | 0.002 | 0.823 0.026 -0.515 -0.017
1H, 4H,5H-2C 1J(1,4,5)H,(2)C 132.284 | 16.858 | 0.067 | 0.009 | 1.101 0.140 0.819 0.104 | 133.075 | 16.960 | 0.216 | 0.009 | 1.088 0.139 0.829 0.106
7H - 1H, 4H, 5H 3J(7)H,(1,4,5)H 8.142 0.261 | 0.061 | 0.002 | 0.841 0.027 -0.871 -0.017 7.856 0.252 | 0.061 | 0.002 | 0.823 0.026 -0.515 -0.017
7H -3C 1J(7)H,(3)C 148.208 | 18.887 | 0.136 | 0.017 | -0.269 | -0.034 | 0.075 0.183 | 147.623 | 18.813 | 0.299 | 0.038 | -0.208 | -0.026 0.075 0.184
HF/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J HF/B3LYP/pcl-n
CPCM CPCM
Warto$¢ sprzgzenia Warto$¢ sprz¢zenia
spin-spin w [Hz] spin-spin w [Hz]
J iso K iso ] iso K iso ] iso K iso J iso K iso J is0 K iso ] iso K iso J is0 K iso ] iso K iso
K K K K K K K K K K K K K K K K
(FC) (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO) | (FC) (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO)
7.841 0.251 | 0.067 | 0.002 | 0.247 0.033 -0.909 -0.029 7.512 0.241 | 0.070 | 0.002 | 1.031 0.033 -0.035 -0.029
134.206 | 17.103 | 0.065 | 0.008 | 3.819 0.132 0.691 0.088 | 134.713 | 17.168 | 0.213 | 0.027 | 1.027 0.131 0.089 0.089
7.841 0.251 | 0.067 | 0.002 | 0.247 0.033 -0.909 -0.029 7.512 0.241 | 0.070 | 0.002 | 1.031 0.033 -0.035 -0.029
153.805 | 19.601 | 0.070 | 0.009 | -0.212 | -0.027 1.137 0.145 | 152.379 | 19.419 | 0.215 | 0.027 | -0.160 -0.020 0.146 0.146
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HF/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J HF/B3LYP/ pcJ-n

IEF-PCM IEF-PCM
Warto$¢ sprz¢zenia Warto$¢ sprz¢zenia
spin-spin w [Hz] spin-spin w [Hz]
iso iso iso iso iso iso iso iso is0 iso iso iso iso iso iso iso
‘]K KK ‘]K KK ‘]K KK ‘]K KK ‘]K KK ‘]K KK ‘]K KK ‘]K KK

(FC) | (FC) | (sD) | (SD) | (PSO)| (PSO) | (DSO) | (DSO) | (FC) | (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO)

7.836 0.251 0.067 0.002 1.042 0.033 -0.910 -0.029 | 7.508 0.241 | 0.070 | 0.002 | 1.031 0.033 -0.908 -0.035

134.207 | 17.103 | 0.065 0.008 1.032 0.132 0.691 0.088 | 134.715 | 17.168 | 0.213 | 0.027 | 1.027 0.131 0.701 0.089

7.836 0.251 0.067 0.002 1.042 0.033 -0.910 -0.029 | 7.508 0.241 | 0.070 | 0.002 | 1.031 0.033 -0.908 -0.035

153.815 | 19.602 0.070 0.009 -0.213 | -0.027 1.137 0.145 | 152.384 | 19.420 | 0.215 | 0.027 | -0.159 -0.020 0.115 0.146
DFT/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J:HF DFT/B3LYP/pcd-n:HF
ONIOM ONIOM
Warto$¢ sprz¢zenia Warto$¢ sprzgzenia
spin-spin w [Hz] spin-spin w [Hz]
J iso K iso J iso K iso J iso K iso ] iso K iso ] iso K is0 J is0 K iso J iso K iso J iso K iso
K K K K K K K K K K K K K K K K

(FC) | (FC) | (sD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO) | (FC) | (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO)

8.093 0.259 0.075 | 0.002 | 0.848 0.027 -0.524 -0.017 7.938 0.254 | 0.052 | 0.002 | 0.830 0.027 -0.525 -0.017

134.030 17.081 | 0.050 | 0.006 | 1.085 0.138 0.791 0.101 | 133.084 | 16.960 | 0.192 | 0.025 | 1.079 0.137 0.800 0.102
8.093 0.259 0.075 | 0.002 | 0.848 0.027 -0.524 -0.017 7.938 0.254 | 0.052 | 0.002 | 0.830 0.027 -0.525 -0.017
150.575 19.189 | 0.131 | 0.017 | -0.249 -0.032 1.388 0.177 | 149.798 | 19.090 | 0.285 | 0.036 | -0.178 -0.023 1.395 0.178
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DFT/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J
CPCM

DFT/B3LYP/pc-n
CPCM

Wartos$¢ sprz¢zenia
spin-spin w [Hz]

Wartos$¢ sprz¢zenia
spin-spin w [Hz]

I I T S I S I T I B S I S I O R
(FC) | (FC) | (sD)| (sD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO) | (FC) | (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO)
7.930 0.254 0.066 | 0.002 1.015 0.033 -1.078 -0.035 7.616 0.244 0.067 0.002 | 1.003 0.032 -1.077 -0.035
135.715 | 17.295 | 0.044 | 0.006 1.022 0.130 0.666 0.084 | 136.400 | 17.383 | 0.187 0.024 | 1.019 0.130 0.674 0.086
7.930 0.254 0.066 | 0.002 1.015 0.033 -1.078 -0.035 7.616 0.244 0.067 0.002 | 1.003 0.032 -1.077 -0.035
152.473 | 19.431 | 0.043 | 0.006 | -0.151 -0.19 1.084 0.138 | 151.411 | 19.296 | 0.179 0.023 | -0.086 -0.011 1.092 0.139
DFT/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J DFT/B3LYP/pcl-n
IEF-PCM IEF-PCM
Warto$é sprzezenia Warto$é sprzzenia
spin-spin w [Hz] spin-spin w [Hz]
Je° K¢’ Je° | K I K’ Je° K’ Je° K¢’ Je° K| J¢” K’ Je° K’
(FC) (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO) | (FC) (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO)
7.933 0.254 0.066 | 0.002 1.016 0.033 -1.079 -0.035 7.617 0.244 0.070 | 0.004 | 1.004 0.032 -0.263 -0.035
135.774 | 17.303 | 0.045 | 0.006 1.019 0.130 0.665 0.085 | 136.448 | 17.389 0.188 | 0.024 | 1.015 0.129 0.675 0.086
7.933 0.254 0.066 | 0.002 1.016 0.033 -1.079 -0.035 7.617 0.244 0.070 | 0.004 | 1.004 0.032 -0.263 -0.035
153.207 | 19.525 | 0.048 | 0.006 | -0.160 -0.020 1.083 0.138 | 152.101 | 19.384 | 0.183 | 0.023 | -0.097 | -0.012 1.092 0.139
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MP2/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J:HF MP2/B3LYP/pcl-n:HF
ONIOM ONIOM
Warto$¢ sprzgzenia Warto$¢ sprzgzenia
spin-spin w [Hz] spin-spin w [Hz]
J is0 K is0 J iso K iso J iso K iso ] iso K iso ] iso K is0 J iso K iso J iso K iso J iso K iso
K K K K K K K K K K K K K K K K
(FC) (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO) | (FC) (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO)
8.316 0.267 0.057 | 0.002 | 0.843 0.027 -0.516 -0.017 8.027 0.257 | 0.057 | 0.002 | 0.825 0.026 -0.516 -0.017
133.603 17.026 | 0.047 | 0.006 | 1.081 0.138 0.803 0.102 | 134.452 | 17.134 | 0.190 | 0.024 | -0.017 0.137 0.812 0.104
8.316 0.267 0.057 | 0.002 | 0.843 0.027 -0.516 -0.017 8.027 0.257 | 0.057 | 0.002 | 0.825 0.026 -0.516 -0.017
149.918 19.105 | 0.116 | 0.015 | -0.250 -0.032 1.412 0.180 | 149.506 | 19.053 | 0.271 | 0.034 0.18 -0.023 1.420 0.181
MP2/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J MP2/B3LYP/pcd-n
CPCM CPCM
Warto$¢ sprz¢zenia Warto$¢ sprzgzenia
spin-spin w [Hz] spin-spin w [Hz]
3 K [ 3 ke [ [k o ke |3 | ke [ [KE[aE keI | KE
(FC) (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO) | (FC) (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO)
7.912 0.254 0.065 | 0.002 | 1.043 0.033 -1.107 -0.035 7.577 0.243 | 0.068 | 0.002 | 1.032 0.033 -1.106 -0.035
135.772 17.303 | 0.044 | 0.006 | 1.004 0.128 0.679 0.086 | 136.290 | 17.369 | 0.188 | 0.024 | 1.003 0.128 0.688 0.088
7.912 0.254 0.065 | 0.002 | 1.043 0.033 -1.107 -0.035 7.577 0.243 | 0.068 | 0.002 | 1.032 0.033 -1.106 -0.035
159.352 20.308 | 0.062 | 0.008 | -0.235 -0.03 1.109 0.141 | 157.949 | 20.129 | 0.199 | 0.025 | -0.182 -0.023 1.121 0.143
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MP2/B3LYP/aug-cc-pVTZ-] MP2/B3LYP/pcl-n

IEF-PCM IEF-PCM
Warto$¢ sprz¢zenia Warto$¢ sprzgzenia
spin-spin w [Hz] spin-spin w [Hz]
iso iso iso iso iso iso iso iso is0 is0 is0 iso iso iso iso iso
‘]K KK ‘]K KK ‘]K KK ‘]K KK ‘]K KK ‘]K KK ‘]K KK ‘]K KK

(FC) | (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO) | (FC) | (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO)

7.914 0.254 | 0.065 | 0.010 | 1.044 0.033 -1.107 -0.035 7.577 0.243 | 0.068 0.002 | 1.032 0.033 | -1.106 -0.035

135.764 | 17.302 | 0.044 | 0.006 | 1.004 0.128 0.679 0.086 136.290 | 17.369 | 0.188 0.024 | 1.003 0.128 0.688 0.087

7.914 0.254 | 0.065 | 0.010 | 1.044 0.033 -1.107 -0.035 7.577 0.243 | 0.068 0.002 | 1.032 0.033 | -1.106 -0.035

159.339 | 20.314 | 0.625 | 0.008 | -0.235 -0.030 1.109 0.141 157.949 | 20.129 | 0.199 0.025 | -0.182 | -0.023 | 0.112 0.143
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Tabela 4 Wyniki obliczen, sktadnikow J5° i K;°dla wodnego roztworu kwasu pirogronowego, wykonanych metoda DFT z funkcjonalem

B3LYP dla modeli ONIOM i modeli cigglych: CPCM i IEF-PCM. Optymalizacj¢ geometrii przeprowadzono metodami HF:HF, DFT:HF i
MP2:HF w modelach ONIOM oraz metodami HF, DFT, MP2 w modelach ciagtych .

Oznaczenia Oznaczenia HF/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J:HF/3-21g HF/B3LYP/pcd-n:HF/3-21g
atomoéw w modelu sprzezenia ONIOM ONIOM
ONIOM, CPCM i spin-spin
IEF-PCM, roztworu w modelu Warto$¢ sprzezenia Warto$¢ sprzezenia
wodnego ONIOM, CPCM i spin-spin w [Hz] spin-spin w [Hz]
kwasu IEF-PCM,wodnego iso iso iso is0 iso iso iso iso is0 iso is0 iso iso iso iso iso
pirogronowego roztoru i Ky I« K i K Ji K« i K« i Ky i K i K«
_ kwasu (FC) (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO)| (FC) (FC) | (SD) | (SD) | (PSO)| (PSO) | (DSO) | (DSO)
pirogronowego
1H, 4H,5H -2C 1 (L45H,@2)C 129.986 | 16.565 | 0.060 | 0.008 | 1.094 0.139 0.833 0.106 | 129.361 | 16.486 | 0.216 | 0.028 | 1.092 0.139 0.842 0.107
30H - 1H, 4H,5H 5J(3O)H,(1,4,5)H -2.043 -0.065 | 0.020 | 0.001 | 0.624 0.020 -0.374 -0.012 | -2.047 -0.066 | 0.020 | 0.001 | 0.569 0.018 -0.372 -0.012
1H - 5H ZJ(l)H,(s)H -10.620 | -0.340 | 0.306 | 0.010 | 2.887 0.093 -2.489 -0.080 | -10.457 -0.335 | 0.167 | 0.005 | 2.842 0.911 -2.490 -0.080
4H -5H 2.](4)H,(5)H -11.735 | -0.376 | 0.294 | 0.009 | 2.868 0.092 -2.330 -0.075 | -11.460 -0.367 | 0.151 | 0.005 | 2.817 0.090 -2.327 -0.075
HF/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J HF/B3LYP/pcd-n
CPCM CPCM
Wartos$¢ sprz¢zenia Wartos$¢ sprz¢zenia
spin-spin w [Hz] spin-spin w [Hz]
J iso K iso J iso K iso J iso K iso J iso K is0 J iso K iso J is0 K iso J iso K is0 J iso K iso
K K K K K K K K K K K K K K K K
(FC) (FC) (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO) | (FC) (FC) | (SD) | (SD) | (PSO)| (PSO) | (DSO) | (DSO)
135.360 17.250 0.052 0.007 1.084 0.138 0.684 0.087 | 134.755 | 17.173 | 0.209 0.027 | 1.081 0.138 0.693 0.088
0.104 0.003 0.002 | 0.0001 | 1.244 0.040 -1.284 -0.041 | 0.100 0.003 0.003 | 0.0001 | 1.160 0.037 -1.282 -0.041
-13.511 -0.433 0.321 0.010 2.931 0.094 -2.774 -0.089 | -13.299 | -0.426 0.183 0.006 | 2.882 0.092 -2.775 -0.089
-13.420 -0.430 0.320 0.010 2.932 0.094 -2.776 -0.089 | -13.212 | -0.423 0.183 0.006 | 2.883 0.092 -2.777 -0.090
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HF/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J HF/B3LYP/ pcJ-n
IEF-PCM IEF-PCM
Wartos$¢ sprz¢zenia Wartos$¢ sprz¢zenia
spin-spin w [Hz] spin-spin w [Hz]
o LR | g K| gk [k | g K Jjeoo LR [ g |k [ g K| g K
(FC) | (FC) | (SD) (SD) | (PSO)| (PSO) | (DSO) | (DSO) | (FC) | (FC) | (SD) | (SD) | (PSO)| (PSO) | (DSO) | (DSO)
148.764 | 12.044 | 0.054 0.007 0.768 0.098 0.710 0.090 | 134.755 | 17.173 | 0.209 0.027 | 1.081 0.138 0.693 0.088
0.515 0.017 0.038 0.001 1.244 0.040 -1.278 -0.041 | 0.100 0.003 | 0.003 | 0.0001 | 1.160 0.037 -1.282 -0.041
-31.525 | -1.010 0.269 0.009 2.625 0.084 -2.495 -0.080 | -13.299 | -0.426 | 0.183 0.006 | 2.882 0.092 -2.776 -0.089
-15.424 | -0.494 0.458 0.015 2.724 0.087 -2.562 -0.083 | -13.212 | -0.423 | 0.183 0.006 | 2.883 0.092 -2.777 -0.089
DFT/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J:HF/3-21g DFT/B3LYP/pcl-n:HF/3-21g
ONIOM ONIOM
Warto$¢ sprz¢zenia Warto$¢ sprz¢zenia
spin-spin w [Hz] spin-spin w [Hz]
J iso K is0 J iso K iso ] iso K iso J iso K iso J iso K is0 ] iso K iso J iso K iso ] iso K iso
K K K K K K K K K K K K K K K K
(FC) (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO)| (FC) (FC) (SD) (SD) | (PSO) (PSO) | (DSO) | (DSO)
136.628 | 17.412 | -0.330 | -0.042 | 1.131 0.144 0.921 0.117 | 157.744 | 20.103 0.223 0.028 | 1.058 | 0.135 0.820 0.104
1.248 0.040 -0.054 | -0.002 | 0.137 0.004 -0.265 | -0.008 | 7.807 0.250 -0.127 -0.004 | 0.505 | 0.016 -0.300 -0.010
-27.133 | -0.870 0.530 | 0.017 | 0.953 0.031 -2.158 | -0.069 | -17.944 | -0.575 0.161 0.005 | 2.759 | 0.088 -2.419 -0.078
-28.382 | -0.910 0.515 | 0.017 | 0.907 0.029 -2.011 | -0.064 | -19.596 | -0.628 0.188 0.006 | 2.759 | 0.088 -2.273 -0.073
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DFT/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J

CPCM

DFT/B3LYP/pcl-n
CPCM

Warto$¢ sprzgzenia
spin-spin w [Hz]

Warto$¢ sprz¢zenia
spin-spin w [Hz]

Jg K | I K | I K I K I K JP Ky JEe K JP K
(FC) | (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO) | (FC) | (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO)
137.120 | 17.474 | 0.030 | 0.004 1.055 0.134 0.660 0.084 136.303 17.370 | 0.180 0.023 | 1.056 0.135 0.668 0.085
0.085 0.003 | 0.003 | 0.0001 1.184 0.038 -1.222 -0.039 0.083 0.003 0.004 0.0001 | 1.102 0.035 -1.220 -0.039
-13.471 | -0.432 | 0.313 | 0.010 2.841 0.091 -0.270 -0.086 -13.276 -0.426 | 0.180 0.006 | 2.792 0.089 -2.700 -0.087
-13.360 | -0.428 | 0.312 | 0.010 2.844 0.091 -0.270 -0.087 -13.171 -0.422 | 0.180 0.006 | 2.794 0.089 -2.703 -0.087
DFT/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J DFT/B3LYP/pcl-n
IEF-PCM IEF-PCM
Warto$¢ sprzgzenia Warto$¢ sprz¢zenia
spin-spin w [Hz] spin-spin w [Hz]
I K X KE IR K J® K J K J K I KR IR K
(FC) | (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO) | (FC) | (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) (PSO)| (DSO) | (DSO)
137.078 | 17.469 | 0.029 | 0.004 1.060 0.135 0.658 0.084 | 136.313 | 17.372 0.179 0.023 | 1.059 | 0.135 0.666 0.085
0.059 0.002 0.004 | 0.0001 | 1.153 0.037 -1.191 -0.038 0.056 0.002 0.006 0.0002 | 1.073 | 0.034 | -1.186 -0.038
-13.562 -0.435 | 0.312 | 0.010 2.856 0.092 -2.715 -0.087 | -13.368 -0.428 0.179 0.006 | 2.806 | 0.090 | -2.717 -0.087
-13.573 -0.435 | 0.312 | 0.010 2.856 0.092 -2.715 -0.087 | -13.378 -0.429 0.179 0.006 | 2.806 | 0.090 | -2.718 -0.087
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MP2/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J:HF MP2/B3LYP/pcl-n:HF
ONIOM ONIOM
Warto$¢ sprz¢zenia Warto$¢ sprzgzenia
spin-spin w [Hz] spin-spin w [Hz]
J is0 K is0 J is0 K iso J iso K iso ] iso K iso J is0 K iso J iso K iso J is0 K iso J iso K iso
K K K K K K K K K K K K K K K K
(FC) | (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO)| (FC) | (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) (DSO) | (DSO)
160.402 | 20.441 | 0.080 | 0.010 | 1.050 0.134 0.821 0.105 | 159.589 | 20.338 0.231 0.029 | 1.050 | 0.134 | 0.830 0.106
7.502 0.241 | -0.136 | -0.003 | 0.533 0.017 -0.272 0.005 | 7.948 0.240 -0.136 -0.004 | 0.483 | 0.016 | -0.270 -0.009
-18.740 -0.601 | 0.294 | 0.009 | 2.811 0.090 -2.419 | -0.078 | -18.596 | -0.596 0.158 0.005 | 2.768 | 0.089 | -2.420 -0.078
-19.676 -0.631 | 0.330 | 0.011 | 2.827 0.091 -2.277 | -0.073 | -19.438 | -0.623 0.189 0.006 | 2.779 | 0.089 | -2.280 -0.073
MP2/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J MP2/B3LYP/pcd-n
CPCM CPCM
Warto$¢ sprz¢zenia Warto$¢ sprzgzenia
spin-spin w [Hz] spin-spin w [Hz]
R Ko [ ge [ ke (g [ ke | g K Je K| g Ko | g [ K | g K0
(FC) | (FC) | (SD) | (SD) | (PSO)| (PSO) | (DSO) | (DSO) | (FC) | (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) (PSO) (DSO) | (DSO)
137.346 17.503 | 0.033 | 0.004 | 1.048 0.133 0.666 0.085 | 136.564 | 17.404 | 11.753 0.024 | 1.049 | 0.134 | 0.675 0.086
0.088 0.003 0.003 | 0.0001 | 1.181 0.038 -1.219 -0.039 | 0.084 0.003 0.004 0.0001 | 1.099 | 0.035 | -1.217 -0.039
-13.201 -0.423 0.310 | 0.01 2.860 0.092 -2.716 -0.087 | -13.019 -0.417 17.541 0.006 | 2.813 | 0.090 | -2.719 -0.087
-13.278 -0.426 0.310 | 0.01 2.859 0.092 -2.715 -0.087 | -13.092 -0.419 17.576 0.006 | 2.811 | 0.090 | -2.717 -0.087
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MP2/B3LYP/aug-cc-pVTZ-J
IEF-PCM

MP2/B3LYP/pcd-n
IEF-PCM

Warto$¢ sprz¢zenia
spin-spin w [Hz]

Warto$¢ sprzgzenia
spin-spin w [Hz]

J iso K iso J iso K iso J iso K iso J iso K iso J iso K iso J iso K iso J iso K iso J iso K iso
K K K K K K K K K K K K K K K K
(FC) | (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) (PSO) | (DSO) | (DSO) | (FC) | (FC) | (SD) | (SD) | (PSO) | (PSO) | (DSO) | (DSO)
137.346 17.503 | 0.033 0.004 1.048 0.134 0.666 0.085 136.564 | 17.404 | 0.185 0.024 | 0.320 0.134 0.675 0.086
0.087 0.003 | 0.003 | 0.0002 | 1.180 0.038 -1.219 -0.039 0.084 0.003 | 0.004 | 0.0001 | 1.099 0.035 -1.217 -0.039
-13.285 -0.426 | 0.310 0.010 2.859 0.092 -2.715 -0.087 -13.099 | -0.420 | 0.176 0.006 | 2.811 0.090 -2.717 -0.087
-13.194 -0.423 | 0.310 0.010 2.860 0.092 -2.717 -0.087 -13.012 | -0.417 | 0.175 0.006 | 2.813 0.090 -2.719 -0.087
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