Chiroptické metody




Opakovani

[ZOMERY

slouCeniny, které maji stejny chemicky vzorec

STEREOIZOMERY

1zomery, které se navzajem li.i jen v orientaci atomu v prostoru. Atomy jsou v
molekule spojeny ve stejném sledu. Existuji dva typy

stereoizomeru - (1) enantiomery a (2) diastereomery

(1) ENANTIOMER = : izomerni sloucenina, jejiz vzorec
nemiiZe byt pfeveden (bez pieruseni vazby) na sviij zrcadlovy obraz
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RACEMICKA SMES
smes sloZena ze stejného mnozstvi (50/50) enantiomerti

Neni opticky aktivni. Fyzikalni 1 chemické vlastnosti racemicke smési jsou
casto mirné odliSné od vlastnosti ¢istych enantiomert.

(2) DIASTEREOMERY

stereoizomery, které nejsou svymi zrcadlovymi obrazy. Maji podobng, ale ne
identické chemické vlastnosti (stejné funkcni skupiny), odlisSné fyzikalni
vlastnosti.
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Asymetricky uhlik

« vétSina opticky aktivnich latek ma asymetricky uhlik (Ctyri odlisné
substituenty)

* neplati vzdy: jsou znamy i molekuly s asymetrickymi C, které nejsou
opticky aktivni, protoze maji rovinu, nebo stfed soumeérnosti,
naopak, nektereé opt.aktivni latky asymetricky uhlik nemaiji a jejich
aktivitu pusobi asymetrie celé molekuly. Napr.derivaty bifenylu,
allenu, kde jsou roviny dvojnych vazeb k sobé kolmé.

* Pravidlo: ma-li slouCenina n stfedu chirality, ma 2" stereoizomeru a
2"/2 dvojic antipodu.

L-fenylalanin s asymetrickym C




Opticky aktivni latky

podle staceni roviny polarizovaného svétla rozlisujeme latky na levo-
a pravotocivé (L a D).

pravo- a levotocCivé izomery se nazyvaji enantiomery (opticke
antipody)

smeés enatiomeru v poméru 1:1 — racemicka smés (opticky neaktivni)

opticky aktivni latky jsou Casto organické molekuly s asymetrickym
uhlikem, ale existuje i cela fada anorganickych latek s optickou
aktivitou




Princip chiroptickych metod

vyuzivame schopnosti opticky aktivnich latek stacet rovinu polarizovaného
svetla

svetlo je elektromagnetické vinéni, které obsahuje dvé vinové slozky —
elektrickou (E) a magnetickou (M). Vektor E slozky kmita kolmo ke smeru
Sireni svetla.

nepolarizované svetlo — smér vektoru E se nahodile méni

linearné (rovinneé) polarizovaneé svétlo: elektricka a magneticka slozka
jsou na sebe kolmé, E kmita jen v jednom sméru (v jedné rovingé)

kruhoveé (cirkularné) polarizované svétlo — elektricky (i magneticky) vektor
kona rotacni pohyb (bud doprava, nebo doleva) ve sméru Sifeni paprsku




Princip

a) nepolarizované svétlo

b) rovinné polarizované svétlo




Rovinne a cirkularne polarizovaneé svetlo

Rovinné polarizované svétlo je slozené z doprava (R) a
doleva (L) kruhové polarizovaného svétla se shodnou
vinovou délkou (resp. frekvenci) a amplitudou.

vektorovy soucet
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Rovinne a cirkularne polarizovaneé svetlo

linearly polarized light circularly polarized light
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Otacivost

opticky aktivni latky maji ruzny index lomu pro R a L slozky
polarizovaneho svétla (= rychlost svétla v tomto prostredi pro R
slozku je jina, nez pro L slozku, slozka pro kterou index lomu nizsi
se Sifi rychleji)

mezi slozkami vznika fazovy rozdil, protoze rychlejSi paprsek ma
vétsi vinovou délku.

vektorovy soucCet obou slozek dava rovinu polarizovaného svétla
pootoCenou doprava, nebo doleva

fazovy rozdil a uhel otoCeni roviny polarizovaného svétla je primo
umerny poctu opticky aktivnich molekul v draze paprsku

a=[a]?%/c

a = uhel otoCeni roviny polarizovaneho svetla

| = tloustka opticky aktivni vrstvy (v dm)

¢ = koncentrace latky v g/cm?

[a]?°, = mérna otacdivost pro danou latku a vinovou délku, t = 20 °C




Dalsi vztahy

« otacivost je zavisla na teploté (s rostouci teplotou klesa)

[all, = [a]2 + k (t - 20)

« pracujeme-li v Sirokém koncentraCnim rozmezi, tak plati:

[a]t, = A+ Bc + Cc?




Polarimetrie

veétsinou se uvadi pro zareni vinovou délkou dubletu sodikove
vybojky (D) — 589 nm

rovinneé polarizované svétlo vznika pri odrazu, lomu, dvojlomu, atd.

u klasickych polarimetru je to zpravidla dvojlom na nikolu (islandsky
vapenec)

Polarizace svétla odrazem




Dvojlom

V opticky stejnorodem prostredi se svetlo sifi
vsemi smery a stejnou rychlosti, ale krystaly
nékterych latek jsou z hlediska Sifeni svetla
nestejnorodé rychlost svétla v ruznych
smeérech ruzna. Jestlize na takovy krystal
dopada svétlo, nastava dvojlom. Svetelny
paprsek se na rozhrani s krystalem rozdeli
na dva paprsky: paprsek mimoradny a

paprsek radny. Oba paprsky jsou linearné
polarizované.

NejznamejSim mineralem s touto vlastnosti
je islandsky vapenec, ktery tvori Cire a Casto
pomerne velke krystaly. Polozime-li krystal
na kresbu uvidime ji zdvojene (obr.). to je
zpusobeno zdvojenim paprsku.

Islandsky vapenec




Polarizace absorpci svetla

. V technické praxi se k polarizaci svetla pouzivaji
specialni polarizacni filtry (polaroidy). Jsou
zhotoveny z plastického materialu, ktery obsahuje
latku s pomerne dlouhymi molekulami. Ty jsou
vhodnym technologickym postupem srovnany, tak ze
osy molekul jsou rovnobezné. Proto kdyz sveétlo
prochazi polarizaCnim filtrem je elektricka slozka
svetelneho vineni, ktera neni kolma na osy molekul
ve filtru filtrem neprochazi. To znamena, ze polaroid
prochazejici svetlo zeslabuje.




Analyzatory

Polarizované svétlo se nijak od svéetla prirozeneho nijak nelisi.

K tomu abychom urcili orientaci roviny polarizovaného svetla
musime zarizeni zvané analyzator. Ten tvori opét vhodny
polarizacni prostredek, ktery propousti svéetlo jen s urcitou orientaci
kmitove roviny.

Podstata funkce analyzatoru a polarizatoru. Pokud jsou

sterbiny polarizatoru i analyzatoru rovnobezne svétlo prochazi.
Pokud nejsou sterbiny rovnobezne svetlo neprochazi a analyzator
se jevi jako temny (obr.)

Model polarizatoru a analyzatoru




Princip polarimetru

Polarizované svétlo se pouziva ke zkoumani opticky aktivnich latek. To
jsou latky, které maji schopnost stacet rovinu polarizovaneho svetla.
Mezi opticky aktivni latky muZzeme zaradit roztok cukru, bilkovin, oleje
apod. Staceni kmitové roviny polarizovaného svétla méerime
polarimetrem. Prirozené svéetlo se nejprve polarizuje polarizatorem P,
prochazi opticky aktivni latkou L a vstupuje do analyzatoru A. pred
vlozenim latky do analyzatoru jsou roviny A a P zkrizené, takze zornée
pole je temneé. Po vlozeni latky se zorné pole rozjasni a otacenim
analyzatoru se vyhleda poloha, pri niz je pole analyzatoru opet temne.
Uhel otoéeni analyzatoru se odegita na stupnici S. Uhel stodeni roviny
polarizovaneho svétla je pfrimo umeérné koncentraci aktivni latky

v roztoku.

Princip polarimetru




ORD

Opticka Rotacni Disperze (ORD) — zavislost velikosti optickeé aktivity
(zavislost uhlu stoCeni) na vinové délce.




CD

Cirkularni Dichroismus (CD) — jestlize absorpce R a L kruhové polarizované
slozky zareni opticky aktivni latkou je ruzna.

kfivky CD spektrometrie vyjadruji zavislost rozdilu molarnich absorpcnich
koeficientl pro L a R slozku na vinové délce

Jednotka: Ae = g —¢e

Jina jednotka je (molarni) elipticita [0]
Prepocet mezi elipticitou a Ag: [6] = 3298,2 Ae
Jednotka [B] : stupné elipticity
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Vyuziti CD
konformacni studia peptidu, proteint, DNA

studium denaturace biopolymeru (tepelna, chemicka, atd)

studium strukturnich zmén
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Vyuziti CD pro studium
sekundarnich struktur proteinu

typy proteinovych
struktur

Sekundarni struktura proteinu — mvogen
(hlavné vzdalena UV oblast): 1=y e e omerase
zpravidla kombinace rtznych ' ehymattypsin
zakladnich sekundarnich struktur

- alfa helix, paralelni,
antiparalelni, ,beta sheet” _
(skladana struktura), ,turn® a ;
dalSich...

merime hlavnée v blizke UV
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Studium sekundarni struktury
proteinu — ,Cista”“ spekitra
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CD spektra ,Cistych” (pure) sekundarnich struktur proteinu
(Brahms & Brahms, 1980)




Vyhody x nevyhody

- neni v urcovani sekundarni struktury tak
specificka jako NMR, nebo RTG strukturni
analyza (proteinova krystalografie)

+ moznost pouziti pfi ruznych podminkach
(roztoky, teplota, pH)

+ komplementarita k metodam, kdy je mozne merit
jen vzorky v pevne fazi




