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Chiralita — |

Chiralita — jako chiralni oznacujeme slouceninu, kterou neni
mozné ztotoznit se svym zrcadlovym obrazem; nema stred ani
rovinu symetrie; jde o asymetrii prostorového usporadani

Jedna se o analogii napr. levé a praveé ruky

Dve zrcadlové formy chiradlni slouceniny nazyvame optickymi
izomery — enantiomery (v pripadé dvou center chirality
diastereomery); pocet optickych izomert je 2", kde n je pocet
stredu chirality



Chiralita - Il

Enantiomery se oznacuji pomoci:

+ nebo — podle smyslu otaceni roviny polarizovaného svetla
D- nebo L- pro cukry, aminokyseliny a peptidy

R nebo S: podle jednoznacného obecné prijatého zptsobu

Formy existence jsou:

Cisty enantiomer — R (Rectus) nebo S (Sinister)
Pokud R a S je vpomeéru 1:1, pak se jedna o racemat
— oznaceni + nebo DL nebo RS nebo rac nebo racem




Chiralita = lll

Obvykle rozdilné viastnosti enantiomeru:

Opticka otacivost

Biologicka aktivita

Senzorickeé viastnosti

Fyzikalné chemické vlastnosti




Chiralita—1V

Chirdlni atomy: C, N, P, S, kovy ...

Symetrické molekuly: meso — slouceniny (achiralni)

Axialni chiralita, planarni chiralita, helicita




Chiralni separacni principy — vybrané metody

Chromatografické a elektromigracni metody

Aplikace chiralnich selektort (CHS)

Nepiimad separace — chirdlni derivatizacni Cinidla (problém racemizace)

Prima separace — a) CHS v mobilni fazi — dominantné elektromigracni m.
b) CHS ve stacionarni fazi — dominantné chromatografické m.




Chiralni separacni principy |

Vazebné principy chirdlnich selektort:

 tvorba mnohonasobnych vodikovych vazeb:
GC: N-trifluoroacetyl-L-aminokyseliny (estery)
vanilin diamid na PDMS (Chirasil-Val)
HPLC: aminokyseliny, hydroxykyseliny, aminoalkoholy

* chirdlni 7-donor a akceptor faze
napr.: (R)-N-(3,5dinitrobenzoyl)fenylglycin - 7akceptorova

stacionarni faze pro separaci sloucenin s ~donorovymi skupinami

* jontové interakce: samostatné nedostatecné, nutno kombinovat s dalsimi
mechanismy; napr.: chinin — separace bazickych a kyselych farmaceutik

* chirdlni surfaktanty: Zlucové soli, saponiny, derivaty dipeptidi, polymerni
aminokyseliny, N-alkylované L-aminokyseliny, alkylované glykosidy



Chiralni separacni principy I

Vazebné principy chirdlnich selektort:

* chiralni metalické komplexy (vyména ligandii): rozdilna stabilita
smésného komplexu analyt/kov/selektor pro dané enantiomery
(Cu, Mn, Co, Ni, Rh v komplexy s chelaty, derivaty kafru)

* cyklodextriny: dominantni aplikace — cyklické oligosacharidy slozené
ze 6 (a-CD), 7 (B -CD) a 8 (y-CD) glukopyranosovych jednotek, tvori
strukturu tvaru komolého kuzele s hydrofobni konickou dutinou a
hydrofilnim povrchem




Chiralni separacni principy Il

Vazebné principy chirdlnich selektort:
 polysacharidy: nutna modifikace - napr. estery celulozy, amylozy
maltodextriny, dextrany - CHS v elektromigracnich m.

* makrocyklicka antibiotika: ansamyciny - rifamycin B (bazickeé sl.) a
rifamycin SB (kyselé sl.), glykopeptidy (kyselé sl.) - vancomycin,
ristocetin, teicoplanin a avoparcin

* chiralni korunové ethery: makrocyklické polyethery - tvori sprazené
komplexy s M*, M** a NH,*; separace napt. AMK
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* kalixareny: GC, CE a CEC - aminokyseliny, O @
aminoalkoholy, aminy




Chiralni separacni principy IV

Vazebné principy chirdlnich selektori:
* chiralni syntetické polymery: napr. polyakrylamidy vazané na silikagel
* molekuldrni imprintované polymery: tvorba stereoselektivnich dutin
pomoci vhodnych templati - po jejich vymyti ziskame chirdlni fazi

Monomers
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Solvent
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Self-assembly | . Polymerisation
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Target
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* bilkoviny: stereoselektivni vazba farmak — napr. BSA, HSA, ovomukoid,
avidin, pepsin

» bezvodd rozpoustédla - modifikatory prostredi; sniZeni sorpce a vlivu
interferentt




Chiralni optické metody (chiroptické metody)

Polarimetrie

Metoda zalozena na méereni uhlu otoceni roviny linearné
polarizovaného svétla opticky aktivnimi latkami
a jejich roztoky

= opticky aktivni ldtky - staci rovinu polarizovaného svétla

vpravo (po smeéru hod. rucicek) — pravotocivé (+)

vlevo (proti sméru hod. rucicek) — levotocivé (-)




 Analytické metody ve forenzni analjze
POLARIZACE SVETLA

Normalni svételné
vinéni
(nepolarizované
svetlo)

— vektory elektrického
pole a k nému kolmého
magnetického pole ve
vSech rovinach
protinajicich se ve smeru
Sifeni

Kruhové (cirkularné)
polarizované svétlo

— kmita tak, ze
elektricky a magneticky
vektor kona rotacni
pohyb ve sméru paprsku.

(stejné amplitudy,
90° posun fazi)

“roving)

Linearné (rovinne)
polarizované sveétlo

— kmita v jedné roviné
prolozeneé paprskem
(elektricka slozka v jedné
roviné, magneticka slozka
v druhé, na ni kolmé

Elipticky polarizované
svetlo

— kmita tak, ze elektricky
a magneticky vektor kona
rotaCni pohyb ve sméru
paprsku.

(rozdilné amplitudy,

" nebo jiny nez 90° posun

fazi)



Prakticka realizace polarizace svetla pro meéereni

Normalni svételné vinéni (nepolarizované svétlo) se po prichodu
NICOLovym HRANOLem (Islandsky dvojlomny vapenec) rozdeéli na
2 polarizované paprsky:

radny: kolmy k polarizacni roviné (odfiltruje se zacernénym
obalem hranolu)

mimoradny: rovnobézny s polarizacni rovinou (pouziva se
k méreni)

o-ray
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tj. ziska se paprsek svetla stejné vinové délky, ale polarizovany v
jedné rovine



PRINCIP POLARIMETRU |
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Normalni  Polarizator Polarizované Trubice obsahujici roztok Polarizované Analyzator Detektor
(nepolarizovane) svétlo s chiralni slougeninou svétlo (popf. oko)
svetlo (pootocené)

Otoci-li opticky aktivni latka v kyveté rovinu polarizovaného
svétla o urcity uhel, na detektor zacne dopadat svétlo.

Pokud otoCime o stejny uhel analyzatorem, opét bude intenzita
svétla proslého k detektoru nulova.

Signal z detektoru je vyhodnocovan a servomotor otaci
analyzatorem, dokud neni nalezeno minimum intenzity




| Anmaltickémetodyveforenznianalize
PRINCIP POLARIMETRU I

Cast polarizovaného svétla, kterd projde analyzatorem, je uréena
uhlem, ktery svira polarizacni rovina analyzatoru s polarizacni
rovinou polarizatoru

" rovnobézné—sviraji uhel 0°, 180°, 360° - svetlo projde
analyzatorem v pIné intenzité

= kolmé—sviraji uhel 90°, 270°- analyzator nepropousti
zadné svétlo

" Uhel < 90°—analyzator propousti ¢ast svetla z polarizatoru




Stupnice polarimetru
= kruhové stupné (°<()
= sacharimetrické stupné (°S)

= stupné Ventzkeho (°V)
1(°<{)=2,8885 °S =2,8854 °V

1°V=0,3466 (") = 1,001 °S
1°S=0,3462(°<1) =0,999 °V



Opticka otacivost — parametry méreni

Faktory ovliviujici optickou otacivost:
= asymetrie struktury molekuly T
= vinové délka svétla ¥
= teplota (roztoku) l

= pocet molekul s nimiz polarizované svéetlo vstupuje
do interakce T
- koncentrace roztoku
- tloustka vrstvy (délka kyvety)

= chemicka povaha rozpoustéedla

= pH a ¢as (zmény)



Zajisteni potrebné optické kvality vzorku — eliminace rusivych latek

CIRENI A ODBARVOVANI (CUKERNYCH EXTRAKTU)

Zakal roztoku zvysuje chyby a zabarveni roztoku zcela znemoziuje méreni
Neutrdlni octan olovnaty

= ¢ifeni neutrdlnich roztokd

= odstranéni opticky aktivnich organickych kyselin

(odstranéni bilkovin neni dokonalé)

Zasadity octan olovnaty

= (Cifeni neutrdlnich a mirné alkalickych roztokd

= odstranéni opticky aktivnich organickych kyselin a bilkovin

Cifeni podle Carreze
" siran zineCnaty a kyanozeleznatan draselny
= Cifeni v kyselém prostredi
= odstranéni bilkovin, méné slizovych latek



| Anmaltickémetodyveforenznianalize
POLARIMETRIE

Uhel stoéeni

= vyjadruje optickou otacivost roztoku opticky aktivni latky

a=lof;--c, [

Meérna otacivost (specificka rotace)

= Uhel stocenipro=1dm, c,=1g.mL™?, t=20°C, A =vInova
délka dubletu spektralnich ¢ar sodiku
(D: 589,0 a 589,6 nm)

20

OC:[OC]D l-c, [OQ]
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POLARIMETRIE

Pravidlo o aditivité

= roztok dvou opticky aktivnich latek A a B o hmotnostni
koncentracic,, a ¢,z Vykazuje otacivost, ktera je dana
souctem prispévkl obou opticky aktivnich slozek

o= ([“]D(A) qNAJ“[(X]D(B) QNB)

" yyuZiti: stanoveni sacharozy vedle jiné opticky aktivni
latky dvojim meérenim (prfed a po hydrolyze sachardzy,
ktera je doprovazena zménou optické otacivosti — inverzi)



_sliimssemealada
POLARIMETRIE
Specificka rotace vybranych sacharidu (04)

Latka o] 2 Latka o] 2
dextrin +194,8 matoza -137,5
btz 0878 rdindza  + 12301
D-gelakiéza  +8047 iShadzAE 65
ib-gliikeza” VST &b +1964
invertniclkr " -20591 wleza  +1964
lakt6za + 55,3

1g/ml FRU - 93,78
1g/ml GLU + 52,74

2 g/ml - 41,04

: 2 (1g/ml) = - 20,52 INVERT



_ celilcamaseianidie
APLIKACE POLARIMETRIE

Stanoveni koncentrace jedné opticky aktivni latky

= jedinym mérenim optické otacivosti roztoku lze urcit
koncentraci
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Ay
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Chiralni optické metody - aplikace

Cirkularni dichroismus - CD

Metoda zalozena na méreni rozdilu absorbanci

(prip. rozdilu extinkcnich koeficientl nebo elipticity)

pro levotocivou a pravotocivou slozku kruhové polarizovaného svétla
(tyto dvé slozky tvori spolecné rovinné polarizované svétlo)

LevotocCiva slozka kruhoveé polarizovaného svétla je absorbovana
rozdilné od pravotocivé slozky, cimz nasledné dochazi ke zméne
kruhoveé polarizovaného svétla na elipticky polarizované




 Analytické metody ve forenzni analjze
POLARIZACE SVETLA

Normalni svételné Linearné (rovinné)

: vlnen,l polarizované sveétlo
(nepolarizované S
svétlo) — kmita v jedné rovine

prolozené paprskem
. (elektricka slozka v jedne
pole a k nému kolmého D \ rovineé, magneticka slozka

magnetického pole ve , \ vdruhé, na ni kolmé

vSech rovinach . . roviné)
protinajicich se ve smeru
Sifeni
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Kruhove (cirkularné) Elipticky polarizované
polarizované sveétlo svetlo

— vektory elektrického

— kmita tak, ze elektricky
a magneticky vektor kona
rotaCni pohyb ve sméru
paprsku.

— kmita tak, ze
elektricky a magneticky
vektor kona rotacni
pohyb ve sméru paprsku.

. (rozdilné amplitudy,
~nebo jiny nez 90° posun
fazi

(stejné amplitudy,
90° posun fazi)

A EEEEE



Zpusob vyjadrovani CD:

A=¢g.c.l;Ajebezrozmérna = ¢[l.mol!.cm1]

CD jako AA = A, - A, = cirkularni dichroismus

CD jako Ag = g, - ¢, = molarni cirkularni dichroismus

CD jako O (elipticita) — charakterizuje miru zmény kruhové
polarizovaného svétla na elipticky polarizované

tan(@) =

ER_EL
E.+E,

Pro AA<<<1

ER_EL

0 = 0° pro rovinné polarizované svétlo
0 = 45° pro kruhové polarizované svétlo

In10
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Vyuziti CD podle spektralni oblasti:

VInova délka (nm) < 190 — 380 - 780 780 — 10000 —
VIinocet (cm) 5.10* <« 1.10¢ 1.10* <« 1.10°
Oblast el. mag. zafeni Uv — VID IC
Typ energetickych prechodu Elektronové Vibrac¢ni
Metoda CD ECD VCD
Elektronovy cirkuldrni | Vibracni cirkularni
dichroismus dichroismus
Oblast aplikace UV-VID chromofory universalni
Praktické vyuzZiti Rutinni metody Védecké metody

Detekce a kontrola Cistoty enantiomeru, strukturni analyza, sledovani
zmén konformace v zavislosti na fyzikalné chemickych podminkach



Priklad vyuziti VCD - kafr HaC._,CHs
(S)
(S
| Ny — Ng
% ee(A) = — x 100 07 hod
Na + Ng
(1R,4R)-(+)-camphor,  (15,45)-(—)-camphor,
natural or D-camphor  L-camphor
{a) " a) Experimentalni IC spektrum
044  ——100% R-(+)-kafr (Cervena)
P - roztoky v CCl,
) O‘Z-A/\/\/\/
0,0 T d T v 7 £ b T b T v T v . , , .
{ b) ——100% 60 % -20 % 0% b) Experimentalni korig. CD spektra
i+ I == e B Cisté enantiomery (modra, éervend)
1) Smési: 60 % ee (oranzova)
= - 60 % ee (zelend)
< +20 % ee (rzova a $eda)
: Racemickd smés (Cerna)

13'00 ) 12'50 ) 1100 ' 1050 ) 10]00 ) 950 ) 900 e v s e
, Verifika¢ni vzorek (nachova)
Wavenumbers, cm’

Maria Mar Quesada-Moreno et al.,Analyst, 2018, 143, 1406-16




