Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Chiroptické jevy v biochemii

Bakalatska prace

2022 Katefina Shejbalova



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2021/2022

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a pHjment: Katefina Shejbalova

Osobni &slo: C1919
Studijni program: B0512A130006 Analyza biclogickych materiali
Téma préce: Chiroptické jevy v biochemii

Téma préce anglicky: Chiroptical Phemomena In Biochemistry
Zad&vajici katedra:  Katedra biologickych a biochemickyjch véd

Zasady pro vypracovani

1. Vypracovani referSe na dané téma s dirazem na posouzeni vlivu enantiomert v biochemnii.

2. Sezndmeni se sexperimentalnimi metodami umoiniujicimi enantiomeryidentifikovat, speciaing pak
s metodami poudivajicimi polarizované svétlo, tedy metodami zaloZenymi na chiroptickjch jevech:
cirkuldrnim dichroismu a optické rotaéni disperz.

3. Proméfeni a interpretace optické rotaéni disperze vybrané opticky aktivni latky v zZavislosti na vl-
nové délce svétla. Posoudit ricmé metody méfeni, napiklad pomoci polarimetry, pfipadné ellipso-
metn..



Rozsah pracovni zpréwvy: 25 5.
Rozsah grafickych prach: die potieby
Forma zpracovani bakaldfské prace: tidténd

Seznam doporudené literatury:
Podle pokyni vedouciho bakalafské prace.

Vedouc! bakalafské prace: Dr. Mgr. Jan Mistrik, Ph.D.
Ustav aplikované fyziky a matematiky

Datum zadani bakalafské préce: 18. prosince 2021
Termin odevzdani bakalaiské prace: 1. éervence 2022

LS.
prof. Ing. Petr Kalenda, CSc. v.r. prof. Mgr. Roman Kandar, Ph.D. v.r.
dékan vedouci katedry

V Pardubidch dne 28. Gnora 2022



Prohlasuji:

Préci s ndzvem Chiroptické jevy v biochemii jsem vypracovala samostatn¢. Veskeré literarni

prameny a informace, které jsem v praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem seznamena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze
zakona ¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o
zméné nckterych zakoni (autorsky zdkon), ve znéni pozdéjSich ptredpist, zejména se
skute¢nosti, ze Univerzita Pardubice ma pravo na uzavieni licencni smlouvy o uziti této prace
jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zakona, a s tim, Ze pokud dojde k uziti této
prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice
opravnéna ode mne pozadovat priméteny prispévek na uhradu nakladi, které na vytvoreni dila

vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Beru na védomi, ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach a o0 zmén¢ a
doplnéni dalSich zdkonti (zakon o vysokych skolach), ve znéni pozdéjsich predpist, a smérnici
Univerzity Pardubice ¢. 7/2019 Pravidla pro odevzdéavani, zvetejiiovani a formalni Gpravu
zaveérenych praci, ve znéni pozd¢jSich dodatkli, bude prace zvefejnéna prostrfednictvim

Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 28.6. 2022

Katefina Shejbalova v. r.



PODEKOVANI

Touto cestou bych chtéla hlavné podékovat svému vedoucimu bakalatské prace Dr. Mgr. Janu
Mistrikovi Ph.D. za jeho cenné rady, viely lidsky pfistup, ochotu a pomoc pii psani této prace.
Chtéla bych také podé€kovat Centru materiali a nanotechnologii Univerzity Pardubice za
poskytnuté experimentalni zdzemi. Na zavér bych chtéla moc podekovat své rodin€ a pfiteli

Ondtejovi za jejich velikou podporu béhem celého studia.



ANOTACE

Uvodni ¢ast této bakalaiské prace jsou predstavuji enantiomery objevujici se v biochemickych
procesech. Zarovei jsou zde stru¢né zminény metody pro jejich studium.

Dale se prace vénuje chiroptickym jeviim, optické rotacni disperzi a cirkuldrnimu dichroismu.
Bakalarskd prace obsahuje experimentalni cast, ve které se zabyva spektroskopickou
elipsometrii a jejimu moznému vyuziti pfi studiu chiroptickych jevi. Vysledky z elipsometrie

jsou porovnavany s hodnotami naméfenymi polarimetrem.
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TITLE

Chiroptical phemomena in biochemistry

ANOTATION

At the beginning of this bachelor thesis, enantiomers appearing in biochemical processes are
introduced. At the same time, the methods for their study are briefly mentioned here.

The work also deals with chiroptical phenomena, optical rotational dispersion and circular
dichroism. The bachelor thesis contains an experimental part in which it deals with
spectroscopic ellipsometry and its relation to chiroptical phenomena. The ellipsometry results

are compared with the values measured by a polarimeter.
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UvVoD

Pojeti symetrie fascinovalo lidstvo celd staleti. Symetrie okolniho svéta ptfitahovala
nejen umélce, spisovatele a filozofy, ale 1 védce. Je znamo, Ze ve druhé poloving 18. stoleti se
povaze prostoru a symetrii jako prvni véazné¢ vénoval némecky filozof Immanuel
Kant (1724— 1804). Immanuel Kant se zabyval prostorovymi shodami a neshodami lidského
téla. Jako nanejvys ziejmy piiklad asymetrie lidského téla oznacil koncetiny, konkrétné ruce.
Popisoval, ze a€ jsou ruce velikosti a strukturou stejné, nejsou identické a nelze je prekryvat,
protoze jsou k sobé¢ zrcadlovée otocené[1].

Na pocatku 19. stoleti, francouzsky fyzik Etienne-Louis Malus (1775-1810) pochopil
a popsal jednoduchy experiment, ktery ukazoval, Ze svétlo ma vlastnost zvanou polarizace.
Zjistil, ze se polarizace mize meénit pii interakci svétla s materidlem. V prvni poloving
19. stoleti se také objevily prvni elipsometry, pfistroje k definovani apro analyzu
polarizovaného svétla. Nelze presné zodpoveédét, kdo elipsometrii vynalezl, nicméné prusky
fyzik Heinrich Wilhelm Dove (1803—1879) sestavil v roce 1835 pfistroj, ktery lze povazovat
za prvni elipsometr, protoZe obsahoval v8echny potfebné komponenty pro studium polarizace’
svétla. Elipsometrie hrala diileZitou roli pfi feSeni otdzky, co je to svétlo [3].

Kantovo vysvétleni, vztahujici se k rukam, bylo klicové pro zavedeni pojmu chiralita',
oznacujici vlastnost asymetrie. Slovo chiralita vzniklo z feckého kheir, coz v ptrekladu znamena
ruka. To, Ze se chiralita projevuje nejen v makroskopickych objektech, ale i na molekularni
urovni objevil francouzsky chemik a biolog Louis Pasteur (1822—1895). Pro objev molekularni
chirality méla velky vyznam prace francouzského fyzika Jeana-Baptiste Biota (1774-1882),
ktery zjistil, Ze fada pfirodnich sloucenin, jako je sachardza, terpentynovy olej, kyselina vinna
nebo kafr, ota¢i rovinu linearné polarizovaného svétla Sitficiho se v roztoku. Tedy, Ze se jedna
o latky opticky aktivni. Biot poloZil zéklady polarimetrie [S],[13].

Zacatkem roku 1848 zah4jil Louis Pasteur vyzkum v oblasti krystalografie pfirodni
kyseliny vinné a n¢kterych jejich soli (vinany). Chemicka struktura kyseliny vinné v té dobé
jesté znama nebyla, bylo pouze zndmo, Ze je opticky aktivni. Béhem studii Pasteur zkoumal
také izomer zndmy jako kyselina parovinna, o které se véd¢lo, Ze je opticky neaktivni. Pasteur
nejprve zjistil, Zze krystaly soli kyseliny vinné jsou hemiedrické, coZ znamenalo, ze kdyz si
prohliZel krystaly konzistentnim zptisobem podle libovolné konvence, dvé hemiedrické fasety

(zkosené plochy krystalu) se vyskytovaly pouze na levé stran¢ vinanovych krystala.
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Kdyz vsak zkoumal krystaly paravinanu, zjistil, ze stl krystalizuje jako smés dvou typt krystalt
(tzv. racemat). Jeden z krystalii byl identicky ke krystalu kyseliny vinné, druhy vykazoval také
hemiedrické vlastnosti, ale v opacném sméru. Tyto dvé krystalové formy si byly zrcadlovymi
obrazy (enantiomery®), které poté Pasteur od sebe oddélil a nasledn& oddélené rozpustil, aby
zméfil jejich optickou aktivitu. Velikost otacivosti byla u obou forem stejna, ale lisily se
ve sméeru otaceni. Praveé tyto poznatky Pasteura ptivedly na mysSlenku, Zze molekuly kyseliny
vinné jsou chiralni. Pasteuriiv objev umoznil dal$i rozvoj v oblasti chemie, krystalografie
a optiky.

V roce 1886 bylo zjisténo, Ze enantiomery mohou mit rozdilné vlastnosti. Italsky
chemik Arnaldo Piutti (1857-1928) vyizoloval z rostlin ¢isty D-asparagin, ktery mél intenzivné
sladkou chut’ na rozdil, od jiz zndmého L-asparaginu, ktery byl bez chuti. Rozdil v chuti
enantiomertl aminokyseliny asparaginu byl milnikem prvniho pozorovani enantioselektivity
na biologickém receptoru. Kolem roku 1900 se pfislo na to, Ze chiralni molekuly jsou slozkami
velké ¢asti 1é¢iv, vitaminil a drog ptirodniho pivodu. Mezi takové molekuly se fadily naptiklad
tetrahydrokarabinol, digoxin, kokain nebo atropin. Chiralni 1é¢iva méla velky vyznam ve vyvoji
farmakoterapie.

Na ptelomu 19. a 20. stoleti bylo, diky rozvoji organické chemie, plno chemickych
struktur objasnéno. Tento vyvoj vedl ke zvySujici dostupnosti obou enantiomernich forem
mnoha chirdlnich latek, coz poté umoznilo provést studie, které porovnavaly jednotlivé
enantiomery podle biochemického nebo farmakologického plisobeni. Byly také nalezeny
ptiklady enantioselektivni toxicity. V 60. letech 20. stoleti se pro lécbu Parkinsonovy choroby
pfi klinické zkouSce pouZila racemicka smés. Brzy se vSak ukézalo, Ze je D-enantiomer 1é¢iva
3,4-dihydroxyfenylalaninu (D-DOPA) toxicky, a proto byl 1ék vyvinut jen v jedné formé
enantiomeru L-DOPA [4],[5].

V roce 1960 nastal rozvoj v oblasti metod pouzivajicich polarizaci svétla. Tyto metody
jsou zalozeny na chiroptickych? jevech, jako jsou opticka rotaéni disperze® (ORD) a cirkularni
dichroismus® (CD). ORD byla objevena jiz v 19. stoleti, kdy francouzsky fyzik Augustin-Jean
Fresnel (1788—1827) a vySe zminény Biot nezdvisle na sobé uvedli, Ze se rotacni sila opticky
aktivni latky zvySuje s klesajici vinovou délkou dopadajiciho svétla.

Me¢éfteni optické rotacni disperze byla provedena na nékolika vinovych délkach, avSak
s vyndlezem Bunsenova hotéku v roce 1866, se pouZziti ORD v organické chemii pozastavilo.

Plamen Bunsenova hotéku vytvétel totiz vhodny, téméet monochromaticky, zdroj svétla.
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Po tficeti letech, zasluhou zejména anglického fyzikalniho chemika Martina Lowryho
(1874-1936), se vratil zdjem o vyvoj a pouziti optické rotacni disperze v organické chemii. Jev
cirkularniho dichroismu byl popsan ptiblizné tficet let po objeveni optické rotacni disperze.
Rakousky fyzik Wilhelm Karl von Haidinger (1795-1871) jako prvni rozpoznal rozdil
v absorpci dvou kruhovych slozek linedrné polarizovaného svétla, na ¢emz je pravé CD
zalozeny. Postupem let se zdokonalilo piistrojové vybaveni, coz mélo za nasledek cetné
aplikace technik ORD a CD pro feSeni strukturnich, konformacnich a konfiguracnich problému
v organické chemii, biochemii ¢i medicing [2].

V dnesni dobé se rozviji metody chiroptické spektroskopie, konkrétné vibracni
cirkularni dichroismus, elektronovy cirkuldrni dichroismus, fluorescenéné detekovany
cirkularni dichroismus a Ramanova optickd aktivita. Zminéné metody poskytuji unikétni
strukturni informace o chirdlnich molekulach a molekularnich systémech, véetné redlnych
biotekutin, jako je krevni plazma a sérum. Zaméfuji se hlavné na vyvoj novych
metod pro klinickou diagnostiku zdvaznych neurodegenerativnich (Alzheimerova nemoc),
nadorovych (karcinom slinivky bfisni, jater, tlustého stfeva) a metabolickych onemocnéni
(diabetes typu I a II) na zaklad¢ analyzy krevni plazmy ¢i tkanovych vzorkt [18].

Chiralita, enantiomery, 1 s nimi spjat¢ metody, jsou dodnes zdsadni v oblastech

organické chemie, biochemie, mediciny, farmakologie, biologie nebo toxikologie.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 ENANTIOMERY V BIOCHEMII

Pro studium organickych slou¢enin zivych soustav (biochemickych molekul), jako jsou
naptiklad aminokyseliny, z aminokyselin vzniklé proteiny, sacharidy ¢i tieba nukleové
kyseliny, je dalezité znat nejen jejich funkce v zivych organismech, ale i jejich strukturu.
Ze struktury obvykle plyne i biochemicky ucinek dané slouceniny.

Strukturalng se slouceniny rozdéluji na riizné izomery3, coz znamena, ze maji stejny
pocet stejnych atomd, ale liSi se uspofadanim v molekule. Jednim z charakteristickych znakt
pfi rozpoznani, o jaky typ strukturniho izomeru se jedna, je pfitomnost asymetrické¢ho uhliku.
Asymetricky uhlik (Obrazek 1.1.1) je uhlik obvykle znaceny hvézdickou, ktery ma k sobé
navéazané 4 riizné funkéni skupiny. Rika se mu téz asymetrické nebo chiralni centrum, a mize

se jich na molekule vyskytovat vice nez jeden.

CH,

H,N—C*—H

COOH

Obrazek 1.1.1: Asymetricky uhlik — Cervené zndzornéno centrum chirality, konkrétne strukturni vzorec
aminokyseliny L-alaninu

Izomery se dale déli na konstituéni izomery a prostorové stereoizomery. Stereoizomery
se poté jesté rozliduji na diastereoizomery’ a enantiomery. Diastereoizomery maji od sebe
odlisné fyzikalni vlastnosti, jako je naptiklad teplota tani, teplota varu nebo rozpustnost. Kdezto
slouceniny, které jsou si navzajem enantiomery maji stejnou teplotu varu, teplotu tani, index
lomu, rozpustnost, reaktivitu, ale li§i se svym biochemickym t¢inkem v organismu nebo tieba
senzorickymi vlastnostmi. Hlavnim rozdilem ale je, ze diastereoizomery se od sebe lisi

konfiguraci na jednom nebo nékolika asymetrickych centrech.
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Stereoizomery, které se odliSuji konfiguraci na vSech asymetrickych centrech, jsou pravé
enantiomery. Pfehledné rozdé€leni izomerl zndzornuje nasledujici schéma (viz Obrdzek 1.1.2).
Enantiomery, téZ optické izomery, maji sumarni i strukturni vzorec stejny, ale jsou si
zrcadlovymi obrazy. Jejich vyznamnou fyzikalni vlastnosti je, Ze dokazou stacet rovinu
polarizovaného svétla doleva a doprava. Staci-li jeden enantiomer rovinu polarizovaného svétla
doleva, druhy enantiomer sta¢i rovinu polarizovaného svétla o stejny tthel doprava. Dllezitymi
enantiomery v biochemii jsou kupfikladu aminokyseliny, bilkoviny, sacharidy nebo vitaminy.

Mezi enantiomery patii i zminéna 1é¢iva [6], [19].

Diastereoizomery
Stereoizomery

Enantiomery
1Zomery

Obrazek 1.1.2: Schematické rozdeéleni izomerii

1.1.1 Znaceni enantiomeri
K popisu konfigurace hlavné aminokyselin, sacharidii nebo vitamint, se v biochemii

pouziva oznaceni L (z latiny laevus, levy) a D (z latiny dexter, pravy) psané pismem zvanym
kapitalka. Divodem je, Ze ve Fischerové projekci se aminové skupina (-NH2) L-aminokyselin
vyskytuje vlevo, a u D-aminokyselin je aminoskupina vpravo, coz je patrné
1 na obrazku (Obrdzek 1.1.3). U sacharidt je to identické, akorat se sleduje orientace hydroxylové
skupiny (-OH) na poslednim chiralnim centru (viz Obrdzek 1.1.4). Fischerova projekce je zptsob
pro znézornéni izomerie, kdy kazdé chirdlni centrum se znaci jako prisecik dvou usecek
(vazeb), pticemz vazby jdouci vodorovné sméfuji pfed nakresnu, vazby jdouci svisle sméeiuji
za nékresnu [6],[8]. Ve starsi literature byva uvedeno, ze oznaceni L/D indikuje smér otoceni
polarizovaného svétla, ale neni tomu tak. Naptiklad nékteré L-aminokyseliny jsou pravotocivé

nebo D-fruktoza je levotociva.
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COOH
H MH, .
D-alanin
CHy
COOH
HoM H L-alanin
CHy

Obrazek 1.1.3: Enantiomery alaninu — na levé strané je zndzorneni Fischerovou projekci s cervené
zvyraznénou aminovou skupinou urcujici orientaci aminokyseliny, na pravé strané je prostorové vyobrazeni
dané molekuly

COCH .
H OH D-glyceraldehyd
CH20H
COCH -
HO H L-glyceraldehyd
CH-0H

Obrazek 1.1.4: Enantiomery glyceraldehydu — na levé strané je zndzornéni Fischerovou projekci s cervené
zvyraznénou hydroxylovou skupinou urcujici orientaci monosacharidu, na pravé strané je prostorové
vyobrazeni dané molekuly



V roce 1969 byl zaveden dalSi systém na rozliSeni enantiomerl, tzv. systém R/S
pro popsani absolutni konfigurace na asymetrickém uhliku. Zavedli jej R. S. Cahn (1899-1981),
Ch. K. Ingold (1893-1970) a V. Prelog (1906-1998). V prvni fad¢ se musela urcit posloupnost
dulezitosti substituentd, které byly navazany na asymetrickém centru. Potadi priority souvisi
s atomovymi ¢isly prvkll navazanych na asymetrickém centru, ¢im vyssi atomové cislo, tim
vys$i priorita. Pokud jsou atomova ¢isla stejnd, berou se v uvahu atomova ¢isla dalSich prvka

vvvvvv

substituent a urcit, kterym smérem je tfeba otoCit molekulu kolem vazby mezi asymetrickym
uhlikem a atomem vodiku od tohoto substituentu k druhému nejdilezitéjsimu
substituentu. Je-li to doprava, tedy ve sméru hodinovych rucicek, jedna se o R-enantiomer
(z latinského rectus, ptimo, pouziva se i pteklad vpravo). Pokud je smér otoceni, proti sméru
hodinovych rucicek, je to S-enantiomer (z latinského sinister, vlevo). Oznaceni R/S taktéz

nesouvisi s otdCenim roviny polarizovaného svétla [6], [9].

1.1.2 Vyznam enantiomeru
Jak uZ bylo uvedeno, enantiomery se od sebe 1isi tim, Ze jsou si navzajem zrcadlové

obrazy. Tento jev miiZze zptuisobovat jejich odlisny biochemicky ucinek nebo naptiklad riznou
vini, nékteré z forem enantiomerti mohou byt pro ¢lov€ka dokonce az Zivot ohrozujici.
V biologickych systémech je dllezité, aby se tvar dané biomolekuly ptizplsobil tvaru
molekulam jinym, aby k sob¢ byly jako zamek a kli¢. Takova shoda je dilezitd hlavné
pro enzymaticky fizené reakce, genovou regulaci ¢i bunéfnou komunikaci. Jeden opticky
izomer (enantiomer) miize usnadnit biochemickou reakci, druhy tfeba nebude mit zadny ti¢inek
nebo mize mit G¢inek uplné jiny [19].

V lidském téle se vyskytuji jak L-aminokyseliny, tak i D-aminokyseliny. VétSinou
z L- aminokyselin se skladaji proteiny, D-aminokyseliny souvisi s neurotransmisi. Pfitomnost
D-aminokyselin v lidském téle je spojena s nékterymi nemocemi, jako je zejména schizofrenie,
ateroskler6za nebo amyotroficka lateralni skler6za. Na druhé stran€, plno dikazi podporuje
roli D-aminokyselin ve vyvoji, patofyziologii a 1é¢bé rakoviny [20].
Nékteré klinické studie popisuji D-sacharidy jako kalorické, stojici za vznikem zubniho kazu,
na rozdil od L-sacharidi. Nékteré studie tvrdi, Ze L-sacharidy by mohly byt vyuzity jako

nahrazka sachar6zy, protoze maji taky sladkou chut’ [15].
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Ptiklady enantiomerti s odliSnymi vlastnostmi jsou L-askorbova kyselina (vitamin C) je
pro télo dilezity antioxidant, D-askorbova kyselina je biologicky neucinna. S-limonen voni jako
citron, R-limonen jako pomeranc [6].

Veliky diraz na rozdil forem enantiomerti se klade ve farmaceutickém pramyslu
pti studiu 1é¢iv. U mnoha 1€kt zavisi jejich prospésny ucinek pravé na shodé mezi tvarem
molekuly 1é¢iva a cilové molekuly na povrchu bunky v lidském organismu. U 1é¢iv mize nastat
velky problém pii Spatném urceni formy enantiomeru, jeden enantiomer mize byt ucinny,
druhy nikoliv, jeho ucinek muze byt v horSim pfipadé Skodlivy. Pouzitim Skodlivého
enantiomeru léCiva je znama tzv. Thalidomidova aféra z konce 50. let minulého stoleti.
Thalidomid byl volné dostupny 1€k, ktery mél mirnit ranni nevolnosti t¢hotnych Zen. Pozdéji
se vSak zjistilo, ze vinou farmaceutického omylu, byl Zenam podévan teratogenni enantiomer
1é¢iva, coz zpusobilo, ze narozené¢ déti nemély prsty, nebo se rodily bez celych koncetin,
s deformaci wvnitfnich orgadnl. Nebylo zfejmé, jestli se v téle nekonvertuje enantiomer
s prospéSnym U¢inkem na enantiomer Skodlivy, proto byl 1€k zakdzan. Dnes musi

farmaceutické spole¢nosti testovat oba enantiomery pted jejich uvedenim na trh [5], [6].
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1.2 CHIROPTICKE JEVY JAKO NASTROJ ROZLISENI ENANTIOMERU
Chiroptické jevy jsou optické vlastnosti, které se mohou studovat u opticky aktivnich

latek v pfitomnosti polarizovaného svétla. Mezi asto studované chiroptické jevy se fadi opticka
rotacni disperze (ORD) a cirkularni dichroismus (CD).
Pro snazsi predstavu a rychlejsi pochopenti je tedy tieba zacit vysvétlenim zékladnich

pojmil, jako jsou polarizace svétla a opticky aktivni latky.

1.2.1 Polarizace svétla
Jednim z nejvétSich objevi v celé historii optiky byl poznatek, ze svétlo je

elektromagnetické vinéni. V roce 1865 anglicky fyzik James Clerk Maxwell (1831-1879)
zformuloval rovnice popisujici elektrické a magnetické jevy. Ukazal, ze z nich plyne existence
elektromagnetickych vin a navrhl, Ze k nim patfi i svétlo. Tvrdil, Ze ménici se elektrické pole,
vyvolava magnetické pole a naopak.

Némecky fyzik Heinrich Hertz (1857-1894) provedl experimentalni prokazani
elektromagnetickych vin a jejich vlastnosti shodnych s vlastnostmi svétla. Potvrdil tim vinovou

teorii svétla. Svételné zafeni je tedy elektromagnetické vinéni urcené vektorem intenzity

elektrického pole E a vektorem magnetické indukce B (viz Obrazek 1.2.1) [7], [13].

Obrazek 1.2.1: Elektromagneticka vina — rozlozeni magnetického a elektrického pole podél sméru Siveni viny,

vektory elektrické intenzity E (modra cast) a magnetické indukce B (zelena cdast) jsou v kazdem bode kolmé
na smer Sireni viny. Prevzato z [7].
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Vétsinou se pro popis chovani svétla uvazuje elektricka slozka elektromagnetické viny.
Vektor magnetického pole Ize vypocitat pomoci Maxwellovych rovnic, a navic také
pii zkoumani svételnych interakci s latkou v optickych frekvencich hraje magnetické pole méné
dalezitou roli.

Ptirozené svétlo je pficné vinéni, u kterého kmity polnich veli¢in méni velmi rychle
a nepravideln¢ svlij smér, fika se mu téz svétlo nepolarizované. Na rozdil tomu pravidelné
oznaceni kmitli se oznacuje jako polarizace. Polarizaci svétla objevil v roce 1808 francouzsky
fyzik Etienne-Louis Malus (1775-1810). Polarizaéni stav se pii interakci s latkou miize zménit,
umime-li tuto zménu uréit, mizeme danou latku lépe popsat. To je zdkladem nékterych
optickych charakterizacnich metod, jako je polarimetrie, elipsometrie nebo cirkularni
dichroismus.

Existuji riizné druhy polarizace svétla, mezi zakladni patii linearni, kruhova a elipticka
polarizace (viz Obrdzek 1.2.2). Prochazi-li linedrné polarizovana elektromagneticka vina

pomyslnou pozorovaci rovinou (umisténou kolmo na smér Siteni), koncovy bod vektoru

elektrické intenzity E v této roviné kmita v jedné linii a neméni sviij smér. Opisuje-li koncovy
. P . p=g .y ’ s v o v r

bod vektoru elektrické intenzity E spiralu, v pozorovaci roviné se priichodem svételné viny

zobrazi kruZnice. Takové svételné viné se fika kruhové polarizovand. Poslednim zminénym

druhem je elipticka polarizace, ktera je blizka t€¢ kruhové. Akorat zde plati, Ze koncovy bod

. y . . = . . ’ o v . o ey v , .
vektoru elektrické intenzity E opisuje v pozorovaci roviné elipsu, jejiz natoCeni a velikost

poloos mtize byt libovolné [7], [11], [14], [16], [17].
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a)

Linearni polarizace

b)

Kruhova polarizace
(pravotociva)

c)
Elipticka polarizace
(pravoto¢iva)

d)

Nepolarizované svétlo

Obrazek 1.2.2: Druhy polarizace — a) linearné polarizovand svételna vina — kmity vektoru E se realizuji

pouze v jedné roviné prochdzejici paprskem svétla; b) kruhové polarizovana svételnad vina — vektor E se otaci
smerem Siveni viny a kazdym cyklem viny opisuje kruh; c) elipticky polarizovana svételna vina — koncovy bod

vektoru E opisuje elipsu, d) nepolarizované svétlo —nevykazuje zadnou pravidelnost v prostorovém rozlozeni
kmitii vektorii elektrického pole. Prevzato z [7].

1.2.2 Opticky aktivni latky
Predméty, které se neztotoziiuji se svym zrcadlovym odrazem se nazyvaji chirdlni.

Pojem chiralita je nékdy chapén jako synonymum pro optickou aktivitu. Chiralita je vSak znak
strukturni symetrie molekuly a optické aktivita je jejim projevem.

VétSina biologickych molekul €i systémil jsou opticky aktivni. Znamena to, ze staci
rovinu polarizovaného svétla. Otaci-li se rovina polarizovaného svétla po sméru hodinovych

rucicek, nazyva se pravotociva. Pokud se staci proti sméru hodinovych rucicek, je levotociva.
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Smés stejného mnozstvi pravotocivé a levotoCivé latky se nazyva racemat, coz je latka opticky
neaktivni, tudiz nestaci polarizacni rovinu svétla.

Opticka aktivita je pozorovana v prihlednych chirdlnich materialech. Jak se médiem S§iii
svétlo, pusobi stoceni sméru linedrni polarizace. Mezi opticky aktivni latky v biochemii se fadi

sacharidy, proteiny, aminokyseliny, vitaminy, 1é¢iva a dalsi [12], [14], [16].

1.2.3 Opticka rotacni disperze (ORD)

Pro lepsi orientaci v problematice chiroptickych jevi, je tfeba uvést zékladni myslenky,
které budou uzite¢né pro experimentalni ¢ast. Klicové je, predstavit si, ze linearné polarizované
svétlo se sklada ze dvou kruhové polarizovanych svételnych vin, které reprezentuji stejné velké,
ale opacné orientované vektory. V achiralnim prostiedim (na vzduchu) se oba vektory skladaji

v jediny, ktery lezi v ptivodni roving (viz

Obrazek 1.2.3).

Obrazek 1.2.3: Predstava linedrné polarizovaného svétla, jako sloZeni dvou kruhové polarizovanych
svetelnych vin, které jsou opacné orientované. Prevzato z [25].
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Pti prichodu chirdlnim prosttedim (napf. roztok glukézy) bude rotace vektorid
vykazovat vzajemny fazovy posun vzhledem k rozdilnému indexu lomu, a tedy rozdilné

rychlosti Sifeni pro pravotocivé a levotoCivé kruhové polarizované svétlo.
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Vlivem tohoto fazového rozdilu dochazi k otaceni polarizaéni roviny. Na vystupu ze vzorku je
polarizacni rovina sto¢end o urcity thel a.

Matematicky 1ze ORD vyjadfit pomoci rovnice:
s

a
4o

-(nL—nR)zf—O-An (1)
kdy a je velikost thlu sto¢eni roviny polarizovaného svétla [rad], A, je vlnova délka linearné
polarizovaného svétla [nm],n r je index lomu pro levoto¢ivé nebo pravotocivé kruhove
polarizované svétlo.

Me¢éteni thlu o je zaloZeno na principu polarimetrie, co se bézn¢ provadi v laboratofi.
Svétlo ze zdroje prochazi monochromatorem, polarizatorem, vzorkem, analyzatorem a dopada
na fotondsobic¢, kde dochézi k detekci periodického fotoelektrického signéalu. Ktivka optické
rotacni disperze je zdznamem uhlu stoc¢eni roviny polarizovaného svétla a po prichodu opticky
aktivni latkou v zavislosti na vinové délce tohoto svétla. Uhel stoeni o je oznaovan jako
pozitivni (negativni), je-li rovina polarizace sto¢ena ve sméru (proti sméru) hodinovych
rucicek, pokud je pozorovan efekt proti sméru Sifeni svétla dané vinové délky.

ProtoZe opticka rotacni disperze vznika rozdilem indexti lomu jednotlivych kruhové
polarizovanych vin, je také oznacovana jako cirkularni dvojlom (birefringence!?). Cirkularni
dvojlom je tedy pfiCinou optické rotace, a je pozorovatelny pii libovolné vinové délce

polarizovaného svétla [22],[24],[25].

1.2.4 Cirkularni dichroismus (CD)
Tato metoda je zalozena na rozdilnych absorp¢nich vlastnostech chirdlni molekuly

vzhledem k pravoto¢ivému ¢i levoto¢ivému kruhové polarizovanému zéfeni. Pii pfesnéjSim
pozorovani se zjistilo, Ze se opacné orientované vektory kruhové polarizovaného svétla
absorpci nestejné zmensuji. Svym slozenim neposkytnou presné linearn€ polarizované svétlo,
ale elipticky polarizované svétlo, jehoz uhel © (elipticita) zavisi na rozdilné absorpci,
respektive rozdilu extinkénich koeficienti & pravotocivého ¢i levotoc¢ivého kruhoveé
polarizovaného svétla.
Cirkularni dichroismus je poté definovany pomoci rovnic:
Ae = €, — €. (2)

Pokud neni zndma molekulovd hmotnost nebo opticka Cistota studované latky, vyjadiuje se CD

spektrum pomoci rozdilové absorbance
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AA = AL - AR' (3)
Z rozdilové absorbance tedy plati, ze
AA:AL_AR:(gL_ER)'C'l (4)

kdy AA je rozdil absorbanci, A; p jsou absorbance levotocivého nebo pravotocivého cirkularné
polarizovaného zafent, & g jsou piisluiné molarni absorpéni koeficienty [dm?>/mol - cm], c je
molarni koncentrace latky [mol/dm?3] a [ je délka optické drahy v roztoku [cm].

CD se standardné¢ méii pomoci dichrometru, kdy se levotocivy kruhové polarizovany
paprsek a pravotocivy kruhové polarizovany paprsek, periodicky ptipraveny fotoelastickym
modulatorem, nechd prochédzet studovanym prostiedim. Z detekovaného signalu potom lze
ur¢it rozdil absorbanci pfislusny levotoCivému cirkularné polarizovanému paprsku svétla
a pravotoc¢ivému cirkularné polarizovanému paprsku svétla, tedy l1ze urcit CD.

Me¢fteni cirkularniho dichroismu je univerzdlni metodou pro studium struktur
biologickych molekul. Analyza CD spektra ve vzdalené UV oblasti (180-240 nm) podava
naptiklad informace o sekundarni struktufe proteint, jako je a-helix a B-skladany list. CD
spektrum v blizké UV oblasti charakterizuje postranni fetézce aromatickych kyselin, tudiz

dokaze podavat informace o terciarni struktufe proteint [10],[22],[23],[24],[25].

1.2.5 Souvislost ORD a CD
U téchto chiroptickych jevi plati, Ze pokud projde plivodné linearné€ polarizované svétlo

opticky aktivnim prostfedim, jeho polarizacni stav se na vystupu obecné¢ zméni na elipticky
polarizovangé, jak tuto pfedstavu reprezentuje Obrdzek 1.2.4. Zména polarizace se charakterizuje
pomoci dvou uthli — elipticity ® u CD a azimutu o u ORD.

Sleduje-li se soucasné zavislost velikosti CD a ORD na vInové délce mérného zateni, je
pozorovan v prvém piipadé€ uvnitt oblasti absorpce studované chirdlni molekuly pozitivni nebo
negativni rozdil absorbanci vlevo a vpravo kruhové polarizovaného svétla. V druhém ptipadé
je pozorovan mimo oblast absorpce pozitivni (negativni) monoténné klesajici (rostouct)
hodnoty thlu sto¢eni roviny linearné polarizovaného svétla. Tyto jevy se spole¢né nazyvaji
Cottontv efekt. Oba chiroptické jevy se mohou spojit i matematicky prostfednictvim
Kramers- Kronigovych relaci, které v optice ukazuji naptiklad vztah mezi redlnou a imaginarni

sloZkou indexu lomu, jejichZ explicitni tvar 1ze nalézt kuptikladu zde [22].
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Pti aplikacich v biochemii byva opticka rotacni disperze, co do absolutni hodnoty, az
radove vétsi v porovnani s cirkularnim dichroismem. Aplikace ORD vyplyvaji z nedostatkti CD
spektroskopie, monotonni c¢ast kiivky optické rota¢ni disperze miize byt pozorovana
v libovolném intervalu vinovych délek. Z ORD lze ziskat informaci o znaménku Cottonovych
efektt, které jsou z pfistrojovych divodi neptistupné pro CD. Cirkularni dichroismus je vSak
vyrazné spektralné lokalizovan, a tim paddem 1 snadnéji interpretovan. Pravé proto se v praxi

pouzivé predeviim CD [22],[231,[24],[25].

Obrazek 1.2.4: Zakresleni uhlu — elipticita v CD (©) a azimut v ORD (a). Prevzato z [23] a upraveno.

1.3 DALSI METODY PRO STUDIUM ENANTIOMERU
Mezi metody, které jsou schopné rozlisit zminénou symetrii enantiomerd v biochemii

(tzv. chirdlni metody) patii polarimetrie, rentgenova strukturni analyza, Ramanova opticka
aktivita (ROA), spektroskopicka elipsometrie, opticka rota¢ni disperze (ORD), cirkularni
dichroismus (CD). Metoddam ORD a CD jsou v€novany samostatné kapitoly. Srovnani
jednotlivych chirdlnich metod je zaznamendno v tabulce (Tabulka 1).

Chirélni latky lze studovat 1 metodami achirdlnimi, jako jsou transientni absorp¢ni
spektroskopie, hmotnostni spektrometrie, nuklearni magnetickd rezonance (NMR) a separacni
metody. Achiradlni metody nedokézi urcit jednotlivé enantiomery ani stanovit jejich absolutni

konfiguraci, proto nebudou v této praci dal rozebirany.
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1.3.1 Polarimetrie
Tato metoda je zalozena na méfeni thlu otoc¢eni roviny linedrné polarizovaného svétla

pfi prichodu transparentnim roztokem vzorku. Velikost rotace je linearné zavisld na délce
kyvety, koncentraci roztoku a tzv. specifické otacivosti. Specifickd otacivost je konstantou
pro kazdou opticky aktivni latku pti dané teploté a vinové délce elektromagnetického zéfeni.
U chiralnich latek vlivem rozdilnych indexti loma polarizovaného svétla dochazi k fazovému

posunu a na vystupu ze vzorku je polarizac¢ni rovina stoc¢ena o urcity uhel [10].

1.3.2 Rentgenova strukturni analyza
V krystalické fazi ma zasadni postaveni pii uréeni molekuldrni struktury praveé

rentgenova strukturni analyza. Spektra enantiomern¢ sprazenych krystalickych fazi dvou
enantiomerti chirdlni molekuly jsou ovSem totozna. Vysledny difrakéni obrazec vznikly
interferenci difraktovanych vin rentgenového zafeni na atomech v krystalické miizce zavisi
pouze na vzdalenosti téchto atomil. Jednotlivé enantiomery jsou izometrické, proto nedochazi

k rozdilné difrakci na krystalech [10].

1.3.3 Ramanova opticka aktivita (RAQO)
Ramanova opticka aktivita je technikou diferenéni spektroskopie, kterd pti rozptylu

svétla meéti rozdil v odezvé chirdlni molekuly vic¢i pravotocivé nebo levotocivé kruhoveé
polarizovanému zareni. Rozptylené svétlo obsahuje velmi slabou sloZku s kruhovou polarizaci.
Jednd se o vyznamnou spektroskopickou techniku pouzitelnou u chirdlnich vzorkid
od jednoduchych molekul az po viry. RAO slouzi také ke sledovani Cistoty enantiomerd, coz

muze byt vyznamné pro farmaceuticky pramysl [21].

1.3.4 Spektroskopicka elipsometrie
Tato optickd metoda je zaloZena na méfeni zmény polarizace svétla pii jeho interakci

s latkou (pfi odrazu od povrchu, ptfipadné prichodu vzorkem). Nelze ji piimo pouzit
pro rozliSeni jednotlivych enantiomerli, ale miZe se aplikovat pfi studiu vySe zminénych
chiroptickych jevli — optické rotacni disperze (ORD) a cirkuldrniho dichroismu (CD).
Standardné se tato metoda pouzivd pro charakterizaci bulkovych a nanostrukturovanych

pevnych latek [23].
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Tabulka 1: Srovnani jednotlivych chirdlnich metod

METODA VYHODY NEVYHODY

specificka,
Polarimetrie jednoduché métent,
rychld, levna

nizka citlivost a tolerance vuci
necistotam, velky objem vzorku

mozny zisk kompletni | pouze pro krystalizujici analyty,

Rentgenova 3D struktury, zménou nemozné zkoumani chovani
strukturni rozpoustédla moznd | molekul v roztoku, nelze sledovat
analyza jind forma pohyb, nelze ptimo ur¢it sekundarni
krystalizace struktury
vysoka citlivost pro
3D strukturu, nutnost vysoce koncentrovanych
Ramanova . Y . . w s
4. jednoduché méteni, roztoki, dlouha doba méreni,
opticka aktivita L y
neomezena velikost vysoké naklady
biomolekul
vysoka pfesnost,

komplikovana analyza dat, nizké

Spektroskopicka | rychlé nedestruktivni . 7,
) ) co e 1 prostorové rozliSeni, nezbytnost
elipsometrie méfeni, Siroka oblast . o ;
pouZiti optického modelu pfi analyze dat
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2 CIL PRACE

Zamérem této prace je vysvétlit, co jsou to enantiomery v biochemii a zdivodnit, pro¢
studium jejich forem je pro Cloveka, potazmo zivé organismy dulezité. Stru¢né feceno, tato
bakalafska prace se snazi ukazat spojeni biochemické komunity s tou optickou. Dale se tato
bakalairska prace vénuje poznatkim v oblasti chiroptickych jevl, posuzuje, zda metoda
elipsometrie, bézné¢ vyuzivand pro charakterizaci nanomateridlli, mize byt pouzita
i pro studium chiroptickych jevii — optické rotaéni disperze a cirkularniho dichroismu. Tento

segment je blize popsan v experimentalni ¢asti s pouzitim nasyceného roztoku sachar6zy.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 STUDOVANE VZORKY
Pro tento experiment byl pouzit cukerny roztok, coz je nejdostupnéjsi opticky aktivni

prostiedi, diky kterému se spolehlivé staci rovina polarizovaného svétla, coz je pro tento
experiment podstatné. Dale je vyhodou, Ze se vzorek nemusi dal upravovat.

Rozpusténim bézného krystalového cukru v destilované vodé jsem si pfipravila
nasyceny roztok. Roztokem jsem naplnila dvé vy¢isténé sklenéné kyvety, jednu o délce 20 cm
a druhou dlouhou 10 cm. Cukerny roztok vkyvetich byl nejprve prométen

na spektroskopickém elipsometru, a poté na polarimetru.

Obrazek 3.1.1: Sklenené kyvety naplnéné cukernym roztokem
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3.2 POUZITE METODY

3.2.1 Spektroskopicka elipsometrie
Elipsometrie je optickd metoda, kterd méfi parametry elipticky polarizovaného svétla

odrazené¢ho od vzorku. Na vzorek dopada linedrné polarizované svétlo, které je po odrazu
obecné elipticky polarizované. Zménu polarizace lze pomoci adekvatnich modelt svazat
s optickymi a geometrickymi vlastnostmi studovaného vzorku. Z hlediska optiky je zména
polarizace podle definice vyjadfena pomérem koeficientd odrazu. Pfi Sikmém dopadu se
rozliSuji reflexni nebo transmisni koeficienty odrazu 75 a 7, pro s-vlnu a p-vlnu. S-vina je
linedrné polarizované s kolmym vektorem elektrického pole E na rovinu dopadu. P-vlna je
linearné polarizovana vina s vektorem elektrického pole E rovnobéznym s rovinou dopadu.
Kdyz se s-vlna a p-vlna odrazi od opticky izotropniho vzorku, zistanou zvlast

polarizované, ale jejich amplituda a faze se zméni v disledku interakce svétla se vzorkem, coz

znazoriuje Obrdzek 3.2.1.

]r'é i E[I]gelllﬁ',-.;f_,é[m!—k,r} rsr‘ i EESE.!&._TEELQJI—R,J‘J
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Obrazek 3.2.1: Zobrazeni polarizované s-viny a p-viny pri odrazu od opticky izotropniho vzorku.
Prevzato z [26].
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3.2.1.1 Elipsometrické veli¢iny
Z hlediska geometrie se pro popis elipsometrie také voli dva uhly (A,¥), které jsou

definovany pfes pomér vySe zminénych reflexnich nebo transmisnich koeficient 7; a r3,. Tento

jev lze také vyjadrit vztahem

Potgp-eid (5)

Ts

kdy 75 a7, jsou koeficienty odrazu. V pfipad¢ transmisniho méfeni ve vztahu (6) vystupuji misto
koeficientd odrazu, koeficienty propustnosti. Potom ¥ [°] je tihel udavajici pomér amplitud

kmitd komponent v rovin€ proslé viny a A [°] je Ghel roven jejich fAzovému zpozdéni.

Obrazek 3.2.2: Geometricky vyznam elipsometrickych velicin (¥, A). Prevzato z [26].
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Jak poukazuje Obrdzek 3.2.2, odrazi-li se svétlo od povrchu vzorku s- a p-komponenty se
zméni ve svych amplitudéach a fazich. Vysledkem je, jak uz bylo zminéno, Ze odrazena vina se
vSeobecné elipticky polarizuje. Podobna situace je i v pfipad¢ proslé viny.

Vyse zminéné koeficienty odrazu ovliviluje samotna vnitini struktura vzorku
do hloubky, které¢ svétlo dosahuje prinikem pod jeho povrch, a také optické vlastnosti
materiall, které se na dané interakci podileji. Proto experimentalné stanovené elipsometrické
parametry mohou poskytovat informace o geometrii vzorku a jeho optickych vlastnostech
v daném spektralnim rozsahu. V piipad¢ transmise je svétlo ovlivnéno celym objemem

studovaného vzorku [23], [26].

3.2.1.2 Spektroskopicky elipsometr
Elipsometr je pfistroj métici zménu polarizacniho stavu svétla, kterd nastava pfi jeho

interakci se vzorkem a nasledné ur¢i jeho optické vlastnosti. S tim souvisi i to, ze v uréitém
spektralnim rozmezi 1ze proméfit nejen optickou propustnost materialu, ale i elipsometrické
parametry (¥ a A), a tim padem urcit 1 geometrické vlastnosti vzorku.
Principidlné lze spektroskopicky elipsometr pouzit i pro studium chiroptickych jevi
(ORD a CD). Podrobnym rozborem zavedenych thla pro popis chiroptickych jevi (o, ®) a uhla
v elipsometrii (¥, A) Ize odvodit nasledujici pfevodni relace [22].
tg 2a =tg 2¥ - cos A (7)
tg 20 = sin2¥ - sin A (8)
V tomto ptipadé se proméfily elipsometrické uhly W a A, které se podle vySe uvedenych
vztahl piepocetli na azimut o pro ORD a elipticitu ® pro CD.
V této praci byl pouzit spektroskopicky elipsometr VASE (Woolam,CO. Ltd), zaloZeny na
metodé€ rotujiciho analyzatoru (viz Obrdzek 3.2.3, Obrdzek 3.2.4 a Obrdzek 3.2.5).

Detektor

Polarizator

Vzorek Rotujici analyziator

Obrazek 3.2.3: Schéma spektroskopického elipsometru s rotujicim analyzatorem. Prevzato z [27] a

upraveno.
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Obrdzek 3.2.4: Spektroskopicky elipsometr
VASE (Woolam Ltd.) — 9-monochromator,
10-Fidict jednotka

Obrazek 3.2.5: Spektroskopicky elipsometr VASE
(Woolam Ltd.) — -optické vidkno, 2-kompenzator, 3-
4 zonovy detektor, 4-drzak vzorku, 5- fotonasobic, 6-
detektor, 7-goniometr, 8-kyveta s cukernym roztokem

Jako zdroj svétla se u tohoto elipsometru pouziva xenonova vybojka, z které vychazi
polychromatické svétlo soustfedéné na vstupni Stérbinu monochromatoru. Spektralné rozlozeny
svazek je navdzany do optického vldkna a nasledn¢ navedeny do vstupni jednotky, kterd
obsahuje kompenzator a polarizator. Diky témto komponentdm se miiZe nastavit pozadovany
polarizaéni stav svétla zaostieného na zkoumany vzorek. Do detekéni jednotky, ktera zahrnuje
rotujici analyzator a detektor, vstupuje odrazeny svazek. Aby elipsometr byl schopen proméfit
Siroké spektralni rozmezi, je vybaveny tfemi detektory, a to fotondsobi¢em pro oblast UV, Si-
diodou pro oblast VIS a detektorem InGaAs pro oblast NIR. Pro uchyceni vzorku slouzi
vertikdlni stolek, ktery je umistén na pfimém motorizovaném goniometru. Ovladani
elipsometru se shromazd’ovanim dat je plné automatizované. Pro vyhodnoceni namétenych dat

je k dispozici komeréni software WVASE32 [23], [26].

3.2.2 Polarimetrie
V této praci je pouzita metoda polarimetrie pro srovnani s elipsometrii ve vztahu

k chiroptickym jeviim. Polarimetrie je nejstar$i a nejrozsifenéjsi metoda pro stanoveni Cistoty
enantiomerl. Jedna se o kvalitativni a kvantitativni optickou metodu, kterd je zaloZena
na méfeni Uhlu otoceni roviny polarizovaného svétla. Dochéazi k tomu pfi prichodu svétla
pres polarizator u roztokli chemickych sloucenin, které obsahuji asymetricky uhlik.
Polarimetrie se tedy vyuziva ke studiu opticky aktivnich latek. V praxi naptiklad ke kontrole
Cistoty smési riznych chemickych agens, stanoveni koncentrace sacharidi v cukrovarnictvi,

v mediciné ke stanoveni cukru v mo¢i a v biochemii tieba ke stanoveni bilkovin a vitamind.
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3.2.2.1 Polarimetr
Pro studium stoceni roviny kmitl linedrn€ polarizovaného svétla prochazejiciho

roztokem opticky aktivni latky se pouziva pfistroj zvany polarimetr. V této praci byl pouzit

polarimetr PAX1000 (THORLABS) viz Obrdzek 3.2.6.

Obrazek 3.2.6: Polarimetr PAX1000 (THORLABS) — 1-optickd deska, 2-laserovd dioda,
3-Glan-Thompsoniiv polarizator, 4-kyveta s cukernym roztokem, 5-analyzator

Cela souprava je upevnéna na optické desce, kde jsou na kolejnicich piipevnény
jednotlivé segmenty. Jako zdroje svétla byly pouzity laserové diody, a to modra (s vinovou
délkou 405 nm), zelena (s vinovou délkou 535 nm) a Cervena (s vlnovou délkou 650 nm).
Svazek svétla vstupuje do dvojlomného Glan-Thompsonova polarizatoru, ktery zpiisobi, ze
vystupujici vlna je linearn€ polarizovand s kmity vektoru E v urcité roving. Prichodem svétla
kyvetou s cukernym roztokem se rovina kmitil sto¢i o ur€ity tthel a. Pomoci analyzatoru se

rozpozna, o jaky polarizacni stav svétla se jednd. Pro vyhodnoceni namétfenych dat je

k dispozici software Thorlabs PAX1000.
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Dalsi schopnosti této polarimetrické soupravy je urceni azimutu a elipticity, coZ jsou
vlastnosti charakteristické pro chiroptické jevy, a proto je tato metoda pouzitelnd k jejich

posouzeni a naslednému srovnani se spektroskopickou elipsometrii.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 URCENI SPEKTRALNI OBLASTI PRO MERENI

Standardni spektralni rozmezi spektroskopického elipsometru je velmi Siroké, od cca
240-2500 nm, proto je nutné vybrat pouze ¢ast spektra, ve které bude méfeni co nejvic citlivé.
Z toho duvodu byla elipsometrem zmétena opticka propustnost (transmitance) sklenéné kyvety

s cukernym roztokem v zévislosti na vinové délce.

0,7
0,6 -
0,5 | |
0,3 -
021
0,1

0 | | |
200 400 600 800 1000 1200

Vinova délka [nm]

Opticka propustnost

Obrazek 4.1.1: Zobrazeni zavislosti vinové délky na optické propustnosti — pro vymezeni studované oblasti
spektra

Jak ukazuje Obrazek 4.1.1, studovana oblast je v rozmezi cca 300-1000 nm, coz ma
logické vysvétleni. Okénka kyvety jsou ze skla, které je schopné absorbovat svétlo pii vinové
délce kolem 300 nm, jinymi slovy, mezni vlnova délka pro sklo je kolem 300 nm. A déle, kyveta
je naplnéna cukernym roztokem, ktery vznikl rozpusténim cukru ve vod¢. Pravé voda urcuje

druhou hrani¢ni hodnotu sledované oblasti, tedy mezni vinova délka vody je asi 1000 nm.
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4.2 STANOVENI PARAMETRU (¥, A) A (a, ©) ELIPSOMETRII
Obe¢ sklenéné kyvety s cukernym roztokem byly elipsometrem proméfeny, vyobrazena

jsou pouze spektra pro kratkou kyvetu s cukernym roztokem, s hodnotami pro roztok cukru
v dlouhé kyveté se pracovalo obdobné. Zmétena spektra elipsometrickych veli¢éin ¥ a A

nasycen¢ho roztoku cukru znazoriuje Obrdzek 4.2.1.
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Obrazek 4.2.1: Proméreni elipsometrickych velicin pro nasyceny roztok cukru

Pomoci vztahti (9)a (10) se z namétenych parametrt ¥ a A piepocitaji zavislosti thli
pro azimut a a elipticitu ®, coz zobrazuje Obrdzek 4.2.2.
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Obrazek 4.2.2: Zobrazeni prepocitanych zavislosti uhlii azimutu o a elipticity
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Jak je vySe zminéno, Ghly a a @, respektive ¥ a A jsou svazany Kramers-Kronigovymi
relacemi. V piipadé roztoku cukru ocekavame maximum CD v UV oblasti, kterd je vSak mimo
nami dostupny spektralni obor, tak jak je naznaceno na obrazku (Obrdzek 4.2.3). Ziskana spektra
ORD a CD kvalitativné odpovidaji predikovanym zavislostem. V celém studovaném
spektralnim rozsahu roste ORD monoténné smérem k niz§im vinovym délkdm. Zatimco CD

na se pohybuje v okoli 0.

| !
r\ STUDOVANA OBLAST SPEKTRA

H___;

| ——ORD- «

--------- CD- 6

.

p

0O 200 400 600 800 1000 1200
vinova délka [nm]

Obrazek 4.2.3: Zobrazeni spekter ORD a CD — zndzornéni oblasti, ve které je elipsometr citlivy
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4.3 STANOVENi PARAMETRU o, ® POLARIMETRI{

Pfed méfenim se pfesné nastavilo, aby svazek svétla z laserové diody sméfoval piimo
do analyzatoru a svételna stopa byla co nejintenzivnéjsi. Musela se najit takova poloha paprsku,
aby namétené uhly a a ® byly nulové, jak zobrazuje Obrdzek 4.3.1. K tomu stacilo, aby mezi
polarizatorem a analyzatorem byl vzduch, coz je opticky izotropni'! prostiedi, ve kterém se
béhem Sifeni svétla neméni jeho polarizaéni stav. Tim se zjistila baseline, ke které byla

vztahovana dal$i méfeni.

Azimuth: 002 *

Ellipticity: -0.01 °

Obrazek 4.3.1: Znazornéni baseline — priichod svétla opticky izotropnim prostredim (vzduch)

Vlozenim kyvety s cukernym roztokem (opticky aktivni prostfedi), se zménil
polarizacni stav svétla, kdy doSlo ke stoCeni roviny polarizovaného svétla o urcity uhel o
(azimut), a zdroven byl zméfen thel ® (elipticita). Obé kyvety s cukernym roztokem byly
prométeny celkem ttikrat v zavislosti na pouzitych laserovych diodach, a to v oblasti spektra
pro modré svétlo (405 nm), zelené svétlo (530 nm) a Cervené svétlo (635 nm), jak zobrazuji
Obrdzek 4.3.2, Obrdzek 4.3.3 a Obrdzek 4.3.4 na nasledujici stran€. Vlevo je vysledek méfeni pro
kratkou kyvetu, vpravo pro dlouhou kyvetu. Pro lepsi orientaci jsou vysledky jednotlivych

meéfeni zaznamenany v tabulce (Tabulka 2).
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Obrazek 4.3.2: Polarimetrické méreni v oblasti modrého spektra — na levé strané je zmérena kratkd kyveta
s nasycenym cukernym roztokem, vpravo je zndazorneno méreni dlouhé kyvety.

Ellipticity: -0.13 *

Obrazek 4.3.3: Polarimetrické méreni v oblasti zeleného spektra — na levé strané je zmérena kratka kyveta
s nasycenym cukernym roztokem, vpravo je zndzornéno méreni dlouhé kyvety.

Orientation: Rig}

DOP: 96.78
Azimuth:
Azimuth:-11.68 °
Ellipticity:

Ellip

Obrazek 4.3.4: Polarimetrické méreni v oblasti cerveného spektra — na levé strané je zmérena krdtka kyveta
s nasycenym cukernym roztokem, vpravo je znazornéno mereni dlouhé kyvety
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Tabulka 2: Experimentalni hodnoty o a © pro obé kyvety v riiznych oblastech spektra

KRATKA KYVETA DLOUHA KYVETA
. a[°] 0 [°] a[°] 0 [°]
oblast modrého spektra (405 nm) 31.46 0.97 63.76 134
, a [°] 0 °] a[°] 0 °]
last zelenéh kt
oblast zeleného spektra (530 nm) 17.05 0.17 346 0.3
y . a[°] 0 [°] a[°] 0 [°]
oblast cerveného spektra (635 nm) 1168 0.36 24.07 0.63

Z namétenych hodnot thlu a, ktery charakterizuje optickou rotacni disperzi, je patrna
zavislost na délce kyvety. Dlouhd kyveta je 2x delsi nez kratka kyveta, a tomu také odpovidaji
i zmétené uhly v jednotlivych oblastech spektra, jejich hodnoty jsou zhruba 2x vétsi. Dale je
vidét, ze uhel a s rostouci vinovou délkou klesa, coz bylo jiz zminéno na ptedchozich stranéch.

Na druhou stranu, uhel ® charakterizujici cirkuldrni dichroismus, nezobrazuje Zadnou
zavislost. Bylo oc¢ekavano, Ze rizna délka kyvety a riizna vinové délka néjak métfeni ovlivni.
Hodnoty thli ® vsak nevykazuji ocekavané trendy. Divodem by mohlo byt, ze cukr nebyl
dostatené rozpustén, a tudiZ nebyl roztok v kyvetdch homogenni. S tim souvisi 1 fakt, Ze
roztok nemusel byt dostate¢né promichén, a nerozpustény cukr se mohl usadit na stranu kyvety,
kterou prochézel paprsek svétla, a tim zplsobit nesrovnalosti. Stoji za zminéni, Ze hodnoty CD

se ménily pii otdCeni kyvety, coz by mohlo ¢aste¢né potvrdit zminénou interpretaci.

4.4 SROVNANI ELIPSOMETRIE A POLARIMETRIE
Ze vSech namétenych hodnot byly vytvoteny grafy (viz Obrdzek 4.4.1, Obrazek 4.4.2)

porovnavajici optickou rotacni disperzi a cirkularni dichroismus prostiednictvim zavislosti uhla

a, ©® na vlnové délce, pouzité metode a délce kyvety.

140
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0 | | I .
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vinova délka [nm)] Obrazek 4.4.1: Souhrnny graf pro ORD
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Graf (Obrazek 4.4.1) na predeslé strance potvrzuje vse, co bylo zde uz jednou zminéno.
V celém spektralnim rozsahu ORD roste smérem k niz§im vinovym délkdm. Pro cukerny
roztok v dlouhé kyveté vysly hodnoty uhla a 2x vyssi nez u kratké kyvety, coz odpovida, dlouha
kyveta je také 2x delsi nez kyveta kratka. Dale je vidét, ze obé metody, elipsometrie

a polarimetrie, podavaji témet shodné vysledky pro studium ORD.
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Obrazek 4.4.2: Souhrnny graf pro CD z pohledu elipsometrie

Pro CD byl také vytvoten graf (Obrdzek 4.4.2), z vySe popsanych divodii nejsou v grafu
zobrazeny udaje z polarimetrie. Zavislosti vyplyvajici z grafu je, Ze CD roste smérem k niZSim
vlnovym délkam v celém rozsahu spektra. Predpoklddana souvislost délky kyvety s hodnotami
uhlt prokazana nebyla. Pravdépodobnou pficinou je uskali, kdy elipsometr méfi na hrané své
pfesnosti. Pfipadné pak nebyla optimalné nastavena procedura méfeni anizotropnich vzorki
na elipsometru. Vhodnégjsi se nyni zda prométeni prvkd Muellerovy matice. Toto bude

pfedmétem dalSiho studia.
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5 ZAVER

Prace poukazuje na moznost pouziti spektroskopické elipsometrie a polarimetrie
pro méieni chiroptickych jevi — optické rotacni disperze a cirkularniho dichroismu
pro nasyceny roztok cukru.

Pro sledovani optické rotacni disperze lze pouzit obé metody, spektroskopickou
elipsometrii i polarimetrii. Obé metody jsou dostate¢né citlivé pro studium ORD a podévaji
uspokojivé vysledky.

Me¢fteni cirkuldrniho dichroismu pfineslo hned nékolik tuskali. Kvili sklenénym
okénkdm a vodnému roztoku cukru v kyveté, bylo spektrum omezené pouze na 300—-1000 nm.
Pouziti kyvety zjiného materiald (napf. suprasilova kyveta) by nemuselo tolik omezit
sledované spektrum. Cirkularni dichroismus v této ¢asti spektra vykazuje velmi nizké hodnoty,
coz je pro spektroskopicky elipsometr VASE obtizné zachytit. Zaroven musi elipsometr méftit
na hranici své ptfesnosti. Metoda polarimetrie pro cirkularni dichroismus také nevysla podle
predstav. Namétené hodnoty jsou nahodilé bez néjaké souvislosti. Citlivy polarimetr PAX1000
byl schopen zachytit nedokonale rozpustény cukr v kyveté, coz ovlivnilo dalsi méfeni.
Pro zamezeni téchto nesnazi by bylo lepsi pouzit jinou opticky aktivni latku, naptiklad roztok
bilkovin. ProtoZe se cirkularni dichroismus pro takové studium moc nepouzivd, nebyly
k dispozici zddné tabelované hodnoty, se kterymi by se naméfené hodnoty polarimetrem
a elipsometrem mohly srovnat.

Z hlediska pouzitelnosti uvedenych metod pro charakteristiku chiroptickych jevl lze
fici, Ze spektroskopicka elipsometrie a polarimetrie se velmi hodi pro studium optické rota¢ni
disperze. Co se tyka cirkularniho dichroismu, spektroskopicka elipsometrie kviili zminénym
divodim neni pro jeho studium vhodnd, pfipadné vyzaduje zménu metodiky méteni.
U polarimetrie nastava otazka, zda by metoda s dobie rozpusSténym vzorkem cukru poskytovala
souvislé hodnoty, nebo by bylo lepsi pouzit jinou 1épe prostudovanou opticky aktivni latku

s referen¢nimi hodnotami CD a ORD v celém studovaném spektru.
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6 DODATEK - ETYMOLOGICKY SLOVNIK

POJEM

PUVOD SLOVA

Chiralita, chiralni

z feckého kheir (ruka)

Chiroptika, chiroptické

z feckého kheir (ruka) + z latinského opticus
(tykajici se zraku)

3 Izomer z feckého isos (stejny) + méros (ast)

4 Stereoizomer z teckého stereds (prostorovy) + isos (stejny) +
méros (Cast)

> Diastereoizomer z teckého dia (ptes) + stereos (prostorovy) + isos
(stejny) + méros (Cast)

% Enantiomer z feckého enantios (opacny) + méros (Cast)

" Polarizace z latinského polaris (tykajici se poll)

8 Disperze z latinského dis (jinym smérem) + sparsus
(rozptyleny)

> Dichroismus z teckého dikhroos (dvojbarevny)

- Birefringence z latinského bi (dvoji) + refringére (1amat)

1. Jzotropni z feckého isos (stejny) + tropos (tykajici se otoceni)
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