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Streszczenie

W artykule podano podstawowe definicje chiralno$ci oraz metodykeg chromatograficznego rozdziatu i
oznaczania enancjomeréw w produktach zywnosciowych i naturalnych. Zaprezentowano takze odpo-
wiednie przyklady oznaczania antypodow optycznych aminokwasow oraz zwiazkoéw zapachowych i
smakowych, zaczerpnigte z literatury.

Wedlug podrgcznikowych definicji ,,przedmiot chiralny nie daje si¢ nalozy¢ na
swe odbicie lustrzane” [24], a ,,chiralno$¢ jest koniecznym i wystarczajacym warun-
kiem istnienia dwoch form enancjomorficznych — enancjomerdéw czasteczki. Enancjo-
mery sg nazywane niekiedy izomerami lub antypodami optycznymi, z racji wykazy-
wania przez nie skrecalnodci optycznej o jednakowej wielkosci, ale przeciwnym zna-
ku” [19].

Chiralnos¢ ¢zasteczek zwiazkOw organicznych zwigzana jest z wystgpowaniem w
nich elementow asymetrii: chiralnego centrum (np. asymetryczny atom wegla), osi lub
ptaszczyzny. Chiralno$¢ moze by¢ takze uwarunkowana zattoczeniem przestrzennym,
wystepujacym np. w strukturach helikalnych.

Technikami najczgsciej uzywanymi w analizie zwigzkow optycznie czynnych sa
metody chiralooptyczne (np. polarymetria, dichroizm kotowy, dyspersja skrecalnosci
optycznej), magnetyczny rezonans jadrowy, oraz metody chromatograficzne i elektro-
foretyczne [28]. Te ostatnie czgsto sa metodami z wyboru dla praktycznego rozdziahu i
iloSciowego oznaczania enancjomeréw wielu lekow 1 substancji pochodzenia natural-
nego i z tego wzgledu znajduja one szerokie zastosowanie w analizie farmaceutyczne;j i
klinicznej, w analizie §rodkdw spozywczych, analizie §rodowiskowej itp. [5, 6, 7].
Duze zainteresowanie zardwno synteza czystych enancjomerdw, jak i ich analiza jest
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uzasadnione tym, ze antypody optyczne moga by¢ zréznicowane pod wzgledem ak-
tywnosci biologicznej, farmakologicznej oraz przejawia¢ specyficzne efekty fizjolo-
giczne.

Chromatograficzny rozdzial enancjomeréw opiera si¢ na zasadzie tworzenia przez
nie trwatych lub labilnych potaczen diastereoizomerycznych. Te pierwsze poddawane
sq rozdziatowi chromatograficznemu poprzedzonemu derywatyzacja chemiczng z za-
stosowaniem odpowiednich chiralnych odczynnikow (sposéb posredni). Te drugie
powstaja w trakcie procesu chromatograficznego na skutek stereospecyficznych od-
dziatywan pomiedzy odpowiednia stata faza chiralng lub chiralnym selektorem doda-
nym do fazy ruchomej (sposéb bezposredni). Do przeprowadzania takich rozdzialow
stosowane sg wszystkie rodzaje chromatografii (cieczowa, gazowa i fluidalna).

W naturze mamy bardzo czgsto do czynienia z procesami enancjoselektywnymi,
w wyniku ktorych powstaja enancjomery w zréznicowanych ilosciach, a czasem po-
wstaje tylko jeden enancjomer. Nie jest to takie dziwne, jezeli wezmiemy pod uwagg,
ze bardzo wiele zwigzkéw naturalnych stanowiacych substraty lub katalizatory takich
procesow jest zwigzkami chiralnymi. Np. w organizmach zywych spotykamy przede
wszystkim biatka zbudowane z L-aminokwaséw oraz cukry o konfiguracji D. Chiralne
sa roOwniez enzymy pelniace funkcje biokatalizatorow.

Poniewaz §rodki spozywcze to w przewazajacej mierze produkty naturalne, za-
gadnienie oznaczania w nich enancjomerow ma istotne znaczenie. Smak i zapach na-
pojow i statych produktéw zywnos$ciowych jest czesto zwiazany z enancjomerycznym
stosunkiem ich sktadnikéw i ewentualnymi dodatkami syntetycznych mieszanin race-
micznych. W przemystowych procesach przetwarzania Zywno$ci moga przebiegac
reakcje racemizacji i innych zmian konfiguracyjnych chiralnych komponentéw. Po-
tencjalne zastosowania chromatograficznych rozdzialéw enancjomeréw w badaniach
srodkoéw spozywcezych obejmuja przede wszystkim wykrywanie zafalszowan, kontrole
proceséw fermentacyjnych i ich produktow, oceng efektow przetwarzania, starzenia i
przechowywania, oceng niektorych sktadnikéw zapachowo-smakowych oraz analize
chiralnych metabolitow i prochiralnych sktadnikéw [1]. Najczesciej analizowanymi sa
enancjomery takich zwiazkéw, jak: aminokwasy, laktony, alkohole, weglowodory
(monoterpeny), kwasy, estry oraz aldehydy i ketony. Ponizej przedstawione zostang
przyklady takich oznaczen zaczerpnigte z literatury.

Briickner 1 Hausch [8] oznaczali wolne D-aminokwasy w takich m. in. produktach
spozywczych jak: kwasne mleko, ser ementaler, piwo, czerwone wino, oraz soki z
marchwi i selera. Oznaczenia prowadzone byly technika chromatografii gazowej z
detektorem plomieniowo-jonizacyjnym, po derywatyzacji grupy aminowej bezwodni-
kiem pentafluoropropionowym i przeprowadzeniu grupy kwasowej w estrowa (dziata-
niem propanolu). Chiralnymi fazami stacjonarnymi byty: Chirasil-L-Val, w ktérym L-
walina zwiazana jest z polisiloksanowym podlozem oraz XE-60-L-Val-(S)-0-
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fenyloetyloamid. We wszystkich wymienionych produktach stwierdzono znaczace
1losci wolnych D-aminokwasow, takich m.in. jak D-alanina, czy D-leucyna, ktérych
obecnos¢ przypisano procesom fermentacyjnym powodowanym przez mikroorgani-
zmy. Podobna metodyke stosowano w celu oznaczenia wolnych D-aminokwasow w
sokach pomaranczowych [10], w warzywach i owocach [11]. Oprocz chromatografii
gazowej stosowano takze wysokosprawna chromatografig¢ cieczowa (HPLC) na fazach
odwroconych, derywatyzujac uprzednio aminokwasy dialdehydem o-ftalowym wobec
N-izobutyrylo-L(lub D)-cysteiny, co prowadzilo do powstania silnie fluoryzujacych
pochodnych typu izoindolu [9, 11].

Badacze wloscy [25] analizowali na zawartos¢ D-aminokwaséw produkty nabia-
lowe (jogurt, mleko, ser), szynke i palona kawe. Stosowali oni w chromatografii gazo-
wej jako faze stacjonarng zsyntezowany przez nich selektor chiralny, pochodna triok-
saundekanoiloamidu, oraz derywatyzacj¢ bezwodnikiem trifluorooctowym i alkoholem
(metanol, 2-propanol, butanol). Jako chiralny selektor w HPLC uzywano L-
fenyloalanyloamid z octanem miedzi(Il) w fazie ruchome;j, faza stacjonarng byta faza
RP-18, a aminokwasy oznaczano jako pochodne dansylowe. Wykazano, Ze za racemi-
zacjg niektorych aminokwaséw odpowiedzialne sa, obok mikroorganizméw, réwniez
procesy obrobki termiczne;.

W celu oznaczania D-aminokwaséw w piwie [16] zastosowano HPLC z dwuko-
lumnowym ukladem (niechiralna kolumna RP-C18 oraz chiralna kolumna z -
cyklodekstryna lub jej pochodna) i derywatyzowano aminokwasy chloromrowczanem
9-fluorenylometylu lub chlorkiem 9-fluorenylometoksycarbonyloglicyny. Podobne
odczynniki i metodyke zastosowano do oznaczania enancjomeréw réznych aminokwa-
séw w miodach réznego pochodzenia (m. in. z Polski) [26]. Stwierdzono istotne rézni-
ce w catkowitych ilo$ciach badanych aminokwaséw i procentowej zawartosci ich
enancjomerow.

Badacze japonscy w celu oznaczania D-aminokwaséw w winie stosowali dery-
watyzacje odczynnikiem bedacym pochodna benzofurazanu, a chiralnymi fazami sta-
cjonarnymi byly fazy typu Pirkle’a z chiralnymi selektorami: (S) i (R)--1-
naftyloglicylo-3,5-dinitrofenyloamidem [20]. :

W herbacie w znacznej ilo$ci wystgpuje specyficzny aminokwas tzw. teanina o

wzorze:

HN_
> CH—CH;—CH;—C—NH—CH,—CH,
HOOC I

Badajac zawarto$é teaniny i jej sktad enancjomeryczny w réznych gatunkach her-
baty [17] rowniez stwierdzono istotne réznice. Rozdzialy enancjomeryczne przepro-
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wadzano metoda HPLC z zastosowaniem ukladu kolumn: niechiralna C-18 oraz chi-
ralna z y-cyklodekstryna. Derywatyzacj¢ aminokwasOéw réwniez przeprowadzano
wspomnianym juz chlorkiem 9-fluorenylometoksykarbonyloglicyny. Stwierdzono, ze
w roztworach wodnych teanina ulega racemizacji i proces ten moze by¢ uzyteczny w
ocenie czasu przechowywania i procedur stosowanych przy produkcji herbat ré6znych
producentow.

Ostatnio doniesiono o rozdziatach enancjomeréw aminokwaséw w postaci ich
dansylowych pochodnych stosujac micelarng elektroforezg kapilarna, w ktorej stoso-
wano B-cyklodekstryng jako chiralny selektor oraz dodecylosiarczan sodu, jako doda-
tek do buforu podstawowego. Stwierdzono istotny wplyw steZenia tego odczynnika
oraz pH na efektywno$¢ rozdzialéw [30]. W kolejnej pracy [14] tego samego zespotu,
prowadzonej w podobnych warunkach eksperymentalnych, stwierdzono, ze lepsze
rozdzialy otrzymuje sig stosujac jako chiralny selektor y-cyklodekstryng. W badaniach
tych nie udato si¢ rozdzieli¢ dansylowych pochodnych enancjomeréw seryny i alaniny,
natomiast stwierdzono, ze dodatek acetonitrylu, jako organicznego modyfikatora, do
roztworu podstawowego znacznie poprawil enancjoselektywno$¢ i rozdziat D-
metioniny i D-leucyny.

W produktach spozywczych czgsto wystgpuja ztozone mieszaniny substancji za-
pachowych i smakowych, z ktorych wiele nalezy do roslinnych olejkéw eterycznych.
Skladniki tych mieszanin w wigkszosci naleza do izoprenoidow i sa czgsto zwigzkami
chiralnymi, a ich oznaczanie to wazna dziedzina analizy $rodkéw spozywczych. Bar-
dzo skomplikowany sklad jakosciowy takich mieszanin wymaga stosowania ukladu
kolumn w ich analizie metoda chromatografii gazowej. Odpowiednie przelaczanie
kolumn umozliwia wyodrebnianie poszczegdinych frakcji i analiz¢ ich sktadu enan-
cjomerycznego (tzw. multidimensional gas chromatography).

Przykladami oznaczeh wspomnianych wyzej substancji jest rozdzial enancjome-
ryczny trans-O-jononu i trans-ai-damaskonu, przeprowadzony metoda chromatografii
gazowej, na chiralnej fazie stacjonarnej stanowiacej mieszaning heptakis(2,3,6-tri-O-
metylo)-B-cyklodekstryny i polisiloksanu [33]. Nadmiar enancjomeryczny byl ozna-
czany w takich surowcach, jak m. in.: maliny i koncentrat ich soku, marchew, straczki
wanilii i czarna herbata.

Innym przykladem zastosowania tej metody i tego samego chiralnego selektora
jest analiza chiralnych monoterpenéw w olejku migtowym [23]. Stwierdzono istotne
réznice w enancjomerycznym skladzie takich zwiazkow, jak o- i B-pineny oraz limo-
nen, w zalezno$ci od pochodzenia olejkéw. Podobnie rozdzielono enancjomery kwasu
2-metylo-butanowego, otrzymanego przez hydrolize jego estrow z ekstraktu z jablek,
oraz pochodnych acetylowych alkoholi odpowiedzialnych za zapach bananéw [23].
Taka analiza moze shuzy¢ do oceny jakosci §rodkow smakowych i zapachowych po-
chodzenia naturalnego. Kolejnym przykladem byla analiza zwiazkéw zapachowych
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herbaty jasminowej [31], a rozdzielanymi metoda chromatografii gazowej zwiazkami
byly pary enancjomeréw jasmonianu i epijasmonianu metylu. Chiralng faza stacjonar-
na byla heptakis(2,3,6-tri-O-metylo)-B-cyklodekstryna. Postugujac sig¢ ta metoda po-
twierdzono obecno$¢ w herbacie tylko dwoch enancjomeréw, ktorych konfiguracje
ustalono jako (-)-(1R,2R)-jasmonian metylu i (+)-(1R,2S)-epijasmonian metylu, przez
porownanie z otrzymanymi na drodze syntetycznej wzorcami., Wykazano réwniez ter-
miczng izomeryzacjg enancjomerow epijasmonianu do jasmonianu, udowadniajac tym
samym konieczno$¢ doktadnej kontroli temperatury przy produkcji tego typu herbaty.
Teaspirany (A) i teaspirony (B):

A B

sa zwigzkami zapachowymi wystgpujacymi w wielu produktach naturalnych, takich
jak: maliny, owoce meczennicy zoltej i purpurowej, owoce pigwy, w czarnej i zielonej
herbacie, winogronach itp. Obecno$¢ dwoch asymetrycznych atomoéw wegla w pier-
$cieniu tetrahydrofuranowym powoduje istnienie dwoch par enancjomeréw w kazdym
z tych zwiazkéw. I w tym przypadku wszystkie te stereoizomery rozdzielono przy
pomocy dwukolumnowego ukladu (kolumna niechiralna + chiralna — permetylowana
beta-cyklodekstryna) [18]. Oznaczenia ich w roznych surowcach naturalnych wykazaly
znaczne rdéznice w nadmiarze enancjomerycznym poszczegélnych par enancjomerow.

Analize enancjomerycznego sktadu zwiazkéw zapachowych réznych odmian
uprawnych malin oraz handlowych produktéw takich, jak herbata z malinowym zapa-
chem, syrop i sok malinowy, a mianowicie: alfa i beta jononu, delta dekalonu i ,.ketonu
malinowego” czyli 4-(p-hydroksyfenylo)-2-butanonu prowadzono roéwniez metoda
chromatografii gazowej, ale chiralnym selektorem byla inna pochodna cyklodekstry-
nowa — oktakis(2,6-dimetylo-3-trifluoroacetylo)-y-cyklodekstryna. Analiza ta (tacznie
z analiza izotopowa) pozwala charakteryzowac poszczegélne odmiany owocow i wy-
krywac r6znice pomigdzy prébkami naturalnymi i fatszowanymi [12].

Niedawno opisano analiz¢ enancjomeroéw zwiazkow terpenowych (B-pinen, sabi-
nen, limonen, linalool, terpinen-4-ol, a-terpineol) w olejkach mandarynkowych, sto-
sujac chromatografi¢ gazowa z w pelni zautomatyzowanym systemem dwukolumno-
wym, z chiralnym cyklodekstrynowym selektorem [heptakis(2,3-di-O-etylo-6-O-tert-
butylodimetylosililo)-B-cyklodekstryna]. Wyniki zastosowane do analizy produktow
komercyjnych pozwalaly na wykrycie obcych dodatkow (np. olejku cytrynowego)
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[21]. T4 sama metoda, te same zwiazki oraz octan linalilu analizowano w olejku ber-
gamotowym [13, 22].

Na zapach jabtek skladaja sig takie zwiazki, jak: 2-metylobutanol, kwas 2-
metylobutanowy i jego rézne estry, octan 2-metylobutylu, oraz ich 3-metylowe analo-
gi. Pochodne 2-metylobutylowe sg chiralne, w przeciwienstwie do tych ostatnich, ktore
nie posiadaja asymetrycznego atomu wegla. Do analizy tych zwiazkéw w jabtkach i
ich przetworach (sok, wino, calvados, likier jabtkowy) i do rozdzialu enancjomerow
uzywano ukladu dwukolumnowego z bardzo podobnym jak poprzednio selektorem
chiralnym [heptakis(2,3-di-O-metylo-6-O-tert-butylodimetylosililo)-B-cyklodekstryna]
[29].

Innym tego typu selektorem chiralnym jest pochodna y-cyklodekstryny, a miano-
wicie oktakis(2,3-di-O-butyrylo-6-O-tert-butylodimetylosililo)-y-cyklodekstryna, sto-
sowana w analizie chiralnych zwiazkoéw zapachowych zawierajacych siarkg 1 zawar-
tych w owocach mgczennicy zo6ttej [32]. Szersze badania nad lotnymi sktadnikami tego
samego surowca [34], z zastosowaniem frakcjonowania z pomocg $rednioci$nieniowej
chromatografii adsorpcyjnej oraz tzw. analizy z fazy nadpowierzchniowej, pozwolily
na rozdzial metoda chromatografii gazowe;j i identyfikacj¢ ok. 180 zwiazkéw, w tym
wielu jako nowych zwiazkéw zapachowych. Wsréd nich przeprowadzono réwniez
rozdzial i analiz¢ ilo§ciowa enancjomerow 20 zwiazkéw chiralnych, z ktérych wiele
bylo juz tutaj wymienianych, stosujac jako chiralne selektory rézne pochodne cyklo-
dekstryn.

Filberton — (E)-5-metylo-2-hepten-4-on, jest gléwnym skladnikiem zapachowym
orzechow laskowych, przy czym izomer S-(-) ma silniejsze dzialanie. Analiz¢ enan-
cjomeréw tego zwiazku w samym produkcie oraz jego pochodnej (lody orzechowe),
prowadzono metoda chromatografii gazowej, wykorzystujac permetylowang f3-
cyklodekstryng i metodg t¢ zastosowano réwniez do badaf racemizacji tego potaczenia
[izomeru S-(-)] podczas ekstrakcji [27] oraz do wykrywania zafalszowan oleju z oli-
wek olejem z orzechéw laskowych [3].

W analizie chiralnych y-laktonow zawartych w owocach i ich przetworach zasto-
sowano sprzgzone techniki chromatografii cieczowej i chromatografii gazowej. Chiral-
nym selektorem byla rbwniez permetylowana (3-cyklodekstryna [4].

Podsumowujac te przyktady mozna stwierdzi¢ wiele cech wspolnych w metodyce
chiralnej analizy zwiazkéw wystepujacych w produktach naturalnych i spozywczych.
Mozna tez oczekiwac, ze chromatograficzne i elektroforetyczne metody analizy §rod-
kow spozywczych 1 ich zastosowania beda nadal rozwijane. Czytelnikom zaintereso-
wanym rozszerzeniem swych wiadomosci w tej tematyce poleci¢ mozna doskonala
monografi¢ [15], zawierajaca przeszlo siedemset pozycji literaturowych. Zastosowanie
cyklodekstryn jako chiralnych selektoréw omoéwiono ostatnio w artykule przeglado-
wym [2].
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CHROMATOGRAPHIC SEPARATION OF ENANTIOMERS IN THE ANALYSIS OF FOODS
AND NATURAL PRODUCTS

Summary

Basic definitions of chirality and methods of chromatographic separation and determination of en-
antiomers in food and natural products have been discussed. Appropriate examples of such analyses taken

from the literature for optical antipodes of amino acids and aroma and flavor compounds have been pre-
sented.



