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SEZNAM ZKRATEK
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US FDA
MSG
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US Food and Drug Administration
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Plynovéa chromatografie
Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
Chromatografie na tenké vrstvé

Kapalinova chromatografie

Superkritickd fluidni chromatografie

Chiralni stacionarni faze

Kapilarni zonova elektroforéza

Micelarni kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektrochromatografie

Hmotnostni spektrometrie

Dansyl chlorid

Dinitrobenzoyl chlorid
N-fluorenylmethoxykarbonyl chlorid
N-fluorenylmethoxykarbonyl-L-glycyl chlorid
6-amino-qinolyl-N-hydroxysukcinimidylkarbamat

Kapilarni elektroforéza



1. UVOD

Problematika chirality je nesmirné zajimava a také velmi dulezitd. VétSina
ptirodnich latek je chirdlnich. Donedavna vSak vyznam stereochemie nebyl v ptirodnich
védach pftili§ bran v Gvahu, ackoliv se enantiomery vyznacuji rozdily nejen ve své
struktufe, ale také v chuti, viini, biologickych a fyziologickych vlastnostech, a bohuzel i
v toxicité. Prikladem je uzivani latky thalidomidu v 50. a na pocatku 60. let minulého
stoleti. Thalidomid byl nasazen ve 48 zemich jako 1€k na ranni nevolnosti pro t€hotné
Zeny, vlivem jeho uzZivani se vSak narodilo 12 000 postizenych déti. R-thalidomid ma
sice sedativni ucinky, avsak jeho S-enantiomer je vysoce teratogenni.

V poslednich desetiletich se srozvojem analytickych metod dostalo
enantiomertim jiZ vétsi pozornosti. Mnoho optickych izomerl je vyznamnymi slozkami
potravin. Jsou odpoveédné napt. za jejich chut,, viini a nutriéni hodnotu. Jsou vak také
dilezitymi a spolehlivymi ukazateli podminek zpracovani, upravy a skladovéni
potravin, pfitomnosti neZadoucich bakterii a syntetickych pfimési, tedy souhrnné feceno
celkové kvality potravin.
potravinovych slozkach a jejich vyznamu v hodnoceni kvality potravin. V uvodni
kapitole jsou definovany zakladni terminy tykajici se chiralnich slouc¢enin. V nésledujici
kapitole jsou uvedeny nékteré piiklady, které demonstruji rozdilné vlastnosti a
biologické ucinky enantiomerd. Zavéreéné kapitoly jsou vénovéany ptehledu metod,

kterymi jsou optické izomery v potravinach analyzovany.



2. ZAKLADNI POIMY

Enantiomery, jinym nazvem optické izomery, jsou prostorové izomery, které
maji stejnou chemickou strukturu, ale je mezi nimi vztah jako mezi pfedmétem a jeho
zrcadlovym obrazem. Tyto molekuly maji v izotropickém (achiralnim) prostiedi stejné
fyzikalni a chemické vlastnosti (teplotu tani, teplotu varu, rozpustnost, spektrum,
reaktivitu). Vyjimkou je jejich optickd aktivita, nebo-li schopnost otdcet rovinou
polarizovaného svétla.! Enantiomery otageji rovinu polarizovaného svétla o stejny uhel,
ale v opa¢ném sméru.” Tento thel je meéfitelnad fyzikalni veli¢ina a oznacuje se jako
opticka otacivost (opticka rotace). Naméfeny uhel zavisi na podminkéch méfeni
(koncentraci vzorku, délce kyvety, vinové délce pouzitého svétla, pouZitém
rozpous$tédle, teploté). Enantiomery se li§i v chiralnim prostiedi. Jsou jinak rozpustné
v chiralnim rozpoustédle, jinak se chovaji viiéi enzymtim a chiralnim &inidlim.?

Opticky aktivni jsou latky, které jsou asymetrické.'* Takové latky nemaji
v z4dné své konformaci prvek symetrie a nazyvaji se chirdlni. Samotné slovo chiralita

je odvozeno ze starofeckého slova chiros — dlar * (viz Obr. 1).

Obr. 1 Nazorna ukazka chirality — vzorce enantiomer aminokyseliny



Symetrie molekuly je popsdna pomoci operaci symetrie podle odpovidajicich
prvkii symetrie. Takovymi prvky jsou jednoducha rotaéni osa symetrie, rovina symetrie,
stfed symetrie a rotatné-reflexni osa. Podle téchto prvkid jsou pak provadény operace
symetrie, tedy otaceni kolem osy, zrcadleni v roviné symetrie, inverze kolem stiedu
symetrie a otadceni kolem osy se souasnym zrcadlenim v roviné kolmé na osu otaceni.
V molekule miZe byt i vice prvka symetrie, které pak vytvareji grupu.’

Asymetrie, jako vlastnost opticky aktivni latky, maze byt stfedova, axialni
(osovd) a planarni (rovinnd). Latky se stiedovou asymetrii obsahuji stereogenni
centrum, nebo-li asymetricky atom (obvykle atom C, méné ¢asto atomy P, N, S, Si aj.).!
Takovy atom je oznacovan jako stied chirality.* Uspofadani atomi kolem stereogenniho
centra je znazorfiovano pomoci vzorct ve Fischerové projekei’>*, ktera byla pivodné
pouZita pro sacharidy.' Podle této projekce je hlavni fetézec orientovan svisle, atom
s nejniz$im lokantem je nahote.® Dv& vazby, které vychazeji z asymetrického atomu
vertikaln€, v prostoru sméfuji dozadu (za rovinu ndkresny), dvé vazby vychézejici
z asymetrického atomu horizontdlné pak v prostoru sméfuji dopfedu (pted rovinu
nakresny).” Podle Fischerovy projekce se absolutni konfigurace na asymetrickém
uhliku vyjadfuje pomoci oznateni D- a L-'** a dosud se pouziva u sacharidq,
aminokyselin a peptidﬁ.4 U ostatnich enantiomerti se absolutni konfigurace vyjadiuje
pomoci konvence podle autorti Cahna, Ingolda, a Preloga (CIP systém), kterd pouziva
oznageni R- a S-.° Pokud molekula obsahuje vice stereogennich center, CIP systém se
aplikuje na kazdé toto centrum chirality a konfigurace molekuly se vyjadfuje souborem
R a S afixd. Stereogenni centra, kterd maji zndmou pouze relativni konfiguraci, se
oznaduji afixy R” nebo S”.4 Relativni konfigurace oznacuje pouze postaveni jednoho
substituentu vaéi jinému.> V molekule miize byt pfitomno vice center chirality, bud’
stejnych, nebo strukturné rGznych. Pokud vSak molekula obsahuje stejny pocet
strukturné totoznych center chirality opa¢ného smyslu a neni zde pfitomen dalsi
neparovy stied chirality, je cela molekula achirlni.*

Osova a rovinna chiralita je zplisobena prostorové omezenou rotaci molekuly
podél chemické vazby.! Osové chirdlni jsou stereoizomery, které maji neplanarng
uspofadané Ctyti skupiny v parech kolem osy chirality. Piikladem takovych latek jsou
alleny, alkylidencykloalkany, spiranové slouceniny, adamantoidy a diaryly. Pro
rovinnou chiralitu plati podobny pfipad. Rovinou chirality je ta rovina, v niZ lezi
nejvétsi pocet atomd. Prikladem muze byt (E)-cyklookten, monosubstituované

paracyklofany nebo chiralni metaloceny.*



Helicita je zv1astni p¥ipad chirality u molekul se sroubovicovitou strukturou.'*

Enantiomery se rozliSuji v ndzvu slouc¢enin znaménkem (+) (nebo pismenem d),
pokud jsou pravotoCivé nebo znaménkem (-) (pismenem /), které se vztahuje
k levotocivosti.! Tyto afixy se tedy vztahuji ke smyslu ota€eni roviny polarizovaného
svétla definované vlnové délky* (nejéastsji pfi sodikové cafe, 589,3 nm ).

Prostorové izomery, které nejsou enantiomery, se nazyvaji diastereoizomery,
ptipadné epimery.® Diastereoizomery jsou izomery, které se nelisi na viech centrech
chirality.® Epimery jsou slouceniny, které se li§i pouze na jednom asymetrickém
atomu.”

Meso-slou€eninami jsou nazyvany molekuly, které obsahuji stejny pocet
enantiomernich identicky vézanych skupin. Neobsahuji zZadné dalsi chiralni skupiny,
maji tedy rovinu symetrie a nejsou chiralni.*

Smés dvou enantiomert o stejné koncentraci, bez ohledu na jejich skupenstvi, se
nazyva racemdt.>* Enantiomery maji stejnou absolutni hodnotu optické otagivosti, ale
lis$i se smyslem otaceni. V racemické smési se prispévky obou forem vzajemné rusi,
proto mé racemat nulovou hodnotu optické rotace.’

Nékteré monosacharidy existuji v cyklické poloacetalové formé, ktera vznika ve
vodnych roztocich reakci karbonylové skupiny s nékterou vzdéalenéjsi hydroxylovou
skupinou. Tato reakce probiha intramolekuldrné. V molekule poloacetalu se ptuvodni
karbonylovy uhlik stava chiralni a vznika tak novy asymetricky atom. Molekuly, které
se 1i8i pouze konfiguraci poloacetalového hydroxylu, se nazyvaji anomery. Nejedna se o
enantiomery, ale o diastereoizomery.'

Racemizace je proces, pii kterém nevratné vznika z vychozi neracemické
chiralni slouéeniny racemat.

Enantiomerizace je d€j pfemény jednoho enantiomeru v druhy.

Diastereoizomerizace je pfeména jednoho diastereoizomeru v druhy.

Epimerizace je proces, pii kterém dochazi ke zméné konfigurace na

. , , 4
jednoduchém stereogennim centru.



3.  ROZDILNE VLASTNOSTI A BIOLOGICKE UCINKY
ENANTIOMERU

JiZ v poloving 19. stoleti bylo zndmo, Ze enantiomery maji rozdilné biologické
ucinky. AvSak az v poslednich né€kolika desetiletich se v biologickych védach objevil
hlubsi zajem o stereochemii a chirdlni latky. V moderni dobé dale narista zajem o
studie, které se zabyvaji chovanim opticky aktivnich latek.'

Velké mnozstvi piirodnich latek se vyskytuje ve formé enantiomert. Zivé
organismy jsou vlastné sloZitym systémem sloZenym z chiralnich sloucenin.' Obecné se
predpoklada, Ze ptirodni makromolekuly jsou ‘homochiralni‘, to znamena, Ze obsahuji
pouze stereogenni centra se stejnou konfiguraci.” Aminokyseliny, ze kterych se skladaji
peptidy a bilkoviny, se proto v organismech vyskytuji v L-formé. Naopak pro sacharidy,
které jsou slozkou nukleovych kyselin, jsou typické D-izomery.' P¥irodni vyskyt jinych
enantiomerd (D-aminokyselin nebo L-sacharidid) je vzacny nebo je vysledkem
neobvyklych transformaci. Proto se predpokladd, Ze biologické procesy produkuji
opticky &isté latky, zatimco syntetické chemické procesy obecn& produkuji racematy.’

Enantiomery, bud’ pfirodni, nebo uméle pfipravené, maji Casto zcela odlisnou
chut’ a vini.' Cichové vnimani je zpiisobeno interakci aromatické molekuly s ¢ichovym
receptorem, ktery je pravdépodobné tvofen proteiny. Proteiny jsou chiralni latky, a
proto mohou tyto receptory rozdilné interagovat s dvéma enantiomery.8 Napriklad
vétsina hydrofobnich L-aminokyselin je hotkych, zatimco pfislusné D-formy maji
velmi sladkou chut. Monoterpen S-(+)-karvon voni jako kmin, ale R-(-)-karvon
voni po maté. Optické izomery se vSak také lisi ve své biologické aktivité a toxicite.
Vitamin C je aktivni pouze ve své S-formé, R-analog kyseliny askorbové je zcela
neaktivni. LéCivo S-propranolol je B-blokator a R-izomer je neucinny, R-sotalol je
antiarytmikum, zatimco S-sotalol je B-blokéator, R-penicilamin je antiarytmikum a
S-penicilamin je extrémné toxicky.! S-ketoprofen mé protizan&tlivé cinky,
R-enantiomer se uziva pfi onemocnéni ozubice a mize byt prodavan jako piisada do
zubni pasty.” Nechvalng znamy dusledek aplikace racematu thalidomidu v 60. letech
minulého stoleti mé&l také souvislost se stereochemii’; R-thalidomid ma sedativni
uéinky, avSak S-forma thalidomidu je vysoce teratogenni.' Navic pfi podani
R-thalidomidu dochazi k racemizaci in vivo a vznikd enantiomer s teratogennimi

ucinky. 10



Tyto rozdilné biologické a fyziologické vlastnosti jsou zpusobeny
stereoselektivnimi interakcemi mezi jednotlivymi stereoizomery a bilkovinnymi
receptory. RozliSovani enantiomert méa za nésledek rozdilnou biologickou a
terapeutickou aktivitu dané latky."

Regula¢ni orgény, jako napf. US FDA, nezakazuji pouzivani racemickych
chiralnich 1é¢iv, ale pozaduji veskeré informace o aktivite a toxicit€¢ obou enantiomert i
racematu. Obdobnd politika je schvélena Evropskou komisi pro vlastnictvi
medicinilnich produkti (European Commission’s Committee on Proprietary Medicinal

Products).”
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4.  VYZNAM ENANTIOMERU V POTRAVINACH

Chiralita byla poprvé pozorovana L. Pasteurem, ktery si vS§iml krystalki
kyseliny vinné vytvofenych kolem hrdla lahve od vina. Tyto krystalky se lisily od téch,
které se objevily na dné lahve. Obé formy byly pozd¢ji identifikovany jako latky, které
jsou si navzajem zrcadlovymi obrazy.’

Otazka chirality v potravinach je velice zajimava. Potraviny obsahuji pfirodni
slou¢eniny, a proto se vzisadé¢ ocekavd, Ze se jednd o enantiomery. Detekce
ptitomnosti jinych enantiomerd proto miZze mit velky vyznam pro stanoveni kvality
daného produktu. Napf. proteiny mohou racemizovat ndsledkem nevhodného
technologického zpracovéni, jako je nadmérny ohfev, ozafeni nebo uprava za
extrémnich hodnot pH. Eventuelné mohou byt do produktu pfidany umélé racemické
piisady, &imz dochazi kjeho znehodnoceni. Cast&ji, nez je olekavano, se viak
potravinové slozky (napi. ochucovadla) vyskytuji ve specifickém poméru enantiomert.
V nékolika minulych letech proto vzrostl zajem o provéfovani enantiomerni Cistoty

slozek potravin. Napomohl tomu i fakt, Ze enantiomery mohou mit rozdilné vyzivové

hodnoty, chut’, viini a zejména biologickou aktivitu.”

4.1 D-Aminokyseliny

4.1.1 D-aminokyseliny: ukazatele podminek zpracovani

D-aminokyseliny jsou obsaZeny v potravindich a ndapojich vystavenych
vysokoteplotni upraveé, fermentaénim procesﬁmll a extrémnim pH.”‘ Vsechny
aminokyseliny obsaZené v peptidech a proteinech racemizuji soucasnég, avsak rozdilnou
rychlosti, coZ je zpisobeno odliSnymi vlastnostmi aminokyselin, teplotou, pH,
fyzikalnimi podminkami a dal$imi faktory."" Zpracovani proteind v sob& mize
zahrnovat Zadouci zmény v chuti, struktufe a rozpustnosti proteinu, stejné tak vSak
mohou byt vyvolany i zmény neZadouci, jako je zesiténi, hnédnuti a racemizacni
procesy. Faktory, které ovliviiuji racemizaci aminokyselin v proteinech bé¢hem jejich
zpracovani, byly dlouho studovany.” Byl provadén vyzkum na mléenych
aminokyselinach a proteinech s cilem ur€it, zda-li je racemizace vyvolana béhem
obvykle pouzivanych primyslovych procest, jako je pasterizace a zpracovani za

ultravysokych teplot. Vysledky ukazaly, Ze tepelné zpracovani za pomérné vysokych



teplot, av3ak kratkého trvani, nevyvolalo racemizaci.’” Podle dalsi studie vyvolal
racemizaci aminokyselin v suSeném mléce pro déti (Sunaru) mikrovinny ohiev a doslo
k vytvofeni zejména D-prolinu a cis-D-hydroxyprolinu.'* D-prolin byl autory studie
navic prohlasen jako toxicky pro kufata.'’ Nasledn& byla provedena dal3i rozsahla
studie, kterd srovnala racemizaci volnych aminokyselin a aminokyselin véazanych
v proteinech ve vzorcich Sunaru. Vzorky byly ohfivany v domacich mikrovinnych
troubach za regulovanych teplot a po pfiméfenou dobu. Za téchto podminek nedoslo
k racemizaci volnych ani vazanych aminokyselin’ v protikladu k vysledkim z predeslé
studie.'*

Jiné otdzky se naskytaji v ptipadé vysokoteplotnich procest, jako je prazeni
kavovych a kakaovych bobu. Stupen prazeni je hlavnim kriteriem v hodnoceni kvality
kavy. Stupen prazeni je obvykle popsan hodnotou organického ubytku pfi prazeni, ktera
je méfena jako hmotnostni ubytek. Z diivodu obtiZnosti méfeni této hodnoty se stupen
praZeni obvykle méfi jako ubytek ¢i narist jednotlivych slozek.” Vzajemny vztah mezi
stupném praZeni, parametry procesu a racemizaci aminokyselin byl navrZzen s pomoci
matematické funkce.'® Tak lze zjistit hodnotu organického tbytku p¥i praZeni z poméru
D/L a mnozstvi aminokyselin. Tato metoda mlZe byt pouZita také u jinych procest a
potravinovych produktli, napf. u kakaového praSku nebo pecenych vyrobkul. Stuperi
racemizace tak mize byt vyznamnym ukazatelem podminek zpracovani a je uZiteCny

pfi stanovovani kvality potravin.7

4.1.2 D-aminokyseliny v nekvaSenych a kvasenych potravinach

Mikroorganismy znamych kment jsou pouzivany pii vyrobé¢ mléénych vyrobkd,
piva, vina, peCiva a dal§ich potravin a napoji.'" Selektivni mikroorganismy svou
Cinnosti  zlep$uji chut’, aroma, strukturu, vyzivovou hodnotu a skladovatelnost
potravin.'’

Vsechny bakterie produkujici mléénou kyselinu obsahuji ve své bunécné sténé
D-alanin, D-glutamovou Kkyselinu a D-asparagovou kyselinu, zatimco jiné bakterie
obsahuji pouze D-alanin a D-glutamovou kyselinu. D-aminokyseliny jsou v bakteriich
tvofeny z L-analogli za katalyzy racemaz a epimeraz.” Syrové mléko je vétsinou
kontaminovano mikroorganismy pfitomnymi v bachoru, zejména anaerobnimi
bakteriemi rodu Bacteroides, Ruminococcus a Butyrivibrio.18 Nizké, avSak vyznamné

hladiny D-aminokyselin nalezenych v mléce jsou vysledkem traveni a autolyzy

bachorovych bakterii. Optickd Cistota D-aminokyselin byla sledovana ve vzorcich
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mléka skladovanych né&kolik tydni pfi teploté 4°C. D-alanin byl jedinou volnou
aminokyselinou, u které prob€hly znatelné zmény v enantiomernim poméru D/L. Patrné
Slo o disledek ¢innosti psychrotrofnich bakterii. PFitomnost D-alaninu v mnozZstvi
vétsim nez 4% proto mizZe fungovat jako indikator kontaminace mléka a je pouZivan
pro sledovani trvanlivosti produktu. Hladina D-alaninu v suSeném mléce byva nékdy
vyss§i nez 4% (13-16%), coz signalizuje ptitomnost bohaté mikroflory uvoliujici alanin
racemazu. Racemaza ma maximalni aktivitu pfi teploté 65°C a béhem technologického
procesu produkuje D-alanin. D-aminokyseliny by nemély byt pfitomné v nekvasenych,
nijak nezpracovanych potravinach. Racemizace aminokyselin je obecné ukazatelem
ptimési a znehodnoceni potravin. Pfitomnost pouze D-alaninu, D-glutamové kyseliny a
D-asparagové kyseliny znamena mikrobialni kontaminaci.’

Ovoce neobsahuje D-aminokyseliny, proto by je nemély obsahovat ani ovocné
dZusy. Pf1 proveéfovani komeréné dostupnych ovocnych dzusid vSak bylo v nékolika
vzorcich (grapefruitovy a hruskovy dzus) zjisténo vyznamné mnozstvi D-alaninu (8-31
ppm). Pfitomnost D-alaninu nemuize byt v Zddném piipad¢ zplisobena pfimési, proto se
jednalo spiSe o vysledek bakteridlni kontaminace a hor$i kvality ovoce pouzitého
k vyrobé dzusu.’

Vyznamné hladiny D-aminokyselin byly také detekovany v medech rozdilného
bylinného a geografického pivodu.” Med je ptirodni produkt obsahujici kromé
aminokyselin také uhlovodiky, sacharidy, alkoholy a vitaminy."' Uréeni poméru
enantiomerli vybranych aminokyselin zde muzZe byt pouzZito pifi zjiStovani doby
skladovani a podminek zpracovani, za kterych byl med vyrabén.” Analyza aminokyselin
viak také muZe poskytnout informace o bylinném a zemépisném pivodu medu.'*?
Nejvyznamnéj§i aminokyselina v medu je prolin, jeji obsah ¢€ini 50 az 80% z celkového
mnoZstvi volnych aminokyselin. "'

Enantioselektivni analyza aminokyselin je novym prostiedkem pro hodnoceni
kvality nekvaSenych potravinovych vyrobki, jakymi jsou ovocné dzusy, mlééné
produkty a med.”

Pfitomnost D-aminokyselin ve kvaSenych potravinidch je pfirozena. V syru,
jogurtu, vingé, octu atd. jsou velmi rozSifené D-alanin, D-glutamova kyselina a
D-asparagova kyselina. ZvI4sté jsou tyto aminokyseliny pfitomné ve zna¢ném mnoZstvi
ve zralych syrech a jejich mnozZstvi roste béhem doby zrani. Tyto syry jsou vyrabény ze

syrového mléka, do kterého je pfidano syfidlo a bakteridlni kultury. Béhem procesu



zrani se bunécné stény bakterii rozkladaji, uvoliiuji se racemazy a epimerazy a jejich
vlivem dochazi k racemizaci volnych aminokyselin.’

V jogurtu se rovnéz vyskytuji D-alanin, D-glutamové kyselina a D-asparagova
kyselina. Mnozstvi téchto enantiomerd je v korelaci s bakteridlnim narGstem
Streptococcus thermophilus a Lactobacillus bulgaricus. Zv1asté obsah D-alaninu, ktery
je produkovan pouze bakterii L. bulgaricus, ptimo souvisi s mikrobidlnim mnozstvim a
je pouzivan jako platny rychly ukazatel pro méfeni koncentrace L. bulgaricus

v jogurtu.’

4.1.3 Vyznam D-aminokyselin z hlediska vyzivy

Kromé bunécné stény bakterii se D-aminokyseliny také vyskytuji v bunécné
tekuting n&kterych zastupci hmyzu a moiskych bezobratlych®?’ a jsou piitomné
dokonce v t&lech n&kterych vyssich rostlin.”® Hlavni zdroje D-aminokyselin pro ¢loveéka
zahrnuji pfijem potravin a ndpojl, degradaci bunéénych stén mikroorganismi ve strevé
a de novo syntézu.” Pouze 10-20% ptijatych D-aminokyselin je vylou€eno, zbylych
80-90% je absorbovano ve stievech a pfeménéno na a-oxokyseliny oxidédzou
D-aminokyselin, kterd je pfitomna zejména v jatrech, ledvinach a mozku.*® Toxicita
D-aminokyselin pro lidsky organismus nebyla dosud jasné prokéazana, ackoliv jejich

metabolicka draha neni dodnes zcela znima.'>?!

Nahromadéni D-aminokyselin
v organismu, zpusobené nizkou aktivitou oxiddzy, miZe vyvolat fadu véaznych
poskozeni, napf. inhibici enzymové syntézy nebo potlaceni ristu.’? Metabolismus
téchto enantiomerii muzZe byt ovlivnén i dal$imi faktory, napt. rychlosti transportu,
Ginnosti stfevnich enzymii a bakterii, absorpci a ledvinovym ob&hem.” P
intraven6znim podani chemicky ¢isté racemické smési aminokyselin dospélym osobam
a détem se neprojevily Zadné toxické ucinky, prestoZze podana davka obsahovala vétsi

koncentraci aminokyselin, neZ je mnozstvi pfijimané v béZné potravé.'®

4.2 Aminokyselina theanin

Pfi zpracovani a vyrobé ¢aje jsou rozliSovany 3 druhy: zeleny (nefermentovany)
¢aj, oolong (semifermentovany) ¢aj a cerny (fermentovany) ¢aj. Pfi vyrobé caje se
nejedna o typické kvaSeni zplsobené mikroorganismy.'" Fermenta&ni krok zahrnuje

oxidaci dvou a vice flavonoll (polyfenolické slouéeniny).33 Cajové aroma a chut’ jsou



tvofeny mnozstvim té€kavych slozek a chirdlnimi aminokyselinami. Mezi
aminokyselinami béZné se vyskytujicimi v ¢aji ma theanin (5-N-ethylglutamin) unikatni
postaveni.'' Tato aminokyselina se vyskytuje pouze volnd, nevazana v proteinech® a je
majoritni volnou aminokyselinou v &aji.'' Theanin zlep3uje kvalitu a charakteristickou
chut zeleného &aje.>® Kazdy &isty enantiomer theaninu stejné jako racemicka smés maji
sladkou chut'® Pfi analyze n&kolika druhi &aje bylo zjisténo, Ze celkové mnoZstvi
theaninu a procentualni podil D-izomeru se méni podle druhu analyzovaného &aje.*
Vlhkost a vysoké teploty béhem skladovani ¢aje mohou produkt znehodnotit; dochazi
ke ztritdam aminokyselin (zejména theaninu), sacharidi a dalSich chutovych

komponent.*’

4.3 D- aL-mlécna kyselina ve kvasenych potravinach

Bakterie Streptococcus thermophilus vytvati pouze L-formu kyseliny mlécné,
Lactobacillus bulgaricus produkuje D-enantiomer. Proto je mozné sledovat rust téchto
mikroorganismti meéfenim poméru D/L. mlééné kyseliny. Korelace mezi poctem
mikroorganismt a pomérem enantiomerti poskytuje spolehlivy a rychly prostiedek pti

kontrole dodrZovani pravidel Evropské Unie pro vyrobu potravinovych produkti.’

4.4 Chutové a vonné slozky

Za tvorbu aromatickych potravinovych komponent jsou zodpovédné piedevsim
mikrobialni reakce, enzymatické reakce a procesy metabolismu rostlin. Chut’ a viné
jsou tvofeny komplexni smési stovek sloucenin, z nichZ nékteré jsou pfitomné pouze ve
stopovych mnozstvich.!" V potravinich a néapojich bylo identifikovano mnoZstvi
tékavych latek, jejichZ zna€nd ¢ast je znama svou chiralitou.” N&které tyto slozky jsou
pfirozeného puvodu, zatimco jiné vznikaji béhem vyrobniho procesu (fermentace,
suseni, praZeni, alkalické zpracovani atd.).’® Chirdlni chutové a vonné slozky
v pfirodnich produktech jsou obecné charakterizovany specifickou distribuci
enantiomerd; slouceniny nejsou vzdy pfitomné jako Cisty enantiomer, ale presnéji ve
specifickém enantiomernim poméru.* Tento pomér se miZe ligit podle druhu a stupné

s ¥ . v v . 0 piw: o ‘ o 4
zrani.” Napf. v ovoci muéence se pomér enantiomert lisil podle zem&pisného ptivodu. 0



Vyhodnocenim specifického enantiomerniho rozdéleni sloucenin, které nejsou citlivé
k racemizaci, mohou byt rozliSeny ptirodni a umélé slozky, obvykle racemické, piidané

do potraviny.’

4.4.1 Laktony

Laktony jsou chutové sloZky zna¢né rozsifené v potravinach (ovoci, mléénych
vyrobeich, napojich). DileZité jsou zejména 8- a y-laktony.” 8-Laktony jsou obsaZeny
ptedevs§im v Zivo€iSnych produktech (mase, tuku, mléce) a kvasenych potravinach.
y-Laktony jsou naopak aromatickymi komponentami v ovoci, zeleniné¢ a dalSich
rostlinach.*' Molekuly t&chto laktoni obsahuji pét az Sest uhlikovych atomd, jsou
asymetrické a vyskytuji se tedy ve dvou enantiomernich formach.” Cinnosti kvasinek
mohou byt opticky aktivni y- a 8-laktony tvofeny pfem&nou 4- a 5-oxokyselin.*?

Tyto slou€eniny vznikaji vovoci a dal§ich pfirodnich zdrojich béhem
enzymatickych reakci a jsou pfitomny v charakteristickém enantiomernim poméru.*
Béhem zrani se vSak miZe meénit enzymové aktivita, metabolismus, a tedy 1 opticka
Cistota chiralnich komponent. Tyto zmény pak vedou k tUpravé chuti, viiné a struktury
ovoce a zeleniny.'' Specifické a charakteristické enantiomerni poméry laktoni byly
nalezeny v merunkach, broskvich, malinach, jahodach, §vestkdch, mangu, rynglich,
mucence a ovocnych dzusech, vinech a lihovinach. Obecné byly y-laktony detekovéany
ve vysoce opticky cisté R-konfiguraci. R-y-dekalakton a R-y-dodekalakton jsou
pievladajici slozkou v jahodach.** Vyznamny nadbytek R-y-dekalaktonu byl také
nalezen v malinovém dzusu.*’ Opticky &isté y-laktony maji sladkou bylinnou chut o
rizné intenzité.” Obecné je R-forma laktonti aromatict&jsi nez S-forma.*® V kokosovém
ofechu byla rovnéZz zjisténa pievladajici R-forma &-oktalaktonu a &-dekalaktonu.
Naproti tomu v malinach pfevladaji S-8-laktony.*” V meruiikach pievazuji y-laktony se
sudym poctem uhlikovych atomi.*® Mnozstvi R-5-laktonti v kokosovém ofechu klesa
srostouci délkou uhlikového fetézce v molekule.” MIéEéné produkty se naopak
vyznaduji opaénym trendem, proto R/S pomér d-laktonti v mléce je pouzivan jako
parametr pfi ur€ovani ptivodu tuki.*® Specifické enantiomerni poméry y- a 8-laktonii
nejsou ovlivnéné teplotnimi procesy.*’ Stanoveni specifického enantiomerniho poméru
laktoni v riiznych pfirodnich zdrojich umoziuje detekovat piidavek syntetickych piisad

s pomoci enantioselektivni analyzy.’



4.4.2 Karboxylové kyseliny a estery s rozvétvenym fetézcem

Rozvétvené karboxylové kyseliny a jejich estery jsou znamé ptirodni aromatické
slougeniny pfitomné v ovoci a syrech.** Zejména 2-methylbutanova kyselina a jeji
ptfijemné sladké ovocné aroma. RovnéZ vSechny jableéné produkty obsahuji opticky
¢istou S-2-methylbutanovou kyselinu, proto ptidavek umélé racemické slouceniny je
snadno rozpoznatelny. R-enantiomer této kyseliny ma pronikavy syrové-nasladly
zépach.” 3-Methylpentanova, 4-methyloktanova, 4-ethyloktanova a 4-methylnonanova
kyselina byly detekovany v syru. Ve vSech ptipadech mély S-enantiomery dvojnasobné
niz3i prah zapachu nez R-enantiomery.>® Kyselina jable¢na se v pFirodé vyskytuje pouze
ve své S-formé. Piimés racemické kyseliny jable¢né v riznych ovocnych dZusech je
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proto snadno detekovéna.” Podle potravinového nafizeni mohou ovocné napoje

obsahovat syntetickou piimés, zatimco ovocné dzusy musi byt ryze ptirodni.”’

4.4.3 Ketony, alkoholy a ethery

Mnohé ketony, alkoholy a ethery jsou chirdlni aromatické slouceniny bézné
pfitomné v potravinach. Karvon se vyskytuje vrozdilném enantiomernim sloZeni
v maté, kopru, kminu, pomeranc¢ich a grapefruitech. Naopak (+)-fenchon je zodpovédny
za typickou vini fenyklového oleje.” (E)-a-Ionen je obsaZen jako Gisty R-enantiomer
v malinach a dalSich pfirodnich zdrojich a mlze byt vyuZivan jako ukazatel ryzosti
piirodniho produktu.*” Enantioselektivni vyhodnoceni se pouzZiva jako velmi usp&sna
metoda zjistovani kvality rozmarynového oleje,” 1-S-borneol je spolehlivym
indikatorem ptirodniho rozmarynového oleje. Vy3s§i obsahy R-1-okten-3-olu,
S-pentan-2-olu a S-heptan-2-olu byly nalezeny v houbach a ovoci.”  Zvlasts
R-1-okten-3-0l ma intenzivni houbovity zapach®, tento enantiomer se vyskytuje
v mnoha jedlych druzich hub, napt. v Psalliota campestris a Psalliota bispora.**
S-analog je mén& aromaticky.®> 1-Okten-3-ol vznikd v méslovém oleji jako produkt
autooxidace linolové kyseliny (majoritni mastna kyselina).”> Zvy3eni mnoZstvi tohoto
izomeru b&hem skladovani je tedy dikazem degradace oleje.”® Opticky <&isty
S-heptan-2-ol byl detekovan v ovoci a listech &erného rybizu.’’ Naopak v kukufici a
kokosovém ofechu je pfitomna prevazné R-forma heptan-2-olu.’® Vysledky studie
zabyvajici se pfitomnosti R- a S-butan-2-olu v destilatech ukazaly, Ze v téchto napojich

jasné prevlada R-enantiomer.” Ten je v alkoholickych napojich pravdépodobné tvoren



¢innosti bakterii v zapafe, nebot’ kvasinky produkuji pouze S-butan-2-ol. Pfitomnost
R-enantiomeru je proto obecné povazovana za disledek bakteridlniho zneéisténi zapary
nebo vina pouZivanych k destilaci.” Menthol, chiralni monoterpenicky alkohol, je
vyznamnou sloZzkou mnoha komeréné vyrabénych produkti, jako je napf. mentholovy
olej a dalsi esencidlni oleje, tabdk, kosmetika, farmaceutické vyrobky, alkoholické a
nealkoholické napoje a jiné potraviny.” Tento alkohol ma osm stereoizomert, aviak
znamé mentholové aroma ma pouze 1R,3R,4S-izomer.60

Chiralni alkoholy jsou vyznamné z hlediska kontroly kvality potravin. Napft.
linalool je dtlezitou chutovou slozkou vyskytujici se v proménlivém enantiomernim
slozeni vkoriandru a dalsich esencidlnich olejich.®' V olejich ze sicilskych a
$panélskych sladkych pomeranéi je hlavni slozkou S-linalool, zatimco v olejich
z hotkych pomeranci ptevlada R-forma.” Stanoveni poméru enantiomerl proto
umoziuje detekovat znehodnoceni oleji z hotkych pomeranci pifimési levnéjsiho oleje
ze sladkych pomeran(':ii.62 Za kyselych podminek vSak linalool podléhéd racemizaci, a
proto musi byt tento fakt bran na zfetel pfi stanovovani enantiomerniho poméru
naptiklad v ovocnych dZusech a vinech.’

Theaspirany (chirdlni spiroethery) byly nalezeny jako smés diastereomert

v ¢erném ¢aji, vanilce, angreStu a malinach rizného zemépisného pivodu.’

4.4.4 Terpenoidy

Monoterpeny a seskviterpeny jsou primdarni produkty rostlin. Tyto tékavé latky
jsou vyznamnymi komponentami rostlinnych silic (etherickych olejf.’l).63 Piikladem
chiralnich terpenoid je limonen, a-pinen a B-pinen.'' Limonen je obsaZen v citronové,
pomeranéové, mandarinkové, grapefruitové, kminové a koprové silici.®® Limonen byl
také identifikovan jako metabolit plistiovitych hub.®® S-enantiomer voni po citronech,
zatimco R-limonen ma pomeranéové aroma. a-Pinen a B-pinen jsou pfitomny v mnoha

rostlinnych silicich a maji typickou terpentynovou vini."'

4.4.5 Slouceniny obsahujici siru

Mucenka je tropické ovoce, za jehoZ unikétni chut’ jsou zodpovédné slouceniny,
obsahujici ve své struktuie siru.” Smés cis- a trans-2-methyl-4-propyl-1,3-oxathianu
dodava ovoci silné piirodné ovocné aroma.*® Dalsi slougeninou je 3-merkaptohexanol,

ktery je pfitomny zejména jako S-enantiomer, ackoliv jeho optickd Cistota se méni
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v Sirokém rozmezi. Naopak 3-methylthiohexanol je pfitomen v muéence ve vysoce ¢isté

S-formé, a proto je vhodnym kriteriem pro hodnoceni kvality produktu.®*

4.4.6 Kyselina glutamova

Volnd kyselina glutamova se pfirozené vyskytuje ve vétSim mnoZstvi
v bramborach, rajéatech, hrasku a jedlych houbach. Jeji sodna sil (MSG) se bézné
pouziva jako potravinové aditivum zlepujici chut’.'' Pro tento ugel ma vSak vyznam

pouze L-enantiomer MSG.%

4.5 Vitaminy

Vitaminy patfi do rozsahlé skupiny latek, které obecné obsahuji jedno nebo vice
chirlnich center. Vitaminy se vyskytuji pfirozené v Zivych organismech, ale mohou byt
také pouzivany jako potravinova aditiva. Mnoho téchto latek je vyznamnymi
prumyslovymi slou€¢eninami. Zhodnocenim stereochemického sloZeni vitamint mohou
byt ziskany informace o jejich u&innosti, stafi, pavodu, skladovacich podminkéch ad."
Tabulka 1 ukazuje biologické funkce vyznamnych chirdlnich vitaminii a enantiomer,

je-li znam, zodpovédny za jejich aktivitu.
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Tabulka 1: Piehled vybranych chiralnich vitamini (dle citaci 2, 8)

Pocet Aktivni
Vitamin Nazev chiral. Biologicka funkce .
center 1zomer
A retinol 1 souctast zrakoveho pigmentu rhodopsinu,
dulezity pro funkci epitelovych tkani
. . snizuje vyskyt vrozenych vad, ochrana proti
Bc/M | listova kyselina 1 srde&nim chorobam
folinova kyselina 2 protinadorova lé¢ba S-izomer

Bs par;;()stgﬁ::\/é 1 soucasti koenzymu A S-izomer

askorbova neenzymovy pfenasec vodiku, potfebny pro r
C kyselina 2 syntézu vaziva a odolnost organismu S-izomer
D2 ergokalciferol 6 vliv na vstiebavani a metabolismus vapniku a

fosfore€¢nand, nezbytné pro spravny vyvoj a
D3 kolekalciferol 3 rust kosti a zubl
H biotin 3 tvofi koenzym karft:lcr):'(()giéfé 2neutny pro spravnou (+)-B-biotin
. B T R-a-

tokoferol 3 vyznamny pfirodni antioxidant tokoferol

fylochinon 2 nezbytny pro srazlivost krve R-izomer
L z'aml'(';zgﬁgfm’é 4 laktagni faktor
U methylmethionin 1 prevence komplikaci v t&hotenstvi a pfi porodu| S-izomer

22




5.  ANALYTICKE METODY SEPARACE ENANTIOMERU

V minulosti byla opticka ¢istota latky stanovovdna méfenim jeji optické aktivity
v polarimetru. Pozdéji byla provadeéna separace enantiomerti pomoci
chromatografickych metod’ a nasledn& také elektroforetickych metod.®® Po prvni
separaci provedené Pasteurem se zatala vyuZivat plynova chromatografie (GC)* a
pozdéji vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)®® a chromatografie na tenké
vrstvé (TLC)®. Béhem né&kolika poslednich let se objevilo obrovské mnozstvi
vyzkumnych praci vedoucich k vyvoji novych metod zaloZenych na novych principech.
Neékdy jsou pouzivany také enzymatické metody, které jsou zavislé na stereoselektivité
enzymil.”® Nedavno se také zagaly uplatiiovat enzymy imobilizované na membranach,
které produkuji biosenzory.”"

Rozdilné interakce enantiomernich 1é¢iv béhem procesu absorpce, distribuce,
metabolismu a vylu¢ovani maji vliv na odlisné terapeutické, aviak i toxické ucinky.'

Dalsi aplikacéni oblasti stereoselektivni analyzy je vyzkum v environmentalnich
védach, zejména analyza agrochemikalii a polutantd sohledem na jejich
enantioselektivni metabolicky rozklad.”™ K ochran& biologickych a ekologickych
systémi pfed nadmérnym mnoZstvim neuinnych agrochemikalii muze pfispét i
pouzivani pouze aktivnich enantiomeri pesticidnich latek.'

Tteti oblasti, ve které ma separace enantiomeri hojné uplatnéni, je kontrola
potravin. VétSina slozek potravin jsou chiralni slougeniny.' Jesté donedavna nebyla
stereochemie latek obsaZenych v potravindch brana v ivahu, pfestoZe enantiomerni
pomér neovliviluje pouze vini a chut, ale i vyZivové hodnoty.” Enantioselektivni
analyza muze byt vyuzita pfi kontrole technologického zpracovani, identifikaci pfimési,
kontrole fermentacnich procesd, stafi, zhodnocovéni mikrobidlni kontaminace a
skladovacich podminek, ur€ovani zemépisného plivodu a pii studiu a kontrole ptichuti a

., . . r ’ M4 1
aditiv v potravinach a napojich."’
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5.1 Zékladni principy chirdlni separace

Techniky separace enantiomerd jsou zaloZeny na principech chiralniho
rozpoznavani pozorovaného v pfirodé. Zde plati jednoduchy zakon: ,Separace
enantiomerl je moZznd pouze v chirdlnim prostfedi.” V nepfitomnosti jiné opticky
aktivni slouceniny maji enantiomery totoZzné chemické vlastnosti a za této podminky
tedy nemohou byt rozdéleny.'

Pfi separaci enantiomerd jsou vyuzZivany dva zakladni postupy: ptimé separa¢ni

metody a neptimé separacni metody."7

5.1.1 Nepiimé separacni metody

Nepiimé metody jsou zaloZeny na derivatizacni reakci racemického analytu
s opticky Cistym Cinidlem. Pfi této reakci vznikd pér diastereomernich sloucenin, které
maji rozdilné fyzikalné-chemické vlastnosti. K nésledné separaci pak mize byt pouZita
jakakoliv achiralni technika. (Plynova chromatogragie nebo vysokoucinna kapalinova
chromatografie vyuZivajici b&Zné achiralni kolony.)” K vyhodam nepiimé separace pati
vysoka u¢innost a rozliSovaci schopnost achiralnich stacionarnich fazi, snadnd zména
pofadi eluce enantiomert pii pouziti derivatizaéniho ¢inidla o opac¢né prostorové
konfiguraci a zlepSeni detekéni schopnosti vhodnym derivatizaénim ¢inidlem. Nepiimé
metody separace vSak maji i fadu nevyhod. Mohou byt obtiZzné, ¢asové naro¢né a
pouzité derivatizacni ¢inidlo musi mit vysokou optickou cistotu. Pti dodate¢nych
operacich hrozi riziko ztrat, postrannich reakci a racemizace béhem derivatizace.
Enantiomery nemusi mit stejné hodnoty rychlostnich konstant derivatiza¢nich reakci.
Piima kvantifikace a ur€eni enantiomernich poméri z ploch pikdi nemusi byt zcela
pfesné, nebot’ moléarni absorpéni koeficienty diastereomert mohou byt odlisné. Z téchto
divodi jsou vsoucasné dobé nepfimé separatni metody castéji nahrazovany

vhodnéj§imi metodami pfimymi.'

5.1.2 Ptimé separacni metody

Zavedenim vhodného opticky aktivniho selektoru do separacniho systému je
dosazeno ptimé separace optickych izomeri . Chirdlni selektory mohou byt navazany
na pevnou matrici nebo sténu kapilary. V kapalinové chromatografii nebo

elektromigracnich metodach mutze byt také chirdlni selektor ptfidan do mobilni faze
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nebo zadkladniho elektrolytu. Pro separaci enantiomeri se jako chirdlnich selektord
vyuziva fady opticky aktivnich latek, jako jsou aminokyseliny, peptidy, polysacharidy
aj. Velice rozsifenou skupinou selektorti pouZivanych pro chirdlni separace jsou
cyklodextriny a jejich derivaty. Pfima separace optickych izomerd ma nékolik vyhod.
Vzorek nevyZaduje specifickou ptedbéznou upravu, separace je rychld a nenaro¢na.
Enantiomerni pomér ur¢eny z ploch piki je pifesny a metoda umoziuje izolovat &isté
enantiomery. B&hem separa¢niho procesu vSak miize dojit k racemizaci, coz je

nevyhoda pfimych metod.'
5.2 Metody pouzivané pro separaci enantiomerua

5.2.1 Chromatografické metody

Chromatografické metody jsou metody zaloZené na rozdé€lovani latek mezi dvé
faze. Jednotlivé slozky vzorku jsou déleny na zékladé ustavovani sorpénich,
rozpoustécich nebo iontové vyménnych rovnovah mezi dvéma nemisitelnymi fazemi.
Zékladem separacniho chromatografického procesu je opakované ustavovani
rozdélovaci rovnovahy vzorku mezi mobilni a staciondrni fazi. Vzorek je unasen
mobilni fazi a pii prichodu chromatografickou kolonou opakované interaguje se
stacionarni fazi. Jednotlivé slozky vzorku jsou touto interakci selektivné brzdény.
Velikost brzdéni je imérnd vazebné sile této interakce. Chromatografické metody je
mozZné rozdelit podle skupenstvi pouzité mobilni faze. Pokud je tato faze plynna, jedna
se o plynovou chromatografii (GC), v kapalinové chromatografii (LC) se pouziva
kapalnd mobilni faze. Specidlnim pifipadem je superkritickd fluidni chromatografie

(SFC), ve které se pouZiva jako mobilni faze para pii nadkritické teploté a tlaku.”®

5.2.1.1 Plynova chromatografie

Metoda plynové chromatografie (GC) se vyuziva pro analyzu tékavych latek,
které mohou byt ptevedeny do plynného stavu. ZvlaStnim problémem této metody je
analyza malo tékavych sloZzek, které je nutno pfedem prevést na tékavé latky
derivatizaci.”®

V plynové chromatografii se vyuzivé jak metoda nepiimé separace enantiomerd,

vro__ 1 . cr1r . P ’ s 7 ’ . ~ I
tak pfimad enantioseparace na chirdlnich staciondrnich fazich rozdilného sloZeni.
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Chiralni stacionarni faze (CSP) pouzivané v plynové chromatografii se ramcové déli do

tii nejb&Zng&ji vyuzivanych skupin:'

I. CSP tvofené derivaty aminokyselin nebo peptidi (napf. Chirasil-Val)."” Tato
skupina CSP se pouzivd krozdéleni enantiomernich derivatd aminokyselin,
hydroxykyselin, amind, aminoalkoholi.”

2. CSP obsahyjici chiralni komplexy kovovych iontid, které vytvafi diastereomerni
ternarni  komplexy.” PH vytvafeni komplexii dochazi k enantioselektivnim
interakcim.! Tyto CSP se vyuZivaji kseparaci epoxidii, tetrahydrofurand,
ethylensulfidii, nemodifikovanych alkoholt a ketond.’

3. CSP tvotené derivaty cyklodextrind, které umoziiuji tvorbu inkluznich komplext
s analyty, pfipadné umoziuji interakce enantiomerd na vnéj$im povrchu. CSP jsou

schopné separovat terpeny, laktony, alkoholy, ethery atd.’

5.2.1.2 Kapalinové chromatografie

V kapalinové chromatografii (LC) je pfimého rozdéleni enantiomerti dosaZeno
pouzitim chiralni stacionarni fdze nebo chirdlniho selektoru pfidaného do mobilni faze
protékajici achiralni stacionarni fazi.' Chiralni stacionarni faze v kapalinové
chromatografii se déli podle ptevladajiciho typu interakce zodpovédné za chiralni

7. m-m interakce (obvykle doprovazené vodikovou vazbou), ligandova vyména,

separaci

inkluze, kombinace pfitazlivych interakci sinkluzi, kombinace hydrofébnich a

polarnich interakei.'

Pro chirdlni separace je nejvyuZzivanéj$i technikou vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC). Separa¢ni kolony jsou naplnény homogenni stacionarni fazi
tvofené ¢asticemi malého priméru. Pro dostate¢ny pritok mobilni faze je nutné pouzit
pretlak fadove jednotek az desitek MPa. HPLC se vyuziva k analyze smési netékavych
latek Gasto ve sloZitych matricich.’® Chiralni stacionarni faze pouzivané v HPLC je
mozno zhruba rozdélit do nékolika zakladnich skupin:

1. CSP, na nichZz dochézi k chirdlni separaci na zakladé¢ m-m donor-akceptorovych
interakci a utvafeni vodikovych vazeb. Tyto CSP se pouzivaji k separaci
enantiomerti aromatickych sloucenin.’

2. CSP tvofené cyklodextriny, pfipadné dalSimi chirdlnimi selektory umoziujicimi

inkluzi (cyklické ethery) pfevazné inkluznim mechanismem a dal$imi interakcemi.’

26



3. CSP tvotené derivaty sacharidd. Separace probiha na zédkladé rozdilnych inkluzi
enantiomerid do jejich helikalni struktury. Tato skupina CSP se pouzZivé k separaci
nitrild, diestert, ketont, sulfoxidd atd.”

4. CSP vyuzivajici aminokyselin, peptidd a proteinti jako chirdlnich selektorti. Jsou
vhodné pfedevsim k enantioseparaci analyti podobné struktury, jako maji samj._l

5. CSP s makrocyklickymi antibiotiky. Separaéni mechanismus umoZiiuje vyuZziti
riznych typu interakci, a proto maji tyto CSP velmi Siroké pouZiti pro mnoho
strukturné zna¢né odlisnych latek.'

Kromé chiralni stacionarni faze se k pfimému rozdéleni enantiomerti déle
vyuziva chiralni selektor pfidany do mobilni faze."” Vyhodou tohoto postupu je pouziti
levngjsi bézné achiralni stacionarni faze, Siroky vybér chirdlnich selektorti, snadna
vyména chiralniho selektoru a snaz$i zména potfadi eluce enantiomeri pouZitim
chiralniho selektoru o opané konfiguraci.' NejbéZn&ji pouZivanymi aditivy jsou
chiralni komplexy dvojmocné médi s enantiomery aminokyselin. K rozdéleni izomeri
dochézi na zaklad¢é vytvoreni ternarnich diastereomernich komplexd rozdilné stability.
Metoda muze byt pouzita k separaci nékterych aminokyselin, hydroxykyselin a
dipeptida.’

Dalsi technikou kapalinové chromatografie vyuzZivanou pro stereochemickou
analyzu je chromatografie na tenké vrstvé (TLC)®. U této metody je stacionarni faze
tvofena tenkou vrstvou sorbentu. Vyhodami TLC jsou jednoduchost provedeni a nizka

ekonomicka nakladnost.”®

5.2.2 Elektromigra¢ni metody

Elektromigraéni metody jsou metody zaloZené na separaci latek vlivem
elektrického pole. Céstice, které maji odlidny rozmér a velikost néboje, se v elektrickém
poli pohybuji (migruji) rozdilnou rychlosti, a proto je lze od sebe oddélit.
Nejvyznamngjsi technikou je kapilarni elektroforéza.’® Dal§imi metodami separace

enantiomer mohou byt izotachoforéza a kapilarni elektrochromatografie.'

5.2.2.1 Kapilarni zénova elektroforéza
Hlavnimi vyhodami kapilarni zénové elektroforézy (CZE) jsou vysoka G¢innost,
rozliSeni a rychlost separace. Nizi citlivost detekce a horsi reprodukovatelnost jsou

naopak nevyhody. Nepfimé metody separace jsou v CZE vyuZivany pouze zfidka.
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Pfimé separace je obvykle dosazeno pfidavkem chiralnich selektord, které jsou

analogické selektortim vyuzivanych v HPLC.'

Pro chirdlni separace lze vyuzit i dal§ich elektromigraénich technik. Pro nenabité
nebo hydrofébnéjsi analyty je vhodna miceldrni kapilarni elektroforéza (MCE), kde
déleni probiha na zakladé rozdilné afinity separovanych latek k micelam. Micely mohou
byt bud’ pfimo chiralni, nebo lze chirdlni selektor pfidavat do zakladniho elektrolytu.
V takovém ptipadé Casto dochazi k tvorbé tzv. smésnych micel, tvofenych nechiralni
povrchové aktivni latkou, do které se zabuduje chiralni selektor.'

Kapilarni elektrochromatografie (CEC) je metoda podobna HPLC stim
rozdilem, Ze pohyb ,mobilni faze* — zdkladniho elektrolytu neni tizen tlakem, ale
elektroosmotickym tokem. Chiralni stacionarni faze resp. chiralni aditiva do mobilni

faze pouzivané v CEC jsou stejné jako pro HPLC.'
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6. ENANTIOSELEKTIVNI SEPARACE SLOZEK
POTRAVIN

Vysoka separa¢ni u€innost a citlivost enantioselektivnich chromatografickych a
elektromigra¢nich metod umoziuje rozliSeni mnoha enantiomeru v ptirodnich zdrojich
a potravinach. Enantiomerni pomér je spolehlivym parametrem pii urCovani kvality
potravin, nebot’ tento pomér je specificky pro kazdy ptirodni zdroj potravin. S pomoci
tohoto vyznamného kriteria se mohou odlisit pfirodni chutové slozky od syntetickych
pFisad.’

Avsak i v enantioselektivni analyze plati nékolik omezeni :

e Chiralni sloueniny se v pfirodé¢ mohou vyskytovat v rozdilnych enantiomernich
pomeérech, a proto detekce nezddoucich piimési nemusi byt zcela presna.’

e Casteéna nebo tiplna racemizace citlivych chiralnich slozek (slou¢enin, u kterych je
nizka racemizacni energetické bariera) mize byt zplsobena az laboratorni upravou
pted samotnou analyzou nebo podminkami béhem skladovani ¢i dokonce analyzy.
Proto musi byt zvaZovana kinetika racemizace b&hem pracovnich podminek.’

Pro stereochemickou analyzu potravin byva nékdy vyuzivdna kombinace
chromatografickych metod s nékterou dalsi instrumentalni metodou vhodnou predevsim

pro identifikaci. Tyto techniky se nazyvaji “hyphenated-techniques*’’®

a patfi k nim
zejména kombinace separa¢ni techniky (GC, HPLC) s hmotnostni spektrometrii MS).”
Rozvoj novych analytickych metod, jako jsou senzory a biosenzory pro
enantioselektivni analyzu, miZe poskytnout nové moznosti pro snazsi urovani kvality
potravin.7 Biosenzory pro stanoveni D-alaninu’® a L-mléeéné kyseliny’ jiz byly

navrzeny.

6.1 Ptiklady analyzy vybranych chirdlnich slozek potravin

6.1.1 Aminokyseliny

Pro rozliSeni nativnich nederivatizovanych enantiomeri aminokyselin byly
v HPLC vyuzity metody ligandové vyményso, CSP tvofené cyklickymi ethery®', CSP
tvofené makrocyklickymi antibiotiky (vankomycin, rifamycin B, thiostrepton,

teikoplanin, ristocetin A)* nebo a-cyklodextrinovd CSP pro separaci aromatickych
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aminokyselin®’. Derivatizaci aminokyselin achirdlnim ¢inidlem muze byt dosaZeno
vys§i citlivosti a selektivity metody. Pouzivanymi ¢inidly jsou napf. dansyl
chlorid (DNS-CI), dinitrobenzoyl chlorid (DNB-ClI) a jeho derivéty84,
N-fluorenylmethoxykarbonyl chlorid (FMOC-CI), N-fluorenylmethoxykarbonyl-L-
-glycyl chlorid (FMOC-Gly-Cl) a 6-amino-qinolyl-N-hydroxysukcinimidylkarbamat
(AQC)*®. Tato derivatiza¢ni ¢inidla jsou uspé$n¢ vyuzivana pro mnoho chiralnich
separaci, derivatizované kyseliny jsou navic &asto snéze separovatelné."'

Alternativni moZnosti je separace chromatografii na tenké vrstvé. Pro déleni
aminokyselin byly vyuzity jako aditiva mobilni faze cyklodextriny a jejich derivaty®
nebo makrocyklicka antibiotika — vankomycin®®. Déleni enantiomerti aminokyselin bylo
uskutecn&no v TLC i na CSP.*” Toto fedeni je viak méné bézné."!

GC vyuzivd pro analyzu aminokyselin tfi typy CSP: derivaty chirdlnich
aminokyselin (Chirasil-Val)®®, chiralni kovové koordina¢ni sloueniny® a derivaty
cyklodextrinﬁ.go Chirasil-Val je stacionarni faze tvofend polysiloxanovou kostrou
s postrannimi fet€zci obsahujicimi zbytky L-valin-fert-butylamidu. Na této CSP se
separuje vétSina proteinogennich aminokyselin.*® JelikoZ nativni aminokyseliny nejsou
tekavé, pred GC separaci musi byt nejprve derivatizovany. Nejprve dochazi
k esterifikaci karboxylové skupiny, a poté k tvorbé amidu reakci aminové skupiny
s derivatizacnim ¢inidlem (napf. anhydridem kyseliny trifluorooctove). !

Metoda kapilarni elektroforézy je vyuZivdna pro analyzu stopovych mnozZstvi
aminokyselin.’’ Vyhodou CE je kratky ¢as separace a vysoka separaéni ucinnost.®
Nejbéznéjsimi chirdlnimi selektory vyuZivanymi pro analyzu aminokyselin jsou
cyklodextriny a jejich derivaty®’, oligosacharidy”> a makrocyklickd antibiotika

(vankomycin)®*.

6.1.2 Sacharidy

Jednim ze zplisobil separace sacharidil je nepfimé metoda zahrnujici prevedeni
na diastereomery reakci s chirdlnim c¢inidlem, kterym mohou byt opticky Ccisté
aminokyseliny, chiralni thioly, chiralni hydroxyslouceniny atd.” Diastereomery potom
mohou byt separovany metodou HPLC nebo GC v achirdlnim separacnim prostiedi.
Druhym a upfednostiiovanym zpiisobem je piimé separace ob&ma metodami."'

V HPLC jsou nejbézné€ji pouzivanymi CSP pro separaci sacharidi o- a
B-cyklodextriny, které vykazuji vysokou stabilitu a u¢innost.”  Béhem

chromatografického procesu muizZe dochazet k mutarotaci, coz komplikuje separaci
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enantiomert. Regulaci rychlosti toku mobilni faze, separaéni teploty, sloZenim mobilni
faze a typem stacionarni faze miiZe byt vliv mutarotaci kontrolovan."'

Plynova chromatografie vyuZziva mnoho riznych typa CSP¥, jako napt.
Chirasil-Val*® nebo derivaty cyklodextrind. Nejb&ézn&jsimi jsou a-, B- a y-cyklodextriny,
znichz pro analyzu sacharidi maji nejvy$§i enantioselektivitu derivaty

B-cyklodextrinu."

6.1.3 Nekteré dalsi analyty

Analytické metody separace chirdlnich y- a d&-laktont vyuzivaji jednak
derivatizatni reakci s tvorbou diastereomernich esterd® a dale piimou separaci
metodou GC na modifikovanych cyklodextrinovych CSP. Pfimé metody separace jsou
preferovany. "'

Pii analyze 1-okten-3-olu je nejprve tento alkohol derivatizovan napt. reakci s
kyselinou a-methoxy-a-trifluoromethylfenyloctovou a vzniklé diastereomery jsou poté
separovany metodou GC.”® Pro separaci alkan-2-olii jsou vyuZivany zejména pfimé a
méné lasto také nepiimé metody.!' Stereoisomery mentholu v matové silici byly
separovany metodou GC na CSP tvofenych derivatizovanym B-cyklodextrinem.”

100

3-Hydroxykyseliny mohou byt derivatizovany na karbamatamidy nebo

' a poté separovany na CSP. Karboxylové kyseliny a estery byly

3

3-pentylestery'”
separovany s pomoci HPLC'” i GC na CSP s navazanym p-cyklodextrinem."
V ptipadé pouziti metody GC je vétSinou tieba tyto poldrni analyty ptredem
derivatizovat z divodu zvySeni jejich t€kavosti. Derivatizaci lze provadét jak
achiralnim, tak chiralnim &inidlem."

Nékteré enantiomery ketond byly separovany metodou GC na CSP tvoiené
cyklodextrinem.'®
Pouzivanou pifimou metodou separace terpenoidi je GC s CSP tvofenou

cyklodextrinem.m5 a-Pinen byl separovan technikou HPLC s vyuzitim a-cyklodextrinu

jako chiralniho selektoru piidaného do mobilni faze.'*
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7.  ZAVER

Znalost chirality pfirodnich a uméle pfipravenych latek ma pro hodnoceni
kvality potravin nemaly vyznam. Enantiomerni pomeéry potravinovych komponent
neovliviiuji pouze aroma vyrobku, ale také vyzivovou hodnotu. Vlivem nevhodného
zpracovani potraviny muZe dochadzet k racemizaci jednotlivych slozek. Ke zméné
poméru enantiomertt dochédzi také napf. v disledku bakteridlni kontaminace ¢i
ptidavkem syntetické pfimési.

Bakalafska prace je fazena do n&kolika kapitol. Uvodni kapitola je vénovana
zakladnim pojmim, které maji souvislost s optickou izomerii. Nasledujici kapitola se
tyka rozdilnych vlastnosti a biologickych u¢inkd enantiomert. V dalsi kapitole je
rozsahly piehled hlavnich sloZzek v potravinach se zaméfenim na jejich vyznam pii
kontrole kvality vyrobki. Posledni dvé kapitoly jsou vénovany analyze potravinovych

slozek. V prvni z nich je vysvétlen princip jednotlivych metod enantioseparace a dale

ey e
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