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Anotace

Teoreticka cast bakalgské prace je zathena na rostliny podrodu
Nectaroscordumjejich vyznam, roz$éni a vyuziti. Prace se také zabyva sirnymi
sloweninami vyskytujicimi se v rostlinach tohoto podraa jejich odliSnostmi od
slowenin vyskytujicich se v cibuli kuckigké @llium cepa.

Experimentalnicast bakalgské prace je za#hena na izolaci a identifikaci
nejvyznamgjSich sirnych sloéenin z rostliny Nectaroscordum siculuma na

optimalizaci metody pro izolaci sirné aminokyselimymoisoalliinu.

KLICOVA SLOVA: podrod Nectaroscordum Nectaroscordum  siculum

homoisoalliin

Annotation

The theoretical part of the Bachelor thesis is $ascl on subgenus
Nectaroscordunplants, their significance, occurrence and usade thesis also
deals with sulfur-containing compounds of subgehgstaroscordunplants and
with their differences from those occurring in ami@llium cepa.

The experimental part of the Bachelor thesis isused on isolation and
identification of the most significant sulfur-commeng compounds of
Nectaroscordum siculuind on optimization of a method for isolation ofiamacid

homoisoalliin.
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1. Cile prace

Cilem této bakal&keé prace bylo:

» \Vypracovat literarni reSerSi se zé&mnim na sotasny stav botanického a
chemického poznani v souvislosti s rostlinami pddrdNectaroscordum
(Lindl.) z pocteledi¢esnekovychAlloideaeHerbert).

Mrivriw s

Nectaroscordum siculurgtcria) Lindl.

» Optimalizovat metodu pro izolaci aminokyseliny hasoalliinu.



2. Uvod

Tato prace se zabyva sirnymi steninami rostlin pafcich do podrodu
Nectaroscordum(Lindl.) z podteledi cesnekovych Alloideae Herbert), pedevsim
pak slodeninami druhuNectaroscordum siculur@icria) Lindl. Zmirény druh je
v Ceské republice zatimsgtovan pouze jako okrasna rostlina pro svoje liliwgy.

V jihovychodni Evrop je Nectaroscordum siculunobeci znamo pod &kolika
lidovymi ozna&enimi, gicemz znalém se na prvnim misurcité vybavi samardala.
Mezi dalSi vyznamné ifdomky rostliny pati honey garlic, Mediterranean bells,
Sicilian honey lily ¢i ornamental onion. Diky své figluSnosti do potkledi
cesnekovych seNectaroscordum siculumvyznauje typickymi senzorickymi
vlastnostmi, jimiz jsou Stiplava chiuslzotvorné tinky nebo velmi vyraznaang,
coz lze povazovat za zakladniivddy toho, pré si tato rostlina nasla cestu
predevsim do bulharské gastronohie

Z chemického hlediska je prace zgena na sekundarni metabolity sirného
charakteru odvozené zejména od aminokyseliny aystejeZz jsou rostlinami
vyuzivany napiklad jako obranné mechanizmy proti spasanimikrobialnimu
napadenti, ficemzZiada odvozenych latekie mit velice pozitivni €inky na zdravi

Cloveka’.



3. Teoreticka ¢ast
3.1. Charakteristika rodu Allium

Rod Allium L. pati k nejwtSim rodim jedno@loZznych krytosemennych
rostlin a zahrnujefigs 700 #iznych druli. Jedna se o rostliny vytrvalé (eventueln
dvouleté), jejichz zakladni charakteristikou je kmjtsriznorodych cibulek, které
mohou byt celistvé a jednoduché (cibule) nebo segowrané {esnek) a slouzi
predevsim pro nepohlavni rozmnoZovéani. Rostliny nhiehprakteristicky vzhled,
kdy pochvy list se soulZnou Zilnatinou pokryvaji zpravidldetinu az polovinu
délky duznaté lodyhy. Listy byvaji jednoduché netazdcreji rapikaté. Podivame-li
se na kut, zjistime, Ze se jedna o rostliny jednodomé supbblavnymi kety. Ty
jsou uspgadané v ketenstvich a tvid zdanlivé okoliky, ale i blizSim prozkoumani
je patrné vrchotinaté kvtenstvi nazyvané Sroubel. Gyneceum je sloZenotize t
plodolisti, je cenokarpni (vznika &tem vice plodolis)) a synkarpni (plodolisty
jsou srostlé b&né a vytvdeji vicepouzdry semenik). Okol@jrvyrista Sest @inek
ve dvou peslenech tvidcich zpravidla usp@déani ti + tfi. Plodem je tobolka (plod
suchy a pukav{)*>

Rostliny tohoto rodu rostouigvazré na severni polokouli, vyjimku t¥d
Allium dregeanun jizni Afriky. Z dalSich¢esnekovitych rostlin pak v Jizni Africe
miZeme nalézt zastupce fo@lulbaghiaci Agapanthu$’ a rodNothoscordunje pak
typicky pro oblast Jizni Amerilly Nejvys$i koncentraci dritse niize py3nit oblast

stredni Asie. Druhou vyznamnou oblasti vyskytu je SevAmerika.

3.2. Podrod Nectaroscordum

3.2.1. Zarazeni podroduNectaroscordum do botanického systému

Podrod Nectaroscordumje souasti velkého roduAllium, jehoz dalSi
taxonomické zgazeni zaznamenalo v poslednich letech velké&nym Relativig
dlouhou dobu byl obeen prijiman taxonomicky systém APG Il, ktery byl
publikovan skupinou &dci nazyvanou Angiosperm Phylogeny Group usilujicioo ¢

nejpresrEjSi systematiku krytosemennych rostlin. V roce 2609 doslo k vytvieni



systéemu APG lll, jenZ s sebotieslifadu vyznamnych Gprav a v klasifikaci rostlin
tak nastaly mirné nejasndsti. Botanicky systém APG Ill se mimo jiné snaZi orhezi
doposud Bzr¢ uzivané pojmy jakotida nebo podida. DalSi jeho z&énou oproti
piedchozimu zfsobuiazeni je kladistické pojeti, kdy rozhodujicim fakim pro
systematické zazeni rostliny uZ nejsou morfologické charaktdristi nybrz
evolwni ¢lereéni zaloZzené naffbuzenskych aspektech. Danéény jsou umozény
rozvojem w¥domosti umoitujicich analyzu genetické informace. Pro srovna@ni |

uvedeno zéazeni podrodiNectaroscordunpodle obou systéim

Systém APG II:

fiSe: rostliny Plantag

klad: krytosemennéfagnoliophyta, Angiosperms
klad: jednodlozné (iliopsida, Monocodps

fad: clrestotvaré Asparagalep

celad’: ¢esnekovité Alliaceag

rod: Allium

podrod:Nectaroscordum

System APG Il

fiSe: rostliny Plantag

klad: krytosemennéfagnoliophyta, Angiosperms
klad: jednodlozné (iliopsida, Monocodps

fad: cliestotvaré Asparagales

celed: amarylkovité Amarylidaceag

poceled’: cesnekoveéAlloideag

rod: Allium

podrod:Nectaroscordum

Lze si vSimnout, Ze zatimco v systému APG Il gily cesnekovité rostliny
samostatnodeled’, v modergjSim systému APG Il uz jsotazeny jako poteled
spadajici d@eledi amarylkovitychAmarylidaceag



3.2.2. Vy¢lenéni samostatného podrodu

Prvni monografie o rostlinach rodllium pochazi ze 70. let 19. stofed
zahrnovala 285 druh rozctlenych do Sesti sekci. Jak uz zbylo zénim,

v sowtasnosti je péet druli oproti pivodnimu stavu vice nez dvojnasobny. Diky

roz&iovani \deckych moZnosti mohla préfnout cela fada vyzkum'*?

zametenych gedevsim na genetickou informaci, a postupak byly vymezenyit
vyvojove linie:

Linie 1 zahrnuje podrodgimerallium sensuMicroscordumaNectaroscordum
Linie 2 je zastoupena podrotdelanocrommyum sensGaloscorduna Anguinum
Linie 3 pak obsahujeRhiziredium s. str, Butomissa Cepa Allium s. str. a
Reticulatobulbosa s. str

Vyznamna prace, kteradha potvrdit nebo vyvratit dosavadnigalpoklady
o vytlengni jednotlivych systematickych skupin, byla pubiittma v roce 2008
Skupina #meckych ¥dci prozkoumala na 200 vzarkostlin pouzitim specialniho
zaizeni s oznéenim NucleoSpin Plant kit a analyzovala ribozomabiNA.
Prislusnymi metodami obornici stanovili vedle mnohalStth udaj pocet

ribozomalnich chromozoin(obrazek 1).
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Obrézek 1: Peet chromozori ve zkoumanych rostlinath



Na prvni pohled je patrné, Ze jedipodrodNectaroscordunfzde zastoupen
postaru pojmenovanym druheAilium bulgaricum,pricemzZ dnes setastji uziva
oznaeni Nectaroscordum siculimma velice netypicky pi@t deviti chromozorin
zatimco obvykl&etnost je sedrii osm.

3.2.3. Zastupci podrodu Nectaroscordum

PodrodNectaroscordun(Lindl.) v dneSni dob zahrnuje pouze dva druhy:

Nectaroscordum tripedal@rautv.) Traub. &ectaroscordum siculuifcria) Lindl.

» Nectaroscordum tripedale

Druh Nectaroscordum tripedale(znam také jakoAllium tripedale ¢i
Nectaroscordum persicymbyl popsan vroce 1873 Ernstem Rudolfem von
Trautvetterertf a oznaeni tripedale ma& charakterizovat typickou tegtnost keta.
Jedna se o rostlinu dmtajici vysSky kolem 90-120 cm s relativtiustym stonkem
(obrdzek 2a), ktery je t&h do poloviny kryt pochvou vrchniho listu. Listy jso
tenké, Zilnatina sowina a na hornicasti rostliny vyfista velké pougtovité
kvétenstvi. K¢ty se Sirokym okdtim maiji zeleno+Zzovou barvu zeslujici se od
stredu ke kraji (obrazek 2b). Tiyky uvniti donistaji polovéni velikosti nez okstni

listky a uprogted posazené gyneceumipahezi synkarpni. Rostlina kvete relatévn

Obrézek 2Nectaroscordum tripedale) cela rostlin'ab) detail ktenstvl"



Idealni podminky pro jejiist predstavuji luzni lesy ve igdni nadmiskeé
vySce, ale vzacné nejsou ani nalezy ve skalnickediimach. Jedna se o pé&me
odolnou rostlinu snasejici sussidy. Na mén vhodnych lokalitach je alefjpistek
hmoty pomalejSi nez fppastek v optimalnich podminkach. Veélnji nalezneme
predevsim v oblasti Dagestanu a Azerbajdzémiiezich tamnieky Samur a také
v Iréku, iranu a Turecku (obrazek 3).

Obréazek 3: Arozeny vyskytNectaroscordum tripedale

Velkou popularitu rostlina naslagaevsim v iranu, kde serstw sesbirané
listy dopravuji na tamni trhy a mistni obyvatel@guzivaji pro fipravu tradiniho
chlebd®. Je zajimavé, Ze zatimbdectarscordum siculurse v Bulharsku pro vyuZiti
v potravindstvi giimo pestuje, listy zastupcblectaroscordum tripedalsou sbirany
z divoce rostoucich rostlin. Samotnyeslsebou nese komplikaci v podobilneého
podrazdni oci zagicinéného pitomnosti sirnych derivat(pficina tohoto jevu bude
popsana dale). V Arménii se padectaroscordum tripedale@elmi hojre vyuziva
jako okrasna rostlina v parcich a na zahradach, zaldm nedosahuje takoveé

popularity jakoNectaroscordum siculum
» Nectaroscordum siculum

Druhy zastupce tohoto podroddgctaroscordum siculunitaké znam pod

ozna&enim Allium nectaroscordum Allium meliophilum Allium dioscorides ¢i



Allium bulgaricum), byl popsan vroce 1793 italskym botanikem Bedtimeam
Ucriou®™’, pri¢emZ druhové jménsiculumznamena sicilsky. OproNectaroscordum
tripedale piasobi Nectaroscordum siculumohutrgjSim dojmem a gmeérna vyska
rostliny dosahuje i nad 120 cm (obrazek 4a). d€polovina stonku se zde také
ukryva v poch¥ vrchniho listu se sowhnou Zilnatinou. Listy maji zejména na své
bézi charakteristicky trojuhelnikovity {iez. Kwty jsou &tSinou Elavé s nachoy
cervenymci zelenym nadechem (obrazek 4b). Nesou synkarpméagum srostlé ze
téi plodolisti. Sowasti oboupohlavnych kKt jsou dva kruhy Sesti &nek (i a ti).
Kvétenstvi pedstavuje typicky zdanlivy okolik a mezi zajimav@estti narovnavani
plodnich stopek, které sefipdozravani postugnot&eji smérem vzhiru, takze
kvétenstvi na z&tku generativniho obdobi se Zna liSi od kwtenstvi na jeho

konci. Rostlina kvete pozdrzjaraci na za&atku léta®.

Obrézek 4Nectaroscordum siculum) cela rostlinab) detail ktenstvi’

Za pvodni domovinu této trvalkyadci povaZzuji jizni Francii a severni Italii,
ale volrg roste i ve statech jihovychodni Evropy, hap Rumunsku, Bulharsku a
Turecku (obrdzek 5). Zatimco se rostlina v poslgunletech dostava pro své
dekorativni vlastnosti do zahrad t&ntelého s¥ta, v Bulharsku pro ni nasli vyuziti
v tamni kuchyni. Na §stovani nejsou kladeny nikterak velké narokyast mize
probihat i na suSSichugach. Rostlina preferuje stinné ptesti vapenatého
charakteru, ale problém ji &iai ani pidy kyselejsi. Nevyhodu pakegdstavuje mala
schopnost konkurovat jinym rostlinam vgadeinim stadiu istu, jelikoZz ontogeneze
v prvnich dvou letech vyvoje je velmi pomala. SemeyZaduji pro vyklieni proces

jarovizace, tedy delSidgobeni nizké teploty. Mezi zastupci rostoucimi woln



v prirodé a zastupci ugle psstovanymi byla zaznamendna odliSna hmotnost
v listech, jez byla itkrat aZz ctyfikrat vySSi u undle pestovanych nez u voin
rostoucich. Sklizeni rostliny pro potraviské &ely probiha ¥tSinou viti az

styrletych intervalect.

Obrézek 5: Brozeny vyskytNectaroscordum siculufh
3.3. Samardala

Nectaroscordum siculumna velmi intenzivni senzorické vlastnosti a @rav
pro svou pronikavouni a cesnekovitou chiise v Bulharsku vyuziva pro vyrobu
smési zndmé jako samardala. Ta se vyrabi smichanimasolzdrcenych suSenych
casti rostliny a k dostani je téimna kazdém mistnim trhuBulharska kuchy# je
celos¥tové znama svymi kierenymi jidly a pra¢ Upravy pokrnd zaloZené na
piidavani fiznych sndsi stoji za objevenim popularniho t&oi. Naopakéerstva
rostlina neni kulinarh témet vibec vyuZivana, jelikoZ obsahuje Zné mnoZstvi
latek zodpowdnych za velmi intenzivni senzorické viemy. UZ samdorozeteni

listkii je doprovazeno pronikavoulni.

| pres uvedené vlastnosti je mnoZstvi obsazenych séwostaujici pro
piimou destilaci (hovid se o 0,01 az 0,005 ml na 10CGegrstvé hmotnosti), a tak
praw vyroba samardalyipdstavuje hlavni vyuZziti rostlinné hmoty. Drtit s®hou

témét vSechny organy, ale nejroBSijSi je vyuZiti semen, protoZe se timto

postupem neposkodi rostlina. K rozemletéé¢sinmse pidava sil, jez absorbuje



senzorické latky a nedovoli jim ze &snvytekat. Suseni probihd 30—40tda velmi

se db& na to, aby hmota nebyla vystavena teptesahujici 30 °C, coz by vedlo ke

zhrédnuti a degradaci produRtu

3.4. Sekundarni sirné metabolity

Cesnekovité rostliny obsahuji sekundarni metabslityého charakteru, které

jsou zodpowdné za jejich specifické aroma a vlastnostiizi® zastoupeni

S-substituovanych derivat cysteinu udava rozihou vini a chu’ jednotlivych

zé&stupé. Do dnesni doby byl@thto prekurzal v ¢esnekovitych rostlinAdch popsano

jedenac? (obrazek 6):
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Obrazek 6: Seznam prekuraatesnekovitych rostlin
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~ /\S COOH

1l
O NH,

S-(methylthiomethyl)cystein S-oxid
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ST

S-(2-pyrrolyl)cystein S-oxid
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Fritsch a spol. provedli v roce 2006 s vyuZzitinsaeadnich znalosti rozsahly
vyzkunf! zangreny na zastoupeni népjsich S-substituovanych derivétcysteinu
(methiin, alliin, isoallin a propiin) ve vSechiech fylogenetickych liniich
¢esnekovitych rostlin. Vifpack podrodu Nectaroscordumse vychazelo z Udaj
namétenych Keusgenem v roce 1999, které ale nebralytazpoyskyt latek pro
podrodNectaroscordunspecifickych (butiinu a homoisoalliinu) jednodyg®to, Ze
se o jejich vyskytu véchto rostlinach dosud nawklo®. Bylo zjis&no, Ze v prvni
vyvojoveé linii prevazuje zastoupeni methiinu. Alliin a isoalliin\ggskytovaly még
v riznych hodnotach a nejmenSi zastoupefipaglo propiinu. Nectaroscordum
tripedale pak n€lo stoprocentni relativni zastoupeni methiinu oprdalSim
zjistovanym latkam.

V pripact druhé vyvojové linie byla patrna dominance methiipongrné
v hojné mie se vyskytoval isoalliin, ale propiin se objevimalého podilu vzork
Ve treti linii byl patrny pokles relativniho obsahu math zejména oproti linii prvni
a naopak bylo zaznamenano relativni zvySeni obalimu a isoalliinu (tabulka ).
V této nejmladsi linii byl pozorovan i n#@t zastoupeni sirnych deriviaha 1 gram

rostlinné hmoty.

Tab. I: Relativni zastoupeni deriuatysteinu ve vybranych rostlinach dle Fritsche.

rostlina methiin (%)  alliin (%) isoalliin (%) propiin (%)

sg.Nectaroscorduntindl. 100 0 0 0
Linie 1 Allium trifoliatum Cyr. 90 9 1 0

Allium unifoliumKellog. 79 7 9 5

Allium jesdianunKhass 98 0 2 0
Linie 2 Allium macleaniiBak. 53 0 47 0

Allium orientaleBois. 6 0 77 17

Allium ampeloprasurh. 9 60 28 3
Linie 3 Allium kochiiLange 8 39 52

Allium cepal. 9 4 86

Uvedené hodnoty jsou zcela spraviiésfedovani relativnino zastoupeityi
zmirgnych prekurzak. Na gelomu tisicileti ale doslo k identifikaci latek ime

novych, diky nimZ se jen zvlastnosti podrddectaroscordunpotvrdily’.
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3.4.1. Specifika podrodu Nectaroscordum

PodrodNectaroscordunsi zaslouzi zvySenou pozornost nejen diky spéd@fic
genetické vybavve srovnani s jinymiesnekovitymi rostlinami, alefedevsim diky
vyskytu latek typickych pouze pro tuto skupinu liastU Nectaroscordum tripedale
a Nectaroscordum siculurbyl zaznamenan jeditiey vyskyt sirnych aminokyselin
trivialng oznaovanych jako homoisoalliin a butfih?? jeZ slouZi jako prekurzory
pro dalSi sloteniny. Na zaklag& znalosti metabolickych drah ostatnich prekuizor
znamych jiz delSi dobu Ize vyslovitgopoklad, Ze analogickym @gobem reagujici
homoisoalliin a butiin umoZni vznik latek podobnyclelikoz se o vyskytuthto
specifickych slogenin vi pongrné kratkou dobu, otevira se zde moznost dalSiho

védeckého badani.

.....

Mezi vyznamné latky vznikajici v kaskaddenzymo¥ katalyzovanych

ff,23

reakc z Ssubstituovanych derivat cysteinu pdaf predevsSim: slzotvorny

(lakrymaini) faktor*, cepaeny??® zwiebelany a thiosulfinaty

K tvork¢ téchto slodenin dochazi azip poruSeni pletiva, a to z jednoho
prostého dvodu. Zatimco enzym allinaza se vyskytuje ve va&cdo burk,
derivaty cysteinu se nachazi v cytopl&zra v neporuseném rostlinném pletivu se

tedy do gimého styku nedostanbu

Thiosulfinaty

Mezi jedny z nejvyznangsich latek vznikajicich ¥esnekovitych rostlinach
pati thiosulfinaty. Jedna se o skmniny s obecnym vzorcem R-SO-S-R, jeZ vznikaji
ze substituovanych derivét cysteinu kondenzaci sulfenovych kyselin za
katalytického jsobeni enzymu allinazy (EC 4.4.1.4). Thiosulfinaipaji
nezastupitelny vyznamtipochrargé rostlin proti nadmrnému spasani herbivory a
funguji i jako ochranafed napadenim mikroorganismy. Zarovee jedna o latky,
které jsou citlivé na vySSi teploty & pepelném zpracovani dochazi k jejich rozkladu

za vzniku celérady produki (nag. monosulfidi, disulfidd). Vznik thiosulfinatu

12



v cibuli je popsan nize (obrazek 7).

H,
NN COOH . lliindza 9 “HL,0 C
_—
(')' NH, XS —>X 5 X S\S e Y
(E)-S-(1-propenyl)cystein S-oxid 1-propensulfenova S-(1-propenyl)-1-propenthiosulfinat
(isoalliin) kyselina

Obrazek 7: Vznik thiosulfinatu v cibuli

Slzotvorny faktor

Fi poruSeni pletiva ¢kterychcesnekovitych rostlin dochézi ke vzniku latek,
které pak mohou vizné mfe drazdit oni sliznici. Za timto jevem stoji alkanthial
Soxidy (téZ nazyvané sulfiny). Tyto sleeniny vznikaji z gkterych
S-substituovanych derivat cysteinu, jez se za katalytickéhaispbeni enzymu
alliinazy rozkladaji na sulfenové kyseliny a z nmbsléze tinkem dalSiho enzymu,
LF syntazy, vznikaji sulfiny. Ty se déle mohou rddat na desitkyuznych
produkti. V cibuli, obsahujici fevazre isoalliin, vznikd jako primarni latka

propanthialS-oxid (obrazek 8).

H
O NH2 \O O@
.. r | ,
XS \)\COOH —balllmaza XS —>LF syntaza P é @
(E)-S-(1-propenyl)cystein S-oxid 1-propensulfenova (Z)-propanthial S-oxid
(isoalliin) kyselina

Obrazek 8: Rozklad isoalliinu v cibulA(lium cepa

Cepaeny

V roce 1988 byly p analyze latek z cibule objeveny steminy obsahujici
dewt atomi uhlika, tii atomy siry, jeden atom kysliku §8:6S30H a GH15S;0H) a
také slodeniny s @ti atomy uhliku, temi atomy siry a jednim atomem Kkysliku
(CsH1,S:0)*. Tyto latky byly oznaeny jako cepaeny, iifemZ nazev vychazi
z botanického pojmenovani cibule Allflum cepa. Cepaeny vznikaji ze

substituovanych derivat cysteinu pi puasobeni alliinazy, kdy se dalSich kfok
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Gcastni pislusné sulfenové kyseliny a thialy. U cibule jseychozimi latkami
isoalliin a methiin, a tim padem mezi produkty zalkeme napklad cepaen

S 1-propenyl[1-(1-propenylsulfinyl)propyl]disulfidbprazek 9).

H
TR - h% , 0°
P COOH alliinaza LS LF syntaza P é ©)
(E)-S-(1-propenyl)cystein S-oxid 1-propensulfenova (Z)-propanthial S-oxid
(isoalliin) kyselina
k J
hd
0@
\/\S -

@
/\/S\S)\/

S-1-propenyl[ 1-(1-propenylsulfinyl)
propyl]disulfid

Obrazek 9: Vznik cepaenu v cibuRl{ium cepa
Zwiebelany

Na konci 90. let 20. stoleti byla v cibuli objevedalSi velka skupina latek
obsahujicich ve svérfettzci siru. Sumarni vzore@dhto slodenin je GH10S:0.
K jejich zdokumentovani doslo nezavisleztha vyzkumnymi tymy (jeden pochazel
z USA, druhy z Nmeckaf. Oznaeni zwiebelany matwod v nsmeckém jazyce:
cibule = die Zwiebel. Ve své podstiade jedna cig/trans izomery 2,3-dimethyl-
5,6-dithiabicyklo[2.1.1]hexan 5-oxidu. V cibuli vikaji cyklizaci S(1-propenyl)-
1-propenthiosulfinatu odvozeného od isoallinu édmk 10). S(1-Propenyl)-

1-propenthiosulfinat podléha této cyklizaci velazhotre.
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©

NN COOH alliinaza (é)@ _\\—S ®
\
ﬁ/\( X \S/\/ EE— _//_§
(E)-S-(1-propenyl)cystein S-oxid (E.E)-S-(1-propenyl)-
(isoalliin) 1-propenthiosulfinat
cyklizace

A
§@
0@

2.3-dimethyl-5,6-dithiabicyklo
[2.1.1]hexan 5-oxid

Obrazek 10: Vznik zwiebelanu v cibulM{ium cepa

3.4.3. NejdulezitéjSi sirné latky v podrodu Nectaroscordum
Thiosulfinaty

Jak uz bylo uvedeno, Nectaroscordum siculumNectaroscordum tripedale
se nachéazeji celkemiit Ssubstituované derivaty cysteinu: methiin, butiin a
homoisoalliin. Jejich enzymev katalyzovanym rozkladem mohou vzniknodt t
razné sulfenové kyseliny (methan-, butan- a 1-butéamsova kyselina). Vzajemnou
kondenzaci &hto sulfenovych kyselin se dareplpokladat tvorba nasledujicich
thiosulfinati (obrazek 11):

/\/\8’8\

/\/\S/SW
I

S-(1-butenyl)-butanthiosulfinat

/\/\S/ S NN
I
(0]
S-(1-butenyl)-1-butenthiosulfinét

S-(1-butenyl)-methanthiosulfinat

/\/\S/S\/\/
1l

S-butyl-butanthiosulfinat

/\/\ S < S \/\/
I
S-butyl-1-butenthiosulfinat

\S/S\/\/

S-butyl-methanthiosulfinat

S-methyl-butanthiosulfinat

/\/\S/ S\
I
(0]
S-methyl-1-butenthiosulfinat

\S/S\
1l
(0]

S-methyl-methanthiosulfinat

Obrazek 11: Thiosulfinaty vznikajici v rostlinacbdsoduNectaroscordum
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Slzotvorny faktor

Oba zastupci podrodNectaroscordunvykazuji i naruSeni svého pletiva
velmi vyrazné slzotvorné ¢inky. Bylo zjiS&€no, Ze touto slzotvornou latkou je
butanthial S-oxid. Velky podil na detekci slzotvorného butaath&oxidu maji
Kubec a spof’, kteif vyuZili techniku ozn&ovanou jako DART-MS (direct analysis

in real time mass spectrometry) umuojici analyzu vzork za pokojoveé teploty.

Jedna se o techniku bez nutnosti chromatografielp@race, kterd umiage
piimé zavedeni vzorku bezguichozi naréné gipravy a tim je zabr&no degradaci
termolabilnich slodenin. Vyhodou metody je ziskavani informaci v réairtase.
Umisgni vzorku (pevnéeho, plynného i kapalnéha)zea byt provedeno manuéldi
za vyuziti automatického davkase Nasleds dojde k ionizaci psobenim nagii
v bodové elektro#l dosahujici #kolika tisic volti (tzv. PI-DART) v atmosfi& hélia
a za pitomnosti protonizovanych vodnich klasse utvéeji kladré nabité [M+H]

struktury, jeZ se mohou posléze analyzovat pomaithostniho spektrometru.

Vyuzitim této techniky se potilp v Nectaroscordum siculunprokézat
piitomnost slzotvorného butanthi&oxidu a rkolika dalSich sirnych sla@enin
obsahujicich 1-butenylovou skupinu, které zatimyheb piirodk zaznamenany. Lze
piedpokladat, Ze butanthigb-oxid vznikd naprosto stejnym mechanismem jako
propanthial Soxid u cibule. Rsobenim allinazy na homoisoalliin vznika
1-butensulfenova kyselina, kterd se z&inku LF syntazy transformuje do

piisluSného slzotvorného faktoru (obrazek 12).

H
0 NH, ) 0 0®
g alliinaza S é LF syntaza L@
(E)-S-(1-butenyl)cystein S-oxid 1-butensulfenova (Z)-butanthial S-oxid
(homoisoalliin) kyselina

Obrazek 12: Enzymakatalyzovany rozklad homoisoalliinu
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Cepaeny

Lze také pedpokladat, Ze v rostlinach podrodllectaroscordunse mohou
tvorit vySSi homology cepaénzolovanych z cibule. Sumarni vzoréchto latek by
meél obsahovat it uhliky navic (obrazek 13). Mimoto byly Nectaroscordum
tripedaledetekovany latky cepaém blizké, jeZ ve svértetézci nely o jeden atom

siry navic®.

e s | , |
oS \)\COOH alliindza S LF syntaza S ®
(E)-S-(1-butenyl)cystein S-oxid ]-butensu!f enova (Z)-butanthial S-oxid

(homoisoalliin) kyselina
N J
Y
©

S-1-butenyl[ 1-(1-butenylsulfinyl)
butyl]disulfid

Obrdzek 13: FRedpokladany vznik homologu cepaenu u rostlin  podrod

Nectaroscordum

Zwiebelany

Posledni sledovana skupina sirnych latek, zwielyeldny v rostlinach
podroduNectaroscordunméla byt zastoupenaiedevSim homologem odvozenym
od 2,3-dimethyl-5,6-dithiabicyklo[2.1.1]hexan 5-dwi V tomto pipact neni
vychozi latkou isoalliin, nybrz homoisoalliin li$ise gitomnosti jednoho uhliku
navic. JelikoZ cyklizace probiha z thiosulfinatozeného ze dvou 1-butenylovych
skupin, konény produkt musi mit o dva atomy uhliku vice, nezgmu v gFipadc
zwiebelanu u cibule. Jedna se tedy o 2,3-diett8Adithiabicyklo[2.1.1]hexan
5-oxid (obrazek 14).
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S)
S , s
® S i
S S\S \ \/ \S@ cyklizace A\S ®
00 RS

(f,f)-S-(;ijtEQY[)' 2,3-diethyl-5,6-dithiabicyklo
-butenthiosultinat [2.1.1]hexan 5-oxid

Obrazek 14: redpokladany vznik zwiebelanu u rostlin podrddiectaroscordum
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Pouzité chemikalie

F¥i izolaci latek byly pouzity dichlormethan (99,5 %dyselina octova
(99,8 %), bezvody siran feinaty, hydroxid sodny (min. 98 %), kyselina octova
(99,8 %) od firmy LACH-NER (Neratovic&R), vodny roztok amoniaku (26 %),
octan sodny (min. 99 %), butanol (min. 99,9 %) yditmgenfosforénan draselny od
firmy LACHEMA (Brno, CR), methanol (min. 99,8 %), kyselina chlorovodikovéa
(min. 35,0 %) od firmy PENTA (Chrudir@R), ninhydrin, hydroxid draselny (min.
85 %) od firmy CHEMAPOL (PrahaCR), acetonitril (min. 99,9 %) od firmy
SIGMA-ALDRICH (Némecko), destilovana a redestilovana voda. Jakonngya
sloupcové ionexové kolony byl pouzit katex Dowex\&X4, 200-400 mesh a anex
Dowex 2X8 od firmy SIGMA-ALDRICH (Nmecko).

4.2. Rostlinny material

Cerstvé cibulky rostlinyNectaroscordum siculunbyly zakoupeny v roce
2011 od nizozemské firmy Eurobulb se sidlem Wanegéydijk 418, NL-1161 NS,

Zwanenburg.

4.3. Pouzité pristroje a zatizeni

Krome béZného laboratorniho skla &Amych laboratornich #&eni byly i

identifikaci latek pouzity nasledujictigtroje:

> VysokoWwinna kapalinova chromatografie s detektorem diodoviéo
pole (HPLC/DAD)

HPLC analyzy byly provedeny na binarnim systénysokotlakych pump
Varian Prostar 210 za vyuZiti DAD detektoru VarRwostar 210 (Varian, Palo Alto,
USA). Byla pouzita analyticka kolona Varian Microso MV  100-5
C8 250 x 4,6 mm (pm).
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> Ultra u¢inna kapalinova chromatografie s hmotnostnim detekirem
(UHPLC-HRMS)

UHPLC-HRMS data byla ziskana za vyuziti chromedfg UltiMate 3000
RS UHPLC (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), kjebyl opaten kolonou
Acquity UHPLC HSS T3 (100 x 2,1 mm, 1,8 um, Watdw|ford, MA, USA)
vyhiivanou na 45 °C. Objem jednoho rtéat ¢inil 5 pl. Hmotnostni spektra
s vysokym rozliSenim byla natfena pomoci detektoru AB (AB SCIEX, Toronto,
ON, Canada) s iontovym zdrojem (teplota 600 °C) Buray™. Napti na jehle bylo
5 kV.

» Plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem (GOVS)

GC/MS analyzy byly provaty pomoci plynového chromatografického
systému Varian 3800 (Varian, Palo Alto, USA) s hnostnim detektorem Varian
4000 MS (Varian, Palo Alto, USA). Kapilarni kolonsozngenim HP-5MS
(30 m x 0,25 mm) ®la tloug’ku naneseného filmu 0,35m (Agilent Technologies,

Santa Clara, USA). VyuZita byla ionizaceigpbena narazem elektronu (El, 70 eV).

4.4. Extrakce aizolace vyznamnych latek Nectaroscordum siculum

4.4.1. Extrakce rozkladnych produkti

Oloupané cibulky Nectaroscordum siculumo hmotnosti 200 g byly
homogenizovany v mixéru s 250 ml destilované vodamogenat byl nechan
30 minut macerovat a nasledbyl zfiltrovan za snizeného tlaku na Buchneérov
nalevce pes tkaninu. Ziskany filtrat byl extrahovan 2 x 200 dichlomethanu.
Organické faze byly spojeny a oistny pi 12000 rpm po dobu 10 minut.
Extrakéni ¢inidlo bylo presuSeno bezvodym siranemidtmatym a odpé&no na
rotatni vakuové odparceiip22 °C. Byl ziskan sile aromaticky extrakt sitle Zluté
barvy. VytZzek izolovanych latekinil 0,17 %.

Stejnym zfisobem byly extrahovany rozkladné produkty po sednmd

maceraci homogenatu. \&zek izolovanych latekinil 0,08 %.

20



4.4.2. HPLC analyza extrakti

Oba dva extrakty byly analyzovany pomoci HPLC/DADBDbjem
nastikovaného vzorkwinil 20 pl, pficemz pfitok mobilni faze byl 0,9 ml/min.
M¢éteni bylo provadno pi vinové délce 220 nm. Jako mobilni faze byly poyZi
redestilovana voda a acetonitril. Nastaveni gradiemobilnich fazi znazéuje
tabulka 1.

Tab. II: Gradient mobilnich fazi HPLC pro porovnéhiou extraki

Cas (min)
Mobilni faze
0 25 35 40 45
A (%) 80 70 20 20 80
B (%) 20 30 80 80 20

Slozeni mobilni faze: A — redestilovana voda

B — acetonitril

4.4.3. GC analyzacerstvého extraktu

Cerstvy extrakt byl analyzovan na plynovém chromathg pro zjiséni
obsahu ¢kavych sirnych produkt Nastikova teplotacinila 220 °C, teplota detektoru
byla 250 °C. Nosnym plynem bylo hélium sifwkem 1,3 ml/min. lhned po ndikiu
¢inila teplota 40 °C, ktera se kazd€é minuty zvySila o 4 °C, aZ vySplhala na hodnotu
240 °C.
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4.5. lIzolace homoisoalliinu

4.5.1. Extrakce aminokyselin z cibulekNectaroscordum siculum

Cibulky Nectaroscordum siculurm hmotnosti 1500 g byly homogenizovany
sroztokem 600 ml methanolu smichanym s 10 ml kooeané Kkyseliny
chlorovodikové. Homogenat byl nalit dé&tyilitrové varné baky a piveden
k mirnému varu. Poté byl Zzfiltrovarrgs Bluchnerovu nalevku s tkaninou. Filtra
kol& byl znovu povéen s 600 ml stejného roztoku. Oba filtraty byly jepy a
zakoncentrovany na ratiai vakuové odparce. Teplota l&nyla nastavena na 30 °C.
Objem vysledného roztoktinil 450 ml.

4.5.2. Pretisténi extraktu pomoci sloupcové ionexové chromatogradi

> Prvni pireciSténi pires katexDOWEX 50 WX4

Prvni ionexovou kolonou byl katex Dowex 50 WX402400 mesh, ktery
bylo zapotebi nejdive aktivovat. HBblizn¢ jeden litr katexu Dowex 50
WX4, 200-400 mesh byl promyt destilovanou vodoutéPbyl katex smichan
s jednim litrem 10% HCI a ponechan jednu hodinabotatornich podminkach. Po
uplynuti doby byl katex zfiltrovan a promyvan déstanou vodou az do neutralniho
pH. Néasledn byla timto aktivovanym ionexem napira sklegné kolona o prmeru
5 cm do vysky 22 cm. Na kolonu byl nanesen extakinokyselin o pH 3,5
(hodnota pH byla upravena koncentrovanou kyselionctovou). Po promyti vodou
byly aminokyseliny eluovany 0,1M GEOONa o pH 6,5. Celkem bylo najimano
27 frakci o objemu 100 ml.

U vSech frakci byla zkontrolovanatrifpmnost aminokyselin pomoci
ninhydrinu (0,2 % v acetonu). Frakce, které posksty pozitivni reakci, byly
naneseny na TLC. Mobilni fazi pro chromatografii teeké vrsté byl roztok
butanolu, kyseliny octové a destilované vody v pam4:1:1 (v/v/v). Retardani
faktory jednotlivych frakci byly porovnany B standardu homoisoalliinu. Frakce

obsahujici homoisoalliin (zde frakce 17-27) byiyysh naneseny na dalSi kolonu.
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» Druhé pre€isténi pres katexDOWEX 50 WX4

Roztok aminokyselin byl zakoncentrovan na &ofavakuové odparceiip
23 °C na 500 ml a okyselen kyselinou octovou na3y Poté byl nanesen na
kolonu s katexem Dowex 50 WX4, 200—400 mesh (ggrkolony 3 x 33,5 cm). Na
kolon¢ dosSlo k rozdleni naneseného vzorku ddi tbarevnych pas kazdy
o velikosti jednoho centimetru. Prvni byl oranZogjihy hrigdy a teti s\wtle hredy.
Eluénim ¢inidlem byl 0,05M NaOH. Bylo najimano 45 frakciypfch 20 po 180 ml,
dalSich 10 po 100 ml a zbytek po 50 ml). Frakc80 az frakce. 43 poskytovaly
pozitivni reakci s ninhydrinem. Byly proto nanesemyTLC, kde se potvrdil i vyskyt
homoisoalliinu. Tyto frakce byly spojeny a naneseayfeti kolonu (objem roztoku
¢inil 600 ml).

> Treti preciSténi piesDOWEX 2X8

Tieti ionexovd kolona byla nagima anexem Dowex 2X8, ktery bylo
zapotebi nejprve reaktivovat. Asi 250 ml anexu bylo ttaBOO ml 1M NaOH a po
promichani se s#&s nechala odstat jednu hodinu v laboratornich pokach.
Nasled® byl anex zfiltrovan a promyvan destilovanou vodim neutralniho pH.
Anex byl aktivovan s 500 ml 2M GEEOOH. Po hodi& byl anex opt promyt

destilovanou vodou.

Po reaktivaci anexu byl na chromatografickou kal¢2 x 14,7 cm) nanesen
aminokyselinovy roztok bez upravy pH, kt€igilo 8,9. Izolovana aminokyselina se
tentokrat v koloa nesorbovala. Ninhydrin pozitivni frakce byly jimaa naneseny
na TLC. Dhkaz na homoisoalliin byl v tomtofipadt negativni, proto byly vSdechny

roztoky s aminokyselinami spojeny a nhaneseny r& daiexovou kolonu.
> Ctvrté pretisténi pies katexDOWEX 50 WX4
Ctvrta kolona byla napbina katexem Dowex 50 WX4 (2,5 x 42 cm). Roztok
aminokyselin byl upraven koncentrovanou kyselinotowou na pH 3,3 a nanesen na

ionexovou kolonu. Eknim ¢inidlem byl 0,05M NH. Déleni na této kolo& bylo
vzhledem kjeji vySce (42 cmfaso¥ nejnar@ngjSi. Frakce bez pozitivni
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ninhydrinové reakce byly jimany po 100 ml. Jakmde objevily prvni frakce
s aminokyselinami, jimany objem byl snizen na 20 Rdztoky aminokyselin byly
analyzovany pomoci TLC a ty, jeZz obsahovaly steang&nokyseliny, byly slity
dohromady. Tim byly ziskanyitvysledné frakce o objemu 150 ml, které byly

analyzovany na HPLC.

4.5.3. Pribéznéa kontrola pirecisténi na HPLC

Aminokyselinové roztoky byly v jibé¢hu izolace pibézré analyzovany na
HPLC scilem zjistit, zda a p#@ipad jakym zpisobem dochazi k pEsteni
jednotlivych extraki béhem piichodu iontorsnicovymi kolonami. K tomuto @eni
byl ptipraven 10mM roztok KkPQO, opH 5,4 (nhastaveni gradientu ukazuje
tabulka I11). Objem nagikovaného vzorku byl 2Ql, pratok mobilni faze 0,9 ml/min

a vinovéa délka 220 nm.

Tab. 1ll: Mobilni faze HPLC pro @béZnou kontrolu pecisteni

Cas (min)
Mobilni faze
0 10 13 15 20
A (%) 97 97 65 65 97
B (%) 3 3 35 35 3

Slozeni mobilni fazeA — KH,PO, (10 mM, pH = 5,4)
B — acetonitril
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5. Vysledky a diskuse

5.1. Porovnanié¢erstvého a tyden macerovaného extraktu

Sirné slodeniny vznikajici pi mechanickém naruSeni cibulek rostliny
Nectaroscordum siculuiloyly extrahovany dichlormethanem a nastednalyzovany
vyuzitim HPLC/DAD, UHPLC-HRMS a GC/MS. Celéada latek, mezi nimi
nagiklad cepaeny nebo zwiebelany, vznika az po delsisovém Useku, a proto byl
analyzovan nejen extrakt ¢erste homogenizovanych cibulek, ale i extrakt
homogenatu po tydenni maceraci. Na zaklaarovnani dat z UPLC-HRMS (tabulka
IV) a chromatograrin z HPLC/DAD (obrdzky 15 a 16) byl v extraktu z dibu
Nectaroscordum siculurmpotvrzen vyskyt fedpokladanych thiosulfin@tvSech ii
moznych kombinaci odvozenych od methan-, butan-baténsulfenové kyseliny,

coZ odpovida tdaim uvedenych v publikovanych practch?*?’

Tab. IV: UPLC-HRMS data sledovanych thiosulfiinat

m/z zméfend  m/z spcditana  odchylka

sumarni vzorec kombinace (Da) (Da) (ppm)

[CoHS,0 + H S-methyl-methanthiosulfinat 110,9941 110,9931 5,2
[CsH10S,0 + HI' S(Slmbelf?ey:]yll;’r‘;ffﬁg:ﬁﬁI“:)";Eﬁltnat 151,0253 151,0246 47
[CeH165,0 + HI* S(Slbgm'ei%’f&g‘:t’ﬁlﬂﬂﬁzat 193,0726 193,0715 55
[CgH15S,0 + HT' S-butyl-butanthiosulfinat 195,0882 195,0872 52

U porovnani chromatograinterstvého a tyden macerovaného extraktu sice
nebylo mozné vzhledem k vyuZiti odliSnych metod (BADAD a UPLC-HRMS)

atim i ziskani odliSnych retémich ¢adi prifadit k jednotlivym pikm presné
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sloweniny, ale na zakl&dzjevnych podobnosti bylo moznéifadit dané latky
k hlavnim skupindm pik

Kolem péaté minuty reténiho casu byl identifikovan Smethyl-
methanthiosulfinat CkB5(O)SCH se sumarnim vzorcem ,8:S,0. Mezi 15. a
18. minutou byly zaznamenany thiosulfindty s korabin methyl-butenyl
(CsH10S,0), tj. thiosulfinaty typu CHS(O)SCH=CHCHCH;. U této skupiny je
mozné pozorovat nejtSi rozdily mezi obma extrakty. Skupina piks retegnim
casem kolem 20. minuty fedstavuje sloteniny s kombinaci methyl-butyl
(CsH12S,0), tj. thiosulfinaty typu CHS(0O)SCHCH,CH,CHz. Zde po tydnu doSlo ke
zvySeni koncentrace latek na Ukor gkenin se sumarnim vzorcemHtg; S,0.

A konené skupina pik kolem 25. minuty je zastoupena zbylymiétha
kombinacemi (@H1650 a GH15S,0), tj. thiosulfinaty typu
CH3CH,CH,CH,S(0)SCH=CHCHCH; a CHCH,CH,CH,S(0O)SCHCH,CH,CHs.

CsH10S0
] s CsH1eS,0,
CgH15S,0
0,4+ (_A_\
0,3
CoHeS,0
A CsH1.S,0
0,2 J A
" U W
0 T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
¢as (min)

Obrazek 15: HPLC chromatogram extraktarstw homogenizovanych cibulek
Nectaroscordum siculum
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0,5 CgH165,0,
AU Co1050 2/\ CaHisS:0
0,4 (_A_\
CsH12S0
0,3
0.27 CHeS,0
0,1
O T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
¢as (min)

Obrazek 16: HPLC chromatogram extraktu tyden maeengch cibulek
Nectaroscordum siculum

5.2. Detekce €kavych sirnych latek na GC/MS

GC/MS analyza poslouzila ke stanoveitkiatvych sirnych slotenin, gi¢emz
hlavnim zanmirem bylo identifikovat latky vznikajici z methiinubutiinu a
homoisoalliinu. Hmotnostni detekce byla pro&dal ionizaci elektronovym narazem
(El, 70 eV). Stanovila se tak molekulova hmotnestptlivych ¢kavych slodenin a
ziskané hmotnostni spektrum umoznilo tyto latkyntdikovat (tabulka V, obrazky
17 a 18).

V (dajich zahrnujici hmotnostni spektra byly Zagpsizotopické piky siry,
které odpovidaji procentualnimu vyskytu jejich omit Udaj M™ tedy odpovida
zastoupeni izotopu sifyS, kdeZto tdaj M+2 odpovida zastoupeni izotopu sifg.
Na zaklad pom¥ru intenzit ionti M*+2/M* je mozné odhadnout i pragabdobny
poset atond siry ve slogenins (prirozers se izotop siry*'S vyskytuje s 4,6%
cetnosti). Pravgpodobnost spravnosti identifikace 1-butenyl(mettig)lfidu a
1-butenyl(butyl)disulfidu je tégt stoprocentni, jelikoZz byla moznost porovnat jejich
ziskanad hmotnostni spektra se spektry staridigathto latek. ldentifikace ostatnich
slowenin byla provedena pouze srovnanim jejich hmoirost spekter s daty

uvedenymi v knihové spekter NIST.
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Tab. V: Molekulova hmotnost, hmotnostni spektra ravgipodobna struktura

nejvyznamgjSich €kavych slodenin gitomnych v extraktu cibulNectaroscordum

siculum
Slowenina Mholekulova Hmotnostni spektrum (m/z, %) Pravdépodobna
motnost slouéenina
111 (14), 96 (9, N#2), 95 (15),
1 94 94 (100, M), 64 (23), 63 (6),  dimethyldisulfid
47 (10), 45 (11)
128 (12, M+2), 126 (100, M),
2 126 111 (14), 80 (20), 79 (65), 64 (26), dimethyltrisulfid
47 (19), 45 (42)
136 (8, M+2), 134 (43, M), cis-1-
3a 134 101 (21), 87160), 86 (75), butenyl(methyl)
85 (100), 71 (20), 55 (28) disulfid
136 (7, M+2), 134 (43, M), trans-1-
3b 134 119 (11), 117 (13), 99 (12), butenyl(methyl)
73 (20), 71 (20), 59 (21) disulfid
168 (5, M+2), 166 (30, M),
4 166 103 (34), 102 (77), 85 (82), - PUtenvimety)
79 (34), 59 (34), 53 (33)
176 (4, M+2), 174 (36, M), .
5 174 87 (100), 85 (56), 71 (19), 59 (31), °'C-Duten)
55 (29), 53 (24)
178 (0,4, M+2), 176 (42), ]
6 176 141 (60), 113 (49), 87 (66),  L-outenyl(butyl)

86 (66), 85(100), 55 (51) disulfid

28



2,5+
MC
2 3b 6
36\4 \4
1,5 2 \ 5\
| \
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0,5 \ \4
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Obrazek 17: GC/MS chromatogram extraktu z cibiNektaroscordum siculum

g5 _Seg-S SN
dimethyldisulfid dimethyltrisulfid cis-1-butenyl(methyl)disulfid
% S S-S~ NGNS~
/\/\S/ N e S S
trans-1-butenyl(methyl)disulfid 1-butenyl(methyl)trisulfid di(1-butenyl)disulfid
/\/\S/SW

1-butenyl(butyl)disulfid

Obrézek 18: Struktury sléanin detekovanych metodou GC/MS

Z obrazku 18 lze vypozorovat, Zze struktury pgtch slodenin opravdu
odpovidaji kombinacim vznikajicich ze vSeadf prekurzoé (methiin, butin a
homoisoallin). Celkova variabilita produkije umocigna schopnosti 1-butenylové

skupiny tvdit geometrické izomery.
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5.3. lzolace homoisoalliinu

K izolaci aminokyseliny homoisoalliinu,Ef-S(1-butenyl)cysteinS-oxidu,
byla vyuZzita sloupcova iontovynna chromatografie. Po prvnich dvou separacich
na katexovych kolonach bylo patrné, Ze tato amiesekya byla v extraktu stale
piitomna. Jeji retemi ¢as (i analyze na HPLC se pohyboval kolem sedmi minut
(obrdzek 19). Po separaci ngtt kolore (anex) jiz ale homoisoalliin v Zadné
najimané frakci pomoci HPLC detekovan nebyl (obk&d®.

AU 0,6

0,5 -

0,4 . ..
homoisoalliir

0,3 -

=)

T PWR A A W EN

0 2 4 12 14 16 18 20
¢as (min)

Obrazek 19: HPLC chromatogram extraktu aminokyseloibulekNectaroscordum

siculumpo prvnich dvou katexovych kolonach

0,6
AU

0,5
0,4
0,3
0,2

0’1 | L\ )J\\

0 1 T T 1 1 T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
¢as (min)

Obrazek 20: HPLC chromatogram roztoku aminokyselaibulek Nectaroscordum

siculumpo anexové kolon
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Presto byl tento vzorek nanesen ¢e$ta ¢tvrtou kolonu. Po otestovani
najimanych frakci na HPLC se ovSem ¢obpukdzalo, Zze se homoisoalliin
nevyskytoval ani v jedné najimané frakci. Bylo &, Ze homoisoalliin éhem
caso¥ velmi nar@né izolace svelkou pravdodobnosti wvytvil cyklicky
homocykloalliin se systematickym nazvem 3-ethyleéBdoxy-1,4-thiazanS-oxid
(obrazek 21), jenz fize tvdit dva izomery, coz potvrdila i nasledné analyzanpoi
HPLC (obrazek 22).

COOH (l)
© H\ NH, cykhzace /E j\
@OfSW HOOC CH,CH,
(E)-S-(1-butenyl)cystein S-oxid 3-ethyl-5-karboxy-1,4-thiazan S-oxid
(homoisoalliin) (homocykloalliin)

Obrazek 21: Transformace alifatického homoisoalhiawcyklicky homocykloalliin

Mezi separacemi na druhé &ett kolore byla vzhledem Kasovym
moznostem &kolikatydenni pauza, kdy byl roztok aminokyselinhagavan p
—28 °C, ale ani tato teplota nezabranila chemiclkyoohodim. Lze tedy vyvodit
zawr, ze homoisoalliin v nekrystalické podopo ukité dokE ochotrg cyklizuje a je
tedy nutné izolaci provétl v co nejkratSimtasovém uUseku. Cyklizaci napomohlo i

alkalické prostedi v piibéhu izolace homoisoalliinu.

AU 1: cyklicky izomerhomoisoalliinul
1]
0,8 -
061 cyklicky izomerhomoisoalliinu2
0,4
s J
0 1 ‘ T T T ‘ T ‘ ‘ i
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
¢as (min)

Obrazek 22: HPLC chromatogram frakci s cyklickounfou homoisoalliinu
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Rozdily mezi UV/IVIS spektry alifatického homoiddoau a jeho d¥ma
cyklickymi izomery ukazuje obrazek 23.

100 -
cyklicky izomer himoisoalliinu .

80
S cyklicky izomer homoisoalliinu
= 60
N
<
[J]
S
g 407 homoisoalliir
S
o

20 |

O T T T T T ! T I

200 210 220 230 240 250 260 270 280
vinova délka (nm)

Obrazek 23: UV/VIS spektra homoisoalliinu a jeh&lmkych izomefi
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6. Zavér

Béhem této prace se pdia potvrdit, Ze véesnekovitych rostlinach podrodu
Nectaroscordumdochazi k tvor® sirnych slodenin analogickych ém, které se
vyskytuji v cibuli.

Vyuzitim UPLC-HRMS a HPLC/DAD analyz byl prokdzamyskyt
thiosulfinati odvozenych odit prekurzofi vyskytujicich se v rostlinach podrodu
Nectaroscordum- methiinu, butiinu a homoisoalliinu. Zaznamendyy vesngs
vSechny mozné kombinace zakladnich thiosuliindtivozenych od ifsluSnych

sulfenovych kyselin.

Pomoci metody GC/MS byly stanoveny nejvyzngsin t¢kavé sirné
sloweniny vznikajici v kask&dreakci pi poSkozeni rostlinného pletivarguevsim
pak 1-butenyl(methyl)disulfid a 1-butenyl(butyl)diBd. Pfirozeny vyskyt &chto

sirnych slodenin nebyl dosud veddecké literatie popsan.
Byla téZ aplikovana metoda sloupcové ionexov@rmiatografie pro izolaci

hlavniho prekurzoruéthto slogenin, homoisoalliinu. BohuZel,¢chem této izolace

doslo k cyklizaci homoisoalliinu na homocykloalliin
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8. Pouzité zkratky

DART
El

GC
GC/MS
HPLC

HPLC/DAD

MS
RPM
TLC

UHPLC-HRMS

pima analyza v realnétase

ionizace elektronovym narazem

plynova chromatografie

plynova chromatografie s hmotnostni detekci
vysokotinna kapalinova chromatografie

vysokodinna kapalinova chromatografie s detektorem

diodového pole

hmotnostni detekce

ot&ky za minutu
chromatografie na tenké vrstv

ultra Einn& kapalinova chromatografie s hmotnostnim

detektorem
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