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Anotace 

 

Tato disertační práce se zabývá studiem organosirných sloučenin cibule kuchyňské 

(Allium cepa L.), které svou intenzivně hořkou chutí negativně ovlivňují 

organoleptické vlastnosti zpracované cibule. S využitím HPLC frakcionací cibulových 

extraktů a následně provedenou senzorickou a instrumentální analýzou bylo nalezeno 

celkem devět zcela nových, v odborné literatuře dosud nepopsaných skupin 

organosirných sloučenin, triviálně pojmenovaných allithiolany A−I. Na základě 

spektroskopických dat (MS, NMR a IČ) bylo zjištěno, že tyto strukturně blízké 

skupiny sloučenin jsou deriváty 3,4-dimethylthiolan-S-oxidu odpovídající sumárním 

vzorcům CxHyO2S4, CxHyO3S5 a CxHyO4S6 (x = 10−18, y = 18−30). Chuť allithiolanů 

byla senzoricky hodnocena jako velmi nepříjemná, kovově hořká, s prahy detekce 

v rozmezí 15−30 ppm. Na základě získaných informací byl navržen i pravděpodobný 

mechanismus vzniku allithiolanů, na jehož základě bylo možné konstatovat, že tvorbě 

těchto hořkých látek patrně nelze zabránit bez současného ovlivnění typických 

senzorických vlastností cibule. 

Během procesu izolace výše zmíněných hořkých látek bylo z cibulového 

extraktu izolováno i několik dalších, v odborné literatuře dosud nepopsaných 

sloučenin. Jedná se např. o cepadithiolakton A (C6H10OS2), což je první přirozeně se 

vyskytující zástupce γ-dithiobutyrolaktonů, nebo onioniny B/C 

(C7H14O2S2/C9H18O2S2) a cepathiolany B/C (C7H14O2S3/C9H18O2S3). Byla též 

opravena v literatuře chybně uváděná struktura onioninu A (C9H16O2S2). Na základě 

získaných dat bylo ukázáno, že se ve skutečnosti jedná o 3,4-dimethyl- 

5-(1-propenylsulfinyl)thiolan-2-ol. Byly studovány organoleptické vlastnosti těchto 

látek, jakož i mechanismy jejich tvorby. 

 

Klíčová slova: hořká chuť, cibule, sirné sloučeniny, isoalliin, allithiolan, onionin, 

cepadithiolakton A, cepathiolan, Allium cepa  



  



Annotation 

 

This dissertation thesis is aimed to identify the compounds responsible for the bitter 

off-taste of processed onion (Allium cepa L.). Using a series of sensory-guided HPLC 

fractionations, the existence of nine groups of hitherto unknown sulfur compounds has 

been revealed. On the basis of spectroscopic data (MS, NMR, IR), it was found that 

these compounds, trivially named allithiolanes A−I, are members of a large family 

of structurally closely related derivatives of 3,4-dimethylthiolane S-oxide 

with the general formulas of CxHyO2S4, CxHyO3S5, or CxHyO4S6 (x = 10−18, 

y = 18−30). 

The taste of allithiolanes could be described as very unpleasant, metallic bitter, 

with detection thresholds in the range of 15−30 ppm. The probable formation pathways 

of allithiolanes were proposed. On the basis of the information obtained, it may 

be concluded that the formation of these bitter compounds cannot be prevented without 

affecting the typical organoleptic characteristics of the onion. 

 During the isolation of allithiolanes, several other hitherto unknown 

compounds have been isolated from the onion extract. This is the case 

of cepadithiolactone A (C6H10OS2), which is the very first example of naturally 

occurring γ-dithiobutyrolactone, or onionins B/C (C7H14O2S2/C9H18O2S2), 

and cepathiolanes B/C (C7H14O2S3/C9H18O2S3). In addition, the previously proposed 

structure of onionin A (C9H16O2S2) has also been corrected. Based on the data 

obtained, it has been shown that onionin A is in fact 3,4-dimethyl- 

5-(1-propenylsulfinyl)thiolane-2-ol. The organoleptic characteristics of these 

compounds as well as their formation pathways have been studied. 

 

Key words: bitter taste, onion, sulfur compounds, isoalliin, allithiolane, onionin, 

cepadithiolactone A, cepathiolane, Allium cepa 
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1 Cíle práce 

 

Hlavním cílem této disertační práce bylo získat detailní informace o chemické 

struktuře látek, které nesou zodpovědnost za hořkou chuť zpracované cibule 

kuchyňské (Allium cepa L.), případně dalších zástupců rostlin rodu Allium. Společně 

s určením struktur hořkých látek také navrhnout pravděpodobný mechanismus jejich 

vzniku a na základě získaných informací určit, zdali je možné vzniku těchto chuťově 

nežádoucích látek zabránit bez současné ztráty typických organoleptických vlastností 

cibule. 

Dalším cílem této práce byla izolace také jiných, v odborné literatuře dosud 

nepopsaných organosirných sloučenin vznikajících při zpracování cibule, identifikace 

jejich struktury a charakterizace jejich organoleptických vlastností. 
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2 Úvod 

 

Česnekovité rostliny (rod Allium L.), např. cibule kuchyňská (A. cepa), česnek setý 

(A. sativum) a pór zahradní (A. porrum), jsou díky svým výrazným organoleptickým 

vlastnostem známé téměř po celém světě a staly se také nedílnou součástí 

potravinářského průmyslu. Nositeli velmi intenzivních organoleptických vlastností 

těchto rostlin jsou převážně organosirné sloučeniny, které vznikají enzymově 

katalyzovaným rozkladem prekurzorů odvozených od cysteinu. Struktura či 

mechanismy tvorby celé řady dalších sirných sloučenin, v některých případech 

technologicky nežádoucích, však zůstávají i nadále nezodpovězeny.  

Současné vědecké studie neustále přispívají k lepšímu porozumění chemických 

procesů probíhajících při zpracování česnekovitých rostlin a popisují izolaci 

a identifikaci dalších nově objevených sloučenin. Cibule disponuje mimořádně pestrou 

paletou sirných sloučenin, která se za posledních několik let výrazně rozrostla. 

K tradičním skupinám sirných látek vznikajících při zpracování cibule, mezi kterými 

lze jmenovat slzotvorný propanthial-S-oxid (LF – z angl. lachrymatory factor, 1), 

bis-sulfin (2), thiosulfináty, zwiebelany (3) či cepaeny, v nedávné době přibyla 

i strukturně velmi rozmanitá skupina heterocyklických sirných sloučenin jako např. 

cepathiolany (4), onioniny A (5), Allium sulfoxid A (6), welsoniny (7) či kujounin (8), 

Obrázek 1.1−16
   

Velký pokrok byl v posledních letech zaznamenán také v pochopení procesů 

vedoucích k tvorbě nežádoucího růžového zbarvení cibule během jejího zpracování. 

Přestože se jedná o zcela přirozený jev, producentům způsobuje kvůli estetickému 

znehodnocení cibule výrazné ekonomické ztráty. V současné době je již znám 

mechanismus tohoto jevu i struktura sloučenin, které v cibuli toto technologicky velmi 

nežádoucí růžové zbarvení způsobují.17−20 

Za vědecky téměř nedotčenou oblast lze bezpochyby označit proces hořknutí 

cibule, který je i mezi laickou veřejností poměrně dobře znám a jehož rozklíčování 

se stalo hlavním cílem této disertační práce. Podobně jako růžovění cibule je i její 

hořknutí naprosto přirozeným jevem, který však působí velké problémy při jejím 

zpracování. Přestože tvorba hořkých látek v cibuli výrazně negativně mění 

organoleptické vlastnosti a není pouze estetickým problémem jako v případě jejího 
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růžovění, byly do současné doby touto problematikou inspirovány pouze dvě vědecké 

studie publikované již v šedesátých letech minulého století.21,22  

Obrázek 1: Organosirné sloučeniny vznikající při zpracování cibule.
†  

 

Lze předpokládat, že česnekovité rostliny jsou bezpochyby stále zdrojem celé řady 

dalších sloučenin, které na své objevení teprve čekají.  *†  

  

  

                                                 
* opravená struktura onioninu A (5) (viz kap. 4.3.1) 
† https://atlas-content-cdn.pixelsquid.com/stock-images/red-onion-B5wQon0-600.jpg; staženo dne 9. 9. 2018 

 

hořké  

látky 
 ? 
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2.1 Čeleď Alliaceae (česnekovité) 

 

Čeleď Alliaceae zahrnuje okolo 900 druhů rostlin, včetně ekonomicky velmi 

důležitých zástupců používaných v potravinářství (např. cibule, česnek a pór). Celá 

řada rostlin čeledi Alliaceae je také využívána v lidovém léčitelství a farmaceutickém 

průmyslu.  

Taxonomicky je tato čeleď členěna do tří podčeledí – Allioideae Herb., 

Tulbaghioideae (Endl. ex Meisn.) Fay & Chase a Gilliesioideae (Lindl.) Arn. (Fay 

& Chase, 1996). Největší podčeleď Allioideae zahrnuje rod Allium L. (včetně několika 

podrodů), rozšířený převážně na severní polokouli. Podčeleď Tulbaghioideae zahrnuje 

pouze dva rody – Tulbaghia L. (okolo 25 druhů) a Prototulbaghia Vosa (jeden druh), 

přirozeně se vyskytující v jižních částech Afriky.23 Podčeleď Gilliesioideae zahrnuje 

rostliny pocházející výhradně z Jižní Ameriky, převážně z jižních částí Chile 

a Argentiny. Výjimku tvoří někteří zástupci rodu Nothoscordum Kunth, které lze 

nalézt též v Severní Americe.24 

 

 

2.2 Rod Allium 

 

Rod Allium je největším a nejtypičtějším rodem čeledi Alliaceae zahrnující odhadem 

750 druhů, většinou cibulovitých trvalek, eventuálně dvouletých rostlin, které jsou 

rozšířené zejména na severní polokouli. Friesen a kol.25 na základě studia jaderné 

ribozomální DNA rozdělili tento rod do patnácti monofyletických podrodů, které ještě 

rozčlenili do dalších sekcí a podsekcí. 

Do rodu Allium náleží i některé z plodin pěstovaných již ve starověku, které 

v současnosti patří mezi ekonomicky velmi významné druhy zeleniny, zvláště 

A. sativum L. (česnek) a A. cepa L. (cibule). Z ekonomického pohledu méně 

významnými rostlinami rodu Allium jsou například A. schoenoprasum L. (pažitka), 

A. ampeloprasum L. (pór letní), A. tuberosum Rottler ex Spreng. (pažitka česneková), 

A. fistulosum L. (cibule zimní) či A. ursinum L. (česnek medvědí). Okrasné druhy jsou 

také neodmyslitelnou součástí rodu Allium, charakteristické svou rozmanitostí barev 

a velikostí (A. moly L. – česnek zlatožlutý, A. giganteum Regel – česnek obrovský, 
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A. flavum L. – česnek žlutý, A. roseum L. – česnek růžový, A. siculum Ucria – česnek 

sicilský).26,27 Typické zástupce rostlin rodu Allium znázorňuje Obrázek 2. 

Obrázek 2: Zástupci rodu Allium: a) barevné kultivary cibule;* b) šalotka;† c) česnek;‡ d) pór;§ 

e) pažitka;** f) jarní cibulka.†† 

 

Cibule společně s česnekem jsou nepochybně nejznámějšími zástupci rodu Allium, 

kteří si svou obrovskou popularitu získali nejen svými velmi výraznými 

organoleptickými vlastnostmi, ale i poměrně nenáročným pěstováním, jakož 

i možností jejich dlouhodobého skladování, které při vhodných podmínkách dosahuje 

i mnoha měsíců. 

S konzumací rostlin rodu Allium je spojena i celá řada příznivých účinků 

na lidské zdraví, které jsou velmi rozšířeny v povědomí nejen vědecké komunity. 

Podzemní části většiny česnekovitých rostlin jsou hlavní jedlou částí charakteristickou 

svou výraznou chutí a pronikavým aroma, které je umocněno během zpracování při 

přípravě pokrmů, zejména pak krájením či mixováním. Během těchto operací dochází 

vlivem narušení rostlinného pletiva k enzymaticky katalyzované tvorbě široké palety 

senzoricky aktivních sirných sloučenin.  

Mimořádný ekonomický význam rostlin rodu Allium, především česneku 

a cibule, podtrhují statistická data FAO28 (Food and Agriculture Organization 

of the United Nations), dle kterých činila celosvětová produkce cibule v roce 2016 

                                                 
* http://media.mercola.com/assets/images/foodfacts/onion-nutrition-facts.jpg; staženo dne 12. 9. 2018 
† http://www.cipollefreddi.it/wp-content/uploads/2016/09/scalogno-emilia-freddi.jpg; staženo dne 12. 9. 2018 
‡ http://www.petpoisonhelpline.com/wp-content/uploads/2011/10/Garlic.jpg; staženo dne 12. 9. 2018 
§ http://thewateringmouth.com/wp-content/uploads/2016/01/bigstock-Leeks-On-A-White-Background-84509525-768x510.jpg; 
staženo dne 12. 9. 2018 
** https://www.marxfoods.com/images/Buy-Chive-Blossoms_ChiveBlossoms-1.jpg; staženo dne 12. 9. 2018; upraveno  
†† https://encrypted-tbn0.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcTZSgNIq5p4jFV-mrSHkEONuJC4K6Fb-
x6IAkmeO3_vXxWh9EFE; staženo dne 12. 9. 2018 

a) 

d) 

b) 

e) 

c) 

f) 

http://media.mercola.com/assets/images/foodfacts/onion-nutrition-facts.jpg
http://www.cipollefreddi.it/wp-content/uploads/2016/09/scalogno-emilia-freddi.jpg
http://www.petpoisonhelpline.com/wp-content/uploads/2011/10/Garlic.jpg
http://thewateringmouth.com/wp-content/uploads/2016/01/bigstock-Leeks-On-A-White-Background-84509525-768x510.jpg
https://encrypted-tbn0.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcTZSgNIq5p4jFV-mrSHkEONuJC4K6Fb-x6IAkmeO3_vXxWh9EFE
https://encrypted-tbn0.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcTZSgNIq5p4jFV-mrSHkEONuJC4K6Fb-x6IAkmeO3_vXxWh9EFE
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více než 117 milionů tun a česneku necelých 48 milionů tun. Česká republika přispěla 

k celosvětové produkci v roce 2016 celkem 835 tunami česneku a více než 42 tisíci 

tun cibule. 

 

 

2.2.1 Podrod Cepa 

 

Podrod Cepa rostlin rodu Allium obsahuje druhy s rourkovitými listy, dobře 

vyvinutými cibulemi a krátkým vertikálním oddenkem. Zahrnuje sekce: 

i) Cepa – zástupce cibule kuchyňská (A. cepa) a cibule zimní (A. fistulosum L.); 

ii) Schoenoprasum – pažitka (A. schoenoprasum L.); iii) Sacculiferum – česnek čínský 

(A. chinense G. Don); iv) Annuloprason a v) Condensatum.25,29  

Obrázek 3: A. cepa: a) způsob pěstování;* b) detail růstu;† c) skladování.‡ 

 

Cibule kuchyňská (Obrázek 3) zaujímá první pozici v celosvětové produkci 

česnekovitých rostlin. Její pěstování je možné v různých klimatických zónách, včetně 

tropických oblastí. Cibule je běžnou součástí stravy lidí všech kontinentů. Běžně 

se pěstuje několik barevných kultivarů – žlutá cibule (v české kuchyni nejběžnější), 

červená (zpravidla vykazující mírnější organoleptické vlastnosti) nebo bílá (oblíbená 

zejména v Mexiku, vyznačující se silnějším aroma a chutí). 

 

 

2.2.2 Podrod Allium  

 

Česnek kuchyňský (Obrázek 4) je v pořadí druhým nejvíce konzumovaným 

zástupcem rodu Allium. Zahrnuje pět odlišných podskupin – Sativum, Ophioscorodon, 

                                                 
* https://www.harvesttotable.com/wp-content/uploads/2011/05/Onion-Row-300x200.jpg; staženo 13. 9. 2018 
† https://fieldviewgardens.files.wordpress.com/2011/08/drying-onion.jpg?w=500&h=334; staženo 13. 9. 2018 
‡ http://cdn.goodshomedesign.com/wp-content/uploads/2017/07/braid-onions-garlic.jpg; staženo 13. 9. 2018 

a) b) c) 

https://www.harvesttotable.com/wp-content/uploads/2011/05/Onion-Row-300x200.jpg
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Longicuspis, Subtropical a Pekinese. Podskupina Sativum, původem z oblasti 

Středomoří, představuje nejběžnější formu česneku. „Sativum“ v botanickém názvu 

česneku znamená „kultivovaný“ a odpovídá skutečnosti, že „divoký“ česnek je 

v přírodě neznámý.30  

Obrázek 4: Allium sativum: a) výsadba;* b) pěstování;† c) skladování.‡ 

 

 

2.2.3 Podrod Nectaroscordum 

 

Nejméně dva druhy rostlin rodu Allium jsou taxonomicky řazeny do podrodu 

Nectaroscordum – A. siculum Ucria a A. tripedale Trautv.25 

Obrázek 5: Allium siculum: a) rostlina,§ b) detail květu;** c) Allium tripedale.†† 

 

A. siculum (česnek sicilský, Obrázek 5a−b) je cibulovitá rostlina původem z Malé 

Asie, jižní Francie a Sicílie rostoucí zejména ve vlhčích, stinných lesích a křovinách. 

Vyznačuje se svými široce zvonkovitými, barevně proměnlivými květy. Pro své 

nenáročné pěstování i dekorativní vlastnosti se stala velmi oblíbenou rostlinou 

                                                 
* https://i1.wp.com/coffee-breaktime.com/wp-content/uploads/2017/10/How-to-Grow-Garlic-Over-the-Winter-2.jpg?w=630; 
staženo 15. 9. 2018 
† https://d1xl43wvd30375.cloudfront.net/wp-content/uploads/2015/01/680px-Growing-garlic-

Fotolia_32628027_Subscription_Monthly_M.jpg; staženo 15. 9. 2018 
‡ http://www.sseyyo.com/wp-content/uploads/2017/02/garlic.jpeg; staženo 15. 9. 2018 
§ https://terra4incognita.files.wordpress.com/2012/05/dscf3232.jpg?w=500&h=582; staženo 10. 6. 2018; upraveno 
** http://botany.cz/foto3/nectaroscordumherb3.jpg; staženo 10. 6. 2018 
†† http://www.pacificbulbsociety.org/pbswiki/files/Allium/Allium_tripedale2KS.jpg; staženo 10. 6. 2018 

a) b) c) 

a) b) c) 

http://www.sseyyo.com/wp-content/uploads/2017/02/garlic.jpeg
https://terra4incognita.files.wordpress.com/2012/05/dscf3232.jpg?w=500&h=582
http://botany.cz/foto3/nectaroscordumherb3.jpg
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pěstovanou po celém světě. Charakteristická je i svou pronikavou česnekovou vůní 

a chutí. V Bulharsku je tato rostlina známá pod místním názvem „samardala“ nebo 

„medový česnek“. Právě Bulharsko je zemí, kde A. siculum nachází uplatnění nejenom 

jako léčivá rostlina, ale také jako velmi oblíbená součást místní kuchyně. Jsou to 

nejčastěji listy, které často nahrazují klasický česnek a jsou zdrojem výrazné chuti 

salátů, polévek, omáček a celé řady dalších pokrmů. Čerstvé rostliny využívané 

v kulinářství jsou k dispozici pouze v období května až června. Z tohoto důvodu 

se rostliny suší a k dostání jsou například ve formě ochucené soli nebo drcených 

kořenících směsí.31−33 

A. tripedale (Obrázek 5c), druhý dosud známý zástupce podrodu 

Nectaroscordum, roste zejména v Iránu, Iráku, Turecku, Předkavkazsku 

a Zakavkazsku. V západním Iránu je tato rostlina hojně využívána 

v lidovém léčitelství. Čerstvé nebo sušené listy jsou v podobě koření běžnou součástí 

stravy místních obyvatel. Tradiční léčitelé používají tuto rostlinu například k léčbě 

ledvinových a močových kamenů.34 

 

 

2.3 Sirné sloučeniny rostlin rodu Allium 

 

Organické sirné sloučeniny česnekovitých rostlin jsou tvořeny jako součást obranných 

mechanismů, které se v rostlinách aktivují po narušení rostlinného pletiva. 

Předpokládá se, že produkcí těchto látek, které jsou charakteristické svými velmi 

výraznými organoleptickými vlastnostmi (často doprovázenými silnými slzotvornými 

účinky), se rostliny snaží odradit býložravce, zamezit rozvoji mikrobiálního napadení, 

případně nalákat opylovače. Těmto látkám je také připisována většina známých 

léčivých účinků rostlin rodu Allium.35 

 

 

2.3.1 S-Substituované deriváty cysteinu 

 

S-Substituované deriváty cysteinu jsou významnými sekundárními metabolity mnoha 

druhů rostlin, hub a řas. Nejdůležitější skupinou těchto sirných aminokyselin jsou 

S-alk(en)ylcystein-S-oxidy, které jsou hlavními prekurzory senzoricky a biologicky 
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aktivních organosirných látek rostlin rodu Allium. V nenarušených rostlinách jsou 

S-alk(en)ylcystein-S-oxidy lokalizovány v cytoplazmě a enzym alliinasa (E.C. 4.4.1.4) 

ve vakuolách.36 K rozkladu těchto prekurzorů a následné tvorbě senzoricky aktivních 

sloučenin dochází až během zpracování rostlin, kdy se S-alk(en)ylcystein-S-oxidy 

dostanou do přímého kontaktu s alliinasou, která katalyzuje jejich rozklad. 

Zastoupení S-alk(en)ylcystein-S-oxidů se v různých druzích česnekovitých 

rostlin výrazně liší. S-Allylcystein-S-oxid (alliin, 9) je majoritním prekurzorem 

v česneku, zatímco v cibuli má největší relativní zastoupení jeho polohový izomer, 

(E)-S-(1-propenyl)cystein-S-oxid (isoalliin, 10). Do současnosti bylo v česnekovitých 

rostlinách nalezeno a identifikováno celkem 11 S-substituovaných cystein-S-oxidů 

a dvě cyklické formy těchto látek (Obrázek 6). 

 
 

Obrázek 6: S-Substituované deriváty cysteinu česnekovitých rostlin. 



Úvod 

10 

 

Neobvyklou cyklickou sekundární sirnou aminokyselinou, která se vyskytuje 

v rostlinách rodu Allium obsahujících isoalliin (10), je cykloalliin 

(3-karboxy-5-methyl-1,4-thiazan-S-oxid, 11). Úloha této cyklické aminokyseliny je 

však zatím neznámá, nelze ani vyloučit možnost, že vzniká pouze jako artefakt 

cyklizací isoalliinu (10) během jeho izolace.37 Homolog cykloalliinu (11), 

homocykloalliin (3-karboxy-5-ethyl-1,4-thiazan-S-oxid, 12), byl identifikován 

v česneku sicilském (A. siculum), kde tato sekundární aminokyselina doprovází 

homoisoalliin (13). Podobně jako u cykloalliinu (11) nelze jednoznačně potvrdit 

přítomnost homocykloalliinu (12) v nenarušených rostlinách. S největší 

pravděpodobností k jeho vzniku dochází cyklizací homoisoalliinu (13).31  

Výskyt pěti zástupců těchto sirných aminokyselin je typický pro nejčastěji 

konzumované česnekovité rostliny. Jedná se o S-methyl-, S-allyl-, 

(E)-S-(1-propenyl)-, S-propyl- a S-ethylcystein-S-oxid (methiin, 14; alliin, 9; isoalliin, 

10; propiin, 15 a ethiin, 16). Další dva deriváty cysteinu, a sice S-(2-pyrrolyl)cystein-

S-oxid (17) a S-(2-pyridinyl)cystein-N-oxid (18), byly izolovány z druhů rostoucích 

(a často hojně konzumovaných) zejména ve střední Asii (např. A. stipitatum, 

Obrázek 7a), zatímco S-(3-pentenyl)cystein-S-oxid (19) byl doposud nalezen pouze 

v semenech cibule rodu Allium cepa var. tropeana pěstované v regionu Tropea 

(Kalábrie). 

Obrázek 7: a) Allium stipitatum;* b) Tulbaghia violacea − detail květu.† 

 

Sloučenina S-(methylthiomethyl)cystein-S4-oxid (triviálně marasmin, 20) se vyskytuje 

zejména v rostlinách rodu Tulbaghia (Obrázek 7b) či zástupcích podrodu 

Melanocrommyum. Dva prekurzory obsahující čtyřuhlíkatý alifatický postranní 

řetězec, tj. S-butyl- (21) a (E)-S-(1-butenyl)cystein-S-oxid (13) (triviálně butiin resp. 

                                                 
* https://www.biolib.cz/IMG/GAL/85251.jpg; staženo 22. 10. 2018 
† http://www.plantbook.co.za/wp-content/uploads/plantbook.co.za_tulbaghia-violacea1.jpg; staženo 5. 4. 2018 

a) b) 

http://www.plantbook.co.za/wp-content/uploads/plantbook.co.za_tulbaghia-violacea1.jpg
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homoisoalliin), se vyskytují výhradně v rostlinách podrodu 

Nectaroscordum.23,31,35,38−40
 

Relativní zastoupení S-substituovaných derivátů cysteinu v některých 

zástupcích česnekovitých rostlin uvádí Tabulka I. 

Tabulka I: Relativní zastoupení a celkový obsah S-substituovaných derivátů cysteinu ve vybraných 

česnekovitých rostlinách. 

rostlina/ 

část 
cibule/ 

cibule 

česnek/ 

stroužky 

pór/ 

nadzemní část 

sicilský česnek/ 

cibulky 

 relativní zastoupení [%] 

alliin (9) stopy − 84 84 − stopy − 

butiin (21) − − − − − − 5 

homoisoalliin (13) − − − − − − 64 

isoalliin (10) 78 85−87 11 ±a 92 81 − 

methiin (14) 16 13−15 5 16 8 19 31 

propiin (15) 6 − − − − stopy − 

celkový obsah [mg/g]b 0,56 ± 0,03 12,7 ± 0,4 1,44 ± 0,07 5,3 ± 0,4 

odkaz 40−43  40−43 40,43,44 31 
 

 

a identifikace pouze v některých vzorcích 
b celkový obsah S-alk(en)ylcystein-S-oxidů v čerstvých rostlinách 

 

 

S-Substituované deriváty cysteinu cibule kuchyňské 

 

V cibuli se vyskytují celkem tři S-alk(en)ylcystein-S-oxidy – isoalliin (10), methiin 

(14) a propiin (15), Obrázek 8.  

 

 
Obrázek 8: Prekurzory sirných sloučenin cibule kuchyňské.* 

 

Methiin, vyskytující se pravděpodobně ve všech rostlinách rodu Allium, byl poprvé 

izolován v roce 1959 Virtanenem a Matikkalou.45 Carson a Wong46 posléze určili 

                                                 
* http://www.vanderlans.com/wp-content/uploads/2016/08/van_der_lans_uien_groep2.jpg; staženo 18. 5. 2018 
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absolutní konfiguraci na obou chirálních centrech methiinu jako SS,RC. Methiin je 

ve většině druzích prekurzorem s druhým nejvyšším relativním zastoupením (přibližně 

15 %).  

Propiin, jehož výskyt v cibuli je velmi variabilní, byl poprvé izolován společně 

s methiinem v roce 1959.45 Absolutní konfigurace propiinu publikovaná Carsonem 

a Wongem46 je taktéž SS,RC. Některé studie přítomnost propiinu v cibuli i dalších 

druzích česnekovitých rostlin potvrzují,41,44,47 jiné ji naopak vyvrací, případně uvádí 

detekci pouze stopového množství této sloučeniny.42,43,48 Toto zjištění je však 

v rozporu s nezanedbatelným obsahem organosirných sloučenin obsahující propylový 

řetězec, které byly opakovaně nalezeny v extraktech cibule. Block a kol.49 ve své studii 

stanovili relativní zastoupení thiosulfinátů v cibulovém extraktu, přičemž množství 

těchto látek obsahujících propylový řetězec se pohybovalo mezi 19−27 %. Wang 

a kol.48 předpokládají, že přítomnost organosirných látek s propylovými skupinami, 

navzdory stopovému obsahu propiinu, lze vysvětlit redukcí LF (1) nebo sloučenin 

obsahujících 1-propenylový řetězec. 

Hlavní a zdaleka nejdůležitější prekurzor senzoricky aktivních sirných 

sloučenin v cibuli je ovšem isoalliin. Jeho relativní množství se zpravidla pohybuje 

okolo 85 % všech S-alk(en)ylcystein-S-oxidů přítomných v cibuli. Objevení isoalliinu 

je připisováno finským chemikům Virtanenovi a Spåremu,2 kteří potvrdili, že tato 

sloučenina je prekurzorem látky způsobující slzení očí, tj. LF (1). Geometrická 

konfigurace 1-propenylové skupiny isoalliinu byla stanovena až Carsonem a kol. 

v roce 1966,50 kteří určili strukturu této látky jako (+)-(RS,RC)-(E)-S-(1-propenyl)-

cystein-S-oxid. 

Enzymově katalyzovaný rozklad S-alk(en)ylcystein-S-oxidů probíhá dle 

obecného schématu uvedeného na Obrázku 9. Enzym alliinasa katalyzuje přeměnu 

S-alk(en)ylcystein-S-oxidů na velmi reaktivní sulfenové kyseliny, které jsou 

základními stavebními kameny naprosté většiny organosirných sloučenin rostlin rodu 

Allium. Při této reakci dochází k odštěpení aminoakrylové (21) a pyrohroznové 

kyseliny (22).  

 



Úvod 

13 

 

 
Obrázek 9: Obecné schéma enzymově katalyzovaného rozkladu S-alk(en)ylcystein-S-oxidů. 

 

V cibuli je však rozklad isoalliinu ještě výrazně komplexnější. Důvodem tohoto 

specifického rozkladu je přítomnost dvou odlišných enzymových systémů. V cibuli 

(a v menší míře i v póru) je totiž kromě alliinasy přítomen ještě další enzym, a sice 

LF-synthasa (LFS).10 Zatímco alliinasa katalyzuje rozklad isoalliinu (10) za tvorby 

1-propensulfenové kyseliny (23), druhý z enzymů, LFS, katalyzuje přeměnu části 

vznikající 1-propensulfenové kyseliny na LF (1), sloučeninu s výraznými 

slzotvornými účinky (Obrázek 10).  

Obrázek 10: Schéma enzymově katalyzovaného rozkladu isoalliinu (10). 
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2.4 Tvorba organosirných sloučenin cibule kuchyňské 

 

Využití cibule v lidovém léčitelství a všeobecné povědomí o jejích pozitivních 

účincích na lidské zdraví (např. úleva od bolesti, pozitivní vliv na kardiovaskulární 

systém, mírnění zánětů a symptomů astmatu a jiných dýchacích onemocnění) stály na 

počátku zájmu vědecké komunity o identifikaci sloučenin, které nesou za tyto 

biologické účinky zodpovědnost. Organosirné sloučeniny cibule se tak staly hlavními 

tématy velkého počtu studií, jejichž výsledkem byla identifikace široké skupiny 

sloučenin s mnohdy významnými biologickými účinky (např. antiastmatickými, 

protizánětlivými, antitrombotickými a antimikrobiálními). Tyto organosirné 

sloučeniny v cibuli vznikají enzymovým rozkladem svých prekurzorů, 

S-alk(en)ylcystein-S-oxidů. Jak bylo uvedeno v předchozí kapitole, v cibuli se těchto 

reakcí účastní dva odlišné enzymy – alliinasa a LFS. Obrázek 11 ukazuje velmi 

pestrou paletu dosud známých organosirných sloučenin, které enzymově 

katalyzovaným rozkladem isoalliinu (10) a dalších přítomných prekurzorů vznikají. 

Základní reakce, které probíhají v cibuli po narušení jejího pletiva, uvádí 

Obrázek 12. Isoalliin (10) podléhá enzymově katalyzovanému rozkladu za účasti 

enzymu alliinasy vedoucímu ke vzniku 1-propensulfenové kyseliny (23) 

za současného odštěpení aminoakrylové kyseliny (21). Další enzym, LFS,10,16 

katalyzuje přeměnu 1-propensulfenové kyseliny (23) na LF (1). Následnou reakcí LF 

a 1-propensulfenové kyseliny vzniká bis-sulfin (2). Výrazně nižší množství vzniklé 

1-propensulfenové kyseliny, která není přeměněna LFS na LF, podléhá kondenzaci 

vedoucí ke vzniku příslušného thiosulfinátu. Tento symetrický thiosulfinát, S-(1-

propenyl)-1-propenthiosulfinát (24), je ovšem mimořádně reaktivní a okamžitě 

izomeruje za vzniku bicyklických zwiebelanů (3), sultenů (25), popř. 

2,3-dimethylbutandithial-S-oxidu (26). Methansulfenová (27) a propansulfenová 

kyselina (28), vznikající enzymovým rozkladem methiinu (14) a propiinu (15), mohou 

podobně jako 1-propensulfenová kyselina (23) také podléhat kondenzaci, čímž 

dochází ke vzniku rozsáhlé skupiny látek, tzv. thiosulfinátů (24, 29−33).26,30,31,51  

Jednotlivé skupiny organosirných látek vznikajících v cibuli budou detailněji 

probrány v následujících kapitolách. 
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*†‡    

                                                 
* opravená struktura onioninu A (viz kap. 4.3.1) 
† http://www.maahirfoods.com/images/onion.png; staženo 17. 11. 2017 
‡ https://www.readypac.com/wp-content/uploads/2016/04/Diced-Red-Onion-550x313.png; staženo 17. 11. 2017  

Obrázek 11: Dosud známé organosirné sloučeniny cibule kuchyňské.†,‡  
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Obrázek 12: Schéma tvorby některých orgasirných sloučenin v cibuli.30,31 
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2.4.1 Thiosulfináty 

 

Thiosulfináty jsou pravděpodobně nejvíce prostudovanou skupinou sloučenin 

vznikajících v rostlinách rodu Allium a bezesporu náleží do skupiny biologicky 

aktivních sloučenin zejména pro své antimikrobiální, antiastmatické a protizánětlivé 

účinky (inhibují 5-lipoxygenasu a cyklooxygenasu).5,52 Ve čtyřicátých letech 

dvacátého století začalo být jasné, že tyto sloučeniny nejsou přítomny v mechanicky 

nenarušených rostlinách, ale že vznikají enzymaticky katalyzovaným rozkladem jejich 

prekurzorů.53,54 Typické organoleptické vlastnosti čerstvě zhomogenizovaných 

česnekovitých rostlin, především jejich aroma a ostrá chuť, jsou připisovány právě 

thiosulfinátům. 

 Thiosulfináty lze rozdělit do dvou skupin: i) symetrické thiosulfináty, které 

vznikly kondenzací dvou molekul stejné sulfenové kyseliny, a ii) asymetrické 

thiosulfináty, které jsou tvořeny kondenzací dvou rozdílných molekul sulfenových 

kyselin (Obrázek 13).  

 

 

Obrázek 13: Obecná struktura thiosulfinátů vyskytujících se v cibuli. 

 

Biosyntéza thiosulfinátů začíná enzymově katalyzovaným rozkladem jejich 

prekurzorů, S-alk(en)ylcystein-S-oxidů, při kterém dochází k tvorbě velmi reaktivních 

sulfenových kyselin, jejichž spontánní kondenzace vede k produkci značně pestré 

škály thiosulfinátů (Obrázek 14).  

Alliinasa vykazuje při enzymovém rozkladu S-alk(en)ylcystein-S-oxidů 

substrátovou selektivitu. Rychlost rozkladné reakce je následující: isoalliin > propiin 

> methiin. Z důvodu odlišné reaktivity S-alk(en)ylcystein-S-oxidů může být podstatná 

část některých sulfenových kyselin (pocházejících zejména z methiinu) tvořena 

v přítomnosti thiosulfinátů pocházejících z S-alk(en)ylcystein-S-oxidů, které jsou 

alliinasou rozkládány rychleji. Výsledkem je vznik nových („smíšených“) 

thiosulfinátů i sulfenové kyseliny (Obrázek 14 a Obrázek 15).55,56 
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Obrázek 14: Obecné schéma reakcí sulfenových kyselin a thiosulfinátů. 

 

 

Obrázek 15: Mechanismus reakce thiosulfinátu se sulfenovou kyselinou.47  

 

Asymetrické thiosulfináty vždy tvoří dvojici polohových izomerů lišících se pozicí 

atomu kyslíku. U thiosulfinátů, které ve své molekule obsahují 1-propenylový řetězec 

navázaný na thiolovou část, tj. RS(O)SCH=CHCH3, lze navíc pozorovat tvorbu 

(E/Z)-izomerů navzdory tomu, že v cibuli se přirozeně vyskytuje pouze (E)-izomer 

isoalliinu (10). Předpokládá se, že (Z)-izomery vznikají sigmatropním přesmykem 

příslušných (E)-izomerů, jak je uvedeno na Obrázku 16. Thiosulfináty typu 

RSS(O)CH=CHCH3 této izomerizaci nepodléhají. 
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Obrázek 16: Předpokládaný mechanismus (E/Z)-izomerizace RS(O)SCH=CHCH3.30 

 

K rozkladu thiosulfinátů dochází z důvodu velmi labilní vazby mezi atomy síry již 

za poměrně mírných podmínek. Vznikají tak příslušné značně reaktivní sulfenové 

kyseliny a thioaldehydy (Obrázek 17).  

 

Obrázek 17: Rozklad thiosulfinátů. 

 

 

2.4.2 Slzotvorné látky 

 

Sulfiny 

 

Pozoruhodnou vlastností cibule, nikoli však česneku, je přítomnost dvou odlišných 

enzymů – alliinasy a LFS, které jsou nezbytné k tvorbě sloučeniny 

se specifickou funkční skupinou −CH=S=O (thial-S-oxid neboli sulfin) vykazující 

slzotvorné účinky (Obrázek 18). K objevení enzymu LFS, zodpovědného 

za přeměnu 1-propensulfenové kyseliny (23) na LF (1), došlo až v roce 2002.10 

Předchozí studie předpokládaly, že k tvorbě této látky dochází spontánní izomerizací 

1-propensulfenové kyseliny vznikající z isoalliinu. V nedávné studii Silvaroli a kol.16 

publikovali krystalovou strukturu a detailní mechanismus katalytického účinku tohoto 

enzymu na 1-propensulfenovou kyselinu. 
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Obrázek 18: Porovnání enzymově katalyzovaného rozkladu isoallinu (10) a alliinu (9) při zpracování 

česneku* a cibule.†  

 

Elementární složení LF (C3H6SO) bylo určeno již v roce 1956.1 Prekurzorem LF byl 

zanedlouho poté identifikován isoalliin,2 ovšem původně se předpokládalo, že touto 

slzotvornou sloučeninou je 1-propensulfenová kyselina (23). Správná struktura LF, tj. 

propanthial-S-oxid (1, CH3CH2CH=S=O), byla určena až Brodnitzem a Pascalem 

(1971),3 kterým se podařilo tuto látku připravit také synteticky.  

Dimerizace LF byla studována Blockem a kol. v roce 1980.4 Dimer LF 

(trans-3,4-diethyl-1,2-dithietan-1,1-dioxid, 36) je bezbarvá kapalina s výrazným 

cibulovým aroma postrádající slzotvorné účinky. Tato sloučenina je prvním 

izolovaným nasyceným derivátem 1,2-dithietanu. Předpokládaný mechanismus 

dimerizace LF uvádí Obrázek 19.4  

 

Obrázek 19: Tvorba a struktura dimeru LF (36).  

 

                                                 
* http://stylesatlife.com/wp-content/uploads/2014/04/Onion2.jpg; staženo 2. 12. 2017 
† https://www.bbcgoodfood.com/sites/default/files/glossary/garlic.jpg; staženo 2. 12. 2017 
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Bis-sulfin 

 

Objevení první přirozeně se vyskytující sloučeniny ze skupiny bis(thial-S-oxidů) je 

připisováno spolupráci Blocka a Bayera.9 Bezbarvá sloučenina elementárního složení 

C6H10S2O2 byla identifikována jako (Z,Z)-2,3-dimethylbutandithial-S,S'-dioxid 

(triviálně bis-sulfin, 2), Obrázek 20. 

 

Obrázek 20: Struktura bis-sulfinu (2). 

 

Předpokládaným mechanismem vzniku bis-sulfinu (2) v cibuli je thiofilní adice 

1-propensulfenové kyseliny (23) na LF (1) následovaná nukleofilním atakem druhé 

molekuly 1-propensulfenové kyseliny (23), Obrázek 21.9  

 

Obrázek 21: Předpokládaná tvorba bis-sulfinu (2).  

 

Thioaldehyd-S-oxidy (sulfiny) se v přírodě vyskytují velmi vzácně. Do současné doby 

jsou známy pouze čtyři přirozeně se vyskytující sloučeniny tohoto typu produkované 

rostlinami – (Z)-propanthial-S-oxid (LF, 1) a (Z,Z)-2,3-dimethyl-1,4-butandithial-S,S'-

dioxid (bis-sulfin, 2) (oba z cibule kuchyňské – A. cepa), (Z)-butanthial-S-oxid (37) 

(z česneku sicilského – A. siculum) a (Z)-fenylmethanthial-S-oxid (38) (z rostliny 

Petiveria alliacea), Obrázek 22.3,9,31,57 
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Obrázek 22: Struktura dosud známých přirozeně se vyskytujících thioaldehyd-S-oxidů (sulfinů). *,†,‡ 

 

 

2.4.3 Cepaeny 

 

Výzkumy, které předcházely objevení této početné skupiny organosirných sloučenin, 

byly zaměřeny na studium antialergenních a antiastmatických účinků cibulových 

extraktů5 a inhibičních účinků cibule na srážlivost krve6,58 s cílem izolovat sloučeniny 

zodpovědné za tyto účinky. Z důvodu značně nepřehledných systematických názvů 

získaly tyto sloučeniny triviální označení cepaeny, vycházející z botanického názvu 

cibule (A. cepa).5  

Předpokládá se, že cepaeny pravděpodobně vznikají interakcí LF (1) 

a sulfenových kyselin.6 Strukturu a mechanismus tvorby cepaenů uvádí Obrázek 23. 

                                                 
* https://www.organicfacts.net/wp-content/uploads/2013/05/Onion2.jpg; staženo 2. 2. 2018  
† https://images.fineartamerica.com/images/artworkimages/mediumlarge/1/allium-siculum-or-sicilian-honey-garlic-janet-
burdon.jpg; staženo 2. 2. 2018; upraveno   
‡ https://http2.mlstatic.com/mudas-de-guine-cientifico-petiveria-alliacea-kit-2-mudas-D_NQ_NP_172011-

MLB20470812700_112015-F.webp; staženo 2. 2. 2018 

 

Allium cepa Allium siculum Petiveria alliacea 

https://http2.mlstatic.com/mudas-de-guine-cientifico-petiveria-alliacea-kit-2-mudas-D_NQ_NP_172011-MLB20470812700_112015-F.webp
https://http2.mlstatic.com/mudas-de-guine-cientifico-petiveria-alliacea-kit-2-mudas-D_NQ_NP_172011-MLB20470812700_112015-F.webp
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Obrázek 23: Mechanismus tvorby cepaenů.26,58 

 

 

2.4.4 Zwiebelany 

 

Zwiebelany (německy die Zwiebel = cibule) jsou zástupci strukturně neobvyklé 

skupiny organosirných látek s bicyklickým řetězcem, které podobně jako thiosulfináty 

a cepaeny patří mezi biologicky aktivní sloučeniny cibule díky svým antiastmatickým 

účinkům.5,7 Jedná se o dvě izomerní sloučeniny elementárního složení C6H10OS2, 

jejichž struktura byla určena jako cis a trans-2,3-dimethyl-5,6-dithia-

bicyklo[2.1.1]hexan-5-oxid (cis-3 a trans-3 ) (Obrázek 24). Z hlediska koncentrace je 

zastoupení cis-zwiebelanu (cis-3) v cibuli zhruba třikrát vyšší 

než trans-izomeru (trans-3).59 

 

Obrázek 24: Struktura zwiebelanů (3). 

 

Předpoklad, že se zwiebelany (3) tvoří z S-(1-propenyl)-1-propenthiosulfinátu (24), 

byl potvrzen oxidací di(1-propenyl)disulfidu.7 Bylo zjištěno, že cis-zwiebelan (cis-3) 

se tvoří ze (Z,E)-24, popř. (E,Z)-24, zatímco trans-zwiebelan (trans-3) vzniká 

ze (Z,Z)-24, nikoli však z (E,E)-24.7,59 Sloučeniny 25a−d jsou bicyklické sulteny, které 

se s největší pravděpodobností také podílí na tvorbě zwiebelanů (Obrázek 25).7 

obecná struktura cepaenů 
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Obrázek 25: Tvorba 25a−d a cis-3 enzymatickým rozkladem isoalliinu (10). 
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2.4.5 Nedávno objevené organosirné sloučeniny cibule  

 

Cepathiolany 

 

První sloučeninu obsahující thiolanové (tetrahydrothiofenové) jádro izolovali 

z homogenizované cibule Yoshida a kol.12 a pojmenovali ji cepathiolan (4a, 

Obrázek 26). V tomto triviálním názvu je zohledněn nejen botanický název cibule 

(A. cepa), ale i přítomnost thiolanového jádra. Následně byl popsán i další 

stereoizomer této látky, pojmenovaný cepathiolan A (4b).13 

 

Obrázek 26: Struktura dosud známých cepathiolanů (4). 

 

Navržený mechanismus tvorby cepathiolanů uvádí Obrázek 27. Dvě ze tří molekul 

1-propensulfenové kyseliny (23) se účastní tvorby thiolanového kruhu a třetí tvoří 

postranní řetězec thiosulfinátu. Thiolanový kruh je pravděpodobně tvořen 

dithio-Claisenovým přesmykem 24 na 2,3-dimethylbutandithial-S-oxid (26), 

ze kterého 1,3-dipolární cykloadicí vzniká bicyklický sulten (25), který dále rychle 

reaguje s další molekulou 1-propensulfenové kyseliny (23) za vzniku cepathiolanu 

(4).13 
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Obrázek 27: Pravděpodobný mechanismus tvorby cepathiolanů (4).13  

  

1,3-dipolární 

cykloadice 
[2+2]-cykloadice 

dithio-Claisenův 

přesmyk 
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Onioniny 

 

El-Aasr a kol.11 v roce 2010 z acetonového extraktu cibule izolovali a identifikovali 

cyklickou sloučeninu elementárního složení C9H16O2S2, kterou triviálně pojmenovali 

onionin A (5a) (po objevení dalších stereoizomerů bývá označován jako onionin A1). 

V roce 2014 byly Noharou a kol.14 z cibule kuchyňské izolovány ještě další dva 

izomery onioninu A (5a) − onionin A2 (5b) a A3 (5c), Obrázek 28. Bylo ukázáno, 

že onioniny A vykazují významnou protirakovinnou aktivitu.11,60,61   

 

Obrázek 28: Struktury onioninu A (5a) a onioninů A2−A3 (5b-c).  

 

Jak je z Obrázku 28 zřejmé, navržené struktury onioninu A a A2−3 nejsou zcela 

konzistentní. Zatímco navržená struktura onioninu A obsahuje funkční skupinu −SHO, 

struktury onioninu A2 a A3 obsahují skupinu −SOH. Je však třeba zmínit, že tyto 

navržené struktury vzbuzují vážné pochybnosti ohledně jejich správnosti, neboť obě 

uvedené sirné funkční skupiny jsou mimořádně reaktivní. Sulfenové kyseliny se zatím 

nepodařilo izolovat z přírodních zdrojů. Syntézu první stabilní sulfenové kyseliny 

publikovali Goto a kol.,62,63 přičemž zvýšená stabilita těchto laboratorně připravených 

kyselin byla docílena sterickým bráněním vysoce reaktivní −SOH skupiny. 

Mimořádnou reaktivitu těchto látek dokazuje i vědecká práce Blocka a kol.,51 kteří 

pomocí metody DART ve zpracovaném česneku poprvé identifikovali 

2-propensulfenovou kyselinu (34) (vznikající enzymovým rozkladem alliinu, 9) 

a poločas jejího rozpadu určili na méně než 1 s.  
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Welsoniny 

 

Další dvě nedávno popsané sirné sloučeniny, welsonin A1 (7a) a A2 (7b), byly 

izolovány Noharou a kol.64 v roce 2016 z acetonového extraktu cibule zimní 

(A. fistulosum) společně s onioniny A1−3 (5a-c), (Obrázek 29). 

 

Obrázek 29: Struktura welsoninu A1 (7a) a A2 (7b). 

 

 

Kujouniny 

 

Objevení nové skupiny organosirných látek, nesoucích název podle japonského výrazu 

pro cibuli zimní (A. fistulosum) − „Kujou“, ze které byly izolovány, bylo výsledkem 

studie Fukayaho a kol.15 Tato vědecká skupina izolovala celkem tři nové sloučeniny: 

kujounin A1 (8a), A2 (8b) a Allium sulfoxid A (6) (Obrázek 30).  

 

Obrázek 30: Struktura kujouninu A1 (8a), A2 (8b) a Allium sulfoxidu A (6).  

 

Meachanismy tvorby welsoninů, kujouninů či Allium sulfoxidu A jsou zatím poněkud 

nejasné. Doposud nebyly publikovány ani žádné práce popisující případnou 

biologickou aktivitu těchto sloučenin. 
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2.5 Změny organoleptických vlastností při zpracování 

česnekovitých rostlin 

2.5.1 Barevné změny  

 

Tvorba intenzivně barevných sloučenin je často pozorovaným jevem u mnoha rostlin 

rodu Allium, včetně česneku, cibule a póru. V případě česneku dochází ke vzniku 

výrazně modrého či zeleného zbarvení. Růžové zbarvení lze pozorovat u cibule, póru 

a česneku sicilského. Navzdory vizuálnímu rozdílu barevných látek vznikajících 

v česneku a cibuli je mechanismus jejich tvorby velmi podobný. V obou případech 

se jedná o naprosto spontánní jev, který je výsledkem komplexních, vícekrokových 

reakcí, zahrnujících enzymové i neenzymové fáze. Barevné změny během procesu 

zelenání česneku a růžovění cibule uvádí Obrázek 31. 

 

Obrázek 31: Průběh zelenání česneku (horní obrázek) a růžovéní cibule (spodní obrázek).* 

 

Zatímco barevné změny probíhající v česneku byly důkladně studovány řadou 

autorů,17,18,20,65-68 obdobným procesům v cibuli či póru byla věnována výrazně nižší 

pozornost.17,20,69−73 Důvodem může být mnohem pomalejší tvorba a nižší intenzita 

zbarvení sloučenin odpovědných za barevné změny v cibuli a póru. Tyto přirozené, 

avšak technologicky velmi nežádoucí procesy výrazně snižují kvalitu produktů, 

a způsobují tak producentům vysoké ekonomické ztráty.  

                                                 
* foto autorky 

0 hod 48 hod 96 hod 

0 hod 24 hod 96 hod 144 hod 
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Shannon a kol.72 za hlavní prekurzor v procesu růžovění označili isoalliin (10). Kubec 

a kol.20 v roce 2015 identifikovali několika barevných sloučenin zodpovědných 

za růžovění cibule a póru. Pravděpodobný mechanismus tvorby těchto barevných 

sloučenin v cibuli uvádí Obrázek 32. Podobně jako v procesu zelenání česneku jsou 

i v případě růžovění cibule (popř. póru) klíčovými meziprodukty N-substituované 

3,4-dimethylpyrroly (39),18 které jsou v cibulovém homogenátu tvořeny reakcí 

aminokyselin s thiosulfináty obsahující ve své molekule 1-propenylový řetězec (tj. 24, 

29a/b−30a/b).17,19,73 Tyto pyrrolové sloučeniny (39) dále reagují s (thio)aldehydy, 

které se tvoří rozkladem thiosulfinátů (viz Obrázek 17). Řadou několika následných 

reakcí dochází ke vzniku barevných sloučenin, které způsobují růžové zbarvení 

zpracované cibule.20  
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Obrázek 32: Mechanismus vzniku barevných sloučenin ve zpracované cibuli.20 
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2.5.2 Změny chuti 

 

Hořknutí cibule 

 

Podobně jako tvorba výše popsaných barevných sloučenin v rostlinách rodu Allium je 

i produkce hořkých látek spontánním jevem, ke kterému dochází při běžném 

mechanickém zpracování cibule (např. krájení). Ačkoli studiu barevných změn, 

především v česneku a cibuli, byla věnována řada vědeckých prací, proces hořknutí 

cibule během jejího zpracování je v tomto ohledu zcela neprobádanou oblastí.  

Hořkým látkám vznikajícím při zpracování cibule byly až do současné doby 

věnovány pouze dvě vědecké publikace ze šedesátých let minulého století. V první 

publikaci21 dospěl autor k závěru, že tyto hořké látky z isoalliinu (10), hlavního 

prekurzoru organosirných sloučenin cibule, nevznikají. Tento závěr ovšem zcela 

vyvrátil svou následující studií,22 ve které naopak tvrdí, že tvorba hořkých látek 

ve zpracované cibuli důsledkem enzymového rozkladu isoalliinu je (10). Autor se 

ve své druhé studii zabýval také organoleptickými vlastnostmi produktů enzymových 

reakcí různých S-substituovaných derivátů cysteinu, jakož i technologicky různě 

zpracované cibule. Výsledky těchto experimentů shrnuje Tabulka II.  

Tabulka II: Organoleptické vlastnosti čerstvé cibule, modelových směsí S-alk(en)ylcystein-S-oxidů 

a cykloalliinu (11) po enzymové reakci s alliinasou v závislosti na čase. 22 

čas [min] 1 10 30 1 10 30 1 10 30 1 10 30 

substrát 
slzotvorné látky hořkost ostrost aroma 

relativní intenzita hodnocených vlastností* 

čerstvá cibule ++ − − − + ++ ++ + − + ++ ++ 

isoalliin (10) ± ± − − ± ++ ++ + ± ± ++ ++ 

alliin (9) − − − − − − ± ++ ± ++ ++ ++ 

propiin (15) − − − − − − + ++ ± + ++ ++ 

methiin (14) − − − − − − − ± − ± + + 

cykloalliin (11) − − − − − − − − − − − − 

* velmi intenzivní ++; silná +; vnímatelná ±; žádná − 

 

V šedesátých letech minulého století, ve kterých byly obě vědecké studie 

S. Schwimmera publikovány, bylo ovšem rozklíčování chemických procesů 

probíhajících při zpracování cibule téměř ve svém počátku. V této době bylo známé 

pouze elementární složení LF (1)1 (jeho struktura byla chybně označena jako 

1-propensulfenová kyselina, 23),2 spolu se strukturou thiosulfinátů a jejich prekurzorů 
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(tj. isoalliinu a ostatních S-substituovaných derivátů). Teprve od konce 80. let 

minulého století (tedy zhruba 20 let po publikaci obou prací S. Schwimmera) postupně 

došlo k objevení dalších skupin organosirných sloučenin vznikajících rozkladem 

isoalliinu (10), např. zwiebelanů (3),5,7 cepaenů,5,8 bis-sulfinu (2),9 cepathiolanů 

(4),12,13 onioninů A (5)11,14 a kujouninů (8),15 jak bylo popsáno v předchozích 

kapitolách. 

Organoleptické vlastnosti řady výše uvedených sloučenin byly studovány, 

ovšem u žádných z nich nebyla pozorována hořká chuť.26 Struktura hořkých látek, 

případně mechanismy jejich vzniku tak zůstaly až do současné doby zcela 

neobjasněny. 
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3 Experimentální část 

3.1 Chemikálie a materiály 

 

Chemikálie  

 

Acros Organics (Geel, Belgie) 

L-alanin (99%), α-toluensulfonylfluorid (99%) 

 

Fluka (Buchs, Švýcarsko) 

aktivní uhlí, jodmethan (99%) 

 

Lach-Ner (Neratovice, Česká republika) 

dihydrogenfosforečnan draselný (p. a.), kyselina chlorovodíková (25%, p. a.), kyselina 

mravenčí (98%), síran amonný (p. a.), síran hořečnatý (bezvodý) 

 

Lachema (Brno, Česká republika) 

kyselina ethylendiamintetraoctová (99%), formaldehyd (36−38%, p. a.), kyselina 

o-fosforečná (85%), hydroxid draselný (p. a.), peroxid vodíku (30%) 

 

Penta (Praha, Česká republika) 

absolutní ethanol, fosforečnan sodný dodekahydrát (p. a.), glycerol bezvodý (p. a.), 

kyselina octová (99%) 

 

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

acetonitril (HPLC grade), diethylether (p. a.), dichlormethan (p. a.), kyselina 

5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoová, methanol (HPLC grade), pyridoxal-5-fosfát (≥ 97%), 

2-sulfanylethanol, 4-sulfanylpyridin (95%), thiolan-S-oxid (96%), TRIS-HCl 

 

Rostlinný materiál 

 

Cibule kuchyňská (kultivar Swift, Česká republika), pór zahradní (Holandsko) 

a česnek kuchyňský (Čína) byly zakoupeny v místním obchodním řetězci. 
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Ostatní materiál 

 

C8-SPE (1 g; 6 ml) kolonky – Supelco (Bellefonte, PE, USA), C18-SPE (10 g; 60 ml) 

kolonky – Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA). Membránové PTFE filtry 

(0,2 a 0,45 µm; ø 13 a 25 mm) – Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) a dialyzační 

membrána (ø 23 mm; 12,4 kDa MWCO) – Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). 

 

 

3.1 Přístroje 

 

HPLC separace byly prováděny na přístroji Dynamax SD-210 (Varian, Palo Alto, CA, 

USA) s detektorem Varian PDA 335. Používané kolony: analytické Kinetex C8 nebo 

Biphenyl (100 Å; 250 × 4,6 mm; 5 µm; Phenomenex). Při vývoji separačních metod 

byly testovány také analytické kolony Kinetex C-18 a F5 (obě 100 Å; 250 × 4,6 mm; 

5 µm; Phenomenex). K izolacím byly použity preparativní kolony Kinetex C-8 nebo 

Biphenyl (100 Å; 250 × 21,2 mm; 5 µm; Phenomenex), C-8 Rainin Dynamax (100 Å; 

250 × 21,4 mm; 8 µm; Varian). Nastřikovaný objem vzorků byl 20 l (analytické 

kolony) nebo 1 ml (preparativní kolony). 

(+)ESI-HRMS data byla získána využitím systému UltiMate 3000 RS (Thermo 

Scientific, Waltham, MA, USA) vybaveného detektorem AB SCIEX TripleTOF 6600 

(AB SCIEX, Framingham, MA, USA). Použité parametry: napětí na jehle +5,0 kV, 

tlak zmlžovacího plynu 35 psi, tlak sušícího plynu 60 psi, ionizační teplota 600 °C, 

potenciál coulombické exploze 60 V. 

NMR analýzy byly prováděny na spektrometru Bruker AVANCE III 

(700 MHz) vybaveného kryosondou (Bruker, Billerica, MA, USA). 1H a 13C chemické 

posuny byly vztaženy k signálům CHCl3 (δ 7,27 a 77,00) nebo DMSO (δ 2,50 a 39,60). 

IČ spektra byla získána reflektančním měřením na FTIR spektrometru Nicolet 6700 

ve spojení s MCT detektorem a mikroskopem Continuum (Thermo-Nicolet, Madison, 

WI, USA). Parametry měření: spektrální rozsah 4000−650 cm−1, rozlišení 8 cm−1, 

počet akumulací spekter 128, apodizace Happ-Genzel. 

GC/MS analýzy byly prováděny na plynovém chromatografu Varian 3800 

(Varian, Palo Alto, CA, USA) vybaveným hmotnostním detektorem Varian 4000. 

Vzorky (1 µl, split 1:10) byly vstřikovány na VF-5ms křemennou kapilární kolonu 



Experimentální část 

36 

 

(30 m × 0,25 mm; tloušťka filmu 0,25 µm; Varian). Provozní podmínky byly 

následující: teplota nástřiku 180 °C, teplota detektoru 250 °C, nosný plyn helium 

o průtoku 1,3 ml/min. Lineární teplotní gradient od 120 °C (první 3 minuty konstantní) 

do 240 °C (10 °C/min). 

Izolace enzymů byly prováděny s využitím chlazené centrifugy Universal 320 

R (Hettich, Německo) s výkyvným rotorem o kapacitě 4× 200 ml s maximálně 

15 000 ot/min. Pro přípravu vzorků na senzorickou analýzu byly využity 

ultramikrováhy Mettler Toledo XPR6UD5 (Greifensee, Švýcarsko) umožňující 

odečitatelnost 0,5 µg. 

Při thiosulfinátovém testu byl využit spektrofotometr Biochrom WPA 

Lightwave II (Biochrom, USA) vlnového rozsahu 190−1100 nm s rozlišením ±2 nm 

a fotometrickou přesností ±0,003 A. Pro měření byla použita kyveta z křemenného 

skla typu Q. 

 

 

3.2 Gradienty používané v HPLC 

 

METODA A  

průtok čas [min] H2O [%] CH3CN [%] 

18,0 ml/min 

0:00 70 30 

30:00 55 45 

42:00 5 95 

48:00 5 95 

50:00 70 30 

kolona C-8 Rainin Dynamax (250 × 21,4 mm; 8 µm; 100 Å) 

 

METODA B  

průtok čas [min] H2O [%] CH3CN [%] 

0,9 ml/min 

0:00 90 10 

62:00 72 28 

63:00 5 95 

69:00 5 95 

70:00 90 10 

kolona Kinetex C-8 (250 × 21,2 mm; 5 µm; 100 Å) 
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METODA C  

průtok čas [min] H2O [%] CH3CN [%] 

19,1 ml/min 

0:00 88 12 

80:00 67 33 

81:00 5 95 

89:00 5 95 

90:00 88 12 

kolona Kinetex C-8 (250 × 21,2 mm; 5 µm; 100 Å) 

 

METODA D  

průtok čas [min] 
H2O  

+ 0,1% HCOOH [%] 

CH3CN  

+ 0,1% HCOOH [%] 

 0:00 90 10 

 45:00 65 35 

19,1 ml/min 46:00 5 95 

 54:00 5 95 

 55:00 90 10 

kolona Kinetex C-8 (250 × 21,2 mm; 5 µm; 100 Å) 

 

METODA E  

průtok čas [min] 
H2O  

+ 0,1% HCOOH [%] 

CH3CN  

+ 0,1% HCOOH [%] 

 0:00 85 15 

 50:00 60 40 

19,1 ml/min 60:00 5 95 

 69:00 5 95 

 70:00 85 15 

kolona Kinetex C-8 (250 × 21,2 mm; 5 µm; 100 Å) 

 

METODA F  

průtok čas [min] 
H2O  

+ 0,1% HCOOH [%] 

CH3CN  

+ 0,1% HCOOH [%] 

 0:00 100 0 

 49:00 70 30 

19,1 ml/min 50:00 5 95 

 54:00 5 95 

 55:00 100 0 

kolona Kinetex Biphenyl (250 × 21,2 mm; 5 µm; 100 Å) 
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METODA G  

průtok čas [min] 
H2O  

+ 0,1% HCOOH [%] 

CH3CN  

+ 0,1% HCOOH [%] 

 0:00 100 0 

 49:00 60 40 

19,1 ml/min 50:00 5 95 

 54:00 5 95 

 55:00 100 0 

kolona Kinetex Biphenyl (250 × 21,2 mm; 5 µm; 100 Å) 

 

METODA H  

průtok čas [min] H2O [%] CH3CN [%] 

19,1 ml/min 

0:00 88 12 

86:00 67 33 

87:00 5 95 

94:00 5 95 

95:00 88 12 

kolona Kinetex C-8 (250 × 21,2 mm; 5 µm; 100 Å) 

 

METODA I  

průtok čas [min] 
H2O  

+ 0,05% HCOOH [%] 

CH3CN  

+ 0,05% HCOOH [%] 

 0:00 80 20 

 30:00 60 40 

19,1 ml/min 31:00 5 95 

 39:00 5 95 

 40:00 80 20 

kolona Kinetex C-8 (250 × 21,2 mm; 5 µm; 100 Å) 

 

METODA J  

průtok čas [min] 
H2O  

+ 0,1% HCOOH [%] 

CH3CN  

+ 0,1% HCOOH [%] 

 0:00 85 15 

 50:00 60 40 

0,9 ml/min 60:00 5 95 

 69:00 5 95 

 70:00 85 15 

kolona Kinetex C-8 (250 × 21,2 mm; 5 µm; 100 Å) 
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3.3 Izolace hořkých sloučenin z extraktu cibule kuchyňské 

 

3.3.1 Příprava extraktu  

 

Oloupaná cibule o celkové hmotnosti 1006 g byla zpracována pomocí kuchyňského 

odšťavňovače (Catler JE 4010). U získané šťávy byla pozorována tvorba hořkých látek 

již po deseti minutách. Celkem byla získaná šťáva ponechána stát 1 hodinu 

při laboratorní teplotě, během které začala být výrazně hořká. K přímé extrakci 

hořkých látek bylo použito 2× 500 ml diethyletheru (DEE). Z důvodu tvorby emulze 

v dělicí nálevce bylo nutné vzorek odstředit (10 000 rpm; 3 min). Organická fáze byla 

oddělena a vodná fáze byla opětovně extrahována stejným postupem. Organické fáze 

byly spojeny, po částečném odpaření DEE byl extrakt přesušen bezvodým MgSO4, 

přefiltrován přes mikrofiltr (PTFE; 0,45 µm; ø 25 mm) a následně byl zbývající objem 

DEE zcela odpařen na rotační vakuové odparce (t < 30 °C; RVO). Výsledný tmavě 

zelený odparek byl dále rozpuštěn v 80 ml CH3CN a protečením přes kolonku 

C18-SPE (10 g; 60 ml) zbaven chlorofylu. Z kolonky vytékal čirý žlutý roztok (při 

použití C8-SPE k zachycení chlorofylu nedocházelo). Po odpaření CH3CN byl 

výsledný roztok viskózní, tmavě žlutý s výrazně hořkou chutí. 

Celkem bylo výše uvedeným postupem zpracováno 7,75 kg cibule. Metodou 

přímé extrakce bylo získáno 4,56 g tmavě zeleného extraktu. Po odstranění chlorofylu 

pomocí kolonky C18-SPE (10 g; 60 ml) bylo získáno 2,44 g tmavě žlutého viskózního 

extraktu, který byl před dalšími analýzami uchován při teplotě −28 °C. 

 

 

3.3.2 Frakcionace extraktu 

 

Cílem preparativní separace pomocí C8-HPLC/PDA bylo připravený extrakt 

frakcionovat a u jednotlivých frakcí následně stanovit intenzitu hořké chuti. Extrakt 

z cibule (181 mg) byl rozpuštěn v 10 ml CH3CN/H2O (v/v; 50/50) a zfiltrován 

přes mikrofiltr (PTFE; 0,2 µm; ø 25 mm). Pomocí preparativní C8-HPLC/PDA 

(Obrázek 33, Metoda A, nastřikovaný objem 1 ml) byl extrakt během 10 analýz 

rozdělen na 9 frakcí (AC 1−9). Každá frakce byla pomocí RVO (t < 30 °C) zbavena 
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CH3CN a poté lyofilizována. Výsledné extrakty získaných frakcí byly před dalšími 

analýzami uchovány při teplotě −28 °C. 

 

Obrázek 33: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu cibule kuchyňské – frakcionace (Metoda A).  
 

 

3.3.3 Senzorická analýza frakcí AC 1−9 metodou TDA 

 

Záměrem senzorické analýzy jednotlivých frakcí extraktu z cibule metodou TDA 

(z angl. taste dilution analysis) bylo stanovení tzv. TD-faktoru, který se dá 

charakterizovat jako nejvyšší ředění dané frakce, při kterém lze ještě rozpoznat 

hodnocenou chuť. Senzorická analýza frakcí byla prováděna dle postupu Franka 

a kol.74 

Obrázek 34: Příprava vzorků pro senzorickou analýzu metodou TDA.*,† 

 

Extrakty jednotlivých frakcí byly rozpuštěny v 1 ml absolutního ethanolu. Takto 

připravený roztok byl dále postupně ředěn pitnou vodou v poměru 1:1 (v/v) 

                                                 
* https://www.sks-science.com/images/225142LRGt.jpg; staženo dne 13. 9. 2018; upraveno 
† https://www.nudenicotine.com/wp-content/uploads/2014/07/GLASS-VIAL.jpg; staženo dne 13. 9. 2018; upraveno 
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až do ředění 128×. Od každého ředění byly připraveny tři vzorky (označeny A, B, C), 

přičemž dva z nich byly slepé (obsahovaly pouze absolutní ethanol a pitnou vodu 

v daném poměru), jeden vzorek (náhodně označen A, B nebo C) obsahoval extrakt 

dané frakce. Úkolem hodnotitelů bylo senzoricky otestovat připravené vzorky vždy 

ve směru od nejvyššího ředění a označit vzorek, u kterého lze při daném ředění 

detekovat hořkou chuť (Obrázek 34). 

Senzorického hodnocení frakcí, které bylo provedeno ve dvou nezávislých 

opakováních, se účastnili celkem čtyři hodnotitelé (dvě ženy, dva muži; věk 

29−51 let). Výsledky všech hodnotitelů byly aritmeticky zprůměrovány a pro každou 

frakci extraktu stanoven TD-faktor, jehož hodnota je přímo úměrná intenzitě hořké 

chuti hodnocené frakce.  

 

 

3.3.4 Optimalizované HPLC metody 

 

Frakce AC 4  

 

Pro frakci AC 4 byla vytvořena optimalizovaná metoda preparativní C8-HPLC/PDA 

(Obrázek 35, Metoda B, nastřikovaný objem 1 ml). Frakce AC 4 (26 mg) byla 

rozpuštěna v 10 ml roztoku CH3CN/H2O (v/v; 50/50) a zfiltrována přes mikrofiltr 

(PTFE; 0,2 µm; ø 13 mm). Z důvodu dosud neznámé struktury sloučenin odpovědných 

za hořkou chuť cibulového homogenátu byly jímány i části bez pozitivního signálu 

PDA detektoru (Obrázek 35). 

Jednotlivé frakce byly po odpaření CH3CN (RVO, t < 30 °C) extrahovány 

2× 100 ml DEE, spojené organické fáze přesušeny bezvodým MgSO4 a zcela odpařeny 

(RVO, t < 30 °C). Jednotlivé izolované sloučeniny byly po extrakci podrobeny 

orientační senzorické analýze a před dalšími analýzami uchovány při teplotě −28 °C.  
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Obrázek 35: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu: 

a) cibule kuchyňské (Metoda A), 

b) frakce AC 4 (Metoda B). 

 

 

 
Obrázek 36: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu: 

a) cibule kuchyňské (Metoda A), 

b) frakce AC 5 (Metoda C).  
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Frakce AC 5  

 

Pro frakci AC 5 byla vytvořena optimalizovaná metoda preparativní C8-HPLC/PDA 

(Obrázek 36, Metoda C, nastřikovaný objem 1 ml). Frakce AC 5 (70 mg) byla 

rozpuštěna v 15 ml roztoku CH3CN/H2O (v/v; 50/50) a zfiltrována přes mikrofiltr 

(PTFE; 0,2 µm; ø 13 mm). Z důvodu dosud neznámé struktury sloučenin odpovědných 

za hořkou chuť cibulového homogenátu byla jímána celá část chromatogramu, včetně 

částí bez pozitivního signálu PDA detektoru (Obrázek 36b). 

Separace byla provedena celkem v 15 opakováních. Odpovídající izolované 

frakce byly spojeny a po odpaření CH3CN (RVO, t < 30 °C) extrahovány 2× 100 ml 

dichlormethanu (DCM), spojené organické fáze přesušeny bezvodým MgSO4 a zcela 

odpařeny (RVO, t < 30 °C). Získané extrakty jednotlivých frakcí byly podrobeny 

orientační senzorické analýze a před dalšími analýzami uchovány při teplotě −28 °C.  

  

 

3.4 Izolace hořkých sloučenin z modelových reakčních systémů  

 

Modelové reakce byly použity pro izolaci sloučenin, které s procesem hořknutí přímo 

souvisí, ale při snaze o jejich izolaci z cibulového extraktu nebylo možné dosáhnout 

uspokojivé HPLC separace zejména z důvodu jejich koeluce s jinými látkami 

přítomnými v extraktu. 

Pro modelové reakce byly použity isoalliin, methiin a alliinasa získaná 

z česneku kuchyňského. Některé experimenty byly prováděny také s využitím 

cibulového enzymového systému alliinasy/LFS, jak bude uvedeno dále. 

 

 

3.4.1 Izolace alliinasy 

 

Izolace byla prováděna dle postupu Shena a Parkina.55 Jednotlivé kroky probíhaly 

za snížené teploty (0−4 °C). Oloupané stroužky česneku (500 g) byly vloženy 

do odšťavňovače, získaná šťáva smíchána s 250 ml vychlazeného roztoku 

0,1M KH2PO4 (pH = 7,5; 10% glycerol; 5mM EDTA; 0,5mM α-toluensulfonylfluorid; 

0,05% cystein a 10 µM pyridoxal-5-fosfát). Česnekový homogenát byl za sníženého 
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tlaku zfiltrován přes Büchnerovu nálevku s plátnem a filtrát odstředěn (9000 rpm; 

15 min; 4 °C). Získaný precipitát byl ze systému odstraněn, k supernatantu byl 

postupně přidáván (NH4)2SO4 na úroveň 65% nasycení a poté byla směs míchána 

po dobu 60 minut v ledové lázni. Po následném odstředění (9000 rpm; 20 min; 4 °C) 

byl supernatant slit a precipitát rozpuštěn v minimálním objemu extrakčního pufru 

(přibližně 25 ml). Takto připravený roztok obsahující alliinasu byl dialyzován proti 

destilované vodě (4 °C), která byla během prvních 8 hodin dialýzy pravidelně měněna 

po 2 hodinách, v další fázi dialýzy po 4−5 hodinách. Dialýza probíhala celkem 

48 hodin. Poté byl obsah dialyzační membrány rozdělen do vialek a lyofilizován. 

Aktivita získané alliinasy byla testována na roztoku S-(2-pyrrolyl)cystein-S-oxidu, 

který v přítomnosti alliinasy zoranžověl.75   

Analogickým postupem byl izolován enzymový systém alliinasa/LFS z cibule 

kuchyňské. 

 

 

3.4.2 Příprava S-alk(en)ylcystein-S-oxidů  

 

Isoalliin byl izolován Ing. Petrou Kučerovou dle postupu Carsona a kol.50 Syntetická 

příprava methiinu byla provedena alkylací L-cysteinu jodmethanem a následnou 

oxidací H2O2.
76  

 

 

3.4.3 Modelová reakce A  

 

Příprava extraktu 

 

K modelové reakci A bylo použito 209 mg isoalliinu a 250 mg methiinu rozpuštěných 

ve 40 ml 0,5M KH2PO4 (pH = 7,0). K tomuto roztoku bylo přidáno 243 mg česnekové 

alliinasy rozpuštěné ve 20 ml 0,5M KH2PO4 (pH = 7,00; 25µM pyridoxal-5-fosfát; 

10 % glycerol). Reakce probíhala při mírném míchání po dobu 1 min. Modelová 

reakce byla extrahována 2× 30 ml DCM. Z důvodu nedostatečného rozdělení 

organické a vodné fáze bylo nutné směs odstředit (10 000 rpm; 3 min). Organická fáze 

byla oddělena a vodná opětovně extrahována stejným postupem. Organické fáze byly 
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spojeny, po částečném odpaření DCM (RVO, t < 30 °C) byl roztok přesušen bezvodým 

MgSO4, přefiltrován přes mikrofiltr (PTFE, 0,2 µm, ø 13 mm) a zbývající objem DCM 

následně zcela odpařen (RVO, t < 30 °C). Tímto postupem byl získán mírně viskózní, 

světle žlutý extrakt (40 mg), který byl před dalšími analýzami uchován při teplotě 

−28 °C.  

 

 

HPLC izolace sloučenin  

 

Extrakt modelové reakce (40 mg) byl rozpuštěn v 10 ml okyseleného (0,1% HCOOH) 

roztoku CH3CN/H2O (v/v; 20/80) a zfiltrován přes mikrofiltr (PTFE; 0,2 µm; 

ø 13 mm). Pomocí preparativní C8-HPLC/PDA (Obrázek 37, Metoda D, nastřikovaný 

objem 1 ml) bylo jímáno celkem sedm frakcí (v chromatogramu označeny 

PM 0.1−0.7), které byly po odpaření CH3CN (RVO, t < 30 °C) lyofilizovány. 

Po lyofilizaci byly frakce rozpuštěny v CH3CN, zfiltrovány přes mikrofiltr (PTFE; 

0,2 µm; ø 13 mm) a pomocí proudu dusíku zcela odpařeny. Takto zpracované frakce 

byly před dalšími analýzami uchovány při teplotě −28 °C. 

 
Obrázek 37: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu modelové reakce A: isoalliin, methiin a alliinasa, 

reakce 1 min – izolace PM 0.1−0.7 (Metoda D). 

 

 

3.4.4 Modelová reakce B 

 

Příprava extraktu 

 

K modelové reakci B bylo použito 1,02 g isoalliinu a 1,23 g methiinu rozpuštěných 

ve 200 ml 0,5M KH2PO4 (pH = 7,0). K tomuto roztoku bylo přidáno 1,02 g česnekové 

alliinasy rozpuštěné ve 100 ml 500mM KH2PO4 (pH = 7,00; 25µM pyridoxal-5-fosfát; 
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10 % glycerol). Reakce probíhala při mírném míchání v 500ml reakční baňce po dobu 

3 hodin, během kterých směs výrazně zhořkla. Modelová reakce byla extrahována 

2× 200 ml DCM. Z důvodu nedostatečného rozdělení organické a vodné fáze v dělicí 

nálevce bylo nutné směs odstředit (10 000 rpm; 3 min). Organická fáze byla oddělena 

a vodná opětovně extrahována stejným postupem. Organické fáze byly spojeny, 

po částečném odpaření DCM (RVO, t < 30 °C) byl roztok přesušen bezvodým MgSO4, 

přefiltrován přes mikrofiltr (PTFE; 0,2 µm; ø 13 mm) a zbývající objem DCM 

následně zcela odpařen (RVO, t < 30 °C). Tímto postupem byl získán mírně viskózní, 

světle žlutý extrakt (471 mg) velmi hořké chuti, který byl před dalšími analýzami 

uchován při teplotě −28 °C.  

Celkem bylo tímto způsobem v několika várkách použito 4,5 g isoalliinu, 

5,8 g methiinu, 4,9 g alliinasy a získáno 1,95 g extraktu.  

 

 

Frakcionace extraktu metodou HPLC 

 

Záměrem následující preparativní C8-HPLC/PDA (Obrázek 38, Metoda E, 

nastřikovaný objem vzorku 1 ml) bylo frakcionovat extrakt modelové reakce B. 

Extrakt modelové reakce B (471 mg) byl naředěn 4 ml okyseleného CH3CN 

(0,1% HCOOH) a protečením přes kolonku C8-SPE (1 g; 6 ml) zbaven látek, které by 

se nevratně zachycovaly v HPLC koloně. Kolonka byla vypláchnuta 4 ml okyseleného 

CH3CN (0,1% HCOOH). Vzorek, ke kterému bylo přidáno 8 ml okyselené destilované 

vody (0,1% HCOOH), byl zfiltrován přes mikrofiltr (PTFE; 0,2 µm; ø 13 mm). 

Původní extrakt (471 mg) byl tedy rozpuštěn celkem ve 24 ml okyseleného 

(0,1% HCOOH) roztoku CH3CN/H2O (v/v; 50/50). Celkem byly pomocí preparativní 

C8-HPLC izolovány tři frakce (PM 1, PM 2 a PM 3) v intervalech retenčních časů 

uvedených na Obrázku 38. Výše popsaným způsobem bylo postupně zpracováno 

celkem 1953 mg extraktu modelové reakce. 
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Obrázek 38: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu modelové reakce B: isoalliin, methiin a alliinasa,   

 reakce 3 hod (Metoda E). 

 

Najímané frakce byly po odpaření CH3CN (RVO, t < 30 °C) extrahovány 3× DCM 

v poměru 9/1 (vzorek/DCM; v/v), spojené organické fáze byly přesušeny bezvodým 

MgSO4 a přefiltrovány přes mikrofiltr (PTFE; 0,45 µm; ø 25 mm). Zbývající objem 

DCM byl nakonec zcela odpařen (RVO, t < 30 °C). Výsledné extrakty jednotlivých 

frakcí byly před dalšími analýzami uchovány při teplotě −28 °C. 

 

 

Optimalizované HPLC metody pro jednotlivé frakce modelové reakce B  

 

Frakce PM 1  

 

Část frakce PM 1 (215 mg) byla naředěna 20 ml okyseleného (0,1% HCOOH) roztoku 

CH3CN/H2O (v/v; 20/80) a přefiltrována přes mikrofiltr (PTFE; 0,2 µm; ø 13 mm). 

Pomocí preparativní Biphenyl-HPLC/PDA (Obrázek 39, Metoda F, nastřikovaný 

objem 1 ml) bylo ze vzorku izolováno celkem 14 frakcí (v chromatogramu označeny 

retenčními časy). Najímané frakce byly po odpaření CH3CN (RVO, t < 30 °C) 

lyofilizovány, poté rozpuštěny v CH3CN a po filtraci přes mikrofiltr (PTFE; 0,2 µm; 

ø 13 mm) kvantitativně převedeny do vialek (8ml). Po odfoukání veškerého CH3CN 

dusíkem byly vzorky před dalšími analýzami uchovány při teplotě −28 °C. 

Touto metodou bylo zpracováno celkem 215 mg frakce PM 1, který byl získán 

reakcí 4,5 g isoalliinu, 5,8 g methiinu a 4,9 g česnekové alliinasy. 
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Frakce PM 2  

 

Vzorek frakce PM 2 (32 mg) byl naředěn 11 ml okyseleného (0,1% HCOOH) roztoku 

CH3CN/H2O (v/v; 20/80) a přefiltrován přes mikrofiltr (PTFE; 0,2 µm; ø 13 mm). 

Pomocí preparativní Biphenyl-HPLC/PDA (Obrázek 40, Metoda G, nastřikovaný 

objem 1 ml) bylo ze vzorku izolováno celkem 7 frakcí (v chromatogramu označeny 

retenčními časy). Najímané frakce byly po odpaření CH3CN (RVO, t < 30 °C) 

lyofilizovány, poté rozpuštěny v CH3CN a po filtraci přes mikrofiltr (PTFE; 0,2 µm; 

ø 13 mm) kvantitativně převedeny do vialek (8ml). Po odfoukání veškerého CH3CN 

dusíkem byly vzorky před dalšími analýzami uchovány při teplotě −28 °C. 

Touto metodou bylo zpracováno celkem 109 mg frakce PM 2, která byla 

získána reakcí 3,5 g isoalliinu, 4,5 g methiinu a 4 g česnekové alliinasy. 

 

 

Frakce PM 3 

 

Vzorek frakce PM 3 (162 mg) byl naředěn 14 ml roztoku CH3CN/H2O (v/v; 50/50) 

a přefiltrován přes mikrofiltr (PTFE; 0,2 µm; ø 13 mm). Pomocí preparativní 

C8-HPLC (Obrázek 41, Metoda H, nastřikovaný objem 1 ml) byly ze vzorku 

izolovány frakce PM 3.1 (retenční čas 70,6−72,2 min) a PM 3.2 (retenční čas 

75,9−77,9 min). Najímané frakce byly po odpaření CH3CN (RVO, t < 30 °C) 

lyofilizovány, poté rozpuštěny v CH3CN a po filtraci přes mikrofiltr (PTFE; 0,2 µm; 

ø 13 mm) kvantitativně převedeny do vialek (8ml). Po odfoukání veškerého CH3CN 

dusíkem byly vzorky před dalšími analýzami uchovány při teplotě −28 °C.  

Celkové zpracované množství vzorku frakce PM 3 (162 mg) bylo získáno 

reakcí 2,6 g isoalliinu, 3 g methiinu a 2,9 g česnekové alliinasy. Výtěžky: PM 3.1 

(7 mg) a PM 3.3 (12 mg). 
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Obrázek 39: a) C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu modelové reakce B (3 hod) (Metoda E).  

 b) Biphenyl-HPLC/PDA chromatogram extraktu frakce PM 1 (Metoda F). 

 

 

 
 

Obrázek 40: a) C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu modelové reakce B (3 hod) (Metoda E). 

b) Biphenyl-HPLC/PDA chromatogram extraktu frakce PM 2 (Metoda G). 
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Obrázek 41: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu: 

a) modelové reakce B (3 hod) (Metoda E). 

b) frakce PM 3 (Metoda H).  

 

 

Frakce PM 3.1 

 

Frakce PM 3.1 (7 mg) byla naředěna 2 ml okyselené (0,05% HCOOH) směsi 

CH3CN/H2O (v/v; 50/50) a přefiltrována přes mikrofiltr (PTFE; 0,2 µm; ø 13 mm). 

Pomocí preparativní C8-HPLC (Obrázek 42, Metoda I, nastřikovaný objem 1 ml) 

byly ze vzorku izolovány celkem 4 frakce (v chromatogramu označeny retenčními 

časy). Najímané frakce byly po odpaření CH3CN (RVO, t < 30 °C) lyofilizovány, poté 

rozpuštěny v CH3CN a po filtraci přes mikrofiltr (PTFE; 0,2 µm; ø 13 mm) 

kvantitativně převedeny do vialek (8ml). Po odfoukání veškerého CH3CN dusíkem 

byly vzorky před dalšími analýzami uchovány při teplotě −28 °C.  

 

 

Frakce PM 3.3 

 

Frakce PM 3.3 (12 mg) byla naředěna 3 ml okyselené (0,05% HCOOH) směsi 

CH3CN:H2O (v/v; 50/50) a přefiltrována přes mikrofiltr (PTFE; 0,2 µm; ø 13 mm). 

Pomocí preparativní C8-HPLC (Obrázek 43, Metoda I, nastřikovaný objem 1 ml) 
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byly ze vzorku izolovány celkem 3 frakce (v chromatogramu označeny retenčními 

časy). Najímané frakce byly po odpaření CH3CN (RVO, t < 30 °C) lyofilizovány, poté 

rozpuštěny v CH3CN a po filtraci přes mikrofiltr (PTFE; 0,2 µm; ø 13 mm) 

kvantitativně převedeny do vialek (8ml). Po odfoukání veškerého CH3CN dusíkem 

byly vzorky před dalšími analýzami uchovány při teplotě −28 °C.  

 
Obrázek 42: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu: 

a) modelové reakce B (3 hod) (Metoda E), 

b) frakce PM 3 (Metoda H), 

c) frakce PM 3.1 (Metoda I). 
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Obrázek 43: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu: 

a) modelové reakce B (3 hod) (Metoda E), 

b) frakce PM 3 (Metoda H), 

c) frakce PM 3.3 (Metoda I).    

 

 

3.5 Thiosulfinátový test 

 

Účelem provedených spektrofotometrických analýz izolovaných sloučenin bylo 

potvrdit/vyvrátit přítomnost aktivované disulfidické vazby −S(O)−S−, která je 

charakteristická pro thiosulfináty. Analýza byla provedena dvěma odlišnými postupy: 
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a) reakce s 2-nitro-5-thiobenzoátem (NTB): 

NTB (40) byl syntetizován dle postupu Patchornika a Deganiho.77 V přítomnosti 

thiosulfinátů reaguje NTB s aktivovanou disulfidickou vazbou −S(O)−S− 

(Obrázek 44). Spektrofotometricky lze tuto reakci potvrdit úbytkem absorbance 

při vlnové délce 412 nm již během několika minut. 

 

Obrázek 44: Reakce 2-nitro-5-thiobenzoátu (40) s thiosulfináty.  

 

Spektrofotometrická analýza reakce izolovaných sloučenin s NTB (40) byla provedena 

dle postupu Mirona a kol.78 Absorbance byla měřena v časech 0; 1,5; 3; 6; 12 a 30 min 

v intervalu vlnových délek 200−600 nm. 

 

b) reakce s 4-sulfanylpyridinem (4-SP): 

4-SP (λmax = 324 nm, 41) je komerčně dostupná sloučenina, jejíž sulfanylová skupina 

reaguje s thiosulfináty (Obrázek 45). Spektrofotometricky lze průběh reakce 

pozorovat úbytkem absorbance při vlnové délce 324 nm.  

 
Obrázek 45: Reakce 4-sulfanylpyridinu (41) s thiosulfináty. 
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Spektrofotometrická analýza reakce izolovaných sloučenin s 4-SP (41) byla provedena 

dle postupu Mirona a kol.79 Absorbance byla měřena v časech 0; 3; 5; 10; 20; 30 

a 60 min při fixní vlnové délce 324 nm. 

 

 

3.6 Senzorické hodnocení izolovaných sloučenin 

 

Senzorické hodnocení izolovaných látek, které po orientační senzorické analýze 

vykazovaly hořkou chuť, probíhalo pomocí trojúhelníkového testu obdobným 

postupem jako v případě hodnocení frakcí AC 1−9 cibulového extraktu.  

Senzoricky hodnocené vzorky byly naředěny 50% roztokem absolutního 

ethanolu ve vodě na koncentraci 1,5 mg/ml. Takto připravené roztoky byly dále ředěny 

pitnou vodou v poměru 1:1 (v/v) až do ředění 1024×. Od každého ředění byly 

připraveny tři vzorky (náhodně označeny A, B, C), přičemž dva z nich byly slepé 

(obsahovaly pouze absolutní ethanol a pitnou vodu v daném poměru), jeden vzorek 

(náhodně označen A, B nebo C) obsahoval extrakt daného vzorku. Úkolem hodnotitele 

bylo senzoricky hodnotit připravené vzorky (objem 100 µl) vždy ve směru 

od nejvyššího ředění a označit, u kterého lze při daném ředění identifikovat přítomnost 

vzorku. Senzorického hodnocení, které bylo opakováno dvakrát, se účastnilo celkem 

pět hodnotitelů (tři ženy, dva muži, věk 29−51 let). Výsledky všech hodnotitelů byly 

aritmeticky zprůměrovány a pro každý vzorek byl stanoven práh vnímání. 
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3.7 Proces růžovění 

 

Cílem těchto experimentů bylo zjistit, zda se některé z izolovaných sloučenin přímo 

účastní procesu růžovění cibule. Testovaná látka (0,5 µmol) byla rozpuštěna v 0,5 ml 

pufru (0,1M alanin v 0,1M KH2PO4, pH = 5,5). K takto připravenému roztoku byl 

po 1 hodině reakce při teplotě 40 °C přidán 1 µmol formaldehydu a roztok byl 

ponechán při této teplotě reagovat přes noc. Následující den bylo v případě pozitivní 

reakce pozorováno růžové zbarvení, které bylo potvrzeno spektrofotometrickou 

analýzou nárustem absorbance v intervalu λ = 510−520 nm. 

 

 

3.8 Tvorba hořkých látek v póru a česneku 

 

3.8.1 Izolace hořkých látek z póru zahradního 

 

Čerstvý pór zahradní o celkové hmotnosti 758 g byl opakovaně zpracován pomocí 

kuchyňského odšťavňovače. Vzniklá šťáva byla ponechána stát 1 hodinu 

při laboratorní teplotě, během které začala být výrazně hořká. K přímé extrakci 

hořkých látek bylo použito 2× 500 ml DCM. Z důvodu tvorby emulze v dělicí nálevce 

bylo nutné vzorek odstředit (10 000 rpm; 3 min). Organická fáze byla oddělena 

a vodná fáze byla opětovně extrahována stejným postupem. Organické fáze byly 

spojeny, po částečném odpaření DCM byl roztok přesušen bezvodým MgSO4, 

přefiltrován (PTFE; 0,45 µm; ø 25 mm) a následně byl zbývající objem DCM zcela 

odpařen (RVO, t < 30 °C). Výsledný tmavě zelený extrakt byl před dalšími analýzami 

uchován při teplotě −28 °C. 

Po rozpuštění vzorku extraktu v okyselené (0,05% HCOOH) směsi 

CH3CN/H2O (v/v; 50/50) a zfiltrování (PTFE; 0,45 µm; ø 13 mm) byl vzorek 

analyzován pomocí HPLC-MS (Metoda J, nastřikovaný objem 10 µl). 
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3.8.2 Izolace hořkých látek z česneku kuchyňského 

 

Oloupané stroužky česneku kuchyňského o celkové hmotnosti 263 g byly 

zhomogenizovány spolu s přídavkem 200 ml destilované vody kuchyňským mixérem 

a ponechány 1 hodinu stát při laboratorní teplotě. Před extrakcí byl homogenát 

zfitrován přes Büchnerovu nálevku s plátnem. K přímé extrakci hořkých látek bylo 

použito 2× 100 ml DEE. Z důvodu tvorby emulze v dělicí nálevce bylo nutné vzorek 

odstředit (10 000 rpm; 3 min). Organická fáze byla oddělena a vodná opětovně 

extrahována stejným postupem. Organické fáze byly spojeny, po částečném odpaření 

DEE byl roztok přesušen bezvodým MgSO4, přefiltrován přes mikrofiltr (PTFE; 

0,45 µm; ø 25 mm) a následně byl zbývající objem DEE zcela odpařen (RVO, 

t < 30 °C). Výsledný žlutý extrakt byl před dalšími analýzami uchován při teplotě 

−28 °C.  

Po rozpuštění vzorku extraktu v okyselené (0,05% HCOOH) směsi 

CH3CN/H2O (v/v; 50/50) a zfiltrování (PTFE; 0,45 µm; ø 13 mm) byl vzorek 

analyzován pomocí HPLC-MS (Metoda J, nastřikovaný objem 10 µl). 
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4 Výsledky a diskuze 

4.1 Senzorická analýza – metoda TDA 

 

Prvotním krokem pro identifikaci sloučenin zodpovědných za hořkou chuť cibule byla 

HPLC frakcionace extraktu homogenizované cibule a následné senzorické hodnocení 

získaných frakcí metodou TDA (z angl. taste-dilution analysis). Oloupaná cibule byla 

zhomogenizována pomocí kuchyňského odšťavňovače. Čerstvě získaná šťáva 

vykazovala zpočátku typicky ostré cibulové aroma a chuť bez náznaků hořkosti. 

Již po 10 minutách, během kterých byla šťáva ponechána při laboratorní teplotě, bylo 

možné detekovat mírně hořkou chuť, která se do 30 minut od počátku reakce měnila 

na velmi nepříjemnou, intenzivně hořkou. Po 60 minutách byla cibulová šťáva 

extrahována DEE a získaný extrakt byl rozdělen preparativní 

C8-HPLC/PDA celkem na 9 frakcí, které byly senzoricky hodnoceny s cílem stanovit 

intenzitu hořké chuti, tzv. TD-faktor (z angl. taste-dilution factor), přičemž intenzita 

hořkosti jednotlivých frakcí byla přímo úměrná hodnotám jejich TD-faktorů 

(Obrázek 46).  

 
Obrázek 46: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu cibule kuchyňské s uvedenými hodnotami 

TD-faktorů pro jednotlivé frakce (Metoda A). 

 

Touto analýzou bylo zjištěno, že hořkou chuť o různé intenzitě bylo možné detekovat 

v 8 z celkových 9 frakcí, což naznačovalo, že hořkost zpracované cibule patrně nebude 

způsobovat pouze jediná sloučenina.  
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4.2 Izolace a identifikace hořkých sloučenin  

 

V další fázi identifikace sloučenin zodpovědných za hořkou chuť homogenizované 

cibule byla pozornost primárně zaměřena na frakce, které vykazovaly nejvyšší 

intenzitu hořkosti (tzn. nejvyšší hodnoty TD-faktorů), a sice na frakce AC 4−7. 

Pro tyto frakce byly vyvinuty optimalizované HPLC metody, které díky lepší separaci 

přítomných sloučenin umožnily jejich izolaci. Jednotlivé podfrakce izolované 

preparativní C8-HPLC z frakcí AC 4 a 5 (viz Obrázek 35b a 36b) byly podrobeny 

senzorické analýze a v případě, že vykazovaly hořkou chuť, byly dále analyzovány 

spektroskopickými metodami (MS, NMR, IČ). Výsledky senzorické analýzy odhalily, 

že ve frakci AC 4 vykazovaly hořkou chuť pouze podfrakce AC 4.A−D 

(Obrázek 47b), zatímco ve frakci AC 5 byla zjištěna přítomnost hořkých sloučenin 

v podfrakcích AC 5.A−F (Obrázek 48b). 

Pro frakce AC 6 a 7 nebylo i přes využití řady různých stacionárních fází (C8, 

C18, F5, bifenyl) dosaženo uspokojivé separace přítomných sloučenin. Identita 

hořkých látek byla v těchto frakcích zjištěna analýzou MS dat a následným využitím 

modelových reakčních systémů, jak bude uvedeno v dalších částech této práce.  

 
Obrázek 47: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu: 

a) cibule kuchyňské (Metoda A), 

b) frakce AC 4 (podfrakce AC 4A−D vykazovaly hořkou chuť) (Metoda C). 
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Obrázek 48: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu: 

a) cibule kuchyňské (Metoda A), 

b) frakce AC 5 (podfrakce AC 5A−F vykazovaly hořkou chuť) (Metoda B). 

 

 

Allithiolany A 

 

(+)ESI-HRMS data sloučeniny AC 4.A izolované z frakce AC 4 (tr = 50,5 min; 

Obrázek 47b) odpovídala elementárnímu složení C10H18O2S4 ([M + H]+ 

experimentální 299,0261 Da, teoretická 299,0262 Da; Tabulka VII).  

13C NMR spektrum této látky obsahovalo celkem 10 signálů, které odpovídaly 

8 sp3 (4 CH3 a 4 CH) a 2 sp2 (−CH=) hybridizovaným atomům uhlíku. Další NMR 

experimenty (COSY, HSQC a HMBC) následně odhalily přítomnost třech vzájemně 

izolovaných strukturních podjednotek, a sice pětičlenného 3,4-dimethyl heterocyklu 

substituovaného v pozicích 2 a 5 spolu s jednou methylovou (CH3−) a jednou 

1-propenylovou (CH3CH=CH−) skupinou. Methylová skupina v postranním řetězci 

vykazovala HMBC korelaci s uhlíkem C-2, zatímco 1-propenylová skupina 

poskytovala HMBC signál s uhlíkem C-5 (Obrázek 49). S přihlédnutím 

k molekulovému vzorci zjištěnému pomocí HRMS (tj. C10H18O2S4) bylo zřejmé, že 

sloučenina AC 4.A ve své molekule obsahuje 3,4-dimethylthiolanový kruh 

substituovaný v pozicích 2 a 5. Struktura postranních řetězců a pozice obou atomů 
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kyslíku v molekule byla vyvozena na základě 13C NMR, MS/MS a IČ dat (Přílohy 

3−6), jak je popsáno níže.  

 

Obrázek 49: COSY a HMBC korelace pozorované u AC 4.A. 

 

Hodnota 13C NMR posunu methylové skupiny postranního řetězce (δ 24,9) byla 

ve velmi dobré shodě s literárními daty publikovanými pro uskupení CH3SS−, zatímco 

13C NMR posuny uhlíků CH=CH (δ 130,7 a 138,7) a velikost interakční konstanty 

JCH=CH (15,0 Hz) poukazovaly na přítomnost (E)-CH3CH=CHS(O)− skupiny 

(Tabulka III). Tento předpoklad potvrzovala i MS/MS data naznačující postupné 

odštěpení fragmentů [C3H5S(O)−] a [CH3S−]/[CH3SS−] (tj. 299 → 209 → 

→ 161/129 Da). Naopak žádné fragmenty, které by naznačovaly přítomnost 

C3H5S(O)S− nebo C3H5SS(O)− řetězců v molekule AC 4.A, získaná MS/MS spektra 

neobsahovala. Dominantní fragment m/z = 129 Da (odpovídající [C6H9OS]+) 

poskytnul významný důkaz o přítomnosti 3,4-dimethylthiolan-S-oxidu ve struktuře 

AC 4.A (podrobná MS fragmentace této látky je uvedena v Příloze 4).  

Tabulka III: Literární přehled 13C NMR posunů skupin CH3CH=CH− a CH3− a IČ signály sloučenin 

obsahující různé sirné funkční skupiny.8,13,17,38,39, 58, 80, 81 

 13C NMR posuny (ppm, měřeno v CDCl3) 
IČ (cm−1) 

  CH3−CH=CH− CH3−CH=CH− CH3− 

sulfidy R−S− 125,6 (E) 123,7 (E) 14,2−14,6  

  125,9 (Z) 123,4 (Z)   

disufidy R−SS− 129,7−133,8 (E) 124,3−126,1 (E) 24,3−24,9  

  128,5−130,2 (Z) 127,1−128,5 (Z)   

S-oxidy R−S(O)− 138,3−138,4 (E) 131,7−131,8 (E) 32,4−37,9 1035−1055 

thiosulfináty R−S(O)S− 135,7−137,7 (E) 129,2−133,1 (E) 42,1−42,8 1073−1095 

 R−SS(O)− 143,3−144,3 (E) 115,5−115,9 (E) 13,7−14,2  

  136,5− 137,5 (Z) 116,7−117,2 (Z)   

thiosulfonáty R−S(O)2−S− 142,9 (E) 133,4 (E) 47,9−48,6 1127−1131 

 R−SS(O)2− 145,1 (E) 116,6 (E) 29,8  

  139,4 (Z) 116,9 (Z)   
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Navrženou strukturu AC 4.A bylo možné podpořit také IČ spektrem této látky, které 

obsahovalo výrazný signál při vlnočtu 1045 cm−1 charakteristickém pro sulfoxidovou 

skupinu (−S=O), zatímco typická IČ absorpce thiosulfinátů (tj. látek obsahující 

−S(O)S− nebo −SS(O)− skupiny) se nachází v intervalu vlnočtů 1073−1095 cm−1 

(Tabulka III). Dalším důkazem potvrzujícím správnost navržené struktury byl 

i negativní výsledek tzv. thiosulfinátového testu (viz kap. 3.5).78,79 Negativní reakce 

AC 4.A s NTB (40) i 4-SP (41) potvrdila absenci thiosulfinátové skupiny (tj. −S(O)S− 

a −SS(O)−) v molekule této sloučeniny. 

Na základě všech výše uvedených dat bylo možné jednoznačně určit strukturu 

sloučeniny AC 4.A, která je uvedena na Obrázku 50. Systematický název této látky 

je 3,4-dimethyl-2-(methyldisulfanyl)-5-[(E)-1-propenylsulfinyl]thiolan-1-oxid. 

 

Obrázek 50: Struktura sloučeniny AC 4.A. 

 

Detailní analýza HPLC-MS dat odhalila přítomnost ještě několika dalších sloučenin 

shodného elementárního složení jako AC 4.A, tj. C10H18O2S4, které se vyskytovaly 

ve frakci AC 3. MS/MS spektra těchto látek byla velmi podobná, lišící se pouze 

nepatrně v relativních intenzitách majoritních fragmentů, což naznačovalo, že tyto 

sloučeniny budou patrně stereoizomery spíše než konstituční izomery AC 4.A 

(sloučenina obsahuje celkem 6 chirálních center umožňujících existenci 

64 stereoizomerů) (Příloha 3). 

S cílem izolovat výše zmíněné izomery AC 4.A z frakce AC 3 pomocí 

preparativní HPLC bylo testováno několik různých stacionárních fází (C8, C18, F5 

a biphenyl). Zejména kvůli koeluci dalších sloučenin přítomných v extraktu se však 

nepodařilo dosáhnout uspokojivé separace těchto látek. Další možností bylo izolovat 

tyto sloučeniny z modelového reakčního systému (modelová reakce B, viz kap. 3.4.4) 

obsahujícího isoalliin, methiin a alliinasu. V extraktu této modelové reakce, 

analyzovaném pomocí C8-HPLC-PDA-MS/MS, byly nalezeny sloučeniny s plně 

identickými retenčními časy i MS/MS spektry jako ve frakci AC 3 extraktu cibule. 

Preparativní C8-HPLC pak bylo z této modelové směsi (spolu s AC 4.A = PM 2.7) 
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izolováno celkem 7 dalších izomerů (PM 2.2−2.6, Obrázek 51), které byly následně 

charakterizovány pomocí MS, NMR a IČ (Přílohy 3−6). 

 

Obrázek 51: a) C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu modelové reakce B (isoalliin, methiin 

a alliinasa, reakce 3 hod) (Metoda F). 

b)  Biphenyl-HPLC/PDA chromatogram extraktu frakce PM 2 – izolace PM 2.2−2.7, tj. 

allithiolanů A1−A8 (Metoda G). 

  

NMR data (Tabulka IV) potvrdila původní předpoklad, že všech 7 sloučenin 

izolovaných z modelového systému (píky PM 2.2−2.6, Obrázek 51b) jsou 

stereoizomery AC 4.A (= PM 2.7). 13C NMR posuny uhlíků přítomných v obou 

postranních řetězcích (tj. v CH3− a CH3CH=CH− skupinách) se mezi jednotlivými 

stereoizomery lišily pouze nepatrně a byly ve výborné shodě s daty pro CH3SS− 

a CH3CH=CH(O)− skupiny uvedenými v odborné literatuře (Tabulka III). 1H NMR 

analýza potvrdila ve všech stereoizomerech geometrickou konfiguraci 1-propenylové 

skupiny výhradně E (JCH=CH = 14,9−15,1 Hz). 

Tyto sloučeniny představují zcela nové, v odborné literatuře dosud nepopsané 

látky. S ohledem na jejich značně nepřehledný systematický název byly tyto 

sloučeniny pojmenovány triviálním názvem allithiolany A. Tento triviální název 

v sobě zahrnuje původ těchto látek (rod Allium) i jejich typický strukturní znak 

(přítomnost thiolanového jádra). 
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Allithiolany B 

 

Další látkou, která při senzorickém hodnocení vykazovala intenzivní hořkou chuť, 

byla sloučenina AC 5.D izolovaná z frakce AC 5 (tr = 70,2 min; Obrázek 48b). 

(+)ESI-HRMS data AC 5.D odpovídala elementárnímu složení C12H20O2S4 

(Tabulka VII).  

Ačkoli se izolovaný vzorek jevil jako jeden HPLC pík, NMR analýza ukázala, 

že se ve skutečnosti jednalo o směs 3 majoritních a 3 minoritních izomerních látek 

s nepatrně odlišnými NMR posuny (Tabulka VIII). NMR analýza také jasně 

prokázala přítomnost shodného 3,4-dimethylthiolanového jádra pozorovaného 

u allithiolanů A, spolu s přítomností dvou různých CH3CH=CH− skupin. Jedna 

z těchto dvou skupin vykazovala HMBC korelaci s uhlíkem C-2, zatímco druhá 

poskytovala HMBC signál s uhlíkem C-5 (Obrázek 52).  

 

Obrázek 52: COSY a HMBC NMR korelace pozorované u AC 5.D. 

 

13C NMR posuny CH=CH uhlíků přítomných 1-propenylových skupin byly 

ve výborné shodě s literárními daty uváděnými pro CH3CH=CHSS− resp. 

CH3CH=CHS(O)− skupiny (Tabulka III). Geometrická konfigurace 

CH3CH=CHS(O)− skupiny byla u všech šesti izomerů výhradně E (JCH=CH = 15,0 Hz), 

zatímco CH3CH=CHSS– skupina byla přítomna jak v E (majoritně), tak i Z (minoritně) 

uspořádání (JCH=CH = 14,7 a 9,2 Hz). 

IČ spektrum AC 5.D obsahovalo (podobně jako allithiolany A) intenzivní 

absorpční pás při vlnočtu 1034 cm−1 (−S=O skupina, Příloha 6). Také MS/MS data 

naznačovala velmi blízkou strukturní podobnost této sloučeniny s allithiolany A. 

Fragmentační dráha byla tvořena postupným odštěpováním fragmentů [C3H5S(O)−] 

a [C3H5S−]/[C3H5SS−] (tj. 325 → 235 → 161/129 Da), kdežto fragmenty 

[C3H5S(O)S−]/[C3H5SS(O)−], které by poukazovaly na přítomnost thiosulfinátové 

skupiny, pozorovány nebyly (podrobnější fragmentace viz Přílohu 4). S přihlédnutím 

k výše uvedeným spektrálním datům mohla být struktura AC 5.D jednoznačně určena 

jako 3,4-dimethyl-2-(1-propenyldisulfanyl)-5-[(E)-1-propenylsulfinyl]thiolan-1-oxid 
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(Obrázek 53). Také tato látka nebyla v odborné literatuře doposud popsána. 

Analogicky s triviálním označením allithiolanů A byly tyto sloučeniny označeny 

triviálním názvem allithiolany B.  

 

Obrázek 53: Struktura sloučeniny AC 5.D (allithiolan B). 

 

Celkem 6 chirálních center a jedna 1-propenylová skupina podléhající 

(E/Z)-izomerizaci umožňuje existenci 128 stereoizomerů allithiolanu B. Velmi 

podobné hodnoty 13C NMR posunů odpovídajících uhlíků poukazovaly na identickou 

absolutní konfiguraci na chirálních centrech izolovaných allithiolanů B (AC 5.D) 

s allithiolany A4, A5 a A6 (Tabulky IV a V). Celkem šest izolovaných izomerů 

allithiolanu B tak bylo označeno (E/Z)-B4, (E/Z)-B5 a (E/Z)-B6. 

 HPLC-MS analýzou extraktu cibulového homogenátu byla ve frakcích AC 5 

a AC 6 zjištěna přítomnost ještě mnoha dalších stereoizomerů allithiolanu B. Jednalo 

se např. o píky AC 5.A−C a AC 5.E−F (Obrázek 48), které byly při senzorickém 

hodnocení označeny jako hořké. Vlivem přítomnosti velkého počtu stereoizomerů 

společně s dalšími koeluujícími sloučeninami však nebyly tyto vzorky získané 

preparativní C8-HPLC vhodné pro NMR analýzu. 
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Allithiolany C 

 

HPLC-MS analýza extraktu cibule prokázala také přítomnost mnoha izomerních 

sloučenin elementárního složení C12H22O2S4 (Tabulka VII), které v minoritním 

množství doprovázely allithiolany A a B. Z důvodu velmi nízké koncentrace nebyly 

provedeny pokusy o izolaci těchto sloučenin z cibulového homogenátu a jejich 

struktura byla určena na základě získaných MS dat. MS/MS fragmentace těchto látek 

byla zcela analogická s fragmentací allithiolanů A a B (viz Přílohu 4), díky čemuž 

bylo zřejmé, že tyto sloučeniny, triviálně pojmenované allithiolany C, jsou 

propylovými homology allithiolanů A a B. 

Hmotnostní spektra všech allithiolanů C obsahovala fragment m/z = 237 Da 

odpovídající odštěpení CH3CH=CHS(O)− skupiny z kvasimolekulárního iontu, které 

bylo následováno odštěpením CH3CH2CH2S−/CH3CH2CH2SS− skupin (tj. 327 →  

→ 237 → 161/129 Da). Hmotnostní spektra naopak neobsahovala žádný fragment, 

který by naznačoval přítomnost CH3CH2CH2S(O)− skupiny (Příloha 4). Z těchto 

pozorování bylo možné usoudit, že struktura allithiolanu C odpovídá vzorci 

uvedenému na Obrázku 54.  

 

Obrázek 54: Struktura allithiolanu C. 

 

 

Allithiolany D  

 

HPLC-MS analýza izolovaných hořkých podfrakcí AC 5.A−5.F (Obrázek 48) 

odhalila také přítomnost skupiny sloučenin elementárního složení C15H26O3S5. 

Při pokusu o jejich izolaci pomocí preparativní HPLC však nebylo i přes testování 

několika různých stacionárních fází (C8, C18, F5 a bifenyl) dosaženo uspokojivé 

separace zejména kvůli koeluci se stereoizomery allithiolanu B a dalších sloučenin. 

V extraktu modelové reakce B (viz kap. 3.4.4) však byly nalezeny sloučeniny s plně 

identickými retenčními časy i MS/MS spektry. Dva zástupci těchto sloučenin 
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přítomných v cibulovém homogenátu byly nakonec z této modelové směsi izolovány 

(PM 3.1.4 a PM 3.3.3, Obrázek 42c a 43c) a spektrálně charakterizovány.  

(+)ESI-HRMS analýza ukázala, že obě sloučeniny byly izomery 

o elementárním složení C15H26O3S5 (Tabulka VII). Intenzita kvasimolekulárního 

iontu [M + H]+ = 415 Da byla velmi nízká, zatímco MS/MS spektra obou sloučenin 

obsahovala intenzivní ion m/z = 397 Da (tj. [M + H]+ − 18) naznačující přítomnost 

hydroxylové skupiny v molekule. Tento předpoklad byl podpořen také velmi 

intenzivním IČ signálem při 3350 cm−1 (−OH), spolu s velmi výraznou absopcí při 

1049 cm−1 (−S=O) (Příloha 4 a 6). 

NMR analýza potvrdila u obou látek (PM 3.1.4 a PM 3.3.3) přítomnost jedné 

(E)-CH3CH=CHS(O)− skupiny a dvou 3,4-dimethylthiolanových kruhů 

substituovaných v polohách 2 a 5 (Tabulka VI). 13C NMR posuny jednoho 

thiolanového kruhu odpovídaly hodnotám pozorovaných u allithiolanů A a B 

(Tabulka IV a V), zatímco NMR posuny druhého z kruhů byly v dobrém souladu 

s publikovanými hodnotami pro cepathiolany (Tabulka XIII).12,13 Přítomnost 

vyměnitelného atomu vodíku v jejich molekule byla potvrzena NMR analýzou 

v DMSO-d6. Tento atom vodíku vykazoval COSY korelaci s H-2' a HMBC korelaci 

s C-2' a C-3' (Obrázek 55). 

 

Obrázek 55: COSY a HMBC NMR korelace pozorované u PM 3.1.4 (v DMSO-d6). 

 

Všechna výše uvedená data (včetně MS/MS fragmentace, viz Příloha 4 a 6) byla 

v plném souladu se strukturou uvedenou na Obrázku 56. Pro svou blízkou příbuznost 

s ostatními allithiolany získaly látky PM 3.3.3, resp. PM 3.1.4 triviální označení 

allithiolany D1, resp. D2. 

 

Obrázek 56: Struktura allithiolanu D. 
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Postup izolace allithiolanů D1 a D2 z modelové směsi B uvádí Obrázek 57 

a Obrázek 58. Z obou vzorků byla také izolována směs stereoizomerů allithiolanu D 

(v chromatogramech označeny jako allithiolany Dx), které byly následně využity 

pro senzorickou analýzu (dále kap. 4.2.1). 

 
Obrázek 57: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu: 

a) modelové reakce B (3 hod) (Metoda F), 

b) frakce PM 3 (Metoda H), 

c) frakce PM 3.1 – izolace allithiolanů D1 a Dx (Metoda I). 
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Obrázek 58: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu: 

a) modelové reakce B (3 hod) (Metoda F), 

b) frakce PM 3 (Metoda H), 

c) frakce PM 3.1 – izolace allithiolanů D2 a Dx (Metoda I). 

 

 

Allithiolany E 

 

HPLC-MS analýza extraktu cibulového homogenátu prokázala ve frakcích AC 3 a AC 

4 přítomnost ještě jedné skupiny sloučenin izomerních s allithiolany D, tedy se 

sumárním vzorcem C15H26O3S5 (Tabulka VII). MS/MS fragmentace těchto látek 

naznačovala velmi blízkou strukturní podobnost s dalšími zástupci allithiolanů 

(Příloha 4). Struktura těchto sloučenin, triviálně označených jako allithiolany E, byla 

určena na základě MS/MS fragmentace. V důsledku přítomnosti velkého množství 
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Obrázek 59b), případně vlivem přítomnosti dalších koeluujících sloučenin (vzorky 

AC 4.B−4.D, Obrázek 47), nebyla interpretace NMR spekter získaných vzorků 

možná.  

 
Obrázek 59: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu: 

a) cibule kuchyňské (Metoda A), 

b) frakce AC 3 – izolace skupiny stereoizomerů allithiolanu Ex (Metoda J). 

 

Na rozdíl od allithiolanů D byl kvasimolekulární ion allithiolanů E ([M + H]+ = 

415 Da) v hmotnostním spektru snadno pozorovatelný, zatímco fragment 

m/z = 397 Da (typický pro allithiolany D) zcela chyběl. MS fragmentace allithiolanů 

E zahrnovala po sobě následující odštěpení dvou C3H5S(O)– skupin (tj. 415 → 325 → 

→ 215 Da). Vzhledem ke zjevné strukturní příbuznosti s allithiolany A−D bylo vysoce 

pravděpodobné, že jedna z těchto skupin je navázána na uhlík C-5, zatímco druhá 

C3H5S(O)– skupina je součástí postranního řetězce C6H11OS3– navázaného na uhlík 

C-2 v 3,4-dimethylthiolanovém kruhu (Příloha 4). Na základě detailní analýzy 

získaných HRMS dat (včetně MS/MS fragmentace a izotopického zastoupení) 

a s přihlédnutím ke strukturám a mechanismům vzniku již známých organosirných 

sloučenin česnekovitých rostlin, bylo ve struktuře allithiolanů E na atomu uhlíku C-2 

thiolanového kruhu možné očekávat přítomnost postranního řetězce strukturně 

odpovídajícího cepaenům. Navrženou strukturu allithiolanů E, která je ve výborné 

shodě se všemi získanými MS daty, uvádí Obrázek 60.  
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Obrázek 60: Struktura allithiolanu E. 

 

 

Allithiolany F a G 

 

Identifikace allithiolanů E byla podnětem pro potvrzení přítomnosti také jejich 

methylových a propylových homologů, jejichž tvorba v cibulovém homogenátu se 

jevila jako velmi pravděpodobná (s ohledem na známou strukturu cepaenů, viz kap. 

2.4.3). HPLC-MS analýzou byly skutečně detekovány dvě skupiny sloučenin 

odpovídajícího elementárního složení, tj. C13H24O3S5 (allithiolany F) resp. C15H28O3S5 

(allithiolany G), Tabulka VII. Z důvodu velmi nízké koncentrace těchto sloučenin 

v extraktu by však jejich izolace preparativní HPLC byla pouze obtížně proveditelná. 

Získaná MS/MS data (Příloha 4) však byla v přesvědčivé shodě s navrženými 

strukturami, které jsou uvedeny na Obrázku 61.  

 

Obrázek 61: Struktury allithiolanů F a G. 

 

 

Allithiolany H 

 

Jak již bylo uvedeno v předchozím textu, v případě frakcí AC 6 a AC 7 nebylo 

dosaženo jejich uspokojivé HPLC separace. Zároveň s několika stereoizomery 

allithiolanů B−D (přítomných ve frakci AC 6) odhalila HPLC-MS analýza těchto dvou 

frakcí přítomnost ještě další skupiny sloučenin, jejichž MS/MS fragmentace se 

výrazně podobala fragmentaci allithiolanů A−G. Velmi nízké zastoupení těchto 

sloučenin, přítomnost mnoha stereoizomerů a koeluce s řadou dalších sloučenin 

přítomných v extraktu byly důvodem neúspěšné HPLC izolace vzorku pro NMR 
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analýzu. Struktura těchto sloučenin, které získaly triviální označení allithiolany H, tak 

byla určena výhradně na základě MS dat a před provedením dalších analýz je vhodné 

ji považovat pouze za pravděpodobnou. 

(+)ESI-HRMS data allithiolanů H odpovídala elementárnímu složení 

C15H24O3S5 (Tabulka VII). MS/MS fragmentace poukazovala na odlišnost 

allithiolanů H od ostatních skupin allithiolanů pouze ve struktuře jednotky navázané 

prostřednictvím disulfidické vazby k uhlíku C-2 3,4-dimethylthiolanového jádra. 

Elementární složení této strukturní jednotky odpovídalo C6H9OS (RDB = 2). MS/MS 

fragmentace allithiolanů H byla (stejně jako u všech ostatních skupin allithiolanů) 

zahájena odtržením skupiny CH3CH=CHS(O)− (tj. 413 → 323 Da) a poté následována 

odštěpením skupiny C6H9OS− (tj. 323 → 195 Da) navázané na uhlíku C-2. Odtržená 

skupina C6H9OS− navíc dle MS/MS dat ve významné míře nepodléhala další 

fragmentaci, což s největší pravděpodobností poukazovalo na nepřítomnost snadno 

odštěpitelných funkčních skupin v této části molekuly (Příloha 4). Navržená struktura 

allithiolanů H (Obrázek 62) je ve výborně shodě se všemi získanými MS daty 

(MS/MS fragmentací i izotopovými poměry).  

 

Obrázek 62: Pravděpodobná struktura allithiolanu H. 

 

 

Allithiolany I  

 

Během pokusů o izolaci allithiolanů A−H byla zjištěna přítomnost ještě jedné skupiny 

izomerních sirných sloučenin s velmi podobnou MS/MS fragmentací s ostatními 

allithiolany (Příloha 4). Zastoupení této skupiny sloučenin bylo v čerstvě připraveném 

extraktu cibule velmi nízké. Výraznější množství však bylo pozorováno jako důsledek 

rozkladu allithiolanů A–H během jejich izolace. Elementární složení těchto sloučenin, 

triviálně pojmenovaných allithiolany I, dle HRMS dat odpovídalo C18H30O4S6 

(Tabulka VII). 
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Preparativní C8-HPLC byla izolována směs řady stereoizomerů allithiolanu I 

(PM 3.1.1 a PM 3.3.1, Obrázek 42c a 43c), která však z důvodu své komplexnosti 

nebyla vhodná pro NMR analýzu. Nicméně MS/MS fragmentace těchto látek byla 

ve výborné shodě s navrženou strukturou (Obrázek 63). Allithiolany I tak představují 

organosirné sloučeniny se zdaleka nejvyšší relativní molekulovou hmotností 

(Mr = 503,8 Da) spontánně vznikající při zpracování cibule, které byly doposud 

v cibuli identifikovány.  

 

Obrázek 63: Struktura allithiolanu I. 
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Struktury celkem devíti skupin allithiolanů identifikovaných v cibulovém homogenátu 

jsou souhrnně uvedeny na Obrázku 64.  

 

Obrázek 64: Struktura allithiolanů A−I.  
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Tabulka VII: (+)ESI-HRMS data allithiolanů A−I. 

allithiolany 
elementární 

složení 
Mr 

[M + H]+ 
RDBb 

teoretická experimentálnía 

A C10H18O2S4 298,5 299,0262 299,0254−299,0269 2 

B C12H20O2S4 324,5 325,0419 325,0412−325,0421 3 

C C12H22O2S4 326,6 327,0575 327,0569−327,0581 2 

D C15H26O3S5 414,7 415,0558 415,0551−415,0566 3 

E C15H26O3S5 414,7 415,0558 415,0554−415,0567 3 

F C13H24O3S5 388,7 389,0402 389,0398−389,0409 2 

G C15H28O3S5 416,7 417,0715 417,0714−415,0724 2 

H C15H24O3S5 412,7 413,0402 413,0397−413,0408 4 

I C18H30O4S6 503,8 503,0541 503,0535−503,0551 4 

a hodnoty pozorované pro různé stereoizomery  
b RDB – počet kruhů a dvojných vazeb 

 

 

4.2.1 Organoleptické vlastnosti allithiolanů 

 

Senzorické hodnocení izolovaných skupin allithiolanů probíhalo pomocí 

trojúhelníkového testu. Hodnoceny byly allithiolany A, B, D a E (ostatní skupiny 

allithiolanů nebyly získány v dostatečném množství či čistotě). Chuť všech 

testovaných allithiolanů byla hodnotiteli charakterizována jako nepříjemná, kovově 

hořká, přetrvávající v ústech i několik desítek minut po hodnocení. Nebyly pozorovány 

žádné výrazné rozdíly v chuťových profilech testovaných allithiolanů. Chuť 

allithiolanů svým charakterem přesně odpovídala chuti pozorované u homogenizované 

cibule, což potvrdilo, že tyto látky jsou skutečně jejími klíčovými nositeli. Výsledky 

senzorické analýzy (tj. stanovení prahu detekce v jednotkách μg/ml) pro allithiolany 

A, B, D a E testované ve vodném roztoku uvádí Tabulka VIII.  

Tabulka VIII: Výsledky senzorické analýzy allithiolanů A, B, D a E. 

allithiolan A B D E 

práh detekce [µg/ml] 30 30 15 30 

 

S ohledem na typický obsah hlavního prekurzoru všech allithiolanů, isoalliinu, v cibuli 

(okolo 0,4−0,6 mg/g čerstvé cibule)40,82 a stanoveným hodnotám prahu detekce 
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allithiolanů (tj. 15−30 μg/ml, Tabulka VIII) je možné odhadnout, že senzoricky 

detekovatelné množství allithiolanů v homogenizované cibuli vznikne již 

při enzymovém rozkladu přibližně 10−15 % celkového množství isoalliinu původně 

přítomného v nenarušené cibuli (pro tvorbu 1 molu allithiolanů A−I je vyžadováno 

3−6 molů isoalliinu).  

 

 

4.2.2 Mechanismus tvorby allithiolanů 

 

Isoalliin (10) je zjevně hlavní prekurzor všech skupin allithiolanů popsaných v této 

práci. Tento předpoklad byl potvrzen pomocí modelových reakčních systémů 

sestávajících z isoalliinu, methiinu a alliinasy (popř. alliinasy/LFS). Bylo zjištěno, že 

allithiolany B−E a G−I byly tvořeny v modelovém systému obsahujícím pouze 

isoalliin (10), kdežto současná přítomnost methiinu (14) byla vyžadována 

pro tvorbu allithiolanů A a F. Značné odlišnosti v tvorbě allithiolanů v modelových 

experimentech byly pozorovány při použití alliinasy izolované z česneku 

či enzymového preparátu z cibule (obsahujícího spolu s alliinasou i LFS). Tvorba 

allithiolanů A−D, H a I v modelových reakčních systémech byla bez rozdílu 

pozorována při použití alliinasy izolované z česneku i cibule. Naopak v případě 

allithiolanů E−G docházelo k jejich tvorbě pouze v přítomnosti komplexu 

alliinasa/LFS z cibule, což potvrdilo zásadní úlohu LF v procesu tvorby těchto třech 

skupin allithiolanů. 

Kondenzací 1-propensulfenové kyseliny (23), vznikající enzymově 

katalyzovaným rozkladem isoalliinu (10), se tvoří S-(1-propenyl)-1-propenthiosulfinát 

(24). Tento vysoce reaktivní thiosulfinát podléhá spontánnímu rozkladu za vzniku 

2,3-dimethylbutandithial-S-oxidu (26).59,81,83 Lze předpokládat, že karbofilním atakem 

další molekuly 1-propensulfenové kyseliny (23) na 26 dochází k tvorbě 3,4-dimethyl-

2-(1-propenylsulfinyl)-5-sulfanylthiolan-1-oxidu (42), který je velmi pravděpodobně 

společným meziproduktem všech allithiolanů (Obrázek 65).  
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Obrázek 65: Navržený mechanismus vzniku 42. 

Sulfanylová skupina 3,4-dimethyl-2-(1-propenylsulfinyl)-5-sulfanylthiolan-1-oxidu 

(42) následně reaguje s dalšími sloučeninami, které souběžně vznikají v cibulovém 

homogenátu a nesou −SS(O)− nebo −SOH funkční skupiny. Dá se tedy předpokládat, 

že allithiolany A, B a D vznikají reakcí 42 s CH3SS(O)R/CH3SOH, 

CH3CH=CHSS(O)R/CH3CH=CHSOH resp. se sultenem (25) či cepathiolany (4). 

Zatímco allithiolany E a F (obsahující cepaenový postranní řetězec) vznikají reakcí 42 

s odpovídajícími cepaeny či meziprodukty při jejich tvorbě, allithiolany I jsou 

pravděpodobně tvořeny oxidací dvou molekul 42, případně disproporcionací 

allithiolanů A−H během jejich izolace (Obrázek 66 a 67).  

Propylová skupina allithiolanů C a G může pocházet z propiinu 

(S-propylcystein-S-oxid, 15), který je v nízkém množství přítomen v cibuli. Tento 

předpoklad však neposkytuje vysvětlení tvorby allithiolanů C a G také v modelových 

systémech obsahujících pouze isoalliin (10) a alliinasu, kde propylová skupina 

nepochybně vznikla z 1-propenylové skupiny isoalliinu (10). Mechanismus vzniku 

propylových řetězců těchto sloučenin tak zůstává stále nejasný.   
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Obrázek 66: Pravděpodobný mechanismus tvorby allithiolanů A−I. 
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Obrázek 67: Mechanismus tvorby hlavních skupin dosud známých organosirných sloučenin 

ve zpracované cibuli.  
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4.2.3 Tvorba allithiolanů v dalších zástupcích rostlin rodu Allium 

 

Bylo zjištěno, že tvorba allithiolanů není záležitostí pouze cibule kuchyňské. 

HPLC-MS analýza totiž prokázala přítomnost všech devíti skupin allithiolanů také 

v homogenátu póru zahradního, přičemž relativní zastoupení jednotlivých skupin 

allithiolanů bylo v porovnání s cibulovým homogenátem poněkud odlišné. Pór 

obsahoval výrazně vyšší relativní množství allithiolanů C a H, naopak značně méně 

pak allithiolanů E a F oproti cibulovému homogenátu (Obrázek 68). Tyto odlišnosti 

v obsahu allithiolanů jsou pravděpodobně důsledkem potlačené aktivity LFS v póru. 

Z tohoto důvodu je tvorba allithiolanů E a F nesoucích cepaenový postranní řetězec, 

které pro svou tvorbu vyžadují LF, v póru výrazně snížena. 

 

 

 
Obrázek 68: (+)ESI-HRMS analýza allithiolanů v extraktu: 

a) cibule kuchyňské, 

b) póru zahradního (zobrazeny jsou pouze MS signály allithiolanů, přítomnost 

ostatních sloučenin není zachycena). 

 

0

20

40

60

80

100

12 17 22 27 32 37 42 47 52

R
el

.
in

te
n
zi

ta
[%

]

Retenční čas [min]

A

D

E

F

C

G

H

/ /
0

a) 

0

20

40

60

80

100

12 17 22 27 32 37 42 47 52

R
el

.
in

te
n
zi

ta
[%

]

Retenční čas [min]

E

A

B

F

D

C

G

/ /
0

b) 

H 

B 



Výsledky a diskuze 

83 

 

V homogenizovaném česneku naopak významná množství allithiolanů nevznikala. 

Jediné sloučeniny „allithiolanového“ typu, identifikované v česnekovém homogenátu 

ve větším množství, měly shodné elementární složení jako allithiolany B (tj. 

C12H20O2S4). Ačkoli měly tyto sloučeniny téměř identická MS/MS spektra 

s allithiolany B, lišily se v HPLC retenčních časech. Lze předpokládat, že tyto 

sloučeniny byly patrně izomery allithiolanů B obsahujícími 2-propenylovou 

(allylovou) skupinu namísto 1-propenylové skupiny. Tři stereoizomery těchto 

sloučenin, triviálně nazvané jako garlicniny C1, C2 a C3, byly nedávno izolovány 

z česnekového homogenátu (Obrázek 69).84,85 

 

Obrázek 69: Struktura garlicninu C.84,85 

 

Absence výrazného množství allithiolanů A−I v česnekovém homogenátu však není 

překvapivá. Zatímco isoalliin je hlavním prekurzorem organosirných sloučenin 

v cibuli, jeho obsah v česneku většinou nepřesahuje 10 % celkového obsahu všech 

cystein-S-oxidů (viz Tabulku I). Jako důsledek této odlišnosti pravděpodobně 

v česneku nevzniká dostatečné množství 1-propensulfenové kyseliny nutné pro tvorbu 

allithiolanů A−I, vyžadující reakci 3 až 6 molekul této kyseliny. Navíc v česneku 

z důvodu nepřítomnosti LFS nedochází k tvorbě LF, který je nezbytný pro tvorbu 

allithiolanů E−G. 

 

 

4.3 Izolace a identifikace dalších organosirných sloučenin  

 

V průběhu izolace a identifikace sloučenin zodpovědných za hořkou chuť zpracované 

cibule byla z připravených extraktů (popř. modelových směsí) izolována i celá řada 

organosirných sloučenin, které hořkou chuť nevykazovaly. Často se však jednalo 

o látky strukturně zajímavé, v některých případech v odborné literatuře ještě 

nepopsané. V následujících oddílech je popsána jejich izolace a identifikace, 

organoleptické vlastnosti, jakož i studium jejich role při tvorbě nežádoucího růžového 

zbarvení cibule. 
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4.3.1 Onioniny 

 

Onioniny A 
 

Vyhodnocení dat získaných při HPLC-MS analýzách extraktů cibule odhalilo spolu 

s allithiolany A−I také přítomnost řady sloučenin elementárního složení C9H16O2S2 

([M + Na]+ experimentální 243,0472−243,0488 Da; teoretická 243,0484). MS/MS 

spektra těchto látek byla velmi podobná a naznačovala, že tyto sloučeniny budou 

patrně stereoizomery spíše než konstituční izomery.  

Několik těchto látek bylo posléze izolováno preparativní C8-HPLC 

z modelového reakčního systému obsahujícího isoalliin, methiin a alliinasu (modelová 

reakce B, viz kap. 3.4.4) (píky PM 1.8, PM 1.10 a PM 1.12−1.14, Obrázek 70).  

 

Obrázek 70: a) C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu modelové reakce B (isoalliin, methiin 

a alliinasa, reakce 3 hod (Metoda F).  

b) Biphenyl-HPLC/PDA chromatogram extraktu frakce PM 1 modelové reakce B 

izolace PM 1.8, PM 1.10 a PM 1.12−1.14 (Metoda L). 

 

Sloučeniny s označením PM 1.10 a PM 1.14 byly podrobeny detailnější analýze 

a jejich struktura byla určena na základě NMR, IČ a MS/MS dat. Ukázalo se, že oba 

vzorky byly směsí nejméně dvou stereoizomerů. 13C NMR spektrum každého izomeru 

obsahovalo devět signálů odpovídajících 7 sp3 (3 CH3− a 4 CH) a 2 sp2 (−CH=) 

hybridizovaným atomům uhlíku. Dalšími NMR analýzami bylo potvrzeno, že tyto 
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uhlíky tvoří pětičlenný 3,4-dimethyl heterocyklický systém substituovaný v pozicích 

2 a 5. Zbývající tři uhlíky tvořily skupinu CH3CH=CH−. Mezi těmito dvěma 

strukturními jednotkami nebyly v COSY NMR spektru pozorovány žádné korelace. 

V HMBC spektru vykazovala 1-propenylová skupina korelaci s uhlíkem C-5, což 

naznačovalo spojení těchto dvou jednotek prostřednictvím heteroatomového můstku 

(Obrázek 71). 

 

Obrázek 71: COSY a HMBC NMR korelace pozorované u PM 1.10 (DMSO-d6). 

 

Hodnoty 13C NMR posunů CH=CH uhlíků (δ 129,4−132,8 a 137,5−139,5) odpovídaly 

literárním údajům pro CH3CH=CHS(O)− skupinu (Tabulka III). V souladu s tímto 

předpokladem byla i MS/MS fragmentace obsahující snadno odštěpitelný fragment 

[C3H5S(O)−] (tj. 221→131 Da) a intenzivní IČ signál při 1040 cm−1 odpovídající 

sulfoxidové skupině (−S=O) (Přílohy 7, 8 a 13). Geometrická konfigurace přítomné 

1-propenylové skupiny byla na základě 1H NMR dat (JCH=CH ≈ 15 Hz) výhradně E 

ve všech izolovaných stereoizomerech. 

NMR experimenty prováděné v DMSO-d6 potvrdily přítomnost jednoho 

vyměnitelného atomu vodíku vykazujícího korelace s H-2 a C-2/C-3 v COSY resp. 

HMBC spektrech (Obrázek 71). Přítomnost tohoto atomu vodíku v hydroxylové 

skupině (−OH) spíše než sulfanylové (−SH) potvrdil charakteristický IČ signál 

při 3350 cm−1 a také MS fragment [M − H2O]+ = 203 Da (Přílohy 7, 8 a 13). 

Výše uvedená data tak jasně prokázala, že sloučeniny PM 1.10 a 1.14 jsou 

stereoizomery (E)-3,4-dimethyl-5-(1-propenylsulfinyl)thiolan-2-olu (Obrázek 72). 

 

Obrázek 72: Struktura PM 1.10 a PM 1.14. 
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Sloučeniny elementárního složení C9H16O2S2, nesoucí triviální označení onioniny 

A1−A3, byly již dříve popsány vědeckou skupinou Nohary. Pro tyto látky však byly 

navrženy dvě odlišné struktury (Obrázek 73). Struktura onioninu A (5a) dle El-Aasr 

a kol.11 obsahuje ve své molekule thialovou funkční skupinu −SHO (po objevení 

dalších stereoizomerů bývá označován jako onionin A1), zatímco onionin A2−A3 

(5a−c), které jsou uvedeny v publikaci Nohary a kol.,14  ve své molekule obsahují 

−SOH skupinu. Přítomnost obou těchto funkčních skupin je však z důvodu jejich 

mimořádné reaktivity vysoce nepravděpodobná.  

 

Obrázek 73: Struktury onioninu A1 (5a)11 a onioninů A2−A3 (5b−c).14 

 

Důkladné porovnání NMR dat izolovaných sloučenin PM 1.10 a PM 1.14 

(Tabulka IX) s daty publikovanými pro onioniny A (Tabulka X) prokázalo u dvou 

stereoizomerů (PM 1.14B a PM 1.10A) téměř identické 1H a 13C NMR posuny, 

multiplicity signálů i interakční konstanty s hodnotami publikovanými pro onioniny 

A1 a A2. Závěry provedených analýz tedy potvrdily předpoklad, že obě struktury 

onioninu A, navržené El-Aasr a kol.,11 resp. Noharou a kol.,14 jsou nesprávné. 

Obrázek 72 uvádí strukturu onioninů A, která je v plné shodě s výsledky všech námi 

provedených analýz (NMR, HRMS, IČ) (Přílohy 7,8 a 13). Zbylé dva izolované 

stereoizomery, tedy PM 1.10B a PM 1.14A, byly analogicky pojmenovány triviálními 

názvy onionin A4 a A5. 
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Tabulka IX: 1H a 13C NMR data vzorků PM 1.10 a 1.14.a 
izomer rozpouštědlo 3' 2' 1' 5 4 4-CH3 3-CH3 3 2 2-OH 

1-10A 

CDCl3 

1,96 

(dd; 6,8; 

1,6) 

6,54 

(dq; 15,1; 

6,8) 

6,17 

(dq,; 15,1; 

1,6) 

4,06 

(d; 5,2) 

2,26 

(ddq; 10,8; 

5,2, 6,8) 

1,19 

(d; 6,8) 

1,09 

(d; 6,7) 

2,00 

(ddq; 10,8; 

3,6, 6,7) 

5,11 

(d; 3,6) 
n. o.b 

17,87 137,54 129,43 75,30 37,34 19,82 13,53 54,82 87,34  

DMSO-d6 

1,87 

(dd; 6,8; 

1,9) 

6,38 

(dq; 15,0; 

6,8) 

6,52 

(dq; 15,0; 

1,6) 

4,06 

(d; 7,4) 

2,23 

(ddq; 11,3; 

7,4; 6,7) 

1,15 

(d; 6,7) 

0,96 

(d; 6,7) 

1,90 

(ddq; 11,3; 

3,9; 6,7) 

5,18 

(dd; 6,6; 

3,9) 

5,74 

(d; 6,6) 

17,27 136,18 132,98 72,67 41,90 18,10 13,27 52,70 83,96  

1-10B 

CDCl3 

1,92 

(dd; 6,8; 

1,6) 

6,50 

(dq; 15,1; 

6,8) 

6,30 

(dq; 15,1; 

1,6) 

4,00 

(d; 7,1) 

2,24 

(m) 

1,33 

(d; 6,7) 

1,12 

(d; 6,7) 

1,95 

(m) 

5,13 

(d; 7,5) 
n. o. 

17,85 137,90 132,80 72,82 37,34 19,35 15,66 54,48 87,81  

DMSO-d6 

1,86 

(dd; 6,8; 

1,6) 

6,35 

(dq; 15,0; 

6,8) 

6,48 

(dq; 15,0; 

1,6) 

4,09 

(d; 7,4) 

1,99 

(ddq; 10,4; 

7,4; 6,7) 

1,66 

(d; 6,7) 

0,98 

(d; 6,6) 

1,79 

(ddq; 10,4; 

8,2; 6,6) 

5,02 

(dd; 8,2; 

7,2) 

6,35 

(d; 7,2) 

17,25 136,04 133,37 71,03 41,92 18,74 14,88 53,03 86,81  

1-14A 

CDCl3 

1,91 

(dd; 6,8; 

1,6) 

6,46 

(dq; 15,0; 

6,8) 

6,09 

(dq; 15,0; 

1,6) 

4,03 

(d; 9,2) 

2,03 

(m) 

1,24 

(d; 6,6) 

1,12 

(d; 6,5) 

1,88 

(m) 

5,26 

(d; 8,5) 
n. o. 

17,85 137,59 131,54 74,85 40,98 16,96 15,09 53,48 87,35  

DMSO-d6 

1,19 

(dd; 6,7; 

1,5) 

6,29 

(dq; 15,1; 

6,7) 

6,40 

(dq; 15,1; 

1,5) 

4,26 

(d; 7,6) 

2,05 

(ddq; 11,2; 

7,6; 6,7) 

1,16 

(d; 6,7) 

0,95 

(d; 6,7) 

1,90 

(ddq; 11,2; 

3,8; 6,7) 

5,10 

(dd; 7,0; 

3,8) 

5,32 

(d; 7,0) 

17,22 135,69 132,26 75,66 40,98 16,96 13,43 52,78 82,44  

1-14B 

CDCl3 

1,92 

(dd; 6,8; 

1,6) 

6,50 

(dq; 15,2; 

6,8) 

6,05 

(dq; 15,2; 

1,6) 

4,04 

(d; 5,9) 

2,18 

(m) 

1,30 

(d; 6,7) 

1,06 

(d; 6,7) 

1,99 

(m) 

5,02 

(d; 3,5) 
n. o. 

18,00 139,53 131,48 79,01 42,68 18,13 13,78 54,80 83,35  

DMSO-d6 

1,86 

(dd; 6,7; 

1,5) 

6,26 

(dq; 15,0; 

6,7) 

6,36 

(dq; 15,0; 

1,5) 

4,25 

(d; 8,5) 

1,79 

(m) 

1,15 

(d; 6,3) 

0,99 

(d; 6,2) 

1,79 

(m) 

4,91 

(dd; 8,1; 

7,3) 

6,23 

(d; 7,3) 

17,12 134,80 132,41 72,87 40,86 16,85 14,88 52,69 86,30  

a chemické posuny δ jsou uvedeny v ppm a interakční konstanty J v Hz  
b n. o. – nepozorováno 

 
 

Tabulka X: 1H a 13C NMR data onioninů A1, A2 a A3.a 
izomer rozpouštědlo 3' 2' 1' 5 4 4-CH3 3-CH3 3 2 2-SHO 

A1
b CDCl3 

1,90 

(dd; 6,9; 

1,7) 

6,46 

(dq; 15,0; 

6,8) 

6,03 

(dq; 13,8; 

1,7) 

4,01 

(d; 5,8) 

2,16 

(m) 

1,28 

(d; 6,9) 

1,05 

(d; 6,3) 

1,97 

(m) 

4,99 

(dd; 10,9; 

3,4) 

4,31 

(d; 10,9) 

18,3 139,6 131,7 79,2 42,9 18,1 13,9 55,0 83,5  

A2
c CDCl3 

1,95 

(dd; 6,9; 

1,7) 

6,52 

(dq; 13,7; 

6,9) 

6,15 

(dq; 13,7; 

1,7) 

4,04 

(d; 5,1) 

2,24 

(m) 

1,17 

(d; 6,9) 

1,07 

(d; 6,8) 

2,00 

(m) 

5,09 

(d; 3,4) 
n. o.d 

18,0 137,7 129,6 75,5 37,4 20,0 13,7 55,0 85,8  

A3
c CDCl3 

1,91 

(d; 6,9) 

6,47 

(m) 

6,06 

(d; 13,7) 

3,97 

(d; 5,7) 

2,30 

(m) 

1,37 

(d; 6,4) 

1,11 

(d; 7,3) 

1,98 

(m) 

5,05 

(d; 3,5) 
n. o. 

17,9 139,4 130,8 77,8 50,8 18,1 15,9 53,4 89,9  

a chemické posuny δ jsou uvedeny v ppm a interakční konstanty J v Hz 
b El-Aasr a kol.11 
c Nohara a kol.14 
d n. o. – nepozorováno   
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Onioniny B 

 

Nalezení onioninů A vedlo k hledání také jejich methylových homologů, jejichž 

přítomnost v extraktu cibule byla velmi pravděpodobná. Několik sloučenin 

s očekávaným elementárním složením (tj. C7H14O2S2) bylo pomocí HPLC-MS 

skutečně detekováno ([M + Na]+ experimentální 217,0324−217,0331 Da; teoretická 

217,0327), ovšem jejich obsah v extraktu byl natolik nízký, že by jejich izolace 

preparativní HPLC byla jen těžko proveditelná. Dvě z těchto sloučenin (PM 1.1 a PM 

1.2, Obrázek 74) tedy byly izolovány z modelového reakčního systému obsahujícího 

isoalliin a methiin (modelová reakce B, viz kap. 3.4.4) a následně byly obě tyto látky 

identifikovány pomocí NMR a MS (Příloha 8).  

 

Obrázek 74: a) C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu modelové reakce B (isoalliin, methiin  

a alliinasa, reakce 3 hod (Metoda F).  

b) Biphenyl-HPLC/PDA chromatogram extraktu frakce PM 1 modelové reakce B –  

– izolace PM 1.1 a PM 1.2 (Metoda L). 

 

Získaná 1H a 13C NMR data (Tabulka XI) potvrdila v obou sloučeninách přítomnost 

pětičlenného 3,4-dimethyl heterocyklu nesoucího další substituenty v polohách 2 a 5, 

spolu s jednou izolovanou CH3− skupinou a jednou −OH skupinou. Hydroxylový 

vodík vykazoval COSY korelaci s vodíkem H-2, zatímco methylová skupina 

poskytovala HMBC signál s uhlíkem C-5 (Obrázek 75). 13C NMR posuny uhlíku této 
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methylové skupiny (δ 35,2 resp. 37,4) byly plně v souladu s literárními údaji pro 

skupinu CH3S(O)− (viz Tabulka III).  

Tabulka XI: 1H a 13C NMR data PM 1.1 a 1.2. 
izomer rozpouštědlo 1' 5 4 4-CH3 3-CH3 3 2 2-OH 

PM 1.1 

(= B1) 
CDCl3 

2,58 

(s) 

4,01 

(d; 5,3) 

2,49 

(m) 

1,34 

(d; 6,8) 

1,14 

(d; 6,7) 

2,07 

(m) 

5,15 

(dd; 10,3; 3,7) 

4,00 

(d; 10,3) 

35,16 74,50 38,34 20,15 13,47 55,21 85,54  

PM 1.2  

(= B2) 
CDCl3 

2,46 

(s) 

3,86 

(d; 6,5) 

2,85 

(m) 

1,25 

(d; 7,1) 

0,99 

(d; 7,1) 

2,49 

(m) 

5,01 

(br m) 

4,44 

(br m) 

37,38 77,04 40,16 14,76 13,78 51,56 87,80  

a chemické posuny δ jsou uvedeny v ppm a interakční konstanty J v Hz  
b n. o. – nepozorováno 

 

 

Obrázek 75: COSY a HMBC NMR korelace pozorované u PM 1.1. 

 

Všechna získaná spektroskopická data tak byla v naprosté shodě s předpokládanou 

strukturou (Obrázek 76). Tato sloučenina, systematickým názvem 3,4-dimethyl- 

5-(methylsulfinyl)thiolan-2-ol, nebyla dosud v odborné literatuře popsána. Analogicky 

k triviálnímu názvu jejich 1-propenylových homologů byly tyto dva stereoizomery 

pojmenovány onionin B1 a B2. 

 

Obrázek 76: Struktura onioninu B. 
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Onioniny C 

 

Spolu s onioniny A a B byly v extraktu cibule i v modelových směsích nalezeny také 

sloučeniny sumárního složení C9H18O2S2 ([M + Na]+ experimentální 

245,0635−245,0643 Da; teoretická 245,0640 Da). Z důvodu jejich koeluce s jinými 

složkami přítomnými v extraktu nebyly podniknuty pokusy o jejich izolaci pomocí 

preparativní HPLC. Nicméně získaná MS/MS spektra (Příloha 8) jasně naznačila, že 

se jedná o propylové homology onioninů A a B. Tyto látky, v odborné literatuře rovněž 

dosud nepopsané, byly pojmenovány onioniny C (Obrázek 77). 

 

Obrázek 77: Struktura onioninu C. 

 

 

4.3.2 Cepadithiolakton A 

 

Sloučenina AC 5.G, charakteristická svou velmi výraznou absorpcí v UV oblasti 

(λmax = 310 nm), byla izolována z frakce AC 5 extraktu cibule pomocí preparativní 

C8-HPLC (tr = 52,8 min, Obrázek 78b). HRMS data této látky odpovídala 

elementárnímu složení C6H10OS2 ([M + H]+ experimentální 163,0248 Da; teoretická 

163,0246 Da). 
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Obrázek 78: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu: 

a) cibule kuchyňské (Metoda A),  

b) frakce AC 5 (Metoda B), 

c) 2D chromatogram frakce AC 5 (Metoda B).  

 

NMR analýza odhalila v izolovaném vzorku přítomnost celkem třech stereoizomerů. 

V souladu se zjištěným elementárním složením obsahovalo 13C NMR spektrum 

každého izomeru celkem šest signálů odpovídajících dvěma CH3− skupinám 

(δ 12,4−17,3), třem CH atomům uhlíku (δ 50,0−89,5) a jedné C=X skupině 

(δ 247,5−248,1). COSY, HSQC a HMBC NMR experimenty následně potvrdily, že 

tyto atomy uhlíku tvoří pětičlenný 3,4-dimethyl heterocyklus substituovaný v pozicích 

2 a 5. Přítomnost jednoho vyměnitelného atomu vodíku v molekule byla potvrzena 

NMR experimenty provedenými v DMSO-d6. V COSY a HMBC NMR spektrech 

vykazoval tento vodík korelace s H-5 resp. C-5/C-4 (Obrázek 79). V souladu s výše 

uvedenými daty byly celkem tři struktury uvedené na Obrázku 79.  
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Obrázek 79: COSY a HMBC NMR korelace pozorované u AC 5.G (v DMSO-d6, horní obrázek). 

Možné struktury pro látku C6H10OS2 vyhovující výše uvedeným datům (spodní obrázek). 

 

Značně anomální 13C NMR posun C=X uhlíku (δ 247,5−248,1) jasně odpovídal 

γ-dithiolanktonové skupině −SC(=S)CH−,86 naopak vyvrátil uspořádání odpovídající 

γ-thiolaktonu −SC(=O)CH− nebo γ-thionolaktonu −OC(=S)CH−, neboť 13C NMR 

posuny v těchto funkčních skupinách se pohybují kolem δ 209 resp. 222 (Tabulka 

XII).87,88 Přítomnost γ-dithiolanktonové části v molekule byla také v naprostém 

souladu s pozorovaným absorpčním maximem λmax = 310 nm (λmax γ-thio- 

a γ-thionolaktonů se pohybují kolem 235 a 250 nm).89 IČ spektrum AC 5.G obsahovalo 

charakteristický signál při 3350 cm−1 odpovídající přítomnosti −OH skupiny 

v molekule, což bylo podpořeno i MS/MS spektrem obsahujícím intenzivní ion 

m/z = 145 Da (tj. [M + H]+ − 18) (Příloha 9 a 13). 

 Na základě výše uvedených spektrálních dat mohla být struktura izolované 

sloučeniny AC 5.G jednoznačně určena jako 5-hydroxy-3,4-dimethylthiolan- 

2-thion (Obrázek 80). Tato sloučenina dosud nebyla ve vědecké literatuře popsána. 

Dle všech dostupných informací se navíc jedná o vůbec první přirozeně se vyskytující 

γ-dithiolakton. Vzhledem k velmi blízké strukturní příbuznosti s cepathiolany A 

získala tato sloučenina triviální název cepadithiolakton A.  

 

Obrázek 80: Struktura cepadithiolaktonu A. 
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Tabulka XII: 1H a 13C NMR data cepadithiolaktonů A1, A2 a A3.a 

izomer rozpouštědlo 5-OH 5 4 4-CH3 3-CH3 3 2 

A1 

CDCl3 
n. o.b 

5,71 

(d; 4,3) 

2,28 

(m) 

1,30 

(d; 7,1) 

1,35 

(d; 6,7) 

2,72 

(m) 
 

 85,44 50,66 14,10 16,21 59,24 248,13 

DMSO-d6 

7,00 

(d; 7,0) 

5,75 

(dd; 8,2; 7,2) 

2,06 
(ddq; 10,9; 

8,2; 6,6) 

1,18 

(d; 6,6) 

1,26 

(d; 6,6) 

2,53 
(dq; 10,9; 

6,6) 

 

 89,69 52,78 15,62 16,53 61,74 248,96 

A2 

CDCl3 
n. o. 

5,67 

(d; 7,8) 

2,16 

(m) 

1,31 

(d; 6,9) 

1,40 

(d; 6,7) 

2,46 

(m) 
 

 89,51 54,07 16,42 17,28 62,73 246,45 

DMSO-d6 

6,76 

(d; 6,9) 

5,77 

(dd; 6,9; 4,6) 

2,22 
(ddq; 10,8; 

4,6; 6,7) 

1,15 

(d; 6,7) 

1,24 

(d; 6,8) 

2,71 
(dq; 10,8; 

6,8) 

 

 86,43 50,12 14,03 16,13 59,72 251,05 

A3 

CDCl3 
n. o. 

5,62 

(d; 2,5) 

2,85 

(m) 

1,03 

(d) 

1,29 

(d) 

3,35 

(m) 
 

 89,47 50,04 12,42 14,26 58,49 247,52 

DMSO-d6 

7,01 
(d; 6,5) 

5,71 
(dd; 6,5; 3,2) 

2,71 
(m) 

0,93 
(d; 7,0) 

1,17 
(d; 7,0) 

3,30 
(m) 

 

 90,61 49,42 12,10 14,38 59,25 250,52 

a chemické posuny δ jsou uvedeny v ppm a interakční konstanty J v Hz 
b n. o. – nepozorováno 
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4.3.3 Cepathiolany 

 

Cepathiolany A 

 

Z extraktu modelové reakce A (viz kap. 3.4.3) byly preparativní C8-HPLC izolovány 

také píky PM 0.4−0.6 (Obrázek 81). Na základě získaných HRMS dat bylo zřejmé, 

že se jedná o stereoizomery elementárního složení C9H16O2S3 ([M + Na]+ 

experimentální 275,0198−275,0206 Da; teoretická 275,0205 Da). Výsledky NMR 

(Tabulka XIII), MS/MS a IČ analýz jasně potvrdily, že izolované sloučeniny jsou 

(E)-S-(5-hydroxy-3,4-dimethylthiolan-2-yl)-1-propenthiosulfináty (Přílohy 10 a 13). 

Dva stereoizomery těchto sloučenin, triviálně pojmenovaných jako cepathiolany A1 

a A2, byly již dříve popsány Yoshidou a kol.12 a Aoyagim a kol.13 Dle získaných NMR 

dat těmto dvěma známým stereoizomerům odpovídají látky PM 0.6A a PM 0.6B, 

zatímco sloučeniny PM 0.4, PM 0.5A a PM 0.5B jsou dalšími, nově popsanými 

stereoizomery, které byly analogicky pojmenovány cepathiolany A3, A4 a A5. 

 
Obrázek 81: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu modelové reakce A (isoalliin, methiin a alliinasa, 

reakce 1 min) (Metoda M). 
 

 

 

Obrázek 82: COSY a HMBC NMR korelace pozorované u PM 0.4 (v DMSO-d6). 
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Cepathiolany B a C 

 

Přítomnost cepathiolanů A v cibulovém extraktu byla důvodem pro hledání také jejich 

methylových a propylových homologů, které dosud nebyly v odborné literatuře 

popsány. Skupiny sloučenin očekávaného elementárního složení (C7H14O2S3 

a C9H18O2S3) byly skutečně pomocí HPLC-MS v cibulovém extraktu nalezeny, ovšem 

v koncentracích, které neumožňovaly jejich izolaci preparativní HPLC. Navzdory 

tomu získaná MS/MS spektra (Příloha 11 a 12) poskytla poměrně přesvědčivý důkaz 

o správnosti navržených struktur (Obrázek 83). Methylové resp. propylové homology 

cepathiolanu A tak získaly triviální označení cepathiolany B resp. cepathiolany C.  

 

Obrázek 83: Struktury cepatiolanu B a C. 

 

 

4.3.4 Mechanismy tvorby onioninů, cepadithiolaktonu a cepathiolanů 

 

Jak již bylo uvedeno v úvodní části této práce (viz kap. 2.4.3, Obrázek 27), 

mechanismus tvorby cepathiolanů A, navržený Aoyagim a kol.13, sestává z reakce 

1-propensulfenové kyseliny (23) se sultenem (25) vznikajícího z S-(1-propenyl)- 

1-propenthiosulfinátu (24). Lze předpokládat, že i obě nově objevené skupiny 

cepathiolanů (cepathiolany B a C) vznikají analogickým mechanismem, tedy reakcí 

25 s methansulfenovou (27) resp. propansulfenovou kyselinou (28) (Obrázek 84). 

 

Obrázek 84: Mechanismus vzniku cepathiolanů A, B a C. 
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Cepadithiolakton A je patrně tvořen rozkladem cepathiolanů A−C dle schématu 

uvedeného na Obrázku 85. Analogickým mechanismem dochází k rozkladu 

thiosulfinátů na sulfenové kyseliny a thioaldehydy (viz kap. 2.4.1, Obrázek 17). 

 

Obrázek 85: Mechanismus vzniku cepadithiolaktonu A rozkladem cepathiolanu (4). 

 

Výše uvedený mechanismus vzniku cepadithiolaktonu A je v plném souladu 

s experimentálními pozorováními, neboť tvorba těchto látek byla zaznamenána během 

NMR analýz cepathiolanů A. Při těchto měřeních (v CDCl3 i DMSO-d6) docházelo 

k rozkladu cepathiolanů A za současného vzniku cepadithiolaktonů A. 

 Naopak mechanismus tvorby onioninů A−C zůstává nejasný.  

 

 

4.3.5 Organoleptické vlastnosti  

 

Senzorickou analýzu cepadithiolaktonu A (Obrázek 78b) a onioninu A (píky PM 1.10 

a PM 1.14, Obrázek 70b) provádělo celkem 5 hodnotitelů (3 ženy, 2 muži; 29−51 let). 

Obě testované sloučeniny shodně vykazovaly jemné, příjemné aroma, připomínající 

tepelně upravenou cibuli s houbovým či mírně ořechovým nádechem. Všechny 

hodnocené vzorky měly velmi podobnou chuť, kterou bylo možné popsat jako 

příjemně cibulovou či česnekovou. Na rozdíl od allithiolanů žadný ze vzorků 

nevykazoval nepříjemnou, kovově hořkou chuť. Chuťový práh detekce 

pro cepadithiolakton A byl stanoven na 10 ppm, v případě onioninu A na 5 ppm. 

S přihlédnutím k relativně nízkým prahům detekce lze předpokládat, že onioniny A 

i cepadithiolaktony A pravděpodobně mají významný vliv na chuť i vůni zpracované 

cibule. Naopak příspěvek jejich methylových a propylových homologů, tedy onioninů 

B a C, je vzhledem k jejich množství pravděpodobně méně významný. 
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4.4 Proces růžovění 

 

Tvorba růžového zbarvení je často pozorovaným jevem při zpracování cibule (viz kap. 

2.5.1). Prekurzorem těchto sloučenin byl označen isoalliin, případně thiosulfináty 

obsahující 1-propenylový řetězec.17,19,73 

Za účelem zjištění, zdali se některé ze sloučenin popsaných v této práci mohou 

též podílet na procesu růžovění, byla pomocí modelového systému testována 

schopnost allithiolanu B a D, onioninu A, cepadithiolaktonu A a cepathiolanu A tvořit 

růžové zbarvení. Testovaná látka byla smíchána s vodným roztokem alaninu. 

Po 1 hodině byl do tohoto modelového systému přidán formaldehyd. Tvorba 

barevných sloučenin byla pozorována spektrofotometricky nárůstem absorbance při 

vlnové délce 510 nm.  

Výsledky těchto experimentů jsou zachyceny na Obrázku 86. Intenzivní 

tvorbu barevných látek bylo možné pozorovat pouhým okem pouze u cepathiolanu A 

(vialka 5), což je v souladu s prací Kata a kol.73 Mnohem pomalejší a výrazně méně 

intenzivní tvorba růžového zbarvení byla zaznamenána v případě onioninu A (vialka 

2), zatímco ostatní testované látky poskytly negativní výsledek. 

 

Obrázek 86: Tvorba růžového zbarvení testovaných látek: (1) allithiolan B, (2) onionin A, (3)  

allithiolan D, (4) cepadithiolakton A a (5) cepathiolan A. 

 

Získané výsledky naznačují, že schopnost cepathiolanu A podílet se na tvorbě 

růžového zbarvení je spojena s přítomností skupiny CH3CH=CHS(O)S− spíše než 

s přítomností thiolanového jádra. To odpovídá i závěrům předchozích studií, které 

označily za hlavní prekurzory těchto barevných látek thiosulfináty obsahující 

1-propenylovou skupinu. 17,19,73 

 

 

1 2 3 4 5 
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5 Závěr 

 

Tato disertační práce ukázala, že kaskáda reakcí vyvolaná enzymově katalyzovaným 

rozkladem isoalliinu je výrazně komplexnější, než se doposud předpokládalo. 

V průběhu této práce se podařilo dokázat, že společně s LF, thiosulfináty, cepaeny, 

zwiebelany, bis-sulfiny, onioniny A a cepathiolany A při zpracování cibule spontánně 

vzniká ještě další, mimořádně rozsáhlá skupina dosud neznámých sloučenin triviálně 

pojmenovaných allithiolany A−I (Obrázek 87).  

 

Obrázek 87: Struktury nově identifikovaných skupin allithiolanů A−I. 

 

Allithiolany mohou negativně ovlivnit organoleptické vlastnosti homogenizované 

cibule kvůli jejich intenzivně hořké chuti. Jelikož je do tvorby allithiolanů zapojeno 

3−6 molekul 1-propensulfenové kyseliny, lze odhadnout, že allithiolany náleží mezi 

sloučeniny, k jejichž tvorbě je využita velmi podstatná část z celkového množství 
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1-propensulfenové kyseliny, která je formována enzymově katalyzovaným rozkladem 

isoalliinu. 

Přítomnost neznámých sloučenin molekulové hmotnosti 298 (C10H18O2S4), 

324 (C12H20O2S4) a 326 Da (C12H22O2S4) v cibulových extraktech byla pozorována 

Blockem již před 25 lety.47 Tento autor předpokládal, že tyto sloučeniny by mohly být 

skupinou izomerů se strukturou podobnou cepathiolanům A, ve které je hydroxylová 

skupina nahrazena skupinou CH3CH=CHS(O)−. Výsledky této disertační práce však 

ukázaly, že těmito neznámými sloučeninami jsou s největší pravděpodobností 

allithiolany A, B a C. 

Ačkoli je tvorba allithiolanů ve zpracované cibuli technologicky velmi 

nežádoucí, jedná se o zcela přirozený jev. Na základě provedených experimentů lze 

prohlásit, že patrně nebude možné vzniku allithiolanů zabránit bez současné ztráty 

charakteristických senzorických vlastností, pro které si cibule získala oblibu po celém 

světě. Patrně nejlepším doporučením pro běžné konzumenty, jak předejít zhořknutí 

cibule, je, aby cibuli zpracovávali až těsně před jejím vlastním použitím. 

Z důvodu pohodlnějšího kuchyňského zpracování dává mnoho spotřebitelů 

přednost kultivarům cibule, které vykazují pouze mírné slzotvorné účinky 

(tzv. tearless onions). U běžných odrůd cibule je většina 1-propensulfenové kyseliny 

LFS okamžitě přeměněna na slzotvorný LF, zatímco u vyšlechtěných či geneticky 

modifikovaných odrůd cibule je aktivita LFS výrazně snížena.90 Výsledky získané 

v této práci však naznačují, že potlačením aktivity LFS se cibule pravděpodobně stane 

během jejího zpracování mnohem náchylnější ke vzniku nepříjemné hořké chuti 

v důsledku zvýšené tvorby allithiolanů. Z těchto důvodů pak lze konstatovat, že cibule 

s potlačenou aktivitou LFS pravděpodobně nebude příliš vhodná pro průmyslové 

zpracování.  

 

Obrázek 88: Struktura nově identifikované sloučeniny cepadithiolaktonu A. 

  

Kromě allithiolanů A−I se v průběhu této práce podařilo izolovat 

a identifikovat ještě několik dalších, v odborné literatuře dosud nepopsaných sloučenin 

obsahujících 3,4-dimethylthiolanový skelet. Mezi tyto nově objevené látky patří tři 
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stereoizomery cepadithiolaktonu A (Obrázek 88), které jsou s největší 

pravděpodobností prvními známými zástupci přirozeně se vyskytujících γ-dithio-

laktonů. Senzorické vlastnosti těchto sloučenin byly na rozdíl od allithiolanů přijímány 

pozitivně. Hodnotitelé přirovnávali jejich chuť a vůni k tepelně upravené cibuli nebo 

česneku s houbovým či ořechovým nádechem. 

Během izolace a identifikace hořkých látek cibule kuchyňské byly izolovány 

také sloučeniny elementárního složení C9H16O2S2, které se již staly součástí dvou 

studií11,14 a pro svůj původ získaly triviální označení onioniny A. Rozporuplné závěry 

těchto prací byly důvodem pro ověření jejich struktury. Provedené analýzy potvrdily 

předpoklad, že původně navržené struktury onioninů A jsou nesprávné. Na základě 

průkazných spektroskopických dat byla struktura onioninů A určena jako 

(E)-3,4-dimethyl-5-(1-propenylsulfinyl)thiolan-2-ol (Obrázek 87). 

 

Obrázek 89: Publikované struktury onioninu A (5a−c)11,14 a opravená struktura (5), struktury nově  

identifikovaných onioninů B a C. 

 

Spolu s onioniny A byly v cibuli identifikovány ještě dvě další, ve vědecké literatuře 

dosud nepopsané skupiny jejich methylových a propylových homologů, triviálně 

nazvaných onioniny B a C (Obrázek 89). Dalšími nově nalezenými skupinami 

organosirných sloučenin jsou také cepathiolany B a C (Obrázek 90). 
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Obrázek 90: Nově identifikované organosirné sloučeniny cibule − cepathiolan B a C. 

 

Podobně jako cepadithiolaktony A byly i onioniny A ze senzorického pohledu 

hodnotiteli přijímány kladně a jejich chuť a vůně byly přirovnávány k tepelně upravené 

cibuli nebo česneku s houbovým či ořechovým nádechem. 

 Nezodpovězenou otázkou ovšem stále zůstávají biologické vlastnosti nově 

objevených skupin 3,4-dimethylthiolanů popsaných v této práci. Vzhledem 

k celosvětové popularitě cibule se tak studium biologické aktivity těchto látek zdá být 

nanejvýš aktuální. 
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7 Použité zkratky 

 

4-SP   4-sulfanylpyridin 

COSY  correlation spectroscopy 

DART  direct analysis in real time 

DCM   dichlormethan 

DEE   diethylether 

DMSO  dimethylsulfoxid 

EI   electron impact 

ESI   electrospray ionization 

FAO Food and Agriculture Organization of the United 

Nations 

FTIR   Fourier transformation infrared spectroscopy 

GC  gas chromatography 

GC/MS  gas chromatography/mass spectrometry 

HMBC  heteronuclear multiple bond correlation 

HPLC  high performance liquid chromatography 

HRMS  high resolution mass spectrometry 

HSQC  heteronuclear single quantum correlation 

IČ   infračervený 

IUPAC  International Union of Pure and Applied Chemistry 

LF   lachrymatory factor 

LFS   lachrymatory-factor synthase 

MCT   mercury-cadmium-tellurite 

MS   mass spectrometry 

MS/MS  tandem mass spectrometry 

MWCO  molecular weight cut-off 

NMR   nuclear magnetic resonance 

NTB  2-nitro-5-thiobenzoát 

PDA    photodiode array 

ppm   parts per million 

PTFE   polytetrafluorethylen 

RDB   rings and double bonds 
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rpm   rotations per minute 

RVO   rotační vakuová odparka 

SPE  solid phase extraction 

TD   taste dilution 

TDA   taste dilution analysis 

UV-vis  ultraviolet-visible 
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Příloha 1: IUPAC názvy allithiolanů A−I.  

 



 

 

 

allithiolan A 

 

(E)-3,4-dimethyl-2-(methyldisulfanyl)-5-(prop-1-en-1-

ylsulfinyl)thiolan-1-oxid 

allithiolan B 

 

3,4-dimethyl-2-(prop-1-en-1-yldisulfanyl)-5-((E)-prop-1-en-1-

ylsulfinyl)thiolan-1-oxid 

allithiolan C 

 

(E)-3,4-dimethyl-2-(prop-1-en-1-ylsulfinyl)-5-

(propyldisulfanyl)thiolan-1-oxid 

allithiolan D 

 

(E)-2-((5-hydroxy-3,4-dimethyltetrahydrothiophen-2-

yl)disulfanyl)-3,4-dimethyl-5-(prop-1-en-1-ylsulfinyl)thiolan-

1-oxid 

allithiolan E 

 

3,4-dimethyl-2-((E)-prop-1-en-1-ylsulfinyl)-5-((1-(prop-1-en-

1-ylsulfinyl)propyl)disulfanyl)thiolan-1-oxid 

allithiolan F 

 

(E)-3,4-dimethyl-2-((1-(methylsulfinyl)propyl)disulfanyl)-5-

(prop-1-en-1-ylsulfinyl) thiolan-1-oxid 

allithiolan G 

 

(E)-3,4-dimethyl-2-(prop-1-en-1-ylsulfinyl)-5-((1-

(propylsulfinyl)propyl)disulfanyl)thiolan-1-oxid 

allithiolan H 

 

(E)-5-((3,4-dimethyl-1-oxido-5-(prop-1-en-1-

ylsulfinyl)tetrahydrothiophen-2-yl)disulfanyl)-3,4-dimethyl 

thiolan-2(3H)-on 

allithiolan I 

 

(E)-5,5'-disulfanediylbis(3,4-dimethyl-2-((E)-prop-1-en-1-

ylsulfinyl)thiolan-1-oxid) 

 

 



 

 

 

  

Příloha 2: IUPAC názvy onioninů A−C, cepadithiolaktonu A a cepathiolanů A−C. 

 



 

 

 

onionin A 

 

(E)-3,4-dimethyl-5-(prop-1-en-1-ylsulfinyl)thiolan-2-ol 

onionin B 

 

3,4-dimethyl-5-(methylsulfinyl)thiolan-2-ol 

onionin C 

 

3,4-dimethyl-5-(propylsulfinyl)thiolan-2-ol 

cepadithiolakton A 

 
5-hydroxy-3,4-dimethylthiolan-2(3H)-thion 

cepathiolan A 

 

(E)-S-(5-hydroxy-3,4-dimethylthiolan-2-yl)prop-1-en-1-

sulfinothioát 

cepathiolan B 

 
S-(5-hydroxy-3,4-dimethylthiolan-2-yl)methansulfinothioát 

cepathiolan C 

 

S-(5-hydroxy-3,4-dimethylthiolan-2-yl)propan-1-

sulfinothioát 

  



 

 

 

 

 

 

  

Příloha 3: MS/MS spektra allithiolanů A1−8. 
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Příloha 4: MS/MS spektra allithiolanů A−I. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

   

   

  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

   

 
  

   

 



 

 

 

 

 

 

 

 

   

 
  

  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

   

   

  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

  

   

   



 

 

 

 

 

 

 

 

   

   

   

 



 

 

 

 

 

 

 

 

   

   

   

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 
  

  



 

 

 

 

  

Příloha 5: NMR spektra allithiolanu A8. 

 



 

 

 

 
 

  



 

 

 

 

  



 

 

 

 

  



 

 

 

 

  



 

 

 

 

  



 

 

 

 

  



 

 

 

  



 

 

 

 

  

Příloha 6: IČ spektra allithiolanů A1−8, B4−6, D a E.  
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Příloha 7: MS/MS spektrum onioninu A. 



 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 



 

 

 

  

Příloha 8: MS/MS spektrum onioninu A, B a C. 



 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

  

Příloha 9: MS/MS spektrum cepadithiolaktonu A. 



 

 

 

 

 

 

 

 

   

   

 

  

 

  



 

 

 

 

  

Příloha 10: MS/MS spektrum cepathiolanu A. 



 

 

 

 

 

 

 

 

   

  

 

   

 

  



 

 

 

 

  

Příloha 11: MS/MS spektrum cepathiolanu B. 



 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

  

   

 

  



 

 

 

 

  

Příloha 12: MS/MS spektrum cepathiolanu C. 



 

 

 

 

 

 

 

 

   

  

 

   

 

  



 

 

 

  

Příloha 132: IČ spektra onioninu A, cepadithiolaktonu A a cepathiolanu A. 
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Příloha 14: EI/MS spektrum cepadithiolaktonu A. 
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ABSTRACT: The compounds responsible for the bitter off-taste of processed onion (Allium cepa) were studied. Using a series
of sensory-guided HPLC fractionations, the existence of nine groups of hitherto unknown sulfur compounds has been revealed.
On the basis of spectroscopic data (MS, NMR, and IR), it was found that these compounds, trivially named allithiolanes A−I,
are members of a large family of structurally closely related derivatives of 3,4-dimethylthiolane S-oxide, with the general
formulas of CxHyO2S4, CxHyO3S5, and CxHyO4S6 (x = 10−18, y = 18−30). The presence of multiple stereoisomers was
observed for each group of allithiolanes. Allithiolanes possess an unpleasantly bitter taste with detection thresholds in the range
of 15−30 ppm. Formation pathways of these newly discovered sulfur compounds were proposed.

KEYWORDS: allithiolane, Allium cepa, bitter, cepaene, cepathiolane, garlicnin, isoalliin, off-taste, onion, onionin,
taste-dilution analysis, thiolane S-oxide

■ INTRODUCTION

Onion (Allium cepa L.) is one of the most popular vegetables
worldwide, attributable mostly to its typical pungent aroma,
strong taste, and potent lachrymatory effects. Thanks to these
sensory properties, onion is an important ingredient of many
meals of nearly all national cuisines. In the food industry, it plays
an essential role in the production of numerous products, such as
spices, soups, canned food and pickles, sausages and other meat
products, salads, and ketchups and dressings, among many
others.
Typical food-industry or culinary usage of onion involves

chopping, slicing, mincing, pureeing, or other mechanical
disruption of the bulbs. During these steps, the onion sometimes
acquires an unpleasantly bitter taste, which develops within
several minutes after comminution of its tissue. The formation of
this bitter off-taste represents a serious issue for food companies,
because it may negatively affect the organoleptic quality of many
products containing onion.
Despite its significant negative impact on the taste character-

istics of processed onion, only two papers dealing with this
puzzling phenomenon have thus far been published. In the first
report,1 Schwimmer concluded that the bitter principle was not
directly derived from isoalliin (1), the key precursor of the sulfur
sensory-active compounds of onion. Contrary to his initial
paper, Schwimmer reported in a follow-up study2 that the
formation of the bitter off-taste was in fact a consequence of the
enzyme-catalyzed cleavage of isoalliin. However, the identity of
the bitter principle or principles has remained completely
unknown until now.

At the time of the publishing of the two pioneering reports of
Schwimmer,1,2 the only known isoalliin-derived species were
thiosulfinates and the lachrymatory factor (although the latter
compound was erroneously believed to be 1-propenesulfenic
acid). Since then, understanding of the chemistry taking place
during onion processing has extended enormously. The correct
structure of the lachrymatory factor of onion, propanethial S-
oxide, has been established,3,4 and the exact mechanism of its
formation has been clarified.5,6 Furthermore, a great number of
other sulfur compounds formed upon the disruption of onion
tissue have been discovered, such as zwiebelanes,7 cepaenes,8,9

bis(sulfine),10 cepathiolanes,11,12 and onionins A13−15 (Figure
1). Organoleptic characteristics of some of these compounds
were evaluated, but none were reported to exhibit a bitter taste.16

In this work, we aimed to identify the compounds responsible
for the bitter off-taste of processed onion by sensory-guided
HPLC fractionation and subsequent spectroscopic character-
ization. Identification of these compounds may possibly help to
develop technological procedures to prevent or minimize their
formation.

■ MATERIALS AND METHODS
Chemicals and Plant Material. Pyridoxal 5-phosphate, 4-

sulfanylpyridine, 2-sulfanylethanol, and 5,5′-dithiobis(2-nitrobenzoic
acid) were obtained from Sigma-Aldrich. Isoalliin, methiin, crude garlic
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alliinase, and the alliinase−lachrymatory-factor-synthase (LFS) system

from onion were obtained as described previously.17−19 Onion (Swift

variety, Czech Republic), leek (The Netherlands), and garlic (China)

were purchased in a local store.

Figure 1.Currently known principal compounds formed in processed onion by alliinase- and LFS-catalyzed cleavage of isoalliin. The correct structure
of onionins A is given.15

Figure 2.HPLC separation of the extract of homogenized onion (top) and optimizedHPLC separation of fractions 4 and 5 (bottom). Only the labeled
peaks exhibited a bitter taste.
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General Methods. HPLC separations were achieved by using a
Dynamax SD-210 binary pump HPLC system (Varian) employing a
Varian PDA 335 detector. (+)ESI-HRMS data were obtained by using
an UltiMate 3000 RS system (Thermo Scientific) equipped with an AB
SCIEX TripleTOF 6600 (AB SCIEX). The needle voltage was +5.0 kV.
Other ion-source parameters were as follows: curtain gas, 35 psi;
nebulizer and drying gas, 60 psi; turbo-gas temperature, 600 °C; and
declustering potential, 60 V. Spectra were collected using a collision
energy of 45 V with a spread of ±15 V.
NMR spectra were recorded on a Bruker AVANCE III 700 MHz

spectrometer equipped with a cryoprobe (Bruker Biospin). 1H and 13C
chemical shifts were referenced to the signals of residual CHCl3 (δ 7.27
and 77.00, respectively) or DMSO (δ 2.50 and 39.60, respectively). IR
spectra were recorded on a Nicolet 6700 FTIR spectrometer equipped
with an MCT detector and a Continuum microscope (ThermoFisher)
in the range of 4000−650 cm−1 at a resolution of 8 cm−1. A Mettler
Toledo XPR6UD5 ultramicrobalance was used for preparing samples
for sensory analysis.
Preparation of Extracts.Onion. Peeled onion bulbs (1006 g) were

homogenized with a kitchen juicer (Catler JE 4010) and allowed to
stand at room temperature for 1 h. The juice was extracted with diethyl
ether (2× 500 mL), the ether portions were dried over MgSO4, and the
solvent was removed at reduced pressure (<30 °C) to yield a greenish,
viscous residue. Several batches of onion (7.75 kg in total) were
processed in a similar manner. The extracts obtained from the
individual batches were combined (4.56 g), dissolved in CH3CN (80
mL), filtered (0.45 μm, PTFE), and passed through a C-18 SPE column
(10 g, Agilent) that was washed with CH3CN (50mL). The solvent was
removed at reduced pressure (<30 °C) to yield a dark-yellow, viscous
residue with an unpleasant bitter taste (2.44 g).
Leek and Garlic. White parts of leek (130 g) were mixed with H2O

(100 mL) and finely homogenized with a kitchen blender (Braun
PowerBlendMX 2050). After standing at room temperature for 1 h, the
slurry was filtered through cheesecloth, and extracted with diethyl ether
(2 × 100 mL). The ether portions were dried over MgSO4, and the
solvent was removed at reduced pressure (<30 °C) to yield a greenish,
viscous residue, which was dissolved in CH3CN (10 mL), filtered (0.45
μm, PTFE), and passed through a C-18 SPE column (1 g, Agilent). The
solvent was removed at reduced pressure (<30 °C) to yield an intensely
bitter tasting, dark-yellow, viscous residue. The extract of homogenized
garlic was prepared analogously. In all cases, centrifugation (2400 rpm,
2 min) was used to separate the layers during the extraction step.
The profiles of allithiolanes present in the extracts of onion and leek

shown in Figure 7 were determined by HPLC-MS using a Kinetex C-8
column (250 × 4.6 mm, 5 μm, Phenomenex). The mobile phase
consisted of 0.1% formic acid in both H2O (solvent A) and CH3CN
(solvent B). The following gradient was used: A/B 85:15 (0 min),
60:40 (50 min), 5:95 (60 min), 5:95 (69 min), and 85:15 (70 min).
The flow rate was 0.9 mL min−1.
Taste-Dilution Analysis (TDA). A portion (181 mg) of the solvent

extract of onion juice was dissolved in 10 mL of CH3CN/H2O (50:50)
and filtered (0.45 μm, PTFE), and aliquots (1 mL) were loaded on a
Rainin Dynamax 100 Å preparative C-8 column (250× 21.4 mm, 8 μm,
Varian). The mobile phase consisted of H2O (solvent A) and CH3CN
(solvent B). The following gradient was used: A/B 70:30 (0 min),
55:45 (30 min), 5:95 (42 min), 5:95 (48 min), and 70:30 (50 min).
The flow rate was 18.0 mL min−1. The effluent was separated into nine
fractions as shown in Figure 2. The corresponding fractions obtained
from 10 runs were combined, the solvent was removed at reduced
pressure (<35 °C), and the aqueous portions were freeze-dried. The
residues were dissolved in 2 mL of aqueous ethanol (50:50) and then
stepwise diluted 1:1 with tap water. The serial dilutions of each fraction
were presented to a sensory panel (three women and three men) in
order of increasing concentration. The dilution at which a bitter taste
could just be detected was determined as the taste-dilution (TD) factor.
TD factors determined by the assessors in three different sessions were
averaged.
Isolation of the Bitter-Tasting Compounds fromOnion Juice.

Fraction 4. A portion (26 mg) of fraction 4, obtained as described
above, was dissolved in 10 mL of CH3CN/H2O (50:50) and filtered

(0.2 μm, PTFE), and aliquots (1 mL) were loaded on a preparative
Kinetex C-8 column (250× 21.2 mm, 5 μm, Phenomenex). Themobile
phase consisted of H2O (solvent A) and CH3CN (solvent B). The
following gradient was used: A/B 90:10 (0 min), 72:28 (62 min), 5:95
(63 min), 5:95 (69 min), and 90:10 (70 min). The flow rate was 19.1
mL min−1. The effluent was separated into 15 subfractions. The
corresponding subfractions obtained from 10 runs were combined,
freed of the solvent, and evaluated by sensory analysis. The bitter-
tasting samples (labeled as 4A−D in Figure 2) were freeze-dried and
further analyzed by spectroscopic methods.

Fraction 5. A portion (86 mg) of fraction 5, obtained as described
above, was dissolved in 20 mL of CH3CN/H2O (50:50) and filtered
(0.2 μm, PTFE), and aliquots (1 mL) were loaded on a preparative
Kinetex C-8 column (250× 21.2 mm, 5 μm, Phenomenex). Themobile
phase consisted of H2O (solvent A) and CH3CN (solvent B). The
following gradient was used: A/B 88:12 (0 min), 67:33 (80 min), 5:95
(81 min), 5:95 (89 min), and 88:12 (90 min). The flow rate was 19.1
mL min−1. The effluent was separated into 13 subfractions. The
corresponding subfractions obtained from 18 runs were combined,
freed of the solvent, and evaluated by sensory analysis. The bitter-
tasting samples (labeled as 5A−G in Figure 2) were freeze-dried (yields
1.6−7.2 mg) and further analyzed by spectroscopic methods.

After preliminary NMR analysis, sample 5E was dissolved in 3 mL of
CH3CN/H2O (50:50) containing 0.05% formic acid. Aliquots (1 mL)
of this solution were loaded on a preparative Kinetex C-8 column (250
× 21.2 mm, 5 μm, Phenomenex). The mobile phase consisted of 0.05%
formic acid in both H2O (solvent A) and CH3CN (solvent B). The
following gradient was used: A/B 80:20 (0 min), 60:40 (30 min), 5:95
(31 min), 5:95 (39 min), and 80:20 (40 min). The flow rate was 19.1
mL min−1. The fraction eluting at tR = 28.8−29.3 min was collected.
The corresponding fractions obtained from three runs were combined,
the solvent was removed at reduced pressure (<30 °C), and the
aqueous portion was freeze-dried to obtain 0.3 mg of allithiolane D1
(see the Supporting Information).

Model Experiments. Isoalliin (30 mg) and methiin (30 mg) were
dissolved in 4 mL of 0.5 M KH2PO4 buffer (pH 7.0). This solution was
placed in an 8 mL vial, and 2 mL of a garlic alliinase solution (30 mg of
crude alliinase in 2 mL of 0.5 M KH2PO4/10% glycerol/25 μM
pyridoxal 5-phosphate) was added. After being stirred for 3 h at room
temperature, the mixture was extracted with CH2Cl2 (2 × 2 mL). The
combined CH2Cl2 portions were dried over MgSO4 and evaporated at
reduced pressure (<30 °C) to yield a viscous residue, which was further
analyzed by HPLC-MS using the methods described above.

Experiments with the alliinase−LFS system obtained from onion
were performed analogously. In some cases, these experiments were
done in the absence of methiin. Because of the complexity of the
experimental procedures, full experimental details about the isolation of
allithiolanes A and D from the model systems can be found in the
Supporting Information.

Thiosulfinate Test. The collected allithiolanes were mixed with 2-
nitro-5-sulfanylbenzoate or 4-sulfanylpyridine according to the
procedures described by Miron et al.20,21 These assays were performed
with allithiolanes A, B, D, E, and I.

Determination of Taste Thresholds. The following samples of
allithiolanes were tested: (a) the fraction of allithiolanes A1−8 obtained
from the model mixture, (b) fraction 5D (allithiolanes B4−6), (c)
allithiolanes Dx obtained from fraction F−III−B, and (d) allithiolanes
Ex isolated from fraction 3 (see the Supporting Information). Purities of
the tested samples were checked by HPLC-MS.

The taste thresholds were determined with a triangle test by six
panelists (three women and three men, ages 29−51) who had been
previously trained to recognize bitter tastes using caffeine and quinine
hydrochloride solutions. Allithiolanes were dissolved in absolute
ethanol, and the tested samples were prepared by serial 1:1 dilutions
with tap water. The blank samples were prepared by serial 1:1 dilutions
of ethanol with tap water. The samples were presented in order of
ascending concentration. The threshold values evaluated in three
different sessions were averaged. The values between individuals and
separate sessions differed by not more than one dilution step.
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■ RESULTS AND DISCUSSION

Peeled onion bulbs were finely homogenized using a kitchen
juicer. The freshly obtained juice had the typical sharp oniony
taste without perceptible bitter notes. Upon standing at room
temperature, the juice became slightly bitter within 10 min, and
it acquired an unpleasantly bitter taste after 30 min.
Taste-Dilution Analysis (TDA). To identify the com-

pounds primarily responsible for the bitter taste, a series of
HPLC fractionations were performed. The bitter juice was
extracted and aliquots of the extract were separated by
preparative C-8 HPLC into nine fractions that were
subsequently evaluated by taste-dilution analysis (TDA, Figure
2).22

The results obtained by TDA indicated that not a single
compound but rather several components were responsible for
the observed bitter taste. In the next stage, our attention was
primarily focused on the most intensely bitter tasting fractions,
i.e., fractions 4−7. These fractions were chromatographed using
optimized methods to achieve better separation of individual
components. The samples collected by preparative C-8 HPLC
from fractions 4 and 5 were subjected to sensory analysis, which
revealed that many of them exhibited a bitter taste (Figure 2).
These bitter-tasting samples were subsequently characterized by
spectroscopic methods (MS, NMR, and IR). On the other hand,
no satisfactory HPLC separation was achieved for fractions 6
and 7. The identities of the bitter principles present in these two
fractions were therefore deduced from HPLC-MS data, as
described below.
Allithiolanes A. (+)ESI-HRMS data of bitter-tasting

compound 4A isolated from fraction 4 corresponded with the
elemental composition of C10H18O2S4 ([M + H]+ found
299.0261 Da, calcd 299.0262 Da; Table 1). Its 13C NMR
spectrum contained 10 signals attributable to eight sp3 (four
CH3− and four CH) and two sp2 (−CH) hybridized carbons
(Table 2). Additional NMR experiments (COSY, HSQC, and
HMBC) revealed the presence of three mutually isolated
structural subunits: a five-membered 3,4-dimethyl heterocycle
substituted at positions 2 and 5 together with CH3− and
CH3CHCH− groups. Themethyl group showed a long-range
correlation with carbon C-2, whereas the 1-propenyl moiety
exhibited HMBC correlations with carbon C-5 of the ring (see
the Supporting Information). Taking into consideration the
molecular formula determined byHRMS, it was obvious that the
compound possessed the 3,4-dimethylthiolane core shown in
Figure 3. The structure of the side chains and positions of the
two oxygens in the molecule were deduced on the basis of 13C
NMR, MS/MS, and IR data, as described below.
The 13C NMR shift of the side-chain methyl group (δ 24.9)

was perfectly consistent with literature data reported for the

CH3SS−moiety, whereas the 13C NMR values of the CHCH
carbons (δ 130.7 and 138.7) suggested the presence of a
CH3CHCHS(O)− group (Table 2).8,9,12,18,23−26 This
assumption was supported by the MS/MS-fragmentation
pattern, showing a sequential loss of fragments [C3H5S(O)−]
and [CH3S−]/[CH3SS−] (i.e., 299→ 209→ 161/129 Da). On
the other hand, no fragments indicating the presence of
C3H5S(O)S− or C3H5SS(O)− groups were observed. The
formation of a dominant fragment with m/z 129 Da
corresponding to [C6H9OS]

+ provided significant evidence for
the presence of the 3,4-dimethylthiolane S-oxide ring in the
molecule (see the Supporting Information for detailed MS-
fragment assignment). The IR spectrum of the compound
contained a strong absorption band at 1045 cm−1, attributable to
a sulfoxide group (−SO) rather than a thiosulfinate
functionality (IR bands of − S(O)S− and −SS(O)− typically
appear in the region of 1073−1095 cm−1). Finally, the
compound did not react with 2-nitro-5-sulfanylbenzoate or 4-
sulfanylpyridine, confirming the absence of a thiosulfinate
moiety (−S(O)S− or −SS(O)−) in the molecule.20,21

The geometric configuration of the 1-propenyl group was
determined by 1H NMR to be E (JCHCH = 15.0 Hz). Thus, the
structure of the isolated compound was determined to be 3,4-
dimethyl-2-(methyldisulfanyl)-5-[(E)-1-propenylsulfinyl]-
thiolane 1-oxide (Figure 4).
Inspection of HPLC-HRMS data revealed that numerous

other species with the same elemental composition as
compound 4A (i.e., C10H18O2S4) were also present in fraction
3. Their MS/MS spectra were very similar, differing only slightly
in the relative intensities of the major fragments (see the
Supporting Information), which indicated that the compounds
were stereoisomers rather than constitutional isomers of 4A
(with 6 chiral centers, 64 stereoisomers of the compound may
exist). Despite testing several stationary phases (C-8, C-18, F5,
biphenyl), no satisfactory HPLC separation was achieved to
isolate the individual compounds because of their coelution with
other components present in fraction 3. We therefore decided to
generate these compounds in a model system consisting of
isoalliin (1), methiin (2), and alliinase. Indeed, compounds
having retention times and MS/MS spectra fully identical to
those of the species present in the onion-juice extract were also
found in the model mixture (see the Supporting Information).
Along with compound 4A, seven of its isomers were
subsequently isolated from the model mixture by preparative
HPLC and characterized byMS, NMR, and IR (Tables 1 and 2).
The NMR data confirmed our initial assumption that all these
compounds, which we named allithiolanes A1−A7, were
stereoisomers of 4A (allithiolane A8).

13C NMR shifts of the
side-chain CH3− and CH3CHCH− groups varied only

Table 1. (+)ESI-HRMS Data of Allithiolanes A−I

allithiolanes elemental composition Mr [M + H]+ calcd founda RDBb

A C10H18O2S4 298.5 299.0262 299.0254−299.0269 2
B C12H20O2S4 324.5 325.0419 325.0412−325.0421 3
C C12H22O2S4 326.6 327.0575 327.0569−327.0581 2
D C15H26O3S5 414.7 415.0558 415.0551−415.0566 3
E C15H26O3S5 414.7 415.0558 415.0554−415.0567 3
F C13H24O3S5 388.7 389.0402 389.0398−389.0409 2
G C15H28O3S5 416.7 417.0715 417.0714−415.0724 2
H C15H24O3S5 412.7 413.0402 413.0397−413.0408 4
I C18H30O4S6 503.8 503.0541 503.0535−503.0551 4

aValues observed for different stereoisomers. bNumber of rings and double bonds.

Journal of Agricultural and Food Chemistry Article

DOI: 10.1021/acs.jafc.8b03118
J. Agric. Food Chem. 2018, 66, 8783−8794

8786

http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jafc.8b03118/suppl_file/jf8b03118_si_001.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jafc.8b03118/suppl_file/jf8b03118_si_001.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jafc.8b03118/suppl_file/jf8b03118_si_001.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jafc.8b03118/suppl_file/jf8b03118_si_001.pdf
http://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.8b03118


T
ab
le
2.

1 H
an
d

13
C
N
M
R
D
at
a
of

A
lli
th
io
la
ne
s
A
1−

8
an
d
B
4−

6a

C
H

3C
H

C
H
S(
O
)−

th
io
la
ne

fr
am

e
−
SS
R

3′
′

2′
′

1′
′

5
4

4-
C
H

3
3-
C
H

3
3

2
1′

2′
3′

A
1

2.
05

(d
d,
6.
6,

1.
4)

6.
69

(d
q,
15
.0
,

6.
6)

6.
63

(d
q,
15
.0
,

1.
4)

3.
40

(d
,9
.7
)

2.
33

(d
dq
,1
0.
7,
9.
7,

6.
6)

1.
37

(d
,

6.
6)

1.
29

(d
,

6.
5)

2.
52

(d
dq
,1
2.
5,
10
.7
,

6.
5)

3.
57

(d
,1
2.
5)

2.
53

(s
)

18
.0
9

13
9.
62

13
0.
82

92
.0
8

42
.2
3

17
.5
2

15
.9
0

44
.6
1

80
.5
5

24
.1
4

A
2

2.
04

(d
d,
6.
8,

1.
6)

6.
65

(d
q,
15
.0
,

6.
8)

6.
52

(d
q,
15
.0
,

1.
6)

3.
66

(d
,7
.6
)

3.
00

(d
dq
,1
2.
1,
7.
6,

6.
9)

1.
50

(d
,

6.
9)

1.
22

(d
,

6.
6)

2.
43

(d
dq
,1
2.
1,
11
.3
,

6.
6)

3.
70

(d
,1
1.
3)

2.
56

(s
)

18
.0
8

13
9.
77

13
0.
10

87
.3
6

43
.1
6

14
.2
1

16
.3
9

44
.6
9

88
.1
2

24
.1
0

A
3

2.
04

(d
d,
6.
7,

1.
5)

6.
81

(d
q,
15
.1
,

6.
7)

6.
73

(d
q,
15
.1
,

1.
5)

3.
69

(d
,5
.7
)

3.
13

(d
dq
,7
.4
,5
.5
,

5.
7)

1.
63

(d
,

7.
4)

1.
33

(d
,

6.
8)

2.
30

(d
dq
,1
1.
6,
5.
5,

6.
8)

4.
11

(d
,1
1.
6)

2.
52

(s
)

18
.2
4

14
0.
56

13
1.
37

84
.7
2

42
.8
3

11
.2
2

14
.3
1

44
.2
6

86
.3
5

24
.2
0

A
4

2.
02

(d
d,
6.
5,

1.
2)

6.
63

(d
q,
15
.1
,

6.
5)

6.
58

(d
q,
15
.1
,

1.
2)

3.
69

(d
,1
1.
3)

2.
85

(d
dq
,1
1.
3,
10
.4
,

6.
5)

1.
26

(d
,

6.
5)

1.
30

(d
,

6.
6)

1.
76

(d
dq
,1
0.
4,
9.
0,

6.
6)

3.
75

(d
,9
.0
)

2.
53

(s
)

17
.9
3

13
8.
34

13
0.
57

81
.9
2

41
.6
8

16
.7
8

16
.8
0

46
.8
2

83
.9
3

24
.5
1

A
5

2.
00

(d
d,
6.
9,

1.
6)

6.
53

(d
q,
15
.0
,

6.
9)

6.
22

(d
q,
15
.0
,

1.
6)

3.
65

(d
,6
.9
)

2.
29

(d
dq
,1
0.
1,
6.
9,

6.
8)

1.
30

(d
,

6.
8)

1.
27

(d
,

6.
5)

2.
56

(d
dq
,1
2.
6,
10
.1
,

6.
5)

3.
58

(d
,1
2.
6)

2.
54

(s
)

17
.8
5

13
8.
32

12
9.
76

89
.3
9

38
.1
2

20
.6
4

15
.4
4

44
.2
3

80
.0
9

24
.1
1

A
6

2.
00

(d
d,
6.
8,

1.
5)

6.
65

(d
q,
15
.1
,

6.
8)

6.
55

(d
q,
15
.1
,

1.
5)

4.
07

(d
d,
6.
4,

1.
1)

3.
06

(d
dq
,1
0.
8,
6.
4,

7.
1)

1.
43

(d
,

7.
1)

1.
31

(d
,

6.
6)

2.
08

(d
dq
,1
0.
8,
9.
4,

6.
6)

3.
72

(d
d,
9.
4,

1.
1)

2.
54

(s
)

18
.1
4

14
0.
55

13
1.
59

90
.1
7

43
.2
8

14
.7
4

17
.1
4

45
.7
5

85
.1
6

23
.8
7

A
7

2.
00

(d
d,
6.
7,

1.
5)

6.
63

(d
q,
15
.0
,

6.
7)

6.
47

(d
q,
15
.0
,

1.
5)

3.
79

(d
,5
.1
)

2.
91

(d
dq
,7
.2
,5
.1
,

6.
2)

1.
34

(d
,

7.
2)

1.
28

(d
,

7.
1)

2.
61

(d
dq
,6
.2
,8
.5
,

7.
1)

4.
10

(d
,8
.5
)

2.
54

(s
)

18
.1
0

14
0.
32

13
1.
43

92
.0
4

39
.1
5

16
.0
5

14
.3
2

43
.2
0

82
.3
8

24
.1
4

A
8

1.
99

(d
d,
5.
9,

0.
7)

6.
60

(d
q,
15
.0
,

5.
9)

6.
56

(d
q,
15
.0
,

0.
7)

3.
66

(d
,8
.3
)

2.
78

(d
dq
,1
0.
2,
8.
3,

6.
8)

1.
26

(d
,

6.
8)

1.
28

(d
,

6.
5)

1.
78

(d
dq
,1
0.
7,
10
.2
,

6.
5)

3.
97

(d
,1
0.
7)

2.
54

(s
)

18
.0
0

13
8.
74

13
0.
66

80
.8
3

38
.7
0

18
.5
5

16
.0
1

42
.7
7

81
.2
0

24
.8
5

(E
)-
B
4

2.
03

(d
d,
6.
7,

1.
4)

6.
63

(d
q,
15
.0
,

6.
7)

6.
57

(d
q,
15
.0
,

1.
4)

3.
65

(d
,1
1.
5)

2.
88

(d
dq
,1
1.
5,
10
.4
,

6.
5)

1.
27

(d
,

6.
5)

1.
30

(d
,

6.
7)

1.
80

(m
)

3.
73

(d
,8
.9
)

6.
09

(m
)

6.
09

(m
)

1.
82

(m
)

17
.9
3

13
8.
13

13
0.
56

82
.0
6

41
.8
0

16
.6
3

16
.9
0

46
.9
7

83
.2
7

12
4.
00

13
4.
07

18
.2
5

(Z
)-
B
4

2.
02

(d
d,
6.
7,

1.
4)

6.
63

(d
q,
15
.0
,

6.
7)

6.
57

(d
q,
15
.0
,

1.
4)

3.
63

(d
,1
1.
5)

2.
87

(d
,1
1.
5,
10
.4
,

6.
5)

1.
27

(d
,

6.
5)

1.
31

(d
,

6.
7)

1.
81

(m
)

3.
71

(d
,9
.0
)

6.
14

(d
q,
9.
2,

1.
6)

5.
85

(d
q,
9.
2,

6.
9)

1.
80

(d
d,
6.
9,

1.
6)

17
.9
3

13
8.
14

13
0.
54

82
.1
1

41
.7
7

16
.6
8

16
.7
4

46
.7
1

83
.5
8

12
7.
37

13
0.
30

14
.5
6

(E
)-
B
5

2.
00

(d
d,
6.
9,

1.
6)

6.
53

(d
q,
15
.0
,

6.
9)

6.
22

(d
q,
15
.0
,

1.
6)

3.
64

(d
,6
.9
)

2.
28

(m
)

1.
29

(d
,

6.
8)

1.
27

(d
,

6.
5)

2.
53

(d
dq
,1
2.
7,
10
.0
,

6.
5)

3.
59

(d
,1
2.
7)

6.
18

(d
q,
14
.7
,

1.
5)

6.
06

(d
q,
14
.7
,

6.
7)

1.
81

(d
d,
6.
7,

1.
5)

17
.8
4

13
8.
23

12
9.
85

89
.3
9

38
.3
1

20
.5
9

15
.4
7

44
.4
9

80
.3
4

12
4.
29

13
3.
50

18
.2
5

(Z
)-
B
5

2.
00

(d
d,
6.
9,

1.
6)

6.
52

(d
q,
15
.0
,

6.
9)

6.
22

(d
q,
15
.0
,

1.
6)

3.
65

(d
,6
.9
)

2.
29

(m
)

1.
29

(d
,

6.
8)

1.
27

(d
,

6.
6)

2.
53

(d
dq
,1
2.
7,
10
.0
,

6.
6)

3.
61

(d
,1
2.
7)

6.
24

(d
q,
9.
2,

1.
6)

5.
85

(d
q,
9.
2,

7.
0)

1.
79

(d
d,
7.
0,

1.
6)

17
.8
4

13
8.
25

12
9.
83

89
.3
2

38
.4
3

20
.5
8

15
.4
6

44
.4
2

80
.5
5

12
7.
50

13
0.
05

14
.4
5

(E
)-
B
6

2.
02

(d
d,
6.
7,

1.
5)

6.
65

(d
q,
15
.0
,

6.
7)

6.
56

(d
q,
15
.0
,

1.
5)

4.
06

(d
d,
6.
1,

1.
2)

3.
08

(d
dq
,1
0.
7,
7.
1,

6.
1)

1.
44

(d
,

7.
1)

1.
32

(d
,

6.
6)

2.
13

(d
dq
,1
0.
7,
9.
2,

6.
6)

3.
69

(d
d,
9.
2,

1.
2)

6.
11

(m
)

6.
11

(m
)

1.
83

(m
)

18
.1
6

14
0.
37

13
1.
59

90
.5
5

43
.4
4

14
.7
4

17
.2
2

45
.9
3

84
.3
4

12
3.
38

13
4.
57

18
.2
9

(Z
)-
B
6

2.
02

(d
d,
6.
7,

1.
6)

6.
65

(d
q,
15
.0
,

6.
7)

6.
56

(d
q,
15
.0
,

1.
6)

4.
05

(d
d,
6.
1,

1.
1)

3.
08

(m
)

1.
45

(d
,

7.
2)

1.
32

(d
,

6.
5)

2.
13

(m
)

3.
67

(d
d,
9.
3,

1.
1)

6.
15

(d
q,
9.
1,

1.
6)

5.
88

(d
q,
9.
1,

6.
9)

1.
81

(d
d,
6.
9,

1.
6)

18
.1
6

14
0.
46

13
1.
57

90
.4
1

43
.3
1

14
.7
7

17
.0
8

45
.6
7

84
.6
9

12
6.
87

13
0.
74

14
.5
6

a
C
he
m
ic
al
sh
ift
s
(δ
)
ar
e
gi
ve
n
in

pa
rt
s
pe
r
m
ill
io
n,

an
d
co
up
lin
g
co
ns
ta
nt
s
(J
)
ar
e
gi
ve
n
in

he
rt
z
(m

ea
su
re
d
in

C
D
C
l 3)
.

Journal of Agricultural and Food Chemistry Article

DOI: 10.1021/acs.jafc.8b03118
J. Agric. Food Chem. 2018, 66, 8783−8794

8787

http://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.8b03118


slightly among the individual isomers, and all were perfectly
consistent with the literature data reported for the CH3SS− and
CH3CHCHS(O)− moieties, respectively.8,9,12,18,23−26 In all
allithiolanes A1−8, the 1-propenyl group was present exclusively
in the E configuration (JCHCH = 14.9−15.1 Hz).
Allithiolanes B. (+)ESI-HRMS data of compound 5D

isolated from fraction 5 (Figure 2) corresponded with the
elemental composition of C12H20O2S4 (Table 1), and its IR
spectrum contained an intense absorption band at 1034 cm−1

(−SO group).
Although the isolated sample appeared as a singleHPLC peak,

NMR analysis showed that it was in fact a mixture of three major
and threeminor stereoisomers with slightly different NMR shifts
(Table 2). NMR experiments proved the presence of the same
3,4-dimethylthiolane core that was observed in allithiolanes A,
together with two different CH3CHCH− groups (Figure 3).
13C NMR shifts of the CHCH carbons of the two 1-propenyl
groups were in accordance with literature data reported for the
CH3CHCHSS− and CH3CHCHS(O)− functionalities,
respectively.8,9,12,18,23−26 The geometric configuration of the
CH3CHCHS(O)− group was exclusively E in all six isomers

(JCHCH = 15.0 Hz), whereas the CH3CHCHSS− moiety
was present in both E (major) and Z (minor) arrangements
(JCHCH = 14.7 and 9.2 Hz, respectively).
TheMS/MS data indicated a very close structural similarity of

these compounds to allithiolanes A. The major MS-
fragmentation pathway consisted of a sequential loss of
fragments [C3H5S(O)−] and [C3H5S−]/[C3H5SS−] (i.e.,
325 → 235 → 161/129 Da), whereas no fragments
corresponding to the loss of C3H5S(O)S− or C3H5SS(O)−
groups were observed (see the Supporting Information). Taking
into consideration all the above spectroscopic data, the
structures of these compounds, named allithiolanes B, were
unambiguously determined to be 3,4-dimethyl-2-(1-propenyl-
disulfanyl)-5-[(E)-1-propenylsulfinyl]thiolane 1-oxide (Figure
4).
With 6 chiral centers and 1 isomerizable 1-propenyl group,

128 stereoisomers of allithiolanes B may exist. Comparison of
NMR data of the isolated stereoisomers showed that their 13C
shifts were very similar to the values of the corresponding
carbons in allithiolanes A4, A5, and A6, strongly suggesting
identical absolute configurations at the chiral centers of these

Figure 3. NMR correlations observed in 4A (allithiolane A8, in CDCl3), 5D (allithiolanes B4−6, in CDCl3), and allithiolane D1 (in DMSO-d6).

Figure 4. Structures of allithiolanes A−I.
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compounds. Thus, we named the six isolated isomers
allithiolanes (E/Z)-B4, (E/Z)-B5, and (E/Z)-B6, respectively.
HPLC-MS analysis showed that many other stereoisomers of
allithiolanes B were present in fractions 5 and 6. We isolated
some of the other species (peaks 5A−C and 5F in Figure 2) by
preparative HPLC, but the collected samples were not suitable
for NMR analysis because of the presence of numerous
stereoisomers together with some other coeluting components.
Allithiolanes C. HPLC-MS analysis revealed that allithio-

lanes A and B were accompanied by minor amounts of species
with the elemental composition of C12H22O2S4 (Table 1).
Because of their low abundance in the extract, we did not
attempt their isolation by preparative HPLC, and the structures
of these compounds, named allithiolanes C, were determined
solely on the basis of MS data. Their MS/MS-fragmentation
pattern very closely resembled those of allithiolanes A and B (see
the Supporting Information), making it obvious that allithio-
lanes C were their propyl analogues. The mass spectra of all
allithiolanes C contained a fragment of m/z 237 Da (i.e., [M +
H]+ − 90), corresponding to the loss of the CH3CH
CHS(O)− group from the quasimolecular ion. On the other
hand, no fragments indicating the presence of a CH3CH2CH2S-
(O)− moiety were found in their mass spectra. These
observations provided conceivable evidence that the propyl
group was connected to the disulfide moiety at C-2 rather than
to the sulfinyl group at C-5 (Figure 4).
Allithiolanes D. (+)ESI-HRMS data of bitter-tasting

compound 5E isolated from fraction 5 corresponded with the
elemental composition of C15H26O3S5 (Table 1). The intensity
of ion [M + H]+ at 415 Da was very low, whereas the MS/MS
spectrum contained an intense ion with m/z 397 Da (i.e., [M +
H]+ − 18), indicating the presence of a hydroxyl group in the
molecule. This assumption was also supported by a broad IR
band around 3350 cm−1 (−OH) together with a very strong
band at 1049 cm−1, attributable to the −SO group.
Preliminary NMR analysis showed that the collected sample

was a very complex mixture of stereoisomers not suitable for
structure determination. After further HPLC fractionation of
5E, we obtained one stereoisomer (allithiolane D1) that eluted
as a well-separated peak. NMR experiments revealed in
allithiolane D1 the presence of one (E)-CH3CHCHS(O)−
group and two 3,4-dimethylthiolane rings substituted at
positions 2 and 5 (Figure 3). 13C NMR shifts of one of the
thiolane rings corresponded with the values observed in
allithiolanes A and B. On the other hand, NMR shifts of the
second ring were in accordance with the data reported for
cepathiolanes.11,12 NMR experiments performed in DMSO-d6
confirmed the presence of one exchangeable hydrogen in the
molecule. This hydrogen showed correlations with H-2′ and
with C-2′ and C-3′ in the COSY and HMBC spectra,
respectively (Table 3). On the basis of the above evidence, it
could be unambiguously concluded that allithiolane D1
corresponded to the structure shown in Figure 4.
HPLC-MS analysis showed that many other stereoisomers of

allithiolane D1 were present in fractions 5 and 6 (in theory, 1024
stereoisomers may exist). We generated these compounds in a
model mixture consisting of isoalliin and alliinase. Along with
allithiolane D1, we isolated and spectrally characterized another
isomer (allithiolane D2) from the model system (Table 3). Most
of the other stereoisomers, however, did not elute as well-
separated peaks suitable for isolation by preparative HPLC.
Allithiolanes E. Inspection of HPLC-MS data showed that

another group of compounds isomeric with allithiolanes D was

present in fractions 3 and 4. The MS/MS-fragmentation pattern
of these species indicated their very close structural resemblance
with the other groups of allithiolanes (see the Supporting
Information). As a consequence of the presence of a multitude
of stereoisomers, 1H NMR spectra of the samples collected by
preparative HPLC (peaks 4B−D in Figure 2) were immensely
complex, making their interpretation impossible. The structures
of these compounds, trivially named allithiolanes E, were
therefore determined on the basis of detailed evaluation of their
MS/MS-fragmentation and isotopic patterns.
In contrast to allithiolanes D, ion [M + H]+ at 415 Da was

easily observable in the mass spectra of these compounds,
whereas the fragment with m/z 397 Da, a typical MS feature of
allithiolanes D, was completely absent. The major MS-
fragmentation pathway of allithiolanes E consisted of consec-
utive losses of two C3H5S(O)− groups (i.e., 415→ 325→ 215
Da). Provided that one of these groups was bound to carbon C-
5, it was obvious that the second was part of the C6H11OS3− side
chain connected to the C-2 of the 3,4-dimethylthiolane ring. On
the basis of the collected MS data, including the MS/MS-

Table 3. 1H and 13C NMR Data of Allithiolanes D1 and D2
a

allithiolane D1 allithiolane D2

atom CDCl3 DMSO-d6 CDCl3

3′′ 1.99 (dd, 6.9, 1.6) 1.91 (dd, 6.9, 1.6) 2.05 (dd, 6.9,
1.6)

17.91 17.42 18.11
2′′ 6.57 (dq, 15.0, 6.9) 6.32 (dq, 15.0, 6.9) 6.72 (dq, 15.0,

6.9)
138.87 136.67 139.76

1′′ 6.28 (dq, 15.0, 1.6) 6.60 (dq, 15.0, 1.6) 6.56 (dq, 15.0,
1.6)

130.25 130.06 130.13
5 3.64 (d, 7.8) 4.20 (d, 7.3) 3.35 (d, 10.9)

89.18 87.88 91.16
4 2.27 (m) 2.02 (ddq, 10.1, 7.3,

6.8)
2.21 (m)

39.57 38.03 40.90
4-CH3 1.28 (d, 6.4) 1.16 (d, 6.8) 1.32 (d, 6.4)

19.92 19.84 16.51
3-CH3 1.32 (d, 6.2) 1.17 (d, 6.5) 1.34 (d, 6.3)

15.98 15.18 16.47
3 2.29 (m) 2.29 (ddq, 12.5, 10.1,

6.5)
2.17 (m)

46.04 44.25 46.90
2 3.69 (d, 12.3) 3.71 (d, 12.5) 3.69 (d, 12.2)

81.28 79.19 82.04
5′ 4.02 (d, 9.4) 4.35 (d, 9.0) 3.94 (d, 9.7)

62.92 64.30 62.51
4′ 2.24 (ddq, 12.2, 9.4,

6.6)
2.11 (ddq, 11.8, 9.0,
6.7)

2.26 (m)

45.15 47.86 44.52
4′-CH3 1.08 (d, 6.6) 1.13 (d, 6.7) 1.06 (d, 6.5)

14.69 16.00 14.52
3′-CH3 1.11 (d, 6.7) 0.94 (d, 6.7) 1.11 (d, 6.8)

13.63 13.79 13.61
3′ 1.80 (ddq, 12.2, 4.1,

6.7)
1.78 (ddq, 11.8, 4.0,
6.7)

1.77 (m)

51.07 51.12 50.76
2′ 5.17 (d, 4.1) 5.17 (dd, 5.6, 4.0) 5.15 (d, 4.1)

82.93 83.53 82.96
2′-OH n.o.b 5.97 (d, 5.6) n.o.

aChemical shifts (δ) are given in parts per million, and coupling
constants (J) are given in hertz. bNot observed.
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fragmentation and isotopic patterns as well as the known Allium
chemistry, it could be deduced that this side chain had the
cepaene-like structure shown in Figure 5 (see the Supporting
Information).
Allithiolanes F and G. The identification of allithiolanes E

prompted us to search also for their methyl and propyl cepaene-
like homologues whose presence in the extract seemed to be
likely. Indeed, two groups of compounds with the expected
elemental composition (i.e., C13H24O3S5 and C15H28O3S5) were
found by HPLC-HRMS. Because of their low amounts and
coelution with other components present in the extract, isolation
of these compounds by preparative HPLC was not feasible.
Nevertheless, collected MS/MS data provided conceivable
evidence that these species, named allithiolanes F and G,

respectively, corresponded to the expected structures shown in
Figure 4.

Allithiolanes H.As mentioned earlier, no satisfactory HPLC
separation was achieved for fractions 6 and 7. Along with several
stereoisomers of allithiolanes B−D present in fraction 6, HPLC-
MS analysis of these two fractions revealed the presence of
another group of compounds with a fragmentation pattern very
closely resembling those of allithiolanes A−G (see the
Supporting Information). Because of the relatively low amounts
of these compounds and their coelution with other components,
we did not succeed in isolation of a sample of these species
suitable for NMR analysis. The structures of these compounds,
named allithiolanes H, were therefore determined solely on the
basis of MS data and should be considered tentative.

Figure 5. Formation pathways of principal sulfur compounds present in homogenized onion.
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(+)ESI-HRMS data of allithiolanes H corresponded with the
elemental composition of C15H24O3S5 (Table 1). The MS/MS
fragmentation clearly suggested that allithiolanes H differ from
the other groups of allithiolanes only in the structure of the unit
connected via the disulfide bond to C-2. It could be deduced
from MS data that this unit had the elemental composition of
C6H9OS (RDB = 2). MS/MS fragmentation of these
compounds was initiated by the cleavage of the CH3CH
CHS(O)− group from the molecule (i.e., 413 → 323 Da),
followed by the loss of the C6H9OS unit (i.e., 323 → 195 Da)
connected to C-2. The latter unit broke away without
undergoing any further extensive fragmentation, indicating the
absence of some easily cleavable functional groups. On the basis
of these observations, we propose that the C6H9OS unit has the
thiolactone structure shown in Figure 4. The collected MS data,
including MS/MS-fragmentation and isotopic patterns, corre-
sponded perfectly with the structure proposed for allithiolanes
H.
Allithiolanes I. During our attempts to isolate allithiolanes

A−H, we noticed the presence of another type of isomeric sulfur
compounds showing an MS/MS-fragmentation pattern closely
analogous to those of the other groups of allithiolanes (see the
Supporting Information). These species were present at only
very small levels in the extract, but increasing amounts were
formed as a consequence of the decomposition of allithiolanes

A−H during isolation. HRMS data showed that their elemental
composition corresponded to the formula of C18H30O4S6 (Table
1). We isolated these compounds by preparative HPLC as a
mixture of numerous stereoisomers not suitable for NMR
analysis. However, MS/MS-fragmentation and isotopic patterns
were perfectly consistent with the structure shown in Figure 4.
These compounds, named allithiolanes I, represent the heaviest
sulfur species (Mr = 503.8 Da) spontaneously formed in
comminuted onion tissue to be reported thus far.

Taste Characteristics of Allithiolanes. Taste character-
istics of allithiolanes A, B, D, and E were evaluated. The tastes of
all tested allithiolanes could be described as unpleasantly bitter
with metallic notes. No significant differences were observed
among the taste profiles of the four tested groups of allithiolanes.
Detection thresholds for allithiolanes A, B, D, and E in water
were determined to be 30, 30, 15, and 30 ppm, respectively.
Taking into consideration a typical content of isoalliin in

onion (about 0.4−0.6 mg/g of fresh weight)19,27 and the taste
thresholds determined (i.e., 15−30 ppm), it can be estimated
that organoleptically detectable levels of allithiolanes in
homogenized onion are reached when approximately 10−15%
of the isoalliin present in the intact tissue is converted into these
bitter-tasting compounds (considering that 3−6 mol of isoalliin
are required for the formation of 1 mol of allithiolanes A−I).

Figure 6. Proposed formation pathways of allithiolanes.
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Formation Pathways. Isoalliin (1) is obviously the
principal precursor of all groups of allithiolanes described in
this study. This assumption was confirmed by model experi-
ments employing isoalliin, methiin (2), and alliinase. Allithio-
lanes B−E and G−I were produced in the model system
containing only isoalliin, whereas the concomitant presence of
methiin was required for the formation of allithiolanes A and F.
Allithiolanes A−D, H, and I were generated in the model
mixtures employing a crude alliinase preparation from either
onion or garlic. In contrast, allithiolanes E−G required for their
formation the onion enzyme system containing both alliinase
and LFS. The latter observation implies that lachrymatory
propanethial S-oxide (5), formed by the catalytic action of LFS
(not present in the garlic enzyme preparation) on 1-
propenesulfenic acid, is involved in the production of these
three groups of allithiolanes.
Self-condensation of 1-propenesulfenic acid (3), formed by

the alliinase-catalyzed cleavage of isoalliin, yields S-(1-propenyl)
1-propenethiosulfinate (6). This highly reactive thiosulfinate
spontaneously undergoes a facile [3,3]-sigmatropic rearrange-
ment to 3,4-dimethylbutanedithial S-oxide (10).25,28

We propose that a carbophilic attack of another molecule of 1-
propenesulfenic acid on 10 affords 3,4-dimethyl-2-(1-propenyl-
sulfinyl)-5-sulfanylthiolane 1-oxide (13), which in turn reacts
with the −SS(O)− or −SOH functionalities of various
compounds simultaneously formed in disrupted onion tissue
(Figure 5). Thus, 13 reacts with CH3SS(O)R and CH3SOH,
CH3CHCHSS(O)R and CH3CHCHSOH, or sultene
(11) and cepathiolanes (12) to produce allithiolanes A, B, and

D, respectively. Allithiolanes E and F, containing cepaene-like
side chains, are presumably formed by the reaction of 13 with
the corresponding cepaene intermediates 14, 16, and 17 or 15,
18, and 19, respectively. Allithiolanes H may be formed by
oxidation of allithiolanes D. Allithiolanes I are probably
generated by oxidative coupling of two molecules of 13 or by
disproportionation of allithiolanes A−H during their isolation
(Figure 6).
The propyl group of allithiolanes C and G can originate from

propiin (S-propylcysteine sulfoxide) which may be present in
minor quantities in the intact onion tissue. However, our
experiments showed that allithiolanes C and G (together with
propyl-containing thiosulfinates and cepaenes) were also
formed in model systems consisting of only isoalliin and crude
alliinase−LFS. The propyl side-chain group present in these
compounds thus unambiguously originated from the 1-propenyl
group of isoalliin. Nevertheless, the mechanism operative in the
transformation of this group into the propyl moiety remains
unclear.

Allithiolanes in Other Allium Species. The formation of
allithiolanes is not restricted only to onion tissue. We found that
all nine groups of allithiolanes were formed also in homogenized
leek, with their relative proportions being somewhat different
from those observed in onion (Figure 7). In the leek
homogenate, remarkably higher relative amounts of allithiolanes
C and H were found. In contrast, considerably lower levels of
allithiolanes E and F were present in the homogenized leek. The
latter observation is probably a consequence of the suppressed
activity of LFS in leek, resulting in lower formation of cepaenes.

Figure 7. HPLC-HRMS traces of allithiolanes A−H present in the extracts of homogenized onion (top) and leek (bottom). Other coeluting
components present in the extracts are not displayed.
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In homogenized garlic, on the other hand, no significant
amounts of allithiolanes A−I were detected. The only
allithiolane-type compounds found in homogenized garlic at
higher levels were species with the same elemental composition
as allithiolanes B (i.e., C12H20O2S4). Although these species had
nearly identical MS/MS spectra to those of allithiolanes B, they
differed in HPLC retention times. It is likely that these
compounds were the allyl analogues of allithiolanes B. Three
stereoisomers of these compounds, called garlicnins C1, C2, and
C3, were recently isolated from garlic homogenates (Figure
8).29,30

The absence of significant amounts of allithiolanes A−I in
processed garlic is not surprising. Although isoalliin is the major
flavor precursor present in onion, it typically accounts for not
more than 10% of the total cysteine sulfoxide pool in garlic.19 As
a consequence of this difference, the supply of 1-propenesulfenic
acid in homogenized garlic tissue is not plentiful enough to allow
for the formation of allithiolanes A−I, which require 3−6
molecules of this acid. Furthermore, lachrymatory propanethial
S-oxide (5), which is essential for the generation of allithiolanes
E−G, is not formed in garlic.
Concluding Remarks. This study shows that the cascade of

reactions following the enzyme-mediated cleavage of isoalliin
(1) is considerably more complex than thought so far. Along
with propanethial S-oxide, thiosulfinates, cepaenes, zwiebelanes,
bis(sulfine), onionins A, and cepathiolanes, another very large
family of hitherto unknown compounds, trivially named
allithiolanes, is spontaneously formed in onion homogenates.
These thiolane S-oxide based compounds may negatively affect
the organoleptic properties of homogenized onion because of
their unpleasant bitter taste. Taking into account the number of
molecules of 1-propenesulfenic acid incorporated into allithio-
lanes A−I (i.e., 3−6), it can be estimated that allithiolanes
belong to compounds whose formation consumes a major
portion of this acid generated from isoalliin.
As a result of the existence of a multitude of stereoisomers,

allithiolanes do not form intense, nicely shaped peaks during
HPLC separation, but they rather elute as poorly resolved and
mutually overlapping mixtures of isomeric and homologous
compounds (Figure 7). Owing to this fact, these compounds are
not easily observable when optical detectors (e.g., UV or PDA)
are used for their analysis.
The existence of a series of unknown compounds with masses

298 (C10H18O2S4), 324 (C12H20O2S4), and 326 Da
(C12H22O2S4) in onion extracts was already observed by
Block31 25 years ago. He proposed that these species could be
a family of homologous isomers with structures similar to
cepathiolanes (12), with the hydroxyl group being replaced with
CH3CHCHS(O)−. We believe, on the other hand, that the
unknown compounds were in fact allithiolanes A, B, and C,
respectively, as we did not detect any other species with the
respective masses by HPLC-MS.
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We thank Kamila Hůrkova ́ and Petra Kotenova ́ (ICT Prague,
Czech Republic) for their helpful technical assistance. The
picture of the onion used in the Table of Contents graphic was
downloaded from www.freepik.com.

■ ABBREVIATIONS USED
COSY, correlation spectroscopy; DMSO, dimethyl sulfoxide;
ESI, electrospray ionization; HMBC, heteronuclear multiple-
bond correlation; HPLC, high-performance liquid chromatog-
raphy; HRMS, high-resolution mass spectrometry; HSQC,
heteronuclear single-quantum correlation; IR, infrared; LFS,
lachrymatory-factor synthase; MCT, mercury cadmium tel-
luride; MS, mass spectrometry; MS/MS, tandem mass
spectrometry; NMR, nuclear magnetic resonance; PDA,
photo-diode array; PTFE, polytetrafluoroethylene; RDB, rings
and double bonds; TD, taste dilution; TDA, taste-dilution
analysis; UV−vis, ultraviolet−visible

■ REFERENCES
(1) Schwimmer, S. Development of a bitter substance in onion juice.
Food Technol. 1967, 21, 292.
(2) Schwimmer, S. Enzymatic conversion of trans-(+)-S-1-propenyl-
L-cysteine S-oxide to the bitter and odor-bearing components of onion.
Phytochemistry 1968, 7, 401−404.
(3) Brodnitz, M. H.; Pascale, J. V. Thiopropanal S-oxide: a
lachrymatory factor in onions. J. Agric. Food Chem. 1971, 19, 269−272.
(4) Block, E.; Revelle, L. K.; Bazzi, A. A. The lachrymatory factor of the
onion: an NMR study. Tetrahedron Lett. 1980, 21, 1277−1280.
(5) Imai, S.; Tsuge, N.; Tomotake, M.; Nagatome, Y.; Sawada, H.;
Nagata, T.; Kumagai, H. An onion enzyme that makes the eyes water.
Nature 2002, 419, 685.
(6) Silvaroli, J. A.; Pleshinger, M. J.; Banerjee, S.; Kiser, P. D.; Golczak,
M. Enzyme that makes you cry − crystal structure of lachrymatory

Figure 8. Structure of garlicnins C.

Journal of Agricultural and Food Chemistry Article

DOI: 10.1021/acs.jafc.8b03118
J. Agric. Food Chem. 2018, 66, 8783−8794

8793

http://pubs.acs.org
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/acs.jafc.8b03118
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jafc.8b03118/suppl_file/jf8b03118_si_001.pdf
mailto:kubecr@centrum.cz
mailto:kubec@zf.jcu.cz
http://orcid.org/0000-0002-2934-4443
www.freepik.com
http://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.8b03118


factor synthase from Allium cepa. ACS Chem. Biol. 2017, 12, 2296−
2304.
(7) Bayer, T.; Wagner, H.; Block, E.; Grisoni, S.; Zhao, S. H.;
Neszmelyi, A. Zwiebelanes: novel biologically active 2,3-dimethyl-5,6-
dithiabicyclo[2.1.1]hexane 5-oxides from onion. J. Am. Chem. Soc.
1989, 111, 3085−3086.
(8) Bayer, T.; Breu, W.; Seligmann, O.; Wray, V.; Wagner, H.
Biologically active thiosulphinates and α-sulphinyldisulphides from
Allium cepa. Phytochemistry 1989, 28, 2373−2377.
(9) Morimitsu, Y.; Kawakishi, S. Inhibitors of platelet aggregation
from onion. Phytochemistry 1990, 29, 3435−3439.
(10) Block, E.; Bayer, T. (Z,Z)-d,l-2,3-Dimethyl-1,4-butanedithial
S,S’-dioxide: a novel biologically active organosulfur compound from
onion. Formation of vic-disulfoxides in onion extracts. J. Am. Chem. Soc.
1990, 112, 4584−4585.
(11) Yoshida, M.; Kameyama, M.; Hosoda, H.; Shimizu, Y.; Sakaue,
K.; Washino, T.; Iwata, M.; Omoto, M. New thiolane compound and
use thereof. Patent JP2010143866A, 2010.
(12) Aoyagi, M.; Kamoi, T.; Kato, M.; Sasako, H.; Tsuge, N.; Imai, S.
Structure and bioactivity of thiosulfinates resulting from suppression of
lachrymatory factor synthase in onion. J. Agric. Food Chem. 2011, 59,
10893−10900.
(13) El-Aasr, M.; Fujiwara, Y.; Takeya, M.; Ikeda, T.; Tsukamoto, S.;
Ono, M.; Nakano, D.; Okawa, M.; Kinjo, J.; Yoshimitsu, H.; Nohara, T.
Onionin A from Allium cepa inhibits macrophage activation. J. Nat.
Prod. 2010, 73, 1306−1308.
(14) Nohara, T.; Fujiwara, Y.; Kudo, R.; Yamaguchi, K.; Ikeda, T.;
Murakami, K.; Ono, M.; Kajimoto, T.; Takeya, M. Isolation and
characterization of new onionins A2 and A3 from Allium cepa, and of
onionins A1, A2, and A3 from Allium f istulosum. Chem. Pharm. Bull.
2014, 62, 1141−1145.
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