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Anotace
Tato magisterska prace se zabyva studiem cyklickych organonosirnych sloucenin cibule
kuchynské (Allium cepa).

Teoreticka ¢ast této prace shrnuje dosavadni poznatky o organosirnych slouceninéch,
jejich mechanismu vzniku a biologickych vlastnostech.

Experimentalni ¢ast této prace je zaméfena na optimalizaci metod pro izolaci
allithiolanti D, cepathiolanti A a cepadithiolaktonit A. Cilem prace je rovnéz izolace téchto

latek pomoci preparativni HPLC za Géelem testovani jejich biologické aktivity.
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Annotation
This master thesis deals with the study of cyclic organosulfur compounds in onion (Allium
cepa).

The theoretical part of this thesis summarizes the current knowledge about
organosulfur compounds, their mechanism of formation, and biological properties.

The experimental part of this thesis focuses on the optimization of methods for
isolation of allithiolanes D, cepathiolanes A, and cepadithiolactones A. The aim of the work
is also isolation of these compounds using by preparative HPLC for future testing of their

biological activity.
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Cile prace

1 Cile prace

v Vypracovat literarni reSer§i zaméienou na strukturu, mechanismy tvorby a biologické
vlastnosti organosirnych sloucenin cibule kuchynské (Allium cepa),

v' svyuzitim preparativni HPLC izolovat a spektralné charakterizovat struktury
vybranych cyklickych organosirnych sloucenin,

v’ ziskané vysledky vhodn& vyhodnotit, zdokumentovat a diskutovat.



Uvod

2 Uvod

Cibule kuchynska (Allium cepa) je nepostradatelnou soucasti nejen nasi, ale i celosvétové
kulinafské kultury. O popularité této rostliny sved¢i i jeji druhé misto v zebficku celosvétové
produkce zeleniny!. Jeji jedineéna chut piispiva k bohatosti pokrmii na celém svétg.

Cibule ma rovnéz nezastupitelnou historickou roli. Predpokladany ptvod této rostliny
je pravdépodobné v horskych regionech centralni Asie, kde byly cibule i ¢esnek poprvé
domestikovany. Odtud se pravdépodobné pomoci hedvébné stezky rozsitila do zbytku svéta?.

Kromé svého zastoupeni v potravinaiském pramyslu je cibule historicky pouzivana i
Vv lidovém lé¢itelstvi. Vlivem toho vzniklo mnoho vyzkumi s cilem objasnit jaké konkrétni
latky muzou za jeji 1é¢ivé i senzorické vlastnosti. Tato chut’ je zpusobena velkou $kalou
riznych sloucenin, které vznikaji v cibuli z prekurzort, tj. S-alk(en)ylcystein-S-oxidu.
Jednotlivé nejvyznamnéjsi slouceniny budou podrobné rozebrany V teoretické casti prace

spolu s jejich mechanismem vzniku.

2.1 Rod Allium

Do rodu Allium patii obecné velmi pouzivané plodiny v kulinafstvi. Jsou jimi naptiklad
A. cepa (cibule kuchynska, Obrazek la), A. sativum (Cesnek kuchynisky, Obrazek 1b),
A. fisulosum (cibule zimni), A. porrum (pér zahradni, Obrazek 1c), A. ampeloprasum

(por letni), A. tuberosum (pazitka ¢inska), A. schoenoprasum (pazitka pobiezni).
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A. caeruleum (Cesnek azurovy; Obrazek 2a), A. moly (Cesnek zlutozluty; Obrazek 2b),
A. rosenbachianum (Cesnek obrovsky), A. roseum (Cesnek rdzovy), A. sphaerocephlaom
(¢esnek kulatohlavy) nebo A. cristophii (¢esnek ozdobny, Obrazek 2c).

Rod Allium zahrnuje pfiblizn€¢ 750 rostlin. To z ngj ¢ini nejvétsi rod jednodéloznych
petaloidnich rostlin s vyjimkou orchideji. Mezi hospodafsky nejvyznamnéjsi a zaroven i

~ v Yewvr oW

nejrozsirené;si fadime cibuli, Cesnek a por zahradni.

Obrazek 2: Vybrané okrasné rostliny rodu Allium; a) &esnek azurovy®, b) &esnek Zlutozluty™, c) &esnek

ozdobny T,

* https://farmatrhlikovi.cz/wp-content/uploads/2021/01/cibule_b.png

T https://kotanyi-cz.imgix.net/wp-content/uploads/2019/04/knablauch-kotanyi-inhalt.png?auto=format,compress
¥ https://www.demex.fr/wp-content/uploads/2022/05/poireau.png

3 https://schram.ie/product/allium-caeruleum/

“* https://www.rosen-huber.ch/artikel/allium-christophii?id=3369

T https://www.semena.cz/5855-medium_default/cesnek-moly-zluty-allium-moly-cibuloviny-3-ks.webp
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Dle dostupnych dat organizace FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations)! ¢inila produkce cibule za rok 2021 pfiblizng 106 milionti tun. Svétové nejvétsim
producentem se pro rok 2021 stala Indie, s produkci piiblizné 26 miliont tun. Tim sesadila
z prvni piicky Cinu, ktera se dlouhodobé fadila do role nejvétsiho producenta cibule na svéts.
Letos jeji produkce €inila 24 miliontli tun a tim se fadi na druhé misto. Pouze pro predstavu
produkce Ceské republiky &inila 52 tisic tun, coZ je v porovnani se svétovou produkci

zanedbatelné (Obrazek 3).

Cina - 22 %
24 milionu tun

CR -0,0004 % \ Indie — 24 %

52 tisic tun 26 miliont tun

Obrazek 3: Porovnani nejvyznamnéjsich producenti cibule za rok 2021 a jejich procentualni zastoupeni v

celosvétové produkcitt,

2.2 Cibule kuchynska (Allium cepa)

Cibule kuchynské se fadi mezi dvouleté jednodélozné rostliny. Spada do cibulovité zeleniny
z ¢eledi amarylkovitych. Prvni rok vytvofi rostlina zasobni organ cibuli, dalsi rok pak vznika
kvétenstvi a semeno. Rostlina ma oblé a duté listy, které vyrustaji z podpuéi. Zasobni organ
cibule vznika pti vysSich teplotach preménou listl a dolni ¢asti stonku jejich zduznaténim. Pii

tom se v cibuli za¢inaji hromadit sacharidy. Béhem dozravani rostliny, se postupné piesouvaji

H https://gisgeography.com/free-blank-world-map/
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organické latky z listii do cibule. To ma za nasledek postupnou ztratu barvy listl a jejich
usychani. Déle dojde k zatazeni krcku cibule. Nasledujici rok zacne cibule kvést, piicemz
muize mit pfiblizné¢ 200 az 2000 obojetnych kvéth. Jako prvni kvetou praSniky a néasledné

dozravaji blizny®.

2.3 Organosirné slouc¢eniny cibule kuchynské

Vyuziti cibule v lidovém 1éCitelstvi je znamo jiz od starovéku. Egyptsky Eberstiv papyrus
doklada vyuziti cibule i ¢esneku v 1€cCitelstvi jiz roku 1550 pf. n. 1. a ¢astecné pietrvava az
dodnes. V lidovém l1é¢itelstvi je cibule vyuzivana napiiklad pro usnadnéni vykaslavani, pii
drazdivém kasli, na potlaceni zanétti a otokl sliznic. Taktéz se pouziva jako emenagogum,
karminativum, pfi bodnuti hmyzem, pfi koZnich problémech a hemoroidech. Za zminku stoji 1
ptiznivé ucinky na lidské srdce, cévy, travici soustavu, zlepSeni metabolismu, pfi 1€cbé ran a
jizev, pfi potiZich se stfevnimi parazity?.

Takto Siroka Skala uplatnéni v lidovém Iécitelstvi inspirovala védce kizolaci a
objasnéni jednotlivych latek. V poslednich desitkach let jsou stale objevovany nové a nové
slouCeniny, sriznou biologickou aktivitou. Tyto organosirné slouceniny vznikaji

enzymatickym rozkladem prekurzort, S-alk(en)ylcystein-S-oxidu (Obrazek 4).

0 NH, R: —CH=CHCHj;
I
R” S \)\ _CH3

Obrazek 4: Prekurzory organosirnych latek S-alk(en)ylcystein-S-oxidy.

Organosirné slouceniny si cibule a fada dalsich rostlin z rodu Allium vytvati jako obranu pied
konzumaci ostatnimi zvifaty a taktéZ pro ochranu pfed mikrobidlnim zneciSténim pfi
poskozeni rostlinného pletiva. Detek¢ni mechanismus, ktery je spojen s intoleranci na tyto
slouCeniny se nazyva chemickd nocicepce. U lidi spousti charakteristicky plag, spojeny
S krdjenim cibule. Konkrétné se jedna o receptor Al (taktéz TRPA1), jenZ je u clovéka

piitomny jiz 500 milionti let*.
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2.3.1 S-Alk(en)ylcystein-S-oxidy

Prekurzory organosirnych sloucenin se nazyvaji S-alk-(en)ylcystein-S-oxidy. Cibule obsahuje
celkem tii rizné. Jsou jimi isoalliin (1), methiin (2) a propiin (3) (Obrazek 5). Nejvyssi
relativni zastoupeni ma isoalliin (1; 82 relat. %), dalsi v pofadi je methiin (2; 18 relat. %).

Propiin (3) se fadi na posledni misto a v cibuli je obsaZen pouze stopove®.

V roce 1959 Virtanenen a Matikkala® jako prvni izolovali methiin (2) a spolu s nim se jim
isoalliin (1). Ten byl objeven roku 1963 dvojici Virtanen a Spare’. Jejich prace se zamé&fovala
na objasnéni struktury slzotvorného faktoru (4; anglicky lachrymatory factor, dale jen LF).
Isoalliin (1) je prekurzorem pro LF (4). Disledkem mechanického poskozeni cibule dochazi k

rozkladu isoalliinu (1) na LF (4), coz se projevuje typickym slzenim o¢i.

(l)I NH, 9 NH, 9 NH,
S S S
A \/l\COOH - \/kCOOH NS \/kCOOH
isoalliin (1) methiin (2) propiin (3)

Obrazek 5: Hlavni S-alk(en)ylcystein-S-oxidy cibule.

2.3.2 Mechanismus tvorby organosirnych sloucenin

Unikatnost cibule oproti jinym rostlinam rodu Allium spocdiva zejména v pFitomnosti dvou
enzymovych systémtl. Prvnim je alliinasa, kterd se vyskytuje napfiklad i u cesneku setého
(Allium sativum) a druhym je pro cibuli unikatni LF-synthasa (dale jen LFS). Enzymy se
v cibuli aktivuji mechanickym narusenim rostlinného pletiva. To vede ktomu, Ze se
prekurzory dostanou do kontaktu s enzymy a spusti se nezvykle komplexni a obsahla kaskada

chemickych reakci. Tento jev je vyobrazen na Obrazku 6.
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Obrazek 6: Obecné schéma vzniku organosirnych slouc¢enin v cibuli.

Prekurzor isoalliin (1) je ptsobenim enzymu alliinasa Kkatalyticky rozloZzen na
1-propensulfenovou kyselinu (5) a a-aminoakrylovou kyselinu (6). Dale LFS iniciuje
pfeménu 1-propensulfenové kyseliny (5) na LF (4)8. Dalsi reakce vedou ke vzniku rozmanité

fady organosirnych slou¢enin, které budou podrobné popsany v dalSich kapitolach této prace.
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2.3.3 Thiosulfinaty

Thiosulfinaty jsou jedny z nejlépe prostudovanych organosirnych sloucenin. Tyto slouceniny
vznikaji 1 Vv dalSich rostlinaich rodu Allium. Prvni slouceninou ztéto skupiny byla latka
allicin (7), objevena dvojici Cavallito a Bailey®. Allicin (7) poprvé izolovali z ¢esneku roku

1944 a zaroven zjistili, Ze tato latka vykazuje antimikrobialni uc¢inky.

0 R,Ry; —CH;
S__R, —CH,CH,CH,

RS _
i —CH=CHCH,

Obrazek 7: Strukturni schéma thiosulfinata.

Thiosulfinaty 1ze délit na symetrické a asymetrické dle vychozi struktury sulfenovych kyselin.
Jejich vznik je iniciovan naruSenim pletiva, které vede k enzymatickému rozkladu stabilnich
prekurzortt S-alken(en)ylcystein-S-oxidl, za piitomnosti enzymu alliinasy na nestabilni
sulfenové kyseliny. Ty vlivem svoji nestability samovolné kondenzuji za vzniku thiosulfinatu.
Obecna struktura thiosulfinatii je zobrazena na Obrazku 7.

Zaroven byla zjiSténa silna schopnost inhibice agregace krevnich desticek u vybranych
thiosulfinata’®. Nejsiln&jsi aktivitu vykazoval allicin (7), ktery vychazel v testech in vitro 1épe
nez aspirin. U cesneku je tato schopnost inhibice zaroven az tfinactkrat vétsi nez u cibule,
jelikoz zde vznikd mnohem vice thiosulfinati!®. Pro pochopeni je potieba vysvétlit odlisné
pusobeni enzymovych systémt ¢esneku a cibule. Zatimco v ¢esneku vznika z prekurzoru
alliinu (8) nestabilni 2-propensulfenova kyselina (9), ktera dale neenzymaticky kondenzuje na
stabilni thiosulfinat allicin (7). V cibuli je nejvice zastoupeny prekurzor isoalliin (1) rozlozen
enzymem alliinasa na nestabilni 1-propensulfenovou kyselinu (5). Zde se vSak tyto dvé
rostliny li$i pfitomnosti druhého enzymatického systému LFS, ktery u cibule enzymaticky
rozklada  1-propensulfenovou  kyselinu  (5) na LF (4). Zaroven  cast
1-propensulfenové kyseliny (5) se neenzymaticky rozklada na piislusny thiosulfinat. Odlisné

pusobeni enzymatickych systému je zobrazeno na Obrazku 8.
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O NH, O NH,
S S
T \)\COOH N VkCOOH

isoalliin (1) alliin (8)
Jalliinasa Jalliinasa

H
H\O N (I)

|

1-propensulfenova kyselina (5) 2-propensulfenova kyselina (9)

/ JLFS J-Hzo

0] 0 0]
I I I
/\/S\s/\/ /\?S /\/S\S/\/
S-(1-propenyl)-1-propenthiosulfinat (29) LF (4) allicin (7)

Obrazek 8: Porovnani rozkladu isoalliinu (1) a alliinu (8) na thiosulfinaty.

2.3.4 Sulfiny

Obecné oznaceni téchto latek je podminéno ptitomnosti funkéni skupiny —CH=S=0. Vyskyt
téchto latek je v cibuli umoznén pfitomnosti dvou enzymatickych systému (alliinasy a LFS).
Jejich ptisobenim tak vznika LF (4), systematicky propanthial-S-oxid. Vznik a pfitomnost této
latky, 1ze snadno prokazat, jelikoZ se projevuje typickym slzenim o¢i a placem.

Ackoliv struktura byla objasnéna jiz roku 1971 Brodnitzem a Pascalem®! jeho spravny

mechanismus vzniku ziistaval skryt az do roku 2002, kdy Imai a kol.*2

dokazali, Ze pro vznik
LF (4) je zapotiebi dvou enzymi (alliinasy i LFS). Dfive se nespravné ptedpokladalo, ze
LF (4) vznikd samovolnou kondenzaci 1-propensulfenové kyseliny (5) a to pouze za
pritomnosti alliinasy. LF (4) tedy vznika z isoalliinu (1) ptisobenim alliinasy, ktera preménuje
tento prekurzor na nestabilni 1-propensulfenovou kyselinu (5). Ta je poté ptisobenim druhého

enzymu LFS pfeména na LF (4). Cely mechanismus je popsan na Obrazku 9.
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0]
I
O NH, alliinasa H\O LFS P
/\/ S >
COOH ad NF P
isoalliin (1) 1-propensulfenova kyselina (5) LF 4)

Obrazek 9: Mechanismus vzniku LF (4)%,

2.3.5 Bis-sulfin

Struktura této latky byla poprvé objevena roku 1990 ve studii Blocka a Bayera®®.
Systematické oznaceni této slouceniny je (Z,Z)-2,3-dimethyl-1,4-butandithial-S,S-dioxid.

Trivialni nazev je bis-sulfin (10). Struktura bis-sulfinu (10) je zobrazena na Obrazku 10.

Q
SAHVS
1
(0]

Obrazek 10: Struktura bis-sulfinu (10).

Spolu se strukturou autofi ve své praci publikovali i reakéni mechanismus. Dle ného
bis-sulfin (10) vznika thiofilni adici 1-propensulfenové kyseliny (5) na LF (4) a nasledné
nukleofilnim atakem druhé molekuly 1-propensulfenové kyseliny (5). Predpokladany

mechanismus je zobrazen na Obrazku 11.

)

4) (|)| ('H /P_I\S/\/ O\\S/\/ O\\S/
P . 0 . é,)/ /K . Sg{
P NS 077NN 0”

CI) (l)l bis-sulfoxid bis-sulfin (10)
H” 3

Obrazek 11: Mechanismus vzniku bis-sulfinu (10).

V cibuli jsou tedy pfitomny dva thioaldehyd-S-oxidy (sulfiny). Prvnim je LF (4; systematicky
(2)-propanthial-S-oxid) a bis-sulfin (10) Systematicky (Z,Z2)-2,3-dimethyl-1,4,butandithial-

S,S-dioxid). Dalsi slzotvorné sulfiny se dale nachazeji i v jinych rostlinach rodu Allium

10
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napiiklad v Allium siculum (11; systematicky butanthial-S-oxid;)!* nebo v Petiveria alliacea
(12; systematicky (Z)-thiobenzaldehyd-S-oxid) (Obrazek 12)%.

‘P.
/\?S
(11) 12)
Petiveria alliacea Allium siculum

Obrazek 12: Sulfiny z Allium siculum?®$ a Petiveria alliacea™.

2.3.6 Cepaeny

Pojmenovani této latky vychazi zlatinského oznaceni rostliny cibule kuchynské
(lat. Allium cepa). Z té byly tyto latky poprvé izolovany a popsany v praci Bayera a kol.%®.
Ptitomnost téchto latek je u cibule zodpovédna za protiastmatické ucinky in vivo. Zaroven u
nich byla prokazana schopnost inhibice cyklooxygenasy a 5-lipoxygenasy in vitro. Inhibitory
cyklooxygenasy se ve farmacii pouZivaji na 1é¢bu zanétu a bolesti. V praci Wagnera a kol.!’
byly testovany rizné cepaeny spolu s thiosulfinaty. Bylo zjiSt€no, Ze cepaeny jsou
nejucinnéjSimi inhibitory cyklooxygenasy a S5-lipoxygenasy ze vSech latek obsazenych

v cibuli. Jejich biologicka aktivita je pravdépodobné umoznéna piitomnosti dvojité vazby.

$85% https://www.dutchbulbs.com/product/Nectaroscordum_Siculum
™ https://www.inaturalist.org/taxa/166545-Petiveria-alliacea
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U cepaenti s dvéma dvojnymi vazbami byla pozorovana vyssi inhibi¢ni schopnost nez u

ostatnich. Obecna struktura cepaenti je uvedena na Obrazku 13.

O R; R;; —CH;
1l
S S 1{2 —CH2CH2CH3

e Nao~
Ry \( S — CH=CHCHj

Obrazek 13: Struktura cepaend.

Piedpokladany mechanismus vzniku, kterého se u¢astni LF (4), je uveden na Obrazku 14.

LFS
OH\O
I A S
g ;. I -
R~ \)\COOH alliinasa é _S R
R @

R: —CH=CHCHj;4 I

- S

Obrazek 14: Mechanismus vzniku cepaentl.

2.3.7 Zwiebelany

Oznaceni zwiebelany ma pivod v némeckém nézvu cibule (tj. die Zwiebel). Toto oznaceni
poprvé zavedli Bayer a kol.®. Ti ve své praci izolovali dva nové cis-/trans- izomery
zwiebelanu. Tyto latky byly podobné jako jiné nalezeny pii zkoumani otazky, které konkrétni
latky vykazuji antialergickou aktivitu u cibule. Systematické oznaCeni téchto latek je
2,3-dimethyl-5,6-dithiabicyklo[2.1.1]hexan-5-oxid (13). Strukturu cis-/trans- izomerd
zwiebelant (13) uvadi Obrazek 15.
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trans-(13) cis-(13)

Obrazek 15: Struktura zwiebelani (13).

2.3.8 Cepathiolany

Roku 2010 provedli Yoshida a kol.'® prvni izolaci téchto latek. Jejich nazev je taktéz jako u
mnoha jinych odvozen od latinského oznaceni cibule (Allium cepa) a rovnéZz je v nazvu
zdtiraznéna pritomnost thiolanového jadra. Dalsi izomer téchto latek objevili Aoyagi a kol.?°
roku 2011. Tuto latku pojmenovali cepathiolan A (14). Bylo zjisténo, ze pfi potlaceni LFS
aktivity vznikd v cibuli mnohem vice thiosulfinati. Nedochazi totiz k enzymatickému
rozkladu 1-propensulfenové kyseliny (5) na LF (4) a vznikaji tudiz pouze thiosulfinaty. Dvé
molekuly nestabilni 1-propensulfenové kyseliny (5) prochazeji samovolnou kondenzaci a
tvofi thiolanové jadro. Nasledné dal§i molekula 1-propensulfenové kyseliny (5) nukleofilné
atakuje  produkt kondenzace a vznika cepathiolan A  (14;  systematicky
S-3,4,-dimethyl-5-hydroxythiolan-2-yl-1-propenthiosulfinat).

Kromé izolace nové slouceniny se Aoyagi zaméfil 1 na biologickou aktivitu této latky.
Jelikoz cepathiolany vznikaji z thiosulfinatd, pfedpokladala se u nich podobna biologicka
aktivita. Tudiz u nich byla testovana schopnost inhibice COX-1 enzymu in vitro. Ten ma
cyklooxygenasovou aktivitu, kterd katalyzuje rozklad kyseliny arachidonové na
prostaglandin. TaktéZ byla ptedpokladana schopnost inhibice glukosidasy vlivem piitomnosti
thiolanového jadra. Cepathiolan A (14) dosahoval o dva fady vyssi antikoagulacni aktivitu nez
aspirin. Inhibice glukosidasy byla porovnavana s kyselinou kédvovou. Ta méla patnictkrat
niz$i éinnost inhibice nez cepathiolan A (14).

Dal$i nové methylové a propylové homology byly objeveny v roce 2019 Stefanovou a

kol.?, jenz tyto latky pojmenovaly cepathiolan B (15) a cepathiolan C (16) (Obrazek 16).

S R: —CH=CHCHj (14; A)

RS OH
~s —CH, (15; B)
o —CH,CH,CHj; (16; C)

Obrazek 16: Struktura cepathiolantl.
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Mechanismus vzniku cepathiolanu A (14) uvadi Obrazek 17.

o
1

S~ COOH
T

NH,
) ) (29)

alliinasa
—_—

s.S\_on /\/SOH S

14) 30)

Obrazek 17: Mechanismus vzniku cepathiolanu A (14)%,

2.3.9 Onioniny

Toto oznadeni jako prvni pouzil ve své praci El-Aasr a kol.?, ktefi roku 2010 poprvé izolovali
tuto slou€eninu. Nazev je odvozen od anglického pojmenovani cibule (onion). Tato latka, u
které byly zjistény protirakovinné G¢inky, byla pojmenovana onionin A (17). Dalsi dva nové
stereoizomery onioninu A (17) byly objeveny roku 2014 Noharou a kol.?%. Tato prace také
ukazala, Ze onioniny se nenachézi pouze v cibuli kuchynské (Allium cepa) ale i v cibuli zimni
(Allium fistulosum). Avsak roku 2019 ve své studii Stefanova a kol.?* publikovali nova NMR
data, ktera vedla k opravé chybné navrhnutych struktur Nohary i El-Aasra. Taktéz byly v této
praci piedstaveny nové methylové a propylové homology onioninu A (17). Pro né bylo

zavedeno oznaceni onionin B (18) a onionin C (19) (Obrazek 18).
o) R: —CH=CHCHj; (17;A)

S oH  —CH;(18;B)
R \5_? —CH,CH,CH; (19;C)

Obrazek 18: Obecna struktura onioninu A—C (17-19).
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2.3.10 Allithiolany

V roce 2018 byly poprvé predstaveny tyto latky Kubcem a kol.?*. K jejich objevu vedla
otazka, které latky vedou u zpracované cibule k postupnému hotknuti. Vysledkem byl objev 9
zcela novych strukturné odliSnych sloucenin. Nazev allithiolany vznikl spojenim latinského
nazvu cibule Allium a pfitomnosti thiolanového kruhu. Jednotlivé strukturné podobné derivaty
téchto latek jsou oznaCeny jako allithiolan A-E (20-28) a jedna se o derivaty
3,4-dimethylthiolan-S-oxidu. Jejich struktury uvadi Obrazek 19.

0) 0 0)

(0] (|)| O T I
5SS s [N S__S__s
at NS 4 j—? TN Y j—z/ SN
A (20) B (21) C(22)
0 0 0
0 0 N
S S s—s__S<_oH S S S ST\
SR ARt
D (23) E (24)
0 0 0
(0] N \\S/ o Il \\S/\/
\ S \\
S S S S
o~ j_? s o~ A
F (25) G (26)
o 9 o 9
S S _s—s._S<__oH S s—s__S_§
T AT
H (27) 1(28)

Obrizek 19: Struktury allithiolanti A—I (20-28).

Hlavni vlastnosti allithiolanti je zejména jejich nezddouci vyrazna hoika chut’. Tato chut’ se u
zpracované cibule objevuje nékolik minut po jejim mechanickém zpracovani. Vznik
allithiolanti je tudiZ velmi neZadoucim jevem.

Pro vznik allithiolani je nezbytny hlavniho prekurzor isoalliin (1). Tento prekurzor je
nutny pro vSechny allithiolany, avsak pro allithiolan A (20) a allithiolan F (25) je rovnéz
potieba dalsiho prekurzoru methiinu (2). Isoalliin (1) je katalyticky rozloZzen enzymem

alliinasou na 1-propensulfenovou kyselinu (5). Ta podléha kondenzaci za vzniku
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S-(1-propenyl)-1-propenthiosulfinatu (29). Tato latka je nestabilni a samovolné se rozlozi na
2,3-dimethylbutandithial-S-oxid (30). Dale je tento oxid karbofiln¢ atakovan dalsi molekulou
1-propensulfenovou  kyselinou (5) za vzniku 3,4-dimethyl-2-(1-propenylsulfinyl)-
5-sulfanylthiolan-1-oxidu (31), jenz je spoleénym meziproduktem pii vzniku vSech

allithiolanti. Reakéni mechanismus vzniku je zobrazen na Obrazku 20.

Y

0 oH_p N
AN COOH  ijiinasa x2 N 5.5 S ~
2

1) (5) 29) (5) (30)
o ¢ 0 o
R;: —CH; \ S Il 0
S S\ R /S\ /Rl W\ S

-CH=CHCH,; ~" g-R2 R, S nebo Ry—SOH S SH
Ry: (Obrizek 19) il \S_z/
allithiolany 31

Obrazek 20: Primarni faze mechanismu vzniku allithiolanu.

Findlnim krokem vzniku allithiolani je reakce sulfonové skupiny meziproduktu
3,4-dimethyl-2-(1-propenylsulfinyl)-5-sulfanylthiolan-1-oxidu (31) s ostatnimi slou¢eninami
prubézné vznikajicimi v cibuli z isoalliinu (1) a methiinu (2). Vznik jednotlivych druht

allithiolant je popsan na Obrazku 21.
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o 9 o 9
\ S \ S
S S, S S,
Ve \;_( S Va4 ﬁ SN
allithiolan A (20) allithiolan B (21)
0 i
S S
R/ \S/ R/ \S/\‘\N‘j
nebo nebo
HOS-CH; HOS™ N
o 9
S—S\_SH
S~ j_z/
O+ _R
O S

R/S\S)\/ D

S _S\_-SH
nebo \/\% ﬁ
0. _R 0
S

0] O
I |

(@) O\\ _R (0]
W S S W S S
S S, S SEN OH
e \5_? S Ve j_( j_z/
\

0

(0] 0]
S s—s__S\_¢

allithiolan I (28)

allithiolan F (25)

9]

allithiolan D (23)

Obrazek 21: Sekundarni fize mechanismu vzniku allithiolant.

2.3.11 Cepadithiolakton A

Zcela novou latku, systematicky 5-hydroxy-3,4-dimethylthiolan-2-thion, ve své studii objevili
Stefanova a kol. v roce 2019%L. Do této doby nebyl znam zadny p¥irodni dithiolakton, tudiz se
tato sloucenina stala prvnim pfirozené se vyskytujicim dithiolaktonem. Trividlni oznaceni
cepadithiolakton A (32; Obrazek 22) je tedy kombinaci latinského oznaceni pro cibuli a

ptitomnou strukturou dithiolaktonu.
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Ho\;i\(s

Obrazek 22: Struktura cepadithiolaktonu A (32).

Cepadithiolakton A (32) vznika pravdépodobné rozkladem cepathiolanii za uvolnéni

sulfenovych kyselin, Obrazek 23.

R: —CH=CHCHj

HO— S\ S ¢ HO—_S\ S
o —CH
S — +  R-S-OH 3
0 —CH,CH,CH,

cepathiolan A—C cepadithiolakton A sulfenové kyseliny
(14—16) 32)

Obrazek 23: Mechanismus vzniku cepadithiolaktonu A (32) rozkladem cepathiolani.

2.3.12 Bisthiolanové polysulfidy

Zcela nové latky objevil v roce 2021 Aoyagi?®. Tyto tfi nové latky mély strukturni vzorec
C12H2202S57 a lisily se pouze poctem atomu siry v fetézci. Jejich strukturni vzorec je
bis(5-hydroxy-3,4-dimethylthiolan-2-yl)-tri/tetra/pentasulfid. Jako trivialni oznaceni téchto
latek se zavedlo thiolantrisulfid (33), thiolantetrasulfid (34), a thiolanpentasulfid (35). Jejich

strukturu uvadi Obrazek 24.

(35)

Obrazek 24: Struktura bisthiolanovych polysulfida.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie a materialy

3.1.1 Chemikalie

Acros Organics (Geel, Belgie)
Cystein (99+%), a-toluensulfonylfluorid (99%)

Lachema (Brno, Ceskd republika)
Hydroxid draselny (p. a.)

Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika)

Siran amonny (p. a.), siran hofecnaty (bezvody), dihydrogenfosfore¢nan draselny (p. a.),

kyselina chlorovodikova (25%, p. a.), kyselina mravenci (98%, p. a.)

Penta (Praha, Ceska republika)
Amoniak (25—29%), glycerol bezvody (p. a.), hydroxid sodny (p. a.), chelaton III

Sigma Aldrich (St. Luis, MO, USA)
Acetonitril (HPLC grade), methanol (HPLC grade), diethylether (p. a.), dichlormethan (p. a.),
ninhydrin (p. a.), pyridoxal-5-fosfat (< 97%)

3.1.2 Rostlinny material

V mistnim obchodé byla pofizena cibule A. cepa (kultivar Swift, Ceska republika) a Gesnek

sety A. sativum (Ceska republika).
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3.1.3 Ostatni Material

Katex IR-120 (Amberlite, H* forma) — Acros Organics (New Jersey, USA), dialyza¢ni
membrana (23 mm; 12,4 kDa MWCO) — Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA), centrifugacni
filtry (0,2 um; 2 ml; VDF) — Watrex (Praha, CR), membranové PTFE filtry (0,2 a 0,45 um; o
13 a 25 mm) — Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) a C8-SPE (10 g; 60ml) kolonky —
Supelco (Bellefonte, PE, USA).

3.2 Pristroje

Na izolaci latek pomoci HPLC byl pouzit pfistroj 1260 Infinity Il preparative (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) s detektorem 1260 Infinity Il DAD WR. Na proces
separace byly pouzity analytické kolony Kinetex C-8 (100 A; 250 x 4,6 mm; 5 pm;
Phenomenex). Pii testovani nejlepSi separacni metody byly rovnéz vyzkouSeny analytické
kolony Kinetex C-18, F-5 a Biphenyl (100 A; 250 x 4,6 mm; 5 um; Phenomenex). K izolaci
latek byly pouzity preparativni kolony Kinetex C-8 (100 A; 250 x 21,2 mm; 5 pm;
Phenomenex) popiipadé Kinetex phenyl-hexyl (100 A; 250 x 21,2 mm; 5 um; Phenomenex).

Pro identifikaci izolovanych latek byl pouzit systtm UHPLC-PDA-MS/MS slozeny
z kapalinového chromatografu Ultimate3000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA),
detektoru diodového pole PDA-3000 a hmotnostniho spektrometru pracujicim na principu
linearni iontové pasti LTQ XL (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA).

3.3 Gradienty pouzivané v HPLC

V této praci byly pouzity nasledujici HPLC gradienty:
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METODAA
Pritok ¢as [min] H20 [%] CHsCN [%]
0:00 80 20
25:00 60 40
19,1 ml/min 20:00 20 %0
51:00 5 95
59:00 5 95
60:00 80 20
Kolona C8 Kinetex (100 A; 250 x 21,2mm; 5 um)
METODAB
Pritok as [min] H20 + 0,05% CHsOH + 0,05%
HCOOH [%] HCOOH [%)]
0:00 45 55
35:00 35 65
19,1 ml/min 41:00 5 95
49:00 5 95
50:00 45 55
Kolona Phenyl-hexyl Kinetex (100 A; 250 x 21,2 mm; 5 pm)
METODAC
Pritok ¢as [min] H20 [%] CH3sCN [%]
0:00 75 25
45:00 70 30
19,1 ml/min 51:00 5 95
59:00 5 95
60:00 75 25
Kolona C8 Kinetex (100 A; 250 x 21,2 mm; 5 pm)
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METODAD
Priltok as [min] H20 + 0,05% CH3OH + 0,05%
HCOOH [%] HCOOH [%]
0:00 50 50
50:00 60 40
19,1 ml/min 51:00 5 95
59:00 5 95
60:00 50 50
Kolona C8 Kinetex (100 A; 250 x 21,2 mm; 5 pm)
METODAE
Pritok as [min] H20 + 0,05% CHsCN + 0,05%
HCOOH [%] 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 C8 Kinetex (100 A; 250 x 21,2 mm; 5 pm)
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3.4 lzolace sloucenin

Experimentalni ¢ast této prace bude rozdélena na izolaci tfech riznych typa latek,
tj. allithiolanu D (23), cepathiolanu A (14) a cepadithiolaktonu A (32). S ohledem na odlisny
postup izolace téchto sloucCenin je tato prace rozdélena na extrakt 1 (izolace
allithiolantt D (23)) a extrakt 2 (izolace cepathiolanu A (14) a cepadithiolaktonu A (32)).

Jednotlivé struktury jsou zobrazeny na Obrazku 25.

o 9
\
S__S\_s-s_S\_oH PSS\ OH HO—_-S~__S
Ve S
I
(¢
allithiolan D (23) cepathiolan A (14) cepadithiolakton A (32)

Obrazek 25: Slouceniny vybrané pro izolaci.

Z divodu velké skaly vznikajicich slou€enin, které vznikaji pfi poruseni rostlinného
pletiva cibule, bylo nutné postup izolace zminénych slouc¢enin modifikovat. Aby se ptedeslo
vzniku ostatnich latek, které nejsou predmétem studia této prace, nebylo pracovano
s klasickym cibulovym extraktem, ale pouze se smési prekurzori organosirnych sloucenin
(tj. S-alk(en)ylcystein-S-oxidl, podrobné&ji kapitola 2.3.1). Tato smés reagovala s enzymem
alliinasou, pro jejiz izolaci byl zamérné zvolen ¢esnek. Duvod pouziti alliinasy z ¢esneku
namisto alliinasy cibulové je absence LFS. To mé za nasledek, Ze vSechny organosirné
prekurzory reaguji za vzniku pozadovanych sloucenin vhodnych Kkizolaci namisto

nezadouciho LF (4) a mnoha jinych (vice kapitola 2.3.3).

3.4.1 lzolace alliinasy

Pro ziskani alliinasy byl pouzit ¢esnek kuchynsky (Allium sativum) o hmotnosti 453 g.
Pro zajisténi stability latek byla izolace provadéna pii teploté 0—4 °C. Oloupany cesnek byl
rozmixovan kuchynskym mixérem a ndsledné smichan se 400 ml chlazeného roztoku
0,1M KH2POQs4. SloZeni tohoto extrakéniho pufru bylo 13,6 g KH2PO4, 1,5 g chelatonu I,
87 g toluensulfonylfluoridu, 0,5 g cysteinu a 5 mg pyridoxal-5-fosfatu. Vznikly roztok byl
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obohacen o 100 ml glycerolu a dale bylo za pomoci KOH upraveno pH roztoku na hodnotu
7,5. Takto ziskany homogenat cesneku byl prefiltrovan za snizeného tlaku pomoci
Biichnerovy nalevky s platnem. Roztok (475 ml) byl nasledné odstfedén (5000 rpm; 15 min;
3 °C) a bylo tak ziskano 450 ml supernatantu. Supernatant byl umistén do ledové lazn¢ a za
stalého michani k nému bylo ptidano 185 g (NH4)2SO4. Ziskana smés byla 60 minut michana
za stalého chlazeni ledem. Dalsi krokem bylo odstfedéni (5000 rpm; 20 min; 3 °C) a sliti
supernatantu. Rozpusténi precipitatu bylo provedeno v minimalnim objemu extrakéniho pufru
(160 ml) a poté byl pfemistén do dialyza¢niho stfivka (23 mm; 12,4 kDa MWCO). Takto
piipraveny roztok byl dialyzovan v destilované vodé (4 °C) po dobu 72 hodin. Béhem této
doby byl roztok prvnich 24 hodin ménén kazdé 4 hodiny, a nadale kazdych 8 hodin. Po
skonceni dialyzy byl obsah dialyzaéni membrany rozdélen do vialek a lyofilizovan. Tento

proces byl proveden vicekrat.

3.4.2 lzolace S-alk(en)ylcystein-S-oxidi

Pro tuto praci byla zvolena metoda modelovych reakci S-alk(en)ylcystein-S-oxida spolu
s enzymem alliinasa izolovanym z ¢esneku. Pfi praci s cibulovym extraktem dochazi k reakci
S druhym enzymatickym systémem LFS a v extraktu vznikd nezadouci LF (4; Obrazek 8).
Tim se snizuje pocet ostatnich sloucenin, vhodnych k izolaci. Pro tuto praci byl vyvinut
postup pro izolaci smési S-alk(en)ylcystein-S-oxidt spolu s dal$imi aminokyselinami bézné se
vyskytujicimi v cibuli. Oproti izolaci Cistych S-alken(en)ylcystein-S-oxidl nabizi tento postup
¢asovou usporu a reakce poskytuje identické slouceniny jako pti modelové reakci S Cistymi
S-alk(en)ylcystein-S-oxidy (tj. s isoalliinem (1) a methiinem (2)).

500 g lyofilizované cibule bylo smichano s 4 | H2O a 4 ml 35% HCI. Takto vznikla
smés se nechala 20 minut povafit, a poté byla ledem ochlazena na laboratorni teplotu. Po
ochlazeni doslo k filtraci homogenatu pies platno. Nasledné byl filtrat odstfedén (5000 rpm).
pH supernatantu bylo za pomoci koncentrované HC1 upraveno z pH 4,4 na 3,5. Takto ziskany
vzorek byl nanesen na sklenénou kolonu naplnénou katexem (18 % 5 cm, vyska X Sitka
sloupce, Amberlite IR-120). Naneseny vzorek aminokyselin byl promyt vodou a eluovan
0,2 M NH4OH. Jednotlivé frakce, které poskytly pozitivni reakci s ninhydrinem (potvrzeni
aminokyselin bylo ovéfeno i pomoci HPLC/PDA analyzy), byly slouceny a aktivnim uhlim

bylo odstranéno jejich nezadouci Zluté zbarveni. Filtratnim papirem KA 4 byla smés
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zfiltrovana a ulozena pfi teploté —28 °C. Lyofilizaci smési byly ziskany hrubé krystaly
prekurzord organosirnych sloucenin, tj. isoalliinu (1), methiinu (2) a propiinu (3)
(Obrazek 5). Tato smés vsak obsahovala i jiné aminokyseliny bézné se vyskytujici v cibuli.
Jejich identifikace vSak nebyla nutna. Alliinasa, jenz byla pouzita v nasledujici fazi postupu,
katalyzuje rozklad pouze S-alk(en)ylcystein-S-oxidd. Dalsi aminokyseliny zdstavaji pii
extrakci ve vodné fazi.

Oznaceni ,,neCisty isoalliin‘‘ bude nadale pouzivano pro takto ziskanou smés

prekurzord organosirnych slou¢enin z cibule.

3.4.3 Priprava extraktu 1

Postup pripravy extraktu 1 byl optimalizovan pro izolaci allithiolanu D (23). Allitholany
ptirozené vznikaji pfi poruSeni cibulového pletiva sérii enzymové katalyzovanych reakei
(viz Obrazek 20 a 21). Ackoliv je tvorba allithiolant obvykle pozorovana uz po 10 minutach,
je vyhodnéjsi ponechat smés reagovat delsi dobu. Z tohoto diivodu probihala vychozi reakce
,,necistého isoalliinu‘‘ spolu s ¢esnekovou alliinasou celkem 4 hodiny. Strukturu izolované

slou¢eniny z extraktu 1 uvadi Obrazek 26.

allithiolan D (23)

Obrazek 26: Struktura allithiolanu D (23) izolované z extraktu 1.

Pro modelovou reakci extraktu 1 bylo uzito 40 g ,,necistého isoalliinu‘ rozpusténého ve
400 ml 0,5M KH2POs (10% glycerol; 25 umol/l pyridoxal-5-fosfat; pH = 7). K tomuto
roztoku byly poté pridany 4 g cesnekové alliinasy, rozpusténé v 800 ml identického
extra¢niho pufru (0,5M KH2PO4). Po dobu 4 hodin v roztoku probihaly za mirného michani
vSechny nezbytné enzymatické reakce. Néasledn¢ probéhla extrakce vzniklych sloucenin
metodou pfimé extrakce 2 x 200 ml diethyletheru (dale jen DEE). Vysledny extrakt byl
pfesusen bezvodym MgSOs, zfiltrovan pfes Hirschovu néalevku a pomoci rotaéni vakuové

odparky (dale jen RVO; t < 30 °C) doslo k odstranéni veskerého DEE. Takto bylo zpracovano
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celkem 100 g ,,necistého isoalliinu“ spolu s 10 g ¢esnekové alliinasy. Ziskany extrakt byl pied
samotnou HPLC analyzou purifikovan SPE kolonkou. Rozpusténim vzorku v 60 ml CH3CN a
naslednym prichodem pies C8-SPE kolonu (Supelco; 10 g; 60 ml) byl vzorek precistén
od latek, které se sorbuji na chromatografickou kolonu. Po odpaieni veskerého acetonitrilu
pomoci RVO (t < 30 °C) byl ziskan Zlutohnédy extrakt (4,16 g) typické cibulové viuné, ktery

byl pted dal§imi analyzami uchovéavan pii teploté —28 °C.

3.4.3.1 Frakcionace extraktu 1

Z divodu velkého pocétu vzniklych latek byla potieba extrakt 1 frakcionovat na mensi
podfrakce, aby mohla byt provedena izolace vybranych sloucenin. Izolace byla provedena
metodou preparativni HPLC/PDA na reverzni fazi. V pribéhu optimalizace izolace bylo
vyuzito vice riznych chromatografickych kolon (Kinetex biphenyl, phenyl-hexyl, C-8, C-18 a

F-5; Phenomenex).

Piiprava HPLC vzorku ze ziskaného extraktu 1

Rozpusténim extraktu (4,16 g) ve 32 ml CH3CN/H2O (v/v; 2/1) byl ziskan vzorek o
koncentraci 130 mg/ml. Nasledn& byl vzorek pfefiltrovan pfes membranovy filtr (PTFE;
o 25 mm; 0,45 um). Preparativni C8-HPLC/PDA (Metoda A, objem nastiiku 900 ul) byly
opakovanym jimanim ziskany celkem 3 frakce (oznaceny Fr. /—Fr. 3), které jsou znazornény
na Obrazku 27.

Kazda z najimanych frakei byla pomoci RVO (t < 30 °C) zbavena CH3CN a metodou
pfimé extrakce s pouzitim DEE (v/v; DEE/vzorek; 1/5) extrahovéna, pfesuSena MgSOs,
zfiltrovana pres Hirschovu nalevku a opét pomoci RVO (t < 30 °C) zbavena DEE. Extrakty

jednotlivych frakci byly pted nasledujicimi analyzami uchovany pii —28 °C.
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Obrazek 27: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu 1 — po¢ate¢ni frakcionace (Metoda A).

Fr. 2

Vzorek Fr. 2 (1,46 g) byl rozpustén ve 12 ml okyseleného roztoku (0,05% HCOOH) smési
CH3OH/H20 (v/v; 2/1), poté zfiltrovan pies membranovy filtr (PTFE; 0,45 um; @ 13 mm).
Byl tak ziskan vzorek pro HPLC o koncentraci 120 mg/ml. Nasledovala HPLC frakcionace
(PH6-HPLC/PDA, Metoda B, objem nastiiku 900 ul), pii které byla Fr. 2 rozdélena na 4
frakce s oznacenim Fr. 2.1-2.4 (Obrazek 28).
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Obrazek 28: PH6-HPLC/PDA chromatogram extraktu 1:
a) modelova reakce (Metoda A);
b) Fr. 2 (Metoda B).

U zminénych Fr. 2.1-2.4. byl odpaten CH3CN pomoci RVO (t < 30 °C). Nasledné bylo
pomoci 10% NaHCOs upraveno pH na hodnotu 7 (neutralizace HCOOH z mobilni faze).
Vzorky byly extrahovany metodou piimé extrakce DEE (v/v; DEE/vzorek; 1/5), pfesuseny
MgSOs a zfiltrovany ptes Hirschovu ndlevku. Nésledovalo odpateni zbyvajiciho DEE pomoci

RVO (t < 30 °C). Takto ziskané extrakty Fr. 2.1-2.4 byly uchovany pii —28 °C.

Fr.2.2

Metoda preparativni C8-HPLC/PDA (Obrazek 29, Metoda C) byla optimalizovana pro
Fr. 2.2. Natedéni extraktu Fr. 2.2 (227 mg) bylo provedeno smési CH3OH/H20 (viv; 1/2).
Vzorek o koncentraci 38 mg/ml byl zfiltrovin membranovym filtrem (PTFE; 0,45um;
@ 13 mm). Pomoci preparativni C8-HPLC/PDA (Metoda C, objem nastiiku 500 ul) byla Fr.
2.2 rozdélena na 6 podfrakci s ozna¢enim Fr. 2.2.1-2.2.6 (Obrazek 29).
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Obrazek 29: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu 1:
a) Fr. 2 (Metoda B);
b) Fr. 2.2 (Metoda C).

U zminénych Fr. 2.2.1-2.2.6 byl za pomoci RVO (t < 30 °C) odstranén CH3CN. Dale byly
extrahovany metodou piimé extrakce 2 x DEE (v/v; vzorek/DEE; 5/2) a ptesuseny MgSOa.
Nasledné doslo k filtraci pies Hirshovu nalevku a uplnému odpafeni pomoci RVO. Ziskané

extrakty byly uchovany pfi teploté —28 °C.

Fr.2.25

Pro Fr. 2.2.5 byla optimalizovana metoda preparativni C8-HPLC/PDA (Obrazek 30,
Metoda D). Extrakt Fr. 2.2.5 (21 mg) byl nafedén rozpusténim v 2,5 ml okyselené
(0,05% HCOOH) smési CH3OH/H20 (v/v; CH30H/H20; 2/3) a zfiltrovan pfes membranovy
filtr (PTFE; 0,45um; ¢ 13 mm). Pomoci preparativni C8-HPLC/PDA (nastiikovy objem
500 pl) byla opakované jimana Fr. 2.2.5.1. Najimana Fr. 2.2.5.1 byla po odpafeni CH3OH
(RVO, t < 30 °C) upravena na pH 7 pomoci NaHCOs3 (neutralizace HCOOH z mobilni faze).
Fr. 2.2.5.1 byla uschovana pii —28 °C.
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Obrazek 30: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu 1:
a) Fr. 2.2 (Metoda C);
b) Fr. 2.2.5 (Metoda D).

3.4.4 Priprava extraktu 2

Pro izolaci dalSich sloudenin, tj. cepathiolanu A (14) a cepadithiolaktonu A (32) byla
optimalizovana piiprava extraktu 2. Tyto latky vznikaji v pocate¢ni fazi enzymové reakce.
Vychozi latky extraktu 2, tj. neCisty isoalliin a ¢esnekova alliinasa, byly ponechany reakci

pouze 1 minutu. Latky urcené K izolaci z extraktu 2 jsou uvedeny na Obrazku 31.

S

\/\S/Sj—zOH Hoﬁs
1
o

cepathiolan A (14) cepadithiolakton A (32)

Obrazek 31: Vybrané slouceniny cepathiolan A (14) a cepadithiolakton A (32) uréené k izolaci v extraktu 2.
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Pro modelovou reakci bylo vyuzito 20 g ,.neCistého isoalliinu“ (viz kapitola lzolace
S-alk(en)ylcystein-S-oxidii) rozpusténého v 0,5M KH2POs (pH = 7; 25 pmol/l pyridoxal-
5-fosfat; 10% glycerol). K roztoku byly ptidany 2 g cesnekové alliinasy rozpusténé ve 400 ml
identického fosfatového pufru. Smés reagovala 1 minutu a poté byla extrahovana metodou
piimé extrakce 200 ml DEE. Nasledné byla smés centrifugovana kvili odstranéni vzniklé
emulze. Nasledovalo pfesuseni bezvodym MgSQa, filtrace pies Hirschovu nalevku a nakonec
odpateni pomoci RVO (t < 30 °C). Tento postup byl proveden dvakrat a celkem bylo pouzito
40 g ,necistého isoalliinu“ a 4 g Cesnekové alliinasy. Timto postupem byl ziskan extrakt
s cibulovym aroma (916 mg), ktery byl pied dal§imi analyzami uchovan pti —28 °C

Ziskany extrakt byl rozpustén v5 ml CH3CN, centrifugovan a prefiltrovan pies
centrifugacni filtr (0,45 um). Nasledné byly pomoci SPE kolonky (SPE Discovery DSC-CS8;
60ml; 10 g) odstranény nezadouci latky sorbujici se nevratné na chromatografickou kolonu.
SPE kolonka byla vyplachnuta 10 ml CH3CN. Na zavér byl odstranén CH3CN pomoci RVO
(t <30 °C) a bylo tak ziskano celkem 777 mg extraktu 2.

3441 Frakcionace extraktu 2

Ziskany extrakt (777 mg) byl rozpustén v okyselené (0,05% HCOOH) smési CH3CN/H20
(CH3CN/H20, 1/1). Metodou preparativni C8-HPLC/PDA (Metoda E, objem nastiiku 400 pl)
byly opakovan¢ jimany celkem 4 frakce (Fr. 0.1, Fr. 0.2, Fr.0.3, Fr. 0.4). Prub¢h frakcionace
uvadi Obrazek 32.
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Obrazek 32: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu 2 [a) A = 240 nm; b) A = 310 nm] - frakcionace
(Metoda E).

S ohledem na pfitomnost kyseliny mraven¢i z mobilni fdze bylo nutné izolované frakce
neutralizovat pomoci roztoku 10% NaHCOs. Dale byly frakce tiikrat extrahovany metodou
piimé extrakce pomoci DEE (vzorek/DEE; 8/1), poté piesuSeny pomoci MgSQOa, zfiltrovany
ptes Hirschovu nalevku a pomoci RVO zbaveny DEE. Takto zpracované frakce

(Fr. 0.1-Fr. 0.4) byly pted dalsimi analyzami uschovany pfi teploté —28 °C.

32



Vysledky

4 Vysledky

Cepathiolany A (14), cepadithiolaktony A (32) a allithiolany D (23) fadime mezi organosirné
slouCeniny, jejichz vznik je v cibuli iniciovan poskozenim rostlinného pletiva. Zatimco
cepathiolany vznikaji v cibuli téméi okamzité, allithiolany D (23) vznikaji v naruSeném
pletivu az po né&jaké chvili. Allithiolany se zaroven projevuji hoikou chuti, coz je
technologicky nezadouci jev komplikujici technologické zpracovani cibule.

Z divodu rozdilného €asu nutného ke vzniku latek byly zvoleny dvé modelové reakce,
které se lisily dobou, po kterou se nechaly spole¢né reagovat Cesnekova alliinasa a ,,necisty
isoalliin“. Sama modelova reakce byla vyuzita pro vyssi vytézky jednotlivych izolovanych
sloucenin zpiisobenych niz§im poctem Vznikajicich sloucenin. V piipadé naruSeni pletiva
bézné cibule jsou totiz prekurzory S-alk(en)ylcystein-S-oxidy vystaveny nejen alliinase, ale
rovnéz druhému enzymu LFS. Ten ma za nasledek vznik velmi tékavého LF (4), ktery navic
reakci smétuje ke vzniku dalSich organosirnych sloucenin, které nebyly pfedmétem této prace.
Proto je vreakci pfitomna pouze Cesnekova alliinasa u niz nedochazi k tvorbé LF (4).
V experimentalni Casti je rovnéz popsan proces izolace ,,necisté¢ho isoalliinu®, ktery je sloZzen
ze vSech prekurzord S-alk(en)ylcystein-S-oxidu (tj. isoalliin (1), methiin (2) a propiin (3))
obsazenych v cibuli.

U extraktu 2 doslo kreakci alliinasy a ,,necistého isoalliinu“ po dobu 1 minuty,
zatimco u extraktu 1 byla smés ponechana po dobu 4 hodin, aby mohly prob&éhnout v§echny
potfebné reakce. Po uplynulych 4 hodindch bylo mozZzno senzoricky potvrdit pfitomnost
allithiolanti, jelikoz smés vykazovala pronikaveé hotkou chut, kterd je u allithiolanti obvykla.

Oba extrakty byly poté extrahovany pomoci DEE.

33



Vysledky

4.1 1zolace allithiolanu D

Elementarni slozeni allithiolanu D (23) je C15sH2603Ss ([M+H]" = 415,06 Da) (Obrazek 33).
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Obrazek 33: Struktura allithiolanu D (23).

Pomoci HPLC/MS analyzy bylo zjisténo, ze se latky stouto molekulovou hmotnosti
nachazeji ve Fr. 2 (Obrazek 34a). Pomoci preparativni PH6-HPLC/PDA doslo k dalsi
frakcionaci Fr. 2 na jednotlivé podfrakce, které ziskaly oznaceni Fr. 2.1-2.4 (Obrazek 34b).
HPLC/MS analyza izolovanych Fr. 2.1-2.4 identifikovala allithiolany ve Fr. 2.2, pro kterou
byla optimalizovana C8-HPLC frakcionace, pomoci které bylo ziskano celkem 6 podfrakci s
oznacenim Fr. 2.2.1-2.2.6 (Obrazek 34c). Pomoci HPLC/MS analyzy bylo zjisténo, ze
pozadovany allithiolan D (23) se nachazi ve Fr. 2.2.5. Fr. 2.2.5 byla pomoci preparativni
C8-HPLC jesté precisténa (Fr. 2.2.5.1) a podatilo se tak izolovat standard allithiolanu D (23)
(Obrazek 34d). Cely proces izolace v¢etné HPLC chromatogramti je uveden na Obrazku 34.

Celkové mnozstvi izolované Fr. 2.2.5.1 ¢ini 3 mg.
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Obrazek 34: HPLC/PDA chromatogram extraktu 1:

a) modelova reakce (Metoda A);
b) Fr. 2 (Metoda B);

¢) Fr. 2.2 (Metoda C);

d) Fr. 2.2.5.1. (Metoda D).
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UV spektrum spolu s MS spektrem izolované Fr. 2.2.5.1 (Obrazek 35) odpovidaji struktuie

allithiolanu D (23), publikované v praci Kubce a kol.?l. Tato data potvrzuji strukturu

allithiolanu D (23).
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Obrazek 35: Spektrum Fr. 2.2.5.1:

a) MS;
b) UV-Vis.
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4.2 lzolace cepathiolanu A

Cepathiolan A (14) je sloucenina s elementarnim slozenim CgH1702Ss ([M+Na]* =
275,02 Da). Po vyhodnoceni dat HPLC/MS analyzy bylo zjisténo, Ze se tyto latky nachazi ve
Fr. 0.1-0.3 pficemz Fr. 0.4 je dle MS dat cepadithiolakton A (32; CsH110S;
[M+H]* = 163,02 Da).

Vzorek byl proto rozdélen na 4 podfrakce (oznaceny Fr. 0.1-0.4) pomoci
C8-HPLC/PDA (Obrazek 36; Metoda E). Jednotlivé frakce byly zneutralizovany
(10% NaHCO3), extrahovany DEE a nasledné piesuseny MgSQOs, filtrovany a odpafeny.
Celkové vytézky po extrakci byly nasledujici: Fr. 0.1 (12 mg), Fr. 0.2 (52 mg) a Fr. 0.3
(186 mq). Fr. 0.1-0.3 odpovidaly cepathiolanu A (14) avsak posledni Fr. 0.4 (37 mg) byla
dle MS dat cepadithiolakton A (32). Jednotlivé izolované frakce uvadi Obrazek 36.
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Obrazek 36: HPLC/PDA chromatogram extraktu 2: (Metoda E).

Na Obrazku 37 jsou uvedena UV-VIS spektra izolovanych slou¢enin, tj. cepathiolanu A (14)
a cepadithiolaktonu A (32), ktera jsou v plné shodé s publikaci Stefanovou a kol. (2019)%.
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Obrazek 37: UV data: a) Fr. 0.3 odpovidajici cepathiolanu A (14);

b) Fr. 0.4 odpovidajici cepadithiolaktonu A (32).

Na Obrazku 38 jsou vyobrazena MS spektra Fr. 0.3 (Obrazek 38a) a Fr. 0.4 (Obrazek 38b).
Jednotliva MS spektra potvrzuji sktrukturu cepathiolanu A (14) a cepadithiolaktonu A (32).
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Obrazek 38: MS spektrum:

a) Fr. 0.3 - cepathiolan A (14);
b) Fr. 0.4 - cepadithiolakton A (32).
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5 Diskuze

Cilem této prace bylo optimalizovat HPLC metodu pro izolaci vybranych cyklickych
organosirnych sloucenin, které se prirozené vyskytuji ve zpracované cibuli. Jako hlavni latky
uréené pro izolaci byly vybrany allithiolany D (23), cepathiolany A (14) a cepadiktiolakton A
(32) (Obrazek 39). Izolace téchto latek je soucasti rozsahlého projektu zaméfeného na

testovani biologickych G¢inkt organosirnych slouéenin vyskytujicich se v cibuli.
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Obrazek 39: Vybrané slouceniny uréené k biologickému testovani.

Ackoliv cepathiolany jsou znamé jiz od roku 2010%°, allithiolany D (23) a
cepadithiolaktony A (32) lze stale povazovat za slouceniny relativné nové. Struktura
allithiolan®i byla objasnéna Kubcem a kol.?* v roce 2018 a struktura cepadithiolaktonu A (32)
Stefanovou vroce 20192, Allithiolany jsou latky, jejichz charakteristickd hotkd chut
negativné ovliviiuje technologicky zpracovanou cibuli a ¢ini je tudiz nezadoucimi zejména
Z potravinarského hlediska. Cepathiolany maji schopnost inhibovat glukosidasu a rovné€z maji
antikoagula¢ni vlastnosti. U cepadithiolaktonu A (32) a allithiolani nebyla doposud
publikovana zadna studie, ktera by zvetejnila jejich biologické vlastnosti.

Tato prace navazuje na mou bakaldifskou praci, ve které jsem se zabyval izolaci
acyklickych organosirnych sloucenin (konkrétn¢ cepaenti) ptimo z extraktu cibule. Cepaeny
totiz pro svou tvorbu vyzaduji pfitomnost LFS. Tento proces je ovsem velmi ¢asové narocny,
zejména z diivodu mimotadné komplexnosti extraktu. Takto vznikly extrakt totiz obsahuje
velky pocet sloucenin, které komplikuji praci s preparativni HPLC.

Odlisny postup pro izolaci allithioland zvolili Kubec a kol.?4. Pro izolaci vyuzili
modelové reakce Cistého isoalliinu (1) a methiinu (2) s enzymem alliinasa ziskané¢ho
z ¢esneku kuchynského (Allium sativum). Pii pouziti cesnekové alliinasy nedochazi ke vzniku

LF (4) a enzymova reakce vede piimo ke vzniku zadoucich latek uréenych pro izolaci.
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Diskuze

Problematickou ¢ast vSak piedstavuje izolace Cistého isoalliinu (1). Isoalliin (1) neni mozno
poridit komeréné a jeho izolaci je nutno provadét opakovanou ionexovou chromatografii
lyofilizovaného cibulového prasku. Tento proces je vsak Casové velmi naro¢ny a nepiinasi
uspokojivy vytézek ¢istého isoalliinu (1).

Pro tuto préci byl tudiz zvolen odlisny postup. K modelovym reakcim byl vyuzit tzv.
,necisty  isoalliin“.  Toto  oznaCeni bylo zavedeno pro smés  prekurzor
S-alken(en)ylcystein-S-oxidd, u nichz byla pouzita ionexova chromatografie pouze jednou.
propiinem (3) a ostatnimi aminokyselinami, bézné se vyskytujicimi v cibuli. Bylo zjisténo, Ze
tato smés ,,necistého isoalliinu® reaguje stejné jako by reagovala s Cistym isoalliinem (1) a
methiinem (2), jelikoz enzym alliinasa kalalyzuje rozklad pouze S-alk(en)ylcystein-S-oxidd,
nikoli vSech aminokyselin. Tento postup tudiz nabizi znacnou casovou uUsporu se stejnymi
produkty reakce jako pii pouziti Cistého isoalliinu (1) a methiinu (2). Rovnéz pti pouziti
Cesnekové alliinasy dochazi ke vzniku pozadovanych latek bez nezadouciho vzniku LF (4).

Hlavnim divodem pro izolaci téchto latek je velka skala stale nové objevovanych
riznorodych biologickych ucinkli organosirnych sloucenin. Pro zkoumani téchto latek je
ovSem zapotiebi ziskat standardy cistych latek, které neni mozno komeréné ¢i synteticky
poridit, coz bylo hlavnim cilem této prace. U allithiolanu D (23) a cepadithiolaktonu A (32)
dosud neexistuje zadna publikace objasiujici jejich biologické vlastnosti.

Tato prace spada pod spole¢ny projekt celé laboratote S cilem izolovat rizné organosirné
slouCeniny cibule kuchynské. Ve spolupraci s dal$imi institucemi bude nasledné probihat
vyzkum biologickych vlastnosti. Zjisténé biologické aktivity vybranych latek budou v

budoucnu pfedmétem védecké publikace.
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Zaver

6 Zaver

V teoretické Casti této prace byly shrnuty jednotlivé zndmé organosirné slouceniny. U
vybranych sloucenin byl popsan jejich mechanismus vzniku, biologické a senzorické
vlastnosti.

Experimentalni ¢ast této prace byla vénovana optimalizaci HPLC metod za Gcelem
izolace vybranych sloucenin ze dvou ruznych extrakti. Jednotlivé extrakty se liSily reakéni
dobou modelovych reakci.

V extraktu 1 bylo cilem na zaklad¢ HPLC/MS dat izolovat allithiolan D (23). Tuto
latku se podatilo extrahovat ve Fr. 2.2.5.1 s celkovym vytézkem 3 mg. V extraktu 2 bylo
cilem izolovat cepathiolan A (14) a rovnéz cepadithiolakton A (32). Jednotlivé izolované

slouceniny spolu s jejich vytézkem uvadi Obrazek 40.

o 9
S S\_s-s_S<_oH NS S<__OH
A~ oy
cepathiolan A (14)

allithiolan D (23)

Fr.2.2.5.1 (3 mg) Fr.0.1(12mg)

Fr. 0.2 (52 mg)
Fr. 0.3 (186 mg)

Hoji\(s
cepadithiolakton A (32)
Fr. 0.4 (37 mg)

Obrazek 40: Izolované slouceniny v diplomové praci spolu s jejich vytézkem.
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8 Pouzité zkratky

FAO Food and Agriculture Organization of the United Nations
LF Lachrymatory factor

LFS Lachrymatory-factor synthase

PTFE Polytetrafluorethylen

SPE Solid-Phase Extraction

HPLC/MS  High-performance liquid chromatography - mass spektrometry
HPLC/PDA High-performance liquid chromatography - photodiode array detector
DEE Diethylether

RVO Rotac¢ni vakuova odparka

uv Ultraviolet
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