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Anotace
Tato bakalafska prace se zaméfuje na organosirné slouceniny cesneku kuchytiského

(Allium sativum).

Teoreticka Cast obecné popisuje rod Allium. Dalsi kapitoly teoretické Casti jsou
vénovany obecnému i morfologickému popisu Cesneku kuchyiiského, detailné jsou
popsany 1 organosirné slouCeniny, mechanismy jejich vzniku i prekurzory, jejichz

enzymovym rozkladem organosirné slou¢eniny vznikaji.

Experimentalni cast se zaméfuje na optimalizaci HPLC/PDA metody pro izolaci
vybrané skupiny organosirnych sloucenin, tj. ajothiolant. Obsahuje popis pfipravy Ctyt
raznych vzorkl extraktu Cesneku kuchyniského, jejichz vhodnost pro izolaci zminénych

slouCenin byla analyzovana pomoci HPLC/MS.

KLICOVA SLOVA: organosirné slougeniny, Allium sativum, ajothiolany

Annotation
This bachelor thesis is focused on organosulfur compounds of garlic (Allium sativum).

The theoretical part describes the genus Allium, organosulfur compounds of garlic,

their precursors as well as their formation pathways.

The experimental part was focused on the optimalization of an HPLC/PDA
method for the isolation of the selected group of organosulfur compounds,
i.e. ajothiolanes. This part also describes the preparation of four different samples that
were used for HPLC/PDA analysis. The suitability of these samples for isolation
of ajothiolanes was analyzed by using HPLC/MS.
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Cile prace

1 Cile prace

» Vypracovat literarni reSersi jiz popsanych organosirnych sloucenin ve strouzcich
cesneku kuchyriského (Allium sativum),

» optimalizovat postup pro izolaci ajothiolant z Cesnekového extraktu metodou
HPLC/PDA,

» a identifikovat hlavni pfitomné organosirné slouceniny s vyuzitim metody

HPLC/MS.



Uvod

2 Uvod

Tato bakalarska prace se zabyva studiem organosirnych sloucenin ¢esneku kuchynského
(Allium sativum), které nesou zodpovédnost za typické senzorické vlastnosti této rostliny.
K produkci vyS§e zminénych organosirnych sloucenin dochézi az po naruseni rostlinného
pletiva, napt. krajenim pii kuchyniském zpracovani ¢esneku nebo vlivem mikrobialniho
napadeni. Prekurzory senzoricky vyraznych latek se tak dostanou do pfimého kontaktu
s enzymy, které zpusobi jejich enzymaticky katalyzovany rozklad. Vyrazné senzorické
vlastnosti vzniklych organosirnych sloucenin (palciva chut, drazdiva viné) tvoti zaklad

obrannych mechanismi rostliny.

Organické slouceniny siry byly identifikovany a zkoumény desitky let.
V poslednich par letech, zejména diky modernéj§im analytickym metodam, zacaly byt
objevovany nové organosirné slouceniny ¢esnekovitych rostlin. U Cesneku, kterym se tato
prace zabyva, jsou znamé napt. ajoeny, thiosulfinaty nebo vinyldithiiny. Védecka skupina
Nohary a kol. (2012, 2013, 2014, 2015, 2017b, 2017c) a Ona a kol. (2017) v poslednich
deseti letech popsala mnoho novych organosirnych sloucenin, které ziskaly oznaceni
garlicniny. V odborné komunité (popt. v odbornych kruzich) vSak nékteré z téchto
védeckych praci vzbuzovaly znané pochybnosti o spravnosti publikovanych struktur.
Vsechny vyse zminéné slouCeniny, vcetné garlicnini, budou podrobnéji popsany

v dalsich kapitolach.

Hlavnim tématem této bakalafské prace byly organosirné slouceniny nesouci
nazev ajothiolany (Block a kol., 2018). V souCasné dobé zatim neni piesné znamy
mechanismus vzniku téchto sloucenin, které se navic v Cesnekovém extraktu vyskytuji
v pouze omezeném mnozstvi. Hlavnim cilem tedy bylo optimalizovat metodu pro jejich
izolaci prostrednictvim preparativni HPLC/PDA. Experimentalni ¢ast popisuje piipravu
celkem Ctyf druhti Cesnekovych extraktil, jejichz slozeni bylo analyzovano metodou

HPLC/MS.
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3 Teoreticka cast

3.1 Rod Allium

V tiidé jednodéloznych rostlin (Liliopsida) se nachazi tad Asparagales, zahrnujici Celed’
Alliaceae, v niz ma velké zastoupeni praveé rod Allium. V ramci tohoto rodu se vyskytuje
az 750 druha vCetné napftiklad Cesneku (Allium sativum), cibule (Allium cepa), pazitky
(Allium schoenoprasum), medvédiho Cesneku (Allium ursinum), Salotky (Allium
ascalonicum) a dalSich. Zastupci rodu Allium maji oddenky, kofeny nebo cibule jako
dulezité zasobni organy. Listy (trubicovité u cibule, ploché u Cesneku) vyriastaji
z podzemniho stonku. Na kvétnim stvolu se nevyskytuji listy, kromé jediné laty, ktera
uzavira mladé kvétenstvi (Block, 2010).

3.2  Cesnek kuchyiisky

Cesnek kuchytisky nebo také sety (Allium sativum), je cibulova zelenina, u které je
konzumovana ptfevazné cibule (délena na strouzky), ale také Cerstvé kvétni stvoly nebo
cela rostlina (Obrazek 1). Cesnek byl n&kolik tisicileti pouzivan v lidovém lé&itelstvi

a mnoho staleti také ke kotenéni jidel (Kozak, 2022).

Obrizek 1: Botanicky nakres ¢esneku kuchytiského!.

Cesnek je na seznamu potravin Narodniho institutu pro vyzkum rakoviny, jejichz
pravidelnd konzumace je prevenci vzniku tohoto onemocnéni. Biologickou aktivitu
Cesneku lze rozdélit do dvou skupin. Prvni skupinou je prevence kardiovaskularnich
onemocnéni. Jednd se predev§im o inhibici syntézy cholesterolu, agregaci krevnich

desticek a inhibici proliferace hladkych svalovych bunék arterii. Druha skupina zahrnuje
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pozitivni ucinky cCesneku a jeho slouCenin na metabolismus v prevenci rakoviny
a ochranu proti infekci Helicobactera pylori, prevenci rakoviny zaludku a kolorektalni

rakoviny (Nohara a kol., 2012).

3.3 Morfologicky popis ¢esneku

Cibule Cesneku (Obrazek 2) je kulovita a je slozena ze strouzkd. Jejich mnozstvi urcuje
odrida rostliny, kdy naptiklad velkostrouzkové palicaky maji 4—6 velkych strouzku,
zatimco nékteré nepalic¢aky maji 20 i vice malych strouzkd. Vznikly metamorfozou
kolateralnich pupent, coz dokazuje jejich anatomicka stavba. Nejvyuzivanéjsi konzumni
¢asti strouzku jsou duznaté zasobni listy, uvnitt kterych je pupenovy kanalek. Pupenovym
kanalkem z apikalniho meristému, tj. z podpuci, vyruastaji listy. Pupenova Supina, ktera
ma bilou az purpurovou barvu, ktera je zavisla na odrad¢, je pro strouzek ochrannou

vrstvou (JanCa a Zentrich, 1994; Kozak, 2022; Kubat, 2002; étépénkové a kol., 2010).
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Obriazek 2: Cibule ¢esneku'l.

Podpuci je zkraceny metamorfovany stonek. Jeho funkci je pfizptsobovat se vnéjSim
podminkam po cely rok. AZ pro strouzek nastanou vhodné podminky (napt. vhodna
teplota, dostatek vody atd.), vyrustaji z podpuci malo vétvené koteny, kterym kompletné
chybi kofenové vlaseni, zarover jsou ale schopny vyrast do hloubky az 75 cm (Janca

a Zentrich, 1994; Kozak, 2022; Kubat, 2002; Stépankova a kol., 2010).

Pti vhodnych podminkach se v pupenovém kanalku uvnitf strouzku zakladaji listy
a vyviji se. Béhem vegetace, po uplynuti urCitého Casu, z pochev listi postupné€ vznika
nepravy stonek. Cepel listu svira tupy uhel s vertikalni osou rostliny. Listy maji
soub&znou zilnatinu, jsou jednoduché, uzké, stiidavé, prisedlé a zlabovité. Jejich délka
byva v rozmezi 15-60 cm a Sitka pfiblizné 2-3cm (Kozak, 2022; Kubat, 2002;
Stépankova a kol., 2010).
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Teprve az se vyvinou vSechny listy, za¢ina vyriastat kvétni stvol. Prvotné roste
vzpiimené, po dosazeni ur€ité délky se zakrouti, ale znovu se napfimi béhem dozravani.
Zraly kvétni stvol dosahuje vysky mezi 30-200 cm, vyska je zavisla na genotypu rostliny
a také pudnich i klimatickych podminkach (Obrazek 3) (Kozak, 2022).

Obrazek 3: Kvétni stvol Sesneku™

Kvétni stvol zakoncuje kvétenstvi se sterilnimi kvéty, které nevykvétaji a odumiraji jako
poupata. Mezi poupaty se vyvijeji pacibulky. Na odridé zavisi mnozstvi pacibulek
v urcitém kvétenstvi. Existuji odrudy, které vytvareji 10 velkych pacibulek, zatimco jiné
odriidy maji schopnost vytvorit i vice nez 1000 drobnych pacibulek. Tyto pacibulky maji
schopnost dozrat na kvétnim stvolu, ktery je oddé€len od rostliny, ponévadz jsou, obdobné
jako strouzky, preménénymi pupeny (Janca a Zentrich, 1994; Kozak, 2022; Kubat, 2002;
Stépankova a kol., 2010).

3.4 Organosirné slouceniny v Cesneku

Organosirné slouceniny v Cesneku se uvolnuji az pii naruSeni strouzkd. Je to obranny
mechanismus, ktery ma odpudit herbivora. Neaktivni prekurzory t€kavych organosirnych
latek jsou v bunkach cesneku fyzicky oddéleny od enzymu, které katalyzuji jejich
rozklad. NaruSenim rostlinného pletiva se spusti celd kaskada enzymove katalyzovanych
reakci za soucasného vzniku velmi rozmanitych skupin organosirnych sloucenin

(Block, 1992; Koch a Lawson 1996).
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3.4.1 S-Alk(en)ylcystein-S-oxidy

Substraty enzymu alliinasy se nazyvaji S-alk(en)ylcystein-S-oxidy (dale ACSO)
(Lancaster a Boland, 1990). Kazda z alk(en)ylovych skupin ACSO je v rostlinach rodu

Allium ptitomna v rizném pomeru.

O NH, Q  NH, O NH,
/\/S\)\COOH /s\)\COOH S COOH

alliin methiin isoalliin

6} Q?) 3)

Obrazek 4: Struktury alliinu (1), methiinu (2), isoalliinu (3) (Whitaker, 1976; Lancaster, a Boland, 1990;
Block, 1992, Fritsch a Keusgen 2006).

V cesneku je nejvice zastoupeny S-allylcystein-S-oxid (relativni zastoupeni okolo 84 %),
ktery ziskal trivialni oznaeni alliin (1). Dalsi dva zastupci ACSO vyskytujici se
v ¢esneku jsou, S-1-propenylcystein-S-oxid (trivialné isoalliin, 3) a S-methylcystein-S-
-oxid, (trivialné methiin, 2). Relativni zastoupeni téchto ACSO je témér totozné (uvadi se
okolo 5—16 %), je vSak vyrazné¢ ovlivnéno napf. podminkami pifi skladovani
(Edwards a kol., 1994; Fritsch a Keusgen 2006; Kubec a Dadakova 2009; Thomas
a Parkin, 1994; Whitaker, 1976; Yoo a Pike, 1998). Struktury hlavnich ACSO v cesneku
uvadi Obrazek 4.

3.4.2 Tvorba organosirnych sloucenin v ¢esneku

Enzym, ktery katalyzuje rozklad ACSO nejen v Cesneku, ale 1 ve vSech Cesnekovitych
rostlinach, se nazyva alliinasa a je ulozen ve vakuolach. V nenaruSenych rostlinach je tak
oddélen od substratu (tj. ACSO), ktery je lokalizovan v cytoplazmé. Po narusSeni
rostlinného pletiva dochazi ke vzniku velmi pestré skupiny senzoricky a biologicky
aktivnich latek, které budou detailnéji popsany v nasledujicich kapitolach (Block, 1992;
Block a kol., 2010).

Bezprostfednimi produkty této enzymové reakce jsou velmi reaktivni sulfenové
kyseliny, jejichz kondenzaci vznikaji organolepticky velmi vyrazné thiosulfinaty.

ZjednodusSeny proces enzymového rozkladu ACSO znéazoriiuje Obrazek S.
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Obrazek 5: Enzymovy rozklad ACSO ¢esneku, tj. alliinu (1), isoalliinu (3) a methiinu (2) (Lanzotti, 2006).

Alliin  (S-allyl-L-cystein-S-oxid, 1) je nejvyznamnéjSim prekurzorem senzoricky
aktivnich sirnych sloucenin v Cesneku. Vyskytuje se zde v mnozstvi okolo 10 mg/g
cerstvého Cesneku (Dethier a kol., 2012; Edwards a kol., 1994; Kubec a Dadakova 2009;
Thomas a Parkin, 1994; Yoo a Pike, 1998). Pii naruSeni rostlinného pletiva,
napf. krajenim, se alliin (1) dostava do pfimého kontaktu senzymem alliinasou
a bezprosttedné¢ tak wvznikd thiosulfinat s trividlnim nazvem allicin (4), ktery
je prevladajici ¢ichovou a chutovou slozkou pii zpracovani ¢esneku (Cavallito a kol.,
1944). Allicin (4) podléha dalsim neenzymovym reakcim a je mozné ho oznadit
za prekurzor mnoha jinych, biologicky aktivnich sloucenin, jako jsou napf. ajoeny
a vinyldithiiny, které budou detailnéji probrany v nasledujicich kapitolach. Mechanismus

vzniku allicinu (4) uvadi Obrazek 6.

O NH, alliinasa S -H,0 0]
— = 2 - = S
/\/S\/I\COOH = OH x 2 /\/S\S/\/
alliin 2-propensulfenova kyselina allicin (allyl thiosulfinat)
U] @

Obrazek 6: Rozklad alliinu (1) na allicin (4) (Dethier, 2016).

Mechanismus rozkladu cesnekovych ACSO (tj. alliinu, 1; methiinu, 2; isoalliinu, 3)
za pritomnosti alliinasy a nasledné chemické reakce, vedouci ke vzniku dalSich

organosirnych sloucenin uvadi Obrazek 7.



Teoreticka cast

NH, NH, O NH,
A \)\COOH - \)\COOH \)\COOH
@ )] 3
NS _S AUS
/\/S\S/ IOI /S\S/\/
/S\S/
/\/S\S/ /S\s/\/
o) o)
Q
/\/S\S/\/ y
0 e 0
/\/S\S/\/ /\/S\S/\/ /\/S\S/\/
) !
| (34)
[ S \ S\ /
o2 TS T e
a0
ajothiolany Y
\l/\ \S /SV/\/S\S/\/
— garllcmny
(bez nékresu struktur) o)
(29) (30) g ~__S
dithiiny NN
Q
/SV\/S\S/
ajoeny

Obrazek 7: Mechanismus vzniku organosirnych sloucenin v esneku.
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3.4.3 Organosirné slouceniny identifikované v ¢esneku
Garlicniny

Garlicniny byly izolovany z acetonovych extrakti homogenizovanych strouzkl Cesneku.
Nohara a kol. (2012) identifikovali nové organosirné slouceniny, které pojmenovali

garlicniny A (5), B (6), C (7) a D (8). Strukturu téchto sloucenin uvadi Obrazek 8.

Q Q
HO,Sji{\/\S,SV\ HO,Sji(\/
garlicnin A garlicnin B
®) )
o © S
S S _SigF HO™S?
~ oV

garlicnin C garlicnin D

™ )
Obrizek 8: Navrzené struktury garlicnini A (5), B (6), C (7), D (8) (Nohara a kol., 2012).

Struktury garlicninu A (5) a B (6) vSak v odbornych kruzich vyvolavaly cetné
pochybnosti o jejich spravnosti. Block a kol. (2018) ve své praci strukturu garlicninu A

(5) nasledné opravili (Obrazek 9).

a) b)
®) )

Obrazek 9: Navrhy struktur garlicninu A (5): a) Nohara a kol. (2012), b) Block a kol. (2018).

Dethier (2016) ve své disertacni praci opravila strukturu garlicninii B (6) a nasledné je
piejmenovala na ajothiolany. Radu pochybnosti vzbuzovala také navrzena struktura
garlicninu D (8), zvlasté pfitomnost Ctyfvazného atomu siry. Na zakladé souboru
spektroskopickych dat (MS, NMR) Dethier (2016) navrhla alternativni strukturu.

Zminéné navrhy struktur jsou uvedeny na Obrazku 10.
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Obrazek 10: Navrhy struktur garlicnini B (6) a D (8) dle Nohary a kol. (2012) a opravena struktura
garlicnini B (9) a alternativni struktura garlicninu D (10) podle Dethier (2016).

Nohara a kol. (2014) izolovali také Sest novych acyklickych organosirnych sloucenin.
Struktury sloucenin byly pojmenovany garlicnin L-1 (11), garlicnin L-2 (12), garlicnin
L-3 (13), garlicnin L-4 (14), garlicnin E (15) a garlicnin F (16) (Obrazek 11). Spole¢né
se zminénymi latkami byly také izolovany cyklické garlicniny Bi, B2, B3, B4 (6)
(stereoizomery, pozdé&ji opraveny struktury a pfejmenovany na ajothiolany viz vyse), A

(5),C(7)aD(8).

Tgon

O
S 4 O"S \/\/ S ~g /\/\ $ 11 \/\
\/> S\ > XNg S S W
OH S 0
garlicnin E garlicnin F garlicnin L-1
s (16) an
~ eSS
§/\/\s I /\/S\S/E/S\S/\/ HW/K/\/S\S/\/
o o
garlicnin L-2 garlicnin L-3 garlicnin L-4
12) (13) (14)

Obriazek 11: Navrzené struktury garlicnint E (15), F (16), L-1 (11), L-2 (12), L-3 (13) a L-4 (14) (Nohara
a kol., 2014).

Byly izolovany cyklické garlicniny K (17), K2 (17) a H; (18) (Obrazek 12), piicemz
garlicniny K (17) a Kz (17) jsou stereoizomery (Nohara a kol., 2015).

10
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0 o Q ou
_ OH
COOH
garlicniny K, K, garlicnin H;
an (18)

Obrazek 12: Navrhy struktur garlicninii K (17) a garlicninu H (18) (Nohara a kol., 2015).

VétSina navrzenych struktur garlicnind od Nohary a kol. (2012, 2014, 2015, 2017b,
2017¢c) a od Ona (2017) pusobi nepfesvédCivym dojmem. Dal§im dikazem je navrh

alternativni struktury garlicninu K (17) od Dethier (2016) (Obrazek 13).

Q
a) b)
a”n a7

Obrazek 13: Navrh struktury garlicninu K (17): a) Nohara a kol. (2015), b) Dethier (2016).

Izolovany a charakterizovany byly také atypické cyklické garlicniny G (19), I (20) a J
(21) (Ono a kol., 2017). Déle byly identifikovany garlicniny M (22) a N (23) a garlicnin
O (24). Navrhy struktur latek zminénych v tomto odstavci uvadi Obrazek 14. Objevuje

se zde také nazev garlicnin Db, coz je stereoizomer garlicninu I (20) (Nohara a kol., 2017b).
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Obrazek 14: Navrzené struktury garlicninu G (19), I (20) aJ (21) (Ono a kol., 2017) a garlicninu M (22),
N (23) a O (24) (Nohara a kol., 2017b).

Ze strouzkl Cesneku z oblasti meésta Kumamoto (Japonsko) byly izolovany tfi atypické
garlicniny, a sice garlicnin P (25), garlicnin J2 (26), a garlicnin Q (27) (Obrazek 15).
Byly charakterizovany jejich struktury a také navrzeny zptsoby jejich vzniku (Nohara

a kol., 2017¢).

Q9
0 S
aw "
S S S =
o1 S on 87 § NN
garlicnin P garlicnin Q garlicnin J,
(25) 27 (26)

Obrazek 15: Navrzené struktury garlicninu P (25), Q (27) a J» (26) (Nohara a kol., 2017c¢).

Ajothiolany (= garlicniny B)

Ajothiolany jsou pomérn¢ novou skupinou organosirnych sloucenin ¢esneku. Popsany
byly poprvé v roce 2012 pod trivialnim oznacenim garlicnin B (Nohara a kol., 2012).
Z chemického hlediska se jedna o fadu stereoizomert 5-(2-allylsulfinyl)-3,4-

-dimethylthiolan-2-olu, zjednodusené je 1ze zaradit do skupiny 3,4-dimethylthiolant.

12
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Obrazek 16a uvadi navrzenou strukturu garlicninu B (6) Noharou a kol. (2012)
a Obrazek 16b nasledné opraveni jeho struktury a pfejmenovani na ajothiolan A (9)

Dethier (2016).

b)
6 ®

Obrizek 16: struktura: a) garlicninii B (6) (Nohara a kol., 2012; Nohara a kol., 2013), b) ajothiolanu A (9)
(Dethier, 2016; Block a kol., 2018).

Ajothiolany byly hlavnim tématem této bakalarské prace. Cilem bylo optimalizovat
metodu pro jejich izolaci za vyuziti HPLC/PDA. Hlavni uskali jejich izolace spociva

zejména v mnozstvi, ve kterém se v Cesneku vyskytuji.

V experimentalni Casti jsou detailn€é popsany pfipravy extraktd Cesneku,
ve kterych bylo snahou mnozstvi vznikajicich ajothiolanti zvysit. Napf. se vychazelo

ze studie Block a kol. (2018), ktefi pfi zpracovani extraktu cesnek macerovali v acetonu.

O NH, alliinasa

isoalliin

thiolanové jadro

Obrazek 17: Piedpokladany mechanismus vzniku thiolanového jadra (Kubec a kol., 2018).

Zakladem dalsiho postupu pfipravy extraktu byl predpoklad, ze thiolanové jadro
ajothiolanti pravdépodobné vyzaduje pro svij vznik 2 molekuly isoalliinu (3)
(Obrazek 17), stejné jako obdobna skupina sloucenin, tzv. allithioland, které ve své studii
popisuji Kubec a kol, (2018). Isoalliinu (3) je vSak v ¢esneku pouze minimalni mnozstvi
(okolo 1,3 mg isoalliinu (3)/g Cerstvého Cesneku). Pridani isoalliinu (3)
k homogenizovanému Cesneku jesté pfed samotnou extrakci by tak mohlo vést k produkci

vétsiho mnozstvi ajothiolanti v extraktu (obecné vSech sloucenin s thiolanovym jadrem

13
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v molekule). Jako zdroj isoalliinu (3) byla pouzita lyofilizovana cibule, ve které je obsah

isoalliinu (3) v porovnani s cCesnekem vyrazné vys$i (3,3 mg isoalliinu (3)/1 g

lyofilizované cibule).

Thiosulfinaty

Prekurzory

O NH,

O NH,

NH,

@

P s S\/I\COOH
@
3)

O
- S\)\COOH

alliinasa
—_—

Sulfenové kyseliny

-H,0

Thiosulfinaty

Q Q
/\/S\S/\/ /S\S/\/

O

Q

/\/S\S/\/ /S\s/\/

(33)

9 Q
A Sigr ~O~g”

(34

0 9
/\/S\s/\/ /\/S\S/

Obrazek 18: Prekurzory: alliin (1), isoalliin (3) a methiin (2), thiosulfinaty: allicin (4) (Lanzotti, 2006).

Thiosulfinaty se tvori z S-alk(en)yl-L-cystein-S-oxidi, které se nachazi v cytoplazmé.

Skrze enzymatické Stépeni katalyzované alliinasou a C-S lyazou pfitomnou ve vakuolach,

dava S-alk(en)yl-i-cystein-S-oxid vzniku pfisluSnym sulfenovym kyselinam. Jedna

se o vysoce reaktivni meziprodukty, které okamzité tvofi thiosulfinaty kondenzacni

reakci (Obrazek 18 a 19) (Lanzotti, 2006; Lawson a Hughes, 1992).

sulfenové kyseliny

O
“Hy0 § R
[— Rl’ ~ Sz
thiosulfinat

~CH,CH=CH,

R!, R%:
~CH;

~CH=CHCHj

Obrazek 19: Kondenzac¢ni reakce dvou sulfenovych kyselin a vznik thiosulfindtu (Lanzotti, 2006).

V cesneku je nejvyznamnéj§im jiz vySe zminény allicin (4) (Obrazek 20) (Lanzotti,

2006).
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1 1
_S. R2 - —CH2CH:CH2
RI-S~g- NSy NF R!,R*: _CH=CHCH,
thiosulfinaty allicin —CH;
)

Obriazek 20: Obecna struktura thiosulfinata a allicinu (4) (Raminez a kol., 2016).

Dithiiny

Rozklad allicinu (4) vede k tvorbé diallylsulfidu (28). Rozklad jinym zptisobem dava
vzniknout rozkladnym produktim 2-vinyl-2,4-dihydro-1,3-dithiinu (29), 3-vinyl-3,4-
-dihydro-1,2-dithiinu (30) (Obrazek 21) a E/Z-ajoenu (31/32). Rozklad thiosulfinatu,
naptiklad vafenim, dava vzniku ajoentim, dithiinim, diallylsulfidu (28), diallyldisulfidu

a diallyltrisulfidu (Lanzotti, 2006; Raminez a kol., 2016).

S S
\ ~
S =
diallyl sulfid 2-vinyl-2,4-dihydro-1,3-dithiin 3-vinyl-3,4-dihydro-1,2-dithiin
(28) 29) 30)

Obrazek 21: Struktury diallylsulfidu (28) a dithiint (29, 30) (Lanzotti, 2006).

Ajoeny

Skupinu organosirnych slou€enin, nesoucich oznaCeni ajoeny, popisuji ve své studii
napt. Iberl a kol. (1990) nebo Hunter a kol. (2008). Struktury téchto latek uvadi
Obrazek 22.

S/\/\S/\/ 9 (”)
é\/\ 0 /\/S\/\/&S/\/ /S\/\/S\S/\/
@31 10)
Q Q
/S\/\/S\S/ /S\/\/S\S/\/

Obrazek 22: Struktury ajoenu (Lanzotti, 2006; Dethier, 2016).
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~ r

4  Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie a materialy
Chemikalie

* aceton (99,8%, p.a.) — FISHER CHEMICAL (Loughborough, Anglie).

= bezvody Gisty siran hofe&naty — LACH NER (Neratovice, CR).

» acetonitril (99,9%, p.a.) - SIGMA-ALDRICH (Saint Quentin-Fallavier, Francie).
» diethylether (99,5%, p.a.) — SIGMA-ALDRICH (Saint Quentin-Fallavier,

Francie).
Rostlinny material

=  Cesnek kuchynisky (Allium sativum) — zakoupen vroce 2021 v mistnim
obchodnim fetézci.
» lyofilizovana cibule (Allium cepa) — zakoupena v mistnim obchodnim fetézci,

zlyofilizovéana a rozemleta na prasek.
Ostatni material

*  SPE kolonky Discovery DSC-8 SPE (50 mg) — SUPELCO (Bellefonte, PE, USA).

* SPE kolonky Discovery DSC-18 SPE (100 mg) — SUPELCO (Bellefonte, PE,
USA).

= centrifugacni filtry (0,2 pm; 2 ml; PVDF) - WATREX (Praha, CR).

4.2 Pristroje

HPLC analyzy byly provadény pomoci pfistroje 1260 Infinity II preparative (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) s detektorem 1260 Infinity I DAD WR. Byla
pouzita analyticka kolona Kinetex C-8 (100 A; 250 x 4,6 mm; 5 um; Phenomenex). Pro
nalezeni optimalni separacni metody byly také testovany analytické kolony Biphenyl
(100 A; 250 x 4,6 mm; 5 pm; Phenomenex), Kinetex C-18 (100 A; 250 x 4,6 mm; 5 pum;
Phenomenex) a Kinetex F5 (100 A; 250 x 4,6 mm; 5 um; Phenomenex).
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Pro separaci a identifikaci latek pomoci UHPLC-PDA-MS/MS byl pouzit systém
sestavajici z kapalinového chromatografu Ultimate3000 (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA), detektoru diodového pole PDA-3000 a hmotnostniho spektrometru
pracuyjictho na principu linearni iontové pasti LTQ XL (ThermoFisher Scientific,

Waltham, MA, USA).

4.3 Gradienty pouzivané v HPLC

Metoda A
pritok cas H>0 + 0,05% CH;3CN + 0,05%
[ml/min] [min] HCOOH [%] HCOOH [%]
0,9 0 40 60
0,9 20 40 60
0,9 50 25 75
0,9 51 5 95
0,9 59 5 95
0,9 60 40 60
kolona Kinetex C8 (250 x 21,2 mm; 5 um; 100 A)

4.4 Optimalizace metody pro izolaci ajothiolani z Cesneku

kuchynského
4.4.1 Priprava vzorku

Cilem této bakalaiské prace bylo optimalizovat metodu pro izolaci ajothiolant, které
se v extraktu Cesneku kuchyniského wvyskytuji v omezeném mnozstvi. Podobnou
problematikou se zabyval Block a kol. vroce 2018, ktery ve své studii maceroval
homogenizovany Cesnek v acetonu, coz mélo mit za nasledek vyssi obsah ajothiolant
v Cesnekovém extraktu. Pro moznost posouzeni vlivu acetonu na mnozstvi ajothiolant
byl pfipraven srovnavaci vzorek, ve kterém byl aceton nahrazen destilovanou vodou
(vzorek A) a na zdkladé€ publikace Blocka a kol. (2018) byl pfipraven extrakt s oznacenim

vzorek B.
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Ptiprava vzorkli C a D byla postavena na piedpokladu, Ze pro tvorbu thiolanového
jadra v molekule ajothiolant je potieba dvou molekul isoalliinu (3), Obrazek 17, kterého
je v Cesneku velmi omezené mnozstvi (okolo 1,3 mg/g Cerstvého Cesneku). Jako zdroj
isoalliinu (3) byla pouzita lyofilizovana cibule (obsah isoalliinu (3) je okolo 0,5 mg/g
Cerstvé cibule) (Edwards a kol., 1994; Kubec a Dadakova 2009; Thomas a Parkin, 1994;
Yoo a Pike, 1998). Pro moznost posouzeni vlivu dodaného isoalliinu (3) byly pfipraveny
vzorky s odliSnym hmotnostnim pomérem alliinu (1) (hlavniho prekurzoru organosirnych

slouCenin v ¢esneku) a isoalliinu (3), tj. 1:3, resp. 1:5 (vzorek C, resp. D).

Vzorek A

Strouzky Cesneku byly oloupany a zvazeny (106,9 g). Po pfidavku 100 ml destilované
vody byly strouzky nésledné homogenizovany pomoci kuchyriského mixéru (PHILIPS,
HR2181 Robust). Homogenat byl ponechan 1 hodinu pfi laboratorni teploté a nasledné
filtrovan pifes platénko. Vzorek byl dvakrat extrahovan metodou piimé extrakce
diethyletherem (dale jen DEE) v poméru 1:1 (v:v; vzorek:DEE). V délici nalevce nedoslo
k rozdéleni obou fazi. Vznikla emulze byla vlozena na centrifugu (3 minuty, 4000 rpm).
Organické faze byly spojeny, presuseny bezvodym MgSO4 a opét zfiltrovany. DEE byl
na rotac¢ni vakuové odparce (dale jen RVO; ¢ < 30 °C) odpafen. Vysledkem byl tmavée

zluty extrakt typického ¢esnekového aroma.

Pted HPLC analyzou byl ziskany extrakt nafedén 2 ml acetonitrilu a precistén
pomoci C8-SPE kolonky. Vysledny extrakt (vzorku A; 456,7 mg) pasobil jemnym
olejovym charakterem, svétle zlutavou barvou a mél vyrazné Stiplavy zapach. Vzorek byl

pred dal§imi analyzami uchovéan pfi teploté —28 °C.

Vzorek B

Piiprava vzorku B byla provedena dle postupu Blocka a kol. 2018. Cesnekové strouzky
(146,8 g) byly zbaveny slupek, homogenizovany kuchynskym mixérem (PHILIPS,
HR2181 Robust). Pro dokonalejsi homogenizaci bylo k ¢esnekovym strouzkim ptidano

15 ml destilované vody. K homogenatu byl nasledné pfidan aceton v poméru 1:1
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(v:v; vzorek:aceton). Smés byla michdna pfi laboratorni teploté 24 hodin, prikryta

hodinovym sklem a obalena alobalem, aby se zamezilo pfistupu svétla.

Homogenat byl prefiltrovan ptes filtraéni papir a filtrat zbaven acetonu pomoci
RVO (r < 30 °C). Extrakce byla provedena analogickym postupem jako u vzorku A.
Ziskany extrakt byl na RVO zbaven DEE, posléze presusen bezvodym MgSQOs. Pied
naslednymi HPLC analyzami byl vysledny extrakt precistén pomoci C8-SPE kolonky.

Vysledny extrakt (vzorek B; 348,6 mg) byl oranzové barvy, olejového charakteru
a pfijemné viné (jemn¢jsi viné nez vzorek A). Pied dal§imi analyzami byl skladovan

pfi teploté —28 °C.

Vzorek C

K oloupanym strouzktim Cesneku (112,1 g) byla pfidana lyofilizovana cibule v mnozstvi
(67 g), ktery odpovida hmotnostnimu poméru alliinu (1): isoalliinu (3) 1:3. Vypocet

mnozstvi pridané lyofilizované cibule byl proveden na zakladé nasledujicich uvah:

» 1 g Cesneku praimérmné obsahuje 10,5 mg alliinu (1) a 1,5 mg isoalliinu (3)
» 1 glyofilizované cibule obsahuje okolo 3,3 mg isoalliinu (3)
» pozadovany hmotnostni pomér alliin (1):isoalliin (3) je 1:3 — na 1 g Cesneku

bylo pouzito 0,6 g lyofilizované cibule

Dale bylo ptfidano 250 ml destilované vody a Cerstvé strouzky Cesneku byly spole¢né
s lyofilizovanou cibuli homogenizovany kuchytiskym mixérem (PHILIPS, HR2181
Robust). Po pridani 300 ml acetonu, byla kadinka se vzorkem (z divodu ochrany pted
svétlem) obalena alobalem, ptikryta hodinovym sklem a za stalého michani ponechana

24 hodin pfi laboratorni teploté.

Nasledujici den byla smeés zfiltrovana pies filtraéni papir, aceton byl odpafen
na RVO (¢ <30 °C). Nasledny postup metodou piimé extrakce byl proveden dle shodného
postupu uvedeného u vzorku A. Vlivem pfidavku lyofilizované cibule obsahoval
vysledny extrakt chlorofyl, ktery bylo nutné pred HPLC analyzou odstranit. Pro tento ucel
byla vyuzita C18-SPE kolonka i s védomim nasledné C8-HPLC analyzy (C8-SPE

kolonka nedokaze chlorofyl zcela zachytit).
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Po precisténi extraktu C18-SPE kolonkou byl extrakt (vzorek C; 240,7 mg) tmaveé
Zluty s vyraznou cibulovo-¢esnekovou vuni. Pfed dal§imi analyzami byl vzorek uchovan

pfi —28 °C.

Vzorek D

Strouzky Cesneku byly oloupany (119,5 g), spolecné s lyofilizovanou cibuli (21,5 g)
vlozeny do kuchytiského mixéru (PHILIPS, HR2181 Robust) a homogenizovany. Takto
ptipraveny vzorek odpovida hmotnostnimu poméru alliin (1):isoalliin (3) 1:5. Stejnym
postupem vypoctu jako u vzorku C bylo zjisténo, ze na 1 g ¢esneku se piidalo 0,18 g
lyofilizované cibule. Po dokon¢eni homogenizace bylo do smési vlito 300 ml acetonu.
Vzorek byl pii laboratorni teploté 24 hodin michan (opét zatemnény alobalem a pfikryty
hodinovym sklem).

Nasledujici postup extrakce a precisténi vzorku C18-SPE kolonkou byl shodny

s vySe uvedenym pro vzorek C.

Vysledny extrakt (vzorek D; 312,7 mg) byl olejového charakteru s jemnou vini
cesneku se Spetkou cibule (méné vyrazné nez vzorek C). Pfed dalSimi analyzami byl

vzorek uchovan pii —28 °C.
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S  Vysledky a diskuse

Hlavnim cilem této bakalafské prace byla optimalizace HPLC/PDA metody pro izolaci

ajothiolant z extrakti Cesneku kuchyniského. Pro tyto ucely byly pfipraveny 4 vzorky:

» vzorek A, kde byl homogenizovany ¢esnek macerovan ve vode,

* vzorek B, kde byl homogenizovany ¢esnek macerovan v acetonu (Block a kol.,
2018),

» vzorek C, kdy bylak ¢esneku pfidana lyofilizovana cibule v hmotnostnim poméru
1:3 (lyofilizovana cibule je zdroj isoalliinu (3), viz Kapitola Ajothiolany,
Obrazek 17) rovnéz macerovan v acetonu,

* vzorek D, kdy bylak ¢esneku pfidana lyofilizovana cibule v hmotnostnim poméru

1:5, taktéz macerovan v acetonu.

Vzorek B byl pfipraven na zaklad€ publikace Blocka a kol. (2018), ve které ved]
piidavek acetonu ve fazi macerace homogenizovanych Cesnekovych strouzka ke zvysené
tvorbé ajothiolant. Pro porovnani téchto publikovanych vysledkt byl pfipraven vzorek

A, u kterého byla k maceraci pouzita misto acetonu pouze destilovana voda.

Vzorky A-D byly nasledné analyzovany metodou C8-HPLC/MS pro identifikaci
jednotlivych pikii na zakladé molekulovych hmotnosti. Vzorky pro tuto analyzu byly
ptipravovany vzdy shodnym postupem, aby bylo mozné i bez pouziti vnitfniho standardu
orientacn¢ stanovit kvantitativni zastoupeni ajothiolant v jednotlivych extraktech vzorka

A-D.
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Chromatogramy z HPLC/PDA analyzy vzork(i A—D znazortiuje Obrazek 23a—d.
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Obrazek 23: C8-HPLC/PDA chromatogram (Metoda A) vzorku: A (a), B (b), C (¢), D (d).
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Z vysledkti C8-HPLC/MS analyzy vzorkli A a B (Obrazek 24) vyplyva, ze dominantni
slouceninou cCesnekového extraktu byl allicin (4) s retenénim Casem (dale jen Ry)
17,3 minut bez ohledu na to, jestli byla pfi ptipraveé vzorku homogenizovaného cesneku
pouzita voda (Obrazek 23a) nebo aceton (Obrazek 23b). Identifikovany byly také jeho
polohové izomery (thiosulfinaty 33 a 34, R, 21,7-22,9 minut). Tyto thiosulfinaty byly v
obou vzorcich (A i B) pfiblizné ve stejném mnozstvi. Poslednimi identifikovanymi
latkami  byly (E/Z) ajoeny (31, resp. 32) s R¢ 37,4 minut, resp.
R¢ 45,1 minut. Pozadované ajothiolany A (9), resp. B (35) (R¢ 9,4-9,9 minut, resp.
R¢ 14,5-15,7 minut) byly v obou vzorcich pouze v minimalnim mnozstvi. Detailnimu

popisu identifikace ajothiolant bude vénovana zavérecna ¢ast této kapitoly.
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Obrazek 24: C8-HPLC/MS chromatogram (Metoda A) se znazornénim izolovanych slou¢enin u vzorku:

A (a), B ().

Vzorky C a D byly pfipraveny na zéaklad¢é piedpokladu, ze je potieba dvou molekul
isoalliinu (3) na tvorbu thiolanového jadra ajothiolant (viz Obrazek 17). Ponévadz je
v ¢esneku velmi malé mnozstvi isoalliinu (3) (okolo 1,3 mg/1 g Cerstvého Cesneku), byla
k nému jako zdroj isoalliinu (3) pfidana lyofilizovana cibule (obsahujici okolo 0,5 mg
isoalliinu (3)/1 g Cerstvé cibule) (Edwards a kol., 1994; Kubec a Daddkova 2009; Thomas
a Parkin, 1994; Yoo a Pike, 1998). Vzorek C byl pfipraven v poméru 1:3,
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alliin (1):isoalliin (3). Za ucelem zjisténi vlivu pfidavku isoalliinu (3) na tvorbu
thiolanového jadra ajothiolant, byl pfipraven srovnavaci vzorek D, ktery mél hmotnostni

pomér 1:5, alliin (1):isoalliin (3).

Obrazek 25 uvadi vysledky analyzy C8-HPLC/MS vzorkt C a D. Majoritni latkou byl
v obou vzorcich opét allicin (4, R 17,4 minut). Identifikovany byly také jeho polohové
izomery (thiosulfinaty 34 a 33; R 21,9-22,9 minut), stejné tak (E/Z) ajoeny (31, 32;
R¢ 37,5 minut, R¢ 45,1 minut). VSechny vySe zminéné latky byly pfitomny v piiblizné
stejném mnozstvi i u vzorkl A i B. Zde pridavek isoalliinu (3) nemél zadny vyrazny vliv
na obsah vySe zminénych sloucenin. To ovSem neplati u zbytku sloucenin, které byly
na zakladé MS dat identifikovany jako dva stereoizomery cepaenu (36;
R 42,4443 minut) (slouCeniny vyskytujici se v cibuli), jeho polohové izomery (37, 38,
39), vzniklé kombinaci prekurzort alliinu (1) a isoalliinu (3). Dalsi latky, které byly dfive
popsany v cibuli védeckou skupinou Kubec a kol. (2018), jako napft. allithiolan B (40;
R¢ 24,1-26,6 minut), jeho polohovy izomer (41, dosud bez trivialniho oznaceni;

R: 24,1-26,6 minut) a allithiolan C (42; R 26,5-31,5 minut).

Zaroven s allithiolanem C (42) byla identifikovana ve védecké literatufe dosud
nepopsand sloucenina elementarniho slozeni Ci2H2202S4 (43; R 26,5-31,5 minut).
Stereoizomery této slouceniny se diive podafilo izolovat z extraktu cibule s pouzitim
opakovanych HPLC/PDA frakcionaci. Pfesnd struktura této slouceniny byla
identifikovana na zakladé NMR dat. Lze tedy konstatovat, ze optimalizovany postup
pro izolaci ajothiolanti ze vzorkii C a D mize také slouzit pro snadnéjsi izolaci téchto

v literatufe dosud nepopsanych sloucenin C12H22002S4 (43; R¢ 26,5-31,5 minut).

Ajothiolany byly v extraktech vzorku C a D identifikovany ve vyS$Sich
koncentracich nez tomu bylo u vzorki A a B. Detailnimu popisu identifikace ajothiolant

ve vzorcich C a D bude vénovana zavérecna cast této kapitoly
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Obrazek 25: C8-HPLC/MS chromatogram (Metoda A) se zndzornénim identifikovanych sloucenin
u vzorku: C (¢), D (d).
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Obrazek 26: Vyfez C8-HPLC/MS chromatogramu (R; 0-17 min; Metoda A) se¢ znizornénim

identifikovanych ajothiolanu i jejich polohovych izomera u vzorku: A (a), B (b), C (¢), D (d).

Porovnani mnozstvi identifikovanych ajothiolani ve vzorcich (A, B, C, D) uvadi
Obrazek 26. Jak bylo popsano Blockem a kol. (2018), bylo skutecné identifikovano vétsi
mnozstvi ajothioland ve vzorku B (macerace v acetonu) nez ve vzorku A (bez acetonu).
Navic u vzorku B byl identifikovan i ajothiolan A (9), ktery se u vzorku s vodou neobjevil
v detekovatelném mnozstvi. Vzorky C a D (piidavek lyofilizované cibule jakozto zdroje

isoalliinu (3)) na zaklad¢ vysledka C8-HPLC/MS analyzy také obsahovaly ajothiolany,
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ale v mensim mnozstvi, nez bylo ocekavano. Mnozstvi ajothioland ve vzorku C a D bylo
opét nizké, ale jednoznac¢né vyssi nez u vzorkd A a B. Z ajothiolant byl identifikovan
ajothiolan B (35), ajothiolan A (9) a jeho polohovy izomer, tj. onionin A (44), ktery byl

jiz diive izolovan z cibule (Stefanova a kol., 2019).

Vyssi vyskyt ajothiolant (u vzorkih C a D) potvrzuje hypotézu, ze piidavek
isoalliinu (3) k Cesnekovému homogenatu vede k vyssi tvorb& organosirnych sloucenin

obsahujicich ve své molekule thiolanové jadro.

28



Zaver

Z.avér

Pro moznost optimalizace HPLC/PDA metody pro izolaci ajothiolant z Cesneku
kuchyniského (Allium sativum) byly ptipraveny celkem Ctyti vzorky, které se liSily

pocatecni fazi pripravy extraktu,

kvalitativni a semikvantitativni vyhodnoceni pfipravenych extrakti bylo

provedeno metodou C8-HPLC/MS,

vzorky C a D (tj. Cesnek obohaceny o isoalliin (3) ve formé lyofilizované cibule)
byly na zakladé ziskanych MS dat vyhodnoceny jako nejvhodnéjsi postup pro
HPLC izolaci ajothiolant, zaroven byl potvrzen piedpoklad (Obrazek 17),
ze zvySenim koncentrace isoalliinu (3) v homogenizovaném Cesneku je mozné
dosadhnout vyssi tvorby sloucenin, které ve své molekule obsahuji thiolanové

jadro, tj. i ajothiolant.
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8  Pouzité zkratky

ACSO S-alk(en)ylcystein-S-oxidy (S-alk(en)ylcysteine-S-oxides)

DAD detektor diodového pole (diode array detector)

DEE diethylether (diethyl ether)

HPLC vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (high-performance liquid
chromatography)

LTQ XL hmotnostni spektrometr s linearni iontovou pasti (linear ion trap mass
spectrometer)

MS hmotnostni spektrometer (mass spectrometer)

NMR nuklearni magneticka rezonance (nuclear magnetic resonance)

p.a. pro analyzu (per analysis)

PDA detektor diodového pole (photodiode array)

PVDF polyvinylidenfluorid (polyvinylidene fluoride)

rpm rotace za minutu (rotations per minute)

R¢ reten¢ni Cas (retention time)

RVO rotacni vakuova odparka (rotary vakuum evaporator)

SPE extrakce na pevné fazi (solid phase extraction)

UHPLC ultra ucinna kapalinova chromatografie (ultra-high performance liquid
chromatography)
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