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1. UVOD

Cesnekovité rostliny (¢eled Alliaceae L.) patii mezi celosvétové nejpouzivangjsi skupinu
rostlin nejenom v gastronomii, ale i v lidovém Ié¢itelstvi. Maji antifungicidni a antibakterialni
vlastnosti, které jsou pfipisovany sirnym slou¢eninam v téchto rostlinach obsazenych. Tato
Celed a zejména pak rod Allium L. zahrnuje napiiklad cibuli (Allium cepa L.), Cesnek
(A. sativum L.) a por (A. porrum L.)*. Cibule je kazdodenni sou&ésti potravy lidi na celém svéte.
Diky jeji oblibé svétova produkce a spotfeba této zeleniny neustale roste. Tento vzrist je
zaznamenan na obr. 1. Po rajéatech je cibule druhou celosvétové nejobjemnéjsi plodinou
na seznamu péstované zeleniny. Nejvyssi produkei cibule na svété se pysni asijské staty jako

Cina, Indie spolu s USAZ.
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Obr. 1: Celosvétova produkce cibule béhem let 1990 az 2009.
Cile prace

® Zamgéfit se na biologicky aktivni sirné slouceniny cibule, zejména pak kultivaru Allium

cepa var. tropea.

e Pripravit (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxid a vyvinout analytickou metodu pro jeho

stanoveni v redlnych vzorcich.



2. LITERARNI RESERSE

2.1 Historie péstovani cibule

Historie péstovani cibule je dobfe zdokumentovana a Ize vysledovat jeji ptvod
do sirokého okoli Indie a Izraele, kde jeji péstovani zacalo zhruba 3000 let pi. n. 1. a poté byla
ptivezena FéniCany do Evropy pied 2000 lety. Jeji botanicky nazev je ,,Allium cepa“, kde
LYAIlium®, jméno pouzivané Virgiliem, je odvozeno z keltského all = horko a ,.cepa“
od ,.caput®. V starovékém Egyptd se véfilo, Ze cibule je posvatné jidlo. Byla také hojné
konzumovéana Rimany a Reky, ktefi méli radi jeji chut’ a znali jeji 16¢ivé schopnosti. Proto
Plinius starsi, v jeho Naturalis historia, sepsal seznam 30 onemocnéni, ktera mohou byt 1é¢ena
cibuli, a poukazal na pokrmy obsahujici cibuli, které jsou jak léivé, stejné tak vyZivné a
chutné®. Rozlisujeme celkem t¥i zékladni barevné odridy cibule a sice Zlutou, bilou a &ervenou
(obr. 2). Specialnim kultivarem ¢ervené cibule je Tropeana (Allium cepa var. tropea) (obr. 3).
Zbarveni jeji slupky tzce souvisi s obsahem antokyanini. Allium cepa var. tropea a jeji
ptibuzné druhy z velké skupiny Alliaceae se pouzivaly hlavné jako jidlo, kofeni a bylinny
prostfedek po celém svété. Cibule jsou hlavni jedlou ¢asti s vyrazné silnou a pronikavou vini,

v mensi mife jsou konzumovany i zelené &asti a semena”.

Obr. 2: Bila, luta a dervena odrida cibule®.  Obr. 3: Specialni odrtida cibule Tropea®.

2 http://www.healthytimesblog.com/2011/07/onion-skin-could-produce-a-new-superfood-study-reveals/; stazeno dne 30. 10.
2011.
Phttp. freshplaza.it/news_detail.asp?id=39558; stazeno dne 2. 11. 2011.

2



2.2 Botanické zarazeni

Rostlinny druh Alllium cepa var. tropea rodu Allium patii do celedi Alliaceae
(Gesnekovité). Celed” Alliaceae spada do tadu Asparagales (chiestotvaré), dale do tiidy
Liliopsida (jednod¢lozné) a do oddéleni Magnoliophyta (krytosemenné rostliny).

2.3 Puvod a tradice péstovani cibule Tropea v oblasti jizni Italie

Do oblasti Stfedozemi a Kalabrie byla cibule podle historickych pramenti dovezena
Féni¢any a poté Reky. V obdobi stiedovéku a renesance se podilela na rozvoji mistniho
hospodatstvi a vyménného obchodu. Prodejem do zamoii se rozsifila do Tuniska, Alziru a
Recka. Ve spisech cestovateldl, ktefi navitivili pobiezi Kalabrie, se objevily zminky o b&zné
cervené cibuli. Na obr. 4 je kostel Santa Maria dell Isola na pobtezi Kalabrie. Ke konzumaci
cibule vedla fadu zemédélci v mésté Tropea predev§sim chudoba. Od 20. stoleti se cibule
z oblasti Tropea stala soucasti jak rodinnych zahradek, tak rozsahlejSich ploch. Po vybudovani
zavlazovanych péstebnich ploch se zvysila vynosnost a kvalita cibule. Na obr. 5 jsou zeny, které
obdélavaji plochy, na nichz se péstuje cibule Tropea. Pozdéji se cibule dostala na trh zemi

severni Evropy, kde je ¢asto vyhledavanou a oblibenou plodinou.

Obr. 4: Pobtezi Kalabrie®. Obr. 5: Tradice p&stovani®,

& http://www.tropeaholiday.it/english/typical-products-of-calabria.php; stazeno dne 2. 1. 2012.
b http://www.freshplaza.it/news_detail.asp?id=19700; stazeno dne 13. 2. 2012.
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Cibule ,,Cipolla Rossa di Tropea Calabria“ je znama po celé Italii. Je typicka pro venkov
a promitla se v fad¢ odvétvi v podobé mistnich kulinafskych specialit, jako soucast tradi¢nich
receptur, mluveného jazyka a lidovych tradic, coz zapficinilo pokusy o padé€lani jejiho oznaceni
a imitaci tohoto produktu. Na obr. 6 jsou mistni obyvatelé béhem tradi¢nich oslav, kde se
objevuje cibule Tropea. V mistnich obchodech lze zakoupit nezvyklé vyrobky z cibule, jako
jsou trvanlivé salamy, t&stoviny, marmelady nebo dokonce zmrzlina®. Na obr. 7 je marmelada

vyrobena z cibule Tropea.

Obr. 6: Mistni obyvatelé v tradi¢nich Satech®. Obr. 7: Marmelada z cibule Tropea®.

2.4 Senzorické vlastnosti cibule Tropea

A. cepa var. tropea kvete jak bilymi tak fialovymi kvéty. Charakteristickd je vyraznou
cibulkou, ktera je rozmé&rové stiedni az velka, prodlouZend nebo ovalna’. Jeji slupka je Gervena
az fialova. Jednotlivé vrstvy cibulky maji vétSinou nafialovély povrch, duZzina je bila. Vzhled a

barva cibule Tropea jsou patrné z obr. 8.

2 http://www.mondodelgusto.it/2008/05/11/eventi--sagre-e-feste-in-sardegna--sicilia--basilicata--calabria-e-molise--ndash--
giugno-e-luglio-2008/; stazeno dne 15. 1. 2012.

b http://www.eternisaporidicalabria.com/prodotti-tipici-calabresi/la-tropeana-cipolla-dolce-di-tropea-gr-220-p-

357 html?language=it; stazeno dne 17. 3. 2012.



Obr. 8: Rez cibuli Tropea®.

M4 jemn& sladkou chut a vynikd svou kiehkosti®. Prednosti je vyjime&né lehka
stravitelnost cibulek, kterd je dana nizkym obsahem sirnych latek. Diky tomu cibule
pti konzumaci nepali a nestipe. Proto je cibule ,,Cipolla Rossa di Tropea Calabria“ v syrovém
stavu hojné¢ konzumovana oproti bézné cibuli®, Vysev cibule Tropea se provadi od srpna
vétsSinou ve sponu 4-20 x 10-22 cm. Na jeden hektar pidy se vyséva 250000 az 900000 rostlin.

V jednom hnizd& jsou 4 cibulky®. Ptiklad zptisobu pé&stovani je na obr. 9.

Obr. 9: Priklad zpisobu péstovani®.

& http://www.agraria.org/coltivazionierbacee/aromatiche/cipolla.htm; stazeno dne 1. 3. 2012.
® http://newfield.locallygrown.net/market?items_per_page=50; stazeno dne 25. 10. 2011.
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2.5 Oblasti péstovani cibule Tropea pod registrovanou ochrannou

znamkou EU

A. cepa var. tropea péstovana v Italii (ital. ,,Cipolla Rossa di Tropea®) je zvlastni odrida
cervené cibule, ktera roste v n€kolika oblastech Kalabrie v jizni Italii zejména v okresech
Cosenza, Catanzaro a Vibo Valentia a nedaleko mésta Tropea®. Tyto oblasti jsou Eervené

oznaceny na obr. 10.
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Obr. 10: Mapa certifikovanych oblasti pro péstovani cibule Tropea v Kalabrii v jizni Italii

(Amantea, Nocera Tenirese, Briatico, Capo Vaticano)®.

Cibule Tropea se stala jednim z nejvice ocenovanych italskych zeméd¢lskych a
potravinaiskych produktia. Diky svym charakteristikam v bieznu 2008 ziskala chranénou
geografickou identifikaci (PGI) jako osvédCeni Evropské unie. PGI se tyka zemédé€lskych
produktt a potravin tzce souvisejicich s geografickou oblasti alesponn v jednom bodu produkce,
ptipravy nebo zpracovani. V kazdém piipadé PGI produkt roste v regionu, ktery je dan v jeho

ndzvu a musi mit prestiz, kterd mize byt pfipsana jeho geografickému ptivodu. Ucelem této

# http://www.bedandbreakfastincalabria.com/find_us.htm; stazeno dne 1. 3. 2012, upraveno.
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certifikace je chranit produkty proti podvodiim a imitacim a k ochran¢ konzumentli tim, Ze se
dozvédi informace o kvalité, organoleptickych vlastnostech a nutricnich hodnotach dané

potraviny’.

Diky svym specialnim vlastnostem je cibule Tropea produktem znamym po celém svéteé,
coz se odrazi v mistni i mezinarodni ekonomice. V roce 2008 se jeji produkce v Kalabrii
odhadovala na 20 000 tun. Skute¢na produkce Cervené cibule Tropea charakterizované PGI

zna¢kou byla mnohonasobn¢ vétsi, celkem 100 000 tun v uvedeném roce’.

2.6 Nutri¢ni a biologicky vyznamné vlastnosti cibule

Cibule (A. cepa) obsahuje tfi hlavni typy slouéenin, které maji antioxida¢ni ucinky
na lidsky organismus, kterych se vyuziva pro medicinské ucely. Mezi né patii S-alk(en)yl-
L-cystein S-oxidy, flavonoidy a sacharidy®. Antioxida¢ni vlastnosti rostlin rodu Allium jsou
zvlast’ zajimavé, protoze maji Spojitost s oxidativnimi stresy, $patnou kondici a aterosklerosou,
za které jsou zodpovédné piedevsim volné radikaly. Proto je cibule uzite¢nym prostfedkem
pfi 1é¢be a prevenci fady chorob, véetné rakoviny, koronarnich chorob srdce, obezity, zvyseného
cholesterolu, druhého typu cukrovky, zvySeného krevniho tlaku, Sedého zakalu a poruch
gastrointestinalniho traktu. Dulezitou roli maji také saponiny obsazené piedevsim v cibuli
Tropea (A. cepa var. tropea). Pfinasi Siroké spektrum biologického pouziti napiiklad
proti rakoving, zanétu, trombodze, blokaci iontovych kanalti, imunitni stimulaci a pusobi

proti vysokému tlaku®.



2.7 Chemické slozeni cibule Tropea

Chemickou analyzou semen cibule A. cepa var. tropea byl zjistén mirné vyssi obsah
vody a sacharidu (pfedevsim vlakniny), naopak nizsi obsah bilkovin a lipidd oproti bézné cibuli

(A. cepa )*°. Tyto nutriéni hodnoty jsou uvedeny v tab. I.

Tab. I: Chemické slozeni semen cibule Allium cepa var. tropea (%)™

voda bilkoviny lipidy sacharidy vlaknina
Allium cepa var. tropea 10,5 24,8 20,4 21,9 22,4
(semena)
Allium cepa (semena) 6-8 27,9 23,6 20,4 16,1
Allium cepa (cibule) 89,1 1,1 0,1 9,3 1,7

Derivaty cystein S-oxidu tvoii 1-5 % susiny. Tyto derivaty plni dtlezité funkce rostliny.
Slouzi ke spravnému prabéhu cyklu dusiku, siry a uhliku, k jejich skladovani, transportu

Vv rostling a schopnosti uchovavat proteinyg.

2.8 Prekurzory sirnych sloucenin cibule kuchynské — S-alk(en)yl-

L-cystein S-oxidy

Rostliny rodu Allium syntetizuji celou fadu sirnych derivati odvozenych od cysteinu®.
A. cepa syntetizuje celkem tii, a sice S-methylcystein S-oxid (methiin, 1), (E)-S-(1-propenyl)-
L-cystein S-oxid (isoalliin, 1) a S-n-propyl-L-cystein S-oxid (propiin, 111), jejichz struktury jsou

uvedeny na obr. 11. Slouceniny (1), (I1) a (I11) obsahuji dvé asymetricka centra (a-uhlik a atom

vvvvvv

Qr NH, Qj NH: Qr NH;
H,C™> ™ ~COOH HaC ™S> ">CO0H ch/\/s\/\COOH
S-methyl-L-cystein S-oxid (E)-S-(1-propenyl)-L-cystein S-oxid S-n-propyl-L-cystein S-oxid
(methiin, 1) (isoalliin, 11) (propiin, 111)

Obr. 11: Derivaty cysteinu pfitomné v cibuli kuchynské.
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2.9 Premeéna sirnych sloucenin v cibuli

Po rozruseni buné€k jsou tyto derivaty aminokyselin rozstépeny pomoci enzymu alliinasy
(C-S lyasy, E.C. 4.4.1.4) na prislusné sulfenové kyseliny. Naptiklad rozkladem isoalliinu (I1)
vznika 1-propensulfenova kyselina (1V), ktera je uc¢inkem dalsiho enzymu, lachrymatory factor
syntasy (LFS), konvertovana na slzotvorny thiopropanal S-oxid (V). Naopak spontanni
kondenzaci jednotlivych sulfenovych kyseliny vznikaji chutové vyrazné thiosulfinaty (Vla,
VIb). Schéma rozkladu isoalliinu je zaznamenano na obr. 12. VétSina vznikajicich sloucenin (V,

Vla, VIb) je pomérné nestalych a dale se rozklada na polysulfidy, thiosulfonaty a cyklické sirné

slouéeninyg.
Q NH, Q NH,
HyC ™SS COOH RS COOH
(E)-S-(1-propenyl)-L-cystein S-oxid alkenyl-L-cystein S-oxid
(isoalliin, 1)
l alliinasa l alliinasa
HaC ™ 5-0H -S-
3 R OH
1-propensulfenova kyselina sulfenové kyselina
(v) NG J
e
LF-syntasa
Q
thiopropanal-S-oxid thiosulfinat thiosulfinat
V) (Vla) (Vib)
R/VCHZ
R/\/CH3
R—-CHj;

Obr. 12: Schéma enzymového rozkladu isoalliinu a dalsich derivati cysteinu™.



3. DOSAVADNI VYZKUM SIRNYCH SLOUCENIN CIBULE
TROPEA

Obsahem a strukturou sloucenin siry, piedev§im S-alk(en)yl-L-cystein S-oxidd,
v semenech A. cepa var. tropea péstované v oblasti Tropeana se doposud zabyvala pouze
skupina Dr. Dini z Neapolské univerzity>'®. Analyza S-alk(en)yl-L-cystein S-oxidi p¥itomnych
v semenech cibule Tropea poskytla piekvapivé poznatky, nebot’ byla identifikovana fada
novych S-alk(en)yl-L-cystein S-oxidi. Kromé derivati jiz diivé objevenych v A. cepa, jako jsou
methiin (1), isoalliin (11) a propiin (111), byly v A. cepa var. tropea udajné identifikovany dalsi
slouceniny, a to S-ethyl-L-cystein S-oxid (ethiin, VII), S-allyl-L-cystein S-oxid (alliin, VIII) a
S-butyl-L-cystein S-oxid (butiin, 1X). Jejich ptitomnost je velmi piekvapiva, nebot v cibuli
kuchynské se tyto derivaty nevyskytuji. Spole¢né s nimi byla identifikovana jesté jedna nova
aminokyselina, a to (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxid (X). Pfitomnost tohoto derivatu byla
tidajné prokazana pouze v rostlinach rodu Allium cepa var. tropea vypéstovanych v jizni Italii°.
Je ziejmé, Ze piitomnost (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu (X) v rostliné¢ by potencionalné

vedla k tvorbé celé fady novych biologicky vyznamnych latek obsahujicich 3-penten-1-ylovou

skupinu.
Q" NH; Qy NH
HsC-5coon AsC S coon
S-ethyl-L-cystein S-oxid S-butyl-L-cystein S-oxid
(ethiin, V1) (butiin, 1X)
Qf NH, Qr H,
H,C7 >~ COOH HaC 2 "CO0H
S-allyl-L-cystein S-oxid (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxid
(alliin, VI111) (X)

Obr. 13: Derivaty cysteinu ptitomné v cibuli Tropea>.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité pristroje, chemikalie a zarizeni

4.1.1 Chemikalie

Pro syntézy byly pouzity lithium aluminium hydrid (LiAIH4, 95%), diethylether (extra
suchy), trifenylfosfin, dichlormetan (extra suchy), brom (99%) a L-cystein firmy ACROS
Organics (Geel, Belgie), (E)-pent-3-enova kyselina od firmy ALDRICH (Steinheim, Némecko),
hydroxid sodny, bezvody siran hotecnaty, peroxid vodiku (30%) a pentan firmy LACHNER
(Neratovice, CR), pyridin (99,8%) a aktivni uhli od firmy FLUKA (Buchs, Svycarsko), aceton a
kyselina chlorovodikova od firmy PENTA (Chrudim, CR).

Pro izolaci aminokyselin a stanoveni (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu ve vzorku
byly pouzity kyselina chlorovodikova (35%), amoniak (25%) a acetylchlorid firmy PENTA
(Chrudim, CR), hydroxid draselny, jodid sodny, chlorid cinaty a ninhydrin od spole&nosti
LACHEMA (Neratovice, CR), kyselina mravenéi (98%) a dichlormethan firmy LACHNER
(Neratovice, CR), pyridin a ethylester Kkyseliny chlormravendi firmy FLUKA (Buchs,
Svycarsko) a methanol (100%) firmy J. T. BAKER (Nizozemj).

Pro izolaci aminokyselin a stanoveni (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu ve vzorku
byly pouzity kyselina chlorovodikova (35%), amoniak (25%) a acetylchlorid firmy PENTA
(Chrudim, CR), hydroxid draselny, jodid sodny, chlorid cinaty a ninhydrin od spole&nosti
LACHEMA (Neratovice, CR), kyselina mraven&i (98%) a dichlormethan firmy LACHNER
(Neratovice, CR), pyridin a ethylester Kkyseliny chlormravendi firmy FLUKA (Buchs,
Svycarsko) a methanol (100%) firmy J. T. BAKER (Nizozemj).

Jako mobilni faze pfi HPLC analyzach byl pouzit acetonitril firmy J. T. BAKER
(Nizozemi). Pro ptipravu pufri byly pouzity dihydrogenfosfore¢nan draselny, hydroxid draselny
firmy LACHEMA (Brno, CR).
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4.1.2 PouZzité pristroje

e Plynovy chromatograf s hmotnostni spektrometrii (GC/MS)

Pfi plynové chromatografii byl pouzit plynovy chromatograf Varian 3800 (Varian, Palo
Alto, USA) s hmotnostnim detektorem Varian 4000 MS (Varian, Palo Alto, USA) a kapilarni
kolonou HP-5MS (30 m x 0,25 mm) s tloustkou filmu 0,25 um (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA). Nastiikova teplota byla 220°C, teplota detektoru 250°C, nosnym plynem bylo
helium o pratoku 1,3 ml/min. Po¢ate¢ni teplota byla 40°C, ktera po 3 minutach zacala stoupat az
na 220°C tak, ze se kazdou minutu zvysila o 2°C. Byla pouzita chemicka ionizace (Cl,

acetonitril) a ionizace elektronovym narazem (EIl, 70 eV).

e Kapalinovy chromatograf s detektorem diodového pole (HPLC/DAD)

Pro kapalinovou chromatografii byl pouzit bindrni systém vysokotlakych pump
Dynamax SD-210 (Varian, Palo Alto, USA), PDA detektor Varian ProStar 210 (Varian, Palo
Alto, USA) a:

a) analyticka kolona Varian Microsorb - MV 100-5 C-18 (250 x 4,6 mm, 5 pum).
Davkovaci stfikackou Hamilton Varian (20 pl) byl nastfikovan objem 20 pl. Pritok mobilni faze
byl 0,9 ml/min. Mé&feni probihalo pii vinové délce 220 nm. V tab. Il je uveden pomér slozek

mobilni fdze HPLC v jednotlivych ¢asovych intervalech.

Tab. I1: Mobilni faze HPLC.
Slozeni mobilni faze: A — dihydrogenfosfore¢nan draselny (50 mM; pH = 5,5)

B — acetonitril
Mobilni faze Cas (min)
0 15 18 23 25
Zastoupeni A (%) 97 97 20 20 97
Zastoupeni B (%) 3 3 80 80 3

b) preparativni kolona Varian Microsorb — MV 100-5 C-18 (250 x 21,4 mm, 5 um).
Nastfikovany objem byl 1 ml jednorazovou injekéni stiikaCkou NORM-JECT (1 ml). Pratok
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mobilni faze byl 18 ml/min. Méfeni probihalo pfi vinové délce 240 nm. V tab. 1l je uveden

pomeér slozek mobilni faze HPLC v jednotlivych ¢asovych intervalech.

Tab. I11: Mobilni faze HPLC.
SloZeni mobilni faze: A — dihydrogenfosfore¢nan draselny (50 mM; pH = 5,5)

B — acetonitril
Mobilni fize Cas (min)
0 17 20 23 25
Zastoupeni A (%) 97 97 50 50 97
Zastoupeni B (%) 3 3 50 50 3

¢ NMR spektrometr

Pro méfeni byl pouzit NMR spektrometr Varian INOVA (500 MHz). *H, *C NMR spektra
byla zmé&fena Prof. RNDr. Janem Schramlem, DrSc. (Ustav chemickych procest, AV CR).
Spektra byla méfena v CDCls.

13



4.2 Metody a postupy

4.2.1 Syntéza (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu
Na obr. 14 je uvedeno schéma syntézy (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu (X), kterou lze

rozdé¢lit celkem do Ctyi krok:

~">COOH

(E)-pent-3-enova kyselina
(X1)

LiAIH,

/\/\/OH

(E)-pent-3-en-1-ol
(XI11)

I. PhsPBr

/\/\/Br
(E)-5-brompent-2-en
(X111)

1. L-cystein

NH,
S S coon

(E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein
X1V)

V. H20,

O NH,

0 S¢COOH

(E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxid
(X)

Obr. 14: Schéma syntézy (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu.
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Redukce (E)-pent-3-enové kyseliny: 1.krok

~"cooH + LiAIH, - XOH
(E)-pent-3-enova kyselina  lithium aluminium hydrid (E)-pent-3-en-1-ol
(X1) (XI1)

Obr. 14 : Priprava pent-3-en-1-olu.

Syntéza byla provedena podle nasledujiciho postupu®. Tiihrdl4 baiika (1 I) byla opatiena
zpétnym chladi¢em se zatkou (NaOH) a ptikapavaci nalevkou. Do této banky bylo odméfeno
200 ml diethyletheru a pomalu pfisypano 4,572 g lithium aluminium hydridu za chlazeni
ledovou tfisti. Pomoci piikapavaci nalevky bylo pomalu za neustalého michani piikapavano
10 ml (E)-pent-3-enové kyseliny v 75 ml diethyletheru. Po 45 min bylo k reakéni smési
piikapano 10 ml destilované vody a 150 ml kyseliny chlorovodikové (1 M). Vytvotily se dvé
vrstvy, vodna faze byla znovu extrahovana 150 ml diethyletheru. Spojené organické faze byly
ptesuseny ptidavkem siranu hofeénatého a zakoncentrovany na rota¢ni vakuové odparce. Takto
ziskany produkt byl piecistén destilaci za snizeného tlaku (70-75°C/110 mm). Cistota a identita
ziskaného (E)-pent-3-en-1-olu (XII) byly ovéteny pomoci GC/MS (obr. 17 a 18). Vytézek této
reakce byl 79 %.

Bromace (E)-pent-3-en-1-olu: 1. krok

trifenylfosfin

OH S ~_Br
TN + B2 ichlormetan
(E)-pent-3-en-1-ol (E)-5-brompent-2-en
(X11) (X1

Obr. 14: Priprava (E)-5-brompent-2-enu.

Syntéza byla provedena podle nasledujiciho postupu®®,*. V t¥ihrdlé bafice (1 1) bylo
ve 200 ml dichlormetanu rozpusténo 41,48 g trifenylfosfinu. Obsah tiihrdlé banky byl chlazen
na vodni lazni s ledem za neustalého michani. K obsahu tfihrdl¢ banky byl pfidan roztok 25,25 g
bromu ve 20 ml dichlormetanu a poté jesté dalsich 50 ml dichlormetanu. Po 30 min michéni
byla po kapkach ptidana smés 10 ml dichlormetanu, 6,4 ml pyridinu a 6,8 g pfipraveného
(E)-pent-3-en-1-olu (XI1). Po 3 hodinach michani pii laboratorni teploté bylo pfidano 180 ml
dichlormetanu. Obsah tiihrdlé banky byl tfepan 3 x 100 ml destilované vody. Spojené organické
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faze byly presuseny pomoci siranu hotfec¢natého, zahustény na RVO pti 25°C za vzniku krystalt
trifenylfosfoxidu. Ke vzorku bylo ptidano 250 ml pentanu a po 15 min stani byl vysrazeny
trifenylfosfoxid odfiltrovan za sou¢asného promyti 100 ml pentanu. Ziskany filtrat byl zahustén
na RVO. Vznikla ¢ird viskozni kapalina, jejiz Cistota a identita byly ovéfeny pomoci GC/MS

(obr. 19 a 20). Vytézek této reakce byl 34,9%.

Reakce (E)-5-brompent-2-enu a L-cysteinu: I11. krok
NH,
NH, ethanol, NaOH
(E)-5-brompent-2-en L-cystein (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein
(XI) (XIV)

Obr. 14: Piiprava (E)-S-(3-pentenyl)-L-cysteinu.

Tento krok syntézy byl proveden podle nasledujiciho postupu®. V reakéni batice bylo
smichano 3,03 g L-cysteinu (25 mmol), 50 ml ethanolu a 40 ml 1 M hydroxidu sodného.
Poochlazeni  smési na  laboratorni  teplotu k ni  bylo pfidano 5,09
(E)-5-brompent-2-enu (X111) (33% piebytek). Smés byla v banice michana pii laboratorni
teploté do druhého dne, pak byla okyselena koncentrovanou kyselinou mravenéi na pH = 6.
Béhem této neutralizace doslo k vysrazeni bilé krystalické latky, ktera byla zfiltrovana. Cistota a
identita produktu byly ovéteny pomoci NMR (obr. 23). Vytézek této reakce byl 67 %.

Oxidace (E)-S-(3-pentenyl)-L-cysteinu: 1V. krok

NH, H.O Oﬁ'z
(E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxid
(XIV) (X)

Obr. 14:.Piiprava (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu.

Dalsi krok syntézy byl proveden podle nasledujiciho postupuls. V baiice obsahujici
roztok slozeny ze 70 ml destilované vody a 1 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové bylo
rozpusténo 1,89 g (0,01 mol) (E)-S-(3-pentenyl)-L-cysteinu (X1V). Ke vzniklé suspenzi bylo
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za neustalého michani pfi laboratorni teploté ptikapavano 1,2 ml 30% peroxidu vodiku (15%
prebytek). Smés byla michana ptes noc. Druhy den byla ke smési pfisypana 1zi¢ka aktivniho
uhli, smés byla zfiltrovana a odpafena na RVO pii 40°C za vzniku bilé krystalické latky (viz

obr. 24). Tento produkt byl poté ptecistén pomoci preparativni HPLC.
Rozdéleni latek pomoci preparativni HPLC

Do srdcové banky (50 ml) bylo navdazeno 506 mg produktu a nésledné rozpusténo
ve 20 ml pufru (KH,PO4, 50 mM, pH 5,5). Roztok byl piefiltrovan pies stiikackovy filtr.
Nasttikovalo se 1 ml roztoku. Nastiiky byly opakovany az do uplného spotiebovani roztoku
(celkem 19 nastiiki), pficemz se zadané frakce jimaly do zasobnich lahvi (100 ml). Najimané
frakce (reten¢ni cas 14,8 min) byly spojeny a nasledné lyofilizovany az do kompletniho
vysublimovani rozpoustédla. Ziskané krystalky byly rozpustény v malém mnozstvi vody
nutném k uplnému rozpusténi vzorku a postupné byl ptikapavan aceton v poméru 1:1 k vode¢.
K dokonéeni krystalizace byla banka uchovavana pfes noc v lednici. Nasledovala filtrace
ptes Hirschovu nalevku za snizeného tlaku, filtra¢ni kola¢ byl pteveden do vazenky a nechal se
volng odpafit zbytek rozpoustédla. Cistota a identita produktu byly ovéfeny pomoci NMR
(obr. 24).

4.2.2 Analytické stanoveni (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu

V realném vzorku

Vzorkem byla cibule Tropeana Lunga (Allium cepa var. tropea) vypéstovana ze seminek
zakoupenych od spole¢nosti Nohel Garden (Dobfis), ¢islo Sarze: 8-0051-69505-01 (obr. 15).
Tato cibule byla vypéstovana na pozemcich Pedagogické fakulty v arealu JU ve Ctyfech

Dvorech v roce 2011.
Izolace aminokyselin z rostlin

Vzorek cibule Tropeana Lunga (A. cepa var. tropea) (52,3 g) byl extrahovan 2 x 200 ml
sm&si methanolu/H,O/HCI (90/9/1; vIvIV)*™. Po odpafeni rozpoustédla na rotaéni vakuové
odparce pii 40°C byl objem doplnén na 50 ml a hodnota pH extraktu upravena na 2,5 pomoci

pevného KOH. Takto piipraveny extrakt (25 ml) byl nanesen na kolonu katexu (Amberlite
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IR-120, H*; 15 cm x 2 c¢m). Kolona byla promyta 100 ml destilované vody, ¢imz se odstranily
interferujici latky ze vzorku. Aminokyselinova frakce byla ziskana promytim kolony 200 ml
1 M roztoku amoniaku. Ziskana frakce byla odpatfena na RVO a derivatizovana pomoci ethyl-

chlormravendéanu.

-~ Gibule |

Obr. 15: Safek se semeny cibule Tropeana Lunga zakoupené od spole¢nosti NOHEL
GARDEN?,

Ovéfeni pritomnosti (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu (X) pomoci GC/MS

Ovéfeni ptitomnosti (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu (X) ve vzorku cibule Tropea
bylo provadéno pomoci plynové chromatografie (GC/MS). Standardem byl syntetizovany
(E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxid (X) a vzorkem byl extrakt z cibule Tropeana Lunga (Allium
cepa var. tropea). Pfed chromatografickym délenim byla provedena derivatizace pomoci ethyl-
chlormravencanu (obr. 16). K extraktu aminokyselin ze vzorku bylo ptidano 400 pl smési
ethanol/voda/pyridin  (32/60/8, v/vlv) a dale se piidalo 200 ul ethylesteru kyseliny
chlormravenc¢i. K této smési se pridal vodny roztok Nal (1 g/ml) a dvé kapky acetylchloridu.

& foto autorky.
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Vzorek byl ponechan 24 hodin v klidu pfi laboratorni teploté a poté se pridal chlorid cinaty
do odbarveni jodu. Vznikla smés byla extrahovana 0,4 ml dichlormethanu. Dichlormethanova

faze byla poté analyzovana pomoci GC/MS™.

Schéma derivatizace a redukce (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu (X) je na obr. 16.

w8
S HAcoon clI” o7

(E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxid ethylester chlorformiatu

(X)
-2 HCl

-2 CO,
NH
Q
/\/\/SJ}(OM
O

N-ethoxyethylester (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu
(XV)

Nal

N-ethoxyethylester (E)-S-(3-pentenyl)-L-cysteinu
(XVI)

Obr. 16: Derivatizace a redukce (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu.
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5. VYSLEDKY

5.1 Syntéza (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu

Syntézu (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu (X) Ize rozdélit celkem do ¢ty krokd:
I. Redukce (E)-pent-3-enové kyseliny (pomoci LiAIH,)

Vychozi latkou byla (E)-pent-3-enova kyselina (XI) (95% Ccistota), ktera ma zadanou
geometrickou konfiguraci (E) na dvojné vazbé. Tato sloucenina je komeréné dostupna.
Redukénim ¢inidlem byl lithium aluminium hydrid, ktery neovlivituje (E) konfiguraci dvojné
vazby a zaroven je schopen redukovat karboxylovou skupinu na skupinu hydroxylovou.
Redukci (E)-pent-3-enové kyseliny (XI) se podatilo ziskat (E)-pent-3-en-1-ol (XII) s vytézkem
79 %. Tento produkt obsahoval i nepatrné mnozstvi (Z) izomeru (dle GC analyzy). Bod varu
této kapaliny je 70-75°C (pti 110 mm Hg). Pii ovéfovani Cistoty ziskaného produktu pomoci
plynové chromatografie (GC/MS) byl ziskan chromatogram, ktery je uveden na obr. 17 (viz

ptiloha) a hmotnostni spektrum, které je uvedeno na obr. 18 (viz pfiloha).

(E)-Pent-3-en-1-ol (X11) ma molekulovou hmotnost 86 g/mol. Jeho hmotnostni spektrum je:
86 (1) 71 (19) 68 (32) 55,1 (25) 41 (35) 32 (100) 28 (16) (m/z, rel. %).

I1. Bromace (E)-pent-3-en-1-olu za vzniku (E)-5-brompent-2-en

Alkoholova skupina je substituovana bromem. K bromaci se pouziva brom navazany
na trifenylfosfin (PhsPBr), ktery je Setrnéjsi vzhledem ke konfiguraci dvojné vazby (E). Vznikla
¢ira viskozni kapalina (E)-5-brompent-2-en (XI111) s vytézkem 35 % a nepatrné mnozstvi (Z)
izomeru. Pfi ovéfovani jeho Cistoty pomoci plynové chromatografie (GC/MS) byly ziskany
chromatogramy (E)-5-brompent-2-enu (XI111), které jsou uvedeny na obr. 19 a 21 (viz ptilohy),

a hmotnostni spektra, jejichz zaznam je uveden na obr. 20 a 22 (viz ptilohy).

(E)-5-Brompent-2-en (X111) ma molekulovou hmotnost 150 g/mol. Pfi pouZiti ionizace narazem
elektronu (EI) bylo jeho hmotnostni spektrum: 149 (1,5) 148 (1,8) 95 (4,5) 81 (6) 69 (100) 67
(17) 55 (10,5) 39 (7,5) (m/z, rel. %). Pfi pouziti chemické ionizace (CI) bylo jeho hmotnostni
spektrum: 151 (98) 149 (100) 108 (3,5) 94 (2,8) 83 (10,5) 81 (12) (m/z, rel. %). Tato spektra
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obsahovala izotopické klastry typické pro monobromderivaty (brom se vyskytuje ve 2
izotopech, "Br a ®'Br), proto hmotnostni spektrum kon&i molekulovymi ionty 151 (98) a 149
(100).

I11. Reakce (E)-5-brompent-2-enu s L-cysteinem

Dochazi k substituci za pouziti hydroxidu sodného, ktery vytvaii sodnou sil L-Cysteinu.
Sal poté reaguje s (E)-5-brompent-2-enem (XII1) za vzniku (E)-S-(3-pentenyl)-L-cysteinu
(XIV). Vznikl (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein (XIV) s 67% vytézkem. Jeho Cistota byla ovéfena
pomoci NMR spektrometrie. Bylo ziskano *H NMR spektrum, které je uvedeno na obr. 23 (viz

priloha) a hodnoty *H a **C chemickych posunii jsou uvedeny v tabulce IV.

IV. Nasledna oxidace (E)-S-(3-pentenyl)-L-cysteinu za vzniku (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein

S-oxidu

Oxidaci (E)-S-(3-pentenyl)-L-cysteinu (X1V) peroxidem vodiku byla ziskana smés dvou
diastereomert (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu (X) lisicich se absolutni konfiguraci

na atomu siry.

Na obr. 24 je uveden HPLC chromatogram téchto latek. Vysledné diastereomery (E)-S-
(3-pentenyl)-L-cysteinu byly poté oddéleny pomoci preparativni HPLC/DAD. V piirodé se

vyskytujici diastereomer (Rc,Ss) byl eluovan ve 14,8 minuté.

21



mAL A 1

- N

}
2004
|

1
{
1504
{

..............................................................................

Obr. 24: Chromatogram produkti oxidace (Cisly 1 a 2 jsou oznaCeny diastereomery

S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu, jimana byla slou¢enina oznacena ¢islem 2).

Cistota najimané latky byla kontrolovana pomoci vysokou&inné kapalinové
chromatografie (HPLC). Chromatogram najimané frakce je soucasti ptilohy na obr. 25. Tato
sloucenina byla také spektralné charakterizovana pomoci nuklearni magnetické rezonance
(NMR). NMR spektrum (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu (X) je na obr. 26 (viz pfiloha).
V tab. IV jsou porovnany hodnoty chemickych posunu (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu (X)
syntetizovaného V této praci s hodnotami posunti publikovanymi pro tutéz slouceninu ziskanou
zcibule Tropea®. Dale jsou zaznamenany hodnoty 'H a *C chemickych posuni
(E)-S-(3-pentenyl)-L-cysteinu (XIV).
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Tab. IV: Porovnani chemickych posunti namétenych signald.

1 2 3 5 6 7 8 9
" 408 310 291 235 554 539 153
(X)* 3,33

Bc 171,7 509 51,0 52,2 252 1270 1291 173

376 306 378 294 582 582 155
(X)° 3,40 3.06

B¢ 1732 55,0 54,3 53,8 33,7 132 1204 18,0

377 280 241 206 536 523 140
(XIV) 2,01

B¢ 1723 533 31,8 31,7 314 1278 1291 17,2

® Latka ziskana v této praci (mé&feno v D,0). ° Posuny uvedené pro latku (X) v praci Dini a spol.

(mé&feno v CD3;0D),

5.2 Stanoveni (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu ve vzorku
cibule Tropeana Lunga
Pro ovéteni ptitomnosti (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu (X) v rostliné rodu A. cepa
var. tropea byla pouzita plynova chromatografie s hmotnostni detektorem (GC/MS). Jako
standard byl pouzit syntetizovany (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxid (X) a vzorkem byl
aminokyselinovy extrakt z rostliny cibule Tropeana Lunga po derivatizaci ethyl

chlormravené¢anem.
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Chromatogram aminokyselinového extraktu ziskany pii plynové chromatografii
s hmotnostni detekci (GC/MS) je uveden na obr. 27.

kCourts{ 40350

odpovida standardu

10 15 pzo > g

Obr. 27: Chromatogram aminokyselin obsazenych ve vzorku cibule Tropeana Lunga.
Sipka v chromatogramu oznaduje misto, kde by se mél nachazet pik (E)-S-(3-pentenyl)-
L-cystein S-oxidu (X) (retenéni ¢as 22,3 min). Z chromatogramu je jasné, ze (E)-S-(3-pentenyl)-

L-cystein S-oxid (X) nebyl v analyzované rostliné cibule Tropeana Lunga pfitomen.
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6. DISKUZE

Pomoci ctytkrokové organické syntézy a preparativni HPLC byl ziskan
(E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxid (X), ktery byl pouzit jako standard pii jeho stanoveni
v realném vzorku cibule Tropea. Hodnoty chemickych posuni NMR spekter ziskané
ze syntetizovaného (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu (X) byly porovnany s hodnotami
uvedenymi v literatuie®. Byly zjistény uréité rozdily v chemickych posunech jednotlivych
signaltl, které vsak mohly byt zplisobeny pouzitim rozdilnych rozpoustédel pii méfeni, které
jsou zaznamenany v tab. 1V. Z hodnot chemickych posunit NMR spekter je jasné, Ze se jedna

0 (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxid (X) objeveny Dr. Dini a spol. v cibuli Tropea.

V cibuli Tropeana Lunga vypéstované v nasich podminkach nebyla prokazana
ptitomnost (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu (X) identifikovaného v roce 2008 Dini a spol.
v semenech cibule Tropea vypéstované v oblasti Kalabrie. Je mozné, Zze piitomnost
(E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu (X) tzce souvisi s podminkami, za kterych je rostlina

péstovana, jako jsou naptiklad slozeni pidy, obsah Zivin v piid¢€ a podnebi v dané oblasti.
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7. ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo pripravit (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxid (X). Tuto
slouceninu se podafilo ziskat pomoci Ctyfkrokové syntézy a zavérecného precisténi pomoci
preparativni HPLC. Identita této slouceniny byla jednoznacné potvrzena pomoci 'H a *Cc NMR

spektrometrie.

Dalsim cilem bylo vyvinout analytickou metodu pro stanoveni této slouceniny
v redlnych vzorcich konkrétné ve vzorku cibule Tropeana Lunga. Pouzitd metoda spociva
v derivatizaci ethyl-chlormraven¢anem a nasledné analyze pomoci GC/MS. Touto metodou bylo

zjisténo, ze (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxid (X) nebyl v analyzovaném vzorku pfitomen.

Vyskyt této sirné slouceniny v cibuli Tropea je pfedmétem dal§iho zkoumani. Otazkou
zlstava, zda je tato latka v cibuli Tropea skute¢né pfitomna. A pokud ano, zdali je jeji vyskyt

podminén mistem, kde je tato cibule péstovana.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
GC plynova chromatografie

TLC chromatografie na tenké vrstve

NMR nukledrni magneticka rezonance

MS hmotnostni detekce

DAD detektor diodového pole

El ionizace elektronovym narazem

Cl chemicka ionizace

RVO rota¢ni vakuova odparka
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10. PRILOHY
Pii ovéfovani Cistoty (E)-pent-3-en-1-olu pomoci plynové chromatografie (GC) byl
ziskdn chromatogram, ktery je na nasledujicim obrazku a pod nim nasleduje obrazek jeho

hmotnostniho spektra.
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Obr. 17: GC chromatogram (E)-pent-3-en-1-olu.
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Obr. 18: Hmotnostni spektrum (E)-pent-3-en-1-olu za ionizace EI.
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Pii ovéfovani Cistoty (E)-5-brompent-2-enu pomoci plynové chromatografie (GC) byl
ziskdn chromatogram, ktery je na nasledujicim obrazku a pod nim nasleduje obrazek jeho

hmotnostniho spektra.
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Obr. 19: GC chromatogram (E)-5-brompent-2-enu.
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Obr. 20: Hmotnostni spektrum (E)-5-brompent-2-enu za ionizace EI.
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Pii ovéfovani Cistoty (E)-5-brompent-2-enu pomoci plynové chromatografie (GC) byl
ziskdn chromatogram, ktery je na nasledujicim obrazku a pod nim nasleduje obrazek jeho

hmotnostniho spektra za pouziti chemické ionizace.
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Obr. 21: GC chromatogram (E)-5-brompent-2-enu za ionizace CI.
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Obr. 22: Hmotnostni spektrum (E)-5-brompent-2-enu za ionizace CI.
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Na obrazku 23 je NMR spektrum (E)-S-(3-pentenyl)-L-cysteinu.
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Obr. 23: NMR spektrum (E)-S-(3-pentenyl)-L-cysteinu.
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Na obrazku 25 je chromatogram (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu ziskany pomoci

preparativni HPLC.

mAU

50 .

40— —

30 -

20- -

. | O S E

R S o e —— =

2'5 50 7’5 10.0 12.5 15.0 175

minutes

Obr. 25: HPLC chromatogram kontroly ¢istoty (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu.
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Na nasledujicim obrazku 26 je NMR spektrum (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu ziskaného
pfi jeho syntéze.
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Obr. 26: NMR spektrum (E)-S-(3-pentenyl)-L-cystein S-oxidu.
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