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SOUHRN

Tato prace je zaméfena na studium barevnych sloucenin, které vznikaji béhem
zpracovani Cesneku, cibule, poru a ostatnich, v potravinaiském primyslu doposud méné
vyuzivanych ¢esnekovitych rostlin, jako je cibule obii (Allium giganteum Regel) nebo
Cesnek sicilsky (Allium siculum Ucria Lindl). Zatimco pfi zpracovani ¢esneku dochazi
k tvorbé Cervenych, zelenych ¢i modrych latek, v ostatnich studovanych druzich se tvofi
rizové az Cervené zbarveni. Tvorba barevnych sloucenin ovSem vyznamné sniZuje
senzorickou kvalitu produkti z téchto zelenin a zplsobuje jejich zpracovatelim

nezanedbatelné ekonomické ztraty.

Vzhledem k mimoradné komplexnosti procesii vedoucich k tvorbé barevnych latek
v redlnych vzorcich byla struktura téchto sloucenin a pravdépodobny mechanismus
jejich vzniku studovan pomoci modelovych systému, véetné vyuziti celé fady izotopove
substituovanych latek. Byl vypracovan postup vedouci k tvorbé téchto sloucenin, jejich

1zolaci, precisténi, rozdéleni pomoci HPLC a nasledné identifikaci pomoci NMR a MS.

Bylo zjiSténo, ze tyto slouceniny jsou velmi pestrou smési oligomera
N-substituovanych derivatd 3,4-dialkylpyrrolt, ve kterych jsou pyrrolova jadra
propojena tfi- nebo jednouhlikatym mustkem. V cesneku bylo detekovano sedm
hlavnich barevnych latek (Amax 418-597 nm), v cibuli a poru bylo charakterizovano
celkem 14 barevnych sloucenin (Amax 410-634 nm), pficemz vétSina téchto latek ma
stejny zékladni strukturni skelet, jenz se 1iS§i pouze strukturou postrannich fetézcu.
V homogenatech cCesneku sicilského bylo charakterizovano celkem Sest hlavnich
barevnych latek (Amax 430-580 nm), z nichz vSechny vykazovaly znac¢nou strukturni

analogii s barevnymi latkami nalezenymi v cibuli a poru.

Na zékladé ziskanych dat byl navrzen i pravdépodobny mechanismus vzniku téchto
barevnych sloucenin. Primarnim prekurzorem barevnych latek vznikajicich v ¢esneku,
cibuli a poru je sirna aminokyselina isoalliin, zatimco v ¢esneku sicilském to je jeji
vysSi homolog homoisoalliin. Bylo zjiSténo, Ze nezanedbatelnou ulohu pii tvorbé
barevnych sloucenin vSak hraje také methiin. Po naruseni pletiva dochdzi k enzymové
katalyzovanému rozkladu téchto sirnych aminokyselin na pfislusné sulfenové kyseliny,

jejichz  kondenzaci dochazi k tvorbé nestabilnich thiosulfinati. Naslednymi



neenzymatickymi reakcemi jejich rozkladnych produkti s aminokyselinami pak

vznikaji barevné latky.

Zcela odliSnym mechanismem ovSem vznika Cerveny pigment v cibuli obii. Bylo
prokézéno, ze prekurzorem téchto barevnych latek je S-(2-pyrrolyl)cysteinsulfoxid,
ktery je po naruseni pletiva rozStépen alliinasou na 2-pyrrolsulfenovou kyselinu, ktera
se posléze v nckolika krocich spontdnné pieménuje na cerveny 2,2'-epidithio-

3,3'-dipyrrol.

Vzhledem k chemické povaze procest vedoucich k tvorbé studovanych barevnych
latek lze konstatovat, Ze jejich vzniku lze pfedchazet jen velmi obtizné, nebot’
prekurzory téchto sloucenin jsou aminokyseliny (isoalliin, alliin a methiin), které jsou
zaroven klicovymi prekurzory latek, které se podili na tvorbé typického a zadaného

aroma ¢esnekovitych rostlin.

KLICOVA SLOVA: rtzovéni cibule, zelenani ¢esneku, Maillardova reakce, Allium

cepa, Allium sativum, Allium porrum, Allium giganteum, Allium siculum



SUMMARY

The thesis is focused on study of color compounds arising during processing of
alliaceous plants such as garlic, leek, and onion. Discoloration of two less known Allium
species, giant onion (Allium giganteum Regel) and Sicilian honey garlic (Allium siculum
Ucria Lindl), was also examined. While red, green or blue compounds are formed
during processing of garlic, pink to red compounds are formed in the other studied
species. The formation of these compounds significantly lowers sensory quality of these

vegetables which causes considerable economical losses.

Due to extreme complexity of the processes leading to formation of color compounds
in real homogenates, the structure of the compounds and their formation pathways were
studied by using of model systems including a wide range of isotopically-labeled
compounds. A procedure was developed for isolation and purification of the color
compounds, their separation by HPLC followed by identification using NMR and MS.
It was found that these color compounds are a complex mixture of oligomers of
N-substituted derivatives of 3,4-dialkylpyrroles in which are the pyrrole moieties

connected with three- or one-carbon chains.

Seven main color compounds (Amax 418—597 nm) were detected in garlic
homogenates, while fourteen color compounds (Amax 410—634 nm) arising in onion and
leek homogenates were characterized. The vast majority of the compounds shared the
identical base structure, which differed only in the structure of side chains. Six main
color compounds (Amax 430—580 nm) were characterized in a homogenate of Sicilian
honey garlic, from which all of them showed considerable analogy of their structure

with those found in onion and leek.

Based on the acquired information, a probable mechanism of formation of the
pigments was proposed. While isoalliin was confirmed to be the primary precursor of
color compounds arising in garlic, leek and onion, in Sicilian honey garlic homoisoalliin
is the primary precursor. Methiin was showed to be another very important compound
involved in the discoloration. After cell disruption, a catalytic cleavage of the sulfur
amino acids (isoalliin, homoisoalliin, methiin, alliin) takes place to form the
corresponding sulfenic acids, which in turn yield unstable thiosulfinates. The color
compounds are then created by subsequent non-enzymatic reactions of degradation

products of thiosulfinates with amino acids.



The red pigment of giant onion is formed in a completely different manner.
S-(2-Pyrrolyl)cysteine S-oxide was shown to be the primary precursor of the color
compounds. After cell disruption, it is cleaved by alliinase to form 2-pyrrolesulfenic
acid, which turns spontaneously into the red 2,2'-epidithio-3,3'-dipyrrole in several

steps.

Due to the chemical nature of processes leading to examined color compounds, it can
be concluded that complete prevention of their formation is very difficult, because the
precursors of the color compounds are amino acids, which also play an important role in

generation of the typical and desired alliaceous aroma.

KEY WORDS: onion reddening, garlic greening, Maillard reaction, Allium cepa, Allium

sativum, Allium porrum, Allium giganteum, Allium siculum
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UvOoD

1. UVOD

S Cesnekovitymi rostlinami se muzeme setkat téméef po celém svété s vyjimkou
nékolika nehostinnych oblasti. Nejen diky mnoha prospéSnym ucinkiim na lidsky
organismus (antidiabetické, antimikrobidlni, protiplisiiové U€inky, podpora imunitniho
systétmu apod.) se stidle zvySuje poptavka po této zeleniné. Zejména cCesnek, por
a cibule jsou také nedilnou soucasti potravinaiského primyslu. Diky svému typickému
aroma a chuti se staly nepostradatelnou slozkou riznych kotenicich smési, pridavaji se
do salatl, dresinkli, polévek, uzenin, slanych kolacti a jsou také velmi vhodnym

kotenim k pecenému masu.

O stale rostouci oblib¢ této zeleniny svédci i zvysujici se zemédelska produkcee, ktera
nartista téméf exponencialné. Nejvétsim producentem Gesneku je Cina (v roce 2011
témeét 20 miliont tun) a nejvétsi produkei suSené cibule zaznamenava Indie (v roce
2011 témef 16 miliont tun). Pro nékteré zemé tvoti produkce a export ¢esnekovitych
rostlin velmi vyznamnou ¢ast jejich hrubého doméciho produktu. Z ditvodu snadnéjsiho
transportu a skladovani se vétSina produkce susi na prasek, granule ¢i kolecka. Déle se
také tato zelenina nakladé, vyrabéji se rizné pasty, pyré, tinktury apod. Nejen béhem
dehydratace, ale i béhem nasledného zpracovani vSak casto dochazi k tvorbé barevnych
sloucenin. V Cesneku se tvoii modré az zelené latky, zatimco v cibuli a péru Cervené.
Ptitomnost téchto latek pak vyrazné snizuje organoleptickou hodnotu zeleniny, kterd je

nasledné konzumenty odmitéana.

V technologické praxi zatim neexistuje zddny jednoduchy a ekonomicky nenarocny
zpusob, jak ucinné zabranit vzniku tohoto nezddouciho zbarveni. K eliminaci tvorby
téchto barevnych latek je nutno provadét dehydrataci za vysokych teplot nebo surovinu
okyselit popt. pfidat cystein. Témito technologickymi zasahy vSak bohuzel dochazi ke
ztratam typické chuti a aroma, pro které je tato zelenina vyuzivana. V pitipad¢ ptidavku
cysteinu navic vznika nezadouci sirny ,,pfipach®. Nejenze jsou tak tyto technologické
kroky casto neefektivni, ale jsou také velmi naro¢né a nakladné, coz producentim

zvySuje vyrobni néklady.

Cilem této prace byla identifikace vznikajicich barevnych latek, popsdni mechanismu
jejich tvorby a na zdklad¢ ziskanych informaci také navrzeni efektivniho zpiisobu
zabranéni jejich vzniku béhem zpracovani ¢esnekovitych rostlin (pokud viibec néjaky

existuje).
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2. Literarni prehled

2.1 Pivod ¢esnekovitych rostlin

Latinské rodové jméno ¢esneku Allium bylo odvozeno od keltského slova ,,all”, coz
znamena palivy. Cesnek patrné pochazi ze Stiedni Asie, kde vznikl z planého druhu

Allium longicuspis. Odtud byl ¢esnek pievezen do Mezopotamie a z Etiopie do Egypta.

Prvni zaznamy o pouzivani ¢esneku se objevily zhruba pied &tyfmi tisici lety. L

Pivod cibule neni s jistotou znam. Zatimco néktefi archeologové a botanici
predpokladaji, ze pravlasti cibule je Stiedni Asie, kde vznikla z planého druhu Allium
oschaninii (syn. Allium cepa var. sylvestre), jini jsou presvédceni o tom, Ze cibule je
pivodem z franu a zapadniho Pakistanu.2 Cibule byla popularni jiz v davnovéku, je
péstovana vice nez 4700 let a neni znamo, Ze by existovala jako plany druh.3 Por

pochazi z Piedni Asie a je péstovan vice nez 4000 let.3
2.2 Charakteristika rodu Allium

Rod Allium L. je velmi rozsahly, zahrnuje vice nez 1000 druht, a patii tedy mezi
nejpocetnéjsi skupiny. Rostliny rodu Allium jsou rozsifeny od suchych subtropickych
zon az po severské oblasti. VétSina druhti roste na otevienych, sussich slunecnych
mistech s pfimétenou vlhkosti podnebi. Mezi zastupce toho rodu patii hojné¢ vyuzivana
cibule (A. cepa), por (A. porrum) a ¢esnek (A. sativum). Tyto druhy jsou velmi dilezité
pro vyzivu ¢lovéka na celém svéte, mimo jiné diky jejich pfiznivym farmakologickym

G&inktim.4:°

V nejnovéj$im taxonomickém ¢lenéni jednodéloznych rostlin (APG III) je rod Allium
zafazen do Celedi amarylkovité (Amarylidaceae). V soucasné dobé je pfijata tato

botanicka klasifikace:6

fise: rostliny (Plantae)

klad: krytosemenné (Magnoliophyta, Angiosperms)
klad: jednodélozné (Liliopsida, Monocods)

fad: chiestotvaré (Asparagales)

¢eled’: amarylkovité (Amarylidaceae)
2
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podceled: ¢esnekovité (Allioideae)

rod: Allium

Zastupci rodu Allium jsou obvykle cibulovité
trvalky, které maji spolecné nékteré rysy. Jejich
podzemnim zasobnim organem jsou cibule, rhizomy
nebo zdutelé koteny. Cibule jsou rozdéleny do nékolika
typt: a) pravé cibule s jednim nebo dvéma velmi
silnymi listenci, b) nepravé cibule se silnymi
zéakladnimi pouzdry a silnymi listenci, c) suknicovité,
blanité, vlaknité nebo kozovité cibule. Oddenky jsou
husté nebo protahlé, ziidka Slahounovité, s velmi
rozmanitymi typy vétveni. Dva a vice listeni jsou
obvykle slouceny do zdkrovi. Kvétenstvi je sloucené
do okoliku nebo hlavky s riznym poctem kvéth

a ruznou hustotou kvétu.

Allium sativum L.

Obréazek 1: Allium sativum'

Allium sativum je Cesnek kuchynisky (téZ Cesnek sety) (Obrazek 1). Nejéastéji

konzumovana ¢ast Cesneku je cibule. Kromé ,jednostrouzkovych® druhti je cibule

¢esneku rozdélena do nekolika jednotlivych strouzka. Strouzky ¢esneku jsou pouzivany

na mnozeni rostlin, konzumaci nebo k lé¢ebnym uceliim. Tato ¢ast ¢esneku ma svou

charakteristickou Stiplavost, pikantni chut’, kterd se v§ak vafenim zjemni a zesladne.

Allium cepa L.

Cibule kuchynska (Allium cepa) je znama pouze jako kultivovana rostlina, je vSak

znamo mnoho jejich barevnych kultivart. Nejcastéji se pouziva cibule Zluta, bila nebo

cervend. Jeji drobné kveéty maji nejcastéji bilou nebo fialovou barvu. Stejné jako Cesnek

se pouziva ke konzumaci nebo k lécebnym ucelim. Krom¢ charakteristické Stiplavé

chuti, kterd vafenim zmizi, v cibuli vznikaji béhem jejiho zpracovéni slzotvorné latky.

! Zdroj obrazku: http://www.waynesword.palomar.edu
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Allium porrum L.

Allium porrum (Obrézek 2), bézné nazyvany poér nebo porek,
byl vySlechtén z planého druhu Allium ampeloprasum, ktery
pochéazi z jizni Evropy a jihozapadni Asie. Jedla ¢ast poru je
svazek listd, ktery je obcas nazyvan stonek nebo lodyha. Chut

poru neni tak intenzivni, jako je chut’ cibule, ale je velmi podobna.

Tato chut’ by se dala popsat jako smés cibule a okurky se svézi
Obrazek 2: Allium

vuni podobné Salotce. ,
porrum

Allium giganteum Regel

Pro jeji vysku, kterd dosahuje az 180 cm,
se tato rostlina nazyva cibule obfi. Patii mezi
nejvyssi zastupce rodu Allium. Cibule obfi
pochazi ze Stfedni a Vychodni Asie
a nejcastéji je péstovana jako okrasna kvétina.
Jeji kvétenstvi byvad velmi péknou soucasti

suchych kytic, nebot obsahuje vice nez

Obrézek 3: Kvétenstvi A. giganteum’ 100 drobnych kvéti a ma tmavé fialovou
barvu (Obrézek 3).

A. giganteum je taxonomicky fazeno do podrodu Melanocrommyum (Webb et
Berthel.) Rouy a nevyznacuje se vyraznym aroma jako napiiklad ¢esnek nebo cibule.
Tento druh je vSak zndmy svoji schopnosti tvofit velmi intenzivni ¢ervené zbarveni pii
naruseni pletiva. Ackoli biologickd aktivita cibule obii nebyla doposud detailné
studovana, nékteré rostliny podrodu Melanocrommyum jsou vyuzivany v lidovém
1¢citelstvi.” Je tedy mozné, Ze barevné sloudeniny, které vznikaji v A. giganteum,

mohou mit zajimavé biologické ucinky.

2 Zdroj obrazku: http://www.theplantencyclopedia.org
3 Zdroj obrazku: http://www.flickr.com
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Allium siculum (syn. Nectaroscordum siculum)
(Ucria) Lindl

Allium siculum (Obrazek 4) je znamo pod
lidovymi nazvy sicilskd medova lilie nebo sicilsky
cesnek. Jedna se o cibulovitou trvalku taxonomicky se
fadici do podrodu Nectaroscordum (Lindl), ktera se
nejvice vyuziva jako okrasna kvétina. A. siculum se
také pouziva jako koteni v balkanskych zemich, kde je
tato rostlina zndma jako ,,samardala”. UsuSené listy se
smichaji se soli a vzniklda smés se pak pouziva
k dochuceni pokrmt, ptedevS§im masnych. Tato
rostlina ptivodné pochazi z Francie a Italie a ma velmi
podobnou chut’ a aroma jako cibule kuchynska (véetné

intenzivnich slzotvornych u¢inki).

* Zdroj obrazku: http://www.biocyclopedia.com/

Obréazek 4: Allium siculum*
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2.3 Hospodarsky vyznam ¢esnekovitych rostlin

V posledni dobé vyznamné roste obliba ¢esneku a cibule nejen diky jejich chuti
a typickému aroma, ale také diky jejich prokdzanému piiznivému vlivu na lidské
zdravi.8-17 Cesnekovité rostliny se staly nedilnou soucasti mnoha pokrmd po celém
svété¢ a v soucasné¢ dob&é jsou hojné¢ vyuzivany nejen potravinaiskym, ale
1 farmaceutickym primyslem. Nejvice se tato zelenina pouziva jako slozka rtznych
kotenicich smési, pfidava se do polévek, omacek, gulast, dresinkd, salatil, koteni se s ni

uzené maso a mnohé dalsi.

O stéle rostouci poptavce po ¢esnekovitych rostlinach, at’ uz v potravinarském nebo
farmaceutickém pramyslu, svéd¢i idaje FAO (Food and Agriculture Organization of the
United Nations), ukazujici, ze v roce 2010 cinila celosvétovd produkce cesneku
17,6 milionti tun a produkce susené cibule se v témze roce vySplhala na 74,2 milionti
tun. V obou ptipadech to jen za poslednich deset let pfedstavuje nariist o vice nez 60 %

(Obréazek 5 a Obrazek 6).
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Obrazek 5: Svétovd produkce cesnekul8
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Vétsina produkce se susi, a to zejména z diivodi snadnéjSiho skladovani a piepravy.

Nejcastéji se lze setkat s praskem, granulemi ¢i krouzky. Bézné se k suSeni pouzivaji

tunely s proménnou teplotou suseni pro jednotliva stadia, ale v roce 2006 byl navrzen

ucinnéjsi zptisob dehydratace, a to katalytickd dehydratace infraCervenym zarenim. Tato

metoda by méla zvysit G€innost dehydratace a snizit ekonomické naroky spojené s timto

procesem. 19

Dale se cesnek ¢i cibule nakladaji do
nalevl,, z homogenatii se vyrabi rlizné pasty
apod. Béhem tohoto zpracovani vSak casto
dochazi ke wvzniku barevnych sloucenin
(u cibule a péru rizovych az syté Cervenych
odstinl, u cesneku tmavé zelenych az
zelenomodrych). Tyto slouceniny ovSem

nejsou stalé a relativné rychle se rozkladaji za

> Zdroj obrazku: http://test.zhaoxinpeng.com

Obréazek 7: Laba cesnek’
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vzniku hnédych ¢i hnédozlutych latek. Vznik tohoto zbarveni pak zékazniky

pochopiteln¢ odrazuje od konzumace.

Jediny ptipad, kdy je tvorba takového zbaveni Zadouci, je ptiprava tzv. ,Laba“
Cesneku (Obréazek 7). ,Laba“ znamena 8. prosinec v ¢inském lunarnim kalendafi.
»Laba“ Cesnek je tradicni domdci produkt, ktery se pfipravuje na podzim naloZenim
¢esneku do octa a konzumuje se béhem zimy. Diky své unikatni chuti je takto upraveny

esnek velikou pochoutkou v severni Cing, kde ho jedi s knedliky pii oslavach ¢inského

Nového roku.20
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2.4 Sirné slouceniny v rostlinach rodu Allium
2.4.1 Prehled sirnych aminokyselin pritomnych v ¢esnekovitych rostlinach

Cesnek, cibule a dal§i zastupci rodu Allium obsahuji v susiné 1-3 % nebilkovinnych
sekundérnich metaboliti odvozenych od cysteinu. Doposud bylo v rostlindich rodu
Allium nalezeno celkem 11 riznych S-substituovanych derivati cysteinu.2l Hlavnimi
derivaty pfitomnymi v druzich zkoumanych v této praci jsou S-methyl-, S-propyl-,
S-allyl-, (E)-S-(1-propenyl)-, (E)-S-(1-butenyl)- a S-butylcysteinsulfoxid (methiin,

propiin, alliin, isoalliin, homoisoalliin a butiin, 1-6) (Obrazek 8).22-27

|oI NH, |oI NH, ﬁ NH,
PN PN PN
- COOH NS COOH NS COOH
methiin (1) propiin (2) alliin (3)
IoI NH, I0I COOH IoI NH,
L PN PN
IR COOH NN NH, SN COOH
isoalliin (4) homoisoalliin (5) butiin (6)

Obrazek 8: Hlavni sirné aminokyseliny vyskytujici se v Cesneku, cibuli, poru a v cesneku

sicilském

Alliin (3) je hlavni sirnou aminokyselinou v ¢esneku, zatimco v cibuli a péru je
hlavnim derivatem isoalliin (4). Ve vSech téchto druzich je pfitomen také methiin (1).
Naopak piitomnost propiinu (2) v cibuli, péru nebo ¢esneku je diskutabilni. Zatimco

nékteré studie uvadéji jeho vysoky obsah, jiné jeho pfitomnost zaznamenaly pouze ve

stopovém mnozstvi nebo vitbec (Tabulka 1).23-27

Hlavnim S-alkenylcysteinsulfoxidem v c¢esneku sicilském je vysSi homolog
isoalliinu, a sice (E)-S-(1-butenyl)cysteinsulfoxid (homoisoalliin, 5). Dalsimi derivaty
piitomnymi v této rostling jsou butiin (6) a také methiin (1) (Tabulka 1).23-27
Tabulka 1: Zastoupeni S-alk(en)ylcysteinsulfoxida v ¢esneku, cibuli, ¢esneku sicilském a v péru

(rel. %)
alliin  butiin  homoisoalliin isoalliin methiin propiin ref.

cesnek 74-95 = - 2-11 2-24 0-2 24-27
por = = = 892 827 0-62 24,2527

cibule 5 = = 49 34 6 22,28

sicilsky cesnek = 5 65 = 32 - 22,29
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2.4.2 Tvorba senzoricky aktivnich slouc¢enin

Typické aroma Cesnekovitych rostlin se utvaii az pfi jejich zpracovani (napft. pfi
krajeni nebo drceni). Prekurzory téchto senzoricky aktivnich sloucenin jsou vyse
popsané sirné aminokyseliny (1—6), které jsou rozkladany uc¢inkem enzymu alliinasy.
Alliinasa (EC 4.4.1.4) je obvykle situovana uvnitt rostlinné buiiky ve vakuole, zatimco
S-substituované derivaty cysteinu (1-6) v cytoplazmé. Jakmile dojde k poruseni
rostlinného pletiva, alliinasa se uvolni a katalyzuje rozklad aminokyselin (1-6).28
Nejprve dochazi k vytvoteni piislusSnych sulfenovych kyselin, které¢ vSak velmi rychle
kondenzuji za vzniku thiosulfindtii. VedlejsSimi produkty této reakce jsou amoniak

a pyrohroznova kyselina.

0 NH, 0 NH,
R, =-H(4) R g\)\ ||\)\ Ry, R, = -CH; (1)
1 S X
-CH; (5) N COOH RS COOI CH,CH,CH; (2)
(4,5) 23, 6) -CH,CH=CH, (3)
-CH,CH,CH,CHs (6)
‘alliinasa alliinasa
OH S
|:Rl/\/\s/ :| I:Rz/ \OH:|

0
I I i
[RI\/\/S\S/\/\RJ e N R e RN N2
[l 2
) O
0 R,
N !
1\/\/ \S/j X S\S _R,
[l
R] %
\ R:-CH3
R. S -CHzCH3
V=gl
[l
0

Obrézek 9: Schéma tvorby thiosulfindtii

10
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V jednotlivych druzich cesnekovitych rostlin se vzdy vyskytuje hned nékolik
S-alk(en)ylcysteinsulfoxidt (Tabulka 1) a pfi mechanickém poskozeni bunky dochazi
k enzymatickému rozkladu vSech téchto derivat. Tim také vznika nékolik sulfenovych

kyselin, jejichz vzajemnou kondenzaci vznikaji asymetrické thiosulfinaty (Obrazek 9).

V cesneku vznikaji senzoricky aktivni latky pfedevsim katalytickym rozkladem
alliinu (3), ktery je sam senzoricky neaktivni. Alliinasa velmi rychle pfeméni alliin na
smés slouCenin charakteristickych pro ¢esnekové aroma a chut. Hlavnim produktem
této reakce je S-allyl-2-propenthiosulfinat (allicin, 7) (Obrazek 10). Tato sloucenina je

velmi aromatickd, nestabilni, snadno polymerizovatelnd a ma silné antibakteridlni

Gi¢inky.23

o

w1

/\/ \S/\/

allicin (7)
Obrazek 10: Struktura allicinu

Podobny mechanismus rozkladu se objevuje i u sloucenin obsazenych v cibuli, péru
a Cesneku sicilském. Hlavnim prekurzorem senzoricky aktivnich latek cibule je
(E)-S-(1-propenyl)cysteinsulfoxid (isoalliin, 1-PeCSO, 4). Vznikla 1-propensulfenova
kyselina kondenzuje na ptislusné thiosulfinaty, které jsou velmi nestabilni a okamzité se
spontanné rozkladaji na zwiebelany?3 a zaroven, piisobenim daliiho enzymu,
LF-synthasy, vznika slzotvorny propanthialsulfoxid (8) (Obréazek 11).29 Ackoliv je
isoalliin hlavni volnou sirnou aminokyselinou v cibuli, vyskytuje se i v ¢esneku, kde
zpravidla tvoii ptiblizné 10 % obsahu vSech S-substituovanych derivati cysteinu

(viz Tabulku 1).22,30

11
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0 NH,
[l H,N

R S \)\ alliinasa
W COOH —_— RWS\OH + />—COOH

S-alkenylcysteinsulfoxid alkensulfenova kyselina ~ 2-aminoprop-2-enova kyselina
2x
H,0
H,0 LF - synthasa

(0] COOH

[ e Y
R

RN R & 0
R\/\ 4
S-(1-alkenyl)-1-alkenthiosulfinat kyselina pyrohroznova

alkanthialsulfoxid
(slzotvorna latka)

R= -H — propanthialsulfoxid (8)
-CHj; — butanthialsulfoxid (9)

R! S
m R' = -CH,
R ISI -CH,CH;,
O
zwiebelany

Obrézek 11: Katalyticky rozklad isoalliinu (R = H) vcibuli a péru nebo homoisoalliinu

(R = CHj3) v Cesneku sicilském

V ptipadé A. siculum je hlavni volnou sirnou aminokyselinou (E)-S-(1-butenyl)-
cysteinsulfoxid (homoisoalliin, 1-BeCSO, 5), ktery je doprovdzen methiinem (1)
a butiinem (6) (Tabulka 1). Katalyticky rozklad homoisoalliinu probiha stejn¢ jako
rozklad isoalliinu v cibuli (Obréazek 11), kdy vznikajici 1-butensulfenova kyselina

kondenzuje v thiosulfindty a zaroven se za katalyzy LF-synthasou tvofi slzotvorna latka,

butanthialsulfoxid (9).22

12
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2.4.3 Sekundarni reakce thiosulfinati a alkanthialsulfoxida

Thiosulfinaty jsou pomérné nestabilni slouceniny, které pifi kulinarnim zpracovani
mohou podléhat cel¢ tadé sekundarnich reakci, at’ uz jde o jejich izomerizaci ¢i

zameénné nebo rozkladné reakce.
Zaménné reakce thiosulfinata

Pokud jsou smichdny dva rizné thiosulfinaty, nastane velmi rychle rovnovaha,

piicemz dojde k zdméné sulfinylovych a sulfenylovych ¢asti vychozich thiosulfinatt

(Obrézek 12). Tento typ zaménné reakce se viak nevyskytuje u disulfida.31

Obrazek 12: Zamenné reakce thiosulfindti

E,Z izomerizace mono-a,f-nenasycenych thiosulfinata

V homogenatech mnoha cesnekovitych rostlin (napf. cibule, poru ¢i cesneku) se
hojné¢ nachazi také thiosulfinaty obsahujici 1-propenylovou skupinu v geometrické
konfiguraci Z, ackoliv jejich prekurzor, isoalliin (4), obsahuje tuto skupinu vyluéné
v konfiguraci E. Tvorba téchto Z izomert je vysvétlovana pomoci [2,3]-sigmatropniho
presmyku (Obrézek 13). Meziprodukt této konverze ma poloc¢as existence cca 1 hodinu
pii teploté 25 °C. Této izomerizaci vSak nepodléhaji ptislusné disulfidy ani thiosul-
finaty, které maji kyslik navazany na druhém atomu siry.31 K analogickému presmyku

pravdépodobné dochazi i v ptipad¢ thiosulfinat obsahujicich 1-butenylovou skupinu

v esneku sicilském.22

13
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R_Y S RO R.Y " s
No S S No
N O S
grg]*___ &YJ — yja\
R 1
1 R
R

Cibule, por a esnek: R' = -CHj
A. siculum: R' = -CH,CH;

Obrazek 13: Izomerizace thiosulfinatii obsahujici 1-propenylovou (cibule, por a cesnek) nebo

1-butenylovou (A. siculum) skupinu.
Rozklad thiosulfinatu a sulfina

Vazba mezi atomy siry je v thiosulfinatech neobvykle slabd a vodik vazany k uhliku,
podminek (Obréazek 14). Timto rozkladem vznikaji pfislusné reaktivni thioaldehydy,
a sice thioformaldehyd (v Cesneku, cibuli, poru a A. siculum), thioakrolein (v ¢esneku),

propanthial (v cibuli a poru) a butanthial (v A. siculum).

Obrazek 14 Rozklad thiosulfindtit na thioaldehydy

Ve vodném prostfedi dochazi k preméné thioaldehydt, které vznikaji rozkladem
thiosulfinatl, na aldehydy. Adici vody na thioaldehyd vznik4d hemiacetal, ze kterého
naslednym odstépenim sulfanu vznikd pfisluSny aldehyd. Jednd se o rovnovaznou
reakci, kdy vSak diky velkému nadbytku vody pfevlddd aldehydova forma
(Obrazek 15).

H,0 SH
1 2 1 -HZS 1
R—CH=S —/—= R —— R—CH=0
OH

Obrazek 15: Preména thioaldehydii na aldehydy ve vodném prostiedi

14
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Také propanthialsulfoxid (8), slzotvorna sloucenina cibule, se samovolné rozklada za
vzniku propanalu (10). Aldolizaci (a naslednou aldolovou kondenzaci) propanalu pak
dochazi ke vzniku 2-methylpent-2-enalu (11) (Obrazek 16). Pfitomnost téchto dvou
aldehydd v homogenizované cibuli byla prokazana nékolika studiemi.32-35

/O

MS/ — > 0 4 oHsOH

. . H0
propanthialsulfoxid propanal
(8) )]

OH
/2)(
0 OH o)
| o |
e
3-hydroxy-2-methylpentanal 2-methy1(rielr;t-2-enal

Obrazek 16: Vznik 2-methylpent-2-enalu z propanthialsulfoxidu (8)

Obrazek 17 znazorfuje piehled nejvyznamnéjSich (thio)karbonylovych sloucenin,

které spontanné vznikaji v cibuli, péru a ¢esneku.

(¢} O
H,C=0 NG NF
formaldehyd akrolein propanal /\)\/O
(12) (13) (10) 7
H.C—S NS MS 2-methylpent-2-enal
,C—=
11
thioformaldehyd thioakrolein propanthial (11
a4 (15) (16)

Obrézek 17: (Thio)aldehydy, které nejcastéji vznikaji v cesneku, poru a cibuli

15
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2.5 Ruzovéni cibule

Diive mnoho lidi véfilo, Ze rizovéni cibule je zplisobeno riistem kontaminujicich
bakterii a plisni. Tato domnénka vSak byla pozdéji zcela vyvracena, nebot nebyly
zjistény zadné stopy mikroorganismi v rizovém maceratu cibule.36 Vznikajici ¢erveny
pigment (Obrazek 18), jehoz absorpéni maximum lezi v blizkosti 520 nm, je rozpustny
ve vodé a Joslyn a Peterson3’ predpokladali jeho anthokyaninovy charakter. Zjistili, Ze
pigment neni ninhydrin-pozitivni a obsahuje terciarni atomy dusiku, avSak Zzadny

atom siry.

24 hodin
B ——

25°C

&V

\-H.'.-"--_
Obrazek 18: Riizoveni homogendtu z cibule

Dospéli k zavéru, ze v prvni fazi tvorby pigmentu dochazi k enzymové
katalyzovanému rozkladu nezndmého substratu. Tato fadze probiha velmi rychle po
naruseni bunécné stény. Enzymatickym rozkladem vychoziho substratu, ktery je
teplotné¢ stabilni a rozpustny ve vodé, vznika bezbarvd sloucenina, tzv. ,color
developer*. Tento bezbarvy produkt je ¢astecné rozpustny v diethyletheru a je mozné ho
timto rozpoustédlem extrahovat z cibulového maceratu jest€¢ pied vlastni tvorbou
barevnych latek. Nasledna neenzymaticka reakce ,,color developeru® s aminokyselinami

je velmi pomalé a pigmenty, které takto vzniknou, jiz nejsou rozpustné v diethyletheru,
ale jsou rozpustné ve vodé a alkoholech.36 Piidavek formaldehydu nebo jinych

karbonylovych slou¢enin podporuje vznik &erveného zbarveni.38,39

., alliinasa «
neznamy prekurzor —— ,,color developer

. . pomalu .
,color developer* + aminokyselina—— prekurzor pigmentu

. , . . chle ov . .
prekurzor pigmentu + karbonylové slouteniny ——=  rizovy pigment

Obrazek 19: Prvni navrh mechanismu rizovéni cibule podle Shannona a kol 4041

16
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K velmi podobnym zavérim o n&kolik let pozd&ji dospéli také Shannon a kol.40 Byl
navrzen mechanismus, ktery sestava ze sledu tiech reakci (Obréazek 19). V prvnim
kroku dochézi k velmi rychlému enzymatickému rozkladu neznamého prekurzoru za
vzniku bezbarvé, v diethyletheru rozpustné slouceniny, kterou oznacili jako ,,color
developer”. V dalsim kroku pak vznikly ,,color developer reaguje s aminokyselinou.
Tato Cast reakce je oproti prvnimu kroku velmi pomald a vede k tvorbé bezbarvé
slouceniny (tzv. ,,pigment precursor®), kterd neni rozpustnd v diethyletheru. Tento krok
se zdd byt velmi komplikovany a zahrnuje reakci dvou molérnich ekvivalentl
aminokyseliny. Tieti krok zahrnuje reakci prekurzoru pigmentu s karbonylovou
slouceninou, kterd se v cibuli pfirozené vyskytuje (napt. formaldehyd), a vznika rizovy

pigment.

Shannon a kol4l piedpokladali, ze neznamy ,.color developer* by mohl byt
S-(1-propenyl)-1-propenthiosulfinat (17), coz je produkt enzymatického rozkladu
isoalliinu (4). Naopak Bandyopadhyay a Tewari#2 jako ,.color developer” izolovali

a identifikovali propanthialsulfoxid (8), coz bylo ovSem pozd¢ji jednoznacné vyvraceno

Kubcem a kol.43 Tito autofi potvrdili, Ze neznamym ,,color developerem* jsou naopak
vSechny thiosulfinaty, které obsahuji 1-propenylovou skupinu. Isoalliin (4), ze kterého
tyto aktivni thiosulfinaty vznikaji, je tedy naprosto klicovym prekurzorem pro tvorbu

pigmentu jak v cibuli a poru, tak i v ¢esneku (Obrazek 20).

cooH O
N NN
Y NH, alliinasa = s R aminokyseliny )
4 —> —> ——> pigmenty
S
\/\lsl/ R
R COOH 5
|| " "
o NH, color developers

R= -CH; (methiin, 1)
-CH,CH,CHj; (propiin, 2)
-CH,CH=CH, (alliin, 3)

Obrazek 20: Mechanismus tvorby pigmentii v Cesnekovitych rostlindch navrzen

Kubcem a kol .43
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Kubec a Veligek44 studovali vliv pH a strukturni poZadavky na slouceniny, které
vstupuji do sledu reakci pii tvorbé pigmentli. Bylo zjisténo, ze vliv pH na tvorbu
barevnych sloucenin z thiosulfinati a aminokyselin je obrovsky. Optimalni hodnota pH
pro tvorbu pigmentt je kolem 5,5. Dale bylo zjiSténo, ze aminokyselina musi obsahovat
nesubstituovanou primarni aminoskupinu a volnou karboxylovou skupinu, aby mohlo
dojit ke vzniku zbarveni. Také byla testovana schopnost riiznych izomert a strukturnich
analogl thiosulfinatd tvotit barevné slouceniny. Pfi reakci s glycinem doslo k tvorbé
barevnych latek jen ve smésich, které obsahovaly a,f-nenasycené thiosulfinaty
s minimaln¢ tfemi uhliky v uhlikovém fetézci a zaroven f-uhlik nesl alespon jeden atom
vodiku. Naopak sulfoxidy, sulfidy a disulfidy po smichéni s glycinem Zadné barevné

latky nevytvofily.

Alternativni reakéni mechanismus vzniku rizového zbarveni navrhli Dong a kol.4°
Tento mechanismus navazuje na predchozi poznatky,20:43.44.46 oviem nevyzaduje
pfitomnost alliinasy a aminokyselin. Jako kli¢ova sloucenina byl opét identifikovan
isoalliin (4), ze kterého vznikly dvé cervené latky pouze jeho rozpusténim ve
fosfatovém pufru pti pH 5,0 bez jakéhokoli piidavku alliinasy ¢i dals$i aminokyseliny
(k tvorbé vyznamnéjSich mnozstvi téchto latek ovsem doslo az po vice nez 25 dnech pii
teploté 40 °C). Struktury vzniklych sloucenin byly navrzeny na zakladé¢ HPLC-MS/MS
analyzy (Obrézek 21).

w N = =

HOOC COOH  HOOC )\
H,C COOH

S~

DS RS

Obrazek 21: Sruktury sloucenin vzniklych pouze z isoalliinu navr Zené Dongem a kol 45

X
X
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Kato a kol.4/ piipravili ¢erveny pigment reakci isoallinu (4), alliinasy, valinu
a formaldehydu. Vznikla hlavni barevna slouc¢enina méla absorpéni maximum 520 nm

a jeji sumarni vzorec byl Cy4H34N,O4. Jeji pravdépodobnou strukturu urcili na zakladé

HRMS/MS spekter (Obrazek 22).
]\ /\
N =" "\
YKCOOH v/kCOOH

Obrazek 22: Struktura cervené slouceniny navrZena Katem a kol 47
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2.6 Zelenani ¢esneku

Po poskozeni pletiva Cesnek Casto zmodra popi. zezelena (Obrazek 23). Bylo
zjisténo, ze je k modrani vyrazné nachylnéjsi, kdyz je skladovan pii nizkych
teplotach.#8 Mnoho lidi se domnivalo, Ze zelena barva je zptsobena piitomnosti

chlorofylu ptfipadné¢ méd’natych iontt, které se dostaly do Cesneku ze zalivky.

24 hodin 2 dny
_—
25°C 25 °C

Obrazek 23: Zelendni cesnekového homogendtu

Joslyn a Sanol4 byli prvnimi védci, kteii se zelenanim Gesneku zabyvali. Bylo
zjisténo, ze pokud byly strouzky cesneku pouze rozctvrceny, zadné barevné latky
nevnikaly. Jakmile vSak doSlo k vétSimu poruSeni pletiva, naptf. rozdrcenim, Cesnek
zezelenal. Vznikly zeleny pigment byl rozpustny v acetonu a nerozpustny v hexanu ¢i
petroletheru. Dale bylo zjisténo, ze se pigment nechova jako chlorofyl ¢i jina
porfyrinova barviva. Vliv hodnoty pH na jeho tvorbu je velmi vyrazny, stejné jako je
tomu v pfipadé¢ cibule. Pfi pH> 5 macerat zezelena, kdezto pifi hodnoté pH < 5 macerat

zmodra. Také bylo zjisténo, Ze enzymy fenolasa a peroxidasa se tvorby téchto

barevnych latek netcéastni. 14

Na zéklad¢ experimentii s tvorbou rizového zbarveni v cibuli popsali Yamaguchi

a kol.39 tvorbu zeleného zbarveni v &esneku, kdyz smichali homogenaty z cibule
a Cesneku dohromady a nechali je inkubovat pii 40 °C. Zjistili, Ze zelena barva
homogenatu pochazi z kombinace modrych a Zlutych latek. Modry pigment vykazoval
absorpcni maximum pii 590 nm a zluty pigment m¢l lokalni absorpéni maximum kolem
435 nm. Pridavek nenasycené karbonylové slouc¢eniny do homogenatu z cibule zptsobil
vznik modrého zbarveni. ProtoZze cesnek obsahuje velké mnozstvi alliinu (3),

predpoklada se, ze nenasycené karbonylové slouceniny mohou vzniknout pravé z néj.

Také Lukes?3 ve své praci naznaéil, ze isoalliin (4) je zodpovédny za tvorbu zeleného

zbarveni ¢esneku.
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Kim a Kim49 pozorovali vliv hodnoty pH na zelenani ¢esneku. Nejvétsi stupei
zelendni pozorovali po padesati minutach pii zahtivani na 50 °C a ideéalni hodnota pH
pro tvorbu zeleného zbarveni byla 5,5. Dalsi faktory ovliviiujici zelendni ¢esneku, jako

je teplota skladovani, ptidavek soli, oSetfeni vysokym tlakem nebo blanSirovanim, byly

studovany nékolika védeckymi tymy,46,50-52

Kubec a kol.43 potvrdili, Ze proces tvorby barevnych latek v Gesneku je ve své
podstaté¢ velmi podobny procesu tvorby barevnych latek v cibuli. Priméarnim
prekurzorem je tedy opét S-(1-propenyl)cysteinsulfoxid (isoalliin, 4) (Obrazek 24).
Tito védci také objevili, ze zelenani Cesneku je vlastné specifickym typem Maillardovy

reakce, nebot’ se jedna o reakce aminokyselin a (thio)karbonylovych sloucenin.

COOH R COOH = -
\/\ﬁ/\/ \ﬁ/Y R CH3

O NH2 o) NH2 -CH2CH2CH3
4 1-3 -CH,CH=CH,
l alliinasa l alliinasa
=z ° LF-synthasa
N -8y
a4 c H:V\SOH]] H:R—SOH]]
(cibule, pér)
8 N
'
2x
(0]
/\/g\ e " ﬁ (lj El R’
S R +
X ST /\/\S/ \/\S/ \R R/ \S/
17a
18c-20c 18a-20a
/“/ /“/ R,R’= -CHjy
(0]
ﬁ g -CH,CH,CH;
= O -
/\/S\S X ’/\S R -CH,CH=CH,
17b 18b-20b

e

,color developers*

\Laminokyseliny

pigmenty

Obrazek 24: Reakcni mechanismus tvorby pigmentit navrzeny Kubcem a kol 43
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Imai a kol.53 pouzili modelovy reakéni systém, jenZ reprezentoval zelenani Eesneku.
Podaftilo se jim izolovat dva bezbarvé meziprodukty (prekurzory pigmentt) (PP-Ala,
PP-Val) a jednu fialovou latku (PUR-1, Amax = 570 nm). Slouceniny PP-Val a PP-Ala
byly pfipraveny rozkladem isoalliinu (4) alliinasou a néslednym ptidavkem
aminokyseliny (valinu pro tvorbu PP-Val a alaninu pro tvorbu PP-Ala). Navrzené

struktury téchto meziproduktii byly potvrzeny pomoci NMR a HRMS (Obrazek 25).

Obrazek 25: Navrzené struktury dvou prekurzorii pigmentii a jedné fialové slouceniny

o wabelany

@)

NH, OH I
I I /S

S S S
e COOH ———> —
. .. alliinasa
isoalliin

)

+

U):

COOH

2,3-dimethylbutai COOH
LF synthasa dlthlalmonosulfoxld\\ Y

(21)
O
=
S~
/\/
8
o k igmentty
|+ prekurzor pigmen
(0} NH, OH
lsl\)\ alliinasa é
NS COOH >
alliin

©)
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konjugované pigmenty

Obrazek 26: Reakcni mechanismus tvorby pigmentii navrzeny Imaiem a kol.23
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Sloucenina PUR-1 byla pfipravena reakci PP-Val s allicinem (7) a jeji struktura byla
navrzena na zdkladé HRFAB-MS a NMR. Tato struktura je v souladu se zavéry

Joslyna,37 ktery tvrdil, Ze pigmenty tvofené v Gesneku a cibuli obsahuji dusik, ale

neobsahuji siru. Na zakladé tvrzeni Blocka a kol.,23 ktefi uvedli, ze S-(1-propenyl)-

1-propenthiosulfinat (17) se velmi rychle pfeskupuje na stabilnéjsi heterocyklické

zwiebelany pies 2,3-dimethylbutandithialmonosulfoxid (21), navrhli Imai a kol.53

reakéni mechanismus vzniku slou¢eniny PUR-1 (Obrazek 26).

Je zfejmé, Ze po naruseni pletiva jsou isoalliin (4) a alliin (3) rozlozeny alliinasou na
prislusné sulfenové kyseliny, které déale kondenzuji na thiosulfindty. Pfi zahtivani
spole¢né¢ s aminokyselinami se z 2,3-dimethylbutandithialmonosulfoxidu (21) vytvoti
bezbarva 2-(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-1-yl)propanova kyselina (prekurzor pigmentu). Po
zahtati vodného roztoku tohoto prekurzoru a allicinu se vytvofi barevna, dimerni
sloucenina (napi. PUR-1). Piedpoklada se, ze v delSim ¢asovém tseku mohou vznikat
tri-, tetra- az oligopyrrolové slouceniny, které diky vysokému stupni konjugace budou

mit vyS$i hodnoty Amax (a tedy modry az fialovy odstin).

Také Wang a kol.94:95 potvrdili, Ze zelena barva tvofici se v homogenatu ¢esneku je

wrwe

jsou produkty reakce jejich modelovych sloucenin s pyrohroznovou kyselinou a ze také
mohou vznikat rozkladem modrych sloucenin. Pravdépodobnd struktura zluté

slou¢eniny vznikajici v modelové smési je zachycena na Obréazku 27.

HOOC R

T
O~
X

R COOH

Obrazek 27: Struktura #luté slouceniny navrzena Wangem a kol.29
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2.7 Cervenani poru

Také nezelené ¢asti poru po homogenizaci podléhaji pti pokojové teploté procesu
zrizovéni (Obrazek 28). Prvnimi védci, ktefi se zabyvali rizovénim poru béhem jeho
zpracovani, byli Komer a Berk.96 Predpokladali, Ze se jedna o stejny jev, jaky lze
pozorovat u cibule, a ktery byl popsan Joslynem a Petersonem37:38 a Lukesem.36
Dospéli k zavéru, Ze prvni, enzymaticky krok, je oxidace fenolickych sloucenin
pfitomnych v poru, ktera mize byt Castecn¢ inhibovana piidavkem smési cysteinu,

thiomo&oviny a askorbové kyseliny.26

3 dny
25°C

3 dny
25°C

Obréazek 28: Riizovéni homogendtu z poru (nahore) a rizovéni péru na pricném rezu (dole)

Bylo zjisténo, Ze vlastnosti pigmenti a okolnosti jejich vzniku jsou shodné

s barevnymi latkami vznikajicimi v cibuli (viz kapitolu 2.5).97
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2.8 Barevné zmény ostatnich ¢esnekovitych rostlin
2.8.1 Tvorba barevnych sloucenin v ¢esneku sicilském

Tvorba barevnych sloucenin v ¢esneku sicilském (A. siculum) dosud nebyla ve

védecké literatfe popsana. Nicméné Kubec a Velisek#4 dokazali, Ze thiosulfinaty
obsahujici 1-butenylovou skupinu jsou pii reakci s aminokyselinami také schopny tvofit
rizové pigmenty. A pravé prekurzor téchto thiosulfinatt, (E)-S-(1-butenyl)-
cysteinsulfoxid (homoisoalliin, 5), jakoz i celd tada thiosulfiniti obsahujicich
1-butenylovou skupinu byly v této rostling neddvno objeveny.22 Proto byl tento méné
znamy zastupce rodu Allium také zafazen k rostlindm studovanym v této praci.
A skutecné, pfi téchto experimentech bylo potvzeno, Ze i homogenat ¢esneku sicilského

podléha rizovéni (Obrazek 29).

2 dny
25°C

Obrazek 29: Riizoveni homogendtu A. siculum

2.8.2 Tvorba barevnych sloucenin v cibuli obFi

Jedelska a kol.98 se zabyvali barevnymi zménami po naruieni pletiva v cibulich
rostliny Allium giganteum, které zCervenaji mnohem rychleji (béhem 5-20 min)

a mnohem intenzivnéji, neZ je tomu u cibule ¢i poru (Obrézek 30).

20 min 2 hodiny

Obrazek 30: Tvorba cerveného barviva v A. giganteum v zavislosti na case
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Dospéli k zavéru, ze prekurzorem cerveného zbarveni je heterocyklicky analog
isoalliinu, a sice S-(3-pyrrolyl)cysteinsulfoxid (22). Podatilo se jim také izolovat syté
cervenou slouceninu (Amax = 519 nm), kterd vznika po naruSeni pletiva cibule obfi,
a identifikovali ji jako 3,3'-dithio-2,2'-dipyrrol (26). Tato barevna sloucenina je velice
nestabilni a snadno polymerizovatelnd, coz dokazuje i fakt, ze béhem NMR méteni
ztmavla a pozdéji i z€ernala. Byl navrzen reakéni mechanismus vzniku tohoto zbarveni
(Obrazek 31). Prekurzor (22) je alliinasou rozlozen na 3-pyrrolsulfenovou kyselinu
(23), ktera kondenzuje s kyselinou pyrohroznovou za vzniku semithioketalu (24). Ten
nasledné kondenzuje v thiosulfinat obsahujici dvé pyrrolovad jadra (25). Spontanni

dehydrataci tohoto thiosulfinatu pak vzniké intenzivné cerveny dithiodipyrrol (26).

(I)I NH, Y soH
S\)\COOH o _ @/ /8\
(j/ N + COOH
NH3 H
E 3-pyrrolsulfenova kyselina
23)
S-(3-pyrrolyl)cysteinsulfoxid (
(22) N N )
0] 0]
\ OH
. \
2x / COOH
N /N o |
N N /U\COOH E
H H
S-(3-pyrrolyl)-3-pyrrolthiosulfinat 2-laktyl-3'-pyrrolylsulfoxid
(25) (24)
l.Hzo
S—S
N N
H H

3,3'-dithio-2,2'dipyrrol
(26)

Obrazek 31: Mechanismus vzniku cervené slouceniny v cibuli obri navrzeny Jedelskou a kol 58
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2.9 Technologicka opati‘eni zamezujici vzniku nezddouciho zbarveni

Jak jiz bylo uvedeno vySe, barevné slouceniny vznikajici béhem zpracovani
Cesnekovitych rostlin a jejich rozkladné produkty vyrazné snizuji organoleptickou
hodnotu téchto zelenin. Byla proto navrzena celd fada technologickych opatieni ¢i

postuptl, jak zabranit nebo alespont omezit vznik tohoto nezddouciho zbarveni.
Zpracovani Cesneku

Bylo zjisténo, Ze vyznamny vliv na zelenani ¢esneku maji také skladovaci podminky.
Lukes48 ve své praci uvadi, ze Eesnek je nachylngjsi k zelenani, kdyz je skladovan pii
nizsich teplotach (3 °C a 12 °C). U c¢esneku skladovaného pii vyssich teplotach (23 °C
a 28 °C) vsak k zadnym znatelnym barevnym zménadm nedochézi. Toto pozorovani lze
vysvétlit tim, Ze pfi skladovani za nizkych teplot dochézi v ¢esneku k naristu obsahu
klicového prekurzoru, isoalliinu (4), ktery se pii téchto teplotach uvoliiuje ze svého
prekurzoru, y-glutamyl-S-(1-propenyl)cysteinu.99-63 Jako optimalni navrhuji Yamazaki
a kol.64 skladovani ¢esneku dva tydny pii 40 °C, které nasleduje po dvanacti tydnech
skladovani pii 3 °C. Takovy postup uspéSné snizil zelenani natolik, Ze si homogenat

uchoval obchodni kvalitu.

Jednim z komerénich zplsobu pfipravy cesnekového homogendtu byla metoda
zahrnujici téz ptidavek soli nebo octa, nicméné takto vytvoreny produkt ztratil chut
a vini Cerstvé rozmackaného &esneku, které jsou konzumenty vyzadovany.l4
Senzoricky vyhovujici ¢esnekova pasta byla pozdé&ji vyrabéna rozdrcenim celych,
neoloupanych strouzkt a néslednou separaci slupek pomoci rozméliiovace. Vysledny
homogenat byl zahtivan a jesté jednou rozmélnén. K vzniklé kasi byla ptidana stl (az
10 %). Béhem tohoto procesu vSak byla pozorovéana tvorba zeleného zbarveni, pokud
byl zahfaty homogenat skladovan pii pokojové teploté.14 Problém se vznikem

nezadouciho zbarveni ¢esnekové pasty by mohl byt vyfeSen rozdrcenim strouzkl ve

zmrzlém stavu, nasledovaném ogetienim celulézou a sprejovym susenim.6°

Suseni strouzkl cesneku pii 40 °C po dobu 30 minut, jejich nasledné spafeni ve
vodni lazni pfi 90 °C po 45 minut, rozemleti, pfidavek 10 % soli, Gprava pH pomoci
30% kyseliny citronové a zdvérecna pasterizace poskytuje pastu, jejiz intenzita zeleného

zbarveni klesa bdhem skladovani.66 Aguilar a Rincon®/ navrhli ptidavek cysteinu jako
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vhodnou tpravu, kterd zamezuje vzniku zbarveni. Cystein inhibuje proces zelenani ve

fazi tvorby thiosulfinatt jiz pfi 1% koncentraci cysteinu.

V posledni dobé se nejcastéji vyuziva suseni Cesneku dehydrataci. Takto upraveny
Cesnek je méné ndro¢ny na skladovaci prostory, ma nizS§i hmotnost a delSi udrznost.
Tato metoda zpracovani nevyzaduje zadné piedchézejici upravy, at’ uz chemické nebo
mechanické. Cesnek mize byt sufen na slunném misté nebo pomoci specialnich
susicich pfistroji. Vznikly produkt (z Cerstvé sklizenych palic) mé zpravidla krémovy

odstin a nejsou na ném patrné zadné znamky zelenani, pokud je doba suseni 24 hodin.68

Nedavno Lee a kol.69 navrhli novou metodu, kterd zabraiiuje zelenani &esneku.
Pokud je k ¢esnekové pasté ptidan lyofilizovany prasek z cibule, ktery obsahuje aktivni
cibulové enzymy (alliinasu a LF-synthasu), nedochazi ke zméné c¢esnekového aroma

a zaroven se neméni barva vysledného produktu.
Zpracovani cibule a poru

V ptipad¢ oSetfeni cibule a péru neni mozné pouzit blansirovani, ptipadné tpravu
pomoci kyseliny citronové, protoze tento postup by denaturoval nestabilni alliinasu
a LF-synthasu, které jsou zodpovédné za katalyzu reakci, kterymi vznikaji Zadouci

senzoricky aktivni latky. Zamezeni vzniku riizového zbarveni lze dosdhnout velmi

opatrnym loupanim pred procesem dehydratace.’0 Problém s ervenanim péru by mohl

byt také vyfeSen obratnym a rychlym zpracovanim a oSetfenim roztokem

hydrogensiti¢itanu sodného.56

Pii zpracovani homogenatl cibule a poru se také osvédcil piidavek kyseliny
askorbové, ktera spoleéné s kyselinou citronovou zamezi jejich rtizovéni.®® Naopak
Li a kol.”! zaregistrovali patent na pouziti cysteinu k prevenci riizovéni cibulovych
homogenati. Ackoliv pfidavek cysteinu uspésné redukuje tvorbu pigmentli, zaroven
nezadoucim zpusobem modifikuje aroma takto oSetfenych macerati i pfi velmi nizkych
koncentracich. Andonian a Dickinson0 také zaregistrovali patent, ktery je zaloZen na

pridavku baze (neuvedli jaké) pred dehydrataci cibule nebo v jeji pocatecni fazi.
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Dalsi zplisob upravy pied samotnou dehydrataci je myti cibule ve vodé¢, ktera

obsahuje 10 ppm chloru. Béhem nasledné dehydratace je voda odstranéna parnim

susenim pii ur¢ité teplotd.’2

Vsechny tyto metody jsou vSak pomémné€ ndkladné a navic béhem téchto
technologickych krokli muze dochazet k nezddoucim zménam nutriéni kvality.
Naptiklad dehydratovany poérek obsahuje vyrazné niz§i podil fenolickych latek
a askorbové kyseliny, takze jeho antioxida¢ni aktivita klesla o vice jak 50 %.73 Také
samotné zpusoby uprav pfed procesem dehydratace (napt. piidavek cysteinu) jsou

diskutabilni 1 z toxikologického hlediska.
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Hlavnim cilem této prace bylo ziskat detailni informace o chemické struktuie
barevnych latek, které vznikaji v nékterych cesnekovitych rostlinach pii jejich
zpracovani. Na zdklad¢ struktury téchto latek pak navrhnout pravdépodobny
mechanismus jejich vzniku. Ziskané informace by mohly pomoci v piedchdzeni vzniku
téchto barevnych sloucenin béhem technologického zpracovani (suSeni, nakladani,

homogenizace, atd.).
Prace byla zaméfena na nasledujici body:

e Izolaci a identifikaci prekurzoru pigmentu v cibuli obfi (A. giganteum), urceni

struktury vzniklého ¢erveného pigmentu a mechanismu jeho tvorby.

e Identifikaci pigmentd, které se vytvareji béhem zpracovani c¢esneku, cibule, poru

a ¢esneku sicilského (A. siculum).

e Detailni studium mechanismu tvorby barevnych latek v Cesneku, cibuli, poru

a A. siculum.
e Na zaklad¢ ziskanych informaci navrhnout opatfeni, ktera by mohla zamezit

vzniku barevnych latek béhem technologického zpracovani cCesnekovitych

rostlin.
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4.1 Chemikalie a materialy
Chemikalie

Amoniak (25-29 %), chlorid amonny (p.a.), n-butylalkohol (p.a.), diethylether (p.a.),
glycerol (p.a.), kyselina chlorovodikova (35 %), thiokyanat draselny (p.a.),
hydrogenuhli¢itan sodny (p.a.) a pentahydrat thiosiranu sodného (p.a.) byly zakoupeny
od firmy Penta (Praha, Ceska republika).

Kyselina octova (99,8 %), siran amonny (99 %), dichlormethan (p.a.), methanol
(99,97 %), siran hote¢naty (bezvody), pentan (Cisty) a sira (p.a.) byly zakoupeny od
firmy Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika).

EDTA (p.a.), jod (p.a.), dihydrogenfosfore¢nan draselny (p.a.), hydroxid draselny
(p.a.), octan sodny (p.a.), sifi¢itan sodny (Cisty) a dekahydrat tetraboritanu sodného

(p.a.) byly zakoupeny od firmy Lachema (Brno, Cesk4 republika).

Amberlite IR-120 (H" forma, 16-45 mesh), dichlorethan (> 99 %), dimethylsulfoxid
(= 99%), propylbromid (> 98 %) a tri-n-butylamin (> 98 %) byly zakoupeny od firmy
Fluka (Buchs, Svycarsko).

Allylbromid (99 %), allyl(methyl)sulfid (98 %), 4-(dimethylamino)benzaldehyd
(99 %), Dowex 2X8-200, glycin (98 %), (Ds)jodmethan (99,5 % atomi D),
(*C)jodmethan (99 % atomi *C), hoitik (99,98 %), (E)-pent-2-enové kyselina (98 %)
a I-propenylbromid (98 %) byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Acetonitril (HPLC grade) a methanol (HPLC grade) byly zakoupeny od firmy
J. T. Baker (Griesheim, Némecko).

S-Alanin (99+ %), m-CPBA (70-75 %), cystein (99+ %), dansylchlorid (98 %),
N,N-dimethylformamid (99,8 %, extra suchy), Dowex S50WX4 (200-400 mesh),
methylthiokyanat (99 %), kyanid draselny (97 %), lithium (99+ %), lithiumaluminium-
deuterid (98 % atoml D), propargylbromid (80 %), terc-butoxid draselny (98+ %),
tetrahydrofuran (extra suchy) a a-toluensulfonylfluorid (99 %) byly zakoupeny od firmy
Acros Organics (Geel, Belgie).
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D,L-(3-D3)Alanin (99 % atomt D), p,L-(**N)alanin (99 % atomii'’N), p,L-(2-D)alanin
(98 % atomt D) a D,L-(1-"*C)alanin (99 % atomi'*C) byly zakoupeny od firmy Isotec
(St. Louis, MO, USA).

Cinidla

Ehrlichovo ¢inidlo bylo pfipraveno rozpusténim 2 g 4-(dimethylamino)benzaldehydu
ve 100 ml 9% HCI. Roztok ninhydrinu byl pfipraven rozpusténim 100 mg ninhydrinu
v 50 ml acetonu. Cinidlo na derivatizaci aminokyselin bylo pfipraveno rozpusténim

27 mg dansylchloridu v 10 ml acetonitrilu.
Ostatni materialy

C18-SPE a CS8-SPE kolonky (3 ml, 500 mg) byly opatfeny od firmy Supelco
(Bellefonte, PE, USA). Dialyza¢ni membrana (23 mm, 12 kDa) byla zakoupena od
firmy Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Membranové PTFE filtry (0,45 um,
17 mm) byly zakoupeny od firmy Fisher Scientific (Waltham, MA, USA).

Rostlinny material

Cibule A. giganteum a A. siculum byly zakoupeny od firmy Eurobulb (Zwanenburg,
Nizozemsko) v zafi 2008 (A. giganteum) a v zaii 2011 (A. siculum). Cibule, ¢esnek

a por byly zakoupeny v mistnim obchodg, kam byly dovezeny ze Spanélska nebo Ciny.
Materialy pouzivané k pripravé kultiva¢nich médii

Agar ST, zivny agar ¢. 2 a kvasni¢ni autolyzat byly zakoupeny od firmy Imuna
Pharm, a.s. (Sari§ské Michlany, Slovensko). Trypton byl opatien od firmy Scharlau
(Barcelona, Spanélsko), sojovy pepton byl zakoupen od firmy Fluka (Buchs,
Svycarsko), glukosa byla zakoupena od firmy Lachema (Brno, Ceska republika)

a bramborovo-dextrosovy agar byl zakoupen od firmy Himedia (Mumbai, Indie).
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4.2 Pristroje

'H a ”C NMR spektra byla mé&fena na spektrometru Varian INOVA 500 MHz a na
spektrometru Varian Mercury 300 MHz (Varian, Palo Alto, CA, USA). Chemické
posuny méfené v D,O byly vztazeny k signdlu natrium-4,4-dimethyl-4-silapentan-
1-sulfonové kyseliny (DSS), 'H posuny latek méfenych v CDCl; byly vztazeny
k signalu hexamethyldisilanu (HMDSS) (5 0,04) a °C posuny k signalu rozpoustédla
(0 76,99).

Pii méfeni LC-NMR dat byl pouzit Varian ProStar 230 HPLC systém (Varian, Palo
Alto, CA, USA). Na detekci latek byl pouzit PDA detektor, na ktery byl pfipojen
spektrometr Varian INOVA 500 MHz. '"H LC-NMR data byla zaznamenana pomoci
H/C/N kryosondy (60 pl aktivni objem) v moédu stop-flow, ktery zahrnoval WET
potlaceni signalu rozpoustédla. Sbér dat probihal béhem dvou sekund a zahrnoval
spektralni Sitku 10 kHz, nasledujici po 90° RF pulsu (3,4 us), zpozdéni relaxace bylo

nastaveno na 1 s.

IC spektra byla pofizena pfistrojem Nicolet FTIR (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) a CD spektra byla méfena na Jasco J-715 spektrometru (Jasco,
Tokyo, Japonsko). Hodnoty specifick¢ optické otacivosti byly ziskany pouzitim
polarimetru Autopol IV (Rudolph Research Analytical, Hackettstown, NJ, USA).
Nekorigované body tani byly stanoveny na bodotavku Stuart SMP 10.

HPLC separace byly provadény na pfistroji Dynamax SD-210 (Varian, Palo Alto,
CA, USA), s pouzitim detektoru Varian PDA 335 a C-18 nebo C-8 kolon
(RaininMicrosorb-MV 100 A, 250 x 4,6 mm, 5 um). Pfipadné byly pouZity preparativni
kolony C-8 nebo C-18 (Rainin Dynamax-100 A, 250 x 21,4 mm, 8 pum).

GC analyzy byly provadény na chromatografu Varian 3800 (Varian, Palo Alto, CA,
USA), opatienym MS detektorem Varian 4000. Vzorky (1 pl) byly vstiikovany
s pouzitim délice toku 1:10 na HP-5MS kiemennou kapilarni kolonu (30 m x 0,25 mm i.d.;
tloustka filmu 0,25 pum; Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Provozni
podminky byly nasledujici: teplota nastiiku 180 °C, teplota detektoru 250 °C, nosny
plyn helium o pritoku 1,3 ml/min; linedrni teplotni gradient od 130 °C (prvni 3 min

staly) do 220 °C, krok 2 °C/min.
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ESI HRMS data byla ziskdna pomoci hmotnostniho spektrometru LTQ-Orbitrap
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) pfi rozliSeni R = 50 000 (fwhm),

provoznim napéti 3,5 kV a teploté iontového zdroje 200 °C.

UHPLC-HRMS data byla ziskdna pomoci UltiMate 3000 RS UHPLC chromatografu
(Thermo Scientific; Waltham, MA, USA), ktery byl opatfen kolonou Acquity UHPLC
HSS T3 (100 x 2,1 mm, 1,8 um, Waters; Milford, MA, USA) vyhtivané na 45 °C.
Vzorky byly uchovany v autosampleru pti 4 °C, objem nastiiku byl 5 pul. Hmotnostni
spektra s vysokym rozliSenim byla métfena pomoci detektoru AB SCIEX TripleTOF
5600 (AB SCIEX, Toronto, ON, Kanada), ktery byl opatfen iontovym zdrojem (teplota
600 °C) DuoSpray. Napé¢ti na jehle bylo pro ESI(+) +5 kV a pro ESI(-) —4,5 kV.

DART-MS systém sestaval z iontového zdroje DART (DART-SVP, IonSense,
Saugus, MA, USA) spojené¢ho s hmotnostnim spektrometrem Exactive (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Vzddlenost mezi vystupem ze zdroje DART
a keramickou trubici byla nastavena na 10 mm, mezera mezi keramickou trubici
a ptfivodem do ohtaté kapilary spektrometru Exactive byla 2 mm. Vzorky byly vpraveny
manualné pomoci Dip-It sklenénych kapilar (IonSense, Saugus, MA, USA), desorp¢ni
Cas byl 5s. Piistroj byl nastaven jak na pozitivni, tak na negativni ionizaci
s nasledujicimi parametry: pratok helia 2,5 I/min; teplota vzduchu 350 °C; napéti na
vyluCovaci jehle 5000 V; na miizkované elektrodé¢ 350 V; napéti na kapilaie 50 V;
napéti na ¢occe trubice 120 V; teplota kapilary 250 °C. RozliSovaci schopnost pfistroje

pro m/z 200 byla R = 50 000 (fwhm).
Pouzity software

Pro vyhodnocovani HRMS/MS spekter byl pouzit program PeakView, verze 1.1.1.2
od firmy AB SCIEX (Framingham, MA, USA).
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4.3 Gradienty pouZivane v kapalinové chromatografii

e METODA A
¢as (min) 50mM KH,PO,, pH 5,5 (%) acetonitril (%)
100 0
prutok
97 3
18 ml/min 6 40 60
12 40 60
15 97 3
e METODAB
¢as (min) H,O (%) acetonitril (%)
60 40
prutok
56 44
18 ml/min 15 5 95
20 5 95
25 60 40
e METODA C
¢as (min) H,O (%) acetonitril (%)
pritok
95 5
0,9 ml/min 20 5 95
20 95 5
e METODA D
¢as (min) 25mM KH,PO,4, pH 5,5 (%) acetonitril (%)
0 97 3
pritok
4 97 3
0,9 ml/min 9 40 60
12 40 60
15 97 3
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e METODAE
¢as (min) 50mM CH3;COONa, pH 5,0 (%) methanol (%)
0 70 30
prutok
35 60 40
0,9 ml/min 60 25 75
65 25 75
70 70 30
e METODAF
¢as (min) 10mM KH,PO, pH 6,0 (%) methanol(%)
0 65 35
pritok 5 65 35
18 ml/min 10 25 75
12 25 75
17 10 90
22 65 35
e METODA G
¢as (min) 10mM KH,PO,, pH 5,4 (%) acetonitril (%)
97 3
pratok
10 97 3
18 ml/min 13 65 35
15 65 35
20 97 3
e METODA H
¢as(min) pritok (ml/min) 10mM HCOOH (%) methanol(%)
0 0,4 80 20
20 0.4 0 100
e METODATI
¢as (min) 10mM KH,PO, (%) methanol (%)
0 65 35
10 60 40
— 13 46 54
pruto
0,9 ml/min 25 25 75
30 25 75
35 5 95
40 5 95
45 65 35
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4.4 Postupy spojené se studiem ¢ervenani cibule obii
Izolace prekurzoru pigmentu v cibuli obFi

Cibule A. giganteum (628 g) byly rozétvrceny a homogenizovany v 1 1 smési
MeOH/H,O/HCl (90/9/1, v/v/v) vychlazené na 0°C. Vysledny homogenat byl
ptefiltrovan pies platno. Extrakce byla opakovana s dal§im litrem extrakéniho €inidla.
Ziskané extrakty byly spojeny a zakoncentrovany na cca 150 ml s pouzitim rotacni
vakuové odparky (RVO) (< 35 °C). Po odstfedéni bylo pH supernatantu upraveno na
hodnotu 2,5 za pouziti SM KOH. Takto upraveny roztok byl nanesen na kolonu katexu
(22 x 3 cm, Amberlite IR120). Po promyti kolony 200 ml vody byly aminokyseliny
eluovany 0,5M NH4OH. Frakce, které poskytovaly pozitivni reakci s Ehrlichovym
¢inidlem, byly spojeny, jejich pH bylo upraveno na hodnotu 5,5-6,0 a nasledn¢ byly
tyto frakce lyofilizovany. Ziskany prasek byl rozpustén ve 25 ml 50mM KH,PO4
(pH 5,5) a vysledny roztok byl nanesen na preparativni C-8 HPLC kolonu a rozdélen
pomoci METODY A. Frakce, které byly eluovany v c¢ase 3,7, 7,9 a 9,0 min, byly
jiméany a poté lyofilizovany. Prasek ziskany po lyofilizaci byl extrahovan 2 x 100 ml
methanolu a prefiltrovan. Ze spojenych extraktii byl opatrn¢ za snizeného tlaku odpaien

methanol (<30 °C). Bylo ziskano 83 mg latky 22, 552 mg latky 27 a 109 mg slouceniny 28.
Izolace barevnych sloué¢enin vzniklych v cibuli ob#i po naruseni pletiva

Cibule A. giganteum (372 g) byly roz¢tvrceny a homogenizovany v 600 ml H,O.
Homogenat se ponechal macerovat 30 minut pii pokojové teplote, poté k nému byl prilit
1 1 diethyletheru a vyslednd suspenze byla piefiltrovana pies platno. Extrakce byla
opakovana s dal§im litrem diethyletheru. Extrakty byly nasledné spojeny a vrstvy
rozpoustédel byly oddéleny odstfedénim. Vodna vrstva byla jesté extrahovana 500 ml
diethyletheru. Spojené etherové extrakty byly piesuSeny pies MgSO, a zakon-
centrovany do sucha na RVO (< 30 °C). Ziskany tmavé oranzovy prasek byl rozpustén
ve 30 ml acetonitrilu, roztok byl ptefiltrovan pies PTFE filtr (0,45 um) a piecistén pies
SPE C-8 kolonku (3 ml, 500 mg). Acetonitril byl odpafen za snizené¢ho tlaku s vytéz-
kem 455 mg tmavé oranzové pevné latky. Extrakt byl podroben preparativni C-8 HPLC
(néstiik 1 ml) za pouziti METODY B. Frakce eluovana v Case 18,1 min byla najiména

a lyofilizovana.
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Izolace alliinasy

K izolaci alliinasy z cibuli rostlin A. giganteum a cibule kuchyniské byl vyuzit postup
popsany Shenem a Parkinem.’4 Viechny kroky byly provadény pii teploté 0—4 °C.
Postup zahrnoval homogenizaci cibuli (486 g) ve 250 ml 0,1M KH,PO, (pH 7,5), ktery
obsahoval 10 % glycerolu, 0,5 mM toluensulfonylfluoridu, 5 mM EDTA a 0,05 %
cysteinu. Ziskany homogenat byl piefiltrovan pies platno. Po odstiedéni (15 min,
9000 rpm, 4 °C) byl precipitat odstranén a k supernatantu byl pfidan siran amonny (65%
nasyceni). Po odstiedéni (20 min, 9000 rpm, 4 °C) byl supernatant odstranén
a precipitat byl rozpustén v 17 ml fosfatového pufru, ktery byl pouzit jako extrakéni
ginidlo. Poté byla provedena dikladna dialyza proti stejnému pufru. Cistota ani

specificka aktivita ziskaného preparatu jiz nebyly dale zkoumany.
Modelové reakce s alliinasou

Jeden ml zasobniho roztoku 2-PyrrCSO resp. 1 ml zasobniho roztoku 3-PyrrCSO
25 mM v 50mM KH,POs, pH 6,5) byl pieveden do 10ml sklenénych vialek.
K roztokiim bylo pfidano 0,5 ml roztoku alliinasy (10 mg/ml). Roztoky byly michany
pii 23 °C po dobu 30 min. Nasledovala extrakce modelové reakéni smési diethyl-
etherem (3 ml) a organické vrstvy byly odfoukdny za pouziti argonu. Zbytky ve
vialkach byly rozpustény ve 200 pul acetonitrilu, prefiltrovany ptes PTFE filtr (0,45 pm)
a analyzovany pomoci C-8 HPLC za pouziti METODY C.

Postupy spojené s testovanim antimikrobialni aktivity barevnych latek

vznikajicich v cibuli obii
Piiprava kultivacnich médii

Trypton sojovy agar (TSA) byl pfipraven smichanim 3,75 g enzymatického
kaseinového hydrolyzatu (trypton), 1,25 g sojového peptonu a 1,25 g NaCl s 3,75 ¢
agaru. Smés byla doplnéna vodou na celkovy objem 250 ml a hodnota pH byla

upravena na 7,2.

Masopeptonovy agar obohaceny glukosou (MPAg) byl pfipraven smichanim 10 g
zivného agaru €. 2, 2,5 g glukosy a 1,25 g kvasni¢niho autolyzatu s 5 g agaru ST. Smés

byla doplnéna vodou na celkovy objem 250 ml a hodnota pH byla upravena na 7,2.
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Bramborovo-dextrosovy agar (PDA) byl pfipraven rozpusSténim 9,75 g stejnojmenné
smési ve 250ml vody. VSechna kultivaéni média byla sterilizovana 20 minut

v autoklavu pii 121 °C.
Testovani antimikrobialni aktivity

Testy byly provedeny Ing. Petrou Krejcovou. Optimaln€¢ narostlé bakterie
Clavibacter michiganensis subsp. sebedonicus [G+, RICP 1297/99, (Smith 1910) Davis
et al. 1984""], Xanthomonas axonopodis pv. vesicatorium (G-, BCCM/LMG 931, Starr
and Garces 1950*") a Erwinia amylovora [G—, RICP 121A, (Burrill 1882)
Winslow et al. 1920*"] byly odebrany z kultivaéniho média (MPAg) a umistény do
sterilni vody. Byla pfipravena bakteridlni suspenze o hustoté 10° CFU/ml. Tato
suspenze (0,5 ml) byla rozetfena na Petriho misku, ktera obsahovala kultivaéni médium.
Suspenze infiltrovala médium ve flow boxu piiblizn¢ tfi hodiny. Roztoky (5 pl)
testovanych latek (GIG1H, GIG24H a allicin) v methanolu nebo v ethanolu (allicin)
(koncentrace 8, 4, 2 a 1 mg/ml) byly aplikovany na papirovy disk o priméru 6 mm. Po
odpafeni rozpoustédla byly disky umistény na Petriho misky obsahujici bakterie
infiltrované do kultivacniho média. Bakterie byly inkubovany pii 25 °C a zdény byly
odecteny po 2 dnech u Clavibacter michiganesis subsp. sebedonicus a Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatorium a po jednom dnu u Erwinia amylovora. Vsechny testy byly

provedeny tiikrat.

Pro test byly vyuzity také tyto t¥i bakterie: Micrococcus luteus [CCM 1048,
(Schroeter 1872) Cohn 18724, Bacillus cereus (CCM 869, Frankland a Frankland
1887%%) a Escherichia coli [CCM 3954, (Migula 1895) Castellani a Chalmers 1919*4].
Jako kultivacni médium byl pouzit trypton sojovy agar (TSA). Inkubace bakterii
s papirovym diskem obsahujici testované latky probihala pii 30 °C pro Micrococcus
luteus a Bacillus cereus, a pii 37 °C u bakterie Escherichia coli. Zény byly odeéteny po

jednom dnu inkubace. VSechny testy byly provedeny ttikrat.

Biologicka aktivita byla také testovana na kvasince Saccharomyces cerevisiae
(Meyen ex E. C. Hansen). Postup testu byl témét stejny jako pfi testovani bakterii.
Bramborovo-dextrosovy agar (PDA) byl pouzit jako kultivaéni médium, inkubace
kvasinek s papirovymi disky obsahujicimi testované latky probihala pii 25 °C a zony
byly odecteny po jednom dnu inkubace. VSechny testy byly provedeny tfikrat.
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Protiplisnova aktivita byla testovana na Aspergillus niger (KRV/ZF/JCU,
van Tieghem), Rhizoctonia solani (F-1, Kuhn) a Fusarium solani [F-1036, (Martius)

Saccardo]. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla stanovena za uziti nepatrné

pozménéné metody Oarda a kol.”® Testovani bylo provadéno v mikrotitraénich
destickach o 96 jamkach. Testované slouceniny byly pfevedeny do roztoku rozpusténim
ve vhodném rozpoustédle (methanol, ethanol). Byly pfipraveny roztoky o koncentraci
2000 pg/ml (GIG1H), 1000 pg/ml (GIG24H) a 5120 pg/ml (allicin). Testované roztoky
byly déle ziedény bramborovo-dextrosovym agarem 10x pfi teploté 70 °C. Dalsi fedéni
bylo provadéno jiz piimo v desti¢ce (fedéni 2x). Koncentracni rozmezi bylo u vzorku
GIGIH 200-0,4 pg/ml, u GIG24H 100-0,2 pg/ml a u allicinu 512—-1 pg/ml. Ve vSech
jamkach byl celkovy objem roztoku 100 pl. Po ztuhnuti agaru v jamkéch byla nanesena
suspenze plisiovych spér o koncentraci 10’ CFU/ml ve 0,05% Tweenu 80. Suspenze se
nechala ztuhnout a MIC byla odectena po 48 hodinach inkubace pii 25 °C. Kazdy test
byl proveden tiikrat s dvojim opakovanim. MIC byla stanovena porovnanim zakalu
pfed narGstem daného mikroorganismu a zdkalu po narGstu mikroorganismu

v testovaném roztoku.
P#iprava barevnych extraktit A. giganteum pro testovani antimikrobialni aktivity

Smés aminokyselin (2 g), kterd byla extrahovana z cibule obfi, byla rozpusténa ve
200 ml 0,05M fosfatového pufru (pH 6,5). Roztok zoranzovél nékolik minut po
pfidavku I g alliinasy. Reakce byla ukon¢ena po jedné hodin¢ (vzorek GIG1H) resp. po
24 hodinach (vzorek GIG24H) pfti laboratorni teploté. Ziskané barevné roztoky byly
naneseny na C-8 SPE kolonku (3 ml, 500 mg), promyty destilovanou vodou a barevné

latky byly eluovany methanolem. Rozpoustédlo bylo odpaieno za snizeného tlaku (30 °C).
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4.5 Postupy spojené se studiem tvorby barevnych sloucenin v ¢esneku,

cibuli, péru a ¢esneku sicilském
Piiprava S-alk(en)ylcysteinsulfoxidi

Pro izolaci isoalliinu (4) byla pouzita metoda Carsona a kol.”6 a homoisoalliin (5)

byl izolovan dle postupu Kubce a kol.22 Ostatni S-alk(en)ylcysteinsulfoxidy (1-3 a 6)

byly syntetizovany doc. Ing. Romanem Kubcem, Ph.D. alkylaci L-cysteinu pfisluSnymi

alk(en)ylhalidy a naslednou oxidaci pomoci H,O,.”

Stanoveni zastoupeni S-alk(en)ylcysteinsulfoxidi v ¢esneku, cibuli, poru a ¢esneku

sicilském

Ke stanoveni byla pouzita mirné modifikovand metoda Kubce a Dadakové.30
Pfiblizn¢ 15 g oloupaného cesneku, cibule, péru, popt. A. siculum bylo homogeni-
zovano s 200 ml smeési methanol/H,O/HCI (90/9/1, v/v/v). Vznikly homogenat byl
vafen 5 minut pod refluxem, zfiltrovan a filtrat byl zakoncentrovan na RVO pfti 40 °C

na objem 10-15 ml. Tento roztok byl doplnén na 25 ml 20mM boratovym pufrem (pH 9,2).

S-Substitutuované derivaty cysteinu (1-6) byly pouzity jako referen¢ni slouceniny.
Malé mnozstvi ptislusné aminokyseliny bylo rozpusténo v 0,5 ml 20mM boratového
pufru (pH 9,2). Takto ptipraveny zasobni roztok byl nasledné pouzit pro derivatizaci
dansylchloridem (Dns-Cl).

Derivatizované vzorky byly pfipraveny smichanim 100 pl extraktu vzorku (nebo
zasobnich roztokl standarda) s 250 pl Dns-Cl ¢inidla (10mM dansylchlorid v aceto-
nitrilu) a 0,65 ml 20mM boratového pufru (pH 9,2). Smés byla kratce promichana
a ponechana 30 minut pii laboratorni teploté. Néasledné¢ byl roztok zfiltrovan pres

0,45um PTFE filtr a analyzovan pomoci C-18 HLPC za pouziti METODY E.

Porovnanim reten¢nich casti standardti a slouCenin v realnych extraktech byly
piitazeny piky jednotlivym sledovanym aminokyselindm. Relativni zastoupeni téchto

aminokyselin bylo spo¢itano jako pomér plochy jejich pikii.
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Syntéza 2,3-dibrompentanové kyseliny

K syntéze byl pouzit postup publikovany Morim a kol.”8 (Obrazek 32).

Obrézek 32: Syntéza 2,3-dibrompentanové kyseliny

Roztok 27 ml bromu (I mol) v50 ml dichlormethanu byl béhem jedné hodiny
prikapavan do vychlazeného roztoku (E)-pent-2-enové kyseliny (50 g, 0,5 mol) ve
260 ml CH,Cl,. Roztok byl michan 6 hodin pii pokojové teploté. Poté k nému bylo
piidano 250 ml 10% vodného roztoku NaHSOs. Thned doslo ke zméné zbarveni smési
z oranzové na bilou. Vodna vrstva byla extrahovana 300 ml CH,Cl,. Organické frakce
byly spojeny a zakoncentrovany na RVO. Vysledny produkt byl pfesusen pies bezvody
MgSO,. Ponechanim produktu ptes noc pii pokojové teploté se utvofily bilé krystaly
(117 g, vytézek 90 %).

Syntéza 1-butenylbromidu

Na zékladé postupu Moriho a kol.”8 (Obréazek 33) byla syntéza provedena
doc. Ing. Romanem Kubcem, Ph.D.

Br (0}
NaHCO3
_— WBI’
OH " _co,.-HBr
Br

Obrézek 33: Syntéza 1-butenylbromidu

Do litrové trojhrdlé baiky opatfené teplomérem a ptikapavaci baikou (tfeti hrdlo
bylo napojeno na vyvévu) byla umisténa suspenze 70 g NaHCO; ve 200 ml DMF. Za
stalého michani byl pfi teploté 75 °C ptikapavan roztok 2,3-dibrompentanové kyseliny
(117 g, 0,45 mol) v 50 ml such¢ho DMF. Byl vytvofen podtlak 150 mm Hg a mezi
reakéni bailkku a vyvévu byly umistény dvé jimaci banky ponoiené do smési suchy
led/aceton. Behem piikapavani 2,3-dibrompentanové kyseliny doslo k bouflivé reakci.
Po pridani kyseliny byl podtlak nastaven na 100 mm Hg a po ukonceni destilace byl

pouzit obsah pouze prvni jimaci baiiky, ktera obsahovala bezbarvy produkt. Vysledny
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produkt byl pfesusen pies bezvody MgSOy, a jeho Cistota a identita byly ovéfeny pomoci
GC-MS (vyteézek 54 %).

Syntéza disulfidi obsahujicich 1-propenylovou popf. 1-butenylovou skupinu

Disulfidy byly piipraveny podle metody Wijerse a kol.”® (Obrazek 34).

5, THF,DCE S S R*-SCN
Mg + 1 > XN —— — S R
RN 70 °C, reflux R o 0°C RN THF Rl/\/ g

R’ = -CH,

R'=-H
-CH; 13 CH,
CD,
-CH,CH=CH,
-CH,CH,CH,
-CH,CH,CH,CH,

Obrazek 34: Syntéza 1-alk(en)ylfalk(en)yl]disulfidii

Hoi¢ik (8,5 g, 0,34 mol) byl suspendovan ve 30 ml THF v trojhrdl¢é baiice (250 ml)
opatfené teplomérem, zpétnym chladi¢em a ptikapavaci baitkou. K suspenzi byl pomalu
ptikapavan roztok 1-propenylbromidu (37 g, 0,3 mol) pifipadné 1-butenylbromidu
(40,5 g, 0,3 mol) a 1,2-dichlorethanu (3,5 g, 35 mmol) ve 120 ml THF. Reakce byla
zahajena opatrnym zahtfatim pomoci fénu a probihala pod refluxem (60-70 °C). Po
ukonceni prvni faze reakce (kdyz vétSina hoiciku zreagovala) byla smés ochlazena na
pokojovou teplotu a za stalého michani a chlazeni bylo po malych davkach ptfidano
9,6 g (0,3 mol) siry. Dvacet minut po piidani siry bylo ptikapano 0,3 mol R-SCN
(R = methyl, allyl, propyl, popi. butyl) ve 30 ml THF. Po 30 minutach michani bylo
priddno 150 ml 25% vodného roztoku NH4Cl. Vznikly dvé vrstvy, spodni (vodnd)
vrstva byla extrahovana 2 x 150 ml dichlormethanu a vSechny organické vrstvy byly
spojeny, piesuSeny pies bezvody MgSO, a rozpoustédlo bylo odpafeno za snizen¢ho
tlaku (< 30 °C). Bylo ziskano pfiblizn¢ 40 ml hnédé, zapachajici kapaliny. Destilaci
kapaliny za snizeného tlaku pii 57-62 °C/I0mm Hg byl =ziskdn methyl-
(1-propenyl)disulfid, pfi 60-70 °C/8 mm Hg byl ziskdn allyl(1-propenyl)disulfid, pti
78-80 °C/13 mm Hg byl ziskan 1-propenyl(propyl)disulfid, zatimco pii
62—66 °C/10 mm Hg byl ziskan 1-butenyl(methyl)disulfid a pti 95-105 °C/15 mm Hg
byl ziskan 1-butenyl(butyl)disulfid. VSechny vznikl¢ disulfidy (vytézky kolem 20 g)
byly svétle zluté zapachajici kapaliny, jejichz Cistota a identita byly ovéfeny pomoci

GC-MS (viz Prilohu 1).
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Syntéza allylthiokyanatu

Tato syntéza byla provedena podle lehce modifikované metody Slatera80 (Obr &zek 35).

Br Na,S,0, ———— S + KCN ——— = SCN
+ /\/ /\/
e 2 = Sso, =

Obrézek 35: Syntéza allylthiokyanétu

Allylbromid (48,4 g, 0,4 mol) byl rozpustén ve 140 ml ethanolu a k tomuto roztoku
byl pfidan roztok 63,3 g Na,S;0;3 (0,4 mol) ve 140 ml vody. Vysledny roztok byl
zahfivan hodinu pod refluxem. Po ochlazeni na pokojovou teplotu byl roztok
extrahovan diethyletherem (2 x 200 ml). Do vodné vrstvy bylo pfisypano 26,5 g
(0,4 mol) KCN. Smés byla michana 60 minut, béhem kterych se vytvofily dvé vrstvy.
Emulze byla extrahovana pentanem (2 X 250 ml) a organické vrstvy byly spojeny
a presuseny pies bezvody MgSO,. Odpaienim rozpoustédla za snizené¢ho tlaku pii 25 °C
bylo ziskdno 24,6 g (vytézek 62 %) svétle zluté aromatické kapaliny, jejiz Cistota
a identita byly ovéfeny pomoci GC-MS.

Syntéza propylthiokyanatu

Syntéza byla provedena s uZitim mimé pozménéné metody Reevese a kol.81

(Obrazek 36).

\/\Br + KSCN ———» \/\SCN

Obrazek 36: Syntéza propylthi okyanatu

Do litrové baiiky s kulatym dnem bylo umisténo 86,1 g (0,7 mol) 1-brompropanu,
136,1 g (1,4 mol) thiokyanatu draselného jako 50% vodny roztok a 3 g (16 mmol)
tri-n-butylaminu. Roztok byl za stalého michani zahfivan pod zpétnym chladicem dvé
hodiny. Po ochlazeni na pokojovou teplotu byla horni vrstva odebrana a piesusena pies
bezvody MgSO,. Destilaci za snizeného tlaku (54-55 °C/10 mm Hg) bylo ziskano
46,2 g (vytézek 71 %) nazloutlé kapaliny se silnym zapachem piipominajicim kien,
jejiz Cistota a identita byly ovéteny pomoci GC-MS.
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Syntéza izotopicky substituovaného methylthiokyanatu
Syntéza byla provedena podle mimé pozménéné metody Reevese a kol.81 (Obréazek 37).

13
BeHl + KSCN ———> “CH,SCN

CD;I + KSCN ——>  CD;SCN

Obrazek 37: Syntéza *CH;SCN a CD;SCN

BCH;I (10 g, 0,07 mol) a 13,6 g (0,14 mol) thiokyanatu draselného (jako 50% vodny
roztok) byly smichany ve 250ml varné bance. Roztok byl za stalého michani zahiivan
dvé hodiny pod zpétnym chladicem. Po ochlazeni na pokojovou teplotu byla vznikla
reakéni smés extrahovana dichlormethanem (2 x 50 ml), spojené organické vrstvy byly
piesuseny pies bezvody MgSO4 a zakoncentrovadny za snizeného tlaku. Vysledny
produkt byl ziskan destilaci za normalniho tlaku (b. v. 131-134 °C) (vytézek 78 %).
Syntéza CD3;SCN byla provedena analogicky za pouziti CDsl (vytézek 81 %).

Syntéza (E/Z)-methyl(1-propenyl)sulfidu

Postup byl proveden podle metody Blocka a kol.82 (Obrézek 38).

t-BuOK.

NN T S N
Obrazek 38: Syntéza (E/Z)-methyl(1-propenyl)sulfidu

Roztok allyl(methyl)sulfidu (100 g, 1,14 mol v 75 ml DMSO) byl ptikapavan ke
smési 57 g terc-butoxidu draselného (0,5 mol) ve 375 ml DMSO. Vznikla tmavé hnéda
smés byla michana nejprve hodinu pii 45 °C a dalSich 24 hodin pfi pokojové teploté.
K reak¢ni smési bylo poté piidano 750 ml vody a vodna vrstva byla extrahovana
pentanem (2 x 650 ml). Pentan byl nasledné odpaten za snizeného tlaku pfi teploté 8 °C.
Destilaci zbyl¢é oranzové kapaliny pfi 90-100 °C bylo ziskano 98 g (vytézek 98 %) Ciré,

ostfe pachnouci kapaliny, jejiz Cistota a identita byly ovéfeny pomoci GC-MS.
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Syntéza di(1-propenyl)disulfidu

Syntéza byla provedena doc. Ing. Romanem Kubcem, Ph.D. za uziti postupu

Wijerse a kol.”9 (Obréazek 39).

Obrazek 39: Syntéza di(1-propenyl)disulfidu

Kapalny amoniak (300 ml) byl umistén do dvoulitrové trojhrdlé baiky opatiené
piikapéavaci baiikkou a ponofené do ldzné obsahujici suchy led/aceton (=75 °C). Do
baiikky bylo po malych davkach ptidano lithium (4,2 g, 0,6 mol). Po pétiminutovém
michani reakéni smési bylo pfidano 100 ml diethyletheru a 3 minuty poté byl pfidan
methyl(1-propenyl)sulfid (53 g, 0,6 mol). Poté byla teplota reak¢ni smési pomalu
zvysena na —30 °C, pii které se téméf vSechen amoniak odpatil. Zbytky amoniaku pak
byly odstranény za snizeného tlaku. K vyslednému produktu bylo pfiddno 100 ml vody
a 100 ml diethyletheru. Poté byl pfi teploté¢ v rozmezi —10 °C a 0 °C pfikapavan
koncentrovany roztok jodu a KI ve vod¢, dokud dochazelo k jeho odbarvovani. Horni
vrstva byla oddélena a vodné vrstva byla extrahovana 50 ml diethyletheru. Spojené
organické vrstvy byly promyty 2 x 50 ml 5% roztoku thiosiranu sodného a 2 x 50 ml
vody. Poté byl roztok ptesusen pies bezvody MgSO, a bylo ziskdno 23,7 g zluté
kapaliny, jejiz Cistota a identita byly ovéfeny pomoci GC-MS.

Syntéza izotopicky substituovaného methyl[(1,2-D,)1-propenyl]disulfidu

Syntéza byla provedena doc. Ing. Romanem Kubcem, Ph.D. podle metody

publikované Naganthanem83 (Obrazek 40). Cistota a identita ziskaného disulfidu byly
ovéfeny pomoci GC-MS (viz Prilohu 1).

/\Br+/\/SH—>///\S/\/%/S\/\

LiAID,

D D D
S CH;SCN Li NH;5 (1)
-
S/ N -——— T S/\/
D D Li D

Obrézek 40: Syntéza izotopicky substituovaného methyl[(1,2-D,)1-propenyl]disulfidu
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Oxidace disulfidi na thiosulfinaty

Thiosulfinaty byly pfipraveny oxidaci pfislusnych disulfidd podle metody

Kubce a kol.43 (Obrazek 41). V této reakci byla jako oxida¢ni ¢inidlo pouzita m-chlor-

peroxybenzoova kyselina (m-CPBA).

R'=-H R*=-CH;

_CH3 ) 1 3CH3
-CDjy
-CHZCH:CH2
-CH2CH2CH3
-CH,CH,CH,CHj5

Obrézek 41: Syntéza thiosulfinadtii

V trojhrdlé banice opatifené piikapavaci bankou a umisténé do ledové lazné bylo
v 50 ml vychlazeného CH,Cl, rozpuSténo 20 mmol methyl(1-propenyl)disulfidu,
allyl(1-propenyl)disulfidu, 1-propenyl(propyl)disulfidu, 1-butenyl(methyl)disulfidu
nebo 1-butenyl(butyl)disulfidu. Za stalého michani byl ke smési piikapavan roztok
3,85 g (22 mmol) m-CPBA rozpusténé¢ v 50 ml CH,Cl, vychlazeny na 0 °C. Reakce
probihala 45 minut, poté byla ziskana smés ptefiltrovana a rozpoustédlo bylo odpatreno
za snizen¢ho tlaku (< 30 °C). Pokud bylo nutné, smés byla opét piefiltrovana, dokud
odpafenim rozpoustédla nevznikla zlutd viskézni kapalina. Reakci bylo ziskano

pfiblizné 18 mmol ptisluSnych thiosulfinati.
Modelové reakce

Piiprava modelovych pigmentii

10% roztok syntetickych thiosulfinati R;CH,CH=CHS(O)SR, (R; = —H, —CH3;,
R, = —CHs3, -CH,CH=CH,, -CH=CHCH3;, —CH,CH,CH; nebo —CH,CH,CH,CH3)
(2,4 g thiosulfinati ve 24 g acetonitrilu) byl smichan s 500 ml 0,5M KH,PO, (pH 5,5),
ktery obsahoval 0,05 mol L-alaninu. Roztok byl ponofen do lazn¢ o teploté¢ 40 °C.
Reakce probihala za stalého michani 19 hodin za vzniku rGzového az fialového
zbarveni. Analogicky byly provadény i modelové experimenty s izotopicky

substituovanym  alaninem  [D,L-(3-D3)Ala, pL-(*N)Ala, DL-(2-D)Ala  nebo
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p.L-(1-"C)Ala] a izotopicky substituovanymi thiosulfinaty [CH;CD=CDS(O)SCHs,
CH;CH=CHS(0)S"*CH3, CH;CH=CHS(0)SCDs nebo CH3CH,CH=CHS(0)S"*CHj].

Precisténi modelovych pigmentii

Ziskané barevné roztoky byly naneseny na C-18 SPE kolonku (60 ml, 10 g). Kolonka
byla postupné promyta 50 ml vody, pentanu, CH,Cl,, diethyletheru, acetonitrilu,
methanolu a okyseleného methanolu (CH3;OH/HCI, 99/1, v/v). Eluované frakce byly
pievazné bezbarvé, jen eluci methanolem byl ziskdn barevny roztok (rGzovy az
tyrkysovy — v zavislosti na pouzitém thiosulfinatu). Methanol byl odpaten, odparek byl
rozpustén v minimalnim mnozstvi methanolu (zpravidla < 100 pl) a k roztoku bylo
priddno desetkrat veétsSi mnozstvi vody. Roztok (kromé pigmentu vytvoreného
z CH3;CH=CHS(O)SCH,CH=CH,;, jehoz dalSim piecisténim by doslo ke ztraté zlutych
latek) byl nanesen na C-8 SPE kolonku (3 ml, 500 mg). Kolonka byla promyta 3 ml
vody, 25 ml acetonitrilu a 3 ml methanolu. HPLC analyzdm byly podrobeny jen
methanolické frakce (ostatni frakce neobsahovaly vyznamnd mnozstvi barevnych

sloucenin).
Extrakce smési thiosulfinatu z ¢esneku, cibule, poru a ¢esneku sicilského

Ptiblizn¢ 500 g jedlych casti cesneku, cibule, poru nebo cesneku sicilského bylo
homogenizovano v 500 ml vody. Homogenat byl po 30 minutach stani pii pokojové
teploté prefiltrovan pres platno a filtrat byl extrahovéan diethyletherem (3 % 300 ml).
Spojené etherové frakce byly zakoncentrovany za snizeného tlaku (< 30 °C) a ucho-

vavany pii —28 °C.
Tvorba pigmenti z extrakti ¢esneku, cibule, péru a ¢esneku sicilského

Vyse piipravené extrakty (10 ml) byly smichany s alaninem ve fosfatovém pufru
(300 ml 0,5M KH,POs4, pH 5,5). Vysledna koncentrace aminokyseliny v reakéni smési
byla 100 mM. Roztok byl ponotfen do vodni lazné€ o teploté 40 °C, reakce probihala za
stalého michani 19 hodin (v pfipad¢ extraktu z Cesneku reakce probihala 6 hodin).
Analogicky byly provadény i modelové experimenty s izotopicky substituovanym

alaninem [D,L-(3-D3)Ala, D,L-('°N)Ala, D,L-(2-D)Ala nebo p,L-(1-"°C)Ala].
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PreciSténi pigmentii vzniklych reakci diethyletherového extraktu ¢esneku, cibule,

poru nebo ¢esneku sicilského s aminokyselinami

Modré (Cesnek) nebo riizovofialové (cibule, por, Cesnek sicilsky) modelové smési
byly izolovany a piecistény analogicky s postupem uvedenym u pigmentt piipravenych
ze syntetickych thiosulfinati. Tabulka 2 znazorfiuje prehledny postup precisténi
pigmentl. Pigmenty vzniklé reakci ¢esnekového extraktu nebyly podrobeny dal§imu
precisténi ptes C-8 SPE kolonku, protoze by doslo ke ztrat¢ zlutych latek, které

v Cesnekovém homogenatu vznikaji.

Tabulka 2: Precis§téni smési pigmenti — barvy eluati

rozpoustédlo pouzité na ¢esnekové cibulové porkové pigmenty

promyti C-18 SPE kolonky pigmenty pigmenty pigmenty vytvoi‘ené
v A. siculum

voda bezbarvy bezbarvy bezbarvy bezbarvy

pentan nazloutly nazloutly nazloutly bezbarvy

dichlormethan nazloutly nazloutly nazloutly bezbarvy

diethylether nazloutly nazloutly nazloutly bezbarvy
acetonitril zelenozluty oranzovy oranzovy nartzovély

methanol tyrkysovy** fialovy* fialovy* gerveny*

methanol + 0,1% HC1 svétle tyrkysovy  svétle fialovy  svétle fialovy rizovy

rozpoustédlo pouzité na
promyti C-8 SPE kolonky

voda bezbarvy bezbarvy bezbarvy
acetonitril Eerveny cerveny narizoveély

methanol fialovy** fialovy™** rizovy**

methanol + 0,1% HCI bezbarvy bezbarvy bezbarvy

neoznacené roztoky nebyly dale zpracovavany
* roztoky byly podrobeny dal§imu piecisténi
** roztoky byly analyzovany

Izolace slouceniny GLO-371

Pomoci C-18 preparativni HPLC (METODA F) byla z vybranych modelovych smési
izolovana barevna latka (Amax = 568 nm), ktera méla retencni Cas 11,9 minut. Vzhledem ke
znacné nestabilité této latky byl ze sloucenych najimanych frakci opatrné za snizeného tlaku
odpaten methanol a zbyly roztok byl nanesen na SPE C-18 kolonku (3 ml, 500 mg), ktera
byla nasledné promyta vodou (3 ml). Kolonka s adsorbovanym pigmentem byla uchovavéana
pri teplot¢ —28 °C a samotna barevna latka z ni byla eluovana tésné pred NMR meéfenim
pomoci CD;OD.
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5.VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Tvorba barevnych latek v cibuli ob¥i

K detailnimu studiu barevnych zmén probihajicich v cibuli obfi byla nezbytna
izolace prekurzoru téchto sloudenin. Na zakladé vysledka Jedelské a kol.98 bylo mozné
predpokladat, ze timto prekurzorem je aminokyselina S-(3-pyrrolyl)cysteinsulfoxid
(3-PyrrCSO, 22). Jak bude popsano dale, béhem této izolace se nejenom podatilo
izolovat né€kolik jinych, ve védecké literatufe dosud nepopsanych sloucenin, ale
pfedevsim prokazat, ze prekurzorem barevnych sloucenin v cibuli obii je ve skute¢nosti

jina latka nez 3-PyrrCSO.
5.1.1 Objasnéni struktury nékterych sirnych slou¢enin p¥itomnych v cibuli obFi

Ve frakci obsahujici aminokyseliny, ktera byla extrahovana z cibuli A. giganteum,
bylo pomoci HPLC detekovano nékolik slou¢enin vykazujicich absorpéni maximum
v rozmezi 240-280 nm. Tti z nich (22, 27 a 28) byly nasledné izolovany pomoci
kombinace iontovyménné chromatografie a preparativni HPLC (Obrézek 42) a plné

charakterizovany za pouziti riznych spektroskopickych metod.

N 22

Obrazek 42: Chromatogram frakce obsahujici aminokyseliny pritomné v cibuli obri
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Stanoveni chemickeé struktury prekurzoru pigmentu

Hlavni slou¢enina (27), kterd byla izolovdna, méla retenéni c¢as 7,9 min
(METODA A) a poskytovala pozitivni reakci jak s ninhydrinem, tak s Ehrlichovym
¢inidlem (to naznaCovalo jeji aminokyselinovou povahu a zaroven piitomnost
pyrrolového jadra). Sloucenina 27 byla bild krystalicka latka, ovSem pii laboratorni
teploté se béhem nékolika hodin jeji barva zménila na riZzovou. O jeji citlivosti na
zvysenou teplotu svédci i fakt, ze také béhem izolace dochazelo k jejimu rozkladu na
barevné produkty. Césteény rozklad této slouteniny byl pozorovan také béhem jejiho
skladovani pti —28 °C, kdy se jeji barva zménila béhem tfech mésici na

oranzovohnédou.

BC NMR data latky 27 naznadila pitomnost &tyf aromatickych uhliki (C-2'-C-5")
spoleéné s jednim karboxylovym (C-1) a dvéma sp’-hybridizovanymi uhlikovymi
atomy (C-2, C-3) (Tabulka 3). Dalsi NMR experimenty (véetn¢ COSY, HETCOR,
DEPT a HMBC - Priloha 2) odhalily pfitomnost dvou oddélenych strukturnich
podjednotek. Prvni bylo monosubstituované pyrrolové jadro a tou druhou byl fetézec
—CH,CH(X)COOH. IC spektrum latky 27 vykazovalo silnou absorpci pii 1080 cm ™,
coz naznacovalo pfitomnost —S=0O skupiny. Méfenim ESI-TOF HRMS byla zjisténa
hmotnost [M + H]" 203,0485 Da, ktera se naprosto shodovala s vypoéitanou hodnotou
pro sumarni vzorec C;H;;N,O;S. Z téchto dat jednoznacné vyplyvalo, ze izolovana

sloucenina je S-pyrrolylcysteinsulfoxid.

cysteinylovou c¢ast. Vzhledem k vzdjemné interakci vSech tfech aromatickych —CH=
vodikil a srovnatelné velikosti interakénich konstant J(*C-'H) a *J("*C-'H) nebyly
standardni NMR experimenty (COSY, HMBC, DEPT nebo NOESY) schopné podat
jasny dikaz o mist¢ substituce pyrrolového jadra. NMR signdly téchto tfech
aromatickych vodiki tvorily tfi oddélené dublety dubletu (J = 3,8, 1,5 a 2,7 Hz)
(viz Prilohu 2), coz dle udaja v literatufe naznacovalo substituci v poloze 2 (signaly
3-pyrrolyl derivatil totiz zpravidla tvoii jeden triplet a dva dublety dubletu).84-87

Nezvratny diikaz o substituci pyrrolového jadra v pozici 2 byl vSak ziskan az pomoci

1,1-ADEQUATE NMR experimentu.88
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Tabulka 3:'H a **C NMR data S-(2-pyrrolyl)cysteinsulfoxidu (27, 2-PyrrCSO)

'H NMR data H-2 H-3a H3b H3 H-4' H-5'
J (ppm) 3,86 3,55 3,63 6,85 6,27 7,15
intenzita signdlu, multiplicita 1H,dd 1H, dd 1H,dd 1H,dd 1H, dd 1H, dd
J (Hz) 8,2/52 572/13,8 13,8/82 1538  2,7/3.8 1,5/2,7
3C NMR data c-1 C-2 C-3 c22 C3 C4 C-5
J (ppm) 1751 51,5 552 1246 1159 1100 1264

K urceni absolutni konfigurace okolo dvou chiralnich center (okolo atomu siry
a c-uhliku) poslouzily CD a 'H NMR spektroskopie spoleéné s polarimetrii. CD
spektrum izolované aminokyseliny vykazovalo pozitivni maximum pii 251 nm
(viz P¥ilohu 3). '"H NMR spektrum obsahovalo charakteristické ABX rozd&leni dvou
signalt —S(O)CH,CH(NH;)— methylenovych atomt vodiku, které se jevily jako dva
zieteln¢ oddélené dublety dubletu (Jax = 5,2 Hz a Jgx = 8,2 Hz) se sttedem pii 6 3,55

a 0 3,63 ppm. Tato NMR data naznacovala, ze aminoskupina a sulfoxidovy atom

kysliku jsou orientovany v molekule stejnym smérem.22:89 Hodnota optické otadivosti
izolované aminokyseliny je [a]4* +36,2°, coz ukédzalo, Ze prostorovd orientace
sulfoxidové skupiny je analogickd s ostatnimi pravoto¢ivymi S-substituovanymi
cysteinsulfoxidy (napft. alliinem). Z uvedenych informaci bylo tedy mozné odvodit, Ze
struktura a absolutni konfigurace izolované aminokyseliny je (Rs,Rc)-S-(2-pyrrolyl)-

cysteinsulfoxid (2-PyrrCSO, 27) (Obréazek 43).
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Obrazek 43: Chemicka struktura S-(2-pyrrolyl)cysteinsulfoxidu (2-PyrrCSO)
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Objasnéni chemické struktury 3-PyrrCSO

Retenéni ¢as druhé izolované slouceniny (22) byl 3,7 min (METODA A). Tato
sloucenina také poskytovala pozitivni test s Ehrlichovym ¢inidlem a ninhydrinem, coz

op¢t naznaCovalo pfitomnost pyrrolového jadra a aminokyselinovou povahu této latky.

Tato latka vykazovala velmi podobnou ESI-MS fragmentaci jako 2-PyrrCSO, a to
jak v pozitivnim, tak i v negativnim modu (viz PFilohy 4 a 9). ESI-HRMS data ukézala,
ze 2-PyrrCSO a tato neznama sloucenina maji stejné elementarni slozeni (C7H;(N,O3S)

(zjisténo 203,0483 Da, vypocteno 203,0485 Da).

Také 'H a “C NMR spektra téchto dvou sloucenin se liSila jen nepatrn€, coz
potvrdilo podobnost struktur obou latek (Tabulka 4). Tato zjisténi v kombinaci
s dal$imi NMR experimenty (COSY, HETCOR, HMBC, HSQC — P¥iloha 6) a IC daty
(Priloha 7) odhalila, Zze aminokyselina je opét derivat S-pyrrolylcysteinsulfoxidu.
1,I-ADEQUATE NMR spektra pak jednozna¢né potvrdila, Ze pyrrolové jadro je

tentokrat substituovano v pozici 3.88

Tabulka 4: *H a *C NMR data S-(3-pyrrolyl)cysteinsulfoxidu (22, 3-PyrrCSO)

'H NMR data H-2 H-3a  H-3b H-2' H-4'" H-5

J (ppm) 3,90 3,48 3,56 7,41 6,58 6,97
intenzita signalu, multiplicita 1H,dd 1H, dd 1H, dd 1H, t 1H,dd 1H, dd
J (Hz) 8,2/4.8 4,8/13,9 13,9/8.2 1,8 1,7/3,1 1,9/3,1

3C NMR data c-1 C-2 c3 C2 C3 cCc4 C-5

J (ppm) 171,9 513 53,8 1239 119,1 1047 1224

Absolutni konfigurace kolem atomu siry a a~uhliku byla uréena pomoci polarimetrie,
'H NMR a CD spektroskopie. "H NMR spektrum opét obsahovalo dva oddé&lené dublety
dubletu (0 3,48 a 0 3,56 ppm s Jax = 4,8 Hz a Jgx = 8,2 Hz), které byly piifazeny dvéma
methylenovym atomtim vodiku navazanych na uhliku C-3. Stejn¢ jako 2-PyrrCSO 1 tato
latka sta¢i rovinu polarizovaného svétla vpravo ([a]3? = +45,7 ©). VSechny ziskané
informace potvrzovaly, Ze aminoskupina i sulfoxidovy atom kysliku jsou orientovany

v molekule stejnym smérem a absolutni konfigurace kolem atomu siry je tedy opét R.
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Z toho jednoznacné vyplyvalo, Ze struktura této aminokyseliny je (Rs,Rc)-S-

(3-pyrrolyl)cysteinsulfoxid (3-PyrrCSO, 22) (Obrazek 44).

Obrézek 44: Chemicka struktura S-(3-pyrrolyl)cysteinsulfoxidu (3-PyrrCSO)

Nékolik studii ovSem uvadi, ze v kyselém prostiedi 2-sulfinylpyrroly snadno
izomerizuji na piisluiné 3-sulfinylpyrrolové derivaty.84-87 Jelikoz byl pii extrakci
aminokyselin pouzit okyseleny methanol (MeOH/H,O/HCl1 90/9/1, v/v/v), bylo nutné
ovetit, zda je 3-PyrrCSO opravdu piitomen v neporusenych cibulich, ¢i se jedna jen
o produkt, ktery se vytvofil z 2-PyrrCSO béhem izolace. Proto byl standard 2-PyrrCSO
podroben stejnému zachazeni jako bchem izolace, tedy i1 extrakci okyselenym
methanolem. Bylo zjiSténo, ze se vyznamna ¢ast 2-PyrrCSO pieménila na 3-PyrrCSO
v prostiedi okyseleného methanolu (cca 50% piemeéna po 4 hodinach). Za zminku stoji,
ze tato izomerizace 2-PyrrCSO na 3-PyrrCSO probihala za zachovéani absolutni
konfigurace kolem atomu siry a zaroven nebyly pomoci HPLC detekovany zadné dalsi
rozkladné produkty. K diikazu, Ze 3-PyrrCSO neni pfitomen v neporuSeném pletivu
cibuli A. giganteum, byla provedena je$té jedna extrakce, tentokrat vSak vodnym
methanolem bez ptidavku HCI (MeOH/H,0 90/10, v/v). Ukazalo se, ze 3-PyrrCSO se
v tomto extraktu nenachazel, coz potvrdilo domnénku, ze se tato sloucenina
v A. giganteum pfirozené nevyskytuje a jde pouze o artefakt vytvoreny béhem extrakce
z 2-PyrrCSO.

Ackoli Jedelska a kol.58 tvrdili, ze 3-PyrrCSO je prekurzor &erveného zbarveni
vznikajiciho po naruSeni pletiva A. giganteum, naSe studie ukéazala, ze se tato
aminokyselina vibec v cibulich A. giganteum pfirozené nevyskytuje. Navic, jak bude
uvedeno dale, bylo zjiSténo, ze katalytickym rozkladem 3-PyrrCSO alliinasou zadné
barevné slouceniny nevznikaji (na rozdil od 2-PyrrCSO). NMR data slouceniny, kterou
Jedelska a kol. izolovali a identifikovali jako 3-PyrrCSO, jsou vSak témét shodna s daty,
ktera byla ziskéna pro 2-PyrrCSO. Navic NMR signaly pyrrolovych —CH= vodikl ve

slouceniné izolované Jedelskou a spol. byly tii dublety dubletu se stejnymi chemickymi
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posuny a interakénimi konstantami odpovidajicimi 2-substituovanému derivatu
(2-PyrrCSO). Dale bylo zjisténo, ze UV spektra 2-PyrrCSO a 3-PyrrCSO se do znacné
miry 1i8i. Zatimco 2-PyrrCSO vykazuje absorpéni maxima pii 4 = 219 a 250 nm,
absorp¢éni maxima 3-PyrrCSO jsou pii 4 = 202 a 232 nm (viz Prilohy 3 a 8). Tento
rozdil je pravdépodobné zplsoben interakci mezi pyrrolovym —NH— vodikem a atomem
kysliku v sulfoxidové skuping. Jedelska a kol.28 uvedli, ze UV spektrum sloudeniny,
kterou se jim podaftilo izolovat, vykazuje absorpéni maxima pii 220 a 250 nm, coZ jsou
hodnoty, které opét témé&f presné odpovidaji absorpénim maximim 2-PyrrCSO. Lze se
tudiz opravnéné domnivat, Ze sloucenina, kterou izolovali Jedelska a kol., byla vlastné
S-(2-pyrrolyl)cysteinsulfoxid (27), jehoz struktura byla nespravné urcena jako

S-(3-pyrrolyl)cysteinsulfoxid (22).
Stanoveni chemické struktury 3-(2-pyrrolylsulfinyl)mlééné kyseliny

Treti sloucCenina (28) izolovana z cibuli A. giganteum reagovala pozitivné
s Ehrlichovym ¢inidlem, jeji reakce s ninhydrinem vSak byla negativni. To naznacovalo,
ze tato sloucenina obsahovala pyrrolové jadro, ale nejednalo se o aminokyselinu. Tato
latka méla velmi podobné NMR spektrum jako 2-PyrrCSO (Tabulka 5, Priloha 10),
coz naznacovalo piitomnost jak monosubstituovaného pyrrolového jadra, tak i fetézce
—CH,CH(X)COOH. Nejvétsi rozdil mezi NMR spektry obou sloucenin byl zaznamenan
v chemickém posunu C-2 uhlikl. Zatimco u 2-PyrrCSO byla hodnota chemického
posunu 0 = 51,5 ppm, v piipad¢ latky 28 byla jeho hodnota 0 = 67,1 ppm. Tento rozdil
naznacoval, ze substituent X na uhliku C-2 vykazuje silnéjsi zdporny indukcni efekt nez
—NH, skupina. IC spektrum 28 obsahovalo velmi silny absorp&ni pas pii 987 cm™, které
nalezi —S=0 skupin¢ (P¥iloha 11). Hmotnost iontu [M — H] zméfena pomoci ESI-TOF
HRMS byla 202,0182 Da (pro C;HgNO4S je vypocitand hmotnost 202,0180 Da).
Chemicky posun, zptisob Stépeni jednotlivych NMR signalt (tfi oddélené dublety
dubletu) a interakéni konstanty pyrrolylovych —CH= vodikl jasné dokazovaly, Ze
pyrrolové jadro je substituované v pozici 2. UV a CD spektra této latky byla témér
shodné se spektry 2-PyrrCSO, coz naznacovalo stejnou absolutni konfiguraci okolo
obou chiralnich center (Priloha 12). Na zaklad¢ vySe uvedenych dat bylo ziejmé, ze
izolovand sloucCenina je (Rs,Rc)-3-(2-pyrrolylsulfinyl)mlécna kyselina [(Rs,Rc)-

2-hydroxy-3-(2-pyrrolylsulfinyl)propanova kyselina, 2-PyrrSLA, 28] (Obrézek 45).
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Tabulka 5: 'H a *NMR data 3-(2-pyrrolylsulfinyl)mlééné kyseliny (28, 2-PyrrSLA)

'H NMR data H-2 H-3a H-3b H-3' H-4' H-5'
5 (ppm) 423 3,07 3,69 6,79 6,24 7,10
intenzita signalu, 1H, dd 1H, dd 1H, dd 1H, dd 1H,dd  1H,dd
multiplicita
J (Hz) 10,5/3,0  10,5/13,3  13,3/3,0 1,5/3.8 2,738  1,5/2,7
3C NMR data C-1 C-2 C-3 c-2' Cc-3 c-4' C-5'
J (ppm) 178,3 67,1 57,9 1254 115,1 109,8 125,8
"
7y
. |\, 3 1
’ N 2 ¢ , _COOH
H i
(6] OH
28

Obrézek 45: Chemicka struktura 3-(2-pyrrolylsulfinyl)mlécné kyseliny (2-PyrrSLA)

V modelové smési obsahujici 2-PyrrSLA (28) a alliinasu vSak ke vzniku barevnych
sloucenin nedochazelo. Lze tedy predpokladat, Ze tato latka neni prekurzorem
cerven¢ho zbarveni tvoficiho se v cibuli obfi. Vzhledem ke znacné strukturni
pribuznosti 2-PyrrSLA (28) s 2-PyrrCSO (27) se lze spiSe domnivat, ze 2-PyrrSLA je
biochemickym prekurzorem 2-PyrrCSO (¢i naopak).

5.1.2 Struktura barevnych latek vznikajicich po naruseni pletiva v cibuli ob¥i

V dalsi fazi byla pozornost zaméfena na izolaci a identifikaci hlavni Cervené
slouceniny, ktera se tvoifi v maceratu cibuli A. giganteum. Tato sloucenina (31)
vykazovala UV-Vis absorpéni maximum pii 4 = 519 nm a méla shodnd UV-Vis
a ESI-MS spektra jako latka, ktera vznikla v modelové smési sestavajici z alliinasy
a 2-PyrrCSO (27). Bohuzel, vSechny pokusy o izolaci této barevné slouceniny pomoci
preparativni HPLC byly neuspé$né. Ackoli prace byly provadény za velmi mirnych
podminek, najimany material se vzdy ¢aste¢né rozlozil, a nebylo tudiz mozné k jeho
identifikaci pouzit standardni NMR méieni. Kvili vysoké nestabilité této slouceniny
byla tedy jeji struktura uréena pomoci 'H LC-NMR a LC-HRMS. ESI-HRMS data
naznacila sumérni vzorec CgHgN,S; ([M — H] , hodnota vypoctena pro CsHsN,S; byla
192,9900 Da, nam&fena 192,9898 Da). '"H NMR spektrum této latky sestavalo pouze ze

56



5. VYSLEDKY A DISKUZE

dvou dublett patficich paru vzajemné sdruzenych aromatickych vodikt (viz Tabulku 6

a Prilohu 14).

Tabulka 6: Porovnani spektroskopickych dat latky 31 s daty uvedenymi Jedelskou a kol.>8

"H NMR data tato prace data uvedena Jedelskou a kol.28
0 (ppm) 6,36 (d); 6,48 (d) 6,28 (d); 6,43 (d)
J (Hz) 3,6 3,7
Amax (nm) 519 518
S—s S5
navrzena struktura NH \ 7 NH [ A\ 7 \
~ _ N N
H H

Ziskana spektroskopicka data byla velmi podobnd tém, ktera uvedli ve své praci

Jedelska a kol.58 pro Gervenou slouceninu, kterou izolovali z cibuli A. giganteum
(Tabulka 6). Strukturu této ¢ervené slouceniny urcili jako 3,3'-epidithio-2,2'-dipyrrol,
protoze (chybn¢) predpokladali, Ze prekurzorem Cerveného zbarveni je 3-PyrrCSO. Na
zakladé nami zjisténych skuteCnosti, pfedev§im faktu, ze skuteCnym prekurzorem

N 24

latka je 2,2'-epidithio-3,3"-dipyrrol (alternativni nazev dipyrrolo[2,3-d:2',3'-]-1,2-dithiin, 31).

Je nutno poznamenat, ze 2,2'-epidithio-3,3'-dipyrrol (31) je sice zcela dominantni
barevnou slouceninou pfitomnou v Cerstvé pfipraveném homogenatu cibule obfi, ale

dale se spontanné rozkladd na celou fadu dalsich, obtizné¢ separovatelnych sloucenin.

Lze predpokladat, Ze tyto latky jsou oligomery 31.98
5.1.3 Mechanismus tvorby barevnych latek v cibuli ob¥i

2,2'-Epidithio-3,3'-dipyrrol (31) ziejm¢e vznikd katalytickym ptsobenim alliinasy na
2-PyrrCSO (27). Lze ptedpokladat, Ze pfi tomto enzymové katalyzovaném rozkladu
2-PyrrCSO primérn€ vznikd 2-pyrrolsulfenova kyselina (29), kterd naslednou
kondenzaci poskytuje S-(2-pyrrolyl)-2-pyrrolthiosulfinat (30). Tento thiosulfinat poté
spontann¢ (via [3,3]-sigmatropni piesmyk) poskytuje cCerveny 2,2'-epidithio-

3,3"dipyrrol (31) (Obrazek 46).
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S-(2-pyrrolyl)cysteinsulfoxid
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Obréazek 46: Navrh mechanismu tvorby 2,2'-epidithio-3,3'-dipyrrolu v cibuli obri

Pro potvrzeni predpoklddaného mechanismu tvorby barevnych latek v cibuli obii
bylo provedeno nékolik modelovych experimentl studujicich rozklad 2-PyrrCSO (27)
pomoci alliinasy. Okamzité po ptidavku alliinasy k roztoku 2-PyrrCSO doslo k tvorbé
cerven¢ho zbarveni, ovSem kvuli mimofadné vysoké reaktivite 2-pyrrolsulfenové
kyseliny (29) 1 thiosulfindtu 30 se tyto meziprodukty pomoci HPLC detekovat
nepodafilo. Proto pro potvrzeni jejich tvorby byla vyuzita technika DART-MS (direct
analysis in real time mass spectrometry). Touto moderni analytickou technikou lze
stanovit 1 velmi nestabilni slouceniny s kratkou dobou existence. Pfi pozitivni ionizaci
(PI-DART) byl detekovan signal, ktery s velkou pravdépodobnosti piislusel thiosufinatu 30.
V negativnim moédu (NI-DART) byla detekovana také 2-pyrrolsulfenova kyselina (29)
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(Tabulka 7). Oproti tomu v modelové smési obsahujici 3-PyrrCSO (22) (ptirozen¢ se
v cibuli obfi nevyskytuje) a alliinasu vznikla pouze jedind sloucenina, a to
S-(3-pyrrolyl)-3-pyrrolthiosulfinat (25), jenz vznikl kondenzaci dvou molekul 3-pyrrol-
sulfenové kyseliny (23). Oproti svému velmi reaktivnimu izomeru (30) byl tento
thiosulfinat za danych podminek stabilni, bylo mozno jej detekovat pomoci HPLC

a 7z4dné barevné slouéeniny se z n¢ho nevytvaiely (Obrazek 46).

Tabulka 7: DART-MS data slouéenin vznikajicich v Allium giganteum

sloucenina molekularni iont m/z spo¢itana (Da) m/z zmérena (Da)
NI-DART
30 [C,HNOS]T 114,0019 114,0016
PI-DART
31 [CsHgN,OS, + H]" 213,0151 213,0146
32 [CsHN,LS, + H]" 195,0045 195,0041

pozn. zkratky vysvétleny na str. 58

5.1.4 Antimikrobialni aktivita barevnych latek tvoiicich se v cibuli ob¥i

Jedelska a kol.98 pozorovali, Ze se vétsi mnozstvi Gerveného pigmentu tvoii v pletivu
cibuli A. giganteum v blizkosti transportnich cév. Vyslovili proto hypotézu, Ze tyto
cervené slouceniny mohou plnit ochrannou funkci tim, ze zabranuji mikrobidlnimu

ataku poskozeného pletiva.

Kwvili zna¢né nestabilité¢ a obtizim pfi izolaci jednotlivych barevnych latek nebylo
mozné sledovat antimikrobidlni aktivitu individualnich sloucenin, ale byl testovan cely
komplex latek vznikajicich G¢inkem alliinasy na aminokyselinovou frakci (obsahujici
2-PyrrCSO, 27) izolovanou z cibule obfi. Takto byly ziskdny dvé modelové barevné
smési, a sice GIG1H (reakce probihala 1 h) a GIG24H (reakce probihala 24 h). Jako

standard byl pouzit allicin (7), hlavni thiosulfinat ¢esneku, jehoz antimikrobialni u¢inky

byly prok4dzany mnoha studiemi.90-102
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Tabulka 8: Priamér zon (mm) vytvefenych interakci testovanych latek s bakteriemi a kvasinkou
testované latky GIG1H GIG24H allicin

koncentrace (mg/ml) 8 4 2 1 8 4 2 1 8 4 2 1

Clavibacter
michiganensis 6 6 6 6 7 7 6 6 25 24 13 10
subsp.
sepedonicus

Xanthomonas
axonopodis pv. 6 6 6 6 7 6 6 6 18 14 10 8

vesicatorium

bakterie Erwinia 6 6 6 6 6 6 6 6 18 12 6 6
amylovora

Micrococcus 7 6 6 6 7 6 6 6 10 6 6 6
luteus

Bacillus cereus 6 6 6 6 6 6 6 6 7 6 6 6
Escherichia coli 6 6 6 6 6 6 6 6 12 12 10 9

kvasinka ~ Saccharomyces ¢ ¢ 6 6 6 6 6 6 16 12 9 6
cerevisiae

Tabulka 8 ukazuje piehled vysledkt antimikrobialni aktivity testovanych slouéenin.
Je zieyjmé, ze barevné latky vytvofené v cibuli obfi nemaji prakticky zadné
antimikrobidlni u¢inky. Pramér disk®, na které byly slouceniny nanaSeny, byl 6 mm,
tedy zony aktivnich vzorkti by mély mit primér > 7 mm. Bakterie Erwinia amylovora
a Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus dokonce vytvotily kolonie pfimo na

discich obsahujicich testované smeési.

Nebyly také nalezeny zadné vyrazné rozdily mezi u¢inky vzorkii GIG1H a GIG24H.
Ani jeden z nich nevykazoval u€inky jak proti testovanym bakteriim, tak proti kvasince.
Allicin byl pouzit jako referen¢ni slouCenina a ziskané vysledky potvrzuji jeho
vyraznou antimikrobidlni aktivitu proti testované kvasince a vétSin€ bakterii (kromé

Bacillus cereus).

Protiplisnova aktivita byla testovdna metodou stanoveni minimdlni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) (Tabulka 9). U testovaného vzorku GIGIH nebyly stanoveny
hodnoty MIC proti Aspergillus niger a Rhizoctonia solani, protoze z divodu omezené
rozpustnosti vzorku nebylo mozno pfipravit koncentrovanéjsi roztok, ktery by néjakou

aktivitu mohl vykazovat. Porovnanim vysledkli obou testovanych vzorki je ziejmé, ze
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GIG24H vykazoval pon€kud vyssi aktivitu nez GIG1H, ackoli v porovnéni s allicinem

je tato aktivita velmi nizka.

Tabulka 9: Minimalni inhibi¢ni koncentrace v pg/mi
testované plisné  GIG1IH GIG24H allicin

Aspergillus niger - 50 4
Rhizoctonia solani = 100 8
Fusarium solani 50 25 4

Biochemické funkce 2-PyrrCSO v cibuli ob¥i

Predpoklada se, ze S-substitované derivaty cysteinu v ¢esnekovitych rostlinach slouzi
jako zasobni slouceniny pro siru a dusik. Tyto aminokyseliny jsou zaroven prekurzory
mnoha sloucenin (napf. thiosulfinata ¢i slzotvornych sulfinit), které jsou dilezité pro
obranu rostlin. Na rozdil od pocetnych analogt, které se vyskytuji v ¢esneku a cibuli,
pyrrolové slouceniny vznikajici enzymatickym rozkladem 2-PyrrCSO se nezdaji byt
dostateCn¢ tc¢kave, Stiplavé nebo slzotvorné, aby ptitahovaly opylovace nebo
odpuzovaly predatory (hmyz, bylozravce). Cili, 2-PyrrCSO a slou¢eniny z néj vznikajici
tak pravdépodobné¢ nemohou bezprostfedné zabranit piipadnym utokiim predatort.
Zjisténa data o antimikrobidlni aktivité zaroven nenaznacuji, Ze by tvorba barevnych
sloucenin pii poskozeni pletiva cibule obfi méla spojitost s ochranou rostliny proti
napadeni mikroorganismy, jak se domniva Jedelska a spol.”8 Vzhledem k minimalni
antimikrobialni aktivité lze predpokladat, ze ochrana, pokud né&jaka je, by mohla byt
spisSe mechanicka, nez chemicka. Vytvofenim ,,strupu* tvofeného cervenym pigmentem

by se mohlo mechanicky zabranit napadeni mikroorganismy.
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5.2 Tvorba barevnych slou¢enin v cibuli a poru

V realnych vzorcich ¢esnekovitych zelenin je mnozstvi vznikajicich barevnych latek
velmi malé, navic se jedna o velmi komplexni, obtizn¢ analyzovatelné smési sloucenin.
Proto byly pfi studiu tvorby téchto barevnych latek pouzity modelové smési sestavajici

z thiosulfinatd (syntetickych ¢i izolovanych z rostlinného materialu) a aminokyselin.
5.2.1 Relativni zastoupeni S-alk (en)ylcysteinsulfoxidi v cibuli av péru

Jak jiz bylo uvedeno v literd&rnim piehledu, barevné latky vznikaji v cibuli a péru
reakci thiosulfinati obsahujici 1-propenylovou skupinu s aminokyselinami. Na tvorbé
téchto thiosulfinati se vSak spole¢né s isoalliinem (4) podileji 1 ostatni pfitomné
Salk(en)ylcysteinsulfoxidy (1-3). Jejich enzymatickym rozkladem vznikaji ptisluSné
sulfenové kyseliny, které spolu navzajem kondenzuji a tvoii tak symetrické a asy-
metrické thiosulfinaty (Obrézek 48). Relativni zastoupeni S-alk(en)ylcysteinsulfoxida
(1-4) tedy zasadnim zptsobem ovliviiuje nejenom mnozstvi jednotlivych thiosulfinatd,
které se z nich vytvofi, ale nasledné také mnozstvi a strukturu vznikajicich barevnych

sloucenin.

Relativni zastoupeni methiinu (1), propiinu (2), alliinu (3) a isoalliinu (4) ve
zkoumanych vzorcich cibule a poéru bylo stanoveno pomoci HPLC po ptedkolonové
derivatizaci dansylchloridem. Zatimco v péru mél nejvétsi zastoupeni isoalliin, cibule
obsahovala nejvétsi mnozstvi methiinu (Tabulka 10). A&koli nékteré studie23—27
uvadéji, ze je propiin pfitomen v cibuli i v poru, ve vzorcich téchto zelenin pouzitych

v této praci tato aminokyselina detekovana nebyla.

Tabulka 10: Zastoupeni S-alk(en)ylcysteinsulfoxidii v cibuli a v péru (rel. %)
methiin alliin  propiin isoalliin
cibule 56 - — 44
por 41 - - 59

5.2.2 Uréeni struktury barevnych latek tvoricich se v homogenatech cibule a poru

Relativni zastoupeni obou S-alk(en)ylcysteinsulfoxidu (1 a 4) je v poru a cibuli velmi
podobné (Tabulka 10), a proto v homogenatech obou zelenin vznikaji (za katalyzy

alliinasou) podobné profily thiosulfinati obsahujici 1-propenylové a methylové skupiny
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(17a,b, 18a-c, 32). V pripad¢ pritomnosti propiinu (2) lze ocekavat jest¢ tvorbu

thiosulfinat obsahujicich propylovou skupinu (19a—c) (Obrézek 47).

[0} o (6}
's' I 's'
-~ \S/ ~ \SN 3 \S/ \%\
S-methyl-methanthiosulfinat (E/Z)-S-(1-propenyl)- S-methyl-1-propenthiosulfinat
(32) methanthiosulfinat (18c)
(18a/b)
0 0 0
|S| CH |S| CH |S|
0 S S AN R NN
(E/Z)-S-(1-propenyl)-1-propenthiosulfindt  (E/Z)-S-(1-propenyl)-propanthiosulfinat S-propyl-1-propenthiosulfinat
(17alb) (19a/b) (19¢)
(0] [0)
's' 's'
NG N N
S-methyl-propanthiosulfinat S-methyl-propanthiosulfinat
I i
N S\S/\/ \/\S/ S\/\

S-propyl-propanthiosulfinat

S-propyl-propanthiosulfinat

Obrézek 47: Thiosulfinaty, které se prrevaizné tvori v cibuli a poru

Ptirozené se vyskytujici smés thiosulfinati byla izolovana z homogenizované cibule
resp. poru extrakci diethyletherem. Inkubaci téchto extraktii s alaninem (pti pH 5,5) se
béhem neckolika hodin vytvofil Cerveny pigment. Analyzou téchto reakénich smeési
pomoci HPLC bylo nasledné zjisténo, ze jsou tvofeny mnoha barevnymi slouceninami,
jejichz UV-Vis absorpéni maxima se pohybovala v rozmezi 410-634 nm (Obréazek 48
a 49, Priloha 15). Vzhledem ke zna¢né komplexnosti reakénich smési byla dalsi
pozornost zamétfena na urceni struktury pouze 14 nejvyznamnéjSich barevnych latek.
VétsSina z nich se vytvofila v maceratech obou druhii (poru i cibule), pouze jedna
sloucenina (L-401) byla detekovana vyhradné v poru. Pfevazna vétSina nize popsanych
barevnych sloucenin vznikla také reakci synteticky piipravenych thiosulfinatt
s alaninem za stejnych experimentalnich podminek, za kterych byly pfipraveny

pigmenty z diethyletherovych extraktl cibule a poru.
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Obrazek 48: UHPLC chromatogram pri 540 nm (nahoie) a PDA zdznam (dole) smési pigmentii
vytvorenych v extraktu cibule s pridavkem alaninu (METODA H)

Pro lepsi piehlednost oznaCovani studovanych sloucenin byl v této praci vytvoren
systém pojmenovani jednotlivych barevnych latek na zakladé jejich vyskytu v dané
zeleniné a jejich molarni hmotnosti. Prvni pismeno z nazvu slouceniny oznacuje
pfitomnost v daném druhu zeleniny. ,,G* odpovida Cesneku (z anglického ,,garlic*),
,L“ odpovida poru (z anglického ,,leek*) a ,,O* odpovida cibuli (z anglického ,,onion®).
V piipadé vyskytu dané latky v barevnych smésich utvotfenych ve vice druzich zeleniny
je zalatek nazvu kombinaci odpovidajicich pismen. Cislo za poml¢kou oznaduje

relativni molekulovou hmotnost dané slouceniny (zjisténou pomoci HRMS).

Obrazek 48 zobrazuje UHPLC chromatogram s 9 hlavnimi barevnymi latkami, které
vznikaji pii zpracovani cibule a Obrazek 49 zobrazuje UHPLC chromatogram
s 13 hlavnimi barevnymi latkami vznikajicimi b&éhem zpracovani poru.

Z chromatogramil je ziejmé, Ze slouceniny LO-358 a LO-402 maji stejny retencni Cas,
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stejné absorpcni maximum (Amax = 518 nm), avSak jednd se o dvé rizné slouceniny,

které se od sebe nepodatilo separovat.
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Obrazek 49: UHPLC chromatogram pri 540 nm (nahoie) a PDA zdznam (dole) smési pigmentii
vytvorenych v extraktu poru s pridavkem alaninu (METODA H)

V Tabulce 10 jsou uvedena HRMS data barevnych latek vznikajicich reakci
diethyletherového extraktu cibule nebo péru s alaninem. Kombinaci MS dat ziskanych
v pozitivnim a negativnim modu ionizace bylo mozné jednoznacné urcit elementarni
slozeni studovanych sloucenin. Jak je z Tabulky 10 patrné, vSechny barevné latky
obsahuji alespon dvacet atomu uhliku a vzdy dva atomy dusiku a ¢tyfi nebo pét atomi
kysliku. Jejich obecny sumarni vzorec je tedy bud CyHyN,O4, nebo CyHyN,Os
(x = 20-26, y = 27-37). Je zajimavé, ze acCkoliv prekurzory téchto latek jsou sirné
slouceniny (thiosulfinaty uvedené na Obrazku 47), ve vzniklych barevnych produktech
sira ptitomna neni. S ohledem na jiz publikované prace jinych autori®3 bylo mozné

predpokladat, Ze na tvorbé jednotlivych barevnych latek se vzdy podili dvé molekuly
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alaninu (pfispivajice celkem dvéma atomy dusiku, ¢tyfmi atomy kysliku, deseti atomy
vodiku a Sesti atomu uhliku). Tato prvotni hypotéza byla nasledné¢ ovéfena pomoci
experiment s n¢kolika selektivné izotopicky substituovanymi thiosulfinaty (17A,
18A—C) a izotopicky substituovanym alaninem (33A-D). Na Obrazku 50 jsou uvedeny
struktury  jednotlivych izotopové substituovanych sloucenin vyuzitych v téchto

experimentech.

| zotopicky substituované thiosulfinaty | zotopicky substituovany alanin

I I H3C—C|H—COOH D3C——(|3H—COOH

H,C S S _CD
s b, I

NH, NH,
18-Aalb 18-Ac alanin (33) 3A
0
[l [l 3
H,C S S CH, H,C—CH—COOH  HyC—CD—COOH
’ VL“*/\S/ \13CH3 /\/ \S/ ISILH IlIH
2 2
18-Balb 18-Bc o o
0 D 0O
1 | g H,C—CH—"COOH
H,;C S 3
3 %’2\8/ A XX \S/ ILH
2
b D 33D
18-Calb 18-Cc
D (I)I D
H,C S
3 %‘2\8/ \%\
D D
17-Aalb

Obrazek 50: Izotopové substituované slouceniny vyuzité v modelovych experimentech
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Tabulka 11: HRMS data pigmenti vytvoienych v cibulovém a pdrovém extraktu po reakci salaninem

slou¢enina

LO-358
LO-402
LO-416
GLO-371
LO-384
LO-386
LO-442
LO-398
LO-456
LO-424
LO-426
GLO-411
L-401*
LO-450

retenéni ¢as
(min)

5,89
5,89
7,19
7,26
7,45
7,51
7,77
7,93
8,76
9,02
9,16
9,39
10,79
10,96

Amax (NM)

518
518
520
568
535
517
548
546
548
570
548
600
410
634

* barevna slouc¢enina vytvofena pouze v poru
pozn. vysvétleni zkratek viz Seznam zkratek

e
zmerena
(Da)
359,1972
403,2233
417,2395
371,1973
385,2133
387,2288
4432546
399,2287
457,2706
4252442
427,2600
411,2288
401,2078
451,2603

m/z
spocitana
(Da)

359,1965
403,2227
417,2384
371,1965
385,2122
387,2278
443,254
399,2278
457,2697
4252435
4272591
4112278
401,2071
451,2591

ESI+

rozdil
(ppm)

1,9
1,4
2,6
2,1
2,9
2,5
1,2
2,2
2,0
1,7
2,0
2,6
1,7
2.3

sumar ni
VZorec
C20H27N204
C22H3 INZOS
C23H3 3N205
C,1Hy7N,O4
C2Hy9N,O4
CyH;3 N0y
CysH35N,05
Cy3H;3 N0y
Ca6H37N205
C,5H33N,04
C,5H35N,04
C,4H31N,O4
C1HN,05
Cy7H35N,04

RDB

10
10

10
10
10
11
10
11
10
12

m/z
zmerena
(Da)
357,1800
401,2083
415,2239
369,1820
383,1793
385,2137
441,2396
397,2127
455,2545
423,2290
425,2444
409,2133
399,1935
449,2441

m/z
spocditana
(Da)

357,1820
401,2082
4152238
369,1820
383,1976
385,2133
4412395
397,2133
4552551
4232289
4252446
409,2133
399,1925
4492446

ESI-

rozdil
(Ppm)

5,5
0,5
0,1
0,1
0,9
1,6
0,2
1,5
1,4
1,0
04
04
2,4
1,7

sumar ni
VZOrec
C20H25N204
C22H29N205
C23H3 INZOS
C,1Hy5sN,O4
Cy,Hy7N,O4
CyHy9N,O4
CysH33N,05
C,3H 9N, 04
Ca6H35N2 05
C,5H31N,O4
C,5H33N,04
C,4H9N,04
Cy,H37N,05
Cy7H33N,04

RDB

10
10

10
10
10
11
10
11

10
12

HZOASIA V AAATSAA 'S
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Tabulka 12 znazoriuje prehled modelovych smési, ve kterych vznikaji jednotlivé
barevné latky. Ackoli sloucenina L-401 vznika vredlném extraktu z poru,
v modelovych smésich nebyla nalezena (Ize tedy predpokladat, ze jejimi prekurzory

jsou kromé thiosulfinata a alaninu jeste jiné sloucCeniny piitomné v homogenizovaném poru).

Tabulka 12: Tvorba barevnych latek v modelovych reakénich smésich

modelova smés thiosulfinata + alanin

slouCenind 1 pes(0)sMe (18) 1-PeS(0)SPe (17) 1-PeS(O)SPr (19) 1-PeS(O)SAIl (20)
LO-358 x

LO-402 x

LO-416 x

GLO-371 x x x )
LO-384 x

LO-386 x

LO-442 x

LO-398 x

LO-456 x x

LO-424 x

LO-426 x

GLO-411 x X 8
L-401*

LO-450 X X

* latka detekovana pouze v homogenatu poru s alaninem
pozn. zkratky thiosulfinat viz Seznam zkratek

Struktura slou¢eniny GLO-371

Vsechny barevné roztoky pfipravené reakci alaninu s diethyletherovymi extrakty
Cesneku, poru a cibule obsahovaly dvé spole¢né barevné slouceniny (GLO-371
a GLO-411). Struktura jedné z nich, GLO-371, jiz byla castecné popséna
Imaiem a kol.,®3 kterym se ale tuto slou¢eninu nepovedlo izolovat, a tedy pln&

spektralné charakterizovat.

UV-Vis absorpéni maximum této slouceniny je Amax = 568 nm. RozpuSténim
v methanolu tvoii fialovy roztok, ve kterém je za velmi nizkych teplot (—28 °C)
relativné stabilni. V ¢istém stavu je vSak jako pevna latka velmi nestabilni, rozlozi se
béhem nékolika hodin na nebarevné latky i pfi teploté¢ —28 °C. ESI(+)-HRMS data
GLO-371 odpovidaji sumarnimu vzorci C,; Hy7N,O4 (zjisténd M, = 371,1973 Da;
vypocitana 371,1965 Da).
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Experimenty s vyuzitim rizn€ izotopicky substituovaného alaninu (33A-D)
jednoznaéné potvrdily, Ze se na tvorbé GLO-371 podili dvé molekuly této
aminokyseliny. Detailni analyza jednotlivych HRMS a HRMS/MS spekter nasledné
odhalila, ze tyto dvé molekuly alaninu jsou do struktury GLO-371 zabudovény tak, aniz
by u nich doslo k jakékoliv strukturni modifikaci (s vyjimkou odstépeni Ctyf atomu

vodiku z obou —-NH; skupin) (Tabulka 13).

Tabulka 13: ESI(+)-HRMS data slou¢eniny GLO-371 vytvorené v modelovych smésich s izotopicky
substituovanymi prekurzory

m/z

izotopové substituovany prekurzor zméiena iz ootz | - roaell SUETTR
(Da) (Da) (ppm) vzorec
(3-D3)Ala (33-A) 377,2351 3772342 23 Ca1H,*HgN, O,
(*N)Ala (33-B) 373,1909 373,1906 0,8 C,1Hy,""N,0,
(2-D)Ala (33-C) 373,2101 373,2091 2,6  CyHy"H,N,04
(1-°C)Ala (33-D) 373,2046 373,2032 3,7 Ci"”CHyN,0,
CD;S(0)SCH=CHCH; (18-A a/b/c) 371,1986 371,1965 5,6 CyHyN,O,
3CH,S(0)SCH=CHCHj (18-B a/b/c) 371,1984 371,1965 5,0 CyHyN,O,
CH;S(0)SCD=CDCHj; (18-C a/b/c) 372,2036 372,2028 2,1 C»Hy*HN,0,
CH;CD=CDS(0)SCD=CDCHj 372,2031 372,2028 0 C21H2622HN204
(17-A a/b)* (373,2088)  (373,2091) ’ CaHy5"HoN, 0,

*v této smesi byly zaznamenany dvé hodnoty m/z, pro néz odpovidaji dva rizné molekulové vzorce

Tato zji§téni jsou v rozporu s praci Leea a kol.,103 kte#{ navrhli struktury nékolika
cervenych sloucenin vznikajicich pfi zpracovani cibule, ve kterych u jedné ze dvou
navazanych aminokyselin doslo k vyznamné modifikaci jejiho skeletu
(viz Obréazek 51). Také Shannon a kol.40 uvedli, Ze pii zabudovani aminokyselin do
slouceniny je jedna z nich dekarboxylovana. OvSem naSe experimenty za vyuZziti
CH;CH(NH,)?COOH (33-D) potvrdily pfitomnost obou karboxylovych uhliki
navazanych v molekule GLO-371 (viz Prilohu 16).

/) —
N NF N
/QCOOH \\COOH

Obrézek 51: Struktura cerveného slouceniny navriend Leeem a kol.103

GLO-371 byla také detekovana v modelovych smésich, které¢ vznikly reakci alaninu
s CH;CH=CHS(O)SR, kde R je —CHj3 (18a/b/c), -CH,CH=CH, (20a/b/c), -CH=CHCHj
(17a/b) nebo —CH,CH,CH; (19a/b/c). Tvorba této latky v modelovych smésich
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neobsahujicich allylovou skupinu tak dokazuje, ze pro vznik GLO-371 neni allicin

nezbytnym prekurzorem. Toto zjiiténi je v rozporu se zavéry studie Imaie a kol.,3 kteii
predpokladali, ze tfiuhlikaty mistek mezi dvéma pyrrolovymi jadry v GLO-371 je
vytvoren praveé reakci allicinu ¢i jeho rozkladnych produkti. Modelova reakce alaninu
s '*CH;S(O)SCH=CHCH; (18-Ba/b/c) vylougila také methiin (1) jako mozného
kandidata na jednoho z prekurzora tvorby GLO-371. Jelikoz se My GLO-371 vzniklého
z tohoto izotopoveé znaceného thiosulfinatu nezmeénila, bylo ziejmé, ze se do jeho
molekuly nezabudoval zadny uhlik pochédzejici z methylové casti pouzitého
thiosulfinatu. V modelové smési vzniklé reakci alaninu s CH3;S(O)SCD=CDCH;
(18-Ca/b/c) byla detekovana hodnota m/z této slouceniny o 1 Da vyssi, coz naznacilo
zabudovani jednoho atomu deuteria do molekuly GLO-371 (Tabulka 13). Z toho
vyplyva, Ze prekurzorem propenylenového mustku spojujici dvé pyrrolova jadra bude

thiosulfinat obsahujici 1-propenylovou skupinu.

'"H NMR spektrum GLO-371 obsahovalo signaly celkem sedmi magneticky
neekvivalentnich skupin vodiki [tii singlety, dva dublety, jeden dublet dubletu a jeden
kvadruplet, (Tabulka 14)]. Hodnoty chemickych posunt v aromatické ¢asti molekuly
GLO-371 se témé&f shoduji s hodnotami pro slou¢eninu PUR-1 (viz Obrazek 25), které

ve své praci uvedli Imai a kol.®3 BohuZel, kvili mimofadné vysoké nestabilité
a nizkému vytézku GLO-371 se nepodafilo ziskat dostatecné mnozstvi materialu na
zmé&feni °C NMR spekter, piesto se na zakladd vysledki nagich experimentd a zavéra
Imaie a kol.23 zda velmi pravdépodobné, e sloutenina GLO-371 je (2E)-1-(karboxy-
ethyl)-2-{(2E)-3-[1-(1-karboxyethyl)-3,4-dimethyl-1H-pyrrol-2-1]prop-2-en-1-yliden}-
3,4-dimethyl-2H-pyrrolium (Obréazek 52).

GLO-371

Obrézek 52: Pravdépodobna struktura latky GLO-371
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Tabulka 14: 'H NMR data latky GL O-371

'H NMR data H-2  H-3Me H-4Me H-6  H-8 H-9  H-10
S (ppm) 7,68 2,02 2,41 505 1,75 7,89 7,36
intenzita signalu, 1H, s 1H, s 1H, s 1H,q 1H,d 1Hd 1Hdd
multiplicita
J (Hz) 7.1 7,1 13,4 13,4
H-2  H-3Me H-4Me H-6  H-8  H-9
S (ppm) 7,68 2,02 2,41 505 1,75 7,89
intenzita signalu, 1H, s 1H, s IH,s 1H,q 1Hd IHd
multiplicita
J (Hz) 7,1 7.1 13,4

Struktura slou¢eniny L O-358

Struktura této cervené slouceniny byla urfena porovnanim HRMS/MS spekter
modelovych smési, smési obsahujicich selektivné izotopicky substituovany alanin
a modelovych smési obsahujicich izotopicky substituované thiosulfinaty. Plna
charakteristika této latky (napt. pomoci NMR spektroskopie) nebyla mozna vzhledem
k velmi nizkému vytézku, jeji vysoké nestabilité¢ a v neposledni fadé také proto, Ze se
slouceninu LO-358 nepodatilo separovat od slouceniny LO-402, kterd méla shodny

retencni ¢as 1 absorpéni maximum.

UV-Vis absorpéni maximum LO-358 bylo Anax = 518 nm a jeji retencni Cas pii
UHPLC separaci za pouziti METODY H byl 5,89 min. Jejim rozpuSténim v methanolu
vznikl ¢erveny roztok, ve kterém byla LO-358 i za nizkych teplot velmi nestabilni, byl
pozorovan velky tbytek této slou¢eniny béhem péti mésicu pii skladovani v mrazicim

boxu (28 °C).

ESI(+)-HRMS data ukazovala na sumérni vzorec CaoH,7N>04 s hodnotou [M + H]"
359,1972 Da (vypocitana 359,1965 Da). Tato sloucenina byla také detekovana
v modelové barevné smeési, kterd vznikla reakci alaninu s CH3;CH=CHS(O)SCHj;
(18a/b/c). Z modelové reakce alaninu s izotopicky substituovanym thiosulfinatem
13CH38(O)SCH=CHCH3 vzesla slouCenina LO-358 s pozménénou molekulovou
hmotnosti. Molekulova hmotnost [M + H]" se zménila o 2 Da, coZ nazna¢ovalo sumarni
vzorec C1813C2H27N204 (zjisténd hodnota myz 361,2053 Da, vypocitana 361,2032 Da).

Dva uhliky této slouceniny tedy nepochybné pochdzely z methylové Casti thiosulfinatu,
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a lze tedy potvrdit methiin (1) jako dal$i prekurzor pro tvorbu LO-358. Experimenty
s izotopicky substituovanym alaninem jednoznaéné potvrdily, Ze soucasti jedné
molekuly LO-358 jsou dvé molekuly aminokyseliny, u kterych b&hem jejich
zabudovani nedoSlo k zaddnym strukturdlnim zméndm (kromé ztraty vSech —NH;
vodikll). V reakéni smeési obsahujici substituované thiosulfinaty 18-Aa/b/c nebo
18-Ca/b/c nedoslo ke zménam relativni molekulové hmotnosti této latky. Ackoli byla
prokazana pritomnost uhliku pochazejiciho z methiinu, vysledky s 18-Aa/b/c
[CD3S(0)SCH=CHCHj3;] nepotvrdily pfitomnost atomt deuteria v LO-358. Vysvétlenim
by mohlo byt, Ze behem reakce dochdzi k vyméné téchto kyselych vodikl
s rozpoustédlem, proto z vysledki s 18-Aa/b/c nelze dé€lat jednoznacné zavéry

(Tabulka 15, P¥iloha 16).

Tabulka 15: HRMS data LO-358 vytvoiené v modelovych smésich obsahujici izotopicky

substituované prekurzory

m/z e . . -
izotopové substitovany prekurzor zn(néDf':)né e s(pDO;)ltana (rs;ﬁ:; 83;?)?;2'
(3-Dy)Ala (33-A) 365,2353 365,2342 0,5 CaoH, *HgN, Oy
("N)Ala (33-B) 361,1918 361,1906 3.3 CoH,,""N,0,
(2-D)Ala (33-C) 361,2104 361,2091 3,5 CaoHas"H,N, 0,
(1-°C)Ala (33-D) 361,2039 361,2032 1,9  Ci5"CHyN,0,
CD;S(0)SCH=CHCHj; (18-A a/b/c) 359,1972 359,1965 1,9 CaoHyN, O,
CH,S(0)SCH=CHCHj; (18-B a/b/c) 361,2053 361,2032 57  Cis”CHyN,0,
CH;S(0)SCD=CDCHj; (18-C a/b/c) 359,1972 359,1965 1,9 C,oH27N,0,

Na zédklad¢ porovnani jednotlivych fragmentt HRMS/MS spektra bez znacenych
atomu ve slouceniné se spektry obsahujici vySe zminéné izotopicky znacené atomy lze
usoudit, Zze struktura LO-358 je pravdépodobné 2-{(E)-[1-(1-karboxyethyl)-
3,4-dimethyl-5-methyliden-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-yliden]methyl} -3,4-dimethyl-
1H-pyrrol-1-yl)propanova kyselina (Obrazek 53).

/QCOOH )\COOH

LO-358

Obrazek 53: Pravdépodobna struktura slouceniny LO-358
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Lee a kol.103 jdentifikovali v roztoku obsahujicim extrakt thiosulfinati z cibule
a alanin ¢ervenou slouceninu (Amax = 505 nm), jejiz molekulova hmotnost byla stejna

jako M, latky LO-358 ([M + H]" = 359,1979 Da). Na zikladé HRMS dat navrhli

strukturu této latky (Obréazek 52), pficemz se nechali inspirovat navrhy Imaie a kol.23
a predpokladali, ze mulstek mezi dvéma pyrrolovymi jadry je tvofen tfemi uhliky
a u jedné z aminokyselin doSlo k odStépeni —CHj3 skupiny. Tato barevna latka méla
ovSem tém¢ét identickou MS/MS fragmentaci jako sloucenina LO-358 detekovana v této
praci. Jak jiz bylo uvedeno vyse, experimenty s izotopicky substituovanym alaninem
jednoznacné potvrdily ptfitomnost —CHj3; skupiny v obou molekulach aminokyseliny
zakomponovanych v této Cervené slouceniné. Mimoto u takto vysoce konjugovaného
systému lze predpokladat vyssi hodnotu Ayax, protoze vyse popsana latka GLO-371 (ma
podobné konjugované z-elektrony) ma absorpéni maximum kolem 570 nm, coz je o cca
chemické struktura ervené latky izolované a charakterizované Leem a kol.103 spige

odpovida LO-358 (Obréazek 53).

Kato a kol.47 pfipravili &ervenou slou¢eninu (kterou oznacili o) pomoci modelovych
reakci isoalliinu (4), alliinasy, formaldehydu (12) a valinu. Védci urdili pravdépodobnou
strukturu vzniklé cervené latky na zakladé HRMS" spekter (Obrazek 54). Tato ervena
sloucenina, jejiz sumarni vzorec byl C,sH3aN,Os, méla stejnou aromatickou ¢ast
struktury s LO-358, jen byl misto alaninu navazan valin. Tomuto tvrzeni odpovidalo
1 stejné absorpéni maximum latky o a LO-358. Rovnéz HRMS/MS spektra obou
sloucenin byla velmi podobnd — hmotnosti fragmentl se 1iSily pouze o rozdil hmotnosti

mezi navazanymi aminokyselinami.

/ \ / \

—/ O\
w/kCOOH v/kCOOH

Obrézek 54: Struktura rizového pigmentu o navrzend védci Katem a kol.47

Pti porovnani HRMS/MS spekter LO-358 se slouceninou a (ve slouceniné a by byl
misto valinu navadzan alanin) do$lo k jistym nesrovnalostem pii uréovani struktury

jednoho z fragmentl. Pfi pozitivni ionizaci vznikl z LO-358 mimo jiné fragment
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[M + H]" s hodnotou 136,1117 Da a relativni intenzitou 24 %. Z analyzy fragmentt
obsahujicich izotopicky znacené atomy vyplyva, Ze fragment sestavd z pyrrolylu,
dekarboxylované¢ aminokyseliny a pouze jednoho ze dvou uhlikii pochazejicich
z methiinu (Tabulka 16, Pfiloha 12). Z uvedenych skute¢nosti vyplyva, Ze neni mozné
ptifadit odpovidajici strukturu tomuto fragmentu ve slouceniné o, a je tedy velmi
nepravdépodobné, ze by pyrrolova jadra ve slouceniné byla spojena dvéma uhliky, jak
navrhuji Kato a spol. Lze se tedy domnivat, ze skutecna struktura LO-358 spiSe

odpovida navrhu uvedenému na Obrazku 53.

Tabulka 16: HRMS/MS data jednoho z fragmentii slou¢eniny LO-358

prekur zor m/z fragmentu zmérena (Da)
Ala (33) 136,1117
(3-Dy)Ala (33-A) 139,1276
(°N)Ala (34-B) 137,1091
(2-D)Ala (33-C) 137,1187
(1-°C)Ala (33-D) 136,1118
CH,S(0)SCH=CHCHj; (18-B a/b/c) 137,1151

Struktura ostatnich barevnych slou¢enin

Struktura ostatnich sloucenin byla také navrzena na zdkladé detailniho studia
HRMS/MS spekter modelovych smési, smési obsahujicich selektivné izotopicky
substituovany alanin a modelovych smési obsahujicich izotopicky substituované
thiosulfinaty. PIna charakteristika barevnych latek napt. pomoci NMR spektroskopie
nebyla mozna vzhledem k obtizné HPLC separovatelnosti jednotlivych sloucenin, které
navic Casto vykazovaly znac¢nou nestabilitu i pfi nizkych teplotach (28 °C), coz

neumoznilo pouziti preparativni HPLC.

UHPLC-HRMS charakteristiku hlavnich barevnych sloucenin tvoficich se v cibuli
a poru zobrazuje Tabulka 11. Piehled ESI(+)-HRMS dat nejvyznamnéjsich barevnych
sloucenin, které vznikly v modelovych smésich obsahujicich izotopicky substituované
prekurzory nabizi Tabulka 17. Ze ziskanych dat je zfejma vyznamna role methiinu (1)
jako jednoho z dalSich prekurzorti pro tvorbu téchto barevnych latek. Z modelové
reakce alaninu s izotopicky substituovanym ‘CH;S(O)SCH=CHCH; (18-Ba/b/c)
vznikly nékteré slouc¢eniny s pozménénou molekulovou hmotnosti. Pouze M, sloucenin
GLO-371 a LO-411 ziistaly beze zmény. Tento vysledek naznacoval, Ze tyto latky ve
sv¢ struktufe neobsahuji uhlik pochazejici z methylové ¢asti thiosulfinatu. Oproti tomu

+ v . v . v % r ’
se [M + H] slouceniny LO-398 zmeénila o 2 Da, coZz naznacovalo sumdarni vzorec
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C21PC,H3N,04. Z toho vyplyva, 7e dva uhliky této barevné sloueniny pochézely
z methylové casti thiosulfinatu. Molekulové hmotnosti ostatnich latek (LO-402,
LO-416, LO-384, LO-386, GLO-442, LO-456, LO-424, LO-426 a L-401) vzrostly
o 1 Da, coz naznacovalo ptitomnost jednoho uhliku, ktery pochazel primarné
z methiinu. Slouc¢enina LO-450 nebyla detekovana ani ve smési CH3S(O)SCH=CHCH3
s alaninem, proto je zfejmé, Ze ve své struktufe nebude obsahovat uhlik pochazejici

z methiinu (Tabulka 17).

Zabudovani dvou atomt deuteria pii reakci s CH3S(O)SCD=CDCH; (18-Ca/b/c) se
projevilo u sloucenin LO-402, LO-416, LO-384, LO-386 a LO-398, ¢imz se u téchto
latek prokazala ptitomnost jednoho tfiuhlikatého fetézce pochazejiciho z 1-propenylové
¢asti thiosulfinatu. U sloucenin LO-442, LO-456, 1L.O-424, .O-426 a GLO-411 doslo ke
zvySeni molekulové hmotnosti o 4 Da, coz naznaCovalo pfitomnost dvou fetézci
pochdazejicich z 1-propenylové Casti thiosulfinatu. Experimenty s izotopicky substi-
tuovanym alaninem jednoznacné potvrdily, ze do vSech barevnych sloucenin jsou
zabudovany dvé aminokyseliny bez jakychkoli strukturdlnich zmén (kromé odsStépeni

vodikl z obou —NH; skupin).

Je tedy zfejmé, Ze tyto barevné slouceniny budou strukturdln¢ velmi podobné.
Spole¢ny zaklad vSech barevnych sloucenin tedy pravdépodobné tvoii dvé molekuly
2-(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-1-yl)propanové kyseliny. Tyto dvé molekuly obsahuji
celkem 18 atomil uhliku a vytvofené barevné slouceniny jsou kombinaci téchto dvou
molekul a jedno- nebo tfiuhlikatych fetézcli navazanych na jednotliva pyrrolylova jadra

v polohach 2 a/nebo 5.

U dvou sloucenin (LO-416 a LO-456) bylo z HRMS dat patrné, Zze mély ve své
struktufe zabudované jest¢ dvé methylové skupiny mimo zakladni skelet, ackoli ve
smési obsahujici *CH;S(O)SCH=CHCH; (18-Ba/b/c) se hodnota jejich M, jejich
zvysila pouze o 1 Da. Z Tabulky 17 je dale zfejmé, ze tyto slouceniny obsahuji mimo
zéakladni skelet jesté jeden atom kysliku nebo jednu —OH skupinu. Z HRMS/MS spekter
obou sloucenin lze vy¢ist, ze ptfi fragmentaci dochazi k odstépeni CH;O- skupiny,
pricemz prave uhlik v této methoxy skupiné neni izotopicky substituovany. Je mozné,
ze tyto dvé latky vznikly jako artefakt (béhem izolace nebo UHPLC analyzy) adici

methanolu na nékterou z dvojnych vazeb jiné barevné slouceniny (Obrazek 58).
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Struktury barevnych latek byly navrZzeny na zakladé informaci publikovanych

v odborné literatute,®3 dalsi informace byly ziskany z fragmentace latky GLO-371
a nejzasadnéj$i informace o struktufe poskytly HRMS/MS spektra jednotlivych
sloucenin. Diky izotopicky substituovanym prekurzoriim barevnych latek bylo mozné
sestavit fragmenty jednotlivych molekul (viz PFilohu 16) a tim ziskat pravdépodobné
struktury barevnych sloucenin (Obréazek 55). Ackoli ma latka L-401 podobné
chromatografické vlastnosti jako ostatni pigmenty, jeji struktura bohuzel nebyla na
zaklad¢é dostupnych informaci objasnéna. Ziejmé by se mohlo jednat o produkt vznikly
rozkladem nékteré z jinych barevnych sloucenin. Tato latka rovnéz nebyla detekovana

v zadné z barevnych smési piipravenych modelovou reakci thiosulfinata s alaninem.
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Tabulka 17: ESI(+)-HRM S data barevnych latek v realné smési a ve smésich obsahujicich izotopicky substituované prekurzory
neznatené ®CH;S(0)SCH=CHCH; CHZS(O)SCD=CDCH; (3-DyAla (®*N)Ala (2-D)Ala (1-C)Ala

sloudenina Prekurzory (18-B alblc) (18-C a/b/c) (34-A) (34-B)  (34-C) (34-D) zakladni skladba
zméiena m/z (Da) podjednotek
LO-358  359,1973 361,2053 359,1972 365,2353  361,1918 3612104 361,2039 Cis+2C,
LO-402 4032237 404,2274 405,2361 4092614 4052164 4052373 4052314 Ci+C, +Cs+OH
LO-416  417,2393 418,2440 419,2515 4232767 4192328 4192525 419,2456  C,q+2C, + Cs+ OH
GLO-371  371,1968 371,1986 372,2036 377,2342  373,1909 3732101 3732046 Cis + Cs
LO-384 3852131 386,2178 387,2248 391,2511  387,2089 387,2257  387,2205 T 4 Ty 4 T
LO-386  387,2285 388,2335 389,2410 393,665  389,2221 3892419 3892363 Cig+C, +Cs
LO-442 4432548 4442603 447,2800 4492927 4452482 4452664 4452614 Cig+C, +2Cs+ OH
LO-398  399,2291 401,2365 401,2410 4052662  459,2643 4592800 459,2771 Cis +2C, +Cs
LO-456  457,2701 414,2491 461,2945 463,3085  401,2232 4012412 4012356 Cigt 2C, + 2Cs+ OH
LO-424 4252441 426,2492 429,2682 431,2819 4272387 4272564 427,2516 Cist C+2C5
LO-426  427,2598 428,2657 431,2845 4332968  429,2538 4292730  429,2672 Cie+ C, +2C,
GLO-411 411,2287 411,2306 415,2535 417,2660 413,2225 413,2424  413,2367 Cigt 2C,
L-401 401,2078 402,2132 —* 407,2457 403,2027 403,2196 403,2152 Cist+ C; + C3+ OH
LO-450 4512595 _x x 4572971 4532560 4532736  453,2682 Cys+ 3Cs

* latky L-401 a LO-450 nebyly v nékterych modelovych smésich detekovany, proto zde nejsou uvedena néktera data

HZNASIA V AMAATSAA S
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Barevné slouceniny obsahujici jednouhlikaty mustek

MWW

COOH COOH COOH COOH COOH COOH

LO-358 LO-386 LO-426
COOH COOH COOH COOH COOH COOH
LO-398 LO-402 LO-442

COOH COOH COOH COOH
LO-384 LO-424

COOH COOH COOH COOH
LO-416 LO-456

Barevné slouceniny obsahujici tfiuhlikaty miistek

Mo X~

COOH
COOH COOH
COOH COOH COOH

GLO-371 GLO-411 LO-450
Obrézek 55: Pravdeépodobné struktury barevnych latek vznikajicich v cibuli a pdru po reakci
thiosulfinati s alaninem
5.2.3 Pravdépodobny mechanismus vzniku barevnych latek v cibuli a péru

Jak je z Obréazku 55 patrné, barevné slouCeniny vzniklé reakci thiosulfinati
s alaninem jsou si strukturné¢ velmi podobné (Priloha 23). Lze je rozdé€lit na dvé
zékladni podskupiny, a sice na slouceniny obsahujici jednouhlikaty mitistek a latky, kde

jsou pyrrolové jadra navzdjem propojena mustkem trojuhlikatym.
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Zakladni faze tvorby pigmentd byla jiz diive popsana Imaiem a kol.93 (Obrézek 26)
a data ziskand v této préci, tento navrzeny mechanismus potvrzuji. Nejprve dochazi
k enzymatickému rozkladu isoalliinu (4) a methiinu (1) za vzniku pfislusSnych
sulfenovych kyselin. Cast 1-propensulfenové kyseliny tvofici se z isoalliinu je kata-
lytickym ptsobenim LF-synthasy pfeménéna na slzotvorny propanthialsulfoxid (8), ze
kterého spontanné vznika propanal (10). Soucasnou kondenzaci sulfenovych kyselin
vznikaji thiosulfinaty, u kterych mimo jiné také dochdzi k zdménnym a rozkladnym
reakcim (viz kapitolu 2.4.3). S-Methyl-methanthiosulfinat (32) se rozkldda na
thioformaldehyd (14), ze kterého ve vodném prosttedi vznikd formaldehyd (12). Diky
zaménnym reakcim thiosulfinati a [3,3]-sigmatropnimu pfesmyku thiosulfinata
obsahujicich 1-propenylovou skupinu dochdzi mimo jiné¢ k tvorbé 2,3-dimethyl-
butandithialmonosulfoxidu (tzv. ,.color developeru®) (21), ktery se v pfitomnosti
aminokyseliny pifeméni na bezbarvou 2-(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-1-yl)propanovou
kyselinu (34). U thiosulfinatti obsahujicich 1-propenylovou skupinu dochazi také ke
spontanni E/Z izomerizaci. Meziprodukt této izomerizace obsahuje thiokarbonylovou
skupinu, ktera se ve vodném prostiedi ochotn¢ preméiiuje na skupinu karbonylovou.
Zaroven ziejmé dochazi k rozstépeni —S—O— vazby a vznika tak 2-hydroxypropanal
(35). Vsechny karbonylové slouceniny, které takto vznikly, hraji velmi dilezitou roli

v dal8ich fazich tvorby barevnych latek (Obréazek 56).

79



5. VYSLEDKY A DISKUZE

0 NH, ﬁ NH,
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-~ COOH + COOH
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OH
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—S + S OH — © > /\/S —_— /vo
methansulfenova kyselina 1-propensulfenové kyselina 8 10
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0 0 0 0 0 COOH
I I I I I
S /S /S\ /S S HN
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iA 18¢ 18a 17a
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o
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2-hydroxypropanal
(35)

Obrézek 56: Prvni faze tvorby barevnych latek v cibuli a poru
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Vznik sloudenin, jejichz zaklad tvori 2,2'-[methandiylbis(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-
2,1-diyl)]dipropanova kyselina

H
O
H 12
V'
}K H '
+ S E—— / —_— ~
\N/ /C OH G \N/\/C\OH 1,0 \\N/\CHZ
)\ ' )\ ’ )\
COOH COCH COOH
34 2-[2-(hydroxymethyl)- 1-karboxyethyl-3,4-dimethyl-
3.,4-dimethyl-1H-pyrrol- 2-methyliden-2H-pyrrolium
1-yl)propanova kyselina -H'
\N/
COOH
/
\N/\/\N

)\COOH

COOH
36

Obrazek 57: Reakce formaldehydu s 2-(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-1-yl)propanovou kyselinou (34)

vzniklou v prvni fazi tvorby barevnych latek

Pro vétSinu barevnych sloucenin tvoficich se v maceratech cibule ¢i poru je kliCovy
vznik 2,2'-[methandiylbis(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-2,1-diyl)]dipropanové kyseliny (36)
(Obrazek 57). Jedna se o kysele katalyzovanou elektrofilni substituci. K této

hydroxymethylaci dochazi mezi karbonylovymi slou¢eninami v ptitomnosti pyrrolové

slougeniny, ktera ma volnou polohu 2 nebo 5.104

Obréazek 58 naznacuje pravdépodobnou tvorbu vétsiny barevnych latek, které vznikaji
v cibuli a péru za pfitomnosti alaninu. Reakci substituované dipropanové kyseliny
s karbonylovymi slou¢eninami, které vznikly v prvni fazi (Obrazek 56), se vytvoti latky
LO-358, LO-386 a LO-402. Jejich naslednymi reakcemi s propanalem vznikaji
slouceniny LO-398, LO-426 a LO-442. U latek, které maji navazanou —OH skupinu,
dochazi k dehydrataci za vzniku LO-384 a LO-424. LO-424 také mlze vzniknout reakci
LO-384 s propanalem. Slouceniny LO-416 a LO-456 ziejm¢ vznikaji adici methanolu na
dvojnou vazbu LO-384 a LO-424, ke které dochazi béhem zpracovani/analyzy barevnych

smési. Tyto dvé barevné latky tak zfejmé nejsou v redlnych vzorcich pfitomny.
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ACOOH )\ cooH
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COOH COOH COOH
LO-442 LO-402 LO-384

-H,0 +H

Obréazek 58: Tvorba barevnych sloucenin z 2,2'-[methandiylbis(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-
2,1-diyl)]dipropanové kyseliny
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Vznik latek, jejichZz zaklad je tvoren (2E)-1-(karboxyethyl)-2-{(2E)-3-[1-(1-karboxy-
ethyl)-3,4-dimethyl-1H-pyrrol-2-yl]prop-2-en-1-yliden}-3,4-dimethyl-2H-pyrroliem

Ptesny mechanismus vzniku téchto latek zatim neni zcela objasnén. Jisté je ale to, ze

prekurzorem tiiuhlikatétho mustku mezi pyrrolovymi jadry je thiosulfinat obsahujici

l-propenylovou skupinu. Reakci bezbarvé 2-(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-1-yl)propanové

kyseliny (34) s thiosulfindtem obsahujicim 1-propenylovou skupinu (17-20) vznika

GLO-371. Dalsi reakci GLO-371 s propanalem (10) v kyselém prostfedi vznika

GLO-411, pticemz reakei jesté s jednou molekulou propanalu ziejmé vznika LO-450.

/\%O—_\’\

S R

~Ny — > —_—

NS+ s \\ — 17 " —

\\\N H N

R S,
| COOH  GLO-371 COOH COOH GLO-411
R
.
H
g
R= -CH,(18) —_\j /§/§
— ~

-CH=CHCH; (17)

N
-CH,CH,CHj; (19) /4 )\COOH

-CH,CH=CH;, (20) COOH  |L0-450

Obrézek 59: Predpoklddany vznik barevnych sloucenin z GLO-371

7

/

COOH
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5.3 Tvorba barevnych sloucenin v ¢esneku

Tvorba barevnych sloucenin v Cesneku probiha analogickym mechanismem jako
v cibuli ¢1 poru. Bylo prokdzano, ze k tvorbé barevnych latek je nezbytnd piitomnost
thiosulfinati obsahujicich 1-propenylovou skupinu (Obrazek 47), na jejichz vzniku se
krom¢ isoalliinu (4) podili i dalsi S-alk(en)ylcysteinsulfoxidy ptfitomné v cesneku

(methiin a alliin).43,44
5.3.1 Relativni zastoupeni S-alk (en)ylcysteinsulfoxidi v ¢esneku

Hlavnim S-alk(en)ylcysteinsulfoxidem vyskytujicim se v analyzovaném cCesneku je
alliin (3). Dale byla detekovédna ptitomnost methiinu (1) a isoalliinu (4), avSak zadné
stopy propiinu (2) (Tabulka 18). Tyto vysledky jsou v souladu s hodnotami
publikovanymi jinymi autory (Tabulka 1).

Tabulka 18: Zastoupeni S-alk(en)ylcysteinsulfoxidi v ¢esneku (rel. %)
methiin alliin propiin isoalliin

10 76 - 14

5.3.2 Urdeni struktury barevnych latek tvoricich se v homogenatech ¢esneku

Ackoli Joslyn a Sanol4 ve své praci uvedli, Ze rozétvrcené strouzky &esneku
nepodléhaji barevnym zménam, po Ctyfech dnech po nakrajeni ¢esneku na platky, bylo
mozné zachytit vzniklé barevné slouceniny na piicném fezu strouzkl. AC se o barev-
nych zménach, ke kterym v Cesneku dochazi, hovoii jako o modrani ¢i zelenani
Cesneku, na fezu vznikly Cervenofialové slouceniny (Obrazek 60). Pokud vsak byly
strouzky Cesneku rozmélnény pomoci kuchyiiského mixéru, vznikly homogenat béhem

1-2 dnt skute¢né zezelenal (Obrazek 23).

4 dny
25°C

Obréazek 60: Barevné zmény na pricném rezu strouzkii cesneku
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

Ptirozené se vyskytujici smés thiosulfinatd (Obrézek 61) byla izolovana z homo-
genizovaného Cesneku extrakci diethyletherem. Inkubaci tohoto extraktu s alaninem
(pti pH 5,5) se béhem nékolika hodin vytvofil zeleny pigment. Béhem zpracovani
methanolové frakce, kterd byla ziskéna preciSténim barevného extraktu pres C-18 SPE
kolonku, dochazelo k barevné pfeméné ze spiSe modrého roztoku na roztok zeleny,
pficemz vysledny odparek mél i po opétovném rozpusténi v methanolu zelenou barvu.
Toto chovani svédCilo o zna¢né nestabilit¢ vzniklych sloucenin. Analyzou téchto
reakénich smési pomoci HPLC bylo nésledné zjisténo, ze byly tvofeny mnoha
barevnymi slou¢eninami, jejichz UV-Vis absorpéni maxima se pohybovala v rozmezi
Amex = 385597 nm (Obrézek 62). Vzhledem ke zna¢né komplexnosti reakénich smési
byla dalSi pozornost zaméfena na urceni struktury pouze sedmi nejvyznamnéjSich

barevnych sloucenin.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

Charakteristika hlavnich barevnych sloucenin, které vznikaji v ¢esneku reakci

thiosulfinata s alaninem

Barevny roztok ziskany reakci diethyletherového extraktu z ¢esneku s alaninem byl
precistén ptes SPE C-18 kolonku. Jak bylo nésledné zjisténo pomoci HPLC, ziskany
extrakt obsahoval jak Zluté, tak i modré slouceniny (Obrazek 62, Priloha 17). Diky

ptitomnosti zlutych a modrych sloucenin se vysledna barva roztoku jevila jako zelena.

Piitomnost téchto dvou skupin barevnych latek jiz diive detekovali Yamaguchi a kol.,39
kteti jako prvni ve své praci uvedli, Zze zelend barva Cesnekového homogenatu je

kombinaci zlutych a modrych sloucenin.

V diethyletherovém extraktu z ¢esneku bylo detekovano sedm hlavnich barevnych
latek. Tti z nich byly zluté (Ayax v rozmezi 384—418 nm), ostatni Ctyfi byly fialové az
modré (Anex v rozmezi 568-597 nm). Bylo pozorovano, ze tyto latky jsou velmi
nestabilni, nebot’ i pfi pouziti velmi mirnych podminek béhem odpatovani rozpoustédla
na RVO (30 °C) dochazelo ke zmén¢ barvy modrého eluatu na zelenou. Takto zifejmé

dochazi ke vzniku nékterych Zlutych sloucenin.

Veskeré navrhy predpokladanych struktur barevnych sloucenin a mechanismus jejich
vzniku byly vytvoifeny na zdkladé¢ porovnani HRMS/MS spekter barevnych latek
vytvofenych v modelovych smésich obsahujicich pfirozené se vyskytujici thiosulfinaty
a alanin s HRMS/MS spektry latek vytvorenych v modelovych smésich obsahujici
izotopicky substituované prekurzory (Obrazek 50). Systém pojmenovani jednotlivych
barevnych sloucenin je zaloZen na stejném principu jako u cibule a poru. Pismeno
v nazvu pigmentu oznacuje zeleninu, ve které se pigment vytvaii, a ¢islo za pomlckou

oznacuje relativni molekulovou hmotnost latky (zjisténo pomoci UHPLC-HRMS).
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Obrazek 62: HPLC chromatogram psi 580 nm (nahoie) a PDA zaznam (dole) smési barevnych

sloucenin vznikajicich v cesnekovém homogenatu po reakci alaninem (METODA 1)

V Tabulce 19 jsou uvedena HRMS data barevnych latek vznikajicich smichanim
diethyletherového extraktu ¢esneku s alaninem. Jak je z Tabulky 19 patrné, dveé
barevné latky (G-222 a G-276) obsahuji dvanact resp. patnact atomt uhliku a pouze
jeden atom dusiku a tfi resp. Ctyfi atomy kysliku. Jejich sumarni vzorec je tedy
C12H16NOy4 resp. CisHigsNOs. Je tedy ziejmé, Ze na tvorbé téchto sloucenin se podili
pouze jedna molekula aminokyseliny (coz bylo potvrzeno i experimenty s izotopoveé
substituovanym alaninem, jak bude uvedeno déle). Ostatni barevné slouceniny obsahuji,
stejné jako v pfipad¢ cibule a poru, minimaln¢ dvacet atomii uhliku, vzdy dva atomy
dusiku a Ctyfi az Sest atomu kysliku. Jejich obecny sumarni vzorec je tedy CxHyN,O,,
kde x = 21-24,y = 17-31 a z = 4-6. Op¢t neni bez zajimavosti, Ze ani jedna barevna
sloucenina neobsahuje siru. Pocet aminokyselin, které se podili na vzniku téchto
barevnych sloucenin, byl potvrzen pomoci experimentli s izotopové substituovanym
alaninem (Tabulka 20). Stejn¢ jako v piipadé barevnych latek tvoficich se v cibuli
a péru jsou v jedné molekule barevné slouceniny navazané dvé molekuly alaninu, které
ptispivaji celkem dvéma atomy dusiku, deseti atomy vodiku, ¢tyfmi atomy kysliku

a Sesti atomu uhliku.
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Tabulka 19: UHPLC-HRMS data barevnych latek tvoFicich se v ¢esnekovém homogenatu

reten¢ni m/z m/z

slou¢enina ¢as ('?,] mr:() zméFena spoditana {[?;ﬂ; S\ljg?ggi RDB
(min) (Da) (Da)

G-222 6,58 384 222,1134 222,1125 4,2 C,H(NO; 6
G-276 6,73 418 276,1240 276,1230 3,5 Cy5H1sNO, 8
GLO-371 7,26 568 371,1982 371,1965 4,1 C,1H»7N,04 10
G-443 7,82 579 4432178 4432177 0,1 Cy4H;31N,04 11
G-385 8,18 576 385,2131 385,2122 2,4 CyHyoN,04 10
GLO-411 9,39 597 411,2287 411,2278 2,1 C,4H31N,04 11
G-396 13,00 396 365,1124 365,1132 2,2 CyoH7N,05 14

pozn. k separaci byla pouzita METODA H, HRMS data byla ziskéna v pozitivnim médu

zkratky uvedené v tabulce — viz Seznam zkratek

Tabulka 20 shrnuje ESI(+)-HRMS data barevnych latek vznikajicich v modelovych

smésich obsahujicich alanin. S ohledem na dosud zji§téné poznatky®3 a predpoklad
analogie struktury barevnych latek tvoficich se v cibuli a péru by se slouceniny G-222
a G-276 dle naméienych dat mély skladat z jedné molekuly 2-(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-
I-yl)propanové kyseliny a jednoho ¢i dvou postrannich fetézci. Zakladni ,,skelet*
téchto sloucenin tedy obsahuje celkem devét atoma uhliku. Ostatni barevné latky by
tedy mély obsahovat dvé molekuly 2-(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-1-yl)propanové kyseliny
spojené jedno- nebo tfiuhlikatym miistkem, ptipadné by jesté mohly nést bocni fetézec.
Zakladni ,,skelet téchto sloucenin tedy obsahuje 18 atomu uhliku. Uhliky, které jsou v
slou¢enindch navic mimo zakladni skelet, budou soucasti postrannich fetézcl
navazanych na pyrrolova jadra v poloze 2 a/nebo 5. Slouceniny G-276 a G-396 se
nevyskytovaly v modelové smési piipravené reakci 18, proto nebylo mozné potvrdit
ptivod uhlikt, které by mohly primarné pochazet z methiinu. BohuZel nebyla ptipravena
modelovd smés obsahujici izotopicky substituovany 20, takze nebylo mozné ziskat
informace o puvodu né¢kterych tiiuhlikatych fetézcii. Je vSak pravdépodobné, Zze
tiiuhlikaty postranni fetézec slouCenin, které nevznikaji v cibuli a poru, by mohl

pochézet z allicinu (7).
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Tabulka 20: HRMS data barevnych slou¢enin vytvofenych ve smésich obsahujicich neznaeny a
izotopicky substituovany alanin

Ala (3-Dy)Ala  (®N)Ala (2-D)Ala  (1-®C)Ala ’
sloutenina (34) (34-A) (34-B) (34-C) (34-D) zakladni skladba

zméfena m/z (Da) podjednotek

G-222 222,1134  225,1321 223,1105 223,1197 223,1160 Cy+C;+OH
G-276 276,1240  279,1428  277,1212 277,1302 277,1267 Cy+2C, +20H

GLO-371  371,1982  377,2351  373,1909 373,2101 373,2046 2Cq+ C;
G-443 4432178  449,2557  445,2129 445,2302 445,2236 2Cq+ 2C; +20H
G-385 385,2131  391,2503  387,2076 387,2256 387,2185 2Co+C + C;

GLO-411  411,2287  417,2672  413,2228 413,2415 413,2351 2Cq+ 2GC;

G-365 365,1124  368,1315  366,1101 366,1188 366,1150 2Cy +2C; + OH

Slouc¢eniny GLO-371 a GLO-411 byly detekovany také v barevném extraktu
vytvofeném v cibuli a péru. Fakt, Ze jde o stejné slouceniny, dokazuje nejen stejny
retencni Cas, ale i identické hodnoty jejich absorpénich maxim a v neposledni fadé
1 stejna MS fragmentace. Vznik a struktura téchto dvou latek jsou tedy blize popsany

v kapitole 5.2.2.
Stanoveni struktury G-385

Sloucenina G-385 méla retencni ¢as velmi blizky slouceniné LO-384, ktera je
tvofena v cibuli a poéru, ale absorpéni maximum G-385 je o 40 nm vySsi
(Amax = 576 nm). Pii stejném sumarnim vzorci, [M + H]+ CoH9N, 04, 1ze predpokladat,
ze struktura obou sloucenin bude velmi podobna. V modelové smési alaninu
a ""CH;S(0)SCH=CHCHj; (18-Ba/b/c) byla detekovana hodnota m/z této sloueniny
386,2151 Da, coz odpovida sumarnimu vzorci C2113 CH»9N,0,4. Tato zména molekulové
hmotnosti slouceniny o 1 Da tak naznaCuje piitomnost jednoho atomu uhliku
pochézejiciho primarné z methiinu. Dale byla v molekule G-385 zjiSténa pifitomnost
dvou atomi deuteria, kdyz byla sloucenina vytvofena ve smési obsahujici
CH;S(0)SCD=CDCH3; (18-Ca/b/c) a alanin. Porovnanim zptisobti fragmentace molekul
obou barevnych latek (G-385 a LO-384) bylo zjisténo, ze nejde o stejné slouceniny.
Nékteré hmotnosti fragmentt se shodovaly (viz Prilohu 16 a 18), ve vétSiné fragmentd
se vSak liSily. Sloucenina G-385 mé¢la nejintenzivnéj$i fragment s hmotnosti
160,1128 Da. Tento fragment byl zdroven nejintenzivnéjsi také v HRMS/MS spektru

slouceniny GLO-371. Zpusob fragmentace tedy naznacoval, Ze jsou obé molekuly
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2-(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-1-yl)propanové kyseliny spojeny propenylenovym mustkem.
Na zékladé vSech doposud zjisténych informaci by se tedy pravdépodobné mohlo jednat
o (2E)-1-(1-karboxyethyl)-2-{(2E)-3-[ 1-(1-karboxyethyl)-3,4,5-trimethyl-1H-pyrrol-2-yl]-
prop-2-en-1-yliden}-3,4-dimethyl-2H-pyrrolium (Obrazek 63).

a2 )
N N N
)\COOH
COOH
G-385

Obrazek 63: Predpokiddand struktura G-385

U ostatnich barevnych latek se bohuzel na zékladé¢ doposud ziskanych informaci
jejich strukturu objasnit nepodafilo. Ackoli je zfejma role aminokyseliny pii tvorbé
téchto sloucenin, informace z MS fragmentace molekul obsahujicich izotopicky
substituovany alanin nebyly dostate¢né ucelené na to, aby bylo mozné o jejich struktuie

udé¢lat zaveéry.
5.3.3 Pravdépodobny mechanismus vzniku barevnych litek v ¢esneku

Barevné latky v ¢esneku vznikaji podobnym mechanismem jako v cibuli ¢i poru.
V cCesneku byl detekovan methiin (1), alliin (3) a isoalliin (4). Tyto aminokyseliny se
ptusobenim alliinasy rozkladaji za vzniku pfislusnych sulfenovych kyselin, jejichz
kondenzaci vznikaji thiosulfinaty (viz Obrazek 9 a Obrézek 61). Rozkladem
allicinu (7) vznikd velmi reaktivni thioakrolein (15), jenz ve vodném prostredi prechazi
v akrolein (13). Z thiosulfinatli obsahujicich methylovou skupinu analogicky vznika
formaldehyd (12). U thiosulfinati obsahujicich 1-propenylovou skupinu dochazi k E/Z
izomerizaci pres meziprodukt, ze kterého ve vodném prostiedi pravdépodobné vznika
2-hydroxypropanal (35). Z S-(1-propenyl)-1-propenthiosulfinatu (17) vznika [3,3]-sigma-
tropnim pifesmykem 2,3-dimethylbutandithialmonosulfoxid (tzv. ,,color developer*, 21).
Produktem jeho reakce s aminokyselinou je bezbarva 2-(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-

1-yl)propanova kyselina (34), stejné jako v cibuli ¢i poru.
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Obrazek 64: Prvni faze tvorby barevnych sloucenin v cesneku

Zaklad charakterizovanych barevnych sloucenin tvoii, stejn¢ jako v piipade
GLO-371, (2E)-1-(karboxyethyl)-2-{(2E)-3-[ 1 -(1-karboxyethyl)-3,4-dimethyl-1H-pyrrol-
2-yl]prop-2-en-1-yliden}-3,4-dimethyl-2H-pyrrolium, jehoz pfesny mechanismus
vzniku je zatim neznamy. Jisté je, ze k jeho tvorbé dochazi reakci bezbarvé
2-(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-1-yl)propanové kyseliny s thiosulfinaty obsahujicimi
1-propen-ylovou skupinu popt. 2-propenylovou (allylovou) skupinu. Slouceniny majici
jako zéaklad tuto strukturu jsou pak ziejm¢ tvofeny reakcemi tohoto ,,dipyrrolylu‘

s karbonylovymi slou¢eninami, které vznikaji rozkladem thiosulfinati ve vodném
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prostiedi. Opét se jedna o elektrofilni substituci do polohy 2 ¢i 5. Na Obrazku 65 je

popsan pravdépodobny vznik slouceniny G-385. Navrzenou tvorbu GLO-411 je mozné

vidét na Obrazku 59 v kapitole 5.2.3.
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Obrazek 65: Pravdepodobny vznik GLO-385
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5.4 Tvorba barevnych slou¢enin v ¢esneku sicilském

Vznik rGzového zbarveni byl pozorovan také v homogenatech Cesneku sicilského
(A. siculum). Vzhledem k tomu, ze pravdépodobny prekurzor tohoto rizového zbarveni,
homoisoalliin (5), mé analogickou strukturu k prekurzoru barevnych latek tvoticich se
v cibuli, péru a cesneku, isoalliinu (4), lze ptredpokléddat, ze mechanismus tvorby
pigmentt v A. siculum bude velmi podobny tomu, ktery probiha v cibuli a poru. Lze
také predpokladat, ze i struktura vznikajicich barevnych latek bude analogickd tém,

které vznikaji v cibuli a poru.
5.4.1 Relativni zastoupeni S-alk(en)ylcysteinsulfoxidi v ¢esneku sicilském

Je ziejmé, ze v Cesneku sicilském jsou za vznik cerveného zbarveni odpovédné

thiosulfinaty obsahujici 1-butenylovou skupinu.#4 Na tvorbé& téchto thiosulfinati se
vSak spolecné¢ s homoisoalliinem (5) podileji 1 ostatni pfitomné S-alk(en)yl-
cysteinsulfoxidy (methiin a butiin). Jejich enzymatickym rozkladem vznikaji ptislusné
sulfenové kyseliny, které spolu navzdjem kondenzuji, a tvofi tak symetrické a asyme-
trické thiosulfinaty (Obrazek 47). Relativni zastoupeni methiinu (1), butiinu (6)
a homoisoalliinu (5) ve studovanych cibulich ¢esneku sicilského bylo stanoveno pomoci

HPLC po ptedkolonové derivatizaci dansylchloridem (Tabulka 21).

Tabulka 21: Zastoupeni S-alk(en)ylcysteinsulfoxidi v cibulich A. siculum (rel. %)

methiin butiin homoisoalliin

46 6 48

5.4.2 Struktura barevnych latek vznikajicich v homogenatech ¢esneku sicilského

Kromé symetrickych thiosulfinati (napi. 32) vznikaji enzymatickym rozkladem
methiinu (1), butiinu (6) a homoisoallinu (5) také thiosulfinaty asymetrické obsahujici
1-butenylovou skupinu (Obrazek 66). Tyto thiosulfinaty, stejné jako v ptipad¢ cibule

a poru, pravdépodobné tvoii barevné latky po reakci s aminokyselinami.
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Obrazek 66: Nejvyznamnéjsi thiosulfindty tvorici se v Cesneku sicilském

Pfirozen¢ se vyskytujici smés thiosulfinatl byla izolovana z homogenizovanych
cibulek ¢esneku sicilského extrakci diethyletherem. Inkubaci téchto extraktii s alaninem
(pfi pH 5,5) se béhem nékolika hodin vytvofil rizovy pigment. Analyzou této reakcni
smési pomoci HPLC bylo nasledné zjiSténo, Ze je tvofena mnoha barevnymi
slouc¢eninami, jejichz UV-Vis absorp¢ni maxima se pohybovala v rozmezi 533-580 nm
(Obréazek 67, Priloha 19). Dalsi pozornost byla zaméfena piedevsim na sedm hlavnich

barevnych latek.

Nékteré nize popsané barevné slouceniny vznikly také reakci synteticky
piipravenych thiosulfinatt (37/b/c a 39/b/c) s alaninem za stejnych experimentalnich
podminek, za kterych byly pfipraveny pigmenty z diethyletherovych extraktti ¢esneku

sicilského.

I pfes pouziti modelovych smési byl vytézek barevnych sloucenin velmi nizky
a nebylo mozné ziskat dostatek materidlu na konvenéni NMR experimenty.
Pravdépodobné struktury barevnych latek byly tedy navrzeny vyluéné na zakladé

HRMS/MS dat za vyuziti celé fady izotopové substituovanych prekurzort.

Systém pojmenovani jednotlivych barevnych sloucenin je zalozen na stejném

principu jako u cibule, poru a ¢esneku. Pismeno ,,S“ v tomto piipadé znamena, Ze je
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latka vytvofena v Cesneku sicilském (A. siculum), a ¢islo za pomlckou opét vyjadiuje

relativni molekulovou hmotnost dané slouceniny (zjisténou pomoci HRMS).
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Obrazek 67: UHPLC chromatogram pii 540 nm (nahoie) a PDA zéznam (dole) smési

barevnych sloucenin vznikajicich v extraktu A. siculum s pridavkem alaninu (METODA H)

Obrazek 67 zobrazuje UHPLC chromatogram se sedmi hlavnimi barevnymi

latkami, které vznikaji pfi zpracovani Cesneku sicilského. Je zajimavé, Ze v retencnich

casech 9,8 min a 10,3 min byly detekovany slouceniny (S-472a a S-472b), které¢ maji

stejnou molekulovou hmotnost (tedy i stejny sumdrni vzorec) a stejné absorpéni

maximum (Tabulka 22). Ani HRMS/MS spektra vSak neodhalila zadny rozdil ve

struktute téchto sloucenin. Lze se tedy opravnéné domnivat, ze se jednd o strukturné

mimoradné blizké latky, pravdépodobné polohové nebo geometrické izomery.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

Tabulka 22: ESI(+)-HRMS data hlavnich barevnych latek vytvoienych v homogenatu A. siculum

sloutenina retené_ni s m/z zméiena  m/z spocitana  rozdil sumarni RDB
¢as (min)  (nm) (Da) (Da) (ppm) vzorec
S-472a 9,79 533 473,3020 473,3010 2,1 Cy7H4N,O5 9
S-472b 10,34 533 473,3024 473,3010 3,0 Cy7H41N,0O5 9
S-486 11,01 535 487,3177 487,3166 2,2 CysH43N,05 9
S-526 11,28 566 527,3506 527,3479 5,0 C;5H47N,05 10
S-494 11,84 551 495,3219 495,3217 0,3 C30H43N,04 11
S-454 11,86 557 455,2909 455,2904 1,0 C,7H39N,04 10
S-508 12,28 580 509,3388 509,3374 2,8 C;51HysN,O4 11

Sumarni vzorce detekovanych latek jsou analogické sumarnim vzorcim sloucenin
nalezenych v cibuli a poru. VSechny barevné slouceniny vznikajici v ¢esneku sicilském
sestavaji minimalné z 27 atomu uhliku, vzdy dvou atomt dusiku a ¢tyf nebo péti atomu
kysliku. Jejich obecny vzorec je tedy CxHyN>O4 nebo CxHyN>Os (X = 27-31, y = 39-47).
Na zéklad¢ doposud ziskanych informaci se Ize domnivat, Ze i tyto barevné slouceniny
maji pyrrolovy charakter. Pokud je zékladni struktura tvofena analogicky jako u cibule,
poru a cesneku, je pravdépodobné, ze se jednd o 2,2'-[methandiylbis(3,4-diethyl-
1H-pyrrol-2,1-diyl)]dipropanovou kyselinu (44). Dvé molekuly alaninu do struktury
jednotlivych barevnych sloucenin pfispivaji (stejné¢ jako u cibule, péru ¢i Cesneku)
celkem Sesti atomy uhliku, ¢tyfmi atomy kysliku, deseti atomy vodiku a dvéma atomy
dusiku. Tento pfispévek byl potvrzen reakcemi modelovych smési obsahujicich
selektivné izotopicky substituovany alanin (Tabulka 23). Pro vSechny barevné
slouceniny tedy plati, Ze zékladni ,,skelet” molekuly, ktery je pro vSechny slouceniny
shodny, je tvofen 22 atomy uhliku, 4 atomy kysliku a 2 atomy dusiku. Zbytek prvki
ptipadd na tvorbu bocnich fetézcl v poloze 2 a/nebo 5, piipadné na tvorbu miistku mezi
obéma pyrrolylovymi jadry. Vzhledem k rozsahu absorpcnich maxim barevnych latek
(Amax = 533-580 nm) lze predpokladat, ze mustek mezi pyrrolylovymi jadry nebude

tvofen Ctyfuhlikatym fetézcem, ale spiSe fetézcem jednouhlikatym.
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Tabulka 23: ESI(+)-HRMS data barevnych slou¢enin v redlné smési a ve smésich obsahujicich
izotopicky substituovany alanin
Ala (3-Dy)Ala  (*N)Ala  (2-D)Ala (1-"C)Ala

sloutenina (34 (34A)  (34B) (34C)  (34D) ZEAEEIT e 5
zméFend m/z (Da) podjednotek

S-472 473,3024 479,3398 475,2955 475,3139  475,3085 Cy +C, + C4+ OH
S-486 487,3177 493,3538 489,3111 489,3286 489,3232 Cy +2C,+C4+OH
S-526 527,3506 533,3849 529,3421 529,3597 529,3541 Cy +C; +2C,+OH
S-494 495,3219 501,3595 497,3159 497,3332 497,3275 Cy +2C,
S-454 455,2909 461,3291 457,2855 457,3035 457,2978 Cyp+C,+Cy
S-508 509,3388 515,3758 511,3320 511,3496 511,3438 Cy+C,+2C,

Tabulka 23 zobrazuje naméfené hodnoty molekulovych hmotnosti (v pozitivnim
modu ionizace) barevnych latek ve smési obsahujici alanin a ve smésich, které
obsahovaly izotopicky substituovany alanin (33A-D). Z hodnot je ziejmé, Ze u vSech
latek jsou zabudovany dvé molekuly aminokyseliny, které¢ byly zaclenény bez
jakychkoli strukturnich zmén (kromé odstépeni —NH, vodikii). Bohuzel, barevné smeési
vzniklé reakci izotopicky substitovaného thiosulfinatu *CH3S(O)SCH=CHCH,CH;
nebyly natolik koncentrované, aby byl MS signal dostate¢né¢ intenzivni a namétend data

méla informativni charakter.

Je pravdépodobné, ze vSechny slouCeniny, kromé S-494, budou strukturné velmi
pribuzné. Dvé pyrrolovd jadra budou spojena methylidenylovym mustkem. Jejich
struktury se pak budou liSit postrannimi fetézci. Jak jiz bylo uvedeno vySe, lze
predpokladat jistou analogii mezi témito barevnymi latkami a latkami vznikajicimi
v cibuli a péru. Proto je pravdépodobné, ze S-472 bude mit strukturu analogickou
k LO-402, S-486 k LO-416, S-526 k LO-442, S-454 k LO-384 a kone¢n¢ S-508 by
mohl byt analogicky k LO-426. Pouze ke slouceniné¢ S-494 nebyla nalezena zadna

odpovidajici latka, ktera vznika v cibuli a poru.

Sloucenina S-494 ve své struktuie obsahuje dvé pyrrolova jadra, dvé aminokyseliny
a dva ctytuhlikaté fetézce. Vzhledem k jeji hodnoté Amax (551 nm) lze predpokladat, ze
mustek mezi obéma pyrrolylovymi jadry nebude tvofen ani jednim z téchto dvou
ctyfuhlikatych fetézci. Pokud by tato moznost byla brana v tivahu, muselo by dojit ke
znacnému stupni konjugace dvojnych vazeb, aby sloucenina byla barevna. Pokud by byl

konjugovany systém tvofen dalSimi tfemi dvojnymi vazbami mezi obéma jadry,
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

absorpéni maximum by mélo byt vyssi nez 570 nm (viz GLO-371). O pyrrolech je
znamo, ze v kyselém prostfedi ochotné polymerizuji, a proto by struktura latky S-494
mohla vypadat napiiklad jako je uvedena na Obrazku 68, kde jsou navrZeny

pravdépodobné struktury také ostatnich barevnych sloucenin (Priloha 25).

NS NN

N N
/<COOH )\COOH )\COOH )\COOH

S-508 S-494

Obrazek 68: Pravdépodobné struktury barevnych sloucenin vytvdrenych v homogentdtech

A. siculum po reakci s alaninem
5.4.3 Pravdépodobny mechanismus vzniku barevnych litek v ¢esneku sicilském

Lze ptedpokladat, Ze prvni faze vzniku barevnych latek je velmi podobna té v cibuli
a poru. Plsobenim alliinasy dojde ke katalytickému rozkladu homoisoalliinu, butiinu
a methiinu za vzniku pfislusnych sulfenovych kyselin. Plisobenim LF-synthasy se ¢ast
1-butensulfenové kyseliny pfeméni na slzotvorny butanthialsulfoxid (9), ktery se
samovoln¢ rozkladd za vzniku butanalu (40). Soucasné¢ dochazi ke vzijemné
kondenzaci vzdy dvou molekul sulfenovych kyselin za vzniku thiosulfinati. Rozkladem
S-methyl-methanthiosulfindtu vznikd reaktivni thioformadehyd (14), ze kterého ve
vodném prostiedi vznika formadehyd (12). Stejn¢ jako v homogenatech cibule a poru,

i zde analogicky dochdzi k tvorbé thiosulfinatli obsahujicich 1-butenylovou skupinu,
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které snadno podléhaji E/Z izomerizaci. Meziprodukt této izomerizace miize ve vodném
prostiedi tvofit 2-hydroxybutanal (41). Z S-(1-butenyl)-1-butenthiosulfindtu vznika
[3,3]-sigmatropnim presmykem tzv. ,color developer (2,3-diethylbutandithial-
monosulfoxid, 42), jehoz reakci s alaninem dochdzi ke vzniku 2-(3,4-diethyl-1H-pyrrol-

1-yl)propanové kyseliny (43) (Obrézek 69).
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7~ COOH + COOH + COOH
1 6 5
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Obrazek 69: Prvni faze tvorby barevnych latek v homogenéatu A. siculum
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Dalsi  klicovou fazi je wvznik 2,2'-[methandiylbis(3,4-diethyl-1H-pyrrol-
2,1-diyl)]dipropanové kyseliny (44) (Obrazek 70), ktera tvoii zaklad vétsiny barevnych
latek charakterizovanych v A. siculum. Jedna se o kysele katalyzovanou elektrofilni

substituci. K této hydroxymethylaci dochdzi mezi karbonylovymi slouc¢eninami

v piitomnosti pyrrolové sloudeniny, ktera ma volnou polohu 2 nebo 5.104

\ H
N + C—OH — = T N
N/ y H \N Ol -H,0 \N’ CH,

)\ ' A\ ! /L
COOH COOH

3 COOH

2-[2-(hydroxymethyl)- 1-karboxyethyl-3,4-diethyl-

3,4-diethyl-1H-pyrrol- 2-methyliden-2H-pyrrolium

1-yl)propanova kyselina y
N
R)\C()()H

AN
N/\/\N/

Obrazek 70: Reakce 2-(3,4-diethyl-1H-pyrrol-1-yl)propanové kyseliny (43) s formaldehydem

Obrazek 71 zachycuje pravdépodobnou tvorbu vétsSiny barevnych latek vznikajicich
v Cesneku sicilském. Jejich prekurzorem je 2,2'-[methandiylbis(3,4-diethyl-1H-pyrrol-
2,1-diyl)]dipropanova kyselina (44), jejiz reakci s 2-hydroxybutanalem (41) zfejmé
vznika S-472. U této barevné latky mize dochdzet k dehydrataci, ¢imz dojde k tvorbé
S-454, nebo miize reagovat s butanalem za vzniku S-526. Sloucenina S-454 také muze
reagovat s butanalem, pfi¢emz dojde k tvorbé S-508. Zaroven by také sloucenina S-508
mohla vzniknout dehydrataci latky S-526. Ziejmé dochazi, stejné jako u barevnych
smési cibulového a porového extraktu, k adici methanolu na dvojnou vazbu béhem
zpracovani nebo analyzy barevné smési. V HRMS/MS spektru slouceniny S-486 je opét
patrné odstépeni methoxy skupiny, proto je mozné, ze vznikla kysele katalyzovanou

adici na dvojnou vazbu slouceniny S-454.
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Obrézek 71: Predpokladany vznik barevnych latek v homogenatu A. siculum v pritomnosti

alaninu

Na Obrazku 72 je naznacen mozny mechanismus vzniku slou¢eniny S-494. Reakci
2-(3,4-diethyl-1H-pyrrol-1-yl)propanové kyseliny (43) s 2-hydroxybutanalem (41) by
mohlo dochéazet k hydroxyalkylaci v poloze 2, stejné¢ jako k reakci s butanalem.
Naslednym odStépenim molekuly vody z obou meziproduktii a jejich dimerizaci by za

odstépeni H™ mohla vzniknout barevna slou¢enina S-494.
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Obrézek 72: Pravdeépodobny mechanismus vzniku slouceniny S-494
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6. ZAVER
6.1 Tvorba ¢ervené slouceniny V cibuli obri

Nékteré rysy tvorby cervené slouceniny v cibuli obfi jsou podobné tém pfi tvorbé
rizového pigmentu v homogenatu cibule kuchyiiské. Tvorba obou druhti pigmentl je
iniciovana katalytickym S§tépenim S-substituovaného cysteinsulfoxidu [S-(2-pyrrolyl)-
cysteinsulfoxidu v cibuli obii a S-(E)-(1-propenyl)cysteinsulfoxidu (isoalliinu) v cibuli
kuchyniské]. V obou ptipadech dochazi k tvorbé thiosulfinatl, které velmi snadno
podléhaji [3,3]-sigmatropnimu piesmyku (Obrazek 73). Nicméné vysledné struktury
barevnych sloucenin a dréhy jejich vzniku v obou druzich cibule se zna¢né 1i§i. Zatimco
pigment se v A. giganteum tvoii pfesmykem piimo z thiosulfinatt, rizovéni cibule je
thiosulfinatu obsahujici 1-propenylovou skupinu, aminokyseliny a (thio)karbonylové

slouceniny.

cibule obfi:

o\\ o
HO H
S—S \\S S \ / S—S
<M NH 7 N .
// — = | NH —_— — > NH NH
\\ Y/ _ P NH \ / NH A\ 74
Xk H AN = A =
30 31
dithionmonosulfoxid
cibule kuchynska:

S

0\ (6]
\5*5 \\S S
e / \ e \ +  ostatni produkty
Y7/ 5

I
0

17 21 zwiebelany

Obrézek 73: Produkty [ 3,3]-sigmatropniho presmyku v cibuli obri a v cibuli kuchyrnské
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6.2 Tvorba barevnych slou¢enin v cibuli a poru

Tvorba barevnych slou¢enin v cibuli a péru je iniciovana katalytickym Stépenim
S-alk(en)ylcysteinsulfoxidi na ptislusné sulfenové kyseliny. Tvorbu slzotvorné latky
zapficinuje LF-synthasa, kterd katalyzuje rozklad 1-propensulfenové kyseliny.
Soucasnou kondenzaci sulfenovych kyselin vznikaji symetrické a asymetrické
thiosulfinaty. U thiosulfinat, jeZ obsahuji 1-propenylovou skupinu, dochazi k E/Z
izomerizaci, pfi¢emz meziprodukt izomerizace je ve vodném prostiedi dale rozkladan.
Reakci tzv. ,color developeru“ s alaninem vznika 2-(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-
1-yl)propanovéd kyselina. Ta reakci s formaldehydem vytvaii 2,2'-[methandiylbis-
(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-2,1-diyl)]dipropanovou kyselinu, jez tvoii spole¢ny zaklad
vetsiny Cervenych latek charakterizovanych v homogenatech cibule a poru. Naslednymi
reakcemi této dipropanové kyseliny s karbonylovymi slouceninami, které jsou
rozkladnymi produkty thiosulfinatii a slzotvorné latky, vznikaji Cervené slouceniny.
Fialové slouceniny, jejichz pyrrolova jadra jsou spojena tiiuhlikatym mustkem, vznikaji
reakci 2-(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-1-yl)propanové kyseliny s thiosulfinaty obsahujicimi
I-propenylovou skupinu a naslednymi reakcemi s ostatnimi karbonylovymi

slouceninami.

v

Nejdulezitéjsi roli pfi tvorbé barevnych sloucenin tedy hraji S-alk(en)yl-
cysteinsulfoxidy, zejména mnozstvi pfitomného S-(1-propenyl)cysteinsulfoxidu
(isoalliinu). Jeho rozkladem vznikaji slzotvorny propanthialsulfoxid a thiosulfinaty
obsahujici 1-propenylovou skupinu, které jsou vSak =zaroven nositeli typické
a konzumenty zadané Stiplavé chuti a viiné. Tyto latky zaroven vykazuji rizné pozitivni
biologické ucinky, proto je vyssi hladina isoalliinu v cibuli a poru vyzadovana jak
potravindiskym, tak farmaceutickym primyslem. Jisté feSeni se nabizi ve vySlechténi
kultivaru, ktery by m¢l velmi aktivni enzym LF-synthasu. Z isoalliinu by pfednostné
vznikal propanthialsulfoxid (slzotvorna latka) na ukor vySe zminénych thiosulfinati.
Ackoli by se tvorba ¢erveného zbarveni vyrazné omezila, tento produkt by zfejmé nebyl

konzumenty vyhledavan pro jeho vyssi slzotvorné ucinky.
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6.3 Tvorba barevnych slouc¢enin v ¢esneku

Pocatek tvorby barevnych sloucenin v Cesneku je stejny jako v piipad¢ cibule a poru.
Barevné latky vznikajici v ¢esnekovém homogenatu maji spole¢ny strukturni zaklad
tvofeny dvéma molekulami 2-(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-1-yl)propanové kyseliny spoje-
nymi l-propenylenovym miistkem. Jednotlivé barevné latky pak dale vznikaji reakci
2,2'-[methandiylbis(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-2,1-diyl)]dipropanové kyseliny s karbony-
lovymi slouceninami vytvorenymi rozkladem thiosulfinati. Zeleny odstin homogenatu
zpusobuje piitomnost zlutych sloucenin, které jsou pravdépodobné rozkladnymi

produkty fialovych a modrych latek.

V procesu zelenani ¢esneku opét hraje klicovou roli isoalliin. Ackoli je obsah této
aminokyseliny v ¢esneku nizky (obvykle kolem 10 % z celkového mnoZstvi S-alk(en)-
ylcysteinsulfoxidil), jeho pfitomnost zplisobuje vznik barevnych sloucenin. V tomto
piipadé by se tvorba barevnych latek dala omezit vhodnym skladovanim
(pti teplotach kolem 20 °C), mnozstvi isoalliinu je totiz zavislé na teploté skladovani.
Dalsim feSenim by mohlo byt vysSlechténi kultivarti, které by pfirozené¢ obsahovaly jen
pfedev§im rozklad S-allylcysteinsulfoxidu (alliinu) na allicin. Také za pfiznivé

biologické ucinky cesneku jsou zodpovédné zejména latky vznikajici rozkladem alliinu.
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6.4 Tvorba barevnych slou¢enin v ¢esneku sicilském

Podle piedchozich piedpokladii jsou rysy tvorby cervenych sloucenin v Cesneku
sicilském podobné tém pii tvorbé Cervenych latek v cibuli a poru. Tvorba barevnych
sloucenin je iniciovana katalytickym S§tépenim S-substituovanych cysteinsulfoxida
(methiinu, butiinu a homoisoalliinu). Dochazi tak k tvorbé thiosulfinatt, které se déle
rozkladaji. Thiosulfinaty obsahujici 1-butenylovou skupinu podléhaji E/Z izomerizaci,
pricemz meziprodukt izomerizace je ve vodném prostiedi dale rozkladan. Néslednou
reakci tzv. ,,color developeru® s alaninem vznika bezbarva 2-(3,4-diethyl-1H-pyrrol-
1-yl)propanovéd kyselina. Jeji reakci s formaldehydem vznikd 2,2'-[methandiylbis-
(3,4-diethyl-1H-pyrrol-2,1-diyl)]dipropanova kyselina, jez tvofi zéklad vétSiny
barevnych latek popsanych v homogenatu A. siculum. Naslednymi reakcemi této latky

s karbonylovymi slou¢eninami vznikaji cervené pigmenty.

Je tedy ziejmé, Ze proces Cervendni Cesneku sicilského probihd stejnym zplsobem
jako Cervenani cibule a poru. Vzhledem ke skuteCnosti, ze tento druh cesneku je
péstovan spise jako okrasna rostlina, neni potieba feSit problém se vznikem barevnych

sloucenin béhem jeho zpracovani.
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1-BeCSO- (E)-S-(1-butenyl)cysteinsulfoxid, homoisoalliin
1-PeCSO — (E)-S-(1-propenyl)cysteinsulfoxid, isoalliin
1-PeS(O)SMe — S-methyl-1-propenthiosulfinat
1-PeS(0O)S1-Pe — S-(1-propenyl)-1-propenthiosulfinat
1-PeS(O)SPr — S-(1-propenyl)propanthiosulfinat
1-PeS(O)SAIl — S-allyl-1-propenthiosulfinat
2-PyrrCSO — S-(2-pyrrolyl)cysteinsulfoxid
2-PyrrSLA — 3-(2-pyrrolylsulfinyl)mlécna kyselina
3-PyrrCSO — S-(3-pyrrolyl)cysteinsulfoxid
ADEQUATE — ,,adequately sensitive double quantum transfer experiment”
APG |11 — tfeti verze taxonomického systému publikovana skupinou védct zvanou
»Angiosperm Phylogeny Group*
BCCM/LMG —,,Belgium Coordinatel Collections of Microorganisms* (belgicka sbirka
mikroorganismil)
CCM — ,,Czech Collection of Microorganisms* (Ceska sbirka mikroorganismi)
CD - circularni dichroismus
CFU — ,,colony forming unit*
COSY — ,,correlation spectroscopy* (korelacni spektroskopie)
m-CPBA — m-chlorperoxybenzoova kyselina
DART — ,.direct analysis in real time* (pfima analyza v redlném case)
DCE — dichlorethan
DEPT —,,distortionless enhancement by polarization
DMF — dimethylformamid
Dns-Cl — dansylchlorid
DSS — sodna stl kyseliny 3-(trimethylsilyl)propansulfonové
EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina
ESI — ,,electrospray ionisation® (ionizace elektrosprejem)
FAO — ,,Food and Agriculture Organization of the United Nations*
FTIR — ,,Fourier transformation infrared spectroscopy* (infraervena spektroskopie
s Fourierovou transfromaci)

fwhm — _ full width at half maximum* (Sifka piku v jeho polovi¢ni vysce)
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GC-M S — ,,gas chromatography-mass spectrometry (plynova chromatografie-
hmotnostni spektroskopie)

HETCOR —, heteronuclear chemical shift correlation”

HMBC — , heteronuclear multiple bond correlation”

HM DSS — hexamethyldisilan

HPL C — ,high performance liquid chromatography* (vysokou¢inna kapalinova

chromatografie)

HRFAB — ,,high resoluion fast atom bombardement* (bombardovani rychlymi atomy
s vysokym rozliSenim)

HRM S — ,,high resoluti mass spectrometry* (hmotnostni spektroskopie s vysokym

rozliSenim)

HSQC — ,,heteronuclear single quantum correlation”

IC — infraderveny

KRV/ZF/JCU — Katedra rostlinné vyroby/Zemédélska fakulta/Jihoceska univerzita

LC-MS— , liquid chromatography-mass spectrometry* (kapalinova chromatografie-
hmotnostni spektroskopie)

LC-NMR — ,liquid chromatography-nuclear magnetic resonance* (kapalinova

chromatografie—nukledrni magnetické rezonance)

L F — ,,lachrymatory factor (slzotvorna latka)

MeOH — methanol

M1 C — miniméalni inhibi¢ni koncentrace

MPAQ — masopeptonovy agar s glukosou

M S — ,,mass spectrometry* (hmotnostni spektrometrie)

NMR — ,,nuclear magnetic resonance* (nukledrni magneticka rezonance)

NOESY —,, nuclear Overhauser effect spectroscopy”

PDA detektor — polydiodové pole

PDA kultivaéni médium — ,,potato-dextrose agar* (bramborovo-dextrosovy agar)

PFG-HMQC — ,,pulse field gradient-heteronuclear multiple-quantum coherence*

PTFE — polytetrafluorethylen

RDB — ,,rings and double bonds* (pocet kruhti a dvojnych vazeb)

RF — radiofrekvencni

RICP — ,,Research Institute of Crop Production*

rpm — ,,rounds per minute* (pocet otacek za minutu)

RVO — rota¢ni vakuova odparka
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8. SEZNAM ZKRATEK

SPE — ,,solid phase extraction” (extrakce pevnou fazi)

TL C — ,,thin liquid chromatography* (chromatografie na tenké vrstve)

THF — tetrahydrofuran

TOF — ,,time of flight (doba letu)

TSA — trypton sdjovy agar

UHPL C — ,,ultrahigh performance liquid chromatography* (ultrati¢inné kapalinova

chromatografie)

WET —,,water eliminated through transverse gradients”
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Determination of substitution sites
in monosubstituted five-membered aromatic
heterocycles

Jan Schraml,2* Roman Kubec® and Petra Ku¢erova®

Similar magnitudes of proton-proton couplings across three, four, and five bonds and proton-carbon couplings across two
and three bonds combined with difficult to predict substituent effects make the results of an indiscriminate use of routine
(COSY, HSQC, HMBC, etc.) techniques for substitution site determination in C-monosubstituted five-membered heteroaromatics
suspect. As demonstrated on two examples of natural products, the use of 1,1-ADEQUATE leads to unambiguous substitution
site determination lending thus further support to suggested inclusion of 1,1-ADEQUATE data into computer-assisted structure
elucidation (CASE) protocols. Copyright (©) 2011 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: 'H NMR; '3C NMR; INADEQUATE; 1,1-ADEQUATE; pyrrole

Introduction

It is often difficult to determine unambiguously the substituent
position in structurally relatively simple mono C-substituted five-
membered heteroaromatics (e.g. pyrrole, furan or thiophene).
The three CH protons in these compounds form AMX spin
systems with similar magnitudes of three-, four-, and five-
bond proton-proton couplings and no symmetry that would
distinguish the isomers similarly as it differentiates some isomers
of six-membered heterocycles. Furthermore, the two- and three-
bond 3C-"H couplings have similar magnitudes. Combination of
these NMR properties renders variants of HMBC or the recently
developed method H2BC!" 3! useless. With the possible exception
of furan, in which the chemical shift difference between « and
B carbons amounts to 30 ppm, the use of '3C chemical shifts for
this purpose is limited only to compounds bearing substituents
with known substituent effects (SCS). However, the method of
brute force, INADEQUATE,™ should solve the problem in every
instance (provided a sufficient amount of a soluble sample is
available). With the advent of polarization transfer enhanced and
"H detected INADEQUATE versions, the low sensitivity limitations
of INADEQUATE have been substantially reduced. Of the proposed
methods (for a recent review, see Ref. [5]) 1,1-ADEQUATE!®!
produces good quality 2D spectra correlating 'H chemical shifts
with double quantum '3C frequencies (x = 0)!®! (i.e. with the sum
of the 3C chemical shifts of the two '3*C-"3C coupled nuclei).
We shall illustrate the application of this powerful method on
two seemingly trivial examples of naturally occurring 2- and
3-substituted pyrrole derivatives.

Experimental

The studied compounds S-(2-pyrrolyl)cysteine S-oxide (1) and
S-(3-pyrrolyl)cysteine S-oxide (2) were isolated from acidic extracts
from bulbs of Allium giganteum Regel. A compound having
essentially the same 'H and '3C NMR spectra as 1 was recently
isolated by other authors!”) but was assigned structure 2. Isolation

Magn. Reson. Chem. 2011, 49, 147-150

and spectral characterization of 1 and 2 is described elsewhere,®!
while the isomer differentiation is described here. The lyophilized
compounds were measured in D,O (Aldrich, 99.9 at. % D) solutions
(approximately 20 mg/ml).

Solution "H and '3C NMR spectral measurements were
performed on a Varian INOVA-500 spectrometer (operating at
499.9 and 125.7MHz for 'H and '3C, respectively) using a
5-mm broad-band switchable probe with /2 pulses of 8.3 and
7.4 us for "H and '3C, respectively. Standard software (vnmr6.1C)
was used in combination with the pulse sequence program
(adequate_da) provided by Dr Peter Sandor, Varian. All the spectra
were recorded at 25°C. The relevant pyrrole parts of 'H and
13C NMR spectra were measured using spectral widths of 800
and 4000 Hz, respectively. Protons were WALTZ!! decoupled
while 3C decoupling was achieved by WURST-401"% decoupling.
1,1-ADEQUATE data were acquired using acquisition time 0.320s,
64 increments, relaxation delay 1.5 s. The delays in the sequence
were optimized for 'J('3C-"3C) =62 Hzand "J('3C-"H) = 181 Hz
The 512 data points along t; axis were zero filled to 1K and then
weighted by shifted sine bell. Forward linear prediction was used
to extend the data along t; axis to 128 points and then zero filled
to 1K and weighted by shifted sine bell before the second Fourier
transform.

Note that less than optimum probe was used in the measure-
ments, the experimental time could be shortened by using an
indirect detection probe or even more so by a cryoprobe not
available to us.

*Correspondence to: Jan Schraml, Institute of Chemical Process Fundamentals
ofthe ASCR, v.v. i, Rozvojovd 135, 165 02 Prague 6, Czech Republic.
E-mail: schraml@icpf.cas.cz

a Institute of Chemical Process Fundamentals of the ASCR, v.v. i., Rozvojovd 135,
165 02 Prague 6, Czech Republic

b Department of Applied Chemistry, University of South Bohemia, BraniSovska
31, 370 05 Ceské Budeéjovice, Czech Republic

Copyright © 2011 John Wiley & Sons, Ltd.
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Scheme 1. The structures and indicated '3C chemical shifts were assigned
as the result of the work reported here.

Results and Discussion

The two pyrrole derivatives (1 and 2) shown in Scheme 1
are good illustrative examples for demonstrating the utility of
1,1-ADEQUATE in determination of the substitution site of the
heterocyclic moiety. The fact that the three CH pyrrole protons
form an AMX spin system with similar magnitudes of 3J(2.5-3.5 Hz),
4J(4.5 Hz), and °J(1.5 Hz)!"" together with unknown substituent
effects of the side chain does not allow to determine how many
bonds separate each pair of the protons (i.e. to which proton is the
substituted carbon adjacent). HMBC correlation-type experiments
are also of little help as 2J("*C-"H) and 3J('3*C-"H) couplings
have similar magnitudes.'? The use of '3C chemical shifts (8
(C-2,5) ~117 ppm and 8(C-3,4) ~107 ppm)'?! can be misleading
as demonstrated on 2-(methylsulfonium)pyrrole chloride (5(C-2)
= 103.6 ppm, the structure determined by X-ray diffraction).l'>
Similarly, the difference in 'J('3C-"H) couplings (183 Hz for C-2 as
compared with 169 Hz for C-3)"? cannot be reliably utilized
until the substituent effects are well documented. (In some
cases, especially when the compound in question is soluble in
solvents not allowing NH proton exchange, application of NOE-
based methods!"¥ might help. However, this is not the case of
compounds 1and 2.)

It is straightforward to obtain one bond C-H connectivity for all
pyrrole AMX protons of 1 by any of the available correlation exper-
iments (HETCOR, HSQC, HMQC, etc.) and to identify the chemical
shift of the carbon bearing the substituent (Cipso, see Fig. 1). The
C-C connectivities are established similarly straightforwardly from
the 1,1-ADEQUATE spectrum presented in Fig.2. The two cross
peaks with F1 coordinate of 236.4 ppm (i.e. §(Ca) +8(Cx)) are due to
two coupled *C nuclei (Co -Cx) and those with F1 =225.9 ppm (i.e.
8(Cm) + 8(Cx)) indicate that the nucleus Cy is also coupled to the Cy
nucleus, establishing thus connectivity Ca —Cx—Cwm. The only cross
peak with F1 = 240.5 ppm (i.e. (Cy) + 8(Cipso)) proves that the
Cipso carbon is attached to the Cy carbon. Thus, the connectivity
Ca-Cx-Cm—Cipso unambiguously identifies the sample as a
2-pyrrolyl derivative. It should be mentioned that the compound
having within experimental errors the same 'H and '3C spectra
as 1 was previously identified (supposedly on the basis of HSQC,
HMBC, and COSY experiments) as the 3-pyrrolyl derivative.l”)

As the 1,1-ADEQUATE spectrum of 2 (Fig. 3) shows, the signal
pattern observed for the 3-pyrrolyl derivative is entirely different,
with only one pair of cross peaks having the same F1 coordinate.
The other cross peaks do not have their counterparts as the
remaining two carbons (Ca and Cyx) are coupled to the carbon
bearing no hydrogen atom (Cjpso). These data clearly establish the
connectivity Cp—Cipso —Cx —Cym corresponding to the 3-substituted
pyrrole derivative.

wileyonlinelibrary.com/journal/mrc
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Figure 1. NMR spectra of 1 (pyrrole part). Top: "H NMR spectrum, bottom:
3C NMR spectrum. Peaks are labeled according to 'H NMR spectrum and
one-bond '*C-"H correlation.

Table 1. Relevant 'H and '*C NMR data of 1 and 22

1 2
H-2' - 741 JQ2'4) =1.7;

J(2'5') = 1.9)
H-3 6.86 (J(3'5') = 1.5;
J(3'4) = 3.8)

H-4' 6.28 (J(4'5') = 2.7) 6.58 (J(4'5') = 3.1)
H-5 7.16 6.97
2 1246 (Cipso) 123.9(Cp)
c-3 115.9 (Cw) 119.1 (Cipso)
c-4 110.0 (Cx) 104.7 (Cx)
C-5' 126.4 (Cp) 122.4 (Cy)

@ Chemical shifts in § scale, coupling constants (J) in Hz. Carbon labeling
used in figures are indicated in parentheses.

The assigned NMR parameters are summarized in Table 1.

Although we have demonstrated the application of
1,1-ADEQUATE on pyrrole derivatives only, extension of this ap-
proach to other heterocyclic compounds is obvious. The straight-
forward interpretation of 1,1-ADEQUATE data speaks again for
theirinclusion into computer-assisted structure elucidation (CASE)
protocols as suggested by Cheatham et a/.'!

Conclusion

This contribution underscores the utility of 1,1-ADEQUATE in
determination of the site of substitution in five-membered

Magn. Reson. Chem. 2011, 49, 147-150
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Figure 2. 1,1-ADEQUATE spectrum of the pyrrole part of 1 with "H NMR spectrum shown on the top. C-C connectivities and double quantum chemical
shifts are indicated.
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Figure 3. 1,1-ADEQUATE spectrum of the pyrrole part of 2 with "H NMR spectrum shown on the top. C-C connectivities and double quantum chemical
shifts are indicated.
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aromatic heterocycles. Providing that a sufficient signal-to-noise
ratio can be achieved, 1,1-ADEQUATE provides a fool-proof
method for distinguishing 2- and 3-pyrrolyl derivatives where
the substituent position is often difficult to determine by routine
NMR techniques. This robust method appears to be the method
of choice also for substituent position determination in other
heteroaromatic compounds. Though 1,1-ADEQUATE is a general
method, its realm of use seems to be reserved for complex
molecules (especially those with a number of quaternary carbon
atoms). However, the present work demonstrates that it can also
solve some seemingly trivial problems related to small molecules.
Inclusion of 1,1-ADEQUATE data into CASE protocols would
significantly speed up structure determination especially when
a cryogenically cooled probe is available.
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ABSTRACT: The precursor of the orange-red pigment formed upon wounding the bulbs of Allium giganteum (Allium subg.
Melanocrommyum) was isolated and shown to be S-(2-pyrrolyl)cysteine S-oxide. In addition, two other pyrrolylsulfinyl derivatives
were found in an extract from the bulbs, namely, 3-(2-pyrrolylsulfinyl)lactic acid and S-(3-pyrrolyl)cysteine S-oxide. Contrary to a
previous report, the latter compound was shown not to serve as the precursor of the pigment, being in fact only an artifact formed
during isolation. The formation of pyrrolyl-containing compounds following disruption of A. giganteum bulbs was studied by a
combination of LC—MS, LC—NMR and DART-MS. It was found that S-(2-pyrrolyl)cysteine S-oxide is cleaved by a C—S lyase
(alliinase) to yield 2-pyrrolesulfenic acid. Two molecules of the latter compound give rise to highly reactive S-(2-pyrrolyl)
2-pyrrolethiosulfinate which in turn converts into red 2,2'-epidithio-3,3'-dipyrrole (dipyrrolo[2,3-d:2’,3"-e]-1,2-dithiin). Several
other pyrrolyl-containing compounds were detected in A. giganteum for the first time, including S-methyl 2-pyrrolethiosulfinate,
S-(2-pyrrolyl) methanethiosulfinate, di(2-pyrrolyl) disulfide, and S-(2-pyrrolyl) 2-pyrrolethiosulfonate. It can be concluded that the
formation of the orange-red pigment in Allium subg. Melanocrommyum species, despite sharing several analogous features, is of a
different nature than the pink discoloration of onion (A. cepa).

KEYWORDS: S-(2-pyrrolyl)cysteine S-oxide, S-(3-pyrrolyl)cysteine S-oxide, giant onion, Allium giganteum, Melanocrommyum,
discoloration, thiosulfinate, pigment, LC—NMR, DART-MS, sulfenic acid, non-protein amino acid

B INTRODUCTION

The genus Allium L. (Alliaceae) comprises more than 800
different species growing mostly in the Northern hemisphere.
Due to its large diversity, the genus is currently divided into 15
subgenera, with Melanocrommyum being one of the largest groups.
The subgenus Melanocrommyum (Webb & Berthel.) Rouy com-
prises about 160 mostly perennial species native to arid regions of
the Mediterranean, the Near and Middle East, northwestern China,
Pakistan and Central Asia."” Many of these plants are frequently
consumed (e.g, A. stipitatum or A. rosenbachianum) or used in
traditional medicine (e.g., A. suworowii, A. motor or A. hissaricum) to

0 min 20 min 2 hrs

Figure 1. Color changes of A. giganteum bulb induced by cutting.

treat a variety of disorders.” Thanks to their attractive and long- We were attracted to the orange-red pigment of giant onion

lasting inflorescences, many subgenus Melanocrommyum species due to our long-term interest in colored compounds formed in

are popular ornamental plants and some are commercially culti- alliaceous plants following tissue disruption. For example, the

vated for landscaping purposes. color of garhc (Allium sativum) often turns green-blue during
A. giganteum Regel belongs to the tallest Allium species, hence pickling,” whereas undesirable pink discoloration can develop

its common name “giant onion”. It produces sturdy stalks up to during industrial or culinary processing of onion (Allium cepa).®

160 cm tall, each bearing a fireworks-like cluster of star-shaped, Although the discoloration of garlic and onion has been exten-

purple flowers with a diameter of about 20 cm. This bulbous plant sively studied, this economically important phenomenon is still

is native to the dry steppes of Eastern and Central Asia. Giant

onion is known for its ability to produce remarkable amounts of an Received:  October 28, 2010

intensely orange-red exudate upon wounding the bulbs or leaves Accepted:  January 11, 2011

(Figure 1). Reportedly, this pigment is locally used for dyeing of Revised:  January 4, 2011

clothes.* Published: February 07, 2011
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not completely understood. It has been found that the discolora-
tion of both onion and garlic is of a very similar nature, with
S-(E)-(1—proFeny1)cysteine S-oxide (isoalliin) being the primary
precursor.” '° Isoalliin, together with other S-alk(en)ylcysteine
S-oxides (mainly methiin and alliin), is enzymatically cleaved
upon disruption of the tissue, yielding 1-propenyl-containing
thiosulfinates [ (E)-CH;CH=CHS(O)SR and (E/Z)-CH;CH=
CHSS(O)R]. These thiosulfinates subsequently react with
amino compounds to give a variety of N-substituted deriva-
tives of 3,4-dimethylpyrrole’ ' (Figure 2).

The formation of the pigment in giant onion is noticeably
faster compared to that in common onion. Whereas the orange-
red exudate in A. giganteum is formed nearly instantly after tissue
disruption, the formation of pink discoloration in onion takes
much longer (typically several hours at room temperature).
Joslyn and Peterson® were the first to study the red compounds
formed in A. giganteum. They noticed a close similarity of UV—
vis spectra of the pigments formed upon tissue disruption of
A. giganteurm and common onion. Jedelskd et al.* recently reported
the pigment precursor in giant onion to be S-(3-pyrrolyl)cysteine
S-oxide (3-PyrrCSO). It was proposed that this amino acid is
cleaved by alliinase to yield a red pyrrole derivative 3,3'-epidithio-
2,2-dipyrrole (alternative name [2,3-c:2',3'-f]-1,2-dithiin).

In this paper, we report the results of our studies of the orange-
red pigment formed in A. giganteum and several other subgenus
Melanocrommyum species upon tissue disruption. Besides other
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Figure 2. Formation of colored compounds during processing of garlic
and onion.

novel findings, we present evidence that the structure of the
amino acid precursor of this pigment is different from that
reported previously by Jedelska et al.*

B RESULTS AND DISCUSSION

An amino acid-containing fraction from the bulbs of A. gigan-
teum was obtained by extraction with acidified aqueous methanol
(MeOH/H,0/HCl1 90/9/1, v/v/v) and subsequent treatment by
cation-exchange chromatography. C-8 HPLC analysis of the frac-
tion revealed the presence of several compounds exhibiting sig-
nificant absorption in the region of 240—280 nm. Three of these
compounds (1—3) were subsequently isolated and fully character-
ized by spectroscopic methods.

The major isolated compound (1) was found to be both Ehrlich-
positive and ninhydrin-positive. Its ">C NMR spectroscopic data
indicated the presence of four aromatic carbons (0 110.0, 115.9,
124.6, and 126.4 ppm), together with one carboxylic (0 175.1
ppm) and two sp™-hybridized (6 51.5 and 55.2 ppm) carbon atoms.
Further NMR experiments (including COSY, HETCOR, DEPT,
and HMBC) revealed the presence of two isolated structural
subunits: (i) a monosubstituted pyrrolyl moiety and (ii) a
—CH,CH(X)COOH chain (Table 1). The IR spectrum contained
a very strong absorption band at 995 cm™ ' (—$=0) and the ESI-
TOF HRMS exhibited [M + H]" of 203.0485 (caled for
C,H,;N,05S 203.0485), indicating that the compound is an
S-pyrrolyl substituted cysteine S-oxide. The most difficult task in
the structure elucidation of 1 appeared to be establishing the site of
pyrrole substitution by the cysteinyl moiety. Due to mutual
coupling of all three pyrrolyl —CH= hydrogens and comparable
magnitudes of >J(*C—"H) and *J("*C—"H) coupling constants,
COSY, HMBC, DEPT or NOESY NMR experiments could not
provide a clear proof regarding the site of pyrrole substitution.
Comparison of the NMR data of 1 with those of various 2- and
3-sulfinyl pyrrole derivatives reported in the literature'> ¢ indi-
cated substitution at position 2. For example, the signals of the
pyrrolyl —CH= hydrogens in 2-sulfinyl derivatives typically appear
as three distinct doublets of doublets (J3 4, 35 and J, 5 of 3.8, 1.5,
and 2.8 Hz, respectively). On the other hand, the pyrrolyl hydro-
gens in 3-sulfinyl derivatives usually exhibit one triplet and two

Table 1. 'H and *C NMR Data of Compounds Isolated in This Study (1—3) and the Compound Reported in Ref 4

chemical shifts (ppm), signal intensity, multiplicity, coupling constants (Hz)

1 2
H-2 3.86 (1H, dd, 8.2/5.2) 3.90 (1H, dd, 8.2/4.8)
H-3a 3.55 (1H, dd, 5.2/13.8) 3.48 (1H, dd, 4.8/13.9)
H-3b 3.63 (1H, dd, 13.8/8.2) 3.56 (1H, dd, 13.9/8.2)
H-2 7.41 (1H, t, 1.8)
H-3 6.85 (1H, dd, 1.5/3.8)
H-4 6.27 (1H, dd, 2.7/3.8) 6.58 (1H, dd, 1.7/3.1)
H-5 7.15 (1H, dd, 1.5/2.7) 6.97 (1H, dd, 1.9/3.1)
C-1 175.1 171.9
Cc2 51.5 513
Cc3 552 53.8
c2 124.6 123.9
c-3 1159 119.1
c-4 110.0 104.7
c-s 126.4 122.4

3

4.23 (1H, dd, 10.5/3.0)
3.07 (1H, dd, 10.5,13.3)
3.69 (1H, dd, 13.3/3.0)

6.79 (1H, dd, 1.5/3.8)
6.24 (1H, dd, 2.7/3.8)
7.10 (1H, dd, 1.5/2.7)
1783

67.1

57.9

1254

115.1

109.8

125.8

2/
423 (1H, dd, 7.8/6.7)
3.64 (1H, dd, 6.7/5.7)

3.83 (1H, dd, 7.8/5.7)
7.22 (1H, dd, 1.0/3.0)°

6.35 (1H, dd, 3.0/3.9)
6.92 (1H, dd, 1.0/3.9)"
174.3

513

539

126.5°

124.7%

110.3

115.9°

“ Correct assignment is H-5'. " Correct assignment is H-3'. “ Correct assignment is C-5'. 9 Correct assignment is C-2'. ¢ Correct assignment is c-3.
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Figure 3. Structures of pyrrolyl-containing compounds isolated from
Allium giganteum bulbs.

doublets of doublets (], 4, J, s and Jy s of 1.7—1.8,2.0—2.1 and 3.1—
3.2 Hz, respectively). The signals in 1 appeared as three nicely
separated doublets of doublets (J = 3.8, 1.5, and 2.7 Hz), indicating
substitution at position 2. Foolproof evidence that the pyrrolyl
moiety is indeed substituted at position 2 was obtained by a 1,1-
ADEQUATE NMR experiment (see Supporting Information)."”

CD and 'H NMR spectroscopy together with polarimetry
were used to determine the absolute configuration around the
two chiral centers of 1 (around the sulfur and the 0.-carbon). The
CD spectrum of the amino acid showed a positive maximum at
251 nm (see Supporting Information). The "H NMR spectrum
of 1 contained a characteristic ABX splitting pattern for the two
—S(O)CH,CH(NH,)  methylene protons which appeared as
two distinct doublets of doublets (Jax = 5.2 Hz and Jpx = 8.2 Hz)
centered at 0 3.55 and 0 3.63 ppm, respectively. These NMR
data suggested that both the amino group and the sulfoxide
oxygen are on the same face of the molecule.'®"® Furthermore,
the optical rotation of the compound was found to be
[a]y +36.2°, indicating that the spatial arrangement about
the sulfoxide group is analogous to that of other dextrorotary
S-substituted cysteine S-oxides (e.g., alliin). Thus, the structure
of the isolated amino acid could be unambiguously determined
as (Rg,Rc)-S-(2-pyrrolyl)cysteine S-oxide (2-PyrrCSO, 1)
(Figure 3).

The second isolated compound (2) gave positive tests with both
Ehrlich’s reagent and ninhydrin, which suggested that it is also a
pyrrolyl-containing amino acid. The compound exhibited very
similar ESI-MS fragmentation patterns to those of 1 in both
negative and positive modes (see Supporting Information), and
the ESI-HRMS data showed that 1 and 2 have the same elemental
composition (C;H;oN,058). 'H and *C NMR spectra of 1 and 2
differed only slightly, confirming a very close structural similarity of
these two compounds (Table 1). These findings in combination
with further NMR experiments (including COSY, HETCOR,
HMBC, HSQC) and IR data revealed that 2 is also an S-pyrrolyl
substituted cysteine S-oxide. The 1,1-ADEQUATE NMR spec-
trum of 2 provided fool-proof evidence that the pyrrole moiety is
substituted at position 3 (see Supporting Information).'” Further-
more, the signals corresponding to the three pyrrolyl —CH=
hydrogens appeared as one triplet (H-2') and two doublets of

doublets (H-4' and H-S'), which is fully in agreement with
literature data reported for 3-sulfinyl pyrrole derivatives.'>'*

The absolute configuration around the sulfur and the o-
carbon in 2 was deducted from the sign of optical rotation and
"H NMR and CD spectra. The 'H NMR spectrum contained two
nicely separated doublets of doublets (0 3.48 and 0 3.56 ppm,
with Jox = 4.8 Hz and Jpx = 8.2 Hz, respectively), belonging
to the two —S(O)CH,CH(NH,)— methylene protons.
Furthermore, the compound was found to be dextrorotary
([a]% +45.7°) and exhibited the same sign of the Cotton effect
as 1. All these data indicated that both the amino group and the
sulfoxide oxygen are on the same face of the molecule and that
the absolute configuration around the sulfur is R. Thus, the
structure of the compound could be established as (Rg,Rc)-S-(3-
pyrrolyl)cysteine S-oxide (3-PyrrCSO, 2) (Figure 3).

It has been reported, however, that 2-sulfinylpyrroles can readily
isomerize to the corresponding 3-sulfinyl derivatives in acidic
solutions."*™'® Because acidified aqueous methanol was used for
extraction, we decided to prove whether 3-PyrrCSO is a compo-
nent genuinely present in the intact bulbs or it is only an artifact
formed from 2-PyrrCSO during isolation. Pure 1 was thus sub-
jected to the same treatment (including extraction with acidified
methanol) as were the bulbs during the isolation procedure. It was
found that 2-PyrrCSO extensively converted into 3-PyrrCSO when
treated with cold acidified methanol (aprox. 50% conversion after
4 h, with no other side products detectable by HPLC). It is
noteworthy that this isomerization proceeded with complete
retention of the absolute configuration around the sulfur. To
confirm the absence of 3-PyrrCSO in intact bulbs of A. giganteum,
another extract was prepared using nonacidified aqueous methanol
(MeOH/H,0 90/10, v/v). Indeed, 3-PyrrCSO was not detected
in this extract, confirming that this compound is only an artifact not
naturally present in the intact bulbs.

The presence of 3-PyrrCSO (2) in A. giganteum was recently
reported by Jedelska et al.,* who claimed that this compound is the
precursor of the red pigment formed upon cutting the bulbs. In the
present study, however, we have shown that 3-PyrrCSO is absent
in the intact bulbs and, as will be described later, alliinase-mediated
decomposition of this amino acid does not yield any red com-
pounds. Careful evaluation of the analytical data given by Jedelska
et al. for the compound they isolated (2') revealed several major
discrepancies with our findings. As summarized in Table 1, the 3c
NMR shifts of 2’ are nearly identical to those of 1. Furthermore,
the signals of the pyrrolyl —CH= hydrogens in 2’ appeared as
three doublets of doublets, with the chemical shifts and coupling
constants corresponding to the 2-substituted derivative (1).
Jedelskd et al. reported that they deducted the structure of 2/
mainly from the HMBC NMR data. According to our experience,
however, the HMBC spectrum could not provide an affirmative
proof of the site of pyrrole substitution due to many comparable
long-range correlations. Furthermore, we also found that the UV
spectra of 2-PyrrCSO and 3-PyrrCSO differ quite considerably
(perhaps due to the hydrogen bonding between the pyrrolyl —
NH— hydrogen and the sulfoxide oxygen). Whereas 2-PyrrCSO
exhibits UV absorption maxima at 219 and 250 nm, those of
3-PyrrCSO are located at 202 and 232 nm (see Supporting
Information). Jedelska et al. reported that the UV spectrum of
the compound they isolated (2') exhibited maxima at 220 and
250 nm, which are values nearly identical to those we observed for
2-PyrrCSO. Thus, we believe that we gathered enough evidence to
conclude that the compound isolated by Jedelskd et al. (2) was in
fact S-(2-pyrrolyl)cysteine S-oxide (1).
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The NMR spectra of the third compound (3) isolated from
the bulbs were very similar to those of 1, revealing the presence
of both a monosubstituted pyrrolyl moiety and a —CH,CH-
(X)COOH chain (Table 1). The most obvious difference be-
tween the "?C NMR spectra of 1 and 3 was observed in the
chemical shifts of the C-2 carbons (0 S1.5 and 67.1 ppm,
respectively), indicating that the substituent —X in 3 is a more
electron-withdrawing group than —NH,. The compound gave a
positive test with the Ehrlich’s reagent, while it did not react with
ninhydrin, showing that 3 probably contains a pyrrolyl moiety
but it is not an amino acid. The IR spectrum of 3 contained a very
strong absorption band at 987 cm™ ' (—S=0) and the ESI-TOF
HRMS exhibited [M — H] ™ of 202.0182 (calcd for C;HgNO,S
202.0180). The chemical shifts, splitting patterns (three distinct
doublets of doublets) and coupling constants of the pyrrolyl
—CH= hydrogens clearly showed that the pyrrole moiety is
substituted at position 2 (Table 1). Based on the aforementioned
spectral data, we could conclude that 3 is 3-(2-pyrrolylsulfi-
nyl)lactic acid. The UV and CD spectra of 3 were nearly identical
with those of 1, indicating that both compounds have the same
absolute configuration around the two chiral centers, i.e. RgRc.
Thus, the structure of 3 could be assigned as (Rg,Rc)-3-(2-
pyrrolylsulfinyl)lactic acid (Figure 3).

The isolation of another pyrrolyl derivative of lactic acid, (Rs,
R¢)-2-(3-pyrrolylsulfinyl)lactic acid (3'), from A. giganteum was
reported by Jedelskd et al.* According to the NMR data given, it
can be assumed that the compound was rather the corresponding
2-pyrrolylsulfinyl derivative, i.e. 3-(2-pyrrolylsulfinyl)lactic acid.
It was proposed that 3’ is not present in the intact tissue, but it is
generated by the reaction of the enzymatically formed pyrrole-
sulfenic acid with pyruvic acid following tissue disruption.
However, we consider this proposal highly questionable, because
four different stereoisomers of 3’ would be formed by this
hypothetical reaction but only one was found. Besides, we could
not confirm the presence of 3 in any of our samples or model
mixtures although we specifically searched for components with
M, 203 other than 3 by LC—MS.

GC—MS and HPLC analysis of the amino acid fraction
isolated from A. giganteum bulbs also revealed the presence of
another S-substituted cysteine derivative, namely, (Sg,R¢)-S-
methylcysteine S-oxide (methiin, MCSO, 4). This well-known
amino acid is commonly present in all alliaceous species'®” >' and
its finding in A. giganteum is in accordance with the previous
report.* The relative ratio of 1/4 was found to be 79/21 in the
bulbs of A. giganteum we analyzed. None of the other cysteine
derivatives monitored in this study was detected in the amino
acid fraction from the bulbs.

In theory, the two cysteine derivatives present in the intact bulbs,
2-PyrrCSO (1) and MCSO (4), should give rise to four thiosulfi-
nates (two symmetrical and two unsymmetrical ones) under the
catalysis by alliinase (Figure 4). In order to identify the products of
alliinase-mediated decomposition of 1 and 4, a diethyl ether extract
of homogenized bulbs of A. giganteum was prepared. The expected
presence of the four thiosulfinates (6—9) in the extract was
immediately monitored by LC—MS. To our surprise, none of
the 2-pyrrolyl-containing thiosulfinates (6—8) were detected,
despite the abundant presence of their precursor (2-PyrrCSO, 1)
in the bulbs. Thus, we attempted to generate these three thiosulfi-
nates in model systems consisting of 1, 4 and partially purified
alliinase (EC 4.4.1.4) from either A. giganteum or onion. The color
of all model mixtures containing 2-PyrrCSO turned orange
immediately after mixing the components, indicating that an
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Figure 4. Alliinase-mediated formation of compounds in Allium gigan-
teum.

enzymatically catalyzed reaction took place. Interestingly, there
was no obvious visual difference observed when either the alliinase
from A. giganteum or onion was employed. However, no compo-
nents with the expected molecular weights (M, 212 for 6 and M,
161 for 7/8) were detected by LC—MS in any model mixture.
These results indicated that compounds 6—8, if formed, are very
short-living species.

To confirm the expected formation of thiosulfinates 6—8 in
A. giganteum, we decided to follow the alliinase-mediated conver-
sion of 2-PyrrCSO and MCSO by direct analysis in real time mass
spectrometry (DART-MS). This exceptionally mild analytical
technique allows one to observe formation of compounds of only
afleeting existence without the necessity for prior treatment, simgly
by momentarily holding the sample in the DART gas stream.'*** A
bulb of A. giganteum was punctured by a sampling capillary, which
was immediately (within 2—3 s after tissue disruption) inserted in
the source region. Indeed, signals corresponding to pyrrolyl-
containing thiosulfinates 6—8 were detected by PI-DART-HRMS
(Table 2). Although DART is not able to distinguish various
isomers (unless additional MS/MS measurements are performed),
it is reasonable to assume that both regiomers 7/8 were formed.
Furthermore, the presence of 2-pyrrolesulfenic acid (5) was
detected by NI-DART-HRMS. The formation of all these com-
pounds (5—9) was also observed in various model mixtures
consisting of 2-PyrrCSO, MCSO and alliinase. To the best of our
knowledge, sulfenic acid 5 and thiosulfinates 6—8 are novel
compounds, not previously reported in the literature.

On the other hand, 3-PyrrCSO (2), the S-pyrrolylcysteine
derivative not naturally occurring in A. giganteum, yielded a single
compound (10) upon mixing with alliinase. This enzymatically
formed product was shown to exhibit the expected M, of 212 by
LC—MS (see Supporting Information). It can be assumed that
10 was S-(3-pyrrolyl) 3-pyrrolethiosulfinate formed by conden-
sation of two molecules of 3-pyrrolesulfenic acid (Figure S).
Unlike the extremely reactive isomer 6, thiosulfinate 10 appeared
to be reasonably stable under experimental conditions, not
transforming into any colored compounds.
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In the next stage, we focused our attention on isolation and
identification of the orange-red compound(s) formed upon
crushing A. giganteum bulbs. The pigment was extracted from a
bulb homogenate by diethyl ether. HPLC analysis of the extract

Table 2. Allium giganteum PI-DART and NI-DART Mea-
surements

compd species caled found diff (ppm)
PI-DART
6 [CeHgN,OS, + H]"  213.0151  213.0146 —2.4
7/8 [CsH,NOS, + H]" 162.0042  162.0038 —2.6
11 [CsHeN,S, + H]" 195.0045  195.0041 —2.1
NI-DART
5 [C4H,NOS] ™ 114.0019  114.0016 —2.6
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Figure S. Alliinase-mediated decomposition of S-(2-pyrrolyl)- and
S-(3-pyrrolyl)cysteine S-oxides.

revealed the abundant presence of a compound exhibiting a
UV—vis absorption maximum at 519 nm (11). This compound
was found to have identical UV—vis and ESI-MS spectra to those
of the red product formed in model mixtures consisting of
2-PyrrCSO and alliinase. Thus, we attempted to obtain this
compound by preparative HPLC. Despite using very mild
conditions (e.g., freeze-drying), the collected material partially
decomposed, rendering conventional NMR measurements im-
possible. Due to the profound instability of 11, the structure of
this compound was determined by means of LC—NMR and
LC—HRMS. The ESI-HRMS data indicated the molecular
formula of CgHgN,S, ([M — HJ], caled for CgHN,S,
192.9900, found 192.9898). The 'H LC—NMR spectrum con-
sisted of only two doublets belonging to a pair of mutually
coupled aromatic hydrogens (0 6.36 and 6.48 ppm, ] = 3.6 Hz, in
D,0/CD;CN). These spectroscopic data are consistent with
those reported by Jedelskd et al. (0 6.28 and 6.43 ppm, ] = 3.7 Hz,
in CD50D) for the red compound (4,4 at S18 nm) they isolated
from A. giganteum.* They identified this compound as 3,3'-
epidithio-2,2’-dipyrrole, assuming its precursor to be 3-PyrrCSO.
Their proposal was based on comparison of experimental NMR
data with those predicted by an NMR shift predictor for several
possible isomeric structures. Based on our current findings that
the precursor is in fact 2-PyrrCSO, it can be expected that 11 is
rather 2,2'-epidithio-3,3'-dipyrrole (dipyrrolo[2,3-d:2’,3'-¢]-1,2-
dithiin). It can be proposed that 11 is formed from S-(2-pyrrolyl)
2-pyrrolethiosulfinate (6) via facile [3,3]-sigmatropic rearrange-
ment in a similar fashion to the rearrangement of S-(1-propenyl)
1-propenethiosulfinate in cut onion®>** (Figure 6).

Two other abundant components present in the ether extract
were identified as di(2-pyrrolyl) disulfide (12) and S-(2-pyrrolyl)
2-pyrrolethiosulfonate (13). The identity of 12 was deducted
from ESI-HRMS data ([M — HJ], caled for CgH,N,S,
195.0056, found 195.0049) and by comparison with an authentic
sample obtained by synthesis. On the other hand, the structure of
13 was proposed only from the ESI-HRMS data ([M — H],
calcd for CgH-N,0,S, 226.9954, found 226.9957) and ESI-MS
fragmentation patterns and should be considered as tentative.
Disulfides and thiosulfonates are typically found in extracts
obtained from various Allium species under relatively harsh
conditions (e.g,, by steam-distillation) and are thought to be
formed by heat-induced disproportionation of the corresponding
thiosulfinates. However, compounds 12 and 13 were detected in
abundance not only in fresh bulb extracts prepared under mild
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Figure 6. Proposed formation of 2,2'-epidithio-3,3'-dipyrrole in giant onion and the formation of zwiebelanes in onion.
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conditions but also in model mixtures consisting of 2-PyrrCSO
and alliinase. These observations suggest that 12 and 13 are
formed spontaneously in cut A. giganteum bulbs, although their
formation pathways remain unclear.

It should also be noted that the deep orange ether extract from
a bulb homogenate usually turned cloudy within several minutes
on standing at room temperature and a precipitate formed at the
bottom of the flask, indicating that some components present
in the extract could readily undergo further transformations.
Furthermore, both 1 and 3 appeared to be very sensitive to
elevated temperature, readily decomposing during the isolation
procedure to give rise to red colored degradation products. Even
when the temperature during evaporation was strictly maintained
below 30 °C, the color of both compounds became slightly
pinkish. Both compounds also gradually decomposed upon
storing at —28 °C and their color changed to orange-brown
after approximately 3 months. On the other hand, 3-PyrrCSO
appeared to be much more stable and did not show any signs of
decomposition during storing at —28 °C for several weeks. Thus,
it can be assumed that the pigment in Melanocrommyum species
can be formed not only under the catalysis of alliinase but also by
nonenzymatic degradation of 1 and 3.

Although the ability to form the red pigment is quite widespread
among subgenus Melanocrommyum species, it is not common to all
of them. We observed that the pigment was formed upon wounding
the bulbs of the following species: A. giganteum, A. macleanii, A.
sarawaschanicum, A. fetisowii, A. darwasicum, A. protensum, and
A. newskianum. On the other hand, the bulbs of A. stipitatum, A.
altissimum, A. cupuliferum, or A. rosenbachianum did not produce any
red pigment when cut. The species lacking the ability to form the
pigment apparently do not synthesize the precursor, 2-PyrrCSO.
This distinct biochemical feature of various Melanocrommyum
species seems to be an important marker which may help in
taxonomic classification of the subgenus.

The biochemical role of 1 and 3 in subgenus Melanocrom-
myum species is unclear. It is generally assumed that S-substituted
cysteine derivatives in alliaceous species serve as storage com-
pounds for sulfur or nitrogen. These amino acids, being pre-
cursors of an extraordinary variety of compounds, also play an
important role in defense mechanisms of many plants. Unlike
numerous methyl/allyl/1-propenyl/propyl analogues occurring
in garlic and onion, the pyrrolyl compounds enzymatically
formed from 2-PyrrCSO do not seem to be sufficiently volatile,
pungent or lachrymatory to serve as attractants for pollinators or
as repulsive compounds to deter predators (insect, ruminants).
Thus, 1, 3 and the compounds formed from them probably do
not immediately discourage predators from attacking A. giganteum
or other subgenus Melanocrommyum species. However, these
compounds are likely to exhibit antimicrobial activity, thus they
can effectivelly protect the wounded site against attacks of
various pathogens. It was also observed that cells surrounding
the transportation vessels produced higher amounts of the red
pigment than other parts of the plant, indicating that 2-PyrrCSO
and products of its transformations could protect the vessels
transporting nutrients from possible damage.”

It can be concluded that the formation of the orange-red pigment
in A. giganteurn and some other subgenus Melanocrommyum species
shares several common features with pinking of onion homogenates
(Figure 2). The formation of both pigments is initiated by alliinase-
catalyzed cleavage of S-substituted cysteine S-oxide precursors
[S-(2-pyrrolyl)cysteine S-oxide and S-(E)-(1-propenyl)cysteine
S-oxide (isoalliin), respectively] following tissue disruption. In both

cases, alliinase-mediated cleavage of the respective precursor yields a
thiosulfinate which can readily undergo [3,3]-sigmatropic rearran-
gement to form reactive dithiocarbonyl S-oxide intermediates
(Figure 6). The structures and formation pathways of these two
pyrrole-based pigments are however significantly different. Whereas
the pigment in Melanocrommyum species seems to be formed solely
by a spontaneous rearrangement of thiosulfinate 6, pinking of onion
homogenates is a more complex process, requiring the presence of a
1-propenyl-containing thiosulfinate, an amino compound and a
(thio)carbonyl compound (Figure 2).

Bl MATERIALS AND METHODS

General Methods. 'H and ">C NMR spectra of 1 and 2 were
recorded on a Varian INOVA 500 MHz spectrometer, those of 3 were
measured on a Varian Mercury 300 MHz spectrometer (Varian, Palo
Alto, CA, USA). The chemical shifts were referenced externally to the
signal of DSS. IR spectra were recorded on a Nicolet FTIR spectrometer
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and CD spectra on a
Jasco J-71S circular dichroism spectrometer (Jasco, Tokyo, Japan).
Specific rotation values were determined by means of an Autopol IV
polarimeter (Rudolph Research Analytical, Hackettstown, NJ, USA).
Melting points (uncorrected) were determined using a Stuart SMP 10
apparatus. HPLC separations were performed on a Dynamax SD-210
binary pump system (Varian, Palo Alto, CA, USA), employing a Varian
PDA 335 detector and analytical C-18 or C-8 columns (Rainin Micro-
sorb-MV 100 A, 250 X 4.6 mm, 5 um). Alternatively, a preparative C-8
column (Rainin Dynamax-100 A, 250 x 21.4 mm, 8 um) was used. A
Varian ProStar 230 HPLC system (Varian, Palo Alto, CA, USA) was
employed in the LC—NMR experiments. A PDA detector was used to
detect chromatographic peaks which were then subjected to stop-flow
"H NMR measurements conducted on a Varian INOVA 500 MHz
spectrometer equipped with an H/C/N triple resonance microflow
probe (60 4L active volume). "H LC—NMR data were collected in stop-
flow mode employing WET multiple frequency solvent suppression.
The data accumulation during 2 s acquisition time covering the spectral
width of 10 kHz followed after 90° RF pulse (3.4 us), the relaxation
delay was set to 1 s. GC analyses were conducted on a Varian 3800
chromatograph (Varian, Palo Alto, CA, USA), equipped with a Varian
4000 MS detector. Samples (1 uL) were injected using a split ratio of
1:10 on an HP-SMS fused silica capillary column (30 m X 0.25 mm i.d,;
film thickness 0.25 um; Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
The operating conditions employed were as follows: injector and
detector temperatures of 180 and 250 °C, respectively; a helium carrier
gas flow rate of 1.3 mL min ™ '; a temperature linear gradient from 130
(3-min hold) to 220 at 2 °C min™~ " was applied. ESI HRMS data were
obtained by an LTQ-Orbitrap mass spectrometer (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) at resolution of R = 50000 (fwhm),
operating at 3.5 kV with ion source temperature of 200 °C. The DART-
MS system consisted of a DART ion source (DART-SVP, IonSense,
Saugus, MA, USA) coupled to an Exactive mass spectrometer (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The distance between the exit of
the DART gun and the ceramic transfer tube was set to 10 mm, the gap
between the ceramic tube and the inlet to the heated capillary of the
Exactive mass spectrometer was 2 mm. Samples were introduced
manually, employing Dip-It glass capillaries (IonSense, Saugus, MA,
USA), the desorption time was approximately S s. The instrument was
operated either in positive or negative ionization mode, with the
following settings: helium flow, 2.5 L min~ gas temperature,
350 °C; discharge needle voltage, = 5000 V; grid electrode, £ 350 V;
MS detection, capillary voltage, &= 50 V; tube lens voltage, &= 120 V;
capillary temperature, 250 °C. The mass resolving power of the
instrument calculated for #/z 200 was R = S0 000 (fwhm).
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Plant Material. The bulbs of various Melanocrommyum species were
obtained from Dr. Leonid Bondarenko (Lithuanian Rare Bulb Garden,
Vilnius, Lithuania) in October 2008. The bulbs of A. giganteum used for
preparative work were purchased from Eurobulb (Zwanenburg, The
Netherlands) in September 2008. Voucher specimens are still cultivated
in the Alliaceae species collection at University of South Bohemia and can
be accessed upon request.

Synthesis of Reference Compounds. S-Alk(en)yl-L-cysteine
S-oxides were synthesized or isolated as described elsewhere.'® !
2-Pyrrolyl thiocyanate was obtained by thiocyanation of pyrrole accord-
ing to Yadav et al*® Di(2-pyrrolyl) disulfide was prepared from
2-pyrrolyl thiocyanate by the procedure described in ref 26.

Isolation of Crude C—S Lyases (Alliinases). The procedure
described by Shen and Parkin®” was followed for the isolation of crude C—$
lyases from the bulbs of A. giganteurn and onion. The purity and specific
activity of the obtained preparations were not examined in detail.

GC—MS and HPLC Analysis. S-Substituted cysteines present in
the bulbs of various Allium subg. Melanocrommyum species were
analyzed by the GC—MS method of Kubec et al*' The presence of
the following derivatives was monitored: S-methyl-, S-ethyl-, S-propyl-,
S-isopropyl-, S-allyl-, (E)-S-(1-propenyl)-, (Z)-S-(1-propenyl)-, S-butyl,
S-isobutyl-, S-(sec-butyl)-, (E)-S-(1-butenyl)-, (E)-S-(2-butenyl)-, (Z)-S-(2-
butenyl)-, S-(3-butenyl)-, S-pentyl-, S-(methylthiomethyl)-, S-phenyl-, and
S-benzylcysteines. Quantitative determination was performed by HPLC
after derivatization with dansyl chloride.**

Isolation of Compounds 1—3. Bulbs of A. giganteum (628 g)
were cut in quarters and homogenized in 1 L of cold MeOH/H,0/HCI
(90/9/1,v/v/v), and the slurry was filtered through a layer of cotton wool.
The extraction was repeated with another 1 L portion of cold MeOH/
H,0/HCI (90/9/1,v/v/v). The extracts were combined and concentrated
to approximately 150 mL by vacuum evaporation (<35 °C). After
centrifugation, the precipitate was disposed and the supernatant was
adjusted to pH 2.5 by S M KOH and applied onto a cation-exchange
column (22 X 3 cm; Amberlite IR-120, H form, 16—45 mesh). After
washing the column with H,O (200 mL), the amino acid-containing
fraction was eluted with 0.5 M NH,OH. The Ehtlich’s reagent-positive
fractions were collected, their pH adjusted to 5.5—6.0 and freeze-dried. The
residue obtained was redissolved in 25 mL of 50 mM KH,PO, buffer (pH
S.5) and subjected to preparative C-8 HPLC, with S0 mM KH,PO, (pH
5.5, solvent A) and acetonitrile (solvent B) as the mobile phase. The
gradient was as follows: A/B 100/0 (0 min), 100/0 (in 4 min), 97/3 (in
6min),40/60 (in 8 min), 40/60 (in 12 min), and 100/0 (in 15 min), with a
flow rate of 18 mL min~ ". The fractions eluting at 4.3, 7.2, and 8.8 min
were collected, pooled, and freeze-dried. The residues obtained were
extracted with 2 X 100 mL of MeOH, filtered and the combined extracts
were carefully evaporated (<30 °C) to yield 2 (83 mg), 1 (552 mg) and 3
(109 mg), respectively. Partially contaminated 2 was further purified by
passing the fraction through a column of Dowex 1 X 8 (25 X 2 cm, acetate
form, 200—400 mesh) to obtain 27 mg of a colorless solid.

Attempted Isolation of Compound 11. Bulbs of A. giganteum
(372 g) were cut in quarters and homogenized in 600 mL of H,O. The
homogenate was allowed to stand at room temperature for 30 min. Diethyl
ether (1 L) was added to the already orange homogenate, and the resulting
slurry was filtered through a layer of cotton wool. The extraction was
repeated with another 1 L portion of diethyl ether, the extracts were
combined and the layers were separated by centrifugation. The aqueous
layer was re-extracted with 500 mL of ether, and the combined ether
portions were dried over MgSO, and concentrated to dryness by vacuum
evaporation (<30 °C). The dark orange solid obtained was redissolved in
30 mL of CH;CN, filtered through a syringe-tip PTFE filter (0.45 #m), and
passed through a short SPE C-8 column (100 mg, Supelco). Acetonitrile
was removed by vacuum evaporation (<30 °C) to yield 4SS mg of a deeply
orange-red solid. The extract was subjected to preparative C-8 HPLC
(1 mL injection loop), with H,O (solvent A) and acetonitrile (solvent B) as

the mobile phase. The gradient was as follows: A/B 60/40 (0 min), 56/44
(in 8 min), 5/95 (in 15 min), 5/95 (in 20 min), and 60/40 (in 25 min),
with a flow rate of 18 mL min . The fraction eluting at 18.1 min was
collected, pooled and freeze-dried to yield 15 mg of a red solid. However,
subsequent HPLC analysis of this fraction revealed that 11 partially
decomposed giving rise to several products.

Model Experiments. Aliquots (1 mL) of stock solutions of 1 and
4 (25 mM in S0 mM KH,PO, buffer, pH 6.5) were placed in 10 mL glass
vials and mixed with 0.5 mL of an alliinase solution (10 mg/1 mL). The
solutions were incubated with stirring at 23 °C for 30 min and extracted
with 3 mL of diethyl ether and the organic portions stripped off using
argon. The residues obtained were redissolved in acetonitrile (200 uL),
filtered through a syringe-tip PTFE filter (0.45 4m) and analyzed by C-8
HPLC with H,O (solvent A) and acetonitrile (solvent B) as the mobile
phase. The gradient was as follows: A/B 95/5 (0 min), $/95 (in 20 min),
and 95/5 (in 25 min), with a flow rate of 0.9 mL min~ . Similar
experiments were performed with 3-PyrrCSO (2).

Analytical Data of the Identified Compounds. (RsRc)-S-(2-
Pyrrolyl)cysteine S-oxide (2-PyrrCSO, 1): colorless solid; mp not de-
termined (sample decomposed before melting); (o] +36.2° (H,0);
CD Aé,. (22 °C, H,0) +3.24 (251 nm); UV (PDA, rel. int.) 250 nm
(1.00),219 nm (0.77); "H NMR (D,0, 500 MHz) and "*C NMR (D,0,
125 MHz), see Table 1 and Supporting Information; IR (KBr) 3205,
1616, 1427, 1350, 1080, 995 cm™ *; ESI-MS, see Supporting Informa-
tion; ESI-TOF HRMS calculated for C;H;;N,05S 203.0485 [M +
H]™, found 203.0485; calculated for C;H,oN,NaO;S 225.0304 [M +
Na]™, found 225.0304; calculated for C-H;,KN,O5S 241.0044 [M +
K], found 241.0043.

(Rs,RQ)-S-(3-Pyrrolyl)cysteine S-oxide (3-PyrrCSO, 2): colorless so-
lid; mp not determined (sample decomposed before melting);
[a]Z +45.7° (H,0); CD Ag., (22 °C, H,0) +3.57 (231 nm);
UV (PDA, rel. int.) 202 nm (1.00), 232 nm (0.63); 'H NMR (DO,
500 MHz) and *C NMR (D,0, 125 MHz), see Table 1 and Supporting
Information; IR (KBr) 3108—3012, 1651, 1589, 1485, 1419, 1014 cm™
ESI-MS, see Supporting Information; ESI-TOF HRMS calculated for
C,H,;N,05S 203.0485 [M + H]", found 203.0483; calculated for
C,H,N,0,S 201.0339 [M — H]~, found 201.0336.

(Rs,Rc)-3-(2-Pyrrolylsulfinyl)lactic acid (3): colorless solid; mp not
determined (sample decomposed before melting); [a]3 +6.3° (H,0);
CD Agpp., (22 °C, H,0) +2.89 (249 nm); UV (PDA, rel. int.) 250 nm
(1.00), 216 nm (0.66); "H NMR (D,0, 300 MHz) and "*C NMR (D,0,
75 MHz), see Table 1 and Supporting Information; IR (KBr) 3290, 1647,
1084, 987, 864 cm” '; ESI-MS, see Supporting Information; ESI-TOF
HRMS calculated for C;HgNO,4S 202.0180 [M — H] ™, found 202.0182.

Dipyrrolo[2,3-d:2',3'-e]-1,2-dithiin ~ (2,2"-epidithio-3,3'-dipyrrole)
(11): UV—vis (PDA, rel. int.) 519 nm (1.00), 295 nm (0.64), 355
nm (0.53); LC—"H NMR (D,0/CD5CN, 500 MHz) 6 636 (d, ] = 3.5
Hz, 2H, H-4/H-4'), 648 (d, ] = 3.7 Hz, 2H, H-5/H-5'); ESL-MS, see
Supporting Information; ESI-TOF HRMS calculated for CgH;sN,S,
192.9900 [M — H] ™, found 192.9898.

Di(2-pyrrolyl) disulfide (12): UV (PDA, rel. int.) 312 nm (1.00),
218 nm (0.96); ESI-MS, see Supporting Information; ESI-TOF HRMS
calculated for CgH,N,S, 195.0056 [M — H] ™, found 195.0049.

S-(2-Pyrrolyl) 2-pyrrolethiosulfonate (13): UV (PDA, rel. int.)
288 nm (1.00), 225 nm (0.97); ESI-MS, see Supporting Information;
ESLTOF HRMS calculated for CgH,N,0,S, 2269954 [M — H]™,
found 226.9957.

B ASSOCIATED CONTENT

© Supporting Information. NMR, IR, CD, UV—vis, and
ESI-MS spectra of compounds 1—3 and selected NMR, UV—vis,
and ESI-MS spectra of compounds 10—13. This material is
available free of charge via the Internet at http://pubs.acs.org.
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tion; HMBC, heteronuclear multiple bond correlation; HPLC,
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tion mass spectrometry; HSQC, heteronuclear single quantum
correlation; IR, infrared; LC—MS, liquid chromatography—mass
spectrometry; MCSO, S-methylcysteine S-oxide (methiin);
NI, negative ionization; NMR, nuclear magnetic resonance;
NOESY, nuclear Overhauser effect spectroscopy; PDA, photo
diode array; PI, positive ionization; PTFE, polytetrafluor-
ethene; 2-PyrrCSO, S-(2-pyrrolyl)cysteine S-oxide; 3-PyrrCSO,
S-(3-pyrrolyl)cysteine S-oxide; RF, radio frequency; SPE, solid
phase extraction; subg,, subgenus; TOF, time-of-flight; UV, ultra-
violet; WET, water suppression enhanced through T1 effects.
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Priloha 1: GC-MS spektra CH;SSCH=CHCHj3;, CDs;SSCH=CHCH;,
BCH,;SSCH=CHCH; a CH;SSCD=CDCH;
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GC-MS spektrum CH3SSCD=CDCHg3
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Piiloha 2: 'H NMR spektrum 2-PyrrCSO (27), °C NMR spektrum 2-PyrrCSO
(27), 1,1-ADEQUATE NMR spektrum 2-PyrrCSO (27), COSY
NMR spektrum 2-PyrrCSO (27) a HETCOR NMR spektrum
2-PyrrCSO (27)



'H NMR spektrum 2-PyrrCSO
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3C NMR spektrum 2-PyrrCSO

12461 Ny

—11592 ¢

12638 @

175.07 =

110.02

According to DEPT all carbons are CH except for
the two C's at 175.1 and 124.6 ppm which are
quaternary and the C at 55.2 ppm which is CH;

«

—55.15

—515¢ N

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

r500

r-500

30 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115

f1 (ppm)

110

105

100 9 9 8 80 75 70 65

60

55

30




1,1-ADEQUATE NMR spektrum 2-PyrrCSO
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COSY NMR spektrum 2-PyrrCSO
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HETCOR NMR spektrum 2-PyrrCSO
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Piiloha 3: UV a CD spektrum 2-PyrrCSO (27)
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Piiloha 4: MS/MS spektra 2-PyrrCSO (27)
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Piiloha 5: IC spektrum 2-PyrrCSO (27)
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Piiloha 6: 'H NMR spektrum 3-PyrrCSO (22), °C NMR spektrum 3-PyrrCSO
(22), 1,1-ADEQUATE NMR spektrum 3-PyrrCSO (22),
gHMBC NMR spektrum 3-PyrrCSO (22), gHSQC NMR spektrum
3-PyrrCSO (22)
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3C NMR spektrum 3-PyrrCSO
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1,1-ADEQUATE NMR spektrum 3-PyrrCSO
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gHMBC NMR spektrum 3-PyrrCSO
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gHSQC NMR spektrum 3-PyrrCSO
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Piiloha 7: IC spektrum 3-PyrrCSO (22)
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Piiloha 8: UV a CD spektrum 3-PyrrCSO (22)
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Piiloha 9: MS/MS spektra 3-PyrrCSO (22)



MS/MS spektra 3-PyrrCSO

Relative Abundance

Relative Abundance

5.8

N N w w
PP Ry P

B

(=1

MS/MS spektrum iontu 201 (negativni ionizace)

—
HN
S/Y
Il

o COOH

133.9

89.8

139.0

113.9
979 10? 0 1‘15 9 130.0

1401 1571 1660 1739 830 201.2

@
T

o o
2.9
Ll

[ =S N w W
P P T P P R

=

65.7

0 e e e e e e e e e |
140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
m/z

T
90

L I L e
100 110 120 130

MS/MS spektrum iontu 203 (pozitivni ionizace)

1679

—
HN
= NH,
S
Il

(0] COOH

185.9

1239

1850

97.9 157.0

138.9
1159 1530
1129

1359
1080
‘ L w10

1
99 |, T ‘ 1310 |
=

41.0
‘ 1499
\

158.0
‘ 1651

i 168.8 179.9 ||187.0
T T T T T T

60

110 120 130

T
70 150 160 170

m/z

180 190 200 210 220 230




Piiloha 10: '"H NMR spektrum a °C NMR spektrum 2-PyrrSLA (28)



'H NMR spektrum 2-PyrrSLA
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3C NMR spektrum 2-PyrrSLA
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Piiloha 11: IC spektrum 2-PyrrSLA (28)



IC spektrum 2-PyrrSLA
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Priloha 12: UV and CD spektrum 2-PyrrSLA (28)
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Priloha 13: MS/MS spektra 2-PyrrSLA (28)
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Piiloha 14: "H NMR spektrum 2,2'-epidithio-3,3'-dipyrrolu (31)



'H NMR spektrum 2,2'-epidithio-3,3' -dipyrrolu
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Priloha 15: UV-Vis spektra nékterych barevnych sloucenin vytvoienych

v cibuli a péru
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UV-Vis spektrum latky L O-442
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Priloha 16: ESI(+)-HRMS/MS spektra barevnych sloucenin vytvoienych

v cibuli a péru
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky GLO-371

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky GLO-371

Srectium from 20130118 VEVE Gbue+Ala A 1432w (sampe 1) - GbuetAa A 1432, Bxpainert 3, FTCF NB'2 of 377,2 (50 - 660) from 7,206 min
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky GLO-371

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky GLO-371

Soectium from 2013:01-18 VBV Gbue+Ala B 144-34,5wiff (sarple 1) - GbuetAla B 144345, Bpaiment 3, +TCF VB2 of 3732 (80 - 680) from 7,243 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky GLO-371

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky GLO-371

Soectium from 2013:01-18 VBV Gbue+Ala C 14534,5wiff (sarple 1) - GbdetAla C 145345, Bpaiment 3, +TCF VB2 of 3732 (80 - 680) from 7,243 nin
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I
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230 1108,0800 131,0717 181,10686

200 130,041

1220790 291173

205,1070

1%,115‘
1601115 2251368

2381500
182,0977 231524
Wi il H

?{ { T ,H,{,, I ~ I

150 1 210,1148

100

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 20 230 240 250 260 20 280 220 300 310 X0 30 3H0 3B 330 30 30
Mess Cage, Da

11.2.2013 18:28:35



Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky GLO-371

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky GLO-371

Soectium from 2013-01-18 VBV GbuetAla D 1463 4,5wiff (sade 1) - GouetAa D 14634,5, Bpainent 3, +TCF VB2 of 3732 (80 - 680) fram 7,243 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky GLO-371

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky GLO-371

Spectrum from 2012-11-29 43 13aH3Re + Alawiff (sanpe 1) - 13083Re + Ala, Bpainent 6, +TCF VB*2 (50 - 800) fram 7,355 nin
Precusar: 371,208, CGE 350
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky GLO-371

kucerova
Stamp

kucerova
Text Box
reakční směs 13CH3S(O)SCH=CHCH3 a alaninu


HRMS/MS spektrum latky GLO-371

Soectium from 2013-01-18 VEVES D2VERe+Ala 222-7wiff (sample 1) - DAVERetAla 2227, Bpainert 2, +TCF VB2 of 3722 (80 - 650) from 7,256 nin

2000 161,1187
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky GLO-371

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-384

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala 111-1 wilff (sample 1) - Roek+Ala 111-1, Bainent 4, +TCF VB2 of 3852 (80 - 680) from 7,428 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-384

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-384

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala A 1132 wiff (sanple 1) - RPaek+Ala A 1132, BEqainent 4, +TCF VB2 of 391,2 (80 - 680) fram 7,401 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-384

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-384

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala B 114-34,5.wiff (saple 1) - Roek+Ala B 114-34.5, Bpainert 4, +TCF VB2 of 387,2 (80 - 680) from 7,438 nin
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g
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-384

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-384

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala C 1153 4.5.wiff (saple 1) - Roek+Ala C 11534.5, Bpainert 4, +TCF VB2 of 387,2 (80 - 680) from 7,438 nin

4600 - 387,2245
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i 8
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-384

kucerova
Stamp


HRMS/MS s

pektrum latky LO-384
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Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala D 1163 4,5wiff (saple 1) - Roek+Ala D 116345, Bpaiment 4, +TCF VB2 of 387,2 (80 - 680) from 7,482 nin
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m.w.m\M\w.w“\ i m,w‘.\mWHH,‘ .4.(.1. S

2197

— T

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 Z/0 230 290 300 310 X0 330 3HA0 3HF0 330 370 30 30
Mess Cage, Da

11.2.2013 18:1

6:01


Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-384

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-384

Spectumfram 2013.01-18 VAVE 130-BRe+Ala 1706miff (sanple 1) - 130-BRe+Ala 1796, Boainert 3, +TCF VB2 of 3362 (50 - 660) from 7,456 min
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8500 1 / \ Ny
13CH/ N 3862152

8000 - N
L P
7500 1 COOH 254,1736

55001 312172

2301504

8 8

2241273
2981631

2500 1 2681887
2101109

147,1003

1500 - 122, 1621263 1731155 1981108

1751311 29168

1000 - 3131872 36,1982
1080804 | 1330844 197,146 2831400

> ol x“lh Al I WL O Y O P, O M

ol
11012)13)14015016)1701&)1§D2(DZ102202:I)24025028)2702&)2Q)31)31032031)340350:@3703&)3&)
Mess Cage, Da

11.2.2013 17:59:55


Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-384

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-384

Soectium from 2013-01-18 VBV D2VERe+Aa 222-7wiff (sample 1) - DAVERetAla 2227, Bpainert 3, +TCF MB*2 of 387,2 (80 - 650) from 7,434 nin
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:

0 158 313,188

23001 2251370

291743
2801988
1500 -

211,1207

164,1407

13409513Ei 2101146 2702076
1220064 ‘ 0985 1761409 284,1508 314,192
1971151 07,2056

1“’ H“ I”\

\,J‘h ‘l J‘I‘ HIMHJHH‘M v ".I,HIJ gl w\‘\‘ i ‘ Im N

1000 -

i

O_u

11012)13)14015018)1701&)1%2021022()21)2405026)2702&)2%31)31032031)340350:@3703&)3&)
Mess Cage, Da

11.2.2013 18:03:04


Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-384

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-386

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala 111-1 wilff (sanple 1) - Roek+Ala 111-1, Bainment 5, +TCF VB2 of 387,2 (80 - 680) from 7,485 nin
8500 1
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-386

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-386

Soectium from 2013:01-18 VBV Roek+Ala A 1132 wiff (sanple 1) - Paek+Ala A 1132, BEgainent 5, +TCF VB2 of 383,33 (80 - 680) fram 7471 nin

Intensity

197,1077
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-386

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-386
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Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala B 114-34,5wiff (saple 1) - Roek+Ala B 114-34.5, Bpainert 5, +TCF MB*2 of 3892 (80 - 680) from 7,508 nin

3151830
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)
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-386

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-386

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala C 11534,5.wiff (saple 1) - Roek+Ala C 11534.5, Bpainert 5, +TCF MB*2 of 3892 (80 - 680) from 7,494 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-386

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-386

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala D 1163 4,5wiff (sape 1) - Roek+Ala D 116345, Bpainment 5, +TCF VB2 of 3892 (80 - 680) from 7,508 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-386

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-386

Soectium from 2013-01-18 VEVE 130-BR=+Ala 1796.wiff (sanple 1) - 130-BRetAla 1796, Bpainert 4, +TCF VB2 o 3882 (80 - 680) from 7,509 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-386

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-386
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Soectium from 2013-01-18 VBV D2VERe+Ala 222-7wiff (sample 1) - DAVERetAla 2227, Bpatinert 4, +TAF MB*2 of 3892 (80 - 650) from 7,507 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-386

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-398

Specirum from Gbue Aua + Aa 1606Wiff (sanpe 1) - Gbue Zua + Ala 16065, Berinert 7, +TCF VB2 (0 - 700) fram 7,949 nin

Precusaor: 330,00, CGE 350
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-398

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-398

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala A 1132 wiff (sanple 1) - RPaek+Ala A 1132, BEqainent 6, +TCF VB2 of 4053 (80 - 680) fram 7,915 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-398

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-398

Spectrumfron 20121129 04 Rar + Ala Bwiff (sanple 1) - Rar + Ala B Bpainent 6, +TCF VB2 (80 - 800) from 7,878 nin
Precusar: 401,208, CGE 350
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-398

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-398

Precusar: 401,208, CGE 350
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-398

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-398

Spectrumfrom2012-11-29 06 Rar + Ala Dwiff (saple 1) - Rar + Ala D, Bpainent 5, +TCF VB2 (50 - 800) from 7,876 nin
Precusar: 401,208, CGE 350
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-398

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-398

Spectrum from 2012-11-29 43 13aH3Re + Alawiff (sanpe 1) - 1308Re + Ala, Bpainent 5 +TCF VB*2 (50 - 800) from 7,84 nin
Precusar: 401,208, CGE 350
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-398

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-398

Precusar: 401,208, CGE 350
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-398

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky L-401

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala 111-1 wilff (sample 1) - Roek+Ala 111-1, Baiment 7, +TAGF MB*2 of 401,2 (80 - 680) from 10,797 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky L-401

kucerova
Text Box
reakční směs diethyletherového extraktu z póru a alaninu


HRMS/MS spektrum latky L-401
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky L-401

kucerova
Text Box
reakční směs diethyletherového extraktu z póru a D,L-(3-D3)alaninu


HRMS/MS spektrum latky L-401

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala B 114-34.5wiff (saple 1) - Roek+Ala B 114-34.5, BEqainert 7, +TCF VB2 of 4082 (50 - 680) from 10,811 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky L-401

kucerova
Text Box
reakční směs diethyletherového extraktu z póru a D,L-(15N)alaninu


HRMS/MS spektrum latky L-401

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala C 11534,5.wiff (sape 1) - Roek+Ala C 11534.5, BEqainert 7, +TCF VB2 of 4082 (80 - 680) from 10,811 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky L-401

Petruška
Text napsaný psacím strojem

kucerova
Text Box
reakční směs diethyletherového extraktu z póru a D,L-(2-D)alaninu


HRMS/MS spektrum latky L-401

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala D 1163 4,5wiff (sarple 1) - Roek+Ala D 116345, Bpaimert 7, +TAF MB*2 of 4032 (80 - 6580) from 10,797 nin
3,64 1

S . 206,150
reakéni smes diethyletherového

) _ 267,1504
extraktu z poru a D,L-(1-13C)alaninu

34e4

3264
3084 1
284 A
2694 1
24641 3001434
224 A
2,0e4 1

1,84 1

Intensity

1,64 -

1,464 1

366,20657
1,264 1

1,%4 1 1&),07& 240,12B 53’1$2 %,1549

1881075 261123 2201735
8063 1
2251047
6031 MBI | gy qps | 1961207 07,1672

|
40531 145,0887 227,118 314,150 4082153

2,%% 1220801 1,182
\\ | N \MH , |

|
O,CH)" “! l‘. H ) w‘ ." ‘.“M | ) . . ‘ } L PR .
160 20 220 240 20 220 300 30 330 30 400
Viass' Gace, Da

11.2.2013 17:46:07


Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky L-401

Petruška
Text napsaný psacím strojem

kucerova
Text Box
reakční směs diethyletherového extraktu z póru a D,L-(1-13C)alaninu


HRMS/MS spektrum latky L-401

Soectium from 2013-01-18 VEVE 130-BR=+Ala 1796Mwiff (sanple 1) - 130-BRetAla 1796, Bpainert 5, +TCF MB*2 o 4022 (80 - 680) from 10,800 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky L-401

kucerova
Text Box
reakční směs 13CH3S(O)SCH=CHCH3 a alaninu


HRMS/MS spektrum latky LO-402

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala 111-1 wilff (sanple 1) - Roek+Ala 111-1, Bainent 8 +TCF VB2 of 4032 (80 - 680) from 58565 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-402

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-402

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala A 1132 wiff (sanple 1) - Poek+Ala A 1132, BEqainent 8 +TCF VB2 of 400,3 (80 - 680) fram 5825 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-402

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-402

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala B 114-34.5wiff (saple 1) - Roek+Ala B 114-34.5, Bpainert 8 +TCGF MB*2 of 4062 (50 - 680) from 5,830 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-402

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-402
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-402

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-402

Soectium from 2013:01-18 VBV Roek+Ala D 1163 4,5wiff (sarple 1) - Roek+Ala D 116345, Bpaiment 8 +TCF VB2 of 4052 (80 - 680) from 5888 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-402

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-402

Soectium from 2013-01-18 VEVE 130-BR=+Ala 1796.wiff (sanple 1) - 130-BRetAla 1796, Bpainert 6, +TAF VB2 o 404,2 (80 - 680) from 5,870 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-402

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-402

Spectium from 201301-18 VEVE CRVERe+Aa 222-7.wiff (sanple 1) - DoVERe+Ala 2227, Bperinert 5, +TCF VB2 of 406,2 (50 - 650) from 5,868 rin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-402

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky GLO-411

Spectium from 201301-18 VBV Roek+Ala 111-1 wiff (sarple 1) - Poek+Ala 111-1, Bxpatinert 9, +TCF VB2 of 411,2 (50 - 660) rom 9,372 min
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky GLO-411

Petruška
Text napsaný psacím strojem

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky GLO-411

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala A 1132 wiff (sanple 1) - RPaek+Ala A 1132, BEqainent 9, +TCF VB2 o 417,3 (80 - 680) fram 9,344 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky GLO-411

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky GLO-411

Soectium from 2013-01-18 VEVES Roek+Ala B 114-34,5wiff (sample 1) - Roek+Ala B 114-34.5, Bpainert 9, +TCF MB*2 of 4132 (80 - 680) from 9,368 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky GLO-411

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky GLO-411
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131,0732

163,1339
171,1040
181,1078

Ll “m |

Mm

221,1308

2351240

250,1470

| . ’ .;H.

m ol

280,192

20651704

2952145

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala C 1153 4.5.wiff (saple 1) - Roek+Ala C 11534.5, Bpainert 9, +TCF MB*2 of 4132 (80 - 680) from 9,334 nin

&3,1&9

,m.l HH_ R

TS R

4132402

Wm\‘ i m”‘ il
140

120

160

220 240

Mess Cage, Da

31)

1Q0340:H)
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11.2.2013 19:01:46


Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky GLO-411

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky GLO-411

4600 -
4400 4
4200

:

209

O.

| 1080804

145,0834

144,0803

146,0958
132,0801

Al U

Soectium from 2013:01-18 VEVE Roek+Ala D 11634,5wiff (sarple 1) - Roek+Ala D 116345, Bpaiment 9, +TCF VB2 of 4132 (80 - 680) from 9,334 nin

160,1117

221,130

2791858

158,0968

1821266 14

24,1615
2351226

1981278 290,144
171,1038 293,1997

W%,m 34,1766
‘\ duly w il ‘

.xtH;,l,, e

174,1266

H‘ ‘wm

Bcoon

413,

2341

160 280 2380 300 320 30 IH)
Mess Cage, Da

330

400

420

11.2.2013 19:02:30



Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky GLO-411

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky GLO-411

Soectium from 2013-01-18 VBV D2VERe+Ala 222-7wiff (sample 1) - DAVERetAla 2227, Bpatinert 6, +TCF MB*2 of 4152 (80 - 650) from 9,387 nin

2200 1

2100 1

2000 -

1900 -

1800 -

1700 1

1600

1500 1

1400

1300 -

1200 1

1100 -

Intensity

1000 -

1371164

1 1100931

109,0867

122,0955

il L wH. | | J i HMHW\

136,1089

140

1381240

1621237

161,1171
1351021

1&),‘135)

190,0841
|

2041337

23,1497

lm“

226,1409

2471176

2251374

b

240

2481233

2481600 506
>pies0 23212
|

n‘u.u‘ il

397,2049

\‘\HH \HH‘H\I\H \HMH\ I\H‘ HH ‘ \HI\H‘ L “ I ! ]

4152535

280 2380 300 320 30
Mess Cage, Da
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330

400

420

11.2.2013 19:03:00



Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky GLO-411

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-416

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala 111-1 wilff (sanmple 1) - Roek+Ala 111-1, Baiment 11, +TCF MB*2 o 417,2 (80 - 680) from 7,157 nin

4800 -

8 8

50,0622

1B11S 1500014
1220074 ‘

213,135 ?27,1547
1921023 1981155 41,1703

197,1084
180, ‘1016
1481121

20,1368

2%,1619

271,1449

2861676

20,176

363,1887
3HA31656

380,1976

M117,232

Q

&0 80 100

120

b o) wn by H.I.M“ ‘.I.iJ I .lnjullln.

140

gl Fz‘??ﬂ

200 220 240
Mess Cage, Da

160 180

220 280 300 3V HAO BO 3O 40 40

11.2.2013 17:50:23



Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-416

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-416

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala A 1132wiff (sanple 1) - Paek+Ala A 1132, BEqpainent 11, +TCF VB2 of 4233 (80 - 680) from 7,143 nin

7300 1

:

2801968
5006519 213132
! 280,172 28172

15001
1981151 \ 244,180 34,2270

1000 10,138 13104 1851207 274,163
2451965 ‘ 0652128 3492080
Ll

I

5004 1251158
N 5,

181,10685
| HH\ 1 |

HmH g MHMH m i,

[o JL A TR NPT ol \H“H“ \m”m nhlhllhhnm ul

M bl ol

3652349

Al s

4232768

Ll " 1

I\/lﬂs/ane,Da

&0 80 100 120 140 160 280 2&) 31) 320 340 330 3&) 4(1) 420

11.2.2013 17:52:08



Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-416

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-416

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala B 114-34.5wiff (sanple 1) - Roek+Ala B 114-34.5, BEqainert 11, +TCF VB2 o 4193 (80 - 680) fram 7,180 nin

10000 § 31,1914

7300 1 4192330

:

3800 1 2881624
59,0622 2151333

2871544
200,106 431648
229142
380,186

193,0097
1500 1 1230041 151,0891 ‘ 2Eii1€i37 286,1458 35,15

1000 -

- 1371087 195,151 231385 31,1708
3131706
O b e L ‘L‘\\“‘J\.“H\“J‘\‘\I\‘H .J.‘I.nhul!,‘..“;.l,\ ) ﬂ‘ Iy ‘ “H

| Ll ,‘..M i .\..ﬂ., Sl 13872072 R

a0 a0 100 120 140 160 180 200 220 240 26) 2&) 300 X0 340 30 330 4(1) 42)
Mess Cage, Da

11.2.2013 17:53:00


Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-416

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-416

1500 -

1000 1

59,0519
|

1981158

193,1(33
1371185 151 0979
197,1083

123,1036

M M

213,130

2281612
2421776

243,1840

287,1750

2721515

2861671

301,183

il

v bl

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala C 11534.5.wiff (sape 1) - Roek+Ala C 11534.5, BEpainert 11, +TCF VB2 o 4193 (80 - 680) fram 7,181 nin

360,205
345170

361,2108

4192514

L b mmu“I""‘l\\HHAMW\\M‘L

JHHI ‘HH\H\manu"\JMMH

| n,\( el

&0 80 100 120 140 160 180 ZD 220 240 280 2&) 31) 31) 340 330 3&) 4(1) 42)

Mess Cage, Da

11.2.2013 17:53:50



Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-416

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-416

Soectium from 2013:01-18 VEVES Roek+Ala D 1163 4,5wiff (saple 1) - Roek+Ala D 116345, Bpaimert 11, +TCF VB2 o 4193 (80 - 680) from 7,194 nin

1800 1
1600 1
1400
1200

1000
‘53,(1514

120861 131148 1500919
146,002

12),07%

16, 1Clﬂ‘

21313

1981146
227,1539

241,1620
2531687

2871708

286,1628

360,1966
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‘ 2721489 || 300,1800 3121780

361,2040

4192458

0-—
a0

3 0)

iy ml‘\\u .Ih..lllx |

100

120

140

160

180
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‘HI ( TR H\”l\ I \Iumul\um il \HM

ot L H‘m SATRRTRST T

200 220 240 280 280 300 320 340 330 330 400 420

Mess Cage, Da

11.2.2013 17:54:43



Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-416

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-416

10500 -

10000 -

:

1500 -

1000 -

59,0516
|

O/

L o

COOH

122,0950

| 1361118 | 1491158
“ \JH \

. MJH.‘M

214,142

2281577 2421738
1991188 ‘

16, 1046‘

010 1971151

WZ43,1818
m‘ Al

Soectium from 2013-01-18 VEVE 130-BR=+Ala 1796.wiff (sanple 1) - 130-BRetAla 1796, Bpainert 8 +TCGF VB2 o 4182 (80 - 680) from 7,190 nin

2861637

2721479
271, 1412

h

2871722

344,160

300,176
29,1720

il J‘ i J\

360,2011

350,194

4182430

(S0)

3 0)

L mm\mrw\‘\“.\‘.‘Mum‘!h

100 120
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-416

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-416

:

60,0576
1500 -

1000 -

Soectium from 2013:01-18 VBV D2VERe+Ala 222-7wiff (sample 1) - DAVERetAla 2227, Bpainert 7, +TAF VB2 o 4193 (80 - 650) from 7,178 nin

360,2049
4192532
214,1451 287,1749
236,1667
221762
191211 | 2281608
’ 38,1975
151,0978 2851586 34,1729
128275 1931078 271,1443
179.0a24 00,1827
Lall gladivtib b =) )T
L Ll 1“ MH“IH HM Jhul “MH MHWHHMH HH\‘ Mx\mm‘ MHW\HX ‘H ”u HH bbbl aly g ‘Hl ‘u ot HH “Hu Ll Hl bl il Mh‘ s ulih 11” M wull s HH L by

100 120 140 160
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-416

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-424

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala 111-1 wilff (sanple 1) - Roek+Ala 111-1, Beaiment 12 +TCF VB2 o 4252 (80 - 650) from 9,014 nin

8504 1

8,04 1

7,54

7,04

6,54 1

6,04 1

554 1

504

4,54 1

Intensity

4,004
35041
3004
2504
2004
1,54
1,04
50

0,00

.LJ

1621287

148,1130

146,(973‘

1320818

174,1287

1721130

190126 214150

24,1632

263,155
2491400

237,1368

2781786
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307,2181 B7,192  361,2078
|
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( Aol | _

i
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ol ij L
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240 200
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30 3O A0 A0

330

400

420

440
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-424

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-424

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala A 1132 wiff (sanple 1) - Paek+Ala A 1132, BEqpainent 12, +TCF VB2 of 431,3 (80 - 680) from 9,000 nin

1,105
1,055 1
1,005
9,504 1
9,00e4 1
8504 1
8004 1
7,504 1
7,004 +
6,504 1
6,004 1

Intensity

5,504 1
5,004 1
4,504 1
4,00e4 1
3504 1
3,004 1
2504 1
2,004 1
1,504 1
1,004 1
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N
D3C/<

COOH D;C

165,1468

1481123
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1320814 1491165
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l

~

N
)\COOH

1460

1931418

2201970
221,1365

263,154
249135
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311,2443
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0,00e0 --
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-424

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-424

Soectium from 2013:01-18 VBV Roek+Ala B 114-34.5wiff (sanple 1) - Roek+Ala B 114-34.5, BEpainert 12, +TCF VB2 o 427,3 (80 - 680) framn 9,026 nin

29651966

1.4e5 1 266, 1564

1,365 1

1,265 1

1,15 1

1,085 1

9,04 A

8,04 1

Intensity

7,004 - 2801724

163,1251

6,04 A

1491097
504 1 ’

3632017
1751251 309,2117

40841 330,1858

3,04 1 2651496

173105 2391339 251,1346
20041 147,0042 !

1481020 | 1911206 151557 3102206

3251708
1,%4*'. o

0,0e0 - “M‘\ JH\I‘M‘ il IxH | sl I m‘w‘\‘l\“m”\‘\\r‘w i“J.‘ .‘H ‘ | ‘ } ul, iR Al “J.‘ il H . ‘m . “
120 140 160 180 200 220 240 2600 280 300 320 340 330 330
Mess' Gage, Da

11.2.2013 20:00:39


Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-424

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-424

1,065 1
1,00e5 1
9,504 1
9,004 1
8504 1
8004 1
7,304 1
7,004 1
6,504 1
6,004 1

5504 1

Intensity

5,004 1
4,504 1
4,00e4 1
3504 1
3,004 1
2504 1
2,004 1
1,504 1
1,004 1

5,003}

1631347

1481123

147,1039
133,0885

2651711
175,1349 231572

191,129 2371412

L.

24,1630 21,2086
|

2791853

3082250

309,230

3231760

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala C 11534.5.wiff (sape 1) - Roek+Ala C 11534.5, BEpainert 12, +TCF VB2 o 427,3 (80 - 680) framn 9,026 nin

338,185

3832215

322147

F354,22%

427,255

0,000 -

uls I‘J“” Ll
120 140

m ‘
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11.2.2013 20:01:41



Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-424

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-424

Soectium from 2013-01-18 VEVES Roek+Ala D 1163 4,5wiff (saple 1) - Roek+Ala D 116345, Bpaiment 12 +TCF VB2 o 427,3 (80 - 680) from 9,012 nin

1,005 1
9,504 1
9,004 1
8504 1
8004 1
7,304 1
7,004 1
6,504 1
6,004 1
5504 1

5,004 1

Intensity

4,504 1
4,004 1
35004 1
30004 1
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1,504 1
1,004 1
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‘HH_"
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|
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-424

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-424

Soectium from 2013:01-18 VEVE 130-BR=+Ala 1796.wiff (sanple 1) - 130-BRetAla 1796, Bpainert 9, +TGF MB*2 o 4263 (80 - 680) from 9,029 nin

4,854 2A,2056

4604
4464 1 - S

N\ / \ s SS 265,1670
4204 N ca N

4,004 1 /& )\
COOH

38041 COOH
3604 1
34e4 1
324 1
3,004 1
284 1
264 1
24e4 1
224 1
2064 - 2m, 188 426,476

1,804 1 1621280

Intensity

1,664 1

1,464 1
264,154
1,241 ;B 1061 B2118

1,04 1 3082216

1731163 2381435

160,1100| 1751316 250,1436
236,1210
1911266 2151631 ‘ 300222

4,03 132,0813

209

8,0e31 149,160
. WLl mhm\mm\‘ I ‘ .H‘ ‘l‘” . HJ ( \M Ay \H L " TR
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-424

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-424

Soectium from 2013:01-18 VBV D2VERe+Ala 222-7wiff (sample 1) - DAVERetAla 2227, Bpainert 8 +TCF MB*2 of 4293 (80 - 650) from 9,026 nin
2600 1
2500 -

Intersity
K
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164,1400 2671806 | o3
|
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1511314 | 1761403
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11.2.2013 20:05:48



Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-424

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-426

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala 111-1 wilff (sanple 1) - Roek+Ala 111-1, Baiment 13, +TCF MB*2 o 427,3 (80 - 650) from 9,140 nin

16000 2952171
150007 4272576
14000

13000 -

12000 -

11000

2661780
10000 -

g 8000 - 237’1387\ 251,146

281,2010

339,204
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[

1351043 220, 1329 3251906
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o
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1IZ) 1;10 160 180 200 220 240 Ké) 280 3&) @ 340 330 330 400 420 4210
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-426

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-426

4,004 - 265 1765 282042

3,84 1

3604 - \/\//\
N N

D,C c COOH

324 1 COOH D3
3084 1
2864 1
2604 1
2404 1

2264 1

Intensity

2047 2371370
167,1613

1,804 1
251,1529 ZB2IR | 312210

1,664 1
165,1457 3422240

1,464 1 281,1997
1,241 36,236
1,004 -
163,1304

|
8023 ‘177’ 1457 08,2084

6003 1 1251148 160 128 15150 2231501

1381225
198,1407 ‘
L

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala A 1132wiff (sanple 1) - RPaek+Ala A 1132, BEqainent 13, +TCF VB2 of 433,3 (80 - 680) from 9,140 nin

357,240

404,254
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-426

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-426

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala B 114-34.5wiff (saple 1) - Roek+Ala B 114-34.5, BEqainert 13, +TCF VB2 of 4293 (80 - 680) fram 9,182 nin

2972112
504
l 15 N5
4504 /Z )N\ 2681717
COOH
4,004 1 COOH
354
304
= 2504 A 4202532
2531487 283,196
204 1 239,139
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-426

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-426

4,04 1
384 1
364 1
34ed 1
324 1
3024 1
284 1
26e4 1
24e4
224 1

204 1

Intensity

1,84 1
1,664 1
1,464 1
1,264 1
1,04 1
803 1
6,03 1
4,083 1

2,03

237,132

165,1501

163,1345

161,184 221,136
— 2381463
123102 1601115 |

136,111

1931447
2231242

N

2061785

281,2008

296,2240

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala C 11534.5.wiff (saple 1) - Roek+Ala C 11534.5, BEqpainert 13, +TCF VB2 of 429,.3 (80 - 680) fram 9,166 nin

3402130

310230

326,1981

3552365
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34,2280

4202719
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-426

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-426

3,64 A

34e4

324 4

3,04

284 1

264 A

2464 1

224 A

204 1

1,84 1

Intensity

1,64 1

1,464 1

1,264 1

1,04 1

803 1

251,145

2371387

164,1434

1621277

6,0e3 1

4,03 A
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160,120

120084 4551010
136,1040
‘ L

‘174,1275
221,130

1921380
219119

2661780

281,2017

2962170

300,238

326,147

Soectium from 2013-01-18 VEVES Roek+Ala D 1163 4,5wiff (saple 1) - Roek+Ala D 116345, Bpaimert 13, +TCF VB2 o 4293 (80 - 680) from 9,138 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-426

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-426

Soectium from 2013-01-18 VBV 130-BR=+Ala 1796Mwmiff (sanple 1) - 130-BRetAla 1796, Bpainert 10, +TCF VB2 of 4283 (80 - 680) fram 9,175 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-426

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-426

Spectrum from 2012-12-19 DRVERe + Alawiff (sanple 1) - DRVERe + Ala (Z22), BEqainent 6, +TCF VB2 (80 - 800) from 9,148 nin
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-
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-426

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-442

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala 111-1 wilff (sanple 1) - Roek+Ala 111-1, Baiment 14, +TCF MB*2 o 4433 (80 - 650) from 7,742 nin

804 1 2531703
7,54
7,04

6,504 -

6,04 1
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4,54 1
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-442

Petruška
Text napsaný psacím strojem

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-442

1,4e5 1

1,365 1

1,265 1

COOH

1,1eb 1

1,085 A
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L, L i,

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala A 1132wiff (sanple 1) - Paek+Ala A 1132, BEqpainent 14, +TCF VB2 of 4493 (80 - 680) from 7,789 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-442

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-442

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala B 114-34.5wiff (saple 1) - Roek+Ala B 114-34.5, BEqainert 14, +TCF VB2 o 4453 (80 - 680) fran 7,779 nin
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1,265 1

1,1e5

1,085 1

9,04 1

8,04 1

7,04 1
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-442

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-442

1,365 1

1,265 1

1,1e5 1

1,085 1

9,04 A

804 1

7,04

Intensity

6,004 1

504 A

4,04 1

3,04
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1,04 1
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2681936

2822076

327,2066

326,196

3121862

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala C 11534.5.wiff (sape 1) - Roek+Ala C 11534.5, BEqpainert 14, +TCF VB2 of 4453 (80 - 680) fran 7,723 nin

401,242
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-442

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-442

Soectium from 2013-01-18 VEVES Roek+Ala D 1163 4,5wiff (sarple 1) - Roek+Ala D 116345, Bpaiment 14, +TCF VB2 o 4453 (80 - 680) from 7,779 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-442

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-442

1,365 A
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1,15 1
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504 A
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e
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|

Soectium from 2013-01-18 VBV 130-BR=+Ala 1796.Mmiff (sanple 1) - 130-BRetAla 1796, Bpainert 11, +TCF VB2 o 444,3 (80 - 680) fran 7,795 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-442

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-442

Intersity
3 8
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1491187
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Soectium from 2013:01-18 VBV D2VERe+Ala 222-7wiff (sarple 1) - DVERe+Ala 2227, Bpaimert 10, +TCF VB2 of 447,3 (80 - 650) from 7,761 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-442

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-450

Soectium from 2013-01-18 VEVES Roek+Ala 111-1 wilff (sanmple 1) - Poek+Ala 111-1, Bpaiment 15, +TCF VB2 of 451,3 (80 - 650) from 10,956 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-450

Petruška
Text napsaný psacím strojem

Petruška
Text napsaný psacím strojem

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-450

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala A 1132 wiff (sanple 1) - Raek+Ala A 1132, Bpainent 15, +TCGF MB*2 of 457,3 (80 - 6580) from 10929 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-450

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-450
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L
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201,1407

221,1303

\M\\m

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala B 114-34.5wiff (sanple 1) - Roek+Ala B 114-34.5, BEqainert 15, +TCF VB"2 of 4533 (80 - 680) fram 10,971 nin
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2351455 245,132 381,238
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-450

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-450

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala C 11534.5.wiff (sanple 1) - Roek+Ala C 11534.5, BEqainert 15, +TCF VB"2 of 4533 (&0 - 680) fram 10,971 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-450

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-450

Soectium from 2013:01-18 VBV Roek+Ala D 1163 4,.5wiff (sarple 1) - Roek+Ala D 11634,5, Bpainert 15, +TCF VB2 o 4533 (80 - 680) from 10,971 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-450

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-456

Specirum from 201301-18 VBVB Raek+Ala 111-1 wiff (sanple 1) - Raek+tAla 111-1, Bpainert 16, +TCF VB2 of 457,3 (50 - 660) from 8,741 nin
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19000 1
18000 1

17000 -
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Petruška
Text napsaný psacím strojem

Petruška
Text napsaný psacím strojem

Petruška
Text napsaný psacím strojem

Petruška
Text napsaný psacím strojem

Petruška
Text napsaný psacím strojem

Petruška
Text napsaný psacím strojem

Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-456

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-456

4,204 -
4,004 -
3804 1
3604 1

34e4

324 1 2531697
304 +
284 1
264 1

24e4 1

1631311

2264 1
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204 1
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231,1546‘3
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(\ il
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Soectium from 2013:01-18 VBV Roek+Ala A 1132 wiff (sanple 1) - Paek+Ala A 1132, BEqpainent 16, +TCF VB2 of 463,3 (80 - 680) from 8727 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-456

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-456

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala B 114-34.5wiff (sanple 1) - Roek+Ala B 114-34.5, Eqpainert 16, +TCF VB2 of 480,3 (80 - 680) fram 8738 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-456

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-456

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala C 11534.5.wiff (saple 1) - Roek+Ala C 11534.5, BEqainert 16, +TCF VB2 of 480,3 (80 - 680) fran 8756 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-456

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-456

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala D 1163 4,5wiff (sarple 1) - Roek+Ala D 116345, Bpaiment 16, +TCF VB2 of 450,3 (80 - 680) from 8738 nin
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-456

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky LO-456

Soectium from 2013:01-18 VBV D2VERe+Ala 222-7wiff (sarple 1) - DVERe+Ala 2227, Bpaimert 11, +TCF VB2 of 461,3 (80 - 650) from 8,738 nin

1000 -

Intersity
g 4§

150

1001  enoss7
|

55

1220072 150,1249'

161,1191

164,1407
2261425

2A1742 2842218

3282109

3292188
314,195

3#41,2198

402,2499

401,235

3862158

461,2553

ol i1
a0

I
&

oo bbbl o

100

120

20,1568 | 2702063
Ll HH\M

sl

140 160 180 200 20 240 280 230 300 320 340 330 30 400 420 440 460

Mess Cage, Da

11.2.2013 19:50:08



Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky LO-456

kucerova
Stamp


Priloha 17: UV-Vis spektra nékterych barevnych sloucenin vytvofenych

v ¢esneku



UV-Vis spektrum latky G-276

Relativniintenzita absorbance

1 -
0.9 4
0.8
0,7
0.6 1
0.5
04
0.3
0.2
0.1
310 360 410 460 510

Vinova délka,nm

UV-Vis spektrum latky G-385

Relativniintenzita absorbance
I T = R — I B
— -2 (%] = n (=} -1 [#a] K=l —
1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
>\2/ ]
7
38
S
e/
5/2 —
a
o)
o)
)
g .

0 T T T T 1
200 300 400 500 600 700

Vinova délka,nm




Priloha 18: ESI(+)-HRMS/MS spektra barevnych slouCenin vytvoienych

v ¢esneku
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Soectium from 2013:01-18 VBV Gbue+Ala C 14534,5wiff (sarple 1) - GbdetAla C 145345, Bpaiment 3, +TCF VB2 of 3732 (80 - 680) from 7,243 nin
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HRMS/MS spektrum latky GLO-371
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Soectium from 2013-01-18 VEVES D2VERe+Ala 222-7wiff (sample 1) - DAVERetAla 2227, Bpainert 2, +TCF VB2 of 3722 (80 - 650) from 7,256 nin
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HRMS/MS spektrum latky G-385

Specrum from 20121129 07 Gesrek + Alawiff (sanple 1) - Gesrek + Ala, Bxparinert 7, +TCF VB2 (50 - 800) from 8,185 rin

Precusor: 385208, CGE 350
18000

17000
16000 -
15000 -
14000
13000
12000
11000

10000 -

145,084

120973 1361127
|

121,08%6
1080817

100G

160,1128

19,112

180,127

‘ Ll \‘ LL ‘\h \\‘ Ll
T

2531703

2081331
230,145

2231344

MM“\‘\“\ \‘\H\ Ll \\‘ L

27,1857

‘H d

COOH

26,1657

‘”\‘:‘JHLH‘.”.‘.“ ’\ 4 J” et “ wew b

3865240

3852139

0 e Ll ‘\\I‘ Ll ) ‘ J' ‘
120 140

160

180

200 220 240 280
Mess Cage, Da

20 300

330

17.1.2013 14:19:13



Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky G-385

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky G-385
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HRMS/MS spektrum latky G-385
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HRMS/MS spektrum latky GLO-411

Spectium from 201301-18 VBV Roek+Ala 111-1 wiff (sarple 1) - Poek+Ala 111-1, Bxpatinert 9, +TCF VB2 of 411,2 (50 - 660) rom 9,372 min
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HRMS/MS spektrum latky GLO-411

Soectium from 2013-01-18 VBV Roek+Ala A 1132 wiff (sanple 1) - RPaek+Ala A 1132, BEqainent 9, +TCF VB2 o 417,3 (80 - 680) fram 9,344 nin
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HRMS/MS spektrum latky GLO-411

Soectium from 2013-01-18 VEVES Roek+Ala B 114-34,5wiff (sample 1) - Roek+Ala B 114-34.5, Bpainert 9, +TCF MB*2 of 4132 (80 - 680) from 9,368 nin
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HRMS/MS spektrum latky GLO-411

Soectium from 2013-01-18 VBV D2VERe+Ala 222-7wiff (sample 1) - DAVERetAla 2227, Bpatinert 6, +TCF MB*2 of 4152 (80 - 650) from 9,387 nin
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Text Box
reakční směs diethyletherového extraktu z česneku a alaninu


HRMS/MS spektrum latky G-443

SpectrumfronGesnek + Ala Awiff (sanpe 1) - Gesnek + Ala A Bainent 9, +TCF VB2 (50 - 700) fram7, 732 nin
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reakční směs diethyletherového extraktu z česneku a D,L-(3-D3)alaninu


HRMS/MS spektrum latky G-443
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reakční směs diethyletherového extraktu z česneku a D,L-(2-D)alaninu


HRMS/MS spektrum latky G-443
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Priloha 19: UV-Vis spektra nékterych barevnych sloucenin vytvoienych

v ¢esneku sicilském
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Priloha 20: ESI(+)-HRMS/MS spektra barevnych slouceniny vytvotenych

v ¢esneku sicilském
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HRMS/MS spektrum látky S-508

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky S-508

Soectiumfrom 201301-18 VBVB SculnAla A 132 14w (saple 1) - ScuumrAla A 13214, Bpainert 11, FTOF VB2 of 5154 (50 - 680) from 12276 nin

21000 1 515374
20000
19000
18000
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16000 - 366,2080
15000 -
14000 -
13000 1

12000 -
110001 424,3050
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10000 -
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Mess Cage, Da

12.2.2013 18:44:33


Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky S-508

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky S-508

Spectrumfron 20121129 14 Scd + Ala Bwiff (sanpe 1) - Sad + Ala B Bpainent 8 +TCF VB2 (80 - 800) from 12318 niin
Precusar: 511,30, CGE 350

1,4eb
511,3313

1,365 1

1,265 1

1,15 1

1,085 1

9,04 1

8,04 -

7,04 1

Intensity

6,004 -
504 1

4,04 1
3652721

205,1716

21,1615
204 1

2171719 3802240
1,084 191,1563 ‘
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Mess Cage, Da

17.1.2013 11:45:04


Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky S-508

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky S-508

9,0e4 1

8504 1

804 1

7,54 1

7,04

6,54 1

6,04 1

554 1

504 1

4,54 1

Intensity

4,004 1

354

304

254 1

204 1

1,54 1

1,04 1

205,1810

261,1710

Spectrum from 2012-11-29 15 Scad + Ala Cwiff (sanple 1) - Sad + Ala G Bpainant 9, +TCF VB2 (50 - 800) from 12297 nin
Precusar: 511,30, CGE 350

34,2858

334,242

\‘m \J‘\ ‘l.

4082759

3792374 4222910

3783013

A H\ Al

423,2968
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511,346
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| | 5133865
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Mess Cage, Da
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17.1.2013 11:56:11



Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky S-508

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky S-508

4,264 1
4,04 1
384 1
364 1
34ed 1
3204 1
304 1
284 1
264
24e4
224 1

I -

204 1
1,84 1
1,664 1
1,464 1
1,264 1
1,04 1
803 1
6,03 1
4,083 +

2,0

204,1749

?16,1742

61,1682

Spectrumfron 20121129 16 Scu + Ala Dwiff (sanple 1) - Sad + Ala D, Bpainent 7, +TCF VB2 (50 - 800) fram 12297 nin
Precusor: 511,30, CGE 350
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky S-508

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky S-526

Soectium from 2013-01-18 VBV ScuumiAla 131-13wiff (sarple 1) - ScuumAla 131-13, Bainent 12 +TCF VB2 of 527,3 (80 - 680) from 11,291 nin

21000

20000 -

19000 -

18000 -

17000 -

16000 -

15000 1

14000 -

13000 1

12000 -

11000

Intensity

10000 -

220,1339
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176,1433

200,164
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O_ HH

2791870 242104

307,2190

i

3232501

460,3020

36,24

367,2400

3382003
351,2810

381,2561 3052704

430,202

| Ll 1...‘. ’1 ‘m |
t !

527,3807

1&) 1&) ZI) 22) 240

Mess Cage, Da
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12.2.2013 18:38:25



Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky S-526

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky S-526

Spectrumfron 20121129 13 Scu + Ala Awiff (sanple 1) - Sad + Ala A Bqainent 10, +TCF VB2 (80 - 800) from 11,316 nin
Precusor: 53834 D, CGE 350

4,204 -
4,004 1
3804 1
3604 1
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34e4 -
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3024 1
284 1
26e4 1
24e4
224
204 - 3232483

Intensity

1,84 1 300,2066
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1,464 -
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‘ 181,1413 2631808 279180 312173
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Mess Cage, Da
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17.1.2013 11:25:28


Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky S-526

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky S-526

Spectrumfron 20121129 14 Scd + Ala Bwiff (sanple 1) - Sad + Ala B Bpainent 9, +TCF MVB*2 (80 - 800) from 11,327 nin
Precusor: 5203 Dg, CE 350
3,64 1
34e4 1
324 1

3,04 471,3003

284 1
26e4 1
24e4
2264 3252425
204 1

3082715
1,84 1

Intensity

1,64 1
1,464 1
1,264 1
1,04 A

8063 1
3602305
603 1 281719 21,1313
40631 171197 FB27H6 | 3512

1651407 | /L1622 20620
2053y
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4412883 5307050

2811805 340,1940‘
‘ MH\ \\‘
0,0e0 -
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1&) 1&) ZD 22) 240 Zi) 2&) I{D X0 30 ﬁ) 3&) 4(1) 420 440 4&) 4&) SCD 53) 540
Mess Cage, Da

17.1.2013 11:42:45


Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky S-526

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky S-526

Soectium from 2013-01-18 VBV ScudumiAla C 134-15,16,17.wiff (sarde 1) - ScuumiAla C 134-15,16,17, Bpainent 12, +TCGF MB*2 of 5293 (B0 - 650) from 11,320 nin
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Mess Cage, Da
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky S-526

kucerova
Stamp


HRMS/MS spektrum latky S-526
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Precusor: 5204 Da, CGE 350
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Petruška
Text napsaný psacím strojem
HRMS/MS spektrum látky S-526

kucerova
Stamp


Priloha 21: Fragmentace barevnych sloucenin vznikajicich v cibuli a poru



)\COOH

COOH
285,2 (MH " -74,1)

N N

/k COOH )\COOH

241,2 (MH-118,0)

N N

/k COOH )\COOH

212,1 (MH -147,1)

136,1 (MH-223,1)

I\

N N
/kCOOH )\COOH

108,1 (MH -251,1)

ESI+

Slouéenina: LO-358

Sumarni vzorec: C,yHysN,O4

tr = 5,8 min

Amax = 518 nm

Piesna molarni hmotnost: 358,1887 Da

N N

/k COOH )\COOH

198,1 (MH-161,1)

N N

/k COoH )\COOH

122,1 (MH -237,1)



/| )
N NN
/& )\COOH
COOH

N
/< )\COOH
COOH

282,1 (M-89,1)

ESI+

Sloucenina: GLO-371
Sumarni vzorec: Cy;HyN,O4"
tr = 7,26 min

Amax = 568 nm

Pfesna molarni hmotnost: 371,1965 Da

N
/k )\COOH
COOH

180,1 (M-191,1)

P Ncoon

/L )\COOH
COOH

122,1 (M-249,1)

_//[\ />\\COOH
COOH

108,1 (M-263,1)



ESI+ Sloucenina: L.O-384
Sumarni vzorec: C,,H,3N,O4
tr = 7,45 min
Amax = 535 nm

Pfesna molarni hmotnost: 384,2044 Da

162, 1 (MH"-223,1) 146,1 (MH-239,1)

N S

/LCOOH )\COOH

122, 1 (MH"-263,1)



ESI+ Sloucenina: LO-386
Sumarni vzorec: CyH;3yN,O4
tr=7,51 min
Amax = 517 nm

Piesna molarni hmotnost: 386,2200 Da

N F N
L. A P
COOH COOH COOH COOH
343,2 (MH+-44,1) 313,2 (MH-74,0) 299,2 (MH"-88,1)

/A )\COOH
COOH

285,2 (MH -102,1) 269,2 (MH -118,0) 255,2 (MH'-132,0)

COOH

—r’l\ //l\\COOH //X\\COOH //”[\ //>\\COOH
COOH COOH COOH

241,2 (MH-146,1)

211,1 (MH -176,1)

/& )\COOH
COOH

197,1 (MH-190,1) 164,1 (MH -223,1) 134,1 (MH-253,1)

COOH

COOH

122,1 (MH " -265,1)



ESI+ Slouéenina: LO-398

Sumarni vzorec: Cy3H30N,O4

tr = 7,93 min
Amax = 546 nm

Pfesna molarni hmotnost: 398,2200 Da

/k H /k )\COOH /( )\COOH
COOH )\ €00 COOH COOH

325,2 (MH "-74,0) 311,2 (MH '-88,1) 281,2 (MH *-118,0)

174,1 (MH "-225,1)

N

N
N
COOH /4
/LCOOH )\ - )\COOH

148,1 (MH "-251,1) 136,1 (MH *-263,1) 122,1 (MH "-277,1)




ESI+ Sloucenina: LO-402
Sumarni vzorec: C,,H3)N,Os
tr = 5,80 min
Amax = 518 nm

Pfesna molarni hmotnost: 402,2149 Da

COOH )\ COOH

359,2 (MH " -44,0)

COOH )\COOH /<COOH )\COOH

.
241,2 (MH"-162,1) 227,2 (MH"-176,1)

L /LCOOH L /L
COOH COOH COOH

213,1 (MH-190,1) 198,1 (MH"-205,1)

COOH

122,1 (MH -281,1)

COOH
108,1 (MH-295,1)



ESI+ Sloucenina: GLO-411
—
/ \ Sumarni vzorec: C,4H3N,O4"
\N+ N X N \ 24131 10N20U4
/& tr = 9,39 min
COOH )\COOH Amax = 600 nm

Piesna molarni hmotnost: 411,2278 Da

\ \
/‘\ /< )\COOH
COOH COOH

COOH
293,2 (M-118)

N \ N N
/< )\COOH /< )\COOH
COOH COOH

X \
/< COOH
COOH )s COOH COOH )\

220,1 (M-191,1) 200,1 (M-211,1)

COOH
145,1 (M-266,1) 108,1 (M-303,1)

/& )\COOH
COOH COOH



ESI+ Sloucenina: LO-416
Sumarni vzorec: Cy3H3,N,O5
tr=7,19 min
Amax = 520 nm
Pfesna molarni hmotnost: 416,2306 Da

/ACOOH )\ COOH

162,1 (MH-263,1)

148,1 (MH-277,1)



ESI+ Sloucenina: LO-426
Sumarni vzorec: C,sH34N,O4
tr =9,16 min
Amax = 548 nm

Piesna molarni hmotnost: 426,2513 Da

/ll\COOH /)\\COOH

353,2 (MH *-74,0)

”’(\ //&\\COOH
COOH

309,2 (MH *-118,0)

NI N
”’L\COOH //l\\COOH

281,2 (MH "-146,1)

N
\

N

. COOH
174,1 (MH "-253,1) 164,1 (MH "-263,1)



ESI+ Slou¢enina: LO-442
Sumarni vzorec: CysH33N,O5
tr =7,77 min
Amax = 548 nm
Pfesna molarni hmotnost: 442,2462 Da

)\COOH /(COOH )\COOH

.
162,1 (MH -281,1) 148,1 (MH "-295,1)

COOH



ESI+ Sloucenina: LO-450
Sumarni vzorec: CycH34N,04

tr = 10,96 min

)\ Amax = 634 nm
COOH Pfesna molarni hmotnost: 450,2513 Da

COOH

/k COOH )\
COOH . )\ COOH R COOH

/kCOOH )\COOH COOH )\COOH

220,1 (MH *-231,1) 200,1 (MH *-251,1)

/L )\COOH /k )\
COOH COOH COOH

R
162,1 (MH "-289,1) 148,1 (MH "-303,1)



ESI+ Sloucenina: LO-456
Sumarni vzorec: CsH36N,O5
tr = 8,76 min
Amax = 548 nm

Pfesna molarni hmotnost: 456,2619 Da

160,1 (MH ~-297,2)

59,1 (MH "-398,2)



Piiloha 22: Fragmentace barevnych sloucenin vznikajicich v ¢esneku



N ESI+ Slouéenina: G-385
I Sumarni vzorec: C,,H,oN,O
\N+ N N N 22H29N2 Uy
/k )\ tr = 8,18 min
COOH
COOH Amax = 576 M

Ptesna molarni hmotnost: 385,2122 Da

296,2 (M-89,0) 267,2 (M-118,0) 253,2 (M-132,0)
~ ~~ —
B B B
N NN i S N N
/(COOH )\ COOH /<COOH )\ COOH /QCOOH )\ COCH
239,2 (M-146,1) 224,1 (M-161,1) 208,1 (M-177,1)

— \
S |
DS )
COOH )\ cooH /kCOOH
194,1 (M-191,1) 180,1 (M-205,1) 174,1 (M-211,1)

e GRs E s G0 s R U0 s
N A A 0 N NS A

\ \
A S o A Hcon

COOH COOH COOH COOH
160,1 (M-225,1) 145,1 (M-240,1) 136,1 (M-249,1)

COOH

COOH
122,1 (M-263,1) 108,1 (M-277,1)



/| )
N NN
/& )\COOH
COOH

N
/< )\COOH
COOH

282,1 (M-89,1)

ESI+

Sloucenina: GLO-371
Sumarni vzorec: Cy;HyN,O4"
tr = 7,26 min

Amax = 568 nm

Pfesna molarni hmotnost: 371,1965 Da

N
/k )\COOH
COOH

180,1 (M-191,1)

P Ncoon

/L )\COOH
COOH

122,1 (M-249,1)

_//[\ />\\COOH
COOH

108,1 (M-263,1)



ESI+ Sloucenina: GLO-411
—
/ \ Sumarni vzorec: C,4H3N,O4"
\N+ N X N \ 24131 10N20U4
/& tr = 9,39 min
COOH )\COOH Amax = 600 nm

Piesna molarni hmotnost: 411,2278 Da

\ \
/‘\ /< )\COOH
COOH COOH

COOH
293,2 (M-118)

N \ N N
/< )\COOH /< )\COOH
COOH COOH

X \
/< COOH
COOH )s COOH COOH )\

220,1 (M-191,1) 200,1 (M-211,1)

COOH
145,1 (M-266,1) 108,1 (M-303,1)

/& )\COOH
COOH COOH



Priloha 23: Piehled sloucenin obsahujicich dvé pyrrolovéd jadra vznikajicich

v cibuli, péru nebo v ¢esneku



sloucenina

VZorec

IUPAC nazev

36

2,2'-[methandiylbis(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-
2,1-diyl)]dipropanova kyselina

LO-358

2-(2-{(E)-[1-(1-karboxyethyl)-3,4-dimethyl-
S-methyliden-1,5-dihydro-2H-pyrrol-
2-yliden]methyl}-3,4-dimethyl-1H-pyrrol-
1-yl)propanova kyselina

GLO-371

(2E)-1-(karboxyethyl)-2-{(2E)-3-
[1-(1-karboxyethyl)-3,4-dimethyl-1H-pyrrol-
2-yl]prop-2-en-1-yliden}-3,4-dimethyl-
2H-pyrrolium

LO-384

2-(2-{(E)-[(5E)-1-(1-karboxyethyl)-3,4-dimethyl-
5-(prop-2-en-1-yliden)-1,5-dihydro-2H-pyrrol-
2-yliden]methyl}-3,4-dimethyl-1H-pyrrol-
1-yl)propanova kyselina

G-385

(2E)-1-(1-karboxyethyl)-2-{(2E)-3-[1-(1-karbo-
xyethyl)-3,4,5-trimethyl-1H-pyrrol-2-yl]prop-
2-en-1-yliden}-3,4-dimethyl-2H-pyrrolium

LO-386

2-(2-{(E)-[(5E)-1-(1-karboxyethyl)-3,4-dimethyl-
5-propyliden-1,5-dihydro-2H-pyrrol-
2-yliden]methyl}-3,4-dimethyl-1H-pyrrol-
1-yl)propanova kyselina

LO-398

2-(2-{(2)-[1-(1-karboxyethyl)-3,4-dimethyl-
5-methyliden-1,5-dihydro-2H-pyrrol-

2-yliden]methyl}-3,4-dimethyl-5-[(1E)-prop-1-en-

1-yl]-1H-pyrrol-1-yl)propanova kyselina

LO-402

2-[(2E,5E)-2-{[1-(1-karboxyethyl)-3,4-dimethyl-
1H-pyrrol-2-yllmethyliden}-5-(2-hydroxy-
propyliden)-3,4-dimethyl-2,5-dihydro-1H-pyrrol-
1-yl]propanova kyselina

GLO-411

COOH

(22)-1-(1-karboxyethyl)-2-[(2E)-3-{1-(1-karboxy-
ethyl)-3,4-dimethyl-5-[(1E)-prop-1-en-1-yl]-
1H-pyrrol-2-yl} prop-2-en-1-yliden]-3,4-dimethyl-
2H-pyrrolium




sloucenina

VZorec

IUPAC nazev

LO-416

2-[(2Z,5E)-2-{[1-(1-karboxyethyl)-
3,4-dimethyl-1H-pyrrol-2-ylJmethyliden}-
5-(2-methoxy-propyliden)-3,4-dimethyl-
2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl]propanova
kyselina

LO-424

2-[(2E,5E)-2-({1-(1-karboxyethyl)-
3,4-dimethyl-5-[(1E)-prop-1-en-
1-yl]-1H-pyrrol-2-yl} methyliden)-
3,4-dimethyl-5-(prop-2-en-1-yliden)-
2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl]propanova
kyselina

LO-426

2-[(2E,5E)-2-({1-(1-karboxyethyl)-
3,4-dimethyl-5-[(1E)-prop-1-en-
1-yl]-1H-pyrrol-2-yl} methyliden)-
3,4-dimethyl-5-propyliden-2,5-dihydro-
1H-pyrrol-1-yl]propanova kyselina

LO-442

2-[(2E,5E)-2-({1-(1-karboxyethyl)-
3,4-dimethyl-5-[(1E)-prop-1-en-
1-yl]-1H-pyrrol-2-yl} methyliden)-
5-(2-hydroxypropyliden)-3,4-dimethyl-
2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl]propanova
kyselina

LO-450

2-(2-{(1E,32)-3-[(5E)-1-(1-karboxyethyl)-
3,4-dimethyl-5-(prop-2-en-1-yliden)-
1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-yliden]prop-1-en-
1-yl}-3,4-dimethyl-5-[(1E)-prop-1-en-1-yl]-
IH-pyrrol-1-yl)propanova kyselina

LO-456

2-[(2Z,5E)-2-({1-(1-karboxyethyl)-
3,4-dimethyl-5-[(1E)-prop-1-en-1-yl]-
1H-pyrrol-2-yl} methyliden)-
5-(2-methoxypropyliden)-3,4-dimethyl-
2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl]propanova
kyselina




Piiloha 24: Fragmentace barevnych slouc¢enin vznikajicich v ¢esneku sicilském



/kCOOH )\COOH

338,2 (MH -117,1)

COOH )\ COOH

309,2 (MH -146,1)

/kCOOH )\ COOH

265,2 (MH -190,1)

)\COOH )\COOH

150,1 (MH -305,2)

ESI+

Sloucenina: S-454
Sumarni vzorec: C,7H33N,0,
tr = 11,86 min

Amax = 557 nm

Pfesna molarni hmotnost: 454,2904 Da

Ao Aeoon

COOH
R
353,2 (MH -102,1)

COOH )\COOH

324,2 (MH-131,1)

COOH )\coor{

280,2 (MH-175,1)

/Kcoo;{ )\COOH

206,1 (MH"-249,2)



/kCOOH )\ COOH

327,2 (MH -146,1)

/4 COOH )\COOH

269,2 (MH " -204,1)

COOH )\ COOH

150,1 (MH-323,2)

ESI+ Sloudenina: S-472
Sumarni vzorec: C,7H4oN,O5
tr = 9,8 + 10,34 min
Amax = 533 nm

Piesna molarni hmotnost: 472,2932 Da

/kCOOH )\ COOH

313,2 (MH'-160,1)

/4 COOH )\COOH

240,2 (MH -233,1)

COOH )\ COOH

162,1 (MH-311,2)



/(COOH )\COOH

415,3 (MH-72,1)

COOH /|\COOH

327,2 (MH " -160,1)

COOH )\COOH

269,2 (MH-218,1)

73,1 (MH -414,3)

ESI+ Sloucenina: S-486
Sumarni vzorec: C,sH4,N,O5
tr=11,01 min
Amax = 535 nm

Pfesna molarni hmotnost: 486,3088 Da

COOH )\COOH

342,2 (MH -145,1)

7 =
N /N\

/(COOH )\COOH

3132 (MH-174,1)

/(COOH )\COOH

220,1 (MH-267,2)

COOH /\\COOH

178,1(MH -309,2)




ESI+ Sloucenina: S-494

Sumarni vzorec: C;gH4,N,0,

N N\ /N\ /N\ 7 t = 11,84 min

)\ )\ Amax = 551 nm
COOH COOH

Piesna molarni hmotnost: 484,3139 Da

N N % NN I N\

)\COOH )\COOH )\COOH )\COOH

407,3 (MH -88,1) 393,3 (MH -102,1)

N N I N\ ¢ \ S A %

)\COOH )\coon )\COOH )\COOH

.
363,3 (MH -132,0) 349,3 (MH ' -146,1)

NN I N\~ \/\i/_ﬁ_i—ﬁ/\/

)\COOH )\COOH )\COOH )\COOH

.
320,2 (MH"-175,1) 204,2 (MH -291,1)

\\/\ /\/
N

N
)\COOH )\COOH

190,2 (MH -305,2)



ESI+ Sloucenina: S-508
Sumarni vzorec: C;;H4uN,0,
t, = 12,28 min
Amax = 580 nm
Pfesna molarni hmotnost: 508,3296 Da

B %m DO

COOH COOH

421,3 (MH -88,1) 407,3 (MH -102,1)

A oo

COOH
378,2 (MH +-131,1)

7 L oo

COOH COOH
.
334,2 (MH-175,1) 319,2 (MH -190,1)

0 /km

COOH
216,2 (MH -293,2)

204,2 (MH -305,2) 190,2 (MH -319,2)



220,1 (MH-307,2)

ESI+

Sloucenina: S-526

Sumarni vzorec: C;;HysN,Os5

tr=11,28 min

Amax = 566 nm

Pfesna molarni hmotnost: 526,3401 Da

204,2 (MH-323,2)



Priloha 25: Pichled sloucenin obsahujici dvé pyrrolova jadra vznikajicich

v C¢esneku sicilském



IUPAC nazev

2,2'-[methandiylbis(3,4-diethyl-
1H-pyrrol-2,1-diyl)]dipropanova kyselina

2-[(2E,5E)-2-{[1-(1-karboxyethyl)-
3,4-diethyl-1H-pyrrol-2-ylmethy-liden}-
5-(2-hydroxy-butyliden)-3,4-dimethyl-
2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl]propanova
kyselina

2-[(2E,5E)-2-({1-(1-karboxyethyl)-
3,4-diethyl-5-[(1E)-but-1-en-
1-yl]-1H-pyrrol-2-yl} methyliden)-
5-(2-hydroxybutyliden)-3,4-dimethyl-
2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl]propanova
kyselina

2-(2-{(E)-[(5E)-1-(1-karboxyethyl)-
3.,4-diethyl-5-(but-2-en-1-yliden)-
1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-yliden]methyl} -
3,4-diethyl-1H-pyrrol-1-yl)propanova
kyselina

2-[(2E,5E)-2-{[1-(1-karboxyethyl)-
3,4-diethyl-1H-pyrrol-2-ylmethyliden}-
5-(2-methoxy-butyliden)-3,4-diethyl-
2,5-dihydro-1H-pyrrol-
1-yl]propanova kyselina

2-[(2E,5E)-2-({1-(1-karboxyethyl)-
3.,4-diethyl-5-[(1E)-but-1-en-1-yl]-
1H-pyrrol-2-yl} methyliden)-3,4-diethyl-
5-(but-2-en-1-yliden)-2,5-dihydro-
1H-pyrrol-1-yl]propanova kyselina

sloucenina vzorec
44
S-472
S-526
S-454
S-486
S-508
S-494 N AR I\
N N
)\COOH )\(:OOH

5'-[(1E)-but-1-en-1-yl]-3,3",4,4'-tetracthyl-
1H,1'H-2,2"-bipyrrol-1,1'-diyl} dipropanova

2,2'-{5-[(1E)-buta-1,3-dien-1-yl]-

kyselina
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