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1. Uvod

Rostliny rodu Ferula L. nejsou v Ceské republice piili§ znamé, jedna se o exotické
byliny vyskytujici se pifevazné v Asii, kde se pouzivaji jako kofeni a ucinné prostiedky
Vv lidovém lécitelstvi jiz po staleti. Maji nezastupitelné misto v 4jurvedské piirodni medicing.
Do povédomi obyvatel v ostatnich castech svéta se Ferula dostala predevsim

diky worcestrové omadce, jejiz soudasti jsou extrakty z téchto rostlin.

Rostliny rodu Ferula byly jiz od minulého stoleti podrobeny fad¢ vyzkumu tykajicich
se nejen ovéfeni jejich pozitivnich ucinkd na lidsky organismus, ale také chemického
slozeni. T¢kavé latky, které se v nich nachazeji, obsahuji vétsinou ve své struktufe siru.
Mezi n¢ patii zejména disulfidy a polysulfidy zptsobujici charakteristicky zapach téchto
rostlin, jejich pfitomnost byla potvrzena mnohymi védeckymi vyzkumy. Neni v§ak dosud
znam puvod téchto sirnych sloucenin, neni prokazané, zda tyto latky vznikaji enzymové
katalyzovanou pteménou netékavych prekurzorti podobnég, jako je tomu u Eesnekovitych

rostlin rodu Allium, nebo zcela odlisnym zptsobem.

Rostliny rodu Ferula sice nepatfi do stejné botanické celedi jako cesnek (Allium
sativum L.) nebo cibule (A. cepa L.), ktefi nalezi do ¢eledi Alliaceae (Cesnekovité), avsak
struktura tékavych sirnych slou€enin pfitomnych v rostlinach obou rodi je velmi podobna, a
proto byla vyslovena hypotéza, Ze by se v rostlinach rodu Ferula mohl vyskytovat prekurzor,

ktery by byl analogii k prekurzoru t€kavych sirnych slouéenin rostlin rodu Allium.

2. Cile prace
Cilem této bakalafské prace bylo:
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o Zjistit, zdali t€¢kavé sirné slouceniny v rostlinach rodu Ferula vznikaji analogickym

zpusobem jako sirné slouceniny v rostlinach rodu Allium.



3. Literarni prehled
3.1. Rostliny rodu Ferula

3.1.1. Botanické zarazeni a typické znaky

Rostliny rodu Ferula L. patii do ¢eledi Apiaceae Lindl. (mifikovité), ktera je také
pojmenovana star§im oznacenim Umbelliferae Juss. Tato celed’ patii do fadu Apiales
(mifikotvar¢), do tfidy Rosopsida (vyssi dvoudélozné) a do oddéleni Magnoliophyta

(krytosemenné rostliny).

Na obr. 1-3 jsou zobrazeny tfi rostliny z rodu Ferula.

Obr. 1: Rostlina F. communis®. Obr. 2: Rostlina F. foetida®.

Obr. 3: Rostlina F. assafoetida®.

®http://www.pfaf.org/user/Plant.aspx?LatinName=Ferula+communis; stazeno dne 26. 9. 2011.
Phttp://www.antoranz.net/ CURIOSA/ZBIOR5/C0511/20051111-QZD07069 Asafoetida. HTM; stazeno dne 25. 2. 2012.

‘http://www.henriettesherbal.com/pictures/p06/pages/ferula-assa-foetida-1.htm; stazeno dne 25. 2. 2012.
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Rostliny rodu Ferula jsou trvalé¢ byliny dosahujici vysky az dvou metri’. Tyto
jednodomé rostliny maji duznaté oddenky, stonek je obnazeny, silny az 10 cm. Listy jsou
dvojzpetené, radikalni. Kvéty maji Zlutou barvu, jsou drobné, vyrustaji ve velkych okolicich

a vyskytuji se kazdych pét let. Plody jsou dervenohnédé, vejsité se Supinkami®.

Asafoetidou se pak oznaCuje gumova pryskytice se silicemi, ktera se ziskava
odfiznutim z kofenti nebo stonki. V franu se asafoetidé prezdiva ,,anghouzeh®, , khorakoma*
a ,,anguzakoma‘?. Rozliduji se dva druhy asafoetidy: asafoetida hing (zkracen& hing) a
asafoetida hingra (zkracené¢ hingra). Dale existuji dva typy hing: Irani-hing a Pathani-hing.
Ziskavaji se z F. alliacea a ¢aste¢né z F. assafoetida a pouzivaji se v kulinatstvi. Na trhu se
ovSem samotna hing neprodava, nebot’ sama 0 sobé ma velmi silné aroma nevhodné
K pouziti bez fedéni. Nejcastéjsimi latkami k fedéni jsou arabskd guma a kukufi¢nd nebo
pSeni¢nad mouka. Samoziejmé se vyskytuji také padélky, které jsou roziedéné kiidou nebo
datlovym extraktem. Tato varianta dostupna na trznicich se nazyva Bandhani hing. Naopak

hingra ziskavana z F. foetida ma své uplatnéni v medicing”.

Na obr. 4 je vyobrazen typicky profil listu a kvétu rostlin rodu Ferula.
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Obr. 4: Typicky profil listu a kvétu rostlin rodu Ferula®.

Nejznaméj§im druhem z tohoto rodu je F. assafoetida. V Ceské republice se této

bylin¢ prezdiva ,,lo¢idlo*, ,,Certovo lejno* nebo ,,asa smrdutd®.

2 http://nationalfoods.tradeindia.com/Exporters_Suppliers/Exporter5674.729733/Ferula-Assa-Foetida.html; stazeno dne
3.8.2011; upraveno.
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3.1.2. Geograficky vyskyt

Rostliny rodu Ferula se vyskytuji pfedevsim v centralni Asii, severni Africe a jizni
Evrop&®, miZeme je najit na uzemi okolo Stfedozemniho moie®, v franu, Afghanistanu,

Pékistanu a Indii’. Oblasti jejich vyskytu jsou naznaceny na obr. 5.

Obr. 5: Oblasti vyskytu rostlin rodu Ferula®.

Rod Ferula &ita podle poslednich poznatkii okolo 170 druhit rostlin®, nejvyznamng;jsi

druhy spolu se svym pfirozenym vyskytem jsou uvedeny v tab. I.

Tab. I: Pfehled nejvyznamnéjsich druht rostlin rodu Ferula a jejich vyskyt.

Rostlina Vyskyt

F. alliacea Boiss. fran®

F. assafoetida L. fran, Kasmir, zapadni Afghénistan®
F. persica Willd. fran?

F. communis L. severni Afrika*

F. foetida (Bunge) Regel fran, jizni Turecko, Afghanistan®
F. narthex Boiss. Kasmir, zapadni Tibet*

F. behboudiana fran®

F. kashanica Rech.f. fran®

2 http://www.mapshop.com/Raised_Relief/Continents&Countries/eurasiaRR-over-f.ntm, stazeno dne 20. 3. 2012, upraveno.
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3.1.3. Pouziti rostlin rodu Ferula

Diky vyraznému aroma, které je podobné vini cibule a ¢esneku, jsou rostliny rodu
Ferula pouzivany jako kofeni pro dochuceni pikantnich jidel, predevsim v indické, iranské
ale 1 evropské kuchyni7. Jiz ve starovékém Rimé byl tento druh kofeni velice populérnil a
extrakty z téchto rostlin byly pouZzivany i pii vyrobé parfémﬁ7. K pfimé konzumaci jsou

urdeny jen zelené &sti rostlin’,

Rostliny rodu Ferula (a to predevsim F. assafoetida) maji vyznamné postaveni
v lidovém 1&¢itelstvi'! - napiiklad v 4jurvedské medicing, coZ je systém 1é&by stary 500 let a

je zaloZeny na bylinné terapii, j0ze, meditaci, aromaterapii a zvlaStnim systému vyzivy.

Tyto rostliny vykazuji sedativni vlastnosti, ptisobi proti nadymani a kie¢im, dale tisi
bolesti a usnadnuji vykaslavani, v neposledni fad¢ byly pouzivany jako afrodiziakum a léky
upravujici menstruaéni cyklus™. Pomahaji v 16¢b& astmatu, zanétu pradusek, podporuji
traveni, dokonce snizuji krevni tlak'. Podle Kananiho a kol.® byly pouzivany p¥i lé¢eni

¢erného kasle a jako latky snizujici hladinu cholesterolu a cukru v Krvi.

Extrakty rostlin rodu Ferula jsou podavany dokonce i pii epileptickych zachvatech
doprovazenych kieGemi®. V tradiéni &inské medicing se uzivaji ke zklidnéni nervového a

dychaciho systému’. Kofeny F. persica var. persica jsou pouzivany pii 1é¢b& cukrovky™.

Na druhé stran€ vysoké denni davky asafoetidy (doporucena denni davka je 0,2—0,5 g)

muizou zpisobit bolesti hlavy, prijmy, nadymani a zavrat™.

3.1.4. Predchozi vyzkum

Rostliny rodu Ferula byly poprvé zkoumany védeckym tymem vedenym
Tsukervanikem — v roce 19352. Od té doby byli zéastupci rodu Ferula podrobeni vyzkumu
celé fady védeckych tymi z riznych asti svéta napt. Raghavanem a kol.*, Rajanikanthem a
kol."®, Takeokou’, Khajehem a kol.**. Vyzkum tykajici se asafoetidy proved| také tym
Ceskoslovenskych védea ™. Badatelé se zaméfili nejen na stanoveni chemického slozeni, ale
byl také provéten pozitivni vliv na zdravi ¢lovéka a 1é¢bu nékterych onemocnéni, pozornost
se obratila i na antimikrobialni vlastnosti'. Bylo mimo jiné prokazano, ze latky obsazené
v extraktech z rostlin rodu Ferula zptsobuji zpomaleni ristu bakterii Staphylococcus aureus

a Shigella sonnei**.



Asafoetida je uginna pfi odpuzovani hmyzu', n&které jeji sirné slouceniny vykazuji
pesticidni charakter'!, jiné moluskocidni charakter (pomahaji pfihubeni mekkyst

v zemédélstvi)z.

3.2. Sirné slouceniny rostlin rodu Ferula

Asafoetida se sklada ze tii slozek: z pryskytice (smoly), ktera tvoti 40—-64 %, dale
zgumy (25 %) a ze silic — etherickych oleju (10-17 %). Sirné slouceniny patii
mezi nejdilezitéjsi latky, které nalezneme v silicich, zatimco guma majoritné obsahuje latky,
jako jsou napf. estery ferulové kyseliny (1), farnesiferoly A (11), B (111) a C (1V)*?.

v

Na obr. 6 jsou zakresleny nejvyznamnéjsi latky vyskytujici se v gumé asafoetidy.

ester ferulové kyseliny (1) farnesiferol A (1)

@ @

(E)\ ® (E)\
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farnesiferol B (111) farnesiferol C (1V)

Obr. 6: Latky vyskytujici se v gumé asafoetidy.

Sefidkon a kol." mimo sirnych sloucenin (viz dale) zjistili pritomnost terpenickych
uhlovodiki (Z)-f-ocimenu (V), (E)-f-ocimenu a S-pinenu. Vyskyt terpenickych uhlovodik
potvrdili také Akghar a kol.X°, kteii identifikovali a-pinen (VI), S-pinen (VI1), limonen
(VI1), kamfen (1X) a myrcen (X) v rostlinach F. kashanica a F. diversivittata.



Na obr. 7 jsou zakresleny nejvyznamnéjsi terpenické uhlovodiky vyskytujici se

Vv rostlinach rodu Ferula.
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(2)-p-ocimen (V) a-pinen (V1) Spinen (VII)
@
S-limonen (VI111) kamfen (I1X) myrcen (X)

Obr. 7: Nejvyznamnéjsi terpenické uhlovodiky rostlin rodu Ferula.

Mezi nejvyznamnéjsi sirné latky patiéi disulfidy a polysulfidy, které jsou nositeli

typického zapachu.

Zhi-da a kol.* identifikovali jako hlavni sirné sloueniny v druhu F. sinkiangensis
(2)-sek-butyl(1-propenyl)disulfid (XI) a v druhu F. fukanensis (E)-sek-butyl(1-propenyl)
disulfid (XI1). Tyto nejvyznamnéjsi latky (jedna se o geometrické izomery), které se nachazi
i v ostatnich druzich rostlin rodu Ferula, byly nalezeny téz Sefidkonem a kol.! v rostling
F. assafoetida. Dalsi dva védecké tymy vedené Takeokou’ a Noleauem® urdily také
predchazejici geometrické izomery disulfidu v majoritnim podilu u rostlin rodu Ferula. Déle
identifikovaly (Z)-1-(methylthio)propyl[1-propenyl]disulfid (XIII), (E)-1-(methylthio)pro-
pyl[1-propenyl]disulfid a sek-butyl(3-methylthio-2-propenyl)disulfid (XIV).

Iranshahi a kol.'” popsali dvé nové latky v rostlind F. persica Willd. var. latinsecta:
terc-butyl-[3-(1-methylpropyl)dithio-2-propenyllmalonat  (persicasulfid A) a terc-butyl-
[3-(1-methylthiopropyl)thio-2-propenyl]malonat, v jiné studii*® tohoto autora byly zminény
jako nejvyznamnéjsi slou¢eniny dimethyltrisulfid, myristicin, dimethyltetrasulfid, a-terpinyl-

n-pentanoat, lavandulyl-2-methylbutanoat, o-terpinyl-isovalerat a o-barbaten. Mirjani a
7



kol.” také poukazali u druhu F. persica var. persica Willd. na persicasulfid A a
persicasulfid B, nicméné struktura obou chybné identifikovanych sloucenin byla nakonec
opravena lIranshahim a kol.® na 3-(sek-butyldisulfanyl)allylester kyseliny 3-acetoxy-
3-methylbutanové (persicasulfid A — XV) a 3-(1-methylsulfanylpropylsulfanyl)allylester
kyseliny 3-acetoxy-3-methylbutanové (persicasulfid B — XVI). Identifikovali mimo n¢ i

novou slouceninu vyskytujici se v kofenech rostliny F. persica — persicasulfid C.

Yousefi a kol.” identifikovali u druhu F. behboudiana celou fadu novych polysulfidii:
(E)-sek-butyl(3-methylthio-1-propenyl)disulfid (XVI11), (Z2)-sek-butyl(3-methylthio-1-prope-
nyl)disulfid, (E)-3-methylthio-1-propenyl[1-(methylthio)propyl]disulfid (XVII1) a (Z)-3-me-
thylthio-1-propenyl[1-(methylthio)propyl]disulfid.

Kajimoto a kol.™ popsali asadisulfid (XIX), asakumarin A a asakumarin B. Kanani a
kol.? zminili nasledujici sirné slouceniny a terpenické uhlovodiky vyskytujici se v n&kolika
druzich rodu Ferula (F. foetida, F. behboudiana, F. diversivittata atd.): a-terpinyl-acetat,
2,3,4-trimethylthiofen (XX), sabinen, verbenon, S-pinen, (Z)-p-ocimen, (Z)-sek-butyl(1-pro-
penyl)disulfid a (E)-sek-butyl(1-propenyl)disulfid.

.13 identifikovali jako nejvyznamné&jsi latky také (E)-sek-butyl(1-pro-

Rajanikanth a ko
penyl)disulfid, (Z)-sek-butyl(1-propenyl)disulfid, 1-(methylthio)propyl[1-propenyl]disulfid a
sek-butyl[3-(methylthio)allyl]disulfid. Banerji a kol. zminili assafoetidin a ferokolicin
vrostling F. assafoetida, zatimco Duan a kol.** poprvé popsali foetisulfidy A-D a

foetithiofeny A a B v F. foetida.

Mimo pouhé identifikace sirnych sloucenin byla také zkoumana absolutni konfigurace
v alkylovych zbytcich vyse uvedenych disulfidi. Na chirdlnim uhlikovém atomu v sek-buty-
lové skupiné ve slouceniné (E,Z)-sek-butyl(1-propenyl)disulfid je absolutni konfigurace R,

ktera byla potvrzena vyzkumem Kjaera a kol.?.

vV
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3.3. Tvorba sirnych slouc¢enin Vv rostlinach rodu Allium

Cesnek kuchynisky (Allium sativum L.), cibule kuchyiiska (A. cepa L.), por (A. porrum
L.) nebo pazitka (A. schoenoprasum L.) patii mezi nejznaméjsi predstavitele rostlinného
rodu Allium L. (Cesnekovité). Tyto Eesnekovité rostliny byly pouzivany jiz staleti pfed nasim
letopoétem, nebot’ byly znamy jejich piiznivé ucinky na lidské zdravi a dodnes maji
nezastupitelné postaveni v pfirodni mediciné po celém svété. Rostliny se vyznacuji
charakteristickym aroma, které je tvofeno sirnymi slouceninami vznikajicimi b&hem

naruseni pletiva23.

Na obr. 9 jsou zobrazeni dva nejznaméjsi piedstavitelé botanického rodu Allium —

¢esnek kuchynsky a cibule kuchynska.

Obr. 9: Cesnek kuchytisky a cibule kuchymiska®,

Prekurzorem tékavych sirnych latek v Cesneku je aminokyselina alliin —
S-allylcysteinsulfoxid (XXI). Pisobenim enzymu alliinasy (C-S lyasy) dochazi k pteméné
alliinu pes vysoce nestabilni 2-propensulfenovou kyselinu (XXI1) na allicin (XXI11)*.
Alliinasa se za¢ne uvolfiovat teprve po mechanickém poruseni bunék, nebot’ alliin i alliinasa
se nachéazeji v odlignych bun&énych organelach, alliin v cytoplazmg, alliinasa ve vakuole®.
Allicin pfedstavuje majoritni latku, ktera vznika pfi této enzymatické reakci v cesneku, byly
u néj prokdzany antimikrobidlni, antitrombotické a protirakovinné vlastnosti, jez se piipisuji
jeho schopnosti modifikovat —SH skupiny?. Degradaci allicinu vznikaji polysulfidy,
predevsim diallyldisulfidy, diallylsulfidy, diallyltetrasulfidy, dale pak i vinyldithiiny a
ajoeny?*. Zakladni schéma pfemény sirnych sloucenin v rostlinach rodu Allium je zakresleno
na obr. 10.

? Fotografie autorky.
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0 NH,

||\)\ alliinasa

S _ /\/S—OH
A COOH 7

S-allylcysteinsulfoxid (XX1) 2-propensulfenova kyselina (XXII)
(alliin) l/—/\/S—OH
(0]
S - !
-
diallyldisulfid allicin (XXI11)

Obr. 10: Schéma pfemény sirnych latek v ¢esneku.

3.4. S-(sek-Butyl)cysteinsulfoxid - prekurzor tékavych sirnych
sloucenin Vv rostlinach rodu Ferula?

Vzhledem k piitomnosti podobnych tékavych sirnych sloucenin V rostlinach rodu
Allium a rostlinach rodu Ferula byla vyslovena hypotéza, ze mize dochazet k analogickym
pfeménam téchto latek u obou botanickych rodid. Na zakladé toho byl navrzen mozny
prekurzor tékavych sirnych sloucenin v rostlinach rodu Ferula jako S-(sek-butyl)cystein-

sulfoxid. Schéma navrzené analogie pfemén je znazornéno na obr. 11.

Allium:

I
/\/S\)\COOH _— /\/S\S/\/

S-allylcysteinsulfoxid diallyldisulfid
Ferula:
|| NH2 /k/
\/ k \
///\\\T// COOH
S-(sek-butyl)cysteinsulfoxid di(sek-butyl)disulfid

Obr. 11: Navrzena analogie pfemény sirnych latek v rostlinach rodu Allium a Ferula.
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4. Experimentalni ¢ast

V experimentalni ¢asti této prace byla pouzita rostlina Ferula foetida (Bunge) Regel,
jejiz koteny byly ziskany od Prof. Dr. Olimjona K. Kodzhimatova (Institute of Botany,
Taskent, Uzbekistan) v roce 2005 a pochazeji z oblasti Farish v Uzbekistanu. Koteny

(obr. 12) byly uchovany v mrazicim boxu pfi teploté -28°C.

Obr. 12: Kofeny analyzované rostliny F. foetida (Bunge) Regel®.
4.1. Pouzité pristroje a chemikalie

4.1.1. Chemikalie

Pro izolaci a identifikaci nejvyznamnéjsich sirnych latek byly pouzity diethylether a
acetylchlorid od firmy PENTA (Chrudim, CR), siran hotfe¢naty a dichlormethan firmy
LACHNER (Neratovice, CR), pyridin a ethylester kyseliny chlormravenéi od firmy FLUKA
(Buchs, Svycarsko), jodid sodny a chlorid cinaty firmy LACHEMA (Brno, CR), ethanol
denat. firmy LIHO (Blanice, CR), destilovana voda.

Pro syntézu S-(sek-butyl)-L-cysteinu a jeho oxidaci byly pouzity hydroxid sodny,
Kyselina mravenéi (98%) a aktivni uhli Silcarbon od firmy LACHNER (Neratovice, CR),
ethanol denat. firmy LIHO (Blanice, CR), L-cystein od firmy FLUKA (Buchs, Svycarsko),
2-brombutan firmy ALDRICH (Steinheim, Némecko), peroxid vodiku (30%) od firmy
LACHEMA (Neratovice, CR), oxid mangani¢ity a kyselina chlorovodikova (35%) firmy
PENTA (Chrudim, CR), destilovana voda.

2 Fotografie autorky.
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Pro izolaci a identifikaci aminokyseliny jako potencialniho prekurzoru byly pouzity
methanol (100%) od firmy J. T. Baker (Deventer, Nizozemi), kyselina chlorovodikova
(35%), amoniak (25%), aceton (min. 99,5%) a n-butanol firmy PENTA (Chrudim, CR),
hydroxid draselny a ninhydrin od firmy LACHEMA (Neratovice, CR), katex Amberlite IR-
120 firmy FLUKA (Buchs, Svycarsko) se zrnénim 16—50 mesh aktivovany HCI (10%),

destilovana voda.

Pii HPLC analyzach byl pouzit acetonitril firmy J. T. Baker (Deventer, Nizozemi) a

pro piipravu pufru dihydrogenfosfore¢nan draselny od firmy LACHEMA (Neratovice, CR).

4.1.2. Pristroje a laboratorni pomtcky

V experimentalni ¢asti bakalarské prace byly kromé béznych laboratornich zatizeni a

pomucek pouzity nasledujici piistroje:
e Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem (GC/MS)

Pii GC/MS analyzach byl pouzivan plynovy chromatograf Varian 3800 (Varian, Palo
Alto, USA), hmotnostni detektor Varian 4000 MS (Varian, Palo Alto, USA) a kapilarni
kolona HP-5MS (30 m x 0,25 mm) s tloustkou filmu 0,25 um (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA). Byla pouzita jak ionizace elektronovym narazem (EI, 70 eV), tak i chemicka

ionizace (CI).

Pro identifikaci tékavych sirnych latek byl pouzit nasledujici teplotni program:
nastiikova teplota byla 220°C, teplota detektoru 250°C, nosnym plynem bylo helium
0 pritoku 1,3 ml/min. Pocate¢ni teplota byla 40°C, ktera po tiech minutach zacala stoupat az

na 240°C tak, ze se kazdou minutu zvysila o 4°C.

Pro ovéfeni pritomnosti potencidlniho prekurzoru byl pouzit tento teplotni program:
nastfikova teplota byla 180°C, teplota detektoru 250°C, nosnym plynem bylo helium
o0 pratoku 1,3 ml/min. Pocatecni teplota byla 130°C, ktera po tfech minutach zacala stoupat

az na 220°C tak, Ze se kazdou minutu zvysila o 2°C.

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

Pii kapalinové chromatografii byl pouzit binarni systém vysokotlakych pump
Dynamax SD-210 (Varian, Palo Alto, USA), PDA detektor Varian ProStar 210 (Varian, Palo

Alto, USA), analyticka kolona Varian Microsorb — MV 100-5 C-18 (250 mm x 4,6 mm,
13



5 um). Nastiikovany objem vzorku byl 20 pl. Pratok mobilni faze byl 0,9 ml/min. Méfeni
probihalo pfi vinové délce 220 nm. V tab. Il je uveden pomér slozek mobilni faze HPLC

Vv jednotlivych ¢asovych intervalech.

Tab. I1: Mobilni faze HPLC.
Slozeni mobilni faze: A — dihydrogenfosfore¢nan draselny (50 mM; pH = 3,0)

B — acetonitril
Mobilni faze Cas (min)
0 5 10 15 25
Zastoupeni A (%) 97 97 40 40 97
Zastoupeni B (%) 3 3 60 60 3

e Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim detektorem (HPLC/MS)

Tyto analyzy byly provddény ve spolupraci s pracovniky Entomologického
tistavu Biologického centra AV CR (Ing. Pavla Kruzberska).

Byl pouzit kapalinovy chromatograf Accela 600, automaticky davkova¢ vzorku
Thermo Accela, hmotnostni spektrometr Thermo LTQ XL a UV detektor UV 1000
Spectra System (Thermo Finnigan).

4.2. Metody a postupy

4.2.1. 1zolace a identifikace nejvyznamnéjsSich tékavych sirnych
latek

4.2.1.1. Pouziti Likens-Nickersonovy aparatury

Na laboratornich vahach bylo navazeno 53,6 g kofent rostliny F. foetida, ptidala se
destilovana voda (400 ml) a kofeny se rozmixovaly. Poté se sestavila Likens-Nickersonova
aparatura (schéma je zobrazeno na obr. 13). Leva banka (1000 ml) v této aparatuie byla
naplnéna destilovanou vodou a homogenizovanymi kofeny 0 celkovém objemu 600 ml.
Do pravé banky (500 ml) bylo dano 300 ml diethyletheru a obé varné banky se zahiivaly
Vv topnych hnizdech dvé hodiny. T¢kavé latky z rostliny za tuto dobu ptesly do etherové faze.

Objem pravé banky byl nalit do délici nalevky, pomoci niz byla odd¢€lena etherova a vodna
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faze. Zbytky vody v pozadované etherové fazi byly jesté vysuseny bezvodym MgSO,. Poté
byla etherova faze odpafena narotaéni vakuové odparce pii teploté 25°C. B&hem této

operace pravdépodobné doslo také k odpaieni nékterych vysoce tékavych sirnych latek.

|

e . :
arl
P’
Pary nesouci sirné g‘_:))
tékaveé latky ~=; —
o | Pary diethyletheru
S|
Y ,": C ‘|‘;
2 & |
Odvod chladici vody "\ / l
" J) <~
AT &T:/## Piivod vody na chlazeni par
L g
T . 300 ml diethyletheru
Topné hnizdo

Topné hnizdo

Obr. 13: Pouzita Likens-Nickersonova aparatura®.

4.2.1.2. Pouziti primé extrakce

Na laboratornich vahach bylo navazeno 53,2 g kotenu rostliny F. foetida a poté byly
kofeny rozmixovany v 500 ml diethyletheru. Smés byla nalita do varné banky, na niz se
nasadil zpétny chladi¢, a zahtivala se po dobu jedné hodiny. Extrakt byl pfesuSen
pomoci bezvodého MgSO, a zakoncentrovan na rotacni vakuové odparce pii teploté 25°C. |

pii této operaci ziejmé doSlo k odpareni nékterych vysoce tékavych sirnych sloucenin.

4.2.1.3. Urceni identity izolovanych tékavych sirnych latek

Sirné tekavé latky byly identifikovany pomoci GC/MS v obou extraktech rostliny

ziskanych jak pouzitim Likens-Nickersosnovy aparatury, tak pouzitim pfimé extrakce.

2 http://www.neubert-glas.de/laborglas/onlineshop/katalog_php/1_995727484085
1030342896125_997508385770/1249034082339/Likens-Nickerson-Apparatur.html; stazeno dne 20. 10. 2011; upraveno.
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4.2.2. Ovéreni pritomnosti potencialniho prekurzoru tékavych
sirnych latek

4.2.2.1. Priprava S-(sek-butyl)-L-cysteinu

24,2 g L-cysteinu (0,24 mol) bylo rozpusténo v 300 ml 1,5 M vodného roztoku
NaOH. Po rozpusténi vzniklych krystalkii bylo piimichano 400 ml ethanolu a za stalého
michani se postupné ptidalo 34 ml 2-brombutanu. Smés byla v bafice michana pfi laboratorni
teploté do druhého dne, pak byla okyselena koncentrovanou kyselinou mravenc¢i na pH= 6,0.
Poté se smés nechala odpafit na rotaéni vakuové odparce (pti 40°C) do sucha. Vznikly
produkt byl rekrystalizovan ze smési aceton/H,O (50/50; v/v) za vzniku bilych krystalt
(vytézek 56%).

Na obr. 14 je uvedena rovnice syntézy S-(sek-butyl)-L-cysteinu (2-amino-5-methyl-

4-thiaheptanové kyseliny).

NH,
NH,
Br NaOH s\)\
SH —_— COOH
COOH -HBr

2-brombutan L-cystein 2-amino-5-methyl-4-thiaheptanova kyselina
[S-(sek-butyl)-L-cystein]

Obr. 14: Syntéza S-(sek-butyl)-L-cysteinu.

4.2.2.2. Oxidace S-(sek-butyl)-L-cysteinu

Ve 20 ml destilované vody s 0,1 ml HCl bylo rozpusténo 0,19 piipraveného
S-(sek-butyl)-L-cysteinu (0,56 mmol). Po kapkach bylo piidavano 0,69 ml 30% H,0O,
(0,67 mmol) a smés se V bafice ponechala michat pfilaboratorni teploté do dalsiho dne.
Druhy den se pfidalo malé mnozstvi MnO; k odstranéni piebytku H2O,. Poté bylo ptidano
aktivni uhli, smés byla zfiltrovana a odpafena na rota¢ni vakuové odparce pfi teploté 40°C.
Piedpokladem bylo, ze ziskana sloucenina S-(sek-butyl)-L-cysteinsulfoxid by mohla byt
prekurzorem tékavych sirnych sloucenin v rostlinach rodu Ferula a pfi ovéfeni této hypotézy

byla pouzita jako standard.
Na obr. 15 je uvedena rovnice oxidace S-(sek-butyl)-L-cysteinu.
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NH, i
/W/ COOH — COOH

2-amino-5-methyl-4-thiaheptanova kyselina S-(sek-butyl)-L-cysteinsulfoxid

[S-(sek-butyl)-L-cystein]

Obr. 15: Oxidace S-(sek-butyl)-L-cysteinu.

4.2.2.3. lzolace aminokyselin z Ferula foetida

Na laboratornich vahach bylo navazeno 37,7 g kofenu rostliny F. foetida, poté bylo
ke kofenim piidano 600 ml smési methanolu/H,O/HCI (90/9/1; v/v/v) a ponechalo se
nékolik minut vyluhovat. Potom byla smés rozmixovana, prevedena do varné banky (1 litr) a
vafena pod zpétnym chladi¢em 15 minut. Po ochlazeni nasledovala filtrace na Biichnerové
nalevce. Filtrani kola¢ byl znovu pteextrahovan 400 ml smési methanol/H,O/HCI (90/9/1;
VIVIV), zahtivan Vv topném hnizd¢ 15 minut a pfefiltrovan za sniZzeného tlaku. Oba filtraty
byly spojeny a odpafeny na rota¢ni vakuové odparce pii 40°C. Ve zbytku po odpateni bylo
upraveno pH na hodnotu 2,5 pomoci KOH a pak byl roztok odstiedén na centrifuze
(12000 ot./min, 12 min). Odstfedénim se odstranily pfitomné nerozpustné latky.

Centrifugace byla provedena celkem dvakrat.

Aminokyseliny byly z extraktu izolovany pomoci katexu (kolona o rozmérech 15 cm
x 2 cm). Kolona se nejdiive promyla malymi objemy destilované vody a poté byl pfidan
ziskany extrakt z kofend rostliny (70 ml). V tomto okamziku se zachytily aminokyseliny
na katexu. Katex s navazanymi aminokyselinami se je$té¢ promyl 100 ml destilované vody
pro odstranéni interferujicich latek ve vzorku. Kolona byla dale promyta 1 M roztokem
amoniaku (200 ml), ptfi¢emz se uvolnily navazané aminokyseliny. Celkem byly jimany tii
frakce, které byly nasledné pouzity jako vzorek pro GC/MS analyzu a HPLC/MS analyzu:
1. frakce se ziskala po ihned po uvolnéni aminokyselin z katexu, pficemz nebyla pouzita
destilovana voda na promyti.
2. a 3. frakce se ziskaly po uvolnéni aminokyselin z katexu, pfi¢emz byla pouzita destilovana

voda na promyti.
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4.2.2.4. Dikaz pritomnosti aminokyselin

Duikaz ptitomnosti aminokyselin Vv najimaném extraktu po katexu byl proveden
chromatografii na tenké vrstvé (TLC), mobilni fazi byla smés n-butanol/CH3;COOH/H,0O
(4/1/1; viviv). Vzorky byly naneseny na tenkou vrstvu a nechaly se vyvinout v mobilni fazi.
Pritomnost aminokyselin byla dokazana roztokem ninhydrinu v acetonu (0,2%). Doslo

ke zméné zbarveni nanesenych vzorki.

4.2.2.5. Ovéreni identity prekurzoru tékavych sirnych latek

Ovéteni identity prekurzoru tékavych sirnych sloufenin bylo provadéno
pomoci analyzy HPLC/MS a také GC/MS analyzou. Standardem byl syntetizovany
S-(sek-butyl)cysteinsulfoxid a vzorkem byl extrakt aminokyselin z rostliny. U plynové
chromatografic musela byt jesté pfed samotnym chromatografickym délenim provedena
derivatizace vzorku, nebot’ piitomnost volnych funkénich skupin -NH; a -COOH, jejichz
schopnost tvofit vodikové mustky zvySuje teplotu varu, je pfi stanoveni tékavych latek

pomoci GC/MS nezadouci.
Derivatizace aminokyselin pro jejich stanoveni pomoci GC/MS

Vzorek byl ptelit do vétsi zkumavky, dale bylo pfidano 400 pl smési ethanolu, vody,
pyridinu a poté 200 ul ethylesteru kyseliny chlormravenc¢i (ethylesteru chlorformiatu).
Po vysuméni vznikajiciho oxidu uhli¢itého byl pfidan roztok Nal (1 g v 1 ml vody) a dvé
kapky acetylchloridu. Smés se ponechala 24 hodin v klidu a pak se pfidal chlorid cinaty
do odbarveni vzniklého jodu a 0,4 ml dichlormethanu. Dichlormethanova faze byla poté

analyzovana pomoci GC/MS.

Na obr. 16 je rovnici znazornéna derivatizace S-(sek-butyl)cysteinsulfoxidu

pro stanoveni pomoci GC/MS.
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Obr. 16: Derivatizace S-(sek-butyl)cysteinsulfoxidu.
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5. Vysledky

5.1. Pritomnost nejvyznamnéjSich tékavych sirnych latek
Vv rostliné Ferula foetida

V prvni fazi tohoto projektu byly izolovany tékavé sirné latky ze zkoumané rostliny.
Cilem daného kroku bylo prokazat pfitomnost tékavych sirnych slouc¢enin v konkrétnim
analyzovaném vzorku, ve kterém byl nédsledné sledovan i jejich potencidlni prekurzor. Tyto
slouceniny byly ziskany dvéma riznymi extrak¢énimi technikami, avSak nékteré velmi t€kavé
sirné slouceniny nemohly byt identifikovany vzhledem k tomu, Ze pravdépodobné doslo
k jejich ztraté¢ béhem izolace z kofenu rostliny. Nicméné ostatni méné tékavé latky byly

podrobeny analyze GC/MS.

Pii plynové chromatografii nejdiive doslo k vlastnimu rozdéleni jednotlivych
slou¢enin ze vzorku. Dvéma extrakénim technikam tak odpovidaji dva chromatogramy, které

jsou zobrazeny na obr. 17 a obr. 18.

MCounts] 0 Ferula volatiles direct ShS 25:320
1 26:320 -

2.0+ -

1 [T 23 -
0.5 8 -
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L '
o I ) dd, )
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Obr. 17: Chromatogram tékavych sirnych latek ziskanych metodou piimé extrakce.
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Obr. 18: Chromatogram tékavych sirnych latek ziskanych pouzitim Likens-Nickersonovy

aparatury.

Jednotliva cisla (1-10) oznacuji nejvyznamnéjsi tékavé sirné latky, které byly
vybrany k nasledné identifikaci uzitim hmotnostni spektrometrie. Z chromatogrami je
patrné, Ze majoritnimi slou¢eninami v rostlin¢ F. foetida jsou sirné latky oznacené Cisly 2, 3
a 9. Ob¢ metody extrakce poskytly prakticky ty samé sirné slouceniny, které byly
Vv nejveétsim  zastoupeni Ve vzorku. Hmotnostni detekce byla provadéna ionizaci
elektronovym narazem (EI, 70 eV), na zakladé¢ této detekce byla stanovena molekulova
hmotnost, hmotnostni spektrum a byla pfifazena pravdépodobna sirnd sloucenina pfip.
sumarni vzorec K jednotlivym pikim v chromatogramech. Vysledky jsou zaznamenany
v tab. I1I.
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Tab. I11: Molekulova hmotnost, hmotnostni spektrum a pravdépodobna sirna slou¢enina

ptip. sumarni vzorec sirnych slou¢enin ve vzorku rostliny Ferula.

Pravdépodobna
Sloucenina N:]olekulova Hmotnostni spektrum (m/z, %) sirna slouéeimnra
motnost prip. sumarni
vzorec
1 162 164 (5, M™+2), 162 (44, M%), 106 (92), isobutyl
73 (26), 57 (36), 41 (70), 39 (30) (1-propenyldisulfid
2 162 164 (9, M*+2), 162 (100, M"), sek-butyl
106 (59), 72 (18), 57 (20), 41 (32) (1-propenydisulfid
3 162 164 (10, M¥+2), 162 (100, M"), sek-butyl
106 (85), 78 (15), 72 (22), 59 (22), (1-propenyl)disulfid
41 (38)
4 178 180 (6, M*+2), 178 (56, M"), 122 (33),  di(sek-butyl)disulfid
89 (8), 57 (97), 41 (42)
5 176 178 (5, M*+2), 176 (50, M*) 120 (42),  1(popt. 2)-butenyl
59 (26), 55 (98), 41 (21) (sek-butyl)disulfid
6 209 211 (0,033, M*+2), 209 (0,145, M™), nelze identifikovat
161 (28), 147 (20), 133 (68), 112 (22),
119 (38), 105 (64), 93 (75), 91 (100),
69 (40), 41 (42)
7 220 222 (0,7, M™+2), 220 (14, M"), CoH160,S;
103 (100), 104 (44), 105 (15), 57 (12),
43 (29), 41 (15)
8 220 222 (1,5, M™+2), 220 (15, M™), struktura obsahujici
105 (22), 104 (44), 103 (100), 57 (20), ziejmé
43 (46), 41 (22) butenyldisulfanyl
(mol.hmotnost 119)
9 207 209 (0,02, M*+2), 207 (0,02, M™), nelze identifikovat
103 (3,4), 87 (100), 45 (10,5), 85 (6,5)
10 278 280 (0,01, M*+2), 278 (0,7, M"), asadisulfid

223 (5), 205 (4), 149 (100), 150 (9),
104 (4,5), 76 (4), 41 (4)

Do udaju o hmotnostnich spektrech byly zapsany izotopické piky siry, které

odpovidaji procentualnimu vyskytu jejich izotopi. Udaj M*+2 odpovida zastoupeni izotopu

siry *'S, zatimco idaj M" odpovida zastoupeni izotopu siry **S. Z poméru intenzit t&chto
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dvou iontih M*+2/M” Ize odhadnout i pravdépodobny pocet atomil siry v dané sloucening

(piirozeny vyskyt izotopu **S je p¥iblizné 4,6 %).

V tab. Il bylo provedeno ptifazeni tékavych sirnych sloucenin k molekulovym
hmotnostem a fragmentacim na zakladé vysledkt identifikaci sirnych sloucenin
publikovanych ve védeckych ¢lancich jinych autord ™% Jjelikoz knihovna spekter NIST
(soucast pouzivaného GC/MS systému) neobsahovala hmotnostni spektra téchto nalezenych
latek, muselo byt pfifazeni spekter k jednotlivym slouc¢eninam provedeno pouze na zakladé

porovnani s hmotnostnimi spektry v uvedenych védeckych ¢lancich.

Jak je z tab. Il zfejmé, vétSina tekavych sirnych sloucenin obsahovala ve své
struktute sek-butylovou skupinu, coz vedlo k hypotéze 0 potencialnim prekurzoru sirnych

sloucenin v rostlinach rodu Ferula — S-(sek-butyl)cysteinsulfoxidu.

5.2. Syntéza potencialniho prekurzoru

Identita syntetizovaného prekurzoru, S-(sek-butyl)cysteinsulfoxidu, byla jednozna¢né
potvrzena pomoci GC/MS. Slouc¢enina obsahuje celkové dva chiralni atomy uhliku, prvni je
a-uhlik cysteinu, druhy je v sek-butylové skupiné. Jelikoz byl k syntéze této slouceniny
pouzit L-cystein, absolutni konfigurace na a-uhliku je R. Pfipravena latka byla tedy smési
dvou diastereomert lisicich se pouze absolutni konfiguraci na chiralnim uhlikovém atomu
v sek-butylové skupiné. Nebyly provedeny zadné pokusy Kk rozdéleni téchto diastereomert,
nebot’ by to bylo experimentalné obtizné a v ramci této prace toto rozdéleni nebylo nutné.

Chiralni centra prekurzoru jsou oznac¢ena hvézdickou na obr. 19.

T) NH,

COOH

Obr. 19: Chiralni centra S-(sek-butyl)cysteinsulfoxidu.

Na obr. 20 je pak chromatogram z GC/MS analyzy syntetizovaného prekurzoru
(po derivatizaci ethylesterem kyseliny chlormravenci) s ocividnym zastoupenim dvou

diastereomeru.
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Obr. 20: Chromatogram syntetizovaného standardu S-(sek-butyl)cysteinsulfoxidu

(po derivatizaci ethylesterem kyseliny chlormravenci).

Vzhledem ktomu, ze diastereomery maji téméf identickd hmotnostni spektra, je

na obr. 21 znazornéno hmotnostni spektrum pouze jednoho z diastereomert.
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Obr. 21: Hmotnostni spektrum S-(sek-butyl)cysteinsulfoxidu (po derivatizaci ethylesterem

kyseliny chlormravenci).
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Vtab. IV je pak zaznamenana molekulovda hmotnost a hmotnostni spektrum
syntetizovaného S-(sek-butyl)cysteinsulfoxidu (po derivatizaci ethylesterem Kkyseliny

chlormravenci).

Tab. 1V: Hmotnostni spektrum syntetizovaného prekurzoru (po derivatizaci).

. Molekulova . °
Latka hmotnost Hmotnostni spektrum (m/z, %)
S-(sek-butyl) 277 279 (0,06, M*+2), 277 (0,2, M"), 204 (6), 156 (11),
cysteinsulfoxid 155 (100), 103 (8), 86 (11), 69 (11), 57 (12), 49 (18)

5.3. Detekce potencialniho prekurzoru

Pomoci iontovyménné chromatografie byly ziskany aminokyselinové frakce z kofene
F. foetida. Pritomnost aminokyselin v téchto extraktech byla dokazana reakci s ninhydrinem.
Byla pozorovana vysledna cCervenohnéda barva vzorkd, coz signalizuje piitomnost

aminokyselin v extraktech rostliny.

U frakei ziskanych uvolnénim aminokyselin na katexu byly dale zméteny hodnoty

pH a zaznamenany jejich optické vlastnosti. Vysledky jsou shrnuty v tab. V.

Tab. V: Hodnoty pH a optické vlastnosti aminokyselinovych frakei.

Frakce Promyti destilovanou Hodnota pH Optické_
vodou vlastnosti
1. ne 10,40 zakalena

2. ano 11,33 ¢ira

3. ano 11,45 ¢ira

V ziskanych aminokyselinovych frakcich byla poté sledovana ptitomnost S-(sek-bu-
tyl)cysteinsulfoxidu dvéma riznymi chromatografickymi metodami, a sice pomoci GC/MS
(po derivatizaci ethylesterem kyseliny chlormravenéi) a HPLC/MS (bez pouziti

derivatizace).

Pii HPLC/MS analyze byl standardem syntetizovany S-(sek-butyl)cysteinsulfoxid a
vzorkem extrakty z analyzované rostliny. Hmotnostni detekce se zamétila predevsim

na sledovani pfitomnosti latek 0 relativni molekulové hmotnosti 193 Da, ktera odpovida
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molekulové hmotnosti hledaného prekurzoru. Tato analyza nepotvrdila pfitomnost zadné

takovéto hledané slouceniny.

Ziskany aminokyselinovy extrakt byl zaroven analyzovan pomoci GC/MS
(po derivatizaci ethylesterem kyseliny chlormravenci), kde byla hlediana slouc¢enina
o relativni molekulové hmotnosti 277 Da. Tato analyza poskytla chromatogram (obr. 22),
na kterém je zfetelné¢ vidét chybé&jici pik odpovidajici hledanému prekurzoru tékavych
sirnych sloucenin ve zkoumaném extraktu rostliny.

kCounts|  40:300 [of<]

B00 -
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T T T T T T

rinutes

Obr. 22: Chromatogram analyzovaného vzorku rostliny s nazna¢enym mistem absence piku,
ktery by odpovidal hledanému prekurzoru.
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6. Diskuse

Ptitomnost tékavych sirnych sloucenin, které byly uvedeny v publikovanych

h'*101921 Jako nejvyznamngjsi, byla potvrzena v analyzované rostling F. foetida.

pracic
Z porovnani chromatogramt ziskanych pfi stanoveni téchto tékavych sirnych latek je patrné,
ze slouceniny oznacené Cisly 1-10 byly ve vétSinovém podilu jak pii pouziti ptimé extrakce,
tak pfi pouziti Likens-Nickersonovy aparatury. Dale je Z hmotnostnich spekter zfejmé, ze
slouc¢eniny oznacené ¢isly 2 a 3 jsou strukturné velmi podobné, na chromatogramech se
vyskytuji v tésné blizkosti a Ize piedpokladat, Ze se jedna o geometrické izomery se stejnou

molekulovou hmotnosti.

Mezi nejvyznamngéjsi t€kavé sirné slouceniny, které se vyskytuji v analyzovaném
vzorku F. foetida, patii disulfidy obsahujici sek-butylovou skupinu, na zéakladé jejich
ptitomnosti ve vzorku byla vyslovena hypotéza o potencialnim prekurzoru tékavych sirnych
sloucenin, S-(sek-butyl)cysteinsulfoxidu. Sice se nepodatilo identifikovat vSechny majoritni
latky z GC/MS analyzy, u nékterych sloucenin bylo mozné pouze odhadnout sumarni
vzorec, nicméné potvrzeni piitomnosti latek se sek-butylovou skupinou bylo hlavnim

predpokladem pro dalsi ¢ast této prace.

vvvvvv

Nejdulezitgjsimi tékavymi sirnymi slouceninami v rostliné F. foetida jsou
bezpochyby  (E)-sek-butyl(1-propenyl)disulfid a  (Z)-sek-butyl(1-propenyl)disulfid.
Z predchazejicich vysledku 1ze ptekvapivé usoudit, ze se tyto geometrické izomery V rostling
F. foetida vyskytuji ve stejném poméru 1:1, zatimco Kjaer a kol.? dogli k zavéru, Ze pomér
mezi E a Z izomerem je 70:30, s &imz souhlasi i Noleau a kol.?, ktefi uvad&ji podobny pomér
67:33. Naopak Sefidkon a kol.' identifikovali izomer (E)-sek-butyl(1-propenyl)disulfid
ve vyrazné vétsim poméru (59:4) v rostliné F. assafoetida. Podobné rozporuplny vysledek
uvadi i Zhi-da a kol.'®, ktefi zjistili pom&r meziE a Z izomery 44:31 u rostliny
F. sinkiagensis, zatimco u rostliny F.fukanensis wurcili pfiblizny pomér 40:10.
Z chromatogrami se dale da usoudit, ze prvni pik patii Z izomeru, nebot’ ma vétsi polaritu a
byl kratsi dobu zadrZzen na nepolarni stacionarni fazi. Z hlediska pouziti metody piimé
extrakce a metody za pouziti Likens-Nickersonovy aparatury lze fici, Ze obé metody

poskytly podobné vysledky, pouze se lisilo relativni zastoupeni nékterych tékavych latek.

Pritomnost aminokyselin v extraktu rostliny F. foetida byla ovéfena chromatografii
na tenké vrstvé (TLC), nicméné piitomnost aminokyseliny, kterd byla povazovana
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za potencialni prekurzor tékavych sirnych sloucenin v této rostling, S-(sek-butyl)cystein-
sulfoxidu, nebyla potvrzena ani vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s hmotnostnim
detektorem (HPLC/MS), ani plynovou chromatografii s hmotnostnim detektorem (GC/MS).
Hypotéza o analogickych pfeménach tékavych sirnych sloucenin, které by mohly probihat

v rostlinach rodu Allium a Ferula, byla tedy témito identifikacnimi metodami vyvracena.
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[. Zaveér

Mezi nejvyznamnéjsi t€kavé sirné slouCeniny Vv rostliné F.foetida patii
(E)-sek-butyl(1-propenyl)disulfid  a  (Z)-sek-butyl(1-propenyl)disulfid, Které  se
ve zkoumaném vzorku rostliny vyskytovaly v poméru 1:1 a byly ur¢eny jako majoritni
tékavé slouceniny rostlin rodu Ferula, dale pak byly svysokou pravdépodobnosti
identifikovany isobutyl(1-propenyl)disulfid, di(sek-butyl)disulfid, 1(popi. 2)-butenyl(sek-bu-
tyl)disulfid.

Piitomnost potencialniho prekurzoru tékavych sirnych slouéenin, S-(sek-butyl)cys-
teinsulfoxidu, ktery byl navrzen na zaklad¢ pfitomnosti analogickych sirnych sloucenin
v rostlinach rodu Ferula a rodu Allium, nebyla potvrzena. Je tedy ziejmé, Ze preména
sirnych sloucenin v rostlinach rodu Ferula neprobiha analogickym zptisobem jako u rostlin

rodu Allium, ale zcela jinym mechanismem.

8. Shrnuti

wevr

» Byl syntetizovan domnély prekurzor téchto sirnych sloucenin — S-(sek-butyl)cys-

teinsulfoxid.
» Byla navrZzena metoda identifikace tohoto prekurzoru ve vzorku rostliny.

» Bylo jednoznaéné prokazano, ze se tento prekurzor v rostliné Ferula foetida

nenachazi.
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10. Dodatek

V této praci bylo pouzito nazvoslovi organickych sloucenin, které sice piesné
neodpovida nazvoslovi IUPAC, ale je prehledné;si, vhodné&jsi a ¢asto pouzivané i v odborné

literatute. Proto namisto doporuceného ,,prop-1-en-1-yl* bylo pouzito ,,1-propenyl*.

11. Seznam pouzitych zkratek

HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

GC plynova chromatografie

GC/MS plynova chromatografie s hmotnostni detekci

MS hmotnostni detekce

HPLC/PDA vysokou¢inna  kapalinova  chromatografie s detektorem

diodového pole

HPLC/MS vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
TLC chromatografie na tenké vrstveé

El ionizace elektronovym narazem

Cl chemickd ionizace
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