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Anotace

Tato diplomova prace je zaméfena na studium barevnych sloucenin
vznikajicich pfi zpracovani ¢esnekovitych rostlin, zejména pak pii zpracovani cesneku
kuchynského (Allium sativum L.) a Cesneku sicilského (Nectaroscordum siculum
(Ucria) Lindl.).

Barevné latky vznikajici v ¢esnekovitych rostlindch vyznamné snizuji jejich
senzorickou kvalitu vnimanou konzumenty, a pro potravinaisky pramysl tak
piedstavuji pomérné velkou finanéni zatéz. Zatimco b&hem zpracovani Cesneku
kuchyniského dochézi ke tvorbé predevsim latek modrych a Zlutych, béhem zpracovani

cesneku sicilského vznikaji latky riZzové az Cervené.

Teoreticka ¢ast diplomové prace je zaméfena na dveé rostliny rodu Allium L. —
Cesnek kuchynisky a ¢esnek sicilsky, jejich vyznam, rozsiteni a vyuziti. Prace se dale
zabyva mechanismem vzniku barevnych latek, kterého se ucastni zejména sirné

slouceniny.

Experimentalni ¢ast diplomové prace je zaméfena na izolaci a identifikaci
hlavnich barevnych sloucenin vznikajicich béhem zpracovani ¢esnekovitych rostlin

a navrzeni pravdépodobného mechanismu jejich tvorby.

KLICOVA SLOVA: zelenani &esneku kuchyiiského, Servenani ¢esneku sicilského,

Allium sativum, Nectaroscordum siculum



Annotation

This Master's thesis is focused on study of color compounds formed during
processing of alliaceous plants, especially during processing of garlic (Allium sativum

L.) and Sicilian honey garlic (Nectaroscordum siculum (Ucria) Lindl.).

Color compounds formed in alliaceous plants significantly reduce their sensory
quality percieved by consumers and represent a relatively significant financial burden
for the food industry. While especially blue and yellow compounds are formed during
processing of garlic, pink to red compounds are formed during processing of Sicilian

honey garlic.

The theoretical part of the Master's thesis is focused on two plants of the genus
Allium L. — garlic and Sicilian honey garlic, their significance, occurrence and usage.
The study also discusses the mechanism of color compounds formation, that involves

mainly sulfur compounds.

The experimental part of the Master's thesis is focused on isolation and
identification of the most significant color compounds formed during processing of

alliaceous species and proposal probable mechanism of their formation.

KEY WORDS: garlic greening, Sicilian honey garlic redding, Allium sativum,

Nectaroscordum siculum
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1 Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo:

» Vypracovat literarni reSerSi se zaméfenim na soucasny stav botanického
a chemického poznani v souvislosti s rostlinami ¢esnek kuchynsky (Allium

sativum L.) a ¢esnek sicilsky (Nectaroscordum siculum (Ucria) Lindl.).

vvvvv

rostlinach pfi jejich dlouhodobém uchovéavani nebo pfi jejich potravinaiském

zpracovani.

» Navrhnout ptedpokladany mechanismus tvorby barevnych latek v ¢esneku

kuchyniském a v ¢esneku sicilském.



2 Uvod

V poslednich letech je mozné na mnoha trovnich lidské ¢innosti zaznamenat
velmi zajimavy trend, ktery se dé& charakterizovat pojmem navrat k pfirodnim
produktim. Lid¢ se stale vice zajimaji o suroviny piirodniho charakteru, intenzivné se
hovoii o tradi¢nich a mnoha lety ovéfenych postupech v lidovém 1é¢itelstvi a pominout
nelze ani narustajici zajem o kulinéfstvi, pfi kterém se vyuzivaji pokud mozno co

nejcerstveéjsi suroviny.

S timto vyvojem pak ptimo koresponduje neustdle se zvysujici poptavka po
cesnekovité zelenin€. PredevSim Cesnek, cibule a por patii k rostlinam, jez se staly
naprosto nedilnou soucasti potravindiského primyslu. Konzumenti si ¢esnekovité
rostliny ceni zejména pro jejich specifické senzorické vlastnosti, jakymi jsou aroma
a chut,, ale nezanedbatelnou roli zde ur¢ité hraje i pozitivni vliv na lidsky organismus.
Vzdyt o vlastnostech antimikrobialnich, protiplisnovych nebo 1é¢ivych védeEli uz i nasi

davni predkové.

Celosvétova rocni produkce ¢esneku kuchyiiského ¢ini dle poslednich udajt
z roku 2014 vice nez 47 miliont tun, pficemz jeho nejvétsim producentem je s drtivou
prevahou Cinska lidova republika. Ta vypéstuje 20 milionii tun esneku za rok, coz
Vv globalnim méfitku ¢ini 42 % jeho veskeré produkce. Na druhém misté se s pomérné
vyznamnym odstupem nachazi Indie, kterd roc¢né vypéstuje 1,15 milionu tun
(v globdlnim méfitku piiblizné 2 %) této zeleniny.! VétSina domaci produkce
zminénych dominantnich péstitelii Cesneku sméfuje na export, jenz neziidka tvofi
pomérné vyznamnou c¢ast jejich hrubého doméciho produktu. Jelikoz ale ndklady na
dopravu neustale rostou, zpravidla se tak ¢esnek urceny pro dalsi vyrobu nevyvazi
vV podobé€ plivodni, nybrz ve formé& suSené¢ho prasku ¢i granuli. Zde ale vyvstava
problém. Béhem dlouhého skladovani ¢i dehydratace cesneku spojené s jeho
zpracovanim totiz dochazi ke tvorb¢é barevnych slouenin, jeZ vyznamné sniZuji

jakostni hodnotu této suroviny.

Zatimco cesnek kuchynsky se tési oblibé celosvétove, v jihovychodni Evropé,
predevsim pak na uzemi Bulharska, se miizeme setkat s mén¢ znamym cesnekem
sicilskym. Milovnici chutové vyraznych pokrmu z balkanskych zemi nedaji dopustit

na samardalu, kofenici smés vyrabénou smichanim susenych ¢asti ¢esneku sicilského



asoli. 1vtomto ptipad¢ ale hrozi potencidlni vznik barevnych latek snizujicich

organoleptické vlastnosti potraviny.

Barevné latky vznikajici Vv ¢esneku sicilském se vyznacuji zbarvenim
cervenym, kdezto U sloucenin tvoficich se V Cesneku kuchynském dominuje
predevs§im barva modra az zelena. V soucasné dobé¢ jeste stale neni vyvinut dostate¢né
levny a technologicky nenarocny postup, ktery by vzniku barevnych latek dokazal
zabranit. Doposud vyuzivané metody se vyznacuji mnoha neduhy. Dehydratace za
vysokych teplot, jez dokédze tvorbu barevnych latek eliminovat, vede ke ztraté
cenénych senzorickych vlastnosti. Podobn¢ je na tom I metoda vyuzivajici okyseleni
suroviny slabymi organickymi Kkyselinami (napiiklad kyselinou octovou nebo
citronovou). K omezeni vzniku nezadouciho zbarveni se také miuze pouzit piidavek
cysteinu. Timto zpisobem oSetfend surovina se ale vyznaCuje pfitomnosti

nepiijemného sirného zapachu.

Cilem této diplomové prace bylo identifikovat vyznamné barevné latky
vznikajici v ¢esneku kuchynském a Cesneku sicilském a popsat mechanismus jejich
vzniku. Takto ziskané informace by mohly vést k navrzeni efektivniho zptsobu
zabranéni jejich tvorby pfi zpracovani vybranych ¢esnekovitych rostlin. Pokud tedy

takovy zpusob vibec existuje.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Historie rodu Allium

Z pohledu cloveéka patii rod Allium L. mezi jednu z nejvyznamnéjSich
taxonomickych jednotek v ramci krytosemennych jednodéloznych rostlin. Vzdyt
zminky o ¢esneku kuchynském muzeme najit dokonce v Bibli nebo Koranu — tedy
dilech, jez mély nezastupitelny vyznam pii formovani lidskych déjin. Latinské rodové
oznaceni Allium ma své kofeny v feckém slové ,,ahew (aleo),” které odkazuje na
vyrazné senzorické vlastnosti ¢esnekovitych rostlin. V keltStiné se zase vyskytoval
pojem ,,all,* jenz by se dal do Cestiny ptelozit jako palivy.

Piivod cesnekovitych rostlin zstdva dodnes zahalen tajemstvim, ale podle
nastfadanych dat dokazali botanici vymezit nejpravdépodobné&jsi tizemi, na kterych
byly tyto rostliny poprvé péstovany pro hospodaiské vyuziti. Jednalo se o hornaté
oblasti dnesnich statt Turkmenistan, Uzbekistan, {ran a Afghanistan v dobé& pted vice
nez 5 500 lety. Po obchodnich stezkach se pak rostliny rodu Allium sitily v podobé
cennych komodit vesmés vS§emi svétovymi smeéry, aby se z nich postupné stala témet

nenahraditelna surovina.?

Cesnek kuchynsky (Allium sativum) se nejspise vyvinul z planého druhu
Allium longicuspis v oblasti Stfedni Asie, odkud byl posléze pievezen do
Mezopotamie, ze které se pies Etiopii dostal az do starovékého Egypta. Zde si velmi
rychle vydobyl oblibu napfi¢ viemi socialnimi vrstvami obyvatel.> Mezi nesmirné
vyznamny archeobotanicky zdroj informaci o rané historii cesnekovitych rostlin patii
Harristiv papyrus. 40 m dlouhé a 42,5 cm Siroké dilo, jeZ nechal ve 12. stoleti pred
naSim letopoctem sepsat panovnik Ramesse IV. Nachazi se zde bohaty seznam dar,
které jeho zavrazdény otec Ramesse III. vénoval za svého zivota chramim. V tomto
prameni sociokulturniho a hospodaiského poznani je Cesnek zminén nescetnékrat.
Podle dostupnych informaci se ¢esnekovy extrakt vyuzival v dobach faraonti dokonce
I pii mumifikaci tél zesnulych a také jako jeden z mnoha cennych dari na véénou pout’
posmrtnym zivotem. Stopy po ¢esnekovém balzdmu byly dokonce zaznamenany i ve
slavné Tutanchamonové hrobce. Historikim se pfi nekolika archeologickych
odkryvech podatilo dokonce nalézt a zdokumentovat Cesnekové palice vyrobené

z hliny (obrazek 1), coz svéd¢i o dilezitosti ¢esneku pro tamni lid.* K rozsiteni



cesnekovitych rostlin v obdobi stfedovéku se pak velkou mérou pficinil znamy

benatsky kupec a cestovatel Marco Polo pfi svych vypravach smérem na vychod.?

-

Obrazek 1 — Hlinéné cesnekove strouzky nalezené v egyptskych hrobkach

O ptvodu ¢esneku sicilského (Nectaroscordum siculum) mame v tomto sméru
velmi sporadické informace, ale podle dostupnych zdroji pochazi tato rostlina
z podobné oblasti jako jeji znaméjsi piibuzny. Odtud se posléze rozsitila predevsim do

statfl jihovychodni Evropy. Pomémé hojna je ale i v Italii a oblastech jizni Francie.’

3.2 Charakteristika rodu Allium

Zatimco prvni monografie vénujici se rodu Allium publikovana v 70. letech
19. stoleti popisovala 250 druhii ¢esnekovitych rostlin, v soucasné dob¢ je popsano
druht1 vice nez 1 000.5 Rod Allium je tak jeden z nejpocetnéjsich rodi jednod&loznych
krytosemennych rostlin viibec. VéEtsinu jeho zastupct nachazime na severni polokouli,
pti¢emz vyjimku tvoii Allium dregeanum rostouci na uzemi Jihoafrické republiky.
Z dalsich cesnekovitych rostlin vyskytujicich se na africkém kontinentu mizeme
jmenovat rody Agapanthus nebo Tulbaghia.”®® Pro region Jizni Ameriky jsou zase
typické rody Leucocoryne ¢i Nothoscordum.!® Jako nejbohatsi oblast, co se vyskytu
a rozmanitosti ¢esnekovitych rostlin tyce, je botaniky oznaCovana Stiedni Asie, ve
které si jejich péstovani vybudovalo dlouholetou tradici. Dal§i pomérné vyznamnou
lokalitu rozsifeni cesnekovitych rostlin predstavuje severoamericky kontinent.
Nejedna se o prekvapivé udaje, nebot’ vétsina zastupct rodu Allium preferuje pro sviij

rast dobfe oslunéné oblasti s mirné sussi pidou a pfiméfené vihkym podnebim.



Z botanického hlediska se zastupci rodu Allium fadi mezi trvalky, eventualné
rostliny dvouleté, jez jsou charakterizovany vyskytem rozmanitych cibulek. Cibule (ve
smyslu zasobniho organu) se fylogeneticky vyvinula postupnou pifeménou dolni ¢asti
stonku a listd pii jejich bazi. Stavba cibuli je bud’ celistva, jednoducha (cibule
kuchyniskd), nebo slozend (Cesnek kuchynisky). Mezi zakladni funkce cibulek patii
akumulace celé fady metabolitii v obdobi, kdy V rostlinnych bunikach mtize probihat
fotosyntéza. Pfi nastupu negativnich podminek pro zivot rostliny dochazi k odumieni
nadzemniho zeleného prytu a rostlina vstupuje do klidové faze (obdobi dormance). Po
jejim skonceni se za¢nou V cibulich ulozené metabolity katalyticky stépit za vzniku
latek, které jsou nezbytné pro vystavbu novych pletiv. Cibule mimo jiné slouzi

i k nepohlavnimu (vegetativnimu) rozmnozovani.

Nadzemni ¢ast Cesnekovitych rostlin md pro tuto taxonomickou skupinu
typicky charakter. Pochvy listi se soubéznou zilnatinou pokryvaji ptiblizné tfetinu az
polovinu délky duznaté lodyhy. Pomérné tzké listy byvaji jednoduché, ve vzacnych
ptipadech se ale miiZzeme setkat i s listy fapikatymi. Pfi bliz§im prozkoumani kvéti
bychom mohli vypozorovat, ze se vétSinou jedna o rostliny jednodomé. Oboupohlavné
kvéty nerostou na stoncich samostatné, ale tvoii kvétenstvi, které se pro zjednoduseni
oznacuje jako okolik (obrazek 2). Tato informace ale neni z botanického hlediska
uplné presnd. Ve skutecnosti se totiz jednd o vrcholi¢naté kvétenstvi nazyvané Sroubel
se zkracenym vietenem. Zatimco V piipadé hroznovitého okoliku vyrtstaji vSechny
kvéty z jednoho bodu, v ptipadé¢ Sroubele ma
zéklad kvétenstvi charakter spiralovity.
Gyneceum se skladd ze tfi plodolisti
vzajemn¢ srostlych, hovofime o ném tedy
jako 0 cenokarpnim. Srast jednotlivych
plodolisti je charakteru apokarpniho —
béhem ontogeneze tedy dochazi k jejich
boc¢nimu spojeni za tvorby vicepouzdrého
semeniku. Okolo gynecea vyriista Sest

ty¢inek ve dvou pfeslenech tvorficich

uspofadani tii + tfi. Plodem je tobolka (plod

suchy a pukavy).2®1!
Obrazek 2 — Detail kvétenstvi Nectaroscordum siculum



3.3 Zarazeni do systému

Taxonomické zafazeni rodu Allium zaznamenalo v poslednich letech pomérné
literatury star§itho data vydéani. Soucasny botanicky systém byl vytvofen skupinou
odbornikti zvanych Angiosperm Phylogeny Group (APG), jez usiluje o pokud mozno
co nejpiesnéjsi systematické vymezeni krytosemennych rostlin. Zatimco diive hraly
pii zatazovani rostlin do taxonomickych jednotek primérni roli znaky morfologické,
s rozvojem biochemickych technik maji pro botaniky nejvétsi vypovidajici hodnotu
znaky genetické. Vyznamnym milnikem pro systém krytosemennych rostlin se stal rok
2009, ve kterém doSlo knahrazeni doposud vyuZivaného systétmu APG II
moderngj§im systémem APG 111212 Pouziti novéjsiho systému je odborniky sice
doporucovano, ale fada autorti se dodnes odkazuje na syst¢ém APG II, ktery nebyl

uplné zruSen. Pro srovnani je tedy uvedeno zafazeni rodu Allium podle obou systémui:

Systém APG II:

fiSe: rostliny (Plantae)

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

fad: chiestotvaré (Asparagales)

Celed”: Cesnekovité (Alliaceae)

rod: Allium

Systém APG III:

fiSe: rostliny (Plantae)

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

rad: chiestotvaré (Asparagales)

celed’: amarylkovité (Amarylidaceae)

podceled: ¢esnekové (Alloideae)

rod: Allium



Ze srovnani obou systému je mozné vypozorovat, ze zatimco diive tvotily
cesnekovité rostliny vlastni celed’, v souasném botanickém uspotfadani se jedna
0 pod¢eled” cesnckové (Alloideae) spadajici do celedi rostlin amarylkovitych
(Amarylidaceae). Tato zména ale nemusi byt kone¢na, jelikoz v odborné vetejnosti se

uz objevuji zminky o pfipravovaném systému APG IV 1415

3.4 Cesnek kuchyiisky (Allium sativum)
3.4.1 Zakladni charakteristika

Latinsky nazev ¢esneku kuchyiiského Allium sativum L. (obrazek 3) pochazi
z roku 1753 a poprvé ho ve svém dile Species Plantarum pouzil §védsky ptirodovédec
Carl Linné.*® Ceské pojmenovani této zeleniny vychazi ze slovanského slova ,,ées,“
jez tvori zaklad slovesa Cesat. Jedna se
otrvalku dorustajici az do vySky
1,2 metru, ktera je péstovana zejména pro
své typické cibulky. Pro optimalni vyvoj
Cesneku je idedlni puda oligotrofni
Smen$im obsahem vlhkosti. Stlacené
kulovité cibulky jsou vétSinou tvoreny
nékolika duZnatymi Supinami (strouzky),
jez jsou kryty spole¢nym obalem bilé az
nartiZzovélé barvy. Ze spodni ¢asti cibulky
vyrustaji svazCité¢ (adventivni) koteny,
Z horni ¢asti stonek oblého priifezu, jenz je

ptiblizné do poloviny kryt pochvami listi.

Ty jsou jednoduché a piisedlé.t’

Obrdazek 3 — Cesnek kuchyrisky (Allium sativium)

Oboupohlavné kvéty jsou pravidelné usporadany ve vrcholi¢natém kvétenstvi
Sroubel se zkrdcenym vietenem, jehoZ soucasti nezfidka byvaji specifické utvary

zvané pacibulky. Pacibulka (bulbillus) je struktura vznikajici ztloustnutim kvétniho



pupenu, z niz po opadu vyrista nova rostlina. Ackoliv byvaji pacibulky ¢esnekovitych
rostlin soucasti kvétenstvi, jednd se paradoxné o organ slouzici k rozmnozovani
nepohlavnimu. Okvéti ¢esneku kuchyniského se skldda z Sesti drobnych okvétnich
listkii vétSinou nazelenalé az rizové barvy. Gyneceum se sestava ze tii srostlych

plodolistti. Plodem je tobolka.®

Cesnek kuchyiisky je chovateli véel povazovan za kvalitni pylodarnou
a nektarodarnou rostlinu. Medniky cesneku dokazi vyprodukovat 0,33 mg nektaru za
24 hodin.™® I pfes tvorbu kvéti se ale naprosta vétsina hospodai'sky vyznamnych odriid
cesneku péstuje vegetativné ze strouzkl ¢i pacibulek, nebot’ jejich kvéty zpravidla
nedokédzi vyprodukovat semena. Podle odborné literatury se jednd o vysledek
Slechtitelské prace davnych péstitelt, kteti v jednotlivych generacich uptednostiiovali
rané¢ odridy cesneku S relativné velkymi cibulkami. Dnes péstované rostliny tak
veskerou energii vénuji vyvoji cibulek na tkor plnohodnotného vyvoje kvéta. Tato
situace tak ztéZuje praci Slechtitelim, ktefi se pii snaze ziskat nové odridy musi

spoléhat zejména na mutacni zmény vedouci ke zvyseni variability znak.?°

3.4.2 Vyuziti ¢esneku kuchynského

Pro svou typickou Stiplavou chut’ je ¢esnek témét po celém svété vyuzivan
pfedevS§im pro pfipravu rozmanitych pokrmi. Zrostliny se vétSinou konzumuji
cibulky, ale vyjimkou neni ani vyuziti zelenych ¢asti, které nemaji tak vyrazné
senzorické vlastnosti. V ptipadé¢ konzumace nadzemniho prytu se rostliny sklizi
nedozralé a nasledné se prodavaji jako takzvany ¢esnek zeleny. Nalezli bychom ho

zejména v kuchyni statt jihovychodni Asie (napf. Vietnam, Laos, Kambodza).?!

V ramci kulinéfstvi prochazi cesnek vesmés vSemi myslitelnymi pravami od
duSeni, vafeni, peceni az po smaZeni. Hojné vyuziti nachazi i pfi vyrob¢ kotenicich
smési, past, omacek nebo dresinkd. Za zminku pak urcité stoji n€které jeho netradi¢ni
upravy. Pfi jedné z nich vznika pochutina nazyvana ¢erny Cesnek, o niz se v posledni
dobé zacina velmi hojné€ diskutovat. Tento Cesnek piivodem z jthovychodni Asie se
ptipravuje nékolikatydennim skladovanim v boxech o teploté kolem 70 °C. Béhem
této doby dochazi v jednotlivych strouzcich k Maillardovym reakcim, pfi nichz reaguji

redukujici sacharidy s bilkovinami ¢i aminokyselinami za vzniku typicky barevnych



latek. Na obrazku 4 je demonstrovana postupna zména zbarveni ¢esnekové palice.

Obrdazek 4 — Barevné zmeny cesnekovych strouzkii zpiisobené Maillardovymi reakcemi

Po dvou tydnech dikladného suSeni je moZzné pozorovat hnédavé zbarveni, jeZ se po
dalsich dvou tydnech méni az v barvu ¢ernou. Kromé velmi specifického vzhledu
ziska timto zptisobem upraveny ¢esnek mimo jiné i typicky nasladlou chut. Béhem
inkubace dochazi ve strouzcich ke snizeni pH, zvySeni obsahu monosacharidi

a nartstu jeho antioxida¢nich G¢inki.?2

S dalsim pomérné netradi¢nim zpracovanim ¢esneku se miizeme ve velké mife
setkat predeviim v severnich oblastech Cinské lidové republiky v ramci takzvaného
,Laba“ festivalu. ,,Laba“ znamena 8. den v prosinci ¢inského lunarniho kalendare.
Festival ve své ptvodni podobé¢ slouzil k ucténi pamatky zesnulych a k modlitbam
smérovanych ptde a nebesiim za bohatou trodu, popiipadé za §tésti pro svou rodinu
v nové prichozim roce. Festival také silné koreluje sbuddhismem, nebot praveé
8. prosincového dne dosahl Sakyamuni buddhovstvi.2 Mezi hlavni jidlo festivalu patii

,Laba“ ¢esnek (obrazek 5). Pokrm pfipravovany macenim ¢esneku v octé po dobu asi

Obrdzek 5 — ,, Laba ™ ¢esnek konzumovany v ramci ,, Laba * festivalu
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20 dnti, béhem nichz Cesnekové strouzky zezelenaji a poté se jako mirné pikantni
pochutina podavaji pii oslavach &inského Nového roku.>* Cerny a ,,Laba“ Eesnek tak

predstavuji jedny z mala Uprav, pii kterych je zména zbarveni strouzkt Zadouci.

Vedle potravinaiského vyuziti ma cesnek svilj nezastupitelny vyznam
I v medicing, at’ uz ve formé potravinovych doplikt nebo v ramci tradi¢niho domaciho
1é¢itelstvi. Celosvétové se vyuziva piedevsim pro své antivirové,? antibakterialni,?®

28 {1¢inky. Své uplatnéni tak nachazi naptiklad pii

antifungalni?’ a antihypertenzivni
1é¢bé bronchitidy, chiipky, rymy, plistovych infekci, hnisavych zanéti nebo vysokého
krevniho tlaku. Znalosti tykajici se antibakteridlnich G¢inkl ptirodnich latek zacinaji
byt v poslednich letech velmi cenéné, nebot Iékati stale cast&ji zaznamendvaji
multirezistenci bakterii zptisobenou naduZivanim komerénich antibiotik.?® Vyvoj
zcela novych preparatl je pro farmakologické firmy nesmirn€ narocny nejen po

casové, ale predevsim po finanéni strance.

3.5 Cesnek sicilsky (Nectaroscordum siculum)
3.5.1 Zakladni charakteristika

Cesnek sicilsky (Nectaroscordum siculum (Ucria) Lindl.) byl dlouhou dobu
fazen piimo do rodu Allium a v ramci odborné biologické nomenklatury ho bylo
mozné dohledat pod nazvy Allium bulgaricum, Allium dioscorides, Allium
meliophilum, Allium nectaroscordum nebo Allium siculum. Na zaklad¢ analyz
ribozomalni DNA provedenych u téméf 200 ¢esnekovitych rostlin byl vSak pti tvorbé
aktualniho botanického systému APG Il vyclenén z rodu Allium podrod
Nectaroscordum, jenz v soucasné dobé obsahuje pouze dva druhy — Nectaroscordum

siculum a Nectaroscordum tripedale.*

Prvni zminky o cesneku sicilském pochazeji z roku 1793, ve kterém byl
odborn& popsan italskym botanikem Bernardinem Ucriou.®! Jedna se o pomérmé
mohutnou rostlinu dosahujici vysky kolem 120 cm. Jeji cibulky jsou jednoduché,
nesegmentované, s primérem kolem 30 mm. Spodni polovina stonku je ukryta
vV pochvé vrchniho listu se soubéZnou Zilnatinou, ktery ma& na fezu typicky

trojithelnikovity profil.>> Oboupohlavné kvéty byvaji vétsinou bélavé s nachové
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cervenym nebo zelenym nddechem (obrazek 6). Na jednotlivd kvétni lizka vzdy
nasedd synkarpni gyneceum vzniklé
srustem tfi plodolistii, jez je obklopeno
Sesti ty¢inkami ve dvou kruzich (tfi a ti1).
Mezi zajimavost u cesneku sicilského
patfi postupné otaCeni kvétnich stopek,
které pti dozravani pozvolna klesaji
smérem k zemi. Sroubelovité kvétenstvi
ma tak na zacatku generativniho obdobi
odlisnou podobu od jeho konce, coz
S sebou piinasi originalni esteticky prvek

pii péstovani rostliny pro okrasné ucely.

Kvéty se objevuji na pfelomu jara a léta.

Obrdzek 6 — Nectaroscordum siculum

Vyskyt cesneku sicilského je situovan predevSim do teplejSich oblasti jizni
a jihovychodni Evropy. Voln¢ roste na uzemi jizni Francie, severni Italie, Rumunska,
Bulharska a Turecka. Pro sviij rist nema nikterak specifické naroky. K nalezeni byva
na stinnych lokalitach sussich oligotrofnich ptd spiSe vapenatého charakteru, ale dafi
se mu i na pidach kyselejsich. Jistou nevyhodou ¢esneku sicilského miize byt relativné
mensi konkurenceschopnost mladé rostliny v poc¢ate¢nich fazich riistu. Prvni dva roky
ontogenetického vyvoje jsou totiz prirtstky této trvalky velmi pozvolné, a tak nemize
ptilis konkurovat rostlinam na pudach s vys$im obsahem zivin. Navic aby mohla
semena cesneku sicilského vyklicit, musi na né po del§i dobu piisobit nizsi teploty.

Tento jev je odborné oznacovén jako jarovizace.®*

3.5.2  Vyuziti ¢esneku sicilského

Pro své dekorativni vlastnosti v podob¢ libivych kvéth stoupa v poslednich
letech obliba této rostliny zejména mezi zahradkaii. Cesnek sicilsky je ale také
charakteristicky svymi vlastnostmi senzorickymi. Diky pomérné vyrazné chuti a vini
je vyuzivan pro ptipravu mnoha druht pokrmi, a to zejména na uzemi Bulharska, kde

se d4 témé&f na kazdém trhu zakoupit kofenici smés pod oznadenim samardala.® Ta se
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pfipravuje smichanim ususSenych a rozemletych casti Cesneku sicilského se soli

(obrazek 7 a 8).

S Ay SO el 2
o o

o
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Obrazek 7 a 8 — Korenici smés Samardala vyrobena z cesneku sicilského

Kuchyné jihovychodni Evropy je prosluld svymi vysoce kofenénymi pokrmy.
I presto se ale cibulky ¢esneku sicilského ptili§ nekonzumuji v Cerstvé podobé, nebot’
obsahuji celou fadu latek zodpovédnych za velmi vyrazné senzorické vjemy. Uz
samotné rozetieni zelenych listkl rostliny je doprovazeno silné pronikavou viini. Na
zékladé této vlastnosti uvazovali bulhar$ti odbornici o moznosti piimé destilace
Vv rostling€ obsazenych silic. Velmi zahy se ale ukazalo, ze jejich celkové mnozstvi je
tak malé (hovoii se o 0,01 az 0,005 ml na 100 g cCerstvé hmotnosti), Ze by se

primyslova vyroba tohoto typu nevyplatila.

v

Jedinou vyznamng;jsi Gipravou tak zatim zistava vyroba samardaly. Susit se daji
vesmes vSechny casti rostliny, ale nejvice jsou vyuZivana semena, nebot timto
postupem nedochazi k poskozeni rostliny, jez tak mize plodit po mnoho let. Suseni
vétSinou probiha v rozmezi 30-40 dnt, pii kterych se v pravidelnych intervalech
kontroluje teplota, ktera nesmi dlouhodobé&ji presahnout 30 °C, jinak by hrozilo
ztmavnuti a zdegradovani produktu (idedln€ ususenou smés zobrazuje obrazek 9). Na
zaver se jednotlivé Casti nadrti a smichaji se soli, kterd absorbuje senzoricky cenné

latky a nedovoli jim ze smési vytdkat.>*
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Obrazek 9 — Ususené casti cesneku sicilského tesné pred dalsim zpracovanim

Podobné jako u Cesneku kuchyniského byly 1 v pfipadé Cesneku sicilského
zaznamenany antibakterialni u¢inky, a to u bakterii grampozitivnich (Staphylococcus
aureus) i bakterii gramnegativnich (Salmonella enterica).®*® Ned4vné studie také
hovoii o pomérné zajimavych ucincich antioxidacnich, takze neni vylouceno, ze se

obliba této rostliny v potravindiském vyuZiti rozsiii i do dalsich zemi.3?3¢

3.6 Sirné slouceniny v rostlinach rodu Allium
3.6.1 Sirné aminokyseliny pritomné v ¢esnekovitych rostlinach

Cesnekovité rostliny obsahuji ve svych buiikach sekundarni sirné metabolity,
jez jsou zodpovédné za jejich typické senzorické vlastnosti. Mezi nesmirné
vyznamnou skupinu patfi S-substituované derivaty cysteinu, které vystupuji jako
prekurzory pii vzniku celé ftady vyznamnych latek. Primérné zastoupeni
nebilkovinnych sekundarnich metaboliti odvozenych od cysteinu se v jednotlivych
druzich spadajicich do rodu Allium pohybuje mezi 1-3 % v su$in€. Do dne$nich dni
bylo v ¢esnekovitych rostlinach nalezeno a popsano 11 raznych S-substituovanych

derivatl cysteinu (1-11, obrazek 10).8
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Obrazek 10 — Seznam S-substituovanych derivatii cysteinu prirozené se vyskytujicich
V Cesnekovitych rostlinach

Zastoupeni sirnych aminokyselin neni V jednotlivych druzich ¢esnekovitych
rostlin zcela totozné, ale lidi se jejich koncentracemi & kombinacemi. Cesnek
kuchynsky a Cesnek sicilsky obsahuji relativné srovnatelné mnozstvi methiinu (1),
¢imz ale veskera podobnost kon¢i. Zatimco v ¢esneku kuchyiském dale miizeme najit
piedevsim alliin (3) aisoalliin (4),*"*° v ptipadé cesneku sicilského se jedna
0 butiin (7) a zejména homoisoalliin (8), ktery je obsazen pouze v rostlinach podrodu
Nectaroscordum.*? Konkrétni situaci pfiblizuje tabulka 1, vniz je pro srovnani
uvedeno zastoupeni S-substituovanych derivatu cysteinu u dalsi dalezité ¢esnekovité
rostliny — cibule kuchymiské (Allium cepa L.).*”*> Mezi dominantni sekundarni sirné
metabolity vznikajici v cibuli kuchynské patii predev§im methiin (1) a isoalliin (4),

vV men$im zastoupeni pak také propiin (5).
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Tabulka 1 — Relativni zastoupeni S-alk(en)ylcystein-S-oxidii v cesneku kuchyrnském, cesneku

sicilském a cibuli kuchyrnské®*

methiin alliin isoalliin propiin butiin  homoisoalliin
1) 3) (4) (5) () (8)
¢esnek kuchyisky 2-24 74-95 2-11 0-2 - -
¢esnek sicilsky 32 - - - 5 65
cibule kuchyiiska 34 5 49 6 - -

3.6.2 Alliinasa

Pro tvorbu senzoricky aktivnich latek je vedle S-substituovanych derivati
cysteinu nezbytna pfitomnost enzymu alliinasy (EC 4.4.1.4). Za normalnich podminek
se alliinasa a sirné prekurzory do kontaktu nedostavaji, nebot” zatimco enzym je
ptitomen Vv bunéénych vakuolach, S-substituované derivaty cysteinu se postupné
kumuluji v cytoplazmé. Teprve aZ pii mechanickém naruseni vakuolovych membran
dochazi k vyliti alliinasy do cytoplazmatického prostoru, ¢imz se nastartuje cela
kaskada naslednych reakci. Zminéné uspotfadani neni v rostlinné fiSi nikterak
neobvyklé. Jedna se vlastn€ o ochranny mechanismus, jehoZ primarni funkci je odradit

herbivorni Zivogichy od konzumace takto uzptisobenych rostlin.*®

Alliinasa byla objevena roku 1947 pfti studiu ¢esneku kuchyiiského,** ze
kterého se ji piiblizné o 20 let pozdé&ji podafilo izolovat Vv &isté podobé.*® Ve své
podstaté¢ se jednd o homodimericky glykoprotein, pro jehoz funkci je dulezita
piitomnost pyridoxal-5-fosfatu jako kofaktoru.*® Na zakladé experimentalniho méfeni
bylo zjisténo, ze Vv laboratornich podminkach vykazuje enzym nejvyssi aktivitu pii
teplot& pohybujici se kolem 35 °C a pti pH okolo hodnoty Sest.*” Alliinasu je mozné
kromé Cesnekovitych rostlin izolovat i z nékterych druhti bakterii. Popsana byla

napiiklad jeji izolace z bakterie Ensifer adhaerens.*®

3.6.3 Tvorba senzoricky aktivnich sloucenin

Jak uz bylo zminéno, vlastni senzoricky aktivni slou¢eniny se v ¢esnekovitych
rostlinach utvareji az béhem jejich mechanického zpracovani (krajeni, drceni,

zvykani), pfi némz se jednotlivé sirné aminokyseliny dostavaji do ptfimého kontaktu
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salliinasou, ktera katalyzuje jejich rozklad. V substratu tak vznikaji sulfenové
kyseliny, které pomérné rychle kondenzuji za vzniku thiosulfinatd.*® Jelikoz se
V jednotlivych druzich cesnekovitych rostlin vyskytuje soucasné hned nékolik
S-alk(en)ylcystein-S-oxidi, vznika v jeden okamzik nékolik sulfenovych kyselin, jez
pfi nasledné kondenzaci vzéjemné rekombinuji za vzniku asymetrickych thiosulfinati

(obrazek 11).
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Obrdzek 11 — Obecné schéma tvorby thiosulfinati

V piipadé¢ cesneku kuchynského je hlavnim prekurzorem pro tvorbu
senzoricky aktivnich latek alliin (3), ktery ale sam o sobé& senzorickou aktivitu

nevykazuje. Teprve naruSenim rostlinného pletiva dochézi ke vzniku sloucenin
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pasobicich na nase chutové a Cichové receptory. K jednomu z nejdiskutovanéjsich
produkti vznikajicich reakci zapocaté vylitim alliinasy do bunétné cytoplazmy
Cesneku patii jednoznacn¢ S-allyl-prop-2-enthiosulfinat, jehoz trivialni oznaceni
allicin (12) je pomérné znamé i SirSi vefejnosti. Princip biosyntézy allicinu (12) blize
znazoriuje obrazek 12. V prvni fazi dochazi ke tvorbé prop-2-ensulfenové kyseliny
(13), pyrohroznové kyseliny (14) a amoniaku. Nasleduje vzajemna kondenzace dvou

prop-2-ensulfenovych kyselin (13).°° Allicin (12) je charakteristicky svymi

O
COOH alliinasa
\/\S/\( _ /\/S\OH + )J\ + NH;
[l COOH
O NH,
prop-2-ensulfenova pyrohroznovéa
alliin kyselina kyselina
3 13) (14)
H H
070~ o)
I‘/ | g
-H,0
13) (13) allicin

(12)

Obrazek 12 — Biosyntéza allicinu

vyraznymi senzorickymi vlastnostmi a pominout nelze ani jeho mnoha studiemi

prokazané ucinky antibakteridlni a fungicidni.®

Z hlediska potravinafského
zpracovani zeleniny je ale tfeba upozornit na jeho relativné nizkou stabilitu. Pfi
skladovani za pokojové teploty se vétsina allicinu (12) rozlozi béhem nasledujicih

24 hodin.>?

Dominantnim prekurzorem senzoricky aktivnich latek ¢esneku sicilského je
homoisoalliin (8), ktery je v mensi mife doprovazen methiinem (1) a butiinem (7).
Po wvyliti alliinasy z bunéénych vakuol kondenzuje vznikajici but-1-ensulfenova
kyselina (15) pomérné rychle v S-(but-1-en-1-yl)-but-1-enthiosulfinat (16). Na rozdil
od cesneku kuchyniského se ale v buiikach ¢esneku sicilského vyskytuje dalsi enzym
pusobici na sulfenové kyseliny. Nese oznaceni LF synthasa a jeho ucinkem dochazi
k produkei slzotvorné latky butanthial-S-oxidu (17).> LF synthasa se mimo jiné
vyskytuje i v cibuli kuchytiské, kde také byla roku 2002 objevena.>® Zminéna fakta

vysvétluji, pro¢ ndm pii krajeni cibule ¢i Cesneku sicilského slzi o€i, zatimco pii
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zpracovani ¢esneku kuchynského se tak nedéje. Velky podil na objasnéni mechanismu

vzniku slzotvorné latky v &esneku sicilském maji Kubec a kol.,*! ktefi pro vyzkumné

ucely vyuzili techniku ozna¢ovanou jako DART-MS (direct analysis in real time mass

spectrometry). Katalyticky rozklad homoisoalliinu (8) v ¢esneku sicilském znazorfiuje

obrazek 13. Muizeme si zde povSimnout premény latky S-(but-1-en-1-yl)-but-1-
enthiosulfinatu (16) v bicyklickou slouceninu 2,3-diethyl-5,6-dithiabicyklo[2.1.1]

hexan-5-oxid (18). Jedna se o homolog podobny zwiebelanim z cibule kuchynské,

tedy latkam, které na kruhu v polohach 2 a 3 obsahuji navazané methylové skupiny

namisto zde pfitomnych ethylovych. Oznaceni zwiebelany ma ptivod v némeckém

jazyce (cibule = die Zwiebel). Tyto slouceniny byly nezavisle na sob&é objeveny na

konci 80. let 20. stoleti vyzkumnymi tymy z USA a Némecka.>*

(0]

0 NH,
||\)\ alliinasa S )J\
S NN

N COOH ’ X Son 7 coon * NH;

. .. but-1-ensulfenova pyrohroznova
homoisoalliin . .
kyselina kyselina
8 15) (14)

LF synthasa

-H,0
i
(¢}
8 =
W ~g /\/\ NN S
S-(but-1-en-1-yl)-but-1-enthiosulfinat butanthial-S-oxid
(16) a7

|

S\
~o

2,3-diethyl-5,6-dithiabicyklo
[2.1.1]hexan-5-oxid

(18)

Obrazek 13 — Katalyticky rozklad homoisoalliinu (8) v cesneku sicilském
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3.6.4 Sekundarni reakce thiosulfinata

Thiosulfinaty vznikajici kondenzaci sulfenovych kyselin patii mezi pomérné
nestabilni slouéeniny. Jednou z hlavnich p#ic¢in tohoto jevu je znatelné oslabena vazba
spojujici atomy siry. Vodik vazany k uhliku, jenz se ti€astni vazby se sirou, vykazuje
ucinkem zaporného indukéniho efektu relativné kyselejsi charakter. K deprotonizaci
tak muze velmi snadno dochazet i za mirnych reak¢nich podminek. Thiosulfinaty se
Vv naslednych krocich rozkladaji na pfislusné reaktivni thioaldehydy (obrazek 14),
které mohou podle dosavadnich poznatkd hrat pii tvorbé barevnych latek pomérné
vyznamnou roli.>® V piipadé Sesneku kuchyiiského vznikaji thioformaldehyd (19)
a thioakrolein (21), u c¢esneku sicilského se pak utvaii thioformaldehyd (19)
a butanthial (22).

O H
R” >~ R —> R "oH * VX S

Obrdazek 14 — Stépeni thiosulfinatii na reaktivni thioaldehydy

Ve vodném prostiedi se na vznikajici thioaldehydy aduji molekuly vody za
tvorby hemiacetall, které obsahuji geminalné vazanou thiolovou a hydroxylovou
skupinu. Z nich se naslednou eliminaci sulfanu tvoii aldehydy (obrazek 15).
V konec¢né bilanci se jedna 0 rovnovazné reakce, jez jsou vzhledem k nadbytku vody

Vv reak¢énim systému posunuté ve sméru vzniku aldehydickych forem.

H OH

O
/g H'20 /k ‘__HZS )J\
—_— [E——— .
R’ S R’ SH R’ H

Obrdzek 15 — Princip vzniku aldehydil z thioaldehydii ve vodném prostredi

Na obrazku 16 jsou pak znazornény hlavni (thio)karbonylové slouc¢eniny, které

samovolng vznikaji pfi naruSeni pletiva ¢esnekovitych rostlin.
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S — S /\/\
H /gs P4 /\/ g
thioformaldehyd propanthial thioakrolein butanthial

(19) (20) (21) (22)

H
O
u /go NO A MO
formaldehyd propanal akrolein butanal
(23) (24) (25) (26)

Obrazek 16 — Hlavni (thio)karbonylové slouceniny tvorici se v cesnekovitych rostlinach

3.6.5 Tvorba barevnych sloucenin
3.6.5.1 Zelenani ¢esneku kuchyiského

Faktory ovliviiujici mechanismus zelenani cesneku kuchynského jsou
pfedmétem intenzivnich vyzkumd jiz od 50. let 20. stoleti. Mezi prvni autory vénujici
se této problematice patfili Joslyn a Sano, ktefi roku 1959 publikovali védecky
&lanek,® ve kterém popsali zakladni principy tykajici se vizualnich zmén probihajicich
v ¢esneku kuchyiském. Joslyn a Sano zdokumentovali, ze ke tvorbé barevnych
slouenin dochéazi predev§im V siln€ naruSeném rostlinném pletivu. Samotné
rozkrojeni ¢esnekovych strouzki k pozorovatelnym zméndm vétSinou nestaci a ¢im
vice je pletivo narusené, tim intenzivnéji zbarveni probiha. Zelené latky vznikajici pti
experimentech s ¢esnekem kuchynskym se ukazaly byt rozpustné v acetonu, zatimco
Vv nepolarnim petroletheru k jejich rozpousténi nedochazelo. Prvotni Givahy o struktuie
barevnych latek sméfovaly vzhledem k zelené barvé homogenatu k chlorofylu, ale

velmi brzy se ukazalo, Ze hledané struktury budou charakteru odlisného.

Téhoz roku byl publikovan Lukestv ¢lanek®’ zabyvajici se rizovénim cibule,
ktery v oblasti tvorby barevnych sloucenin poodhalil dalsi neznamé. Predev§im bylo
zjisténo, ze pricinou zmény zbarveni rozhodné nejsou mikroorganismy, jelikoz nebyly
zaznamenany zadné rozdily mezi béZnym a sterilovanym cibulovym pletivem. Dalsi

Lukesovy tvahy tak vedly k enzymiim. Ukazalo se, Ze po naruSeni buné¢k dochézi
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k velmi rychlym biochemickym procesiim, jez opravdu probihaji diky enzymatické
katalyze. U tepelné denaturovaného substratu k barevnym zménam nedochdzelo. Je
ale nutné podotknout, ze pii tvorbé barevnych sloucenin v ¢esnekovitych rostlinach

nastava po enzymatické fazi sled celé rady reakci neenzymatickych.

Jako prilomova se da oznalit védeckd prace publikovand roku 1965
Yamaguchim akol.,*® ktefi smichali homogenaty z cibule a ¢esneku a nechali je
modrych a Zlutych latek. Absorpéni maximum modrych latek se nachazi v oblasti
kolem 590 nm, zatimco absorp¢ni maximum latek zlutych v oblasti kolem 435 nm.
Jestlize se do homogenatu z cibule ptidaji nenasycené karbonylové slouceniny, tvoii
se misto pro cibuli typicky rizového zbarveni modré. Zacalo se tedy predpokladat, ze
karbonylové slou¢eniny mohou v ¢esneku vznikat z alliinu (3). A ten byl také o néco
pozdéji oznacen za nejpravdépodobnéjsi prekurzor stojici na pocatku celého sledu

reakci sméfujicich ke vzniku barevnych slougenin v ¢esneku kuchyiiském.>®

Na vznik barevnych latek ma vliv cela fada rznych faktort. Bylo odhaleno,
ze Cesnekové palice jsou k zelenani nachylnéjsi pii dlouhodobéjsim skladovani za
niz§ich teplot pohybujicich se mezi 0 a 10 °C. Lee a kol.®° provedli experiment, ve
kterém sledovali koncentrace S-substituovanych derivati cysteinu u ¢esneku
uloZené¢ho po dobu péti mesici pti teploté nepiesahujici 10 °C. Pii vyhodnocovani
experimentu byl pozorovan postupny narust koncentrace alliinu (3), zatimco mnozstvi

methiinu (1) se prabézné snizovalo.

Nezastupitelny vyznam pro fizenou tvorbu barevnych slouc¢enin maji dale
predev§im teplota a pH. Pro maximalizaci jejich vytézku v homogenatu ¢esneku
kuchyiiského se jako nejvhodné&;jsi jevi teplota kolem 40 °C a pH v oblasti 5,5.51%2 Cho
a kol.®® poukazuji na fakt, Ze celkového zbarveni ¢esnekového substratu se icastni

minimalné osm rznych barevnych slouéenin. Lee a kol.%*

si pak v§imaji vzajemného
zastoupeni modrych a zlutych latek. Pii optimalné pro tvorbu barevnych sloucenin
nastavenych podminkach nejprve roste absorbance v oblasti 590 nm, jejiz kulminace
se da ocekavat zhruba po 24 hodinach. V tento okamzik pfevazuje zbarveni syté
modré. Po nasledujicich Sest dnli od zapoceti tvorby barevnych latek prechazi modry
odstin pfes zeleny az po Zluty a absorbance v oblasti 435 nm roste téméf kontinualni

rychlosti na tkor absorbance pti 590 nm.
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K odhaleni mechanismu tvorby barevnych latek v ¢esnekovitych rostlinach,
atedy i v ¢esneku kuchyniském, prispéli Kubec a kol.,* kte¥i vychazeli z predpokladu
nutné piitomnosti S-alk(en)ylcystein-S-oxida jako vychozich prekurzort. Navrzeny
reakéni mechanismus znadzoriiuje obrdzek 17. Na ném je mozné si povSimnout
propanthial-S-oxidu (27) vznikajiciho z prop-1-ensulfenové kyseliny (28). Jedna se
0 vyznamnou reakci dominantné probihajici pfedevsim Vv cibuli kuchynské. Z prop-1-

ensulfenové kyseliny (28) vznikaji naslednou kondenzaci dva geometrické izomery

COOH R COOH

0 NH, 0O NH,

R =-CH; (1)
4 -CH,CH=CH, (3)
-CH,CH,CHj (5)
J alliinasa ‘ alliinasa
~ (o) LF synthasa SOH
NS . [/\/ ] lR —SOH ‘
cibule
@7 (28)
N J
Y
2x 2x
-H,0 l -H,0 -H,0
(¢} (0} (¢} (¢}
ISI g R Il Il :
/\/ \S/\/ /\/ ~g~ + \/\S/S\R R/S\S/R
(29a) (30a-32a) (30b-32b)
R,R'=-CH,
-CH,CH,CH,
-CH,CH=CH,
(0} (¢}
2 2
P R S /ﬁ K\ 7" R
(29b) (30¢-32¢)
N J
Y

,color developers”

J aminokyseliny

barevné latky

Obrazek 17 — Reakcni mechanismus tvorby barevnych latek v rodu Allium navrzeny Kubcem
akol.*®
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S-(prop-1-en-1-yl)-prop-1-enthiosulfinatu (29a, 29b). Bylo zjisténo, ze zelenani
¢esneku se dé charakterizovat jako specificky typ Maillardovych reakei, nebot’ v jisté

fazi spolu reaguji aminokyseliny a (thio)karbonylové slouceniny.

Tvorbou barevnych latek se pfiblizné ve stejném okamziku zabyvali Imai
a kol.%>% Tento védecky tym si piipravil reakéni systém, jenz obsahoval alliin (3),
isoalliin (4), alliinasu a glycin (popfipad¢ jinou aminokyselinu). Jejich avahy tykajici
se tvorby barevnych sloucenin zahrnovaly ctyfi zakladni kroky, které jsou popsany

v obrazku 18. Zadné latky vznikajici v prvnich tiech krocich nevykazuji pozorovatelné

) . alliinasa "

Krok 1: isoalliin (4) — > ,color developer (CD)
neenzymaticky

Krok 2: CD + glycin — prekurzor barevnych latek (PP)

alliinasa

Krok 3: alliin (3) E— allicin (12)
neenzymaticky

Krok 4: PP + allicin (12) — > barevny produkt

Obrdzek 18 — Reakéni kroky vedouct ke tvorbé barevnych latek dle Imaie a kol.*®

zbarveni. To se projevuje az v kroku ¢tvrtém. Imativ tym dokazal v prubéhu dalsich
experimentt izolovat dva bezbarvé prekurzory barevnych latek (PP-Ala a PP-Val)
a dokonce i jednu latku fialovou (PUR-1, Amax = 570 nm). Jejich struktury pfiblizuje
obrazek 19.

/A ]\ /] — )
i ] T
HOOC HOOC Y\COOH HOOC>\<

PP-Ala PP-Val PUR-1

Obrdzek 19 — Struktury bezbarvych prekurzorii a fialové latky navrzené Imaiem a kol.®®
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Fialova sloucenina PUR-1 vznikla naslednou reakci prekurzoru PP-Val s allicinem
(12). Nejpravdépodobnéjsi mechanismus tvorby barevnych sloucenin popisuje
obrazek 20. Je mozné si povSimnout, Ze pusobenim alliinasy vznikaji sulfenové
kyseliny, které ihned kondenzuji v thiosulfinaty. Vyznamnym krokem v celém
mechanismu se zda byt [3,3]-sigmatropni pfesmyk, pii némz se z S-(prop-1-en-1-yl)-
prop-1-enthiosulfinatu (29) tvoii 2,3-dimethylbutandithialmono-S-oxid (33).

i i
0 NH, OH S S
/\/g\)\ alliinasa s” 2x s m\ S| A
_— _— —_—
X COOH S 50 S
“)
(28) (29) (33)

alanin
valin
R =-CH; (PP-Ala)

R = -CH(CH3), (PP-Val)

(0]
I \
o NH, OH S
Il . s~ s~
alliinasa 2%
AN

S
/\/ COOH —_—  —
-H,0 prekurzory
3) | | barevnych latek
(13) 12) /
7\ D
N N NG
/\
HOOC R HOOC
R =-CH(CH3;), (PUR-1) konjugované barevné latky

Obrdazek 20 — Mechanismus tvorby barevnych latek dle Imaie a kol %

Wang a kol.%” pfi dalsim studiu mechanismu tvorby sloucenin PP-Ala
a PP-Val dospéli k zavéru, ze zelendni Cesneku se odehrava v Sesti zakladnich krocich.
Za zminku stoji pfedevsim krok ¢tvrty, pii kterém dle Wangova tymu dochazi k reakci
mezi pyrrolovym prekurzorem a pyrohroznovou kyselinou (14), jez v systému vznika

katalytickym ptsobenim alliinasy na isoalliin (4). Reak¢ni schéma (obrazek 21)
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zaroven pracuje s mySlenkou postupné tvorby zlutych sloucenin ze sloucenin

modrych.

o N, o N,
Y COOH e e COOH

3 “)

krok 1 alliinasa
(0}
ii S AN )k
krok 3 alliinasa /\/ \ﬁ = + COOH * NH;
Y 14)
(29)
\)
aminokyselina
i krok 2 ,/\ Y
COOH * NH;
3 H
s [\
/\/ ~g /\/\ N
Il R =-CH; (PP-Ala)
0 A
az R COOH R =-CH(CHj;), (PP-Val)
| |
krok 5 l krok 4 l
latky modré » latky zluté
krok 6
N J
Y

zelené zbarveni

Obrazek 21 — Reakéni Sestikrokové schéma navrzené Wangem a kol.®’

Na zakladé predpokladaného reakéniho schématu a se znalostmi tykajicimi se
widasti pyrrolového jadra pti vzniku barevnych slou¢enin se Wang a kol.% dale zaméfili
na pravdépodobnou strukturu doposud neznamych zlutych latek. Byl proveden
modelovy experiment, pii kterém se nechala latka oznacena jako P-Ala (homolog
PP-Ala) zreagovat s pyrohroznovou kyselinou (14). S vyuzitim ziskanych dat byl
navrzen reakéni mechanismus (obrazek 22) popisujici pravdépodobny vznik zlutych
latek. Podle n&j se na dvojnou vazbu pyrrolového jadra nejprve aduje pyrohroznova

kyselina (14). V dalsich krocich dochazi k jeji dekarboxylaci a postupné dimerizaci
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dvou vzniklych meziproduktl. Timto se pyrrolova jadra propoji ctyfuhlikatym

mustkem.
// \\ o /1 \"Q coon
N )k N
+ —_—

PR COOH PR

HOoOC” R HooC” R
(14)

R =-CH; (P-Ala) prvni meziprodukt

-CO,
dimerizace / \ 0
- N
HOOC/l\R
finalni produkt druhy meziprodukt

Obrazek 22 — Mechanismus tvorby zlutych latek v cesneku kuchynském navrzeny Wangem
akol.%®

3.6.5.2 Cervenani ¢esneku sicilského

Zatimco cCesnek kuchyiisky byl v poslednich nékolika desetiletich pod
drobnohledem mnoha védeckych tymi, informaci o cesneku sicilském mame
0 poznani mén¢. Tvorba barevnych slou¢enin Vv této pfedevsim okrasné rostlin€ sice
nepfedstavuje pro potravinaisky primysl vyraznéj§i problém, ale studium
mechanismu barevnych zmén v ¢esneku sicilském muize pfispét k odhaleni zakonitosti
pti vzniku barevnych sloucenin v desnekovitych rostlinach viibec. Kubec a Velisek®?
potvrdili, Ze thiosulfiniaty obsahujici but-1-en-1-ylovou skupinu odvozené od
homoisoalliinu (8) také vytvaieji barevné slouceniny, a to pfedev§im Cerveného
odstinu. S nejvetsi pravdépodobnosti 1ze predpokladat, ze uvodni faze vzniku
barevnych sloucenin v ¢esneku sicilském je podobna té u cibule kuchyniské, jen s tim
rozdilem, Ze namisto isoalliinu (4) bude stat na po¢atku kaskady biochemickych reakci
homoisoalliin (8), jenz ma fetézec o jednu methylenovou skupinu delsi. DileZitou roli

hraje také methiin (1), z néhoz puisobenim alliinasy vznika methansulfenova kyselina
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(34). Detailni mechanismus tvorby zakladnich pyrrolickych skelett, od nichz je

riznymi modifikacemi odvozena celd tada latek zodpovédnych za Cervenani cibule

kuchytiské, navrhli Kubec a kol.%® (obrazek 23).
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Obrdzek 23 — Mechanismus c¢ervendni cibule kuchynské dle Kubce a kol.*”®
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3.6.6 Redukce tvorby zbarveni pfi technologickém zpracovani

Zpracovani hlavnich ¢esnekovitych rostlin do podoby prasku, granuli, pyré ¢i
mleté pasty pfinasi pro konecné spotiebitele usporu casu a zjednodusuje davkovani
rostlinnych produktt pii dalsi technologické upraveé. Zména zbarveni, ackoliv probiha
naprosto prirozenymi biochemickymi procesy, je vSak z hlediska jakostniho vniméni
konzumenty naprosto nezadouci, a pro potravinaiské firmy tak pfedstavuje vyraznou
finanéni zatéz.”® Neni tedy s podivem, Ze je vynakladiano pomérné velké usili

k odhaleni mechanismu barevnych zmén u rostlin vyuzivanych v potravinaistvi.

K potlaceni vzniku barevnych latek byla doposud testovana cela tada
organickych i anorganickych slou¢enin.” Jako nejefektivnéjsi se ukdzaly byt cystein,
kyselina askorbova, fosfore¢nan sodny a disifi¢itan sodny, pficemz posledni
jmenovany patii zatim mezi inhibitory nejuc¢innéjsi. Pfidavky téchto sloucenin s sebou
ovSem mohou piinaset urcité problémy. Piikladem mize byt nezadouci sirny piipach
potravindiské suroviny po pifidani cysteinu nebo alergickd odezva na disifi¢itan
sodny.’?> Vyzkousena byla i metoda vyroby &esnekové pasty s piidavkem soli nebo
octa. Takto osetfeny produkt ovSem ztratil viini a chut’, kterou zakaznici od ¢esneku

ocekavaiji.>®

V poslednich letech sméfuji uvahy odborniki zabyvajicich se péstovanim
a zpracovanim Cesneku kuchynského k omezeni ptitomnosti isoalliinu (4). Jedna
potencialni cesta, ukryvajici se v oblastech slechtitelstvi a genetického inzenyrstvi, by
mohla vést k vySlechténi odrid na isoalliin (4) chudych. Druhou moznosti je disledné
dodrZovani teplot panujicich pti skladovani a zpracovani ¢esneku. Lukes ve své praci
uvadi, Ze k zelenani je ¢esnek nachyIngjsi pii skladovani za nizsich teplot (3-12 °C).*
K podobnému zavéru dosli Lee a kol.®® Béhem skladovéni za teplot neptesahujicich
v priméru 12 °C dochazi podle vseho Kk reakei, pti které se isoalliin (4) uvoliuje ze
svého prekurzoru y-glutamyl-S-(prop-1-en-1-yl)cysteinu. Optimalnim postupem pro
komeréni vyrobu se zda byt dvanactitydenni skladovani ¢esnekovych palic pii 3 °C,

po némz nésleduji dalsi dva tydny s teplotou 40 °C.™

Jako dal$i moznosti pro eliminaci vzniku nezadouciho zbarveni se zda byt
snizeni hodnoty pH pod 4, nebot’ pH optimum pro tvorbu barevnych sloucenin se
pohybuije v oblasti mezi 4 a 6.%° Tento krok by mél oviem nasledovat co nejdiive po

rozmélnéni rostlinného materialu. K technologické upravé meziproduktii z ¢esneku
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kuchynského se v neposledni fad¢ vyuziva i vysokotlakého parniho osetteni, které je

V potravinafstvi uplatiiovano zejména pii potladeni vyskytu nezddoucich bakterii.”™

Relativné nedavno navrhli Lee a kol.”® novou metodu zabranujici zelenani
cesneku. Pokud se k ¢esnekovému homogenatu piida lyofilizovany prasek z cibule
kuchynské s aktivnimi enzymy alliinasou a LF synthasou, dojde k potlaceni barevnych

zmen, aniz by se vyraznéji zménilo kyzené ¢esnekové aroma.

30



4 Experimentalni ¢ast
4.1 Pouzité chemikalie a materialy

Chemikalie pro analyzu, syntézu a preparaci

L-Alanin (99 %), allyloromid (99 %), 1,2-dibromethan (99+ %), 1-bromprop-
1-en (98 %), m-CPBA (70-75 %), cystein (99+ %), kyanid draselny (97 %),
tetrahydrofuran (extra suchy) a a-toluensulfonylfluorid (99 %) byly zakoupeny od
firmy Acros Organics (Geel, Belgie). Dichlorethan (> 99 %) byl zakoupen od firmy
Fluka (Buchs, Svycarsko). Acetonitril (HPLC grade) byl zakoupen od firmy
J. T. Baker (Griesheim, Spolkova republika Némecko). Diethylether (p.a.), hot¢ik
(99,98 %), methanol (HPLC grade), pyridoxal-5-fosfat (> 97 %) a siran hofe¢naty
(bezvody) byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).

EDTA (p.a.), hydroxid draselny (p.a.), kyselina trihydrogenfosforec¢na (Cistd)
a peroxid vodiku (30 %) byly zakoupeny od firmy Lachema (Brno, Ceska republika).
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (p.a.), dichlormethan (p.a.), kyselina chlorovodikova
(35 %), kyselina mravenci (98 %), methanol (99,97 %) a pentan (¢isty) byly zakoupeny
od firmy Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika). Glycerol (p.a.) a chlorid amonny
(p.a.) byly zakoupeny od firmy Penta (Praha, Ceska republika).

D,.L-(1-13C)Alanin (99 % atomt C), Dp,L-(2-D)alanin (99 % atomi D),
D,L-(3-D3)alanin (99 % atomi D) a b,L-(**N)alanin (99 % atomi °N) byly zakoupeny
od firmy Isotec (St. Louis, MO, USA).

Chemikalie pro testovani protirakovinné aktivity

Antibiotika (smés penicilinu, streptomycinu a amphotericinu B), fetalni
bovinni sérum (FBS, standardizované), médium DMEM, médium RPMI
a sulfanylethanol (55 mM) byly zakoupeny od firmy Gibco, Life Technologies
(Waltham, MA, USA).

L-Glutamin (Cisty), MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium
bromid] a isotonicky fosfatovy pufr PBS (pH 7,4) byly zakoupeny od firmy Sigma
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Aldrich (St. Louis, MO, USA). Dimethylsulfid-S-oxid (99,99 %) byl zakoupen od
firmy Scharlau (Legden, Spolkova republika Némecko).

Ostatni material

Kolonky C18-SPE (6 ml/1 g a 70 ml/10 g) byly zakoupeny od firmy Supelco
(Bellefonte, PE, USA). Membranové PTFE filtry (0,45 um, 17 mm) byly zakoupeny
od firmy Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). Dialyza¢ni membrana (plocha $itka
23 mm, hrani¢ni molekulova hmotnost 12 400 Da) byla zakoupena od firmy Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Rostlinny material

Cibulky ¢esneku sicilského (Nectaroscordum siculum) byly zakoupeny od
firmy Eurobulb (Zwanenburg, Nizozemsko) v zaii 2014. Palice ¢esneku kuchyiského
(Allium sativum) byly zakoupeny v obdobi fijen 2015 az bfezen 2016 V mistnim

obchodg, kam byly dovezeny z Cinské lidové republiky.

4.2 Pristroje

HPLC separace byly provadény na pfistroji Dynamax SD-210 (Varian, Palo
Alto, CA, USA) s vyuzitim detektoru Varian PDA 335. Pro analytické tcely byla
vyuzivana kolona C-8 (Ascentis, 100 A, 250 x 4,6 mm, 5 um), pro ucely preparativni
pak kolona C-8 (Ascentis, 100 A, 250 x 21,2 mm, 5 pm).

UHPLC-HRMS data byla ziskana s vyuzitim chromatografu UltiMate 3000 RS
UHPLC (Thermo Scientific; Waltham, MA, USA). Pouzita byla kolona Acquity
UHPLC HSS T3 (100 x 2,1 mm, 1,8 um, Waters; Milford, MA, USA) vyhfivana na
45 °C. Mobilni faze se skladala z 10 mM roztoku kyseliny mraven¢i v Milli-Q vodé
(rozpoustédlo A) a methanolu (rozpoustédlo B). Gradient byl nastaven nésledovné:
A/B 80:20 (0 min, pratokovy objem 0,4 ml/min) a 0:100 (15 min, pratokovy objem
0,6 ml/min). Jednotlivé vzorky byly uchovavany v autosampleru pfi teploté 4 °C.

Objem nastiiku ¢inil 5 pl. Hmotnostni spektra s vysokym rozlisenim byla méfena
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pomoci detektoru AB SCIEX TripleTOF 5600 (AB SCIEX, Toronto, ON, Kanada).
Ten byl opatfen iontovym zdrojem DuoSpray. Napéti na jehle pro (+)ESI ¢inilo
+5,0 kV a pro (-)ESI —4,5 kV. Dalsi parametry byly pro obé polarity spole¢né: tlak
zmlzovaciho plynu 35 psi, tlak susiciho plynu 60 psi, ioniza¢ni teplota 600 °C,
potencial Coulombické exploze 60 V. Spektra byla =ziskana metodou IDA
(information-dependent acquisition), a to pii komplexnim skenovani (m/z 100-800,
akumulaéni cas 100 ms) a pii skenovdni vybranych produkovanych iontl

(m/z 50-800, akumulaéni ¢as 40 ms). RozliSovaci schopnost pfistroje v celém rozsahu

meéfeni ¢inilaR > 30 000 FWHM.

GC analyzy byly provadény na chromatografu Varian 3800 (Varian, Palo Alto,
CA, USA), ktery byl opatfeny MS detektorem Varian 4000. VVzorky o objemu 1 pl
byly vstfikovany s vyuzitim splitteru 1:100 na kfemennou kapildrni kolonu HP-5MS
(30 m x 0,25 mm i.d.; tloustka filmu 0,25 um; Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). Provozni podminky byly nastaveny nasledovné: teplota nastiiku 170 °C, teplota
detektoru 250 °C, nosnym plynem bylo helium o pritoku 1,3 ml/min; linearni teplotni
gradient byl nastaven od 130 °C (prvni 3 min staly) do 220 °C, krok 2 °C/min.

'H a C NMR spektralni data byla ziskana s vyuzitim spektrometru Bruker
AVANCE 11l 700 MHz (Bruker, Billerica, MA, USA), ktery byl opatien kryosondou
svysokou citlivosti jadra. H a !3C chemické posuny byly vztazeny k signalu

methanolu (¢ 3,31 a 6 49,0).

Spektrofotometricka data byla ziskdna pomoci pftistroje Specord 210 PLUS
(Analytik Jena AG, Jena, Spolkova republika Némecko) v rozpéti 300-700 nm.

Vlastni narist vinové délky byl nastaven na 1 nm pfi rychlosti 50 nm/s.

K dokumentaci morfologie bun¢k pfi testovani protirakovinné aktivity byl
vyuzit invertovany mikroskop ZEISS Axio Observer Z.1 (Carl Zeiss AG, Jena,

Spolkova republika Némecko), ktery byl vybaven komorou pro udrzeni stalé teploty

(37 °C) a ptivodem COsa.

Pouzity software

Pro vyhodnocovani HRMS/MS spekter byl vyuzivan program Peak View,
verze 1.1.1.2 od firmy AB SCIEX (Framingham, MA, USA).
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4.3 Gradienty vyuzivané v kapalinové chromatografii (HPLC)

METODA A — analyza modrych latek z ¢esneku kuchynského

¢as (min) 10 mM HCOOH (%) methanol (%)

0 52 48
- 30 40 60
0,8 ml/min - LY =
40 15 85

43 52 48

45 52 48

METODA B — preparace modrych latek z ¢esneku kuchynského

¢as (min) 10 mM HCOOH (%) methanol (%0)

0 52 48

pritok 30 40 60
16,8 ml/min 35 15 85
40 15 85

43 52 48

45 52 48

METODA C — analyza zlutych latek z ¢esneku kuchynského

¢as (min) 10 mM HCOOH (%) methanol (%)

0 57 43

30 45 55

priitok 34 43 57
0,8 ml/min 35 15 85
40 15 85

43 52 48

45 52 48



METODA D — preparace zlutych latek z ¢esneku kuchyiského

0 57 43

30 45 55
34 43 57
35 15 85
40 15 85
43 52 48
45 52 48

METODA E — analyza barevnych latek z ¢esneku sicilského

0 43 57

35 15 85
40 15 85
43 43 57
45 43 57

METODA F — preparace barevnych latek z ¢esneku sicilského

0 43 57

35 15 85
40 15 85
43 43 57

45 43 57




4.4 Postupy spojené se studiem tvorby barevnych litek v ¢esneku
kuchyriském a ¢esneku sicilském

Izolace alliinasy z ¢esneku sicilského

K izolaci alliinasy z cibulek ¢esneku sicilského byla vyuzita metoda dle Shena
a Parkina.”” Jednotlivé kroky probihaly vzdy zasnizené teploty (04 °C).
500 g oloupanych cibulek bylo vlozeno do odStaviiovace. Vznikld $téva ostrého
aromatu byla smichana s 250 ml KH2PO4 extrakéniho pufru (0,1 M, pH 7,5, zasobni
roztok o objemu 2 | obsahoval 1 g cysteinu, 2,92 g EDTA, 200 ml glycerolu, 27,22 g
KH2PO4, 10 mg pyridoxal-5-fosfatu a 174 mg a-toluensulfonylfluoridu). Takto
ptipraveny ¢esnekovy homogenat byl za snizeného tlaku zfiltrovan pies Biichnerovu
nalevku s platnem. Po odstfedéni filtratu pti 9 000 rpm (15 min, 4 °C) byl ze systému
odstranén precipitat. K supernatantu byl pfidan siran amonny na uroven 65% nasyceni
a smes se nechala po dobu 60 minut michat v ledové lazni. Po dalsim odstfedéni pfi
9 000 rpm (20 min, 4 °C) byl supernatant slit a sedlina rozpusténa vV minimalnim
objemu extrakéniho pufru (pfiblizné 20 ml). Vznikly roztok byl pfemistén do 40 cm
dlouh¢ dialyzacni membrany s konci zafixovanymi na okrajich dialyzacni nadoby.
Nasledné byla provedena dialyza nejprve proti extrakénimu pufru (19 hodin) a poté
proti destilované vodé (2 x 3 hodiny). Aktivita alliinasy byla vizualné otestovana na

roztoku S-(pyrrol-2-yl)cystein-S-oxidu, ktery po pfidani enzymu zoranzovél.

Priprava S-alk(en)ylcystein-S-oxida

Methiin (1) byl syntetizovan doc. Ing. Romanem Kubcem, Ph.D. alkylaci
L-cysteinu jodmethanem a naslednou oxidaci meziproduktu za vyuziti H20,."®
Analogickym zpusobem byl pfipraven butiin (7) z S-butylcysteinu. V 60 ml
destilované vody bylo rozpusténo 3,4 g S-butylcysteinu. Do vzniklého roztoku bylo
vzapéti ptidano 2,2 ml 30% H202 a smés se nechala za stalého michani reagovat po
dobu 20 hodin, a to pti laboratorni teploté. Pro odstranéni zbytkového H202 bylo do
roztoku piisypano piiméfené mnozstvi MnQO. Jakmile ustala tvorba bublinek
vyvolana katalytickym S§tépenim H20», bylo do roztoku pifidano malé mnozstvi
aktivniho uhli. Smés byla néasledné zfiltrovana ptes skladany filtr a odpafena za

snizeného tlaku ptfi 30 °C. Vysrazené krystalky byly promyty 200 ml acetonu,
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zfiltrovany a na zavér vysuSeny za pokojové teploty. Treti S-alkenylcystein-S-oxid,

homoisoalliin (8), byl izolovan Mgr. Ivetou Stefanovou dle postupu Kubce a kol.*

Modelové reakce S-substituovanych derivati cysteinu vyskytujicich se v ¢esneku

sicilském s alliinasou

Pro potvrzeni ucasti S-substituovanych derivati cysteinu piitomnych
v Cesneku sicilském na vzniku barevnych latek byly pfipraveny modelové reakéni
smési o riznych kombinacich S-alk(en)ylcystein-S-oxidu (1, 7, 8, tabulka 2). Reakce
probihaly v desetimililitrovych sklenénych vialkach, ptfi¢emz celkovy objem kazdé
modelové smési ¢inil 5 ml. Jako reakéni prostiedi byl vyuzit KH2PO4 pufr (0,1 M,
pH 5,5). Jednotlivé zasobni roztoky byly pfipravené tak, aby vysledna koncentrace
ve vialkach ¢inila 0,12 mol/l v pfipadé¢ alaninu a 0,04 mol/l u jednotlivych
S-alk(en)ylcystein-S-oxidi. Do vialek bylo odpipetovano vzdy po 1 ml roztoku
alaninu, 0,5 ml roztoku alliinasy a dle zvolenych kombinaci po 1 ml piislusného
roztoku S-alk(en)ylcystein-S-oxidu. Kazda vialka byla nasledné doplnéna fosfatovym
pufrem na objem 5 ml a uzaviena vickem. Reakce probihaly za stalého michani po
dobu 19 hodin ve vodni lazni vyhiivané na 40 °C. Na zavér bylo provedeno vizualni

zhodnoceni zmén zbarveni.

Tabulka 2 — Slozeni modelovych smési s riiznymi kombinacemi S-alk(en)ylcystein-S-oxidii

alanin methiin butiin homoisoalliin alliinasa
1) () )
modelova smés 1 + + + + +
modelova smés 2 + + + +
modelova smés 3 4 + + +
modelova smés 4 + + +
modelova smés 5 + + +

+
+

modelova smés 6

Extrakce smési thiosulfinati

Priblizné 750 g palic cesneku kuchynského nebo cibulek cesneku sicilského

bylo homogenizovano a odstfedéno v odstaviiovaci. Do vzniklého roztoku bylo
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ptidano 100 ml vody a nasledn¢ byla smés extrahovana diethyletherem (2 x 400 ml).
Zbylé homogenizované rostlinné pletivo bylo umisténo do Biichnerovy nalevky
s filtra¢ni tkaninou a za snizeného tlaku promyto 2 x 150 ml diethyletheru. Obé¢
etherové frakce byly spojeny, zakoncentrovany za snizeného tlaku (< 30 °C)

a uchovany pii —28 °C.

Tvorba barevnych latek v ¢esneku kuchynském — ¢asovy experiment

Podle vyse popsanych postupt byly ptipraveny dva extrakty, kazdy ze 750 g
palic Cesneku kuchyiiského. Extrakty byly rozpu$tény v miniméalnim mnoZzstvi
ethanolu, spojeny a nasledn¢ smichany se 1 700 ml fosfatového pufru (0,5 M KH2POyg,
pH 5,5) s rozpusténym alaninem (0,1 mol/l). Takto pfipraveny roztok byl ponotfen do
vodni ldzné vyhiivané na 40 °C. Reakce probihala za stdlého michdni po dobu
nasledujicich 7 dni, béhem kterych bylo v pfedem zvolenych intervalech odebirano
200 ml roztoku. Intervaly odbérti byly nasledujici: 1 hodina, 2 hodiny, 4 hodiny,
6 hodin, 12 hodin, 24 hodin, 48 hodin a 7 dni. VSechny vzorky byly zfiltrovany a od
kazdého z nich se uchovalo 5 ml pro spektrofotometrickou analyzu. V dal$im kroku
probihalo pfecisténi barevnych latek s vyuzitim kolonek C18-SPE (70 ml/10 g). Na
zaver byly jednotlivé vzorky podrobeny HPLC analyze.

Tvorba barevnych latek v ¢esneku kuchyiském — pH experiment

Dva smichané extrakty ¢esneku kuchynského (kazdy ze 750 g palic) byly
rozpu$tény v minimalnim mnozstvi ethanolu a rozdéleny na osm totoznych dild, které
byly ptelity do stejného poctu 250 ml ban¢k umisténych ve vodni 1azni. Mezitim bylo
piipraveno 1200 ml fosfatového pufru (0,5 M KH2POs) s rozpusténym alaninem
(0,1 mol/l). Tento roztok byl také rozdélen na osm dild, pti¢emz objem kazdého z nich
¢inil 150 ml. Nasledné bylo za vyuziti H3PO4 a KOH upraveno pH jednotlivych dili
na hodnoty 2, 3,4, 5, 6, 7, 8 a 9. Pfipravena sada roztokl byla pfidana k ¢esnekovym
extraktiim a umisténa do vodni 1azné, jez byla vyhtivana na 40 °C. Reakce probihaly
za stalého michani po dobu 7 dni, béhem nichz bylo ve zvolenych intervalech
odebirano 10 ml od kaZzdého roztoku. Tentokrat byly intervaly odbérG zvoleny

nasledovné: 4 hodiny, 12 hodin, 24 hodin, 48 hodin, 72 hodin a 7 dnt. Po kazdém
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odbéru byly vzorky ihned zfiltrovany a ulozeny pii —28 °C. Po uplynuti sedmidenni

reak¢ni doby byl opticky vyhodnocen vliv pH na pribéh zbarveni roztokd.

Tvorba hlavnich barevnych latek z pripravenych extrakti

Pfipravené extrakty byly po vytemperovani na pokojovou teplotu rozpustény
vV malém mnozstvi ethanolu (asi 10 ml). Vznikly nazloutly roztok byl smichan
s alaninem ve fosfatovém pufru (500 ml, 0,5 M KH2POg4, pH 5,5), pti¢emz koncentrace
alaninu ¢inila 0,1 mol/l. Finalni roztok byl ponofen do vodni lazné o teploté 40 °C.
Reakce probihala za stalého michani po dobu 4, 24 ¢i 48 hodin (v ptipadé ¢esneku
kuchyfiského) nebo 19 hodin (v ptipadé cesneku sicilského). Analogickym zplisobem
byly provadény i modelové experimenty s izotopicky substituovanym alaninem

[D.L-(1-13C)Ala, b,L-(2-D)Ala, D,L-(3-Ds)Ala a b,L-(**N)Ala].

Precisténi sloucenin vzniklych reakci smési etherového extraktu s alaninem

Jednotlivé smési se vzniklymi barevnymi slouc¢eninami byly nejprve
zfiltrovany pomoci skladaného filtratniho papiru a poté naneseny na kolonky
C18-SPE (70 ml/10 @) pii zpracovani cesneku kuchynského ¢&i C18-SPE
(6 ml/1 g) pti zpracovani Cesneku sicilského. Nasledné byly kolonky promyty vodou,
pentanem a dichlormethanem, a to vzdy v uvedeném potadi. Pii pouziti kolonek
C18-SPE (70 ml/10 g) ¢inil objem kazdého promyvaciho rozpoustédla 50 ml, pfi
pouziti mensich kolonek C18-SPE (6 ml/1 g) se jednalo o objem 5 ml. Takto eluované
frakce byly vétsinou bezbarvé ¢&i lehce nazloutlé. K eluci zadanych barevnych
sloucenin bylo vyuzito vzdy minimalniho potfebného mnozstvi methanolu a na uplny
zaveér methanolu okyseleného HCI (CH3OH/HCI, 99/1, v/v). Barva roztoku s latkami
vznikajicimi v ¢esneku kuchynském byla tmavé modra (reakéni doba 4 hod) ¢i
zlutozelena (reakcni doba 24 a 48 hod), barva roztoku s latkami vznikajicimi v ¢esneku
sicilském méla zbarveni rizovocervené. Methanol byl na zavér odpaten za snizené¢ho
tlaku (< 30 °C) a vzorky uloZeny pii —28 °C. Pro nasledné HPLC analyzy byly barevné
slouCeniny po vytemperovani na pokojovou teplotu rozpuStény V minimalnim

mnozstvi methanolu, jenz byl doplnén stejnym objemem vody.
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Syntéza allylthiokyanatu

Syntéza allylthiokyanatu byla provedena na zdklad¢ lehce modifikované
metody dle Slatera’® (obrazek 24).

/\/Br + Na;$0;3 —» /\/8\503 + KCN —» /\/SCN

Obrdazek 24 — Syntéza allylthiokyanatu

Allylbromid (48,4 g, 0,4 mol) byl rozpustén ve 140 ml ethanolu. V jiné nadobé
bylo rozpusténo 63,3 g (0,4 mol) Na2S203 ve 140 ml vody. Ob¢€ smési byly smichany
dohromady a vysledny roztok byl zahtfivan hodinu pod refluxem. Po ochlazeni na
pokojovou teplotu byl roztok extrahovan 2 x 200 ml diethyletheru. Do vodné vrstvy
bylo ptidano 26,5 g (0,4 mol) KCN a smés byla po dobu 60 minut michana za stalého
chlazeni v ledové lazni. Béhem probihajici reakce se v roztoku utvotily dvé vrstvy.
Vznikla emulze byla nasledné extrahovana 2 x 250 ml pentanu, naceZ byly organické
vrstvy spojeny a piesuseny bezvodym MgSO4. Odpatenim rozpoustédla za snizeného
tlaku pfi teploté 25 °C bylo ziskano 27 g svétle zluté kapaliny, jejiz Cistota byla ovérena

za vyuziti GC-MS.

Syntéza allyl(prop-1-en-1-yl)disulfidu

Syntéza allyl(prop-1-en-1-yl)disulfidu byla provedena podle metody Wijerse
a kol.% (obrazek 25).

THF S
B
Mg + /\/ r - C, /\/MgBr » /\/SMgBr
° 0°C

THF /\/SCN
A T g

Obrdzek 25 — Syntéza allyl(prop-1-en-1-yl)disulfidu
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Hot¢ik (8,5 g, 0,34 mol) byl suspendovan ve 30 ml extra suchého THF
umisténého V trojhrdlé banice opatfené ptikapdvaci batikou, teplomérem a zpétnym
chladi¢em. Za stalého michani byl ke smési pomalu ptikapavan roztok 37 g (0,3 mol)
prop-1-en-1-ylbromidu a 3,5 g (35 mmol) 1,2-dichlorethanu ve 120 ml THF. Reakce
byla zahajena velmi opatrnym zahiivanim pomoci fénu a po nastartovani probihala
pod refluxem (teplota smési ¢inila 60—70 °C). V okamziku, kdy vétSina hoiciku
zreagovala, byla smés ochlazena na pokojovou teplotu. Za stdlého michéani a chlazeni

bylo do reakéni smési po malych davkach piidano 9,6 g (0,3 mol) siry.

Ptiblizné 20 minut od pfidani veskerého mnozstvi siry bylo do smési prikapano
30 g (0,3 mol) allylthiokyanatu ve 30 ml THF. Za dal$ich 30 minut dukladného
michani bylo do smési pfidano 150 ml 25% NH4Cl. Probéhla relativné boutliva reakce,
pii niz se utvofily dvé vrstvy. Vodna (spodni) vrstva byla extrahovana 2 x 150 ml
dichlormethanu. VSechny organické faze byly spojeny a presuseny bezvodym MgSOa.
Rozpoustédlo bylo nasledné odpaieno za snizeného tlaku (< 30 °C). Po odpafeni
zustalo v bance piiblizn¢ 40 ml hnédé, silné zapachajici kapaliny. Ta byla
vydestilovana za snizeného tlaku pii 60—70 °C (8 mm Hg) a analyzovana pomoci

GC-MS. Koneény vytézek syntézy ¢inil asi 20 g kapaliny svétle Zlutého zbarveni.

Oxidace allyl(prop-1-en-1-yl)disulfidu na thiosulfinaty

Oxidace pripraveného allyl(prop-1-en-1-yl)disulfidu na S-allyl-prop-1-en-
thiosulfinat a S-(prop-1-en-1-yl)-prop-2-enthiosulfinat byla provedena dle metody
Kubce a kol.>® (obrazek 26).

Obrdzek 26 — Oxidace allyl(prop-1-en-1-yl)disulfidu na thiosulfindty

Allyl(prop-1-en-1-yl)disulfid (2,92 g, 0,02 mol) byl smichan se 100 ml
dichlormethanu podchlazeného na —20 °C. Vznikla smés byla umisténa do vodni lazné

s ledovou tfisti a za stalého michani k ni bylo pfidano 4,5 g 70% m-CPBA (0,02 mol).
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Postupné se utvofila zakalend smés bilé barvy, kterd byla po 60 minutach zfiltrovana
ptes Biichnerovu nalevku. Na zavér bylo rozpoustédlo odpateno za snizeného tlaku
(< 30 °C). Po jeho odpaieni zistalo v baice asi 5 ml Zlutavé kapaliny medovitého

charakteru, jez byla do dalSiho zpracovéani uchovana pii —28 °C.

Piiprava barevnych latek z modelové smési syntetickych thiosulfinati

Roztok syntetickych S-allyl-prop-1-enthiosulfinatu a S-(prop-1-en-1-yl)-prop-
2-enthiosulfinatu (2,4 g thiosulfinati ve 24 ml acetonitrilu) byl smichan s 500 ml
0,5M KH2POs (pH 5,5), vnémz bylo rozpusténo 0,05 mol L-alaninu. Reakce
probihala za stalého michani ve vodni lazni vytemperované na 40 °C po dobu 4, 24
¢i 48 hodin. Vzniklé barevné roztoky byly pokazdé naneseny na kolonku C18-SPE
(70 ml/10 g), ktera byla nasledné promyta 50 ml vody, pentanu a dichlormethanu.
K eluci zadanych latek bylo vyuZzito minimalniho mnozstvi methanolu a methanolu
okyseleného HC1 (CH3OH/HCI, 99/1, v/v). Rozpoustédlo bylo nasledné odpafeno za
snizeného tlaku (< 30 °C) a odparek byl uchovan pii —28 °C.

Izolace vybranych barevnych slouc¢enin

Ze smési barevnych sloucenin vzniklych reakcemi alaninu s pfislusnymi
diethyletherovymi extrakty byly pomoci C8 preparativni HPLC (Cesnek kuchynsky —
METODY B a D, cesnek sicilsky — METODA F) izolovany barevné latky, jejichz
Cistota byla ovétena C8 analytickou HPLC (Cesnek kuchynisky — METODA A, ¢esnek
sicilsky — METODA E). Frakce s potiebnou ¢istotou byly nasledné podrobeny NMR

analyze.

Testovani protirakovinné aktivity slouceniny G-371

Experimenty souvisejici s protirakovinnou aktivitou byly provadény Mgr.
Kristynou Kupcovou. Aktivita slouceniny G-371 byla testovana na lidskych
nadorovych buiikach délozniho ¢ipku (HeLa), jater (Hep2GQ) a slinivky btisni (PATU),
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které byly kultivovany V inkubatoru za konstantni teploty 37 °C vV atmosféie
s obsahem 5 % COx.

V tvodni fazi testovani byla upravena a do zasobnich lahvi pievedena
zakoupena média. 500 ml pfipraveného vodného roztoku média DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) ur¢eného pro nadorové bunky jater a slinivky bfisni ve
vysledku obsahovalo 5,7 ml antibiotik, 57 ml fetdlniho bovinniho séra, 5,7 ml
L-glutaminu a 0,57 ml sulfanylethanolu. 500 ml vodného roztoku RPMI (Roswell Park
Memorial Institute Medium) ur¢eného pro nadorové bunky délozniho Ccipku

obsahovalo 5,7 ml antibiotik, 57 ml fetalniho bovinniho séra a 5,7 ml L-glutaminu.

Zasobni lahve s médii byly spoleéné s PBS a roztokem trypsinu (3 dily
trypsinu, 7 dilti vody) umistény do vodni 1azn¢€ vytemperované na 37 °C. Mezitim byly
zZ inkubatoru odebrany kultiva¢ni nddoby s buiikami, z nichZ bylo vylito staré médium.
Nédorové buniky pfichycené na sténach nadob byly proplachnuty malym mnozstvim
PBS a nasledné 0,5 ml roztoku trypsinu. Jakmile se buiiky zac¢aly oddélovat od stén,
bylo knim pfilito malé mnozstvi vhodné zvoleného média. Pomoci nasavani

a vypousténi bunééného roztoku pipetou bylo dosazeno homogenizace smési.

S vyuzitim Biirkerovy komurky a mikroskopu byl roztok fedén piidavkem
dalsiho média az do okamziku, kdy 1 ml roztoku obsahoval ptiblizn¢ 200 000 bungk.
Takto upraveny roztok byl mikropipetou pfeveden na kultivacni desticku (jedna jamka
obsahovala 200 pl roztoku, coz odpovidalo 40 000 buikam na jamku). Desti¢ka byla

posléze umisténa do inkubatoru pfi teploté 37 °C.

Nasledujici den bylo do jamek ptidano po 10 pl roztoku média s rozpusténou
latkou G-371. Zvolené koncentrace vypadaly nasledovné: 100 pmol/l, 10 umol/l,
1 umol/l a 0,1 pumol/l. Kultivaéni desticka se nechala inkubovat dal$ich 72 hodin
Vv inkubatoru. Po uplynuti potiebné doby bylo do jednotlivych jamek pfidano po 10 pl
roztoku MTT (koncentrace 4 mg/ml), ktery se nechal ptisobit po dobu 4 hodin. Posléze
byla kapalna faze z jamek vylita a misto ni bylo pfidano po 200 pl dimethylsulfid-S-
oxidu. Probéhla dalsi inkubace, tentokrat po dobu 60 minut. Na uplny zavér bylo
provedeno spektrofotometrické stanoveni pro ureni zivotaschopnosti sledovanych

bunék Vv jednotlivych jamkach.
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5 Viysledky a diskuse

5.1 Tvorba barevnych slou¢enin v ¢esneku kuchynském

Pro studium barevnych sloucenin byly jednotlivé experimenty provadény
s vyuzitim modelovych smési pfipravenych z diethyletherovych extrakti cesneku
kuchynského (poptipadé ¢esneku sicilského) nebo ze syntetickych thiosulfinatt. Prvné
zminéné uspofadani je vyuzivano velkou ¢asti védeckych tymu, které se barevnymi
zménami probihajicimi v ¢esnekovitych rostlinach zabyvaji, jelikoz manipulace pfimo
s cesnekovym homogenatem znacné komplikuje laboratorni analyzy. Za hlavni
vyhody extraktl pfevedenych do roztoku lze povazovat lepSi regulaci reakcénich

podminek a pomérné kvalitni reprodukovatelnost vysledkd.

V soucasné dobé je v odborné literatufe jiz pomérné¢ dobfe zdokumentovan
vyznam sirnych derivati cysteinu coby vychozich prekurzori reakei vedoucich
K barevnym zménam V Cesnekovitych rostlinach. Dale bylo zjisténo, ze svou
vyznamnou ulohu Ve studované problematice sehravaji také aminokyseliny. Pro tuto
praci byl zvolen L-alanin, a to zejména S prihlédnutim k dostupnosti jeho izotopicky

substituovanych forem, které byly vyuZity pro snazsi interpretaci MS spekter.

5.1.1 Zména zastoupeni barevnych latek v ¢ase

Ke zjisténi zmén v zastoupeni barevnych latek v case byly podle vyse
uvedenych postupt pfipraveny dva diethyletherové extrakty celkem z 1 500 g ¢esneku
kuchyniského, které byly spojeny a smichany s alaninem rozpusténym v 1 700 ml
KH2PO4 pufru (pH 5,5). Ve zvolenych intervalech bylo odebirano po 200 ml roztoku,
pficemz intervaly odbéri byly zvoleny nasledovné: 1 hodina, 2 hodiny, 4 hodiny,
6 hodin, 12 hodin, 24 hodin, 48 hodin a 7 dnt. Po zfiltrovani ptes PTFE filtry byla

zméfena UV-vis spektra jednotlivych vzorku pti vinové délce 300-700 nm (graf 1).

Naméfené vysledky se shoduji s poznatky, které ve své praci uvadi Lee a kol.®*

Je mozné si povSimnout, ze nejveétsi absorbanci pii vinové délce tésné pod 600 nm
vykazuji roztoky po 4, 6 a 12 hodinach. Z téchto tfi ma pak nejmensi absorbanci

Vv oblasti kolem 435 nm roztok ¢tyfhodinovy, ktery se tak jevi jako idealni k preparaci

44



2,5

2
=)
< 15
8
c
@
2
é 1
<
0,5
0
300 350 400 450 500 550 600 650 700
Vlnova délka (nm)
———po 1 hod. po 2 hod. po 4 hod. po 6 hod.
——po12hod. ——po24hod. ——po48hod. ——po 7 dnech

Graf 1 — Vyvoj absorbance smési cesnekového extraktu s alaninem v case (pH 5,5)

modrych latek. Naopak nejvétsi absorbanci v této oblasti svételného spektra vykazuje
roztok po 7 dnech, nasledovany roztoky po 48 a 24 hodinach. Z ¢asového hlediska se
tedy pro preparaci zlutych latek jevi jako nejvhodngjsi posledni dva jmenované
roztoky, tedy ty inkubované po dobu 24 a 48 hodin. Z celkového pohledu na graf 1
vyplyva, ze v prvnich n€kolika hodindch po zahajeni reakci dominuji v systému latky
modré, jejichz mnozstvi se s pribyvajicim ¢asem snizuje. Protichiidnym trendem je

postupné zvySovani absorbance v oblasti kolem 435 nm.

Na obrazku 27 je zdokumentovan vyvoj zbarveni smési ¢esnekového extraktu
s alaninem v case prostiednictvim vyfotografovanych vialek s roztoky odebranych ve
zvolenych intervalech. Je mozné si povSimnout, Ze jiz po 1 hodin€ od zah4jeni
experimentu bylo pozorovano lehce namodralé zbarveni, jehoz intenzita se postupné
zvySovala aZ do roztoku odebraného po Sestihodinové inkubaci. V tomto okamziku se
ve smeési zaCala objevovat barva zelend, jez byla svelkou pravdépodobnosti
zapric¢inéna soucasnym vyskytem latek modrych a zlutych, jejichz kombinace se dle

odborné literatury podili na zelenani ¢esnekovych strouzkii. S postupem casu se zelené

zbarveni roztoku snizovalo za postupné tvorby zlutého odstinu.
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Obrazek 27 — Zmeéna zbarveni smési cesnekového extraktu s alaninem v case (pH 5,5)

5.1.2 Vliv pH na probihajici barevné zmény

Pro zjisténi vlivu pH na probihajici barevné zmény ve smési extraktu z ¢esneku
kuchyniského s alaninem bylo dle vySe uvedenych postupt pfipraveno celkem osm
reakcnich systémut s pH v hodnotach 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 a9, z nichz bylo ve zvolenych
intervalech odebirdno po 10 ml roztoku. Intervaly odbért byly tentokrat nasledujici:
4 hodiny, 12 hodin, 24 hodin, 48 hodin, 72 hodin a 7 dni. Produkované zbarveni
roztokd dokumentuji obrazky 28a—h.

Experiment s riznymi hodnotami pH pfinesl celou fadu zajimavych poznatkd.
Ptredevsim bylo potvrzeno pH optimum pro maximalizaci vytézku barevnych latek
z esneku kuchymiského, zmifiované naptiklad v odbornych pracich Kima®® ¢ Kubce
a kol.,%? v nichz se hovoii o pH blizkému hodnoté 6. Kdyz porovname nize uvedené
fotografie, miZeme si povSimnout, Ze nejsytéj$i modré zbarveni po 4 a 12 hodinach
od zapoceti experimentu vykazuji roztoky s pH 5, 6 a 7 (obrazky 28d, 28e a 28f).
S ptihlédnutim k faktu, Ze silné narusené pletivo Cesnekovych strouzkii postupné

zelena, jevi se pH 5,5 zvolené pro modelové experimenty jako nejvhodnéjsi.

Dle ptedpokladt vedly extrémni hodnoty pH v kysel¢ 1 zdsadité oblasti spektra
k odlisnému priubéhu zbarveni reakénich systémi. V nejkyselejsich roztocich (obrazek
28a a 28b) nebylo pozorovano zadné modré zbarveni, ale i pfesto se zde zacalo

po 48 hodinach od za¢atku experimentu objevovat zbarveni zluté, kterému pii hodnoté
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Obrazky 28a-h — Vliv pH na zbarveni jednotlivych smési
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pH 3 jeste predchazel lehce nazelenaly odstin. To neni pfekvapenim, nebot’ jak jiz bylo
uvedeno Vv teoretické ¢asti této diplomové prace, proces zelenani Cesnekovych
strouzk®l naloZenych Vv kyselém octovém roztoku se v nékterych oblastech Cinské
lidové republiky vyuziva pro ziskani zelen¢ho ,,Laba* Cesneku, jenz tvoii hlavni
pokrm podavany pfi oslavach ¢inského Nového roku. Pti pH 8 (obrazek 28g) se zprvu
vytvofil nafialovély roztok, jenz ale po 24 hodinach zacal ptechazet v roztok
Zlutohné¢dého zbarveni, které bylo zaznamenano vesmés pii vSech odbérech

z modelové smési s pH 9 (obrazek 28h).

Pii komplexnim pohledu na uvedené fotografie 1ze vypozorovat, ze doba kolem
24 hodin od zapoceti reakci (s vyjimkou u systému s pH 9) se jevi jako jakysi bod
zlomu, pfi némz se dosavadni barevny charakter jednotlivych roztoki méni. Do tohoto
okamziku je obecnym trendem zvySovani intenzity zbarveni, jez ale posléze zacne
Klesat za vzniku svétlejsiho zlutého az Zlutohnédého odstinu, ktery lze pozorovat

Vv sedmidennich vzorcich.

5.1.3 UHPLC-HRMS/MS identifikace hlavnich barevnych sloucenin

Pro UHPLC-HRMS/MS analyzu byly vyuzity tfi barevné roztoky ziskané
reakci smési diethyletherového extraktu z cesneku kuchynského s alaninem, jejichz
reakéni Cas €inil 4 hodiny, 24 hodin a 48 hodin. Navrhy pfedpokladanych struktur
dominantnich latek byly posléze vytvoieny na zakladé porovnani HRMS/MS spekter
barevnych sloucenin vytvofenych reakci smési Cesnekového extraktu s alaninem
a reakci smési ¢esnekového extraktu se Ctyfmi riznymi izotopicky substituovanymi
alaniny [p,L-(3-Ds)alanin, p,.-(**N)alanin, b,L-(2-D)alanin a p,L-(1-*3C)alanin], jejichz

struktury ptiblizuje obrazek 29.

CD3—?H—COOH CHy—CH—COOH CH3—(|2D—COOH CH3—$H—13COOH
NH, I5SNH, NH, NH,
D,L-(3-Dj3)alanin p.L-('’N)alanin D,L-(2-D)alanin p,L-(1-13C)alanin

Obrdazek 29 — Izotopove substituované alaniny vyuzité pro tvorbu barevnych latek
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Celkem se podarilo detekovat patnact hlavnich sloucenin, které se podileji na
barevnych zménach probihajicich pti zpracovani cesneku kuchynského. Pro veétsi
piehlednost v uvadénych vysledcich byl pro tuto diplomovou praci zvolen systém
znaceni jednotlivych barevnych latek na zakladé jejich vyskytu v daném druhu
zeleniny a stanovené relativni molekulové hmotnosti. Pro ¢esnek kuchynsky bylo tedy
zvoleno kédové oznaceni G (z anglického vyrazu ,,garlic), pro ¢esnek sicilsky pak
oznaéeni S (z anglického pojmu ,,sicilian honey garlic®). Cislo za poml¢kou oznaéuje
relativni molekulovou hmotnost dané slouceniny, jez byla zjisténa pomoci HRMS/MS

analyz.

S vyuzitim UHPLC dat (obrazek 30) se podatilo potvrdit skutecnost, ze
vyskytem zlutych a modrych sloucenin. Absorpéni maximum latek modrych se
nachazi hlavné v oblasti 560—580 nm, absorp¢ni maximum latek Zlutych pak v oblasti
420-450 nm. Pfitomnost téchto dvou dominantnich skupin barevnych latek jiz diive
detekovali Yamaguchi a kol.,% kte¥i jako prvni vyslovili hypotézu o pii¢inach vzniku
zeleného zbarveni ¢esnekovych strouzki. Ziskané vysledky se také shoduji se zavéry

Cho akol.,®® ktefi poukazuji na fakt, Ze barevnych zmén probihajicich v &esneku

kuchyniském se €astni minimalné osm riznych latek.

Na zéklad¢ blizsiho srovnani UHPLC chromatogramu jednotlivych reakénich
systémil z obrazku 30 bylo opét potvrzeno i pozorovani Leeho a kol.,®* tykajici se
vzajemného zastoupeni modrych a Zlutych slou¢enin. Po ¢tyfech hodinach od zapoceti
reakci dominovaly v roztoku latky modré, u nichz byl po 24 hodinach od zacatku
experimentu pozorovan jejich postupny tbytek ve prospéch vyskytu latek Zlutych.
V reakénim systému po 48 hodindch pak pfevazovaly latky zluté a zacala se také

objevovat celéd fada produkti nebarevnych.

Za zminku stoji pfedev$im sloucenina G-371, ktera podle dosavadnich
informaci hraje pii tvorbé barevnych latek v ¢esneku kuchyiském velmi dilezitou roli.
Tato sloucenina se ve velkém zastoupeni vyskytovala ve smésich po 4 a 24 hodinéch,
ale podarilo se ji identifikovat dokonce i po 48 hodinach od zapoceti reakci. Pfi
pohledu na latky s absorpénim maximem v oblasti kolem 420 nm lze vyslovit
hypotézu, Ze vyznamnou roli pro tvorbu slou€enin zlutého zbarveni bude hrat latka

G-293, jejiz zastoupeni bylo v pozdéjsich odberech také pomérné velkeé.
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Obrdzek 30 — UHPLC chromatogramy barevnych latek vznikajicich v cesneku kuchyriském
(nahore po 4 hodinach, uprostred po 24 hodinach, dole po 48 hodindch)
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Tabulka 3 — HRMS data dominantnich barevnych sloucenin z cesneku kuchyrnského

[M +H]* [M +H]*

TP Amax o, Lo, rozdil sumarni
sloucenina (nm) aneDrae)na teo(rlgg)cka (ppm) e — RDB
G-293 424 293,1502 293,1496 2,1 CisH21N204 7
G-333 445 333,1813 333,1809 1,2 C18H25N204 8
G-347 453 347,1607 347,1601 1,6 C18H23N205 9
G-351 440 351,1915 351,1914 0,1 Ci1sH27N205 7
G-371 567 371,1958 371,1965 1,2 C21H27N204 10
G-385 575 385,2123 385,2122 0,6 C22H29N204 10
G-395 439 395,2177 395,2177 0,1 C20H31N206 7
G-411 598 411,2278 411,2278 0,1 C24H31N204 11
G-429 580 429,2378 429,2384 0,5 C24H33N205 10
G-437a 437 437,1560 437,1563 0,7 Ca1H29N204S, 9
G-437b 451 437,1734 437,1741 1,6 C21H20N206S 9
G-439 447 439,1719 439,1720 0,2 C21H31N204S; 8
G-459 577 459,2486 459,2490 1,0 CasH35N206 10
G-473 578 473,2639 473,2646 1,3 C26H37N206 10
G-515 602 515,2029 515,2033 0,7 C27H35N204S: 12

V tabulce 3 jsou dale uvedena HRMS data patnacti dominantnich barevnych
sloucenin vznikajicich smichanim diethyletherového extraktu pfipraveného ze
strouzkl ¢esneku kuchyniského s alaninem. Pro zavérecné vyhodnoceni byly vyuzity
udaje ziskané v pozitivnim modu ionizace (+)ESI, a jednotlivé molekulové hmotnosti
jsou tak uvadény ve formé [M + H]* adukti. Je ale nutné podotknout, Ze hmotnosti
nékterych latek odpovidaji pouze ionizovanému stavu M*, jelikoZ se tyto slouceniny
vyskytuji v jiz protonizované form¢. Ke spolehlivému rozliSeni obou ionizovanych

forem by bylo zapotiebi znat presnou strukturu uvedenych sloucenin.

Pfi bliz§im studiu tabulky 3 je mozné povsimnout Si né€kolika zakladnich fakta.
Ackoliv jsou vychozimi prekurzory pro tvorbu barevnych latek S-substituované
derivaty cysteinu, na zaklade¢ dostupnych informaci tykajicich se zejména mechanismu
cervenani cibule kuchynské se ocekavalo, ze barevné slouceniny vznikajici v ¢esneku
kuchynském jiz siru obsahovat nebudou. Ptesto byly zaznamenany Ctyfi slouceniny,
ve kterych je sira zabudovana. Ze sumarnich vzorcl identifikovanych latek dale
vyplyva, ze se na jejich stavbeé podili vzdy dvé molekuly alaninu, coz bylo nésledné
potvrzeno s vyuzitim experimentti s jejich izotopicky substituovanymi formami

(ptiloha, tabulky a—d). Dvé molekuly alaninu pfispivaji do sumarniho vzorce celkem
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dvéma atomy dusiku, ¢tyfmi atomy kysliku, Sesti atomy uhliku a deseti atomy vodiku.
Z tabulek a—d uvedenych v ptiloze je patrné, Zze pti pouziti D,L-(3-Ds)alaninu vzrostla
molekulovd hmotnost barevnych latek o 6 Da a pii pouziti D,L-(**N)alaninu,

D,L-(2-D)alaninu a b,.-(1-*3C)alaninu &inil nartist molekulové hmotnosti vzdy 2 Da.

5.1.4 Stanoveni struktury latky G-371

Sloucenina G-371 patii k latkam, které se po 4 hodinach od zapoceti reakce
smési diethyletherového extraktu z cesneku kuchynského s alaninem tvoti ve srovnani
S ostatnimi slouceninami vV pomém¢é dominantnim mnozstvi. Za vyuziti preparativni
HPLC (METODA B) se tuto vyznamnou latku podatilo izolovat v ¢istoté potiebné pro
NMR analyzu.

Slougenina G-371 byla jiz ¢aste¢né popsana Imaiem a kol.,% kterym se ale
nepodafilo dopracovat az kjeji spektralni analyze. Tu se vroce 2015 povedlo
uskuteénit Kubcovi a kol.®® p#i studiu barevnych latek izolovanych z cibule a poru. Na
zaklad¢ doposud zjisténych dat muZzeme fici, Ze sloufenina G-371 se tucastni
barevnych zmén probihajicich u potravinaisky nejvyznamnéjsich cesnekovitych
rostlin. Jeji UV-vis absorpéni maximum ¢ini Amax = 567 nm a rozpusténim
V minimalnim mnoZstvi methanolu tvoii syté¢ fialovy roztok, v némz je za nizkych
teplot kolem -28 °C pomérné stabilni (k jejimu rozkladu nedoslo dokonce ani po
nékolikamési¢nim skladovani). (+)ESI HRMS data (tabulka 3) odpovidaji sumarnimu
vzorci Co1H27N204 (M zmétena = 371,1958 Da, M teoreticka = 371,1965 Da, Cislo

nenasycenosti = 10).

Na zékladé experimentl s jednotlivymi izotopicky substituovanymi alaniny
(ptiloha, tabulky a—d) bylo zjisténo, ze se na stavbé této barevné latky podili dvé
molekuly zminéné aminokyseliny. Ty jsou podle dostupnych dat zabudované ve dvou
pyrrolovych jadrech propojenych tifuhlikatym mistkem. H NMR spektrum
slouceniny G-371 (tabulka 4) obsahovalo sedm signali odpovidajicich pfitomnosti tii
riznych skupin CHsz— (0 1,84, 2,14 a 2,46), jednomu uspotadani —-CH- (¢ 2,42) a tfem
—CH= (0 7,41, 7,82 a 8,00). 13C data ukazala na pritomnost jedendcti riznych atomi
uhliku (Styfi se nachazely v hybridizaci sp?, Sest vykazovalo hybridizaci sp? a jeden

byl soucasti karboxylové skupiny). V tabulce 4 jsou pro srovnani uvedena také NMR
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data slouteniny PUR-1 ziskana Imaiem a kol.®® Hodnoty chemickych posunti
v aromatické ¢asti molekul jsou u obou latek velmi podobné. Jejich struktury pak

priblizuje obrazek 31.

Tabulka 4 — NMR data sloucenin G-371 a PUR-1

in_ten;ita s s iqten;ita s
e e G eem SRR T Gem)
2/2 7,82 2H,s 1409 7,75 S H-9' 140,9
3/3 127,9 128,0
4/4' 140,2 138,8
5/5' 135,0 135,4
6/8 8,00 2H,d 13,2 146,4 8,07 d 13,5 146,4
7 7,41 1H,t 13,2 119,4 7,39 dd 13,5 119,6
9/9" 2,14 6H, s 9,8 2,02 S 9,8
10/10° 2,46 6H, s 13,4 2,36 S 13,5
11/11° 173,4 173,6
12/12 5,42 2H, q 7,1 56,1
13/13" 1,84 6H, d 7,1 18,2

Systematicky nazev slouceniny G-371 bude tedy (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.

COOH R 11

R =-CH, (G-371)
-CH(CH3), (PUR-1)

Obrazek 31 — Struktura sloucenin G-371 a PUR-1
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5.1.5 Pravdépodobné struktury hlavnich barevnych sloucenin

Na zaklad¢ vSech ziskanych dat lze vyvodit podobu obecného sumarniho
vzorce studovanych barevnych slouc¢enin, jenz tedy bude CyHxN20yS;, kde v = 15-27,
X = 21-37,y = 46 a z = 0-2. Podle dosavadnich znalosti by méla vétSina latek
obsahovat dvé molekuly 2-(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-1-yl)propanové kyseliny spojené
tiiuhlikatym mustkem s tim, Ze pyrrolova jadra mohou nést dalsi postranni fetézce.
Zakladni skelet téchto sloucenin tedy nejspise obsahuje dvacet jedna atomut uhliku.
Uhliky nad ramec zdkladniho skeletu budou soucasti postrannich fetézct navazanych
na pyrrolova jadra v polohach 2 a/nebo 5. Z téchto informaci vyplyva, ze sloucenina
G-293, obsahujici ve svém fetézci patnact uhlik, bude tvofena pouze jednou
2-(3,4-dimethyl-1H-pyrrol-1-yl)propanovou kyselinou. Jak ale indikuji HRMS data
latek vzniklych reakci cesnekového extraktu s izotopicky substituovanymi alaniny,
Zluta slouc¢enina G-293 obsahuje i pies vyskyt pouze jednoho pyrrolového jadra dvé
zabudované molekuly alaninu. Jeden alanin bude tedy pfimou soucasti pyrrolového
jéadra, zatimco druhy se bude podilet na stavbé postranniho fetézce molekuly. Podobné

usporadani 1ze tedy podle vSeho ocekavat u vétsiny zlutych latek.

NavrZené struktury hlavnich barevnych latek s Amax = 560-600 nm

S vyuzitim HRMS dat a simulované fragmentace provedené v programu Peak
View byly navrzeny pravdépodobné struktury hlavnich barevnych sloucenin, jejichz
Amax Se pohybuje v oblasti 560-600 nm. Jako naprosto zakladni se v procesu vzniku
téchto barevnych slou€enin jevi latka G-371, jejiz strukturu se podatilo potvrdit NMR
analyzou. Od tohoto zakladniho skeletu jsou déale odvozeny ptredevsim latky G-385
a G-411 (obrazek 32).

K modifikaci postranniho fetézce slouceniny G-371 dochazi s nejveétsi
pravdépodobnosti za tcasti karbonylovych sloucenin, které ve vodném prostiedi
vznikaji pfeménou z thiosulfinati. V pfipad¢ cesneku kuchyiiského se tedy jedna
zejména o formaldehyd (23) a akrolein (25). Jak naznacuje obrazek 32, z hlediska
reakéniho mechanismu se lze oprdvnéné domnivat, Ze navazani karbonylovych
slouCenin na pyrrolové jadro probéhne formou kysele katalyzované elektrofilni

substituce. V dalsi fazi bude nasledovat dehydratace postrannich fetézcti doprovazena
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posunem = elektronti na pyrrolovém jadre. Tento stav ale neziistane po delsi ¢asovy
usek a pyrrolové jadro zacne podle vseho vykazovat tendenci k navratu do energeticky
vyhodnéjsiho stavu, ¢imZ dojde k vytvofeni ptivodniho uspofadani dvojnych vazeb.
V piipadé tvorby slouceniny G-411 probéhne posun dvojnych vazeb pravdépodobné

I na postrannim fetézci molekuly.

(23) ,/H+ H\ (25)

\(COOH YCOOH \(COOH YCOOH
NN

G411
_H"

G-385

Obrdzek 32 — Navrzené struktury hlavnich barevnych latek s Amax = 560-600 nm
a pravdepodobny mechanismus jejich vzniku
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Navrzené struktury hlavnich barevnych latek s Amax = 420—-460 nm

Znacnd pozornost pifi studiu zmén zbarveni odehrdvajicich se v Cesneku
kuchyniském byla vénovana zlutym latkam, jejichZ Amax miZzeme ocekavat v oblasti
420-460 nm. Informace z odbornych ¢lanka vénujicich se témto strukturam jsou ale

doposud velmi sporadické, a jedna se tedy o pomérné neprobadané téma.

| vtomto ptipadé byly na zdkladé HRMS dat a simulované fragmentace
v programu Peak View navrzeny pravdépodobné struktury Zluté zbarvenych
sloucenin. Zakladnim skeletem pro tvorbu celé fady odvozenych latek se zda byt
(E)-2-[3,4-dimethyl-2-(3-oxoprop-1-en-1-yl)-1H-pyrrol-1-yl]propanova kyselina
(G-222, obrazek 33). Zdrojem postranniho tiiuhlikatého fetézce navazaného na

pyrrolové jadro bude s nejvétsi pravdépodobnosti akrolein (25).

\\T/COOH

N

G-222

Obrazek 33 — (E)-2-[3,4-dimethyl-2-(3-oxoprop-1-en-1-yl)-1H-pyrrol-1-y//propanova
kyselina

Zéakladni studované slouceniny S Amax V Oblasti 420-460 nm, jez ve svych
fetézcich nemaji zabudované atomy siry, se vyznacuji jednim spole¢nym znakem,
kterym je piitomnost maximalné osmnacti atomu uhliku obsazenych v kazdé
molekule. lkdyz tento pocet nesta¢i na utvofeni tfiuhlikatého mistku mezi
pyrrolovymi jadry, experimenty s izotopoveé znacenymi alaniny odhalily, Ze vSechny
identifikované barevné slouceniny obsahuji vzdy dvé molekuly této aminokyseliny.
Jedna molekula alaninu se tedy bude podilet na stavbé pyrrolového jadra, zatimco
druha bude navazana v postrannim fetézci. Navrzené struktury hlavnich zlutych

sloucenin znazoriiuje obrazek 34.

Kromé¢ téchto zakladnich latek se s vyuzitim HRMS/MS analyz (tabulka 3)

podaftilo identifikovat nékolik slou€enin, jejichz sekelet je s velkou pravdépodobnosti
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G-347 G-351

Obrazek 34 — Pravdepodobné struktury hlavnich Zlutych latek z cesneku kuchynského

tvoten také jednim ¢i dvéma atomy siry. Pomoci modelové fragmentace se podatilo
navrhnout predpokladané struktury latek G-437a a G-439 (obrazek 35). Sumarni
vzorec slouceniny G-437a je C21H20N204S; (Cislo nenasycenosti 9) a sumarni vzorec
latky G-439 lze vyjadiit zapisem C21H31N204S; (Eislo nenasycenosti 8). Pii pohledu
na uvedena data lze usoudit, ze celkovy pocet uhlikl téchto barevnych sloucenin by
sice teoreticky stacil na utvofeni dvou pyrrolovych jader propojenych tfiuhlikatym
mustkem, ale modelova fragmentace provedend v programu Peak View naznacuje

pfitomnost pouze jednoho pyrrolového jadra.

Pti modifikaci postranni ¢asti pyrrolového jadra hraji v tomto ptipadé€ s nejvetsi
pravdépodobnosti dillezitou roli thioslouceniny, které se podle v§eho mohou propojit

za vzniku disulfidického mustku.

G-437a G439

Obrazek 35 — Pravdepodobné struktury sloucenin G-437a a G-439
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5.1.6 Pravdépodobny mechanismus vzniku barevnych litek v ¢esneku
kuchynském

S vyuzitim vSech dosavadnich znalosti je mozné sestavit pravdépodobny
mechanismus vzniku barevnych sloucenin v ¢esneku kuchynském (obrazek 36).
Vychozimi prekurzory celého procesu jsou tfi S-substituované derivaty cysteinu —
methiin (1), alliin (3) a isoalliin (4), které se postupné hromadi v cytoplazmé bunék.
Chemickym ¢i fyzikalnim naruSenim bunécnych membran dochazi k vyliti enzymu
alliinasy z vakuol do cytoplazmatického prostoru. Jejim plisobenim na sirné
prekurzory se zacnou tvofit prislusné sulfenové kyseliny, jez spolu kondenzuji za

vzniku celé fady thiosulfinatd.

Nezastupitelny vyznam thiosulfindth pro tvorbu barevnych sloucenin
v ¢esnekovitych rostlinach byl potvrzen za vyuziti modelovych reakénich smési
synteticky piipravenych S-allyl-prop-1-en-thiosulfinatu a S-(prop-1-en-1-yl)-prop-2-
enthiosulfinatu s alaninem. I kdyZ v takto uspofddaném reakénim systému chybéla
faze katalytického ptisobeni alliinasy na S-substituované derivaty cysteinu, zbarveni
smeési thiosulfinatl s alaninem probihalo podobné jako pti pouziti diethyletherovych
extraktl ptipravenych z ¢esneku kuchynského. V ivodni fazi experimentu se vytvoftilo
zbarveni modré, které piiblizné po 24 hodinach pteslo do zeleného odstinu. Bohuzel
vzhledem k ¢asové zaneprazdnénosti odbornikti ze spolupracujici laboratofe, ktefi se
podileli na UHPLC-HRMS analyzach barevnych latek vytvofenych ve smési
¢esnekového extraktu s alaninem, se do uzaveérky této diplomové prace nepodatilo
ziskat stejnou metodou naméfend data, kterd by ndzorn€¢ dokumentovala srovnéani

zastoupeni barevnych latek v obou reak¢nich systémech.

Rozkladem allicinu (12) dochazi ke tvorbé pomérné reaktivniho thioakroleinu
(21), ktery piechazi v akrolein (25). Analogickym zplGsobem pak z pfitomnych
thiosulfinatl obsahujicich ve svém fetézci methylovou skupinu vznikéd formaldehyd
(23). Tyto dva aldehydy se mohou vazat na pyrrolové jadro primarné vznikajicich
barevnych slouenin, coZ potvrzuji i namétfenda HRMS data (naptiklad u latek G-371
a G-385 odpovida rozdilu jejich relativnich molekulovych hmotnosti pravé jedna
navazana -CHz skupina). U thiosulfinati s prop-1-en-1-ylovou skupinou pak dochazi
k E/Z izomeraci pies meziprodukt, z né¢hoz s velkou pravdépodobnosti vznika ve

vodném prostiedi dalsi tfiuhlikaty aldehyd, tentokrat 2-hydroxypropanal (35).
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Obrdazek 36 — Pravdépodobny mechanismus uvodni faze vzniku barevnych latek v cesneku
kuchynském



Pomérné¢ vyznamnym krokem pfi tvorbé barevnych sloucenin V ¢esneku
kuchynském je [3,3]-sigmatropni presmyk S-(prop-1-en-1-yl)-prop-1-enthiosulfinatu
(29a) za vzniku 2,3-dimethylbutandithialmono-S-oxidu (33). Naslednou reakci tohoto
,color developeru® s alaninem vznika bezbarva sloucenina PP-Ala [2-(3,4-dimethyl-
1H-pyrrol-1-yl)propanova kyselina], jez za ucasti tfiuhlikatych karbonylovych
sloucenin tvoficich se ve vodném prostiedi zejména z thiosulfinatt obsahujicich prop-
1-en-1-ylovou skupinou piechazi v zakladni barevnou latku G-371. To je ostatné také
hlavnim diivodem toho, pro¢ se fada odbornikli na ¢esnek snazi vypéstovat odrady na

isoalliin (4) chudé¢ pti snaze omezit tendenci ke tvorbé nezadouciho zeleného zbarveni.

5.1.7 Testovani protirakovinné aktivity slou¢eniny G-371

O biologické aktivité¢ barevnych latek vznikajicich v ¢esneku kuchyiiském
nebyly doposud publikovany zadné védecké prace. VétSina podobné zaméfenych
vyzkumu se tyka predevsim studia allicinu (12), u né¢hoz byla zaznamenana cela fada
vyznamnych biologickych G¢inkd. Jelikoz se tedy podatilo vypreparovat slou¢eninu
G-371 v cistoté potiebné pro NMR analyzu a zaroven se naskytla moznost vyuziti
rakovinnych buné¢k kultivovanych v souvislosti s paralelné probihajicim vyzkumem
Mgr. Kristyny Kupcové zabyvajici se biologickou aktivitou latek z houzevnatce

jedlého, byla sloucenina G-371 otestovana na jeji ptipadnou protirakovinnou aktivitu.

Jak ukazuje tabulka 5, protirakovinna aktivita latky G-371 byla testovana na
lidskych nadorovych bunkéch délozniho ¢ipku (HeLa), jater (Hep2G) a slinivky bfisni
(PATU), a to v koncentracich 100 pmol/l, 10 umol/l, 1 pmol/l a 0,1 pmol/l. V 1 ml
roztoku bylo tedy ptitomno 37,1 pg, 3,71 ug, 0,371 ng a 0,0371 pg testované barevné
latky. Naméfené hodnoty zivotaschopnosti testovanych bunék jsou uvadény
v procentech, a jedna se tedy o vyjadieni relativniho poctu zivotaschopnych bunék ve
srovnani se standardnim vzorkem. Nejvyssi imrtnost je mozné pozorovat v pripadé
bungk jaternich (Hep2G). Ty ale na zakladé dostupnych informaci patii v podobnych
testech k tém viibec nejcitlivéjsim.® Umrtnost jednotlivych typt rakovinnych bunék
nepiekrocila v pribéhu testovani hranici 25 %, a to ani v pfipad¢ nejvyssi pouzité
koncentrace latky G-371. Pramérna Zivotaschopnost bun¢k se pohybovala kolem
87 %, z ¢ehoz lze usuzovat na velmi malou inhibi¢ni aktivitu latky G-371 vuci

testovanym rakovinnym bunkam.

61



Tabulka 5 — Zivotaschopnost testovanych bunék po piisobeni barevné latky G-371
92 88 93 93

77 80 86 98
83 94 84 84

Pro srovnani hodnota ICso (koncentrace latky pro 50% inhibi¢ni uc¢inek in
vitro) pomérné bézného chemoterapeutika epirubicinu se podle typti bun¢k pohybuje
v desetinach az jednotkach pg na ml roztoku.®? Na obrazcich 37a—d jsou uvedeny
mikroskopické snimky rakovinnych bunék jater (Hep2G) v pribéhu testovani
slouceniny G-371 ve srovnani se standardnim vzorkem bez jakéhokoliv ptidavku.
Nahofe je mozné pozorovat bunky v roztoku latky G-371 na zacatku testovani
(obrazek 37a) a po 72 hodinach inkubace (obrazek 37b), pod nimi jsou v analogickém
poradi uvedeny snimky standarda (obrazek 37c a 37d).

Obrazky 37a—d — Mikroskopické snimky z testovani protirakovinné aktivity latky G-371 na
rakovinnych bunikach jater (Hep2G)
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Ackoliv tedy u latky G-371 nebyl prokézan Gc¢inek protirakovinny, bylo by jisté
velmi zajimavé otestovat jeji biologickou aktivitu vici bunkam zdravym. Ziskani
téchto bun¢k pro laboratorni tcely je ale financné velmi nékladné, a proto tento typ

vyzkumu nemohl byt zrealizovan.
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5.2 Tvorba barevnych sloucenin v ¢esneku sicilském
5.2.1 lzolace barevnych latek vznikajicich v ¢esneku sicilském

V piipadé¢ studia barevnych latek wvznikajicich pfi zpracovani cesneku
sicilského bylo pfimo navazano na vyzkum Petry Kucerové, jenz byl publikovan v jeji
disertaéni praci roku 2013.28 Vychazelo se predevsim ze zde uvedenych (+)ESI HRMS
dat, ktera se tykaji sedmi dominantnich barevnych sloucenin tvoficich se ve smési
extraktu z ¢esneku sicilského s alaninem (tabulka 6). | v tomto pfipad¢ je vyuzivano
kodového oznaceni sloucenin, které je slozeno z pismene odpovidajicimu dané
zeleniné (S od pojmu ,,sicilian honey garlic®) a relativnich molekulovych hmotnosti

analyzovanych latek.

Tabulka 6 — (+)ESI HRMS data hlavnich barevnych latek tvoricich se v homogendtu cesneku
sicilského dle Kucerové

M +HJ* M +HJ*

‘. Amax o ., rozdil sumarni
sloucenina (nm) znzgr;})na teo(rlgt;;:ka (ppm) VZOrec RDB
S-472a 533 473,3020 473,3010 2,1 Ca7Ha1N20s
S-472h 533 473,3024 473,3010 3,0 C27H41N205
S-486 535 487,3177 487,3166 2,2 C28H43N20s
S-526 566 527,3506 527,3479 5,0 Ca1Ha7N20s 10
S-494 551 495,3219 495,3217 0,3 C30H13N204 11
S-454 557 455,2909 455,2904 1,0 Ca7H39N204 10
S-508 580 509,3388 509,3374 2,8 Cz1H15N204 11

Jednim z cilt této diplomové prace bylo ziskat dostate¢né mnozstvi barevnych
latek z Cesneku sicilského zejména pro NMR analyzy, které by mohly potvrdit
dosavadni ptedpoklady o struktufe studovanych sloucenin. Ve srovnani s cesnekem
kuchynskym jsou ale vytézky reakce smési extraktu ¢esneku sicilského s alaninem
znatelné mensi, a tak bylo postupné zpracovano kolem deseti kilogramti cibulek této
trvalky. Na zaklad¢ vysledkt z provedenych HPLC analyz (obrazek 38) a srovnanim
absorp¢nich maxim studovanych sloucenin s vy$e uvedenymi HRMS daty (tabulka 6)
se podafilo Kk vétsiné dominantnich pikt pfifadit jejich pravdépodobny sumarni
vzorec. Pouze K latce S-494 nebyla nalezena odpovidajici Amax, @ namisto ni byla

zaznamenana bliZe neidentifikovana slouc¢enina s Amax =563 nm.

64



100

S-454
S-508

80 “
3 60 S-526
é Jmax = 563 nm
L 40
c
58]
2
8 20
o]
<

0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cas (min)

Obrazek 38 — HPLC chromatogram barevnych latek z cesneku sicilského s identifikaci na
zaklade HRMS dat dle Kucerové

Bohuzel ani pomérné velké mnozstvi zpracovanych cibulek ¢esneku sicilského
vSak nestailo k ziskani dostatecného mnozstvi jednotlivych barevnych latek.
S nartstajicim stafim biologického materialu navic klesala schopnost tvorby
barevnych sloucenin, a tak byly jejich vytézky ¢im dal nizsi. | ptesto lze ale na zakladé
HRMS dat vyvodit zajimavé zavéry. VSechny analyzované barevné latky obsahuji ve
svém fetézci minimalné dvacet sedm atomu uhliku. Jde o vétsi pocet nez u ¢esneku
kuchynského, coz se ale vzhledem ke zjisténé piitomnosti butiinu (7) a homoisoalliinu
(8) coby vychozich prekurzori o¢ekavalo. Dale ve slouc¢eninach nachazime vzdy dva
atomy dusiku a minimalné ¢tyfi atomy kysliku. Lze se tedy opravnéné domnivat, ze
i vtomto piipadé bude mit vychozi skelet pyrrolicky charakter. S pifihlédnutim
k dosavadnim znalostem spojenych zejména s cibuli kuchynskou se bude
pravdépodobné  jednat o  2,2'-[methandiylbis(3,4-diethyl-1H-pyrrol-1,2-diyl)]

dipropanovou kyselinu (obrazek 39). Vzhledem ke zjisténym absorpénim maximim

COOH

\( YCOOH

N N

\ 1

Obrdzek 39 — 2,2'-[Methandiylbis(3,4-diethyl-1H-pyrrol-1,2-diyl) ] dipropanova kyselina
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barevnych latek (Amax = 533-580 nm) sméfuji tivahy o moznych strukturach
k predpokladu, ze mustek mezi jadry bude tedy pouze jednouhlikaty. Zakladni skelet
téchto sloucenin by me¢l tedy obsahovat minimalné dvacet tii atomt uhliku,
Ctyfi atomy kysliku a dva atomy dusiku. Ostatni atomy piipadaji na tvorbu postrannich

fetézcu v poloze 2 a/nebo 5 podobné jako u ¢esneku kuchynského.

5.2.2 Pravdépodobny mechanismus vzniku barevnych litek v ¢esneku
sicilském

Lze opravnéné predpokladat, Ze barevné zmény doprovazejici naruseni pletiva
cibulek ¢esneku sicilského (obrazek 40) budou probihat analogickym mechanismem
jako u Cesneku kuchynského (obrazek 36). Sirnymi prekurzy celého procesu jsou
Vv tomto ptipadé methiin (1), butiin (7) a pfedevsim homoisoalliin (8), které piisobenim
alliinasy vylité z bunéénych vakuol ptechazi pomémné rychle na methansulfenovou
(34), butansulfenovou (36) a but-1-ensulfenovou (15) kyselinu. V tomto okamziku
vstupuje do celého procesu enzym LF synthasa, ktery se v ¢esneku kuchynském
netvoii. Jeho uCinkem dochazi k pfeméné¢ but-1-ensulfenové kyseliny (15) na
slzotvorny butanthial-S-oxid (17), jenz dale samovolné ptechazi v butanal (26). Tato
karbonylova sloucenina bude s velkou pravdépodobnosti hrat vyznamnou roli pfi
tvorbé postrannich fetézcl na pyrrolovych jadrech primarné vznikajicih barevnych
sloucenin. Pfitomnost LF synthasy v bunikach cesneku sicilského je také hlavni
odpovédi na otazku, pro¢ ndm pfi jeho zpracovani slzi o¢i podobné jako pfi zpracovani
cibule kuchyniské, u niz dochazi pusobenim LF synthasy na prop-1-ensulfenovou

kyselinu (28) k produkci slztvorného propanthial-S-oxidu (27).

Vzniklé sulfenové kyseliny kondenzuji opét za vzniku celé fady thiosulfinati,
jejichz nezastupitelny vyznam pro tvorbu barevnych latek byl jiz diskutovan v kapitole
veénujici se barevnym zménam probihajicich v ¢esneku kuchynském. Vyznamnou roli
pii vzniku barevnych slou¢enin bude také hrat v systému pritomny thioformaldehyd
(19), ktery ve vodném prostiedi postupné piechazi v reaktivni formaldehyd (23).
O funkeci této zakladni karbonylové slouceniny bude pojednano nize. Thiosulfinaty
obsahujici but-1-en-1-ylovou skupinu podléhaji v roztoku E/Z izomeraci pies
meziprodukt, jenZ miiZze ve vodném prostiedi tvofit dalsi karbonylovou slouceninu,

tentokrat 2-hydroxybutanal (37).
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Z S-(but-1-en-1-yl)-but-1-enthisulfinatu  (16) vznika [3,3]-sigmatropnim
presmykem 2,3-diethylbutandithialmono-S-oxid (38), ktery je také oznacovan
anglickym vyrazem ,,color developer.“ Jeho naslednou reakci s alaninem se tvoii
2-(3,4-diethyl-1H-pyrrol-1-yl)propanova kyselina. Tato zakladni struktura obsahujici
ve svém fetézci jeden pyrrolovy kruh bude v naslednych krocich ptechazet do podoby

molekul se dvéma navzajem propojenymi pyrrolovymi jadry.

Nyni sehraje svou vyznamnou ulohu formaldehyd (23) a prostfednictvim
kysele katalyzované elektrofilni substituce se utvoii zakladni skelet barevnych latek
ptitomnych v ¢esneku sicilském, kterym je 2,2'-[methandiylbis(3,4-diethyl-1H-pyrrol-
1,2-diyl)]dipropanova kyselina, od niz se bude odvijet struktura dalSich nac¢ervenalych

sloucenin.
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6 Zavér

Tato diplomova prace byla zamétfena predevSim na izolaci a identifikaci
hlavnich barevnych latek vznikajicich pfi zpracovani cesnekovitych rostlin, a to

zejména pii zpracovani ¢esneku kuchyniského a cesneku sicilského.

Na zéklad¢ experimentt s diethyletherovymi extrakty pfipravenymi zejména
z ¢esneku kuchynského se podafil zdokumentovat vliv hlavnich parametrd, jez hraji
pii vzniku barevnych latek nejvyznamnéjsi roli. Podatilo se potvrdit pH optimum pro
maximalizaci vytézki barevnych sloucenin, byla diskutovana reakéni doba potiebna
pro tvorbu latek s absorpénim maximem Vv oblasti Amax = 420-460 nm a v oblasti
Amax = 560-600 nm a dale bylo potvrzeno, Ze zelené zbarveni ¢esneku kuchyniského je

zpusobeno kombinacemi latek Zlutych a modrych.

Postupnou optimalizaci metod pro preparativni HPLC se podaftilo izolovat
a identifikovat nejvyznamnéjsi barevné latky tvofici se ve vybranych cesnekovitych
rostlinach. S vyuZitim metody NMR byla stanovena struktura slou€eniny G-371, jez
podle vSeho hraje pii vzniku barevnych latek v Cesnekovitych rostlinach velmi
vyznamnou roli, jelikoZ pifitomnost této latky byla zaznamenana dokonce i v cibuli

kuchyniské nebo péru zahradnim.

S vyuzitim UHPLC/HRMS dat byly stanoveny pravdépodobné suméarni vzorce
hlavnich patnacti barevnych slou€enin tvoficich se v ¢esneku kuchynském. Velka
pozornost pak byla vénovana ptfedevsim latkdm Zlutym, o nichz se odborna literatura
zminuje pouze sporadicky. V ramci této diplomové prace byla navrzena jejich
pravdépodobna struktura, jez vyvraci dosavadni pfedpoklady o nutné pfitomnosti dvou
pyrrolovych jader ve vSech barevnych slouceninach vznikajicich v Cesnekovitych

rostlinach.

Kombinaci dostupnych informaci a naméfenych dat byly navrZzeny reakéni
mechanismy, které s nejveétsi pravdépodobnosti vedou ke vzniku celé fady barevnych

sloucenin v ¢esneku kuchynském a ¢esneku sicilském.
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8 Seznam zkratek

APG — |, Angiosperm Phylogeny Group* (skupina odbornikti vénujici se co
nejpresnéjSimu systematickému vymezeni krytosemennych rostlin)

m-CPBA — m-chlorperoxybenzoova kyselina

DART — ,.direct analysis in real time* (pfima analyza v realném Case)

DMEM - ,,.Dulbecco's Modified Eagle Medium* (Eaglovo médium modifikované
Dulbeccem)

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

ESI — ,electrospray ionisation* (ionizace elektrosprejem)

FBS — ,.fetal bovine serum* (fetalni bovinni sérum)

FWHM —  full width at half maximum (plna $itka v poloviné maxima)
GC —,,gas chromatography* (plynova chromatografie)

GC-MS — ,,gas chromatography-mass spectrometry* (plynova chromatografie-

hmotnostni spektrometrie)

HelLa — nadorové buiiky dé€loZniho ¢ipku, 0znaceni pochazi ze jména pacientky,
Z niz byly bunky poprvé izolovany — He(nrietta) La(cks)

HepG2 — ,,hepatocellular liver cells* (hepatocelularni jaterni buriky)

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

chromatografie)

HRMS — ,high resolution mass spectrometry* (hmotnostni spektrometrie s vysokym

rozliSenim

I1Cs0 — ,,half maximal inhibitory concentration* (polovina maximalni inhibi¢ni

koncentrace)

IDA — ,.information-dependent acquisition* (sbér dat na zaklad¢ predchozich

informaci)

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

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

chromatografie-nuklearni magneticka rezonance)
LF — ,,lachrymatory factor (slzotvorna latka)
MS — | ,mass spectrometry* (hmotnostni spektrometrie)
NMR — ,,nuclear magnetic resonance® (nukledrni magneticka rezonance)
PATU — , pancreatic tumor cells* (nddorové buiiky slinivky bfis$ni)
PBS — ,,phosphate-buffered saline* (isotonicky fosfatovy pufr)
PTFE — polytetrafluorethylen
RDB — ,,rings and double bonds* (pocet kruhti a dvojnych vazeb)
rpm — ,,rounds per minute (pocet ota¢ek za minutu)

RPMI — ,,Roswell Park Memorial Institute Medium* (médium Roswell Park

Memorial Institute)
THF — tetrahydrofuran

UHPLC — ,,ultra-high performance liquid chromatography* (ultrat¢inna kapalinova

chromatografie)
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9 Priloha

HRMS data barevnych latek (¢esnek kuchyiisky, izotopicky znaceny alanin)

Tabulka a — Barevné ldtky, extrakt z cesneku kuchyriského s p,L-(3-Dsz)alaninem

slouc¢enina

G-293
G-333
G-347
G-351
G-371
G-385
G-395
G-411
G-429
G-437a
G-437b
G-439
G-459
G-473
G-515

lmax
(nm)
424
445
453
440
567
575
439
598
580
437
451
447
577
578
602

M+ HJ*
zmérena
(Da)
299,1872
339,2183
353,1977
357,2290
377,2342
391,2496
401,2551
417,2659
435,2759
443,1940
443,2119
445,2096
465,2868
479,3018
521,2403

M +H]*
teoreticka
(Da)
299,1872
339,2185
353,1978
357,2291
377,2342
391,2498
401,2553
417,2655
435,2761
443,1940
443,2117
445,2096
465,2866
479,3023
521,2409

rozdil

(ppm)
0,1
0,5
0,3
0,3
0,0
0,6
0,6
1,0
0,4
0,0
0,3
0,1
0,4
1,0
1,2

sumarni vzorec

C15°HsH15N204
C18?HsH19N204
C18°HsH17N2Os
C18?HsH21N20s
C21°HeH21N204
C22°HsH23N204
C20?HsH25N206
Cos’HeH25N204
C242HsH27N20s
C212HsH23N204S;
C212HsH23N206S
C212HsH25N204S;
Cas5?HsH20N206
C26°HsH31N206
C27°HeH20N204S,

Tabulka b — Barevné ldtky, extrakt z cesneku kuchyniského s b,L-(**N)alaninem

sloucenina

G-293
G-333
G-347
G-351
G-371
G-385
G-395
G-411
G-429
G-437a
G-437b
G-439
G-459
G-473
G-515

i
(nm)
424
445
453
440
567
575
439
598
580
437
451
447
577
578
602

[M + HI*
zmerena
(0a)
295,1440
335,1748
349,1544
353,1855
373,1906
387,2060
397,2121
413,2217
431,2329
439,1502
439,1681
441,1666
461,2432
475,2594
517,1970

[M + H]*
teoreticka
(Da)
295,1437
335,1750
349,1542
353,1855
373,1906
387,2063
397,2117
413,2219
431,2325
439,1504
439,1682
441,1660
461,2430
475,2587
517,1973

rozdil

(ppm)
1,2
0,5
0,5
0,1
0,0
0,4
0,9
0,5
1,0
0,5
0,1
1,3
0,4
1,5
0,7

sumarni
vzorec
CisH21"°N204
C1gH25"°N204
C1sH23"°N20s
C1gH27"°N20s
C21H27"°N204
C22H20"°N204
CaoH31"°N20s
Co4H31""N204
C24H33"N20s
C21H20"°N204S;
Ca1H20™N206S
Co1H31"°N204S;
CasHas5"°N20s
CasH37"°N20s
Co7H35"°N204S;
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Tabulka ¢ — Barevné latky, extrakt z cesneku kuchynského s b,L-(2-D)alaninem

slouc¢enina

G-293
G-333
G-347
G-351
G-371
G-385
G-395
G-411
G-429
G-437a
G-437b
G-439
G-459
G-473
G-515

lmax
(nm)
424
445
453
440
567
575
439
598
580
437
451
447
577
578
602

[M + H]*
zmerena
(0a)
295,1625
335,1936
349,1731
353,2045
373,2095
387,2246
397,2304
413,2406
431,2503
439,1688
439,1869
441,1840
461,2608
475,2765
517,2158

M+ H]*

teoreticka

(Da)
295,1621
335,1934
349,1727
353,2040
373,2091
387,2247
397,2302
413,2404
431,2510
439,1689
439,1866
441,1845
461,2615
475,2772
517,2154

rozdil
(Ppm)

1,6
0,5
1,1
1,4
1,1
0,4
0,5
0,5
1,5
0,2
0,6
1,2
1,6
1,4
0,8

sumarni vzorec

C1s?H2H10N204
C18?HaH23N204
C18°H2H21N205
C18?HaH25N20s
C21?H2H25N204
C22°HaH27N204
C20?H2H20N206
Cas’H2H20N204
C24?H2H31N20s
C21HaH27N204S;
C212H2H27N206S
C212HzH29N204S;
C2s5°H2H33N206
C26°H2H35N206
C27°H2H33N204S,

Tabulka d — Barevné latky, extrakt z cesneku kuchynského s p,L-(1-*C)alaninem

slouc¢enina

G-293
G-333
G-347
G-351
G-371
G-385
G-395
G-411
G-429
G-437a
G-437b
G-439
G-459
G-473
G-515

)umax
(nm)
424
445
453
440
567
575
439
598
580
437
451
447
577
578
602

[M + HI*
zmerena
(0a)
295,1566
335,1881
349,1665
353,1982
373,2029
387,2188
397,2239
413,2339
431,2446
439,1633
439,1804
4411777
461,2548
475,2703
517,2091

M+ HI*
teoreticka
(Da)
295,1563
335,1876
349,1669
353,1982
373,2032
387,2189
397,2244
413,2345
431,2451
439,1630
439,1808
441,1787
461,2557
475,2713
517,2084

rozdil

(ppm)
1,0
15
1,0
0,1
0,9
0,2
1,2
1,8
1,2
0,6
0,9
2,2
1,9
2,2
1,3

sumarni vzorec

BC2C13H21N204
BC,C16H25N204
B3C2C16H23N20s5
B3C,C16H27N205
BC,C19H27N204
BC2C20H29N204
B3C2C18H31N20s
BC2C22H31N20,4
B3C2C22Ha3N20s5

13C,C19H20N204S,

13C,C19H29N206S

13C,C19H31N204S;

13C,C23H35N206
13C,C24H37N206

1C,C25H35N204S;

RDB

RDB



