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Anotace

Tato bakalatska prace se zabyva organosirnymi slou¢eninami rostlin rodu A//ium, které
obsahuji thiolanové jadro.

Teoreticka Cast se zamétuje na nejvyznamnéjsi zastupce rodu Allium, tedy na cibuli
kuchyiiskou (A/lium cepa) a Cesnek kuchynsky (Allium sativum). Zahrnuje jejich produkci a
hlavni skupiny organosirnych sloucenin, které se v nich tvofi enzymové katalyzovanym
rozkladem prekurzorti odvozenych od cysteinu (isoalliinu a methiinu). Hlavni pozornost je
zaméfena na skupinu slou€enin s ndzvem allithiolany, které zpiisobuji nezadouci zhoiknuti
cibule.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na optimalizaci metod pro izolaci allithiolani A
z extraktu cibule kuchyiiské. Dal§im cilem bylo vybrané slouceniny izolovat pomoci

preparativni HPLC.

Annotation

This bachelor thesis deals primarily with organosulfur compounds in plants belonging
to the genus A/lium that contain a thiolane core.

The theoretical part describes the most important representatives of the A//ium genus,
in particular onion (A/lium cepa) and garlic (Allium sativum). This part also includes
production of onion and garlic, and main groups of organosulfur compounds, which are
formed by enzyme-catalyzed decomposition of precursors derived from cysteine (isoalliin and
methiin). It is focused mainly on a group of compounds called allithiolanes, which cause
an undesirable bitter taste of processed onion.

The experimental part describes the optimization of methods for the isolation

of allithiolanes A from an onion extract and their purification by preparative HPLC.
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Cile prace

1 Cile prace

A.

vypracovat literarni reSer§i zaméfenou na strukturu a vyskyt organosirnych sloucenin

obsahujicich thiolanové jadro v rostlinach rodu A/lium;

optimalizovat postup pro izolaci allithiolant A z cibule kuchyiiské;

pokusit se vybrané slou¢eniny izolovat pomoci preparativni HPLC;

ziskané vysledky vyhodnotit, vhodné¢ zdokumentovat a diskutovat.
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2 Uvod

Rod Allium L. je pravdépodobné nejveétsim rodem jednodéloznych rostlin obsahujici ptiblizné
750 druhti. Taxonomicky se fadi do ¢eledi Cesnekovitych (Alliaceae) a zahrnuje celosvétove
jedny z nejpouzivangjSich a nejrozsifen&jsich rostlin.” Pro tento rod je typické uzavieni cibuli
v membranovych ¢i vldknitych tunikach a volné nebo téméf volné zilnaté okvétni listky. Diky
své vyrazné vuni a chuti jsou celosvétové nejpouzivanéjSimi zéstupci cibule kuchynska
(4. cepa), Cesnek kuchynsky (4. sativum) a por zahradni (4. porrum) (Obrazek 1). Déle
do tohoto rodu nalezi naptiklad cesnek medveédi (A. wursinum), pazitka pobiezni
(4. schoenoprasum) a cibule zimni (4. fistulosum). Rod Allium ovSem nezahrnuje pouze
ekonomicky vyznamné druhy béZné pouzivané ke konzumaci, ale také zastupce vyuzivané
zejména jako okrasné kvétiny (4. siculum — Cesnek sicilsky, A. giganteum — Cesnek obrovsky,

A. moly — &esnek zlatozluty).??

;ﬁ",..‘” /1 | ﬁ

a) b) c)

Obrazek 1: Zastupci rodu Allium: a) cibule kuchynska;” b) ¢esnek kuchyiisky;® ¢) pér zahradni.!

vvvvvv

a cesnek kuchynisky, které se kazdodenné pouzivaji v potravinatském prumyslu po celém svété
a jejich produkce neustale roste. Podle dat FAO? (Food and Agriculture Organization of the
United Nations) byla cibule v roce 2001 druha nejpéstovangjsi zelenina hned po rajcatech.’
V roce 2019 se celosvétové vypéstovalo témét 100 miliont tun cibule. K tomuto mnozstvi
oviem Cesk4 republika pfisp&la pouhymi 45 tisici tunami. Mezi nejvétsi producenty cibule
patii Cina (25 miliond tun), Indie (24 milionti tun) a USA (pfes 3 miliony tun). Cesneku se
v roce 2019 celosvétoveé vypestovalo témet 31 miliontl tun, pficemz nejveétsim producentem

je bezpochyby Cina, ktera vyprodukovala vétsinu tohoto mnozstvi (pfes 23 milionti tun).

* https://www.veggycation.com.au/vegetables/onion/; stazeno 7. 3. 2021
T https://www.indiamart.com/proddetail/organic-garlic-20846724612.html; stazeno 7. 3. 2021
! https://www.espritsante.com/articles/poireau-bio-allium-porrum; stazeno 7. 3. 2021
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Za vyraznou chut, Stiplavou vlni, typické aroma a slzotvorny ucinek rostlin rodu
Allium jsou primarné zodpovédné slouceniny obsahujici siru. Tyto organosirné slouceniny
vznikaji enzymové katalyzovanym rozkladem prekurzorti odvozenych od aminokyseliny
cysteinu po naruseni rostlinného pletiva. K tomuto rozkladu dochazi pii kontaktu
S-alk(en)ylcystein-S-oxidd s enzymem alliinasou. Téchto prekurzorti je n€kolik, a v kazdém
rostlinném druhu tak mohou vznikat odlisné slouceniny. V cibuli je hlavnim prekurzorem
(E)-S-(1-propenyl)cystein-S-oxid  (isoalliin, 1), v menSi mife je zastoupen
S-methylcystein-S-oxid (methiin, 2), zatimco v Cesneku je nejvyznamnéj$im zastupcem

S-allylcystein-S-oxid (alliin, 3) (Obrazek 2).””

O COOH O COOH O cooH
/\/S\)\NHz /S\)\NHz /\/S\)\NHz
isoalliin (1) methiin (2) alliin (3)

Obrazek 2: Nejvyznamngjsi prekurzory organosirnych sloucenin ¢esnekovitych rostlin.

2.1 Organosirné slouceniny cibule

Po naruseni bun¢k rostlinného pletiva probihd enzymové katalyzovana reakce, béhem které
enzym alliinasa rozklada S-alk(en)ylcystein-S-oxidy na odpovidajici sulfenové kyseliny,
jednoznac¢né isoalliin (1), jehoz relativni zastoupeni odpovida 70-90 % ze vSech pfitomnych
S-alk(en)ylcystein-S-oxida. Pfi rozkladu isoalliinu vznika 1-propensulfenovéa kyselina (4)
za soucasného odstépeni kyseliny aminoakrylové (5), ze které nasledné vznikéd kyselina
pyrohroznova (6) (Obrazek 3). Mimotadn¢ reaktivni 1-propensulfenova kyselina je klicovym

meziproduktem pii vzniku vétSiny sirnych sloucenin cibule, jak bude popséano dale.”?

O  COOH .
I alliinasa
2
isoalliin 1-propensulfenova kyselina
@ Q)
COOH
H,0 \[(COOH N NH,
NH2 O
aminoakrylova kyselina pyrohroznova kyselina
) (6)

Obrizek 3: Uvodni faze tvorby organosirnych slouenin v cibuli kuchytiské.



Uvod

Slzotvorné latky: sulfin a bis-sulfin
Na rozdil od ¢esneku obsahuje cibule nejen alliinasu, ale 1 dalsi enzym, ktery je zodpovédny
za tvorbu slzotvorné slouceniny. Dfive se piredpokladalo, Ze se kyselina 1-propensulfenova
(vznikajici z isoalliinu) samovolné preménuje na sulfin propanthial-S-oxid (7) (Obrazek 4).
Az vroce 2002 doslo k objeveni enzymu LF-synthasy (LFS) katalyzujiciho tvorbu (izomeraci)
slzotvorného (LF = lachrymatory factor) propanthial-S-oxidu z I-propensulfenové
kyseliny./?1112

V roce 1990 byl v cibuli identifikovan jest¢ jeden sulfin, tzv. bis-sulfin (8),
(Z,2)-2,3-dimethylbutandithial-S,S*-dioxid, ktery ziejm¢ vznikd vzdjemnou reakci
1-propensulfenové kyseliny a LF (Obrazek 4).3

Oy,
0 L
/\és/ 0//S X

sulfin (7) bis-sulfin (8)

Obrazek 4: Struktura sulfinu a bis-sulfinu.

Thiosulfinaty

Thiosulfinaty (9) jsou pocetné¢ velmi bohata skupina organosirnych sloucenin (Obrazek 5).

Tyto latky vznikaji spontanni kondenzaci dvou molekul sulfenovych kyselin a patii mezi

vvvvvv

rostlin.’# Radi se mezi hlavni nositele viin€ a chuté ¢erstvé nakrajené cibule.

(0]

I R,R;: —CH;y
e S Nao~ RZ

Obrazek 5: Obecna struktura thiosulfinatu.

Cepaeny

Do skupiny cepaent patii hned nékolik sloucenin, z nichz prvni byly objeveny v roce 1989
diky svym antiastmatickym a¢inktim.”’> Strukturné se jedna o a-sulfinyldisulfidy (10)
(Obrazek 6) pravdépodobné vznikajici, podobné jako bis-sulfin, interakci sulfinu 7 se

sulfenovymi kyselinami.’®
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0
S.__S_._KR A
R g~ R,R': —CH,
_CH2CH2CH3
—CH=CH-CHji
(10)

Obrazek 6: Obecna struktura cepaend.

Zwiebelany

Pii hledani latek zodpovédnych za antiastmatické u€inky cibule byly nalezeny dvé slouceniny
se sumarnim vzorcem Ce¢H100S2, které¢ dostaly nadzev zwiebelany A a B (11, 12). Jedna se
o geometrické izomery obsahujici bicyklicky skelet, které vznikaji ze dvou molekul
1-propensulfenové kyseliny (Obrazek 7).”” Pozdéji bylo zjisténo, ze zwiebelan A vykazuje

také zna¢né fungicidni u¢inky.’®

S

S
| >\
i 0
o) o)
zwiebelan A (11) zwiebelan B (12)

Obrazek 7: Struktura zwiebelant.

Welsoniny

V poslednich letech stale ptibyva noveé objevenych organosirnych slou€enin, které vykazuji
vyznamné biologické ucinky. V roce 2015 do této organosirné rodiny ptibyly dvé bicyklické
slouceniny, welsonin A; a welsonin A> (13, 14). Welsoniny byly objeveny v cibuli zimni
(Allium fistulosum), které se taky ftikd cibule velSska, proto dostaly nazev welsoniny

(Obrazek 8). Welsonin A vykazuje protinadorové uginky.”

O
OH CH; Q oHCH;
0 0
S\S N Sce_—~
: H \\O : H W\
OH OH ¢}
welsonin A, (13) welsonin A, (14)

Obrazek 8: Struktura welsoning.
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Kujouniny
O par let pozd€ji byly v cibuli zimni nalezeny dal$i slouceniny, které byly
pojmenovany kujouniny (15, 16). Jedna se o latky s pomérné slozitou tricyklickou strukturou

vykazujici potencialni protirakovinné G¢inky (Obrazek 9).2%!

kujounin A; (15) Kujounin A, (16)

Obrazek 9: Struktura kujounind.

2.1.1 Slouceniny obsahujici thiolanové jadro

Doposud naprosta vétSina vySe zminénych sloucenin vznikajicich v cibuli kuchynské ma
acyklickou strukturu (s vyjimkou zwiebelanii, welsonind a kujounint) a jejich vyzkum
probiha jiz mnoho let. AZ v roce 2010 se diky intenzivnimu vyzkumu ukazalo, Ze v cibuli
vzniké daleko vice skupin organosirnych sloucenin, u kterych se vyskytuje spolecny strukturni
znak, a to 3,4-dimethylthiolanové jadro. Tento thiolanovy kruh vznika spojenim dvou molekul

1-propensulfenové kyseliny.”!

Cepathiolany

Prvnimi objevenymi slou¢eninami s thiolanovym jadrem byly cepathiolany A (17), coZ jsou
stereoizomery (E)-S-(5-hydroxy-3,4-dimethylthiolan-2-yl) 1-propenthiosulfinatu. K jejich
objeveni doslo v kultivarech cibule s potlacenou aktivitou LFS.!! Posléze bylo popsano

nékolik dalSich stereoizomert této latky, jakoz i jejich strukturnich homologl — cepathiolanii

B a C (18, 19) (Obrizek 10).5

S S\ _OH sS\_on S__S\__oH
\/\% \% \/\%
O O o
cepathiolan A (17) cepathiolan B (18) cepathiolan C (19)

Obrazek 10: Struktura cepathioland.
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Bylo zjisténo, ze cepathiolany A vykazuji vyznamnou protisrazlivou aktivitu, pficemz

jsou vyzna¢né u¢inng&jsi pti inhibici cyklooxygenasy-1 neZ aspirin.’ /¢

Onioniny
Struktura onioninu A (20) byla pivodné nespravné urc¢ena jako 3,4-dimethyl-5-(1-propenyl)-
tetrahydrothiofen-2-sulfoxid-S-oxid.?>?*?¢ Teprve nedavno byla struktura této slouéeniny
opravena na (E)-3,4-dimethyl-5-(1-propenylsulfinyl)thiolan-2-ol. Zarovei byly izolovany dvé
skupiny dalSich strukturnich homologli, a sice onioniny B (21) a onioniny C (22)
(Obrazek 11).%

Bylo prokazano, Ze onioniny A vykazuji vyraznou protinadorovou aktivitu.’??#%> Je

pravdépodobné, Ze podobné vlastnosti mohou vykazovat také onioniny B a C.

5.5 o0 S S<_oH AN

H

o~ j_? / j_( o~ ﬁ
onionin A (20) onionin B (21) onionin C (22)

Obrazek 11: Struktura onionint.

Allithiolany

V roce 2018 byla objevena nova, strukturné unikatni deviticlenna skupina latek s thiolanovym
kruhem — allithiolany A—I. Bylo prokazano, ze pravé tyto slouceniny jsou zodpovédné
za vysoce nezddouci hotkou chut,, kterd se tvofi nékolik minut po rozmé€lnéni rostlinného
pletiva cibule.?® Struktura t&chto latek, jakoz i mechanismus jejich tvorby bude podrobné

popsan v kapitole 2.3.

Cepadithiolaktony

K témto organosirnym latkdm se zatim fadi pouze jedind skupina sloucenin se sumarnim
vzorcem CegHi0OS>. Doposud byly izolovany celkem tfi stereoizomery, které byly
pojmenovany trividlnim ndzvem cepadithiolaktony Ai—Ajz (23). Jednd se o vibec prvni

(a dosud jediny) ptiklad prirozené se vyskytujiciho y-dithiolaktonu (Obrazek 12).5
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Ho\;izés
cepadithiolakton A (23)

Obrazek 12: Struktura cepadithiolaktonu.

Allium sulfoxid A
Spolecné s kujoniny byly objeveny také tfi stereoizomery slouceniny pojmenované Allium
sulfoxid A (24) (Obrazek 13). Pfesny mechanismus tvorby, ani biologicka aktivita téchto

slou¢enin vsak neni dosud znama.?%2/

Allium sulfoxid A (24)

Obrazek 13: Struktura A/lium sulfoxidu A.

Bisthiolanové polysulfidy

Zcela nejnovej$imi piirtistky do skupiny organosirnych sloucenin obsahujicich thiolanovy
kruh jsou bisthiolanové polysulfidy (25—27). Stejné jako u cepathiolanii k jejich objeveni
doslo v modelovych systémech resp. v cibuli s potlacenou aktivitou LFS. Podobné jako

cepathiolany, také tyto slou¢eniny vykazuji znacnou protisrazlivou aktivitu (Obrazek 14).%”

S s) g 25): n=3
HO n OH (26): n=4
(27): n=5

Obrazek 14: Struktura bisthiolanovych polysulfidu.

2.2 Organosirné slouceniny ¢esneku kuchynského

Podobné jako v cibuli, také v cesneku vznika celd fada organosirnych sloucenin. Tento proces
je spustén narusenim bunck rostlinného pletiva, kdy dochazi k enzymatické reakci. Hlavnim
prekurzorem je v tomto piipad¢ polohovy izomer isoalliinu, alliin (S-allylcystein-S-oxid) (3),
ktery se ucinkem alliinasy rozklada na 2-propensulfenovou kyselinu (28) a aminoakrylovou

kyselinu (5). V ¢esneku se v mensi mife vyskytuji také methiin (2) a isoalliin (1). Relativni
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zastoupeni téchto dvou v ¢esneku minoritnich prekurzorti se zpravidla pohybuje kolem 10 %
ze vSech pfitomnych S-alk(en)ylcystein-S-oxidi. Z téchto tiech prekurzorii i¢inkem alliinasy
vznikaji pfislusné sulfenové kyseliny, jejichz vzdjemnou kondenzaci se tvofi thiosulfinaty.

Mezi zdaleka nejznaméjsi zastupce thiosulfinati patii allicin (29) (Obrazek 15). Dalsi

transformaci thiosulfinatti vznikaji napf. ajoeny, vinyldithiiny a rizné oligosulfidy.”?®
O NH (0]
I 2 alliinasa SOH _x2 g
A5 COOH e -H,0 /\/S\S/\/
alliin (3) 2-propensulfenova kyselina allicin
(28) (29)
COOH
\( H,0 YCOOH v NH,
NH, 0
aminoakrylova kyselina pyrohroznova kyselina
) (©)

Obrizek 15: Uvodni faze tvorby organosirnych slougenin v ¢esneku kuchyiiském.

Také v cesneku bylo v nedavné dobé objeveno nékolik sloucenin obsahujicich
3,4-dimethylthiolanové jadro, nicméné jejich pocet je zatim vyrazné nizsi nez v piipadé cibule.
Konkrétné se jedna o garlicniny A (30), B (31), C (32) a M (33), pticemz garlicnin B je také

oznacovan jako ajothiolan,?%2%:30.31.32

Garlicniny a ajothiolan
Garlicnin A, (E)-5-((3-(allyldisulfanyl)allyl)sulfinyl)-3,4-dimethylthiolan-2-0l (30), je
strukturnim analogem onioninit A—C vyskytujicich se v cibuli. Ukazalo se, ze garlicnin A ma
stejné jako jiZ zminény onionin A protirakovinné vlastnosti.?$

Do skupiny ajothiolant patii n¢kolik stereoizomert 5-(2-allylsulfinyl)-3,4-dimethyl-
thiolan-2-olu (31). Jedna se o slouceninu, ktera byla ptivodné pojmenovana garlicnin B, ale
byla chybné urcena jeji struktura (Obrazek 16).°%3? Po opravé jeji struktury se jiz oznacuje
jako ajothiolan.’’ Naopak garlicnin C (32) lze na zakladé jeho struktury zafadit mezi
allithiolany (je polohovym izomerem allithiolanu B).?? Lze se opravnéné domnivat, Ze i tyto
slouceniny mohou vykazovat vyrazné biologické ucinky, coz je dalsi diivod k jejich vyzkumu

do budoucnosti.®??
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0] 0)
I I
\/\s/s\/\/sﬂm{ /\/SﬁTOH
garlicnin A (30) ajothiolan (31)
2 0 0
XSS US S _S__s
j__z/ \S/\% =8 ;Z/ \S/v
garlicnin C (32) garlicnin M (33)

Obrazek 16: Struktura garlicninil a ajothiolanu.

2.3 Allithiolany

Allithiolany jsou jedny z nejnovéji objevenych skupin organosirnych sloucenin ¢esnekovitych
rostlin. Doposud o nich byla vydéana jedna jedind publikace, proto je o téchto slouceninach
zatim pouze velmi omezené mnozstvi informaci.’ Bylo popsano devét skupin téchto latek,
které byly trividlné¢ pojmenovany allithiolany A—I. Tyto slouceniny jsou zodpovédné
za nezadouci hotknuti cibule béhem jejiho zpracovani. Jejich trividlni nadzev je odvozen
od latinského oznaceni pro rod ¢esnekovitych rostlin (4//ium) a od ptitomnosti thiolanového

jadra v jejich struktufe.?

2.3.1 Horknuti cibule

Pokud ponechame delsi dobu nakrajenou cibuli kuchyiiskou bez jakékoliv tepelné tpravy,
mize se stat, Ze vyrazn¢ zhotkne. Tento jev probiha spontanné po nékolika minutach
od mechanického naruSeni rostlinného pletiva. Pro vyrobce, ktefi zpracovavaji velka mnozstvi
cibule, to pfedstavuje znacny technologicky problém, jelikoz hotk4 az kovova pachut’ mize

zkazit cely vysledny produkt.

2.3.2 Struktura allithiolani

Allithiolany A-I jsou strukturné piibuzné derivaty 3,4-dimethylthiolan-S-oxidu majici
sumarni vzorce CxHy02S4, CxHyO3Ss popt. CxHy04Ss (x = 10-18, y = 18-30).75 Viech 9
dosud popsanych skupin allithiolanti (34—42) obsahuje 3,4-dimethylthiolanovy kruh

s (E)-1-propenylsulfinovou skupinou navazanou v pozici 5. Navzajem se od sebe odlisuji

10



Uvod

strukturou postranniho fetézce navazan¢ho na disulfanylovou skupinu v pozici 2
(Obrazek 17). U strukturné nejjednodussiho allithiolanu A (34) je naptiklad na spolecny

zéklad navazana pouze methylova skupina, zatimco u allithiolanu C (36) skupina propylova.?s

o 1 9 9 9
S \ S W\ S
S S _ S S S S
S~ S S~ ﬁ ST\ S~ j_? SN~
allithiolan A (34) allithiolan B (35) allithiolan C (36)
o 9 o 9 O o 9 Ong—
vooS _ S_ _OH vooS N \ S
S S—S S S, S S,
B iy e Gl b ST O
allithiolan D (37) allithiolan E (38) allithiolan F (39)
o o] o o] o]
o n N 0] I (0]
\ S W\ I I
S S s, A\ S S S—g S._O \\S S S—% S S
AT S Y
allithiolan G (40) allithiolan H (41) allithiolan I (42)

Obrazek 17: Struktura allithiolant A-I.

Ze vzorci uvedenych na Obrazek 17 je patrné, Ze vSechny skupiny allithiolani
obsahuji hned né¢kolik chirdlnich center, a tudiz mohou tvofit celou fadu stereoizomeru.
Naptiklad allithiolan A obsahuje 6 chiralnich center, které teoreticky umoznuji existenci
celkem 64 stereoizomer(.”s Ze se v cibuli skuteén& od kazdého allithiolanu tvo¥i n&kolik
desitek stereoizomerti, dokumentuje Obrazek 18. Tato skutecnost samoziejmé nesmirné
komplikuje izolaci jednotlivych latek, jakoz i jejich kvantifikaci.

B
E i 1

ONION

80

L]
(=]

Relative intensity (%)
&
=)

20

a7 52 (min)
Obrazek 18: Zastoupeni jednotlivych allithiolanti v cibuli (pfevzato z Kubec et al.?f).
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2.3.3 Vznik allithiolani
Bylo prokazano, ze klicovym prekurzorem vsech allithiolanii je isoalliin (1).?° Navic bylo
zjisténo, Ze k tvorb¢ allithiolanti A a F je nezbytny také methiin (2).

Isoalliin se katalytickym ucinkem alliinasy rozklada na 1-propensulfenovou kyselinu
(4), ktera nasledné kondenzuje za vzniku S-(1-propenyl)-1-propenthiosulfinatu (43).° Tato
latka je velmi reaktivni a samovolné izomeruje na 2,3-dimethylbutandithial-S-oxid (44), ktery
reakci s dal$i molekulou 1-propensulfenové kyseliny (4) poskytuje 3,4-dimethyl-
2-(1-propenylsulfinyl)-5-sulfanylthiolan-1-oxid (45), coZ je spole¢ny prekurzor vSech skupin
allithiolant (Obrazek 19).%°

(0]
X2 1l
P N T T T
(€] 43)
l O (@]
N I I
NS S\ /\/S S SH
/\/S\OH + ﬂ
C)] 44) (45)

Obrazek 19: Mechanismus vzniku allithiolanti — 1. fize.”’
3,4-Dimethyl-2-(1-propenylsulfinyl)-5-sulfanylthiolan-1-oxid (45) poté dale reaguje

s dalSimi latkami, které pribézné¢ vznikaji z isoalliinu a methiinu, jak je uvedeno

na Obrazek 20.
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o O o ¢
\ \ S
S S\ _S S SN
I~ \5—1/ s ol SE W
allithiolan A (34) allithiolan B (35)
“ ||
/ \S
nebo nebo
HOS—CH, HOs™ N
(0]
1l
\\ S SH
N
O~ _R
b (45)
R/S\S/K/ S

-~ S OH
S
O\\S/ nebo 7 %) ﬁ
HOS
x2 | ox.
O 9 O\\ _R 9
A~ - jq Y
allithiolan F (39) allithiolan D (37)
\
O o
Q\ I S I
NG S A
allithiolan I (42)

Obrazek 20: Mechanismus tvorby allithiolanti — II. fize.”’

Doposud nejsou zndma zadna data tykajici se dynamiky tvorby allithiolanii béhem
zpracovani cibule, ani moznosti, jak potlacit jejich tvorbu. S ohledem na Casto vyraznou
biologickou aktivitu jinych, strukturné podobnych sloucenin, které byly popsany vyse, by bylo
nepochybn¢ zajimavé prostudovat tyto vlastnosti také u allithiolani. Pro tyto Gcely je ovSem
nezbytné ziskani téchto latek v ¢istém stavu (s ohledem na jejich strukturni slozitost neptipada
jejich laboratorni syntéza v uvahu). A pravé izolace a ptreciSténi hlavnich zastupct
jednotlivych skupin allithiolanli je pfedmétem probihajiciho vyzkumu v pracovni skupiné
doc. R. Kubce (katedra aplikované chemie, ZF JU). V této bakalarské préci je popsana izolace

a precisténi vybranych stereoizomert allithiolanu A z extraktu cibule kuchynské.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie a materialy

Chemikalie

Kyselina mravenci (98%) a siran hotfecnaty (bezvody) byly zakoupeny od firmy Lachner
(Neratovice, CR). Acetonitril (HPLC grade), dichlormethan (p. a.) a methanol (HPLC grade)
byly produkty firmy Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Rostlinny material

Cibule kuchyiiska (kultivar Swift, Ceska republika) byla zakoupena v mistnim obchodnim

Fetézci.

Ostatni material

CI8-SPE (10 g; 60 ml) kolonky — Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA).
Membranové PTFE filtry (0,2 a 0,45 um; ¢ 13 a 25 mm) — Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA) a centrifugaéni filtry (0,2 um; 2 ml; VDF) — Watrex (Praha, CR).

3.2 Pristroje

HPLC separace byly provadény pomoci piistroje 1260 Infinity II preparative (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) s detektorem 1260 Infinity I DAD WR. Byly pouzity
analytické kolony Kinetex C-8 (100 A; 250 x 4,6 mm; 5 um; Phenomenex) nebo Biphenyl
(100 A; 250 x 4,6 mm; 5 pm; Phenomenex). Pro nalezeni optimalni separa¢ni metody byly
také testovany analytické kolony Kinetex C-18 (100 A; 250 x 4,6 mm; 5 um; Phenomenex)
a Kinetex F5 (100 A; 250 x 4,6 mm; 5 pm; Phenomenex). Pro izolaci pozadovanych latek
byly pouzity preparativni kolony Kinetex C-8 (100 A; 250 x 21,2 mm; 5 um; Phenomenex),
Biphenyl (100 A; 250 x 21,2 mm; 5 um; Phenomenex) nebo C-8 Rainin Dynamax (100 A;
250 x 21,4 mm; 8 pm; Varian).

Pro separaci a identifikaci latek pomoci UHPLC-PDA-MS/MS byl pouzit systém
sestavajici z kapalinového chromatografu Ultimate3000 (ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, USA), detektoru diodového pole PDA-3000 a hmotnostniho spektrometru pracujiciho
na principu linearni iontové pasti LTQ XL (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA).
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(+)ESI-HRMS data byla ziskana pomoci systému UltiMate 3000 RS (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) s detektorem AB SCIEX TripleTOF 6600 (AB SCIEX, Framingham,
MA, USA). Pouzité parametry: napéti na jehle +5,0 kV, tlak zmlzovaciho plynu 35 psi, tlak

susiciho plynu 60 psi, ionizacni teplota 600 °C, potencial coulombické exploze 60 V.

3.3 Gradienty pouzivané v HPLC

V pribéhu této bakalarské prace byly pouzivany nasledujici gradienty.

METODA A
priitok ¢as [min] H:0 [%] CH;CN [%]
0:00 70 30
30:00 55 45
18,0 ml/min 42:00 5 95
48:00 5 95
50:00 70 30
kolona C-8 Rainin Dynamax (250 x 21,4 mm; 8 pm; 100 A)
METODA B
H:0 + CH;O0H +
pritok cas [min] 0,05% HCOOH [%] 0,05% HCOOH [%]
0:00 80 20
63:00 50 50
19,1 ml/min 64:00 5 95
69:00 5 95
70:00 80 20
kolona C-8 Kinetex (250 x 21,2 mm; 5 pm; 100 A)
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METODA C
H,O + CH;CN +
pritok cas [min] 0,05% HCOOH [%] 0,05% HCOOH [%]
0:00 85 15
60:00 80 20
0,9 ml/min 61:00 5 95
69:00 5 95
70:00 85 15
kolona C-8 Kinetex (250 x 4,6 mm; 5 pm; 100 A)
METODA D
priitok ¢as [min] H:0 [%] CH;30H [%]
0:00 55 45
50:00 40 60
0,9 ml/min 51:00 5 95
59:00 5 95
60:00 55 45
kolona Kinetex Biphenyl (250 x 4,6 mm; 5 um; 100 A)
METODA E
pritok ¢as [min] H:0 [%] CH;30H [%]
0:00 45 55
50:00 35 65
0,9 ml/min 51:00 5 95
59:00 5 95
60:00 45 55
kolona Kinetex Biphenyl (250 x 4,6 mm; 5 um; 100 A)
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3.4 Izolace allithiolant z extraktu cibule kuchynské

3.4.1 Priprava extraktu

Cibule byla oloupana a pomoci kuchynského odstaviiovace (Catler JE 4010) bylo zpracovano
celkem 1403 g. Poté bylo 850 ml ziskané §tavy ponechéno stat pti laboratorni teploté 18 hodin,
pfi¢emz béhem této doby zacala byt Stdva znacné hotka. Nésledovala pfima extrakce, pii které
bylo pouzito 2x 140 ml CH2Clz. Jelikoz se v délici ndlevce tvofila emulze, bylo potfeba vzorek
odstiedit (10 000 rpm; 3 min). Organicka faze byla odd¢lena a vodnd faze byla opétovné
extrahovana stejnym zptisobem. Spojené organické faze byly CasteCné zakoncentrovany
pomoci rotacni vakuové odparky (RVO) na pfiblizné 20 % pivodniho objemu. Ziskany
extrakt byl pfesusen bezvodym MgSOs, piefiltrovan ptfes mikrofiltr (PTFE; 0,45 pm;
@ 25 mm) a zbyvajici CH2Cl, byl zcela odpaien na RVO (¢ < 30 °C). Timto postupem bylo
ziskano 732 mg tmavé zeleného odparku, ktery byl poté rozpustén v 80 ml CH3CN a zbaven
chlorofylu prote¢enim ptes kolonku C18-SPE (10 g; 60 ml). Po nasledném odpatreni CH3CN
byl ziskén vzorek visk6zni konzistence, tmave zluté barvy s velmi vyraznou hotkou chuti.
Vyse uvedenym zpisobem bylo postupné zpracovano celkem 40,9 kg cibule
kuchyiiské. Pomoci metody ptfimé extrakce bylo ziskano 24,3 g tmavé zeleného extraktu.
Po ptecisténi pomoci kolonky C18-SPE (10 g; 60 ml) bylo ziskdno celkem 13,2 g tmavé

zlutého viskozniho extraktu, ktery byl uchovan pfi teploté —28 °C pied dal$im zpracovanim.

3.4.2 Frakcionace extraktu

Preparativni separaci pomoci C8-HPLC/PDA bylo cilem ziskany extrakt cibule frakcionovat.
Ze ziskaného extraktu (13,2 g) byl pfipraven vzorek vhodny pro HPLC analyzu tim zptisobem,
ze byl nafedén CH3CN/H20 (v/v; 1/1) a poté byl vzorek o koncentraci 310 mg/ml zfiltrovan
pfes membranovy filtr (PTFE; 0,45 um; ¢ 25 mm). Nésledné bylo pomoci preparativni
C8-HPLC/PDA (Metoda A, nastfikovy objem 900 ul) opakované jiméano celkem 9 frakei (viz
Obrazek 21). Odpovidajici frakce z jednotlivych nastfikii byly slouceny, pomoci RVO
(t <30 °C) zbaveny CH3CN a poté extrahovany metodou piimé extrakce s pouzitim CH>Cl,
(CH2Clo/vzorek v/v; 1/5). Nasledné byl vzorek pifesusen pomoci MgSO4 a prefiltrovan
pres Hirschovu nélevku. Po odpateni veskerého CH>Cl> byly ziskané extrakty jednotlivych

frakei pfed dal§imi analyzami uchovény pii teploté —28 °C.
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Obrazek 21: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu cibule kuchytiské — ivodni frakcionace (Metoda A).

3.4.3 Optimalizované HPLC metody

Frakce 3

Pro frakci 3 byla optimalizovana metoda preparativni C8-HPLC/PDA (Obrazek 22,
Metoda B). Celé mnozstvi frakce 3 (1592 mg) bylo nafedéno na koncentraci 175 mg/ml
rozpuSténim v okyseleném roztoku (v/v; CH30H + 0,05% HCOOH/H20 + 0,05% HCOOH;
3/1) a zfiltrovano ptes membranovy filtr (PTFE; 0,45 um; ¢ 13 mm). Pomoci preparativni

C8-HPLC/PDA (Obrazek 22, Metoda B) bylo jimano celkem 8 frakci oznacenych 3.1-3.8.
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3.7 3.8
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200
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Obrazek 22: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu: a) cibule kuchynské (Metoda A), b) frakce 3
(Metoda B).

Jednotlivé frakce 3.1-3.8 byly pomoci RVO (¢ < 30 °C) zbaveny CH3CN a poté

extrahovany metodou piimé extrakce s pouzitim CH2Cl (v/v; CH2Clo/vzorek 1/5). Nasledné
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byl vzorek presusen pomoci MgSOs a prefiltrovan s vyuzitim Hirschovy nalevky. Po odpateni
veskerého CH>Cl, byly ziskané extrakty jednotlivych frakci 3.1-3.8 pted dal§imi analyzami

uchovavany pfi teploté —28 °C.

Frakce 3.5

Pro frakci 3.5 byla vyvinuta optimalizovand metoda preparativni C8-HPLC/PDA
(Obrazek 23, Metoda C). Frakce 3.5 (380 mg) byla nafedéna na koncentraci 175 mg/ml
rozpusténim v okyseleném roztoku (v/v; CH3OH + 0,05% HCOOH/H>0 + 0,05% HCOOH;
3/1) a zfiltrovana pomoci membranového filtru (PTFE; 0,45 um; ¢ 13 mm). Nasledné pomoci
preparativni C8-HPLC/PDA (Metoda C, nastiikovy objem 150 pl) byly jimany celkem 4
frakce oznacené jako 3.5.1-3.5.4 (viz Obrazek 23). Frakce byly pomoci RVO (¢ < 30 °C)
zbaveny CH3OH a dale se se ziskanymi frakcemi pracovalo jednotlivé (viz Frakce 3.5.2,

Frakce 3.5.3 a Frakce 3.5.4).
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Obrazek 23: C8-HPLC/PDA chromatogram extraktu: a) frakce 3 (Metoda B), b) frakce 3.5
(Metoda C).
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Frakce 3.5.2

Pro frakci 3.5.2 byla optimalizovana metoda preparativni Biphenyl-HPLC/PDA (Obrazek 24,
Metoda D). Nejprve byla frakce 3.5.2 (1500 ml) extrahovana 3x200 ml CH:Cly (v/v;
CH2Cla/vzorek 1/5). Nasledovalo odpateni CH2Clz pomoci RVO (¢ <30 °C) a ptiprava vzorku
na HPLC separaci. Celé mnozstvi vzorku (134 mg) bylo natedéno CH3OH/H>O (v/v; 1/1)
a zfiltrovano pfes membranovy filtr (PTFE; 0,45 pm; @ 13 mm). Néasledn€ pomoci preparativni
Biphenyl-HPLC/PDA (Metoda D, nastiikovy objem 50 pl) byly jimény celkem 2 frakce (viz
Obrazek 24). Najimané frakce byly pomoci RVO (z < 30 °C) zbaveny CH3OH a pted dal$im

zpracovanim uchovavany pfi teploté —28 °C.
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Obrazek 24: Biphenyl-HPLC/PDA chromatogram extraktu: a) frakce 3.5 (Metoda C), b) frakce
3.5.2 (Metoda D).

Frakce 3.5.3

Pro frakci 3.5.3 byla vyvinuta metoda preparativni Biphenyl-HPLC/PDA (Obrazek 285,
Metoda E). Nejprve byla frakce 3.5.3 (700 ml) extrahovana metodou piimé extrakce
s pouzitim 280 ml CH>Cl: (v/v; CH2Clyo/vzorek 1/5). Nasledovalo odpateni CH2Cl2 pomoci
RVO (¢<30 °C) a ptiprava vzorku na HPLC separaci. Vzorek o hmotnosti 134 mg byl nafedén
CH30H/H:0 (v/v; 1/1) a zfiltrovan pomoci membranového filtru (PTFE; 0,45 pm; ¢ 13 mm).
Nésledné pomoci preparativni Biphenyl-HPLC/PDA (Metoda E, néstfikovy objem 100 pl)
byla jimana 1 frakce (viz Obrazek 25). Frakce z jednotlivych nésttikli byly spojeny, zbaveny
CH;0H pomoci RVO (¢ <30 °C) a ziskany vzorek uchovavan pfi teploté¢ —28 °C.
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Obrazek 25: Biphenyl-HPLC/PDA chromatogram extraktu: a) frakce 3.5 (Metoda C), b) frakce
3.5.3 (Metoda E).

Frakce 3.5.4

U frakce 3.5.4, stejné jako u frakce 3.5.3, byla pouzita metoda preparativni Biphenyl-
HPLC/PDA (Obrazek 26, Metoda E). Nejprve byla frakce 3.5.4 (700 ml) extrahovana
3%200 ml CH2Cl>. Nasledné byl odpafen CH2Clx (RVO, ¢ < 30 °C) a byl ptipraven vzorek
na HPLC. Vzorek o hmotnosti 77 mg byl nafedén CH3OH/H2O (v/v; 1/1) a zfiltrovan
pfes membranovy filtr (PTFE; 0,45 pm; ¢ 13 mm). Nésledné pomoci preparativni
Biphenyl-HPLC/PDA (Metoda E, nastfikovy objem 100 pl) byla jimana 1 frakce (viz
Obrazek 26). Frakce ziskané béhem opakovanych nastiikii byly slouceny, zbaveny CH3;OH

(RVO, t <30 °C) a pred dalsim zpracovanim uchovavany pfti teploté —28 °C.
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Obrazek 26: Biphenyl-HPLC/PDA chromatogram extraktu: a) frakce 3.5 (Metoda C), b) frakce
3.5.4 (Metoda E).
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4 Vysledky

Allithiolany jsou slouceniny, které se v cibuli tvofi ve vétSim mnozstvi az po nékolika
desitkach minut po jeji homogenizaci.?® Po oloupani byla cibule zhomogenizovana pomoci
kuchynského odStaviiovace, pficemz hotké chut’ nejprve nebyla v ziskané $tave patrna, bylo
citit pouze typické aroma cibule. OvSem po 18 hodinéch jiz Stava vykazovala velmi intenzivni
hotkou chut’ typickou pro allithiolany. Tato cibulova Stava byla extrahovana CH>Cl,.
Po odpateni a natedéni byl ziskany extrakt rozdélen s pouzitim preparativni C8-HPLC/PDA
(Obrazek 28a, Metoda A) na celkem 9 frakci.

Cilem této prace byla izolace allithiolant A, tedy slou¢enin o elementarnim slozeni
Ci1oH1802S4 ((M+H]" =299,0262 Da). Na zaklad¢ HPLC-MS analyzy jednotlivych frakci bylo
zjiSténo, ze allithiolany A se nachazeji ve 3. frakci (Obrazek 28a). Jak jiz bylo zminéno
v kapitole 2.3, allithiolany jsou slouceniny, které diky pfitomnosti mnoha chiralnich center
mohou tvofit celou fadu stereoizomerd. Allithiolan A (34) obsahuje celkem 6 center chirality
(Obrazek 27), a tak miZe teoreticky existovat 64 stereoizomert této slouceniny.”s Ve 3. frakci
byla skute¢né detekovana celd tada latek odpovidajicich svoji molekulovou hmotnosti
allithiolanim A, ovSem koeluujicich s mnoha jinymi slou¢eninami pfitomnymi v extraktu.

V dalsi fazi bylo cilem ziskani alespont nékterych stereoizomerti v ¢isté forme.

allithiolan A (34)
CioH ;30,54

Obrazek 27: Centra chirality allithiolanu A.

4.1 Izolace allithiolanu A

Frakce 3 byla proto pomoci preparativni C8-HPLC rozd¢lena na celkem 8 podfrakei
oznacenych 3.1-3.8 (Obrazek 28b). Allithiolany A pak byly detekovany pomoci HPLC-MS
ve frakci 3.5 (Obrazek 28a). Frakce 3.5 byla proto dale rozdélena pomoci optimalizované
preparativni C8-HPLC metody na 4 podfrakce oznacené 3.5.1-3.5.4 (Obrazek 28c).
Na zéklad¢ HPLC-MS analyz byly allithiolany A detekovany v celkem 3 frakcich, a sice 3.5.2,

3.5.3 a3.5.4. Izolace jednotlivych stereoizomeri allithiolanu A z téchto frakci je popsana nize.
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Vysledky

Allithiolany A-I a A-II
Prvni frakei, ve které byly detekovany allithiolany A, byla frakce 3.5.2 (Obrazek 28c), pro niz

byla optimalizovana HPLC metoda vyuzivajici preparativni kolonu s bifenylovou stacionarni
fazi (Obrazek 28c). Pomoci této metody byly nakonec ziskany 2 rGzné allithiolany A
(Obrazek 28d, e, f). Ziskané stereoizomery byly oznaceny jako allithiolan A-I (frakce 3.5.2.1,
Obrazek 28e) a allithiolan A-II (frakce 3.5.2.2, Obrazek 28f). Postup izolace

allithiolanti A-I a A-II je detailn€¢ zndzornén na Obrazek 28.
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Obrazek 28: HPLC/PDA chromatogram extraktu: a) cibule kuchyiské (Metoda A), b) frakce 3
(Metoda B), ¢) frakce 3.5 (Metoda C), d) frakce 3.5.2 (Metoda D), e) frakce 3.5.2.1, f)
frakce 3.5.2.2.

Allithiolan A-III

Druhou frakci, ve které byly detekovany allithiolany A, byla frakce 3.5.3 (Obrazek 29c¢). Také
tato frakce byla separovdna pomoci HPLC metody vyuzivajici preparativni kolonu
s bifenylovou stacionérni fazi (Obrazek 29¢). Pomoci této metody byla ziskéna frakce, ktera
obsahovala Cisty stereoizomer allithiolanu A oznaceny jako allithiolan A-III (Obrazek 29d).

Cely postup izolace allithiolanu A-III je zrekapitulovan na Obrazek 29.
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Obrazek 29: HPLC/PDA chromatogram extraktu: a) cibule kuchynské (Metoda A), b) frakce 3
(Metoda B), ¢) frakce 3.5 (Metoda C), d) frakce 3.5.3.1 (Metoda E).

Allithiolan A-1V
Tteti frakei, kterd obsahovala allithiolany A, byla frakce 3.5.4 (Obrazek 30c), pro niz byla

také optimalizovana HPLC metoda vyuzivajici preparativni kolonu s bifenylovou stacionarni
fazi (Obrazek 30c, Metoda D). Pomoci této metody byl ziskan stereoizomer, ktery byl
oznacen jako allithiolan A-IV (Obrazek 30d).
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Obrazek 30: HPLC/PDA chromatogram extraktu: a) cibule kuchynské (Metoda A), b) frakce 3
(Metoda B), ¢) frakce 3.5 (Metoda C), d) frakce 3.5.4.1 (Metoda E).

Identita ziskanych allithiolani A byla potvrzena pomoci MS. MS/MS spektra téchto
latek jsou v naprostém souladu s diive publikovanymi spektry.”s Je v3ak tfeba poznamenat,
ze oznaceni stereoizomert allithiolanu A ziskanych v této praci je pouze docasné. Jak je patrné
z Obrazku 31, MS/MS spektra vSech ziskanych latek si jsou velmi podobna. Nelze je tudiz
vyuzit pro ptifazeni k latkdm, jejichz struktura jiz byla v odborné literatufe popsana a které

byly pojmenovany allithiolany A1—Ag.?d K tomuto u¢elu bude nutné provést NMR analyzu.
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Vysledky

Tato méfeni, pro néz neni na JU k dispozici potfebné instrumentalni vybaveni, jsou ov§em

planovana az po ziskani dalSich skupin allithiolant.
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Obrazek 31: MS/MS spektra: a) allithiolanu A-I, b) allithiolanu A-II,

d) allithiolanu A-IV.
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Diskuze

5 Diskuze

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.3, allithiolany jsou pomérné nedavno objevené slouceniny.
K jejich objeveni doslo teprve v roce 2018 pti hledani diivodu, pro¢ zhomogenizovana cibule
po urcité dobé nepiijemné zhotkne. Doposud byla o téchto slouceninach vydana pouze jedna
jedina publikace.?® V této praci jeji autofi pro ziskani Gistych stereoizomerti allithiolanu A
vyuzili rizné modelové reakéni systémy sestavajici z isoalliinu (1), methiinu (2) a alliinasy.
Tento postup je ovSem velmi ¢asoveé narocny, nebot’ isoalliin ani methiin nejsou komercné
dostupné slouceniny, je tedy potieba tyto aminokyseliny izolovat (v piipad¢ isoalliinu) popf.
syntetizovat (v pifipadé methiinu). Postup pro izolaci isoalliinu mimo jiné zahrnuje
nékolikandsobnou separaci pomoci iontoméni¢ové chromatografie, kterd je ¢asové velmi
naro¢na a vede k ziskani pouze omezeného mnozstvi tohoto kli¢ového prekurzoru. Navic také
z téchto modelovych systémii se poté musi jednotlivé allithiolany ziskavat za vyuziti
opakované preparativni HPLC separace a vytézky jednotlivych sloucenin se pohybuji v fadech
pouhych miligrami.?%

V ramci této bakalatské prace byl vyvinut postup pro ziskani allithiolan A z extraktu
homogenizované cibule. Ackoliv i tento postup je z ditvodu obrovské komplexnosti extraktu
Casové velmi narocny, jevi se tento pristup pro ziskani allithiolani casové i ekonomicky
vyhodnéjsi nez vySe popsané vyuziti modelovych systémi. Kromé ziskani allithiolanti navic
umoziuje soubézné ziskani také jinych, z védeckého hlediska zajimavych sloucenin
pfitomnych v extraktu.

V budoucnu bude tfeba podobnym zplsobem optimalizovat také postupy pro izolaci
dalsich skupin allithioland. Takto ziskané slouc¢eniny budou nasledné vyuzity pro validaci
metody umoziujici jejich kvantifikaci. Pomoci této metody pak budou moci byt detailné
studovany moznosti, jak ovlivnit tvorbu téchto senzoricky vysoce nezddoucich latek béhem
zpracovani cibule (napf. teplota, okyseleni, zplisob zpracovani apod.).

Velmi zajimavou, dosud nezodpovézenou otazkou je také potencialni biologicka aktivita
allithiolanti. Jak bylo popséno vysSe, v cibuli se vyskytuje mnoho sloucenin vykazujicich
vyrazné biologické ucinky, takze se lze opravnéné domnivat, ze také allithiolany mohou
vykazovat vyznamnou biologickou aktivitu.

Pro ob€ vySe zminéné vyzkumné oblasti je ovSem potfebné mit k dispozici latky o vysoké
Cistot¢ a mnozstvi (alesponn v tadech desitek mg), k ¢emuz by postupy popsané v této

bakaléfské praci mohly dopomoci.
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Zaveér

6 Zavér

V této bakalaiské praci byly optimalizovany metody pro izolaci allithiolani A (34) z extraktu
cibule kuchynské. Pomoci preparativni HPLC a s vyuzitim optimalizovanych metod se
podafily ziskat celkem 4 rizné stereoizomery allithiolanu A ve vysoké Cistoté.

Ziskané latky budou vyuzity pro dalsi vyzkum. Vyuziji se jednak pfi vyvoji a validaci
metody umoziujici kvantifikaci téchto latek. Planuji se také studie biologickych ucinki téchto

strukturné unikatnich slouéenin.

30



Reference

7 Reference

1.

Rabinowitch, H. D.; Currah, L. Allium Crop Science: Recent Advances; CABI: UK,
2002. ISBN 0851995101.

Friesen, N.; Fritsch, R.; Blattner, F. Phylogeny and new intrageneric classification of
Allium (Alliaceae) based on nuclear ribosomal DNA ITS sequences. Aliso 2006,
22 (1), 372-395. https://doi.org/10.5642/alis0.20062201.31.

Eksi, G.; Gengler Ozkan, A. M.; Koyuncu, M. Garlic and onions: An eastern tale.
Journal of Ethnopharmacology 2020, 253, 112675.
https://doi.org/10.1016/j.jep.2020.112675.

Food and Agriculture Organization of  the United Nations

http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC (accessed Mar.21, 2021).

Block, E. Garlic and Other Alliums: The Lore and the Science; RSC Pub.: Cambridge,
UK, 2010. ISBN 978-0-85404-190-9.

Block, E. The organosulfur chemistry of the genus Allium — implications for the
organic chemistry of sulfur. Angewandte Chemie 1992, 31 (9), 1135-1178.
https://doi.org/10.1002/anie.199211351.

Dini, I.; Tenore, G. C.; Dini, A. S-Alkenyl cysteine sulfoxide and its antioxidant
properties from Allium cepa var. tropeana (red onion) seeds. Journal of Natural

Products 2008, 71 (12), 2036—-2037. https://doi.org/10.1021/np800237w.

Stefanova, 1.; Zapal, J.; Moos, M.; Kuzma, M.; Kubec, R. Isoalliin-derived thiolanes
formed in homogenized onion. Journal of Agricultural and Food Chemistry 2019,

67 (35), 9895-9906. https://doi.org/10.1021/acs.jafc.9b01384.

Block, E.; Dane, A. J.; Cody, R. B. Crushing garlic and slicing onions: detection of
sulfenic acids and other reactive organosulfur intermediates from garlic and other

Alliums using direct analysis in real-time mass spectrometry (DART-MS).

31



Reference

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Phosphorus, Sulfur, and Silicon and the Related Elements 2011, 186 (5), 1085—-1093.
https://doi.org/10.1080/10426507.2010.507728.

Imai, S.; Tsuge, N.; Tomotake, M.; Nagatome, Y.; Sawada, H.; Nagata, T.; Kumagai,
H. An onion enzyme that makes the eyes water. Nature 2002, 419 (6908), 685-685.
https://doi.org/10.1038/419685a.

Aoyagi, M.; Kamoi, T.; Kato, M.; Sasako, H.; Tsuge, N.; Imai, S. Structure and
bioactivity of thiosulfinates resulting from suppression of lachrymatory factor synthase
in onion. Journal of Agricultural and Food Chemistry 2011, 59 (20), 10893—10900.
https://doi.org/10.1021/j£202446q.

Silvaroli, J. A.; Pleshinger, M. J.; Banerjee, S.; Kiser, P. D.; Golczak, M. Enzyme that
makes you cry—crystal structure of lachrymatory factor synthase from
Allium  cepa. ACS  Chemical Biology 2017, 12 (9), 2296-2304.
https://doi.org/10.1021/acschembio.7b00336.

Block, E.; Bayer, T. (Z,2)-d,l-2,3-Dimethyl-1,4-butanedithial S,S-dioxide: A novel
biologically active organosulfur compound from onion. Formation of vic-disulfoxides
in onion extracts. Journal of the American Chemical Society 1990, 112 (11),
4584-4585. https://doi.org/10.1021/;a00167a089.

Shen, C.; Parkin, K. L. In vitro biogeneration of pure thiosulfinates and propanethial-
S-oxide. Journal of Agricultural and Food Chemistry 2000, 48 (12), 6254—6260.
https://doi.org/10.1021/;f000711g.

Bayer, T.; Breu, W.; Seligmann, O.; Wray, V.; Wagner, H. Biologically active
thiosulphinates and a-sulphinyldisulphides from Allium cepa. Phytochemistry 1989,
28 (9), 2373-2377. https://doi.org/10.1016/S0031-9422(00)97987-1.

Morimitsu, Y.; Kawakishi, S. Inhibitors of platelet aggregation from onion.
Phytochemistry 1990, 29 (11), 3435-3439. https://doi.org/10.1016/0031-
9422(90)85252-B.

32



Reference

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Bayer, T.; Wagner, H.; Block, E.; Grisoni, S.; Zhao, S. H.; Neszmelyi, A. Zwiebelanes:
novel biologically active 2,3-dimethyl-5,6-dithiabicyclo[2.1.1]hexane 5-oxides from
onion. Journal of the American Chemical Society 1989, 111 (8), 3085-3086.
https://doi.org/10.1021/ja00190a064.

Borjihan, B.; Ogita, A.; Fuyjita, K. -ichi; Doe, M.; Tanaka, T. The cyclic organosulfur
compound zwiebelane A from onion (A/lium cepa) functions as an enhancer of
polymyxin B in fungal vacuole disruption. Planta Medica 2010, 76 (16), 1864—1866.
https://doi.org/10.1055/5-0030-1249935.

Nohara, T.; Fujiwara, Y.; Ikeda, T.; Murakami, K.; Ono, M.; El-Aasr, M.; Nakano, D.;
Kinjo, J. Two new bicyclic sulfoxides from welsh onion. Journal of Natural Medicines

2016, 70 (2), 260-265. https://doi.org/10.1007/s11418-015-0947-z.

Fukaya, M.; Nakamura, S.; Nakagawa, R.; Nakashima, S.; Yamashita, M.; Matsuda,
H. Rare sulfur-containing compounds, kujounins A; and Az and A//ium sulfoxide A1,
from Allium fistulosum ‘kujou’. Organic Letters 2017, 20 (1), 28-31.
https://doi.org/10.1021/acs.orglett.7b03234.

Fukaya, M.; Nakamura, S.; Nakagawa, R.; Kinka, M.; Nakashima, S.; Matsuda, H.
Cyclic sulfur-containing compounds from Allium fistulosum ‘kujou’. Journal of
Natural Medicines 2019, 73 (2), 397-403. https://doi.org/10.1007/s11418-018-1272-
0.

Nohara, T.; Fujiwara, Y.; Kudo, R.; Yamaguchi, K.; Ikeda, T.; Murakami, K.; Ono,
M.; Kajimoto, T.; Takeya, M. Isolation and characterization of new onionins A and
Az from Allium cepa, and of onionins A1, Az, and Az from Allium fistulosum. Chemical
and Pharmaceutical Bulletin 2014, 62 (11), 1141-1145. https://doi.org/10.1248-
/cpb.c14-00461.

El-Aasr, M.; Fujiwara, Y.; Takeya, M.; Ikeda, T.; Tsukamoto, S.; Ono, M.; Nakano,
D.; Okawa, M.; Kinjo, J.; Yoshimitsu, H.; et al. Onionin A from Allium cepa inhibits
macrophage activation. Journal of Natural Products 2010, 73 (7), 1306—1308.
https://doi.org/10.1021/np100105u.

33



Reference

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Fujiwara, Y.; Horlad, H.; Shiraishi, D.; Tsuboki, J.; Kudo, R.; Ikeda, T.; Nohara, T.;
Takeya, M.; Komohara, Y. Onionin A, a sulfur-containing compound isolated from
onions, impairs tumor development and lung metastasis by inhibiting the protumoral
and immunosuppressive functions of myeloid cells. Molecular Nutrition & Food

Research 2016, 60 (11), 2467-2480. https://doi.org/10.1002/mnfr.201500995.

Nohara, T.; Fujiwara, Y.; El-Aasr, M.; Ikeda, T.; Ono, M.; Nakano, D.; Kinjo, J.
Antitumor Allium sulfides. Chemical & Pharmaceutical Bulletin 2017, 65 (3),
209-217. https://doi.org/10.1248/cpb.c16-00844.

Kubec, R.; Stefanova, 1.; Moos, M.; Urajova, P.; Kuzma, M.; Zapal, J. Allithiolanes:
nine groups of a newly discovered family of sulfur compounds responsible for the
bitter off-taste of processed onion. Journal of Agricultural and Food Chemistry 2018,
66 (33), 8783—-8794. https://doi.org/10.1021/acs.jafc.8b03118.

Aoyagi, M.; Imai, S.; Kamoi, T. Novel bisthiolane polysulfides from lachrymatory
factor synthase-suppressed onion and their in vitro cyclooxygenase-1 inhibitory
activity. Food Chemistry 2021, 344, 128636. https://doi.org/10.1016/j.food-
chem.2020.128636.

El-Aasr, M.; Fujiwara, Y.; Takeya, M.; Ono, M.; Nakano, D.; Okawa, M.; Kinjo, J.;
Ikeda, T.; Miyashita, H.; Yoshimitsu, H.; et al. Garlicnin A from the fraction regulating
macrophage activation of Allium sativum. Chemical & Pharmaceutical Bulletin 2011,

59 (11), 1340—-1343. https://doi.org/10.1248/cpb.59.1340.

Nohara, T.; Kiyota, Y.; Sakamoto, T.; Manabe, H.; Ono, M.; Ikeda, T.; Fujiwara, Y.;
Nakano, D.; Kinjo, J. Garlicnins B;, Ci, and D, from the fraction regulating

macrophage activation of Allium sativum. Chemical & Pharmaceutical Bulletin 2012,

60 (6), 747—751. https://doi.org/10.1248/cpb.60.747.

Nohara, T.; Fujiwara, Y.; Ikeda, T.; Murakami, K.; Ono, M.; Nakano, D.; Kinjo, J.

Cyclic sulfoxides garlicnins B, B3, Bs, C2, and C3 from Allium sativum. Chemical &

34



Reference

31.

32.

Pharmaceutical Bulletin 2013, 61 (7), 695—699. https://doi.org/10.1248/cpb.c13-
00082.

Block, E.; Dethier, B.; Bechand, B.; Cotelesage, J. J. H.; George, G. N.; Goto, K.;
Pickering, I. J.; Mendoza Rengifo, E.; Sheridan, R.; Sneeden, E. Y.; et al. Ajothiolanes:
3,4-dimethylthiolane natural products from garlic (Allium sativum). Journal of
Agricultural  and  Food  Chemistry 2018, 66 (39), 10193-10204.
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.8b03638.

Nohara, T.; Ono, M.; Nishioka, N.; Masuda, F.; Fujiwara, Y.; Ikeda, T.; Nakano, D.;
Kinjo, J. New cyclic sulfides, garlicnins I, M, N, and O, from Allium sativum. Journal
of Natural Medicine 2018, 72 (1), 326-331. https://doi.org/10.1007/s11418-017-1133-
2.

35



Pouzité zkratky

8 Pouzité zkratky

DAD
ESI
FAO
HPLC
HRMS
LF
LFS
MS
NMR
PDA

ppm
PTFE

RVO
SPE
TDA

diode array detector

electrospray ionization

Food and Agriculture Organization of the United Nations
high performance liquid chromatography
high resolution mass spectrometry
lachrymatory factor

lachrymatory-factor synthase

mass spectrometry

nuclear magnetic resonance

photodiode array

parts per million

polytetrafluorethylen

rotations per minute

rotacni vakuova odparka

solid phase extraction

taste dilution analysis
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