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Cile prace

1

7 V4
Cile prace
Vypracovat literarni reSersi zaméfenou na strukturu, mechanismy tvorby a biologické

vlastnosti acyklickych organosirnych slou¢enin cibule kuchyniské (Allium cepa),

S vyuzitim preparativni HPLC izolovat a spektraln¢ charakterizovat struktury

vybranych acyklickych organosirnych sloucenin,

ziskané vysledky vhodné vyhodnotit, zdokumentovat a diskutovat.



Uvod

2 Uvod

Cibule kuchynska (Allium cepa) patii po celém svété mezi nejoblibenéjsi kulinaisky
zpracovavanou rostlinu, a to hlavné diky svym senzorickym vlastnostem. Jeji popularitu
potvrzuje i druhé misto v Zebticku celosvétové produkce zeleniny.! Zminky o této ploding Ize
nalézt v Bibli i Koranu.

Pro svou nezastupitelnou Ulohu v potravinaiském primyslu i lidovém 1é€itelstvi se
cibule stala i ¢astym cilem védeckych vyzkumu. I po mnoha desetiletich vyzkumii védci stale
objevuji nové a nové slou¢eniny. Tato bakalaiska prace se zabyva vybranymi latkami, které
vznikaji v cibuli ze svych prekurzoru, tj. S-alk(en)ylcystein-S-oxidu. Detailné budou probrany
nejvyznamnéj$i skupiny z mimotadné pestré palety organosirnych sloucenin cibule

kuchynské.
2.1 Rod Allium

Rod Allium zahrnuje jedny z nejstarSich kultivovanych plodin, jako jsou naptiklad A. cepa
(cibule kuchynska, Obrazek 1a), A. sativum (Cesnek kuchynsky, Obrazek 1b),
A. schoenoprasum (pazitka pobiezni), A. ampeloprasum (por letni), A. porrum (por zahradni,

Obréazek 1c), A. tuberosum (pazitka ¢inska) nebo A. fistulosum (cibule zimni).

li

a) b) c)

Obréazek 1: Vybrané rostliny rodu Allium: a) cibule kuchyfiska”; b) cesnek sety’; ¢) por zahradni. #

*
http://britishonions.co.uk/essential-onion-facts/, stazeno 18. 12. 2020
! http://www.auerpak.com/our-products/garlic-products/, stazeno 18. 12. 2020

’ https://stmaartenagriculture.com/product/onion-chives/, stazeno 18. 12. 2020
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Dale tento rod obsahuje celou fadu okrasnych rostlin. Za zminku stoji napiiklad A. caeruleum
(¢esnek azurovy), A.moly (Cesnek zlatozluty), A.rosenbachianum (Cesnek obrovsky),
A.roseum (Cesnek ruzovy), A.sphaerocephalon (esnek kulatohlavy) nebo A. cristophii
(¢esnek ozdobny).

Rod Allium obsahuje okolo 750 rostlin, coz z ného ¢ini nejvétsi rod jednodéloznych
petaloidnich rostlin, pomineme-li orchideje. Z vySe wuvedenych je hospodaisky

Podle FAO! (Food and Agriculture Organization of the United Nations) celosvétova
produkce cibule Cinila za rok 2019 téméf 100 miliont tun, pficemz nejvétsim producentem
byla Cina (témé&f 25 miliont tun), nasledovana Indii (22 miliont tun). Ceska republika p¥ispé&la

k celkové produkci cibule za rok 2019 vice jak 44 tisici tunami. (Obrazek 2).

Cina - 25%
25 miliona tun

Indie — 23%
23 milionu tun

Obrazek 2: Nejvyznamnéjsi producenti cibule za rok 2019 a procentualni zastoupeni v celosvétové produkci.”

*
https://stmaartenagriculture.com/product/onion-chives/, stazeno 18. 12. 2020
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2.2 Cibule kuchynska (Allium cepa)

Cibule kuchyniska je dvouletd jednod€lozna rostlina spadajici do cibulové zeleniny z Celedi
amarylkovitych. Prvni rok vytvati zasobni organ cibuli, druhy rok kvétenstvi a semeno. Listy
cibule kuchynské jsou oblé, duté a spolu s kofeny vyristaji z podpuéi. Cibule jako zasobni
organ se vytvaii pii vy$sich teplotach, pii kterych se zacinaji hromadit sacharidy. Cibule je ve
skutecnosti zduznatéla baze listh, jejiz povrch je kryt dvéma az tfemi obaly (tzv. Supinami).
Kdyz cibule dozrava, postupné se organické latky piesouvaji z listi do cibule, listy tak
postupné uschnou a ztraci barvu. Poté dochazi k zatazeni krcku cibule. Dalsi rok pak cibule
kvete, pricemz mize mit od 200 az po 2000 obojakych kvéth. Prasniky u kvéta zraji diive nez

blizny.?
2.3 Organosirné slouc¢eniny cibule kuchynské

V lidovém lécitelstvi se cibule vyuziva napiiklad pfi nachlazeni pro usnadnéni vykaslavani,
pro utlumeni drazdivého kasSle, na potlaceni zanéti a zmirnéni otokid sliznic, déale pfi
alergickych reakcich, bodnuti hmyzem a pfi koZnich zanétech a hemoroidech. Mimo jiné je
cibule znama pro své pozitivni G€¢inky na lidské srdce a cévy, zazivaci Gstroji, zlepSeni latkové
vymény, podporu krvetvorby, v boji proti stfevnim parazitim a pfi avitaminozach.®
Nezastupitelna uloha cibule v lidovém 1é¢itelstvi vyznamné inspirovala védce, kterym
se po dlouhd desetileti dafi z cibule izolovat stale nové a nové biologicky aktivni slou€eniny.
Vznik téchto organosirnych latek probihd enzymatickym rozkladem prekurzori,

S-alk(en)ylcystein-S-oxidi (Obrazek 3).

O NH, R: —CH=CHCH,
—-CH
S 3
R~ \)\COOH —-CH,CH,CHj;

Obréazek 3: Struktura S-alk(en)ylcystein-S-oxidt obsazenych v cibuli.

Organosirné latky si cibule a jiné rostliny rodu Allium vytvareji jako ochranu proti konzumaci
pfed ostatnimi zvifaty a pro zamezeni rozvoje mikrobialni kontaminace pifi naruSeni
rostlinného pletiva. Detekéni mechanismus, ktery odpovida za tuto nesnasenlivost, se nazyva

chemicka nocicepce a u lidi vyvolava plac. Jedna se o receptor Al nebo také TRPAL, ktery je

4
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u lidi pfitomny jiz 500 milioni let.* Nejvyznamnéjsi zastupce organosirnych slou¢enin cibule
uvadi Obrazek 4.
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Obrazek 4: Struktura hlavnich skupin organosirnych slou¢enin cibule.””

*
https://www.hy-vee.com/grocery/PD4647212/Sweet-Yellow-Onions, stazeno 18. 12. 2020
https://www.readypac.com/product/diced-onion/, stazeno 18. 12. 2020
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2.3.1 S-Alk(en)ylcystein-S-oxidy

Prekurzory organosirnych slou¢enin, S-alk(en)ylcystein-S-oxidy, se v cibuli vyskytuji celkem
tii, tj. isoalliin (1), methiin (2) a propiin (3) (Obrézek 5). Z uvedenych slou¢enin ma nejvyssi
relativni zastoupeni isoalliin (1; 78 relat. %), nasleduje methiin (2; 21 relat. %). Propiin (3) se

v cibuli vyskytuje pouze ve stopovém mnozstvi.’

9 NH, (l)I NH, IOI NH,
S S S
/\/ \)\COOH -~ \)\COOH SN \)\COOH
isoalliin (1) methiin (2) propiin (3)

Obrazek 5: Hlavni S-alk(en)ylcystein-S-oxidy cibule.

Methiin (2) byl poprvé izolovan v roce 1959 Virtanenem a Matikkalou.® Spolu s methiinem
Jeho objeveni je pfipisovano dvojici Virtanen a Spare.” Tato latka je také prekurzorem pro
slzotvorny faktor (4; z anglického lachrymatory factor, dale jen LF), ktery pfi zpracovani

cibule zpiisobuje typické slzeni o¢i.

2.3.2 Mechanismus tvorby organosirnych sloucenin

Velmi dillezité je zdlraznit, Ze v cibuli jsou pfitomny dva rizné enzymové systémy. Jsou jimi
alliinasa a LF-synthasa (dale jen LFS). K enzymové reakci dochazi vlivem naruseni
rostlinného pletiva. Prekurzory organosirnych slouéenin se tak dostanou do p¥imého kontaktu
s enzymy, ¢imz se spusti mimotadné komplexni kaskada chemickych reakci (Obrézek 6).

Isoalliin (1) podléhd enzymove katalyzovanému rozkladu za pfitomnosti alliinasy na
1-propensulfenovou kyselinu (5) a a-aminoakrylovou kyselinu (6). Druhy enzym, tj. LFS,
katalyzuje pfeménu 1-propensulfenové kyseliny (5) na LF (4).8

Vznikajici organosirné slouc¢eniny budou detailné popsany v nasledujicich kapitolach.
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Obréazek 6: Obecné schéma vzniku organosirnych slou¢enin v cibuli.
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2.3.3 Thiosulfinaty

Thiosulfinaty patii mezi nejlépe prostudované slouceniny, které vznikaji v rostlindch rodu
Allium. Jiz roku 1944 Cavallito a Bailey® z ¢esneku izolovali latku zvanou allicin (7), ktera
vykazovala antibakterialni u¢inky. Strukturu thiosulfinatd pfitomnych v cibuli uvadi
Obrazek 7.

0

S R, Ry, R,:-CH=CHCH
R >S” 2 1 R “CH 3

3
~CH,CH,CH,

Obréazek 7: Obecna struktura thiosulfinata v cibuli.

V Sedesatych letech minulého stoleti si zacali védci vS§imat, Ze methiin (2) a propiin (3) se
Vv cibuli enzymaticky rozkladaji na pfislusné thiosulfinaty, kterym byly pozd&ji ptipsany
charakteristické organoleptické vlastnosti ¢esnekovitych rostlin. Kromé toho si thiosulfinaty
ziskaly pozornost svymi vyraznymi antibiotickymi vlastnostmi. Na vyznamu témto latkam
také pridava to, Ze thiosulfinaty jsou stabilni v plynné formé a zustavaji v okoli rostliny, kde
mizou pusobit na hmyz (napt. jako atraktanty nebo jako repelenty).

Thiosulfinaty se déli na symetrické a asymetrické v zavislosti na struktufe vychozich
sulfenovych kyselin. Ke vzniku thiosulfinati, podobné jako vétSiny organosirnych sloucenin
cibule kuchynské, dochazi aZ po naruSeni pletiva. Velmi nestabilni sulfenové kyseliny, které
vznikaji enzymovym rozkladem S-alk(en)ylcystein-S-oxida, kondenzuji za vzniku

ptislusnych thiosulfinatt (Obrazek 8).
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I 2
S 3
I \)\COOH Y \)\COOH
isoalliin (1) alliin (8)
l alliinasa l alliinasa
H_ H_
? ?
1-propensulfenova kyselina 2-propensulfenova kyselina
) &)
/ l LFS l - H,0
0 0 @
I
R NN S N SngNF
S-(1-propenyl)-1-propenthiosulfinat LF 4) allicin (7)

Obrazek 8: Rozklad isoalliinu (1) a alliinu (8) na pfislusné thiosulfinaty.

Odlisné enzymové systémy V Cesneku a cibuli nabizi velmi zajimavé porovnani vzniku
thiosulfinati v téchto dvou zastupcich rodu Allium (Obrazek 8). V cibuli se totiz vétSina
1-propensulfenové kyseliny (5) vlivem pusobeni LFS preméni na LF (4). Cesnek LFS
neobsahuje a 2-propensulfenova kyselina (9), ktera je velmi nestabilnim meziproduktem

rozkladu alliinu (8), neenzymaticky kondenzuje na pomérné stabilni thiosulfinat alliicin (7).

2.3.4 Slzotvorné latky

Sulfiny

Jako sulfiny jsou oznacovany latky, které maji funkéni skupinu —CH=S=0. Jak jiz bylo
zminéno, unikétni vlastnosti cibule oproti ¢esneku je pifitomnost dvou riznych enzymu
(alliinasy a LFS). Ty svym plsobenim umoznuji vznik LF (4), systematicky

propanthial-S-oxidu, ktery zptisobuje typické slzeni o¢i pii zpracovani cibule.
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(0] NH, H_ 9

/\/g alliinasa (l) LFS /\%S
COH XS

isoalliin (1) 1-propensulfenova LF 4)

kyselina (5)

Obrazek 9: Mechanismus vzniku LF (4).1!

Na Obrazku 9 je popsan mechanismus vzniku LF (4) v cibuli. Pisobenim alliinasy se
isoalliin (1) pfeméni na 1-propensulfenovou kyselinu (5), ze které pusobenim LFS z velké
¢asti vznika LF (4). K objasnéni tohoto mechanismu piispéli v roce 2002 Imai a kol.!?, kteii
dokazali, ze ke vzniku LF (4) je potfeba obou enzymu (alliinasy i1 LFS). Do té¢ doby se
predpokladalo, ze LF (4) vznika spontanni izomeraci 1-propensulfenové kyseliny (5) a pro
vznik této slouceniny tedy postaci pouze ptitomnost alliinasy. Spravna struktura LF (4) byla

objasnéna Brodnitzem a Pascalem roku 1971.1

Bis-sulfin
Jako prvni tuto pfirozené se vyskytujici slouceninu ze skupiny slzotvornych latek poprvé

popsala dvojice Block a Bayer'®* ve své studii v roce 1990. Jednalo se o
(Z,2)-2,3-dimethyl-1,4-butandithial-S,S'-dioxid, trivialn¢ bis-sulfin (10, Obrazek 10).

0
S?ﬁ)\fs
Il
O

Mechanismus reakce v této studii predpoklada, ze bis-sulfin (10) vznika thiofilni adici

Obrazek 10: Struktura bis-sulfinu (10).

1-propensulfenové kyseliny (5) na LF (4) a poté nukleofilnim atakem druhé molekuly

1-propensulfenové kyseliny (5) (Obrazek 11).

Q)]
@ Ong
N \7,,, O\ NN O\ =
\S/\/ — g { — é —
N SN \S/\/ O// % //S\
co ® X (0)

H 0 bis-sulfoxid bis-sulfin (10)

Obrazek 11: Mechanismus vzniku bis-sulfinu (10).

10
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V cibuli se tedy vyskytuji dva thioaldehyd-S-oxidy (sulfiny). Jsou jimi LF (4, systematicky
(2)-propanthial-S-oxid) a bis-sulfin (10, systematicky (Z,Z)-2,3-dimethyl-1,4-butandithial-
-S,S'-dioxid). Dalsi zastupci slzotvornych sulfinu se také vyskytuji v Allium siculum
(systematicky  butanthial-S-oxid; 11)# a v Petiveria alliacea  (systematicky
(Z)-thiobenzaldehyd-S-oxid; 12).1° Struktury uvadi Obréazek 12.

(4) (10) 11)
Obrazek 12: Rostliny obsahujici bis-sulfiny.” 77

2.3.5 Cepaeny

Nézev téchto sloucenin pochazi z latinského nazvu rostliny, ze které byly poprvé izolovany,
tj. cibule kuchynské (lat. Allium cepa). Cepaeny (Obrazek 13) byly objeveny pii hledani latek,
které jsou zodpovédné za inhibici cyklooxygenasy a 5-lipoxygenasy. Poprvé byly popsany
ve studii Bayera a kol.?® v roce 1989, ktefi tyto do té doby neznamé latky izolovali. K objevu
cepaent doSlo diky snaze o objasnéni, které konkrétni latky jsou zodpovédné za antiastmatické

a antialergické ucinky cibule.
S S R2 Rl’ Rz: _CH:CHCH3

R” °s7 —CH,4
—CH,CH,CH,

Obrézek 13: Obecna struktura cepaent.

*
https://www.veryediblegardens.com.au/iveg/vegetable-lore/onion/, stazeno dne 15. 2. 2021
7 https://www.perenniculum.cz/trvalky/nectaroscordum-siculum/, stazeno dne 15. 2. 2021

+
* http://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:323288-2, stazeno dne 15. 2. 2021

11
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Mechanismus vzniku cepaent, ktery v reakci piedpoklada tcast LF (4), uvadi Obrazek 14.

LFS
Q N " o o Mo
.S alliinasa O/H ~u g '
R COOH L .S RSN S
R’ jm) j
R: —-CH=CHCH, 0 0

—CH S_ _S__R

3
-CH,CH,CH; R~ J/

Obrazek 14: Mechanismus vzniku cepaent.'’

2.3.6 Zwiebelany

Néazev zwiebelany pochazi z némeckého vyrazu pro cibuli (tj. die Zwiebel) a poprvé byl pouzit
Bayerem a kol.8. Autofi této studie hledali latku zodpovédnou za antialergické vlastnosti
cibule. Dvé latky, které objevili, mély sumarni vzorec CsH100S2. Jednalo se o dva
cis—/trans— izomery  zwiebelani  se systematickym  nazvem 2,3-dimethyl-
-5,6-dithiabicyklo[2.1.1]hexan-5-oxid (13, Obréazek 15).

/ /
S\\O S\\O

trans-13 cis-13

Obrézek 15: Struktura zwiebelant (13).

2.3.7 Cepathiolany

Cepathiolany byly poprvé izolovany Yoshidou a kol.!® v roce 2010. Nézev je opét odvozen
od latinského nazvu cibule (Allium cepa), v ndzvu je ale také zohlednéna ptitomnost
thiolanového jadra. V roce 2011 Aoyagi a kol.2° objevili dalsi stereoizomer této latky, ktery

ve své studii pojmenovali cepathiolan A (14). Cepathiolan A (14) vznika ze tfi molekul
12
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1-propensulfenove kyseliny (5), pficemz dv¢ ze tii molekul se podileji na vzniku thiolanového
jadra a tfeti tvori thiosulfinatovy fetézec. Aoyagi také popsal biologické tcinky téchto latek.
Cepathiolan A (14) naptiklad vykazoval dvakrat silngjsi antikoagulaéni vlastnosti nez aspirin,
ktery se pouziva pii 16¢bé ischemické choroby srdeéni. V roce 2019 Stefanova a kol.?* nalezli

ve své studii propylové a methylové homology, které pojmenovali cepathiolany B (15) a
C (16). Uvedené struktury shrnuje Obrazek 16.

S R: —-CH=CHCHj; (14, A)
R_g” OH —~CH; (15, B)
Y —~CH,CH,CHj (16, C)

Obrazek 16: Struktura cepathiolant.

Mechanismus vzniku cepathiolanu A (14) uvadi Obrazek 17.

(¢}

/\/gYCOOH alliinasg A SOH ———— /\/S\S/\/
NH, I
1) O]
'
S ® SOH 7
- S\/sj_(OH 4/\/7 ogs . gs,_s2
0
a14)

Obrazek 17: Mechanismus vzniku cepathiolanu A (14).2°
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Uvod

2.3.8 Onioniny

El-Aasr a kol.?? v roce 2010 izolovali z cibule prvniho zastupce ze skupiny tzv. onioninl.
Oznaceni onionin je opét odvozen od rostliny, z niz byla izolovana, tentokrat z anglického
ndzvu pro cibuli (onion). Zaroven bylo objeveno, ze tato latka, pojmenovana jako
onionin A (17), vykazuje protirakovinotvorné Ucinky, jelikoz potlacuje prolifera¢ni déleni
nadorovych bunék. V roce 2014 Nohara a kol.? objevili dal§i dva stabilni stereoizomery
onioninu A (17). V roce 2019 Stefanové a kol.?! na zakladé prikaznych spektroskopickych
dat vyvratili ptivodné navrzené struktury onioninu A (17) obou autorti. Autofi této studie také
objevili do té doby nepopsané methylové, resp. propylové homology onioninu A (17), tj.
onioniny B (18), resp. onioniny C (19). Struktury téchto slouc¢enin uvadi Obrazek 18.

Q R: —CH=CHCH, (17, A)
N S _on ~CH,; (18, B)

R/Sj—z/ ~CH,CH,CHj; (19, C)

Obrazek 18: Obecna struktura onionintt A—C (17-19).%

2.3.9 Allithiolany

Izolace a identifikace nové a velmi rozsahlé skupiny organosirnych sloucenin, které nesou
odpovédnost za hotkou chut’ zpracované cibule, byla vysledkem védecké studie Kubce a kol.
vroce 2018.2* Bylo objeveno 9 strukturné unikatnich sloucenin, které ziskaly oznadeni
allithiolany A—I. Vsechny tyto slou¢eniny patii do skupiny strukturné pfibuznych derivata
3,4-dimethylthiolan-S-oxidu. Struktury izolovanych allithiolant uvadi Obrazek 19.
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Obrézek 19: Struktury allithiollant A—1.22

Charakteristickou vlastnosti allithiolanti je tedy jejich vyrazn€ horka chut’, kviili které je tvorba

téchto sloucenin technologicky velmi nezadouci.
2.3.10 Cepadithiolakton A

Dosud nepopsana slou¢enina elementarniho slozeni CeH100S> byla z cibule poprvé izolovana
Stefanovou a kol.?® v roce 2019. Struktura slou¢eniny byla uréena jako
5-hydroxy-3,4-dimethylthiolan-2-thion. Jednalo se o viibec prvni pfirozen¢ se vyskytujici
dithiolakton, ktery s ohledem na svij puvod a strukturu ziskal trividlni oznaceni
cepadithiolakton A (20, Obrazek 20).

Hoji\(s
Obrazek 20: Cepadithiolakton A (20).
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Uvod

Mechanismus vzniku cepadithiolaktonu A (20) je uveden na Obrazku 21.

RS~ N OH S=S\_OH R: —CH=CHCH,
=S — + R—-S—OH ~CH,
0 ~CH,CH,CHj
cepathiolan A—C cepadithiolakton A sulfenové kyseliny
(14-16) (20)

Obrézek 21: Mechanismus vzniku cepadithiolaktonu A (20) rozkladem cepathiolant.?!

16



Experimentalni ¢ast

3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie a materialy

Chemikalie

Lach-Ner (Neratovice, Ceské republika)

Kyselina mravenci (98%, p. a.), siran hofeénaty (bezvody, p. a.)

Sigma Aldrich
Acetonitril (HPLC grade), dichlormethan (p. a.), methanol (HPLC grade)

Rostlinny material

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

fetézci.
Ostatni material

C18-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 centrifugacni filtry (0,2 pm; 2 ml) — Watrex (Praha, CR)

Pristroje

HPLC separace byly provadény na pfistroji 1260 Infinity II preparative (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) s detektorem 1260 Infinity 1| PDA WR. Pouzivané kolony: analytické
Kinetex C8 (100 A; 250 x 4,6 mm; 5 um; Phenomenex) a C8 Rainin Dynamax (100 A;
250 x 4,6 mm; 8 um; Varian). Pti vyvoji separa¢nich metod byly testovany také analytické
kolony Kinetex Bifenyl, C18, F5 a fenyl-hexyl (viechny 100 A; 250 x 4,6 mm;
5 um; Phenomenex). K izolacim byly pouZity preparativni kolony Kinetex C8 (100 A;

17
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250 x 21,2 mm; 5 pm; Phenomenex) a C8 Rainin Dynamax (100 A; 250 x 21,4 mm; 8 pm;
Varian).

(+)ESI-HRMS data byla ziskdna vyuzitim systému UltiMate 3000 RS (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) vybaveného detektorem AB SCIEX TripleTOF 6600 (AB
SCIEX, Framingham, MA, USA). Pouzit¢ parametry: napéti na jehle +5,0 kV, tlak
zmlzovaciho plynu 35 psi, tlak suSiciho plynu 60 psi, ioniza¢ni teplota 600 °C, potenciél
coulombické exploze 60 V.

Pro separaci latek na principu kapalinové chromatografie a jejich simultanni detekci
pomoci PDA a MS (UHPLC-PDA-MS/MS) byl pouzit systém UHPLC Ultimate3000, MS
LTQ XL. Kapalinovy chromatograf Ultimate3000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA) se systemem vysokotlakych binarnich pump HPG-3200SD a detektorem diodového
pole PDA-3000. Hmotnostni spektrometr na principu linearni iontové pasti (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA).

3.2  Gradienty pouzivané v HPLC

METODA A
pritok ¢as [min] H20 [%] CHsCN [%]
0:00 70 30
30:00 55 45
0,9 ml/min 42:00 5 95
48:00 5 95
50:00 70 30
kolona C8 Rainin Dynamax (100 A: 250 x 250 x 4,6 mm; 8 pm)
METODAB
pritok ¢as [min] H20 [%] CH3sCN [%]
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 C8 Rainin Dynamax (100 A: 250 x 21,4 mm; 8 pm)
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METODA C
. . : H20 + 0,05% CH30H + 0,05%
pritok €as [min] HCOOH [%] 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 C8 Kinetex (100 A; 250 x 21,2 mm; 5 pm)
METODA D
pritok ¢as [min] H20 [%] CH3sCN [%]
0:00 80 20
22:00 78 22
0,9 ml/min 23:00 5 95
29:00 5 95
30:00 80 20
kolona C8 Kinetex (100 A; 250 x 4,6 mm; 5 pm)
METODA E
prutok ¢as [min] H20 [%] CHsCN [%]
0:00 90 10
15:00 90 10
0,9 ml/min 50:00 70 30
51:00 5 95
59:00 5 95
60:00 90 10
kolona C8 Kinetex (100 A; 250 x 4,6 mm; 5 pm)

3.3 Izolace sloucenin z extraktu cibule kuchynské

Tato bakalatrska prace byla zaméfena na izolaci vybranych homologt ze skupiny cepaentl. Jak
jiz bylo uvedeno v kap. 2.3.5, cepaeny tvoii velmi rozsahlou skupinu organosirnych slou¢enin
cibule kuchynské. Pro prehlednost ziskaly tyto latky v ramci bakalaiské prace (s ohledem na

svou molekulovou hmotnost) oznaéeni cepaeny-184 (21, Obrazek 22).
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cepaeny-184 (21)
CsH,,08;
[M+H]"=185,0124 Da

Obréazek 22: Struktura cepaenti-184 (21).

Piiprava extraktu

Oloupand cibule (1209 g) byla zpracovana pomoci kuchynského odstaviiovace (Catler JE
4010). Stava byla ponechana po dobu 18 hodin pii laboratorni teploté. Bé&hem této doby zacala
Stava velmi vyrazné hotknout.

Pfima extrakce byla provedena dvakrat pomoci CH2Cl2 o objemu 130 ml. Z divodu
tvorby emulze ve vzorku byl vzorek odstiedén (10 000 rpm; 3 min). Organicka faze byla
oddélena a byla provedena druha extrakce vodné faze. Obé organické faze byly poté spojeny.
Ze vzorku byl ¢aste¢né odpafen CH2Cl> a poté byl extrakt piesuSen bezvodym MgSOs,
prefiltrovan ptes mikrofiltr (PTFE; 0,45 um; @ 25 mm) a nakonec byl zbyvajici objem CH2Cl>
uplné odpatren pomoci rota¢ni vakuové odparky (t < 30 °C; dale jen RVO). Vznikly odparek
(248 mg) byl poté rozpustén v 80 ml CHzCN a zbaven chlorofylu pomoci C18-SPE kolony
(10 g; 60 ml). Ziskany roztok byl ¢iré zluté barvy (pii pouziti C8-SPE nedochézelo
k zachyceni chlorofylu). Poté byl z roztoku odpaten veskery objem CH3CN. Vysledkem byl
tmavé zluty, viskozni roztok s vyrazné hotkou chuti.

Uvedenym postupem bylo celkové zpracovano 40,9 kg cibule. Pfimou extrakei bylo
takto ziskano 24,3 g tmavé zeleného extraktu. Pomoci kolonky C18-SPE (10 g; 60 ml)
po odstranéni chlorofylu bylo ziskano celkem 13,2 g tmavé zlutého viskozniho extraktu, ktery

byl pted dal§imi analyzami uchovan pfi teploté —28 °C.

3.4 HPLC/HRMS analyza extraktu

HPLC/HRMS analyza extraktu byla provedena za G¢elem zjisténi retencnich ¢asii izolovanych
organosirnych latek, tj. cepaenu-184 (21). Vysledky HPLC/HRMS analyzy uvadi Obrazek
23 (Metoda A).
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Obrazek 23: HPLC/HRMS analyza:

a) extraktu cibule (Metoda A),
b) vygenerovana hmota cepaent-184 (21) [M+H]* = 185,0124 Da (Metoda A).

3.5 Frakcionace extraktu metodou C8-HPLC/PDA

Preparativni separace za pomoci C8-HPLC/PDA byla provedena na zaklad¢ vysledkt
HPLC/HRMS analyzy s cilem frakcionace ziskaného cibulového extraktu a nasledné izolace
vybranych organosirnych sloucenin (tj. cepaenti-184, 21).

Ze ziskaného extraktu byl pfipraven vzorek na HPLC. Nafedénim CH3CN/H20
(v/v; 1/1) byl ziskan vzorek o koncentraci 310 mg/ml. Ten byl dale filtrovan pomoci
stiika¢kového filtru (PTFE; 0,45 pm; @ 25 mm). Preparativni C8-HPLC/PDA (Metoda B,
nastiikovy objem 900 pl) bylo jiméano celkem 9 frakci (Obrézek 24). Touto metodou bylo

zpracovano veskeré mnozstvi extraktu (13,2 g) ziskaného ze 40,9 kg Cerstvé cibule.
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Obréazek 24: C8-HPLC/PDA chromatogram cibulového extraktu — frakcionace (Metoda B).

Kazda frakce byla pomoci RVO (t < 30 °C) zbavena CH3CN a extrahovana metodou pfimé
extrakce s vyuzitim CH2Cl2 (v/v; CH2Clz2/vzorek 1/5). Poté byl vzorek piesusen MgSOs,
filtrovan pies Hirschovu nalevku a na RVO (t < 30 °C) zbaven veskerého CH2Cl,. Takto

ziskané extrakty jednotlivych frakci byly uchovany pfi teploté —28 °C.

3.6 Optimalizované HPLC metody

Na zéakladé¢ vysledki HPLC/HRMS analyzy (Obrazek 23) byla pii pokusu o izolaci
cepaeni-184 (21; elementarni sloZzeni CsH120S3) pozornost zaméfena na frakci 3 (reten¢ni ¢as

9,7-14,8 min) (Obrazek 25).
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Obrazek 25: C8-HPLC/PDA chromatogram cibulového extraktu — frakce 3 obsahujici cepaeny-184 (21)
(Metoda B).
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Frakce 3

Frakce 3 (1592 mg) byla nafedéna na koncentraci 175 mg/ml rozpusténim v okyseleném
roztoku (v/v; CHzOH + 0,05% HCOOH/ H,0 + 0,05% HCOOH; 3/1) zfiltrovana pomoci
stiikackového filtru (PTFE; 0,45 um; g 13 mm).

Pro frakci 3 byla optimalizovana metoda preparativni C8-HPLC/PDA, pomoci které
bylo jimano celkem 8 frakci (oznaceny 3.1-3.8) (Obrazek 26, Metoda C, nastiikovy objem
150 ul).
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Obrazek 26: C8-HPLC/PDA chromatogram:

a) cibulového extraktu (Metoda B),
b) cibulové frakce 3 — frakcionace (Metoda C).

Kazda frakce byla pomoci RVO (t < 30 °C) zbavena CH3CN a extrahovana CH2Cl> metodou
piimé extrakce (v/v; CH2Cly/vzorek; 1/5). Po piesuseni MgSQs, filtraci pies Hirschovu
nalevku a odpateni veskerého CH2Cl, byly ziskané extrakty jednotlivych frakci pied dalsim

zpracovanim uchovany pfi teploté —28 °C.
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Frakce 3.2

Frakce 3.2 (326 mg) byla nafedéna na koncentraci 108 mg/ml (v/v; CH3CN/H20; 1/1)
a prefiltrovana pomoci sttikackového filtru (PTFE; 0,45 um; @ 13 mm).

Pro frakci 3.2 byla optimalizovana metoda preparativni C8-HPLC/PDA (Obrazek 27,
Metoda D, nastiikovy objem 150 ul). Pomoci této metody byly jimany celkem 2 frakce
(oznaceny 3.2.1 a 3.2.2; Obrazek 27b). Ob¢ frakce (3.2.1 a 3.2.2) byly pomoci RVO
(t<30°C) zbaveny CHsCN, extrahovany CH2Cl> metodou piimé extrakce (v/v;
CHaCly/vzorek; 1/5). Po presuseni MgSQs, filtraci pies Hirschovu nalevku a odpafeni
veskerého CH2Cl> byly oba extrakty (3.2.1. a 3.2.2) pted dal$im zpracovanim uchovany

pii teploté —28 °C.
a)
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Obrazek 27: C8-HPLC/PDA chromatogram:
a) cibulové frakce 3 — frakcionace (Metoda C),
b) cibulové frakce 3.2 — frakcionace (Metoda D).

24



Experimentalni ¢ast

Frakce 3.3

Frakce 3.3 (139 mg) byla natedéna na koncentraci 58 mg/ml (v/v; CH3CN/H20; 1/1)
a prefiltrovana pomoci membranového filtru (PTFE; 0,45 um; @ 13 mm).

Pro frakci 3.3 byla optimalizovana metoda preparativni C8-HPLC/PDA (Obrazek 28,
Metoda E, nastiikovy objem 150 ul). Pomoci této metody byly jimany celkem 2 frakce
(oznaceny 3.3.1 a 3.3.2; Obrazek 27b). Tyto frakce (3.3.1 a 3.3.2) byly pomoci RVO
(t<30°C) zbaveny CHsCN a extrahovany CH.Cl, metodou piimé extrakce (V/V;
CH2Cly/vzorek 1/5). Po ptesuseni MgSOs, filtraci pies Hirschovu nalevku a odpafeni
veskerého CH2Cl> byly oba extrakty (3.3.1 a 3.3.2) pfed dal$im zpracovanim uchovany
pii teploté —28 °C.
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Obrazek 28: C8-HPLC/PDA chromatogram:
a) cibulové frakce 3 — frakcionace (Metoda C),
b) cibulové frakce 3.3 — frakcionace (Metoda E).
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4 Vysledky

Cepaeny tvoii velmi rozsdhlou skupinu organosirnych sloucenin cibulového extraktu
(Obréazek 29a). Hlavnim cilem této prace bylo izolovat pouze methylové homology cepaenti,
tj. cepaeny-184 (21) o elementarnim slozeni CsH120Sz (Obrazek 29b). Standardy téchto
slou¢enin totiz nejsou komeréné dostupné, a pro dalsi vyzkum téchto latek je tedy nutné

izolovat je ptimo z cibulového extraktu.

0 0
S.__S.__R SL_S
Rl/ \K\S/ 2 - \[ \S/
R;, Ry: -CH=CHCH; cepaeny-184 (21)
— H3
_CH,CH,CH, CsH,,08;
[M+H]"=185,0124 Da
a) b)

Obréazek 29: Struktura: a) vSech homologu cepaent, které se vyskytuji v cibulovém extraktu,
b) cepaenii-184 s vyznaéenimi centry chirality.

Cibule byla po oloupani odstavnéna kuchynskym odStavilovacem a $t'dva ponechana stat pii
laboratorni teploté po dobu 18 hodin. Po této dobé& byla $t'ava extrahovana CH2Cl, a dale
zpracovana dle postupu uvedeného v kapitole 3.3. Cepaeny patii mezi slouéeniny, které
Vv cibulovém extraktu vznikaji ve vétsim mnozstvi az po delsi dobé od homogenizace. Dosud
vSak nebyly publikovany zadné studie, které by se zaméfily na kvantifikaci organosirnych
slou¢enin vznikajicich v cibulovém homogenatu v zavislosti na ¢ase. Neni tudiz znama
optimalni doba, po kterou je (pro maximalizaci vytézku cepaent) vhodné nechat cibulovy
homogenat volné reagovat. Izolované standardy cepaent-184 (21) budou v dalsim obdobi
vyuzity pravé pro ucely jejich kvantifikace v homogenizované cibuli.

Na zakladé vysledki HPLC/MS analyzy jednotlivych frakci bylo zjisténo,
7e pozadované cepaeny-184 (21) se nachazeji ve frakci 3 cibulového extraktu (Obrazek 31a).
Cepaeny-184 (21) maji ve své molekule 2 centra chirality (viz Obrazek 29b), a v cibulovém
extraktu lze tedy oCekavat piitomnost celkem 4 stereoizomerti. Opakovanymi HPLC/PDA
frakcionacemi za vyuziti riznych stacionarnich fazi byly z extraktu izolovany standardy
celkem Ctyt stereoizomert cepaent-184 (21), které budou detailné popsany v nasledujicich

kapitolach.

26



Vysledky

4.1  lzolace cepaenii-184

Pro frakci 3 cibulového extraktu byla optimalizovana HPLC/PDA metoda (Metoda C,
Obrazek 32b). S vyuzitim preparativni C8-HPLC/PDA byla tato frakce rozdélena na celkem
8 frakci (oznaceny 3.1-3.8; Obrazek 32b). Pomoci HPLC/MS analyzy jednotlivych frakci
3.1-3.8 byly cepaeny-184 (21) detekovany ve frakcich 3.2 a 3.3, které byly z divodu koeluce
cepaenu-184 (21) s dalsimi slouceninami dale frakcionovany. Frakce 3.2 byla pomoci
preparativni C8-HPLC/PDA rozdélena na dvé frakce (3.2.1 a 3.2.2) (Obrazek 32c, Metoda
D). Obdobné byly dvé frakce (3.3.1 a 3.3.2) zisk&ny vyuzitim preparativni C8-HPLC/PDA
z frakce 3.3 (Obréazek 38c, Metoda E).

Cepaen-184-1

Proces izolace frakce 3.2.1 zachycuje Obrézek 32. Celkové se podafilo ziskat 29,6 mg
viskézniho, mirn€ nazloutlého roztoku. HPLC/PDA analyza potvrdila vysokou Cdistotu
izolované frakce (Obrazek 32d, Metoda D). HPLC/MS analyza vsak prokazala pfitomnost
dvou slouéenin, tj. cepaenu-184 (21) a pravdépodobné zwiebelanu (13) (Obrazek 30, Metoda
D). Jelikoz se jedna o prvni izolovany stereoizomer, ziskal v ramci této prace oznaéeni
cepaen-184-1 (21) (v odborné literatuie zadné jednotné oznacovani téchto sloucenin doposud

zavedeno nebylo). Struktury uvedenych slouéenin uvadi Obrazek 31.
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Obrazek 30: Analyza frakce 3.2.1: a) C8-HPLC/PDA chromatogram (Metoda D),
b) C8-HPLC/MS - vygenerovana hmota cepaenu-184-I (21) [M+H]* = 185 Da (Metoda D),

¢) C8-HPLC/MS - vygenerovana hmota pravdépodobné odpovidajici zwiebelanu (13) [M+H]* = 163 Da
(Metoda D).
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Vysledky
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(¢]

cepaen-184-1 (21) zwiebelan (13)
CsH ;085 CeH 1908,

[M+H]" =185 Da [M+H]" =163 Da

Obrézek 31: Predpokladané struktury frakce 3.2.1.

Frakce 3.2.1 bude dale analyzovana s cilem optimalizovat HPLC metodu pro separaci

jednotlivych sloucenin, tj. cepaenul84-I (21) a pravdépodobného zwiebelanu (13).

28



Vysledky
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Obrazek 32: C8-HPLC/PDA chromatogram:

a) cibulového extraktu (Metoda B),

b) cibulové frakce 3 — frakcionace (Metoda C),
c) cibulové frakce 3.2 — frakcionace (Metoda D),
d) frakce 3.2.1 (Metoda D).
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Vysledky

Cepaen-184-11

Proces izolace frakce s oznacenim 3.2.2 zachycuje Obrézek 35. Celkové se podafilo ziskat
1,7 mg viskd6zniho, mirné nazloutlého roztoku. HPLC/PDA i HPLC/MS analyza potvrdily
vysokou Cistotu izolované frakce (Obrazek 35d, Metoda D).
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Obrazek 33: HPLC/HRMS spektrum frakce 3.2.2.

HPLC/HRMS analyza frakce 3.2.2 také potvrdila o¢ekdvanou hmotu [M+H]* = 185,0124 Da
(odpovidajici elementarnimu slozeni CsH120S3), ktera je spolecné se ziskanym MS/MS
spektrem (Obrazek 33) v souladu s ocekavanou strukturou cepaenu-184 (21). Tento

stereoizomer ziskal oznaCeni cepaen-184-11 (21) (Obrazek 34).

o

/S\KS\S/

cepaen-184-I1 (21)
CsH 2083
[M+H]" =185,0124 Da

Obrazek 34: Predpokladana struktura frakce 3.2.2.

Vysledky NMR analyzy cepaenu-184-11 (21) bohuzel nemohly byt z ¢asovych duvodud
soucasti této prace, a strukturu této latky je tedy nutné povazovat zatim pouze za vysoce
pravdépodobnou, nikoli potvrzenou.
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Vysledky
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Obrazek 35: C8-HPLC/PDA chromatogram:

15 20 25 30

retenéni Cas [min]

a) cibulového extraktu (Metoda B),

b) cibulové frakce 3 — frakcionace (Metoda C),

c) cibulové frakce 3.2 — frakcionace (Metoda D),
d) frakce 3.2.2, tj. cepaenu-184-11 (21; Metoda D).
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Vysledky

Cepaen-184-111 a cepaen-184-1V

Dalsi frakci, ve které byly detekovany posledni dva stereoizomery cepaenu-184 (21), byla
frakce 3.3. Pomoci optimalizované C8-HPLC/PDA metody byly izolovany celkem dvé¢ frakce,
tj. frakce 3.3.1 a 3.3.2. Proces izolace frakce 3.3.1, resp. 3.3.2 poskytuje Obrazek 38, resp.
Obrazek 39.

Celkové se podafilo ziskat 4,6 mg viskézniho, mirné nazloutlého roztoku frakce 3.3.1
a 74 mg frakce 3.3.2 obdobného vzhledu. HPLC/PDA i HPLC/MS analyza potvrdila vysokou
Cistotu obou izolovanych frakci 3.3.11 3.3.2 (Obréazek 38d a 39d, Metoda E).

HPLC/HRMS analyza obou frakci 3.3.1 i 3.3.2 potvrdila ocekavanou hmotu
[M+H]* = 185,0124 Da, ktera je spoleéné se ziskanymi MS/MS spektry (Obrazek 36)
v souladu s o¢ekavanou strukturou cepaenu-184 (21; Obrazek 37). Frakce 3.3.1, resp. 3.3.2,

ziskala oznaceni cepaen-184-111 (21), resp. cepaen-184-1V (21).
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Obrazek 36: HPLC/HRMS spektrum frakce:
a) 3.3.1, tj. cepaenu-184-111 (21),
b) 3.3.2, tj. cepaenu-184-1V (21).
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Vysledky

0]
- S \KS ~g -
cepaen-184-III (21) (frakce 3.3.1)
cepaen-184-1V (21) (frakce 3.3.2)

CsH,,08;
[M+H]" = 185,0124 Da

Obréazek 37: Pfedpokladana struktura cepaenu-184-I11 (21) a cepaenu-184-1V (21).
Vysledky NMR analyzy cepaenu-184-111 (21) i cepaenu-184-1V (21) nemohly bohuzel byt

z ¢asovych divodu soucasti této prace a strukturu je tedy nutné zatim povazovat pouze za

predpokladanou, nikoli potvrzenou.
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Vysledky
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Obrazek 38: C8-HPLC/PDA chromatogram:

30 40 50 60
retenéni ¢as [min]

a) cibulového extraktu (Metoda B),

b) cibulové frakce 3 — frakcionace (Metoda C),

c) cibulové frakce 3.2 — frakcionace (Metoda E),
d) frakce 3.3.1, tj. cepaenu-184-111 (21; Metoda E).
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Vysledky
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Obrézek 39: C8-HPLC/PDA chromatogram:
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b) cibulové frakce 3 — frakcionace (Metoda C),
c) cibulové frakce 3.2 — frakcionace (Metoda E),
d) frakce 3.3.2, tj. cepaenu-184-1V (21; Metoda E).
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Diskuze

5 Diskuze

Experimentalni ¢ast této prace byla zaméfena na izolaci na izolaci jedné skupiny cepaend,
a sice latek CH3S(O)CH(CH2CH3)SSCHj3(s oznacenim cepaeny-184; 21), jejichz molekula
obsahuje celkem 2 centra chirality a v cibulovém extraktu lze tedy o¢ekavat ptitomnost celkem
4 stereoizomerd.

Podatilo se izolovat standardy 3 stereoizomerd cepaenu-184 (21), tj. slouceniny 3.2.2
(cepaen-184-11), 3.3.1 (cepaen-184-111) a 3.3.3 (cepaen-184-1V), které¢ dle vysledkt
HPLC/HRMS analyzy maji totozna MS/MS spektra odpovidajici struktuie cepaenti-184 (21).
Tyto slouceniny byly izolovany v dostate¢ném mnozstvi i Cistoté, a jsou tedy vhodné pro
naslednou NMR analyzu, jejiz vysledky nemohly bohuzel byt z ¢asovych diivodu soucasti této
prace. Predpokladanou strukturu izolovanych cepaenu-184-1-111, véetné oznaceni pfitomnych

center chirality, uvadi Obrazek 40.

O

Il
/*S\*KS\S/

cepaen-184-11 (3.2.2)
cepaen-184-I1I (3.3.1)
cepaen-184-1V (3.3.2)

Obréazek 40: Piedpokladana struktura izolovanych standardi stereoizomerd cepaenu-184-1-1V (21) véetné
oznaceni center chirality.

Ctvrty stereoizomer byl identifikovan ve frakci 3.2.1 (tj. cepaen-184-1, (21)), ve které se viak
dle vysledktt HPLC/MS analyzy vyskytoval ve dvojici s dalsi slou¢eninou, pravdépodobné
zwiebelanem (13) (Obrézek 41). Tuto frakci bude nutné dale analyzovat a vytvofit pro ni

optimalizovanou HPLC metodu pro separaci jednotlivych slou¢enin.

S %
cepaen-184-1 (21) zwiebelan (13)
CsH,08; CeH 1008,

Obréazek 41: Piedpokladana struktura sloucenin v izolované frakei 3.2.1.
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Diskuze

O cepaenech-184 pojednava studii Bayera a kol.'®, ktera v$ak neni zaméfena na izolaci téchto
latek. Druha védecka studie Morimitsa a kol.?> popisuje izolaci cepaenii-184 z cibulového
extraktu. Doposud byla publikovana celé fada védeckych studii popisujici cepaeny. Pfevazna
vétsina z nich byla zaméfena na biologickou aktivitu t&chto latek. Wagner a kol?® se ve studii
zabyvali anti astmatickymi vlastnostmi cepaend. Dorsch a kol?’ se ve své studii zaméfili na

protisrazlivé vlastnosti cepaenti.

Obrazek 42: Struktury vSech homologti cepaent cibule kuchyfiské a zvyraznéna struktura izolovanych slou¢enin
cepaent-184 (21).

Cibulovy extrakt obsahuje také dalsi homology cepaenii-184 (21) (Obrazek 42), které se na
rozdil od izolovanych cepaenti-184 (21) v extraktu vyskytuji ve vyrazné vysSich

koncentracich. Izolace téchto slouc¢enin bude predmétem nasledujici kvalifikaéni préce.
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Zaver

Byly optimalizovany HPLC metody pro izolaci cepaent-184 (21) z extraktu cibule kuchyniské.
Pomoci preparativni HPLC/PDA byly ziskany celkem 4 stereoizomery této slouceniny. T¥i
stereoizomery cepaenu-184 (21) se podatilo ziskat v ¢isté formé (tj. slouceniny 3.2.2, 3.3.1 a
3.3.2; Obrézek 40). Ctvrta izolovana frakce (3.2.1) byla dle HPLC/MS smési dvou sloudenin,
tj. cepaenu-184-1 (21) a pravdépodobné zwiebelanu (13). Struktury izolovanych sloucenin

spolu s jejich vytézky jsou uvedeny na Obrazku 43.

(¢} S 0]
I : I
S W% AP
\[ S\\o \(
cepaen-184-1 (21) zwiebelan (13) cepaen-184-1I (3.2.2; 1,7 mg)
N g J cepaen-184-I1II (3.3.1; 4,6 mg)
3.1 cepaen-184-IV (3.3.2; 74 mg)
29,6 mg

Obrazek 43: Navrzené struktury izolovanych sloucenin (3.2.1, 3.2.2, 3.3.1 a 3.3.2) a hodnoty vytézka.
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Pouzité zkratky

Pouzité zkratky

ESI
HPLC
HRMS
LF
LFS
MS
PDA
PTFE
RVO
SPE
UHPLC
NMR

electrospray ionization

high performance liquid chromatography
high resolution mass spectrometry
lachrymatory factor

lachrymatory factor synthase

mass spectrometry

photo diode array

polytetrafluorethylen

rotacni vakuova odparka

solid phase extraction

ultra high performance liquid chromatography

nuclear magnetic resonance
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