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ANOTACE

Prvni ¢ast diplomové prace se zabyva sledovanim tékavych latek v parnim prostoru nad
vzorkem kréjené cibule. Pro extrakci t€kavych latek byla pouzita metoda mikroextrakce tuhou
fazi (SPME) ve spojeni s plynovou chromatografii s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS).
V druhé casti byly sledovany antimikrobialni Gc¢inky §tavy z Cerstvé cibule na 8 riznych

mikroorganismech pomoci diskové difuzni a jamkové difuzni metody.

KLICOVA SLOVA

Cibule, isoalliin, alliindza, slzny faktor, mikroextrakce tuhou fazi (SPME), antimikrobidlni

ucinky



ANNOTATION

The first part of the thesis deals with the monitoring of volatile substances in headspace above
the sample of sliced onions. The solid phase microextraction (SPME) method was used
to extract the volatile compounds in combination with gas chromatography with mass
spectrometry (GC-MS). In the second part of this thesis were monitored the antimicrobial
effects of fresh onion juice on 8 different microorganisms. It was used disk diffusion method
and wells diffusion method.

KEYWORDS

Onion, isoalliin, alliinase, lachrymatory factor, solid phase microextraction (SPME),

antimicrobial effects
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UvVoD

Cibule (Allium Cepa L.) patii mezi nejstarsi péstované rostliny a je celosvétove Siroce
vyuzivana pfi ptipravé pokrmu, hlavné pro jeji chutové a aromatické vlastnosti. V fadé studii
byly ovéfovany jeji blahodarné uéinky, pfedevsim antimikrobialni. Cibule se hojné vyuziva
pii léCeni a prevenci fady nemoci, véetné rakoviny, koronarnich onemocnéni srdce, obezity,
hypercholesterolemie, diabetu typu II, hypertenze a poruchy gastrointestinalniho traktu [1].

Cibule spada v nasi republice ke skupiné velmi oblibenych zelenin, dokonce se tadi
ve spotiebé na druhé misto hned po hlavkovém zeli [2]. Diky vyborné skladovatelnosti je jeji
spotfeba béhem roku vyrovnand. Konzumuje se syrovd jako soucast ruznych salatu,
konzervarensky zpracovana nebo susena. Vzhledem k velkému mnozstvi spotiebované cibule
V potravinovém primyslu je dobré védét, jaké bonusy véetné chutového pozitku nam jeji
konzumace pfinasi. Tyto télu prospésné vlastnosti maji po vétSinou za nasledek sirné latky
obsazené v cibuli, na které je diplomova prace zaméfena.

Tématem této prace jsou zmény v profilu tékavych latek uvolnovanych z krajené cibule,

a to zejména organosirnych latek. V teoretické ¢asti je sledovano chemické slozeni t€kavych
latek obsazenych v cibuli a jejich ucinky, kde je nejvétsi ¢ast vénovana antimikrobialnim
ucinkiim, které byly testovany a jsou popsany V experimentélni ¢asti. Déle je uvedena metoda
mikroextrakce tuhou fazi a také instrumentace pouzitého plynového chromatografu
S hmotnostnim analyzatorem. V experimentalni ¢asti je popsan postup ptipravy samotného
vzorku,a to jak pfiméfeni na plynovém chromatografu ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem, tak pti mikrobiologickych testech. Vysledky vSech méfeni jsou zpracovany

v samostatné kapitole, kde jsou 1 diskutovany s ostatnimi studiemi.
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1. TEORETICKA CAST
1.1. Cibule

Cibule kuchynska neboli Allium cepa L. (obrazek 1), patii do celedi Alliaceae
(Cesnekovité), podceled Allioideae a ftadi se dorodu Allium, spolecné s cesnekem
(A.sativum L.), pazitkou (A.schoenoprasum L.), pérem (A.porrum L.) a v posledni dob¢ stale
vice konzumovanym medvédim ¢esnekem (A. ursinum L.). Tato ¢eled’ zahrnuje vice nez 800
riznych druhi rostlin rostoucich po celém svété, zejména v Evropé a Asii, z toho rod Allium
ma asi 660 zastupcu [1].

Je to jednoleta, dvouleta nebo vytrvala rostlina. Vlastni kulovita cibule o velikosti
az 10 cm je pokrytd bilymi, u nékterych odriid ¢ervenymi az fialovymi blanitymi Supinami.
Z cibule vyrustaji tizké zelené listy a duta lodyha, nejéastéji 30-100 cm vysoka, koncici nahote
typickym bilym nebo fialovym kvétenstvim. V ptirod¢ roste vice nez 300 druhii cibule a péstuje
se po celém svété nekolik tisic let [3; 4; 5; 6]. Jeji ptivod je S nejvétsi pravdépodobnosti
ve stiedni Asii (Afghanistan), je viak od nepaméti péstovana v Cing, Indii a Egypté [2]. Svétova
produkce cibule vzrostla nejméné o 25 % v poslednich 10 letech, na sou¢asnou produkei zhruba
64 miliont tun ro¢né, ¢imz se stala druhou nejvyznamnéjsi zahradni plodinou po rajc¢atech [1;
7] . Cibule maji vynikajici dlouhodobé skladovaci vlastnosti, které¢ umoznuji jejich celosvétové
obchodovani a celoro¢ni dodavky [8]. V soucasnosti se péstuje velké mnozstvi kultivard, které
se 1i8i tvarem a velikosti cibule, zbarveni Supin a chutovymi vlastnostmi. Cibule kuchynska se
podle chuti déli na tfi skupiny: ostra, polosladké a sladka, kdy paradoxné ostré odriidy obsahuji
vice cukru nez sladké. Koncentrace pyruvatu produkovaného aktivitou enzymu alliinaza udava
ostrost cibule. Ve farmaceutickém prumyslu a 1éCitelstvi se pouziva pouze vlastni cibule
(Bulbus allii cepae), ktera se sklizi zpravidla na podzim, ale v kuchyni 1ze vyuzit také listy [3;
4;5; 6;9; 10].

V lécitelstvi méa kuchyniska cibule diky svym ucinnym latkdm velmi Siroké uplatnéni.
Nejen Ze je antisepticka, ma ale i vyrazné fytoncidni G¢inky, ptisobi mocopudné, podnécuje
chut’ k jidlu, méa slab& projimavé ucinky, zvySuje sekreci Zalude¢nich $tav, tvorbu zluce
I pankreatickych enzym, snizuje obsah cukrii v krvi. Tuto schopnost ma nejen syrova cibule,
ale i vafena a lihové extrakty z ni pfipravené [2; 6]. Listy puisobi hojivé na viedy, hnisavé rany
a z lidové mediciny jsou znamy ucinky proti angin¢ a ¢ernému kasli [3]. Pfiznivé pusobi

na nemoci dychacich cest, pfi anginach, bronchitid€, rymé. Strouhana cibule s medem zmiriiuje
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uporny kasel. Piiklada se po bodnuti hmyzem na postizené misto, kde ptisobi jako detoxikacni
¢inidlo a zabranuje otoktim [2].

Cibule ma pfiblizné¢ 90 % vody s vysokym obsahem vldkniny a cukri. Pokud jde
0 vitaminy a mineralni obsah, cibule ma nizky obsah sodiku a vysoky obsah vitaminu Be,
kyseliny listové, vapniku, hotc¢iku, fosforu a drasliku. Cibule ma nizky obsah lipida [1].

Siroké pouziti rostlin rodu Allium jako ochucovadla v potravinach je dobie znamo, aviak
vzhledem k jejich pfiznivym vlastnostem vznikaji nové aplikace v potravinafském prumyslu.
Organosirné slouceniny vzbuzuji velky zajem pii zvySovani trvanlivosti a bezpe¢nosti
potravinafskych vyrobkt podléhajicich zkaze. Je zkoumano vyuziti téchto sloucenin jako
konzervacnich prostfedkt a moznost jejich nahrady za chemické latky. V tomto ohledu je hlavni
problém velka variabilita slozeni latek z extrakta rostlin Allium, jejich nestabilita a ponékud
silny zapach [11; 12]. Studie Puerta a kol. [12] se zabyvala testovanim propylthiosulfinat oxidu,
jako potencionalniho konzervac¢niho ¢inidla. Tato sloucenina vznika biosyntézou z propiinu
(S-propylcystein-S-oxid) pritomného v rodu Allium a védci testovali jak jeji antimikrobialni
aktivitu, tak i pfipadnou cytotoxicitu pro lidské buniky. Vysledky této studie ukazaly, Ze tato

latka je u€innd proti mikroorganismiim a neni skodliva pro lidské zdravi v koncentracich, které

by byly potencionalné pouzivané pii konzervaci a baleni potravin.

f

Obrazek 1: Cibule kuchynska - Allium cepa L. [13]
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1.2. Latky obsazené v cibuli

Cibule jsou dulezitym zdrojem nékolika fytonutrienti jako jsou flavonoidy,
fruktooligosacharidy a thiosulfinaty a dalsi slouceniny siry, které jsou povazovany za dilezité
prvky stiedomoiské stravy [9]. SloZeni cibulové §tavy je velmi pestré, najdeme zde kromé
velkého mnozstvi sirnych latek 1 jiné vyznamné slouceniny, jako jsou kvercentin, vitaminy fady
B, vitamin C, flavonoidy, sacharidy, vlaknina a mineralni latky, pfedevSim draslik, zelezo,
mangan, zinek a kobalt [3; 5; 6; 9]. Listy cibule jsou dulezitym zdrojem karotenu [5].

Jednim z vyraznych znakti chemického slozeni rostlin rodu Allium je velké mnozstvi
organicky vazané siry [14; 15]. Lidé tyto rostliny konzumuji pfedevs§im pro jejich typickou chut’
a vini, diky kterym se staly nedilnou soucésti pti ptipravé pokrmi. V posledni dobé ovSem
stale vice lidi konzumuje tyto rostliny také diky jejich blahodarnym vlastnostem, které jsou
potvrzené n¢kolika studiemi [16; 17]. Ty naznacuji, Ze biologicka aktivita a 1é¢ivé ucinky cibule
jsou zpuisobeny predevsim vysokym obsahem sloucenin siry. V ptirodé se tyto latky vyskytuji
V nejvysSich mnozstvich pravé v rostlinach rodu Allium. Typickou a velmi vyraznou latkou
v cibuli je thiopropanal S-oxid (tzv. slzny faktor), ktery se tvoii pfi krajeni nebo jiném naruseni
stény cibule. O této latce bude pojednano v samostatné kapitole.

Sirné slouceniny v cibuli a také v Cesneku ziskaly velkou pozornost diky potencionalnim
antibiotickym, antioxida¢nim, antikarcinogennim, antimutagennim, antiastmatickym [1]
ucinkim a bakteriostatické aktivité proti Helicobacteru pylori, ktery je odpovédny za viedy a
rakovinu zaludku. Je tieba zdUraznit, ze mnozstvi sirnych latek v jednotlivych rostlinach se lisi
podle odrudy, zralosti, kulturnich a klimatickych podminek a v ptipad¢ stanoveni téchto latek
také podle metod piipravy vzorkl. Studie zjistily, Ze vyraznost chuti, slzny potencial a celkovy
obsah siry v drcené cibuli vykazuji vyznamnou korelaci s koncentraci sulfatu v pude [9; 14; 15;
18].

Dalsi slouceniny, jako jsou organické kyseliny a cukry, mohou pfispét k senzorickému
profilu cibule. Organické kyseliny ovliviiuji kyselost a pH cibulové §t'avy ve vétsim ¢i mensim
rozsahu; rozpustné cukry ovliviluji sladkost cibule, a tim i1 pfijatelnost této rostliny

pro spotiebitele [9].

1.2.1. Flavonoidy
Cibule obsahuje velké mnoZstvi fenolickych sloucenin, které maji kromé pozitivnich

ucinki proti riznym degenerativnim patologickym staviim (kardiovaskularni a neurologické
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choroby, dysfunkce zalozené na oxidativnim stresu) antioxida¢ni vlastnosti [9]. Biosyntéza
flavonoidl zac¢ina tvorbou chalkonu pfes chalkonsyntazu z malonyl CoA a kumaroyl CoA, coz
je derivat aminokyseliny fenylalaninu. Chalkon je nakonec izomerizovan za vzniku flavanonu.
Specifické enzymy pak katalyzuji tvorbu kazdé podskupiny flavonoidi [16]. Flavonoidy
mohou byt zafazeny do ruznych podtiid (flavony, flavanony, flavonoly, isoflavony,
flavanonoly, flavanoly, chalkony a antokyany) na zaklad¢ stupné nenasycenosti a stupné
oxidace centralniho kruhu. Z flavonoidu jsou v cibuli nejvice zastoupeny flavonoly kvercetin a
kaempferol, ve form¢ glykosidu, a to ve vyssi koncentraci (280-400 mg/kg) oproti ostatnim
druhtim zeleniny a ovoce (tj. 100 mg/kg brokolice, 50 mg/kg v jablku) [9]. Kvercetin a
kaempferol od sebe odlisuje stupen hydroxylace [16]. Flavonoidy jsou ptevladajicimi pigmenty
cibule, kvercetin a jeho derivaty jsou zodpovédné za zluté a hnédé zbarveni, zatimco antokyany
jsou piitomny hlavné v Eervené cibuli (250 mg/kg), kde zptisobuji jeji zabarveni [1; 9] . Cervena
cibule s vysokym obsahem polyfenolt je kultivar doporuceny pro spotiebu za Cerstva, naptiklad
do salat, protoze tepelné zpracovani mize vést k degradaci flavonoidua [7]. V cibuli jsou tyto
slouceniny hojné¢ zastoupeny, zatimco v ¢esneku a poru se nachazi pouze stopova mnozstvi a
studie dokazuji Sirokou variabilitu obsahu fenolickych latek a antioxidacni aktivity mezi
riznymi kultivary a mezi ¢esnekem a cibuli [19; 20].

Flavonoidy, vSudyptitomné v rostlinné fisi, byly Siroce studovany pro jejich antioxida¢ni
ucinky. Antioxidacni aktivitu vykazuji antokyany a flavonoly kvercetin a kaemferol [9].
Oxidace DNA nebo proteint reaktivnimi druhy kysliku hraje dileZitou roli v Sirokém spektru
béznych  onemocnéni, veetné¢ rakoviny a kardiovaskuldrnich, zanétlivych a
neurodegenerativnich onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba a dalsi degenerativni stavy

spojené s vékem [1; 9]. Struktura flavonoidi je zobrazena na obrazku 2.
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Obrazek 2: Struktura flavonoid, antokyant a kaempferolu piitomnych v Allium cepa [19]

1.2.1.1. Kvercetin

Cibule obsahuji flavonoid, ktery se nazyva kvercetin, jez je nejCastéji piijimanym
flavonoidem v lidské stravé. Studie provedené na zemédé€lské univerzité ve Wageningenu
v Holandsku [21] ukazuji dvakrat vyssi absorpci kvercetinu z cibule v poméru k ¢aji, a tiikrat
vy$$i v porovnani s jablkem [1]. Derivaty kvercetinli jsou nejhojnéjsi ve vSech kultivarech
cibule. Jejich glykosylové skupiny jsou téméf vyluéné tvoreny glukozou, ktera je pfipojena
hlavné k poloham 4°, 3 nebo 7. Kvercetin-3, 4’-diglukosid a kvercetin-4’-glukosid jsou
vétSinou uvadény jako hlavni flavonoly cibule, jejich struktura je znazornéna na obrazku 3.
Tyto glukosidy kvercetinu predstavuji asi 90 % celkového obsahu u riznych druhti rostlin rodu
Allium, dalsimi kvercetiny jsou kvercetin-3'-diklukosid, kvercetin-3"-rutinosid a
isohamnetin-4’-glukosid [1; 9]. Dalsim uc¢inkem kvercetinu je zlepseni biologické dostupnosti
nekterych antivirotik a zvySeni antivirotickych UcCinkt jako takovych s vyraznou aktivitou

proti HIV [1; 19].
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Obrazek 3: Struktury hlavnich kvercetini obsazenych v cibuli [7]

Je znamo, ze kvercetin pomaha pii 1écbé zalude¢nich viedd, a to tim ze likviduje volné

radikaly. Dale je vysoce ucinny pii indukci apoptézy bunck kolorektalniho karcinomu.

Kvercetin funguje mnoha zptisoby, snizuje rist nddorového onemocnéni, podporuje hojeni

zalude¢nich viedl, inhibuje proliferaci bun€k rakoviny vajecnikli, prsu a tlustého streva.

Existuje vyznamny antiprolifera¢ni ti¢inek kvercetinu na karcinom vaje¢nikii a bunék rakoviny
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prsu zvySenim aktivity reduktazovych enzymi, o kterych je zndmo, ze inaktivuji cytotoxické
karcinogenni slouceniny a synergicky zvysSuji aktivaci chinoidnich protinadorovych 1é¢iv [19].

Suché vné&jsi vrstvy cibule také obsahuji velké mnozstvi kvercetinu, kvercetin glykosidu
a jejich produkty oxidace, které jsou u¢innymi antioxidanty proti neenzymatické lipidové
peroxidaci a oxidace LDL [1]. Kvercetin a jeho dimerizovana slouc¢enina vykazuji vysokou
antioxidacni aktivitu, ktera je srovnatelna s a-tokoferolem [1; 19]. Bylo potvrzeno, Ze jeho
absorpce je na rozdil od jinych dietnich antioxidantd, jako jsou vitaminy C a E, nizka, coz

omezuje jeho schopnost ptisobit jako plazmaticky antioxidant in vivo [1].

1.2.2. Saponiny a sapogeny

Saponiny jsou hlavni skupinou sekundarnich metabolitt, které se vyskytuji u Siroké skaly
druhti rostlin. Jejich jméno pochazi z latinského "sapo", coz znamena "mydlo" a rostlinny
material obsahujici saponiny byl dlouho pouzivan k ¢isténi odévi. Saponiny jsou glykosidy
s triterpenoidnim nebo steroidnim aglykonem. Triterpenové saponiny jsou v piirod¢ Siroce
distribuovany, zatimco steroidni saponiny se vyskytuji ménég. Je znamo, ze cibule je bohatym
zdrojem steroidnich saponintl, které se dale rozdé€luji do tfi skupin: cholestan, furostan a
spirostan [7]. Saponiny jsou slouéeniny s vyraznou antimikrobialni aktivitou a jsou b&zné
klasifikovany jako fytoanticipiny, protoze chrani rostlinu pfed uUtokem patogent. Jejich
antifungalni aktivita je zpisobena schopnosti vytvafet komplexy se steroly a vede ke zvySeni
permeability membrany a tim uniku bunééného obsahu [22] Dale maji protirakovinné t¢inky a
snizuji cholesterol [14].

V cibuli byly nalezeny nasledujici saponiny: diosgenin, gitogenin, B-chlorogenin,
cepagenin, alliospirosidy A-D, alliofurosid A, tropeosidy A1/A2, tropeosidy B1/B2. Struktury
hlavnich saponinti v cibuli jsou na obrazku 4. Bylo zjisténo, ze tyto Saponiny maji
antispasmodickou aktivitu, ktera by mohla pfispét k vysvétleni tradi¢niho pouzivani cibule

Vv 1é¢be poruch gastrointestinalniho traktu [14].
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Obrazek 4: Struktura hlavnich saponinti obsazenych v cibuli [14]

1.2.3. Aldehydy a alkohol

Je znamo, ze aldehydy a alkoholy se tvoii vice v cibuli nez v ¢esneku, pravdépodobné
proto, Ze se v cibuli tvofi velké mnozstvi thiopropanal-S-oxidu, ktery se v ¢esneku netvoii [15].
zduraznit, ze chut’ Cerstvé cibule je ovlivnéna pfitomnymi cukry. Boelens a kol. ve své studii
[23] uvadi, Ze v krajené cibuli se aldehydy vytvaieji mnohem rychleji nez sulfidové slouceniny.
Patnact minut po nakrajeni se v prostoru nad vzorkem tvofil pfedev§im ethanal, propanal,
2-methylbutanal a 2-methylpentanal a ve velmi malém mnozstvi se vyskytoval
dipropyldisulfid. Po 60 minutach bylo dipropyldisulfidu podstatné vice a po 120 minutach byl
hlavni slozkou vyskytujici se v prostoru nad vzorkem dipropyldisulfid. Methylpropyldisulfid
byl v nejvys§im mnozstvi prokazan po 120 minutach. Ve stejné studii bylo zjisténo, Ze rychlost
tvorby uvedenych slozek zavisi mimo jiné na stupni homogenizace cibule.

Jak propanal, tak pyruvat pravdépodobné podléhaji dal§im reakcim, coz vede k tvorbé
nékolika aldehydd a k redukci na alkoholy, které jsou stanovovany v parnim prostoru

nad vzorkem krajené cibule [15].

1.2.4. Latky obsahujici siru
Rostliny rodu Allium ziskavaji siru ze siranovych ionti (SO4%), které se piirozend

vyskytuji v pidé a postupné se zabudovavaji do molekuly cysteinu [24]. Schopnost absorpce
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siranll z pidy a U¢innost syntézy aromatickych prekurzora se 1isi u riznych kultivarii cibule,
ptficemz nékteré odridy obsahuji pfiblizné 3krat vice sirnych tékavych latek nez ostatni [7].
Primarni slozky obsahujici siru v neporusené cibuli jsou nebilkovinné aminokyseliny odvozené

od L-cysteinu, jejichz biogeneze je znazornéna na obrazku 5.

NH,
. NH; NH
n .
COOH kys.glutamova COOH O
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O COCH O
v-glutamyvlcystein-S-alk{cn)yleystein-S-oxid S-alk(en)ylcystein-S-oxid

Obrazek 5: Biogeneze prekurzort obsazenych v cibuli [24]

V listech nejdiive vznika y-glutamylcystein a glutathion, z nichz se dale tvofi rizné
v-glutamylcystein-S-alk(en)ylcystein-S-oxidy. Tyto latky jsou béhem ristu rostliny pifepraveny
do podzemnich casti, kde jsou ulozeny jako zasobni forma siry a dusiku. Vlivem
v-glutamyltranspeptidazy se vytvoii S-alk(en)ylcystein-S-oxidy (ACSO). Mezi nejbéznéjsi
zastupce této tiidy latek patii S-methylcystein-S-oxid, S-ethylcystein-S-oxid, S-propylcystein-
S-oxid, S-allylcystein-S-oxid, (trans-S-(1-propenyl)cystein-S-oxid, trivialné nazvané methiin,
ethiin, propiin, alliin a isoalliin [24; 25; 26]. Strukturni vzorce téchto sloucenin jsou

na obrazku 6.
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Obrazek 6: Prekurzory senzoricky aktivnich sirnych latek v béznych druzich rostlin rodu Allium [14]

Allium se tadi alliin (S-allylcystein-S-oxid), ktery se vyskytuje v ¢esneku a jeho riznych
odrdach, a y-glutamylcystein, z nichz pfi rtiznych metabolickych procesech v kazdé rostliné
vznikaji tékavé latky. Hlavnim rozkladnym produktem alliinu je thiosulfinat allicin (obrazek 7),
znéhoz pii dalSim zpracovani vznikaji jiné senzoricky a biologicky aktivni latky. Tyto
slouceniny poskytuji ¢esneku a cibuli jejich charakteristicky zapach a chut. Pomérny obsah

téchto latek se 1isi v kazdém ze zastupct rodu Allium [18; 27].
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Obrazek 7: Enzymaticka tvorba allicinu z alliinu za ucasti alliinazy [19]

V rodu Allium se S-alk(en)ylcystein-S-oxidy  vyskytuji  pfirozené jako
(+)-L-enantiomery [28]. Nejcastéji vyskytujicimi se cysteinovymi derivaty v cibuli je methiin
(S-methylcystein-S-oxid), propiin (S-propylcystein-S-oxid) a isoalliin
[trans-S-(1-propenyl)cystein-S-oxid] [1]. Tento polohovy izomer alliinu, je hlavnim
prekurzorem nachazejicim se pouze v cibuli, pazitce, poru a $alotce [27]. V posledni dob¢ bylo
v cibuli stanoveno 11 prekurzort chuti obsahujicich siru, véetné derivatl
S-alk(en)yl-L-cysteinu,  methiinu, alliinu, isoalliinu, cykloalliinu, deoxyalliininu,
N-(gamma-glutamyl)-S-methyl-L-cysteinu, N-(gamma-glutamyl)-S-(2-propenyl)-L-cysteinu,
N-(gammaglatamyl)-S-(E-1-propenyl)-L-cystein(Glu-PEC), N-(gammaglutamyl)-S-
(2-propenyl)-L-cystein-S-oxidu,  N-(gamma-glutamyl)-S-(E-1-propenyl)-L-cystein-S-oxidu
(Glu-PECSO) a S-(2-carboxypropyl) glutathionu [1].

1.2.4.1. Chemické procesy pti krajeni cibule
V cibuli se ACSO nachazeji v cytoplazmé a enzym alliinaza ve vakuolach [11]. Alliinaza
(EC 4.4.1.4), téZ nazyvana C-S lyaza, je pyridoxal-5-fosfat dependentni enzym [8; 29], ktery

katalyzuje konverzi ACSO bez zapachu na tékavé thiosulfinaty. Tato reakce probiha extrémné
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rychle, coz je v souladu s okamzitym uvolfiovanim typického aromatu [30]. Teplota, pH, cas,
Zpracovani a potravinova matrice mohou ovlivnit aktivitu alliindzy a stabilitu bioaktivnich
sloucenin. Zahtivani vede k denaturaci alliinazy, coz vede k poklesu tvorby organosirnych
metaboliti. Tento pokles je spojen se snizenim zapachu cibule a sniZenim protirakovinného a
antimikrobialniho potencialu [31].

Kdyz je cibulova tkdn narusena fezanim, drcenim nebo zvykénim, jsou ACSO
enzymaticky  pfeménovany  alliinazou na kyselinu iminopropionovou a
alk(en)ylcysteinosulfenové kyseliny. Kyselina iminopropionova se spontanné hydrolyzuje
za vzniku amoniaku a kyseliny pyrohroznové (pyruvat = konjugovand baze kyseliny
pyrohroznové). Kyseliny sulfenové se rozkladaji spontanné, methyl- a propylsulfenové
kyseliny poskytuji pfevazné thiosulfinaty, zatimco 1-propenylsulfenova kyselina tvoii jak
thiosulfinaty, tak i slzny faktor thiopropanal S-oxid [1].

Pfi rozpadu isoalliinu vznika thiopropanal S-oxid, amoniak a pyruvat. Hladiny pyruvatu
jsou korelovany s celkovym obsahem thiosulfinatd v cibuli. Kromé& urcovani obsahu
thiosulfinati mtze ptedpovidat chut’ cibule i hladina pyruvatu, jak naznacuji studie Cavagnara
a kol. [32] a Wall a Corgana [33] zabyvajici se vztahem mezi hladinou pyruvatu a intenzitou
smyslového vnimani syrové cibule. Tyto studie dokazuji dtlezitost analyzy pyruvatu pro odhad
intenzity chuti a koncentrace bioaktivnich organosirnych slou¢enin v syrové cibuli. Pyruvatova
analyza je S§iroce pouZivdna mezi potravindiskymi technologiemi a biochemiky.
Nejpouzivangj$i metodou pro stanoveni pyruvatu je metoda podle Schwimmera a Westona.
Tento postup je zalozeny na reakci karbonylovych skupin s 2,4-dinitrofenylhydrazinem.
V dusledku tvorby aduktti pyruvatu s 2,4-dinitrofenylhydrazinem se méni barva vodného
roztoku, jejiZ intenzita se mé&ii spektrofotometrem pii 420 nm. Intenzita barvy je pfimo imérna
koncentraci pyruvatu ve vodném extraktu. Je tieba poznamenat, Ze tento postup kvantifikuje
celkovy pyruvat, tudiz jak pyruvat vznikly enzymatickou reakci, tak i pyruvat pochazejici
z Krebsova cyklu. U cibule tento neenzymaticky pyruvat piedstavuje 10-30 %, tudiz je nutné
ho stanovit samostatné a poté odecist od celkového obsahu pyruvatu [28].

Dalsimi produkty vznikajicimi reakci mezi 1-propensulfenovou kyselinou a thiopropanal
S-oxidem jsou cepaeny. Tyto latky jsou velmi podobné ajoentiim pfitomnym v Cesneku jak
strukturng, tak ptfiznivymi biologickymi t¢inky. Z isoalliinu vznika také unikatni skupina latek

trivialné nazvané zwiebelany, podle némeckého die Zwiebel, tj. cibule [24; 34].
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Sirné aminokyseliny a thiosulfinaty maji svou roli i Vv zazivacim traktu. Pfi kousani
cibulové tkané se bunécné pletivo v Gstech zcela nerozmélni a ¢ast ACSO projde dal do zaludku
beze zmény. Alliinaza je vlivem Zalude¢nich §tav zniCena a bakterie piitomné ve stievech
rozstépi sulfoxidy na prislusné disulfidy. Thiosulfinaty, které jsou vytvoieny enzymaticky jeste
pted degradaci alliinazy vydrzi pfi nizkém pH zalude¢ni §tavy kratkou dobu, ale i tak dokazi
inhibovat rist patogennich mikroorganismui [24].

Na obrazku 8 jsou znazornény veskeré degradacni cesty probihajici v cibuli a cesneku.
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Obrazek 8: Tvorba rtiznych organosirnych slouéenin pii zpracovani cibule a ¢esneku [18]
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Dal§imi vyznamnymi sirnymi latkami uvoliovanymi z cibule jsou sulfidy. Hlavni
slozkou detekovanou z headspace prostoru nad krajenou cibuli jsou disulfidy. V nejvétsim
mnozstvi je pritomen dipropyldisulfid (44-93 %), nasledovany methylpropylsulfidem,
dimethylsulfidem, allylpropylsulfidlem a menSim mnozstvim allylmethylsulfidu,
diallyldisulfidu a diallylsulfidu [15].

1.2.5. Slzny faktor

Typickym znakem pro cibuli je tvorba slzného faktoru (LF z angl. lachrymatory factor)
po naruseni bunééné tkang, naptiklad pfi jejim krajeni. Tvorba LF je hlavni rozdil mezi cibuli
a cesnekem a predpoklada se, Ze produkce LF v cibuli zplisobuje neptitomnost t€kavych sirnych
slozek, jejichz analogy jsou znamy v ¢esneku diky svym zdravotnim piinostum [35].

Trans-S-1-propenyl-L-cysteinsulfoxid (1-PRENSCO), neboli isoalliin [30], je hlavni
znamy prekurzor slzného faktoru, v cibuli se nachazi v mnozstvi cca 2 g/kg [15; 36]. Na tento
prekurzor pusobi enzym alliinaza, ktera zptsobi pfeménu na kyselinu 1-propenylsulfenovou,
rozpad kyseliny sulfenové na thiopropanal S-oxid (slzny faktor) a thiosulfinaty [37], jak je

znazornéno na obrazku 9 [38].
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Obrazek 9: Pfeména trans-S-1-propenyl-L-cysteinsulfoxidu na kyselinu 1-propensulfenovou,
amoniak a pyruvat, dale pak enzym LF syntaza zpusobi rozpad kyseliny 1-propensulfenové na

thiopropanal S-oxid a thiosulfinaty [37].

Jak je znazornéno na obrazku 9, byla potvrzena existence LF syntazy. Identifikace tohoto
enzymu vyvolava otazky ohledné moznosti modifikovat cibuli, ktera by pfi naruseni tkané
netvofila LF, ackoli je docela pravdépodobné, Ze by byla ovlivnéna také jeji chut. Tuto
myslenku rozsifila studie Kato a kol. [39], ve které bylo pomoci ozafovani semen cibule
tézkymi neonovymi ionty vypéstovano nckolik linii cibuli bez zapachu a tvorby slzného
faktoru. Toto ozafeni mélo na svédomi expresi mRNA u enzymu alliinazy a tim i snizeni jeji
aktivity, tudiz 1-PRENSCO ziistal 1 po rozkrojeni cibule v nezménéné formé. Koncentrace LF
se v téchto cibulich snizila pfiblizn¢ 7,5krat oproti normalni cibuli. Zapach, ostrost a slzny
faktor byly posuzovany jak pomoci senzorickych paneld, tak analyzou HPLC. Tato studie je
slibnym zacatkem pro geneticky modifikované cibule, které¢ by nejednomu uzivateli usnadnili
praci s ni, nicméné ve vétsin€ zemi vSak nove vyvinuté transgenni rostliny musi projit procesem

obtizného schvalovani predtim, nez budou péstovany komeréné [39].
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Colin a kol. provedli studii [35], ve které pomoci genetické transformace RNA snizili
aktivitu LF syntazy, coz m¢lo za nasledek snizeni produkce LF. Jelikoz LF syntaza pisobi
na kyselinu 1-propenylsulfenovou, pii sniZeni aktivity tohoto enzymu dochazi pouze k ¢asteéné
tvorbé LF a Kkyselina 1l-propenylsulfenovd se  spontanné  disproporcinuje
na di-1-propenylthiosulfinat. Vlivem toho se zvySily hladiny thiosulfinatu obsahujici
1-propenyl skupinu, ¢imz se zaroven zvySily hladiny neenzymaticky vytvarenych izomert
zwiebelanu a di-I-propenyldisulfidu. Toto bylo potvrzeno méfenim, kdy byla detekovana
mnohem vétsi mnozstvi izomert zwiebelana a di-1-propenyldisulfidu u rostlin se sniZzenou
aktivitou LF syntazy.

Arnault a kol. [40] uvadi, Ze thiosulfinaty jsou pieménovany na disulfidy
pii SPME-GC-MS analyze vlivem jejich tepelné nestability. Block a Zhao [41] popsali, Ze
zahfivanim di-1-propenyldisulfidu se tvoti dihydrothiofeny, které byly také nalezeny ve studii
Colina a kol. [35], kde byl detekovan 2-merkapto-3,4-dimethyl-2,3-dihydrothiofen. Z toho
vyplyva, ze pti snizeni aktivity LF syntdzy dochézi ke zvySené tvorb¢ thiosulfinatd, tim padem
i di-1-propenyldisulfidu, ze kterého se vlivem tepla pii SPME-GC-MS tvoti zvy$ené mnozstvi
2-merkapto-3,4-dimethyl-2,3-dihydrothiofenu. Normalni degradacni cesta v porovnani
s degradacni cestou pfi snizeni aktivity LF syntazy je popsana na obrazku 10.

Zvysené mnozstvi nenasycen¢ho thiosulfinatu obsahujici 1-propenyl skupinu,
nachazejici se v cibuli se sniZzenym obsahem LF, mize poskytnout cibulim zdravotni G¢inky,
které byly predtim spojeny snenasycenym thiosulfinatem allicinem, pfitomnym

v ¢esneku [35].
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Obrazek 10: Porovnani normalni degrada¢ni cesty pfi krajeni cibule s geneticky modifikovanou cibuli,

u niz je snizena aktivita LF syntazy [35]

Slzny faktor je pfi¢inou nepiijemné S$tiplavé viné spojované s krajenim cibule.
Disulfidové a dihydrothiofenové slouceniny jsou spojeny se sladsi viini vafené nebo smazené
cibule. Trans- a cis-zwiebelany jsou spojeny se sladkou chuti syrové cibule. Pocateéni ¢ichové
hodnoceni autort zjistilo, Ze v cibulich se snizenou aktivitou LF syntazy chybélo ostré aroma a
byla pfitomna slad$i viné [35]. Tato studie mulze byt jednou z moznosti, jak ulehcit
konzumentim praci scibuli, avSak je =zapotiebi prozkoumat bezpeCnost geneticky

modifikované cibule.

1.2.6. Thiosulfinaty

Thiosulfinaty (TS) jsou nejvice studované a dobfe znamé slouceniny tvoiené
v rostlinach rodu Allium. Byly nalezeny u v§ech druhii tohoto rodu a rozdily mezi druhy jsou
zpusobeny typem a relativnim obsahem jejich prekurzori (ACSO) [14]. Jednim z vyznamnych
TS vyskytujicim se v cibuli je isoalliin.

Thiosulfinaty jsou nestabilni, zvlasté pii zahtivani, a rozkladaji se na komplexni smés
sloucenin, ve kterych pievazuji mono-, di-, tri- a tetrasulfidy [42]. Dipropyldisulfid,
dipropyltrisulfid a propenyldisulfidy jsou hlavnimi slozkami té€kavych latek uvolnovanych

zcibule, ale byly identifikoviny mnohé dalsi slouceniny, napf. dipropylsulfid a
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dipropenylsulfid [1]. Spontanni disproporcionace thiosulfinatu na disulfid je znazornéna na

obrazku 11.

HsC CHg H3C\
0) >so > o—g—o + /S
S\ S’ S\
e
CH, AsC CH;
methyl methanthiosulfinat methyl methanthiosulfinat dimethyl disulfid

Obrazek 11: Spontanni disproporcionace methyl methanthiosulfinatu [11]

Dikazem termalni nestability TS je i prace Brodnitze a kol. [28], ve které byla snaha
0 stanoveni allicinu pomoci plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem.
Touto metodou byly stanoveny pouze rozkladné produkty allicinu. Z toho plyne, Ze separa¢ni
techniky zaloZené na plynové chromatografii nejsou pro stanoveni TS vhodné z divodu jejich

termolability.

1.3. Biologické ucinky

Sirné slouceniny, které se obecné vyskytuji v riznych druzich zeleniny rodu Allium, jsou
odpovédné napt. za snizeni pfiznakli spojenych s diabetem mellitem a zabranuji zanétlivym
procestim spojenych s astmatem [16]. SloZeni sirnych sloucenin se v jednotlivych druzich
rostlin li$i, napf. sirné derivaty v ¢esneku maji obecné thioallylovou ¢ést, zatimco cibulové
extrakty obsahuji sirné latky s thiopropylovou skupinou s pon€kud odlisnymi chemickymi
vlastnostmi [43].

Samotna cibule ziskala velkou pozornost z divodu blahodarnych t¢inki na lidské télo a
je jiz po staleti pouzivana v lidovém lécitelstvi. Nedavné vyzkumy potvrdily, Ze cibule ma
antibakterialni, antimutagenni, antifungalni, antimikrobidlni, antiagregacni a antioxida¢ni
vlastnosti [44].

Na druhou stranu je navzdory pfiznivym u€inkiim pfisuzovanym rostlinam rodu Allium
znamo, ze nadmérna konzumace ptredevSim cesneku, miize zplsobit problémy, jako jsou
poskozeni gastrointestindlniho traktu, alergické reakce, anémie, ztrata hmotnosti a toxicita
pro srdce, jatra a ledviny, stejn¢ jako poSkozeni chromozomi. Na zaklad¢ téchto dikazi je
cesnek klasifikovan jako alergen typu I, pficemz jako alergeny jsou identifikovany

diallyldisulfid, allylpropyldisulfid, allylmerkaptan a allicin [12]. V ptipad¢ cibule nejsou znamy
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pfili§ zadvazné nezadouci Ucinky, ackoli byly popsany gastrointestindlni poruchy, plynatost,

zmény stievni mikroflory a dermatologické problémy u vnimavych jedincti [18].

1.3.1. Antimikrobialni u¢inky

Cibule byla jiz ve starovéku vyuzivana jako 1éCiva rostlina pro své antimikrobidlni
vlastnosti. Vysoky obsah fytoncidd, obzvlasté ve zralych cibulich, ma za nasledek
antibakterialni efekt hlavné pii onemocnéni sliznic dutiny Ustni, dychaciho ustroji a angin¢.
Vyssi antibakterialni aktivitu maji cibule fialové a Cervené, nizsi cibule bilé [2; 5].

Hlavnimi antimikrobialnimi latkami rodu Allium, jsou latky patfici do skupiny
thiosulfinatl. Antimikrobidlni aktivita thiosulfinati byla vysvétlena jako obecna reakce
mezi thiosulfinaty, konkrétné skupiné -S-(0)-S- v molekulach, a -SH skupinami esencialnich
buné¢nych proteinti danych mikroorganismi [11]. V cibuli maji nejvyssi antibakterialni G¢inky
S-methyl-methanthiosulfinat a S-propyl-propanthiosulfinat [24]. Navrhovany mechanismus

ucinku téchto latek je zobrazen na obrazku 12.
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bunéény protein thiosulfinaty

Obrazek 12: Navrhovana reakce mezi thiosulfinaty a -SH skupinou bunéénych proteini [11]

Je znadmo, Ze cibulové a Cesnekové extrakty vykazuji baktericidni ucinky
na Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Porphyromonas gingivalis a Prevotella
intermedia (grampozitivni bakterie), které jsou povazovany za hlavni bakterie zodpovédné
zazubni kazy a parodontitidu u dospélych [18]. Kromé& organosirnych sloucenin maji
antibakterialni G¢inky také dalsi slouceniny, napt. nékteré produkty oxidace kvercetinu, ktery
se nachazi v cibuli, vykazuji antibakterialni ucinnost proti Helicobacter pylori a

multirezistentnimu Staphylococcus aureus [45].
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1.3.2. Protirakovinné u¢inky

Uvadi se, ze pfijem Cesneku a cibule snizuje riziko sarkomu a karcinomu v riznych
tkdnich a organech, jako je zaludek, tlusté stfevo, jicen, prostata, mocovy méchyft, jatra, plice a
mozek [18].

Bylo navrzeno nékolik mechanismui, které vysvétluji t¢inky konzumace zeleniny z rodu
Allium pii prevenci rakoviny. Patii mezi né¢ inhibice mutageneze, modulace enzymovych
aktivit, inhibice tvorby DNA aduktu, zachycovani volnych radikalti a u¢inky na proliferaci
bunék a rust nadoru [43]. Chemopreventivni G¢inky proti rakoviné zaludku a jicnu mohou
souviset s antibakterialnimi vlastnostmi. Inhibice rastu bakterii v zalude¢ni dutiné mtze mit
zanasledek mensi konverzi dusi¢nani na dusitany v zaludku, sniZzenou pravdépodobnost
endogenni tvorby karcinogennich N-nitrososlouc¢enin a snizeni specifické infekce Helicobacter
pylori [31; 43]. Dal$im protirakovinnym ucinkem mize byt inhibice nitrosamini a
heterocyklickych amind. Nitrosaminy a heterocyklické aminy jsou potencialni dietni
karcinogeny, které nejsou bézné ptritomny v potravinach, ale mohou vznikat pti konzervaci
nebo vareni [31].

Literatura [43] uvadi, ze pokud bychom chtéli zjistit mnozstvi latky pro antikarcinogenni
uc¢inek, vedlo by to k nerealistickym odhadim. Napt. diallylsulfid (DAS) je sulfid pfitomny
Vv Cesneku, u kterého jsou uvadény antikarcinogenni ucinky u zvifat v rozmezi 50-400 mg/kg.
Abychom docilili efektu ochrany pted nadory tak osoba vazici 70 kg by musela zkonzumovat
3,5-28 g DAS denné. Koncentrace DAS v ¢esneku je 0,03-0,1 mg/g, z ¢ehoz vyplyva, ze by
muselo byt spotiebovano 40-100 g cesneku za den, coz odpovida 10-100 cesnekovym
strouzktim za denné.

Jedna z epidemiologickych studiii [46] nalezla inverzni vztahy mezi rizikem rakoviny
plic a pfijmem cibule, pravdépodobné kviili vysokému obsahu flavonoidl. V této souvislosti je
zminovan kvercentin a kaempferol. Kromé toho nedavné studie [47; 48] uvadéji, ze kvercetin
zvysuje biologickou dostupnost nékterych protirakovinnych 1é¢iv [18]. Zjistilo se, ze organické
slouceniny siry jako diallylsulfid, S-allylcystein a S-methylcystein inhibuji karcinogenezi stiev
a ledvin [16].

1.3.3. Antioxida¢ni vlastnosti
V disledku normélniho aerobniho metabolismu se v lidskych buikéach produkuji

reaktivni druhy kysliku. Nadprodukce téchto molekul mize zpisobit bunééné poskozeni nebo
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destrukci biologickych makromolekul, jako jsou cholesterol, nukleové kyseliny, proteiny nebo
polypeptidy, coz mtze zpisobit nékolik chronickych onemocnéni spojenych se srde¢nimi a
mozkovymi cévami. Konzumace piirodnich antioxidant v potravindch ma velky vyznam
pro ochranu téchto biomolekul pied oxida¢nim poskozenim bunék [20]. Antioxidacni aktivita
extrakti z rostlin rodu Allium je zvlasté zajimava kvili vztahu mezi oxida¢nim stresem a
patologickymi stavy, jako je aterosklerdza, rakovina a starnuti, ve kterych hraji roli volné
radikaly a reaktivni molekuly kysliku [44]. Mnozi vyzkumnici dospéli k jednoznaénym
zaveérim a naznacili, ze thiosulfinaty a pfibuzné organosirné slozky jsou primarné zodpovédné
za pozorované antioxidacni ucinky, i kdyz mnoho jinych endogennich slozek mlze mit také
antioxidac¢ni vlastnosti. Naproti tomu Xiao a Parkin [44] uvadi, Ze thiosulfinaty jsou
antioxida¢né¢ G¢inné pouze jako Cista €inidla a jejich u€innost je az o 3 fady niz§i nez u jinych
antioxidacnich sloucenin, tudiz se antioxidacni aktivita v cibuli pfisuzuje jinym latkédm,
s nejvetsi pravdépodobnosti kvercentinu jak jiz bylo popsano vyse.

Dipropyltrisulfid, ktery byl izolovan z cibule, svoji antioxida¢ni aktivitu ovliviiuje prib&h

Alzheimerovy choroby [49].

1.4. Extrakce SPME

Metoda mikroextrakce tuhou fazi (SPME) je jednoduchd a ucinnd sorp¢né/desorpéni
technika, kdy dochazi k zakoncentrovani analytu. Od tradi¢ni techniky extrakce tuhou fazi se
odliSuje tim, Ze staciondrni fze je nanesend na povrch kfemenného vlakna, jehoZ vnéjsi primér
je men$i nez 1 mm. Stacionarni faze je polymerni latka [50], ktera se lisi polaritou, ale i
sorp¢nimi vlastnostmi. Principem této metody je rozd¢€leni analytu mezi dvé faze, z nichz jedna
je tuha. Cilem vétSiny SPME metod piipravy vzorku pfed analyzou je ziskani analytu
Vv dostate€ném, detekovatelném mnoZstvi, bez neZzadoucich piimé&si. Tuto metodu Ize pouZivat
jak pro kvantitativni, tak pro kvalitativni analyzu latek. Volbou vhodného vlakna 1ze dosdhnout
vybornych a reprodukovatelnych vysledkt i pro nizké koncentrace analytti [51; 52]. Slou¢eniny
nasorbované na vlakné je pak mozné analyzovat na plynovém i kapalinovém chromatografu
[28].

Tato metoda byla vyvinuta v roce 1990, pozdéji se stala komeréné dostupna. Pro extrakci
pomoci SPME je mozné pouzit jak kapalné, tak i plynné a tuhé vzorky, kdy se analyt extrahuje
na stacionarni fazi a nasledné se tepelné desorbuje napft. v nastfikovém prostoru plynového

chromatografu [53]. T¢kavé analyty mohou byt sorbovany na vlakno tak, ze vlakno je ponofeno
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piimo do vzorku (tzv. pifimé SPME neboli DI-SPME) nebo je umisténo v prostoru parni faze
nad vzorkem (tzv. headspace SPME neboli HS-SPME). Net¢kavé analyty mohou byt
extrahovany pouze ponofenim vlakna do vzorku [51]. Aplikace SPME pro studium tékavych
latek uvolnovanych z krajené cibule umoziiuje pouziti obou téchto postupti. HS-SPME miize
zachytit ty slouceniny, které jsou uvolnovany do prostoru horniho prostoru z matrice vzorku.
Ponotenim vldkna do vodného roztoku Ize analyzovat hydrofilni slouceniny [54].

Hlavnimi vyhodami SPME jsou rychlost, nendkladnost, snadnd automatizovatelnost a
obecné to, Ze se pracuje bez jakéhokoli rozpoustédla. Vyhodou také je, Ze tato metoda Ize pouzit
pro Siroké spektrum vzorki, napi. biologické (moc, krev), vzorky zivotniho prostiedi
(pesticidy, voda) nebo vzorky potravin. Nevyhodou SPME je, ze vlakno jako takové je velmi
kiehké a musi byt vhodné€ upraveno pro manipulaci s nim, aby byla mozna napf. penetrace septa
nadobky se vzorkem nebo nasttikového bloku chromatografu. Ochranu vlakna tvoti kapilara
Z nerezové oceli, v niZ je vlakno zasunuto. B€hem extrakce musi byt vlakno vysunuto, aby byl
umoznén jeho kontakt se vzorkem [50; 53].

SPME je pomé&rné citlivd na experimentalni podminky, jako jsou doba extrakce, teplota
extrakce, objem vzorku v extrakéni nadobee, homogenita vzorku, podminky desorpce nebo
volba vlakna (tloustka a polarita) [55]. Je obecné znamo, Ze rychlost extrakce se zvySuje

s teplotou [50]. Schématické znazornéni technického usporadani vlakna je na obrazku 13.

%— Horni plocha pistu
|
— Tésnici prepazka
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-+~ Kiemenné vlakno
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(7 =100 pm)
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__Kremenné Makno
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Obrazek 13: Scématické znazornéni technického usporadani pro SPME [50; 53]
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1.4.1. Headspace SPME

Extrakce tékavych analytl z parni faze nad vzorkem je nejcastéji vyuzivanou aplikaci
SPME. Principem je, Ze vlakno se umisti tak, Ze neni v pfimém kontaktu se vzorkem a sorbuji
se pouze tekavé latky. Extrakce mize byt provadéna ru¢né nebo automaticky. Kromeé ti¢inného
oddéleni cilovych sloucenin od netékavych rusivych komponent matrice a obohaceni latek je
vyhodou minimalizace poskozeni vldkna agresivnimi nebo nevratné sorbovanymi slozkami
matrice. Proto lze zpravidla analyzovat vice nez 100 vzorku stejnym vlaknem [50].

Pti HS-SPME mohou byt na vlakno zachyceny pouze slouceniny, které jsou tékavé
pfi zvolenych analytickych podminkach. Plochy pikt ziskané metodou SPME-GC-MS nemusi
nutné odrézet skute¢né podily slozek v prostoru nad vzorkem nebo ve vzorku, protoze rizné
ttidy sloucenin, a dokonce 1 jednotlivé slouceniny s riznymi strukturami maji rozdilnou
tékavost, stejné jako jiné odlisné fyzikalni vlastnosti, které mohou ovlivnit rozdélovaci
koeficienty. Touto metodou se v§ak mohou zkoumat trendy vyskytu a vymizeni jednotlivych

sloucenin ve vzorcich [54].

1.4.2. Pfrima SPME

Piima extrakce analyti ponofenim vlédkna do roztoku se pouziva pro netékavé nebo malo
tékavé analyty. Vzhledem k tomu, Ze vzorek je v piimém kontaktu s vlaknem, je nutné se
vyhnout silné kyselym nebo zasaditym podminkam. Pokud se zabrani agresivnim podminkam,

vlakna mohou byt stabilni i v pfimém kontaktu se vzorky [50].

1.5. Instrumentalni metody

1.5.1. Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) se fadi mezi analytické separa¢ni metody. Je to fyzikalné
chemicka metoda separace latek zalozena na distribuci latek mezi dvé heterogenni faze [56].
Tato metoda nese své jméno podle skupenstvi mobilni faze, kterou je plyn. Nejcastéji
pouzivanym nosnym plynem je helium, dale pak dusik nebo vodik. Mobilni faze se pohybuje
vlivem tlakového spadu [52]. Stacionarni faze mize byt dvojiho typu, tuhd povrchové aktivni
latka (napt. silikagel, aktivni uhli, molekulova sita apod.) nebo kapalny film zakotveny
na inertnim nosic¢i. Podle toho délime plynovou chromatografii na chromatografii v systému
plyn-tuha faze (GSC) nebo systému plyn-kapalina (GLC) [52; 56]. V prvnim pfipad¢ metoda
vyuZzivé déleni analytu mezi staciondrni f4zi a mobilni f4zi na zdkladé absorpce nebo sitového

efektu, ve druhém piipadé se latka rozdéluje mezi kapalinou a plynou mobilni fazi [57]. U obou
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se predpoklada, ze toto rozdé€leni je rovnovazné. Metoda plynové chromatografie se vyuziva
ke kvalitativnimu a kvantitativnimu stanoveni latek. Signal méficiho zafizeni je funkci
mnozstvi analytu a citlivosti [52; 57]. Plynova chromatografie je uréena piedevs§im pro analyzu
tékavych a stiedné t€kavych latek, které je mozné pievést do plynného stavu [58].

Plynovy chromatograf se skladd z né€kolika zékladnich ¢asti, které jsou popsany
na obrazku 14.

Zdroj nosného
plynu == DO

ALY Davkovaé
"E ‘Si»::.‘ ..‘. ]
z‘ﬁ'_ r., f!: £:!‘1 L ‘ .

Ridici a
vyhodnocovaci
zafizeni

Obrazek 14: Zéakladni schéma plynového chromatografu [58]

Davkovaci zafizeni ma za kol vpravit vzorek do kolony, pokud mozZno co nejrychleji a
S co nejvetsi reprodukovatelnosti. Kapalné vzorky musi byt okamzité zplynény, proto musi byt
tento prostor vyhtivan.

Velmi dilezitou roli pfi separaci latek maji kolony. V podstaté je rozliSujeme na dva typy,
a to kolony napliiové nebo kapilarni. Naplnové kolony jsou trubice vétSinou vyrobené ze skla
¢i nerezové oceli, o délce 2-6 metrd a vnitinim priaméru 2-4 mm, naplnéné bud’ adsorbentem
(GSC) nebo nosi¢em pokrytym kapalnou fazi (GLC). Kapilarni kolony jsou nejcastéji
kiemenné trubice s délkou obvykle 10-30 metrti, pfi nékterych aplikacich i 100 metrt,
0 vnitinim praméru 50-350 pm. Mohou se v8ak vyrabét i z nerezové oceli, podminkou vsak je,
aby byly dostatecné tvarné [52; 56; 58]. Podle zptsobu uloZeni stacionarni faze rozliSujeme 3
zakladni typy: WCOT (Wall Coated Open Tubular), SCOT (Support Coated Open Tubular) a
PLOT ( Porous Layer Open Tubular). WCOT kolony jsou nejrozsifenéjsi a nosi¢em je vnitini
sténa kapilary, na které je zakotvena tenkd vrstva stacionarni faze. U SCOT kolon je na sténé
vrstvicka nosice, na které je zakotvena stacionarni faze. Treti typ jsou kolony PLOT, u kterych

je na vnitini sténé kapilary nanesena nebo chemicky vytvotfena porovita vrstva [56].
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K detekci slozek vychazejicich z kolony plynového chromatografu se vyuzivaji,
detektory, na které jsou v plynové chromatografii kladeny vysoké naroky a pozadavky. Idealni
detektor by mél byt univerzalni pro vSechny slouceniny a zaroven selektivni, S vysokou
citlivosti a linearitou signalu. V praxi ale téchto podminek neni mozné dosédhnout, a proto se
narizné aplikace pouzivaji rizné detektory. Detektory délime na destruktivni
vs. nedestruktivni a koncentracni vs. hmotnostni. Nej¢astéji pouzivané detektory pro plynovou
chromatografii jsou: tepelné vodivostni, plamenov¢ ionizacni, detektor elektronového zachytu,
plamenovy fotometricky, hmotnostni spektrometr atd. [52; 56]. V této praci byl jako detektor
pouzit naposledy zminény hmotnostni spektrometr, proto o ném bude pojednano podrobné&ji

Vv nasledujici kapitole.

1.5.2. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytickd metoda, ktera slouzi k ur¢eni hmotnosti
castic a chemické struktury molekul. Jednotlivymi kroky procesu jsou pievedeni molekul
na ionty, rozdéleni téchto iontl podle poméru hmotnosti a naboje (m/z) a ndslednému zdznamu
relativnich intenzit jednotlivych iontd do hmotnostnich spekter. Mezi jeho hlavni pfednosti
patii vysoka citlivost, moznost kvantitativni 1 kvalitativni analyzy a minimalni spotieba vzorku.
Nevyhodou tohoto analyzatoru jsou vysoké potizovaci naklady a destrukce vzorku.

Zakladni ¢asti hmotnostniho spektrometru jsou iontovy zdroj, ktery slouzi k pfevedeni
neutralnich molekul analytu na nabité ¢astice, hmotnostni analyzator, jezZ rozdéluje ionty
V plynné fazi za vysokého vakua podle poméru m/z, posledni ¢asti je detektor iontd, ktery
urcuje hodnoty m/z a relativni intenzity jednotlivych iontd. Dalsi dilezitou soucasti
hmotnostniho spektrometru je napt. vakuovy systém.

Neutralni molekuly analytu je nutné pfevést na ionty. K tomu slouZzi ioniza¢ni techniky,
které se déli podle mnozstvi vnitini energie po ionizaci na tvrdé a mékké ionizacni techniky.
Pti proméfovani vzorkt cibule byla pouzita elektronova ionizace, proto bude dale podrobnéji
rozebréna pouze tato technika.

Elektronova ionizace je nejtvrdSi ionizacni technikou, coz se projevi fragmentaci
molekularniho iontu. Pro tuto ioniza¢ni techniku jsou podrobné popséana pravidla fragmentace
a vytvofeny rozsahlé knihovny spekter (Wiley, NIST). Principem elektronové ionizace je
zhaventi elektrody (wolframové nebo rheniové vlakno), kterd emituje elektrony, jez prochéazeji
iontovym zdrojem, zde ionizuji molekuly vzorku a poté jsou zachyceny na anodé. Vzniklé ionty

jsou fokusovany a urychleny do hmotnostniho analyzatoru [59].
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1.5.3. Spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS)

V dnes$ni dob¢ je spojeni téchto dvou analytickych metod zcela béznym vybavenim
analytické laboratofe, kombinuje totiz vyhody obou technik a pouziva se pfi rutinnich
analyzach. Pomoci GC-MS lze separovat a identifikovat slozité smési latek a pii pouziti
elektronové ionizace lze pfimo porovnat namétena spektra s knihovnami spekter v databazich
[60]. Problémem spojeni separac¢nich a spektrometrickych metod jsou velmi rozdilné
pozadavky na méfeni, a to hlavné jejich tlakova nekompatibilita. Tlak na vystupu z kolony
plynového chromatografu je pfiblizné atmosféricky, zatimco hmotnostni spektrometr pracuje
idealné¢ za vysokého vakua [52]. Pro spojeni plynové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii je podstatné, aby plynny eluent vyhovoval reZimu v hmotnostnim spektrometru.
Pti separaci na kapilarnich kolonach se pouzivaji pritoky plynl Vv jednotkdch ml/min, proto
jsou tyto kolony upiednostiiovany pied napliiovymi kolonami, u nichZ jsou prutoky v desitkach
ml/min. Divodem je, aby do hmotnostniho spektrometru neslo velké mnozstvi plynného
eluentu. Jako nosny plyn se nejéastéji pouziva helium, jelikoz jeho piebytek v eluentu lze
snadno od¢erpat vakuovymi pumpami.

Pro spojeni GC-MS se pouzivd oteviené rozhrani, které tvoti kapilara z plynového
chromatografu zavedena do konstrukce tvaru T. Toto rozhrani je vyhfivano, aby se zabranilo

piipadné kondenzaci latek [52; 61].

1.5.4. Kvalitativni analyza

Pti identifikaci latek neboli kvalitativni analyze se v plynové chromatografii vyuziva
retencniho ¢asu. Aby mohla byt latka oznaCena, jako ptfitomna ve vzorku musi byt prekondna
tzv. mez detekce. Mez detekce je definovana jako trojnasobek Sumu. Pro identifikaci latky se
kromé& hmotnostnich spekter pouzivaji i reten¢ni indexy, napf. tzv. Kovatsiv nebo van den
Dooltv index. Tento index je vztazen na rozsahlou skupinu standardnich latek, kterou je
homologicka tada n-alkant. Identifikace neznamé latky se poté provadi porovnanim
vypocitaného indexu s indexy znadmych latek. Pfi izotermalnich separacich se vyuZivaji
Kovatsovy indexy, pii separacich s programovanou teplotou van den Doolovy indexy. Rovnice
pro vypocet Kovatsova indexu je uvedena v rovnici 1, pro vypocet van den Doolova indexu

V rovnici 2.
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Rovnice 1: Rovnice pro vypocet Kovatsova indexu
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Rovnice 2: Rovnice pro vypocet van den Doolova indexu

kde n = pocet atomu uhliku v nejbliz§im niz§im n-alkanu, t;= reten¢ni ¢as nejblizsiho nizsiho
n-alkanu, t;+1= reten¢ni Cas nejbliz§iho vyssiho n-alkanu, tx= reten¢ni ¢as neznamé latky.

V této praci byla k identifikaci latky vyuzita shoda hmotnostniho spektra s dostupnymi
knihovnami spekter, shoda je poté uvadéna v procentech. Potvrzeni identity sloucenin bylo

provedeno porovnanim vypocitanych retencnich indexu s publikovanymi daty.

1.5.5. Kvantitativni analyza

Vyska nebo plocha chromatografického piku prisluSejici dané latce jsou métitkem
mnozstvi této komponenty ve vzorku. Za ptedpokladu linearni odezvy detektoru je plocha ¢i
vyska piku imérnd mnozstvi latky. To umoziuje ur¢ovat mnozstvi ¢i koncentraci dané latky
ve vzorku na zaklad¢ pouziti vzorku dané latky o znamém mnozstvi ¢i koncentraci,
tzv. standardu. Kvalita kvantitativni analyzy je ovlivnéna pfedevSim piipravou vzorkd,

spravnou funkci pfistroje a kvalitou zpracovani dat, s ¢imz také souvisi spravna volba kalibra¢ni

metody [56].
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1. Sledovani profilu tékavych latek z krajené cibule

2.1.1. Chemikalie a plyny

Standardni roztok n-alkanové smési (C8-C20) byl zakoupen od spole¢nosti
Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika) v koncentracich 40 mg-I? rozpu§ténych v n-hexanu.
Dile helium 5.0 (Linde Gas a.s., Praha Cesk4 republika).

2.1.2. Pristroje
Plynovy chromatograf model GC-2010 s hmotnostnim spektrometrem QP 2010 Plus
(Shimadzu, Kyoto, Japonsko) a automatickym vzorkovacim zafizenim PAL-Combi (CTC

Analytics AG, Zwingen, Svycarsko).

2.1.3. Vzorek
Pro analyzu byly pouzity vzorky cibule s éeskym ptvodem, zakoupené Vv mistnich
obchodnich fetézcich. Aby byl zajistén dostatené reprezentativni vzorek byly vybrany tfi riizné

Sarze z ruzného mista puvodu, viz tabulka 1.

Tabulka 1: Pouzité vzorky cibule, misto zakoupeni, pivodu, dodavatel a ¢islo Sarze

Misto .
Nazev Zakoupeno Dodavatel Cislo Sarze
pivodu
Cibule kuchyniska ) Jihomoravska Velké
Lidl ) 4004
Zluta zelenina Bilovice
Cibule kuchynska ) )
Kaufland | Agrico Bohemias.r.o. Tabor 0407
zluta
Cibule ¢ervena Kaufland Druzstvo Bramko Semice L0807

2.1.4. Priprava vzorku

Z cibule byly odstranéné suché obalové vrstvy a bezprostiedné pred samotnou analyzou
byl vzorek rozkrdjen na malé kousky cca 3x3x3 mm. 2 g + 0,1 g nakrajeného vzorku bylo
pievedeno do headspace nadobky o objemu 20 ml a uzavieno vickem, bez septa (pro navozeni

redlné situace beéhem ptipravy pokrmt, pfi uzavieni septem by mohlo dojit k nasyceni prostoru,
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ptipadné az k zastaveni enzymatické reakce). Nadobka byla ihned pfenesena do autosampleru
a zahajena SPME.

2.1.5. SPME extrakce

Dle studie [55], ktera se zabyva optimalizaci extrakce sirnych latek, byla zvolena metoda
mikroextrakce tuhou fazi. Podle vysledk této studie je pro stanoveni té¢kavych sirnych latek
DVB/CAR/PDMS, proto bylo pouzito pii nasich experimentech.

Mikroextrakce byla provadéna bezprostfedné po nakrajeni vzorku cibule. Doba extrakce
byla pfi sledovani profilu tékavych latek zvolena 10 minut pfi laboratorni teploté a stanoveni
bylo opakované provadéno po dobu cca 4,5 hodiny. Pfi experimentu sledovani slzného faktoru
byla doba extrakce nejdiive 2 minuty/extrakéni krok v prvnim pokusu, ve druhém pokusu ptil

minuty/extrakéni krok.

2.1.6. Chromatograficka analyza

Systém GC-MS byl vybaven kapilarni kolonou ZB-5HT Inferno o délce 30 m, vnitinim
pruméru 0,25 mm a tloust’ce filmu 0,25 um (Phenomenex, Torrance, CA, USA). Jako nosny
plyn bylo pouzito helium 5.0 pii konstantni linearni rychlosti 30 cm-s™. Teplota nastiikového
bloku byla udrzovana na 200 °C. Gradient teploty byl naprogramovan nasledovné: pocate¢ni
teplota byla 40 °C (3 minuty) a poté byla zvySovana rychlosti 10 °C-min™ az na 210 °C.
Celkova doba analyzy byla 20 minut. Hmotnostni spektrometr byl provozovan v reZimu plného
skenovani v hmotnostnim rozsahu m/z 35-500 a v rezimu elektronové ionizace (70 eV), v Case
11,5 minut bylo sniZeno napéti na detektoru z divodu vysokych koncentraci latky a bez snizeni
dochdzelo k saturaci detektoru a jeho automatickému vypnuti, v ¢ase 12,5 minut bylo napé&ti
vraceno na pivodni hodnotu.

Linearni reten¢ni indexy (RI) byly vypocteny pro homologickou fadu n-alkani (C8-C20)
analyzovanych za stejnych podminek jako vzorky. Slou¢eniny byly identifikovany porovnanim
hmotnostnich spekter ziskanych s referencnimi hmotnostnimi spektry z knihoven spekter
(WILEY, NIST, FFNSC2) za pouziti kritéria pfinejmensim 80% podobnosti a porovnanim

S linearnimi reten¢nimi indexy.
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2.2. Testovani antimikrobialnich a¢inku cibule

2.2.1. Chemikalie

Pro analyzu antimikrobialnich u¢inkt byly pouzity agary od firmy HiMedia (Mumbai,
Indie), konkrétné Mueller-Hinton agar a MALT agar. Na piipravu antimikrobialnich suspenzi
byl pouzit fyziologicky roztok (0,5% roztok NaCl).

2.2.2. Pristroje a pomicky

Pudy byly sterilizovany v autoklavu Sterilab (BMT, Brno, Ceska republika), denzita
suspenzi byla métena pomoci McFarland denzitometru (Biosan, Warren, USA), pro inkubaci
mikroorganismi byl pouZit biologicky termostat BT120M (Laboratorni piistroje Praha, Ceska
republika) nastaveny na teplotu 37 °C, Petriho misky s inhibi¢nimi zénami byly foceny pomoci
ptistroje BACMED 6iG2 (Aspiag, Litomysl, Ceska republika), vzorek a suspenze byly

davkovany automatickymi mikropipetami (Eppendorf, Hamburg, Némecko).

2.2.3. Priprava vzorki

Z cibule byly odstranény suché vnéjsi obalové vrstvy a bezprosttedné pied samotnou
aplikaci byla cibule pomoci struhadla nastrouhana a vznikla §tdva byla napipetovana na sterilni
disk nebo do jamky vyfiznuté v agaru. Pomucky pro tento experiment jsou zobrazeny

na obrazku 15.

Obrazek 15: Pomicky pfi testovani antimikrobialnich latek
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2.2.4. Diskova difuzni metoda

Diskova difuzni metoda je zalozena na vlastnostech riiznych testovanych latek, které maji
schopnost difundovat do pevného kultivaéniho média. Disky jsou kusy filtraniho papiru
nasaklého antibiotiky, ulozené na pevném kultivaénim médiu, na kterém byla inokulovana
bakterialni kultura. Latka difunduje do okoli disku a pokud je studovany mikroorganismus
citlivy na antibiotikum nebo antimikrobidlni latku, nebude se rozvijet kolem disku a médium
zustane Ciré, vznikne inhibi¢ni zona, ale piislu$na bakterialni kultura se bude rozvijet ve zbytku
média v Petriho misce [62]. Tato metoda je jednoducha, rychla a snadna a poskytuje dostatecné
informace pro praktické a klinické potieby. Vyhodou je pouziti téméf pro vSechny
antimikrobidlni latky.

Ke stanoveni antimikrobialnich u¢inkd cibulové $tavy byly pouzity Petriho misky
s Mueller-Hinton (MH) agarem pro bakterie Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Pseuomonas aeruginosa, Arcobacter butzleri, Bacillus cereus, Bacillus
subtilis. Petriho misky s MALT agarem byly pouZity pro kvasinky Candida albicans. Byla
pfipravena bakterialni suspenze s turbiditou podle stupnice McFarlanda odpovidajici stupni 0,5;
tj. 108 CFU-ml™. Takto pfipravenou suspenzi byl agar inokulovan pomoci stérového tampénu
danym mikroorganismem. Poté byl na agar aplikovan sterilni disk, na ktery bylo pipetovano
8 ul cibulové §tavy. Bakterie byly inkubovany 24 h pii 37 °C, kvasinky a Arcobacter 48 h
pti 37 °C. U kvasinky a Arcobactera byla po 24 hodinach inkubace doplnéna na disky Cerstva
cibulova §tava. Po inkubaci byly zméfeny priméry inhibi¢nich zén (mm) véetné disku, z ¢ehoz
byla vyhodnocena antimikrobialni aktivita. Pfitomnost inhibi¢ni zony zna¢i antimikrobidlni
aktivitu proti testovanym bakteriim a kvasinkdm. Kazdy experiment se vzorky cibulové stavy
byl proveden na dvou Petriho miskach, pti¢emz na kazdé misce byly vzdy dva disky se

shodnym vzorkem, tudiz se velikost inhibi¢ni zony primérovala ze 4 hodnot.

2.2.5. Jamkova difizni metoda

Pfi této metodé se pomoci tzv. korkovrti udélaji jamky do vyssi vrstvy agaru na Petriho
misce. Po aplikaci mikroorganismu na povrch pudy se do jamek aplikuje testovana latka, ktera
difunduje do okoli a pokud je studovany mikroorganismus citlivy na antibiotikum nebo
antimikrobialni latku, nebude se rozvijet kolem disku a médium ziistane Ciré, vznikne inhibi¢ni

z6na, ale piislusna bakterialni kultura se bude rozvijet ve zbytku média v Petriho misce [63].
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Byly pouzity Petriho misky s Mueller-Hinton (MH) agarem pro bakterie Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseuomonas aeruginosa, Arcobacter butzleri,
Bacillus cereus, Bacillus subtilis. Petriho misky s MALT agarem byly pouzity pro kvasinky
Candida albicans. K inokulaci byla pouzita stejna suspenze jako u diskové diftizni metody.
Petriho misky sagarem byly nejdiive inokulovany mikroorganismem pomoci stérového
tamponu a poté byla asepticky vyfiznuta jamka, do které byla nasledné napipetovana Cerstva
cibulova stdva az po okraj. Takto pfipravené misky s bakteriemi byly inkubovany 24 hodin
pii 37 °C, kvasinky a Arcobacter 48 hodin pii 37 °C. U kvasinky a Arcobactera byla
po 24 hodinach inkubace doplnéna do jamek cibulovd $tava. Po inkubaci byly zméfeny
praméry inhibi¢nich zén (mm) vcetné jamky, z ¢ehoz byla vyhodnocena antimikrobialni
aktivita. Pfitomnost inhibi¢ni z6ny zna¢i antimikrobidlni aktivitu cibulové S§tavy
proti testovanym bakteriim a kvasinkam. Kazdy experiment se vzorky cibulové §tavy byl
proveden na dvou Petriho miskach, pficemz na kazdé misce byly vzdy dvé jamky se shodnym

vzorkem, tudiz se velikost inhibi¢ni z6ny priimérovala ze 4 hodnot.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE
3.1. Sledovani profilu tékavych latek

Bylo provedeno nékolik pocatecnich méfeni pro zjisténi vhodné ptipravy vzorku, doby
extrakce, teplotniho programu a doby analyzy. Po optimalizovani téchto parametri byly
provedeny série méfeni, ze kterych byly zpracovany vysledky. V tabulce 2 jsou uvedeny
vSechny identifikované slouceniny béhem méteni, CAS C¢isla, jejich retencni Casy a vypocitané
reten¢ni indexy. Retenéni indexy byly vypocitany s pouzitim reten¢nich ¢astt homologické fady
alkant (tabulka 3) Tucné vyznaCené sloucCeniny jsou latky obsahujici siru, z nichz je
pro konzumenty cibule asi nejzajimavéjsi thiopropanal S-oxid, znamy jako slzny faktor. Kromeé
sirnych latek se v cibuli také nachazeji aldehydy a alkoholy. Pii méfenich vzorku zakoupeném
v fetézci Lidl byl nalezen 2-undekanon a 2-undekanol, ktery nebyl nalezen v zadné z dosud
publikovanych studii, pouze ve studii [23] byl nalezen 2-tridekanon v cibulovém oleji jako
produkt degradace kyseliny myristové. Podle literatury [64] se 2-undekanon nachazi
Vv hiebicku, oleji z palmovych jader, oleji ze s6jovych bobi, v bandnech, zdzvoru a jahodach.
Pouziva se v parfumerii a potravindiském priamyslu, ale vzhledem k jeho zapachu je primarné
pouzivan jako repelent proti hmyzu, tudiZz neni vylouceno, Ze cibule jej tvoii pravé z tohoto

divodu. Nekteré z nalezenych sloucenin jsou na obrazku 16.

Tabulka 2: Identifikované slouceniny, jejich CAS ¢&isla, reten¢ni ¢asy a reten¢ni indexy

Reten¢ni Shoda
Retencni | Reten¢ni
) index CAS MS
Nazev sloucenin ¢as index
_ referené¢ni ¢islo spektra
[min] | vypoéteny
[65] [%6]
Tetranitromethan 1,83 <800 399 509-14-8 88
Acetaldehyd 1,94 <800 400 75-07-0 89
Methylmerkaptan 2,00 <800 473 74-93-1 87
Propanal 2,18 <800 511 123-38-6 97
1-Propanol 2,50 <800 562 71-23-8 94
Propanthiol 2,88 <800 624 107-03-9 93
_ ) 32157-
Thiopropanal S-oxid 5,42 768 760 97
29-2
2-Methyl-2-pentenal 6,78 830 829 623-36-9 96
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Reten¢ni Shoda
Retencni | Retencni
) index CAS MS
Nazev slou¢enin ¢as index
_ referen¢ni cislo spektra
[min] | vypoéteny
[65] [%0]
2307-
Propylthiolacetat 7,53 867 877 93
10-0
3,4-Dimethylthiofen 8,23 901 908 632-15-5 96
- 2179-
Methylpropyldisulfid 8,75 930 931 50-4 95
(E)-1-Methyl-2- 23838-
o 8,91 937 940 85
(prop-1-en-1-yl)disulfid 19-9
1-Allyl-2- 67421-
) o 11,66 1091 1099 95
isopropyldisulfid 85-6
(2)-1-Allyl- 2179-
o 11,73 1099 1097 90
2-(prop-1-en-1-yl)disulfid 57-9
Dipropyldisulfid 11,89 1107 1107 629-19-6 90
E)-1-(Prop-1-en-1-yl)- 23838-
(E)-1-(Prop o ¥ 12,03 1116 1118 93
2-propyldisulfid 21-3
1-(E)-Prop-1-en-1-yl-
® P Y 121609-
2-(2)- 12,20 1125 1124 8.2 96
prop-1-en-1-yldisulfid
2-Merkapto-
_ 137363-
3,4-dimethyl- 12,33 1135 1139 86.1 80
2,3-dihydrothiofen
o 17619-
Methylpropyltrisulfid 12,65 1156 1154 36.0 93
2-Undekanon 14,73 1292 1291 112-12-9 97
1653-
2-Undekanol 14,82 1299 1303 84
30-1
- 33922-
Allylpropyltrisulfid 15,07 1317 1320 - 84
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Reten¢ni Shoda
Retené¢ni | Retenéni ]
) index CAS MS
Nazev slou¢enin ¢as index
_ referen¢ni cislo spektra
[min] | vypoéteny
[65] [%6]
. N 6028-61-
Dipropyltrisulfid 15,25 1330 1328 1 94
Z)-1-(Prop-1-en-1-yl)- 23838-
(2)-1-(Prop o ¥ 15,33 1336 1332 92
3-propyltrisulfid 26-8
(E)-1-(Prop-1-en-1-yl)- 23838-
P L Y 15,44 1344 1345 86
3-propyltrisulfid 27-9
1,3-Di((E)-prop-1-en-1- 115321-
( )-p p Y) 15,57 1354 1348 85
trisulfid 81-8
»s uE 1,000,000}
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Obrazek 16: Chromatogram druhého métfeni u vzorku zluté cibule
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Tabulka 3: Homologicka fada n-alkant, jejich retenéni ¢asy a retenéni indexy

n-alkan | reten¢ni ¢as [min] | reten¢ni index
C8 6,15 800
C9 8,21 900
C10 10,10 1000
Cl1 11,81 1100
C12 13,38 1200
C13 14,84 1300
Cl4 16,20 1400
C15 17,48 1500
C16 18,69 1600
C17 19,83 1700
C18 20,92 1800
C19 21,96 1900
C20 22,94 2000
Cc21 23,88 2100
C22 24,84 2200

3.1.1. Kinetika tékavych sloucenin

Data byla vyhodnocena tak, ze mnozstvi dané slouceniny z prvni analyzy kazdé sekvence
bylo brano jako 100 % a z dalsich analyz byl poté dopocten ekvivalentni ptirustek/ubytek
v relativnich procentech. V piipadé, Ze v prvnim méfeni byl obsah slouceniny pod mezi

detekce, jako 100 % rel. bylo stanoveno prvni detekované mnozstvi v nasledujicich analyzach.

3.1.1.1. Kyslikaté slouceniny

Jak uvadi studie [23], pfitomnost aldehydu v cibuli neni piekvapujici. Propanal je jednou

o 24

spontanné tvoii ze slzného faktoru. Tato reakce je znazornéna na obrazku 17.
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Obrazek 17: Spontanni rozklad thiopropanal S-oxidu na propanal [15]

Experimentalni méfeni v této praci potvrzuje pritomnost propanalu. Navic byl béhem
meéfeni detekovan 1-propanol, ktery je produktem redukce propanalu. Jak je znazornéno
na obrazku 18, ve vSech vzorcich s ubyvajicim mnoZzstvim propanalu ptibyvalo mnozstvi

1-propanolu, tudiz je vystiZzena jejich vzajemna premeéna v Case.
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Obrazek 18: Grafy vSech vzorkt popisujici zavislost pfemény propanalu na 1-propanol na CGase,

sekundarni osa patti 1-propanolu
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V zadném z dostupnych zdroji nebylo nalezeno podobné hodnoceni premény

1-propanolu na propanal, proto neni mozné porovnani s literarnimi zdroji.

3.1.1.2. Sirné slou¢eniny

Celkem bylo detekovano 19 sirnych sloucenin s riznymi profily uvoliiovani (tabulka 2).
Propylthiolacetat se vzdy zacal objevovat az v druhém méfeni, tzn. cca po 45 minutach
od rozkrojeni, jeho koncentrace méla nejdiive stoupajici charakter, po hodin¢ a pul postupné
klesala az pod mez detekce. 3,4-Dimethylthiofen mél svoji maximalni koncentraci v prvnim
méfeni, postupem Casu mnozstvi klesalo a po hodin¢ a piil od rozkrojeni cibule nebyl pik
3,4-dimethylthiofenu detekovan. Pik odpovidajici methylpropyldisulfidu byl pfitomen jiz
Vv prvnich métenich, maximalni mnozstvi bylo po 45 minutach od rozkrojeni, pak dochazelo
kubytku a po 3,5 hodinaich byla  koncentrace pod mezi  detekce.
(E)-1-Methyl-2-(prop-1-en-1-yl)disulfid byl zaznamenan pouze v prvnich 4 chromatogramech,
tzn. od rozkrojeni az do hodiny a tfi ¢tvrté, s maximem koncentrace v 45. minuté. Sirna
slou¢enina 1-allyl-2-isopropyldisulfid se zacala vyskytovat az ve druhém méfeni, kdy byla jeji
koncentrace maximalni a postupné se snizovala. (E)-1-(Prop-1-en-1-yl)-2-propyldisulfid byl
detekovan od prvniho méfeni a maximalni koncentrace doséhl po 45 minutach od rozkrojeni
vzorku cibule, spostupnym ubyvanim az pod detekovatelné mnozstvi. Pik patfici
2-merkapto-3,4-dimethyl-2,3-dihydrothiofenu byl vzdy piitomny v prvnich dvou az tiech
méfeni, coZ znamena, Ze se uvoliiuje pouze béhem prvni hodiny a ¢tvrt. Methylpropyltrisulfid
byl ptitomny az po tfi ¢tvrté hodiné od rozkrojeni, a v nasledujicich méfenich mélo jeho
mnozstvi klesajici tendenci. Allylpropyltrisulfid se nevyskytoval v prvnim méteni zadné
sekvence, pik odpovidajici této latce byl nalezen az ve druhém méfeni, ve tfetim méfeni byla
koncentrace tohoto trisulfidu maximalni a poté dochéazelo ke snizovani az pod mez detekce.
1,3-Di((E)-prop-1-en-1-yDhtrisulfid se v n¢kterych vzorcich nevyskytoval viibec a pokud byl
detekovan pik patfici této latce, tak pouze v prvnich dvou méfenich.

Pro piehlednost budou dale v grafech zobrazeny a diskutovany pouze sirné latky,
u kterych byly zmény plochy piku béhem analyz nejvyraznéjsi. To jsou nasledujici slouceniny:
propanthiol, dipropyldisulfid, 1-((E)-Prop-1-en-1-yl)-2-((Z2)-prop-1-en-1-yhdisulfid,
dipropyldisulfid, (2)-1-(Prop-1-en-1-yl)-3-propyltrisulfid  a  (E)-1-(Prop-1-en-1-yl)-
3-propyltrisulfid.

Colina-Coca a kol. [66] ve své studii analyzovali krajenou cibuli pomoci dynamické

headspace analyzy ve spojeni s GC-MS, s tim rozdilem, ze ke vzorku ptidali jako vnitini
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standard allylmethylsulfid a takto upravené vzorky zahtivali na 80 °C po dobu 40 minut, béhem
nichz byly té€kavé latky zachytavany a koncentrovany v zafizeni typu ,,purge and trap“ a
nasledné desorbovany pro analyzu v plynovém chromatografu. I pies rozdilné podminky
stanoveni se S nasi studii shodovali ve znacném mnozstvi identifikovanych slouc¢enin, mezi néz
patii propanal, propanthiol, 2-methyl-2-pentenal, propylthioacetat, 3,4-dimethylthiofen,
methylpropyldisulfid, (E)-1-methyl-2-(prop-1-en-1-yl)disulfid, 1-allyl-2-isopropyldisulfid,
dipropyldisulfid, (E)-1-(prop-1-en-1-yl)-2-propyldisulfid, methylpropyltrisulfid. V této studii
je shodné uvedeno, zZe hlavnimi t¢kavymi slozkami cibule jsou disulfidy, trisulfidy a aldehydy.
Boelens a kol. [23] studovali headspace nad krajenou cibuli a nasledn¢ analyzovali pomoci
HS-GC-MS, teplotni program byl od 70 do 200 °C pti 1 °C/min. S touto diplomovou praci se
shoduji v nékterych identifikovanych slouceninach, které jsou: propanal, 2-methyl-2-pentenal,
3,4-dimethylthiofen, methylpropyldisulfid, (E)-1-(prop-1-en-1-yl)-2-propyldisulfid,
dipropyldisulfid a (E)-1-(Prop-1-en-1-yl)-2-propyldisulfid. V této studii na rozdil od nasi prace
nebyly identifikovany zadné trisulfidy. Liguori a kol. [9] pouzili pro analyzu tékavych slozek
mixované cibule extrakt ziskany parni destilaci a naslednou extrakci dichlormethanem, ktery
analyzovali pomoci GC-MS. S touto studii se také shodujeme ve zna¢ném mnozstvi latek, mezi
které  patfi: propanal, propanthiol 2-methyl-2-pentenal, 3,4-dimethylthiofen,
methylpropyldisulfid, (E)-1-(prop-1-en-1-yl)-2-propyldisulfid, dipropyldisulfid,
(E)-1-(Prop-1-en-1-yl)-2-propyldisulfid, methylpropyltrisulfid a dipropyltrisulfid. I ptes velmi
rozdilné podminky ptipravy vzorku je mnoho identifikovanych slou¢enin shodnych s nasi
praci. Gitin a kol. [10] stanovovali sirné latky z hydrodestilatu cibule pomoci GC-MS.
Detekovali pouze 5 sirnych latek, pficemz naSe studie se shodovala pouze se dvéma
slouceninami, konkrétn€ methylpropyldisulfid a dipropyldisulfid. Je mozné, ze tato studie
detekovala takto malé mnozstvi latek z divodu rozpustnosti n€kterych sloucenin ve vodé.
Kremr a kol. [55] studovali sirné slou¢eniny v rostlinach rodu Allium. Rozmixovanou cibuli
analyzovali pomoci SPME-GC-MS. V cibuli detekovali celkem 18 sirnych latek, s nasi studii
se shoduji pouze ve 4 slouCeninach, a to: (E)-1-methyl-2-(prop-1-en-1-yl)disulfid,
dipropyldisulfid, (E)-1-(Prop-1-en-1-yl)-2-propyldisulfid a dipropyltrisulfid. Rozdilnost mtize
byt zplisobend riiznou dobou mezi prvnim narusenim cibulové tkan€ a samotnou analyzou.
Jedind dostupna studie experimentalné shodujici se s nasi studii je prace Jarvenpidi a
kol. [54]. Pracovnici analyzovali v ¢asovych intervalech headspace prostor nad krajenou cibuli

pomoci SPME-GC-MS, kdy pro SPME extrakci vyuzili Sedé vlakno. V méfeni po extrakci
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nad vzorkem béhem prvni minuty od rozkrojeni cibule shodné uvadéji ptitomnost predevsim
thiopropanal S-oxidu a také malé mnozstvi diprop(en)yldisulfidd. Po hodiné od prvniho
rozkrojeni byly v této studii pfitomny produkty degradace thiopropanal S-oxidu, jako je
2-methyl-2-pentenal a rizné (di)sulfidy, coZ se shoduje s naSimi vysledky. Shoda s nasi praci
je také v relativnim mnozstvi dipropyldisulfidu, kdy studie uvedla, ze po 90 minutach je
headspace nad cibuli nejbohat$i pravé na dipropyldisulfid. V této studii byly detekovany
methylprop(en)yldisulfidy a vyskytovaly se poté, kdy bylo v headspace nad vzorkem ptitomno
velké mnozstvi diprop(en)yldisulfidd. To je v souladu s biochemickou transformaci, kdy bylo
prokazano, ze enzym alliinaza preferuje prekurzory obsahujici prop(en)yl, takze té¢kavé latky
obsahujici methylové skupiny se objevi pozdéji. Toto tvrzeni naSe studie potvrzuje,
methylpropyldisulfid a (E)-1-methyl-2-(prop-1-en-1-yl)disulfid byly v nejvétsim mnozstvi
ve druhém (45 minut od nakrajeni) a tfetim méfeni (75 minut od nakrajeni). S touto diplomovou
praci se studie rozchazi v detekci tetrasulfidl, pifi nasich experimentech nebyly nalezeny
v zadném méfeni. Dale byl shodné nalezen dimethylthiofen a uvadéji, Ze tato sloucenina je
produktem pieskupeni di-1-propenyldisulfidu. Ve studii Jarvenpéd a kol. [54] byl také proveden
pokus, kdy byla nakrajena cibule ponofena do vody a analyzovéana ptimym SPME a HS-SPME
nad vodnym vzorkem. Bylo zjisténo, ze celkové mnozstvi tékavych latek nalezenych
v headspace je vyssi nez ve vodnych vzorcich. Jedina sloucenina, ktera méla vétsi plochu piku
pfi ptimém SPME vzorkovani, byl thiopropanal S-oxid, nicméné pii headspace analyze Cerstvé
cibule se plocha piku asi 4krat zvétSila, coz nasvédCuje tomu, Ze se tato latka uvoliuje
na vzduchu rychleji nez ve vodném vzorku. Thiopropanal S-oxid je stabilizovan vyssi
rozpustnosti a nizSi tékavosti, coz mlzZe byt zpusobeno vodikovym spojenim. Absence
aldehydt v headspace vodnych vzorkt také podporuje toto vysvétleni. Tento experiment by

mohl byt vysvétlenim, pro€ tolik neslzime pfi krajeni cibule, pokud si namo¢ime niz do vody.
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Propanthiol mél ve vSech 3 vzorcich téméf totozny profil uvoliiovani po rozkrojeni
vzorku, viz obrazek 19. Béhem 45 minut se dostal na maximalni koncentraci a poté zacalo

mnozstvi ubyvat, v nékterych vzorcich se nachazel i po necelych 5 hodinach v detekovatelné

koncentraci.
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Obrazek 19: Zavislost relativniho mnozstvi uvolnovaného propanthiolu na ¢ase
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Dipropyldisulfid se do maxima své koncentrace v headspace prostoru nad krajenou cibuli
dostal po 45 minutach od rozkrojeni. Poté nasledoval prudky pokles a po cca 4 hodinach

od rozkrojeni klesla jeho koncentrace pod mez detekce, jak je znazornéno na obrazku 20.
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Obrazek 20: Zavislost relativniho mnozstvi uvoliiovaného dipropyldisulfidu na ¢ase
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Slouc¢enina 1-((E)-prop-1-en-1-yl)-2-((Z)-prop-1-en-1-yl)disulfid m¢la jako jedina svoje
maximum Vv prvnim méfeni kazdé sekvence, tedy v prvnich 10 minutach od nakrajeni. Jeho
koncentrace ve druhém méfeni prudce klesla, ve tfetim a Ctvrtém  méfeni
bylo mnozstvi této latky pod mezi detekce. Profil uvolnovani

1-((E)-prop-1-en-1-yl)-2-((Z)-prop-1-en-1-yl)disulfidu je zobrazen na obrazku 21.
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Obrazek 21: Zavislost relativniho mnozstvi uvoliiovaného 1-((E)-Prop-1-en-1-yl)-

2-((Z2)-prop-1-en-1-yl)disulfidu na ¢ase
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Zavislost uvolnovani dipropyltrisulfidu ze vzorku po nakrajeni je zobrazena
na obrazku 22, a je patrné, ze se v nékterych métenich ponékud 1isi. Ve zluté cibuli z Lidlu byl
detekovan jiz v prvnim méteni kazdé sekvence, zatimco ve zluté a ¢ervené cibuli z Kauflandu
se v prvnich méfenich na chromatogramu pik této latky viibec nenachazel. Ve Zluté cibuli mél
svoji maximalni koncentraci po 45 minutach od rozkrojent, kterd pak postupné klesala, zatimco

v Cervené cibuli bylo nalezeno maximalni mnozstvi az ve tfetim méfeni, tedy po hodin€ a ¢tvrt

od rozkrojeni vzorku cibule.
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Obrazek 22: Zavislost relativniho mnozstvi uvoliiovaného dipropyltrisulfidu na ¢ase
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(2)-1-(Prop-1-en-1-yl)-3-propyltrisulfid mél ve vSech 3 vzorcich téméf shodny pribéh
uvoliiovani, coz je vidét na obrazku 23. V prvnim meéteni kazdé sekvence byla u této latky
koncentrace pod mezi detekce, potom nasleduje postupny narist uvolfiovaného mnozstvi, které
dosahlo maxima po hoding a tfi ¢tvrté. Mnozstvi této slouceniny se jako jediné i po 4 hodinach

od rozkrojeni cibule pohybovalo kolem 100 % prvniho detekovaného mnozstvi a ani po 4,5

hodinach nekleslo pod tuto mez.
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Obrazek 23: Zavislost relativniho mnozstvi uvoliiovaného (Z)-1-(Prop-1-en-1-yl)-3-propyltrisulfidu

na case
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Pribéh uvolnovani (E)-1-(prop-1-en-1-yl)-3-propyltrisulfidu neni zcela jednotnych
pro vsechna méfeni. U vzorku Zluté cibule doslo po cca 3 hodinach k poklesu mnozstvi az
pod mez detekce, zatimco ve vzorku Zluté a ¢ervené cibule z Kauflandu se i po 4,5 hodinach
od rozkrojeni byla nalezend mald koncentrace této latky. Prvni minuty od rozkrojeni jsou
u vSech vzorkd prakticky totozné, pouze relativni mnozstvi se li§i. Zavislost uvoliovani
(E)-1-(prop-1-en-1-yl)-3-propyltrisulfidu v ¢ase od rozkrojeni cibule je zobrazeno

na obrazku 24.
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Obrazek 24: Zavislost relativniho mnozstvi uvoliiovaného (E)-1-(Prop-1-en-1-yl)-3-propyltrisulfidu

na case

3.1.2. Thiopropanal S-oxid

Nejzajimavéjsi slouceninou v cibuli je thiopropanal S-oxid. Dle studie [67], kde
pracovnici pouzivali olej extrahovany z cibule a tuto latku stanovovali pomoci tenkovrstvé
chromatografie, dosahne jeho koncentrace maxima béhem 2 minut od naruseni bunécné tkané
a poté dochazi krychlému ubytku. Toto tvrzeni naSe studie zpocatku potvrdila, kdy
pti rozkrajeni cibule a okamzité SPME extrakci, ktera trvala 10 minut, byl v kazdé sekvenci
pii prvni chromatografické analyze nalezen pik odpovidajici pravé thiopropanal S-oxidu,
zatimco v nasledujicich analyzach se jiz nenachazel. Chromatogram s pikem odpovidajicim

thiopropanal S-oxidu je na obrazku 25.
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Obrazek 25: Chromatogram vzorku cibule pfi prvni analyze

Z tohoto ditvodu ¢ast experimentll byla zaméfena pouze na tuto slouceninu a jeji
uvolnovani. Pomoci 7 extrakénich vlaken byl extrahovan thiopropanal S-oxid Vv prvnich
minutach jeho uvolnovani. Vldkna byla pied provedenim pokusu kondiciovana po dobu
20 minut pfi teploté 250 °C. Byly provedeny dvé sekvence analyz. Pti prvni sekvenci byla doba
extrakce 2 minuty na jedno SPME vlakno aZ do 14 minut od prvniho rozkrojeni vzorku cibule.
Pfi druhé se doba extrakce zkratila, a to na ptl minuty, aby byl zjistén co nejpiesnéjsi pribéh
uvoliovani pfi prvnich dvou minutdch. Analyzy extraktd byly provedeny pomoci plynového
chromatografu s hmotnostnim spektrometrem. Doba analyzy byla 12 minut. Experimentalni

usporadani pii extrakcich je na obrazku 26.

Obrazek 26: Experimentalni uspotfadani extrakce pfi sledovani uvoliiovani slzného faktoru
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Vyhodnoceni dat probéhlo stejné jako pfi métfeni vSech tekavych latek uvoliiovanych
z cibule, (viz stanoveni propanalu, kapitola 3.1.1.). Grafické vyhodnoceni uvolinovani slzného
faktoru pfi prvnim experimentu je zobrazeno na obrazku 27, druhy pexperiment zaméfeny
na prvni 2 minuty uvolilovani je na obrazku 28. Doba v grafech je po¢itana od prvniho zasunuti
vlakna do headspace nadobky s nakrajenym vzorkem, ¢as od prvniho nakrajeni a zac¢atku prvni

extrakce se pohyboval mezi 10-15 sekundami.
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Obrazek 27: Graf znazornujici zavislost mnozstvi uvolilovaného thiopropanal S-oxidu v zavislosti

na ¢ase od rozkrojeni cibule béhem prvnich 14 minut
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Obrazek 28: Graf znazornujici zavislost mnozstvi uvoliiovaného thiopropanal S-oxidu v zavislosti

na ¢ase od rozkrojeni cibule béhem prvnich 2 minut
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Z vyhodnocenych dat lze prohlésit, Zze k maximdlnimu uvoltovani slzného faktoru
(thiopropanal S-oxidu) dochézi pii prvni pil minuté od roziiznuti cibule, zatimco
po 14 minutach je nalezeno uz jen velmi malé mnozstvi. Experimentalné zjisténé vysledky
nemohou byt porovnany s publikovanymi daty, jelikoz v literarnich zdrojich nebyla nalezena

zadna podobna studie zaméfujici se na kinetiku slzného faktoru.

3.2. Sledovani antimikrobialni aktivity

Je znamo, ze cibule ma znacnou antimikrobidlni aktivitu, proto i soucasti této prace je
studium antimikrobialnich vlastnosti cibulové §t'avy. Pro obecny piehled bylo zvoleno zékladni
spektrum 5 mikroorganismi (Enterococcus feacalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans). Na zaklad¢ studie [63] byly ptidany
dalsi 2 mikroorganismy Bacillus cereus, Bacillus subtilis. Arcobacter butzleri byl do studie
zatazen pro podobnost s Helicobacterem pylori, se kterym nebyla v naSich podminkach
moznost pracovat, kvili jeho nebezpecnosti a velkému potencionalnimu riziku nakazy. Pouzité
kmeny mikroorganismu, véetné jejich popisu a barveni podle Grama, jsou uvedeny v tabulce 4.
Pozitivni kontrola byla provddéna u kazdého mikroorganismu pomoci antibiotickych diskd,

Viz obrazek 29. Pouzita antibiotika a priméry inhibi¢nich zon jsou uvedeny Vv tabulce 5.

Tabulka 4: Popis pouzitych mikroorganismii pro sledovani antimikrobialni aktivity cibule

Mikroorganismus Popis Barveni podle Grama
Arcobacter butzleri CCUG 30484 negativni
Bacillus cereus CCM 2215 pozitivni
Bacillus subtilis CCM 2215 pozitivni
Candida albicans CCM 8215 pozitivni
Enterococcus feacalis | klinicky izolat NPK, bez ¢isla pozitivni
Escherichia coli CCM 3954 negativni
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 negativni
Staphylococcus aureus CCM 4223 pozitivni
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Tabulka 5: Velikost inhibi¢nich zon u pouZitych antibiotik

Antibiotikum - $ifka zény [mm]
Ciprofloxacin | Ampicilin | Clindamycin | Tetracyklin | Fluconazol

Arcobacter X X 115 20,5 X
butzleri

Bacillus cereus 35 20 X X X

Bacillus subtilis 26 7 X X X

Car_1d|da X X X X 18
albicans

Enteroco_ccus 24 21 X X X
feacalis

Escherichia coli 36 0 X X X

Pseudomonas 36 « « 19 «

aeruginosa

Staphylococcus 34 « « 93 «

aureus

Pozn.: symbol x znamend, Ze u daného mikroorganismu nebylo provedeno testovani na
antibiotikum

Tetracyklin

Ampicilin®

Ciprofloxacin

Ciprofloxacin

Obrazek 29: Pozitivni kontrola pomoci antibiotickych diskti u kmene B. subtilis (vlevo) a
Ps. aeruginosa (vpravo)
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3.2.1. Diskova difuzni metoda
Vysledky experimentu, kde byla pouzita diskova diftzni metoda, jsou shrnuty

v tabulce 6. Siika zon je uvedena véetné pouzitého disku, ktery mél praimér 6 mm.

Tabulka 6: Velikost inhibiénich zon vzorku cibule pii vyuziti diskové difuzni metody

Siika inhibi¢nich zén [mm]

Mikroorganismus Zluta cibule ¢ervena cibule
Arcobacter butzleri 0 0
Bacillus cereus 0 0
Bacillus subtilis 0 0

Candida albicans 11+0,8 143+ 1

Enterococcus feacalis 0 0
Escherichia Coli 0 0
Pseudomonas aeruginosa 0 0
Staphylococcus aureus 0 0

Zvyse uvedené tabulky vyplyva, Ze pii pouziti diskové difuzni metody V naSich
experimentdlnich podminkach nemé cibulovd S§tdva inhibi¢ni U¢inky na vétSinu
mikroorganismii. Jediné inhibi¢ni zony se objevily u kvasinky, kde u Cervené cibule byla
inhibi¢ni zona vEtsi nez u zluté, coz potvrzuji i informace z literatury [2; 5], kde je uvedeno, ze
vétsi antimikrobidlni G¢inky ma Cervena cibule. Pocet studii pracujici s ¢erstvou cibulovou
Stavou je omezeny, proto budou déle uvedeny i ty studie, které pracovaly s cibuli zpracovanou
jinymi metodami. Na obrazku 30 je viditelna inhibi¢ni zéna kmene C. albicans jak u vzorku
Zluté, tak i Cervené cibule, zatimco na obrazku 31 nema E. coli patrnou zadnou inhibi¢ni zénu

V obou vzorcich.
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Obrazek 30: Inhibi¢ni zéna kmene Candida albicans u vzorku zluté cibule (vlevo) a ¢ervené cibule

(vpravo)

Obrazek 31: Kmen E. coli bez inhibi¢ni zony u vzorku Zluté cibule (vlevo) a Cervené cibule (vpravo)

Oprean a kol. [62] ve své studii pouzili diskovou difuzni metody pii testovani
antimikrobialnich vlastnosti kapalného extraktu cibule proti E. coli a S. aureus. I pies rozdilné
podminky experimentu, kdy na disk aplikovali 20 pl extraktu a mikroorganismy inkubovali
78 hodin, se s nasi studii shoduji, na Petriho misce s E. coli a S. aureus nebyla pozorovana

zadna inhibi¢ni zona. Benkeblia [68] pii experimentu pouzival esencialni olej ziskany parni
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destilaci vzorkl riznych odrtd cibule a v riznych koncentracich davkovanych na disk. Pouzil
kmen S. aureus, na ktery mély esencialni oleje z riznych druhti cibuli inhibi¢ni G¢inky,
se vzrustajici koncentraci vzrlstala Sitka inhibicni zony. Esencialni oleje jsou vysoce
koncentrované smési silic, z nichz fada ma antimikrobialni Gc¢inky, pravdépodobné proto se
Vv jeho experimentu objevily inhibi¢ni zény na rozdil od nasi studie. Chun-Lin a kol. [69] se
s nasi studii shoduji ve 3 pouzitych mikroorganismech a to E. coli, S. aureus a B. subtilis.
Na disk bylo davkovano 100 ul esencialniho oleje o koncentraci 150 mg/ml. U vSech
mikroorganismil byla viditelna inhibi¢ni zona. Rozdilnost s nasi studii je zpisobena rozdilnym
zpracovanim vzorku cibule. Santas a kol. [70] testovali antimikrobialni vlastnosti
lyofilizovanych vzorkti cibule extrahovanych ethylacetatem. Pracovnici pouzivali kmeny
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a Candida
albicans. Neptitomnost inhibi¢ni zony u kmenu E. coli a Ps. aeruginosa se shoduje s nasi studii.
Mimoto byla uvedena pozitivni inhibice u kment S. aureus a B. cereus a naopak chyb¢la
inhibi¢ni zona u kvasinky, coz nekoreluje s nasi studii. Nepfitomnost inhibi¢ni zony u kmene
C. albicans je mozné zduvodnit tim, Ze béhem extrakce a tepelné upravy mohly byt

degradovany ty latky, které maji antimikrobialni u¢inky na tento kmen.

3.2.2. Jamkova difuzni metoda
Vysledky experimentu, kde byla pouzita jamkova difizni metoda jsou uvedeny

v tabulce 7. Sitka z6én je uvedena véetné jamky, ktera méla pramér 10 mm.

Tabulka7: Velikost inhibi¢nich zon vzorku cibule pii vyuZiti jamkové difizni metody

Sifka inhibi¢nich z6n [mm]
Mikroorganismus Zluta cibule ¢ervena cibule
Arcobacter butzleri 18+ 2 225+24
Bacillus cereus 18,5+ 0,6 24+25
Bacillus subtilis 0 0
Candida albicans 348+1,3 36,8+2.4
Enterococcus feacalis 18,3+ 1 20,3+0,5
Escherichia coli 0 0
Pseudomonas aeruginosa 0 0
Staphylococcus aureus 19+0.8 22+0,8
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Vysledky tohoto experimentu byly ponckud pestiejsi nez u diskové diftizni metody.
U kmene B. subtilis, E. coli a Ps. aeruginosa nebyly pozorovany zadné inhibi¢ni zony
pii testovani $tavy z Cervené a zluté cibule. Na ostatni mikroorganismy méla $tava inhibiéni
uc¢inky. I touto metodou se potvrdilo, ze Cervena cibule ma vyssi antibakterialni aktivitu nez
zluta, jak je zietelné vidét na obrazku 32. Nejvétsi antimikrobidlni €¢inky ma cibulova §t'ava
bezpochyby na kmen C. albicans, kdy inhibi¢ni zény byly opravdu markantni, jak je viditelné

na obrazku 33.

Obrazek 32: Inhibi¢ni zony kmene B. cereus pfi pouziti jamkové difuzni metody u vzorku zluté cibule

(vlevo) a Cervené cibule (vpravo)
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Obrazek 33: Inhibi¢ni zony kmene C. albicans pti pouziti jamkové difazni metody u vzorku zluté

cibule (vlevo) a ¢ervené cibule (vpravo)

Oprean a kol. [62] ve své studii pouzivali také jamkovou diftizni metodou. Testovali
kmeny S.aureus a E. coli a jako antimikrobialni latku pouzili tekuty extrakt z cibule. Pracovnici
dané mikroorganismy inkubovali 48 hodin. S nasi studii se shoduji pouze ve vysledcich kmene
S. aureus, kdy sitka inhibi¢ni zony byla prakticky totozna s velikosti inhibi¢ni zény v naSem
experimentu. V této studii vykazovala cibulova §t'ava antimikrobialni ucinky i na E. coli, coz
se s naSimi vysledky neshoduje. Kivang a kol. [63] zkoumali u¢inky Cerstvé cibulové stavy
aplikované do jamky o priméru 8 mm. Kmeny testované v této studii shodné s nasi studii jsou:
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Enterococcus feacalis, Escherichia Coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus. Vysledky experimentu se od nasi prace lisi, v této studii
antimikrobialni u¢inky vykazovala cibulova §tava pouze u kment B.cereus, B.subtilis a
E. feacalis. Mishra a kol. [71] pouzili ve své studii kmeny E. coli, P. aeruginosa, S. aureus,
B. subtilis pfi testovani vodného a alkoholického extraktu zkrajené cibule. U vSech
mikroorganismt byly patrné inhibi¢ni zény raznych Sifek. Pfi extrakcich se ziska vétsi
koncentrace latek ve vyslednych extraktech, proto byly v této studii pozorovany inhibi¢ni
ucinky u vsech testovanych mikroorganismi. Corzo-Martinez v literatufe [18] uvadi, Ze cibule
na rozdil od ¢esneku neni G€innéd proti gramnegativnim bakteriim. Toto tvrzeni naSe studie
vyvraci, pfi pouziti jamkové difizni metody byla zietelna inhibi¢ni zéna u Arcobactera
butzleri, coz je gramnegativni kmen. Jamkova difizni metoda neni pfili§ pouzivana pfi studiu

antimikrobidlnich aktivit, tudiZ i studii vyuzivajicich tuto metodu neni mnoho.
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4. ZAVER

Cilem prace bylo napsat literarni resersi o latkach uvolnujicich se pti krajeni cibule,
popsat metodiku mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s plynovou chromatografii s hmotnostnim
spektrometrem a pomoci ni nasledné zachytit a identifikovat tékavé latky uvoliované
Z rozkrojené cibule. Dale otestovat antimikrobialni vlastnosti cibulové Stavy na rtzné
mikroorganismy.

V teoretické Casti jsou popsany tékavé latky uvolnujici se z cibule, mezi které patii
organosirné latky, ale také aldehydy a alkoholy. Déle jsou zminéné netékavé latky obsazené
Vv cibuli, coZ jsou saponiny a flavonoidy. Jsou popsany rtizné biologické ucinky cibule, které
pfinasi zdravotni benefity pro konzumenty. Mezi hlavni zminované ucinky se fadi
antimikrobialni aktivita cibule. Teoreticka c¢ast obsahuje i kapitoly zabyvajici se
instrumentalnimi metodami stanoveni, jez zahrnuji SPME extrakci, plynovou chromatografii,
hmotnostni spektrometrii a také jejich spojeni (SPME-GC-MS). Experimentalni ¢ast byla
rozdélena do dvou oddild, prvni oddil byl zaméfeny pouze na té€kavé latky uvolfiované
pti krdjeni cibule, analyzované pomoci SPME-GC-MS. Po prvotnich méfenich byly analytické
podminky optimalizovany a byly provedeny série méfeni na tfech riznych vzorcich cibule.
Pti sledovani uvoliiovani slzného faktoru bylo zjisténo, Ze nejveétsi mnozstvi této latky se uvolni
béhem prvni pil minuty od rozkrojeni cibule. V dalSich experimentech byly sledovany profily
tékavych latek z parniho prostoru nad rozkrajenym vzorkem. Byly detekovany ptedevSim
disulfidy a trisulfidy. Relativni mnoZstvi téchto latek mélo povétSinou béhem prvni hodiny
od rozkrojeni stoupajici charakter a poté zacala koncentrace s ¢asem klesat, n€kdy se dostala i
pod detekovatelnou hladinu. Byly detekovany také piky propanalu a 1-propanolu a byla
popsana jejich vzajemna pfeména. Ve druhém oddilu experimentalni Casti byly zkoumany
antimikrobidlni UCinky Stavy z Cerstvé nastrouhané cibule. Celkem bylo testovano
8 mikroorganismi, pomoci diskové diftizni a jamkové difizni metody. Jako zcela rezistentni
proti cibulové §t'avé se ukazaly Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a Bacillus subtilis,
ostatni mikroorganismy vykazovaly inhibi¢ni zony pfi pouziti jamkové metody a Candida

albicans jako jedina i pii diskové diftizni metod¢.
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