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Oponentsky posudek na doktorskou disertani préci:
,Barevné slouceniny vznikajici béhem zpracovdni Eesnekovitych rostlin
kterou predlozila
Ing. Petra Kuderova

Préce byla vypracovana na Katedfe aplikované chemie, ZF JihoCeské univerzity v Ceskych
Budégjovicich.

Piedkladana disertadni price se zabyva zejména identifikaci barevnych, siru neobsahujicich
latek a zpiisobem jejich vzniku z ptislusnych sirnych prekurzorl pfi zpracovani Eesnekovitych
rostlin. Men3i &ast prace predstavuje stanoveni nékterych biologickych  aktivit
identifikovanych barevnych latek, které se vSak jevi nevyznamné ve srovnani s paralelné
vznikajicimi sirnymi produkty. Vysledky ziskané v téchto studiich je tfeba hodnotit
jednoznacné kladng, nebot piesnému popisu struktury a vzniku barevnych latek pfi
zpracovani esnekovitych zelenin neni v literatufe vénovana dostateéné pozornost. Navic jsou
vysledky téchto neCetnych studii Casto nespolehlivé. Pochopeni mechanismu tvorby téchto
latek miize nalézt vyuZiti v technologické praxi i pfi kulinarni piiprave téchto zelenin, kde je
obvykle Zadouci minimalni diskolorace.

Uvedené diskolorace jsou zvlastnim pfipadem reakci neenzymového hnédnuti, nebot’
sc jednd o reakce specifické aminokyseliny (isoaliinu nebo homoisoaliinu), resp. z ni
vznikajicich produkti s karbonylovymi sloudeninami. Jedna se tedy o maly, ale vyznamny
a dobie zretelny prisp&vek (a to nejen svym vyjimecnym barevnym projevem) do mozaiky
Maillardovy reakce. Usp&né  identifikaci kliovych barevnych latek v extraktech
zkoumanych rostlin napomohly také sofistikované sestavené modelové systémy. Z vystedki
prace je ziejmé, Ze barevné latky vznikajici pfi zpracovani cibule a poru jsou si strukturné
velmi podobné. Spoletny ziklad zfejme tvofi dvé molekuly 2-(3,4-dimethyl-1 H-pyrrol-1-
yl)propanové Kyseliny. Cenny je podrobny navrh pravdépodobného mechanismu vzniku
barevaych sloudenin, ve kterych jsou pyrrolova jadra spojena jak jednouhlikovym, tak
t#Huhlikovym mistkem. Analogickou strukturu maji také Gervené latky Cesneku sicilského
s prekursorem homoisoalliinem. Také nositelé modrého (zeleného) zbarveni cesneku
kuchyiiského vznikaji podobng jako v cibuli nebo péru, dva z hlavnich produkti jsou dokonce
totozné. Nékteré barevné latky &esneku vsak obsahuji jen jednu aminokyselinu ve svém
skeletu. Zelenad barva &esneku je diisledkem pfitomnosti jak Zlutych, tak modrych az
purpurovych latek. Zajimavym zjisténim je i to, Ze dominantni barevna latka, ktera vznika pfi
zpracovéani cibule obfi, sice také obsahuje dvé pyrrolova jadra (je to 2,2"-epidithio-3,3"-
dipyrrol), ale vznikd mechanismem odliSnym.

K urdeni struktury cilovych latek vyrazné pfispély nejen komplementarni identifikalni
spektroskopické techniky a sofistikovana interpretace dat, ale i zvladnuté syntézy kliCovych
meziproduktd, véetné isotopové znafenych latek. Takto postavené experimenty odpovidaji
vysoké erudici pracovistg. To, Ze pfesna struktura nekterych barevnych latek Eesneku nebyla
navzdory ¥adg ziskanych spektralnich dat doktorandkou ani navrzena, svéd&i spis o soudnosti
a neukvapenosti, neZ o netsp&chu. Naopak, nektere dfive publikované navrhy struktur jinymi
badateli (Jedelska a kol) Petra KuCerova kriticky zhodnotila, vyvrétila a uvedla na pravou
miru. Kladn& ocefiuji pochopitelné i to, Ze ziskané vysledky jsou logicky uspofadany
a odpovidajicim zplsobem diskutovany.



Price na 120 stranich je formalng &lenéna obvyklym zplsobem do 5 kapitol. Ty
doplituje zavér, souhrn, pfehiedng uvedené pfilohy (na CD nosiéi), publikace autorky na
predkladana témata a seznam pouZité literatury, ktery zahrnuje ptes 100 odkazii na ptvodni
literdrni prameny. Korektura textu byla provedena velmi peclivé, prace prakticky neobsahuje
preklepy a je v ni jen mélo formalnich nedokonalosti.

Zvolené analytické metody a metodické postupy zcela odpovidaji feSenému tématu
prace. Na praci je patrné, Ze vznikla na pracovisti Skolitele, ktery se jiz od &asného mliadi
fisp&¥né potyka s vyzkumem v oblasti barevnych litek Sesnekovitych rostlin. Pfedkladanou
disertadni praci povazuji za kvalitni a nemam k ni zdsadni pfipominky.

Presto bych se rid zeptal na nékteré detaily a uvedl drobné pfipominky:

Ptipominky k formalnimu zpracovani prace:

« Str. 1 — hodnota potraviny neni organoleptické, ale senzoricka (smyslova). Organoleptické
jsou vlastnosti.

- Anglické oznadeni ,.color developer* je mozné snad vhodnéji nahradit napf. vyrazem pre-
chromogen, bezprosttedni prekurzor pigmentu pak je chromogen.

« Z lingvistického hlediska je vhodngjsi uzivat termin fenolovy neZ fenolicky, enzymovy neZ
enzymaticky, isotopové nez isotopicky.

« Str. 35, Metoda C — v tabulce gradientové metody je omylem podruhé uveden &as 20 min.

« Str. 64-65 — skuteGnost, Ze se v piipadé neodseparovanych slougenin LO-358 a L.O-402
jedna o dvé riizné latky, neni zfejma z uvedenych chromatogrami, jak se v textu tvrdi, ale
zfejmé& aZ z rozboru hmotovych spekter.

* Str. 73, . 4 — odkaz ma byt na Obrdzek 51, ne 52.

Véené pripominky, dotazy a naméty do diskuse:

« Z vysledkd vyplyvé, e na vzniku barevnych latek se kromé& sulfoxyaminokyselin podili
snad pouze alanin. Jde zde pouze o volbu modelové aminokyseliny nebo se jiné volné
aminokyseliny pii diskoloraci opravdu neuplatituji? V této souvislosti trochu postradam
alespott reSersni informace o zakladnim sloZeni studovanych rostlin, zejména obsahu volnych
aminokyselin a karbonyld, véetné cukrii.

- V nékterych &esnekovych pripraveich, napt. stafenych vyluzich z Cesneku (aged garlic),
dochazi k intenzivnimu rozvoji neenzymového hn&dnuti. Také tfeba naklddané cibulky
v nékterych piipadech vyrazn& Zloutnou. Maji tyto reakce né&jakou spojitost s Vami
popsanymi zelenanim Sesneku a riiZovénim cibule?

« V posledni dob& jsou patrné snahy odlisit esnek ,esky“ od importovancho (¢inského,
Spanélského apod.). Je néchylnost k diskoloraci téz otazkou odridy, ptipadng né&kterého jejtho
znaku?

« V Resersi na str. 28 se pide o prevenci rizovéni cibule a péru mj. piidavkem r-askorbové
kyseliny a cysteinem. Jakym zpiisobem zasahuji tyto latky do reakei, které vedou
k diskoloraci?



~

» Vyhodné bylo vyuZiti LC-"H-NMR pro analyzu nestabilnich nebo 3patné separovatelnych
latek. Jak se 1i&i minimalni mnoZstvi latek nutnd pro spolehlivou detekci v tomto systému ve
srovnani se standardnimi NMR spektroskopy?

» V Cilech prdce je jako jeden z bodii uvedeno, Ze na zékladé zjisténych informaci budou
navrZena opatfeni, ktera by mohla zamezit vzniku barevnych latek beéhem technologického
zpracovani esnekovitych rostlin. V kapitole Vysledky a diskuse jsem ovSem tyto informace
nenagel. Smyshiplna zminka je uvedena aZ v Zaveru (kap. 6.2).

« Pies vécnost a srozumitelnost textu je Zdvér pfili§ obsahly, nebot’ obsahuje i nekteré méné
podstatné vyvody a konstatovani.

Pres uvedené ptipominky mohu konstatovat, Ze pfedloZzenda DDP a vysledky v ni obsaZené
jsou velmi cenné. Z hlediska vécného a odborného uchazecka vypracovala kvalitni disertaéni
préci.

Zaver
Byly splnény cile disertaéni prace, k jejichz dosaZeni byly zvoleny adekvétni postupy
a odpovidajici moderni analytické metody. Uchazetka ziskala cenné ptivodni vysledky
7 oblasti chemie potravin a prokdzala schopnost samostatné v&decké préce. Prace splituje
podminky stanovené v § 47, odst. 4 zikona ¢.111/1998 Sb. o vysokych Skolach, a proto

doporuéuji praci pFijmout k obhajobé.

V Praze dne 10. zafi 2013
doc. Dr. Ing. Karel Cejpek
Ustav analyzy potravin a vyzZivy

VSCHT v Praze
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OPONENTSKY POSUDEK DISERTACNI PRACE ING. PETRY KUCEROVE
vypracované na téma
»BAREVNE SLOUCENINY VZNIKAJICi BEHEM ZPRACOVANI
CESNEKOVITYCH ROSTLIN“

Diserta¢ni prace Ing. Petry Kuderové je vdetné literatury, obrazkd, tabulek, grafi a seznamu
zkratek prezentovéna na 123 strandch. V diserta¢ni praci je vloZeno CD s dal§imi p¥ilohami.
VySe uvedené téma price je velmi zajimavé a aktudlni vzhledem ke zménim
organoleptickych vlastnosti &esnekovitych rostlin  pfi jejich zpracovani, zejména
primyslovém a néslednym negativnim reakcim konzumenti. Disertaéni prace je logickym
pokraCovanim dlouhodobé fe§ené problematiky v Laboratofi pana Doc. Kubce, a sice studia
sirnych slou€enin v ¢esneku, péru a cibuli a jejich zmén, zejména barevnych, a hledanim latek
a mechanizmi pfemen, které jsou za to odpovédné. Po kratkém Gvodu na str. 1 nasleduje
velmi pékn€ zpracovany literrni pfehled (28 stranek), ktery shrnuje piehlednym zpiisobem
reakce S-substituovanych derivati cysteinu a dalsi aspekty dané problematiky. Je videt, Ze
uchazecka vénovala této Casti velkou pozornost a Ze se v této problematice dobie orientuje.
V Tab. 1 na str. 9 je uveden piehled zastoupeni S-alk(en)ylcysteinsulfoxidé v Cesnekovitych
rostlinach. Je zajimavé, Ze substituce na atomu siry je bud’ pouze jednim uhlikem, nebo tfemi
a ¢tyfmi uhliky. Pouze dotaz, sloudenina se substituci dvéma uhliky nebyla jet nalezena?
Problém rdZovéni cibule je pfedmétem zajimavého vyzkumu, mechanismy byly navrzeny jak
Kubcem a kol., tak napf. Katem (Food Chem., 2013), ktery vyuZiva reakce formaldehydu
s latkami piitomnymi v cibuli. Dokonce byla tato reakce rGZovéni (Cervenani) cibule
publikovéna vroce 2013 pro stanoveni formaldehydu, kde chromogennim substratem byl
pravé homogendt cibule. Soucasti literdrniho pfehledu jsou také technologicka opatfeni
zamezujici vzniku neZddouciho zbarveni. Cile prace jsou ptehledné uvedeny na str. 30.

Nasleduje velmi dobte zpracovana experimentalni 4st, kde jsou popsany pfipravy sloudenin
potfebnych pro studium reakei uvedenych v disertadni praci. Nékteré sloudeniny, naro¢néjsi

na piipravu, byly syntetizovany $kolitelem, panem Doc. Kubcem.
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V prehledu pfistrojit na str. 33 je u GC-MS analyz uvedeno, Ze vzorky byly vstfikovany
s pouZitim déli¢e toku 1:10 na HP-5MS kiemennou kapilarni kolonu......J ednd se o techniku
néstiiku ,,on column®, anebo je to spide formula¢ni zdvada, protoZe déle se uvadi teplota
nastiiku 180 °C? Kapitola ,,Vysledky a diskuse* je prezentovana od str. 50 a velmi podrobn&
se zabyva postupem identifikace jednotlivych slou¢enin v konfrontaci s literaturou. Studované
sloudeniny byly oznageny G (garlic), L (leek) a O (onion). Pro jejich identifikaci byla pouZita
kombinace nejmodern&jiich dostupnych technik, od kapalinové analytické a preparativni
chromatografie do spojeni kapalinové chromatografie s hmotnosti detekci. Pro vyfesSeni
mechanizmu a vyslednych struktur byly pouZity izotopicky znacené thiosulfinaty a izotopicky
znadeny alanin a jejich pouZitim se uchazetka dostava ke kone¢nym produktim, Casto vsak je
ziskana struktura pouze spekulativni. Pfedpokladam, Ze v této oblasti bude nutno ud¢lat jeste
velky kus price na definitivnim potvrzeni, & vyvraceni struktur studovanych latek.
V souvislosti s vypoéty molekulovych hmotnosti bych se rad uchazetky dotazal, jakym
zpiisobem byly ziskany v praci uvedené hodnoty. Nejsem si jist, zda uchazecce je jasny rozdil
mezi monoizotopickou molekulovou hmotnosti udanou sumarnim vzorcem a
monoizotopickou molekulovou hmotnosti opravenou o hmotnost elektronu. Nelze spol¢hat na
softwarové vybaveni piistroji, ale je nutno v&dét, jak se k vysledkiim dospélo. M¢l by tedy

byt viude jednoznaén& uveden sumérni vzorec s nabojem.

Po formalni strance je predloZena disertaéni prace v poradku, je velmi dobfe sepsdna a v praci
jsem nenadel 74dné zavazné chyby. Snad pouze v grafu na str. 6 a 7 by mohly byt na ose y
uvedeny hodnoty vmil. tun a vysledné &islo by bylo krat$i. K uchazeCce mam dva drobné
dotazy. Co znamend katalytickd dehydratace infratervenym zéfenim (str.7) a ¢im je

zplisobena E,Z izomerace mono-o,B-nenasycenych thiosulfinatii (str. 13)?
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Zavérem konstatuji, Ze predloZend disertaéni prace Ing. Petry Kuerové vypracovana na téma
»Barevné slouceniny vznikajici béhem zpracovani &esnekovitych rostlin®“ doklad4 odbornou
Urovei jmenované s tim, Ze prokdzala tviréi schopnosti a ovladd védecké metody. Prace
spliiuje poZadavky kladené na disertadni praci v oboru a miize byt podkladem pro obhajobu
diserta¢ni prace ve smyslu §47 Sbirky zakond &. 111/1998.

Zave&rem konstatuji, ze ptedloZenou disertaéni praci jsem prostudoval a

doporucuji
ji k obhajobé.

Ceské Bud&jovice 17. zafi 2013

Prof. Ing. Jan T¥iska, CSc.

Centrum vyzkumu globalni zmény AV CR, v.v.i.
Laboratof metabolomiky a izotopovych analyz
pracovisté BraniSovska 31

370 05 Ceské Bud&jovice

tel.: 387 775 619

fax: 385 310 347

mail: triska.j@czechglobe.cz
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Oponentsky posudek
doktorské disertaéni prace Ing. Petry Kuéerové
,Barevné slouéeniny vznikajici béhem zpracovani ¢esnekovitych rostlin®

Prace je zamé&Fena na studium barevnych sloucenin vznikajicich pfi
zpracovani esneku, cibule a poéru, cibule obfi (Allium giganteum Regel) a ¢esneku
sicilského (Allium siculum Ucria Linde). Byl sledovan vznik, chemicka podstata a
biochemicka syntéza rGZovych a &ervenych pigment( u téchto zelenin, u ¢esneku
pak navic i tvorba zelenych a modrych pigmentd, které vyrazne snizuji senzorickou
kvalitu produktl t&chto plodin. Pro identifikaci téchto latek a moznosti mechanismu
jejich vzniku byly vyuZity moderni metody isotopové analyzy, separace pomoci HPLC
a identifikace metodami NMR a MS. Témito metodami bylo zji§téno, Ze se jedna o
oligomery N-substituovanych derivatu 3,4-dialkylpyrroldl s pyrrolovymi  cykly
propojenymi tfi nebo jednouhlikatym mistkem. Primarnim prekurzorem je AMK
isoalliin, alliin, v ¢esneku sicilském pak homoisoalliin. Tvorby barevnych sloucenin se
také G&astni methiin. Tyto AMK se enzymaticky rozkladaji na sulfonovée kyseliny
s naslednou tvorbou thiosulfinatli, které dale s AMK tvofii barevné slouceniny. U obfi
cibule je prekurzorem &erveného pigmentu S-(2-pyrrolyl)cysteinsulfoxid, ktery se
transformuje na 2,2 "-epidithio-3,3"-dipyrrol.

Prace je napsana a C¢lenéna klasickym zplisobem, zahrnuje 123 stran a
s ptilohami 130 stran a s poCtem 104 svétovych odkazll. V praci je uvedeno 73
obrazki, 23 tabulek a 25 pfiloh. Podstatnou soucasti prace jsou rovnéz 3 védecké
publikace v impaktovanych Casopisech - Magnetic Resonance in Chemistry (IF
1.528), Journal of Agricultural and Food Chemistry (IF 2.906) a Journal of
Ethnopharmacology (IF 2.755). Prace je doplnéna seznamem publikaéni €innosti
autorky.

K vlastni praci mam nékolik pfipominek a dotazu:

« Nomenklatura organickych sloucenin neni nékdy pfesna, napt. by spravné
mélo byt (E)-S-(prop-2-en-1-yl)-; - (E)-S-but-2-en-1-yl;  S-allylprop-2-en-
thiosulfinat (allicin); prop-2-en-1-sulfenova kyselina. V nékterych pfipadech
jako napf. v obr. 10 jsou nazvy uvedeny dobfe, v kapitole Vysledky a diskuze
je nomenklatura zcela perfektni.

e str. 17: lépe formulace ....ze sledu tfi reakci.

« enzymaticka oxidace fenolickych kyselin v cibuli a péru — mizZete popsat, které
fenolické slougeniny se vtomto mechanismu Gcastni a jaké produkty touto
reakci vznikaji?

Dotazy do diskuze:

o Jaka je produkce ¢esneku a cibule die FAO v CR a srovnani s evropskymi a
svétovymi producenty?

o Jaky je Va$ nazor na moznost vyuziti 'H a °C NMR analyz pro identifikaci
ptirodnich latek obsaZenych v zeleniné resp. ovoci, napf. barviv, antioxidant(
aj.?

e Ve vysledcich a diskuzi jsou specifikovany a navrzeny mechanismy vzniku
2,2 -epidithio-3,3’- dipyrrolu z S-(2-pyrrolylcysteinsulfoxidu a Rs, Re(-)(2-
pyrrolylsulfinyl)mié¢né kyseliny v cibuli obfi. Za velmi pozitivni pokladam
komplexni vyuziti metod pro stanoveni struktury a jejich kombinaci, napf.
UHPLC s UV-Vis, °C A 'H NMR, ESI-TOF HRMS, COSY, HMBC, DEPT,
NOESY, polarimetrie, CD, HETCOR, HSQC, DART-MS, NI-DART. Zajimavé



je zjisténi, ze na rozdil od allicinu nemély zbarvené produkty GIG1H a GIG24H
antimikrobialni G&innost na bakterie a kvasinky.

V cibuli a péru se na rozdil od sirnych prekurzor(i thiosulfinatd ve vzniklych
barevnych produktech sira nevyskytuje a podileji se na nich 2 molekuly Ala po
reakci thiosulfinatdl s Ala s vyznamnou roli vznikajicich karbonylovych
sloucenin.

V Cesneku jsou hlavné zastoupeny s-alk(en)ylcysteinsulfoxidy alliin, isoalliin a
methiin. Pozoruhodny je poznatek, Ze vznikajici Zluté a modfe zbarvené
slouCeniny ve vzajemné kombinaci vytvafeji zelenou barvu homogenatu
gesneku. Cesnek sicilsky vytvafi riZové zbarveni z homoisoalliinu, podobné
jako je tomu v cibuli a péru, a tim se IiSi od ¢esneku setého (kuchyriského).
Daly by se nalezené rozdily ve struktufe a zastoupeni barevnych latek v cibuli,
poru, Cesneku kuchyfiském a sicilském a rovnéz v cibuli obfi vyuZzit pro uréeni
jednotlivych genotyp(i? Daly by se rovnéz najit podobné rozdily pro genotypy
odrid? Produkty [3,3]-sigmatropniho pfesmyku v cibuli obfi a cibuli kuchyrfiské
se znacné lii stejné jako drahy jejich vzniku.

Co soudite o moznostech vySlechténi kultivarl cibule a poéru s vysokou
aktivitou LF-synthasy? Vy&&i hladina isoalliinu (S-(1-propenyl)cysteinsulfoxidu)
vcibuli a poéru je Zadana z potravinarského i farmaceutického hlediska —
vznikaji thiosulfinaty, ale také slzotvorny propanthialsulfoxid. Jaka by potom
byla preference. Bud omezeni ¢erveného zbarveni nebo vy$s$i koncentrace
slzotvorného propanthialsulfoxidu?

Podobné $lechténi Cesneku s minimalnim obsahem isoallinu a maximalnim
zastoupenim alliinu (S-allylcysteinsulfoxidu) a jeho konverzi na allicin mohlo
by byt vyznamné pro praktické ucely?

MiZete popsat rozdil v mechanismu vzniku barevnych slouéenin &esneku pfi
skladovani pfi vy$8i teploté (20 °C) a niz8i teploté skladovani (4-5 °C)?

Lze na zaklade ziskanych vysledkd Cesnek sicilsky {A. siculum) fadit spise
k cibuli a péru {vznik Eervenych pigmentd z 2,2°-[3,4-diethyl-1H-pyrrol-2,1-
diyl)]dipropanové kyseliny}?

Prace je napsana na vysoké odborné Urovni a vyplyva z ni, Ze doktorandka se
vdané problematice velmi dobfe orientuje. Prace je napsana velmi peélivé
s vynikajicim grafickym vybavenim.

Na zakladé objektivniho a kritického rozboru predlozené disertaéni prace dle §
47, odst. 4, Zakona o vysokych Skolach ¢. 111/1998 Sb.

doporucuji

pfijeti disertaéni praci Ing. Petry Ku ¢ e r o v é /K obhajobé a po uspésné
obhajobé udéleni titulu Ph.D. '

V Praze dne 30. srpna 2013 16
" {L/LM
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Prof. Ing. Jaromir Lachman, CSc.,

Katedra chemie,

Fakulta agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroja,
Ceska zemédélska univerzita,

Kamycka 129,

165 21 Praha 6 — Suchdol



