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Odpovédi na pfipominky oponentského posudku prof. Ing. Jaromira
Lachmana, CSec. pii obhajobé 23. 9. 2013

Nomenklatura organickych slou¢enin neni nékdy presna napi. by spravné mélo byt S-allylprop-
2-enthiosulfinat, (E)-S-but-2-en-1-yl- apod. V nékterych pripadech jsou nazvy uvedeny dobre.
V Kkapitole Vysledky a diskuze je nomenklatura zcela perfektni.

U jednodussich molekul Jjsem se rozhodla zvolit tento »Starsi“ zplisob pojmenovani zejména kvili prehlednosti.
Tento zpiisob nomenklatury se zaroveii bézng ve svétové védecké literatufe dodnes pouziva, Napf. (E)-S-1-

propenyl- mi pfijde stejns vystizny a zérovelf ptehledng;jsi nex (E)-S-prop-1-en-1-yl-. U slozit&jsich sloutenin
Jjsem pak zejména kviili Jednoznanosti presla na nomenklaturu dle pravidel ITUPAC.

Enzymaticka oxidace fenolickych kyselin v cibuli a poru — miiZete popsat, které fenolické
slou€eniny se tohoto mechanismu ucastni a jaké produkty touto reakei vznikaji?

Jednalo se o navrh mechanismu tvorby barevnych sloucenin, ktery byl predloZen v 60. letech 20. stoleti. Veédci
detekovali v cibuli a péru aktivitu peroxidasy, katalasy a fenolasy. Zaroveti testovali diethyletherovy extrakt
pomoci FeCl; na p¥tomnost fenolickych slougenin. Tento test vySel pozitivni, proto pfedpokladali, Ze behem
procesu vzniké chinon, ktery nasledns reaguje s aminokyselinami za vzniku barevnych latek. Pozdéji byla tato
hypotéza vyvracena.

Jaka je produkce &esneku a cibule dle FAO vCR ve srovnani s evropskymi a svétovymi
producenty?

Produkce &esneku a cibule v &R klesd. Nejvetsi propad produkce Zesneku
zaznamenava FAO vroce 2003, V poslednich dvou letech
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Jaky je Vas nazor na vyuZiti 'H a ®C NMR analyz pro identifikaci pfirodnich latek obsaZzenych
v zeleniné resp. ovoci, napf. barviv, antioxidantii aj.?

Pro identifikaci &istych latek je to urditd velmi vhodna metoda. Ve smésich by se NMR analyza dala vyuZit
k velmi hrubé kvantifikaci n&kterych latek. V dané smési nesmi dochazet k interferencim. Napf. byla provedena
analyza allylovych sloudenin v extraktu z &esneku (Hile a kol., J. Agric. Food Chem. 2004, 52, 2192 —2196).
Osobng si myslim, %e pro analyzu smési jsou vhodn&jsi jiné metody, napf. spojeni LC-NMR piipadng IC
spektroskopie.

Daly by se nalezené rozdily ve ‘struktui’e a zastoupeni barevnych litek v cibuli, ¢esneku
kuchyiiském a sicilském a rovné&Z v cibuli ob¥i vyuZit pro uréeni jednotlivych genotypu? Daly by
se rovnéz najit podobné rozdily pro genotypy odrid?

Zastoupeni barevnych latek je velmi promg&nlivé, navic na tvorbu téchto barevnych slou¢enin ma vliv mnoho
faktori (teplota, pH, skladovaci podminky, aktivita enzymi...). Pfipadna analyza by byla ¢asové ndro¢na, proto
je vhodné&jsi pouzit kvantifikaci prekurzorii t&chto barevnych latek.

Co soudite 0 moZnosti vyslechténi kultivarG cibule-a poru s vysokou aktivitou LF-synthasy?
Vy33i hladina isoalliinu v cibuli a péru je Zidana z potravmarskeho i farmaceutického hlediska —
vznikaji thiosulfinaty, ale také slzotvorny propanthialsulfoxid. Jaka by potom byla preference.
Bud® omezené &erveného zbarveni nebo vyssi koncentrace slzotvorného propanthialsulfoxidu?

V nedavné dobé byla vyslechténa tzv. ,tearless onion“ (Eady a kol., Plant Phys. 2008, 147, 2096-2106). Jedna
se o geneticky modifikovanou rostlihu, ktera je viak néachyIngj§i k Servenani. Pro zpracovani ve velkém
mnoZstvi je tedy nevyhovujici. Obecné Ize Fici, Ze pro primyslové zpracovani by byl vhodn€jsi kultivar s vy3si
aktivitou LF-synthasy a pro kulinafské L’iéely'by byl naopak vhodng&jsi kultivar, ktery.mé niz3i aktivitu tohoto
enzymu. P b&Zném kuchyiiském zpracovani neni vznik barevnych latek v cibuli pozorovén a zarovei je vyssi
hladina isoalliinu pozadovana kvili vzniku typické chuti a aroma.



Podobné Slechténi ¢esneku s minimalnim obsahem isoalliinu a maximalnim zastoupenim alliinu
a jeho konverzi na allicin by mohlo byt vyznamné pro praktické ucely?

V tomto pfipadé by vyslechténi takového kutivaru bylo vhodné jak pro kulinafské tgely, tak i pro primyslové
zpracovani, nebot’ na pozadovanou chut a aroma v ¢esneku nema isoalliin vliv.

MiiZete popsat rozdil v mechanismu vzniku barevnych slouenin v &esneku pii skladovani pii
vyssi teploté (20 °C) a nizsi teploté skladovani (4 — 5 °C)?

Mechanismus je stale stejny, pfi rlznych skladovacich podminkéch je pouze rozdil v obsahu isoalliinu
v &esneku. Isoalliin pi nizsich teplotach vznika enzymatickou reakei z y-glutamyl-(£)-S-(1-propenyl)cysteinu.
(6]

NH, 0 NH,
HN © y-glutamyltranspeptidasa o lg!
AN S\/k COOH oxidasa T COOH
d COOH —
isoalliin

y-glutamyl-(E)-S-(1-propenyl)cystein

Lze na zakladé€ vysledku Fadit 4. siculum spiSe k cibuli a péru?

Chovéanim ano, ale z genetického a morfologického hlediska ne, protoe se 4. siculum od cibule lisi podtem
chromozom, tvarem list apod. Cesnek sicilsky se taxonomicky fadi do specifického podrodu Nectaroscordum.

. Yos
V Ceskych Bud&jovicich dne 23.9.2013 LML 76/

Petra Kuderova



Odpovedi na ptipominky oponentského posudku doc. Dr. Ing. Karla Cejpka
pfi obhajobé 23. 9. 2013

Byl alanin pouze modelovou aminokyselinon nebo se jiné aminokyseliny na diskoloraci
neuplatiiuji? Chybi referSni informace o zikladnim slo¥eni studovanych rostlin, zejména obsah
volnych aminokyselin a karbonylid, véetné cukri.

Alalnin byl pouZit pouze jako modelova aminokyselina. Je komeréné dobie dostupna a jeji velkou vyhodou je
1 dostupnost jeho izotopové substituovanych forem. Napriklad glycin je aZ ptili§ reaktivni a nebyl proto vhodny.
Cilem prace bylo pochopit zakladni procesy, které vedou ke vzniku zbarveni, proto byla zvolena jedna modelova
aminokyselina, aby byly vzniklé barevné smési pokud moZno co nejjednodussi. V samotnych rostlinich se
s nejvetsi pravd€podobnosti na diskoloraci podileji Gplng jiné aminokyseliny (napf. Gln, Glu, Asn, Asp, Arg,
Lys), dipeptidy nebo oligopeptidy.

Z dosavadni reSerSe vyplyv4, Ze cukry se tohoto procesu neudastni a tvorba zbarveni probihd za ucasti
karbonylovych slougenin, které vznikaji az rozkladem prekurzort, proto jejich sloZeni ve zkoumanych rostlinach
nebylo studovano.

V nékterych &esnekovych pFipraveich dochazi k rozvoji neenzymového hnédnuti. Maji tyto
reakce néjakou souvislost s Vami popsanym zeleninim &esneku a rizovéni cibule?

Tato hypotéza se nedd ani potvrdit ani vylou&it. K prokazani, zda dané slou¢eniny vznikaji dal§imi reakcemi pfi
diskoloraci, by byly potfeba dalsi analyzy a m&teni.

V posledni dobé& jsou snahy odliSit &esky &esnek od importovaného. Je nachylnost k diskoloraci
otdzkou odridy, pFipadné nékterého jejiho znaku?

Obsah kli¢ovych prekurzori byl porovnavén a jejich hladiny jsou velmi podobné. Na diskoloraci &esneku maji
vliv také transportni a skladovaci podminky. Pokud je Gesnek skladovan pfi nizich teplotach, dochazi ke zvy3eni
mnoZstvi isoalliinu a je tedy nasledn& nachyIngjsi k modrani. Nezanedbatelny vliv na tvrobu barevnych latek ma
také aktivita aliinasy. Tato aktivita viak také miize byt spojena se skladovacimi a transportnimi podminkami.

Jak zasahuje kyselina askorbova a cystein do reakei, které vedou k diskoloraci?

Kyselina askorbova spoletng s kyselinou citronovou ovliviluje &ervenani cibule a poru. Ziejm& dochazi ke
sniZeni pH, pfi kterém tvorba barevnych latek neni tak intenzivni. Aminokyselina, ktera se reakce Gastni, nesmi
byt v protonizované form&. Cystein reaguje s thiosulfinaty obsahujicimi 1-propenylovou skupinu za vzniku
substituovaného disulfanylalaninu.

NH,
S R cystein R S\)\
0 e > ~g~ COOH

NH,
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HSP\/ \S - — S\/,\
I M N COOH
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Jak se liSi minimdlni mnoZstvi latek nutni pro spolehlivou detekci v LC-NMR ve srovnani
s NMR?

Tato mnozstvi se 1i8i v zavislosti na tom, jaké analyzy potiebujeme. Pfi pouziti LC-NMR je pozadované
minimalni mnoZstvi samotné latky pro mé&feni 'H spekter Ipg, pro ur€eni struktury je viak potieba 100 pg.
Redlna mnoZstvi oviem mohou byt o mnoho vy33i. V nasem ptipadé jsme z 250 pg extraktu ziskali 'H spektrum.
Pro klasické NMR experimenty je realné mnozstvi vzorku 1-50 pg pro 'H spektra a 10-100 ug pro °C
experimenty.

V Kkapitole Vysledky a diskuze jsem nenaSel navrh opatieni, ktera zamezi vzniku zbarveni, tyto
informace byly uvedeny pouze v zavéru, ktery je p¥ilis obsahly.

Navrhy opatfeni, kterd zamezi vzniku barevnych latek jsem umistila pouze do zavéru, protoZe text neni prilis
obséhly a dochézelo by k jeho opakovéni.

V Ceskych Bud&jovicich dne 23. 9. 2013

Petra Kuderova



Odpovédi na ptipominky oponentského posudku prof. Ing. Jana Trisky, CSc.
pfi obhajobé 23. 9. 2013

Byl jiz nalezen S-ethylcysteinsulfoxid?

Ano, tato aminokyselina byla detekovana v n&kolika druzich ¢esnekovitych rostlin doc. Kubcem (Kubec a kol.,
J. Food Agric. Chem. 2000, 48, 428-433). Ve studovanych druzich vsak jeho relativni zastoupeni vzhledem
k ostatnim S-alk(en)yl-cysteinsulfoxidim neni obvykle vy33i nez 1 %. Tato aminokyselina také neni senzoricky
vyznamna, proto nebyla zatazena do ptehledu sirnych aminokyselin v této praci.

Pti popisu GC-MS analyz na str. 33 bylo uvedeno, Ze vzorky byly nastfikovany na kiemennou
kapilarni kolonu s pouZitim dé&li¢e toku 1:10. Jedns se o techniku on column nebo o Spatnou
formulaci kdyZ se dale uvadi, Ze teplota nastiiku byla 180 °C?

Jedna se zfejmé o nespravnou formulaci. Spravng by méla byt uvedena teplota injektoru.
Jakym zpiisobem byly ziskdny hodnoty molekulovych hmotnosti v této praci?

Jako vyhodnocovaci software byl pouzit program Peakview od firmy AB SCIEX. Molekulové hmotnosti
a elementérni sloZeni barevnych slou¢enin byly urdeny vyhodnocenim dat ziskanych jak pomoci ESI(+),
tak i ESI(0). Daldi potvrzeni spravnosti poskytla méteni t&chto sloucenin ziskanych z izotopicky
substituovanych prekurzori. Ve viech ptipadech odchylka zméfenych a vypoctenych hodnot byla niZii nez 3
ppm. V tabulkach jsou uvedeny hodnoty monoizotopickych molekulovych hmotnosti pro ionty [M + H]" resp.
[M 00 H]”. Musim uznat Vagi pfipominku, Ze uvedené sumarni vzorce nejsou napsany Gpln& sprévng, protoZe u
nich nenf vyzna&en naboj.

Co znamen4 katalyticka dehydratace IC zaFenim?

Jedna se o techniku, kdy vzduch nebo propan prochézi podlozkou s katalyzatorem a velmi efektivng tak dochazi
k produkci tepelného zaFeni pomoci katalytické reakce. Cely proces probiha za niZ3ich teplot, neZ je zapalna
teplota daného plynu. Vyhoda proti klasické dehydrataci tkvi v pfimé pfeméné plynu na tepelné zateni bez
pouziti elektfiny. BohuZel autoti ¢lanku dalsi detaily této nové techniky nezvetejnili.

Cim je zpiisobena E/Z izomerizace mono-a,f-nenasycenych thiosulfinat?

Ackoli se prekurzor t&chto thiosulfinatl, isoalliin, v ¢esnekovitych rostlinach vyskytuje pouze v geometrické
konfiguraci E, thiosulfinaty, které vznikaji jeho rozkladem, se viak vyskytuji v konfiguracich E i Z. Tvorba
téchto Z izomerl je vysvétlovana pomoci [2,3]-sigmatropniho pfesmyku. Meziprodukt této konverze pak m4
pologas existence piblizng jednu hodinu pti 25 °C.
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V Ceskych Budé&jovicich dne 23. 9. 2013

Petra Kucerova



ZAPIS Z OBHAJOBY DISERTACNI PRACE ING. PETRY KUCEROVE ZE DNE 23. 09. 2013

Prof. Kala¢, pfedseda oborové rady, zah4jil obhajobu a pfedstavil jednotlivé ¢leny komise a oponenty.

Rizeni obhajoby pievzal prof. Kuba. Ten seznamil pfitomné s Zivotopisem uchazetky a s jeji
publika¢ni ¢innosti.

Prof. K¥izek, vedouci katedry aplikované chemie ZF JU, pfednesl stanovisko katedry a doporucil praci
k obhajobg.

Doc. Kubec, Skolitel uchazecky, seznamil p¥itomné se svym stanoviskem, velice ocenil i zapojeni
uchaze¢ky do vyzkumného tymu, pomoc ostatnim ¢lentim tymu a spolupraci s nékterymi partnerskymi
pracovisti. Nakonec doporucil praci k obhajobg.

Prof. Kubai vyzval uchazecku o piedstaveni své disertaéni prace formou prezentace s vykladem.

Po prezentaci ptednesl prof. Lachman svijj obsahly oponentsky posudek a poloZil uchazece ¢etné
dotazy. V3echny byly zodpové€zeny, oponent konstatoval, Ze je spokojen.

Dalsi oponent, prof. Tiiska, pfednesl sviij posudek a polozil uchaze&ce dotazy. Viechny byly
zodpovézeny k naprosté spokojenosti oponenta.

Teti oponent, doc. Cejpek, pfednesl sviij posudek a poloZil uchazeéce dotazy. Vechny byly
zodpovézeny, oponent konstatoval, Ze je spokojen.

Prof. Kubaii nasledné oteviel diskusi:

Prof. Kalac: V prezentaci je nutné uvadét zdroj dat i u grafii. Jak byste ptelozila termin , tearless
onion“?
Ing. Kuerové: Bezslzna. Nevyvolavajici slzeni.

Prof. Kala¢: Co je to fenoldza? Neméla to byt spise polyfenoloxidaza?
Ing. Kuerova: Mozna ano, ale tento termin byl uvadén v jednom ¢lanku a opakoval se.

Prof. Kala¢: Co je to blanSirovéni a pro¢ se provadi?
Ing. Kucerova: Zelenina se chvilku ponecha v horké vodé a pak se zchladi. Zabrani to vzniku
barevnych slouenin.

Prof. Kala¢: Objevili jste n&jaké zcela nové sloudeniny?
Ing. Kucerova: U cibule a esneku ne. Jen jsme jednu, jejiz struktura byla v literatufe $patng
popsana, opravili a pfejmenovali.

Doc. Dadékova: Maji nové vzniklé barevné slou€eniny i néjakou biologickou aktivitu?

Ing. Ku€erova: U cibule obii ne. Jinak nebylo testovano, nebot’ jsme méli k dispozici pouze
smé&s, ne izolované latky.

Prof. K¥izek: Cibule, kterd $tipe, ma tedy balo barevnych slou¢enin a naopak?
Ing. Ku€erova: Ano, je tomu tak. Zminila jsem to jiZ v prezentaci.



Prof. Kolaf: I kdyz jste fikala, Ze barviva nejsou zavisla na odridg, Eesky pali¢ak je piesto zbarven
domodra.

Ing. Ku€erova: Ano, ale to jsou zcela jina barviva anthokyanové povahy, kterd se pfirozeng
vyskytuji ve slupkéch.

Prof. Ttiska: Na trhu jsou dostupné riizné 16¢ivé p¥ipravky a navody a recepty s obsahem &esneku.
Funguji?

Ing. Kucerova: Mohou byt aktivni, ale aktivita se lii naptiklad u Serstvého rozetteného
Cesneku a u vafenych produkti, past apod. Roli mohou hrt i jiné latky.

Prof. Kala¢ vyzdvihl celkovou uroveti prace, tématu i $kolitele.

Prof. Kubéti ukondil rozpravu, komise a kolitel se nasledné odebrali k nevefejnému hodnoceni a
k zavére¢nému hlasovani. Hlasujicich: 7. Pf¥itomno: 7. Pro: 7. Proti: 0. Zdrzel se: 0.

Ing. Petra KuCerova ispé3n¢ obhajila svou disertadni praci.

V Ceskych Budgjovicich dne 23.09.2013 zapsal Martin Seda.



