Oponentsky posudek na doktorskou disertaéni praci:
,,Senzoricky a biologicky aktivni sirné slou¢eniny cibule kuchyiiské (Allium cepa L.)"

kterou ptedlozila

Mgr. Iveta Stefanova

Prace byla vypracovana na Katedfe aplikované chemie, ZF JihoZeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich.

Predkladana disertadni prace se zabyva zejména izolaci a identifikaci sirnych latek hofké chuti, které
vznikaji z ptislusnych simych prekurzord pfi zpracovani cibule kuchyfiské. Téma, zplisob
a zpracovani prace hodnotim jednoznatné kladné, nebot’ takto pfesny a vérohodny popis struktury
a vzniku hotkych latek pfi zpracovani Cesnekovitych zelenin zatim neexistuje. Na praci je patmné, Ze
vznikla na pracoviiti Skolitele, ktery jiz od ranych badatelskych let uspésné vypliiuje bila mista
v oblasti sirnych latek &esnekovitych rostlin.

K uréeni struktury cilovych latek vyrazn& pfispély nejen komplementarni identifikacni
spektroskopické techniky a sofistikovana interpretace dat, ale i zvladnuté isolace kli¢ovych produktii.
Takto postavené experimenty odpovidaji vysoké erudici pracovisté. Cenné je 1 to, Ze napr. drive
publikované navrhy struktur onioninii jinymi badateli (Nohara ef al) Iveta Stefanova kriticky
zhodnotila, vyvratila a uvedla na pravou miru. Kladn€ ocefiuji i to, Ze ziskané vysledky jsou logicky
uspofadany a odpovidajicim zplisobem diskutovany.

Pfes nepochybnou vysokou odbornou i jazykovou troveti prace si dovoluji v dalim textu pfidat
kromé pochvalnych téz n&kolik spiSe potencidln¢ inspirativnich nez kritickych poznamek, otazek do
diskuse a pripominek.

Uvedeni biologicky aktivnich sirnych slouenin v nédzvu price se jevi pongkud zavadéjici, nebot’
v experimentalni praci se tyto latky popisuji pouze v kategoriich hotké/nehotké/ostatni latky, bez
ohledu na to, e mnohé ze zmitiovanych latek biologickou aktivitu jisté maji.

Préce je formalné &lenéna do deviti kapitol. Pro m& pon€kud piekvapivé se pod kapitolou ,,Uvod*
skryva reder$ni &ast prace, které by asi lépe sluSela napf. hlavicka ,,SouCasny stav feSené
problematiky“. V ,Uvodu® by méla byt vysvétlena zejména motivace k provedené experimentalni
préci. Pfedpokladim ale, Ze doktorandka postupovala v souladu s pravidly danymi univerzitou. Na
druhou stranu ocefiuji, Z¢ vyznam a unikum prace je v Pfilohdch vystizn& presentovano kladnymi
odezvami z médii odborného i zcela laického charakteru.

Korektura textu byla provedena velmi peglivé, prace prakticky neobsahuje prekiepy a je vui jen
malo formalnich nedostatkd. Z lingvistického hlediska je ptece jen vhodngjsi uZivat termin fenolovy
nez fenolicky, enzymovy ne? enzymaticky, frakcionace metodou HPLC nez HPLC frakcionace, data
ziskand metodou ESI-HRMS nez ESI-HRMS data, spiSe antithromboticky neZ antitromboticky
uc¢inek. Vyjadieni koncentrace v jednotkach typu ppb je v Eeském odborném jazyce nevhodné.

Literarni &4st predstavuje prakticky vy&erpavajici a prehledn€ uspofadanou informaci o znamych
nebo navrzenych strukturach sirnych latek v cibuli i dal3ich Sesnekovitych, vCetné reakénich kaskad
a souvislosti. V takto komplexni praci bych ale jesté oSekaval jednak alespofi zékladni informace
o vnimani hotké chuti — zndm4 je napf. riizn citlivost populace pro vniméani hotké chuti, jednak
informace o nutnych podminkach pfi technologickych a kulinarnich pravach cibule, kdy 1ze vznik
hotké chuté olekavat, i o Eetnosti vyskytu tohoto jevu. Rovnéz informace o hotkych produktech
vznikajicich p¥i zpracovani &esneku, byt za asistence cukri, z S-allyl-L-cysteinu by v kontextu prace
byla jist® zajimava (Wakamatsu J., ef al., J.Agric.Food Chem., 2016).



Nekolik otazek vyvolava popis senzorického hodnoceni, podle kterého byly metodou TDA ur&eny
klicové hoiké frakce — napf. byl bran v tivahu vliv ethanolu na vnimani hotké chuti? Jaka byla mira
shody v hodnotich TDA mezi 4 hodnotiteli (jsou uvadény jako zprimérované hodnoty)? Kolikrat se
hodnoceni délalo? Jak byly prakticky hodnoceny velmi malé (1ml) objemy vzorkii?

Bylo identifikovano devét skupin allithiolanti, pfi¢emz u A, B, D, E, F a I byl navrzen také
pravdépodobny mechanismus. NavrZené struktury jsou podpofeny i nalezenymi analogy, resp.
opravnéné odliSnym relativnim zastoupenim- allithiolant v &esneku a poru. U skupin C, G, H nebyl
vhodny mechanismus vzniku nalezen, coZ jistotu spravnosti navrZzenych struktur pfece jenom
ponekud sniZuje. Nemohly nékteré z téchto allithioland vzniknout jako artefakty? Lze v nékterych
ptipadech pfipustit i moZnost jiné struktury neZ té navrzené? Napk. struktura allithiolanu C, ktery
nese propylovou skupinu — a ktery byl nalezen i v modelech, které neobsahovaly propiin - byla
navrzena pouze na zakladé MS dat; nemiZe tomu rozdilu hmot (fragmentu) odpovidajicimu
eliminaci propylu odpovidat tfeba i n&jaky produkt pfesmyku? Naopak vérohodné mechanismy
vzniku byly navrZeny u cepadithiolaktonu a cepathiolanti.

Zajimavé by bylo zjistit vliv kysliku na vyvoj hofké chuté — napk. allithiolan I ziejmé piitomnost
kysliku nebo jiného oxidaéniho ¢&inidla vyZaduje. Jakou roli v redoxnich reakcich hraji sulfenové
kyseliny?

Kineticky popis klicovych reakci by byl vzhledem k znaéné komplexnosti dotyénych reakci
a nizkym koncentracim cilovych latek jisté velmi obtizny. Piesto — nelze na zakladé zkusenosti nebo
analytickych dat odhadnout, jaké faktory jsou vyznamné pro piipadné nasmérovani reakéniho
systému ke vzniku latek s hofkou nebo naopak nehotkou (pozitivné vnimanou) chuti? Nebo napf.
k potlateni chromogennich reakénich cest (Servenani) na dkor tech »gustagennich“? Mohou
k degradaci hotké chuti pfispét postupy typu fermentace nebo vareni?

Sirné latky jsou také rozhodujicimi nositeli senzorickych vlastnosti zelenin a pochutin z Celedi
Brassicaceae (brukvovitych). Nékteré aromatické sirné latky, jako nap. diallydisulfid, dokonce
vznikaji pfi zpracovani jak Cesnekovitych (Eesnek) tak brukvovitych zelenin (kfen). Rada
brukvovitych zelenin p¥i zpracovani nebo skladovani také hotkne. Jsou latky, které stoji za horkou
chuti t&chto zelenin podobného charakteru jako ty z cibule?

Pfes uvedené drobné ptipominky neni sebemensich pochyb o tom, e predlozena prace a vysledky
v ni obsaZené jsou vysoce kvalitni. Praci povaZuji za mimofadné zdafilou jak z hlediska ziskani
a validity dat, tak dileZitosti pro potravinatskou a kulinarni praxi.
Zavér

Byly splnény cile disertatni préce, k jejichZ dosaZeni byly zvoleny adekvatni postupy a odpovidajici
moderni analytické metody. Uchazetka ziskala cenné plivodni vysledky z oblasti chemie potravin
a prokazala schopnost samostatné védecké prace. Prace spliiuje podminky stanovené pFislusnymi
platnymi ustanovenimi zakona o vysokych Skolach, a proto

doporucuji praci pFijmout k obhajobé.

V Praze dne 12. prosince 2018
doc. Dr. Ing. Karel Cejpek
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Fakuita rybafstvi JihoCeska univerzita
a ochrany vod v Ceskych Budéjovicich

af Waters

Oponentsky posudek na disertaéni praci v oboru Zemédeéiska chemie
Mgr. IvetyStefanové

»Senzoricky a biologicky aktivni sirné slouceniny cibule kuchynské
(Alliumcepa L.)"

Oponovana prace byla predlozena formou rukopisu, ktery bez vSech pfiloh dosahuje 116
stran. Vlastni prace je pfehledné a logicky rozélenéna podie obvyklého formatu védeckych
publikaci. Po formaini strance je prace velmi dobfe zpracovana a napsana korektnim
védeckym jazykem s minimainim mnozstvim preklept.Ctenar oceni vhodné zvolenou
grafiku, ktera umozfiuje pochopeni velmi komplexnich vysledkd, stejné jako presunuti
podpurnych material( do pfiloh.

Teoreticky Uvod na tficeti stranach shrnuje soucasny stupen poznani feSené problematiky a
postuluje cile prace. Jde o komplexni studii, ktera dokumentuje, jak (ne)prozkoumana je
oblast propojeni chemické analyzy s biochemii senzoricky aktivnich slouéenin.Literarni
pfehled ma obdivuhodné Siroky zabér ¢lankl publikovanych v rozmezi mnoha desitek let. Na
tomto misté by bylo vhodné poznamenat, Ze by mozna stélo za to vydat tuto ¢ast jako
pfehledovy ¢lanek.

V metodické &asti jsou podrobné popsany preparativni, analytické i senzorické postupy
pouzité pro izolaci a identifikaci senzoricky aktivnich slouéenin z cibule a ¢esneku. Z této
¢asti disertace je zfejmé, ze autorka si osvojila velmi Sirokou paletu metodod preparativni
chromatografie aZ po strukturné analytické techniky jako jsou hmotnostni spektrometrie a
NMR na velmi vysoké urovni. Kombinace preparativni chromatografie se senzorickou
analyzou je analogicka se sou¢asnym trendem v ekotoxikologii a chemii zivotniho prostiedi
pfi hledani tzv. effectdrivers. Nasledna analyticka koncovka pro identifikaci biologicky
(senzoricky) aktivnich slozek je také na ,stateof art“ Grovni.

Vysledky a diskuze jsou prezentovany pfehiedné, logicky a Ize je relativné jednoduse
sledovata porozumét jim, coz u takového mnozstvi prezentovanych dat neni nic
samozfejmého. Autorka prace a jeji spolupracovnici kombinaci vy$e uvedenych postupu
‘identifikovali znaéné mnozstvi slouéenin odpovédnych za jak negativni, tak i pozitivni
chutové viemy. Podafilo se jim potvrdit anebo naopak vyvratit identitu nékolika jizZ znamych
sloucenin, a navic izolovali a identifikovali fadu novych, i kdyz v nékterych pfipadech neby'a
moZna separace az na jednotliva chemicka individua. Vzhledem k velkému mnozstvi
moznych stereoizomerl by bylo nutné aplikovat chromatografii s pouzitim chiralnich
stacionarnich fazi, coz je ttma na novou diserta¢ni praci.

Na zakladé potvrzeni identifikace slou¢enin pomoci NMR pak navrhli schémata
biosyntetickych reakci, které k témto produktliim vedou. Vysledky prace vedly k osvétleni
mechanismu vzniku hofké pachuti pfi zpracovani cibule kuchyriské. Zajimavym zjisténim je
pak vztah obsahu slzotvornych latek a vzniku horké pachuti. Objem vysledki je vice nez
dostacujici pro disertacni praci a je jenom s podivem, Ze z tohoto mnozstvi zajimavych
zjisténi byl zatim publikovan jenom jeden ¢lanek.
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Komentare a dotazy k predloZzené disertaéni praci:

Zde je mozné zminit po formalni strance pouziti jednotky Da u m/z, coz je bezrozmérna
jednotka. Da neni Sl jednotka a pouziva se pro vyjadieni molekularni hmotnosti u
vysokomolekularni sloueniny jako jsou polypeptidy. Dalsim drobnym vylepSenim by mohlo
byt pouziti odchylky (delta m/z) v ppm pro demonstraci odliSnosti namérené m/z od
teoretické hodnoty.Formulaéné nestastna je pak véta:*(+)ESI-HRMS data byla ziskana
vyuzitim systému UltiMate3000 ... vybaveného detektorem AB SCIEX TripleTOF...“ Spektra
jsou vzdy ziskana hmotnostnim spektrometrem po separaci v LC systému (také pouZiti
slova detektor misto hmotnostni spektrometr je vyrazem, ktery u doyend hmotnostni
spektrometrie vyvolava silnou alergickou reakci).

1. Nezkouseli jste stacionarni fazi na bazi bifenylu v jiném maodu, nez byl prezentovany
gradient ACN ve vodé (metoda F)? Pfi pouziti metanolu a vody bez pufrd je chemie
separace podstatné odli$na (jsou upfednostnény -1 interakce) a u studovanych
slouéenin by mohlo byt dosazeno lepsi separace.

2. Nepokouseli jste se simulovat ESI" MS/MS spektra pomoci néjakého pokrocilého
softwéru jako MassFrontier? U sloucenin, které byly v praci studovany by to bylo znaéné
ulehéeni a program navrhuje i fragmentaéni cesty.

3. Nezkouseli jste aplikovat chiralni stacionarni faze pro separaci zmifiovanych
stereoizomeru?

Na zavér mohu jen konstatovat, Ze autorka prace prokazala, Ze méa v8echny pfedpoklady pro
gspéénou védeckou ¢innost v oboru, a proto doporucujiprijmout disertacni praci Mgr. Ivety
Stefanovék obhajobé.

Ve Vodnanech 12. 12. 2018
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Posudek oponenta disertacni prace

Diserta¢ni prace:

Senzoricky a biologicky aktivni sirné slouceniny cibule kuchyiiské (A/lium cepa
L)

Autor: Mgr. Iveta Stefanova

Jihogeska univerzita v Ceskych Bud&jovicich, Zemé&d&lska fakulta

Prace Mgr. Ivety Stefanové je sloZena ze dvou &asti. Prvni &ast je zam&fena na
studium organosirnych sloucenin cibule s vyrazné hoikou chuti, které vznikaji enzymové i
neenzymove pii zpracovani cibule. Tyto slouceniny byly autorskym kolektivem objeveny
nové a nazvany allithiolany. Prekurzorem t&€chto zmén je isoalliin, ktery je hlavnim S-
substituovanym derivatem cysteinu, pfitomnym v cibuli. Vyznamny podil na vzniku téchto
slou€enin maji také methiin a enzym alliinasa. Objev deviti dosud neznamych allithiolant byl
v letodnim roce publikovan ve velmi prestiZznim ¢asopise J. of Agricultural and Food
Chemistry.

Druh4 €ast prace navazala na prvni ¢ast. Z extraktu cibule byly izolovany i dalsi, zatim
v odborné literatufe nepopsané slouCeniny ze skupiny onioninti a stereoizomery
cepadithiolaktonu A. Krom¢ chemické struktury byly u t€chto slouenin popsany i
organoleptické vlastnosti, coZ jes$t€ umocniuje vyznam tohoto objevu. S pot€Senim konstatuji,
7e publikace této druhé asti ve stejném Casopise je v soucasné chvili ve velmi pokrocilém
stadiu.

Prace naznaduje vysokou védeckou erudici Mgr. Ivety Stefanové a jeji-schopnost
samostatné védecky pracovat. Toto asi nejlépe doklada praveé skutecnost, Ze vysledky, které
jsou tématem disertacni prace, byly v letodnim roce publikovany ve vy$e uvedeném vysoce
impaktovaném Casopise.

Souhrn prace pln& odpovida jejimu obsahu. Uvod struéné a jednozna&n® uvadi &tenafe
do feSené problematiky. Teoreticka ¢ast ukazuje, Ze uchazetka umi dobie pracovat
s védeckou literaturou. Seznam citaci je zpracovan s velkou peclivosti a neobsahuje naprosto
z4dné nedokonalosti. Vyuziti velkého mnoZstvi publikovanych dat dava této ¢asti
odpovidajici kvalitu. Cile prace jsou formulovany pfesn¢ dle pozadavki struéné a jasné.

Praktickd €ast prace je zpracovana velmi precizné. Zvlasté podrobné (a pfitom

prehledn®) je zpracovdna metodika izolace a nasledné identifikace vy$e uvedenych slouéenin.






Tato Cast je prehlednd a srozumitelnd, pracovni postupy jsou popsany velmi piesné a logicka
stavba experimentu je naprosto zfejma. Vysledky jsou velmi piehledné uspofadany v tabeldrni
nebo grafické forme&. Velmi oceiiuji identifikaci logicky postup pti identifikaci jednotlivych
nové objevenych sloucenin a pii korekci dosud uvadéné struktury onionind. Diskuse vysledki
je na vynikajici Grovni. RovnéZ mimotadné ocefiuji jiZz zminé&nou realizovanou a
pfipravovanou publikaci ¢lanku v dobfe impaktovaném &asopise.

Z4very préace jsou formulovany strung, ptehledné a srozumitelng a koresponduji

s vytyCenymi cili. Jazykové, grafické a formalni zpracovani prace je vynikajici.

K praci mam jeden doplityjici dotaz:

e Ma disertantka pfedstavu, jak v této nesmirné zajimavé problematice (hlavné v oblasti
hoikych latek) pokracovat? Asi by bylo zajimavé pokusit se o stanoveni urité Easové
zavislosti vzniku allithiolant, p¥ipadné i o ureni jejich osudu pfi vysoce dynamickém
tepelném opracovani (napf. pfi smazeni) cibule.

K préci mam jesté dvé viceméné formalni pfipominky:

e Domnivam se, Ze v obrazcich na str. 58 a 59 jsou metody B a C uvedeny opaéné nez je
tomu v popise v experimentalni ¢asti

e Na stran€ 41 — 43 by (pro snadné&jsi orientaci ¢tenafe) mohlo byt uvedeno, pro¢ byly
dale frakcionovany pravé frakce 4 a 5. Je to jasné potom z popisu vysledki, ale
zminka (s odkazem na vysledky) by zde mohla byt uvedena.

Vyuziti velkého mnoZstvi naméfenych a publikovanych dat a precizni zpracovani davaji této
praci velmi vysokou kvalitu. Veskera data jsou podrobena kritickému posouzeni a jsou z nich

vyvozeny patii¢né zavéry.
Z vy3e uvedenych divodi

doporucuji

prijmout disertaéni praci Mgr. Ivety Stefanové k obhajobs.

,"/J
////
V Praze dne 17.12.2018 doc. Ing. Jan Péanek, CSc.

oponent
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