Posudek na Diplomovou prici Lenky Bartunkové “Analyza vyznamnych antioxidantu
v byliniach s vyuzitim modernich extrakénich technik*

Piedlozena diplomova prace se zabyva moZnosti isolace vybranych antioxidanti
z riznych vzorka bylin. Prace je piehledné ¢lenéna a podava v teoretické &asti uceleny
piehled celé problematiky. V teoretické ¢asti bych vytkl, Ze se diplomantka pfilis podrobné
vénovala HPLC, kterou pouzivala jako vyhodnocovaci néstroj. Spise by bylo vhodnéjsi uvést
podrobnéji aplikaéni ¢ast tykajici se extrakcei. Tato &ast je pomémé chuda. V celé predloZzené
préci je pomémé nizkd kvalita vétSiny obrazku.

V experimentalni &isti je popis uspofadani a pracovni postup analvzy. Dale je tu
pomémé podrobné popsano provedeni extrakci a zpracovani extrakti. Za nevhodné povazuji
filtrovdni extraktd pfed jejich doplnénim po rysku, jak je popsano v kapitole 3.5.5 na strané
55. MiZe tak dochazet ke ztratam vyextrahovanych latek na diskovém filtru.

Déle bych zminil nékteré nedostatky, které vyplynuly pravdépodobné i z nezkusenosti
autorky se zpracovavanim nameéfenych dat:

- Str. 18: 4. odstavec — je uvedeno, Ze antioxidaéni kapacitu lze stanovit metodou
HPLC. Jak se data z HPLC pfevadéji na antioxidaéni kapacitu?

- Str. 23: kapitola 2.5.1.2 — 1. Odstavec — Lze pouzit extrakt po desorpci kapalinou pro
GC? Zde je uvedeno, Ze lze pouzit pouze pro HPLC a elektroforézu.

- Str. 24: slovo ,,monitoring™ nahradit ¢eskym sledovani

- Str. 24: kapitola 2.5.1.3 - nepouziva se detekce diodovym polem, ale UV/VIS
detekce s diodovym polem

- Str. 33: 2. Odstavec — Toto tvrzeni plati obecné pro nadkritickou tekutinu a ne pouze
pro oxid uhliity

- Str. 35: 2. Odstavec — Nedochazi k Cerpani extrakéniho roztoku. V extrakci
nadkritickou tekutinou se pouZiva plynii, k jejichz dopravé se pouziva jednopistovych
pump a ne erpadel.

- Str. 36: kapitola 2.5.48. ] — kapitola se jmenuje nevyhody, ale Zadné nejsou uvedeny

- 5tr. 37: kapitola 2.5.8.2 — Skuteéné se pomoci SFE extrahuji ionty kovi?

- Str. 38: posledni odstavec — neshoduji se s tvrzenim, Ze pro u-HPLC se nedaji pouzit
MS detektory. Mnoho firem toto uspofaddani dodava.

- Str. 54: kapitola 3.5.3 — zkoncentrovano na 20 ml a pak do 25 ml baiiky (pomérné
malo na kvantitativni pfevedeni a filtraci); Z jakého divedu byl zvolen privé
metanol pro extrakei pomoci Soxhletova extraktoru?

- Str. 59: LoD a LoQ) byla tedy stanovena experimentilné fedénim roztoka nebo podle
vzorchi 8-107 Pokud byla délina experimentilné, tak podle standardi v &istém
rozpoustédle nebo v realnych vzorcich?

- Str. 60: Bylo by vhodné kalibracni kfivky uvést alespon do pfiloh. PovaZuji za vhodné
uvést, o jakych koncentracich byly pfpravovany kalibra¢éni roztoky, kolik bodd
kalibra¢ni kfivky bylo proméfovino. Skuteéné byly pfipravovany kalibra¢ni roztoky o
piesnych koncentracich odpovidajicich LoQ? Byla kalibrace validovana?

- Str. 61: Na pfedchozi strané je uvedeno, Ze se doba extrakce optimalizovala v rozmezi
1-5hod a v grafu je uvedena hodnota pro 0,5hod. Na ose X je chybné uvedena doba
extrakce v minutach. Cim by se dal vysvétlit narfist vyextrahovaného mnozstvi latek
po 2,5hodinach oproti 2 hodinam extrakce?

- Str. 62: Obr. 26 — Podivné kolisani vytéZzku stanovovanych litek se zménou teploty.

- Str. 63: kapitola 4.3.3 — Nevhodna optimalizace. Pfidané latky v ethanolickém roztoku
se nechovaji stejné jako latky obsaZzené v byliné. Navic etanol plsobi jako modifikdtor
oxidu uhli¢itého. Dale by mne zajimalo, jaka byla extrakéni uginnost, kdyZ byl vzorek
uméle pfipraven o znamé koncentraci. Tvrzeni, Ze latky se po ¢ase del$im neZ 20min



degraduji, nemuze byt spravné, kdyz po 20 minutich jsou jiZ vyextrahovény
v zachytném rozpoustédle.

- Str. 64: Naprosto nevhodny je modifikator smés acetonitrilu a koncentrované kyseliny
octové (1:1). Hrozi destrukce celého zafizeni.

- Str. 92: nesouhlasim s druhou vétou — u nékterych litek jsou velké rozdily mezi
obsahem stanovenym podle kalibra¢ni kiivky a metodou standardniho piidavku, nékde
nékolikandsobné (napf. tab. VII na str. 68 eskuletin a apigenin po extrakce SFE; rab X
na str. 73 7-hydroxykumarin obéma extrakénimi metodami; rab. X7 na ste. 74 eskuletin
a rutin; tab. XII na str. 76 apigenin po extrakci SFE; tabh. XV na str. 80 viechny
stanovované latky kromé eskuletinu po extrakci SOX a dalsi)

- Str. 97: Uvedené hodnoty antioxidacni kapacity v tabulce XXIII jsou pro ziskané
extrakty nebo pro méfené roztoky? Podle uvedenych hodnot v extraktech pomoci SFE
bylo az fadové méné antioxidantd a pfitom naméfena antioxidaéni aktivita je nékdy
niZ3i, nékdy stejnd a jindy vy3si nez u extrakti ze SOX. Cim si to lze vysvétlit?

Ve vysledcich je uveden pouze jeden chromatogram extraktu ziskaného pomoci
Soxhletova pfistroje. Domnivam se, Ze by bylo vhodné je uvést alespon v piiloze. Pfi citaci
chromatogrami v textu je vSude napsano, Ze ,.chromatogramy byly ziskany pri extrakci
nadkritickou tekutinou”, coZ asi nebude pravda. U vétSiny chromatogrami je nevhodné
zvolené méfitko osy Y. Stanovované latky nejsou témef vidét (viz obr. 31-34; 36, 38; 39; 41-
43; 45-47). Na mnoha chromatogramech je velmi mnoho piku a nékteré se pohybuji v okoli
retenénich ¢ash standardi. U vétdiny chromatogrami je vidét odchylka reten¢nich ¢asi od
retenénich ¢ash standardi uvedenych v rab. V na str. 59 (napi. obr. 31, 34, 47 atd.). Navic
jsou kvantifikovany nékteré piky, které jsou koeluci nékolik latek, nebo jsou nedostateiné
rozdélené (viz. obr. 31, 38, 39, 41, 42, 43, 45). Podle jakého kritéria byly latky
identifikovany? V pfedloZené prici postradam informace o tom, jak byla provadéna metoda
standardniho pfidavku a jak byly potitany vysledky touto metodou, coZ povaZuji za pomérné
velkou chybu. Povazuji za zbyte¢né natahovat tabulky o latky, které nebyly stanoveny ani
jednou extrakéni technikou, jak je tomu ve viech uvedenych tabulkéach ve vysledkové Casti.

Obecné bych fekl, Ze bylo naméfeno mnoho experimentdlnich dat, ale vhodnéjdi by bylo
vice se zamé&fit na optimalizaci extrakénich parametrii na vybranych vzorcich bylin, nez
extrahovat velké mnoZstvi neznamych vzorki.

Diéle bych se rad zeptal:
- Jaké jsou hlavni vyhody PFE oproti extrakei v Soxhletové pfistroji, kromé uspory

rozpoustédla?
- Jaki vybojka se pouziva pro VIS oblast?
- Pfi jaké teploté se extrahuje pii extrakei pomoci Soxhletova pfistroje pfi pouziti methanolu?

Diplomantka splnila zadani své prace, a vzhledem k vySe uvedenym pfipominkim ji
hodnotim znamkou
- velmi dobfe -

V Pardubicich 27. kvétna 2010
Ing. Ales Eisner Ph.D.

& i



