PRIRODOVEDECKA
FAKULTA

V Brné, dne 10. zafi 2018
Oponentsky posudek disertacni prace Ing. Petry Silarové

Ve své disertaCni praci ,, dnalyza antioxidantii v piirodnich matricich s vyuZitim spojen:
kapalinové chromatografie s hmotnosini spektrometrii“ se Ing. Silarova vénuje stanoveni
riznych typu antioxidantli v Caji, Cerném bezu, je¢menu a lilku. Prace je ¢lenéna obvyklym
zplisobem na teoretickou a vysledkovou ¢ast, kdy vysledkova €ast je tvofena samostatnymi
kapitolami obsahujicimi vysledky ziskané na jednotlivych matricich.

Hned na zaCatek budiZ uvedeno, Ze se jedna o velmi kvalitni praci s dostateénym mnoZstvim
experimentalnich dat avysledkli, coZ potvrzuji dvé kapitoly, které byly publikovany
v respektovaném impaktovaném mezindrodnim asopise Food Chemistry (IF = 4.946). Musim
ale také poznamenat, Ze jak Clanek publikovany v Casopise Jowrnal of Research Analytica,
tak i samotny Casopis se mi nepodarilo dohledat.

Jak jiz bylo feCeno, uvodni teoretick¢ kapitoly 1 - 3 se v€nuji popisu jednotlivych tfid
antioxidanti, analytickych metod uréenych k jejich stanoveni a v neposledni fad& i vyuziti spojeni
kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii. K této ¢asti mam nasledujici poznamky:

= Strana 22: Vedle optimalizace metody krok za krokem lze vyuzit také matematické
planovani, které nejen, Ze umozZiuje zkrétit proces celé optimalizace, ale také pomaha
objevit skryté vazby mezi jednotlivymi proménnymi.
= Strana 23, Obrazek 3: Zde se jedna spiSe o porovnani vnitini struktury staciondrnich fazi,
nez ¢astic.
Velmi ocenuji fakt, Ze vSechny experimentalni kapitoly prace obsahuji podrobné statistické
zpracovani dat. Chemometrické postupy tvoii vyznamnou ¢ast interpretace vysledki disertaéni
prace a potvrzuji jejich pochopeni a spravné vyuziti doktorandkou. Kapitola 4 pak shrnuje
teoreticke zaklady jednotlivych metod pouzitych v disertacni praci.

Pata kapitola se venuje studiu degradace katachini v zeleném dcaji, k Gemuz vyuZziva
vicerozmérnou analyzu vysledki ziskanych pomoci HPLC/MS metody a spektrofotometrickych
technik. Tato kapitola patfi mezi dv€ publikované v Casopise Food Chemistry. BohuZel, pfi
zpracovani Clanku do formy kapitoly disertaéni prace doSlo k zestru¢néni nékterych udaji, které
pak v samotné kapitole chybi. Prikladem budiZ uvedeni pouze vybéru optimalni HPLC kolony
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bez uvedeni na zaklad€ jakych kritérii. Stejn€ tak v textu chybi informace o vyuziti Cattelova
grafu (Obrazek 7A) k urceni optimélniho poctu hlavnich komponent. Tato informace je uvedena
az v zaveru kapitoly (strana 48).

Jemnym neduhem této kapitoly, kterému je ale obtiZn€ se vyhnout, je popis vzorki pfes jednotliva
kodova oznaceni, i pfesto, Ze jednotlivé znaky jsou v textu vysvétleny (Cislo vzorku, SOW3,
S8WO, apod.). I pfi peclivém cteni je nutné se vracet k oznaceni jednotlivych vzorki ¢aja.
Navrhoval bych popis jednotlivych vzorka s vyuZitim pomocnych kritérii (napf. Cinské Caje,
jednotlivé znacky apod.).

Nasleduji mens$i poznamky a dotazy:

Mohla by doktorandka vysvétlit pojem epimerizace? (Strana 29)

Popis jednotlivych hlavnich komponent byl experimentilnim podminkam pfifazen
na zaklad€ Obrazku 7 (Strana 37)?

Na zaklad€ ceho byly vytvoreny shluky faktorové analyzy vyznaéené v Obrazku 8
(Strana 38)7

Sledovala doktorandka i zvySenou koncentraci kyseliny gallové jako produktu degradace
katechinti (Strana 48)?

V zavéru této kapitoly doktorandka uvadi, Ze pfinasi ,,uzite¢né informace pro bézného
spotfebitele™. Ackoli jsou tato data v dané kapitole zcela jist¢ prezentovana, uvital bych
jejich shrnuti v zdvéru kapitoly. Ktery ¢aj je nejstabilnéjsi z hlediska teploty zalévaci
vody, doby skladovéni, a kterému €aji je (z hlediska obsahu katechinii) lepsi se vyhnout.

Kapitola 6 popisuje vliv upravy vzorku (suSeny vs. zmraZeny) na obsah antokyanii v bobulich
Cern¢ho bezu a jeho celkové antioxidacni schopnosti. Vysledky ziskané pomoci HPLC metody
byly porovnany s vysledky ziskanymi spektrofotometricky.

Jaké jsou jednotky obsahu suSiny v Tabulce 5 (Strana 50)?

Molarni absorpéni koeficient v rovnici (1) na stran€ 52 byl ziskan spektrofotometricky
z kalibraéni zavislosti jednotlivych standardu?

Vliv upravy vzorku byl testovan pomoci analyzy rozptylu (ANOVA), jak je uvedeno
na stran€ 53. Nicmén€ v samotném textu kapitoly nejsou tyto vysledky uvedeny. Jedna
se o korelacni zavislosti Obrazku 26 (Strana 61)?

MrazZeny koncentrat (Tabulka 5, Vzorek 16, Georgia) odpovida vzorku ziskanému
od firmy Deva Nutricia (Strana 53)?

P1i optimalizaci HPLC metody (mimochodem mylIn€ uvedené kapitoly 7.4.4.1 a 7.4.4.2)
byl studovan vliv koncentrace Kyseliny mravenci na kvalitu separace. Testovala
doktorandka i jiné typy kyselin pouzivanych jako aditiva (kyselina trifluoroctova,
kyselina octova, apod.)? Ackoli by pravdépodobné nedoslo k odstranéni problémi
spojenych s nizkym pH mobilni fize, jiné kyseliny by mohly poskytnout lepsi separaci
pfi stejné hladin€ pH a nizsi koncentraci.

Pro¢ vicerozm€rna analyza suSenych vzorkii ¢erného bezu vykazuje vEtSi rozptyl
(Obrazek 27, Strana 62)?

Pokud by doktorandka méla srovnat jednotlivé metody vyuzitelné ke stanoveni celkové
antioxidaCni aktivity, pfipadné celkovému obsahu antioxidantd, ktera znich
by poskytovala nejrychlejsi, nepfesnéjsi a nejlevnéjsi vysledky? Je mozné ziskat celkovy
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prehled o kvalité vzorku pouze pii pouziti jedné metody nebo je nutnd kombinace vice
{vSech) metod?

Kapitola 7 je druhou kapitolou diserta¢ni prace publikovanou v mezinarodnim impaktovaner
Casopise a vénuje se vlivu Gpravy vzorku na obsah volnych a vazanych latek v jeCmeni s vyuzitim
HPLC/MS metody. Doktorandka pouzila vicekrokovou extrakei k ziskani fenolickych latek
ze vzorku Ctyf odriid jeCmene. Vysledkem této Casti disertacni prace je zjisténi, ze kyseld
hydrolyza je nutnym krokem upravy vzorku vedoucim k ziskani vy$§iho mnozstvi latek ze vzorku
nez v pripad¢€ jednoduché extrakce.

= Jak€ kritérium bylo pouZito k optimalizaci gradientu? Jaké chromatografické rozliSeni
je dostacujici pfi kvantitativni analyze provedené pomoci monitorovani hmotnostniho
prechodu vybraného iontu (Obrazek 29, Strana 71)?

Zavéretnd osma kapitola se zaméfuje na testovani vlivu tepelné tpravy a skladovani lilku
na obsah kyseliny chlorogenové. Byly porovnany hladiny kyseliny chlorogenové v erstvém
vzorku lilku, stejn€ tak jako v lilku peceném, smazeném a grilovaném.

Zde si dovolim malou pozndmku tykajici se absence konkrétnich teplot pouzitych pfi jednotlivych
typech tepelnych Gprav. VEfim, Ze tato informace (pfipadné pouziti vyssi skaly teplot pfi riznych
tepelnych upravach) by mohlo jest€ vice osvétlit tvorbu kyseliny chlorogenové. Ackoli si jsem
,&dom toho, Ze pii viastni kuchytiské upravé se miize jednat o nepodstatnou informaci.

* Na Obrazku 30 (Strana 80) je sice dobie patrny rozdil v chromatografickém ziznamu
Jjednotlivych vzorkd, i tak si ale myslim, Ze napriklad ¢tyfi samostatné chromatogramy
by tento rozdil ukazaly piehlednéji.

= Jak byla optimalizovana gradientova eluce? Relativné strmy krok zmény sloZeni mobilni
faze (10 — 85 % acetonitrilu v jedné minut¢) vedl pravdépodobné pouze k eluci kyseliny
chlorogenové (Strana 79 a Obrazek 30).

= Zkterych latek dochazi v lilku v priibéhu skladovani k tvorb& kyseliny chlorogenové
(Obrazek 37, Strana 87)? Je mozné tyto latky také analyzovat?

Jak jiz bylo uvedeno, disertadni prace Ing. Silarové obsahuje velké mnoZstvi experimentélnich
vysiedki, které jsou kvalitn€ zpracovany a prezentovany. K praci jako celku mam pouze jednu
men$i vyhradu, kterou je absence zavéru tykajiciho se celé prace. Jednotlivé kapitoly jsou velmi
dobie shrnuty, ale celkové vyznéni celé prace je ponechano jakoby ve vzduchoprazdnu. Velmi
bych pfivital shrnuti obecnych zavéri jednotlivych kapitol, z kterého by mohla t&Zit nejen
odborna verejnost.

I ptes vySe uvedené pozndmky, které jsou spiSe marginalniho vyznamu a maji slouZit k vyvolani
diskuze, se jedna o velmi kvalitni praci, kterou doporuéuji k obhajobé.

A
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Oponentsky posudek disertaéni prace Ing. Petry Silarové na téma ,Analyza
antioxidanti v pFirodnich matricich s vyuZitim spojeni kapalinové chromatografie

s hmotnostni spektrometrii*

Predlozend disertaéni prace Ing. Petry Silarové na téma ,,Analyza antioxidanti
v pfirodnich matricich s vyuzitim spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii“ je zaméfend na studium latek s antioxida¢nimi ucinky pomoci ridznych
analytickych metod. Prace je obsdhld, co se ty¢e mnozstvi experimentll 1 poltu
analyzovanych vzorkd. Nazev disertatni price vSak zcela nekoresponduje s obsahem
jednotlivych experimentli, protoZze kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni
spektrometrii je pouze jednou zdil¢ich instrumentaci. Hmotnostni spektrometrie neni
zminéna v anotaci a neni uvedena ani v kli€ovych slovech prace.

1. Struktura disertac¢ni prace

Préce neni zcela prehledné Elenénd. Kapitoly 1 — 4 tvofi pravdépodobné obecnou Cast
disertacni prace. V kapitolach 3 — 8 jsou popisovany jednotlivé experimenty, které maji
Slenéni dil¢ich védeckych praci. Chybi jednotny Gvod a zavér, ktery by jasné propojoval
vSechny experimenty.

2. Teoreticka ¢ast

Tuto &4ast povazuji za slabinu disertaéni prace. Kapitoly na sebe nenavazuji a jejich
obsah neni vyvéazeny. V kapitole &.2 se autorka podrobné zabyva spektrofotometrickymi
metodami, které jsou uréeny zejména pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek a pro
jejich antioxidadni kapacitu. Jsou zde shrnuty extrakéni procesy vyuZivané pro stanoveni
fenolickych latek v bylinnych matricich. Podkapitola 2.3. je v€novana souCasnym trendiim
v kapalinové chromatografii. Informace, v ni uvedené, jsou zajimavé, ale nejsou dény do
souvislosti s analyzovanymi typy matric a davaji pouze obecnou informaci. Kapitola ¢.3,
ktera se zabyva LC/MS by si zaslouzila mnohem obséhlejsi zpracovani.

Chybi souhrnné predstaveni nasledujici experimentdlni ¢asti a definice hlavnich cila
disertaéni prace.

3. Jednotlivé experimenty

Experimentalni ¢ast méd charakter 4 nezéavislych védeckych praci, ve kterych se
autorka zabyva degradaci katechinil v zeleném c¢aji (kapitola 5), zméné obsahu antokyant
v plodech bezu erného v zavislosti na zptsobu jejich konzervace (kapitola 6), zpisobem
extrakce volnych a vazanych fenolickych latek z je¢mene (kapitola 7) a vlivem tepelné Gpravy
lilku na obsah kyseliny chlorogenové. Dvé& z téchto praci (kapitoly 5 a 7) byly publikovany
v letech 2017 a 2018 v &asopise Food Chemistry (autorka je uvedena jako prvni autor a tieti
autor) a pro§ly ndroénym recenznim Fzenim. Proto neni tfeba detailné diskutovat odborné
aspekty téchto praci.



Kapitola ¢.6 Analyza antokyani v ¢erném bezu

Cilem tohoto experimentu bylo posoudit vliv konzervace (suSeni a mrazeni) plodd
bezu ¢erného na zmeénu obsahu antokyant a celkové antioxida¢ni kapacity. Zpracovani tohoto
tématu neni optimalni, pomé&rn¢ nepiehledné je i ¢lenéni samotné prace. Experimentalni ¢ast

obsahuje pouze vzorky a chemikalie. Ptiprava vzorkl a statistickd analyza zcela nelogicky
spada pod podkapitolu ptistroje a zatizeni.

Myslim, Ze by mohl byt experiment mnohem komplexnéjsi, kdyby byly v praci
uvedeny informace o podminkéch suseni a mrazeni vzorkd. Dale bych doporucila doplnit data
o vysledky obsahu antokyant v ptivodnich vzorcich plodu bezu cerného. Bylo by potom
mozné posoudit vliv konzervace na zménu obsahu antokyant v plodech bezu ¢erného.

Kapitola ¢. 8. Vliv tepelné upravy lilku na koncentraci kyseliny chlorogenové
Cilem tohoto experimentu bylo posoudit vliv riznych domacich technik vafeni na
zménu obsahu kyseliny chlorogenové v lilku.

Lilek v nativni form¢ obsahuje vysoky podil vody. Domnivam se, Ze naméfené
hodnoty jsou zkresleny tim, Ze se autorka nezabyvala obsahem susiny ve vzorcich a vysledky
takto nepfepocitala. Hodnoty jsou tak dle mého nézoru zatizeny velkou chybou a jeden ze
zaveéra, 7e ,kyselina chlorogenovd b&hem tepelné upravy (grilovani) vzrostla az o 91%*
povazuji v této souvislosti za zna¢n€ odvazny.

Formalni pfipominky prace

e Zkratky, které jsou vieobecn& znamé, neni tieba definovat (napt. USA, CR).

e Str. 18: Nazev kapitoly ¢.2 ,,Analytické metody pouzivané k charakterizaci flavonoidi“ je
nevhodné zvolen, protoze v podkapitoldch se autorka vénuje i dal$im fenolickym latkam.
Mnohem vystizn&j§i by byl obecnéj$i nazev ,Analytické metody pouzivané
k charakterizaci fenolickych latek®.

e Nastr. 35 je v textu chybné uveden odkaz na ¢islo tabulky.
e Doporucuji termin ,,bobule* nahradit terminem ,,plody bezu ¢erného*.
e Nastr. 56 a 58 jsou chybné¢ ¢islovany podkapitoly prace.

e Vkapitole ¢.7 je sledovéan vliv zplsobu extrakce vzorku je¢mene na obsah volnych a
vazanych fenolickych latek, ndzev ,,Vliv Upravy vzorku na obsah volnych a vazanych
latek v je¢meni* je matouci.

e Str. 67: Vétné spojeni ,,chromatogramy byly extrahovany* doporucuji nahradit terminem
,chromatogramy byly registrovany*.

o Str. 78: Tepelné upravy lilku (vafeni, grilovani apod.), maji vliv na vysledny obsah
kyseliny chlorogenové ve zkoumanych vzorcich lilku, nikoliv na jeji kvantitativni
stanoveni. Jde zde o nesprédvnou formulaci.



Otazky oponenta pro obhajobu

Pro¢ jste v tabulce €.1 vybrala pro popis chemickych a fyzikalnich vlastnosti pouze
tyto konkrétni fenolické latky, kdyz jste se ve svych dil¢ich experimentech vénovala i
jinym sloucenindm? (str. 17)

Pro¢ jste si v tabulce €.2 vybrala pro shrnuti extrakénich postupt fenolickych latek
pouze rostlinné drogy a jaké fenolické latky byly zjednotlivych matric
vyextrahovany? (str. 21)

V praci uvadite, Ze ¢aj je druhy nejvice konzumovany napoj na svété t&€sné za pitnou
vodou. Mizete toto své tvrzeni néjak citaéné dolozit? (str.29)

Existuje n&jaka bezpecna davka pro konzumaci zeleného Caje?
Jaké byly podminky suseni a mrazeni vzorkl plodi bezu ¢erného?

V tabulce ¢. 5 je uveden obsah susiny ve vzorcich plodu bezu erného. Zjist'ovala jste
obsah susiny i v analyzovanych (susenych a mrazenych) vzorcich?

V textu se na str. 52 zminyjete 1 o extrakei volnych i vazanych fenolickych latek. Byly
tyto latky opravdu ze vzorkl extrahovany? Pokud ano, tak jakym zptsobem a které?

Stanovovala jste obsah antokyant i v ptivodnich vzorcich plodu bezu Eerného?

Prosim o doplnéni bliz8ich informaci, které se tykaji tepelné Gipravy vzorka lilku. Lilek
obsahuje cca 90 % vody. Brala jste vuvahu ztratu vody b&hem téchto tepelnych
operaci?

Popiste prosim blize chromatogram (obr.30) na str. 80.

Zavér:

V ptedlozené praci bylo provedeno mnoho experimenti a shromazdéno velké

mnozstvi cennych a zajimavych dat. Je proto velka Skoda, Ze stejné peclivost a osobni zaujeti
nebyly vynaloZeny pii koncipovani vysledné disertacni prace. Konkrétni pfipominky jsou
uvedeny vySe. Domnivam se, Ze autorka se dostala do jisté asové tisné, a v budouci védecké
préci bych ji doporucila se podobnych nepfesnosti a chybnych formulaci vyvarovat.

I s pfihlédnutim k vySe uvedenym skutecnostem a vytkdm mam nicméné za to, ze

disertaéni prace akceptovatelné splituje podminky kladené na tento typ védecké prace.

Se zohlednénim vyse uvedeného, zejména publikaéni aktivity autorky, pfes veSkeré

zminéné vyhrady DOPORUCUII piedlozenou préaci piijmout k obhajob& a po zodpovézeni
viech dotazl a usp&$ném obhajeni navrhuji, aby Ing. Petfe Silarové BYL UDELEN
akademicky titul ,,doktor*, ve zkratce ,,Ph. D.*

V Brné dne 3. zati 2018 Ing. Sylvie Bélakova, Ph.D.



