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Disertacni prace Ing. JaneCkové se zabyva vyvojem metod pro stanoveni
vybranych latek (aminokyselin s rozvétvenym fetézcem, vitaminl skupiny B,
ethanolaminli, vybranych antidiabetik a formaldehydu) pomoci
izotachoforézy (ITP). V ramci teoretické Casti se autorka popisné a pfehledné
vénovala tématu biologicky aktivnich latek, jejich vyznamu a vyuziti. Dale
zpracovala reSerSi na téma ITP stanoveni zminénych sloucenin (vCetné
pfehlednych tabulek se skoro 100 odkazy na plvodni literarni zdroje).
V ramci Casti vysledkd pak autorka komentuje dosazené vysledky, konverzi
aminokyselin na hydroxykyseliny, optimalizaci stanoveni aminokyselin,
vitaminl skupiny B, ethanolaminl, antidiabetik a formaldehydu. Kazda
z téchto Casti je uzavrena validaci optimalizované metody a analyzou reédlnych
vzorkd. Ing. Janeckova je prvni autorkou dvou publikaci v ¢asopisech
s impakt faktorem (IF 1,5), které jiZz proSly pfisnym oponentskym Fizenim.

Z prezentovanych vysledkd v ramci disertaéni prace bych rad vyzdvihnul:

» autor¢ino zvladnuti techniky dvoukolonové izotachoforézy, které oproti
plné automatizovanym pfistrojim, rozhodné vyZzaduje dostate¢nou
trpélivost a zrucnost,

e zaméfeni prace na praktické problémy (vyvoj metod pro stanoveni latek
v redlnych vzorcich),

« doslova ukazkové provedeni izotachoforézy vitamin( skupiny B's pouzitim
vodivostniho a spektrofotometrického detektoru (str. 106, obrazek 24).

Z formalniho pohledu je prace psana dobfe s minimem preklepd. Kpraci

mam nésledujici pfipominky:

» Teoreticka Cast pojednavajici o biologicky aktivnich latkach (kap. 1.1) mi
prijde pfiliS uCebnicova, urCité by ji sluSelo pfidat néjaky nadhled na
danou problematiku, zajimavost (zejména kapitole o aminokyselinach).

» Vteoretické ¢asti mi chybi alespon zminka o teorii izotachoforézy, resp. o
dvoukolonovém usporadani, které autorka v experimentalni ¢asti pouziva.
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V tabulce 11, str. 65, je uveden seznam pouZzitych chemikalii s vyrobcem
bez uvedeni Cistoty (nebo katalogového Cisla). JelikoZ je Cistota chemikalii
pomérné zasadni pro ITP, byla by tato informace urcité pfinosem.

Nékteré obrazky v praci jsou uvedeny v anglickém jazyce (napf. obr. 23,
str. 105) zatimco jazykem préace je CeStina.

Uvedené vytky nicméné nesnizuji celkovou kvalitu disertacni prace.

V ramci diskuse bych se autorky rad zeptal na nasledujici dotazy:

MuizZete okomentovat vysledky stanoveni aminokyselin ve vzorcich
doplik( stravy (tabulka 12, str. 81)? Napf. koncentrace valinu vLiquid
Orange Flavour byla stanovena na 170,0, resp. 177,1 mg/20 ml, zatimco
vyrobcem byl deklarovan obsah 200 mg/20 ml.

Mate vysvétleni (hypotézu) pro€ je stanoveny obsah taurinu, tabulka 15,
str. 98, niZsi nez deklaruje vyrobce?

V ramci kalibrace kyseliny listové (str. 106) byly pfipraveny roztoky o
koncentracich 10,2; 27,8; 55,5; 101,0; 202,0 a 404,0 pmol/l, coZ jsou
feknéme méné typické hodnoty. MizZete osvétlit divod pro takto zvolené
koncentra¢ni hladiny?

Na obrazku 32, str. 129, je uvedena separace vybranych biguanidl
s pouzitim spektrofotometrické detekce. Bylo by teoreticky mozné néjak
upravit ITP systém a detektovat oddélené zény metforminu, buforminu a
fenforminu s pouzitim detekce pfi 230 nm?

Zavérem si dovolim shrnout, Ze uvedena prace jednoznaCné spliuje
poZadavky kladené na disertani prace v daném oboru, Ing. Michaela
JaneCkova Ffadné prokazala své tviréi schopnosti, a proto praci doporucuji
k obhajobé.

V Olomouci dne 1. ¢ervence 2020

doc. RNDr. Jan Petr, Ph.D.
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V4 VYSOKA SKOLA CHEMIiCKO-TECHNOLOGICKA V PRAZE
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pFipravkl a dopliikd stravy
Autor: Ing. Michaela Janeckova

Isotachoforesa, jejiz teoretické zaklady byly poloZeny Friedrichem Kohlrauschem
koncem 19. stoleti, se na scéné chemické analyzy v kapilarnim uspofadani objevila az poatkem
Sedesatych let minulého stoleti. Hlavnim ddvodem pro vice nez pll stoleti dlouhé zpoZdéni
praktického vyuZiti této techniky bylo to, Ze do té doby nebyly k dispozici materialy nutné pro
konstrukci analyzatoru. V pribéhu Sedesatych let se vyvoje ujalo nékolik pracovist v zemich,
ve kterych byla v té dobé rozvinuta elektrochemie, jako bylo Svédsko, Holandsko, Japonsko a
také Ceskoslovensko. A Ceskoslovensti védci zasadnim zplsobem pfispéli k rozvoji této
techniky, jak po strance teoretické, tak i praktické. Touto technikou ajeji aplikaci v chemické
analyze, zejména potravin, se vénuji jiZz témér 40 let. Je pro mne vZdy potéSenim, kdyZ se do
mych rukou dostane védecka prace pojednavajici o kapilarni isotachoforese. A to je pravé
pfipad disertacni prace “lzotachoforetické stanoveni biologicky aktivnich latek - analyza
IéCivych pFipravk( a doplik( stravy" Ing. Michaely Janeckové, ktera byla vypracovana na
Katedre analytické chemie University Pardubice.

Predkladana disertaCni prace je rozdélena na teoretickou a experimentalni ¢ast a je
¢lenéna v souladu s formalnimi nalezitostmi pro zavérecné prace University Pardubice. Prace
obsahuje celkem 159 ¢islovanych stran, 35 obrazk(, 39 graf(, 20 tabulek a erpé z tctyhodnych
287 literarnich pramend.

V teoretické Casti je podan struc¢ny prehled vybranych biologicky aktivnich latek,
jmenovité aminokyselin a jejich derivatl, peptidi a bilkovin, mastnych kyselin a lipidd,
sacharid(l, vitamind, organickych kyselin a nukleovych kyselin. Tato ¢ast vSak neobsahuje
Zadné informace o moznostech stanoveni téchto latek kapilarni isotachoforesou (cITP), jak je
uvedeno v thesich disertacni prace. Obsahuje pouze tabulku s prehledem aplikaci cITP pro
analyzy vybranych bioaktivnich latek bez jakéhokoliv komentare. Literarni pfehled metod cITP
pro vybrané analyty je uveden aZ v kapitole vysledky a diskuse, coZz pro mne bylo velkym
pfekvapenim. Takovéto uspofadani prace je hodné netradi¢ni a podle mého nazoru i nepraktické
- Ctenar je nucen neustale listovat mezi kapitolou v teoretické Casti a ¢asti diskuse vysledk.
Nicméné informace potfebné jako Gvod do problematiky analyzy vybranych bioaktivnich latek
jsou v praci k nalezeni. Co v3ak postrddam, jsou alespoii zakladni informace o cITP, tj. principu
metody, instrumentaci a aspektech praktickych aplikaci této metody v chemické analyze véetné
zasad pro validaci analytickych metod.

PFi nahlédnuti do obsahu (str. 18) této disertacni prace Ctenar sudivem zjisti, Ze
experimentalni ¢ast ma jen tfi strany! Tato obsahuje jen tabulku s pouzitymi chemikaliemi a
kapitolku o pouzitych pfistrojich. Popis vyvinutych isotachoforetickych metodik, pfipravy
roztok(ll pro kalibrace, postup Gpravu vzork({ a rozpis experimentll jsou uvedeny az v kapitole
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Vysledky a diskuse! V této ,,universalni kapitoledise tak misi teoreticka ¢ast s experimentalni a
ziskanymi vysledky vcetné jejich diskuse. Velmi netradicni.

Musim vsak konstatovat, Ze tato kapitola obsahuje velké mnoZstvi vysledku, které jsou
pomérné podrobné diskutovany a ucinény zaveéry pro praktické vyuziti vyvijenych cITP metod.

K predloZené disertacni praci mam nasledujici formalni a vécné pfipominky a dotazy,
které mohou byt i namétem pro védeckou rozpravu pfi obhajobé prace.

Formalni:

Z Obréazek le: chybny strukturni vzorec adrenalinu

V Str. 36: misto ...Kyselina dokohexaenova ma byt Kyselina dokosahexaenova

Z Str. 43: misto ...za vzniku roodopS$inu... ma byt.. .za vzniku rodopsinu...

Z Str. 48: odkaz na literarni zdroj, ktery v seznamu literatury chybi [48]

V Tabulka 3, predposledni Fadek na str. 56: misto 1 mMMMES mé byt zfejmé 10 mMMMES

Z Tabulka 9, posledni fadek: ve sloupci ,,rezim4ichybi aniontovy

Z Str. 68: Pohyblivost neutralnich aminokyselin je v rozmezi pH 3 - 10 nizkd, nikoliv obecné

vSech jak je uvedeno v textu

V Str. 95 namisto vyrazu ,kyselé vodiky4l pouzivat termin ,,hydroxonium4} nebo
»hydroxoniovy kation4}

V Tabulka 15,1. sloupec: chybi r ve slové taurin

V Str. 99: vyraz ,,..nejoptimalngjsi" }c nespravny, stalijen ,,optimalni4t

Z Graf 19 a 20: Spatné Citelné (odlisitelné) zavislosti pro jednotlivé vitaminy

Z pribézné v textu: misto kalibraéni kfivka je lepsi pouzit kalibraénipfimka

Z pribézné v textu: namisto ,,parametry metody™ je vhodnéjsi pouzivat vyraz ,,charakteristiky
metody4!

Z Tabulka 16 a 17: chybi hodnoty koeficientu determinace

Z Kapitola Zaver (str. 140): Druhd véta shora je nesrozumitelna, prosim pfeformulujte.

Z Str. 153: informace ziskané z wikipedie nejsou vhodnym zdrojem pro disertacni préaci

Veécné:

Z Str. 50 (av celé praci): vyraz ,,stanoveni obsahu nukleotidd.. je pleonasmus podobné jako
globalni pandemie Ci darek zdarma; vyraz stanoveni v sobé zahrnuje kvalitativni i
kvantitativni analyzu, takze sprdvné ma byt ,stanoveni nukleotidu..""

Z Tabulka 11: chybi Cistota pouZzitych chemikalii

Z Str. 67: objem separac€nich kapilar lze spocitat pfesné; predseparacni 160x0,8 mm ma objem
80 pl a analytickd 160x0,3mm mé& objem 11 pl.

Z Str. 67 (a dale v textu): zkratka RSH neni Relative Signal Height nybrZ Relative Step Height

Z Str. 69: kyselina valerova je dostatecné rozpustna pro pfipravu koncového elektrolytu (ca 3
g/100 ml), hydroxid se pFidava za Gcelem zvySeni vodivosti elektrolytu

Z Str. 70: V predposlednim odstavci se piSe, Ze byl pouZity standard 2-hydroxyisokapronové
kyseliny pro kalibraci, avSak tato latka neni uvedena v seznamu chemikalii? Byly pouZity i
dalsi standardy hydroxykyselin?

Z Str. 75 a dale v textu i obrazcich a grafech: pouZzivat vyraz ,,délka viny4imisto délka zény!
Zdnaje uvnitr kapilary, jeji délku neméfime

Z Str. 78: zde je uvedeno, cituji:...Octa/? byl pouZit namisto valeratu z ddvodd urychleni
analyzy vlivem vysSi mobility v elektrickém poli...-, zdména valerové za octovou v3ak
neurychli analyzu, prosim vysvétlete!

Z Obrazek 12: vina mezi dusitanem a valinem je neCistota z elektrolytd nebo produkt konverze
aminokyseliny?

«Z Str. 79: misto Linearita kalibracni zavislosti je lepsi vyraz Linearita



m6 Str. 80 a dale v textu: minimalni detektovatelnd vina v cITP analyze méa délku 1s,tj. LOD a
LOQ pak odpovida délce 3 s

mf Str. 80 (a dale v textu): opakovatelnost byla uréena tak, Ze byly pétkrat opakovany vsechny
operace metody (tj. pfiprava roztoku aminokyseliny 1 mmol/1, konverze na hydroxykyselinu,
fedéni a cITP analyza) nebo jen 5x opakovanou cITP analyzou jednoho roztoku
aminokyseliny?

S Str. 80 (a dale v textu): vytéznost (spravnost) se zjistuje bud metodou standardniho pfidavku
(v rozsahu 50 az 150 % néalezu ve vzorku) nebo analyzou referenéniho vzorku, nikoliv viak
analyzou standardu! Popsany postup je jen ovéfeni kalibrace a nijak nezohledfiuje matrici
vzorku!

of Podle jakého kritéria jste posuzovala to, Ze metoda v urcité charakteristice (opakovatelnost,
vytéznost, linearita) vyhovuje? Jakjisté vite, akceptovatelna presnost a spravnost (vytéznost)
zéavisi na koncentraci analytu. MiZete uvést akceptovatelné charakteristiky pro analyzy
uvedené v disertacni praci?

S Str. 83: vedouci elektrolyt o sloZeni 10 mM HCL + p-alanin do pH 2,4 (coZ je asi 6 mM) je
mimo pufraéni rozmezi P-alaninu, coZ je neobvyklé. V takovém pripadé mdze slozeni
vzorku ovlivfiovat cITP analyzu. Pro€ jste nepouZila jako protiion napfiklad glycin o pK
2,32?

m5 Graf 11: Kalibrani analyzy prolinu byly pocitany jako soucet obou vin nebo byla vybrana
jenom jedna? Byly délky obou vIn pro rlizné koncentrace ve stejném pomeéru?

V V textu celé vysledkové Casti: vysvétlete, proc jste pouZila rGzné hnaci proudy (250 az 400
pA) v pfedseparacni kapilafe pro stejny/podobny elektrolytovy systém? Napfiklad hnaci
proud 250 pA pro BCAA a 400 pA pro theanine a pfitom jsou analyzy stejné dlouhé (cf
Obr. 12 a Obr. 17)?

V Str. 97: Byl pomér délek vin 1T, 2T a 3T stejny pro rizné koncentrace taurinu nebo se ménil?

V Str. 97: Pro¢ byly navazky taurinu réizné a byl tak nutny prepocet?

V Str. 106 a dale: Jak byla urena plocha piku z UV zdaznamu analyzy vitaminu vzhledem k UV
absorpci vedouciho a koncového elektrolytu?

V Str. 110: na zakladé ¢eho byla uréena plocha piku 10 mAU*s pro LOQ? Jakéaje plocha piku
slepého stanoveni (misto vzorku davkovan koncovy elektrolyt)? LOD by mél byt roven
trojnasobku plochy piku slepého pokusu. Useky na ose Y Kkalibraénich rovnic pro
spektrofotometrické stanoveni vitamin( jsou i nasobné vyssi nez zvoleny LOD (viz. Tabulka
16 a 17)

S Graf28 a29: Pro¢ jsou uvedeny absolutni vysky viny ethanolamin( a nikoliv jejich RSH?

V Str. 135: vedouci elektrolyt HClI/histidin o pH 4,5 je mimo pufracni kapacitu, pro€ jste
nepouZilajiny protiion? Jaky by byl vhodny pro pH 4,5?

v

Dotazy:

S Vysvétlete vliv uhli¢itanu na isotachoforetickou separaci pfi vysokém pH elektrolytl a
uvedte zplsoby minimalizace tohoto vlivu.

V Na strané 103 uvadite, Ze pfi separaci vitaminu skupiny B byl pozorovan ,vynuceny
isotachoforetické systém*“, neboli inverze efektivni mobility. Vysvétlete, prosim, tento jev.

V Na zékladé jakych experimentl byl zvolen elektrolytovy systém HCl/beta-alanin (vedouci)
a octové/valerové/kapronova (koncovy)?

V Jak byste vyresila elektroforetickou analyzu vitamind skupiny B ve vzorcich s vysokym
obsahem sodiku?

S Str. 118: nizka elektroforeticka mobilita analytu nemdZze byt divodem pro volbu vedouciho
iontu. Vysvétlete, prosim toto tvrzeni?



Pres uvedené pripominky formalniho €i vécného razu pokladadm préaci Ing. Janeckové vcelku
za dobrou. Celkovy pfinos predkladané disertaCni prace spatfuji v tom, Ze pFispéla k rozsifeni
aplikaci kapilarni isotachoforesy v analyze dopliik( stravy, Iégivych ¢i kosmetickych pFipravkd
na obsah vybranych bioaktivnich latek. Zejména si cenim aplikace van Slykeovy reakce pro
analyzu aminokyselin metodou cITP, kterd byla autorkou zvefejnéna ve védeckém Casopise
jako dosud prvni publikace na toto téma. Tento postup nepochybné najde vyuziti v analyze
aminokyselin nejen v dopliicich stravy.

Zavérem mohu konstatovat, Ze Ing. Michaela JaneCkovéa podle 847, odst. 4, zdkona C.
111/1998 Sh., o vysokych Skolach prokazala schopnost a pfipravenost k samostatné ¢innosti
v oblasti vyzkumu a vyvoje. Je tedy mou milou povinnosti préci

doporucit k obhajobé.

V Praze dne 1. ¢ervence 2020

prof. Ing. FrantiSek Kvasnicka, CSc.



