POSUDEK DISERTACN{ PRACE

Petra HoldSvendova:

Vyuziti monolitickych kolon v kapilarni kapalinové chromatografii

Disertacni prace Petry HoldSvendové je vénovana pfipravé a vyuziti
methakrylatovych monolitickych kolon. Hlavnim cilem bylo otestovat moznosti piipravy
butylmethakrylatovych kolon pfi iniciaci polymerace chemickou reakci a srovnat je
s kolonami, u nichz byla polymerace iniciovéna termicky. V dalSich experimentech se pak
uchazecka vénovala ptipravé kolon pro specifické aplikace, jako je separace oligonukleotida
nebo derivati cyklenu.

V Gvodni ¢asti disertacni prace je Ctendi seznamen s historii a souasnym vyuzitim
monolitickych kolon v chromatografickych metodach, metodami jejich piipravy a nékterymi
aplikacemi. Literatura relevantni k dané problematice je fadné citovana, cile prace jsou
pfesné¢ definovany. V experimentalni ¢asti je dostatek udaji pro ptipadné opakovani
experimentll, nazvy pouzitych monomert jsou doplnény strukturnimi vzorci. Drobnou
chybou jsou vSak nespravné uvedené¢ vzorce 3-(trimethoxysilyl)propyl methakrylatu a
(2-hydroxy)ethyl methakrylatu na str. 17-18. Vysledky jsou sepsany piehledné a jsou vhodné
ilustrovany tabulkami a obrazky. Predstavuji kvalitni védeckou praci, kterd pfispiva
k poznani v oboru. Vyznamnym uspéchem jsou kolony na bazi HMMAA a MAPDS
monoliti pro separace oligonukleotidii. Zavérecnd kapitola pak nejen shrnuje dosazené
vysledky, ale zaroven kriticky hodnoti piednosti a nedostatky kapilarnich monolitickych

kolon v ramci souc¢asné HPLC.

K praci mam jen nékolik dotazli, poznamek a piipominek:

1. Butylmethakrylatové kolony mély vétSinou lepsi separacni vlastnosti pfi zapojeni
v opacném sméru, nez v jakém byly plnény. Jaké je pro toto pozorovani vysvétleni? Souvisi
to s morfologii stacionarni faze? Pokousela se uchazecka charakterizovat morfologii

vzniklych monolitl, napt. elektronovou mikroskopii?

2.V praci uchazecka srovnava piipravené monolitické kolony s “komer¢nimi kolonami C18*
(str.37, 40), ptipadné ,,béZnymi komerc¢nimi kolonami” (str.40). Mysli se tim monolitické,

nebo napliové kolony?

3. Bylo zjisténo, Ze kolony pfipravené polymeraci iniciovanou chemickou reakei maji velmi
podobné vlastnosti jako kolony polymerované termicky. Vyhodou byla nizsi hodnota HETP,

nevyhodou naopak horsi reprodukovatelnost ptipravy téchto kolon. Jako jeden z divodu je



uvedena nestabilni teplota v laboratoti. Byly ¢inény pokusy zlepsit reprodukovatelnost
ptipravy kontrolou teploty, napt. pouZitim béZného termostatu pro HPLC?

4. Pro separaci oligonukleotidi byly navrzeny a ptipraveny kolony na bazi DEAEM,
DMAEM a kopolymery BMA/DEAEM, avsak vysledky nebyly uspokojivé. Jak by se
chovaly oligonukleotidy na osvéd€enych butylmethakrylatovych kolonach popsanych
v predchozi kapitole? Lze o¢ekéavat déleni analytti?

5. Optimalizace separace oligonukleotidli na kolonich HMMAA je dokumentovana obrazky
11 a12. Naobr.11 (Kolona3) je intenzita signalu 200 mV, tj., podstatné vice nez na ostatnich
obrazcich. Nejvétsi rozdil je ve srovnani s obr.12 (Kolona3). Cim je dan tento rozdil? Pokud
bylo davkovano rizné mnozstvi vzorku, neovlivnilo se tim rozliSeni? (Pozn.: Intenzity na

osach “y” by bylo vhodné ptepocitat na absorbancni jednotky.)
6. Prosim o vysvétleni pojmi “sféricka selektivita” (str.29) a “zbotené piky” (str.58).

Po jazykové strance odpovida disertacni prace standardiim védeckych publikaci, ve
vyjimecnych ptipadech se vSak autorka neubranila pfili§ subjektivnimu hodnoceni vysledkti —
viz. str.56 - “..skvéla reprodukovatelnost ... jsou fantastické”.

Popisky obrazk by je mohly piesnéji vystihovat (obr.9 nese nazev “Zéakladni struktura
oligonukleotidu”, ale spiSe zobrazuje konkrétni molekulu d(ApCpGpT); obr. 11-13, 15-16,

18-22 jsou nazvany “Separace...”, zobrazuji vSak chromatogramy).

Zaveérem bych rad upozornil na to, Ze problematika diskutovana v této disertacni praci
je tématem dvou ¢lankii v renomovanych odbornych €asopisech, u nichz je uchazecka prvnim
autorem. Vysledky experimentli byly prezentovany na nékolika mezindrodnich i domacich
konferencich. Prace jiz tedy uspésné prosla nezavislym oponentnim fizenim. Mohu
konstatovat, ze Petra HoldSvendova dostate¢né prokazala pfipravenost k samostatné védecké

¢innosti a disertacni praci pln¢ doporucuji prijmout k obhajobé.
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