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Metoda ITP-CZE v dvoukolonovém uspofadani pro stanoveni péti fenolickych kyselin
a kvercitrinu v extraktu z roslinné drogy. Touto metodou bylo dosazeno velmi dobrych
LOD - v desitkach ng/ml.

Vyvinutd metoda je velice citliva a selektivni, avSak v porovnani s klasickou CZE je
dvoukolonové4 kombinace ITP a CZE velmi naro¢na jak na instrumentaci, tak zejména na
analytika. Proces neni pfili§ robustni a ani vhodny pro rutinni analyzu. Velice naro¢ny je
zejména prevod analytl preseparacni kolony do analytické kolony.

Metoda CZE s vyuzitim techniky zakoncentrovani analyti z velkého objemu s pfepinanim
polarity (LVSS-CZE) v jedné kapilate pro analyzu ¢ty fenolickych kyselin a ¢tyf
flavonoidi v methanolickém extraktu

Vypracovana metoda prekoncentrace pomoci LVSS je charakterizovana dobrou
opakovatelnosti, vybornym rozliSenim a velmi uspokojivymi limity detekce

a kvantifikace. Limity detekce obstoji i ve srovnani s limity chromatogafickych metod.
Tato metoda je navic nendrocnd a mize byt provadéna na komeréné dostupném zatizeni
bez nutnosti slozité tipravy vzorku. Metoda se miiZe se stat vhodnou alternativou k dnes
pouzivanym chromatografickym metodam pro rutinni fytochemickou analyzu.

Kombinovanad metoda pfechodné isotachoforézy a kapilarni zonové elektroforézy (t-1TP-
CZE) v jednokolonovém uspotadani byla aplikovdna na analyzu sedmi fenolickych
kyselin v potravinovém dopliku.

Prezentovand metoda ptfechodné isotachoforézy - kapilarni zonové elektroforézy je
vhodna pro kvalitativni i pro kvantitativni analyzu polyfenolickych slozek v dopliicich



stravy a v rostlinném materialu. Prezentovana on-line prekoncentracni metoda (tITP-
CZE) ma ve srovnani s dfive publikovanou dvoukolonovou metodou fadu vyhod:
Jednokolonové provedeni miize byt realizovano na komeréné dostupném
elektroforetickém analyzatoru bez potfeby Upravy instrumentace. Dalsi obrovskou
prednosti je moznost automatizace procesu piechodné isotachoforézy. Pti srovnani CZE
bez zakoncentrovani bylo dosazeno pomoci tITP v priméru 70 nasobného
zakoncentrovani. Jeji uréitou nevyhodou je délka (30 min.) elektrokinetického
davkovani. Avsak kombinace pfechodné isotachoforézy s elektrokinetickym davkovanim,
znama jako ,,electrokinetic supercharging®, ma velky potencial pro jest¢ vétsi snizeni
detekénich limiti s kratsi dobou analyzy.

V casti 6. Polyfenolické latky jsou uvedeny jejich vlastnosti a vlastnosti rostlinnych drog, které je
obsahuji.

Vysledky publikoval autor ve formé tii ¢lanka v odbornych ¢asopisech s vyssim IF, formou 7
postertl (plakatovych sdéleni) a 2 prednaSek na konferencich.

V ramci doktorského studia vypracoval autor jesté nékolik metod vyuzitelnych pro stanoveni
1é¢ivych latek v 1é¢ivych ptripravceich, jak napt.:
Kapilarni zénova elektroforéza (CZE) diosminu a hesperidinu.

MEKC [é€iv pouzivanych k symptomatické 1€€bé pii chiipce a nachlazeni. Byla studovana l1é¢iva
paracetamol, kyselina askorbova, fenylefrin, kofein a terpin.

MEKC Ié¢iva pantothenanu vapenatého a doprovodnych antimikrobnich pfisad — methylparabenu
a propylparabenu .

Vsechny publikované prace jsou ptilozeny k piedkladané disertacni praci a jsou jeji soucasti.

Rozsah prace - 183 stran, 12 tabulek a 42 obrazka a 150 odkazi - je pfiméfeny.
Ptipominky:

a) Cast 4. , Elektromigraéni separaéni metody* je pomérné obecna a dlouha, i kdyz pékné
zpracovana. Vyrazné by bylo mozno zkratit pfili§ teoretické a obecné ¢asti na str. 19 — 54.

Napt. ¢ast 4.5.2 Kapilarni isotachoforéza je pfili§ detailni.
Cast 4, str. 20

»Separacni techniky mizeme rozdélit podle zpiisobu separace do dvou velkych podskupin. Jedna
se o metody, které vyuzivaji nestejné distribuce jednotlivych slozek smési mezi dvé faze — toto je



principem kapalinové chromatografie (liquid chromatography; LC) a techniky zalozené na rizné
rychlosti pohybu jednotlivych slozek v téze fazi, coz je podstatou elektromigracnich metod.*

Nesouhlasim se Zluté zvyraznénym tvrzenim. Zname i dal$i chromatografické techniky a metody.

b) Validace 9.5, 10.5.1, 10.5.2, 11.6 — nazev téchto ¢asti by mél byt spiSe Ovéfeni vybranych
parametrit vyvinutych metod.

Ve smyslu smérnice ICH Q2(R1) (International Conference on Harmonization, Quality) by
pozornost méla byt vénovana parametrim: presnost, linearita, rozsah, spravnost, detekéni a
kvantitativni limit, (korekéni odezvovy faktor), selektivita, robustnost.

9.5.1 — Kalibra¢ni zavislost — nazev této ¢asti by mél byt spise linearita (oblast linearity).
9.5.2 - Opakovatelnost metody

Provedeno 6 analyz vzorku v pribéhu jednoho dne. Kolik analytikti provadélo analyzu a kolik
bylo vyuzito pfistroji?

¢) Sjednoceni nazvoslovi:

Napt. ucinna latka, str. 130, odst. 1. a 3. Oznaceni je spise slangové, i kdyz ¢asto pouzivané.

d) Drobné preklepy, napft.:

- chyba v ¢eském nazvu CIEF (str. 14)

- CMC, chyba v angl. nazvu (str.14)

- MEKC, chyba v angl. nazvu (str.15)

- SDS-PAGE, chyba v angl. nazvu (str.16). Oznaceni je napf. na str. 21 spravné.

- chyby v interpunkci: str. 21, 1. fadek, str. 30, odstavec 4.2.3.2, str. 60, 2. a 3 fadek, odst. 5.2.1.2,
str. 60 ad.

- Vyraz species (str. 45 ad.) patii podle mého nazoru do jiného typu odborné literatury, nékolikrat
se opakujici vyraz ,,balik napt. analytt, zon atd. (str. 96, 97, 99 ad.) rovnéz. Prace je sepsana
jazykem, ktery spiSe odpovida beletrii. Text by si v fad€ ptipadl zaslouZzil ur¢itou korekturu

a urcité ,,zhutnéni‘,



Otazky:

1) Jaké jsou oblasti preferen¢niho vyuziti elektromigra¢nich separa¢nich metod
ve farmaceutické analyze?

2) Co brani jejich vétsimu rozsifeni v oblasti farmaceutické analyzy, piipadné implementaci
do lIékopisnych ¢lank.

3) Jakou budoucnost piisuzujete kapilarni elektrochromatografii?

4) Mohou byt elektromigra¢ni separacni metody konkurentem iontové (iontové vymeénné)
chromatografie?

Elektromigracni separa¢ni metody jsou v oblasti farmaceutické analyzy a kontroly nepravem
opomijeny, pfestoze maji v fad¢ pripadl znacné vyhody oproti jinym separa¢nim technikdm
a metodam, jako napi. HPLC. Autor navazuje na tradice, které tyto metody maji v Ceskych
zemich a na Slovensku, a svou praci pfinasi cenné informace o jejich dal$im rozvoji a
moznostech jejich praktického vyuziti pti analyze 1é¢ivych latek a piipravki.

Ptes vySe uvedené pfipominky, které maji vétSinou formalni charakter, povazuji pfedlozenou
praci za velice kvalitni jak po strance teoretické, tak po strance praktické. Autor pfii jeji realizaci
prokazal schopnost samostatné védecké prace, tvaréi piistup k feseni, dobré teoretické znalosti a
velkou zru¢nost.

Z vyse uvedenych diivodi doporucuji jeho doktorskou disertacni préaci k obhajobé a dal§imu
tizeni podle zdkona o VS k udéleni titulu Ph.D.



