POSUDEK OPONENTA DIPLOMOVE PRACE

Katedra: Katedra analytické chemie
Autor: Bc. Jan Kozic
Nazev prace: Identifikace metabolitd anthelmintik s vyuZitim UHPLC/MS/MS

Vedouci diplomové prace: Ing. Robert Jirdsko, Ph.D.

Oponent: Ing. Tomas Hajek, Ph.D.

Diplomova prace Bc. Jana Kozice se zabyva stanovenim ivermektinu jako zastupce
anthelmintik pomoci kapalinové chromatografie spojenou s hmotnostni detekci. Teoreticka
¢ast prace je systematicky rozdélena na tfi vétsi kapitoly, zabira celkem 41 stran a opira se
o Uctyhodnych 100 citovanych literarnich odkazl, predevsim ¢lankd publikovanych
v odbornych mezindrodnich ¢asopisech. V prvni mensi ¢asti se autor vénuje separacnim
metodam pouzivanych pfi analyze xenobiotik. V druhé ¢&asti jsou popsany dostupné
hmotnostni techniky, které slouZi pro urfovani struktury metaboliti a posledni ¢ast je
zamérena na vycet latek pouZivajicich se pfi |é¢bé parazitarnich onemocnéni (anthelmintik).
Teoreticka ¢ast podava ucelenou informaci k dané problematice, autor vystizné popisuje
nejnovéjsi iontové zdroje a analyzatory v hmotnostni spektrometrii a jednotlivé typy
anthelmintik. Nicméné nepokldddm za nutné rozebirat matematicky popis vysky

teoretického patra v kapalinové chromatografii.

Experimentalni ¢ast obsahuje pouzité pfistrojové vybaveni, chemikalie a postupy pfi
pfipravé vzork(. Dosaiené vysledky jsou diskutovdny na 15 stranach. Cast je vénovana
optimalizaci extrakce a detekci metabolitl. Obsahle a prehledné je zpracovana fragmentace
molekuly ivermektinu a jsou navrieny mozné fragmentacni schémata. Posledni kapitola se

vénuje uréeni struktury metabolitd ivermektinu ziskanych in vitro z hepatocytl potkana.

K formatovani diplomové prace bych mél nékolik vyhrad. Rozdéleni kapitol
a podkapitol az do Sesti Ciselnych hodnot (napf. 3.1.2.1.2.1.) je zbytecné a sniZuje orientaci
v diplomové praci. Ctivost je snizena neustalym rozdé&lovanim slov na konci fadku (i 15x na
stranku). Nékteré obrazky v Teoretické ¢asti nejsou vtextu citovany a tabulkdm
v Experimentalni ¢asti chybi Cislovani a popisky. Diskutované vysledky jsou misty chaotické.

Napf. na strané 63 (kapitola 5.2.) se objevuje metabolit M6. O co se jedn3, se ¢tenaf mlze



dozvédét aZz na strané 73 v kapitole 5.4. Seznam pouZité literatury je neobvykle aZ za

Seznamem zkratek a Prilohami.
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Dale mam k praci nasledujici pfipominky, dotazy a naméty pro diskusi:

V Experimentadlni ¢asti je uvedeno 5 extrakénich technik (str. 58). Byly na kazdé SPE
kolonce zkouSeny viechny extrakéni techniky? Na jakém zakladé byl vybran pro kaZdou
kolonku nejlepsi postup? Optimalizace extrakce pomoci SPE je také velice slabé popsana
ve Vysledkach a diskuzich.

Muze autor vysvétlit vétu: Dalsi 10uM standardni roztok IVM byl k ziskany ndhradou
7,5 ml H;0 inkubaénim médiem pro hepatocyty, ... (str. 59, ¢tvrty fadek shora).

V Experimentalni ¢asti jsou uvedeny podminky separace. Pro¢ zrovna tyto podminky?
Byla provedena optimalizace separace?

Eluéni ¢as ivermektinu By, je 15,7 minut. PouZity gradient mobilni faze nicméné konéi
v 15 minuté. Dochazi k eluci ivermektinu jesté v gradientu nebo aZ po jeho skonéeni?
Bude hrat roli zpoZdéni gradientu, popf. jaké je zpoidéni pouzitého UHPLC systému?
Jak vypada chromatogram standardu ivermektinu?

Podminky MS detekce jsou popsdny pouze v kapitole 4.3.4. UHPLC/MS merania.
Pfedpokladam, Ze tyto podminky odpovidaji detektoru spojeného s UHPLC systémem.
Jednalo se o iontovou past nebo QTOF? Nastaveni druhého hmotnostniho
spektrometru neni nikde popsano.

Na Obr. 8.8 urcité nejsou TIC chromatogramy, jak se uvadi v popisku (str. 91).

Pro¢ nejsou na Zadnych chromatogramech uvedeny metabolity M1-M5, M7 a M9?
V oblasti retenénich ¢ast metaboliti M1-M4 (5,6-7,2 minuty) nejsou patrné zadné piky.

Byla citlivost detekce dostateéna?

Zavérem mohu konstatovat, Ze i pfes tyto nedostatky bylo spInéno zadani diplomové

prace. Autor prokazal tvirci schopnost a pfindasi zajimavé vysledky v oblasti [éCiv. Doporuduji

tuto diplomovou praci k obhajobé a hodnotim znamkou

Vyborné minus
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