Posudek oponenta Ing. Petra Cesly, Ph.D. na diplomovou préaci Be. Zuzany Koukalové

JEDNOROZMERNA A DVOUROZMERNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
S VYUZITIM POVRCHOVE POREZNICH NAPLNI KOLON

V zévéretné kvalifikacni prici predkladané k obhajobé se diplomantka zaméfuje na studium
nékterych aspektl spojenych s moznym pouzitim kolon pro kapalinovou chromatografii plnénych
povrchov€ poréznimi Casticemi v systému s obrdcenymi fazemi a p¥i chromatografii hydrofilnich
interakci. Pfi svych studiich hodnotila vybrané kratké kolony uréené pro rychlé separace v druhé
dimenzi dvourozmérného systému z hlediska twCinnosti, retenénich dat, prib&hu gradientu,
rozpousStédla a objemu vzorku davkovaného na kolonu. Jako modelovy systém analyti byly zvoleny
smési alkylbenzent, fenolickych kyselin a flavonoidnich latek. Studované aspekty predstavuji
klicové problémy pfi realizaci dvourozmérnych separaci v kombinaci HILIC x RP (nebo
RP x HILIC) a ziskana data jsou po védecké strance velice cenna s ohledem na realizaci téchto
separaci.

Prace samotna je velice obsahld, obsahuje 91 Eislovanych stran a dale 54 stran tabulek a 48 stran
obrazki v prilohach. Rozsahem je tedy vice nez nadprimérna. Pii pripravé obdobného textu je viak
potfeba dbat nejen na samotny obsah, ale nemalou mérou také na piehlednost a kvalitu zpracovani.
Tady se zifejm& projevily autorCiny mensi zkuSenosti. Misty se vtextu obtizn& orientuje,
vyhledévani v tabulkdch a obrazcich podle sloucenin komplikuje jejich anotace &isly, kterd jsou
v tabulce v experimentalni ¢asti a podobné. Prehlednosti prace by napfiklad vyznamné prospéla uz
takova malickost, jako je rozd€leni prilohy na nékolik samostatnych &asti podle pouzitych kolon.
V textu price se také objevuje fada preklept a drobnych chyb. Namatkou zde uvadim pouze nékolik
z nich — str. 17, silikagel uvedeny s nulou misto O; str. 20, popisek u obr. 7C a D je ptehozeny; str.
30 dole, ,reptodukovatelnosti*; str. 31 ,,selektovitu; str. 39 dole ,,polycyklycké uhlovodiky*; str.
44, 2. odstavec, ,,automatickeho davkovace™; str. 57 dole, ,jrovnic*; str. 71, 2. odstavec, ,,Po
odeCneni mrtvého Casu®; str. 82, 3. odstavec dole, ,,aniz by byla doslo®. Na druhou stranu bych rad
vyzdvihl vyCerpévajici piehled vSech skutecnosti podstatnych pro pochopeni diplomové prace
shrnutych v teoretické ¢asti a obdobné zpracovani experimentalni a diskusni &asti diplomové préce.
Daéle uvadim nékteré zasadng&jsi pripominky k obsahu préce:

e Na str. 12 jsou uvadény terminy ,kapacitni pomér* a ,kapacitni faktor. TUPAC
doporucuje pouziti terminu ,,retencni faktor®.

e Prvni a druhy vyraz pro pikovou kapacitu (str. 15, rovnice 12) se nemohou rovnat,
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e Diplomantka na nékolika mistech vtextu spravné uvadi nutnost pouziti vysoké
frekvence sbéru dat pfi rychlych separacich. Proto bych ogekaval uvedeni této hodnoty

v experimentaln{ Casti. Jaka byla frekvence zdznamu dat pfi méfeni Sitky piku uracilu pfi

stanoveni mimokolonovych pfispévki (str. 54, 55)? Pro Sitku wos = 0,01 ml a pritok

3 ml/min se jedna o Sitku piku pfi zdkladn€ cca 0,3 s; pro zdznam pfi 20 Hz by bylo

naméfeno pouze Sest bodl pres pik.

gl

e Vtextu se asto operuje sterminem koreladni koeficient R%. Spravny termin je vsak
koeficient determinace.



e Str. 61 dole — popis HILIC médu je mylny, plati, Ze s vyssi koncentraci acetonitrilu a
tudiZ s niz8i koncentraci vody retence polarnich latek obecné roste.

e Na str. 62 je uvadéno, Ze tabulky P19 a P20 a obrazky P20 a P21 obsahuji zavislosti
log k vs. @ucy, nebo log @4cn. U uvedenych obrazkl je vSak v popisu ¢po, resp. log
@uzo- Co je spravné?

e Str. 64, prvni odstavec uvadi retencni Cas naringeninu 0,82 min, v obr. P26 vsak eluuje
pti cca 0,1 min. V priloze je navic obrdzek separace mylné oznacen také jako P25.

e Na str. 66 je popisovana separace fenolickych kyselin na koloné Fenyl-Hexyl
s gradientovou eluci (obr. P34, tabulka P32). Posledni latka na zdznamu eluuje
v 3,3 min, zatimco tabulka uvadi ¢asy pouze do 2 min. Navic podle popisu separace
koeluuje dvojice kyselin p-kumarovd/salicylova, ale vtextu je uvadéna dvojice
salicylovéa/chlorogenova.

e U vSech zdznami separaci je y-ova osa oznacena jako Intenzita. P¥itom se jedna zjevné
o absorbanci.

e Str. 71, druhy odstavec — u koeluci je epikatechin uveden dvakrét.

e Vseznamu literatury je uveden stejny odkaz 34 a 52 sjinym zdrojem. Ktery ndzev
¢asopisu je spravne?

e Poné¢kud nelogicky pilisobi koncept experimentli — vlivy davkovani jsou studovany
pouze pro dvé kolony, symetrie pikd pouze u jedné. Ohromné mnozstvi
experimentdlnich dat ziskanych v diplomové praci si pfimo fika o aplikaci vicerozmérné
statistické analyzy.

Ke stimulaci diskuse nad diplomovou praci v ramci jeji obhajoby bych rad vznesl n&kolik
dotaz(:

o Jaké vysvétleni ma diplomantka pro rlizné hodnoty mimokolonovych pFispévki
a zpozdéni gradientu s priitokem mobilni fdze? Jednd se o veliiny charakterizujici dany
chromatograficky systém, které by mély byt nezdvislé na objemovém pritoku mobilni
faze.

o Jak si Ize vysvétlit vyrazné vyssi obsah kyseliny galové pfi analyze na koloné Ascentis
Express ES-CN a Raptor Biphenyl a na obr. P84 a P85? Jednalo se o stejny vzorek Caje?

e Jaky smysl mé porovnani kolon pomoci selektivitniho koeficientu (tabulky P63 a P64),
kdyz pro dvourozmérnou separaci byly kolony aplikovany v kombinaci s monolitickou
kolonou BIGDMA?

e Cim si vysvétlujete zménu retenéniho Easu/pofadi eluce v druhé dimenzi na obr. P88 a
P89 u nékterych latek (napt. 20/26; 2/5; 25/15)?

Zaverem konstatuji, Ze vySe uvedené pfipominky pfevazné drobného charakteru jsou vyvéazeny
rozsahem piedkladané diplomové prace a mnozstvim provedenych experimentd. Praci doporuduji
k obhajob¢ a hodnotim znamkou
s
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