Oponentsky posudek disertacni prace
Ing. Petra Janase

Analyza polarnich latek technikami HPLC v HILIC a RP mddech

Disertacni prace Ing. Petra Janase se zabyva studiem reten¢nich mechanismt a optimalizaci
separac¢nich podminek vybranych okruhti aplika¢né vyznamnych latek (fenolické kyseliny,
flavonoidy, nukleové baze a nukleosidy) v kapalinové chromatografii hydrofilnich interakci
(HILIC) a v systému reverznich fazi (RP). Byly charakterizovany ¢étyti komeréni silikagelové
kolony s navazanymi diolovymi a amidovymi skupinami a dale Ctyii silikagelové kolony
s navazanymi substituenty terminovanymi fenylovou skupinou, které byly syntetizovany ve
spolupracujici laboratofi v Toruni. Nejvyznamnéj$i okruhy problémi zahrnovaly studium
vlivu variace slozeni vodné-organické mobilni faze na retenci fenolickych kyselin a
flavonoidu s cilem lokalizovat pfechod mezi HILIC a RP mechanismy, aplikaci LSER modelu
pro fenolické kyseliny a flavonoidy, stanoveni adsorpcnich isoterem vody a studium a
modelovani gradientové eluce nukleosidt a nukleovych bazi.

Disertaéni prace je klasicky c¢lenéna a byla zpracovana v rozsahu 82 stran, doplnénych
separaty ¢ty souvisejicich ptivodnich praci.

Dale uvadim nékolik poznamek k diserta¢ni praci a z nich plynoucich otazek k autorovi:

Otazka k sekci 2.3.5 lontové kapaliny navdzané na silikagelu (str. 6): 1 kdyz prace s kolonami
s iontovymi kapalinami nebyla pfedmétem disertace, nesetkal se autor pfi reSersi s né¢jakou
studii vlivu vymény mezi aniontem iontové kapaliny a anionty z mobilni faze na retenci
analytl a stabilitu kolony?

Poznamka k sekci 5.1 Viiv sloZeni mobilni fdze na retenci nizkomolekularnich ldatek: V textu
(str. 35, £. 9) je zminka o tom, Ze retence aromatickych kyselin a flavonoidnich latek byly
méfeny téméf v plném rozsahu sloZzeni mobilni faze (2-98% obsahu vodného pufru).
V grafech na obr. 10 jsou vSak experimentalni body soustfedény do okrajovych oblasti slozeni
mobilni faze (v oblasti HILIC @m0 < 0.1, pfip. 0.2 a v oblasti RP @m0 > 0.7, ptip. 0.9).
Vychozi experimentalni sloZzeni mobilni faze pro proloZeni pomoci rov. 6 je tedy pomérné
hodné vzdaleno piedpokladané pozici minimalni retence (40—60% vodné slozky), coz podle
oponentova nazoru vnasi do vypoc¢tené hodnoty ¢min ur€itou nejistotu. Ma zde autor né&jaky
komentai? Na druhé strané je samoziejmé nutno respektovat, ze v okoli @min jsou retence
velmi nizké a pfesné experimentalni urceni retenéniho faktoru je tedy velmi obtizné, jak autor
zminuje na str. 38.

Poznamka k téze sekci: V textu (str. 36, f. 8) je zminéna koeluce deoxyguanosinu a cytosinu
na kolon¢ YMC-Triart Diol HILIC. Obrazek 12 spole¢né s vysvétlenim zkratek v obr. 8 ale
naznacuje, Ze ve skute¢nosti jde spiSe o koeluci deoxyguanosinu a cytidinu (?).

Otazka k téZe sekci: Co presné autor rozumi pojmem ,,0xy skupina“? V textu (str. 42, t. 7-10)
je uvedeno, Ze rutin a naringin oxy skupinu maji, zatimco eskulin a eskuletin nikoli; ma autor
na mysli kyslikovy atom mezi dvéma monosacharidovymi skelety?



Poznamka k téZe sekci: Na poslednich dvou #adcich str. 43 autor zminuje, Ze na amidové a
aminové koloné miiZe byt parametr d (rov. 12) zanedban, protoze zavislost log k na PACN je
linedrni. V Tab. 6 jsou ale pro vétSinu flavonoidd i na téchto dvou kolonach uvedeny
nenulové (a nezanedbatelné) hodnoty parametru d (?).

Poznémka ksekci 5.3 Gradientovd eluce nukleosidii a nukleovych bdzi a predikce
gradientovych retencnich objemir: Prvni véta této sekce (str. 48) zni: Gradientovou eluci se
vyrazn¢ snizila doba a u¢innost analyzy nukleosidi a nukleovych bazi. Predpokladam, Ze
ucinnost analyzy by se pouzitim gradientové eluce méla spiSe zvysit (?).

Otazka k Tabulkdm 3-6 (str. 70-75): Pro¢ jsou v Tab. 3 a 4 uvedeny hodnoty regresniho
rabatu D?, zatimco v Tab. 5 a 6 jsou hodnoty koeficientu determinace R27

Po formélni strance je disertace zpracovana peclive, i kdyZ na fadé mist se vyskytuji drobné
nepresnosti a vyznamové nejasnosti.

Vsechny vySe uvedené ptipominky jsou vsak vesmés technické povahy a nesniZuji vécnou
hodnotu predlozené prace, kterd piinasi mnoZstvi informaci o mechanismech retence
dileZitych skupin analytl na fadé komerénich i laboratorné pripravenych chromatografickych
kolon. O kvalit¢ disertaéni prace svédei i to, Ze &ast jejiho obsahu jiz byla publikovéna
v pfednich mezinarodnich oborovych ¢asopisech.

Zav€rem konstatuji, ze predloZena disertace podle mého nazoru prokazuje autorovu
zplsobilost k samostatné tviréi &innosti. Doporucuji proto, aby disertaéni préace Ing. Petra
Jandse byla pfijata k obhajobg.

V Brng dne 28. dubna 2017 M/L. Lol
dpc. RNDr. Michal Roth, Cch.
Ustav analytické chemie AV CR, v. v. i.
Veveii 97
602 00 Brno
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Aktualnost’ zvolenej témy:

PredloZena dizertatna praca spisand v ¢eskom jazyku dostatocne podrobne a
cielene sumarizuje teoretické poznatky, skusenosti a praktické vysledky doktoranda
7z vel'mi aktualnej oblasti §tudia retenéného mechanizmu v systémoch HILIC v HPLC
so zameranim sa na rozne ardznorodé moderné stacionarne fazy, fenylové
stacionarne fazy v RP mode, dudlny retenény mechanizmus HILIC/RP vratane
gradientovej eltcie. Autoreferat dizertatnej prace spisany v jazyku anglickom plne
koreluje s dizertatnou pracou a je reprezentativnym vyberom poznatkov, vysledkov

a zaverov dizertanta.

7volené metddy spracovania dizertaénej prace:

Metody vedeckej prace zodpovedaju sicasnym Standardom a vyuzivaju vel'mi
dobré technické, poznatkové a metodické moznosti pracoviska. Metodolégia prace
bola systematick4, aktudlna a néarona, pretoZe zahffiala viacero aspektov prace s
novymi typmi materidlov.

Dizertant Ing. Petr Janas vhodne kombinuje teoretické a metodologické

$tadium su¢asného stavu vo zvolenej oblasti



Modelové latky—analyty boli vyberané so skupin aromatickych karboxylovych

kyselin (12), derivatov kyseliny benzoovej (7), flavonoidov (17), nukleovych baz
anukleozidov (8). Spolu to bolo 44 latok, ktorych reten¢né spravanie sa bolo
skimané na 4 komerénych HILIC sorbentoch a4 fenylovych RP sorbentoch
(pripravenych na Katedre environmentdlnej chémie a bioanalytiky Univerzity
Mikuldga Kopernika, Torufi, Pol'sko) v kyslych vodno-acetonitrilovych mobilnych
fazach.
Po formalnej stranke je predloZena praca spracovana vel'mi starostlivo a prehl'adne
v klasickom ¢&leneni. V &asti Ciel’ prace (str. 23) su tieto definované jasne, realisticky
zpohladu splnitelnosti, logicky a premyslene. Diskusia vztahu vlastnych
dosiahnutych vysledkov a vysledkov publikovanych inymi autormi v oblasti HPLC -
HILIC, RP a interpretacie poznatkov o separaénych mechanizmoch je korektne
zaloZend na naStudovanej poznatkovej baze Ing. Petra Janase auplne zodpoveda
urovni sicasnych poznatkov.

V zavere doktorand skonstatoval, Ze na zaklade jeho vysledkov bola pre
$tudovanu skupinu solutov v HILIC méde dosiahnuta najvysSia separacnd selektivita
na TSKgel Amide-80 a najvyssia uéinnost’ na koléne LiChrospher 100Diol.

Pozitivne vnimam aj druhi &ast prace zameranu na vyuZitie fenylovych
sorbentov, kde sa dosiahli lepsie separaéné vlastnosti pre flavonoidy, atiez LSER
modely, ktoré uspes$ne vysvetluji povahu interakcii v $tudovanych systémoch.

Dizertant spravne sumarizuje a interpretuje dosiahnuté vysledky, ¢o vypoveda
o splneni vietkych definovanych ciel'ov dizertacnej prace.

Vybrané, hore uvedené problémy, s aktudlne, zaujimavé a zpohladu
dosiahnutych parametrov a vysledkov aj prinosné. V praci je Standardnym spdsobom
citovanych 149 povodnych vedeckych prac majicich priamy vztah k problematike
dizertacnej prace.

Autoreferat zavereénej prace predstavuje sprievodny text v anglickom jazyku
k vysledkom publikovanym v prvoautorstve (2) a spoluautorstve (2) v 4 pracach v 4
impaktovanych vedeckych &asopisoch, z toho 2 JCHA, 1 J. Sep. Sci, 1 Anal.Chim.
Acta, G0 je z mojho pohPadu plne a bez vyhrad akceptované. Dizertant tieZ
prezentoval vysledky formou 11 posterov na vedeckych a odbornych podujatiach
doma a v zahrani&i (3). Navyse jeho prace boli od roku 2013 citované bez autocitacii

19 krat.



Splnenie vyty&envch cielov:

Praca je spracovana velmi dobre a podrobne na 82 strandch textu sumarizujuceho
teoretické poznatky a praktické experimentalne vysledky doktoranda. Ciele prace (str.
23 -25) su definované dostatoéne podrobne, logicky a zaujimavo. Dosiahnuté
vysledky, ich diskusia a zavery prace plne koreSponduju so sicasnym stavom
poznania v §tudovanej oblasti zaujmu doktoranda a jeho pracoviska.

Ciele prace boli nepochybne a jednozna¢ne splnené v plnom rozsahu.

Vysledky prace s uvedenim prinosu novych poznatkov a pre d’alsi rozvoj vednej

discipliny:

Prezentované originalne vysledky prace predstavuji nepochybne teoreticky a
metodologicky prinos v oblasti analytickej chémie av zvlast' atraktivnej oblasti
poznania a pochopenia separécii $irokej skupiny réznorodych poléarnych latok a tiez
vyvoja, systematického Studia a optimalizovania HILIC a RP separatnych systémov

v HPLC s ciel'om ich néslednej aplikécie.

Ing. Petr Janas nepochybne a tplne splnil poziadavky definované komisiou na

zadatie konania.

K dizerta¢nej praci mam nasledujuce otazky:

1. Str.7,8,9, 41 azvySok prace- v sivislosti s pojmom ,,interakce*: Mohli
by ste definovat’ rozdiely medzi pojmami reakcia, interakcia, vdzba ? Aké
je klasifikovanie vizieb a interakcii z pohl'adu velkosti ich potencidlove;
viizbovej energie, smerovosti ich G¢inku, vplyvu zmien tlaku a teploty na
ich velkost a ich zastipenia v chromatografickych systémoch?

2. Str.23: Vyslovene filozofickou otéazkou je, ¢i ciefom ma a moZe byt
§tadium niedoho, alebo je to len prostriedok na dosiahnutie inak
definovaného ciel’a (spoznanie, pochopenie ...)? Aky je Va8 nazor?

3. Str. 32: Preco ste sa rozhodli zamerat’ sa prave a len na kyslé mobilné
fazy? Rad by som sa dozvedel trochu viac o tom aké bola logika tohto
vyberu ?

4. Str.38 ... “nizké hodnoty retenénich faktorti (k=0,1 a méné&) nebyly kvili
velké pravdépodobnosti experimentalni chyby ve vypoctech zahrnuty™.

Bolo by moZné pre §tidium v uvedenych oblastiach experimentalnych



podmienok vyuZit tenkovrstvovi chromatografiu? Su HILIC fazy
dostupné aj v plosnom formate?

5. Ako vnimate v &estine rozdiel medzi pojmami ,,mnozstvi, hmotnost,
objem*? Pytam sa kvoli tomu, Ze pre mnoZstvo uvadzate aj jednotky
hmotnosti aj objemu. Pritom pojem mnoZstvo je napriklad v slovencine
viazané hlavne na podet, anglické ,,amount™ sa pouziva aj na vyjadrenie
vztahu ku koncentracii (trace amount).

6. Str. 12 preklep ,,satcionarni” — stacionarni, str 38 experimenttalni,

Doktorand Ing. Petr Janas v predloZenej dizertatnej praci prezentuje znacny
rozsah hodnotnej experimentlnej prace, svoje vysledky diskutuje adekvatnym
spdsobom s konkrétnymi argumentmi, interpretuje ich v stlade so stavom poznania
a zaroveli ich velmi vhodnou prehladnou formou sprostredkovava vedeckej obci
(doktorandska praca, odborné publikécie).

Uvedené otazky neznizuju hodnotu prace a su skér nametom do diskusie.
Praca a jej autoreferat v plnej miere spifiaju po stranke obsahovej aj formalnej kritéria
kladené na dizertacni pracu.

Z uvedenych dovodov odporicam, aby predlozena praca bola prijata ako dizertacna
praca a zarovefi ju odporucam k obhajobe. Odporu¢am tieZ, aby po Uspesnej obhajobe

bola Ing. Petrovi Janasovi udelena akademicka hodnost’
_Philosophiae doctor“ - PhD

V Bratislave 12.05.2017

J ;;/22 lé‘/ g

prof. RNDr. Milan Hutta, CSc.



Posudek oponenta na disertacni praci Ing. Petra Janase nazvanou , Analyza poldrnich latek

technikami HPLC v HILIC a RP modech”

Pfedkladana disertadni prace zpracovava ldkavé téma analyzy v systémech reversni kapalinové

chromatografie (RPLC) a chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC).

Prace zahrnuje a komentuje vysledky uvedené ve Ctyfech publikacich, kde je disertant spoluautor.
Zminuje vsak i dalsi prace vytvorené na pracovisti Skolitele Prof. Pavla Jandery, které zaujima
vyznamné misto ve studiu této problematiky. Cilem prace bylo studium a podrobny popis interakci
uplatriujicich se na diolovych, amidovych a fenylovych stacionarnich fazich pfi separaci vybranych
nizkomolekuldrnich latek. Popis chovani analytl a mechanismU separace v HILIC a RP systémech byl
ziskavan rliznymi pfistupy. Roli sorbované vody na stacionarnich fazich v HILIC bylo mozné
charakterizovat na zakladé vysledkl ziskanych méfenim adsorpénich izoterem. Statistické pFistupy
(LSER s pfidanym ¢lenem zohledriujicim iontové interakce, PCA) byly vyuZity k porovndni podobnosti

¢i rozdilG mezi studovanymi stacionarnimi fazemi.

Bylo provedeno mnoho méfeni a bylo ziskano velké mnozZstvi experimentalnich dat. Kvalitu velkého
objemu prace sniZuje ¢astéjsi nepresné a neobratné vyjadfovani a fada preklepu a chyb. Objevuji se
podivné pocesténé nazvy sloucenin, nejednotné zkratky, libovolné zaménovand velka a mala pismena
(napf. na zacatku vét), nekompletni a obcas chybné vysvétleni symbol( v rovnicich, desetinné tecky v
tabulkdch aj. Naopak bych vyzvedla pékné vysvétleni, pro€ byla pouzita mobilni faze urcitého sloZeni

(str. 31).

Za zbytec¢né bych povaZovala opakovani nékterych zcela jasnych a obecné znamych faktl — napf. na

str. 19, 1. odstavec kapitoly 2.4, pfip. na str. 20, 1. odstavec kap. 2.5.

Prace ma béznou strukturu, zafazeni jednotlivych ¢asti textu do pfisluSnych kapitol je vSak ponékud
atypické nebo prekvapivé. Napt. Uvod je zpracovdn spise jako obsazny Abstrakt, co? viak Ize

povaZovat za pfinos pro Ctenare.

K praci mam nékolik dotazl/pripominek, které viak nemaiji slouZit k negativni kritice, ale spi$ jako

navrhy do diskuze.

Ve vyCtu staciondrnich fazi vhodnych pro pouziti v HILIC systému nejsou zahrnuty cyklofruktany.

Domnivate se, Zze nejsou vhodné pro tento chromatograficky systém?



Soubor analytt s deskriptory byl pro RP a HILIC odliSny. Nebylo by pro srovnéni spravné;jsi, aby byl
stejny v obou pfipadech? ,Deskriptory byly ddvany do souvislosti s reten¢nimi faktory jednotlivych
latek samostatné u kyselin a flavonoidd.” (str. 49). Je tento pfistup spravny. MiZete tento pfistup

blize objasnit?

Je pocet analytl dostatecny pro LSER model? Je vhodné diskutovat separatné jednotlivé skupiny
analyt(? Neni spravnéjsi rovnomérné pokryt vSechny mozné interakce, které se v separacnim

systému uplatniuji, tedy zvolit skupinu analytl s rovnhomérné zastoupenymi riiznymi deskriptory?

MizZete upresnit vysvétleni jednotlivych symboll deskriptord a regresnich koeficient( (hlavné A/a,

B/bac)?

Hodnoty R? jsou pfedevsim pro flavonoidy dost nizké. MlzZete vysvétlit pro¢?
jsoup

K opravé:

Str. 26 — kolona 150 x 2 m

Str. 39 — determinacni koeficient se blizi 100?

Str. 44, obr. 16 chybi popis kolon na jednotlivych podobrazcich

Sjednotit rizné zplsoby zdpisu: methanol x metanol; isokratické x izokratické; aj.

Zavérem lze konstatovat, Ze predkladana disertacni prace spliiuje pozadavky na préci kladené. Praci
jsem podrobné prostudovala a mohu ji doporucit k obhajobé. Vyse uvedené pfipominky nepovazuji
za zasadni. O kvalité prace Ing. Petra Jandse ddle vypovidaji ¢tyfi publikace v impaktovanych

¢asopisech.

V Praze 5. 5. 2017 ol e

Eva Tesarova
Katedra fyzikalni a makromolekularni chemie

Prirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova, Praha



