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Diplomova prace Bc. Hany Nadhajské je zamérena na separaci alkaloidli pomoci kapalinové
chromatografie v systémech s obracenymi fazemi spojené se spektrofotometrickou detekci.
Studentka zjistovala retencni chovani vybranych alkaloidd na péti kolonach s rlznou

staciondrni fazi pfi izokratickych podminkdach a testovala i gradientovou eluci.

V Teoretickd C¢asti prace jsou popsany zaklady kapalinové chromatografie, prehledné
informace o testovanych alkaloidech, a reSerSe pojednavajici o stanoveni alkaloidd
kapalinovou chromatografii. V teoretické casti je zbytecné velkd pozornost vénovana
zakladdm kapalinové chromatografie (10 stran), které jsou dohledatelné v jakékoliv ucebnici
nebo internetovych zdrojich, ale naopak chybi informace o pouzitych stacionarnich fazich,
jejich vlastnostech arozdilech. Také chybi popis retenéniho modelu, ktery diplomantka
pouzivala nebo rozsahlejsi informace o optimalizaci eluce v HPLC. Mimo to je literatura vedena
naprosto chaoticky bez postupného cCislovani, napf. po odkazu [2] nasleduje [8]; po [14]
nasleduje [22]; po [17] je odkaz [23] a poté rovnou [26]; [25] je pfed [26]; po [35] je rovhou
[46, 47]; a podobné.

Experimentalni Cast je psana obvyklym zplUsobem. Jsou zde uvedeny pfristroje, zafizeni,
chemikdlie a postupy, podle kterych diplomatka pracovala. V Kapitole Vysledky a diskuze
autorka na 14 stranach piSe o dosazenych vysledcich méfeni a je rozdélena na dvé
podkapitoly: isokratickou a gradientovou eluci. Dost ¢asto chybi vysvétleni nebo komentare,
napriklad podrobnéjsi informace, jak byly vytvoreny okénkové diagramy, a Citelnost této casti

diplomové prace pokulhava.

V diplomové praci je minimum gramatickych chyb, ale vice typografickych nebo vécnych chyb.
Napt.: opravdu si nemyslim, Ze se RP-LC pouZiva hlavné z divodu bezpecnosti (hoflavosti

rozpoustédel) (str. 25); na str. 26 se piSe o ¢lenech rozliSeni, ale co jsou v rovnici 2 jednotlivé
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¢leny neni uvedeno; ka1 a ka2 nebudou retencni faktory jen na zac¢atku gradientu (Rovnice 3);
vypliva (str. 33); Spatné oznacené obrazky (str. 34); nékteré véty nedavaji smysl; nejednotnost
psani rozsah(, studentka dokdazala v jednom odstavci pouzit hned tfi rdzné formaty (str. 17);
apod. Kvalita obrazk( je na dobré Urovni, nicméné na osach grafli pfipadné chromatogramu

by mély byt znazornény znacky, které umozni odecitani.

Ddle uvadim k praci nékolik nejzavaznéjsich pfipominek a dotaz(:

1. Na jednu stranu jsou v praci uvedeny teoretické modely separaci pfi isokratickych
podminkach eluce bez porovnani sexperimentem. Na druhou stranu optimalizace
separace v gradientové eluci byla provedena pouze experimentdlné bez teoretického
modelu, coz je mimochodem jeden z bod( v zaddni diplomové prace. Nebylo moziné
provést nékolik separaci pro ovéreni isokratického modelu, nebo vypocitat retencni data

pro gradientovou eluci?
2. V praci se vyskytuje vice mylnych tvrzeni, napf.:

a. Jak mohly parametry a a m retenéniho modelu slouzit k vypoctu rozliSeni dle

rovnice 2? (str. 49).

b. Uginnost vypoctena z mrtvého €asu 2,115 minut? (str. 50 a nékolikrat dale).

Uginnost kolony ovliviiuje $itku piku, nikoliv mrtvy &as.

3. Kapitola 3.1.2: pro¢ byla vybrana jako optimalni koncentrace zrovna 5,7 % ACN? Co tfeba
koncentrace 3,5 % nebo 7,5 % ACN? Bylo rozliSeni jedinym kritériem optimalizace? Dale je
v kapitole 3.1.6 uvedeno, Ze pfi koncentraci 5,7 % nejsou dvé dvojice latek separovany na
zakladni linii. Toto tvrzeni neodpovida okénkovému diagramu, kdy rozliseni je cca 1,7 (jiz pfi
1,5 je prekryti pouze 0,15 %) a toto rozliseni je pro tti dvojice latek).

4. Kapitola 3.1.3: text nesouhlasi s Obrazkem 24. Autorka tvrdi, Ze ,,Nejvyssi moZné rozliseni
vSech latek by bylo dosaZeno pri 21,9 % ACN, ovsem hodnota rozliseni kritického pdru latek
(4-5) a (8-9) by ¢inila 0,257).“ Pominu skutecnost, Ze rozliSeni tedy neni u vSech latek, tak
z Obrazku je patrné Ze nejvyssi rozliSeni mimo pard (4-5) a (8-9) je pri koncentraci cca
25 % ACN a i rozliSeni (4-5) a (8-9) bude nékde okolo 0,2.

5. Kapitola 3.2 (str. 61): jak studentka zjistila, Ze miseni mobilni faze bylo nedokonalé? Pfi

pokusech s isokratickou eluci nedokonalé miseni nevadilo?



6. Kapitola 3.2: v praci je uvedeno, Ze ,smésné roztoky byly podrobeny riiznym strmostem
gradientu, pricemZ strmost byla postupné sniZovdna“. Strmosti gradientl nejsou nikde
uvedeny, pouze rozsahy koncentrace acetonitrilu a doba analyzy (predpokladam, Ze se ve
skutecnosti jedna o ¢as gradientu). Jaké jsou strmosti gradient(i? Pro¢ byla zvolena
pocatecni koncentrace 5 % ACN a ¢as 30 min, ktery se u jedné kolony zménil na 15 minut
a u druhé nikoliv?

7. Kapitola 4: gradient neposkytl separaci v kratSim casovém useku, jak je tvrzeno (Obrazky
27 a 32; 30 a 33). Jak byla zjisténa vyssi intenzita pik( u gradientové eluci? Chromatogram
za isokratickych podminek je pouze simulace a chromatogram za gradientovych podminek

je experimentalné zméren.

Zavérem mohu konstatovat, Ze z vétsi ¢asti bylo zadani diplomové prace splnéno. Doporucuji

tuto diplomovou praci k obhajobé a hodnotim ji znamkou

V Pardubicich 23. 5. 2023

Ing. Tomas Hajek, Ph.D.



