Posudek na disertaéni praci
Nazev prace: Vyvoj modernich analytickych metod pro analyzu biologicky aktivnich latek
Autor: Ing Jitka Klikarova

Skolitelka: Doc. Ing. Lenka Ceslova, Ph.D.

Piedkladana disertani prace autorky Ing. Jitky Klikarové se zabyva analyzou fenolickych
latek ve vybranych vzorcich extra panenskych olivovych oleju (EVVO), produkovanych
v riznych &astech Italie a analyzou vybranych aminokyselin ve vzorcich, jejichz zékladem je

med nebo jsou to iontové napoje.

Prace je psana Cesky, €ital66 stran v&etné pfiloh. Je rozdélena na dvé velké kapitoly, z nichz
kazda je opatfena pomérné obsahlym tuvodem, ktery seznamuje ¢tenafe s ptivodem redlnych
vzorkd (EVVO, med, medovina, iontové napoje), s jejich vyrobou, charakterizaci a s analyty.,
které budou v daném vzorku identifikovany a nasledné stanovovany. Text je napsan peclivé a
&tivé, je doplnén velkym poétem literarnich odkazu, tykajicich se i publikovanych metodik
jak pro pfedapravu vzorkd, tak i pro samotné stanoveni cilovych analyti (celkem citovano
269 praci). V obou hlavnich kapitolach po Givodu nasleduje experimentalni ¢ast, kde autorka
popisuje zakladni pfistrojové vybaveni, pouzit¢ chemikalie, struénou pfipravu vzorki a
podminky metod, pouzitych pro vlastni analyzu. Experimentalni ¢ast je zakon€ena popisem
pouzité/pouzitych statistickych metod pro zpracovani velkého mnozstvi dat. Nasledujici
kapitola ,,Vysledky a diskuse* je zaméfena zejména na kvantifikaci vybranych analytd, vyvoj
vlastnich analytickych metod je komentovan velmi kratce, soustfedi se spiSe na pouhy vycet
testovanych parametri a detailngjsi vysvétleni vlivu jednotlivych parametri chybi, coz je
z pohledu analytického chemika $koda. Také mi pted kazdou kapitolou chybi jasné stanoveni
cili, coz by zvysilo ptehlednost této rozsahlé ¢asti, zejména v piipad€ stanoveni
aminokyselin. Na druhé stran€ oceniuji snahu autorky o porovnani vysledki ziskanych dvéma
nezavislymi metodami a také o velmi pé€kné statistické zpracovani ziskanych vysledku.
Pfedkladana prace je zaloZena na 7 publikacich, z nichz 5 jiz vyslo, jedna je akceptovana a

jedna zaslana a v péti z nich je ptedkladatelka prvni autorkou.




K praci mam nasledujici pfipominky nebo dotazy:

e V praci postradam pfiloZené originaly vySe zminénych publikaci, protoZe pokud chce
&tenaf najit néjakou dalsi informaci, musi jit v lep§im pfipadé na Web of Science,
v pfipadé publikaci v Scientific Papers of the University of Pardubice je nedohleda

vubec.

e Faktorova analyza pfinesla velmi zajimavé vystupy, zejména diskrimina¢ni analyza.

Cim si vysvétlujete nejvétsi variabilitu vzorki EVVO ze Sicilie? (obr. 11, str. 62)

e Str. 80: Tvrzeni, Ze rozliSujeme pravotodivé D- a levotodivé L-aminokyseliny neni

spravné. Velkym D- a L- se oznacuje pouze konfigurace, také se nepiSe kurzivou.

e Str. 83: Opravdu CE vykazuje nizsi pikovou kapacitu pro stanoveni AMK nez HPLC?
e Str. 121: Jaka byla funkce pfidavku okyseleného 0,1% TEA do mobilni faze?

e Str. 127: Jak a pro¢ mala zména pH zplsobuje zasadni zmény v separaéni selektivit€?

(obr. 23, str. 129)

Zavérem mohu konstatovat, Ze kandidatka prokazala schopnost samostatné tvir¢i prace a

praci mohu doporuéit k obhajobég.

V Praze 9. 9. 2020 Doc. RNDr. Zuzana Bosakova, CSc.
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OPONENTSKY POSUDEK NA DISERTACNI PRACI

Nazev prace: Vyvoj modernich analytickych metod pro analyzu biologicky aktivnich latek
Autor: Ing. Jitka Klikarova
Oponent: doc. RNDr. Petr Bednat, Ph.D.

Piedlozena disertaéni prace se zabyva vyvojem a aplikaci analytickych metod, zejména
kapalinové chromatografie pro analyzu vybranych fyziologicky aktivnich latek v potravinach. Prace
je tematicky rozdélena do dvou ¢asti. Prvni se zabyva analyzou fenolickych latek v extra panenském
olivovém oleji a druha stanovenim aminokyselin v napojich. Kazda ¢ast ma svoji vlastni strukturu
kapitol zahrnujicich charakteristiku studovanych latek a potravin, experimentalni ¢ast, vysledky a
diskusi, zavérecné shrnuti a pouzitou literaturu. Prace je doplnéna seznamem obrazki, tabulek,
zkratek, samostatnym tivodem a pfilohami.

Obé teoretické ¢asti jsou psany s nadhledem a text vypovida o tom, Ze autorka se ve studované
problematice velmi dobfe orientuje. K tvodni kapitole a teoretickym kapitolam si dovolim nékolik
ptipominek a dotazt:

Véta v Uvodu: ,,S rostouci poptavkou se viak soucasné zvysuji i naroky na potraviny.* Striktné
z pohledu trhu by zvySovani poptavky vedlo ke dvéma jeviim, a to je sniZovani naroki na potraviny
(trh pfijme i niz8i kvalitu) a zvySovani ceny. Situace je slozit&jsi a v ramci diskuse bych ocenil blizsi
vysvétleni této véty a nazor autorky tykajici se narokii na potraviny v CR.

Na str. 22, autorka pise: ,,Peroxidové &islo, n¢kdy také uvadéné jako ¢islo jodové, ndm
poskytuje informaci o mife primarni oxidace oleje korelujici s mnozstvim hydroperoxidi, jez vznikaji
degrada¢nimi procesy z nenasycenych mastnych kyselin®. Tato informace neni spravna. Principem
stanoveni peroxidového ¢isla je oxidace jodidu v kyselém prostredi peroxidovymi skupinami za vzniku
ekvivalentniho mnozstvi jodu, ktery se dale stanovuje. Jodové Cislo potom charakterizuje pocet
dvojnych vazeb (procenta adovaného halogenu, napf. jodmonobromidu, vyjadiené¢ho jako jod) a
priblizuje tedy obsah nenasycenych sloucenin v daném tuku nebo oleji.

Za ponékud zkreslujici povazuji vétu na str. 29: ,Z fenolickych latek proto mize byt CE
aplikovana pouze na fenolické kyseliny, které jsou v mirné alkalickém pH disociovany*. PohodIné lze
elektroforézu aplikovat i na jiné typy fenolickych latek, pokud 1ze dosahnout disociace fenolickych
OH skupin nebo protonizace jiné (napf. flavyliové) skupiny. Navic si 1 v pfipadé velmi slabych
elektrolytii lze pomoci pfidavkem vhodného micelotvorného ¢inidla a pracovat v médu micelarni
elektrokinetické chromatografie (bez potieby zmény instrumentace), kterou ostatné autorka i dale
popisuje. Diéle v textu (str. 34) autorka rovnéz uvadi, Ze secoiridoidy (polyfenoly olivového oleje)
nejde analyzovat kapilarni elektroforézou. V ramci rozpravy by mé zajimalo, pro¢ by tomu tak mélo
byt.

V kapitolach vénovanych vlastnimu vyzkumu autorky je popsan vyvoj chromatografickych
metod ve dvou aplikacich: i) pro analyzu fenolickych latek v italskych extra panenskych olivovych
olejich scilem bliz8i charakterizace jejich profilu a rozliSeni dle provenience s vyuZitim
vicerozmémych statistickych metod a ii) pro analyzu aminokyselin v medovinach a energetickych
napojich v souvislosti s hodnocenim kvality téchto produkti. Prezentované vysledky byly
publikovany v impaktovanych ¢asopisech, prosly tedy ptisnym recenznim fizenim, coz vypovida o
jejich vysoké kvalité a pfinosu pro obor potravinafské kontroly.



K ziskanym vysledkim mam rovnéz nékolik ptipominek a dotazu:

Ve studii zaméfené na olivové oleje ponékud postradam diskusi o ESI-MS datech (identifikace
a kvantifikace). Jedinou vyjimkou je MS zdznam vzorku 13 (TIC a RIC pro m/z oleaceinu). MS data
vsak byla nepochybné pro studii velmi dilezita.

Obrazek 10., 11. a odpovidajici diskuse k pouziti vicerozmérych statistickych metod; prosim
o0 podrobnéjsi vysvétleni postupu, kterym bylo rozhodnuto o tom, Ze vzorky v grafu faktorového skore
lezici na rozhrani obou skupin (tj. napf. 45, 27, 40 nebo 52, 55) nepatii do druhé skupiny, nez do které
jsou zatazeny. Dile, je vidét, Ze rada vysledku z faktorového skore se lisi od vysledka diskriminac¢ni
analyzy: odlehlé vzorky z faktorového skore jsou soucasti klastri definovanych v obrazku
z diskriminacni analyzy (jsou tedy fazeny do skupin s fadou ostatnich vzorkd, od kterych jsou ve
faktorové analyze oddéleny jako outliery). Mohla by autorka tyto rozdily blize komentovat? V praci
postradam vysledky z PCA analyzy, o které autorka tvrdi, ze poskytovala totozné vysledky k faktorové
analyze (str. 60 a posledni odstavec Zavéru na str. 64).

Prekvapiva je informace na str. 120, ze pro ucely snizeni pH extraktu nebo dokonce jeho
neutralizaci byl pouzit uhli¢itan lithny nebo sodny. Obé tyto soli maji zasaditou reakci. Byla zména
pH po piidavku uhli¢itanu experimentalné zjistovana?

Z chromatogramu na Obrazku 28. je patrné, Ze reten¢ni ¢as vytvoreného PITC derivatu taurinu
a ¢inidla je v provedenych analyzach stabilni, retenéni &as produktu hydrolyzy se viak méni. Cim si
to autorka vysvétluje?

Préce je psana hezkym jazykem, prehledné a peclivé s minimem pieklept a gramatickych chyb
a ma velmi dobrou grafickou tiroven. Po formélni strance v disertaci postradam explicitné definované
cile préce, které jsou vSak vyvoditelné ze zavére¢nych shrnuti pro obé studované oblasti. Ocenil bych
rovnéz reprinty nejvyznamnéjsich publikaci autorky (viz vycet na str. 163) vevazané do disertacni
prace formou pfiloh.

Zavérem mohu konstatovat, Ze toto dilo spliiuje po faktické i formalni strance pozadavky
kladené na disertacni prace a obsahuje nové a zajimavé vysledky vyuZzitelné v oborech analytické
chemie a potravinidfské kontroly i technologie. Tyto vysledky byly publikovany
v impaktovanych a recemzovanych casopisech. Uvedené komentaiFe a poznamky nejsou
zasadniho charakteru a nesniZuji kvalitu predkladané prace.

PiedloZenou disertaéni praci proto DOPORUCUJI k obhajobé a v pFipadé jejiho
tispéSného pribéhu navrhuji udélit Ing. Jitce Klikarové akademicky titul Doktor ve
zkratce Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych Skolach ¢. 111/98 Sb.

V Olomouci, 23. srpna 2020

doc. RNDY, Petr Bednét, Ph.D.

Katedra analytické chemie, Pfirodovédecka fakulta
Univerzita Palackého v Olomouci

17. listopadu 12

77146 Olomouc

E mail: petr.bednar@upol.cz
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POSUDEK OPONENTA NA DISERTACNI PRACI

Autor prace: Ing. Jitka Klikarova
Nazev prace: Vyvoj modernich analytickych metod pro analyzu biologicky aktivnich latek
Skolitel prace:  doc. Ing. Lenka Ceslova, Ph.D.

Oponent prace: Ing. David Kahoun, Ph.D.

Bodovy rozsah Pridélené

hodnoceni* body
(1) FORMALNI POZADAVKY
Celkovy rozsah prace, vyvaZenost rozsahu jednotlivych &asti, logicka struktura prace 0-3 3
Kvalita literarni reSerSe (pocet, vhodnost vybéru a aktudlnost zdrojt) 0-3 2
Spravnost pouzivani citacnich odkazt (pritomnost necitovanych tdajl, dodrzovani
jednotného stylu citaci, pouzivani oficidlnich nazvi nebo zkratek ¢asopist) 0-3 1
Graficka uprava textu a obrazkd 0-3 3
Uroveii souhrnu/anotace (i v anglic¢ting) 0-3 2
Jazykova a stylisticka uroven, respektovani platného nazvoslovi 0-3 2
Spravnost a tplnost popist u obrazku a tabulek (srozumitelnost bez zfetele k ostatnimu 0-3 3
textu, vysvétleni znacek, jednotky uvadénych velicin)
Formalni pozadavky — body celkem 16
(2) VECNE POZADAVKY
SplInéni cilG price 0-3 3
Uroven diskuse — interpretace vysledku, zafazeni do kontextu v literatufe 0-3 2
Logika postupu pfi vlastni vyzkumné praci 0-3 3
Uplnost popisu pouzitych metodik 0-3 2
Experimentélni naroénost prace 0-3 3
Uroven zpracovani experimentélnich dat 0-3 2
Aktudlnost pouzitych metod 0-3 3
P¥inos prace pro obor 0-3 2
Vécné pozadavky u experimentalnich praci — body celkem 20
CELKEM BODU (MAX/ZiSKANYCH) 45 36

! Bodovy rozsah hodnoceni: 0-nevyhovujici, 1-vyhovujici, 2-priimémé, 3-excelentni.
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Komentar oponenta:

Disertacni prace autorky se v prvni Casti zabyva vyvojem, optimalizaci a kvantitativnim
stanovenim polyfenolickych sloucenin v extra panenskych olivovych olejich a ve druhé casti
stanovenim aminokyselin v medovinach a stanovenim taurinu v energetickych napojich, v obou
pripadech pomoci chromatografickych a dalSich metod.

Literarni reSerSe obou ¢asti jsou zpracovany v Sirokém rozsahu a celkové zahrnuji
nadprimeérny pocet zdroja (269 zdroji). Zdroje z oblasti védecké sféry jsou vidy aktudlni a vhodné
zvolené. V pfipadé regulatornich zdroji vSak bylo nalezeno poutziti zdroje neaktualniho (vyhlaska
¢. 335/1997 Sb.) nebo uvedeny zdroj nebyl regulatorni a prezentovana informace byla navic
vrozporu s aktudlné platnym nafizenim (nafizeni Komise (EHS) €. 2568/91) nebo regulatorni zdroj
nebyl uveden vibec, ackoliv jiz existuje (FDA Guideline - Guidance for Industry: Highly
Concentrated Caffeine in Dietary Supplements).

Experimentalni ¢ast prace je zpracovana v odpovidajici posloupnosti, pracovni postupy jsou
popsany az na vyjimky dostatecné podrobné a méreni jsou témér vidy provedena v pfiméreném
rozsahu. Vzhledem k nazvu disertacni prace ,Vyvoj modernich analytickych metod pro analyzu
biologicky aktivnich ldtek” by vsak mélo tézisté experimentalni prace leZet vice v oblasti
optimalizace a validace analytickych metod, coz bohuZel nebylo v odpovidajicim rozsahu naplnéno.
Optimalizacni kroky podminek pfipravy vzorku k analyze i podminek vlastni chemické analyzy byly
provedeny v pomérné Sirokém rozsahu a vétSinou s UspéSnymi zavéry, ale prezentace rozsahu
optimalizace a jejich vysledk( byla casto prilis stroha. V mnoha pripadech chybéla specifikace
testovanych hodnot optimalizovaného parametru, specifikace veliiny pouZité k objektivnimu
hodnoceni, akceptacni kritérium (v relevantnich pfipadech), sumarizace viech dosazenych vysledka
(grafy, tabulky) a diskuse vysledki optimalizace daného parametru. Validace vyvinutych metod,
které demonstruji kvalitu analytické metody a duvéryhodnost poskytovanych vysledkl analyz, byly
provedeny v nedostateném rozsahu a nekonzistentné. V nékterych pripadech byla validace
metody provedena pouze analyzou roztoku standardnich latek a nikoliv analyzou redlnych vzorkd
obsahujici matrici vzorku (matricové referen¢ni materidly popf. vlastni obohacené realné vzorky).
Postup pfipravy vzorku k analyze a vliv matrice viak hodnoty validaénich parametri velice ¢asto
vyznamné negativné ovliviiuji a proto je nutné validovat analytickou metodu jako celek, tedy od
navazky realného vzorku, pres pfipravu vzorku k analyze aZ po vlastni chromatografickou (i jinou)
analyzu. Velice vSak oceruji naslednou aplikaci vyvinutych metod pro analyzu realnych vzorkd,
vyhodnoceni vysledkli a pfislusnou diskusi. Zejména hodnoceni obsahu polyfenolickych latek
v italskych extra panenskych olivovych oleji (EVOO) je provedeno velice komplexné, na velkém
poctu vzork( a objektivné za poufZiti statistickych metod faktorové analyzy (FA), analyze hlavnich
komponent (PCA) a diskriminacni analyzy (DA). Jednim z nejvyznamnéjSich zavér( zjisténym na
zékladé DA byla jednoznacna klasifikace EVOO dle jejich geografického plivodu, éehoz muze byt
v budoucnu vyuzito a dale rozvijeno pro ucely vétsi ochrany nejen spotiebitel(, ale i poctivych
vyrobcl EVOO.

Téma disertacni prace je velice zajimavé, narocné a bylo, je i bude vidy aktualni a Zadouci
jak pro védeckou sféru, tak i pro Sirokou vefejnost. Experimentélni provedeni bylo realizovano
v pfiméreném rozsahu, grafickd Gprava obrazku i tabulek je na velmi dobré Grovni a vytéené cile
byly spinény. Kvalita vysledkd prace autorky byla taktéZ potvrzena jejich tspésnou publikaci
v zahrani¢nich odbornych recenzovanych ¢asopisech (napf. Food Analytical Methods, Talanta aj.).
| pres jisté vice ¢i méné zavainé nedostatky uvedené nize lze tedy praci celkové hodnotit jako
vyhovujici poZzadavkim, které jsou kladeny na kvalifikacni prace doktorského stupné studia.
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PFipominky a dotazy, na které ma studentka reagovat pfi obhajobé.

1) Kap. 1.3.3.3, str. 39: V prubéhu pripravy vzorku k analyze dochazi k opakované extrakci
polyfenolickych latek (PP) z nepolarni faze do polarni faze, pfi niZ byl navic proveden odbér
nespecifikovanych objem( polarni faze obsahujici PP, ale pfidavek vnitfniho standardu je
proveden aZ po provedeni extrakce vzorku. Pro¢ nebyl vnitini standard pfidan pred témito
extrakénimi kroky, aby tak bylo korekci na vnitfni standard zajisténo potlaceni negativnich vliva
doprovazejici extrakce analytti z matrice vzorku a mohla byt tak zvy3ena spolehlivost vysledka?
Na zakladé jakych podklad( byla provedena volba vnitfniho standardu? Dle textu v kap. 1.4.2 na
str. 45 byla udinnost extrakce hodnocena na 2 koncentracnich urovnich (kazda koncentracni
uroven ve 3 nezavislych opakovanich a kazdé nezavislé opakovani've 3 nastficich), ale u vysledkl
uvedenych v textu i v tab. 2 na téZe strané jiz neni specifikovano, o jakou koncentracni Groven se
jedna a ani neni nijak vyjadfen rozptyl namérenych hodnot (napf. pomoci relativni smérodatné
odchylky). Prosim o upfesnéni, o jaké vysledky se jedna a doplnéni udajl tykajici se rozptylu
namérenych hodnot.

2) Kap. 1.4.2, str. 45. tab. 2: Pfedstavuji limity detekce (LoD) a limity kvantifikace (LoQ) limity
detekce i kvantifikace instrumentalni nebo limity detekce a kvantifikace analytické metody? Dle
kap. 1.3.3.2 byly viechny kalibraéni roztoky pfipraveny vrozsahu 0,1-100 mg/kg, ale dle
kap. 1.4.2, str. 45. tab. 2 ¢&ini mez kvantifikace pro oleuropein (HTY-EA) 133 pg/kg — prosim

o vysvétleni pouZiti nejnizsiho kalibracniho bodu 0,1 mg/kg pro konstrukci kalibraéni kfivky
oleuropeinu. Jaké rozpoustédlo bylo pouZito pro pfipravu kalibraénich roztoka?

3) Kap. 1.4.3., str. 46: Jak byla provedena identifikace chromatografickych piki jednotlivych
izomerl analytl, kdyZ nebyly k dispozici jejich standardy a byla pouZita jen spektrofotometricka
detekce pouze pfi 1 vinové délce a hmotnostni detekce pouze pomoci zakladniho skenu iontd?

4) Kap. 1.4.3, str. 47: Vzhledem k nedostatku komeréné dostupnych standardu byly nékteré analyty
kvantifikovany pomoci kalibracnich kfivek jinych analyt(, pro néZ byly standardy k dispozici.
Strukturné odli$né slouceniny vSak ¢asto poskytuji vice ¢i méné odliSné absorpcni koeficienty pfi
shodné vinové délce a tedy i riznou odezvu spektrofotometrického detektoru pfi shodné
koncentraci analytl. Bylo provedeno hodnoceni absorpénich koeficient jednotlivych analytG?
Pokud ano, bylo zvoleno néjaké akceptacni kritérium pro pouZiti pro ucely kvantifikace?

5) Kap. 2.5.2.1: V textu kapitoly je pouze velice stru¢né uvedeno, které parametry byly
optimalizovany a poté az konecné podminky derivatizace zjisténé optimalizaci, ale jiz zde nejsou
(ani v jinych kapitolach) uvedeny vysledky optimalizace — tj. hodnoty optimalizovanych
parametr(, vysledky optimalizace parametr( ani zavére¢né porovnani optimalizovanych metod.
Na zakladé jakych vysledki (jaké vSechny ukazatele byly pouzity) bylo provedeno hodnoceni
vysledki optimalizace? Byly pozorovany néjaké vyrazné odchylky ve vysledcich optimalizace
mezi jednotlivymi aminokyselinami?
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Nékteré dalsi komentdre oponenta.

NiZze uvedené komentaie neni nutné z ¢asovych divodi u obhajoby cist. Tyto komentare jsou
zde uvedeny zejména jako zpétna vazba pro potieby autorky.

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

Chybné prezentované zkratky vSeznamu zkratek a dale v textu: Chranéné oznaceni pivodu
(€hOR > CHOP) a Chranéné zemépisné oznaleni (EkZO -> CHZO). (zdroj: https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/CS/TXT/?uri=CELEX:52010XC1216(01)).

Preklep v textu: Seznam zkratek (©xigen - Oxygen).

Pouzivani nepfesnych vyrazi: RIC v Seznamu zkratek (Rekenstruovany-iontevy—preud - Rekonstruovany iontovy
chromatogram (zdroj: http://terminologie-ms.sci.muni.cz/records:443-reconstructed-ion-chromatogram;
vhodnéjii je pouzivat zkratku XIC = extracted ion chromatogram = chromatogram extrahovanych iontd - zdroj:
http://terminologie-ms.sci.muni.cz/records:164-extracted-ion-chromatogram).

PFi Upravé textu by na nékterych mistech nemélo dojit k zalomeni fadku, aby text plynule navazoval, jeho ¢lenéni
bylo pfehledné a éteni pohodIné: Prohlaseni (a o zméné), Prohlaseni (a smérnici), str. 32 (k ochrané), str. 80
(8 tzv.), str. 101 (k funkénimu), str. 115 (50 mV) aj. (zdroj: https://prirucka.ujc.cas.cz/?id=880)

Kap. Uvod: Nevhodna volba zdroje (zahraniéni odbornd publikace) a vagni formulace v pfipadé vykladu
tuzemského terminu ,falSovani potravin“. Vyklady odbornych termini by mély byt provedeny dle definic
nejvyznamnéjsich regulatornich autorit, je-li to mozné. Vtomto pfipadé je pravdépodobné nejvhodnéjsim
zdrojem Informaéni centrum bezpeénosti potravin (ICBP), které vzniklo v roce 2002 na zékladé usneseni viady CR
¢. 1320/2001 ke Strategii zajisténi bezpecnosti potravin v Ceské republice. ICBP je sou&asti odboru bezpeénosti
potravin Ministerstva zemédélstvi CR. (zdroj: https://www.bezpecnostpotravin.cz/az/termin/76481.aspx).

Kap. Uvod: Vagni formulace vpfipadé vykladu tuzemského terminu ,funkéni potravina“.
(zdroj: https://www.bezpecnostpotravin.cz/az/termin/76773.aspx).

Kap. 1.1.1 a 1.1.2: Vagni formulace v pfipadé vykladu tuzemského terminu , Extra panensky olivovy olej“ (str. 18)
a chybna hodnota maximalni povolené kyselosti (3% - 0,8 %). Déle jsou na str. 19 podobné vagné formulovany
vyrobni regule”, pficemz jako zdroje jsou uvedeny odborné publikace a nikoliv prislusna zadvazna legislativa
Nafizeni Komise (EHS) €. 256801 (zdroje: https://ec.europa.eu/info/food-farming-fisheries/plants-and-plant-
products/plant-products/olive-oil cs a https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/CS/TXT/HTML/?uri=CELEX:01991R2568-201612048&from=EN).

Kap. 1.2.1, str. 26: Necitovani plvodniho zdroje ve vété: ,Epidemiologické studie pak poukazuji na jejich zvlastni
vyznam v prevenci kardiovaskularnich onemocnéni a rakoviny [3,55,56].“. Tato informace nepochdzi pfimo ze
zdroje evidovaného pod citaci ¢. 55 (Pyrzynska, K., & Biesaga, M. (2009). Analysis of phenolic acids and flavonoids
in honey. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 28(7), 893-902. doi:10.1016/j.trac.2009.03.015), ale pochazi ze
zdroje (Rice-Evans, C. A., Miller, N. J.,, & Paganga, G. (1996). Structure-antioxidant activity relationships of
flavonoids and phenolic acids. Free Radical Biology and Medicine, 20(7), 933-956. do0i:10.1016/0891-
5849(95)02227-9) citovaného vtomto zdroji & 55. Navic byl proveden nepresny preklad, kdyz véta
,Epidemiological studies point to their possible role in preventing cardiovascular diseases and cancer” byla
pfelozena jako ,Epidemiologické studie pak poukazuji na jejich zvldstni vyznam v prevenci kardiovaskularnich
onemocnéni a rakoviny“,

Kap. 1.1.2. str. 28: Necitovani ptivodniho zdroje ve vété: ,Tyto inovativni postupy jsou oproti tém tradicnim velmi
rychlé, G¢inné, Setfi energii, ¢inidla i rozpoustédla a jejich optimalizace je nenaro¢na a mnohdy ani neni nutna
[72]. Tato informace nepochézi pfimo ze zdroje evidovaného pod citaci ¢. 72 (Habibi, H.,, Mohammadi, A.,
Farhoodi, M., & Jazaeri, S. (2018). Application and Optimization of Microwave-Assisted Extraction and Dispersive
Liquid-Liquid Microextraction Followed by High-Performance Liquid Chromatography for the Determination of
Oleuropein and Hydroxytyrosol in Olive Pomace. Food Analytical Methods. doi:10.1007/s12161-018-1279-x) ale
pochazi ze zdroje (Heleno, S. A., Diz, P., Prieto, M. A., Barros, L., Rodrigues, A., Barreiro, M. F., & Ferreira, |. C. F. R.
(2016). Optimization of ultrasound-assisted extraction to obtain mycosterols from Agaricus bisporus L. by
response surface methodology and comparison with conventional Soxhlet extraction. Food Chemistry, 197, 1054—
1063. doi:10.1016/j.foodchem.2015.11.108) citovaného v tomto zdroji ¢. 72. Opravdu existuji extrakéni techniky, u
nichz neni nutna jakdkoliv optimalizace podminek extrakce?

Kap. 1.3.3.2, str. 35: Neuplny popis pripravy kalibracnich roztoka fenolickych latek. Nejsou uvedeny navazky
(alespori fadové) a objem rozpoustédla pro pfipravu zasobnich roztokl, neni uveden popis fedéni zasobniho
roztoku, pouzitd rozpoustédla ani pfepocet na z objemové koncentrace zasobnich roztokd v g/l methanolu na
hmotnostni koncentraci kalibra¢nich roztokt v mg/kg v blize nespecifikovaném rozpoustédle.
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Kap. 1.4.2, str. 44: Tato kapitola se nazyva ,Optimalizace a validace extrakce fenolickych latek z EVOO*, ale v textu
této kapitoly (ani jinych kapitoldch) nejsou uvedeny hodnoty optimalizovanych parametrd, vysledky optimalizace
parametr( ani zavérec¢né porovnani optimalizovanych metod.

Kap. 1.4.2, str. 45: Véta: ,Postup obohaceni vzorku zelného oleje znamym mnozstvim jednotlivych standardl ve
dvou koncentracnich stupnich je véetné jejich nasledné extrakce popsan v kapitole 1.3.3.3.. V uvedené kapitole
nejsou mj. specifikovany jednotlivé koncentracni stupné ani podrobny postup provedeni (napi. objem
a koncentrace pfidaného roztoku standardu aj.), ktery by byl dostatecné informativni pro provedeni pripadné
reprodukce pfipravy vzorku.

Kap. 1.4.3, str. 46: Tato kapitola se nazyva ,Optimalizace a validace HPLC stanoveni fenolickych latek v EVOQ*, ale
v textu této kapitoly (ani jinych kapitoldch) nejsou uvedeny hodnoty optimalizovanych parametrd, vysledky
optimalizace parametr( ani zavérecné porovnani optimalizovanych metod.

it

Kap. 1.4.3, str. 47: Véta: ,Koeficienty determinace (R2) charakterizujici danou kalibraéni zavislost byly..."
Hodnoceni kalibracni zavislosti pouze na zdkladé koeficientu determinace ¢i korelaéniho koeficientu je
nedostatecné a pro tento Ucel by mély byt pouzity i dalsi parametry (napi. QC koeficient s akceptac¢nim kritériem
< 5 %). (zdroj: NOVAKOVA, Lucie a Michal DOUSA. Moderni HPLC separace v teorii a praxi. Praha [i.e. Hradec
Kralové]: Lucie Novakova, 2013. ISBN 9788026042440.)

Kap. 1.4.3, str. 47: Validace chromatografickych metod vyZaduje dle aktudlnich pozadavk( regulatornich autorit
(napf. FDA, ICH, EMEA, IUPAC) i odbornych chromatografickych ¢asopist (napf. Journal of Chromatography A) mj.
i hodnoceni dulezitého validacniho parametru spravnost metody, ktery vyjadfuje tésnost shody mezi vysledkem
méreni (napr. experimentalné zjisténd hodnota obsahu analytu) a pfijatou referenéni hodnotou (skutec¢na
hodnota obsahu analytu), ale tento parametr hodnocen nebyl. V pfipadé hodnoceni presnosti metody, ktery
vyjadfuje miru tésnosti shody mezi vzajemné nezavislymi vysledky méreni za pfredem specifikovanych podminek,
tento parametr hodnocen byl, ale pouze na roztocich standardnich latek, tedy bez vlivu matrice vzorku a bez vlivu
postupu pripravy vzorku k analyze. Tyto dva vlivy maji vSak témér vzdy vyznamny negativni dopad nejen na
presnost metody, ale i na spravnost metody a je nezbytné miru téchto vlivi kvantifikovat a idealné jesté nasledné
konfrontovat s danymi ¢i vhodné zvolenymi akceptacnimi kritérii. Dale nebylo provedeno hodnoceni linearity
kalibraéni kfivky a nékterych dalsich valida¢nich parametru.

Kap. 1.4.4: V této kapitole je uvedeno, ze kvantifikace pomoci HPLC-DAD poskytuje pro nékteré analyty az témér
o 2 rady vyssi hodnoty obsahu analytu ve vzorku nez kvantifikace pomoci NMR (viz Tab. 3). Dale je na konci této
kapitoly (str. 52) uvedeno, ze stanoveni PP v EVOO pomoci HPLC a NMR nemuze vést ke stejnym numerickym
hodnotam. Pokud je tomu tak, tak je vidy nutné provést minimalné objektivni hodnoceni spravnosti analytické
metody a nasledné zhodnotit, kterd ze dvou metod poskytuje spravné ¢i alespon spravnéjsi vysledky a zda vibec
Ize vysledky alespon nékteré z pouzitych analytickych metod povazovat za spolehlivé a pouzitelné pro hodnoceni
readlnych vzorkl. Vysledky PP v EVOO (Tab. 3, str. 49-50) rovnéz postradaji jakykoliv udaj tykajici se presnosti
vysledku (napf. vybérovou smérodatnou odchylku, interval spolehlivosti apod.) ackoliv byla pfiprava vzorku
provedena ve 3 nezdvislych opakovanich (pfiprava 3 extrakti/vzorek) a kazdé toto nezavislé opakovéni bylo
nasledné 3x analyzovano pomoci HPLC (3 analyzy/extrakt). Naopak vysledky AMK a taurinu (kap. 2.4.6, str. 116)
jsou jiz uvedeny v odpovidajicim formatu, tj. stfedni hodnota * nejistota.

Kap. 1.4.4, str. 51: Pouzivani nespisovné formy ¢eského jazyka (... jak jsme zwkly... > ... jak jsme zvykIi...).

Kap. 2.1.2, str. 83: Necitovani pGvodniho zdroje ve vété: ,Z tohoto dlvodu si organizace EFSA vyzadala kontroly
pritomnosti biogennich aminu (histaminu, tyraminu a dalSich) v potravinach a fermentovanych néapojich, tedy
i v medovinach [2]“ Tato informace nepochazi pfimo ze zdroje evidovaného pod citaci ¢. 2 (Manig F., Kuhne K.,
von Neubeck C., Schwarzenbolz U., Yu Z., Kessler B.M., Pietzsch J. & Kunz-Schughart L.A. (2017). The why and how
of amino acid analytics in cancer diagnostics and therapy. Journal of Biotechnology, 242, 30-54.), ale pochazi ze
zdroje (https://efsa.onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.2903/j.efsa.2011.2393) citovaného v tomto zdroji ¢. 2.
Navic byl proveden nepresny preklad, kdyz véta , For this reason, the European Food Safety Authority (EFSA) has
proposed_a risk assessment for fermented foods based primarily on the most abundant biogenic amines
histamine and tyramine” byla prelozena jako ,Z tohoto dlvodu si organizace EFSA vyzadala kontroly pFfitomnosti
biogennich amint (histaminu, tyraminu a dalSich) v potravinach a fermentovanych néapojich, tedy i v medovinach
(2]

Pouzivani nevhodnych vyrazu: ,,... spotfebitelé stale vice tlaéi na kvalitu... (str. 82); ,MIP jsou zde naroubovany
na povrch pevnych nosici...” (str. 84); ,... konkuren¢nim bojem o naboj..” (str. 87)“; ,... z karbohydrata...”
(str. 88); ,,Bohaty koktejl téchto sloucenin...” (str. 89); ,,... vychytdvanim Skodlivych latek prispiva... (str. 101); ,,...
nevyzpytatelny koktejl latek.” (str. 103); ,,... 0 Cem nds mlZou presvédcit...” (str. 140) aj.

Kap. 2.2.5, str. 92: Necitovani plivodniho zdroje ve vété: ,Dle legislativy... [11,32,33,39]. Ani jeden ze 4 citovanych
zdrojl neni legislativnim dokumentem. Ve viech pfipadech se jedna o védecké ¢lanky.
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Kap. 2.2.9, str. 96: Uvedeni jiz neplatného legislativniho dokumentu - vyhlaska ¢. 335/1997 Sb. byla zrusena
k 1. 12. 2018 a byla nahrazena vyhlaskou ¢. 248/2018 Sb. s (i¢innosti od téhoz data.

Kap. 2.3.1, str. 99: Véta: ,FDA ovsem udava povolena mnoizstvi kofeinu pouze v potravinach a nealkoholickych
napojich. Jelikoz ale energetické ndpoje spadaji do kategorie potravinovych doplrikl, zdstdvaji i nadale bez
pravniho oSetfeni limitd kofeinu [76,86,87].“ Ani jeden z citovanych zdroji neni zdrojem FDA. Navic je tato
informace nepravdiva, protoze jiz vdubnu roku 2008 vydala FDA dokument ,Guidance for Industry: Highly
Concentrated Caffeine in Dietary Supplements” (https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-
guidance-documents/guidance-industry-highly-concentrated-caffeine-dietary-supplements) upravujici  tyto
skuteCnosti. Vice také zde: https://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-takes-step-protect-
consumers-against-dietary-supplements-containing-dangerously-high-levels.

Kap. 2.3.2, str. 101: Pouzivani nespisovné formy Ceského jazyka (... nejsme na pfijmu taurinu z potravy zavishy.
- ... nejsme na prijmu taurinu z potravy zavisli.).

Kap. 2.5.1.1: V textu této kapitoly je provedeno hodnoceni optimalizace volby elu¢niho ¢inidla, ale jiz zde nejsou
(ani v jinych kapitolach) uvedeny vysledky optimalizace dalSich optimalizovanych parametri (mnozstvi vzorku
k extrakci, pH vzorku, mnozstvi elu¢niho €inidla) — tj. hodnoty optimalizovanych parametrd, vysledky optimalizace
parametrl ani zadvére¢né porovnani optimalizovanych metod.

Kap. 2.5.1.3: V textu této kapitoly je provedeno ¢astecné hodnoceni optimalizace obsahu TEA v mobilni fazi A
a optimalizace excita¢ni a emisni vinové délky, ale jiz zde nejsou (ani v jinych kapitolach) uvedeny vysledky
optimalizace dalSich optimalizovanych parametrl (volba organického rozpoustédla v mobilni fazi, pH vodné slozky
mobilni faze a gradientovy program) — tj. hodnoty optimalizovanych parametru, vysledky optimalizace parametru
ani zavérecné porovnani optimalizovanych metod.

Kap. 2.5.2.2: V textu kapitoly je uvedeno, které parametry byly optimalizovény a v jakém rozsahu (v¢. konkrétnich
hodnot), ale jiz zde nejsou (ani jinych kapitoldch) uvedeny vysledky optimalizace — tj. vysledky optimalizace
parametr( ani zdvérecné porovnani optimalizovanych metod.

Kap. 2.5.2.2, str. 128: Jednotkové rozliseni (R1,2 = 1) je pro kvantitativni chromatografickou analyzu nedostatecné,
zvlasté v pripadé narocné matrice realného vzorku. Obecné se doporucuje minimalni rozliseni (R1,2) na trovni 1,5-
2,0, v pfipadé narocné matrice a nizké koncentrace analytu i vy$si nez 2,0.

Kap. 2.5.2.3, str. 134-135: Pouze na zakladé vysledku z tab. 9 nelze tvrdit, Ze by vysledky obou nové vyvinutych
chromatografickych metod (HPLC) a vysledky referen¢ni spektrofotometrické metody (SFM) byly srovnatelné,
protoze neni provedeno objektivni hodnoceni statistické vyznamnosti rozdilu stfednich hodnot napf. pouzitim
Studentova t-testu (http://www.eurachem.cz/user-files/files/metodicky-list-10-2018.pdf, kap. 3.1, str. 4).

Kap. 2.5.3.3, str. 140: Véta: ,O néco presnéjsi vysledky byly ziskany chromatografickou metodou, o ¢em nas
muzou presvédcit nejenom nizsi hodnoty intervall spolehlivosti uvedené v tab. 10, ale i identické chromatogramy
ziskané po trech nastficich vzorku ,Red Bull classic“ V kap. 2.4.5.2 popisujici pfipravu vzorku je uvedeno, ze
analyzy redlnych vzork( byly opakovany vizdy pétkrat, ale v kap. 2.5.3.1 je uvedeno, Ze intervaly spolehlivosti
i chromatogramy byly ziskdny po 3 nastficich vzorku. Byl kazdy vzorek tedy analyzovan v 5 opakovanich nebo ve
3 opakovanich? A byla to plnohodnotnd nezdvisla opakovani vzorku zahrnujici i kompletni pripravu vzorku
k analyze (1 vzorek = 3 replikaty = 1 nastrik/1 replikat) nebo se jednalo pouze 3 nastriky z 1 pfipraveného vzorku
(1vzorek - 1lreplikdt - 3 nastriky/1 replikat)? Z namérenych dat (obr. 29, tab. 10) je patrné, Ze se
pravdépodobné jedna o nezavisld opakovani, ale informace z textu nejsou ani konzistentni, ani zcela jednoznacna.

S ohledem na dosazené nejistoty méreni jsou vysledky analyz ¢asto uvadény na neadekvatni (nékdy vy3si, nékdy
nizsi) pocet platnych cifer. (zdroj: https://www.eurachem.org/images/stories/Guides/pdf/QUAM2012 P1.pdf,
kap. 9.5.1, str. 31).

Zavér: Disertacni praci doporucuji k obhajobé.

V Ceskych Budé&jovicich dne 9. zafi 2020.

—— ~—

Ing. David Kahoun, Ph.D.
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