Posudek oponenta na diplomovou praci Bc. Martiny Hruskové s ndzvem

ANALYZA SILIC V ROSTLINNYCH VZORCICH S VYUZITiM SORPCNi EXTRAKCE
NA MiCHADELKU

Hlavnim cilem pfedloZené diplomové prace bylo optimalizovat podminky techniky SBSE (sorpéni
extrakce na michadle, Stir-Bar Sorptive Extraction) pro extrakci sloZek silic u vybranych vzorkd
rostlinného plvodu. Diplomantka se zaméfila na sirné slozky silic, které byly nasledné separovény
pomoci plynové chromatografie (GC) a detekovany pomoci hmotnostniho spektrometru (MS) a
detektoru elektronového zachytu (ECD). Diplomova préce je po experimentdlni i obsahové strance
primérené rozsahla.

V teoretické ¢asti diplomantka zpracovala resersi tykajici se rostlinnych silic, a to extrakce silic
z rostlinnych vzork(, vlastnosti sirnych slozek silic, jejich vzniku v rostlindch rodu &esnek (Allium) a
také jejich ucCinkG na mikroorganismy. Hlavni pozornost byla vénovdna rlznym typ(im
mikroextrakénich technik. Déle se diplomantka v teoretické Césti prace zabyvala analyzou extraktd
pomoci GC ve spojeni s riznymi typy detekce sirnych slozek. Byl také zminén princip statistického
planovani experimentu. ReSerse je prehledna a srozumitelna s dostateénym vyétem citaci odborné
literatury.

V praktické &asti diplomantka prezentuje vysledky analyz péti rostlinnych vzork(i pomoci SBSE a
GC s detekci sirnych sloZek silic pomoci ECD a MS. Za timto UCelem byla provedena optimalizace
SBSE. Nejprve byly pomoci vyhodnoceni Plackett-Burmanova ndvrhu experimentu stanoveny
statisticky vyznamné parametry extrakce, které byly dale optimalizovdny pomoci centralné
kompozitniho pldnovani. Zavislou proménnou, podle které bylo statistické vyhodnoceni experimentu
provedeno, byla suma v3ech pikl v chromatogramu. Cely experiment byl statisticky vyhodnocen, byly
zvoleny optimadlni podminky pro SBSE a ty byly aplikovény pfi extrakci silic z redlnych vzork(i. Béhem
optimalizace parametr(i SBSE byly extrakty analyzovany pomoci GC-ECD. Analyzy extrakt( rostlinnych
vzorkd byly realizovédny pomoci GC-ECD i GC-MS, pficemz identifikace jednotlivych sirnych slou¢enin
byla provedena s vyuZitim retencénich indexa.

K praci mam nasledujici pfipominky, ndméty pro diskuzi a dotazy:

- Str. 13, kapitola 1.1.1, 1. odstavec: nesedi odkaz na literaturu, diplomantka pi$e o SDME a odkaz je
na publikaci pojedndvajici o SPME [3].

- Str. 13, kapitola 1.1.1, 3. odstavec: ,Nejvhodné&jsi metodou pro detekci a stanoveni silic a jejich
slozek je plynovd chromatografie” — GC je metoda separacni, ne detekéni.

- Str. 20, Obr. 2: zde jsou texty ponechdny v angli¢tiné. Dle mého nazoru, kdy? u? je snaha prevadét
nazvy jako Stir-bar extraction celé do ¢estiny, tak by i jednoduché anglické texty mély byt pteloZeny
do Cestiny.

- Vyznam pouzitych zkratek by mél byt uveden pfi prvnim vyskytu zkratky v textu (konkrétné napf.
HPLC).

- Str. 30, 1. odstavec: ,Slouceniny jsou identifikovdny vyhodnocenim tzv. retencnich &asa” — tady by
mélo byt napsano, jakym zplsobem jsou identifikovany, tzn. napf. porovndnim retenénich &asd se



standardy, vypoctenim retenéniho indexu a vyhodnocenim MS spektra atd., to tvrzeni jak je napsané
neni spravné. Stejné tak predchozi véta, plynovou chromatografii Ize latky ve smési pouze separovat,
rozhodné ne identifikovat, to je zaleZitost napf. hmotnostniho spektrometru.

- Str. 42, posledni odstavec: pojmenovani , dietyleter” neni spravné, ma to byt , diethylether”

- Str. 43, predposledni odstavec: pro¢ bylo michadlo precisténo pfi 250°C 30 minut? Mélo to né&jaky
zvlastni davod? PFi takové teploté dochazi k rychlejsi degradaci sorbentu. 30 minut je navic dost
dlouhd doba, analyzované tékavé slouceniny jsou pfi tak vysoké teploté desorbovany témér
okamiZité. Je to také mozny dlivod ztmavnuti sorbentu, jak je prezentovdno na Obr. 24 (str. 60). Byl
zkousen carry-over efekt po desorpci rozpoustédlem bez precisténi michadla pti 250°C?

- Str. 45, kapitola 2.3.3: dle mého nazoru je nemoZné, aby se proudem dusiku odpafilo pouze
rozpoustédlo a veskeré vyextrahované tékavé latky zUstaly jako odparek. Bylo otestovéno, Ze se pfi

odparovani rozpoustédla neztraci také nékteré vyextrahované slouceniny?

- Str. 51, Tab. 6: podle ¢eho byly voleny obé Urovné jednotlivych parametri? Napf. ¢as extrakce pro
uroveni +1 (30 minut) se mi nezda vhodné zvoleny. Extrakce na SPME vladkna, které maji mnohem nizsi
mnozstvi sorbentu, trvaji i nékolik desitek minut. Domnivam se, Ze tady mél byt zvolen mnohem delsi
Cas pro Uroven +1, pak by se mozna tento parametr ukdzal po statistickém vyhodnoceni experimentu
jako statisticky vyznamny.

TaktéZ se mi nezdd jako vhodné zarazeni parametru ,teplota extrakce”, a to ztoho dlvodu, Ze
zavislost vyextrahovaného mnoiZstvi analytll na teploté neni linedrni (mdZe byt linedrni pouze
v omezeném rozsahu teplot) — zvolené teploty 30°C a 80°C mohly byt ndhodné zvoleny tak, Ze ve
vysledku teplota extrakce neovliviiovala vysledek... Ale protoZe se jednd o headspace extrakci
tékavych latek, tak je vic nez pravdépodobné, Ze teplota extrakce bude vyrazné ovliviiovat vysledek
celého stanoveni.

Jak byla realizovdna desorpce pfi teploté 10°C? Domnivdm se, Ze tento parametr je v ndvrhu
experimentu také zbytecny, u analyzovanych latek se prece nepredpoklada zlep3eni desorpce
snizenim teploty, maximalné zvy$enim (coZ ale vzhledem k povaze stanovovanych latek vysledek spi$
zhorsi).

- Str. 53, Obr. 20: v souvislosti s vyhodnocenim Plackett-Burmanova ndvrhu mam dotaz: béhem
experimentu se pro jednotlivé extrakce ménila navdZika vzorku. Vyhodnoceni bylo nakonec
provedeno podle sumy ploch viech pikd v chromatogramech. Byly tyto sumy vztazeny (pfepocteny)
na jednotnou navéazku (napf. 1g)?

- Str. 54: ,Vzorek byl pfed navazenim rozdrcen pro lepsi uvolnéni sloZek silic”. Pro¢, kdyz parametr
,drceni” byl vyhodnocen jako nejméné statisticky vyznamny ze vSech testovanych parametrd?

- Str. 54: Pro¢ byla zvolena teplota extrakce 70°C? Podle Obr. 21 vychdzi optimum kolem 51°C. Stejné
tak str. 60, kapitola 3.8.

- Str. 59, kapitola 3.5, 2. odstavec: Byla né¢im omezena velikost (objem) extrakéni nddobky? Nemohla
byt pouzita vétsi nadobka a tim i vét$i navazka vzorku?



- Str. 60, 3. odstavec: ,Ze sady Twister-Kit bylo vybrdno michadélko s nejmensimi rozméry, které bylo
shleddno jako dostatec¢né ucinné”. Podle ¢eho bylo shleddno jako dostatedné u¢inné?

- Str. 61, 1. odstavec: Proc byla zvolena 20 ml nddobka pro desorpci extraktu do 1,5 ml rozpoustédia?
Dle mého nazoru je to zbytecné velkd nadobka, navic se domnivdm, Ze nadobka neméla kdnické dno
a nasledné rozpousténi odparku ve 20 pl hexanu je ve 20 ml nadobce s rovnym dnem diskutabilni.

- Str. 61, Tab. 9: analyzovana byla homologicka fada alkan C8-C20 (viz seznam chemikalii, str. 42),
ale v tabulce chybi retenéni ¢as alkanu C8. Je pro to néjaky dlivod? Stejné je to i v dalich tabulkdch

s reten¢nimi ¢asy homologické fady alkand.

- Str. 62, Tab. 11: byl pfepocet retencnich ¢asd alkan( zpétné ovéren vypoltem retenénich indext
jednotlivych standardl uvedenych v Tab. 10 pro FID i ECD a porovndnim mezi sebou? Tady se
domnivam, Ze rozdily mezi reten¢nimi indexy pro jednotlivé GC systémy mohou byt pomérné velké.

- Str. 62, Tab. 12: tabulka obsahuje sloupecky nazvané ,pocet identifikovanych ldtek”. Podle ¢eho
byly tyto latky identifikovdny? Celkovou plochu pikl neni nutné uvédét na setiny.

- Str. 65, posledni odstavec: pro¢ se pfi GC-MS analyze zaznamenaval chromatogram ai od 15.
minuty? Alkan C9 (retencni index 900) ma retencni ¢as 9,72 min, n-hexan (retenéni index 600) musel
byt tou dobou pIné eluovédn. Dle mého ndzoru se data mohly zaznamendvat od 7. minuty bez obav
z pfepdleni filamentu a nasledné mohl byt i pocet identifikovanych slouéenin vy3si. Mimoto, retenéni
¢as n-hexanu mohl byt jednoduse zjistén chromatografickou analyzou samotného rozpoustédia za
stejnych podminek jako vzorek a podle vysledku analyzy mohl byt nastaven start zdznamu dat.

- Pfilohy II, seznamy identifikovanych sloucenin: podle ¢eho byly slouéeniny v jednotlivych vzorcich
identifikovany? Pouze podle retencnich indexi nelze. Je nutné mit identifikaci podpofenou napf. GC-
MS analyzou, coz ale vzhledem k poctu identifikovanych latek (Tab. 14, str. 65) zcela uréité nebylo.
Nelze tedy ur€it, Ze dany pik podle retencniho indexu odpovidd dané latce. Stejny retenéni index
mdZe mit jind latka, dokonce s jinym heteroatomem (napf. kyslikem), takZe se nemusi jednat ani o
sirnou slouceninu. Napf. pik sretenénim indexem 1107 byl oznacen jako dipropyl disulfid, ale
podobny retencni index maji 2-nonanol (1104), hex-(3Z)-enyl acetat (1106) nebo pelargonaldehyd
(nonanal, 1105), vSechno tékavé latky s heteroatomem, tedy aktivni pro ECD detektor.

Rozsah diplomové prace je pfiméfeny. Formalni troven préce je velmi dobrd, ojedinéle se vyskytuji
gramatické chyby a preklepy, chyby formatovani se prakticky neobjevuji. Po odborné strance se
vyskytuji vySe popsané nedostatky, hlavné z divodu nezku$enosti diplomantky s danou tématikou.
PfedloZena préce i pfes uvedené nedostatky splfiuje pozadavky kladené na diplomové prace.
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