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DIPLOMOVÁ PRÁCE:	Optimalizace HPLC/MS/MS metody pro analýzu fenolických látek obsažených v amarantovém zrnu.
DIPLOMANT:		Bc. Denisa Vraná
OPONENT:		Ing. Blanka Švecová, Ph.D.

Předkládaná diplomová práce se zabývá analýzou fenolických látek v amarantu, jedné 
z tzv. pseudoobilovin, kterými jsou v poslední době nahrazovány obiloviny klasické, neboť neobsahují lepek, což jim přináší popularitu v době, kdy mnoho lidí trpí celiakií či jinými zdravotními poruchami, které vyžadují bezlepkovou dietu.
Diplomová práce má obvyklé uspořádání na teoretickou a experimentální část, je zpracována pečlivě s minimem chyb či překlepů. Občasné, nepříliš zdařilé obraty lze připsat nezkušenosti autorky s odborným textem a nejsou na závadu práce, pouze místy ztěžují pochopení toho, co chtěla autorka sdělit. Teoretická část na mě působí poněkud zdlouhavě (má dohromady 30 stran), obsahuje zbytečně rozsáhlé kapitoly obecných charakteristik, které lze nalézt v citovaných pracích. Vlastní rešerše týkající se analýzy amarantových zrn je však přínosná. Objem experimentální práce je naprosto v pořádku navzdory situaci a okolnostem vzniku této práce, avšak myslím si, že autorka mohla ze získaných výsledků vytvořit zajímavější zpracování a bohatší diskusi. 

K práci mám několik dotazů a připomínek:
1. V práci lze nalézt několik chyb z nepozornosti, namátkou bych zmínila nejednotný počet desetinných míst v tabulce 3 spolu s nevysvětlenou zkratkou „d.w.“ (str. 20) nebo nesprávné zařazení kyseliny palmitové mezi nenasycené mastné kyseliny (str. 19).
2. Mohla by diplomantka vysvětlit, proč zvolila 50 % methanol k rozpuštění odparků extraktů, zatímco standardy byly rozpuštěny v methanolu (str. 51)? Fenolické kyseliny a jejich glykosidy by měly být lépe extrahovatelné do polárnějších rozpouštědel, v 50 % methanolu mohly být výtěžnosti těchto látek významně vyšší než v 80 % methanolu, je proto škoda, že toto rozpouštědlo nebylo testováno pro extrakci. Také z popisu přípravy vzorku před HPLC/MS není úplně jasné, v jakém konečném objemu 50 % methanolu byly extrakty rozpuštěny, nicméně předpokládám, že objem filtrátu před konečným ředěním byl pokaždé stejný. 


3. Chápu, že je obtížné diskutovat tolik typů extrakcí a rozpouštědel, avšak v kapitole „Optimalizace extrakce“ (str. 55) se nelze dost dobře zorientovat. Chybí zde zhodnocení, který typ extrakce se jeví jako účinnější. Diplomantka zde například píše, že byla porovnána extrakce pomocí třepání 
s extrakcí pomocí ultrazvuku, ale už nesděluje, která extrakce je lepší, případně zhruba procentuálně o kolik.
4. Obr. 14 (str. 57) nemá nejlépe zvolený titulek a uvítala bych zde i legendu k různým barvám 
na chromatogramu, příp. čísla píků, jak jsou uvedena na dalších chromatogramech. 
5. Uvítala bych podrobnější zpracování optimalizace separace fenolických látek. Skutečně při použití počáteční koncentrace 10 % acetonitrilu namísto 5 % dojde ke zlepšení rozlišení látek i na začátku separace?
6. Proč v grafu na Obr. 15 (str. 58) nejsou uvedeny záporné hodnoty, když byly optimalizovány?
7. Jak je tomu s identifikací kyseliny salicylové? V textu (str. 61) diplomantka píše, že tato kyselina nebyla detekována, avšak na Obr. 17 (str. 62) je tato kyselina označena. 
8. U příloh P4 – P6 chybí čísla píků a příslušná legenda.
9. Kapitolu o kvantifikaci sledovaných fenolických látek považuji za slabinu této práce. Je naprosto pochopitelné, že diplomantka vyhodnotila plochy píků u jednotlivých extraktů a ty jsou uvedeny v tabulce v příloze, ale myslím si, že zajímavé grafické zpracování, které by bylo doplněno patřičným komentářem, mohlo významně pozvednout úroveň této práce. 
10.  Na jakých extraktech byla měřena antioxidační aktivita? V kapitole 2.3.7. to není napsáno. Nebyla možnost vyzkoušet reakci koncentrovanějšího extraktu s činidlem DPPH (kap. 3.7.1.)? 
11.  Diskuse stanovení antioxidační aktivity a celkového obsahu fenolických látek je zdařilá, je zde vysvětlen trend poklesu v případě vícekrokové extrakce a je vyhodnocena i vzájemná korelační závislost těchto dvou parametrů. Škoda, že nejsou tyto výsledky porovnány s výsledky získanými HPLC/MS metodou. 

Závěrem konstatuji, že diplomantka Bc. Denisa Vraná přes mé výše uvedené komentáře splnila zadání diplomové práce, tuto práci doporučuji k obhajobě a hodnotím stupněm  										
C
V Pardubicích dne 18. 8. 2020
						
Ing. Blanka Švecová, Ph.D.					
