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Studium reaktivity významných amidů (močoviny a ethylkarbamátu) pro jejich následné stanovení pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie

Zadáním předložené diplomové práce bylo experimentálně ověřit vybraná činidla pro derivatizaci ethylkarbamátu (EC) a močoviny v různých matricích a porovnat je s ohledem na náročnost přípravy derivátů, stabilitu derivátů a jejich využitelnost při HPLC analýzách. 
V teoretické části diplomantka zpracovala rešerši týkající se vlastností EC, mechanismu jeho vzniku v potravinách a dále reaktivity amidů a karbamátů. Součástí teoretické části jsou i některé možnosti stanovení EC.
V praktické části se diplomantka zaměřila na vybraná činidla pro derivatizaci EC a močoviny, a to konkrétně na fenylisothiokyanát, dansylchlorid, 2,4-dinitrofenylhydrazin, p‑nitrofenylhydrazin, p‑toluidin a p-dimethylaminobenzaldehyd, přičemž pouze s posledně jmenovaným činidlem se podařilo vytvořit cílené deriváty. Získané výsledky jsou prezentovány formou tabulek, obrázků a komentářů.
K předložené práci mám následující připomínky:
- V teoretické části je rešerše dostatečně věnována charakterizaci EC, přičemž pro druhou testovanou sloučeninu (močovina) je popsána pouze její reaktivita a např. možnosti jejího stanovení zcela chybí.
- Vyjadřování koncentrací EC a močoviny není jednotné. Koncentrace zásobních roztoků jsou v mol/l (str. 46), kalibračních roztoků v mg/l (str. 47) a roztoků pro derivatizace v g/l (str. 49).
- V práci se objevují názvy p-dimethylbenzaldehyd a p-dimethylaminobenzaldehyd, přičemž by se mělo jednat o tu samou sloučeninu.
- Chybí postup přípravy kalibračních roztoků.
- Od strany 49 jsou špatně číslovány odkazy na jednotlivé obrázky (vyjma příloh) a pokračují až do konce diplomové práce. Některé obrázky s vyšším číslem jsou umístěny před obrázky s nižším číslem (str. 56 – obr. 26 a 25, str. 58 – obr. 28 a 27). Výsledný chaos velmi ztěžuje orientaci v provedených experimentech. Od strany 72 také nesedí číslování tabulek.
- Str. 41: nejintenzivnější iont v hmotnostním spektru EC není m/z = 62, ale m/z = 44 (předpokládám, že je komentováno spektrum z elektronové ionizace při 70 eV).
- Str. 40: stacionární fáze na bázi methylpolysiloxanu řadíme mezi nepolární.
- Str. 50: intenzitu absorbancí v absorpčním maximu při λ=206 nm na obr. 22 (str. 52) bych osobně nekomentoval jako „zvýšení“, absorbance je zde výrazně vyšší než je obecně přijímaná maximální reálná hodnota pro kvantitativní vyhodnocení.
- Str. 64, komentář k obrázku 36: udávaný nárůst intenzity absorbance o 0,2 % nekoresponduje s grafem na obrázku 36.
- Str. 70: stanovení LOQ uvedeným výpočtem není dle mého názoru vhodné u metody, která má být validována. LOQ by měla být koncentrace nejnižšího bodu kalibrační závislosti, který vyhovuje validačním parametrům.
- Diplomantka vybrala pouze dva body kalibrační závislosti pro výpočet intradenní opakovatelnosti a dva jiné body pro mezidenní opakovatelnost. Pro výpočet uvedených validačních parametrů by měly být vybrány kalibrační body z celého rozsahu, tzn. minimálně 3 koncentrační úrovně, typicky nejnižší, střední a nejvyšší bod kalibrační závislosti. Mezidenní opakovatelnost je pak počítána ze všech hodnot na dané koncentrační úrovni.

Dotazy:
- Str. 56, obr. 25: je nějaké vysvětlení, proč činidlo dansylchlorid poskytuje dva chromatografické píky (retenční časy cca 1 a 6 minut)?
- Str. 65, obr. 37: nejvyšší koncentrace derivatizačního činidla (183 mM) se jeví jako nejlepší. Byly testovány i vyšší koncentrace než 183 mM?
- Čím jsou způsobeny rozdíly v intenzitách absorbance na obrázcích 35 (str. 64) a P2 (str. 96)? Snížení hodnoty absorbance vlivem teploty na obrázku P2 je defakto na úrovni šumu. Podle hodnot absorbance se zdá, že reakce neproběhla jak za zvýšené teploty, tak ani za laboratorní (nekoresponduje s obr. 35).
- Str. 71, tabulky 3 a 4: mohla by diplomantka objasnit, jak a za jakým účelem byly počítány hodnoty relativní směrodatné odchylky a okomentovat tyto hodnoty?
- V práci je konstatováno, že při eluci derivátu močoviny byly pozorovány dva píky, byly také oba vyhodnocovány jako suma. Bylo by možné použít na vyhodnocení pouze jeden z nich?
- Str. 71: vysoké hodnoty parametru „Návratnost“ nad povolené rozmezí (95-105 %) jsou přisuzovány nedokonalému průběhu derivatizace. Mohla by to diplomantka blíže vysvětlit?
- Vzhledem k experimentu na str. 74 je pravděpodobné, že kalibrační roztoky byly ředěny vodou. Proč už pro přípravu kalibračních roztoků nebyly použity buď matrice tak jako ve výše uvedeném experimentu nebo materiál, který by takovou matrici částečně simuloval?
- Jak byly vypočteny hodnoty pro mezidenní opakovatelnost, když pro intradenní opakovatelnost byly použity roztoky s jinými koncentracemi (viz poslední připomínka)?
- V přílohách na obrázcích P1B, P1C, P3 chybí chromatogramy slepých pokusů, ač by podle popisků k obrázkům měly být uvedeny. Na obr. P1C jsou na chromatogramu derivátu EC vidět píky, které se na chromatogramu močoviny nenacházejí. Byly i ve slepém pokusu nebo se může jednat o derivát?

Z uvedených komentářů k práci a poměrně rozsáhlého výčtu připomínek vyplývá, že diplomové práci mohla být věnována větší pozornost. I přes uvedené výhrady diplomovou práci Bc. Moniky Touškové doporučuji k obhajobě s hodnocením
						 C 
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