Oponentsky posudek diplomové prace
Bc. Irena T U M O V A: ,STANOVEN| VYBRANYCH OXOKYSELIN V SUCHE KAPCE KRVE
METODOU VYSOKOUCINNE KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE S FLUORESCENCN{ DETEKC{“

PfedloZena diplomova price se zabyvad stanovenim 2-oxokyselin odvozenych od
aminokyselin vsuché kapce krve svyuZitim kapalinové chromatografie s fluorescenéni
detekci po predchozi derivatizaci. Cilem vlastni prace je zavedeni dostate¢né citlivé a
selektivni metody vyuZivajici nekarcinogenni derivatizaéni ¢inidlo.

V teoretické Casti je nejprve shrnuta problematika stanovovanych 2-oxokyselin, véetné
vybranych metabolickych poruch souvisejicich s témito kyselinami. Dal$i ¢ast teoretické ¢asti
je veénovana metoddm stanoveni 2-oxokyselin (zahrnuje papirovou a plynovou
chromatografii, elektroforetické stanoveni a velky dlraz je kladen na vysokouUc¢innou
kapalinovou chromatografii, ve které se autorka zabyva moZznostmi derivatizace réiznymi
derivatizaCnimi Cinidly. Jsou zde zminény i referen¢nich hodnoty vybranych 2-oxokyselin a
aminokyselin ve vzorcich plné krve.

V experimentalni &asti je uveden popis ziskani biologickych vzork(i, jsou zde
sumarizovany pouZité chemikalie, pomucky, pfistroje, postupy pro pfipravu pracovnich
roztokd pouZivanych v préci véetné chromatografickych podminek.

Dale bych zminila nékteré nedostatky, které vyplynuly pravdépodobné z nezkusenosti
autorky:

- Kapitola 1.1.1-1.1.4, 1.1.6, 1.1.7, 5.9.1, 5.9.2, obrdzek 5, 8, 12, 13 a dalsi — neni uveden
zadny literarni zdroj, ze kterého autorka u téchto kapitol popfipadé obrazka éerpala.

- Citovani zdrojl neni chronologické — po odkazu 1, 2, 3 nasleduje zdroj 63, 64.

- Co je spravné pouzivat detekovat nebo detegovat? V textu se vyskytuji oba tvary.

- Str. 33— je termin HPLC na obracené fazi spravny?

- Str. 59 — na zakladé ¢eho byla zvolena koncentraéni rozmezi jednotlivych standarda?

- Kap. 6.1 - Pfiloha 1 — jak bylo postupovano pfi tomto pokusu, kdy jsou uvedeny dva
chromatogramy — jeden bez lyofilizace a druhy s lyofilizaci? Byl standard bez lyofilizace
odparen v proudu dusiku do sucha a pak derivatizovén a ve druhém pfipadé byla voda
odstranéna lyofilizaci? — z popisku chromatogramu ani z textu neni mozné jednozna&né
rozlisit, co bylo provedeno a porovnavano.

Cim si autorka vysvétluje nereprodukovatelnost vysledkd pfi pfipravé vzorku, kdy vnitini
standard byl pfidavan na filtracni papir pfed aplikaci vzorku?

- Str. 68 kap. 6.1 — ve druhém odstavci autorka piSe, Ze v praci se vyuZivala metoda
standardniho pfidavku, ale hned v dal$i vété pise o standardu vnitinim.

- Str. 69 kap. 6.2.1 — nerozumim vybéru extrakéniho &inidla — neni nijak zdGvodné&no.
Z dané tabulky s vysledky ploch piki jednotlivych standardd, bych ja vybrala dplné jiné
extrakeni Cinidlo napF. 10% ethanol kvili tomu, Ze odezvy ploch jednotlivych standardd
jsou mnohem vyssi neZ u ¢inidla zvoleného autorkou.

- Kap. 6.2.3 — odpovida tvrzeni ,analyza standardd skoncentracemi pokryvajicimi
rovnomeérné deklarovany rozsah” tomu, jaké byly pfipraveny koncentraéni body?

- Kap. 6.2.3 pojednava o analytickych parametrech metody. Kazda analytickd metoda by
méla byt charakterizovana alespori limitem detekce nebo limitem kvantifikace — proc
nebylo toto uvedeno? Navic vtabulce 20 je napf. pro 2-KG uvedeno minimalni a
maximalni mnoZstvi nalezené v redlnych vzorcich darct tj. 38,1 a 124,7 pmol/l. Je moiné




uvést maximalni hodnotu 124,7 pmol/l, kdyZ rozsah kalibrace byl v rozmezi
2,5-50,4 umol/I?

V &asti vysledky a diskuze se velmi tézko orientuje. PfestoZe autorka provedla fadu
experimentd, neni snadné se orientovat ve vysledcich a zavérech vyvozenych z méfeni.
Zavéry vyvozené z experimentd by bylo dobré |épe okomentovat a zd(ivodnit.

Diplomovou praci doporucuji s vySe uvedenymi vyhradami k obhajobé& a hodnotim ji
znamkou
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