Oponentsky posudek
doktorské disertaéni prace Ing. lvety MareSové
,Biomasa jako zdroj lignan a studium jejich distribuce®

Prace je zaméfena na studium distribuce lignandl v biomase dfevin (smrku
ztepilém) a vybranych druhl obilovin a pseudocerealii — v prosu, pohance, amarantu
a v odpadnich zeméd&iskych produktech. Vysledky prace pfinaseji nové informace o
identifikovanych lignanech v sucich smrkového dieva a pfirodnich vodach a o
distribuci lignand v biomase obilovin a pseudocerealii. Podstatnou soucasti prace je
rovnéZ vyvoj a optimalizace metod pro zpracovani vzorkd, identifikaci a kvantifikaci
majoritnich lignanti — hydroxymatairesinolu (HMR), sekoisolariciresinolu (SEC),
matairesinolu, lariciresinolu (LAR) a cyklolariciresinolu (CLAR). Dalsim cilem prace
byla identifikace minoritnich lignanG a lignant ve vodnim ekosystému. Z testovanych
extrakénich technik byla nejaginn&jdi metoda zrychlené extrakce rozpoustédlem ASE
za pouzZiti metanolu nebo smeési acetonu s vodou (70:30 nebo 95:5 V/V) po
odstranéni lipofilnich latek n-hexanem a nasledujici analyzou kapalinovou
chromatografii s hmotnostni detekci (LC-MS) za vyuziti chemické ionizace za
atmosférického tlaku (APCI) v negativnim modu. V suku smrku ztepilého byly
metodou GC-MS identifikovany lignany 7S-todolaktol A a 7R- todolaktol A, 7-
hydroxylariciresinol, sterecisomery 9'- hydroxylariciresinolu a 7S a 7R-isoliovily. Ve
vzorcich pohanky seté, tatarské, prosa setého a amarantu bylo pomoci LC-MS
kvantifikovano 10 lignant. Ve stoncich, kofenech, slupkach a nazkach pohanky byly
zaznamenany statisticky vyznamné rozdily v obsahu lignanti, pficemz v obalovych
vrstvach nazek tvofily pouze 3 % celkového obsahu. Profily zastoupeni lignant pro
odriidy pohanky resp. odrlidy prosa byly podobné. Zna&n& nerovnomérné zastoupeni
bylo nalezeno v jednotlivych organech pohanky, prosa, amarantu s korelacemi pro
kofeny, stonky i slupky a roky 2011 a 2012. Zajimavé je stanoveni lignani
v matolinach a semenech hroznt révy vinné (CLAR, SEC a LAR). Vyznamne je
zjidténi, Ze pfitomnost lignani ve vodé by mohla byt biomarkerem luzniho lesa.

Prace je napsana a clenéna klasickym zpusobem, zahrnuje 130 stran a
s pfilohami 163 stran a s poCtem 95 svétovych odkaz(. V praci je uvedeno 48
obrazk{, 34 tabulek a 8 pfilon. Podstatnou sougasti prace jsou rovnéz védecke
publikace v impaktovanych ¢asopisech, napf. Wood Research (IF=0.275), Food
Chemistry (IF=3,334). Prace je dopinéna seznamem publikaéni innosti autorky.

K vlastni praci mam nékolik pfipominek a dotaz(i do diskuze:

o Koniferylalkohol je prekursorem lignini a lignant jehli¢natych strom
(koniferii), zatimco sinapylalkohol je prekursorem ligninu a lignani listnatych
stroml. Daji se tyto prekurzory vystopovat v zastoupeni lignanii ve smrku
ztepilém, pseudoceredliich a matolinach a semenech révy vinné? Souvisi
jejich zastoupeni ve vodach se stromy v luznich lesich (biomarkery)?

e Je znamo, ze protolignin je velice obtizné izolovateiny, proto existuji rizné
modely ligninu (Freudenbergertv, Nimzlv, Klasondv atd.). Je zde moznost
zmény struktury lignant bé&hem jejich izolace raznymi postupy jako je tomu u
ligninu?

e Zaujal mé& starogesky nazev dvouzrnky okryz, vznik éeskému pojmenovani dal
osinaty klas, ktery se rozpada na dvouzrnné klasky. A tak jsem zjistil, Ze
existuji i dal§i synonyma dvouzrnky — polopolba nebo tekel.



Prace je pedlivé napsana, objevuiji se jenom drobné pieklepy, napf. na str. 15
smrku ztepilého, fytoestrogeny na str. 26, plocha vnitfniho standardu na str.
47, identifikace s. 63, spektry s. 69.

Mohla byste struéné popsat potencial vyuZiti lignant (HMR, SEC, LAR, NTG)
jako vedlejsich produkti pii primyslovém zpracovani drfeva?

Jaky je princip metody zrychlené extrakce rozpoustédlem ASE a jak vypada
porovnani s klasickymi extrak&nimi metodami?

Za pfinos pokladam projekci vzork( pohanky seté a prosa do komponentni
roviny pro zhodnoceni distribuce lignant v jednotlivych ¢astech rostlin, ktera
odhalila rozdily v zastoupeni lignani ve slupkach, nazkach a kofenech
jednotlivych odrid.

Jak Ize vysvétlit vy3si obsah lignanl ve vzorcich gervenych vin ve srovnani
s viny bilymi? Zajimavy je poznatek, Ze v matolinach byl vy$s$i obsah SYR (5,6
mg.kg™"), ktery viak nebyl detekovan v semenech.

Vy$8i obsah lignant v pfirodnich vodach je dan trvale zamokienymi plochami
se stojici vodou a rlznymi druhy dfevin (vrby, olde). Bylo by zajimavé
analyzovat lignany ve vztahu k riznym druhtm dfevin s riznym kvalitativnim a
kvantitativnim zastoupenim lignand a ligninu.

Prace je napsana na vysoké odborné drovni a vyplyva z ni, Ze doktorandka se
vdané problematice velmi dobfe orientuje. Prace je napsana velmi peclivé
s vynikajicim grafickym vybavenim.

Na zékladé objektivniho a kritického rozboru piedlozené disertaéni prace dle §
47, odst. 4, Zakona o vysokych Skolach ¢. 111/1998 Sh.

doporucuji

pfijeti disertaéni praci Ing. lvety Maresov é k obhajobé a po Uspésné
obhajobé udéleni titulu Ph.D. 4
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Dosazeni stanovenych cila

Piedlozena prace si vytycila tyto cile:

a) Studium distribuce lignand v biomase dievin, zejména smrku ztepilém, v biomase
vybranych druh® obilovin a pseudocerealii, v prosu, pohance a amarantu a v odpadnich
zemédélskych produktech.

b) Vyvoj a optimalizace metod pro pfipravu a zpracovani vzorkidi a jejich analyzu.
Identifikovat a kvantifikovat hlavni lignany zejména HMR, SEC, MR, LAR, CLAR.
Identifikovat i minoritni lignany pomoci modernich instrumentalnich metod.

c) Identifikovat lignany ve vodnim ekosystému.

Vsechny tvto cile byly v pFedloZené prdci tispésné spinény.

Uroveli rozboru soudasného stavu fefené problematiky v disertaci

Prace obsahuje detailni rozbor feSené problematiky: obsahuje piehled chemické struktury
lignant, vyskyt a potencialni roli lignani v rostlinach, prehled vyskytu lignanti v dfevinach
(smrku, borovici, jedli), dale piehled vyskytu lignand v potravinovych surovinach a
potravinach a v p¥irodnich vodach. Prace dale davé pifehled o vyskytu lignanfi u savel a
Clovéka. RovnéZz je podan podrobny ptehled biologickych ucinkt lignand u vysSich
organisml véetn€ Cloveka. Jsou rozebrany ucinky jako antioxidacni aktivita, estrogenni
aktivita, protinddorovéa aktivita, antivirova aktivita, interakce rostlin a hmyzu. Je podén
stru¢ny prehled dosud pouzivanych analytickych metod ke stanoveni obsahu lignant. str. 11-
29.

Rozbor je poddn vynikajici formou s piimym vztahem k FeSené problematice.

Teoreticky prinos disertacni prace

Price obsahuje fadu feSeni na vysoké analytické urovni. Jde zejména o aplikaci netradi¢nich
analytickych metod, stanoveni lignanii dosud béZné nestanovovanych v netradiénich ¢astech
biologickych materiali (zejména v kotenové Casti rostlin).

PredloZend teoretickd reSeni pFindSeji nové poznatky a umoZiuji kvantitativni stanoveni
obsahu lignanit ve studovanych materidlech,

Prakticky prinos disertatni price

PiedloZend disertace ma nesporny prakticky pfinos pro dalsi praci, zejména pii budoucim
vyuziti ziskanych znalosti o obsahu lignanii v riznych &astech studovanych rostlin a
materiald.

Konstatuji, Ze praktické poznatky predloZené prdce jsou vysoce uZitecné.

Vhodnost pouzitych metod FeSeni

Disertantka pouZila vhodné metody feSeni dil¢ich analytickych problémi. Ve vétSing
feSenych problémi postupovala vhodné zvolenym experimentem. Jeji vysledky maji pfimou
aplikovatelnost v praxi.

PouZité metody FesSeni problematiky bvly vhodné a pFinesly nové poznatky.

Zpusob aplikace pouzitych metod



x

Zplsob aplikace pouzitych analytickych a statistickych metod odpovidal t€elu a zejména cili
feSeni.

Ke zpuisobu aplikace nemdm vihrady.

Prokazani znalosti disertantky v daném oboru

Disertantka prokézala hluboké znalosti v oboru analyzy lignani ve vSech studovanych
materidlech. Je dobfe obezndmena s vyhodami jejich aplikace pfispéla svoji praci k odhaleni
nékterych dosud nenalezenych lignanti v materialech.

Disertantka prokdzala hluboké znalosti v FeSené problematice.

Formaélni drovei prace

Prace piina3i feSeni tfi cilovych problematik a je vhodné €lenéna tak, Ze nejprve popisuje
pouzité materidly a metody a dédle presentuje dosaZené vysledky analyz vhodné statisticky
zpracované. Prace se opird o 95 hodnotnych literarnich odkazi a presentuje 3 vlastni
publikace, 1 uZitny vzor, 1 patent a 6 praci presentovanych ve sbornicich konferenci. Zadné
formalni nedostatky jsem pfi podrobném ¢teni prace nezjistil (drobné pieklepy jsem vyznaéil
pfimo v praci, nemaji Zadny negativni vyznam na kvalitu prace).

Formdlni vroven predloZené disertace je vvsokd.

Zavérecné doporudeni
Vzhledem k vynikajicim ziskanym poznatkiim bych se rad dotdzal, ktera rostlina dava
nejvetsi potencial pro praktické téZeni lignand s cilem obohatit lidskou vyzivu.

Vzhledem ke kvalité dosaZenvch vvysledki a celkové trovni prace d o por u & u j i tuto
disertacni praci k obhajobé.

V Praze dne 16. 6. 2014

Ing. Milan Houska, CSc

Vyzkumny ustav potravinaisky Praha, v.v.i.
Radiova 7

102 31 Praha 10
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Uz v avodu mého posudku disertadni prace Ing. Ivety Mare$ové bych chtél zdtraznit
vyznamnou osobni vlastnost autorky, ktera je rozhodujici pro kazdou usp&$nou védeckou
praci. Doktorandka pfi volb& tématu nehledala cesty, které by ji praci usnadnily, ani pro ni
nebyla rozhodujici doba, kterou méla na svoji disertaci vynaloZit. Rozhodujici pro ni bylo,
aby to bylo téma nové, aby to byla cesta, kterou se pfed ni ubiral n&€kdo spi§ snad vyjimeéné a
aby jeji prace ptinesla nikoli jen publikovatelné, ale opravdu zcela nové vysledky. V podstaté
tim naplnila pfedstavy nas vSech, kteii v oblasti v&decké vychovy pracujeme, jak by méla
doktorskd prace vypadat. Snad se miZe nékomu zdat, Ze to zde zddraziuji zbytedné, ale
dlouholeta zkuSenost mi dokazuje, Ze nesmyslna honba za podilem vysokoskolsky vzdé&laného
obyvatelstva u nés vede k logickému sniZeni trovng, a to se projevuje nejen u absolventt
vysokych Skol, ale Casto i u doktorandi nékterych fakult a nékterych oborti, v jejichZ
doktorskych disertacich je poZadavek védecky nového poznatku splnén dosti problematicky.
Proto volbu népln& doktorské disertatni prace Ing. MareSové hodnotim jako vyznamnou
pfednost. Opravdu zcela novych poznatkd pfinesla tato disertace mnoho, a to i t&ch, které
mohou mit v budoucnosti po technologickém vyuZiti velmi vyznamny ekonomicky efekt. Jde
nejen o zcela nové vysledky pfi sledovani distribuce lignanéi v biomase obilovin a
pseudoceredlii, které jsou zcela nové, ale i o pokracovani ve vyzkumné préci jejich finskych
kolegi pfi studiu lignan v extraktech sukt smrku ztepilého, pfi kterém se ji podafilo
identifikovat pé&t dosud nezndmych lignanii. V pramyslové technologii hraji velké role nejen
vlastnosti suroviny, ale také celd ekonomickd stranka jeji vyroby a z tohoto hlediska je
zjiSténi, Ze pohanka tatarka md v kofenech kolem 2500 mg/kg t&chto fytoestrogennich latek,
velmi slibné. Znamy vysoky obsah lignani v Inéném semenu je mnohem hiife vyuZitelny,
zvIast€ dnes, kdy stfidani plodin je velmi omezené, existence pidni unavy Inu vyZaduje az 8-
leté intervaly setf Inu na totéZ misto, také vynos kolem 600 kg/ha neni pro primyslové vyuziti
dostateCny. Rostliny pohanky sice nemaji mohutny kofenovy systém, a proto by bylo nutno
zpusob sklizn€ kofend feSit, ale pfi souCasném stavu techniky pro zpracovani piidy by to byl
snadn€j$i zpisob ziskani suroviny pro izolaci lignanii, neZ shromazd’ovéani sukd jehli¢nand, i
kdyz 6 — 24 hm.% lignant se 70-80 % 7-hydroxymatairesinolu je téméf Sokujici.

Doktorskd disertacni prace Ing. Mare3ové si stanovila pomé&mé rozsghlé a naroéné
cile, studie distribuce lignanti v biomase smrku, v obilovinach, v pseudoceredliich (v prosu,
pohankach a v amarantu), v n€kterych odpadnich zemé&dé&lskych produktech, dale identifikaci
minoritnich lignand, identifikaci lignani ve vodnim ekosystému a k tomu dal$i naroény cil —
vyvoj a optimalizaci metod pro piipravu a zpracovani vzorki a jejich analyzu se zaméfenim
na 5 hlavnich lignant. To je ohromny cil, ktery by podle mého nézoru stacil na dvé doktorské
prace a s uznanim musim konstatovat, Ze doktorandka tento naroény cil beze zbytku splnila.

Ve své praci autorka uvaZuje o loze lignani v rostlinach a dospiva k nazoru, Ze to je
ziejme uloha v obranném systému rostlin. Tato uloha miZe byt ovéem mnohotvarna, mtze to
byt vy33i aktivita v tvorbé odolnosti k rostlinnym chorobam, ale i proti ZivogiSnym Skidctm.
Mize to byt ale také n&jakd stimulace kudrZeni zékladnich fyziologickych procesii
v organismu, ktery je bezprostfedné¢ ohroZen ztratou existence v kritickych Zivotnich
podminkach. Autorka cituje pramen, v némZ byl nalezen vy$§i obsah lignant v sucich stromd,
které rostly v drsnych podminkdch na severu Finska. V minulosti jsem se zabyval izolaci
jiného fytoestrogenu, isoflavonu genisteinu, jehoZ vyhodnou surovinou byl vI¢i bob
mnoholisty, znama modréa ,lupina“ naSich lesnich pasek. Zcela pravidelné jsme nalézali
nejvice genisteinu na stanovistich zcela chudych, jesté vice navic extrémné suchych, u
porostli poSkozenych pozdnimi mrazy. VI¢i bob péstovany v zahradéach, a to i modré formy,
genistein vitbec neobsahoval! Neni tu moZno hledat n&jakou souvislost?

Autorka uvadi jeden finsky literarni pramen, kde bylo sledovano dlouhodobé N-
hnojeni v pétiletych intervalech smrku ztepilého a bylo konstatovano autorem, Ze dusikaté
hnojeni nemélo vliv na obsah lignandi v sucich. Vysledky Ing. MareSové oteviraji pro



pokracovatele jeji vyzkumné prace vyzvu, aby byl sledovan vliv Zivinného reZimu na obsah
lignanti v suroving, ktery miZe byt nejen kladny, ale jak z pfedeSlého textu je ziejmé, i
zaporny. Finsky pramen z roku 2008 bych nebral p#ili§ v ivahu, protoze hnojeni v lesnich
porostech i dlouhodobé je pii interpretaci vysledkt velmi nespolehlivé. V lesni ptidé nadloZni
humusové horizonty pifebytkem labilnich forem uhliku maji tak obrovskou imobilizaéni
aktivitu k dusiku, Ze do podpovrchovych epipedonti se mineralni dusik viibec nedostane a
stromy jsou nadéle Ziveny jen mineralizovanym dusikem organické hmoty podpovrchovych
horizonti.

Objev doktorandky, Ze kofeny pohanky tatarky maji az 2500 mg/kg lignant, povaZuji
za vyznamné&j$i skuteCnost, neZ obecn€¢ zdlraziiovany nutri¢ni vyznam pseudoceredlii,
kterému ¢aste¢né podlehla i autorka této vyborné prace. Pohanka je sice zdrojem flavonoidu
rutinu, ale ten je hlavné v nati, nikoli v semenu a je pravda, Ze¢ ma znaény obsah bilkovin,
vitamind skupiny B, obsahuje katechiny, fytosteroly — ale na druhé strané ma i antinutri¢ni
slozky, hlavné inhibitory trypsinu. Hlavni problém je v tom, Ze prevence cukrovky, obezity,
vysoké hladiny cholesterolu v krvi by vyzadovalo pravidelnou a vysokou konzumaci této
pseudocerealie a kdo ochutnal takové vyrobky, napf. pohankovou kasi, nové vyrobky tzv.
raciondlni vyZivy nebo ruské parky s ,,gre€ichou”, pochopi, Ze to neni prakticky mozné. Také
by bylo vyhodnéjsi konzumovat zelené ¢asti této rostliny, nez semena. Ani na zelené hnojeni
neni pohanka pfili§ vhodnd, jak se v praci na zakladé studia literatury uvadi. K zelenému
hnojeni jsou nejvhodnéjsi rostliny, které snejmen$im vyrobnim nakladem jsou schopny
vytvorfit velké mnoZstvi velmi labilni, snadno rozloZitelné organické hmoty, ktera navic nese
s sebou dostatek dusiku, protoZe jinak se musi dodat vkejdé, modiivce & drahych
univerzalnich hnojivech. Jinak by doslo k imobilizaci ptidniho mineralniho dusiku. Proto
pohanku jen jako soucast smési, a to jen na pudach pisCitych, jinak se dava prednost
rostlindm, které vaZou vzdusny dusik, jetelovindm, bobu, luping, vikvi, pelusce atd.

Na str. 33 je drobny nedostatek, ktery samoziejmé neohroZzuje mé vyborné hodnoceni
celé doktorské prace, ale je nutno pro publikaci jej opravit. Dnes uZ se nepouZiva
morfologicky klasifika¢ni systém ptd, proto nelze pouZit termin hnéda pida oglejena, ale
Taxonomicky klasifikaéni systém, ve kterém neexistuje pojem pudniho typu kambizem
pseudo-glejova. Jde o referencni tfidu kambisol, ptidni typ kambizem (KA), subtyp oglejena
g, varieta slab& oglejena g”. Pokud ale jde o $kolni pozemek, je to spiSe kultizem horticka.
Uvadét klimatickou charakteristiku stanovi§t¢ mé& vyznam jediné tehdy, kdyZz je popsan -
podrobné Zivinny rezim a vodné-vzdus$ny reZim stanovisté nebo alespori zakladni fyzikalné-
chemické vlastnosti pidy, z kterych by se dalo na uvedené reZimy alesponn usuzovat. To
uvadim opét jen jako informaci pro pfipadné pokracujici prace a publikace.

V préci jsem nenaSel Zddné nedostatky, i formélni stranka je vzornd, text je logicky a
srozumitelné psany, po vSech strankdch mohu hodnotit tuto vzornou praci jen vyborné. Je
nutno ocenit nejen schopnosti a poctivou, ndroénou praci Ing. MareSové, ale 1 u¢innou a
vynikajici praci jejiho Skolitele, také tviiréi a ndroéné pracovni prostfedi jejiho pracoviste,
katedry chemie, jejiz doktorandi vesmés ptedkladaji vzorné a vynikajici doktorské prace. Je
vtom zajisté velky podil poctivé uclitelské prace vedouciho katedry, pfedsedy komise
doktorského studia i ostatnich ¢lent tohoto tviréiho pracoviste.

Prosim, aby doktorandka pfi obhajobé prace vyslovila sviij nazor na tyto otazky:

1) Ing. MareSova dokonale propracovala metody extrakce. Ktera extrakce se ji zda pro
ptipadnou priimyslovou extrakci nejslibn€j$i?

2) Cim si vysvétluje zna¢né rozdily obsahu lignanii u pohanky seté, odrtida Jana, vr.
2011 a 2012, které jsou dvojnasobné. Pro vyuZiti pohanky jako suroviny by to byla
nevyhoda, a proto se ptam na cestu, jak by bylo moZné tyto rozdily eliminovat?



Zaver:

Doktorskou disertaéni praci Ing. Ivety MareSové hodnotim jako praci po vSech
strankach vybornou, oceftuji novost poznatki, které obsahuje 1 mnozZstvi a védeckou uroveri
prace, kterou doktorandka vykonala. Doporucuji komisi doktorského studia, aby po jisté
uspésné obhajobé této disertaéni prace udélila Ing. MareSové titul Ph.D.



