Oponentsky posudek
doktorské disertaéni prace Ing. Evy Dadakové
,Vyvoj metodiky stanoveni vyznamnych flavonoidu a jeji aplikace na vybrané
zemédélské plodiny*

V posledni dob& vyrazné stoupa zajem o analytické metody, které mohou
rozdélit a stanovit latky flavonoidniho charakteru, které maji fadu pfiznivych
biologickych G&inkGi na lidské zdravi. Zejména flavonoly s nejroz8ifengjsim
aglykonem kvercetinem a jeho glykosidem rutinem maiji vyrazné antioxida&ni acinky
a pUsobi preventivné proti vzniku a rozvoji onemocnéni srdce a cév.

Pfinosem prace je vyuZiti méné rozSifené metody kapilarni zoénové
elektroforézy (CZE) pro stanoveni téchto latek v Sirokém souboru zeleniny a ovoce a
rovnéz napojich bohatych na tyto latky. Pfinosem je optimalizace analytickych
postupll pro stanoveni obsahu kvercetinu a rutinu a srovnani parametrd metody
kapilarni elektroforézy s HPLC metodou z hlediska pracovniho rozsahu metody,
meze detekce a stanovitelnosti a hodnoty rozsifené nejistoty méfeni. DalSim
pfinosem jsou pak konkrétni u(daje o obsazich stanovovanych flavonoidil
v jednotlivych rostlinnych zdrojich, jejich zménach b&hem skladovani a dalSich
technologickych tpravéach.

K vlastni praci mam nékolik pfipominek a dotaz{:

o str. 12: lepsi formulace...hydroxybenzoova a hydroxyskoficova kyselina a
jejich derivaty...

e str. 12: vzhledem ktomu, Ze leukoanthokyanidiny se nevyskytuji ve formé
glykosidd, volil bych spiSe tento nazev pro tuto skupinu latek, nez nazev
leukoanthokyany (viz srovnani anthokyany — glykosidy a anthokyanidiny —
aglykony)

e str. 13, 3. f.zd.: p-kumarova kyselina — oznageni o-, m-, p- psat italikou

o str. 22: ...teaflaviny, tearubiginy a také teasinensiny. Jak se vzajemné li§i a jak
se lisi fermentované &aje od zelenych v zastoupeni flavonoidnich latek?

e V obilovinach prevazuiji spise flavony — napf. jeCmen, pSenice...

o str. 29: spiSe &esky B-O-D-rutinosid kvercetinu, kvercetin-O-D-rutinosid je
zpUsob pievzaty z anglosaske literatury

e str. 33: v praci sjednotit: bud isoflavony nebo izoflavony

e str. 38 a daldi: ..ziskan...; ...citrénové kyseliny (obraceny slovosled
v nomenklatufe organickych kyselin nez je tomu u anorganickych kyselin) —
salicylova kyselina, acetylsalicylovda  kyselina, benzoova kyselina,
1-naftyloctova kyselina, askorbova kyselina (str. 59) atd.

e str. 43: Ze zbyvajiciho materialu...

str. 56: nazev sodium dodecyl sulfat je pfevzat z anglosaské nomenklatury, dle
systematické nomenklatury organickych sloudenin (Nazvoslovna pravidla
IUPAC, Chem. Listy 95, 650-690 (2001) by mélo byt natrium-dodecyl-sulfat
str. 60: NaHCOs (2 g); ...provedena neutralizace pfidavkem...

str. 61: (TBHC) jako antioxidantu; TBHC

str. 65: Supernatanty...

str. 68: ...(NH2, CN)...

str. 72; ...kvercetinu v kontrolnim vzorku...

str. 75: 200 %



e str. 80: HPLC a CZE aé principialné rozdilné, pfesto poskytuji vysledky
stanoveni rutinu dostate¢né shodné. Bylo by moZzné velmi strucne
charakterizovat pfednosti i nedostatky obou metod, tj. srovnat je komplexne a
z tohoto srovnani vyvodit vhodnost a doporuéeni jejich pouZiti pro stanoveni
flavonoidnich latek za urditych danych podminek? Jednd se o struéne
srovnani véech parametri u obou metodik.

e Cennym poznatkem vicekrat potvrzenym je, Ze paprika Cervena a cibule Zluta
a Gervena predstavuji nejbohat$i zdroje kvercetinu v nasi vyZzivé. OvSem je
nutno vzit v Gvahu i mnoZstvi konzumované plodiny, napf. pro srovnani
brambory a cibule. U ovoce je jiz tento faktor zohlednén (viz jablka x jefab
gerveny). Zajimavy je poznatek o vysokém obsahu celkového kvercetinu
v Salotce (zatim jsou dostupné tdaje pfedevsim pro rliznobarevné cibule).

o Jak by bylo mozné vysvétlit pokles obsahu celkového kvercetinu béhem
skladovani (chemicka degradace)? Mohlo by dochazet béhem enzymatickych
hydrolytickych procesti k jeho uvolfiovani z glykosidickych forem nebo naopak
k biosyntéze? Néktefi autofi potvrzuji Gbytek anthokyanovych glykosidl
gervené cibule béhem skladovani, napf. Gennaro L., Leopardi C.,
Esposito F., Salucci M., Maiani G., Quaglia G., Fogliano
V.: Flavonoid and carbohydrate contents in Tropea red
onions: Effects of homelike peeling and storage. J.
Agric. Food Chem., 2002, 50: 1904-1910, zatimco jini béhem
skladovani zjistili dokonce nartst 3,4°-O-p-D-diglukosidu kvercetinu, napf.
Okamoto D., Noguchi Y., Muro T., Morishita M.: Genetic
variation of quercetin glucoside content in onion (Allium
cepa L.). J. Jap. Hort. Sci., 2006, 75: 100-108.

e Vtepelné upravé cibule je uvedeno peéeni s minimalnimi zménami v obsahu
kvercetinu. Lze souhlasit s poznatky v praci Lombard K., Peffley E.,
Geoffriau E., Thompson L., Herring A.: Quercetin in onion
(Allium cepa L.) after heat-treatment simulating home
preparation. J. Food Comp. Anal., 2005, 18: 571-581, kteri
b&hem peéeni zjistili narGst 7-25 % obsahu kvercetinu?

e Meziodridové a meziroéni rozdily byly zji§tény jako statisticky nevyznamne.
Lze ale charakterizovat alespoii tendence? Rozdily mezi odridami mohou
znaéné zaviset na jejich vybéru a ve skupinach riizné barevnych cibuli mohou
byt riizné (viz vy$e zminéna prace Okamoty et al., 2006).

e Pii suseni kvétu bezu &erného byl zji§tén pokles obsahu rutinu pfi suSeni pfi
vyssi teploté (50 9C). Jak by asi vypadal vtomto kontextu obsah volného
kvercetinu?

e Cennym poznatkem jsou nalezené obsahy kvercetinu v Cajich Cernych,
zelenych, oolong, bylinnych a ovocnych). Je v8ak uvaZit, ze predevsim
v klasickych &ajich je polyfenolicky komplex nesmirné bohaty a jsou to
predev§im katechiny a gallokatechiny, které pfispivaji k antioxidacnim
G&ink(m zminé&nych ¢aja.

Prace je velmi peélivé zpracovana na vysoké grafické drovni s mnoZstvim
dokumentujicich grafli, nazornych obrazk( a pfiloh. Je zpracovana velmi pfehledné
se &lenénim do osmi hlavnich kapitol a se seznamem praci vztahujicich se k danému
tématu. Prace je zpracovana v ¢eském jazyce na velmi dobré odborné urovni a je
dokumentovana fadou odkaztl. Publikaéni ¢innost doktorandky je dokumentovana 2
plvodnimi &lanky v impaktovanych &asopisech v pfilohové &asti a fadou prezentaci
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na mezinarodnich i celostatnich konferencich a rovnéz feSenim péti grant(, kde byla
Ing. Dadakova fesitelkou nebo spoluiesitelkou.

Na zaklad& objektivniho a kritického rozboru predlozené diserta¢ni prace dle
§ 47, odst. 4, Zakona o vysokych kolach €. 111/1 998 Sb.

doporuduji

disertaéni praci Ing. Ey Dadakové k piijeti k obhajobé a po Gspésné
obhajobé udéleni titulu Ph.D. :

V Praze dne 12. kvétna 2006

Y, :"_c"\'.‘_—/,'f/

Prof. Ing. Jaromir Lachman, CSc.,

Fakulta agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroj(,
Ceska zemédélska univerzita,

Kamycka 129,

165 21 Praha 6 — Suchdol
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Oponentsky posudek na doktorskou disertaéni praci Ing. Evy Dadakové
,,Vyvoj metodiky stanoveni vyznamnych flavonoidd a jeji aplikace na vybrané zemé&delske
plodiny*

Predlozena doktorska disertaéni prace se zabyva vyvojem metodiky stanoveni vyznamnych
flavonoidti ve vybranych zeméd€lskych plodinach. Zaméfeni této disertaéni prace zcela
odpovida naplni doktorského studijniho programu Zem&d€lska chemie, predevsim diky své
aplikaci pro monitoring vyznamnych flavonoidd v zemé&délskych plodinach.

Prace je prezentovana tradi¢nim zpisobem (uvod, teoreticka tast, experimentalni Cast,
vysledky a diskuse a zavér). Prace je dopln&na 2 publikacemi s IF faktorem (Electrophoresis
IF 4,282; Chemické listy IF 0,345), ve kterych je doktorandka prvnim autorem.

Za hlavni prednosti a piinosy disertaéni prace pokladam:
- vyvoj a optimalizaci analytické koncovky pro stanoveni rutinu a kvercetinu pomoci
kapilarni zénové elektroforézy
_  optimalizaci extrak&nich postupd
- monitoring rutinu v pohance
K vlastni praci mam nékolik pfipominek a dotazi:

Formalni stranka:

- zhlediska grafického bych doporucil zarovnat text do sloupcid, nezarovnany text
puasobi rusive.

Vécné pripominky , otazky a naméty do rozpravy:
- str.14 Yasy a houby flavonoidy neobsahuji ?!
- str. 27 popiste 3tépeni glukosidicke vazby pomoci enzymil

. str28 extrakce byva provedena v Sox. Extrakforu ve varné batice pod zpétnym
chladiem a za pomoci ultrazvuku

- popiste vliv teploty na St€peni glukosidické vazby
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- popiste ptednosti a Gskali SFE pi1 extrakci flavonoida

- vteoretické ¢asti postradam podkapitolu vénovanou SPE, kterd byva u tak sloZitych
matric jakou je rostlinny material nezbytna ( v praktické ¢asti je SPE pouzita)

- str.61 optimalizace extrakéniho postupu pro rutin..
pro& byl zvolen 50% methanol? Byla provadéna extrakéni studie jinych koncentraci
methanolu? Jaka je rozpustnost rutinu ve vodnych methanolickych roztocich?

- vysvétlete pokles obsahu rutinu pti delsich extrakénich ¢asech?

- kap. 6.1.45.1. pro¢ byly vybrany SPE sorbety —NH,, -CN, -Si pro separaci
flavonoidt? Byl proveden s témito sorbety stejny extrakéni protokol jako s Ci18
sorbenty?

- je spravné: chemicky modifikovanou oktadecylovou fazi (-NHa,-CN) ?

- jaky typ interakce je moZny u flavonoidnich latek typu rutinu a kvercetinu na
vytypované sorbety?

- Kap. 6.1.4.5.4. testovani kolonek Strata X. Jak byla provedena SPE extrakce na
kolonkach Strata X? Jsou nutné promyvaci kroky u polymernich sorbeti? Pokud ne
tak pro¢?

Zavér:

Doktorandka Ing. Eva Dadékova predloZenou disertatni praci a publikovanymi
vysledky prokdzala schopnost pracovat tymové ¢&i samostatné v oblasti aplikovaného
vyzkumu. Dosahla velmi zajimavych a cennych vysledki v oblasti zemé&d&lské chemie.
Své vysledky prezentovala ve védeckych casopisech ( v ptipadé Electrophoresis
s vysokym impakt faktorem IF 4,282) a na tadé narodnich a mezinarodnich konferencich..

Préce splnila po vSech strankéach pozadavky kladené na § 47, odst. 4 zakona &. 111/1998
Sb. o vysokych 3kolach .

Doporuéuji ji pFijmout k obhajobé a souhlasim, aby byl po jejim Gsp&$ném obhdjeni
udélen Ing. Evé Dadékové akademicky titul ,,Ph.D.*

.\, Ay

V brné 29.5.2006 doc.Mgr.Bofivoj Klejdus,Ph.D.
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Oponentsky posudek na disertacni praci
Ing. Evy Dadakové

,Vyvoj metodiky stanoveni vyznamnych flavonoidu a jeji
aplikace na vybrané zemédélské plodiny*

Piedlozena doktorska disertatni prace fesSi velmi specifickou problematiku
aplikace techniky kapilarni elektroforézy, vyvoje a ovéreni analytické metody pro
stanoveni obsahu dvou flavonoid( — kvercetinu a rutinu ve vybraném souboru
ovoce, zeleniny a napoju.

Po formalni strance se jedna o kvalitné zpracovanou praci, dopinénou
publikovanymi pracemi autorky. Clenéni prace pak odpovida standardu
kladenému na disertaéni praci, byt je pon&kud netypické. Dle mého nazoru
Experimentaini ¢ast'. zahrnuje nejen v této kapitole uvedené metodické postupy
pfipravy materialu a analyzy ale i nasleduijici kapitolu ,Vysledky a diskuse".

Uvodni kapitola podava pfehled o problematice disertacni prace — biosyntéze
flavonoidd, jejich vyznamu, zastoupeni v ovoci a zeleniné a znaéna pozornost je
vénovana i problematice analyzy téchto latek. Podany prehled je zajimavy, uvadi
problematiku, kterou. se disertaéni prace zabyvala, poznamku bych mohl mit
k plynulosti textu, kdy ve snaze obsahnout velké mnozstvi informaci jsou nékteré
pasaze psany pfili§ zkratkovite.

Velmi jsem ocenil vioZeni kapitoly Cile prace, kde jsou vhodnou formou
naformulované cile disertaéni prace.

Experimentalni ¢asti, vysledkiim a diskusi je pak vénovana obsahla ¢ast disertace.
Vysledky pfedstavuje nové vyvinuty a ovéieny metodicky postup pfipravy vzorku,
extrakce analyzovanych latek a viastni analytickd a detekéni metoda. Vyvoj
metody je velmi petlive a podrobné& dokumentovan a zhodnocen. Rovnéz tak




soudasti prace jsou vysledky, které byly na zaklade vyvinutého metodického
postupu ziskany. Mozna, e bych se klonil k oddéleni kapitoly Vysledky a Diskuse,
zejména z divodu vétsi prehlednosti a také zvyraznéni dopadu prace disertantky
a porovnani jejich vysledki s dosud publikovanymi pracemi.

V ¢asti Zavéry jsou uvedeny jasn& formulované a korektni vystupy prace
doktorandky. Na zakladé dosaZenych zavéri prace a publikovanych vysledki
mohu konstatovat, Ze cile disertacni prace byly beze zbytku naplné&ny, Ze vysledky
disertace jsou velmi cenné a vyznamné z pohledu teoretického, metodického i
z pohledu praktického uplatnéni vysledka.

Prace je dopinéna seznamem literarnich prament, pfehledem vlastnich praci
disertantky a pfehiedem grantovych projektd, které fesila.

Pfipominky a poznamky
k praci mam fadu poznamek a pfipominek tykajicich se jak drobnych formalnich
nedostatkd, tak i vécnych otazek:

e Rada pfipominek se tyka formalniho zpracovani prace - preklepy,
formatovani textu, misty pfili§ strucné aZ heslovité vyjadiovani.

e v anglickém abstraktu by bylo vhodné pouZivat jednotné védecké nazvy
analyzovanych rostlinnych druht, kromé& toho spravné ,anglické jméno“ pro
Fagopyrum tataricum je tartarian buckwheat.

e ocenil jsem vioZeni anglického Summary, nicméné kapitoly Souhm a Zavér
mi pon&kud splyvaji, vyskytuji se v nich obdobné formulace a kromé toho

kapitola Zavér obsahuje konkrétngjsi a vécnéjsi formulace.

e Pohanka je vyznamnou starou plodinou, péstovanou i na nasem Uzemi.
Proto se domnivam, Ze pro uvedeni p&stovani ,fady odriid“ by bylo
vhodnégjsi citovat domaci zdroje. Kromé toho kapitola o pohance je
v nepoméru ke kapitolam Ovoce a zelenina a Napoje.

e Kapitola CZE a MECC — popisuje metody kapilarni elektroforézy a techniku
MEKC. Domnivam se, Ze by bylo vhodné sjednotit oznaceni téchto metod.

e Poznamka ke vzorkovani rostlinného materialu — po piedteni kapitoly
Literarni prehled jsem nabyl dojmu, Ze vzhledem k zachovani stability
analyzovanych latek je nejvhodnéj8im postupem lyofilizace vzorku, jeho
homogenizace a uchovani v mrazaku.V experimentalni Casti je pak uveden
postup, kdy vzorky byly zamrazeny (na -16°C, pro¢ ne na -20°C?) a pak
b&hem 1 mésice lyofilizovany. Byl u véech vzorkil dodrzen stejny postup?
Nemohla mit pozdé&jsi lyofilizace vliv na obsah analyzovanych flavonoid?

e Vpraci mi chybi pfesngjsi popis analyzovaného rostlinného materialu,
v popisu materialu uvedeny podet 14 resp. 15 druhtl ovoce a zeleniny s tim,
ze vzorky byly zakoupeny v obchodni siti a odebrany v konzumni zralosti je
ponékud nedostatecny. Je obsah studovanych flavonoidi druhové staly?
Byl uvazovan vliv odrady a péstitelskych podminek? Resp. je néco znamo o
t&chto dvou faktorech a jejich vlivu na obsah flavonoid(i? Méni se obsah
flavonoidil se zranim plodi? Osobné se domnivam, Ze zejména ovoce,




které je k dostani v obchodni siti ma dosti daleko k pfirozenému stavu (z
pohledu dozravani).

Kap. 5.1.2 a uvodni pasaze kap. 5.1.6., 51.7., 5.1.7.1. jsou spise
charakteru literariho pfehledu.

Kap. 5.1.2.2. — nemohlo dojit ke zkresleni vysledkil na zakladé toho faktu,
e analyza byla provadéna jen jednou a navic z netypického vzorku cibule?
Jsou sice uvedeny pouZité chemikalie a pfistroje, ale neni podana
informace o analyzovaném materialu.

Statistické hodnoceni — pro¢ nebyly pro vyhodnoceni dat pouZity bézné
statistické programy, napf. Statistica? Navic v disertaci postradam
statistické vyhodnoceni dat, Udaje v tabulkach jsou uvedeny absolutnimi
zjisténymi hodnotami, bez dalgiho vyhodnoceni.

Volba délky extrakce u pohanky — u nazek dochazi k poklesu obsahu rutinu
jiz po 30 minutach exirakce. Pro¢ i u tohoto typu materialu byla zvolena
délka extrakce 60min?

Kapitolu Vyvoj metody bych patrné& rozdélil tak, aby byl zdiraznén vysledek
prace disertantky, optimalizovane pracovni postupy se pak mirné ,ztraci”
s obrovském souboru informaci.

Na obr. 22-23 jsou uvedeny vysledky stabilitnich analyz, jsou meze
spolehlivosti nastavené spravné?

Kap. 6.2.3. resp. jeji nazev napovida, Ze se bude tykat Sir8iho spektra
materialu neZ jen bezu. Navic v této gasti i v Gasti popisu metod se analyza
bezu vyskytuje ve dvou oddélenych kapitolach.

Kde byly ziskany vzorky kfidlatky a jak si lze vysvétlit fadove odlisné
hodnoty nhaméfené u jednoho ze vzork(i?

Autorka predlozené disertaéni prace vyrazné prokazala schopnost samostatné
védecké prace, prace s literaturou a interpretace ziskanych dat. PredloZzena prace
je spliiuje véechny poZzadavky a dokumentuje kvalitu dosazenych vysledkd. Praci
doporuéuiji k obhajobé a po jejim Gsp&sném obhajeni doporuéuiji udélit Ing. Evé
Dadakové akademicky titul ,Doktor”.
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doc. Ing. Vladislav Curn, Ph.D.
Jihoteska univerzita v Ceskych Bud&jovicich
Zemédélska fakulta




