Posudek oponenta diserta¢ni prace

Disertaéni prace:

Zastoupeni biologicky u¢innych mastnych kyselin v lipidech vybranych druht
sladkovodnich ryb

Autor: Mgr. Daniela Chvalova

Jiho&esk4 univerzita v Ceskych Bud&jovicich, Zemé&délska fakulta

Prace Mgr. Daniely Chvalové je zaméfena na studium sloZeni mastnych kyselin ve
svalovin€, mli¢i a jikrach kapra obecného (Cyprinus carpio L., Cyprinideae) a jejich
distribuci do jednotlivych lipidovych frakci. Druha ¢ast prace je zaméfena na identifikaci a
kvantifikaci méné€ zndmych furankarboxylovych mastnych kyselin. Prace naznaduje vysokou
védeckou erudici Mgr. Daniely Chvalové a jeji schopnost samostatné védecky pracovat. Toto
asi nejlépe doklada skute¢nost, Ze vysledky, které jsou tématem disertadni prace byly na
pocatku letoSniho roku publikovany ve velmi prestiznim impaktovaném &asopise Food
Chemistry.

Souhrn prace pln& odpovida jejimu obsahu. Uvod struéng a jednozna&né uvadi Gtenafe
do feSené problematiky. Rozsahla teoreticka ¢ast ukazuje, Ze uchaze¢ka umi dobie pracovat
s védeckou literaturou. Seznam citaci je zpracovan s velkou peclivosti a neobsahuje naprosto
Zadné nedokonalosti. VyuZiti velkého mnoZstvi publikovanych dat dava této &asti
odpovidajici kvalitu. V tomto misté bych vytknul aZ p#ili§ velky diraz na metodickou &ast,
kde se €asto (napf. v kapitole o kolonach pro GC) opakuji fakta, ktera jsou jiz dobie znama.
Cile prace jsou formulovany piesné dle poZadavki struéné a jasné.

V teoretické Casti mi naopak chybi pon€kud podrobnéjsi zminka o biosyntéze (ktera je
popséana velmi struéné€ a poné€kud chaoticky) furanovych kyselin a o jejich metabolitech
(hlavné¢ CMPFP; 3-karboxy-4-methyl-5-propyl-furyl-2-propanova kyselina), které jsou
spojovény s rozvojem nékterych degenerativnich onemocnéni, hlavné s insulinoresistenci a
ledvinovymi obtiZemi. Chtél bych poZadat disertantku o doplnéni tohoto pii obhajobé.

Prakticka Cast prace je zpracovana velmi precizné. Zabyva se distribuci skupin
mastnych kyselin, v€etn€ furanovych, do lipidovych frakci ve svaloving, jikrach a mli¢i kapra.
Tato ¢ast je prehledna a srozumitelnd, pracovni postupy jsou popsany velmi pfesné a logicka

stavba experimentu je naprosto zfejma. Vysledky jsou velmi piehledné uspofadany v tabelarni

nebo grafické forme. Diskuse vysledki je na vynikajici irovni. Velmi oceiiuji i pouZiti




moderni statistické PCA analyzy pfi hodnoceni vysledkii. Rr;a;i!néi mimofadné ocefiuji jiZ
zminénou publikaci ¢lanku ve velmi prestiZznim impaktovaném' Casopise.
Zévé'ry prace jsou formulovany stru¢ng, piehledné a srozumitelné a koresponduji

s vyty€enymi cili. Jazykové, grafické a formalni zpracovani prace je vynikajici.

K praci mam jeden dopliiuyjici dotaz:

e Pokud jsem dobfe pochopil, vysoky obsah furanovych kyselin v triacylglycerolové
frakci mli¢i je pon€kud v rozporu s tim, co zatim bylo publikovano (napf. s citovanou
praci Spiteller; Lipids 40(8), 755-771, 2005, kde se'ti'mli¢i uvadi urdity obsah ve
fosfolipidech a nulovy v triacylglycerolech). Lze najit n&jaké vysvétleni? A existuje
n&jaka hypotéza, pro¢ je vysoky obsah pravé v mlii? V literatufe jsem nic nena3el.

K préci mam je&ts nékolik viceméng formalnich ptipominek:

e Str. 13, 2. odst.: U konverze ALA na EPA (DHA) bychv konkrétni udaje neuvadél.
Zabyva se tim fada praci a vysledky jsou velmi kontroverzni. Podobné kontroverzni
byvaji i tidaje o kontaminantech (str. 14) '

e Str. 15: Neumim si pfedstavit pouZiti trans-nenasycenych mastnych kyselin jako
aditiva do potravin? Jsou v citovaném ¢lanku néjaké po.dro_bnosfti?

e Str. 17: Kromé cholesterolu se v rybach (asi s vyjimkou dravych ryb) zcela jisté najde

i vyznamné mnozstvi fytosteroli.

Vyuziti velkého mnoZstvi naméfenych a publikovanych dat a precizni zpracovéni davaiji této
préci velmi vysokou kvalitu. Veskera data jsou podrobena kritickému posouzeni a jsou z nich
vyvozeny patfiéné zavéry. '
Z vySe uvedenych divodu
doporuduji

pfijmout disertaéni praci Mgr. Daniely Chvalové k obhajobég.

y7 /.

V Praze dne 13.9.2016 doc. Ing. Jan Pének, CSc.
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Oponentsky posudek na disertaéni praci v oboru Zemédélska chemie
Mgr. Daniely Chvalové

»Zastoupeni biologicky u¢innych mastnych kyselin v lipidech vybranych druht
sladkovodnich ryb*.

Oponovana prace byla predloZena formou rukopisu, ktery véetné viech priloh dosahuje 106
stran. Sestava z Gvodu, literarniho prehledu, &asti, ktera popisuje vyvoj a validaci metod a
diskuze ziskanych vysledki. Po formalni strance je prace velmi dobie Zpracovana,
prehledné ¢lenéna a napsana korektnim védeckym jazykem s minimalnim mnozstvim
preklepu. Jedina véc, ktera by této praci $la po formalni strance vytknout je prezentace
velkého mnozstvi vysledku formou tabulek, které jsou méné nazorné a pfehledné nez grafy.

Literarni piehled (spojeny s Gvodem do problematiky) je zpracovan v odpovidajicim rozsahu,
a dokumentuje schopnost autorky pracovat s ptivodni védeckou literaturou. Logicky se
zaméfuje hlavné na ,state of art* GC/FID a GC/MS technik, které byly pozdéji pouzity pro
analyzy sloZeni lipidovych frakci, popisuje ale také soudobé trendy smérfujici k lipidomice
zalozené na spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci. Ze
soucasnych metod zde chybi pouze superkriticka kapalinova chromatografie spojena s FID
nebo MS, ktera v sobé spojuje vyhody GC i LC. Déle jsou zde kratce uvedeny furanové
mastne kyseliny, jejich Gloha a vyskyt v organismech a Gskali v jejich analyze.

V metodické asti jsou podrobné popsany postupy extrakce a separace lipidU, reesterifikace
lipidii na metylestery mastnych kyselin a jejich GC analyzy ve dvou druzich komeréné
vyznamnych ryb. Z uvedenych postupu a vysledku validace metody je zifejmé, Ze autorka si
osvojila metody analytické chemie na vysoké Urovni. Za Zajimavé a pfinosné informace lze
povaZovat Udaje o stabilité extraktt a moznosti pouzivat zjednodusené extrakce pro nékteré
typy vzorkd pfi zachovani stejné informace o sloZeni lipidc.

Védecky nejzajimavéjsi &ast prace zaéina identifikaci neznamych pikd v chromatogramech
esterl mastnych kyselin mli¢i kapra. Tato &ast prace doklada védeckou intuici autorky prace,
ktera identifikovala tyto neznamé signaly jako estery furanovych kyselin pomoci GC/MS

s kombinaci nékolika technik ionizace a nasledné je zaradila do kvantitativni metody

s pouzitim GC/FID. Svym dilem $tastna nahoda (jak ostatné konstatuje i autorka) tak vedia

k umozZnéni studia vétsiho po&tu mastnych kyselin véetné malo obvyklych a dosud
neprozkoumanych. Identifikace estert furanovych kyselin v kapfich tkanich pak byla
publikovana v Easopise Food chemistry, ktery patfi do desatého percentilu v oboru a jde tedy
o prestizni védecké periodikum.

Vyvinutéd metoda pak byla aplikovana pro stanoveni slozeni celkovych lipidd v riznych
tkanich kapra obecného. Vysiedky byly vyhodnoceny pomoci pokrogilych statistickych
metod, jako je PCA, které jsou nezbytné nutné pro identifikaci rozdil( a trendG

ve studovanych vzorcich a umozriuji definovat nasledné experimenty pro objasnéni funkce
esteru furanovych kyselin v rybim organismu. Tato &ast prace je originalni i pfesto, ze
studium mastnych kyselin v rybich tkanich je evergreenem potravinarské chemie jiz nékolik
desitek let. Autorka prace takto demonstrovala svou schopnost analyzy dat, ktera umozfiuje
vytéZit mnohem vice informaci i z relativné rutinnich analyz.
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Komentare a dotazy k pfedloZené disertaéni praci:

Drobna pfipominka k vété , Mékké ionizaéni techniky umoznily spojeni HPLC s MS® - toto
spojeni umozZnila ionizace za atmosférického tlaku, jejiz techniky (termosprej, elektrospre;j,
APCI, APPI) jsou mékké v porovnani s El za vysokého vakua.

1. Jaky byl divod pouzivat GC/FID pro kvantitativni stanoveni estert mastnych kyselin
misto GC/MS, ktera je selektivnéjsi a takeé citlivéjsi?

2. Pro€ nebyla vyzkousena metoda tandemové hmotnostni spektrometrie pro chemickou
ionizaci? Pravdépodobné by bylo mozné uréit strukturu i z téchto spekter.

3. UvaZujete o experimentech, které by objasnily roli furanovych kyselin v rybim organismu,
specialné pak s ohledem na jejich vysoky vyskyt v mli&i?

4. Jsou k dispozici detailn&jsi informace o studovanych rybach — vék, jak intenzivni a jaké
bylo krmeni béhem posledniho roku a jak dlouha doba ubéhla od vylovu k zakoupeni
ryb?

Na zavér mohu jen konstatovat, Ze autorka prace spliiuje vdechny predpoklady pro
uspésnou védeckou innost v oboru jako je prace s literaturou, experimentalni a laboratorni
erudice a v neposledni fadé i schopnost srozumitelné formulovat a prezentovat vysledky

v odborné literatufe, a proto doporuéuji pfijmout disertaéni praci Mgr. Daniely Chvalové

k obhajobé.

Ve Vodnanech 14. 9. 2016
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OPONENTSKY POSUDEK
na diserta¢ni préci pfedloZzenou Mgr. Danielou Chvalovou, zpracovanou na téma

»Zastoupeni biologicky u€innych mastnych kyselin v lipidech vybranych druhti
sladkovodnich ryb*

PredloZena diserta¢ni prace je zpracovéna v rozsahu témét 100 stran a nékolika pfiloh.

Vlastni prace je €len¢éna ve struktufe standardni védecké prace. V dvodni &asti jsou
stru¢n€ charakterizovdny mastné kyseliny, jejich vyznam pro lidsky organismus a jejich zdroj
— moiskeé a sladkovodni ryby. Stru¢né jsou uvedeny faktory ovliviiujici zastoupeni mastnych
kyselin v jednotlivych tkanich ryb. Piestaveny jsou i mastné kyseliny furanové.

Literarni ptehled zpracovany na vice neZ tficeti stranach je logicky sestaven, od
obecnych pojmi pfes obsah mastnych kyselin v lipidech ryb a faktory ovliviiujicich jejich
spektrum aZ po pfehled metod analyzy lipidd. Zvlastni podkapitola je vénovana furanovym
mastnym kyselinam. Je zde uvedena jejich struktura, vyskyt a biosyntéza i jejich vyznam
v organismu jejich producentl i mozny efekt pro lidské zdravi. Podrobné je popsan postup
stanovené furanovych mastnych kyselin. Na literarni pfehled navazuje stanoveni cild prace.
Cil je na prvni pohled stanoven pomémé obecné — studium mastnych kyselin v lipidech
vybranych druht ryb. Tento cil byl v§ak rozpracovan a rozdélen na nékolik kroku, jasné a
pfesné definovanych, zahrnujicich zpracovani metodiky extrakce, rozdéleni lipidd do
jednotlivych frakci a stanoveni spektra FA vtéchto frakcich. Kromé svaloviny kapra
obecného a pstruha duhového, byly analyzovany i dal$i tkané, a to jikry a mli¢i kapra
obecného. Takto stanovené cile v logicky navazujici fadé povazuji za velmi korektni pfistup
k feSeni disertaéni prace. Seznam pouZité literatury obsahujici vice nez 160 zdroji dava
pfedpoklad velmi solidniho pfehledu doktorandky v dané problematice.

V kapitole Materidl a metody je charakterizovan analyzovany materidl, zde bych
ocenil idaj o dob€ od zabiti ryb do jejich zpracovani, véetné teploty pii piepravé materialu a
pfechovavani. Pfipadné i zptisobu pfechovavani ryb od vylovu do zpracovani. Nicméné pro
zaméfeni prace se jedna jen o udaje dopliiujici. Skoda, Ze nebyla provedena analyza svaloviny
kapra ve stejném obdobi (listopad) jako jiker a mli¢i (zafi). Pfipadn€ porovnani gonad a
svaloviny identické ryby. V dalsi ¢asti této kapitoly jsou popsany metodické postupy separace
lipidi a analyzy mastnych kyselin. I zde ocefivji preciznost pfi optimalizaci postupi, véetné
testovani stability vzorkl. V zavéru kap. 4 je uveden postup statistického zpracovani
ziskanych vysledkd.

Kapitola Vysledky a diskuse podrobné popisuje vysledky disertaéni price v&etné
porovnani s literarnimi udaji a vlastnim komentafem. V prvni &asti, vé€nované vyvoji
metodiky extrakce a zpracovani lipidd, jsou popsany hodnoty mnoZstvi lipidd ziskanych
z tkani pfi pouziti riznych extrakénich €inidel, zastoupeni FA v lipidovych frakcich lipidi
ziskanych riznymi extrakénimi ¢inidly, resp. zastoupeni mastnych kyselin svaloviny kapra a
pstruha v TAG frakcich. Samostatné jsou uvedeny vysledky furanovych mastnych kyselin,



kde bylo zjisténo jejich nejvyssi zastoupeni v mli¢i kapra. Ziskané vysledky jsou
prezentovany v tabulkach a diskutovany v textu, pfipadné doplnény obrézky chromatogramu.
Dalsi tfi podkapitoly jiz shrnuji vysledky analyz spektra mastnych kyselin svaloviny kapra
obecného a jeho jiker a mli¢i. Ziskané vysledky FA jsou uvedeny souhrnné podle frakci
v tabulkach v textu a podrobné v pfilohach prace. Prezentované vysledky jsou diskutovany
s tuzemskymi i zahrani¢nimi autory. Soudasti je statistické vyhodnoceni s pouZitim metody
analyzy hlavnich komponent doplnéné komentafem.

V kapitole Zavér jsou piehledné prezentovany zavéry ziskané zcelého feSeni
disertaéni prace se souhrnnou analyzou hlavnich komponent pro vSechny vzorky. Autorka
sama uvadi v pfedposlednim odstavci pfinosy své prace pro oblast zastoupeni mastnych
kyselin nejen ve svaloving, ale i v jikrach a mli¢i kapra, véetné furanovych mastnych kyselin.
Nicméné jako oponent stimto zavérem souhlasim a ocefiuji i vyznamny pfispévek pro
optimalizaci extrak&énich postupl pro ziskévani celkovych lipidd a separaci jednotlivych
frakei.

K vlastni praci nemam Zadné pfipominky. Ocetiuji kromé& odborného pfinosu i &tivost
psaného textu a minimum, resp. téméf absenci chyb. Drobné nepfesnosti se objevily v citaci
pouzitych literarnich zdroju.

Na dotazy na doktorandku, které mne napadly pfi studiu jeji prace, jsem v dal$im textu
naSel odpovédi, nebo je sama stanovila jako témata pro dal3i vyzkum. Do diskuze mam,
kromé otazky z metodické &asti, nasledujici podnéty nebo dotazy:

1. Lze cilené ovliviiovat v rybich tkani obsah furanovych mastnych kyselin?

2. Domnivate se, Ze slozeni mastnych kyselin v jikrach a mli¢i je ovliviiovano
vyZivou ryb stejné jako spektrum FA jejich svaloviny?

3. Miize dojit k rozdilam ve spektru mastnych kyselin ve svaloviné kaprti chovanych
v jednom rybnice?

Zavér: celkové hodnotim pfedloZenou praci Mgr. D. Chvalové jako velmi zdafilou,
pfinaejici velké mnoZstvi originalnich poznatki, a to jak pro metodické postupy extrakce
lipidd z analyzovanych vzort tkani a separace na jednotlivé lipidové frakce, tak i zastoupeni
mastnych kyselin vybranych tkani ryb. Samotny zavér obsahuje i ndvrh téma pro dalsi
vyzkum v této problematice. Praci jednozna¢né doporuduji pfijmout k obhajobg. Po tispéiném
obhéjeni prace doporucuji udélit titul Ph.D.

V Brné 12.9.2016 prof.. Dr. Ing. Jan LQ\(



OPONENTSKY POSUDEK
na disertaéni praci pfedloZenou Mgr. Danielou Chvalovou, zpracovanou na téma

,Zastoupeni biologicky u¢innych mastnych kyselin v lipidech vybranych druhi
sladkovodnich ryb*

Predlozena diserta¢ni prace je zpracovana v rozsahu téméf 100 stran a né€kolika pfiloh.

Vlastni prace je ¢lenéna ve struktufe standardni védecké prace. V uvodni Casti jsou
struéné charakterizovany mastné kyseliny, jejich vyznam pro lidsky organismus a jejich zdroj
— moiské a sladkovodni ryby. Struéné jsou uvedeny faktory ovlivilujici zastoupeni mastnych
kyselin v jednotlivych tkanich ryb. Piestaveny jsou i mastné kyseliny furanove.

Literarni ptehled zpracovany na vice neZ tficeti stranich je logicky sestaven, od
obecnych pojmii pfes obsah mastnych kyselin v lipidech ryb a faktory ovliviiujicich jejich
spektrum aZ po prehled metod analyzy lipidd. Zvlastni podkapitola je vénovana furanovym
mastnym kyselinam. Je zde uvedena jejich struktura, vyskyt a biosyntéza i jejich vyznam
v organismu jejich producenti i mozny efekt pro lidské zdravi. Podrobn€ je popsan postup
stanovené furanovych mastnych kyselin. Na literarni piehled navazuje stanoveni cili prace.
Cil je na prvni pohled stanoven pomémé& obecné — studium mastnych kyselin v lipidech
vybranych druhii ryb. Tento cil byl viak rozpracovan a rozdélen na né€kolik kroki, jasn¢ a
pfesné definovanych, zahrnujicich zpracovani metodiky extrakce, rozdéleni lipidda do
jednotlivych frakci a stanoveni spektra FA v téchto frakcich. Kromé svaloviny kapra
obecného a pstruha duhového, byly analyzovany i daldi tkang, a to jikry a mli¢i kapra
obecného. Takto stanovené cile v logicky navazujici fadé povazuji za velmi korektni pfistup
k feSeni disertalni prace. Seznam pouZité literatury obsahujici vice neZz 160 zdroji dava
predpoklad velmi solidniho pfehledu doktorandky v dané problematice.

V kapitole Materidl a metody je charakterizovan analyzovany materidl, zde bych
ocenil udaj o dobé od zabiti ryb do jejich zpracovani, véetng teploty pfi pfepravé materialu a
ptechovavani. Ptipadné i zpsobu pfechovavani ryb od vylovu do zpracovani. Nicméné pro
zaméfeni prace se jedna jen o udaje dopliiujici. Skoda, Ze nebyla provedena analyza svaloviny
kapra ve stejném obdobi (listopad) jako jiker a mli¢i (zafi). Pfipadné porovnani gonad a
svaloviny identické ryby. V dalsi &asti této kapitoly jsou popsiny metodické postupy separace
lipidii a analyzy mastnych kyselin. I zde ocefiuji preciznost pfi optimalizaci postupl, véetné
testovani stability vzorkd. V zavéru kap. 4 je uveden postup statistického zpracovani
ziskanych vysledkd.

Kapitola Vysledky a diskuse podrobn& popisuje vysledky disertaCni prace véetné
porovnani s literimimi udaji a vlastnim komentafem. V prvni &asti, vénované vyvoji
metodiky extrakce a zpracovéni lipidid, jsou popsany hodnoty mnoZstvi lipidd ziskanych
z tkani pfi pouziti riznych extrakénich Cinidel, zastoupeni FA v lipidovych frakcich lipidi
ziskanych riiznymi extrak&nimi €inidly, resp. zastoupeni mastnych kyselin svaloviny kapra a
pstruha v TAG frakcich. Samostatné jsou uvedeny vysledky furanovych mastnych kyselin,



kde bylo zjisténo jejich nejvys§i zastoupeni v mli¢i kapra. Ziskané vysledky jsou
prezentovany v tabulkach a diskutovény v textu, pfipadné doplnény obrazky chromatogramu.
Dalsi tfi podkapitoly jiz shrnuji vysledky analyz spektra mastnych kyselin svaloviny kapra
obecného a jeho jiker a mli¢i. Ziskané vysledky FA jsou uvedeny souhrnné podle frakci
v tabulkach v textu a podrobné v pfilohach prace. Prezentované vysledky jsou diskutovany
s tuzemskymi i zahrani¢nimi autory. Soucasti je statistické vyhodnoceni s pouzitim metody
analyzy hlavnich komponent doplnéné komentafem.

V kapitole Zavér jsou piehledné prezentovany zavéry ziskané zcelého feseni
disertatni prace se souhrnnou analyzou hlavnich komponent pro viechny vzorky. Autorka
sama uvadi v pfedposlednim odstavci piinosy své prace pro oblast zastoupeni mastnych
kyselin nejen ve svaloving, ale i v jikrach a mli¢i kapra, véetné furanovych mastnych kyselin.
Nicméné jako oponent stimto zavérem souhlasim a ocefiuji i vyznamny piispévek pro
optimalizaci extrakénich postupti pro ziskavéani celkovych lipidG a separaci jednotlivych
frakci.

K vlastni praci nemam Zadné pfipominky. Ocefiuji kromé& odborného piinosu i &tivost
psan€ho textu a minimum, resp. téméf absenci chyb. Drobné nepiesnosti se objevily v citaci
pouzitych literarnich zdroja.

Na dotazy na doktorandku, které mne napadly pfi studiu jeji prace, jsem v dal3im textu
nadel odpovédi, nebo je sama stanovila jako témata pro dalsi vyzkum. Do diskuze mam,
kromé¢ otazky z metodické ¢asti, nasledujici podnéty nebo dotazy:

1. Lze cileng ovliviiovat v rybich tkéni obsah furanovych mastnych kyselin?

2. Domnivate se, Ze sloZeni mastnych kyselin v jikrach a mli¢i je ovliviiovéno
vyZivou ryb stejné€ jako spektrum FA jejich svaloviny?

3. Muze dojit k rozdiliim ve spektru mastnych kyselin ve svaloving kaprii chovanych
v jednom rybnice?

Zavér: celkové hodnotim predloZenou praci Mgr. D. Chvalové jako velmi zdafilou,
piinasejici velké mnoZstvi origindlnich poznatki, a to jak pro metodické postupy extrakce
lipiddi z analyzovanych vzori tkani a separace na jednotlivé lipidové frakce, tak i zastoupeni
mastnych kyselin vybranych tkani ryb. Samotny zavér obsahuje i navrh téma pro dalsi
vyzkum v této problematice. Praci jednozna&né& doporuduji pfijmout k obhajobé. Po lisp&iném
obhéjeni prace doporucuji udélit titul Ph.D.

V B¢ 12.9.2016 prof.. Dr. Ing. Jan



