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Oponentsky posudek na doktorskou disertacni praci Mgr. Jana Heinricha:
»Studie extraktu plodu Lonicera caerulea a Vaccinium macrocarpon pro jejich vyuziti

v doplncich stravy“.

Fytochemii polyfenoli 1ze provadét mnoha zptsoby. Od klasické isolace a nasledné
identifikace latek b€znymi chemickymi analyzami, nebo u novych latek pak strukturné
analytickymi spektroskopickymi postupy, az po vyuZiti specialnich separanich metod piimo
kombinovanych s citlivymi hmotnostné spektroskopickymi metodami a s vyuzitim dat
z predchozich studii, nebo dat nové ziskanych srovnavanim se zndmymi vhodné zvolenymi
standardnimi latkami. P¥istup byvéa volen vzdy podle toho, o jaké informace a pozadavky je
zajem a jaka je aktualni potteba pro jejich dalsi vyuZiti a hodnoceni.

Doktorand pro zadani a potfeby své disertace volil posledn€ zminény ptistup, a pak
pridal jeste celou sérii dalSich navazujicich analyz, testi a hodnoceni, potfebnych pro ptipravu
podkladt k registraci vybranych latek, nebo jejich rostlinnych zdrojt, v doplncich vyzivy
formou funk¢nich potravin.

Ve své disertaci se zabyva studiem zdrojli, kterymi jsou plody zimolezu modrého
(L. caerulea) a klikvy velkoplodé (V. macrocarpon), jejich extrakty, které byly pfipravené za
laboratornich, ale i primyslovych podminek, a posléze frakcemi obsahujicimi polyfenoly typu
fenolovych a fenylpropanovych kyselin a pfedevsim téch, obsahujicich anthokyaniny. Zabyva
se také vyvojem a uplatnénim kombinace vysokovykonné chromatografické¢ metody (HPLC)
spojené s detekci a identifikaci analyti vhodné uzptisobenymi DAD a ESI-MS detekcemi,
predevsim pii analyze produktt (vétsinou jiz zndmych fenolickych latek) vzniklych v

intervenéni studii testovanych vzorka.




V tvodni ¢asti disertace se vénuje velmi potiebné, protoze v riznych textech
(ptedevsim marketingového charakteru) nepiesné, az zkomolené nomenklatufe. Vécné
i legislativné ji upfesiiuje s uvedenim pfislusnych smérnic, nékdy i dopliiuje vhodnymi
citacemi, k uzitku laické, ba 1 odborné vetejnosti. Tato ¢ast by stdla i za separatni publikovani
pro vetejnost, kterd stale Castéji pfichazi do styku s takto nepfesnymi az zmate¢nymi
reklamnimi nebo populariza¢nimi informacemi. Popisuje také soucasny stav trhu s dopliiky
stravy a jejich legislativu. Pfindsi i ilustrativni pfehled dosavadniho hodnoceni zadosti o
registraci, a jejich schvalovani organy EFSA na zaklad¢ vyzadovanych zdravotnich tvrzeni.
V této Casti podava téz piehled o zdrojovych, jakoz i dalSich rostlinach, obsahujicich
vyuzitelné mnozstvi stejnych, nebo strukturné piibuznych latek. Uvadi i biosyntézu a
biogenetické souvislosti fenoli, fenylpropanoidii a flavonoidu a jim ptibuznych anthokyanint.
Ve je pak doplnéno o prehled biologickych aktivit anthokyaninti a relevantnich fenolovych
kyselin. U vybranych rostlinnych druht jde o uzite¢ny pohled, protoZze mnohé z nich patii
mezi uzitkové rostliny, a jejich konzumaci lze ziskavat nebo regulovat ptijem a efekt jejich
obsahovych latek pro zdravotni kondici konzumentl. Vybér druhi pro zde popisované badani
byl kompromisné zvolen tak, aby vyhovoval jak uzite¢nosti obsahovych latek z hlediska
nutraceutického u€inku, tak i z hlediska jejich vhodnosti pro zkompletovani zdravotniho
tvrzeni smerovaného k zavérecnému hodnoceni EFSA, a tim i k eventudlnimu praktickému
vyuziti.

Analyzy byly zaméteny nejen na distribuci anthokyanind ve zkoumanych rostlinach
(jakoZ 1 relevantnich polyfenold vznikajicich v pribéhu intervenénich studii), ale 1 na jejich
kvantitu, az do oblasti jejich mezniho, minoritniho obsahu. Pro analyzu byly pln€ vyuzity
informace 1 specifické analytické a testovaci moznosti, které jsou na obou pracovistich
doktoranda jiz dlouhodob¢ a Gispé$né rozvijeny, a to nejen pro typ zde analyzovanych latek,
ale obecnéji. Velka série méfeni a vhodné zvoleny postup, tykajici se obou testovanych
rostlin, oddéleného zpracovani laboratornim i primyslovym zptisobem, doplnénych pak
rozsahlou interven¢ni studii, poskytly velky soubor dat, umoznujicich celou analyzu posunout
az do oblasti tvah 0 moZném komerénim vyuziti.

Prace ptinasi velké mnozstvi vysledk, které doktorand jasné a jednoznacné
vyhodnotil, a timto hodnocenim splnil hlavni cile své prace. K dobru lze pfidat i to, Ze nejen
postupy, ale 1 vétSina vysledkl prace byly jiz publikovany v nékolika védeckych sdélenich,

a to jak v plném rozsahu v recenzovanych odbornych ¢asopisech, tak 1 v abstraktni formé v
konferenénich sbornicich. Na téchto publikacich se doktorand spoluautorsky podilel, a také

prednesl vysledky své prace na védeckych setkanich, jak je uvedeno v kapitolach 8 a 9,
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tykajicich se jeho publika¢ni aktivity. Disertace obsahuje i fadu kvalitnich barevnych obrazkl

rostlin, grafu a prehlednych tabulek. Chybi v§ak pro chemiky nejvice ilustrativni, kvalitné

znazornéné zaznamy HPLC-MS chromatogramt, dokumentujicich detekci a identitu
zkoumanych latek. Zvoleny postup 1 diskuse jsou dostate¢né podlozeny studiem literatury

zminované v odkazech. Literarni reSerSe k dobfe sepsanému uvodu disertace se opira o

neobvykle velky rozsah a peclivy vyber publikaci (az 157 odkazl), a svédéi o dobré ptipravé

samotného doktoranda 1 pracovniho tymu, ve kterém svoji praci provedl. Tento literarni
prehled, doplnény jesteé dalsimi 30 odkazy k diskusi, je dobfe vybran a Gceln€ zpracovan,
pficemz neni jenom podkladem k samotné praci, ale je i1 kvalifikovanym ptehledem pro
kazdého zajemce o danou tematiku.

Disertace je napsdna v jazyce ¢eském, v odborn€ narocném a preciznim stylu, presto
vsak Ctive, a s péci pro jasné vyjadreni vieho dulezitého a podstatného. Je 1 didakticky vhodna
pro zacateCniky, popularizatory ¢i publicisty zabyvajici se komercializaci v tomto oboru.
Ziejme zde doktorand zuZzitkoval dovednost ziskanou spoluautorstvim na Sesti publikacich
uvedenych v piiloze disertace, a praxi ve firm¢ Walmark. Text disertace neobsahuje témeét
zadnych chyb, jen dva preklepy, asi z nedopatieni. Takze z formalniho hlediska téméf neni co
vytknout. Proto zde vybiram jen nékolik nameéta k diskusi. Napiiklad:

e nastr. 12, v 2. fadku, je uveden nazev pro zdkladni skelet jako 2-fenyl-1,4-benzopyron.
Pro flavon by to bylo spravné, ovSem pro anthokyanin i obecné pro flavonoid, o kterych
se tam mluvi, by m¢l byt spravné... -benzopyran.

e Nastr. 25, v obr. 8 neni pro hemiketal vyznacena konfigurace hydroxylu v poloze 2.

Pro¢ se to tam obvykle nevyznacuje?

e na str. 56, v tab. 16: je jediny vyznamnéjsi rozdil mezi L a P extrakty v obsahu kyseliny
rozmarynové. U extraktu P dokonce kyselina rozmarynova upln€ chybi. Pro¢?

e V odkazech na literaturu (str. 88 - 96) chybi t¢émét u poloviny odkazli jména spoluautort,
ktera jsou nahrazena jen dodatkem: et al., coZ je velmi neobvyklé. Je to formalné pro
disertaci ptipustné? V nékterych odkazech dokonce chybi i rok vydani (napt. v odkazech
70, 71, 78, 80, 94). U odkazu 79 chybi stranky, a u odkazu 66 chybi vSe (ten je zaroven
shodny s odkazem 42). Soucasny Ctenar sice v elektronickych databasich najde pfislusné

publikace i podle t€chto netiplnych dat, ale lze to povazovat za profesionalni?

Posouzenim kvantity a kvality dosazenych vysledkl a schopnosti jejich interpretace

v diskusi s jinymi publikovanymi informacemi konstatuji, Ze doktorand zcela prokazal




schopnost a pfipravenost k samostatné vyzkumné ¢innosti. Spoluautorstvim v dosud
publikovanych ¢&lancich, a to jak v recenzovaném odborném tisku, tak i na konferencich,
prokazal téz pivodnost svych vysledktl. Kvalitu prace, kterou svym posudkem zde potvrzuji,
1ze jesté doplnit i o zavér samotného doktoranda uvedeny v disertaci, kterym vystizn€ a
stru¢né doklada, ¢im pfispéla k poznani v oboru fytochemické analyzy nutraceutik ve
funkénich dopliicich stravy. Proto tuto disertaéni praci hodnotim jako vyhovujici k dalSimu
jednani komise pro obhajoby.

Podle ustanoveni paragrafu 47, odstavce 4, zakona ¢. 111/1998 S., o vysokych Skolach
uchaze¢ prokazal pfipravenost a schopnost samostatné ¢innosti v oblasti vyzkumu a vyvoje,
a proto doporucuji pfijmout tuto disertacni praci k obhajob€, a po uspésném obhdjen 1

k udé&leni akademického titulu Ph.D.

V- Praze, dne 21812004

Ing. Juraj Harmatha, CSc
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Oponentsky posudek disertaéni prace Mgr. Jana Heinricha
»Studie extrakt plod Lonicera caerulea L. a Vaccinium macrocarpon AlT, pro jejich
vyuziti v dopliicich stravy®.

V poslednich desetiletich nachazeji rostlinné suroviny stale vétsi uplatnéni mezi
dopliky stravy (nutraceutiky), které byly vyrobeny za tc¢elem doplnéni bézné stravy
spotiebitele na Groven ptiznive ovlivilyjici jeho zdravotni stav. Nejsou tedy ur€eny k 1é¢bé ¢i
prevenci onemocnéni. Pfed uvedenim dopliikt stravy na trh MZ posuzuje pouze jejich
zdravotni nezavadnost, coZ znamena, Ze jejich dlouhodobé uzivani by nemélo vést
k poskozeni zdravi. Dopliiky stravy nemohou dle platné legislativy deklarovat vlastnosti
prevence nebo 1écby onemocnéni nebo na tyto vlastnosti odkazovat. U doplnkt stravy neni
hodnocena jejich u¢innost ani biologickd dostupnost u€innych latek. S ohledem na
skuteCnost, Ze fada u¢innych latek je pouzivana Casto 1 v lé¢ivych pripravcich, nelze u
nékterych dopliikt stravy jejich tcinek vyloucit. K takovym pfipadiim patii obsahové latky
obou studovanych rostlinnych druhti. Pokladam proto predlozenou préci za aktudlni
s moznosti vystupu do praktického vyuziti vysledk.

Mgr. Jan Heinrich ptedklada k ziskani hodnosti Ph.D. v oboru Iékaiska chemie a
biochemie préci o celkovém rozsahu 96 stran. Prace ma tradi¢ni strukturu, autor cituje 187
literarnich prament. Po Uvodu nasleduje ,,Pfehled sou¢asného stavu problematiky* (27
stran), ma reSer$ni charakter a postupné se zaméfuje na problematiku nomenklatury a
legislativy v dané oblasti, jsou citovany fady a natizeni EU a porovnany se stavem v USA a
v Japonsku, déle popisuje vyskyt anthokyanint v jedlych plodech, véetné jejich biosynthesy.
Jsou uvedeny botanické aspekty zimolezu modrého, charakteristika brusinky velkoplodé
uvedena neni. Nasleduje prehled biologické aktivity anthokyanint a fenolovych kyselin se
zfetelem na protizéanétlivou aktivitu. Za pfinosnou pokladam ¢ast vénovanou farmakokinetice
anthokyanini a fenolovych kyselin a jejich moZnym metabolickym pfeméndm. Posledni
podkapitola shrnuje dosavadni poznatky o biologické aktivité obsahovych latek zimolezu
modrého. Cela tato ¢ast je zpracovana piehledné a racionalné, ¢imz disertant dokazal, Ze se v
problematice dobfe zorientoval a umi spravné, vyvazen¢ a kriticky zpracovat literarni udaje.

Cile diserta¢ni prace Mgr. Heinricha lze formalné rozdélit na ¢asti, které na sebe
logicky navazuji a posouvaji studium vzdy na vyssi urover.

e Zhodnoceni poznatkl z ptipravy extraktl studovanych druhti a moznost prevedeni do

primyslovych podminek.

e Priiprava a analyza extrakti a frakei z plodl zimolezu modrého, u brusinky velkoplodé byl

pouzit standardizovany extrakt z plodi, dodany zahrani¢ni firmou.

e Provedeni zrychlenych a dlouhodobych stabilitnich studii tablet s obsahem extrakta

studovanych druhd.

e Realizace intervenéni studie s plody zimolezu modrého na dobrovolnicich a s tim
souvisejici studie metabolitli v plazmé a v moc¢i.

K vyteSeni shora uvedenych cili zvolil autor rozmys$lené na zaklad¢ literarni reSerse a
vysokeé kvality Skoliciho pracoviste piistupy srovnatelné se sou¢asnou urovni svétovych
vysledki na vysoké védecké urovni. Potvrzeni dosazenych vysledku se opiralo o interpretaci
metod, které se navzajem dopliovaly. U nékterych specialnich metod vyuzil spolupraci




dalsich odbornikti. Konstatuji proto, ze Mgr. Jan Heinrich zvolil spravné metody a pfistupy a
prokazal schopnost jejich spravné interpretace. Vysledky jsou uvetejnény v renomovanych
odbornych ¢asopisech, kde prosly pfisnym recenznim fizenim.

Z vyznamnych vysledkl uvadim:

- Zjisténi vlivu laboratornich a primyslovych podminek na extrakci obsahovych latek
z lyofilizovanych plodl zimolezu modrého a porovnani redukéni kapacity pfipravenych
extrakti

- Stabilitni studie konané s tabletami obsahujicimi rozpraskované lyofilizované plody
zimolezu modrého vyustuji do navrhu pro zvyseni stability tablet.

- Stabilitni studie zaméfené na pevné lI€kové o formy s obsahem extraktd brusinky
velkoplodé prokazaly vhodnost komeréniho extraktu HiPAC, ktery je soucasti ptipravku
Urinal Akut.

- Tablety Urinal Akut vykazuji béhem stabilitnich studii sniZovani obsahu vSech
sledovanych proanthokyanidint, které jsou t€innymi latkami ptipravku.

- Pfi intervenéni studii zaméfeném na markery oxida¢niho stresu v krvi a metabolity
polyfenolt po konzumaci plodl zimolezu modrého. bylo zjiSténo statisticky neprikazné
snizeni hladiny produktt pokrocilé oxidace proteind.

- Poznatky a zavéry prezentované v piedlozené praci lze vyuzit pii vyvoji a vyrobé dopliki
stravy na bazi plodi zimolezu modrého.

Pecliva a ptikladné formalni aprava, konkrétni vymezeni cilli a koncisni zévéry, to vse
ptesvédcuje o odbornych i praktickych kvalitach autora. Dosazené vysledky vztahujici se
k feSené problematice jsou zvefejnény ve Ctyfech publikacich ve védeckych cEasopisech
(dvakrat je Mgr. Heinrich prvnim autorem), dale jsou soucasti 5 abstrakti na mezinarodnich
konferencich.

Je patrné, Ze sepsani disertace byla vénovana péce. Z formdlniho hlediska bych
poukézal na jediny pieklep (str. 43) a na str. 79 by mély byt hodnoty ekvivalentu gallové
kyseliny vztazeny na 100 g lyofilizovanych plodi, nikoliv mg. V seznamu pouzité literatury
je nékolik nedislednosti: neuveden rok vydani ¢asopisu, rozsah stran, jména spoluautort,
strany u monografii.

Pro tplnost mohla byt uvedena botanicka charakteristika brusinky velkoplodé, i kdyz
z ni byl v préci pouzit jenom extrakt.

Jak Ize vysvétlit absenci kyseliny rozmarinové a kyanidin-3-arabinosidu v extraktech
ptipravenych primysloveé? (str. 56)

Zavér:

Mgr. Jan Heinrich dokladuje predloZzenou disertaci schopnost samostatné védecké
prace, planovani experimentu, zvladnuti naro¢nych laboratornich metod, jakoZz i
konfrontace vlastnich vysledku s literarnimi adaji. Diserta¢ni prace Mgr. Jana
Heinricha spliiuje vSechny podminky stanovené § 47 VS zikona 111/98 Sb., a proto ji
doporucuji jako podklad k obhajobé a na zakladé uspésné obhajoby k udéleni
akademického titulu doktor ve zkratce Ph.D.

V Brné 19. listopadu 2011.




