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Amperometricky biosenzor ke stanoveni alkoholu ve vzorcich lihovin

Ptedkladana diplomova prace se zabyva konstrukci a pouZzitim amperometrického biosenzoru

ke stanoveni ethanolu ve vybranych alkoholickych népojich. Biosenzor vyuziva enzymatické

oxidace ethanolu alkoholdehydrogenazou v ptitomnosti kofaktoru NAD" a oxidu rhodi¢itého
jako mediatoru pfenosu elektront. V teoretické ¢asti autor shrnuje problematiku

amperometrickych biosenzord a zvlast€é se zaméfuje na zplUsoby imobilizace enzymu a

elektrodové materidly. Zav€rem jsou predstaveny rizné analytické metody ke stanoveni

ethanolu a jsou uvedeny piiklady nekterych senzorii pro elektrochemickou analyzu ethanolu.

V praktické ¢asti diplomant testoval rizné konfigurace biosenzoru, optimalizoval zastoupeni

jednotlivych slozek na povrchu tisténé elektrody a pracovni parametry prutokové injekcni

analyzy (FIA). Po charakterizaci navrzen¢ho biosenzoru poté provedl analyzu modelového
vzorku a vzorkii vybranych alkoholickych ndpoji a vysledky analyz srovnal s méfenimi
pomoci Ramanovy spektrometrie.

Diplomova prace je sepsana piehledné a jasné, je citovano 83 zdroji pievazné
védeckych ¢lankt v zahrani¢nich odbornych ¢asopisech. Jednotlivé experimentalni kroky na
sebe logicky navazuji a jsou podrobné diskutovany. Text proSel peclivou korekturou, objevuje
se pouze nékolik preklepii a chyb. Pfipominky a dotazy jsou uvedeny chronologicky niZze
(tu¢né jsou oznaceny body pro diskuzi):
= Uvod a zavér: problematika piimého i enzymatického elektrochemického stanoveni

ethanolu na ruznych elektrodach véetné uhlikovych tisténych byla na KAICh FeSena
jiz dfive v ramci nékolika diplomovych a dizerta¢nich praci (napf. dizertacni prace
P. Kotziana (2007) a V. Polana (2015), diplomové prace D. Jirkovské (2011) a D.
Sechovcové (2012)), nelze tedy tvrdit, Ze predkladana diplomova prace se této
problematice vénuje poprvé. Chybi tak srovnani vysledkii diplomové prace
s predchozimi pracemi.

= Str. 17: glutaraldehyd se pro aktivaci elektrody (kdy mimo jiné dochazi k vytvofeni
dodateénych funkénich skupin na povrchu elektrody) nepouziva, slouzi pouze k tzv.
zesitovani.

»  Kap. 2.6, 1. odst.: ,,chloridostiibrna elektroda® misto ,,argentchloridova elektroda“.

= Obr. 4, str. 20: v popiscich obrazku jsou zaménény pomocna a referentni elektroda.

» Kap. 2.6.2, 2. odst.: samotny uhlikovy inkoust pro tisk elektrod obsahuje obvykle vice
slozek nez jen pojivo a uhlikovy prasek. Tyto latky zajistuji napf. vhodné tiskové
vlastnosti, pfilnavost k substratu atd., nebyvd to tedy binarni smés, ale komplexni
heterogenni systém.

= Obr. 5, str. 20: v popisu obrazku ma byt ,térka” misto ,stérka“. ,,Sitka“ je vlastné
sitotiskovéa Sablona.

=  Str. 21, 2. odst.: funkcionalizace uhlikovych nanotrubicek se neprovadi ,,rozplétanim
(pivodné) stoCenych trubic*, to by potom nebyly nanotrubicky, ale rizné formy grafenu.
Funkcionalizaci riznymi exo- a endogennimi technikami se zavadéji funkéni skupiny
ptimo na povrch nebo dovnitf nanotrubicek bez poruseni jejich tvaru.

= Kap. 2.7, str. 22: pojem ,,reakéni civka® u popisu FIA se pouziva spiSe v piipadech, kdy
analyt vtoku reaguje svhodnym ¢Cinidlem za vzniku komplexu, ktery lze



spektrofotometricky sledovat. U FIA s elektrochemickymi senzory reakéni d&j vétSinou
probiha az na pracovni elektrodé v detektoru.

Str. 31, 1. odst.: formulace ,,...vznikajici ionty méni ioniza¢ni proud vodikového
plaminku.“ neni vhodna, ve FID detektoru se méni ionizaéni proud mezi dvéma
elektrodami.

Str. 37, 3. odst.: do prehledu elektrochemickych metod pro stanoveni ethanolu by
autor mohl doplnit také priklad elektrochemického biosenzoru s alkoholoxidazou,
ktery vyuziva detekci peroxidu vodiku, vytvareného pii enzymatické reakei.

Kap. 4.1, str. 40: pro Uplnost by bylo dobré uvést typ pouzitého uhlikového inkoustu a
aktivitu ADH.

Kap. 4.5, str. 41: autor se viibec nezmifuje o pouZité instrumentaci pro méreni
s vyuzitim FIA.

Str. 43, 2. odst. a dale v textu: ,,standardni* misto ,,standartni*.

Obr. 22, str. 44-45: interpretace voltamogramu elektrod s mediatorem RhO:
v pritomnosti NAD" je ponékud zavadéjici. Uvedené tvrzeni o nevhodnosti pouZiti
uhlikového inkoustu z diivodu vysokého pozadi je pravdivé, pokud by se navazujici
méfeni provadéla technikami s ¢asovou zménou potencialu (napr. DPV, SWV). Pri
amperometrické detekci ve FIA je ale potencial konstantni a vy$si proudové pozadi
nevadi, pokud nema vliv na citlivost. Na voltamogramu s uhlikovym inkoustem
(SPCE/CI/RhO2) je vidét, Ze oxidacni signal je minimalné 2x vétsi nez u modifikace
grafenem nebo nanotrubi¢kami, a proto by i tato modifikace méla byt daile
testovana.

Str. 47, 1. odst.: struktura karbonylové skupiny neni spravna, na uhliku neni dalsi dvojna
vazba.

Obr. 24, str. 47: autor vyhodnotil jako lepsi imobilizaci vSech sloZek biosenzoru ve
formé kompozitni smési (vSe v jednom), pFitom po vrstveni jednotlivych komponent
jsou mérené signaly az 3x vyssi. Nebylo by vhodnéjsi ponechat takto pFipraveny
sensor del§si dobu k dikladnému vyplaveni nenavazaného nebo slabé vazaného
enzymu a ziskat tak daleko vyssi citlivost stanoveni? Nebo bylo v tomto uspoiadani
pozorovano neustalé sniZovani signalu i v delSim horizontu nez 1800 s?

Tab. 2 (str. 51) a 3 (str. 65): hodnoty v tabulce jsou uvedeny s primérnou nebo
smérodatnou odchylkou? Pouziti priimérné odchylky p¥i vyhodnoceni analytickych
méfeni neni az tak obvyklé.

Obr. 32, str. 57: pri pohledu na vysokou odezvu navrieného biosenzoru na
ethylacetat se nabizi otizka, zda by senzor nemohl byt pouzZit pro citlivou detekci
této latky nap¥. v potravinach, kde by naopak obsaZené alkoholy p¥ili§ nerusily?
Obr. 35, str. 61: odezvy pro vodku BoZkov ukazuji na obsah ethanolu kolem 15 %, je
tomu skutec¢né tak?

Diplomant Bec. Jan Sramek splnil zadani diplomové prace, diplomovou préaci doporucuji
k obhajob¢ a vzhledem k vyse uvedenému ji hodnotim stupném
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