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Oponentsky posudek disertacni prace

CARBON ELECTRODE MATERIALS IN THE ANALYSIS OF VITAMINS
WITH ANTIOXIDANT PROPERTIES

Autor: Ing. Milan Sys

Pfedlozend disertacni prace sestdva z 86 stran vlastniho textu vcetné
literatury a 45 stran casti pfiloh se 5 opublikovanymi pavodnimi sdélenimi
v odborn€ literatufe a 4 stranami seznamu vystupu disertanta. Disertacni prace je
psana v jazyce anglickém, jeji struktura prace odpovida zvyklostem v oboru, je
¢lenéna do logickych ¢asti. Text prace je napsan srozumitelné, byt obsahuje vétsi
mnozstvi preklepd, ne uplné sprdvnych anglickych vyjadieni a uréitych
gramatickych nedostatkil, které ale nejsou zdsadniho charakteru a v podstaté
nesnizuji odbornou urover préce.

Po struném vSeobecném uvodu a cilech prace jiz nasleduji t¥
experimentalni kapitoly vénované amperometrickym enzymovym biosensorim pro
analyzu polyfenolll, déle elektrochemickému studiu vitaminu C a extrakci
lipofilnich vitaminG do uhlikové pasty. Kazda z téchto experimentalnich kapitol
obsahuje teoretickou ¢ast a na konci pak vybrané dosazené vysledky. Teoreticka
¢ast u kapitoly 1 se na prvy pohled zda byt zbyte¢né obsahlou, kdy podrobné
popisuje 1 biosensory apod., jez vitbec nebyly predmétem disertace, ale na druhou
stranu zase ukazuje, ze autor je v celé této oblasti dobfe orientovan. Nakonec
namétené vysledky jsou podrobné popsdny v pfiloZzenych oxeroxovanych
vystupech a jejich dalsi popis by byl duplicitni. Seznam literatury je u vSech tii
kapitol dostatecné obsahly (u prvni kapitoly nejobsahlejsi), jednotlivé poloZky jsou

aktualni a jsou citovény jednotnym zpiisobem.

Téma disertacni prace feSi problémy v oboru, zvolena instrumentace
odpovidd pinéni cild disertacni prace. Nékteré néazvoslovné prohfesky jako
nepouzivani vSude italiky u prvkil v ndzvech sloucenin, néjaké $patné¢ umisténé
pomlcky. chybé&jici pismena &i slouCené nazvy jednotlivych slouCenin lze piejit
celkem bez obtiZi.



K diserta¢ni praci mam nasledujici poznamky, komentare a otazky:

1. U n&kterych uvadénych obrazkl (hlavné na pocatku prace) lze jen s obtizemi
zjistit, zda jsou prejaté ¢i plivodni ¢ili vytvofen€ autorem disertace. U pfejatych
obrazki by toto mélo byt jasné konstatovano v legend¢.

2. Str. 35 vs. str. 37: u obsahu nafionu v membranéch se jednalo o hmotnostni
nebo objemova procenta?

3. Str. 49 dole: Piepokladam, Ze jde o adsorpci a nikoliv absorpci surfaktantu.

4. Obr. 21 a relevantni text: Bylo vétsi vyhodou urcité sniZzeni LOD nebo posun
oxida¢niho potencialu u stanoveni askorbové kyseliny na pasté s praSkem Ni nebo
se Zr0,?

5. Obr. 23: Jak to vypadalo s linearitou kalibra¢nich zdvislosti na CPE
s enzymem lakasou.

6. Extrakce vitaminu do pojiva CPE je sice na jednu stranu pfinosnd pro sniZeni
LOD, na druhé¢ strané vsak silné omezujici pro nizky pocet kiivek, které je mozné
s Cerstve pripravenou pastou naméfit. Kterou pastovaci kapalinu by bylo dobré
doporucit pro stopové koncentrace vitamint a kterou pro koncentrace ,,vy$8i?

7. Co muze byt ptiCinou vzrustu signalu analytu na pasté se silikonovym
olejem?

g. Obr. 35a: Bylo vlibec mozné méfit kitvky o-TOH pi1 35 a 40 % pastovaci
kapaliny? Kterd to pro tento obrdzek konkrétné byla?

9. Obr. 36: Legenda k obrazku je netplna.
S a

Zavérem chci konstatovat, zZe predloZend disertalni prace Ing. Milana Syse
spliuje vSechny néroky kladené na disertacni praci v oboru analytické chemie.
Stanovené cile byly splnény a zjisténé vysledky standardné opublikovany. Autor
prokazal, ze je schopen ziskat nové poznatky, vyhodnotit je a zobecnit a je
schopen samostatné védecké prace.

R4d konstatuji, Ze disertacni praci Ing. Milana Syse mohu doporucit k pfijeti

k obhajobé¢ a dal$imu fizeni.

. RNDr. Jifi Zima, CSc.

Pro



OPONENTSKY POSUDEK
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Téma prace:
CARBON ELECTRODE MATERIALS IN THE ANALYSIS OF VITAMINS WITH
ANTIOXIDANT PROPERTIES

Autor: .
Ing. Milan SYS

Skolitel: .
prof. Ing. Karel VYTRAS, DrSc, Univerzita Pardubice

Oponent:
doc. Ing. Josef KELLNER, CSc. UO Brno

Predlozena disertacni prace Ing. Milana Syse mé 86 stran a 6 piiloh. Prace je
rozdélena kromé uvodu a zavéru do tiech kapitol, které se vénuji feSeni tiéi zékladnich
problémii, které disertant v prib&hu doktorského studia Fedil. V kazdé z téchto &asti jsou
podrobné zpracovana teoretickd a koncepéni vychodiska, je stanoven cil, resp. cile prace,
vyzkumny problém, otazky a hypotézy FeSeni, pouzité metody, jejich vyhody a nevyhody.
NejduleZitejsi ¢asti jednotlivych kapitol je ¢ast odkazujici na autorovy publikace, zejména ve
védeckych Casopisech simpaktovym faktorem. V zavéru kazdé kapitoly jsou uvedeny
seznamy pouZité literatury (ve tfech kapitolich celkem 142 tituld). Odkazy na pouzitou
literaturu jsou vhodné doplnény v textu. V Sesti pfilohach jsou uvedeny nejvyznamnéjsi
publikace autora vztahujici se ke tfem zékladnim feSenym problémim. Samostatné je uveden
ptehled publikaci autora (celkem 17 tituld, ztoho 5 publikaci sIF, 9 vystoupeni na
konferencich, 3 postery a 9 vyzadanych prednések). Prace obsahuje uplny a pfehledny seznam

zkratek. PfedloZena prace je psana v anglickém jazyce.

Charakteristika feSeného tématu

Téma disertalni prace je vysoce aktudlni jak z hlediska védeckého zkouméni, tak
zhlediska praktické vyuZitelnosti pti elektrochemické analyze klinicky vyznamnych
antioxidant( — polyfenold, vitaminu C a v tucich rozpustnych vitaminech A a E. Tato aktudlni
problematika je vyuZitelna pfi rychlych, levnych a dostate¢né citlivych aplikacich v oblasti

potravinaiského primyslu a v oblasti zdravotnictvi.



Naplnéni stanoveného cile

Cil disertatni prace lze povazovat za velmi dobte splnény. Doktorand stanovené cile
nejen naplnil, ale také publikoval v odbornych Sasopisech véetné &asopisd s impaktovym
faktorem. Proto také nejen obsahova &ést prace je na vysoké odborné arovni. Zavéry prace
Jsou piimo prakticky vyuzitelné a otviraji moznosti dalsiho rozvoje studované oblasti. Tato

problematika vSak v praci neni dostate¢né zvyraznéna.

Postup feSeni zvoleného tématu a konkrétni p¥inos studenta

Ke zvolenému postupu zpracovani disertatni prace nemdm piipominky, povazuji ho
za metodologicky spravny, v Casti teoretické i praktické vyvazeny a logicky provazany.
Pfinos doktoranda je mozno spatfit ve velmi kvalitné zpracované teoretické &asti disertadni
prace a z toho vychdzejici spravné orientaci doktoranda v fesené problematice a formulaci

realnych cild, které se mu podafilo naplnit.

Formalni Gprava a jazykova Groven

PredloZena disertaéni prace spliiuje po formalni strance vSechny pozadavky kladené na
préci tohoto typu. Je spravng &lenéna, citace na pouZitou literaturu odpovidaji norm& CSN
ISO 690, rozsah a aktudlnost pouzitych literdrnich zdroji je piiméena. Rozsahly je také
piehled vlastnich publikaci, 5 v ¢asopisech s IF, 12 vystupi z konferenci, co? svédei o dobré

publikaéni aktivit¢ doktoranda.

Navrhuji, aby pfi obhajobé disertaéni préce doktorand blize vysvétlil své stanovisko k témto
otdzkam:

1) Jaké rozdily v kvalité vami piipravenych biosenzort byly zjistény, pii aplikaci
uhlikovych nanotrubic, nebo jen uhlikové pasty. Jaké hlavni zmény vlastnosti
biosenzorti Ize oéekavat pfi aplikaci dal$ich moznych nanomaterial?

2) Dosazené vysledky vasi disertadni prace rozsifuji moZnosti rychlého a levného
stanoveni antioxidantii. Kde vidite nejvétsi moznosti praktického uplatnéni vysledkd
vasi prace, ve srovnani s ostatnimi analytickymi metodami pouZivanymi pfi stanoveni
antioxidant?

3) Jaké dalsi otdzky a problémy ve vztahu k tématu vasi disertaéni préace povazujete za

potiebné déle zkoumat, budete ve vyzkumu tohoto tématu dale pokragovat?



Zaveér
Konstatuji, Ze autor ptedlozené doktorské disertadni prace prokézal potiebnou schopnost a
pfipravenost k samostatné védecké a vyzkumné praci ve studijnim programu Analyticka

chemie, oboru Analyticka chemie.

Vzhledem k vy3e uvedenému doporuéuji p¥ijeti prace k obhajobé a po uspésném

obhajeni této prace udéleni akademického titulu Ph.D.

V Brné dne 17. srpna 2015

doc. Ing. Josef Kellner, CSc.
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Ref.:  Report on the dissertation “Carbon electrode materials in the analysis of vitamins
with antioxidant properties” of Mr. Milan Sys (supervisor prof. Ing. Karel Vytras,
DrSc.), Department of Analytical Chemistry, Faculty of Chemical Technology,

University of Pardubice

The thesis under consideration comprises three focuses, namely (i) the determination of the
phenolic antioxidant capacity (comparable to the Trolox equivalent antioxidant capacity,
TEAC) in chapter 1, (ii) studies on the determination of ascorbic acid (chapter 2), and (i)
determination of lipophilic vitamins in chapter 3. A short introduction with the aims of the
work makes the reader acquainted with the main problematics and targets, whereas
conclusions accomplish the work.

Each of the main chapters contains a theoretical introduction, a detailed discussion on the
obtained results, and corresponding references. The relevant publications for each chapter are

added as appendices, also containing the experimental details of the practical approaches.

Chapter one gives a general overview on biosensors with respect to receptors and transducers
(subchapter 1.1), explains the necessity and possibilities of immobilizing enzymes
(subchapter 1.2), presents a classification of polyphenols (chapter 1.3), their influence on
human health (1.4) and possibilities for their determination (1.5). Subchapter 1.6 concentrates
on the actual topic and describes the development of tyrosinase-based biosensors with
hydroquinone as a template analyte. Modifications with carbon nanotubes (CNT), correlations
with Trolox using the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical as oxidant and
interference studies particularly with ascorbic acid were performed. The biosensors could be
applied to the determination of phenolic antioxidants in wine and beer. The chapter is

accompanied by four appendices (I to IV) representing four publications focusing on carbon-



paste tyrosinase biosensors showing the possibility to determine phenols in wines (appendix I),
on carbon nanotubes-modified carbon paste electrodes (CPE, appendix II), on studies with
Trolox with CPEs and CNT-modified CPEs and conclusions for tocopherol (vitamin E)
determinations (appendix III), and on determinations of the phenolic antioxidative capacity in
Moravian wines (appendix 1V).

Chapter two describes electrochemical investigations on the determination of ascorbic acid
(vitamin C). After general considerations on the analyte (subchapter 2.1) and its
electrochemical determination (subchapter 2.2) studies on its determination with modified
electrodes (2.3) and the effect of external influences (light, heat) are described. Many
transition metal oxides, a few transition metals in the metallic state as well as tin and lead
dioxide and multi-walled carbon nanotubes were investigated, from which many showed an
improving effect though its extent was not very high compared to the unmodified CPE. Only
CNTs produced a significant enhancement of the signal. Elimination attempts of phenolic
interferences with the aid of laccase were not successful. The results were published in a
conference report (appendix V). The degradation of ascorbic acid in orange juice was studied
in order to assess external influences on its stability (subchapter 2.4, published in a conference
report, appendix VI).

Chapter 3 investigates the possibilities of the electrochemical determination of lipophilic
vitamins via their extraction to a heterogeneous carbon electrode. A basic overview on the
lipophilic vitamins is presented (subchapter 3.1). In order to guarantee sufficient stability of
the electrode material towards the analyte solution which needs to contain significant shares
of organic solvents in order to dissolve or extract the corresponding vitamins glassy carbon
powder was chosen (subchapter 3.2) in combination with silicone oil as the best pasting liquid
(subchapter 3.3). Vitamin E (u-tocopherol) was used as a standard analyte and the method for
its electrochemical determination was optimized (3.4) and applied to its quantification in
margarine (3.5). Preliminary studies on the extraction of retinol into a glassy carbon paste

electrode with paraffin oil as pasting liquid accomplish the core of the thesis (subchapter 3.6).

Assessment of the Work
1) The thesis is well presented; its outlay is clear and well understandable.
(i)  The work represents a lot of new insights and new data on the research topics
under consideration.
(ili)  The methodology is unambiguous and in many respects innovative.

(iv)  The discussion of the data is scientifically profound.



v) The thesis is accompanied and documented by many publications.

(vi)  The candidate has contributed significantly to the field of research, i.e.,
electrochemical sensors and biosensors for the determination of biologically
important molecules with antioxidant properties. He has demonstrated his
scientific research abilities by five publications in peer-reviewed journals (four of
them as first author), nine conference papers (five of them with him as first author),
seven lectures at national and international conferences, and three posters (two of

them with him as first author).
Based on these considerations, I recommend the thesis for public defense.
Graz, 28.08.2015 Prof.Dr.Kurt Kalcher

Head of work group

»Electroanalysis and Sensorics*



