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The thesis under consideration deals with the development of biosensors based on rhodium
and its compounds as a mediator. Its structure comprises a general introduction (chapter 1), a
theoretical part (chapter 2) giving an overview on biosensors an related topics, a practical part
(chapter 3) describing mainly the enzymes used in the work, and a collection of nine papers
which manifest the main part of the thesis.

Publication #1 describes glucose biosensors as screen-printed electrodes modified with
glucose oxidase and rhodium oxides or a dimeric rhodium complex as mediator. Rhodium
dioxide provided the best results. The sensor could be applied to the determination of glucose
in instant tea by flow injection analysis.

Publication #2 deals with the same subject as a conference contribution.

Publication #3 investigates and compares RuO,, IrO,, PtO, and PdO with RuO, as mediators
for glucose biosensors based on glucose oxidase. Surprisingly, as found in the publications
before, RhO, but also some other platinum metal oxides show significant oxidation currents at
low negative potentials, no or slightly negative currents at 0 V, and oxidation currents in the
positive potential range.

Publication #4 studies rhodium dioxide as a mediator for glucose dehydrogenase immobilized
by electro-polymerized m-phenylenediamine. The screen-printed sensors did not respond to
ascorbic acid, uric acid or paracetamol as interferents; they could be applied to the
determination of glucose in honey and syrup samples.

Publications #5 and #6 are conference contribution with a similar topic as publication #4.



Publication #7 describes an ethanol biosensor based on screen-printed carbon electrodes

modified with alcohol dehydrogenase entrapped in electro-polymerized m-phenylenediamine

and rhodium dioxide as a mediator. The sensor was applied to the determination of ethanol in

alcoholic drinks (wine, whiskey, vodka).

Publication #8 is thematically based on #7, but investigates in detail the application of the

ethanol sensor to rapid determinations of ethanol in different varieties of beers.

Publication #9 is a conference contribution screening various oxidases (glucose, galactose,

choline and xanthine oxidase), immobilized in a Nafion membrane, by amperometric signal

recording with the aid of rhodium dioxide as a mediator.

Assessment of the Work

(i)

(i)

(iii)
(iv)
v)

(vi)

The thesis is well presented and partly written in Czech language; many
publications are in English. The structure is clear and well readable.

The work gives a close and detailed study on the usefulness of rhodium dioxide as
a mediator for oxidases and dehydrogenases; it provides new data and results
which have a significant impact on the research topics under consideration.

The methodology is unambiguous and in many respects innovative.

The discussion of the data is scientifically profound.

The core of the thesis is made up by many publications.

The candidate has performed considerable investigations on the use of rhodium
compounds as mediators for oxidase and dehydrogenase sensors providing new
data and results in this field. His scientific abilities are underlined by the
publications integrated in the thesis; they comprise three publications in peer-

reviewed journals, one contribution to a book, and five conference papers.

Based on these considerations, I recommend the thesis for public defense.

A

Graz, 28.08.2015 Prof.Dr.Kurt Kalcher

Head of work group
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OPONENTSKY POSUDEK

na disertacni praci

Téma prace: :
ELEKTROCHEMICKE BIOSENZORY

Autor:
Ing. Vojtéch POLAN

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

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

Diserta¢ni prace Ing. Vojt&cha Polana je zpracovana s poZadovanou kvalitou, napliiuje
pozadavky a ureni diserta¢ni prace. PredloZena prace psand v Ceském jazyce se zabyva
porovnanim  vyuzitelnosti testovanych sloudenin rhodia a redoxnich enzymd
v amperometrickych biosenzorech a moznostmi jejich praktického vyuZiti pfi stanoveni
biologickych latek v realnych vzorcich.

Jedna se o velice aktudlni problematiku, ktera Je v odborné vefejnosti hojné
diskutovana, avSak konkrétni praktické vystupy nejsou doposud pln& vyuZivany.
Zpracovavané téma je velice rozsahlé. Cile oponované prace nejsou bohuzel explicitng
vyjadieny ani rozélenény na hlavni a dopliikové, jsou v8ak uvedeny v anotaci prace a je
mozZno konstatovat, Ze byly splnény. Autor v praci také nehodnotil dosazené vysledky préace
z hlediska jejich mozného jak teoretického, tak praktického pfinosu.

Dizertant se v teoretické &ésti zaméfil piednostng na témata, kterd souvisi s jeho
experimentdlni ¢asti prace. V analytické &asti je Siroce diskutovéana problematika biosenzort,
Jako predstaviteld levnych, rychlych, spolehlivych analytickych metod, které zpravidla
disponuji i dostate¢nou citlivosti a selektivitou stanoveni. Vzhledem k jejich konstrukei je pti
jejich charakterizaci nezbytné posouzeni také Jejich reprodukovatelnosti, doby odezvy, ale
také relaxaéniho Gasu a Zivotnosti.

V ivodu préce je diskutovano rozdéleni biosenzorti podle biologické slozky a podle
typu fyzikdlné chemického pievodniku. Pozornost je zde vénovana elektrochemickym

biosenzorim, a zde nejvice vyuZivanym enzymovym elektroddm s amperometrickymi



prevodniky. Z obsahu zejména této &asti prace je patrné, Ze dizertant ma prehled o feSené
problematice a spravné zde diskutuje vSe podstatné. Nejrozsahlejsi kapitolou je kapitola 2.7.1,
vénovana uhlikovym pastovym elektroddm. Tato &ast je vhodng doplnéna odkazy na pouzitou
literaturu, coz bohuZel chybi v ¢4sti 2.8.1 aZ 2.8.3, vénované enzymim, kde jsem nenalezl
zadny odkaz na literaturu. Kapitola 2.9 popisuje velmi podrobn& imobilizaci enzymd, 2.10
obecnou charakteristiku mediatort, a 2.11 se zabyvd moznostmi aplikace uhlikovych
nanotrubic pfi ptipravé biosenzord. V téchto ¢astech prace je vidét, Ze dizertant prokazuje
Siroké znalosti této problematiky.

Sté€Zejni ¢asti prace je kapitola 3, Experimentalni &ést, vysledky a diskuze, ve které je
zahrnuto 9 publikaci, fesicich jednotlivé cile prace. Jednd se o vyuziti sloucenin rhodia jako
medidtor pii stanoveni glukdzy a etanolu, vyb&ru vhodné imobilizadni techniky a pouziti
enzymu glukoéza oxidéza pti konstrukei biosenzoru. TF prace jsou vénovéany biosenzorim
vyuzivajici enzym glukéza dehydrogendza a 2 prace fesi stanoveni etanolu pomoci enzymu
alkohol dehydrogenaza.

Pozitivn€ je mozné hodnotit skutetnost, ze doktorand fesil aktualni problematiku,
vyuZiti biosenzorli pii stanoveni biologickych latek v pritokové analyze. Oponovani
dizertani prace svym rozsahem, 96 stran napliiuje pozadavky kladené na dizertaéni praci.
Doktorand postupné rozpracoval problémy, které si vytkl v cili prace a tyto cile zcela splnil:

® navrhl postup pro ptipravu biosenzoru s obsahem oxidu rhodi¢itého jako mediatoru ;
* provedl optimalizaci vhodné imobiliza¢ni techniky enzyma;

e funkénost pfipravenych biosenzort ovétil na modelovych a redlnych vzorcich.

Z hlediska formélni spravnosti nemam vétsich vyhrad, prace ma pozadovanou délku,
teoretickd Cast spolu s experimentalni &4sti je doplnéna seznamem literarnich zdroju
(s vyjimkou kapitol 2.8.1 az 2.8.3) z nich dizertant &erpal pii studiu Fesené problematiky.
Jedna se pfevdzné o literaturu z hodnotnych zdroji. Prace plisobi kompaktnim dojmem jak
pro strance obsahové, tak i formélni a grafické. V praci jsem nalezl minimum gramatickych
chyb. Nicméné v praci chybi seznam zkratek, chybi explicitng stanovené cile prace a
teoretické a praktické ptinosy.

V ramei diskuze prosim dizertanta o odpovéd’ na nasledujici dotazy:
1) Jak je definovana reprodukovatelnost a citlivost detektoru, LOD a LOQ?
2) Pro¢ jste pii vybéru enzymii pro vyrobu biosenzoréi neuvaZoval hydrolazy. Je jejich

aplikace pro amperometrické detektory vyloutena?



3) Jak hodnotite dosazené vysledky prace z hlediska jejich mozného jak teoretického, tak

praktického piinosu.

Je mozno konstatovat, ze dizertant disponuje dostate¢nym poétem publikaci, jedné se
Jjak o vystupy z konferenci, tak také &lanky obsahujici originalni vysledky (peer-review)
v recenzovanych ¢asopisech.

Zavérem bych chtél konstatovat, ze predlozena prace pIng dokladuje schopnost autora
samostatné fesit sloZité védecké problémy, vyuzivat statistické metody a vysledky prezentovat
formou odbornych ¢lankd. Student plné prokazal tviiréi schopnost v dané oblasti vyzkumu.
Resena problematika je aktudlni a lze s jistotou prohlasit, Ze tato prace piispéla k rozvoji

poznani elektrochemickych biosenzord.

Zéavér

Posuzovana disertatni prace ,,Elektrochemické biosenzory“, kterou vypracoval student Ing.
Vojtéch Polan, spliiuje podminky uvedené v § 47 odst. 4 zdkona &.111/1998 Sb., o vysokych
Skolach a 0 zméné a doplnéni dalsich zakond (zakon o vysokych Skolach).

Autor prokazal zpsobilost k samostatné védecké praci, méa nezbytné teoretické védomosti a
odpovidajici zkuSenosti pro feSeni dané problematiky a je schopen své mySlenky formulovat a

vhodnou formou prezentovat.
Vzhledem k vySe uvedenému doporuéuji pFijeti prace k obhajobé

V Brné dne 17. srpna 2015
doc. Ing. Josef Kellner, CSc.
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Posudek disertaéni prace

Niazev prace: Elektrochemické biosenzory

Autor: Ing. Vojtéch Polan

PiedloZend disertadni prace se zabyva vyvojem a testovanim enzymatickych biosenzort
s pfidavky rliznych mediatori pro stanoveni glukdzy a etanolu. Teoreticka East prace obsahuje
viechny relevantni informace k pochopeni experimentl provadénych autorem. Clenéni textu
do kapitol je, aZ na jednu vyjimku, prehledné a logické, uprava textu odpovida pfislusnym
technickym normém. V textu se nachézi nékolik preklepd, zejména v cizich slovech, ale tento
fakt nijak nerusi celkovy dobry dojem z predloZené disertadni prace. V reSersni &asti autor
cituje celkem 112 pivodnich praci. Experimentalni a vysledkova &ast je zpracovana formou
piilozenych kopii 9 piivodnich publikaci autora, coZ je jedna zmoznych forem psani
disertacnich praci na UPa. Tato &ast obsahuje 3 ¢lanky v zahrani&nich recenzovanych
Casopisech, 1 kapitolu v zahrani¢ni knize a 5 sbornikovych praci. To jen doklada, Ze védeckeé
zaméfeni autora a jeho vysledky jsou uznavany na mezinarodni urovni (databaze Scopus

uvadi celkem 7 citaci jinymi autory). K praci mam nésledujici pfipominky a dotazy:

1. Forma citace literatury v textu je stylisticky chybna. V piipadg citaci vice praci se pise
[8-12] a nikoliv [8], [9], [10], [11], [12].

2. Opét stylisticka zéleZitost...jednopismenové predlozky a spojky by nemély byt na
konci tadki (napt. str. 15, str. 35 atd.)

3. Koprici by mé&l byt predloZen seznam vsech pouzitych zkratek, i t&ch v piiloZenych
separatech. Ctenat musi sloZité dohledavat v textu, co kterd zkratka v grafech znamena
(CFRPD?).

4. Kapitola 2.11 o uhlikovych nanotrubicich (CNTs) mohla byt soudasti kapitoly 2.6.3
o pracovnich elektrodach, protoze CNTs se pouzivaji zejména pro modifikaci
elektrod. Uvedenim za kapitolou o mediatorech neni moc logické.

5. Asi nejvétsi problém mam s grafickymi  zavislostmi uvedenych v pfilozenych
publikacich. Je jasné, ze aspon polovina z nich JiZ proSla fadnym recenznim fizenim,
ktera jsou viak vzdy subjektivni. Tady je tedy muj subjektivni nazor:

a. Grafické zavislosti, napt. proudu na vloZeném potencialu, pH nebo pritoku,

obsahuji kromé& experimentalnich bod{ také kiivky. U nékterych grafii se zdaji



byt jen pouhym propojenim bodd, ale jiné (napf. Figure 1, publikace 1; Obr. 2
v publikaci 2) se tvaii jako kfivky podle né&jakého matematického modelu
(kfivka neprochézi vSemi body). Za jakych podminek volil autor prosté spojeni
bodii nebo proloZeni matematickym modelem? Jaké modely byly pouzity?

b. V publikacich 1-7 a 9 jsou ve vSech grafech uvedeny pouze experimentalni
body bez uvedeni informace, zda se jedna o jedno méfeni nebo ,,pramér-
z vice méteni. Pokud z vice méfeni, potom by body mély také obsahovat aspori
standardni odchylku nebo konfidenéni interval. V publikaci 8 je to tak, jak to

ma byt, i kdyZ i zde chybi informace o po¢tu mé¥eni pro jeden kalibra¢ni bod.

Vzhledem ke znacné citlivosti nekterych metod uvadénych autorem by bylo také
vhodné zjistit limit kvantifikace pro vzorky a vliv matrice na stanoveni (napt. metodou
standardniho pifidavku) a zjistit tak vytéZnost celého procesu. Nasla uZ néjakd Vimi
publikovand metoda praktického vyuZiti?

Zavérem konstatuji, Ze autor prokazal tviir¢i schopnost nejen v&decky pracovat, ale
také publikovat (7x jako prvni autor). Téma a vysledky prace jsou aktualni a vice neZ
zajimavé. Jazykovd i formalni Groven spliiuje poZadavky na disertadni praci. Uvedené
pfipominky slouzi spiSe jako rady pro budouci kariéru a nijak nesnizuji kvalitu této préce.
Autor svym piistupem a vysledky dokézal, Ze je vhodnym uchazeCem pro udéleni védeckého

titulu Ph.D.

Disertacéni prace doporucuji k obhajobé.

V Pardubicich 27. 08. 2015

A

doc. Ing. Libor Cétvenka, PhD.
Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka

Katedra analytické chemie



