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Nézev disertaéni prace:  ANALYTICKE METODY PRO VYZKUM FOSFOLIPIDU

Doktorska disertani prace Mgr. Hany Tomkové se zabyva problematikou agregacnich
vlastnost{ ptirodni fosfolipidové smési Asolectinu na pevném povrchu. Ke studiu vlastnosti
pfipravené fosfolipidové membrany vyuZila doktorandka cyklickou voltametrii a
elektrochemickou impedanéni spektroskopii. V rameci experimentalni Casti prace navrhla
postup pokryti celého povrehu pevné unhlikové elektrody kompaktni vrstvou fosfolipidd. U
takto modifikované elektrody zkoumala jeji interakce, a to jak s vybranymi
anorganickymi ionty, tak sherbicidem paraguat. Nedilnou souéasti pfedloZené prace je i
navrh stanoveni této organické latky.

Prace ma celkem 100 stran a 6 priloh, které dokumentuji 5 autoré¢inych plivodnich
praci a jeji profesni Zivotopis. Obsahuje vSechny poZadované naleZitosti (prohlasSeni
o plivodnosti, anotaci, seznam pouZzitych zkratek). PouZita literatura zahrnuje 262 odkazd na
piivodni prace.

Soudasti predloZené disertadni prace je i prezentace doktorandéiny obsahlé publikaéni
¢innosti ve forme separati.

V teoretické Casti se autorka zabyva piedstavenim jednotlivych lipidd, které se podileji
na vzniku biologickych membrin. Pozomost ve€novala také modelovym biologickym
membrandm, které se daji snadngji vyuZit pro studium membranovych procesd. V této
kapitole jsou rovnéZ shrnuty vybrané metody vhodné ke studiu membran.

Experimentlni &4st prace zahrnuje postup stanoveni paraquatu pomoci uhlikové
pastove elektrody modifikované fosfolipidy. Déle je vénovana pozornost pfipravé modifikace
elektrody ze skelného uhliku fosfolipidovou vrstvou a studiu jejich interakei s paraquatem. Na
zaver je popsano stanoveni této latky piipravenym sensorem.

Ve vysledkové Casti jsou pak shrnuty dosaZené poznatky vyplyvajici z pomérmé
rozséhlého souboru experimentélnich praci.

K ptedloZenému textu dizertadni prace, ktera je napsdna srozumitelné a pfehledné,
mém nekolik pfipominek a dotazl:
1. Na strané 15 se uvadi, Ze ,, izolovany dratek je odiiznut po jeho ponofeni do

roztoku fosfolipidd“. Skuteéné se to tak provadi (je odfezavan ponofeny do
roztoku?)?



2. Co si pfedstavuje autorka pod pojmem ,,zemédélsky kanal“?
Obrézek na str. 23 dole je oznaéen jako ,,Obr. 5. Obrazek se stejnym &islem je
v textu uveden jiZ na str. 15.

4. Také oznageni ,,Obr. 6“ se vyskytuje v praci 2x u riznych obrazka.

Str. 33 — pfi pfipravé fosfolipidové vrstvy na povrchu GCE byl pouZivéan roztok
KCI misto NaCl. Jaky to ma vliv na pfipravenou membranu?

6. Popisy obrazkd 12,13 a 14 a také popisy jejich os jsou podle mého nazoru
nedostacujici. Ctenat se dozvi aZ z textu prace, o¢ se jedné. Popisy obrazkii by
mély byt ,,samoobjasiiujici®.

7. Na strané 56 je uveden ponékud pracny postup ¢isténi modifikované elektrody,
na str 57 je pak uvedeno, Ze je tieba jej provadét po kazdém meéfeni. Co timto
metenim autorka mysli?

8. Pro¢ byl zvolen paraquat jako model lipofilni latky? Sama autorka uvadi, ze se
jedna o iontovou latku s vysokou rozpustnosti ve vodé.

9. Domnivam se, Ze tvrzeni v uvodni ¢asti kapitoly 5.6 je prili§ odvéazné. Lze chovani
paraquatu zobecnit na viechny lipofilni latky?

10. Autorka v teoretické casti prace uvadi, Ze se paraquat siln€¢ sorbuje na puidu,
sedimenty atd. Jak by se postupovalo v piipadé analyz téchto matric?

Zavérem svého hodnoceni konstatuji, ze mé vySe uvedené drobné pfipominky nijak
nesnizuji dobrou odbornou uroven disertatni prace Mgr. Hany Tomkové. Jeji experimentélni
vysledky pfinaseji cenné poznatky o piipravé modelovych membran a o modifikaci pevnych
elektrod, coz miZe byt vyuZito v oblasti piipravy selektivnich senzorii vyznamnych
biologicky aktivnich latek ¢i kontaminantii zivotniho prostiedi.

Doporucuji, aby predlozena doktorska diserta¢ni prace byla prijata k obhajobé a
aby byl v pFipadé jejiho uspésného obhajeni Mgr. Hané Tomkové udélen védecko-
akademicky titul Ph.D.

o Lhova
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OPONENTSKY POSUDOK
doktorskej dizertaénej prace

Mgr. Hany Tomkovej

Analytické metody pro vizkum fosfolipidi

Oponovand doktorské dizertaéné préca sa zaobera pripravou asolectinom
modifikovanej elektrédy zo sklovitého uhliku, stGdiom zloZenia,
kompaktnosti, topografie a stability vzniknutej fosfolipidovej nanovrstvy na
pevnom povrchu upraveného uhliku pomocou pokrocilych analytickych
technik (XPS, AFM, CV, EIS) a vrcholi vivojom citlivého elektrochemického
senzoru pre stanovenia paraquatu vo vode odobranej z rieky Moravy
pomocou square wave voltametrie. Praca je velmi peknym prikladom
Géinného prepojenia ziskangch badatel'skych poznatkov s ich naslednou
praktickou aplikaciou a demonstruje jednoduchost a krasu chemie v podani
autorky prace a $koliaceho tandemu pani doktorky Janky Skopalovej a pana
docenta Petra Bartéka.

Vlastna dizertaéna praca pozostdva z vel'mi pekne a mne zrozumitelne
spracovaného kratkeho uvedenia do problematiky pripravy lipidovych
membrén, vybranych analytickych metdd ich charakterizacie a predstavenia
paraqautu ako modelového analytu, ktory je v préci pouZivany pre podrobné
$tiidium ako kvality a stability vyvijaného asolectinového membranového
elektrochemického senzoru, tak i dejov prebiehajiicich vo vytvorenej
fosfolipidovej dvoj vrstve. Pomyselnou éeres$nickou zavrSujiicou ucelenost
prace je Gispe$n4 tvorba vel'mi citlivej elektrochemickej metody stanovenia
paraquatu vo vode s LOD 2,2 nmol/l. V§sledky dlhodobého Stidia agregacie
fosfolipidovich molekal autorka publikovala formou vedeckych ¢lankov

v European Journal of Lipid Science and Technology, Chemickych Listoch,
Acta Universitatis Palackianae Olomucensis Facultas Rerum Naturalium

a Electroanalysis. Vysledky venované stanoveniu paraquatu
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elektrochemickym senzorom boli zaslané k recenznému riadeniu do
odborného ¢asopisu Talanta. Autorka sa vo vietkych pracach prezentuje
svojou cielavedomostou, nadhladom nad riefenou problematikou

a potrebnou experimentalnou zruénostou. Drobné nepresnosti a preklepy
boli opravené priamo v préci.

V rémci rozpravy k préaci by som rad s autorkou vo vSeobecnej rovine
diskutoval o nasledujicich ot4zkach:

14¢  Tro$icku som neporozumel pojmu ,spacerové skupina“?

182  Skutocne bola chrenov4 peroxidéza ukotvens vo fosfatidylcholinovej
dvoj vrstve pomocou ditiotreitolu (technika pripravy hybridnej
lipidovej membrany)?

25'*  Dal by sa pouZit AFM pre §tadium povrchu stieratelngch losov?

318 Ako sa pripravuje sklovity uhlik a aké ma fyzikalne chemické
vlastnosti? *

31> Mohlo by pri priprave lipidovej dvoj vrstvy z asolectinu dochadzat
k akumulacii hexanu do jej stredovej hydrofébnej oblasti?

438 Ak je asolectin dobre rozpustny vo vode, mé¥e dochidzat
k postupnému rozptstaniu vytvorenej asolectinovej dvoj vrstvigky?
AKk4 je CMC asolectinu?

542  Preco ste sa rozhodli v neskorsich pokusoch pouzivat k uprave povrchu
elektrdd zo sklovitého uhliku po oéisteni s aluminou anodickd
polarizéciu v roztoku 9g/1 NaCl namiesto roztoku 9g/1 KCI?

65, Sme analyticki chemici: 12,5 x alebo 14 x (cit. 258)?

743 Budete pokracovat vo v§voji dalsich analytickych aplikacif
s ,odladenym“ elektrochemickym systémom?

Zaverom rad konstatujem, Ze vytyené ciele prace, ktorymi boli skimanie
moZnosti vyuZitia zmesi fosfolipidov zo séjovych bobov na tvorbu stabilnej
fosfolipidovej dvoj vrstvy na pevnom povrchu sklovitého uhliku a nasledné
vyuZitie vyrobenej modifikovanej elektrody pre stanovenie nanomolérnych
koncentrécif lipofilného paraquatu v redlnych vzorkach vody, boli bezo




zvy$ku splnené. Rozsah vykonanej prace svedc¢i o doktorandkinej skiisenosti
a orientacii v rieSenej problematike. Praca svojim obsahom i formou vyhovuje
podmienkam pre doktorsku dizerta¢nt pracu, odport¢am ju k obhajobe a na
zaklade jej ispeS$nej obhajoby navrhujem udelit Mgr. Hane Tomkovej
vedecko-akademickd hodnost , philosophiae doctor” (,PhD®).

evcik, Ph.D.

/
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V Olomouci 23. méja 2017 prof. RND@



Oponentsky posudek disertaéni prace
Mgr. Hany Tomkové (roz. Svecové)
ANALYTICKE METODY PRO VYZKUM FOSFOLIPIDU

Piirodovédeckd fakulta, Katedra analytické chemie, Univerzita Palackého v Olomouci

Predkladana disertadni prace je psdna v &eském jazyce, sestdvd ze souhrnu (101 stran) a 5
piloZenych praci, z nichZ 3 byly publikovany v impaktovanych Casopisech (Chem. Listy — IF=0.529;
autorka 1. misto; Bur. J. Lipid Sci. Technol. 2014; Autorka 1. misto IF= 3,676, Electroanalysis 2013
IF=2.502; 3. misto); jeden byl zaslin do neznamého Zasopisu k publikovani - (Autorka 1. misto) a
posledni publikovany v Acta Univ. Palacki Olomouc, Fac. Rerum Natur. Chemica (Autorka — 3. misto).

V praci je citovano 262 literdrnich zdrojii a dali v pfiloZenych publikacich.

Tato disertadni préace se zabyva studiem vlastnosti fosfolipidovych molekul a jejich agregati
riznymi analytickymi metodami. V praci byly studovény agregalni vlastnosti smési fosfolipidh
izolovanych ze sojovych bobl, komeréng dostupné pod nizvem Asolectin. Ten byl vyuzit jako
modifikator uhlikové pastové elektrody pro zvySeni citlivosti stanoveni pesticidu paraquatu ve vode.
Agregaénich vlastnosti asolectinu bylo vyuZito pro vytvofeni lipidové vrstvy na povrchu elektrody ze
skelného uhliku, Cyklickou voltametrif, elektrochemickou impedangni spektroskopii a mikroskopii
atomarnich sil bylo zjist&no, Ze fosfolipidova vrstva pokryva cely povrch elektrody, je kompaktni a jeji
tlousfka (7,1 + 1,2 nm) odpovida tloustce biologické membrany (5-10 nm). Takto piipravena lipidova
membrana je stabilni nejméng 24 hodin i v prostfedi obsahujicim paraquat. Elektroda s lipidovou
membranou byla vyuZita pro studium interakci s ldtkami rizné hydrofobicity. Selektivni propustnost
a schopnost akumulace lipofilnich latek umoZnila vyvinout elektrochemicky sensor pro square wave

voltametrické stanoveni paraquatu s mezi detekce 2,2 nmol I

Prvni piiloha se zabyva studiem agregace fosfolipidovych molekul, ve druhé piiloze autorka studuje
mosmosti zlepieni citlivosti a selektivity ublikovych elektrod pfi aplikaci fosfolipidu pro stanoveni
paraquatu. Obdobng, tieti pfiloha se zabyva konstrukci elektrochemického senzoru pro stanoveni
paraquatu (elektroda ze skelného uhliku s piimési fosfolipidu). Ctvrta priloha se zabyvéa zkouméanim
tvorby liposomti a rozd&lovanim liposom-voda za pouziti GC/MS. V posledni praci je popisovano

pouZiti kiemenné kapilarni rtutové kapkové elektrody pro elektrokapilarni méfeni.

K praci bych mél jen nékolik drobnych poznamek, komentai ¢i otazek:

e Abstrakt: Anglick4 verze: Bylo by vhodné provést korekturu nejlépe rodilym mluvéim.

o V nézvech komerenich firem jsou drobné nepfesnosti: Napf. pfesny nazev firmy Penta® je ,,Ing. Petr
Svec - PENTA 5.r.0.%, u n&kterych je uvadéno mésto (Fluka, Buchs), u jinych jen stat (Lach-Ner).
Eco-Tribo Polarorograf byl vysoce pravdépodobné vyroben firmou ,,Polaro-Sensors, Praha, Ceska
republika a nikoliv ,,ECO-TREND PLUS"
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Nékteré obrazky nemaji unikétni &islovéani (napt. Obr. 5 —str. 15223 a Obr 6. —str. 192 26)
Napf. Obr. 3: U obréazki pfevzatych z jinych publikaci nebo z internetu je tteba uvadst ptivodni zdroj.

Str. 20, . 18: ,,Jeho sorpéni koeficient je v rozsahu od 8400 do 40000000¢ — Jak je tento koeficient
definovan?

M&fici technika (systém ,...) je technika, kterd v dané chvili néco méfi, jakozto oznadenl pfistroje je
to ,,méfici technika (analogicky hasici pFistroj hasi vs. hasici ptistroj visi na zdi a bude nékdy mozna
pouZit).

Tabulka 6, Tabulka 7, aj.: Podet platnych cifer u vysledki a intervalii spolehlivosti neni zcela podle
pravidel - 2 platné cifry intervalu spolehlivosti uréuji pocet platnych cifer stfedni hodnoty ([Miller, J.
N.; Miller, J. C., Statistics and Chemometrics for Analytical Chemistry. 2™ ed.: Pearson Education:
Harlow, 2005.] nebo [Meloun, M.; Militky, J.; Forina, M., Chemometrics for Analytical Chemistry,
Volume 1: PC-Aided Statistical Data Analysis, Volume 2: PC-Aided Regression and Related
Methods. Ellis Horwood: Chichester, 1992; p 175.]).

Str. 35, £. 12: ,,vzorek byl upevnén v drZiku na vzorky (o velikosti 1 palec v praméru)” — Jsou pouze
3 staty na svétd, které nepouZivaji soustavu SI a CR mezi tyto odpadliky a odlouence nepatii
(Myanmar (dfive Barma), Libérie a USA; vyjimky v UK pro rychlost a v Kanadg lidska vygka).

Obr. 7., Obr. 17 a Obr. 28 jsou identické.
Graf neodpovidé zvyklostem pro EIS, tj. pomér tisekii na osach 1:1 (Napt. Obr. 11, Obr. 29)

Obrézky by mély byt popsany ,,samonosn&” (4. tak, aby k jejich vysvétleni nebylo tieba &ist v textu
prace) — napf. Obr. 13, Obr. 20, Obr. 25, Tabulka 3, 4.

Str. 59, Obr. 20: Bylo by 1épe zmény vyjadiit relativng, tedy v %.
Str. 67, ¥. 7 a Str. 72, ¥. 7: Chybi informace o potencidlu akumulace, pokud byl néjaky vkladan.

Minoritni poznamky: .

Seznam zkratek by bylo vhodné umistit napf. za obsah. Umisténi mezi text prace a pfilohy
komplikuje &tendfi jejich pohotové nalezeni. :

V textu, resp. prehledu referenci by bylo vhodné odlisit préace autorky, aby Gtenaf v&dél, kde je odkaz
na jejf vlastni dilo.

Podle typografickych pravidel se nepisi v Cedtin€ jednopismenné ptedlozky a spojky na konci fadku.
Hodnoty a jednotky taktéZ a nedéli se (napf. str. 35, . 29-30).

,,S0ja* se pise dle ,Ustavu pro jazyk &esky AV ,CR, v.v.i* (http://prirucka.ujc.cas.cz/?slovo=soja)
s dlouhym ,,6%, coZ je v préci jen 1x, oproti 8 vyskytim kratkého ,,0".

I pies piipustnost bych se vyhnul téméf archaickému ,,detegovat“ a poZival ,,detekovat™.
Str. 20, ¥. 32: Doporuoval bych posuzovat karcinogenitu podle dat publikovanych IARC.
Str. 31, £. 7: u Brittonova-Robinsonova pufru se sklofiuji ob& jména.

Bylo by dobré sjednotit jednotky: Napf. Str. 31, 1. 2 vs. I. 5:,0d -0,1 do -1,3 V* vs. ,,pro akumulaci
paraquatu byl -500 mV*.

OtazKky k obhajobé:

Abstrakt, ¥. 13 vs. Str. 20 £. 10: ,,Paraquat je velice dobfe rozpusiny ve vodé (620 g 1" p¥i 25 °C)* Je
moZné povaZovat paraquat povazovat za lipofilni latku?

Autorka pouziva SW voltametrii. V Cem vidi vyhodu této techniky proti DPV?
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_ &tr. 30, . 20 a nasledujici v témZe odstavci: ,,6 ml deionizované vody (pH 9)“. Podle teorie a definice
ma ,,&ista“ voda pH=7. Vzhledem k vyskytu CO, ve vzduchu lze ofekévat pH spiSe mezi 5-6. pH 9 je
na horni hranici i pro pitnou vodu (dle Vyhlasky 252/2004 Sb. —pH 6,5-9,5). Lze takovouto vodu
povazovat je§t& za deionizovanou? Jakou ma vodivost? Nebylo by vhodné vratit se k osv€déene
destilaci?

Str. 33, ¥. 2: Co vedlo autorku k pouZiti KCl misto NaCl pfi téchto experimentech? Bylo by pro
nebiochemické &tendfe vhodné, kdyby autorka vysvétlila, pro¢ pouzivala koncentraci NaCl 9 g L

Co vedlo autorku k pouziti ekvivalentniho obvodu Obr. 7. Byly zkouSeny i jiné ekvivalentni obvody?

Charakterizace fosfolipidovych membran byla provadéna v NaCl (KCl), ale v kapitole 4.3.8 jsou
ptidavany siranové ionty. Ovlivnilo to néjak dffve zjiSténé vlastnosti fosfolipidovych vrstev?

Str. 50, f. 4: ,,Tloustka pripravené fosfolipidové vrstvy byla stanovena na 7,1 £ 1,2 nm*. To piibliZng
odpovida teoretické tloust'ce dvojvrstvy (cca 6 nm). Dle str. 50, ¥. 10: ,,Vysledky ziskané pomoci
AFM potvrdily, Ze piipravena fosfolipidova vrstva na povrchu GCE je kompakini a jeji tloustka
odpovida dvojvrstvé na vétSin€ povrchu®.

o Co znamena slovo ,,vétSina“?

o Je opravdu tato dvojvrstva stabilni, i kdyZ potencial nebude vkladan nebo bude dosahovat
negativnich hodnot?

o AFM testy (str. 47-48) &isté GCE byly realizovany na clektrod€ pokryté oxidy, tj. za aplikace
+1,5V?

_ Existuji izomery paraquatu, které maji primyslové vyuZiti? Bylo by moZné tyto izomery od sebe
odlisit?

Str. 30, . 10: Jaké bylo "minimalni mnozstvi chloroformu" potfebné pro rozpusténi Asolectinu pro
pfipravu modifikované pastové elektrody?

Jaké vyhody pfinddi pouZiti asolectinu pro pfipravu fosfolipidové vrstvy na povrchu GCE? Jaké
vyhody ma samouspofadana vrstva oproti jinym typlm lipidovych membran?

ghrauti:

Posouzeni predklidané prace usnadiiuje skutetnost, Ze obsah vyzkumu byl publikovéan v ¢asopisech
¢ IF nebo v recenzovaném Casopise, takZe kazdy ze ¢lanki byl recenzovan 2-3 nezévislymi a ve vétSiné
pfipadﬁ se da predpokladat, e i zahrani€nimi posuzovateli. Tim byla vétSina moZnych piipominek
yyjasnéna jesté pied jejich publikovanim.

Préce je relativng rozsihlé, pedlivé, srozumiteln& a piehledné sepsana, jeji &lenéni je odpovidajici -
(souhrm a 5 pfiloZenych publikaci). PouZité piistupy feSeni problémi jsou odpovidajici a nelze
principiélné nic namitat ani proti interpretaci vysledki. Diikladna literarni reerse poskytla autorce dobré

yychodisko pro nasledné experimenty. Domnivam se, Ze veskera pouZitd literatura byla fadné citovana.

Ocetiuji pfedeviim velké mnoZstvi provedené experimentalni préce, a to jak na piistrojich na UPO],

tak ve spolupréci s jinymi institucemi.
Téma predkladané prace patki k vysoce aktudlnim a pro potfeby praxe vysoce vyuzitelnym.

Domnivam se, Ze cil prace byl splnén a metodicky pfistup k fedeni povaZuji za odpovidajici.
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Jazykova i formalni troveti prace je zcela odpovidajici b&Znym standardém kladenym na disertacni

prace v daném oboru.

Viechny uvadéné poznamky a komentéafe je moZno povazovat spife za formélni, dopliujici a maji
slouzit autorovi k podpofe dalich védeckych postupl. Nenalezl jsem Zddnou zdvaZnou chybu, kterd by
branila Gsp&3nému piijeti této disertaéni prace.

Celkové je autorka (dle WOS) spoluautorkou 6 impaktovanych praci a 5 piispévkil ve sbornicich

indexovanych ve WOS, H-index 2, 17 citaci (z toho jen jedna autocitace).

Podle mého nézoru, zaloZeném na predloZené disertaéni praci Mgr. Hany Tomkové jmenovana
prokézala, ¥e je schopna samostatné prace, prokézala dostatedné tviirdi schopnosti v dané oblasti
vyzkumu a jsem presvédéen, Ze jeji prace spliuje poZadavky kladené na disertacni prace v daném oboru.
Tim podle mého splnila viechny pfedpoklady pro Usp&Sné piijeti disertalni préce, a proto praci

k obhajobs, po jejim¥ Gsp&iném absolvovani ji bude udélen akademicky titul Doktor” (Ph.D.),
doporucuji.
Doc. Dr. Ing. Toma$ Navratil

Ustav fyzikalni chemie J. Heyrovského AV CR, v.v.i.
V Praze, 15. 5. 2017
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