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Navrh optovldknového biosenzoru se spektralni anahpu v blizké
infra ¢ervené oblasti

Vysoké uceni technické v Brn€, Fakulta elektrotechniky
a komunikacnich technologii, 2019. Vedouci prace: doc. Ing. Jan Mikulka, Ph.D.

Prace ma (v PDF verzi) celkem 157 stran, sepsana v Ceském jazyce, je Clenéna na vychozi
formalni ¢asti a seznamy (14 stran, 6 stran seznamu 92 obrazkii uz plisobi spiSe rusivé),
vlastni text (114 stran) a zbytek jsou prilohy. Namét prace odpovida oboru disertace a je
velmi aktudlni vzhledem k situaci v oblasti detekce patogennich mikroorganismi.

Zameéreni na detekci ¢i spiSe identifikaci bakterii pomoci NIR spektroskopie je
originadlnim pristupem, ktery mize doplnit standardni techniky kultivac¢ni,
instrumentalni (MS) i bioanalytické (ELISA, PCR, imunosensory).

Komentare k jednotlivym ¢astem prace, kap. 2.1:

Piiprava vzorku je klicova pro dspéch - obsah vody, ktera interferuje, miize byt
vyznamné ovlivnén. Praktickou komplikaci je potfeba relativné vysokych koncentraci
bakterii. Vyznamnou ulohu ovliviiujici kone¢ny vysledek hraji také rtizné metodiky
predzpracovani namérenych spekter (derivace, normalizace) pred finalni
chemometrickou klasifikaci (vesmés PCA).

Méreni zde byla provadéna na Cistych kulturach, v realité budou smiSené
populace. [ vlastnosti monokultur mohou byt silné ovlivnény substratem, na kterém
probéhla kultivace, riistovou fazi bakterii, pripravou vzorku. Toto v praci neni prilis
reSeno ¢i zminéno.

Tabulka 9 - co je zde vlastné vystupem analyzy, pouze kvalitativni informace (ano
- ne), nebo Ize uvadéné kontaminace néjak kvantifikovat (tfeba dle poctu mikrobti na
jednotku mnoZstvi vzorku potraviny)? Jsou definovany praktické limity pro uvadéné
kontaminace?

Tabulka 10 bude velmi uZite¢na pro dalsi rozvoj techniky.

K ¢asti 2.2 - sougedi se na typické optovlaknové biosensory a uvéblik priklada pro
ilustraci. Co se tyka pojmu "immunoassay", takky je to progtimunostanoveni. Vzhledem
k rozsahlosti tohoto oboru by bylo vhodné pren&e uveést gjaké gehledné&lanky.

Obr. 9 [26] neni relevantni k za&reni prace.

V praci setasto uvadi nejnizsi detekované hmotnosti afiatgtje ale irelevantni,
pokud neni znam a uveden objem vzorku. Limit detedecvzdy musi uvatv
koncentraénich jednotkach.

Co znamena v Tabulce 11 pojem "objemovy analyt"?

V kapitole 3.1 je rozebiran teoreticky zaklad Nipektroskopie z hlediska vyuziti v
biosensorech. Logicky &htento Usek fedchazetasti 2.1 - nafed probrat teorii, pak
rozebirat aplikace.

Kapitola 3.2, bakterie reprezentuje prokaryotibkéky. Lipidy nemaji polymerni
charakter.



Dale jsou pak uvedeny vztahy pro totalni odra#la\(3.3) potebné pro navazujici
(3.4) modelovani planovaného sensoru na bazi egangsho multimodového sttovodu.
Nejsem specialista na optiku, takze wrélvztahy jsemiflis detailré nezkoumal, nicmén
ocdiuji uvadné grafy, které jasnilustruji diskutované aspekty.

Obr. 25, jaka byla délka vlakna pro u¢ad pa@ty odrazi? Nasleduje navrat ke
kavitnim technikam (3.5) a uztteé shrnuti (3.6) - jako obvykle se @&nd povrchi a
trochu &elow kritizuji alternativni techniky. Ty jiz ale jsowewstadiu znéné komegni
uspsnosti... Nakonec jsou nastity cile prace (4).

Experimentalnéast pokryvaji kapitoly 5 az 7. Na str. 62 jsou wrgdtestované
bakterie, pitom neni nideceno o jejich koncentracich, zdroji kultur aigpbu kultivace,
uchovavani aifpraw vzorku ged neétenim. TotéZ na str. 67, kde jsou navic pouZity jiné
bakterialni kultury; zde byly analyzovany vysuSemérky. Obr. 37, neni uvedenemu
odpovidaji spektra zndzama iznymi barvami. Pouzitéifstupy ke klasifikaci vzorku
poskytovaly nagné vysledky podporujici perspektivnost NIR speltier analyzu bakterii.

DalSicast zaséeSi fizné matematickéifstupy k gedzpracovani NIR spekter. Za
pozornost v tétdasti stoji uvedena minimalni pouzita koncentradedsd 1 CFU/m, ktera
je vyrazre nad hladinou v realnych vzorcich. Na pohled (8B).spektra profirizné
bakterie vypadaji zcela podahmicmére PCA a PLS-DA techniky dokazaly rozlisit
specifické rozdily bakterii. DalSi nastroj poskgtdiekonvoluce spekter na jednotlivé
spektralni pasy.

Opet jiny soubor bakterii byl pouzit pro studium NIRHMKkorelanich zavislosti.

V popisu gipravy vzorky mne zaujalo dlouhodobé Hahni vzorku na 50C (str. 86). Tim
velmi pravépodobr dojde k denaturaci bilkovin, a ztrati se tedycjejiiznorodost dana
sekvencemi a 3D strukturamiimwzere odliSnymi pro tizné druhy bakterii; denaturované
proteiny jsou ve stavu nahodného klubka, tedy miéet shodné.

Kapitola 6 poznatky transformuje do navrhu koneepiosensoru s evanescentnim
snimanim a kavitnim zesileniiesi se zde vlastnosti reélexistujicich komponent a
materiati vzhledem ke zjighym spektralnim vlastnostem bakterii, konstrukcenigych
ploch na koncich stlovodu, zpisob zavedeni stla aj. Nejnadzorsi je schéma na str. 112.

Zawr prace shrnuje dosazené vysledky, jsou uvedersyugiai limitace techniky a
nazngeny moznostieSeni

Celkow v praci revaZzuje metodika zaloZena na vygseh a simulacich vychézejicich
z realrt otekavanych ddlich parametr predpokladaného systému. Schazi stévdiraz na
experimentalni o¥eni,¢asto jedno rreni vyda za mnoho modeh simulaci, protoze odhali
nea:ekavané&i podceiované problémy. Data z modelovaného biosensorungtmwhou
nahradit.

Dovolim si je& formalni koment§ v praci se stale piSe o biosensorech, ale vyyijen
systém je pouze chemickym sensorem. Schazi zdebiotiekognini slozka, ktera umdakije
svou specifitou a selektivitou analyzovat komplexaorky. Autor si je dote wdom, Ze toto
jeho uspgadani nyni nedokaze, a nejsem si jist, zda sedaipo budoucnu zajistit.

V praci schazi fehled publik&ni ¢innosti autora, &co Ize dohledat v seznamu pouzité
literatury. Naststi se seznam nachazi#@enych tezich disertace. Je zde jedna prace ve
standardnim mezinarodnim odborné&asopise s impakt faktorem:

Kiepelka, Pavel; Hynstova, Iveta; Pytel, Roman; .e€atve fitting in Fourier transform near
infrared spectroscopy used for the analysis ofdsadtcells. JOURNAL OF NEAR
INFRARED SPECTROSCOPY 25/3, 151-164, 2017 (dle Wo&zich je Spatné padi
autofi)



Ostatni polozky, i kdyZ se objevuji ve WoS, jsou méné vyznamne vystupy
z konferen¢nich prezentaci.

Po formalni strance je prace standardni, snad, i teéloabornici by nali zvladat
pravopis a vyvarovat se hrubych chyb.

Zawrem lze konstatovat, Ze Mgr. Pavaldgelka prokazal vysokowsaeckou erudici ve

zvoleném oboru vyzkum, schopnost samostatmeeké prace, a sepsana disarigrace
odpovida obecné uznavanym pozadavkum a doporucuji jeji prijeti k obhajobg.

V Brné 28.11. 2019

Doc. RNDr. Petr Skladal, CSc.

Reditel Ustavu biochemi&/edouci VS Nanobiotechnologie CEITEC MU
Prirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita

Kamenice 5, 625 00 Brno

Tel. 54949 7010, E-mail skladal@chemi.muni.cz






