POSUDEK VEDOUCIHO DIPLOMOVE PRACE

Mikrobialni zatéz potravinafskych provozi a spolehlivost ochrannych obalti potravin

Autor: Be. Michaela Vidrmova

Téma diplomové prace Michaely Vidrmové bylo zadano Laboratofi |ékaFské
mykologie OKM Pardubické krajské nemocnice, a.s. jako studie, ktera by umoznila uceleny
pohled na mikrobiologickou a mykologickou problematiku pekarenskych provoz(i. Kromé
sledovani mikrobialni kontaminace prostfedi a pekarenskych vyrobkid se studie zaméfila
také na obalovou techniku a vtéto souvislosti pak v experimentaini &asti prace na
prostupnost oball pro mikrobialni agens. Ziskana zjisténi pak byla dana do souvislosti
S moznymi zdravotnimi riziky.

Pro potfeby studie shromazdila diplomantka znaény pocet literarnich prament
vCetné statnich norem, o které se opira v teoretické ¢asti prace a které se rovnéz promitaji i
do laboratorni metodiky u provadénych experimenti. Jak problematické je ziskat pottebny
biologicky material pro zadanou studii diplomantka Zzjistila jiz na zagatku prace, kdy pouze
dva ze vSech oslovenych subjektd souhlasili, aby se v jejich provozovnach sbér material
provedl. | pfes tento pon&kud spoleensky problém se vSak podafilo ziskat reprezentativni
pocet vzorkd. Na zakladé jejich mikrobiologického rozboru doplnéného o experimentaini
hodnoceni vlivu mikroorganizm( na obaly pouZivané v sledovanych provozech a rovnéz na
zakladé velmi dobfe zvliadnuté literarni reSerSe se diplomantce podafilo uskuteénit velmi
kvalitni diplomovou praci.

Z pohledu vedouciho diplomové prace mohu konstatovat, Ze se Michaela Vidrmova
zadaného tématu zhostila velmi zdafile. Diky své peélivosti, houZevnatosti a studiu se velmi
rychle orientovala v laboratornich technikach a ve velmi kratké dobé jiz pracovala naprosto
samostatné, vcetné pofizovani technické dokumentace. PFedpokladany harmonogram
mirné narusilo pouze zdrZeni pfi ziskavani potfebnych biologickych vzorku, diplomantka si
vSak i pfes tuto skuteCnost dokazala rozloZit své sily pro laboratorni praci a zvy$enym
usilim €asovou ztratu dohnat.

Zadane ukoly a vytyCené cile prace se autorce predlozené studie podafilo spinit.
Z praktického pohledu pak byla prostfednictvim predlozené studie zjisténa fada poznatka.
Jednim ze zasadnich bylo napf. zjisténi, Zze Zadny z testovanych potravinafskych obal
nebyl prostupny pro mykoticka agens, nebo fakt, Ze ani v jednom z testovanych provoz

nebyla zachycena pfitomnost patogent..



PredloZzena diplomova prace Bc. Michaely Vidrmové predstavuje velmi dobrou
odbornou studii, ktera pIné splnila poZzadavky jejiho zadani. Vzhledem k aktivnimu pFistupu
k zadané problematice, samostatnosti v praci a kvalité odevzdané studie doporucu;ji

magisterskou diplomovou praci Be. Michaely Vidrmové k obhajobé a hodnotim ji stupném :

vyborna.

V Pardubicich dne 14.5.2011
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POSUDEK OPONENTA DIPLOMOVE PRACE

Be. Michaela VIDRMOVA:

Mikrobidlni zat€Z potravinaiskych provozi a spolehlivost ochrannych oballi potravin

Diplomantka se ve své diplomové praci zabyvala studiem vyskytu mikroorganismu
v prostfedi, vstupnich surovinich a findlnich vyrobcich tii potravinafskych provozi.
Dale provadéla hodnoceni ochranné funkce péti oball pouzivanych v jednotlivych provozech
z hlediska jejich prostupnosti pro mikroorganismy.

Téma diplomové prace je velmi aktudlni, protoZze mikrobiologickda kontaminace
potravin mize u Clovéka vést k rozvoji alimentarnich infekei ¢i intoxikaci. V zachovani
zdravotni nezavadnosti potravin hraje nepochybné klicovou roli kvalitni a neporuseny obal.
Nové trendy v obalové technice pfedstavuji aktivni a inteligentni obaly. Jednim z piikladt
jsou obaly s antimikrobidlni funkci, vyuzivané zejména pro prodlouzeni trvanlivosti baleného
peciva.

Prace ma ucelenou teoretickou €ast zahrnujici informace o potravinaiském primyslu,
jeho déleni a jednotlivych fazich procesu pekafské vyroby. Dale je zde hodnocena
problematika kontaminace pekarenskych vyrobkdi mikroorganismy a jejich patogenni
potencidl pro €loveéka. V teoretické €asti jsou také uvedeny zdkony a vyhlasky souvisejici
s potravinafskymi provozy. Kapitola obsahuje informace o obalech pouzivanych
v potravinafském prumyslu a moZnostech laboratorni diagnostiky mikrobidlni kontaminace
potravinatskych provozi.

Vysledky jsou doloZeny fadou tabulek a barevnymi pfilohami s fotografiemi
dokumentujicimi zachyt neékterych druhti mikroorganisma z odebranych vzork® a hodnoceni
kvality obalt.

V kapitole Diskuse jsou uvedeny pouze obecné nazory diplomantky a chybi konkrétni
srovnani s publikovanymi poznatky. Tento zavazny usek diplomové prace neodpovida
pozadované naplni kapitoly.

Kapitola Zavér pak ptehledné shrnuje nejvyznamnéjsi zjisténi.

V literarni reSer§i diplomantka shromazdila 43 citaci pfedevsim Ceské provenience,

z nichz n&které (napt. odkaz ¢. 43) nepiedstavuji ovérené védecké zdroje.



K diplomové praci mam nasledujici pfipominky:

Nekteré anglické vyrazy pouzité pii prekladu souhrnu nejsou po gramatické strance
spravne.

Obrazky (kresby, schémata, fotografie) vkladané do textu by mély byt vzdy opatfeny
pofadovym ¢islem a popisnym textem (vSe uvedeno pod piislusnym obrazkem).
Pouzité obrazky a tabulky by mély byt odkazovany v textu.

Kapitola 2.2.2 Kypteni tésta (str. 10-11) obsahuje n€které informace, které obsahové
vice odpovidaji kapitole 2.2.3 Hodnoceni a kvalita pekarenského drozdi.

Na str. 12 (posledni odstavec) je krmné drozdi fazeno k potravinafskému drozdi.
Predpokladam, Ze se jedna o chybné formatovani.

Na str. 15 (prvni odstavec) je uvedena chybna formulace: ,,...mlZeme toto agens
rozdélit na alimentarni infekce a intoxikace.*

Na str. 17 (odstavec 7) je neobvykla formulace: ,,...potravy, ve které se produkovany
toxin pomnoZi.*

Na str. 18 (prvni odstavec) je chybné uvedeno, Ze Bacillus cereus je Gram-negativni
ty¢inka.

Podkapitola Onemocnéni zplisobena druhem Bacillus cereus (str. 17-18) obsahuje
informace o kontaminaci potravin plisnémi a kvasinkami. Pfedpokladam, Ze se opét
jedna o chybné formatovani.

Na str. 25 uvadite, Zze limity pro jednotlivé skupiny mikroorganisml jsou vzdy
stanoveny tak, aby byly pod hranici zdravotniho rizika. AvSak Zadné konkrétni
hodnoty neuvadite. Pro dokresleni sdé¢lované informace by to bylo vhodné.

Kapitoly 2.6.2 Posuzovani mikrobidlni kontaminace pozivatin a prostiedi
a 2.6.3 Mikrobiologické vySetfeni obali jsou velmi strohé a obsahuji pouze vycet
jejich konkrétniho pouZziti. Ofekéavala bych také srovnani s metodami doporu¢ovanymi
v zahranié¢i (napt. v ramci EU).

V experimentalni ¢asti, v kapitole Vysledky i v Ptiloze se vyskytuje fada zkratek
a oznacéeni pro kultivaéni média (STH, ST, SB, 8% SB aj.). Bylo by vhodné oznaceni

sjednotit a zaznamenat do Seznamu zkratek.



= Vexperimentdlni ¢4sti neni uveden piivod a SarZe jednotlivych kultivadnich médii
a jejich sloZek. TotéZ se tyka pouzivanych biochemickych testd.

= Vexperimentalni ¢asti neni uvedeno mmnoZstvi vzorku (vstupni, finalni vyrobek),
které bylo testovano.

= Nastr. 38 neni uvedena doba, po kterou byly inkubovany mikrokultury plisni.

* U kapitoly 4.4 Hodnoceni kontaminace prostfedi pekarenskych provozii neni uvedena
metoda, jakou byly vzorky vySetfeny.

* U tabulky 12 (str. 51) je chybné uvedeno:, Piehled bakterii....“. Jednd se o vysledky
mykologického vySetfeni.

= Vitabulkach ,Pfehled bakterii... nebo ,Pfehled plisni..“ je v né&kterych pipadech
uveden zachyt S. cerevisiae. Bylo by vhodné nazvy tabulek ptizptisobit jejich obsahu.

= Str. 55 obsahuje tvrzeni: ,,...odolnost vi¢i proristani mikroorganismy a plisnémi.“
Plisné patfi mezi mikroorganismy.

= Kazda tabulka by méla mit legendu vysvétlujici zkratky, které jsou v ni pouzity.
Tato legenda by méla byt pod tabulkou (ne na jiné stran&). V opaéném piipadé ztraceji
tabulky vypovidaci hodnotu. Pokud tabulka pokracuje na dalsi strance, uvadi se nazvy
sloupcti na kazdé strané.

=V kapitole Vysledky se objevuje velké mnozstvi chyb v nazvoslovi mikroorganismi.

= Literatura neni citovana v souiadu s normou CSN ISO 690, CSN ISO 690-2.

Pfi obhajob¢ diplomové prace by mohla diplomantka zodpovédét tyto dopliujici
dotazy:

= Nastr. 21 uvadite, Ze systém HACCP k zajisténi bezpe¢nosti potravin je v soudasnosti
povinny pro vSechny provozovatele potravinafskych podnikéi v EU. Ov§em na str. 59
doporucujete jako jedno z feSeni pro omezeni kontaminace potravin zavedeni systému
HACCP. Je tedy v CR systém zaveden nebo neni?

=V experimentalni Casti zcela postradam blizsi specifikaci obalti, které diplomantka
testovala - material, z kterého byly vyrobeny, vyrobce. Oznadeni, které diplomantka
uvadi v kapitole Vysledky (folie se Zlutym potiskem, apod.) je zcela nedostadujici.

Mohla by diplomatka tyto skute¢nosti doplnit?



* 'V fad€ vzorki byly zachyceny sporulujici mikroorganismy. Na str. 45 je pak uvedeno,
Ze se jedna konkrétné o B. cereus. Mohla by diplomantka popsat, jakym zptisobem
byla provadéna ideniifikace této bakterie a jaky je jeji potencidl z hlediska

alimentarnich intoxikaci?

PredloZena diplomova prace predstavuje velice zajimavou studii, jejiZ kvalitu bohuzel
sniZuji nepfesnosti, formalni nedostatky a gramatické chyby. Nicméné je nutno ocenit znaéné
mnoZstvi manuélni prace pfi odbéru a zpracovani tak velkého mnozstvi vzorki. Diplomovou

préci proto doporuéuji k obhajob& a hodnotim znamkou DOBRE.

V Pardubicich dne 16. 5. 2011

FPiha | 7@\*&/
RNDr. Petra L@skova Ph.D.



Posudek Skolitele na diplomni praci Bc. Hany Malkové na téma

Stanoveni disociacénich konstant Ié¢iv faktorovou a regresni analyzou
absorbanci matice

Spektrofotometrické stanoveni disociaénich konstant IéCiv predstavuje nalezeni chemického
modelu systemu, t. zn. poctu Castic, jejich stechiometrii, jejich rovnovazné koncentrace spolu
s disociacnimi konstantami a molarnimi absorp&nimi koeficienty rozlicné protonovanych ¢astic
regresni analyzou spekter nebo pH-potenciometrickych titracnich kfivek. PomUckami jsou pfitom
regresni diagnostiky k ovéreni vérohodnosti hledaného modelu, dale faktorova analyza k uréeni
poltu vSech svétlo-absorbujicich €astic rovnovazné smési a kone¢né statisticka analyza rezidui
aplikované nelinearni regrese. Je obtizné a trva obvykle dlouho, nez se student nauéi v regresni
a HYPERQUAD v analyze potenciometrickych titraénich kfivek a zacéne ziskavat validni
vysledky. | po uspé&sné zkouSce z chemometrie neni pro studenta snadné se orientovat v
numerickych metodach vicerozmérneé faktorové analyzy k uréeni hodnosti matice, ktera se zde
rovna poctu svétlo-absorbujicich ¢astic analyzou véjife spekter.

Bc. Hana Malkova se zapracovavala v obtizné pocitacove regresni technice na diplomové
praci v letnim semestru 4. ro€niku, a s problémy zvladla nelinearni regresi, metody faktorové
analyzy spekter, makra tabulkoveho procesoru Excel, a stejné& jako i objektové orientovany
statisticky systém S-Plus. Programy SQUAD a SPECFIT otestovala fadu hypotéz chemického
modelu, nez dospéla k relevantnim zavérim, které snesly srovnani s kvantov&-chemickou
predikci pK od softwaru MARVIN, PALLAS a SPARC.

Cenné na diplomoveé praci Hany Malkové je vérohodné regresni vyhodnoceni pH-
absorbanénich responznich ploch a potenciometrickych pH-titraénich kfivek, a tim i vérohodné a
publikovatelné odhady smiSenych ale take termodynamickych disociaénich konstant
studovanych tfi |&Civ, a to fyzostigmin salycilatu, risendronatu sodného a butamiratu
dihydrogencitratu pfi 25° a 37°C. Vlastni diplomova prace je napsana publika¢nim jazykem za
minimalniho opisovani poznatki z literatury a s elektronickym zafazovanim obrazk(i z Originu do
textu. Prace ukazuje na zvladnuti textového editoru Word 2007 dle zasad pocitacové typografie.
Prokazuje tim solidni pfipravenost k prezentaci vysledkl své védecko-vyzkumné prace,
ziskanych interaktivni pocitaovou analyzou experimentalnich dat.

v

nelinearni regresi vicerozmérnych responznich ploch se doty&na svou pili nakonec dopracovala
relevantnich vysledk(. PredloZzenou diplomovou praci nakonec dokazala, Ze je pfipravena k
védecko-vyzkumneé praci s interaktivni poCitaCovou analyzou dat. V experimentalni praci Ize jeji
peclivost meéfeni, a tim také vérohodnost dat sledovat ve velmi nizkych smérodatnych
odchylkach regresovaného signalu, zde absorbance (nebo pH), a to okolo 0.3 mAU, totiz
veliCiny, v niz se propaguji ndhodné chyby a Sum celého experimentu. DosaZené vysledky
povaZuji proto za cenné, protoze umozZni dokon€eni dvou publikaci do =zahrani€nich
impaktovanych Casopisl, kde na sdélenich bude spoluautorkou. Protoze Ize jeji vysledky dovést
az do publikacniho stadia, hodnotim jeji celkovou aktivitu na diplomové praci znamkou

Vyborné az velmi dobfre.

V Pardubicich 15. kvétna 2011 Prof. RNDr. Milan Meloun, DrSc.



Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko-technologicka

Katedra analytické chemie

Posudek Skolitele

Téma diplomové prace: Hodnoceni spektrofotometrickych metod pro semikantitativni
analyzu peptidii v proteomice

Jméno studentky: Be. Michaela Novakova

Vedouci prace: PharmDr. Jiti Dresler

RNDr. Lucie Korecka, Ph.D.

Studentka Michaela Novéakova vypracovala diplomovou préci na pracovisti Ustavu
molekularni patologie, Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany v Hradci Kralové.
Téma jeji diplomové prace uzce souvisi s FeSenymi projekty obranného vyzkumu Biodefence
a Spektrometrie, které se zameétuji na vyzkum a vyvoj metod identifikace bakterii pomoci
tandemové hmotové spektrometrie a rovnéz zapada i do komplexniho konceptu tohoto
proteomického pracoviste.

V prib&hu prace se studentka Gspésné seznamila s fadou technik od kultivace bakterii pres
vlastni zpracovéni proteomickych vzorkd aZ po testované semikvantitativni analyzy.
Studentka si se vSemi ¢astmi prace poradila velmi dobte, jeji prace byla velmi samostatna a
vyznaCovala se spolehlivosti a laboratorni zru¢nosti. V otdzce analyzy vysledki prokézala
potiebnou miru orientace a logického uvazovani. Vlastni testovani bylo provedeno na Sirokém
spektru komplexnich proteinovych vzorki a to jak na Grovni proteind, tak na Grovni jejich
peptidovych fragmenti. Vysledkem jeji prace je validovana metoda pro semikvantitativni
analyzu naStépenych proteint komplexnich vzorki. Cil diplomové prace tedy splnén byl.
Kromé experimentélnich schopnosti prokézala studentka i schopnost prace s literaturou, jak
doklada jeji diplomova prace. Naro¢nost zpracovani daného tématu podtrhuje i fakt, Ze
problematika spektrofotometrické kvantifikace na urovni peptid je v proteomice oblast
relativné malo probadana.

Jako Skolitel povaZuji praci za usp&$né vykonanou a jednoznacné doporuéuji k obhajobé
s ochodnocenim vyborné.

V Hradci Kralové dne 12. 5. 2011

PharmDr. Jiti Dresler j%—/’/ -



Posudek vedouciho diplomové prace

Diplomantka: Be. Zdefika Martinkova

Nazev diplomové prace: Izotachoforetické stanoveni urotropinu.

Ukolem diplomantky bylo vypracovani literarni reSerSe na téma vyznam, zakladni
reakce a metody stanoveni urotropinu a dale ovéfeni a optimalizace izotachoforetického

stanoveni urotropinu.

Zatimco reSerSni ¢ast prace se diplomantce podafilo zvladnout velmi dobie, 1 kdyZz
snad az s pfili§ velkym dirazem na internetové zdroje informaci, urcité potize méla se
zvladnutim piistrojové techniky i s vlastnim méfenim a zv1ast¢ s interpretaci vysledki méfeni.
To se projevilo i ve zpracovani experimentalni ¢asti diplomové prace, ktera mohla byt pfi
fadném zpracovani vSech méfeni ponékud obsahlejsi. Situaci ji trochu komplikovala 1
roztékanost a mensi vnimavost k radam a pokyntim. K experimentalni praci ale pfistupovala
aktivng, i kdyZ pon€kud mechanicky. Je moZné konstatovat, Ze vSechny tkoly uvedené

v zadani diplomové prace splnila.

Praci doporucuji k obhajobé a hodnotim zndmkou:

vyborné-m

V Pardubicich 19.5.2011 Ing. Martin Bartos, CSc.



Hodnoceni $kolitelky
Doktorandka: Ing. Petra Motkova (roz. Snévajsova)
Skolitelka: doc. Ing. Jarmila Vytfasova, CSc.

Nazev prace: Metody izolace a imobilizace DNA plisni rodu Aspergillus a jeji analyticka
detekce

Ing Petra Motkova je absolventkou studijniho oboru Hodnoceni a analyza potravin na
Katedfe analytické chemie Univerzity Pardubice. Po ukoneni studia zahgjila prezencni
doktorské studium na KAICh s pracovi§tém na KBBV a po pfijeti na misto asistentky na
KBBYV byla piefazena do kombinované formy doktorského studijniho programu.

Po celou dobu doktorského studia projevovala neviedni zajem o zvoleny obor.
Od pocatku se aktivné zapojila do vyzkumné ¢innosti i pedagogickeého procesu. Podili se na
realizaci fady projekti, je spolufesitelkou nékolika grantt (TANDEM, TIP, GACR), v roce
2008 byla hlavni fesitelkou prOJektu FRVS. Aktivné se podili na vyuce laboratoti z obecné a
potravinaiské mikrobiologie i na prezentacich naSeho oboru vramci akci fakulty. Je
konzultantkou celé fady diplomovych praci, pravidelné vede bakalaiské prace.

Ukoly dokaze fesit zcela samostatng, smaximalni zodpovédnosti a peclivosti.
Z vysledkti je schopna vyvozovat vlastni smysluplné zavéry a diskutovat o moznostech
dalifho feseni. Cile se zajima o nové poznatky v oboru a znaénou mérou se podili i na inovaci
vyuky Je zruénou experimentatorkou, zvladla celou fadu naro¢nych technik, které vyuZila jak
pro svoji doktorskou préci, tak pfi praci s diplomanty. Je iniciativni, ochotna vzdy pomoci a
pracuje velmi ¢asto nad ramec svych povinnosti.

Vysledky své odborné ¢Cinnosti prezentovala na mnoha semindfich a konferencich
doma 1 v zahrani¢i nebo ve formé publika¢ni (v impaktovanych Casopisech a v celé radé
neimpaktovanych ¢asopisti ¢i sborniki).

Program svého doktorského studia plnila podle planu a uspéSné vykonala stitni
doktorskou zkousku. Jeji disertaéni prace beze zbytku spliiuje cile zadani.

Z hlediska $kolitele konstatuji, Ze Ing. Petra Motkova spliiuje vSechny podminky pro
zah4jeni fizeni k ziskani védeckého titulu Ph.D.

e ;*) 4

a4
V Pardubicich 24. 3. 2011 doc. Ing. Jarmild Vytfasova, CSc.



Posudek disertacni prace Ing. Petry Motkové

Metody izolace a imobilizace DNA plisni rodu Aspergillus a jeji analyticka detekce

Predlozend disertadni prace, byla vypracovéana na Ustavu analytické chemie, Fakulty
chemickeé technologie, Univerzity Pardubice, pod vedenim Skolitelky Doc. Ing. Jarmily
Vyttasové. Prace méla stanoveny dva cile: jednak optimalizaci izolace DNA studovaného
organismu a dale zavedeni elektrochemické detekce hybridizace DNA ziskané z p¥islu$nikt
rodu Aspergillus. Zvolené téma je dobfe vybrané a vyplituje mezeru, ktera v problematice
studia toxinogennich vldknitych hub v nasi zemi existuje.

Ve svém posudku se budu zabyvat pouze prvni ¢asti této disertace. Autorka své vysledky
ptedklada na 129 strandch textu, doplnénych jesté rozsahlou ptilohou. Prace nema standardni
¢lenéni, nebot’ diskusni ¢4ast prace je spojena s vysledky, coz je pro disertaci dosti neobvyklé.

Uvodni &ast vénovana soudasnému stavu fedené problematiky vzhledem ke komplexnosti
problematiky ma odpovidajici rozsah, 37 stran. Cast vénovand DNA a plisnim rodu
Aspergillus je vénovana piehledu izola¢nich metod DNA. Zatazeni schématu 1 do &asti 2.5
Polymerazova fetézova reakce, (v rozsahu jedné stranky) by si zaslouzilo novéj$i odkaz, nezli
ten, ktery nese datum stazeni 14.10. 2007. Kromé toho toto schéma neni v seznamu literatury
podobné jako obr. ¢.1, ktery mé pod obrazkem také datum stazeni rok 2007. Nevim, pro¢ jsou
v reSerSi opomenuty zékladni tdaje o genetice tvorby mykotoxint u vlaknitych hub, zde tedy
u ptislusniki rodu Aspergillus, které obsahuji seskupeni az 25 gentl, které koduji enzymy nutné pro
syntézu toxickych a karcinogennich sekundarnich metabolitd, tvoticich prekursory pro aflatoxin.
Vztahy mezi specifickymi transkripénimi regulatory pro aktivaci jednotlivych gent této drahy jsou
komplikované a dosud ne zcela objasnéné. Tim myslim produkt af/R genu, jehoz aktivace je zavisla na
fyziologickém stavu mycelia a na stupni asexualni sporogeneze (tvorba konidii). O tomto genu je
prvni zminka na str.72 a je doplnéna pouhymi dvéma odkazy, zdivodnéni vybéru ostatnich gent je
rovnéZ neuspokojivé. Vzhledem k faktu, ze analyza pfitomnosti tohoto genu (afIR ) se objevuje v
zavérech prace, prosim o vysvétleni tohoto opomenuti.

Tim se dostavam k metodické ¢asti prace, kde na str. 62 je uvedena cela fada primerd, u kterych
neni uvedeno, jak byly navrzeny, nebo z ¢eho prevzaty. Disertantka testovala osm zpisobii izolace
DNA, a spravn¢ nalezla skute¢nost, ze kvalita naruseni buné¢né stény rozhoduje o Gispésnosti izolace a
o Cistoté ziskaného produktu. Tabulky 7a a 7b pokladam za klic¢ové vyhodnoceni testovanych postupi.
Podle mého minéni tyto vysledky patii do vysledkové ¢asti, a nikoli do pfiloh. Na naSem pracovisti se
pro izolaci DNA z vlaknitych hub nelépe osvéd¢ila nasledujici metoda: Dneasy Plant MiniKit od

firmy Qiagen (Némecko). V této souvislosti kladu otazku co ovlivnilo vybér a pocet testovanych

metod izolace DNA?



Prace je napsana veelku peclive, ale tiskarsky Sotek se objevil v zavéru jednak ve velmi zajimavém
vyrazu: str.124., 8. fadek shora “eppendorkovy” homogenizator, ¢esky vyraz mikrozkumavka by byl
vhodnégjsi, Tento vyraz (eppendorfka) se v praci objevuje stfidavé s jednim “p” (str.88) nebo jinde se
dvéma, dale 13. radek od spodu preklep ve slove “nespecifické”. Jesté jeden vyraz neni v poradku a to
“diatom”, ktery je priibézné pouzivan v celé praci. Cestina mé presnéjii termin — rozsivky, nebo
rozsivkova zemina, kazdy vi, Ze se jedna o unikatni kfemicitanové schranky tas. Prvni véta na strance
99 :”Autofi vyuzivaji poznatku, ze se DNA v ptitomnosti chaotropnich soli vaze na povrch
kiemicitych ¢astic nebo diatomu”, tak opakuje stejny fakt.

Seznam literatury obsahuje uctyhodné mnozstvi — 225 citaci. Zptsob uvadeni jmen autort
je nestadardni, mam na mysli pouzivéni zkratky et al., podle nezndmého kli¢e. Nejsou
zafazeny internetové citace v praci pouzité. Ceska norma vyzaduje u webovych stranek si
poznamenat dlouhou adresu stranky, tedy napf.

http://www.greenchameleon.com/gc/blog_detail/folksonomies and rich serendipity/ misto

samotného serveru (http://www.greenchameleon.com/) , rovnéZ je nutné uvadét datum citace,

tedy datum, kdy byl text na webu ¢ten.
Zavér:

Predlozena disertacni prace Ing. P.Motkové ,,Metody izolace a imobilizace DNA plisni rodu
Aspergillus a jeji analytickd detekce™ ukazuje zplisoby a postupy pro izolaci DNA z mycelu
vlaknitych hub a z potravinaiskych vzorka* vyhodnotila G¢innost osmi zpiisobli izolace DNA
s ohledem na jeji procesivitu. Déle byla prokdzana vysoka shoda kultivaéni detekce (AFPA)
toxinogennich mikromycet s molekularné biologickou detekci (PCR) genti odpovédnych za
biosyntézu mykotoxind.
Ing. P. Motkova dokézala pfipravenost k samostatné ¢innosti v oblasti vyzkumu nebo vyvoje,
podle § 47, odst.4, zakona ¢.111/1998 Sb., o vysokych Skolach. Doporuéuji proto komisi pro
obhajoby Katedry analytické chemie Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubice
aby diserta¢ni préci ptijala po tisp&sné obhajob¢ jako podklad k udéleni titulu PhD.

Praze 10. 5. 2011 Doc. RNDr Jarmila Pazlarova, CSc.



Oponentsky posudek diserta¢ni prace

Metody izolace a imobilizace DNA plisni rodu Aspergillus a jeji
analyticka detekce

Ing. Petry Mot’kové

Oponentka: Mgr. Petra Hordkova, Ph.D., Biofyzikalni Ustav AV CR v.v.i., Brno

Ing. Petra Motkova se ve své disertatni praci zabyvala detekci potencidlng
aflatoxinogennich plisni rodu Aspergillus pomoci specifickych tsekd jejich DNA. V rameci
této prace byly porovnavany a optimalizovany jak klasické metody izolace DNA z plisni, tak
postupy vyuZzivajici komeréné dostupné soupravy. Po izolaci DNA byly pomoci PCR
amplifikovany a elektroforeticky detekovany tseky gent apa-2, ver-1 a afIR, hrajici kli¢ovou
roli pfi tvorbé aflatoxind. Ziskané poznatky byly vyuZity pro analyzu sbirkovych kment rodu
Aspergillus a také pro potencidlné aflatoxinogenni plisné ziskané z redlnych vzorki BIO ¢&aja,
kofeni a bylin. V druhé ¢4sti se autorka zaméfila na elektrochemickou detekci genu afIR
pomoci hybridizace se sondou znacenou enzymem s vyuzitim uhlikovych elektrod.

Jde tedy o préci, ktera fesi problematiku velmi zajimavou a vysoce aktuélni, zejména z
hlediska vyuziti v potravinafstvi, kde také elektrochemické metody mohou nalézt uplatnéni
jako rychl4 a méné nakladna alternativa oproti dosud uzivanym metodam.

Disertatni prace je piehledné ¢lenéna do n&kolika kapitol. Teoretickou &ast tvoi
literarni souhrn dosavadnich znalosti uvadgjicich do problematiky tématu disertacni prace.
Tato kapitola je zpracovana piehledné a srozumitelné a je doplnéna 225 odkazy na pivodni
zdroje informaci, coz sv&d¢i o autoréiné dobré orientaci v odborné literatufe. BohuZel zde
autorka uvedla nckolik nepfesnosti, které vSak nesniZuji vyznamng celkovou kvalitu
predlozené prace (vybrané piiklady viz pfipominky a komentaie).

Vysoce hodnotim Experimentalni ¢ast a kapitolu Vysledky a diskuze této disertaéni
prace. V experimentélni ¢4sti jsou detailné popsany pomucky, reagencie a postupy pouzité pfi
vlastni praci. Kapitola Vysledky a diskuse pfedstavuje vystupy ziskané experimentalni praci
autorky vhodn¢ doplnéné obrazky, grafy a tabulkami (n&které jsou v &asti P¥iloha) o vysoké
technické Grovni. Zde bych chtéla zvlast¢ ocenit mnozstvi, logickou ndvaznost a komplexnost
prezentovanych vysledkd. Také velmi dobfe zpracované diskuze a komentafe k jednotlivym
vysledklim svéd¢i o autoréing vysoké odborné kvalifikaci.

Cela prace je zpracovana peclivé a piehledné, po formalni, jazykové a stylistické strance
ji 1ze vytknout pouze drobnosti.

Ve svém hodnoceni nemohu opomenout fakt, Ze odborné kvality Ing. Petry Motkové
podtrhuje také to, Ze je prvni autorkou jedné publikace a spoluautorkou dal3ich t¥1, které jsou
publikované v kvalitnich mezinarodnich €asopisech (jedna znich je dosud v publikaénim



fizeni). Déale je prvni autorkou kapitoly v knize a své vysledky samostatné prezentovala na
nékolika mezinarodnich i narodnich konferencich.

K praci mam tyto pfipominky a komentafe:

- v seznamu zkratek jsou nékteré metody nedostate¢né vysvétleny (pf. IPA - metoda
IPA, apod.), déle zde jsou nespravné uvedené (a v textu dale pouZivané) nekteré Seské nazvy
(pf. GCE - elektroda ze skelného uhliku, ne skelna uhlikova elektroda; CFE - elektroda
z uhlikovych vlaken, nikoli vldknita uhlikova elektroda; RT-PCR — PCR, které predchazi
reverzni transkripce, ne reverzni transkriptazova PCR, ...)

- kapitola 2.3.2 — u nékterych piikladd publikovanych metod izolace DNA autorka
nespravn€ zaméfiyje real-time PCR (kvantitativni PCR v redlném ¢&ase) za RT-PCR (PCR
spojenou s reverzni transkripci), pro kterou by byla izolovana mRNA nikoli DNA (pf.
Sweeney 2000 - autorka uvadi ptiklad izolace DNA z dané publikace ne RNA, Haugland
2002, Schmidt 2004)

- kapitola 2.8.3.3 str. 43 — v kapitole o imobilizaci DNA vazbou streptavidin-biotin jsou
nevhodné€ zvolené piiklady - Koufilova (2005), Fojta (2004) a Horédkové-Brazdilova (2008) —
nejedna se o imobilizaci DNA na elektrodu vazbou streptavidin-biotin, ale o uchyceni znatky
- enzymu na jiz imobilizované DNA

- kapitola 2.8.5.4 str. 54 — v kapitole o detekci DNA pomoci znadeni nanoéasticemi
autorka nespravn¢ uvadi piiklady, kdy jsou nanocastice pouzity jako nosi¢ pro imobilizaci
DNA a neslouzi pro detekei (Palecek 2002a, Pale¢ek 2002b, Fojta 2007, atd.)

- kapitola 4.6.3 str. 68 — autorka zavadi pojem ,lyzat“— aviak o lyzat se rozhodné
nejednd, kdyZ je zde mySlena purifikovand DNA izolovovand z lyzatu mycelia plisng
Aspergillus. Autorka tento pojem pouZiva i dale vtextu, kde se oviem o lyzat mycelia
obsahujici neseparovanou a nepurifikovanou DNA jedna pouze v piipadech, kdy byl pouzit
postup popsany v kapitolach 4.6.4 nebo 4.6.5. Nelze téz hovofit o ,,lyzatu DNA* viz str. 87,
protoZe lyze bylo podrobeno mycelium ne DNA)

- autorka uvadi, Ze pii optimalizaci elektrochemické detekce hybridizace DNA vyuzila
kromé pastovych a tisténych uhlikovych elektrod také elektrodu ze skelného uhliku a senzory
BVT, uvitala bych, kdyby vysledky ziskané pomoci t&chto dvou elektrod byly v textu vice
diskutovany

Dotazy do diskuze:

1. Autorka se ve své praci zabyvala potencidlné aflatoxinogennimi plisnémi. Chci se
zeptat, zda jsou zndmé konkrétni podminky, kdy tyto plisné aflatoxiny tvoti a kdy ne? Hrozi
n¢jaké zdravotni nebezpeci pii poziti napf. kofeni napadeného touto plisni, pokud je
uchovavano za podminek, pti nichz aflatoxiny tvofeny nejsou?

2. Detekce pfitomnosti potencidlné aflatoxinogennich plisni v potravinich je velmi
dileZita. Alternativnim pfistupem je detekce jiZ tvofeného aflatoxinu biochemickymi postupy.



Setkala se autorka v literatufe také s vyuZitim molekularné biologickych metod — mam na
mysli analyzu exprese genii spojenych s tvorbou aflatoxinti? Zabyvala se tim také pii své
experimentalni praci?

3. Na zacatku kapitoly 2.8.5.2 autorka piSe ,,V uréitych piipadech je viak pii detekci
DNA vyhodng&jsi vyuzit elektroaktivni znacky, indikatory...“ ve srovnani s piistupy bez
pouziti znaCek (label-free). Mohla by autorka zminit n&jaké konkrétni vyhody a nevyhody
label-free a label-based elektrochemické detekce DNA?

Disertaéni prace Ing. Petry Motkové dle mého soudu splituje vSechny pozadavky
kladené na praci tohoto typu. Autorka prokazala nejen potebné tviiréi schopnosti, ale také e
ovlada potfebné védecké metody v pfislusném védnim oboru a ma rozsihlé teoretické
znalosti. PfedloZenou disertaéni praci Ing. Petry Motkové hodnotim kladn& a jednoznaéng Ji
doporucuji k obhajobé.

V Brné 28.4.2011 Mgr. Petra Horakov4, Ph.D.



