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Predlozena disertacni prace sestava ze tri casti. Prvnije zamerena na otazku izolace hydrofobinu SC3 a
jeho identifikace pomoci modernich instrumentalnich technik, druhda se zabyva charakterizaci
azaphilonovych pigmentu jako potencialnich potravinarskych barviv pfirodniho puvodu a treti fesSi
analyzu fenolickych latek v medovinach s cilem nalezeni markért, které by mohly slouzit k posouzeni
jejich kvality. Prace v rozsahu 90 stran textu doplnenych seznamem citované literatury cCitajicim 306
polozek a prehledem publikacnich aktivit autorky ma standardni strukturu. Jazykova aroven je velmi
dobra, prohfesku proti gramatice jazyka ¢eského je pomérné malo, nejcastéjSim je Spatné kladni ¢arek
ve vetach. Autorka rovnez obcCas bojovala se sklonovanim cizokrajnych jmen a pfijmeni, se
stupnovanim pridavnych jmen (str. 60: namisto ,vice bézné" zavanejici anglismem je lepsi Ceske
,oeznejsi''); termin ,,oktadecylsilikagel” se v Cestine pise jako jedno slovo, spojka souradici ,,neboli" se
piSe bez spojovniku. Rovnéz u nékterych chemickych nazvl je zfetelny vliv angliétiny (napf. str. 24:
~iodoacetamid"). Graficka Uroven je rovnéz velmi slusna, prace pusobi Upravnym dojmem, jen nékteré
obrazky (napr. Obr. 5, Obr. 6) ve mné vyvolavaly potrebu navstivit oftalmologa. Autorka se rovnez
dopustila nekterych drobnych nepresnosti v terminologii - napf. v seznamu zkratek a dale v textu
popisuje PDA jako detektor diodoveho pole, uprednostnil bych vystiznejsi termin ,,detektor s diodovym
polem". Na str. 17 je uvedeno, ze hydrofobiny snizuji povrchovou aktivitu vody. Spise bych rekl, ze
jakozto povrchove aktivni latky snizuji povrchove napéeti vody a tim umoznuji prekonavani
mezifazoveho rozhrani. Na str. 19 autorka provzdusnuje kultivacni medium oxidem uhliCitym, coz dost
dobre nejde. Dale pak CO2 oznacuje jako rozprasovaci plyn - vhodnegjsi by byl treba termin ,,vynaseci".
Na str. 43 (a dale v textu) je nespravné pouziti termint ,,Mobilni faze A" a ,,Mobilni faze B" - jedna se
0 slozky mobilni faze, v chromatografickem systému je mobilni faze pouze jedna. Na téze strane
autorka pouzila termin ,,prutok plynu pro rozpraseni eluatu”, obvykle se pouziva formulace ,,pritok
zmlzovaciho plynu". Krom toho 1,5 I/min je podle mne docela malo. Na téze strané jsem byl ponekud
ztracen v popisu nastaveni parametrl hmotnostniho spektrometru - matou mé v tomto kontextu
pojmy ,,prevodnik", ,,DL" a ,,Heat Block™. Na str. 50 autorka uvadi, ze ,,pred 20-40 tisici let panovaly v
Africe podobne klimaticke podminky jako v soucCasnosti. Stridani obdobi extrémniho sucha a
privalovych destl bylo bézné." - zde pravdépodobné autorce vypadlo upresnéni ,,jako v sou¢asnosti u
nas". ,,Pomocna organicka rozpoustedla" pri SFE (str. 63) se zpravidla oznacuji jako modifikatory. Vyse
uvedené detaily vSak nikterak nesnizuji kvalitu disertacni prace.

Prvni cast disertacni prace je venovana problematice hydrofobinu SC3. Prehlednée shrnuje vlastnosti
hydrofobinu s dlirazem na sledovany hydrofobin SC3, dale diskutuje souc¢asné metody analyzy téchto
latek. V experimentalni ¢asti je pak ovéfena moznost rtiznych zpusobu Upravy vzorku pro naslednou
izolaci hydrofobinu SC3 pomoci extrakce tuhou fazi s vyuziti PTFE mikrocastic. Kfinalni analyze bylo
vyuzito elektromigracnich a hmotnostné spektrometrickych technik. Vysledky byly publikovany
v casopis Journal of Separation Science.




Dotazy k teto casti:

1. Na obr. 10 uvadite MALDI-TOF/TOF spektrum hydrofobinu SC3 a na obr. 14 v panelu A
MALDI-TOF spektrumtéze substance. Spektra se mijeviprakticky totozna, az na rozdily
hmotnostech plkd (m/z 14264.0-14265; 14101.3-14103). Cim si tyto rozdily vysvétlujete?

2. Uvadite, ze spektra pred a po Cisteni (obr. 14A a 14C) mayji podobny profil. Pri porovnani
obrazku s timto tvrzenim zcela nesouhlasim - maximum v panelu Aje m/z 14265, v panelu C
14305. Intenzita spektra v panelu Cje (pokudjsem se spravne orientoval) o rad mensi nez
v panelu A - takovyto vliv Cisteni bych neocekaval. Jak byste vysvétlila piky s m/z 7130, 8752 a
maly kopec na pravém okraji hmotnostnich spekter?

Na str. 30 se zmifnujete, Ze pricinou pouze nékolika piku peptidl s nizkou intenzitou po
pusobeni kyseliny permravenci byla nemoznost registrace pravdépodobné vzniklych
negativnich iontu v pozitivnim modu. Zkusilajste méreni v negativnim modu?

Druhda ¢ast disertacni prace je zamérena na aktualni problematiku hledani barviv prirodniho puvodu
vyuzitelnych ve vyzivé lidstva namisto syntetickych produktt. Pfedmétem studia byla barviva skupiny
azaphilont produkovanych morskymi houbami rostoucimi na vnéjsi strané koralového Utesu u ostrova
Réunion v Indickém oceanu. Barviva izolovana ze ziskaného biologickeno materialu byla identifikovana
pomoci HPLC-PDA-ESI/MS, UV-VIS a NMR ~H, 1 a nekolik 2D technik). Pripominku bych mel k titulku
obr. 19 ,,Strukturni analyza identifikované slouceniny C. 4", ktery je podle mne dosti nadsazeny, nebot
je zde prezentovano UV-VIS spektrum ethylacetatového extraktu (oCekaval bych spiSe spektrum
studovane slouceniny) a ESI-MS spektra s nizkym rozlisenim v kladnem a zaporném modu; co se merilo
neni jasné, specifikace v titulku ,,ESI/MS spektrum zmérené pfi snimani kladném iontl" je ponékud
nejasna. Nicméne ze zde prezentovanych dat se strukturni informace neziska. Nespornym prinosem
je, ze vtéto praci byl nalezen a identifikovan dosud nepopsany pigment a ziskané vysledky byly
publikovany v casopise Journal of Food Composition and Analysis.

Dotaz k této ¢asti: Co soudite o praktickém vyznamu vysledkl této vasi prace pro nase podminky?

Treti cast disertacni prace se zamerila na problematiku kvality medovin dostupnych na tuzemském
trhu, at' jiZz pfimo od producentu nebo v obchodni siti. Pomérné podrobné je popisovan ptvod medu,
technologie vyroby medoviny, historie medu a medoviny, chemické slozeni medu a jeho priznivé
ucinky na lidsky organismus. Poté jsou pfehledné popsany metody extrakce fenolickych latek z riznych
materialu a analytické metody pouzivané pri stanoveni skupinovych charakteristik (celkové mnozstvi
fenolickych latek, antioxidacni aktivita). Dale jsou charakterizovany chromatografické metody. V ramci
experimentalni Casti pak byla optimalizovana technika extrakce a stanoveni pro 10 fenolickych latek a
14 fenolickych kyselin v 38 vzorcich medovin ziskanych jak pfimo od véelafl, tak i z obchodni sité.
Vysledky byly podrobeny rozsahlé statistické analyze s cilem nalezeni ukazatelu jakosti medovin a
odhaleni falSovanych vzorku.

Komentare k této ¢asti:

Charakteristiku mikrovinneho zarenijako paprsek nachazejici se v elektromagnetickém
spektru mezi rentgenovym a infracervenym paprskem (str. 64) nepovazuji za prilis stastnou.

2. Vkap. 3.6.2 Parametry pro kvantifikaci se uvadi, ze pro kvantifikaci byla zvolena metoda
kalibracni krivky. Regresnicharakteristiky prezentované v Tab. 7 (str. 78) vSak napadne
ofipominaji parametry primky.




3. Jsem mirné zmaten z (daju o poc¢tu sledovanych latek. Vseznamu standardu (kap. 3.5.2) je
vyjmenovano 24 sloucenin, v popisu chromatogramu na str. 75 (Obr. 27) je jich 25 (oproti
seznamu standardu je tam navic hesperetin), v diskusi (kap. 3.6.1 Optimalizace HPLC/MS
separace) je opet zmineno 24 sloucenin, ale v Tab. 7 (str. 78)jsou uvedeny regresniparametry
pro 23 sloucenin (chybi kyselina o-kumarova) a vZaveru (kap. 4, str. 90)je zminéno rovnez 23

sledovanych latek.

4, Jako nedostatek se mijevi neuvedenisouboru s vysledky analyz. Pokud je dat velky pocet a
jejich zafazeni do textu by pusobilo potize, Ize je uvést v pfiloze.

Dotazy a namety do diskuse k této casti:

1. KTab. 7 (str. 78): Jak si vysvétlujete statisticky vyznamné zaporné hodnoty absolutnich ¢lenu
u kyseliny gentisové a u kvercetinu, pripadne i u dalSich sloucenin?

2. Jak]ste urcovala hodnotu sumu u MS/MSdetekce v rezimu MRM?

3. Nastr. 77 uvadite, ze LOD a LOQ byly urCenyjako trojnasobek a desetinasobek odstupu
signalu od sumu. Z tohoto pohledu prekvapuji hodnoty LOD a LOQ u kyseliny gallové, ktere
jsou 0,714 a 5,714 ng/ml (str. 78).

Cilem teto casti disertace melo byt vytvoreni rychlé ajednoduché metody pro overeni kvality
medoviny. Mohla byste z tohoto pohledu zhodnotit vami vyvinuty postup? Co byste uvedla
jako markery kvalitni medoviny?

Pri celkovém zhodnoceni predlozene disertacni prace po jejim zevrubném prostudovani konstatuji, ze
jeji autorka Ing. Miroslava Juricova prokazala svoji schopnost resit komplikované vedecké problémy |
zpusobilost k samostatné védecké tvurci ¢innosti. Disertaéni prace splfiuje vSechny pozadavky kladené
na prace tohoto typu, prezentuje nové poznatky, které byly uspesne publikovany v kvalitnich
odbornych Casopisech. Proto tuto disertacni praci doporucuji k obhajobe.

V Brné dne 7. 5. 2021

Josef Caslavsky
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Predlozena disertacni prace Ing. Miroslavy Juricové se zahrnuje tri odlisné
tematické okruhy. Je proto clenéna do tri samostatnych a ucelenych kapitol,
z nichz kazda obsahuje teoretickou a experimentalni cast, ziskané vysledky a jejich
diskusi a zavér, ktery strucne a prehledné shrnuje dosazené poznatky a jejich
prinos a pripadné vyuziti do budoucna. Pro kazdou kapitolu si autorka vytkla dva
az tri cile, ktere beze zbytku splnila.

Prace je napsana velmi Ctivou formou (zejména cast o medu a medovinach),
s minimem preklepd a chyb, ma velmi dobrou stylistickou i grafickou Uroven a je
vhodné doplnéna tabulkami a obrazky. Prace obsahuje seznam téchto obrazkdd,
tabulek a pouzitych zkratek, coz usnadnuje orientaci a zvysuje jeji prehlednost.
Cituje vice nez 300 prevazné cizojazy¢nych zdroju.

Prvni kapitola se zabyva izolaci a charakteristikou hydrofobinu SC3 jako
zastupce hydrofobind 1. tridy z proteinovée smesi. Metoda izolace tohoto
hydrofobinu se jevi jako spolehliva a selektivnhi a mohla by v budoucnu slouzit
k ziskani dalsich informaci o vlastnostech hydrofobint izolovanych z realnych

vzorkd.

Druha kapitola je zaméfena na charakterizaci azaphilonovych pigmentd,
produkovanych vilaknitymi houbami, a jejich potencialnino wvyuziti jako
potravinarskych barviv. Vlaknité houby mohou vsak soucasné produkovat toxicke
metabolity, mykotoxiny, proto probiha celosvetovy vyzkum ve snaze nalézt a
identifikovat netoxické producenty pfirodnich pigmentt pro potravinarské aplikace.
Konkrétné se autorka zabyvala studiem morské viaknité houby kmene 30548
Talaromyces albobiverticillius, izolované z koralového utesu ostrova Réunion. Bylo
prokazano, ze nektere druhy Talaromyces jsou schopnée produkovat pigmenty bez
soucasné produkce mykotoxinu a prinasi tak moznost Sirokého budouciho vyuziti.
Prinosem teto kapitoly je zeyjména identifikace noveé molekuly monascového
pigmentu, pojmenované zjednodusene jako N-GABA-PP-V, ktera nebyla doposud
popsana. Na zaklade dat z detektoru diodového pole a hmotnostni spektrometrie a

potvrzenim pomoci detailni NMR byla navrzena a potvrzena struktura teto
slouceniny (str. 46).

Treti kapitola se zaobird analyzou fenolickych latek v medovinach. Byla
optimalizovana metoda extrakce, identifikace a kvantifikace 23 fenolickych latek
(fenolickych kyselin a flavonoidl), které se nejcastéji vyskytuji v medu a tedy |
v medovinach. Metoda byla pouzita k analyze 38 vzorkdl medovin. Ziskané vysledky



byly statisticky vyhodnoceny pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA) s cilem
najit spolecnée a rozdilné znaky a odhalit pripadne falSované vzorky. Soucasti byla i
analyza celkového mnozstvi fenolickych latek pomoci Folin-Ciocalteuova cCinidla a
stanoveni celkové antioxidacni aktivity pomoci ABTS a DPPH radikalq.

Ziskané vysledky byly publikovany v impaktovanych casopisech, kde prosly
narocnym recenznim rizenim, a formou ustnich CcCi plakatovych sdéleni na
mezinarodnich konferencich.

Zaver:

Predlozena dizertacni prace Ing. Miroslavy Juricoveé splnuje po strance
obsahové 1 formalni pozadavky stanovené prislusnymi vyhlaskami pro ziskani
veédecko-akademické hodnosti. S prihlednutim Kk vysSe uvedenému praci
DOPORUCUJI K OBHAJOBE A NAVRHUJI, aby Ing. Miroslavé Juficové byl po
uspesné obhajobé udelen akademicky titul Ph. D.

K praci mam nasledujici pripominky dotazy:

1) Ocenila bych pridani Casopiseckych publikaci do disertacni prace ve forme
priloh, vCetne prace, kteraje citovanajen v literarnich zdrojich a obsahuje podrobné
Informace o odbéru, kultivaci, identifikaci pouzité mikroskopické houby a pfriprave
extraktd (cit. 122).

2) Byl popsany postup izolace hydrofobinu SC3 zkouSen na realnem vzorku?

3) Na str. 38 se uvadi (cit. 67), Ze pfi produkci pigmentd r. Monascus ,,muze byt
spolecné s pigmenty produkovan mykotoxin citrinin®“. Je z literatury znamo, které
dalsi mykotoxiny mohou byt takto produkovany?

4) Na str. 85 autorka identifikovala dva vzorky medoviny, zakoupené v obchodni
siti, které podle vysledku jejich analyz obsahovaly synteticky vanilin, nizké mnozstvi
fenolickych latek a které ,nebyly vyrobeny z dostateCného mnozstvi medu, které je
dano vyhlaskou®“. Prosim o uvedeni tohoto limitu (dostateCné mnozstvi medu),

vCetne zdroje.

5) Podle jakeho klice byly vybrany vzorky medovin k optimalizaci extrakce
fenolickych latek (medoviny C. 1, 3, 4)?

) Na str. 72 je popsana SPE extrakce pomoci kolonky vlastnorucné vyrobené
z 10 ml strikacky a plnéné sorbentem Amberlite XAD-2. Tato extrakce poskytla
.mirne lepsi“ vysledky nez komercneé dostupnada SPE kolonka s oktadecyl
silikagelovou fazi. Bylo mnozstvi sorbentu Amberlite XAD-2 néjak optimalizovano?

V Brné 13. 6. 2021

Vyzkumny ustav pivovarsky a sladarsky

Mostecka 7, 614 00 Brno



