OPONENTSY POSUDEK

na dizertadni praci Ing, Evy Hlavonové s ndzvem:

»Studium produkce a vlastnosti vybranych bakteridlnich polymerd”

PfedloZend dizertaéni prace je ucelenym, peclivé zpracovanym védeckym spisem
Clenénym do obvyklych kapitol. Viastni text dopliuji pfehledné tabulky, graficka znazornéni a
velmi zdafila ohrazkova dokumentace. Informace uvedené v teoretické &asti autorka Cerpala
ze 119 odbornych a védeckych publikaci.

Téma zamé&fené na studium biopolymer( produkovanych bakteriemi povaZuji za aktudin(
a vyznamné nejen z hlediska jejich moZného vyuiiti v mnoha primyslovych oblastech a
{ékatstvi. Vzhledem k snadnéjdf degradaci téchto piirodnich slouéenin v pfirodé, ve srovnani
se synteticky pfipravovanymi plasty, také pro ochranu Zivotniho prostfedi. Vyrazné
uplatnéni nachazeji tyto ,bioslouéeniny” v nékterych technologiich Cistirenstvi, konkrétné
biologického Useku gistiren odpadnich vod. '

V literdrnim piehledu autorka seznamuje s rlznymi mikrobnimi druhy — zndmymi
producenty sloucenin charakteru biopolymer(, které mohou byt uvniti bunék
/intraceluldrni polymery/ , nebo se nachdazeji na povrchu bunéénych stén /extracelularni
polymery,ECP/, kde plIni ochranné a adhezivni funkce. U nékterych mikrobialnich kmend
vyrazneé zvysuji jejich virulenci. Vzhledem k zaméfeni experimentalni ¢innosti jsou déle
charakterizovany extracelularni polymery, jejichz chemické struktury zaviseji na druzich
mikroorganism{, kterymi jsou syntetizovdny, a mnoha dalsich faktorech uvedenych v této
kapitole.

Cilem prace bylo zjistit a charakterizovat rtizné viastnosti dvou kment , véetné jimi
produkovanych exosloudenin.

Prvni, oznaeny PR byl vykultivovan z aktivovaného kalu odebraném v £istirné
odpadnich vod /COV/ Babice, druhy kmen FR 8 z aktivovaného kalu se znaky viskézniho
bytnéni, ktery pochézel z COV Fry$tak. Na zéklad& stanovenych a ovéFenych parametri,
véetnd sekvenace 165 rDNA byl kmen PR pfifazen s 99% shodou k taxonu Leuconostoc /L./
garlicum. V daldich experimentech zamérenych rist kmene a syntézu ECP za rlznych
kultivaénich i inkubaénich podminek byl optimalni rist i produkce biopolymeru zjistén



v Trypton kvasniéném mediu /TYM/ s obsahem 10 % sachardzy a fosfatovym pufrem /pH
6,7/. Nejvy3diprodukce ECP a zahusténi media bylo dosaieno v Zivné padé

s dvojndscbnym mnoZstvim kvasni¢ného autolyzdtu. Po optimalizaci postup( izolace a
purifikace ECP byla ve spolupraci s pracovniky Chemického dstavu SAV objasnéna jeho
struktura. Bylo zjidténo, Ze sloudenina produkovand L. garficum je homopolysacharid typu
glukopyranozy bez dusikatych slouenin. Nyni je ovéFfovano jeji moiné vyusiti ve
farmaceutickém priimyslu.

Vystedky metody sekvenace genu pro 16 rRNA kmene FR8 se s 99% pravdépodobnosti
shodovaly s druhem Pseudoxanthomonas mexicana rodu Pseudoxanthomonas, jeho?
platnost byla potvrzena v roce 2000, V prdbéhu ovéfovani ristu kultury na

riznych kultivadnich plGdéch, véetné inkubacnich podminek byly pozorovany rozdily

v morfologii kolonii a charakteru produkované biomasy. Exoprodukt syntetizovany kmenem
na TYA s 2 % glukozy byl kompaktni, na kazeinovém agaru spiSe pastovité konzistence.
Velké Gsili vyzadovaly postupy ziskavan| a purifikace kompaktni biomasy, Byly ovéfovany i
nové metody suspendace, které usnadnily uvolnéni extracelulérnich metaboliti do roztoku.
Vysledkem série pokusi byl zisk 2-3 rozpustnych bilkovin o rizné molekulové hmotnosti,
detekovatelnych metodoy SDS-PAGE. Kvantitativni analyzou obou bioslouéenin byl prokazén
v kompaktni biomase vy33( obsah bilkovin, ve srovndni s pastovitou, ktera naopak
obsahovala vice sacharidi. P¥i zkouskach ztekuceni suspendovaného produktu, ziskaného pfi
kultivaci na TYA s 2 % glukozy byla G¢inna DNA-asa, co? dokladuje vyznam DNA na
soudrznosti biomasy. Pfitomnost DNA byla potvrzena i v biomase kmene rostouctho na
kaseinovém agaru.

Pted zavéreénym hodnocenim si dovolim uvést nékteré pfipominky, doporuéeni a
dotazy:

- str. 22 doporuduji zménit na .... zvy3uji virufenci kmene daného druhu

- doporuduji spravné pouZivani terminG kultivace a inkubace v celé praci. P¥iklady: str.
33 .... kolonie byly v pribé&hu kultivace /inkubace/ pfeotkovavany ..., str. 35
..kultivace /inkubace/ probihala ve tmé .., str. 37 ... kultury FR8 byl zisk&dvan po 4
denni kultivaci /inkubaci/....

- termin ,izolat” doporuéuji zménit na ... kmen izolovany /vykultivovany/ z ...

- pamatujte, Ze pfi psani odborného textu je nutna piesnd odborna formulace nikoliv
laboratorni slang, viz str. 44 ... bunéfnd suspenze byla mikroskopovana fazovym
kontrastem ... pomoci poditatové komdrky ... str. 31 ... na vodni lazni ... a dal$i

- termin narostené kolonie zmérite za narostlé ...

- uvedte co povaZujete za b&iné laboratorni vybaveni /CR/ str. 27

- upfesnéte postup sterilizace Zivnych ptd /str. 28/

- uvedte zplsob uchovavani a resuscitace kmene FR8

- dopliite sloZeni plynh v prostfedi anaerostatu pfi anaerobnif inkubaci /ne kuitivaci/

- doplite postup vyhodnocen( vysledk( mikrotestd /poéitatovy program ...?/



doplfite postup stanoven( rezistence k novobiocinu vé. hodnocen/ vysledk
vysvétlete ristové faze M, S, R

. Jak Ize objasnit zji§t&nf produkce pfevainé polysacharidovych polymer( bakteriemi
vystavenymi stresovym podminkdm?

. Je produkce EPC stdlou vlastnosti bakteridlni bufiky a Ize jejf kvantitativni syntézu
téchto sloucenin ovliviiovat?

Které bakterie vytvéfeji pouzdra obsahuijicl kyselinu hyaluronovou a jak vysvétlite jeji
imunologickou toleranci?

Co jsou poriny a jaky maji pro bakteridlni buriku vyznam.

Vysvétlete prifiny ovlivnén riistu kmene PR a produkci ECP p¥itomnosti fosforeénant
v mediu,

Dizertaéni prace Ing. Evy Hlavoriové splnila vyty€eny cil. Po obsahové strance se jednd o

seriozné pojatou studii pfinalejici nové poznatky v oblasti biopolymer( a jejich producenta.
Autorka vykonala znané mnoistvi experimentélni préce a ziskané vysledky jsou piinosem
nejen pro védeckou oblast, ale nachazeji uplatnéni i v praxi. PfedloZeny spis dokumentuje
schopnost védecké ¢innosti dizertantky.

Pro uvedené skute¢nosti doporuduji dizertaéni praci k obhajobé.
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V Pardubicich 5. Cervna 2011, Doc. MVDr. Jaroslava Mazurova, 6 c.



