Oponentsky posudek doktorské prace Mgr. Zuzany Blazkové
., Vyuziti bakterii Thiobacillus denitrificans k odstranéni dusi¢nanti z odpadnich vod*

PredloZena disertacni prace se vénovala zajimavému tématu autotrofni denitrifikace vod
s vyuzitim siry coby zdroje elektrond pro bakterialni respiraci. Denitrifikacni procesy jsou
celosvétové v rliznych modifikacich zkoumany i aplikovany, a tak povazuji zaméreni prace za
vhodné zvolené. Dal$im kladem prace je znatné mnozstvi provedenych experiment(l a také
velmi hodnotim pfijemny styl textu i absenci preklepl ¢i pravopisnych chyb. Nelze téz
opominout, Ze ve finalni fazi prace dospéla k poZzadovanému odstranéni dusi¢nanovych iontd a
funkéni denitrifikacni koloné.

Na druhou stranu prace nenabizi néjaké nové myslenky nebo naméty, ani nepfinasi originalni
feSeni urCitého problému; jde o klasickou praci typu ,,byl zkouman vliv toho na to“, takze mné
v ni trochu chybi uritd novost a tim i vyraznéjsi védecky pfinos. Z celkového pohledu méam
také dojem, Ze v predloZené praci nejsou uvedeny vSechny vysledky, které byly ziskany. Jednak
nékteré metodiky, uvedené v experimentalni ¢asti, nejsou viibec doprovazeny konkrétnimi daty
v Casti vysledkové (napf. poéty CFU na agarovych pldach, koncentrace fosfore¢nanovych
iontd), ajednak u nékterych dal$ich méreni autorka uvadi vysledky jen pro urdité faze testd.
Napf. by bylo velmi Zadouci znat koncentrace kysliku v téch fazich vsadkovych test(l i
kolonového experimentu, kdy dochazelo k produkci dusitan(l - pro posouzeni, zdaje skute¢né
tvorba jejich vyznamnéjSich koncentraci spojena s urCitymi koncentracemi Kkysliku (jak
naznaceno v Teoretické Casti). | z tohoto ddvodu je pak diskuse vysledkd omezena viceméné
na konstatovani nalezenych hodnot, aniz by se prace pokusila odpovédét na néjakou otazku
typu ,,Proc ...?*

Tyto skutecnosti tak praci zafazuji spise do prdméru.

Neékteré dalSi konkrétni pfipominky a otdzky uvadim nize:
Teoreticka Cast:

- PFi uvadéni informaci z jinych praci velmi doporucuji uvadét, zda publikovana data
byla ziskana s Cistymi kulturami bakterii (a jakymi) nebo s technickymi smisenymi
(Cistirenskymi) kulturami

- Nastr. 30 ve vété ,,vV genomu bylo identifikovano celkem 2 827 gend4ichybi slovo
Lstrukturnich#nebo dovétek ,,... genll pro proteiny4

Experimentalni ast:
U média S6 mné prekvapivé chybi zdroj uhliku a prosim potvrdit, zda je spravné
navazka u KH2PO4
Kultivacni doba heterotrofnich bakterii na R2A agaru (3 dny) je pomérné malo, fada
heterotrofu, zejména vodnich, roste na této Zivné plidé pomalu a vyzaduje delSi
inkubaci
Lze uvést pribliznou hustotu bakterii T. denitrificans v inokulu, davkovaném do
kolony?

- Bylo ovérovano, jaké latky se vylouzi z pouzité siry a vapence?

- Byla ovéfovana koncentrace P v kontrolnich vsadkovych testech, kde nebyly
pridany fosforeCnany (vnos inokulem)?

- Neni ziejmé, jak byly saturovany potieby stopovych prvkd pro T. denitrificans (s
vyjimkou pokus( s pitnou vodou). Jak tedy? MozZna jsem néco piehlédl...

- Jakymi zplsoby by bylo mozné vyrazné zkratit nabéhovou fazi u vsadkovych test
a dobu omezené denitrifikace u bakterialni kolony?

- Lze na zakladé ziskanych dat potvrdit ¢i vyvrétit, Ze je tvorba dusitan(i spojena
s urCitymi koncentracemi kysliku v prostiedi?



Z hlediska celkového hodnoceni mohu tedy zopakovat, Ze prace dospéla k poZadovanym
vysledklm odstranéni dusi¢nan( autotrofni bakterialni denitrifikacijak ve vsadkovych testech,
tak v dlouhodobém provozu bakterialni kolony. Préace je sepsana vhodnym stylem, a ackoliv
jeji vysledky viceméné jen doplfuji jiz existujici védecké poznatky o tomto bakteridlnim
procesu, méa svou hodnotu a bude moci byt na ni navazovano, pokud bude zapotfebi procesjesté
intenzifikovat. Po zodpovézeni otazek, uvedenych vyse v posudku (k Experimentalni ¢asti), a
po zhodnoceni publikacni €innosti studentky ve vztahu ke kritériim, poZadovanym na Fakulté
chemicko-technologické Univerzity Pardubice, doporucuji préci prijmout k obhajobé.

Ve Zliné dne 29. ervence 2020

doc. Jan RUzicka, Ph.D.
FT UTB ve Zliné
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PredloZena doktorska disertacni prace je sepsana ve formé standardni vyzkumné zpravy a
obsahuje kapitoly Uvod, Teoreticka ¢ast, Cile disertacniprace, Experimentalni ¢ast, Vysledky
a diskuse, Zavér, Literarnizdroje a Prilohy. Denitrifikace dusi¢nan( byla provadéna autotrofné
pomoci bakterie Thiobacillus denitrificans DSM No. 12475 na substratu, kterym byla
elementarni sira, a to jak ve vsadkovém, tak i pritocném usporadani. Na nékolika typech vod
chudych na organické latky s obsahem dusi¢nand pod 100 mg.I'1byly sledovany vlivy teploty,
velikosti pouZité frakce siry ve smési s vapencem (Uprava pH), michani a pridavek fosforu a
Fe3- v rdiznych koncentracich do reakéni smési. Poznatky ziskané ve vsadkovém usporadani
pak byly aplikovany pfi studiu prdtoéného usporadani v napliiové denitrifikacni autotrofni
koloné. VySe uvedenou metodou se podafilo dosdhnout pfi autotrofni denitrifikaci
uspokojivého sniZeni koncentrace dusic¢nanl témér k nulovym hodnotadm, aniz by dochazelo
k uvoliiovani toxickych dusitand nebo nadmérné tvorbé sirand. Uvedena metoda za vyuZziti
autotrofni bakterie T. denitrificans je sice pomalejsi, ale vyuZiti siry jako anorganického

woev s

substratu je levngjsi alternativou organického substratu, ktery vyZaduji heterotrofni organismy.

Vlastni disertacni prace zahrnuje velké mnoZzstvi prvotnich laboratornich experimentd, které
jsou logicky usporadany od vsadkovych pokusd v laboratornich lahvich, az po priitocné

systémy v kolong za rliznych experimentalnich podminek.

Namérené vysledky jsou odpovidajicim zplsobem diskutovany ajsou experimentalné vyborng
podlozZené.

Studentka vysledky své bohaté préace publikovala v 5 mezinarodnich odbornych publikacich a
prezentovalaje rovnéz formou Ustnich prezentaci a poster(i na fadé mezinarodnich a narodnich

konferenci. DosaZzené vysledky jsou zahrnuty také v patentu.



Vlastni prace je koncipovanajasné a struéné, ma celkem 99 stran, obsahuje 31 obrazkd a grafu
a 22 tabulek. Citaci odborné literatury je celkem 115. Cela prace je psana dobrou ¢estinou bez
zjevnych preklepl, je Gtiva a dosazené vysledky jsou jasné formulovany. Autorka prokazala

velmi dobrou orientaci v zadané problematice.

K praci mam nésledujici pfipominky a dotazy:

V kapitole 2.3 je popisovana bakterie Thiobacillus denitrificans. Domnivam se, Ze neni

jasné vymezen rozdil mezi bakterialnim druhem a terminem ,,kmen bakterii*.

« P¥i kultivaci kontaminujicich bakterii bylo pouzito Zivného agaru No. 2 a kultivagni
pldy R2-A. jejiz slozeni v praci postradam.

» Byl pfi méfeni zdkalu bakterialni suspenze pomoci denzitometru DEN-1B tento pfistroj
kalibrovan na plastové zkumavky?

» Identifikace bakterii T. denitrificans byla provedena na Univerzité TomaSe Bati ve

Zliné. V kapitole neni dostatecné popsana metodika, eventualné uveden literarni odkaz

na pdvodni praci, ve vysledcich je bez jakékoliv dokumentace pouze konstatovano, Ze

byla nékolikrat pomoci molekularné biologickych metod ovérena pritomnost tohoto
mikroorganismu v naplni.

Zavérem mohu konstatovat, Ze i pres uvedené pripominky predloZzend doktorska disertacni
préace spliuje viechny naleZitosti kladené na doktorskeé prace ve smyslu aktualniho zékona o
vysokych Skolach.

Praci proto doporucuji prijmout k obhajobé a po Uspésném obhajeni udélit Mgr. Zuzané
Blazkové titul Ph.D.

V Pardubicich dne 10. 8. 2020
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