Příloha k protokolu o SZZ č.



Diplomant

Vysoká škola :
Univerzita Tomáše Bati ve Zlíně 

    Bc. Lenka Keprdová
Fakulta technologická

     





Ústav inženýrství ochrany životního prostředí

Obor: Inženýrství ochrany životního prostředí 





Datum odevzdání posudku :
25.5.2009


Recenzent







diplomové práce  








                    doc. Mgr. Marek Koutný, Ph.D. 
Posudek  diplomové  práce

produkce exopolymeru bakteriální kulturou PR

Práce se věnuje výzkumu produkce exopolysacharidu kulturou, kterou se podařilo izolovat v minulém roce. 

V literární rešerše je zaměřena na představení známých producentů EPS a jejich základních vlastností. Zajímavá je pasáž popisující způsoby průmyslového využití EPS. Rešerše je napsaná dobře, dají se však nalézt určité neobratnosti, například neobvyklá formulace „geny a bílkoviny plastidového původu“. Zarazila mě podivná definice pojmu polydisperzita, a výčet metod, které autorka doporučuje pro stanovení molekulové hmotnosti. 

Metodická část je psána standardním způsobem. V některých případech by bylo vhodné vypočítat a uvést také molární koncentrace příslušných roztoků. Týká se to například fosfátového pufru. Čtenář by pak měl mohl lépe srovnávat a uvědomit zda jsou uvedené koncentrace nízké či vysoké.  Opět lze nalézt některé zarážející formulace např. „Svíčka spálila většinu vzduchu a pak sama zhasla“. 

Poněkud zmaten jsem byl na počátku kapitoly 6, kde mi nebyly jasné formulace jako „Po kultivaci následovalo ověření míry centrifugace,…“, nebo vztah nadpisu podkapitoly 6.1.1. k jejímu obsahu. 

Zásadní připomínku bych měl ke spektrofotometrickému stanovení bílkoviny pomocí BCA. Tak jako u většiny podobných postupů se výsledná absorbance mění v čase a je ovlivněna dalšími faktory, hlavně teplotou, proto je nezbytné provádět kalibraci alespoň pro několik koncentrací standardu při každém stanovení. Spoléhat se na kalibraci naměřenou v minulém roce je metodicky nesprávné.

První část experimentů byla věnována charakterizaci růstových vlastností kultury PR na pevných médiích za různých kyslíkových podmínek. V rámci této části byla rovněž uskutečněna identifikace kultury pomocí biochemických metod. Ačkoliv nemám nic proti tomu, aby si studentka tuto metodu vyzkoušela, dovolil bych si namítnout, že pokud byla kultura považována za zajímavou a byla s ní plánována další práce, měla být identifikována na základě sekvence DNA, což je na naší fakultě již proveditelné a mělo by se to stát rutinou.

Nerozumím úplně údajům v tabulce 15. Co znamená sušina v 5 ml, je to před nebo po centrifugaci, a co představuje poslední řádek tabulky? Zde by pravděpodobně bylo zapotřebí nějaké podrobnější vysvětlení. Rovněž okolnosti pokusu jehož výsledky jsou uvedeny v tabulce 17 nejsou dostatečně okomentovány, i když jejich smyslu rozumím. 

Pokus s různými koncentracemi fosfátového pufru bohužel podle mého názoru nepřinesl jednoznačné výsledky a není úplně jednoduše interpretovatelný. Koncentrace pufru totiž mění i iontovu sílu. Navíc je zřejmé, že i nejvyšší koncentrace pufru byla relativně neúčinná, jelikož i zde došlo k výraznému snížení pH. Dá se shrnout, že pro růst je patrně vhodnější vyšší pH zatímco nižší pH podporuje produkci EPS. Chybí zde diskuze pozorovaných skutečností. Je něco takového popsáno v literatuře? Ideální by bylo tyto jevy zkoumat ve fermentoru, kde by bylo možno nastavené podmínky přesněji udržovat. 

U grafu 16 jsem si všiml jednoho formálního nedostatku. Je obecně doporučováno, aby osy pokud možno začínaly vždy od 0. Pokud osa začíná jinou hodnotou, může to být matoucí.

Poměrně překvapivé je zjištění, že tvorba polysacharidu je podmíněna použitím ne zcela dobře definované komponenty živného média. Zde by jistě bylo zapotřebí tuto skutečnost nějak osvětlit, zřejmě to ale nebylo v rámci této DP možné.   

Nejsem si jist, zda je korektní formulace, že přečištěním ztratil polysacharid 30 až 40% hmotnosti. Není možné, že přečištěný EPS obsahuje jen méně vody?

Celkově je práce hezká, množství práce, která byla vykonána je pozoruhodné, zjištěné skutečnosti jsou zajímavé a dávají náměty pro další práci na problematice. Obecně bych vytknul menší množství komentářů a diskuze k výsledkům. Také závěr je v tomto ohledu velmi chudý. I přes všechny uvedené výtky, které jsem si jako oponent nemohl odpustit, hodnotím práci velmi pozitivně.
Dotazy:

Vysvětlete význam indexu polydisperzity? Jaké metody přicházejí do úvahy pro stanovení molekulové hmotnosti vašeho polysacharidu.

Zjistila jste, že k tvorbě EPS dochází za nižšího pH, které již zřejmě inhibuje růst. Je něco takového popsáno v literatuře, a zvláště v případě laktobakterií?

Uveďte na pravou míru případně obhajte tvrzení o ztrátě až 40% EPS v průběhu přečišťování. 
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