POSUDEK DISERTACNI PRACE

Mgr. Tereza Tylova:
Liquid chromatography methods for analysis of microbial

secondary metabolites of bioactive nature

Mgr. Tereza Tylova vypracovala disertacni praci, ve které shrnuje vysledky vyzkumu analyzy
antibiotik a sekundarnich metabolit hub. Pouzité¢ analytické postupy zahrnovaly izolaci a
prekoncentraci analyt pomoci extrakce tuhou fazi a jejich naslednou analyzu kapalinovou
chromatografii se spektrofotometrickou a hmotnostné-spektrometrickou detekci. Motivaci pro
studium téchto latek je rostouci rezistence patogenti vi¢i soucasnym antibiotikiim
pouzivanym v huménni i veterinarni medicin€.

Disertacni prace byla vypracovand v anglickém jazyce a je feSena jako soubor
publikovanych praci doplnény obsdhlym Uvodem, experimentalni c¢asti a komentari
k ziskanym vysledkim. Samoziejmou soucasti prace jsou i jednozna¢né definované cile
prace, dvojjazycny abstrakt a seznam zkratek. Disertacni prace je sepsana Ctivé a velmi
peclivé s minimem chyb a pieklepii. Celkové ji hodnotim jako velmi zdafilou.

Uvodni kapitoly detailné seznamuji étenafe s problematikou sekundarnich metabolitii
s dlirazem na antibiotika a jejich tfidéni. Podrobné& jsou diskutovany skupiny latek, které byly
pfedmétem vyzkumu. Zminény jsou zpusoby ziskavani novych antibiotik z pfirodnich zdroja.
Autorka se dale vuvodu vénuje separatnim technikdm vhodnym pro ziskédni a naslednou
analyzu sekundéarnich metabolitii. S ohledem na nejnovéjsi vyvoj v oboru jsou diskutovany
moderni stacionarni faze pro HPLC a UHPLC zalozené na sub-2 pum poréznich casticich,
povrchové-poréznich ¢asticich a monolitickych fazich. Piehledné jsou popsany detektory pro
kapalinovou chromatografii a tskali matricnich efekt, které ovlivituji hmotnostné-
spektrometrickou odezvu analyti. Teoreticky tUvod je zakonCen kapitolami o
chromatografickém ,fingerprintingu* sekundarnich metaboliti a vyhleddvani novych
antimikrobidlnich latek pomoci chromatografickych technik a biotestl. Vysokd Uroven
uvodnich kapitol svéd¢i o velmi dobré orientaci uchazecky ve studované problematice.

Komentéie k vysledklim jsou ¢lenény podle jednotlivych dil¢ich cilii prace. V prvni
Casti se autorka vénuje analyzam antibiotik v chlévské mrvé a odpadnich a povrchovych
vodach, druhd cast se zabyva vyvojem analytickych metod pro studium sekundarnich
metaboliti produkovanych houbami rodu Geosmithia a tieti ¢ast predstavuje srovnani kolon
s povrchové poréznimi casticemi a plné poréznimi cCasticemi pro analyzu sekundéarnich
metabolitl. Vysledky komentované v disertacni praci byly publikovany formou ¢tyt ¢lanka v
renomovanych odbornych ¢asopisech, u nichZ je uchazecka prvni autorkou (Chemosphere,
Analytical Methods, Analytical and Bioanalytical Chemistry, Chromatographia).



K praci mam tyto pripominky a dotazy:

1. Veli¢ina H, ktera vystupuje ve van Deemterové rovnici na str. 37 a odpovida vyskovému
ekvivalentu teoretického patra (HETP) je v textu oznacena jako ,,separation efficiency*. Tento
termin nepovazuji za vhodny, nebot” hodnota HETP je ucinnosti kolony ¢i systému umérna
nepiimo.

2. Struktura piirodni latky chlortetracyklinu uvedena na str. 21 je zajimava ptitomnosti chloru.
Latky obsahujici chlor obecné nejsou v pfirodé pfiliS§ rozsifené. Jak je tomu u
mikroorganisma? Je né€co znamo o zdroji chloru pii biosyntéze téchto sloucenin?

3. Na str. 40 je uvedeno, ze vyhodou analyzatoru TOF je jeho schopnost analyzovat teoreticky
neomezeny pocet latek. Domnivam se, ze autorka spiSe nez vyhody TOFu ma na mysli
obecné vyhody necilené analyzy s vyuzitim analyzatoru s vysokym rozliSenim, kterou lze
realizovat napf. i pomoci orbitrapu ¢i iontové cyklotronové rezonance. Prosim o komentar.

4.V tabulce na str. 59 jsou uvedeny koncentrace antibiotik zjisténé pied a za Cistirnou
odpadnich vod. Cistirny jsou oznaéeny anonymné. V piipadé &istirny oznatené pismenem A
byl zjiStén vyrazn€ niz8i obsah antibiotik neZ u ostatnich lokalit. Je moZzné tento vysledek
komentovat?

5. Pfi déleni sekundéarnich metabolitli houby Geosmithia byly ziskany dvé frakce s vyraznou
antimikrobialni aktivitou. U téchto latek byla zméfena hmotnostni spektra a urceno
elementarni sloZeni. Fragmentacni spektra negativnich iontli naznacuji chemickou ptibuznost
téchto latek. Jaky byl ¢i by mohl byt dalsi postup pii identifikaci (charakterizaci) téchto latek
pomoci hmotnostni spektrometrie? Lze pomoci preparativni chromatografie izolovat
dostate¢né mnozstvi téchto metabolitti pro NMR analyzu?

Zavérem rad konstatuji, Ze predlozena disertatni prace Mgr. Terezy Tylové je podlozena
kvalitnimi védeckymi vysledky, které pfinasi nové poznatky v oblasti analyzy antibiotik a
sekundarnich metabolitii hub. Lze shrnout, Ze uchazecka dostate¢né prokazala ptipravenost k
samostatné védecké ¢innosti a proto jeji disertacéni praci doporucuji pFrijmout k obhajobé.
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