Oponentsky posudek na doktorskou praci Maria Bysse Bioremediation of
Creosole-contaminated Soil predloZzenou na PiF JU v Cekych Budéjovicich

Vypracovala: Hana Santr(itkova, Katedra biologie ekosystému, PiF JU v CB

Predlozena prace obsahuje strucny literarni prehled, dvé opublikované prace, jeden rukopis
a struény zavér. Spliuje pozadavky na doktorskou praci predkladanou na Prirodovédecké
fakulté JU v Ceskych Budgjovicich a doporuéuiji ji k obhajobé, i kdyz mam uréité vyhrady.

Celkove by se prace dala charakterizovat jako telegraficky struéna. Jako oponent struénost
vitam, protoZze mam méneé prace, ale prece jenom nesmi to byt na ukor kvality. Tady

k tomuto pfipadu bohuZel doslo.

Uvod obsahuje vyCet obecnych poznatkl a plsobi velice povrchnim dojmem. Chybi
podrobnéj$i udaje a eventuelné autorovo zhodnoceni dostupnych znalosti ve vztahu ke
konkrétnim cilim a rfeSené problematice.

Cile, jak jsou definovany, necharakterizuji to, co je v praci nasledné predlozeno.

Prvni a druhou kapitolu prace tvofi jiz opublikované prace, které piinaseji nové poznatky a
o jejich dobré kvalité a preciznim provedeni pokusli nelze pochybovat.

Treti kapitola je tvofena rukopisem, ktery je podle mého nazoru v opravdu raném stadiu
pfipravy a pokud bych byla oponentem Casopisu, k pfijeti bych ho nedoporudila.

Zavery jsou psany v telegrafickém duchu celé prace. Za neadekvatni povazuji zavér, ze
kompletni biodegradace PAH nemohla probéhnout diky fyzikalné chemickym vlastnostem
pud. Je to sice mozné, ale prace to neprokazuje. Podobné prace neprokazuje pozitivni vliv
aktinomycet.

K praci mam konkrétni dotazy, na které bych rada slySela odpovéd.

() V avodu se hovofi o anaerobni degradaci PAH. Jaké mohou byt cesty biodegradace
v anaerobnich podminkach. Dale by mne zajimalo, zda kvasinky opravdu rozkladaji PAH pfi
anaerobnim metabolismu.

Dotazy k 1. publikaci:

(i) Nemuze mit negativni vliv na schopnost biodegradace PAH houbami pfili§ vysoka
koncentrace samotnych PAH ? V praci (1. publikace) je uvazovan vliv tézkych kov.

(iii) Puda A byla 2 mésice po remediaci a ptuda B 2 roky po remediaci a pfesto je v pudé B
vy88i obsah PAH. Jaka byla kontaminace obou pud PAH pfi zacatku remediace?

(iv) Zajimavym zjisténim je, ze Pleurotus ostreatus uéinnéji degradoval PAH, mél negativni
vliv na mikrobni biomasu, ale soutasné podporoval rust aktinomycetl a nestresoval
pritomne bakterie, na rozdil od /rpex lacteus. Jaka jsou moZna vysvétleni tohoto zajimavého
jevu? Neodporuiji si tyto vysledky?

Dotazy k posledni publikaci:

(v) Opravdu mély v8echny kontaminované vzorky stejné pH, obsah C a N?

(vi) Pro€ vzorek B vykazuje tak nizkou mikrobni aktivitu pfi velmi nizkém znecisténi PAH (viz
Tabulka 1, str 39; 15 mg/kg)?

(vii) na str 41, 2. odstavec. Neni mi jasné, jak je to minéno. Byla inokulace tak masivni, Ze to
melo za nasledek zvySeni mikrobni biomasy?

(viii) na str 41, 3. odstavec.Z ¢eho autor usuzuje na nejvétsi respiraéni potencial po pridavku
glukézy u vzorku X?

Obecny dotaz:

Byly by testované houby pouzitelné k bioremediacim a jaké podminky prostfedi by musely
byt pripraveny, aby byla degradace co nejefektivné;jsi?
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Oponentsky posudek disertace

Mgr. Marius BYSS
Bioremediation of Creosote-contaminated Soil

Disertacni prace predloZena v anglickém jazyce obsahuje celkem 25 stran komentaie
(vCetné€ literarnich odkaz) k autorem publikovanym pracim nebo pracim pfipravenym
k publikaci v renomovanych mezinarodnich védeckych ¢asopisech. Po formalni strance
obsahuje disertani prace vSechny potfebné nalezitosti. Prace je dobie typograficky vybavena
a ma dobrou jazykovou trovei. Je psdna srozumitelnym a velmi uspornym zplisobem
s diirazem na stru¢né vyjmenovani zékladnich vysledkdi presentovanych v piiloZenych
publikacich a rukopise. Vysledky jednotlivych &asti disertace uvedené v &asti ,,results® jsou
uspokojiveé shrnuty v ¢asti ,,conclusion®

Disertacni prace ma po odborné strance velmi konzistentni obsah. Je zaméfena na
charakterizaci mikrobialniho prostiedi v pidé vhodného pro odstranéni sledovanych
organickych polutantti z pidy, vyvoj metody umoziiujici sledovat obsah fosfolipidickych
mastnych kyselin v pliddch kontaminovanych kreosotem a vlastni studium bioremediace pid
kontaminovanych kreosotem. Disertaéni prace pifinasi nové poznatky v oblasti studia
interakci mikrobidlnich individui a smési s organickymi polutanty. Vyznamné jsou
predevsim vysledky synergického pisobeni smési pouZivanych a studovanych kultur. V préci
je vyuzivan nov€ navrZeny postup pro analyzu aktivity mikrobidlnich spoleCenstvech z
obsahu fosfolipidickych mastnych kyselin pomoci tandemové techniky GC/MS/MS. Zvlasté
positivné hodnotim vypracovani a pouziti metody GC/MS/MS pro sledovani prib&hu
biodegradace PAH z pohledu poklesu koncentrace organickych polutantti a zmén mikrobialni
aktivity. Vyznamnou soucasti disertatni prace je studium vlivu zneCisténi pud
polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky na aktivitu piidniho mikrobidlniho spoleéenstvi.
Vysledky navrzeného zpisobu aktivace ristu mikrobialniho spoleCenstvi umoZiiuji
analyzovat efektivitu bioremedia¢niho procesu.

Hlavni ¢asti prace a jeji vysledky jiz byly podrobeny odborné kritice pfed uvefejnénim
v odbornych ¢asopisech. Také presentace vysledkti na odbornych konferencich na narodni i
mezinarodni Urovni je zarukou kvality vykonané prace. K obsahu prace nemam zasadni
ptipominky, pouze nasledujici dotazy:

1. Je moZzné na zakladé provedenych experimentli a ziskanych wvysledka blize
specifikovat pfistup umoziujici nalezeni podminek pro efektivni biodegradaci
vySemolekularnich PAH?

2. Byl studovan vliv pH pldniho prostfedi na mikrobialni aktivitu sledovanych kultur a
ucinnost bioremediace?



3. Byla nebo bude sledovana korelace mezi koncentraci PAH v pidnim prostiedi a
vlastnostmi smési mikrobialnich kultur?

4. Jaka je vytéznost extrakce PFLA zpidy? Jaky byl pouzit ,recovery” a interni
standard?

5. Jaké jsou hodnoty limitl detekce a kvantifikace stanoveni PFLA, jakou metodou byly
stanoveny?

Zavérem konstatuji, Ze disertacni prace obsahuje vSechny pozZadované naleZitosti a ma
ptivodni charakter. Prace je svymi mezinarodné srovnatelnymi vysledky a metodickou urovni
piinosem pro rozvoj oboru disertace. Autor splnil pfedpokladané cile prace a prokazal
schopnosti pro tviir¢i védeckou praci.

Doporucuji proto, aby prace byla piijata k obhajobé a na zakladé wspé3né obhajoby a
naslednych zakonnych procedur byl disertantovi udélen akademicky titul ,,doktor” (PhD).
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Posudek doktorské prace

Doktorska prace s nazvem: ,,Bioremediation of Creposote —contaminated Soil“ se zabyva
dtlezitym environmentalnim tématem dekontaminace Zivotniho prostfedi pomoci
mikroorganismi. Prace je psana anglicky na dobré trovni. Sestava ze tff manuskripti, z nichz
dva byly publikovany, ¢i piijaty do tisku. Nékteré konkrétni poznamky ohledné zpracovani
prace jsou uvedeny dale, ale obecné lze fici, Ze vod a zavér prace jsou velmi povrchné
zpracovany. Se ¢lenénim ivodu az na vyjimky lze v podstaté souhlasit (viz poznamky niZe),
ale naprosto neodpovidajici jsou citace. Velké mnozstvi jich chybi a ty, které jsou pouzité,
velmi ¢asto neodpovidaji danému tématu.

vvvvv

s pfistoupenim k obhajobg.

V Praze 28.11.08 Tomas Cajthaml
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Poznamky a pfipominky:

Uvod:

strana-fadek

2-10 Chybi citace USEPA metody.

2-17 vysvétleni log P je aZ na dal3i strané.

3-21 Zminka o biodostupnosti je i na dal3i strané, ale neni citace. Reference Wicke et al.,
2008 se tyka sorpce PAU na biofilm z vodni faze.

3-28 Tvrzeni o stimulaci degradace ANT a PHE pomoci NAP je citovano jako Mollea et al.,
2005, ale v této citaci jsem zminku o dalSich latkach nenaSel.

4-20 je spravna citace Cerniglia 19847

4-16- Chybi citace na ,,slow* a , fast” frakce.

5 Zd4 se mi nadbyte¢né citovat zakladni vlastnosti bakterii.

6-20 Citace podle mého nazoru neni odpovidajici.

6-22 Neékteré z uvedenych hub nejsou ani white rot houby, ale ani basidiomycety.

Obrazek 1. Trans-dihydrodiol je nakreslen jako cis.

8-4 Citace Cerniglia 1981 je stara.

9-2 Citovany ¢lanek s zabyva pouze houbou Pleurotus ostreatus.

9-7 Citace je stara.

9-8 a dale: Tvrzeni vyzaduje citaci.

9-31 Literatury lze nalézt mnohem vice a dokonce i s white-rot houbami, coz by bylo bliZsi
vaSemu tématu.

10-3 Nespravna citace.

10-10 Nespravna citace.

10-25 a dale: K jakému parametru nebo typu bioremediace jsou nasledujici charakteristiky
vhodné?

13 Otazky k cili 1:

Podle mého néazoru lze stéZi posuzovat vliv zne¢i§téni, pokud nemate piivodni
nekontaminovanou pidu, nbo pokud nemate ptidy lisici se pouze v koncentraci PAU.
Nerozumim posledni otdzce o efektivnéjsi ceste.

Clének 1:

P¥inasi zajimavé vysledky ohledné zmén v populacich pfi aplikacich dvou druht hub bilé
hniloby pro bioremediace kontaminované zeminy. Autofi viak opomnéli srovnat degradacni
vysledky se ¢lanky tykajicimi se aplikace stejnych hub v zeminé ze stejné lokality Leonardi et



al., INTERNATIONAL BIODETERIORATION & BIODEGRADATION 60, 165-170, 2007
a Bhatt et al., FOLIA MICROBIOLOGICA 47, 255-258, 2002.

Clének 2:
Tento ¢lanek pfinasi zajimavou optimalizaci metody méfeni methyl ester mastnych kyselin,
kterd je vyuzitelna pfi analyze fosfolipidickych markert mikrobti pomoci GC-MS-MS.

Clanek 3:

V tomto ¢lanku se autofi zabyvaji vlivem PAU na mikrobidlni populaci v nékolika riizné
kontaminovanych plidach ze stejné lokality. Autofi detekovaly mastné kyseliny representujici
stresové indikétory a provedly remedia¢ni experiment s bakterii rodu Pseudomonas. Bohuzel
se v ¢lanku nevyskytuji podrobnéjsi charakteristiky ptidnich vzorki. Autofi prokazali, Ze
zvlasteé po dodani glukézy do vzorki doslo k prudkému naristu bazalni respirace, coz miize
naznacit limitaci (stres) zejména mnoZzstvim Zivin.

Zaver:

Dvoustrankovy zavér s fadkovanim 2 mi pfipada neadekvatné kratky.

48-22 Nejsem si jist jetli 16 PAU dle USEPA 610 bylo vybrano pro jejich karcinogenitu, neb
se domnivam, Ze nebyly u viech karcinogenni u¢inky prokazany.

49-15 Tvrdite, Ze PAU s vice kruhy nebyly degradovany kvili fyzikalné-chemickym
vlastnostem ptidy. Které to jsou a jak jste to prokazal. Dale pfitomnost aktinomycet byla
prokazana, ale jaka ,,dtlezita” role aktinomycet byla prokédzana?



Hodnoceni doktorské disertace Mgr. Maria Bysse
wBioremediace pid kontaminovanych kreozotovym olejem*

Doktorska diserta¢ni prace Mgr. Maria Bysse se zabyvala problematikou persistence
toxickych latek v prostfedi, jejich dopadem na pldni ekosystém a pfistupy vedoucimi k jejich
odstranéni. Toto téma patii k soucasné celosvétove feSené problematice.

Disertace byla soustfedéna na studium mikrobidlni slozky pid kontaminovanych
kreozotovym olejem. Prace byla rozdélena do tfi hlavnich ¢asti s cilem: 1) Popsat zmény
komplexniho pidniho mikrobidlniho spoleCenstva in situ v padach s rlznou zatézi
kreozotového oleje. 2) Ovéfit a porovnat uCinnost bioremediace pud kontaminovanych
kreozotovym olejem pii pouziti bakteridlntho a houbového inokula v laboratornich
podminkéach. 3) Zhodnotit specificka analyticka rizika spojend s hodnocenim mikrobialnich
spoleCenstev piid kontaminovanych kreozotovym olejem a navrhnout vhodné piistupy ¢i
jejich modifikace.

Reseni prace vychazelo z mezioborového spojeni analyzy Zivotniho prostiedi a putdni
mikrobiologie a probihalo na Ustavu systémové biologie a ekologie AV CR (dfive Ustavu
ekologie krajiny AV CR) a Ustavu pudni biologie BC AV CR v tradi¢ni tzké spolupréaci
s Biologickou/Pfirodovédeckou fakultou JihoZeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich. P
feSeni bioremediace pid pomoci dievokaznych hub Mgr. Marius Byss spolupracoval s RNDr.
P. Baldrianem, Ph.D., z Mikrobiologického ustavu AV CR v Praze. Prace byla podporovéna
vyzkumnym projektem Centra environmentalni mikrobiologie MSMT CR.

Diserta¢ni prace pfinesla vysledky ke vSem vySe formulovanym cilim. Vysledky jsou
shrnuty formou dvou védeckych ¢lankt v ¢asopisech Chemosphere (IF 2,739) a Analytical
and Bioanalytical Chemistry (IF 2,867) a jednoho rukopisu a byly priibéZné prezentovany na
péti mezinarodnich konferencich.

Prvni faze feSeni tykajici se popisu mikrobidlniho spole¢enstva in situ pod rtiznou zatézi
organickych polutanti ukézala vyznam mikrobidlntho spolecCenstva jakozto citlivého
bioindikatoru znecisténi pltidy. Vysledky analyzy fosfolipidickych mastnych kyselin (PLFA)
demonstrovaly skupinu PLFA s cyklopropylovym vétvenim jako specificky stresovy
biomarker a poukézaly na aplikani moznosti PLFA techniky pii monitoringu znecisténi
prostiedi. Studie také poukazala na riziko rezidui polyaromatickych uhlovodiki (PAH)
s vy$§im poltem aromatickych skupin ve studovanych ptdach, které prosly béznym

remedia¢nim postupem v upravné zemin.



V navazujici ¢asti disertatni prace byla porovnana ucinnost bakteridlni remediace
pouZivané v upravné zemin a remediace pomoci vybranych kment dievokaznych hub. Studie
pfinesla pavodni vysledky o u¢inku dievokaznych hub na rozklad PAH v pidach se zatézi
kreozotového oleje zb&Zného prostiedi. Studie ukazala nejen vyznamny potencial
jednotlivych testovanych kmeni, ale i specifickych mikrobialnich konsorcii soustfedénych
kolem téchto u¢innych degradérti.

V posledni ¢&asti prace jsou shrnuty metodické poznatky tykajici se analyz ptd
kontaminovanych kreozotovym olejem, které vyustily v ptivodni modifikaci PLFA techniky.

Disertaéni prace Mgr. Maria Bysse pfinesla fadu novych poznatki tykajici se mikrobialni
ckologie piid kontaminovanych kreozotovym olejem, ale i originalnich pfistupl vyuZitelnych
v aplikovaném vyzkumu. Vysledky této prace vychazeji z konkrétni piipadové studie
kreozotové zat€Ze v dievozpracujicim zadvode v Sobéslavi a jsou vyznamnym pfinosem pro
feSeni problematiky OZP jihoeského regionu.

Mgr. Marius Byss v priibéhu doktorského studia prokazal nezbytné schopnosti pro jeho
uspéSnou Kkariéru v oblasti védeckého vyzkumu a vyvoje, znichz bych rada vyzdvihla
schopnost samostatné tvir¢i prace, smysl pro tymovou spolupraci, analytické mysleni,
organizalni schopnosti, vytrvalost, nadhled a také komunikacni a vyjednavaci dovednosti.

Potvrzenim jeho profesionalniho z4jmu a nabyté erudice je jeho souCasné zamé€stnani ve
firm& MikroChem LKT, kde je odpovédny za feSeni projekti ,,Remediace podzemnich vod
s vyuzitim permeabilnich reaktivnich bariér a ,,Genetické a fyziologické manipulace

s bakterialnimi degradéry aromatickych polutantti a jejich vyuziti®.

Doktorska disertace Mgr. M. Bysse je nespornym odbornym piinosem a doporucuji
ji k obhajobé.
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V Ceskych Budgjovicich, 29. zaH 2008 WJW
RNDr. Dana Elhottova, Dr.



