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Predlozena disertacni prace Mgr. Zbynka Havelky se zabyva vyuzitim
plazmovych technologii ke zlepSeni kvality semen a krmiv kontaminovanych
toxickymi metabolity fytopatogennich mikroskopickych hub. Jde o velmi aktualni
téma, nebot kontaminace mykotoxiny je vSudypfitomna a nelze ji zcela odstranit ani
za dodrzovani podminek spravné zemédélské praxe. Z téchto duvodu jsou
pouzivany ruzné metody dekontaminace a soucasny celosvétovy vyzkum
plazmovych technologii pfedstavuje dal§i dualezitou alternativu eliminace
mykotoxinové zatéze.

Dizertacni prace je Clenéna do 4 kapitol dle béznych zvyklosti. Celkem je
sepsana na 119 stranach tvofenych textem, tabulkami a grafy. Po Uvodu do feSené
problematiky je sepsana literarni reSerSe (str. 11 - 37), dale na str. 41 Cile a
hypotézy prace (celkem 5), Materidl a metodika (s. 43 - 57), Vysledky a diskuze
realizovanych praci (s. 59-97), kde na str. 91 - 97 je popsan prakticky vystup -
zafizeni pro kontinualni oSetfeni vzorku plazmovym vybojem na bazi Snekového a
pasového dopravniku, vcetné ekonomického zhodnoceni. Zavér na str. 98 - 99
obsahuje shrnuti a potvrzeni ¢i zamitnuti formulovanych hypotéz. Pouzita literatura
je uvedena na stranach 100 - 114 a zahrnuje vice nez 190 citaci tuzemskych a
zahraniénich zdrojii. Souéasti prace je i seznam publikaci, konferenénich pfispévka
a praktickych vystupu, na nichz se autor podilel.

Prace je psana piehlednou a d&tivou formou. Kapitola ReSerSe literatury
shrnuje nejnovéjsi poznatky v oblasti fytopatogennich hub, jejich toxickych
sekundarnich metaboliti — mykotoxini, jejich vliv na zdravi lidi i zvirat, legislativni
limity obsahu nejdulezitéjsich mykotoxint v potravinach a v krmivech a moznosti-
jejich dekontaminace. Dalsi ¢ast této kapitoly pfehledné popisuje soucasny vyzkum
v oblasti nizkoteplotniho plazmatu a vybrané aplikace v této oblasti. V kapitole Cil a
hypotézy prace jsou vytyCeny cile prace a formulovany vyzkumné hypotézy, které
jsou potom v zavéru prace potvrzeny nebo vyvraceny. Kapitola Material a metodika
popisuje sestrojenou plazmovaci aparaturu a jeji parametry, pokusny biologicky
material a analytické metody stanoveni vyzivovych parametri a vybranych
mykotoxint — deoxynivalenolu a jeho metabolitu deoxynivalenol-3-glukosidu.

Ziskané vysledky jsou pfehledné zpracovany a diskutovany v kapitole 4 -
Vysledky a diskuse realizovanych praci. Je popsano stanoveni vybranych
parametrii sestrojené aparatury, vliv plazmatu na vyzivové parametry, modelovou
houbu Trichoderma virens a pusobeni na obsah mykotoxinli na laboratornich
substratech, ve vybranych obilovinach a v jecném sladu. V zavéru Kkapitoly je
popsan vyvoj zafizeni pro kontinualni osetfeni vzorku. Vysledky jsou vhodneé



konfrontovany se zavéry jinych autoru. Prace je doplnéna seznamem pouzitych
zkratek, tabulek a obrazk.

Autor si vyty¢il naroény cil, a to véetné praktického vystupu - vyvoje a
konstrukce nového zafizeni pro osetfeni realnych vzorka. Konstatuji, Ze tento cil byl
splnén.

Praci bych vytkla pouze drobné stylistické nedostatky v c¢astech tykajicich se
mykotoxint a analytické chemie, ktera je doktorandovi pfece jen mirné vzdalena a
neni s pouzivanou terminologii pfili§ szit, (napf. strany 18, 20, 21, 39 - uvedeni
nazvu mykotoxinu v jednotném disle (,aflatoxin“, ,ochratoxin®, ,fumonisin®, kdyz
potom autor popisuje celou skupinu mykotoxini a jejich vlastnosti, str. 39 -
L,vomitoxin“ je dalsi nazev pro mykotoxin DON (deoxynivalenol), nikoliv samostatny
mykotoxin, dale str. 39 — ,vysoko-vykonova kapalinova chromatografie s hmotnostni
spektroskopii“ se spravné nazyva ,vysokoucinna kapalinovd chromatografie
s hmotnostni spektrometrii“ (HPLC/MS - High-performance liquid chromatography
with mass spectrometry), str. 39 — mykotoxiny se do piva nesmyvaji, ale prechazeji,
mechanismus pfechodu mykotoxinu z je¢mene do sladu pfi sladovani viz dotaz €. 2.
Jako nevédecké si dovoluji oznacit pouziti terminu ,laboratorni sklicko“ v abstraktu
prace, dale v praci je uz potom spravné uvedeno ,Petriho miska®“.

V kapitole 3. 2. 2 vénované mykoparazitické houbé Trichoderma virens, kterou
autor pouziva jako modelovou houbu pro experimenty s plazmovym vybojem, bych
uvitala vice informaci o této houbé a pfiznivém mechanismu jejiho pusobeni
v biologické ochrané rostlin. Trichoderma virens je polyfagni druh houby, ktery je
schopen aktivné potlacovat ptivodce vyznamnych houbovych onemocnéni, véetné
fytopatogennich druh@ z rodG Alternaria, Fusarium, Pythium, Sclerotinia a
Rhizoctonia a ma i dalsi pozitivni vlivy na vyvoj péstované rostliny. Vyuziva se po
celém svéteé.

Zdaraznuji vsak, ze vysSe uvedené drobné vytky naprosto nesnizuji jinak velmi
dobrou celkovou uroven posuzované prace.

Zavér:

PredloZena dizertac¢ni prace Mgr. Zbyiika Havelky spliiuje po strince
obsahové i formalni poZadavky stanovené pfisluSnymi vyhliSkami pro ziskani
védecko-akademické hodnosti. Uroveii price hodnotim jako velmi dobrou.
S piihlédnutim k vySe uvedenému navrhuji, aby Mgr. Zbyiiku Havelkovi byl po
aspésSné obhajobé udélen akademicky titul Ph. D.

K praci mam nasledujici dotazy:

1) Na str. 20 autor popisuje mykotoxin T-2 toxin, ktery se v obilovinach bézné
vyskytuje se svym metabolitem HT-2 toxinem, a na str. 22 uvadi v tabulce
maximalni pripustné limity (MAL) dané nafizenim Evropské unie pro vybrané
mykotoxiny. MAL pro Y T-2, HT-2 toxinu dosud nebyl stanoven, ale dne 27. 3. 2013
EU vydala na zakladé podkladi EFSA (European Food Safety Authority — Evropsky



urad pro bezpecnost potravin), nikoliv nafrizeni, ale doporuceni, kde uvadi pro YT-2
a HT-2 toxini doporuceny limit v nékterych obilovinach, jejich produktech a
krmivech, pfi jehoz prekroceni ¢i opakovaném vyskytu by méla byt provedena
Setfeni faktori, které jsou pfifinou pfitomnosti T-2 a HT-2 toxinG. Prosim o
uvedeni tohoto limitu pro sladovnicky jecmen, véetné zdroje.

2) Na str. 39 autor cituje vyzkum K. Lancové zr. 2010, ktery se zabyval
pfechodem mykotoxint z je¢mene do sladu, a uvadi, ze koncentrace mykotoxini
byla v hotovém sladu vys$si nez v nesladovaném jecmeni. Védél by autor, proc to
muze nastat? Nékteré dalSi citované vyzkumy uvadéji naopak nizs§i koncentraci
mykotoxinu v hotovém sladu.

3) Na str. 88 autor uvadi v tabulce vysledky pokusu oSetfeni gushingového
sladu plazmovym vybojem. Tento pokus byl proveden na stejném vzorku
s odstupem dvou let. Jak si autor vysvétluje narust koncentrace u D3G po osetfeni
po dobu 4 minut v roce 2014 a vyssi koncentraci obou sledovanych mykotoxina po
oSetfeni plazmatem po dobu 1 minuty nez v puvodnim vzorku (2016)?

V Brné 17. 6. 2019 Ing. Karolina BeneSova, Ph. D.
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VYUZITi PLAZMOVYCH TECHNOLOGII KE ZLEPSENI KVALITY KRMIV

Vyjadrenie k aktualnosti témy

Predkladana dizertaéna praca Mgr. Zbyiika Havelky je venovana v sudasnosti vel'mi aktudlnej
problematike vyuZitia fyzikdlnych metéd, konkrétne plazmovych technolégii na zlepSenie
kvality krmiv pre hospodarske zvieratd. Z pohl'adu praxe je nevyhnutné zamedzit’ resp. zniZit’
mieru kontamindcie krmiv, potravin a pol'nohospodarskych materidlov hubovymi patogénmi
a mikotoxinmi.

Vyjadrenie k splneniu ciel’a dizerta¢nej prace

Nosny ciel dizertaénej prace rozpracovat problematiku vyuZitia nizkoteplotnej plazmy
k eliminacii_hubovych patogénov z povrchu krmiv_pouZivanych pre hospodérske zvierata
a otestovat_moZnosti vyuZitia plazmy k zniZovaniu mikotoxinovej zitaze je formulovany
jasne, jednoznadne a zrozumitelne. Vhodne je doplneny o pdt’ &iastkovych cielov resp.
tematickych celkov, ktoré poskytuju komplexny pohlad na koncepciu dizertacnej prace.
Jednotlivé ¢iastkové ciele, ktorymi bolo stanovenie parametrov plazmového vyboja aich
zéavislosti od fyzikalno-technickych parametrov systému, vyvoj technického rieSenia pre
oSetrenie krmiv nizkoteplotnou plazmou, skimanie vplyvu plazmy na vybrané nutri¢né
parametre oSetrenych krmiv, zistenie vplyvu plazmy na hubové patogény a mykotoxiny boli
vyty&ené logicky. VSetky uvedené ciele sa doktorandovi v rdmci rieSenia dizertaCnej prace
podarilo splnit’ v plnom rozsahu.




Vyjadrenie k primeranosti metodiky prace a zvolenym metédam

Vzhl'adom k vytyéenym ciel'om doktorand vel’mi vhodne a primerane zvolil metodiku prace,
ktori detailne rozpracoval v kapitole 3. a navrhol konkrétne metédy skimania. V ramci
metodiky charakterizoval jednotlivé pristroje a zariadenia ako aj pouzity material, pozornost’
venoval najméd plazmove) aparatire. V metodike priace je velmi vhodne zaradena aj
charakteristika pouZzitych pracovnych postupov pouZivanych pri stanoveni vybranych
vyZivovych parametrov _a stanoveni koncentricie DON a DON-3-Glc metédou HPLC-
MS/MS.

Vyjadrenie k vysledkom dizertac¢nej prace

Prezentované vysledky prace koreSponduju s prezentovanou metodikou prace. V prvej Casti je
pozornost’ venovana stanoveniu vybranych parametrov plazmovej aparatiry, konkrétne bol
stanoveny prikon napéjacieho zdroja, vykon plazmove;j trysky, pracovné reZimy plazmového
vyboja a boli merané jeho spektralne charakteristiky. V druhej Casti sa autor zameral na
posudenie vplyvu oSetrenia plazmou na vyZivové parametre. Tretia Cast’ vysledkov prezentuje
vysledky analyzy vplyvu plazmy na modelovii hubu T virens, konkrétne bol zistovany vplyv
vzdialenosti palzmovej hlavice od mycelidlneho disku, vplyv UV Ziarenia na kliivost’ spor
avplyv palzmy na na huby na povrchu laboratéme infikovanych semien. Stvrta &ast
vysledkov poskytuje pohlad na vysledky dizertacnej prace tykajuce sa vplyvu plazmy na
obsah mikotoxinov, konkrétne koncentraiciu DON a D3G, dalej bola zistovana tepelna
stabilita mykotoxinu DON a vplyv pazmového vyboja na obsah mikotoxinov v ja¢meni,
pSenici aslade. V piatej podkapitole vysledkov autor predstavuje systém pre kontinualne
oSetrenie vzoriek, pricom pozomost venuje a) ekonomickému zhodnoteniu systému
s pasovym dopravnikom.

Velmi pozitivne hodnotim, Ze autor realizoval vel’ké mnoZstvo experimentov, ktoré boli
naroéné z pohl'adu realizacie, zvladnutia metodiky merania, ale aj technického zabezpecenia.
Ziskané vysledky adekvatne vyhodnotil ajednotlivé vysledky konfrontoval s vysledkami
inych autorov v ramci diskusie k jednotlivym astiam. Vysledky price sd prezentované vo
forme prehladnych tabuliek a relativne prehladnych grafickych zavislosti, chyba v§ak
konkrétnejsie Statistické vyhodnotenie numerickych vysledkov s vyuZitim aspon zakladnych
Statistickych charakteristik (aspofi tam, kde je to mozZné), ale pozitivom je, Ze v kapitole 4.3
autor uviedol v tabulkich aj chyby merania, ktoré su zobrazené aj vo vybranych grafickych
zavislostiach, ale moZno by bolo vhodné uviest’ k nim aj slovny komentar. V pripade 2D
grafickych zavislosti vzhPadom na ich charakter by bolo moZno vhodné vo vybranych
pripadoch uviest’ aj regresné rovnice a v pripade 3D zdvislosti na obr. 4.7 by bolo moZzno
vhodné pouZit’ prislu§ni aproximéciu a uviest’ jednotlivé koeficienty determindcie. Z pohl'adu
vyuzitia vysledkov v praxi_velmi pozitivne hodnotim navrh a realiziciu systému pre
kontinualne oSetrenie vzoriek.

Prinosy pre d’alsi rozvoj vedy a techniky

Vysledky prezentované v dizertadnej praci si vyznamnym prinosom pre d’al$i rozvoj vedy a
techniky v oblasti vyuZivania nizkoteplotného kizavého plazmového vyboja generovaného pri
atmosférickom tlaku na elimindciu hubovych patogénov obsiahnutych v krmivach a ako
dokumentuju vysledky dizertadnej prace o3etrenie plazmou vedie k zniZeniu mykotoxinovej
zat'aZe krmiva.




Pripomienky oponenta k dizertacnej praci:

- Préca je pomerne rozsiahla, ale diskusia k jednotlivym vysledkom dizertacnej prace je
pomerne struén4, ale vystiZna.

- Vramci vysledkov prace najmi v kapitole 4.3 su prezentované konkrétne postupy
realizécie, bolo by mozZno vhodnejsie ich zaradenie do metodiky prace.

-V praci je pomeme vela vol'ného miesta najméd tam, kde si uvedené tabulky resp.
obrazky. Vhodné by bolo efektivnejSie vyuZitie volnych oblasti na umiestnenie
popisného textu, ¢im by sa zna¢ne zmensil aj celkovy pocet stran dizertatnej prace.

- Str. 35 ad 2) Uvadzate pretlak od 5 do 6 atm, vhodnejsie by bolo pouzit' zikonnii
meraciu jednotku Pa.

- Str. 43 jednotku Nm*/h by bolo vhodné uviest v mocninnom tvare.
Otazky oponenta k dizertacnej praci:

1. V kapitole 4.1.4 st prezentované rozne rezimy plazmového vyboja, ktory z prezentovanych
rezimov je optimalny z pohl'adu o3etrenia biologického materialu — krmiva?

2. Na obr. 4.14 pre vzdialenost’ 3 cm chyba v zavislosti kli¢ivosti spor huby 7. virens od doby
oSetrenia naneseny priebeh chyb merania, v tabul’ke ho vSak uvadzate.

3. str. 64 na obr. 4.5 a obr. 4.6 sa jedna o linearnu zavislost, alebo exponencialnu zavislost
teploty od prietoku pracovného plynu?

4. V kapitole 4.5.3 uvéadzate ekonomické zhodnotenie systému s pasovym dopravnikom,
vedeli by ste uviest’, o kol’ko % by vzrastla cena jednotkového mnoZstva vybranej kfmne;j
komodity po oSetreni plazmovou technolégiou? (Uved'te priklad).

Zaver

Zaverom konStatujem, Ze doktorand splnil nosny ciel' i Ciastkové ciele dizertacnej prace
v stanovenom rozsahu a svojimi vysledkami prispel k rozvoju vedy a techniky, zaroven treba
uviest, Ze vysledky jeho dizertacnej prace si vhodnym prispevkom k zlepSeniu kvality krmiv
z pohladu vyuzitia modernych fyzikalnych metéd ich oSetrenia. Svoju odborni 1 vedecku
sposobilost’ doktorand dokumentoval aj rozsiahlou a vel'mi kvalitnou publika¢nou ¢innost’ou
(3 ¢lanky v impaktovanych ¢asopisoch, 20 ¢lankov v recenzovanych €asopisoch a 10 ¢lankov
v zbornikoch z konferencii) ako aj spoluautorstvom na patente a GZitkovom vzore. Z vyssie
uvedenych dévodov

odporicam

dizertani pracu Mgr. Zbyiikka Havelky k obhajobe pred komisiou v 3tudijnom odbore
Obecna zootechnika a po uspeSnej obhajobe navrhujem udelit’ doktorandovi akademicky
titul

philosophiae doctor

/o)

Nitra, 10.6.2019 doc. RNDr. Monika Bozikovéa, PhD.
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PredloZzena disertaéni prace se zabyva problematikou vyuZiti plazmovych technologii
v zemé&délském sektoru za ulelem zlepSeni kvality krmiv v oblasti eliminace houbovych
patogenti z povrchu krmnych surovin a ovéfenim moZnosti vyuZiti plazmatu ke sniZovéni
jejich mykotoxinové zatéZe. K eliminaci mykotoxini vkrmivech se v praktickych
podminkach vyuziva cela fada metod. Hledani dal$ich postupti dekontaminace mykotoxind je
velmi ptinosné. Vlastni prace ma celkem 99 stran, rozdé€leni kapitol odpovida tomuto typu
spisu. Z &etby habilita¢ni prace je patrné, Ze se autor podrobné a v plné 3ifi seznamil s feSenou
problematikou. Literarni pfehled je komplexni velmi hodnotnou kompilaci. Je zpracovan na
30 strankach a zahrnuje v&cné udaje, které koresponduji s vlastnimi experimenty. Konkrétné
se jedna o houbové organismy, vliv mykotoxini na uZitkové parametry hospodarskych zvitat
a jejich moZna eliminace, v¢etné moZnosti inaktivace hub a rozkladu mykotoxind pomoci
plazmatu. Zpracovana literarni studie fe$i v odpovidajicim rozsahu i problematiku
nizkoteplotniho plazmatu a jeho vybrané aplikace v potravindiském primyslu a krmivafstvi.
Cile disertaéni prace jsou vystizn& definovany a konkretizovany v péti hypotézach.

Kapitola ,Materidl a metodika* charakterizuje plazmovou aparaturu, pouZity biologicky
material, uvadi podrobné metodiky stanoveni vybranych vyZivovych parametri a metodiku
stanoveni koncentrace DON a konjugatu D3G. Metodika je samostatné vedena pro jednotlivé
dil¢i experimenty. Kapitola ,,Vysledky a diskuze “ vhodn& navazuje na uvedeny metodicky
postup. Je rozdélena na stanoveni vybranych parametri plazmové aparatury, vliv plazmatu na
vybrané vyzivové parametry, vliv plazmatu na modelovou houbu Trichoderma virans a na
vliv plazmatu na mykotoxiny. Clen&ni obou predeslych kapitol je velmi piehledné. Vysledky
experimentl nejsou podpofeny statistickou analyzou. Pro vyhodnoceni experimentu (4.2) je
Cetnost méfeni mala.

Zavér vystizné shrnuje poznatky zjednotlivych experimentd a potvrzuje splnéni
vyty&enych cill.



Pfipominka a dotazy:

- Chybi statistické metody zpracovani vysledku

- BNLV jsou stanoveny vypoltem — na zakladé jakého obsahu Zivin byla vypoctena
hodnota BNLV na str. 70

- Vysvétlete uvedeny obsah Zivin (koncentraci Zivinovych sloZzek) — obrazek 4.13,
nenasel jsem v textu tabulku obsahu Zivin

- Obrazek 4.13 nema samostatnou odpovidajici vypovidaci schopnost, neni uvedeno o
jaké krmivo (surovinu) se jedna

- Cituji: ,Hodnota prutoku pracovniho plynu (30 SCFH) byla zvolena s ohledem na
skuteénost, Ze pii tomto prltoku je teplota pracovniho plynu nejvyssi a lze tak
oCekavat nejvétsi vliv na vyZivové parametry krmiva“ — jaka konkrétni hodnota
teploty je dle Vaseho nazoru optimalni ve vztahu k Zivinovym parametrim

- Jaké sméry dalSiho vyzkumu doporucujete na zdkladé zjisténych vysledkd

Na zakladé vy$e uvedeného doporuduji praci pfijmout a po jeji obhajobé udélit Mgr.
Zbyriku Havelkovi titul Ph.D.

_

V Ceskych Budéjovicich 6.6.2019 doc. Ing. Frantisek Lad, CSc.



