JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH
ZEMEDELSKA FAKULTA

DISERTACNI PRACE

Faktory ovliviiujici slozeni mlé¢ného tuku a
zdravotni nezavadnost mléka

Ing. Jana Koubova

2016



Vypracovala:

Ing. Jana Koubova

Studijni program: Zootechnika

Studijni obor: Zoohygiena a prevence chorob hospodaiskych zvirat

Skolici pracoviits: Katedra kvality zemédglskych produktii

Vedouci $kolitel:

doc. Ing. Martin Kva¢, Ph.D.

Skolitel specialista:

doc. Ing. Eva Samkova, Ph.D.



Podekovani

Touto cestou bych chtéla podékovat predevsim doc. Ing. Martinovi Kvacovi, Ph.D.
a doc. Ing. Evé Samkové, Ph.D. za cenné rady, odborné vedeni, pomoc a ochotu

v celém prubéhu studia.

Dale bych rada podékovala celému kolektivu katedry Kvality zemédélskych

produktii a spoluautorim vydanych publikaci za spolupraci.

Zavérem bych chtéla podeékovat své roding a pani Kakové za velkou podporu

v pritbéhu celého studia a pfedevsim pak pfi psani této disertacni prace.



ProhlaSuji, Ze jsem disertacni praci vypracovala samostatné podle pokynii vedoucich
prace a za pouziti uvedené literatury.

Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zékona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim
se zvefejnénim své disertacni prace, a to v nezkradcené podob¢ elektronickou cestou
ve vefejné pristupné casti databdze STAG provozované Jihoceskou univerzitou
v Ceskych Budgjovicich na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého
autorského prava k odevzdanému textu této kvalifika¢ni prace. Souhlasim dale s tim,
aby toutéz elektronickou cestou byly s uvedenym ustanovenim zékona ¢. 111/1998 Sb.
zvefejnény posudky Skolitele a oponentl prace i zdznam o pribéhu a vysledku obhajoby
kvalifikaéni prace. Rovnéz souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikacni préace
s databazi kvalifikacnich praci Theses.cz provozovanou Narodnim registrem

vysokoSkolskych kvalifika¢nich praci a systémem na odhalovani plagiata.

Ing. Jana Koubova

V Ceskych Budéjovicich dne ...............coeevueeiiieeeiinn..,



Seznam zkratek

ARA kyselina arachidonova

ACP acyl-carrier protein

ALA kyselina a -linolenova

ATP adenosintrifosfat

BSE bovinni spongiformni encefalopatie
CLA konjugovana linolova mastné kyselina
CoA koenzym A

DGAT diacylglycerol O-acyltransferaza

DHA kyselina dokosahexaenova

EFSA Vvropsky trad pro bezpecnost potravin
EPA kyselina eikosapentaenova

EU Evropska Unie

FAO Organizace pro vyzivu a zemeédélstvi
FMD slintavka a kulhavka

GLC metoda plynové chromatografie: plyn - kapalina
GLM obecny linearni model

HDL lipoproteiny o vysoké hustoté

ICHS ischemicka choroba srdecni

KD krmna davka

KVO kardiovaskularni onemocnéni

LA kyselina linolova

LDL lipoproteiny o nizké hustoté

MUFA mononenasycené mastné kyseliny
NEL netto energie laktace

OBCFA mastné kyseliny s lichym poc¢tem uhlikli a rozvétvené mastné kyseliny
PCR polymerdzova fetézova reakce

PPP provozovatel potravinafského podniku
PSB pocet somatickych bun¢k

PUFA polynenasycené mastné kyseliny

PUFA n-3 polynenasycené mastné kyseliny fady n-3
PUFA n-6 polynenasycené mastné kyseliny fady n-6

SCD stearoyl-CoA desaturdza

SCID tézka kombinovana imunodeficience
SFA nasycené mastné kyseliny

TAG triacylglyceroly

TFA trans nenasycené mastné kyseliny
TLR toll-like receptory

TVA kyselina vakcenova

UFA nenasycené mastné kyseliny

VLDL lipoproteiny o velmi nizké hustoté

WHO Svétova zdravotnicka organizace
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1 Uvod

Spotteba mléka a zejména mlécnych vyrobkil celosvétove stoupd. Spolecné s tim se
proto zvysuje produkce mléka. Mléko poskytuje prvni vyzivu kazdému narozenému
savci a je pro n¢j plnohodnotnou potravou. Tato svym slozenim unikatni potravina
poskytuje organismu zdkladni Zziviny, a to sacharidy, bilkoviny, mineralni latky,

vitaminy a v neposledni fad¢ také tuk.

Mlécny tuk je tvofen triacylglyceroly, tj. estery glycerolu a na ném navazanych
mastnych kyselin a pravé mastné kyseliny urcuji technologicky a nutricni vyznam
mlécného tuku. Nutri¢ni a zdravotni hledisko je v soucasnosti dilezitym kritériem
pfi vybéru potravin spotiebitelem. Zatimco v dobach minulych vét§ina populace trpéla
zejména nedostatkem potravin, coz se odrazelo i1 na konstituci obyvatel, v dneSni dob¢
je tomu ve vyspélych zemich naopak. Nadvdha az obezita ¢i kardiovaskularni
onemocnéni jsou jednim z hlavnich problémi soucasnosti. Mastné kyseliny pifimo
ovlivituji hladinu cholesterolu v krvi, fada vyzkumu také potvrdila souvislost mastnych
kyselin s cukrovkou a celou fadou dalSich onemocnéni. V tomto ohledu jsou negativné
hodnoceny pfedev§im nasycené mastné kyseliny. Naopak nenasycené mastné kyseliny
maji pozitivni G€inky a nékteré z nich jsou pro organismus esencialni. Vyzkumy se tedy
casto soustfed’'uji na postupy, které¢ by vedly k cilenym zméndm ve slozeni mléného
tuku. Spektrum mastnych kyselin lze totiz ovlivnit celou fadou faktor, znichz

k nejzasadnéjSim patii individualita kazdé dojnice a jeji vyZziva.

Kromé nutri¢nich vlastnosti mléka je vSak dilezita i jeho zdravotni nezavadnost,
zejména vyskyt patogennich mikroorganismii. Pfitomnost téchto mikroorganismui
v mléce bezprosttedné¢ souvisi s nedodrzovanim hygienickych zédsad pti ziskavani,
manipulaci, ptepravé ¢i skladovani. Zavaznost pak spociva ve skuteCnosti, ze takto
kontaminovand surovina/potravina miize zpusobovat alimentarni ndkazy. Proto je nutné

toto hledisko neustale sledovat a zajist'ovat tak produkci bezpecnych potravin.

Cilem prace bylo posouzeni zmény spektra zdravotné¢ vyznamnych mastnych
kyselin v mléce v zavislosti na vybranych faktorech a vyhodnoceni vyskytu vybranych

patogennich mikroorganismu ovlivitujicich zdravotni nezdvadnost mléka.



2 Literarni piehled

Tuky jsou definovany jako ptirodni slouceniny obsahujici vazané mastné kyseliny

(MK) se 4 a vice atomy uhliku ve slou¢enin¢ (Homolka et Kudrna, 2007).

Podle chemického slozeni se lipidy tfidi na:

- homolipidy (estery glycerolu a MK)

- heterolipidy (slouceniny MK, alkoholii a dalsi kovalentn¢ vazané slouceniny napt.
kyselina fosforecna ve fosfolipidech)

- komplexni lipidy (slouc¢eniny homolipid, heterolipidii a dalSich slouc¢enin vazanych
kovalentnimi, nebo vodikovymi vazbami a hydrofobnimi interakcemi)

- volné MK a jejich soli.

Mlécny tuk se sklada z 97 — 98 % homolipida (triacylglyceroly, diacylglyceroly,
monoacylglyceroly), z 2 — 3 % heterolipidt (fosfolipidy, cerebrosidy a glykolipidy) a
ostatnich latek rozpustnych v tucich, tzv. doprovodné latky lipidi (karotenoidy, lipofilni
vitaminy, komplexni lipidy a steroidy vcetné cholesterolu) — tabulka 1. Navic se
v mlééném tuku vyskytuji v nepatrnych mnozstvich také vonné latky (Jensen, 2002).
Obsah mlééného tuku se mlze lisit, a to v rozpéti od 3 do 6 % (Velisek et Hajslova,

2009).

Tabulka 1: Slozeni mlééného tuku

triacylglyceroly 95,8
diacylglyceroly 2,25
monoacylglyceroly 0,08
fosfolipidy 1,11°
glykolipidy (cerebrosidy) 0,09
cholesterol 0,48b
volné mastné kyseliny 0,28

* yéetnd sfingomyelinu; ® véetnd esteri cholesterolu
Zdroj: Jensen (2002), upraveno
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2.1 Mastné kyseliny mlééného tuku

2.1.1 Charakteristika a rozdéleni mastnych kyselin

Mastna kyselina je organicka latka slozena z alifatického uhlovodikového fetézce,
kde na jednom konci je methylenova (CH3-) a na druhém konci karboxylova (-COOH)
skupina. Jednotlivé MK se od sebe 1isi délkou a charakterem uhlovodikového fetézce a
stupném nasycenosti (Lichtenstein et Jones, 2012). Mastné kyseliny s kratkym fetézcem
maji C4 az C8 atomi uhliku, MK se stfedné¢ dlouhym fetézcem od C10 do C14
uhlikovych atomi a MK s dlouhym fetézcem se skladaji z C16 ¢i vice atomii (Bauman

et Griinari, 2003).

Podle vyskytu a po¢tu dvojnych vazeb lze MK klasifikovat jako nasycené (SFA),
které neobsahuji dvojnou vazbu a nenasycené (UFA) obsahujici jednu (MUFA) nebo
vice dvojnych vazeb (PUFA). Umisténi dvojné vazby je pocitdno z karboxylového

uhliku, ktery se oznacuje jako uhlik 1.

Pozice dvojné vazby muze byt pocitana také od methylenové skupiny a pak je
vyjadfovana napt. jako omega-3, n-3 nebo »-3, pfi¢emz v tomto piipad¢ se prvni dvojna
vazba vyskytuje na tfetim uhliku od methylenové skupiny (Velisek et Hajslova, 2009).
Polyenové MK se takto rozd¢luji na PUFA n-6 a n-3 (oznacovano také jako PUFA ®-6
a ®-3). U nenasycenych MK se navic rozliSuje prostorové uspotradani podle pozice
dvojné vazby nakonfiguraci cis nebo trans. B&ziné¢ v potravinach se délka
uhlovodikového fetézce MK pohybuje vrozmezi 4 az 22 uhliki v konfiguraci cis

(Lichtenstein et Jones, 2012).

V mlécném tuku se objevuje vice nez 400 MK (Jensen, 2002; Parodi, 2004).

Oznacovani a zastoupeni hlavnich MK v mlééném tuku znazoriuji tabulka 2 a graf 1.
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Tabulka 2: OznaCovani vyznamnych mastnych kyselin mlééného tuku a jejich skupin

Nasycené (SFA)

C4:0

C6:0

C8:0

C10:0
C12:0
C14:0
Cl16:0
C18:0
C20:0
C22:0

maselna
kapronova
kaprylova
kaprinova
laurova
myristova
palmitova
stearova
arachova
behenova

Nenasycené monoenové (MUFA)

Cl14:1n-5
Cl16:1n-7
Cl18:1n-9
Cl18:1n-9
Cl18:1n-7
C22:1n-9
C20:1n-11

myristolejova
palmitolejova
olejova

elaidova
vakcenova (TVA)
erukova
gadolejova

Nenasycené polyenové (PUFA)

C18:2n-7

Rada n-6
C18:2n-6
C18:3n-6
C20:4n-6
Rada n-3
C18:3n-3
C20:5n-3
C22:6n-3

izomer konjugované
linolové (CLA)

linolova
v- linolenova
arachidonova (ARA)

a- linolenova (ALA)
timnodova (EPA)
cervonova (DHA)

Zdroj: Samkova et al. (2008), upraveno

butanova
hexanova
oktanova
dekanova
dodekanova
tetradekanova
hexadekanova
oktadekanova
eikosanova
dokosanova

9 cis-tetradecenova

9 cis-hexadecenova

9 cis-oktadecenova

9 trans-oktadecenova
11 trans-oktadecenova
13 cis-dokosenova

9 cis-eikosenova

9,11 cis-, trans-oktadekadienova

9,12 cis-, cis- oktadekadienova
6,9,12 all-cis-oktadekatrienova
5,8,11,14 all-cis-eikosatetraenova

9,12,15 all-cis-oktadekatrienova
5,8,11,14,17 all-cis-eikosapentaenova
4,7,10,13,16,19 all-cis-
dokosahexaenova
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Graf 1: Zastoupeni hlavnich mastnych kyselin (MK) mlécného tuku
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Zdroj: Moate et al. (2007), upraveno

Vlastnosti a reakce MK komplexné popsali VeliSek et HajSlova (2009), nékteré

vyznamné jsou uvedeny nize:

1) Bod tani a varu zavisi na po¢tu atomu uhliku, ale pfi poctu uhlika nad 20 se jiz prilis
neméni. Mastné kyseliny s lichym po¢tem uhliku maji niz8i bod tani nez MK se sudym
poc¢tem uhliku, nenasycené maji nizsi bod tani nez nasycené. Velky vliv na bod tani ma
cis vazba. Cis-izomery maji bod tani o n¢kolik desitek stupiili nizs§i nez odpovidajici
trans-izomery. Bod tani zavisi také na krystalické modifikaci dané riznym sklonem
fetézcli MK ke krystalové rovin€. Jak doplnuji Walstra et al. (2006) bod tani MK je také
ovlivnén pozici dvojné vazby. Bod varu roste s rostoucim poctem atomt uhliku, dvojné

vazby maji vliv maly.

2) Esterifikace je vznik esteri MK s alkoholy za pfitomnosti katalyzatord - kyselin
nebo enzymui. Walstra et al. (2006) popisuji také transesterifikaci zptsobujici presun
zbytkli MK pfes pozice na molekulach triacylglycerolu (TAG). Tim se zabranuje vzniku
trans-izomeri MK, ¢ehoZz se v soucasné dob¢ vyuziva k vyrobé modernich rostlinnych

tukt.
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3) Enzymova hydrogenace probihd v bachoru za casti bachorové mikrofléry. Dochazi
pii ni k pfeméné¢ UFA na SFA. Walstra et al. (2006) k tomuto dodavaji, ze diky tomu
vétsina MK prechdzi z trdviciho traktu jako nasycend. Hydrogenace sniZuje pocet

dvojnych vazeb, a proto se zvysuje podil tuku tajiciho pii vyssSich teplotach.

4) Izomerace, dochazi ke zméné dvojné vazby nenasycenych MK svou sférickou
konfiguraci (geometrickd izomerace) nebo se posouvd dvojna vazba (polohova
izomerace). Kyseliny s vyS$im stupném nenasycenosti maji vice geometrickych
izomerl a izomerace PUFA probiha rychleji nezli u MUFA. Pfi polohové izomeraci
dochazi k posunu dvojné vazby smérem od karboxylu nebo k nému a probiha Casto

spole¢né s geometrickou cis-/trans- izomeraci za obdobnych podminek.

5) Autooxidace je nejvyznamnéjsi reakce. Rychlost oxidace zalezi na struktufe a
koncentraci reagujicich latek a na reakénich podminkach (zéhtev, ozafeni, viditelné
svétlo, reakce s jinym volnym radikdlem, reakce s kovy, koncentrace kysliku a aktivita
vody). Pti bézné teploté (20 °C) jsou oxidovany jen nenasycené MK, pfi¢emz ¢im vice
dvojnych vazeb, tim probihd oxidace rychleji. Mén¢ stabilni jsou 1 cis-izomery, MK
s konjugovanymi vazbami a volné MK. Walstra et al. (2006) zmifiuji vyznam oxidace
ve vztahu ke vzniku ciziho pachu mléka (napf. po loji, tuku, rybach nebo kovovy pach).
Autooxidace mlécného tuku obvykle za¢ina na membrané tukové kulicky, kde jsou

fosfolipidy.

6) Rozpustnost, MK jsou malo rozpustné ve vodé ve své nedisociované acidické formé,
pficemz jsou pomérné hydrofilni jako draselné nebo sodné soli. Rozpustnost ve vodé

klesa s piibyvajicim poctem atomut uhliku v molekule.

2.1.2 Biosyntéza mastnych kyselin mlé¢ného tuku

Triacylglyceroly mlééného tuku jsou syntetizovany v sekrecnich bunkach mlécné
zlazy z glycerolu a MK, které pochdzi ze dvou zdroji, a to z krevnich lipidii a dale jsou
syntetizovany de novo v sekre¢nich buiikdch mlécné zlazy (Navratilova et al., 2012).
Wiking et al. (2010) uvadéji, ze MK s délkou uhlikového fetézce C4:0-C14:0 a dale
polovina z C16:0 jsou tvotfeny de novo, zatimco druha polovina C16:0 a MK s delSim
fetézcem pochazeji z krmiva a tkanovych rezerv. Z krve jsou vyuzivany lipoproteiny
svelmi nizkou hustotou (VLDL=very low density lipoproteins), které jsou

lipoproteinlipdzou  stén  krevnich  kapilar  hydrolyzovany na volné MK,
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monoacylglyceroly, diacylglyceroly a glycerol. Vzniklé produkty jsou resorbovany a
vyuzity pro syntézu mlécného tuku. Zakladnim prekursorem pro syntézu MK je acetyl-
CoA, vznikajici u pfezvykaved z kyseliny octové nebo oxidaci kyseliny -
hydroxymaselné (Navratilova et al.,, 2012). Ob& kyseliny jsou produkovany
mikrobiologickou fermentaci celulozy v bachoru (Kepler et al., 1966; Jenkins et
McGuire, 2006), pficemz hlavni tlohu plni pfedevsim bakterie, zatimco role prvoku a

anaerobnich mikroskopickych plisni je omezena (Chilliard et al., 2007).

Pro biosyntézu MK nezbytny acetyl-CoA vznikéd v mitochondriich sekrecnich bunék.
Odtud se dostava pomoci specifického transportniho systému do cytosolu, kde probiha
pfevazna cast biosyntézy MK (Obréazek 1). Proces katalyzuje multienzymovy komplex
nazyvany syntdza MK. Jeho soucésti je protein piendSejici acylové skupiny (ACP=
acyl-carrier protein). Ten obsahuje, podobné jako CoA, fosfopantotheinovou skupinu,

ktera tvori thioestery s ACP (Samkova et al., 2008).

Mastné kyseliny pochdzejici z krve nebo ze syntézy v mlééné Zlaze mohou byt
desaturovany diky aktivit¢ stearoyl-CoA desaturazy (SCD), kterd je zodpoveédna
za endogenni produkci nékterych MUFA (zejména C18:1; C16:1 a Cl14:1) a vSech
blizkych izomert konjugované linolové kyseliny (CLA) (Soyeurt et al., 2008). Arnould
et Soyeurt (2009) dopliuji, ze az 90 % izomert CLA vznika diky aktivité¢ tohoto

enzymu v mlécné zlaze.

Mastnych kyselin vytvotenych de novo je v priméru 40 % ze vSech MK mlé¢ného
tuku, zatimco MK pochézejicich z krmiva je kolem 60 % (Chilliard et al., 2000; tabulka
3).
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Obrazek 1: Transport acetyl-CoA z mitochondrii do cytosolu cestou citratu a hlavni
zdroje NADPH pro syntézu mastnych kyselin

| GLUKOZA FA
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i" pyruvat €— e
L (&)
\ ., NADPH
e malonyl-CoA

0

acetyl-CoA

CHOLESTEROL

MITOCHONDRIE

1 — pyruvatdehydrogenaza, 2 — pyruvatkarboxylaza, 3 — citratsyntaza, 4 — ATP-citratlyaza,
5 — malatdehydrogenaza, 6 — NADP-malatdehydrogenaza, 7 — acetyl-CoA-karboxylaza,
8 — syntéza MK, CC — citratovy cyklus, PC — pentézovy cyklus

Zdroj: Holecek (2006)

Tabulka 3: Pivod mastnych kyselin pro syntézu mlé¢ného tuku

Mastné kyselina - pocet Syntéza de novo v mlé€né Krevni lipoproteiny (%)
uhlik v molekule zlaze (%) :
C4:0-C10:0 100 0
C12:0 80-90 10-20
C14:0 30-40 60-70
C16:0 20-30 70-80
C18:0 0 100

Zdroj: Navratilova et al. (2012)
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2.1.3 Nasycené mastné kyseliny (SFA)

Nasycené MK obsahuji 4 az 60 atomut uhliku a zpravidla maji rovny nerozvétveny
fetézec nejCastéji o sudém poctu atomi uhliku. Dle poctu atomt uhliku, tj. délky
fetézce, se rozeznavaji nizsi nasycené MK (C4 — C6), MK se stfedné¢ dlouhym fetézcem
(C8 — C12), s dlouhym fetézcem (C14 — C18), velmi dlouhym fetézcem (C20 — C26) a
ultra dlouhym fetézcem (C28 — C38). Nasycené MK mlécného tuku predstavuji 53 az
a myristova (VeliSek et Hajslova, 2009). Jak dodavaji ncktefi autofi (Jensen, 2002;
Mensink, 2005; Belitz et al., 2009), zastoupeni kyseliny palmitové je vysoké, a to 26 az

35 %, kyselina stearova je zastoupena 5 — 15 % a kyselina myristova cca 10 %.

2.1.4 Nenasycené mastné kyseliny (UFA)

2.1.4.1 Monoenové mastné kyseliny (MUFA)

Monoenové MK C14 — C18 tvofi v mlééném tuku 26 — 42 % vSech MK. Nejbéznéjsi
MUFA je kyselina olejova, ktera tvoti zhruba 20 az 30 % vSech MK mlé¢ného tuku.
Jednd se o cis-izomer s polohou dvojné vazby na 9. uhliku - 9 cis- C18:1, v menSim
mnozstvi se v mlééném tuku vyskytuji kyseliny myristolejova a palmitolejova. Ostatni
MK s jednou dvojnou vazbou jsou zastoupeny v mnoZzstvi zpravidla menSim nez 1 %

(Samkova et al., 2008).

Monoenové MK vznikaji zavedenim dvojné vazby do polohy A 9 od uhlikového
atomu karboxylové skupiny, za katalyzy enzymem SCD. Desaturaci kyseliny stearové
(C18:0) vznika kyselina olejova (18:1 n-9), z kyseliny palmitové (C16:0) je to kyselina
palmitolejova (16:1 n-7). Monoenové MK fady n-9 s 20 az 24 uhliky jsou elongacnimi
produkty kyseliny olejové a MK fady n-11 jsou desaturacni a elongacni produkty
kyseliny arachové (C20:0) (Zak et al., 2011).

2.1.4.2 Polyenové nenasycené mastné kyseliny (PUFA)

Polyenové MK se obvykle nazyvaji jako ,,zdravé tuky®, zvlasté pro jejich ucinek
na obsah cholesterolu v krvi (Haug et al., 2007; Arnould et Soyeurt., 2009). Radi se sem
napiiklad kyselina a-linolenovou (C18:3n-3), kterd v organismu piechdzi na kyselinu
eikosapentaenovou (EPA) a dokosahexaenovou (DHA). Kyselina linolova (C18:2n-6)

v organismu konvertuje na kyselinu arachidonovou (ARA) (Grofova, 2010). Bachorové
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bakterie maji extrémné vysokou uroven biohydrogenacni aktivity ve vztahu k PUFA, a
proto zastoupeni PUFA v mlééném tuku a nasledné¢ v mlé¢nych produktech je velmi
nizké (Dewhurst, 2013). V mlééném tuku se PUFA vyskytuji nejcastéji s poctem uhliku
C16 az C20 v mnozstvi zhruba 2 — 6 % (Welch et al., 1997). Obsahové nejvice
zastoupené jsou v mlécném tuku kyselina linolova a a-linolenova (Samkova et al.,

2008).

Jednou znejvice studovanych PUFA je CLA. Souhrnny nézev je oznacenim
pro polohové a geometrické izomery kyseliny linolové. Dvojné vazby v molekule CLA
nejsou oddéleny methylenovou skupinou, jako je tomu u kyseliny linolové, ale jsou
konjugované, tzn. dvojné vazby jsou oddéleny jednou jednoduchou vazbou. Teoreticky
by dvojné vazby mohly existovat v jakémkoliv mist€¢ od 2 do 18 atomu uhliku, a tudiz
by vytvarely fadu moznych izomernich struktur. Izomery CLA zahrnuji cis-cis, cis-
trans, trans-cis a trans-trans formy s konjugovanymi dvojnymi vazbami v polohach 7 a
9,8a10,9all, 10 a 12, 11 a 13 nebo 12 a 14 (pocitano od koncové karboxylové
skupiny), coz celkem zahrnuje 28 moznych izomerit CLA (Kopecny, 2004; Kelley et
al., 2006). Walstra et al. (2006) popisuji ptivod CLA z bachorové fermentace, ale obsah
jejich prekurzorti v krmivu je znaéné proménlivy. Z tohoto diivodu se i jeji zastoupeni
v mlééném tuku 1i8i v zavislosti na krmivu. Velisek et Cejpek (2008) popisuji studie,
které prokéazaly, ze izomer CLA cis-9, trans-11 zastupuje v mlé¢ném tuku vice nez 90
% vsech izomerit CLA. Zastoupeni CLA se v mlé&éném tuku pohybuje od 2do 28 mg.g™,
Kope&ny (2004) udava hodnoty od 3 do 6 mg.g™.

2.1.5 Minoritni skupiny mastnych kyselin

V mlééném tuku se nachdzeji MK s lichym poctem uhliki a rozvétvené MK
ve velmi malém mnozstvi. Mastné kyseliny s lichym poctem uhlikti C5:0 az C11:0 byly
nalezeny jako oxidacni produkty MK s dlouhym fetézcem, nikoli vSak v esterifikované
formé. Rozvétvené MK spolu s MK s lichym poctem uhlikti C13:0 az C19:0 jsou nékdy
oznactovany zkratkou OBCFA (odd- and branched chain fatty acids) a jsou
syntetizovany bakteriemi zijicimi v bachoru (VeliSek et Hajslova, 2009; Vlaeminck et
al., 2006). Minoritnimi MK jsou rovnéz volné¢ MK, které se v mlééném tuku vyskytu;ji
do 0,1 % (Jensen, 2002). Zastoupeni volnych MK v mléce je ukazatelem vyzivy dojnic
a jejich vyssi zastoupeni zpisobené lipolyzou miize poskodit kvalitu mlé¢nych vyrobki

(Hanus et al., 2008).
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2.2 Problematika zdravotniho vyznamu mastnych kyselin

Mastné kyseliny plni v organismu fadu funkci, pfedev$im strukturdlnich a
regulacnich. Jsou soucésti fosfolipidi bunécnych membrdn, maji vliv na jejich
permeabilitu, fluiditu a funkci membranovych receptori. Mastné kyseliny dale ptisobi
na genovou expresi pomoci ovlivnéni aktivity transkripcnich faktorti. Mastné kyseliny
jsou také ligandy nékolika nuklearnich receptort, které kontroluji fadu metabolickych
pochodli na subceluldrni Grovni. Hydroxy MK zodpovidaji za expresi prozanétlivych
cytokinti a adhezivnich molekul, navic jsou aktivatory nékterych nuklearnich faktort
(Dlouhy, 2007; Tvrzicka et al., 2008). Jejich dilezitost pro lidsky organismus je dana
jednak tucasti na zivotné¢ dilezitych metabolickych procesech a jednak jako soucast
TAG jsou zdrojem energie, ponévadz 1 g TAG poskytuje télu 37 kJ. Je tfeba mit
na paméti, ze skladba MK ve stravé je velmi vyznamnym faktorem plisobicim
pii vzniku riznych, ptredevSim srdecné cévnich (kardiovaskularnich) onemocnéni
(KVO). Néekteré MK jsou vyrazné Skodlivé, avsak jiné jsou zase vyrazné protektivni
(Steinhauserova et al., 2010). Triacylglyceroly potravy jsou nejprve $tépeny slinnymi
lipdzami dutiny ustni a déale zalude¢nimi lipazami (Parodi, 2004). Lipazy piednostné
hydrolyzuji sn-3 pozici MK a proto selektivnéji uvolnuji kratsi kyseliny. Vysledkem je
prichod 4:0 — 10:0 zalude¢ni sténou do zil a transport do jater, kde jsou oxidovany.
Kolem 25 — 40 % TAG je zpracovano v zaludku (Jensen, 2002). Holecek (2006)
dodava, Ze zbyvajici a to vétSinova cast je Stépena v tenkém stieveé, konkrétné

dvanactniku, pomoci pankreatickych enzymu.

Clovék viak neumi vytvotit MK s vice dvojnymi vazbami (esencialni MK). Aby se
zabranilo jejich nedostatku, a tim vzniku patologickych stavili, je tfeba pfijimat je

v potravé. Jedna se o kyselinu linolovou a kyselinu a-linolenovou (Panek et al., 2002).

Piijjem jednotlivych MK ve stravé se ma fidit jejich zastoupenim. Obecné se
predpoklada, ze by mél byt pomér SFA : MUFA : PUFA =1 : 1,4 : 0,6 (Panek et al.,
2002). Podle doporuceni WHO et FAO (1998) by mél byt pomér 1,3 : 2 : 1. Jak
zdiraziiuje Komprda (2003), tento pomér v potravé ovliviiuje slozeni esterli
cholesterolu a tedy zda budou ptednostné vazany na LDL (low density lipoproteins)

nebo HDL (high density lipoproteins).

Vyzivova doporuceni tykajici se zdravotnich problémi souvisejicich s vyzivou jsou

postavena pfedev§im na piijmu rostlinnych tukl snizkym zastoupenim SFA. Bylo
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prokdzano, Ze piinizSim pifijmu plnotucnych mléénych vyrobkli a vysSSim piijmu
rostlinnych oleji a margarini bohatych na MUFA a PUFA se zlepSuje citlivost na
inzulin. Dale se omezuje KVO, a to diky zmén¢ poméru HDL/LDL-cholesterolu a TAG
v krevnim séru (Risérus et al., 2009; Astrup et al., 2011). Spole¢nost pro vyzivu (2005)
ob¢ana CR nabada k omezeni podilu nasycenych tukii ve stravé — piivod SFA by mél
klesnout pod 10 % energetického pfijmu, optimum 7 — 8 % energetického piijmu. Jak
dopliuje Miillerova (2003) maximalni denni doporucena davka pro SFA je 5,6 — 7,0 g.
Tomuto v piipadé¢ plnotucného mléka odpovida jedna vétsi sklenice (tabulka 4).

Tabulka 5 dale uvadi slozeni MK u masel dostupnych v trzni siti.

Pro PUFA bylo stanoveno minimum spotieby na 3 % z celkové denni kalorické
hodnoty nasi stravy, ¢emuZz odpovida 8 g denné, z nichz by minimalné 6 g mélo byt

ve formé kyseliny linolovée (WHO et FAO, 1998).

Tabulka 4: Obsah tuku a zastoupeni nasycenych mastnych kyselin (SFA) v konzumnim

mléce
Plnotu¢né 3,50 7,00 4.41
Polotu¢né 1,50 -1,80 3,00 - 3,60 1,89 —2,27
Odtuénéné 0,50 1,00 0,63

Zdroj: Miillerova (2003)

Tabulka 5: SloZeni mastnych kyselin masel dostupnych na ¢eském trhu

Euroshopper (60 %) 70,9 22,3 0,5 1,8 1,9
Maslo se smetanovym zakysem 74,6 18,6 0,3 1,9 2,3
(75 %)

Jihoceské nedélni maslo (77 %) 69,2 23,6 0,5 2,1 2,3
Jihoceské maslo (82 %) 69,9 23,1 0,5 2,0 2,2
Maslo (82 %) 70,4 22,3 0,5 1,9 2,3
Maislo PRESIDENT (82 %) 71,7 21,4 0,5 1,5 2,0
Stolni maslo jihoceské (82 %) 71,8 21,5 0,5 1,7 2,1
Sumava tradi¢ni maslo (82 %) 72,1 21,1 0,4 1,9 2,0

Zdroj: Brat et Dostalova (2007)
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2.2.1 Pozitivni G¢inky mastnych kyselin v organismu

Pozitivni vliv nékterych MK je mozno spatfovat zejména ve snizovani hladiny
cholesterolu a TAG v krvi, tedy jako prevence vzniku KVO. Dal§imi zmifiovanymi jsou

Ve vztahu k prevenci KVO Ize jmenovat zejména kyselinu stearovou, omega-3
PUFA, CLA, MUFA a omega-6 PUFA. Kyselina stearova snizuje podle fady autorii
(Kris-Etherton et al., 2005; Mensink, 2005; Bauman et al., 2006) hladinu rizikovych
lipidovych ukazatelt — LDL-cholesterolu, celkového cholesterolu a TAG v krevni
plazm¢ a zaroven plsobi na zvySovani hladiny HDL-cholesterolu. Omega-3 PUFA
podle Grofové (2010) snizuji hladinu TAG v krvi.

Podle Dostalové (2011) snizuji hladinu celkového a LDL-cholesterolu i MUFA.
Stransky (2007) zminuje piedevSim kyselinu olejovou, jejiz vyssi pfijem ve stravé
snizuje aterogenni efekt.

Patrné nejvice ze vSech MK snizuji hladinu LDL-cholesterolu omega-6 PUFA,
nevyhodou je vSak soucasné snizeni hladiny HDL-cholesterolu (Dlouhy, 2007).
Zejména kyselina linolovd ma silny hypocholesterolemicky efekt na hladinu
cholesterolu v krevni plazmé (Suchanek et Poledne, 2001). Jak potvrzuji Thijssen et al.
(2005), Merchant et al. (2008) a Siri-Tarino et al. (2010) nahradou 5 % energie ze SFA
za energii z omega-6 PUFA se sniZi riziko KVO 0 42 %.

V souvislosti s antimikrobidlnimi G¢inky jsou to pfedevsim nékteré MK ze skupiny
SFA, jejichz vliv potvrzuji napt. Topping et al. (2001). Sun et al. (2002) upiesiuji, ze
tento vliv maji MK C6:0 az C12:0, piipadné jejich monoacylglyceroly. Inhibi¢ni ucinky
byly potvrzeny nejen napi. na koliformni mikroorganismy (Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli), ale také na patogenni mikroorganismy zpusobujici zanéty mlécné
zlazy dojnic (napi. Streptococcus agalactiae, S. dysgalactiae, S. uberis) ¢i alimentarni
nakazy u cCloveéka (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Campylobacter

Jjejuni) (Samkova et al., 2008).

Jako antikarcinogenni se pak projevuji omega-3 PUFA (Felix, 2007), nékter¢ SFA
s lichym poctem uhlikii a rozvétvené SFA (OBCFA) (Samkova et al., 2008), ptirodni
TFA zivocisného plivodu (Brat et Dostalova, 2007) a také kyseliny olejovd a a-

linolenovéa (Haug et al., 2007). Jak uvadi Grofova (2010), protizadnétlivé tcinky maji
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omega-3 PUFA. Dastych (2012) doplnuje, Ze u septickych pacienti snizuji omega-3
PUFA komplikace a zkracuji dobu hospitalizace.

Dalsimi vlastnostmi omega-3 PUFA jsou podle Grofové (2010) antiarytmické nebo
antitrombotické uc€inky. Felix (2007) jesté¢ uvadi jejich UCinek proti vysuSovani
pokozky, nebot’ zadrzuji vodu uvnitt buiikky a jsou také tzv. ,potravou* pro mozek,
protoze jsou soucasti Sedé kiry mozkové. Pozitivni efekt na odbourdvani tukové tkané
ma CLA (Thom et al., 2001), a jak Mills et al. (2011) dodévaji, pravé mlécny tuk je

jejim hlavnim zdrojem.

2.2.2 Mastné kyseliny a onemocnéni

V celosvétovém zajmu soucasné mediciny je tzv. metabolicky syndrom, jehoz vznik
je ovlivnén také stravou. Metabolicky syndrom je charakterizovan celou fadou
rizikovych faktori jako napf. centrdlni obezitou, inzulinovou rezistenci, KVO,
dyslipidémii, hypertenzi nebo ateroskler6zou (Miranda et al., 2005; van Dijk et al.,
2009; Svacina et al., 2011). Odhaduje se, Ze metabolickym syndromem trpi 20 — 30 %
dospélé evropské populace a ve vyssich vékovych kategoriich je to az 40 %. V Ceské
republice je vyskyt metabolického syndromu ve v€kové kategorii 24 — 65 let u muzl

pfiblizné 32 % a u zen 24 % (BoSanska, 2010).

Kardiovaskularni onemocnéni jako jeden z nejrizikovéjSich faktori metabolického
syndromu zptisobuji v Ceské republice i v Evropé nejvice umrti. Nejéastéjsi piicinou
KVO je mj. pokles hladiny HDL-cholesterolu, zvySeni hladiny LDL-cholesterolu,
arterialni hypertenze, diabetes mellitus anové navic rizikové faktory souvisejici

s inzulinovou rezistenci (Woodside et al., 2008; Svacina et al., 2011).

Metabolicky syndrom tedy ovlivituji i MK a to zejména ve vztahu k cholesterolu a

inzulinu.

2.2.2.1 Mastné kyseliny a cholesterol

Velkym rizikovym faktorem vzniku KVO je zvySena hladina cholesterolu, ktery se
hromadi v cévach v podobé tzv. aterosklerotickych plath (Parodi, 2009; Badimon et
Vilahur, 2012). K tomuto hromadéni pfispivaji i nékteré SFA, zejména kyseliny

palmitova, myristova a laurova, a dale pak TFA.
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Kyselina palmitova zvySuje hladinu celkového a LDL-cholesterolu. Velky vliv
na vzrust hladiny cholesterolu v krevni plazmé ma dobra vstiebatelnost této kyseliny

ze stravy, a to az v 95 — 98 % (German et Dillard, 2004; Fernandez et West, 2005).

Nejvétsi vliv na zvyseni koncentrace cholesterolu ma kyselina myristova (Fernandez
et West, 2005; Crupkin et Zambelli, 2008; Lottenberg et al., 2012), ktera v porovnani
s kyselinou laurovou a palmitovou vyrazné zvysuje hladinu LDL-cholesterolu, a tedy 1
hladinu celkového cholesterolu v krevni plazmé (Suchanek et Poledne, 2001). Bradbury
et al. (2010) uvadeji, ze kyselina myristova je jednou zhlavnich SFA, kterd je

spojovana se zvySenym rizikem ischemické choroby srde¢ni (ICHS).

Také kyselina laurova je podle Bradbury et al. (2010) spojena s vysokou hladinou
cholesterolu v krevni plazmé. Udaje o mife vlivu piisobeni této MK vsak nejsou
jednotné. Predpoklada se, ze nepatrné zvySuje hladinu celkového a LDL-cholesterolu,
ale nemd zadny vliv na hladinu HDL-cholesterolu (Suchanek et Poledne, 2001). Rovnéz
podle autorit Crupkin et Zambelli (2008); Fernandez et West (2005); Lottenberg et al.
(2012) je kyselina laurova ve vztahu k hladiné€ cholesterolu dokonce o dv¢ tietiny méné

,,uCinna* nez kyselina palmitova.

Jak zjistili napt. Thijssen et al. (2005), Merchant et al. (2008) a Siri-Tarino et al.
(2010), hladiny celkového cholesterolu zvysuji také TFA. Prospektivni kohortové studie
hodnotici obvyklou konzumaci TFA ve vztahu ke KVO zjistily, ze pfi piijmu 2 %
energie z TFA se zvysi riziko KVO o 24 % (Mozaffarian et Clarke, 2009; Uauy et al.,
2009). Toto tvrzeni podporuje i jedna z nejvétSich a nejdikladnéjSich studii, v niz se

v prub¢hu 14 let sledovalo pies osmdesat tisic americkych zen (Dlouhy et Andé¢l, 2006).

2.2.2.2 Mastné kyseliny a inzulin

Existuje stale vice dikazl, ze zvySené mnozstvi SFA ve stravé hraje dtilezitou roli
ve vyvoji inzulinové rezistence. Inzulinova rezistence je vlastné podkladem zminéného
metabolického syndromu. Inzulin jako hormon pisobi na vstup glukoézy do bunék
(svalovych, jaternich, tukovych), ¢imZ se snizuje hladina krevni glukézy. V jaternich
bunikach se z glukdzy syntetizuje zdsobni glykogen, ktery je v pfipad¢€ nutnosti vyuzit.
Pokud buiniky neodpovidaji/¢i malo odpovidaji na inzulin, v krvi se zvySuje hladina
glukozy, snizuje se syntéza glykogenu v jatrech, v tukové tkani se zvySuje odbouravani

TAG a dochédzi kuvolnovani MK do krevni plazmy. Pankreas reaguje zvySenou
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produkci inzulinu, ¢imz se soucasné¢ zvysi hladina inzulinu i1 krevni glukozy.
V kone¢ném dusledku dochézi k rozvoji diabetes mellitus 2. typu. Proto také mnohé
studie naznacuji, Ze strava s vysSim podilem SFA a relativné niz§im podilem kyseliny
linolové miize jeho rozvoj predikovat (Crupkin et Zambelli, 2008; Montecucco et al.,

2008; Risérus et al., 2009).

2.2.2.3 Mastné kyseliny a ostatni zdravotni komplikace

Mastné kyseliny (zejména SFA a TFA) figuruji 1 v tad¢ dalSich zdravotnich
komplikaci a onemocnéni jako napt. v zanétlivych procesech, Alzheimerové chorobé,

rakoving, hypertenzi ¢i vyvoji plodu.

Strava bohata na SFA vede k prozanétlivému profilu v tukové tkani (Riccardi et al.,
2004; Grassi et al., 2009; van Dijk et al., 2009). Studie in vitro ukazaly, ze zejména
SFA (nejvice kyselina laurovd) iniciuyji TLR4 (TLR- Toll-Like receptory
zprostifedkovavajici spojeni mezi MK, zanétem a inzulinovou rezistenci) signalizaci
v makrofazich, které spusti zanétlivou reakci. Signaliza¢ni drdha TLR4 byla také
oznacena za klicovy mediator Skodlivych u¢inkl kyseliny palmitové na zanét, poruchy
endotelové signalizace a pfenos inzulinového signdlu (Funaki, 2009; Kennedy et al.,

2009; Risérus et al., 2009).

Dale soucasné studie ukazuji, Ze zvySeny piijem SFA miize hrat tustiedni roli
v patologické hyperfosforylaci tau proteinu u Alzheimerovy choroby (Mattson, 2004;
Patil et Chan, 2005) nebo ve zvySeni hodnoty krevniho tlaku (Miranda et al., 2005;
Svacina et al., 2011).

Podle nékterych studii mohou TFA negativné ovliviiovat vyvoj plodu. Tento vliv je
zpusoben jejich zasahovanim do metabolismu vysoce nenasycenych MK, tedy kyselin
ARA a DHA, kter¢ jsou pro vyvoj plodu velice dilezité¢ (Larque et al., 2001; Dalainas
et loannou, 2008). Ne&kteti autofi (Mozaffarian, 2006; Kris-Etherton, 2010) davaji

do souvislosti ptijem TFA se zvySenym rizikem rozvoje nddorovych onemocnéni.
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2.3 Legislativni pozadavky ve vztahu k mastnym kyselinam

Celosvetovy vyzkum v problematice MK za poslednich 40 let zaznamenal jasny

rust. Pokud zaddme do internetového vyhledavace https://scholar.google.cz/ pozadavek

s vyhledanim klicovych slov: ,.fatty acids milk®, zjistime nejvétsi poCet vydanych

veédeckych ¢lankl v obdobi mezi lety 2000-2005 (graf 2).

Graf 2: Pocet vydanych védeckych ¢lanku tykajicich se mastnych kyselin v mléce
za uplynulych 40 let
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S timto vyvojem patrn¢ souvisi i prvotni impulzy a pozadavky na oznaCovani
potravin ve vztahu k MK. V roce 2003 vydala danskéd vlada findlni verzi pfedpisu a
stala se tak prvni zemi na svété, kterd zahdjila omezovani mnozstvi trans-izomertt MK.
Po opakovanych jedndnich v Evropské komisi tak Dansko vyhlasilo, ze od 1. ¢ervna
2003 vSechny margariny v maloobchodni siti musi obsahovat méné nez 2% frans
nenasycenych MK (TFA) a od 1. ledna 2004 musi byt také snizeny na stejné mnozstvi i
obsahy u margarinti pro prumyslové pouziti. K Dansku se té¢hoz roku ptipojily i Spojené
staty americké, které vydaly pozadavky na uvadéni mnozstvi TFA spole¢né s ostatnimi
nutricnimi hodnotami. Toto opatieni se stalo soucasti zakona o oznacovani potravin a
vstoupilo v platnost roku 2006. V fijnu 2004 se otdzka TFA dostala na ptidu kanadského
parlamentu, kde byl prosazovan navrh zakona limitovat obsah TFA na hodnotu 2 g

na 100 g oleje ¢i tuku. Podle Setfeni CIAA12 (Konfederace potravinaiského
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a napojového primyslu), které se uskutecnilo v EU v roce 2006, jedna ze tii spolecnosti
uvedla, Ze v letech 2005 a 2006 zménila sloZeni u nejméné 50 % svych vyrobki. K této
zméné slozeni dosSlo utady potravin, véetné snidanovych ceredlii, napojl, susenek,
cukrovinek, mlé¢nych vyrobkl, omécek, polévek, koteni, olejl, svacinek a sladkosti

(Evropskéa Komise, 2007).

30. kvétna 2007 vydala Komise EU tzv. Bilou Knihu, kde byla stanovena strategie
pro Evropu tykajici se zdravotnich problému souvisejicich s vyZzivou, nadvéhou a
obezitou. Mj. se v ni uvadi, Ze nékteré Clenské staty podpofily zménu sloZeni potravin,
napft. pokud jde o uroven tuku, SFA a TFA, soli a cukru. Dne 16. ¢ervence 2009 se
Evropsky hospodaisky asocidlni vybor rozhodl vypracovat stanovisko k tématu
»Budouci strategie pro mlékarensky primysl EU v obdobi 2010-2015 a dale®. V jeho
zavérech bylo uvedeno, ze k zajisténi vétsi i€innosti mlékarenského primyslu na Grovni
producentii inaurovni zpracovatell mléka je tfeba vynalozit znacné prosttedky
na inovace, vyzkum, vyvoj a chov. Na urovni producentil je tfeba zahrnout lepsi vyuziti
picnin a krmiv a na urovni zpracovatelii je tfeba vyvijet nové vyrobky. Na obou
urovnich je rovnéz zapotiebi zavadeét nové a lepsi technologie, coz pfinese rozsahlé

investi¢ni naklady (Evropsky hospodaisky a socialni vybor, 2010).

Zastoupeni a oznaCovani MK u potravin a dale zdravotni nezdvadnost potravin jsou
vramci EU fizeny jednotné evropskymi ptedpisy a dale v ramci kazdého clenského
statu je legislativa dopln€na vlastnimi zdkony a vyhlaSkami. Pti aplikaci evropského
préva se uplatituje tzv. zdsada nadfazenosti, jeZ v praxi znamena, ze evropské pravo ma

vys$si vahu nez vnitrostatni pravni predpisy daného ¢lenského statu.

V nésledujicich podkapitolach jsem se snazila co nejkomplexnéji a nejstrucnéji

pojmout legislativni upravu potravin ve vztahu k mléku, mléénym vyrobkiim a MK.

2.3.1 Legislativa EU

Obecnym, ale nejstézejnéjSim nafizenim EU ve vztahu ke vSem potravindm je
Narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 178/2002, které mj. uklada
provozovatelim potravindiského podniku (PPP) povinnost neuvadét na trh potravinu,
ktera neni bezpecnd. Potravina se nepovazuje za bezpecnou, je-li Skodlivd pro zdravi
nebo nevhodné k lidské spotiebé. Dal§im natfizenim z tzv. ,hygienického balicku®, je

Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 852/2004, o hygien¢ potravin, jez
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mj. uklada povinnost zavést alesponn jeden nebo vice stalych postupii zalozenych
na zasadach systému stanoveni kritickych kontrolnich bodt, tzv. syst¢tm HACCP
(Hazard Analysis and Critical Control Points). Ve vztahu k zdravotni nezavadnosti
potravin bylo vytvofeno Natizeni Komise (ES) 2073/2005, o mikrobiologickych
kritériich pro potraviny. Toto nafizeni stanovuje limity pro vyskyt nékterych
patogennich mikroorganismt, jejich metaboliti a toxinli, jako napt. Listeria
monocytogenes, Salmonella, stafylokokové enterotoxiny, Enterobacteriaceae,

Escherichia coli, koagulazopozitivni stafylokoky nebo Bacillus cereus.

Zvlastni hygienicka pravidla pro potraviny zivocisného ptivodu feSi Narizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 853/2004. V tomto nafizeni jsou definovany
pozadavky na PPP, kteti vyrabé&ji ¢i svazeji syrové mléko a mlezivo; pozadavky tykajici
se mlécnych vyrobki a vyrobkli z mleziva; oznaceni a identifikacni oznaceni.
Narizenim Komise (ES) ¢.1662/2006 se meéni piiloha III Natizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 853/2004, ktera se tykd mléka a mlé¢nych vyrobk.

Kontroly Zivoc¢iSnych produktl, a tedy i mléka, jsou provadény zejména v souladu
s Narizenim Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 882/2004, o ufednich
kontrolach za ucelem ovéfeni dodrzovani pravnich piedpist tykajicich se krmiv a
potravin a pravidel o zdravi zvifat a dobrych Zivotnich podminkach zvitat, a dale s
Narizenim Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 854/2004, kterym se stanovi
zvlastni pravidla pro organizaci ufednich kontrol produktii Zzivoc¢isSného ptvodu
ur¢enych k lidské spotifebé. Narizenim Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢.
1308/2013 se stanovuje spole¢na organizace trhii se zemédélskymi produkty. V tomto
dokumentu se mléku a mlécnym vyrobklim vénuje zejména piiloha VII, ¢ast III; ptiloha

I, ¢ast XVI a IV, a hlava II, kapitola II, oddil 3.

StéZejnim nafizenim ve vztahu k oznacovani MK je Narizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢.1169/2011, o poskytovani informaci o potravinach
spottebitelim. Clanek 30, odstavec 1 mj. stanovuje povinny vyzivovy tidaj - obsah
SFA, déle odstavec 2 tohoto c¢lanku umoziuje poskytnuti dopliujicich informaci
pro spotiebitele na obale potraviny, a to o informaci o mnozstvi MUFA a PUFA. Dale
ptiloha I, odstavec 1 objasiiuje pojem ,,vyzivovy udaj* nebo ,,vyzivové oznaceni, a to
ve vztahu k energetické hodnoté u tukil, které jsou charakterizovany skupinami SFA,

MUFA a PUFA. V ramci této ptilohy jsou jasn¢ uvedeny definice SFA, MUFA, PUFA
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a TFA. Nafizeni definuje jako referencni hodnotu piijmu u dosp¢lé osoby pro SFA 20 g
a také uklada, ze SFA, MUFA a PUFA museji byt na obale uvedeny v gramech.

Oznacovani nutricnich tdaji bude ale pouzitelné az od 13. prosince 2016.

V posledni dobé se na trhu s potravinami zacal objevovat novy trend. Tim je
oznacovani potravin informacemi o riznych ucincich na organismus. Aby byl
spotfebitel chranén pfed mylnymi informacemi, které by mnohdy mohly slouzit
k ,,zatraktivnéni“ prodeje vyrobki, EU zavedla celou fadu legislativnich opatfeni.
Vyzivova a zdravotni tvrzeni jsou zastieSena Narizenim Evropského parlamentu a
Rady (ES) €. 1924/2006 ze dne 20. prosince 2006. Nafizeni bylo piijato 1 vzhledem
k tomu, ze existuje cela fada Zivin a jinych latek, jeZ maji vyzivovy nebo fyziologicky
ucinek, napf. vitaminy, minerdlni latky vcetné stopovych prvkl, aminokyseliny,
esencialni MK, vldknina, rizné rostliny a bylinné vytazky, které¢ se mohou vyskytovat
v potravinach, a které mohou byt pfedmétem tvrzeni. V piiloze tohoto nafizeni jsou

definovédna vyzivova tvrzeni a podminky, které se vztahuji k MK. Jedn4 se o tvrzeni:

» “s nizkym obsahem nasycenych tuki“, které lze pouzit pouze tehdy, pokud
celkovy obsah SFA a TFA v produktu neptfesahuje 1,5 g na 100 g v piipadé
potravin pevné konzistence nebo 0,75 g na 100 ml v ptipadé tekutin, pfi¢emz
v zadném z téchto ptipadii nesmi celkovy obsah SFA a TFA ptedstavovat vice

nez 10 % energetické hodnoty.

> “bez nasycenych tuki* lze pouzit pouze tehdy, pokud celkovy obsah SFA a TFA
neptesahuje 0,1 g nasycenych tuki na 100 g nebo 100 ml.

Narizenim Komise (EU) ¢. 116/2010 se seznam vyzivovych tvrzeni ve vztahu
k MK vyznamné rozrostl. Vyzivova tvrzeni oznacujici potraviny, jez jsou zdrojem
téchto zivin nebo jsou na tyto Ziviny bohaté, by proto mohla pomoci spotiebitelim

ve vybéru zdravéjSich potravin:

» ,,zdroj omega-3 mastnych kyselin® znamena potravinu, ktera je zdrojem omega-
3 MK, a jakékoli tvrzeni, kter¢é ma pro spotiebitele pravdépodobné stejny
vyznam, lze pouzit pouze tehdy, obsahuje-li produkt alespon 0,3 g kyseliny a-
linolenové na 100 g a na 100 kcal nebo alespont 40 mg celkového obsahu EPA a
DHA na 100 g a na 100 kcal.
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» s vysokym obsahem omega-3 mastnych kyselin* oznacuje potravinu s vysokym
obsahem omega-3 MK, a jakékoli tvrzeni, které ma pro spotiebitele
pravdépodobné stejny vyznam, lze pouzit pouze tehdy, obsahuje-li produkt
alesponl 0,6 g kyseliny a-linolenové na 100 g a na 100 kcal nebo alespoii 80 mg

celkového obsahu EPA a DHA na 100 g a na 100 kcal.

> s vysokym obsahem mononenasycenych tukd* zna¢i potravinu s vysokym
obsahem mononenasycenych tukt, a jakékoli tvrzeni, které mé pro spotiebitele
pravdépodobné stejny vyznam, lze pouzit pouze tehdy, je-li alespont 45 % MK
pritomnych v produktu odvozenych od mononenasycenych tuki, a predstavuji-li

mononenasycené tuky vice nez 20 % energetické hodnoty produktu.

» s vysokym obsahem polynenasycenych tukli znaci, ze se jedna o potravinu
s vysokym obsahem polynenasycenych tukii, a jakékoli tvrzeni, které ma
pro spotiebitele pravdépodobné stejny vyznam, lze pouzit pouze tehdy, je-li
alespoil 45 % MK piitomnych v produktu odvozenych od PUFA, a ptedstavuji-li

polynenasycené tuky vice nez 20 % energetické hodnoty produktu.

> s vysokym obsahem nenasycenych tukt“ oznaCuje potravinu s vysokym
obsahem nenasycenych tuka, a jakékoli tvrzeni, které ma pro spotiebitele
pravdépodobné stejny vyznam, lze pouzit pouze tehdy, je-li alespot 70 % MK
pritomnych v produktu odvozenych od UFA, a ptedstavuji-li nenasycené tuky

vice nez 20 % energetické hodnoty produktu.

Dalsi rozsifeni seznamu vychazi z Narizeni Komise (EU) €. 1047/2012, a jedna se

0 tato tvrzeni:

» ,se snizenym obsahem nasycenych tuki“ a jakékoli tvrzeni, které ma
pro spotiebitele pravdépodobné stejny vyznam, lze pouzit pouze v téchto

ptipadech:

a) pokud je celkovy obsah SFA a TFA v produktu ozna¢eném timto tvrzenim alespon

0 30 % niz8i nez celkovy obsah SFA a TFA v podobném produktu a

b) pokud je obsah TFA v produktu ozna¢eném timto tvrzenim stejny jako u podobného

produktu nebo nizsi.

Schvélenymi, pfip. zamitnutymi zdravotnimi tvrzenimi se zabyvd mj. NaFizeni
Komise (ES) €. 983/2009, pricemz o schvaleni ¢i zamitnuti stanovisek rozhoduje EFSA
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(European Food Safety Authority). V ptiloze ¢. 1 nafizeni jsou uvedena schvalena

zdravotni tvrzeni, jako napf. tvrzeni (na zadost spolecnosti Unilever PLC) pro kyselinu

a-linolenovou a kyselinu linolovou:

>

»esencialni MK jsou potfebné pro normalni rist a vyvoj déti.“ K tomuto tvrzeni

jsou dale doplnény podminky uZzivani tohoto tvrzeni.

V ptiloze €. 2 jsou pak uvedena zamitnuta tvrzeni, napf.

>

»DHA a ARA podporuji neurologicky vyvoj mozku a o¢i.*

Narizeni Komise (ES) ¢. 440/2011 rozsitilo seznam schvalenych zdravotnich

tvrzeni o:

>

>

»DHA pfispiva k normalnimu vyvoji zraku kojencii do 12 mésicu véku®,

»prijem DHA z téla matky pfispiva k normélnimu vyvoji o¢i plodu v téle matky

a kojencti vyzivovanych matetskym mlékem®,

,piijem DHA z téla matky pfispiva k normalnimu vyvoji mozku plodu v téle

matky a kojencl vyZivovanych matefskym mlékem®.

Narizeni Komise (EU) ¢. 432/2012 obsahuje seznam schvalenych zdravotnich

tvrzeni pii oznaCovani potravin jinych nez tvrzeni o sniZeni rizika onemocnéni a

0 vyvoji a zdravi déti. Dle tohoto seznamu byla schvéalena nasledujici tvrzeni:

>

>

,EPA a DHA piispivaji k normalni ¢innosti srdce*

,hahrazeni SFA UFA ve stravé pfispiva k udrzeni normalni hladiny cholesterolu

v krvi. Kyselina olejova je nenasyceny tuk*,
,»ALA prispiva k udrzeni normalni hladiny cholesterolu v krvi®,

,hahrazeni SFA UFA ve strave piispiva k udrZzeni normalni hladiny cholesterolu

v krvi [MUFA a PUFA jsou UFA]*,

»snizena konzumace SFA pfispiva k udrzeni normalni hladiny cholesterolu

v krvi®.

Narizenim Komise (EU) €. 1226/2014 se seznam schvalenych zdravotnich tvrzeni

v ramci MK rozsifil o tvrzeni:
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» ,.bylo prokazano, ze nahrazeni SFA ve stravé UFA snizuje hladinu cholesterolu
v krvi. Vysoka hladina cholesterolu je rizikovym faktorem pro vznik ischemické

choroby srde¢ni.*

2.3.2 Legislativa v ramci CR

Pro viechny potraviny uvadéné na trh v ramci CR je kliovy Zakon ¢&. 110/1997
Sb., o potravindch a tabakovych vyrobcich. Tento zakon je harmonizovan s evropskou
legislativou a uklada mj. povinnosti PPP a podnikateltim, kteti vyrabi nebo uvadi na trh
potraviny. Potraviny zZivociSného plivodu jsou zde definovany jako potraviny, jejichz
hlavni surovinou pfi vyrobé jsou téla nebo ¢asti tél zivocichli, mléko, mlezivo, vejce
nebo veeli produkty. V zékoné jsou dale uvedeny povinnosti pro oznacovani potravin a

dale povinnosti PPP ve vztahu k zdravotni nezavadnosti potravin.

Dalsim dilezitym zakonem ve vztahu kmléku je Zakon ¢&. 166/1999 Sb.,
o veterinarni péci. I tento zédkon je harmonizovan s legislativou EU. Dle tohoto zédkona
lze uvéadét do obéhu pouze mléko, které bylo ziskdno od zvitat, jejichZ zdravotni stav,
zpusob chovu a vyzivy neovliviiuji neptiznivé jeho zdravotni nezavadnost, a které bylo
mlékarensky oSetieno, jakoz i vyrobky z tohoto mléka. Pozadavek vyroby mlécnych
vyrobkli z mlékarensky oSetfeného mléka vSak neplati, pokud schvaleny technologicky
postup vyzaduje se zietelem na vlastnosti vyrobku, aby bylo pfi jeho vyrobé pouzito

mlékarensky neosetfené mléko.

V soucasné dobé¢ jsou stale platné pozadavky harmonizované¢ Vyhlasky ¢. 77/2003
Sb., pro mléko a mlé¢né vyrobky, mrazené krémy a jedlé tuky a oleje. Jak uvadi Svaz
obchodu a cestovniho ruchu CR (2014), tato vyhlaska by méla byt ale v blizké dobé
nahrazena novou komoditni vyhlaskou. Hlavnim divodem piedlozeni nové vyhlasky je
prizpisobeni pozadavkll na mléko a mlécné vyrobky, mrazené¢ krémy a jedlé tuky a
oleje pfimo pouzitelnym piedpisim EU, védeckym poznatkim a technologickému
vyvoji v potravinaistvi. Nezbytnost navrhované pravni upravy vychazi ze zkuSenosti

ziskanych pfti praktické aplikaci Vyhlasky ¢. 77/2003 Sb.

Dalsimi souvisejicimi vyhlaskami ve vztahu k mléku jsou Vyhlaska ¢. 289/2007
Sb., o veterinarnich a hygienickych pozadavcich na Zivocisné produkty, které nejsou

upraveny piimo pouzitelnymi piedpisy Evropskych spoleCenstvi a dale Vyhlaska ¢.
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291/2003 Sb., o zakazu podavani nékterych latek zviratim, jejichz produkty jsou
urceny k vyzivé lidi, a o sledovani (monitoringu) pfitomnosti nepovolenych latek,
rezidui a latek kontaminujicich, pro néz by zivocisné produkty mohly byt skodlivé pro

zdravi lidi, u zvitat a v jejich produktech.

Mastné kyseliny jsou také jako soucast nékterych potravin pro zvlastni vyzivu.
Témito potravinami se zabyvd harmonizovand Vyhlaska ¢. 54/2004 Sb. V piilohach
vyhlasky se mj. pojednavd o MK ve vztahu k zdkladnimu slozeni kojenecké a
pokracovaci vyzivy ptipravené podle pokyni vyrobce, a o pozadavcich na slozeni

potravin pro reduk¢ni diety.

2.4 Faktory ovlivilyjici zastoupeni mastnych kyselin v mlééném

tuku

Zastoupeni jednotlivych MK 1 jejich skupin je ovlivnéno celou fadou faktort,
které jsou autory ptfevazné¢ rozdélovany do dvou skupin na faktory biologické a
na faktory vyzivy (Palmquist et al., 1993; Jensen, 2002). Z prvni skupiny patii mezi
vyznamné faktory napf. plemeno a individualita dojnice, stddium a potadi laktace
(Samkova et al., 2012), z druhé skupiny faktorii je dilezita zejména Uroven vyzivy a
skladba krmné davky (KD), pfipadné pomér mezi objemnymi a jadrnymi krmivy
(Dewhurst et al., 2006).

Podle Baera (1991) a Kelsey et al. (2003) se jednotlivé faktory vzéjemné ovliviuji,
coz vede ke zménam zastoupeni MK. Schwendel et al. (2015) ale pfipomind, Ze

vzajemné pusobeni faktorti je zatim stale opomijeno.

2.4.1 Biologické faktory

2.4.1.1 Plemeno a individualita

V ramci védeckych studii jsou v souvislosti se slozenim mlééného tuku nejcastéji
posuzovana mlécna plemena. Celosvétoveé je bezpochyby nejvice zminovano plemeno
holstynské. Z autort, kteti v nedavné dobé vyhodnocovali vliv holstynského plemene,
jsou to napi. Pilarczyk et al. (2015), Thanh et Suksombat (2015) a Tabaran et al. (2015).
Nejcastéji je mezi sebou porovnavano sloZzeni mlécného tuku plemen holStyn a jersey

(Morales et al., 2000; White et al., 2001; Palladino et al., 2010; Nantapo et al., 2014;
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Kristensen et al., 2015). Mlé¢ny tuk jerseyskych dojnic ma vyssi zastoupeni kyseliny
kapronové, kaprylové, kaprinové, laurové, myristové a stearové a méné Kkyseliny
olejovou v porovnani s mléénym tukem holStynskych krav (Beaulieu et Palmquist,
1995). Jini autofi se zajimali o porovnani holstynského a dalSich plemen jako brown
swiss, montbeliard, belgické modré, tarentaise a normandské (Lawless et al., 1999;

Kelsey et al., 2003; Ferlay et al., 2006; Soyeurt et al., 2006a).

Nékteti autofi zkoumali také vliv kiizench na profil MK, jako napf. Goni et al.
(2015) nebo testuji klonované jedince jako Bernard et al. (2015), ktefi zjistili, Ze mlécny
tuk od klonovanych dojnic mél témeét shodné zastoupeni MK jako u neklonovanych

jedinct, ale vykazoval vyssi hodnoty u minoritnich MK cis-9 C10:1 and C17:0.

Podle Arnoulda et Soyeurt (2009) by geneticka variabilita ve slozeni mlééného tuku
mohla byt castecné vysvétlitelnd polymorfismem nékterych gentt zodpovidajicich
za syntézu MK. U polymorfismti v SCDI a DGATI (diacylglycerol O-acyltransferaza 1)
genech byla potvrzena spojitost se zastoupenim MK. Oba tyto geny se podileji
na zastoupeni UFA v mlééném tuku. SCDI V alela ma vliv na syntézu UFA z kyselin
palmitové a stearové a DGATI A alela je spojena s kyselinou stearovou. Wang et al.
(2015) dodavaji, ze molekularni mechanismy syntézy cis-9, trans-11 CLA v mlécné
zlaze jesté nejsou pln¢ prozkoumany. Napiiklad se domnivaji, ze fosfoglycerat mutaza
negativné ovlivituje SCD1 a je zahrnutd do syntézy cis-9, trans-11 CLA tak, ze

usnadiiuje absorpci trans- 11 C18:1 v mlécné Zlaze.

Individualitu jedince tak lze wvyuzit pro cilenou selekci k dosazeni nutricné

hodnotnéjsiho mléka.

2.4.1.2. Stadium a poradi laktace

Profil MK se lisi v prib¢hu laktace. Béhem prvni laktacni periody, kdy jsou dojnice
Casto v negativni energetické bilanci, je v mlécném tuku zastoupeno vice MK s 18
atomy uhliku a méné kyselin C14:0, C14:1 a C16:0. Mastné kyseliny s dlouhym
fetézcem jsou mobilizovany z tukovych zasob a mizou inhibovat elongaci v mlé¢né
zlaze (Secchiari et al., 2003). Jak pozorovali Bilal et al. (2014), MK s kratkym a
sttednim fetézcem (C6:0 az C14:0) mely své zastoupeni nizké na pocatku laktace, ale
poté se jejich zastoupeni zvysovalo. Opacny trend vykazovaly MK s dlouhym fetézcem

(zvlaste kyseliny stearova a olejova) (Bilal et al., 2014). Nantapo et al. (2014) dodavaji,
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ze na zacatku laktace bylo pozorovano vyssi zastoupeni CLA. Podle Jelinek et Koudela
(2003), na konci laktace nastava pozitivni energetickd bilance a lipogeneze je tedy

mnohem diilezitéj$i nez lipolyza, coz odpovidd odbéru cirkulujicich MK

pro rekonstrukci tkanovych rezerv.

Stoop et al. (2008) doplnuji, Zze stddium laktace vyrazné ovliviiuje vSechny MK,

kromé rozvétvenych MK a frans-10, cis- 12 CLA.

Vyzkumy byla také zjiSténa interakce mezi stadiem laktace a poradim laktace
(p<0,01) (Miller et al., 2006). Dostupna data ukazuji, Zze prvotelky produkuji nutricné
hodnotnéjs$i mléko s vyS$im zastoupenim UFA, zatimco dojnice na druhé a dalSich
laktacich maji mléko s vysSim zastoupenim SFA (Bilal et al., 2014). Rani et al. (2011)
rozdé¢lili dojnice do 3 skupin (1. skupina: 1. — 5. laktace, 2. skupina 6. — 9. laktace a 3.
skupina 10. — 13. laktace). Pokusy bylo zjisténo, Ze 3. skupina méla vyznamné (p <
0.05) vyssi hodnoty celkovych SFA, MUFA, PUFA, PUFA n-3 a také pomér n-6/n-3
nez ostatni skupiny dojnic. Secchiari et al. (2003) ¢i Castillo et al. (2006) se domnivaji,

ze efekt potadi laktace neni vyznamny.

2.4.2 Faktory vyzivy

Zastoupeni MK v mlé¢ném tuku je Siroce studovano, protoze profil MK se rychle a
velmi citlivé méni v zavislosti na KD (Schwendel et al., 2015). Krmna davka dojnic se
obvykle sklada ze smési Cerstvé pice, konzervované pice a jadrného krmiva, pfi¢emz

sloZeni se odviji podle ro¢niho obdobi a od konkrétni oblasti (Elgersma et al., 2006).

Cerstva pice obsahuje primémé 1 az 3 % MK v susing, v zavislosti na druhu trav,
nejvyssi zastoupeni MK se obvykle vyskytuje na jafe a na podzim (Bauchart et al.,
1984). Kala¢ et Samkova (2010) dodavaji, Ze zastoupeni a slozeni MK v pici je také

ovlivitovano podnebim, délkou dne, srazkami, hnojenim a fazi rastu rostlin.

Wiking et al. (2010) se zaméfili na vliv pastvy Cerstvych luskovin (vojtéska a jetel)
a krmeni kukufi¢nou/travni silazi a zjistili, Ze dojnice pasouci se na cerstvé luskoviné
produkuji vice vakcenové kyseliny (TVA) a CLA nez dojnice krmené silazi. Zkrmovani
rané¢ vojtésko-travni smeési také doporucuji Morel et al. (2006), kteti ji upfednostiuji
pted zkrmovanim zeleného krmeni. Autoii se shoduji, ze pro redukci MK s kratkym a
sttednim fetézcem je zapotiebi zvySeni Cerstvé pastvy v ramei krmné davky (Bargo et

al., 2006; Nantapo et al., 2014). Pastva obecn¢ zvySuje mnozstvi kyseliny olejové,
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PUFA a zvlasté 18:3n-3 a cis-9 trans- 11 CLA a snizuje SFA se stiedni délkou fetézce
(Chilliard et al., 2007). Podle HanuSe et al. (2010) je vsak také mozné zvysSit napf.
zastoupeni kyseliny olejové, popt. PUFA pomoci krmnych tukii a oleji bohatych
na UFA s dlouhym fetézcem. Rovnéz KD snizsim podilem objemnych krmiv a

s vy$§im podilem koncentrovanych krmiv zvysuji podil C18:1 v mlé¢ném tuku.

Odbornici se snazi vylepsit nutri¢ni vlastnosti mléka nékolika zplsoby. Z nedavné
doby napt. Brito et al. (2015) zkoumali interakci mezi kukuficnym krmivem nebo
molazou (nestrukturalni karbohydratové dopliiky) se smési ze soje a slunecnice nebo
Inéného seminka (bachorem S$tépitelné proteinové doplitky). Oba tyto dopliky zménily
profil MK pravdépodobné rozdilnym piijjmem MK, indexem SCD a bachorovou
biohydrogenaci. Lerch et al. (2015) prokézali, ze dlouhodobé krmeni s pfidavkem
olejnatych semen nahrazuje MK z tkdnovych rezerv a mize tak ovlivnit slozeni MK

mlécného tuku béhem rozsahlé tukové mobilizace tak jako je tomu na pocatku laktace.

2.5 Zdravotni nezavadnost mléka

Zdravotni nezdvadnost mléka je pomérné Sirokym pojmem. Tento literarni prehled
byl pojednan s ohledem na pfislusnou publikaci, kterd vznikla v priabéhu studia, a proto
je nasledujici kapitola zaméfena pouze na vybrané skupiny mikroorganismil ¢i

biologickych entit, které predstavuji potencionalni biologické riziko.

2.5.1 Priony

Prion (z anglického Proteinaceous Infectious Particle) je fyziologicky glykoprotein a
ma ozna&eni PrP® (c jako cell) (Hotin, 2002). Dormont (2002) uvadi, Ze je exprimovan
pfedevsim v mozku, kde je jeho mnozstvi asi padesatkrat vyssi nez v ptipad¢ jinych
tkani. Hofin (2002) prion charakterizuje jako strukturu obsahujici 210
aminokyselinovych zbytkli, 2 mista pro glykosilaci, nejméné¢ 4 oktapeptidova mista
vézajici ionty Cu®" a glykofosfatidylinozitolovy (GPI) zbytek, umoZitujici ukotveni
proteinu k bunééné membrang.

Podle Novakofski et al. (2005) je tzv. aberantni forma prionu ptivodcem zndmych
nervovych onemocnéni ¢loveéka a zvitat. Tato forma prionu se oznacuje zkratkou Prp%
(Sc jako scrapie- spongiformni onemocnéni ovci a koz). Tento typ prionu je

charakterizovan autokatalickou podporou premény PrP® molekul na PrP* a jeho
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kumulace v organismu vede knervovému poSkozeni a spongiformnim zménam
v mozku. Napf. podle Collinge (2001) a Campana et al. (2005) prion PrP> pHimym
kontaktem méni prion PrP® na prion PrP* a jak dopliiuje Gazdova (2004), pokusy bylo
prokéazano, e pouha &ast matricové molekuly PrP> da vzniknout minipriontim, které
dokazi indukovat pfetransformovani PrP¢. Dormont (2002) kjeho vlastnostem
dopliiuje, jeho rezistenci k protedaze K, fosfolipaze C, metabolickou stalost,
nerozpustnost v detergentech a jeho tendenci k agregaci a polymerizaci. Jak uvadéji
Heppner et al. (2001), z diivodu rezistence k protedze jsou priony ozna¢ovany jako Prp-
res. Pomoci proteinu feritinu prostupuji ptes stievni sliznici, a dochazi tak k ptekonani
mezidruhové bariéry. Prionovy protein je velmi odolny i1 k piisobeni vysokych teplot.
Podle Petra (2002) bylo zjisténo, ze ackoliv byly priony vystaveny na 10 minut
suchému teplu (600 °C), tak vznikly popel si z ¢asti uchoval schopnost vyvolavat
onemocnéni. Treml et al. (2014) uvadéji, ze vzhledem k tomu, Ze je prion tvoieny
bilkovinou télu vlastni, imunitni mechanizmus tuto zménu nepoznd, a proto infekce
nevede ke tvorb¢ specifickych protilatek.

Diky vSem témto vlastnostem mohou byt priony schopné pienosu ze zvifete
na Clovéka a to 1 skrze mléko. Weissenbacher (2002) uvadi, ze v roce 1993 byly
v Anglii evidovany piipady chovatelii dojnic, kteti pili mléko od svych krav, které byly
nakazené BSE. Po né€kolika letech chovatelé zemfeli na Creutzfeldt-Jakobovu chorobu.
Podle Sigurdson et Miller (2003) a Imran et Mahmood (2011) ale epidemiologické a
pienosové studie nepotvrdily zadné dikazy o vyskytu BSE infekénich PrP% v mléce,

spermatu ani u embryi.

2.5.2 Viry

Viry jsou nebunécné organismy, které jsou zcela zavislé na hostitelské bunce. Jedna
se v podstaté o infek¢ni nukleovou kyselinu (DNA ¢i RNA) obalenou bilkovinnou
kapsidou (Treml et al., 2014).

Viry se do mléka dostavaji z krve dojnice, fekalnim zneciSténim nebo z vody. Pokud
je mléko oSetieno pasterizaci, dochazi k jejich inaktivaci. Viry jsou vysoce infekéni,
k vyvolani infekce staci nizky pocet virovych c¢astic. Nejvyznamnéjsi skupiny virt
izolované z mléka jsou rotaviry, polioviry, virus hepatitidy A nebo virus FMD (Foot
and Mouth Disease), puvodce slintavky a kulhavky (Bhunia, 2007) a jak dopliuji Kfiz

et al. (2009), mléko je potencidlnim zdrojem viru klisStové encefalitidy.
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2.5.3 Plisné

Plisn€ jsou ubikvitni mikroorganismy nachdzejici se ve velké Casti potravin. Maji
vysokou metabolickou aktivitu a mohou mit pozitivni a negativni vliv (Tornadijo et al.,
1998). Vlkova et al. (2009) plisn¢ tadi do vicebunéénych mikroorganismua (vlaknité
houby), které tvoii mycelium (podhoubi). Kulturni plisn€ se pouZivaji v syrafstvi
k uzravani syrt, ale divoké v mlékarenskych vyrobcich Skodi. Oproti bakteriim jsou
schopny snaset extrémnéjs$i podminky, rostou pii nizSich hodnotach pH, teplotich a
snaseji 1 niz8i vlhkost prostiedi.

Skrinjar et al. (1995) v syrovém mléce detekovali nésledujici rody: Absidia,
Acremonium,  Aspergillus, Cladosporium,  Eurotium, Fusarium, Geotrichum,
Gliocladium, Monilia, Mucor, Penicillium, Phoma, Scopulariopsis, Scytalidium,
Siemphilium, Trichoderma, Ulocladium a Verticillium. Bhunia (2007) k tomuto zjisténi
které¢ mohou produkovat mykotoxiny pfimo do mléka. Skrinjar et al. (1995) v mléce
nejvice nachazeli rody Aspergillus a Penicillium.

Ptitomnost rodu Aspergillus v syrovém mléce muze byt zapfi¢inéna zneciSténym
vemenem, struky, vzduchem, ale pfedevsim samotnym krmivem (Ghiasian a Maghsood,
2011). Leila et al. (2010) uvadégji, ze plisn€ tohoto rodu mohou zptsobovat invazivni
onemocnéni, aflatoxikézy a alergické reakce u ¢loveéka. Némcova et Kalhotka (2010)
uvadi, Ze nejCastéjSimi zjiStovanymi druhy v syrovém mléce jsou A. flavus a A.
parasiticum. V ptipad€¢ rodu Penicillium jsou nejcastéji prokazovany druhy P.
brevicompactum, P. chrysogenum a P. commune (Samson et al., 2004).

Jak ale konstatuje Lavoie et al. (2012), zatim je o diverzité plisni v syrovém mléce

velice malo poznatkd.

2.5.4 Kvasinky

Kvasinky jsou jednobunécéné eukaryotické mikroorganismy patfici do fiSe hub
(Fungi) (Bhunia, 2007). Kvasinkami oportunn¢ patogennimi, které se v mléce a
mlécnych vyrobcich nejcastéji vyskytuji, jsou zastupci Candida spp., Filobasidiella
neoformans nebo Cryptococcus spp. Z uvedenych patogent jsou nejobavanéjsi Candida
albicans a Filobasidiella neoformans (Biichl a Seiler, 2011). SnaSelova (2011) uvadi
jesté kvasinku Candida lusitaniae, ktera pisobi jako mastitidni patogen a zptisobuje

biochemické zmény syrového mléka. Navratilové et al. (2012) doplnuji, ze kvasinky i
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plisn¢ pfitomné v syrovém mléce lze ucinn€ devitalizovat pasteraci. AvSak jimi
vyprodukované mykotoxiny i po pasteraci v mléce zustdvaji, jak potvrzuji napf.

pro aflatoxin M1 Behfar et al. (2010).

2.5.5 Bakterie

Bakterie jsou jednobunécéné prokaryotické organismy, které se v mléce a mlénych
vyrobcich bézné vyskytuji (Fernandes, 2009). Kromé¢ normdalni mikroflory syrového
mléka, miize byt mléko kontaminovéano bud’ primarné¢ ¢i sekundarné i bakteriemi, které
mohou zplsobit alimentarni infekce Ci intoxikace, jako jsou rody: Salmonella, Shigella,
Yersinia, Campylobacter, Brucella a dale druhy Clostridium perfringens, Listeria
monocytogenes, Mycobacterium bovis, Staphylococcus aureus a Bacillus cereus
(Némcova et Kalhotka, 2010). RySanek et al. (2009) detekovali nejcastéji v bazénovych
vzorcich mléka Enterococcus faecalis a Streptococcus uberis.

Salmonella spp. jsou gramnegativni fakultativné anaerobni peritrichalni tyCinky,
které netvoii spory. Salmonely byly na zdklad¢ somatického (O), flagelarniho (H) a
kapsularniho (Vi) antigenu rozdéleny do dvou druhti (S. enterica a S. bongori), které
zahrnuji vice nez 2 tisice sérovart (Bhunia, 2007). Poppe (2011) uvadi, zZe k vyluCovani
salmonel do mléka muze dojit, pokud dojnice trpi salmoneldézou ¢i je pouze
bacilonosicem. Cupdkova et al. (2001) zminuji jako hlavni zdroj téchto agens
v prvovyrobé mléka pravdépodobné travici Ustroji zvifat a prostiedi. Fernandes (2009)
dodava, Ze pasteracni teploty salmonely bézné nepiezivaji a teploty nad 60 °C po dobu
1 — 10 minut je spolehlivé nici.

Listeria monocytogenes je ubikvitarné se vyskytujici fakultativné anaerobni
grampozitivni nesporotvornd bakterie. Jednd se o psychrotrofni bakterii rostouci
v rozmezi teplot 1 — 45 °C, pifi pH od 4,3 do 10 a pii koncentraci NaCl do 10 % (Ryser,
2011). Cupékova et al. (2001) uvadéji, ze ve vétsin€ pripadu je pricinou pfitomnosti této
bakterie v syrovém mléce sekundarni kontaminace z prostfedi. Byly prokazany kmeny
odolné k pastera¢nim teplotdm (Fernandes, 2009).

Staphylococcus aureus je grampozitivni fakultativné anaerobni bakterie, rostouci
pii teplotach od 7 °C do 48 °C, pti pH od 4 do 10 a pii koncentraci NaCl az 15 %
(Fernandes, 2009). SnaSelova (2011) uvadi, ze enterotoxigenni kmeny S. aureus
v syrovém mléce pfedstavuji mozné zdravotni riziko pro spotiebitele. Podle Aspergera a

Zangerla (2011) se do mléka nejCastéji dostdva piimo od dojnice, kterd trpi

38



stafylokokovou mastitidou. Dal§i moznost pienosu je od personalu, ktery mize byt jeho
nosi¢em a kontaminovat pfimo mléko nebo rtizné vybaveni. Do mléka se mtize bakterie
dostat také z okolniho prostfedi. Fernandes (2009) zmifiuje vysokou termorezistenci
jeho enterotoxinu A, ktery se ni¢i tepelnym zahievem 130 °C po dobu 2 az 4 sekund.
Bacillus cereus je grampozitivni sporulujici ty€inka, fakultativné anaerobni nebo
vyrobkl byly izolovany i kmeny rostouci pii 4 °C. Roste pii pH od 4,3 az do 9,3 a
pti koncentraci do 7 % NaCl (Fernandes, 2009). Cupakova et al. (2001) uvadéji, ze
nejcastéji ke kontaminaci syrového mléka dochazi ze zneciSténych vemen fetézcem
postupnych kontaminaci: piida — krmivo — zaZivaci trakt dojnice — hnlij — vemeno
— dojeni — mléko. V syrovém mléce miize byt B. cereus pfitomen ve vegetativni
formé i ve formé& spor. Fernandes (2009) uvadi, ze vegetativni formy neptezivaji

pasteracni teploty, ale spory jsou proti tepelnému zahfevu velmi odolné.

2.5.6 Paraziti

Na rozdil od bakterii jsou paraziti v syrovém mléce méné zkoumani. Podle
Navratilové et al. (2012) se v souvislosti s parazity mléka nejcastéji zminuji
Toxoplasma gondii, Cryptosporidium spp., Giardia intestinalis a Entamoeba histolytica.
Rinder et al. (2000) detekovali u skotu mikrosporidii Enterocytozoon bieneusi a
Haldnova et al. (1999) jako prvni potvrdili vyskyt mikrosporidie Encephalitozoon
cuniculi na Slovensku. Encephalitozoon cuniculi je nejvice studovanou savci
mikrosporidii, ktera infikuje celou fadu obratlovca, vcetné ¢lovéka (Didier et al., 1995).
Mikrosporidie jsou jednobunécni paraziti, ndlezi do tiSe hub nebo jsou s nimi v tzkém
ptibuzenském vztahu (Volf et Hordk, 2007). Didier et al. (1995) uvadéji, ze primarnimi
misty infekce jsou nejcastéji epitelové bunky gastrointestinalniho a respiracniho traktu a
také makrofagy. Claeys et al. (2013) doplnuji, Ze syrové mléko mulze byt
kontaminovano jiz v mlé¢né Zlaze diky probihajici infekci anebo v prub¢hu dojeni.

Toxoplasma gondii je velmi rozsifend intracelularni kokcidie, jejimz definitivnim
hostitelem je kocka. Ackoliv pfirozenym mezihostitelem jsou mysoviti, mtize jim byt 1
&lovek, kotka a mnoho dalsich Zivo¢ignych druhi (zjisténo vice nez 200 druht). Clovék
muze byt infikovan jednak tkénovymi cystami pfi konzumaci nedostatecné tepelné
upraven¢ho masa s tkanovymi cystami, nebo oocystami, které kontaminuji vnéjsi

prostiedi a mohou tedy kontaminovat i napt. mléko. Klinické pfiznaky onemocnéni jsou

39



u lidi vzacné, vyjma imunokompromitovanych jedincli, u nichZz se mize rozvinout
zavazné onemocnéni pod obrazem zanétu plic nebo encefalitid (Tenter et al., 2000).
Kryptosporididza je onemocnéni zptsobené zastupci rodu Cryptosporidium. Syrové
mléko mize byt kontaminovano oocystami (Cryptosporidium parvum) vylucovanymi
infikovanym skotem (Navratilova et al., 2012). Jak dokdzali Harper et al. (2002), pitim

takto kontaminovaného mléka dochazi k nakaze i u ¢lovéka.
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3 Cil prace

Cilem prace bylo posouzeni zmény spektra zdravotné vyznamnych mastnych

kyselin vmléce v zavislosti na vybranych faktorech a dale vyhodnoceni vyskytu

vybranych patogennich mikroorganismu ovliviiujicich zdravotni nezavadnost mléka.

Disertacni prace vznikla jako soucast feSeni nasledujicich projektt:

>

MZe QH81210: Analyza moznosti zvySeni hladiny zdravi prospésnych
mastnych kyselin v syrovém mléce prostfednictvim cilenych chovatelskych
postupi.

MZe KUS QJ1510336: Vyzkum a podpora produkce zdravotn¢ a spotiebitelsky
benefitnich mléénych vyrobkl cilenou selekci a modifikaci profilu mastnych
kyselin mlé¢ného tuku.

MSMT CR MSM 6007665806: Trvale udrzitelné zptisoby zemé&délského
hospodateni v podhorskych a horskych oblastech zaméfené na vytvareni souladu
mezi jejich produkénim a mimoprodukénim uplatnénim.

OP VK CZ.1.07/2.3.00/09.0081: Komplexni vzdélavani lidskych zdroji

v mlékaftstvi.

GAJU 011/2013/Z: Zdravi hospodaiskych zvitat a zdravotni bezpecnost
potravin — genetické, parazitarni a nutri¢ni aspekty.

GACR 15-01090S: Rozkryvani rozmanitosti kryptosporidii: propojeni studia

genetické variability a biologie parazith
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4 Material a metodika

4.1 Zastoupeni MK v mlé¢ném tuku
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1. Samkovd, E., Certikovd, J., Hasoriovd, L., Smetana, P., Spiéka, J., & Hanus, O.
(2013). Vliv individuality v ramci plemene na slozeni mlécného tuku skotu.
Milékarske listy, 141, 25-28. viz priloha 1

2. Samkovd, E., Certikovd, J., Spicka, J., Hanus, O., Pelikinovad, T., & Kvdc, M.
(2014). Eighteen-carbon fatty acids in milk fat of Czech Fleckvieh and Holstein
cows following feeding with fresh lucerne (Medicago sativa L.). Animal Science
Papers and Reports, 32 (3), 209-218. viz priloha 2

3. Koubova, J., Samkovd, E., Hasornovd, L., Kala, R., Spicka, J., Kvac, M., &
Hanus, O. (2014). Vliv zkrmovani Cerstvé vojtésky na zastoupeni mastnych
kyselin v mlécném tuku dojnic. Mlékarske listy, 147, 41-44. viz priloha 3

4. Samkovd, E., Hanus, O., Spicka, J., Kala, R., Koubovd, J., Smetana, P.
Hasonova, L., Krizova, Z., Kopunecz, P., & Kopecky, J. (2015). Porovnani

metod stanoveni mastnych kyselin v mléce. Nas chov, 9, 74-76. viz priloha 4

4.1.1 Odbéry vzork

Publikace 1 az 3

Vzorky mléka pro posouzeni vybranych faktorti byly odebrany od dojnic plemene
Ceské strakaté (kombinované uzitkové zameéteni) a holStynské (mlééné uzitkové
zaméfeni) vramci pravidelné kontroly uZitkovosti (Vyhlaska MZe 211/2004, CSN
57 0529). Odbéry se uskute¢nily na farmé Cejkovice Zemédélské spole¢nosti Dubné
a.s.. Od kazdé ze sledovanych dojnic byly odebrany dva vzorky - jeden na stanoveni
zakladniho chemického slozeni mléka, druhy pro stanoveni MK v mlééném tuku. Pocty

odebranych vzorkid mléka jsou uvedeny v jednotlivych publikovanych studiich.

Publikace 4

Vzorky mléka pro porovndni metod stanoveni MK byly odebrany na farmé Tynice

ZD Piesténice (plemeno Ceské strakaté) a na farmach Libiva spolecnosti Mohelnicka
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zemedeélska a.s. a Medlov spolecnosti Mespol Medlov a.s. (plemeno holStynské).
Od kazdé ze sledovanych dojnic byly odebrany dva vzorky. Jeden vzorek na stanoveni
zakladniho chemického slozeni mléka véetné€ rutinniho stanoveni MK metodou MIR-FT
(dale jen MIR), druhy vzorek pro stanoveni MK referen¢ni metodou pomoci plynové

chromatografie (dale je GLC).

4.1.2 Charakteristika skladby a sloZzeni krmnych davek

Na farmé Cejkovice Zemé&délské spolecnosti Dubné a.s. byla zakladni KD na kus a
krmny den sestavovana na zivou hmotnost 650 kg, denni uzitkovost 25 kg, s obsahem
tuku 4,2 % a bilkovin 3,5 %. Vypocet KD byl proveden dle DLG- Fiitterwerttabellen,
specifikace KD je uvedena v pfilozenych studiich (viz Ptilohy 1 az 3). Obecné byla KD
tvofena kukufi¢nou sildzi, travni sildzi, senem a byla doplnéna mackanym ovsem,
produkéni krmnou smési (pSenice, jemen, oves, extrahovany sdjovy Srot, extrahovany

fepkovy Srot, stl, vitaminy a minerdlni latky) a minerdlni a vitaminovou krmnou smési.

4.1.3 Analyza vzorki

4.1.3.1 Analyza vzorkit KD

Analyzy krmiv v¢etné hodnoceni silazi byly provedeny v laboratoti "AGRO-LA" se
sidlem v Jindfichové Hradci v souladu s Vyhlaskou ¢. 451/2000 a Vyhlaskou C.
124/2001. Obsah dusikatych latek v krmné davce byl stanoven metodou podle
Kjeldahla (N x 6,25), hodnota NEL (netto energie laktace) byla vypocitina podle
Sommera et al. (1994).

4.1.3.2 Zakladni slozeni vzorku mléka a stanoveni MK metodou MIR

Chemické slozeni mléka (obsah tuku, bilkovin a laktozy) vetné rutinniho stanoveni
MK bylo provedeno v laboratofi pro rozbor mléka v Bustéhradé (Ceskomoravska
spolecnost chovatelt, a.s.). Pro analyzy byly vyuzity: infracerveny absorpcni analyzator
MilkoScan 4000 (Foss Electric, Hillerad, Dansko) a pfistroj CombiFoss FT+
(MilkoScan FT+ 76150, Fossomatic FC 79910), 500 vzorkti/hod (Foss Analytical A/S,

Denmark).
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4.1.3.3 Stanoveni mastnych kyselin metodou GLC

Analyza slozeni a zastoupeni MK mlé¢ného tuku byla provedena na Katedie
aplikované chemie Zemédélské fakulty Jihoéeské univerzity v Ceskych Budgjovicich.
Mastné kyseliny byly ve vzorcich mléka stanoveny po piedchozi lyofilizaci vzorku,

extrakci tuku a derivatizaci MK.

1) Lyofilizace

Vzorek mléka o objemu 30 ml byl vlozen do kadinky o objemu 150 ml a nésledné byl
zmrazen pii teploté -18°C. Poté byla provedena samotna lyofilizace pfi teploté -46°C a
tlaku 0,07 mbar po dobu 48 hodin na pfistroji Alpha 1-4 LD (Christ, Némecko).
Lyofilizovany material byl pfeveden do plastovych vzorkovnic a uchovavan pfi -18°C

do vlastni analyzy.
2) Extrakce tuku

Ke vzorku lyofilizovaného mléka ve vialce o objemu 8 ml bylo pfidano 5 ml
petroletheru. Poté byly vialky vloZeny na 3 hodiny pfi laboratorni teploté do tfepacky,

kde doslo k sedimentaci. Nasledné byl petroletherovy extrakt pouzit k derivatizaci.

3) Derivatizace mastnych kyselin

Mastné kyseliny byly pfevedeny na methylestery reesterifikaci petroletherového
extraktu tuku methanolovym roztokem hydroxidu draselného (KOH). K 1,5 ml
petroletherového extraktu mléka bylo pfidano 200 pl 2M roztoku KOH v methanolu a
smés byla zahfivana 2 minuty ve vodni lazni o teploté 60 °C. Do vychlazené smési bylo
piidano 400 ul 1M HCI v methanolu k neutralizaci KOH a 1 ml petroletheru. K analyze

plynovou chromatografii byl odebiran 1 ul petroletherového roztoku.

4) Stanoveni MK

Stanoveni MK bylo provedeno na pfistroji Varian 3300 (Publikace 1 az 3), resp. Varian
3800 (Publikace 4), parametry jsou uvedeny v tabulce 6. K identifikaci MK v mlééném
tuku byly pouzity standardy od firmy Supelco. Zastoupeni jednotlivych vybranych MK
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bylo stanoveno prostfednictvim pomeéru ploch pika téchto vybranych MK k celkové

plose pikil vSech zjisténych MK.

Tabulka 6: Parametry chromatografickych analyz

Varian 3300 Varian 3800
Kolona Omegawax 250, 30 m SelectFAME (Varian),
50 m/0,25 mm
Detektor FID (plamenové ioniza¢ni)  FID (plamenové ionizacni)
Teplota kolona 70 °C/ 3 min; 30 °C/mindo 55 °C — 5 min, 40 °C/min —170 °C, 2
150 °C; 3,0 °C/min do 240  °C/min — 196 °C, 10 °C/min —
°C 210°C — 8 min
injektor 250 °C 250 °C
detektor 250 °C 250 °C
Prutok helia 1,5 ml/min 1,8 ml/min
Nastrik 1wl Lul, split 10

4.1.4 Statistické zpracovani dat

Pti statistickém zpracovani ziskanych dat byly vyuzity programy Microsoft Excel a
Statistica CZ 6.1 (StatSoft CR, s. r. 0.). Prostiednictvim programu MS Excel byla
ze zastoupeni identifikovanych MK vypoctena celkova zastoupeni vybranych skupin
MK, (tabulka 7).

Pro tucely statistického vyhodnoceni naméfenych dat byly jako nezavislé proménné

(faktory) pouzity nasledujici zootechnické ukazatele:

plemeno- tiidéni: 1 (Ceské strakaté plemeno); 2 (holstynské plemeno)
individualita dojnice- pocty dojnic

potadi laktace- tfidéni: 1 (1. laktace); 2 (2. laktace); 3 (3. laktace); 4 (4. laktace)
stadium laktace- tfidéni: <100 dni; 100-200 dni; >200 dni

krmnd davka- tfidéni: Samkova et al. (2014) a Koubova et al. (2014)

YV V V VYV V

Sledované ukazatele u vzorkli mléka (zavislé promeénné)

» mnozstvi nadojeného mléka (kg)
» obsah tuku, bilkovin a laktozy (%)
» zastoupeni MK mlé¢ného tuku (%; g/100g MK)
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Tabulka 7: Pfehled vyznamnych skupin mastnych kyselin mlécného tuku

nasycené (SFA)

tékavé (VFA)

nenasycené (UFA), z toho:
monoenové (MUFA)

polyenové (PUFA)

PUFA n-3
PUFA n-6
CLA

Y C18

C4:0; C6:0; C8:0; C10:0; C11:0; C12:0;
C13:0; C14:0;

C15:0; Cl6:0; C17:0; C18:0; C20:0;
C22:0; C24:0

C4:0; C6:0; C8:0; C10:0

Cl10:1; C12:1; Cl14:1; Cle6:1; Cl18:1;

C20:1

C16:2n-4; C16:3n-4; C18:2n-6; C18:3n-6;

Cl18:3n-4; Cl18:3n-3; CLA; C20:3n-6;

C20:4n-6; C20:4n-3; C20:5n-3; C22:4n-6;

C22:5n-3

C18:3n-3; C20:4n-3; C20:5n-3; C22:5n-3

C18:2n-6; C18:3n-6; C20:4n-6; C22:4n-6

izomery konjugované kyseliny linolové (A
cis-, trans-; A 11 trans-, cCis-

oktadekadienova)

C18:0, C18:1; C18:2n-6; C18:3n-3

Pro statistické vypocty byly u souboru vyhodnoceny ptedpoklady pro uZiti

parametrickych metod a k analyze jednotlivych vlivli nezavislych proménnych (faktori)

byly vyuzity pfislusné vhodné testy: jednofaktorova analyza rozptylu, piipadné

vicefaktorova analyza rozptylu — pokrocCily obecny linearni model (GLM), jejimz

principem je rozklad celkové variability zavislé proménné na c¢asti vysvétlitelné

nezavislymi proménnymi (faktory) a na variabilitu nevysvétlenou. Déle byly vyuzity

Studentiv t-test a pro posouzeni zavislosti mezi skupinami (post-hoc testy) Fishertiv

LSD test.
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4.2 Testovani ptitomnosti Encephalitozoon cuniculi v syrovem
kravském mléce a jeho infektivity po riizném tepelném

zpracovani mléka

Publikace k danému tématu

1. Kvaé, M., Tomanova, V., Samkova, E., Koubova, J., Kotkova, M., Hlaskova, L.,
& Sak, B. (2016). Encephalitozoon cuniculi in raw cow's milk remains infectious
after pasteurization. Foodborne Pathogens and Disease, 13 (2), 77-79. viz
priloha 5§

4.2.1 Material

4.2.1.1 Charakteristika chovu

Byly odebirany vzorky mléka, trusu a moci od 50 ks dojnic na farmé s 490 ks
holstynského skotu. Zvifata byla chovana ve volném skupinovém ustdjeni s vodnimi
matracemi, krmena dvakrat denné krmnou smési. Odklizeni hnoje probihalo pribézné
po cely den pomoci robotického odklizeCe. Dojnice byly dojeny dvakrat denné

v poloautomatizovanych dojirnach.

4.2.1.2 Odber materialu v chovech skotu

Odbéry mléka a trusu byly provedené u kazdé dojnice a to v pribéhu 5-ti po sob¢
jdoucich dojenich. Vzorky mléka byly ziskany z prvnich odstiiki jesté pied tim, nez
bylo nasazeno dojici zafizeni, a to jak pfi rannim, tak vecernim dojeni. Vzorky trusu
byly odebirany pii defekaci zviiete nebo odbérem z rekta. Vzorek moci byl zachycen
pii moceni zvifete. Pro diagnostiku bylo odebirano 50 ml mléka (12,5 ml z kazdé
¢tvrti), 50 ml moci a 3 g trusu. Material byl uloZzen do plastovych sterilnich odbérovych

kelimk, nasledné fadn¢ oznacen a skladovan pfti 4 °C do doby vySetieni.
4.2.1.3 Spory mikrosporidii pro experiment

Pro experiment byly pouzity spory mikrosporidii druhu Encephalitozoon cuniculi
genotyp II, které byly izolovany z mySi domaci (Mus musculus) na Parazitologickém

tistavu Biologického centra Akademie véd Ceské republiky.
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4.2.1.4 Experimentalni zvirata

Pro testovani infektivity spor po oSetieni riznymi typy pasterizace (tabulka 8) byly
pouzity 8-tydenni SCID (Severe Combined Immunodeficient) mysi od dodavatele
Charles River, Sulzfeld, Némecko. Zvifata byla rozdélena do 6-ti testovanych skupin
po ttech zviratech vkazdé skupin€. MysSi byly chovany v plastovych nadobach
se sterilnim stelivem a nucenou ventilaci (Techniplast, Buguggiate, Italy) vybavenou
vzduchovym filtrem. Mysi byly krmeny sterilni krmnou davkou (TOP-VELAZ, Praha)

a napajeny ad libitum sterilni vodou.

4.2.2 Metody

4.2.2.1 Izolace DNA

Izolace DNA z trusu, moci 1 mléka byla provadéna pomoci komercniho kitu QIAamp

® DNA Stool Kit (Qiagen,Hilden, Germany). Izolace DNA z tkani byla provadéna
pomoci komercniho kitu QIAamp ® DNA Stool Kit (Qiagen,Hilden, Germany).
Pted izolaci DNA dle ndvodu vyrobce byl vzorek homogenizovan pomoci
homogenizatoru Fast Prep®- 24 Instrument (MP Biomedicals, Santa Ana, CA) 1 minutu
pfi rychlosti 5 m/s. Pfed homogenizaci byly ke vzorkiim ptidany kuli¢ky o primeéru 0,5
mm (Biospec Products, Inc., Bartlesville, OK) a 0,8 — 1,2 ml Lysis Buffer P (soucast
kitu). Vyizolovand DNA byla skladovana pii -20 °C.

4.2.2.2 Polymerazova retezova reakce (PCR)

Detekce ptitomnosti specifické DNA mikrosporidii rodu Encephalitozoon byla
provedena pomoci nested PCR amplifikujici ITS (Internal Transcribed Spacer) malé
ribozomalni podjednotky dle protokolu Katzwinkel-Wladarsch et al. (1996). Celkovy
objem reak¢nich smési byl pro primarni i sekundarni PCR reakci 25 pl. Ke kazdé sade
vysetifovanych vzorkii byla zafazena pozitivni (vzorek pozitivni na E. cuniculi) a

negativni kontrola (PCR voda).
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4.2.2.3 Kvantifikace spor E. cuniculi v biologickych vzorcich

Mnozstvi spor v biologickych vzorcich (trus, mléko, mo¢ a tkané) bylo zjistovano
pomoci Q-PCR dle protokolu Wolk et al. (2002). Kalibra¢ni kfivka byla sestavena ze

vzorkll o znamé koncentraci spor (10" - 107).

4.2.2.4 Gelova elektroforéza

Sekundarni PCR produkty byly detekovany na 1 % agar6zovém gelu s pridavkem

ethidium-bromidu a vizualizovan pomoci UV zafeni (vinova délka 302 nm).

4.2.2.5 Sekvenovani a genotypizace

PCR produkty byly ptimo sekvenovany pomoci sekundarnich primer v komercnich
laboratofich za pouziti sekvena¢niho kitu BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems). Ziskané nukleotidové sekvence byly analyzovany v Chromas

Pro 1.7.5. a porovnany s referen¢nimi sekvencemi ulozenymi v GenBank.

4.2.2.6 Stanoveni poctu somatickych bunék v mléce

Pocet somatickych bun¢k (PSB) byl stanoven z kazdého odebrané¢ho vzorku mléka

pomoci Fossomatic 90 (Foss Electric, Hillerod, Dénsko).

4.2.3 Ov¢feni ucinnosti riznych metod tepelného oSetfeni mléka

na viabilitu a infektivitu E. cuniculi genotype 11

4.2.3.1 Priprava infekcni davky

Neptitomnost mikrosporidii v syrovém kravském mléce byla ovéfena pomoci PCR
metod. Do 200 pl ovéfeného mléka bylo piidano 107 infekénich spor E. cuniculi.
Pasterace byla provadéna v PCR cykleru o objemu 100 uL (tabulka 8). Pasterace byla
provedena v souladu s pozadavky kapitoly XI pfilohy 2 Natizeni (ES) ¢. 852/2004.
Utinnost pasterace byla ovéfena testem na aktivitu alkalické fosfatazy a
laktoperoxiddzy podle pozadavkl Nafizeni Komise (ES) ¢. 1664/2006 a Rozhodnuti
Komise (ES) ¢. 91/180/EHS.
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Tabulka 8: Typy pouzitych pasteriza¢nich metod

Dlouhodobé nizka 63,0 °C 30 min
Setrna 71,2 °C 15
Vysoka 85,0 °C 5s
Vysoka 95,0 °C 5s

4.2.3.2 Design experimentu

Vzdy i 8 tydnd staré SCID mysi byly peroralné inokulovany davkou 1x10° spor
v mléce po tepelném oSetfeni dle tabuky 10. Jako negativni kontrola byly pouzity tfi
SCID mysi, které byly inokulovany davkou 200 pl mléka prostého mikrosporidii. Jako
pozitivni kontrola byly pouzity SCID mysi, které byly peroralné infikovany davkou
1x10° spor E. cuniculi v 200 ul syrového mléka. Kazd4 skupina mysi byla umisténa
v samostatné chovné nadobé. Experimentdlni mysSi byly usmrceny po 3 tydnech
po inokulaci. Pro ovéfeni pfitomnosti E. cuniculi v téle byly vySetfeny organy: ledviny,
jatra, slezina, mozek a byl proveden vyplach peritonea na pfitomnost specifické DNA

pomoci nested PCR.
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5 Vysledky a diskuze

Vysledky a diskuze byly pojednany s ohledem na piislusné publikace, které byly
vydané v pritb¢hu studia. Struktura nasledujicich kapitol byla tedy vytvofena podle
klicovych témat téchto publikaci. V ivodu je nejprve dand/dané publikace zminéna/y a
poté je uvedeno strucné shrnuti dané problematiky. Diskuze byla rozsifena i o nckteré
dal$i poznatky, které v danych publikacich pfimo uvedeny nebyly. Rovnéz se opird

o nékter¢ zavéry z publikaci, které jsou v redakénim fizeni.
5.1 Vv vyzivy

Publikace k danému tematu

1. Samkova, E., Certikovd, J., S’piéka, J., Hanus, O., Pelikanova, T., & Kvac, M.
(2014). Eighteen-carbon fatty acids in milk fat of Czech Fleckvieh and Holstein
cows following feeding with fresh lucerne (Medicago sativa L.). Animal Science
Papers and Reports, 32 (3), 209-218. viz priloha 2

2. Koubova, J., Samkova, E., Hasonova, L., Kala, R., S'piéka, J., Kvaé, M., &
Hanus, O. (2014). Vliv zkrmovani Cerstvé vojtésky na zastoupeni mastnych

kyselin v mléecném tuku dojnic. Mlékarské listy, 147, 41-44. viz priloha 3

Je zndmo, ze nejrychlejSim zpisobem jak ovlivnit skladbu MK mlééného tuku je
pravé zména KD dojnic. Tento jev potvrzuji napi. Jones et al. (2005), Morel et al.
(2006), Schwendel et al. (2015). Mlécny tuk se totiz vyznacuje v porovnani s ostatnimi
slozkami mléka zna¢nou proménlivosti. Tato proménlivost je mj. dana samotnou
tvorbou/transformaci MK v organismu dojnice, jak se shoduje celd tada autora
(Bradford et Allen, 2004; Elgersma et al., 2006; Dewhurst, 2013). SloZeni KD je proto
jednim z nejvice zkoumanych aspektli ve vztahu k MK mlécného tuku.

Celosvétove je KD v produkcnich chovech tvofena kombinaci objemnych (Cerstva
pice, konzervovana krmiva a seno) a jadrnych krmiv a krmnymi dopliikky (mineralni
latky a vitaminy). Jak uvadéji Zeman et al. (2006), v nize polozenych oblastech jsou KD
tvofeny zejména senazi vojtésky, kukufici na sildz a cukrovarskymi fizky. Obé naSe
studie byly provadény na farmé lezici v nadmoiské vySce 410 — 440 m n. m. a v obou

testovanych KD zastupovala kukufi¢na sildz nejvétsi podil z pouzitych objemnych
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krmiv (KD1 24,5 %, resp. KD2 36,9 % ze suSiny KD). Kukufi¢na sildz je dilezita
z pohledu bohatého pfisunu sacharida, jez se pfeménuji na kyselinu octovou a B-
hydroxymaselnou. Tyto produkty jsou stéZejni pro syntézu de novo MK v mlécné Zlaze.
Podle Chilliard et al. (2007) byva zastoupeni C18:2n-6 v mlé¢ném tuku zkrmovanim
kukuficné silaze vyssi nez pfi zkrmovani smésnych a travnich sildzi. Kukufi¢na silaz
totiz obsahuje 30 — 40 % kukuficného zrna a jak dopliiuji Dhiman et al. (1999),
zastoupeni C18:2 je u kukufi¢né sildze 54,9 %. V naSich obou studiich byla pouzita
smes silazi, a ackoliv v KD2 byl obsah kukufi¢né sildze vyrazné vyssi, nebyl prokdzan
jeji vliv na vyssi zastoupeni C18:2n-6 v mlééném tuku (KD1 1,80 %, resp. KD2 1,53 %
pramérng).

Oproti kukuficné sildzi maji ale na nutricné piiznivéjsi spektrum MK vliv sildze
travni, jetelové a vojtéskove, jak zjistili Kala¢ et Samkova (2010). Chilliard et al. (2001)
ale upozorniuji, Ze KD s vice jak 58 % travni silaZze zvySuje podil C14:0 a C16:0 a
zpusobuje pokles C18:1, C18:2 a C18:3. V naSich obou studiich byl obsah travni sildze
v KD téméf shodny (KD1 36,7 %, resp. KD2 35,7 % z podilu pouzitych objemnych
krmiv). Dewhurst (2013) ve své studii uvadi, Ze travni sildz je typicky tvotena bojinkem
luénim (Phleum pratense) a kosttavou lucni (Festuca pratensis) v chladnéjSich
oblastech a jilky (Lolium spp.) v teplejSich oblastech. Podle Lourencgo et al. (2005) také
zalezi na tom, jakym zplsobem je louka obhospodatovdna. Z polo-ptirodnich luk
vyrobena sildz snizuje bachorovou biohydrogenaci a diky tomu se zvySuje zastoupeni
CLA v mlééném tuku. Elgersma et al. (2003) a Dewhurst et al. (2006) ale dodavaji, ze
v prub¢hu konzervace se zastoupeni PUFA v pici snizuje.

Cerstva pice patii ke krmiviim, ktera jsou pro dojnice nejpfirozengjsi. Jeji kvalita a
slozeni zavisi zejména na vegetacnim obdobi, klimatickych podminkéch a nadmoiské
vySce. Jak uvadéji Kala¢ et Samkova (2010), obvyklé mnozstvi MK v pici je 20-50 g/kg
suSiny. Morel et al. (2006) zkoumali rizné typy smések Cerstvé pice a zjistili, Ze
prumérné tyto smésky mély zastoupeni 82 % PUFA. Hanu$ et al. (2010) k tomuto
doplnuji, ze 50 % je tvofeno kyselinou linolenovou a kolem 30 % jinymi PUFA,
zejména kyselinami olejovou a linolovou. Kala¢ et Samkova (2010) porovnavali
nekolik zahrani¢nich studii zaméfenych na zastoupeni MK v rtiznych druzich pice. Dle
tohoto srovnani byla Cerstva vojtéska jednou z nejlépe hodnocenych druhti, zastoupeni
kyseliny linolové bylo 6,22 g/kg a ALA 24,90 g/kg suSiny. Zaroven ale mé¢la vojtéska
nejvyssi zastoupeni nutriéné negativné hodnocené kyseliny palmitové (5,66 g/kg

suSiny). V naSich studiich méla vojtéska seta suSiny 170 g/kg a byla zkrmovéna
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na zaCatku vegetacniho obdobi, a to v ervnu jako bilkovinny ptidavek KD1 (11,7 %
ze susiny KD). Lee et al. (2006) zjistili, ze vojtéska méla stejné vysoké zastoupeni ALA
v obou secich na rozdil napt. od srhy nebo jetele luc¢niho. Krmeni Cerstvé vojtésky
pted sildzovanou uptednostiiuje Whiting et al. (2004), protoze mlé¢ny tuk ma potom
vyrazn€ niz§i zastoupeni kyselin myristové a palmitové a zaroven se zvysSuje podil
kyselin stearové, olejové, linolové a ALA. Z naSich obou studii vyplyva, ze ptidavkem
cerstvé vojtesky seté do krmné davky se navysil podil CLA a C18:3n-3 v mlécném tuku
- viz grafy 3 a 4. Tento jev potvrzuji napi. Lock et Garnsworthy (2003), ktefi zjistili, ze
piidavkem cerstvé pice do KD se zvysuje aktivita SCD1 a tim se zvySuje zastoupeni
CLA a skupiny trans C18:1. Ptidavek Cerstvé pice v nasi studii (Koubova et al., 2014)
také znamenal zvySeni zastoupeni skupiny UFA, jak dokladaji vysledky z tabulky 9.
Na hladin¢ statistické vyznamnosti p < 0,001 bylo také jejim pfidavkem zjisténo vyssi
zastoupeni kyseliny linolové (1,80 %, resp. 1,53 %). Rozsahlé vysledky tykajici se
objemnych krmiv a jejich vlivu na MK mlé¢ného tuku publikovali také Morel et al.
(2006), kteti potvrdili, ze ptidavkem vojtésky do KD se zvysi zastoupeni n-3 PUFA a n-
6 PUFA. Pozitivni zmény ve spektru nutricné¢ vyznamnych MK spojenych s ptidavkem
Cerstvé pice do KD dale potvrzuji napt. Bortolozzo et al. (2003), Morales-Almaraz et al.

(2011), Ferlay et al. (2011).
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Graf 3: Zastoupeni CLA v mlé¢ném tuku dojnic v zavislosti na krmné dévce: porovnani
vysledki této disertacni prace (Koubova et al., 2014) s vysledky vybranych
publikaci
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Graf 4: Zastoupeni C18:3n-3 v mlécném tuku dojnic v zavislosti na krmné déavce:
porovnani vysledki této disertacni prace (Koubova et al., 2014) s vysledky
vybranych publikaci
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Je vsak dillezité si uvédomit, ze zastoupeni Cerstvé pice v KD muze hrat pomérné
zasadni roli. Z dostupnych literarnich zdroji vyplyva, ze ¢im vyssi pridavek Cerstvé
pice v KD byl pouzit, tim vyrazngjsi bylo zlepSeni nutri¢nich vlastnosti mlééného tuku.
Jak napft. ukézala studie Couvreur et al. (2006), pouziti 3 raznych KD (ptidavek jilku a
jetele plazivého v mnozstvi 5, 10, 15 kg/den) znamenalo postupné snizovani zastoupeni
C16:0 (28,4 %; 26,8 %; 24,1 %) a zaroven zvySovani zastoupeni C18:1 (24,3 %;
24,9 %; 28,2 %). Ke stejnému zavéru dospéli Ward et al. (2003), ktefi k pokusu vyuzili
pastevni porost. Tento jev mj. dokladaji i naSe vysledky (Koubova et al., 2014), kdy
pii zkrmovani KD s pifidavkem vojtésky bylo vysSsi zastoupeni C18:0 (8,56 %) a
zaroven snizené zastoupeni C16:0 (32,07 %). Po zmén€ KD, kde tvofila hlavni podil
predevs§im kukufi¢nd silaz, se naopak zastoupeni C16:0 zvysilo (33,04 %) a C18:0
snizilo (8,33 %). Ze ziskanych hodnot je dale patrné, ze pridavek Cerstvé vojtésky sice
znamenal nutricni zlepSeni mlécného tuku, avSak podil pridavku zifejmé nebyl takovy,
aby byly rozdily hodnot u sledovanych MK markantnéjs$i. Jak také ukazuji naSe
vysledky, pro zastoupeni C12:0 a C14:0 zména KD nebyla takika patrnd (KD1 4,08 %,
resp. KD2 4,04 %; KD1 13,01 %, resp. KD2 13,06 %).

Collomb et al. (2002), ptipadné¢ Morel et al. (2006) uvadéji, Zze podstatny vliv
na zastoupeni MK mlécného tuku ma také samotna skladba KD, tedy kombinace a
poméry pouzitych krmiv. Nékteré slozky totiz inhibuji bachorovou biohydrogenaci, a
tim vylepsuji zastoupeni UFA v mlé¢ném tuku, jak potvrzuji napt. Bauman et al. (2006)
nebo Cortes et al. (2010). Chow et al. (2004) poukazuji na pridavek slozek obsahujicich
EPA a DHA (jako napf. rybi olej) omezujici bachorovou biohydrogenaci skupiny MK
s 18-ti uhliky (C18), coz vede ke zvySeni trans izomert C18:1. Toral et al. (2011)
zjistili, ze ptidavkem slunecnicového oleje se zvysil podil UFA s 18 uhliky, zejména cis
a trans C18:1 a zaroven se snizily SFA C6:0 az C12:0 a C16:0 (p<0.05). Z pohledu
objemnych krmiv omezujicich bachorovou biohydrogenaci je to napi. jetel lucni
(Arvidsson et al., 2012) nebo seno (Leiber et al. 2005). Zastoupeni vybranych skupin
MK zjisténé v této disertacni praci (Koubova et al., 2014) a zastoupeni téchto skupin
ve vybranych publikacich s ohledem na skladbu KD uvadi tabulka 9.

V naSich studiich byla kromé objemnych krmiv pouzita také jadrna krmiva.
Mackany oves a tzv. produkéni krmna smés byly v KD1, resp. KD2 pouzity ve stejném
mnozstvi (4,7 %, resp. 4,7 % ovsa; 33,4 %, resp. 33,2 % produkéni krmné smési ze
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susiny KD). Z pohledu zastoupeni MK v mlé¢ném tuku je oves povazovan Hawkins et
al. (1963) za krmivo, jez pii vysokém zastoupeni v susiné KD (35 a 49 %) dokaze
ovlivnit mnozstvi vyprodukovanych tékavych MK v bachoru, a tim ovlivilovat
zastoupeni MK mlééném tuku. Tzv. produkéni smés v KD obou naSich studii byla
tvofena jeCmenem (20 %), pSenici (20 %), ovsem (12 %), extrahovanym sdjovym
Srotem (25 %), extrahovanym fepkovym Srotem (20 %), soli, vitaminy a minerdlnimi
latkami (3 %). Bauman et Griinari (2001) uvadéji, ze KD s nizkym podilem vldkniny a
vysokym obsahem jadrnych krmiv zpasobuje snizeni obsahu mlé¢ného tuku a zvySuje
zastoupeni trans-10 C18:1 a trans-10, cis-12 CLA izomerl. Z naSeho pohledu ale
zkrmovani jadrného krmiva nemélo na zastoupeni MK v mlééném tuku zadny vliv,
nebot’ KD meéla dostatek vldkniny (158 g/kg, resp. 151 g/kg suSiny) a také podil
jadrnych krmiv byl v obou zkoumanych KD stejny.

Tabulka 9: Zastoupeni hlavnich skupin mastnych kyselin v mlééném tuku dojnic

v zavislosti na krmné déavce: porovnani vysledku této disertacni prace
(Koubova et al., 2014) s vysledky vybranych publikaci

Koubova et al. (2014), KD1 68,78 28,31 24,65 3,66"
Koubova et al. (2014), KD2 69,11 28,16 25,21 2,95
Morel et al. (2006) 71,80 28,20 23,60 4,60
Samkova (2008) 68,69 28,72 25,16 3,56
Strom (2012) 72,96 26,66 21,32 5,34
Than et Suksombat (2015) 62,04 37,96 33,54 4,42

® primérné hodnoty ve sloupci se ligily na hlading p < 0,001

Koubova et al. (2014), KD1- krmna davka s ptidavkem cerstvé vojtésky

Koubova et al. (2014), KD2- krmna dévka tvoiena objemnou pici konzervovanou

Morel et al. (2006), krmna davka tvofena travni, jetelovou a vojtéSkovou silazi

Samkova (2008), krmna davka tvotena kukuti¢nou, vojtésko-travni, kukutiénou CCM silazi
Strom (2012), krmna davka tvorena Cerstvou vojtéskou, cekankou, svefepem a jitrocelem
Than et Suksombat (2015), krmné davka tvorena kukufi¢nou silazi, Inénym a rybim olejem

Z pohledu vysvétlené variability vybranych posuzovanych faktorti byla podle
Samkové (2008) v pripadé KD zjisténa vysokd hodnota pro skupinu PUFA (30 %). Jak
ukazuji nasSe vysledky v tabulce 9, pravé tato skupina reagovala na zménu KD
nejcitlivéji. Na problematiku vysvétlenych variabilit jsme navazali publikaci, ktera byla
odeslana do védeckého Casopisu s IF. Zpracovany manuscript posuzuje mj. vysvétlenou
variabilitu tykajici se KD ve vztahu k nutriéné vyznamnym MK a jejich skupinam. Dle

doposud nezvetejnénych vysledkl bylo nejvyssi procento zjisténo pro CLA (52 %).
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5.2 Vliv individuality

Publikace k danému tématu
1. Samkova, E., Certikova, J., Hasorovd, L., Smetana, P., S'pic“ka, J., & Hanus, O.
(2013). Vliiv individuality v ramci plemene na sloZeni mlécného tuku skotu.
Milékarske listy, 141, 25-28. viz priloha 1
2. Samkovd, E., Hanus, O., Spicka, J., Kala, R., Koubovd, J. Smetana, P.
Hasonova, L., Kiizova, Z., Kopunecz, P., & Kopecky, J. (2015). Porovnani metod

stanoveni mastnych kyselin v mléce. Nas chov, 9, 74-76. viz priloha 4

V piedchozi kapitole byl rozebiran vliv KD na zastoupeni MK v mlé¢ném tuku a
v zavéru bylo konstatovdno, ze KD ma nejvétsi vliv na PUFA a jak dale zjistila
Samkova (2008) na MK s po¢tem uhlikii nad 18. Velice zjednoduSené lze tedy fici, ze
produkci nutriéné kladné hodnoceného mléka bychom si mohli do zna¢né miry ovlivnit
sami skladbou KD. Jak ale z dalSich vyzkumi Samkové (2008) vyplyva, zastoupeni
SFA s po¢tem uhlikti do 18, skupiny MUFA (C10:1, C14:1, C16:1, C18:1) a C18:2n-6
je nejvice ovlivnéno samotnou dojnici (posuzovano dle hodnot vysvétlené variability).
Individualita dojnice je chapana jako fenotypova variace uvnitf samotného plemene.
Jedna se o vysledek ¢innosti (znakll) vlastniho organismu/jedince ve vztahu k vnéjSimu
prostiedi. Jak dokladaji mnohé studie (Bobe et al., 2003; Kelsey et al., 2003; Elgersma
et al., 2006; Soyeurt et al., 2006b), chovem dojnic za naprosto stejnych podminek, a
tedy s vyloucenim vnéjSich vlivii plsobicich na organismus, se vzdy zjistily mezi
dojnicemi odliSnosti.

Vysvétleni, pro¢ k témto odliSnostem dochazi, studovala celé fada autort (Kelsey et
al., 2003; Arnould et Soyeurt, 2009; Samkova et al., 2012). Hlavni pfi¢ina je spatfovana
nejspisSe v individudlni produkei né€kterych enzymi ucastnicich se syntézy MK. V této
souvislosti patii asi k nejvice zkoumanym enzymim SCDI1. Tento enzym se Ucastni
syntézy MUFA a CLA (Soyeurt et al., 2008). Dalsim ¢asto zkoumanym enzymem je
DGAT]I. Schennink et al. (2007) zjistili, Ze tento enzym je spojovan vice se syntézou
SFA, C16:0, méné s C14:0, nenasycenymi MK C18 a CLA (p <0.001).

Abychom vyjadiili co nejptesnéji vliv jedince, soubor dojnic jsme vyrovnali podle
pofadi a stadia laktace, piicemz od kazdé dojnice Ceského strakat¢ho (n=31) a

holstynského (n=32) plemene bylo ziskdno v priméru 4 az 8 vzorkl (Samkova et al.,
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2013). Vzorky mléka byly odebirany pravidelné (1 x za mésic) v pribehu celého roku
v ramci kontroly uzitkovosti. Kromé vysledkli uvedenych v této publikaci bylo pro tuto
kapitolu vytvofeno navic nékolik grafii (graf 5-8), dokumentujicich vliv individuality
dojnice. Grafy vychazeji ze zastoupeni minimalnich a maximalnich hodnot C12:0,
C14:0, C16:0 a C18:0, které nebyly v publikaci Samkova et al. (2013) vyuzity. Jako
nreferenéni  hodnoty* byly zvoleny primérné hodnoty zastoupeni téchto MK
z publikace Soyeurt et al. (2006a), nebot’ autofi porovnavali velky soubor jedinct
(n=275) a zéaroven i vice plemen, a to skombinovanym i mléénym uzitkovym
zaméfenim.

Zékladnim predpokladem pro selekci jedinct je Sirokéd variabilita ve sledovanych
znacich (Akerlind et al., 1999). Jak je patrné z nasledujicich grafi 5 az 8, zjisténd
rozpéti minimalnich a maximalnich hodnot pro C12:0, C14:0, C16:0 a C18:0 byla velmi
vyrazna nejen u naSich vysledkt, ale také u vysledkti Kelsey et al. (2003), PesSek et al.
(2006), Samkova (2008). Zajimavé pak jsou zejména zjisténé minimalni hodnoty
pro C12:0, C14:0 a C18:0, které¢ byly vyrazné pod priimérnou hodnotou uvadénou
Soyeurt al. (2006a). V piipadé C16:0 ale tento jev nebyl tak patrny a v porovnani
s ostatnimi hodnocenymi kyselinami se C16:0 jevila ve svém zastoupeni jako
nejstabilnéjsi. Tento zaveér podporuje i hodnota variacniho koeficientu, ktera byla
pro C16:0 nejnizsi (12 %) a pro C18:0 nejvyssi (25 %).

Uvedené vysledky nés dale inspirovali k posouzeni vyznamu individuality dojnice 1
s ohledem na spolupiisobeni dalSich faktorti (plemeno, individualita, potadi a stadium
laktace). Prace je v soucasnosti v oponentnim fizeni Casopisu s IF, nicméné vysledky

naznacuji vliv jedince piedev§im u MK s kratkym a stfednim fetézcem.

58



Graf 5: Zastoupeni C12:0 v mlé&éném tuku dojnic vybranych plemen': vysledky této
diserta&ni prace’ a vysledky n&kterych publikaci vztazené k primérnému
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Graf 6: Zastoupeni C14:0 v mlé&éném tuku dojnic vybranych plemen': vysledky této
diserta¢ni prace’ a vysledky nékterych publikaci vztaZené k pramérnému zastoupeni
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Graf 7: Zastoupeni C16:0 v mlé&éném tuku dojnic vybranych plemen': vysledky této
disertacni prace’ a vysledky ndkterych publikaci vztazené k primérnému
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Graf 8: Zastoupeni C18:0 v mlé&ném tuku dojnic vybranych plemen': vysledky této
disertacni prétce:2 a vysledky nékterych publikaci vztazené k primérnému
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Z pohledu vlivu individuality dojnice na skupiny MK byly dle hodnot uvedenych
v nasi studii (Samkova et al., 2013) potvrzeny statisticky vysoce vyznamné rozdily
pro skupiny SFA a UFA (p < 0.001). Jak jsme vnasi studii dale zjistili, 55 %
sledovanych dojnic ¢eského strakatého plemene mélo zastoupeni SFA pod priimérnou
hodnotou sledovaného souboru, tj. pod 68,7 %.

Z vyse uvedenych vysledka se domnivam, Ze individualita by z hlediska nutri¢niho
mohla mit také potencidl negativné ovlivnit slozeni mlé¢ného tuku. Jak zjistili mj.
Schennink et al. (2007), podstatnou genetickou variabilitu ve sloZzeni mlécného tuku
vykazuji MK s kratkym a stfednim fetézcem, u nichz byla zjisténa vysoka heritabilita a
pro MK s dlouhym uhlikatym fetézcem (nasycené a nenasycené¢ C18) stiedni
heritabilita. Z tohoto hlediska je tedy dilezité provadét cilenou selekei v chovu.

Pro zefektivnéni selekce z pohledu zastoupeni SFA a UFA by bylo mozné vyuzit
metodu infracervené spektroskopie s ndslednym vyhodnocenim signalu Fourierovymi
transformacemi (MIR-FT). Tento zavér potvrzuje naSe nedavna studie (Samkova et al.,
2015), ve které byly porovnavany dvé metody pro stanoveni MK. Hodnoty SFA a UFA
plynové chromatografie (GC). Studii bylo zjiS§téno, ze hodnoty ziskané¢ metodou MIR-
FT mély pro SFA valida¢ni koeficient korelace (rxy) 0,8424; p < 0,001 a pro UFA ryy =
0,9492; p < 0,001. Zastoupeni téchto skupin MK tak byly za pomoci MIR-FT stanoveny
s vy$$i mirou veérohodnosti. Proto tedy lze tuto analytickou metodu pro vyhodnoceni
zastoupeni SFA a UFA v mlééném tuku, resp. cilenou selekci jednoznacné vyuzit

V praxi.

5.3 Vliv plemene

Publikace k danému tematu

1. Samkova, E., Certikova, J., Hasorovd, L., Smetana, P., S'piéka, J., & Hanus, O.
(2013). Vliiv individuality v ramci plemene na sloZeni mlécného tuku skotu.
Milékarske listy, 141, 25-28. viz priloha 1

2. Samkovd, E., Certikovd, J., Spicka, J., Hanus, O., Pelikinovad, T., & Kvac, M.
(2014). Eighteen-carbon fatty acids in milk fat of Czech Fleckvieh and Holstein
cows following feeding with fresh lucerne (Medicago sativa L.). Animal Science

Papers and Reports, 32 (3), 209-218. viz priloha 2
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Plemenna pftislusnost je dalsim z faktorl, jez Castecné predikuje slozeni mléka,
resp. mlééného tuku. Soyeurt et al. (2006b) konstatuji, ze o vlivech plemene nebo
individuélnich genetickych rozdilech bylo v souvislosti se zastoupenim MK napsano
mnohem mén¢ publikaci nez o vlivu KD. Podle Samkové (2008) se faktor plemene
podili na celkové variabilité rozsahem vysvétlené variability od <0,5 do 16 %, urcity
vliv plemene potvrzuji také Ferlay et al. (2011). Bez ohledu na tento fakt existuje
nékolik praci (Lawless et al., 1999; Kelsey et al., 2003; Pilarczyk et al., 2015)
potvrzujicich statistické vyznamnosti v zastoupeni MK v mlééném tuku raznych
plemen.

Nejcastéji zkoumanym a porovnavanym plemenem je plemeno holstynské (napf.
Drackley et al., 2001; Kelsey et al., 2003; Palladino et al., 2010; Bulut et al., 2015).
Toto plemeno bylo i objektem naSeho zkoumani v obou vydanych studiich. Ve studii
Samkova et al. (2014) jsme se zaméfili na porovnavani odezvy holstynského a ¢eského
strakatého plemene na zménu KD. Dulezitym parametrem pro nds bylo zastoupeni
skupiny SFA, MUFA, PUFA a zejména skupiny MK s 18-ti atomy uhliku. Dojnicim
(n=24) byla zkrmovana stejnd KD. Bez ohledu na zménu KD mély dojnice
holstynského plemene vzdy v porovnani s dojnicemi ¢eského strakatého plemene vyssi
dojivost a niz§i obsah tuku a bilkovin (tabulka 10). Podobné rozdily v parametrech
mlécné uzitkovosti a slozeni mléka, vyplyvajici piredev§im z odlisSného uzitkového
zaméfeni zkoumanych plemen (kombinované vs. mlééné uzitkové zameéteni), zjistili 1
dalsi autofi (Lawless et al., 1999; Bulut et al., 2015). Kromé¢ téchto rozdili byla mezi
plemeny také patrnd rozdilnd zastoupeni nékterych MK. Napi. dojnice plemen
montbeliardské a normandské mély nizsi zastoupeni C16:0 (22,81 %, resp. 23,67 %) a
vyssi zastoupeni C18:0 (11,51 %, resp. 11,93 %) a C18:1 (27,64 %, resp. 26,59 %) nez
ob¢ srovnavana holStynska plemena (Lawless et al., 1999). Zastoupeni SFA v mlécném
tuku simmentalskych dojnic byla nizsi (66,28 %) neZ u dojnic plemen holstynské c¢i
brown swiss (67,37 %, resp. 70,19 %) (Bulut et al., 2015). Vys§i zastoupeni SFA
v mlééném tuku holStynskych dojnic v porovnani s dojnicemi Ceského strakatého

plemene byla zjiSténa i v nasich studiich (tabulka 10).
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Tabulka 10: Dojivost, obsah tuku a bilkovin, a zastoupeni skupin nasycenych (SFA) a
nenasycenych (UFA) mastnych kyselin v mlé¢ném tuku dojnic vybranych
plemen : porovnani vysledkt této disertacni prace (Samkova et al., 2013;
Samkova et al., 2014)” s vysledky vybranych publikaci

Samkova et Samkova et
al. (2013) al. (2014)
C H C H J H J JxH H
m=31) (=32) (=12) @©=12) @=18) (n=19) (@0=27) @=27) (1=27)
Dojivost 19,0 22,7 17,75 24,8 242 32,10 14,5 18,4 21,1

(kg)
Tuk (%) 436 419 449 424 389 328 509 445 379
Bilkoviny 3,58 338 356 390 3,53 291 401 376 343
(%)

SFA® 68,70 69,20 67,90 70,35 67,09 63,90 68,90 6791 65,88
UFA’ 28,60 2820 29,20 2695 25,09 28,33 24,60 25,56 27,36
' C- ¢eské strakaté plemeno, H- holstynské, J- jerseyské plemeno, JxH- kiizenec jerseyského a
holstynského plemene

* publikace jsou uvedeny v piiloze této prace (piiloha 1 a 2)

3 % viech mastnych kyselin

Jak z tabulky 10 vyplyva, u plemen dosahujicich vysoké dojivosti nebo tucnosti byl
zjistén nizsi podil UFA a vyssi podil SFA. Tento trend potvrzuji napt. Samkova et al.
(2012) nebo Pilarczyk et al. (2015). Soyeurt et Gengler (2008) konstatuji negativni
genetickou korelaci mezi tu¢nosti mléka a zastoupenim UFA.

Jak jiz bylo zminéno v tvodu této kapitoly, vliv plemene na zastoupeni MK
v mlééném tuku je v porovnani s ostatnimi faktory minimdlni. Nejvyssi hodnoty
vysvétlené variability z pohledu plemene zjistila Samkova (2008) pro index A 9 cis-
C14:1 SCD. Tento enzym je n€kterymi autory vniman jako jedna z pfi€in rozdiln¢ho
zastoupeni MK mezi plemeny. Royal et Garnsworthy (2005) vysvétluji tyto rozdily jako
zjiSténa pro index A 9 cis-C16:1. Jak napt. zjistili Kelsey et al. (2003), u holstynského
plemene byla vyssi aktivita SCD nez u plemene brown swiss.

Z pohledu statistické vyznamnosti byl v nasi studii (Samkova et al.,, 2014)
nejtésnéjSi rozdil primérnych hodnot obou plemen pro C18:0 (p = 0,0614) a
pro skupinu PUFA (p = 0,0563). Taktéz i u dalsi nasi studie (Samkova et al., 2013) byly
zjistény rozdily v primérnych hodnotéch tésné€ nad hranici statistické vyznamnosti, a to
u skupiny SFA (p = 0,0556) a UFA (p= 0,0961). Statisticky vyznamny vliv plemene
ve studii Samkova et al. (2014) byl prokazan pouze u CLA (p = 0,0046). Zatimco Ceské
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strakaté plemeno vykazovalo v obou KD (KD1, KD2) stejnou hodnotu zastoupeni CLA
(0,45 %), plemeno holStynské mélo jeji zastoupeni niz$i a navic na zménu KD
reagovalo poklesem hodnoty. Rozdilnd zastoupeni CLA mezi plemeny potvrdili napf.
Berry et al. (2012), ktefi porovnavali plemeno jersey (0,92 %), Svédské cervené (1,15
%) a holstynské plemeno (1,12 %).

Skupina MK C18 zaujima kolem 1/3 vSech MK v mlé¢ném tuku. Z této skupiny
jsou nejvice zastoupeny nasycena kyselina stearova, monoenova kyselina olejova a
polynenasycend kyselina linolova. Z vysledki nasi studie (Samkova et al., 2014)
vyplynulo, ze Ceské strakaté plemeno mélo sice nizsi produkei tuku (803 g tuku/den),
ale zato vys8i zastoupeni MK skupiny CI8 (34,1 % vSech MK) v porovnani
s holstynskym plemenem (1042 g tuku/den; 30,5 % vSech MK).

Zastoupeni kyseliny stearové se v zavislosti na KD u obou plemen v rdmci studie
Samkova et al. (2014) liSilo. Zatimco u ¢eského strakatého plemene se zménou KD, a to
z KD1 (s ptidavkem zelené pice) na KD2 (silaZ) jeji zastoupeni zvysilo (8,8 %, resp. 9,2
%), u holstynského plemene se zastoupeni snizovalo (8,7 %, resp. 7,2 %). Pesek et al.
(2000) zjistili, ze Ceské strakaté plemeno vykazovalo rozpéti hodnot této kyseliny
od 5,5 % do 16,11 %. Beaulieu a Palmquist (1995) u holstynského plemene zjistili, ze
se zménou KD (do niz bylo postupné ptiddvano vyssi mnozstvi dopliikové slozky
s vysokym podilem MK a vépniku) se zastoupeni kyseliny stearové pftili§ neliSilo
na rozdil od jerseyského plemene.

Podobné zmény jako u zastoupeni kyseliny stearové byly v nasi studii (Samkova et
al.,, 2014) zjistény 1 u kyseliny olejové. Zatimco se zastoupeni této MK u ceského
strakatého plemene se zménou KD zvysovalo (22,1 %, resp. 22,6 %), plemeno
holstynské mélo zastoupeni nizsi (20,6 %, resp. 19,5 %). Rozdilné meziplemenné
hodnoty C18:1 zjistili napi. Lawless et al. (1999). Pro holstynské plemeno bylo
zastoupeni 26,1 %, pro plemeno montbeliard 27,6 % a pro normandské plemeno
26,6 %. Dalsi meziplemenné rozdily u kyseliny olejové potvrzuji Sterna et Jemeljanovs
(2003), kteti porovnavali plemeno Cernostrakaté nizinné s lokalnim litevskym hnédym
plemenem (20,3 %, resp. 17,0 %).

Z pohledu zastoupeni kyseliny linolové (Samkova et al., 2014) mélo plemeno ceské
strakaté vysSi hodnoty (KD1 1,87 %, resp. KD2 1,57 %) neZ plemeno holStynské (KD1
1,78 %, resp. KD2 1,54 %) a podobné rozdily byly zjistény i u ALA. Rozdily v téchto
esencidlnich MK mezi plemeny popisuji i dal$i autofi. Napi. Beaulieu a Palmquist

(1995) zjistili rozpéti kyseliny linolové u holStynského plemene od 2,19 do 2,24 % a
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u jerseyského plemene od 1,95 do 2,34 %. Pilarczyk et al. (2015) zjistili pro ALA vyssi
zastoupeni u simmentalského nez u holstynského skotu (1,08 %, resp. 0,94 %).

Z vySe uvedenych zjisténi je patrné, ze plemena zaméfena na kvantitativni vykon
maji horsi kvalitativni (nutri¢ni) zastoupeni MK nez plemena s kombinovanym
uzitkovym zamétenim. Toto potvrzuji napt. Goddard (2001) a Soyeurt et al. (2006b),
ktefi uvadéji, ze selekci zamétenou na vyssi uzitkovost dochazi ke zvysené syntéze de
novo a zvySuje se zastoupeni C16:0 a snizuje zastoupeni C18:1 a CLA. Zajimavym
feSenim se zda byt kiizeni plemen s kombinovanym a mléénym uzitkovym zamétenim.
Timto kiizenim se zlepSuji nutri¢ni vlastnosti mléka, jak napt. potvrzuje Berry (2009),
ktery u téchto kiizencl zjistil vyssi zastoupeni CLA. Muller et al. (2006) k tomuto
dodavaji, ze tito jedinci maji i lepsi reprodukéni ukazatele a dosahuji vyssiho véku, coz
je velmi podstatné z ekonomického hlediska.

Na zavér této kapitoly si dovolim jest€¢ zminit pocetni stavy zjisténé kontrolou
uzitkovosti v roce 2014 v CR. Jak uvadi Kvapilik et al. (2015), na uzemi CR bylo
chovano 322 671 dojnic plemene holstynského, coz je 60 % ze vsech dojenych
plemenic. Z uvedenych hodnot je patrné, ze ¢eské strakaté plemeno je méné vyuzivano,

coz povazuji z hlediska produkce nutri¢né 1épe hodnoceného miéka za nevyhodu.

5.4 Vlivy na zdravotni nezdvadnost mlé¢ka

Publikace k danemu tematu

1. Kvacé, M., Tomanova, V., Samkova, E., Koubova, J., Kotkova, M., Hlaskova, L.,
& Sak, B. (2016). Encephalitozoon cuniculi in raw cow's milk remains infectious
after pasteurization. Foodborne Pathogens and Disease, 13 (2), 77-79. viz
priloha §

Parazitickd protista mohou byt pfendSena na vnimavé hostitele prostiednictvim
kontaminované potravy. Mezi jedny z nejrozsifencjSich jednobunécénych paraziti patii
mikrosporidie, které mohou zplsobovat onemocnéni jak imunokompetentnich, tak
imunodeficitnich osob o rizném pribéhu; od sublinickych az po letilni infekce

(Deplazes et al., 1996; Weber et al., 1997; Khan et al., 2001; Moretto et al., 2004).
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V soucasné dob¢ je znamo vice nez 1200 rtznych druht mikrosporidii infikujicich
v prevazné veétSin€ bezobratlé a ryby. V humanni medicin€ bylo dosud identifikovano
14 druhti mikrosporidii patficich do osmi rodii, pficemz nejcastéji jsou detekovany
zastupci rodu Encephalitozoon a Enterocytozoon bieneusi (Sak et al., 2011). Autofi
dopliluji, ze moderni diagnostické metody ukazuji, jak je vyskyt mikrosporididézy
Cast¢jsi nez se diive myslelo. Vylu€ovani spor bylo zjisténo i u zjevné zdravych zvirat a
lidi, ktefi nevykazovali zadné klinické ptiznaky.

Prestoze u celé¢ tady mikrobidlnich patogenti byl popsan pienos na cloveka
prostiednictvim mléka a mléénych produktl (Claeys et al., 2013; Domenech et al.,
2013; Kalmus et al., 2015), do soucasné¢ doby nebyl zaznamenan zadny piipad
pfitomnosti mikrosporidii v mléce.

V nasi studii (Kvac et al.,, 2016) jsme detekovali velmi nizkou prevalenci E.
cuniculi u sledovanych zvitat, coz je v souladu s vysledky Haldanova et al. (1999),
Macék et al. (2001) a Abu-Akkada et al. (2015). Z vysledkt piedchozich studii vyplyva,
ze skot je méné castéji infikovan mikrosporidiemi nez ostatni hospodaiska zvirata a
¢lovek, u kterych dosahuje prevalence i vice nez 80 % (Snowden, 2014).

Jak bylo prokazano v predchozich studiich, mikrosporidiové infekce pietrvavaji
v hostiteli fadu mésict a jsou do prostiedi vyluCovany nepravidelné (Sak et al., 2011;
Kotkova et al., 2013). Tomuto odpovida i ptitomnost specifické DNA E. cuniculi pouze
v 5-ti vzorcich, z toho ve 3 vzorcich trusu a 2 vzorcich mléka v ramci nasi studie.
Na zakladg vysledki Q-PCR jsme odhadli, Ze pozitivni krava vylutovala 1,2x10° spor/l
mléka. Pfi naplnéni tanku mlékem od 100 ks dojnic by jeden litr mléka obsahoval
1,2x10° spor.

Jak jiz bylo zminéno v literarnim ptehledu, E. cuniculi je v organismu hostitele,
mimo jiné, roznasen i prostiednictvim makrofagt. Jak uvadi Navratilova et al. (2012),
nejvetsi podil ze somatickych bunék mléka zaujimaji bilé krvinky, z nichz nejvice
zastoupené jsou pravé makrofagy (60-70 %). Tento fakt podnitil v nasi studii tvahu
o tom, zda zde neexistuje spojitost mezi mastitidou (PSB > 100 000/ml) a detekci E.
cuniculi. Jak bylo ale zjisténo, PSB v jednotlivych vzorcich byl od 13 000/ml
do 364 000/ml a vyskyt E. cuniculi byl nalezen u vzorkli s PSB < 80 000/ml, ¢imz byla
naSe hypotéza zamitnuta.

Druhou polovinu nasi studie tvofilo testovani pasteracni ucinnosti na infektivitu spor
E. cuniculi v mléce. Pasterace je jedna z nejefektivnéjSich metod oSetfeni syrového

mléka. Procesu pasterace je dosahovano zahiatim mléka na teplotu vyssi nez 71,7 °C a
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jejim zachovanim po dobu alespoii 15 s, nebo jinou kombinaci teploty a casu za ucelem
dosazeni rovnocenného ucinku (Vyhlaska ¢. 77/2003 Sb.). V nasi studii infektivity E.
cuniculi v mléce (Kvac et al., 2016) byly vyuzity 4 pasteracni rezimy. Pro potvrzeni
spravnosti vysledkii bylo dale pouzito syrové mléko prosté spor E. cuniculi a syrové
mléko s piidavkem spor E. cuniculi (1x10° spor v 200 pl). Pro potvrzeni u&innosti
pasterace bylo provedeno stanoveni aktivity alkalické fosfatdzy a tzv. Storchova
zkouska, jak uvadi Navratilova et al. (2012), a to v souladu s pozadavky Natizeni
Komise (ES) ¢. 1664/2006 a Rozhodnutim Komise (ES) ¢. 91/180/EHS.

Z nasich vysledkt vyplyva, ze Setrna (72 °C po dobu 15 s ) a vysoka pasterace (85 °C
po dobu 5 s) nedevitalizovala E. cuniculi. Ve vSech zkoumanych tkanich mysi
inokulovanych takto oSetfenym mlékem byla totiz detekovdna DNA tohoto parazita.

Prestoze skot vyluCuje spory E. cuniculi v mléce jen v malém procentu ptipadd,
konzumace syrového a pasterovaného mléka oSetieného Setrnou a vysokou pasteraci

muze predstavovat riziko infekce pro ¢lovéka.
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6 Zavéry

V této disertacni praci byl posouzen vliv krmné davky, plemene a individuality

v

dojnice na produkci nutricné ptizniveéjStho slozeni mléka z hlediska zastoupeni

mastnych kyselin a dale posouzen vliv riznych pastera¢nich metod na devitalizaci spor

Encephalitozoon cuniculi obsazeném v syrovém kravském mléce.

Provedenymi studiemi bylo konstatovano, ze:

>

ptidavkem cerstvé vojtésky seté do krmné davky se prokazatelné zvySuje podil
nenasycenych mastnych kyselin, kyseliny linolové, kyseliny a-linolenové a CLA

v mlééném tuku.

lze vyuzit potencidlu vysoké heritability pro mastné kyseliny s kratkym a
sttednim fetézcem vramci cilené selekce jedinci s nutricné vyhodnéjSim

slozenim mlééného tuku.

pro produkci nutricné hodnotnéjSiho mléka jsou vhodnéjsi plemena

s kombinovanym uzitkovym zaméienim.

Ceské strakaté plemeno zvySuje zastoupeni skupiny mastnych kyselin s 18-ti
atomy uhliku, skupiny nenasycenych mastnych kyselin a konjugované kyseliny

linolové.

pro rychlejsi a levnéjsi zhodnoceni zastoupeni dvou nejcastéji sledovanych
skupin mastnych kyselin (nasycenych a nenasycenych) lze vyuzit rutinni

stanoveni mastnych kyselin pomoci metody infracervené spektroskopie.

Encephalitozoon cuniculi je pti mikrosporidiové infekci vyluCovan takeé

mlékem, a to 1 bez zvyseného poctu somatickych bunék v mléce.

Setrné pasterace (72 °C/15s) a vysoka pasterace (85°C/5s) nedevitalizuje spory

Encephalitozoon cuniculi.
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7 Souhrn

Cilem této disertac¢ni prace bylo posouzeni zmény spektra zdravotné vyznamnych
mastnych kyselin v mléce v zavislosti na vybranych faktorech a dale posouzeni
vybranych patogenil ovliviiyjicich zdravotni nezdvadnost mléka. Prace byla vytvotrena
na zdklad¢ nckolika studii, které byly feSeny na Zeméd¢lské fakulté¢ JihocCeské
univerzity v Ceskych Bud&ovicich. Vzorky od dojnic byly odebirany z nékolika
mlécnych farem a plemeny zahrnutymi do vyzkumu byla plemena holstynské a Ceské
strakaté. Z vysledkti vyplyva, ze vSechny hodnocené faktory (vyZziva, plemeno a
individualita) maji urcity vliv na zastoupeni zdravotné vyznamnych mastnych kyselin
v mlééném tuku. Rychld zména zastoupeni mastnych kyselin je spojena se zménou
krmné davky. Bylo potvrzeno, ze ptidavkem cerstvé pice se zvySuje podil nenasycenych
mastnych kyselin, skupiny C18 i CLA u obou plemen. Plemeno holstynské dosahovalo
sice vys$i dojivosti, ale zastoupeni spektra nutricné vyznamnych mastnych kyselin
nebylo oproti ¢eskému strakatému plemenu tak pfiznivé. Testovanim bylo potvrzeno, Ze
mikrosporidie Encephalitozoon cuniculi je také vyluCovana mlékem a dokdze piezit

pasteracni teploty, coz by mohlo potenciondlné ohrozit zdravi spotiebitele.
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8 Summary

The aims of the thesis were to evaluate the selected effects on the fatty acid
composition of milk fat and to evaluate the selected pathogens in milk. The thesis was
created as a compilation of research papers at the Faculty of Agriculture, the University
of South Bohemia. Individual raw milk samples for analyses were obtained from cows
at dairry farms. The breeds involved were Czech Fleckvieh and Holstein. Milk samples
were analysed in a laboratory by using different analytical methods. The analytical data
were assessed statistically using PC programs. The selected effects (diet, breed and cow
individuality) affected nutritionally desirable milk fatty acids. Diet has an influence on
the quick changes of fatty acid composition of the milk fat. Addition of lucerne into the
ration in both breeds caused the greatest changes in polyunsaturated fatty acids, C18
acids and CLA. Despite the greater milk yield in Holstein cows, nutritionally desirable
milk fatty acids were less present than in the Czech Fleckvieh. The cow infected with
microsporidia Encephalitozoon cuniculi could produce a considerable amount of
contaminated milk. Pasteurized cow’s milk should be considered a potential source of

E. cuniculi infection in humans.
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Pro ovéfeni moznosti vyuziti dat slozeni mastnych
kyselin k odliseni mléka pochazejiciho z ekologického
chovu byly v statistickém softwaru vytvofeny z mastnych
kyselin s P<0,05 PCA modely.

Tab. 4 Uspésnost PCA modelu pro klasifikaci miék

bio = konvenéni zarazeno Uspésnost
do obou kategorii kvantifikace
bio 24 0 0 100 %
| konvenéni 1] 2 21 83 %

Z vysledkt zafazeni vzorkti dle modelu PCA do jednot-
livych kategorii vyplyva, ze model je schopny rozpoznat
vzorky biomléka - tspéSnost 100 % (Tab. 4). Bohuzel vzorky
konvencéniho mléka neni schopen pfifadit pouze do kategorie
konvenéni mléko - Gspésnost pouze 8,3 % a fadi je v 87,5 %
do obou kategorii bio i konvenc¢ni. Pfi¢inou je vysoky rozptyl
u biomléka v zastoupeni kyseliny olejové a palmitové, které
maji na PCA model nejvyssi vliv z jednotlivych mastnych
kyselin (kyselina olejova PC1 =-0,534; PC2 = 0,697, kyseli-
na palmitova PC1 = 0,749; PC2 = 0,385) (Obr.1).

Zaveér

Stanoveni mastnych kyselin u mléka produkovaného
v podminkach ekologického zeméd¢€lstvi nemlize samostat-
n¢ toto mléko odlisSit od mléka pochdzejiciho z kon-
vencniho chovu. Vlivem zvySené variability ve slozeni
mastnych kyselin u vzorkd biomléka vykazuje ¢ast vzorki
podobné slozeni jako vzorky z konvencénich chovli. OvSem
v priméru vykazuje sledované biomléko pochazejici ze tii
farem nutriéné zlepsené parametry ve slozeni CLA, PUFA
a SFA v porovnani s mlékem ze tfi konvencnich chovi.
Jelikoz PCA model vykazuje uréitou schopnost separace
biomlék, mize byt metoda vhodnym doplikem dalSich
technik, jako jsou analyzy triacylglyceroli ptipadné iso-
topového slozeni uhliku pfi detekei ptivodu mléka.
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Effect of individuality within a breed on bovine
milk fat composition

Abstrakt

Mastné kyseliny v mléce jsou dulezit¢é z nutri¢niho
i technologického hlediska. Zastoupeni, pfip. vzajemny
pomér mezi skupinami nasycenych (SFA) a nenasycenych
(UFA) mastnych kyselin urcuji nékteré jakostni ukazatele
mléka a mléénych vyrobkt. Cilem prace bylo zjistit zastou-
peni a variabilitu SFA a UFA u dvou nejcastéji dojenych
plemen v CR (&eské strakaté (C), n = 31; holstynské (H),
n=32) aposoudit vliv plemene a individuality dojnic na tyto
ukazatele. V ramci plemen byla zjisténa rozdilné zastoupeni
SFA (C 68,7 %, H 69,2 %) i UFA (C 34,1 %, H 32,8 %).
Zatimco vliv plemene byl té€sné nad hranici sta- tistické
vyznamnosti (p = 0,0556 SFA; resp. 0,0961 UFA), vliv
individuality dojnic byl statisticky vysoce vyznamny
(p<0,001). Z vysledkd vyplyva, ze selekci vybranych
dojnic lze dosdhnout cilenych zmén ve slozeni skupin
mastnych kyselin mlé¢ného tuku.

Kli¢ova slova: dojnice, mléko,
stearoyl-CoA desaturdza

mastné kyseliny,

Abstract

Fatty acid composition of bovine milk fat affects both
nutritional and technological properties of milk. The pro-
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portion or the ratio of saturated (SFA) and unsaturated
(UFA) fatty acids determines some quality indices of milk
and milk products. The aim of this work was to detect SFA
and UFA proportion and variability in milk fat of two mil-
king breeds prevailing in the Czech Republic (Czech
Fleckvieh (CF), n = 31 and Holstein (H), n = 32) and to
evaluate the effects of breed and cow individuality on these
parameters. Different proportion of both SFA (CF 68.7 and
H 69.2 % of total fatty acids) and UFA (CF 34.1 and
H 32.8 %) was determined in milk fat of CF and H cows,
respectively. While the effect of breed was slightly above
statistical significance (respective p values SFA 0.0556 and
UFA 0.0961), the effect of cow individuality was signifi-
cant (p < 0.001). The purposive selection of milking cows
can be thus a useful way to affect SFA and UFA ratio in milk
fat.

Keywords: cow, milk, fatty acids, stearoyl-CoA desa-
turase

Uvod

Slozeni mléka vyznamnym zplsobem ovliviiuje jakost
kone¢né suroviny. Mléény tuk jako podstatna slozka
mléka je tvofen zhruba z 95 - 98 % triacylglyceroly (estery
glycerolu a tfi mastnych kyselin) (Velisek a Hajslovd,
2009). Mastné kyseliny jsou z chemického hlediska
nejcastéji rozdélovany podle piitomnosti dvojné vazby v
uhlikovém fetézci, pfi¢emz mastné kyseliny nenasycené
(monoenové = 1 dvojna vazba a polyenové = dvé a vice
dvojnych vazeb) jsou pritomny v mnozstvi pfi- blizné 35 -
40 % ze vsech mastnych kyselin a z nutri¢niho hlediska
méné priznivé hodnocené nasycené mastné kyseliny v
mnozstvi cca 60 - 65 %. Obsahy a vzajemny pomér mezi
skupinami nasycenych (SFA) a nenasycenych mastnych
kyselin (UFA) jsou dilezité pfi hodnoceni mlééného tuku
jak pro zpracovatele mléka (Hillbrick a Augustin, 2002)
z hlediska z technologického (organo- leptické vlastnosti
vyrabénych produktl, oxidacni stabi- lita), tak z pohledu
spotiebitele z hlediska nutri¢niho i zdravotniho (German
etal., 2009).

Zastoupeni mastnych kyselin a jejich skupin je ovliv-
néno mnoha faktory, jako je vyziva (Kalac a Samkova,
2010) a dale faktory biologického charakteru. Zde se
uplatiluji genetické parametry (heritabilita, korelace)
vyuzivané ve Slechtitelskych programech (Gibson, 1991).
Stfedni hodnoty heritability pro nékteré mastné kyseliny

(Stoop et al., 2008) 1 variabilita v jejich obsazich mohou byt
zékladem pro vybér jedinci se specifickym slozenim
mlééného tuku.

Cilem prace bylo posoudit variabilitu zastoupeni
vybranych skupin mastnych kyselin u dojnic plemen ceské
strakaté a holstynské.

Material a metodika

Vzorky mléka pro stanoveni slozeni mléka a zastoupeni
mastnych kyselin v mlééném tuku byly odebrany pfi
pravidelnych mésicnich kontrolach uzitkovosti béhem 12ti
meésict od dojnic Ceského strakatého a holstynského
plemene vyrovnanych podle potfadi a stadia laktace,
pii¢emz od kazdé dojnice bylo ziskano v priméru 4 az 8
vzorkd (tabulka 1).

Obsahy tuku, bilkovin a laktozy byly urceny spektrofoto-
metricky pfistrojem MilkoScan 4000 (Foss Electric).
Mastné kyseliny z mlééného tuku byly stanoveny metodou
plynové chromatografie (Pesek et al., 2006).

Vysledky analyz byly zpracovany s vyuzitim moZznosti
programu Statistica CZ 6.1 (Statsoft CR), ke sledovani vlivi
byla pouzita vicefaktorovd analyza rozptylu - obecny
linearni model (GLM). Faktor s pevnym efektem bylo ple-
meno, nadhodny faktor (individualita dojnice) byl hierar-
chicky podfizen plemeni: vysledny model byl tedy
Xij=WU+ P; +I; (B) + ¢, kde Xj; = celkova variabilita zavis-
1é¢ proménné (slozeni mléka, zastoupeni mastnych kyselin),
M = spole¢ny primér, P = plemeno (i = Ceské strakaté,
holstynské), I = individualita dojnice (j = 1-63).

Vysledky a diskuze

Obsah mlééného tuku je v porovnani s ostatnimi
slozkami mléka mnohem vice proménlivy (Gibson, 1991)
a velka variabilita (dana zejména varia¢nim rozpétim) byla
zjisténa rovnéz u skupiny SFA a UFA (tabulka 2, graf 1).

Z literatury je znamo (Samkova, 2011), ze meziplemenné
rozdily v zastoupeni mastnych kyselin se vice projevuji
u mastnych kyselin tvofenych "de novo”, tj. v mlécné zlaze
(mastné kyseliny s kratkym a stfedné dlouhym fetézcem).
Tyto mastné kyseliny tvofi podstatnou ¢ast skupiny SFA,
jejiz variabilita vyjadfend variacnim koeficientem je
v porovnani se skupinou UFA nizsi (6 % vs. 16 %). Tato
skute¢nost je pomérné logicka, nebot’ se zde uplatiuje uzsi
vazba na genetickou ¢ast fizeni metabolismu vlastniho

Tab. 1 Charakteristika skupin dojnic ceského strakatého a hol$tynského skotu

Ceské strakaté Holstynské
min S,
Poradi laktace 1,97 0,81 1 4 2,03 0,80 1 4 0,0564
Dny laktace 148 81 104 200 152 79 101 200 0,3029
Miéko (kg) 19,0 6,2 58 30,4 22,7 7,3 45 38,4 0,0000
Tuk (%) 4,36 0,81 2,76 6,60 4,19 0,83 2,28 6,70 0,0012
Bilkoviny (%) 3,58 0,45 2,84 4,49 3,38 0,41 2,70 4,83 0,0000
Laktéza (%) 4,83 0,25 4,10 5,30 4,82 0,21 4,10 5,30 0,4527
Podet dojnic/vzork( 31/210 32/201 -
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Tab. 2 Zastoupeni skupin nasycenych (SFA) a nenasycenych (UFA) mastnych kyselin (% ze vSech mastnych kyselin)
v mlééném tuku dojnic ¢eského strakatého a holStynského skotu

Ceské strakaté |

Sx min* | max*
SFA 68,7 43 63,0 73,2
UFA 28,6 4,3 24,3 ‘ 34,1
Pocet dojnic/vzork 31/210

Hol3tynské | p
min* | max* | plemeno individualita
69,2 4,6 64,8 74,0 0,0556 0,0000
28,2 4,6 23,7 ‘ 32,8 0,0961 0,0000
32/201 - -

* vyjédfena z pramémych zastoupeni SFA a UFA vSech odbéri (4 - 8) u jednotlivych dojnic

Graf 1 Rozdéleni ¢etnosti v zastoupeni skupin nasycenych (SFA) a nenasycenych (UFA) mastnych kyselin
(% ze vSech mastnych kyselin) v mlééném tuku dojnic ¢eského strakatého a holstynského skotu

Ceské strakaté plemeno
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jedince, na rozdil od dalSich interferencnich vlivl spektra
bachorové mikroflory.

Pfi porovnani plemen Ceské strakaté a holstynské byly
zjistény rozdily ve skupinach SFA, resp. UFA tésn¢ nad
hranici statistické vyznamnosti (p = 0,0556; resp.
0,0961). Mnohem vé&tsi, statisticky vysoce vyznamné
rozdily, byly potvrzeny v ramci individuality dojnic.
Zajimavé jsou v tomto ohledu primérné hodnoty vsech
provadénych méteni (4 - 8 vzorki/dojnici) v zastoupeni
skupin SFA a UFA. Z tohoto pohledu je patrné, ze mléko
dojnic plemene ceské strakaté ma z nutricniho hlediska
optimalné€jsi slozeni mlécného tuku (nizs$i zastoupeni
SFA; 55 % sledovanych dojnic ma zastoupeni SFA pod
pramérnou hodnotou sledovaného souboru). Z hlediska
technologického (napf. oxidacni stabilita) se jevi jako
vhodnéjsi mléko holstynského plemene (nizsi zastou-
peni UFA).

Zjisténé vysledky potvrzuji, ze plemeno i individualita
vysvétluji urcitou Cast variability v zastoupeni mastnych
kyselin, jak zjistili jiz Kelsey et al. (2003) u holstynského
skotu. Nékteti autori pricitaji tuto variabilitu rozdilné akti-
vit¢ enzymu stearoyl-CoA-desaturdza (SCD) dané poly-
morfismem v ur€itych tsecich SCD genu (Mele et al.,
2007). Tento kliCovy enzym se tGcastni metabolismu lipida
v mlééné zlaze dojnic a je zodpovédny mimo jiné za
biosyntézu nenasycenych mastnych kyselin z nasycenych.
Napt. Kgwatalala et al. (2007) predpokladaji, ze polymor-
fismus v SCD genu zodpovida za variabilitu v obsazich
monoenovych mastnych kyselin v mlécném tuku jer-
seyského a holstynského skotu.
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Milanesi et al. (2008) davaji vyse uvadéné rozdily do
souvislosti s rozdilnym zaméfenim uzitkovosti (mléény vs.
kombinovany uzitkovy typ) a tedy odlisnymi selekénimi
cili. U dojnic plemen, ktera maji nizsi dojivost nebo tucnost
mléka, byly zjistovany prevazné nizsi obsahy SFA a vyssi
obsahy UFA (Samkova, 2011). Vzajemné vztahy mezi
parametry uzitkovosti (produkce mléka, tu¢nost, pro- dukce
tuku na den) a zastoupenim mastnych kyselin a jejich
skupin jsou toho dikazem (Soyeurt et al., 2007; Mele et al.,
2009). Popsané zavislosti ukazuji, ze pro zmény ve slozeni
mlééného tuku by vhodnym nastrojem mohla byt selekce
dojnic, nebot’ by zajistila jejich trvalejsi charakter.

Zaveér

Siroka variabilita v zastoupeni skupin mastnych kyselin
nasycenych a nenasycenych mezi plemeny i v rdmeci indi-
viduality dojnic dévaji prostor moznostem jak ovlivnit
slozeni mlé¢ného tuku. Je vSak nutné si uvédomit, Ze pohled
na optimalni slozeni se mtze lisit z pohledu tech- nologa i z
pohledu nutri¢niho odbornika. Nicméné ziskané znalosti je
mozné vyuzit pii vyrob¢é mléénych produkti se specifickym
zastoupenim mastnych kyselin s ohledem na konkrétni
pozadavky. Na mensich farmach dojnic, zejmé- na v
systému low input nebo na ekologickych farmach (s
pfimym prodejem mléka nebo produktl) tak existuje redlna
moznost cilené produkce mléka s "garantovanym"
pozitivné pozménénym profilem mastnych kyselin
mlééného tuku s ohledem na spotiebitelské zdravotni be-
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nefity pravé cilenym vybérem nejen plemene, ale i vhod-
nych jedincl, samoziejm¢ pii soub&zné upravé krmné
davky.

Podékovani
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FERMENTOVANY MLECNY
VYROBEK Z KOZIHO MLEKA

S PROBIOTIKY, PREBIOTIKY

A ZVYSENYM OBSAHEM SUSINY

Markéta Borkova, Ivana Lisovd, Miroslav Jangl,
Marta Pechacova
Vyzkumny ustav mlékarensky s.r.o., Praha

The fermented milk product made from goat
milk with probiotics, prebiotics and with
increased solids content

Abstrakt

Cilem této prace byla vyroba jogurtového vyrobku
z koziho mléka se zvySenym obsahem suSiny pomoci
nutricné a zdravotné vyznamnych latek. K tomuto Gcelu byl
vybran ptidavek prebiotik, koncentratu syrovatkovych
bilkovin, suSeného koziho mléka, kukuficného Skrobu
a ov¢iho mléka. Do jogurtu byly také pridavany probiotické
mikroorganismy Lactobacillus acidophilus a Bifido-
bacterium animalis subsp. lactis Bbl2. Nejvhodnéjsim
substratem pro vyrobu jogurtového vyrobku byl substrat
s piidavkem prebiotika Orafti P95 (5,0 % w/w) a koncen-
tratu syrovatkovych bilkovin (2,0 % w/w) nebo suSeného
koziho mléka (1,0 % w/w).

Kli¢ova slov: kozi mléko, kozi jogurt, probiotika, pre-
biotika,

Abstract

The aim of this work was the production of yoghurt prod-
uct from goat's milk with increased solids content using
nutritionally and healthily important compounds. For this
purpose addition of prebiotics, whey protein concentrate,
goat milk powder, cornstarch and sheep's milk was chosen.
Probiotic microorganisms Lactobacillus acidophilus
a Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bbl12 were also
added to yoghurt. The most suitable substrate for the pro-
duction of yoghurt product was substrate with the addition
of prebiotics Orafti P95 (5.0 % w/w) and whey protein con-
centrate (2.0 % w/w) or goat milk powder (1.0 % w/w).

Keywords: goat milk, goat yogurt, probiotics, prebiotics

Uvod

V nékolika poslednich letech vyrazné vzrostla obliba
koziho mléka, kozich fermentovanych vyrobkd a syru na
celém svété (Haenlein, 2004). Kozi mléko obsahuje celou
fadu esencidlnich mastnych kyselin (linolova, arachi-
donova), vitamint (A, B12, B2, C, D, E a kyselinu listovou),
mineralnich latek s obsahem vapniku, hot¢iku, fosforu i
médi, chromu a dalsich pro organismus dalezitych
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Changes in selected FAs level as influenced by inclusion of fresh lucerne (Medicago sativa L.) into
a feeding ration were assesed in Czech Fleckvieh (dual purpose) and Holstein cows. Each of the
balanced groups of 12 cows in mid-lactation was fed with a ration containing 12.7 kg (11.7% of dry
matter) of fresh lucerne and then with a ration with preserved forage (maize and grass silages) only.
Total content of nutritionally desirable C18 acids was 34.1 and 30.5% of total fatty acids in Czech
Fleckvieh and Holstein cows, respectively (P=0.0693). The response of the breeds on the change
in feeding differed. The changes in fatty acid composition in the Czech Fleckvieh cows were less
extensive in stearic and oleic acids, while more extensive in essential linoleic and linolenic acids
than those in the Holstein cows. Addition of lucerne into ration in both breeds has caused greatest
changes in polyunsaturated fatty acids (P<0.01), particularly alpha-linolenic acid (P<0.001).

KEY WORDS: breed / cows / fatty acids / feeding / lucerne / milk fat

Milk is a valuable source of energy, protein, minerals and vitamins. It supplies
also an important proportion of fat intake in human nutrition in many countries. Milk

*Supported by the project of Ministry of Agriculture of the Czech Republic (No. NAZV
QH 81210, by the research project of Ministry of Education, Youth and Sports of the Czech
Republic (No. MSM 6007665806) and by the project No. RO 0513 from February 2013.
**Corresponding author: samkova@zf.jcu.cz
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products provide consumers with about 15-25% of total fat intake and about 25-35%
of total saturated fatty acids (FAs) [O’Donnel 1993]. Nevertheless, milk and milk
products are an important source of essential FAs [Haug 2007].

Dewhurst et al. [2006] recommended for humans the level 15-30% of total fat
and the proportions <10, 5-8, 1-2 and <1% within total energy intake of saturated
FAs, n-6 polyunsaturated FAs (PUFA), n-3 PUFA and trans-isomers of unsaturated
FAs, respectively. The recommendation was corroborated by FAO [2010] with similar
respective values of 20-35, 10, 2.5-9, 0.5-2 and <1%.

In bovine milk fat, usual levels are 70-75, 20-25 and some 5% of saturated FAs,
monounsaturated FAs and PUFA, respectively, from total FAs. FAs composition is
affected by numerous factors, which are usually classified in two categories: animal
factors and nutritional factors [Palmquist ez al. 1993; Jensen 2002]. Breed and cow’s
individuality are the important factors of the former category [Samkova et al. 2012],
while level of nutrition and ration composition of the latter one [Kala¢ and Samkova
2010; Sterk et al. 2011]. The breed effects were recently proved by numerous authors,
e.g. Poulsen et al. [2012], Larsen et al. [2012], Communod et al. [2012].

Rations for milking cows consist of forages (fresh or preserved) and concentrates. As
reviewed by Kala¢ and Samkova [2010], forages have often been the major and also the
cheapest source of FAs in ruminant diets, however, the FAs content in different forages
is relatively low. Moreover, losses of FAs occur during forage ensiling or drying.

On the other hand, feeding of fresh forages or pasture can widely change milk fat
composition [Frelich ez al. 2012]. Homolka and Kudrna [2007] reported that feeding of
fresh forages changed composition of FAs produced de novo in mammary gland. The
proportion of short-chain FAs increased to the exclusion of nutritionally undesirable
lauric (C12:0), myristic (C14:0) and palmitic (C16:0) acids. In a study of Whiting
et al. [2004], total proportion of saturated FAs decreased, whereas the proportion of
desirable FAs (mainly n-3 PUFA) increased following feeding with fresh lucerne as
compared to feeding with lucerne silage.

Comparison of FAs composition of milk fat from cows fed with either maize and
grass silages or grazing lucerne and white and red clovers revealed higher proportion
of vaccenic acid, conjugated linoleic acids (CLA) and alpha-linolenic acid (C18:3n-3)
in milk fat of cows grazing legumes than from those fed with silages [Wiking et al.
2010]. Also Morel et al. [2006] prefer feeding a mixture of fresh Iucerne and grasses
to other fresh forages.

Thus, legumes (fresh and even ensiled or dried) in feeding rations showed positive
effects on the proportion of desirable FAs in bovine milk fat [e.g. Van Dorland et al.
2008; Steinshamn 2010]. FA composition of milk fat from cows fed with legume
silages was nutritionally comparable to that of milk fat from cows either grazed or fed
with fresh forage [Samkova 2011].

The aim of this study was to evaluate the eighteen-carbon (C18) FAs content
and selected FAs groups in bovine milk fat of Czech Fleckvieh and Holstein breeds
depending on inclusion of fresh lucerne into daily ration.

210



Eighteen-carbon fatty acids in milk fat of Czech Fleckvieh Holstein cows

Material and methods
Feeding and sampling

Twenty four lactating cows (4 heifers and 20 multiparous — parity 2.17+0.72) of
Czech Fleckvieh (n = 12) and Holstein (n = 12) breeds stabled together at Cejkovice
farm, South Bohemia. Individual raw milk samples for determination of milk yield
and composition (Tab. 1) and FAs composition was obtained within the afternoon
regular testing of milk efficiency during the summer period in June and July 2006. In
total, 48 of milk samples were taken.

Diets were formulated according to DLG-Futterwerttabellen [1997] and calculated
for the mean live weight of 650 kg, milk fat content of 4.2% and milk protein content
of 3.5%. Diets predominantly consisted of maize and grass silages widely used in the
Czech farming practice (Tab. 2).

Table 1. Milk yield and composition in cows of two breeds fed two diets

Ttem Cz]ech Fleckvieh , : Holstein ,
Fresh Silage Fresh Silage
Days in milk 157+60 180+60 154+102 177+102
Milk yield (kg/d) 19.243.7 16.3+4.2 25.3£6.5 24.346.2
Fat (%) 4.61+0.88 4.36+0.70 4.1940.81 4.29+1.05
Protein (%) 3.544+0.32 3.57+0.34 3.51+0.28 3.48+0.52
Lactose (%) 4.84+0.33 4.73+£0.25 4.79+0.25 4.84+0.28

'Fresh — diet with maize and grass silages (47.0% of dry matter) + fresh lucerne (11.7% of
dry matter).

“Silage — diet with maize and grass silages (58.8% of dry matter).

Table 2. Chemical composition of diet components

Maize Grass Fresh 1 Mashed

2
Item silage silage lucerne Hay oats PM
Dry matter (g/kg) 356 327 170 897 870 884
Concentration (§/kg DM)
crude protein 79.0 133.8 219.0 71.4 1322 242.0
crude fat 42.4 19.8 31.0 18.9 42.5 19.3
crude fibre 179.5 262.1 238.0 309.2 141.4 39.1
crude ash 41.5 98.5 106.0 63.2 33.6 75.2
NEL (MJ/kg)* 6.62 4.93 5.82 4.68 6.83 8.02
Ca 1.88 10.01 10.00 3.69 1.49 8.60
P 1.97 3.65 2.82 2.38 4.37 6.12
Na 0.06 0.45 0.18 0.21 0.46 4.93
Mg 1.36 2.42 2.88 1.20 1.38 5.29

'Permanent grassland hay from late cut with prevailing Deschampsia cespitosa, Agrostis tenuis,
Agrostis stolonifera, Alopecurus pratensis.

’PM — production mixture consisted of 37, 31, 28 and 4 % (w/w) of wheat, barley, extracted
soybean meal and a mixture of minerals and vitamins.

3Crude protein — N x 6.25.

*NEL — net energy for lactation [Sommer et al. 1994].
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The cows received primarily a diet (FRESH) based on silages (25.3 kg/d; 47.0%
of dry matter) with 12.7 kg/d (11.7% of dry matter) fresh lucerne (alfalfa; Medicago
sativa L.) and then a diet (SILAGE) based only on silages (31.5 kg/d; 58.8% of dry
matter) — see Table 3. Both diets were fed at least for three weeks before sampling.

Table 3. Composition and intake of diets

Item FRESH SILAGE

Intake (kg/d)

fresh matter 46.6 40.1

dry matter (DM) 18.4 18.4
Composition of diets (% of DM)

maize silage 24.5 36.9

grass silage 22.5 21.9

fresh lucerne 11.7 -

hay 2.6 2.5

mashed oats 4.7 4.7

production mixture 334 332

mineral and vitamins in mixture' 0.8 0.8

Chemical composition (g/kg DM)

dry matter (g) 395 460
crude protein’ 164 147
nXP’ 153 152
crude fat 273 28.9
crude fibre 158 151
NEL (MJ/kg DM)* 6.52 6.62

"Mixture consisted per kg: 210, 30, 100, 70 g of calcium,
phosphorus, sodium, magnesium; 750, 30, 80, 2,730 mg of copper,
selenium, iodine, vitamin E; 500,000 and 75,000 IU of vitamin A
and Ds, respectively.

*Crude protein — N x 6.25.

* nXP — protein utilized in the intestine [DLG-Futterwerttabellen
1997].

*NEL - net energy for lactation [Sommer et al. 1994].

Chemical and statistical analyses

The chemical composition of feeds used in the diets was determined using valid
methods according to Decree No. 124/2001 of the Ministry of Agriculture of the
Czech Republic [2001]. The content of crude protein was determined according to
Kjeldahl (Nx6.25). The value of NEL was estimated according to Sommer et al.
[1994]. Fat, protein and lactose contents in milk samples (n=48) were determined
spectrophotometrically using a MILCOSCAN 4000 device (FOSS ELECTRIC).

Milk fat was extracted with petroleum ether. FAs in isolated fat were reesterified
to their methyl esters by a methanolic solution of potassium hydroxide. Methyl esters
of FAs were determined by a gas-chromatographic method (GLC) using a Varian 3300
apparatus under conditions given by Samkova ef al. [2009]. The identification of FAs
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was carried out using the analytical standards (SUPELCO). In total, 45 FAs were
observed, out of which 33 were identified. The proportions of individual FAs were
calculated from the ratio of their peak area to the total area of all the observed acids.
The analytical data were assessed statistically using Statistica CZ 6.1 program
(Statsoft CR). For testing of significant differences between the breeds (Czech
Fleckvieh; Holstein), #-test for independent samples, and within the breed (effect of
feeding ration), ¢-test for dependent samples (within-group variation) were used.

Results and discussion
The effect of breed

Overall, FAs with 18 carbons (C18) have been assessed nutritionally as very
desirable [German et al. 2009]. These acids are preformed as they originate from dietary
lipids and adipose tissues reserves [Harvatine ez al. 2009]. It is therefore supposed that
composition of a ration and following biohydrogenation in the rumen both affect milk
fat composition in a greater extent than does breed [Ferlay e al. 2011]. However,
within the breed factors, cow’s individuality can have a role [Samkova et al. 2012],
particularly on monounsaturated FAs [Communod et al. 2012] and CLA levels. Such
animal factors are ascribed to the activity of stearoyl-CoA desaturase (SCD) [Milanesi
et al. 2008; Marchitelli et al. 2013]. For instance, major source of CLA in milk fat is
endogenous synthesis by SCD in the mammary gland and other tissues from vaccenic
acid [Mosley et al. 2006]. Differences in CLA contents observed Berry et al. [2012]
with values of 0.92, 1.15 and 1.12% of total FAs in Danish Jersey, Swedish Red and
Danish Holstein, respectively.

Table 4. Level of selected C18 fatty acids (FA) and groups of FAs (g/100 g of total FA) in milk fat of Czech
Fleckvieh and Holstein cows as related to addition of fresh lucerne into feeding ration

Czech Fleckvieh Holstein
FA' Fresh? Silage® P (F) Fresh® Silage® P (F) P (B)
mean SD mean SD mean SD mean  SD
C18:0 8.8 1.2 9.2 1.9  0.3063 8.7 2.1 7.2 2.3 0.0012  0.0614
C18:1 22.1 54 22.6 6.6 03891 20.6 4.4 19.5 34 0.0923  0.1209
C18:2n-6 1.87 047 1.57 0.28 0.0057 1.78  0.21 1.54 024  0.0020 0.5319
Cl18:3n-3 0.54 0.13 0.34  0.09 0.0001 048  0.09 0.34  0.09 0.0001 0.5056
CLA 045 0.18 045 0.14 0.9729 0.35 0.11 0.31  0.11 0.1414  0.0046
SFA 67.8 6.5 68 72  0.7526 69.8 4.4 70.9 3.1 0.0968  0.1276
MUFA 254 5.7 259 6.7 03798 24.1 4.3 23.6 3 0.3876  0.2161
PUFA 3.9 1 3.2 0.6  0.0047 3.4 0.5 2.8 0.4 0.0027  0.0563

SD — standard deviation; P (F) — P value for effect of feeding ration; P (B) — P value for effect of breed.
'CLA — isomer of conjugated linoleic acid (9,11 cis, trans C18:2); SFA — saturated FA; MUFA —
monounsaturated FA; PUFA — polyunsaturated FA.

*Fresh — diet with maize and grass silages (47.0% of dry matter) + fresh lucerne (11.7% of dry matter).
3Silage — diet with maize and grass silages (58.8% of dry matter).
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Different SCD activity between and within breeds occurred probably also
in this work. The effect of breed was proved only for CLA (P = 0.0046), while it
was insignificant in all other C18 acids including the groups of saturated FAs,
monounsaturated FAs and PUFAs (Tab. 4). Nevertheless, the observed proportions of
individual C18 acids, monounsaturated FAs and PUFA were higher in milk of Czech
Fleckvieh cows. This could be caused also by different milk yield and fat content
between the breeds, as Stoop er al. [2008] reported a negative genetic correlation (-
0.35) between fat yield and the proportion of FAs > C18.

In this report, the total C18 level of 30.5 and 34.1% at fat yield of 1042 and 803
g/d was found for Holstein and Czech Fleckvieh, respectively (Fig. 1). Correlation
coefficients (not tabulated) between fat yield and selected C18 FAs varied between
-0.10 (P>0.05) and -0.46 (P< 0.01).

g/100g of FA g of fat/day
40 - - 1200
34.1 1042
35 1 305 - 1000
30 - 803
25 - 800
20 - - 600
15 - 400
10 |
| - 200
. 0

Czech Fleckvieh Holstein
C18 [ifatyield

Fig. 1. Comparison of total content of C18' fatty acids (FAs, g/100 g of total FA) and fat yield* in milk
samples of Czech Fleckvieh and Holstein cows.

IC18 — sum of C18:0, C18:1, C18:2n-6, C18:3n-6, C18:3n-3, and 9,11 cis, trans C18:2

*Fat yield = fat content (g.kg') x milk yield (kg.d™").

The effect of ration

Changes in the amount of stearic acid (C18:0) following the change of the rations
varied between the breeds. The mean levels were 8.8 and 9.2% from total FAs during
feeding with the portion of fresh lucerne (FRESH) and with a mixture of maize and
grass silages (SILAGE), respectively, in Czech Fleckvieh, while respective values were
8.7 and 7.2% in Holstein cows (Tab. 4). Similar trend was found in oleic acid (C18:1).
Nevertheless, the differences between the breeds were statistically not significant, and
the effect of ration was confirmed only in stearic acid for Holstein cows (P<0.01).

Feeding with fresh forages affected also the proportion of PUFA. An increase,
especially of n-3 PUFA and CLA, was reported from many laboratories. Particularly
fresh legumes had a positive effect [Van Dorland et al. 2008, Wiking et al. 2010],
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and even ensiled ones [Morel et al. 2006]. Similarly positive effect on elevated n-3
PUFA proportion had also grazing [Leiber et al. 2005; Frelich et al. 2012], forage
botanical diversity [Collomb et al. 2002] or organic farming [O Donell et al. 2010].
On the contrary, the mentioned feeding systems decreased the proportion of linoleic
acid (C18:2n-6) and consequently of n-6 PUFA group [Samkova et al. 2011].

Significantly higher levels (P<0.01 and P<0.001) of essential linoleic and alpha-
linolenic acids were found in milk fats of both breeds fed with the portion of fresh
lucerne as compared to feeding with the silages. This can be explained by an elevated
content of linoleic acid in fresh lucerne in comparison with other forages [Morel et
al. 2006]. The increase following feeding with fresh lucerne was apparent particularly
in alpha-linolenic acid. Its proportion was 0.54 and 0.48% in Czech Fleckvieh and
Holstein cows, respectively. The respective relative increase was 59 and 41% as
compared to feeding the silages. Such changes are in accordance with results of Leiber
et al. [2005] and Palladino ef al. [2010].

Feeding with fresh lucerne naturally affected also the total of n-3 PUFA and n-6
PUFA. The response was again more extensive in Czech Fleckvieh than in Holstein
cows (Fig. 2). The relative changes were 22 and 17% (P<0.01) in n-6 PUFA, 59 and
47% (P<0.001) in n-3 PUFA for Czech Fleckvieh and Holstein cows, respectively.

g/100g of FA

2,5 2.26
2.01

2,0 - 185 1.72
1,5 -
L0 070 0.59

0.44 :
0r5 _% %ﬂ\
0,0 -

PUFA n-3 PUFA n-6 PUFA n-3 PUFA n-6
Czech Fleckvieh Holstein

FRESH [SILAGE

Figure 2. Proportion of polyunsaturated fatty acids n-3 (PUFA n-3)! and n-6 (PUFA n-6)? as related to
addition of fresh lucerne into feeding ration (FRESH? vs. SILAGE?) in milk fat of Czech Fleckvieh and
Holstein cows.

'"PUFA n-3 — sum of C18:3n-3, C20:4n-3, C20:5n-3, and C22:5n-3

?PUFA n-6 — sum of C18:2n-6, C18:3n-6, C20:3n-6, and C20:4n-6

’FRESH - diet with maize and grass silages (47.0% of dry matter) + fresh lucerne (11.7% of dry matter);
*SILAGE — diet with maize and grass silages (58.8% of dry matter).

As mentioned above, mean proportions of CLA were 0.45 and 0.35% in fat of
Czech Fleckvieh and Holstein cows, respectively. The proportion was the same at
both the rations in Czech Fleckvieh cows, while slightly decreased in Holstein cows
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during feeding with the silages (Tab. 4). An increase of CLA reported by various
authors after feeding with fresh forages was not thus proved. This can be explained
by different type of fresh forage and by different level of fresh forage expressed as
percentage in dry matter intake. Double and even higher increase in CLA proportion
was found particularly in milk fat of grazed cows or after supplementation with plant
oils [Flowers et al. 2008; Sterk et al. 2011].

The group of C18 FAs amounted about one third of total FAs in bovine milk fat.
Stearic, oleic and linoleic acids prevail among saturated FAs, monounsaturated FAs
and PUFA, respectively. All these FAs have been assessed as nutritionally desirable
or neutral. If included also linolenic acid and CLA, the C18 group is indispensable
and its proportion should be increased. As results from our experiment, total level of
C18 FAs was higher in milk fat of Czech Fleckvieh cows as compared to Holstein
cows’ milk fat. It was observed both after feeding the cows with silages and after the
supplementation of the silages with fresh Iucerne. Fresh lucerne increased proportion
of total C18 FAs in both the breeds, however, with only mild differences between the
breeds. The changes in stearic acid and oleic acid were somewhat more extensive in
Holstein cows, while those of essential linoleic and linolenic acids in Czech Fleckvieh
cows. The different breed response on fresh lucerne was probably affected by diverse
fat yield of the breeds.
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a) zpiisnénim smluvnich forem, které predpoklada
povinnost pisemné formy a minimalni dobu trvani
smlouvy (¢l. 185 f, odst. 1-2);

b) vyznamna zména v rozlozeni pfirozené vyjednavaci
sily smluvnich stran, s ptedpokladem, Zze ke spolecné-
mu jednani se mohou spojit pouze vyrobci a to v mife,
kterda mize dosahnout az 33% narodni produkce. Pro
odbératele plati nadale bézné pravidla, tedy povinnost
jednat oddélené (¢l. 126¢).

Nékomu naivnimu se muze zdat, ze je to feSeni vSech
problémd. "MIécny balicek" byl ze strany zemédélet prijat
s velkym nadSenim, dle naseho nazoru neopravnénym,
pfinejmensim ze dvou duvodi: nedodrzuje to, co slibuje,
a ma skodlivé vedlejsi ucinky.

a) EU umoznuje c¢lenskym statim, aby povinné zavedly
pisemné smlouvy, ale nemtze jim dovolit, aby nutily
strany k fixni cené. Proto, tvafi v tvar formalnimu
pozadavku, ktery komplikuje obchodni praxi, nebylo
dosazeno zadného podstatného vlivu na kolisavost cen.
I kdyby byla ve smlouvé uvedena fixni cena, znamena-
lo by to jednoduse zvySeni rizika pro ob& strany,
vezmeme-li v tvahu, Ze by se kolisavost cen i nadale na
trhu projevovala, a rozhodné neni ovlivilovana cenami
uvedenymi ve smlouvach mezi producenty a odbérateli.

b) Umoznit soustfedéni tak vysokého podilu nabidky
(33%) bez toho, ze by se mohli u¢astnit spole¢nou ces-
tou i odbératel¢, znamena akceptovat to, ze zpracovatelé
budou ponechani napospas "organizacim vyrobctl"
(PO’s), které budou moci piisobit na odbératele abnor-
malni vyjednavaci a vydéracskou silou s rizikem, ze
mnohym zpracovatelskym podnikim zptisobi hlubokou
krizi. Tato volba svéd¢i o kulturnim nepiatelstvi viuci
roli trhu a hospodaiské soutéze a je v rozporu se vSemi
principy, na nichz je zalozena EU a zvlast¢ samotna
reforma spolecné zemédélské politiky.

Krom toho je tfeba zdUraznit, ze Nafizeni (¢l. 185f,
odst. 3) neplati pro zpracovatelskd druzstva a jejich
spolecniky, tedy pocetné nejvyznamnéjsi ¢ast evropskych
vyrobcl. Toto rozhodnuti dale snizuje skuteCny rozsah
smérnice a vazn¢ naruSuje trh rozliSovanim mezi
druzstevnimi a nedruzstevnimi zpracovateli. Pokud by
viibec nékdy meél "MIécny balicek" mit pozitivni G¢inky
pro producenty mléka, byly by omezeny pouze na doda-
vatele nedruzstevnich odbératelti.

Posledni argument uvadény na obranu "MIlécného
balicku" je ten, ze umoznil producentim syrat s chranénym
oznacenim puvodu (CHOP), aby si fidili nabidku vlastniho
produktu (¢l. 126 provadéci smérnice). Tato norma, kterou
naléhavé vyzadovala Itdlie, coby hlavni vyrobce syri se
znackou CHOP, zavadi na unijni urovni vyjimku z narodnich
"antimonopolnich" pravidel, ktera by branila vytvaret mezi
podniky kartel k regulaci nabidky. Pod ochranou této normy
mohli hlavni evropsti vyrobci CHOP syri Grana Padano
a Parmigiano Reggiano, kteti zpracovavaji téméf 45% obje-
mu italského mléka, vytvorit systém silné penalizace apliko-
vané na toho, kdo prekro¢i pfidélenou kvotu. Zda se, ze tato
smérnice "MIécného balicku" dava vyhodu tém vyrobcim
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mléka, jejichz produkce je uréena ke zpracovani na vyrobky
CHORP a je schopna udrzet ceny s kartelem. Ve skutecnosti
podporuje zaujeti pasivniho postoje, ktery vytvari
hospodatskou neefektivnost regulovanych systémi a zhorSu-
je domaci i mezinarodni konkurenceschopnost samotného
produktu s chranénym oznacenim ptvodu.

Zavérem bychom mohli fici, ze "Mlécny balicek" je
narychlo pfipravené opatieni, které je v rozporu se zasada-
mi, na kterych se zaklada reforma Spole¢né organizace
zemédélskych trhti (SOT) s mlékem, s ukoncenim rezimu
kvot a stabilizacnich intervenci a v rozporu s otevienim
mezinarodnich trhti. Vytvaii piedpoklady pro zavazné
naruseni hospodaiské soutéze bez toho, ze by mél vyznam-
né konkrétni u¢inky ve prospéch producentd.

Autor tohoto ptispévku se domniva, ze "MIécny balicek"
je projevem kultury velmi rozSifené v syndikatnim
zemédelském a politickém svété EU, kterd povazuje za
nezbytné aktivni ptsobeni politiky na trhu, a to prostied-
nictvim kvot, regulaci, intervenci, cel a ¢ehokoliv dalsiho.
Abyste se opravdu mohli stat hlavnimi hraci v ramci své-
tového rustu spotfeby mléka a mlécnych produktt, bude
z tohoto pohledu v blizké budoucnosti nutné branit nabytou
ekonomickou svobodu, kterou se v tomto odvétvi podafilo
ziskat spiSe z naléhavé potieby nez skuteénou zasluhou
téch, ktefi jsou pravé u moci.
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The effects of feeding fresh lucerne on fatty
acid composition in bovine milk fat

Abstrakt

V mlééném tuku dojnic plemene Cesky strakaty skot
(n = 38) a holstynsky skot (n = 38) byly sledovany zmény
v obsahu vybranych mastnych kyselin. Dojnice byly krme-
ny nejprve krmnou davkou, ktera obsahovala objemnou
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pici jak konzervovanou (kukufi¢na a travni silaz; 24,5 %
a 22,5 % ze susiny krmné davky), tak Cerstvou (vojtéska
seta; 11,7 % ze susiny krmné davky) a poté krmnou davkou
slozenou pouze z objemné pice konzervované (kukufiéna
a travni silaz; 36,9 % a 21,9 % ze suSiny krmné davky). Na
pridavek Cerstvé vojtésky zareagovaly dojnice predevsim
zvySenym zastoupenim esencialnich mastnych kyselin
linolové (1,80 %, resp. 1,53 %; p < 0,001) a a-linolenové
(0,52 %, resp. 0,32 %; p < 0,001) a polynenasycenych
mastnych kyselin (3,66 %, resp. 2,95 %; p < 0,001).
Statisticky vyznamné (p < 0.05) vySsi zastoupeni bylo
zjisténo 1 v pfipadé konjugované kyseliny linolové. U ostat-
nich mastnych kyselin mlécného tuku, véetné celkového
obsahu nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin byly
nalezeny nevyznamné rozdily. Je vSak ziejmé, ze zatazeni
Cerstvé vojtésky do krmné davky ma v dusledku zvyseni
nutricné hodnotnych mastnych kyselin pfiznivy vliv.

Klic¢ova slova: dojnice, mléko, mastné kyseliny, krmna
davka, Cerstva pice

Abstract

The cows of Czech Fleckvieh cattle (n = 38) and Holstein
cattle (n = 38) were fed either fresh forage (11.7% of dry
matter) plus silage (maize and grass silage; 24.5% and
22.5% of dry matter) or only silage (maize and grass silage;
36.9% and 21.9% of dry matter) to determine the changes
in milk fatty acids (FA). The addition of fresh forage
(lucerne; Medicago sativa L.) caused an increased propor-
tion of essential FAs: linoleic acid (1.80% respectively
1.53%; p < 0.001) and a-linolenic acid (0.52% respective-
ly 0.32%; p < 0.001), and polyunsaturated FAs (3.66%
respectively 2.95%; p < 0.001). A significantly (p < 0.05)
higher proportion was found also in the proportion of con-
jugated linoleic acid. For other FAs, including the total con-
tent of saturated and unsaturated FAs were found minor dif-
ferences. However, it is evident, that the inclusion of fresh
lucerne to the diet has beneficial effect due to the increase
of nutritionally valuable fatty acids.

Keywords: dairy cows, milk, fatty acids, diet, fresh for-
age

Uvod

Mléko je dulezitou slozkou lidské vyzivy. Slozeni
mlééného tuku je pfedmétem vyzkumu v souvislosti s jeho
nutricnim vyznamem i vlivem na technologické a sen-
zorické vlastnosti mléka a mléénych vyrobku.

Mlécny tuk obsahuje vysoky podil (60 - 70 %) nasy-
cenych mastnych kyselin (SFA), dale mononenasycené
mastné kyseliny (MUFA) v mnozstvi 20 - 30 % a malé
mnozstvi polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA)
v mnozstvi cca 5 % (Lock a Shingfield, 2004). Typické je
rovnéz zastoupeni mastnych kyselin s kratkym uhlikovym
feté¢zcem (t€kavé mastné kyseliny; VFA) - Kaylegian and
Lindsay (1995) a obsah konjugované kyseliny linolové
(Dhiman, 2005).
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Zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin i jejich
skupin je ovlivnéno celou fadou faktoru, které jsou auto-
ry (Palmquist et al, 1993; Jensen, 2002) prevazné
rozdélovany do dvou skupin, na faktory biologické a na
faktory vyzivy. Z prvni skupiny patfi mezi vyznamné fak-
tory napf. plemeno a individualita dojnice (Samkova et
al., 2012), z druhé skupiny faktor je dilezita zejména
urovenn vyzivy a skladba krmné davky, pfipadné pomér
mezi objemnymi a jadrnymi krmivy (Dewhurst et al.,
2006).

Vyuzivani pastvy (Frelich et al, 2012) nebo produkce
mléka v ekologickém systému hospodateni (O’Donnell
et al., 2010) vyrazné¢ pozménuji spektrum mastnych
kyselin ve prospéch mastnych kyselin nenasycenych
(MUFA i PUFA). Také pouhé zkrmovani erstvé pice ma za
nasledek zvysené zastoupeni téchto nutricné ptiznivejsich
mastnych kyselin (Leiber et al., 2005), nebot v prib&hu
procesu silazovani dochdzi v krmivu ke snizovani
celkového obsahu nenasycenych mastnych kyselin (UFA)
(Kala¢ a Samkova, 2010).

Pozitivni vliv na zastoupeni PUFA tady n-3 byl zjistén
zejména pri zkrmovani legumindz (vojtéska, jetel). Wiking
a kol. (2010) zjistili, ze dojnice produkuji také vice kyselin
konjugované linolové (CLA) a trans vakcenové, ktera je
jejim prekursorem. Zkrmovani rané vojtésko-travni smési
doporucuji i Morel et al. (2006), kteti ji upfednostiuji pred
zkrmovanim ostatnich druht zelené pice.

Cilem této prace bylo vyhodnoceni zastoupeni
vybranych mastnych kyselin v mlééném tuku dojnic
Ceského strakatého a holstynského plemene v zavislosti na
pridavku cerstvé vojtésky do krmné davky.

Material a metodika

Syrové mléko pro stanoveni zakladnich charakteristik
a zastoupeni mastnych kyselin v mlé¢ném tuku bylo ode-
brano (Vyhldaska MZe 211/2004) od dojnic dvou plemen
(Ceské strakaté, holstynské) v ramci pravidelné kontroly
uzitkovosti (Cerven, cervenec 2006) na farmé v jiznich
Cechach hospodatici v nadmotské vysce 410 - 440 m n. m.
V obou mésicich bylo odebrano vzdy 19 vzorka od
kazdého plemene (tabulka 1).

Tab. 1 Charakteristika dojnic ¢eského strakatého (C)
a holstynského plemene (H), dojivost a sloZeni miéka
pfi zkrmovani dvou krmnych davek (KD 1 a KD 2)

KD 1 KD 2

C(n=19)|H(n=19)C(n=19)H(n=19)
X X

S | X 8 | Sx
Poradi laktace 1,95 0,78/ 2,05| 1,03| 1,80| 0,77| 2,42| 1,02
Dny laktace 169 | 65 | 174| 96 | 164 | 68 | 147 | 97

Dojivost (kg/den) | 18,3| 4,5 |22,6| 6,9 | 17,4 4,3 | 247| 58
Tuk (%) 4,44| 0,76| 4,16| 0,77| 4,43| 0,67 4,18/ 0,89
Bilkovina (%) 3,60| 0,32| 3,63 0,33| 3,57| 0,36 3,35/ 0,48
Laktéza (%) 4,75 0,43|4,77| 0,25| 4,77| 0,31| 4,87| 0,28

KD 1 krmna davka s pfidavkem Cerstvé vojtésky (Cerven 2006)
KD 2 krmna davka zaloZena pouze na objemné pici konzervované (Cervenec 2006)
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Tab. 2 Charakteristika krmnych davek (KD 1 a KD 2), jejich
Skladba a Zivinové sloZeni

Prijem (kg/den)
Cerstvé hmoty 353 | 34,3
Susiny 18,4 18,4
Skladba krmné davky (% ze susiny krmné davky)
Kukuficna silaz 24,5| 36,9
Travni silaz 22,5 21,9
Cerstva vojtéska 11,7 -
Seno 26 | 25
Mackany oves 4,7 | 47
Produkéni krmna smés ' 33,4 | 33,2
Mineraini a vitam. krmna smés 1,7 1,9
Zivinové slozeni krmné davky
Susina (g) 411 | 427
Dusikaté latky (g/kg z DM) 144 | 116
NE, (MJ/kg)? 6,0 | 63

" produkéni krmna smés (%): jeémen (20), psenice (20), oves (12), extrahovany
sojovy Srot (25), extrahovany fepkovy Srot (20), stl, vitaminy a mineraini latky (3)
2 netto energie laktace

Dojnicim byla nejprve zkrmovana krmné davka, ve které
¢ast konzervovanych objemnych krmiv nahradila Cerstva
vojtéska seta a poté byla zkrmovana krmna davka, jejiz
objemna krmiva tvofila pouze konzervovana pice
(tabulka 2). Ob¢ krmné davky byly sestaveny podle DLG
(1997) a zkrmovany minimaln¢ 3 tydny pred odbérem.

Obsah dusikatych latek v krmné davce byl stanoven
metodou podle Kjeldahla (N x 6,25), hodnota NEL (netto
energie laktace) byla vypocitana podle Sommera et al.
(1994). Obsahy tuku, bilkovin a laktézy ve vzorcich mléka
byly stanoveny spektrofotometricky pomoci pfistroje
Milcoscan 4000 (Foss Electric). Mastné kyseliny
z mlééného tuku byly stanoveny metodou plynové chro-
matografie (Pesek et al., 2000).

Analytické daje byly statisticky vyhodnoceny pomoci
programu Statistica CZ 6.1 (Statsoft CR). Pro testovani
hladin vyznamnosti byl pouzit t-test.

Vysledky a diskuze

Ve sledovaném pokusu byly zaznamenany zmény ve
spektru mastnych kyselin (tabulka 3). Krmna davka (KD
1) s pridavkem cCerstvé pice (vojtéska setd) znamenala
nizsi zastoupeni SFA v mlééném tuku dojnic v porovnani
s tukem dojnic krmenych KD 2, ktera obsahovala pouze
objemnou pici konzervovanou (kukufi¢nou a travni silaz).
Zjisténé rozdily vSak nebyly statisticky vyznamné
(68,78 %, resp. 69,11 %; p = 0,2560). Ve shod¢ s literarni-
mi prameny (Leiber et al., 2005; Couvreur et al., 2006;
Dewhurst et al., 2006) bylo prokazano, ze piidavek Cer-
stvé pice zvysil zastoupeni UFA (28,31 %, resp. 28,16 %).
Ani zde vSak nebyl rozdil statisticky vyznamny (p =
0,3098).

Predpoklad vyssiho zastoupeni ve skupiné MUFA po
zkrmovani Cerstvé pice se nepotvrdil (24,65 %, resp.
25,21 %; p = 0,4335). Tato skutecnost mohla byt zptisobe-
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Poradi laktace 2,00| 0,90| 45,0 2,10| 0,94 | 44,8 | 0,3651
Dny laktace 171 | 81 | 47,1 156 | 83 | 53,2 | 0,1478
Dojivost (kg/den) 204| 6,2 | 30,1 21,0/ 6,2 | 29,7| 0,1997
C12:0 4,08 | 0,74|18,14| 4,04| 0,90 | 22,28 0,3738
C14:.0 13,01| 1,66|12,76/13,06 | 2,31|17,69 0,2505
C16:0 32,07/ 3,36|10,48/33,04| 3,40|10,29 0,0732
C18:0 8,56 | 1,92|22,43| 8,33 | 2,42|29,05 0,1372
C18:1 21,15 4,17|19,72/21,58 | 5,46 | 25,30, 0,4953
C18:2n-6 1,80| 0,36|20,00 1,53| 0,29|18,95/ 0,0000
C18:3n-3 0,52 | 0,13|25,00 0,32| 0,08 |25,00] 0,0000
CLA' 0,41 0,13|31,71/ 0,36| 0,15|41,67| 0,0142
SFA? 68,78 4,71 6,85(69,11| 5,64 | 8,16 | 0,2560
VFA® 8,66 | 1,08|12,47| 8,21| 1,56 19,00/ 0,1741
UFA* 28,31 4,67 16,50/28,16| 5,18|18,39 0,3098
MUFA® 24,65 4,14/16,80/2521| 5,27 |20,90, 0,4335
PUFA® 3,66 | 0,76 |20,77| 2,95| 0,59|20,00] 0,0000
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Tab. 3 Primérna poradi a dny laktace, dojivost a zastoupeni
vybranych mastnych Kyselin a jejich skupin
v mlééném tuku dojnic v zavislosti na krmné davce

KD1(n=38) KD2(n=38)

KD 1 krmna davka s pfidavkem Cerstvé vojtésky (Cerven 2006)
KD 2 krmné davka zalozena pouze na objemné pici konzervované (Cervenec 2006)

! konjugovana kyselina linolova; 2 nasycené mastné kyseliny (MK); % tékavé MK;
“ nenasycené MK; ® mononenasycené MK; © polynenasycené MK

na pomerné vysokym obsahem travni silaze v KD 2
(21,9 % ze suSiny), nebot jak ncktefi autofi uvadéji,
zkrmovani travni silaze v kombinaci s kukufi¢nou nebo
smésnou silazi ma vliv na zvySené obsahy MUFA (Kay
et al., 2005; Samkova et al., 2009) v porovnani se zkrmo-
vanim jednodruhovych silazi - kukufi¢nych ¢i travnich
(Kala¢ a Samkova, 2010).

Na druhé strané, z tabulky 3 vyplyva, ze piidavkem cer-
stvé vojtésky do krmné davky bylo dosazeno prikazné
vyssich obsaht u kyselin linolové (1,80 %, resp. 1,53 %;
p < 0,001) a a-linolenové (0,52 %, resp. 0,32 %;
p < 0,001). Ob¢ mastné kyseliny patii mezi esencialni,

Graf 1 Zastoupeni polynenasycenych mastnych kyselin
skupiny n-3 (PUFAn-3) a n-6 (PUFAn-6) v mlécném
tuku dojnic v zavislostina krmné davce

250 212*
£ 200
j‘é ;
= ] s
§ 150 KD 1
£
g oKD 2
E 100
[
L
kS
# 0,50
0,00

PUFAN-3 PUFAN-6

2 priiméry s odlisnymi hornimi indexy ve skupinach PUFAn-3a PUFAn-6
se statisticky vyznamnélisi (p < 0,001)

KD 1 krmna davka s pfidavkem Cerstvé vojtésky (Cerven 2006)
KD 2 krmna davka zaloZena pouze na objemné pici konzervované (Cervenec 2006)
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tzn. musi byt clovékem pfijimany ve straveé. Jejich
nedostatek zpusobuje poskozeni kaze, poruchy repro-
dukce, snizeni dusevnich schopnosti a deprese. Jsou
nezbytné pro zdravy rast a funkci bunék celého téla,
zejména pak pro rast svall, vyvoj nervil a vnitinich
organu (Velisek a Hajslova, 2009).

S ohledem na skutecnost, ze vySe zminéné esencialni
mastné kyseliny zaroven tvoii z hlediska zastoupeni pod-
statnou Cast skupin PUFAn-6 a PUFA#-3, je logické, ze
bylo dosazeno prikazné¢ vysSSich obsaht také v téchto
skupinach - graf 1 a v celkovém obsahu skupiny PUFA
(3,66 % a 2,95 %; p < 0,001). ZvySené obsahy PUFA,
zejména PUFAn-3 pii zkrmovani vojtésky, popt. dalSich
jetelovin popisuji rovnéz Van Dorland et al. (2008),
Flowers et al. (2008) ¢i Wiking et al. (2010).

Zaveér

Z vysledk vyplyva, ze na ptidavek cerstvé vojtésky
v krmné davce zareagovaly dojnice Ceského strakatého
a holstynského skotu predevS§im zvySenym zastoupenim
esencialnich mastnych kyselin linolové a a-linolenové
a polynenasycenych mastnych kyselin. Statisticky vyznam-
né vyssi zastoupeni bylo zjisténo i v pripad¢ konjugované
kyseliny linolové. U ostatnich mastnych kyselin mlé¢ného
tuku, vcetné celkového obsahu nasycenych a nenasycenych
mastnych kyselin byly nalezeny nevyznamné rozdily
pravdépodobné v diisledku vyssiho zastoupeni travni silaze
ve druhé krmné davce. Je vSak ziejmé, ze zatazeni Cerstvé
vojtésky do krmné davky ma v dasledku zvyseni nutri¢né
hodnotnych mastnych kyselin ptiznivy vliv.

Podékovani
Piispévek byl zpracovan s podporou projekti MZe CR
QH 81210, GA JU 011/2013/Z a RO1414 (z inora 2013).
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Porovnani metod stanoveni
mastnych kyselin v mléce

E. Samkova’, O. Hanus<, J. Spicka’, R. Kala’, J. Koubové', P Smetana’, L. Hasonova', Z. Krizova', P. Kopunecz’, J. Kopecky”
"Jihoteska univerzita v Ceskych Budéjovicich, Zemeédelska fakulta, *Vyzkumny ustav mlékarensky Praha, ‘Ceskomoravska spolec¢nost
chovatelu a. 5., Hradistko

Souhrn

V chovech ¢eského strakatého a hoKktynského skatu bylo odebrano celkem 78 individualnich vzorku miéka pro porovnani dvou metod analyzy
mastnych kyselin - rutinni (pomoci infracervené spektroskopie - MIR-FT) a referenéni (pomoxi plynove chromatografie - GC). Z vysledkd vyplyva
ze mastné kyseliny C16:0 a C18:1 a skupiny nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin Ize stanovovat pomoci MIR-FT s pomérné vysokou mirou
vérohodnosti (korelace 0,7543, 0,7607, 0,8424 a 0,8492; p < 0,001). V piipadé skupiny polynenasycenych mastnych kyselin je validaéni koeficient
korelace nizii (0,2891; p < 0,05).

Kli¢ova slova: krava; individualni vzorek mleka; plynova chromatografie; infracervena spektroskopie; vérohodnost analytickych vysledku
korelace,; kaliorace; validace

Summary

78 individual milk samples were taken in the Czech Fleckvieh and Holstein dairy cow herds to compare two methods for analyses of fatty acids -
routine (using infrared spectroscopy - MIR-FT) and reference (by gas chromatography - GC). The results show that the fatty acids C16:0 and C18:1
and the group of saturated and unsaturated fatty acids can be determined using MIR-FT with a relatively high reliability (correlations 0.7543,
0.7607, 0.8424 and 0.9492; p < 0.001). In case of polyunsaturated fatty acids is the validation correlation coefficient lower (0.2891; p < 0.05).
Keywords: cow; individual milk sample; gas chromategraphy: infrared spectroscopy; analytical result reliability; correlation; calibration; validation
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Tab. 1 - Parametry chromatografické analyzy

Kolona SelectFAME (varian), S0 m/0,25mm
| Detektor FID {plamenové ionizacni) }
| Teglota - kolona 55 °C =5 min, 40 *Cimin =170 °C, 2 °C Jmin - 196 °C. 10 °C Jmin
| -210°C - 8 min
E Zinjeletor 350°¢ ‘
[ - detektor 250°C

Nosny plyn helium

Protok helia 1,8 mUmin

Ndstiik 1y, split 10

Tab. 2 - Zdkladni statistickeé charakteristiky vybranych miéényjch ukazatell

Celkem

Ukazatel Cesky slraka(y skot Holstynsky skot
(n =39) (n =39}

[ T o [vel « o T [ x | s | vx]

Dojvost(kg) 246 68 277 299 8% | 288 272 83 305
Tuk (36} 427 054 128 361 089 247 39 081 205
Bilkowny (%) 351 036 102 325 034 105 338 037 1190
Laktdza (%) 500 023 45 487 0.24 4.8 4,84 024 48
x = artmelicky primér, s, = srr (mu na aj hylka; v% = varalni koelcient = (3~ 100,

Tab. 3 - Zakladni statistické charakteristiky zastoupeni vybranych
mastnych kyselin (MK) ajejich skupin pri stanovent plynovou
chromatografil (GC) a infracervenou spektroskopii (MIR) prepoctené

na shodné jednotky s GC

A TS PO O I T I

C16:0 3356 363 108 3873
cier 1299 2,97 %5 2737
PUFA 3,26 0,62 18,9 844
SFA 69,54 382 55 70,85

144 2732

= smérodatn3 odchylks,

Uvod

Zpusobu, jak clené modifikovat profil
mastnych kyselin mlécného tuku pro
podporu zdravi spotrebitely, pripad-
né vhodnéjsi technologicke viastnosti
mléka (Barlowska et al., 2011), muze
byt vice. Mezi nejrychlejsi zpusoby
patfi predevim zména krmné dévky
nebo vybér mléine suroviny od urdi-
tych dojnic.

Pravidelnému sledovani zastoupeni
mastnych kyselin v mlééném tuku dnes
brani pomérné narona (¢asove i financ-
né) referenéni metoda analjzy mast-
nych kyselin pomoci plynové chromato-
grafie (Kaylegian et al, 2009). Urcitou
nadéji do budoucna by se mohlo stat
rutinni stanoveni nékterych mastnych
kyselin nebo jejich specifickych skupin
pomodi infracervené spektroskopie s na-
sledrym vyhodnocenim signélu Fouriero-
wymi transformacemi (MIR-FT). Metada
je v soucasnosti wyuzivana v analytice
miékarstyi pro kontrolu kvality syrového
miéka nebo pro stanoveni nékterych
minoritnich slozek mléka (mocovina,

www.profipress.cz

2,50 75 07543 0,001 56,2
3,50 128 07607 0,001 57,9
1,38 164 02891 0,05 54
3,16 45 08424 0001 71,0
4,15 152 09492 0,001 90,1

vanacri koefizient = (5w/x)° 3
m = ( u- = po ,nc sycene
chym pedtem uhlka,

kyselina citronova, volne mastné kyse-
liny, ketony) - napf. Hering et al., 2008.
Cilem prace oylo validacni porovnani
zastoupeni vybranych mastnych ky-
selin a jejich skupin v individualnich
vzorcich mlééného tuku dojnic stano-
venych referenéni a rutinni metodou.

Materidl a metodika

QOdbéry individualnich vzorki mleka
byly realizevany v lednu a Gnoru 2015
v chovech plemen ceske strakate (n =
39) a holstynske (n = 39). Ziskané vzor-
ky byly rozdéleny na dveé casti, z nichz
prvni byla pouzita pro stanoveni zé-
kladniho chemického slozeni mléka
a rutinni stanoveni mastnych kyselin
pomoci pravidelné kalibrovaneho za-
fizeni CombiFess FT+ (MilkoScan FT+
76150, Fossomatic FC 79910}, 500 vzor-
kisnod. {Foss Analytical A/S, Denmark)
metodou MIR-FT (déle jen MIR). Dru-
ha cast byla vyuzita pro stanoveni
mastnych kyselin metodou plynove
chromatografie (déle jen GC) po
pfedchozi lyofilizaci vzork(, extrakci

Téma: Chov dojeného a masného skotu m

tuku petroletherem a prevedeni na
metylestery mastnych kyselin (alkalic-
kou katalyzou) podle pfedepsanych
parametru (tab. 1).

V pregramu Microsoft Excel byly hodnoty
o obsazich mastnych kyselin ziskané ru-
tinni metodou prepoditany na hednoty
odpovidajici vyjadreni referenéni metody,
tedy plynové chromatografie (g/100 g
viech mastnych kyselin) podle vzorce: (An
* 100)/(Bn * 0,95), kde An jeinocnota
mastnych kyselin wjadiend v g/100 g mle-
ka, Bn je hodnota cbsahu tuku v g/100 g
miéka a 0,95 je keeficient pfepoctu obsa-
hu luku na mastné kyseliny.

Pro statistické vypocty (popisné sta-
tistiky, korelatni a regresni analyza)
byla zvolena nabidka programu Sta-
tistica 12.0 (StatSoft 2013).

Vysledky a diskuse

Zakladni statistické charakteristiky pro
dojivost a zakladni slozeni mléka doj-
nic (tab. 2) vypovidaji o velmi dobre vy-
vazenem souboru. Nejuyssi variabilita
dana hodnotou variacniho koeficientu
byla pachopitelné zjisténa u dejivosti
(30 5 /6) a tuc'nosti (20,5 %), tradicné

(4,9 %). Variabilita v jednotlivych ukaza-

telich byla pfedpokladem pro 2ajisténi

druhotné fermentace TMR

° zvlhéuje TMR a udrzuje jeji
homogenitu

velkého rozpéti i v zastoupeni mastnych
kyselin a jejich skupin. Vys8i hodnoty va-
riacnich koeficientd byly vsouladu s lite-
raturou (Pesek et al,, 2006) zjistény u ne-
nasycenych mastnych kyselin (C18:7,
PUFA, UFA), nizéi u nasycenych mast-
nych kyselin (C16:0, SFA), a to u obou
metod stanoveni (tab. 3).
Pramérna zastoupeni vyde uvedenych
mastnych kyselin a jejich skupin zjisténz
obéma metodami (GC a MIR) se Ii§i z=-
jmena v pripade PUFA, kdy byl stanoven
i nizky korelacni koeficient (r_ =0,289%;
p < 0,05). Mnohem spiie totiz cdpovida
skutecnosti hodnota mastnych kyse-
lin stanovenych GC (3,26 %), nebot 7
nevyuziti pastvy byva zastoupeni PUFA
niZsi (Samkova et al,, 2011). Velmi shod-
né tdaje byly naopak zjistény u skupin
SFA(r,, =0,8424; p <0,001; obr. 1) 2 UFA
r, = 0.9492; p < 0,001). Obé tyto sku-
piny by bylo moZné stanovovat pomaoc
MIR s w381 mirou vérahodnosti. To zna-
mena, Ze 71,02 90,1 % variability v hoc-
notach SFA a UFA podle neprime rutin
metody (MIR) je vysvétlitelnych vari
miv analyzach pfimé referenéni metoc,
(GQ). Uvedené |ze oznacit za dobrou
schopnost analytické wvypovédi nepfime
metody, resp. jeji zcela akceptovate-
nou vérohadnost wysledku k prakticke
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~terpretaci. Veina uvedenyich validaé-
nich korelaci mezi wysledky sledovanych
metod (tab. 3) byla v podobnych hod-
notach (s ohledem na tésnost vztahu
3 sledovanou mastnou kyselinu nebo
skupinu mastnyich kyselin) v porovnani
« dosud publikovanym vysied<im (Soy-
surtet al, 2006).

& wysledky vykazovalo zastoupe-
ni obou obsahové bohatych mastnych
kyselin. Hodnoty Zjisténé pomed MIR
oro C16:0 byly mirné, pro C18:1 pak w-
razné nadhodnocené, coz si lze u C18:1
vysvetlit mnoZstvim cis, resp. trans izo-
merl. Zatimeo hodnota C18:1 stanove-
n2 GCje pouze hodnotou kyseliny ole-
12v2(C18:1¢is8), v pripadé MIR mohlo jit
0 izomeru vice. V obou pripadech viak
Syly validadni korelaéni koeficienty sta-
tsticky wysoce vyznamne (r, = 0,7543;
re5p. 0,7607; p <0,001). V danych pripa-
¢ech 55,9 2 57,9 % variadi v hodnotach
C18:0 a C18:1 podle MIR je vysvétlitel-
nych variabilitou v hadnotach GC. To je
st2le mozné oznatit metodicky za ak-
ceptovatelnou vérchodnost wisledkl
oro prakticke pouziti. Navic, prmarny
posun vyslednych hodnot, obecnd pri

nepfimych analyzich a jejich kalibra-
cich, neni zavaznym metodickym pro-
blémem (rozhodujici je tésnost vztahu
vysledké mezi metodami), nebot ho
Ize kompenzovat statisticky, 1j. kalibra-
¢i MR na vysledky GC podle lokélnich
podminek, resp. kalibraénim prestave-
nim pfistroje, nebo korekci adjustova-
nym specifickym korekénim faktorem
(podle konkrétnich vysledki GQ).

Zaveér

Podle ziskanjch vysledku validace
analyticke kalibrace se ukazalo, ze
metoda MIR-FT pro uréeni profi-
lu mastnych kyselin mlé¢ného tuku
u krav je dostatecné efektivni, pri
perovndni k vysledkim metody refe-
rentni chromatografické, pro pripad-
ny screening a selekci mlécné surovi-
ny ke garanci produkee speifickych
migénych vyrobka se zvyienym ob-
sahem zdravi prospéinych mastnych
kyselin.
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Abstract

This study describes the prevalence of Encephalitozoon cuniculi in raw cow’s milk and evaluates the effect
of different milk pasteurization treatments on E. cuniculi infectivity for severe combined immunodefi-
cient (SCID) mice. Using a nested polymerase chain reaction approach, 1 of 50 milking cows was found to
repeatedly shed E. cuniculi in its feces and milk. Under experimental conditions, E. cuniculi spores in milk
remained infective for SCID mice following pasteurization treatments at 72°C for 15 s or 85°C for 5. Based
on these findings, pasteurized cow’s milk should be considered a potential source of E. cuniculi infection in

humans.

Introduction

ARASITIC PROTOZOANS CAN CAUSE food- and waterborne

disease in humans. Microsporidia are ubiquitous para-
sitic protozoans that cause human microsporidiosis, a disease
that can range in severity from subclinical to lethal. Micro-
sporidia are considered neglected parasites, and their role in
foodborne disease is poorly understood (Sak et al., 2011). In
studies to date on microsporidia in food, two genera—-
Enterocytozoon and Encephalitozoon—have been reported
(Robertson et al., 2014). Encephalitozoon cuniculi, which
was identified as the likely cause of a 2012 foodborne out-
break in Sweden in individuals consuming sandwiches and
salad containing cucumber slices (Decraene et al., 2012), is
among the most frequently detected microsporidia species in
immunocompetent and immunodeficient humans. E. cuniculi
infects most cell types, including phagocytes, and produces
systemic infections that may be due in part to the trafficking
of infected macrophages (Didier and Khan, 2014). Various
microbial pathogens have been identified in raw milk and
milk-derived products (Claeys et al., 2013; Domenech et al.,
2013; Kalmus et al., 2015), but microsporidia in milk have
not been reported. It is conceivable that milk could become
contaminated in the mammary gland, particularly if there is
macrophage infiltration of the gland during an infection or by
contamination during milking (Claeys et al., 2013). This
study aimed to determine the occurrence of E. cuniculi in raw
cow’s milk and its infectivity following pasteurization for

microsporidial animal model hosts—severe combined im-
munodeficient (SCID) mice.

Materials and Methods

Fifty lactating multiparous Holstein cows (Czech Republic)
were included in the study. Five samples each of feces (3 g),
urine (50 mL), and milk (50 mL; 12.5 mL from each quarter)
were obtained from each cow during five consecutive milking
periods. Samples were placed in sterile tubes and stored at 4°C
until screening. A somatic cell count (SCC) was determined
for each milk sample using a Fossomatic 90 instrument (Foss
Electric, Hillerod, Denmark). Prior to DNA extraction, milk
and urine were centrifuged for 20 min at 3000x g and 4°C.
Two hundred milligrams of feces, 200 mg of milk sediment, or
the entire sample of urine sediment were homogenized by bead
disruption using 0.5-mm glass beads (Biospec Products, Inc.,
Bartlesville, OK) in a FastPrep®—24 Instrument (MP Biome-
dicals, Santa Ana, CA) at a speed of 5 m/s for 1 min. DNA was
extracted using the QIAamp® DNA Stool Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) and a nested polymerase chain reaction (PCR)
protocol was used to amplify the ribosomal internal tran-
scribed spacer (Katzwinkel-Wladarsch er al., 1996). PCR
amplicons were sequenced directly in both directions with an
ABI 3130 sequence analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA). The identities of the obtained sequences were de-
termined by a BLAST search (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).
The real-time quantitative PCR was performed according to
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the protocol of Wolk et al. (2002). Each set of PCR assays
contained external standard presented as DNA isolated from
a specific amount of E. cuniculi spores. A standard curve was
established between the Ct values and the spore numbers
ranging from 10 to 10’. For each specimen, this standard
curve was used to estimate the spore number by interpolation
of the Ct value obtained by real-time PCR. Negative control
(distilled water) was included in each set of experiments.

Spores of E. cuniculi strain II, cultivated at the Institute of
Parasitology, Biology Centre of the Czech Academy of Sci-
ences and purified from cells by centrifugation over 50%
Percoll (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), were used for pas-
teurization experiments. Six groups of 8-week-old Severe
Combined Immunodeficient (SCID) mice (three animals per
group) (Charles River, Sulzfeld, Germany) were bred in
plastic cages with sterilized wood-chip bedding situated in
IVC Air Handling Solutions (Techniplast, Buguggiate, Italy)
with high-efficiency particulate air filters. All mice were
supplied with a sterilized diet (TOP-VELAZ, Praha, Czech
Republic) and sterilized water ad libitum. Mice were orally
inoculated by intragastric gavage with 1x10° spores of
E. cuniculiin 200 uL of milk from the different pasteurization
treatments (Table 1). Pasteurization treatments were simu-
lated in a PCR cycler in a 100-uL volume. Tested pasteuri-
zation of raw milk satisfied the requirements laid down in
Chapter XI of Annex II to Regulation (EC) No 852/2004.
Milk pasteurization was verified by testing for activity of
the enzymes alkaline phosphatase and peroxidase in accor-
dance with Commission Regulation (EC) No 1664/2006 and
Commission Decision No 91/180/EEC.

Animal groups inoculated with microsporidia-free milk or
spores in milk without pasteurization treatment were used as
negative and positive controls, respectively. Each group of
animals was housed separately in individually ventilated
cages (Tecniplast) and fed sterile food and water ad libitum.
Each mouse was sacrificed 21 days postinoculation and
kidney, liver, spleen, and brain tissues were examined for the
presence of E. cuniculi DNA. DNA extraction and PCR
analysis were performed as described earlier with the ex-
ception that DNA was extracted using a QIAamp® DNA
Tissue Mini Kit. If at least one tissue specimen was E. cu-
niculi positive, the spores were considered infective.

All housing, feeding, and experimental procedures were
conducted under protocols approved by the Institute of Para-

KVAC ET AL.

sitology, Biology Centre and Central Commission for Animal
Welfare, Czech Republic (#152/2012).

Results and Discussion

E. cuniculi was detected in only 1 of 50 cows examined in
this study, which is consistent with the findings of Halanova
et al. (1999) and Abu-Akkada et al. (2015), and suggests that
cattle are less frequently infected by E. cuniculi than are other
domestic animals and humans, where prevalence can reach
80% (Snowden, 2014). Detection of E. cuniculi—specific DNA
in multiple samples of feces (three of five positive samples)
and milk (two of five positive samples) collected on different
days from one animal demonstrated an active infection. Pre-
vious studies have shown that E. cuniculi infections can persist
for months (Sak ez al., 2011); therefore, a single infected cow
could produce a considerable amount of contaminated milk
(i.e., our cow produced 1.2 x 10° spores/L of milk). Taking into
consideration the dilution in tank milk on the particular farm,
which had 100 cows, there was a burden of 1.2 x 10® spores/L
of tank milk.

Given that E. cuniculi frequently infects phagocytes serving
as vehicles of infection within a host body (Didier and Khan,
2014), we hypothesized that milk from a cow with evidence of
mastitis, thus those with a SCC >100,000, would be more
frequently contaminated than milk from a healthy mammary
gland, because >90% of SCC are composed of leukocytes
(Bradley and Green, 2005). Although SCCs in particular milk
samples in our study varied between 13,000 and 364,000 with
the mean of 141,000 £ 95,000, the finding of E. cuniculi in milk
with a SCC <80,000/mL did not support that hypothesis.

Raw milk represents a potential source of various pathogens
including bacteria, protozoa, and viruses originating from
blood, mastitis, or contamination of milk from feces, skin, or
environment (Claeys et al., 2013). Therefore, raw milk is
pasteurized by heating to kill these pathogens (Langer ef al.,
2012). Contrary to results of Domenech et al. (2013), who did
not detect any pathogenic bacteria in cheese and ice cream
despite positive findings of a microorganism indicator of un-
hygienic processing practices implying correct pasteurization
and a possible postrecontamination during processing, we de-
tected microsporidial DNA in raw milk. Moreover, the ex-
periments performed in this study showed that after
pasteurization at 72°C for 15s or 85.0°C for 5 s, spores of E.

TABLE 1. EFFECT OF DIFFERENT PASTEURIZATION TREATMENTS ON INFECTIVITY OF ENCEPHALITOZOON CUNICULI SPORES
FOR SEVERE COMBINED IMMUNODEFICIENT (SCID) MICE INCLUDING VERIFICATION OF PASTEURIZATION PROCESS

Verification of pasteurization

Presence of E. cuniculi-specific

process DNA in SCID mice tissue
Alkaline

Pasteurization treatment (°C/time) phosphatase Peroxidase Kidney Liver Spleen Brain
Low temperature, long time (63°C/30 min)  Active Active — — — —
High temperature, short time (72°C/15s) Inactive Active Positive  Positive  Positive  Positive
Higher heat, shorter time (85°C/5 s) Inactive Inactive Positive  Positive  Positive  Positive
Higher heat, shorter time (95°C/5 s) Inactive Inactive — — — —
Negative contro]® Active Active — — — —
Positive control Active Active Positive  Positive  Positive  Positive

#Animal inoculated with E. cuniculi—free raw milk.

‘Animal inoculated with E. cuniculi in raw milk without any treatment.
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cuniculiremained infective for SCID mice (Table 1), leading to
acute infection spread within mice. High-temperature short-
time pasteurization at 72°C and 85°C is used for the production
of drinking milk, yogurts, or cheese. Although the prevalence
of E. cuniculiin cow’s milk is low, drinking milk pasteurized at
72°C and 85°C could be sources of E. cuniculi infection in
humans.

Although European regulations on foodstuffs demand good
manufacturing practices and standard sanitation operating
procedures within Hazard Analysis and Critical Control Point
(HACCP) from all food manufacturers (Domenech et al.,
2007, 2009), microsporidia are not listed as controlled patho-
gens. Our results suggest that examination for the presence of
microsporidia should be implemented into HACCP in the milk
industry, as implementation of HACCP was shown to be an
adequate cost—benefit relationship in yogurt production despite
additional costs (Cusato et al., 2014).

Future studies should address the influence of post-
pasteurization processes such as fermentation and maturation
of yogurt and cheese on the survivability of E. cuniculi.
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Zuzana K¥izova’ — Anna Svarcova’ — Tomas Frejlach’
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ABSTRACT

Sensory evaluation was find out using ranking according to ISO 8587th. Four samples of
drinking milk were evaluated — long life milk treated by UHT with 120 days durability, fresh
milk treated by pasteurization with 10 days durability, milk with longer fresh treated by
pasteurization with 14 days durability and ESL milk treated by pasteurization with 18 days
durability. UHT milk sample (sample 1) was evaluated as the best sample by 50% of all 18
evaluators. Sample 2 (fresh milk, treated by pasteurization) was chosen by 78% of all
evaluators as the worst (rank 3 or 4). Statistical significant differences were found out
between these two samples (p<<0.01). The results of assessment among individual samples
show that the greatest differences were between sample 1 and 2, and the smallest between
sample 3 and 4 (1.9 resp. 2.8). These results confirm our findings that sample 1 (UHT milk
sample) was evaluated as the best and sample 2 (fresh milk sample) as the worst by most of
evaluators.

Keywords: drinking milk, heat treatment, pasteurization, organoleptic characteristic

UVOD

puvodu. Jsou v ném obsazeny nutricné vyznamné latky, které jsou snadno stravitelné
ajsou ve vyvazeném pomeéru. Dle Sorhauga a Stepaniaka (1997) je vzhledem k obsahu
enzym, ¢i kontaminujicich mikroorganismti syrové mléko povazovano za surovinu rychle
podléhajici zkaze. U mléka urceného pro lidskou vyzivu je tedy nutné jeho tepelné oSetieni.
Nasledkem tohoto oSetfeni a dalSiho zpracovani mléka vSak dochazi k ovlivnéni

jeho organoleptickych vlastnosti.
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Organoleptické vlastnosti mléka jsou ovliviiovany faktory, jako jsou kvalita syrového mléka,
zpusob a podminky tepelného oSetteni, koncentrace kysliku béhem zpracovani a skladovani,
teplota skladovani a obal (Jankovska, 2008).

K zakladnim organoleptickym vlastnostem mléka patii barva, konzistence, struktura, chut
avuné. Chut a viné jsou mimo jiné ovlivitovany obsahem senzoricky aktivnich vonnych
a chutovych latek. Primarni senzoricky aktivni latky jsou metabolickymi produkty
vnitrobunéénych procest organismu, jejich obsah a zastoupeni jsou dané geneticky a ¢aste¢né
mohou byt ovlivnény zevnimi faktory (Halkova a kol., 2001; Velisek, 2002). Skladovanim
a zpracovanim mléka dale vznikaji sekundarni senzoricky aktivni latky (produkty
enzymovych a neenzymovych reakci hlavnich slozek mléka). Vysledna chut a viné
mlékarenské suroviny je rovnéz ovlivnéna dal§imi chemickymi slouceninami — zejména
volnymi mastnymi kyselinami, aminy, sulfidy, laktony a ketony (Moio a kol., 1993).

Mezi operace vyuzivané pii zpracovani mléka patii odstfed’ovani, standardizace tucnosti,
homogenizace, deaerace, baktofugace a pasterace (Kadlec a kol, 2009). Pasterace mléka
je provadéna nékolika zptsoby. Setrna pasterace probiha pii 72 °C po dobu 15 s a je pii ni
dosahovéano pasteracniho efektu 99,9 %. Vysokd pasterace probiha pii 85 °C po dobu
5 s aje pti ni dosahovano vyssiho pasteracniho efektu (nad 99,99 %). Jedna se o nejb&znéji
vyuzivany zpusob pasterace. Pii tomto procesu dochézi k denaturaci zhruba 50 % sérovych
bilkovin, je zménéna rozpustnost vapniku na koloidni formu, jsou zni¢eny bakteriostatické
vlastnosti mléka a projevuji se zmény v chuti mléka (vativa prichut’). Dlouhodobé pasterace
probiha pti 63 °C po dobu 30 min.

Dalsimi zpisoby tepelného oSetfeni mohou byt ultra vysoky zahtev (UHT, ultra high
temperature) a tzv. mléko s prodlouzenou trvanlivosti (ESL, extended shelf life), (Kriickovad,
2012). Pouzitim téchto technologii je vyrabéno trvanlivé mléko. Kadlec a kol. (2009) uvadi
dva zplsoby vyroby trvanlivého mléka — sterilaci v obalu (napt. 115-120 °C po dobu 20-30
min) a UHT (kontinudlni zahfev na 135-150 °C po dobu né&kolika sekund s naslednym
aseptickym balenim).

Cilem prace bylo senzorické hodnoceni riizn¢ tepelné oSetfenych konzumnich mlék

prostiednictvim pofadového testu.

MATERIAL A METODY
Senzoricka analyza byla provedena podle podminek a zasad senzorického hodnoceni (CSN

ISO 8589) ve skupiné vybranych hodnotiteli (n=18), kde pro vyhodnoceni &tyi vzorkl
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konzumnich mlék byla pouzita metoda pofadového testu (sefazeni vzorkti podle chuti
od nejlepsiho po nejhorsi a vzajemné posouzeni rozdili mezi vzorky — velké, stiedni, malé,
nepatrné, téméy Zdadné). Pro senzorické hodnoceni byly v trzni siti zakoupeny ctyii vzorky
odli$né tepelné osetienych konzumnich mlék (tu¢nost 1,5 %). Jejich charakteristika z hlediska
tepelného osetieni je uvedena v tabulce 1.

Tabulka 4. Charakteristika vzorkt konzumnich mlék

Vzorek Oznaceni mlék Technologie vyroby Trvanlivost dle vyrobce (dny)

1 trvanlivé UHT 120
2 cerstve pasterace 10
3 déle Cerstvé pasterace 14
4 ESL pasterace 18

UHT = ultra vysoky zahtev, ESL = s prodlouzenou trvanlivosti

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno s vyuzitim programi MS Excel 2010 a Statistica
9.1 (StatSoft CR). Senzorické posouzeni poradovym testem bylo provedeno dle normy CSN
ISO 8587. Analyza dat byla provedena prostfednictvim neparametrické statistiky. Dale
byla pouzita Friedmanova ANOVA, pro posouzeni rozdilti v pofadich pak Wilcoxontv

parovy test na hladiné vyznamnosti p<0,01.

VYSLEDKY A DISKUZE

Pofadovy test je pouzivan vétSinou pii porovnani vice vzorkii. Dle Neumanna (1990)
je provadén nejen v pripadé, kdy je porovnavan senzoricky rozdil vzorki, ale také kdyz maji
byt vzorky sefazeny dle chuti, intenzity nékterych organoleptickych vlastnosti ¢i obliby.
Norma CSN ISO 8587 popisuje metodu senzorického hodnoceni s cilem uspofadani série
zkousenych vzorkil do potadi. Jedna se tedy o metodu umoziujici hodnoceni rozdild mezi
n¢kolika vzorky na zaklade¢ intenzit jednoho ¢i vice deskriptord, nebo celkového dojmu.

Dle zptsobu tepelného osetieni 1ze jednotlivé vzorky vymezit porovnanim doby trvanlivosti —
mléko pasterované (dny), mléko ESL (tydny) a mléko UHT (mésice). Nevyhodou UHT
technologie je zména organoleptickych vlastnosti mléka (Nursten, 1997). Na druhou stranu
pasterované mléko s trvanlivosti 1-2 tydny musi byt skladovano v chladu, coz je nevyhodné
pro piepravu. ESL mléko je povazovano za vyhodné jak z hlediska trvanlivosti, tak z hlediska

svych nutri¢nich a organoleptickych vlastnosti.
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Vysledky potvrzuji, Zze 9 z 18 hodnotiteli vybralo jako nejlepsi vzorek 1 — mléko trvanlivé,
osSetiené UHT technologii. Naproti tomu vzorek 2 (mléko Cerstvé, oSetfené pasteraci) oznacilo
10 z 18 hodnotiteld jako nejhorsi. Tato skutecnost je ziejmé zplisobena tim, Ze pro vétSinu
hodnotitelti je dostupné spiSe trvanlivé mléko, nez mléko Cerstvé, jehoz chut’ pro né¢ mize
byt pon¢kud neobvykla. Z tabulky 2 vyplyva, Ze vysledky jsou také potvrzeny pramérnymi
hodnotami mezi vzorkem 1 a 2 — ¢im niz§i primérnou hodnotu vzorek mel, tim vice
hodnotiteld jej uptednostnilo (1,89, resp. 3.,44). Jankovska (2008) ve svém clanku uvadi,
ze prodej Cerstvého mléka klesa na ukor UHT mléka.

Tabulka 5. Vysledky senzorického posuzovani potadovym testem ve skupiné vybranych

hodnotitelt (n=18)

Cetnosti
Vzore poradi
. . potadi 2 potadi 3 poradi 4 X p
n % n % n % n %
1 9 50 1 6 3 17 5 28 1,89
2 4 22 0 O 10 56 4 22 3,44
0,0012
3 3 17 7 39 5 28 3 17 2,11
4 2 11 10 56 0 O 6 33 2,56
p<0,01

Déle byly posuzovany vzajemné rozdily mezi jednotlivymi vzorky. Na stupnici 1 — 5
(1 — velké, 5 — témé&f zadné) byly zjistény nejvetsi rozdily mezi vzorky 1 a 2, nejmensi pak
mezi vzorky 3 a 4 (1,9, resp. 2,8). Tento fakt rovnéz potvrdil, ze vzorek 1 je hodnotiteli

povazovan za nejlepsi, vzorek 2 pak za nejhorsi (graf).
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Graf. Priimérné hodnoty rozdili mezi jednotlivymi vzorky
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ZAVER

Z uvedenych vysledkli vyplyvé, Ze mezi hodnotiteli byl nejlépe hodnocen vzorek 1 — mléko
trvanlivé, oSetfené UHT. Naopak vzorek 2 (mléko Cerstvé, oSetiené pasteraci) byl hodnocen
jako nejhorsi. Vysledky byly také potvrzeny vzdjemnym posouzenim rozdild mezi

jednotlivymi vzorky.

PODEKOVANI
Prispévek byl soucésti feseni projektu GAJU 011/2013/Z a OP VK CZ.1.07/2.3.00/09.0081:

-Komplexni vzdelavani lidskych zdroji v mlékatstvi.

SOUHRN

Senzorické hodnoceni bylo provedeno poradovym testem dle normy CSN ISO 8587.
Hodnoceny byly c¢tyfi vzorky konzumnich mlék — trvanlivé mléko oSetfené UHT
s trvanlivosti 120 dnt, Cerstvé mléko pasterované s trvanlivosti 10 dnti, déle Cerstvé mléko
pasterované s trvanlivosti 14 dnli a ESL mléko s trvanlivosti 18 dnii. Vzorek 1 byl 50 %
z 18 hodnotitelti vyhodnocen jako nejlepsi (mléko trvanlivé, osetiené UHT). Vzorek 2 (mléko
Cerstvé, oSetfené pasteraci) bylo vybrano 78 % hodnotiteld jako nejhorsi (potadi 3 nebo 4).
V souhrnu byly rozdily mezi témito dvéma vzorky statisticky vyznamné (p<0,01). Z vysledka
posouzeni mezi jednotlivymi vzorky vyplyva, Ze nejvétsi rozdily byly zjistény mezi vzorky

1 a 2, nejmensi pak mezi vzorky 3 a 4 (1,9, resp. 2,8). Tyto vysledky potvrzuji nase zjisténi,

187



ze vzorek 1 (UHT vzorek mléka) byl hodnocen vétSinou hodnotitelli jako nejlepsi a vzorek 2
(Cerstvy vzorek mléka) jako nejhorsi.

Klicova slova: konzumni mléko, tepelné osetieni, pasterizace, organoleptické viastnosti
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V soucasné dobé¢ jsou v redakénim tizeni védeckych casopist s IF nasledujici clanky:

1) Variability in nutritionally desirable fatty acids including CLA of cow’s milk fat
explained by animal and feed factors.

2) Joint effects of breed, parity, month of lactation, and cow individuality on the milk
fatty acids composition.



