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Ziznam z védecké rozpravy

pfi obhajobé disertani prace Mgr. Petry KRAUSOVE dne 14.12.2006

prof- P. Pipek:

a) navazal na odpovéd’ doktorandky oponentovi prof. Kolafovi a vysvétlil soutasnou situaci
s aplikaci glukono-delta-laktonu (GDL) v masném primyslu. GDL (E575) se nepouZivé
pro zvySeni udrznosti masa, ale pro vyrobu levngjsich druhd trvanlivych fermentovanych
(a tepeln€ neoSetfenych) masnych vyrobkd. Cilem je urychlit okyseleni hmoty a tim
zkratit dobu fermentace. Aplikace je urlovéna ekonomikou, nikoli technologickymi
hledisky,

b) vyskyt N-nitrosamini by mél byt zvaZovan u n&kterych tavenych syr, do nichZ se
ptidavaji dusitany.

doc. J. Triska:

a) Existuji referen¢ni materialy pro stanoveni polyamint a biogennich aminf ?
Odpovéd: Bohuzel ne. Vysledky uvéddéné v disertaéni praci viak velmi dobie odpovidaji
hodnotdm publikovanym zahraniénimi pracovisti.
Doplnéni prof. M. K¥izkem: Referen¢ni materidly se bohuZel nepodafilo vyvinout ani
v ramci mezindrodnich projektit COST 917 a 922.

b) V disertaéni praci m&l byt variani koeficient spile oznadovan &eskym VK neZ anglickou
zkratkou RSD.
Odpovéd’:  Ano, souhlasim s pfipominkou. Zkratku RSD jsem pouZila jako standardni
v anglickych textech a Castou i v textech &eskych.

c) Jsou znamy vysledky testl na mutagenitu polyamini ? To by bylo daldi vyznamné
hledisko pfi posuzovani obsahu polyamin{l v potravinich.
Odpovéd’: S udaji 0 mutagenité polyamind jsem se v literatufe nesetkala. Domnivam se
proto, Ze neni povazovéna za vyznamnou.
Doplnéni prof. M. KFizkem: obsahy PA v potravé by méli dietologové posuzovat podle
toho, komu je uréena.

doc. I Safarik:

Je znamo vyuziti ptiznivych G¢inkl polyamint ve formé farmaceutickych preparati ?
Odpovéd: s timto druhem pouZiti jsem se nesetkala. Koncepce potladeni role polyamint u
pacientli se zhoubnymi nadory je bud’ v potlageni aktivity enzymi podilejicich se na jejich
metabolismu, nebo v podavéni analogli polyamint, jak jsem uvedla jiZ pii prezentaci své
prace.

Dopinéni prof. P. Kalacem: Role potravnich polyaminG ve vztahu k moZnostem 1é&by
pacientt je zfejmé 1€kaiim dosud malo znédma, a to nejen lékattim &eskym.



Dopinéni doc. J. Pdnkem: Vzhledem k obojetnym G&inkéim polyamind (mohou podporovat
rist nadord, ale na druhé strang urychlit obnovu pogkozenych tkéni) je jejich pouziti jako léka
principidlné problematické.

prof. P. Pipek: Potitalo se pti skladovéni a kuchytiskych tipravach vzdy se zmé&nami obsahu
suSiny, ke kterym dochdzi ?

Odpovéd:: Ano, stimto faktorem jsem od podatku poditala a vSechny relativni udaje o
zménach obsahu polyaminti byly pfepo&itavany pres obsahy susiny.

Pisemné stanovisko prof. T. Komprdy z AF MZLU v Brné k autoreferdtu disertacni prdce:

a) Pro¢ byly pro stanoveni obou pouZitych analytickych metod pouzity dva druhy masa ?
Odpovéd:  Pro jednu metodu bylo pouzito hovézi maso, pro druhou vepfové. Oba tyto
materialy pokléddm za velmi podobné, piesto dotaz povaZuji za vécnou pfipominku, kterou
vyuziji pfi své dalsi praci.

b) Co je pti¢inou zmén obsahu spermidinu a sperminu b&hem mrazirenského skladovani ?
Odpovéd:: Existuji svalové i bakteridlni polyaminoxidasy, které oba polyaminy odbouravaji.
O jejich aktivit€ v potravinach viak témé¥ chybgji iidaje. Reseni otazky vznikajicich produktt
a jejich biologickych uginkd jsem proto v zavéru své disertadni prace vytycila jako jeden
z namétd pro dalsi vyzkum.
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Zapsal: doc. Ing. Jif1 S{)iéka, CSc.



Odpovédi na pfipominky a naméty oponenta prof. Ing. Petra Pipka, CSc.

Terminologické poznamky a pfipominky ke strané 12, 13, 16 a 26 plné respektuji a v pFsti
praci se témto nepiesnostem budu snaZit vyvarovat.

Pro¢ prvni odbér masa nastal teprve 24 h p.m. a ne ihned po usmrceni ¢i dokonce ve formé
biopsie. Neni tudiz zndma vychozi koncentrace polyaminil. Jakad je ,, fyziologickd“ hladina
stanovovanych polyaminu?

Fyziologicka hladina zndma neni. VSechny dosavadni literdrni daje uvadé€ji hodnoty BA a
PA pro maso koupené v obchodech bez znalosti ptedchazejici doby skladovani a Casto jsou to
udaje analyzy né&kolika malo vzorkd. NaSe laboratof je prvni, kdo uvadi hodnoty obsahu PA
v erstvém mase 24 h p.m. pro tak velké soubory vzorki. Doba 24 h pro prvni (vychozi)
‘analyzu PA byla zvolena z toho divodu, Ze nebylo mozné organizadné zajistit analyzu ihned
po odbéru vzorku, jde tedy o sjednoceni Casu. Z hlediska masa jako potraviny, kterd se
nekonzumuje ihned po poraZce, nebylo tfeba pro tyto ulely fyziologicky obsah zjistovat.
Toto je otazka spiSe pro fyziology.

Co bylo ditvodem pouZit ochrannou atmosféru ve sloZeni 70% N; a 30% CO;?

Uznavam, Ze vhodnéj$i ochrannd atmosféra pro baleni Cerstvého masa je smés O, a CO,.
Na3e pouzitd atmosféra je vhodngjsi pro masné vyrobky.

CO, je rozpustny v potravinich, problém miZe nastat pfi baleni masa (negativné ovliviiuje
vaznost masa, coZ vede k hmotnostnim ztratdm v désledku uvoliiovani §tavy). Zpiisobuje také
pokles pH.

0, mé u ,,&erveného® masa negativni disledky pro urychleni oxidace tukii a podporuje rist
aerobnich bakterii. v

PouZitim smé&si O, a CO; je inhibovan riist bakterii rodu Pseudomonas a tim je potlaten vznik
BA a zérovef zajisti stabilitu barvy ,,Cerveného masa. Tuto ochrannou atmosféru pouziva
firma Dribez Vodiany, ale kviili veterindrnim opatfenim proti pta¢i chfipce jsme nemohli
vzorky balit v tomto podniku.

Podle jakych kritérii se byci tFidili do skupin podle uZitkovosti?

Byci byli tfidéni do skupin masného, kombinovaného a mlééného typu podle genotypu, jak je
uvedeno na str. 21. Vsichni jedinci byli k¥iZenci riznych plemen, takZe nebylo moZno je
rozdélit do skupin podle Cistokrevného plemene. Byl znam genotyp byka i jeho rodi¢d. Tyto
tidaje poskytli pracovnici katedry specialni zootechniky ZF JU, ktef{ znali pivod porédZenych
kust. Soubor t&chto byk slouzil pro jejich vyzkumné Gcely.

Spravny ndzev pro zddovy sval je musculus thoracis et lumborum, zde asi pars lumborum.

Pfipominku uzndvam. Termin musculus longissimus dorsi jsem pievzala z publikace
Anatomie a morfologie hospodaiskych zvifat, coZ je veterindrni vysokoSkolskd ucebnice



zfejmé se stardi terminologii. Méla jsem si opatfit nov&jsi vydani s aktudlnimi odbornymi
terminy.

Prasnicka neni vepi! Mize autorka vysvétlit anatomicky a terminologicky rozdil?

Spravny nézev biologického druhu je prase doméci. Uznavam, Ze bylo vhodn&jsi pouZit
termin ,jateénych prasat“nebo ,.kust* misto ,jateSnych vepfi“. Prasni¢ka je pohlavi samici,
veptik pohlavi saméi, ktery je kastrovdn. Nekastrovani samci prasete domdciho jsou

ponechéavani jen pro chovné ucely.

Musculus psoas major je velky bedrovec, tedy svickovd, v pFipadé vepFového masa
»panenskad“.

Musculus psoas major je skutetn& velky bedrovec, ktery patfi mezi svaly kyty. Oznadeni
,,Svickova® a u vepfového ,,panenka se pouZiva pro musculus quadraticus, tedy Ctyfhranny
sval bederni. Ten je umistén z pohledu z b¥idni dutiny podél bederni &asti patefe a umoZiiuje
flexi patete smérem do stran. Patfi mezi svalstvo hrudniku, nikoli mezi svalstvo zadni
kongetiny tedy kyty.

Jak bylo zajisténo vychlazeni jater po odbéru na jatkdch — chladici taska tento ucel sotva
splnila.

Pokud nebyly vzorky odebirany druhy den po pordZce, ale pfimo na porazkové lince (jatra,
krev), byly tyto vzorky uloZeny 2 h v rychlozchlazovng (tj. po dobu odbéru vzorkii) na
jatkach. Poté byla vychlazena jatra balena do ochranné atmosféry ¢&i ve vakuu a vzorky byly
prevezeny v chladici tadce do laboratofe. Pfeprava trvala 30 — 45 minut. Domnivam se, Ze
vychlazeni téchto vzorkl bylo dostateCné.

Vysledky jsou vyjddieny ve formé prehlednych grafii a jsou statisticky vyhodnoceny a
komentovdny ve vysledkové cdsti. KomentdF je viak pFedevsim konstatovdni faktit o statistické
Vvyznamnosti & nevyznamnosti, ponékud mi chybi hlubsi analyza pricin a disledkis, a to
v konfrontaci s literaturou. Tak by vyznam prdce jesté vice vynikl.

Udaje v potravinafské literatufe o mechanismech pfemén polyamind chybi, nebylo tedy
mozné vysledky konfrontovat s dostupnou literaturou. Udaje o polyaminech v ramci
fyziologie uvadgji jejich rozklad pusobenim polyaminoxidas (PAO). Tyto enzymy jsou
rozitené mezi organismy v&etné bakterii. D&li se na dv& skupiny: PAO katalyzujici oxidace
na priméarni aminoskuping a PAO katalyzujici oxidace na sekunddrni aminoskuping. SPD je
tedy odbourdvan na 3-aminopropanal a na 1,3-propandiamin. Takto zfejm& mohou byt
polyaminy odbourdvéany bakteridlnimi enzymy b&€hem skladovani.



Jakym zpiisobem se dosdhlo teploty vodni ldzné 101 °C pri nadmofské vySce Ceskych
Budéjovic 381 mn. m.?

Na str. 26 je uvedeno, Ze teplota vodni lazné€ byla udrZovéana na 100 = 1 °C. 101 °C dosazeno
nikdy nebylo. Uvedla jsem nevhodné& charakteristiku pouZitého teploméru. Teplota vodni
lazné po dobu varfeni dosahovala maximaln¢ 98 °C.

Jakym zpfisobem byla méFena teplota masa zataveného v plastu?

Teplota masa zataveného v plastovém sacku pfi vafeni na vodni ldzni byla méfena vpichovym
teplomérem. Misto vpichu bylo stazeno gumickou, aby neunikala para.

Ma autorka vysvétleni pro podivny priibéh teplot, jak je uvedeno na obrdzku na str. 28?

Tento obrazek demonstruje zmény teplot pfi restovani steaku. Podivny pribéh je dan tim, Ze
steak jsem opékala po obou stranach stejnou dobu. Teplotnimu vykyvu v poloviné métfeného
¢asu odpovida obréaceni steaku na panvi.

Postup izolace je popsdn nejasné. Etherovd vrstva se oddélila v odstiedivce nebo v déliéce?
Pro¢ se nepouzila vakuova odparka k odpareni diethyletheru?

Cely postup derivatizace pomoci benzoylchloridu, jak je uveden v metodické ¢€4sti, probihal
jako zkumavkova reakce. K oddéleni etherové vrstvy po protfepani doglo samovolng. Poté byl
odebran 1 ml této vrstvy do plastové eppendorfky o objemu 1,5 ml a diethylether byl odpaten
proudem chladného vzduchu v digestofi. Vzhledem k malym objemim pipetovanych
chemikalii by bylo pouziti délicky a vakuové odparky bezpredmétné.

Je neprikaznost ndristu PUT (obr. 11 na str. 39) ddna skuteCnou fyzikdlné-chemickou
podstatou, nebo se jen statistika deformovala vysokou smérodatnou odchylkou? Neméla byt
uvedend skutelnost ovéfena vétsim poctem vzorki?

Myslim, Ze z prib&hu grafu, ktery je zndzorn&n na obrazku 11, je ziejmé, Ze nedochézelo
k nardstu PUT b&hem skladovani extraktu po dobu 6 tydni. ,,Vykyv® po druhém tydnu
skladovani je charakterizovan vysokou smérodatnou odchylkou. Myslim, Ze po vypusténi
tohoto bodu by statistické vyhodnoceni deformovéno nebylo a narGist putrescinu b&hem
skladovani by byl nevyznamny. Uznavam v3ak, Ze by byvalo lepsi uvedenou skute&nost
ovétit vetsim poctem paralelnich analyz.

Kapitola 5.1.2 — autorka konstatuje rozdily mezi obéma metodami. Postrdddm hlubsi
vysvétleni rozdilii a zavéry z toho plynouct.

Cilem disertani price nebyl vyvoj analytickych metod, ale vypracovat postup metody pro
HPLC jako prostiedek pro vypracovani vlastnich cild disertaéni prace. Jsem pfesv€dCena, Ze
niz§i hodnoty PA stanovené metodou HPLC (oproti MECC) nezkresluji vysledky ¢ésti DP
tykajici se zmén PA b&hem skladovani a kuchytiskych tprav, kde §lo pouze o relativni zmény.



BohuZel zatim neexistuje obecné pouZivand metoda stanoveni BA a PA a nejsou k dispozici
referenéni materialy.

Byly rozdily mezi byky a kravami ddny pohlavim nebo jde o rozdil véku? Nehraje zde rozdil i
pribéh postmortdlnich zmén? Jaky je vék krav? Je mozné vyvozovat zdvéry pouze z 8 jedinci:
neurcité uZitkovosti?

Stéaf{ krav se pohybovalo v rozmezi 41 — 114 mé&sicd, jak je uvedeno na str. 21. Byl zjistén
rozdil v obsahu SPM mezi byky a kravami (P < 0,05) v obou druzich masa, ro3ténci a kyts.-
Faktory v&ku i pohlavi zde ziejm& jdou proti sob&. Byci byli podstatnd mladsi (15 — 28
mesicll). Aby bylo mozné fici, zda tento rozdil je dan skute¢ng pohlavim, bylo by tfeba ziskat
vet8i soubor zvifat stejného stafi jako bykd, tedy jalovi¢ek. Ditvodem pro& byl soubor krav tak
izky, byla spoluprace s katedrou specialni zootechniky ZF JU, kterd odebirala maso pouze
z bykl. PordZené kravy téméf vidy star§iho v&ku. Dal§im divodem vysvétlujicim tzky
soubor krav byla opatfeni proti nebezpedi BSE, coZ uvadim na str. 21. Je také pravdépodobné,
Ze dochézi k rlizné rychlym postmortalnim zm&ndm ve svaloving byk a krav, ale tuto otazku
si netroufidm zodpovédét. To by byla otdzka spiSe pro fyziology.

9.12.2006
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Odpovédi na piipominky a niméty oponenta prof. Ing. Ladislava Kolire, DrSc.

PFekvapil mne v publikaci Kala¢, Krausovd 2005 a v prdci na str. 15 uvadény extrémné
vysoky obsah putrescinu u tvrdych zrajicich syrii z nepasterizovaného miléka a skutecnost, Ze
glukono-delta-lakton silné potlacil tvorbu PUT pri vyrobé fermentovanych masnych vyrobkii
(str. 14). Pouziti GDL pri vyrobé milééné syfeniny je vyznamné v mlékdrenskych
malotechnologiich, které v LFA oblastech by mohly zachrdnit alespon zbytky zemédélskych
vyrob, pokud by vyrobky regiondlni a kvalitativné vyjimecné. Dal by se inhibicni vliv GDL na
tvorbu PUT ocekdvat také pri vyrobé zrajicich syrii, které by zde byly asi jedinym
perspektivnim sortimentem?

Diky potlageni technologicky rizikovych bakterii (Streptococcus sp. a Enterococcus faecalis)
a poklesu pH v disledku oSetfeni Gerstvého masa pfidavkem GDL doslo k vyznamnému
poklesu produkce PUT, HIM a TYM, jak uvadi Maijala et al., 1992. PoutZiti takto oSetfené¢ho
masa do masnych vyrobkii pak znamend mensi narist BA behem fermentace. Pfi vyrob¢
masnych vyrobkd se doporuduje spie rychlé zchlazeni Cerstvého masa ihned po poréZce
pouZivaného jako surovina a dodrzovéni pfisné hygieny. PouZivéni sifiCitand , které maji
stejné Gi¢inky jako GDL, je dokonce zakazano.

Také u syrit je znamo, Ze kaZdé technologické opatfeni, které obecné zvySuje hygienu
produkce syrii, vede ke sniZeni obsahu BA, zejména TYM, PUT a CAD. Zkvalitni se surovina
pro vyrobu syra, ale netroufdm si zodpovedét otdzku, zda u¢innost GDL se projevi po celou
dobu zrani syrt.

V roce 1973 vzbudila obavy zprdva Fazia a spolupracovnikii, kteFi nalezli N-nitrosopyrrolidin
ve vareném bakonu, zatimco v syrovém nalezen nebyl. Velisek (Chemie potravin, 3, str. 213)
wvddi, %e N-nitrosopyrrolidin miiZe vzniknout z prolinu pres pyrrolidin a analogicky
z putrescinu pres aminobutan ¢i spermidinu. Neni zde nebezpeci pFi tepelné upravé zrajicich
syrii, kterd se dnes uplatije jako kulindi'skad specialita?

Rizika vzniku karcinogennich latek typu nitrosamind z PA se obcas vyskytuji i v soudobé
literatufe v ramei pokusti s laboratornimi zvifaty. Tyto publikace v8ak nejsou pfili§ Setné a
nejsou ani &astji citovany, takZe zfejmé& nepfedstavuji vyznamnéjsi zdravotni riziko. Ve
zrajicich syrech je ptitomen PUT, obsahy SPD a SPM jsou minimalni (do 1 mg.kg’l). S udaji
o vzniku netdkavych nitrososloudenin pfi tepelné tpravé zrajicich syrl jsem se v dostupné
literatufe setkala pouze s jedinym ¢lankem. Korejsti autofi (2005) vznik N-nitrosopyrrolidinu
z biogennich aminii ov&fovali na fermentovaném vyrobku z motskych ryb, kde je zv1aste
velky obsah BA. Sledovali vznik N-nitrosopyrrolidinu za podminek pfidéni dusitanu sodného
a zahfati. Zjistili, Ze tvorba této latky zPUT a SPD byla nizka, ze SPM nevznikal N-
nitrosopyrrolidin viibec. Proto povazuji toto riziko u tepeln€ upravenych syri za nevyznamné.
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Odpovédi na pripominky a naméty doc. Ing. Jana Panka, CSec.

Jak lze vysvétlit nepriznivé vysokou hodnotu opakovatelnosti u stanoveni PUT metodou
MECC?

Hodnota opakovatelnosti 24,4 % pro stanoveni PUT metodou MECC byla zjisténa pro
prim&mou hodnotu 6,3 mg.kg™, coZ je hodnota bliZici se mezi detekee (2,1 mg.kg™). U velmi
nizkych hodnot je chyba (nejistota) stanoveni podstatn¢ vy$si nez u vysokych hodnot.

Meze detekce pro MECC byly stanoveny pro jiné potraviny nezZ meze detekce pro HPLC.

Dlouhodoba zkuSenost na$i laboratofe svédéi o velmi blizkych mezich detekce pro druhy
biologickych materiali zpracovavanych v laboratofi.

K metodice a vysledkiim mdm pomérné zdsadni ptripominku. U hodnoceni nové zavdadéné
metodiky by méla byt, kromé detekcnich limitii- a opakovatelnosti, stanovena i hodnota
vytéznosti (recovery) metody.

Uznavam piipominku, Ze se vytéZnost stanoveni PA metodou HPLC meéla provést. Obé
metody, MECC i HPLC, maji shodnou pfipravu extraktu (do 0,6M HCIO,). Recovery pro
metodu MECC byla provadéna (Kiizek a Pelikdnova, 1998) s hodnotami 89,5 % pro PUT,
94,7 % pro SPD a 93,6 % pro SPM. Pro metodu MECC vytéZnost vychizela shodn¢ jak
s pouzitim vnitintho standardu, tak i s pouZitim standardniho pfidavku (spike). Vyplyva
z toho potieba ovéfit rozdily dansylaéni a benzoyla¢ni reakce. Tuto otdzku bude feSit nase
laboratof a vysledky budou dle potieby korigovany.

10.12.2006
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; Clenové: prof. Ing. Ladislav Kolaf, DrSc., ZF JU v Ceskych Budgjovicich Ny |
doc. Ing. Jan Panek, CSc., VSCHT Praha ////{) /
w -'/ i )
rof. Ing. Petr Pipek, CSc., VSCHT Praha (- ,//Z/ {/
= 5 - i y N /T /Y
doc. Ing. Ivo Safafik, DrSc., USBE AV CR - \-_-_;'\\ < / |
o y ¢
|doc. Ing. Jifi Spicka, CSc., ZF JU v Ceskych Budgjovicich =49/ |
doc. Ing. Jan Ttiska, CSc., USBE AV CR C. Budgjovice Jie ) e
2

Skolitel: prof. Ing. Pavel Kalag, CSc., ZF JU v Ceskych Budgjovicich B

V Ceskych Bud&jovicich dne 14.12.2006



