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Odpovédi na posudek disertacni prace
Oponent: doc. Ing. Jiti Ml¢ek, Ph.D.

Neiiplny seznam zkratek.

- Do seznamu byly uvedeny pouze zkratky, které se v disertani praci opakuji

vicekrat. Seznam zkratek je dale koncipovan zpisobem, aby se ve$el na jednu
stranku.

OTAZKY:

MiiZete blie konkretizovat tvrzeni ze str. 19, Ze ,nejvyznamnéjsi z hlediska zmén

v zastoupeni mastnych kyselin je povaZovdna prvni tFetina laktace“?

- Zmény v zastoupeni mastnych kyselin na pocatku laktace jsou zpisobeny
zménami fyziologii dojnic. Dojnice ¢asto trpi negativni energetickou bilanci
(béhem prvnich 30 dni az do 70 ¢&i 84 dne po oteleni). Nadmémeé vyuziti
energetickych zasob v tomto obdobi se pak odrazi v obsahu mlééného tuku,
v zastoupeni mastnych kyselin a vzdjemnych pomeérech jednotlivych skupin
mastnych kyselin. Z tohoto divodu je zastoupeni SFA (napf. C16:0) nejnizsi v 1.
tydnu, pficemzZ roste do 12. tydne (se zlepSovanim energetické bilance). MUFA

(napt. C18:1n9c¢) naopak klesaji do 12. tydne.

Je moiné definovat nékteré analytické metody pouiiteiné pfFimo v potravindrskych

provozech z hlediska rychlosti a presnosti?

- Acidobutyrometricka metoda: obsah tuku v mléce je podil tuku, ktery se oddéli
v butyrometru po rozpuiténi fosfolipidového obalu tukovych kuli¢ek plsobenim

kyseliny sirové.
- Turbidimetricka analyza: méfeni intenzity svétla prochazejici vzorkem v pfimém
sméru. Analyza miZe byt provedena na pfistroji LactoStar.

- Ultrazvukova analyza: méfeni vysokofrekvenéniho ultrazvukového zafeni

prochazejiciho vzorkem. Analyza mizZe byt provedena na pfistroji LactiCheck.
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- NIR-FT: infracervena spektroskopie v blizké oblasti spektra s vyuZitim
Fourierovych transformaci. Analyza miize byt provedena na ptistroji BUCHI FT-
NIR.

- NIR (RTA): prnitokova krokovéa infracervena spektroskopie v blizké oblasti
spektra. Analyza miZe byt provedena na pfistroji AfiLab.

Na strané 29 uvddite vyhody infracervené spektroskopie. Jakd je jeji pfFesnost oproti

klasickym metoddm pro stanoveni mastnych kyselin v mléce?

- Vporovnani sreferenéni metodou plynové chromatografie je infracervena
spektroskopie méné pfesnd. Nicméné u nékterych mastnych kyselin, resp. jejich

skupin 1ze metodu pro stanoveni vyuZit s vysokou mirou vérohodnosti.

Na strané 50 (2. bod) je uvedeno, Ze ,,Na zdkladé studia problematiky lze usuzovat, Ze dalsi
védeckd prdce v této oblasti md do budoucna potencidl, ktery by mohl vést ke zlepseni
profilu mastnych kyselin“. O kolik % se miZe Zepsit sloieni mléka z hlediska mastnych

kyselin, tedy jejich pFiznivéjsiho sloieni ve prospéch UFA, s ohledem na biologické faktory?

- Pfedpoklad byl sméfovan ptedev§im ke genu SCDI, ktery kéduje enzym SCD1
katalyzujici pfeménu SFA na MUFA. Gen je rovnéZ spojovéan s individudlnimi
mastnymi kyselinami (C14:1n9¢, C18:2n9¢11¢, C18:1n9¢). Procentuélni zlepSeni
bude vporovnani s vlivem vyzivy niZ8i, nebot UFA mlééného tuku jsou

ovlivnitelné pfedev§im krmnou déavkou.

Které faktory nejvyznamnéji ovliviiuji nutricni sloZeni mléka a bylo by vhodné se na né do
budoucna zaméFit? Do jaké miry je moiné tyto faktory regulovat, aby bylo dosaZeno

»Vvhodnéjsiho“ sloZeni miéka?

- Nejvyznamnéjsim faktorem ovliviiujicim sloZeni mléka je vyziva. Z biologickych
faktori jsou vyznamné genetické zaloZeni a stadium laktace. Vliv vyzivy lze
regulovat. Znalosti z oblasti genetického zaloZeni lze vyuzit ve Slechtitelskych
programech pro selekci jedincl, znalosti ohledné vlivu stadia laktace pak
piedeviim k vhodnému managementu chovu. Nicméné biologické faktory lze

v porovnani s vlivem vyZivy regulovat obtiznéji.



Odpoveédi na posudek disertacni prace

Oponent: prof. MVDr. Lenka Vorlova, Ph.D.

rvr

Nékteré pasdZe jsou zatiZeny nepfFesnostmi, které zbytecné vndsi do textu nesrozumitelnost.
To se tykd zejména stati o biosyntéze mlééného tuku, napf. tvrzeni, Ze butyrdt je
meziproduktem metabolismu kyseliny S-hydroxymdselné! (str. 20). Celkové je tato stat’ ne

zcela uplnd (zjednodusend), absentuje nap¥. problematika elongace Fetézce MK.

- Formulace je chybna. Mélo byt uvedeno: ,,... v mlécné zlaze piezvykavct je témer
50 % mastnych kyselin mlé¢ného tuku syntetizovano z acetatu (kyselina octova) a
-hydroxybutyratu (kyselina B-hydroxymaselna).” B(-hydroxybutyrat je ester
kyseliny 8-hydroxymaselné.

U souhrnu chybi klicovd slova.

- Kli¢ova slova: mléény tuk, mastné kyseliny, ¢esky strakaty skot, holstynsky skot,
biologické faktory, polymorfismus.

- Keywords: milk fat, fatty acids, Czech Fleckvieh, Holstein, animal factors,
polymorphism.
Schéma ,,Hlavni drdhy biosyntézy triacylglycerolit“ neni kompletni.

- Schéma s doplnénim navéazani dvou acyli mastnych kyselin. [Prezentace z webu
VSCHT, Ustav biochemie a mikrobiologie].
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Autor se nezmiriuje o zdroji glycerolu pro syntézu triacylglyceroli.

Glycerol je syntetizovan pfimo v sekrecnim epitelu mlécné Zlazy z glukdzy
akyseliny octové. RovnéZz mizZe pochazet zkrve (VLDL). VLDL jsou
hydrolyzovainy LPL na volné mastné kyseliny, monoacylglyceroly,
diacylglyceroly a glycerol.

U tabulky 5 na str. 26 neni uveden zdroj.

OTAZKY:

Upraveno dle Brondze (2002).

Mohl by autor v ramci obhajoby osvétlit nutriéni vyznam nasycenych mastnych kyselin pro

détskou populaci?

Piijem SFA u déti je vyznamny pfedevsim z metabolického hlediska pro spravny
vyvoj a rast organizmu. Doporuceny pfijem SFA u déti ve v€ku 6-11 mésicti by
mél byt 20 % energie, u déti od 1-3 let 15 % energie a u starSich déti méné nez 10
% energie. Omezeni pfijmu SFA ve vy$§im véku je pak spojovano se snizenym
celkovym cholesterolem, LDL a krevnim tlakem u déti i dospivajicich. Omezeni
vede ke sniZeni rizika vzniku koronarniho srdeéniho onemocnéni, které ma kofeny
v détstvi. RovnéZz ma vliv na redukci nadvahy a obezity. [EFSA Journal, 2010;
Nutrition Research and Practice, Baek et al., 2018; Nutrition, ONeil et al., 2018].

Mohl by autor bliZe pohovoFit o syntéze a heritabilité mastnych kyselin C16, vzhledem ke

skuteénosti rozdilnych literdrnich udaji o kvantitativnim zastoupeni mastnych Kyselin C16

v mlééném tuku?

Mastné kyseliny C16 jsou Easteéné syntetizovany de novo v epitelialnich burikich
mlééné Zlazy (20-30 %), &asteéné pochazeji z krevnich lipida (70-80 %).
Vzhledem k této skuteénosti (dvéma zpisobiim syntézy) jsou v literamich zdrojich
uvedeny riizné kvantitativni hodnoty C16. De novo syntetizované mastné kyseliny
jsou ovliviiovany pfedeviim biologickymi faktory (plemeno, pofadi a stadium
laktace), zatimco ,,pre formed* mastné kyseliny jsou ovlivnény vyZivou. Hodnoty
heritability C16 jsou dle vétSiny autori nizké, nicméné néktefi autofi uvadeji
hodnoty vysoké (0,67; Bastin et al., 2011). Odchylky v odhadu heritability mohou

byt vysvétleny jednotkami pouzivanymi k vyjadfeni koncentrace mastnych kyselin



(g-100 g v mléce — vy3si hodnoty heritability vs. g-100 g"' mastnych kyselin vs.
g-100 g! tuku), metodou analyzy mastnych kyselin (GC vs MIR-FT), modelem
pouzitym pro odhad heritability (genomova vs. rodokmenova) nebo strukturou
databaze (zahrnuti plemene, otce, matky).

Ktery/é vysledek/ky prdce povaZuje autor za nejcennéjsi z hlediska aktudlni pouZitelnosti

v chovu skotu za soucasnych podminek?

- Za nejcennéjsi vysledek prace povazuji: Potvrzeni souvislosti polymorfismu gena
DGATI a SCDI s ukazateli mlé&né uzitkovosti. Zjisténé skute¢nosti mohou byt
vyuzity ve §lechtitelskych programech zaméfenych na mléénou produkci skotu.
Ovéieni, Ze metoda MIR-FT miuiZze byt vyuzita jako nepiimd metoda stanoveni
mastnych kyselin, resp. Jejich skupin v mlééném tuku dojnic s vysokou mirou

vérohodnosti.

Autor v prdci zmiriuje vyskyt enterolaktonu v mléce. Mohl by autor bliZe pohovoFit o této

problematice ve vztahu k mlécnému tuku?

- Enterolakton je oznacovan jako fytoestrogen. Vzhledem k tomu, Ze se ve vyZivé
dojnic zvySuje vyuZivani krmiv z riznych rostlinnych zdroji (jetel lucni, jetel
plazivy), vzristd zajem o odhad vyskytu fytoestrogenli v kravském mléce.
Antignac et al. (2004) ve své studii zjistili pomérmné vysokou koncentraci
enterolaktonu — 14,3-94,4 pg-1"'. Vramci pokusu byl zohlednén obsah tuku
v mléce (pro analyzu byly vyuZity vzorky plnotuéného — n=21 a odstfedéného —
n=4 mléka). V pfipadé plnotuéného mléka byla zjiSt€éna hodnota 47,3 pgl,
u odsttedéného mléka 36,4 pgl'. Zjisténé vysledky vsak nebyly statisticky
vyznamné. Mléko bylo pro pokus zvoleno, nebot’ pfedstavuje hlavni potravinu pro

citlivou skupinu populace, kterou jsou déti.



Odpovédi na posudek disertaéni prace
Oponent: doc. Ing. Lenka Koufimska, Ph.D.

Na avodni strané chybi datum.

- 27.11.2018.

Nedplny seznam zkratek.

- Do seznamu byly uvedeny pouze zkratky, které se v disertadni praci opakuji vicekrat.
Seznam zkratek je dale koncipovan zplisobem, aby se vesel na jednu stranku.

Klasifikace FA dle délky Fetézce neni v souladu s literaturou VeliSka (2009).

- Klasifikace dle délky fetézce: pro nasycené i nenasycené mastné Kyseliny — nizsi
mastné kyseliny (C4-C6), mastné kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem (C8-C12),
mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (C14-C18), mastné kyseliny s velmi dlouhym
fetézcem (C20-C26), mastné kyseliny s ultra dlouhym fetézcem (C28-C38).

OTAZKY:

MiZete blize vysvétlit vétu: ,,Browniiv pohyb a van der Waalsovy sily zpiisobuji, Ze tukové
kuli¢ky suspendované v kapalném tuku se shlukuji do trojrozmérnych (3D) siti, které jsou

spojené s kontinudlni olejovou fdzi.“? Co se mysli ,,kontinudlni olejovou fdazi“?

- Formulace je chybna. Mélo byt uvedeno: ,,Browniiv pohyb a van der Waalsovy sily
zplsobuji, Ze tukové kulicky suspendované v kapalném tuku se shlukuji do
trojrozmémych (3D) siti.“ Pojem ,,kontinudlni olejova faze* se vyuziva v souvislosti
s pojmem emulze. Rozptylena kapalina je oznaovana jako diskontinudlni faze.
Disperzni médium je oznaovano jako kontinualni faze. Pokud je rozptylenou
kapalinou olej, vodny roztok je kontinualni faze — typ emulze olej ve vodé (mléko).
Pokud je rozptylenou kapalinou voda, olej je kontinudlni fazi — emulze typu voda

v oleji (maslo). [Essential 18000 Medical Words Dictionary, Nam Nguyen, 2014].

MiiZete doplnit, jakd stanoviska a vyZivovd doporuceni spojend s mastnymi kyselinami
uvddi EFSA (EFSA Journal 2010, 8(3): 1461)?
- SFA: vramci nutriéné adekvatni stravy by mél byt pfijem co nejnizsi, SFA jsou

syntetizovany v organismu a nemuseji byt dodavany ve stravé.



cis-MUFA: jsou syntetizovany v organizmu, nemaji znamé specifické ulohy pfi
prevenci nebo podpofe chorob souvisejicich s vyZivou, nemuseji byt dodavany ve
stravé.

cis-PUFA: v porovnani s trans-MUFA a SFA sniZuji koncentraci LDL cholesterolu
v krvi, vzhledem k rozdilnym metabolickym u&inkim jednotlivych FA této skupiny
nejsou stanoveny referenéni vyzivové hodnoty (DRYV, dietary reference values).
n6-PUFA: nemaji neptiznivé Gcinky na zdravi, kyselina linolova (LA) je esencialni,
nezbytnd k udrzeni metabolické integrity, kyselina arachidonovd (ARA) je
syntetizovana v organizmu z LA, tudiZ neni nezbytna pro pfijem ve stravé.

n3-PUFA: alfa linolenovd kyselina (ALA) je esencidlni, nezbytna k udrzeni
metabolické integrity, kyselina eikosapentaenova (EPA) a dokosahexaenova (DHA)
jsou syntetizovany z ALA, DRV u dospélych: EPA a DHA = 250 mg/den, DRV
u starSich kojencti (>6 mésicti), déti mladSich nez 2 roky a Zen v téhotenstvi a béhem
kojeni: DHA = 100 mg/den.

TFA: nejsou syntetizovany v organizmu, ziroveii jsou ve stravé nezadouci, jejich
vys3i pfijem je spojeny s rizikem vzniku srde¢né cévnich onemocnéni.

CLA: neexistuje piesvédéivy diikaz, ze néktery z izomerd CLA ma roli v prevenci
nebo naopak podpofe nemoci souvisejicich s vyzivou.

Cholesterol: je syntetizovan v organizmu, neni vyzadovan ve stravé.

Pro snizeni rizika aterosklerézy je doporueno nahradit SFA a TFA kyselinou
olejovou, LA, EPA a DHA.

Pro¢ nejsou v Tabulce 5 zminény Zddné MS detektory, které je moiné pro detekci FAMEs

také pouiit?

MS detektory (analyzatory): jednoduchy kvadrupdl, trojity kvadrupél, analyzator doby
letu (TOF, time of flight), iontova past (IT, ion trap), iontova cyklotronova rezonance
s Fourierovymi transformacemi (FT-ICR, Fourier Transform ion cyclotron resonance?,

elektrostaticka past (orbitrap).

Formulujte k Vasim cilum odpovidajici hypotézy.

Posoudit vliv genetického zaloZeni (plemene a individuality dojnice), pofadi a stadia
laktace na zastoupeni mastnych kyselin mlééného tuku u dojnic ¢eského strakatého
a holstynského skotu. Predpoklada se, Ze nejvélsi vyznam na zastoupeni mastnych
kyselin ma z biologickych faktorii individualita dojnice. Selekce na :zdkladé

genetického zaloZeni je bézné vyuzZivana ve §lechtitelskych programech.



Zjistit Cetnosti polymorfismu genli souvisejicich s biosyntézou mléiného tuku
a mastnych kyselin u dojnic ¢eského strakatého a holstynského skotu. Predpokiada se,
Ze analyzou genetické variability bude potvrzena souvislost mezi genotypem
a biosyntézou milécného tuku.

Vyhodnotit vztah polymorfismu genii DGAT! a SCD! (ptipadné dal3ich souvisejicich
se syntézou miééného tuku) a ukazateli mlééné uzitkovosti. Predpoklada se, ze
polymorfismus geni DGATI a SCDI mad pFimou souvislost s ukazateli mlécné
wiitkovosti.

Zjistit moznosti izolace DNA ze vzorki mléka a vyhodnotit metody genotypizace
vybranych genil souvisejicich s kvalitou kravského mléka. Predpokldda se, e izolace
DNA z mléka bude proveditelnd. PCR-RFLP je osvédcenou metodou genotypizace,
kterou Ize pro analyzu vyusit.

Zjistit moznosti stanoveni mastnych kyselin pomoci rutinni metody a porovnat je se
stanovenim mastnych kyselin referenéni metodou. Predpoklada se, Ze stanoveni
mastnych kyselin rutinni metodou umozni analyzu vice vzorkit bez predchozi upravy
vzorku. Referencni metoda viak ziejmé bude naddle nejpresnéjsi metodou stanoveni

mastnych kyselin.

Proc¢ je u SFA velmi silnd korelace mezi GC a MIR metodou a u MUFA a PUFA jsou
korelace slabsi (zvldsté u PUFA)? Je u PUFA vhodné a moiné nahradit GC metodou MIR-

FT?

Metoda MIR-FT je vhodna pro stanoveni mastnych kyselin, které jsou typické pro
mlécny tuk (pfedevsim C16:0) a jejich zastoupeni v mlééném tuku je tudiz vyssi.
Z tohoto diivodu je vhodné metodu vyuzit spiSe pro stanoveni SFA, pak u MUFA ¢&i
PUFA.



Zapis z obhajoby disertaéni prace

Doktorand: Ing. Robert Kala

Obhajoba byla zahajena v 11 hod.

- Predseda komise pro obhajobu, prof. Ing. Oto Hanus, Ph.D. zahjjil jednani
ptedstavenim studenta a jednotlivych ¢lenid komise.

- Ing. Pavel Smetana, Ph.D. piecetl stanovisko $koliciho pracovisté (KKZP) na
studenta.

- Vedouci 3kolitelka, doc. Ing. Eva Samkova, Ph.D. pfeéetla stanovisko skolitele na
studenta.

- Vlastni obhajoba disertaéni prace — 15 min.

- Piecteni oponentskych posudki v pofadi — prof. MVDr. Lenka Vorlova, Ph.D., doc.
Ing. Lenka Koufimska, Ph.D. a doc. Ing. Jifi Ml&ek, Ph.D.

- Odpovédi doktoranda na otazky oponentd.
VOLNA DISKUZE:
prof. Ing. Jan Travnicek, CSc.
Miléko z 1. faze laktace je tedy i pFes probihajici negativni energetickou bilanci lepsi? A byl
gistén rozdil mezi holstynskym plemenem a eskym strakatym plemenem?

- Z nutri¢niho hlediska je lepsi, nebot’ ma vyssi zastoupeni UFA nez SFA. Domnivam

se, ze mezi plemeny vyrazny rozdil zjistén nebyl.
doc. Ing. Lenka Koufimska, Ph.D.
Byly provedeny interakce faktorit ke zjisténi jejich spolupiisobeni, metoda ANOVA s
interakcemi?
-V téchto studiich (Kala ez al., 2018; Samkova et al., 2018) ANOVA s interakcemi
provedena nebyla.
Jaky je v dané oblasti vyzkumu dle Vis vyhled do budoucna?

- Dle mého néazoru je to predev§im dalsi studium polymorfismu gent ovliviujicich

obsah a slozeni mlé&ného tuku.



prof- Ing. Lenka Vorlova, Ph.D.

Pii izolaci DNA 7 miéka — jak se odlisi bakteridlni DNA a DNA ze somatickych bunék?
- Proizolaci DNA se vyuzivaji komeréné dostupné kity, které jsou pfimo uréené pro

izolaci bakterialni DNA &i DNA ze somatickych bunék.

Zaznamenal jste dalsi informace o pFitomnosti aglutininii na povrchu tukovych kulicek?

- Nezaznamenal.

prof. Ing. Martin Kvaé, Ph.D.

Pokud jsou pro déti, jak bylo zminéno, miéko a mlééné vyrobky diilefité, jak je to u déti

s laktozovou intoleranci?

-V ptipadé€ déti s laktézovou intoleranci Ize doporugit kysané mlé&né vyrobky.

Pokud nemohou trdvit ani kysané mlééné vyrobky?

- Doporuéil bych konzumaci vyrobki s oznalenim ,.laktosa free*.

Zapis proveden:

\" C‘esk)’Ich Budéjovicich 10. 1. 2019 MVDr. Lucie Hasoiiova, Ph.D.



