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Jedly hmyz jako soucasti jidelnicku pro osoby trpici dnou

Souhrn

V mé praci jsem se zabyvala tématem jedlého hmyzu a obsahem purinovych latek
vV ném. Zjisténi obsahu purinovych latek v hmyzu je dtlezité pro rozhodnuti, zda je vhodné jeho
zatazeni do nizko purinové diety, ktera se pouziva jako jedna z léCebnych postupti. Obsah
purinti v potravinach je dualezity pro lidi trpici dnou. Dna je onemocnéni, které je zplisobeno
zvySenou hladinou mocové kyseliny v krevnim séru. Lécba tohoto onemocnéni je mozna
medikaci, nizko purinovou dietou nebo kombinaci obojiho.

Pro zjisténi hodnot purini v jednotlivych potravinach, v naSem konkrétnim ptipadé
Vv jedlém hmyzu (cvréek domadci), jsem zjiStovala pomoci laboratorni metody vysokoucinné
kapalinové chromatografie. Nejdiive byla vSak nutna validace této metody. Pouzitd metoda
byla dostatecné linearni, citliva, pfesna, spravna a selektivni. Obsah purinovych bazi se
pohyboval v rozmezi od 73 mg/100g vzorku u adeninu aZz po hodnotu 101 mg/100 g vzorku
U hypoxantinu. Mezi témito hodnotami se jeSt€¢ pohyboval obsah guaninu s hodnotou
93 mg/100g vzorku a xantinu s hodnotou 80 mg/100 g vzorku.

Témét vSechny potraviny, které konzumujeme, obsahuji puriny. Proto potraviny
Z pohledu obsahu purinti délime do tii skupin. Konkrétné na nizko purinové potraviny, sttedné
vysoké purinové potraviny a vysoko purinové potraviny. Vhodné je, aby jidelnicek obsahoval
tteSné a nizkotuéné mlécné vyrobky. Jejich konzumaci se snizuje hladina mocové kyseliny
Vv krevnim séru. Podle naSich vysledki by se jedly hmyz (cvréek domaci) fadil do skupiny
vysoko purinové potraviny.

Do budoucna bude potieba vice zkoumat jedly hmyz z pohledu konkrétnich latek v nich
obsazenych. Teprve poté budeme moci S vysokou mirou jistoty rozhodnout, zda je jedly hmyz
vhodny pro konzumaci z pohledu problematiky 1é¢by dny a s tim spojenym snizovanim hladiny
mocové kyseliny v krevnim séru. Nejvyznamnéjs$i hodnotou, kterou je potieba sledovat je

obsah purinovych bazi (adeninu, guaninu, hypoxantinu a xantinu) v konkrétnim hmyzu.

Klicova slova: Dna, purinové latky, jedly hmyz, kapalinova chromatografie, moc¢ova kyselina



Edible insects as part of a diet for people suffering from
gout

Summary

In my dissertation, | dealt with an issue of edible insects and with associated purine
compounds contained in them. A detection of the purine compounds is important for making
any decision about suitability of an inclusion of the insects into a low-purine diet that is used
as one of the method of treatments. The content of purines in human food is important for
people suffering from gout. The gout is a disease caused by an increased level of the uric acid
in the blood. There are several methods of treatment of this disease: a medication, low-purine
diet or by a combination of both.

For the discovery of levels of the purines, in our specific edible insect, the domestic
cricket, | used the high performance, liquid chromatography method. First of all, a validation
of this method was required. The used method was sufficiently linear, sensitive, accurate,
reproducible and specific. The content of purines in the samples ranged from 73 mg/100 g for
the adenine content to 101 mg/100 g for the hypoxanthine content. In between these values,
there were the guanine (93 mg/100 g) and the xanthine (80 mg/100 g) contents in the measured
sample.

Almost all of the foods we consume contain the purines. For that reason, we divide our
foods into three groups based on purines content, specifically into a low-purine, medium-high-
purine and high-purine groups. It is appropriate to include cherries and low-fat dairy products
in our menu. By their consumption, the level of the uric acid in the blood stream is reduced.
Based on our test results, the edible insect (the domestic cricket) belongs to the group of the
high-purine foods.

In future, there will be a need to examine the edible insects for specific substances
contained in them. Only then we will be able to decide, with a high degree of certainty, if the
edible insects are suitable for consumption and a reduction of the uric acid levels in the blood.
The most significant value, that is required to be watched, is the content of purines (i.e. adenine,

guanine, hypoxanthine and xanthine) in the edible insects.

Keywords: Gout, purine compounds, edible insects, liquid chromatography, uric acid
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1 Uvod

Tato diplomova prace pojednava o vyuziti jedlého hmyzu pfi onemocnéni dnou. Dna je
metabolické onemocnéni, na kterém se mtze podilet, jak geneticka predispozice, tak nevhodny
jidelnicek spojeny se Spatnou funkci enzymu urikazy. Diive se ji fikalo nemoc krali proto, ze
dovolit pravé jen kralové a bohati. Tato nemoc je znama jiz od starovékého Recka od
Hippokrata. Tehdy byl zaznamenan prvni popis nemoci.

Dna se projevuje nahromadénim mocové kyseliny, diky nedostatecnému odbouravani
purinti. Tato kyselina se hromadi hlavn€ v mensSich kloubech hornich a dolnich koncetin a to ve
form¢ krystalkt, které mohou zptisobit neptijemnou bolest, pii jejich zabodavani do kloubt.
V nékterych piipadech dochézi az k zanétim kloubti a dnavym zéchvatim.

V Ceské republice postihuje toto onemocnéni zhruba 10 % populace a to hlavné muze ve
veéku nad 40 let. Prevalence tohoto onemocnéni stoupd s vékem. Ve vyspélych zemich toto
onemocnéni postihuje zhruba 1-4 % populace dospélych.

Jedly hmyz je budoucnosti naSich jidelnicki, vzhledem K rostoucimu poétu lidské
populace. Existuje ptes 2000 druhti jedlého hmyzu, ktery konzumuje ptes 2 miliardy lidi hlavné
V Asii, Africe a v Latinské Americe. Postoj Evropani ke konzumaci jedlého hmyzu je pomérné
konzervativni a k jeho konzumaci dochazi ve vétSin€ pifipadi jen v rdmci experimentalnich
restauraci. Jedly hmyz je konzumovan nejen kvili nutriéni hodnoté, ale 1 kvili jeho chuti.
Hmyz ma uspokojivy obsah energie a je snadno dostupnym zdrojem bilkovin, lipidd, sacharidd,

nékterych vitaminl a mineralnich latek.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Jedly hmyz jako potravina nového typu je vhodny pro osoby trpici dnou.

Cilem mé diplomové prace bylo v teoretické ¢asti zpracovat literarni resersi, ve které jsem
se zaméfila na obsah zakladnich Zivin a hlavné purinovych latek u jednotlivych druha jedlého
hmyzu. V praktické ¢asti jsem u vybranych druhti jedlého hmyzu sledovala pomoci kapalinové
chromatografie obsah purinovych latek. Tyto hodnoty jsem navzajem porovnala a v diskuzi

rozebrala vhodnost konzumace jedlého hmyzu u osob trpicich dnou.



3 Literarni reSerse

3.1 Puriny

Puriny se nachdzeji v jadru jakékoliv rostlinné nebo zivocisné buiiky. Jsou to specifické
typy molekul tvofené atomy uhliku a dusiku, které se nachazeji v bunééné DNA a RNA (jelikoz
jsou soucasti nukleovych kyselin). V podstaté jsou puriny zadkladnimi kameny vSech zivych
bytosti (Frank, 2014). Jak jiz bylo feceno, jsou souc¢asti nukleovych kyselin, ve kterych jsou
zastoupeny hlavnimi purinovymi bazemi adeninem a guaninem. Tyto baze jsou spojeny pomoci
vodikovych mustkt s pyrimidinovymi bazemi, mezi které patii cytosin, uracil a thymin. Jak
puriny, tak pyrimidiny jsou nezbytné pro ptenos genetické informace, patfi mezi hlavni
biomolekuly pro skladovani energie ve form& ATP (adenosintrifosfdt) a GTP
(guanosintrifosfat), Gcastni se bunéné signalizace v cAMP (cyklicky adenosinmonofosfat)
aVv cGMP (cyklicky guanosinmonofosfat) dale plisobi jako kofaktory pro mnoho enzymi
(Chitrakar et al., 2017).

Puriny pfitomné v lidském téle Ize rozdélit do dvou kategorii. Endogenni puriny
vznikajici in vivo pii odbouravani bun€k v téle a exogenni puriny, které vstupuji do téla skrz
dietni expozici. Jak endogenni tak exogenni puriny pochazejici z dietniho pfijmu, jsou
Vv lidském organismu metabolizovany jatry, které rozkladaji puriny a produkuji odpadni produkt
nazyvany mocova kyselina. Tato kyselina je uvoliiovana do krevniho obéhu a nakonec je

filtrovana ledvinami a vylu¢ovana moci. (Frank, 2014).

3.1.1 Struktura purina

Z chemického hlediska jsou puriny, heterocyklické aromatické organické slouceniny
sestavajici z pyrimidinového kruhu fazovaného k imidazolovému kruhu. Puriny jsou
jednoduché hydroxy, amino nebo methylové derivaty hlavniho purinového kruhu (Faeron,
2014; Chitraker et al., 2017). Hydroxypuriny, mezi které patii hypoxanthin a xantin, se
vyskytuji v tkdnich a tkanovych tekutinach mnoha zvifat. Mocova kyselina je hlavnim
dusi¢nanovym exkre¢nim produktem a je vzdy pfitomna v moci savci. Amino puriny, mezi
které patii adenin a guanin, jsou komponenty nukleovych kyselin a nukleosidi. Methyl puriny
(napt. kofein tj. 1,3,7-trimetylxantin) jsou charakteristické alkaloidy caje, kavy a kakaa.
Hydroxy a amino puriny jsou odvozeny hlavné z nukleoproteinil (sloZenych proteinti, u kterych
je nebilkovinnou slozkou nukleova kyselina) pochazejicich ze stravy, ackoli existuje diikaz, ze

organismus miZze syntetizovat purinovy kruh z aminokyseliny histidin (Faeron, 2014).



3.1.2 Zastupci

Adenin, sumarnim vzorcem CsHsNs, je jednim ze zékladnich stavebnich kameni DNA
a RNA. Molekula adeninu obsahuje Sesti¢lenny (purinovy) a péti¢lenny (imidazolovy) kruh,
které jsou mezi sebou spojeny. Tato molekula mé 5 riiznych aktivnich mist ve form¢ dusiku
a k uhliku v pozici 6 je pfipojena aminova skupina (Rad et al., 2017). Adenin se ¢astni riznych
procesu v zivych organismech, jako je napiiklad energeticka transdukce (pfenos genetického
materidlu z jedné bunky do druhé, pomoci bakteriofaga). Slouzi jako metabolicky kofaktor
a Gidastni se bun&ené signalizace. Adenin ma také vyznamnou tlohu pii syntéze bilkovin (Svorc

a Kalcher, 2014).

Obrazek 1: adenin

Zdroj: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/190

Guanin, sumarnim vzorcem CsHsNsO, podobné jako adenin, patii k dusikatym bazim
purinového typu. V RNA se nachazi ve formé ribonukleotidového zbytku a v DNA ve formé
deoxynukleotidového zbytku. Guanin se vaze pomoci tfi vodikovych mistkl z pyrimidinovym

cysteinem a tvoii spolu s dal$imi bazemi geneticky kod (Somerville, 2013).
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Obrazek 2: guanin
Zdroj: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/764

Hypoxantin, sumarnim vzorcem CsHs4NsO, patii mezi purinové heterocyklické
slouCeniny. Skladd se z atoml dusiku a kysliku. Jeho molekula obsahuje pyrimidinovy
a imidazolovy kruh (Huang et al., 2015). Hypoxantin se kumuluje v biologickych tkénich,
nebot je hlavnim metabolitem degradace adeninovych nukleotidi v biologickych materialech

(Devi et al., 2013). Hypoxantin se nachazi nejen v tkanich, ale i v té€lnich tekutinach, jako je
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krev a moc. Je to nejcastéji mutagenni purinova baze, ktera vznikd z pfemény adenosin-5-

trifosfat na adenosin-5-monofosfat (Xie et al., 2008).
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Obrazek 3: hypoxantin
Zdroj: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/790

Xantin, sumarnim vzorcem CsHsN4O2, je purinova baze vznikajici katabolismem
guaninu a adenosin-3-fosfatu. Nejdiive je ATP hydrolyzovana za vzniku adenosinu, nasledné
se pfeméni na inosinmonfosfat, inosin, hypoxantin, xantin a ten je poté enzymaticky pteménén
pomoci xanthinoxiddzy na mocovou kyselinu (Dervisevic et al., 2017). Xantin miize byt také
vytvofen z guaninu pomoci guanindeamindzy. Koncentrace xantinu v lidskych télnich
tekutindch se pouziva jako marker patologickych stavii jako je xanthinurie (zvysené vylu¢ovani
xantinu mo¢i), renalni nedostatecnost (selhani ledvin) nebo dna. V potravinarském pramyslu
muze jeho monitorovani také slouzit pro hodnoceni Cerstvosti nebo znehodnoceni masa

(Dalkiran et al., 2017).

Obrazek 4: xantin
Zdroj: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1188

vvvvvv

dusiku v télech zvirat a rostlin. Sklada se z 2,6,8 trihydroxypurinu, ktery za fyziologickych
podminek lze snadno pievést na odpovidajici urat (sl kyseliny mocové) (Hafez et al., 2017).
Mocova kyselina, ktera je nejvice syntetizovana hlavné v jatrech, stfevech, svalech a ledvinach,

je koneénym produktem hlavné exogennich (dietarnich) purini ziskanych pifevazné
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z zivocisnych zdroju bilkovin a také z umirajicich bungk, které degraduji nukleové kyseliny,

adenin a guanin (Ridi a Tallima, 2017).
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Obrazek 5: mocova kyselina
Zdroj: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1175

3.1.3 Syntéza purini

Syntéza purint probiha dvéma zptisoby (zichranna biosyntéza a de novo). Ustiednim
produktem obou cest je kyselina inosinova (IMP, inosinmonofosfat) (Nyhan, 2005). Zachranna
cesta je mechanismus s nizkym energetickym vyuzitim (syntéza nukleotidi je energeticky
narocna - nukleové baze se zcela neodbourdvaji, vyuziji se znovu), ktery vyuziva predem
vytvorené baze (adenin, guanin, hypoxanthin) nahromadéné v disledku degradace nukleotida
pro udrzeni purinové hladiny za normalnich bunécnych podminek. Pokud se vSak zvySuje
potieba purinii béhem bunééného ristu, je nezbytna biosynteticka draha de novo (Chitrakar
etal., 2017). Touto cestou se vytvaii fosforylované kruhové struktury z jednoduchych
prekurzora jako je CO», glycin a glutamin (Nyhan, 2005). Purinové kruhy jsou syntetizovany
na platformé ribosa-5-fosfaitu za vzniku nukleotidi. Syntéza de novo probiha v 10
enzymatickych krocich (Kumari, 2018). Zatimco bakterie pouzivaji deset az dvanact enzymu
k dokonceni ptemény PRPP (fosforibosylpyrofosfat) na IMP, lidé pouzivaji pouze Sest. Jedna
se 0 3 monofunkéni enzymy (PPAT, FGAMS a ASL), 2 bifunkéni enzymy (PAICS a ATIC)
a jeden trifunk¢ni enzym (TGART) (Chitakar et al., 2017).
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Obrazek 6: Syntéza purinového skeletu de novo

Zdroj: http://slideplayer.cz/slide/5643219/
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Obrazek 7: Pomocné cesty syntézy purinovych nukleotidii
Zdroj: http://slideplayer.cz/slide/5643219/

3.1.4 Odbouravani purini

Odbouravani adeninu a guaninu na mocovou kyselinu se tcastni mnoho enzymi
(Maiuolo et al., 2016). Purinovy katabolismus zacind degradaci nukleovych kyselin na
nukleotidy a nukleosidy (Blanco a Blanco, 2017). Zpoc¢atku se adenosinmonofosfat (AMP)
pfevede na inosin prostfednictvim dvou riiznych mechanisml. Bud’ je nejprve odstranéna
aminoskupina deamindzou za vzniku inosinmonofosfat (IMP) a pak nésleduje defosforylace

s nukleotiddzou za vzniku inosinu, nebo je nejprve odstranéna fosfatova skupina nukleotidazou

za vzniku adenosinu a naslednou deaminaci vznikne inosin.

Guanosinmonofosfat (GMP) se pfeméni na guanosin pomoci nukleotidazy. Nukleosidy
guanosin a inosin se dale pfevedou na purinovou bazi hypoxantin a guanin za i¢asti purinové
nukleosid fosforylazy. Hypoxantin se potom oxiduje xantin-oxidasou za vzniku xantinu
a guanin se deaminuje xantin-deaminazou za vzniku xantinu (Maiuolo et al., 2016). Xantin,

ktery je tvofen jak adeninem, tak guaninem,je oxidovan na kone¢ny produkt mocovou kyselinu,

ktera se vylucuje moci prostiednictvim ledvin (Blanco a Blanco, 2017).
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3.1.5 Puriny v potravinach

Tabulka 1: Obsah purini v potravinach (mg/100 q) dle Chlupa (2009)

Ovoce MiIéko, vejce
Borivky 2 Miéko 1
Hrusky 1 Vejce 2
Jablka 1 Bilek 1
Jahody 5 Zloutek 5
Meruiky 0 Maso, uzeniny
Svestky 1 Teleci 48
Hroznové vino 1 Vepiové 48
Pomeranc 1 Kureci 40
Zelenina Kralidi 38
Zeleny hrasek 80 Skopové 46
Kapusta 6 Zvérina 35-39
Kvétak 10 Sunka 24
Spenat 23 Anglicka slanina 25
Zeli 5-8 Ryby
Redkvi¢ky 6 Kapr 54
Mrkev 2 Losos 22
Rajcata 4 Pstruh 56
Lusténiny Sardinky 120
Cocka 70 Sled’ 69
Hrich 45 Stika 48
Fazole 44 Vnitifnosti
Mouka, pekarenské vyrobky Jatra 95
Zitna, pSeni¢na 0 Ledvinky 80
mouka Jazyk 55
Celozrnny chléb 14 Teleci brzlik 400
Bilé pecivo 8
Ovesné vlocky 30




Tabulka 2: Obsah purint ve vegetaridnskych ,.masech® (mg/100 ¢) dle Havlik et al. (2010)

Potravina Obsah

Parek veget'ak 122,9

Séjovy granulat 203,6
Smakoun uzeny 13,1

Tofu burger 173,8
Parky vegetarianské 44
Vegetarianské hovézi maso 132
Vegetarianska pikantni klobasa 65,6
Vegetarianské nugety 94,4
Vegetarianska sekana 138,5

Tabulka 3: Obsah purint v potravindch (mag/100 q) dle Kaneko et al. (2014)

Potravina Obsah
Vejce a mlé¢né vyrobky <13
houby 2,1-3
70 % druht zeleniny <50
petrzel 289
Kureci jatra 312
Hovézi jatra 220
Veprova jatra 285
Ryby > 100

3.1.5.1 Puriny v mase

Rong et al. (2015) se ve své studii zabyvali obsahem purinid v riznych ¢astech
veprového a hovéziho masa za pouziti vysoko ucinné kapalinové chromatografie. Vysledky
ukazaly, ze celkové mnozstvi purintl ve vepirové a hovézi svickové, bylo vyssi nez v ostatnich
¢astech. Hlavnimi purinovymi bazemi byly hypoxantin a adenin. Obsah hypoxantinu byl ve
vSech vzorcich nejvyssi. Vzhledem k vysokym hodnotdm purint ve vepfovém a hovézim mase
autofi doporucuji lidem trpicim dnou vyhnout se jeho nadmérné konzumaci.

Clariana et al. (2010) se ve své studii zaméfili na stanoveni sedmi purinovych
a pyrimidinovych bézi (inosin, guanosin, adenosin, hypoxantin, xantin, moc¢ova kyselina
a uridin) ve vepfovém mase (vatrend Sunka, suSena Sunka, veptové maso). Hypoxantin a isonin
byly hlavnimi bazemi ve vSech vzorcich s nejvyssi koncentraci hypoxantinu v suSené Sunce

a inosinu ve vafené Sunce. Koncentrace téchto bazi se pohybovaly v rozmezi 721-469 pg/g
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u inosinu a 33-77 ug/g u hypoxantinu. Koncentrace guanosinu byla 7 pg/g a mocové kyseliny
16 pg/g. V suSené Sunce se ve srovnani se syrovym vepiovym masem zvySila koncentrace
témer vSech bazi, krome inosinu. Podobné¢ i vzorky varené Sunky ukazaly zvySeni obsahu vSech
bazi, v tomto piipad¢ v¢etné inosinu, v porovnani se syrovym vepiovym masem. Mnozstvi bazi
Vv jednotlivych vzorcich souvisi 1 se stafim masa, nebot’ koncentrace hypoxantinu se zvysuje
s dobou starnuti.

Brul¢ et al. (1989) ve své studii sledovali celkovy obsah purini i obsah jednotlivych
bazi v Cerstvém a tepelné upraveném (vareni, peceni) mase (hovézi steak, hovézi jatra, treska).
Syrova a vaiena hovézi jatra obsahovala nejvyssi hladiny volnych i celkovych purinovych bazi.
Jak vareni, tak pec€eni, vedlo ke zvySeni mnozstvi volného nebo celkového adeninu a guaninu
ve steaku a v jatrech. Hladina volného hypoxantinu se zvysila jen v hovézim steaku. V tresce
byly po tepelné Gpravé pozorovany jen malé zmény v hladinach volnych a celkovych purind.

Lawal a Adeloju (2010) uvadi, Ze hypoxantin se akumuluje v biologickych tkénich,
jelikoZ je hlavnim metabolitem degradace adeninovych nukleotidi v biologickych materialech.
Jakmile ryba zemfe, nebo je chycena, zacne dochazet k jejimu znehodnoceni, jelikoz ve svalech
ryb dochazi pfi umrti k degradaci nukleotidli, kterd pokracuje po celou dobu skladovani.
V ranych stadiich dochazi k rozpadu ATP v rybich svalech. Vysledkem je uvoliiovani ADP
a dalSich produkti, jako jsou AMP, IMP, inosin a mocova kyselina, které vznikly pfi jejim
rozkladu. IMP je jednim z hlavnich faktord pfispivajicich k ptijemné chuti Cerstvych ryb,
zatimco akumulace hypoxantinu/xantinu béhem skladovani pfispivad k nepfijemné chuti.
Koncentrace hypoxantinu, ktera byla zjisténa u tfech riznych vzorki béhem 7 dnd vzrostla

z 2,1 azna 8,7 umol/g.

3.1.6 Stanoveni purini v potravinach

3.1.6.1 Chromatografické metody

Chromatografie je dlilezita biofyzikalni technika, kterd umoziiuje separaci, identifikaci
a CiSténi slozek smési pro kvalitativni a kvantitativni analyzu (Cosken, 2016). Tuto metodu
objevil rusky botanik Michail S. Tsvet v roce 1901, kdyZ poznal fyzikalné-chemicky zaklad
separace a aplikoval ji na rostlinném pigmentu (karotenoidy, chlorofyly). Chromatografie
slouzi k oddéleni jednotlivych sloZzek vzorku mezi pohyblivym proudem tekutiny nazyvanym
mobilni faze a stacionarni fazi (Giddings a Keller, 2016). Mobilni fazi mtize byt kapalina
(v ptipadé kapalinové chromatografie) nebo plyn (v ptipadé plynové chromatografie), zatimco

stacionarni faze muze byt kapalina nebo obvykleji pevnd latka. Oblast chromatografie mtze
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byt rozdélena nebo uspotradana n€kolika riznymi zplisoby podle fyzikalné chemickych principt
separace nebo podle riznych pouzitych postupt. Vzhledem k tomu, ze povaha interakci mezi
molekulami rozpusténé latky a mobilnimi nebo stacionarnimi fazemi se lisi, maji tyto metody
schopnost oddélit rizné druhy molekul. Stacionarni faze je vybrana tak, aby umoznovala
diferencialni interakci se slozkami vzorku, ktery ma byt separovan (Nielsen, 2017).

Chromatografické metody jsou velmi u€inné pii separaci a identifikaci malych molekul
jako jsou aminokyseliny, sacharidy a mastné kyseliny. Plynovéa a kapalinova chromatografie se
pouziva pti separaci alkoholt, estert, lipidii, aminoskupin a déle také slouzi k pozorovani
enzymatickych interakci (Coskun, 2016).

Plynova chromatografie je technika separace zalozena na vzéjemnych interakcich mezi
mobilni fazi (nosny plyn) a staciondrni fazi. V dnesni dobé€ je vyspélou metodou separace
S Vysokou separacni u¢innosti, citlivosti, dobfe provedenou selekci (Sun et al., 2016) a nizkou
mezi detekce (Siddiqui et al., 2017). Nosny plyn musi byt vzdy suchy, zbaveny kysliku a musi
byt chemicky inertni. Jako nosny plyn se nejCastéji vyuziva hélium a dusik. Hélium byva
detektory. V zavislosti na pozadovaném vykonu a pouzitém detektoru lze jako nosny plyn
pouzit i argon a vodik (Thet a Woo, 2015). Mobilni faze, kterd je inertnim plynem, prochazi
kolonou pod vysokym tlakem. Vzorek, ktery ma byt analyzovan se odpafi a vstoupi do plynné
faze (mobilni faze). Slozky obsazené ve vzorku jsou rozptyleny mezi mobilni fazi a staciondrni
fazi na pevném nosici (Coskun, 2016).

Kapalinova chromatografie je technika, kterd se pouZivad k oddéleni vzorku od
jednotlivych ¢asti. Tato separace nastava na zdklad€ interakci vzorku mezi mobilni
a stacionarni fazi. ProtoZe existuje mnoho kombinaci staciondrni a mobilni faze, které 1ze pouZit
pro oddéleni smési, existuje nékolik riznych typli chromatografie, které jsou klasifikovany na
zaklad¢ fyzikélnich stavll téchto fazi (Betancourt a Gottlieb, 2017). Rozpusténé latky jsou
rozdéleny mezi dvé kapalné faze podle jejich rozdélovaciho koeficientu. Rozdé€lovaci systéem
je ovladan zménou povahy dvou kapalnych fazi, obvykle kombinaci rozpoustédel nebo tipravou
pH pufri. VétSinou polarnéjsi ze dvou kapalin je drZena na inertnim nosici staciondrni faze
a mén¢ polarni rozpoustédlo se pouziva k eluci slozek vzorku (Nielsen, 2017).

Vysokotlaka kapalinova chromatografie (HPLC) slouzi k separaci a identifikaci
aminokyselin, sacharida, lipidi, nukleovych kyselin, proteind, steroidi a dalSich biologicky
aktivnich molekul. Pfi HPLC mobilni faze prochazi kolonou pod 10—400 atm (atmosfér) tlaku
a vysokou prutokovou rychlosti 0,1-5 cm/s (Coskun, 2016). Zékladnimi komponentami HPLC

systému jsou — Cerpadlo, néstiikové zatizeni, kolona, detektor a pocitac (Nielsen, 2017).
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V tabulce ¢. 4 mizeme vidét pfesné podminky analyzy pfi stanoveni purinii pomoci

HPLC podle jednotlivych autora.

Tabulka 4: Piiklady chromatografickych podminek pii stanoveni purint

Vzorek MF SF Detektor Citace
10mM mravenéan Luna (20 mm x
Rong et al.
Maso amonny a methanol 5mmx 0,25 uv (2015)
(99:1) um), 30°C
0,06M
Larvy hmyzu, Luna (5 pm, 25
hydrogenfosforecnan Bednarova et al.
vajeny bilek, cmx 0,46 cm), UV
amonny (pufr) a (2013)
kufeci prso o 35°C
acetonitril (pH 7,78)
Supelcosil LC-
0,01M fosfore¢nan
18 (250 mm x o
draselny (pufr) a metanol Di Pietro et al.
Mo¢ ) 46mmIDx5 UV
(gradientova eluce od 0 ) (2001)
um), pokojova
do 20 %, pH 5,5)
teplota
Potraviny
Shodex
(cerealie, 150mM fosfore¢nan )
Asahipak GS- Kaneko et al.
fazole, moi'ské  sodny (pufr), uv
320HQ 7,6 mm (2014)
rasy, sojové (pH 2,5-2,8)
x 300 mm, 35°C
produkty)
50mM Gemini C18
dihydrogenfosforeénan (250 mm x 4,6 Havlik et al.
Nahrazky masa ] ] uv
draselny (isokraticka mm X 5 um), (2010)
eluce) 35°C

3.1.6.2 Kapilarni elektroforéza

Kapiléarni elektroforéza (CE) je vysoce vykonna separa¢ni metoda bézn¢ pouzivana pro

analyzu biologickych vzorkl, jako jsou polypeptidy, aminokyseliny, bilkoviny, lipidy

a fragmenty DNA, kvili rychlym ¢asim analyzy a malym objemim vzorkd (Durney et al.,

2015). Kapilarni elektroforéza byla zavedena v 80. letech. Vyuziva kapilary s izkymi otvory,

které umoznuji velmi G€inné oddéleni molekul (velké 1 malé). Déleni je zaloZeno na rozdilech
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v elektroforetické mobilité¢ rozpusténych latek v elektroosmotickém toku roztoku elektrolytu
pod vysokym napétim (Ben et al., 2015). U elektroforézy je hnaci silou elektrické pole, které
vyviji ruzné sily na razné latky, které jsou iontové nabité (Giddings a Keller, 2016).
Mechanismus separace v CE je podobny mechanismu p#i tradi¢ni gelové elektroforéze, ve které
nabité molekuly migruji smérem k opaénému polu a jsou od sebe odd€leny pod elektrickym
polem na zaklad¢ molekulové hmotnosti. Déleni v systému CE se vSak muze rychle provadét
pod vysokym napétim, protoZe se pouziva kapilara o malém primeéru. Ziskané tidaje jsou ve
formé¢ elektroferogramu, ktery se podoba chromatogramu ziskaného pomoci HPLC (Ban et al.,
2015). CE umoznuje de€leni strukturné podobnych molekul, dale poskytuje nizkou spotiebu
vzorku materidlu a pufrd, kratky cas analyzy a vysoky stupeii automatizace. Také lze u této
metody upravit razné faktory, které vedou ke zlepSeni rozliSeni. Mezi negativa této metody
patii relativné Spatna opakovatelnost, reprodukovatelnost a citlivost (Nowak et al., 2017).
Ptistroje kapilarni elektroforézy obvykle vyuzivaji absorbanci, laserovou flourescenci nebo
hmotnosti spektometrii pro detekci a analyzu (Huge et al., 2014).

Napiiklad Wang a Ren (2004) vyuzili kapilarni elektroforézu s UV detektorem
Kk analyze purinovych a pyrimidinovych bazi ve standardech. Chen et al. (2002) pouzil
k analyze mocové kyseliny vmoc¢i a adenin a guanin ve spermatu (v  DNA) kapilarni

elektroforézu v kombinaci s elektrochemickou detekei.

3.2 Jedly hmyz

Maso hraje dlleZitou roli ve spotfebé potravin vétSiny zapadnich zemi. Konzumace
potravin na bazi zivoc¢isného ptivodu se od Sedesatych let zvysila po celém svéte, a to predevsim
diky smyslovym vlastnostem masa, zvySené produkci masného priimyslu, zvyseni primérného
celosvétového piijmu potravin a Zivotni irovni v rostouci populaci, kterd se méni v zavislosti
na preferovanych potravinach. Uvadi se, Ze spotfeba masa by se méla v pfistich tficeti letech,
vice neZ zdvojnasobit (Megido et al., 2016). Proto se pfedpoklada, ze v budoucnu bude hmyz
tvofit podstatnou cast potravinarského trhu, jakozto alternativni zdroj bilkovin. Hmyz se
pravidelné konzumuje v mnoha zemich po celém svété, av§ak v zapadnich zemich je spotieba
jedlého hmyzu omezena jen na experimentalni restaurace, jako lahtidka a jako soucést
specialnich potravin, které obsahuji bilkoviny z hmyzu (Gere et al., 2017). V soucasnosti zije
na svéte priblizné 870 miliont podvyZzivenych lidi. Jedly hmyz by jako potravina mohl poméhat
rozvojovym zemim podporovat jejich potieby zakladnich slozek stravy, mohl by ale také
posykovat doplitkové potraviny pro populace rozvinutych zemi (Zielinska et al., 2015). Hmyz

se povazuje za potravinu s uspokojivym obsahem energie, bilkovin, dobrym profilem
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aminokyselin, mastnych kyselin a s vysokym obsahem nejriiznéjsich mikrozivin (Ca, Fe, Zn)
a vitamina (Gere et al., 2017). Zprava z FAO (Organizace spojenych narodd pro vyzivu
a zemédelstvi) zroku 2013 vysvétluje vyhody konzumace bilkovin hmyzu ve srovnani
s bilkovinami z hospodaiskych zvifat. Mnoho komer¢nich potravinarskych produkti je ve
skutec¢nosti obohaceno o bilkoviny ziskané z lusténin, ptfitom bilkovina z hmyzu by byla lepsi
Z hlediska nutri¢nich vlastnosti, jelikoz obsahuje vSechny esencidlni aminokyseliny. Kromé
toho je hmyz vice bohatsi na bilkoviny nez naptiklad fazole, ¢ocka nebo sb6ja (Zielinska et al.,
2015). Podle FAO je prvni z vyhod vyuziti hmyzu jako potraviny pro ¢lovéka ekologicky piinos
Vv chovu hmyzu. Hmyz vyzaduje pouze nizky pfijem krmiva, a navic se mize chovat na
vedlejSich organickych produktech lidského a zivoc¢isného odpadu. Hmyz vykazuje méné emisi
v podobé sklenikovych plynii a méné ¢pavku nez skot nebo prasata. Oproti chovu dobytka
vyZzaduje hmyz podstatné méné pudy a vody. Ve srovnani se savci a ptaky, muze hmyz
predstavovat mnohem mensi riziko v pfenosu zoondz (pienosné infekce mezi zviraty a lidmi).
Dalsi z vyhod je nutricni hodnota jedlého hmyzu, vysoky obsah tuku, bilkovin, vitamin,
vlakniny a mineralnich latek. Jedly hmyz by se mohl stat soucasti krmiv. Dostupné dilkazy
naznacuji, Ze krmivo na bazi hmyzu je srovnatelné s rybi mouckou ¢i s6jovou krmnou vyzivou.
V rozvojovych zemich se mohou néktefi nejchudsi ¢lenové spolecnosti snadno zapojit do
shromazd’ovani, chovani, zpracovani a prodeje hmyzu. Mohou ho vyuzit jak ke stravovani, tak
k prodeji (Huis et al. 2013 FAO)

Hmyz ma také pozitivni vliv na Zivotni prostiedi. Hraje diileZitou roli pii biodegradaci
odpadu a jako opylovac v reprodukeci rostlin. Kromé toho ma vysokou u¢innost na konverzi
krmiva. Jejich produkce je mén¢ zavisla na pidé nez konven¢ni hospodaiska zvifata, coz z nich
¢ini potraviny a krmivo Setfici zdroje. Je pravdépodobné, Ze produkuji méné sklenikovych
plyni a potiebuji vyznamné méné vody neZz konvencni hospodaiskad zvifata (Nowak et al.,
2016).

Hromadéni nebezpecnych chemickych latek (dioxiny, retardéry hoteni, polychlorované
bifenyly, organochlorové pesticidy, DDT, hexachlorcyklohexany, hexachlorbenzen) a tézkych
kovi v té€le hmyzu miZeme zatadit mezi rizika souvisejici s jeho konzumaci. Zatim ale nejsou
zvetejiiovany udaje o nebezpecnych chemickych latkach u chovaného hmyzu a v potravinach
na bazi hmyzu. Na akumulaci kontaminantii miize mit vliv to, o jaky druh hmyzu jde, jakym
zpusobem probiha jeho produkce a na slozeni jeho vyzivy (Poma et al., 2017). Hmyz je schopen
syntetizovat pfirodni toxiny (karboxylové kyseliny, alkoholy, aldehydy, alkaloidy, ketony atd).
Naptiklad dospélci potemnika moucného produkuji toxické chinony. Proto je pii vybéru

dualezité myslet na to, v jaké metamorfozni fazi hmyz pravé je. Stejné jako u ostatnich potravin
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se iu jedlého hmyzu vyskytuji alergické reakce. Bilkoviny hmyzu mohou vykazovat zkiizenou
alergii s krevetami a roztoCi. Rozto¢i se bézné vyskytuji v domacim prachu (Spiegel, 2016).

Vzhledem Kk Siroké Skale jedlych druhtit hmyzu je jeho vyzivova hodnota velmi
variabilni. Dokonce i ve stejné skupin€ druhti se nutricni hodnoty mohou lisit v zévislosti na
jeho metamorfni fazi, jeho zivotnim prostfedi a na jeho stravé. Mezi celosvétoveé nejéastéji
konzumovany hmyz patti brouci (Coleoptera) 31 %, housenky (Lepidoptera) 18 %, véely, vosy
a mravenci (Hymenoptera) 14 %. Za nimi jsou v potadi sarancata, kobylky a cvrcei 13 %,
cikady, svitilky, €ervci, plostice (Hemiptera) 10 %, termiti (Isoptera), vazky 3 % a dal$i druhy
5 %. Odhaduje se, ze vice nez dvé miliardy lidi spotiebuji vice nez 2000 druhti hmyzu asi v 80
zemich Asie, Afriky a Latinské Ameriky (Zielinska et al., 2015). Ve vétsiné evropskych zemi
je konzumace jedlého hmyzu velmi nizkd a Casto kulturné nevhodna nebo dokonce tabu
(Koutfimska a Adamkova, 2016). Marberg et al. (2017) uvadi, Zze v Evropé€ jsou dostupné tyto
druhy hmyzu: larvy branénky (Hermetia illucens), cvréek domaci (Acheta domesticus), cvréek
stepni (Gryllus assimilis), kobylky (Ensifera) a potemnik moué¢ny (Tenebrio molitor).

Obsah bilkovin se 1i$i podle druhii hmyzu, ale obecné maji vysokou kvalitu a jsou dobfe
stravitelné. Analyza ukdzala, Ze u vejce, larvy, kukly a dospé€lce se obsah bilkovin v suSiné
pohybuje od 15 do 81 %. Obsah bilkovin u nékterych druhti hmyzu mize byt dokonce vyssi
nez ve vejcich nebo mase. Obsah tuku se obvykle pohybuje mezi 10-50 %. To zavisi napiiklad
na druhu hmyzu, reprodukénim stadiu, véku, pohlavi, lokalité nebo stravé. V larvach a kuklach
byva obvykle obsah tuku vyssi nez v dospélci. Ve srovnani s zivo¢isnymi tuky obsahuje jedly
hmyz vyssi podil esencialnich mastnych kyselin (MK). Sacharidy v hmyzu tvofti hlavné chitin,
jehoz obsah se pohybuje od 6,71 % do 15, 98 %. Chitin je makromolekularni slou€enina, ktera
ma vysokou nutri¢ni a zdravotni hodnotu. Jedly hmyz je dale bohaty na mineralni prvky, jako
je draslik, sodik, vapnik, méd’, Zelezo, mangan a fosfor. Obsah vitaminli v hmyzu jesté neni
plné€ prozkouman, ale je znamo, Ze obsahuje hlavné karoteny, a vitaminy B1, B2, Be, D, E, Ka
C. Pokud jde o vitamin A, data se 1iSi nejen v zavislosti na druhu, ale také v zéavislosti na
puvodu, pouzivanych metodach analyzy a zptisobu piipravy (Mlcek et al., 2014).

Rumpold a Schliiter (2013) uvadi Ze, primérny obsah vldkniny termitl (Isoptera) ¢ini
5 %, u plostic (Hemiptera) 14 % a nejvyssi obsah maji ¢erni mravenci (Polyrhachis vicina)
a larvy mury Latebraria amphipyrioides 29 %. Primérny energeticky obsah jedlého hmyzu se
pohybuje v rozmezi od 410 do 509 kcal/100 g susiny. Nejvyssi energetickou hodnotu (762 az
777 kcal/100 g) mél Phasus triangularis (Lepidoptera). Obsah bilkovin, které ptedstavuji
hlavni slozku Zivinového slozeni hmyzu, ¢ini u termit 35 % a u cvrckd, kobylek a sarancat

(Orthoptera) 61 %. Nejvyssi obsah bilkovin, az kolem 70 %, byl sledovan u druhi Melanoplus
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Femurrubrum (kobylka), Sphenarium histrio (saranc¢e) a Melanoplus mexicana (kobylka).
Hmyz, zejména sarancata, tak piedstavuji potencionalné vynikajici alternativni zdroj bilkovin.
Primé&rny obsah tuku se pohybuje od 13 % u Orthoptera, 33 % u Coleoptera, 30 % u Hemiptera,
33 % u Isotera, 30 % u Blattodea (Svabl) a 28 % u nékterych druhii Lepidoptera. Druhy
s nejvyssim obsahem tuku jsou housenky (P. larvae) se 77 %, larvy Rhynchophoru phoenicis
azs 70 % a vosy (P. instabilis) s 62 %. Primérné mnozstvi nasycenych mastnych kyselin (SFA)
Vv jedlém hmyzu se pohybuje od 31 % pro Hymenoptera az po 42 % pro Isoptera. Nejvice
zastoupenymi SFA jsou palmitova a stearova kyselina. Vyjimku tvofi housenky Imbrasia ertii,
u kterych prevlada arachidonova kyselina. Primérny obsah monoenovych MK je od 22 % u
Isoptera, az po 49 % u Hymnopetra. U polyenovych MK mezi 16 % u Diptera (dvouktidly
hmyz), az po 40 % u Lepidoptera (motyli, mury). Slozeni MK v hmyzu je obecné srovnatelné
s MK v rybim mase. Jedly hmyz v§ak obsahuje vice polyenovych MK.

Koutimska a Adamkova (2016) se ve své studii zabyvaly senzorickou kvalitou jedlého
hmyzu. Uvadi, ze v mnoha zemich svéta se hmyz konzumuje okamzité po chyceni. V ptipadé
dalsiho zpracovani je nejlepsi metodou jejich huménniho zabijeni spafeni horkou vodou po 1 az
3 dny trvajicim hladovéni. Dalsi kulinafské zpracovani miize byt vafeni, pec¢eni, smazeni nebo
suseni. Chut hmyzu je ovlivnéna ptedevsim feromony, které se vyskytuji na povrchu téla. Dale
chut’ zavisi na prostiedi, kde hmyz Zije a také na krmivu. Exoskelet hmyzu zptisobuje kiupavost
béhem jeho konzumace, diky nému je hmyz téméf bez zapachu. Piijemnd barva vzdy
neznamena, Ze je hmyz chutny. Béhem vateni se jeho barva obvykle méni z ptivodnich odstinti
Sed¢, modré nebo zelené na Cervenou. Hmyz obsahujici znacné mnozstvi oxidovaného tuku
nebo Spatné vysuseny hmyz mtize byt ¢erny. Spravné suseny hmyz je zlaty nebo hnédy a lze

ho snadno rozdrtit prsty.

3.2.1 Puriny v hmyzu

Konven¢ni maso obsahuje pomérné vysoké mnozstvi purind, coz vyvolava otazky, zda
1 hmyz se srovnatelnym obsahem bilkovin je také tak bohaty na puriny (Bednafova et al., 2013).
Bednafova et al. (2013) sledovali obsah vybranych purinovych derivati (mocové kyseliny,
xyntinu, hypoxantinu a adeninu) u tfi druhti jedlého hmyzu Tenebrio molitor (potemnik
moucny), Zophobas atratus (potemnik brazilsky) a Gryllus assimilis (cvréek stepni), které jsou
dobie dostupné i v Ceské republice.

Vysledky této studie ukazaly, Ze pomér (hypoxantintadenin)/bilkovina byl
v hodnocenych druzich hmyzu vyznamné vyssi, nez jsou doporucené limity — maximalni

mnozstvi purinl, které mohou konzumovat lidé trpici dnou (0,5 g / kg bilkoviny). Obvykla
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porce kufeciho masa 100 g obsahuje 23 g bilkovin a 103,6 kcal energie. Stejny obsah bilkovin
(tj. 23 g) je obsazeno v porci hmotnosti 41,9 T.molitor, 41,7 g Z. atratus nebo 40,7 g
G. asimilis. Pokud vezmeme v tvahu pomér hypoxantin + adenin a celkové mnozstvi bilkovin,
piipada v avahu pouze druh Z.atratus. Autofi studie dosli k zavéru, ze sledované druhy hmyzu
maji potencidl jako alternativni zdroj bilkovin. Pro osoby trpici hyperurikemii nebo dnou by
vSak bylo nutné vybrat ze zdroji hmyzu bohatych na bilkoviny pouze ty, které jsou vhodné

svym obsahem purinti (Bednaiova et al. 2013).

3.3 Dna

3.3.1 Charakteristika onemocnéni

Dna je porucha purinového metabolismu, kterd vede k dlouhodobé hyperurikemii, t;.
zvySené hladiné mocové kyseliny, jejiz disledkem se tvoii uratové krystaly v kloubech a kolem
kloubt (Richette a Bardin, 2010). Regab et al., (2017) uvadi, Ze dna je systémové onemocnéni,
které je zptsobeno ukladanim uratu monosodného v tkénich. Zvysena hladina mocové kyseliny
nad urcitou prahovou hodnotu zptisobuje tvorbu krystalli. Pfesto, Ze se dna projevuje predevSim
hyperurikemii, mnoho lidi s hyperurikemii dnu nema. Ve skute¢nosti pouze 5 % lidi
S hyperurikemii nad 9 mg/dl trpi timto onemocnénim. Proto se piedpoklada, ze musi pisobit i
dalsi faktory, jako napftiklad geneticka predispozice.

Hyperurikemie je onemocnéni, pfi kterém je hladina mocové kyseliny vyssi nez 420
pmol/l u muzt a 360 umol/l u Zen. MliZze byt zplisobena zvysenou tvorbou uratu (soli mocové
kyseliny), Castéjsi pfi¢inou je vSak snizené vyluCovani uratu ledvinami, které je zapticinéné
zfejm¢é kombinaci mechanizmii snizené glomeruldrni filtrace, sniZzené tubuldrni sekrece
a zvysené tubularni reabsorpce mocové kyseliny v ledvinach (Zurek a Horak, 2007). SniZeni
hladiny mocové kyseliny pod prahovou hodnotu mizeme dosdhnout dodrzovanim diety
a uzivanim 1€kt snizujici mocovou kyselinu v séru. Vysledkem je rozpusténi krystalti uratu
monosodného (Ragab et al., 2017).

Krystaly urdtu monosodného mohou byt uloZeny ve vSech tkanich, ale predevSim se
ukladaji v kloubech. Dnavému zachvatu piedchazi akutni zanét kloubu.

Poprvé se objevuje dna nejCastéji v prvnim metatarzofalangealnim kloubu. Byva
oznacovana jako ,,podagra“. Nasledné¢ byvaji postihnuty i dalsi klouby, jako je naptiklad
kolenni kloub, také muze dojit az k vyvoji tzv. tofu (Robinson a Horsburgh, 2014). Tofus je
uzlik, ve kterém se hromadi urat monosodny, a vznikéd nejcastéji v okoli kloubti. Byly vsak

nalezeny i na netypickych mistech, jako jsou srde¢ni chlopné, hlasivky, prsa, tlusté sttevo, oci
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a micha (Katoch et al., 2014). Krom¢ tofu miize dna nakonec ptejit az do chronické faze, kdy
pretrvava zanét kloubt — artritida (Robinson a Horsburgh, 2014). Mezi pozd¢jsi ptiznaky patii
1 ledvinové kameny (Regab et al., 2017). Charakteristickym rysem napadnuti touto nemoci je
rychly néastup akutni bolesti, kterd mize byt spojena s nadmérnym erytémem (zarudlé zbarveni
pokozky) a otokem kloubti. N&kteti jedinci mohou mit dnavé zachvaty denné a nékteti tieba i
mesic od sebe. Ve vétsin€ pripadl budou tyto zachvaty Castéjsi a Castéjsi. Dnavé zachvaty
mohou napodobovat kloubni nebo systémovou infekci a rozsdhlé zachvaty mohou zpusobit
horecku (Robinson a Horsburgh, 2014).

Celkova prevalence dny je 1 az 4 % svetové populace. V zépadnich zemich se vyskytuje
u3%az6%muziial % az 2 % zen. U osob starSich 80 let se prevalence zvySuje u muzii az
na 10 % a u Zen na 6 %. U muzi se objevuje dvakrat az Sestkrat ast&ji nez u Zen. Celosvétovy
vyskyt dny se postupné zvySuje z diivodi Spatnych stravovacich navyki, jako je napft.
konzumace jidel zrychlého obcerstveni, nedostatek pohybu, zvySeny vyskyt obezity a

metabolické syndromy (Ragab et al., 2017).

3.3.2 Patogeneze

Lidskéa strava obsahuje malé mnozstvi urdtu, ten je produkovan hlavné v jatrech
a vV mensi mife v tenkém stfeve. Produkce urdtu zavisi na rovnovaze mezi konzumaci potravin
obsahujicich puriny, syntézou v buiikach, opétovnym vyuzitim a degrada¢ni funkci xantin
oxidasy na distalnim konci purinové drahy (Richette a Bardin, 2010).

Navic zivé a umirajici bunky degraduji své nukleové kyseliny adenin a guanin na
kyselinu mo¢ovou. Deaminace a defosforylace pifevedou adenin a guanin na inosin a guanosin.
Enzym purin nukleosid fosforylaza pfevadi inosin a guanosin na purinové baze (Ridi a Tallima,
2017). Prebytek purinii mize byt také zplisoben zvySenym rozkladem bun¢k a tkani. To plati
hlavné u hemato-onkologickych onemocnéni, protoze nukleové kyseliny uvolnéné
Z poskozenych buné¢k jsou metabolizovany na urat (Kochman a Stompor, 2016).

VétSina mocoveé kyseliny se vylucuje ledvinami (70 %), zbytek (30 %) se vylucuje ve
stfevé. Na urovni glomeruld je kyselina mocova volné filtrovana z krve. U zdravych lidi je
zhruba 90 9% filtrovaného uratu reabsorbovano v proximdlnich spiradlovitych tubulech
a priblizné€ 10 % se vylucuje moci (Liu et al., 2017).

Lidé nemohou oxidovat mocovou kyselinu do vice rozpustné alantoinové slouceniny,
kvtli nedostatku enzymu urikdzy. Enzym urikdza mize metabolizovat moc¢ovou kyselinu aZ na
vysoce rozpustny 5-hydoxyisourat, ktery se dale degraduje na kyselinu allantovou a ¢pavek,

které se snadno vylucuji ledvinami. Nicméné n€kolik primatl, véetné ¢loveka, ztratilo funkéni
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aktivitu enzymu urikdzy. Urikdzovd mRNA muze byt detekovdna v lidskych jatrech, ale
obsahuje dva predCasné stop kodony a kddovaci gen je tedy pseudogenni. Savci, ktefi maji
funk¢ni urikazu, maji obvykle hladinu mocové kyseliny v séru 10-20 pg/ml. Zatimco savci,
ktefi tento enzym funk¢éni nemaji, maji tyto hodnoty 3x az 10x vyssi (Ridi a Tallima, 2017).
Nedostatek enzymu podilejicich se na purinovém metabolismu vede k nadprodukci
mocové kyseliny. Naptiklad Lesch — Nyhantv syndrom je vrozend metabolicka porucha,
zpusobena kritickym nedostatkem ¢i nefunk¢nosti enzymu, ktery se podili na metabolismu
mocove kyseliny. Nazyva se hypoxantin-guanin fosforibosyltransferasa. Jedna se o genetickou

poruchu (Ragab et al., 2017).

3.3.3 Klinické projevy

Dalbeth et al., (2016) uvadi, ze vyvoj dny mize byt definovan ctyfmi patofyziologickymi
stadii: hyperurikémii bez dikazu dny a ukladani uratu monosodného, ukladani krystalii bez
symptomatické dny, ukladani krystalti s akutnimi vyskyty dny a pokro¢ila dna charakterizovana
tofii a chronickou dnavou artritidou. Pfechod z jedné faze do druhé neni nezbytny. Ragab et al.
(2017), uvadi podobné rozdé€leni stadii dny: asymptomatickd hyperurikemie, akutni dnava
artritida, interkritické obdobi a chronicka tofézni dna.

Pro asymptomatickou hyperurikémii je typicka zvys$ena hladina moc¢ové kyseliny v Krvi,
avsak nevznik4 artritida, tofy, ani ledvinové koliky (Ruzicka, 2003).

Akutni dnava artritida je charakterizovana nahlym nastupem, ktery ¢asto za¢ina v noci.
Pacient se tedy rano probudi s bolesti v kloubu. Tento klasicky projev dnavé artritidy je spojen
s kloubnim otokem a kiize v okoli kloubu je horka. U mensich kloubi mtze dojit k zarudnuti.
Nejveétsi otok a bolest piichazi pfiblizné po 6 aZ 12 hodindch od nastupu zachvatu. Pfiznaky
dnavé artritidy mohou byt nerozeznatelné od klinickych ptiznaki infekce kloubti, zejména
proto, ze dnavy zachvat se miize projevit symptomy, jako jsou unava ¢i horecka, které
pfipominaji znamky systémového zanétu (Desai et al., 2017).

Interkritické obdobi predstavuje stddia mezi akutnimi dnavymi atakami po dobu 6 az 24
mésict. Jsou v8ak i nemocni, kteti maji jen jeden dnavy zachvat za zivot (Razicka, 2003).

Chronicka tof6zni dna: pokud dna neni dlouhodobé 1éCena a krystaly se ukladaji ve formé
tzv. dnavych tofti do mékkych tkani, kloubu a jejich okoli, miize toto onemocnéni dospét az do
chronického tofdézniho stddia. Dnavé tofy mohou v kloubech zplisobit poruseni, az erozi
ptilehlé kosti. Tyto tofy se mohou vyskytovat i v mékkych tkanich a to v mistech drobnych

kloubli rukou a nohou, v okoli kolen a kotnikli, ve vybézku loketni kosti, na pfedni Casti

predlokti a na uSnich boltcich (Svobodova, 2016). Nékdy se objevuji na pokozce viedy,
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ze kterych vytéka bila tekutina, kterou tvoii krystalky urdtu monosodného. Tato forma dny se

objevuje u 30 % nelécenych pacientli béhem 5 let (Richette a Bardin, 2010).

3.3.4 Diagnostika

Pokud se u ¢lovéka objevi kloubni bolest nebo opakované se vracejici ataky kloubni
bolesti, je potieba kontaktovat lékaie, nejlépe revmatologa. Ten provede anamnestickeé,
somatické, kloubni a dalsi vySetfeni. Zlatym standardem pro diagndzu dny je potvrzeni krystala
uratu monosodného v synovialni tekutin€ (Sivera et al., 2017). Smith et al. (2010) uvadi, ze
mezi nejrozsirenéjsi diagnosticka kritéria dny podle ARA (American Rheumatism Association)
patii pfitomnost charakteristickych krystali urdtu monosodného v synovidlni tekutiné,
ptitomnost urdtovych krystala v tofech a/nebo ptitomnost Sesti z 12 klinickych, laboratornich
a rentgenovych jevi.

Mezi tyto jevy patii:
e maximalni zanét kloubu se vyvinul prvni den artritidy
e vice jak jeden zachvat akutni artritidy
e monoartikularni artritida (postizen jeden kloub)
e pozorované zarudnuti na kloubech
e bolestivy otok prvniho MTP (metatarzofalangeélni kloub)
e jednostranny prvni dnavy zachvat v oblasti I. MTP kloubu
e jednostranny dnavy zachvat v oblasti tarzalniho kloubu
e pfitomnost tofli
e asymetricky otok v kloubu
e negativni vysledek kultivace vypotku

e subkortikalni cysty na noze bez eroze na rentgenovém snimku

3.3.5 Lécba

Vlivem urbanizace, modernizace, globalizace a technologického pokroku doslo ke
zméné prostiedi a chovani v celosvétovém méfitku. Tyto globalni zmény negativné ovlivnily
tradicni stravovaci navyky lidstva, které vedly k radikalnimu posunu od tradi¢nich
nizkotu¢nych diet bohatych na vlakninu, ovoce, zeleninu, slozité sacharidy, celozrnné pecivo,
luSténiny a ofechy k zapadni dieté, kterd se vyznacuje velkym obsahem purinii, cukri,
rafinovanych cukrli, sladidel, nizkym piijmem ovoce, zeleniny a celozrnnych vyrobki.
Moderni zivotni styl navic zahrnuje 1 nadmérnou konzumaci alkoholickych napoji spolecné
s nedostatkem fyzické aktivity. Tato strava neni pfic¢inou jen zvySené hladiny mocové kyseliny,
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ale 1 dalSich onemocnénich jako je vysoky krevni tlak, cukrovka druhého typu, kardiovaskularni
onemocnéni nebo i rakovina (Ekpenyong a Neybuk, 2015).

terapeutickym cilem zabranit dalSimu kloubnimu poskozeni a to udrzenim hladin sérového
uratu dostate¢n€ nizko, aby doslo k rozpusténi monosodonych krystalli a netvotily se nové. Ze
zacatku se doporucuje nefarmakologicky pfistup tj. 1é¢ba pomoci dietnich opatteni (Corp
a Pendry, 2013).

nasyceni. Inhibitor xanthin oxidasy allopurinol je nejcastéji uzivanym hypourikemickym
lékem. Podava se po malych davkach, ktera se postupné zvySuje, abychom se vyhnuli
pfipadnym nezaddoucim u¢inktim nebo alergickym reakcim. Dale se vyuziva k 1é¢b¢ febuxostat,
uricosurics, urikéza, glukokortikoidy, kolchicin a dalsi (Sivera et al., 2017).

Mezi nefarmakologickou 1é¢bu se tadi dietni opatieni vedouci ke snizeni hmotnosti,
jelikoz riziko dny se zvysuje, je-li BMI vyssi nez 35. Jelikoz puriny pfijimame hlavné
z zivocisnych bilkovin (Ridi a Tallima, 2017), v jidelni¢ku je potieba, vyhnout se potravindm
jako je maso, ryby, moiské plody, droby a extrakt z kvasnic (Marianayagam et al., 2014). Denni
prijem zivoc¢isnych bilkovin ve form¢ masa ¢i ryb by mél byt omezen na 113 az 170 gramu
(Mayo Clinic Staff, 2015). Bilkoviny obsazené v masu je dobré vymeénit za rostlinné bilkoviny
ve fazolich nebo obecné v lusténinach. Z Zivocisnych zdrojl bilkovin je vhodné mléko a mlécné
vyrobky, vcetné jogurti a syrd, které jsou dobrym zdrojem vysoce kvalitnich bioaktivnich
bilkovin a peptidii, a zaroven vyrazné nezvysuji riziko hyperurikémie ¢i dny. Pozitivni vliv na
hladinu mocové kyseliny v krvi maji hlavné mlééné vyrobky s nizkym obsahem tuku
(Ekpenyong a Neybuk, 2015). Havlik et al., (2010) uvadi, Ze dobrym zdrojem bilkoviny pro
lidi trpici dnou mohou byt ndhrazky masa, které jsou tvofeny hlavné rostlinnymi bilkovinami
(s6jova, psSeni¢nd bilkovina). Typ bilkovin pouZivanych k vyrob& téchto produktl urcuje
celkovy obsah purint.

Lidé¢ trpici dnou vybiraji potraviny, které konzumuji, hlavné podle obsahu purint (viz
tabulka ¢. 1, 2 a 3). Nejvétsi podil jejich stravy by mély tvofit potraviny s obsahem purint niz$i
nez 50 mg. Ze stravy bychom méli upln¢ vyloucit potraviny s obsahem nad 150 mg purinovych
latek a potraviny s obsahem mezi 50 az 150 mg bychom méli omezit (Chlup, 2009). Detailné;si
rozdéleni potravin podle obsahu purini (vysoky, stiedné vysoky a nizky obsah purinid) je
uveden v tabulce ¢islo 5. Misto sladkosti a bilého peciva se doporucuje jist slozité sacharidy,
jako jsou celozrnné chleby, pe€ivo a ovoce a zelenina (Healthline Editorial Team, 2016).

U pacientti s urolitidzou (mocové kameny) se doporucuje vypit alespon 2 litry tekutin denné.
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Je potieba se vyvarovat konzumace piva, alkoholu (mirnéd konzumace vina riziko nezvySuje)
aslazenych népojii, nebot' pravidelné uzivani muize potencionalné zvysit riziko dny
(Marianayagam et al, 2014).

Jak alkohol, tak fruktdza rychle zvysSuji hladinu uratu v séru. ZvySena hladina kyseliny
mlécné zplisobend konzumaci alkoholu inhibuje vylucovani uratu ledvinami (Dalbeth et al.,
2016) a metabolismus fruktozy spotfebovava ATP (adenosinmonofosfat) a vede k akumulaci
AMP (adenosinmonofosfat), ktery je dale metabolizovan na mocovou kyselinu a zvyseny
piijem fruktozy se tak pfimo promitd do zvySené syntézy mocové kyseliny (Kochman
a Stompor, 2016).

Konzumace stravy, ktera je bohatd na rostlinné polyfenoly pomahd omezit vyvoj
hyperurikémie a dny. Tyto slouc¢eniny maji antihyperuricemicky ucinek (tj. snizuji hladinu
mocove kyseliny v krvi) diky svému antioxida¢nimu pasobeni. Dlouhodobé spotieba kavy také
prispiva k niz§imu riziku hyperurikémie a dny (Ekpenyong a Neybuk, 2015). Podle Mayo
Clinic existuje dostatek diikazli o tom, Ze piti ¢tyt az Sesti Salkd kavy mtze denné snizit riziko
vzniku dny u muzi. Dale ovoce bohaté na antioxidanty jako jsou napf. tmavé zbarvené plody
jako ostruziny, bortivky, hrozny, maliny a zejména tieSné, mohou pomoci udrzet hladinu
mocové kyseliny v krvi pod kontrolou. Konzumace mirného mnozstvi vitaminu C je také
spojena s niz§imi hladinami mocové kyseliny v krvi. Nicméné, velmi velké davky vitaminu C
mohou naopak jeji hodnoty zvysit (Healthline Editorial Team, 2016). Towiwat a Li (2015)
uvadi ve své studii, Ze U¢inky vitaminu C jsou sporné. Je potfeba na toto téma provést jesté

dalsi studie, abychom skute¢né mohli tvrdit, ze vitamin C pfi dn€ opravdu pomaha.

Tabulka 5: Rozdéleni potravin podle obsahu purind (Boulanger a Charney, 2015)

Rozdéleni

Plody mofte, ¢ervené maso, sladké napoje,
. ) . alkohol, vnitfnosti, mozek, srdce, ledviny, jatra,
Vysoce purinové potraviny - o o
hoveézi, veptové, jehnéci, sled’, ancovicky,

makrely, sardinky, tundk, drozdi, ovocné §tavy

. . i . i . Skopové maso, slanina, losos, krocan, koroptev,
Stfedné vysoké purinové potraviny 5
pstruh, husa, treska, bazant

Fazole, ¢ocka, voda, mléko s nizkym obsahem
Nizko purinové potraviny tuku nebo bez tuku, celozrnné pecivo, sladké

brambory, ovoce, zelenina
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Priklad stravy pro pacienty trpici dnou.

Snidané¢:
e mald sklenice pomeran¢ového dzusu, kdva a sklenice vody
e pil salku obilovin s nizkotu¢nym mlékem nebo jogurtem
e Dbily toust s dzemem a jednou ¢ajovou 1zickou margarinu
Presnidavka:
e Salek Cerstvych jahod

e 1 kelimek (150 g) bilého jogurtu

e pecené brambory s jednou ¢ajovou 1zickou margarinu

e michany salat s dresinkem bez tuku

e 1 Salek ovocného salatu a sklenice vody (Falck, 2017).
Odpoledni svacina:

o 1 Salek Cerstvych tiesni

e voda (Mayo Clinic Staff, 2015)
Vecefte:

e pul Salku kutecich prsou bez klize a pul salku ryze

e pul salku brokolice

e pul salku nizkotu¢ného mrazeného jogurtu

e sklenice vody (Falck, 2017)

3.3.5.1 Srovnani urikogenniho ptsobeni purinovych bazi

Ze Ctyt purinovych bazi se uvadi, Ze adenin a hypoxanthin jsou vice urikogenni nez
guanin a xantin. Kromé toho bylo prokazano, Ze volny adenin je vice urikogenni nez jeho
nukleosid nebo nukleotid. Zmény v obsahu purini a v uvolfovani volnych bazi byly
zaznamenany béhem riznych zpiisobl tepelné upravy, jako je vateni, smaZeni, peceni nebo
grilovani masa. Rozdily v metabolickych tcincich jednotlivych purini a modifikace mnoZstvi
a formy purini zplUsobenych zpracovanim by naznacovaly, ze urikogenni potencial
zpracovanych potravin by mél byt zaloZen na povaze a na mnozstvi jednotlivych bazi purini
(Sarwer a Brule, 1991). Kaneko et al. (2014) ve své studii, také uvadi, Ze ucinek purind na
sérovou koncentraci mocové kyseliny se 1isi mezi jednotlivymi bazemi. Hypoxantin, IMP,
adenin, adenosin-5-monofosfat a guanosin-5-monofosfat zvysuji sérovou koncentraci mocové

kyseliny, jak u zdravych lidi, tak u lidi, ktefi trpi hyperurikemii nebo dnou. Ukazuje se, ze vliv
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hypoxantinu na koncentraci moc¢ové kyseliny v séru je siln¢jsi nez u jinych purinovych bazi.
Potraviny, které obsahuji nejen velké mnozstvi celkovych purini, ale také vysoky pomér
hypoxantinu, lze proto povazovat za nejvétsi dietni rizikovy faktor pro rozvoj dny. Nutri¢ni
terapie dny by méla vzit tato fakta v avahu. Sledovat nejen celkovy obsah purint, ale také

sloZeni a pomér jednotlivych bazi.
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4 Material a metody

4.1 Chemikalie a ¢inidla

e Demineralizovand destilovana voda

e Hydroxid sodny 0,1M (Lach-ner s.r.o., Ceské republika)

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny 0,05M (Lach-ner s.r.o., Ceska republika)

e Standardy v Cistoté > 99 %: kyselina moc¢ova, adenin, guanin, hypoxantin, xantin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Kyselina mravenéi (Lach-ner s.r.o., Ceska republika)

e Kiyselina trifluoroctova (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Acetonitril (Carl Roth, Némecko)

e Methanol (Biosolve chemie SARL, Francie)

4.2 Pouzité pristroje a pomicky

Ptistroje
e ultrazvukova lazefi (Tesla, Ceskoslovensko)
e suSarna

e rotacni vakuova odparka (Laborota 4000, Heidolph, Némecko)

centrifuga (EBA 12, Hettich, Némecko)
e analytické vahy (AE 200, Mettler Toledo)

Pomticky
e laboratorni sklo
e mikropipety
e injekeni stiikacky
o stiikackovy filtr 0,45 um (VWR International)
e HPLC systém

= Kvartérni pumpa P680 (Dionex corp, USA), mobilni faze A 0,05M KH2PO4
(pH 4,6), B acetonitril, line4rni gradientova eluce (objem rozpoustédla A klesl
ze 100 na 80 % a u rozpoustédla B rostl z 0 na 20 % v pribéhu 18 minut),
pratok mobilni faze 0,8 ml/min

* Manudlni nastfikové zatizeni Rheodyne (Rheodyne, USA), nastiikovany
objem 20 pl
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* Analytick4 kolona Pheonemenex typu Luna 5u C18 (250 x 4,6 mm x 5 um),
termostat kolony (teplota kolony 35 °C)

=  UV/VIS detektor s diodovym polem (UVD340U, Dionex corp, USA)
nastavené vinové délky 250, 260 a 285 nm

4.3 Vzorky

Cvréek domaci (Acheta domestica L.) byl zakoupen z komeréniho zdroje (Scorpion Export —
Import s.r.0., Novosedly nad Nezarkou, Ceské republika). Hmyz byl zabit zmrazenim (-38 °C).
Nasledné byly vzorky lyofilizovany a homogenizovany a ulozeny v chladni¢ce az do zacatku

analyzy.

4.4 Priprava roztoku k analyze

Piiprava mobilni faze

Mobilni faze byla pfipravena smichanim 6,0845 g KH>PO4 s demineralizovou vodou do
1000ml odmérné banky a doplnéno po rysku. Vznikl roztok o koncentraci 0,05 mol/l. Polovina
tohoto roztoku byla pfevedena do zasobni lahve a nechéna odplynit spolu s lahvi s acetonitrilem

na ultrazvukové lazni zhruba 40 minut.

Piiprava standardu

Pro pfipravu standardii byl nejdfive pfichystan roztok NaOH o koncentraci 0,1 mol/l,
smichanim 0,406 g NaOH s demineralizovanou vodou do 100ml odmérné baiiky a doplnéno po
rysku. Nasledné¢ bylo odvazeno z kazdého standardu (mocCova kyselina, adenin, guanin,
hypoxantin, xantin) 0,025 g do odmérné banky o objemu 25 ml a rozpusténo na ¢iry roztok
v 0,1M NaOH. Z tohoto roztoku byl odpipetovan 1 ml do odmérné bariky o objemu 25 ml a
doplnéno po rysku roztokem pufru. Vznikl roztok o koncentraci 40 pg/ml. Tato koncentrace
slouzila pro stanoveni opakovatelnosti retenc¢nich ¢asti a opakovatelnosti nastiiku. Pro kalibraci
byly pfipraveny roztoky o koncentracich 0, 10, 20, 60 a 100 pg/ml a pro stanoveni LOD a LOQ
0 koncentracich 0,25; 0,5; 1,0 a 2 pg/ml.

Hydrolvyza vzorku

Pro hydrolyzu vzorku bylo navazeno 40 mg homogenizovaného vzorku lyofilizovaného cvrcka
do 25 ml varné banky, do které bylo pfidano 3,3 ml kyseliny mravenci a 6,7 ml kyseliny
trifluoroctové (prace v digestoti) a poté byly banky pofadné uzaviené pomoci sklenénych zatek.

Poté byly vloZeny vzorky na 20 minut do susarny pfi teploté 120 °C. Po hydrolyze byly nechany
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vzorky vychladnout a poté byly odpafeny do sucha na rota¢ni vakuové odparce pii 40 °C.
Nasledné byly vzorky kvantitativné prevedeny do 15ml zkumavky pomoci 10 ml 0,05M
KH2PO4. Centrifuga byla nastavena na 4000 rpm a odstfed’ovani probihalo po dobu 15 minut.
Poté byly vzorky zfiltrovany pomoci stiikackového filtru 0,45 um a analyzovany pomoci

HPLC. VSechny vzorky byly vzdy pfipraveny ve tfech paralelnich stanovenich.

Piiprava spikovanych vzorka

Ze standardtl bylo odvazeno 25 mg kyseliny mocové a 5 mg adeninu, guaninu, hypoxantinu
a xantinu. Vsechno bylo navazeno do jedné odmérné bainky o objemu 25 ml a rozpusténo na
¢iry roztok v 0,1 M NaOH. Pii 50% ptidavku byl odpipetovan smésny standard o objemu
6,25 ml do 25 ml a nafedén pufrem (0,05M KH2PO4), tim byl ziskdn smésny standard, kde
koncentrace kyseliny mocové byla 250 upg/ml a koncentrace adeninu, guaninu, Xxantinu
a hypoxantinu byla 5 pg/ml. Pti 100% piidavku byl odpipetovan smésny standard o objemu
6,25 ml do 25 ml a nafedén pufrem (0,05M KH2POg), tim byl ziskan smésny standard, kde
koncentrace kyseliny mocové byla 250 upg/ml a koncentrace adeninu, guaninu, Xxantinu
a hypoxantinu byla 50 pg/ml. Pti 150% ptidavku byl odpipetovan smésny standard o objemu
9,375 ml do 25 ml a nafedén pufrem (0,05M KH2POQg), tim byl ziskan smésny standard, kde
koncentrace kyseliny mocové byla 375 ug/ml a koncentrace adeninu, guaninu, xantinu

a hypoxantinu byla 75 pg/ml.

Vyhodnoceni vysledkt

Identifikace pikli byla provadéna srovnanim retencnich cast s retenénimi Casy standardd na
zékladé¢ UV spektra jednotlivych sloucenin. Integrace pikil byla provadéna pii vlnovych
délkach blizkych absorpénimu maximu kazdého analytu (mocova kyselina pti 285 nm, guanin
a hypoxantin pfi 250 nm, xantin a adenin pfi 260 nm). Pro kvantifikaci jednotlivych purinii byly

pouzity kalibra¢ni kiivky prislusnych standardu.

Mezdni hodnoty detekce (LOD) byly vypocteny jako koncentrace odpovidajici trojndsobku
Sumu na pozadi. Vytézky kvantifikovanych slozek byly stanoveny pomoci standardi. Byly
3 standardy o 50 %, 100 % a 200 %, které byly extrahovany metodou, ktera je popsana vyse
a dale byly analyzovany pomoci HPLC.
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Statistické zpracovani

Ziskané vysledky byly vyjadfeny jako priméry + smérodatnd odchylka (s). Statistické
zpracovani ziskanych dat bylo provedeno pomoci statistického softwaru Excel (Microsoft

Corporation, Redmond, WA, USA).
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5 Vysledky

5.1 Validace metody

Na obrazcich €. 8 az 12 jsou zobrazeny kalibra¢ni pfimky standardti purinti a v tabulce €. 6 jsou

shrnuty valida¢ni charakteristiky jednotlivych analytt.
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Tabulka 6: Valida¢ni charakteristiky

Pik Vinova Regresni R? Reten¢ni  Linearni LOD LOQ
délka rovnice ¢as (min) rozsah (ng/ml)  (pg/ml)
(nm) (ng/ml)
UA 285 y= 0,9996 8,026 2-100 0,11 0,37
2213,2x +
2
G 250 y= 0,9995 10,038 2-100 0,21 0,71
2325,1x +
2
HX 250 y= 0,9979 10,399 2-100 0,16 0,52
2150,1x +
0,2
X 260 y= 0,9932 11,867 2-100 0,11 0,37
1680,6x - 4
A 260 y= 0,9973 12,435 2-100 0,26 0,85
2858,9x +
7

V tabulce ¢islo 7 mizeme vidét opakovatelnost ze tfech riznych analyz béhem tech
raznych dnt.

Tabulka 7: Opakovatelnost

Opakovatelnost (RSD %)

Intra-day Inter-day Vytéznost (%)
UA 4,42 13,02 89,85
G 5,92 4,39 104,38
HX 9,37 6,22 98,08
X 18,68 19,53 129,54
A 10,30 18,77 110,37

Metoda HPLC ukazala ptijatelné vytéznosti v rozmezi 89,85-129,54 %, limity detekce
0,11-0,26 pg/ml a relativni smérodatnd odchylka intra-day opakovatelnosti byla niz$i nez

10,30 % pro vSechny analyty s vyjimkou xantinu (18,68 %).

Tabulka 8: Obsah purini - cvréek domaci

Purinové baze Obsah (mg/100g
vzorku)
UA 487
G 93
HX 101
X 80
A 73
Celkové puriny 834
A+ HX 174
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Na obrazcich €. 13 az 15 jsou zobrazeny chromatogramy standardii a na obrazcich ¢. 16 az 18
vidime chromatogramy vzorku - cvréka domaéciho.

Kyselina mocova

Obrazek 13: chromatogram standardu - UA (285 nm)
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Obrazek 14: chromatogram standardu - G a HX (250 nm)
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Obrazek 15: chromatogram standardu - X a A (265 nm)
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Obrazek 16: chromatogram vzorku cvréka domaciho (250 nm)

2-12572

Adenin

Xantin = -1efer

Kys. mocova
Hypoxantin

Obrazek 17: chromatogram vzorku cvréka doméciho (260 nm)

1-8.017

Kys. mocova

Xantin

Guanin

T T T
] K 11.5 12,0 12,5

T T T
50 85 7.0 7.5
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6 Diskuze

Nejvetsi ¢ast této diplomové prace se zabyvala validaci HPLC metody pro stanoveni
obsahu purinii (adenin, guanin, hypoxantin, xantin a mocova kyselina). Pfi srovnani nasi
validace s validaci Havlika et al. (2010) bylo pozorovano, ze rozdily byly patrné v reten¢nich
Casech, kdy nejvétsi rozdil byl u adeninu, kde se hodnoty lisily o 1,858 min a xantinu, kde rozdil
¢inil 1,165 min a nejmensi rozdil byl u guaninu o 0,587 min. Tyto rozdily, v reten¢nich ¢asech,
mohly byt zapfi¢inény piedev§im, pouzitim riznych typi eluce (gradientova vs. izokraticka).
Mez detekce ziskana pii validaci metody v ramci této prace byla o néco nizsi (0,11 do 0,26
pg/ml) nez v ptipad¢ hodnot pro mez detekce sledovanych v praci. Havlik et al. (2010). Pti
porovnani opakovatelnosti metody (pod 10,30 % u A, G, HX a UA a 18,68 % u X) byly
Vv piipad¢ této prace ziskdny lepsi vysledky opakovatelnosti (5,91 % u vSech analytl) nez ve
studii Havlik et al. (2010) a jest& presn¢jsi hodnoty (3,6 % u vSech analytll) nez byly ziskany
ve studii autorti Rong et al. (2015). Kdyz byla porovnana nase metoda s metodou Havlik et al.
(2010) byl pozorovan rozdil v pouziti typu eluce. Typ kolony C18 byl stejny, lisila se vSak ve
vyrobcei. Ve studii Rong et al. (2015) bylo pozorovano rozdilné pouziti detektoru, typu kolony,
rozdilnou teplotu kolony (30 °C) a odliSnou mobilni fazi (mraven¢an amonny).

Vytéznost jednotlivych analytt se pohybovala v rozmezi od 89,85 % u mocové kyseliny
do 129,54 % u xantinu. Havlik et al. (2010) ve své studii uvedl hodnoty od 92,4 % u guaninu
do 104,2 % u mocové kyseliny, nase vytéZnost byla jasné vyssi kromé mocové kyseliny. Pti
porovnani vytéznosti se studii Rong et al. (2015), kde se autofi zabyvali 4 bazemi (A, G, HX
a X), jsou uvedeny hodnoty od 97,3 % u guaninu do 105,3 % u xantinu. Nase hodnoty
vytéznosti byly vyssi u vSech bazi, krom¢ baze hypoxantinu, kde ¢inila tato hodnota pouze
98,08 %.

Pti koncentracich ve kterych se pohybovala analyza purinovych latek, tj. 2-100 pg/ml
respektive 1 mg/g by se méla vytéznost pohybovat mezi hodnotami 95-105 % (Codex
Alimentarius, 2010).

Pied porovnavanim jednotlivych hodnot purinovych bézi je nutné si jeSté¢ ujasnit, Ze
mocova kyselina neni purinovou bazi, ale vznik4 az v metabolismu purinid. Proto bylo nutné
U kazdé prace sledovat, kdo z autori se zamétil na mnoZzstvi purinti véetné kyseliny mocové
a kdo ne.

Pokud byly porovnavany hodnoty obsahu purini ve vzorku cvrc¢ka domdaciho v nasi préci,
se vzorky cvréka stepniho Bednafové et al. (2013) byl pozorovan velky rozdil v obsahu

celkovych purini (UA, X, HX, A) mezi naSim vzorkem cvrcka doméciho (7,41 g/kg
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lyofilizovaného vzorku) a vzorkem cvrcka stepniho (31,41 g/kg susiny). Cvrcek stepni obsahuje
4x vice purind nez cvréek domaci. Shodné vsak vychazi, ze nejvice zastoupenou bazi je mocova
kyselina a nejmén¢ zastoupenou bazi je xantin. Pficemz nase hodnoty purinti cvrcka domaciho
se pohybuji mezi hodnotami purinti potemnika moucného, ktery obsahuje o necelé 2 mg vice
purind, naopak potemnik brazilsky obsahuje o 1,5 mg méné. Adenin a hypoxantin jsou
povazovany za vic urikogenni nez guanin a xantin (Sarwar a Brulé, 1991) a v nasem vzorku byl
hypoxantin druhou nejvice zastoupenou bazi (101 mg/100 g vzorku) a adenin bal naopak
nejméné zastoupenou bazi (73 mg/100 g vzorku). Rozdily v hodnotach mezi cvrékem stepnim
ato jak samci, tak samicky, zatimco ve studii Bednafova et al. (2013) byly vyuzity larvy
a nymfy.

KdyzZ byly porovnavany nase hodnoty obsahu purint (A, G, HX a X) s obsahem purinil
u moftskych zivocichi (ryby, ustfice, mékkysi, krevety) ve studii Qu et al., (2016), znovu bylo
pozorovéano, ze obsah purind (v pruméru 254 mg/100 g potraviny) je vyznamné niz$i nez
U naseho vzorku cvrcka (347 mg/100 g susSeného vzorku). Pokud byly brany v tivahu hodnoty
okouna japonského, jeho hodnoty purinii byly témét 4x vyssi (1399 mg/100 g potraviny), stejné
tak tomu je i u makrelovce japonského (1175 mg/100 g potraviny). Tyto vysoké hodnoty purinii
se vSak vyskytovaly jen v kizi téchto ryb, kdyz byly vzaty v uvahu hodnoty ve hibetnim mase,
obsah purint byl jen néco mélo ptes 104 mg/100 g potraviny oproti 347 mg/100 g vzorku (A, G,
HX a X) ve cvr¢kovi domacim. Shyi-Neng (1998) ve své¢ studii uvedl, Ze obsah purint (A, G,
HX, X) v kreveté tygfi ¢inil 719 mg/100 g potraviny. Coz byla ve srovnani s nasim vzorkem
dvakrat vyssi hodnota.

Nase hodnoty purint se pohybovaly mezi hodnotami sardele (321 mg/100 g potraviny)
a sledé (378 mg/100 g potraviny) dle Lockyera a Stannera (2016). V jejich studii si mizeme
vS§imnout vysokych hodnot purini (A, G, HX a X) u vzorku brzliku — bez uvedeni druhu
(1260 mg/100 g potraviny)

Pti pohledu na obsah purinli v kufecim mase bylo pozorovano, ze hodnoty jsou nejednotné.
Podle Havlika et al. (2010) obsahovalo kufeci stehno 4 baze purind (A, G, HX, X) v mnoZzstvi
484,4 mg/100 g susiny a kuteci jatra 1075,7 mg/100 g susiny. Chlup (2009) dokonce uvedl jen
hodnoty kolem 40 mg/100 g. Vysledky obsahu purini (UA, A, HX, X) v kufecim prsu podle
Bednarové et al. (2013) byly 1074 mg/100 g suSiny. Rozdily mezi vzorky Bednafové et al.
a sledovanim obsahu purinli v rozdilnych ¢astech kufete. Pokud byl porovnan nds vzorek

s hodnotami purint kufecich prsou (Bednarova et al., 2013), byl obsah v kufecim prsu o 1/3
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vy$si. Lockyer a Stanner (2016) uvedl obsah v kufecim mase 149 mg/100 g potraviny, a kufeci
maso je tak zafazeno mezi potraviny se stfednim obsahem purinti, stejné tak tomu je U masa
hovéziho (90 mg/100 g potraviny) a vepifového (145 mg/100 g potraviny). Vzorek cvrcka
obsahoval vice purinti, nez miZzeme najit ve vajecném bilku (Bednafova et al., 2013).

Clovek trpici dnou by mél omezit konzumaci potravin s obsahem purini nad 150 mg/100 g
potraviny. Zakladem jidelnicku by mély byt nizkopurinové potraviny (0-50 mg/100 g
potraviny) doplnény o potraviny se stiedné vysokym obsahem purind (50-150 mg/100 g
potraviny). Obsah purinti ve 100 g kufeciho masa se primérné pohybuje v rozmezi 250—400
mg/100 g potraviny, ¢lovek trpici dnou by proto nemél zkonzumovat vice jak 150 g kufeciho
masa V zavislosti na obsahu purinu v jednotlivych ¢astech kutfeciho masa. V ptipad¢ cvrcki,
kteti obsahuji 347 mg purinii/100 g vzorku (bez UA) by jich mohl ¢loveék trpici dnou
zkonzumovat 43 g.

Zaméfenim na hlavni urikogenni baze (HX a A), bylo pozorovano, ze pti konzumaci 100
g cvrékl by se do naseho organismu dostalo 174 mg purint, pfi konzumaci této samé porce
kuteciho masa by se do naSeho organismu dostalo 350 mg téchto purini.

Pokud snime 100 g kufeciho masa, dostane se do naseho organismu 23 g bilkovin. Jelikoz
obsah bilkovin u jedlého hmyzu (56 g), je vys$i nez u bézného masa (23 g) a staci ndm
konzumace mensi porce (Bednaiova et al., 2013). To znamend, Ze zkonzumujeme necelych
70 mg purint ve 40,7 g cvrcka.

Cvrcka bychom mohli zafadit mezi potraviny s vysokym obsahem purinli, kam patfi
naptiklad 1 kreveta, makrela, losos, pstruh, hovézi jatra, brzlik. Po vyhodnocenich naSich
vysledkd, bylo zjisténo, ze diky obsahu celkovych purinti neni cvréek vhodny ke konzumaci
lidmi trpici dnou nebo jen v omezené mire. Ve velkém mnoZstvi (nad 42 g/den). U konzumace
jedlého hmyzu je v§ak znamo, Ze jejich porce jsou vyznamné mensi oproti béZnym potravindm.
Budou-li vzaty v uvahu jen urikogenni puriny (HX, A), mnozstvi bilkovin ve cvrékovi
a velikost porci jedlého hmyzu, mohl by byt dobrou alternativou k masu pro lidi, ktefi trpi timto
onemocnénim. Bude vSak nutné provézt dalsi studie na toto téma u vice druhi jedlého hmyzu,

aby mohlo byt spolehlivé feceno, zdali je jedly hmyz vhodnou alternativou ¢i nikoliv.
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[ Zavér

Obsah purinti v potravinach je u lidi trpicich dnou zasadni. Dna je porucha purinového
metabolismu, kterd ma za nasledek dlouhodobé zvysenou hladinu mocové kyseliny v séru.
Dochazi nasledné k tvorbé uratovych krystald, které se ukladaji v kloubech.

Lécba onemocnéni dnou je mozna dvéma zptisoby. Jedna varianta spociva v uzivani léki,
které snizuji hladinu kyseliny mocové v séru. Pro druhou variantu je jako 1écebna metoda
zvolena nizko purinova dieta, kterou nemocny musi dodrzovat. Nabizi se také kombinace obou
vyse zvolenych cest 1écby.

Pti dodrzovani nizko purinové diety, by mél kazdy jeden nemocny ¢lovek trpici dnou
sledovat obsah purinti v potravinach, které konzumuje. V mé praci jsou rozdéleny potraviny do
nékolika skupin podle obsahu purini na nizko purinové, stiedné vysoké purinové potraviny
a vysoko purinové potraviny.

Vzhledem k vyse uvedenému vyétu skupin potravin jsem se v praci zabyvala alternativou,
k nejvice konzumovanému druhu masa u nas, kterym je kufeci maso. Zvolila jsem netradi¢ni
druh potraviny, konkrétné cvrcky.

Pro stanoveni jednotlivych purinovych latek v hmyzu, po jeho hydrolyze, byla zavedena
avalidovana metoda vysokotéinné kapalinové chromatografie v reverznim uspofadani
s detektorem diodového pole. Metoda byla linearni v rozsahu koncentrace 2-100 pg/ml a mez
detekce (LOD) pro sledované analyty se pohybovala od 0,11 do 0,26 pg/ml. Opakovatelnost
stanoveni purinovych latek ve vzorku hmyzu v ramci jednoho dne byla v rozmezi od 4,42 do
18,68 % a vramci tfi riznych dn od 4,39 do 19,53 %. Vytéznost purinovych latek se
pohybovala v rozmezi od 89,85 % do 129,54 %.

Z vysledkt zkoumani pomoci analyzy HPLC nevyplynul jednoznaény zavér, zda je cvréek,
jako alternativni potravina, opravdu vhodny ke konzumaci pro ¢lovéka trpiciho dnou.

Pti feSeni tématiky konzumace hmyzu jsem narazila na nedostatek literarnich informaci
pro mou préci, které by se zabyvaly obsahem purini v hmyzu. Do budoucna by bylo vhodné se
timto tématem zabyvat vice. Hmyz jako takovy by mohl tvofit zdsadni potravinu pro piijem

bilkovin v celém svéte.
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