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Hygienicka a toxikologicka jakost jedlého hmyzu
S ohledem na bezpecnost potravin

Abstrakt

Predlozena bakalafska prace se zamétuje na zhodnoceni mikrobialni kvality hmyzu.
Analyzovan byl dospélec cvréka domaciho (Acheta domesticus), larva potemnika mou¢ného
(Tenebrio molitor) a larva potemnika brazilského (Zophobas morio). S témito druhy bylo
pracovano ve forme zivé, spaiené a susené.

Po mikrobiologické strance byla prace zamétfena na zhodnoceni celkového poctu
ptitomnych mikroorganismti, detekovani pfitomnosti bacild, salmonel, kvasinek a plisni.
K detekovani jednotlivych druhiit mikroorganisml byly pouzity riizné druhy Zivnych medii,
kterd zajistila nartist konkrétnich druhi organismi. Po namnozZeni byly sefteny naristy
kolonii, na zaklad¢ kterych byly vyvozeny uréité trendy v pfitomnosti mikroorganismt. U
vzorkd byla provedena identifikace konkrétnich pfitomnych druhli mikroorganismti pomoci
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.

Spafené a nasledné usu$ené vzorky obsahovaly statisticky vyznamné méné (P < 0,05)
mikroorganismu (5,98+1,31 log KTJ/g) nez pouze spatené (7,05+,0,29 log KTJ/g) a Cerstvé
usmrcené (7,66+0,44 log KTJ/g). Hodnoty bacilt a kvasinek se statisticky vyznamné neliSily
Vv zavislosti na zplsobu opracovani. MnoZstvi mikroorganismii bylo rovnéZ nezavislé na
rozdilnosti druhu hmyzu.

Mezi jednotlivymi druhy mikroorganismid byly nejhojnéji zastoupeny druhy
Enterobacter aerogenes u potemnika brazilského spafeného. Cetny vyskyt bakterie
Staphylococcus kloosii byl detekovan v téle Zivého potemnika mou¢ného. Rod Bacillus byl
ve vétsingé vzorkll detekovan pouze v malém mnozstvi. Ve vétSin€ piipadi nepiekrocil
mnozstvi 2 log KTJ/g. Hodnoty pfitomnosti kvasinek se pohybovaly primémé kolem
3 log KTJ/g. Ptitomnost salmonely nebyla potvrzena ani u jednoho ze vzork.

V naSem meéfeni byl zaznamenan vliv tepelné upravy na mikroorganismy. S rostouci
intenzitou tepelného osetfeni klesal pocet pfitomnych mikroorganismi. Pritomnost
mikroorganismli nebyla nijak neobvykle ovlivnéna druhem zkoumaného hmyzu. V Zivych

jedincich byly hodnoty srovnatelné.

Kli¢ova slova: jedly hmyz, hygienické pozadavky, toxikologicka jakost, potemnik moucny,

potemnik brazilsky, cvréek doméci



Hygienic and toxicological quality of edible insects with
regard to food quality

Summary

In this bachelor thesis we were focused on monitoring microbial quality of edible
insects. It was analyzed adult of house cricket (Acheta domesticus), larvae of yeallow
mealworm (Tenebrio molitor) and larvae of superworm (Zophobas morio). It was analyzed
raw insect bodies, killed by hot water and killed by hot water and dried.

We were focused on total bacterial count, presence of bacilli, salmonellae, yeasts and
molds. Different plate count agars were used to enumerate specific microorganisms. Total
viable counts were assessed after aerobic incubation. Thanks to these results we were able to
determine some trends. The bacterial isolates were later identified by MALDI-TOF mass
spectrometry.

Dried samples contained statistically significantly less (P < 0.05) microorganisms
(5.98+1.31 log cfu/g) than the ones killed by hot water (7.05+0.29 log cfu/g) and raw ones
(7.66+0.44 log cfu/g). Counts of bacilli and yeasts did not significantly differ in relation to
processing method. Counts of microorganisms were also not significantly different in relation
to species.

Using MALDI-TOF mass spectrometry, the most often represented microorganisms
were recognized. It was Acinetobacter baumannii in a house cricket killed by hot water. Then
it was Enterobacter aerogenes in a superworm as a next really frequent microorganism.
Staphylococcus kloosii was detected in a raw yellow mealworm.

Bacillus was detected in majority of samples just in low count. In majority of cases the
value wasn’t higher than 2 log cfu/g. The value of presence of yeasts was approximately
around 3 log cfu/g.

The presence of salmonellae wasn 't confirmed in any of samples.

It was noticed that the count of microorganisms was influenced by the drying
techniques. The count of microorganisms increases with growing temperature of the
technique. The presence of microorganisms wasn't influenced by the insect species. The

values were comparable.

Keywords: Edible insects, hygienic requirements, toxicological quality, yellow mealworm,

house cricket, superworm
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1 Uvod

V soucasnosti fesime problémy zabyvajici se rostoucimi naklady na zivocisné
bilkoviny, tlakem na kvalitu Zivotniho prostfedi, ristem poctu populace a vétsi poptavkou
1 mezi niz§imi vrstvami. Proto je potieba nalézt kvalitni alternativni zdroje téchto bilkovin,
které nebudou tak snadno vyCerpatelné. Za idedlni nahradu je povazovan hmyz. Bavime-li
se o konzumaci hmyzu, jedna se o entomofagii.

Hmyz je jiz od praddvna uZzivan i jako potravina. V nékterych kulturdch je jeho
konzumace na bézném potadku a nikdo se nad ni nepozastavuje. Tento pfistup se objevuje
pfedevsim v Africe, Asii, Australii a Americe. AvSak déle tu jsou kultury, kde pozieni tohoto
organismu je naprosto nepiedstavitelné. To je zpusobené urcitou nevSednosti, nechutnosti
¢i obavami.

Po nutri¢ni strance jsou tito zivocichové prozkoumani do detailti. Vyzivové hodnoty
jedlého hmyzu jsou velice variabilni a to 1 diky rozmanitosti druh@ a rznorodosti pfijimané
potravy. Ale porad jsou velice vysoce hodnocené. Jsou zavislé na stupni metamorfozy,
stanovisti vyskytu a potraveé. Stejn¢ jako u vétSiny potravin jsou hodnoty zavislé na zptisobu
ptipravy, uskladnéni a zpracovani. Ne¢které druhy mohou byt svymi hodnotami pfirovnavany
savclim, plaziim a rybam.

Po strance mikrobiologické bylo provedeno n€kolik vyzkumt na ptfitomnost urcité
mikrobioty v téle téchto Zivocichl. Bohuzel doposud zvetejnéné vysledky jsou velice obecné,
jelikoZz doSlo ktestovani jen nékolika konkrétnich druhl. Zaroven testovani probihalo
béZnymi kultivaénimi metodami, které nemusely byt vyhovujici pro vSechny potravinaiské
patogeny a vysledky mohou byt nepfesné. Mikrobialni kvalita téchto jedinct je predevsSim
ovlivnéna zivotnimi podminkami, pfijimanou potravou, opracovanim a zpiisobem uchovani.

Cilem této prace bylo porovnat mikrobiadlni slozeni obsahu stfev rtznych druha
hmyzu. Zaroven tito jedinci proSli urcitymi tepelnymi Upravami, po kterych doSlo opét

K porovnani zmén¢ obsahu a rtiiznorodosti mikrobioty V téle.



2 Cil prace

Jedly hmyz miize jako potravina nového typu predstavovat urcité mikrobiologické
a chemické riziko.

Cilem bakalafské prace je shromazdit dostupné informace tykajici se hygienické
a toxikologické kvality jedlého hmyzu s ohledem na bezpecnost hmyzu jako potraviny
a porovnat zjisténé udaje s konven¢nimi druhy masa s pouzitim udaji ve védecké literature.
Praktickd ¢éast bude zaméfena na hodnoceni mikrobiologického rizika u vybranych druht

jedlého hmyzu.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Entomofagie

Hmyz jiz po dlouha tisicileti slouzi zaroven i jako potrava. Jsou kultury, kde patii
do bézného jidelnicku a v tomto piipadé se bavime o entomofagii. Dale pak jsou kultury,
kde je toto naprosto neptedstavitelné. Hmyz ma prospéSny vliv i na zivotni prostiedi, zdravi
a podminky pro zivot (Durst et al., 2010).

Hmyz je fazen mezi zivoCichy, jejichz télo je kryto exoskeletem — chitinovou
schrankou. Béhem vyvoje prochazeji tzv. metamorfézou, kdy tuto pokryvku téla shazuji.
Na tu navazuji 3 pary ¢lankovanych koncetin. V hlavové casti se nachazi par slozenych oci
a tykadla. Radi se mezi skupinu Zivo¢icht s nejvétsi druhovou rozmanitosti a velice rychlou
rozmnozovaci schopnosti (Harpe and McCromack, 2001). Na planet¢ muzeme nalézt
az milion druht, coz je vice neZ polovina vSech Zijicich organismii. MiZzeme ho nalézt témét
ve vSech Zivotnich podminkach, ackoli pouze nékolik druht bychom nasli napiiklad
V oceanech. Tam dominuje dalsi skupina ¢lenovct, a to korysi (Delong, 1960).

Rovnéz hraji dualezitou roli jako opylovaci pfi reprodukci rostlin a pii zlepSovani
urodnosti pidy. Zarovenl slouzi jako biokontrola v ramci vlivu Skodlivych prostfedki
na ochranu rostlin a poskytuji ¢lovéku plno uzitecnych produktli, jako je med, hedvabi,
1ékaiské aplikace, aj (van Huis et al., 2013b).

Jedly hmyz nabizi srovnatelnou alternativu béznych zivocisnych bilkovin. Je vhodnym
feSenim rostouciho poctu obyvatel a nariistu spotfeby Zivocisnych produkti (Mlcek et al.,
2014; Premalatha et al., 2011, van Huis et al., 2013) Mimo jiné, jedly hmyz obsahuje tuky,
dostatek vitamini a mineralt, jako tfeba vapnik, Zelezo a zinek) (Belluco et al., 2013;
Rumpold and Schliiter, 2013; van Huis, 2013).

Muze byt vhodnym feSenim v rozvojovych zemich, kde zdroj potravy a vSech Zivotné
nepostradatelnych latek nemusi byt tak bohaty (Klunder et al., 2012). Potencidlni riziko
konzumace hmyzu miZe pfinést pritomnost tézkych kovil, alergenti, mykotoxind
a riznych mikroorganismi (van der Spiegel et al., 2013; Belluco et al., 2015; Milanovi¢ et al.,
2016). Chov hmyzu zpisobuje mensi ekologicky dopad v porovnani s chovy béznych
hospodaiskych zvifat (Oonincx and de Boer, 2012; Oonincx et al., 2010; van Huis et al.,

2013).
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3.1.1 Duvody pro¢ jist hmyz

Hmyz je obecné¢ povazovan za velice zdravou potravinu, kterou lze povazovat
za plnohodnotnou alternativu kufeciho, vepfového, hovéziho masa a dokonce i ryb. To je
zaznamenat pritomnost vapniku, zeleza a zinku (van Huis et al., 2013b).

Chov hmyzu je prospésny, i co se vyprodukovanych sklenikovych plynut tyce. Téch je
mnohem méné v porovnani s hospodatrskymi zvifaty. Metan je produkovan pouze n¢kolika
skupinami hmyzu, jako jsou termiti a §vabi (van Huis et al., 2013b).

Emise ¢pavku spojené s chovem hmyzu jsou také mnohem nizsi oproti chovu dobytka.
Jelikoz se jednd o studenokrevné Zzivocichy, dochdzi k velice efektivni preméné piijaté
potravy na proteiny. Naptiklad cvréek potiebuje 12x méné krmiva nez dobytek, 4x méné nez
ovce a polovicni mnozstvi oproti prasatim a dribezi k produkci stejného mnozstvi bilkovin

(van Huis et al., 2013b).

3.1.2 Negativni nazory

Vétsina svéta, predevsim zapadni vyspélé staty vnimaji hmyz v prvni fad¢ jako Skiidce
a malokdo si uvédomuje, jak moc uzitecny je a co vSe z n¢j lze ziskat. Pfedpojatost je spojena
s fakty, Ze hmyz je pfenaSeCem nemoci, niCitelem dfeva, miiZe nepiijemné obtéZovat,
pfipadné rozdavat riznd kousnuti. Odpor miZe byt spojeny i skrze naboZenské vyznani
(Kellert, 1993).

Hmyz obsahuje vyznamné mnozZstvi vlakniny, jehoz nejbézngjsi formou je chitin,
nerozpustné vlakno pochazejici z exoskeletu (Klunder et al., 2012). Tato latka se podoba
polysacharidové celuldze nachézejici se v rostlinach, o niz se predpoklada, Ze je pro ¢loveéka
nestravitelna (Paoletti et al., 2007).

Nedavné studie odhalily, ze kobylka mlize obsahovat vysoké a n¢kdy az nebezpecné

mnozstvi olova (Cohen et al., 2009).

3.2 Skupiny jedlého hmyzu

3.2.1 Coleoptera (brouci)

Tato skupina je nejpocetnéjsi na svét€¢ a zahrnuje druhy od jedlého, pfes vodni az
po difevokazny hmyz. Obvykle jsou konzumovany pouze larvy. Typickym znakem jsou
krovky, které kryji par blanitych kiidel a po zadecek. Ty jsou ryhované nebo hladké. Dalsi

dominantou téla je pfedohrud’, ktera je kryta Stitem. Tykadla a koncetiny jsou piizptisobeny
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potiebam jedince. NejznaméjSimi jedlymi jedinci této skupiny jsou nosatec palmovy
(Rynchophorus phoenicis), potemnik mouény (Tenebrio molitor) a potemnik brazilsky
(Zophobas morio) (van Huis et al., 2013b).

3.2.2 Lepidoptera (motyli)

Motyli a mulry se konzumuji béhem jejich larvalniho stddia jako housenky,
coz nevyluCuje spotiebu 1 dospélych jedincii (Flood, 1980). Jedna se o druhou nejvétsi
skupinu hmyzu, kterda dominuje svymi vzduSnicemi protkanymi kiidly. Ta jsou pokryta
malymi Supinkami, od nichz je odvozeny ndzev celého fadu. Nejpopularnéjsi a ekonomicky
nejpodstatnéjsi je Imbrasia belina. V Asii mezi nejéastéji konzumované patii bambusova

housenka (Omphisa fuscidentalis) (Yhoung-Aree and Viwatpanich, 2005).

3.2.3 Orthoptera (kobylky, cvréci)

Tento druh hmyzu hraje podstatnou roli na latinskoamerickych trzich a restauracich,
kde ho najdeme v hojném mnozstvi.

Cvréci jsou V Asii sbirani ve volné ptirodé a bézné konzumovani jako potrava. Cvréek
domaci je taktéZ v asijskych statech b&zné chovan a konzumovén, piedev§im v Thajsku. Casto
je mu davéna ptednost ptfed jinymi druhy hmyzu kvili jeho mékké struktuie (Yhoung-Aree
and Viwatpanich, 2005).

3.3 Vedlejsi produkty

3.3.1 Karmin

KosSenila, jinak nazyvana karmin, je ¢ervené barvivo ziskané primarn€ z vysusenych
tél Cervce nopalového (Dactylopius coccus). Je uzivano v potravinaiském, textilnim
a farmaceutickém prumyslu. Je znam pod ozna¢enim E120. Tento hmyz se vyskytuje na
opuncii mexické (Opuntia ficus-indica), ktera se péstuje pro své plody. Mezi dalsi karminové

vyrobky se fadi karminovy lak, suSeny karmin a karminova kyselina (van Huis et al., 2013b).

3.3.2 Lerp

Lerp je krystalizovand sladovd sekrece slouZici jako ochrana téla hmyzu. Je
produkovana larvami psyllidového hmyzu fadici se mezi Hemiptera. Ten ji vylucuje z divodu
pfijmu potravy s vysokym mnoZstvim sacharidi, ale s nedostatkem Zivin, jako je dusik. O to

piijem potravy musi byt objemné&jsi, aby vSech zivin bylo dostatek. Tudiz musi dochazet
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k vylouceni nadmiry ptijatych sacharidl, které odchézeji skrze tento sekret. Nasledné slouzi

jako potrava pro riizné ptaky a savce (van Huis et al., 2013b).

333 Olej

Melounovy brouk (Coridius Vidutus) je rozsifen po celém Sudanu, a to predevsim
v oblastech, kde se hojné péstuji melouny. Ty jsou v dané oblasti povazovany za jednu
Tento Sktidce plodinu napadd, propichuje listy, stonky a nasava $tdvu, coz ma za nasledek
vadnuti, pokles produkce a nakonec smrt rostliny (van Huis et al., 2013b).

Zaroven jeho suSend forma ma vyuziti v kulinafstvi jako kofeni. Jinde ho namaci
do horké vody, ¢imz z n¢ho ziskavaji olej. Melounovy olej ma Siroké vyuziti v mediciné
k 1éceni koznich 1éz (Mariod, Matthdaus a Eichner, 2004). Dalsi piednosti takto ziskané¢ho

oleje jsou antibakteridlni u¢inky. Toho by se dalo vyuzit jako masny konzervacéni prostiedek.

3.4 Nutriéni slozeni

Vyzivové hodnoty jedlého hmyzu jsou velice variabilni, a to i diky rozmanitosti
druhti. Ty se mohou li$it i v ramci druhu. Jsou zavislé na stupni metamorfozy, stanovisti
vyskytu a potravé. Stejné jako u vétSiny potravin jsou hodnoty zavislé na zplisobu pfipravy,
uskladnéni a zpracovani. Hlavnimi slozkami hmyzu jsou bilkoviny, tuky a vlaknina (van

Huis et al., 2013b).

3.4.1 Bilkoviny a aminokyseliny

Proteiny jsou organické slouceniny slozené z aminokyselin. Jsou dtlezitou soucasti
potravy, kde pfispivaji k jejim fyzikdlnim a senzorickym vlastnostem. VyZzivova hodnota
zavisi na nékolika faktorech: obsah bilkovin, ktery je u vSech potravin odli$ny, dale zavisi
na kvalité bilkovin, ktera je ovlivnéna pfitomnosti aminokyselin (esencialni ¢i neesencialni)
a na tom, zda kvalita odpovida lidskym pottebam (van Huis et al., 2013b).

Obsah bilkovin v hmyzu se vyrazné lisi dle zkoumaného druhu (Belluco et al. 2013).
Naptiklad kobylky obsahuji 13-28 g bilkovin na 100 g své véhy, bourec morusovy 10-17¢
bilkovin a naptiklad cvréci 8-25 g. Nékteré druhy mohou byt svymi hodnotami pfirovnavany
savcum, ktefi maji kolem 19-26 g bilkovin na 100 g hmotnosti, plaztim, u kterych se hodnoty
pohybuji kolem 25-27 g bilkovin a rybam, kde se mnozstvi bilkovin pohybuje kolem 20 g.

Obsah bilkovin je ovlivnén pfijimanou potravou béhem Zzivota a stddiem metamorfézy.
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Zaroven obsah téchto makronutrientli mize byt zménén béhem ptipravy v kuchyni, aby hmyz
byl snadno konzumovatelny (FAO, 2012).

Ackoli obiloviny jsou celosvétové uzivanou potravinou, nejsou schopny nabidnout
vSechny potiebné aminokyseliny. Naptiklad v nedostatku se nachéazi lysin a v nékterych
ptipadech i tryptofan (napt. kukufice). U nékterych druhii hmyzu jsou tyto aminokyseliny
velice bohaté¢ zastoupeny (Bukkens, 2005). AvSak uziti hmyzu jako ndhrazku, je ovlivnéno

urcitymi stravovacimi navyky danych zemi.

3.4.2 Tuky a mastné kyseliny

Jedly hmyz je vyznamnym zdrojem tuku. Byl zkouman obsah a slozeni
vyextrahovanych olejii a jsou bohaté na polynenasycené mastné kyseliny a ¢asto obsahuji
esencialni linolové a a-linolenové kyseliny. Nutriéni vyznam téchto dvou latek je zaznamenéan
predevsim pro zdravy vyvoj déti a kojenci. Hmyz by mohl vyfesit nedostate¢ny piijem
omega-3 a omega-6 mastnych kyselin, a to pfedevS§im v zemich s omezenym pfistupem
ke zdrojim rybich potravin. SloZzeni mastnych kyselin hmyzu se zda byt ovlivnéno rostlinami,
kterymi se hmyz zivi (van Huis et al., 2013b).

Obsah tuku je taktéz ovlivnén mnoha faktory, mezi které se fadi druh, Zivotni faze,
pohlavi a druh pfijimané potravy. Obecné u hmyzu v larvalnm stddiu a samicek byl zazneman

vyssi obsah tuku nez u dospé€lych jedincti a samct (Mlcek et al., 2014).

3.4.3 Mikronutrienty

Mikronutrienty, zahrnujici mineralni latky a vitaminy, hraji velice dulezitou roli
v nutriéni hodnoté jidla. Jejich nedostatek mize mit za nasledek neptiznivy dopad na zdravi,
coz miize vést k porucham ristu, imunitni disfunkce, opozdény dusevni a fyzicky vyvoj
a reproduk¢ni neschopnost. Opét na tyto hodnoty ma silny vliv faze metamorfozy. Spotieba

celého té€la hmyzu obecné zvysuje nutri¢ni obsah (Roos et al., 2010).

3.4.4 Mineralni latky

Mineralni latky hraji dilezitou roli v biologickych procesech. Doporucena davka
pfijatych minerdli za den je obecné uzivana k vycCisleni potfebnych pftijatych hodnot.
Housenky druhu Gonimbrasia belina jsou naptiklad skvélym zdrojem Zeleza. Svym obsahem
ptedci i obsah v hovézim mase (Bukkens, 2005). Tam je hodnota vyc¢islena na 6 mg na 100 g

masa, zatimco u housenky obsah dosahuje az 31-77 mg na 100 g masa. Obsah Zeleza
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v kobylkach (Locusta migratoria) se pohybuje kolem 8-20 mg na 100 g v zavislosti na piijaté
potrave (Oonincex et al., 2010).

Jedly hmyz je bezpochyby nejbohatSim zdrojem Zeleza a jeho zaclenéni do bézné
stravy by mohlo napomoci zlepSeni roli zeleza a piredchdzet chudokrevnosti v rozvojovych
statech. Tento problém je povazovan za nejcastéjsi a nejrozsitenéjsi z poruch piijmu potravy.
Zdravotni disledky zahrnuji Spatnou reprodukci, naruSeni kognitivniho a télesného vyvoje
(FAO/WHO, 2001).

Dalsim problémem, se kterym se svét potyka, je nedostatek zinku v potraveé. Tyka se
predevsim déti a jejich matek. Jeho nedostatek ma za nésledek zpomaleni riistu, opozdény
sexualni vyvoj a zrani kosti, dal kozni 1éze, priijem, alopecie, poruchy chuti k jidlu a zvySena
citlivost vii¢i infekcim. Obecné je znamo, Ze vétSina hmyzu je dobrym zdrojem zinku.
Ve srovndni s hovézim masem, které obsahuje 12,5 mg/100 g masa hodnoty larvy jedince

Rhynchophorus phoenicis dosahuji az na 26,5 mg na 100 g masa (Bukkens, 2005).

3.4.5 Vitaminy

Tyto latky jsou nezbytné pro stimulaci metabolickych procesti a posileni funkce
imunitniho systému. Muzeme je nalézt téméf ve vSech druzich. Byla dok4zéna ptitomnost
thiaminu, také jinak nazyvaného vitaminu B1, ktery ptisobi hlavné jako koenzym pro traveni
sacharidli na energii (Bukkens, 2005). Jeho hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 0,1-4 mg
na 100 g suSiny. Riboflavin, také znamy jako vitamin B2, jehoZz hlavni funkci
je metabolismus, byl zaznamenan v rozmezi 0,11-8,9 mg/100 g. Vitamin B12 se vyskytuje
v potravinach zivo¢isného pivodu a je dobie zastoupen v larvach potemnika (Tenebrio
molitor) s hodnotami 0.47 pug na 100 g a ve cvrckovi (Acheta domesticus) s obsahem 5,4 pg
na 100 g v téle dospélce a 8,7 pug na 100 g u nymf (Anankware et al., 2015). Nicméné mnoho
druhit ma velmi nizkou hladinu vitaminu B12, proto je zapotfebi provést mnoho vyzkumi
k identifikaci jedlého hmyzu bohatého na vitamin B (Bukkens, 2005, Finke, 2002).

Retinol a B-karoten byly zjistény v uréitych druzich housenek (Imbrasi oyemensis,
I. truncata). Hodnoty byly 32-48 pug na 100 g a 6,8-8,2 pg na 100 g susiny. Po méfeni hladiny
téchto vitamind u zlutych larev potemnika, ¢ervii druhu Zophobas morio a cvrckt byla
hladina retinolu mensi nez 20 pg na 100 g a u B-karotenu byla hodnota mensi nez 100 pg
na 100 g. Obecné hmyz neni nejlepSim zdrojem vitaminu A. Obsah vitaminu E je vysoky

v Bourci morusovém (Bombix mori) a to ve mleté i susené podobé (Bukkens, 2005).
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3.4.6 Obsah vlakniny

Hmyz obsahuje vyznamné mnozstvi vlakniny. Nejbézn€jsi formou je chitin,
nerozpustné vldkno pochazejici z exoskeletonu. Informaci ohledné pfitomného chitinu je
mnoho diky rliznému testovani, avSak vysledky nejsou uplné srovnatelné. Obsah chitinu je
odhadovéan na 2,7 - 49,8 mg na kg za Cerstvého stavu a na 11,6 - 137,2 mg na kg suSiny
(Finke, 2007).

Chitin je polymer s dlouhym fetézcem N-acetylglukosaminu, coz je derivat glukézy.
V piipad¢ disfunkce chitindzy, ktera je pritomna v zaludecnich S$tévach, muize dojit
k alergické reakci. Ta je Castéjsi v zapadnich zemich, kde lidé hmyzi organismy do jidelnicku
zatazuji sporadicky. Domnénka je takova, Ze ¢im tvrdSi exoskeleton, tim vice obsazené¢ho

chitinu (Paoletti et al., 2007).

3.5 Mikrobiota jedlého hmyzu

Existuji tfi typy mikrobioty, které mohou ptfedstavovat urcité riziko, co se hmyzu tyce
jako potravy. Hrozbou jsou bakterie, viry a houby. Souvisi s Zivotnim stylem téchto
zivo€ichd, s zivotnimi podminkami a jeho zpracovanim, béhem kterého mohlo dojit k pfenosu
toxickych castic (ANSES Opinion, 2014). Mikrobiota, vCetné bakterii, vird a hub, se jim
uklada ve stfevé. Nasledné nijak nepfiznivé neplsobi na metabolismus, chovani a pieZiti
jedince. Obsah stifev se odviji od druhu jedince, jeho stafi a od typu pfijaté stravy (EFSA
Scientific Committee, 2015; Yun et al., 2014).

Hmyz se zpracovava jak s plnym obsahem stfev, tak i po jejich vyprazdnéni. Tento
proces se déla z divodu sniZeni riznorodosti mikrobl. I pfesto mize byt organismus
kontaminovany. Ne kazdy mikroorganismus je hrozbou pro lidské zdravi. Proto je potieba
rozlisovat patogenni a nepatogenni mikroorganismy (van Huis et al., 2013). Otazka je, zda
takto budou plisobit pouze na hmyz nebo i na ostatni zvitata a lidi po jejich pozifeni. Mohou
zpusobovat kazeni potravin vlivem fermentace, hniti nebo zluknuti. O to se mohou postarat
bakterie rodu Spiroplasma spp., které mohou zplsobovat neurodegenerativni choroby
(Krédmer, 2011; Zschaler et al, 2015).

Celkovy pocet mikroorganismi poskytuje informaci o mnozstvi bakterii, kvasinek
a plisni, které tvoii kolonie za pfislusnych podminek (teplota, pfitomnost kysliku) (Holzapfel
et al., 2004). V této praci budou sledovany pocty mikroorganismi v mezofilnim rozsahu

za aerobnich podminek. Termin aerobni implikuje nezbytnou ptfitomnost kysliku béhem
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bunécné respirace mikroorganismil. Mezofilni popisuje chovani zarodkt, v tomto piipadé
vSech pritomnych bakterii, které rostou pii 36°C na ptislusném médiu (Keweloh, 2009).

Miize se jednat o patogenni bakterie, které zplisobuji onemocnéni a o bakterie, které
nejsou zdravi nikterak Skodlivé. Se stanovenim celkového poctu Zivotaschopnych bakterii bez
specifického rozliSeni jednotlivych druhti v definovaném mnozstvi vzorku mohou byt
identifikovany a vyuzity pro vyhodnoceni mikrobidlni kvality potravin (Préndel et al., 1988;
Zschaler et al., 2015).

3.5.1 Bakterie

Mikrobialni flora intestinalniho traktu hmyzu je slozena riiznych rodt a druhd bakterii.
Pomoci pyrosekvenace DNA byly mezi nejéastéji zastoupenymi rody Streptococcus, Bacillus,
Proteus, Pseudomonas, Escherichia, Micrococcus, Lactobacillus a Acinetobacter. V niz§im
poc¢tu byl prokazan rod mezofilnich aerobnich bakterii rodu Enterobacteriaceae a spory
Clostridium perfringens, Staphylococcus spp. a Bacillus spp (Agabou and Alloui, 2010;
Amadi et al., 2005; Braide et al., 2011; Giaccone, 2005).

Ackoli rozmanitost pfitomnych bakterii je Siroka, pifitomnost patogent jako
Salmonella spp. a Listeria monocytogenes nebyla detekovana v Zadném z testovanych vzork.
(Garofalo et al., 2017). | pies to, Ze nebyla zjisténa piitomnost patogennich salmonel., mohly
by byt soucasti detekovanych bakterii rodu Enterobacteriaceae, ktery byl detekovan
ve vysokém mnoZstvi ve cvrécich a v niz§im mnozstvi v praskovych cvrécich a larvach
moucného cerva (Barco et al., 2014). Z doposud provedenych studii bylo zjisténo,
7ze pritomnost bakterii v hmyzu pouZivaném na pfipravu potravy je vysoka,
a to 10°-10" KTJ/g (kolonie tvoficich jednotek).

Mnohé patogeny se pouzivaji pii biokontrole hmyzich $kiidct a jsou bud’ obecné
povazovany za bezpecné, nebo je u nich urCity ptredpoklad bezpecnosti, kdyz jsou ucelné
uzivané jako potraviny nebo krmiva (Sundh et al. 2012). Ty, které nejsou, jsou testovany
specificky a idividudlné na ptitomnost urcitych toxinli nebo jinych metabolickych sloucenin
a jejich bezpec€nosti pro ¢loveka a zvifata pied pouzitim. Bezpecnost pouzivani bezobratlych
patogent je podstatnou soucésti registrace téchto latek jako kontrolnich bio€inidel pied
komercializaci (Eilenberg et al., 2015). Patogenni bakterie hmyzu jsou povazovéany
za neSkodné jak pro zvifata, tak pro lidi, protoze se jedna o dva naprosto fylogeneticky
rozdilné organismy (FAO, 2013). Jediné riziko pro lidi a zvifata miZe piedstavovat
mikrobiologie spojend s podminkami chovu, manipulaci, zpracovanim ¢i uchovanim

(ANSES, 2015)
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3.5.1.1 Enterobacteriaceae

Bakterie z rodu Enterobacteriaceae jsou gram-negativni, tyCinkovitého tvaru
a fakultativné anaerobni. Jsou vSudypfitomné a muizeme je nalézt v zemi, ve vode,
na rostlinach a ve stfevnim traktu ¢lovéka a zvifat. Hraji velice dulezitou roli jako indikéator
fekalniho znecisténi v ramci posuzovani kvality potravin. Slouzi jako indikéatorovy
organismus, ktery ma za ukol indikovat pfitomnost patogenti, kazivost a znecisténi (Barco et
al., 2014).

Pii vyzkumu zabyvajicim se pfitomnosti této bakterie, které provedl Garofalo et al.
(2017), se zam¢fil na rozdilné vysledky ovlivnéné odlisSnym druhem organismu. Mikrobialni
kontaminace byla obecné mnohem vyss§i u cvrcka nez u mou¢ného Cerva, kde hodnoty byly
které provedl Vandeweyer (2016), byly vysledky tuplné rozdilné. Byl prokazan vysoky vyskyt
Enterobacteriaceae u potemnika mouc¢ného (Tenebrio Molitor) a potemnika brazilského
(Zophobas Atratus), kde hodnoty sahaly az na 5,9 log KTJ/g.

3.5.1.2 Salmonella spp.

Salmonella je gram-negativni, fakultativné anaerobni mezofilni nesporotvorna ty¢inka
fadici se do celedi Enterobacteriaceae. Katalaza je pozitivni a oxiddza je negativni. Rod
Salmonella obsahuje dva druhy S. enterica a S. bongori. Vétsina onemocnéni zpisobené
salmonelou se nazyvaji salmoneloza. Zpisobuje riizné infekce a enteritidy. Po pozieni
kontaminované potravy dochdzi k uvolnéni salmonely v tenkém stfevé, kde se rychle mnozi
a pronikaji do lymfatického a krevniho obéhu. Mezi nejvyznamnéjsi vypousténé toxiny patii
endotoxin a v mensi mife ST a LT toxiny (Klaban, 2001; Sindler, 2010).

Z vétSiny se hromadi ve stfevnim traktu zvifat a syrova podoba masa a vajec jsou
hlavnim zdrojem infekce (Krdmer, 2011). Kromé teplokrevnych zivoCichi se salmonela
objevuje taktéz ve sttevnim traktu Zivocichl studenokrevnych, kam se fadi naptiklad hmyz.
U téch je salmonela povazovana za patogenni dle vyhlasky o kritériich bezpecnosti potravin.
U masa i jinych druhii potravin, které jsou uvadény na trh je piedepsana nulova tolerance.
V piipadé detekce pritomnosti musi byt ihned Sarze daného produktu stazena z trhu

(Baumgart et al., 2016).
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3.5.1.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus se fadi do celedi Staphylococcaceae a je grampozitivni,
fakultativné anaerobni, mezofilni kok. Tento druh bakterii se déli na koaguldza-pozitivni
a koaguldza-negativni jedince. Jednd se o schopnost enzymu srazet krevni plazmu. VétSina
stafylokokd je koaguldza-negativni, ale Staphylococcus aureus se fadi mezi ty pozitivni
(Komprda, 2004). Jeho hlavnim sidlem je lidské t€lo. Mizeme ho nalézt piedevs§im ve stolici

a na sliznici nosohltanu.

3.5.1.4 Psychrotrofni bakterie

Poctu psychrotrofnich bakterii nebyla nikdy vénovana pozornost, ackoli se jedna
o pomérn¢ podstatny hodnotici parametr v ramci skladovaného chlazeného hmyzu. U cvrckl
byly naméteny hodnoty 4,5 log KTJ/g. Primérna hodnota u mouénych cervii byla namétena
okolo 6,6 log KTJ/g. U n&kterych vzorka hodnota piesahovala dokonce 9,1 log KTJ/g. To by
mohlo znamenat riziko kazeni v chlazeném prostiedi stejné tak, jako vyskyt psychrotrofnich
patogent, jako je Listeria monocytogenes nebo Bacillus cereus (Hwang and Tamplin, 2005;
Martinez et al., 2007). Zarovenn studie témét vylucuje ptitomnost lidskych ¢i zvifecich

patogent u jedlého hmyzu pouZzivaného jako potravina.

3.5.2 Kvasinky a plisné

Hmyz miiZe tvofit idedlni Zivotni podminky pro tyto organismy. AvSak predstavuje
potencidlni riziko pro lidi a zvifata. Hmyz je choulostivy na entomopatogenni plisné
vylucujici konkrétni toxiny, které mohou zplsobit smrt (Keweloh, 2009). Mnozstvi
pritomnych plisni a kvasinek je ovlivnéno prosttedim, ve kterém se hmyz vyskytuje. Zaroven
dal§im faktorem muze byt zplsob zachdzeni, forma Upravy a nasledné uskladnéni (Krémer,
2011).

Mykotoxiny, které¢ mizeme v hmyzu nalézt, mohou mit piivod z patogennich plisni
rodu Aspergillus spp., Penicillium spp. a Fusarium spp., které jsou soucasti substratu,
na kterém Ziji. Vylou€ené mykotoxiny mohou ovlivnit jejich vitalitu. Co se tyce kvasinek, byl
zjistén vysoky vyskyt u cvrekl, priblizné 4.86 log KTJ/g. Zatimco plisné mély hodnotu
nejvyssi u cvreka, ktefi byli v praSkové podobé (Simpanya et al., 2000). Druhy plisni, jejichz
pfitomnost byla potvrzena v téle hmyzu, jsou Aspergillus, Penicilium, Fusarium,
Chaetomium, Mucor, Mucorales, Alternaria, Drechslera a Phoma (Simpanya et al., 2000).

Kvasinky jsou fakultativné anaerobni jednobunécné houby. Jsou odolné ke kyselému
prostiedi, ale o to hlife snasi zvysenou teplotu - v piipadé vzristu teploty nad 60 °C dochazi
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k jejich usmrceni. Nékteré kvasinky maji schopnost tvorby tepelné¢ odolnych vytrusa,
tzv. spor (Riemelt et al., 2012).

Saranée st¢hovavé (L. moratotia) a potemnik mouc¢ny (T. molitor) byli testovani
na piitomnost téchto mikroorganismi. Vysledek prokédzal Cetny vyskyt jak v Cerstvém,
lyofilizovaném, tak i zmrazeném vzorku. Konkrétné se jednalo o druh plisné Aspergillus spp.

a Penicillium spp. (FASFC, 2014).

3.5.3 Viry

Hmyz obsahuje velké mnozstvi virh a mnohé z nich jsou patogenni vici tomuto
organismu,
tj. zpusobuji onemocnéni a mohou mit za nasledek az vymieni a kolaps kolonii (Eilenberg et
al., 2015; King et al, 2012). Tyto viry jsou vSak hlavnim problémem producentl
zemédelského hmyzu. Mohou zptisobit ztratu produkce (Eilenberg et al., 2015). Zastupci rodt
Iridoviridae, Parvoviridae, Iflaviridae, Dicistroviridae a Reoviridae potiebuji podstoupit jeste
dalsi testovani, jelikoZ se mohou vyskytovat u hmyzu chovanému pro potravu. U cvrckl byly
nejCastéji zaznamenany infekce zplsobené denzoviry, které spadaji pod Parvoviridae
(Weissman et al., 2012; Szelei et al., 2011) a viry Picarnovirales z tady Discistroviridae,
které mohou zpiisobovat jejich paralyzu®. Experimenty zabyvajici se denzoviry prokézaly,
Ze tento druh viru se nemize replikovat v burikach obratlovca (El-Far et al., 2004).

VétSina  potravinovych vir neobsahuje lipoproteinovy obal, pouze protein
s genetickou informaci v lipidovém obalu. To zapfic¢iiuje vetsi stabilitu viru, kterd pomaha
odolnosti viuc¢i potravinovému zpracovani. Technologie pfipravy a zpiisobu vafeni mohou
snizit rizika pasivniho prenosu (Moore et al., 1987). Patogenni viry hmyzu, ktery
je zpracovavan jako potravina, nejsou hrozbou pro obratlovce a cloveka. Tyto
mikroorganismy mohou na obratlovcich pfezit v substratech a nasledné¢ byt zachyceny
hmyzem, ktery je zpracovavan jako potravina. Toto riziko by mohlo byt zmirnéno vybérem

spravného substratu a efektivnim zpracovanim (Tabachnick et al., 1996).

3.6 Vliv druhu na pritomnost mikroorganismu

Z Cerstvého chovaného hmyzu (Tenebrio Molitor - mou¢ny ¢erv, Acheta Domesticus -

cvréek domaci) byly izolovany Klunderem et al. (2012) bakterie rodu Enterobacteriaceae.

! UpIné ochrnuti.
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Mikrobialni kontaminace byla obecné¢ mnohem vyssi u cvréka nez u moucného Cerva, kde
Cvréek na druhou stranu vykazuje vyznamné vysoké celkové hodnoty zplsobené
pritomnosti hub oproti mouc¢nému Cervu (Giaccone, 2005; Grabowski et al., 2014). Z téchto

vysledkl Ize vycist, ze substrat a druh hmyzu ovlivitluje mikrobidlni slozeni.

3.7 Vliv tpravy na pritomnost bakterii

Vysledky byly ovsem taktéz rozdilné u tvorii Cerstvych a tepelné opracovanych (Ali et
al., 2010; Klunder et al., 2012; Stoops et al., 2016). Syrovy hmyz je typicky zvySenym
poctem bakterii a plisni kvili pfitomnosti mikroorganismtl, jak na povrchu zvifat, tak uvnitt
jejich gastrointestinalniho traktu (Grabowski et al., 2014). Vykazuje vyssi hodnoty, nez je
doporuceny limit pro Gerstvé mleté maso (celkovy podet aerobnich <10° KTJ/g) (TCEC
Commission Regulation, 2007; Stannard, 1997).

Procesy suseni mrazem a sterilace vykazuji redukci pritomnych aerobnich bakterii
na povoleny limit pfitomnych bakterii. To zna¢i zdravotni nezévadnost. SuSeni mrazem
zapiiéinilo neaktivitu mikroorganismi. Dojde-li k jejich rehydrataci, mnoho z nich se navrati
do vegetativniho stadia, které mize byt Skodlivé (Grabowski et al., 2016). Obecné sterilace je
povazovana za efektivnéj$i nez suSeni mrazem a blansirovani (Megido et al., 2016).

U cvrekt, u kterych doslo pouze k procesu vareni nebo smazeni, byla zaznamenéana
neuplna inaktivace sporulujicich bakterii. U téchto jedinci, ktefi byli smaZeni, byla stanovena
hodnota sporulujicich bakterii az 3,0 log KTJ/g (Hanboonsog and Durst, 2014).

Klunder et al. (2012), ktery se zabyval rozdilnou ptfitomnosti na zéklad¢ upravy
organismu, uvadi, ze u jedincti, ktefi byli vafeni, byl pocet pfitomnych bakterii
Enterobacteriaceae snizen. U vzorkd, které byly nasledné osmazené, byla aktivita
sporulujicich bakterii nulova a pfitomnost ¢eledi Enterobacteriaceae vyloucena (Klunder et
al., 2012).

3.8 Vliv zpracovani na pritomnost mikroorganismu

Znaéné rozdily byly taktéZz zaznamenany mezi druhy suSenymi a témi, které byly
rozmé&lnény v prasek. Ty obsahovaly mnohem vice kvasinek a plisni, zatimco se vyznacovaly
podobnymi hodnotami, co se pfitomnych bakterii tyce (Grabowski and Klein, 2016).

Vyss$i mikrobialni hodnoty jsou akceptovatelné u druhli, které byly suSeny
a rozmélnény v prasek. Pred konzumaci by mélo dojit znovu k tepelnému osetfeni. U druht,

které¢ byly hluboce zmrazené a nasledné uvareny, klesly hodnoty tak, ze pfitomnost bakterii
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neni nikterak vysokd, a tudiZ mohou byt ihned konzumovany, aniz by muselo dojit k n¢jakym
tepelnym zasahim (Grabowski and Klein, 2016). Pouze v piipadé¢ Spatné manipulace
a skladovani miize dojit k rozmnoZeni téchto bakterii a riziko pro spotiebitele roste.

V Belgii a Nizozemi (FASFC, 2014) byla uvefejnéna data tykajici se hmyzu
chovaného jako zdroj potravy. Byly zjistény vysoké hodnoty 107 cfu/g piitomnych aerobnich
a anaerobnich bakterii. V dalSich vyzkumech, tykajicich se syrového a zmrazené¢ho potemnika
mouc¢ného a sarancat, byly naméfeny podobné vysoké hodnoty pro pfitomnost aerobnich
bakterii a spor, tj. 10”-10° cfu/g (Klunder et al., 2012).

Pii testovani hmyzu (Alphitobius diaperinus, Tenebrio molitor, Locusta migratoria),
ktery byl osetfen pouze lyofilizaci, bylo zjisténo, ze 59 % z 55 testovanych produktt
nespliiovalo hygienicka kritéria 108 KTJ/g aerobnich bakterii v surovinach, které jsou
pouzivany na piipravu masa. Zatimco koncentrace Enterobacteriaceae v 65 % vzorka
prekrogila kritérium 10° KTJ/g pro syrové maso uZivané k piipravé. Studie se takté zabyvala
piitomnosti Clostridium perfringens, Salmonella sp. a Vibrio sp., ktera potvrzena nebyla.
U 93 % vzorkl byly koncentrace sporulujici bakterie Bacillus cereus nizsi nez 100 KTJ/g
(NVWA, 2014).

3.9 Tézké kovy

V téle hmyzu byla mimo mikroorganismii zaznamendna 1 pfitomnost Skodlivych
tézkych kovi. Jejich stopy se nachazely predevS§im v castech téla jako je tuk, exoskelet,
reprodukéni organy a travici ustroji, kde se hromadily. Studie zabyvajici se potemnikem
moucnym (Tenebrio molitor) ukazaly, ze tento hmyz ma tendence ve svém téle hromadit
kadmium a olovo z piijatych organickych latek z pid, které tyto kovy obsahuji (Vijver et al.,
2003). Nicméné¢ zaroven bylo prokazéano, ze télo se z ¢asti naakumulovanych kovil zbavuji
s metamorfozou®.

Dal$im velice diskutovanym problémem je zisk pesticidi skrze velké mnoZstvi
zkonzumovanych kobylek. Kontrola je obzvlasté narocnd z divodu sbéru zivocichll z volné
ptirody, kde nelze ovlivnit jejich piijatou potravu. CimZ se nabizi otazka ohledné

potenciondlniho chovu hmyzu, kdy 1ze takovymto situacim ptedejit (Saeed et al., 1993).

2 Ay v . arv s . .
Pfeména dokonald u hmyzu — vajic¢ko, larva, kukla, novy jedinec.
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4 Prakticka cast

4.1 Material a metody

4.1.1 Charakteristika vzorku

K rozboru byl zvolen druh hmyzu, ktery je ¢asto konzumovan jako potrava. Konkrétné
se jednalo o dospélce cvrcka domaciho (Acheta domesticus), larvy potemnika moucného
(Tenebrio molitor) a larvy potemnika brazilského (Zophobas morio). Tito Zivocichové byli
zakoupeni v obchodu s chovatelskymi potifebami a pracovalo se s nimi ve formé zivé, spafené
a spafené a nasledné¢ suSené. Pied usmrcenim byly vzorky vylacnény po dobu
48 hodin. K smrti doslo za pomoci vrouci vody s teplotou 100 °C a suSeni probihalo

pii 105 °C.

4.1.2 Priprava vzorki na fedéni

Prvnim krokem bylo navazeni jednotlivych druhti hmyzu, které byly rozmélnény
v roztoku k decimalnimu fedéni. K jeho ptipraveé bylo zapotiebi:
e 45 gtryptonu (Oxoid CMO0075)
e 4.5 g nutrient brothu 2 (Oxoid CM0067)
e 25 g kvasni¢ného extraktu (Oxoid LP0021)
e 0,45 ml Tween polysorbate 80 (Scharlau 6-088)
e 0, 225 g cysteinu (Sigma-Aldrich C7780)

Homogenizace byla provedena tfenim ve zkumavce a vortexovanim (Ttepacka IKA
MS Yellow line). Nasledné byl vypocitany objem vzniklého roztoku obsahujici zbytky hmyzu
piepipetovan do penicilinky, ve které byl totoZny roztok.

S kazdym dal§im fedénim byl pifepipetovan 1 ml pfedchoziho roztoku. Ve vsech
ptipadech se jednalo o sterilni média (viz vyse). Toho bylo docileno umisténim na 15 minut
do autoklavu pfi teplotd 121 °C. Desitkové fedéni bylo provedeno do fedéni 10° v ramci
uréeni celkového poctu bakterii a do fedéni 10 vramci detekovani jednotlivych druhd

baktertii.

4.1.3 Zivna puda

V piipad¢ aerobnich bakterii byly zfedéné vzorky hmyzu pteockovany po 0,1 ml
inokula na pfedem pfipravenou zivnou puadu. Preockovani probihalo formou roztéru.

Pro ur¢ité druhy mikroorganismii byly pouzité konkrétni druhy agaru.
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Pro nartst bakterii Escherichia coli byl pfipraven T. B. X. — agar (Oxoid CM0945).
Pro stanoveni celkového poctu bakterii byl nachystan Yeast extract agar (Oxoid CM0019),
ktery zaroven poslouzil k zjisténi pfitomnosti spor bakterii Bacillus. Pro stanoveni bakterii
rodu Staphylococcus byl pfichystan Staphylococcus medium No. 110 (Oxoid CMO0145).
K nartistu kvasinek a plisni byl pfipraveno zivné médium Dichloran glycerol agar (Oxoid DG
18) za pridavku antibiotika chloramphenycol selective suplement (Oxoid SR 0078), které ma
za ukol pii narGstu kolonii omezit namnozeni jakychkoli bakterii a zarucit selektivitu nartstu.
K detekovani rodu Salmonella Spp. byly vzorky naneseny na S.S. agar (Oxoid CM533).

Pii pritkazu rodu Salmonella bylo postupovano dle CSN EN ISO 6579 (2003). Tato
metoda je zalozena na nékolika po sobé jdoucich krocich. Nejprve byly bakterie namnozeny
v peptonové vodé 24 h pti 37 °C. Ta byla pfipravena nasledovné:

e 1000 ml destilované vody
e 1 g peptonu
e 8,59 NaCl

Poté doslo k pteneseni 0,1 ml namnozené kultury do Rappaport Vassiliadis bujonu
(Oxoid CM0669), kde doslo k selektivnimu pomnozeni salmonel 48 h pii 37 °C. Kultury byly
pieneseny klickou na SS agar.

Vzorky urcené k detekci bakterii Bacillus byly pfed nanesenim na médium podrobeny
pasteraci v autoklavu (Systec DB-23) po dobu 10 minut za teploty 80 °C.

Nakultivované misky pro stanoveni pfitomnosti bakterii rodu Bacillus byly umistény
do termostatu (Pol-Eko Aparatura) po dobu 24 hodin pfi teploté 30 °C. Ostatni naockovana
média byla v termostatu po dobu 48 hodin pfi teploté 37 °C. Po uplynuti doby byly misky
vyndany a doSlo k pocitani poc¢tu kolonii.

Po vyhodnoceni kultivace byly nihodn€ vybrany kolonie z celkovych pocth
anaerobnich bakterii a tyto byly pfeoCkovany a pomnozeny 24 h pii 37 °C pro identifikaci
pomoci MALDI TOF hmotnostni spektrometrie.

Po 24 hodindch, kdy doSlo k namnoZeni mikroorganismli, byly vzorky vyuZity
k presnému detekovani jednotlivych druhd za pomoci metody MALDI® Biotyper. Ten pracuje
na principu identifikace mikroorganismii pomoci hmotnostni spektrometrie s laserovou

desorpci a ionizaci za Gi€asti matrice s priletovym analyzatorem.

3 . . . . . .
Matrix assisted laser desorption ionization.
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4.1.4 Maldi Biotyper

Do eppendorfek bylo napipetovano po 1 ml vzorku. Ty byly nésledné odstfedény
v centrifuze 14 000 RPM/3 minuty (Eppendorf Minispin plus). Po odstfedéni mikroorganismu
zroztoku doslo k jeho vyliti. Zbytku usazené kapaliny jsme byli zbaveni proplachnutim
etanolem 96% p.a.

Nésledné k peletu bylo napipetovano 1 ml etanolu 96% p.a. a spole€né promichéano.
Suspenze byla opét dana na 3 minuty do centrifugy pfi stejném poctu otacek, jako napoprvé.
Po oddéleni slozek doslo k vyliti etanolu a nasledné k peletu bylo ptidano 15 ul 70% kyseliny
mravenc¢i a nasledné byl roztok doplnén o 15 pl acetonitrylu. Béhem aplikace téchto dvou
chemikalii doSlo k rozmichani usazeného peletu. Nasledné¢ byly eppendorfky naposledy
vloZeny do centrifugy, kde doslo k findlnimu stoceni.

Nasledné¢ byla nanédSena kapka supernatantu na desticku MTP 384 ground steel.
Po jejim zaschnuti byla kapka piekryta matrici kyseliny hydroxyskoticové.

Na krystaly matrice se vzorkem ptlisobi laserové zéafeni, diky némuz dochézi
k desorpci molekul matrice spolu s molekulami vzorku. Ta ma napomoci k ionizaci molekul
vzorku pfeddnim H+ od molekul matrice. Nasledné je aplikovano extrakéni napéti mezi
MALDI desticku a vstupni $térbinu pruletového analyzatoru. Tim dojde k extrakci nabitych
molekul podle zvolené polarity napéti a kjejich analyze v priletovém hmotnostnim
analyzatoru. Na zakladé detekované skladbé pfitomnych proteinii dochazi k ur¢eni druhu
pritomnych mikroorganismi. V zavislosti na dobé letu molekul analyzatorem k detektoru

se vypocita pomér m/z (Huong et al., 2014).

4.2 Vyhodnoceni vysledku

Po vyjmuti nakultivovanych médii z termostatu doslo k se€teni narostlych kolonii.
Jejich po¢ty nam pomohou k urceni celkového poctu. V ptipadé narGistu u dvou po sobé
jdoucich fedéni ke stanoveni vysledkl vyuZijeme vzorec:
log{[(P1+ P2)/11] X F} =1log KT]
Kdy:
P1 — Pocet narostlych kolonii u konkrétniho fedéni
P2 — Pocet narostlych kolonii u nasledujici plotny

F — Pfevracena hodnota vysSiho fedéni
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SV

log{P/1 X F} =1ogKT]
Kdy:
P — Pocet narostlych kolonii u konkrétniho fedéni

F — Pfevracena hodnota daného fedéni

4.2.1 Zisk vysledkii

Hodnoty, ke kterym jsme dosli za pomoci vySe uvedenych vzorcl, byly zadany
do statistického softwaru STATISTICA, diky kterému doslo k vyhodnoceni vysledkd. Bylo
vychazeno ze statisticky vyznamnych rozdili na hladiné vyznamnosti v rdmci odliSnosti
jednotlivych skupin.

Vzijemné byly porovnavany vysledky souhrnné statistiky vyskytu mikroorganismi
v ramci jednotlivych skupin hmyzu a v rdmei druhu opracovani. K porovnani byly pouzity
softwarem vypocitané pruméry a smérodatné odchylky.

Hladina vyznamnosti, se kterou bylo pocitano, byla zvolena na 95 %. K analyze

rozptylu byla pouzita Scheffého metoda.
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S5 Vysledky

5.1 Mikrobiologicky rozbor — statistika

Tabulka 1 - Poéty jednotlivych skupin mikroorganismi — log KTJ/g (kolonie tvoficich jednotek)
Skupina Celkové pocty  Bacillus spp. Kvasinky  Salmonella spp.
Cvréek zZivy 7,81%£0,25 <2,0 3,46+0,04 ND
Cvréek spareny 7,29+0,07 2,26+0,46 2,92+0,27 ND
Cvréek suseny 6,68+0,20 <2,0 3,81+0,11 ND
Potemnik mouény
ve s 7,46+0,48 2,15+0,27 4,09+0,06 ND
Zivy
Potemnik moucny | ¢4, 44 452:0,17  2,442030 ND
spareny
Potemnik moucny |, 43, 1g <2,0 <2,0 ND
suseny
Potemnik 7.700,62 <2,0 2,58+0,50 ND
brazilsky Zivy
Potemnik 651,014 <2,0 2,99+0,30 ND
brazilsky spareny
Potemnik ¢ 0140,09 201£0,16  3310,12 ND
brazilsky suSeny

Ve vySe vyobrazené tabulce €. 1 jsou znazornény vysledky kultivaci z testovanych
vzorki hmyzu. Jsou zde uvedeny jednotlivé druhy zaroven ve vztahu s jednotlivym
opracovanim. Lze si povSimnout vlivu tepelného opracovani na celkové pocty
mikroorganismil. U vSech tfi druhli hmyzu byl zaznamenan pokles po spafeni. Zaroven dalsi
vliv na celkovy pocet mélo i suSeni. Po tomto oSetieni doslo k dalsimu poklesu celkového
mnozstvi organismil.

Pocty bacilil ve vétsing piipadli nepiesahly hodnotu 2 log KTJ/g. Vyssi hodnoty byly
zaznamenany u cvrcka, ktery byl spafeny. Dale jeho zvySeny vyskyt byl zaznamenan
u potemnika mouc¢ného ve stavu Zivém a spafeném, a dale u potemnika brazilského suseného.

Hodnoty kvasinek se pohybovaly primérné kolem 3 log KTJ/g. Nejvyssi hodnoty byly
naméfeny u zivého potemnika moucného, kde hodnoty sahaly az na 4 log KTJ/g.

Salmonella nebyla detekovéana v zadném ze vzorkli (ND = nedetekovana).
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Tabulka 2 — Porovnani vzorki podle zpisobu opracovani — log KTJ/g (kolonie tvoFicich jednotek)

Zpusob
opracovani Celkové pocty Bacillus spp. Kvasinky
Zivy 7,66+0,44° 2,05+0,15 3,37+0,70°
Spaieny 7,05+0,29" 2,9241,222 2,7840,36%
Suieny 5,98+1,31° 2,30+0,46° 3,040,812

Horni indexy (a, b) u jednotlivych hodnot znaci statisticky vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi zplsoby opracovani. Na 95% hladin€ vyznamnosti se jednotlivé zplisoby
opracovani neli§i v poctech bacild, ani v poctech kvasinek. Hodnoty tykajici se celkovych
pocti mikroorganismu se déli na dvé odlisné skupiny. Na zaklad¢ vysledka lze potvrdit vliv
tepelného opracovani na celkovy pocet mikroorganismd, jelikoz susené vzorky obsahovaly
vyznamné¢ méné bakterii (P < 0,05). U kvasinek doslo taktéz k jejich poklesu pfedev§im
po spafeni, pokles ovSem nebyl statisticky vyznamny.

Tabulka 3 — Porovnani podle druhu — log KTJ/g (kolonie tvoFicich jednotek)

Druh Celkové pocty Bacillus spp. Kvasinky
Cvréek 7,260,512 2,080,262 3,440,402
Potemnik 6,27+1,55% 2,89+1,23 2,840,962
moudny
Potemnik 7,16+0,52° 2,300,446 2,96+0,43%
brazilsky

Horni indexy u jednotlivych hodnot znaci statistické rozdily mezi jednotlivymi druhy
hmyzu. Na 95% hladin€¢ vyznamnosti v ramci celkovych pocti nedochazi ke statisticky
vyznamné odli$nosti.

Na zéklad¢ vysledkl byl u cvrcka zjistén nejvyssi pocet ptitomnych mikroorganismil.

V ramci pfitomnosti bacila nedochéazi k nijak vyrazné odliSnosti mezi jednotlivymi
druhy hmyzu. Nejvyssi pocet vyskytu bacila byl zaznamenan u potemnika mou¢ného.

V porovnani rozdilnosti pfitomnosti kvasinek se jednotlivé druhy nelisi.
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5.2 Identifikace izolatu

5.2.1 Identifikace bakterii

Cvréek Potemnik Potemnik brazilsky
Identifikovany druh bakterie Zivy |pafeny | suSeny | Zivy |pareny |suSeny | Zivy |paFeny | suSeny
Citrobacter amalonaticus 1
Enterococcus termitis 3
Acinetobacter baumannii 6
Enterobacter aerogenes 1 9
Staphylococcus kloosii 3

Bacillus subtilis

Enterococcus dispar

Acinetobacter pittii

Citrobacter koseri

Citrobacter braakii

Ve vyse vyobrazené tabulce jsou znazornény cCetnosti vyskytu jednotlivych druhi
bakterii u jednotlivych druh hmyzu pfi riznych opracovanich.

U cvrcka, ktery byl spafeny, byl zaznamenan nejvétsi vyskyt bakterie Acinetobacter
baumannii. U potemnika mouc¢ného zivého byly nejvyssi vyskyt bakterie Staphylococcus
kloosii. U potemnika brazilského spafeného byl nejvyssi vyskyt bakterie Enterobacter
aerogenes.

Citrobacter amalonaticus byl prokazan u vzorku zivého cvréka domaciho, konrétné ¢.
3. Enterococcus termitis byl prokazan taktéz u zivého cvréka domaciho, u vzorku ¢. 1 a 2.
Acinetobacter baumannii byl prokazan u vzorka €. 10 a 12, které patfily cvrckovi domacimu
spafenému. Enterobacter aerogenes byl prokazan u vzorkl potemnika mouc¢ného €. 4, 5, 6,
u vzorku ¢. 8 Zivého potemnika brazilského a u vzorkd €. 17, 18, které patfily spafenému
potemnikovi brazilskému. Staphylococcus kloosii byl prokazan u vzorku zivého potemnika
moucného, a to €. 4 a 6. Dale byla jeho pfitomnost u vzorku suSen¢ho potemnika brazilského,
a to konkrétné u vzorku ¢. 26 a 27. Bacillus subtilis byl prokdzan u vzorku suseného
potemnika mouc¢ného €. 22. Enterococcus dispar byl prokazan u vzorku suseného potemnika
mouc¢ného ¢. 23. Acinetobacter pittii byl prokazan u vzorku suSeného potemnika mou¢ného,
u vzorku ¢. 23 a 24. Citrobacter koseri byl prokazan u Zivého potemnika brazilského, vzorku

¢. 7. Citrobacter braakii byl detekovan u zivého potemnika brazilského, u vzorku ¢. 8.
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5.2.2 Identifikace mikroskopickych hub

Pti detekovani vyskytu bylo pouzito fedéni odpovidajici 0,1 g vzorku. Kvalitativni
vyhodnoceni prokéazalo u vzorku zivého cvrcka vyskyt plisné rodu Aspergillus. U vzorka
zivého potemnika brazilského byla nalezena plisen rodu Alternaria a sterilni pliseni (bez
fruktifikacnich organti). U vzorka spafené¢ho potemnika moucného byly detekovany plisné

rodii Penicillium, Cladosporium, Aspergillus a sterilni plisn¢.
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6 Diskuze

6.1 Celkovy pocet mikroorganismui
6.1.1 Zivi jedinci

Pti testovani, které provedli Klunder et al. (2012) na zivych larvach mou¢ného Cerva,
byl stanoveny celkovy pocet mikroorganismi 7,7 log KTJ/g. Vysledky tykajici se zivych
tvora cvrcka domaciho ukazaly celkovy pocet mikroorganismii 7,2 log KTJ/g. Ve vysledcich,
které¢ uvedli Stoops et al. (2016), kteii se taktéz zabyvali hodnotami celkového poctu
mikroorganismtt v téle zivé larvy potemnika mouc¢ného, hodnoty dosahovaly
7,7 - 8,3 log KTJ/g. Dale se timto vyzkumem zabyvali Vandeweyer et al. (2016). Jejich
vysledna koncentrace namétenych hodnot celkového poctu mikroorganismi v téle cvrcka
domaciho sahala az k8,2 - 8,4 log KTJ/g. U larev potemnika mou¢ného byly hodnoty
celkového poc¢tu mikroorganismti kolem 8,0 - 8,5 log KTJ/g. Megido et al. (2016) se rovnéz
zabyvali celkovym poctem mikroorganisml v téle u moucného Cerva a cvrcka. Hodnoty u
potemnika se pohybovaly kolem 8,58 log KTJ/g a hodnoty u cvrcka byly 7,97 log KTJ/g.

Vysledky méteni, kterd jsme provedli v této praci, jsou srovnatelné s vySe zminénymi
testovanimi. Co se tyce celkového poctu mikroorganismi v téle cvrcka, kdy byla namétfena
hodnota 7,81 log KTJ/g, coz se nejvice blizi k hodnotdm méteni, které provedli Megido et
al. (2016). V piipadé porovnani podobnosti vysledkli potemnika mouéného, kdy se hodnoty
rovnaji 7,46 log KTJ/g, se nejvice shoduji s vysledky, které uvetejnili Klunder et al. (2012).

6.1.2 Vareni jedinci

Testovani, které¢ provedli Klunder et al. (2012), kdy se zabyvali celkovym poctem
mikroorganismi v téle hmyzu, ktery byl 1 minutu vafen, byly hodnoty u potemnika
moucného nizsi nez 1,7 log KTJ/g.

V testovani, které jsme provedli my, byly hodnoty razantné vyssi. U potemnika byla
hodnota celkového poctu mikroorganismi 6,91 log KTJ/g. Je tedy nasnad¢, ze Klunder et al.

(2012) pouzili lehce odlisny zpiisob oSetfeni, nez my v piipadé€ oSetfeni spafenim.

6.2 Identifikace stanovenych bakterii

Stoops et al. (2016) se zabyvali konkrétnimi pfitomnymi druhy v téle potemnika
moucného. Rozmanitost jednotlivych druhii byla opravdu velikd. Mezi nejcastéji

detekovanymi kmeny bakterii byly Proteobacteria, Firmicutes a Actinobacteria. Dale byla
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prokazana pritomnost rodti Haemophilus, Staphylococcus a Clostridium. V testovani, které
provedli Grabowski a Klein (2016), byl ve cvrékovi detekovan Bacillus cereus a v potemniku
moucném Listeria ivanovii.

V naSem testovani pomoci metody Maldi-TOF byly detekovany pfedevsim bakterie
z kment Firmicutes a Proteobacteria, konkrétné¢ rody Staphylococcus, Enterobacter
a Acinetobacter. V mensim zastoupeni byla prokazana pfitomnost bakterii rodu Bacillus
a Enterococcus. Vysledky naSich identifikaci se tedy zc¢asti shoduji se studii provedenou
Stoops et al. (2016).

6.3 Kbvasinky a plisné

6.3.1 SuSeni jedinci

Garofalo et al.(2017), ktefi se ve svém testovani zaméfili 1 na pritomnost kvasinek
Vv t¢le susenych jedinci, jejich pfitomnost prokazali. Cvréek svym vysledkem 4,8 log KTJ/g,
siln¢ dominoval nad vyslednou hodnotou potemnika mouc¢ného, u kterého byla namétena
hodnota nizsi nez 2,0 log KTJ/g. V méfeni, které provedli Garofalo et al. (2017), byly
vysledky trochu rozdilné. Hodnota vypovidajici o mnozstvi pfitomnych kvasinek v téle
cvrcka byla nizsi nez 1,0 log KTJ/g. V téle potemnika mouc¢ného byla hodnota ptfitomnych
kvasinek 2,4 log KTJ/g.

V naSem testovani byl pocet pfitomnych kvasinek odlisny. U cvréka byla naméfena
hodnota niz§i nez v méteni, které provedl Garofalo et al. (2017), a to 3,81 log KTJ/g.
yU potemnika byla naméfena shodné hodnota jako v méteni, které provedl Garofalo et al.
(2017). Pocet ptitomnych kvasinek u moucného cerva byl taktéZ nizsi nez 2 log KTJ/g.

6.3.2 Zivi jedinci

Vandeweyer et al. (2015) ve vysledcich svého vyzkumu uvadi mnozstvi kvasinek
a plisni vtéle zivého potemnika moucného v hodnotach pohybujicich se v rozmezi od
4,8-6,0 log KTJ/g. V piipadé cvrcka domaciho jsou hodnoty o néco vyssi. Ty se pohybuji
vV rozmezi 5,9-6,4 log KTJ/g.Ve vysledcich, které uvetejnili Stoops et al. (2016), mizeme
pozorovat opét rozdilné hodnoty. Hodnoty mnozstvi ptfitomnych kvasinek a plisni v téle
zivého potemnika mouc¢ného se rovnaly 5,2-5,7 log KTJ/g. V téle Zivého cvrcka domaciho
byla hodnota 5,64 log KTJ/g. Vysledky, které uvetejnili Garofalo et al. (2017), byla namétena
hodnota pfitomnych kvasinek a plisni vtéle suSeného potemnika moucného pouze
2,4 log KTJ/g. V nékterych vzorcich byla hodnota dokonce nizsi nez 1 log KTJ/g. Na pocet
kvasinek a plisni se ve svém vyzkumu zaméfili i Megido et al. (2016). V jejich vysledcich byl
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uveiejnén vysledek 4,7 log KTJ/g vztahujici se k zivému mouc¢nému cervu. V téle Cerstvého
cvrcka byla namétena hodnota 4,8 log KTJ/g.

V naSem méfeni byla u Zivého potemnika moucného zjiSténa hodnota ptitomnych
kvasinek 4,09 log KTJ/g, coz je shodné jako hodnoty, které naméfili Vandeweyer et al.
(2015). V téle zivého cvrcka domaciho byla stanovena hodnota 3,46 log KTJ/g. V porovnani

S ostatnimi vyzkumy je tato hodnota nizsi.

6.4 Identifikace stanovenych kvasinek a plisni

Van der Spiegel et al. (2013), ktefi se danym tématem zabyvali, uveiejnili, Ze v hmyzu
byly detekovany plisn¢ rodu Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Chaetomium, Mucor,
Mucorales, Alternaria, Dreschlera a Phoma. V testovani, které provedl Grabowski (2016),
taktéz potvrdil prFitomnost plisni Mucor spp., Aspergillus spp. a Penicillium spp.
Ve vysledcich, které uvetejnili Grabowski a Klein (2016) taktéz potvrdili pfitomnost v téle
potemnika moué¢ného plisni Penicillium spp. a Mucor spp.

V materidlu, ktery jsme zkoumali my, byla u zivého cvréka detekovana pliseit
Aspergillus a u Zivého potemnika brazilského byla detekovana plisenn rodu Alternaria
a sterilni plisen’. Déle byl zaznamenan vyskyt plisni u spafen¢ho mouéného Gerva. Konkrétng
se jednalo o plisné rodu Penicilium, Cladosporium, Aspergillus a sterilni plisen, coz je

Caste¢né v souladu s vysledky van der Spiegel et al. (2013) a Grabowski a Klein (2016).

6.4.1 Bacillus spp.

Vyzkum, kterému se vénovali Garofalo et al. (2017), prokazal vyskyt bakterie Bacillus
cereus v téle suseného cvrcka. Hodnoty se rovnaly 3,6 log KTJ/g. V pfipadé suSen¢ho
mouc¢ného Cerva byly hodnoty niZsi, konkrétné méné nez 1 log KTJ/g.

Co se tyce vysledkl naseho badani, hodnoty u cvrcka byly rozdilné. Maximalni
hodnota byla mensi nez 2,0 log KTJ/g. V téle suseného mouc¢ného Cerva byl prikaz
pfitomného bacila rovnéz minimalni. Hodnota dosahovala max 2,0 log KTJ/g. Nartst byl
naopak vysoky ve vzorku spafeného moucného cerva. Hodnoty dosahovaly az na
2,92 log KTJ/g. Tento rozdilny vysledek byl zptisoben vysporulovanim po spafeni. To nam

umoznilo detekci.

* Mycelium bez fruktifikaénich organd.
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6.4.2 Salmonella spp.

Ve vyzkumu, ktery provedl Vandeweyer (2016) s zivymi cvrcky a moucnymi Cervy,
doslo ke shodé s vysledky Giacconeho (2005) a Grabowskiho et al. (2014), kdy Salmonella
spp. nebyla detekovana v ani jednom ze vzorkl, ktery proSel testovanim. Totéz bylo
potvrzeno V testovani, které provedli Garofalo et al. (2017) a Vandeweyer et al. (2016).
Vyzkum, ktery provedl Garofalo et al. (2017) na suSenych cvrécich a mouc¢nych Cervech,
taktéz nepotvrdil pfitomnost salmonely v ani jednom z testovanych vzorka.

V naSem rozboru jsme se taktéz zaméfili na pfitomnost salmonely, kdy taktéz
Vv zadném z testovanych vzorkli nebyl potvrzen vyskyt. V tomto parametru jsou tedy nasSe

vysledky plné ve shodé s odbornou literaturou.
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[ Zavér

Z vysledkl bakalatské prace vysly nejvyssi hodnoty celkového poctu mikroorganismil
u cvrcka doméaciho, avsak hodnoty u zbylych dvou druhii v zivém stavu jsou srovnatelné.
U spafenych a susenych druhti vZdy hodnoty postupné klesaji. To znaci urcity vliv tepelného
opracovani na celkovy pocet mikroorganismu. Ve vétsing vzorkl nebyla potvrzena pfitomnost
bacili. Kvasinky se objevily u vSech vzorkl, nejvyssi hodnoty byly naméfeny u cvrcka.
Salmonela nebyla detekovéana v zadném ze vzorki.

Na zaklad¢ identifikace izolovanych bakterii pomoci MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie, diky které byla detekovana Siroka Skala pfitomnych bakterii, je mozno hlidat
pfitomnost potencionalné patogennich mikroorganismi, které mohou piedstavovat urcitou
hrozbu pro zdravi konzumenta.

Jelikoz je jedly hmyz diky svym nutri¢nim vlastnostem bran jako jidlo budoucnosti,
bude mu po mikrobiologické strdnce vénovano jeSt€¢ mnoho vyzkumil, které snad povedou

k zajisténi nezavadnosti a ochrané spotiebitele.
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