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Vyskyt patogennich bakterii ve vyrobcich z jedlého hmyzu

Souhrn

Staly populaéni rist vede k poptavce po alternativnich zdrojich bilkovin, jedly hmyz
se do budoucna jevi jako dobry udrzitelny zdroj bilkovin, ale 1 dalSich zivin. Konzumace hmyzu
vSak mtize mit sva mikrobiologicka rizika, kterym je potieba piedchdzet. V dneSni dob¢ neni
dostatek studii, které by se zabyvaly bezpeCnosti konzumace jedlého hmyzu. Jedly hmyz
se legislativné fadi do novych potravin, avSak pozadavky na mikrobiologickou kvalitu jedlého
hmyzu nejsou v legislativé zavedeny. Diky této absenci jsou uvedena pouze doporuceni, ktera
by méla byt dodrzovana pti zpracovani jedlého hmyzu a vyrobku z nich.

Cilem této bakalarské prace bylo, zjistit vyskyt bakterii ve vyrobcich z jedlého hmyzu.
Bylo testovano 6 vzorkt s obsahem cvrcééi mouky, které ji obsahovaly v rizném procentualnim
zastoupeni. VSechny skupiny mikroorganismi byly stanoveny klasickymi kultivaénimi
metodami podle platnych technickych norem a standardnich postupt. K identifikaci
vykultivovanych bakterialnich druht bylo vyuzito MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.

Z provedenych rozborti bylo prokazano, Ze analyzované produkty obsahovaly
potencialné patogenni bakterie rodu Clostridium, avSak metodou MALDI-TOF byly
identifikovany pouze Clostridium sporogenes. Také byla zjisténa i pfitomnost Bacillus cereus,
poéty ale nepiekro¢ily mezni hodnoty (10° KTJ/g). Analyzované vzorky neobsahovaly
potencialn¢ patogenni bakterie Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes nebo
Salmonella spp. Analyza Enterobacteriaceae a Escherichia coli, taktéz neprokazala jejich
ptitomnost (detekéni limit <1 log KTJ/g). Vzorky rovnéz obsahovaly ur€itd mnozstvi plisni
v rozmezi od 1 log KTJ/g do 2,80 log KTJ/g, a také sporulujicich bakterii v rozmezi od 1 log
KTJ/g do 4,76 log KTJ/g, avsak ani v téchto hodnotach neptesahovaly mezni hodnoty. V jedné
Sarzi U vzorku 1 a 6 byly naméfeny vyssi hodnoty mezofilnich aerobnich bakterii 7 log KTJ/g
a 5,57 £ 0,59 log KTJ/g, avSak primérné naméfené hodnoty mezofilnich aerobnich bakterii
nepiekrocily doporu¢enou mikrobiologickou limitni hodnotu.

Ze ziskanych vysledkt lze usoudit, ze vyrobky z jedlého hmyzu az na dvé vyjimky
spliovaly poZadavky, které jsou na né kladené z hlediska mikrobiologické kvality.

Kli¢ova slova: mikrobiota, Bacillus, Clostridium, nova potravina



Occurence of pathogenic bacteria in edible insect products

Summary

Continuous population growth leads to a demand for alternative sources of protein;
edible insects appear to be a good sustainable source of protein and other nutrients in the future.
However, the consumption of insects can possess the microbiological risks, which need to be
prevented. In the present day, there is lack of studies concerning the safety of consumption of
edible insects. Edible insects are considered as novel foods but requirements for the
microbiological quality of edible insects are not included in the legislation. Due to this absence,
only recommendations are given that should be followed when processing edible insects.

The aim of this bachelor thesis was to determine the occurrence of bacteria in edible
insect products. Six samples containing cricket flour in different percentages were tested. All
groups of microorganisms were determined by the classical cultivation methods according to
valid technical norms and standard procedures. MALDI-TOF mass spectrometry was used to
identify bacterial species.

The analyzes have shown that insects contained potentially pathogenic bacteria of the
genus Clostridium, but only Clostridium sporogenes was identified by MALDI-TOF MS. The
presence of Bacillus cereus was also found, but the counts did not exceed the recommended
limit values (10 CFU/g). The analysis did not show the presence of the potentially pathogenic
bacteria Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes or Salmonella spp.. The analysis also
did not show the presence of Enterobacteriaceae and Escherichia coli (detection limit <1 log
CFU/g). The samples also contained fungi ranging from 1 log CFU/g to 2.80 log CFU/g and
aerobic sporulating bacteria ranging from 1 log CFU/g to 4.76 log CFU/g that are the values
also not exceeding the recommended limit values. Two samples, both in single lot, contained
counts of aerobic mesophilic bacteria (7 log CFU/g and 5,57 + 0,59 log CFU/g,) that exceeded
the recommended values, but the averages of these samples complied with the recommendation.

The results show that products from edible insects met the microbiological requirements
with two exceptions.

Keywords: microbiota, Bacillus, Clostridium, novel food
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1 Uvod

Hmyz je soucasti lidské stravy mnoho let, o ¢emz svéd¢i zaznamy z davné historie. Nyni
je entomofagie rozsifena predevsim v mnoha regionech Afriky, Asie a Australie, v nékterych
rozvojovych zemich jsou lidé na konzumaci hmyzu do urCité miry zavisli. Ve vétSiné
evropskych zemi je hmyz pokladan spise za lahiidku, avsSak jeho oblibenost rychle vzriista.

Staly nartist svétové populace vede ke zvySovani zivocisné vyroby, tato skutecnost
ma zasadni vliv na klima naSi planety. Jednou z moznych alternativ masa by mohla byt
produkce hmyzu, pfi niz vznikd mén¢ sklenikovych plynd, spotiebovava se mensi mnozstvi
vody a zabira mens$i prostor, nez vyzaduje produkce rtiznych druhti masa. Hmyz je navic cenén
diky svym nutri¢né¢ vyznamnym latkam, které obsahuje, je dobrym zdrojem bilkovin, vlakniny,
mastnych kyselin a mnoha mikronutrienta.

Hmyz Ize konzumovat v ruznych formach. Jednou z moznosti je konzumace celého
hmyzu, jak v syrovém stavu, tak upraveném napfiiklad prazenim nebo smazenim. Dalsi
variantou je zpracovani hmyzu do formy prasku nebo pasty, ty se pak mohou ptidavat
do rtznych pekarenskych vyrobki nebo proteinovych ty¢inek. Pravé proteinové ty€inky
a hmyzi mouka jsou v této bakalaiské praci podrobeny mikrobiologickému rozboru. Aby
vyrobky na bazi hmyzu neptedstavovaly riziko pro konzumenty, je dilezité se zaméfit na
vyskyt moznych rizik, ve vSech fazich vyroby, tzn. pfi zpracovani surovin (hmyzi mouka)
az po kone¢né potravinaiské vyrobky.

Teoreticka ¢ast bakalaiské pace je zaméfena na historii konzumace hmyzu a na soucasnou
spotfebu hmyzu ve svété, ¢emuz je vénovana prvni kapitola literarni reSerSe. Néasledujici
kapitola se zabyva vyzivovymi hodnotami hmyzu, zde jsou popsany hlavni makronutrienty
a mikronutrienty, které se nachédzi v jedlém hmyzu. Dalsi kapitola je vénovana rizikiim
konzumace mikrobidlni kontaminaci, toxikologickym rizikim a alergennim reakcim, které
mohou mit vliv na kvalitu a bezpe¢nost konzumovaného hmyzu. Pfedposledni kapitola literarni
reSerSe se zabyva mikrobiologii jedlého hmyzu, zde jsou popsany konkrétni rody bakterii
identifikované v mikroflofe jedlého hmyzu. V zavéru literarni reSerSe je zminka o legislative.

Prakticka cast bakalarské prace poskytuje informace o vyskytu patogennich bakterii
ve vyrobcich z jedlého hmyzu, je zde kompletné popsdna metodika stanoveni bakterii, souhrn
vysledku a diskuze.



2 Cil prace

Hmyz obsahuje nutricné¢ cenné latky, které mohou byt vyuzity ve vyzivé cloveka.
Vzhledem k rapidn¢ vzrustajici celosvétové populaci roste i poptavka po novych zdrojich
potravy. Jednim z téchto zdrojii muze byt hmyz, ktery ale obsahuje velké mnozstvi bakterii,
z nichz nékteré jsou potencialné patogenni. Technologickd tprava hmyzi mouky, ktera
je zakladem n¢kterych vyrobkii na bazi hmyzu, by méla tyto mikroorganismy eliminovat. Cilem
bakalarské prace bylo zjistit vyskyt bakterii ve vyrobcich z jedlého hmyzu.

2.1 Hypotéza

Vyrobky z jedlého hmyzu budou spliiovat pozadavky na né kladené z hlediska
mikrobiologické kvality.



3 Literarni reSerse
3.1 Konzumace hmyzu

Konzumace hmyzu je zndma jako entomofagie, slovo pochazi z feckého éntomon (hmyz)
a phagein (k jidlu), jedna se o potravinovy zvyk, ktery je rozsifen mezi mnoha lidmi ve svété
(Pandey et al., 2018). Jedly hmyz je soucasti stravovacich navykl v mnoha asijskych i africkych
zemich a je vynikajicim zdrojem makronutrienti i mikronutrientd. V Evropé vSak pozivani
jedlého hmyzu neni pfili§ obvyklé. Avsak diky pozitivnim nutri¢nim vlastnostem a relativné
malému dopadu na Zivotni prostiedi miize byt jedly hmyz povazovan za ,,potravu budoucnosti®.
Diky kratkému zivotnimu cyklu hmyzu ma jeho produkce ekologicky vyznam, jelikoz muze
vést ke snizeni emisi sklenikovych plynt, k poklesu vyuziti pudy, zlepSeni stavu znecisténé
vody a zivotniho prostiedi (Raheem et al., 2019).

3.1.1 Historie

Stravovaci navyky jsou ovliviiovany kulturnimi zvyky, které jsou vétSinou dany
nabozenskou virou v daném misté. O pojidani hmyzu se mizeme dodist v kiestanské, Zidovské
I islamskeé literatufe. Jeden z piikladii je popsan v knize Leviticus, kde je zminka o kobylkach,
pravdépodobné se jednalo o poustni kobylky Schistocerca gregaria. V islamské tradici
se vétsina odkazi vztahuje na povoleni konzumace kobylek, zminovano je vSak i pojidani vcel,
mravenct, termitl a dal§iho hmyzu. O konzumaci koser kobylek se mtizeme docist i v zidovské
literature. Tento zvyk ale upadal diky nedostate¢né znalosti 0 hmyzu, tradice se zachovala
pouze u jemenskych Zidt a v &astech severni Afriky (van Huis et al., 2013).

Zaznamy o entomofagii existuji také ze staroveku, jeden z nich je z 8. stoleti pf. n. I.
0 sluzich na Stfednim Vychodg, ktefi nosili na kralovské hostiny kobylky napichané na $pejlich.
Prvni zdznam o entomofagii v Evropé pochazi z Recka, kde Aristoteles (384-322 pf. n. 1.)
ve své knize popisuje cikady, které povazuje za vynikajici pochoutku. Ve starovékém Rimé
ptirodovédec Plinius star§i piSe o pokrmu nazyvaném cossu, coz by udajné¢ méla byt larva
tesatika cerného Cerambyx cerdo (Morris, 2004).

O hmyzu jako potraviné a o jeho lé¢ebnych vlastnostech se pise také v ¢inské literatute
z obdobi dynastie Ming (1368—1644). Dalsi zminky jsou napiiklad z roku 1857, kde némecky
cestovatel Barth Heinrich ve své knize z cest po Africe psal o lidech, ktefi si pochutnavali
na hmyzu a existuji i dals$i zdznamy z riznych zemi (van Huis et al., 2013). O historii
entomofagie v Cesku svédéi ¢eska kuchaika z let 1920 a 1937, nachazi se v ni recepty
pfipravené z hmyzu, naptiklad postup na ptipravu chroustové polévky (Bures, 2020).

3.1.2 Priklady ze svéta
Rast svétové populace vede ke zvySovani poptavky po mase. Narlst zivocisné vyroby
vede k ubytku zeméd¢lské pudy, a proto se hledaji nové strategie pro vyrobu potravin. Jednou

Z nich mize byt pravé konzumace hmyzu, kterd mize pfispét zvyseni potravinové bezpecnosti
I V rozvojovych zemich (van Huis et al., 2015).
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Existuje nékolik zaznami o poc¢tu druhti jedlého hmyzu. DeFoliart (1997) odhadoval
1000 druhti jedlého hmyzu, Ramos Elorduy (2005) zaznamenal nejméné 1 681 druhti. Jongema
(2012) z vyzkumné univerzity ve Wageningenu v Nizozemsku vypsal pomoci latinskych jmen
celosvetovy soupis jedlého hmyzu, ktery zahrnoval 1900 druhti jedlého hmyzu po celém svéte,
Vv roce 2017 byl tento seznam aktualizovan a bylo napo¢itano 2111 druhta (Jongema, 2017)

Mezi nejkonzumovanéjsi fad hmyzu ve svété (31 %) patii brouci (Coleoptera),
coz je dano pievazné tim, Ze v tomto fadu je zahrnuto zhruba 40 % ze vSech znamych druha
hmyzu. Druhym nejcastéji konzumovanym hmyzem (18 %) jsou motyli (Lepidoptera), ti jsou
oblibeni hlavné¢ v subsaharské Africe. V Latinské Americe jsou oblibenou pochoutkou
blanoktidli (Hymenoptera), do tohoto fadu se fadi naptiklad véely, vosy a mravenci, se 14 %
jsou na tfetim misté. DalSim popularnim hmyzem jsou s 13 % kobylky, sarancata a cvrcci,
ti patii do fadu rovnokiidlych (Orthoptera). Mezi dalsi casto konzumované (10 %) patii hmyz
z tadu poloktidli (Hemiptera). Jiz méné konzumovanym fadem jsou termiti (Isoptera) a vazky
(Odonata), oboji zastoupeni 3 %. Poslednim zminénym fadem jsou mouchy (Diptera), ty jsou
zastoupeny 2 % a poté nasleduji uz jen dalsi fady (Graf 1) (van Huis et al., 2013).

Lepidoptera se konzumuji témét vzdy jako housenky a Hymenoptera se konzumuji
vétsinou v jejich larvalnich nebo kuklovych stadiich. Coleoptera se konzumuji jak dospéli,
tak ilarvy, zatimco fady Orthoptera, Homoptera, Isoptera a Hemiptera se konzumuji vétSinou
Vv jejich dospélé fazi (van Huis et al., 2013).
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Graf 1 Procentualni podil konzumovaného hmyzu dle fadu konzumovaného po celém svéte.
Upraveno podle van Huis et al. (2013).

V soucasné dobé je pojidani hmyzu tradi¢ni zaleZitosti minimalné€ ve 108 zemich svéta.
Pocty druhii konzumovaného hmyzu se velice 1ii, naptiklad ve Francii je zndma konzumace
pouze jednoho druhu, kdezto naptiklad v Mexiku se ji az 450 druht hmyzu (Bures, 2020).
Nejveétsi spotfebu hmyzu maji v Africe, Asii a také Jizni Americe (MlIcek, 2020).

V Africe se konzumace hmyzu odviji podle pocasi, v obdobi dest’l je obtizné lovit zvér
i ryby, a tak je tento druh potravy nahrazen pravé hmyzem. Ze je hmyz dilezitym zdrojem
obzivy ukazuje ptiklad z hlavniho mésta Demokratické republiky Kongo, kde sni primérna
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domécnost 300 g housenek tydné. U etnické skupiny Gbaya se konzumace hmyzu podili
az z 15 % na celkovém dennim piijmu bilkovin (van Huis et al., 2013).

V Asii entomofagii ovliviiuje migrace obyvatel, ptikladem je Thajsko, kde se diky
migraci rozsifila konzumace ze severovychodni Casti az po celé zemi. Na jihovychod¢ Asie
se konzumuje zhruba 150-200 druhi hmyzu, na jihu Asie je to 50 druhd a 39 druha
v Papui - Nové Guineji a na ostatnich tichomotskych ostrovech (van Huis et al., 2013).

Diky bohatym znalostem puvodnich obyvatel Mexika nejen o hmyzu, ale i zdejSich
rostlinach a dalSich pfirodnich zakonitostech, konzumuji Mexic¢ané velky pocet druhti jedlého
hmyzu, jak jiz bylo zminéno az 450 druht hmyzu.

V Evrop¢, ale i v jinych vyspélych zemich, naptiklad USA, lidé projevuji odpor
k entomofagii. Konzumaci hmyzu maji spojenou s primitivnim chovanim, obavaji se pfenosu
nemoci. Dals§i negativni postoje jsou zakofenény z minulosti, kdy byl hmyz konzumovan
Z nedostatku jinych potravin, naptiklad v dobé vélek. Pravé diky tomuto ptistupu nebyl hmyz
soucdasti stravy viibec nebo jen minimalné jako zazitkova potravina. Avsak v poslednich letech
se postoj k jedlému hmyzu méni a za¢ina byt tento styl stravovani stale popularnéjsi, zaslouzily
se 0 to v prvni fadé festivaly jidla a restaurace, které ptipravuji hmyzi speciality (Mlcek, 2020).

Po celém svété, véetné Evropy, konzumace hmyzu roste, coz je dano zejména nutriénimi
a environmentalnimi vyhodami, které hmyz jako potravina nabizi (Bure$, 2020). Produkce
hmyzu se navySuje a zafina byt oblibenym trendem ve vyzivé Clovéka, Sir§i vefejnosti
je prezentovana jako nova alternativni potravina s dobrymi vyzivovymi vlastnostmi (MlIcek,
2020).

3.2 Vyzivové vlastnosti jedlého hmyzu

Hmyz je kvalitnim trvale udrZitelnym zdrojem potravy, ma potencial si poradit
S problémy podvyzivy v rozvojovych i rozvinutych castech svéta. Splnéni energetickych
pozadavki uznala i Organizace pro vyzivu a zemé&dé€lstvi Spojenych narodd (WHO/FAO,
2003). Piednosti jedlych druhti hmyzu je jejich dobra pfizpisobivost, nenaro¢nost na podminky
prostfedi, Sirokd druhovd rozmanitost, mozZnost rtizného zplisobu opracovani, ale také
pfedevSim jejich vyzivova hodnota, vSech téchto vyhod mulZeme vyuZivat nejen
V potravinafstvi (Mlcek, 2020).

Diky velkému poctu druhii a jejich morfologickym rozdilnostem je t€zké zobecnit
nutri¢ni hodnoty (van Huis et al., 2015). Vyzivové hodnoty jedlého hmyzu se také méni
s rustovymi fazemi, rychlosti rdstu, stravou a prostiedim, ve kterém hmyz zije. Hmyz obsahuje
vysoky podil bilkovin, vitamind, tukd a dalSich zivin (Naseem et al., 2020). Obsah bilkovin
ve hmyzu je vyssi ve srovnani s hovézim, vepfovym a kufecim masem. Hmyz obsahuje vice
polynenasycenych mastnych kyselin a ma vyssi obsah mineralnich latek, jako je zelezo a zinek
(van Huis et al., 2015).

3.2.1 Bilkoviny

Proteiny jsou organické slouceniny, které se skladaji z aminokyselin. Aminokyseliny
jsou zékladni potiebnou slozkou k biosyntéze vSech bilkovin, S pomoci lidského metabolismu,
je tak zajistén spravny rast, vyvoj a funkce organismu (van Huis et al., 2013). Proto jsou
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bilkoviny nepostradatelné ve vyzive ¢lovéka, je zapotiebi pfijmout alespon 50 g bilkovin denné
(Naseem et al., 2020).

Proteiny hraji dtlezitou roli v potravinach, pfispivaji k jejich fyzikalnim i senzorickym
vlastnostem. Vyzivova hodnota potravin se odviji od obsahu a kvality bilkovin, kterou uréuje
slozeni aminokyselin. Také zalezi, jestli kvalita bilkovin odpovida lidskym potfebam, dalsSim
faktorem je stravitelnost bilkovin (van Huis et al., 2013). I diky vhodnému zastoupeni
aminokyselin u nékterych druhtt hmyzu, ma hmyz opodstatnéni ve vyzivé, bilkoviny z obilovin
jsou zakladem ve vyziveé lidi po celém svéte, avSak nemaji adekvatni obsah aminokyselin,
mnozstvi lysinu je nizké, nékteré obilniny postradaji tryptofan (napi. kukufice) a také threonin.
Lidé z Papui — Nové Guineji kompenzuji nedostatek lysinu a leucinu pojidanim larev nosatce
palmového, ktery tyto cenné aminokyseliny obsahuje (Anankware, 2015).

VétSina bilkovin je pfijimana z zivo¢isnych zdroju, ty vSak nemusi byt v budoucnu
dostacujici, proto se hledaji alternativy zdroju bilkovin. | pfes snahu najit rizné jiné zdroje
bilkovin, napf. pouziti kvasinek, se hmyzi protein ukazuje jako nejlepsi varianta (Naseem et al.,
2020).

V porovnani s hovézim (190 g bilkovin na kilogram jedlé hmotnosti), dribezim, (200 g)
a s veprovym (150 g) masem je koncentrace bilkovin u dospélych cvrckt vyssi, ty obsahuji
205 g bilkovin na kilogram jedlé hmotnosti (Naseem et al., 2020).

Obsah bilkovin v jedlém hmyzu se pohybuje v rozmezi od 5 do 77% suSiny, existuji
velké rozdily mezi jednotlivymi fady hmyzu (Schliiter et al., 2017). Priizkum hodnoceni
bilkovin u 100 druhti hmyzu patticich do riznych radu, ktery provedli Xiaoming et al. (2010),
prokazal rozdily nejen mezi jednotlivymi fady hmyzu, ale i v ramci stadii (Tabulka 1).

Tabulka 1 Obsah proteini u jednotlivych fadi hmyzu v procentech (van Huis et al., 2013)

Rad Stadium vyvoje Obsah proteini (%)
Lomenokf#idli (Coleoptera)  Dospélec, larva 23 - 66
Motyli (Lepidoptera) Kukla, larva 14 - 68
Polok#idli (Hemiptera) Dospélec, larva 42 - 74
Stejnoktidli (Homoptera) Dospélec, larva, vajicko 45 - 57
Blanokiidli (Hymenoptera)  Dospélec, kukla, larva, vajicko 13-77
Vazky (Odonata) Dospélec, nymfa 46 - 65
Rovnokf#idli (Orthoptera) Dospélec, nymfa 23 -65

Kobylky, saran¢ata a cvrcci jsou bohaté na bilkoviny ve srovndni s dalSim jedlym
hmyzem, obsah bilkovin se vSak li§i nejen u kazdého druhu, ale i dle jejich aktualniho zivotniho
stadia. Napftiklad u sarancete Locusta migratoria v larvalnim stadiu maze byt podstatné¢ méné
bilkovin, nez u dospé€lého jedince (Naseem et al., 2020).

Procento bilkovin také zavisi na zplisobu, jakym je hmyz upraven. Ve svém vyzkumu
Bukkens (1997) ukazal, ze Cerv Mopane mél pii suchém prazeni 0 11 % nizsi obsah bilkovin
nez pii suseni. Stejné tak u termitt, ktetfi obsahovali v syrovém stavu 20 % bilkovin, upraveni
smazenim 32 % a v uzeném stavu 37 % bilkovin.
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Na obsah bilkovin mé vliv i vyziva. Ukdzalo se, ze vlivem otrubového krmiva
podavaného saran¢im Vv Nigérii je jejich obsah bilkovin az dvojnasobny, oproti saran¢im,
kterym byla podavana kukutice (van Huis et al., 2013).

3.2.2 Tuky

Tuk je nejenergictejsi makrozivinou v potravinach, sklada se z triacylglycerolu, které
jsou slozeny z jedné molekuly glycerolu a tii mastnych kyselin. Mastné kyseliny mizeme
rozdélit na nasycené a nenasycené, nasycené jsou tuhé pti pokojové teploté a maji vyssi teplotu
tani. Nasycené mastné kyseliny miizeme najit ptevazne v zivoc¢isnych produktech, ale naptiklad
I v tropickych olejich jako je palmovy nebo kokosovy. Nenasycené mastné kyseliny vzdy
obsahuji alespon jednu dvojnou vazbu, obvykle jsou v kapalném skupenstvi. Mizeme je najit
v rostlinnych olejich, v rybach a v ofesich. Stejné jako u aminokyselin, i u tukit mame esencialni
mastné kyseliny, které si lidské télo nedokdze syntetizovat, a tak musi byt pfijaty spolecné
s potravou, ptikladem jsou kyselina linolova a a-linolenova (van Huis et al., 2013).

Primérné se v hmyzu nachazi kolem 10 % az 60 % obsahu tuku v susiné (Koutimska,
et al., 2016). Vysoky obsah tuku (38 % Vv susin€) maji tzv. Witchetty grub (van Huis et al.,
2013), jedna se o larvy, které jsou zakladem stravy australskych domorodcti, termin se pouziva
hlavné tehdy, pokud jsou larvy povazovany za potravu (Yen et al., 2018). Jedi se bud’ syrové,
et al., 2013), neni stale zndm pocet a totoznost konzumovanych druhd. Larvy se sbiraji
a konzumuji diive, nez dospéji, a protoze je védeckd taxonomie zaloZena na pojmenovani
dospélych jedincii, existuje ohledné identifikace Wichetty grub mnoho nezodpovézenych
otazek (Yen et al., 2018).

Obrazek 1 Wichetty grub (foto: telegraph.co.uk)

Mnozstvi tuku se odviji od pohlavi, druhu, vyvojového stadia hmyzu a od piisobeni
dalsich faktord (migrace, teplota) (Naseem et al., 2020). Slozeni mastnych kyselin hmyzu
je ovliviiovano také rostlinami, kterymi se hmyz zivi (van Huis et al., 2013).

Hmyz pouziva tuky k riznym aceltim, uplatituji se naptiklad pti vyvoji, reprodukci, dale
jsou soucasti bunééné membrany a pokozka je diky nim vod€odolna. Tuky slouzi také jako
zasoba energie, které je nutna pti dlouhych pteletovych vzdalenostech.

Hmyzi tuk se objevuje v rGznych formach, obsahuje mnoho triacylglycerolt (80%),
ty jsou vyuzivany, pokud je zvySena energetickd spotfeba naptiklad u dlouhych letovych
vzdalenosti. Druhou skupinou jsou fosfolipidy, jejich mnozstvi se li§i dle aktualniho

14



vyvojového stadia, vétsinou je nizsi nez 20% (Koufimska et al., 2016). V hmyzu je malo
cholesterolu, volnych mastnych kyselin a vosku. VyzZivovou hodnotu hmyzu zvysuje
I dostatecny obsah esencialnich mastnych kyselin a omega-3 mastnych kyselin.

3.2.3 Sacharidy

Sacharidy jsou vyznamnou nutricni slozkou v lidském téle. Diky jejich struktuie jsou
rychlym zdrojem energie, slouzi jako zasobni latky a také jako stavebni material. Mohou
se kombinovat s bilkovinami a tuky, jejich slou¢eniny maji dulezité fyziologické funkce.

Jak jiz bylo zminéno, jedly hmyz je bohaty na bilkoviny a tuky, sacharidl je v ném
podstatné méné. Dle druhu jedlého hmyzu se 1i$i i obsah sacharidl, pohybuje se v rozmezi
od 1 do 10 %. Neobvyklym zdrojem sacharidt hmyzi exkrementy (16,27 %) (Xiaoming et al.,
2010).

Tabulka 2 Obsah sacharidi v nékterych fadech hmyzu (% susiny) (Xiaoming et al.,2010)

Rad hmyzu Sacharidy
Nejvice Nejméné Primér

Vazky (Odonata) 4,78 2,36 3,75
Rovnokfidli (Orthoptera) 1,20
Stejnokiidli (Homoptera) 2,80 1,54 2,17
Poloktidli (Hemiptera) 4,37 2,04 3,23
Lomenokf#idli (Coleoptera) 2,82 2,79 2,81
Motyli (Lepidoptera) 16,27 3,65 8,20
Mouchy (Diptera) 12,04
Blanokiidli (Hymenoptera) 7,15 1,95 3,65

Hmyz obsahuje zna¢né mnozstvi polysacharidt (Xiaoming et al., 2010). Veskery hmyz
obsahuje polysacharid chitin, polymer N-acetyl-D-glukosaminu, ktery je soucasti exoskeletu
(Schliiter et al., 2017). Je nejb€znéjsi formou nerozpustné vlakniny u hmyzu. Je podobny
polysacharidové celuldze, ktera se nachazi v rostlinach. Obsah chitinu u komeréné chovaného
hmyzu se pohyboval od 2,7 do 49,8 mg na kg Cerstvé hmotnosti (od 11,6 do 137,2 mg na kg
susiny).

Chitin je traven v lidském organismu pomoci enzymu, ktery se nazyva chitinaza, ktery
je soucasti zaludecnich §tav, nemusi vSak byt vzdy aktivni. Pokud neni chitin béZznou soucasti
stravy, muze dochéazet k nizsi mife aktivity chitindzy. Prizkum provedeny u Itald, ukazal,
ze ve 20 % ptipadd, byl enzym neaktivni. Naopak u lidi, ktefi konzumuji hmyz pravidelné, tedy
hlavné u lidi Zijicich v tropickych oblastech, je aktivita chitinazy castéjsi (Muzzarelli et al.,
2001) Chitin ma pfiznivé G¢inky, pomaha pii parazitarnich infekcich a alergiich, jeho antivirovy
ucinek muze zabranovat rustu tumoru (Koufimska et al., 2016). Chitin také pilisobi jako
vldknina, vysoky obsah chitinu maji zejména druhy hmyzu s tvrdym exoskeletem, a tudiz
mohou byt dobrym zdrojem vklékniny. (Bukkens, 2005)
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3.2.4 Mineralni latky

vvvvvv

draslik. Mezi zakladni stopové prvky patii zelezo, zinek, méd’, mangan, jod a selen (Finke et
al., 2014). U jednotlivych druhti hmyzu jsou velké odchylky v jejich mnozstvi (Rumpold et al.,
2013), avsak velka cast z nich obsahuje malo vapniku, protoze vétSina hmyzu na rozdil
od bezobratlych nema mineralizovanou kostru. Jeho hladina se pohybuje kolem 0,3 % suSiny
(Finke et al, 2014). Mnozstvi vapniku je vyss$i vV porovnani s hovézim, vepfovym a kufecim
masem, to plati i u obsahu Zeleza. Ve vét§in¢ druhti hmyzu je malé mnozstvi drasliku, sodiku
a hoi¢iku, vyjimkou jsou brouci (Hemiptera) a n¢které druhy fadu Orthoptera (kobylky, cvrcei,
kobylky), ti jsou obzvlasteé bohati na hoi¢ik. VEétsina hmyzu vykazuje vysoké mnozstvi fosforu
(Rumpold et al., 2013). Vétsina hmyzu obsahuje relativné vysoké hladiny stopovych minerald,
zeleza, zinku, médi a manganu (Finke et al., 2014). Jak jiz bylo zminéno, ve vétSiné ptipada
jedly hmyz obsahuje dostatek manganu a médi, to vSak neplati u broukt a termitd, ti maji nizky
obsah manganu. Velmi dobrym zdrojem zinku jsou druhy z fadu Orthoptera (sarance, kobylky
a cvréei) (Rumpold et al., 2013).

Obsah mineralnich latek je ovlivnén naptiklad ro¢nim obdobim, odlisné mnozstvi bylo
zaznamenano i mezi riznymi populacemi stejného druhu, které zily ve stejné oblasti (Finke et
al., 2014). Také se odviji od stravy, kterou je hmyz krmen, napiiklad obsah vapniku v larvach
zavijece voskového, domécich cvrécich, mouénych ¢ervech a v larvach bource morusového lze
zvysit 5 az 20krat, pokud jsou krmeny stravou s vysokym obsahem vapniku. Toto zvySeni
obsahu vapniku je diky zbytkové potrave, ktera zustava v gastrointestinalnim traktu, vapnik
nebyl vyloucen, ani zabudovan do téla hmyzu (Mlcek et al., 2014).

I ptesto, Ze vétSina hmyzu nema dostatecné mnozstvi vapniku a drasliku, mé konzumace
hmyzu potencial poskytovat specifické mikroziviny jako méd’, Zelezo, hoi¢ik, mangan, fosfor,
selen a zinek. Diky malému mnoZzstvi sodiku lze vyuzit jedly hmyz pfi stravé s nizkym obsahem
sodiku (Rumpold et al., 2013).

3.2.5 Vitaminy

Vitaminy jsou organické slou€eniny, které jsou nezbytné pro spravny chod metabolismu
lidského téla. T€lo neumi vitaminy syntetizovat, a tak je potieba je dodavat potravou (Tiencheu
etal., 2017).

Zatim nebylo provedeno dostatek studii, a proto jsou nedostatecné informace o obsahu
vitamind V jedlém hmyzu. Dle dosavadnich analyzovanych vysledkii obsahuje jedly hmyz
predevsim karoteny, vitaminy B1, B2, B6, D, E, K a C (Xiaoming et al., 2010).

Udaje o vitaminu A jsou raznorodé, li§i se dle jednotlivych druht, dle pavodu
analyzovaného hmyzu, ale také zalezi na metodach, které byly vybrany a zplsob jakym byl
hmyz ptipravovan (Mlcek et al., 2014). Hmyz vSeobecné neni nejlep$im zdrojem vitaminu A
(van Huis et al., 2013), avsak u mnoha druhd divokého hmyzu se vyskytuje velké mnozstvi
karotenoidi (Finke et al., 2014). VétsSina druht obratlovcl mlze pfemeénit nékteré z téchto
karotenoidii na retinol, takze hmyz obsahujici vysoké hladiny karotenoidii miize byt
vyznamnym zdrojem vitaminu A pro hmyzozravce i obratlovce (Mlcek et al., 2014).
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O mnozstvi vitaminu B v jedlém hmyzu opét neni mnoho informaci (Finke et al., 2014).
Hmyz se jevi jako dobry zdroj vétsiny vitamint skupiny B, ale zda se, ze fada z nich ma nizké
hodnoty thiaminu (Mlcek et al., 2014). Nékteré vitaminy skupiny B jsou relativné nestabilni,
pokud jsou vystaveny teplu, svétlu nebo kysliku. Z toho vyplyva, Zze komeréné dostupny suseny
hmyz muze obsahovat niz$i hladiny nékterych vitamint skupiny B v dasledku zpracovani,
suSeni a skladovani.

V hmyzu bylo naméfeno rizné mnozstvi vitaminu E (Finke et al., 2014). Relativné
vysoka hladina vitaminu E byla naméfena u larev nosatce palmového a v lyofilizovaném prasku
bource morusového (van Huis et al., 2013). Hodnoty u domacich cvrcku v zajeti se pohybovaly
od 5 do 79 mg na kg susiny. Obsah vitaminu E v jiném komeréné chovaném hmyzu byl
relativné nizky (obvykle méné nez 15 mg na kg suSiny). Tyto velké rozdily mohou byt
zpusobeny stravou, Ktera jim byla poskytovana. U divokého hmyzu existuje jen malo udaja
0 obsahu vitaminu E (Finke et al., 2014).

Ptesto, ze nckteré druhy hmyzu obsahuji relativné vysoké mnozstvi vitaminu,
tak na 100 g hmyzu neni dostate¢nym zdrojem vitamint A, C, niacinu a jak jiz bylo zminéno
ve vétsing piipadd ani thiaminu (Rumpold et al., 2013).

3.3 Rizika konzumace

Vzhledem k vzristajici tendenci spotfeby jedlého hmyzu po celém svéteé, vyvstava
otazka ohledné& jeho bezpecnosti. Stejné jako u ostatnich druhii potravin, hodnoceni bezpe¢nosti
jedlého hmyzu zahrnuje monitorovani Skodlivych mikroorganismi, parazitii, toxini, tézkych
kovi, veterinarnich 1é¢iv, hormont a rezidui pesticida (Baiano, 2020). Stale je vSak nedostatek
znalosti o bezpecnosti konzumovani jedlého hmyzu, coz mulze byt znacnou piekazou
pro podporu chovu a naslednou spotfebu jedlého hmyzu. Pravé obavy spojené s bezpecnosti
konzumace jedlého hmyzu snizuji jeho oblibu hlavné v zapadnich zemich, proto je tieba tuto
otazku fesit a podpofit tak uzivani hmyzu v lidské stravé (Imathiu, 2020).

Konzumace hmyzu je spojena s mnoha vyhodami nejen vyzivovymi, avSak stejné jako
vSechny rostlinné a Zivocisné potravinové vyrobky miiZze byt i jedly hmyz zdrojem rizikovych
faktort, jak exogennich, tak endogennich (Alrifai et al., 2019). Ve srovnani se savci a ptaky,
piedstavuje hmyz mensi riziko ptenosu infekci mezi zvifaty a lidmi, avSak stale jsou zde dalsi
dalezité faktory spojeny s bezpecnosti, pravé ty by mély byt prioritou pti vyzkumu chovaného
hmyzu. Rozd€lujeme je do tfi hlavnich kategorii: mikrobialni kontaminace, toxikologicka
rizika a alergenni reakce (Raheem et al., 2019).

Evropsky urad pro bezpecnost potravin ve svych studiich o pouzivani hmyzu jako
potravy pro clovéka, ale i jako krmeni pro zvitata, dosel k zavéru, Ze riziko pro zdravi lidi
a zvifat se odviji na zplisobu chovu a zplsobu zpracovani hmyzu. Druh konzumovaného
hmyzu, pouzité krmivo, prostiedi, ve kterém se hmyz nachazi, pouzité vyrobni a zpracovatelské
metody, to v§e mize mit vliv na naslednou bezpecnost. (EFSA, 2015). Ve vétsiné evropskych
zemi je hmyz chovan v kontrolovaném prostiedi, kde jsou zajistény spravné hygienické
postupy, ¢imz jsou snizena néktera rizika. Problémy s bezpecnosti jsou vSak ve vétSing
africkych zemi, kde je hmyz sklizen z volné pfirody, a tudiz je slozité kontrolovat jeho
bezpecnost (Murefu et al., 2019).
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Ke zlepSeni bezpecnosti pozivani jedlého hmyzu je tieba spravné zvolit a dodrzovat
vsechny jiz zminéné postupy (Alrifai et al., 2019), coz je vsak obtizné u divoké sklizné. Praveé
zajisténi bezpecnosti by mohlo pomoci zlepsit vnimani spotiebitelt (Imathiu, 2020).

3.3.1 Alergeny

Diky ocekavané zvysené poptavce po této potraving, je tieba vyhodnotit rizika spojena
s jeho konzumaci v¢etné alergii (Ribeiro et al., 2018). Jde 0 nepfiznivou imunitni reakci
na potraviny, kterd je zptisobena latkami zvanymi alergeny, mlze mit za nasledek vazné
onemocnéni a nékdy i smrt (Imathiu, 2020). Podobné¢ jako u ostatnich potravin, které obsahuji
bilkoviny, jsou ¢lenovci schopni vyvolat u citlivéjsich lidi alergickou reakci (zprosttedkovanou
imunoglobulinem E) (van Huis et al., 2013). P#i studiu alergenniho potencialu novych
proteinovych zdroju je dtlezité studovat taxonomicky vztah se znamymi alergennimi zdroji,
za ucelem identifikace mozné rizikové skupiny.

Alergenni riziko muze vzniknout kvtili mozné kiizové reakci s dalsimi ¢lenovci (Ribeiro
et al., 2018), protilatky vytvoiené proti specifickému alergenu jednoho druhu hmyzu jsou
schopné identifikovat alergeny jiného druhu a mohou tak vyvolat alergickou reakci na tento
hmyz (van Huis et al., 2013). Kiizova reakce probiha piedevsim s korysi, ktefi jsou nejéastéjsim
puvodcem potravinové alergie v zdpadnim svété, dalsi kiizova reakce mize nastat naptiklad
s roztoCi Z domaciho prachu, ktefi jsou ¢astym spoustéem respiracni alergické reakce (Ribeiro
et al., 2018). Dukazem této reakce je studie, ktera identifikovala pozitivni zkiizenou reakci
po konzumaci bilkovin moucnych €ervii u jedinct, kteti trpi alergiemi na roztoCe a koryse.
Studie s cvrcky (Gryllus bimaculatus) ukazala zkiizenou reakci u jedinct s prokazanymi
alergiemi na krevety (Dobermann et al., 2017).

Ackoli soucasné ziskané poznatky naznacuji, Ze dulezitou roli hraji pravé panalergeny
¢lenoveu, jako je tropomyosin nebo arginin kindza, je zapotiebi provést dalsi studie
0 molekularnich mechanismech, které jsou zakladem potravinové alergie na hmyz (Ribeiro et
al., 2018). Mizeme naleznout i dalsi dikazy o alergiich, které vznikly po konzumaci hmyzu,
naptiklad po poziti larev vc¢el, které obsahuji pyl, miZe nastat tato nezadouci reakce organismu,
proto se lidem s alergii na pyl nedoporucuje tyto larvy konzumovat. U kobylek (Orthoptera)
Vv jizni Africe, které byly konzumovany z diivodu zmenSeni roje kobylek, byly zaznamenany
u citlivgjsich jedinctu astmatické zachvaty (Auerswald et al., 2005). Vice nez 1 000 ptipadu
anafylaktickych reakci je kazdoroéné hlageno v Cin& po konzumaci kukly bource morugového
a az 50 osob je pfijato na pohotovost (Alrifai et al., 2019).

Lepsi charakterizace alergent jedine¢nych pro jedly hmyz, povede k vyssi bezpecnosti
jejich konzumace. Z tohoto diivodu by také mély byt zkoumany zmény v hmyzich bilkovinach
pii jejich dal$im zpracovani (napf. vafeni), aby se zlepSilo vSeobecné chéapani potravinovych
alergii jedlého hmyzu (Jeong et al., 2020). Pro velkou vétSinu populace po snézeni nebo
expozici hmyzu neni vyznamné riziko vyvolani alergické reakce, zejména pokud jednotlivci
nemaji zvySenou citlivost na ¢lenovce nebo nejsou dlouhodobé vystaveni hmyzim alergeniim
(van Huis et al., 2013).
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3.3.2 Toxiny

Pokud je jedly hmyz povazovan za slozku potravy, je potieba se zaméfit na potencialni
toxicitu pii poziti ¢lovékem. V soucasné védecké literature chybi studie, které se zabyvaji
toxicitou po poziti hmyzu. Studie se zamétuji spiSe na pozivani insekticidi, které byly pouzity
pii eliminaci ur¢itych zemédélskych druhti. Pti ptipravé jedlého hmyzu je tfeba vzit v Givahu
vné&jsi faktory, protoze byly hlaSeny piipady botulismu, parazitz a otravy (napi. aflatoxinem)
(Alrifai et al., 2019).

Stejné jako u vSech toxickych latek a dalSich druhti v pfirodnim svéte je nutné rozliSovat
mezi jedlym a nebezpeCnym hmyzem. Jedovaty hmyz lze rozdé€lit do dvou kategorii,
fanerotoxika a kryptotoxika (Alrifai et al., 2019). Kryptotoxické latky obsahuji toxické latky
bud’ z ptimé syntézy, nebo hromadénim z potravy. Fanerotoxika maji specifické organy, které
syntetizuji toxiny (Dobermann et al., 2017).

3.3.2.1 Toxiny syntetizovany hmyzem (fanerotoxické)

Existuje hmyz, ktery syntetizuje slouceniny toxické pro ¢lovéka. Ptikladem je toxicky
monoterpen Kantaridin, ktery je vytvaren Puchyinikem lékafskym, zndmym také jako
Spanélska muska (Lytta vesicatoria) a n¢kolika dal$imi brouky.

Pokud jsou konzumovény, zpisobuji nevolnost, potize s polykdnim a zvraceni krve,
mohou proniknout do krevniho ob¢hu a zpiisobit smrt.

Obrazek 2 Lytta vesicatoria (Zdroj: www.ukbeetles.co.uk)

Tesatikoviti (rody Syllitus a Stenocentrus) jsou zdrojem toluenu, coZ je latka toxicka
pro ledviny, jatra a mozek. Proto se konzumace tohoto hmyzu nedoporucuje. Potemnikoviti
(Tenebrionidae) produkuji chinony a alkany. Je tfeba prozkoumat potencialni riziko spojené
S témito latkami. (Raheem et al., 2019)

3.3.2.2 Toxiny absorbovany z prostiedi (kryptotoxické)

Vsechny insekticidy jsou povazovany za potencionalné nebezpecné, zejména pii divoké
sklizni, protoze v minulosti nastalo n¢kolik piipadi, které tuto hypotézu potvrdily. Priklad
z Thajska, kdy po dezinsekci byl mrtvy hmyz uveden na trh a zptisobil spotiebitelim zdravotni
problémy nebo dokonce smrt (De Foliart, 1999). Dalsi zaznamenanou kumulovanou latkou byl
arsen, ten byl identifikovan u Agrotis infusa (Lepidoptera) v Australii. Dalsi kategorii
sloucenin, které se mohou bioakumulovat v té€le hmyzu, jsou t€zké kovy. Ve studii byl prokazan
vysoky obsah olova v Chapulines (kobylky z rodu Sphenarium), které jsou konzumovany
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v Mexiku (Raheem et al., 2019). Kryptotoxicky hmyz je po poziti pro ¢lovéka nebezpecny
(Alrifai et al., 2019).

Pti Spatné manipulaci, pfi nevhodném skladovani a také v krmném substratu, na kterém
je chovan jedly hmyz, se mohou objevit mykotoxiny. Mykotoxiny, jsou povazovany
a bezpecnost potravin. Jsou to sekundarnimi metabolity produkované mnoha plisnémi, které
kazi potraviny, pfevazné jde o plisn¢ rodt Fusarium, Aspergillus a Penicillium. Ze vSech
mykotoxind detekovanych u jedlého hmyzu jsou nejvice rizikové aflatoxiny. Aflatoxiny jsou
prokéazané karcinogeny, které jsou také spojeny se zpomalenym rtstem u lidi. Plisné podilejici
se na vyrob¢ aflatoxinli byly objeveny jak u Cerstvého jedlého hmyzu, tak i u suSeného.
Dutvodem jejich pfitomnosti jsou pravdépodobné $patné hygienické podminky pfti zpracovani
anevhodné skladovani (pouli¢ni prode;j jidla). To jsou diivody, které by mohly ptispét k rozvoji
aflatoxiko6z, pokud nebudou piijata vhodna opatieni (Imathiu, 2020).

Celkove¢ lze toxicitu jedlého hmyzu zmirnit v zavislosti na stanovisti a kvalité¢ krmiva.
Tyto faktory mohou byt kontrolované prosttednictvim vhodného zemédélstvi, protoze
piti divoké sklizni mlize byt hmyz vystaven kontaminujicim latkdm a nevhodné stravé (Alrifai
etal., 2019). Namétené hladiny nebezpeénych chemickych latek v jedlém hmyzu byly nizsi nez
Vv béznych zivo¢isnych produktech (Poma et al., 2017).

3.3.3 Mikroorganismy

Stejné jako u ostatnich Zivych organismil, obsahuje hmyz veskeré mikrobialni
spole€enstvi (bakterie, viry, houby, prvoky a archea), spole¢né¢ mohou byt v riznych vztazich
od mutualismu az po patogenismus (Raheem et al., 2019). Hmyz je bohaty na ziviny a vlhkost,
a tak poskytuje pfiznivé podminky pro pieziti a rist mikrobi (Klunder et al., 2012). Mikroby
tvofi mikrobiotu organismu a nachéazi se U hmyzu jak v zemédélském prostiedi, tak v ptirodé
(Raheem et al., 2019).

Nekolik védeckych studii zkoumalo mikrobiotu jedlého hmyzu s cilem ur€it ptitomnost
a hojnost patogennich mikroorganismut. Mezi rody, které zahrnuji patogenni nebo potencialné
patogenni kmeny a byly detekovany v mikroflote jedlého hmyzu, patéi Cronobacter, Bacillus,
Clostridium, Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus, Vibrio, Escherichia, Serratia,
Proteus, Yersinia, Campylobacter, Salmonella a Listeria (Garofalo et al., 2019).

Existuje fada kulturné odliSnych zpiisobli vareni hmyzu, ale konzumuje se i hmyz cely
véetné jeho stievni mikroflory, kterd mize ovlivnit mikrobiologickou kvalitu potravin. Spravné
podminky tepelného zpracovani a skladovani snizuji mikrobiologické riziko (Klunder et al.,
2012). Vice o mikrobiologii jedlého hmyzu uvadi nasledujici kapitola.
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3.4 Mikrobiologie jedlého hmyzu

Kvalita a bezpecnost jedlého hmyzu jsou dualezitymi ukazateli jak pro vyrobce,
tak pro spotiebitele, kvalita vyrazn¢ ovlivituje piijimani jedlého hmyzu jako soucast lidské
stravy. EXistuje riziko pienosu Skodlivych mikroorganismu konzumaci hmyzich produktu.
Vétsina hmyzich mikrobti je soucasti stfev nebo jsou pfijaty vnéjSimi zdroji, ovliviiuje
je prosttedi, podminky chovu (substraty a krmivo), manipulace, zpracovani a konzervace
(Frigerio et al., 2020).

Hmyz 1ze konzumovat tfemi zpisoby. Prvnim zptsobem je konzumace celého hmyzu,
ktery je ve finalni podob¢ rozpoznatelny, ¢asto se konzumuje jako smazené obcerstveni. Dalsi
moznosti je zpracovani hmyzu do formy prasku nebo pasty. Tretim zpiisobem je extrakce, ktera
se pouziva napiiklad k vyrob& proteinovych izolata (Klunder et al., 2012). U vSech téchto
zpusobu je tfeba dodrzovat primyslové postupy, jako je poskliziové hladovéni, ¢isténi atd.,
tak aby bylo dosazeno mikrobialni kvality kone¢nych produktd hmyzu. Jelikoz vSechny
potravinarské vyrobky, vcetné téch na bazi hmyzu, prochazeji zpracovanim, mélo by se riziko
pro bezpec¢nost lidi hlidat v rGznych fazich, od surovin (hmyzi mouka) az po konecné
potravinarské vyrobky. Znalost mikrobialniho sloZeni ptedstavuje piilezitost k ovéfeni strategie
bezpecnosti potravin i sledovatelnosti potravin. Mikrobidlni variabilita umoziuje ziskat vice
informaci nejen o identifikaci druhit hmyzu, ale i o hygienickych podminkach v odchovnych
systémech (Frigerio et al., 2020).

Jak jiz bylo zminéno v piedchozi kapitole, mezi rody identifikované v mikrobioté
jedlého hmyzu, které zahrnuji patogenni nebo potencialné patogenni kmeny, patii
Cronobacter, Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus, Vibrio,
Escherichia, Serratia, Proteus, Yersinia, Campylobacter, Salmonella a Listeria (Garofalo et
al., 2019).

Cronaobacter

Cronobacter spp. jsou gramnegativni, tyCinkovité bakterie, které patii do celedi
Enterobacteriaceae. Jedna se o oportunni patogeny, které mohou zpusobovat infekce
U dospélych a kojenct. Rod se skladd ze sedmi druhil, z nichz vétSina mize zpisobit
onemocnéni ¢lovéka. Cronobacter sakazakii je obvykle spojovan s kojeneckymi infekcemi,
zatimco Cronobacter malonaticus je bézné spojovan s infekcemi u dospélych.

Cronobacter spp. jsou vSudypiitomné a byly izolovany v Siroké Skale potravin, jako
napiiklad zelenina, kofeni, masné vyrobky. Cronobacter spp. byly také izolovany z vnitinosti
hmyzu, naptiklad u ovocné musky. V nékterych studiich je Cronobacter Spojovan s pfirozenou
mikrobiotou mou¢nych ¢ervu (Greenhalgh et al., 2019).

Bacillus
Bakterie rodu Bacillus jsou aerobni, sporulujici, tyCinkovité bakterie, které jsou
v piirodé vSudyptitomné. Bacillus anthracis je patogenem obratlovcti a zpisobuje nemoc

antrax. B. lentimorbus, B. popilliag, B. sphaericus a B. thuringiensis jsou patogeny nékterych
larev hmyzu. Rada dalSich druhtl, zejména B. cereus, jsou piilezitostnymi patogeny lidi, mohou

21



zpusobovat zvraceni a prijem. Spory mnoha druht rodu Bacillus jsou odolné vici teplu, zateni,
dezinfek¢énim prostiedkiim a vysouseni a je obtizné je odstranit z 1ékatskych a farmaceutickych
materiall, coz mize zpisobit kontaminaci. V potravindiském primyslu jsou brany
jako problematické organismy, které se podileji na kazivosti (Turnbull et al., 1991).

Velka vétsina druhti rodu Bacillus jsou v nizké koncentraci neskodné, avsak pii vyssich
koncentracich se riziko zvysuje. V roce 2016 zvetejnil urad EFSA rizika pro vefejné zdravi
souvisejici s pritomnosti Bacillus cereus a nutnost kontroly obsahu Bacillus cereus a dalsich
kment Bacillus v potravinatskych vyrobcich. (EFSA, 2016)

Clostridium

Rod Clostridium zahrnuje anaerobni mezofilni bakterie tvofici spory. VétSina
z Clostridium spp. Jsou komenzalni, u patogennich Clostridium spp. je znamo, Ze jsou
odpovédné za lidské nemoci jako tetanus, botulismus, a pseudomembrandzni enterokolitidu.
Clostridium botulinum a Clostridium perfringens jsou dva z nejcast&jSich potravinovych
patogenti. Navzdory Skodlivym aktivitam nékterych Clostridium spp. vSak muize mit
nepatogenni vétSina ptiznivé ucinky na lidské zdravi. Specifické kmeny Clostridium butyricum
maji ochranny ucinek proti nékterym patogentim a v nékterych zemich byly komeréné dostupné
jako probiotika pro lidi a zvifata (Pahalagedara et al., 2020).

Pseudomonas

Pseudomonas spp. jsou gramnegativni bakterie, které se vyskytuji vSudyptitomné u lidi,
zvitat, rostlin a v pid€. Pouze nékolik druhli ma klinicky vyznam pro lidi a zvifata.
P. aeruginosa je nejéastéji uvadény patogen (Lupo et al., 2018). Jsou dobie znami svou
schopnosti vyuzivat velkou skalu organickych sloucenin jako zdrojii energie, odolnosti vuci
Sirokému spektru 1ékaisky a zemédélsky dalezitych latek (Hesse et al., 2018).

Staphylococcus

Taxonomicky patii rod Staphylococcus do celedi Staphylococcaceae. Staphylococcus
jsou fakultativné¢ anaerobni grampozitivni bakterie, které se vyskytuji v mikroskopickych
shlucich ptipominajici hrozny (Todar, 2015).

Vétsina z nich jsou neSkodné bakterie, které se bézné vyskytuji na pokozce, vlasech
a sliznicich lidi 1 zvifat. Pfi Spatnych hygienickych postupech potravin mohou nasledné
zpusobit otravu z jidla. Nejvice patogennim druhem je Staphylococcus aureus, jeho toxiny jsou
odolné vuci teplu, a tak zde existuje riziko ndkazy gastroenteritidou 1 po prevareni.
Stafylokokové infekce mohou zpusobit rizné ptiznaky jako nevolnost, priijem, zvraceni, silné
kiece v zaludku a mirnou horecku (D’Agostino et al., 2016)
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Streptococcus

Streptococcus spp. jsou fakultativné anaerobni, grampozitivni koky z celedi
Streptococcaceae, obvykle se vyskytuji v fetézcich nebo v parech. Jsou negativni na katalazu
a fermentu;ji cukry bez produkce plynu (Coetzer et al., 2020). Nékteré druhy rodu Streptococcus
jsou piirozenou soucasti bakterialni mikroflory u lidi 1 zvirat. Existuji vSak 1 patogenni zastupci,
ti jsou puvodci riznych onemocnéni.

Klinick identifikace streptokokil je ¢astecné zaloZena na jejich hemolytickych reakcich
na krevnim agaru. Existuji tii typy: beta, alfa a gama hemolytické streptokoky.
Beta- hemolytické streptokoky rozrusi membrany cervenych krvinek, které obklopuji kolonii.
Tyto bakterie maji tendenci zpusobovat vétSinu akutnich streptokokovych onemocnéni.
Alfa- hemolytické streptokoky zptsobuji castecnou hemolyzu kolem kolonie spojenou
s redukci hemoglobinu cervenych krvinek. Gama-hemolyza je termin n&€kdy pouZzivany
pro nehemolytické kolonie. (The Center for Food Security and Public Health, 2005).

Znamymi zastupci jsou napiiklad S. pyogenes (beta-hemolyticky), lidsky patogen, ktery
zpusobuje faryngitidu, kozni onemocnéni a mnoho dalSich infekei. S. pyogenes se lidé mohou
infikovat po konzumaci kontaminovaného syrového mléka. S. agalactiae (beta-hemolyticky)
je pti¢inou lidskych infekci, zejména novorozenecké meningitidy a zapalu plic (The Center for
Food Security and Public Health, 2005).

Vibrio

Vibrio spp. jsou skupinou béznych gramnegativnich bakterii, maji tvar ty¢inek, jsou
ptirozenymi slozkami sladkovodniho a moiského prostiedi. Vibrio spp. infekce jsou obvykle
zpusobeny vystavenim kontaminované vody nebo konzumaci syrovych nebo nedostate¢né
tepeln¢ upravenych kontaminovanych motskych plodu.

Vibrio cholerae muze zptisobit choleru, zavazné prijmové onemocnéni, které mize byt
pii neléceni smrtelné, obvykle se prenasi kontaminovanou vodou a kontaktem mezi lidmi.
Non- cholera Vibrio spp. (naptiklad Vibrio parahaemolyticus, Vibrio alginolyticus a Vibrio
vulnificus) zpusobuji vibriozu (Baker-Austin, 2018).

Escherichia

Rod Escherichia patii do ¢eledi Enterobacteriaceae. Escherichia spp. jsou nesporulujici
gramnegativni fakultativné anaerobni tyCinkovité organismy 2—-6 mm dlouhé a 1,1-1,5 mm
Siroké. Escherichia maji obvykle pohyblivé peritrichalni bi¢iky a produkuji plyn
z fermentovatelnych sacharid.

Nejvyznamnéjsim kmenem je E. coli, je soucasti normalni stfevni mikroflory u lidi
I jinych savcd. Za uréitych podminek (imunokompromitovani jedinci, vysoka expozice) vSak
mohou zpUsobit onemocnéni, napiiklad rizné druhy prijmu, infekce mocovych cest nebo
novorozeneckou meningitidu (Leung et al., 2014). Patotypy E. coli se déli dle mechanismu
virulence na enteropatogenni (EPEC), enterotoxigenni (ETEC), enterohemoragicky (EHEC),
enteroinvazivni (EIEC), enteroagregativni (EAEC nebo EaggEC), uropatogenni (UPEC),
spojené se sepsi (SEPEC) a zptsobujici meningitidu (MENEC) (Bekal et al., 2003).
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Dalsim vyznamnymi zastupci Escherichia jsou E. albertii, E. blattae, E. fergusonii,
E. hermanii a E. vulneris (Leung et al., 2014).

Serratia

Serratia spp. jsou gramnegativni bakterie pattici do ¢eledi Enterobacteriaceae (Barman
et al., 2020). Serratia spp. jsou fakultativné anaerobni rovné a pohyblivé ty¢inky (Foltynova,
2019). Serratia spp. se vyskytuji vSudypfitomné v pfirodé, jsou soucasti stievniho traktu
hmyzu, jsou znamé jako mikroorganismus, ktery kazi potraviny (Barman et al., 2020).
Produkuji ¢erveny nebo oranzovy pigment tzv. prodigiosin. Rozkladaji bilkoviny a tuky.
Nepigmentujici druhy zplsobuji zanétliva onemocnéni, piikladem je Serratia marcescens,
ktery zpasobuje infekce mocovych a dychacich cest (Foltynova, 2019).

Proteus

Proteus spp. jsou gramnegativni bakterie patiici do ¢eledi Enterobacteriaceae. Obvykle
jsou povazovany za komenzaly v gastrointestinalnim traktu, avSak jejich podil v mikrobialni
komunité je velmi nizky (0,05%). Mohou mit patogenni potencial a zptsobit naptiklad infekce
mocovych cest (Hamilton et al., 2018). Ptiklady zastupct jsou Proteus mirabilis, P. vulgaris,
P. penneri, P. hauseri, P. terrae a P. cibarius (Drzewiecka, 2016).

Yersinia

Yersinia tvoii klinicky dtlezity rod z ¢eledi Enterobacteriaceae (Rohde et al., 2017).
Jedna se o skupinu gramnegativnich, nesporotvornych, oxidazoveé negativnich, kataldzoveé
pozitivnich, fakultativné anaerobnich tycinek (nebo kokobacili) (D’Agostino et al., 2016).
Mezi tii lidské patogeny se fadi Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis a jeho blizky ptibuzny
Y. pestis (Rohde et al., 2017). Mohou byt pienaSeny konzumaci kontaminovanych
potravinaiskych vyrobkll. Optimalni riistova teplota je kolem 30 © C, ale mohou pfeZit i proces
zmrazeni. Mezi ptiznaky infekce Yersinia enterocolitica patii prijem, mirna horecka, bolesti
bficha a ptipadné zvraceni (D’ Agostino et al., 2016). V Evropské unii je Y. enterocolitica tieti
nejcastéj$i bakteridlni zoondza potravinového plivodu po salmoneloze a kampylobakterioze
(Rohde et al., 2017).

Campylobacter

Rod Campylobacter patii do celedi Campylobacteraceae, zahrnuje malé
(0,2- 0,8 pm x 0,5-5 um) gramnegativni spiralovit¢ zaktivené tyCinky (Silva et al., 2011).
Nejvyznamnéjsi potravinaiské patogenni kampylobaktery jsou Campylobacter jejuni
a Campylobacter coli. Spotieba nedovafenych driibezich vyrobkt piedstavuje vysoké riziko
infekce témito bakteriemi. Campylobacter zptisobuje onemocnéni charakterizované horeckou,
bolestmi bficha, prijmem, nevolnosti a zvracenim (D’Agostino et al., 2016).
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Salmonella

Salmonella spp. jsou ¢leny skupiny Enterobacteriaceae, jsou to fakultativné anaerobni
gramnegativni ty¢inky. Salmonella spp. jsou skupina bakterii, které se nachazeji ve stievnim
traktu lidi a teplokrevnych zvifat a jsou schopné zptsobit onemocnéni (Food Safety authority
of Ireland, 2011). Ackoli jsou diky novym metodam v potravinach zjistovany i nové patogeny,
Salmonella spp. ziistava jednim z nejcastéjsich potravinovych patogenti na celém svété. Mohou
infikovat Clovéka hlavné kontaminovanou potravou: kufecim masem, vepfovym masem,
mlécnymi vyrobky, vejci, 0vocem, zeleninou a dalsimi (Maka et al., 2016).

Lidska infekce zptisobena Salmonella spp. se oznacuje jako salmoneldza (Food Safety authority
of Ireland, 2011). Klinickymi pfiznaky salmoneldzy jsou obvykle horecka, bolesti bficha,
prijem a zvraceni, avak stejny kmen mtize u riiznych hostiteli zptsobit rizné pfiznaky (Maka
etal., 2016).

Je dulezité si uvédomit, Ze ackoli Salmonella spp. netvoii spory, mtize v potravinach dlouho
prezivat (Food Safety authority of Ireland, 2011).

Listeria

Listeria spp. jsou grampozitivni, fakultativné anaerobni, ty¢inkovité a pohyblivé baterie,
1i$1 se od mnoha jinych bakterii tim, ze maji schopnost rtstu pfi nizkych teplotach (D’ Agostino
et al., 2016). Pouze dva z téchto druhu, L. monocytogenes a L. ivanovii, jsou povazovany
za patogeny. L. monocytogenes je dalezity lidsky patogen pfendSeny z potravin a je tfeti hlavni
pfi¢inou umrti pfenaSenou potravinami v dusledku mikrobialnich pii¢in v USA (Orsi et al.,
2016). Listeria se vyskytuji vSudypiitomné v zivotnim prostiedi, ve vod¢ a u zvitrat jako
je drtibez a dobytek. Mohou byt pfitomny v syrovych mléénych vyrobcich a v mase. Infekce
zpusobena Listerii je zndma jako listeridza, predstavuje velké riziko pro t€hotné Zeny, starsi
0soby a osoby s oslabenym imunitnim systémem. Listerioza mize vést k potratu, porodu
mrtvého ditéte nebo k celozivotnim zdravotnim problémum (D’Agostino et al., 2016).

3.4.1 Mikrobiota jedlého hmyzu

Podle Klunder et al. (2012) obsahuje Cerstvy jedly hmyz obecné velké mnozstvi
mikroorganismi, v¢etné celkovych mezofilnich aerobu (3,6-9,4 log KTJ/g),
Enterobacteriaceae (4,2-7,8 log KTJ/g), bakterialnich endospor nebo bakterii tvoticich spory
(0,5-5,4 log KTJ/g), bakterii mlécného kvaseni (5,2-9,1 log KTJ/g), psychrotrofnich aerobnich
bakterii (6,0-7,6 log KTJ/g) a kvasinek a plisni (1,4-7,2 log KTJ/g). Naopak, zpracovany
(tj. suseny a tepeln¢ oSetieny) jedly hmyz obecné vykazoval niz$i pocty mikrobu oproti hmyzu
Cerstvému, coz naznacuje ucinnost neékterych oseteni pii snizovani mikrobialni kontaminace
(Garofalo et al., 2019). Obecné je tedy dostatecnym krokem zahtivani, naptiklad vareni, které
napomahd k odstranéni nebo alespont vyraznému snizeni poctu nezddoucich mikrobialnich
skupin. Nekteré spory vSak tento proces mohou piezit a pozdeji mohou vyklicit, coz by mohlo
vést ke znehodnoceni jidla a onemocnéni ¢loveéka. Stejné tak je nutné se vyhnout opétovné
kontaminaci, ke které mtize dojit po procesu tepelného zpracovani (Klunder et al., 2012).
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Kazdy druh hmyzu je hostitelem odlisné skupiny bakterii s nékolika spole¢nymi rody;
napi. Bacteriodes, Enterobacter, Bacillus a Citrobacter (Belluco et al., 2013). V Evropé jsou
nejvice studovanymi druhy hmyzu Tenebrio molitor a Alphitobius diaperinus (Coleoptera), L.
migratoria, Acheta domesticus a Gryllodes sigillatus (Orthoptera), u téchto druh navrhnul
EFSA (2015), ze maji nejvétsi potencial lidské spotieby v EU a patii mezi ekonomicky
nejdulezitéjsi druhy.

Tenebrio molitor L., hosti bakterie rodu Actunobacillus, Propionibacterium,
Citrobacter,  Serratia,  Bacillus, = Dermabacter, = Brachybacterium,  Clavibacter
a Exiguobcacterium (Raheem et al., 2019). Garofalo et al. (2019) uvadi, ze se v larvach
Tenebrio molitor vyskytuji Enterobacter cloacae, Enterobacter ludwigii a Enterobacter
hormonaechei. Enterobacter asburiae byly nalezeny ve stievech Galleria mellonella (Raheem
etal., 2019).

Strevo Acheta domestica L. obsahuje bakterie rodu Yersinia, Bacteroides, Citrobacter,
Klebsiella a Fusobacterium. Bylo prokazano, ze stievni mikrobialni komunita polnich cvréka
z volné piirody byla rozmanitéj$i nez u cvréku chovanych v laboratofi, kteti byli krmeni
definovanou stravou (Raheem et al., 2019).

Mikrobiologicka studie provedena se vzorky suSenych cvrckid, kobylek a larev
potemnika mouc¢ného ukazala na ptitomnost bakterii druhu Clostridium perfringens, tyto
vzorky vSak neobsahovaly Salmonella spp. a Listeria monocytogenes (Garofalo et al. 2017).

Sest druht jedlého hmyzu (Belostoma lutarium, Polyrhachis, Termitoidae, Hyboschema
contractum, Gryllotalpidae a Bombyx mori) vyprodukovaného v Thajsku a nasledné
prodavaného po celém svété bylo vybrano ke studii. Jejim cilem bylo identifikovat mikrobiotu
zpracovaného jedlého hmyzu. Bylo zjisténo, Ze mikrobiota Belostoma lutarium obsahovala
Clostridium sordellii, Clostridium hiranonis, Vibrio hangzhouensis a Vibrio diazotrophicus
(Osimani et al., 2018).

Dalsimi identifikovanymi a potencialné patogennimi bakteriemi jsou naptiklad Klebsiella
oxytoca a Klebsiella michiganensis, ty byly detekovany u larev T. molitor, $vabu, brouk,
motyli a bource morusového. Rod Pantoea agglomerans, coz je ptilezitostny lidsky patogen,
byl detekovan u mou¢nych ¢ervii a mravencu (L. apiculatum) (Garofalo et al., 2019).

Informace o mikrobidlnich skupindch jsou dilezit¢é pro ovéfeni Uc€innosti kroku
zpracovani nebo mohou vést ke zdokonaleni hygienickych postupii a kvality potravinaiského
pramyslu (Garofalo et al., 2019).
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3.5 Legislativa

Jedly hmyz je od 1. ledna 2018 zafazen do takzvanych novych potravin dle natizeni
Evropského parlamentu a Rady (EU) 2015/2283 o novych potravinach. Novou potravinou
je podle evropskych pravidel potravina, ktera nebyla ve vyznamné miie pted 15. kvétnem 1997
v Evrop¢é konzumovana. (EFSA, 2018). Cely proces vsak stale probiha a staty EU postupné
schvaluji dalsi legislativu v souvislosti s jedlym hmyzem. Od 14. prosince 2019 je dle novely
Zakona ¢&. 166/1999 Sh. o veterinarni pé¢i mozné v Ceské republice zakladat a provozovat
farmy, které budou chovat hmyz k lidské spotfebé nebo K vyrobé zpracované zivoclisné
bilkoviny. Aby jedly hmyz mohl byt uvedeny na trh v Ceské republice, je potieba, aby byla
podéana zadost o povoleni nové potraviny. K datu 21. 9. 2019 byla zadost kompletni u téchto
druhi:

e cvrcek domaci (Acheta domesticus),

e potemnik stajovy (Alphitobius diaperinus),
e cvréek kratkoktidly (Gryllodes sigillatus),
e potemnik mouc¢ny (Tenebrio molitor)

e sarancCe st¢hovava (Locusta migratoria)

Druhy, které jsou zapsané v Seznamu Unie, v némz jsou zahrnuty v§echny autorizované
nové potraviny, mohou byt uvadény na trh od 2. 1. 2020 (Mlcek, 2020).

Ministerstvo zemédé€lstvi zpracovalo v roce 2018 ptirucku pro chovatele a zpracovatele.
Kde jsou vypsany zasady spravné zemédélské a vyrobni praxe produkce hmyzu uréeného
pro lidskou spotiebu. V piiru¢ce jsou doporucend mikrobiologickd kritéria pro vyrobky
z farmové chovaného hmyzu vychazejici z dtive platnych evropskych pravnich ptedpist.
Uvedené maximalni pfipustné hodnoty pro jednotlivé mikroorganismy, Salmonella spp. musi
byt nepiitomna v 25 g, mezofilni aerobni bakterie nesmi piesahnout hodnotu 10° v 1 g,
Enterobacteriaceae 10 v 1 g, Staphylococcus aureus nesmi byt zjistén v 1 g. Celkovy podet
mikroorganism@i dobfe pasterovanych potravin obsahuje méné nez 10%® v 1 g. V hmyzich
vyrobcich mohou byt pfitomny i dalSi patogenni 1 nepatogenni mikroorganismy, proto by mél
vyrobce spektrum sledovanych mikroorganismu ptizptsobit dle predpokladanych rizik (napf.
ptvod hmyzu, zptisob skladovéani) (Ministerstvo zemédélstvi CR, 2018).
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4 Metodika
4.1 Priprava vzorki

K praktické casti bakalaiské prace bylo analyzovano 6 vyrobkl s obsahem cvrcci mouky
dle pokynt od vyrobce. Jednalo se o proteinové ty¢inky s pfichuti s obsahem cvrééi mouky
10 %, 20 % a samotna cvrcei mouka (100 %). TycCinky s obsahem 10 % cvréci mouky byly
ve tfech piichutich, ty¢inky s obsahem 20 % cvr¢ci mouky ve dvou piichutich a 100% cvrééi
mouka Piehled testovanych vzorki a jejich Sarzi se nachazi v Tabulce ¢. 3.

Tabulka 3 Testované vzorky

Cislo . Cvrédi
vzorku Sarze Nazev mouka
(%)

1.

1 2. Proteinova ty¢inka — pfichut’ 1 10
3.
1.

2 2. Proteinova ty¢inka — piichut’ 2 10
3.
1.

3 - 2. Proteinova tyc¢inka — ptichut’ 3 10

3. jen pro
analyzu plisni

1.
2. P wr

4 3 Proteinova tycinka — pfichut’ 1 20
4,
1.

5 2 Proteinovi tycinka — prichut 2 20

3. jen pro
analyzu plisni

1.

6 2. Cvréei mouka 100
3.

K vyrobé téchto produktu byl pouzit cvréek domaci (Acheta domesticus) ve fazi imago,
ktery je chovan na soukromé farmé za optimdlnich podminek. Krmen byl riznymi druhy
obilovin, mouky a ovocem. Aby byla zachovana genetickd rozmanitost, na farmu jsou
pravidelné pfivazeni cvrcci z jinych farem. Dle vyrobce jsou cvréci, kteti se pouzivaji k vyrobé
vylacnéni piiblizné 24 hodin pted sklizni a poté prochézi tfistupiovym procesem cisténi
S pomoci filtrované vody a UV paprskii. Hmota z cvrckil se poté jesté prevaruje, susi a mele.
Kviili zachovani vyrobniho tajemstvi nejsou znami konkrétni teploty a hygienicka opatteni.
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Vsechny vzorky byly jednotlivé zhomogenizovany v mixéru a 1 g byl asepticky navazen
a preveden do zkumavek s 9 ml fediciho média (Tabulka 4).

Tabulka 4 Slozeni fediciho média

Slozka MnozZstvi
NaCl 99
Pepton (Oxoid) 1lg
dH20 1000 ml

Vzorky byly sériové natedény do hodnoty 10®. Viechny skupiny mikroorganismii byly
stanoveny klasickou kultivacni metodou dle platnych norem a standardnich postupti.

4.2 Kultivace

Zasadnim krokem kvantitativniho 1 kvalitativniho prikazu mikroorganismi nejen
V potravinach je kultivace. Nekteré¢ kultivaéni techniky se pouzivaji k uchovani
mikroorganismt nebo jejich pomnozeni, tak aby bylo ziskdno dostatecné mnozstvi bunék
pro dalsi mikrobiologické, biochemické, genetické ¢i biotechnologické analyzy. Ke kultivaci
je tfeba vhodna sterilni zivna pidda, Kultivaéni nadoby, ockovaci pomtcky, termostat
nebo chladnicka, ktera se vyuziva pro kultivaci pfi niz$ich teplotach (4 - 5 °C) u potravinaisky
vyznamnych psychrofilnich ¢i psychrotrofnich mikroorganisma (napt. Listerie) (Bursova,
2014).

= £

Obrazek 3 Priprava na kultivaci (Foto: Autor 2021)
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4.2.1 Celkové pocty aerobnich mikroorganismu

Ke stanoveni celkovych pocth aerobnich mikroorganismi byla pouzita norma
CSN EN ISO 4833-1. V této metodé byl pouzit Standard plate count agar, jehoz slozeni
je uvedeno v tabulce ¢. 5. Jeden mililitr vzorku z pfisluSného fedéni byl naockovan na Petriho
misku a prelit agarem. Nasledovala aerobni kultivace pti 30 °C po dobu 72 hodin.

Tabulka 5 Slozeni Standard plate count agar

Slozka MnoZstvi (g/1)
Trypton 5
Kvasni¢ny extrakt 2,5
Glukoza 1
Agar (Oxoid) 9

4.2.2 Celkové pocty aerobnich sporulujicich

V této metodé byl pouzit Trypton-sdjovy agar (TSA, Oxoid). Vzorky byly nejprve
pasterovany ve vodni lazni pfi teploté¢ 85 °C po dobu 10 minut. Poté byl jeden mililitr
z ptislusného fedéni pieveden na sterilni Petriho misky a zalit agarem. Kultivace probihala
aerobné pfi teploté 30 °C po dobu 24 hodin.

4.2.3 Bacillus cereus

K analyze Bacillus cereus byl pouzit Bacillus cereus agar base (Himedia) obohaceny
0 polymyxin B a o Zloutkovou emulzi. Metoda probihala dle CSN EN ISO 7932. Na agar byl
naockovan 1 ml z prvniho fedéni, u vyssiho fedéni bylo pipetovano 0,1 ml a nasledné rozetieno
sterilni mikrobiologickou hokejkou. Kultivace probihala aerobné pfi teploté 30 °C po dobu
24 hodin. Bacillus cereus na krevnim agaru vyrasta ve velkych koloniich s nepravidelnymi
okraji, obklopenych zénou B-hemolyzy (Ustav mikrobiologie, 2020), proto konfirmaéni test
probihal metodou prikazu hemolyzy na agaru s ov¢i krvi.

4.2.4 Escherichia coli

Pro priikaz Escherichia coli byla pouzita norma CSN 1SO 16649-2 a bylo zde pouzito
Tryptone Bile X-Glucuronide (TBX) médium (Oxoid). Jeden mililitr z prvniho fedéni byl
aplikovan na tfi agarové plotny, dale byl rozetfen sterilni mikrobiologickou hokejkou. Nasledna
kultivace probihala aerobné pi#i 37 °C po dobu 24 hodin. Escherichia coli jsou hodnoceny jako
pocet modrych kolonii, pfipadné bilych kolonii s modrym stiedem.

4.2.5 Enterobacteriaceae

K prikazu bakterii celedi Enterobacteriaceae byla pouzita metoda dle normy
CSN ISO 21528-2, kde byl pouzit Violet red bile glucose agar, jehoz sloZeni se nachazi
v tabulce ¢. 6. Jeden mililitr z prvniho fedéni byl ptenesen na povrch tfech ptedem piipravenych
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agarovych ploten. Pro vyssi fedéni bylo pipetovano 0,1 ml a rozetfeno sterilni
mikrobiologickou hokejkou. Poté nasledovala aerobni kultivace pii 37 °C po dobu 24 hodin.
Hodnoceni typickych kolonii bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae - rizovocervené, cervené
nebo fialové kolonie, mohou byt obklopeny rizovou zénou precipitované zluce.

Tabulka 6 Slozeni Violet red bile glucose agar

Slozka Mnozstvi (g/1)
Agar 12
Glukoza 10
Pepton 7
NaCl 5
Yeast extrakt 3
Zlu¢ové soli 1,5
Neutral red 0,03
Crystal violet 0,002

4.2.6 Pocet koagulaza-pozitivnich stafylokoku a priikaz Staphylococcus aureus

Metoda stanoveni po¢tu koagulaza-pozitivnich stafylokokd a prikazu Staphylococcus
aureus byla provedena dle CSN EN ISO 6888-1. Jedna se o techniku s pouZitim agarové pudy
podle Baird-Parkera (B-P agar) se Zloutkovou emulzi a teluri¢itanem draselnym. 1 ml vzorku
z prvniho fedéni byl pfeveden na agar a s pomoci sterilni mikrobiologické hokejky rozetien.
Nasledna kultivace probihala aerobné pii 37 °C po dobu 24-48 hodin. Z poctu potvrzenych
suspektnich kolonii vyrostlych na vybranych miskéach se vypocital pocet koagulaza—pozitivnich
stafylokokti. Pomoci koagulazového testu byla provedena konfirmace vybranych typickych
a atypickych kolonii, ke které byla vyuzita souprava Staphylase test kit (Oxoid). Soucasti
soupravy je testovaci Cinidlo skladajici se z ovc¢ich Cervenych krvinek senzibilizovanych
na krali¢i fibrinogen, kontrolni ¢inidlo skladajici se z necitlivych ov€ich ¢ervenych krvinek
a reak¢ni karty na jedno pouziti. Pokud dojde ke shlukovani suspenzi testovanych bunék,
vysledek je pozitivni a naznacuje ptitomnost Staphylococcus aureus. U kontrolniho ¢inidla
by neméla byt pozorovana shlukova reakce, pokud tomu tak neni, je potieba test zopakovat
(Thermo Fisher Scientific, 2020).

4.2.7 Pocet kvasinek a plisni

Stanoveni kvasinek a plisni na ptidé DG18 podle CSN ISO 21527. U této metody bylo
naockovano 0,1 ml z pfislusSného fedéni na agarové plotny a poté rozetfeno sterilni
mikrobiologickou hokejkou. Kultivace probihala aerobné po dobu 7 dni pii 25 °C.
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4.2.8 Salmonella spp.

Stanoveni piitomnosti bakterii rodu Salmonella bylo uskuteénéno podle normy
CSN EN ISO 6579- 1. Do baiiky s peptonovou vodou bylo pfidano 25 grami
zhomogenizovaného vzorku. Tato smés byla inkubovana pti 37 °C po dobu 18 hodin. Poté bylo
0,1 ml z této smési prevedeno do semiselektivniho Rappaport-Vassiliadis (Oxoid) bujonu
a kultivovano pti 37 °C po dobu 48 h. Smés byla nasledné rozetfena na selektivni Salmonella
Shigella (SS) agar (Oxoid) a kultivovana dalSich 24 hodin pti 37 °C. Z kultiva¢niho média byly
odebrany sv¢tlé kolonie s Cernym stiedem, které byly pouzity pro konfirmacni test. Byl pouzit
latexovy aglutinacni test s pomoci soupravy Salmonella Test Kit (Oxo0id™). Postup byl
dodrzovan dle navodu, nejprve byla provedena kontrola pomoci kontrolniho ¢inidla, které bylo
soucasti baleni, poté byly pouzity odebrané kolonie, které byly rozetieny na testovacim papiru
s kapkou testovaciho ¢inidla. Po uplynuti 2 minut, bylo mozZné sledovat pozitivni ¢i negativni
reakci. Pfi pozitivni reakci vznikd srazenina a testovany vzorek obsahuje baterie rodu
Salmonella.

Obrazek 4 latexovy aglutina¢ni test Salmonella Test Kit (Oxoid™) (www.fishersci.se)

4.2.9 Listeria monocytogenes

Pro analyzu Listeria monocytogenes byla pouzita metodika dle normy
CSN EN ISO 11290-1:2017. Radn& zhomogenizovany vzorek byl navaZzen (25 g) a pfeveden
do tekuté selektivni piidy pro primarni pomnozeni - polovi¢niho bujonu podle Frasera
(*2FB médium), poté byl aerobn¢ inkubovan pti 30 °C po dobu 24 hodin. Po uplynuti této doby
byla suspenze pieockovana do tekuté selektivni ptidy pro sekundarni pomnozeni — bujon podle
Frasera (FB médium) a inkubovana aerobné pii 37 °C po dobu 24 hodin. Z obou byl proveden
roztér na Brilliance Listeria Agar (Oxoid), ktery byl aerobné kultivovan pti 37 °C po dobu
24 a 48 hodin. L. monocytogenes roste po 24 hodinach inkubace v modrozelenych koloniich
obklopenych Sirokou zénou precipitace.
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4.2.10 Pritomnost Clostridium spp.

Pro stanoveni Clostrudium spp. bylo navazeno 0,1 g vzorku a pieneseno do Cooked
Meat Media (Oxoid), ktery byl inkubovan v anaerobnim prostiedi pii 37 °C po dobu 48 hodin.
Vzorky byly ponechany 14 dni pfi pokojové teplote, aby mohlo dojit k vytvoieni endospor.
Po uplynuti této doby byly lahvi¢ky pasterovany v 85 °C po dobu 10 minut. Po pasteraci byly
vzorky naneseny na Petriho misky metodou pfteliti na Wilkins—Chalgren Anaerobe Agar
(Oxoid) nasledna kultivace probihala pti 37 °C po dobu 48 h v anaerobni atmosféfe vyvinuté
pomoci AnaeroGen Plus (Oxoid). Kolonie, které narostly, byly identifikovany pomoci
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie (Bruker Daltonics) s vyuzitim MALDI Biotyper MSP

Identification Standard Method 1.1 a knihovny Bruker Taxonomy.

Veskeré druhy kultivaénich médii, doba a teplota kultivace a pouzita metoda, které byly

vyuzity pro jednotlivé druhy mikroorganismd, jsou ptehledné uvedeny v tabulce ¢. 7.

Tabulka 7 Kultiva¢ni média, doba a podminky kultivace

Druh mikroorganismu

Celkové pocty aerobnich

mikroorganismu:

Celkové pocty aerobnich

sporulujicich bakterii

Bacillus cereus

Entrobacteriaceae

E. coli

Koagulaza — pozitivni
stafylokoky
Salmonella spp.

Listeria monocytogenes

Clostridium

Pocet kvasinek a plisni

Kultivaéni
médium
Standard

plate count

agar
Trypton-
sOjovy agar
(TSA, Oxoid)
Bacillus
Cereus Agar
Base
Violet red
bile glucose
agar

TBX Agar

(Oxoid)
Baird-Parker
agar
SS Agar
(Oxoid)
Brilliance
Listeria Agar
(Oxoid)
Cooked Meat
Medium
DG18
médium
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24 h

24 h

24 h

24 h

24-48 h

7 dni

Podminky

kultivace
30 °C
(aerobng)

30 °C
(aerobng)

30°C
(aerobn¢)

37 °C,
aerobné

37 °C
(aerobn¢)
37 °C po
(aerobn¢)

25°C
(aerobng)

Metoda

Preliti

Preliti

Roztér

Roztér

Roztér

Roztér

Pomnozovaci

Pomnozovaci

Pomnozovaci

Roztér



4.3 Identifikace pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Narostl¢ kolonie byly identifikovany pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie
(Bruker Daltonics) s vyuzitim MALDI Biotyper MSP Identification Standard Method
1.1 a knihovny Bruker Taxonomy.

MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie je zaloZzena na ionizaci kokrystalizované¢ho
vzorku kratkymi laserovymi pulsy. Ionty se akceleruji a jejich doba letu se méti ve vakuové
letové trubici (Wieser et al., 2012). Jedna se o proteomickou metodu, kterd pro identifikaci
vyuzivd hmotnostni spektrum intracelularnich proteinii pfitomnych v buiice (Purkrtova,
2018).Tato metoda ma vysoky potencial piesné identifikovat mikroorganismy, jeji vyhodou
je rychlost, redukované naklady a ne pfili§ vysoké naroky na ptipravu vzorku. Nevyhodou je
vSak vysoka pofizovaci cena piistroje (Vrioni et al., 2018).

4.3.1 Priprava vzorki

Po kultivaci mikroorganismii byl vzorek pfipraven dle ndvodu a nésledné nanesen
na jednotlivé spoty na ocelové MALDI desticce, po zaschnuti byl vzorek piekryt 1 pl kyselé
organické matrice (kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova rozpusténa v acetonitrilu, vodé
a kyselin¢ trifluoroctové) Po zaschnuti byla desticka vloZzena do hmotnostniho spektrometru
MALDI-TOF a méfena v pozitivnim linearnim rezimu v detek¢nim hmotnostnim rozsahu

2 — 20 kDA.

43.2 MALDI-TOF

Vzorek, ktery byl nanesen na jednotlivé spoty a prekryt matrici, kokrystalizoval
a nasledné byl ionizovan laserovym paprskem (Singhal at al., 2015). Po ionizaci laserem
matrice absorbuje energii, pfi jejimz vyparovani s sebou bere i molekuly vzorku. Koneénym
vysledkem je ziskani hmotnostnich spekter testovaného mikroorganismu. Nésleduje srovnani
ziskaného primérného proteinového spektra s databazi primérnych proteinovych spekter
vybranych referen¢nich kmenti mikroorganismu (Purkrtova, 2018). Pravé databaze organismil
a vyrobci je pravidelné aktualizuji objevovanim novych mikrobialnich druhi a anotaci (Singhal
etal., 2015).

Databaze MALDI Biotyper rozeznava dle hodnoty skore shody celkem tfi tfidy spolehlivosti:
e 2,00-3,00 identifikace s vysokou mirou jistoty

e 1,70-1,99 identifikace s nizkou mirou jistoty
e 0,00-1,69 identifikaci organismu nelze provést

4.4 Statistické vyhodnoceni

Statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi vzorky, které byly podrobeny
mikrobiologickému rozboru, byly vyhodnoceny pomoci programu IBM SPSS Statistics
Subscription za pouziti dvouvybérového t-testu s rovnosti rozptylti s hladinou vyznamnosti
P =0,05.
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5 Vysledky
5.1 Kaultivacni stanoveni mikroorganismu
Dle vyse popsané metodiky byly po uplynuti doby kultivace zaznamenéany pocty kolonii

mikroorganismi ve vzorcich. Hodnoty jsou uvadény v jednotkach log KTJ/g a znazornény
v Tabulce 8. Ziskané vysledky jednotlivych $arzi se nachazeji v ptiloze v tabulkach ¢. 11 - 14.

Tabulka 8 Stanovené pocty mikroorganismi ve vzorcich. Hodnoty jsou praméry
+ smérodatna odchylka log KTJ/g. Po¢ty Listeria monocytogens a Sallmonela spp. byly
stanoveny v 25 gramech.

Vzorek1 | Vzorek2 | Vzorek3 | Vzorek4 | Vzorek5 | Vzorek6
Stanovovany parametr | Ty¢inky Ty¢inky Ty¢inky Ty¢inky Ty¢inky Mouka
10 % 10 % 10 % 20 % 20 % 100 %
prichut’1 | prichut2 | prichut’2 | prichut’'l | prichut 2
Bacillus cereus 1,00 1,00 1,00 <1 <1 1,00
Enterobacteriaceae <1 <1 <1 <1 <1 <1
Koaguliza pozitivni
stafylokoky <1 <1 <1 <1 <1 <1
Escherichia coli <1 <1 <1 <1 <1 <1
Kvasinky a plisné 1,83 +£0,76 | 2,50+0,43 | 2,67 £0,91 | 1,25 £0,50 | 1,26 +0,45 1,00
Mezofilni aerobni
bakterie 3,89 £0,19 | 427+£0,64 | 400+00 |3,55 £0,38 | 3,59+0,59 | 4,93 +0,79
Aerobni sporulujici
bakterie 3,87+0,82 | 3,47 £1,06 | 255+0,35 | 2,42 +1,04| 2,04+147 [2,95 +£1,82
Listeria monocytogenes
(/25 9) negativni negativni negativni negativni negativni negativni
Salmonella spp.(/25 g) negativni negativni negativni negativni negativni negativni
Clostridium spp. pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni negativni negativni

Bacillus cereus

Po ukonéeni kultivace byl zaznamenan nejvyssi nartst Bacillus cereus ve vzorku ¢islo
jedna s obsahem 10 % cvr¢¢i mouky, V prvni Sarzi vyskyt ¢inil 2 + 0,00 log KTJ/g. U ostatnich
vzorkl nebyl piesazen limit detekce daného analytického postupu (1 log KTJ/g).

Enterobacteriaceae

Ziskané vysledky ukazuji, ze vzorky neobsahovaly bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae
nebo je obsahovaly v mnozstvi pod limitem detekce metody (1 log KTJ/g.)
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Escherichia coli

Po ukonceni kultivace vzorky neobsahovaly bakterie Escherichia coli bud’ viibec,
nebo nebyl prekrocen detekéni limit metody (1 log KTJ/g).

Kvasinky a plisné

Nejvyssi naméfené pramérné hodnoty kvasinek a plisni (2,67 = 0,91 log KTJ/g) byly
ve vzorku €. 3. Ve vSech vzorcich s obsahem 10 % cvrééi mouky kromé jedné Sarze byly
naméteny hodnoty vyssi nez 2 log KTJ/g. Naopak u vzorkii s obsahem 20 % a 100 % cvrcéi
mouky, dosahoval této hodnoty pouze jeden vzorek v jedné sarzi.

Po provedeném statistickém vyhodnoceni byl mezi vzorky s obsahem 10 % a 20 %
cvréél mouky zaznamenan statisticky vyznamny rozdil (P = 0,005) a mezi vzorky ty¢inek
s 10 % mouky a samotnou cvrééi moukou byl statisticky vyznamny rozdil (P = 0,013).

—

Obrazek 5 Plisné¢ vzorek €. 2, vzorek €. 3, vzorek ¢islo 1 — houby s hyfy a fruktifika¢nimi
organy (zvétSeni 200x) (Foto: Autor 2021)

Mezofilni aerobni bakterie

Nejvyssi narGst mezofilnich aerobnich bakterii byl zaznamenan ve vzorku ¢&islo 1
(10 % cvréci mouky), ktery Vv prvni Sarzi obsahoval <7 log KTJ/g. Nejvyssi pramérné hodnoty
namétené hodnoty 3,55 + 0,38 log KTJ/g byly ve vzorku ¢. 4.

Po provedeném statistickém vyhodnoceni byl mezi vzorky ty€inek s 20 % mouky
a samotnou cvré¢i moukou zaznamenan statisticky vyznamny rozdil (P = 0,009).
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Aerobni sporulujici bakterie

Nejvyssi naméfena hodnota byla ve vzorku Cislo 1 v prvni Sarzi, ktery se fadi
k vyrobktim s obsahem 10 % cvrcei mouky, jeho obsah byl 4,76 + 0,06 log KTJ/g. Primérné
hodnoty tyCinek s obsahem 10 % cvré¢i mouky se pohybovaly od 2,55 log KTJ/g
do 3,87 = 0,82 log KTJ/g. Primérné hodnoty tyc¢inek s 20 % cvréci mouky byly v rozsahu
od 2,04 az 2,42 + 1,04 log KTJ/g. Primémé hodnoty samotné cvrééi mouky byly
2,95 + 1,82 log KTJ/g.

Koagulaza pozitivni stafylokoky

Pocet koagulaza pozitivnich stafylokokti byl mensi nez 1 log KTJ/g ve vsech
testovanych vzorcich. Staphylococcus aureus nebyl ani u jednoho vzorku, jak bylo prokazano
provedenym konfirma¢nim testem Staphylase test kit (Oxoid), kde nedoslo ke shlukovani
suspenzi testovanych bungk.

Obrazek 6 Konfirmacni test Staphylase test kit (Oxoid) (Foto: Autor, 2021)

Listeria monocytogenes

Ani v jednom vzorku nebyla detekovana Listeria monocytogenes.

Salmonella spp.

Po skonceni kultivace byly na SS agaru sledovany svétlé kolonie s cernym stfedem
pfipominajici kolonie salmonel. Ty byly odebrany a nasledné€ byl proveden aglutina¢ni test
pomoci soupravy Salmonella Test Kit (Oxoid™). Po provedeni tohoto testu se neobjevila
srazenina u zadného testovan¢ho izolatu, reakce byla negativni, tudiZ bylo zjisténo, ze zadny
ze vzorkl neobsahoval bakterie rodu Salmonella.

Piitomnost Clostridium spp.

Pozitivni pfitomnost klostridii byla zjiSténa ve 3 vzorcich. VSechny tyto vzorky patfily
do skupiny ty¢inek s obsahem 10% cvrcéi mouky. Z medii pro Clostridium spp. byly
po kultivaci vybrany pravdépodobné kolonie. Podle metodiky, ktera byla popsana vyse, byla
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provedena identifikace mikroorganismii pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie
(Tabulka 9).

Prvni vzorek byl pozitivni u jedné ze tii Sarzi. Druhy vzorek byl pozitivni u dvou ze tii
Sarzi. Tteti vzorek byl pozitivni u jedné ze dvou Sarzi. VSechny tyto vzorky obsahovaly 10 %
cvrééi mouky. V Sesti piipadech byla zaznamenana identifikace s vysokou mirou jistoty
u bakterialniho druhu Clostridium sporogenes. Nejvyssi identifikaénim skore 2,27 bylo
identifikovano ve vzorku €. 2.

Tabulka 9 Bakterialni druhy a jejich identifika¢ni skore, stanoveno pomoci MALDI-TOF
hmotnostni spektrometrie

Cislo vzorku Identifikovany druh Skore
Vzorek 1 Clostridium sporogenes 1,93
Vzorek 1 Clostridium sporogenes 2,16
Vzorek 1 Clostridium sporogenes 2,26
Vzorek 1 Clostridium sporogenes 2,16
Vzorek 2 Clostridium sporogenes 2,27
Vzorek 2 Clostridium sporogenes 1,97
Vzorek 2 Clostridium sporogenes 2,27
Vzorek 3 Clostridium sporogenes 2,06

Nejvyssi zaznamenané hodnoty

Tabulka ¢. 10 s nejvy$§imi naméfenymi hodnotami v porovnani s doporucenymi
limitnimi hodnotami.

Tabulka 10 Maximalni namé&fené a limitni hodnoty (Ministerstvo zemédélstvi CR, 2018)

Maximalni | Maximalni
Parametr Jednotka naméiena limitni
hodnota hodnota

Bacillus cereus Log KTJ/g 2 3
Enterobacteriaceae Log KTJ/g <1 2
Escherichia coli Log KTJ/g <1
Koagulaza pozitivni stafylokoky Log KTJ/g <1
Staphylococcus aureus Ptitomnost/g 0 0/1g
Mezofilni aerobni bakterie Log KTJ/g <7 5
Aerobni sporulujici bakterie Log KTJ/g 4,76
Kvasinky a plisné Log KTJ/g 2,7
Salmonella Pfitomnost/25g 0 0/25¢
Listeria monocytogenes Pfitomnost/25g 0
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6 Diskuze

Bacillus cereus

Grabowski et al. (2017) uvadi, ze Bacillus cereus je patogen, ktery miize zptisobit otravu
jidlem. N¢které kmeny produkuji toxiny, které zptisobuji zvraceni nebo prajem (> 6 log KTJ/g).
B. cereus je vysoce tepelné odolny a muze prezivat pasteraci. Pokusy ukazaly, ze pocet bacili
suseného hmyzu zavisi, stejné¢ jako u jinych potravin, do zna¢né miry na kombinaci teploty
a Casu. Metoda tyndalace po vysusSeni zcela eliminovala pocty téchto bakterii (Grabowski et al.,
2017). EFSA (2016) zvefejnil, nutnost sledovat Bacillus cereus a dalsi kmeny Bacillus
Vv potravinafskych vyrobcich Potraviny ve stavu uréeném ke konzumaci by nemély presahovat
hodnoty 3 resp. 5 log KTJ/g (Evropska komise, 2011) Fasolato et al. (2018) ve své studii
0 zpracovaném jedlém hmyzu uvedl bezpe¢nostni prahovou hodnotu 5 log KTJ/g. V této studii
se u 25 % analyzovanych vzorkl pocty B. cereus pohybovaly v rozmezi od 4 do 6,6 log KTJ/g
(Fasolato et al., 2018).

V této praci byl zaznamenan nejvys$si narist Bacillus cereus ve vzorku ¢islo jedna
V prvni Sarzi, vyskyt ¢inil 2 + 0,00 log KTJ/g. Ostatni vzorky dosahovaly 1 + 0,00 log KTJ/g
améng. Dle vySe uvedenych prahovych hodnot nebyly piekro¢eny hrani¢ni hodnoty pro vyskyt
B. cereus.

V dtsledku nevhodného skladovani mtize pocet B. cereus riist na nepfijatelné trovné vyssi
nez 5 log KTJ/g (Fasolato et al., 2018).

Enterobacteriaceae

Doporuc¢ena mikrobiologicka kritéria pro Enterobacteriaceae vychazejici evropskych
pravnich predpisti, maximalni limitni hodnota je 2 log KTJ/g (Evropska komise, 2011).

Ve studii mikrobioty prodavaného zpracovaného jedlého hmyzu, ve které byli cvréci
podrobeni mikrobiologické analyze, dosahovaly Enterobacteriaceae hodnot mensich
nez 2 log KTJ/g u vSech vzorki (Garofalo et al., 2017) a spliiovaly tak hrani¢ni hodnoty, stejné
jako v této bakalatské praci, kde veskeré zaznamenané hodnoty testovanych vzorkd obsahovaly
méné nez 1 log KTJ/g.

Dle studie zpracovaného jedlého hmyzu, byly bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae zabity
béhem 5 minut varu u vsech druhii testovaného hmyzu. Prazeni v$ak dostate¢né neeliminovalo
ptitomné Enterobacteriaceae, tomu vSak mize pomoci blansirovani hmyzu ve vrouci vodé
pro n¢kolik minut pted prazenim (Klunder et al., 2012).

Escherichia coli
Ve studii, ktera vyhodnocovala bakteridlni pocty zpracovanych vzorki hmyzu
ve srovnani S prahovymi hodnotami Escherichia coli ptedlozenymi Belgii a Nizozemskem,

uvadi hodnotu Escherichia coli <1 log KTJ/g. Vsechny testované vzorky Vv této studii splnily
kritérium Escherichia coli <1 log KTJ/g. (Grabowski et al., 2017) V této bakalaiské praci byl

39


https://www.bezpecnostpotravin.cz/az/termin/76458.aspx

po ukonceni kultivace u vSech testovanych vzorkd zaznamenan nartist Escherichia coli méné
nez 1 log KTJ/g. Coz také spliiuje uvedené limitni hodnoty Escherichia coli (<1 log KTJ/g).
Dle Fernandez-Cassi et al. (2019) byly tyto patogeny detekovany kultivaénimi
metodami u hmyzich produkti pouze prilezitostné. Escherichia coli, ktera se bézn¢ pouziva
k hodnoceni kontaminace vody a potravin, se nezda byt vyznamnou soucasti mikrobioty cvrékd.
Ani citlivéjsi techniky, jako jsou metagenomické studie nezjistily pritomnost Escherichia coli.
Pokud je vSak ptitomnost bakterii Escherichia coli v jedlém hmyzu zaznamenana,
pravdépodobné je to disledek pouzité kontaminované vody, jak uvadi Ali et al. (2010).

Koagulaza pozitivni stafylokoky a Staphylococcus aureus

V provedenych analyzach hmyzich produkti nebyly ve vsech testovanych vzorcich
detekovany koaguldza pozitivni stafylokoky nebo byl jejich pocet pod detekénim limitem
(1 log KTJ/g). Staphylococcus aureus nebyl prokazan ani u jednoho vzorku, limitni hodnoty
tedy nebyly ptfesazeny.

Tuto skuteénost potvrzuji i dalsi provedené studie. Fasolo et al. (2018)
uvadi v provedené studii na zpracovany jedly hmyz, nebyl zaznamenan S. aureus v zadném
vzorku. Dalsi studie, v niz byl proveden mikrobiologicky rozbor zpracovanych jedlych hmyzich
produktti, uvadi, ze vSechny nalezené stafylokoky byly negativni na koagulazu a tudiz
neobsahovaly S. aureus. Tato absence muze byt zplsobena efektivnim zpracovanim,
ale pruzkum syrového hmyzu, zaznamenal stejné vysledky. Tudiz moderni techniky chovu
mohou také zabranit $ifeni téchto patogeni (Grabowski et al., 2017).

Kvasinky a plisné

Kvasinky a plisné jsou béZnou soucasti mikrobioty jedlého hmyzu. Jsou
to vSudypfitomné organismy, které jsou schopny produkovat spory a mohou se snadno S§ifit
v prostfedi a kontaminovat tak potravinové produkty. Zpusobuji kazeni produktu, mohou
zpusobovat zmény barvy a chuti, sniZuji nutri¢ni vlastnosti a trvanlivost vyrobku. Houby jsou
hlavnimi organismy odpovédnymi za znehodnocovani potravin. N&které druhy plisni jsou navic
patogenni a mohou produkovat toxiny a mykotoxiny (Garofalo et al., 2019). V jedlém hmyzu
se obvykle vyskytuji plisné rodu Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Fusarium a Candida
(Schliter et al., 2017). Jeden z hlavnich vlivi, ktery se podili na koncentraci kvasinek a plisni,
je prostedi, ve kterém je hmyz chovan (EFSA, 2015). Na zaklad¢ analyzovanych védeckych
studii Cerstvy jedly hmyz obsahoval 1,4 - 7,2 log KTJ/g kvasinek a plisni. Naopak zpracovany
(suseny a tepelné oSeteny) jedly hmyz obecné vykazoval nizsi hodnoty, coz naznacuje Gi¢innost
nékterych oSetfeni pii snizovani mikrobialni kontaminace téchto novych potravin (Garofalo et
al., 2019).

Ve svém vyzkumu prodavaného zpracovaného jedlého hmyzu uvedli Garofalo et al.
(2017), Ze nejvyssi pocet kvasinek byl naméten u zpracovanych cvrckt 5,10 + 0,20 log KTJ/g,
ostatni vzorky hmyzu vykazovaly pocty <2 log KTJ/g. Pocty plisni byly nejvyssi v cvréci
mouce (3,10 £ 0,02 KTJ/g) (Garofalo et al., 2017).
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V porovndni s témito vyzkumy byly v praktické ¢asti této bakalarské prace namétreny
nizs$i hodnoty, protoze nejvyssi hodnota 2,8 + 0,01 log KTJ/g byla naméfena u vzorku ¢&. 2
s obsahem 10% cvré¢i mouky.

Mezofilni aerobni bakterie

Doporucéené mikrobiologické kritérium u mezofilnich aerobnich bakterii je 5 log KTJ/g
(Evropska komise, 2011) Na zaklad¢ védeckych studii cerstvy jedly hmyz obvykle obsahuje
vysoké pocty aecrobnich mezofilnich bakterii (3,6 - 9,4 log KTJ/g) (Garofalo et al., 2019). Prave
tato skutecnost mize byt divodem, pro¢ byly v praktické ¢asti této prace naméieny hodnoty,
ptekracujici hrani¢ni hodnoty pro aerobni mezofilni bakterie. U dvou zpracovanych vyrobkl
byly naméfeny vyssi hodnoty nez 5 log KTJ/g. Hodnota <7 log KTJ/g byla naméfena u vzoru
¢islo 1 (10 % cvrcéi mouky) v prvni Sarzi. Druha nejvyssi hodnota byla naméfena v cvréci
mouce, ve vzorku ¢islo 6 v prvnim Sarzi, Vv némz bylo 5,76 + 0,59 log KTJ/g. Klunder et al.
(2012) vsak udavaji, Ze tepelné oSetieni znacné snizuje pocty mezofilnich bakterii, coz dokazal
vyzkum tepelného opracovani cvréka domaciho. Cerstvy hmyz obsahoval 7.2 log KTJ/g,
vafeny pouze 1,7 log KTJ/g, coz znazoriiuje vliv tepelného oSetfeni na mikrobiologickou
kvalitu vyrobkt z hmyzu.

Davodem, pro¢ byly namétené vyssi hodnoty mezofilnich bakterii, tak mohou byt
pfidané ptichuté nebo doba trvanlivosti vyrobku, kterd ma vliv na pocty bakterii, jak uvadi
Klunder et al. (2012) ve svém vyzkumu. Avsak primérna hodnota ve vSech vzorcich nebyla
ptekroCena. Porovnani s dal§imi vyzkumy, ve studii mikrobioty proddvaného zpracované¢ho
jedlého hmyzu, byl naméfen relativné nizky pocet celkovych mezofilnich aerobl ve vSech
studovanych Sarzich hmyzu. Nejvyssi pocty byly hlaSeny v cvréei mouce (4,80 + 0,06 log KTJ
g) (Garofalo et al., 2017). Osimani et al. (2017) uvadi mikrobialni poéty vzork prodaného
suseného jedlého hmyzu. nejvyssi celkové pocty mezofilnich aerobd byly naméteny také
v cvré¢i mouce 5,0 £ 0,05 log KTJ/g.

Aerobni sporulujici bakterie

Pfitomnost bakterii vytvarejicich spory v potravinach ptedstavuje vazny problém.
Mohou produkovat endospory, které¢ jsou odolné vici teplu, dehydrataci, zafeni a chemikaliim,
a proto je obtizné je eliminovat. V ptipad¢€, Ze je potravina nespravné uvarena, chlazena
a skladovana, mohou spory vykli¢it a mnozit se (Garofalo et al., 2019). Hanboonsong et al.
(2014) ve své studii o jedlém hmyzu uvadi bezpecny limit pro aerobni sporulujici bakterie
5 log KTJ/g. Také uvadi, Ze v prazenych cvrécich byla namétena hodnota bakterii vytvarejicich
spory 3 log KTJ/g. V mikrobiologickém rozboru v praktické casti byla nejvyssi namétena
hodnota ve vzorku ¢islo jedna, ktery se fadi k vyrobkiim s obsahem 10 % cvrééi mouky, jeho
obsah byl 4,76 + 0,06 log KTJ/g. Garofalo et al. (2019) uvadi podobné hodnoty bakterii
vytvarejicich spory Vv rozboru cvré¢éi mouky 5,5 log KTJ/g.
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Salmonella spp. a Listeria monocytogenes

Patogenni bakterie L. monocytogenes a Salmonella spp. nebyly identifikovany

v zadném analyzovaném vzorku. Tento vysledek se shoduje s provedenymi vyzkumy, kde také
nedoslo k jejich identifikaci (Fasolato, 2018; Garofalo, 2017; Grabowski, 2017).

Piitomnost Clostridium spp.

Ve vyzkumu sporotvornych bakterii v potravinach na bazi hmyzu byl rod Clostridium
detekovan pouze sporadicky (Osimani et al., 2021). V dalsi studii, ktera se zabyvala
mikrobiotou prodavaného zpracovaného jedlého hmyzu byl rod Clostridium nalezen s nizkou
Cetnosti (Garofalo et al., 2017).

V praktické ¢asti byla zjisténa pritomnost Clostridium téméft u 3 vzorkd., avsak metodou
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie byl identifikovan pouze Clostridium sporogenes.
Clostridium sporogenes je fenotypicky podobny ostatnim ¢lenim svého rodu C. difficile
a C. botulinum, ale postrada schopnost produkovat neurotoxin botulinum, ktery zpisobuje
onemocnéni ¢lovéka. Proto je C. sporogenes klasifikovan jako neskodny organismus (Kubiak
etal., 2015).
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7 Zavér

V této bakalafské praci byly zkoumdny patogenni bakterie ve vyrobcich z jedlého
hmyzu. K rozboru byly vybrany vyrobky s riznym procentualnim obsahem cvr¢¢i mouky. Tyto
vyrobky musi spliiovat mikrobiologické pozadavky, stejn¢ jako ostatni potraviny. Proto
je dilezité dodrzovat vSechna hygienicka kritéria pfi chovu, zpracovani a skladovani jedlého
hmyzu tak, aby vyrobky dosahovaly co nejlepsi mikrobialni kvality.

Z analyzy produktd s obsahem cvrc¢i mouky byla zjisténa u nékterych Sarzi pritomnost
rodu Clostridium spp. Také byla zjisténa piitomnost Bacillus cereus, aerobni sporulujici
bakterie a kvasinky a plisné, jejich pocty vSak neptekrocCily limitni hodnoty. Pocty
Enterobacteriaceae a Escherichia coli byly mensi nez 1 log KTJ/g. Ve vzorku 1 a 6 v jedné
Sarzi byly limity pro aerobni mezofilni bakterie pifesaZeny, avSak priimérné namétené hodnoty
mezofilnich aerobnich bakterii neptekrocily doporucenou mikrobiologickou limitni hodnotu.
U patogennich bakterii Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes a Salmonella spp.
nedoslo k jejich prikazu.

Cil bakalatské prace zjistit vyskyt bakterii ve vyrobcich z jedlého hmyzu, byl splnén.

Vyrobky z jedlého hmyzu pifevazné spliuji pozadavky na né kladené z hlediska
mikrobiologické kvality. Hypotéza této prace byla z velké Casti, ne vSak zcela, potvrzena.
K uplnému vyhovéni legislativnim pozadavkim by mohla pfispét spravnd vyrobni praxe,
ale také mikrobiologicka analyza jednotlivych komponent hmyzich ty¢inek, naptiklad ptichuti.

Jedly hmyz je diky svym nutriénim a dal§im pozitivnim vlastnostem vniman jako
perspektivni potravina, protoZe jeho obliba stale stoupa, je jisté, Ze se této nové potraving budou
vénovat dalsi studie tykajici se chovu a zpracovani jedlého hmyzu. Pozornost by méla byt
I nadale vénovana patogennim a potencialné patogennim rodtim bakterii.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symboli

CSN ISO - Ceska technicka norma, ktera zavadi do soustavy &eskych norem mezinarodni
normu ISO

CSN EN ISO - Ceska technicka norma, ktera zavadi do soustavy eskych norem evropskou
normu identickou s mezinarodni normou ISO

EFSA — European Food Safety Authority

EU — Evropska unie

FAOQO - Food and Agriculture Organization of the United Nations
KTJ — kolonie tvofici jednotky

Log — dekadicky logaritmus

SD — smérodatné odchylka

Tzv — takzvany
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13 Samostatné prilohy

Tabulka 11 Namétené hodnoty kvasinek a plisni

Cislo | 5 pakovani | KTJ | logKTJ| +SD
vzorku
1. <10? 2
1 2. 3*107? 2,48 + 0,01
3. <10 1
1. 102 2
2 2. 6,3*10? 2,8 + 0,01
3. 5,0 *10? 2,7 + 0,00
1. 2,0%10? 2,3 + 0,00
3 2. 102 2
3. 5,0 *10? 2,7 +0,00
1. <10 1
4 2. <10 1
3. 10? 2 + 0,00
4, <10 1
1. 6*10 1,78 + 0,00
5 2. <10 1
3. <10 1
1. <10 1
6 2. <10 1
3. <10 1

Tabulka 12 Naméifené hodnoty mezofilnich aerobnich bakterii

Vfgsrllfu opakovani| KTJ |logKTJ| +SD
1 <107 7

1 2. S4¥10° | 367 | +0,07
3. <10* 4
1. <10° 5

2 2. 73%10° | 382 | =0,06
3, <10° 4
; 1 <10° 4
2. <10° 4
1 <10° 4

. 2. 59%10° | 371 | 0,05

3, 20°10° | 33 | 20,00

4. 18%10° | 317 | 20,09

- 1 12%10° | 317 | 20,09
2. <10* 4

1 12%10° | 576 | 0,59

6 2. 7210° | 482 | =0,04

3, 16510° | 42 | 200l




Tabulka 13 Naméiené hodnoty acrobnich sporulujicich bakterii

Vggsrllfu opakovani | KTJ |logKTJ| +SD
1 6.4%10° | 476 | 0,06
1 2. 52¢10° | 371 | +0,01
3, 14510° | 315 | 0,03
1 21%10° | 444 | £0,02
2 2 46%10° | 362 | 0,13
3, 22102 | 234 | =00l
; 1 6,010 | 2,79 | =00l
2. 20102 | 23 | 200l
1 20°10° | 33 | 0,00
4 2. <10 1
3, 1210° | 3,08 | 001
4, 20102 | 23 | 20,00
- 1 1210° | 308 | +0,01
2. <10 1
1 18%10° | 326 | 00l
6 2. <10 1
3. 43%10° | 46 | =0,04




