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Mikrobiologicka kvalita vyrobkt z jedlého hmyzu

Souhrn

Tato diplomova prace se vénuje kvalité a bezpecnosti jedlého hmyzu z mikrobiologického
hlediska, jako mozné ekonomické a ekologické alternativé jinych Zivocisnych bilkovin. Nejprve
je zminéna soucasna legislativa hmyzu a hmyzich vyrobki s naslednym popisem nutri¢niho
sloZzeni a obsahem makroZivin i mikrozZivin cvrécka domaciho (Acheta domesticus) a larev
potemnika moucného (Tenebrio molitor). V ndvaznosti na sloZeni nutrientl jsou popsana
rizika konzumace, a to z hlediska chemického, biologického a predevsim mikrobiologického.
Mikrobiologii jedlého hmyzu je vénovana samostatna kapitola, v které jsou popsany nejcastéji
se objevujici bakterie, které hmyz mizZe obsahovat pfirozené, nebo jimi byt kontaminovan,
s navazujicim problémem zajiSténi potravinové bezpecnosti potravin zjedlého hmyzu
a eliminace rizikovych bakterii pomoci zpracovatelskych technologii.

V praktické casti bylo cilem potvrdit vyskyt Casto se objevujicich bakterii jedlého hmyzu
v potravinach s pridavkem cvrééi mouky ci celych cvrckl domacich. Celkem bylo testovano 20
vzork(l ze 7 kategorii vyrobkl, pficemz byly v prvni ¢asti pouzity klasické kultivaéni metody
podle standardnich postupl a platnych technickych norem a ve druhé casti probéhla po
kultivacnim stanoveni identifikace pomoci konfirmacnich testd a MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie u vybranych parametr(.

Vysledkem mikrobiologické analyzy je potvrzeni pfitomnosti 5 z9 mikrobiologickych
ukazatell. Nejéetnéjsi skupinou jsou mezofilni aerobni bakterie, které byly detekovany ve
vsech vyrobcich, vyjma jednoho vzorku, v rozmezi 3,60-8,43 log KTJ/g, nejvice jich obsahovala
kategorie celi prazeni cvréci spramérnou hodnotou 7,45 + 0,43 log KTJ/g. DalSimi
detekovanymi skupinami mikroorganismu jsou kvasinky a plisné, které se objevily u 9 z 20
vzorkll vrozmezi 1,00-3,68 log KTJ/g a nejvétsi zastoupeni mély u proteinovych krekrd
s pridavkem cvrcéi mouky (2,50 *+ 1,29 log KTJ/g). V poloviné analyzovanych vyrobkl se
objevily i aerobni sporulujici bakterie s nejvyssi hodnotou 4,58 log KTJ/g u prazenych cvrcka,
u kterych rovnéz byl detekovan nejvyssi narast Bacillus cereus s hodnotou 4,18 log KTJ/g. Mezi
zbylymi 4 druhy &i skupinami mikroorganismu, jez byly naméreny pod limitem detekce nebo
vysly negativni, jsou Enterobacteriaceae, bakterie Escherichia coli, Staphylococcus aureus
a Salmonella spp.

Z provedenych mikrobiologickych analyz lze usoudit, Ze ne vSechny analyzované vyrobky
jedlého hmyzu vyhovuji hodnotam vyzadovanym legislativou a je tfeba se vice zaméfit na
jejich mikrobiologickou kvalitu.

Klicova slova: mikrobiota, nové potraviny, bakterie, potraviny nového typu



Microbiological quality of edible insect products
Summary

This thesis studies quality and safety of edible insect from microbiological point of view, as a
possible economic and ecological alternative to other animal protein. Firstly the current
legislation on edible insect and edible insect’s products is mentioned, followed by description
of the nutritional composition included macronutrient and micronutrient content of the house
cricket (Acheta domesticus) and mealworm larvae (Tenebrio molitor). In addition of the
nutrient content the risks of consumption, by biological, chemical and mostly microbiological
point of view are described.

For microbiology of edible insect, the separate chapter is dedicated, in which the most
frequently occurring bacteria that insect may contain naturally or be contaminated with are
described. Also, the issues of ensuring the food safety from edible insects and the elimination
of hazardous bacteria using processing technologies are listed.

Aim of the practical part of this thesis was to confirm the occurrence of frequently appearing
bacteria of edible insect in foods with the addition of cricket flour or whole cricket bodies.
A total of 20 samples from 7 product categories were tested. The classic cultivation methods
according to standard procedures and valid technical standards were used and for the
confirmation of taxonomic identification, the biochemical tests or MALDI-TOF mass
spectrometry was used.

The results of the microbiological analysis confirmed the presence of 5 out of 9 microbiological
parameters. The most numerous group is mesophilic aerobic bacteria, which were detected
in all products, except one sample, in the range of 3,60-8,43 log CFU/g, the most of them
detected in the category of whole roasted crickets with an average value of 7,45 + 0,43 log
CFU/g. Other detected groups of microorganisms are yeasts and molds, which appeared in
9 out of 20 tested samples in the range 1,00-3,68 log CFU/g, and were mostly in protein
crackers with the addition of cricket flour (2,50 + 1,29 log CFU/g). Aerobic spore forming
bacteria appeared in half of the analyzed products with the highest value of 4,58 log CFU/g in
whole roasted crickets, in which the highest counts of Bacillus cereus with a value 4,18 log
CFU/g was also detected. Enterobacteriaceae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
Salmonella spp were not detected in tested samples.

From the results it out can be concluded, that not all analyzed products comply with the values
required by food safety legislation and thus more attention should be paid to their
microbiological quality.

Keywords: microbiota, novel food, bacteria, new food
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1 Uvod

Celosvétovy narlist poptavky po mase, jako hlavnim zdroji bilkovin, se neustale zvySuje v pfimé
korelaci se vzrlstajicim zalidnénim na planeté Zemi. To vzhledem k omezené plose pudy
vyuZitelné pro chov a pastviny vSech hospodarskych zvifat predstavuje v blizké budoucnosti
problém, i s ohledem na udrzitelnost produkce a ochranu Zivotniho prostfedi. Na prelomu
tisicileti se zacalo zintenziviiovat hledani vhodnych alternativnich zdroj(i, které by zajistily
dostatek energie a dostatek plnohodnotnych bilkovin pro lidi na celém svété. Jednim z velmi
efektivnich, ekologickych a ekonomickych zdroju se jevi pravé jedly hmyz.

Ten je v nékterych, pfedevsim vychodnich zemich a kulturach, konzumovan jiz po tisice let,
postupné vsak o tuto alternativu vzrista zdjem i v zapadnim svété a Evropé. | kdyzZ v posledni
dobé popularita jedlého hmyzu stoupa, neni nékterymi konzumenty pfijiman hlavné kvali
vizudlnimu dojmu z celych hmyzich tél, a proto se zavadéni jedlého hmyzu do jidelni¢ku
provadi spiSe ve formdach rozemletého hmyzu do moucek a jako ingredience do béiné
konzumovanych potravin jako jsou pecivo, susenky, slané snacky a dalsi.

Jedly hmyz tedy predstavuje potravinu s obrovskym potencidlem, jelikoZ ma priblizné stejny
obsah bilkovin a sloZzeni aminokyselin jako konvencéni maso. Navic je nenaro€ny na vyuZziti pudy
a ma schopnost transformovat nizko hodnotné organické slouceniny na vysoce hodnotné
bilkoviny. Je vSak tfeba brat v potaz i bezpecnost potravin spojenou s konzumaci jedlého
hmyzu, ktery mlze byt kontaminovan nezadoucimi chemickymi a biologickymi latkami, z nichz
nejvétsi problém predstavuji patogenni mikroorganismy, ¢i toxické latky.

V této diplomové praci je popsana historie konzumace hmyzu a jeho nutricni slozeni,
nasleduje otazka bezpecnosti konzumace jedlého hmyzu a jeho mikrobiologické hledisko
véetné postupu zpracovani hmyzich tél. Prakticka ¢ast je zamérena na mikrobiologicky rozbor
raznych druh( potravin s pfidavkem hmyzi mouky, hmyziho proteinu ¢i o celd hmyzi téla
uréena k pfimé konzumaci.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace bude testovani vyrobk( obsahujicich pridavek jedlého hmyzu z hlediska
mikrobiologické kvality. Testovany budou hlavné tycinky a téstoviny s pfidavkem hmyzi
moucky a samotna hmyzi moucka.

Hypotézou je, Ze vyrobky budou obsahovat v ur¢itém mnoZstvi nezadouci mikroorganismy,
které byly predtim pozorovany v jedlém hmyzu, a to v zavislosti na stupni opracovani, coz
bude v praci nélezité diskutovano
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3 Literarni reSerse

3.1 Konzumace hmyzu

Jednim z nejstarsich spojeni ¢lovéka s hmyzem je pravé jeho vyuZiti jako zdroje potravy,
obecné zndmé jako entomofagie, ktera ma plvod z rfectiny ze slov “éntomon” (hmyz)
a “phagein” (k jidlu). Ta dfive byla definovana jako konzumace hmyzu jakymikoli organismy,
dnes uZ se pouziva predevSim k oznaceni lidské spotfeby hmyzu, konkrétnéji jako
antropoentomofagie. Ackoli pro evropskou populaci se jednd o doposud ne pfili§ znamou
a bé&Znou soucast jidelnicku, na celém svété hmyz konzumuje vice nez 2 miliardy lidi ve vice
nez 130 zemich. Kulinafska Uprava a vyuziti jedlého hmyzu se lisi na zakladé riznych socidlné
kulturnich preferenci, spole¢né ale maji to, Ze se jednd o vyborny zdroj makronutrientd
i mikronutrient(l (Costa-Neto & Dunkel 2016).

Kromé dobrych nutri¢nich hodnot upoutal jedly hmyz pozornost také diky ekologickym
a ekonomickym vyhodam. Vyzkumné a regulaéni organy povazuji hmyz za potravinu
budoucnosti nejen z hlediska levnéjsi nahrady Zivocisnych bilkovin, ale i z hlediska nizkého
dopadu na Zivotni prostredi. Chov hmyzu za Gcelem ziskani potravy mlize pomoct snizeni emisi
sklenikovych plynQ, zlepSeni stavu znecisténé vody a k poklesu vyuziti pldy pro pastviny
(Raheem et al. 2019). Vzhledem k tomu, Ze nékteré druhy jsou zaroven zemédeélskymi skidci,
pomohla by jejich likvidace za potravinarskymi ucely ke snizeni pouziti pesticid(i, které mohou
mit v mnoha ptipadech Spatny dopad na lidské zdravi. To celé se mlze zdat jako idedlni, pfesto
jsou zde stale prekazky v podobé moiné pritomnosti patogennich mikroorganisma,
antinutricnich faktor(, alerginicity a odmitanim hmyzu a hmyzich vyrobk( mnoha spotrebiteli
(Patel et al. 2019).

3.1.1 Historie

Duikazy o konzumaci hmyzu sahaji az do davného pravéku, kdy lidé jeSté neznali nastroje pro
lov a sbér potravy, byl pfevaznou soucasti zakladni obzZivy. Tyto pravéké dikazy se uchovaly
na zakladé lidskych koprolitli, tedy zkamenélych exkrementl obsahujici zbytky tél mravencd,
larev broukd a dalSich druhG hmyzu (Govorushko 2019). Yi a kolektiv (2010) ve své studii
uvadéji, Ze hmyz byl béZné konzumovan jiz 3200 let pfed nasim letopoétem ve starovéké Cing,
konkrétné se jednalo o chov bource morusového a naslednou konzumaci jejich kukel.

Prvni pisemné zaznamy o entomofdgii pochazi ze Stfedniho Vychodu pfiblizné 800 let pred
nasim letopoc¢tem, kde sluhové na kralovskych hostindch podavali kobylky nabodnuté
na $pejlich. Z evropské historie existuji prvni zminky z Recka, kdy filozof Aristoteles kolem roku
350 pred nasim letopoltem vjednom ze svych dél popisuje, jak lidé povazuji cikady
za pochoutku a detailné popsal, za jakych podminek chutnaji nejlépe (van Huis et al. 2013).
Ze starovékého Rima pochazi zdznam od pfirodovédce Plinia star$iho, ktery popsal pokrm
zvany “cossus”, predstavujici s nejvétsi pravdépodobnosti zpracované larvy tesafika

11



Cerambyx cerdo, ktery v té dobé povaZovali za potravinu srovnatelnou s jinak bézné
konzumovanym masem. Plinius ve svém spisu dokonce uvadi, Ze tesafici byli vykrmovani
moukou a vinem, za Ucelem zdokonaleni jejich chuti (Costa-Neto & Dunkel 2016).

Za zakladatele moderniho studia hmyzu je povaZovan italsky prirodovédec Ulisse Aldovandi,
ktery se ve svém dile ,De Animalibus Insectis Libri Septem” z roku 1602 vénuje historii
entomofagie a zaroven pozorovanim hmyzu jako potencidlnim zdroji pro lidskou vyZivu (van
Huis et al. 2013). Novodoby védecky vyzkum se od 80. let minulého stoleti rozsifil predevsim
o spravnou identifikaci druht, nutri¢niho slozeni jednotlivych druhl a efektivni hospodareni
za UCelem zabezpeceni potravinové bezpecnosti. V poslednich letech se konzumace hmyzu

vvvvvv

et al. 2018).

3.1.2 Legislativa

Jak jiz bylo zminéno, hmyz a vyrobky z hmyzu nejsou doposud v Evropé béZnou soucasti
jidelnicku, a proto spadaji pod nafizeni vztahuijici se pro tzv. nové potraviny (novel foods), coz
jsou takové, které nebyly pred datem 15. 5. 1997 ve vyznamné mife konzumovany v zemich
Evropské unie (EFSA, 2018). Kazdy druh hmyzu pred uvedenim na trh prochdazi hodnocenim
bezpecnosti a schvalovacimi procesy a na evropské Urovni se fidi podle Nafizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) 2015/2283 o novych potravinach a novych slozkach potravin vydaného
25. listopadu 2015, které bylo specidlné upraveno scilem nové definovat postupy pro
posuzovani a uvadéni novych potravin na trh. Rovnéz stejné nafizeni stanovilo ve ¢lanku 35
odstavce 2 tzv. “prechodné obdobi”, umoznujici legalizovat vSechny potraviny, které nebyly
obsahem plvodniho nafizeni (Nafizeni ES ¢. 258/1997), ackoli byly na trh uvedeny v souladu
s pravnimi predpisy. Na zakladé narodnich vyjimek se dostaly nékteré druhy hmyzu na vnitini
trh Evropské unie a byly podle ¢lanku 35 nafizeni (EU) ¢. 2015/2283 od 1.1.2018 legalizovany
pro trh nékterych ¢lenskych statll. Momentalné je v ramci tohoto pfechodného opatreni
Nafizeni (EU) & 2015/2283 mozné v Ceské republice uvadét na trh celd & mletd téla jako
potravinu u druh( v Tabulce €. 1. Konkrétni druhy, které byly s platnymi pfedpisy uvedeny na
trh pred 1.1.2018 tak mohou byt uvadény na trh do doby, nez budou Komisi pfijaté vSechny
zadosti o povoleni nové potraviny daného druhu. Z toho vyplyvd, Ze moznost uvadéni danych
druht hmyzu v rdmci pfechodného opatreni je omezen3, jelikoz po schvaleni viech podanych
zadosti prechodné obdobi daného druhu ztraci platnost.
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Tabulka & 1: Druhy hmyzu moZné uvddét na trh v Ceské republice podle pfechodného
opatreni Narizeni (EU) ¢. 2015/2283

Druh hmyzu Latinsky nazev Vyvojové stadium
Cvréek domaci Acheta domesticus imago, larva
Potemnik stajovy Alphitobius diaperinus larva
Sarance stéhovava Locusta migratoria imago, larva
Potemnik moucny Tenebrio molitor larva

(Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) 2015/2283)

Ktomu vroce 2018 Ministerstvo zemédélstvi zpracovalo pfirucku o zdsadadch spravné
zemédélské a vyrobni praxe pro produkci hmyzu, kde se zabyva chovem, pozadavky na chov
hmyzu a nasledné zpracovani véetné hygieny, schvalovacich proces( a registraci vyroby
(Ministerstvo zemédélstvi 2018).

Podle novely Zakona ¢. 166/1999 Sb. o veterinarni péci je v Ceské republice moZné provozovat
hmyzi farmy za ucelem lidské spotfeby nebo k vyrobé zpracované Zivocisné bilkoviny. Roku
2015 vydal Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA) védecké stanovisko k rizikovému
profilu souvisejici s produkci a spotfebou hmyzu jako potraviny a krmiva, které se zabyva
potencidlnimi problémy spojenymi s chovanym, zpracovanym a nezpracovanym hmyzem
v celém vyrobnim procesu. Zavérem je, Ze bezpecnost jedlého hmyzu miiZe ovlivnit mnoho
faktor(: zpUsob chovu, substrat, faze sklizné, druh hmyzu, vyvojova faze a zpracovani hmyzu
(EFSA Scientific Committee 2015).

3.2 Vyzivové vlastnosti

Co se tyce vyzivovych vlastnosti, ma jedly hmyz velmi variabilni nutri¢ni hodnotu, a to hlavné
z dlvodu velké rozmanitosti a mnozstvi konzumovanych druh(. Hodnoty jednotlivych
nutrient se mohou lisit i o desitky procentnich bodu, a to dokonce v rdmci jednoho druhu. To
je dano predevsim vyvojovym stadiem, vlivem krmiva a podminkdach prostredi, ve kterém Ziji,
ale i v laboratornich metodach méreni jednotlivych nutrientd (de Castro et al. 2018). | pres
tyto rozdilnosti lze hmyz hodnotit jako vysoce kvalitni zdroj bilkovin, tuk( a zdravi prospésnych
mastnych kyselin, vitaminG a mineralnich latek (Borges et al. 2022), které jsou v této kapitole
blize rozepsany.

3.2.1 Makronutrienty

3.2.1.1 Bilkoviny

Hlavni dominantou jedlého hmyzu je predevsim bohaté zastoupeni bilkovin, ackoli se, jak jiz
bylo zminéno, jejich obsah mlze velmi lisit. Bylo zjisténo, Ze primérny obsah bilkovin v susiné

13



hmyzu bez tepelnych Uprav se pohybuje v rozmezi od 35 % do 61 % u rlznych druh( (Liceaga
2022), jak je zobrazeno na Obrazku ¢. 1. Kohler a kolektiv (2019) zkoumali predevsim profil
jednotlivych aminokyselin, jez jsou zakladnimi stavebnimi prvky bilkovin. Ve své studii uvadeéji,
Ze ve vzorcich bézné konzumovanych druh hmyzu se nachazi az 18 z celkovych 20 existujicich
proteinogennich aminokyselin. Vysledny profil aminokyselin navic z 10-30 % obsahuje
vSechny esencidlni aminokyseliny, tedy takové, které si lidské télo neumi samo syntetizovat.
Jednad se o histidin, isoleucin, leucin, lysin, methionin, fenylalanin, threonin, tryptofan a valin
(Lange & Nakamura 2021).

Obrdzek ¢. 1: Prumérny obsah bilkovin jedlého hmyzu v susiné.

Primerny obsah bilkovin
{% v susine)

| | 61%
55%
o e 49% 48% 46% 45%

Blatades  Caleaoters iplera  Hemiplers  Hymenaplers Lepidapfers Odonala  orifapiers
Svabi Brouci Dvoukridli  PleStice Blanckridl Motyli vatky  Rownoknidli

Upraveno podle Liceaga (2022)

Lze fict, Ze potencidl hmyzu je v této oblasti velmi vysoky. Co se tyka celosvétové spotieby
bilkovin na osobu, v rozvinutych zemich se pohybuje okolo 96 g/den, zatimco v rozvojovych
zemich 56 g/den a v nejchudsich zemich jesté méné. Zastoupeni prijmu Zivocisnych bilkovin je
v bohatsich zemich 65 % celkové spotieby a v chudsich pouze 15 % (Belluco et al. 2013). Jelikoz
nékteré legislativné schvdlené druhy jedlého hmyzu mohou prevySovat obsah bilkovin
v porovnani s bézné konzumovanymi masnymi vyrobky (Raheem et al. 2019), mohly by
poskytnout i cenny a levny zdroj vysoce stravitelnych bilkovin a vyrazné tak zlepsit nutricni
kvalitu lidské stravy po celém svété (Lange & Nakamura 2021). Pro predstavu je v Tabulce €. 2
uvedeno primérné mnozstvi bilkovin u 2 druhl hmyzu potemnika moucéného a cvrcka
domaciho v porovnani s jinymi Zivoc¢isSnymi druhy.
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Tabulka ¢.2: Srovndni obsahu bilkovin u hmyzu a jinych konzumovanych Zivocisnych druhd.

Obsah bilkovin
Druh Nazev Faze vyvoje (g/100 g Cisté
bilkoviny)
hmyz | potemnik moucny (Tenebrio molitor) larva 14-25
hmyz | cvréek domaci (Acheta domesticus) dospélec 8-25
savci tur domdci (Bos primigenius) - 19-26
ryby | makrela obecna (Scomber scombrus) - 16—-28
koryii humr evropsky i 17-19
(Homarus gammarus)

van Huis et al. (2013)

Méreni hodnot bilkovin a aminokyselin u jednotlivych druht se provadi z hmyzi moucky. Jedna
se o vysu$end a rozemletd téla ddle resuspendovand ve vodném roztoku. Nejpouzivanéjsi
metodou pro ziskani bilkovinné frakce je alkalicka extrakce s kyselym vysrazenim bilkovin pfi
jejich hodnoté izoelektrického bodu. Vysledky jsou vsak velmi variabilni druh od druhu,
dllezitou roli hraje i pomér pevné latky a vody, hodnota pH nebo teplota pfi pfipravé moucky.
Napfriklad u larev potemnika mouéného se obsah dusikatych latek pfi hodnoté pH = 4 zvysil o
14,4 % oproti vychozimu extraktu (Jantzen da Silva Lucas et al. 2020). Naméfena mnoiZstvi
dusikatych latek vS8ak mohou byt vyssi nez jejich skuteény obsah, jelikoz je ¢ast dusiku vazana
i v exoskeletu (Koufimska & Adamkova 2016).

3.2.1.2 Tuky

Hned po bilkovinach ma tuk druhy nejvyznamnéjsi podil v nutri¢nim slozeni jedlého hmyzu,
a to od 10 do 50 % celkového obsahu. Jedna se o Zivotné dilezité, energeticky bohaté
makromolekuly, které ve strukturnim a biologickém fungovani bunék pomahaji pfi transportu
nutricné nezbytnych komponentd. Uchovavaji a dodavaji energii a chrani r(izné organy
vijedlém hmyzu (pfiblizné 13,5 % v susiné) zastupuje rod Orthoptera (cvréci, kobylky,
sarancata), naopak brouci a termiti obsahuji primérné az 33 % tuk( v susiné (van Huis et al.
2021). Stézejnim faktorem je pohlavi a vyvojové stddium, obecné u vsech druh( plati, Ze vice
tuku obsahuji samicky neZ samci, a vice tuku najdeme v larvach a kuklach oproti dospélciim
(Mlcek et al. 2014).

SloZeni tuku jedlého hmyzu predstavuje cca 80 % triacylglyceroll a 20 % fosfolipidl, pficemz
v larvalni fazi mUzZe byt zastoupeni triacylglyceroll jeSté vyssi. Profil triacylglyceroll (a tedy
mastnych kyselin) mlze byt selektivné zvySen prostfednictvim krmiva, ale obecné plati, ze
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nenasycené mastné kyseliny vyrazné prevysuji ty nasycené (de Castro et al. 2018).
Z nasycenych mastnych kyselin jsou to nejvice kyseliny palmitova (C16) a stearova (C18),
z mononenasycenych kyseliny palmitoolejova (C16:1n7) a olejova (C18:1n9) (van Huis et al.
2021). Z polynenasycenych mastnych kyselin jsou vyznamné n-3 mastné kyseliny s dlouhym
fetézcem jako je kyselina a-linolenova, kyselina eikosapentaenova (EPA) a kyselina
dokosahexaenovd (DHA) (Mlcek et al. 2014).

3.2.1.3 Sacharidy

Sacharidy jsou u hmyzu zastoupeny predevsim chitinem, jako hlavni soucasti jejich exoskeletu,
a to predevsim ve fazi dospélc (Finke 2007). Chitin je vSeobecné povazovan za vlakninu,
jelikoz jako polysacharid neni v travicim traktu stravitelny a dochazi k jeho rozkladu az za
pomoci stfevnich bakterii kolonizujicich tlusté stfevo, které polysacharidy vyuzivaji jako zdroj
energie (Flint 2012). Navic je pfitomen pfi stanoveni acido-detergentni vlakniny (ADF) a svoji
strukturou se podoba celuldze (linedrni polymery jednotek N-acetyl-D-glukopyrandzy spojené
1,4—B—glykosidickou vazbou vs. linedrni polymery jednotek N-acetyl-D-glukosaminu spojené
1,4—B—glykosidickou vazbou) (Finke 2007).

Ackoli chitin vykazuje u monogastrickych ZivocichG (v€etné clovéka) znacné problémy se
stravitelnosti a asimilaci s jeho derivaty, ma vlastnosti, o které vzrlistd zajem predevsim
v lékarstvi, primyslu i zemédélstvi. V [ékafrstvi je vyuZitelny jako hemostaticky prostiedek pro
obnovu tkani, antikoagulant, dale zlepsSuje hojeni popalenin a ran a vyznamné snizuje hladinu
cholesterolu v krevnim séru. V primyslu se da vyuzit jako biologicky odbouratelny plast
pouzitelny pro klasické spotrebni zboZi s vysokou pevnosti v tahu a v zemédélstvi inhibuje rist
pUdnich patogent a nezadoucich organism( a pomaha tak zvySovat vynosy plodin. Pokud se
v budoucnu rozroste zpracovani hmyzu (naptiklad na proteinové koncentraty), Ize chitin
vyuzivat jako vedlejsi produkt pro vSechny jiz zminéné ucely (Mlcek et al. 2014).

3.2.2 Mikronutrienty

3.2.2.1 Mineralni latky

Vice nez sacharidy, je u jedlého hmyzu zajimavéjsi bohaté zastoupeni mikroelementt
a stopovych prvkd. Vétsina druhl obsahuje znacné mnozstvi vdpniku, chromu, médi, Zeleza,
drasliku, horciku, manganu, sodiku, fosforu a zinku. VSechny tyto prvky jsou nezbytné pro
spravné fungovani fyziologickych systému vyskytujicich se v lidském téle, v€etné hormonalni,
nervosvalové a reprodukéni soustavy (Mabelebele et. al 2022). Podle hodnot Spolecnosti pro
vyzivu (2019) maji dokonce nékteré namérené hodnoty potencial dosahnout referencnich
hodnot pro pfijem Zivin dle Referencnich hodnot pro pfijem Zivin (DACH) ve 100 gramové porci
na den pro dospélého Clovéka, jak je uvedeno v Tabulce €. 3. Je ale tfeba brat hmyz jako
zpestfeni bézného jidelnicku, nebot snist za den 100 g porci hmyzu neni pfilis redlné. Nejvétsi
konzumenti hmyzu, tedy obyvatelé thajské provincie Ubon, primérné spotrebuji 20-60 g
hmyzu na osobu na den (Tae-Kyung et al. 2019).

16



Tabulka ¢. 3: Obsah prvki ve vzorcich jedlého hmyzu (v mg/100 g susiny) a porovndni s
referencnimi hodnotami prijmu Zivin (DACH) (v mg/den pro dospélého ¢lovéka)

Cvréek domaci Potemnik moucny Doporuceni
Prvek Acheta domesticus Tenebrio molitor DACH
(mg/100 g susiny) (mg/100 g susiny) v mg/den
Ca 176-265 66-142 1200
Cr 0,013-0,018 0,008-0,023 0,03-0,1
Cu 1,8-2,9 2,1-24 1-1,5
Fe 4,2-5,1 4,5-5 12
K 1075-1154 994-1187 2000
Mg 84-125 263-335 400
Mn 2,5-2,8 0,5-0,9 2-5
Na 331-413 159-208 550
P 741-896 798-1054 1250
Zn 16-16,9 11,2-14,1 10

Koseckova et al. (2022); Spole¢nost pro vyZivu (2019)

Predmétem zkoumani vsak stale z(stdvd mira dostupnosti téchto mineralnich latek, jelikoz
béhem zpracovani mezi nimi mlze dochazet k interakcim s jinymi obsazenymi latkami, mezi
které patfi chitin, bilkoviny, ¢i fytochemikalie. Tyto vzniklé slou¢eniny mohou sniZzovat jejich
biologickou dostupnost a vstfebatelnost pro ¢lovéka (Koseckova et al. 2022). Latunde-Dada
a kolektiv (2016) zkoumali nékolik druhll hmyzu se zamérenim na Zelezo jako biologicky
dostupného zdroje a ukazalo se, Ze jeho rozpustnost je dokonce vyssi nez u hovéziho masa.
Mimo jiné také zjistili, Ze kromé Zeleza je u cvr¢kd a moucnych cerv( také vyrazné vyssi
biologicka dostupnost vapniku, médi, horciku, manganu a zinku.

3.2.2.2 Vitaminy

Stejné jako u ostatnich nutrient(, je sloZzeni vitamin( velmi variabilni na zakladé druhové
rozdilnosti (Ordofiez-Araque & Egas-Montenegro 2021). Z dosavadné provedenych analyz se
v jedlém hmyzu mohou objevovat zna¢nd mnozstvi karoten(, vitamind Bs, B2, Bs, D, E, Ka C
(Xiaoming et al. 2010).

Z dosavadnich studii Ize obecné hmyz povaZovat za dobry zdroj vitaminu B, zejména
kobalaminu (B12), coZ predstavuje zajimavou alternativu pfijmu pro nékteré vegetariany, ktefri
musi kobalamin doplfiovat uméle vlivem jeho nedostatku z pestré stravy z Zivocisnych vyrobka
(Ordofiez-Araque & Egas-Montenegro 2021). Douglas (2017) ale ve své studii zminuje, Ze
nékteré vitaminy skupiny B jsou relativné nestabilni pfi vystaveni svétlu, teplu, nebo kysliku a
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vznikaji tak rozdilné vysledky analyz, zplsobené i rozdilnymi ptipravami vzork( k analyze
a pouZiti rdznych analytickych metod.

Vitamin A (retinol) dosahuje v chovaném hmyzu relativné nizkych hodnot, obvykle méné nez
300 pg/kg susiny, a vtomto pripadé nepomdha ani zvyseny pfijem retinolu v krmném
substratu. Naproti tomu hmyz obsahuje zna¢nd mnoZstvi karotenoidd, které mohou byt
v lidském téle na vitamin A pfeménény v jatrech. Na obsah vitaminu E byly provedeny studie
u cvrcka domaciho a larev potemnika moucného, které mély velmi rdznorodé vysledky.
Zatimco u cvrcka domaciho bylo v priméru zméfeno od 5 do 79 mg/kg susiny, u larev
potemnika mouc¢ného hodnoty nedosahovaly vice nez 15 mg/kg susiny (Finke & Oonincx
2014). Obecné plati, Ze u analyzy vSech vitaminQ v jedlém hmyzu zavisi na tom, jestli je
pozorovan Cerstvy, nebo uz tepelné zpracovany hmyz (Douglas 2017).

3.2.3 Antinutricni latky

Nékteré druhy hmyzu obsahuji mimo zakladnich makro a mikroZivin i latky antinutri¢ni, které
mohou u ¢lovéka ovliviiovat stravitelnost bilkovin, vstfebavani minerdll a maji schopnost
snizit jejich biologickou dostupnost, ¢imz pfispivaji ke zhorSené gastrointestindlni
a metabolické vykonnosti (Aguilar-Toald et al. 2022). Radi se sem napfiklad oxalaty, tfisloviny,
kyanogenni glykosidy, alkaloidy, fytaty nebo saponiny. Weru a kolektiv (2021) ve své studii
mezi nejcastéjsi antinutricni latky v jedlém hmyzu zarazuji pravé oxaldty a fytaty. Oxalaty
v lidském organismu snizuji vstfebavani vdpniku a horciku a také vytvari komplexy
s bilkovinami (uvadéji jejich primérnou hodnotu na 3,07 + 3,54 mg/100 g). Fytaty se vazou na
bilkoviny a mineraly, ¢imz sniZuji jejich biologickou dostupnost.

Antinutriéni latky vSak mohou mit i pfiznivé ucinky, které zavisi na jejich chemické strukture
a Clovékem pozZité davce (Raheem et al. 2019). Panel EFSA pro vyZivu, nové potraviny
a potravinové alergeny prohlasil, Ze kuprikladu moucka z cvrécka domdciho ma srovnatelné
koncentrace antinutri¢nich faktor( s koncentracemi pfitomnymi v jinych béZznych potravinach
a potraviny vyrobené zjedlého hmyzu nejsou nutricné nevyhodné (EFSA NDA 2021).
Aguilar-Toala a kolektiv (2022) tvrdi, Ze nékteré metody zpracovani, jako je vareni a suseni,
pomahaji snizovat koncentraci antinutri¢nich latek.

3.3 Bezpecnost

Rostouci popularita zavddéni hmyzu do lidské stravy ddva stdle vétsi pozornost otdzkam
tykajicim se jeho bezpecnosti. At se jednd o cela téla, nebo o jiZ zpracované vyrobky, zahrnuje
hodnoceni bezpecnosti sledovanim skodlivych mikroorganism(, parazitl, toxind, tézkych
kov, veterinarnich 1éCiv, hormon( a rezidui pesticid (Baiano 2020). EFSA (2015) ve své studii
o riziku spojeném svyuzivanim hmyzu (jako soucdst potravin pro lidskou stravu
a jako krmivo pro zvitata) dospél k zavéru, Ze nejvétsi riziko zdvisi na podminkach chovu véetné
pouzitého krmného substratu a nasledném zpracovani.
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V nékterych zemich a kulturach je hmyz béznou soucasti jidelni¢cku (Yen 2009). Napftiklad
v Ciné a Thajsku je konzumace hmyzu souéasti kultury pfes 2000 let a pfipravuji zde asi
324 druhG hmyzu. Dlouhou tradici maji i africké zemé, kde je konzumovano az 470 druhi
(Tae-Kyung et al. 2019). Ackoli tyto populace znaji plvod hmyzu, mizZe byt odchyt z volné
pfirody jisté riziko, vzhledem k obsahu potencidlné Skodlivych mikroorganisma nebo toxickych
latek divokych rostlin ¢i z kontaminovanych pld (Murefu et al. 2019). Souhrnné lze fict, ze
stdle nejsou pfilis objasnéna vSechna potencidlni rizika souvisejici s chovem a vyuziti hmyzu
pfi vyrobé potravin. Ty lze seskupit do tfi kategorii: chemickd hlediska, mikrobiologicka
hlediska a obsah alergen( (Imathiu 2020).

3.3.1 Toxiny a chemické latky

Vsechny chemické a toxikologické obavy tykajici se zavadéni hmyzu jako béZné slozky potravy,
jsou spojené predevsim s toxiny z prostredi, toxiny z potravy a s pouzivanim insekticid. Ty
jsou pro spotrebitele potencidlné nebezpecné, zejména pokud hmyz nepochazi
z kontrolovanych podminek a neodpovida platnym predpisim o bezpe¢ném chovu (Schliter
et al. 2017). Se spravnym chovem souvisi i minimalizace vyskytu téZkych kov( jako jsou arsen
a kadmium, které se mohou hromadit v larvach potemnika moucéného i v larvach dalSich druh(
a rovnéz zpUsobuji neptiznivé zdravotni problémy (Lange & Nakamura 2021). V soucasné
védecké literature se studie zamérené na hmyz vénuiji spise eliminaci hmyzu pomoci pesticidd,
nez obsahu toxinl kumulujicich se v hmyzich télech a s tim souvisejicimi problémy pro lidské
zdravi jako jsou otravy a hromadéni karcinogennich latek predevSim v jatrech a dalSich
organech (Alrifai & Marcone 2019).

Vyzkum o bezpecénosti hmyzu a obsahu Skodlivych latek, by tak stejné jako u jinych zvirat
¢i rostlin, mél zahrnovat vsechny toxické latky, které mize hmyz prijmout z krmiva a také ty
syntetizované samotnym hmyzem (Belluco et al. 2013). Konkrétné Ize dle tohoto kritéria hmyz
rozdélit do tfi kategorii: hmyz ztoxikologického hlediska potencidlné bezpecény, ktery
se zivi pouze jedlymi rostlinami, ddle hmyz fanerotoxicky a kryptotoxicky. Fanerotoxicky hmyz
je takovy, ktery v pripadé nebezpedi vyuzZiva specidlni organ pro syntézu jedu, jako je tomu
u vcel a mravencl. Takto vzniklé jedy se radi mezi biogenni aminy a v lidském téle jsou
inaktivovany v travicim traktu, ale v pripadé bodnuti do Ust ¢i jicnu mohou byt ve vysoké mitre
velmi nebezpetné a zpusobovat anafylakticky Sok. Kryptotoxicky hmyz je mnohem
problematictéjsi, jelikoz tvofi toxiny jako produkty metabolismu, lokalizované
ve specifickych strukturach, nebo rozptylené v riznych ¢astech téla (Raheem et al. 2019).

Udalosti, ke kterym v minulosti doslo, veskeré tyto obavy jenom potvrzuji. Pfikladem mize
byt Thajsko, kde doslo vlivem celostatniho zemédélského programu na desinsekci poli
k rozsahlym zdravotnim problémUm po prodeji a konzumaci hmyzu na trzich po celé zemi.
Dale Kuvajt, kde vysledky ziskané studie o toxicité hmyzu uvadi, Ze v odchycenych saranéatech
z pole oSetfeného pesticidy nasli vysoké mnozstvi organofosforovych pesticidd, zejména
sumithion a malathion, které jsou pro ¢lovéka povaZzovany za mirné az stredné toxické (Belluco
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et al. 2013). Raheem a kolektiv (2019) popisuji ndlezy metabolickych steroid( u brouk( celedi
Dytiscidae, konkrétné dihydrotestosterony a testosterony, které by pfi pravidelné konzumaci
mohly zpUsobit hypofertilitu, zpomaleni rlistu, otoky, a dokonce i rakovinu jater.

3.3.2 Alergeny

PFi praci s novymi zdroji potravy, véetné jedlého hmyzu, je nutné vyhodnotit i mozna rizika
jejich alergenniho potencidlu véetné jejich taxonomickych vztahl se znamymi alergennimi
zdroji (Ribeiro et al. 2018), jelikoZ potravinové alergie jsou relativné nové se objevujici problém
verejného zdravi a predstavuji velkou vyzvu pro potravinarsky primysl i medicinu v celém
vyspélém svété. Tyto alergie lze definovat jako nepfiznivé imunitni odpovédi téla
na bilkovinnou ¢ast potraviny zprostfedkované IgE (Imathiu 2020).

Citlivi jedinci se po potiti, ¢i jiné expozici s télem (inhalace, kontakt s kizi) stavaji senzibilni na
dané bilkoviny z potraviny. To vede k produkci specifického IgE, ktery si télo zapamatuje a pfi
nasledujicim vystaveni stejného alergenu bunécéné vazany Igk alergen rozpozna a spusti
alergickou reakci (Verhoeckx et al. 2016). U alergik tedy mlze v podstaté jakakoli potravina
obsahujici bilkoviny vyvolat alergickou reakci, ktera se mliZe projevit mirnymi pfechodnymi
ucinky v podobé ekzému, dermatitidy, svédéni, otokll, senné rymy, ¢i horSimi dlouhodobymi
projevy jako je bronchidlni astma. V nékterych pripadech mohou vést k fatalnéjsim nasledkim
a v nejhorsich pfipadech az k smrti (Imathiu 2020).

Hlavnimi alergennimi strukturami u hmyzu jsou glykoproteiny. U ¢lenovcl je registrovano az
239 jednotlivych latek potencialné zplsobuijici alergické reakce a vétSinou se jedna o takzvané
panalergenni bilkoviny, které lze kategorizovat do 3 skupin. Prvni jsou svalové bilkoviny
(tropomyosin, myosin), druhé bunécné proteiny (tubulin) a posledni enzymy (argininkinaza,
a-amyldza) (Schliter et al. 2017). Pokud jde o konzumaci hmyzu, alergenni riziko vznika
predevsim v dusledku mozné zkfizené reakce s jinymi c¢lenovci, zejména korysi a domacimi
roztodi, ktefi patfi do nejcastéji se vyskytujicich alergen(i na svété (de Gier & Verhoeckx 2018).

Verhoeckx a kolektiv (2014) ve své studii prokdazali v 6 ze 7 pfipadu citlivost na potemnika
moucéného, kde byly identifikovany 2 proteiny vazajici IgE: arginkinaza a tropomyosin. Ten je
pro alergiky nebezpecny u zkfizenych alergii, ale ukazalo se, Ze pfi primarni alergii zUstava
silnéjsim alergenem bilkovina z larvalni kutikuly (de Gier & Verhoeckx 2018).

3.3.3 Mikrobiologické hledisko

Podobné jako jiné Zivocisné druhy, obsahuje hmyz velmi rozmanita mikrobidlni spoleéenstvi
jenz jsou: bakterie, viry, prvoci, houby a archea, které mezi sebou maji rizné symbiotické
vztahy od mutualismu az po patogenismus (Raheem et al. 2019). VSechny tyto mikroby
souhrnné oznacujeme jako mikrobiotu daného organismu a nachazi se jak u hmyzu v pfirodé,
tak v kontrolovaném prostredi. Vétsina druhd mikrobl pritomnych v hmyzu (na povrchu
i uvnitf téla) je pfi tepelném zpracovani povazovana za neSkodné pro lidské spotrebitele
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a pravdépodobné ani nezplsobuji vyrazné kaZzeni potravin (Garofalo et al. 2019). Marshall
a kolektiv (2016) popisuji, Ze se s mnoha stejnymi mikroby setkdvame jako s béznou slozkou
potravin, ale pfesto povazuji pfezkoumani aspektl vnitfniho mikrobiomu hmyzu za dulezZité,
z hlediska velké variability kazdého jedince a mozného vyskytu patogen(. Studie odhalily, Ze
rozmanitost stfevni mikrobioty je vyrazné vyssi u vSezravého hmyzu, nez u hmyzu byloZzravého
(Grabowski & Klein 2017), ale obecné Ize shrnout, Ze syrovy jedly hmyz obsahuje vysoky pocet
mezofilnich aerobl, sporotvornych bakterii, psychrotrofnich aerobl a pfipadné i dalSich
Skodlivych druht (Garofalo et al. 2019).

Mimo bakteridlni kontaminace mohou jedly hmyz napadat i plisné a kvasinky
s mykotoxigennimi ucinky zastoupenymi rody Aspergillus, Candida, Fusarium, Penicillum
a mnoha dalSimi. Mykotoxiny produkované témito houbami jsou produkty sekundarniho
metabolismu a jsou pro ¢lovéka vysoce toxické jiz v malych davkach. Rovnéz jako sporulujici
bakterie prezivaji mykotoxiny tepelné opracovani a mohou v potravinach pretrvavat i po
odstranéni plisni (Ordofiez-Araque & Egas-Montenegro 2021). Konkrétnim druhlm
a podrobnéjsimu popisu mikrobioty hmyzu je vénovana nasledujici kapitola.

3.4 Mikrobiologie

Ackoli je mikrobiota vSech ¢lenovch vysoce komplexni, sklddd se v zasadé z druhové
specifického zdkladniho spolecenstvi bakterii a souboru dalSich mikroorganism( schopnych
reagovat na fadu zmén béhem jejich Zivota (Grabowski & Klein 2017). U hmyzu najdeme dvé
skupiny bakterii, které je tfeba povaZovat za potencialni nebezpedi pro vyrobu potravin
¢i krmiv. Prvni skupinou jsou komenzalni bakterie, které mohou byt zapojeny do rlznych
pochod(l na, nebo uvnitf téla a maji pro hmyz kladné ucinky. Druhou skupinu zastupuji
patogenni bakterie, které je nutné pfi zpracovani hmyzu identifikovat a definovat jejich
nebezpedi pro ¢loveka, jelikoz jsou schopné vyvolat lidska alimentarni onemocnéni. Do hmyzu
jsou patogenni bakterie zavlecené béhem chovu a zpracovani, ¢i pfeneseny z prostfedi jinym
zpUsobem (EFSA 2015). Nékolik studii béZné konzumovaného hmyzu odhalilo, Ze rozmanitost
mikroorganism(l z obou skupin bakterii je vyrazné vyssi u vSezravého hmyzu, nez u hmyzu
byloZravého (Grabowski & Klein 2017), ale obecné Ize shrnout, Ze syrovy jedly hmyz obsahuje
vysoky pocet mezofilnich aerobd, sporotvornych bakterii, psychrotrofnich aerob( a pfipadné
dalSich potencialné skodlivych skupin (Garofalo et al. 2019). Z dostupnych studii vyplyva, Ze i
kdyz kazdy druh hmyzu hosti naprosto odliSnou skupinu bakterii, rody Bacteroides,
Enterobacter, Bacillus a Citrobacter najdeme témér u kazdého druhu (Belluco et al. 2013).

Jak jiz bylo zminéno, pro ¢lovéka jsou nejvice znepokojujici takové bakterie, které jsou pro
lidsky organismus patogenni a jsou schopné vyvolat mimo jiné i alimentdrni onemocnéni.
Jejich vyskyt je u hmyzu a u potravin vyrobenych z hmyzu v zastoupeni rod(i: Enterococcus
spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Pseudomonas spp., nebo bakterie spadajici pod
Celed Enterobacteriaceae, které jsou: Escherichia spp., Enterobacter spp., Salmonella spp.,
Klebsiella spp., Serratia spp., Shigella spp. nebo Yersinia spp. (Schliter et al. 2017). Nejvice
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nebezpecné jsou sporotvorné bakterie, které jsou diky tvorbé spor schopné prezit extrémni
podminky a jsou odolné vici béiné zavedenym tepelnym Upravdm potravin, jednd se
o Bacillus spp. a Clostridium spp. (Ordofiez-Araque & Egas-Montenegro 2021).

3.4.1 Mikrobiota jedlého hmyzu

PFi hodnoceni mikrobiologickych aspektl jedlého hmyzu je tfeba pocitat s tim, Ze hmyz je,
stejné jako jiné organismy, pfirozenym prenaseCem mikroorganisml sloZenych z bakterii,
archea, hub, prvokl a virG (Marshall et al. 2016). Kromé povrchu téla a dutiny Ustni jsou pro
mikroorganismy hlavnim biotopem stfeva, jehoZ osidlovani u hmyzu probihd rlznymi
zpUsoby: pres vajecniky a pouzdro vajicka, stérem béhem kladeni vajicek ¢i prostfednictvim
stravy a prostfedi. Objem stfevniho traktu hmyzu se pohybuje od 0,05 do 2 ml, o hustoté
10°-10%2 bakterii na 1 ml v zavislosti na analyzovaném segmentu stfeva (Schliter et al. 2017).
Pfi zpracovani hmyzu za ucelem produkce je tedy nutné predpokladat, Ze existuje vysoka
mikrobidlni kontaminace, kterou je potfeba zredukovat vhodnymi zpracovatelskymi procesy,
napriklad tepelnym oSetfenim. Mimo to Ize kontaminaci, pro clovéka patogennimi
a toxinotvornymi druhy, ¢astecné snizit i kontrolovanymi podminkami chovu (Eilenberg et al.
2015), na cozZ zareagoval Evropsky urad pro bezpecnost potravin a na zdkladé toho navrhl
moznou klasifikaci krmnych substratd pro chov hmyzu srlznou urovni potencidlniho
nebezpecdi (EFSA 2015).

3.4.2 Bakterie

Enterococcus spp.

Enterococcus spp. jsou grampozitivni bakterie nevytvarejici spory. Jedna se
o chemoorganotrofni fakultativni anaeroby s homofermentativnim metabolismem, jejichz
prevladajicim konecnym produktem v metabolismu sacharid( je kyselina mlécna. Cely rod
bakterii Enterococcus Cita 62 popsanych druhi a jsou povaZovany za komenzalni organismy
lidského gastrointestindlniho traktu, i pfesto mohou byt patogenni a zplsobovat mocové
a gynekologické zanéty, Ci jiné infekce bfisni dutiny. To souvisi i s jejich teplotou rlstu, ktera
se v optimu pohybuje od 35 °C do 37 °C. Mimo to jsou Enterococcus spp. velmi odolné
k vysokym teplotam a pH a jsou vysoce rezistentni k nékterym antibiotikiim (Garcia-Solache
& Rice 2019; [Online 1]).

Streptococcus spp.

Rod Streptococcus zahrnuje vice nez 114 druh( grampozitivnich bakterii ve formé
organizovanych parl nebo retézch kokd. Nékteré druhy jsou komenzalni, Zijici na k{zi
a v zazivacim traktu, existuji vSak i druhy patogenni ¢i oportunné patogenni pro lidi i zvitata.
Hlavnim streptokokovym patogenem u lidi je Streptococcus pneumoniae, ktery je odpovédny

za zavaziné infekce jako je pneumonie a meningitida (Haenni et al. 2018; [Online 2]).
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Identifikace streptokokud je zalozena na hemolytické reakci s krevnim agarem. Pod timto
kritériem rozliSujeme tfi skupina: alfa, beta a gama hemolytické streptokoky. Mezi
alfa-hemolytické bakterie se rfadi napfiklad Streptococcus pyogenes, mezi beta-hemolytické
Streptococcus agalactiae. Oba tyto druhy jsou lidské patogeny zpUsobujici faryngitidu, kozni
problémy, novorozeneckou meningitidu a zdpal plic (Spickler 2020).

Staphylococcus spp.

Do rodu Staphylococcus se fadi vice nez 50 druhl grampozitivnich bakterii, osidlujici kdzi
a sliznice ¢lovéka i mnoha zvitecich druh(. Z toho vyplyva Ze vétsSina z nich jsou nesSkodné,
ale pti Spatné manipulaci s potravinami mohou nékteré druhy zpUlsobovat otravy z jidla.
Jednim z nich je Staphylococcus aureus, jehoz toxiny jsou odolné vici velkému rozmezi teplot
a mohou pretrvavat v potravinach i po bézné tepelné Upravé. Jednd se tak o hlavni pficinu
alimentarnich onemocnéni (gastroenteritid) na celém svété. Dalsi stafylokokové infekce
mohou zpuUsobit nevolnost azZ silné kifece bficha s naslednym prdjem &i zvracenim (Fetsch &
Johler 2018).

Pseudomonas spp.

Rod Pseudomonas zahrnuje velmi komplexni druhy gramnegativnich bakterii s metabolickou
vSestrannosti, které umi vyuZzivat Sirokou skalu organickych i anorganickych sloucenin, Zit
v rliznych podminkach prosttedi a rychle se mnozit (Sampedro et al. 2014). V dasledku toho
jsou vsudypritomné a jsou tak patogennimi pro rostliny, zvifata i clovéka. Témér vSechny
druhy Pseudomonas, véetné nejcastéji uvadéného patogenu Pseudomonas aeruginosa, jsou
odolné vuci nékterym antibiotikim, dezinfekénim prostfedkiim, detergentlim i organickym
rozpoustédlim (Moore et al. 2006).

Bacillus spp.

Bakterie Bacillus spp. jsou tycinkovité grampozitivni aerobni (nékteré fakultativné
anaerobni) bakterie, které produkuji spory pti vyerpdni Zivin a pfi reakci na nepfiznivé vné;si
podminky. Tyto spory zUstavaji v klidovém stavu a umoZiuji perzistenci v prostredi
a potravinach, navic jsou odolné vici technologickym Upravam potravin jako je tepelny
zahfev, chemicka Uprava nebo UV zafeni. VSechny zminéné vlastnosti délaji z Bacillus spp.
vSudypfitomné bakterie v pfirozeném prostiedi a béiné kontaminanty potravin (Carlin
2016).

V potravinach prezivaji vegetativni buriky vznikajici po kli¢eni spor kvili velké prizpUsobivosti
na Siroké rozmeazi teplot, pH i aktivity vody, kde se mohou snadno mnozit a zpUsobuji tim
kazeni. Jako pri¢iny otrav z kontaminovanych potravin bakteriemi Bacillus jsou hlaseny druhy
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis a Bacillus pumilus (Carlin 2016).
cereus, kterd je zodpovédna za dva typy gastrointestindlnich onemocnéni — emeticky
a prajmovy. Prvni je intoxikace jidlem, zplsobend pozitim toxinu cereulidu projevujici se
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nevolnosti a zvracenim, druhé onemocnéni vznikd po poZziti bakteridlnich bunék a nasledné
produkci enterotoxinu v tenkém strevé, ktery zplsobuje infekci stfeva ndsledné prajmy
a bolesti bricha (Dietrich et al. 2021).

Clostridium spp.

Rod Clostridium zahrnuje vice nez 200 znamych grampozitivnich, anaerobnich
a sporotvornych bakterii (Parte 2013). Ackoli je vétSina zastupcl saprofytickych a neucastni
se chorobnych procest, je zbylym patogennim druhim Clostridium vénovana velka
pozornost, a to proto, Ze jsou puvodci zavainych lidskych onemocnéni jako je botulismus
a tetanus. Botulismus a dalSi zdvaznd onemocnéni, zplUsobuji dva nejbéznéjsi alimentarni
patogeny: Clostridium botulinum a Clostridium perfringens. Navzdory Skodlivym ucinkim
nékterych druhl se vrodu Clostridium nachdzi i specifické kmeny s prospésnymi Gcinky.
Prikladem mohou byt urcité kmeny Clostridium butyricum, které maji ochranné ucinky proti
nékterym patogenlim a jsou komercializovany jako probiotika (Palahagedara et al. 2020).

Escherichia spp.

Rod Escherichia se skldda z gramnegativnich anaerobnich bakterii osidlujicich tlusté stfevo
lidi a teplokrevnych zvitat. NejrozsifenéjSim druhem je Escherichia coli, pod kterou spadaji
mnozstvi kmenU s rGznymi vlastnostmi. Vétsina z nich jsou ve stfevech neskodné a jen zfidka
zpUsobuji onemocnéni u zdravych jedincl, za to existuje i fada patogennich kmen(
vyvolavajici prlijmova onemocnéni i u zdravych jedincl. Tyto patogenni kmeny se déle déli
dle mechanismu virulence a naslednych klinickych priznak( na nékolik patotypl (Gomes et
al. 2016).

Enterobacter spp.

Do rodu Enterobacter se fadi doposud 22 nalezenych druhl gramnegativnich, fakultativné
anaerobnich bakterii. Ackoli se vétSinou jednd o nepatogenni komenzalni bakterie naseho
mikrobiomu, mohou zplsobovat napfiklad zanéty mocovych cest ¢i dokonce détskou
meningitidu. Nejcastéji objevené druhy u klinickych infekci predstavuji Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloacae a Enterobacter hormaechei, a to diky jejich adaptaci na
antimikrobidlni latky a jejich oportunisticky patogenni chovani. Nejvétsi hrozbou tak
predstavuje jejich pfirozena rezistence na radu antibiotik (Davin-Regli et al. 2019).

Salmonella spp.

Salmonella spp. jsou gramnegativni, fakultativné anaerobni bakterie spojené
s onemocnénim prenaseném z potravin zpUsobujici salmonelézu (Jajere 2019). Nejvice
prozkoumanymi druhy jsou Salmonella bongori a Salmonella enterica, kterd je velmi silnym
patogenem zvirat i lidi (Alenazy 2022).

| pfes to, Ze jsou v potravinach zjistovany nové patogeny, Salmonella spp. zGstavaji nejvétsi
hrozbou, a to kvali narlstajici antibiotické rezistenci vedouci k zdvaznému onemocnéni
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zvanému salmoneldza (Maka & Popowska 2016). Klinickym obrazem salmoneldzy je bfisni
tyfus, gastroenteritida a bakteriémie s nejcastéjSimi priznaky bolesti bficha, horeckou di
zvracenim a prGjmem. JelikoZz jsou Salmonella spp. v pfirodé Siroce rozSiteny a dobre
prezivaji vrlznych potravinach, dochazi k infekci nejcastéji pravé pres kontaminované
potraviny a jejich naslednou Spatnou Upravu. Nejvice hldsené zdroje salmoneldzy jsou
z kureciho maso, veprového maso, mlécnych vyrobk(, vajec, a vlivem kontaminované pldy
i zovoce a zeleniny (Pui et al. 2011).

Klebsiella spp.

Klebsiella spp. jsou gramnegativni bakterie, které se bézné vyskytuji ve zdravém lidském téle,
ale mohou zpulsobovat i fadu infekci mékkych tkani, mocovych cest, krevniho recisté
zpusobovat zapal plic. Cely rod zahrnuje rozmanité zastoupeni patogen( s nejzndméjsim
zastupcem Klebsiella pneumoniae, zpUsobujici zminéné potize. V poslednich letech se
Klebsiella spp. staly celosvétovou hrozbou, jelikoZ se mohou uplatfiovat i pfi sepsi, predevsim
jako nozokomialni ndkaza, tedy nakaza Sifici se v nemocnicich (Dong et al. 2022).

Shigella spp.

Bakterie Shigella spp. jsou gramnegativni fakultativné anaerobni tycinky, jejichZ pfirozenym
prostfedim je stfevo hostitele, a to bud opic, nebo lidi. Navic jsou Zivotaschopné
v potravinach, vodé a napojich, z kterych se na ¢lovéka mohou prendaset. Hlavni patogenni
vlastnosti Shigella spp. je bunécna invaze probihajici v tlustém stfevé, zplsobujici nemoc
znamou pod nazvem uplavice, jejiz pfiznaky jsou horecka, stfevni kfeCe a vylucovani krvavé
az hlenové stolice vedouci k dehydrataci. Tyto tézké infekce zpuUsobuji druhy Shigella
dysenteriae a Shigella flexeneri (Ballesté et al. 2022).

Yersinia spp.

Bakterie rodu Yersinia jsou gramnegativni, fakultativné anaerobni tycinky. Nejlépe
charakterizované jsou tfi, pro ¢lovéka patogenni, druhy. Prvni dvé Yersinia enterocolitica
a Yersinia pseudotuberculosis jsou zoonotické patogeny, které zpUsobuji gastroenteritidu
a treti Yersinia pestis je plvodce moru, tedy patogen hlodavcl a blech, které se mohou
prendset na ¢lovéka (McNally et al. 2016). VSechny zminéné bakterie mohou byt pfendseny
konzumaci kontaminovanych potravin. Yersinie spp. prezivaji v relativné Sirokém rozmezi
teplot s optimem 28-30 °C, ale UV zareni, nebo intenzivni vysouseni je zabiji (Ditchburn &
Hodgkins 2019).

3.5 Jedly hmyz jako potravina a jeho zpracovani

S rostouci populaci je stale ¢astéji diskutovan problém potravinové bezpecnosti. Pro rok 2050
se predpoklada az o 50 % vétsi poptavka po potravinach a zvyseni potreby vyuziti pldy o 593
milion hektar(. Jelikoz v soucasné dobé na celém svété hladovi okolo 1 miliardy lidi, je
potieba zajistit udrZitelnéjsi zplsob prisunu potravin, a predevSim prisunu bilkovin
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(Searchinger et al. 2014). Zkoumanim a vyvojem udrzitelnéjSich zdroji bilkovin by se mohl
zmirnit zvysujici se tlak na naro¢nou produkci hospodarskych zvirat, a pravé proto se jevi jako
nejvhodnéjsi alternativou jedly hmyz, ktery ma niz$i dopad na Zivotni prostfedi a tim
predstavuje ekonomickou i ekologickou pfilezitost na trhu. Ve srovnani s jinymi
domestikovanymi zvifaty nevyZaduje hmyz velké mnozstvi pady diky kratkému Zivotnimu
cyklu, potfebuje podstatné méné vody a energie, a navic produkuje nizsi emise sklenikovych
plynt a amoniaku (Liceaga 2022). Srovnani naro¢nosti chovu dobytka a sarancete stéhovavé
na 1 kg bilkovin je zobrazen na Obrdazku ¢. 2.

Obrdzek ¢. 2: Porovndni odhadovanych zdroju k produkci 1 kg bilkovin z kravy domdci
a sarance stéhovavé

- 1kg
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Upraveno podle Liceaga (2022)

V soucasném potravinarském pramyslu je hlavnim ucelem pfi zpracovani a pfipravé potravin
predevsim poskytnout spotrebitelim bezpecny, vyzivny a zdravy produkt. Odpovédnost
za dosazeni tohoto vysledku zalezi na kazdém kroku vyrobniho fetézce, od produkce pres
skladovani, distribuci, prodej a spotiebu. Producenti jedlého hmyzu, a vSech souvisejicich
vyrobkl, maji v kazdé vyrobni fazi povinnost eliminovat mikrobidlni a jiné zdravi ohroZujici
kontaminace (Marshall et al. 2016). Je potfeba rozlisit, zda k pfenosu mikroorganism( dochazi
mechanicky kontaktem s povrchem téla, nebo zda jsou mikroorganismy schopny pretrvavat
a mnotzit se uvniti hmyzu (Schliter et al. 2017). Jenom viemi témito podminkami a spravnym
dodrZovanim zpracovatelskych postupl se docili spravné kvality vysledného produktu
(Frigerio et al. 2020).
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3.5.1 Technologie zpracovani

V dnedni dobé je hmyz dostupny ve 3 formach: jako cely hmyz, ve zpracované formé, nebo ve
formé extraktl (Liceaga et al. 2022). PrestoZze pocet existujicich procest v potravinarském
pramyslu je obrovsky a lisi se v zavislosti na pouzitém druhu a kone¢ném produktu, vétsinu
z nich Ize seskupit do zakladnich zpracovatelskych operaci se stejnymi principy, které jsou
popsany nize (Melgar-Lalanne et al. 2019).

BlansSirovani

Blansirovani je proces, pfi kterém je hmyz vloZzen na kratkou dobu do vrouci vody, vyjmut
a poté ponoren do ledové vody, nebo umistén pod proud studené tekouci vody, aby doslo
k Sokovému zastaveni tepelného procesu (Melgar-Lalanne et al. 2019). Pouzivad se jako
predpfiprava pro vétSinu komercéné vyuzivaného jedlého hmyzu hlavné za Gcelem snizeni
degradacnich enzym( a snizeni poctu mikrobl zodpovédnych za kaZeni potravin.
Blansirovani vyrazné snizuje celkovy pocet mezofilnich i nékterych psychrotrofnich bakterii,
kvasinek a plisni, ale je neucinné pfi eliminaci bakteridlnich spor (Vandeweyer et al. 2017).
Po blansirovani dochdzi i k mirnému navyseni vlhkosti, zplsobené absorpci vody pod
chitindznim exoskeletem. S nar(istem vlhkosti ale zUstava konstantni aktivita vody a nebyly
zjistény zadné vyznamné rozdily v nutri¢nim sloZeni. Mozné zmény vSsak mohou nastat
ze senzorického hlediska, a to zménou barvy, konkrétné tmavnuti, které je zplisobeno
rozpousténim nékterych Zivin zplUsobujici sekunddrni reakce jako je neenzymatické hnédnuti
(Azzollini et al. 2016).

Suseni

Jelikoz mikrobidlni rast pri kazeni potravin zavisi pfimo na aktivité vody, je suseni
nejpouzivanéjsi technologii pro prodlouzeni jejich trvanlivosti. Techniky suseni sahaji od
tradi¢nich metod suseni na slunci, prazeni ¢i smazeni az po moderni metody lyofilizace nebo
suSeni pomoci mikrovin. Princip suseni je zaloZen na sniZeni celkového obsahu vody a jeji
dostupnosti pro degradacni reakce vcéetné enzymatickych reakci a reakci iniciovanych
znehodnocujicimi mikroorganismy. Mikrobidlni rlst zavisi pfimo na aktivité vody (aw)
a naprosta vétSina mikroorganismu prestava rlst pfi aw <0,65 (Grabowski & Klein 2017).
Snizeni volné vody vyznamné zvySuje koncentraci suSiny bez poskozeni struktur nebo
fyzického vzhledu potravin a je dulezitym krokem pro naslednou extrakci potravinovych
slozek (Melgar-Lalanne et al. 2019).

Nejstarsi technologii je suseni na slunci, které se vyuziva jen pro domaci potreby, jelikoz zde
mlze dochdzet ke zhorSené hygienické kvalité procesu i konecného produktu vlivem
kontaminace z prostredi. Posouzeni dokonceni suseni je pouze na zakladé vzhledu a obsah
vody se neurcuje, zUstava zde tedy riziko pretrvani nezadoucich mikroorganism( (Caparros
Megido et al. 2018). Pro laboratorni analyzu je nejrozsifenéjsi metoda lyofilizace, tedy suseni
mrazem. Vzhledem k pouZiti Sokové nizké teploty a vysledné sublimaci vody se
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mikrobiologicka a oxida¢ni degradace hmyzu do znaéné miry zastavi. Tim se ziskd vysoce
kvalitni produkt s vynikajici nutri¢ni hodnotou a dlouhou skladovatelnosti, ktery je idealni
pro vyzkum. Nevyhodou lyofilizace je ale jeji ekonomickd narocnost, a proto mize byt
v SirSim meéfritku nahrazovdna naptiklad susenim teplem v troubé, které je zfinanc¢niho
hlediska mnohondsobné vyhodnéjsi (Melgar-Lalanne et al. 2019). Velmi G¢innym zplsobem
oSetfeni je i mikrovinné suseni, pfi kterém lze teoreticky snizit aktivitu vody po 15 minutach
az na hodnotu aw <0,30. To bylo testovano na larvach potemnika moucéného, kde byly ziskany
vysledné produkty s aw <0,6. Je vSak tfeba metodu mikrovinného suseni Iépe prozkoumat
zejména kvali senzorické kvalité (Melgar-Lalanne et al. 2019). Vandeweyer a kolektiv (2017)
ve své studii pouziti mikrovinného suseni uvadéji nejvétsi problém v nezadoucim tmavnuti.

Extrakce

Pomoci extrakce miZeme z hmyzu ziskat jednotlivé slozky slouzici jako pridavky do pokrm(
nebo produktl na bazi hmyzu (Sun-Waterhouse et al. 2016). Ve vétSiné pfipadl jsou
z hmyzu extrahovany bilkoviny, ale mGzZeme se setkat i s extrakci tukd, chitinu a minerdlnich
latek. Doposud byly extrakéni procesy pro jednotlivé slozky pfilis ndkladné, ale v soucasné
dobé se jiz pracuje na vyvoji ndkladové efektivnéjsich a praktictéjSich metod komercéniho
pouziti (Govorushko 2019). VyuzZiti extrakce je preferovand metoda v zemich, kde
konzumace jedlého hmyzu nema dlouhodobou tradici, tedy v severni Americe a Evropé. To
vyplyva zejména z toho, Ze ackoli se zvySuje povédomi o vyborné nutri¢ni hodnoté hmyzu,
jsou lidé stale skepticti k jejich konzumaci, predevsim v celém stavu (Mlcek et al. 2014).

K ziskani cistého proteinu lze obecné koncentraty a izolaty bilkovin zpracovat rlznymi
metodami a technologickymi postupy v zavislosti na suroviné a jejim pfiblizném sloZeni. Pro
vSechna zpracovani existuje univerzalni 5krokovy postup, ktery zahrnuje predbéznou
Upravu, odtuénéni, solubilizaci a regeneraci bilkovin, ¢isténi bilkovin a jejich susSeni.
Predbézna Gprava u hmyzu obnasi proces lyofilizace ¢i pe¢eni a ndsledného mleti a prosévani
(Gravel & Doyen 2020). Protoze hmyz obsahuje velké mnozstvi tukd, je odtuénéni klicovym
krokem, jelikoz pfimo ovliviiuje vytéznost a Cistotu bilkovin v kone¢ném produktu. Prozatim
se vyviji idealni metody pro vyrobu ve vétsim méfritku, ale pro laboratorni podminky extrakce
tukd dobte funguje odtuénéni organickym rozpoustédlem (hexanem) za pomoci Soxhletova
aparatu (Buller et al. 2016). Z takto odtuc¢néné hmyzi moucky se nasledné izoluji bilkoviny
pomoci regulace pH a iontové sily. Ta vznikd pomoci izoelektrického bodu, kdy se pfi
extrémnich hodnotach pH povrch bilkovin nabiji a podporuje tak elektrostatické odpuzovani
mezi bilkovinami a vodou. Po dokonéeni solubilizace se bilkovinny roztok odstfedi nebo
dekantuje. Vznikly supernatant obsahujici bilkoviny se izoluje, zatimco zbyld peleta
obsahujici nerozpustné polysacharidy a dalsi minoritni slozky se vyhodi (Boye et al. 2010).
Poté nasleduje Cisténi bilkovin, napriklad pomoci chromatografie, a findlni suseni riznymi
dostupnymi metodami (Gravel & Doyen 2020).
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3.5.2 Produkty z jedlého hmyzu

Kazdy zminény krok zpracovani jedlého hmyzu muze ovlivnit senzorické vlastnosti a ovlivnit
postoj spotrebitelt pozitivni i negativni cestou. Je tfeba vzit v GUvahu, Ze pravé senzorické
vlastnosti jsou zasadnim faktorem pro zlepSeni spottebitelského pfijeti potravin vyrabénych
z hmyzu. Pfi vyrobé novych hmyzich produktll je tak duleZité pochopeni komplexni chuti
jednotlivych druhl a jejich spravného vyuziti, aby byly spotiebiteli dobre pfijaty (Perez-
Santaescolastica et al. 2022).

NejbéZznéji je jedly hmyz pouZivan do pekdrenskych a pekarskych vyrobk(, a to zejména
z nutricniho hlediska ke zvySeni obsahu bilkovin a vlakniny, ¢i jako obohacujici slozku
s odliSnymi senzorickymi vlastnostmi (Mancini et al. 2022). S postupnou inovaci potravin
ziskavaji v pekdrenském odvétvi pozornost hmyzi mouky, s rliznymi moznostmi zaclenéni do
lidské stravy. Pridavky hmyzich mouk tak v sou¢asné dobé mizeme najit u bézného, jemného
i trvanlivého peciva, extrudovanych snackl i susenek a tycinek. Specialné u bézného peciva
zpUsobuje hmyzi mouka zfetelny zapach a ovliviiuje jeho texturu a soudruznost, coZ negativné
ovliviiuje postoj konzument( k pfijatelnosti téchto vyrobk(. Oproti tomu mohou hmyzi mouky
nabidnout ¢aste¢nou nahradu pseni¢né mouky, jelikoZ neobsahuji lepek (Borges et al. 2022),
avsak jak uvadi Kowalski a kolektiv (2022), jeji nahrada by méla byt maximalné do 10 %
z dlivod jiz zminénych negativnich technologickych a senzorickych zmén.

Soucasné také pribyva studii o vyuZziti hmyzu v masnych vyrobcich k ndhradé masa a bilkovin,
k fortifikaci masnych vyrobkd a k vyrobé analogld masa, a to zejména diky funkénim
vlastnostem bilkovin schopnych emulgacnich Gcinkd, tvorby gelu a schopnosti retence vody
a oleje (Turck et al. 2021). Ukazalo se, Ze zahrnuti zpracovanych larev (do 10 % obsahu ve
vyrobku) vede k vyssi stabilité masovych emulzi a sniZeni ztrat vafenim, coz je pro masny
pramysl velmi vyhodné. Naopak zlstdva problémem nevhodna textura vysledného produktu,
mUze se jednat napfiklad o mensi pevnost a obtiznéjsi Zvykavost park( (Borges et al. 2022).

4 Metodika

4.1 Priprava vzorka

Pro praktickou ¢ast diplomové prace bylo analyzovano 7 druht vyrobk( obsahujici bud’ cvréci
mouku, cvrééi proteinovy prasek, nebo se jednalo o celé prazené cvrcky domaci. V Tabulce
¢. 4 jsou vyrobky detailnéji popsany. VSechny vyrobky byly typu ,,dummy”, tedy uréené pro
testovani vyrobni kvality, nikoli pro pfimé uvadéni na trh.
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Tabulka ¢. 4: Seznam analyzovanych vyrobkui vietné jejich popisu

Obsah cvrcci
Nazev vyrobku Vzorek ¢. Pfichut mouky
Cvrcci proteinovy » .
. L. .. 1,2,3 Bez ptichuté
prasek na vareni a peceni
4 . 0
Proteinovy shake Cokolada 10%
5
Hrachové chipsy s cvrééim L . 10 %
. 6 Paliva paprika
proteinem
7 Ananas a kokos o
Proteinova tycinka typ 1 - 10%
8 Cokolada a pomeranc¢
9 Arasidové maslo a skofice 20 %
Proteinova tyéinka typ 2 ?
10 Kakao a sezam
11 Slany karamel
12 BBQ a paprika
Celi prazeni cvréci
13 Chilli a limetka
14 Raj¢ata a oregano
15,16 Oregano a tymian
« ... o,
Proteinové krekry 17 Cerné olivy 8%
18, 19 Rajcata a bazalka
Téstoviny s cvrééim o 9
y. 20 Cervend ¢ocka 20 %
proteinem

Pro vSechny zminéné vyrobky byli pouZiti dospélci cvrcka domaciho ze soukromé farmy, kde
jsou cvréci chovani v optimalnich podminkach a krmeni rliznymi druhy obilovin a ovocem.
Vyrobce rovnéZ deklaruje tfistupnové osetfeni pomoci UV paprskll a filtrované vody
s naslednym prevarenim a susenim. Podrobnéjsi hygienicka opatfeni, véetné ¢asu a teplot,
jednotlivych oSetfeni nejsou v ramci zachovani vyrobniho tajemstvi zverejnéna.

PFi nasi analyze byl kazdy vzorek vyrobku homogenizovan v tfeci misce a + 1 gram z kazdého
vzorku byl preveden do zkumavek s 9 ml fediciho média (jehoz sloZeni je uvedeno v Tabulce
¢. 5). Nasledovalo vytvofeni decimdlni Fedici Fady aZ do hodnoty 1076, kde byl z kazdého Fedéni
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po dostate¢né homogenizaci odebran vzorek podle mnozstvi inokula bud 1 ml pro metodu
preliti, nebo pro metodu roztérem, kde se 1 ml vzorku rozdéli do tfi 9 mm Petriho misek.
VSechna stanoveni mikroorganismi probéhla standartnimi postupy dle platnych norem,
popsanych v podkapitole o kultivaci.

Tabulka ¢. 5: SloZeni rediciho média

Slozka Mnoistvi g/|
Trypton 5
Nutrient broth no. 2 5
Kvasni¢ny extrakt 2,5
Tween 80 0,5
L-cystein 0,25

4.2 Kultivace

Pro udrZeni ¢i pomnozZeni mikroorganismuU pfi vhodnych podminkdch byla vyuZita kultivace,
ktera probéhla dvéma metodami. Prvni metoda je metoda kvantitativni, kde se snazime o co
nejpresnéjsi stanoveni poctu zivotaschopnych bunék, druha metoda je kvalitativni, kde nejde
o mnoizstvi, ale o prikaz pritomnosti ¢i absence mikroorganismu (Bursikova et al. 2014).
Schéma pfipravy fedici fady je zobrazeno na Obrazku €. 3 a pfiprava medii ke kultivaci na
Obrazku ¢. 4.

Kultivace a volba mnozstvi inokula v této praci probéhly dvéma zpUsoby:

1) roztérem 1 ml na pfedem pfipraveném tuhém médiu pomoci sterilni mikrobiologické
hokejky do 3 Petriho misek o priméru 90 mm

2) prelitim 1 ml do Petriho misky o rozméru 60 mm a zalitim tekutym médiem
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Obrdzek ¢. 3: Schéma Fedici Fady do hodnoty 10°°

1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml
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[ ,»»/“W
v
Kolonie tvorici jednotky

NV Y YY)

|| ]\

9,0 ml

=

1:108
Kolonie: |

= P ) P
%250 kolonii
nepocditatelné

* 25 kolonii

0 kolonii

* 5 kolonii
Upraveno podle Sapkota (2022)
Obradzek C. 4: Pripravend péstebni a redici média ke kultivaci

Autorka (2022)

4.2.1 Kultivacni média a metody kultivace jednotlivych mikroorganismti

Klicovym faktorem pro UspéSnou kultivaci je vhodné zvolené a peclivé pfipravené kultivacni

médium. Pro celkové hodnoceni mikroorganismu se hodi komplexni média ze sloZek jako jsou
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trypton a pepton z rostlinnych nebo Zivocisnych tkani, pro konkrétni skupiny mikroorganismi

jsou pouzivana selektivni média. VSechna pouZita média pro zkoumané mikroorganismy jsou

shrnuta v Tabulce €. 6.

Tabulka ¢. 6: Podminky kultivace pro jednotlivé mikroorganismy

v

Chalgren Anaerobe
Agar (Oxoid)

Mikroorganismy Kultivacni média Teplota Cas Norma
Celkové pocty
aerobnich Standart plate count | 5, 72h | €SN ENISO 4833-1
. . e agar (Oxoid, AT)
mikroorganismu
Celkové pocty
aerobnich Trypton-séjovy agar <
. . ° 24 h N ENISO 4 -1
sporulujicich (TSA), (Carl Roth, DE) 30°¢ s 50 4833
bakterii
Trypton Bile
Escherichia coli X-Clucoronide agar 37 °C 24 h CSN 1SO 16649-2
(TBX agar), (Oxoid, AT)
. Bacillus cereus agar . N
Bacillus cereus base (Oxoid, AT) 30°C 24 h CSN EN ISO 7932
Enterobacteriaceae Violet red k,nle glucose 37°C 24 h CSN EN I1SO 21528-2
agar (AppliChem, DE)
Staphylococcus Balrd-Pa?rker agar 37°C 24-48h | ESN EN ISO 6888-1
aureus (Oxoid, AT)
Rappaport-Vassiliadis
Salmonella spp. | °WON (CarlROth DE), 000 1 ) 4gh | EsNENISO 6579-1
Salmonella Shigella
agar (Carl Roth, DE)
Cooked Meat Medium
Clostridium spp. (Oxoid), Wilkins 37°C 48 h &SN EN ISO 7937
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Celkové pocty mezofilnich aerobnich mikroorganismi

Celkové pocty aerobnich mikroorganism( se stanovuji za pouZiti normy CSN EN SO 4833-1
technikou pfreliti, kde je vyuzit v tomto pripadé Standard plate count agar. Ten lze ziskat
smichanim destilované vody s 5 g/l tryptonu, 2,5 g/l kvasni¢ného extraktu, 1 g/l glukdzy
a 9 g/l agaru. Smés se za ¢astého michani prohreje az do Uplného rozpusténi vsech slozek
a da se sterilizovat do autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut. Pfed pouZitim je tfeba
agar nechat vytemperovat na 45 °C.

Ptiprava vzorkl probéhla naockovanim 1 ml z prislusné fedici fady do prazdné sterilni Petriho
misky a zalita pfipravenym Standard plate count agarem. Poté se vzorky nechaly kultivovat
za aerobnich podminek pfi teploté 30 °C po dobu 72 hodin.

Celkové pocty aerobnich sporulujicich mikroorganismu

Pro kultivaci aerobnich sporulujicich mikroorganismu je rovnéz pouzivana technika preliti
podle normy CSN EN 1SO 4833-1. VyuZivan je univerzalni trypton-séjovy agar (TSA). Jeho
pfiprava probihala smichanim destilované vody s predptipravenou smési TSA, kterd
obsahuje 15 g/l kaseinu natraveného tryptikazou, 5 g/l séjového peptonu, 5 g/l chloridu
sodného a 15 g/l agaru. Po diikladném promichani se smés vloZila do autoklavu na teplotu
121 °C po dobu 15 minut.

Zhomogenizované vzorky byly pasterovany po dobu 10 minut pfi teploté 85 °C, ¢imzZ doslo
k inaktivaci mezofilnich a snizila se pravdépodobnost prezZiti termorezistentnich
nesporulujicich bakterii. Z kazdého rfedéni bylo pfevedeno 0,5 ml do sterilni Petriho misky
a zalito trypton-séjovym agarem. Kultivace probéhla za aerobnich podminek po dobu
24 hodin pfi teploté 30 °C.

Escherichia coli

Pro diikaz pfitomnosti Escherichia coli byl jako Zivné médium pouzit podle normy CSN 1SO
16649-2 Tryptone Bile X-Glucuronide agar (znam také jako TBX agar), ktery jsme ziskali
smichanim 20 g/l tryptonu, 1,5 g/l Zlu¢ové soli €¢.3, 0,075 g/| glukuronidu a 15 g/l agaru. Smés
byla poté sterilizovana v autoklavu 15 minut pfi teploté 121 °C. Glukuronid je stézejni slozkou
TBX agaru pravé proto, Ze ho E. coli jsou schopny rozstépit syntetizujicim enzymem
B-D-glukoronidazou. Jelikoz se jedna o dost specifickou reakci, neni (na rozdil od jinych
koliformnich bakterii) nutné provadét konformacni testy.

Nejprve byly pfipraveny 3 plotny s TBX agarem, na které byl rozdélen 1 ml z pfislusného
redéni redici fady a nasledné byl vzorek asepticky rozestfen ockovaci mikrobiologickou
hokejkou. Kultivace probihala za aerobnich podminek pfti teploté 37 °C po dobu 24 hodin.
Narostlé kolonie byly hodnoceny podle poctu modrych kolonii, pfipadné podle bilych kolonii
s modrym stfedem.
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Bacillus cereus

Bakterie Bacillus cereus jsou identifikovany pomoci normy CSN EN 1SO 7932 s vyuZitim
Bacillus cereus agar base, jenz je sloZzen z 10 g/l mannitolu, 10 g/l pyruvatu sodného, 2,5 g/I
fosforecnanu sodného, 2 g/l chloridu sodného, 1 g/l enzymaticky rozloZzeného kaseinu,
0,25 g/l fosfore¢nanu draselného, 0,12 g/l bromthymolové modfi, 0,1 g/l siranu hore¢natého
a 15 g/l agaru. Vznikld zamichana smés doplnénd destilovanou vodou se vloZi do autoklavu
na teplotu 121 °C. Po 15 minutach je smés ochlazena na 45 °C a obohacena o polymixin
a zZloutkovou emulzi. Vznikly agar se jesté jednou porddné promicha a nalije se do Petriho
misek.

Na Bacillus cereus base agarové plotny byl naockovan 1 ml z prvniho fedéni, z dalSich fedéni
0,1 ml vzorku a vSe bylo rozetfeno mikrobiologickou hokejkou. Vzorky se dale nechaly
kultivovat pfi teploté 30 °C po dobu 24 hodin. JelikoZ bakterie Bacillus cereus narlstaji
ve velkych koloniich obklopenych B-hemolyzovou zénou (Muigg et al. 2022), byly pouzity
konformacni testy metodou prlikazu hemolyzy na agaru s ovci krvi.

Clostridium spp.

Pro kultivaci Clostridium spp. se podle normy CSN EN 1SO 7937 vyuzivaji dvé kultivaéni média.
Prvni je Cooked Meat Media, jehoZ sloZeni je 454 g/| srdec¢ni svaloviny, 10 g/l peptonu,
10 g/ | prasku “Lab-Lemco”, 5 g/l chloridu sodného a 2 g/l glukdzy. Druhé médium je Wilkins
Chalgren Anaerobe Agar obsahujici 10 g/l tryptonu, 10 g/l Zelatinového peptonu, 5 g/l
vytazku z kvasnic, 1 g/l glukdézy, 5 g/l NaCl, 1 g/l L-argininu, 1 g/l pyruvatu sodného,
0,0005 g/l menadionu, 0,005 g/l haeminu a 10 g/l agaru.

Do Cooked Meat Media (Oxoid) bylo navazeno 0,1 g vzorku a nasledné se vzorek nechal
inkubovat 48 hodin pfi 37 °C. Po 14 dnech stani pfi pokojové teploté, za ucelem vytvoreni
endospor, se vzorek pasteroval 10 minut pfi teploté 85 °C. Pasterované vzorky byly prelity
na Petriho misky s Wilkins Chalgren Anaerobe Agar (Oxoid) a opét kultivovany za stejnych
podminek v anaerobni atmosfére. Narostlé kolonie byly identifikovany pomoci MALDI-TOF
MS.

Enterobacteriaceae

Pro prikaz bakterii Enterobacteriaceae se pouzivd CSN EN 1SO 21528-2 norma s vyuZitim
Violet red bile glucose agaru, ktery se sklada z 10 g/l glukdzy, 7 g/l peptonu, 5 g/l chloridu
sodného, 3 g/l kvasni¢ného extraktu, 1,5 g/l Zlucové soli ¢. 3, 0,03 g/l neutral red, 0,002 g/I
crystal violet a 12 g/l agaru. Po pfidavku destilované vody se smés za stalého michani zahfeje
do té doby, nezZ se vSechny slozky rozpusti. Sterilace neni u tohoto agaru doporucena.

Z prvniho fedéni byl preveden 1 ml na 3 pfipravené plotny s Violet red bile glucose agarem.
Pro dalsi fedéni bylo napipetovano uz jen 0,1 ml a rozetfeno mikrobiologickou hokejkou.

35



Zatuhlé Petriho misky byly obraceny vzhliru nohama a nésledovala kultivace za aerobnich
podminek pti teploté 37 °C po dobu 24 hodin.

Koagulazapozitivni stafylokoky a Staphylococcus aureus

Dlkaz ptitomnosti Staphylococcus spp. se provadi podle normy CSN EN ISO 6888-1 na
Baird-Parker agaru, ktery se sklada z 10/l g tryptonu, 5 g/l masového extraktu, 1 g/l
kvasni¢ného extraktu, 5 g/l chloridu lithného, 12 g/l glycinu, 10 g/I pyruvatu sodného a 20
g/l agaru. Vsechny slozky se smichaly s 1000 ml destilované vody a smés se nechala sterilovat
v autoklavu po dobu 15 minut na 121 °C. Poté bylo tfeba smés ochladit na 47 °C, asepticky
pfidat 50 ml emulze vaje¢ného Zloutku s teluriChanem a rozlit na pfedem pfipravené
a oznacené plotny.

Na kazdou plotnu byl napipetovdn 1 ml vzorku zredici rady, rozetfen sterilni
mikrobiologickou hokejkou a nechal se vsaknout pfriblizné 15 minut. Dulezité bylo plotny
otocit vzhiru nohama a nechat aerobné kultivovat pfi teploté 37 °C po dobu 24-48 hodin.
Pro stanoveni poctu byly vybrany bud' kolonie s typickym vzhledem, tedy kolonie s mlé¢nym
okrajem a ¢ernym nebo Sedym teréem, nebo atypickym vzhledem, tedy kolonie Sedé a ¢erné
lesklé bez mlécného okraje. Z poctu suspektnich kolonii vyrostlych na zminénych miskach se
vypocetl pocet koaguldzapozitivnich stafylokok( a byl proveden test koaguldzové aktivity
pomoci Staphylase test kitu (Oxoid), zobrazenym na Obrazku €. 5. Ten funguje na principu
detekce pritomnosti srazeciho faktoru prostfednictvim srazeni fibrinogenem
senzibilovanych ovcich ¢éervenych krvinek. Specificnost reakce je zajiSténa simultannim
testem s kontrolnim Cinidlem (nesenzibilni ov¢i ¢ervené krvinky), kde by ke srazeni nemélo
dojit [Online 3].

Salmonella spp

Stanoveni pfitomnosti Salmonella spp. bylo provedeno podle normy €SN EN I1SO 6579-1, ke
které jsou potfeba tyto média:

e Peptonova voda, tvofenad 10 g/l pankreaticky stépenym kaseinem, 5 g/I chloridem
sodnym, 9 g/I hydrogenfosfore¢nanem sodnym a 1,5 g/| fosfore¢nanem draselnym.

e Rappaport-Vassiliadis bujon s obsahem 13,58 g/l bezvodého chloridu hofecnatého,
8 g/| chloridu sodného, 4,5 g/l peptonu ze sdji, 0,6 g fosfore¢nanu draselného, 0,4 g/I
hydrogenfosforeénanu draselného a 0,036 g/| malachitové zelené.

e Salmonella Shigella agar (SS agar) s obsahem 5 g/l masového extraktu, 5 g/l peptonové
smési, 10 g/l laktézy, 8,5 g/l Zluéovych soli, 10 g/l citratu sodného, 8,5 g/| thiosiranu
sodného, 1 g/l citratu Zelezitého, 0,00033 g/I brilantné zelené, 0,025 g/I neutralni
cervené a 15 g/l agaru.

Ze vzorku byl odebran vidy 1 g do zkumavek obsahujici peptonovou vodu a cela smés byla
kultivovdna pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Nasledoval odbér 0,1 ml vzorku a pfevedeni
do zkumavek obsahujici Rappaport-Vassiliadis bujén, obsah byl promichan a zkumavky byly
opét kultivovany pfi teploté 37 °C, tentokrat po dobu 48 hodin. Pro potvrzeni narostlych
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bakterii bylo tfeba vzniklou suspenzi rozetfit na pfedem pfipravené plotny s SS agarem
a nechat je kultivovat pfi teploté 37 °C po dobu 48 hodin.

Na SS agaru vytvofily bakterie rodu Salmonella svétlé kolonie s tmavym stfedem, které byly
dale pouzity pro konformacni test. Identifikace Salmonella spp. byla provedena pomoci
latexového aglutinacniho testu in vitro Salmonella Test Kit (Oxoid) na Obrazku €. 5. Nejprve
bylo na papirek natfeno kontrolni cinidlo, poté byly na jednu ¢ast rozetfeny odebrané
kolonie spolecné s kontrolnim Cinidlem.

Obrazek ¢. 5: Staphylase Test Kit a Salmonella Test Kit (Oxoid)

Staphylase Test Kit Salmonella Test Kit

[Online 4], [Online 5]

Pocet kvasinek a plisni

Stanoveni kvasinek a plisni se provadi podle normy CSN ISO 21527 na dichloran glycerolovém
agaru (zndm pod zkratkou DG18), jez se sklada z 10 g/l glukdzy, 5 g/l peptonu, 1 g/l
dihydrogenfosforec¢nanu draselného, 0,5 g/l siranu horecnatého, 0,002 g/l dichloranu a 15
g/l agaru.

Metoda probéhla naockovanim 0,1 ml z pfislusného fedéni na 3 agarové plotny a poté byl
vzorek rozetfen sterilni mikrobiologickou hokejkou. Kultivace probihala za aerobnich
podminek pti teploté 25 °C po dobu 7 dni.

4.3 Identifikace pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Identifikace mikroorganism( pomoci MALDI-TOF MS (hmotnostni spektrometrie s laserovou
desorpci a ionizaci v kombinaci sdetektorem doby letu: Matrix—Assisted Laser
Desorption/lonization Time of Flight mass spectrometry) je velmi pfesna a rychld metoda
aplikovatelnd pro Siroké spektrum mikroorganismu, které je schopna rozlisit na rodové,
druhové a casto i kmenové Urovni. Tato presnd stanoveni mohou slouzit jako monitoring
patogennich mikroorganismi v Zivotnim prostredi ¢i pfi zpracovani potravin (Huong et al.
2014). Pro nasi identifikaci narostlych mikroorganismt byl konkrétné pouZit pfristroj
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MALDI-TOF Autoflex Speed (Bruker Daltonik, Némecko) s vyuzitim MALDI Biotyper MSP
Identification Standard Method 1.1 a knihovny Bruker Taxonomy.

MALDI-TOF MS je spektrofotometrickd Setrna ionizacni technika, kterd umoznuje analyzu
peptid a bilkovin, nukleovych kyselin nebo nizkomolekularnich anorganickych i organickych
latek, jak z celych kultivovanych bakterii, tak ze surovych bakteridlnich extraktd. Jako kazdy
hmotnostni spektrometr se skladd ze tfi funklnich jednotek: zdroj pro ionizaci
a prenos iontd analytu do plynné faze, hmotnostni analyzator pro separaci iontd podle jejich
poméru hmotnosti k ndboji a detekéni zafizeni pro monitorovani iontd. V praxi je pro pouziti
MALDI-TOF vyZadovana jenom minimalni pfiprava (Biswas & Rolain 2013). NejrychlejSim
postupem pfipravy je pfimé naneseni nakultivovanych bakterii na MALDI desti¢ku z nerezové
oceli. Dulezitym faktorem pro spravnost stanoveni je vhodné zvoleni koncentraci matrice
a organickych rozpoustédel. U¢el matrice je ochrana analytu pied pfimou ionizaci laserem,
nejbéznéji se jedna o roztoky ve smésich obsahujici acetonitril, kyselinu trifluoroctovou,
kyselinu mravenci, aceton, ¢i vodu (Kacalova 2011).

Pro nanaseni vzork(i na MALDI desticku existuji tfi metody, jejichZ schéma je zobrazeno na
Obrazku ¢. 6:

e ,Dried-droplet” metoda, kde se nanese smés vzorku spolec¢né s matrici, umoziujici
detekci vysokomolekularnich latek.

e ,Two-layer” metoda, kde se nejdfiv nanese smés kapky matrice s rozpoustédlem
a po jejim zaschnuti se navrstvi smés vzorku s matrici.

e ,Bottom-layer” metoda, kde je nejprve nanesen rozpustény vzorek a po zaschnuti
je nanesena rozpusténa matrice ve stejném objemu (Kacalova 2011).

Pro identifikaci vzork( v této praci byla pouZita metoda ,,Bottom layer”.

Obrdzek ¢. 6: Metody nandseni vzorki na MALDI desticku

. matrice
vzorek + matrice

+
/rozpouEtédIo
vzorek + matrice X
i / matrice vzorek

+' . +. .
rozpoustédlo /rozpoustedlo

,,Dried-droplet method" ,,Two-layer method" ,.Bottom-layer method"

Upravedlo podle Williams et al. (2003)

Analyzovany vzorek se umisti na jednotlivé spoty na desti¢ku z nerezové oceli a prekryje se
matrici, kterd po nékolika minutdch vysuseni zplsobi na desti¢ce rychlou ko-krystalizaci
v prostorovém poli (Biswas & Rolain 2013). Po vloZeni do pfistroje je aplikovano laserové
zareni na krystaly matrice, kterd absorbuje energii, pti jejimz vyparovani bere spolecné
i molekuly vzorku a zaroven dochazi k ionizaci molekul predanim H+ od molekul matrice. Mezi
desti¢ku a vstupni Stérbinu analyzatoru TOF je aplikovdno extrakéni napéti, kde dojde
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k rozdéleni nabitych molekul ve vakuu podle jejich molekulové hmotnosti
v elektromagnetickém poli, diky ¢emuz mUzZe dochazet k vysledné detekci doby letu iontl. Ty
jsou elektronicky méreny ve spektralnich kandlech a vypocetné se prevadéji na vysledné
zobrazeni v hmotnostnich spektrech, kterd jsou specifickd pro kaidy testovany
mikroorganismus (Singhal et al. 2015). Na zakladé shody s databdzi Bruker taxonomy pomoci
software MALDI BioTyper RTC (Real Time Classification) je urcena identita daného
mikroorganismu podle tfid spolehlivosti, uvedenych v Tabulce €. 7. Na Obrazku ¢. 7 je
zjednodusené schéma fungovani MALDI-TOF MS po naneseni vzork( na MALDI desticku.

Obrazek ¢. 7: Schéma MALDI-TOF

laser

o) @@(’B |
— OYH — @ @ ® o — TOF I
@CD@ analyzator
MALDI desti¢ka urychleni nabitych separované ionty na zakladé U J l A
{vzorek smichany iontdi prostiednictvim poméru molekulové hmotnosti
s matrici) vysokého napéti a naboje ¢astice hmotnostni spektrum

Upraveno podle Singhal et al. (2015)

Tabulka ¢. 7: Tridy spolehlivosti v databdzi MALDI Biotyper

Rozsah Charakteristika
0,000 - 1,699 nespolehliva identifikace
1,700 — 1,999 pravdépodobna identifikace rodu

bezpecna identifikace rodu, identifikace

2,000-2,299 pravdépodobného druhu

2,300 - 3,000 vysoce pravdépodobné druhové urceni

4.4 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni probéhlo pomoci programu Statgraphics Centurion od Statgraphic
Technologies Inc. za pouziti jednofaktorové analyzy rozptylu (ANOVA) s hladinou vyznamnosti
p = 0,05, kde byly zjistovany statisticky vyznamné rozdily mezi vzorky. Nasledné porovnavani
rozdil (post-hoc test) probéhlo Schéffého metodou.
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5 Vysledky

5.1 Kultivace vzorku

Vysledky poctli kolonii mikroorganismu ze vzork( byly zaznamendny po uplynuti stanovené

doby (podle vySe zminéné metodiky). Ziskané hodnoty jsou uvedeny v Tabulce ¢. 8

v jednotkdch log KTJ/g. Jednotlivé vysledky vsech vyskytujicich se bakterii ve vSech vzorcich

jsou uvedeny v samostatnych pfilohach v Tabulce ¢. 11.

Tabulka ¢. 8: Stanovené pocty mikroorganismu po skonceni kultivace, uvedeno v log KTI/g.

Hodnoty jsou zpriimérované podle poctu opakovdni a druhu vyrobku + smérodatnd odchylka.

- . . Protei- .
Prasek na Prazeni . , Hrachové | _. .
ofeni cvréci Krekry Tycinky novy chios Téstoviny
P shake Psy
Mezofilni
5,50 + 7,45 + 7,35 + 5,02 +
b rs ’ 7’ ’ ’ S
| acrohm 0,56 0,43¢ 0,600 0,69° 6,38 >88 1,00
mikroorganismy
Aerobni
., 2,05 + 3,94 + 1,30 +
.sporuluu.cl 158 0,34° 1,58 <1,00° <1,00 2,79 3,30
mikroorganismy
Escherichia coli <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
1,36+ 2,03 £ 0,20 £
Bacill ! ! ! < <
acillus cereus 157 203 0,40 <1,00 2,30 <1,00 1,70
Entero- <1,00 <1,00 <1,00 <100 | €1,00 | <1,00 | <1,00
bacteriaceae
Koagulaza
pozitivni <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
stafylokoky
Salmonella spp. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
Kvasinky a 0,62t 2,50t 0,62
< <
plisné <1,00 1,07 129 107 3,69 <1,00 2,00

Horni indexy (* ¥ ) znaéi statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami (p <0,05); neg. =

negativni

Celkové pocty mezofilnich aerobnich mikroorganismi

Celkové pocty mezofilnich aerobnich mikroorganism( v nasem pripadé vykazuji nejvice

vyrobky celi prazeni cvréci s primérnym obsahem 7,45 + 0,43 log KTJ/g. Nejvétsi obsah byl

zaznamendn u pfichuté

“Rajéata & Oregano” sobsahem 7,94 log KTJ/g vyrobku.

V téstovinach s cvrééim proteinem, jako v jediném vzorku, nebyly Zadné mezofilni aerobni

mikroorganismy zaznamendany. Druhy nejmensi pocet mezofilnich aerobll se vyskytuje

40




v tycinkach s primérnym obsahem 5,02 + 0,92 log KTJ/g, nejlépe pak vysla tycinka s pFichuti
“Horké kakao & Sezam“ s obsahem 3,60 log KTJ/g vyrobku.

Kvlli nedostatecnému poctu opakovani byly ze statistického vyhodnoceni vyrazeny vyrobky:
hrachové chipsy a téstoviny s cvré€im proteinem. Po provedeni statistického vyhodnoceni
zbylych kategorii vyrobkl byly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily mezi vyrobky:
tyCinky a krekry, tyCinky a prazeni cvréci a cvrcci a prasek do peciva a na peceni (p <0,05).

Aerobni sporulujici mikroorganismy

Nejvétsi narlst aerobnich sporulujicich mikroorganism@ byl zaznamenan u vyrobku celych
prazenych cvrékd “Rajéata & Oregano”, kde jejich obsah dosahoval hodnoty 4,58 log KTJ/g.
Zaroven kategorie prazenych cvrckli obsahovala i nejvyssi pramérné hodnoty 3,94 + 0,40 log
KTJ/g. Naopak u skupiny vyrobkl tycinek a proteinovy shake vysly hodnoty aerobnich
sporulujicich mikroorganismd pod hranici detekce (1 log KTJ/g).

Kvali nedostate¢nému opakovani byly ze statistického vyhodnoceni vyfazeny vyrobky:
hrachové chipsy a téstoviny s cvrécim proteinem. Mezi zbylymi kategoriemi vyrobk(d byl
zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezi vyrobky tycinky a celi prazeni cvréci (p <0,05).

Escherichia coli

Detekéni limit metody pro uréeni pfitomnosti bakterii Escherichia coli je stanoven na 1 log
KTJ/g. Po dokonceni kultivace ve vsech analyzovanych vzorcich vysly bakterie Escherichia coli
pod touto hranici detekce.

Bacillus cereus

Ve vSech vzorcich tycinek a hrachovych chipst nebyl prokazan zadny vyskyt bakterie Bacillus
cereus (pod hranici detekce <1 log KTJ/g). Nejvy3si zaznamenany pocet byl ve vyrobcich
proteinovych shakes, kde u obou vzorkd dosahovaly hodnoty bakterie Bacillus cereus 2,30
log KTJ/g.

Kvali nedostate¢nému opakovani byly ze statistického vyhodnoceni vyrazeny vyrobky:
hrachové chipsy a téstoviny scvré¢im proteinem. Mezi zbylymi vzorky nebyl zjistén
statisticky vyznamny rozdil.

Enterobacteriaceae

Po ukonceni kultivace byly spocitany kolonie z kazdé Petriho misky, které byly rlzové,
cervené, nebo fialové barvy, ¢i sobklopeny rlizovou zdénou. Vysledky bakterii z ¢eledi
Enterobacteriaceae vysly ve vsech analyzovanych vzorcich pod hranici, jez md hodnotu
<1 log KTJ/g.
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Koaguldzapozitivni stafylokoky a Staphylococcus aureus

Vysledek poctu koagulaza pozitivnich stafylokok( vysel ve vSech testovanych vzorcich pod
1 log KTJ/g. Pomoci konformacniho testu Staphylase kit (Oxoid), bylo potvrzeno, Ze oproti
vychozim spotim simulujici vyskyt téchto bakterii se u kontrolnich spot( z nasSich vzork{)
nevyskytovaly shluky suspenzi testovanych bunék ani u jednoho vzorku a byla tak potvrzena
absence vyskytu bakterii Staphylococcus aureus.

Salmonella spp.

Po ukoncéeni kultivace na SS agaru bylo pozorovdno nékolik ¢erné zabarvenych kolonii
podobnych koloniim salmonel. Provedenim aglutinacniho testu Salmonella Test Kit (Oxoid)
byla zjisténa negativni reakce bez vzniku srazenin, a Ze se tim padem nejednd o kolonie
bakterii rodu Salmonella.

Kvasinky a plisné

Pocet kvasinek a plisni byl nejvice zaznamenan u vyrobkl z kategorie krekr(i, primérné se
jednalo o hodnotu 2,50 + 1,29 log KTJ/g. Nejvyssi hodnota byla namérena u krekr( s prichuti
“Cerné olivy“ a to 3,68 log KTJ/g. Ve vyrobcich ze skupiny prasku do peciva
a hrachovych chipsl nebyly Zadné kvasinky ani plisné detekovany.

Kvali nedostatecnému opakovani byly ze statistického vyhodnoceni vyfazeny vyrobky:
hrachové chipsy a téstoviny s cvrééim proteinem. Mezi testovanymi vzorky nebyly zadné
statisticky vyznamné rozdily (p > 0,05).

5.2 Identifikace bakterii pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Clostridium spp.

Vyskyt Clostridium spp. byl potvrzen celkem u 7 vzork(i popsanych v Tabulce €. 9, véetné
jejich skére spolehlivosti identifikace. Tato identifikace probéhla podle metodiky pro
stanoveni hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF, jenZ je popsdna vyse v podkapitole 4.3.

Nejvyssi identifikaéni skére 2,02 s vysokou mirou jistoty bylo vyhodnoceno u vzorku celych
prazenych cvrckll “Slany karamel” s identifikaci bakterie Clostridium indolis. U vzorku
proteinového shake byla s pravdépodobnou identifikaci rodu uréena bakterie Clostridium
sporogenes (skére 1,84). Zbylych 5 wvzorkd obsahujici Clostridium sp., rovnéz
s pravdépodobnou identifikaci rodu, nebylo mozné druhové identifikovat.
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Tabulka ¢. 9: Vysledky identifikace pomoci MALDI-TOF

Skore Identifikovany taxon Vzorek
1,84 Clostridium sporogenes Proteinovy shake
1,75 Clostridium sp. (druh nelze urdit) Protein tycinka typu 1 {Ananas
& Kokos)
2,02 Clostridium indolis PraZeni cvrcci (Slany karamel)
-, . Proteinové krekry
1,7 | . h nel ¢ .
3 Clostridium sp. (druh nelze urcit) (Oregano & Tymién)
-, . Proteinové krekry
1,74 | . h nel ¢ .
Clostridium sp. (druh nelze urcit) (Oregano & Tymién)
1,76 Clostridium sp. (druh nelze urcit) Proteinové krekry (Cerné olivy)
6 Diskuze

Momentdlné pro jedly hmyz neexistuji legislativni mikrobiologické limity, a proto se v praxi
pro jejich dodrzovani vyuzivaji hodnoty z normy CSN 56 9609, ktera stanovuje mikrobiologicka

kritéria pro potraviny. Konkrétné jsou z této normy pouzivany hodnoty pro koryse a jejich

vzdalené pribuzné, jelikoZ se jedna o podobny alergen. Panel EFSA NDA (2021) stanovil odlisné

pozadavky na mikrobidlni ukazatele u cvrcka domdciho ve formé zmrazené, susené a ve

cvrééim prasku, jenz jsou uvedeny v Tabulce €. 10.

Tabulka ¢. 10: PoZadavky na mikrobidlni ukazatele podle Panelu EFSA NDA (2021)

. . L Cvrcci Cvrcci Cvrcci
Mikrobiologicky parametr Jednotka L. L. .
mrazeni suseni prasek
Celkovy pocet mezofilnich
| . L. log KTJ/g <5,00 <5,00 <5,00
aerobnich mikroorganismtu
Enterobacteriaceae log KTJ/g <2,00 <2,00 <2,00
Escherichia coli log KTJ/g <1,70 <1,70 <1,70
Salmonella spp. v25g negativni negativni negativni
Bacillus cereus log KTJ/g <2,00 <2,00 <2,00
Koagulaza pozitivni
log KTJ/g <2,00 <2,00 <2,00
stafylokoky
Kvasinky a plisné log KTJ/g <2,00 <2,00 <2,00
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6.1 Mikroorganismy

6.1.1 Celkové pocty mezofilnich aerobnich mikroorganism

Podle Ministerstva zemédélstvi CR (2018) i Panelu EFSA NDA (2021) je doporuéena
maximalni pfipustna hodnota pro mezofilni bakterie v jedlém hmyzu po tepelné Upravé do
5 log KTJ/g. Grabowski & Klein (2017) ve své praci zkoumali komplexni mikrobidlni obsah
jedlého hmyzu, véetné cvréka domaciho a jejich pocty mezofilnich aerobnich organisma byly
nasledujici: v susenych cvrécich se primérna hodnota pohybovala okolo 5,5 log KTJ/g,
v cvrééim moucce 5,70 log KTJ/g a v extrudovanych cvrccich 3,10 log KTJ/g. Dalsi podobna
studie od Caparros Megido a kolektivu (2017) u Cerstvych cvrck(l bez tepelného osetreni
zjistila hodnotu 7,97 log KTJ/g, u cvrékd blansirovanych po dobu 4 minuty 4,39 log KTJ/g
a u sterilovanych cvrckl 3,74 log KTJ/g, u lyofilizovanych cvrékl vysly hodnoty 4,05 log KTJ/g.
Z uvedenych studii lze potvrdit, Ze tepelné opracovani ma pozitivni vliv na vysledné pocty
mezofilnich aerob(l, nelze vsak fict, Ze by vSechny testované vzorky splfiovaly limitni
hodnoty. Klunder a kolektiv (2012) ve své studii o aspektech zpracovani a skladovani jedlého
hmyzu zminuji, Ze existuje zdvislost mezi dobou skladovani a mnoZstvim obsaZzenych
mikroorganism.

Nadlimitni hodnoty celkovych pocti mezofilnich mikroorganismu se objevily i ve vyzkumu
provedenym v ramci této prace, a to hned u nékolika vzorkd. V priméru tak limit 5 log KTJ/g
prekrocily vSechny kategorie vyrobkd, kromé téstovin, které byly jediné pod limitem detekce
<1 log KTJ/g. V priiméru nejvyssich hodnot dosahli prazeni cvréci (7,45 + 0,43 log KTJ/g), kde
vzorek prazenych cvrck( “Rajéata & Oregano” obsahoval 7,94 log KTJ/g. Druhou kategorii
s nejvyssim obsahem mezofilnich aerob0 byly krekry (7,35 + 0,60 log KTJ/g), jeden z vyrobku
krekrd “Cerné olivy“ dosahoval dokonce 8,43 log KTJ/g.

6.1.2 Aerobni sporulujici mikroorganismy

Garofalo a kolektiv (2019) zminuji, Ze hladiny v ¢erstvém hmyzu jsou obvykle nizsi nez hladiny
ve zpracovanych produktech, a to kvlli nékolika faktordm, mezi které patfi snizena aw
a nasledny osmoticky stres, ktery sporulaci aktivuje. Tento fakt potvrzuje studie Ververis
a kolektivu (2022), ktefi popisuji vsouhrnu studii namérené sporulujici aerobni
mikroorganismi v ¢erstvém hmyzu do hodnoty 4,30 log KTJ/g, ale ve cvrécich v tepelné
opracované formé az do 7,80 log KTJ/g. V jinych studiich byly hodnoty nizsi u cerstvého
i zpracovaného hmyzu, napfiklad studie Klundera a kolektivu (2012) uvadi hodnotu 3,60 log
KTJ/g v Cerstvych cvrécich a hodnoty 1,50 log KTJ/g u cvrékl vafenych i smazenych. Dalsi
studie od Fasolato a kolektivu (2018) zjistila na 11 vzorcich prazenych cvrékd pramérnou
hodnotu sporulujicich aerob( 4 log KTJ/g.

Z nasich testovanych vyrobkl se nejvic aerobnich sporulujicich mikroorganism( objevilo
u kategorie prazenych cvrékd s primérnou hodnotou 3,94 log KTJ/g. Nejvyssi hodnotu 3,53
log KTJ/g mél vyrobek prazenych cvrékl “Rajéata & Oregano. Nejméné sporulujicich aerob(
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bylo v kategoriich ty¢inek a proteinovych shakes, kde byla identifikace pod limitem detekce
(<1 log KTJ/g).

6.1.3 Escherichia coli

Ververis a kolektiv (2022) ve své praci shromazdili data riznych mikrobiologickych rozbor(
cvrcka domaciho ve 4 opracovanych formdach. U cvrékl v suSené a zahfevem opracované
formé popisuji hodnoty Escherichia coli u obou zpUsob( oSetfeni maximalné 1 log KTJ/g nebo
bez detekce. Obecné se tyto patogeny u vSech hmyzich produktd objevuji jen minimalné
a nejsou béZznou mikrobiotou cvrck( domacich. To potvrzuji i Fernandez-Cassi a kolektiv
(2019), kteti Zaddné Escherichia coli nenasli ani pfi podrobnéjSich metagenomickych studiich.
Miler a kolektiv (2021) vysvétluji, Ze ackoli je Escherichia coli nej¢astéjSim patogenem
pfendsejici se potravinami, v jedlém hmyzu se objevuje pravdépodobné jen jako dlsledek
pouzité kontaminované vody. Limitni kritérium pro Escherichia coli je maximalné 1,7 log
KTJ/g, coZ bylo splnéno i v této praci, kde Zadny vyrobek neprekrodil 1,7 log KTJ/g, coz byl
rovnéz detekéni limit pouzité metody. Tim padem nelze s jistotou tvrdit, Ze vzorky
neobsahovaly E. coli vibec, avsak Ize fict, Ze vzorky byly z hlediska tohoto kritéria vyhovujici.

6.1.4 Bacillus cereus

Bawa a kolektiv (2020) zkoumali rozdily v poctu rlznych druh(i mikroorganism( u ¢erstvych
cvrckl v porovnani s pe¢enymi cvrcky. Efekt tepelného zpracovani byl uc¢inny u vsech druhf
mikroorganismu véetné Bacillus cereus, kde Cerstvi cvréci obsahovali v priméru 4,17 + 1,10
log KTJ/g a peceni cvréci 3,27 £ 1,25 log KTJ/g. Frigerio a kolektiv (2020) zmirnuji, Ze prestoze
v EU neexistuji pevné stanovené limity pro obsah Bacillus cereus v jedlém hmyzu, je
bezpecnostni prah urcen na 5 log KTJ/g. Dale odkazuji na studii Fasolato et al. (2018), ktefi
v 11 vzorcich komercné dostupnych prazenych cvrékl domdcich naméfili hodnoty v priiméru
pod 4 log KTJ/g, nasli se vsak i vzorky, které dosahovali az hodnot 6,6 log KTJ/g. V roce 2021
Panel EFSA NDA (2021) stanovili mikrobiologické pozadavky na obsah Bacillus cereus u cvrck
zmrazenych, susenych a v cvrééi moucce, a to na hodnotu 2 log KTJ/g.

V provedenych rozborech se bakterie Bacillus cereus rovnéz objevily v nejvétsSim poctu ve
vzorcich prazenych cvrckl. Nejvyssi obsah Bacillus cereus u prazenych cvrckl byl zméren
u prichuté “BBQ & Paprika“ s hodnotou 4,18 log KTJ/g a pfichuté “Slany karamel“ s hodnotou
3,95 log KTJ/g, nad limitni hodnotou 2 log KTJ/g byly identifikovany i vzorky prasku do peciva
(3,83 log KTJ/g) a proteinové shakes (2,301 log KTJ/g). Testované vyrobky, kde se bakterie
Bacillus cereus neobjevily (<1 log KTJ/g), byly v nasem pripadé tycinky, krekry a hrachové
chipsy.

6.1.5 Enterobacteriaceae

Ve studii Vandeweyera a kolektivu (2017) byly zkoumany bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae
u cvrcka domaciho v Cerstvém stavu v porovnani s naslednym blansirovanim po dobu 10, 20
a 40 vtefin. Hodnoty u cerstvych cvrckl nékolikandsobné prevySovaly maximalni limitni
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hodnotu, jez ¢ini 1,7 log KTJ/g, ovsem s kazdym nasledujicim blansirovacim procesem se tato
hodnota zmensovala aZz pod maximalni limitni hodnotu <1,7 log KTJ/g. Garofalo a kolektiv
(2017) zase ve své studii zkoumali mikrobiologickou kvalitu cvrééi mouky, u které ve viech
testovanych Sarzich Enterobacteriaceae vychazely hodnoty rovnéZz pod 1,7 log KTJ/g.
Podobnych hodnot dosahuiji i cvréci varfeni a smazeni ze studie Klundera a kolektivu (2012),
které dosahovaly dokonce pod 1 log KTJ/g.

Lze tedy konstatovat, Ze tepelna Uprava bezpeéné napomaha snizit Enterobacteriaceae pod
maximalni limitni hodnotu, coZ je potvrzeno i v této diplomové praci, kde byly vsechny
vyrobky z hlediska obsahu Enterobacteriaceae pod limitem detekce (<1 log KTJ/g).

6.1.6 Koagulazapozitivni stafylokoky a Staphylococcus aureus

Osimani a kolektiv (2016) srovnavali ve své praci rozdil mezi Cerstvymi cvréky s cvrééim
mouckou a uvadi, Ze vSechny nalezené stafylokoky vykazovaly negativni reakci na koagulazu
a tim padem neobsahovaly ani Zadnou bakterii Staphylococcus aureus. Jind studie zamérend
na mikrobiologickou kvalitu u cerstvych, pecenych a susenych cvrckl od Bawa a kolektivu
(2020) vyhodnotila ve vsech vzorcich i Sarzich pocet Staphylococcus aureus pod limitem
detekce, tedy <1 log KTJ/g.

V této praci byly vSechny vzorky po provedené kultivaci testovany na pfitomnost koaguldza
pozitivnich stafylokokl véetné Staphylococcus aureus pomoci Staphylase Test Kitu (Oxoid)
a vsechny vysly pod detekénim limitem (<1 log KTJ/g).

6.1.7 Salmonella spp.

Patogenni bakterie rodu Salmonella by nemély byt, dle platnych evropskych pravnich
predpisq, viilbec pfitomny v 25 g nebo ml testovaného vyrobku. V této praci u vSech kategorii
vyrobkd nebyly Zadné bakterie rodu Salmonella identifikovany, stejné tak nedoslo
k identifikaci Salmonella spp. i u vyzkumné prace Kolakowski a kolektivu (2021), ktefi rovnéz
testovali vyrobky z cvréka domaciho, konkrétné se jednalo o proteinové tycinky, proteinovy
prasek, cvré¢i mouku a prazené cvrcky. Fasolato a kolektiv (2021) zkoumali nékolik
dostupnych vyrobk( z tepelné upravenych celych tél cvréckG domdcich, kde rovnéz zadné
bakterie rodu Salmonella nebyly identifikovany.

6.1.8 Kvasinky a plisné

Osimani a kolektiv (2016) ve své studii zkoumali vzorky cvrééi moucky a susenych celych
cvrckl na pritomnost kvasinek i plisni. Zatimco v susenych cvrécich dosahovaly kvasinky
a plisné hodnot pod limitem detekce (<1 log KTJ/g), u cvrééi moucky bylo nalezeno
2,00 + 0,01 log KTJ/g kvasinek a 3,30 + 0,02 log KTJ/g plisni. Ve studii Grabowskiho a Kleina
(2017), zkoumajici stejny typ vyrobkl, byly hodnoceny kvasinky a plisné dohromady. U
susenych celych cvrékd naméfili hodnotu 2,20 log KTJ/g a cvrééi mouka obsahovala 4,80 log
KTJ/g. Ververis a kolektiv (2022) potvrzuji ve své studii ucinnost tepelného opracovani na
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Cerstvych cvrécich domdcich, v kterych bylo naméfeno aZz 7,20 log KTJ/g kvasinek a plisni,
zatimco v tepelné opracované formé byla maximalni hodnota 1,60 log KTJ/g a v susené formé
maximalné 5,10 log KTJ/g. Presto vSechny zminéné studie ve vétsiné nesplnuji limitni
hodnotu do 2 log KTJ/g, jeZ stanovil Panel EFSA NDA (2021).

Vtéto praci dosahovaly nejvysSich hodnot kategorie vyrobk( proteinové krekry
s primérnou hodnotou 2,50 * 1,29 log KTJ/g, nejvice se jich objevilo ve vzorku proteinovych
krekr “Cerné olivy“ shodnotou 3,68 log KTJ/g. Nadlimitni hodnota byla naméfena
i u jednoho vzorku cvrcka (2,48 log KTJ/g) a dvou vzorkd tycinek (2,43 log KTJ/g a 2,85 log
KTI/g).

6.2 Tepelné zpracovani

Vyrobni krok tepelného zpracovani, ktery zahrnuje vateni, pareni ¢i autokldvovani, je
vSeobecné nutny ke snizeni mikrobiadlni kontaminace, a to véetné sporotvornych bakterii,
i kdyZ md béiné uzivany zahfev na spory jen mirny Ucinek (Klunder et al. 2012). Fréhling
a kolektiv (2020) popisuji, Ze v idedInim pripadé by mély byt aplikovany vyssi teploty, které by
umoznily snizeni poctu mikroorganism, i pfipadné pfitomnych spor, ale mohly by negativné
ovlivnit nutri¢ni profil a organoleptické vlastnosti cvrékd. Bourdoux a kolektiv (2016) popisuji
proces suSeni jako uzitecny krok v eliminaci bakterii, nelze ho vSak vyuzivat samostatné kvuli
nejisté uc¢innosti vhledem ke snizené aw, coZ potvrzuji i Nyangena a kolektiv (2020) ve své studii
na cvrccich domacich, kde pravé susené vzorky obsahovaly (ze 4 rlznych zplsobu opracovani,
za Ucelem eliminace mikroorganismu) nejvic mezofilnich aerob(, stafylokokd i kvasinek
a plisni. Ve stejné studii je prokazano, Zze kombinace dvou rdznych opracovani mnohem
ucinnéji eliminuje mikrobialni kontaminaci.

Samostatnou kategorii je cvrééi mouka, kterda je obecné povaZovana ze mikrobiologicky
stabilni produkt vlivem nizké aw, jenZz nepodporuje rist bakterii. Nicméné je tfeba
poznamenat, Ze urcité bakterie mohou prezit i v extrémnich podminkach, a dokonce se
i mnozit, pokud je cvré¢i mouka znovu rehydratovana pro vyrobu potravin. Je proto tfeba
tento aspekt vzit v Uvahu u potravinarskych vyrobkd obsahujici pravé cvrééi moucku, uvadi
Kooh a kolektiv (2020). Ververis a kolektiv (2022) dopliuji, Ze k zajisténi mikrobiologické
bezpeénosti je Zadouci sledovat kvalitu syrového hmyzu predevsim v nasledujicich kritériich:
celkové mezofilni bakterie, sporotvorné bakterie, Bacillus cereus a Staphylococcus aureus,
a zaroven vhodné optimalizovat tepelné zpracovani vzhledem k mnoiZstvi zminénych
mikroorganismu. Rovnéz uvadéji, Zze spravné hygienické postupy ve vsech krocich vyrobniho
procesu mohou prispét ke zlepSeni mikrobiologické bezpecnosti vSech zpracovanych forem
cvréka domaciho i dalSiho jedlého hmyzu.
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7 Zaveér

Cilem této diplomové prace bylo ovéreni hypotézy, zda vyrobky z jedlého hmyzu budou
obsahovat nezadouci mikroorganismy, které jiz v minulosti byly v nékolika studiich v jedlém
hmyzu pozorovany. K mikrobiologické analyze bylo vybrano celkem 20 vzork( z rlznych
kategorii vyrobkd s pridavkem cvrékd domacich v celé, ¢i zpracované formé na cvréci mouku.
Kromé tycinek a téstovin probéhlo testovani dalSich 5 kategorii produkt(l, a to na pfitomnost
deviti, v hmyzu nejcastéji se vyskytujicich, skupin mikroorganismd. VSechny testy probéhly
kultivacnimi metodami podle standartnich postupt a platnych norem s nasledujici identifikaci
vybranych parametr( pomoci hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF.

Po porovnani ziskanych vysledk( s udaji z odbornych studii Ize konstatovat, Ze u nékterych
druh mikroorganismu tepelné zpracovani pomohlo jejich eliminaci. Nelze v3ak tvrdit, Ze vidy
jde o 100% ucinnou metodu, protoze v nékterych testovanych vyrobcich byly i pres vice
kombinaci tepelného opracovani prekroceny limitni hodnoty. V nasem pripadé se jednalo
predevsim o mezofilni aerobni mikroorganismy, které prekrocily limit u 6 ze 7 testovanych
kategorii vyrobk(ll. RovnéZ se v jisté mife nad limitem objevovaly i aerobni sporulujici
mikroorganismy a kvasinky a plisné. U nékterych vzorkd byla pomoci MALDI-TOF MS zjisténa
pritomnost Clostridium spp. i Bacillus cereus, ale patogenni bakterie Staphylococcus aureus
a Salmonella spp. nebyly v naSem rozboru prokazany.

Ze ziskanych vysledk Ize potvrdit hypotézu, Ze vyrobky budou obsahovat v ur¢itém mnozZstvi
nezadouci mikroorganismy. Zaroven Ize ale fict, Ze opracovani v pribéhu vyroby snizuje jejich
mnozstvi.
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aw = water activity
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EFSA = European Food Safety Authority
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HACCP = Hazard Analysis and Critical Control Points
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KTJ = kolonie tvofici jednotky

log = dekadicky logaritmus

MS = mass spectrometry

neg = negativni

TBX = Tryptone Bile X-Glucuronide

TSA = trypton-séjovy agar
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13 Samostatné prilohy

Tabulka ¢. 11: Viysledky vsech bakterii ze vsech analyzovanych vzorki po dokonceni kultivace

Vzorek €. 1 KTJ/g log Vzorek €. 5 KTJ/g log

Enterobacteriaceae | <1,00 <1,00 Enterobacteriaceae <1,00 <1,00
E. coli <1,00 <1,00 E. coli <1,00 <1,00
St. aureus <1,00 <1,00 St. aureus <1,00 <1,00
Kvasinky a plisné <1,00 <1,00 Kvasinky a plisné <1,00 <1,00
Mezofilni aerobni | 5,1-10% 4,71 Mezofilni aerobni 2,4 -10° 6,38
Aerobni sporulujici | 6,8 - 103 3,83 Aerobni sporulujici <1,00 <1,00
Bacillus cereus 6,7 - 103 3,83 Bacillus cereus 2-10% 2,30
Salmonella spp. neg. neg. Salmonella spp. neg. neg.
Vzorek €. 2 KTJ/g log Vzorek €. 6 KTl/g log

Enterobacteriaceae | <1,00 <1,00 Enterobacteriaceae <1,00 <1,00
E. coli <1,00 <1,00 E. coli <1,00 <1,00
St. aureus <1,00 <1,00 St. aureus <1,00 <1,00
Kvasinky a plisné <1,00 <1,00 Kvasinky a plisné <1,00 <1,00
Mezofilni aerobni | 9,3 - 10° 5,97 Mezofilni aerobni 7,6 - 10° 5,88
Aerobni sporulujici | 2,0 - 10? 2,30 Aerobni sporulujici 6 - 102 2,78
Bacillus cereus <1,00 <1,00 Bacillus cereus <1,00 <1,00
Salmonella spp. neg. neg. Salmonella spp. neg. neg.
Vzorek €. 3 KTJ/g log Vzorek €. 7 KTJ/g log

Enterobacteriaceae | <1,00 <1,00 Enterobacteriaceae <1,00 <1,00
E. coli <1,00 <1,00 E. coli <1,00 <1,00
St. aureus <1,00 <1,00 St. aureus <1,00 <1,00
Kvasinky a plisné <1,00 <1,00 Kvasinky a plisné 2,7 -10? 2,43
Mezofilni aerobni | 6,7 - 10° 5,83 Mezofilni aerobni 1,5-10° 6,18
Aerobni sporulujici <1,00 <1,00 Aerobni sporulujici <1,00 <1,00
Bacillus cereus 4-10 1,60 Bacillus cereus <1,00 <1,00
Salmonella spp. neg. neg. Salmonella spp. neg. neg.
Vzorek €. 4 KTJ/g log Vzorek €. 8 KTJ/g log

Enterobacteriaceae | <1,00 <1,00 Enterobacteriaceae <1,00 <1,00
E. coli <1,00 <1,00 E. coli <1,00 <1,00
St. aureus <1,00 <1,00 St. aureus <1,00 <1,00
Kvasinky a plisné 1-10 1,00 Kvasinky a plisné 7 - 102 2,85
Mezofilni aerobni | 2,4 - 10° 6,38 Mezofilni aerobni 1,6 - 10° 5,20
Aerobni sporulujici | <1,00 <1,00 Aerobni sporulujici <1,00 <1,00
Bacillus cereus 2102 2,30 Bacillus cereus <1,00 <1,00
Salmonella spp. neg. neg. Salmonella spp. neg. neg.

* neg. = negativni




Vzorek €. 9 KTJ/g log Vzorek €. 13 KTJ/g log

Enterobacteriaceae | <1,00 <1,00 Enterobacteriaceae <1,00 <1,00
E. coli <1,00 <1,00 E. coli <1,00 <1,00
St. aureus <1,00 <1,00 St. aureus <1,00 <1,00
Kvasinky a plisné <1,00 <1,00 Kvasinky a plisné 3-10? 2,48
Mezofilni aerobni | 1,2 - 10° 5,08 Mezofilni aerobni 6,2 - 10° 6,79
Aerobni sporulujici | <1,00 <1,00 Aerobni sporulujici 3,4-103 3,53
Bacillus cereus <1,00 <1,00 Bacilus cereus <1,00 <1,00
Salmonella spp. neg. neg. Salmonella spp. neg. neg.
Vzorek ¢. 10 KTJ/g log Vzorek €. 14 KT)/g log

Enterobacteriaceae | <1,00 <1,00 Enterobacteriaceae <1,00 <1,00
E. coli <1,00 <1,00 E. coli <1,00 <1,00
St. aureus <1,00 <1,00 St. aureus <1,00 <1,00
Kvasinky a plisné <1,00 <1,00 Kvasinky a plisné <1,00 <1,00
Mezofilni aerobni 4-103 3,60 Mezofilni aerobni 8,6 - 10’ 7,94
Aerobni sporulujici | <1,00 <1,00 Aerobni sporulujici 3,8-10% 4,58
Bacillus cereus <1,00 <1,00 Bacilus cereus <1,00 <1,00
Salmonella spp. neg. neg. Salmonella spp. neg. neg.
Vzorek €. 11 KTJ/g log Vzorek €. 15 KTJ/g log

Enterobacteriaceae | <1,00 <1,00 Enterobacteriaceae <1,00 <1,00
E. coli <1,00 <1,00 E. coli <1,00 <1,00
St. aureus <1,00 <1,00 St. aureus <1,00 <1,00
Kvasinky a plisné <1,00 <1,00 Kvasinky a plisné <1,00 <1,00
Mezofilni aerobni | 2,4 - 107 7,38 Mezofilni aerobni 1,2 - 107 7,08
Aerobni sporulujici | 9-103 3,95 Aerobni sporulujici 2,5-103 3,40
Bacillus cereus 9-103 3,95 Bacilus cereus 1-10 1,00
Salmonella spp. neg. neg. Salmonella spp. neg. neg.
Vzorek €. 12 KTJ/g log Vzorek €. 16 KTJ/g log

Enterobacteriaceae | <1,00 <1,00 Enterobacteriaceae <1,00 <1,00
E. coli <1,00 <1,00 E. coli <1,00 <1,00
St. aureus <1,00 <1,00 St. aureus <1,00 <1,00
Kvasinky a plisné <1,00 <1,00 Kvasinky a plisné 7,2 - 10? 2,86
Mezofilni aerobni 5-107 7,70 Mezofilni aerobni 1,2 - 107 7,08
Aerobni sporulujici | 4,9 - 103 3,70 Aerobni sporulujici <1,00 <1,00
Bacillus cereus 1,5-10% 4,18 Bacillus cereus <1,00 <1,00
Salmonella spp. neg. neg. Salmonella spp. neg. neg.

* neg. = negativni




Vzorek €. 18 KTJ/g log

Enterobacteriaceae | <1,00 <1,00
E. coli <1,00 <1,00
St. aureus <1,00 <1,00
Kvasinky a plisné 5,510 2,74
Mezofilni aerobni | 6,7 - 10® 6,33
Aerobni sporulujici <1,00 <1,00
Bacillus cereus <1,00 <1,00
Salmonella spp. neg neg

Vzorek €. 19 KTJ/g log

Enterobacteriaceae | <1,00 <1,00
E. coli <1,00 <1,00
St. aureus <1,00 <1,00
Kvasinky a plisné 1,6 - 103 3,20
Mezofilni aerobni | 6,7 - 108 6,33
Aerobni sporulujici <1,00 <1,00
Bacillus cereus <1,00 <1,00
Salmonella spp. neg. neg.

Vzorek €. 20 KTJ/g log

Enterobacteriaceae | <1,00 <1,00
E. coli <1,00 <1,00
St. aureus <1,00 <1,00
Kvasinky a plisné 1-10? 2,00
Mezofilni aerobni <1,00 <1,00
Aerobni sporulujici | 2-103 3,30
Bacillus cereus 5-10 1,70
Salmonella spp. neg. neg.

* neg. = negativni



