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Zastoupeni lipofilnich vitaminl v jedlém hmyzu

Souhrn

JelikoZ lidskd populace stdle roste, zvySuje se i poptdvka po cenové dostupnych,
udrzitelnych a kvalitnich potravinach predevsim ZivociSného puvodu. Produkce masa a
masnych vyrobkl ma vsak vyznamny negativni dopad na Zivotni prostredi kvuli emisim
sklenikovych plyn(i, poZzadavkiim na plochu a spotifebé vody. Jako alternativa se nabizi jedly
hmyz, ktery je vyrazné nendroc€néjsi, co se tyée podminek chovu. Proto je jedly hmyz
podrobovan také analyze nutri¢nich vlastnosti. Obecné je bohaty predevsim na bilkoviny a
tuky. Nutri¢ni sloZeni se v3ak lisi v zavislosti na mnoha faktorech, jako je napfiklad druh hmyzu,
stadium dospélosti i slozeni krmiva. JelikoZ jsou maso a masné vyrobky vyznamnym zdrojem
lipofilnich vitaminQ, je snahou zjistit, zda by je jedly hmyz mohl nahradit i z tohoto hlediska.

Cilem prace bylo vyvinout a validovat analytickou metodu stanoveni lipofilnich
vitamin( (A, D, E) a pomoci této metody stanovit a porovnat obsah téchto vitaminG v jedlém
hmyzu. Kanalyze byly kdispozici tfi druhy jedlého hmyzu, a to cvréek domdci (Acheta
domesticus), larvy potemnika moucného (Tenebrio molitor) a sarance stéhovava (Locusta
migratoria). VSechny vitaminy byly stanoveny pomoci kapalinové chromatografie na
reverznich fazich (RP-HPLC) a k analyze byly pouzity rlizné detektory (DAD, FLD, MS). Validace
byla provedena na zakladé vyhodnoceni parametr(i spravnost, presnost, limit detekce a
kvantifikace, linearita a pracovni rozsah.

Pomoci vyvinuté metody byly stanoveny obsahy lipofilnich vitaminl ve vzorcich
jedlého hmyzu. Vitamin A byl ve vSech analyzovanych vzorcich hmyzu pod limitem detekce
dané metody. Vitamin D3 se nachdzel ve stopovém, nekvantifikovatelném mnozZstvi pouze v
druhu Tenebrio molitor. VSechny druhy se vsak ukazaly jako bohaty zdroj vitaminu E, diky
vysokému zastoupeni a-tokoferolu, jez mda nejvyssi biologickou ucinnost ze vSech vitamer(.
Nejvyssi mnozstvi a-tokoferolu bylo stanoveno ve vzorcich cvrécka domaciho (Acheta
domesticus), a to vpraméru 33,37 pg/g susiny. Potemnik moucny (Tenebrio molitor)
obsahoval v priiméru 21,24 ug a-tokoferolu/g susiny a sarance stéhovava (Locusta migratoria)
25,94 ug a-tokoferolu/g susiny.

Klicova slova: Acheta, Tenebrio, Locusta, nutri¢ni hodnota, tokoferoly, cholekalciferol, retinol



Representation of lipophilic vitamins in edible insects

Summary

Given the rate of human population increase, the demand for affordable, sustainable
and high quality foods, predominantly animal based, has been on the rise. However, the
production of meat and meat based products has a significant negative impact on the
environment due to greenhouse gas emissions and high land and water use. Edible insects
offer a viable alternative due to significantly lower breeding requirements. Consequently,
edible insects have been undergoing nutritional value analysis. Generally, they are rich mainly
in protein and fats. However, the nutritional composition differs depending on many factors,
such as the species, its stage of development and feed composition. Given that meat and meat
based products are a significant source of lipophilic vitamins, it is important to determine
whether edible insects could replace them in that aspect as well.

The goal of the thesis was to develop and validate an analytical method for
determining lipophilic vitamin (A, D, E) content and to use that method to determine and
compare the amount of these vitamins in edible insects. The following three species of edible
insects were analyzed: house cricket (Acheta domesticus), mealworm larvae (Tenebrio
molitor) and migratory locust (Locusta migratoria). The amounts of all these vitamins were
measured using reversed-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) with
different detectors used for analysis (DAD, FLD, MS). The validation was performed based on
the evaluation of the following parameters: precision, accuracy, limits of detection and
guantification, linearity and range.

The developed method was used to determine lipophilic vitamin content in edible
insect samples. Vitamin A content was below the method's detection limit for all samples.
Vitamin D3 was present only in Tenebrio molitor and only in trace, unquantifiable amounts.
However, all species turned out to be a rich source of Vitamin E due to high amounts of
a-tocopherol, the most biologically active vitamer. The highest amount of a-tocopherol was
observed in house cricket (Acheta domesticus) samples, being 33.37 ug/g of dry matter on
average. The mealworm (Tenebrio molitor) and the migratory locust (Locusta migratoria)
contained 21.24 ug and 25.94 pg of a-tocopherol per 1 g of dry matter on average respectively.

Keywords: Acheta, Tenebrio, Locusta, nutritional value, tocopherols, cholecalciferol, retinol
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1 Uvod

Jedly hmyz se tradi¢né konzumuje jiZz v mnoha zemich predevsim v Asii, Africe a Latinské
Americe. V poslednich letech se vSak rozsifuje i do dalSich zemi, a to v dusledku hledani
alternativ Zivocisnych bilkovin produkovanych hospodarskymi zvifaty. Lidskd populace
neustdle roste a je zapotiebi zvySovat produkci potravin, hlavné kvalitnich bilkovin Zivoc¢isného
pavodu. To ma vsak vyznamny ekologicky dopad zejména kvili emisim sklenikovych plynd,
pozadavkim na velikost plochy k produkénim uceliim a spotfebé vody. Nahrazenim nékterych
zivocisnych produktl jedlym hmyzem lze tyto dopady zmirnit (Nowakovski et al. 2022;
Lumanlan et al. 2022).

Velmi cenénou vlastnosti jedlého hmyzu se stal predevsim vysoky obsah bilkovin
s vhodnym aminokyselinovym spektrem (Xiaoming et al. 2010). Neopomenutelny je vSak také
vysoky obsah tuk( u fady druhl jedlého hmyzu (Rumpold & Schliiter 2013). Ve snaze najit
vhodnou alternativu ZivocisSnych produktl je potreba védét, zda by jedly hmyz mohl piné
nahradit tyto potraviny i z hlediska mikroZivin. Potraviny ZivociSného plivodu, predevsim maso
a masné vyrobky, nejsou totiz jen dllezitym zdrojem kvalitnich bilkovin, ale také jsou
vyznamnym zdrojem lipofilnich vitamin( (Kasper 2015). Proto se i jedly hmyz podrobuje
analyze obsahu téchto latek.

Lipofilni vitaminy A, D, E a K jsou esencidlni organické latky, které lidské télo potrebuje
v malych davkach a kazdy z nich ma specifickou funkci, ktera nelze nahradit zadnou jinou
l[dtkou. Lidsky organismus neni schopen vitaminy dostatecné syntetizovat pro zajisténi
fyziologickych potfeb a musi je tedy ziskdvat predevsim z potravy (Bayer 2008). Proto je
dulezité jejich obsah v potravinach sledovat.

Vitamin A potrebuje lidsky organismus k normalnimu fungovani zrakovych funkci, ke
spravnému rlstu a vyvoji a fungovani imunitniho systému. Velmi dullezitou roli hraje v
téhotenstvi, kdy je nezbytny pro udrzovani sprdvného fungovani zraku matky i ditéte a pro
vyvoj organ( a kostry plodu (Bastos Maia et al. 2019). Vitamin D zastava kli¢ovou roli v fizeni
rovnovahy vapniku a fosforu. Jeho nedostatek u déti ve fazi rlistu a vyvoje kosti mlze zpUsobit
rastovou retardaci ¢i krivici. U dospélych muUZe nedostatek tohoto vitaminu vést k rozvoji
sekundarni hyperparatyredzy, coz mize mit za nasledek rozvoj osteopordzy ¢i osteomalacie,
a tedy i vyssiriziko zlomenin (Christakos et al. 2019). Vitamin E je povaZovan za nejvyznamné;jsi
lipofilni antioxidant, ktery slouZi v eukaryotickych burikdch jako ochrana nenasycenych lipida
pfed posSkozenim volnymi radikdly (Kiyose 2021).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotézy

1. Jedly hmyz je diky vysokému obsahu tuku vyznamnym zdrojem lipofilnich vitamin( ve
stravé.

2. Mezi jednotlivymi skupinami hmyzu existuji vyznamné rozdily v obsahu a zastoupeni
lipofilnich vitamind.

Cile prace

1. Vyvinout a validovat analytickou metodu stanoveni lipofilnich vitamint (A, D, E) v jedlém
hmyzu.

2. Pomoci této metody stanovit a porovnat obsah lipofilnich vitamint u rGznych skupin jedlého
hmyzu.



3 Literarni reserse

3.1 Jedly hmyz

Entomofagie pochazi z feckého slova éntomon, ,hmyz“ a phagein, ,,jist”. Oznacuje tedy
obecné konzumaci hmyzu. Na zdkladé pozorovani stravovacich zvyklosti primatu Ize usoudit,
Ze hmyz byl soucasti jidelnick( jiz davnych predk( clovéka. To bylo také potvrzeno
z archeologickych nalezli a jejich ndslednou analyzou napfiklad z jeskyni v USA a Mexiku
(Koufimska & Adamkova 2016). Hmyz byl konzumovdan po celou dobu lidské existence a jako
zdroj energie je vyuzivan dodnes. Navzdory nepfitomnosti v konvencni zapadni stravé je hmyz
jako potravina populdrni v celosvétovém méritku (Testa et al. 2017; Dossey et al. 2016).

Tradi¢né je konzumovan ve 113 zemich svéta. V Cing, Japonsku & Thajsku se hmyz
tradicné konzumuje ¢i se pridava do rliznych pokrmuU. Nejvétsimi konzumenty hmyzu jsou
predevsim Afrika, Asie a Latinska Amerika (Koufimska & Adamkova 2016). V tropickych zemich
se jedly hmyz sbird v pfirodé a konzumuje se cely, avSak v zdpadnich zemich je spiSe chovan
na farmdch a ddle zpracovan napriklad susenim ¢i tepelnou Upravou, kterd je doporuéovana
k minimalizaci rizika mikrobidlni kontaminace (Van Huis 2022). V dnesni dobé se v3ak zajem a
povédomi o entomofagii naddle zvySuje a provadéji se vyzkumy v oblasti potravinové
bezpecnosti, ekologické udrzitelnosti a nutricni hodnoty hmyzu (Van Huis et al. 2013).

Zarazeni jedlého hmyzu do naSich jidelnickh ma potencialni benefity jak pro Zivotni
prostredi, tak i pro lidské zdravi. Nahrazeni nékterych ZivociSnych produktl jedlym hmyzem
muze usSetfit plochy k zemédélské produkci a litry spotfebované vody a také muize pomoci
snizit emise sklenikovych plynd. Nékteré druhy jedlého hmyzu jsou vhodnou alternativou
béziné konzumovaného masa, jako je kureci, veprové Ci hovézi, diky vysokému zastoupeni
bilkovin a esencidlnich aminokyselin. Dalsi benefity jedlého hmyzu pro lidské zdravi tkvi
v obsahu nenasycenych mastnych kyselin, vlakniny, vitamind a minerdld z nichz Ize zminit
napfiklad vitamin B12 ¢i Zelezo a zinek (Nowakovski et al. 2022).

3.1.1.1 Udrzitelnost

JelikoZ je odhadovdno, Ze svétova populace vzroste do roku 2050 na 9,6 miliard lidi, bude
zapottebi zvysit produkci potravin a obzvlaét produkci Zivocidnych bilkovin. Zivo¢idna vyroba
ma vSak vyznamny ekologicky dopad zejména kvili emisim sklenikovych plyn(, poZzadavkim
na velikost plochy k produkénim ucellim a spotifebé vody (Lumanlan et al. 2022).

Produkce hmyzu ma mensi environmentalni dopad v porovnani s chovanim
hospodarskych zvifat (Van Huis et al. 2013; Dossey et al. 2016). Napfiklad skot vyprodukuje
3 g sklenikovych plyn(i na 1 kg télesné hmotnosti, zatimco hmyz pouze 0,2 g na kilogram
télesné hmotnosti. Obrazek 1 zobrazuje porovnani CO; ekvivalentu, ktery je ukazatelem emisi
sklenikovych plynt, jez vedou ke globalnimu oteplovdni. U hovéziho dobytka se pohybuje
okolo 12 kg na rozdil od hmyzu s vyslednym Cislem okolo 2 kg.
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Dalsim zajimavym ukazatelem mUzZe byt spotfeba vody na produkci 1 kg bilkovin, kdy
hmyz potrebuje zhruba 2 litry vody a skot az 112 litr(i vody, jak lze vidét na Obrazku 2.

Poslednim atributem v porovnavani ekologickych dopadd na Zivotni prostredi by méla
byt zminéna potfeba zemské plochy k produkci. Napfiklad cvréci vyZaduji pouze 25 m? k
produkci 1 kg télesné hmotnosti, kdeZto hovézi dobytek vyZaduje 250 m?, co? je aZ 10krét vice
(Lumanlan et al. 2022).
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Obrdzek 1: CO; ekvivalent jednotlivych druhl zdroju bilkovin
Zdroj: Lumanlan et al. 2022
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Obrazek 2: Spotfeba vody v litrech na produkci 1 kg bilkovin
Zdroj: Lumanlan et al. 2022

3.1.1.2 Druhy jedlého hmyzu

Pfes 2000 druhtd hmyzu bylo popsano jako vhodnych k lidské vyZivé. Svétové jsou nejvice
vyuzivany druhy brouk(l, housenek, véel, vos a mravencu. Dale také cvréci, sarance, cikady,
termiti, vazky, mouchy a dalsi (Kourimska & Adamkova 2016). V soucasné dobé se chovaji pro
potravinarské ucely brouci z ¢eledi potemnikovitych (Tenebrionidae), cvrcci, kobylky a sarance
z fadu rovnokridlych (Orthoptera) a z fadu motyll (Lepidoptera) napfriklad zavijec¢ voskovy Ci
bourec morusovy. Jako krmivo se chovaji pfedevsim larvy potemnika moucného, znamé jako
moucni Cervi a mouchy z fadu dvoukfidlych (Diptera). Tyto druhy byly vybrany zejména pro
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vhodné vlastnosti pro chov jako naptiklad mozZnosti automatizace, levné substraty ¢i rychlost
reprodukce (Van Huis 2022).

Mezi druhy hmyzu, které by mohly byt chovany v Evropé vzhledem k podminkdm
prostiedi, patfi cvréek domaci (Acheta domestica), cvréek bandnovy (Gryllus assimilis), sarance
stéhovava (Locusta migratoria), sarance pustinna (Schistocerca gregaria), potemnik moucny
(Tenebrio molitor), potemnik brazilsky (Zophobas morio), potemnik stdjovy (Alphitobius
diaperinus), vcéela medonosna (Apis mellifera) a zavije¢ voskovy (Galleria mellonella)
(Koufimska & Adamkova 2016).

3.1.1.3 Nutri¢ni hodnoty

Nutri¢ni hodnoty hmyzu vykazuji obrovskou variabilitu zejména kvili velkému mnoZstvi
druh(. Variabilita je také pozorovana v ramci stejného druhu, jelikoz zaleZi, v jakém jsou stadiu
vyvoje, také na typu prostredi a jejich stravé. Rumpold a Schliter (2013) ve své prehledové
studii zamérené na sloZeni Zivin v jedlém hmyzu charakterizovali sloZzeni 236 druhG hmyzu.
Mezi zkoumané Ziviny patfily bilkoviny, tuky, vlaknina, bezdusikaté latky, popeloviny a celkova
energie v kcal/100 g. PfestoZze méla data velkou variabilitu, Ize z této studie vyvodit, Ze mnoho
druht hmyzu poskytuje uspokojivé mnozstvi energie a bilkovin s vhodnym aminokyselinovym
spektrem. Dale obsahuje mononenasycené a polynenasycené mastné kyseliny a je bohatych
na nékolik mikronutrientl jako je napfiklad méd, Zelezo, horcik, mangan, fosfor, selen, zinek,
ddle obsahuje také vitaminy riboflavin, kyselinu pantothenovou, biotin a v nékterych
pripadech kyselinu listovou.

vrve

pohlavim, zemépisnou Sitkou a stadiem dospélosti, ale také provedenou analyzou, tedy
metodou a poctem vzork(. Studie sledujici nutricni hodnoty ve hmyzu lze téZko porovndvat
pravé i kvali liSicim se metoddm analyzy.

V Tabulce 1 jsou vypsany pramérné obsahy bilkovin, tukd, popelu a energie u vybranych
druht hmyzu. Data vykazuji variabilitu u rGznych druhl hmyzu, ale i v rdmci stejného druhu a
potvrzuji, Ze stadium dospélosti ovliviiuje nutri¢ni vlastnosti.

Tabulka 1: Priimérny obsah vybranych parametrt u druht jedlého hmyzu (upraveno dle Finke
2002)

Bilkoviny (g/kg) Tuky (g/kg) Popel Energie
(8/kg) (kcal/kg)

Zophobas morio 197 177 10 2423
Tenebrio molitor (larva) 187 134 9 2 056
Tenebrio molitor (dospélec) 237 54 12 1378
Galleria mellonella 141 249 6 2747
Bombyx mori 93 14 11 674

Acheta domesticus (dospélec) 205 68 11 1402
Acheta domesticus (nymfa) 154 33 11 949
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Bilkoviny jsou jednou z hlavnich slozek, diky kterym je hmyz cenén. Xiaoming et al.
(2010) sledovali obsah bilkovin u vice nez 100 druh(i hmyzu. Brouci (Coleoptera) obsahovali
23-66 % bilkovin v susiné, motyli (Lepidoptera) 14-68 % a rovnokfidli (Orthoptera) 23-65 %.
Lze podotknout, Ze data maji opét velkou variabilitu i v rdmci stejného druhu hlavné kv(li
stadiu vyvoje. Tato analyza navic ukazala, Ze obsah esencialnich aminokyselin predstavoval
46-96 % celkového obsahu aminokyselin.

Dalsi studie byla provedena na 78 druzich jedlého hmyzu v Mexiku. Primérny obsah
bilkovin se pohyboval v rozmezi 15-96 % a stravitelnost téchto bilkovin byla 76-96 %, coz je
velmi vysoka hodnota, vzhledem k tomu, Ze u vaje¢ného bilku je tato hodnota 95 %. Polovina
analyzovanych druhG hmyzu obsahovala vice nez 50 % bilkovin (Ramos-Elorduy et al. 1997).

Druhou nejzastoupenéjsi slozkou v jedlém hmyzu je tuk. V suSiné se pohybuje
v rozmezi 10-70 % a vice zastoupen je u stadia larvy a kukly nez u dospélcu. Triacylglyceroly
predstavuji zhruba 80 % z celkového obsahu tuku. Obsah fosfolipidd je obecné mensi nez
20 %, avsak zavisi na stadiu dospélosti a druhu hmyzu (Giampieri et al. 2022). Primérny obsah
tuku se pohybuje od 13,41 % pro rad rovnokfidli (Orthoptera) do 33,4 % pro fad brouci
(Coleoptera). Nejvyssi obsah tuku byl zjistén u larev Phassus triangularis z fadu Lepidoptera a
to 77 %. Druhy hmyzu s vy$S§im obsahem bilkovin zpravidla obsahuji méné tuku a naopak. Také
byva pravidlem, Ze dospélci obsahuji vice bilkovin neZ larvy a larvy jsou zase bohaté na tuky
(Rumpold & Schliter 2013). Hojné zastoupenou skupinou mastnych kyselin jsou C18, tedy
kyselina olejov3, linolova a linolenova. Déle i obsah kyseliny palmitové je pomeérné vysoky a ze
skupiny sterol(i ma nejvyznamnéjsi zastoupeni cholesterol (Giampieri et al. 2022). Weru et al.
(2021) opét poukazali na variabilitu dat, avSak uvedli, Ze mnoZstvi esencidlnich mastnych
kyselin je velmi malé ve vSech druzich hmyzu a ¢lovék by musel zkonzumovat velké mnozstvi
jedlého hmyzu, aby naplnil své potreby pro denni pfijem esencialnich mastnych kyselin.

Sacharidy se v jedlém hmyzu vyskytuji v malém mnozZstvi. Napriklad larvy potemnika
moucného obsahuji 1-7 % sacharid(i. Vyznamny je vSak obsah vldkniny. Jedly hmyz obsahuje
chitin, cozZ je N-acetyl-B-D-glukosamin polymer, jez se nachazi v exoskeletu (Oonincx & Finke
2020). Priimérny obsah vldkniny se pohybuje od 5 do 14 %, kdy 5 % obsahoval hmyz z fadu
Isoptera a 14 % obsahoval hmyz z fadu Hemiptera (Rumpold & Schliiter 2013).

Hodnoty obsahu minerdlnich latek a vitamin( se také velmi lisi u rGznych druht jedlého
hmyzu. Bylo zjisténo, Ze vSechny druhy kromé larev mouchy domaci obsahovaly jen velmi malo
vapniku a drasliku. Na druhou stranu vSak vétsina druh( obsahovala vysoké mnozstvi fosforu
a zhruba tfetina z analyzovanych druh( byla bohata i na hoicik, a to hlavné hmyz z fadu
rovnokridlych (cvrcci, kobylky ¢i sarance). Obecné je hmyz chudy na sodik, kromé housenek
radu Lepidoptera, které ve dvou pripadech obsahovaly az pres 1500 mg ve 100 g (Rumpold &
Schliiter 2013). Nékteré druhy se vyznacuji vysSim obsahem vitaminu E. Naptiklad cvréek
domaci (Acheta domesticus) obsahuje 8-195 IU/kg susiny, larvy potemnika moucéného
(Tenebrio molitor) obsahuji 22-116 1U/kg susiny a branénka (Hermetia illucens) obsahuje 10-
235 1U/kg susiny. Obsah zavisi na sloZeni krmiva a také na rlizném zpracovani potravy
v gastrointestindlnim traktu hmyzu (Finke 2002; Pennino et al. 1991).
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DuleZitym zjiSténim se stal fakt, Ze nutricni sloZeni se da ¢astecné upravit podavanym
krmivem. Jedinymi Zivinami, jejichz obsah nelze upravit tak lehce, byly aminokyseliny a
minerdlni latky. U nékterych druhl hmyzu bylo dokazdno, Ze s vyssSim prijmem omega 3
mastnych kyselin v krmivu se zvysSil obsah téchto kyselin i vdaném druhu hmyzu. S timto
zjisténim vSak vyvstaly i jisté nejasnosti. Napfiklad u cvrckll a potemnikl krmenych potravou
s pfidavkem rybiho oleje, se v jejich téle akumulovala eikosapentaenova kyselina, ale ne
dokosahexaenova kyselina i kdyZz obé byly v krmivu pfitomny (Finke 2015). Naproti tomu
Hermetia illucens krmena také krmivem s rybim olejem akumulovala obé tyto kyseliny
(Erbland et al. 2020). Nebylo vsak potvrzeno, zda to bylo druhem hmyzu, krmivem (i
provedenim experimentu. Je tudiZ tfeba dalSich studii, abychom ziskali dostatek informaci o
potencidlu ovlivnéni nutri¢nich hodnot krmivem (Gkinali et al. 2022; Kulma et al. 2022;
Oonincx & Finke 2020; Finke 2015).

3.1.2 Cvrcek domaci

3.1.2.1 Charakteristika

Cvréek domdci (Acheta domesticus) se fadi do tfidy hmyz (Insecta) a radu rovnokftidli
(Orthoptera). Dorusta délky 16-20 mm. Preferuje mista s teplotou 28°C a vysokou vlhkosti
vzduchu. Patfi mezi druhy jedlého hmyzu a jako jeden z nich ma velky potencial na evropském
trhu. Chova se ve velkém méritku jak ve vychodnich, tak zapadnich zemich svéta. Mezi nejvétsi
producenty cvrckd pro potravinarsky prlmysl patfi Thajsko. Vétsinou se chova na specialnich
farmach uréenych pro chov tohoto jedlého hmyzu, avSak v nékterych zemich se sbird v ptirodé.
Bylo zjisSténo, Ze senzorické vlastnosti tohoto druhu Ize ovlivnit krmivem béhem mnozeni, coz
rozviji moznosti vyuZziti v potravinarském sektoru (Ververis et al. 2022).

Cvréek domdci patfi mezi druhy jedlého hmyzu chovanych v EU, které spliuji
bezpecnostni podminky schvalené Evropskym uradem pro bezpecnost potravin (EFSA). Ddle
mezi tyto druhy patti: potemnik moucny (Tenebrio molitor), branénka (Hermetia illucens),
cvréek kratkoktidly (Gryllodes sigillatus), cvréek bananovy (Gryllus assimilis) a potemnik
stdjovy (Alphitobius diaperinus) (Raheem et al. 2019).

Zivotni cyklus cvréka doméciho probihd ve tiech stadiich, a to vajicko, nymfa a dospélec.
Po dokonceni lihnuti z vajicek se nymfy nechaji dorust v fizenych podminkach do poZzadované
velikosti. Nejcastéji do stadia dospélosti zhruba po 2 mésicich po lihnuti (Fernandez-Cassi et
al. 2019). Nejpouzivanéjsi metoda usmrceni je zmraZeni a nasleduje proces vareni pro omezeni
rastu ¢i usmrceni nezadoucich bakterii, virQ ¢i parazitd. Nasledné jsou cvréci suseni a mohou
byt dale pouziti na dalsi zpracovani napfiklad na mleti k vyrobé moucky (Ververis et al. 2022).

3.1.2.2 Nutricni vlastnosti

Ververis et al. (2022) porovnavali hodnoty nutri¢niho sloZzeni cvr¢ka domdciho z rliznych
studii. Nesusené formy cvréka domaciho obsahuji okolo 52-79 % vody, 13-25 % bilkovin a
1,6-18 % tuku. Hodnoty nutriéni kompozice susené formy jsou uvedeny v Tabulkach 2 a 3.
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Pomeér nasycenych, mononenasycenych a polynenasycenych mastnych kyselin byl naméren
jako vyrovnany, avsak vysledky z rliznych studii se lisi. Hlavni nasycenou mastnou kyselinou je
kyselina palmitova, a to v zastoupeni 26 % z celkového obsahu mastnych kyselin. Prevladajici
polynenasycenou mastnou kyselinou je kyselina linolova a to 35 % z celkového obsahu a z
mononenasycenych mastnych kyselin pfevlada kyselina olejova s obsahem 24 % z celkového
obsahu.

Tabulka 2: Obsah jednotlivych sloZzek nutriéni kompozice susené formy cvrcka domaciho
(upraveno dle Ververis et al. 2022)

Voda Hruba Tuk SFA* MUFA* PUFA* Sacharidy
(g/100g)  bilkovina  (g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g)
(g/100 g)

0,60-9,43  41,8-75,2  7,5-35,0 4,63-7,63  3,22-3,88 1,36-6,76  4,9-6,47
*SFA-nasycené mastné kyseliny; MUFA-mononenasycené mastné kyseliny;
PUFA-polynenasycené mastné kyseliny

Tabulka 3: Obsah vitaminG a minerdlnich latek susené formy cvréka domdciho (upraveno dle
Ververis et al. 2022)

Vitamin Obsah (mg/kg) Mineralni latka Obsah (mg/kg)
Vitamin A 0,4 Ca 730,0-3150,4
Vitamin C 239,0 Fe 44,4-82,5
a-Tokoferol 0,9-2,2 Mg 612,0-1279,8
Biotin 1,0-1,1 P 323,7-9117,1
Niacin 45,1 K 3653,6-12800,0
Pantothenova 43,0-44,2 Na 950,5-8633,4
kyselina

Kulma et al. (2022) zkoumali vliv suplementace mrkve na nutri¢ni hodnoty hmyzu.
Studie byla provedena na pfibuzném cvréka domaciho, a to na cvrcku bandanovém (Gryllus
assimilis). Bylo potvrzeno, Ze nutri¢ni sloZzeni hmyzu je ovlivnéno krmivem a jisté Ziviny mohou
byt navySeny, avsak akumulace téchto Zivin ma své limity. Ddle bylo zjisténo, Ze denni
suplementace po cely Zivot hmyzu neni nezbytna, aby bylo dosdhnuto maximadlniho obsahu
dané Ziviny. Pfidavkem mrkve do krmiva byl ovlivnén obsah karotenoid( a sloZzeni mastnych
kyselin. Obsah zakladnich Zivin vSak ovlivnén nebyl. BEéhem kratkodobého podavani krmiva
s pridavkem mrkve se vyznamné zvysil obsah provitamin( A. Ddle se u cvrékt krmenych mrkvi
po dobu 14 a 60 dni vyznamné snizil obsah nasycenych mastnych kyselin a zvysil se obsah
polynenasycenych mastnych kyselin.
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3.1.3 Potemnik moucny

3.1.3.1 Charakteristika

Potemnik moucny (Tenebrio molitor) patfi do fadu brouci (Coleoptera) a fadi se do Celedi
potemnikovitych (Tenebrionoidae), kterd je patou nejvétsi Celedi tohoto fadu zahrnuijici pres
14 000 druhu. Jednd se o nocni druh preferujici temna a vlhka mista. Vyskytuje se predevsim
v severnich zemich a Zivi se obilnymi produkty. Tim padem se stava také Sklidcem ve skladech
obili ¢i produktl z obili. Jeho Zivotni cyklus se sklada ze Ctyr stadii a to vajicko, larva, kukla a
dospélec. Obvykle cyklus trvd 60 dni, avsak mlzZe trvat i o mnoho déle v zavislosti na
podminkach prostredi, tedy teploté a vlihkosti. Nejcastéji jsou konzumovany larvy, které se
také hojné vyuzivaji jako krmivo pro rfadu zvifat (Robinson 2005).

Vzhledem k ndrlstu poptavky jedlého hmyzu a diky pfiznivému nutriénimu sloZeni se
diky méné narocnym podminkdm chovu a mensi spotifebé vody a krmiva v porovnani s
hospodarskymi zvifaty. V disledku toho se rozviji i vyzkum zamétujici se na vyvoj levného a
udrzitelného chovu jedlého hmyzu se specifickym sloZzenim (Grau et al. 2017). Nutricni
kompozice se da upravit predevsim krmivem. Alves et al. (2016) zjistili, Ze larvy potemnika
krmeného smési pSeni¢né a séjové mouky obsahovaly velké mnoZstvi nenasycenych mastnych
kyselin (v priméru 66 %) a antioxidantd.

3.1.3.2 Nutricni vlastnosti

Gkinali et al. (2022) ve své prehledové studii porovnavali hodnoty obsahu jednotlivych
sloZzek nutri¢ni kompozice z rliznych védeckych publikaci. Obsah bilkovin v larvach potemnika
moucéného se pohyboval v rozmezi od 41 do 66 %. Profil aminokyselin dosahoval
pozadovaného poméru esencialnich aminokyselin diky vysokému obsahu leucinu, isoleucinu,
lysinu, tyrosinu, valinu a methioninu. Obsah tuku se liSil v zdavislosti na sloZeni krmiva.
Pohyboval se od 15 do 50 %. Co se tyce sloZeni mastnych kyselin, nejvice zastoupeny byly
mononenasycené mastné kyseliny (37-55 %) a to predevsim kyselina palmitoolejova a olejova.
Nasycené mastné kyseliny byly obsazeny v mnozstvi od 23 do 34 % a polynenasycené mastné
kyseliny od 11 do 40 %. Obecné jsou tedy larvy potemnika bohaté na nenasycené mastné
kyseliny, ale aby byl pfiznivy i pomér omega 3 a omega 6 nenasycenych mastnych kyselin, musi
byt obsah upraven krmivem.

Sabolova et al. (2016) se zabyvali obsahem lipofilnich sloucenin ve dvou druzich jedlého
hmyzu z ¢eledi potemnikovitych, a to prdvé Tenebrio molitor a Zophobas morio. Dllezitymi
skupinami lipofilnich latek jsou steroidy a lipofilni vitaminy. Steroidni latky jsou syntetizovany
organismem komplexnimi mechanismy a nejvyznamné;jsi [atkou pro lidské télo je cholesterol.
Ten je v téle vyuzivan na syntézu steroidnich hormonu, vitaminu D3 a Zlu¢ovych kyselin a télo
si ho dokdze vyrobit v jatrech (VelisSek 1999). Hmyz také potfebuje cholesterol pro syntézu
hormont a vitaminu D3. Dokaze si ho vSak syntetizovat pouze pomoci fytosterol(i. Tenebrio
molitor produkuje zhruba 67 % cholesterolu ze sitosterolu. Pomoci chromatografickych metod
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byl stanoven obsah cholesterolu, fytosteroli (kampesterolu, stigmasterolu a B-sitosterolu) a
tokoferoll. Jednotlivé obsahy jsou uvedeny v Tabulce 4. Obsah cholesterolu byl znaéné vyssi
u Zophobas morio nez u Tenebrio molitor. Oba druhy obsahovaly zna¢né mnozstvi fytosteroll
a tokoferoll, coz mlzZe byt povaZzovano za jeden z hlavnich benefit(i téchto druh( jedlého
hmyzu (Sabolova et al. 2016).

Ve studii Sabolova et al. (2016) byl také porovnavan obsah tokoferoll v larvach Zophobas
morio pfi rGznych teplotach skladovani. Bylo zjisténo, Ze teplota skladovani nema vliv na obsah
tokoferold. Jednotlivé obsahy jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 4: Obsah cholesterolu a fytosterold u dvou druh( jedlého hmyzu (Sabolova et al.
2016)

Hmyz Cholesterol Kampesterol Stigmasterol B-sitosterol
(mg/kg £ SD)  (mg/kg + SD) (mg/kg  SD) (mg/kg * SD)

Zophobas morio 1784,1+30,4 227,6+19,9 79,3+£9,4 344,1 + 35,8

Tenebrio molitor  669,4 + 34,7 350,5 £ 56,0 71,9+2,5 244,7 £+ 12,0

Tabulka 5: Obsah tokoferold v larvach Zophobas morio pfi jinych teplotach skladovani
(Sabolova et al. 2016)

Teplota a-tokoferol B+y tokoferol 6-tokoferol
skladovani (°C) (mg/kg  SD) (mg/kg £ SD) (mg/kg  SD)
5-6 75,7+3,2 53+0,1 LoQ

25 77,2+0,1 53%0,3 LOQ

Rumpold & Schliter (2013) ve své studii uvadi i obsah mineralnich latek a urcitych
vitaminQ v larvach Tenebrio molitor. Hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 6. Studii, které by se
zabyvaly obsahem lipofilnich vitamin(, je doposud malo, tudiZ jsou zminény pouze vitaminy
rozpustné ve vodé. Byla vSak provedena studie zabyvajici se obsahem tokoferol( v larvach
potemnika moucného. Jeon et al. (2016) méfili hladiny tokoferoll a zastoupeni mastnych
kyselin v oleji larev pfi rtzné délce praZeni za teploty 200 °C. Hodnoty tohoto méfeni jsou
zaznamendny v Tabulce 7. Prazenim se obsah a a y-tokoferold znacné sniZzil.

Tabulka 6: Obsah vitamind a minerdlnich latek v larvach Tenebrio molitor (upraveno dle
Rumpold & Schliter 2013)

Vitamin Obsah v susiné Mineralni latka Obsah v susiné
(mg/100 g) (mg/100 g)

C 3,15-6,15 Ca 44,36-47,18

B1 0,31-0,63 K 761,54-895,01

B2 0,41-2,13 Mg 210,24-221,54

B3 10,59-10,68 P 697,44-748,03

B5 3,72-6,88 Na 125,38-140,94

B7 0,079-0,095 Fe 5,41-5,51

B9 0,30-0,41 Zn 11,41-13,65
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Tabulka 7: Obsah a-tokoferolu a y-tokoferolu (mg/kg) v oleji larev Tenebrio molitor pfi
raznych dobdch prazeni (Jeon et al. 2016)

Doba prazeni

neprazené 5 min 10 min 15 min
a-Tokoferol 5,74 5,61 4,86 4,42
(mg/kg)
y-Tokoferol 186,02 165,75 169,97 169,16
(mg/kg)

Zajimava studie byla provedena pro porovnani ucinku péti rlznych krmiv na profil
mastnych kyselin, metabolismus lipidU a antioxida¢ni molekuly u larev potemnika mouc¢ného.
Mattioli et al. (2021) uvedli, Ze larvy potemnika maji velky potencial, co se tyCe uUpravy
poZadovanych nutri¢nich vlastnosti poddvanym krmivem. Vénovali se také stanovenim
retinolu a tokoferol(. Obsah retinolu byl naméfen v rozmezi 0-0,6 pg/g. Celkovy obsah
tokoferol( se pohyboval od 0,47 do 5,3 pg/g. Nejvyssi obsah retinolu byl zaznamenan u larey,
kterym byla poddvana smés mlata a susenek v poméru 1:1. Nejvyssi obsah tokoferoll byl
zaznamendn u larev krmenych susenkami. Susenky obsahovaly ze vSech krmiv nejvice
tokoferol( (21,66 pug/g).

3.1.4 Sarance stéhovava

3.1.4.1 Charakteristika

Sarance stéhovava (Locusta migratoria) patfi do radu rovnokfidli (Orthoptera). DorGsta
do velikosti 30 az 60 mm. Radi se do druh(i, které migruji a je rozéifena predevsim v Africe, Asii
a Evropé. Je obavanym Sktdcem, jelikoZ pokud dojde k jejimu pfemnozeni, muze zlikvidovat
obrovské mnoiZstvi vegetace na zemédélnych plochdch. BEhem svého Zivota totiz zkonzumuje
az 30krat vice potravy, nez sama vazi. Sarance se chovaji ve specidlnich nadrzich zhotovenych
z jemného pletiva. K Zivotu potrebuji teplotu 28-32 °C a dostatek svétla alespon po 12 hodin
denné. Jsou krmeny travou, saldtem a zelenym obilim. Jako ptidavek dostdvaji nakrajenou
zeleninu, ovoce, Srot, susené mléko a ovesné vliocky. Samice sndasi vajicka do misky s raselinou
smichanou s piskem. Vajicka chrani pénovy kokon a za dva tydny se z nich lihnou malé nymfy,

ces

které se pétkrat svlékaji. Dospélci Ziji asi 2-3 mésice (Kofinek 1999).

Sarance spolu s dalSimi druhy z fadu rovnokridlych jsou béiné konzumovany v radé
zemich svéta a patfi dokonce k nejvice konzumovanym druhm jedlého hmyzu. V Africe jsou
sarance dulezitym zdrojem energie stejné jako dalsi jedly hmyz predevsim v ¢asech, kdy je
potravin nedostatek. Konzumuji se vsak i k doplnéni energie, jelikoZz v mnoha africkych zemich
je strava mdlo vyZivna. V fadé dalSich zemi se tento druh konzumuje i pro jeho chut a pfiznivé
nutricni vlastnosti (Salama 2020). Vzhledem k reprodukénim schopnostem lze také sarance
povazovat za velmi vhodny druh k chovani pro lidskou vyZivu, jelikoZ se velmi rychle a hojné
mnozi. V. mnoha africkych a asijskych zemich je saranée povaZovana za delikatesu a pfipravuje
se na rizné zpusoby. Mohou se konzumovat smazené, varené ¢i susené (Mohamed 2015).
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3.1.4.2 Nutricni vlastnosti

Jedly hmyz se stdvd populdrnim pfi hledani alternativniho ZivociSného proteinu s
ohledem na dostupnost, ndrocnost na chov a udrzitelnost Zivotniho prostredi. Proto i sarance
byla podrobena analyze nutri¢nich vlastnosti. Mohamed (2015) stanovil obsah zakladnich
makroZivin a vybranych mineralnich latek u tohoto druhu jedlého hmyzu. Obsahy jednotlivych
Zivin jsou uvedeny v Tabulce 8. Stejné jako jiné druhy z fadu Orthoptera je sarance bohatd
predevsim na bilkoviny a dale na tuky. Bylo zjiSténo, Ze sarance je dobrym zdrojem tukd, jelikoz
80 % z celkového obsahu tuku jsou triacylglyceroly a pouze 20 % zaujimaji fosfolipidy.

Tabulka 8: Obsah jednotlivych Zivin Locusta migratoria (upraveno dle Mohamed 2015)

Obsah (%) Primérz SD (%)
Bilkoviny 42,16-58,62 50,42+2,00
Tuky 18,90-20,34 19,62+0,80
Sacharidy 4,05-5,51 4,78%0,74
Vldknina 14,21-17,02 15,65%1,70
Popel 5,72-6,76 6,24+0,50

Oonincx & van der Poel (2011) porovnavali efekt tti rGznych krmiv na nutri¢ni kompozici
sarance. Skupinam saranci podavali do travnatého krmiva jilek vytrvaly, pSeni¢né otruby nebo
mrkev. Bylo zjisténo, Ze krmivo vyznamné ovliviiuje nutri¢ni sloZeni sarance. Lze tedy
podotknout, Ze podavadnim rdzného krmiva mohou byt ovlivnény nutri¢ni vlastnosti a mlize
byt dosazeno vyhodnéjsiho slozeni zivin. Dale bylo zjisténo, Ze stadium vyvoje nema vyznamny
vliv na obsah retinolu a karotenoid(, avsak vyznamny byl vliv potravy. Pfidavek pSeni¢nych
otrub vyznamné snizZil obsah a-karotenu. Retinol byl pfitomen ve vysSich koncentracich u
saranci krmenych krmivem s pridavkem pSeni¢nych otrub i mrkve v porovnani s normalnim
travnatym krmivem bez pfidavku. Obsah B-karotenu se zvysil u saranci krmenych mrkvi, jak by
se dalo predpokladat.

3.2 Lipofilni vitaminy

Vitaminy jsou esencialni organické Iatky, které lidské télo potfebuje v malych davkach a
slouzi predevsim jako katalyzatory biochemickych reakci v organismu. Déli se na vitaminy
rozpustné ve vodé a na vitaminy rozpustné v tucich, které se oznacduji jako lipofilni. Kazdy
z nich ma specifickou funkci, kterd nelze nahradit Zadnou jinou latkou. Lidsky organismus neni
schopen vitaminy dostatecné syntetizovat pro zajisténi fyziologickych potfeb a musi je tedy
ziskavat predevsim z potravy (Bayer 2008).

Vitaminy rozpustné ve vodé jsou kofaktory enzym( a pfi vysokych davkach nevyvolavaji
hypervitamindzy, jelikoz je jejich prfipadny nadbytek vylouc¢en moci. Lipofilni vitaminy maji
schopnost akumulovat se v télesnych tkanich a nékteré z nich mohou pfi predavkovani vyvolat
toxicky efekt. Mezi lipofilni vitaminy se fadi vitaminy A, D, E a K (Kasper 2015; Bayer 2008).

JelikoZ se tato prace zabyvd stanovenim vitaminG A, D a E, budou tyto vitaminy blize
charakterizovany v nasledujicich kapitolach.
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3.2.1 Vitamin A

Jako vitamin A jsou oznacovany latky vykazujici veskeré ucinky tohoto vitaminu. V pfirodé
se vyskytuji tfi zakladni formy vitaminu A, a to retinol, retinal a kyselina retinova (Kasper 2015).
Zakladni a nejvyznamnéjsi aktivni formou je retinol. Retinol je izoprenoid s péti konjugovanymi
dvojnymi vazbami v molekule (Obrazek 3), respektive alicyklicky diterpenovy alkohol s tzv.
B-jononovym cyklem a s postrannim retézcem ¢tyr konjugovanych dvojnych vazeb (jeden z 15
moznych izomer(). V potravinach je doprovazen fadou analogl a metabolitli liSicich se
strukturou jononového cyklu nebo postranniho fetézce (VeliSek 1999). Tyto molekuly vykazuji
charakteristickou absorpci spektra ultrafialového a viditelného zarfeni diky systému
konjugovanych dvojnych vazeb. Tento jev se vyuZiva pfi identifikaci a stanoveni koncentrace
téchto sloucenin. Existuje mnoho dalSich izomerG pravé kvili konjugovanym dvojnym vazbam,
které mohou byt v cis i trans izomerii. Ddle mGzZe mit funkéni skupina rlzny oxidacni stav. V
tkanich se retinol vyskytuje ve formé esterd, kde esterové vazanou mastnou kyselinou je
predevsim palmitova kyselina. Esterifikace retinolu chrani hydroxylovou skupinu pred oxidaci
a znacné méni vlastnosti latky (Zempleni et al. 2013).

R OH

Obrazek 3: All-trans retinol
Zdroj: https://www.chemspider.com/Chemical-Structure.393012.html

Aktivitu vitaminu A také vykazuje rada dalSich pfirozené se vyskytujicich sloucenin ze
skupiny karotenoidl, které se oznacuji jako provitaminy A. Mezi nejvyznamnéjsi se radi
B-karoten (Obrazek 4). Z téchto latek si vétSina savcli dokaze vytvorit vitamin A. Retinoidy
obsahujici alesponi jeden nesubstituovany B-jononovy cyklus jsou oxidaci enzymové
transformovany na aldehyd — all-trans-retinal neboli retinaldehyd. Z B-karotenu mohou
vzniknout dvé molekuly retinalu. Ten je ¢astecné redukovdan na all-trans-retinol (Velisek 1999).

Vees

retinolu a retinyl ester( i ve formé provitaminu A (karotenoid(l) (Bastos Maia et al. 2019).
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Obrazek 4: B-karoten
Zdroj: http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.4444129.html

V prdmyslovych zemich je vétsina vitaminu A konzumovana ve formé retinolu z potravin
zZivocisného plvodu a v rozvojovych zemich je vétSina vitaminu A vytvarena z provitamin( —
B-, a- a y-karotenu, obsaZenych v potravinach rostlinného plivodu (Kasper 2015).

Retinol se vyskytuje témér vyhradné jen v ZivociSnych produktech, jako jsou materské
mléko, jatra, olej z rybich jater, vajeény Zloutek, kravské mléko a dalsi mlécné vyrobky.
Provitaminy A, tedy karotenoidy naopak obsahuji potraviny rostlinného plivodu, jako je listova
zelenina, dyné, mrkev, mango, merunky, papaya aj. Ddle se také potraviny fortifikuji
retinolem. Mezi takové potraviny patfi ceredlie, omacky, oleje ¢i rostlinné nahrazky mléka
(WHO & FAO 2004).

Vitamin A je esencidlni mikroZivinou, kterou lidské télo v malych davkach potrebuje k
normalnimu fungovani zrakovych funkci, ke sprdvnému rdstu, vyvoji a fungovani imunitniho
systému. Velmi dlleZitou roli hraje také v téhotenstvi, kdy je nezbytny pro udrZzovani
spravného fungovani zraku matky i ditéte a pro vyvoj organu a kostry plodu. Dale ma velky vliv
na spravny vyvoj a fungovani imunitniho systému plodu (Bastos Maia et al. 2019).

Mezi hlavni pfiznaky deficitu se fadi xeroftalmie, tedy chorobné vysychani ocni rohovky,
nebo nachylnost k Serosleposti. Ddle mlze v dlisledku nedostatku tohoto vitaminu dochazet
k vyssi nachylnosti infekénich chorob vzhledem k oslabeni imunitniho systému (WHO & FAO
2004). Naopak se muze také u lidi vyskytnout hypervitamindza. Tento pojem predstavuje
nadmérné ukladani vitaminu A v organismu v dlsledku nadmérného pfijmu. Symptomy
toxicity zavisi na délce expozice a na mnozstvi dadvky a mohou byt velmi zavainé. Mezi
symptomy se fadi nevolnost, zvraceni, bolest hlavy, rozmazané vidéni, abnormalni funkce
jater, bolest kloubl a v nejhorsich pfipadech i smrt. Hypervitamindza je vSsak mnohem
vzacnéjsi nez deficit vitaminu A a mlzZe nastat v disledku nevhodného uZivani doplnikd stravy.
Bylo hlaseno i par pfipadd hypervitamindzy z nadmérného pfijmu jater (Penniston &
Tanumihardjo 2006; Zempleni et al. 2013).

Jelikoz vitamin A a jeho provitaminy maji rozdilnou miru resorpce, byl zaveden pojem
yretinolovy ekvivalent”, ktery slouzi k odhadu ucinnosti. Podle tohoto ekvivalentu odpovida

ucinku 1 mg vitaminu A mnozstvi 2 mg B-karotenu v mléce, 4 mg B-karotenu ve varené
zeleniné a 12 mg B-karotenu ve varenych pasirovanych mrkvich. Dfive béZné pouzivany udaj
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mnozstvi je mezinarodni jednotka (IU), kdy 1 IU = 0,3 pg retinolu = 0,344 pg retinolacetatu.
Pozadovany denni pfijem u Zen je 0,8 mg a u muzll 1 mg retinolu nebo retinolovych
ekvivalent( (Kasper 2015).

3.2.2 VitaminD

Vitamin D je spole€ny nazev pro skupinu blizce pfibuznych lipofilnich
9,10-sekosteroid(, z nichz nejvyznamnéjsi je vitamin D3 neboli cholekalciferol (Obrazek 5) a
vitamin D2 neboli ergokalciferol (Obrdzek 6). Vznikaji z provitamin(i D plsobenim UV zareni.
Provitaminem D3 je 7-dehydrocholesterol a provitaminem D2 je ergosterol. Vitamin D je
syntetizovan v bunikdch pokozky neenzymatickym procesem za pUsobeni UV zafeni o vinové
délce 280-320 nm. Nejprve z provitaminu D3 vznikd jako meziprodukt tzv. previtamin D3
vykazujici asi 35 % aktivity cholekalciferolu, ktery nasledné spontanné izomeruje na
cholekalciferol. Tento proces je velmi dllezity ve smyslu ziskavani tohoto vitaminu, jelikoz v
potravé ho lidské télo mlze ziskat pouze z omezenych zdroja (Velisek 1999; Kasper 2015).

Yagy,

Obrazek 5: Cholekalciferol
Zdroj: http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.4444353.html

Obrazek 6: Ergokalciferol

Zdroj: https://www.chemspider.com/Chemical-Structure.4444351.html
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Cholekalciferol se vaze na specificky globulin krevni plazmy DBP a je transportovan do
jater, kde je skladovan a dle potfeby oxidovan na 25-hydroxycholekalciferol (kalcidiol), coz je
hlavni cirkulujici metabolit cholekalciferolu. V ledvinach je 25-hydroxycholekalciferol déle
hydroxylovan na 1,25-dihydroxycholekalciferol oznacovany jako kalcitriol. Tento metabolit je
aktivnim produktem pUlsobicim v cilovych orgdnech. Ma veskeré vlastnosti hormonu a to, Ze
je syntetizovan vjednom organu a urcité regulaéni mechanismy pfizpisobuji miru jeho
syntézy aktudlni potrebé, krevni cestou je dopraven k cilovym organiim (stfevo, kosti).
V bunice stfevni sliznice aktivuje syntézu proteinu, ktery je zavisly na vitaminu D a vaze vapnik.
Tento protein hraje roli v intestindlnim transportu vapniku (Velisek 1999; Kasper 2015).

Vitamin D zastava klicovou roli v fizeni rovnovahy vapniku a fosforu. Jeho nedostatek
u déti ve fazi rlistu a vyvoje kosti muze zplsobit rlstovou retardaci ¢i krivici a u dospélych
muzZe nedostatek tohoto vitaminu vést k rozvoji sekunddarni hyperparatyredzy, coz mize mit
za nasledek rozvoj osteoporézy ¢i osteomalacie, a tedy i vyssi riziko zlomenin. SniZzend
intestinalni absorpce vapniku s pfibyvajicim vékem predstavuje vyznamny rizikovy faktor pro
fraktury kosti (Christakos et al. 2019).

Pokud télo zaznamena vyssi potfebu vapniku, napfriklad pokud je nedostatecné
prijiman potravou nebo pfi rdstu a vyvoji kosti ¢i v téhotenstvi a pti kojeni, probihd absorpce
vapniku ve stfevé zprostfedkovanad vitaminem D prevdiné aktivnim transceluldrnim
transportem. Dvéma hlavnimi ucinky 1,25-dihydroxycholekalciferolu ve stfevech jsou zvySena
syntéza kalbindinu (intracelularni protein vazajici vapnik), ktery usnadnuje pohyb vapniku
skrze cytoplazmu a zvySena syntéza apikdlniho epitelidlniho vapnikového kanalu, ktery
zprostredkovdva vstup vapniku do enterocytd. Pokud je vapniku nedostatek a intestinalni
absorpce neni dostatecna, 1,25-dihydroxycholekalciferol s parathormonem zvySuje resorpci
vapniku z ledvin (Christakos et al. 2019).

Vitamin D nepusobi regulacné pouze na homeostazu vapniku ale i obecné na bunécné
transportni pochody. Ovliviiuje ¢etné endokrinni regulacni systémy, imunitni odpovédi,
metabolismus kosterniho svalstva a myokardu i fadu bunécnych systému s rychlym bunéénym
délenim (Kasper 2015).

Doporucena denni davka vitaminu D se [isi napfi¢ staty po celém svété v zavislosti na
klimatickych podminkach. JelikoZ je vitamin D syntetizovan v kdzi plUsobenim UV zareni, je
tézké urcit potfebnou denni davku. Potfeba zavisi na mnoha faktorech, jako je napfiklad mira
vystaveni slunecnimu zareni, pigmentace klze, vék, pohlavi ¢i prijem vapniku a fosforu
(Zempleni et al. 2013). Referenéni hodnoty D-A-CH (Némecko-D, Rakousko-A, Svycarsko-CH)
uddvaji doporucenou denni davku vitaminu D 5 pg od 1. do 65. roku véku a od 65. roku 10 ug.

3.2.3 VitaminE

Ndzev vitamin E zahrnuje fadu latek, které se lisi jen nepatrné ve strukture molekuly, ale
zato se velmi lisi aktivitou. Patfi sem osm zakladnich strukturné ptibuznych derivata
chromanu. Strukturnim zakladem pro vsechny slouéeniny vykazujici aktivitu vitaminu E jsou
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tokol a tokotrienol, které obsahuji chromanovy cyklus s nasycenym nebo nenasycenym
isoprenoidnim postrannim fetézcem o délce 16 atomu uhliku. Od tokolu jsou odvozené Ctyfi
formy vitaminu E s nasycenym izoprenoidnim postrannim fetézcem a nazyvaji se tokoferoly.
Dalsi ¢tyri formy jsou odvozeny od tokotrienolu a nazyvaji se tokotrienoly. Jednotlivé formy se
lisSi poCtem a polohou methylovych skupin v chromanovém cyklu. a-Tokoferol a a-tokotrienol
maji methylové skupiny na pozicich 2,57 a 8 v chromanovém cyklu. B-tokoferol a
B-tokotrienol maji methylové skupiny na pozicich 2,5 a 8, dale y-tokoferol a y-tokotrienol maji
methylové skupiny na pozicich 2,7 a 8 a posledni skupina, tedy 6-tokoferol a 6-tokotrienol maji
methylové skupiny na pozicich 2 a 8 (Kasper 2015; Velisek 1999; Kiyose 2021).

Tokoferoly obsahuji tfi chirdlni uhliky a kazdy tokoferol miZe existovat v osmi
diastereoizomernich formach. V pfirodé se vSak vyskytuji pouze ve formé 2R, 4'R, 8'R izomerd,
oznacovanych jako RRR izomery. Zastupcem je naptiklad RRR-a-tokoferol (Obrazek 7).
Tokotrienoly obsahujici tfi dvojné vazby v postrannim fetézci se mohou vyskytovat v osmi
raznych cis i trans izomerech a jejich kombinacich. V pfirodé se vyskytuji pouze jako all-trans
izomery (Kasper 2015; Velisek 1999; Kiyose 2021).

HO

Obrazek 7: a-Tokoferol
Zdroj: http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.2032.html

Nejvyssi biologickou ucinnost vykazuje RRR-a-tokoferol. JelikoZz ostatni formy vykazuji
mensi ucinnost, byl zaveden pojem a-tokoferolovy ekvivalent. 1 mg RRR-a-ekvivalentu
odpovida 2 mg RRR-B-tokoferolu, 4 mg RRR-y-tokoferolu a 100 mg RRR-6-tokoferolu. Drive se
obsah vitaminu E uddval v mezinarodnich jednotkdch IU (International Unit), kdy 1 mg a-
tokoferolového ekvivalentu = 1,5 IU (Kasper 2015).

Absorpce tokoferoll zavisi na normdlni sekreci Zlu¢i a pankreatickych enzymd. Jejich
absorpce je také ovlivnéna obsahem tuku ve stravé (Jeanes et al. 2004) a spociva ve tvorbé
micel nasledujici cestou. Triacylglyceroly jsou v téle hydrolyzovdny na 2-monoacylglyceroly a
volné mastné kyseliny pomoci pankreatické lipazy. Straveny tuk nasledné tvofi micely se
Zlu¢ovymi kyselinami. Tyto micely hraji roli pti transportu 2-monoacylglycerolt a mastnych
kyselin do enterocytu. Predpoklada se, Ze vitamin E je také zaclenén do micel, jelikoZ se radi
do latek lipofilniho charakteru (Kiyose 2021). Nasledné jsou tokoferoly transportovany
v chylomikronech lymfou (Kasper 2015). Ktransportu tokoferoll dochazi hlavné
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v chylomikronech, jelikoZ v provedené studii bylo 93 % a-tokoferolu a 100 % y-tokoferolu
nalezeno v izolované frakci chylomikrona v lymfé krys (Traber et al. 1986). Nasleduje presun
tokoferolG do lipoprotein(, pfi kterém hraje duleZitou roli LDL, HDL a VLDL frakce (Kasper
2015).

Vitamin E je povazovan za nejvyznamnéjsi lipofilni antioxidant, ktery slouzi v
eukaryotickych bunkach jako ochrana nenasycenych lipidQ pred poskozenim volnymi radikaly.
Spolu s dalsimi latkami chrani strukturu a integritu bunééné, cytoplazmatické membrany a
membran vnitrobunécnych organel. Ddle se uplatriuje pfi ochrané lipoproteind pritomnych v
plazmé. PrestoZe jeho funkce nebyla zcela vyjasnéna a je stdle predmétem vyzkumu, lze
vitamin E povaZovat za dlleZitou soucast lidské stravy pravé diky protektivnim ucinkim pred
oxidacnim stresem (Kiyose 2021; Velisek 1999; Zempleni et al. 2013).

Jelikoz se vitamin E pfirozené vyskytuje v fadé potravin rostlinného i Zivocisného plvodu
a je také casto pridavan do rostlinnych oleji ¢i zpracovanych potravin, nehrozi ve vétsiné
pripadl deficit tohoto vitaminu. Vyjimkou mlze byt v krajnich pripadech néjaka katastrofa
s nasledkem potravinové krize. Nedostatek vitaminu E mUzZe byt také zpUsoben malabsorpci
tukl u nemocnych jedinct (Bayer 2008). Prijem a-tokoferolu se lisSi mezi zemémi svéta
v zavislosti na konzumaci rlznych druha rostlinnych olejii obsahujicich jiné poméry frakci
vitaminu E. Napfriklad slunec¢nicovy olej obsahuje priblizné 55 mg a-tokoferolu/100 g, zatimco
séjovy olej obsahuje pouze 8 mg a-tokoferolu/100 g (WHO & FAO 2004).

Hlavnim potravinovym zdrojem vitaminu E jsou rostlinné oleje vcetné olivového a
slunecnicového, celozrnné obilniny, ofiSky a mandle, avokado, brokolice a listova zelenina.
(Bayer 2008) V Tabulce 9 jsou uvedeny dalsi potraviny a jejich obsah vitaminu E.

Tabulka 9: Obsah vitaminu E ve vybranych potravinach (upraveno dle Velisek 1999)

Potravina Obsah v jedlém podilu (mg/kg)
Maso 2,5-7,7
Jatra 4-14
Mléko 0,2-1,2
Maslo 10-50
Syry 3,0-3,5
Vejce 5-30
Ryby 4-80
Mouka psSenicna 15-50
Ryze 0,4-4,5
Jablka 1,8-7,4
Spenat 16-25
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3.2.4 Stanoveni lipofilnich vitamin(

Jelikoz se vitaminy v potravinach vyskytuji ve velmi malych koncentracich, je zapotrebi
citlivych a spolehlivych metod k jejich analyze. Ve srovnani s makroZivinami je jejich stanoveni
slozitéjsi také kvali tomu, Ze se vyskytuji v rlznych formdch. Diky tomu se nejvice vyuZivaji
chromatografické metody (Qian & Sheng 1998). Mezi nejpouzivanéjsi se radi vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC), ale vyuZzivaji se i dalsi varianty kapalinové chromatografie.
Stézejni je téZ vSestrannost této metody spojend s vyuzitim rdznych zplsobl pouZiti fazi a
raznych detektor(, kterd nabizi fadu vyuZiti pfi stanoveni vitamin( ze slozitéjSich matric, jako
jsou pravé potraviny. Zejména kapalinovd chromatografie s hmotnostnim spektrometrem byla
oznacena jako dostatecné citlivda na stanoveni velmi malych koncentraci nékterych forem
vitamin® (Fanali et al. 2017).

VétsSina metod stanoveni lipofilnich vitaminG se skldda z téchto krokl: zmydelnéni
vzorku, extrakce vitamin( a naslednd analyza pfisluSnou chromatografickou metodou (Blake
2007). Lipofilni vitaminy se vyskytuji v tukové frakci, kterd se sklada predevsim z
triacylglycerol( a z ¢asti ze steroll a fosfolipidU. VSechny tyto latky maji podobnou rozpustnost
coz komplikuje izolaci vitamin(. Zmydelnéni tedy predstavuje efektivni odstranéni nechténych
lipidl. Principem je alkalickd hydrolyza ester(i s vyuZitim smési ethanolu a hydroxidu
draselného s pridavkem antioxidantu za zvySené teploty (Fanali et al. 2017; Ball 2006).

Naslednd extrakce vitamin( probiha za vyuziti riznych rozpoustédel. Nejcastéji se
vyuzivaji organickd rozpoustédla jako je diethylether, petrolether, hexan etylacetat ¢i jejich
smési. Ziskané extrakty se zbavi vody a odpafi se pfi dané teploté. Dale se vzorky rozpusti v
prislusnych rozpoustédlech kompatibilnich s mobilni fazi a nasleduje analyza pomoci vybrané
chromatografické metody (Karrar et al. 2022).

3.2.5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Chromatografické metody jsou zaloiené na separaci latek obsazenych ve vzorku.
Vyuzivaji se jak pfi kvalitativni, tak kvantitativni analyze. Principem kapalinové chromatografie
je oddéleni jednotlivych slozek vneseného vzorku na zakladé rozdilné pohyblivosti analytickym
systémem. Mezi nejcastéji pouzivané a dnes i nejrozSifenéjsi separaéni metody patfi
vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC). Hlavnimi vyhodami této metody je vysoka
citlivost, rychlost stanoveni, dobra opakovatelnost a robustnost (Klouda 2003; Novakova &
Dousa 2013).

Zakladem analytického systému jsou dvé vzajemné nemisitelné faze, a to faze
staciondrni, kterou je vhodny sorbent, a faze mobilni, kterou tvofi kapalina. Stacionarni faze
je uloZena v koloné a tvofi ji zrnity sorbent. Vzorek je nastfikovym zarizenim vnasen do toku
mobilni faze, ktery jej unasi do kolony, kde dochazi k separaci jednotlivych analytl vlivem
interakci s ¢asticemi sorbentu. Priitokem rozpoustédla se jednotlivé analyty postupné eluuji
na zadkladé odlisné afinity k rozpoustédlu a v rliznych ¢asech zcela opousti kolonu. Na vystupu
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z kolony je umistén detektor, ktery zaznamenava prochazejici latky a vytvari graficky zaznam
nazyvany jako chromatogram (Klouda 2003).

Ke stanoveni lipofilnich vitaminU se pouziva nejcastéji kapalinova chromatografie, a to
pravé HPLC, jelikoZ je dostatecné citlivou metodou ke stanoveni velmi malych koncentraci
téchto latek. Kapalinovd chromatografie je spojena s rlznymi typy detekce jako napfiklad
UV/VIS, MS ¢i MS/MS. Pti volbé chromatografie s normalnimi fazemi ¢i s obracenymi fazemi
se prihlizi k procesu extrakce a precisténi vitaminG. Dale se pfi stanoveni vitaminl nejcastéji
vyuZziva izokraticka eluce (Karrar et al. 2022).

3.3 Vyvoj a validace metody HPLC

3.3.1 Vyvoj metody

Vyvoj a optimalizace chromatografické metody zahrnuje volbu chromatografickych
podminek tak, aby latky ve smési byly dokonale separovany a citlivé detekovany. Pfi
optimalizaci metody se vyuzivad prevainé experimentdlni pristup. Je vhodné znat teoretické
principy, jelikoz pfi vyvoji usetfi mnoho ¢asu. Optimalizaci pfedchazi literarni reSerse a shrnuti
poznatkl o sledovanych analytech a metodach jiz pouzitych na jejich analyzu (Novadkova &
Dousa 2013).

PFi vyvoji a optimalizaci analytické metody jsou obvykle realizovany nasledujici kroky.
Jejich poradi se miZe ménit nebo mizZe dochazet k jejich propojeni v zavislosti na typu
metody.

1. Analyza fyzikalné-chemickych vlastnosti vzorku a urceni cile metody
Vybér zplsobu detekce analytl

Volba separaéniho modu

Volba stacionarni a mobilni faze

Predbéiné experimenty s vyuZitim standardnich latek

Volba metody pro pfipravu a Upravu vzorku

Vlastni optimalizace

O NO Uk WN

Validace metody

Jelikoz je vyvoj uplné nové metody velmi slozity proces, lze pro zjednoduseni vyuZit
z odborné literatury jiz provedenou metodu a nasledné dle podminek stanoveni vyvoj provést
optimalizaci této metody (Novakova & Dousa 2013).

3.3.2 Validace metody

Ucelem analytické metody je poskytnout vysledky s pfijatelnou mirou nejistoty. Po
vyvoji metody je tedy zapotrebi posoudit, zda dosahuje urcitych standard( a zda jejim
pouzitim lze ziskat kvalitni vysledky. K tomu slouZzi vyhodnoceni urcitych parametrd v procesu
zvaném validace metody (Taverniers et al. 2004). Ta je tedy zavérecnym krokem vyvoje a
poskytuje objektivni posouzeni kvality dané metody. Dand metoda by méla splfovat urcitd
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kritéria, ktera urci jeji pouzitelnost a spolehlivost pfi opakovaném pouziti (Novakova & Dousa
2013).

V praxi se pfi validaci metody hodnoti série parametr( jako je spravnost, presnost,
selektivita/specificita, linearita, pracovni rozsah, limit detekce a kvantifikace, citlivost a
robustnost. Pfi validaci se bere v potaz, jaké jsou kladené podminky na rozsah validace a dle
toho se zvoli pocet a charakteristika hodnocenych parametrd (Taverniers et al. 2004).

3.3.2.1 Spravnost

Spravnost metody je definovana jako tésnost shody mezi vysledkem méreni a pfijatou
referenéni hodnotou. Rozdil mezi témito hodnotami je nazyvan chyba vysledku. Spravnost
zahrnuje procento chybovosti a indikuje, zda je metoda vhodnd pro pouziti redlnych vzorku
(Taverniers et al. 2004). Pfi hodnoceni je uréovana pritomnost ¢i nepfitomnost soustavné
chyby a je testovana statisticka vyznamnost velikosti rozdilu mezi vysledkem méreni a pfijatou
referenéni hodnotou. Spravnost Ize urcit pomoci parametru zvaného vytéznost, ktery udava
mnozstvi analytu ziskaného ze vzorku. Lze zjistit porovnanim namérené hodnoty analytu z
redlného vzorku s namérenou hodnotou vzorku, do néjz bylo pfiddno zndmé mnozstvi analytu.
VytéZnost by méla byt provedena na rliznych matricich a ve vicero opakovdanich (Gurram et al.
2017; Novakova & Dousa 2013).

3.3.2.2 Presnost

Pfesnost metody je definovana jako hodnota udavajici miru tésnosti shody mezi
vzajemné nezavislymi vysledky zkousek za predem specifikovanych podminek. Zavisi pouze na
rozdéleni chyb. Pfesnost mUZe byt vyjadiena jako opakovatelnost, mezilehlad presnost a
reprodukovatelnost (Gurram et al. 2017; Novakova & Dousa 2013). Opakovatelnost metody
je definovana jako tésnost shody mezi navzdjem nezavislymi vysledky zkousek ziskanymi za
podminek opakovatelnosti, tedy opakovanim téze zkusebni metody na identickém materidlu,
v téZe laboratofi, tymZ pracovnikem a za poutZiti tychz ptistrojl a zafizeni béhem kratkého
casového obdobi (Novakova & Dousa 2013). Mezilehla presnost se urcuje testovanim metody
v rozSireném casovém uUseku, na stejnych ¢i podobnych pfistrojich, ale napfiklad rdznymi
pracovniky ¢i za jiné dané podminky v ramci jedné laboratore. Reprodukovatelnost vychazi
z hodnoceni vysledkl z vicero laboratoti (Gurram et al. 2017).

3.3.2.3 Linearita a pracovni rozsah

Schopnost metody poskytnout v daném rozsahu pfijatelnou linearni korelaci mezi
odezvou detektoru a koncentraci analytu ve vzorku se nazyva linearita. Pfedstavuje pfimou
zavislost jedné veliciny na druhé nezavisle proménné. Linearita mlze byt uréena promérenim
kalibraéni fady o rliznych koncentracich a nasledné vyhodnocena pomoci linearni regrese
(Taverniers et al. 2004). Linearni zavislost Ize matematicky vyjadfit obecnou rovnici y=a+bx,
kde parameter a je Usek na ose y a parameter b je smérnice kalibra¢ni primky. Tésnost
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vzajemné zavislosti vyjadfuje korelacni koeficient R, ktery pfi linedrni zavisloti nabyva hodnot
+1. Cim blize je korelaéni koeficient 1, tim je zavislost t&sné&jsi. (Novakova & Dousa 2013).

Pracovni rozsah vyjadfuje uzavreny interval hodnot mérené veli¢iny v némz je metoda
aplikovatelnd. Dolni hranici byva nejcastéji limit kvantifikace (Novdkova & Dousa 2013).

3.3.2.4 Limit detekce a kvantifikace

Limit detekce oznacovany jako LOD (limit of detection) udava nejnizsi koncentraci
analytu ve vzorku, jez mUZe byt detekovana a pro kterou je analyticky signal statisticky
vyznamné odlisny od Sumu. MuZe byt urcen rliznymi zpUsoby jako napfiklad vizudlnim
hodnocenim, vypocftem s vyuZitim poméru signdlu a Sumu (,signal-to-noise ratio”) ¢i dle
vzorce LOD = 3,3 X /S, kde o je smérodatnd odchylka ¢lenu a v regresni rovnici y = a + bx
stanovend z kalibracnich kfivek a S je primérny sklon kfivky kalibrace (Gurram et al. 2017;
Taverniers et al. 2004).

Limit kvantifikace oznacovany jako LOQ (limit of quantification) odpovida koncentraci,
pfi které presnost a spravnost stanoveni dovoluje kvantitativni vyhodnoceni. Je to tedy
nejnizsi koncentrace analytu ve vzorku, ktera je stanovena s danou presnosti a spravnosti. Lze
vyhodnotit stejnymi zpUsoby jako limit detekce s odliSnosti ve vzorci, kdy LOQ = 10 X 0 /S
(Gurram et al. 2017; Novakova & Dousa 2013).

3.3.3 Kvantitativni hodnoceni

Hlavnim Ucéelem kvantitativniho hodnoceni je nalezeni vztahu mezi plochou ¢&i vyskou
piku a mnozstvim eluované latky. Nejpresnéjsi vyhodnoceni ploch pikG poskytuji
chromatografické softwary. Zavislost mezi namérenou plochou nebo vyskou piku a neznamou
koncentraci analytu je tfeba urcit pomoci standardl a ndsledné vyhodnoceni je provedeno
porovnanim (Novakovda & Dousa 2013).

Tim nejjednodussim zplsobem kvantifikace je metoda vnéjsiho standardu neboli
kalibraéni krivky. Princip této metody spociva v analyze série standardd o znamé postupné
rostouci koncentraci a je hledana zdvislost kalibraéni funkce X = f(c). Pro konstrukci
kalibracéni krivky se pfipravi nejéastéji 5 az 7 kalibrac¢nich standard(, které se 2-3 krat proméri.
Kalibracni ptimku lze vyjadrit vztahem x; = a + bc; kde x; je hodnota veli¢iny X (plocha ¢i
vysSka piku) pro koncentraci c;, b je smérnice kalibra¢ni ptimky vyjadfujici citlivost metody, a
je usek (posunuti) na ose y (Novdkovd & Dousa 2013). Po proméreni vzorku lze pomoci
sestrojené kalibracni krivky urcit obsah stanovované latky. Nejvyssi presnost ma linearni
zavislost, pokud bude zdavislost nelinearni, bude stanoveni zatizeno vétsi chybou (Klouda
2003).

Dalsi metodou kvantifikace je metoda pfidavku standardu. Principem této metody je
pridavek presného a znamého mnoizstvi té samé latky, ktera je stanovovana, k samotnému
vzorku. Kvali tomu je analyza provadéna minimalné ve dvou opakovanich, jelikoZ pfi prvni
analyze je ddvkovan samotny vzorek a pfi druhé analyze je davkovan vzorek se zndmym
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pfidavkem standardu (Novakova & Dousa 2013). ZvySeni hodnoty mérené veliiny je pfimo
Umérné pridanému mnozstvi standardu a z tohoto vztahu lze ddle vypocitat obsah slozky ve
vzorku (Klouda 2003).

Tretim zplsobem kvantitativniho hodnoceni je metoda vnitfniho standardu. Ma velkou
vyhodu v tom, Ze se analyza mUlze uskutecnit v jediném nastfiku. Jejim principem je pridavek
roztoku vnitfniho standardu k roztoku vzorku i k roztoku standardu. Koncentrace vnitfiho
standardu (IS) musi byt zndma. Jako vnitini standard muze byt pouZzita chemicka latka, ktera
je dobre oddélena od vsech sloZek analyzovaného vzorku a je eluovana v blizkosti analytu
(Novakova & Dousa 2013).
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4 Metodika

Cilem vyzkumné casti prace bylo vyvinout a validovat analytickou metodu stanoveni
lipofilnich vitaminl (A, D, E) a pomoci této metody porovnat obsah lipofilnich vitamin( u
raznych skupin jedlého hmyzu. Byly vybrany tfi druhy jedlého hmyzu, a to cvréek domdci
(Acheta domesticus), larvy potemnika moucného (Tenebrio molitor) a sarance stéhovava
(Locusta migratoria).

Velmi mdlo védeckych publikaci se zabyva popisem analytické metody stanoveni
vitaminQ v jedlém hmyzu, ¢i v podobnych matricich. Proto jako zaklad pro vyvoj metody byly
vybrany c¢lanky Gill et al. (2016) a Yang et al. (2017), které se vénuji stanoveni vitaminu D
v praskovych formach mléénych produktl. Z nich byla vyvinuta findlni metodika stanoveni
jednotlivych vitaminQ. Vyvoj probihal optimalizaci metod predevsim experimentalné. Dale
byla provedena validace metody pomoci néasledujicich parametr(: spravnost, presnost, limit
detekce a kvantifikace, linearita a pracovni rozsah.

Poslednim krokem bylo samotné stanoveni obsahu vitamin( vyvinutou metodou
v jednotlivych druzich hmyzu a nasledné statistické vyhodnoceni namérenych dat.

4.1 Material

4.1.1 Pfiprava vzorkli hmyzu

Jedly hmyz uréeny k analyze byl chovan na fakulté Agrobiologie, potravinovych a
pfirodnich zdroji Ceské zemédé&lské univerzity na Katedfe zoologie a rybafstvi. Jednotlivé
skupiny hmyzu byly chovany ve tfech biologickych variantach (stejny druh hmyzu, chovany za
stejnych podminek v odliSném case).

Podminky chovu byly nasledujici. Pfi chovu cvrckl (Acheta domesticus) a potemnikU
(Tenebrio molitor) se teplota pohybovala od 26 do 28 °C a vihkost dosahovala 40-50 %. Pfi
chovu saranci (Locusta migratoria) byla teplota 2742 °C s lokalnim vyhfevem na 28-40 °C a
vlihkost se pohybovala v rozmezi 25-35 %. Cvrcci byli chovani v plastovych boxech (Samla, IKEA)
o velikosti 390x280x280 mm, které byly vyplnény prolozkami na vejce. Jako krmivo jim byla
podavana kompletni krmnd smés (KKS) pro brojlerova kurata, namletd na ¢astice mensi nez
1 mm a sloZzena z pSenice (77,9 %), séjové moucky (17,6 %), repkového oleje (1,8 %) a
mineralnich latek (2,7 %). Sklizer cvrckd probéhla po 60 dnech chovu. Larvy potemnikd byly
chovény v plastovych boxech (Samla, IKEA) o velikosti 390x280x140 mm a zily pfimo v
substratu, kterym se Zivily. Substrat se skladal ze stejné KKS pro brojlerova kutata a pSenic¢nych
otrub v poméru 1:4. Po 35 dnech byly larvy vysety ze substratu a byly pouzity k dalSimu
zpracovani. Sarance byly chovany ve flexariu (Exo Terra) o velikosti 450x400x800 mm a jako
krmivo slouZilo seno, pSenicné otruby a ¢erstva trava. Sklizeny byly po 60 dnech chovu.

Cvréci a saran&e dostévali vodni gel (Oslavan, Namé&st nad Oslavou, Ceska republika)
jako zdroj vody a larvam potemnikl byly podavany nakrajené prouzky jablek. Pred usmrcenim
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byly vSechny tfi druhy hmyzu nechany vyhladovét po dobu 24 hodin a poté byly usmrceny

zamrazenim.

Zamrazeny hmyz byl nasledné zlyofilizovan (120 hodin; Lyovac GT2; Steris, Némecko)

a zhomogenizovan. Zvazenim vzorku pred a po lyofilizaci byla stanovena lyofilizovana susina.
Vzorky byly namlety mlynkem IKA Multidrive basic (Janke & Kunkel, Staufen, Némecko).

4.1.2

Pouzité pfristroje

laboratorni vaha (EG420-3NM, KERN, Némecko)

vakuova rota¢ni odparka (Rotavapor R-200, Biichi Labortechnik, Svycarsko)

vortex (Basic 3, IKA Werke, Némecko)

tfepaci vodni lazen (VLSB12, VWR International, PA, USA)

tfepacka (3006, GFL, Némecko)

centrifuga (5800 R, Eppendorf, Némecko)

pfistroj na Upravu vody (Simplicity UV, Merck Millipore, Némecko)

kapalinovy chromatograf Ultimate 3000 HPLC ve spojeni s detektorem diodového pole
(DAD) a fluorescen¢nim detektorem (FLD) (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)
kapalinovy chromatograf Ultimate 3000 RS HPLC (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)
ve spojeni s hmotnostnim detektorem (hybridni trojity kvadrupdl s linearni iontovou
pasti, 3200 QTRAP, Sciex, MA, USA)

Pouzité chemikalie

destilovana voda

dichlormethan (p.a., Lachner, CR)

diethylether (p.a. stabilizovany, Lachner, CR)

pyrogallol (p.a., Lachner, CR)

hexan (p.a., Lachner, CR)

aceton (p.a., Lachner, CR)

ethanol (p.a., Lachner, CR)

ethanol absolute (ACS, Reag.Ph.Eur., VWR International, PA, USA)
methanol (p.a., Lachner, CR)

hydroxid draselny (p.a., Lachner, CR)

methanol (HPLC grade, Lachner, CR)

acetonitril (299,9%, HPLC gradient grade, VWR International, PA, USA)
4-fenyl-1,2,4-triazolin-3,5-dion (PTAD, 297%, Merck, Némecko)
kyselina mravenci (99-100 %, ACS, Reag.Ph.Eur., VWR International, PA, USA)
retinol (295%, HPLC, Merck, Némecko)

cholekalciferol (298%, HPLC, Merck, Némecko)

smésny standard tokoferoll a tokotrienold (ChromaDex, CA, USA)
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e stabilniisotopicky znaceny 6,19,19-D3 cholekalciferol (SIL-D3, 97%, Cambridge Isotope
Laboratories, MA, USA)
e Deionizovana voda pfipravena pomoci Simplicity UV (Millipore, Némecko)

4.1.4 Pouiity software

e Microsoft Office Excel (Microsoft, WA, USA)

e Chromeleon (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)
e Analyst (Sciex, MA, USA)

e Statistica (StatSoft Inc., OK, USA)

4.2 \Vyvoj metody

Vyvoj metody probihal na zakladé studia odborné literatury. Naprosta vétSina metod
zamérenych na stanoveni lipofilnich vitaminG zahrnuje alkalickou hydrolyzu vzorku za zvySené
teploty s naslednou extrakci vitamin( do organického rozpoustédla, precisténi organického
extraktu vodou, zakoncentrovani vzorku a rekonstituci do vhodného rozpoustédla. Jako
vychozi byly zvoleny metodiky autor( Gill et al. (2016) a Yang et al. (2017) zaméfené na
stanoveni vitaminu D2 a D3 v praskovych formdach mlécnych vyrobk, které byly modifikovany
a optimalizovany tak, aby dochazelo k co nejnizsim ztratdm vsech sledovanych vitamina (A, D
aE).

4.2.1 Volba chromatografického systému, typu kolony a zplsobu detekce

Pro vSechny analyzované skupiny vitamind byla zvolena kapalinovd chromatografie na
reverznich fazich (RP-HPLC), ktera je v soucasné dobé nepouzivanéjsim typem chromatografie
a pomoci které Ize stanovit naprostou vétsinu netékavych, rlizné poldrnich organickych latek.

PFi volbé typu detektoru byly brany v dvahu spektralni vlastnosti danych slouéenin a
koncentracni rozmezi, ve kterém se pohybuji v matricich ZivocisSného plvodu. Vitamin A
vykazuje absorpci zareni v ultrafialové oblasti spektra s absorpénim maximem pfi 325 nm,
proto byl pro jeho detekci zvolen detektor diodového pole (DAD). Jednotlivé vitamery
vitaminu E, tj. a-, B-, y- a 6-tokoferol a a-, B-, y- a 6-tokotrienol vykazuji absorpci zareni v UV
oblasti mezi 292 az 298 nm. Zaroven maji tyto molekuly schopnost po absorpci excitacniho
zareni uvolnit prebytecnou energii ve formeé fluorescencéniho zareni, které ma zpravidla nizsi
energii nez zareni excitacni. V pripadé molekul tokoll dochdzi k excitaci valenc¢nich elektront
pfi absorpci zareni o vinové délce 292 nm. Vinova délka emitovaného zareni pak odpovida
330 nm (Thompson & Hatina 1979). Diky této unikatni vlastnosti Ize tokoly stanovit také
pomoci fluorescenéniho detektoru. Pro detekci tokoll byl zvolen pravé fluorescencni
detektor, a to z divodu podstatné vyssi citlivosti a také vyrazné vyssi selektivité oproti DAD
detektoru. Vitamin D vykazuje absorpci zafeni v ultrafialové oblasti (okolo 265 nm) a mohl by
byt detekovan pomoci DAD detektoru, ale vzhledem k jeho nizkym koncentracim v Zivocisnych
matricich byl pro jeho detekci zvolen hmotnostni detektor typu trojity kvadrupdl, ktery ma
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oproti DAD detektoru vyrazné vyssi citlivost a selektivitu. Malo polarni slouceniny, kam patfi i
vitamin D, obecné Spatné ionizuji pfi ionizaci molekul elektrosprejem (ESI ionizace), ktera je
nejbéznéjSim typem ionizace v hmotnostnich detektorech spojenych s HPLC. Z toho ddvodu
byl vitamin D3 (podobné také SIL-D3) derivatizovan pomoci PTAD na vice polarni dobte
ionizovatelnou slou¢eninu (vitamin D3:PTAD adukt).

Pro stanoveni tokol{l ve vzorcich hmyzu byla pouZita na Katedie chemie CZU vyvinuta
chromatografickd metoda publikovana napt. v BureSova et al. (2021). Jednotlivé vitamery
vitaminu E jsou v této metodice eluovdny pomoci izokratické eluce o slozeni mobilni faze
methanol:voda (97:3). Separace probiha na C30 koloné, ktera je obecné vhodna pro separaci
méné polarnich sloucenin s dlouhym uhlikatym fetézcem. Snahou této DP bylo ovéfit, zda by
pomoci této metody bylo mozné stanovit také vitamin A (retinol) v jednom runu a tim
zefektivnit cely proces analyzy lipofilnich vitamin(. Metodika byla ovéfovana a optimalizovana
nejprve praci se standardnimi roztoky tokol( a retinolu a poté se samotnymi vzorky hmyzu.
Propojeni chromatografickych metod sridznymi typy detekce se podafilo. Ukdazkové
chromatogramy standardnich roztok( jsou zndzornény na obrazcich 3 a 4. Chromatogramy
redlnych vzorkd hmyzu jsou zndzornény na obrazcich 5,6 a 7.

WWL:325 nm
retinol £35

1104

Obrazek 3: HPLC-DAD chromatogram standardu retinolu (1 pg/ml)
Zdroj: Chromeleon
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Obrazek 4: HPLC-FLD chromatogram standardu tokol0 (1 pg/ml)
Zdroj: Chromeleon

mil. count= .
a-T Emission 1

292 nm /330 nm
10

¥T BT

min

5,0 100 150 “weg 0 2sg  z080 350

a-T=a-tokoferol; 8-T=6-tokoferol; y-T=y-tokoferol; 6-T=6-tokoferol; a-T3=a-tokotrienol; 8-T3=8-tokotrienol

Obrazek 5: HPLC-FLD chromatogram jednotlivych tokol( ve vzorku Acheta domesticus
Zdroj: Chromeleon
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Obrazek 6: HPLC-FLD chromatogram jednotlivych tokold ve vzorku Tenebrio molitor
Zdroj: Chromeleon
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Obrazek 7: HPLC-FLD chromatogram jednotlivych tokoll ve vzorku Locusta migratoria
Zdroj: Chromeleon

Pro chromatografickou separaci vitaminu D3 byla zvolena C18 kolona o malych ¢asticich
(1,7 um). Malé &astice staciondrni faze (< 2 um) vyrazné zvysuji zpétny tlak na koloné, zaroven
ale také zvysuji U¢innost vlastni separace. V pfipadé pouZiti téchto kolon v chromatografickém
systému, ktery jejich vyuZziti umoziuje, hovofime o tzv. ultra-vysokoucinné kapalinové
chromatografii (UHPLC). Diky kratsi délce téchto kolon a mensimu vnitfnimu praméru dochazi
také k vyznamné Uspore €asu a pouZitych rozpoustédel. Pro separaci vitaminu D3 byl zvolen
bindrni gradient o sloZeni A) 0,1% kyselina mravenci ve vodé, B) 0,1% kyselina mravenci
v acetonitrilu. Optimalizaci jednotlivych parametr( za pomoci derivatizovanych standardnich
roztok(l vitaminu D3 a SIL-D3 byla vyvinuta findlni metoda chromatografické separace a
detekce vitaminu D3, ktera byla ndasledné ovérena na redlnych vzorcich hmyzu.
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Chromatogramy standardnich roztokU vitaminu D3 a SIL-D3 a redlného vzorku hmyzu jsou
uvedeny na obrdzcich 8 a 9.

W IG of +MRM (6 pairs): 560.200/298.000 Da ID: Vit D3 Qifrom Sarmple 7 (std 25) of 2022_JUL_14.wiff (Turbo Spray) Max 8900 cps.
1130 ‘
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900 399
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Intensity, cps

05 10 15 20 25 3.0 35 4.0 45 50 55 6.0 6.5 70 75 8.0 85 9.0 95
Time, mn

Obrazek 8: UHPLC-ESI-MS/MS chromatogram standardu vitaminu D3 (25 ng/ml)/ IS D3 (20
ng/ml)
Zdroj: Analyst

B XC of +MRM (6 pairs): 563.200/301.200 Da ID: IS Vit D3 C from Sarrple 10 (02) of 2022 JUL._14.wiff (Turbo Spray) Mex 710.0 cps.

3.?8
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Obrazek 9: UHPLC-ESI-MS/MS chromatogram realného vzorku Acheta domesticus
Zdroj: Analyst
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4.2.2 Optimalizace ptipravy vzorku

Prvnim krokem v pripravé vzorku byla extrakce tuku z lyofilizovaného vzorku hmyzu.
V ramci optimalizace byly zkouSeny jako extrakéni Cinidla dichlormethan, diethylether, hexan,
smés ethanol:aceton:hexan (1:2:2, v/v/v) a smés methanol:isopropanol:hexan (1:2:2, v/v/v).
Kazda varianta byla provedena ve tfech opakovanich. Vitaminy A a D3 byly do vzorku pridany
uméle, metodou standardniho pfidavku, nebot se ve zkuSebnich vzorcich pfirozené
nevyskytovaly. VSechny varianty byly ndsledné hydrolyzovany, extrahovany do organického
rozpoustédla, precistény vodou, zakoncentrovadny, rekonstituovany do ethanolu a
analyzovdny na HPLC. Porovnanim ploch chromatografickych pikd jednotlivych analyt( byla
zhodnocena extrakéni ucinnost zkoumanych Ccinidel, z nichz nejvyssi Ucinnost byla
zaznamenana u smési ethanol:aceton:hexan (1:2:2, v/v/v).

Pro extrakci tuku byly zkouseny ndsledujici dva postupy. 1 g lyofilizovaného vzorku byl
extrahovan 2x 12 ml extrakéni smési, byl vlozen na 1 min na vortex a na 10 minut do
ultrazvukové lazné a poté odstfedén po dobu 10 minut. Spojeny extrakt byl odparen na
vakuové rotacni odparce do sucha. Druhy postup zahrnoval pouze navazeni 1 g lyofilizovaného
vzorku do 20 ml stfikac¢ky vycpané bunic¢inou a ndslednou filtraci pod vakuem 3x 5 ml extrakéni
smési. Spojeny extrakt byl nasledné odparen na vakuové rotacni odparce do sucha. Obé
varianty byly provedeny v Sesti opakovanich. Nasledny postup byl totoZny s postupem
popsanym vySe. Druhy postup vykazoval vyssi ucinnost extrakce a byl zahrnut do finalni
metodiky.

Dalsim dulezitym krokem byla optimalizace alkalické hydrolyzy vzorku. Byly zkouseny
Ctyfi rizné koncentrace KOH, 2,5%, 5%, 10% a 15%. VSechny varianty (tfi opakovani) byly
hydrolyzovany po dobu 1 hodiny pfi 70 °C. S ohledem na nizsi stabilitu vitamerQ vitaminu E
oproti vitaminlm A a D3 byla zvolena Setrnéjsi hydrolyza pomoci 5% KOH. Tato koncentrace
byla nejvhodnéjsi z hlediska stability testovanych vitamin(i, nebyla vSak dostate¢nd na
zhydrolyzovani veskerého tuku obsazeného ve vzorku. Nezhydrolyzovany tuk byl ze vzorku
odstranén vymrazenim (-18 °C) a naslednym ostfedénim pfi nizké teploté (-9 °C) pred
samotnou HPLC analyzou.

DalSim optimalizovanym parametrem byla liquid-liquid extrakce vitaminli do
organického rozpoustédla. Byly zkouseny dvé varianty extrakénich ¢inidel v Sesti opakovanich,
Cisty hexan a smés diethylether:hexan (1:1, v/v). Mirné vyssi vytéinost extrakce (o 5 %)
vykazovala smés diethylether:hexan, kterd byla nasledné pouzita ve finalni metodice ptipravy
vzorku.

Poslednim krokem optimalizace byl vybér smési pro rekonstituci suchého odparku.
Byla zkouSena smés absolutni ethanol:aceton (3:2, v/v) a absolutni ethanol. Obé varianty
provedené v Sesti opakovanich vykazovaly srovnatelné vysledky, ve finalni metodice byl jako
rekonstitucni Cinidlo zvolen absolutni ethanol.
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4.2.3 Finalni metodika

4.2.3.1 Pfiprava vzorku pro stanoveni vitamin( A, E a D v jedlém hmyzu

1 g lyofilizovaného, homogenizovaného vzorku hmyzu byl extrahovan 3x pomoci 5 ml
smési ethanol:aceton:hexan (1:1:2, v/v/v) a odpafen do sucha na vakuové rotac¢ni odparce.

K vyextrahovanému oleji bylo priddano 80 ul 6,19,19-D3 cholekalciferolu (isotopicky
znaceny vnitfni standard vitaminu D3, 1 ug/ml v ethanolu), 10,72 ml 2% pyrogallolu v ethanolu
a 1,2 ml 50% KOH. Nasledovala hydrolyza vzorku v tfepaci vodni |azni po dobu 1 h pti 70 °C.
Vzorek byl kazdych 10 min promichan. Po hydrolyze byl vzorek schlazen ve vodni [azni na
pokojovou teplotu. 6 ml hydrolyzatu bylo pfevedeno do 50ml centrifugaéni kyvety spolus 6 ml
H20 a 6 ml extrakéni smési diethylether:hexan (1:1, v/v). Vzorek byl vloZzen na 10 min na
trepacku a poté byl odstredén pti 8228 rcf 5 minut. Vodna faze byla odebrdna pomoci
Pasteurovy pipety, organicka faze byla jesté dvakrat proplachnuta 6 ml H,O. Po precisténi byla
organicka faze kvantitativné prevedena do odparnych 50ml banék a byla odparena pti 30 °C
do sucha na vakuové rotacni odparce. Suchy odparek byl rekonstituovan do 2 ml absolutniho
ethanolu a byl vlozen do mrazdku. Po zamrazeni vzorku doslo k vypadnuti velkych molekul a
zbylého nezhydrolyzovaného tuku. Po vymrazeni byl vzorek odstfedén pfi -9 °C a 8228 rcf.
Supernatant byl zfiltrovan pres nylonovy 0,22um sttikackovy filtr.

1 ml extraktu byl pipetovan do 8ml sklenénych vialek a byl pouZit pro stanoveni
vitaminu D3. Zbyly extrakt byl pouzit pfimo pro analyzu vitamind A a E ve vzorku metodou
HPLC-DAD/FLD.

Pro stanoveni vitaminu D byl 1 ml extraktu odparen pti 40 °C pod proudem dusiku.
Nasledovala derivatizace vitaminu D3 a SIL-D3 provedena podle Yang et al. (2017). K suchému
extraktu bylo pridano 0,6 ml roztoku PTAD (1 mg/ml v acetonitrilu). Vzorek byl promichan na
vortexu a byl vloZzen na 40 min do temna, kde probéhla derivatizace vitaminu D na D3:PTAD a
SIL-D3:PTAD. Derivatizacni reakce byla zastavena pfidanim 0,4 ml vody ke vzorku. Vzorek byl
poté zfiltrovan pres nylonovy 0,22um stfikackovy filtr do vialky a byl analyzovan metodou
UHPLC-ESI-MS/MS.

Kazdy druh hmyzu byl chovan ve tfech biologickych variantach a kazda biologicka
varianta druhU Acheta domesticus a Tenebrio molitor byla analyzovana ve Cctyfech
opakovanich, celkem tedy dvandct analyz pro kazdy z téchto druht hmyzu. Biologické varianty
druhu Locusta migratoria byly z diivodu malého mnoZstvi vzorku analyzovany jen ve tfech
opakovanich, celkem tedy devét analyz pro tento druh hmyzu.

4.2.3.2 HPLC-DAD/FLD analyza retinolu a jednotlivych forem vitaminu E

Retinol i jednotlivé formy tokold byly separovany izokratickou eluci na
chromatografické koloné Develosil RP-Aqueous C30 (250 x 4,6 mm, S = 5 um; Phenomenex,
CA, USA) s ochrannou predkolonou Zorbax SB-C18 (12,5 x 4,6 mm, S = 5 um; Agilent
Technologies, CA, USA). Mobilni faze se skladala ze smési methanol:voda v poméru 97:3.
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Podminky separace byly nasledujici: pritok 1,0 ml/min; teplota kolony 30 °C; teplota
autosampleru 10 °C; objem nastfiku 10 ul; doba analyzy 35 min.

Podminky FLD detekce: excitacni vinova délka A = 292 nm, emisni vinova délka A = 330 nm.
Podminky DAD detekce: A = 325 nm, spektralni akvizice: 250-500 nm.

Retinol a individudini formy tokoll byly ve vzorcich identifikovany porovnanim
retencnich ¢asu s ¢asy analytickych standard(l. Kvantifikace byla provedena metodou externi
kalibrace.

4.2.3.3 UHPLC-ESI-MS/MS analyza vitaminu D3

Vitamin D3 byl separovan na analytické koloné Kinetex XB-C18 (50 x 2,1 mm,
S =1,7 um; Phenomenex, CA, USA). Mobilni faze se skladala z 0,1% kyseliny mravenci ve vodé
(A) a 0,1% kyseliny mravenci v acetonitrilu (B). K separaci byla pouZita gradientova eluce:
0-0,2 min 20 % B, 0,2-3,5 min 100 % B, 3,5-7,5 min 100 % B, 7,5-8,0 min 20 % B, 8,0-10,0 min
20 % B. Podminky chromatografické separace byly nasledujici: teplota kolony 40 °C, teplota
autosampleru 10 °C, prtok 0,5 ml/min, objem nastfiku 3 pl, ¢as analyzy 10 min.

Podminky ve zdroji detektoru (ESI pozitivni méd): ochranny plyn 25 psi, kolizni plyn
stfedni, napéti zdroje 5000 V, teplota 500 °C, zmlZovaci plyn 50 psi a turbo plyn 50 psi. Pro
cholekalciferol (vitamin D3) byly monitorovany dva iontové prechody, kvantifikacni iontovy
prechod 560 - 298 (kolizni energie 22 V, deklasteracni potencial 37 V) a konfirmacni iontovy
prechod 560 = 280 (kolizni energie 38 V, deklasteracni potencidl 39 V). Pro stabilni isotopicky
znaceny 6,19,19-D3 cholecalciferol (SIL-D3) byl sledovan jeden kvantifikacni pfechod 563 =
301 (kolizni energie 20 V, deklasteracni potencial 30 V).

Kvantifikace vitaminu D3 ve vzorcich hmyzu byla provedena metodou interni kalibrace.

4.3 Validace metody

Po vyvoji findlni metody byla provedena validace, jejimZz ucelem bylo prokazat jeji
funkénost na zakladé objektivniho posouzeni pomoci validacnich parametrd. Pro ovéreni
funkénosti metody stanoveni lipofilnich vitaminG byla provedena validace dle néasledujicich
parametra:

e Limit detekce a limit kvantifikace
e Linearita

e Pracovni rozsah

e Spravnost

e Presnost

Limit detekce a limit kvantifikace byly vypocitany dle metodiky Q2B za pouZiti vzorc(:
LOD = 3,3 x ¢/S a LOQ = 10 x o/S, kde o je smérodatna odchylka ¢lenu a v regresni rovnici
y = a + bx stanovend z péti tfibodovych kalibraénich kfivek sestavenych okolo odhadovaného
limitu detekce a S je primeérny sklon kfivky kalibrace.
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Linearita a pracovni rozsah byly vyhodnoceny z kalibraéni kfivky sestavené z 6 kalibracnich
roztokd na rdznych koncentracnich drovnich, ktera byla promérena tfikrat. Linearita byla
vyjadfena pomoci koeficientu korelace (R). Pracovni rozsah byl dan limitem kvantifikace na
spodni hranici rozsahu, na horni hranici byl dan koncentraci analytu, pro kterou jesté byla
odezva detektoru linedrni.

Pro zhodnoceni spravnosti byla pouzita metoda pridavku zndmého mnozstvi standardni
latky (vytéZnost). Bylo zpracovano Sest nezavislych vzorkd hmyzu bez pfidavku standard(l a
Sest vzorkd s pridavkem zndamého mnoiZstvi standardnich Ilatkek. Zrozdilu ploch
chromatografickych pik( byla spocitana primérna plocha vytéZzeného standardu, ktera byla
porovnana s plochou standardu, kterd by odpovidala 100 % vytéZzeného standardu. Vytéznost
je pak uvedena jako primérné procento vytéZzeného standardu.

Pfesnost metody byla vyjadrena jako opakovatelnost, kdy byl ten samy vzorek hmyzu
zpracovan stejnou metodou v ten samy den v Sesti nezavislych opakovanich. Opakovatelnost
je vyjadrena jako relativni smérodatnd odchylka od priméru z téchto Sesti nezavislych
opakovani vzorku.

4.4 Statistické vyhodnoceni namérenych dat

Namérend data byla zaznamenana do tabulek a nasledné vyuzita ke statistickému
vyhodnoceni pomoci softwaru Statistica. Predpokladem k pouzZiti parametrického testu
jednofaktorovd ANOVA je normalni rozdéleni dat a homoskedatisticita dat. Normalitu dat Ize
ovéfit napfiklad vizudlné pomoci histogram( nebo pomoci Shapiro-Wilk testu. K prokdzani
homoskedatisticity je mozné vyuzit vice testl jako je Bartlettlv test, HartleyUv test, Cochrantv
test ¢i Levenelyv test. Pri téchto testech je testovan statisticky vyznamny rozdil ve variabilité
srovnavanych souboru. Pokud existuje statisticky vyznamny rozdil ve variabilité srovndvanych
soubor(, neni splnén predpoklad homoskedatisticity dat. V pripadé nesplnéni predpokladi Ize
pouZit neparametrickou obdobu analyzy rozptylu.

Jelikoz namérend data nesplnila predpoklad o homoskedatisticité dat, byl pouZzit
KruskalQv - WallisQv test, ktery je neparametrickou obdobou jednofaktorové ANOVY. Nejprve
byla testovana hypotéza, ze vSechny ndhodné vybéry pochazi z téhoz rozlozeni. Pokud byla
zamitnuta, nasledovalo bliZsi statistické vyhodnoceni, a to mezi kterymi dvojicemi nahodnych
vybéra je rozdil na hladiné vyznamnosti a=0,05. Pokud byla p hodnota mensi nez hladina
vyznamnosti, existoval statisticky vyznamny rozdil mezi danymi dvojicemi.

U Locusta migratoria byl naméren obsah &-tokoferolu pod limitem detekce, tudiz byly
porovnavany pouze dva druhy jedlého hmyzu Acheta domesticus a Tenebrio molitor v obsahu
tohoto vitameru. Vtomto ptipadé byl pouZit dvouvybérovy T-test pro nezdvislé vzorky.
Nejprve byla testovana hypotéza, Ze rozdily rozptyld danych soubor(i nejsou statisticky
vyznamné. Pokud byla zamitnuta, nasledovalo vyhodnoceni testu zvaného Welchlv test.
Pokud byla p hodnota mensi nez hladina vyznamnosti, existoval statisticky vyznamny rozdil
mezi danymi dvéma soubory.
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5 Vysledky

Vysledky jsou rozdéleny do dvou ¢asti. Prvni ¢ast se vénuje vyhodnoceni validacnich
parametrQ pro jednotlivé vitaminy. Druha ¢ast je vénovana vysledkim stanoveni obsahu
vitaminQ v jednotlivych druzich jedlého hmyzu a statistickému porovnani namérenych dat
mezi danymi druhy.

5.1 Validace metody

5.1.1 Vitamin A

V Tabulce 10 jsou uvedeny vysledné hodnoty validacnich parametr(i vitaminu A ve
formé retinolu ziskané metodikou popsanou v kapitole 4.3. Limit detekce a limit kvantifikace
(LOD a LOQ) jsou uvedeny v pg vitaminu/g suchého vzorku. Spravnost metody byla vyjadrena
jako vytéZnost a presnost metody byla vyjadrena jako opakovatelnost. Hodnoty téchto
parametrd pro jednotlivé matrice jedlého hmyzu jsou zaznamenany v Tabulce 11. Kalibracni
kfivka je znazornéna v pfiloze 1.

Tabulka 10: Valida¢ni parametry vitaminu A

Parametry Vitamin A
LOD (ug/8) 0,08

LOQ (ug/g) 0,24
Kalibraéni body 6
Kalibracni typ linearni
Rovnice regrese y =1,4964x
Korelacni koeficient R 0,9999
Pracovni rozsah (ug/ml) 0,05-10

Tabulka 11: Opakovatelnost a vytéZznost vitaminu A v jednotlivych matricich

Vitamin A
Acheta domesticus  Tenebrio molitor Locusta migratoria
Opakovatelnost 4,70 8,30 3,61
(%; n=6)
VytéZnost 71,93 77,81 103,47
(%; n=6)

Vitamin A byl ve vSech analyzovanych vzorcich hmyzu pod limitem detekce dané metody.
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5.1.2 Vitamin D3

V Tabulce 12 jsou uvedeny vysledné hodnoty validacnich parametr( vitaminu D3
ziskané metodikou popsanou v kapitole 4.3. Limit detekce a limit kvantifikace (LOD a LOQ) jsou
uvedeny v ng vitaminu/g suchého vzorku. Spravnost metody byla vyjadrena jako vytéZnost a
presnost metody byla vyjaddiena jako opakovatelnost. Hodnoty téchto parametrl pro
jednotlivé matrice jedlého hmyzu jsou zaznamenany v Tabulce 13. Kalibraéni kfivka je
znazornéna v priloze 2.

Tabulka 12: Valida¢ni parametry vitaminu D3

Parametry Vitamin D3

LOD (ng/g) 1,64

LOQ (ng/g) 4,96

Kalibraéni body 6

Kalibracni typ linearni

Rovnice regrese y=0,0307x+0,0137
Korelacni koeficient R 0,9989

Pracovni rozsah (ng/ml) 1-50

Tabulka 13: Opakovatelnost a vytéZznost vitaminu D3 v jednotlivych matricich

Vitamin D3
Acheta domesticus  Tenebrio molitor Locusta migratoria
Opakovatelnost 5,68 8,82 7,57
(%; n=6)
VytéZnost 52,14 56,40 90,47
(%; n=6)

Vitamin D3 byl ve vzorcich kvantifikovan metodou vnitiniho standardu. Jako vnitini
standard byl pouzit stabilni, isotopicky znaceny 6,19,19-D3 cholekalciferol, ktery byl davkovan
o stejné koncentraci (20 ng/ml) do vsech kalibracnich roztokd a vSech vzorkd hmyzu. Do
kalibracni krivky byl vynesen pomér koncentraci (osa x) a pomér ploch analytu/vnitfniho
standardu (osa y). Z poméru ploch analytu/vnitfniho standardu ve vzorku byla dosazenim do
kalibra¢ni rovnice spocitana koncentrace vitaminu D3 ve vzorcich hmyzu.

5.1.3 VitaminE

V Tabulce 14 jsou uvedeny vysledné hodnoty validacnich parametr( jednotlivych
forem tokoferolli ziskané metodikou popsanou v kapitole 4.3. Limit detekce a limit
kvantifikace (LOD a LOQ) jsou uvedeny v pg vitaminu/g suchého vzorku. Spravnost metody
byla vyjadrena jako vytéZnost a presnost metody byla vyjadiena jako opakovatelnost. Hodnoty
téchto parametrd pro jednotlivé matrice jedlého hmyzu jsou zaznamenany v Tabulce 15.
Kalibracni ktivky jednotlivych tokoferol(l jsou znazornény v pfilohdch 3,4, 5 a 6.
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Tabulka 14: Valida¢ni parametry jednotlivych forem tokoferoll

Parametry a-tokoferol B-tokoferol y-tokoferol 6-tokoferol
LOD (ug/g) 0,56 0,20 0,20 0,16

LOQ (pg/g) 1,70 0,60 0,60 0,48
Kalibrani body 6 6 6 6
Kalibracni typ linedrni linedrni linearni linearni
Rovnice regrese y = 870920x y=2E+06x  y=2E+06x y = 3E+06x
Korelacni koeficient R 0,9997 0,9999 0,9999 0,9999
Pracovni rozsah (ug/ml) 0,2-12 0,2-14 0,2-14 0,1-6

Tabulka 15: Opakovatelnost a vytéZznost jednotlivych forem tokoferoll v jednotlivych

matricich
Acheta domesticus
a-tokoferol B-tokoferol y-tokoferol 6-tokoferol
Opakovatelnost 10,51 2,60 2,60 3,07
(%; n=6)
VytéZnost 81,47 92,41 89,13 68,68
(%; n=6)
Tenebrio molitor
a-tokoferol B-tokoferol y-tokoferol 6-tokoferol
Opakovatelnost 5,83 8,51 8,71 7,53
(%; n=6)
VytéZnost 91,01 93,28 91,24 87,76
(%; n=6)
Locusta migratoria
a-tokoferol B-tokoferol y-tokoferol 6-tokoferol
Opakovatelnost 4,31 4,10 3,96 3,53
(%; n=6)
VytéZnost 88,92 95,04 96,91 72,30
(%; n=6)

V Tabulce 16 jsou uvedeny vysledné hodnoty validacnich parametr( jednotlivych
forem tokotrienol(l. Limit detekce a limit kvantifikace (LOD a LOQ) jsou uvedeny v ug
vitaminu/g suchého vzorku. Spravnost metody byla vyjadiena jako vytéZnost a presnost
metody byla vyjadiena jako opakovatelnost. Hodnoty téchto parametr(i pro jednotlivé
matrice jedlého hmyzu jsou zaznamenany v Tabulce 17. Kalibraéni krivky jednotlivych

tokotrienold jsou znazornény v prilohach 7, 8, 9 a 10.
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Tabulka 16: Valida¢ni parametry jednotlivych forem tokotrienoll

Parametry a-tokotrienol B-tokotrienol y-tokotrienol  6-tokotrienol
LOD (ug/g) 0,32 0,12 0,12 0,09

LOQ (pg/g) 0,97 0,36 0,36 0,28
Kalibrani body 6 6 6 6

Kalibracni typ linedrni linedrni linedrni linedrni
Rovnice regrese y=852747x  y=2E+06x y = 2E+06x y = 3E+06x
Korelacni koeficient R 0,9998 0,9999 0,9997 0,9999
Pracovni rozsah (ug/ml) 0,2-12 0,1-6 0,1-6 0,07-7

Tabulka 17: Opakovatelnost a vytéZznost jednotlivych forem tokotrienoll v jednotlivych

matricich

Acheta domesticus

a-tokotrienol

B-tokotrienol  y-tokotrienol

é6-tokotrienol

Opakovatelnost
(%; n=6)
Vytéinost

(%; n=6)

6,63

57,54

2,60 2,46

87,03 85,84

2,63

54,75

Tenebrio molitor

a-tokotrienol

B-tokotrienol  y-tokotrienol

é6-tokotrienol

Opakovatelnost
(%; n=6)
Vytéinost

(%; n=6)

5,43

85,95

8,34 8,32

89,49 90,81

7,47

84,49

a-tokotrienol

Locusta migratoria

B-tokotrienol  y-tokotrienol

é6-tokotrienol

Opakovatelnost
(%; n=6)
Vytéinost

(%; n=6)

5,72

100,48

4,66 4,58

88,85 88,27

5,04

54,97

Jednotlivé vitamery vitaminu E byly ve vzorcich hmyzu kvantifikovany metodou externi
kalibrace. Plivodnim planem bylo pouZiti metody interni kalibrace pomoci vnitiniho standardu
(6-tokotrienolu), kterd by osetfila ztraty jednotlivych analytli béhem pftipravy vzorku. Tato
metoda byla vyhodnocena jako nevhodnd z divodu rizné stability jednotlivych vitamera (viz
Tabulky 15 a 17). B- a y-vitamery vykazovaly v priméru vyssi stabilitu nez a- a 6-vitamery. Ke
kvantifikaci namérenych vysledkd byly pouZity stanovené koeficienty vytéZnosti. Ztraty
jednotlivych vitamer( ve vzorcich byly oSetfeny délenim namérenych hodnot koeficientem

vytéznosti.
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5.2 Obsah lipofilnich vitamini v jedlém hmyzu

5.2.1 Vitamin A

V Tabulce 18 jsou uvedeny namérené hodnoty vitaminu A ve formé retinolu. Vitamin
A byl ve vSech analyzovanych vzorcich hmyzu pod limitem detekce dané metody. Vzhledem
k této skutecnosti nebylo provedeno blizsi statistické vyhodnoceni.

Tabulka 18: Obsah vitaminu A v jednotlivych druzich jedlého hmyzu
Primérny obsah (pg/g)

Acheta domesticus <LOD
Tenebrio molitor <LOD
Locusta migratoria <LOD

5.2.2 Vitamin D3

V Tabulce 19 jsou uvedeny namérfené hodnoty vitaminu D3. U cvrcka domdciho
(Acheta domesticus) a sarance stéhovavé (Locusta migratoria) byl vitamin D3 pod limitem
detekce metody. U larev potemnika mouéného (Tenebrio molitor) byl obsah vitaminu D3
naméren pod limitem kvantifikace, tudiz je v tabulce uveden jako mensi nez hodnota LOQ.
Stejné jako u vitaminu A nebylo provedeno statistické vyhodnoceni kvali nedostatku
nameérenych hodnot.

Tabulka 19: Obsah vitaminu D3 v jednotlivych druzich jedlého hmyzu

Pramérny obsah (ng/g)

Acheta domesticus <LOD
Tenebrio molitor <4,96
Locusta migratoria <LOD

5.2.3 VitaminE

V Tabulce 20 jsou uvedeny namérené hodnoty jednotlivych forem tokoferoll. VSechny
analyzované druhy jedlého hmyzu obsahovaly nejvice a-tokoferolu. Ostatni formy tokoferolt
byly zastoupeny v mens$im mnoiZstvi a u sarante stéhovavé (Locusta migratoria) byl
6-tokoferol pod limitem detekce.

Tabulka 20: Obsah jednotlivych forem tokoferold v jednotlivych druzich jedlého hmyzu
Primérny obsah + SD (ug/g)

a-tokoferol B-tokoferol y-tokoferol 6-tokoferol
Acheta 33,37+7,90 1,94 +0,21 2,00+0,21 0,20+ 0,01
domesticus
Tenebrio 21,24+ 3,70 9,50+ 1,44 3,16 £ 0,50 0,31+0,05
molitor
Locusta 25,94 £ 1,34 1,56 £0,11 0,89 + 0,08 <LOD
migratoria
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Jednotlivé formy tokoferolll byly nasledné podrobeny statistickému vyhodnoceni. Byly
porovnavany namérené hodnoty mezi jednotlivymi druhy jedlého hmyzu pomoci statistického
testu Kruskal-Wallisova ANOVA. Byla zjistovana statistickd vyznamnost rozdilu obsah(

a-,B-,y-,6-tokoferold.

Mezi druhy Acheta domesticus a Tenebrio molitor byl nalezen statisticky vyznamny
rozdil v obsahu a-tokoferolu na hladiné vyznamnosti a=0,05. Acheta domesticus obsahoval
vyznamneé vyssi mnozstvi a-tokoferolu nez Tenebrio molitor. Prislusné p hodnoty jsou uvedeny
v tabulce v pfiloze 11. Mezi dalSimi druhy jedlého hmyzu vsak statisticky vyznamny rozdil
prokdazan nebyl. Na Obrazku 10 je vyobrazen krabicovy graf pro porovnani obsahu
a-tokoferolu mezi jednotlivymi druhy.

Krabicovy graf dle skupin

Proménna: alfa-tokoferol
50

1

40

o T 1 -

. L

alfa-tokoferol

10 - - - - - O Median
Acheta domesticus Tenebrio molitor Locusta migratoria [ 25%-75%
hmyz T Min-Max

Obrazek 10: Porovnani obsahu a-tokoferolu
Zdroj: Statistica

Tenebrio molitor obsahoval vyznamné vys$Si mnoistvi B-tokoferolu nez Acheta
domesticus a Locusta migratoria. Mezi témito druhy byl prokazan statisticky vyznamny rozdil
v obsahu B-tokoferolu na hladiné vyznamnosti a=0,05. Pfislusné p hodnoty jsou uvedeny
v tabulce v priloze 12. Mezi Acheta domesticus a Locusta migratoria nebyl prokazan statisticky
vyznamny rozdil vobsahu B-tokoferolu. Na Obrdzku 11 je vyobrazen krabicovy graf pro
porovnani obsahu B-tokoferolu mezi jednotlivymi druhy.
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Krabicovy graf dle skupin

Proménna: beta-tokoferol
14

12

10

beta-tokoferol

= —

- - - - - O Median
Acheta domesticus Tenebrio molitor Locusta migratoria 0 25%-75%
hmyz T Min-Max

Obrazek 11: Porovnani obsahu B-tokoferolu
Zdroj: Statistica

Mezi véemi analyzovanymi druhy jedlého hmyzu byl prokdzan statisticky vyznamny
rozdil v obsahu y-tokoferolu na hladiné vyznamnosti a=0,05. Nejvyssi hodnoty y-tokoferolu
byly naméreny v larvach Tenebrio molitor, nejnizsi pak v Locusta migratoria. Pfislusné p
hodnoty jsou uvedeny v tabulce v pfiloze 13. Na Obrdzku 12 je vyobrazen krabicovy graf pro
porovnani obsahu y-tokoferolu mezi jednotlivymi druhy.

Krabicovy graf dle skupin

Proménna: gama-tokoferol
4,5

4,0

3,5

3,0

2,5

gama-tokoferol

2,0

1,0

Acheta domesticus Tenebrio molitor Locusta migratoria

O Median
[ 25%-75%
hmyz T Min-Max

Obrazek 12: Porovnani obsahu y-tokoferolu
Zdroj: Statistica
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Mezi druhy Tenebrio molitor a Acheta domesticus byl prokazan statisticky vyznamny
rozdil vobsahu &-tokoferolu na hladiné vyznamnosti a=0,05. Larvy Tenebrio molitor
obsahovaly vyznamné vyssi mnoZstvi 6-tokoferolu nez Acheta domesticus. Prislusné p hodnoty
jsou uvedeny v tabulce v pfiloze 14. Na Obrdzku 13 je vyobrazen krabicovy graf pro porovnani
obsahu 6-tokoferolu mezi jednotlivymi druhy.

Krabicovy graf
Acheta domesticus vs. Tenebrio molitor
0,36
0,34 T
0,32
[ul
0,30
0,28 l
0,26
0,24
0,22
==
0,18 O Pramér
Acheta domesticus [I Primér+SmCh
Tenebrio molitor T Primér+1,96*SmCh

Obrazek 13: Porovnani obsahu 6-tokoferolu
Zdroj: Statistica
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V Tabulce 21 jsou uvedeny namérené hodnoty jednotlivych forem tokotrienold.
VSechny analyzované druhy jedlého hmyzu obsahovaly a-tokotrienol a B-tokotrienol. Obsah
y-tokotrienolu a 6-tokotrinenolu byl pod limitem detekce u vSech sledovanych druhi hmyzu.

Tabulka 21: Obsah jednotlivych forem tokotrienoll v jednotlivych druzich jedlého hmyzu
Primérny obsah + SD (ug/g)

a-tokotrienol B-tokotrienol y-tokotrienol 6-tokotrienol
Acheta 0,50+0,12 0,75+ 0,06 <LOD <LOD
domesticus
Tenebrio 9,01+2,24 6,27 £0,45 <LOD <LOD
molitor
Locusta 0,88 £ 0,07 2,15+0,14 <LOD <LOD
migratoria

Jednotlivé formy tokotrienoll byly nasledné podrobeny statistickému vyhodnoceni.
Byly porovnavany namérené hodnoty mezi jednotlivymi druhy jedlého hmyzu pomoci
statistického testu Kruskal-Wallisova ANOVA. Byla zjistovana statistickd vyznamnost rozdilu
obsah( a- a B-tokotrienolU. Ze statistického hodnoceni byly vyfazeny y- a 6- tokotrienol jelikoz
byly jejich hodnoty pod limitem detekce.

Mezi véemi analyzovanymi druhy jedlého hmyzu byl prokdzan statisticky vyznamny
rozdil v obsahu a-tokotrienolu na hladiné vyznamnosti a=0,05. Larvy Tenebrio molitor
obsahovaly vyznamné vys$$i mnoZstvi a-tokotrienolu neZ Locusta migratoria a Acheta
domesticus, ve kterém byl naméren nejnizsi obsah tohoto vitameru. Prislusné p hodnoty jsou
uvedeny v tabulce v pfiloze 15. Na Obrazku 14 je vyobrazen krabicovy graf pro porovnani
obsahu a-tokotrienolu mezi jednotlivymi druhy.

Krabicovy graf dle skupin
Proménna: alfa-tokotrienol
14
12
10 u]
_ 8
[=}
C
.2
2 6
S
8
< 4
2
0
a2 - - - - - O Median
Acheta domesticus Tenebrio molitor Locusta migratoria [ 25%-75%
hmyz T Min-Max

Obrazek 14: Porovnani obsahu a-tokotrienolu
Zdroj: Statistica
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Mezi véemi analyzovanymi druhy jedlého hmyzu byl prokdzan statisticky vyznamny
rozdil v obsahu B-tokotrienolu na hladiné vyznamnosti a=0,05. Nejvyssi obsah B-tokotrienolu
byl naméren v larvach Tenebrio molitor, naopak nejnizsi obsah tohoto vitameru byl naméren
v Acheta domesticus. Prislusné p hodnoty jsou uvedeny v tabulce v priloze 16. Na Obrazku 15
je vyobrazen krabicovy graf pro porovndani obsahu B-tokotrienolu mezi jednotlivymi druhy.

Krabicovy graf dle skupin
Proménna: beta-tokotrienol

beta-tokotrienol
S

2 ——
1
—
0 - - - - - O Median
Acheta domesticus Tenebrio molitor Locusta migratoria [ 25%-75%
hmyz T Min-Max

Obrazek 15: Porovnani obsahu B-tokotrienolu
Zdroj: Statistica
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6 Diskuze

Vyvinutd metoda pro stanoveni lipofilnich vitamind v jedlém hmyzu byla validovana dle
zakladnich validac¢nich parametr k urceni kvality ziskavani vysledkd. Vysledky validacnich
parametr( se lisi pro kazdy vitamin obzvlast kvali simultdannimu stanoveni viech vitamin(
jednou metodou ptipravy vzorku. Pokud by byl kazdy vitamin analyzovan jinou metodou,
mohly by byt podminky optimalizovany tak, aby doslo klepsim vysledkiim validacnich
parametrd a tim i kvality dané metody. To by vSak s sebou neslo i jisté nevyhody. Hlavnimi
vyhodami vyvinuté metody stanoveni vitaminl v rdmci jedné metody jsou totiz vyznamné
usetreni ¢asu, mensi ndro¢nost a tim i niz8i pozadavky na finan¢ni prostfedky. | tak jsou vSak
vysledky validacénich parametr(i uspokojivé. Limit detekce a kvantifikace dosahuji nizkych
hodnot a naznacuji tim vysokou citlivost vyvinuté metody, tudiZ Ize stanovit i velmi nizké
koncentrace v redlnych vzorcich. Dale byla prokazana linearita a pracovni rozsah, ktery byl
vyhodnocen jako dostacujici pro stanoveni analytl v redlnych vzorcich.

S ohledem na definici validace by méla byt poZzadovana kritéria pro hodnoty validacnich
parametrd takzvané ,,usita na miru“ dle zamyslené aplikace metody a méla by byt vhodna pro
uziti na dané ucely. Posoudit vhodnost dané metody je tedy na uzivateli dle jeho pozadavka
na spolehlivost vysledkd (Stockl et al. 2009). Jiny pripad nastdva napfriklad pfi validaci
analytickych metod pro farmaceutické tucely. Tam jsou dany hodnoty validaénich parametrq,
jichz musi dana metoda dosahovat (Novakova & Dousa 2013). V ramci této vyvinuté metody
dosahovala 103,47 % (vitamin A, Locusta migratoria). Opakovatelnost se pohybovala od 2,60
(B-tokoferol, Acheta domesticus a B-tokotrienol, Acheta domesticus) do 10,51 % (a-tokoferol,
Acheta domesticus). Vzhledem k podminkam a ucelim této metody jsou hodnoty vytéZznosti
a opakovatelnosti viech vitamini dostacujici.

Pomoci vyvinuté a validované metody byl stanoven obsah lipofilnich vitamini A,DaE u
tfech druh( jedlého hmyzu. Cvréek domaci (Acheta domesticus) neobsahoval vitamin A ani
vitamin D3. Ververis et al. (2022) porovnavali vysledky analyz z rdznych védeckych publikaci a
uvedli, Ze obsah vitaminu A v susenych formdch cvrcka nebyl detekovan nebo se pohyboval
ve velmi nizkych koncentracich (do 0,4 pg/g). Dale byl ve studii uveden obsah a-tokoferolu
vrozmezi 0,93-2,16 pg/g a obsah y-tokoferolu 2.26-3.32 pg/g. Obsah B-tokoferolu a
6-tokoferolu nebyl detekovan. Analyzované vzorky cvr¢ka domdciho v této praci obsahovaly v
praméru 33,37 pg/g a-tokoferolu a 2,00 pg/g y-tokoferolu. Vyssi obsah a-tokoferolu muze byt
praci byli krmeni smési psenice, séjové moucky, Fepkového oleje a minerdlnich latek. PSenice
je obecné bohata na B-tokotrienol (19,0-33,0 mg/kg) a dale i na a-tokoferol (9,7-14,0 mg/kg).
V mensim mnoZstvi obsahuje i B-tokoferol a a-tokotrienol. Repkovy olej je zase velmi bohaty
na y-tokoferol (481 mg/kg) a a-tokoferol (300 mg/kg) (Velisek 1999). JelikoZ bylo cvrékiim
podavano krmivo bohaté na a-tokoferol, mlze byt divodem vyssiho naméreného obsahu
tohoto vitameru praveé sloZeni krmiva.
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Larvy potemnika moucného (Tenebrio molitor) také neobsahovaly vitamin A. Vitamin D3
byl detekovan, avsak nemohl byt kvantifikovan, jelikoz byl naméren pod limitem kvantifikace.
Mattioli et al. (2021) se zabyvali porovnavanim obsahu retinolu a tokoferolll v larvach
potemnika krmenych rlznymi smési krmiv. Obsah retinolu byl naméren v rozmezi 0-0,6 ug/g.
Celkovy obsah tokoferoll se pohyboval od 0,47 do 5,3 pg/g. Nejvyssi obsah tokoferoll (5,30
ug/g) byl zaznamendn u larev krmenych susenkami, které obsahovaly ze vsech krmiv nejvice
tokoferoll (21,66 pg/g). Larvy krmené susenkami obsahovaly 93,71 % a-tokoferolu
z celkového obsahu tokoferolll. Susenky obsahovaly 96,71 % a-tokoferolu z celkového obsahu
tokoferolG. Pro porovnani byl vtéto praci naméren celkovy obsah tokoferoll v larvach
Tenebrio molitor 34,21 pg/g a ztoho 62,1 % zaujimal a-tokoferol. Tyto larvy byly krmeny
stejnou smési jako cvréci a pSenicnymi otrubami v poméru 1:4. PSeni¢né otruby mohou byt
bohatym zdrojem a-tokoferolu (Zhou et al. 2004), a tedy smés tohoto krmiva mohla byt
celkové na vitamin E bohatsi nez krmivo z vySe uvedené studie. Ddle Ize pro porovnani uvést
namérené hodnoty tokoferol( v oleji z larev potemnika moucného ze studie Jeon et al. (2016),
kde byl porovnavdn ucinek praieni na obsah tokoferol(l. Neprazené larvy obsahovaly
5,74 ug/g a-tokoferolu a 186,02 pg/g y-tokoferolu. V této praci byly naméreny hodnoty
obsahu a-tokoferolu 21,24 pg/g a y-tokoferolu 3,16 ug/g. Hodnoty obsahu y-tokoferolu se lisi
o nékolik radl, tudiz se opét muze jednat o odlisSné krmené a chované vzorky. Vzhledem
Dale neni uvedeno, zda larvy byly pfed analyzou vyhladovény, coz mize mit také velky vliv na
obsah Zivin kvlli zbytk(im krmiva v travicim traktu (Finke 2002).

Sarance stéhovava (Locusta migratoria) stejné jako ostatni analyzované druhy
neobsahovala vitamin A ani vitamin D. Oonincx & van der Poel (2011) se vénovali vlivu rliznych
krmiv na obsah retinolu a B-karotenu. Obsah retinolu v suSenych formach saranci se
pohyboval v rozmezi 0,11-0,19 pg/g. Retinol byl pfitomen ve vyssich koncentracich u saranci
krmenych krmivem s pridavkem pSeni¢nych otrub i mrkve v porovndni s normalnim travnatym
krmivem bez pridavku. Saranée analyzované v této praci byly krmeny senem, pseniénymi
otrubami a Cerstvou travou. Retinol byl zde naméren pod limitem detekce metody. OdliSnost
vysledkll mizZe spocivat v jiném poméru obsazenych surovin v krmivech. Obsah vitaminu E
nelze porovnat s védeckymi publikacemi z divodu nedostatecného mnozstvi dat.

Jak vyplyva z namérenych dat v této prdci, vSechny tfi analyzované druhy jedlého hmyzu
nejsou vyznamnym zdrojem vitaminu A a vitaminu D3. Co se tyce vitaminu E, vzhledem
k vysokému obsahu a-tokoferolu, jez ma nejvyssi biologickou ucéinnost ze vSech vitamerd, lze
povazovat tyto druhy jedlého hmyzu za vyznamny zdroj vitaminu E. ZaleZi ovSem na vice
faktorech. Jak jiz bylo uvedeno v literarni resersi, nutriéni sloZeni zalezi na kompozici
poddvaného krmiva. Ddle zdlezi na podminkdach chovu, stadiu dospélosti daného druhu i
obecné na druhu jedlého hmyzu. Nelze tedy zobecnit tvrzeni, Ze jedly hmyz je vyznamnym
zdrojem vitaminu E. Dale Ize na zdkladé nepfitomnosti vitaminu A a vitaminu D vyvratit
hypotézu ,Jedly hmyz je diky vysokému obsahu tuku vyznamnym zdrojem lipofilnich vitamint

X

ve stravé”. Stale vSak zlistava velky potencidl pro jedly hmyz byt vhodnym zdrojem napfiklad
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vitaminu E, pokud bude upraveno krmivo dle poZadovanych vlastnosti. Je zde vSak prostor pro
doplnéni védeckych publikaci k pochopeni Uplného principu fungovani této metody.
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7 Zavér

V praktické casti této prace byla vyvinuta a validovana analytickd metoda stanoveni
lipofilnich vitamin( (A, D, E) v jedlém hmyzu. Vyvoj metody probihal na zakladé studia odborné
literatury a optimalizace probihala predevsim experimentdalné, aby dochdzelo k co nejmensim
ztratam vsech vitaminu. Validace byla provedena dle parametrl spravnost, presnost, limit

detekce a kvantifikace, linearita a pracovni rozsah. Funkénost dané metody byla poté ovérena
stanovenim lipofilnich vitaminu v redlnych vzorcich. Prvni cil prace byl timto spinén.

Dale byly pomoci vyvinuté metody stanoveny obsahy lipofilnich vitamind u tfech druh
jedlého hmyzu, a to cvréek domaci (Acheta domesticus), potemnik moucény (Tenebrio molitor)
a sarance stéhovava (Locusta migratoria). Vitamin A nebyl detekovan ani v jednom druhu
jedlého hmyzu. Vitamin D3 se nachazel ve stopovém, nekvantifikovateIném mnozstvi pouze
v druhu Tenebrio molitor. VVSechny tfi druhy vSak byly bohaté na vitamin E, presnéji na jeho
vitamer oa-tokoferol. Byla vyvrdcena hypotéza ,Jedly hmyz je diky vysokému obsahu tuku
vyznamnym zdrojem lipofilnich vitaminU ve stravé” pravé diky nepfitomnosti vitaminu A a
vitaminu D. Obsahy jednotlivych vitameru byly statisticky porovnany mezi jednotlivymi druhy
jedlého hmyzu. Mezi jednotlivymi druhy existuji vyznamné rozdily v obsahu vitaminu E.
Nejbohatsim zdrojem vitaminu E byl v tomto ptipadé cvrécek domaci (Acheta domesticus) kv(li
nejvyssSimu obsahu a-tokoferolu, jez ma nejvyssi biologickou ucdinnost ze vSech vitamera.
Neexistuje vSak vyznamny rozdil v zastoupeni lipofilnich vitamin(, jelikoZ vSechny tfi druhy
obsahovaly stejné vitaminy. Druhy cil prace byl timto také spInén.

Nejdllezitéjsim poznatkem z literarni resSerse je fakt, Ze nutricni sloZzeni jedlého hmyzu je
ovlivnéno nékolika faktory, z nichz nejdllezitéjsi je vliv sloZzeni krmiva. Tento poznatek ma
potencidl pro budouci zaméreni experiment(i. Dale by mél byt zminén celkovy potencial
jedlého hmyzu jako alternativa bézné konzumovanych Zivocisnych produktl. Nékteré druhy
jedlého hmyzu jsou vhodnym zdrojem bilkovin, tuku, minerdlnich latek a nékterych vitamind.
Jak bylo potvrzeno v této prdci, mohou byt i vhodnym zdrojem vitaminu E.

JelikozZ se velmi malo védeckych publikaci zabyva obsahem lipofilnich vitaminU v jedlém
hmyzu, pfispiva tato prace k dosavadnim poznatkim o tomto tématu.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolt

DAD detektor diodového pole

D-A-CH D-Némecko; A-Rakousko; CH-Svycarsko

Czu Ceska zemédélska univerzita

EFSA  European Food Safety Authority (Evropsky urad pro bezpecnost potravin)

ESI elektrosprejova ionizace

FAO Food and Agriculture Organisation (Organizace pro vyzivu a zemédélstvi)

FLD fluorescenéni detektor

HPLC  high-performance liquid chromatography (vysokoucinna kapalinova
chromatografie)

U international unit (mezinarodni jednotka)

LOD limit of detection (limit detekce)

LoQ limit of quantification (limit kvantifikace)

MUFA mononenasycené mastné kyseliny

MS hmotnostni spektrometrie

PTAD  4-phenyl-1,2,4-triazoline-3,5-dione

PUFA  polynenasycené mastné kyseliny

RP reverzni faze
SFA nasycené mastné kyseliny
SIL stable isotopically labeled (stabilni isotopicky znaceny)

UHPLC ultra-high-performance liquid chromatography (ultra G¢innd kapalinova
chromatografie)

UV/VIS ultrafialovo-viditelnd

WHO  World health organization (Svétova zdravotnicka organizace)
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10 Samostatné prilohy

Priloha 1: Kalibra¢ni kfivka retinolu pro validaci metody
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Priloha 2: Kalibra¢ni kfivka vitaminu D pro validaci metody
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Priloha 3: Kalibracni kfivka a-tokoferolu pro validaci metody

y = 870920x
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Priloha 4: Kalibra¢ni kfivka B-tokoferolu pro validaci metody
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Priloha 5: Kalibracni kfivka y-tokoferolu pro validaci metody
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Priloha 6: Kalibra¢ni kfivka 6-tokoferolu pro validaci metody
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Priloha 7: Kalibra¢ni kfivka a-tokotrienolu pro validaci metody

a-tokotrienol y = 852747x
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Priloha 8: Kalibracni kfivka B-tokotrienolu pro validaci metody
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Priloha 9: Kalibra¢ni kfivka y-tokotrienolu pro validaci metody

y = 2E+06x
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Priloha 10: Kalibraéni ktivka 6-tokotrienolu pro validaci metody
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Pfiloha 11: Vysledné p-hodnoty statistického vyhodnoceni porovnani obsahu a-tokoferolu

Zavisla:
alfa-tokoferol

Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.); alfa-tokoferol
Nezavisla (grupovaci) proménna : druh hmyzu
Kruskal-Wallisdv test: H (2, N= 33) =17,14290 p =,0002

Acheta domesticus

Tenebrio molitor

Locusta migratoria

R:24,667 R:8,4167 R:18,222
Acheta domesticus 0,000115 0,392053
Tenebrio molitor 0,000115 0,064398
Locusta migratoria 0,392053 0,064398

Pfiloha 12: Vysledné p-hodnoty statistického vyhodnoceni porovnani obsahu B-tokoferolu

Zavisla:
beta-tokoferol

Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.); beta-tokoferol
Nezavisla (grupovaci) proménna : druh hmyzu
Kruskal-Wallisdv test: H (2, N= 33) =27,22846 p =,0000

Acheta domesticus Tenebrio molitor Locusta migratoria
R:15,083 R:27,500 R:5,5556
Acheta domesticus 0,004976 0,076343
Tenebrio molitor 0,004976 0,000001
Locusta migratoria 0,076343 0,000001

Pfiloha 13: Vysledné

p-hodnoty statistického vyhodnoceni porovnani obsahu y-tokoferolu

Zavisla:
gama-tokoferol

Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.); gama-tokoferol
Nezavisla (grupovaci) proménna : druh hmyzu
Kruskal-Wallisdv test: H (2, N= 33) =27,30125 p =,0000

Acheta domesticus Tenebrio molitor Locusta migratoria
R:15,833 R:27,167 R:5,0000
Acheta domesticus 0,012277 0,033186
Tenebrio molitor 0,012277 0,000001
Locusta migratoria 0,033186 0,000001

Pfiloha 14: Vysledné p-hodnoty statistického vyhodnoceni porovnani obsahu &-tokoferolu

Skup. 1 vs. skup. 2

T-test pro nezavislé vzorky (delta-tokoferol)
Pozn.: Proménné byly brany jako nezavislé vzorky

F-pomér p
Rozptyly Rozptyly
Acheta domesticus vs. Tenebrio molitor 15,60535 0,000074

Skup. 1 vs. skup. 2

T-test pro nezavislé vzorky (delta-tokoferol)
Pozn.: Proménné byly brany jako nezavislé vzorky

Pramér Primér Hodnota t sV p
skup. 1 skup. 2
Acheta domesticus vs. Tenebrio molitor 0,201376 0,307073 -6,83243 22 0,000001

PFiloha 15: Vysledné p-hodnoty statistického vyhodnoceni porovnani obsahu a-tokotrienolu

Zavisla:
alfa-tokotrienol

Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.); alfa-tokotrienol
Nezavisla (grupovaci) proménna : druh hmyzu
Kruskal-Wallisdv test: H (2, N= 33) =28,29947 p =,0000

Acheta domesticus Tenebrio molitor Locusta migratoria
R:6,5000 R:27,500 R:17,000
Acheta domesticus 0,000000 0,041385
Tenebrio molitor 0,000000 0,041385
Locusta migratoria 0,041385 0,041385
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Pfiloha 16: Vysledné p-hodnoty statistického vyhodnoceni porovnani obsahu B-tokotrienolu

Zavisla:
beta-tokotrienol

Vicenasobné porovnani p hodnot (oboustr.); beta-tokotrienol
Nezavisla (grupovaci) proménna : druh hmyzu
Kruskal-Wallisdv test: H (2, N= 33) =28,29947 p =,0000

Acheta domesticus Tenebrio molitor Locusta migratoria
R:6,5000 R:27,500 R:17,000
Acheta domesticus 0,000000 0,041385
Tenebrio molitor 0,000000 0,041385
Locusta migratoria 0,041385 0,041385
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