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Mikroorganismy v hmyzich produktech urcenych pro
potravinarské ucely

Souhrn

Soucasny svétovy vyvoj v souvislosti s populacnim rdstem a zménou klimatu vede
k potfebé hledat alternativni zdroje potravy a kvalitnich bilkovin, ale i dalSich Zivin. Jedly hmyz
splfiuje nejen poZadavky nutri¢ni, nebot obsahuje kvalitni bilkoviny, nenasycené mastné
kyseliny, vitaminy a mineralni latky ¢i vlakninu. Je také Setrnéjsi z hlediska ekologického
vzhledem nizké naro¢nosti na pddu a vysoké konverzi krmiva. Na druhou stranu je nutné brat
v potaz otazky hygienické ¢i chemické bezpecnosti nebo alergii.

Cilem této prace bylo stanoveni poc¢tu a identifikace mikroorganism( v tepelné
upravenych vzorcich larev potemnika moucného (Tenebrio molitor) a dospélcd cvrcka
domaciho (Acheta domesticus). Vzorky byly tepelné upraveny spafenim ¢i zmrazenim a
nasledné také mikrovinné, kontrolni skupinou byly vzorky bez mikrovinného osetreni. Bylo
vyuzito klasickych kultivaénich metod s pomoci neselektivnich i selektivnich péstebnich médii.

Skupina mezofilnich aerobnich bakterii byla pfitomna v mnozstvi 5,71 + 0,01 log KTJ/g
az 7,9 £ 0,01 log KTJ/g, mikrovinné osetfeni mélo vyznamny vliv na jejich mnozZstvi (P <0,01 aZ
P = 0,02). Skupina aerobnich sporulujicich bakterii byla obsazena v rozmezi 3,51 + 0,03 log
KTJ/g az 5,79 + 0,01 log KTJ/g, mikrovinné osetfeni mélo vyznamny vliv (P <0,01) kromé vzorku
sparfenych potemnik(, kde nebyl po mikrovinném oSetfeni stanoven statisticky vyznamny
rozdil, P = 0,77). Druh Bacillus cereus byl ve vétsiné vzorkl pouze detekovan na Uroven 1 log
KTJ/g s vyjimkou vzork( sparenych potemnikl (1,5 + 0,02 log KTJ/g) a zmrazenych cvréki (3,63
+ 0,03 log KTJ/g). Pfitomnost Celedi Enterobacteriaceae se pohybovala v mnozZstvi 1,3 log KTJ
az 5,85 £ 0,01 log KTJ se statisticky vyznamnym rozdilem mezi mikrovinné oSetfenymi a
neoSetfenymi vzorky (P <0,01). Skupina koaguldza pozitivnich stafylokok( byla pfitomna
v nejvétsim mnozstvi ve vzorcich pouze sparenych cvrékd (1,59 + 0,01 log KTJ), v ostatnich
vzorcich byla v mensim mnozstvi ¢i pod hranici detekce, mikrovinné osetfeni mélo vyznamny
vliv (P <0,01). Skupina koliformnich bakterii se pohybovala v rozmezi pod hranici detekce az
5,84 + 0,01 log KTJ/g (pouze zmrazené vzorky cvrcka), mikrovinné osetfeni mélo vyznamny vliv
(P <0,01). Potencialné patogenni rody Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Salmonella
spp. nebyly detekovdny s jedinou vyjimkou pfitomnosti salmonely u pouze zmrazenych
cvrckll. Rod Clostridium byl identifikovan pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie ve
trech pripadech.

Doporucena mikrobiologicka kritéria byla u vSech vzorkd splnéna pouze v pfipadé
Staphylococcus aureus, ostatni pozadavky na salmonely, mezofilni aerobni bakterie a
Enterobacteriaceae byly splnény pouze v nékterych pripadech. Zaroven bylo potvrzeno az na
jednu vyjimku, Ze mikrovinné osetfeni ma vyznamny vliv na mikrobidlni kvalitu jedlého hmyzu.

Klicova slova: Bezpecnost potravin; jedly hmyz; bakterie, patogen, vyZiva ¢lovéka.



Microorganisms in insect products intended for food
purposes

Summary

Current world development in connection with population growth and climate change
leads to the need to look for alternative sources of food and quality proteins, as well as other
nutrients. Edible insects not only meet nutritional requirements, as they contain high-quality
proteins, unsaturated fatty acids, vitamins and minerals or fibre. They are also more
environmentally friendly due to its low demands on land and high feed conversion. On the
other hand, it is necessary to consider issues of hygienic or chemical safety or allergies.

The aim of this work was to determine the counts and identity of microorganisms in
processed samples of larvae of the mealworm (Tenebrio molitor) and adults of the house
cricket (Acheta domesticus). The samples were heat-treated by scalding or freezing and
subsequently microwaved, the control group was samples without microwave treatment.
Classical cultivation methods were used with the help of non-selective and selective growing
media.

The group of mesophilic aerobic bacteria was present in the amount of 5,71 + 0,01 log
CFU/g to 7,9 + 0,01 log CFU/g, microwave treatment had a significant effect on their amount
(P <0,01 to P =0,02). The group of aerobic sporulating bacteria was contained in the range of
3,51 + 0,03 log CFU/g to 5,79 + 0,01 log CFU/g, the microwave treatment had a significant
effect (P <0,01), except for the samples of steamed mealworms, where no statistically
significant difference was determined after microwave treatment, (P = 0,77). The species
Bacillus cereus was only detected at the level of 1 log CFU/g in most samples, except for the
samples of steamed mealworms (1,5 * 0,02 log CFU/g) and frozen crickets (3,63 + 0,03 log
CFU/g). The presence of the family Enterobacteriaceae ranged from 1,3 log CFU to 5,85 + 0,01
log CFU with a statistically significant difference between microwave-treated and untreated
samples (P <0,01). The group of coagulase-positive staphylococci was present in the largest
amount in the samples of only steamed crickets (1,59 + 0,01 log CFU), in the other samples it
was in a smaller amount or below the detection limit, microwave treatment had a significant
effect (P <0,01). The group of coliform bacteria ranged below the detection limit up to 5,84 +
0,01 log CFU/g (frozen cricket samples only), microwave treatment had a significant effect (P
<0,01). Potentially pathogenic genera Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Salmonella
spp. were not detected with the single exception of the presence of salmonella in only frozen
crickets. The genus Clostridium was identified by MALDI-TOF mass spectrometry in three
cases.

Recommended microbiological criteria were met in all samples only in the case of
Staphylococcus aureus, other requirements for salmonella, mesophilic aerobic bacteria and
Enterobacteriaceae were met only in some cases. At the same time, it was confirmed, with



one exception, that microwave treatment has a significant effect on the microbial quality of
edible insects.
Keywords: Food safety; edible insect; bacteria, pathogen, human nutrition.
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1 Uvod

V dnesni dobé se lidstvo vyporaddava s problémy spojenymi s globdlni zménou klimatu,
ktera je nejen ovliviiovana rlstem svétové populace a s tim souvisejicim narlistem poptavky
po potravinach Zivoc¢isného plvodu, zejména pak masem a mlékem. V rozvinutych zemich je
problémem spiSe otazka zdravého Zivotniho stylu a civilizacnich chorob, ¢asto spojenych
s pfiliSnou konzumaci nevhodnych potravin.

Jednim z moZnych feSeni je napfiklad sniZovani spotfeby Zivocisnych produktd. Dalsi
moznosti se stavd konzumace alternativnich potravin jako jsou fasy, houby, laboratorné
péstované maso ¢i hmyz a hmyzi vyrobky. Udava se, Ze hmyz je alternativni zdroj kvalitnich
bilkovin i dalSich Zivin, ktery je navic efektivnéjsi, a tedy i ekologictéjsi na produkci nez klasicky
chov hospodarskych zvifat. V zemich Evropské unie je hmyz legislativné uznavan jako
potravina az od roku 2018, avSak v mnoha jinych ¢astech svéta je béZzné konzumovan.

Na druhou stranu se jedna o potravinu Zivoc¢iSného plvodu a ty maji vétsi tendenci
k tomu snadnéji podléhat zkaze. Proto je dllezité vénovat vétsi pozornost bezpecnosti
potravin hmyziho ptivodu, mikrobiologické kvalité i z hlediska mozné pfitomnosti patogennich
mikroorganism( a také trvanlivosti.

V teoretické ¢asti se prace se zabyva poznatky o jedlém hmyzu a jeho konzumaci, jeho
nutri¢nich kvalitdch, benefitech i rizicich pro zdravi, Upravé a jeho vlivu na nutriéni i
hygienickou kvalitu. Dale moZnostmi jeho vyuZiti jako krmiva pro hospodarskd zvirata,
ekologickymi aspekty a také aspekty mikrobiologické a chemické bezpecnosti.

Prakticka ¢dast je zamérena na vyskyt a identifikaci rGznych skupin mikroorganismu ve
vzorcich larev potemnika mouéného (Tenebrio molitor) a dospélce cvréka domaciho (Acheta
domesticus) v zavislosti na tepelné Upravé.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Jedly hmyz obsahuje cenné nutri¢ni latky, které mohou byt vyuZity ve vyZzivé ¢lovéka.
Vzhledem k rostouci svétové populaci roste poptavka po novych zdrojich potravy. Jednim
z téchto zdroji mulze byt jedly hmyz. Jedly hmyz muize byt chovan v kontrolovanych
podminkach, je vSak nutné dodrzovat hygienu chovu a spravny zplisob zpracovani, aby byla
dodrzena mikrobiologickd nezdvadnost. Cilem prace byla identifikace a stanoveni poctu
mikroorganismu v jedlém hmyzu uréeném pro potravinarské ucely.

2.1 Hypotéza

Hypotézou je, Ze zjisténé pocty mikroorganismd budou spliovat hygienické limity pro
Zivocisné produkty.
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3 Literarni reSerse

3.1 Hmysz jako potravina ¢i krmivo

Hmyz je povaZovan za potravinu budoucnosti, nebot se jednad o udrZitelny zdroj
zivocisnych bilkovin a dalSich Zivin. Zaroven se vSak nejedna o néco nového v historii lidského
stravovani. Stejné jako u fady ostatnich primat(i se zfejmé i u ¢lovéka jednalo o normalni
soucast jidelni¢ku. Ackoliv v zapadnich zemich jde o néco nového a neobvyklého, v jinych
koutech Zemé se jedna o normalni a tradi¢ni potravinu (Japonsko), ¢i dokonce delikatesu
(Italie a jejich syry s zivymi larvami). SpiSe se zd4, Ze entomofagie, tedy pojidani hmyzu, je u
lidi normou neZ vyjimkou (Raubenheimer & Rothman 2013).

Dal$imi vyhodami, kromé nutricnich a ekologickych oproti konvenénimu chovu
hospodarskych zvifat je bezpochyby rychla reprodukce, vysokd vyuZitelnost krmiva a nizsi
potfeba prostoru. Avsak vétSina konzumovaného hmyzu stale pochazi predevsim ze sbéru
v pfirodé, kde je jeho dostupnost zavisla na sezoné a lokalité (Klunder et al. 2012).

Udava se, Ze celosvétové se konzumuje témér 2111 druhd hmyzu (Zieliriska et al. 2017).
Nejvétsim konzumentem hmyzu jsou kontinenty Ameriky, kde konzumuji az 679 druht hmyzu,
dale pak Afrika (524 druht) a Asie (349 druh). Zejména v rovnikové Africe predstavuje hmyz
vice nez 50 % ZivocCiSného proteinu ve stravé. Dalsi vyhodou hmyzu je jeho bezpelny a
nenarocny sbér.

Nejvétsi skupinu konzumovaného hmyzu predstavuje rad brouci (Coleoptera), az - 659
druhl, dale motyli (Lepidoptera) — 362 druh(, blanoktidli (Hymenoptera) — 312 druh( a
rovnoktidli (Orthoptera) — 278 druh(. Dale také rady: poloktidli (Hemiptera), vazky (Odonata),
termiti (Isoptera), dvoukfidli (Diptera), Ci Svabi (Blattodea) viz graf €. 1. Obecné plati, Ze je
nejvyhodnéjsi hmyz konzumovat, pokud je ve fazi vyvoje, kdy ma nejvétsi télo a zaroven také
co nejmensi exoskelet. Bézné se konzumuiji larvy a kukly, ale dospélci mohou byt také vyuziti.

Kromé samotného hmyzu Ize konzumovat také jeho produkty. Nejzndmé;jSim a zaroven
i vzapadnich zemich bézné rozSifenym produktem je med, tedy koncentrovany nektar a
ostatni produkty véely medonosné (Apis mellifera) (Raubenheimer & Rothman 2013).

Rozezndvame také nékolik moznosti, jak hmyz konzumovat. Bud' se ji hmyz cely, tak jak
je sebran, nebo v podobé mouky ¢i pasty, nebo jako extrakt Ci proteinovy izolat. Cely hmyz se
casto podava smazeny nebo suseny, ale muiZe se podavat také Zivy, nebo vareny. Farmové
chovany hmyz se mnohdy ddle zpracovavad susenim a preménou na prasek, ktery se da
vyuzivat na obohacovani jinych potravin, ale i krmiv, jez mohou byt chudé na nékteré
nutrienty. Napfiklad v Africe se pouziva prasek z termitd (Macrotermes spp.) na obohacovani
¢iroku, ktery obsahuje malo tuku a také nékterych esencialnich aminokyselin (Klunder et al.
2012). Hmyzi mouka, ktera ma vétsi moznost vyuziti kvali své lepsi prijatelnosti u konzumentd,
na rozdil od celého hmyzu diky své jemné chuti, viini a barvé, se také muize vyuzivat na
obohacovani celé fady potravin. Napfiklad peciva a chleb(, susenek, téstovin, cokolady,
cukrovinek, klobas ¢i mletého masa (Kooh et al. 2020).
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Nejvice konzumované rady hmyzu

Brouci (Coleoptera) I 659
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Dvoukfidli (Diptera) mmmm 37
Svabi (Blattodea) mmmm 37
Ostatni —— 60

0 100 200 300 400 500 600

Graf €. 1: Pocet konzumovanych druh( v rdmci fddu hmyzu (Zielinska et al. 2019)

Kromé tradi¢niho sbéru hmyzu ve volné prirodé, se dnes moderni pfristupy spise
zaméruji na farmovy chov. Ackoliv existuji stovky druhl hmyzu uznanych ke konzumaci,
nejvétsi potencidl k chovu ve velkém ma celed cvrckoviti (Gryllidae) a potemnikoviti
(Tenebrionidae) (Grabowski & Klein 2017a). Konkrétné se jednd o druhy: potemnik moucny
(Tenebrio molitor), branénka (Hermetia illucens) a cvréek domaci (Acheta domesticus).

3.1.1 Nutri¢ni sloZzeni hmyzu

Udava se, Ze slozeni masy hmyziho téla odpovida sloZzeni masa ostatnich hospodarskych
zvirat. Ackoliv vyrazné také zalezi na druhu a stadiu Zivotniho cyklu, obsah hrubého proteinu
se pohybuje mezi 40 aZz 75 % v susiné (Klunder et al. 2012), coz je srovnatelna ¢i vyssi hodnota
v porovnani s masem, mlékem, vejci ¢i sdjou.

Vétsina hmyzich druhl obsahuje mnoho Zivin, které jsou nezbytné pro lidskou vyZivu,
véetné tukd, bilkovin, vitamin(, mineralnich latek i vlakniny. SloZeni Zivin je potom srovnatelné
s jinymi tradi¢né konzumovanymi potravinami, at ZivociSného ¢i rostlinného plvodu. Dale
hmyz také splriuje denni energetické a nutri¢ni pozadavky, nebot obsahuje polynenasycené i
mononenasycené mastné kyseliny, esencialni aminokyseliny, déle zinek, Zelezo a vldkninu
(Belluco et al. 2013).

12
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Tabulka €. 1: Pfiblizné procentualni sloZeni Zivin ve vybranych druzich jedlého hmyzu

(Raksakantong et al. 2010)

Druh hmyzu Proteiny Lipidy Sacharidy Vlaknina Popeloviny
Termes sp. 42,63 36,55 12,34 6,14 2,34

Brachytrupes 48,69 20,60 9,74 11,61 9,36

portentosus

Lichtenstein

3.1.1.1 Bilkoviny a aminokyseliny

Zejména obsah bilkovin je zajimavy, nebot se udava, zZe jedly hmyz je na bilkoviny bohatsi

nez soéja (kterd patti k nejlepsim zdrojlim rostlinnych bilkovin), a je srovnatelny s obsahem

bilkovin v tradi¢nich potravinach Zivoc¢isného puvodu jako je kufeci, hovézi ¢i rybi maso

(Raheem et al. 2019). Dobrym ukazatelem je také EAAS! které by mélo mit v lidské stravé

hodnotu 40 %, u hmyzu se jeho hodnota pohybuje mezi 46 az 96 %. Mezi esencialni

aminokyseliny, které jsou zde ve vétSim mnozstvi obsaZzeny patfi leucin a lysin. Na druhou

stranu obsah metioninu, serinu a tryptofanu muize byt nizsi neZ v jinych potravinach, jako
napriklad vejcich (Azagoh et al. 2016).

Tabulka €. 2: Obsah vybranych aminokyselin (g / 16 g dusiku) v larvach Tenebrio

molitor (Azagoh et al. 2016)

Aminokyselina

Obsah v larvach

Esencidlni

Leucin 6,2
Lysin 5,4
Fenylalanin + tyrosin 7,0
Valin 5,4
Methionin 0,7
Tryptofan 1,2

Neesencialni
Alanin 6,6
Glutamova kyselina 8,3
Arginin 4,2
Serin 4,0

L EAAS neboli Essential amino acid score je hodnota ziskand metodou méfeni kvality bilkovin v lidské stravé. Je
zalozena na srovnani koncentrace prvni limitujici aminokyseliny v testovaném proteinu s koncentraci této

aminokyseliny v referenénim vzorku (Tome & Miller 2000).




3.1.1.2 Tuky a mastné kyseliny

Co se tyce obsahu tukd, je jedly hmyz predevsim dobrym zdrojem nenasycenych tukd,
predevsim polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) jako jsou kyseliny linolenova a linolova.
Na druhou stranu neobsahuje kyseliny eikosapentaenovou (EPA) a dokosahexaenovou (DHA),
které se vyskytuji pfedevsim v rybdach. V jedlém hmyzu také nalezneme také mensi mnozstvi
cholesterolu. Zejména hmyz z fadu Orthoptera obsahuje pouze 13,4 % tuku v susiné, coz je
méné, nez je obvyklé u potravin Zivoc¢isSného puvodu (Kinyuru et al. 2015; Dobermann et al.
2017).

Tabulka €. 3: Procentualni zastoupeni vybranych mastnych kyselin oproti celkovému obsahu
mastnych kyselin ve dvou druzich jedlého hmyzu (Raksakantong et al. 2010)

Mastné kyseliny Termes sp. Brachytrupes portentosus
Lichtenstein

C18:0 31,90 35,79
Nasycené celkem 32,83 37,54
Cl6:1 0,19 0,71
C18:1 1,86 3,40
Mononenasycené celkem 2,06 4,11
C20:3n-6 8,90 7,94
C20:4n-6 56,01 50,43
Polynenasycené celkem 65,25 58,37

3.1.1.3 Mikronutrienty

Hmyz je také dobrym zdrojem vitaminG skupiny B, Zeleza, zinku, vapniku a sodiku.
Zejména cvréci maji vysoky obsah Zeleza, aZ tfikrat vice nez hovézi maso. Navic se jedna o
hemovou formu, ktera je pro ¢lovéka snadnéji stravitelnd nez rostlinné formy Zeleza. Cvrcci
jsou téz bohatym zdrojem vitaminu B12, thiaminu, riboflavinu a kyseliny listové, dale i
vitaminu A a C. Chitin, ktery se nachazi v exoskeletu je potom dobrym zdrojem nestravitelné
vlakniny, kterd mize mit pozitivni vliv na imunitu. Obsah jednotlivych Zivin vSak dosti zaleZi na
faktorech prostiedi, jako je potrava i vnitfnich faktorech, jako je faze Zivotniho cyklu ¢i pohlavi.
Vsechny tyto Ziviny mohou byt z hmyzu izolovany a nasledné uzivany jako doplniky stravy
(Payne et al. 2016).

Je uddvano, Ze nékteré druhy hmyzu, jako napftiklad cvréek domaci (Acheta domesticus)
jsou dokonce vice vyzivné nez klasické maso hospodarskych zvitat. To pfedevsim diky obsahu
celkové energie, sacharidli, nenasycenych mastnych kyselin a sodiku. | z tohoto divodu
nemusi byt nékteré druhy jedlého hmyzu zcela idedlni v boji s nemocemi spojenymi
s nadmérnym pfijmem potravy. Na druhou stranu muze byt jedly hmyz vhodny v ptipadech
podvyzivy, zejména diky vysokému obsahu mikronutrientd (Payne et al. 2016).
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Kvali své nutricni kvalité ma Siroké spektrum wvyuZiti také hmyzi moucka. Od boje
s podvyzZivou déti v rozvojovych zemich a jejiho pfiddvani do kase pro déti, pres proteinové
napoje pro sportovce zamérené na narust svalové hmoty, aZz po zeleninové burgery, které jsou
nahradou klasickych z hovéziho masa (Kooh et al. 2020).

3.1.2 Vliv konzumace jedlého hmyzu na zdravi

3.1.2.1 Pozitivni faktory

Jak bylo zminéno v prfedchozi kapitole, jedly hmyz je nutriéné velmi zajimavy. Nékteré
z uvedenych Zivin mohou mit zaroven pfiznivy vliv nejen na zdravi ¢lovéka. Zejména se jedna
o obsah chitinu, coZ je polymer 1,4-N-acetylglukosaminu a primarni sloZzka hmyziho
exoskeletu. Pro ¢lovéka je nestravitelny a plni tedy ulohu vldkniny. Obsah této vldkniny je
srovnatelny s obsahem vlakniny v celém obilném zrnu. Hlavnim pozitivnim vlivem chitinu je
optimalizace stfevniho mikrobiomu a selektivni podpora rlstu probiotickych bakterii, jako
napft. Bifidobacterium animalis, dale pak inhibice patogenu a zlepSeni funkce stfevni bariéry.
Probiotika také interaguji simunitnim systémem a maji antagonistickou aktivitu vaci
enteropatogennim organismim. Faktor, ktery pfispivd ke zlepSeni stavu stfevniho
mikrobiomu je produkce mastnych kyselin s kratkym retézcem. Ty slouzi jako signdlni
molekuly mezi mikrobiotou a hostitelem, ovliviuji stfevni integritu, homeostazu glukdzy,
metabolismus lipidQ, reguluji chut k jidlu a imunitni funkce (Stull et al. 2018).

Dalsimi vyznamnymi latkami obsazenymi v jedlém hmyzu jsou biologicky aktivni peptidy.
Tyto peptidy uvolfiované béhem traveni jsou malé molekuly s prospésnymi ucinky, napriklad
antioxidacni, antihypertenzni, protizanétlivou, antimikrobidlni nebo hypocholesterolemickou.
Biologicky aktivni peptidy byly objeveny predevsim v mléce a mléénych vyrobcich ¢i
oSetfeného hmyzu ukazal, Ze oSetfeni teplem zvySuje mnoZstvi téchto biologicky aktivnich
latek. Hmyzi hydrolyzaty obsahujici tyto peptidové frakce tak mohou sniZovat mnoZstvi
volnych radikall v téle a tim sniZovat riziko oxida¢niho stresu a zanétu. Potencidlné tedy
mohou hmyzi moucky a jejich peptidové hydrolyzaty sniZzovat riziko kardiovaskuldarnich
chorob, karcinom ¢i cukrovky, které jsou spojeny s oxida¢nim stresem a chronickym zanétem
(Messina et al. 2019).

Velky obsah vitaminG a minerdlnich latek vjedlém hmyzu navic predstavuje dalsi
potencialni pfinosy pro zdravi. Obsah vitaminu B12 v cvrécich miZe poskytovat dobrou
prevenci anémie, problém( nervové soustavy souvisejici s nedostatkem vitaminu B12 (i
vysoké hladiny homocysteinu, coZ je aminokyselina spojena rozvojem kardiovaskularnich
chorob. Diky vysokému obsahu vapniku muze mit podil jedlého hmyzu ve stravé pozitivni vliv
na mineralni hustotu kosti s tak sniZit riziko kostnich fraktur (Nowakowski et al. 2020).

Dalsi oblasti vyuziti jedlého hmyzu (souvisejici se zdravim ¢lovéka) mohou predstavovat
doplnky stravy pro sportovce, a to zejména pfi budovani svalové hmoty diky vysokému obsahu
proteinl. Studie Vangsoe et al. (2018) zjistila, Ze doplnék stravy izolovany z jedlého hmyzu, ma
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pfi tréninku sportovcl ucinky srovnatelné s podobnymi dopliky stravy ziskanymi z jinych
zdroju napfiklad syrovatky, kaseinu Ci sdji.

3.1.2.2 Negativni faktory
Alergie

Negativnim vlivem na zdravi jsou potenciadlni potravinové alergie na jedly hmyz.
Potravinovou alergii zprostfedkovanou imunoglobulinem tfidy E Ize popsat jako nezadouci
reakci imunitniho systému na specifické proteiny v potravinach, které jsou obvykle neskodné.
Odhaduje se, Zze 3—10 % dospélych a 8 % déti na celém svété ma potravinovou alergii, pficemz
vétsina reakci je zplisobena mlékem, vejci, arasidy, ofechy, rybami, séjou, pSenici nebo korysi.
Tyto reakce zprostiedkované imunoglubulinem tfidy E se objevuji po konzumaci potraviny s
nastupem do 2 hodin, pricemz jejich projevy se pohybuji od izolovanych koznich nebo bfisnich
pfiznakl aZ po potencidlni fatdlni reakce, jako je anafylaxe (Belluco et al. 2013; Ribeiro et al.
2021).

Jedly hmyz mUZe obsahovat strukturné podobné proteiny jako korysi, a tak mlze vznikat
zkfizend alergie. Domdci roztodi se uvadéji jako druhy hlavni zdroj alergie tohoto typu. Jako
hlavni proteiny odpovédné za tuto alergii se oznacuji tropomyosin a argininkindza. Tepelnd
Uprava Ci pridani enzymu by mohlo byt fesenim, avSak nema na alergenicitu jedlého hmyzu
pfilis velky vliv, podobné jako je tomu u alergen( korysh. Udava se, Ze jedly hmyz je odpovédny
za 4,2-19,4 % pripadd potravinovych alergii v Asii. Bylo také prokazano, Ze jedinci vystaveni
delsi dobu konzumaci Tenebrio molitor se mohou stat citlivéjsi a nasledné se u nich maze
vyvinout potravinova alergie na tento hmyz. Neni vsak jisté, jestli tato senzibilizace je druhové
specifickd, nebo muze vést ke spolecné senzibilizaci s jinymi druhy hmyzu nebo dokonce i
korysi (Beaumont et al. 2019; Ribeiro et al. 2021).

Parazité

Dalsim negativnim faktorem a potencidlnim nebezpecim jedlého hmyzu na zdravi
¢lovéka jsou parazité. Parazité nejenom Ze zpUsobuji zna¢né ztraty v produkci, ale mohou byt
také ohroZenim pro zdravi lidi i hospodarskych a exotickych zvirat. Studie Galecki & Sokol
(2019) sledovala vyskyt parazitd u hmyzu ze tfi set farmovych chovi z rliznych stat(i. Vyskyt
raznych vyvojovych stadii parazitl byl zjistén ve 244 pripadech. Ve 206 pripadech se jednalo
o parazity patogenni pouze pro hmyz, ve 106 pro zvitata a v 91 pfipadech se jednalo o parazity
potencidlné patogenni pro ¢lovéka. Bylo nalezeno Siroké spektrum riznych druh( parazit(,
avsak mezi nejvice zastoupené druhy parazitQ pattily Nosema spp., Gregarine spp., coz jsou
parazité hmyzu, dale Cryptosporidium spp. Ci Isospora spp., coZ jsou parazité zvifat a ¢lovéka.

Nosemédza je nemoc, kterd napada prevainé cvrcky a sarancata a je zplsobena
mikrosporidii. V pfirodé plsobi jako regulator poc¢tu tohoto hmyzu, avsak v chovech je
nezadouci. Gregarine spp. (hromadinky) jsou parazitiCti prvoci, ktefi vyuzivaji Ziviny pfijimané
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hostitelem, ohrozuji jeho imunitni funkce a zvySuji umrtnost. Kryptosporidie zpUsobuji
onemocnéni kryptosporidiézu projevujici se nebezpecnym prijmem. Ackoliv jsou znamé jako
parazité obratlovcu, byly nalezeny i u hmyzu, ktery by mohl slouZzit jako mechanicky vektor.
Nékteré druhy hmyzu (dokonce i Tenebrio molitor) mlze nést infekéni oocysty na svém
povrchu a mlze tak predstavovat zdravotni riziko. Isospory patfici do tfidy kokcidii jsou prvoci
zpUsobujici nebezpecné stfevni onemocnéni pro Clovéka i zvifata projevujici se vodnatym
prajmem. Mohou se vyskytovat na povrchu i ve stfevech hmyzu a jejich vyskyt v chovech je
pravdépodobné zplsoben Spatnou hygienou. Ackoliv ve volné pfirodé nezplsobuji paraziticti
prvoci svym hostitelim velké problémy, masové podminky chovu mohou mit potencial
zvySovat zatéz témito parazity. V pripadé bource morusového ¢i véely medonosné, ktefi maji
za sebou delsi historii intenzivniho chovu, zpUsobuji parazité velké problémy i Skody (Bessette
& Williams 2022).

Jako mezihostitele vyuzivaji hmyz také tasemnice ve stadiu cysticerk, napfiklad druhy
Dipylidium caninum, Hymenolepis diminuta, Ci Raillietina cesticillus. Hmyz ma sice vyvinuté
imunitni mechanismy, které inhibuji vyvoj téchto parazit(i, avSak tasemnice mohou vyvolat
vyznamné zmény chovani hmyzu, jako je pokles aktivity ¢i fotofobni chovani. Tyto zmény
chovani mohou pfispét k pozieni hmyzu napadeného cysticerkoidy definitivnim hostitelem.
Tepelné zpracovani jako je vareni, uzeni ¢i mrazeni vSsak muze rGzné vyvojové formy parazitl
inaktivovat. Z téchto poznatkd vyplyvd, Ze konzumace farmové chovaného jedlého hmyzu
mUze zvysit riziko setkdni ¢lovéka s patogennimi parazity, pokud hmyz neni fadné tepelné
opracovan (Galecki & Sokol 2019).

Dalsim rizikem spojenym s konzumaci jedlého hmyzu muze byt pfitomnost patogennich
mikroorganismu. Toto téma je zminéné v samostatné kapitole, stejné jako téma chemické
bezpecnosti spojené s obsahem tézkych kov(, perzistentnich organickych polutantt atd.

3.1.3 Uprava jedlého hmyzu a jeji vliv na hygienickou a nutri¢ni kvalitu

Aby se prodlouZila trvanlivost potravin, pouZzivaji se rlizné metody konzervace. Stejné
tak je tomu i u hmyzu a produktd z néj vyrobenych. Mezi tradi¢ni metody patti vareni, suseni
na slunci, ¢ prazeni, mezi moderni metody fadime lyofilizaci, tedy su$eni mrazem. Casto viak
dochazi k pouhé inaktivaci mikrobu, nejsou tedy usmrceni a pokud dojde k rehydrataci jsou
mikroorganismy opét ve vegetativni formé.

Mezi nejstarsi a celosvétové vyuzivanou metodu konzervace nejen hmyzu, ale i ostatnich
potravin rostlinného i Zivo¢iSného plvodu patfi suseni. Tradicni je suseni sluncem, ale v dnesni
dobé se vyuzivaji susicky bubnové, sprejové ¢i odparky. Nejdfive je potravina zahrata, aby byl
deaktivovan co nejvétsi pocet mikroorganism(, nasledné je aplikovano suché teplo za ucelem
odpareni vody obsazené v potraviné. Pfi lyofilizaci voda sublimuje pfi nizkych teplotach a za
vakuovych podminek. Z hlediska konzervace je suSeni vhodnou metodou, nebot sniZuje
aktivitu vody, coZz omezi vyuzitelnost potraviny pro mikroorganismy a jejich enzymy a zvysuje
udrznost potraviny.
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Aktivita vody (aw) je jednim z faktord ovliviujicich mikrobidlni rdst. Bakterie a kvasinky
ho ukoncuji pfiblizné na hodnoté aw = 0,90 a plisné aw = 0,65. Pouhé susSeni vsak
mikroorganismy pouze deaktivuje, neusmrti je. Zvlasté pro sporulujici mikroby je tento zpUsob
konzervace nedostacujici, i kdyZz se jedna o prlmyslové suSeni. Vyhodou suseni je vsak
moznost skladovani ususené potraviny pfi pokojovych teplotach, nikoliv teplotach chladicich
¢i mrazicich (Grabowski & Klein 2017a).

Studie Vandeweyer et al. (2017) sledovala efekt blansirovani larev Tenebrio molitor, po
kterém nasledovalo skladovani v chladu ¢i primyslové suseni v mikrovinné troubé, na
mikrobialni zatéz. Obvykle se potemnici mrazi, ¢imZ jsou usmrceni a dale mohou byt
lyofilizovani. Tyto postupy sice umoznuji dlouhodobé skladovani a prepravu, jsou to vsak
pomérné drahé technologie. Vysledkem bylo, Ze samotné blansirovani ¢i blanSirovani
s naslednym mikrovinnym suSenim ma podobny efekt jako pasterizace, tedy Ze usmrti
vegetativni bunky, avsak spory nikoliv. Dale bylo zjisténo Ze blanSirované larvy mohou byt
skladovany v chladirenskych podminkach po dobu nejméné Sesti dni bez opétovného
vyrazného narlstu mikrobidlnich poctu.

DuleZitou otazkou tepelného zpracovani jedlého hmyzu je nejen inaktivace ¢i usmrceni
mikroorganismu, ale i vliv na nutri¢ni kvalitu. Vareni a zejména smazeni zlepSuje senzorickou
kvalitu potravin prostrednictvim tvorby aromatickych sloucenin, atraktivnich barev, kilry a
textury. Vareni ddle také zlepsSuje hygienickou kvalitu inaktivaci patogennich mikroorganismu,
stravitelnost a biologickou dostupnost nékterych Zivin. Na druhou stranu tento typ zpracovani
ma také negativni vliv na nutri¢ni hodnotu v podobé proteolyzy, lipolyzy, oxidace lipid( a
ztraty vitamina citlivych na teplo a oxidaci ¢i mineralnich latek rozpustnych ve vodé (Caparros
Megido et al. 2018).

Moznymi Ucinky vareni na bilkoviny v potravinach jsou denaturace bilkovin, modifikace
¢i destrukce aminokyselin a Maillardova reakce. Tepelné zpracovani mlze vést proteiny
k interakci s jinymi proteiny nebo oxida¢nimi ¢inidly, cukry, polyfenoly, taniny i rozpoustédly.
Obvykle se také zvySuje jejich stravitelnost tim, Ze denaturuji a jsou nachylnéjsi
k enzymatickému Stépeni rozbalovanim polypeptidovych ftetézcd nebo inaktivaci
antinutri¢nich slouc¢enin, zejména inhibitort trypsinu.

Jedly hmyz, podobné jako maso, obsahuje urcité mnozstvi lipidd a mastnych kyselin,
které mohou byt modifikovany procesem vareni. Studie Tiencheu et al. (2013) ukazala, Ze
suseni na slunci, vareni a prazeni nejvice zvysuji oxidaci lipidG u larev rodu Rhyncophorus
phoenicis. Naopak procesy chlazeni, mrazeni a uzeni jsou nejlepsi metody pro uchovani lipida.
Oxidace lipidd muZe vést k nezaddoucim ztratdm mastnych kyselin. Nejbéznéjsim typem
oxidace pfi zpracovani masa a masnych vyrobk( je autooxidace. Mononenasycené a
polynenasycené mastné kyseliny jsou autooxidovany pfi pokojové teploté, zatimco nasycené
mastné kyseliny podléhaji autooxidaci az pfi vyssi teplotach spojenych s tepelnou Upravou.

Studie Caparros Megido et al. (2018) zkoumala rlzné typy tepelné Upravy Tenebrio
molitor a jejich vliv na hygienickou a nutri¢ni kvalitu. Bylo zjiSténo, Ze nejucinné;jsi technikou
ke snizeni mikrobidlni zatéZe pfi soucasném zachovani vysoké hladiny stravitelnosti protein(
a polynenasycenych mastnych kyselin bylo vareni a vateni ve vakuu. Nevyhodou vSak muze
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byt velmi mékka a Stavnatd struktura, nebot konzumenti preferuji kfupavost. Kfupavou
strukturu a velmi Uc¢inné snizeni mikrobidlni zatéze lze dosdhnout smazenim, nevyhodou je
vsak velmi vysoky obsah lipidd.

3.1.4 Hmyz jako krmivo pro zvifata

MozZnosti, jak vyuZit hmyz je nejen jako potraviny pro ¢lovéka, ale také jako krmivo pro
zvitata. Avsak v Evropské unii je hmyz povazovan za hospodarské zvife, coz znamena, Ze se
nesmi pouzivat jako krmivo pro pfezvykavce a monogastricka zvirata. Vyjimkami jsou zvifata
chovana jako domaci mazlicci, koZeSinova zvitata a akvakultury (European Commission 2017).

Zejména u akvakultur je velky potencial k vyuZziti jedlého hmyzu jako krmiva z nékolika
dlvod(. Naklady na krmiva pro akvakultury predstavuji 40-70 % vSech nakladd na
vyprodukované ryby a jsou zvlasté vysoké v chovech masoZravych ryb, které vyzaduji vétsi
mnoZstvi proteinl. Séja a daldi suchozemské rostliny bohaté na proteiny a lipidy byly
zaClenény do krmiva ryb v akvakulturach, aby nahradily rybi moucku a rybi olej, které byly
drive vyuZivané. Avsak pritomnost antinutri¢nich latek v téchto rostlinnych krmivech muze
zpUsobovat zanéty traviciho traktu a snizenou vyuZitelnost krmiva. Také vzhledem k rostouci
lidské populaci je vyvijen vétsi tlak na vyuzivani orné pady k jinym ucelim nez pro péstovani
krmnych plodin. DalSim pozitivnim faktorem vzhledem kvyuZivani hmyzu jako krmiva
v akvakulturach je nejen fakt, Ze hmyz ma vysoky obsah protein( a lipidQ, ale je také
prirozenou soucasti stravy jak sladkovodnich tak morskych ryb (Henry et al. 2015).

Pfestoze pro jina hospodarska zvifata neni pouziti hmyzu jako krmiva ve statech
Evropské unie zatim povoleno, jsou jeho vlastnosti zkoumany. Studie Borrelli et al. (2017)
zjistovala moznosti vyuZiti larev Hermetia illucens jako krmiva pro nosnice a jejich vliv na zdravi
a kvalitu produkce. Podobné jako u akvakultur jednou z vyhod je, Ze hmyz je pfirozenou
soucasti stravy kura domaciho. Jako hlavni pozitivni vliv hmyzu na zdravi nosnic je povazovan
obsah chitinu, pfirozené se vyskytujiciho polysacharidu. Chitin neni traven, takZe se dostava
az do tlustého streva, kde je fermentovan zdejsi mikrobiotou. Zda se, Ze chitin ma pozitivni
vliv na sloZeni stfevni mikrobioty, tim Ze ma bakteriostaticky efekt na gramnegativni bakterie
(naptiklad Escherichia coli, Vibrio cholerae, Shigella dysenteriae a Bacteriodes fragile).

Zaclenénim hmyzu do krmiva nosnic by se tudiz mohla snizit potfeba uzivani antibiotik
v dribezarském pramyslu a s tim spojené dalsi negativni jevy, jako je napriklad antibioticka
rezistence. Chitin v ramci pozitivniho vlivu na stfevni mikrobiotu hraje také dlezitou roli
v produkci mastnych kyselin s kratkym retézcem. Kupfikladu butyrat je ddlezitym zdrojem
energie pro epitelialni bunky tlustého stfeva. Déle je také sledovan pozoruhodny vliv chitinu
na snizeny obsah cholesterolu a triglyceridd v krevnim séru, ale i ve vejcich. Celkové se jedna
o velmi zajimavy zdroj potravy s mnoha benefity, nejen pro ¢lovéka (Borrelli et al. 2017).
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3.2 Ekologické aspekty chovu hmyzu

Jak jiz bylo zminéno, lidska populace a jeji poptdvka po Zivocisnych produktech stoupa.
Jedly hmyz mizZe byt jednim z feseni, nebot pfinasi kromé svych nutri¢nich benefitl téz
vyhody tykajici se mensi ekologické zatéze na Zivotni prostfedi. Ma tedy potencial fungovat
jako udrzitelnéjsi zdroj Zivocisnych bilkovin v lidské stravé. Hmyz je predevSim ucinnéjsi pfi
preméné krmiva na rozdil od bézné chovanych hospodarskych zvifat, at se jedna o prasata,
hovézi dobytek ¢i dribeZ. Na rozdil od téchto hospodarskych druhli, hmyz nevyzaduje krmeni
na bazi zrnin, které jsou dnes ve velkém vyuzivany ke krmeni zvifat (Nowakowski et al. 2020).

Z téchto dlivodu je chov hmyzu méné naroc¢ny na vyuzivani orné pady a jeji znecistovani.
Udava se, Ze az 30 % povrchu Zemé je vyuzivano ZivocisSnym sektorem. Chov hmyzu je také
vice Setrny z hlediska spotieby vody. Spotfeba vody na produkci jednoho gramu cvrééiho
proteinu je 0,7-0,8 g, zatimco na gram hovéziho proteinu to je ptiblizné 16,8 g. Podobné je to
s produkci sklenikovych plynd, kdy na produkci jednoho kilogramu cvréci hmoty je
vyprodukovano 0,1 g methanu a 7,6 g CO, u skotu je to 114 g methanu a 285 g CO; (Mason
et al. 2018).

Produkce sklenikovych plynli je povazovédna za vyznamnou pfi¢inu zmény klimatu.
Nejvyznamnéjsimi sklenikovymi plyny jsou oxid uhli¢ity (CO2), metan (CHa) a oxid dusny (N20).
Od konce 18. stoleti se koncentrace oxidu uhli¢itého v atmosfére zvysila 0 30 % a koncentrace
metanu o 50 %, pficemzZ metan a oxid dusny maji podstatné vétsi sklenikovy efekt nez oxid
uhli¢ity. Chov hospodarskych zvirat zplsobuje az 9 % emisi CO,, 3540 % CHa a 65 % N0,
celkové az 18 % emisi sklenikovych plynt. PfestoZze N,O nemusi vznikat pfimo v chovech, je
vytvaren puadnimi bakteriemi z amoniaku (NHs), ktery se nachdazi hnoji ¢i moctvce. Kromé
téchto environmentdlnich probléma celi odvétvi chovu hospodarskych zvifat vyzvam
v podobé antibiotickych rezistenci, zoondz ¢&i welfare zvifat. Zarazeni jedlého hmyzu do
jidelnicku muze tedy byt ¢astecnym resenim téchto otazek (Oonincx et al. 2010; Lumanlan et
al. 2022).

Dalsi vyhodou jedlého hmyzu je jeho schopnost premeénit rostlinny odpad z potravin,
ktery ma nizky obsah proteind a lipid( na Zivocisny produkt obsahujici kvalitni proteiny i lipidy.
Ten muZe byt také dale vyuzit i jako krmivo pro jiné chovy zvifat, jako jsou napftiklad
akvakultury ¢i drObezarsky prlmysl. Dulezitym aspektem je vSak také moZnost vyuZiti
v oblastech trpicich nedostatkem potravin a hladem. Tim trpi jeden ze ¢tyf lidi na celém svété.
Rostouci globalni potravinova krize a nedostatek Zivin v kazdodenni stravé mohou zpusobit
zdravotni problémy, jakymi jsou podvyziva ¢i Spatnda imunita. Nizky prijem proteinl a
esencidlnich aminokyselin ve stravé je celosvétovy problém, jenz zplsobuje Spatny rast déti,
ztratu svalové hmoty, Unavu a tézkou podvyzivu. Jedly hmyz je levnym zdrojem obzivy
s vysokym obsahem proteinl a vyvazenym profilem aminokyselin a moucka z néj Ize vyuZivat
k obohacovani k riiznych obilnych produktd (Lumanlan et al. 2022).
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3.2.1 Mikrobiologické aspekty jedlého hmyzu a hmyzich vyrobka

Pfestoze je tedy hmyz pomérné vyuzivanou a zndmou potravinou, jeho mikrobiologicka
bezpecénost je ponékud nejasnd. Hmyz je podobné jako ostatni Zivocisné produkty bohaty na
ziviny a vlhkost a poskytuje tedy dobré podminky pro preziti a rist mikroorganism(. A
prestoZe existuje fada rdznych zplsobu tepelné Upravy, obvykle se konzumuiji cela téla, ktera
obsahuji stfevni mikrobiom, jenz mlzZe vyrazné ovlivnit vyslednou mikrobiologickou kvalitu
potraviny (Klunder et al. 2012). Jedly hmyz tak mUze byt zdrojem patogennich bakterii, plisni,
ale jak bylo zminéno i prvok a jinych parazitQ, které mohou byt ve vysokych poctech obsazeny
v travicim traktu (Grabowski & Klein 2017b).

Avsak navzdory celkem velkému poctu bakterii, které byly v hmyzich produktech
nalezeny, nikdy se nejednalo o skute¢né nebezpecné patogeny jako je Listeria monocytogenes,
pouze vzacné pak Salmonella spp. ¢i Escherichia coli (Fernandez-Cassi et al. 2018).

Naopak hlavnimi patogeny hmyzich produktl jsou Staphylococcus aureus, patogenni
Clostridium spp. a patogenni druhy Bacillus cereus. Na druhou stranu je zndmo méné informaci
tykajicich se jinych patogen( mikrobiadlniho plivodu jako jsou houby, viry, prvoci i priony.
Kromé fyzikdlnich a chemickych poZadavkl na bezpeénost musi vSechny potraviny splfiovat
pozadavky na biologickou bezpecnost. Pfestoze se v posledni dobé biologickd bezpeénost
hmyzich produktd fesi, je obtizné vyvodit néjaké zavéry. Zejména z dlivodu, Ze neexistuje
zadny pevny legislativni rdmec pro vyuziti hmyzu jako krmiva ¢i potraviny. Analogické prevzeti
mikrobialnich kritérii z jinych druh( potravin (napf. obsazenych v nafizeni (ES) ¢. 2073/2005 o
mikrobiologickych kritériich pro potraviny) (European Commission 2005) na hmyz neni Uplné
prihodné, nebot hmyzi patogeny mohou vykazovat jiny rlistovy vzorec a fyziologické chovani
ve vztahu k patogennim organismUm, které se vyskytuji v béZznych potravinach Zivoc¢isného
puavodu. Jednd se napfriklad o sporulaci ¢i kliceni spor vzhledem k jinym vnéjSim a vnitfnim
podminkam.

Mezi nejcastéjsi a nejvyznamnéjsi patogeny ZzivociSnych produktl patfi salmonely,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium
perfringens a Campylobacter spp.

Podle nafizeni Evropské unie ,General food law” musi byt potraviny uvddéné na trh
bezpeéné, to znamend nesmi byt zdravi Skodlivé, ¢i nevhodné pro lidskou spotfebu. To v praxi
znamend zavedeni Systému analyzy rizika a stanoveni kritickych kontrolnich bodl (tzv.
HACCP), dale pak zasad spravné vyrobni a hygienické praxe. V roce 2019 byla také vytvorena
prirucka ,International Platform of Insects for Food and Feed”“, kterd vysvétluje obecné
principy metody HACCP v chovu hmyzu (Kooh et al. 2020). Zaroven vSak v soucasnosti
neexistuje evropska legislativa tykajici se specifickych mikrobidlnich kritérii pro cely hmyz ¢i
hmyzi produkty uréené k lidské spotiebé (Fernandez-Cassi et al. 2018).

Aby bylo moziné lépe porozumét mikrobiologii hmyzu, je dobré objasnit nékteré faktory
které ji ovliviuji. Jednad se o nékolik faktorl, jenz mohou ovliviiovat mikrobidlni zatizeni
hmyzich produktd a zaroven sloZeni této mikrobioty. At jde jiz o samotné krmivo pro hmyz,
které je duleZitou slozkou ovliviujici mikrobiotu hmyzu, mlze vsak také predstavovat
potencidlni zdroj nebezpecnych mikrobd nebo mykotoxind. DalSimi faktory mohou byt
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prostredi chovu a vyrobni postupy. Dilezitym faktorem je také dalsi tepelnd Uprava, kterd ma
zadsadni vliv na udrznost konec¢nych produktl (Vandeweyer et al. 2018). Ve snaze maximalné
recyklovat a pfispivat k cirkuldrni ekonomice néktefi doufaji v moZnost chovu hmyzu na
levnych substratech, jako jsou kuchyriské odpady, odpady z vyroby potravin, ¢i hndj. | z tohoto
hlediska je dlleZité prozkoumat rizika spojend s patogeny, které by se zde mohly vyskytovat
(Vandeweyer et al. 2021).

Studie Stoops et al. (2016) sledovala mikrobiom cerstvych larev Tenebrio molitor a
Locusta migratoria migratorioides a to jak z hlediska kvalitativniho, tak kvantitativniho. Jako
nejvice zastoupené mikroorganismy se ukazaly ¢eled Enterobacteriaceae a bakterie mlé¢ného
kvaseni, ale byly pfitomné i bakteridlni spory, kvasinky a plisné. Zejména pfitomnost plisni
mUzZe pfindset riziko pro potravinovou bezpecnost, nebot mohou byt produkovany sekundarni
metabolity v podobé mykotoxin(. Jako nejvice zastoupeny bakteridlni rod u larev potemnika
byl zjistén rod Propionibacterium, ale v mensi mnozstvi byly zjiStény i patogenni rody
Haemophilus, Staphylococcus a Clostridium. U larev sarance byly zjisStény predevsim rody
Weissella, Lactococcus a Enterococcus. Cerstvé larvy potemnika moucného a sarande
stéhovavé vykdzaly pomérné velkou kontaminaci mikroorganismy, a to i nékterymi patogeny.

Studie Mancini et al. (2019) sledovala vyskyt Listeria monocytogenes u larev jednoho
z nejvice uvazovaného druhu pro lidskou vyzivu Tenebrio molitor. Listeria monocytogenes je
saprofytni vSudypritomnd grampozitivni nesporulujici bakterie, ktera se mize objevit v chovu
a tim ndsledné vainé ohrozit bezpecnost produktl. Tento mikroorganismus je schopen
dlouhou dobu prezivat v prostfedi a kontaminovat vodu, pldu, silaZ a ndsledné rostlinné i
zivoCisné produkty. Mlze byt zodpovédna za listeridzu, coZ je zavainé onemocnéni, které je
povazovano za jedno z hlavnich alimentarnich onemocnéni na svété a mlze zpUsobit az smrt.
V provedené studii byly larvy potemnika chovany na substratu infikovaném listerii. Na larvach
nebyly pozorovany zadné zmény morfologie, chovani, vyvoje ani umrtnost. Dale byl zkouman
vliv promyvaci procedury, ktera koncentrace listerii pfiliS neovlivnila na rozdil od vylacnéni,
které snizilo jejich koncentraci. Jako nejvice uc¢inna se vsak ukazala metoda vareni pfi teploté
150° po dobu deseti minut. Za dllezity vysledek lze povaZovat, Ze lze larvy chovat na
infikovaném substratu bez vétsiho vlivu na jejich zdravi a ztraty produkce.

Studie Wynants et al. (2017) sledovala vliv la¢néni a oplachu na mikrobialni zatéz larev
Tenebrio molitor. Larvy potemnika byvaji pramyslové chovany pfi teplotach 28 az 30 °C a
relativni vihkosti 60 %, krmny substrat se sklada z otrub smichanych s moukou nebo krmivech
pro kurata, doplnéné mrkvemi, bramborami a vodou. Po osmi aZ deseti tydnech chovu jsou
larvy sklizeny a den ¢&i dva laénény, aby se vyprazdnil jejich trdvici trakt. Poté se oplachnou
vlaznou aZ teplou vodou a usmrti zmrazenim. Tyto procedury se provadi za ucelem zvyseni
hygienické a mikrobidlni kvality jedlého hmyzu. Vysledky této studie vSak ukazaly, Ze laénéni,
oplachovani ¢i kombinace obojiho nijak razantné mikrobialni zatéz nesnizuje.

Tenebrio molitor a jeho mikrobialni zatéz sledovala také studie Osimani et al. (2018).
Tato studie sledovala bakterialni sloZzeni v celém vyrobnim fetézci tedy nejen v larvach, ale
také v krmivu, kterym byla pSeni¢nda mouka, a také v trusu. Ktomu byly vyuZity techniky
analyzy pocitani zZivotaschopnych bakterii, PCR-DGGE a llumina sekvenovani. Vysledky ukazaly
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nizkou bakteridlni kontaminaci pSeni¢éné mouky, zatimco larvy a trus vykazovaly vysoké
mnozstvi bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae, bakterii mlécného kvaseni a nékolika druhd
mezofilnich aerobul. Jednalo se predevSim o rody Enterobacter spp., Erwinia spp.,
Enterococcus spp. a Lactococcus spp. Ve vSech vzorcich byly také v mensi mife detekovany
sporotvorné bakterie. Naopak patogenni bakterie jejichz vyskyt byl také sledovan (Coxiella
burnetii, Pseudomonas aeruginosa a Shiga toxin produkujici Escherichia coli), nebyly
detekovany. Pfesto se neda doporudit konzumace Cerstvych larev vzhledem k tomu, Ze se
konzumuiji celé, ale je doporucena jejich tepelnd uprava.

3.2.1.1 Antibioticka rezistence

V soucasnosti je také velkym tématem otdzka jednoho znejvétSich rizik pro
zdravotnictvi a tim je antibiotickd rezistence a vliv Zivo¢iSného primyslu na ni. Jako
antibiotickd rezistence se oznacuje schopnost bakterie prezit v koncentraci antibiotika, ktera
je jinak inhibi¢ni vici bakteriim patficim ke stejnému druhu. Uddva se, Ze v ZivociSném
pramyslu je spotfebovano dvakrat vice antibiotik, nez kolik se spotfebuje v lidské medicing,
prestoze v mnoha zemich je jejich vyuZiti jako rlstovych stimuldtorld zakazano. Protoze se
antibiotika mohou pouzivat i v chovech jedlého hmyzu za |é¢ebnym ucelem, muze byt jedly
hmyz rezervoarem mikrob( s vyvinutou antibiotickou rezistenci (Rawat et al. 2023).

U potemnikd moucnych a sarancat byly nalezeny geny pro antibiotickou rezistenci na
karbapenemy, tetracykliny, makrolidy i vankomyciny, které jsou povaZovany za antibiotika
posledni moznosti pro grampozitivni bakterialni infekce u lidi. Nékteré tyto geny byly zjistény
i u hmyzu, ktery byl chovan na dieté bez antibiotik a Ize tedy predpokladat, Ze se jednd o
prenasece antibiotické rezistence. Rizikem muzZe byt také vyuziti hmyzu jako krmiva pro
hospodarska zvirata. Pokud neni hmyz tepelné upraven mize byt pfenasec¢em této rezistence.
Tepelnd Uprava vsak tato rizika pravdépodobné snizuje (Osimani et al. 2017).

Pfesto co se tyka bakterialniho slozeni, je pomérné zndmé a prozkoumané na rozdil od
dalsich biologickych rizik, jakymi jsou prenos virli, priont, mikrobiologickych hub ¢i parazitd,
jejichz obsah v hmyzich produktech je mnohem méné prozkouman (Vandeweyer et al. 2021).

3.2.2 Aspekty chemické bezpecnosti jedlého hmyzu

Kromé otdzky mikrobiologické bezpecnosti jedlého hmyzu je také dulezitd otdzka
chemické bezpecnosti, to znamena rizika spojena s obsahem toxin(, pesticidd, tézkych kov(
Ci perzistentnich chemickych sloucenin. Podobné jako ostatni ZivoCichové mlize hmyz tyto
chemické slouceniny akumulovat, nebot jsou obecné pomérné stabilni a obtizné se odstranuji
¢i redukuji rdznymi zpracovatelskymi metodami jako je naptiklad tepelnd Uprava. Pokud se
tedy tyto kontaminanty naakumuluji v hmoté jedlého hmyzu, miZe to potencidlné
predstavovat problém, at jiz v ramci tukovych &i proteinovych frakci jedlého hmyzu nebo
produktl z néj ziskanych (Meyer et al. 2021).
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Druh hmyzu, faze vyvoje, metody chovu a zejména zvolené krmivo (zdroj Zivin), to vse
muze mit vliv na vyskyt a akumulaci kontaminantt v jedlém hmyzu uréeném k potravinarskym
ucellim. Studie Poma et al. (2017) sledovala vyskyt riznych kontaminant( jako jsou napftiklad
polychlorované bifenyly, retardanty horeni, dioxiny, rezidua pesticidl a téZzkych kov( u
rGznych druhl hmyzu (Galleria mellonella, Locusta migratoria ¢i Tenebrio molitor). Bylo
zjisténo, ze ackoliv muze jedly hmyz tyto kontaminanty obsahovat, jejich Uroven zatizeni je
nizsi nebo srovnatelna s jinymi potravinami Zivoc¢isného plivodu jako jsou maso, ryby a morské
plody ¢i vejce a jsou tedy bezpecné pro lidskou spotfebu. Naopak bylo zjisténo, Ze hmyz mlze
byt dobrym zdrojem nékterych mikroprvk( jako je méd' ¢i zinek.

Hlavni dva zdroje pfitomnosti nebezpecnych chemickych slou¢enin u hmyzu je produkce
raznych prirodnich toxickych latek pfimo samotnym hmyzem v urcité fazi jeho vyvoje nebo
jejich pfijem skrze pddu a potravu. Podle soucasné legislativy (Natizeni Komise (ES) ¢.
68/20136, Natizeni (ES) ¢. 767/2009 a Narizeni Komise (ES) ¢. 1069/20097) (European
Commission 2009a, 2009b, 2013) je hmyz povaziovan za hospodarské zvife, a proto
neumoznuje pouziti urcitych substratl jako je hn(j, kuchynsky odpad a zbytky potravin
zivociSného plvodu. Mezi hlavni krmiva, ktera se v soucasnosti pouzivaji v evropské produkci
hmyzu tak patfi predevsim komercéni krmiva pro hospodarska zvirfata (pfedevsim slepice),
zbytky potravin rostlinného plvodu ¢i ziskany rostlinny material, kterym se hmyz Zivi pfirozené
v pfirodé (Poma et al. 2017).

Studie Liu et al. (2021) sledovala, Ze dalSim faktorem ovliviiujicim obsah persistentnich
organickych polutantli mize byt metamorféza. Bylo zjisténo, ze u nékterych druh hmyzu se
béhem premény ze stadia larvy do stadia dospélce obsah téchto toxickych latek v téle snizuje,
zatimco u jinych druhd naopak zvysuje.

Kromé toxickych Iatek, které se do téla hmyzu mohou dostat jako polutanty, tedy latky
vyprodukované ¢lovékem a které se zpravidla do téla hmyzu dostanou pfijmem potravy, mlize
hmyz obsahovat toxické latky, které si sdam prirozené syntetizuje. Bylo by tedy vhodné hmyz
rozliSovat na vhodny ke konzumaci a nevhodny, podobné jako rozliSujeme ve svété hub. Hmyz
produkuje tyto toxické latky casto jako obranu pred predatory (napfiklad Apis mellifera,
Formica rufa). Mezi nebezpecné latky, které hmyz mulze obsahovat patfi napfiklad
metabolické steroidy (véetné testosteronu a dihydrotestosteronu), které se nachazi u broukt
Celedi Dytiscidae. Pfi casté konzumaci mohou zpusobovat zpomaleni ruastu, otoky,
maskulinizaci Zen ¢&i Zloutenku. Rady Coleoptera a Lepidoptera mohou obsahovat kyanogenni
slouceniny, jez zpUsobuji inhibici nékterych enzymi( jako je sukcinatdehydrogenaza a
karboanhydraza, ¢i nékteré metabolické drahy, jako je oxidativni fosforylace (Belluco et al.
2013).

3.2.2.1 Mykotoxiny

Zajimavé je také téma mykotoxin( a jedlého hmyzu. Mykotoxiny jsou Siroké spektrum
chemickych sloucenin, které vznikaji sekundarnim metabolismem rdznych druhl hub, které
infikuji rizné plodiny pfed ¢i po sklizni. Mykotoxiny maji velkou chemickou diverzitu a vykazuji
Siroké spektrum nezddoucich ucinkl u ¢lovéka i hospodarskych zvifat. Také mohou v télech
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rostlin, Zivocich( i mikrob( podléhat biotransformacim jejichZ produkty mohou mit podobnou
Ci vyssi toxicitu. Ackoliv je vyskyt mykotoxinl v potravinach i krmivech regulovan legislativnimi
nafizenimi, nelze jejich vyskyt v krmivech vyloucit, stejné jako jejich nasledna akumulace
v télech jedlého hmyzu (Leni et al. 2019).

Studie Leni et al. (2019) sledovala vyskyt mykotoxinG u Alphitobius diaperinus a
Hermetia illucens chovanych na pfirozené kontaminovanych zdrojich potravy. Byl sledovan
vyskyt mykotoxin(i deoxynivalenolu, fumonisini 1 a 2 a zearalenonu. Tato studie zjistila, Ze
larvy hmyzu mély nizsi zatizeni mykotoxiny nez plvodni substrat, na kterém byly chovany.
Dochazi tedy k bud’ k degradaci a vylu¢ovani ¢i biotransformaci téchto mykotoxin(.

Studie Niermans et al. (2019) sledovala vyskyt zearalenonu u larev Tenebrio molitor.
Zearalenon je se svymi metabolity povazovan za endokrinni disruptor diky své chemické
strukture, kterd se podoba Zenskému pohlavnimu hormonu 17B-estradiol a je tak pro néj
mozné se vazat na estrogenovy receptor. Zda se, ze u hmyzu tak nema zadné zjevné cilové
misto souvisejici s estrogenem. Ukazuje se v3ak, Ze jeho vysoké koncentrace mohou mit slaby
antagonisticky vliv vici ekdysonu, cozZ je steroidni hormon, nachdzejici se u hmyzu ovliviujici
vyvoj a metamorfdzu. Studie ukazala, Ze larvy Tenebrio molitor maji velkou toleranci k potravé
kontaminované zearalenonem. MUZou byt chované na této stravé bez toho, aby vzrostla
umrtnost, a dokonce u téchto larev vzrostl vahovy pfirQistek oproti larvdam chovanym na stravé
bez mykotoxinu. Strava s mykotoxiny také vykazovala pro larvy vétsi atraktivitu a zearalonon
ani jeho metabolity nebyly v larvach objeveny.
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4 Metodika

V praktické ¢asti diplomové prace byla provedena analyza mikrobioty hmyzu vhodného
k potravinarskym ucelim. Pomoci kultivaénich metod byly stanoveny pocty vybranych rod(
bakterii véetné potencidlné patogennich. Ziskana data byla statistiky vyhodnocena a
porovnana s udaji v odborné literature.

4.1 Podminky chovu hmyzu a priprava vzorki

Jako vzorek byly vybrany dva druhy nejéastéji konzumovanych druh(i hmyzu, tedy larvy
potemnika moucného (Tenebrio molitor) a dospélci cvrcka domaciho (Acheta domesticus).
Hmyz pochézel z insektaria na Fakulté agrobiologie, pfirodnich a potravinovych zdrojd Ceské
zemédélské univerzity. Byl chovan krabicovym chovem v malé mistnosti pfi teploté 27 + 1 °C,
vlhkost neudavana, svételny rezim 12 hodin svétla, 12 hodin tmy. Potrava potemnikd se
sestdvala z otrub, jablek a mrkve, potrava cvrck(i z krmné smési pro brojlery zalozené na sdji,
voda byla podavana ve formé hydrogelu. Vzorky hmyzu byly nasledné rozdéleny podle
usmrceni a Upravy do Ctyr skupin:

a) pouze zmrazené (-18 °C po dobu 24 hodin)

b) zmraZené a zdroven tepelné upravené v mikrovinné troubé (800 W, potemnici cca

10 minut, cvrcci cca 8 minut)

c) sparené (100 °C po dobu 1 minuty)

d) sparené a zaroven upravené v mikrovinné troubé (800 W, potemnici cca 10 minut,

cvréci cca 8 minut).

Takto upravené vzorky jedlého hmyzu byly asepticky zhomogenizovany ve tfeci misce a
nasledné byl odvazZen jeden gram vzorku a asepticky preveden do sterilni zkumavky s fedicim
médiem. Smés je sloZena z tryptonu 5 g/l, nutrient broth no.2 5 g/, kvasni¢ného extraktu 2,5
g/, tween 80 0,5 g/I (vSe Oxoid, UK) a L-cysteinu 0,25 g/l (Merck, DE). Nasledné byly vzorky
decimélné nafedény do hodnoty 10°. Viechny sledované skupiny mikroorganism( byly
stanovovany klasickymi kultivacnimi metodami podle standardnich postupl a norem.

4.2 Kultivace a stanoveni

Kultivace mikroorganism0 je proces, pri kterém probiha jejich mnozZeni v laboratornich
podminkach, v rlstovych médiich takzvané in vitro. Je potifebné jim poskytnout idealni
podminky, to znamend idealni teplotu, pH prostfedi, zdroj Zivin, aerobni ¢i anaerobni prostredi
a podobné. Vybérem rlznych kultivacnich podminek Ize vyselektovat dané spektrum
mikroorganism(, které ma vyrist. Casto byvaji vyuzivany selektivni kultivaéni pady, které
umoznuji rast vybrané skupiné mikroorganismu (Bursova et al. 2014).
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Tabulka €. 4: Kultivaéni médium, ¢as, metoda a podminky kultivace

Druh mikroorganismu Kultiva¢ni médium Cas Podminky Metoda
kultivace
Bacillus cereus Bacillus cereus agar base 24 h 30°C CSN EN ISO
(Oxoid,UK) (aerobné) 7932
Enterobacteriaceae Violet red bile glucose agar 24 h 37°C CSN 1SO 21528-
(Oxoid, UK) (aerobné) 2
Escherichia coli Tryptone Bile X- 24 h 37°C CSN 1SO 16649-
Glucuronide (Oxoid, UK) (aerobné) 2
Koaguldza pozitivni Baird-Parker agar base 24-48 h 37°C CSN EN ISO
stafylokoky a (Oxoid, UK) (aerobné) 6888-1
Staphylococcus aureus
Koliformni bakterie Violet red bile agar with 24 h 37 °C Preliti
lactose (Oxoid, UK) (aerobné)
Mezofilni aerobni Standard plate count agar 72 h 30°C Preliti
(Oxoid, UK) (aerobné)
Aerobni sporulujici Trypton-séjovy agar 24 h 30°C Preliti
(Oxoid, UK) (aerobné)
Clostridium spp. Cooked Meat Medium 48had8h 37°C PomnozZovaci
(Oxoid, UK), Wilkins— (anaerobné)
Chalgren Anaerobe Agar
(Oxoid, UK)
Salmonella spp. Rappaport-Vassiliadis 18 h,48 h, 24 37 °C CSN EN 1SO
(Oxoid, UK), Salmonella h (aerobné) 6579-1
Shigella (Oxoid, UK)

4.2.1 Bacillus cereus

Dle normy CSN EN 1SO 7932 (2005) byl pro izolovéni a stanoveni druhu Bacillus cereus
pripraven Bacillus cereus agar base (Oxoid, UK). Smés je sloZzend z 15 g/l agaru, 1 g/l peptonu,
mannitolu 10 g/I, chloridu sodného 2 g/I, siranu hore¢natého 0,1 g/I, hydrogenfosfore¢nanu
sodného 2,5 g/, dihydrogenfosforecnanu draselného 0,25 g/l, bromotymolové modré 0,12 g/I
a 10 g/| pyruvatu sodného. Prasek byl nasledné prenesen do zkumavky disledné promichan,
zkumavka vloZena do autokldvu a nechana v teploté 121 °C po dobu 15 minut. Nasledné bylo
médium ochlazeno na cca 45-50 °C a asepticky obohaceno o polymyxin a Zloutkovou emulzi,
zamichano a nalito do sterilnich Petriho misek.

Stanoveni tohoto vyznamného podminéného patogenu je zaloZené na duUkazu
lecitindzy na masopeptonovém agaru s vajecnym zloutkem. Selektivita a diagnostickd hodnota
je zvySena diky ptridani mannitolu a polymyxinu. Z prvniho fedéni byl na povrch tfi
pfipravenych ploten s obohacenym Bacillus cereus agarem prenesen 1 ml a rozetfen pomoci
sterilni mikrobiologické , hokejky”. Kultivace probihala 24 hodin v aerobnim prostredi pfri
teploté 30 °C. Konfirmace se provadi pomoci testu priikazu hemolyzy na agaru s ovci krvi. Byly
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vybrany typické kolonie, které se naockuji ov¢i krvi a inkubuje se 24 hodin pfi teploté 30 °C.
Vyhodnoti se hemolyticka reakce.

4.2.2 Enterobacteriaceae

Dle normy CSN 1SO 21528-2 (2018) byl jako selektivni médium pro celed
Enterobacteriaceae ptipraven Violet red bile glucose agar (Oxoid, UK). Tato smés je sloZena z
agaru 12 g/I, glukézu 10 g/l, peptonu 7 g/L, NaCl 5 g/, kvasni¢ného extraktu 3 g/l, Zlu¢ové soli
¢. 31,5 g/l, neutral red 0,03 g/l a crystal violet 0,002 g/I. Prasek byl pfeveden do zkumavky,
promichdan a nasledné byl roztok zahtat, aby doslo k Uplnému rozpusténi. Z prvniho fedéni byl
1 ml pfenesen na tfi pfipravené plotny s Violet red bile glucose agarem a rozetfen sterilni
mikrobiologickou , hokejkou“. Po utuhnuti byla Petriho miska otocena dnem vzh(ru. Kultivace
probihala za aerobnich podminek po 24 hodin pfi teploté 37 °C. Po ukonceni kultivace se
spocitaly typické ridZzovocervené Ci fialové kolonie na miskach.

4.2.3 Escherichia coli

Dle normy CSN ISO 16649-2 (2003) byl jako selektivni médium pro stanoveni druhu
Escherichia coli ptipraven Tryptone Bile X-Glucuronide (Oxoid, UK). Tato smés je sloZena z
agaru 15 g/l, tryptonu 20 g/l, ZluCové soli ¢.3 1,5 g/l a X-glukuronidu 0,075 g/I. Prasek je
pfeveden do zkumavky a sterilovan v autoklavu po dobu 15 minut pfi teploté 121 °C. Po
zchlazeni na cca 50 °C je toto médium rozlito do sterilnich Petriho misek. Z prvniho fedéni je
asepticky prenesen 1 ml na tfi pfipravené plotny s Tryptone Bile X-Glucuronide a rozetren
sterilni mikrobiologickou ,,hokejkou®. Kultivace probihala za aerobnich podminek po 24 hodin
pri teploté 37 °C. Za specifickou biochemickou reakci druhu Escherichia coli je povazovana
syntéza enzymu B-D-glukuronidaza, ktery je schopny Stépit X-B-D-glukuronid. Proto neni
vyzadovan konfirmacni test. Po ukonceni kultivace byly spocitdny modré kolonie.

4.2.4 Koagulaza pozitivni stafylokoky a Staphylococcus aureus

Dle normy CSN EN ISO 6888-1 (2022) byl jako selektivni médium pro selektivni
stanoveni koagulaza pozitivnich stafylokokl a rodu Staphylococcus aureus ptipraven Baird-
Parker agar base (Oxoid, UK). Tato smés je sloZzena z agaru 20 g/I, tryptonu 10 g/I, prasku ,,Lab-
Lemco” 5 g/, kvasni¢ného extraktu 1 g/l, pyruvatu sodného 10 g/I, glycinu 12 g/, chloridu
lithného 5 g/I. Prasek byl zahtat v destilované vodé, kvili lepSimu rozpusténi a nasledné
sterilovan v autoklavu po dobu 15 minut pfi teploté 121 °C. Nasledné byl roztok zchlazen na
50 °C, pridana Zloutkovd emulze a 3,5% teluri¢itan draselny, dobfe promichan a rozlit do
Petriho misek. Z prvniho fedéni byl asepticky pfeveden 1 ml na tfi pfipravené plotny s Baird-
Parker agarem a rozetfen sterilni mikrobiologickou ,hokejkou”. Nasledné byly naockované
plotny otoceny dnem vzhiru a aerobné kultivovany po dobu 24 az 48 hodin pfi 37 °C. Typické
kolonie maji ¢ernou ¢i Sedou barvu, jsou lesklé a vypouklé. Poté byl proveden koagulazovy
test. Koagulazova aktivita se testovala pomoci Staphylase test kit (Oxoid, UK). Pozitivnim
vysledkem by bylo shlukovani suspenzi testovanych bunék béhem michani.
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4.2.5 Koliformni bakterie

Dle nadvodu byl pripraven Violet red bile agar with lactose (Oxoid, UK) jako selektivni
médium pro izolaci a stanoveni koliformnich bakterii. Tato smés je sloZzena z agaru 15 g/I,
peptonu 7 g/l, NaCl 5 g/I, kvasni¢ného extraktu 3 g/l, laktozy 10 g/l, Zlu¢ovych soli 1,5 g/I,
Neutral red 0,03 g/l a Violet crystal 0,002 g/I. Sypkd smés se rozpusti v destilované vodé a par
sekund povati do rozpusténi, nesteriluje se v autoklavu. Ndsledné se roztok zchladi a rozléva
do Petriho misek. Z prvniho fedéni byl asepticky rozdélen 1 ml na tfi pfipravené plotny Violet
red bile with lactose agarem a rozetfen sterilni mikrobiologickou , hokejkou”. Nasledné byly
naockované plotny oto¢eny dnem vzh(iru a aerobné kultivovany po dobu 24 hodin pti 37 °C.
Pocitany byly typické kolonie majici fialovou nebo rlZzovou barvu s nafialovélym halem.

4.2.6 Mezofilni aerobni bakterie

Dle navodu byl pfipraven Standard plate count agar (Oxoid, UK). Jednotlivé slozky
(trypton 5 g/l, kvasni¢ny extrakt 2,5 g/l, glukdza 1 g/l, agar 9 g/l) se po zvazeni pfidavaji do
destilované vody, smés zahfivd aZz do rozpusténi. Nasledné je zkumavka sterilovana
v autoklavu po dobu 15 minut pfi teploté 121 °C. Z pfislusného redéni se 0,5 ml prevadi do
malé (6 mm) Petriho misky a zalivd Standard plate count agarem, promichd krouZivym
pohybem a nechdva ztuhnout pfi pokojové teploté. Po ztuhnuti se Petriho miska oto¢i dnem
vzhUru a kultivuje pfi aerobnich podminkach po dobu 72 hodin pfi 30 °C. Po skonceni kultivace
se spocitaji vSechny kolonie bez ohledu na barvu, velikost a tvar.

4.2.7 Aerobni sporulujici bakterie

Pro kultivaci béZnych aerobnich a fakultativné anaerobnich bakterii se vyuziva trypton-
séjovy agar (Oxoid, UK). Vtomto ptipadé byl vyuZit pro kultivaci aerobnich sporulujicich
bakterii. Dehydratovana smés pripravena vyrobcem je sloZzend z agaru 15 g/l, pankreatického
digestu kaseinu 15 g/l, peptonu ze séji 5 g/l, chloridu sodného 5 g/l. Smés se smicha
s destilovanou vodou a zahtiva do rozpusténi. Nasledné se zkumavky steriluji v autoklavu po
dobu 15 minut pfi teploté 121 °C. Vzorky byly pasterovany ve vodni lazni po dobu 10 minut pfi
teploté 85 °C pro inaktivaci vegetativnich forem bakterii. Z pfislusného redéni bylo 0,5 ml
prevedeno do sterilnich Petriho misek a zalito trypton-séjovym agarem, kultivovano pfi
aerobnich podminkach po dobu 24 hodin pfi teploté 30 °C. Pocitaji se vSechny kolonie.

4.2.8 Clostridium spp.

Pro rast a kultivaci anaerobnich organismu, zejména vsak rodu Clostridium je
vyznamny Cooked Meat Medium (Oxoid, UK). Smés je sloZzend ze srdecniho svalu 454 g/I,
peptonu 10 g/, prasku , Lab-Lemco” 10 g/I, chloridu sodného 5 g/l a glukdzy 2 g/I. Vse se navazi
do zkumavky, rozpusti v destilované vodé a steriluje v autokladvu po dobu 15 minut pfi teploté
121 °C a pomalu zchladi. Pro testovani antimikrobialni citlivosti anaerobnich organismi a
obecny rist se pouziva médium Wilkins—Chalgren Anaerobe Agar (Oxoid, UK). Smés se sklada
z tryptonu 10 g/l, Zelatinového peptonu 1 g/l, vytazku z kvasnic 5 g/l, glukézy 1 g/l, chloridu
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sodného 5 g/I, L-argininu 1 g/I, pyruvatu sodného 1 g/I, menadionu 0,0005 g/l a heminu 0,005
g/l. Smés se navazi, rozpusti v destilované vodé, rozdéli do penicilinek a steriluje v autoklavu
po dobu 15 minut pfi teploté 121 °C. Pro stanoveni rodu Clostridium se pouzivd pomnoZovaci
metoda. Mnozstvi 0,1 ml prvniho fedéni vzorku je inkubovano anaerobné v Cooked Meat
Medium (Oxoid, UK) po dobu 48 hodin pftiteploté 37 °Cv penicilinkach s CO, atmosférou. Poté
se vzorky ponechaji 14 dni pti pokojové teploté, kvili vytvoreni endospor. Nasledné jsou
pasterovany po dobu 10 minut pfi teploté 85 °C, naneseny na Petriho misky na Wilkins—
Chalgren Anaerobe Agar (Oxoid, UK) a kultivovany po dobu 48 hodin pfi 37 °C v anaerobni
atmosféfe AnaeroGen Plus (Oxoid, UK). Konfirmace kolonii, které narostly, byla provedena
pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie (Bruker Daltonics, DE) s vyuZitim MALDI
Biotyper MSP Identification Standard Method 1.1 a knihovny Bruker Taxonomy.

4.2.9 Salmonella spp.

Pro stanoveni pfitomnosti bakterii rodu Salmonella byla vyuZita metodika normy CSN
EN ISO 6579-1 (2020). Bujon Rappaport-Vassiliadis (Oxoid, UK) byl rehydratovan podle
navodu. Pro izolaci rodu Salmonella byl pfipraven agar Salmonella Shigella (Oxoid, UK). Smés
obsahuje agar 15 g/l, prasek ,Lab-Lemco” 5 g/I, pepton 5 g/I, laktézu 10, ZluCové soli 8,5 g/l,
citrat sodny 10 g/I, thiosiran sodny 8,5 g/I, citrat Zelezity 1 g/, brilantné zelenou 0,00033 g/l a
neutralni ¢ervenou 0,025 g/l. Smés byla navaZena a rozpusténa v destilované vodé, zahrata
tak aby se rozpustila, zchlazena a nalita do sterilnich Petriho misek. Navazilo se 25 g vzorku,
prevedeno do 225 ml pufrované peptonové vody, slouZici jako neselektivni pomnoZovaci
médium. Kultivace probihala po dobu 18 hodin pfi 37 °C. Poté bylo 0,1 ml vzorku pfeneseno
do semiselektivniho Rappaport-Vassiliadis (Oxoid, UK) bujénu a déle kultivovdano po dobu 48
hodin pfi teploté 37 °C. Nasledné byl vzorek natfen na selektivni Salmonella Shigella agar
(Oxoid, UK) a dale kultivovan 24 hodin pti 37 °C. V ptipadé vyskytu tvofi Salmonella spp. na
agaru svétlé kolonie s éernym stfedem. Tyto kolonie byly ddle pouzity pro konfirmacni
latexovy aglutinacni test (Oxoid, UK).

4.3 Identifikace pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Velmi pfesnou a rychlou metodou, kterou Ize aplikovat na identifikaci Sirokého spektra
mikroorganismu, jez je schopna rozlisit na rodovou, druhovou ale také az kmenovou uroven,
je MALDI-TOF MS (hmotnostni spektrometrie slaserovou desorpci a ionizaci v kombinaci
s detektorem doby lety neboli Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight
Mass Spectrometry). Diky takto presnym stanovenim muizZeme monitorovat patogenni
mikroorganismy v Zivotnim prostredi, v potravinach ¢i klinické diagnostice (Huong & Kopel
2014). V praktické casti této prace byl pro identifikaci narostlych mikroorganismi vyuzit
pristroj MALDI-TOF Autoflex Speed (Bruker Daltonik, DE) s vyuzitim MALDI Biotyper MSP
Identification Standard Method 1.1 a knihovny Bruker Taxonomy.
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MALDI-TOF MS je Setrnou spektrofotometrickou ioniza¢ni technikou umoziujici uréeni
celych kultivovanych bakterii ¢i surovych bakteridlnich extraktl na zdkladé analyzy bilkovin a
peptidl, nukleovych kyselin ¢i nizkomolekularnich anorganickych a organickych latek. Stejné
jako jiné typy hmotnostnich spektrometr( je sloZen ze tfi funkénich jednotek: zdroje pro
ionizaci a prenos iontl analytu do plynné faze, hmotnostniho analyzatoru pro separaci iontu
podle poméru hmotnosti a ndboje a detekcniho zafizeni pro monitoring ionttd (Biswas & Rolain
2013). Vyhodou této metody je, Ze je vyZzadovana jenom minimalni pfiprava, nebot je mozné
pfimé naneseni nakultivovanych bakterii na MALDI desticku, ktera je vyrobena z nerezové
oceli. Pro sprdvné stanoveni je dllezité vhodné zvolit koncentraci matrice a organickych
rozpoustédel. Matrice (nej¢astéji jsou vyuzivany smésné roztoky obsahujici acetonitril, aceton,
kyselinu mravendi ¢i trifluoroctovou, nebo vodu) ma za ucel ochranit analyt pred ptfimou
ionizaci laserem.

Pro naneseni vzorkd na MALDI desticku se vyuZivaji tfi metody:

a) ,Dried-droplet” — smés vzorku a matrice je nanesena spolecné, umoznuje
detekci vysokomolekularnich latek,
b) ,Two-layer” — nejprve je nanesena kapka smési matrice s rozpoustédlem a po
zaschnuti je navrstvena smés vzorku a matrice,
c) ,Bottom-layer” — nejdfive je nanesen rozpustény vzorek, po jeho zaschnuti je
nanesen stejny objem matrice (Vaidyanathan et al. 2002).
V praktické ¢asti této prace byla vyuZita metoda , Bottom layer”.

4.3.1 Priprava vzorka

Ptiprava vzork( pro MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii byla provedena na zakladé
protokolu dodaného od vyrobce. Do Cisté Eppendorfky bylo napipetovano 300 pl 70% roztoku
ethanolu, do kterého bylo sterilni klickou pfeneseno 5-10 mg sledovaného biologického
materialu a vSe bylo disledné promichdno. Nasledné byly vzorky centrifugovany ve vortexu
po dobu 3 minut pfi 14 000 otacek/minutu. Po ukonceni centrifugace byl vznikly supernatant
odstranén a usazeny pelet byl pfi laboratorni teploté nechdn do vyschnuti. Poté bylo k peletu
pfidano 30 pl 70% kyseliny mravencéi a 30 pl 100% acetonitrilu, smés byla pipetou
zhomogenizovana a nasledné opét 3 minuty centrifugovana. Vznikly supernatant byl
v mnoZstvi 1 pl nanesen na Cistou MALDI desticku MTP 384 Steel Polished TF Target (Bruker
Daltonics) a po zaschnuti byla nanesena MALDI matrice (kyselina a-kyano-4-
hydroxycinnamova rozpusténa v acetonitrilu, vodé a kyseliné trifluoroctové — 50:47,5:2,5)
také v mnoizstvi 1 ul. Po zaschnuti matrice byla provedena identifikace pomoci pfistroje
MALDI-TOF (Bruker Daltonics).

4.3.2 MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Po umisténi vzorku na jednotlivé spoty desticky, prekryti matrici a nasledném vysuseni
dojde na desticce k rychlé ko-krystalizaci v prostorovém poli. Desticka je nasledné vloZzena do
pfistroje. V ném je aplikovano laserové zareni na krystaly matrice, které absorbuji energii
(Biswas & Rolain 2013). Vyparovanim matrice s sebou bere i molekuly vzorku a dochazi
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k ionizaci molekul pomoci H* od matrice. K vysledné detekci doby letu iontl dochazi diky
tomu, Ze mezi desticku a vstupni Stérbinu analyzatoru TOF je aplikované extrakéni napéti,
pomoci kterého dochdzi k rozdéleni nabitych molekul ve vakuu podle jejich molekulové
hmotnosti v elektromagnetickém poli. Ve spektralnich kanalech jsou nasledné elektronicky
méfeny a prevddény na vysledné zobrazeni v hmotnostnich spektrech, kterd jsou specifickd
pro kazdy testovany mikroorganismus (Singhal et al. 2015). Poté se urcuje shoda s databazi
Bruker taxonomy pomoci software MALDI Biotyper RTC (Real Time Classification) a je tak
urcena identita sledovaného mikroorganismu podle tfid spolehlivosti.

Tabulka €. 5: Tridy spolehlivosti v MALDI Biotyper

Rozsah Charakteristika
2.00-3.00
1.70-1.99 Identifikace s nizkou mirou jistoty

4.4 Statistické vyhodnoceni

Ke statistickému vyhodnoceni byl vyuZit program Statistica (StatSoft, TIBCO Software).
Pro zjiSténi statisticky vyznamnych rozdilt vzork( mikrobiologického rozboru oproti kontrole

vV

hladinou vyznamnosti P = 0,05.
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5 Vysledky

5.1 Kultivacni stanoveni mikroorganismi

Podle vyse zminéné metodiky, byly po ukonceni kultivace stanoveny a zaznamenany

pocty kolonii mikroorganism(i ve vzorcich potemnika mouéného a cvrcka domaciho. Uvadéné
hodnoty jsou v jednotkach log KTJ/g a zndzornény v tabulkach ¢. 6 a 7.

Tabulka ¢. 6: Stanoveny pocet mikroorganismi po ukonceni kultivace v larvach
potemnika moucného uvedeny v log KTJ/g. Hodnoty jsou priméry tfi opakovani. Pfesné
hodnoty P jsou také v tabulce uvedeny.

Stanovovany Sparené Sparené P Zmrazené Zmrazené P
parametr (bez osetieni) (s (bez (s
mikrovinnym oSetfeni) | mikrovinnym
oSetifenim) osSetifenim)

Bacillus cereus 1,50 +£ 0,02 1,00 £ 0,00 - 1,00 * 0,00 1,00 + 0,00 -
Enterobacteriaceae 4,75 £ 0,01 <1,00 £ 0,00* | <0,01 | 5,85+ 0,01 1,30 £ 0,00* | <0,01
Escherichia coli <1,00 £ 0,00 <1,00 £ 0,00 - <1 0,00 <1,00 £ 0,00 -
Koaguldza pozitivni <1,00 + 0,00 <1,00 £ 0,00 - 1,43 +0,04 | <1,00+0,00* | <0,01
stafylokoky
Staphylococcus negativni negativni - negativni negativni -
aureus
Koliformni bakterie 4,77 £0,01 <1,00 + 0,00* | <0,01 | 4,80+0,01 1,33 +0,03* | <0,01
Mezofilni aerobni 6,81 £ 0,01 5,75+0,01* | <0,01 | 7,90+0,01 5,71+0,01* | <0,01
Aerobni sporulujici 3,57 £ 0,01 3,57 £ 0,02 0,77 5,79 £ 0,01 3,51 +0,03* | <0,01
Clostridium spp. negativni negativni - negativni negativni -
Salmonella spp. 0/25g 0/25g - 0/25g 0/25g -

* statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (bez o3etfeni)
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Tabulka €. 7: Stanoveny pocet mikroorganism( po ukonceni kultivace ve vzorcich
cvrcka domaciho uvedeny v log KTJ/g. Hodnoty jsou priméry tfi opakovani. Pfesné hodnoty P
jsou uvedeny v pravém sloupci.

Stanovovany Sparené Sparené P ZmraZené Zmraiené P
parametr (bez osetieni) | (s mikrovinnym (bez (s

oSetienim) oSetieni) mikrovinnym

oSetienim)

Bacillus cereus <1 + 0,00 1,00 % 0,00 - 3,63 0,03 1,00 £ 0,00 -
Enterobacteriaceae 1,48 + 0,02 <1,00 * 0,00* <0,01 4,71 +0,01 1,33 +0,03* <0,01
Escherichia coli <1,00% 0,00 <1,00 £ 0,00 - <1 + 0,00 <1,00 % 0,00 -
Koaguldza pozitivni 1,59 + 0,01 <1,00 * 0,00* <0,01 1,33 £ 0,03 <1,00 + 0,00* | <0,01
stafylokoky
Staphylococcus negativni negativni - negativni negativni -
aureus
Koliformni bakterie 3,59 0,01 <1,00 £ 0,00* <0,01 5,84 + 0,01 <1,00 £ 0,00* | <0,01
Mezofilni aerobni 5,76 0,01 5,73 £ 0,01* 0,02 7,9 £0,01 5,73 £ 0,01* <0,01
Aerobni sporulujici 4,61 0,02 3,53 £ 0,03* <0,01 5,72 £ 0,02 3,58 £ 0,01* <0,01
Clostridium spp. pozitivni negativni - negativni pozitivni -
Salmonella spp. 0/25¢g 0/25g - pozitivni 0/25¢g -

* statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole (bez osetfeni)
5.1.1 Bacillus cereus

Po ukonéeni kultivace byl nejvyssi narlst Bacillus cereus zaznamendn ve vsech vzorcich,
avsak z dlvodu naristu pres celou misku u vétsiny vzorkl nebylo moZno provést presné
vyhodnoceni. U takovychto vzorki je uvedena hodnota 1 log KTJ/g dle fedéni ve kterém se
narust vyskytl. Nejvyssi narlst byl zaznamendn ve vzorku cvréka domaciho oSetfeného pouze
zmrazenim, kde vyskyt ¢inil 3,63 + 0,03 log KTJ/g. Pocitatelny vyskyt byl zaznamenan také ve
vzorku potemnika osetfeného pouze metodou spareni, kde vyskyt ¢inil 1,5 + 0,02 log KTJ/g.

5.1.2 Enterobacteriaceae

Z tabulek ¢. 6 a 7, lze vidét, Ze mikrovinné oSetfeni ma statisticky vyznamny vliv na
mnozstvi bakterii z celedi Enterobacteriaceae (P <0,01). Bakterie této celedi byly zaznamenany
ve vzorcich potemnik( osetfenych pouze spafenim (4,75 + 0,01 log KTJ/g), u vzorku spafeného
a mikrovinné osetfeného se zadné kolonie neprokazaly. Podobné tak ve vzorcich oSetfenych
pouze zmrazenim byly hodnoty vyssi (5,85 + 0,01 log KTJ/g) nez u vzork( zmraZzenych a
oSetfenych mikrovinné (1,3 + 0 log KTJ/g). Ve vzorcich cvrékd osetfenych pouze spafenim se
vyskytovalo 1,48 + 0,02 log KTJ/g, u spafenych a mikrovinné osetfenych se kolonie
neprokazaly, u vzorkl zmrazenych bez oSetteni se vyskytovalo 4,71 + 0,01 log KTJ/g a u vzork(
se mikrovinnym osetfenim 1,33 + 0,03 log KTJ/g.
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5.1.3 Escherichia coli

Po ukonceni kultivace u vzorkl jak potemnika, tak cvrcka nebyly zaznamenany kolonie
Escherichia coli, nebot nebyl prekrocen limit detekce (1 log KTJ/g).

5.1.4 Koagulaza pozitivni stafylokoky a Staphylococcus aureus

Provedenim kultivace a koaguldzového testu nebyla u Zadného ze vzork( potemnikl a
cvrckl zjisténa pritomnost bakterii rodu Staphylococcus aureus. Na rozdil od skupiny
koagulaza pozitivnich stafylokokd, jejichZ pfitomnost byla zjisténa u vzork( pouze zmraZzenych
potemnik( (1,43 + 0,04 log KTJ/g), pouze sparenych cvrékd (1,59 + 0,01 log KTJ/g) a pouze
zmrazenych cvrékl (1,33 £ 0,03 log KTJ/g). U vsech vzorkd, které byly oSetfeny mikrovinné se
nevyskytovaly vliibec, nebo nebyl prekrocen limit detekce (1 log KTJ/g).

5.1.5 Koliformni bakterie

Pritomnost koliformnich bakterii byla zjisténa u vSech vzork(, které nebyly mikrovinné
oSetfeny. V pripadé vzork( pouze sparenych potemnikl se jednalo o hodnotu 4,77 + 0,01 log
KTJ/g, pouze zmrazenych 4,8 + 0,01 log KTJ/g, ale také zmrazenych a mikrovinné oSetfenych
1,33 £ 0,03 log KTJ/g. U vzorkud cvrcka byly zjistény nasledujici hodnoty: pouze spafené 3,59 +
0,01 log KTJ/g, pouze zmrazené 5,84 = 0,01 log KTJ/g. Cvrcci vzorky osetfené mikrovinné
nevykazovaly pritomnost koliformnich bakterii. Zaroven byly zjiStény také statisticky
vyznamné rozdily mezi porovnavanymi skupinami (P <0,05).

5.1.6 Mezofilni aerobni bakterie

Pritomnost mezofilnich aerobnich bakterii byla zjisténa ve vSech vzorcich potemnik( i
cvrékd. U vzork( potemnik(l se hodnoty pohybovaly v rozmezi 5,71 + 0,01 log KT)/g az 7,9 +
0,01 log KTJ/g a zaroven byly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi porovnavanymi
skupinami (P <0,05). U vzorku cvrckd byly hodnoty stanoveny v rozmezi 5,73 + 0,01 log KTJ/g
az 7,9 + 0,01 log KTJ/g, také byly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi porovnavanymi
skupinami (P <0,05).

5.1.7 Aerobni sporulujici bakterie

Pfitomnost aerobnich sporulujicich bakterii byla také zjisténa ve vsSech vzorcich
potemnikd a cvrcékd. U vzorkd potemnikl se hodnoty pohybovaly v rozmezi 3,51 + 0,03 log
KTJ)/g az 5,79 = 0,01 log KTJ/g, byly zjistény také statisticky vyznamné rozdily mezi
porovndavanymi skupinami (P <0,05), s vyjimkou vzorkud spatrenych, kde hodnota P ¢inila 0,77.
U vzorkl cvrékd byly stanoveny hodnoty v rozmezi 3,53 + 0,03 log KTJ/g az 5,72 + 0,02 log
KTJ/g, také byly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi porovnavanymi skupinami (P <0,05).

35



5.1.8 Clostridium spp.

Po ukonceni kultivace byly narostlé kolonie identifikovany pomoci MALDI-TOF
hmotnostni spektrometrie podle vySe popsané metodiky. Pozitivni byly vzorky zmrazenych a
mikrovinné oSetfenych cvrékl a pouze spafenych cvrck(l. S vysokou mirou jistoty byl
identifikovan rod Clostridium drakei, s nizkou mirou jistoty pak Clostridium sphenoides.

Tabulka €. 8: Bakterialni druhy a jejich identifikaéni skére, stanoveno pomoci MALDI-
TOF, hmotnostni spektrometrie

Vzorek Identifikovany druh Skore

Acheta domesticus (jen 1.49
spareny) '

Acheta domesticus (jen

. Clostridium sphenoides 1,70
spareny)

Acheta domesticus
(zmrazeny s mikrovinnym
osetrenim)

2,21

5.1.9 Salmonella spp.

Po ukonéeni kultivace na SS agaru byly svétlé kolonie s éernym stfedem, které vizudlné
pfipominaly kolonie salmonel, odebrany a byl proveden aglutinacni test. Vzorek cvrckd
oSetfenych pouze zmrazenim jako jediny vykdzal srazeninu, a tedy pozitivitu na pfitomnost
bakterii rodu Salmonella.
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6 Diskuse

6.1 Bacillus cereus

Bacillus cereus je grampozitivni aerobni sporotvornd bakterie, kterou Ize bézné nalézt
v plidé, na zelening, ale také v mnoha syrovych a zpracovanych potravinach. Jak uvadi
Grabowski & Klein (2017b), je Bacillus cereus klasickym patogenem, ktery mize zplsobovat
otravy jidlem pfi obsahu > 6 log KTJ/g. Jeho nékteré kmeny mohou produkovat toxiny, které
zpUsobuji dva typy onemocnéni. Prvni a znaméjsi je charakterizovano bolesti bricha a
nekrvavymi prajmy, které ma inkubacni dobu 4 az 16 hodin po poziti, se symptomy, které
pretrvavaji az 24 hodin. Druhé je charakterizované akutnim zachvatem nevolnosti a
zvracenim, které nastavd béhem 1 az 5 hodin po konzumaci (Tallent et al. 2021). Na druhou
stranu ne vSechny kmeny jsou patogenni. Bacillus cereus je také velmi odolny, vysoce
termorezistentni a mlze prezivat i pasteracni metody, zaleZi tedy do znacné miry na kombinaci
teploty a Casu.

Studie Fasolato et al. (2018) stanovila nejvy$si obsah B. cereus ve vzorcich krtonozek
v mnoizstvi 6,6 log KTJ/g, u vzorkll bource byl median nizsi nez 4 log KTJ/g. Ackoliv neni
stanovena Z4adna regulace na mikrobiologicka kritéria, je podle téchto autorl mnozstvi 5 log
KTJ/g B. cereus povazovano za bezpecnou prahovou hodnotu. Tato hodnota je vsak znacné
vySSi nez hodnota, kterou za bezpecnou stanovila EFSA. EFSA vyZzaduje obsah B. cereus v
mrazZenych a susenych potemnicich a cvrécich méné nez 2 log KTJ/g (Turck et al. 2021a,
2021b).

V praktické ¢dsti této prace byl po ukonceni kultivace nejvyssi narlst zaznamenan ve
vzorku cvrcka domaciho oSetfeného pouze zmraZzenim, kde hodnota ¢inila 3,63 + 0,03 log
KTJ/g. Vyssi vyskyt byl zaznamendn také u vzorku potemnika osetfeného pouze metodou
spareni, kde vyskyt ¢inil 1,5 + 0,02 log KTJ/g. VSechny ostatni vzorky nepresahly limit detekce
metody (1 log KTJ/g). Da se tak predpokladat, Ze mikrovinné oSetfeni miZe mit na pocet
bakterii rodu Bacillus vliv. Ackoliv nebyla prekrocena hodnota 5 log KTJ/g, hodnota stanovena
EFSA byla prekrocena ve dvou ptipadech. Vzorky hmyzu analyzované v této praci tak (s
vyjimkou dvou pfipadu) Ize povaZzovat z hlediska rizika nakazy B. cereus za bezpecné.

6.2 Enterobacteriaceae

Celed Enterobacteriaceae je rodové a druhové bohatd skupina zahrnujici zndmé
patogenni rody Salmonella, Shigella, Yersinia Ci Escherichia coli (patogenni jsou jen nékteré
kmeny). Jedna se vSak predevsim o gramnegativni, fakultativné anaerobni tyCinky, z vétsiny se
vyskytujici v travicim traktu obratlovcl v podobé prirozeného mikrobiomu. Jejich pfitomnost
tedy muazZe znacit fekalni znecisténi (Feng et al. 2020). Jako doporucené mikrobiologické
kritérium vychazejici z dtive platnych evropskych predpist Ize povaZzovat limitni hodnotu 2 log
KTJ/g (European Commission 2005).
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Studie Stoops et al. (2016) sledovala vyskyt rlznych druht mikroorganismi v Cerstvych
vzorcich potemnik( a cvrékl. Vysledek sledovani byl u obou skupin jedlého hmyzu podobnych
a nachazel se vrozmezi 6,8-7,6 log KTJ/g. Tedy wvyrazné nad limitni hodnotou
mikrobiologickych kritérii. Takovéto hodnoty mohou ukazovat na zneciSténi pochazeji
z prostfedi chovu a mohou byt potencialnim rizikem pfi konzumaci. Na druhou stranu je nutné
zminit, Ze v tomto pfipadé nebyla provedena Zadna tepelnd Uprava, kterd by pfispéla k redukci
mikrobialni zatéze.

Studie Klunder et al. (2012) porovnavala mikrobiologickou kvalitu vzork( potemnik( a
cvrckl v zavislosti na tepelné uUpravé. U cerstvého vzorku potemnika bylo mnoZstvi
Enterobacteriaceae stanoveno 6,8 log KTJ/g, u varenych vzorku jiz bylo pod hranici detekce. U
Cerstvych vzorkd cvréka bylo stanoveno 4,2 log KTJ/g a u varenych pod hranici detekce. Lze
tedy konstatovat, Ze tepelnd Uprava ma vliv na obsah mikrobt v jedlém hmyzu.

V praktické ¢asti této prace bylo také zjiSténo, Zze mikrovinné oSetfeni ma statisticky
vyznamny vliv na mnozstvi bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae. Bakterie této Celedi byly
zaznamenany ve vzorcich potemnik( oSetfenych pouze sparenim (4,75 £ 0,01 log KTJ/g), tyto
hodnoty by tedy neodpovidaly doporu¢enému mikrobiologickému kritériu. U vzorku
potemnik( spafenych a mikrovinné oSetfenych se zadné kolonie neprokazaly. Podobné tak ve
vzorcich potemnik( osetfenych pouze zmrazenim byly hodnoty vyssi (5,85 + 0,01 log KTJ/g) a
opét by tedy mikrobiologickym kritériim neodpovidaly, nez u vzorkd zmraZenych a oSetfenych
mikrovinné (1,3 + 0 log KTJ/g), které jsou v limitu. Ve vzorcich cvrckd osetfenych pouze
sparenim se vyskytovalo 1,48 + 0,02 log KTJ/g, u sparenych a mikrovinné osetrenych se kolonie
neprokazaly, ¢imZ oba zpUsoby osetreni splnuji limit. U vzorkd cvrékl zmrazenych bez osetreni
se vyskytovalo 4,71 + 0,01 log KTJ/g, tedy mnozstvi prekracujici mikrobiologické kritérium a u
vzorkll s mikrovinnym osetfenim 1,33 + 0,03 log KTJ/g. EFSA vyZaduje obsah rodu
Enterobacteriaceae ve vzorcich mrazenych a susenych potemnik( a cvrékl méné nez 2 log
KTJ/g (Turck et al. 2021a, 2021b). Vysledky této prace toto mnozstvi prekracuji.

Vliv spafeni a mikrovinného oSetfeni na mnozstvi bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae ve
vzorcich potemnikl sledovala také studie Vandeweyer et al. (2017). Vzorky bez oSetfeni mély
nejvyssi hodnoty (7,4 + 0,4 log KTJ/g), viechny ostatni vzorky, které byly tepelné osetfeny
sparenim a zaroven mikrovinné mély hodnoty pod hranici detekce (1 log KTJ/g). Tyto vysledky
odpovidaji hypotéze, Ze tepelné osSetfeni ma vliv na mikrobidlni kontaminaci jedlého hmyzu.

6.3 Escherichia coli a koliformni bakterie

Jak jiz bylo zminéno vyse, Escherichia coli se fadi do ¢eledi Enterobacteriaceae. Jedna se
tedy o gramnegativni, fakultativné anaerobni nesporulujici bakterii. Stejné jako ostatni
bakterie z této Celedi patfi mezi béZnou soucdst stfevniho mikrobiomu a jeji pfitomnost je tedy
indikaci fekalniho znedisténi. Existuji kmeny, které jsou pro Clovéka prospésné, ale i
oportunitné patogenni kmeny, které mohou zpUlsobovat infekce u oslabenych jedinc(, ale
také patogenni, které zplsobuji gastrointestinalni onemocnéni (Feng et al. 2020).
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Studie Grabowski & Klein (2017c) sledovala vyskyt mikrobidlni zatéZze u mnoha druh(
jedlého hmyzu (Acheta domesticus, Gryllus assimilis, Gryllus bimaculatus, Locusta migratoria,
Blabtica dubia, Galleria mellonella, Chilecomadia moorei, Pachnoda marginata, Tenebrio
molitor). Hmyz byl usmrcen zmrazenim, adnd dalsi tepelna Gprava nebyla provedena. Zadny
ze vzork( nebyl pozitivni na obsah Escherichia coli.

S témito vysledky koresponduji i vysledky praktické ¢asti této prace, nebot po ukonceni
kultivace u vzorkd jak potemnika, tak cvréka nebyly zaznamendny bakterie rodu Escherichia
coli bud vibec, nebo nebyl pfesazen limit detekce (1 log KTJ/g). Tyto vysledky spliuji
pozadavky, které EFSA vyZzaduje na obsah Escherichia coli ve vzorcich mrazenych a susenych
potemnik( a cvrckl a které by mély byt méné nez <1,7 log KTJ/g (Turck et al. 2021a, 2021b).

Skupina koliformnich bakterii také patfi do Celedi Enterobacteriaceae. Jejich pritomnost
v potravinach vétsinou indikuje Spatnou hygienickou kvalitu. V praktické ¢asti této prace byla
pritomnost skupiny koliformnich bakterii byla zjiSténa u vSech vzorkd, které nebyly mikrovinné
oSetreny. Stanovené hodnoty se pohybovaly v rozmezi 1,33 + 0,03 log KTJ/g az 5,84 + 0,01 log
KTJ/g. Zaroven byly zjistény také statisticky vyznamné rozdily mezi porovnavanymi skupinami
(P <0,05). Studie Nyangena et al. (2020) zminuje, Ze u vzorku jedlého tepelné neupraveného
hmyzu, byla zjisténa pritomnost koliformnich bakterii (Escherichia coli, Klebsiella a
Enterobacter spp.). Studie Banjo et al. (2006) sledovala mikrobiologickou kvalitu u Oryctes
monocerus. Pocty koliformnich bakterii na povrchu téla jedlého hmyzu byly stanoveny na 5,84
log KTJ/g, ve vnitfnostech pak 6,08 log KTJ/g. Tyto vysledky jsou srovnatelné s vysledky
ziskanymi v praktické ¢asti této prace.

6.4 Koagulaza pozitivni stafylokoky a Staphylococcus aureus

Rod Staphylococcus se déli v zavislosti na schopnosti koagulovat plasmu pomoci
plasmokoagulazového testu na koagulaza pozitivni (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
intermedius) a koaguldza negativni (Staphylococcus epidermidis, S. saprophyticus, S.
haemolyticus). Jedna se o grampozitivni, aerobni a fakultativné anaerobni nesporulujici
bakterie. S. aureus je vysoce citlivy na tepelné zpracovani a témér vsechny dezinfekéni
prostiedky. Pfitomnost tohoto rodu nebo jeho enterotoxin(i v potravinach je tedy obecné
znamkou Spatné hygieny. Ackoliv je soucasti normalniho mikrobiomu kize ¢i sliznic ¢lovéka,
mUZe zpUsobovat tézké alimentarni otravy (Tallent et al. 2019).

Studie Fasolato et al. (2018), ktera sledovala mikrobidlni bezpecnost u vzork(
potemnikd, cvrckd, krtonozek a bourcd morusovych uvadi, Ze ani jeden z testovanych vzorka
nebyl pozitivni na pfitomnost S. aureus.

Na druhou stranu studie Garofalo et al. (2017) sledovala mikrobidlni bezpecnost u
vzorkd jedlého hmyzu, ktery byl vareny a suseny, jednalo se o cvrcky a prasek z nich, cela
sarancata a celé larvy potemnikd. Ve vSech zminénych vzorcich byl detekovan rod
Staphylococcus.

V praktické Casti této prace byla provedena kultivace a koagulazovy test. U Zadného
vzorku potemnikd a cvrckG nebyla zjisténa pfitomnost Staphylococcus aureus, coz spliuje
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mikrobiologicka kritéria, podle kterych nesmi byt S. aureus zjistén v1 g ¢i 1 ml vzorku. Na
druhou stranu skupina koaguldza pozitivnich stafylokokU byla stanovena u nékterych vzork.
Jednalo se o vzorky pouze zmraZenych potemnikd (1,43 + 0,04 log KTJ/g), pouze spafenych
cvrckd (1,59 + 0,01 log KTJ/g) a pouze zmraZenych cvrckd (1,33 + 0,03 log KTJ/g). U vSech
vzorku, které byly oSetfeny mikrovinné se nevyskytovaly vibec, nebo nebyl pfesazen limit
detekce (1 log KTJ/g). EFSA vyZaduje obsah skupiny koagulaza pozitivnich stafylokokl ve
vzorcich mraZenych a susenych potemnik( a cvrckl méné neZ 2 log KTJ/g (Turck et al. 2021a,
2021b). Vysledky této prace tyto hodnoty prekracuji pouze v nékolika pripadech.

6.5 Mezofilni aerobni bakterie

V praktické ¢asti této prace byl kmen mezofilnich aerobnich bakterii zjistén ve vSech
vzorcich potemnikl i cvrékd. Hodnoty se pohybovaly v rozmezi 5,71 + 0,01 log KT)/g a7 7,9
0,01 log KTJ/g a zaroven byly stanoveny statisticky vyznamné rozdily mezi porovnavanymi
skupinami (P <0,05). U vSech vzork( nebyla splnéna doporuéend mikrobiologicka kritéria. Ta
pro mezofilni aerobni bakterie ¢ini 5 log KTJ/g ¢i ml vyrobku. Avsak u vSech vzorkd, které byly
mikrovinné oSetfeny, byly hodnoty statisticky vyznamné nizsi oproti skupinam, které toto
oSetfeni nepodstoupily.

Tyto vysledky odpovidaji vysledkim v odborné literature. Studie Vandeweyer et al.
(2017) sledovala vliv spafeni a nasledného mikrovinného oSetfeni na vzorky potemnika.
stanoveny u vzorkd, které byly spareny a nasledné 16 ¢i 20 minut mikrovinné osetreny (1,3 +
0,2 log KTJ/g).

Tyto vysledky podporuji také vysledky studie Klunder et al. (2012), kterd sledovala vliv
tepelného osetfeni na mikrobiologickou kvalitu vzorkd potemnik( a cvrck(. Vzorky Cerstvého
jedlého hmyzu obsahovaly vyrazné vyssi mnozstvi (potemnici 7,7 log KTJ/g, cvréci 7,2 log
KTJ/g), nez vzorky tepelné opracované. Zaroven tyto hodnoty také nespliuji doporucend
mikrobiologicka kritéria. Vzorky vareného i peceného potemnika obsahovaly jiz pouze 1,7 log
KTJ/g. Podobné jako vzorky varenych (1,7 log KTJ/g) a restovanych (2,7 log KTJ/g) cvrcka.

Podobné vysoké hodnoty mikrobiologické kontaminace vzorkd cerstvych potemnik(
potvrzuje také studie Osimani et al. (2018). Celkové pocty mezofilnich aerobu se pohybovaly
mezi 5,5+ 0,2 log KTJ/g az 8,7 + 0,1 log KTJ/g.

Vliv tepelné uUpravy na mnozstvi mikrobidlni kontaminace skupinou mezofilnich
aerobnich bakterii potvrzuje také studie Garofalo et al. (2017). Tato studie zkoumala vzorky
cvrck, sarancat a potemnikd, které byly varené a susené. Nejvyssi hodnota byla stanovena ve
vzorku cvrcééi mouky (4,80 + 0,06 log KTJ/g), dale celych cvrcki (4,50 £ 0,11 log KTJ/g), sarancat
(2,43 £ 0,12 log KTJ/g) a nejméné ve vzorcich larev potemnika (<2 log KTJ/g). Zaroven tyto
hodnoty spliuji doporu¢ena mikrobiologicka kritéria.
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6.6 Aerobni sporulujici bakterie

Sporulujici bakterie jsou obecné spojené s pfitomnosti v pudé ¢i jako soucast
prachovych ¢astic. Jejich pfitomnost v potravindch mlzZe predstavovat zdvainy problém,
nebot jsou schopné produkovat endospory, které jsou zna¢né odolné vici riznym zpGsoblm
eliminace (teplo, dehydratace, radiaéni zafeni ¢i chemikadlie). Pokud je potravina nedostatecné
tepelné upravena, nasledné chlazena a skladovana, mohou tyto spory vykli¢it a mnozit se.
Jedly hmyz muzZe byt kontaminovan sporulujicimi bakteriemi z pldy, prostiedi chovu ¢i krmiva
(Garofalo et al. 2019).

Studie Osimani et al. (2018), ktera zkoumala vzorky cerstvych potemnikd, stanovila
mnozstvi sporulujicich bakterii v rozmezi 3,0 + 0,1 log KTJ/g az 3,7 £ 0,2 log KTJ/g.

Podobné vysledky byly ziskany v praktické ¢asti této prace, kdyz byl kmen aerobnich
sporulujicich bakterii zjiStén ve vSech vzorcich potemnik( a cvrck(l. Stanovené hodnoty se
pohybovaly v rozmezi 3,51 + 0,03 log KTJ/g az 5,79 + 0,01 log KTJ/g. Byly urceny také statisticky
vyznamné rozdily mezi porovndvanymi skupinami (P <0,05), s vyjimkou vzork( sparenych
potemnikd (P = 0,77). Z téchto vysledkl Ize pozorovat, Ze provedené mikrovinné oSetfeni ma
vliv na obsah spor predevsim u zmraZenych vzork(, nebot u spafenych doslo k inaktivaci ¢asti
sporulujicich jiz pfi procesu spareni. Na rezistentni spory poté provedené mikrovinné osetreni
jiz nemélo vyznamny vliv. Tyto vysledky podporuje také studie Vandeweyer et al. (2017), ktera
stanovila obsah aerobnich sporulujicich mikroorganismi ve vzorcich potemnikli po
provedeném blansirovani na 1,4 + 0,2 log KTJ/g. Po nasledném mikrovinném osetteni, které
trvalo 20 minut byla hodnota stejna.

Vliv tepelné Upravy na mnozstvi sporulujicich bakterii zkoumala také studie Klunder et
al. (2012). Ve vzorcich Cerstvych potemnikl (2,1 log KTJ/g) a cvrékd (3,6 log KTJ/g) bylo zjisténo
vysSi mnozstvi nez u vzork( varenych (<1 log KTJ/g) a pecenych potemnik( (1,6 log KTJ/g) a
vafenych a restovanych cvrck( (oba zplsoby tepelné dpravy 1,5 log KTJ/g). Lze tedy
predpokladat, Ze tepelnd Uprava ma jisty vliv na mnozstvi sporulujicich bakterii ve vzorcich
jedlého hmyzu.

6.7 Clostridium spp.

Clostridium spp. je velky heterogenni bakteridlni rod, jehoz zastupci jsou grampozitivni,
mezofilni, anaerobni a sporulujici. PfestoZe je jednim z nejvice zastoupenych rodd v lidském
stfevnim mikrobiomu, zaroven se néktefi zastupci tohoto rodu radi také k vyznamnym lidskym
se produkci neurotoxinu botulinu, ktery zplsobuje botulismus (Alou et al. 2018). Toto
onemocnéni, ackoliv je vzacné, ma velmi vysokou mortalitu. C. botulinum je Siroce rozsifené
v plidé, sedimentech oceanu ¢i jezer, odkud mohou nasledné byt kontaminovany ryby ¢i jiné
morské plody. Na druhou stranu i kdyz potravina mize obsahovat C. botulinum, nemusi nutné
také zpUsobit botulismus. Pokud bakterie nemaji vhodné podminky k ristu, neprodukuji
toxiny (Solomon & Timothy Lilly 2001).
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Studie Garofalo et al. (2017) detekovala pfitomnost Clostridium spp. u vSech vzork(
s vyjimkou sarancat. Jednalo se o vzorky cvrckll a prasek z nich a celé larvy potemnikd.
Pfitomnost klostridii ve vzorcich potemnik(l potvrzuje také studie Stoops et al. (2016), ¢i ve
vzorcich chroust( studie Egert et al. (2005).

V praktické casti této prace byl rod Clostridium identifikovan pomoci MALDI-TOF
hmotnostni spektrometrie ve tfech pripadech. Byla zjisténa pozitivni prfitomnost klostridii ve
vzorcich cvrckd, konkrétné se jednalo o Clostridium drakei (zmrazené a mikrovinné osetrené)
a Clostridium sphenoides (jen sparené), ktery ale kvuli nizkému skére identifikace (<2,00) nelze
bezpecné identifikovat na uUroven druhu. EFSA stanovila limitni hodnotu Clostridium
perfringens v 1 g vzorkl mraZzenych a susenych potemnikl a cvrékd 1 log KTJ/g (Turck et al.
20214, 2021b), coz vysledky této prace spliuji, nebot Clostridium perfringens nebyl v praktické
Casti této prace detekovan v zadném vzorku. Pfitomnost klostridii v mikrovinné oSetfenych
zamrazenych vzorcich ale znadi, Ze je tfeba vénovat této sporulujici bakterii i nadale pozornost
v souvislosti s jedlym hmyzem.

6.8 Salmonella spp.

V praktické ¢asti této prace byly po ukonceni kultivace na SS agaru svétlé kolonie
s ¢ernym stfedem, které vizudlné pripominaly kolonie salmonel, odebrany a byl proveden
aglutinacéni test. Vzorek cvrékd oSetifenych pouze zmrazenim jako jediny vykazal sraZzeninu, a
tedy pozitivitu na pfitomnost bakterii rodu Salmonella coi je v nesouladu s platnymi
mikrobiologickymi kritérii, podle kterych nesmi byt pfitomna ve 25 g ¢i 25 ml vyrobku. Také
EFSA stanovila, Ze Salmonella spp. nesmi byt pfitomna ve 25 g mrazenych a suSenych
potemnikd a cvrékd (Turck et al. 2021a, 2021b).

S témito vysledky také nejsou v souladu vysledky z odborné literatury. Ve vysledcich studii
nebyla pfitomnost bakterii rodu Salmonella potvrzena ani u jednoho z testovanych vzork(
(Yoo et al. 2013; Garofalo et al. 2017; Osimani et al. 2018).

Na druhou stranu studie De Smet et al. (2021) sledovala vyskyt rodu Salmonella u rodu
jedlého hmyzu Hermetia illucens, kterému bylo predkldddno krmivo kontaminované
salmonelami. Tato kontaminace se nasledné projevila i ve vzorcich jedlého hmyzu. Z tohoto
dlvodu je tedy dllezité dbat i na mikrobiologickou bezpecnost predklddaného krmiva
chovanému jedlému hmyzu. Podobné vysledky potvrdila studie Wynants et al. (2019), ve které
bylo predkladano kontaminované krmivo potemnikim. Ackoliv se jedna o patogenni bakterii,
na chov jedlého hmyzu, jeho vyvoj a vahovy pfirlstek nema jeji pfitomnost pozorovatelny vliv.
Na druhou stranu salmonely zUstavaji pfitomné ve vzorcich jedlého hmyzu az po sedm dni po
podani kontaminovaného krmiva. Z tohoto divodu je doporucéené provadét tepelnou Upravu
pred pfimou konzumaci.

6.9 Viiv tepelného opracovdni na hygienickou kvalitu

V praktické Casti této prace byl sledovan vliv tepelné Upravy na mikrobiologickou kvalitu
larev potemnikd a dospélcti cvrcki. Byly porovnavdany vzorky pouze spafené a pouze zmrazené
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se vzorky, které navic prodélaly mikrovinné oSetfeni. U vSech vzork(l byl prokdzdan statisticky
vyznamny vliv mikrovinného oSetfeni na sledované parametry, svyjimkou kategorie
aerobnich sporulujicich bakterii u vzorkd potemnikli usmrcenych spafenim. Ztoho lze
usuzovat, Ze spafeni Cast spor inaktivovalo a mikrovinné oSetfeni na zbylé spory nemélo vliv.
Druhou skupinou byly vzorky pouze zmraZzené, které byly porovnavany se vzorky, které navic
prodélaly také mikrovinné osetreni. U vSech testovanych mikrobiologickych ukazatel(i, véetné
kategorie aerobnich sporulujicich, byl prokazan vyznamny vliv mikrovinného osetreni.

Studie Vandeweyer et al. (2017) sledovala efekt blansirovani a nasledného
mikrovinného oSetteni u vzorku larev potemnik(. Vysledkem bylo, Ze samotné blansirovani ¢i
blansirovani s naslednym mikrovinnym susenim ma podobny efekt jako pasterace, tedy Ze
usmrti vegetativni buriky, avsak nikoliv spory. Studie Vandeweyer et al. (2018) pak také
sledovala vyskyt mikroorganismd u mrazenych cvrcka. Celkové pocty byly stanoveny na 2,2 +
0,1 log KTJ/g, Enterobacteriaceae na méné nez 1 log KTJ/g a sporulujici bakterie na 2,2 log
KTJ/g, coZ jsou hodnoty nizsi, nez které byly zjistény v praktické ¢asti této prace.

Studie Caparros Megido et al. (2018) zkoumala razné typy tepelné dpravy potemnik( a
jejich vliv na hygienickou kvalitu. Bylo zjisténo, Ze nejucinnéjsi technikou ke snizeni mikrobialni
zatéze bylo vareni a vareni ve vakuu. Nevyhodou vSak muZe byt velmi mékka a Stavnata
struktura, nebot konzumenty je preferovana kfupavost. Kfupavé struktury a velmi ucinného
snizeni mikrobidlni zatézZe lze dosdhnout smazenim, nevyhodou vsak je vyssi obsah lipidu. Jako
malo Ucinné se ukazalo peceni v troubé, at jiZz po dobu 15 ¢i 30 minut. Studie Mancini et al.
(2019), ktera sledovala vyskyt Listeria monocytogenes u vzorkd potemnik( vsak tyto vysledky
zcela nepotvrzuje. V provedené studii byly larvy potemnika chovany na substratu infikovaném
listerii. Byl zkouman vliv promyvaci procedury, ktera koncentrace listerii pfiliS neovlivnila, na
rozdil od vylacnéni, které snizilo jejich koncentraci. AvSak jako nejvice U¢inna se ukazalo peceni
v troubé pfi teploté 150° po dobu deseti minut, které inaktivovalo veskeré buriky listerii.
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7 Zaveér

Jedly hmyz, pattici do skupiny takzvanych ,Novel foods”, ma zajisté celou fadu pozitivnich
i negativnich faktor(. Mezi pozitivni patfi kvalitni vyZivové hodnoty diky vysokému obsahu
proteinl, nenasycenych mastnych kyselin, vitamind, mineralnich latek ¢i vlakniny. Na druhou
stranu existuji i urcitd rizika spojend sjeho konzumaci, mezi kterd lze zaradit i
mikrobiologickou kvalitu. V praktické c¢asti této diplomové prace bylo zkoumano mnoizstvi a
diverzita mikroorganismi obsaZenych v nejcastéji vyuZivanych druzich jedlého hmyzu,
konkrétné v larvach potemnika moucného (Tenebrio molitor) a dospélcich cvr¢ka domaciho
(Acheta domesticus) pti riznych zplsobech tepelného opracovani se zvlastnim zietelem na
mikrovinné oSetreni.

Z vysledkli provedenych pokusli mizeme potvrdit, Ze cile prace, tedy identifikace a
stanoveni poctu mikroorganism(, byly splnény. Na druhou stranu hypotéza, Ze zjisténé pocty
mikroorganismu budou splfiovat hygienické limity pro Zivocisné produkty nebyla potvrzena.
Ackoliv doporucend mikrobiologicka kritéria pro skupiny mikroorganismd Salmonella spp.,
mezofilni aerobni bakterie a Enterobacteriaceae byla u nékterych vzork( splnéna, nékteré tuto
hranici prekracovaly. Pouze parametry pro Staphylococcus aureus splfiovaly vSechny vzorky.

Na zakladé téchto vysledkl Ize tvrdit, Ze ackoliv je jedly hmyz bezesporu zajimavou a do
budoucna slibnou potravinou, je nutné dbat na hygienickou kvalitu a také dobré tepelné
opracovani, které tuto kvalitu zvysuje.
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10 Samostatné prilohy

Tabulka €. 9: Namérené hodnoty vzorku Tenebrio molitor spafené (log KTJ/g)

Stanovovany 1. 2. 3. Pramér Smérodatna
parametr opakovani | opakovani | opakovani odchylka
Bacillus cereus 1,48 1,52 1,5 1,5 0,02
Enterobacteriaceae 4,75 4,74 4,75 4,75 0,005774
Escherichia coli <10 <10 <10 <10 -
Koaguldza pozitivni <10 <10 <10 <10 -
stafylokoky

Staphylococcus 0 0 0 0 -
aureus

Koliformni bakterie 4,78 4,76 4,77 4,77 0,01
Mezofilni aerobni 6,81 6,8 6,81 6,81 0,005774
Aerobni sporulujici 3,58 3,56 3,57 3,57 0,01
Clostridium spp. - - - - -
Salmonella spp. 0/25g 0/25g 0/25g - -

Tabulka €. 10: Namérené hodnoty vzorku Tenebrio molitor spafené a mikrovinné osSetfené

(log KTJ/g)
Stanovovany 1. 2. 3. Pramér Smérodatna
parametr opakovani | opakovani | opakovani odchylka
Bacillus cereus detekovano | detekovano | detekovano - -
Enterobacteriaceae <10 <10 <10 <10 S
Escherichia coli <10 <10 <10 <10 -
Koagulaza pozitivni <10 <10 <10 <10 -
stafylokoky
Staphylococcus 0 0 0 0 -
aureus
Koliformni bakterie <10 <10 <10 <10 -
Mezofilni aerobni 5,75 5,74 5,75 5,75 0,005774
Aerobni sporulujici 3,59 3,56 3,57 3,57 0,015275
Clostridium spp. - - - - -
Salmonella spp. 0/25¢g 0/25g 0/25g - -




Tabulka €. 11: Namérené hodnoty vzorku Tenebrio molitor zmrazené (log KTJ/g)

Stanovovany 1. 2. 3. Primér Smérodatna
parametr opakovani | opakovani | opakovani odchylka
Bacillus cereus detekovano | detekovano | detekovano - -
Enterobacteriaceae 5,85 5,84 5,85 5,85 0,005774
Escherichia coli <10 <10 <10 <10 -
Koagulaza pozitivni 1,47 1,39 1,44 1,43 0,040415
stafylokoky

Staphylococcus 0 0 0 0 -
aureus

Koliformni bakterie 4,81 4,8 4,8 4,8 0,005774
Mezofilni aerobni 7,91 7,89 7,9 7,9 0,01
Aerobni sporulujici 5,8 5,79 5,79 5,79 0,005774
Clostridium spp. - - - - -
Salmonella spp. 0/25¢g 0/25¢g 0/25¢g - -

Tabulka €. 12: Namérené hodnoty vzorku Tenebrio molitor zmrazené a mikrovinné osetfené
(log KTJ/g)

Stanovovany 1. 2. 3. Primér Smérodatna
parametr opakovani | opakovani | opakovani odchylka
Bacillus cereus detekovano | detekovano | detekovano - -
Enterobacteriaceae 1,3 1,3 1,3 1,3 0
Escherichia coli <10 <10 <10 <10 -
Koaguldza pozitivni <10 <10 <10 <10 -
stafylokoky

Staphylococcus 0 0 0 0 -
aureus

Koliformni bakterie 1,3 1,36 1,33 1,33 0,03
Mezofilni aerobni 5,72 5,71 5,71 5,71 0,005774
Aerobni sporulujici 3,49 3,54 3,52 3,51 0,025166
Clostridium spp. - - - - -
Salmonella spp. 0/25g 0/25g 0/25¢g - -




Tabulka €. 13: Namérené hodnoty vzorku Acheta domesticus sparené (log KTJ/g)

Stanovovany 1. 2. 3. Pramér Smérodatna
parametr opakovani | opakovani | opakovani odchylka
Bacillus cereus detekovano | detekovano | detekovano - -
Enterobacteriaceae 1,49 1,46 1,48 1,48 0,015275
Escherichia coli <10 <10 <10 <10 -
Koaguldza pozitivni 1,6 1,58 1,59 1,59 0,01
stafylokoky

Staphylococcus 0 0 0 0 -
aureus

Koliformni bakterie 3,6 3,58 3,59 3,59 0,01
Mezofilni aerobni 5,77 5,75 5,76 5,76 0,01
Aerobni sporulujici 4,62 4,59 4,61 4,61 0,015275
Clostridium spp. - - - - -
Salmonella spp. 0/25g 0/25g 0/25g - -

Tabulka €. 14: Namérené hodnoty vzorku Acheta domesticus spafené a mikrovinné oSetfené

(log KTJ/g)
Stanovovany 1. 2. 3. Primér Smérodatna
parametr opakovani | opakovani | opakovani odchylka
Bacillus cereus detekovano | detekovano | detekovano - -
Enterobacteriaceae <10 <10 <10 <10 -
Escherichia coli <10 <10 <10 <10 -
Koaguldza pozitivni <10 <10 <10 <10 -
stafylokoky
Staphylococcus 0 0 0 0 -
aureus
Koliformni bakterie <10 <10 <10 <10 -
Mezofilni aerobni 5,74 5,72 5,73 5,73 0,01
Aerobni sporulujici 3,56 3,51 3,54 3,53 0,025166
Clostridium spp. - - - - -
Salmonella spp. 0/25¢g 0/25g 0/25g - -




Tabulka €. 15: Namérené hodnoty vzorku Acheta domesticus zmrazené (log KTJ/g)

Stanovovany 1. 2. 3. Primér Smérodatna
parametr opakovani | opakovani | opakovani odchylka
Bacillus cereus 3,65 3,6 3,63 3,63 0,025166
Enterobacteriaceae 4,72 4,7 4,71 4,71 0,01
Escherichia coli <10 <10 <10 <10 -
Koagulaza pozitivni 1,36 1,3 1,33 1,33 0,03
stafylokoky

Staphylococcus 0 0 0 0 -
aureus

Koliformni bakterie 5,85 5,83 5,84 5,84 0,01
Mezofilni aerobni 7,91 7,9 7,9 7,9 0,005774
Aerobni sporulujici 5,73 5,7 5,72 5,72 0,01528
Clostridium spp. - - - - -
Salmonella spp. detekovano | detekovano - - -

Tabulka €. 16: Namérené hodnoty vzorku Acheta domesticus zmrazené a mikrovinné

oSetrené (log KTJ/g)

Stanovovany 1. 2. 3. Primér Smérodatna
parametr opakovani | opakovani | opakovani odchylka
Bacillus cereus detekovano | detekovano | detekovano - -
Enterobacteriaceae 1,36 1,3 1,33 1,33 0,03
Escherichia coli <10 <10 <10 <10 -
Koaguldza pozitivni <10 <10 <10 <10 -
stafylokoky

Staphylococcus 0 0 0 0 -
aureus

Koliformni bakterie <10 <10 <10 <10 <10
Mezofilni aerobni 5,74 5,73 5,73 5,73 0,005774
Aerobni sporulujici 3,59 3,57 3,58 3,58 0,01
Clostridium spp. - - - - -
Salmonella spp. 0/25g 0/25g 0/25¢g - -




