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Mikroorganismy v hmyzich produktech urcenych pro
potravinarské ucely

Souhrn

Soucasny svétovy vyvoj v souvislosti s populaénim ristem 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 minerdlni latky ¢i vldkninu. Je také Setrnéjsi z hlediska ekologického
vzhledem nizké ndroc¢nosti na padu a vysoké konverzi krmiva. Na druhou stranu je nutné brat
v potaz otazky hygienické ¢i chemické bezpeénosti nebo alergii.

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

Skupina mezofilnich aerobnich bakterii byla pfitomna v mnozZstvi 5,71 + 0,01 log KTJ/g
az 7,9 +0,01 log KTJ/g, mikrovinné osetfeni mélo vyznamny vliv na jejich mnozstvi (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 vzork{
sparfenych potemnikl, kde nebyl po mikrovinném oSetfeni stanoven statisticky vyznamny
rozdil, P = 0,77). Druh Bacillus cereus byl ve vétsiné vzorkli pouze detekovan na uroven 1 log
KTJ/g s vyjimkou vzork( spafenych potemnikt (1,5 £ 0,02 log KTJ/g) a zmrazenych cvrékd (3,63
+ 0,03 log KTJ/g). Pfitomnost Celedi Enterobacteriaceae se pohybovala v mnozstvi 1,3 log KTJ
az 5,85 t 0,01 log KTJ se statisticky vyznamnym rozdilem mezi mikrovinné oSetfenymi a
neosSetfenymi vzorky (P <0,01). Skupina koaguldza pozitivnich stafylokok( byla pritomna
v nejvétsim mnozstvi ve vzorcich pouze sparenych cvrékld (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 zmraZzené vzorky cvréka), mikrovinné oSetfeni mélo vyznamny vliv
(P <0,01). Potencialné patogenni rody Escherichia coli, Staphylococcus aureus a Salmonella
spp. nebyly detekovany s jedinou vyjimkou pfitomnosti salmonely u pouze zmraZzenych
cvrckl. Rod Clostridium byl identifikovan pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie ve
tfech ptipadech.

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 mikrobialni kvalitu jedlého hmyzu.

Kli¢ova 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,
kterd je nejen ovliviiovdna rlstem svétové populace a s tim souvisejicim narlistem poptdvky
po potravinach Zivocisného plivodu, 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 fedeni je napfiklad sniZovani spotfeby ZivociSnych produktt. Dalsi
moznosti se stava konzumace alternativnich potravin jako jsou fasy, houby, laboratorné
péstované maso ¢i hmyz a hmyzi vyrobky. Udava se, Ze hmyz je alternativni zdroj kvalitnich
chov hospodarskych zvifat. V zemich Evropské unie je hmyz legislativné uzndvan jako
potravina aZ od roku 2018, avSak v mnoha jinych ¢astech svéta je bézné konzumovan.

Na druhou stranu se jedna o potravinu Zivoc¢iSného plvodu a ty maji vétsi tendenci
ktomu snadnéji podléhat zkaze. Proto je dllezité vénovat vétsi pozornost bezpecnosti
potravin hmyziho ptvodu, mikrobiologické kvalité i z hlediska mozné pritomnosti patogennich
mikroorganismu a také trvanlivosti.

V teoretické Casti se prace se zabyva poznatky o jedlém hmyzu a jeho konzumaci, jeho
nutri¢nich kvalitach, benefitech i rizicich pro zdravi, upravé a jeho vlivu na nutricni i
hygienickou kvalitu. Ddle moznostmi jeho vyuzZiti jako krmiva pro hospodarska zvirata,
ekologickymi aspekty a také aspekty mikrobiologické a chemické bezpecnosti.

Praktickd ¢ast je zamérena na vyskyt a identifikaci rliznych skupin mikroorganismu ve
vzorcich larev potemnika moucného (Tenebrio molitor) a dospélce cvrcka 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 vyzivé Clovéka.
Vzhledem k rostouci svétové populaci roste poptdvka 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 zplsob zpracovani, aby byla
dodrZena mikrobiologicka nezavadnost. Cilem prace byla identifikace a stanoveni poctu
mikroorganism( v jedlém hmyzu uréeném pro potravinarské ucely.

2.1 Hypotéza

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

3.1 Hmyz jako potravina ¢i krmivo

Hmyz je povaZovan za potravinu budoucnosti, nebot se jednd 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 zdpadnich zemich jde o néco nového a neobvyklého, v jinych
koutech Zemé se jednd 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).

DalSimi vyhodami, kromé nutriénich a ekologickych oproti konvenénimu chovu
hospodarskych zvifat je bezpochyby rychld reprodukce, vysoka vyuzitelnost krmiva a nizsi
potfeba prostoru. Avsak vétSina konzumovaného hmyzu stale pochazi predevsim ze sbéru
v prirodé, kde je jeho dostupnost zavislad na sezéné a lokalité (Klunder et al. 2012).

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

Nejvétsi skupinu konzumovaného hmyzu predstavuje rad brouci (Coleoptera), az - 659
druht, dale motyli (Lepidoptera) — 362 druhd, blanoktidli (Hymenoptera) — 312 druhi a
rovnokridli (Orthoptera) — 278 druhu. Dale také rady: poloktidli (Hemiptera), vazky (Odonata),
termiti (Isoptera), dvoukfridli (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. Nejznamé;jSim a zaroven
i vzdpadnich zemich béZné rozSifenym produktem je med, tedy koncentrovany nektar a
ostatni produkty véely medonosné (Apis mellifera) (Raubenheimer & Rothman 2013).

Rozeznavame také nékolik moznosti, jak hmyz konzumovat. Bud' se ji hmyz cely, tak jak
je sebran, nebo v podobé mouky ¢i pasty, nebo jako extrakt ¢i proteinovy izolat. Cely hmyz se
Casto podava smazeny nebo suseny, ale mizZe se podavat také zZivy, nebo vareny. Farmové
chovany hmyz se mnohdy ddle zpracovava susenim a preménou na prasek, ktery se da
vyuZivat na obohacovani jinych potravin, ale i krmiv, jeZ mohou byt chudé na nékteré
nutrienty. Napriklad v Africe se pouziva prasek z termitll (Macrotermes spp.) na obohacovani
¢iroku, ktery obsahuje malo tuku a také nékterych esencidlnich aminokyselin (Klunder et al.
2012). Hmyzi mouka, kterd ma vétsi moznost vyuziti kvali své lepsi ptijatelnosti u konzumenta,
na rozdil od celého hmyzu diky své jemné chuti, viini a barvé, se také muize vyuZivat na
obohacovani celé rady potravin. Napriklad peciva a chleb(, susenek, téstovin, cokolady,
cukrovinek, klobds ¢i mletého masa (Kooh et al. 2020).
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Nejvice konzumované rady hmyzu

Brouci (Coleoptera) I 659

Motyli (Lepidoptera) I 362
Blanokfidli (Hymenoptera) IS 312
Rovnokfidli (Orthoptera) NI 278
Polokfidli (Hemiptera) N 237
Vazky (Odonata) mmmmm 61
Termiti (Isoptera) — 59
Dvoukfidli (Diptera) mmmm 37
Svabi (Blattodea) mmmm 37
Ostatni — 60

0 100 200 300 400 500 600
Graf €. 1: Pocet konzumovanych druht v ramci fadu hmyzu (Zielinska et al. 2019)

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

3.1.1 Nutricni slozeni hmyzu

Udava se, Ze sloZzeni 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 az 75 % v susiné (Klunder et al. 2012), coz je srovnatelna i vyssi hodnota
v porovnani s masem, mlékem, vejci Ci sdjou.

Vétsina hmyzich druh(l obsahuje mnoho Zivin, které jsou nezbytné pro lidskou vyZivu,
véetné tukd, bilkovin, vitamin(, minerdlnich latek i vldkniny. SloZeni Zivin je potom srovnatelné
s jinymi tradi¢né konzumovanymi potravinami, at Zivoc¢isného ¢i rostlinného plvodu. Dale
hmyz také splriuje denni energetické a nutri¢ni pozadavky, nebot obsahuje polynenasycené i
mononenasycené mastné kyseliny, esencidlni aminokyseliny, ddle zinek, Zelezo a vlakninu
(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, Ze jedly hmyz je na bilkoviny bohatsi

nez sdja (kterd patti k nejlepSim zdrojum rostlinnych bilkovin), a je srovnatelny s obsahem

bilkovin v tradi¢nich potravinach ZivocisSného plvodu jako je kureci, 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 esencidlni

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

stranu obsah metioninu, serinu a tryptofanu muize byt nizsi nez v jinych potravinach, jako
napfiklad 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

Esencialni
Leucin 6,2
Lysin 5,4
Fenylalanin + tyrosin 7,0
Valin 54
Methionin 0,7
Tryptofan 1,2

Neesenciadlni

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

LEAAS neboli Essential amino acid score je hodnota ziskana metodou méfeni kvality bilkovin v lidské stravé. Je
zaloZena na srovndni 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 linolenovd a linolova.
Na druhou stranu neobsahuje kyseliny eikosapentaenovou (EPA) a dokosahexaenovou (DHA),
které se vyskytuji pfedevsim v rybach. V jedlém hmyzu také nalezneme také mensi mnozstvi
cholesterolu. Zejména hmyz z faddu Orthoptera obsahuje pouze 13,4 % tuku v susSiné, coz je
méné, nez je obvyklé u potravin ZivociSného plvodu (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
Ci6:1 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 vitaminU 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, ktera mdze mit pozitivni vliv na imunitu. Obsah jednotlivych Zivin vSak dosti zaleZi na
faktorech prostredi, jako je potrava i vnitfnich faktorech, jako je faze Zivotniho cyklu ¢i pohlavi.
VSechny tyto Ziviny mohou byt z hmyzu izolovdny a ndsledné uzZivany jako doplniky stravy
(Payne et al. 2016).

Je udavano, Ze nékteré druhy hmyzu, jako napftiklad cvréek domaci (Acheta domesticus)
jsou dokonce vice vyzivné nez klasické maso hospodarskych zvifat. To predevsim diky obsahu
celkové energie, sacharidli, nenasycenych mastnych kyselin a sodiku. | z tohoto dlivodu
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 pfipadech
podvyZivy, zejména diky vysokému obsahu mikronutrientl (Payne et al. 2016).
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Kvali své nutricni kvalité ma Siroké spektrum vyuziti také hmyzi moucka. Od boje
s podvyZivou déti v rozvojovych zemich a jejiho pridavani 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 pfedchozi kapitole, jedly hmyz je nutricné 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 slozka hmyziho
exoskeletu. Pro ¢lovéka je nestravitelny a plni tedy Ulohu vldkniny. Obsah této vldkniny je
srovnatelny s obsahem vldkniny v celém obilném zrnu. Hlavnim pozitivnim vlivem chitinu je
optimalizace stfevniho mikrobiomu a selektivni podpora rlistu probiotickych bakterii, jako
napft. Bifidobacterium animalis, dale pak inhibice patogenu a zlepSeni funkce stfevni bariéry.
Probiotika také interaguji s imunitnim systémem a maji antagonistickou aktivitu vaci
enteropatogennim organismUm. Faktor, ktery prispivd ke zlepseni stavu stfevniho
mikrobiomu je produkce mastnych kyselin s kratkym retézcem. Ty slouZi jako signalni
molekuly mezi mikrobiotou a hostitelem, ovliviuji stfevni integritu, homeostazu glukozy,
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
antioxidac¢ni, 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
l[atek. Hmyzi hydrolyzaty obsahujici tyto peptidové frakce tak mohou sniZovat mnoiZstvi
volnych radikdll v téle a tim sniZovat riziko oxida¢niho stresu a zanétu. Potencidlné tedy
mohou hmyzi moucky a jejich peptidové hydrolyzaty sniZovat riziko kardiovaskuldrnich
chorob, karcinom ¢i cukrovky, které jsou spojeny s oxidac¢nim stresem a chronickym zanétem
(Messina et al. 2019).

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

Dalsi oblasti vyuZziti 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 doplInék stravy izolovany z jedlého hmyzu, ma
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pfi tréninku sportovcl ucinky srovnatelné s podobnymi dopliky stravy ziskanymi z jinych
zdroju napriklad syrovatky, kaseinu ¢i sdji.

3.1.2.2 Negativni faktory
Alergie

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

Jedly hmyz mizZe obsahovat strukturné podobné proteiny jako korysi, a tak maze vznikat
zkfizena alergie. Domdci roztocCi se uvadéji jako druhy hlavni zdroj alergie tohoto typu. Jako
hlavni proteiny odpovédné za tuto alergii se oznacuji tropomyosin a argininkindza. Tepelna
Uprava Ci pridani enzyma by mohlo byt reSenim, avSak nema na alergenicitu jedlého hmyzu
prilis velky vliv, podobné jako je tomu u alergent korysa. Uddva se, Ze jedly hmyz je odpovédny
za 4,2-19,4 % pripadl potravinovych alergii v Asii. Bylo také prokdzano, Ze jedinci vystaveni
delsi dobu konzumaci Tenebrio molitor se mohou stat citlivéjsi a nasledné se u nich muize
vyvinout potravinova alergie na tento hmyz. Neni vSak jisté, jestli tato senzibilizace je druhové
specifickd, nebo muzZe 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 nebezpelim jedlého hmyzu na zdravi
Clovéka jsou parazité. Parazité nejenom Ze zpUsobuji znacné ztraty v produkci, ale mohou byt
také ohroZenim pro zdravi lidi i hospodarskych a exotickych zvifat. Studie Galecki & Sokol
(2019) sledovala vyskyt parazitd u hmyzu ze tfi set farmovych chovi z rdznych statd. Vyskyt
raznych vyvojovych stadii parazit byl zjistén ve 244 pripadech. Ve 206 pfipadech se jednalo
0 parazity patogenni pouze pro hmyz, ve 106 pro zvifata a v 91 pripadech se jednalo o parazity
potencidlné patogenni pro ¢lovéka. Bylo nalezeno Siroké spektrum rliznych druhd parazitd,
avSak mezi nejvice zastoupené druhy parazitl patfily Nosema spp., Gregarine spp., coZ jsou
parazité hmyzu, dale Cryptosporidium spp. Ci Isospora spp., coZ jsou parazité zvitat a ¢lovéka.

Nosemodza je nemoc, kterd napada prevainé cvrcky a sarancata a je zplsobena
mikrosporidii. V pfirodé plsobi jako reguldtor poctu 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 kryptosporididzu projevujici se nebezpeénym prajmem. Ackoliv jsou znamé jako
parazité obratlovcl, byly nalezeny i u hmyzu, ktery by mohl slouzit jako mechanicky vektor.
Nékteré druhy hmyzu (dokonce i Tenebrio molitor) mize nést infekéni oocysty na svém
povrchu a mlze tak predstavovat zdravotni riziko. Isospory patfici do tfidy kokcidii jsou prvoci
zpUsobujici nebezpecné stievni 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 prirodé nezpUlsobuji paraziticti
prvoci svym hostitelim velké problémy, masové podminky chovu mohou mit potencial
zvySovat zatéz témito parazity. V pfipadé 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 cysticerkd, napfiklad druhy
Dipylidium caninum, Hymenolepis diminuta, Ci Raillietina cesticillus. Hmyz ma sice vyvinuté
imunitni mechanismy, které inhibuji vyvoj téchto parazitl, avSak tasemnice mohou vyvolat
vyznamné zmény chovani hmyzu, jako je pokles aktivity ¢i fotofobni chovani. Tyto zmény
chovani mohou pfispét k pozfeni hmyzu napadeného cysticerkoidy definitivnim hostitelem.
Tepelné zpracovani jako je vareni, uzeni ¢i mrazeni vSak muze rGzné vyvojové formy parazitl
inaktivovat. Z téchto poznatk( vyplyvd, Ze konzumace farmové chovaného jedlého hmyzu
muzZe zvysit riziko setkani ¢lovéka s patogennimi parazity, pokud hmyz neni radné tepelné
opracovan (Galecki & Sokol 2019).

Dal$im 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 kovd, perzistentnich organickych polutantt atd.

3.1.3 Uprava jedlého hmyzu a jeji vliv na hygienickou a nutriéni kvalitu

Aby se prodlouzila trvanlivost potravin, pouzivaji 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 vak
dochdzi k pouhé inaktivaci mikrobd, nejsou tedy usmrceni a pokud dojde k rehydrataci jsou
mikroorganismy opét ve vegetativni formé.

Mezi nejstarsi a celosvétove vyuzivanou metodu konzervace nejen hmyzu, ale i ostatnich
potravin rostlinného i Zivoc¢iSného plvodu patti suseni. Tradi¢ni je suSeni sluncem, ale v dnesni
dobé se vyuzivaji susicky bubnové, sprejové ¢i odparky. Nejdrive je potravina zahtata, aby byl
deaktivovan co nejvétsi pocet mikroorganism(, nasledné je aplikovdno 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 vyuZzitelnost potraviny pro mikroorganismy a jejich enzymy a zvysuje
udrznost potraviny.
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Aktivita vody (aw) je jednim z faktorU ovliviiujicich mikrobidlni rdst. Bakterie a kvasinky
ho ukoncuji pfiblizné na hodnoté aw = 0,90 a plisné aw = 0,65. Pouhé suseni vsak
mikroorganismy pouze deaktivuje, neusmrti je. Zvlasté pro sporulujici mikroby je tento zplsob
konzervace nedostacujici, i kdyZz se jedna o prlimyslové suseni. Vyhodou suseni je vsak
moznost skladovani ususené potraviny pfi pokojovych teplotdch, 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
mikrobidlni zatéz. Obvykle se potemnici mrazi, ¢imZz 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 buriky, avSak spory nikoliv. Ddle bylo zjisténo Ze blanSirované larvy mohou byt
skladovany v chladirenskych podminkach po dobu nejméné Sesti dni bez opétovného
vyrazného ndarlstu mikrobialnich poctd.

DulezZitou 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 prostfednictvim tvorby aromatickych sloucenin, atraktivnich barev, kiry a
textury. Vareni dale také zlep3Suje hygienickou kvalitu inaktivaci patogennich mikroorganismf,
stravitelnost a biologickou dostupnost nékterych zivin. Na druhou stranu tento typ zpracovani
ma také negativni vliv na nutri¢éni hodnotu v podobé proteolyzy, lipolyzy, oxidace lipida a
ztraty vitamin( citlivych na teplo a oxidaci ¢i mineralnich latek rozpustnych ve vodé (Caparros
Megido et al. 2018).

MozZnymi 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 ndachylnéjsi
k enzymatickému Stépeni rozbalovanim polypeptidovych tetézc nebo inaktivaci
antinutri¢nich sloucenin, zejména inhibitoru 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, zZe
suseni na slunci, vareni a prazeni nejvice zvysuji oxidaci lipidd u larev rodu Rhyncophorus
phoenicis. Naopak procesy chlazeni, mraZzeni a uzeni jsou nejlepsi metody pro uchovani lipidd.
Oxidace lipidi mulze vést k nezddoucim ztratam mastnych kyselin. NejbéznéjSim typem
oxidace pfi zpracovani masa a masnych vyrobk(l je autooxidace. Mononenasycené a
polynenasycené mastné kyseliny jsou autooxidovany pri pokojové teploté, zatimco nasycené
mastné kyseliny podléhaji autooxidaci aZ pfi vyssi teplotach spojenych s tepelnou Upravou.

Studie Caparros Megido et al. (2018) zkoumala rlizné typy tepelné Upravy Tenebrio
molitor a jejich vliv na hygienickou a nutri¢ni kvalitu. Bylo zjisténo, Ze nejucinnéjsi technikou
ke snizeni mikrobialni zatéze pti soucasném zachovani vysoké hladiny stravitelnosti protein(
a polynenasycenych mastnych kyselin bylo vareni a vareni ve vakuu. Nevyhodou vsak muze
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byt velmi mékka a stavnata struktura, nebot konzumenti preferuji kfupavost. Kfupavou
strukturu a velmi Ucinné snizeni mikrobidlni zatéZze Ize dosdhnout smazZenim, nevyhodou je
vSak velmi vysoky obsah lipidd.

3.1.4 Hmyz jako krmivo pro zvifata

MozZnosti, jak vyuzit hmyz je nejen jako potraviny pro Clovéka, ale také jako krmivo pro
zvifata. AvSak v Evropské unii je hmyz povazovan za hospodarské zvife, coz znamena, Ze se
nesmi pouzivat jako krmivo pro prezvykavce a monogastricka zvirata. Vyjimkami jsou zvifata
chovand jako domaci mazlicci, koZeSinova zvitata a akvakultury (European Commission 2017).

Zejména u akvakultur je velky potencial k vyuziti jedlého hmyzu jako krmiva z nékolika
divodd. Naklady na krmiva pro akvakultury predstavuji 40-70 % vsSech ndkladl na
vyprodukované ryby a jsou zvlasté vysoké v chovech masozravych ryb, které vyzaduji vétsi
mnoZstvi proteind. Séja a dalSi 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
zplUsobovat zanéty traviciho traktu a sniZzenou vyuzitelnost krmiva. Také vzhledem k rostouci
lidské populaci je vyvijen vétsi tlak na vyuzivdni orné pudy k jinym ucelim neZ pro péstovani
krmnych plodin. DalSim pozitivnim faktorem vzhledem k vyuzivani hmyzu jako krmiva
v akvakulturach je nejen fakt, Ze hmyz ma vysoky obsah proteind a lipidd, ale je také
pfirozenou soucasti stravy jak sladkovodnich tak morskych ryb (Henry et al. 2015).

PfestoZze pro jind hospodarskad zvifata neni pouziti hmyzu jako krmiva ve statech
Evropské unie zatim povoleno, jsou jeho vlastnosti zkoumany. Studie Borrelli et al. (2017)
zjistovala mozZnosti 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 stteva, kde je fermentovan zdejsi mikrobiotou. Zda se, Ze chitin ma pozitivni
vliv na sloZeni stfevni mikrobioty, tim Ze ma bakteriostaticky efekt na gramnegativni bakterie
(napriklad Escherichia coli, Vibrio cholerae, Shigella dysenteriae a Bacteriodes fragile).

Zaclenénim hmyzu do krmiva nosnic by se tudiZz 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 dulezitou roli
v produkci mastnych kyselin s kratkym retézcem. Kupfrikladu butyrat je dilezitym zdrojem
energie pro epitelidlni bunky tlustého stfeva. Dale je také sledovan pozoruhodny vliv chitinu
na sniZzeny obsah cholesterolu a triglyceridi 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 poptavka po ZivociSnych produktech stoupa.
Jedly hmyz mlze byt jednim z feSeni, nebot pfinasi kromé svych nutriénich benefitd 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
pfeméné krmiva na rozdil od bézné chovanych hospodarskych zvirat, at se jedna o prasata,
hovézi dobytek ¢i dribez. Na rozdil od téchto hospodarskych druhl, hmyz nevyzaduje krmeni
na bazi zrnin, které jsou dnes ve velkém vyuzivany ke krmeni zvifat (Nowakowski et al. 2020).

Z téchto dlvodu je chov hmyzu méné naroc¢ny na vyuzivani orné pady a jeji znecistovani.
Udava se, Zze az 30 % povrchu Zemé je vyuZivano Zivoc¢iSnym sektorem. Chov hmyzu je také
vice Setrny z hlediska spotfeby vody. Spotfeba vody na produkci jednoho gramu cvréciho
proteinu je 0,7-0,8 g, zatimco na gram hovéziho proteinu to je pfiblizné 16,8 g. Podobné je to
s produkci sklenikovych plynd, kdy na produkci jednoho kilogramu cvrééi 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 povaZovdna za vyznamnou pfi¢inu zmény klimatu.
Nejvyznamnéjsimi sklenikovymi plyny jsou oxid uhlicity (CO2), metan (CHa) a oxid dusny (N20).
Od konce 18. stoleti se koncentrace oxidu uhli¢itého v atmosfére zvysila o 30 % a koncentrace
metanu o 50 %, pficemz metan a oxid dusny maji podstatné vétsi sklenikovy efekt nez oxid
uhli¢ity. Chov hospodarskych zvifat zplsobuje az 9 % emisi CO,, 3540 % CHa a 65 % N0,
celkové az 18 % emisi sklenikovych plynl. PfestoZze N,O nemusi vznikat pfimo v chovech, je
vytvaren pudnimi bakteriemi z amoniaku (NH3z), ktery se nachazi hnoji ¢i moclvce. Kromé
téchto environmentdlnich problém0 celi odvétvi chovu hospoddiskych zvifat vyzvam
v podobé antibiotickych rezistenci, zoonéz ¢i welfare zvifat. Zarazeni jedlého hmyzu do
jidelnicku muZe tedy byt ¢aste¢nym fesenim téchto otazek (Oonincx et al. 2010; Lumanlan et
al. 2022).

Dalsi vyhodou jedlého hmyzu je jeho schopnost preménit rostlinny odpad z potravin,
ktery md nizky obsah protein( a lipidd na ZivociSny produkt obsahujici kvalitni proteiny i lipidy.
Ten mulze byt také déle vyuzit i jako krmivo pro jiné chovy zvifat, jako jsou napfiklad
akvakultury ¢i drlbezéarsky primysl. Dulezitym aspektem je vsSak také moZnost vyuZziti
v oblastech trpicich nedostatkem potravin a hladem. Tim trpi jeden ze Ctyf 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 pfijem protein( a
esencialnich aminokyselin ve stravé je celosvétovy problém, jenz zplsobuje Spatny rist déti,
ztratu svalové hmoty, Unavu a tézkou podvyzivu. Jedly hmyz je levnym zdrojem obzZivy
s vysokym obsahem proteind a vyvazenym profilem aminokyselin a moucka z néj Ize vyuZzivat
k obohacovani k rdznych obilnych produktd (Lumanlan et al. 2022).
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3.2.1 Mikrobiologické aspekty jedlého hmyzu a hmyzich vyrobka

PrestoZe je tedy hmyz pomérné vyuZivanou a zndmou potravinou, jeho mikrobiologicka
bezpecénost je ponékud nejasnd. Hmyz je podobné jako ostatni Zivoc¢isSné produkty bohaty na
zZiviny a vlhkost a poskytuje tedy dobré podminky pro preZiti a rlst mikroorganism(. A
prestoZe existuje rfada raznych zplsobU tepelné Upravy, obvykle se konzumuiji cela téla, ktera
obsahuji stfevni mikrobiom, jenz mlze vyrazné ovlivnit vyslednou mikrobiologickou kvalitu
potraviny (Klunder et al. 2012). Jedly hmyz tak mUZe byt zdrojem patogennich bakterii, plisni,
ale jak bylo zminéno i prvoku 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 skutecné nebezpeéné patogeny jako je Listeria monocytogenes,
pouze vzacné pak Salmonella spp. Ci Escherichia coli (Fernandez-Cassi et al. 2018).

Naopak hlavnimi patogeny hmyzich produktd jsou Staphylococcus aureus, patogenni
Clostridium spp. a patogenni druhy Bacillus cereus. Na druhou stranu je zndmo méné informaci
tykajicich se jinych patogent mikrobidlniho plvodu jako jsou houby, viry, prvoci ¢i priony.
Kromé fyzikdlnich a chemickych pozadavkl na bezpecnost musi vSechny potraviny splfiovat
pozadavky na biologickou bezpecnost. PfestoZe se v posledni dobé biologickd bezpecnost
hmyzich produktl fesi, je obtizné vyvodit néjaké zdvéry. Zejména z dlivodu, Ze neexistuje
zadny pevny legislativni rdmec pro vyuziti hmyzu jako krmiva ¢i potraviny. Analogické prevzeti
mikrobidlnich kritérii z jinych druh( potravin (napf. obsaZzenych v nafizeni (ES) ¢. 2073/2005 o
mikrobiologickych kritériich pro potraviny) (European Commission 2005) na hmyz neni Uplné
prihodné, nebot hmyzi patogeny mohou vykazovat jiny rlstovy vzorec a fyziologické chovani
ve vztahu k patogennim organismim, které se vyskytuji v béZznych potravinach Zivoc¢isného
plavodu. Jednd se naptiklad o sporulaci ¢i kli¢eni spor vzhledem k jinym vnéjSim a vnitinim
podminkam.

Mezi nejc¢astéjsi a nejvyznamnéjsi patogeny ZivociSnych 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 uvdadéné na trh
bezpelné, to znamena 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”, ktera 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 urc¢ené k lidské spotrfebé (Fernandez-Cassi et al. 2018).

Aby bylo mozné lépe porozumét mikrobiologii hmyzu, je dobré objasnit nékteré faktory
které ji ovliviiuji. Jednd se o nékolik faktor(, jenz mohou ovliviiovat mikrobialni zatizeni
hmyzich produktd a zaroven sloZeni této mikrobioty. At jde jiz o samotné krmivo pro hmyz,
které je dulezitou sloZzkou ovliviujici mikrobiotu hmyzu, mlzZe vsSak také predstavovat
potencialni zdroj nebezpecnych mikrobll nebo mykotoxinG. Dalsimi faktory mohou byt
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prostfedi chovu a vyrobni postupy. DlleZitym faktorem je také dalsi tepelna Uprava, kterda ma
zasadni vliv na udrznost koneénych produktl (Vandeweyer et al. 2018). Ve snaze maximalné
recyklovat a prispivat k cirkuldrni ekonomice néktefi doufaji v moznost chovu hmyzu na
levnych substratech, jako jsou kuchyrské odpady, odpady z vyroby potravin, ¢i hntj. | z tohoto
hlediska je dllezité prozkoumat rizika spojena 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 ukdazaly ¢eled Enterobacteriaceae a bakterie mlécného
kvaseni, ale byly pfitomné i bakteridlni spory, kvasinky a plisné. Zejména pritomnost plisni
muUzZe 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 zjistény predevsim rody
Weissella, Lactococcus a Enterococcus. Cerstvé larvy potemnika mouéného a sarancée
stéhovavé vykdazaly 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 vSudypritomna grampozitivni nesporulujici bakterie, ktera se mliZe objevit v chovu
a tim nasledné vainé ohrozit bezpecnost produktld. Tento mikroorganismus je schopen
dlouhou dobu prezivat v prostfedi a kontaminovat vodu, pldu, sildZz a nasledné rostlinné i
Zivocisné produkty. M(iZze byt zodpovédna za listeridzu, cozZ je zavazné onemocnéni, které je
povazovano za jedno z hlavnich alimentarnich onemocnéni na svété a mize zpusobit az smrt.
V provedené studii byly larvy potemnika chovany na substratu infikovaném listerii. Na larvach
nebyly pozorovany zadné zmény morfologie, chovani, vyvoje ani imrtnost. Dale byl zkouman
vliv promyvaci procedury, ktera koncentrace listerii pfiliS neovlivnila na rozdil od vyla¢néni,
které snizilo jejich koncentraci. Jako nejvice ucinna 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 primyslové 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 travici 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 ukdzaly, Ze lacnéni,
oplachovani ¢i kombinace obojiho nijak razantné mikrobialni zatéz nesnizuje.

Tenebrio molitor a jeho mikrobidlni zatéz sledovala také studie Osimani et al. (2018).
Tato studie sledovala bakteridlni slozeni v celém vyrobnim fetézci tedy nejen v larvach, ale
také v krmivu, kterym byla pSeni¢nd mouka, a také v trusu. Ktomu byly vyuZity techniky
analyzy pocditani Zivotaschopnych bakterii, PCR-DGGE a llumina sekvenovani. Vysledky ukazaly
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nizkou bakteridlni kontaminaci pSeni¢né mouky, zatimco larvy a trus vykazovaly vysoké
mnozstvi bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae, bakterii mlééného kvaseni a nékolika druhd
mezofilnich aerobl. Jednalo se predevsim o rody Enterobacter spp., Erwinia spp.,
Enterococcus spp. a Lactococcus spp. Ve vSech vzorcich byly také v mensi mirfe detekovany
sporotvorné bakterie. Naopak patogenni bakterie jejichz vyskyt byl také sledovan (Coxiella
burnetii, Pseudomonas aeruginosa a Shiga toxin produkujici Escherichia coli), nebyly
detekovany. Presto 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 otazka jednoho znejvétSich rizik pro
zdravotnictvi a tim je antibiotickd rezistence a vliv ZivociSného primyslu na ni. Jako
antibiotickd rezistence se oznacuje schopnost bakterie prezit v koncentraci antibiotika, kterd
je jinak inhibi¢ni vici bakteriim patficim ke stejnému druhu. Udava se, Ze v ZivociSném
pramyslu je spotfebovano dvakrat vice antibiotik, nez kolik se spotiebuje v lidské mediciné,
prestoZze v mnoha zemich je jejich vyuziti jako rGstovych stimulator(i zakdzano. Protoze se
antibiotika mohou pouZivat i v chovech jedlého hmyzu za |é¢ebnym Ucelem, muzZe byt jedly
hmyz rezervodrem mikrobd s vyvinutou antibiotickou rezistenci (Rawat et al. 2023).

U potemnikd moucénych a sarancat byly nalezeny geny pro antibiotickou rezistenci na
karbapenemy, tetracykliny, makrolidy i vankomyciny, které jsou povaziovany za antibiotika
posledni mozZnosti pro grampozitivni bakteridlni infekce u lidi. Nékteré tyto geny byly zjistény
i u hmyzu, ktery byl chovan na dieté bez antibiotik a Ize tedy predpokladat, Ze se jedna o
pfenasece antibiotické rezistence. Rizikem muzZe byt také vyuZiti hmyzu jako krmiva pro
hospodarska zvirata. Pokud neni hmyz tepelné upraven muze byt prenaseCem této rezistence.
Tepelnd Uprava vsak tato rizika pravdépodobné snizuje (Osimani et al. 2017).

Presto co se tyka bakteridlniho sloZeni, je pomérné znamé a prozkoumané na rozdil od
dalsich biologickych rizik, jakymi jsou pfenos vird, priont, mikrobiologickych hub ¢i parazitq,
jejichz obsah v hmyzich produktech je mnohem méné prozkouman (Vandeweyer et al. 2021).

3.2.2 Aspekty chemické bezpecnosti jedlého hmyzu

Kromé otazky mikrobiologické bezpecnosti jedlého hmyzu je také dulezitda otdzka
chemické bezpecnosti, to znamena rizika spojena s obsahem toxin(, pesticidd, tézkych kova
¢i 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 napftiklad 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
produktd 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 kontaminanti v jedlém hmyzu uréeném k potravinarskym
ucellim. Studie Poma et al. (2017) sledovala vyskyt rlznych kontaminantu jako jsou napfiklad
polychlorované bifenyly, retardanty horeni, dioxiny, rezidua pesticidd a tézkych kovl u
raznych druhl hmyzu (Galleria mellonella, Locusta migratoria i Tenebrio molitor). Bylo
zjisténo, Ze ackoliv maze jedly hmyz tyto kontaminanty obsahovat, jejich Uroven zatizeni je
nizsi nebo srovnatelna s jinymi potravinami Zivoc¢isSného plivodu jako jsou maso, ryby a morské
plody ¢i vejce a jsou tedy bezpecné pro lidskou spotfebu. Naopak bylo zjiSténo, Zze hmyz muze
byt dobrym zdrojem nékterych mikroprvk( jako je méd'¢i zinek.

Hlavni dva zdroje pfitomnosti nebezpecnych chemickych slou¢enin u hmyzu je produkce
raznych pfirodnich toxickych latek pfimo samotnym hmyzem v urcité fazi jeho vyvoje nebo
jejich pfrijem skrze pudu a potravu. Podle soucasné legislativy (Nafizeni Komise (ES) C.
68/20136, Narizeni (ES) ¢. 767/2009 a Narizeni Komise (ES) ¢. 1069/20097) (European
Commission 2009a, 2009b, 2013) je hmyz povaziovan za hospodarské zvife, a proto
neumoznuje pouziti urcéitych substratd jako je hndj, kuchyrisky odpad a zbytky potravin
zZivocisného puvodu. Mezi hlavni krmiva, ktera se v soucasnosti pouzivaji v evropské produkci
hmyzu tak patfi predevsim komercni krmiva pro hospodarska zvifata (predevsim 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 polutantll mize byt metamorféza. Bylo zjisténo, Zze 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 latek, které se do téla hmyzu mohou dostat jako polutanty, tedy latky
vyprodukované ¢lovékem a které se zpravidla do téla hmyzu dostanou pfijmem potravy, mize
hmyz obsahovat toxické latky, které si sdm 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 (napriklad Apis mellifera,
Formica rufa). Mezi nebezpecné latky, které hmyz mulze obsahovat patfi napriklad
metabolické steroidy (véetné testosteronu a dihydrotestosteronu), které se nachazi u broukt
Celedi Dytiscidae. Pfi ¢asté konzumaci mohou zpUsobovat zpomaleni rUstu, otoky,
maskulinizaci Zen &i Zloutenku. Rady Coleoptera a Lepidoptera mohou obsahovat kyanogenni
slouéeniny, jez zpUsobuji inhibici nékterych enzymU jako je sukcindtdehydrogenaza 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 druhG hub, které
infikuji rzné plodiny pted ¢i po sklizni. Mykotoxiny maji velkou chemickou diverzitu a vykazuji
Siroké spektrum nezddoucich ucinkl u clovéka i hospodarskych zvirat. Také mohou v télech
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rostlin, ZivoCichd i mikrob( podléhat biotransformacim jejichZ produkty mohou mit podobnou
Ci vyssi toxicitu. Ackoliv je vyskyt mykotoxint 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 mykotoxin( 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 ngj
mozné se vazat na estrogenovy receptor. Zda se, Ze u hmyzu tak nemad zadné zjevné cilové
misto souvisejici s estrogenem. Ukazuje se vsak, Ze jeho vysoké koncentrace mohou mit slaby
antagonisticky vliv viic¢i ekdysonu, coz je steroidni hormon, nachazejici se u hmyzu ovliviujici
vyvoj a metamorfdzu. Studie ukazala, Ze larvy Tenebrio molitor maji velkou toleranci k potravé
kontaminované zearalenonem. MuzZou byt chované na této stravé bez toho, aby vzrostla
umrtnost, a dokonce u téchto larev vzrostl vahovy pfirlistek oproti larvdm chovanym na stravé
bez mykotoxinU. Strava s mykotoxiny také vykazovala pro larvy vétsi atraktivitu a zearalonon
ani jeho metabolity nebyly v larvach objeveny.

25



4 Metodika

V praktické casti diplomové prace byla provedena analyza mikrobioty hmyzu vhodného
k potravinarskym ucelim. Pomoci kultivaénich metod byly stanoveny pocty vybranych roda
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 cvrécka domaciho (Acheta domesticus).
Hmyz pochézel z insektéria na Fakulté agrobiologie, pfirodnich a potravinovych zdrojd Ceské
zemédélské univerzity. Byl chovan krabicovym chovem v malé mistnosti pfi teploté 27 £ 1 °C,
vihkost neuddvana, svételny rezim 12 hodin svétla, 12 hodin tmy. Potrava potemnikl se
sestdvala z otrub, jablek a mrkve, potrava cvrck( z krmné smési pro brojlery zaloZzené na soji,
voda byla poddvdna 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 zaroven tepelné upravené v mikrovinné troubé (800 W, potemnici cca

10 minut, cvréci 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/I, nutrient broth no.2 5 g/, kvasni¢ného extraktu 2,5
g/l, tween 80 0,5 g/l (vSe Oxoid, UK) a L-cysteinu 0,25 g/l (Merck, DE). Nasledné byly vzorky
decimalné nafedény do hodnoty 10°. Vdechny sledované skupiny mikroorganism( byly
stanovovany klasickymi kultivacnimi metodami podle standardnich postupl a norem.

4.2 Kultivace a stanoveni

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

Druh mikroorganismu Kultivac¢ni médium Cas Podminky Metoda
kultivace
Bacillus cereus Bacillus cereus agar base 24 h 30 °C CSN EN 1SO
(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
Koagulaza pozitivni Baird-Parker agar base 24-48 h 37°C CSN EN 1SO
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 izolovani 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/l, siranu hofe¢natého 0,1 g/l, hydrogenfosfore¢nanu
sodného 2,5 g/, dihydrogenfosforecnanu draselného 0,25 g/l, bromotymolové modré 0,12 g/I
a 10 g/l pyruvatu sodného. Prasek byl nasledné prenesen do zkumavky disledné promichan,
zkumavka vloZena do autoklavu a nechdna 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 dlkazu
lecitindzy na masopeptonovém agaru s vaje¢nym zloutkem. Selektivita a diagnosticka hodnota
je zvySena diky pfidani 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 pfi
teploté 30 °C. Konfirmace se provadi pomoci testu prikazu 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 ¢eled
Enterobacteriaceae ptipraven Violet red bile glucose agar (Oxoid, UK). Tato smés je sloZena z
agaru 12 g/, glukézu 10 g/l, peptonu 7 g/L, NaCl 5 g/, kvasniéného extraktu 3 g/I, 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 UpInému rozpusténi. Z prvniho redéni byl
1 ml prenesen na tfi pripravené plotny s Violet red bile glucose agarem a rozetfen sterilni
mikrobiologickou , hokejkou”. Po utuhnuti byla Petriho miska oto¢ena dnem vzharu. Kultivace
probihala za aerobnich podminek po 24 hodin pfi teploté 37 °C. Po ukondéeni kultivace se
spocitaly typické rizovocervené 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 ptfipraven Tryptone Bile X-Glucuronide (Oxoid, UK). Tato smés je sloZzena 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
preveden do zkumavky a sterilovan v autokldvu 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 pripravené plotny s Tryptone Bile X-Glucuronide a rozetfen
sterilni mikrobiologickou ,,hokejkou”. Kultivace probihala za aerobnich podminek po 24 hodin
pfi teploté 37 °C. Za specifickou biochemickou reakci druhu Escherichia coli je povazovana
syntéza enzymu B-D-glukuroniddza, ktery je schopny stépit X-B-D-glukuronid. Proto neni
vyzadovan konfirmaéni test. Po ukonceni kultivace byly spocitdny modré kolonie.

4.2.4 Koaguldza pozitivni stafylokoky a Staphylococcus aureus

Dle normy CSN EN ISO 6888-1 (2022) byl jako selektivni médium pro selektivni
stanoveni koaguldza pozitivnich stafylokokd a rodu Staphylococcus aureus pripraven Baird-
Parker agar base (Oxoid, UK). Tato smés je sloZzena z agaru 20 g/|, tryptonu 10 g/I, prasku , Lab-
Lemco“ 5 g/l, kvasni¢ného extraktu 1 g/l, pyruvatu sodného 10 g/I, glycinu 12 g/I, chloridu
lithného 5 g/l. Prasek byl zahtat v destilované vodé, kvlli lepSimu rozpusténi a nasledné
sterilovan v autokldvu po dobu 15 minut pfi teploté 121 °C. Nasledné byl roztok zchlazen na
50 °C, pfidana Zloutkova 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 rozetten sterilni mikrobiologickou ,hokejkou”. Nasledné byly naockované
plotny otoceny dnem vzhiru a aerobné kultivovany po dobu 24 az 48 hodin pti 37 °C. Typické
kolonie maji ¢ernou ¢i Sedou barvu, jsou lesklé a vypouklé. Poté byl proveden koagulazovy
test. Koaguldzova 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 ndvodu byl pripraven Violet red bile agar with lactose (Oxoid, UK) jako selektivni
médium pro izolaci a stanoveni koliformnich bakterii. Tato smés je sloZena z agaru 15 g/I,
peptonu 7 g/l, NaCl 5 g/l, kvasni¢ného extraktu 3 g/l, laktézy 10 g/, Zlu¢ovych soli 1,5 g/l,
Neutral red 0,03 g/l a Violet crystal 0,002 g/I. Sypka smés se rozpusti v destilované vodé a par
sekund povari do rozpusténi, nesteriluje se v autoklavu. Nasledné 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 vzhlru a aerobné kultivovany po dobu 24 hodin pfi 37 °C.
Pocitany byly typické kolonie majici fialovou nebo rizovou 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/, kvasniény extrakt 2,5 g/, glukdza 1 g/, agar 9 g/l) se po zvazeni pfidavaji do
destilované vody, smés zahtivd aZz do rozpusténi. Nasledné je zkumavka sterilovana
v autokldvu 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, promicha krouzivym
pohybem a nechava ztuhnout pfi pokojové teploté. Po ztuhnuti se Petriho miska otoci dnem
vzh(ru a kultivuje pfi aerobnich podminkach po dobu 72 hodin pfi 30 °C. Po skonéeni kultivace
se spocitaji vSechny kolonie bez ohledu na barvu, velikost a tvar.

4.2.7 Aerobni sporulujici bakterie

Pro kultivaci béZznych aerobnich a fakultativné anaerobnich bakterii se vyuziva trypton-
sojovy agar (Oxoid, UK). Vtomto pripadé byl vyuZit pro kultivaci aerobnich sporulujicich
bakterii. Dehydratovana smés pfipravena vyrobcem je sloZend 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 zahfiva 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 organisml, 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 autokldvu po dobu 15 minut pfi teploté
121 °C a pomalu zchladi. Pro testovani antimikrobidlni citlivosti anaerobnich organism( a
obecny rlst se pouzivd 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/I, glukézy 1 g/I, chloridu
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sodného 5 g/l, L-argininu 1 g/, pyruvatu sodného 1 g/I, menadionu 0,0005 g/l a heminu 0,005
g/l. Smés se navaii, rozpusti v destilované vodé, rozdéli do penicilinek a steriluje v autoklavu
po dobu 15 minut pfiteploté 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 pfiteploté 37 °Cv penicilinkdch s CO, atmosférou. Poté
se vzorky ponechaji 14 dni pfi pokojové teploté, kvali 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 kultivovdny po dobu 48 hodin pfi 37 °C v anaerobni
atmosfére 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). Bujén Rappaport-Vassiliadis (Oxoid, UK) byl rehydratovan podle
navodu. Pro izolaci rodu Salmonella byl ptipraven agar Salmonella Shigella (Oxoid, UK). Smés
obsahuje agar 15 g/, prasek ,Lab-Lemco” 5 g/|, pepton 5 g/, laktézu 10, Zlucové soli 8,5 g/l,
citrat sodny 10 g/I, thiosiran sodny 8,5 g/|, 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 dale kultivovdno po dobu 48
hodin pfi teploté 37 °C. Nasledné byl vzorek natfen na selektivni Salmonella Shigella agar
(Oxoid, UK) a dale kultivovan 24 hodin pfi 37 °C. V pfipadé vyskytu tvori 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 presnou 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 s laserovou desorpci a ionizaci v kombinaci
s detektorem doby lety neboli Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight
Mass Spectrometry). Diky takto prfesnym stanovenim muiZeme monitorovat patogenni
mikroorganismy v Zivotnim prostfedi, v potravinach ¢i klinické diagnostice (Huong & Kopel
2014). V praktické c¢asti této prace byl pro identifikaci narostlych mikroorganisma vyuzit
pfistroj 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 ionizaéni technikou umoziujici uréeni
celych kultivovanych bakterii ¢i surovych bakteridlnich extraktl na zdkladé analyzy bilkovin a
peptidd, nukleovych kyselin ¢i nizkomolekuldrnich anorganickych a organickych latek. Stejné
jako jiné typy hmotnostnich spektrometr( je sloZzen ze tfi funkénich jednotek: zdroje pro
ionizaci a prenos iontl analytu do plynné faze, hmotnostniho analyzatoru pro separaci iontt
podle poméru hmotnostia ndboje a detekéniho zafizeni pro monitoring iont(i (Biswas & Rolain
2013). Vyhodou této metody je, Ze je vyZzadovana jenom minimalni pfiprava, nebot je mozné
pfimé naneseni nakultivovanych bakterii na MALDI desti¢ku, ktera je vyrobena z nerezové
oceli. Pro spravné stanoveni je dulezité vhodné zvolit koncentraci matrice a organickych
rozpoustédel. Matrice (nejcastéji jsou vyuzivany smésné roztoky obsahujici acetonitril, aceton,
kyselinu mravendi ¢i trifluoroctovou, nebo vodu) ma za ucel ochranit analyt pred pfimou
ionizaci laserem.

Pro naneseni vzork na MALDI desti¢ku se vyuzZivaji 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 Ptiprava vzorka

Ptiprava vzorkd pro MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii byla provedena na zadkladé
protokolu dodaného od vyrobce. Do Cisté Eppendorfky bylo napipetovano 300 ul 70% roztoku
ethanolu, do kterého bylo sterilni klickou preneseno 5-10 mg sledovaného biologického
materialu a vSe bylo dlsledné promichdno. Nésledné 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 nechan do vyschnuti. Poté bylo k peletu
prfidano 30 ul 70% kyseliny mravenci a 30 ul 100% acetonitrilu, smés byla pipetou
zhomogenizovdna a ndsledné opét 3 minuty centrifugovdna. Vznikly supernatant byl
v mnozZstvi 1 ul 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 rozpusténd v acetonitrilu, vodé a kyseliné trifluoroctové — 50:47,5:2,5)
také v mnoizstvi 1 pl. 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 destic¢ky, prekryti matrici a nasledném vysuseni
dojde na desticce k rychlé ko-krystalizaci v prostorovém poli. Desticka je ndsledné vloZzena do
pristroje. V ném je aplikovano laserové zareni na krystaly matrice, které absorbuji energii
(Biswas & Rolain 2013). Vypafovanim 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 iontd dochazi diky
tomu, Ze mezi desticku a vstupni Stérbinu analyzatoru TOF je aplikované extrakéni napéti,
pomoci kterého dochazi k rozdéleni nabitych molekul ve vakuu podle jejich molekulové
hmotnosti v elektromagnetickém poli. Ve spektrdlnich kanalech jsou nasledné elektronicky
meéreny a prevadény na vysledné zobrazeni v hmotnostnich spektrech, ktera jsou specificka
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
uréena identita sledovaného mikroorganismu podle tfid spolehlivosti.

Tabulka €. 5: Tridy spolehlivosti v MALDI Biotyper

Rozsah Charakteristika
2.00-3.00
0.00-1.69

4.4 Statistické vyhodnoceni

Ke statistickému vyhodnoceni byl vyuZit program Statistica (StatSoft, TIBCO Software).
Pro zjisténi statisticky vyznamnych rozdil(i vzorkd mikrobiologického rozboru oproti kontrole

vy,

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( ve vzorcich potemnika moucného a cvréka domaciho. Uvadéné

hodnoty jsou v jednotkdach log KTJ/g a zndzornény v tabulkach ¢. 6 a 7.

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

Stanovovany Sparené Sparené P Zmrazené ZmraZené P
parametr (bez osetieni) (s (bez (s
mikrovinnym oSetieni) | mikrovinnym
oSetienim) oSetienim)

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 o3etieni)
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Tabulka €. 7: Stanoveny pocet mikroorganisml 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 Zmrazené 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 +0,00* | <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. 0/25g 0/25g - pozitivni 0/25g -

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

Po ukonceni kultivace byl nejvyssi narlst Bacillus cereus zaznamenan ve vsech vzorcich,
avsak z dlivodu narlstu pres celou misku u vétSiny vzork( nebylo mozno provést presné
vyhodnoceni. U takovychto vzorkl je uvedena hodnota 1 log KTJ/g dle fedéni ve kterém se
narlst vyskytl. Nejvyssi narlst byl zaznamendn ve vzorku cvréka domdciho 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 oSetrfeni ma statisticky vyznamny vliv na
mnoZstvi bakterii z ¢eledi 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 vy3si (5,85 + 0,01 log KTJ/g) neZz u vzorkd zmraZenych a
oSetrenych 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 vzork(i zmraZenych bez osetfeni se vyskytovalo 4,71 + 0,01 log KTJ/g a u vzorku
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 cvréka nebyly zaznamendny kolonie
Escherichia coli, nebot nebyl prekrocen limit detekce (1 log KTJ/g).

5.1.4 Koaguldza pozitivni stafylokoky a Staphylococcus aureus

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

5.1.5 Koliformni bakterie

Pfitomnost koliformnich bakterii byla zjiSténa u vSech vzork, které nebyly mikrovinné
oSetreny. V pripadé vzork(i pouze sparenych potemnik( 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 vzorkd cvrcka byly zjistény nasledujici hodnoty: pouze sparené 3,59 +
0,01 log KTJ/g, pouze zmrazené 5,84 * 0,01 log KTJ/g. Cvrc¢i vzorky osetfené mikrovinné
nevykazovaly pfitomnost koliformnich bakterii. Zaroven byly zjistény také statisticky
vyznamné rozdily mezi porovnavanymi skupinami (P <0,05).

5.1.6 Mezofilni aerobni bakterie

Pfitomnost mezofilnich aerobnich bakterii byla zjisténa ve vSech vzorcich potemniku i
cvrcka. U vzorkl potemnikid se hodnoty pohybovaly v rozmezi 5,71 + 0,01 log KTJ/g az 7,9 +
0,01 log KTJ/g a zaroven byly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi porovnavanymi
skupinami (P <0,05). U vzorkd 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 vSech vzorcich
potemnikd a cvrckl. U vzork( potemnikd se hodnoty pohybovaly v rozmezi 3,51 + 0,03 log
KT)/g az 5,79 = 0,01 log KTJ/g, byly zjistény také statisticky vyznamné rozdily mezi
porovnavanymi skupinami (P <0,05), s vyjimkou vzorkd sparenych, kde hodnota P cinila 0,77.
U vzorku cvrcékd 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).
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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 cvrckl a pouze sparenych cvrckd. Svysokou 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 Skére

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 ¢ernym stfedem, které vizudlné
pfipominaly kolonie salmonel, odebrany a byl proveden aglutinacni test. Vzorek cvrcki
oSetfenych pouze zmrazenim jako jediny vykazal sraZeninu, a tedy pozitivitu na prfitomnost
bakterii rodu Salmonella.
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6 Diskuse

6.1 Bacillus cereus

Bacillus cereus je grampozitivni aerobni sporotvorna bakterie, kterou lze bézné nalézt
v pudé, na zeleniné, ale také v mnoha syrovych a zpracovanych potravindch. Jak uvadi
Grabowski & Klein (2017b), je Bacillus cereus klasickym patogenem, ktery muize zplUsobovat
otravy jidlem pfi obsahu > 6 log KTJ/g. Jeho nékteré kmeny mohou produkovat toxiny, které
zpUsobuji dva typy onemocnéni. Prvni a zndméjsi je charakterizovano bolesti bficha 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 pastera¢ni metody, zdleZi tedy do zna¢né miry na kombinaci
teploty a ¢asu.

Studie Fasolato et al. (2018) stanovila nejvyssi obsah B. cereus ve vzorcich krtonoZek
v mnoistvi 6,6 log KTJ/g, u vzork( bource byl median nizsi nez 4 log KTJ/g. Ackoliv neni
stanovena zadna regulace na mikrobiologicka kritéria, je podle téchto autorl mnozstvi 5 log
KTJ/g B. cereus povazovano za bezpec¢nou prahovou hodnotu. Tato hodnota je vsak znacné
vy$Si neZ hodnota, kterou za bezpecnou stanovila EFSA. EFSA vyZaduje 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 zaznamendn ve
vzorku cvrcka domaciho oSetfeného pouze zmrazenim, 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 miiZze mit na pocet
bakterii rodu Bacillus vliv. Ackoliv nebyla prekrocena hodnota 5 log KTJ/g, hodnota stanovena
EFSA byla prekrocena ve dvou pripadech. Vzorky hmyzu analyzované v této praci tak (s
vyjimkou dvou pfipadl) Ize povaZovat 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). Jednd se vSak predevsim o gramnegativni, fakultativné anaerobni tyCinky, z vétsiny se
vyskytujici v trdvicim traktu obratlovc(i v podobé pfirozeného mikrobiomu. Jejich pfitomnost
tedy mulzZe znadit fekalni znecisténi (Feng et al. 2020). Jako doporucené mikrobiologické
kritérium vychdzejici z dfive platnych evropskych predpisli Ize povaZovat limitni hodnotu 2 log
KTJ/g (European Commission 2005).
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Studie Stoops et al. (2016) sledovala vyskyt rGznych druht mikroorganismu v Cerstvych
vzorcich potemnik( a cvrckl. Vysledek sledovani byl u obou skupin jedlého hmyzu podobnych
a nachazel se vrozmezi 6,8-7,6 log KTJ/g. Tedy vyrazné nad limitni hodnotou
mikrobiologickych kritérii. Takovéto hodnoty mohou ukazovat na znecisténi pochazeji
z prostredi chovu a mohou byt potencialnim rizikem pFi konzumaci. Na druhou stranu je nutné
zminit, Ze v tomto ptipadé nebyla provedena Zadna tepelna Uprava, ktera by prispéla k redukci
mikrobidlni zatéze.

Studie Klunder et al. (2012) porovnavala mikrobiologickou kvalitu vzorkd potemnikd a
cvrckG v zdvislosti na tepelné Upravé. 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 tepelna Uprava ma vliv na obsah mikrob( v jedlém hmyzu.

V praktické ¢asti této prace bylo také zjiSténo, Ze mikrovinné oSetfeni ma statisticky
vyznamny vliv na mnoizstvi bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae. Bakterie této celedi byly
zaznamenany ve vzorcich potemnikl oSetfenych pouze sparenim (4,75 + 0,01 log KTJ/g), tyto
hodnoty by tedy neodpovidaly doporuc¢enému mikrobiologickému kritériu. U vzork(
potemnikd sparenych 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 oSetienych
mikrovinné (1,3 + 0 log KTJ/g), které jsou v limitu. Ve vzorcich cvrékl osetfenych pouze
sparenim se vyskytovalo 1,48 + 0,02 log KTJ/g, u sparenych a mikrovinné osetrenych se kolonie
neprokazaly, ¢imzZ oba zpUlsoby osetreni spliuji limit. U vzorka cvrck zmrazenych bez osetfeni
se vyskytovalo 4,71 + 0,01 log KTJ/g, tedy mnozstvi prekracujici mikrobiologické kritérium a u
vzork(li s mikrovinnym osSetfenim 1,33 = 0,03 log KTJ/g. EFSA vyZaduje obsah rodu
Enterobacteriaceae ve vzorcich mrazenych a suSenych potemnik( a cvrckd 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 potemniku sledovala také studie Vandeweyer et al. (2017). Vzorky bez oSetfeni mély
nejvyssi hodnoty (7,4 + 0,4 log KTJ/g), vSechny ostatni vzorky, které byly tepelné osetreny
sparenim a zaroven mikrovinné mély hodnoty pod hranici detekce (1 log KTJ/g). Tyto vysledky
odpovidaji hypotéze, Ze tepelné osetfeni ma vliv na mikrobidlni kontaminaci jedlého hmyzu.

6.3 Escherichia coli a koliformni bakterie

Jak jiz bylo zminéno vyse, Escherichia coli se fadi do Celedi Enterobacteriaceae. Jedna se
tedy o gramnegativni, fakultativné anaerobni nesporulujici bakterii. Stejné jako ostatni
bakterie z této Celedi patfi mezi béZnou souddst stfevniho mikrobiomu a jeji pfitomnost je tedy
indikaci fekalniho znedisténi. Existuji kmeny, které jsou pro CElovéka prospésné, ale i
oportunitné patogenni kmeny, které mohou zplsobovat infekce u oslabenych jedinc(, ale
také patogenni, které zplisobuji gastrointestindlni onemocnéni (Feng et al. 2020).
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Studie Grabowski & Klein (2017c) sledovala vyskyt mikrobidlni zdtéZze u mnoha druhu
jedlého hmyzu (Acheta domesticus, Gryllus assimilis, Gryllus bimaculatus, Locusta migratoria,
Blabtica dubia, Galleria mellonella, Chilecomadia moorei, Pachnoda marginata, Tenebrio
molitor). Hmyz byl usmrcen zmraZenim, 24dna dali tepelna Uprava nebyla provedena. Zadny
ze vzorkUd nebyl pozitivni na obsah Escherichia coli.

S témito vysledky koresponduji i vysledky praktické ¢asti této prace, nebot po ukonceni
kultivace u vzorku jak potemnika, tak cvréka nebyly zaznamenany bakterie rodu Escherichia
coli bud vibec, nebo nebyl presazen limit detekce (1 log KTJ/g). Tyto vysledky splnuji
pozZadavky, které EFSA vyZzaduje na obsah Escherichia coli ve vzorcich mrazenych a susenych
potemnikd a cvrékl 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 pfitomnost
v potravinach vétsSinou indikuje Spatnou hygienickou kvalitu. V praktické ¢asti této prace byla
pfitomnost skupiny koliformnich bakterii byla zjisténa u vSech vzork, 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 porovndvanymi 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 casti této prace.

6.4 Koagulaza pozitivni stafylokoky a Staphylococcus aureus

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

Studie Fasolato et al. (2018), kterd sledovala mikrobidlni bezpecnost u vzorku
potemnikd, cvrékd, krtonozek a bourct morusovych uvadi, Ze ani jeden z testovanych vzorkU
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
sarantata a celé larvy potemnikl. Ve vSech zminénych vzorcich byl detekovan rod
Staphylococcus.

V praktické casti této prace byla provedena kultivace a koaguldzovy test. U Zadného
vzorku potemnik( a cvrckl nebyla zjisténa pritomnost 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 vzorka.
Jednalo se o vzorky pouze zmraZzenych potemnikd (1,43 + 0,04 log KTJ/g), pouze sparenych
cvrckd (1,59 £ 0,01 log KTJ/g) a pouze zmraZzenych cvrékd (1,33 + 0,03 log KTJ/g). U vSech
vzorku, které byly oSetfeny mikrovinné se nevyskytovaly vibec, nebo nebyl presazen limit
detekce (1 log KTJ/g). EFSA vyZaduje obsah skupiny koaguldza pozitivnich stafylokokl ve
vzorcich mraZenych a susenych potemnikl a cvrckd méné nez 2 log KTJ/g (Turck et al. 20213,
2021b). Vysledky této prace tyto hodnoty prekracuji pouze v nékolika pfipadech.

6.5 Maezofilni aerobni bakterie

V praktické Casti této prace byl kmen mezofilnich aerobnich bakterii zjistén ve vSech
vzorcich potemnik( i cvrékll. Hodnoty se pohybovaly v rozmezi 5,71 + 0,01 log KTJ/g az 7,9
0,01 log KTJ/g a zaroven byly stanoveny statisticky vyznamné rozdily mezi porovnavanymi
skupinami (P <0,05). U vSech vzorkd nebyla splnéna doporucena mikrobiologicka kritéria. Ta
pro mezofilni aerobni bakterie ¢ini 5 log KTJ/g ¢i ml vyrobku. Avsak u vSech vzork(, které byly
mikrovinné oSetreny, 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 spareni a nasledného mikrovinného osetfeni na vzorky potemnik(.
Nejvyssi hodnoty dosahovaly Cerstvé vzorky (8,1 log KTJ/g), naopak nejnizsi hodnoty byly
stanoveny u vzorkd, které byly spafeny 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), ktera sledovala vliv
tepelného osetfeni na mikrobiologickou kvalitu vzorkd potemnik( a cvrékU. Vzorky cerstvého
jedlého hmyzu obsahovaly vyrazné vyssi mnozZstvi (potemnici 7,7 log KTJ/g, cvréci 7,2 log
KTJ/g), neZ vzorky tepelné opracované. Zaroven tyto hodnoty také nespliuji doporucena
mikrobiologicka kritéria. Vzorky vareného i pe¢eného potemnika obsahovaly jiz pouze 1,7 log
KTJ/g. Podobné jako vzorky vafenych (1,7 log KTJ/g) a restovanych (2,7 log KTJ/g) cvrcka.

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

Vliv tepelné Upravy na mnozstvi mikrobidlni kontaminace skupinou mezofilnich
aerobnich bakterii potvrzuje také studie Garofalo et al. (2017). Tato studie zkoumala vzorky
cvrckd, sarancat a potemnikud, které byly varené a susené. Nejvyssi hodnota byla stanovena ve
vzorku cvrééi mouky (4,80 0,06 log KTJ/g), déle 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¢end mikrobiologicka kritéria.
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6.6 Aerobni sporulujici bakterie

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

Studie Osimani et al. (2018), ktera zkoumala vzorky cerstvych potemnik(, stanovila
mnoZzstvi 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 cvrckl. Stanovené hodnoty se
pohybovaly v rozmezi 3,51 + 0,03 log KTJ/g az 5,79 + 0,01 log KTJ/g. Byly uréeny také statisticky
vyznamné rozdily mezi porovndvanymi skupinami (P <0,05), s vyjimkou vzorkd 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 potemnikll po
provedeném blansirovani na 1,4 + 0,2 log KTJ/g. Po nasledném mikrovinném osetfeni, 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 cvrékt (3,6 log KTJ/g) bylo zjisténo
vysSi mnozstvi nez u vzork( varenych (<1 log KTJ/g) a pecenych potemnikd (1,6 log KTJ/g) a
vafenych a restovanych cvrck(l (oba zpUsoby tepelné dpravy 1,5 log KTJ/g). Lze tedy
predpokladat, Ze tepelnd Uprava ma jisty vliv na mnoistvi sporulujicich bakterii ve vzorcich
jedlého hmyzu.

6.7 Clostridium spp.

Clostridium spp. je velky heterogenni bakterialni rod, jehoz zastupci jsou grampozitivni,
mezofilni, anaerobni a sporulujici. PfestoZe je jednim z nejvice zastoupenych rodu v lidském
stfevnim mikrobiomu, zaroven se néktefi zastupci tohoto rodu radi také k vyznamnym lidskym
patogenim. NejnebezpecnéjSim zastupcem tohoto rodu je Clostridium botulinum, vyznacujici
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 ocean ¢i jezer, odkud mohou ndsledné byt kontaminovany ryby ¢i jiné
morské plody. Na druhou stranu i kdyz potravina mlize obsahovat C. botulinum, nemusi nutné
také zpUsobit botulismus. Pokud bakterie nemaji vhodné podminky k rlstu, neprodukuji
toxiny (Solomon & Timothy Lilly 2001).
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Studie Garofalo et al. (2017) detekovala pritomnost Clostridium spp. u vSech vzorku
s vyjimkou sarancat. Jednalo se o vzorky cvrck(l a prasek z nich a celé larvy potemnikd.
Pritomnost klostridii ve vzorcich potemnikl potvrzuje také studie Stoops et al. (2016), i ve
vzorcich chroustu 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 pfitomnost klostridii ve
vzorcich cvrckd, konkrétné se jednalo o Clostridium drakei (zmrazené a mikrovinné osSetrené)
a Clostridium sphenoides (jen sparené), ktery ale kvuli nizkému skére identifikace (<2,00) nelze
bezpecné identifikovat na uroven druhu. EFSA stanovila limitni hodnotu Clostridium
perfringens v 1 g vzorkQ mrazenych a suSenych potemnikd a cvrckd 1 log KTJ/g (Turck et al.
2021a, 2021b), coz vysledky této prace splnuji, nebot Clostridium perfringens nebyl v praktické
Casti této prace detekovan v zadném vzorku. Pritomnost 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 casti této prace byly po ukonceni kultivace na SS agaru svétlé kolonie
s éernym stfedem, které vizudlné pfipominaly kolonie salmonel, odebrdny a byl proveden
aglutinacni test. Vzorek cvrckd oSetfenych pouze zmrazenim jako jediny vykazal srazeninu, a
tedy pozitivitu na pritomnost bakterii rodu Salmonella coz 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 pritomnost bakterii rodu Salmonella potvrzena ani u jednoho z testovanych vzorku
(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
divodu je tedy dulezZité dbat i na mikrobiologickou bezpecnost predklddaného krmiva
chovanému jedlému hmyzu. Podobné vysledky potvrdila studie Wynants et al. (2019), ve které
bylo pfedkladddno kontaminované krmivo potemnikiim. Ackoliv se jednd o patogenni bakterii,
na chov jedlého hmyzu, jeho vyvoj a vahovy pfirGstek nema jeji pfitomnost pozorovatelny vliv.
Na druhou stranu salmonely zGstavaji pfitomné ve vzorcich jedlého hmyzu az po sedm dni po
podani kontaminovaného krmiva. Z tohoto divodu je doporucené provadét tepelnou Upravu
pred pfimou konzumaci.

6.9 Viiv tepelného opracovdni na hygienickou kvalitu

V praktické ¢asti této prace byl sledovan vliv tepelné Upravy na mikrobiologickou kvalitu
larev potemnik( a dospélct cvrckd. Byly porovnavany vzorky pouze sparené a pouze zmrazené
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se vzorky, které navic prodélaly mikrovinné oSetfeni. U vSech vzork( byl prokdzdan statisticky
vyznamny vliv mikrovinného oSetfeni na sledované parametry, svyjimkou kategorie
aerobnich sporulujicich bakterii u vzorkd potemnik(i usmrcenych sparenim. Ztoho lze
usuzovat, Ze spareni €ast spor inaktivovalo a mikrovinné oSetreni na zbylé spory nemélo vliv.
Druhou skupinou byly vzorky pouze zmrazené, které byly porovnavany se vzorky, které navic
prodélaly také mikrovinné osetreni. U vSech testovanych mikrobiologickych ukazateld, véetné
kategorie aerobnich sporulujicich, byl prokazan vyznamny vliv mikrovinného osetreni.

Studie Vandeweyer et al. (2017) sledovala efekt blansirovani a nasledného
mikrovinného osetreni u vzorkl larev potemniku. Vysledkem bylo, Zze samotné blansirovani i
blansirovani s ndslednym mikrovinnym susenim ma podobny efekt jako pasterace, tedy Ze
usmrti vegetativni buriky, avsak nikoliv spory. Studie Vandeweyer et al. (2018) pak také
sledovala vyskyt mikroorganismG 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 rtizné typy tepelné Gpravy potemniki a
jejich vliv na hygienickou kvalitu. Bylo zjiSténo, Ze nejucinnéjsi technikou ke snizeni mikrobialni
zatéze bylo vareni a vareni ve vakuu. Nevyhodou vsak muzZe byt velmi mékka a stavnata
struktura, nebot konzumenty je preferovana kfupavost. Kfupavé struktury a velmi ucinného
snizeni mikrobidlni zatéze lze dosdhnout smazenim, nevyhodou vsak je vyssi obsah lipidu. Jako
malo ucinné se ukazalo peceni v troubé, at jiz po dobu 15 ¢i 30 minut. Studie Mancini et al.
(2019), ktera sledovala vyskyt Listeria monocytogenes u vzorka potemnik( vsak tyto vysledky
zcela nepotvrzuje. V provedené studii byly larvy potemnika chovény na substratu infikovaném
listerii. Byl zkouman vliv promyvaci procedury, kterd koncentrace listerii pfiliS neovlivnila, na
rozdil od vylaénéni, které snizilo jejich koncentraci. Avsak jako nejvice uc¢inna se ukazalo peceni
v troubé pfiteploté 150° po dobu deseti minut, které inaktivovalo veskeré bunky listerii.
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7 Zavér

Jedly hmyz, patfici do skupiny takzvanych ,Novel foods”, ma zajisté celou fadu pozitivnich
i negativnich faktor(i. Mezi pozitivni patfi kvalitni vyZivové hodnoty diky vysokému obsahu
proteind, nenasycenych mastnych kyselin, vitaminQ, minerdlnich latek ¢i vldkniny. Na druhou
stranu existuji i urcitd rizika spojenda sjeho konzumaci, mezi kterd lze =zaradit i
mikrobiologickou kvalitu. V praktické ¢asti této diplomové prace bylo zkoumdno mnoiZstvi a
diverzita mikroorganismi obsaZenych v nejc¢astéji vyuZivanych druzich jedlého hmyzu,
konkrétné v larvach potemnika moucného (Tenebrio molitor) a dospélcich cvrcka domaciho
(Acheta domesticus) pfi rliznych zplsobech tepelného opracovani se zvlastnim zietelem na
mikrovinné osetreni.

Z vysledk(l provedenych pokusli mizeme potvrdit, Ze cile prace, tedy identifikace a
stanoveni poctu mikroorganisma, byly spInény. Na druhou stranu hypotéza, Ze zjiSténé pocty
mikroorganismu budou splfiovat hygienické limity pro Zivocisné produkty nebyla potvrzena.
Ackoliv doporuéena mikrobiologicka kritéria pro skupiny mikroorganism( 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.

44



8 Seznam pouzité literatury

Alou MT et al. 2018. Taxonogenomic description of four new Clostridium species isolated
from human gut: ‘Clostridium amazonitimonense’, ‘Clostridium merdae’, ‘Clostridium
massilidielmoense’ and ‘Clostridium nigeriense.” New Microbes and New Infections
21:128-139. Elsevier Ltd. Available from https://doi.org/10.1016/j.nmni.2017.11.003.

Azagoh C, Ducept F, Garcia R, Rakotozafy L, Cuvelier ME, Keller S, Lewandowski R, Mezdour
S. 2016. Extraction and physicochemical characterization of Tenebrio molitor proteins.
Food Research International 88:24—31. Elsevier Ltd. Available from
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2016.06.010.

Banjo A., Lawal O., Adeyemi A. 2006. The Microbial fauna associated with the larvae of
Oryctes monocerus. Journal of applied sciences research 2:837-843.

Beaumont P, Courtois J, Van der Brempt X, Tollenaere S. 2019. Food-induced anaphylaxis to
Tenebrio molitor and allergens implicated. Revue Francaise d’Allergologie 59:389—-393.
Elsevier Masson SAS. Available from https://doi.org/10.1016/j.reval.2019.06.001.

Belluco S, Losasso C, Maggioletti M, Alonzi CC, Paoletti MG, Ricci A. 2013. Edible insects in a
food safety and nutritional perspective: A critical review. Comprehensive Reviews in
Food Science and Food Safety 12:296-313.

Bessette E, Williams B. 2022. Protists in the Insect Rearing Industry: Benign Passengers or
Potential Risk? Insects 13:1-32.

Biswas S, Rolain J. 2013. Use of MALDI-TOF mass spectrometry for identi fi cation of bacteria
that are dif fi cult to culture 92:14-24.

Borrelli L, Coretti L, Dipineto L, Bovera F, Menna F, Chiariotti L, Nizza A, Lembo F, Fioretti A.
2017. Insect-based diet, a promising nutritional source, modulates gut microbiota
composition and SCFAs production in laying hens. Scientific Reports 7:1-11. Springer
US. Available from http://dx.doi.org/10.1038/s41598-017-16560-6.

Bursovd S, Necidovd L, Duskova M. 2014. Mikrobiologie Potravin a Mikrobiologické
Laboratorni Metody. Obecna Mikrobiologie:114.

Caparros Megido R et al. 2018. Effect of household cooking techniques on the
microbiological load and the nutritional quality of mealworms (Tenebrio molitor L.
1758). Food Research International 106:503-508.

De Smet J, Vandeweyer D, Van Moll L, Lachi D, Van Campenhout L. 2021. Dynamics of
Salmonella inoculated during rearing of black soldier fly larvae (Hermetia illucens). Food
Research International 149:110692. Elsevier Ltd. Available from
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2021.110692.

Dobermann D, Swift JA, Field LM. 2017. Opportunities and hurdles of edible insects for food
and feed. Nutrition Bulletin 42:293-308.

Egert M, Stingl U, Bruun LD, Pommerenke B, Brune A, Friedrich MW. 2005. Structure and
topology of microbial communities in the major gut compartments of Melolontha
melolontha larvae (Coleoptera: Scarabaeidae). Applied and Environmental Microbiology
71:4556-4566.

European Commission. 2005. No 2073/2005 of 15 November 2005 on microbiological

45


https://doi.Org/10.1016/j.nmni.2017.ll.003
http://dx.doi.Org/10.1016/j.foodres.2016.06.010
https://doi.Org/10.1016/j.reval.2019.06.001
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-017-16560-6
https://doi.Org/10.1016/j.foodres.2021.110692

criteria for foodstuffs. Pages 1-26 Official Journal of the European Union. Available
from chrome-extension://efaidnbmnnnibpcajpcglclefindmkaj/https://eur-
lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/PDF/?uri=CELEX:32005R2073&from=EN.

European Commission. 2009a. Regulation (EC) No 767/2009 of the European Parliament and
of the Council of 13 July 2009 on the placing on the market and use of feed. Official
Journal of the European Union:L 229/1-28.

European Commission. 2009b. Regulation (EC) No 1069/2009. Official Journal of the
European Union 300:1-33.

European Commission. 2013. No 68/2013 of 16 January 2013 on the Catalogue of feed
materials. OJ L 29, 30.1.2013, p. 1-6. Co:1-64.

European Commission. 2017. Commission Regulation (EU) 2017/ 893 - of 24 May 2017 -
amending Annexes | and IV to Regulation (EC) No 999 / 2001 of the European
Parliament and of the Council and Annexes X, XIV and XV to Commission Regulation
(EU) No 142 / 2011 as regards the provision. Official Journal of the European Union
60:92-116. Available from https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/EN/TXT/PDF/?uri=CELEX:32017R0893&rid=1.

Fasolato L, Cardazzo B, Carraro L, Fontana F, Novelli E, Balzan S. 2018. Edible processed
insects from e-commerce: Food safety with a focus on the Bacillus cereus group. Food
Microbiology 76:296—-303. Elsevier Ltd. Available from
https://doi.org/10.1016/j.fm.2018.06.008.

Feng P, Weagant SD, Grant MA, Burkhardt W. 2020. BAM Chapter 4: Enumeration of
Escherichia coli and the Coliform Bacteria | FDA. FDA BAM Chapter 4: Enumeration of
Escherichia coli and the Coliform Bacteria:1-18. Available from
https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bam-chapter-4-enumeration-
escherichia-coli-and-coliform-bacteria%0Ahttps://www.fda.gov/food/laboratory-
methods-food/bam-chapter-4-enumeration-escherichia-coli-and-coliform-
bacteria#fconventional.

Fernandez-Cassi X, Supeanu A, Jansson A, Bogvist S, Vagsholm I. 2018. Novel foods: A risk
profile for the house cricket (acheta domesticus). EFSA Journal 16:1-15.

Galecki R, Sokol R. 2019. A parasitological evaluation of edible insects and their role in the
transmission of parasitic diseases to humans and animals. PLoS ONE 14:1-19.

Garofalo C, Milanovi¢ V, Cardinali F, Aquilanti L, Clementi F, Osimani A. 2019. Current
knowledge on the microbiota of edible insects intended for human consumption: A
state-of-the-art review. Food Research International 125:108527. Elsevier. Available
from https://doi.org/10.1016/j.foodres.2019.108527.

Garofalo C, Osimani A, Milanovi¢ V, Taccari M, Cardinali F, Aquilanti L, Riolo P, Ruschioni S,
Isidoro N, Clementi F. 2017. The microbiota of marketed processed edible insects as
revealed by high-throughput sequencing. Food Microbiology 62:15-22.

Grabowski NT, Klein G. 2017a. Microbiology of cooked and dried edible Mediterranean field
crickets (Gryllus bimaculatus) and superworms (Zophobas atratus) submitted to four
different heating treatments. Food Science and Technology International 23:17-23.

Grabowski NT, Klein G. 2017b. Microbiology of processed edible insect products — Results of

46


https://eur-
https://eur-lex.europa.eu/legal-
https://doi.Org/10.1016/j.fm.2018.06.008
https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bam-chapter-4-enumeration-
https://www.fda.gov/food/laboratory-
https://doi.Org/10.1016/j.foodres.2019.108527

a preliminary survey. International Journal of Food Microbiology 243:103-107. Elsevier
B.V. Available from http://dx.doi.org/10.1016/j.ijffoodmicro.2016.11.005.

Grabowski NT, Klein G. 2017c. Microbiological analysis of raw edible insects. Journal of
Insects as Food and Feed 3:7-14.

Henry M, Gasco L, Piccolo G, Fountoulaki E. 2015. Review on the use of insects in the diet of
farmed fish: Past and future. Animal Feed Science and Technology 203:1-22. Elsevier
B.V. Available from http://dx.doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2015.03.001.

Huong TT, Kopel P. 2014. Identifikace mikroorganismd pomoci MALDI-TOF MS:64—-66.

Kinyuru JN, Mogendi JB, Riwa CA, Ndung’u NW. 2015. Edible insects-A novel source of
essential nutrients for human diet: Learning from traditional knowledge. Animal
Frontiers 5:14-19.

Klunder HC, Wolkers-Rooijackers J, Korpela JM, Nout MJR. 2012. Microbiological aspects of
processing and storage of edible insects. Food Control 26:628—-631. Elsevier Ltd.
Available from http://dx.doi.org/10.1016/j.foodcont.2012.02.013.

Kooh P, Jury V, Laurent S, Audiat-Perrin F, Sanaa M, Tesson V, Federighi M, Boué G. 2020.
Control of biological hazards in insect processing: Application of HACCP method for
yellow mealworm (Tenebrio molitor) powders. Foods 9.

Leni G, Cirlini M, Jacobs J, Depraetere S, Gianotten N, Sforza S, Dall’Asta C. 2019. Impact of
naturally contaminated substrates on alphitobius diaperinus and hermetia illucens:
Uptake and excretion of mycotoxins. Toxins 11.

Liu YE, Luo XJ, Liu Y, Zeng YH, Mai BX. 2021. Bioaccumulation of legacy and emerging
organophosphorus flame retardants and plasticizers in insects during metamorphosis.
Journal of Hazardous Materials 406:124688. Elsevier B.V. Available from
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2020.124688.

Lumanlan JC, Williams M, Jayasena V. 2022. Edible insects: environmentally friendly
sustainable future food source. International Journal of Food Science and Technology
57:6317-6325.

Mancini S, Paci G, Ciardelli V, Turchi B, Pedonese F, Fratini F. 2019. Listeria monocytogenes
contamination of Tenebrio molitor larvae rearing substrate: Preliminary evaluations.
Food Microbiology 83:104-108. Elsevier Ltd. Available from
https://doi.org/10.1016/j.fm.2019.05.006.

Mason JB et al. 2018. Fostering strategies to expand the consumption of edible insects: The
value of a Tripartite coalition between academia, industry, and government. Current
Developments in Nutrition 2:1-5.

Messina CM, Gaglio R, Morghese M, Tolone M, Arena R, Moschetti G, Santulli A, Francesca
N, Settanni L. 2019. Microbiological profile and bioactive properties of insect powders
used in food and feed formulations. Foods 8:1-16.

Meyer AM, Meijer N, van den Hil EFH, van der Fels-Klerx HJ. 2021. Chemical food safety
hazards of insects reared for food and feed. Journal of Insects as Food and Feed 7:823—
831.

Niermans K, Woyzichovski J, Kroncke N, Benning R, Maul R. 2019. Feeding study for the
mycotoxin zearalenone in yellow mealworm (Tenebrio molitor) larvae—investigation of

47


http://dx.doi.Org/10.1016/j.ijfoodmicro.2016.ll.005
http://dx.doi.Org/10.1016/j.anifeedsci.2015.03.001
http://dx.doi.Org/10.1016/j.foodcont.2012.02.013
https://doi.Org/10.1016/j.jhazmat.2020.124688
https://doi.Org/10.1016/j.fm.2019.05.006

biological impact and metabolic conversion. Mycotoxin Research 35:231-242.
Mycotoxin Research.

Nowakowski AC, Miller AC, Miller ME, Xiao H, Wu X. 2020. Potential health benefits of edible
insects. Critical Reviews in Food Science and Nutrition 0:1-10. Taylor & Francis.
Available from https://doi.org/10.1080/10408398.2020.1867053.

Nyangena DN, Mutungi C, Imathiu S, Kinyuru J, Affognon H, Ekesi S, Nakimbugwe D, Fiaboe
KKM. 2020. Effects of Traditional Processing Techniques on the Nutritional and
Microbiological Quality of Four East Africa. Foods 9:574.

Oonincx DGAB, van Itterbeeck J, Heetkamp MJW, van den Brand H, van Loon JJA, van Huis A.
2010. An exploration on greenhouse gas and ammonia production by insect species
suitable for animal or human consumption. PLoS ONE 5:1-7.

Osimani A et al. 2018. The bacterial biota of laboratory-reared edible mealworms (Tenebrio
molitor L.): From feed to frass. International Journal of Food Microbiology 272:49-60.

Osimani A, Cardinali F, Aquilanti L, Garofalo C, Roncolini A, Milanovi¢ V, Pasquini M, Tavoletti
S, Clementi F. 2017. Occurrence of transferable antibiotic resistances in commercialized
ready-to-eat mealworms (Tenebrio molitor L.). International Journal of Food
Microbiology 263:38—46.

Payne CLR, Scarborough P, Rayner M, Nonaka K. 2016. Are edible insects more or less
“healthy” than commonly consumed meats? A comparison using two nutrient profiling
models developed to combat over- and undernutrition. European Journal of Clinical
Nutrition 70:285—-291. Nature Publishing Group.

Poma G, Cuykx M, Amato E, Calaprice C, Focant JF, Covaci A. 2017. Evaluation of hazardous
chemicals in edible insects and insect-based food intended for human consumption.
Food and Chemical Toxicology 100:70-79. Elsevier Ltd. Available from
http://dx.doi.org/10.1016/j.fct.2016.12.006.

Raheem D, Raposo A, Oluwole OB, Nieuwland M, Saraiva A, Carrascosa C. 2019.
Entomophagy: Nutritional, ecological, safety and legislation aspects. Food Research
International 126:108672. Elsevier. Available from
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2019.108672.

Raksakantong P, Meeso N, Kubola J, Siriamornpun S. 2010. Fatty acids and proximate
composition of eight Thai edible terricolous insects. Food Research International
43:350-355. Elsevier Ltd. Available from
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2009.10.014.

Raubenheimer D, Rothman JM. 2013. Nutritional ecology of entomophagy in humans and
other primates. Annual Review of Entomology 58:141-160.

Rawat N, Anjali, Shreyata, Sabu B, Jamwal R, Devi PP, Yadav K, Raina HS, Rajagopal R. 2023.
Understanding the role of insects in the acquisition and transmission of antibiotic
resistance. Science of the Total Environment 858:159805. Elsevier B.V. Available from
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2022.159805.

Ribeiro JC, Sousa-Pinto B, Fonseca J, Fonseca SC, Cunha LM. 2021. Edible insects and food
safety: allergy. Journal of Insects as Food and Feed 7:833—-847.

Singhal N, Kumar M, Kanaujia PK, Virdi JS. 2015. MALDI-TOF mass spectrometry : an

48


https://doi.org/10.1080/10408398.2020.1867053
http://dx.doi.Org/10.1016/j.fct.2016.12.006
https://doi.Org/10.1016/j.foodres.2019.108672
http://dx.doi.Org/10.1016/j.foodres.2009.10.014
https://doi.Org/10.1016/j.scitotenv.2022.159805

emerging technology for microbial identification and diagnosis 6:1-16.

Solomon HM, Timothy Lilly J. 2001. BAM Chapter 17: Clostridium botulinum | FDA. Food
Drug Administration:1-27. Available from https://www.fda.gov/food/laboratory-
methods-food/bam-chapter-17-clostridium-botulinum.

Stoops J, Crauwels S, Waud M, Claes J, Lievens B, Van Campenhout L. 2016. Microbial
community assessment of mealworm larvae (Tenebrio molitor) and grasshoppers
(Locusta migratoria migratorioides) sold for human consumption. Food Microbiology
53:122-127. Elsevier Ltd. Available from http://dx.doi.org/10.1016/j.fm.2015.09.010.

Stull VJ, Finer E, Bergmans RS, Febvre HP, Longhurst C, Manter DK, Patz JA, Weir TL. 2018.
Impact of Edible Cricket Consumption on Gut Microbiota in Healthy Adults, a Double-
blind, Randomized Crossover Trial. Scientific Reports 8:1-13. Springer US. Available
from http://dx.doi.org/10.1038/s41598-018-29032-2.

Tallent S, Hait J, Bennett RW, Lancette GA. 2019. BAM Chapter 12: Staphylococcus aureus |
FDA:1-6. Available from https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bam-
chapter-12-staphylococcus-aureus.

Tallent SM, Knolhoff A, Rhodehamel EJ, Harmon SM, Bennett RW. 2021. BAM Chapter 14:
Bacillus cereus. Fda Bam:1-15. Available from https://www.fda.gov/food/laboratory-
methods-food/bam-chapter-14-bacillus-cereus.

Tiencheu B, Womeni HM, Linder M, Mbiapo FT, Villeneuve P, Fanni J, Parmentier M. 2013.
Changes of lipids in insect (Rhynchophorus phoenicis) during cooking and storage.
European Journal of Lipid Science and Technology 115:186—-195.

Tome D, Miller GD. 2000. Criteria and significance of dietary protein sources in humans:
Preface. Journal of Nutrition 130:1865-1867.

Turck D et al. 2021a. Safety of frozen and dried formulations from whole yellow mealworm
(Tenebrio molitor larva) as a novel food pursuant to Regulation (EU) 2015/2283. EFSA
Journal 19.

Turck D et al. 2021b. Safety of frozen and dried formulations from whole house crickets
(Acheta domesticus) as a Novel food pursuant to Regulation (EU) 2015/2283. EFSA
Journal 19.

Vaidyanathan S, Winder CL, Wade SC, Kell DB. 2002. Sample preparation in matrix-assisted
laser desorption / ionization mass spectrometry of whole bacterial cells and the
detection of high mass (> 20 kDa ) proteins:1276—-1286.

Vandeweyer D, De Smet J, Van Looveren N, Van Campenhout L. 2021. Biological
contaminants in insects as food and feed. Journal of Insects as Food and Feed:1-16.

Vandeweyer D, Lenaerts S, Callens A, Van Campenhout L. 2017. Effect of blanching followed
by refrigerated storage or industrial microwave drying on the microbial load of yellow
mealworm larvae (Tenebrio molitor). Food Control 71:311-314. Elsevier Ltd. Available
from http://dx.doi.org/10.1016/j.foodcont.2016.07.011.

Vandeweyer D, Wynants E, Crauwels S, Verreth C, Viaene N, Claes J, Lievens B, Van
Campenhout L. 2018. Microbial dynamics during industrial rearing, processing, and
storage of tropical house crickets (Gryllodes sigillatus) for human consumption. Applied
and Environmental Microbiology 84.

49


https://www.fda.gov/food/laboratory-
http://dx.doi.Org/10.1016/j.fm.2015.09.010
http://dx.doi.org/10.1038/s41598-018-29032-2
https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bam-
https://www.fda.gov/food/laboratory-
http://dx.doi.Org/10.1016/j.foodcont.2016.07.011

Vangsoe MT, Joergensen MS, Heckmann LHL, Hansen M. 2018. Effects of insect protein
supplementation during resistance training on changes in muscle mass and strength in
young men. Nutrients 10.

Wynants E, Crauwels S, Lievens B, Luca S, Claes J, Borremans A, Bruyninckx L, Van
Campenhout L. 2017. Effect of post-harvest starvation and rinsing on the microbial
numbers and the bacterial community composition of mealworm larvae (Tenebrio
molitor). Innovative Food Science and Emerging Technologies 42:8-15. Elsevier.
Available from http://dx.doi.org/10.1016/].ifset.2017.06.004.

Wynants E, Frooninckx L, Van Miert S, Geeraerd A, Claes J, Van Campenhout L. 2019. Risks
related to the presence of Salmonella sp. during rearing of mealworms (Tenebrio
molitor) for food or feed: Survival in the substrate and transmission to the larvae. Food
Control 100:227-234. Elsevier. Available from
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2019.01.026.

Yoo J, Hwang JS, Goo TW, Yun EY. 2013. Comparative analysis of nutritional and harmful
components in Korean and Chinese mealworms (Tenebrio molitor). Journal of the
Korean Society of Food Science and Nutrition 42:249-254.

Zielinska E, Baraniak B, Karas M. 2017. Antioxidant and anti-inflammatory activities of
hydrolysates and peptide fractions obtained by enzymatic hydrolysis of selected heat-
treated edible insects. Nutrients 9:1-14.

Zielinska E, Karas M, Jakubczyk A, Zielinski D, Baraniak B. 2019. Edible Insects as Source of
Proteins. Page Reference Series in Phytochemistry.

50


http://dx.doi.Org/10.1016/j.ifset.2017.06.004
https://doi.Org/10.1016/j.foodcont.2019.01.026

9 Seznam tabulek a grafii

Tabulka €. 1: Pfiblizné procentualni sloZeni Zivin ve vybranych druzich jedlého hmyzu......... 13
Tabulka €. 2: Obsah vybranych aminokyselin (g / 16 g dusiku) v larvach Tenebrio molitor....13
Tabulka €. 3: Procentualni zastoupeni vybranych mastnych kyselin oproti celkovému obsahu

mastnych kyselin ve dvou druzich jedIEho hMYzZu .......coooiiiiiiiiiiiii e 14
Tabulka €. 4: Kultiva¢ni médium, ¢as, metoda a podminky kultivace........cccccceevvveeiinniineennnns 27
Tabulka €. 5: Tridy spolehlivosti v MALDI BiOTYPET .....ccovviiiieiiiiieie it esiieee e 32
Tabulka €. 6: Stanoveny pocet mikroorganismua po ukonceni kultivace v larvach potemnika
MOUCNENO UVEAENY V I0Z KTJ/B.. weeriiiieceie ettt ettt sttt st st et svaesabe e aeas 33
Tabulka €. 7: Stanoveny pocet mikroorganismua po ukonceni kultivace ve vzorcich cvrcka
domACinNO UVEAENY V 108 KTJ/B. wecvvieiiiiiie ettt ettt et srae s eae e sa e sbae s ebe s 34
Tabulka €. 8: Bakteridlni druhy a jejich identifikacni skére, stanoveno pomoci MALDI-TOF,
hMOtNOSTNI SPEKEIOMELIIE .. st be e e e s saieae e e eanes 36
Tabulka €. 9: Namérené hodnoty vzorku Tenebrio molitor spafené (log KTJ/g).....cccvvevveereenen. I
Tabulka €. 10: Namérené hodnoty vzorku Tenebrio molitor sparfené a mikrovinné oSetrené
(108 KTJ/E) weeivie ettt ettt ettt ae et e e e et e e sbae st beaae e et aesbbeeabeanaseesaessaeesbeanseeensaesraeenns I
Tabulka €. 11: Namérené hodnoty vzorku Tenebrio molitor zmrazené (log KTJ/g) .c.ccveeuenee. Il
Tabulka €. 12: Namérené hodnoty vzorku Tenebrio molitor zmraZené a mikrovinné osetrené
(108 KTJ/E) weeetie ettt ettt ettt et et et et be e e e et e e sbaeetbeabe e e baesbaeeabeanseeensaesbaesabeaseeensaesraeans Il
Tabulka €. 13: Namérené hodnoty vzorku Acheta domesticus sparené (log KTJ/g) .....ccccu...... 1
Tabulka €. 14: Namérené hodnoty vzorku Acheta domesticus spafené a mikrovinné oSetfené
(108 KTJ/E) weeetie et ettt st ettt ettt st e s tbe et e e e e e sbaesbbeesbe e aseesbaeebaeeabeansseessaesaaesabeaneeeraens 1]
Tabulka €. 15: Namérené hodnoty vzorku Acheta domesticus zmrazené (log KTJ/g) ............. vV
Tabulka €. 16: Namérené hodnoty vzorku Acheta domesticus zmrazené a mikrovinné
0SETITENE (108 KTJ/E) wvriiieiitie ettt ettt ettt et ae ettt st ae e tbe e e et e e sbaesabeaaeeeaeesbaessbeannes 1Y

51






10 Samostatné prilohy

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

Stanovovany 1. 2. 3. Primér 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 oSetfené

(log KT)/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 5,75 5,74 5,75 5,75 0,005774
Aerobni sporulujici 3,59 3,56 3,57 3,57 0,015275
Clostridium spp. - - - - -
Salmonella spp. 0/25g 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. 0/25g 0/25g 0/25g - -

Tabulka €. 12: Namérené hodnoty vzorku Tenebrio molitor zmrazené a mikrovinné oSetfené

(log KT)/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 5,72 571 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 0/25g - -
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Tabulka €. 13: Namérené hodnoty vzorku Acheta domesticus sparené (log KTJ/g)

Stanovovany 1. 2. 3. Primér 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 -
Koagulaza 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 sparené a mikrovinné oSetrené

(log KT)/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. 0/25g 0/25g 0/25g - -
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Tabulka €. 15: Namérené hodnoty vzorku Acheta domesticus zmrazené (log KTJ/g)

Stanovovany 1. 2. 3. Pramér 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 zmraZzené 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 0/25g - -
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