VYSOKA SKOLA )
CHEMICKO-TECHNOLOGICKA
V PRAZE

Fakulta potravinarskeé a biochemické technologie
Ustav analyzy potravin a vyzivy

CERTIFIKOVANA METODIKA

Metabolomicka analyza vybranych druhti hmyzu
a vyrobku

Ondrej Pospisil, Katefina Sebelova, Vladimir Kocourek, Jana Haj$lova

VSCHT Praha
Praha, srpen 2025



© Ondfej Pospisil, Katefina Sebelové, Vladimir Kocourek, Jana Hajslov,

VSCHT Praha, 2025
Publikace neprosla jazykovou ani redak¢ni kontrolou, za obsah ptispévkl odpovidaji autofi.

Kontakt na vedouci autorského kolektivu: jana.hajslova@vscht.cz

ISBN 978-80-7592-316-5



OBSAH

1
2

© 00 N oo o1 b W

CHLMELOAIKY .t 4
VIastni popis METOAIKY ...c.vvvirieiiiiiieii e 5
2.1 Pouzitelnost zvolené analyticke StrategiC........c.uevvuririieiiiiiiiiiieiiie e 5
2.2 Princip analytické MELOAY .........coviiiiiiiiiieesi e 5
2.3 Chemikalie a spotiebni Material .........ccveiiiiiiiieiiie it 6
2.4 PISIIOJ€ @ ZATIZEMNT. . .c.viiriieiiiiiee e 6
2.5 POUZILY SOTEWATE.....veiutiieiiiiiitiitie ettt bbbt b et b et b e sb e nbesbe e b nre s 7
2.6 Vzorky pouzité pro tvorbu klasifikacnich modelil...........cccccoovviviiiiiiiiie 7
2.7 PEIPIAVA VZOTKU ...eiiviiiiiieiiiit ettt bbbt b bbb e e nre s 7
2.8 Podminky méfeni pomoci U-HPLC-HRMS ... 8
2.9 Postupy zpracovani namerenych dat..........cccovviiiiiiiiiiiiie e 9
2.10 Necilend metabolomicka analyzZa...........cccccvviiiieiiieiiiie i 11

2.11 Identifikace charakteristickych markert pro ti¢ely detekce a rozliseni jednotlivych druhti

010074 1SR S 15

2.12 Cilovy screening diagnostickych markerd — ovéfeni jejich aplikovatelnosti pro autentikaci
TEAINYCH VZOTKTL ... ..eiivicie e 16
2.13 Diagnostické markery hmyzu vhodné pro autentikaci..........c.ceeererieennienienesiee e 26
2.14 Pracovni charakteriStiky MEtOAY ........cccviiieriiiiiiiiiiieieese e 30
STOVNANT NOVOSHT POSTUPTL ...ttt 31
Popis uplatnéni MEtOdIKY .......covviiiiiiiii e 32
EKONOMICKE @SPEKLY ....vviiiiiiiiiiiie ittt 33
Seznam pouZzité SOUVISEJICT IIEETATUTY ....ocvviviiiiiiiiic e 34
Seznam publikaci, které predchazely metodicCe...........coovvvviriiiiiiiiiciicce e 35
Seznam pouzZityCh ZKratek .........cccoiiiiiiiii e 36
PIIIONY vttt e e e e nnreas 38



VSCHT Praha Certifikovand metodika

1 Cil metodiky

Cilem projektu Komplexni laboratorni strategie pro identifikaci druhi hmyzu uréeného
k lidské spotiebé a produkci zpracované zivocisné bilkoviny, autentikace potravin na jeho bazi
(QK23020101), podporovaného Ministerstvem zemédélstvi CR, bylo navrhnout moderni
laboratorni metody pro identifikaci druhtt hmyzu uréenych pro lidskou spotiebu. Projekt

zahrnoval 1 problematiku falSovani potravin na bazi jedlého hmyzu.

Pro naplnéni vyse stanoveného cile byly na zaklad¢ necilené metabolomické analyzy
(fingerprinting) autentickych druht hmyzu vytipovany specifické molekuly (tzv. markery) pro
jednotlivé druhy. Tato metodika pak nabizi pro kontrolni a inspekéni praxi screeningové
postupy a markery urcené k ovéteni autenticity vyrobkt na bazi jedlého hmyzu dostupného na

evropském trhu.
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2 Vlastni popis metodiky
2.1 Pouzitelnost zvolené analytické strategie

Metabolomicky fingerprinting piedstavuje soucasny trend, ktery je aplikovany nejen
pii autentikaci potavin. Pro tuto studii byla zvolena pokrocila analytickd technika ultra-ucinné
kapalinové chromatogratie ve spojeni s vysokorozliSovaci tandemovou hmotnostni
spektrometrii (U-HPLC-HRMS/MS), kterd umoziuje analyzu Siroké $kaly malych molekul
izolovanych ze zkoumaného vzorku. Nameéfend vicerozmérna data je nutné zpracovat
a vyhodnotit pomoci vicerozmérnych statistickych metod, kterd umoznuji vytvofit klasifikacni

modely a identifikovat diagnostické markery.

Predstavena strategie navrhuje aplikaci metody metabolomického fingerprintingu
pro klasifikaci jednotlivych druhit hmyzu, popt. zptisobu jejich usmrceni, na zaklad¢ analyzy
ethanolickych extrakti. Pro vytvoreni statistickych modelt bylo pouzito 142 autentickych
vzork 10 druh hmyzu (P¥iloha 1), které byly odchovany 15 chovateli ptivodem z Ceské
republiky (n = 14) a Litvy (n = 1) v prabéhu dvou let (celkem 5 odbérti). Studovanymi druhy
jsou cvréek domaci (A. domesticus), cvréek bananovy (G. assimilis), potemnik moucny (T.
molitor), potemnik stajovy (A. diaperinus), potemnik brazilsky (Z. morio), moucha branénka
(H. illucens), saran¢e stéhovavé (L. migratoria), sarane vSezravé (S. gregaria), Svab
argentinsky (B. dubia) a svab turkistansky (S. tartara). Vzorky se liSily v pouzitém krmivu,
délce la¢néni a zplisobu usmrceni. Ziskané vytipované markery jednotlivych druhit mohou byt

pouzity pro cileny screening ve vzorcich hmyzu a vyrobkill z néj dostupnych v trzni siti.

2.2 Princip analytické metody

Izolace metabolitti ze zhomogenizovanych vzorkl se provadi pouzitim extrakéni smési
ethanol:voda (1:1, v/v). Ethanolické extrakty jsou nasledné analyzovany pomoci ultrau¢inné
kapalinové chromatografie ve spojeni s vysokorozliSovaci tandemovou hmotnostni
spektrometrii (U-HPLC-HRMS/MS) s hmotnostnim analyzatorem typu kvadrupol-Orbitrap
(Q-Orbitrap). Naméiena data jsou zpracovana S vyuzitim pokrocilych statistickych metod,
konkrétné analyzou hlavnich komponent (Principal component analysis, PCA) a diskrimina¢ni
analyzou ¢aste¢nych nejmensich ¢tvercu (Partial Least Square Discriminant Analysis, PLS-
DA). Vytvotfené modely dokazou rozlisit jednotlivé druhy hmyzu mezi sebou, popt. i dle
zpusobu usmrceni. Po statistickém zpracovani jsou vybrany nejvice diagnostické ionty (m/z)

charakterizované presnou hmotou m/z, izotopovym profilem, fragmentaénim (MS?) spektrem,
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sumarnim vzorcem a prifazenou identifikaci. Tyto markery mohou byt dale, za pouziti
knihovny MS/MS spekter, cilené screenovany v novych vzorcich hmyzu a vyrobkia s obsahem
hmyzu. Jejich pfitomnost ve vzorku je v takovém piipadé hodnocena na zakladé shody
retencniho Casu, piesné hmoty m/z, izotopového profilu a charakteristickych fragmentt

S ptislusnou knihovnou.

2.3 Chemikalie a spotiebni material

e Methanol pro LC-MS, ¢istota > 99,9 % (Honeywell, Némecko)

e Propan-2-ol pro LC-MS, ¢istota > 99,9 % (Honeywell, Némecko)

e Acetonitril pro LC (Merck KGaA, Némecko)

e  Ethanol 96 % p.a. (Ing. Petr Svec — PENTA s.r.0., Ceska republika)

e Deionizovana voda (zatizeni Milli-Q Millipore, Némecko)

e Mravencan amonny, Cistota 99,9 %, (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Kyselina mravenci, Cistota pro MS - 98 %, (VWR Chemicals, Velka Britanie)

e B¢ézné laboratorni pomucky a vybaveni

2.4 Pristroje a zarizeni

e Lyofilizator L10-55 PRO (Gregor Instruments s.r.o., Sdzava, Czech Republic)
e Analyticky mlynek IKA® A11 basic (IKA, Némecko)

e Homogenizator Geno/Grinder® 2010 (Cole-Parmer®, USA)

¢ Analytické vahy Newton EJ-200 (A&D Instruments Ltd., Velka Britanie)

e Automaticka pipeta Transferpette® S 10-100 pl (Brand, Némecko)

e Automaticka pipeta Transferpette® S 100-1000 pl (Brand, Némecko)

e Elektronicka krokovaci pipeta Multipette E3 (Eppendorf, Némecko)

e Piistroj na pfipravu deionizované vody Milli-Q (Merck Millipore, Némecko)
o Centrifuga Rotina 35R (Hettich, Némecko)

e Bézné laboratorni nadobi

Instrumentdalni systéem U-HPLC-HRMS:

e Kapalinovy chromatograf U-HPLC Vanquish™ Horizon (Thermo Scientific, USA)
e Hmotnostni spektrometr Exploris™ 240 (Thermo Scientific, USA)
e Analyticka kolona Acquity HSS T3 (2,1 x 100 mm, 1,8 um; Waters, USA)
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2.5 Pouzity software

e Compound Discoverer 3.3 (Thermo Scientific, USA)
e mzVault 2.3 (Thermo Scientific, USA)

e MetaboAnalyst 5.0 (www.metaboanalyst.ca, Kanada)
e MS Finder verze 3.52 (CompMS, Japonsko)

e SIMCA™ verze 13.0 (Umetrics, Svédsko)

e Microsoft Excel (Microsoft Corporation, USA)

e TraceFinder verze EFS 5.2 (Thermo Scientific, USA)

Pozndmka: Kromé pristroje a zarizeni uvedenych dodavatelu, které byly pouzity pro tuto metodiku, lze
pouzit instrumentaci od alternativnich dodavatelii, pokud jsou pro dany ucel vhodné. Vhodnost musi byt
dokumentovana pri implementaci metody v konkrétnich podminkach.

2.6 Vzorky pouzité pro tvorbu klasifika¢nich modela

Pro necilovou analyzu a tvorbu klasifika¢nich modelt je potieba pouzit dostatecny pocet
vzorkll pokryvajicich moznou variabilitu, kterd mtze byt zpisobena napf. rGznymi
podminkami pfti skladovani, chovu a riznym technologickym zpracovanim. Pro vytvofeni
klasifika¢nich modelt v této metodice bylo pozito celkem 10 druhii hmyzu ziskanych od 14
riznych chovateli z Ceské republiky a jednoho chovatele z Litvy. Vzorky byly
shromazd’ovany béhem dvou let v ramci 5 odbéri. Vzorky hmyzu byly dodany v zivém stavu
po vylacnéni (alesponn 24 hodin). Kazdy vzorek byl rozdélen na dvé poloviny, kdy jedna
polovina byla usmrcena mrazem (-18 °C, 24 hod) a druha polovina ve vrouci vodé (100 °C) po
dobu 5 min v hmotnostnim poméru 1:10 (hmyz/voda). Poté byly vSechny vzorky lyofilizovany
a kryogenné homogenizovany po podchlazeni tekutym dusikem. Témito postupy bylo ziskano
celkem 142 vzorku rozdilnych v druhu, stafi (dobé skladovani), pivodu, chovnych podminkach

a metodé usmrceni.

2.7 Priprava vzorku

Lyofilizované a homogenizované vzorky hmyzu (0,5 g) nejprve navazime
do centrifugac¢nich kyvet o objemu 50 ml. Nasleduje extrakce malych molekul (metabolitt)
ptidanim 10 ml smési ethanol:voda (1:1, v/v) a tiepanim na vertikalni tfepacce (5 min, 1 000
mint). Dal§im krokem je vymrazeni pii teploté —18 °C po dobu 24 hodin, ihned poté vzorky
odstfedime (5 min, 10 000 min, 5 °C). Ethanolicky extrakt je nasledné odebran do sklenéné

vialky a pted analyzou uchovavan pii —80 °C.
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Vyrobky na bazi jedlého hmyzu jsou nejprve homogenizovany. Kryogenni mleti za
pouziti tekutého dusiku je aplikovano u matric, které neni mozné homogenizovat konven¢nim
mletim z diivodu jejich struktury (napft. tvrdost, lepivost). MiiZe se jednat naptiklad o vyrobky
typu proteinové ty¢inky. Tekuté a pastovité/kasovité matrice jsou homogenizovany mixovanim,
poptipad¢ dukladnym promichénim. Dalsi pfiprava je shodna s ptipravou vzorkt hmyzu véetné
navazky a ptidaného extrak¢niho Cinidla. Pro tcely cilového screeningu je mozné pro vyrobky
s predpokladanym nizkym obsahem hmyzi slozky pomér vzorku a rozpoustédla upravit.

Vzorek pro ftizeni kvality (QC), slouzici pro posouzeni naméfenych dat, pfipravime
smisenim alikvotnich podilt (100 pl) ze vSech piipravenych ethanolickych extraktd. Slepy

vzorek je pfipraven stejné jako ostatni vzorky.

2.8 Podminky méreni pomoci U-HPLC-HRMS

Analyza vzorki je realizovana technikou U-HPLC-HRMS/MS s hmotnostnim
analyzatorem typu kvadrupoél-orbitrap (Q-Orbitrap). Podminky méfeni ethanolickych extrakta
jsou uvedeny v Tabulce 1 a 2:

Tabulka 1: Podminky U-HPLC separace

Vanquish™ Horizon (Thermo Scientific, USA)
Kolona ACQUITY® HSS T3 (2,1 x 100 mm, 1,8 um; Waters, USA)
Teplota kolony 45 °C
Mobilni faze A: 5mM HCOONH, v dH.0O + 0,1 % HCOOH
B: 5mM HCOONH4 v MeOH + 0,1 % HCOOH
Prutok mobilni faze 0,4 ml/min
cas (min) A (%) B (%) prutok (mL/min)
0 95 5 0,4
1 95 5 0,4
Gradient mobilni faze 8 0 100 0,4
13 0 100 0,4
13,1 95 5 0,4
15 95 5 0,4

Tabulka 2: Podminky HRMS/MS detekce

Exploris™ 240 (Thermo Scientific, USA)

lonizaéni technika ESI+/—

Akviziéni mod MS? (full scan) + MS? (DDA)
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Napéti na sprejovaci kapilaie +4kV

Teplota na kapilafe a vyparovaci teplota | 250 °C
MS*: 100-1200

Rozsah detekce m/z

MS2: 50-1200
Rozliseni FWHM MS*: 120 000

MSZ 15 000
Kolizni energie 30: 45 NCE

Pro posouzeni kvality méfenych dat je pouzit QC vzorek, ktery je nastfiknut
v 10 opakovanich pied zacatkem sekvence, dale po kazdych 10 vzorcich v pribéhu sekvence
a ve 2 opakovani na konci sekvence (pfi analyze hlavnich komponent musi vSechny nastiiky
QC vzorku tvorit jeden klastr v grafu komponentniho skore). Pro zhodnoceni kvality méfeni

jsou porovnany intenzity signali, retenéni Casy analytl a tlakovy zdznam systému.
2.9 Postupy zpracovani naméienych dat

2.9.1 Zpracovani dat pro necilenou metabolomickou analyzu

Nameéfena data pro necilovou metabolomickou analyzu musi byt pied statistickou
analyzou zpracovana. Zpracovani probiha v programu Compound Discoverer, ktery umoziuje
extrakci proménnych, deizotopizaci, alignment, normalizaci dat a anotaci jednotlivych
proménnych. Dale umoznuje provést nékteré statistické tkony, jako napiiklad PCA, coz
umoziiuje posouzeni kvality naméfenych dat (shlukovani QC vzorkli do jednoho klastru).

Parametry zpracovani dat pro necilovou analyzu jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: Parametry zpracovani dat pro necilovou metabolomickou analyzou Vv programu
Compound Discoverer 3.3 pro obé ioniza¢ni techniky (ESI+/-)

Compound Discoverer 3.3 (Thermo Scientific, USA)

Minimalni vyska piku 100 000

Pomér signal/Sum 1,5

ESI+: [M+H]*, [M+Na]*, [M+K]*, [M+NH.]*, [M+2H]*,
[M+3H]*, [2M+H]*, [2M+Na]*, [2M+K]*, [2M+NH]*,
[M+H+Na]*?, [M+H+K]*"?, [M+H+NH4]*?, [M+H-H:0]*,
[M+H-NH;]*

ESI-: [M-H]", [M+CI]", [M+HCOO]", [M+CH3COO]", [M-2H]
2 [M-2H+K]", [2M-H]", [2M+HCOOQT", [2M+CH;COOT,
[M-H-H,0]

Typ aduktt

Tolerance reten¢niho Casu pro

alignment dat 0,2 min
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Tolerance piesné hmoty (m/z) pro

zarovnani dat S ppm
Technika normalizace dat SERRF (Systematic Error Removal Using Random Forest)
mzCloud

Nastroje pro anotaci proménnych Chemspider
Predict Compositions

Vysledkem zpracovani dat jsou datové matice zvlast’ pro pozitivni a negativni mod
ionizace. Proménné jsou charakterizovany naméfenou pfesnou hmotou iontti (m/z), reten¢nim

¢asem, pfipadn¢ sumarnim vzorcem a anotaci.

2.9.2 Statistické zpracovani dat pro necilovou metabolomickou analyzu

Proménné jsou nejprve filtrovany podle relativni smérodatné odchylky (RSD) plochy
pikt z opakovanych analyz QC vzorku. Pro dal$i zpracovani jsou dale pouzity jen ty proménné,
které maji RSD < 30 %.

Nasleduje statistické zpracovani dat, které kombinuje jednorozmérné a vicerozmérné
statistické metody s cilem vytvofit klasifikacni modely, které budou na zakladé diagnostickych

proménnych, tzv. markert, schopné rozlisit jednotlivé druhy hmyzu.

Nasledn¢ jsou pomoci softwaru Metaboanalyst vybrany signifikantni proménné pomoci
analyzy rozptylu (Analysis Of Variance, ANOVA) s navazujicim Fisher’s Least Significant
Difference (LSD) post-hoc testem (p-hodnota < 0,05). Matice obsahujici signifikantni
proménné jsou exportovany do softwaru SIMCA a normalizovany na sumu, logaritmicky
transformovany a Pareto Skalovany. Nasledné jsou podrobeny vicerozmérné analyze dat
za ucelem vytvoreni klasifika¢nich modeld pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA) a
diskriminaéni analyzy ¢astecné nejmensich ¢tverci (PLS-DA). Vybér proménnych je dale
jednotlivych tfid. Vybrané proménné jsou podrobeny bliz§imu zkoumani a konfirmaci
pfifazené anotace na zakladé presné hodnoty m/z, izotopového profilu a charakteristickych
fragmentd molekuly. Diagnostické markery s navrzenou identifikaci jsou posléze zaneseny do

vytvorené knihovny fragmentacnich spekter (software mzVault), ktera se nasledné mize vyuzit

k cilovému screeningu téchto latek.

10
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Klasifika¢ni modely jsou validovany pomoci Sestikrokové kiizové validace a charakteri-
zujeme jejich rozpoznavaci (R2X, R2Y) a predikéni (Q?) schopnost. Za validni je povazovan

ten model, jehoz hodnoty nabyvaji minimaln¢ hodnoty 0,5 [1].

2.9.3 Zpracovani dat pro cilovy screening

Vytvotena MS? databaze je nasledné vyuzita pro ticely cilového screeningu vytipovanych
markerti v riznych typech vzorkii, ¢imz je ovétena jejich detektabilita a specifita, mize ale
slouzit i k samotné autentikaci vzorkti. Namétfena data jSou nejprve zpracovana v programu
TraceFinder EFS, kdy dojde k automatické detekci markerd a integraci pikt. Nastaveni
jednotlivych parametru pro cilovy screening shrnuje Tabulka 5.

Tabulka 4: Nastaveni parametrt cilového screeningu vybranych markeri hmyzu a zpisobu usmrceni
v programu TraceFinder EFS 5.2

TraceFinder EFS 5.2 (Thermo Scientific, USA)

Nastaveni filtrace piki
hledat od-do 0-14 min
Sitka chromatografického okna 1 min

Nastaveni podminek identifikace

Pomér signal/Sum (S/N) 5
Tolerance reten¢niho ¢asu 30s
Tolerance hmoty prekurzorového iontu 5 ppm
Tolerance hmoty fragmentu 7 ppm
Rozdil izotopového poméru 20 %

Nastaveni mzVault

Tolerance hmoty prekurzorového iontu 10 ppm

2.10 Necilena metabolomicka analyza

Ethanolické extrakty jsou analyzovany technikou U-HPLC-HRMS/MS v pozitivnim
(ESI+) i negativnim (ESI—) modu ionizace. Podminky méfeni jsou uvedeny v Kapitole 2.8.
Nameétena data je nutné predzpracovat a podrobit statistické analyze, detailnéji je postup popsan

v ptedchozi Kapitole 2.9.

2.10.1 Klasifikace hmyzich druhi na zakladé metabolomického fingerprintu

Nejprve jsou metabolomické fingerprinty autentickych vzork hmyzu (n = 142,
Piiloha 1) podrobeny PCA a PLS-DA vprogramu SIMCA, vysledkem jsou grafy
komponentniho skore a komponentnich vah. Po nastaveni hranice VIP skoére > 2 zustane 69

vyznamnych proménnych v ESI+ a 40 v ESI-. Pfi pouziti prvnich dvou hlavnich komponent

11
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(Principal Component, PC) vsak neni dosazeno dobrého vizualniho rozdéleni jednotlivych
druhtt hmyzu, protoze vzorky ve vyvojovém stadiu larvy tvoii jeden klastr a vzorky v dosp€lém
vyvojovém stadiu se oddé€luji pouze Caste¢né (Obrazek 2). Avsak béhem kiizové validace
PLS-DA model ptifadil spravné 100 % vzorkid v pozitivnim i negativnim moédu ionizace.
Parametry rozpoznavaci (R?X, R%Y) a predikéni (Q?) schopnosti modelu byly nasledujici:
R2X =0,896; R?Y =0,937aQ?=0,917 v ESI+ a R?X = 0,964; R?Y =0,862a Q= 0,799 v ESI-.

.| &% PCA (ESI+) mc .| PLS-DA (ESI+) Larvy mo
L ad o = s o
B i el e o e
O o

| B ms
' & 5

= ®
~.°
Larvy

c s T —— = S : o =
PCA (ESI-) G - PL -DA(’E |-.) me
™M e ‘L

] s

oy C = _ ? :

b ~
o o

Obrazek 1: Grafy komponentniho skére PCA a PLS-DA modelt pti zahrnuti v§ech druht hmyzu

Na zakladé vySe uvedenych vysledkt je soubor vzorki rozdélen na dvé casti podle
vyvojového stadia. Vytvoiené modely PCA a PLS-DA pro vzorky v dospélém vyvojovém
stadiu (A. domesticus, G. sigillatus, L. migratoria, S. gregaria, B. dubia, S. tartara) jsou na
Obrazku 3. Po nastaveni VIP skore > 2 ziistane 57 signifikantnich proménnych v ESI+ a 58
v ESI-. V pozitivnim médu je patrné, ze vzorky cvréka domaciho (A. domesticus) a cvréka
bananového (G. sigillatus) stale tvofi jeden klastr. V negativnim mddu se pak od ostatnich
vzorkd odd¢€luji $§vab argentinsky (B. dubia) a $vab turkistansky (S. tartara). Prvni dvé hlavni
komponenty popisuji 55,3 % variability souboru vzorkt v ESI+ (PC1 33,9 % a PC2 20,4 %),
v ESI- pak 64,4 % (PC1 40,7 % a PC2 23,7 %). Rozpoznavaci (R?X, R?Y) a predikéni (Q?)
schopnost modelti PLS-DA je pak nasledujici: R?X = 0,882; R?Y = 0,956 a Q> = 0,937 v ESI+
a R2X = 0,937; R%Y = 0,960 a Q? = 0,951 v ESI-. Pro ovéieni vhodnosti PLS-DA modeli

je provedena kiizova validace, kdy byly vSechny vzorky klasifikovany spravné.
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Obrazek 2: Grafy komponentniho skore PCA a PLS-DA modell pfi zahrnuti vSech vzorkdi hmyzu
v dospélém vyvojovém stadiu (A. domesticus, G. sigillatus, L. migratoria, S. gregaria, B. dubia

a S. tartara)

Na nésledujicim Obrazku 4 je pak mozné demonstrovat schopnost modelil rozlisit

jednotlivé druhy cvréka domaciho (A. domesticus), cvréka bananového (G. assimilis), sarancete

st€éhovavého (L. migratoria) a saranéete vSezravého a (S. gregaria)
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Obrazek 3. Grafy komponentniho skore PCA a PLS-DA modelu pfi zahrnuti vSech vzorkd cvréka
domaciho (A. domesticus), cvréka bananového (G. sigillatus), saranéete st€hovavého (L. migratoria)

a sarancete vSeZravého (S. gregaria)
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Na Obrazku 5 jsou pak znazornény PCA a PLS-DA modely pro vzorky hmyzu
Vv larvalnim vyvojovém stadiu (T. molitor, A. diaperinus, Z. morio, H. illucens). Pfi nastaveni
VIP skore > 2 zbyde 96 vyznamnych proménnych v ESI+ a 53 v ESI—. Z grafl je na prvni
pohled patrné jasné oddéleni jednotlivych druhti. Prvni dvé hlavni komponenty pak popisuji
58,2 % variability souboru vzorka (PC1 40,7 % a PC2 17,5 %) v ESI+, vESI- 75,7 %
variability (PC1 56,7 % a PC2 19,0 %). Rozpoznavaci (R?X, R?Y) a predikéni (Q?) schopnost
modeltt PLS-DA je nasledujici: R>X = 0,810; R?Y = 0,972 a Q* = 0,967 pro ESI+
a R®X = 0,888; R?Y = 0,956 a Q? = 0,941 pro ESI-. Oba PLS-DA modely (ESI+ a ESI-)

v ramci kiizové validace spravng klasifikovaly 100 % vzorka.
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Obrazek 4: Grafy komponentniho skore PCA a PLS-DA modell pfi zahrnuti vSech vzorkdi hmyzu
Vv larvalnim vyvojovém stadiu (T. morio, A. diaperinus, Z. morio a H. illucens)

V dalSich vytvotfenych modelech je navic mozné pozorovat vyznamné rozdéleni podle
zpusobu usmrceni, kdy jsou vzorky rozdélené do dvou skupin dle zplisobu usmrceni (zmrazeni
nebo vareni). Grafy komponentniho skoére jsou zobrazeny na Obrazku 6. Na prvni pohled
je patrné jasné rozdé€leni téid. Varem usmrcené vzorky tvofi t€snéjsi shluky, pravdépodobné
kvili ztraté nékterych latek béhem vateni (vyluhovani, degradace béhem vateni), coZ snizilo
variabilitu mezi varem usmrcenymi vzorky. Rozpoznavaci (R?X, R2Y) a predikéni (Q?)
schopnost modelit PLS-DA je nasledujici: R2X = 0,864; R?Y = 0,956 a Q2 = 0,948 pro ESI+
aR?X =0,777; R?Y = 0,962 a Q? = 0,946 pro ESI—. V ptipadné ESI+ bylo pomoci kiizové
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validace PLS-DA modelu spravné klasifikovano 99,3 % vzorkt, v ESI— pak byly spravné

klasifikovany vSechny vzorky.
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Obrazek 5: Grafy komponentniho skore PCA a PLS-DA modeli pii zahrnuti v§ech vzorkti hmyzu
rozdélenych do dvou tiid dle zpisobu usmrceni (zmrazeni a var)

2.11 Identifikace charakteristickych markeri pro tcely detekce a rozliSeni
jednotlivych druhtt hmyzu

Proménné, které byly pouzity pro tvorbu klasifika¢nich modeld, jsou podrobeny bliz§imu
zkoumani, pfedevsim konfirmaci pfifazenych anotaci a zhodnoceni, zda je jedna o diagnosticky
marker pro nékteré skupiny vzorkt. Konfirmace byla provadéna na zakladé presné hodnoty
m/z, izotopového profilu a fragmentacniho spektra molekuly. Celkem bylo vybrano 53
potencialnich markerti, které byly zaneseny do prvni verze interni databaze. Navrh
identifikace, naméfené hmoty m/z a retenéni ¢as (RT), navrZzeny sumarni vzorec a piislusnost
k dané tfidé jsou uvedeny v Priloze 2. Dale je jednotlivym markerim piifazena tzv. Groven

identifikace dle studie Schymanski et al. (2014) [2].

15



VSCHT Praha Certifikovand metodika

2.12 Cilovy screening diagnostickych markeri — ovéreni jejich
aplikovatelnosti pro autentikaci realnych vzorkua

Po identifikaci charakteristickych markera jednotlivych druht hmyzu bylo piistoupeno
K jejich cilovému screeningu v riznych typech vzorki za Gi€elem posouzeni jejich citlivosti a
specifity. Cilem bylo potvrzeni aplikovatelnosti téchto markerd v rutinni kontrolni praxi pro

ucely autentikace vyrobkil na bazi hmyzu.

Cilovému screeningu byla podrobena verifika¢ni sada autentickych vzorki raznych
druhtt hmyzu (n =20, 6. odbér), vzorky binarnich smési (n = 140) ptipravenych smisenim
dostupnych autentickych vzorki hmyzu rtiznych druhd v uréitych hmotnostnich pomérech
(5:95, 10:90, 50:50, 90:10, 95:5), vyrobku s piidavkem hmyzu (n = 76) a vyrobki bez hmyzu
(n = 16). Vzorky s ptidavkem jedlého hmyzu zahrnuji $iroké spektrum vyrobki dostupnych na
evropském trhu v letech 2023-2024. Typove se jedna o cely hmyz, hmyzi moucky, chipsy,
téstoviny, proteinové tyCinky a napoje, krekry, cokoladové bonbony, pomazanky nebo hotové
pokrmy ptivodem z 11 evropskych zemi (Ceskd republika, Litva, Finsko, Spanélsko,
Portugalsko, Nizozemsko, Svycarsko, Belgie, Dansko, Francie, Némecko) a Vietnamu. Blizsi

informace ke vzorkum pro cilovy screening jsou uvedeny v Prilohach 3-6.

2.12.1 Cilovy screening markeru v autentickych vzorcich hmyzu

V piipadé verifika¢ni sady autentickych vzorka (PFiloha 3, 6. odbér) bylo detekovano
celkem 37 markert. Piikladem potvrzenych markera jsou dopamin 3-O-sulfat
a methyl O-sulfo-L-tyrosinat (Obrazek 6-7), které jsou markery hmyzu v dospélém vyvojovém
stadiu (tj. dokdZeme pomoci nich rozlisit dospélce od hmyzu v larvalnim vyvoji). Zminény
dopamin-3-O-sulfat je detekovan ve vSech vzorcich dospélc (A. domesticus, G. assimilis,

S. gregaria, S. tartara a B. dubia) a vyhovuje tedy hypotéze.
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Obrazek 6: Zastoupeni dopaminu 3-O-sulfatu (m/z = 232,0285, RT = 1,33 min; [M-H]") v autentickych
vzorcich hmyzu (6. odbér). Jedna se o vzorky cvréka domaciho (A. domesticus, AD), cvréka bananového
(G. assimilis, GA), sarance vSezravé (S. gregaria, SG), Svaba turkistanského (S. tartara, ST), Svaba
argentinského (B. dubia, BD), potemnika brazilského (Z. morio, ZM), potemnika stajového
(A. diaperinus, ALD) a potemnika mou¢ného (T. molitor, TM) usmrcené varem (plné sloupce) nebo
zmrazenim (Srafované sloupce)

Dalsi marker, ktery vyhovuje této hypotéze, je methyl O-sulfo-L-tyrosinat. Tento marker
je detekovan ve vSech vzorcich dospélct (A. domesticus, G. assimilis, S. gregaria, S. tartara

a B. dubia) na vysokych hladinach, v ostatnich pfipadech je detekovan na velmi nizkych
hladinach.
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Obrazek 7: Zastoupeni methyl O-sulfo-L-tyrosinatu (m/z = 274,0391, RT = 3,13 min; [M-H])
v autentickych vzorcich hmyzu (6. odbér). Jedna se o vzorky cvréka domaciho (A. domesticus, AD),
cvréka bananového (G. assimilis, GA), sarance vsezravé (S. gregaria, SG), $vaba turkistanského
(S. tartara, ST), §vaba argentinského (B. dubia, BD), potemnika brazilského (Z. morio, ZM), potemnika
stajového (A. diaperinus, ALD) a potemnika mou¢ného (T. molitor, TM) usmrcené varem (plné sloupce)
nebo zmrazenim (Srafované sloupce)

Kombinaci guajakol sulfatu (m/z = 203,0020, RT = 3,47 min; [M-H]"), ktery je markerem
cvrcka domaciho (A. domesticus), cvréka bananového (G. assimilis) a potemnika brazilského
(Z. morio), ajiného markeru je mozné rozli§it vzorky potemnika brazilského (Z. morio)

od ostatnich druhti hmyzu v larvalnim vyvojovém stadiu. Vhodnym kandidatem se jevi néktery
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z markera dospélct, naptiklad dopamin-3-O-sulfat. Z Obrazku 8 je pak patrné, ze je pfitomny
u vSech autentickych vzorkii cvréka domaciho (A. domesticus), cvréka bananového
(G. assimilis) a potemnika brazilského (Z. morio) kromé jednoho vzorku potemniki

usmrceného mrazem.
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Obrazek 8: Zastoupeni guajakol sulfatu (m/z = 203,0020, RT = 3,47 min; [M-H]") v autentickych
vzorcich hmyzu (6. odbér). Jedna se o vzorky cvréka domaciho (A. domesticus, AD), cvréka bananového
(G. assimilis, GA), saranCe vSezravé (S. gregaria, SG), §vaba turkistanského (S. tartara, ST), §vaba
argentinského (B. dubia, BD), potemnika brazilského (Z. morio, ZM), potemnika stajového
(A. diaperinus, ALD) a potemnika mouéného (T. molitor, TM) usmrcené varem (plné sloupce)
nebo zmrazenim (Srafované sloupce)

Prikladem markert, které jsou diagnostické pouze pro jediny druh, v tomto pfipadé pro
Svaba turkistanského (S. tartara), jsou 2-hydroxyhippurova kyselina (m/z = 194,0457,
RT = 4,52 min; [M-H]") a methyllithocholat (m/z = 413,3023, RT = 8,37 min, [M+H]"). Oba

markery jsou detekované pouze ve vzorcich Svaba turkistanského (S. tartara).
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Obrazek 9: Zastoupeni 2-hydroxyhippurové kyseliny (m/z = 194,0457, RT =4,52 min; [M-H]")
a methyllithocholatu (m/z =413,3023, RT = 8,37 min, [M+H]") v autentickych vzorcich hmyzu
(6. odbér). Jedna se o vzorky $vaba turkistanského (S. tartara, ST) usmrcené varem (pIné sloupce)
nebo zmrazenim (Srafované sloupce)

2.12.2 Cilovy screening markera v binarnich smésich autentickych druhi hmyzu

V piipadé¢ binarnich smési (PFiloha 5) bylo detekovano 39 markert. Jednim z ptiklada
funkénich markertt miize byt marker se sumarnim vzorcem CsH20Nz2, ktery je charakteristicky
pro potemnika brazilského (Z. morio) a sarance vSezravé (S. gregaria). Marker byl detekovan
ve Ctyfech smésich (TM:ZM, ALD:ZM, ZM:HI a LM:SG), kdy jeho obsah roste s rostoucim
podilem daného druhu — potemnik brazilsky (Z. morio) nebo sarance vsezravé (S. gregaria,;
Obrazek 10 a 11). Ve smési TM:ZM je detekovatelny jiz pii 5% pridavku ZM, ve smési
ALD:ZM od 50 % ZM, ve smési ZM:HI od 10 % ZM a ve smési LM:SG od 50 % SG.
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Obriazek 10: Zastoupeni markeru CgHzoN (m/z = 145,1698, RT = 0,59 min; [M+H]") ve smé&si TM:ZM
(vlevo) a ALD:ZM (vpravo). Smési jsou smichany v hmotnostnich pomérech
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Obriazek 11: Zastoupeni markeru CsHzoN2 (m/z = 145,1698, RT = 0,59 min; [M+H]") ve smé&si ZM:HI
(vlevo) a LM:SG (vpravo). Smési jsou smichany v hmotnostnich pomérech

Dalsim piikladem muze byt marker C7HsO4S (m/z = 187,0070, RT = 4,14 min; [M—H]"),
ktery je diagnosticky pro cvréka domaciho (A. domesticus) a cvréka bananového (G. assimilis)
a dokazeme tak rozlisit tyto druhy od ostatnich druhd dospélct (L. migratoria, S. gregaria,
B. dubia a S. tartara). Zminény marker je zjistén ve vSech smésich (Obrazek 12-14),
ve kterych byl alespon jeden z uvedenych druhti — celkem 5 smési (AD:TM, AD:ALD, AD:LM,
AD:GA, TM:GA). U vsech smési kromé¢ AD:LM a AD:GA je pak patrny rostouci trend
S rostoucim zastoupenim jednoho z cvrcku. Ve ttech smésich (AD:TM, AD:ALD a AD:LM)
je detekovatelny od 50 % AD, ve smési AD:GA je detekovany ve vSech ptipadech, ale neni
ziejmy zadny trend, a ve smési TM:GA je zjistitelny od 10 % (hmyz usmrceny varem) a 50 %

(hmyz usmrceny zmrazenim) GA.
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Obrazek 12: Zastoupeni markeru C;HgO4S (m/z = 187,0070, RT = 4,14 min; [M—H]") ve smési AD:TM
(vlevo) a AD:ALD (vpravo). Smési jsou smichany v hmotnostnich pomérech
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Obrazek 13: Zastoupeni markeru C;HgO4S (m/z = 187,0070, RT = 4,14 min; [M—H]") ve smési AD:LM
(vlevo) a AD:GA (vpravo). Smési jsou smichany v hmotnostnich pomérech
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Obrazek 14: Zastoupeni markeru C;HgO4S (m/z =187,0070, RT = 4,14 min; [M—H]") ve smési TM:GA.
Smeési jsou smichany v hmotnostnich pomérech

2.12.3 Cilovy screening markeru ve vyrobcich obsahujici hmyz

V prvni sadé vyrobka (PFiloha 5) bylo detekovano 23 markert, v druhé sadé vyrobku
(Priloha 6) pak 24 markert. Piikladem markeru, ktery byl detekovan ve vSech vzorcich
obsahujici cvréka domaciho (A. domesticus) kromé vyrobki s niz§im obsahem cvrééi moucky
(A. domesticus), je dopamin 3-O-sulfat. Tento marker nebyl detekovan ve vzorku tapenady
(14 %), proteinové snidané (10 %), ¢okolade (8 %), granole a chipsech (7 %), ty¢inkach (5 %),
chilli con carne (0,9 %) a belgickém vyrobku ,.cricket spoon®, ktery nemél deklarovaného

mnozstvi cvrééi moucky (Obrazek 15).
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Obrazek 15: Zastoupeni dopaminu 3-O-sulfatu (m/z = 232,0285, RT = 1,33 min; [M—H]") v prvni sadé vyrobkt. Vyrobky obsahuji cvréka domaciho
(A. domesticus, AD), cvréka kratkoktidlého (G. sigillatus, GS), sarance stéhovavé (L. migratoria, LM), potemnika mouéného (T. molitor, TM), potemnika
stajového (A. diaperinus, ALD) nebo neobsahuji hmyz. U kazdého vzorku je uveden deklarovany obsah hmyzu (napt. AD-100), ve dvou piipadech nebylo

mnozstvi pfidaného hmyzu deklarovano (AD-n/a)
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Obrazek 16: Zastoupeni dopaminu 3-O-sulfatu (m/z = 232,0285, RT = 1,33 min; [M—H]") v druhé sad¢
vyrobkl. Vyrobky obsahuji cvré¢ka domaciho (A. domesticus, AD), sarance stéhovavé (L. migratoria,
LM) a potemnika mouéného (T. molitor, TM). U kazdého vzorku je uveden deklarovany obsah hmyzu
(napt. AD-100), v jednom ptipadé nebylo mnozstvi pfidaného hmyzu deklarovano (AD-n/a)

Dalsim markerem hmyzu v dospélém vyvojovém stadiu je Methyl O-sulfo-L-tyrosinat
je detekovan piedev§im ve vzorcich obsahujici cvréka domaciho (A. domesticus), cvrcka
kratkoktidlého (G. sigillatus) a sarance stéhovavé (L. migratoria). V ojedinélych piipadech
je detekovan i ve vzorcich vyrobku s pfidavkem moucky potemnika mouéného (T. molitor)
a potemnika stajového (A. diaperinus), nicméné na vyrazn¢ nizsich hladinach nez ve vzorcich
hmyzu v dospélém vyvojovém stadiu a vyrobki s piidavkem alesponn 10 % cvrééi moucky
(A. domesticus). Methyl O-sulfo-L-tyrosinat nebyl detekovan ve vzorku ¢okolady (8 % cvrcci

moucky) a chilli con carne (0,9 % cvr¢ci moucky).
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Obrazek 17: Zastoupeni methyl O-sulfo-L-tyrosinatu (m/z = 274,0391, RT = 3,13 min; [M—H]") v prvni sad¢ vyrobku. Vyrobky obsahuji cvréka domaciho
(A. domesticus, AD), cvrcka kratkokiidlého (G. sigillatus, GS), sarance st€éhovavé (L. migratoria, LM), potemnika mou¢ného (T. molitor, TM), potemnika

stdjového (A. diaperinus, ALD) nebo neobsahuji
mnozstvi pfidaného hmyzu deklarovano (AD-n/a)

hmyz. U kazdého vzorku je uveden deklarovany obsah hmyzu (napt. AD-100), ve dvou ptipadech nebylo
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Obrazek 18: Zastoupeni methyl O-sulfo-L-tyrosinatu (m/z =274,0391, RT = 3,13 min; [M—H]") v druhé
sadé vyrobkd. Vyrobky obsahuji cvréka domaciho (A. domesticus, AD), saranCe stéhovavé
(L. migratoria, LM) a potemnika mouéného (T. molitor, TM). U kazdého vzorku je uveden deklarovany
obsah hmyzu (napt. AD-100), v jednom piipad¢ nebylo mnozstvi pfidaného hmyzu deklarovano

(AD-n/a)

Cist¢ specifickym markerem pro sarande stéhovavé (L. migratoria) je ninhydrin
(m/z =179,0338, RT = 4,26 min; [M+H]"), ktery je detekovany pouze ve vzorcich vyrobku
obsahujici tento druh sarancete. DokaZeme tak rozliSit vyrobky obsahuji tento druh sarancete

od ostatnich vyrobkl obsahujici jedly hmyz.
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Obrazek 19: Zastoupeni ninhydrinu (m/z = 179,0338, RT = 4,26 min; [M+H]") v prvni sad& vyrobk
(vlevo) a druhé sadé vzorkt (vpravo). Vzorky obsahovaly sarance st€hovavé (L. migratoria, LM)

Detailnéjsi ptehled o spolehlivosti identifikovanych markerti na zakladé necilenich
ptistupt je k dispozici v Priloze 7-10. Spolehlivost marker je zalozena na zaklad¢ studie
Baratloo et. al (2015), kdy se statisticky vyhodnoti tzn. citlivost, specifita a pfesnost pro dany
marker. Citlivost odrazi schopnost markeru odhalit skute¢né pozitivni ptipady (schopnost
spravné urcit vzorky obsahujici hmyz), specifita odrazi schopnost markeru vyhnout se falesn¢

pozitivnim ndlezim (schopnost ur¢it vzorky neobsahujici hmyz) a ptfesnost pak vyjadiuje
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celkovou uspésnost (schopnost spravné rozlisit vzorky obsahujici hmyz a vzorky neobsahujici

hmyz). VySe popsané charakteristiky jsou vypoéteny podle Rovnice 2.1-2.3 [3,4].

SP
citlivost = SP-|-—FN (21)
SN (2.2)
ifita = :
speciiita —SN T FP
SP + SN
piresnost = (2.3)

SP+ SN + FP + FN

SP = skute¢né pozitivni, FP = falesné pozitivni, FN = falesn¢ negativni, SN = skute¢né negativni
2.13 Diagnostické markery hmyzu vhodné pro autentikaci

Na zékladé vypoctenych charakteristik (citlivost, specifita a pfesnost) jsou vybrany
markery, které jsou vhodné pro autentikaci hmyzu a vyrobki na bazi jedlého hmyzu. Pro
autentické vzorky byla nastavena hrani¢ni hodnota ptfesnosti markeru 95 % (zachovano 19
markert), pro binarni smési 90 % (zachovano 18 markert) a pro vyrobky 80 % (zachovano 26
markerd v obou sadach vyrobkt). V piipadé binarnich smési a vyrobkli volime nizsi prahovou
hodnotu z diivodu rizného obsahu hmyzu, pro které jsou markery diagnostické, a riznorodosti
analyzovanych vyrobk.

Tabulka 5: Vybrané diagnostické markery hmyzu a zptisobu usmrceni (prahova hodnota 95 %) ze sady
markeril testovanych na verifika¢ni sadé autentickychvzorki hmyzu

Marker Adukt Tiida Presnost i dg;:(i);; igce
2-hydroxyhippurova kyselina [M-H]~ ST 100 % 2
4-fenolsulfonova kyselina [M-H]~ SG, A[?&Eg,l ’S(Z;I.A’ LM, 100 % 2
6-methoxymellein [M-H]" ST 100 % 2
cyklicky 4',5'-fosfat riboflavinu [M-H]~ vafeni 98 % 2
kyselina laurova [M-H] HI (zmrazeni) 100 % 2
methyllithocholat [M+H]* ST 100 % 2
ninhydrin [M+H]* LM 100 % 2
prostaglandin D2 ethanolamid [M+H]* AD, GA (vafeni) 100 % 2
sinapinova kyselina [M-H]" ST 100 % 2
sinapoylglukosa [M+FA-H]" ST 100 % 2
tyrosine-O-sulfat [M+H]* AD, GA 100 % 2
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Tabulka 5 — pokracovdni

Marker Adukt Trida Piesnost i dgl:i)f‘i’ ifallce
xanthosin [M+H]? GA 98 % 2
xanturenova kyselina 8-O-sulfat | [M-H]~ AD, ALD, GA, T™M 95 % 2
hexosa [M+H]" zmrazeni 100 % 3
C17H24010S> [M—2H]? SG, LM 100 % 4
C28Hs54N206S> [M-H] SG, LM (zmrazeni) 100 % 4
C7HgO4S [M-H] GA, AD 100 % 4
1.543 392.17918 [M+H]? HI 100 % 5
2.186_352.04479 [M-H] ST 100 % 5

Tabulka 6: Vybrané diagnostické markery hmyzu a zpisobu usmrceni (prahova hodnota 90 %) ze sady
markert testovanych na binarnich smési autentickych vzorkt hmyzu

Marker Adukt Trida Piesnost ilgilt;?]‘ﬁffilkace
2-hydroxyhippurova kyselina [M-H] ST 100 % 2
6-methoxymellein [M—H]~ ST 93 % 2
dopamine-3-O-sulfat [M-H] AD, GA, SG, ST,BD, LM | 94 % 2
laurova kyselina [M-H]" HI (zmrazeni) 99 % 2
methyl O-sulfo-L-tyrosinat [M-H]" AD, GA, LM, SG, ST 99 % 2
methyllithocholat [M+H]* ST 97 % 2
ninhydrin [M+H]* LM 98 % 2
oleoylglycin [M-H] zmrazeni 100 % 2
sinapinova kyselina [M-H] ST 97 % 2
sinapoylglukosa [M+FA-H]" ST 100 % 2
sukcinyladenosin [M-H] zmrazeni 99 % 2
tyrosine-O-sulfat [M+H]* AD, GA 100 % 2
xanthopterin (1.3 min) [M+H]* LM, SG 92 % 2
xanthosin [M+HT* GA 93 % 2
C17H34010S2 [M—2H]? SG, LM 91 % 4
CaoHsgN3O1s [M-H] SG 93 % 4
CsH20N2 [M+H]* ZM, SG 90 % 4
2.19 351.0391 [M-H] ST 98 % 5
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Tabulka 7: Vybrané diagnostické markery hmyzu a zpisobu usmrceni (prahova hodnota 80 %) ze sady
markerti testovanych na prvni sad¢ vyrobki

Marker Adukt Trida Piesnost i dgll:i)f‘i, El:lce
2-hydroxyhippurova kyselina [M-H] ST 100 % 2
2-methyl-7H-purin-6-ol [M+H]* ™ 100 % 2
3-karboxyindole [M-H]" |LM, SG, GA AD, ST, TM| 89% 2
6-methoxymellein [M-H] ST 100 % 2
choline-O-sulfat [M+H]* TM, ST, BD, HI, LM 81 % 2
laurova kyselina [M-H]" HI (zmrazeni) 100 % 2
methyl O-sulfo-L-tyrosinat [M-H] AD, GA, LM, SG, ST 85 % 2
methyllinderon [M+H]* HI 100 % 2
methyllithocholat [M+H]* ST 100 % 2
N6-kapryloyllysine [M+H]* ZM (zmrazeni) 100 % 2
ninhydrin [M+H]* LM 99 % 2
palmitoylarginin [M-H]" ALD, GA, AD (zmrazeni) | 100 % 2
sinapinova kyselina [M-H] ST 100 % 2
sinapoylglukosa [M+FA-H] ST 100 % 2
tyrosine-O-sulfat [M+H]* AD, GA 90 % 2
xanthopterin (1.3 min) [M+H]* LM, SG 94 % 2
Ci6H2sN20s [M+H]* HI 100 % 4
C17H2010S> [M-2H]2 SG, LM 98 % 4
Ca26H28015 [M-H]" LM, SGZ'ISII,DAIST’ ™, 81 % 4
C28H54N206S2 [M-H]" SG, LM (zmrazeni) 94 % 4
C39Hs59N3015 [M-H] SG 100 % 4
Ca4aH77NgO16P [M-H]" T™M, ZM, BD 87 % 4
CsH2oN> [M+H]* ZM, SG 96 % 4
2.19_351.0391 [M-H] ST 100 % 5
2.51 367.0341 [M-H]" ™, LM 81 % 5
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Tabulka 8: Vybrané diagnostické markery hmyzu a zptisobu usmrceni (prahova hodnota 80 %) ze sady
markeril testovanych na druhé sadé vyrobki

Marker Adukt Trida Piesnost i dg::i)f‘i, ﬁl:lce
2-hydroxyhippurova kyselina [M-H] ST 100 % 2
2-methyl-7H-purin-6-ol [M+H]* ™ 92 % 2
3-karboxyindole [M-H]" |LM, SG, GA,AD,ST,TM| 83% 2
4-fenolsulfonova kyselina [M-H] SG, A[’)A’\E[I;/,I ’S(Z;I_A’ LM, 93 % 2
6-methoxymellein [M-H]~ ST 100 % 2
dopamine-3-O-sulfat [M-H]" AD, GA, SG, ST,BD, LM | 83% 2
choline-O-sulfat [M+H]* TM, ST, BD, HI, LM 92 % 2
laurova kyselina [M-H] HI (zmrazeni) 100 % 2
mzianaoys g | woumst | ww |z
methyl O-sulfo-L-tyrosinat M-H- AD, GA, LM, SG, ST 100 % 2
methyllinderon [M+H]* HI 100 % 2
methyllithocholat [M+H]* ST 100 % 2
ninhydrin [M+H]* LM 100 % 2
sinapinova kyselina [M-H] ST 100 % 2
sinapoylglukosa [M+FA-H] ST 100 % 2
taurin M+H]r | AP GA’S?,V'T’GLD’ SG. | 909 2
tyrosine-O-sulfat [M+H]" AD, GA 83 % 2
xanthopterin (1.3 min) [M+H]* LM, SG 96 % 2
C16H28N20g [M+H]* HI 100 % 4
C17H34010S2 [M-2H]? SG, LM 96 % 4
CasHasO1s mH | M SGz'naF)H?T' ™. | 839 4
C39Hs9N3015 [M-H]" SG 100 % 4
CasH77NgO16P [M-H] TM, ZM, BD 88 % 4
CsH20N2 [M+H]* ZM, SG 92 % 4
2.19 351.0391 [M-H]" ST 100 % 5
2.51 367.0341 [M-H]” ™, LM 88 % 5
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2.14 Pracovni charakteristiky metody

Vsechny klasifikaéni modely (PCA, PLS-DA) byly validovany pomoci kiizové validace
a jsou charakterizovany rozpoznavaci (R?X, R?Y) a predikéni (Q?Y) schopnosti modeld.
Dosazené hodnoty R2X, R?Y a Q? jsou uvedeny a komentovany u jednotlivych modelf.

Za validni model je povazovan takovy, jehoz hodnota Q? nabyva alespoii hodnoty 0,5.

Pro posouzeni stability a opakovatelnosti méfeni byl vyuzit vzorek kontroly kvality (QC),
ktery byl nastiiknut pred zacatkem sekvence v 10 opakovanich, na konci sekvence
Vv 2 opakovanich a dale byl nastfikovan v pravidelnych odstupech kazdych 10 vzorki v pribéhu
celé sekvence. Jednim z prvnich kritérii pii filtraci proménnych byla pouzita relativni
smérodatna odchylka (RSD) proménnych v QC vzorcich z celé sekvence, ¢imz byly odstranény

nekonzistentni proménné (zachovany byly proménné s RSD < 30 %).

Vybér signifikatnich proménnych, které tvoii klasifikacni modely, je zarucen diky
zminéné filtraci na zdkladé RSD proménnych v QC vzorcich a dale pouzitim kombinace
jednorozmérnych a vicerozmérnych statistickych metod (ANOVA s navazujicim Fisher’s Least
Significant Difference (LSD) post-hoc testem). Zuzeni poc¢tu vyznamnych proménnych
docilime zvolenim vhodné prahové hodnoty VIP skoére tak, aby vysledny poc€et proménnych

nepiesahl 100.

Aplikovatelnost identifikovanych markert je ovéfena cilovym screeningem
diagnostickych markert v celé fadé vzorku — autentickych vzorcich (n = 20), binarnich smési
(n = 140) vytvorenych smisenim autentickych vzorkl v péti riznych hmotnostnich pomérech
(5:95, 10:90, 50:50, 90:10, 95:5) a vyrobcich obsahujici hmyz (n = 52) a bez hmyzu (n = 16),
které jsou dostupné na evropském trhu. Cilovym screeningem bylo ovéfeno, zda dokazeme
pomoci kombinace markerti rozliSit bindrni smési podobnych druht (naptf. dva druhy

N4

S riznym obsahem hmyzu).
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3 Srovnani novosti postupt

Predkladana metodika vychazi z metabolomické analyzy, resp. strategie
metabolomického fingerprintingu, tedy vyuziti necilové analyzy, ktera umoznuje provést rychlé
vysetfeni vzorkt pro autentikaci druhu, pfipadné zpisobu usmrceni hmyzu. Vyvinutad metodika
ptinasi novy zplsob analyzy celkového metabolomu hmyzu a potravin s pfidavkem hmyzu,
s vyuzitim ultra-a¢inné kapalinové chromatografie spojené s vysokorozliSovaci tandemovou
hmotnostni spektrometrii (U-HPLC-HRMS/MS). Tento pfistup je zcela unikatni a nebyl pro

autentikaci hmyzich produkti doposud publikovan.

Jedine¢nost a originalita feSeni spociva zejména ve vytvoreni klasifika¢nich modelt
riznych druhti hmyzu a MS? databaze markerd hmyzu, piipadné i zptisobu usmrceni, které
mohou byt pouzité k ovéieni jejich autenticity pomoci cilového screeningu. Opakované odbéry
hmyzu v riznych letech, rizna mista odchovu a rizné podminky béhem chovu umoznily
podchyceni variability metabolomu Vv ramci jednotlivych druhd a ptivodu. Prednosti cilového
screeningu navazujiciho na necilené pfistupy metodou U-HPLC-HRMS/MS je rychlé vySetieni
vzorkli pro autentikaci druhu, piipadné¢ zptsobu usmrceni hmyzu. Metoda poskytuje
spolehlivou kvalitativni informaci s potencidlem dalsiho vyvoje cilovych analytickych metod.
Pomoci ovétenych markerti je mozné ovéfit autenticitu jednodruhovych vyrobku (cely hmyz,
hmyzi moucka), vyrobkl s komplexnéjsi matrici (vyrobky s riznym ptidavkem hmyzu) ¢i
binarnich smési hmyzu a odhalit tak pfipadné falSovani. V dostupné odborné literatuie jsme
dosud nenasli publikaci tykajici se laboratorniho vysetfeni autenticity jedlého hmyzu c¢i

vyrobki obsahujici jedly hmyz vyuzivajici tento pfistup.

31



VSCHT Praha Certifikovand metodika

4  Popis uplatnéni metodiky

Parametry a pracovni charakteristiky uvedené analytické metody, ktera je zalozena
na principu U-HPLC-HRMS/MS, jsou vhodné pro =ziskani relativné¢ rychlé kvalitativni

informace o autenticité jedlého hmyzu a vyrobku z néj, tj. ovéfeni deklarovaného druhu hmyzu.

Metodika byla vyvinuta v ramci feseni projektu QK23020101 ,,Komplexni laboratorni
strategie pro identifikaci druh@ hmyzu urcéeného k lidské spoti‘ebé a produkci zpracované
Zivo€isné bilkoviny, autentikace potravin na jeho bazi“. Aplikace metody navrzené v ramci
tohoto projektu vyznamné piispéje k posuzovani autenticity jedlého hmyzu a vyrobku na jeho

bazi uvadénych na spole¢ny evropsky trh.

Metodika je urCena zejména pro laboratofe ufedni kontroly potravin a zemédélskych
produktt, védeckovyzkumné organizace nebo privatni kontrolni laboratofe zabyvajici se
prokazovanim autenticity produktti, v obecném pojeti je pak metodika vyuzitelna Sirokou
odbornou vefejnosti. Mohou ji vyuZit zejména instituce jako Statni veterinarni ustav (SVU)

nebo Statni zemédelska a potravinarska inspekce (SZPI) ¢i komerc¢ni laboratofe.
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5 Ekonomické aspekty

Ekonomicky vyznamnym piinosem je zvySeni G¢innosti a spolehlivosti kontroly jedlého
hmyzu a vyrobkt obsahujici jedly hmyz za G¢elem dodrZeni nafizeni EP a Rady (EU) ¢.
2015/2283, natizeni Komise (EU) ¢. 142/2011 a ptilohy k natizeni Komise (EU) ¢. 2017/2470,
které definuji jedly hmyz jako novou potravinu a uvadi, které druhy patii mezi nové potraviny
a které¢ mezi krmivo pro hospodaiska zvitata. DalS§im piinosem je zvySeni divéry vetejnosti
k informacim o potravinach uvadénych na ¢esky trh. To pak ma nepochybné velky vyznam pro
podporu ¢eskych producentii jedlého hmyzu, respektive zvyseni jejich konkurenceschopnosti.

Ekonomické piinosy ocekavané v této oblasti vSak nelze piesné kvantifikovat.

Jednou z vyhod vySe popsané metodiky analyzy jedlého hmyzu a vyrobki z néj pro ucely
ziskani komplexnich informaci o jejich metabolomu je vyuziti ultra-vysokotuc¢inné kapalinové
chromatografie (U-HPLC), ktera ma oproti konvenéni HPLC vys$i separacni potencial,
umoznuje vyznamné zkraceni doby analyzy, ale i snizeni spotieby rozpoustédel. To
je podstatné nejen pro sniZzeni nakladt na rozpoustédla, ale také z hlediska ochrany Zivotniho

prostfedi. Samotnd pfiprava vzorkl je zde jednoduchd, rychla a levna.

Pfi hodnoceni ekonomickych aspektl vychazime z predpokladu, ze laboratof, ktera chce
uvedenou metodu zavést, jiz ma zkuSenosti s analyzou v systémech U-HPLC-HRMS/MS
a disponuje ultra-vysokouc¢innym kapalinovym chromatogramem s vysokorozliSovacim
tandemovym hmotnostnim spektrometrem. Implementace metodiky zahrnuje zjisténi
aktualnich pracovnich charakteristik metody, zejména pak limitd detekce jednotlivych analytl
a opakovatelnosti jejich kvalitativniho stanoveni. Provozni naklady na jednu analyzu ¢ini 1 900
K¢, celkova vyse prostfedki na implementaci 1ze odhadnout v zavislosti na poctu verifika¢nich

a kontrolnich analyz.
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8 Seznam pouzitych zkratek

AD
ALD
ANOVA
BD
DDA
ESI

FP

FN
FWHM
GA

GS

HI
HRMS/MS
LM

LSD

m/z

NCE
PCA
PLS-DA
QZ

QC

R?X, R%Y
RSD
SERRF
SG

SN

SP

ST

™
U-HPLC

cvréek domaci (Acheta domesticus)

potemnik stajovy (Alphitobius diaperinus)
analyzu rozptylu

Svab argentinsky (Blaptica dubia)

data dependent aquisition

ionizace elektrosprejem

fale$né pozitivni

fale$n¢ negativni

Sitka piku v polovin¢ vysky

cvréek bananovy (Gryllus assimilis)

cvrcek kratkoktidly (Gryllodes sigillatus)
moucha branénka (Hermetia illucens)
vysokorozliCovaci tandemovéa hmotnostni spektrometrie
sarance stéhovavé (Locusta migratoria)

Least Significant Difference

pomér hmotnosti a naboje iontu

normalizovana kolizni energie

analyza hlavnich komponent

diskrimina¢ni analyza ¢astecn€ nejmensich ¢tvercii
predikéni schopnost

vzorek fizeni kvality

rozpoznavaci schopnost

relativni smérodatna odchylka

Systematic Error Removal Using Random Forest
saranCe vSezravé (Schistocerca gregaria)
skute¢né negativni

skute¢né pozitivni

Svab turkistansky (Shelfordella tartara)
potemnik moucny (Tenebrio molitor)

ultra-vysokot¢inna kapalinova chromatografie
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VIP Variable Importance of Projection

ZM potemnik brazilsky (Zophobas morio)
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9 Prilohy

Priloha 1: Piehled autentickych vzorkt hmyzu (n = 142) pro necilovou analyzu (1. az 5. odbér)

Druh hmyzu Zkratka | Pocet vzorki | Chovatel
cvréek domaci (Acheta domesticus) AD 20 Ekotron s.r.0. (Raby), Eurocricket (Litva), CZU (Praha)
cvréek bananovy (Gryllus assimilis) GA 18 Ekotron s.r.0. (Raby), Sprigek (Olomouc), CZU (Praha)

. . . . Papek s.r.o0. (Jaroméfice nad Rokytnou), BIO-HIV s.r.o. (Bzany), BlackFoodMarker
potemnik mouény (Tenebrio molitor) ™ 30 (Plzeti), CZU (Praha), Barto$ (Habrovany), Sourek (Blatn4), Frkalova (Lubojaty)
gptemr_nk stajovy (Alphitobius ALD 10 Papek s.r.0. (Jarométice n. Rokytnou)

iaperinus)

potemnik brazilsky (Zophobas morio) M 29 Papek s.r.o. (Jarlromerlce nad Rokytnou), Python s.r.o. (NoSovice), Poloucek (Ric¢any),
Sourek (Blatna)

moucha branénka (Hermetia illucens) HI 6 Hrala (Cernic¢i-Cechtice)

sarance stéhovavé (Locusta migratoria) LM 6 Ekotron s.r.o. (Raby)

saran¢e v8ezravé (Schistocerca gregaria) SG 6 Ekotron s.r.o. (Raby)

svab argentinsky (Blaptica dubia) BD 18 Jedlinsky (Bfezova nad Sazavou), Papek s.r.o. (Jaroméfice nad Rokytnou), Spracek
(Olomouc)

svab turkistansky (Shelfordella tartara) ST 6 Poloucek (Ri¢any)

Piiloha 2: Seznam potencidlnich markeri s pfitazenou identifikaci

Navrh identifikace Sumarni vzorec | RT (min) m/z Adukt Trida Uroveii identifikace

2-hydroxyhippurova kyselina CoHsNO4 4,52 194,0457 [M-H] ST 2

2-methyl-7H-purin-6-ol CeHsN4O 1,97 151,0601 | [M+H]* ™ 2

3-karboxyindole C9H7NO2 3,43 160,0404 | [M-H]- LM, SG, GA, AD, ST, T™M 2

3-O-methyldopa-4-sulfat C10H13NO7S 1,57 290,0340 | [M-H]- AD, GA, LM, SG, ST 2

38




VSCHT Praha

Certifikovand metodika

Ptiloha 2 — pokracovani

Navrh identifikace Sumarni vzorec | RT (min) m/z Adukt Trida Urove identifikace
4,4'-dinitrokarbanilid C13H10N4Os 7,39 301,0578 [M-H]" AD 2
4-fenolsulfonova kyselina CeHe04S 2,92 172,9913 [M-H]" | SG, AD, ZM, GA, LM, ALD, ST 2
6-methoxymellein C11H1204 6,30 207,0661 [M-H]" ST 2
9-methylurova kyselina CsHsN4O3 1,10 181,0367 | [M-H]" | LM, SG, ST, BD, AD, ALD, ZM 2
cyklicky 4',5'-fosfat riboflavinu Ci13H15N10O6P 4,19 437,0856 | [M-H] vareni 2
dopamine-3-O-sulfat CsH1NOsS 1,33 232,0285 [M-H] AD, GA, SG, ST, BD, LM 2
eicosapentaenova kyselina C20H3002 8,89 301,2172 [M-H] GA, AD 2
episterol CasHas0 8,18 399,3579 | [M+H]" GA, AD 2
flavinmononukleotid Ci17H21N4OgP 4,26 455,0963 [M-H]" vafeni 2
guajakol sulfat C7HgOsS 3,47 203,0020 | [M-HI GA, ZM, AD 2
choline-O-sulfat CsH13NO4S 0,66 184,0638 | [M+H]" TM, ST, BD, HI, LM 2
laurova kyselina C12H240; 8,55 199,1703 [M-H]" HI (zmrazeni) 2
leukopterin CeHsNsO3 1,17 196,0463 | [M+H]" LM, SG, GA, AD 2
leukotrien A4 C20H3003 8,22 317,2121 | [M-HI GA, AD 2
L-tyrosin methyl ester C1oH13NO3 3,50 194,0821 [M-H]" ALD, GA, ZM 2
methyl 2,3-dimethoxy-5-sulfamoylbenzoat| CioH13NOgS 1,71 274,0391 [M-H]" ALD, LM, ST 2
methyl O-sulfo-L-tyrosinat C10H13NO6S 3,13 274,0391 | [M-H] AD, GA, LM, SG, ST 2
methyllinderon Ci3H240 7,89 197,1536 | [M+H]" HI 2
methyllithocholat Cos Haz O3 8,37 413,3023 | [M+H]" ST 2
N6-kapryloyllysine C14H2sN203 6,13 273,2173 | [M+H]" ZM (zmrazeni) 2
ninhydrin CoHeOs 4,26 179,0338 | [M+H]" LM 2
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Navrh identifikace Sumarni vzorec | RT (min) m/z Adukt Trida Uroveii identifikace
oleanolova kyselina C3oHas03 8,52 457,3676 [M+H]* AD, GA, BD 2
oleoylglycin CaoH3z7NO3 8,88 338,2700 [M-H]" zmrazeni 2
palmitoylarginin C22H44N4Os 8,47 411,3325 | [M-H] ALD, GA, AD (zmrazeni) 2
prostaglandin D2 ethanolamid C2H37NOs 8,68 396,2742 [M+H]* AD, GA (vafeni) 2
sinapinova kyselina C11H120s 4,34 223,0611 [M-H]" ST 2
sinapoylglukosa C17H22010 4,34 | 431,1182 | [M+FA-H] ST 2
sukcinyladenosin C14H17NsOs 3,26 382,0989 [M-H] zmrazeni 2
sulfat kyseliny homovanilové CoH1007S 4,36 261,0074 [M-H]” AD, GA 2
taurin C2H/NO3S 0,64 126,0219 | [M+H]® | AD, GA, LM, ALD, SG, ST, TM 2
tyrosine-O-sulfat CoH1:NO6S 2,95 262,0377 | [M+H]" AD,GA 2
xanthopterin (1.3 min) CsHsN50; 1,28 180,0516 | [M+H]" LM, SG 2
xanthopterin (1.6 min) CeHsN502 1,61 180,0516 [M+H]* GA, LM, SG, AD 2
xanthosin C10H12N4Os 2,59 285,0828 | [M+H]" GA 2
xanturenova kyselina C10H7NO4 3,63 206,0447 [M+H]* AD, ALD, GA, LM, SG, ST, TM 2
xanturenova kyselina 8-O-sulfat C1oH7NO-7S 3,28 283,9870 | [M+H]" AD, ALD, GA, T™M 2
y-butyrobetain C7H1sNO; 0,83 144,1029 [M-H]" BD, ST, AD, GA, LM, SG 2
hexosa C10H1sNO¢ 2,00 250,1283 [M+H]* zmrazeni 3
C16H28N20g Ci6H28N20g 1,54 393,1863 | [M+H]" HI 4
C17H34010S2 C17H34010S2 7,23 230,0723 | [M-2H]* SG, LM 4
Ca6H28015 Ca6H28015 4,61 579,1353 [M-H] LM, SG, BD, ST, TM, ZM, HI 4
C2gH54N206S: C2sHs4N206S; 4,88 577,3356 [M-H]" SG, LM (zmrazeni) 4
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Navrh identifikace Sumarni vzorec | RT (min) m/z Adukt | T¥ida Uroveii identifikace
C31H55N305P, C31H55N305P; 5,36 610,3570 [M-H]" |zmrazeni 4
CaoHs59N3015 Cs9Hs9N3015 6,54 808,3884 | [M-H]" |SG 4
CaaH77NgO16P CasH77NgO16 P 7,67 1003,5121| [M-H]" |TM, ZM, BD 4
C7HgO4S C7Hg04S 4,14 187,0070 | [M-H]" |GA, AD 4
CsH20N2 CeH20N2 0,59 145,1698 | [M+H]" |ZM, SG 4
2.19 351.0391 - 2,19 351,0391 | [M-H]" |ST 5
2.51_367.0341 - 251 | 367,0341 | [M-H] |TM,LM 5

AD: A. domesticus, GA: G. assimilis, LM: L. migratoria, SG: S. gregaria, BD: B. dubia, ST: S. tartara, TM: T. molitor, ALD: A. diaperinus, HI: H. illucens

Piiloha 3: Prehled verifika¢ni sady vzorki autentickych druhtt hmyzu (n = 20) pro cilovy screening (6. odbér)

Druh hmyzu Zkratka | Pocet vzorki | Chovatel

cvréek domaci (A. domesticus) AD 2 Ekotron s.r.o. (Raby)

cvréek bananovy (G. assimilis) GA 2 Ekotron s.r.o. (Raby)

potemnik mou¢ny (T. molitor) ™ 2 Papek s.r.o0. (Jaroméfice nad Rokytnou)

potemnik stajovy (A. diaperinus) ALD 2 Papek s.r.o0. (Jaroméfice n. Rokytnou)

potemnik brazilsky (Z. morio) ZM 4 Papek s.r.o0. (Jaroméiice nad Rokytnou), Polou¢ek (Riany)
saranée vSezravé (S. gregaria) SG 2 Ekotron s.r.o0. (Raby)

§vab argentinsky (B. dubia) BD 4 Polougek (Ri¢any), Stary (Ttebic)

$vab turkistansky (S. tartara) ST 2 Polouéek (Rigany)
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Priloha 4: Prehled binarnich smési autentickych druhti hmyzu (n = 140) usmrcenych varem ¢i zmrazenim. Zvolené smési jsou oznacené kiizkem. Kazda smés
byla smichana v hmotnostnich pomérech 5:95, 10:90, 50:50, 90:10 a 95:5

Druh] AD | TM |ALD| LM | GA | ZM | HI | SG | BD | ST

AD X X X X

™ X X X X X X
ALD X X
LM X
GA
ZM X
HI
SG
BD
ST

Priloha 5: Prvni sada vzorkd vyrobkl na bazi jedlého hmyzu (n = 52) a vyrobki bez ptidavku hmyzu (n = 16) pro cilovy screening. Vzorky obsahujici hmyz
obsahuji cvréka domaciho (A. domesticus, AD; n = 35), cvréka kratkoktidlého (G. sigillatus, GS; n = 2), sarance stéhovavé (L. migratoria, LM; n = 4), potemnika
moucného (T. molitor, TM; n = 9) a potemnika stajového (A. diaperinus, ALD; n = 2). Razeno dle deklarovaného druhu hmyzu a jeho obsahu

Nazev vyrobku Druh hmyzu | Obsah hmyzu (%) | Vyrobce Zemépisny puvod
cvréci prasek AD 100 Grig Ceska republika
cvrééi prasek AD 100 Acheta Litva

cvrééi prasek AD 100 Sarastus Food Finsko

cvrcei prasek AD 100 Agroventa Litva

cvrcci prasek AD 100 Entogourmet Spanélsko

cvrééi prasek AD 100 Eurocrickets Litva
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Ptiloha 5 — pokracovani

Nazev vyrobku Druh hmyzu | Obsah hmyzu (%) | Vyrobce Zemépisny puvod
cvrééi prasek AD 100 Albinsecta Nizozemsko
kiupavi cvréci — jalapenos AD 93 Grig Ceska republika
kiupavi cvréei — kien AD 93 Grig Ceska republika
kiupavi cvrcei — chilli and lime AD 90 Grig Ceska republika
kiupavi cvréci — sour cream and onion AD 90 Grig Ceska republika
kiupavi cvréci — bacon and mustard AD 90 Grig Ceska republika
cvréci pomazanka AD 28.5 Grig Ceska republika
serious cricket protein bar — peanut butter and cinnamon AD 20 Sens Ceska republika
serious cricket protein bar — peanutbitter cocoa and sesame AD 20 Sens Ceska republika
crispbread with dried cricket flour and sea salt AD 17 Acheta Litva

tapenada (Sarze LOTP1 221021) AD 14 Nimavert Belgie
proteinové ¢ipsy s cvrééim praskem — kopr AD 12,5 Acheta Litva

grigbar cocoa and orange flavor AD 10 Grig Ceska republika
cvréci proteinové tagliatelle (DTM 12/2024) AD 10 Grig Ceska republika
cvrééi proteinové tagliatelle (DTM 12/2024) AD 10 Grig Ceska republika
proteinova smés s cvré¢i moukou — jahoda AD 10 Sens Vietnam

cvrcei pesto AD 10 Sens Ceska republika
cvrééi coko kostky — chilli AD 8 Hey Planet Dansko

cricket chips — wasabi AD 7 Grig Ceska republika
cricket chips — garlic AD 7 Grig Ceska republika
cricket triangles — tomato and basil AD 7 Grig Ceska republika
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Ptiloha 5 — pokracovani

Nazev vyrobku Druh hmyzu | Obsah hmyzu (%) | Vyrobce Zemépisny pavod
cricket chips — chilli AD 7 Grig Ceska republika
cricket chips — natural AD 7 Grig Ceska republika
cvrcci granola s liskovymi ofisky AD 7 Grig Ceska republika
cricket sticks — chilli AD 5 Grig Ceska republika
cricket sticks — cheese AD 5 Grig Ceska republika
chilli con carne AD 0,9 Grig Ceska republika
proteinové ovocné kousky — detox AD neuvedeno Acheta Litva
proteinové ovocné kousky — kava a datle AD neuvedeno Acheta Litva

suSeni cvréci — natural GS 100 Tobula Litva

cvréei moucka GS 100 Tobula Litva

kobylky — solené LM 90 Grig Ceska republika
kobylky — solené LM 90 Grig Ceska republika
kobylky — chilli LM 86 Grig Ceska republika
alpine insect snack (Locusta) (DTM 07. 06. 2024) LM 57 Essento Svycarsko
mealworms freeze dried ™ 100 DistriBugs Nizozemsko
whole mealworm ™ 100 TrecmaFoods Portugalsko
mealworm powder ™ 100 Agronutris Francie
mealworm powder ™ 100 TecmaFoods Portugalsko
cervici — soleni ™ 99 Grig Ceska republika
cervici — slany karamel ™ 97 Grig Ceska republika
cervici — Cesnekovi ™ 97 Grig Ceska republika
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Nazev vyrobku Druh hmyzu | Obsah hmyzu (%) | Vyrobce Zemépisny pavod
&ervici — chilli ™ 97 Grig Ceska republika
¢ervici — parmezan ™ 97 Grig Ceska republika
whole buffalo powder ALD 100 TH GEYER Némecko
proteinovy shake — kokos ALD 15 ISSAC Nizozemsko
trvanlivé ty¢inky graham - 0 Havlik Ceska republika
trvanlivé ty¢inky pikant - 0 Havlik Ceska republika
baked amaranth chips — tomato and basil - 0 McLoyds Slovensko
Doritos hot corn - 0 KMV BEV CZ Ceska republika
legume chips original - 0 Hajra food Ceska republika
complete high protein pasta - 0 Green Aphotheke Ceska republika
vietena z Cervené ¢ocky - 0 Green Aphotheke Ceska republika
créme de cassis royal protein tyCinka (Sarze E102) - 0 Bauli SK CZ Slovensko
créme de cassis royal protein tyCinka (Sarze E113) - 0 Bauli SK CZ Slovensko
excellent protein bar — marzipan with almonds and milk chocolate - 0 Nutrend Ceska republika
super ovoce jahoda - 0 Emco spol. Ceska republika
chocolate flavour protein bar - 0 Bauli SK CZ Slovensko

low carb kokos ty¢inka (Sarze K/19/09/23) - 0 Top Natur Ceska republika
low carb kokos ty¢inka (Sarze K/26/04/24) - 0 Top Natur Ceska republika
fermentovana granola ¢okoladova s kokosem - 0 Probio Ceska republika
lentil multigrain snack wasabi - 0 Free YU Polsko
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Priloha 6: Druha sada vzorkt vyrobku na bazi jedlého hmyzu (n = 24) pro cilovy screening. Vzorky obsahuji cvréka domaciho (A. domesticus, AD; n = 20),

sarance stéhovavé (L. migratoria, LM; n = 1) a potemnika mouéného (T. molitor, TM; n = 3). Razeno dle deklarovaného druhu hmyzu a jeho obsahu

Nazev vyrobku Druh hmyzu | Obsah hmyzu (%) | Vyrobce Zemépisny pavod
paprika insect snack (Acheta) AD 56 Essento Svycarsko
cvrcci jerky — BBQ AD 45 Sens Ceska republika
ggi\;ear:;[#fn c;nglri]\ljes_ Cricket protein Penne in sauce with beans, AD 20 Sens Ceska republika
cvrcei proteinovka v tmavé Cokoladé — banan a cokolada AD 17 Sens Ceska republika
nutricrunch krekry AD 15 Essento Svycarsko
tapenada (Sarze LOTP1 240719) AD 14 Nimavert Belgie

humus AD 14 Nimavert Belgie

hazelnut cricket protein spread — chocolate AD 12 Sens Ceska republika
oat cricket protein breakfast — apple and Cinnamon AD 10 Sens Ceska republika
pea cricket protein chips — poppy seeds and salt AD 10 Sens Ceska republika
pleasure cricket protein bar — ananas & kokos AD 10 Sens Ceska republika
gluten-free cricket protein pasta (DMT 02. 06. 2021) AD 10 Sens Ceska republika
gluten-free cricket protein pasta (DMT 02. 11. 2022) AD 10 Sens Ceska republika
gluten-free cricket protein pasta (DMT 07. 07. 2023) AD 10 Sens Ceska republika
gluten-free cricket protein pasta (DMT 20. 03. 2025) AD 10 Sens Ceska republika
cricket peanut butter with belgian chocolate AD 10 Grig Ceska republika
hmyzi fusilli AD 10 BlackFoodMarket Ceska republika
hrachové chipsy s hmyzi mouckou s prichuti wasabi AD 9 Crunchy Ceska republika
chirpsies original AD 7 Nimavert Belgie

46




VSCHT Praha

Certifikovand metodika

Ptiloha 6 - pokracovani

Nazev vyrobku Druh hmyzu | Obsah hmyzu (%) | Vyrobce Zemépisny puvod

delicious cricket spoon AD - Nimavert Belgie

pepper insect snack (Tenebrio) ™ 67 Essento Svycarsko

snack ballchen ™ 24 Essento Svycarsko

granola s ¢erviky — slany karamel ™ 10 Grig Ceska republika

alpine insect snack (Locusta) (DTM 18. 01. 2025) LM 57 Essento Svycarsko

Piiloha 7: Zhodnoceni citlivost, specifity a presnosti identifikovanych markert na verifika¢ni sadé druhtt hmyzu (n = 20, 6. odbér)

Navrh identifikace poiilzl\fﬁ?(lgP) pozli?t?ir(fin(éFP) negszi(tlil\tflc;lng) neggtaiiflf?fFN) Citlivost | Specifita | Presnost
2-hydroxyhippurova kyselina 4 0 36 0 1,0 1,0 100 %
2-methyl-7H-purin-6-ol 0 0 36 4 0,0 1,0 90 %
3-karboxyindole 19 6 14 1 1,0 0,7 83 %
3-O-methyldopa-4-sulfat 0 0 24 16 0,0 1,0 60 %
4,4'-dinitrokarbanilid 0 0 36 4 0,0 1,0 90 %
4-fenolsulfonova kyselina 28 0 12 0 1,0 1,0 100 %
6-methoxymellein 4 0 36 0 1,0 1,0 100 %
9-methylurova kyselina 0 8 32 0,0 1,0 20 %
cyklicky 4',5'-fosfat riboflavinu 19 0 20 1 1,0 1,0 98 %
dopamine-3-O-sulfat 20 4 16 0 1,0 0,8 90 %
eicosapentaenova kyselina 4 2 30 4 0,5 0,9 85 %
episterol 4 0 32 4 0,5 1,0 90 %
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Navrh identifikace poiilzl:;?l(lsP) pozli?ta;ir(fin(éFP) negS;(tlil\EIelc;IEgN) negggi?j?fFN) Citlivost | Specifita | Piresnost
flavinmononukleotid 19 14 6 1 1,0 0,3 63 %
guajakol sulfat 14 4 20 2 0,9 0,8 85 %
choline-O-sulfat 0 0 24 16 0,0 1,0 60 %
laurova kyselina 0 0 40 0 - 1,0 100 %
leukopterin 0 0 28 12 0,0 1,0 70 %
leukotrien A4 4 2 30 4 0,5 0,9 85 %
L-tyrosin methyl ester 12 32 0 0 1,0 0,0 27 %
methyl 2,3-dimethoxy-5-sulfamoylbenzoat 2 0 32 6 0,3 1,0 85 %
methyl O-sulfo-L-tyrosinat 16 21 3 0 1,0 0,1 48 %
methyllinderon 0 20 20 0 - 0,5 50 %
methyllithocholat 4 0 36 0 1,0 1,0 100 %
N6-kapryloyllysine 4 14 22 0 1,0 0,6 65 %
ninhydrin 0 0 40 0 - 1,0 100 %
oleanolova kyselina 0 2 22 16 0,0 0,9 55 %
oleoylglycin 20 4 16 0 1,0 0,8 90 %
palmitoylarginin 5 2 32 1 0,8 0,9 93 %
prostaglandin D2 ethanolamid 8 0 32 0 1,0 1,0 100 %
sinapinova kyselina 4 0 36 0 1,0 1,0 100 %
sinapoylglukosa 4 0 36 0 1,0 1,0 100 %
sukcinyladenosin 18 4 16 2 0,9 0,8 85%
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Ptiloha 7 — pokracovani

Navrh identifikace poiil;;l\f;??gP) pozfglv‘fi“(éFP) ne:}:‘t‘i‘vtflft'gm negg;‘jj;‘fFN) Citlivost | Specifita | Presnost
sulfat kyseliny homovanilové 5 0 32 3 0,6 1,0 93 %
taurin 0 0 16 24 0,0 1,0 40 %
tyrosine-O-sulfat 8 0 32 0 1,0 1,0 100 %
xanthopterin (1.3 min) 0 0 36 4 0,0 1,0 90 %
xanthopterin (1.6 min) 0 0 28 12 0,0 1,0 70 %
xanthosin 3 0 36 1 0,8 1,0 98 %
xanturenova kyselina 2 0 16 22 0,1 1,0 45 %
xanturenova kyselina 8-O-sulfat 14 0 24 2 0,9 1,0 95 %
v-butyrobetain 0 0 20 20 0,0 1,0 50 %
hexosa 20 0 20 0 1,0 1,0 100 %
Ci16H2sN209 0 0 40 0 - 1,0 100 %
C17H34010S2 4 0 36 0 1,0 1,0 100 %
Ca26H28015 6 0 12 22 0,2 1,0 45 %
CasHs4N206S: 2 0 38 0 1,0 1,0 100 %
Cs1HssN30sP;, 8 0 20 12 0,4 1,0 70 %
CagHs9N3O015 0 5 31 4 0,0 0,9 78 %
CaaH77NgO16P 0 0 20 20 0,0 1,0 50 %
C7HgO4S 8 0 32 0 1,0 1,0 100 %
CsHz0N; 0 0 28 12 0,0 1,0 70 %
2.19_352.0448 4 0 36 0 1,0 1,0 100 %
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. . . Skutecné Fale$né Skutecné Fale$né - e .
Navrh identifikace pozitivni (SP) | pozitivni (FP) | negativni (SN) | negativni (FN) Citlivost | Specifita | Piresnost
2.51 367.0341 0 0 36 4 0,0 1,0 90 %

Piiloha 8: Zhodnoceni citlivost, specifity a piesnosti identifikovanych markerti na vzorcich binarnich smésich (n = 140) ptipravenych smisenim autentickych

druht hmyzu v poméru 5:95, 10:90, 50:50, 90:10, 95:5

Skutecné

Fale$né

Skutecné

Fale$né

Navrh identifikace pozitivni (SP) | pozitivni (FP) | negativni (SN) | negativni (FN) Citlivost | Specifita | Presnost
2-hydroxyhippurova kyselina 20 0 260 0 1.0 1.0 100 %
2-methyl-7H-purin-6-ol 0 140 140 0 - 0.5 50 %
3-karboxyindole 191 0 60 29 0.9 1.0 90 %
3-O-methyldopa-4-sulfat 6 0 120 154 0.0 1.0 45 %
4,4'-dinitrokarbanilid 60 0 180 40 0.6 1.0 86 %
4-fenolsulfonova kyselina 137 1 39 103 0.6 1.0 63 %
6-methoxymellein 0 1 259 20 0.0 1.0 93 %
9-methylurova kyselina 0 0 40 240 0.0 1.0 14 %
cyklicky 4',5'-fosfat riboflavinu 65 0 140 69 0.5 1.0 75 %
dopamine-3-O-sulfat 142 0 120 18 0.9 1.0 94 %
eicosapentaenova kyselina 11 0 180 89 0.1 1.0 68 %
episterol 19 0 180 81 0.2 1.0 71 %
flavinmononukleotid 80 3 137 60 0.6 1.0 78 %
guajakol sulfat 5 0 120 155 0.0 1.0 45 %
choline-O-sulfat 29 0 79 172 0.1 1.0 39 %
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Ptiloha 8 — pokracovani

Navrh identifikace poiilzl:;?l(lsP) pozli?ta;ir(fin(éFP) negS;(tlil\EIelc;IEgN) negggi?j?fFN) Citlivost | Specifita | Piresnost
laurova kyselina 28 0 250 2 0,9 1,0 99 %
leukopterin 30 0 160 90 0,3 1,0 68 %
leukotrien A4 5 0 180 95 0,1 1,0 66 %
L-tyrosin methyl ester 145 86 34 15 0,9 0,3 64 %
methyl 2,3-dimethoxy-5-sulfamoylbenzoat 1 0 140 139 0,0 1,0 50 %
methyl O-sulfo-L-tyrosinat 158 0 120 2 1,0 1,0 99 %
methyllinderon 20 0 220 40 0,3 1,0 86 %
methyllithocholat 12 0 260 8 0,6 1,0 97 %
N6-kapryloyllysine 10 74 176 20 0,3 0,7 66 %
ninhydrin 34 1 239 6 0,9 1,0 98 %
oleanolova kyselina 1 1 159 119 0,0 1,0 57 %
oleoylglycin 139 0 140 1 1,0 1,0 100 %
palmitoylarginin 33 0 200 47 0,4 1,0 83 %
prostaglandin D2 ethanolamid 25 0 180 75 0,3 1,0 73 %
sinapinova kyselina 12 0 260 8 0,6 1,0 97 %
sinapoylglukosa 19 0 260 1 1,0 1,0 100 %
sukcinyladenosin 137 0 140 3 1,0 1,0 99 %
sulfat kyseliny homovanilové 12 0 180 88 0,1 1,0 69 %
taurin 220 14 6 40 0,8 0,3 81 %
tyrosine-O-sulfat 100 1 179 0 1,0 1,0 100 %
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Ptiloha 8 — pokracovani

Navrh identifikace poiilzl:;?l(lsP) pozli?ta;ir(fin(éFP) negS;(tlil\EIelc;IEgN) negggi?j?fFN) Citlivost | Specifita | Piresnost
xanthopterin (1.3 min) 19 1 239 21 0,5 1,0 92 %
xanthopterin (1.6 min) 0 0 160 120 0,0 1,0 57 %
xanthosin 20 0 240 20 0,5 1,0 93 %
xanturenova Kyselina 230 0 10 30 0,9 1,0 89 %
xanturenova kyselina 8-O-sulfat 0 0 40 240 0,0 1,0 14 %
v-butyrobetain 114 5 114 47 0,7 1,0 81 %
hexosa 0 0 140 140 0,0 1,0 50 %
Ci16H28N209 0 0 220 60 0,0 1,0 79 %
C17H34010S2 16 0 240 24 0,4 1,0 91 %
Ca26H28015 0 0 40 240 0,0 1,0 14 %
C28H54N206S: 1 0 240 39 0,0 1,0 86 %
C31H55N305P2 30 1 139 110 0,2 1,0 60 %
C39H59N3015 0 0 260 20 0,0 1,0 93 %
CaaH77NgO16P 0 0 100 180 0,0 1,0 36 %
C7Hg04S 70 0 180 30 0,7 1,0 89 %
CsH2oN> 58 5 195 22 0,7 1,0 90 %
2.19 351.0391 0 2 275 3 0,0 1,0 98 %
2.51 367.0341 0 0 100 180 0,0 1,0 36 %
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Priloha 9: Zhodnoceni citlivost, specifity a piesnosti identifikovanych markerti na prvni sadé vyrobki (n = 68). Vynechany jsou markeru zptisobu usmrceni
(var nebo zmrazeni)

Navrh identifikace poiilzl\fz?(lgP) pozli?t?ir(fin(éFP) negsz:(tlil\tflc;lng) negggifﬁ?fFN) Citlivost | Specifita | Presnost
2-hydroxyhippurova kyselina 0 0 136 0 - 1,0 100 %
2-methyl-7H-purin-6-ol 18 0 118 0 1,0 1,0 100 %
3-karboxyindole 82 0 36 14 0,9 1,0 89 %
3-0O-methyldopa-4-sulfat 17 0 55 56 0,2 1,0 56 %
4 4'-dinitrokarbanilid 2 0 66 68 0,0 1,0 50 %
4-fenolsulfonova kyselina 36 0 50 46 0,4 1,0 65 %
6-methoxymellein 0 0 136 0 - 1,0 100 %
9-methylurova kyselina 0 0 54 82 0,0 1,0 40 %
dopamine-3-0-sulfat 52 0 54 30 0,6 1,0 78 %
eicosapentaenova kyselina 0 0 66 70 0,0 1,0 49 %
episterol 0 0 66 70 0,0 1,0 49 %
guajakol sulfat 0 0 66 70 0,0 1,0 49 %
choline-O-sulfat 0 0 110 26 0,0 1,0 81 %
laurova kyselina 0 0 136 0 - 1,0 100 %
leukopterin 0 0 58 78 0,0 1,0 43 %
leukotrien A4 0 0 66 70 0,0 1,0 49 %
L-tyrosin methyl ester 4 58 74 0 1,0 0,6 57 %
methyl 2,3-dimethoxy-5-sulfamoylbenzoat 0 0 124 12 0.0 1.0 91%
methyl O-sulfo-L-tyrosinat 76 18 36 2 1.0 0.7 85%
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Ptiloha 9 — pokracovani

Navrh identifikace pog?t;l\f:i?(lSP) pozli?ta;ir(fin(éFP) negS;(tlil\EIelc;IEgN) negggifjlflfFN) Citlivost | Specifita | Presnost
methyllinderon 0 0 136 0 - 1,0 100 %
methyllithocholat 0 0 136 0 - 1,0 100 %
N6-kapryloyllysine 0 0 136 0 - 1,0 100 %
ninhydrin 8 2 126 0 1,0 1,0 99 %
oleanolova kyselina 0 0 66 70 0,0 1,0 49 %
palmitoylarginin 0 0 136 0 - 1,0 100 %
prostaglandin D2 ethanolamid 0 0 66 70 0,0 1,0 49 %
sinapinova kyselina 0 0 136 0 - 1,0 100 %
sinapoylglukosa 0 0 136 0 - 1,0 100 %
sulfat kyseliny homovanilové 16 3 63 54 0,2 1,0 58 %
taurin 65 0 32 35 0,7 1,0 73%
tyrosine-O-sulfat 61 0 62 13 0,8 1,0 90 %
xanthopterin (1.3 min) 0 0 128 8 0,0 1,0 94 %
xanthopterin (1.6 min) 0 0 58 78 0,0 1,0 43 %
xanthosin 0 39 97 0 - 0,7 71 %
xanturenova kyselina 63 0 32 37 0,6 1,0 72 %
xanturenova kyselina 8-O-sulfat 44 5 34 49 0,5 0,9 59 %
y-butyrobetain 0 0 58 78 0,0 1,0 43 %
Ca2sHs4N206S: 0 0 128 8 0,0 1,0 94 %
Ci16H2sN209 0 0 136 0 - 1,0 100 %
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Ptiloha 9 — pokracovani

Navrh identifikace pog?t;l\f:i?(lsm pozli?ta;ir(fin(éFP) negsz:(tlilsfflc;lng) negggifjlflfFN) Citlivost | Specifita | Presnost
C17H34010S2 5 0 128 3 0,6 1,0 98 %
Ca2sHs4N206S: 0 0 110 26 0,0 1,0 81 %
Cs9Hs9N3015 0 0 136 0 - 1,0 100 %
C3gHs9N3015 0 0 136 0 - 1,0 100 %
Ca4H77NgO16P 0 0 118 18 0,0 1,0 87 %
C7Hg04S 20 6 60 50 0,3 0,9 59 %
CeH20N2 0 6 130 0 - 1,0 96 %
2.19_351.0391 0 0 136 0 - 1,0 100 %
2.51 367.0341 0 0 110 26 0,0 1,0 81 %

Priloha 10: Zhodnoceni citlivost, specifity a presnosti identifikovanych markert na druhé sad¢ vyrobkt (n = 24). Vynechany jsou markeru zptisobu usmrceni

(var nebo zmrazeni)

Skuteéné

Fale$né

Skuteéné

Fale$né

Navrh identifikace pozitivni (SP) | pozitivni (FP) | negativni (SN) | negativni (FN) Citlivost | Specifita | Presnost
2-hydroxyhippurova kyselina 0 0 48 0 - 1,0 100 %
2-methyl-7H-purin-6-ol 0 0 44 4 0,0 1,0 92 %
3-karboxyindole 40 0 0 8 0,8 - 83 %
3-O-methyldopa-4-sulfat 1 0 6 41 0,0 1,0 15 %
4 ,4'-dinitrokarbanilid 4 0 8 36 0,1 1,0 25 %
4-fenolsulfonova kyselina 22 0 6 2 0,9 1,0 93 %
6-methoxymellein 0 0 48 0 - 1,0 100 %
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Priloha 10 — pokracovani

Navrh identifikace poiilzl:;?l(lsP) pozli?ta;ir(fin(éFP) negS;(tlil\EIelc;IEgN) negggi?j?fFN) Citlivost | Specifita | Piresnost
9-methylurova kyselina 0 0 6 42 0,0 1,0 13 %
dopamine-3-O-sulfat 34 0 6 8 0,8 1,0 83 %
eicosapentaenova kyselina 0 2 6 40 0,0 0,8 13%
episterol 0 0 6 42 0,0 1,0 13%
guajakol sulfat 0 0 8 40 0,0 1,0 17 %
choline O-sulfat 4 2 40 2 0,7 1,0 92 %
laurova kyselina 0 0 48 0 - 1,0 100 %
leukopterin 14 0 4 30 0,3 1,0 38 %
leukotrien A4 0 0 8 40 0,0 1,0 17 %
L-tyrosin methyl ester 0 34 14 0 - 0,3 29 %
methyl 2,3-dimethoxy-5-sulfamoylbenzoat 0 0 46 2 0,0 1,0 96 %
methyl O-sulfo-L-tyrosinat 42 0 6 0 1,0 1,0 100 %
methyllinderon 0 0 48 0 - 1,0 100 %
methyllithocholat 0 0 48 0 - 1,0 100 %
ninhydrin 2 0 46 0 1,0 1,0 100 %
oleanolova kyselina 18 4 2 24 0,4 0,3 42 %
prostaglandin D2 ethanolamid 0 0 6 42 0,0 1,0 13%
sinapinova kyselina 0 0 48 0 - 1,0 100 %
sinapoylglukosa 0 0 48 0 - 1,0 100 %
sulfat kyseliny homovanilové 2 0 8 38 0,1 1,0 21 %
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Priloha 10 — pokracovani

Navrh identifikace poiilzl:;?l(lsP) pozli?ta;ir(fin(éFP) negS;(tlil\EIelc;IEgN) negggi?j?fFN) Citlivost | Specifita | Piresnost
taurin 43 0 0 5 0,9 - 90 %
tyrosine-O-sulfat 32 0 6 8 0,8 1,0 83 %
xanthopterin (1.3 min) 0 0 46 2 0,0 1,0 96 %
xanthopterin (1.6 min) 16 0 6 26 0,4 1,0 46 %
xanthosin 0 25 23 0 - 0,5 48 %
xanturenova kyselina 8 0 0 40 0,2 - 17 %
xanturenova kyselina 8-O-sulfat 0 0 2 46 0,0 1,0 4%
v-butyrobetain 0 0 6 42 0,0 1,0 13%
C16H28N20g 0 0 48 0 - 1,0 100 %
C17H34010S2 0 0 46 2 0,0 1,0 96 %
C26H28015 0 0 40 8 0,0 1,0 83 %
C3gHs59N3015 0 0 48 0 - 1,0 100 %
C44H77NgO16P 0 0 42 6 0,0 1,0 88 %
C7Hg04S 16 0 8 24 0,4 1,0 50 %
CsH20N> 0 2 44 2 0,0 1,0 92 %
2.19_351.0391 0 0 48 0 - 1,0 100 %
2.51_367.0341 0 0 42 6 0,0 1,0 88 %
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