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|. Cil metodiky

Hmyz maze byt vyuZivan na zakladé natizeni 2015/2283 (o novych potravinach) jako slozka potraviny,
jeji soucast nebo cela potravina (EU, 2015). Pficemz povolené druhy a formy hmyzu definuji provadéci
narizeni, celkovy vycet povolenych druhl hmyzu se ale miZe s postupem casu ménit. Jak vyplyva
z nafizeni 1169/2011, vSechny obsahové slozky v potravinach musi byt uvedeny na obalu (EU, 2011).
Pro potreby vykonu dozorové cinnosti kontrolnich organli by mély na narodni anebo mezinarodni
urovni existovat spolehlivé metody jejich prikazu. Evropska komise a EFSA zatim neposkytla referencni
metody pro prikaz hmyzu v potravinach.

Hlavnim cilem bylo vypracovat screeningovou metodu zaloZzenou na principu enzymaticky vazaného
lektinového testu (enzyme link lectin assay, ELLA) pro detekci hmyzu v potravinach. Metoda je
specificky zamérena na detekci N-acetylglukosaminu obsaZeného v chitinovych a chitosanovych
polymerech, které jsou klicovymi slozkami hmyziho exoskeletu. Na zakladé specifické vazby lektin - N-
acetylglukosamin, poskytuje metoda spolehlivy prikaz pouziti hmyzu v potravinach.
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Il. Vlastni popis metodiky
ll.a. Uvod

Chitin je klicovy strukturdlni polysacharid (homopolymer N-acetyl-D-glukosaminu) (Iber et al., 2022;
Zargar et al., 2015), ktery je hlavni slozkou exoskeletu hmyzu. Spolu s jeho deacetylaci ziskanym
derivatem chitosanem, ktery je tvoren jednotkami N-acetylglukosaminu a D-glukosaminu, pfedstavuji
tyto polymery idealni markery pro detekci hmyzich slozek.

Klicovym aspektem je, Ze chitin neni pfitomen v rostlinnych ani ve vétsiné Zivocisnych potravin (kromé
hub a korysl), coz z néj ¢ini vhodny marker pro prlikaz hmyzu v potravinach.

Prikaz obsahu N-acetylglukosaminu (GIcNAc), ktery je zakladni stavebni jednotkou chitinu, umoznuje
spolehlivy priikaz hmyzich material v rGznorodych matricich potravin (Cousin, 1996). Pro tuto detekci
je vyuZita metoda nepfimé sendvi¢ové ELLA metody (Enzyme-linked Lectin Sorbent Assay) (Pospiech et
al., 2024).

Metoda ELLA je zaloZena na vyuZiti lektind, coz jsou proteiny, které maji schopnost rozpoznavat a vazat
se na specifické oligosacharidové struktury (Thompson et al., 2011). V pripadé detekce chitinu se
vyuzivaji lektiny, které jsou zndmé svou schopnosti vazat N-acetyl-D-glukosamin (GlcNAc) (Thompson
et al. 2011; Cousin 1996), napfiklad se jedna o lektin WGA (Wheat Germ Agglutinin) (Pospiech et al.,
2024). To umoziuje specifické a citlivé stanoveni GIcNAc obsaZeného v chitinovych a chitosanovych
polymerech.
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Il.b. Pfiprava a zpracovani vzorku

Pro zajisténi presnosti analyzy vzorkl hmyzu je nutné minimalizovat vliv externich faktor(i. Tato
metodika je zaméfena na analyzu praskovych vyrobk( (hmyzi moucky), hotovych hmyzich vyrobki
(napf. ochuceny lyofilizovany hmyz) a potravin s pfidavkem hmyzu.

Il.b.1. VSeobecna pfiprava vzork(i a homogenizace

Potravinarské matrice (hotové a ochucené vyrobky): U komplexnich potravinovych matric, jako jsou
tyCinky nebo smési s pfidanym hmyzem, je nezbytna dikladnd homogenizace celého vzorku. Méfeni
na komplexnich vzorcich (napf. tyCinkach) ukazala, Ze u nizkych koncentraci hmyzi slozky mohou byt
vzdalenosti mezi ¢asticemi statisticky rozdilné. Efektivni homogenizace je proto kliova pro zajisténi
opakovatelnosti vysledkd (Pecova et al., 2024).

Vzorky musi byt zhomogenizovdny na homogenni smés, aby byl zajistén reprezentativni odbér
analytické navazky. K tomu je mozné vyuzit tyCové homogenizatory (ULTRA-TURRAX, IKA), ultrasonické
homogenizatory (Q500, Qsonica) nebo Ize homogenizovat ru¢né drcenim v keramickych tfecich misach.
Hmyzi moucky musi byt dikladné promichany, aby se minimalizovala heterogenita materidlu pred
odbérem navazky.

Il.b.2. Extrakce a priprava vzorku pro ELLA

Pro metodu ELLA, ktera detekuje chitinové a chitosanové polymery (obsahujici N-acetylglukosamin) je
klicové, aby byl vzorek preveden do tekuté formy kompatibilni s mikrotitra¢ni destickou a aby byly
markery (GIcNAc) pfistupné lektintim.

1. Navdzka vzorku: Pro analyzu se odebere pfesné navazené mnozstvi vzorku (0,5 g £ 0,001 g, nebo
upravena navazka v pripadé odlehlé hodnoty v ramci kalibrac¢ni kfivky pro standardy chitosanu
(Graf 1), pro standardy chitinu (Graf 2).
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Graf1: Kalibrac¢ni kfivka pro neptfimou sendvicovou ELLA metodu, chitosanovy standard.
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Graf 2: Kalibracni kfivka pro nepfimou sendvic¢ovou ELLA metodu, chitinovy standard.

2. Rozpusténi a pfiprava vzorkl: NavaZzeny zhomogenizovany vzorek se prevede do 10 ml PBS pufru
pfi pH 7,2.

Pozndmka k hydrolyze: Zatimco jiné metody pro stanoveni chitinu (napf. elektroforetické) vyZzaduji kyselou
hydrolyzu k rozloZeni chitinovych polymertd na glukosamin, metoda ELLA se zaméfuje na detekci terminalnich
usekl N-acetylglukosaminovych polymerd.

3. Filtrace (u pevnych vzork(): V pfipadé, Ze extrakt obsahuje vétsi nerozpusténé Castice, které by
mohly narusit stanoveni ELLA, se pouZzije filtrace nebo odstfedéni. Filtrace se provadi SPE filtry
s velikosti pérd 0,22 um nebo odstfedénim pri 4700 RPM (1 g-force).

4. Redéni: Vzorek se nafedi do koncentraéniho rozmezi vhodného pro kalibraci ELLA (rozmezi 0,005
az 0,25 mg/ml pro standard chitosanu).
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ll.c. Materialy a chemikalie
Standard chitosanu (napt. CAS 9012-76-4 Merck), chitinu (napt. CAS 1398-61-4 Merck)

Chemikalie pro pripravu pufrid v kvalité p.a. (napf. Penta Chemicals).

e PBS— (10 mM/I Na;HPQO,, 3 mM/I NaH,PO,4 a 137 mM/I NaCl)

e TBS + tween — trifosfatovy pufr s tweenem (Tris-buffered saline with Tween® 20 Sigma-Aldrich,
USA)

e Lektinovy pufr (Tris bdaze 50 mM/I, chlorid sodny 149 mM/I, chlorid hoteénaty 2,13 mM/I a chlorid
vapenaty 1,00 mM/I, upraveny na pH 7,6)

nebiotinylovany WGA lektin (Vector Laboratories, USA)

biotinylovany WGA lektin (Vector Laboratories, USA)

ABC, VECTASTAIN® Elite ABC-HRP (kit- avidin-biotin complex, Vector Laboratories, USA)
Carbo-Free Blocking Solution (Vector Laboratories, USA)

TMB substrat kit — 3,3', 5,5'-tetramethylbenzidine (Vector Laboratories, USA)
96-jamkova mikrotitraéni desti¢ka (typ P, Gama, Ceskd republika)

Sttikackové nastavce filtraéni 0,22 um (MCE, P-Lab)

Spektroskop méfici pfi 650 nm (napf. TECAN, Rakousko)
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ll.d. Postup stanoveni (Nepfima sendvicova ELLA)

Metoda je zaloZena na nasledujicich krocich, které se provadéji v 96jamkové desti¢ce. Pro jeden vzorek
je doporuceno pouzit 8 replikaci (jeden sloupec 96jamkové desticky) pro minimalizaci chyb méreni,
které mohou byt dany slabou rozpustnosti chitinu.

1. Inkubacni faze (Coating): 96jamkovou desticku s 50 pL nebiotinovaného WGA lektinu inkubovat
pres noc pfi teploté 4 °C. Lektin WGA je narfedén 1:1000 v lektinovém pufru.

2. Promyti: Desticka se promyje 3x 300 pL promyvaciho pufru (Tris-buffered saline s Tween® 20).

3. Blokovani: Ptida se 200 pL blokovaciho pufru Carbo-free a inkubuje se pfi pokojové teploté po dobu
2 hodin.

4. Promyti: Desticka se promyje 3x 300 pL promyvaciho pufru (Tris-buffered saline s Tween® 20).

5. Pfidani vzorku/standardu: Pfida se 50 uL vzorkunebo standardu chitosanu v koncentra¢nim rozmezi
0,005 az 1 mg/ml. Inkubace probiha po dobu 12 hodin pfi teploté 4 °C.

6. Promyti: Desticka se promyje 3x 300 pL promyvaciho pufru (Tris-buffered saline s Tween® 20).

7. Detekéni lektin: Prida se 50 plL nafedéného (1:1000) biotinovaného WGA lektinu a inkubuje se 1
hodinu pfi pokojové teploté.

8. Promyti: Desticka se promyje 3x 300 pL promyvaciho pufru (Tris-buffered saline s Tween® 20).

9. Avidin-biotin komplex: Pfida se 50 uL reagentu ABC (pfipraveno dle specifikaci vyrobce kitu) a
inkubuje se 30 minut pfi pokojové teploté.

10. Promyti: Desticka se promyje 3x 300 plL promyvaciho pufru (Tris-buffered saline s Tween® 20).

11. Substrat: Pfida se 100 pL cinidla TMB (Tetramethylbenzidine) a vzorek se inkubuje ve tmé po dobu
10 minut.

12. Méfeni: Absorbance se méfti pfi vinové délce 650 nm.
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Il.e. Stanoveni analytickych vykonnostnich parametr a vysledku
meéreni

Tato sekce uvadi analytické vykonnostni parametry, které byly stanoveny béhem validace nepfimé
sendviové ELLA metody. Popsany jsou vysledky méfeni N-acetylglukosaminu v
chitinovych/chitosanovych polymerech a jak je interpretovat.

Il.d.1. Analytické vykonnostni parametry (Performance Characteristics)

Pro stanoveni vhodnosti metody pro dany ucel byly stanoveny nasledujici analytické vykonnostni
charakteristiky (pracovni charakteristiky), které prokazuji citlivost a spolehlivost metody Tabulka 1.

Tabulka 1: Vykonnostni parametry screeningové metody pro prikaz hmyzu v potravinach

Vysledek (pro screeningovou
Parametr Popis (Barwick Vicki et al., 2024) metodu pro priikaz hmyzu
v potravinach)

evvs

Mez detekce (LOD) | Ize stanovit pfitomnost analytu se 0,006 mg/ml
specifikovanou pravdépodobnosti (p < 0,05).

Mez B vy ,
) ) Nejniz$i hodnota mérené veliciny, ktera
stanovitelnosti .. . . . 0,028 mg/ml
spliiuje pozadavky na pravdivost a preciznost.
(LoQ)
Preciznost mefeni Tésnost shody mezi namérenymi hodnotami
pfi opakovanych mérenich za specifikovanych rozsah 0,36 % — 30,29 %

Precisi
(Precision) podminek.

Pozndmka: Stanoveni LOD a LOQ definuje méfici interval (pracovni rozsah), ve kterém Ize analyzovanou veli¢inu
(obsah N-acetylglukosaminu/chitosanu) méf¥it se specifikovanou nejistotou a pravdivosti (Trueness). Pro potfeby
rutinniho screeningu je klicové, ze metoda poskytuje praktické reseni pro detekci hmyzu

II.d.2. Hodnoceni preciznosti a spolehlivosti

Preciznost méreni je charakterizovdna smérodatnou odchylkou. Pro tuto metodiku byla preciznost
hodnocena pfi dvou klicovych podminkach:

1. Opakovatelnost méreni (Intra-day Precision): Vztahuje se na méreni uskutecnéna v kratkém
casovém obdobi a odrazi variabilitu vysledk( v ramci jedné série analyz.

Vysledky opakovatelnosti (Intra-day) se pohybovaly v rozmezi 2,45 % az 30,29 %.

2. Mezilehla preciznost (Inter-day Precision): Vztahuje se na méreni provadéna v delSim ¢asovém
Useku, ¢asto rGznymi analytiky nebo v rlznych dnech, coz poskytuje realistictéjsi odhad dlouhodobé
variability vysledka v laboratofi.

Vysledky mezilehlé preciznosti (Inter-day) se pohybovaly v rozmezi 0,36 % az 12,87 %.
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Il.d.3. Zpracovani a interpretace vysledkl méreni

Vysledek méreni je konecny vystup procesu stanoveni hodnoty veli¢iny a mél by byt vyjadien jako
namérend hodnota veli¢iny (napf. koncentrace chitinu/chitosanu v mg/ml s pfidruzenou nejistotou
méreni. Mezi chitinem a chitosanem byl potvrzen vzajemny korelacni vztah R =95 (p < 0,05).
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Kvantifikace

Kvantifikace obsahu hmyzich marker( (chitosanu/chitinu) se provadi pomoci kalibracni kfivky
standardu chitosanu/chitinu (v rozsahu 0,005 aZ 0,5 mg/ml pro chitosan, v rozsahu 0,005 az 1 mg/ml
pro chitin) ziskané béhem Postupu méreni (Il.d.). Pfi vypoctu vysledku je nutné vzit v Uvahu vSechny
vyznamné prispévky k nejistoté méreni, které vyplyvaji z méreni (napf. vazeni, odmérovani objemu,
kalibrace, preciznosti).

Hodnoceni statistické vyznamnosti

Metoda ELLA prokazala vyznamné rozdily v celkovém mnozstvi chitinu a chitosanu mezi testovanymi
skupinami vzork( (zpracovanymi hmyzimi produkty, nezpracovanymi produkty a vzorky bez pridavku
hmyzu). Tyto rozdily jsou hodnoceny na hladiné vyznamnosti p = 0,05. Pro spravnou interpretaci
doporucéujeme vychazet z publikovanych studii (Pospiech et al., 2024) viz Tabulka 2 anebo ze souboru
vlastnich méreni.

Tabulka 2: Obsah chitosanu v komercnich produktech

Druh produktu Pocet analyzovanych Pocet mérenych Koncentrace chitosanu
vzorkd replikaci (mg/g, pramér £ SD)

Zpracované potraviny 11 88 9,69+2,15°

s pfidavkem hmyzu

Ochucené hmyzi 17 136 12,32 +3,45°

vyrobky

Potraviny bez ptidavku 11 88 426+1,5°¢

hmyzu

Poznamka: Rozdilny horni index znamena statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami (p < 0,05)

Pro statistické vyhodnoceni ziskanych vysledkli, zejména pfi porovnavani vysledkd z rdGznych
koncentraci nebo typ( vzork(, by mély byt pouZity vhodné statistické testy.
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Pokud je nutné porovnat vysledky mezi vice skupinami (napf. rizné koncentrace DFD), pouZiva se
Kruskal-Wallistv test (nebo jednofaktorovda ANOVA).

Pro néasledné parové porovnani mezi skupinami se pouzivaji testy jako Wilcoxonlv test nebo Tukeyho
post-hoc test.

Vysledky jsou povazovany za statisticky odlisné (vyznamné rozdily) v pfipadé, Ze p-hodnota je mensi
nez zvolena hladina vyznamnosti (napf. p < 0,05).

Il.d.4. Zajisténi platnosti vysledku

Dosazené vykonnostni parametry (LOD, LOQ, Preciznost) prokazuji, Ze metoda ELLA je vhodna pro
zamyslené pouZiti, konkrétné pro rutinni screening hmyzu v potravinach. Platnost vysledk( musi byt
pribéiné monitorovana pomoci internich a externich zplsob( Fizeni kvality (QC/IMQC), jako je
pravidelné ovérovani kalibracnich funkci a pouZivani kontrolnich vzorka.
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I1l. Srovnani novosti postupd

Ackoliv metody zaloZzené na ELISA (vCetné ELLA) jsou standardné vyuZivany pro kvantifikaci antigen(
(Godfrin et al., 2007), a techniky jako lectin microarrays se pouZivaji pro analyzu glykopatternd
(Kvasnicka et al., 2023), tato vyvinutd metodika predstavuje novy pristup adaptovany specificky pro
detekci hmyzich slozek (chitosan/chitin) v potravinach (Pospiech et al., 2024).

Metodika nabizi praktické reseni pro rutinni screening a detekci hmyzu v potravinarskych podnicich a
ma potencial se uplatnit u inspekénich organd.

Alternativni metodou pro stanoveni chitinu v hmyzu je kapilarni izotachoforéza spojena s kapilarni
zénovou elektroforézou a konduktometrickou detekci (cITP-CZE-COND). Vyhodou této metody je
snadna priprava vzork(, vysoka citlivost,selektivita a nizké provozni naklady. Tato metoda je zaloZena
na kyselé hydrolyze vzork(i hmyzu s naslednym stanoveni glukosaminu (Kvasnicka et al., 2023).

Vyhodou metody ELLA je nejen jednoducha pfiprava vzork(, ale také vysoka citlivost a selektivita této
metody.
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IV. Popis uplatnéni metodiky

Metodika nepfimé sendviCové ELLA je primarné urcena pro rutinni screening a detekci hmyzu
v potravinach v rdmci dozorové ¢innosti organt Ceské republiky (Statni zemédélska a potravinaiska
inspekce, Statni veterinarni sprava). Diky jeji snadné aplikovatelnosti v laboratofich, které provadéji
ELISA metody je moZné tuto metodu vyuzit také v potravinarskych provozech pro vnitini kontrolu
potravin.

Metodika mUZe byt G¢inné vyuZita pro detekci obsahu N-acetylglukosaminu v komercéné dostupnych
hmyzich produktech nebo produktech s obsahem hmyzu.

Metodika predstavuje standardni operacni postup pro stanoveni N-acetylglukosaminu nepfimou
sendvicovou ELLA metodou za pouziti WGA lektinu.
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V. Ekonomické aspekty

Metodika je snadno implementovatelna v bézné vybavenych laboratofich a tim podporuje vyrobce
i obchodni fetézce pfi uvadéni novych produktd na trh. Standardizovand kontrola kvality mdzZe urychlit
expanzi hmyzich potravin a prispét k jejich sirSimu prijeti. Naklady na zafizeni laboratore nejsou v této
bilanci zahrnuty. Pro analyzu je dostatecny jakykoliv certifikovany spektrofotometr méfici v oblasti 650
nm a zakladni laboratorni vybaveni zahrnujici laboratorni sklo, vahy, pipety a podobné.

Ekonomické naklady spojené s provedenim jedné analyzy metodou ELLA zahrnuji jak spotfebni material
a reagencie, tak ¢as odborného pracovnika a rezijni naklady laboratore. Pfi individualnim zpracovani
jednoho vzorku bez sdileni desticky s dalSimi vzorky dosahuiji celkové naklady horni hranice odhadu, tj.
priblizné 878 K¢ na vzorek. Tato ¢astka zahrnuje vSechny pfimé i nepfimé ndklady a je ekonomicky
srovnatelna s jinymi laboratornimi metodami vyuzivanymi v oblasti kontroly potravin. Metodika je tak
vhodna pro rutinni pouZiti zejména v pfipadech, kdy je vyZzadovana rychld a spolehliva detekce
pfitomnosti hmyzi slozky.

Do této cCastky se promitaji zejména tyto polozky:

e mikrotitracni desticka: pfiblizné 60 K¢

nebiotinylovany lektin (WGA): ptiblizné 32 K¢

e biotinylovany WGA: pfiblizné 16 K¢

e ABC reagencie: priblizné 12 K¢

e  TMB substrat: priblizné 8 K¢

e blokovaci pufr (Carbo-free): pfiblizné 48 K¢

e pufry a myci roztoky: priblizné 15 K¢

e standard chitosanu: pfiblizné 4 K¢

o strikackovy filtr 0,22 um: pfiblizné 20 K¢

e spotrebni material (Spicky, zkumavky): ptiblizné 40 K¢
e prace laboranta (cca 60—90 minut): pfiblizné 400 K¢

e rezijni naklady laboratofe: pfiblizné 223 K¢

Ocekavané prinosy zavedeni metodiky spocivaji pfedevsim v posileni legislativni jistoty a efektivni
¢innosti dozorovych organt, které diky ni mohou rychle a spolehlivé ovéfovat, zda vyrobky s obsahem
hmyzu odpovidaji evropskym predpisim. Tim se zaroven zvySuje transparentnost vici spotiebitellim,
ktefi ziskavaji jistotu, Ze deklarované slozeni je pravdivé, coZ podporuje jejich dlivéru a ochotu tyto
produkty vyhledéavat, coz je klicové pro rozvoj tohoto segmentu. V praxi to mlize znamenat, Ze pfi
mezirocnim rdstu trhu s hmyzimi potravinami o 15-20 % a pfi zapojeni i malého podilu domacnosti
(napt. 1 % ceskych domdcnosti s roéni Utratou 2 400 KE&) vznika obrat pfes 100 miliond K¢, pficemz pfi
Sirsim pfijeti (5 % domacnosti) by trh mohl dosahnout az pll miliardy K¢ rocné. Standardizovana
metodika tak nejen sniZzuje naklady na kontrolu a riziko nelegalniho uvadéni hmyzu na trh, ale zaroven
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vytvafi podminky pro dynamicky rozvoj tohoto segmentu potravinarstvi v Ceské republice. Diky
screeningové metodice Ize snizit ndklady na inspekci a laboratorni analyzy — cena jedné analyzy je cca
878 K¢, coz je konkurenceschopné oproti jinym metodam. Pokud by SZPI testovala napf. 1 000 vzork(
rocné, znamena to ndklady pod 1 milion K¢, coz je relativné nizka ¢astka ve srovnani s potencialnimi
Skodami z nelegalniho uvadéni hmyzu na trh.

Metodika umoziiuje dozorovym organlim, jako jsou SZPI a SVS, efektivné kontrolovat, zda vyrobky
s obsahem hmyzu odpovidaji evropské legislativé (nafizeni EU 2015/2283 a 1169/2011). Diky tomu lze
snizit riziko nelegdlniho uvadéni hmyzu na trh a zajistit vyssi Uroven ochrany spotrebitele.
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Metodika byla vypracovana jako vystup vyzkumného projektu MZe NAZV QK23020101 s nazvem:
,Komplexni laboratorni strategie pro identifikaci druhl hmyzu uréeného k lidské spotfebé a produkci
zpracované Zivocisné bilkoviny, autentikace potravin na jeho bazi”
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