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Vyuziti LEL a WGA lektinu pro prukaz hmyzu v potravinach

Application of LEL and WGA lectins for the detection of insects In food
Pospiech, M., Bartlova, M., Javiurkova, Z., Pe¢ova, M., Tremlova, B.

SR yNENS Veterinarni univerzita Brno

Abstrakt

Hmyz nachazi stale Castéj1 vyuziti v potravinaiském primyslu. Pro ovéfeni vhodnosti ELLA metody byly srovnany LEL a WGA lektiny. Oba ovéfované lektiny
byly vyhodnoceny jako vhodné na stanoveni pfitomnost chitosanu v potravinach. S ohledem na lepsi reprodukovatelnost lze za vhodné&;si lektin pro ovéfovani
piitomnosti hmyzu v potravinach povazovat WGA. WGA lektin m¢l LOD 0,06, LOQ 0,09, reprodukovatelnost v rozmezi 0,25 % az 15,4 % a relativni chybu
v rozmezi 0,3 az 48,8. Tento lektin lze pouzit pro nepifimou sendvicovou ELLA metodu. Pro vyuziti metody k dozorové ¢innosti, Je jeSté nutné proveést ovéieni na

skutecnych vzorcich potravin a ziskat tak iplnou charakteristiku metody.

Uvod

Vyuziti hmyzu ma v dnesni spolecnosti fadu zastanci, ale také odptrca.
Konzumace hmyzu nema v Evrop¢ tradicl na rozdil od africkych a asijskych
zemich. SpiSe naopak Je hmyz povazovan na ,necisté stvofeni“ a |Je
spojovan S vyskytem nemoci, nizkou trovni hygieny a dalSimi piedsudky
(Rumpold a Schliiter, 2013). At uz bude konzumace hmyzu otazkou urcité
skupiny populace nebo celopopulaéné piijatym konceptem v Ceské
republice, predpokldda se narust produkce hmyzu pro potravinarské
a krmné vyuziti (Skotnicka et al., 2021).

Prikaz hmyzu ale neni jednoduchy, protoze se jedna 0 Sirokou skupinu
organismu S velkou variabilitou genomu, ktery vznika oddélenym vyvojem
v relativné velkych spoleCenstvich. Piesto jsou popsany PCR metody
(Tramuta et al., 2018), které umoznuji prikaz nékterych druht jedlého
hmyzu, nebo metody proteomické , zaméfené na specifické proteiny ci
obsahov¢ latky (Montowska et al., 2024).

Cilem prace bylo ovéfit specifitu reaktivity dvou lektini LEL a WGA na
prukaz derivatu chitinu, chitosanu a ovéfit tak moznost vyuziti lektinovych
technik pro prikaz hmyzu v potravinach.

Material a metodika

Pro potfeby prikazu hmyzu lektinovymi technikami je vyvijena In-home
nepiima sendvicova ELLA metoda. Mgéfeni bylo provadéno na 96-ti
jamkovych mikrotitracnich destiCkach, spektrofotometrem Infinite 200 Pro
(Tecan, Rakousko). Pro vizualizaci byl pouzit chromogen TMB, ktery se
méfil pfi 650 nm. Pro ovéteni byl pouzit standard chitosanu v koncentracich
0,1 az 10,0 ug/mL.

Jako kritérium pro porovnani obou technik byl pouzit limit detekce (LOD),
limit kvantifikace (LOQ) a reprodukovatelnost (CV%). Vysledky méfeni
byly ovéfovany na lektinech (Lycopersicon esculentum lectin) LEL
a (Wheat germ agglutinin) WGA (Mector Laboratories, Newark, USA).
Koncentrace lektint byla 1:10 000.

Statistickd analyza Dbyla provedena ve statistickém software Xlstat
(Adinsoft, USA). Normalita dat byla ovérena Saphiro-Wilcoxonovym
testem, pricemz normalita dat nebyla potvrzena. Data byly testovany na
hladin€ vyznamnosti p = 0,5.
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Graf 1: Kalibra¢ni kitvky pro LEL a WGA lektiny

Z vysledki vypliva, ze oba testované lektiny jsou vhodné pro priukaz
pritomnost chitosanu v potravinach. S ohledem na lepsi reprodukovatelnost
vysledki je vhodnéjsi pro prukaz pfitomnosti hmyzu v potravinach pouzit
letin WGA. WGA lektin dosahl LOD 0,06, LOQ 0,09, reprodukovatelnost
v rozmezi 0,25 % az 15,4 % a relativni chybu v rozmezi 0,3 az 48,8. Tento
lektin lze pouzit pro nepfimou sendvicovou ELLA metodu. Pro ovéfeni
vhodnosti metody pro dozorovou c¢innost je jesté nezbytné provést ovéreni
na skute¢nych vzorcich potravin a ziskat tak uplnou charakteristiku metody.

Vysledky a diskuse

Pro oba lektiny byly stanoveny kalibra¢ni kiivky vyjadiujici zavislost
koncentrace chitosanového standardu k namérené absorbanci TMB chromogenu.
Linearni zavislost Je vyjadiena graficky a rovnici v grafu 1.

Hodnocena verifikaéni kritéria Jsou uvedena v tabulkach 1 a 2. Tato kritéria
byla vybrana dle doporuceni AOAC (Koerner et al.,, 2013). A jsou bé&zn¢
vyuzivana pro hodnoceni ELISA metod, které jsou zalozeny na podobném
principu, ale misto protilatek vyuzivaji specifické vazby lektinG se sacharidy
(Brooks, 2017).

Verifika¢ni kritéria potvrdila specifickou vazbu mezi lektinem a chitosanem,
slozkou chitinu, ktery tvofi zaklad exoskeletu vSech druhti hmyzu. Tato vazba je
specificka pro WGA, LEL a dalsi lektiny jako je (Concanavalin A) ConA, kdy
dochazi k vazb¢é na molekulu N-acetyl-D-glukosaminu (Leriche et al., 2000). N-
acetyl-D-glukosamin Je strukturalni monosacharid, ktery tvofi jak chitin, tak
Jeho nizkomolekularni deacetilovanou formu chitosanu (Zargar et al., 2015).
Pouzité lektiny jsou specifické tedy k vice formam chitinu. Ackoliv se obsah
chitinu u jednotlivych druht mize lisit (Garino et al., 2019) lze ho ocekavat
U vSech druht hmyzu a forem zpracovani. Detek¢éni limit LOD a LOQ je vyssi,
nez Je detekéni limit pro testy ELISA uréené pro prikaz alergenti v potravinach
(Zhu et al., 2024). Z pohledu vyuziti hmyzu jako takového Vv potravinach
neoCekavame kiizovou kontaminaci, ale spiSe cilené pfidani, kdy mmnozstvi
zpracovan¢ho hmyzu bude vyrazné vyssi, a tedy dostate¢né prikazné pro vzorky
s nedeklarovanym pridavkem.

Dalsi validac¢ni kritéria Jsou srovnatelna s ELISA metodami (Zhu et al., 2024).
Reprodukovatelnost (CV%) byla pro LEL v rozmezi 0,5 % az 99,9 %, pro WGA
v rozmezi 0,25 % az 15,4 %. S ohledem na nizsi reprodukovatelnost, nizsi LOD
a LOQ u WGA lektinu lze tento lektin doporucit pro stanoveni pfitomnosti
chitinu v potravinach, a tedy I prikazu hmyzu.

Tabulka 1: Verifikac¢ni kritéria pro stanoveni chitosanu LEL lektinem

k.

LEL LOD LOQ Primér =| CV (%) | Relativni

(mgml) | (mgml) |(mgml) |>D chyba (%)
(mg/mL)
0,1 0,07=0.07 | 9901058 | 29,04
1 0.11 0.18 | 0.68=005 | 7.040058 | 3238
10 8.7:005 | 0518154 | 13,04

Tabulka 2: Verifika¢ni kritéria pro stanoveni chitosanu WGA lektinem

WGA LOD LOQ Promér =] CV (%) Relativai

(mg/mL) (mgmL) | (mg/mL) 5D chyba (o)
(mg/mL)
0.1 0.15+0,02 1541 48,70
1 0.06 0.09 1=0,06 3,66 0,34

10 11,51£0.03 0,23 15,10
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