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Abstrakt

Vyuziti hmyzu v potravinarstvi je v EU na vzestupu, avSak doposud neexistuje referen¢ni metoda na jeho priikaz. V ¢lanku byly ovéreny dvé deacetylacni techniky
pro zvySeni vytéznosti chitinu, ktery se stanovoval metodou ELLA. Nejvyssi vytéZznost byla dosaZzena u nedeacetylovanych vzorku a to 99,62 % pri koncentraci
chitinu 2,5 mg/ml. S ohledem na vysokou SD Je ale vhodnéjsi dosahnout nizSich koncentraci chitinu vhodnym Fedénim. P¥i koncentraci 0,05 mg/ml chitinu byla
vytéznost 96,71 % s nizkou SD 4,66. Deacetyla¢ni techniky mély 10nasobné nizsi vytéZnost a nelze je tedy doporudit pro analyzu obsahu N-acetylglukosaminu

jakoZto indikatoru pritomnosti hmyzu v potravinach.

Uvod

Pouzivani hmyzu v potravinarstvi je na vzestupu. UmozZnuje to jak zména
legislativy, kdy vyuziti nékterych druhi hmyzu je podle narizeni 0 novych
potravinach povoleno, tak | obecna popularita téchto produktua roste. Za
hlavni davody rozSifeni vyuzivani jedlého hmyzu v potravinarstvi patrii
nizsi uhlikova stopa, vyroba splnujici udrzitelné hospodareni a také zména
stravovacich navykiu spoleénosti s odklonem od konzumace masa. Jako
vedlejSi produkt pri zpracovani hmyzu, a castéji také korysu, je chitin.
Chitin se v potravinarstvi nevyuziva kvili své nizké rozpustnosti. Z tohoto
divodu se upravuje deacetylacnimi technikami, ¢imz vznika lépe rozpustna
forma chitinu, ktera se nazyva chitosan.

V EU neni zatim zavedena jednotna metoda pro prikaz hmyzu v
potravinach. V soucasnosti Je publikovana Fada metod umoznujicich prikaz
hmyzu v potravinach, jako jsou ATR-FTNIR, PCR ¢&i elektroforetické
metody. V ramci kolektivu autorii byla vyvinuta screeningova metoda
zaloZena na specifické vazbé lektini na N-aceterylglukosamin.

Cilem této studie bylo ovérit moznosti zvySeni vytéZnosti priikkazu N-
aceterylglukosaminu pomeoci techniky deacetylace chitinu.

Vysledky a diskuse

Pro vypocet dosazené koncentrace byl pouzit vypocet podle kalibracni
krivky (Graf 1). Kalibracni zavislost je v souladu s drive dosazenymi
vysledky (Pospiech et al., 2024) a pohybuje se ve standardnich rozmezich
pro ELISA metody.

Z.aveér

Z vysledku vyplyva, ze vytéznost ELLA metody pro N-acetylglukosamin ze
standardu chitinu, byla nejvyssi u koncentrace 2,5 mg/ml v nezpracovaném
vzorku. Vysoka vytéznost byla ale 1 u nizSich koncentraci 0,5-0,05 mg/ml,
kde jeSté byla niz§i chybovost méreni vyjadiena jako SD. Pro ELLA
metodu lze tedy doporudit redit vzorky tak, aby se koncentrace chitinu
pohybovala kolem 0,05-2,5 mg/ml. ZvySeni determinovaného
N-acetylglukosaminu pomoci hydrolyzy HCL a NaOH nebyla potvrzena.
Tento zpusob zpracovani vzorkiu je ¢asové naroény a zvySuje naroky na
provedeni metody.
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U vzorka po deacetylacl, tedy vzorku s oznacenim chitinu HCI a chitinu
NaOH, byla dosazena vytéznost radové 10nasobné nizsi (Tabulka 1).
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Tabulka 1: Vytéznost extrak¢nich metod

mgﬁ‘zﬁgfm) Chitinmg/ml Chitin HCI mg/ml Ch'::]'; Naok
5 72163118 459 % 0,20 504 + 0,02
25 09.62 + 30,12 0.56 + 0 52 10,04 = 0,04
0,5 7128 £16,79 3,51 +£0,48 421 +0,00
0.25 60.10 + 16.16 2.49 + 040 328 + 001
0.05 06,71 + 4,66 13,70 + 0,68 16,27 = 0,38

Graf 1: Kalibracni krivka pro standard chitinu

Dosazené hodnoty pro chitin, chitin HCL a chitin NaOH byly prepocteny na
koncentraci a nasledné Jsou vyjadreny Jako vytéznost pro jednotlivé metody
(Tabulka 1). Vytéznost Je dulezitym parametrem pro hodnoceni
laboratornich metod. Nejvyssi vytéznost byla dosazena u 2,5 mg/ml chitinu
a to 99,62 %. | pres vysokou vytéznost byl u této koncentrace zaznamenan
vysoky rozptyl, kdy SD byla 30,12. Vyborny vysledek byl dosazena také u
0,05 mg/ml chitinu, kde byla vytéznost 96,71 % pric¢emz SD byla 4,66. Podle
doporuc¢eni AOAC by se opakovatelnost méla pohybovat pod 20 %. Metodu
|ze tedy doporucit pro nizsi koncentrace chitinu v potravinach nebo je nutné
vyuzivat dostatecného redéni v ramci doporucenych rozmezi Kkalibracni
krivky.

Literatura: Dostupna u autora

Nizka vytéZnost U deacetyla¢nich technik poukazuje na to, ze dochazi k
rozkladu makromolekuly chitinu. Lze se tedy domnivat, Ze p¥i promyvani
mikrotitra¢ni desticky a také filtraci vzorkii, dochazi K velkym ztratam
N-acetylglukosaminu, ktery byl preveden z nerozpustné formy na formu
rozpustnou. Toto zjiSténi je vSak prekvapivé, protoze bylo predpokladano,
Ze dojde k deacetylaci chitinu na jeho rozpustnou formu chitosan a ne na
jednotlivé monomerni jednotky

N-acetylglukosaminu. Po deacetylaci dochazi ke zméné velikosti polymeru
chitinu, ktery ma kolem 1000 kDa, na polymery o velikosti 26-300 kDa. Tato
velikost by byla stile dostateCna pro prikaz pomoci ELLA metody. V
nékterych pripadech, zejména pri piisobeni vysSich deacetyla¢nich teplot,
byla zaznamenana jeSté menSi velikost chitosanovych polymeri, a to 3-97
kDa. Zajimavym zjiSténim ale je, Zze vSechny deacetylaé¢ni techniky mély
malé rozdily mezi jednotlivymi mérenimi, coz je ziejmé z nizké SD.

Material a metodika

Vzorek standardu chitinu byl pripraveny v koncentracich 5,0 - 0,05 mg/ml.
Deacetylované vzorky byly pripraveny pomoci 4 M HC| a 20 M NaOH.
Deacetylace probihala pri 96 °C po dobu 17 hodin. Vzorky pro deacetylaci
byly pripraveny v koncentracich 5,0 - 0,05 mg/ml v celkovém mnozstvi 10
ml. VSechny vzorky byly pripraveny a méreny v duplikatech.

ELLA metoda byla provedena podle. Mikrotitra¢ni desticka byla potazena
nebiotinylovanym WGA lektinem pres noc. Nasledné byl inkubovan
standard chitinu, chitin HCL a chitin NaOH pres noc. Po inkubaci byl
inkubovan vzorek 1 hodinu s biotinylovanym WGA lektinem. Nasledné byl
pouzit avidin-biotinovy komplex s HRP peroxidazou, ktery byl zobrazen
pomoci chromogenu TMB. Mezi jednotlivymi kroky byly vzorky
promyvany 3X promyvacim pufrem.
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