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ABSTRAKT

V této diplomové préci byly vyuzity mikrobiologické molekularné-biologické i chemické
metody zkoumajici vybrané charakteristiky medu. V tivodu teoretické ¢asti je vSak nutno
zamg¢fit se 1 na samotné vceli spoleCenstvi, které nam tento produkt, cenény mnohymi narody
a kulturami napfic staletimi, poskytuje. Jsou zde shrnuty zékladni poznatky o vcelach
jakozto 1 o samotném vcelafstvi, od jejich historie ptes chod celého ulu az po proces vzniku
samotného medu, ale i dal§ich véelich produkti. Cast je vénovéna i charakteristice medu

a jeho vlastnostem, pro které byl med vzdy tak cenény.

Prakticka cast se zabyvé analyzou 21 vzorkli medi liSicich se rokem staceni, lokalitou
a puvodem, které¢ byly zakoupeny v obchodni siti nebo pochézely ze zdsob soukromych
véelatt zCeska i zahranii. Mikrobiologickd analyza byla provedena kultivaénim
stanovenim s ndslednou identifikaci vybranych izolati metodou sekvenovani genu
pro 16S rRNA. Vysledkem bylo prevazné zastoupeni sporulujicich bakterii Bacillus,
konkrétn¢ pak Bacillus velezensis. Vyuzitim molekularné-biologickych metod pak byly
vzorky testovany na piitomnost dalSi sporulujici bakterie Clostridium botulinum, ktera
nebyla detekovana v zddném =z testovanych vzorkll. Vysledky obou stanoveni byly
porovnany s taxonomickou analyzou bakteridlniho a houbového profilu s vyuZitim metody
NGS. Stanoveni antimikrobni aktivity bylo provedeno u vybranych vzorkli meda
mikrodiluéni metodou a méfenim optické denzity bun€k. Testovaci mikroorganismy
pochazely z Ceské sbirky mikroorganismii a ze Sbirky mlékatskych kultur Laktoflora.
Stanoveni antioxida¢nich vlastnosti vybranych vzorkid bylo provedeno korelacnim
vyhodnocenim dvou metod. Prvni bylo stanoveni celkového poctu polyfenolil s vyuzitim
Folin-Ciocaulteho ¢inidla a druhou stanoveni antioxidacni aktivity zhaSenim radikéalu
DPPH. Vyssi antioxidacni aktivita byla obecné prokazdna u tmavsich vzorki meda

medovicového pivodu.

Kli¢ova slova: med, vCela, véelarstvi, mikrobiota, sekvenace, antimikrobialni aktivita, MIC,

antioxidacéni aktivita, Clostridium botulinum, v¢eli produkty.



ABSTRACT

In this thesis, microbiological molecular-biological and chemical methods were used to
examine selected characteristics of honey. In the introduction of the theoretical part,
however, it is necessary to focus on the bee community itself, which this product, valued by
many peoples and cultures across the centuries, provides us with. Basic knowledge of bees
as well as beekeeping itself is summarized here, from their history to the running of the
whole hive to the process of honey itself, as well as other bee products. A section is also
devoted to the characteristics of honey and its qualities, for which honey has always been so

prized.

The practical part deals with the analysis of 21 honey samples varying in year of bottling,
location and origins that were purchased from a commercial network or were sourced from
stocks of private beekeepers from the Czech Republic and abroad. Microbiological analysis
was performed by culture determination followed by identification of selected isolates by
gene sequencing for 16S rRNA. The result was a preponderant representation of the spore
bacteria Bacillus, specifically Bacillus velezensis. Using molecular-biological methods, the
samples were then tested for the presence of another spore bacteria, Clostridium botulinum,
which was not detected in any of the samples tested. The results of both determinations were
compared with a taxonomic analysis of the bacterial and fungal profiles using the NGS
method. Determination of antimicrobial activity was made on selected honey samples by
microdilution method and optical cell density measurement. The test microorganisms came
from the Czech Collection of Microorganisms and the Lactoflora Collection of Dairy
Cultures. The antioxidant properties of the selected samples were determined by
a correlation evaluation of two methods. The first was to determine the total number
of polyphenols using Folin-Ciocaulte reagent and the second was to determine antioxidant
activity by extinguishing DPPH radical. Higher antioxidant activity has generally been

shown in darker honeydew samples.

Keywords: honey, bee, beekeeping, microbiota, sequencing, antimicrobial activity, MIC,

antioxidant activity, Clostridium botulinum, bee products.
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UvVOD

Stejné, jako se fesi otdzka, zda bylo prvni vejce nebo slepice, se 1ze zeptat i na otazku,
zda byla prvni vcéela nebo kvetouci rostlina. A ani na toto neni mozné jednoznacné

odpovédét. Co ale vime je, Ze jedno bez druhého by nemohlo dokonale existovat.

Vciely tvoii dokonale fungujici spoleCenstvi, vcelstvo, které svou organizovanosti
a narocnou praci zajiStuje nejen produkci medu a dalSich vcelich produktt, ale jsou
neodmyslitelnou soucasti zivotniho prostiedi jako opylovaci. Ne nadarmo se tika ,pilny jako

véelka.

Med byl velmi cenény jiz v historii a patii k nejstarSim slozkam lidské vyzivy. Mimo to byl
cenény i1 pro své biologické ucinky. Ze vSech vcelich produktli je neodmyslitelné
nejzadanéjS$im produktem. OvSem stejné jako u jinych potravin dochézi i u medu ¢asto k jeho

falSovani.

Jedna se o potravinu sacharidového ptivodu, ktera vznika preménou ptirodnich st'av a dalSich
specifickych latek samotnymi v€elami. Oproti cukru ma podstatné vyznamnéjs$i nutri¢ni
hodnotu. Nejen kvili obsahu monosacharidd, a jejich snaz§imu zpracovani v organismu,
ale také kvuli obsahu dalSich nutri¢nich latek, jako jsou mineralni latky, vitaminy enzymy,

organické kyseliny nebo antioxidanty.

Slozeni riznych druht medl je vSak proménlivé, coz byva zplsobeno napiiklad zdrojem
pivodu medu, lokalitou nebo obdobim snliSky. To ovlivituje i vlastnosti produkovaného
medu, jako je schopnost vykazovat antioxidacni aktivitu, kterou mohou vykazovat naptiklad
fenolické slouceniny, nebo antimikrobni vlastnosti, které maji za nasledek odolnost medu
vuci nezadoucim mikrobidlnim vliviim. Existuji v§ak i mikroorganismy, které mohou témto
vliviim odolavat. Pfikladem mohou byt sporulujici bakterie jako jsou Clostridium botulinum

nebo bakterie rodu Bacillus sp.
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I. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

1 VCELA MEDONOSNA

1.1 Historie a pavod

O tom, kdy se na Zemi poprvé objevily vcely, lze stale jen spekulovat. Nicméné prvni vyskyt
vcel lze teoreticky datovat do obdobi pied 80 miliony let, kdy na Zemi zacaly rist prvni
kvetouci rostliny produkujici nektar. Tomu napovidaji i nalezy fosilii vcel zalitych v jantaru,
které byly nalezeny v New Jersey. Predkem vcel, které zndme dnes, byl s nejvétsi
pravdépodobnosti zivoc¢ich podobajici se vose, ktery s vyskytem nektarodarnych rostlin
vyménil masitou potravu za pyl a nektar (P¥idal, Cermak, 2005). Véely, jak je zname dnes,

7iji na Zemi asi 15 miliont let (Seftik, 2014).

Pivodné obyvanymi oblastmi véely medonosné byly Afrika, kde preckaly dobu ledovou,
Arabsky poloostrov a Evropa, kam se presunuly asi pted 10 tisici lety. Diky clovéku pak
byla dale zavleCena na Délny vychod, do Asie, Ameriky nebo Australie. Postupné doslo
k jejimu rozsitfeni do klimaticky rozdilnych oblasti, kde dochazelo k diferenciaci jejich
populaci a vzniku irokého spektra novych poddruhd (Ptidal, Cermak, 2005; Sefik, 2014).
Podle jeskynnich maleb se véela jako domaci zvife zacala chovat asi pied 15 000 lety (Pfidal,

2003). Podle ptedpokladi jeste diive nez naptiklad skot (Vorlova, 2002).

1.2 Taxonomické zarazeni

V nadceledi Apoidea bylo doposud popsano zhruba 20 000 druhil véel, jez jsou rozdéleny
do nékolika celedi. VétSina Celedi zahrnuje solitérni druhy. Nicméné pro celed’ Apidae
(vceloviti) je charakteristické vytvafeni doCasnych ¢i trvalych spolecenstvi. Tato celed’ se
dale d¢li na Apini (vEely), Bombini (Cmelaci a pacmelaci) a Meliponini (bezzihadlé vcely)

(Ptidal, Cermak, 2005).

Rod Apis (veela) je, vzhledem k odlisné biologii a morfologii druhli, rozdéleny na tfi
podrody. Jedna se o Apis, Megapis a Micrapis. Druhy podrodu Apis l1ze oznacit jako vcely
sttedni velikosti, ktera je charakteristickd 1 pro véelu medonosnou (Apis mellifera). Podrod
Megapis, jak poukazuje nazev, je zastoupen druhy vcel podstatné vétSi velikosti neZ ndm
znamé véela medonosna, a naopak mensi jsou druhy podrodu Micrapis (Ptidal, Cermak,

2005).
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1.3 Apis mellifera

Apis melifera, nebo jak ji zname pod Ceskym ndzvem vcéela medonosnd, je svétove
nejrozsifenéjsi a hospodarsky nejvice vyuzivanym druhem. Je tomu piedevsim z diivodu
vysoké uzitkovosti a vysoce vyvinutému socialnimu chovani (Pfidal, Cermék, 2005).
Oznaceni medonosna neni vSak uplné presné. Divodem je fakt, ze v€ela med nenosi, nybrz
vytvaii. PresnéjSim pojmenovanim by tedy mélo byt, misto Apis melifera, Apis mellifica,
Cesky vcela med vytvarejici. Mezinarodni zoologicka pravidla vSak uplatiiuji princip priority
prvniho zplsobu pojmenovani. Proto se spise uplatiiuje prvni zptsob zapisu (Ptidal, 2005;

Pridal, Cermék, 2005).

1.4 Vcelstvo

Vcela medonosna tvoii dokonale fungujici spolecenstvi, tzv. veelstvo, které tvoii matka,
nekdy téZ oznacovana jako kralovna, dale trubci a nejpocetnéji zastoupené délnice. Kazda
jednotliva v€ela v tlu plni tkony k zajisténi chodu Ulu, ktery funguje na zakladé organizace
a souhry celého vcelstva. Veely tvoii spolecenstvi, ve kterém se mlize nachazet az 50 tisic
jedinct. V kazdém vcelstvu se nachazi jedna matka, omezené mnozstvi trubcd, a tisice
délnic. Jednotlivé vcely jsou na ostatnich natolik zavislé, Ze by jedna bez druhé nemohly
existovat (Cermakova et al., 2010). Bez existence véel by mohlo s velkou pravdépodobnosti
dojit ke globalni potravinové krizi. VEely jsou schopné opylovat asi 85 % vsech kvetoucich
rostlin, v¢etné 90 % vsech kvétli ovocnych stromd. Rocni spotieba silného a zdravého

véelstva predstavuje asi 120 kg potravy. (Sef¢ik, 2014).

1.4.1 Matka

Matka je pln€ vyvinutd samicka. V ulu se vyskytuje vzdy pouze jedna (Obrazek 1). Chovani
matky k jinym matkam byvé zpravidla agresivni a pfi styku se snazi jedna druhou usmrtit.
Dochazi i k vyjimkam pfi tzv. tiché vyméné matky nebo kratkodobé€ pfi rojeni. Od délnic se
mimo plné vyvinuté pohlavni organy lisi i velikosti a nema vyvinuté zadné pracovni organy,
jako jsou kartaCky, pylové koSicky ani Zlazy produkujici vosk. Matky produkuji
charakteristicky feromon, podle kterého se tidi celé vCelstvo. Jedna se o smés latek, ktera
zabezpecCuje soudrznost véeliho spoleCenstvi. V piipadé snizujici se koncentrace tohoto
feromonu nebo jeho nedostatku za¢nou délnice vychovavat matky nahradni. Jejich vyvoj
probiha ve specialnich buiikéch, tzv. matecnicich, ktery se nachazeji na okraji plastt a lihnou

se zpravidla po 16 dnech. Dé¢lnice plod v mate¢nicich krmi matefi kasickou. Po dosazeni
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pohlavni dospélosti se na shromazdisti trubcti spéfi s trubci béhem tzv. snubnich letd.
Po nakladeni uz zpravidla ul neopousti. Matka se doziva kolem 3 az 5 let, ale v z&vislosti
na kvalité¢ byva samotnymi vcelatfi vyménovana ve druhém nebo tfetim produkénim roku

(Cermékova et al., 2010; P¥idal, 2003; Sef¢ik, 2014; Vesely et al., 1997).

Obrazek 1 OdliSeni matky ve vcelstvu (archiv autorky)

Prirozend vyména matky

Rojeni je ptirozeny proces, pii kterém si véelstvo vyménuje staré matky za nové. Z jednoho
vcelstva se tak nasledné stavaji dv€. Zpravidla k nému v nasich klimatickych podminkach
dochazi v obdobi kvétna az ¢ervna. Pied timto procesem v ulu dochdzi k tvorbé trubCiny
a mateCniki, ze kterych se lihne novéa matka. Jeste pred tim vSak ptivodni matka 0l opousti
s polovinou v¢elstva. Béhem toho dochazi k seskupeni do chomace a poté roj hleda novy
domov. V piipad€ objevu roje véelafem jej setfese a vsadi do nového ulu. V plivodnim alu
se béhem toho lihne prvni matka, kterd se snazi usmrtit dosud nevylihnuté matky,
¢imz zaujimé misto po piivodni matce. Vymeéna matky vSak miize probéhnou i bez rojeni.
Jedné se o tzv. tichou vyménu, kdy je mlada matka vychovéana vcelstvem za ptitomnosti
stavajici matky. Ta se pak sama necha mladou matkou zabit (Cermékova et al., 2010; Sef¢ik,

2014).
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1.4.2 Délnice

Nejpocetnéji zastoupenymi jsou ve vcelstvu délnice (Obrazek 2), které zajist'uji optimalni
zivotni podminky celého véelstva v podobé tvorby tepla, obrannych latek, shromazd’ovéani
zasob nebo krmeni. Jednd se o samicky s nedokonale vyvinutym pohlavnim tstrojim. Stejné
jako matky se vyvijeji z oplozenych vaji¢ek. Rozdil nastdvd béhem larvalniho stadia
v kvalité potravy, kterd zptisobi neplodnost délnic. Lisi se také délkou zivota, kdy je mozné
délnice rozd¢lit na jarni a letni, které se dozivaji asi 5 tydnd. Ty, které se vylihnou na podzim,
se dozivaji nckolika mésict, preckdvaji zimu v semknutych shlucich tvoficich teplo.
Dalsi odlisnost je v jejich stavbé téla, a to konkrétné tim, ze disponuji pracovnimi néstroji.
Maji sosdk, kterym odebiraji nektar ¢i medovici. Tyto tekutiny nasledné¢ ukladaji
do mednych vackl. Na koncetinach maji pylové koSicky a kartacky pro ptenos pylu. Délnice
lze dale rozd¢lit podle stafi a ikonu, ktery v danou chvili v Glu vykonavaji. Prvni skupinu
tvoti mladusky, coz jsou mladé vcely staré do cca 3 tydnd, kdy svou tlohu plni v tlu. Podle

toho je lze dale rozdélit na Cisticky, krmicky, stavitelky nebo hlidac¢ky. Kolem dvacatého

dne se z nich stavaji 1étavky. Vylétavaji z ulu a jejich tkolem je snliska surovin pro pifipravu

medu (Cermékové et al., 2010; Drasar, 1978; Vesely et al., 1997).

\

Obrazek 2 Délnice shromazd'ujici zasoby pylu (archiv autorky)
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1.4.3 Trubec

Trubci ve véelstvu zlistavaji jen do konce produkéniho obdobi letnich mésict. Jedné se

Vv w

o samce, jejichz pocty ve vcelstvu pribézné kolisaji. Jejich pocty se pohybuji v rozmezi
stovek aZ nékolika jednotek tisic. Od ostatnich vcel jsou podstatné zavalit€j$i a nemaji
zihadlo ani pracovni nastroje. Jejich vyvoj probihd nejdéle v neoplozenych buiikach,
zpravidla 24 dnti. Béhem prvnich dvou tydnii od vylihnuti jsou krmeni délnicemi, protoze
si nejsou schopni sami opatfit potravu. Poté dosahuji pohlavni dospélosti a jejich ukolem je
spareni se s matkou, po kterém umiraji. V pifipadé, Ze se trubci nepodafi s matkou spafit,
odd¢li je délnice na konci produkéniho obdobi od potravy a vytlaci z ulu v disledku ¢ehoz

nasledné zahynou (Cermakova et al., 2010; Drasar, 1978; Seféik, 2014).

1.5 Vd¢eli dilo a plod

Veeli dilo je neodmyslitelnou soucasti kazdého vcelstva v podobé plastii. Ty jsou tvotreny
stavitelkami z v¢eliho vosku. Diky nim je vkazdém tlu zajisténo vhodné prostiedi
(Obrazek 3). Jednou z funkci plasti je zajisténi vyvoje jednotlivych pohlavnich forem
véelstva. Takové buiky lze rozdé€lit na délnici, trubfinu a matecniky. Dale pak slouzi
pro ukladani medu a pylovych zasob. Plasty jsou tvofeny oboustranné vystavénymi
bunkami, do kterych matka klade vajicka. Néasledné v nich probiha embryonalni vyvoj, ktery
se odviji podle pohlavniho typu. Z vajicka se tedy lihne larva, ktera je krmena délnicemi.

Ta postupem casu roste, dokud nezaplni celou buriku. V této chvili délnice buiiku uzaviraji

voskem a larva se zakukli a postupné pfeméni v dospélého jedince (Cermakova et al., 2010).

Obrazek 3 Ulozeni ramki s plasty v tlu (archiv autorky)
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2 VCELARSTVI

2.1 Historie

Vcely a samoziejmé i veeli produkty, mezi které neodmysliteln€ fadime i med, byly napfi¢
d&jinami cendné u nespoétu riznych narodt, kultur a vyznani (Cermakova et al., 2010).
Vcelafstvi patii k nejstarSim obortim lidské ¢innosti, kdy byl chov vcel provadén za tcelem
zisku medu a vceliho vosku (Vesely et al., 1997). Nejstarsi dochované dikazy, ukazujici
na schopnost Clovéka vcelafit, pochazeji z doby paleolitické, tedy z doby pted asi
15 000 lety. Jedna se o kresbu z jeskyné u vesnice Bicorp nachazejici se ve Spanélsku. Prvni
pisemnou zminku lze najit i ve staroegyptskych hieroglyfech (Ptfidal, 2003). I z tohoto
divodu jsou za prvni priukopniky v oblasti véelaistvi povazovani starovéci Egyptané.
Ti, aby dosahli co nejvyssiho vytézku medu, prevazeli celd velstva a lodich a vypoustéli je
vzdy na jinych mistech s bohatou vegetaci. Mimo to zacali vytvaret prvni Uly. Jejich vyuziti
medu vSak nespocivalo jen v jeho konzumaci. Mimo potravinu slouZil i ke konzervaci jinych
potravin, byl vyuzivan k vyrobé masti a 1éCivych ptipravki, k balzamovani a pfi riznych
nabozenskych obtadech. (Knoller, 1996; Med, 2010). Své misto si med naSel
1 u kfestanskych narod. Chov vcel byl ve sttedov€ku provadén piedevsim v klasterech,
pro které byl mimo med cenénym produktem i vceli vosk, ktery byl vyuzivan pro vyrobu
svici (Med, 2010). Lidé vyuzivali také divoké vcely, které osidlovaly duté kmeny stromil,
tzv. brt. Pozdé&ji pak zacali v¢ely chovat v ufiznutych kmenech nebo dievénych Spalcich,
které riizné vyfezavali a zdobili (Svamberk, 2003). Historicky byl na tizemi Evropy med
jedinym sladidlem, dokud se nezacal pouZzivat cukr. Ten byl zprvu vyuZivan jen bohatymi
obcany, protoZe import titinového cukru byl pomérné nékladny. To se v§ak zménilo s prvni
produkci fepného cukru z bilé krmné fepy. Tim se stal cukr mnohem lépe dostupnym 1 pro
niz$i vrstvy. Mimo to se produkce fepného cukru ukazala jako jednodussi a stabiln€j$i nez
produkce medu, kterd se timto pfesunula do pozadi (Frank, 2010; Hanke, 2001). V dne$ni
dobé zaziva Ceské vcelarstvi rozmach a pohybuje se na velmi vysoké trovni. Stale stoupajici
pocty vcelstev poméhaji v zemédélské Cinnosti, ale 1 dostatecné produkci medu pro doméci

spotfebu i export do zahranié¢i (Frank, 2010; Svamberk, 2003).
Ceské véelai'stvi

Ceské vcelafstvi patii ke skupindm s nejvetsi organizovanosti véelarti. VEelafstvi na naSem
uzemi patii k nejstarsi lidské ¢innosti. V jednom z cirkevnich spist z roku 1267 se 1ze docist

o rozliSnostech mezi vcelami lesnimi a velami Zijicimi pobliz usedlosti, pro které se
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zakladaly tzv. ,,zahrady pro véely*. Ve 14. stoleti se pak zacalo s hromadnym ziskdvanim
medu z lesnich brti. Tento proces spocival ve $plhani po stromech a vylamovani medovych
plasti z dutin obyvanych vcelami. Prvni patent pro véelafe vydal Karel IV. a vcelafi tak
zakladali cechy a byli velmi cenénymi Cleny spolec¢nosti. Postupné se veely zacaly piesouvat
blize obydlim, kde je ukladali do tzv. klath. Jednalo se vydlabané kmeny stromu. V roce
1775 byl Marii Terezii vydan tzv. VEelaisky patent, ktery pro véelafe znamenal fadu vyhod,
napft. v podob¢ zrusenych poplatkii. Na oplatku vSak museli dodavat vosk. O rok pozdéji
byly zalozeny vcelaiské Skoly v Brné¢ a Novém Kning, kde se vcelafstvi pfednaselo
v knézskych seminatich. Béhem prvni poloviny 20. stoleti doslo k obrovskému rozmachu
vcelafstvi, ktery trval az do roku 1990. Duvodi k poklesu chovu véel bylo nékolik.
Predev§im se vcelafi nebyli schopni zorientovat v nové veterinarni a potravinaiské
legislativé, dalsim diivodem byly stale se zvySujici ndklady a modernizace provozi. Do roku
1997 se pocty véelstev snizily az o 40 %. Od té doby vSak dochazi k postupnému zvySovani

(Sefeik, 2014; Svamberk, 2003).

2.2 Vcelarsky rok

V prubéhu vcelarského roku je pocet jedinct ve véelstvu odlisny. V obdobi, kdy nastava
biologicky klid, se v ulu pocty vcel pohybuji kolem 10-20 tisic. Naopak v obdobi nejvyssi
produkce jejich podty dosahuji az 60 tisic jedincti (Cermékova et al., 2010). Jednotlivé kroky
se béhem vcelatfského roku prolinaji a odviji od pocasi a teploty dané lokality (Vcelafstvi,

2021).

2.2.1 Leden

Leden je zdanlivym obdobim klidu, kdy venkovni teploty obvykle klesaji pod bod mrazu.
Aby se vcelstvo pied nizkymi teplotami ochranilo a pfedev§im, aby ochranilo matku,
shlukuji se jedinci do alespoii dvou shlukt (vcelafi tento pojem nahrazuji terminem chumac).
Prvni chumag veely vytvateji kolem matky, ¢imz kolem ni zajisti teplotu pohybujici se mezi
20-30 °C. Druhy chuma¢ nasledné obklopuje prvni chuma¢ a véely se mezi nimi postupné
sttidaji od krajnich smérem dovnitt. V ptipadé, ze se venkovni teploty pohybuji nad 10 °C,
dochazi k vylétavani veel z ulu (Seféik, 2014). Reakce véelstva se lisi podle pocasi a teploty.
(Vcelaftstvi, 2021). Pro vcelafe je hlavnim ukolem odstranovani sné¢hu a uhynulych vcel,
aby doslo k co nejlepSimu piivodu vzduchu do ulu. Pfimo ve vcelstvu neni v tomto obdobi
povoleno provadét zadné zakroky. Vyjimkou je laboratorni vysetieni mrtvych véel a méli

(mél je smésny odpad dopadajici na dno wilu) na piitomnost roztodt (Seféik, 2014).
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2.2.2 Unor

Pti postupném zvySovani teploty a dosazeni dennich teplot nad 10 °C dochazi k postupnému
rozpadu chumace. Nasledné véely postupné zacinaji Cistit ul. Uhynulé vcéely prenaseji blize
¢esnu a pii proletech vyprazdnuji vykalové vacky. Soucasné zacinaji se sntiSkou prvniho
pylu (Sef¢ik, 2014). Ukolem véelaie je v tomto obdobi pomoci véelstvu za téelem podpory
jejich Cinnosti v nastavajici sezoné. To se provadi podavanim medovych zasob odlozenych
z ptredzimniho obdobi. V pfipad¢€, ze vcelarl tyto zdsoby nemad, Ize dodat vcelstvu do tlu
tenkou placku medocukrového tésta o hmotnosti 0,5-1 kg. Dals$i moznosti je fidky cukrovy
roztok michany svodou vpoméru 1:1 nebo 1:2. V ptipadé¢ vyssiho nalezu varoazy

z laboratornich vysSetieni se provadi ptedjarni 1écebné oSetieni (VEelatstvi, 2021).

2.2.3 Brezen

V obdobi bifezna dochazi k prodluzovani dne a zvySovani intenzity slune¢niho svitu,
spole¢n¢ se stoupajicimi dennimi teplotami. V souvislosti s tim se rodi nové véely a probiha
vyména zimni generace. Siln€jsi vcelstva zacinaji koncem mésice zakladat trubCinu
(Vcelatstvi, 2021). V zavislosti na venkovnich podminkéach vcelai provadi prohlidky ulu.
Podminkou jsou dlouhodobé se pohybujici denni teploty nad 10 °C. Kontrola spociva, stejné
jako vUnoru, v kontrole zasob a jejich pifipadném doplnéni cukernym roztokem

nebo medocukrové placky (Sefik, 2014).

2.2.4 Duben

Pro zachovani zdravého vcelstva je nutné sledovat jeho rozvoj, ktery se u kazdého vcelstva
muze liSit 1 v zavislosti na bioklimatickych podminkach danych lokalit nebo nadmoiskeé
vysce. Bez prohlidky nelze bezpe¢né urcit, co se ve véelstvu béhem nadchazejicich jarnich
mésich d&je (Seféik, 2014). V tomto obdobi dochazi také k odesilani vzork(l na vySetieni
moru v¢eliho plodu. Mimo to se do Ulu postupné ptidavaji mezistény a rozdéluje se Zivotni
prostor ulu. Pokud chce veelaf v kvétnu tvofit oddélky, je nutno zahdjit ptipravy jiz v obdobi
dubna, v dobé€ rozkvetu prvnich tfesni, a to ptipravou chovu matek. Mimo to lze v pribéhu
dubna zalit s oSetfovanim vcelstev proti roztocim. K tomu lze vyuzit naptf. Formidol,
kyselinu mravenc¢i nebo kyselinu Stavelovou. Podminkou oSetiovani je, aby nebylo
aplikovano v obdobi, kdy by se mohla 1é¢iva latka dostat do medu, a aby bylo vcelstvo

v tomto obdobi idedlné bez plodu (Vcelatstvi, 2020).
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2.2.5 Kvéten

V ulu postupné dochazi ke zrozeni nové generace vcel a zacinaji kvést ovocné stromy
a fepka olejka. V pribéhu mésice, pti dobrém zdravotnim stavu celého vcelstva a kvalitni
matce, dosahuje véelstvo maximalni sily. Casto dochazi k rojeni, které véelai miize mirné
regulovat tvorbou oddélkt (Sefeik, 2014). Behem kvétna také dochézi ke znadeni matek.
Od konce dubna az do poloviny Cervna je sniiSka nektaru a produkce medu nejvyssi.
Ptichazi tak obdobi prvniho medobrani (Vcelafstvi, 2020), které je podrobnéji shrnuto

v kapitole 2.3.

2.2.6 Cerven

V tomto mésici nastava slunovrat, ktery se povazuje za zacatek nového véelatského roku.
Véelstvo je ve své plné sile a stale mohou ptetrvavat rojové nalady, které 1ze utlumit tvorbou
novych oddélkt. Matka v tomto obdobi klade 1500-2000 vajicek denné a je proto dulezité,
aby bylo v tlu dostatek mista (Seféik, 2014). V tomto obdobi je pro véelate dilezitym
ukolem odchyt rojii, a pfedevsim jejich vySetfeni na vceli mor. Probiha také medobrani,
pfi kterém je ale nutnd obezietnost, vyhybani se plodisti a odebirdni pouze nastavkl
s medem. Ty se nasledné po vytogeni vraceji véelam. Cerven je také obdobim, ve kterém

dochazi k vyméné matek (Vcelatstvi, 2020).

2.2.7 Cervenec

V cervenci postupné zacinaji mizet zdroje snisky, ¢imz se v ulech postupné zastavuje
stavebni ¢innost véel. Ukolem véelafe je odstranit nedostavené mezistény a prazdné plasty
z prostort, ve kterych budou vcely zimovat. Musi vSak davat pozor, aby neodstranil i pylové
z4soby, které spoleéné se zasobami na zimu tvoii, podle sily v&elstva, kolem 3-5 kg (Sef¢ik,

2014).

2.2.8 Srpen

V tomto obdobi ma vcelaf asi nejvice prace, aby zajistil zdarné prezimovani a polozil tak
zaklad pro docileni dobrych chovatelskych vysledkii v nadchdzejicim roce. Jeho préce
spociva v krmeni vcelstva cukernym roztokem v poméru 1:3, zabezpeCeni cesnového
prostoru proti Skildctim a jeho zizeni proti loupezim jinymi véelami. Provadi se také lisovani

plastii jako ochrana pred zavije¢em (Seféik, 2014).
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229 Zari

74t je obdobim, kdy by uz véelstvo mélo byt nakrmené a pfipravené na nadchazejici zimni
obdobi. Krmeni by se mélo v prvnim tydnu mésice ukoncit, aby se vcely stihly piipravit
na zimu. Mimoto se uz v ulu neprovadéji zddné zakroky. Jediné, na co vcelai nesmi
zapomenout, je vlozeni podlozek na dno tlu, které slouzi pro zachyt roztoct po podzimnim

osetieni (Sef¢ik, 2014).

2.2.10 Rijen, listopad, prosinec

Obdobi od fijna az do prosince je obdobim, kdy se provadi léCeni vcelstev. Statni veterinarni
sprava vydava jednotnd nafizeni pro chovatele, jakym zptisobem bude provedeno oSetieni
vcel proti rozto¢iim. V tomto obdobi se nesmi vcelstva osetfovat zddnym jinym postupem.
Mimoto se v tomto obdobi nesmi, jakkoliv pfimo zasahovat do vcelstva, pokud to neni
nezbytné nutné, nesmi se zmenSovat ¢esnovy prostor, a krom& doby provadéni oSetteni

uzavirat vétraci ocka ulu (Sefeik, 2014).

2.3 Medobrani

Véeli délnice, konkrétné 1étavky, sbiraji nektar a medovici a prostiednictvim mednych vackh
je prenaseji do ulu, tam je predaji véelam, které tekutiny ulozi do bun¢k. Kvuli vysokému
obsahu vody sladkych §tav je vcely postupné prendseji mezi buitkami. Béhem toho tyto
Stavy zahuStuji prostfednictvim vyméskid slinnych zlaz a cely proces opakuji, dokud
nedojde k poklesu obsahu vody pod 18 %. Poté je jiz vznikly med uloZen do bunék,
ve kterych je zavi¢kovan voskem (Seftik, 2014).

Béhem medobrani jsou veelstvu odebirany plasty, ve kterych je zraly med. Takovy med by
m¢l v idealnim piipadé obsahovat méné nez 18 % vody. Pro rychlé zjisténi obsahu vody
v medu lze vyuzit refraktometru. Z pravidla se uvadi, ze pokud je medny plast ze 2/3
zavickovany, je zraly, a miiZze se odebirat. Neni to vSak vzdy pravidlem. V ptipadé, ze vcelar
nevlastni refraktometr, je mozné provést rychly test zralosti medu silnym trhnutim pléstu.
V pfipadé, ze z néj med vystiikne, neni med jesté dostatecné vyzraly. Pokud vcelai staci
med, musi zarovenl myslet 1 na vcely, které vzdy potfebuji zasobu alespoil 3 kg pro vlastni
spotfebu (Seféik, 2014). Pii odebirani plastii je nutné odstranit viechny véely. To se provadi
setfesenim vcel zpét do tlu. Zbylé jsou pak Setrn€ smeteny a ramky s medovymi plasty jsou
ukladany do ptepravnich beden nebo prazdnych nastavkl a prepraveny do mista vytaceni

medu (Kamler et al., 1999).
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Mistnost, ktera slouzi pro vytaCeni medu, by méla spliovat podminky zakladnich
hygienickych pozadavkt (Sef¢ik, 2014). Pied samotnym stadenim je potieba provést
odvickovani medovych plasti. K tomu se vyuziva tradicni zpisob pomoci odvickovaci
vidlice. Med je nasledné¢ mozné nechat odkapat. Nejcastéji se vSak pii1 ziskdvani medu
z plasti vyuziva medometu, ktery pracuje na principu odstfedivé sily. Med je z plasti
oddélen odstfikovanim na stény medometu, po kterych stéka ke dnu. Vypoustécim otvorem
je pak med vypoustén ptes sita, na kterych dojde k oddé€leni zbytkl plastii od nezadoucich
piimési (Kamler et al., 1999).

Med Ize skladovat pouze v potravinarskych uzaviratelnych obalech, které¢ nikdy nebyly
pouzity k jinym ucelim. Zpravidla se skladuje pti pokojové teploté v suchém prostiedi,

aby nedoslo k navazani pachti a vlhkosti z okoli (Sef¢ik, 2014).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

3 MED

3.1 Legislativa

V ceské legislativé je med charakterizovan ve vyhlasce €.76/2003 aktudlniho znéni, ktera
stanovuje pozadavky pro ptfirodni sladidla, med, cukrovinky, kakaovy prasek a smeési kakaa
s cukrem, Cokoladu a Cokoladové bonbony. Med je zde charakterizovan jako potravina
ptirodniho sacharidového charakteru, ktera je sloZena pievazné z glukézy a fruktozy, dale
organickych kyselin, enzymti a pevnych ¢astic, které jsou zachyceny pfi sbéru nektaru,
medovice nebo na zivych ¢astech rostlin véelami, které je sbiraji, ptetvareji a kombinuji se
specifickymi latkami, dale uskladiiuji a nechévaji dehydratovat a zdat v plastech. Legislativa
dale uvadi rozdé€leni medi podle ptivodu na medy kvétové a medovicové, ale také podle
zpisobu ziskavani nebo upravy na medy vytocené, plasteckové, lisované, vykapavané, medy

s plastecky, filtrované medy, pastové medy a pekai'ské medy (Cesko, 2003).

Pro celosvétové obchodovani s medem je pak zdvazny Codex Alimenarius, ktery jej definuje
jako ptirodni sladkou latku produkovanou véelami, ktera je vytvotrena ze sbiraného kvétniho
nektaru, sekretl z zivych ¢asti rostlin nebo vyméski hmyzu sajiciho rostliny, kterou vcely
sbiraji, pfeménuji specifickymi latkami, ukladaji, dehydratuji, skladuji a nechavaji vyzrat
v medovych plastech. Tento dokument mimo to charakterizuje zékladni sloZeni a faktory
kvality produkovanych medi, kontaminanty, hygienu, znaeni a metody odbéru vzorkl
a analyz (Codex Alimentarius, 2001). Pro zemé& Evropské unie je uznavanou legislativou
Smérnice Rady 2001/110/ES, ktera opét stanovuje definici medu a jeho zpracovani

(SMERNICE RADY 2001/110/ES, 2002).
Oznacenti ,, Cv’esk)? med*

Po vstupu Ceska do EU byla Ceskym svazem véelafii pro své ¢leny sepsana a schvalena
norma jakosti Cesky med. Jedn4 se o standard zahrnujici ochranné znamky a specifikace pro
med vyrabény v Ceské republice, ktery dosahuje vyssich parametrti kvality, neZ definuje
evropska legislativa. Oznadeni ,,Cesky med“ tedy znamena, Ze véelat je ¢lenem Ceského
svazu vcelaft, a med, ktery ziskava, spliiuje pozadavky Svazové normy. Produkce medu
tedy probiha na tizemi Ceské republiky, véelai dodrzuje pravidla pii oSetiovani véelstev
a spravnou vyrobni a hygienickou praxi. Oproti vyhlasce ¢. 76/2003 Sb. Jsou zptisnény
pozadavky na obsah vody, ktery podle normy miZze byt nejvyse 18 %. Dal§im parametrem
je obsah hydroxymethylfurfuralu maximaln¢ 30 mg/kg, a nakonec obsah sachar6zy muze

tvofit maximalng 5 %. Podle této normy nelze pouzit oznadeni ,,Cesky med* pro med
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filtrovany a pekatsky. Tyto pozadavky jsou hodnoceny podle Harmonizovanych metod

zkouseni medu Evropské komise pro med, 2002 (Cesky svaz véelait, 1999).

3.2 Definice a charakteristika

Med miizeme popsat jako jeden z produkti vcel medonosnych. Lze jej definovat jako
komplexni smés zivin a bioaktivnich slouc¢enin s mnoha bioaktivnimi aktivitami (Giampieri
na cukry, a vznikd namahavou praci celé¢ho spolecenstvi véel. Délnice sbiraji rostlinné stavy
v podobé¢ nektaru nebo medovice a ty nasledné€ misi se svymi vymésky a vyslednou tekutinu
nechavaji zrat v plastech (Pridal, 2003). Mimo to obsahuje mnozstvi chemickych latek
a zchemického hlediska lze na med pohlizet jako na pfesyceny roztok sacharidl
rozpusténych ve vodé s pfitomnosti rostlinnych a specifickych latek vceli produkce
(Cermékova et al., 2010; Frank, 2010). Dle legislativnich piedpisti 1ze med rozdélit na medy
medovicové a kvétove, pochazejici z nektaru kvéth kvetoucich rostlin. Ty pak lze dale délit

na jednodruhové nebo vicedruhové. (Cesko, 2003; Skrovankova et al., 2019).

Chemické slozeni medii je u jednotlivych medi velmi promeénlivé, stejné jako jeho
biologicka aktivita. Slozeni je zavislé na kvétinovém a geografickém plivodu, typu medu,
pocasi a roénim obdobi, ale také na podminkach sta¢eni a jeho skladovani (Skrovankova et
al., 2019). Med obsahuje predevsim cukr, ktery tvofi 95-99 % suSiny medu. VétSina je
tvofena jednoduchymi cukry, fruktézou a glukozou, které predstavuji zhruba 85-95 %
celkovych cukrii. Pomér glukozy a fruktézy ovliviiuje rychlost krystalizace, a to tak,
ze s rostoucim obsahem glukdzy roste rychlost krystalizace. Naopak medy, které obsahuji
vysSi zastoupeni fruktdzy, vykazuji dlouhodobé&jsi tekutost. Zbytek sacharidl je tvotfen
disacharidy, jako jsou maltéza nebo sacharéza, ptipadné oligosacharidy (Cermakova et al.,
2010; Olaitan et al., 2007). Diky obsahu cukri se jednd o pomérné vysoce energetickou
obsah je v medu kriticky z divodu jeho skladovani. Jeji obsah se pohybuje mezi 13-20 %
a zavisi na mnoha faktorech prostiedi béhem produkce, jako jsou pocasi, vnitini vlhkost Glu
nebo ptivod nektaru. Déle zavisi na upravé medu béhem vytaceni nebo jeho skladovani.
S rostoucim obsahem vody klesa kvalita medu a roste riziko vzniku kvaseni. Medy s vyS§im
obsahem vody nez 21 % mohou poukazovat na zfedéni nebo na jejich nezralost medu.
Své zastoupeni maji také organické kyseliny, které tvoti asi 0,57 % medu, a zahrnuji kyselinu

glukonovou, kterd je vedlejSim produktem enzymatického Stépeni glukozy. Organické
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kyseliny jsou mimo to zodpovédné za kyselost medu a ptispivaji jeho charakteristické chuti.
Co se tyCe mineralniho zastoupeni prvki, ty jsou pfitomny ve velmi malém mnoZstvi.
Nejhojné&ji zastoupeny je draslik, dale pak vapnik, méd’, Zelezo, mangan a fosfor (Cermakova
etal., 2010; Olaitan et al., 2007; Ptidal, 2003). Pfestoze hlavni slozkou medu jsou redukujici

sacharidy, sloZzeni medu je velmi slozité a obsahuje asi 200 latek (Skadins et al., 2023).

Medy kvétové a medovicoveé se vsak nelisi jen slozenim, ale uz na prvni pohled také barvou.
Medovicové medy jsou obvykle tmavsi barvy, kterou produkuji cukry, mineralni latky

a aminokyseliny (Skrovankova et al., 2019).

Vodni aktivita medu se zpravidla pohybuje v rozmezi 0,5-0,65. Med je obecné povazovan
za kyselou potravinu s pH v rozmezi 3-5, coZ je zpisobeno ptitomnosti organickych kyselin,

jako je napf. kyselina glukonova (Xiong et al., 2023).

3.3 Antioxidacni aktivita

Med je povazovan za bohaty zdroj enzymatickych i neenzymatickych antioxidantl
(Dezmirean et al., 2012). Obsahuje fadu dlleZitych bioaktivnich sloucenin s n&kolika
pozitivnimi G¢inky. Mimoto byva povazovan za pfirodni potravinaisky antioxidant. Jeho
pfidavek pomaha zabranit nebo oddalit kazeni potravin v disledku oxidacnich reakci
a zvysit tak jejich oxida¢ni stabilitu (Skrovankova et al., 2019). S antioxida¢ni aktivitou
medu souvisi mnohé latky, jako jsou napt. fenolové kyseliny, flavonoidy, karotenoidy,
kyselina askorbova nebo nékteré enzymy, jako oxiddza nebo katalaza (Combarros-Fuertes
et al., 2019). Tmavé medy obsahuji zpravidla vyss§i obsah fenolickych sloucenin a vykazuji

vy$si antioxidaéni aktivitu (Skrovankova et al., 2019).

Antioxidanty vychytdvaji volné radikaly s negativnimi u¢inky na lidsky organismus.
I z tohoto dlivodu jsou vyhleddvanymi piirodnimi potravinafskymi produkty, které mohou
obsahovat fotochemikalie s antioxida¢ni aktivitou. O tom, Ze je med bohatym zdrojem
enzymatickych 1 neenzymatickych antioxidantli, existuje jiz fada védeckych studii.
Chemické sloZeni, a zejména tak antioxidacni aktivita medu, je zavisld predev§im
na kvétinovém zdroji, ze kterého vcely ziskdvaji nektar, ktery je hlavnim zdrojem
antioxidantl vmedu a pylu. Dals§i rozdily jsou zavislé naptiklad na geografickém

¢1 enviromentalnim faktoru (Dezmirean et al., 2012).
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3.4 Antimikrobni aktivita

Med je Siroce vyuzivan v tradi¢ni mediciné a modernim vyzkumu pro své Sirokospektralni
antimikrobidlni, protizanétlivé a antioxidacni vlastnosti (Skadins et al., 2023). Med obsahuje
rizné antimikrobidlni slouceniny, které usmrcuji nebo potlacuji rust, Sirokého spektra

mikroorganismu, véetné n€kterych multirezistentnich patogent (Brudzynski, 2021).

Antimikrobni aktivita se v piipadé jednotlivych medi mize lisit v zavislosti na zdroji
nebo zplsobu zpracovani (Grabowski, Klein, 2015). Antibakterialni vlastnosti jsou spojeny
s vlastnostmi medu, jako jsou vysoka osmolarita a kyselost nebo ptitomnosti sloucenin, jako
jsou napt. peroxid vodiku, metabolity oxidu dusnatého, fenolové kyseliny nebo flavonoidy

(Combarros-Fuertes et al., 2019; Grabowski, Klein, 2015).

Vétsina dosud identifikovanych antibakteridlnich slou€¢enin v medu cili na bakteridlni buiiky
nespecifickym zptisobem. Dalo by se tedy tvrdit, Zze diky neselektivnimu mechanismu
ucinku hlavnich antimikrobidlnich sloucenin med vykazuje tak Siroké spektrum
antibakterialni aktivity. Pfikladem hlavnich baktericidnich slouc¢enin mohou byt peroxid
vodiku a methylglykoxal, jejichZ koncentrace siln¢€ koreluje s antimikrobni aktivitou medit
a jejich minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) (Brudzynski, 2021). Ukazuje se, Ze vysoky
obsah cukrii a viskozita medu hraji zasadni roli pfi inhibici rGstu mikroorganismi
a v prevenci tvorby biofilmu. Mimoto je med bohatym piirodnim zdrojem fenolickych

sloucenin, které 1ze pouzit k urychleni procesu hojeni ran (Skadins et al., 2023).

Nékteré latky, inhibujici rast bakterii, vznikaji chemickymi pfeménami v medu, pficemz
dochazi ke Stépeni cukrd ptisobenim enzymii. I z tohoto divodu je med svym slozenim
vhodny k potlaceni stfevnich infekei, infekci dychacich cest nebo pii oSetfeni ran (Frank,
2010). Hlavnim zdrojem antibakteridlnich slou¢enin v medu jsou samotné mikroorganismy,
které produkuji fadu metabolitl, mezi které fadime naptiklad antimikrobialni peptidy,
antibiotika, surfaktanty, proteolytické enzymy nebo enzymy degradujici buné¢nou sténu.
Antimikrobidlni slouceniny, produkované¢ mikrobiotou v medu, se mohou akumulovat
v medu horizontdlnim pienosem (Brudzynski, 2021). Samotna antimikrobni aktivita se pak
v ptipad¢ riznych meda liSi, v zavislosti na jejich ptivodu nebo zplsobu zpracovani.
Vyznamny vliv vli¢i mikrobidlnim vliviim maji 1 chemické latky, které do medu ptichaze;ji
od vcel samotnych (Combarros-Fuertes et al., 2019). V laboratornich studiich bylo

prokédzano, ze med vykazuje antimikrobni ucinek proti Sirokému spektru bakterii a plisni.
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Ptikladem byl pozoruhodny ucinek na bakterii Pseudomonas aeruginosa, ktera je znama

svou odolnosti vii¢i riiznym antimikrobidlnim slouceninam (Olaitan et al., 2007).
Vliv polyfenolu

Polyfenoly patfi do skupiny pfirodnich sloucenin, které jsou Siroce distribuovany
v rostlinach a bylo zjiSténo, ze maji antibakteridlni vlastnosti plisobici proti fadé¢
grampozitivnich i gramnegativnich bakterii. Maji schopnost naruSovat bakteridlni bunécné
membrany vlivem modifikace membranovych potenciali nebo rozpadem membranovych
proteind, ovlivilovat cytoplasmu nebo naruSovat bunécné funkce jako je syntéza nukleovych
kyselin a proteinti nebo inaktivace enzymi. Podobné jako u medu se ukazalo, ze polyfenoly
maji také schopnost zvySovat aktivitu antibiotik proti biofilmim nékolika bakteridlnich
druhtl, véetné gramnegativni Pseudomonas aeruginosa nebo grampozitivni Staphylococcus
aureus. Tyto bakterie, v€etné jejich rezistentnich zastupctli, byvaji nejcastéjSimi pivodci

infekei ran, které lze ziskat v nemocnicich nebo komunitnim $itenim (Skadins et al., 2023).

3.5 Mikrobiota medu

Byt’ se med vyznacuje schopnosti inhibice rstu vétSiny mikroorganismi, ¢i jejich Uplnym
usmrcenim, lze v ném mnohdy pozorovat i mikroorganismy schopné tomuto kyselému
prostiedi s vysokou koncentraci cukrti odolavat (Snowdon, Cliver, 1996). Je znamo, Ze med
1 pfes dvou uZiteCnost obsahuje riizné mikroorganismy. Mikrobidlni kolonizace nektaru,
medu i1 vcel je souhrn antagonistickych mezidruhovych interakci (Brudzynski, 2021).
Svtj vliv na mikrobiotu medu si pfipisuji také jeho jednotlivé slozky. Mikroorganismy se
do samotného medu mohou dostavat priméarni kontaminaci, kterd je zptsobena samotnymi
véelami. VétSina téchto mikroorganismli pochazi z pylu kvétin, pidy, vzduchu, prachu
nebo traviciho traktu vcel. Jejich pocet vSak byva pomérmné proménlivy. V piipad¢ nektaru
muze byt detekovano zna¢né mikrobiologické zastoupeni, ale 1 naopak muize byt témét
sterilni. Vzhledem k plvodu medovice, lze u ni zase pozorovat variabilitu mikroflory
sttevniho traktu hmyzu, kterym je vyluovana. Mikrobiota pylu se zase odrazi od druhu
rostliny, ze které pyl pochdzi. Ten pak miize obsahovat Siroké spektrum riznych bakterii,
plisni nebo kvasinek. Sekundarni kontaminace pak miZe byt zpisobena vcelafem pfi staeni
medu prostfednictvim kontaminovanych nastroji, nadob a dalSich pomucek (Grabowski,
Klein, 2015; Snowdon, Cliver, 1996). Vliv na mikrobidlni spolecenstva maji i fyzikalng-
chemické vlastnosti. Nizka aktivita vody, nizké pH a antimikrobni slozky, mezi kterymi 1ze

zminit peroxid vodiku nebo antioxidanty, maji schopnost inhibovat riist vegetativnich
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bakteridlnich bun¢k (Olaitan et al., 2007). Vzhledem k vysokému obsahu cukru, a tedy
1 vysokému osmotickému tlaku ve zralém medu, nedochdzi k pomnozeni mikroorganismt.
V medu vsSak muze zapocit proces kvasSeni, ktery je zpusoben ptitomnosti osmofilnich
kvasinek. KvaSeni miize probihat dvéma zplsoby, a to bud’ na povrchu, za coz jsou
zodpovédné kvasinky rodu Zygosaccharomyces, nebo v celém objemu, které je
charakteristické pro Torula a Torulopsis. Tento jev Casto poukazuje na zvyseny obsah vody

v medu v dusledku jeho fedéni (Kacaniova et al., 2009; Piidal, 2003).

ey

Gastrointestindlni trakt vcel je tvofen symbioticky Zijicim spole¢enstvim mikroorganism,
ktery vSak muze byt velmi riznorody, v zavislosti na potravé vcelstva, ro¢nim obdobi
nebo zdravotniho stavu vcel (Kacaniova et al., 2009). Hlavni slozky mikrobiomu v¢eliho
stteva tvori bakterie mlécného kvaSeni, ¢i probiotické bakterie Lactobacillus popit. noveé
vy€lenénych rodi z rodu Lactobacillus, Bifidobacterium a Bacillus, které je mozné nasledné
izolovat z medu a nektaru. Mimo né lze izolovat i bakterie rodt Apibacter, Acetobacter
nebo Asaia. Mezi bakterie, které Ize dale nalézt v travicim traktu, a mohou zptsobovat
u v¢el nemoci, patti Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter a Serratia. Mezi kvasinkami pak
lze zminit zastupce jako Saccharomyces, Zygosaccharomyces nebo Candida (Kac¢aniova et

al., 2009; Raymann, Moran, 2018; Xiong et al., 2023).

Bakterie a huby, které se bézn¢ vyskytuji na rostlinach a v pid¢ se mohou do ulu prenést
béhem opyleni. Nékteré z téchto mikroorganismi jsou véeldm prospéSné, jako napiiklad
Actinobacteria. Nekteré bakterie Actinobacteria spp. jsou vSak rostlinnymi patogeny.
Ptesto mohou byt vcelam a dal§imu hmyzu prospésné ztoho ditvodu, Ze produkuji
sekundarni metabolity, které brani rstu plisni, jez by je mohly napadat. Mezi dalsi bakterie,
které by mohly byt obsazeny ve vcelich produktech, pochazejicich z rostlin mohou byt
Enterobacteriaceae, Firmicutes, Lactobacillus, Bacillus, a Weissella spp. Z plisni se pak
jedna o Botrytis, Penicillium, a Mucor. Mezi kvasinkami pak miZeme najit zastupce jako
Candida, Cryptococcus, Kloeckera, Metschnikowia nebo Rhodotorula (Grabowski, Klein,
2015; Xiong et al., 2023).

Analyza mikrobiomu medu by mohla potencialné pomoci s pochopenim dynamiky procesi
probihajicich v ulu, coz by mohlo ptispét ke zlepSeni produkce medu nebo i zabranit Sifeni
chorob ve vcelstvech. Ne vSechny mikroorganismy jsou vSak kultivovatelné a nelze je
tedy identifikovat béznymi kultivacnimi metodami. Tyto mikroorganismy lze vSak
identifikovat modernimi metodami, napt. sekvenaci nové generace (NGS), jejiz princip je

popsan nize v kapitole 3.5.3 (Xiong et al., 2023).
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3.5.1 Paenibacillus larvae

Dal8im zastupcem, ktery je spojovan s vyskytem u rostlin a v piidé, je bakterie Paenibacillus
spp. Nékteré tyto bakterie jsou vcelimi patogeny. Piikladem je naptiklad Paenibacillus
larvae, ktery je spojovan s vyskytem moru vceliho plodu (Xiong et al.,, 2023).
Jedna se o grampozitivni sporulujici bakterii rezistentni viici antibiotiktim. I z tohoto diivodu
je vyskyt moru vceliho plodu velmi nepfijemnou komplikaci kazdého vcelate.
Jedna se o nejnicivejsi bakterialni onemocnéni postihujici véelu medonosnou. Paenibacillus
larvae a jejich spory jsou pro vceli larvy velmi infekéni. K infekci dochazi obvykle
pfi krmeni larvy potravou, kterd je kontaminovand pravé sporami této bakterie. Spory
nasledné vykli¢i ve stfevech larvy, kde se rychle mnozi, a infikovanou larvu zabiji.
Ta se postupné zacne rozkladat v tekutinu, kterd nasledné ztuhne a vytvoti Supiny obsahujici
miliony infekénich spor. Pfi odstranéni uhynulé larvy délnicemi dochdzi k rozsifeni
a spusténi masivni infekce, kterd nakonec zapti¢ini thyn larev a zhrouceni celého ulu.
Samotné spory jsou velmi odolné vii¢i vnéj§imu prostiedi a mohou zistat infekéni i po celd
desetileti. V soucasnosti je jedinym zpisobem, jak zamezit dal§imu rozSifeni tohoto

onemocnéni, spaleni (Tsourkas, 2020).

3.5.2 Clostridium botulinum

Clostridium botulinum tvofi skupinu heterogennich grampozitivnich tyc¢inek, jejichz
spolecnym znakem je tvorba toxinu. Jedna se o bakterii schopnou se vyskytovat ve dvou
formach, a to ve vegetativni, a ve form¢ subterminalnich spor. Ve vegetativni formé jsou
aktivni za anaerobnich podminek, béhem kterych jsou schopny mnoZeni a metabolickych
pochodt. Jednim z metabolickych produktti téchto bakterii je toxin, zndm pod ndzvem
botulotoxin, ktery miiZze mit riznou antigenni strukturu, podle které jej miZzeme d¢lit na typy
A-G. Jeho biologické ucinky jsou vSak obdobné. Ve vegetativni formé je vSak tato bakterie
velmi citlivd a mirnou zménou podminek ji lze snadno eliminovat. I z tohoto diivodu se
Castéji vyskytuje ve sporulujici formé, ktera ji zabezpecuje pieziti neptiznivé plsobicich
vnéjsich podminek (Novakova, 2017; Wojtacka et al., 2016). Pfirozené se tato bakterie mize
vyskytovat v pidé, prachu nebo sedimentu vodnich tokii. Pravé tyto zdroje jsou nejcastéjsi
pfi¢inou kontaminace potravin, pfi¢emz takovou potravinou muize byt v tomto piipade
vcelami, které po dosednuti na kontaminovany povrch mohou pfenést bakterie ptimo do ulu

a posléze i do medu samotného. Vzhledem k tomu, Ze med neni tepeln¢ upravovan, nelze
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zamezit pfitomnosti spor tepelnym osetienim (Spatkova, Mand’akova, 2017; Wojtacka et

al., 2016).

U¢inkem botulotoxinu mbze dochazet ke vzniku onemocnéni. Pfitomné spory
za anaerobnich podminek ptrechazeji do vegetativni formy, ve které maji schopnost
produkovat jiz zminény toxin. Ten se po poziti potraviny dostava do gastrointestindlniho
traktu, ve kterém dochazi k jeho postupnému vstiebavani a jeho enzymatickou aktivitou
nasledn¢ dojde kuvolnéni acetylcholinu, ktery blokuje ptenos nervového vzruchu
do svalovych vldken. Nejvice rizikovou skupinou jsou kojenci, u kterych neni pln€ vyvinuta
sttevni mikrobiota, ktera by zabranila rozvoji infekce, kterd mize mit mirny, ale i velice
rychly pribéh. Ve vaznych ptipadech, kdy nedojde k v€asnému rozpoznani, dochazi
1 kndhlym umrtim kojence v disledku ochrnuti dychacich svald, které je spojeno
s naslednou zéastavou dechu. Mezi prvotnimi projevy lze pozorovat jen nespecifické projevy
jako hypotonie, nechutenstvi nebo snizeni motility stiev. Pozdé&ji se za¢ne projevovat
celkova slabost, problémy spojené s piijmem potravy jako je tfeba Spatné polykani

v disledku ochabujicich svalt (Spaékové, Mand’éakova, 2017; Votava, 2003).

3.5.3 Next Generation sequencing

Next Generation sequencing (NGS), sekvenovani nové generace, umoziuje zpracovani
velkého mnozstvi vzorkil v kratkém casovém useku. Tato metoda vyuzivd sekvenovani
pracujiciho na principu paralelizace, béhem kterého vznikaji soucasné miliony sekvenci.
NGS vyuziva riznych technologii, které vSak 1ze vyuzit jen na konkrétni aplikace. V ptipadé
studia mikrobni diverzity se jednd o metodu metagenomické analyzy, kterd se sklada

z n€kolika krokii (Ansorge, 2009; Faure, Joly, 2015).

3.6 Falsovani medu

Med je pomérné drahy piirodni produkt, u kterého bylo zjisténo jeho obcasné falSovani
(Skrovankova et al., 2019). Fal$ovani a $patné ozna¢ovani medu za u¢elem maskovani jeho
skutecného plivodu se stava celosvétovym problémem. Pylova mikroskopie pro identifikaci
geografického a rostlinného plivodu je obtiznd, nebot’ vyZzaduje dlouhodobou zkuSenost
a mimo to nedokdze identifikovat filtrovany med, stejné¢ jako med, ktery byl obohacen

pylem, aby se zamaskoval jeho ptivod (Chavan et al., 2022).

Jednim ze zpisobl falSovani medu je krmeni vcelstev cukernymi sirupy s piidavkem

ovocnych nebo zeleninovych s$tav. V takovych ptfipadech vcely cukr sice zpracuji,
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ale ziskany produkt nelze povazovat za med. Castym zptsobem falSovani je také pridavek
cukernych siruptt piimo do medu. V ojedinélych piipadech dochdzi i k fedéni medu
pro navyseni jeho objemu. To se provadi v ptipadech, kdy je ziskan med s nizkym obsahem
vody. V nékterych piipadech se miizeme setkat i s nahrazkami, které prodejci nabizeji jako
med. Jednou z takovych nahrazek je naptiklad pampeliskovy med. Jedna se o svaieny

cukerny sirup s pampeliskovymi kvéty (Titéra, 2006).

3.7 Biologické u¢inky medu

Antibakterialni latky jsou nezbytnou soucasti pti 16cbé chronickych ran. Ac¢koli jsou k 1é¢bé
koznich infekci pouzivana antibiotika, jejich nadmérné uzivani muze vést ke vzniku
problémt jako je rozvoj bakterialni rezistence nebo Siroké spektrum nezddoucich vedlejSich
ucink. I ztohoto divodu vyzkum novych alternativ antibiotik nebo kombinaci
antibakterialnich latek, vede ke studiu pfisad z rostlin a pfirodnich produktd, kterym je

napiiklad med (Skadins et al., 2023).

Med se vyuzival jako 1é¢ivy prostiedek v celé historii lidstva. Jiz starovéci Egyptané,
Rekové nebo Rimané jej vyuzivali v 1é&ivych piipravcich, kosmetice nebo balzamovacich
prostiedcich. S ndstupem moderni mediciny se od vyuziti medu upustilo. Pfednim diivodem
je absence védeckych studii. Nicméné v poslednich letech se objevuji vyzkumy prokazujici

bioaktivni vlastnosti medu (Combarros-Fuertes et al., 2019).

Pro lécebné vlastnosti byly starovékymi civilizacemi vyuzivany 1 dal$i vedlej$i produkty
vcel. OvSem stejné jako u medu se od jejich vyuZzivani v moderni dobé omezilo. Nicméné
1 presto jsou vynikajicimi zdroji bioaktivnich latek a Zivin, které svou pfitomnosti
ve zdravotnich produktech a vyzivovych dopliicich, propijcuji produktlim ¢etné biologické

-----

(Giampieri et al., 2022).

Med je prastarym lékem pro 1é¢bu infikovanych ran, ke kterému se zacina ¢im dal Castéji
vracet. Vzhledem k obsahu mikroorganismd, ale na druhou stranu k antimikrobidlni aktivité
medu, existuje v I€kafstvi rozpor o vyznamu medu (Olaitan et al., 2007). Nicmén¢ nékolik
studii doporucuje pouZivat med samotny nebo s antibiotiky, protoze zvySuje antimikrobni
ucinek a vytvari synergické nebo aditivni interakce proti bakterialnim biofilmim. Takové
uzivani by mohlo snizit pouzivani antibiotik a minimalizovat nezadouci antibiotické reakce,

pfipadné 1 zvysit ucinnost 1é€by (Skadins et al., 2023).
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4 DALSI VCELI PRODUKTY

Smyslem chovu v¢el byl jiz odedavna zisk medu a vceliho vosku. Postupem c¢asu se vceli
produkty rozsifily o mateti kasicku, propolis, nebo Zihadla a v¢eli jed (Vesely et al., 1997).
Tyto produkty mohou pochéazet z pylovych zrn, nektarti a jinych rostlinnych materiala
¢i sekretil, samotnych nebo ve smési se sekrety slinnych zldz véel. Obecné byly véeli
produkty vyuzivany spiSe v minulosti a moderni doba od jejich vyuziti spiSe upoustéla.
Nicméné v poslednich letech roste zdjem védecké komunity a pocet tedy i1 pocet studii
pfi zkoumani pfiznivych ucinkd téchto produktli na lidské zdravi. I ptes to tyto produkty
nachdzeji stale malou moznost vyuziti. Diivodem je jejich chemicka, nutri¢ni i fytochemicka
variabilita, kterd je ovlivnéna mnoha faktory jako rozdilné druhy rostlin a v¢el, zemépisna
oblast nebo ro¢ni obdobi. Z tohoto diivodu je velmi obtizné provedeni standardizace

vyslednych produktt (Giampieri et al., 2022).

4.1 Pyl

Véeli pyl je produktem sbéru pylovych zrn vcelami. Pomoci slinnych sekretti, nektaru
a pripadné medu dochazi k jeho aglutinaci a vzniku granuli. Ty jsou nasledné ukladany v Glu.
Hlavni funkci pylu je vyuziti jako zdroje Zivin pro veelstvo. Jeho slozeni je v§ak proménlivé,
a to predevs§im z dlivodu riznorodosti rostlinnych druhti, zemépisné oblasti nebo rocniho
obdobi, ve kterém je pyl sbirdn. Je cennym zdrojem bilkovin, esencidlnich aminokyselin,
vitaminti a masnych kyselin. Hlavni slozkou jsou vSak sacharidy, které v suSin¢ tvofi
az dvé tretiny hmotnosti, z nichZ asi 94 % je tvofeno monosacharidy, pfedevs§im fruktézou
a gluk6zou. Zhruba 3-4 % pylu jsou tvofena celuldézou, kterd je hlavni slozkou vrstev
pylovych zrn. Pyl vykazuje také potencialni terapeutické vlastnosti, vynikajici antioxida¢ni
aktivitu nebo protizanétlivé Uc€inky. Jeho konzumace méa také pfiznivy vliv
na kardiovaskularni systém, snizuje obsah cholesterolu triacylglycerolti a celkovych lipidi.
V neposledni fadé€ se pyl vyznacuje i antimikrobnimi u¢inky na n€které bakterie patogennich
kment jako jsou Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,
Salmonella enteritidis, Listaeria monocytogenes nebo Pseudomonas aeruginosa. Tento
ucinek byl prokézan také v ptipadé nékterych kment hub a kvasinek. Pfikladem mohou byt
Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Candida tropicalis, Geotrichum candidum, Fusarium

culmorum, Penicillium verrucosum atd. (Giampieri et al., 2022).
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4.2 Vc¢eli chléb

Vceli chléb je jednim z nejméné znamych vcelich produkti. VCely se vyrovnavaji se svymi
nutri¢nimi potfebami sbérem vody, nektaru a pylu. Behem zimniho a brzkého jarniho obdobi
se vSak pro vcely stava jedinym zdrojem potravy med, a pravé vceli chléb. Ten vznika
misenim sbiraného pylu s medem a se slinami vcel, které tuto vzniklou smés ulozi do plésti.
Pisobenim vnitinich podminek ulu spolecné s enzymatickou a mikrobidlni aktivitou
zlazovych sekreti dochazi zhruba po dvou tydnech k vytvofeni potravy pro vcelstvo
s oznacenim vceli chléb. Tento proces Ize oznacit také jako fermentace pylu. Kromé toho se
vyuziva i ke krmeni larev nebo k vyrob¢ matefi kasicky. Stejné jako u medu je jeho slozeni
velmi proménlivé v zavislosti na slozeni vstupnich slozek, jejich geografickému
1 botanickému pavodu, klimatickych podminkich nebo pfitomné mikrobioté. Asi 30 %
hmotnosti je tvofeno vodou. SusSina je pak tvotena 13 az 70 % sacharidt, hlavné fruktézou,
glukézou a sachardézou. Jejich obsah zavisi na vnitinich reakcich v procesu pfemény pylu
na vceli chléb. Vzhledem k pfitomnosti bakterii, které procesem fermentace ptetvareji
ptitomné cukry na etanol, kyselinu mlécnou a oxid uhli¢ity, byvéa konecny obsah cukrt velmi
proménlivy. Bilkovinné zastoupeni se pak pohybuje v rozmezi 17 az 30 % v susiné a tuky
vrozmezi 1 az 11,5 %, pficemzZ ve v€elim chlebu byla popsana pfitomnost az 37 mastnych
kyselin. Mimo to zde zaujimaji své misto i mineralni latky s obsahem az 3,4 % (Giampieri

et al., 2022).

4.3 Materi kaSicka

Mateti kaSicka je sekret krémovité konzistence produkovany hypofaryngalnimi
a mandibuldrnimi Zlazami mladych vcel. Obvykle je vyuZivan ke krmeni larev véelich dé€lnic
v obdobi prvnich tfi dnl jejich zivota a mimo to se jedna o celozivotni potravu matky.
Jedna se o stfedné kyselou hustou smés, ktera méa ne vzdy zcela homogenni konzistenci
z divodu pfitomnosti nerozpusténych pylovych zrn riznych velikosti. Barevna skala matefi
kasicky se pohybuje od bilé¢ po zlutou a viin€ a chut’ jsou lehce Stiplavé. Mateti kaSicka
je tvotfena prevazné vodou, jejiz obsah se pohybuje kolem 60 az 70 %. Sacharidy pak
predstavuji asi 7 az 18 %, ptiCemz nejveEtsi zastoupeni, asi 90 %, tvoti glukdza a fruktoza.
Obsah bilkovin se pohybuje v rozmezi 9 az 18 %. Mastné kyseliny, vosky, fenoly, steroidy
a fosfolipidy pak tvofi lipidovou frakei, ktera tvoii 3-8 % mateti kaSicky. Své uplatnéni nasla
v kosmetickém pramyslu jako piisada riznych kosmetickych ptipravkti nebo ve farmacii

jako psychofarmakum a mastich k 1é¢bé dermatoz (Giampieri et al., 2022; Ptidal, 2003).
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4.4 Propolis

Propolis je lepkava latka pryskyficového piivodu, kterou vcely sbiraji z zivych rostlin.
Jedna se o komplexni smés tvofenou rostlinnymi pryskyficemi, vosky, silicemi, pyly
a dal$imi slou¢eninami organického ptivodu. Jeho barva se li§i podle botanického zdroje
a muze se pohybovat od zelené pies ¢ervenou az k hnédym odstiniim. Vcelami je obvykle
vyuzivan k udrzeni stabilnich podminek uvnitf ulu v podobé udrzovani teploty a vlhkosti
nebo k utésnéni trhlin. Pied tim, nez je propolis dodan na trh, je nutno jej vycistit a odstranit
nezddouci materidl. K tomu se vyuzivd riznych metod, jako jsou maceni, extrakce
nebo reflux s vyuzitim Sirokého spektra rozpoustédel. VSechny tyto faktory pak silné
ovlivituji vytéZky bioaktivnich latek zistavajicich v propolisu. S ohledem na chemickeé
a nutriéni slozeni propolisu tvoii hlavni skupinu sloucenin fenolické latky, pfedevsim
flavonoidy, fenolové kyseliny, ligniny atd. Dal§imi minoritnimi slozkami jsou pak vceli
vosk, latky lipidového charakteru, terpeny, pryskyfice, sacharidy, bilkoviny
a aminokyseliny, mineralni latky a vitaminy, které ale tvofi zanedbatelnou ¢ast slozeni

propolisu (Giampieri et al., 2022; Med, 2010; Ptidal, 2003).

Nejvice studovanou a uznavanou vlastnosti propolisu je antimikrobni aktivita, ktera zavisi
pfedevS§im na synergickych Uc€incich nékolika jeho antimikrobnich slozek. Konkrétné
propolis plisobi proti n€kolika aerobnim a anaerobnim grampozitivnim bakteriim, jako jsou
Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus,
1 gramnegativnim, jako jsou Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Proteus mirabilis
nebo Klebsiella pneumoniae. Mimoto je Gcinny i proti nékterym virim, vcetné adenovird,
virtt chiipky, rotavirl, herpesvirit a dal§im. Diky svym vlastnostem je propolis G¢inny
pfi lécbe ran, zaludecnich viedl nebo diabetickych stavech, protoZe snizuje hladinu glukézy

v krvi (Giampieri et al., 2022).

4.5 Vceli vosk

Veéeli vosk je produktem voskovych Zlaz veel. Ty ho pouzivaji pfedevSim ke stavbé plasti.
Jeho zisk se provadi roztavenim plasti poté, co je znich odstranén med. Roztaveni
se provadi pomoci pary nebo vrouci vody. Pro odstranéni necistot se béhem procesu vyuziva
aktivni uhli nebo kiemicitan. Prave necistoty jsou odpovédné za jeho barvu. Ta se pohybuje
ve zlutych tonech, ale miize prechazet az v hnédou. Podle Evropského turadu pro bezpecnost
potravin (EFSA) je vceli vosk charakterizovan jako komplexni smés nasycenych

a nenasycenych linedrnich a komplexnich monoesterti, uhlovodiku, volnych mastnych
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kyselin a alkoholil a dal$ich minoritnich latek produkovanych véelami. Jeho vlastnosti jsou
zavislé na teplote, pficemz pii nizkych teplotach byva velice kiehky. Kromé ptivodniho
pouziti vosku samotnymi véelami je také vyuzivan k ptipravé kosmetiky, farmaceutickych
vyrobki, svicek atd. Pokud jde o nutraceutické, farmakologické a potravinarské vyuziti
vceliho vosku, své vyuziti nachazi jako lestici latka, napft. pti vyrobé cukrovinek. Vyuziva
se také k oSetfeni nékterych druhli ovoce, jako nosi¢ barvy, v dopliicich stravy nebo

k potahovéani tablet (Giampieri et al., 2022; Ptidal, 2003).
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem této diplomové prace byla analyza vzorkt meda, ziskanych v obdobi tfi let z riznych
lokalit Ceské republiky i zahrani¢i. Vzorky byly poskytnuty soukromymi véelati

nebo zakoupeny v obchodni siti. Jednotlivé cile této prace byly vytyceny takto:

e kultivaéni stanoveni mikroorganismii v testovanych medech a jejich nasledna

identifikace metodou sekvenovani genu pro 16S rRNA,
e izolace DNA s naslednym celogenonomovym sekvenovanim metodou NGS,

e testovani medld na moznou pfitomnost Clostridium botulinum s vyuzitim

molekularné-biologickych metod,
e stanoveni antimikrobni aktivity vybranych vzorkd medu,

e stanoveni antioxidac¢ni aktivity testovanych vzorki medu.
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6 METODIKA PRACE

6.1 Analyzované vzorky medii

Prakticka cast se zabyvala analyzou 21 vzorkli medd, z nichz 12 vzorkt tvofily medy starsi,
které¢ byly analyzovany jiz v mé bakalarské praci (Mrazova, 2022). Analyzované vzorky
pochézely ze zasob soukromych vcelaii nebo byly zakoupeny v obchodni siti. Za Gc¢elem
zisku jednoho ze vzorkli medu (vzorek 13) bylo, pod dohledem vcelaie, provedeno staceni
medu postupem shrnutym v podkapitole 6.1.1. Jednotlivé lokality, ptivod a rok, ve kterém
byly medy staeny jsou uvedeny niZe v tabulce (Tabulka 1) a zndzornény pomoci mapy

(Obrazek 4).

Tabulka 1 Analyzované vzorky medu, rok staceni a jejich piivod

Starsi vzorky medii Nové vzorky medii

Cislo Rok | Cislo Rok
Lokalita Pivod Lokalita Pivod

vzorku staceni | vzorku staceni

1| Vikova | DTSN o1 |13 | Ostava | STV y0pn
kvétovy kvétovy

2 | Ludkovice | DTNV 15001 | 14 | Osoblaha | SMSEW | 5po3
kvétovy kvétovy

3| Ludkovice | SMSeny | omp | s Krasna | Medovicovy | 2023

kvétovy

Bystfice pod| SmiSeny RozZnov pod| SmiSeny

4 Hostynem kvétovy 2021 16 Radhostém |  kvétovy 2022

5 |Bysticepod) SmiSen | 5, g1 e | SMSENY ) 5650
Hostynem kvétovy kvétovy

6 Viekovd |Medovicovy| 2021 | 18 | Ukrajina®* | SMiSeny | 5n59
kvétovy

7 | Madarsko* | Kvétovy | 2021 | 19 | Ukrajina®* | SmSeny | 5559
kvétovy

8 |Chorvatsko*| Kvétovy 2021 20 VIckova | Medovicovy | 2022

9 Havifoy | S™SenY | 5001 | 21 | Vitkovd | Medovicovy | 2022
kvétovy

10 | Havifov | SMSeny | ooy
kvétovy

11 Lukov Smiseny | 5051
kvétovy

12 Recko* Kvétovy | 2021

*komer¢ni vzorky zakoupené v obchodni siti; **zahrani¢ni vzorky od soukromych véelait



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

Obrazek 4 Geografické zobrazeni piivodu testovanych vzorkt medu (vytvofeno pomoci
detske.napady.net a ucebnicemapy.cz)

6.1.1 Staceni medu

Metod ke zjisténi spravné doby vytaceni medu je spousta. Jednou z nich je moznost tidit se
dle tzv. vcelaiského kalendare, ktery shrnuje vSechny dulezité kroky tykajici se chovu vcel.
Také lze vyuzit ulové véhy, diky kterym je mozné sledovat ptirGstky ¢i ubytky medu.
Dal8i moznosti je umisténi malé misky s cukernym roztokem do horni ¢asti medniku.
V okamziku, kdy v€ely tento roztok zkonzumuyji, je v¢elati jasné, ze veely jiZ zdsoby nenosi,
ale pouze konzumuyji a nastava tedy nejvhodné€jsi obdobi pro staceni medu, tzv. medobrani.
Nejvhodnéjsi dobou pro vytaceni medu jsou dopoledni hodiny, kdy se v ulu nach4zi nejméné

vcel, které jsou tou dobou v proletu.

Pied samotnym staCenim byla provedena fadna dezinfekce prostiedi a pracovnich nastroju
(medomet, odvickovaci vidlicka, sta¢eci nadoba, cednik se sitkem, sklenice, nddoby na med
atd.) pro zamezeni piipadné¢ kontaminace ziskdvaného medu. Nasledovalo pteviéknuti
do vcelatské kombinézy s kuklou a pfesun k tliim, kde byla provedena kontrola zralosti
medu. To bylo provedeno Skubnutim ramku a sledovanim, zda nezavickované dilo neztéka
¢1 ve vetsi mife nekape. DalSim zplisobem muze byt refraktometrické zjisténi obsahu vody

v medu.

Pti odebirani ramki byly vSechny vcely opatrné sklepavany a smeteny zpét do ulu. V piipadé
nutnosti byl ke zklidnéni vcel pouzit kutdk. Jednotlivé ramky byly umistény do piepravni
bedny a premistény do uzavienych prostor urenych ke staCeni. Prace musela byt rychla

a Cista.


https://detske.napady.net/rubriky/homepage/slepa-mapa-evropy
https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fwww.ucebnicemapy.cz%2Fblog%2Fslepa-mapa-ke-stazeni.-20.html&psig=AOvVaw0JFhQE1KEJGuNmn8J7b2g0&ust=1652794465980000&source=images&cd=vfe&ved=2ahUKEwiJ3MKpkeT3AhVOCewKHS-6B9MQr4kDegUIARC_AQ
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Ramek byl nasledné¢ umistén na odvickovaci talif a za pouziti vidlicky byla odstran¢na
zavickovana cast (Obrazek 5). Nasledné byly ramky umistény do kose v tfirdmkovém
medometu (Obrazek 6) a opatrné nastaveny otacky, aby nedoslo k protrzeni dila. Rychlost
otacek byla postupné zvySovana. Béhem procesu doslo pisobenim odsttedivé sily k oddéleni
medu z ramk, ktery byl ,,metan* na stény medometu a po kterych stékal dold k cedniku.
Na ném byla umisténa sita, hrubé a jemné, pro zachyceni nezadoucich zbytkt (Obrazek 7).

Nakonec byl med pieveden do sterilnich sklenic a vy¢isténé ramky vraceny zpét do tlu.

Obrazek 6 Umisténi ramkl s medem v medometu (archiv autorky)
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Obrazek 7 Odtok medu z medometu (archiv autorky)

6.2 Pristroje, pomiicky a chemikalie

Ptistroje:

Analytické vahy AFA-210 LC (Schoeller instruments)

Aura PCR (Bioair instruments)

Bio II Advance Biohazard Box (Telstar)

Centrifuga MiniSpin plus (Eppendorf)

Centrifuga Z 300 K (Hermle)

CO, Water Jacket Blander 400 (Sevard)

Densi-La-Meter (Erba Lachema)

Elektroforeticka vana vetné prisluSenstvi (Cleaver Scientific)
GeneSnap (InGenius)

Mechanick tiepacka PSU-10i (Biosan)

MikrovInna trouba (Electrolux)
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Multifunkéni modularni reader Infinite® M200 s destickou NanoQuant Plate™

(Tecan)

Spekrofotometr Specord 210 Plus (Analytikjena)

Stomacher Lab Blander 400 (Sevard)

Termocykler pro PCR Aeris™ (Esco)

Termostat INE 600 (Memmert)

Ultrazvukova lazent Bandelin Sonorex RK 52 (Bandelin Electronic)
UV-Transiluminator InGenius (Syngene)

Véahy KB d =0,01 g (Kern)

Vodni lazenn (Memmert)

Vortex V-1 plus (Biosan)

Vortex-Genie®2 (Mo Bio Laboratories)

Pomicky:

Automatické mikropipety a sterilni Spicky (Eppendorf)
Centrifugacni zkumavky (50 ml) (Kartell)
Elektroforetickd vana s ptisluSenstvim (Cleaver Scientific)

Injekéni sttikacka a stiikackovy filtr 0,02 um (AHLSTROM ReliaPrep™)

Laboratorni sklo a pomtcky (kadinky, odmérné valce, zkumavky, odmérné banky,

mikrozkumavky (1,5 a 2 ml), sterilni kli¢ky, 10mm kyvety, sterilni mikrozkumavky

s vicky spojené do stripd, sterilni sacky do homogenizatoru, ...)
Magneticky separator NucleoMag SEP (Machrey-Nagel)
Mikrotitracni desticky (GAMA)

SPRIselect magnetické kulicky (Beckman Coulter)

Chemikalie:

Kultivaéni média

o CHYGA — Chloramphenicol Yeast Glucose Agar (Himedia)
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o MI17 - (Himedia)
o MH — Mueller Hinton Broth/Agar (Himedia)
o PCA — Plate Count Agar (Himedia)
o RCA — Reinforced Clostridium Agar (Himedia)
e Agaréza (Sigma-Aldrich)
e Demineralizovana voda
e DNA Ladder 100 bp Plus pegGold (Avantor)
e Dneasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen)
e Dneasy® mericon® Food Kit (Qiagen)
e DPBS BioWhittaker™ pro kultivaci bun¢k (Lonza)
e DPPH - 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazil (Sigma Aldrich)
e Elektroforeticky pufr TAE (1x koncentrovany) (Sigma-Aldrich)
e EliZyme™ HS Robust MIX Red (Elisabeth Pharmacon)
e Ethanol (w = 70%) (Penta)
e Ethanol (w =96%)(Penta)
e Fluorescencni barvivo Gel Nucleic Acid Stain (Biotium)
e Folin-Ciocaulteho ¢inidlo (Penta)
e Gelred Nucleic Acid Stain (Biotium)
e GoTag® G2 Hot Start Green Master mix (Promega)
e Chloroform (Sigma-Aldrich)
e Methanol p.a. (Lachner s.1.0.)

e Primery (East-Port) — fDI1, rD1, Af, Ar, Bf, Br, Er, Ef, IOAf, IOAr, CBMLBH,
CBMLBr, CBMLEf, CBMLEr, CBMLFf, i7, 15, 5151, 926r, ITS3f, ITS4r

e Proteinaza K (Qiagen)
e Sterilni destilovana voda

e Sterilni fyziologicky roztok (Penta)
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e Sterilni voda pro PCR

e Uhlicitan sodny (w = 20%) (Penta)

6.3 Pouzité bakterialni kmeny

Kmeny pouzité pro ucely této diplomové prace, u kterych byla testovana antimikrobni
aktivita vybranych medd, pochazely z Ceské sbirky mikroorganismtt (CCM) a ze Sbirky
mlékaiskych kultur Laktoflora (CCDM).

e Enterococcus durans CCDM 53

e FEnterococcus faecalis CCM 4224

e Lactococus lactis subsp. Lactis CCDM 141

e Proteus mirabilis CCM 7188

e Pseudomonas fluorescens CCM 2115

o Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium CCM 7933
e Serratia marcescens CCM 303

e Staphylococcus aureus CCM 3953
6.4 Metodika

6.4.1 Kultiva¢ni stanoveni

Kultivaéni stanoveni bylo provedeno s nové¢j$imi vzorky (€. 13-21) dvakrat v palrocnim

rozestupu.

Prvnim krokem byla pfiprava kultivacnich pid. Jednotlivé navazky praskovych smési byly
podle pokynd na obalu vyrobce rozpustény v daném mnozstvi destilované vody a poté
sterilizovany v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut. Po zchladnuti byly za aseptickych

podminek v biohazardboxu rozlity do Petriho misek a ponechdny k zatuhnuti.

Pro stanoveni byla pouZita navdzka 10 g medu, kterd byla za aseptickych podminek
navazena do sterilntho sacku, a ke které byl poté pifidan devitindsobek sterilniho
fyziologického roztoku. Nésledovala homogenizace vzorku a zisk fedéni 107!, které bylo
nasledné rozdéleno. 100 pl inokula bylo naneseno na pfislusné pady, které bylo vyZzihanou

hokejkou rovnomérné rozetieno po povrchu agaru. Zbytek byl podroben procesu aktivace



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

spor, v podob¢ vystaveni teploté¢ 80 °C po dobu 10 minut v pfedem vyhiaté vodni lazni.
Poté opét nasledovalo naneseni na pfislusné pidy s metodou roztéru. Stanoveni bylo
provedeno vzdy paralelné na dvou miskach. Zaschlé¢ misky byly ponechany ke kultivaci
pii danych podminkéach podle nize uvedené tabulky (Tabulka 2). Po uplynuti kultivacni
doby byly na miskach spocitany kolonie (Obrazek 8) a nékteré vybrané kolonie byly

podrobeny identifikaénim metodam.

Tabulka 2 Podminky kultivace jednotlivych skupin mikroorganismi

Kultivaéni pida Skupina stanovovanych MO Kultivaéni podminky
Celkovy pocet mezofilnich aerobnich a | Aerobné¢ pii 30 °C 48-
PCA fakultativné anaerobnich mikroorganismu 72 hodin
Celkovy pocet aerobnich sporulujicich | Aerobné pii 30 °C 48-
bakterii 72 hodin
RCA Pocet Clostridium spp. a dalSich Anaerobné pti 37 °C
anaerobnich bakterii 72 hodin
CHYGA Pocet kvasinek a mikroskopickych Laboratorni teplota
vlaknitych plisni (cca 23 °C) 5-7 dni

Obrazek 8 Pocitani kolonii (archiv autorky)

6.4.2 Sekvenace genu pro 16S rRNA

Vybrané kolonie ziskané kultivatnim stanovenim byly identifikovany metodou sekvenovani
genu pro 16S rRNA, které bylo provedeno ve spolupréci s firmou SEQme s.r.o. Postup
ptipravy vzorku pted vlastni sekvenaci se skladal z izolace DNA, ktera byla déale pouzita

pro PCR, a jejiz produkty byly nésledné vyhodnoceny elektroforeticky a zobrazeny
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pod UV svétlem. Nésledovala purifikace a stanoveni Cistoty a koncentrace vysledného

produktu. Jednotlivé kroky jsou podrobné popsany v nasledujicich podkapitolach.

6.4.2.1 Izolace DNA

Izolované kolonie vybranych bakteridlnich kment byly podrobeny izolaci DNA pomoci
komeréniho kitu Dneasy® Blood & Tissue Kit a podle jeho ptilozeného postupu (DNeasy®
Blood & Tissue Kit, 2016). Prvnim krokem byla resuspendace kolonii vybranych
bakteridlnich kmenli ve 2ml eppendortkovych mikrozkumavkach naplnénych 200 pl
fyziologického roztoku. K suspenzi bylo dale pfidano 200 pl pufru DPBS. Nasledoval
ptidavek 20 pul proteinazy K, promachani na vortexu a centrifugace pii 8000 rpm po dobu
5 minut. Poté bylo pfidano 200 pl AL pufru, vSe dikladn€¢ promichdno na vortexu
a inkubovano pii 56 °C po dobu 10 minut. Nésledoval ptidavek 200 pl 96% ethanolu,
vSe opét dikladné promichéno a jednotlivé smési pipetovany do odstifedivych kolonek se
sbérnou zkumavkou. Poté probé¢hla centrifugace pii 8000 rpm po dobu 1 minuty, pfi¢emz
doslo k zachyceni DNA na kolonce a sbérna zkumavka s proteklym zbytkem byla
odstranéna. Kolonka byla ptfevedena do nové sbérné zkumavky a k ni bylo ptidano 500 pl
AWI1 pufru. Opét probéhla centrifugace pti 8000 rpm po dobu 1 minuty a sbérnd zkumavka
byla opét odstranéna. Kolonka byla opétovné prendana do nové sbérné zkumavky a tentokrat
bylo ptidano 500 ul AW2 pufru. Po centrifugaci pti 14000 rpm po dobu 3 minut byla sbérna
zkumavka opét odstranéna a kolonka byla pfevedena do 2ml centrifugani zkumavky.
Nasledovala eluce DNA, kterd byla provedena pfidanim 100 pl AE pufru do stfedu
membrany kolonky a inkubaci pfi laboratorni teploté po dobu 5 minut. Kone¢na centrifugace

byla provedena pti 8000 rpm po dobu 1 minuty.

6.4.2.2 Touchdown PCR

Dal8im krokem pfi identifikaci metodou sekvenovani genu pro 16S rRNA bylo provedeni
touchdown PCR metody, kterd je vyuzivana pro zvySend specificity PCR. To je zajisténo
teplotou annealingu, ktera se v ndsledujicich cyklech postupné snizuje, v tomto ptipad¢ vzdy

00,5 °C.

Pted zahajenim tohoto kroku byl PCR box vysterilizovan UV svétlem po dobu 20 minut
pro zabranéni kontaminace vzorkl. Nasledovala ptiprava 20 pl reak¢éni smési, jejiz sloZzeni
je uvedeno nize v tabulce (Tabulka 3). Pro tuto smés byly vyuzity primery FD1 a RDI1, které
ohranicuji usek DNA o velikosti 1500 bp. Jejich sekvence je znazornéna v tabulce

(Tabulka 4). Smés byla piipravena bez DNA hromadné pro vSechny vzorky do sterilni
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1,5ml zkumavky a rozpipetovana po 19 ul do sterilnich mikrozkumavek spojenych do stripti.

Nasledoval ptidavek DNA. Zaviené zkumavky byly promichany na vortexu a vlozeny

do termocykleru, na kterém byl zvolen ptislusny program pro touchdown PCR (Tabulka 5).

Tabulka 3 Slozeni reak¢ni smési pro touchdown PCR

SloZeni reakéni smési

Objem slozky ve vzorku [ul]

Go Taq® G2 Hot Start Green

10

Master Mix

Sterilni PCR voda

Primer FD1

Primer RD1

DNA

—_ = =

Tabulka 4 Sekvence primert pouzitych pfi touchdown PCR

Primer Sekvence ve sméru 5°— 3° Publikace
FDI1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG '
RDI AAGGAGGTGATCCAGCC (Weisburg et al., 1991)
Tabulka 5 Pribéh touchdown PCR
Reakéni krok Teplota Cas [min] Pocet cykli
[°C]
Pocate¢ni denaturace (Hot Start)| 95 3
Denaturace % 05 10— v kazdém cyklu
Ptipojeni primert 62 0,5 sniZeni teploty
Syntéza fetézce DNA 72 1,5 annealingu 0 0,5 °C
Denaturace 95 0,5
Ptipojeni primert 57 0,5 25
Syntéza fetézce DNA 72 1,5
Z4vére¢na extenze 72 10
Uchovani 4 0

6.4.2.3 Elektroforéza

Vysledné produkty ziskané pii touchdown PCR byly detekovany pomoci elektroforetického

vyhodnoceni v 1,5% agar6ézovém gelu a vizualizovany pod UV svétlem v transiluminatoru

za pomoci pocitacového programu GeneSnap. V prvni fadé bylo podle objemu

elektroforetické vany bylo vypocteno mnozstvi navazky, ke které bylo po odvéazeni ptidano
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a rozpusSténo v piislusném mnozstvi 1x koncentrovaného TAE pufru. Rozpusténi bylo
podpoieno zahtatim v mikrovinné troub¢ do zajisténi dokonale Cirého roztoku. Nasledovalo
mirné zchlazeni, béhem kterého bylo k vytvorenému gelu pfidano fluorescencni barvivo
v poméru 1 kapky na 50 ml gelu. Po sestaveni aparatury s hiebinkem byl gel opatrné vlit
do této aparatury tak, aby byl gel rovhomérné rozprostien a aby nedoslo ke vzniku bublin.
Po zatuhnuti gelu byl hiebinek Setrn¢ odstranén tak, aby nedoslo k poruseni vzniklych
jamek, a aparatura s gelem byla vlozena do elektroforetické vany, kterd byla doplnéna
do potifebného mnozstvi 1x koncentrovanym TAE pufrem. Do jamek byly nésledné
napipetovany 3 ul srovnavaciho markeru DNA Ladder 100 bp Plus a poté 5 ul PCR produktu
s pomnozenou DNA. Nasledovalo ptipojeni vany k elektrickému zdroji, ktery byl nastaven
na 90 V. Po ukonceni separace byl gel opatrné¢ vyjmut a pfenesen do transilumindtoru

pod UV svétlo. Vysledek byl zaznamenan pomoci fotodokumenta¢niho systému GeneSnap.

6.4.2.4 Purifikace

Po kontrole pribéhu PCR byla provedena purifikace vysledného produktu. K tomu bylo
vyuzito postupu doporu¢eného vyrobcem kitu SPRIselect s vyuzitim magnetickych kulicek.
Ty byly vpozadovaném poméru smichany s vyslednymi PCR produkty a dikladné
promichéany. Pro kazdy produkt vznikla smés, ktera byla nasledné ptepipetovana do jamky
mikrotitra¢ni destiCky. Ta byla poté umisténa na destic¢ku s magnetickymi vystupy, kde bylo
mozné pozorovat migraci kuli¢ek k magnetu. Béhem tohoto procesu doslo k zachyceni DNA
na feromagnetické kulicky a zbyly supernatant byl opatrné odpipetovan. Nasledné bylo
ke kulickam se zachycenou DNA pfidano 180 pul 85% ethanolu, ktery se nechal plsobit
po dobu 30 sekund. Kulicky pak byly opét odseparovany magnetem a supernatant
odpipetovan pry¢. Pro dokonalé odstranéni ethanolu byla mikrotitracni desticka umisténa
na blokovy termostat, ktery byl nastaven na teplotu 60 °C a po vysuSeni bylo ke kulickam
ptidano 30 pul PCR vody, ¢imz doslo k eluci DNA z magnetickych kulicek. Ty byly opét
odseparovany pomoci desticky s magnetickymi vystupy a supernatant, tvofeny PCR vodou
s eluovanou DNA, byl opatrné piepipetovan do Cisté eppendorfkové zkumavky ke stanoveni

¢istota a koncentrace.

6.4.2.5 Stanoveni koncentrace a Cistoty

Cistota a koncentrace ziskaného DNA produktu byly stanoveny spektrofotometricky
na multifunkénim modulédrnim readeru Tecan proméienim absorbance pii vinovych délkach

260 a 280 nm. Soucasti ptistroje je destiCka NanoQuant Plate™. Ta byla pred zacatkem
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meéfeni vycCiSténa ethanolem a poté byly do jednotlivych jamek naneseny 2 pl PCR vody,
ktera byla pouzita pii eluci DNA. Tento tkon slouzil pro kalibraci pfistroje, tzv. BLANK.
Nasledn¢ byla desticka opét vycisténa ethanolem a do jamek byly napipetovany 2 ul vzorku
s izolovanou DNA. Nakonec byla proméfena absorbance a zjisténa Cistota a koncentrace

ziskané DNA.

Takto pfipravené vzorky DNA o dostatecné koncentraci a Ccistot€¢ byly odeslany
k identifikaci izolovanych kmeni metodou sekvenovani genu pro 16S rRNA firmou SEQme

S.1r.0.

6.4.3 Detekce Clostridium botulinum v medech molekularné-biologickymi metodami

Tato Cast prace byla provedena v navaznosti na mou bakalatskou praci (Mrazova, 2022),
ve které jiz byly touto metodou testovany vzorky 1-12. Zbylé vzorky 13-21 byly

analyzovany v této diplomové praci pomoci nasledujicich krok.

6.4.3.1 Izolace DNA

Prvnim krokem byla izolace DNA, ke které byl pouzit stejny postup jako v mé bakalaiské
praci, ktery vychéazel zdiplomové prace Ing. Veroniky Pavlové (Pavlova, 2020).
10 g medu bylo za sterilnich podminek navaZeno do 50ml centrifugacni zkumavky
a rozpusténo v destilované vod¢, kterd byla doplnéna na objem 45 ml. Vznikla smés byla
inkubovana na tfepacce pii teplote¢ 65 °C po dobu 30 minut. Po zchlazeni vzorkt
na laboratorni teplotu byly tyto centrifugovany pii 4500 rpm po dobu 30 minut. Vznikly
supernatant byl odstranén a sediment, ktery zlstal na dné zkumavky, byl dale zpracovan
pomoci komeréniho kitu pro izolaci DNA z potravin Dneasy® mericon® Food Kit
a ptilozen¢ho postupu (DNeasy® mericon® Food Kit, 2014). Do zkumavky byl k sedimentu
pfidan 1 ml lyzac¢niho pufrua 2,5 pl proteinazy K. Zkumavka byla opét umisténa na 30 minut
na tfepacku do termostatu o teploté 60 °C. Po zchlazeni na laboratorni teplotu nasledovala
centrifugace pifi 2500 rpm po dobu 5 minut. Vznikly supernatant byl tentokrat opatrné
preveden do sterilni 2ml zkumavky a k nému bylo nasledné ptidano 500 pl chloroformu.
Vznikla smés byla promichana na vortexu a centrifugovana pii 14000 rpm po dobu 15 minut.
Setrné prevedena do €isté 2ml zkumavky. Soucasné bylo nutno znat pfesny objem této vodné
faze z divodu nasledného piidavku stejného mnozstvi PB pufru v poméru 1:1. Smés byla
opét kratce promichdna a poté napipetovana do kolonky s kifemicitanovou membranou.

Ta byla centrifugovana pii 13000 rpm po dobu 1 minuty a ptefiltrovany roztok byl vylit.
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Postup byl opakovan do prefiltrovani vesSkeré smési a DNA zistala zachycena na kolonce.
Nasledovalo promyti zachycené DNA ptidavkem AW?2 pufru. Kolonka byla pfenesena do
¢isté zkumavky a centrifugovana pii 13000 rpm po dobu 2 minut. Piefiltrovany roztok byl
odstranén a centrifugace opakovana pro dokonalé¢ oddé€leni AW2 pufru. Po opétovném
prevedeni kolonky do ¢isté zkumavky bylo na kolonku ptivedeno 50 pl eluéniho EB pufru.
Nasledovala centrifugace pti 13000 rpm po dobu 1 minuty, béhem ¢ehoz doslo k uvolnéni

DNA z kolonky do puftru.

6.4.3.2 Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Stanoveni Cistoty a koncentrace slouzilo k ovéfeni Uspés$nosti izolace DNA. K tomu byl
pouzit stejny postup, jako pfi stanoveni koncentrace a Cistoty DNA pfipravené pro
sekvenovani popsaném v kapitole 6.4.2.5. Pro kalibraci pfistroje, tzv. BLANK, byly
do jednotlivych jamek naneseny 2 pl eluéniho EB pufru, ktery byl pouzit pfi izolaci DNA

a jeji eluci v predchozi kapitole.

6.4.3.3 PCR

Pro pomnoZeni DNA usekd, které byly izolovany postupem popsanym v piechozi kapitole
6.4.3.1, bylo vyuZito metody PCR. Pted zah4jenim tohoto kroku byl PCR box vysterilizovan
UV svétlem po dobu 20 minut. Nasledovala ptiprava 20 pl 7 reakénich smési, jejichz sloZeni
je uvedeno niZe v tabulce (Tabulka 6), a které¢ se mezi sebou lisily obsahem pouZitych
primerd. Jejich sekvence jsou zndzornény v tabulce (Tabulka 7). Smési byly pfipraveny
bez DNA hromadné pro vSechny vzorky do sterilnich 1,5ml zkumavek a rozpipetovany
po 19 pl do sterilnich mikrozkumavek spojenych do stripti. Nasledoval ptidavek 1 ul DNA
a zaviené zkumavky byly promichdny na vortexu a vlozeny do termocykleru, na kterém byl

zvolen pfisluSny program (Tabulka 8).

Tabulka 6 Slozeni PCR smési piipravené pro jednu dvojici primert

SloZeni reakéni smési Objem slozky obsaZené v jenom vzorku [pl]
Go Taq® G2 Hot Start Green Master Mix 10
Sterilni voda pro PCR

Forward primer

Reverse primer

—_ ==

DNA
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Tabulka 7 Pouzité primery pro stanoveni bakterii rodu Clostridium

Velikost PCR
Primery Sekvence ve sméru 5°— 3’ Publikace
produktu [bp]
Af GCTACGGAGGCAGCTATGTT 782 bp (Poormontaseri et
Ar CGTATTTGGAAAGCTGAAAAGG al., 2014)
Bf CAGGAGAAGTGGAGCGAAAA (Poormontaseri et
Br CTTGCGCCTTTGTTTTCTTG 205 bp al., 2014)
Er CCAAGATTTTCATCCGCCTA (Poormontaseri et
Ef GCTATTGATCCAAAACGGTG 389 bp al., 2014)
I0Ar | GGGCCTAGAGGTAGCGTARTAL® 101 bp (Woijtacka et al.,
IOA; |TCTTYATTTCCAGAAGCATATTTT" 2017)
CBMLB;| CAGGAGAAGTGGAGCGAAAA 205 bp (Wojtacka et al.,
CBMLB; CTTGCGCCTTTGTTTTCTTG 2017)
CBMLEs CCAAGATTTTCATCCGCCTA 389b (Wojtacka et al.,
CBMLE:| GCTATTGATCCAAAACGGTGA P 2017)
CBMLF;| CGGCTTCATTAGAGAACGGA 543 bp (Wojtacka et al.,
CBMLF;| TAACTCCCCTAGCCCCGTAT 2017)
*R=AneboG; **Y=Cnebo T
Tabulka 8 Schéma pribéhu PCR
Reakéni krok Teplota Cas [min] Pocet cykli
[°C]
Pocateéni denaturace (Hot Start)| 95 5
Denaturace 95 0,5
Ptipojeni primert 55 0,5 35
Syntéza fetézce DNA 72 2
Zavéreéna extenze 72 10
Uchovani 4 o0

6.4.3.4

Elektroforetické vyhodnoceni

Po ukonceni PCR bylo provedeno elektroforetické vyhodnoceni. K tomu byl pouzit stejny

postup, jako pfi elektroforetickém vyhodnoceni DNA produktti popsaném v kapitole 6.4.2.3.

6.4.4 Celogenomova sekvenace vybranych vzorku medi (NGS)

DNA izolovana z meda popsana v kapitole 6.4.3.1 byla podrobena taxonomické analyze

bakterialniho a houbového profilu vyuzitim metody NGS (Next Generation Sequencing).

Prvnim krokem byla amplifikace vybranych tiseki DNA metodou PCR. Ta byla provedena
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ve dvou krocich. Nasledovala kontrola uspésnosti PCR zméfenim Cistoty a koncentrace

vyslednych produkti a jejich elektroforetické vyhodnoceni.

6.4.4.1 Primarni PCR

Pro amplifikaci DNA byly vybrany variabilni oblasti V4-V5 kodujici 16S rRNA bakterii
a interni transkriptorovy spacer ITS2 pro houby. K tomu bylo vyuzito specifickych primert
uvedenych v tabulce (Tabulka 9).

Nejprve byl PCR box vysterilizovan UV svétlem po dobu 20 minut pro zabranéni
kontaminace vzorkd. Nésledovala pfiprava reakéni smési o objemu 25 pl, jejiz slozeni uvadi
tabulka (Tabulka 10). Smési byly pfipraveny bez DNA hromadné pro vSechny vzorky
do sterilnich 1,5ml zkumavek a rozpipetovany po 24 pl do sterilnich mikrozkumavek
spojenych do stript. Nasledoval ptidavek 1 pl DNA a zaviené zkumavky byly promichény
na vortexu a vlozeny do termocykleru, na kterém byl zvolen pfisluSny program,

pficemz amplifikace probihala v 25 cyklech (Tabulka 11).

Tabulka 9 Primery pouzité v primarni PCR

Primer Sekvence ve sméru 5 — 3’ Skupina Publikace
515f GTGCCAGCMGCCGCGGTAA .
Bakterie (Walters et al., 2016)
926r CCGYCAATTYMTTTRAGTTT
ITS4r TCCTCCGCTTATTGATATGC (houby) 2014)

Tabulka 10 SloZeni smé&si ptipravené pro primarni PCR

SloZeni reakéni smési Objem slozky obsaZené v jenom vzorku [pl]
2x EliZyme™ HS Robust Mix 12,5
Sterilni voda pro PCR 10,5
Forward primer 0,5
Reverse primer 0,5
DNA 1
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Tabulka 11 Zndzornéni priab&hu primarni (sekundarni) PCR

Reakéni krok Teplota Cas [min] Pocet cykli
[°C]

Pocate¢ni denaturace (Hot Start) 95 3
Denaturace 95 0,5

Pfipojeni primert 55 0,5 25(35 p;ocsigkundérni

Syntéza fetézce DNA 72 1 )

Zavére€na extenze 72 10
Uchovani 4 o0

6.4.4.2 Sekundarni PCR

Vysledné produkty z primarni PCR byly pouZity jako templat pro naslednou sekundéarni
PCR. V tomto kroku doslo k napojeni primerti obsahujicich indexy i7 a i5. Kazdy vzorek

obsahoval jinou kombinaci téchto indexd.

Nésledovala ptiprava 50 pl smési, jejiz slozeni je uvedeno v tabulce (Tabulka 12).
Po vysviceni PCR boxu byly pfipraveny mastermixy bez DNA hromadné pro vSechny
vzorky do sterilnich 1,5ml zkumavek a rozpipetovany po 48 pul do sterilnich
mikrozkumavek. Nésledoval pfidavek 2 pl DNA a zaviené zkumavky byly promichany
na vortexu a vloZeny do termocykleru, na kterém byl zvolen stejny program jako u primarni

PCR s tim rozdilem, Ze bylo provedeno o 10 cykla vice (tedy 35 cyklt) (Tabulka 11).

Tabulka 12 SloZeni smési ptipravené pro sekundarni PCR

SloZeni reakéni smési Objem slozky obsaZené v jenom vzorku [ul]
2x EliZyme™ HS Robust Mix 25
Sterilni voda pro PCR 21
Forward primer — 17 1
Reverse primer — i5 1
DNA 2

6.4.4.3 Vyhodnoceni uspéSnosti PCR

Nasledovalo elektroforetické vyhodnoceni tspéSnosti PCR a kontrola ¢istoty a koncentrace
vyslednych produktli. Stanoveni Cistoty a koncentrace bylo stanoveno spektrometrickou
metodou, pfi niz doslo k prométeni absorbance ptislusnych vzorka pii vinovych délkach
260 a 280 nm. K méfena bylo vyuzito multifunkéniho modularniho readeru TECAN stejné

jako v kapitole 6.4.2.5. Elektroforetické vyhodnoceni bylo provedeno v 1,5% agar6zovém
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gelu, ktery byl pfipraven stejné jako v kapitole 6.4.2.3. Vysledné produkty byly zaslany

ke zpracovani do firmy SeQme s.r.0.

6.4.5 Stanoveni antimikrobni aktivity vybranych vzorku medi

Antimikrobni aktivita byla stanovena u zvolenych vzorkti medu liSicich se rokem staceni,
lokalitou a pivodem na vybrané kmeny bakterii pochazejicich z Ceské sbirky
mikroorganismu a ze sbirky mlékaiskych kultur Laktoflora. Jednalo se o vzorky 3, 4, 6, 9,
12, 13, 15, 17, 18 a 21 (Tabulka 1). Stanoveni bylo méfeno mikrodiluéni metodou pomoci

mikrotitracni desticky.

6.4.5.1 Piiprava méreni

Prvnim krokem byla pfiprava kultivacnich médii MH agaru, MH broth, M17 broth,
M17 agaru a fyziologického roztoku. Bujony byly rozdéleny do zkumavek po 3 ml.
Ptipravené roztoky a kultivacni pidy byly sterilizovany v autoklavu pii 121 °C po dobu
15 minut. Po zchladnuti byl MH agar a M 17 agar za aseptickych podminek v biohazardboxu
rozlity do Petriho misek a ty byly ponechany k zatuhnuti.

DalSim ukolem byla resuscitace bakteridlnich kment, které byly uchovavany v mrazicim
boxu pii teplot¢ -80 °C. Jednotlivé kultury byly pieoCkovany kiiZovym roztérem
na pfislusné pudy, BMK (Enterococcus durans CCDM 53, Enterococcus faecalis CCM
4224, Lactococus lactis subsp. lactis CCDM 141) na M17 a ostatni na MH, a kultivovany

v termostatu pii 30 °C po dobu 1-2 dnli do narosteni viditelnych kolonii.

Pro méfeni na mikrotitraéni desticce bylo potieba piipravy bakterialni suspenze. Narostlé
kolonie byly tedy nasledné zaockovany do zkumavek s pfisluSnym bujonem,
BMK (Enterococcus durans CCDM 53, Enterococcus faecalis CCM 4224, Lactococus
lactis subsp. lactis CCDM 141) na M17 a ostatni na MH, a kultivovany opét pii 30 °C
po dobu 1-2 dnii. Bakteridlni suspenze byla dale zfedéna fyziologickym roztokem

na hodnotu zékalu 1,0 dle stupnice McFarlanda (McF), ktera byla zméfena na denzilametru.

Poslednim dulezitym krokem ptipravy byla ptiprava medovych roztokt, které byly chystany
vzdy cCerstvé pied analyzou. 4 g medu byly rozpustény v 8 ml bujonu, ¢imz byl ziskan
medovy roztok o koncentraci 500 mg/ml. Nasledovalo ptefiltrovani ptes sterilni stiikackovy
filtr o velikosti port 0,2 um a dosazeni sterility roztoku. Kone¢nym krokem bylo fedéni

geometrickou tadou, které bylo ziskano smichanim 3 ml MHB vzdy s 3 ml medového
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roztoku ptedchozi koncentrace. Byla tedy ziskana Skéla medovych roztokli o koncentraci

31-500 mg/ml.

6.4.5.2 Priprava mikrotitracni desticky

Pro stanoveni antimikrobni aktivity byla pouzita dilu¢ni metoda s vyuzitim 96 jamkovych
mikrotitracni desticky, ktera stanovuje minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC), tedy nejnizsi
koncentraci antimikrobni latky, v tomto pfipadé medu, kterd je jiz schopna inhibovat rist

ptislusného kmene mikroorganismu.

Schéma rozdéleni mikrotitracni desti€ky je znazornéno niZze na obrazku (Obrazek 9).
Na kazdou desticku byly nanaseny vzdy dva vzorky medu v pfislusnych koncentracich
a 4 bakterie, rovnéz vzdy paraleln¢ ve dvou fadcich. Prvni sloupec slouzil jako kontrola riistu
ptislusného mikroorganismu (KR). Do téchto jamek bylo naneseno 10 pl bakteridlni
suspenze a 200 pl sterilntho MHB bez ptidavku antimikrobni latky (medu). Posledni sloupec
slouzil jako kontrola sterility (KS), kde bylo naneseno pouze 200 ul sterilntho MHB
bez inokulace mikroorganismu. Do zbylych jamek bylo naneseno vzdy 10 pl bakteridlni

suspenze a 200 pl bujonu s medovym roztokem o piislusné koncentraci.

1. med 2. med

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

| bakterie A | KR | 500* | 250 | 125 | 62 | 31 | 500 | 250 | 125 | 62 | 31 | KS
B | KR | 500 | 250 | 125 | 62 | 31 | 500 | 250 | 125 | 62 | 31 | KS

> bakteric C | KR | 500 | 250 | 125 | 62 | 31 | 500 | 250 | 125 | 62 | 31 | KS
D | KR | 500 | 250 | 125 | 62 | 31 | 500 | 250 | 125 | 62 | 31 | KS

3 bakterie E | KR | 500 | 250 | 125 | 62 | 31 | 500 | 250 | 125 | 62 | 31 | KS
F | KR | 500 | 250 | 125 | 62 | 31 | 500 | 250 | 125 | 62 | 31 | KS

4 bakteric G | KR | 500 | 250 | 125 | 62 | 31 | 500 | 250 | 125 | 62 | 31 | KS
H KR | 500 [ 250 | 125 | 62 | 31 | 500 | 250 | 125 | 62 | 31 | KS

*koncentrace medového roztoku v bujonu (v mg/ml)
Obrazek 9 Schéma naneseni vzorkd na mikrotitraéni desticku
6.4.5.3 Vliastni méreni

Samotné méteni bylo provedeno na pfistroji TECAN, kde byla pozorovana zména optické
denzity. Destic¢ka byla pielepena prithlednou f6lii, vlozena do pfistroje a ndsledné byl zvolen
pozadovany program a nastaveny parametry meéteni. Méfeni bylo provedeno pfi vinové
délce 600 nm pfi teploté 30 °C po dobu 42-48 hodin a méteni zdkalu (optické denzity)
probihalo v intervalu 60 minut. Zaznamenané hodnoty byly nakonec zpracovany do grafa

a vyhodnoceny.
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6.4.6 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

6.4.6.1 Priprava vzorki

Ke stanoveni byly vybrany vzorky, liSici se rokem staCeni, lokalitou a piivodem, jako
pii méfeni antimikrobni aktivity. Jednalo se o stejné vzorky, u kterych byla testovana
antimikrobni aktivita (vzorky 3, 4, 6,9, 12, 13, 15, 17, 18 a 21;Tabulka 1). Prvnim krokem
byla ptiprava medovych roztokt, které byly pouzity pro nasledné méreni. Do kadinky bylo
na analytickych vahéach navédzeno 0,5 g vzorku medu s pfesnosti na 0,0001 g, ktery byl
nasledné rozpustén ve 3 ml redestilované vody. Po rozpusténi byl roztok kvantitativné
doplnén na objem 10 ml. Kazdy vzorek byl ptipraven paraleln¢ dvakrat ze dvou navazek.

Takto pripravené medové roztoky byly zamrazeny do nasledného stanoveni.

6.4.6.2 Stanoveni polyfenoli

Do 10ml odmérnych ban€k byly odpipetovany cca 2 ml redestilované vody, ke kterému bylo
dale ptidano 400-2000 pl medového roztoku. Mnozstvi davkovaného roztoku zaviselo
na reakci, béhem které doSlo k obarveni vzniklého vzorku. Nasledoval piidavek
0,5 ml Folin-Ciocaulteho ¢inidla a 1,5 ml 20% uhlic¢itanu sodného. Vzorek byl nakonec
doplnén redestilovanou vodou na objem 10 ml, promichan a ponechdn 30 minut v klidu.
Po uplynuti této doby byla prométena absorbance modie zbarvenych vzorkt pti vinové délce
765 nm. Pro kazdy vzorek medu bylo naméteno celkem 8 hodnot a provedeno vyhodnoceni,
které bylo vztazeno ke kalibraéni kiivce, vztaZzené na kyselinu gallovou v koncentracich
50-250 mg/l. Kalibracni kiivka tedy udavala zavislost absorbance na koncentraci kyseliny
gallové. Linearni regresi pak byla vyjadfena koncentrace celkovych polyfenold, vyjadienych

v ekvivalentech kyseliny gallové na gram medu.

6.4.6.3 Stanoveni antioxidacni aktivity zhaSenim radikdalu DPPH

Prvnim krokem byla pfiprava zasobniho roztoku DPPH (1,1-difenyl-2-pikrylhydrazil).
Na lodicku bylo navéazeno 24 mg DPPH, které bylo nasledné ptevedeno do 100ml odmé&rné
banky. Radikal byl rozpous§tén v methanolu s vyuZitim ultrazvukoveé lazng. Poté byl z tohoto
roztoku pfipraven pracovni roztok, ktery vznikl smichanim zasobniho roztoku DPPH
s methanolem v poméru 10:45, tedy 100 ml zasobniho roztoku a 450 ml methanolu.
Nasledovalo nastaveni spektrofotometru na nulovou absorbanci s pouzitim methanolu,
tzn. blanku. Poté byla jest¢ zméfena absorbance pracovniho roztoku proti methanolu.

Tato hodnota byla zaznamenana jako Ao. Nasledovala ptfiprava vzorkii. Do sklenénych
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zkumavek bylo napipetovano 4 ml pracovniho roztoku DPPH, ke kterému bylo nasledné
pfiddno mnozstvi extraktu, potiebné k pritbéhu reakce s radikdlem. Reakce se projevila
odbarvenim pracovniho roztoku. Pipetovany objem se u jednotlivych vzorkt lisil.
Ptipravené zkumavky byly umistény v temnu, kdy probé¢hla reakce antioxidantii s radikaly
DPPH. Po uplynuti jedné hodiny byl spektrofotometricky pfi vinové délce 515 nm prométen
ubytek absorbance jednotlivych vzorki A;. Pro kazdy vzorek medu byly naméfeny celkem

4 hodnoty, které byly pfepocteny na % inaktivace podle nasledujiciho vzorce [1]:

inaktivace = %- 100 [%] [1]

0

Na zakladé rovnice linearni regrese, ktera vznikla ze zavislosti inaktivace na koncentraci
standardu troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboxylové kyseliny), pro
ktery byla sestrojena kalibracni kiivka, byla vypoctena hodnota antioxidacni aktivity,

vyjadiené v ekvivalentech troloxu na gram medu.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této diplomové prace byla analyza 21 vzorka medi ziskanych v obdobi poslednich tii
let z riznych lokalit Ceské republiky i zahrani¢i. Vzorky byly poskytnuty soukromymi
vCelafi nebo byly zakoupeny v obchodni siti. Dvanact vzorkii bylo analyzovano
na mikrobidlni zastoupeni a ptitomnost Clostridium botulinum jiz v mé bakalatské praci
(Mrazova, 2022) a ucelem této prace je porovnani téchto vzorkl se vzorky novejsimi, které
byly podrobeny obdobnym analyzam, jako jsou kultiva¢ni stanoveni s naslednou identifikaci
nebo testovani na ptitomnost Clostridium botulinum s vyuzitim molekuldrné-biologickych
metod. Navic byla provedena analyza vybranych vzorki (vzorky 3, 4, 6, 9, 12, 13, 15, 17,
18 a 21) lisicich se rokem staeni, lokalitou a pivodem stanoveni antimikrobni aktivity

a nésledn¢ antioxidacni aktivity.

7.1 Kultiva¢ni stanoveni

Kultivaéni stanoveni bylo provedeno pouze se vzorky 13-21 (u ostatnich v bakalaiské praci
(Mrazova, 2022)) dvakrat v ptilro¢nim rozestupu a vypovida o ptitomnosti kultivovatelnych
skupin mikroorganismi, které se v jednotlivych vzorcich nachézeji. Stanoveni bylo
provedeno v fedéni 10! vzdy na dvé paralelni misky pfislusnych kultivacnich ptd.
Kolonie mikroorganismli narostlych na miskach byly spocitdny a vyjadieny v hodnoté

CFU/g dle vzorce [2]:

_ xC
N={an [2]

2C...je soucet kolonii na vSech vybranych miskach [-]
V...je objem ockovaného vzorku [ml]
d... je pouzité fedéni [-]

n...je pocet pouzitych misek [-]

V z4dném z testovanych medii nebyl detekovan rst mikroskopickych vldknitych hub,
resp. plisni. Vysledky pro kultivacni pidu CHYGA jsou vztazeny pouze na poCty kvasinek,
coz muze ukazovat na zvySeny obsah vody v pfislusnych vzorcich medu. Vysledky jsou

uvedeny v tabulce (Tabulka 13).
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Tabulka 13 Vysledky kultivacniho stanoveni indikatorovych skupin mikroorganismit
v analyzovanych medech v rozmezi 6 mésicti v roce 2023
(vysledky udavaji primérnou hodnotu ze dvou misek)

1. stanoveni (bi‘ezen 2023) [CFU/g] 2. stanoveni (zari 2023) [CFU/g]|
Vaorek PCA* PCA AN* RCA* K+P PCA PCA AN RCA
13 ND** ND 1,00-10%+0,0 ND 1,50-10%+0,5 ND 1,50-10%+0,5
14 ND ND 5,00-10'+0,5 ND 1,00-10+1,0 | 1,50-102+0,5 | 1,50-10%+1,5
15 2,50-10%+0,5 | 5,00-10*+1,0 | 3,00-10%0,0 | 1,40-10°+2,0 | 1,57-10*+2,5 | 1,26-10*7,0 | 1,37-10%*+6,5
16 2,00-10%+0,0 | 1,00-10%1,0 | 3,50-10%0,5 | 4,00-10>£1,0 | 1,70-10*+£3,0 | 1,58-10*+5,5 | 1,84-10*+3,0
17 3,50-10%+1,5 | 1,00-10%:0,0 | 5,00-10'+0,5 | 5,00-10'+0,5 | 1,44-10*+4,5 | 1,10-10*:2,0 | 1,38-10*+3,0
18 1,05:10°+0,5 | 6,50-10°%1,5 | 8,50-10%£3,5 | 2,00-10%£1,0 | 1,32:10*+2,5 | 1,16-10*:3,5 | 9,70-10°+4,0
19 9,00-10°+2,0 | 1,50-10%0,5 | 7,50-10%+0,5 | 2,50-10%£1,5 | 1,11-10*+4,0 | 9,15-10°:6,5 | 9,15-10°+3,5
20 2,00-10%£1,0 | 1,50-10°+1,5 | 1,00-10*0,0 | 2,50-10%+0,5 | 1,08-10*+6,5 | 9,55-10°+4,5 | 9,75-10°+1,5
21 2,00-10%+0,0 | 5,00-10°+1,0 | 1,00-10%1,0 | 1,00-10*£1,0 | 1,49-10*3,5 | 9,10-10°+2,0 | 1,12-10*£2,5

*Ob¢ méteni byla provedena podle postupu popsaném v kapitole 7.4.1
**ND — nebyl detekovéan nérlst na Zadné ze dvou paralelnich misek

Z vysledk je viditelné, Ze u vSech vzorkti medi doslo pfi skladovani za béznych podminek

(v temnu pii 30+5 °C) k pomnozeni kultivovatelnych mikroorganismti v testovanych

vzorcich. V piipadé€ prvniho stanoveni nebyl detekovan zadny narust mikroskopickych hub.

Pfi¢inou byl snejvétsi pravdépodobnosti zplsob skladovani vzorkl, které sice byly

uchovavany v temnu pii bézné pokojové (laboratorni) teploté¢, ale vzhledem k tomu, ze byly

skladovany béhem letniho obdobi, mohla tato teplota vzrist nad optimalni podminky

pro pomnozeni nékterych skupin mikroorganismi. Pro ptfehlednéjsi vizualizaci nartistu

mikroorganismll medii v pribehu skladovani mezi prvnim a druhym métenim jsou vysledky

znazornény v nasledujicich grafech (Obrazek 10-13).
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Obrazek 10 Pocet stanovenych mikroskopickych hub v rozmezi dvou stanoveni

Pfi prvnim stanoveni nebyl detekovan zadny narGst mikroorganismii kultivovatelnych
mikroskopickych hub. I piesto doslo béhem skladovani k pomnoZzeni kvasinek, coz mohlo
byt zapficinéno nejen optimalni teplotou jejich rustu, ale také moznym zvySenym obsahem
vody ve vzorcich 15-21. V pfipad€ vzork 13 a 14 nebyl detekovéan rlst ani v piipadé

druhého stanoveni.
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Obrazek 11 Pomnozeni celkového poctu mezofilnich aerobnich a fakultativné anaerobnich
mikroorganismi béhem skladovani medi
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V ptipad¢ stanoveni celkového poctu mikroorganismii na PCA byl pozorovan zvyseny
narust ve vSech testovanych vzorcich. Pocty byly fadove srovnatelné, kromé vzorkt 13 a 14.
Zpravidla doslo ve vSech ptipadech k pomnozeni kultivovatelnych mikroorganismi o dva

rady.
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Obrazek 12 Pomnozeni sporulujicich mikroorganismi rostoucich na PCA za aerobnich
podminek

Pti stanoveni poctu mikroorganismii na PCA kultivovanych za anaerobnich podminek lze
op¢t pozorovat srovnatelnost narustu ve vzorcich 15-21. Opét doSlo k pomnoZeni v rozmezi
jednoho az dvou tadu, s vyjimkou vzorku 13, kde nebyl zaznamenan zadny nartst

ani v jednom stanoveni.
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Obrazek 13 Pomnozeni mikroorganismu rostoucich na RCA

Obdobné tomu bylo i1 pfi stanoveni poctu Clostridium spp. a dalSich anaerobnich
sporulujicich bakterii. V zadném ptipadé nebyl pozorovan rist kolonii charakteristickych

pro klostridie. K pomnoZeni anaerobi ale do§lo ve vSech vzorcich.

Z misek s PCA a RCA bylo vybrano a izolovano 44 kolonii. Ty byly nésledné tiikrat
prektizovany na ptislusné pidy a kultivovany za stejnych podminek. Nasledné byly kolonie

nachystany do podoby vzorkti urc¢enych k identifikaci ptislusSnymi metodami.
7.2 Vyhodnoceni sekvenace genu pro 16S rRNA

Metodou pouzitou k identifikaci izolovanych bakterii byla metoda sekvenace genu
pro 16S rRNA. Vybrané kolonie, ziskané kultivatnim stanovenim, byly izolovany
a upraveny k odeslani do firmy SEQme s.r.o na identifikaci. Vysledky byly nasledné
upraveny a vyhodnoceny (Obrazek 14) pomoci databdze BLAST a identifikované
mikroorganismy shrnuty do tabulky nize (Tabulka 14). Mezi identifikovanymi
mikroorganismy byly prevazné bakterie rodu Bacillus, nejcastéji pak Bacillus velezensis.
Pouze vjednom piipadé byla identifikovana bakterie jiného rodu, a to rodu

Pseudomonas sp.

AOCCACATGCTOCACOGCTTGTGCGGGCOCCCGTCAATTCCTTTG AGTTTCAGTCTTGCGACCGT ACT OCCCAGGCGGAGTGCTT AATGOGT T AGCTGCAGCACT AAGGGOCGG AAACCCCCTAACACT T AGCACT CATOGT
570 580 590 600 610 620 630 640 660 670 680 690 700
Mo Wl e e o e A oo
AACCACATGCTCCACCS CT TGTAGGRR CCCCC ("r’('K'I' TCCTTT GM\GRGTOWWICT TGC AGSC GRACTOCCCARGMGGAR AGATTGAT GOGTGA \['I TCTTCRCT AAS KOGGS GGRWIGYR TCTATCTCTS A YTACTCATCRKT
570 580 590 610 620 630 640 650 670 680 690 00

a nevyhovuJ101 sekvence (archiv autorky)

P—‘\
P—‘\

Obrazek 14 Prlklad porovnani Vyhovuj
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Tabulka 14 Vysledky identifikace izolovanych bakterii metodou sekvenace genu pro 16S

rRNA
Procento Procento
Identifikovany | presnosti Identifikovany presnosti
Vzorek | 1zolat Vzorek | Izolat
MO identifikace MO identifikace
[Ye] [Ye]
Bacillus . .
1C . . . 98,83 8C | Bacillus velezensis 99,34
licheniformis 17
13 1P Bacillus sp. 99,46 8P | Bacillus velezensis 99,12
2P Bacillus subtilis 93,49 9A | Bacillus velezensis 98,68
1A Bacillus 99,91 9C | Bacillus velezensis| 97,81
velezensis
14 | oc | Bacillussubtilis | g4 43 17 | Bacillus sp. 99,78
subsp. Natto
2A Bacillus 99,12 10P | Bacillus velezensis | 98,68
velezensis
4p Bacillus sp. 99,54 10C | Bacillus velezensis 99,34
3C Bacillus 98,17 10A | Bacillus velezensis | 99,05
velezensis
3p chzllus . 98,98 19 12P | Bacillus velezensis 99,49
amyloliquefaciens
4A Bacillus 99,12 15C Bacillus sp. 99,34
velezensis
15 ]
4C Bacillus 97,66 11P | Pseudomonas sp. 99,64
velezensis
5A | Bacillus subtilis 98,68 12C Bacillus sp. 99,49
5C Bacillus sp. 98,68 13P | Bacillus velezensis 99,18
5P Bacillus sp. 99,41 20 14P | Bacillus velezensis 98,91
6A Bacillus 99,20 11A | Bacillus velezensis | 98,68
velezensis
6C Bacillus 99,12 11C Bacillus 99,34
velezensis amyloliquefaciens
6P Bacillus 99,04 14C Bacillus 98,61
velezensis thuringiensis
16 7A Bacillus 99,56 13C | Bacillus velezensis | 99,56
amyloliquefaciens
7C | Bacillus sp. 99,82 12A Bacillus 98,75
21 thuringiensis
7P Bacillus 99,05 15P Bacillus 99,19
velezensis thuringiensis
9P Bacillus sp. 99,12 16P | Bacillus velezensis 99,71
17 ;
8A Bacillus 99,04 3A | Bacillus velezensis | 99,05
velezensis

Soucasti identifikace bakterii bylo skore udavajici procento presnosti identifikace, které se

v idedlnich ptipadech pohybuje minimaln€ na trovni hodnoty 96 %. Tak tomu bylo vzdy

krom¢ jednoho ptipadu, kdy byl u vzorku 13 identifikovan Bacillus subtilis s identifikacnim
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skore 93,49 %. Ostatni vzorky byly identifikovany s pomérné¢ vysokym skore. VSechny
identifikované bakterie se do medu dostaly pravdépodobné primarni kontaminaci, za niz jsou

zodpoveédné veely, které ji prenaseji z vnéjSich zdroju.

7.3 Vyhodnoceni pritomnosti Clostridium botulinum

Detekce Clostridium botulinum byla provedena vyuzitim molekularné-biologickych metod.
Prvnim krokem byla izolace DNA pomoci komer¢niho kitu pro potraviny Dneasy®
mericon® Food Kit, jejiz uspéSnost byla ovéfena spektrofotometrickym méfenim
absorbance pii vlnovych délkach 260 a 280 nm na pfistroji TECAN. Na zéklad¢ zmétenych
hodnot byla vyjadfena nejen koncentrace, ale také Cistota izolované DNA, ktera je dana
pomérem zmeéfenych absorbanci. Idealni hodnota je rovna 1,8. Hodnota vyssi nez 1,9
vyjadiuje, Ze je izolovana DNA znecis$téni RNA. V opacném ptipadé€, kdy je hodnota nizsi
nez 1,7 je DNA znecisténa proteiny. Po této kontrole byla provedena PCR, pfi které byly
vyuzity specifické primery, aby doslo ke zmnozeni useku DNA, ktery je specificky prave
pro Clostridium botulinum. Vysledek byl stanoven elektroforeticky, vizualizovan
pod UV svétlem a zaznamenan pomoci fotodokumentacniho programu GeneSnap

(Obrazky 15-18).

Primery A (Af, Ar) Primery B (Bf, Br)

B S S - — -

14 15 16 17 L 20 21 13 14 15 6 8 g 2 21 Kontrola

Obrazek 15 Vysledky prabéhu elektroforézy 1 (ziskano pomoci GeneSnap)
Sipka znazorfiuje smér prabehu elektroforézy od katody k anodé, ¢isla oznacuji ¢isla
vzorkd, kontrola ptedstavovala pfipravenou smés jako vzorky (bez DNA)

Primery CBMLB (CBMLBf, CBMLBr) Primery CBMLF (CBMLFf, CBMLFr)

] [ VI ———

Marker 13 14 15 7 20 21 13 14 15 16 17 18 20 31 Kontrol

_ Obrazek 16 Vysledky pribéhu elektroforézy 2 (ziskano pomoci GeneSnap)
Sipka zndzorfiuje smér prubehu elektroforézy od katody k anodé¢, ¢isla oznacuji Cisla
vzorkd, kontrola ptedstavovala pfipravenou smés jako vzorky (bez DNA)
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Primery CBMLE (CBMLEf, CBMLEr) Primery E (Ef, Er)

| R—

Marker 13 14 5 6 7 8 9 5. ) 13 14 15 16 17 18 9 20 21 Kontrola

_ Obrazek 17 Vysledky pribehu elektroforézy 3 (ziskano pomoci GeneSnap)
Sipka znazorfiuje smér prubchu elektroforézy od katody k anodé, ¢isla oznacuji ¢isla
vzorkl, kontrola ptfedstavovala piipravenou smés jako vzorky (bez DNA)

Primery I0A (I0Af, I0Ar)

i RS AR R e e e WD e e e
Marker 13 14 15 16 17 g - Kontroly

_ Obrazek 18 Vysledky prubéhu elektroforézy 4 (ziskano pomoci GeneSnap)
Sipka znazorfiuje smér priabéhu elektroforézy od katody k anodé, ¢isla oznacuji ¢isla
vzorki, kontrola pfedstavovala pfipravenou smés jako vzorky (bez DNA)
Z vysledki elektroforetického vyhodnoceni 1ze pozorovat ptitomnost DNA amplifikované
pomoci polymerazové fetézové reakce. DNA byla pfitomna v dostatecné koncentraci,
aby byla detekovatelnd pod UV-svétlem a byla porovnana s DNA markerem o znamé
velikosti Ani v jednom pfipadé se vSak nejednalo o vysledny PCR produkt odpovidajici
amplikonu Clostridium botulinum, protoZze ani jeden produkt neodpovidal velikosti
PCR produktu (Tabulka 7), ktery by byl v pfipad¢é pfitomnosti této bakterie ve vzorku
a vyuzitim specifickych primera detekovan. Podle vizualizovanych vysledkt elektroforézy
se pravdépodobné jednalo o nezreagované primery. Zaveérem tohoto stanoveni tedy je,
ze v zadném s testovanych vzorki medl (13-21) nebyla detekovéna ptitomnost bakterie

Clostridium botulinum.

7.4 Mikrobiota vybranych medi

Ve spolupraci s firmou SEQme s.r.o. byla provedena taxonomickd analyza bakterialniho
profilu, ktera byla provedena u vzorka 13-21, a houbového profilu, provedené pro vzorky
13, 15,20 a 21, vyuzitim metody NGS (Next Generation Sequencing). Na zaklad¢ vysledka
taxonomické analyzy bylo provedeno zatazeni do tiid a Celedi. Jednotlivé vysledky jsou

zobrazeny nize (Obrazky 19-22).
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100 e Class
I
—_ — I | ! — Others B ronangia
X - . . | o verucomicrobiae
— — ) )
8 75— — | | . Fusobacteriia Anaerolineag
= — I N s M ve-az-108 M Fianctomycetes
© _ . Blastocatellia Mitrososphaetia
g a0 —— . Yampirivibrionia . Thermoleophilia
o - - . Clostridia vicinamibacteria
8 | - - - . hiyxococcia . Bacteroidia
= . Phycisphaerae Cyanobacteriia
® 27 B scidimicrobiia B Actinabacteria
& . Chlorofexia Gammaprateabacteria
- . Acidobacteriae . Alphaprotechacteria
n- y v v 3 T T " . . Gemmatimonadetes Bacilli
13 14 15 16 17 18 19 20 21

Obrazek 19 Taxonomické zatazeni tiid prokaryot v analyzovanych vzorcich medi

Nejcastéji zastoupenou tiidou zjisténou z analyzy bakteridlniho profilu, byla tfida Bacilli.
Ta tvoftila prevazné bakteridlni slozeni vzorku 15. Vyznamné zastoupeni této tfidy bylo
1 ve vzorcich 18, 19, 20 a 21, ve kterych tvofila vice nez ¢tvrtinu bakteridlniho profilu.
Dale tiidami Gammaproteobacteria

zastoupenymi byly  Alphaproteobacteria,

a Actinobacteria. Ve vzorku 13 tvoti vyznamné zastoupeni i Cyanobacteria.

100 Family
Others . Microscillaceas
Bl Froionibaceraseas [l Peciosacton

w ~4
=] 23
L L

oy
o
L

Relative abundance (%)

14

15

16

Il

17

18

11l
1IN

19

20

21

. Mathyloligellaceas
| 2N
. Gaiellaceas

. Oxalobacieraceag

Pedosphaeraceas
. Vicinamibacteraceae

Microbacteriaceas

Comamonadaceae
Burkholderiaceae Hanthobacteraceae
B sohingemanad B ccieinet
Erwiniaceae

. Gemmataceae

. Anaerolineaceas

. Germmatimonadaceae
. Chitinophagaceae

. Pirgllulaceas

B vitochondria
Mitrososphaeraceae

. Acetobacteraceae
Lactobacillaceas

Obrazek 20 Taxonomické zatazeni Celedi prokaryot v analyzovanych vzorcich medi

Nejcastéji zastoupenou celedi zjiSténou z analyzy bakteridlniho profilu byla celed’

Lactobacilaceae, spadajici do tiidy Bacilli.i Ta tvorila, podle ocekéavani

z prechozich vysledkt, pievazné bakteridlni sloZzeni vzorku 15. Vyznamné zastoupeni této
ttidy bylo 1 ve vzorcich 18, 19, 20 a 21, ve kterych tvofila vice nez ¢tvrtinu bakteridlniho

profilu.
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w
23
L

Relative abundance (%)

[~
o

13 15

Class

Others

. Mucoromycetes

Cystobasidiomycetes

. Orbiliomycetes
. Agaricomycetes

Arhoniomycetes

Agaticostilbomycates
. Lecanoromycetes
Spizellomycetes
. Morierellomycetes
Wallerniomycetes

. Taphrinomycetes
Malasseziomycetes
. Eurotiomycetes
Sordariomycetes
. Leofiomycetes
Microbotryormycetes
. Exobasidiomycetes
Tremellomycetes
. Saccharomycetes
Dothideomycetes

Obrazek 21 Taxonomické zafazeni tiid eukaryot v analyzovanych vzorcich medt

Nejcastéji

zastoupenou tfidou zjiSt€énou zanalyzy houbového profilu byla tfida

Dothideomycetes. Ta tvofila pfevazné bakteridlni sloZzeni vzorkt 13, 20 a 21. Tato tfida byla

zastoupena i ve vzorku 15. Druhou nejvice zastoupenou byla ttida Saccharomycetes.

1004

M
o
L

Relative abundance (%)

13 15

20

Family
Others
. Mectriaceae
. Sporidiobolaceas
. Aspergillaceae
. Trichomeriaceae
. Bulleraceas
. Phaeococcomycetaceas
. Phaeotremellaceae
. Microstromataceae

. Taphrinaceae

. Sporocadaceae
Malasseziaceae

. Wycosphaemellaceas
Didymellaceae

. Bulleribasidiaceae
Metschnikowiaceae

. Exobasidiaceas
Filobasidiaceae

. Rhynchogastremataceae . Cladosporiaceae

. Cystofilobasidiaceae

. Mrakiaceae

. Tympanidaceae

Obrazek 22 Taxonomické zatazeni Celedi eukaryot

Dathioraceas
. Saccharormycetaceae
Saccotheclaceae

NejcCastéji  zastoupenou cCeledi, zjiSténou zanalyzy houbového profilu, byla celed

Saccotheciaceae, spadajici do tfidy Dothideomycetes. Dal$i zastoupenou cCeledi byla

Saccharomycetae, jez spadé do tiidy Saccharomycetes.

7.5 Vyhodnoceni antimikrobni aktivity

Antimikrobni aktivita byla testovana u vybranych vzorki meda, lisicich se rokem staceni,

lokalitou a piivodem. Jednalo se o vzorky 3, 4, 6,9, 12, 13, 15, 17, 18 a 21. Pro stanoveni

byly vyuzity bakteridlni kmeny, které pochazely z Ceské sbirky mikroorganismi (CCM)
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a ze Sbirky mlékatskych kultur Laktoflora (CCDM). Konkrétné se jednalo o Staphylococcus
aureus CCM 3953, Enterococcus durans CCDM 53, Enterococcus faecalis CCM 4224,
Lactococus lactis subsp. Lactis CCDM 141, Proteus mirabilis CCM 7188, Salmonella
enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium CCM 7933, Serratia marcescens CCM 303

a Pseudomonas fluorescens CCM 2115.

Vyhodnoceni antimikrobnich ucinkid jednotlivych vzorki a jejich koncentraci, které byly
piipraveny v koncentracich 31-500 mg/ml, bylo vyjadfeno pomoci ristovych kiivek.
Jednotlivé kiivky jsou rozliSeny barevné podle koncentrace medového roztoku, pfi¢emz
svétle modra kiivka znazoriiuje kontrolu ristu (KR), pro kterou byla pouzita bakterialni
suspenze a sterilni bujon. Jinak lze tuto kfivku oznacit jako koncentraci medu 0 mg/ml.
Béhem meéteni byla v ¢ase pozorovana zména optické denzity (OD) bunék pfi vinové délce

600 nm.

7.5.1 Vliv vzorkii medi na rast Staphylococcus aureus CCM 3953

Prvnim z testovanych mikroorganismu byl Staphylococcus aureus CCM 3953, jehoz riist je
znazornén v grafech nize (Obréazek 23). VSechny medové roztoky o koncentraci 500 mg/ml
zcela inhibuji rist této bakterie. Vzorky 3, 6, 13 a 21 inhibuji rist bakterie 1 pfi koncentraci
250 mg/ml. V ptipadé¢ medovych roztoki 4, 12, 15, 17 a 18 této koncentrace dochazi
k vyznamnému prodlouZeni lag-faze. V ptipadé€ vzorku 9 sice doSlo k mirnému prodlouZeni
lag-taze, mikroorganismus se vSak rychle adaptoval na prosttedi medového roztoku.
V ptipadé koncentrace 125 mg/ml dosSlo u vétSiny vzorkl k prodlouZeni adaptacni faze,
s vyjimkou vzorkli 13 a 17, u kterych byl rist bakterie srovnatelny s KR a prostiedi
medového roztoku tedy nemélo na rist bakterie vyznamny vliv. Rlst S. aureus byl stale
mirn¢ inhibovan pti koncentraci medovych roztokti 62 mg/ml v ptipad¢ vzorka 3, 6, 15
a 21. V ostatnich ptipadech byl rist srovnatelny s KR nebo byl dokonce mirné podpoften,
jako tomu bylo u vzorkti 4,13, 17 nebo 18. Pouze u vzorku 15 1ze pozorovat inhibici bakterie
1 pf1 koncentraci 31 mg/ml. Mirn&j$i pak 1 v ptipad€ vzorku 21. V ostatnich medovych
roztocich této koncentrace doslo pouze k mirnému prodlouzeni lag-faze, naptiklad u vzorki
3, 6 nebo 18, ale iptes delsi adaptaci byl riist nakonec srovnatelny s KR a v mnohych

ptipadech byl dokonce podpoten, jako tomu bylo u vzorki 3, 4, 13 a 17.
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Obrazek 23 Rast Staphylococcus aureus CCM 3953 s ptidavkem testovanych medi
v koncentracich 0-500 mg/1
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Obrazek 23 Rust Staphylococcus aureus CCM 3953 s ptidavkem testovanych medt
v koncentracich 0-500 mg/l — Pokracovani

7.5.2 Vliv vzorki medu na rast Enterococcus durans CCDM 53

Dalsim z testovanych kmenti byl Enterococcus durans CCDM 53. Nejsilnéjsi antimikrobni

ucinek vykazovaly podle oc¢ekavani vzorky pii koncentraci 500 mg/ml. I pfes to doslo

postupem casu, kromé vzorkl 4 a 12, ke zvySeni optické denzity v disledku adaptace

E. durans na dané prostiedi. Mirné inhibic¢ni G¢inky, s rovnéz prodlouzenou lag-fazi oproti

KR vykazovaly 1 vzorky o koncentraci 250 mg/ml. Nejvys§i inhibi¢ni ucinek této

koncentrace byl pozorovan u vzorku 21, u néhoz doslo k nejniz§imu pfirtistku OD.

Rist bakterii pfi koncentraci 125 mg/ml byl z pravidla srovnatelny s ristem bakterie

v Cistém bujonu, tedy KR, nebo byl rist stejné¢ jako v ptipad¢ koncentraci 62-31 mg/ml

nepatrné podpoien. V pfipad¢ ostatnich koncentraci nedosSlo k zddné inhibici testované

bakterie. Vysledné kiivky jsou zndzornény nize (Obrazek 24).
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Obrazek 24 Rist Enterococcus durans CCDM 53 s ptidavkem testovanych medt
v koncentracich 0-500 mg/1
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Obrazek 24 Rist Enterococcus durans CCDM 53 s ptidavkem testovanych medt
v koncentracich 0-500 mg/l — Pokracovani

7.5.3 Vliv vzorkii medi na riust Enterococcus faecalis CCM 4224

Dalsi bakterii spadajici do rodu Enterococcus, na které byly zkoumany ucinky meda byl

Enterococcus faecalis CCM 4224. Z vyslednych grafi (Obrazek 25) Ize podle hodnoty OD

dojit k z&véru, ze se jedna o kmen, ktery je citlivéjsi nez predchozi E. durans CCDM 53.

Inhibi¢ni ucinek v koncentraci 500 mg/ml vykazuji vSechny z testovanych vzorkd medd.

V ptipadé koncentrace 250 mg/ml dochéazi u vzorkl 3,4, 13 a 20 k mirnému prodlouzeni

lag-faze, tedy k prodlouzeni adaptace bakterie na prostiedi medového roztoku. Ostatni

vzorky vykazovaly pfi této koncentraci schopnost ristu bakterie srovnatelnou s KR, tedy se

schopnosti ristu E. faecalis v bujonu. V piipad¢ ostatnich koncentraci naopak dochézi

u vSech vzorkl k podpoie ristu bakterii. Dochazi ke zkraceni lag-faze a rlst se projevuje

vy$§imi hodnotami nebo srovnatelnymi hodnotami OD oproti KR.



@31 mg/ml ====62 mg/ml
e ] 25 Mg/ M| s 250 Mg/ m| s 500 mg/ml

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 74
Vzorek ¢€.3 Vzorek ¢.4
0,4 0,5
E 03 E 0,4 y <
= S 0,3
5 0.2 S
< © 0,2
L Q
5 01 801
o o
0 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Cas [h] Cas [h]
e KR 3] mg/ml| =62 mg/ml e KR 31 mg/ml =62 mg/ml
e ] 25 M@/ M| s 250 Mg/ m| s 500 mg/ml e 125 Mg/ M| s 250 Mg/ M| s 500 Mg/ ml
Vzorek €.6 Vzorek ¢.9
0,5 0,5
- - po
g 0,4 g 0,4
S 03 S 03
(] (]
© ©
‘© 0,2 ‘© 0,2
= =
2 0,1 2 0,1
(@] (@]
0 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Cas [h] Cas [h]
e KR 31 mg/ml| =62 mg/ml e R 31 mg/m| =62 mg/ml
125 Mg/ M| e 250 mg/m| === 500 mg/ml e 125 mg(m| === 250 mg/m| s====500 mg/ml
Vzorek ¢.12 Vzorek ¢.13
0,6 0,5
20,5 -
5. 5 04
s S 0,3
503 S
«© ‘© 0,2
S 02 S
I 2 0,1
§o1 go
0 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Cas [h] Cas [h]

=31 mg/m| =62 mg/ml
e 125 Mg/ M| s 250 Mg/ M| s 500 mg/ml

Obrazek 25 Rist Enterococcus faecalis CCM 4224 s pridavkem testovanych meda
v koncentracich 0-500 mg/1
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Obrazek 25 Rust Enterococcus faecalis CCM 4224 s pridavkem testovanych medu
v koncentracich 0-500 mg/l — Pokracovani

7.5.4 Vliv vzorki medu na rust Lactococus lactis subsp. Lactis CCDM 141

V ptipadé vyhodnoceni ristu Lactococus lactis subsp. Lactis CCDM 141 v pfitomnosti
medil o rizné koncentraci miizeme z vyslednych grafti (Obrazek 26) vysledovat jen drobné
rozdily. Ve vSech ptipadech doSlo k inhibici riistu bakterie pfi koncentraci medu 500 mg/ml.
Ovsem pouze u vzorku 12 dochdzi k inhibici i pfi koncentraci 250 mg/ml. U zbylych vzorkt
doslo pouze k prodlouzeni lag-faze, tedy faze, behem které dochéazi k adaptaci bakterii
na podminky vnéjsiho prostfedi. Koncentrace 125 mg/ml byla srovnatelna s kontrolou ristu,
kdy nedoslo k zddnému ovlivnéni ristu piislusné bakterie. Pti zbylych dvou koncentracich,
62-31 mg/ml Ize konstatovat, ze naopak dosSlo k podpofeni ristu této bakterie, které¢ se

projevilo zkracenim lag-faze a vy$simi hodnotami OD oproti KR.
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Obrazek 26 Rist Lactococus lactis subsp. Lactis CCDM 141 s piidavkem testovanych
medu v koncentracich 0-500 mg/l — Pokracovani

7.5.5 Vliv vzorku medu na rast Proteus mirabilis CCM 7188

Dal$im z testovanych mikroorganismi byl Proteus mirabilis CCM 7188, jehoz rlst

zobrazuji grafy niZze (Obrazek 27). Jako v ostatnich pfipadech doSlo k nejvyssi inhibici

pfi pfidavku medu o koncentraci 500 mg/ml. VétSina vzorki medi zpisobila Giplnou inhibici

rustu uvedené¢ho kmene. Avsak v pfipadé vzorki 12 a 17 doslo k mirnému pomnozeni, které

se projevilo zvySenim OD a bylo doprovazeno prodlouzenym obdobim lag-faze. Stejn¢ tomu

bylo i v ptipadé¢ koncentrace 250 mg/ml. Rust pii této koncentraci byl u vétSiny vzorki

srovnatelny s koncentraci 0 mg/ml. Vyjimkou byl vzorek 21, u kterého doslo k podpofe riistu

stejné jako u koncentraci 125-31 mg/ml. Tyto koncentrace podporovaly rast P. mirabilis

1 v pripad¢ ostatnich vzorka.
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Obrazek 27 Rust Proteus mirabilis CCM 7188 s ptidavkem testovanych medii
v koncentracich 0-500 mg/1
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Obrazek 27 Rust Proteus mirabilis CCM 7188 s ptidavkem testovanych medi
v koncentracich 0-500 mg/l — Pokracovani

7.5.6 Vliv vzorkii medi na rust Salmonella enterica subsp. enterica sérovar

Typhimurium CCM 7933

V ptipadé ristu Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium CCM 7933
nebylo pfi koncentraci 500 mg/ml pozorovano zvyseni optické denzity a tedy ani u jednoho
z testovanych vzorkli nedoSlo k pomnoZeni daného mikroorganismu. U polovicni
koncentrace, 250 mg/ml, nebyl pozorovan rist v ptitomnosti vzorki 3, 6, 13 a21. U zbylych
vzorkl k pomnoZeni nakonec doslo, ov§em bylo zde viditelné prodlouZeni lag-faze, nejdelsi
Pak u vzorku 4 a 18. Ostatni koncentrace 125-31 mg/ml nevykazovaly na Salmonella
Typhimurium vyrazné inhibi¢ni G¢inky. U roztokl o koncentraci 125 mg/ml bylo vétSinou
pozorovano jen prodlouzeni lag-faze. Jinak doSlo u téchto roztokli naopak k podpote ristu.

Grafy zobrazujici rist Salmonella Typhimurium jsou uvedeny nize (Obrazek 28).
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Obrazek 28 Rust Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium CCM 7933
s ptidavkem testovanych meda v koncentracich 0-500 mg/1
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Obrazek 28 Rist Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium CCM 7933
s ptidavkem testovanych medl v koncentracich 0-500 mg/l — Pokracovani

7.5.7 Vliv vzorki medu na rust Serratia marcescens CCM 303

Dalsi sledovanou bakterii byla Serratia marcescens CCM 303 (Obrazek 29), jejiz rast byl
plné inhibovan vSemi vzorky o koncentraci 500 mg/ml. Koncentrace 250 mg/ml méla
u vSech vzorkl za ndsledek mirné prodlouZeni lag-faze testované bakterie. V piipadé€ vzorkt
6,9, 15, 17, 18 a 21 doslo sice k prodlouzeni adaptace bakterie na dané prostredi, jeji rst
byl vSak nakonec vyznamné podpotfen. U ostatnich vzorkii byl rist S. marcescens
srovnatelny s jejim rastem v Cistém bujonu. U ostatnich koncentraci nebyla pozorovana

74dnd inhibice ristu bakterii, naopak byl riist ptislusné bakterie vyznamné podpoien.
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Obrazek 29 Rust Serratia marcescens CCM 303 s pridavkem testovanych meda
v koncentracich 0-500 mg/1
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Obrazek 29 Rust Serratia marcescens CCM 303 s pridavkem testovanych medua
v koncentracich 0-500 mg/l — Pokracovani

7.5.8 Vliv vzorkii medi na rust Pseudomonas fluorescens CCM 2115

Rust Pseudomonas fluorescens CCM 2115 lIze vyhodnotit z grafi (Obrazek 30).
Pti koncentraci medového roztoku 500 mg/ml byl riist této bakterie zcela inhibovan u vSech
testovanych vzorkl. Stejn¢ tomu bylo i u koncentrace 250 mg/ml u vzorku 3, 4, 6, 13, 18
a 21. U ostatnich vzorka doSlo k prodlouZeni lag-faze, béhem které dochazelo k adaptaci
Pseudomonas na prostfedi medového roztoku dané koncentrace. V piipadé koncentrace
125 mg/ml jiz k vyraznému potlaceni ristu nedochazelo. Ve vétSin€ piipadii byl rist
jen mirn€ inhibovan nebo byl rlst srovnatelny s kontrolou ristu (KR) jako v ptipadé vzorku
13. Stejné tomu bylo 1 u koncentraci 62-31 mg/ml. Vyjimkou byly vzorky 3, 13 a 18,
u kterych doslo pii téchto koncentracich k podpofe riistu testované bakterie. V ptipadé

koncentrace 31 mg/ml podporovaly rust bakterie i vzorky 9, 12, 17.
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Obrazek 30 Rist Pseudomonas fluorescens CCM 2115 s ptidavkem testovanych medl
v koncentracich 0-500 mg/1
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Obrazek 30 Rist Pseudomonas fluorescens CCM 2115 s ptidavkem testovanych medt
v koncentracich 0-500 mg/l — Pokracovani

Vsechny vysledky MIC medovych roztokli na testované mikroorganizmy jsou shrnuty

v nésledujici tabulce (Tabulka 15).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 86

Tabulka 15 Vysledné hodnoceni antimikrobni aktivity vybranych medii na testované

bakterie
MIC [mg/ml]
MO
3 4 6 9 12 13 15 17 18 21

ED N 500 N N 500 N N N N N
EF | 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500
LL | 500 500 500 500 250 500 500 500 500 500
PM | 500 500 500 500 N 500 500 N 500 500
PF | 250 250 250 500 500 250 500 500 250 250
ST | 250 500 250 500 500 250 500 500 500 250
SM | 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500

SA | 250 500 250 500 500 250 500 500 500 250
Legenda: MO — mikroorganismus, MIC — minimdlni inhibi¢ni koncentrace, N — inhibice

nezaznamenana Vv zadné z testovanych koncentraci, FEnterococcus durans CCDM 53,
Enterococcus faecalis CCM 4224, Lactococus lactis supsp. Lactis biovar diacetylactis
CCDM 141, Proteus mirabilis CCM 7188, Pseudomonas fluorescens CCM 2115,
Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium CCM 7933, Serratia marcescens

CCM 303 a Staphylococcus aureus CCM 3953.

Z vysledki lze pozorovat, ze nejslabsi antimikrobidlni G¢inek mély medové roztoky
na bakterii Enterococcus durans, jejiz rast byly schopny inhibovat pouze dva medové
roztoky o koncentraci 500 mg/ml. Dalsi bakterii spadajici do rodu Enterococcus, na které
byly zkoumany antimikrobialni ¢inky medu, byl E. faecalis. Z vysledki 1ze dojit k zavéru,
ze se jednad o citlivéjSi kmen nez E. durans, jelikoZ rist této bakterie byl inhibovan viemi
medovymi roztoky o koncentraci 500 mg/ml. Naopak nejsiln€jsi antimikrobialni u¢inek
vykazovaly medové roztoky proti bakterii Pseudomonas fluorescens. Néasledné pak proti
Staphylococcus aureus a Salmonella Typhimurium. Z vysledkii MIC také miizeme
pozorovat, Ze nejsilngj$i antimikrobidlni u¢inky vykazovaly medy 3, 6, 13 a 21, jejichz
hodnoty MIC byly srovnatelné. Nejslabsi antimikrobni u¢inky pak lze pfitadit vzorku 17,
ktery nevykazoval inhibi¢ni U€inky na dva z testovanych kment, Enterococcus durans

a Proteus mirabilis.
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7.6 Vyhodnoceni antioxidacni aktivity

Antioxidacni aktivita byla opét testovana u vybranych vzorkii medd, liSicich se rokem
staceni, lokalitou a pivodem. Jednalo se o vzorky 3, 4, 6, 9, 12, 13, 15, 17, 18 a 21.
Prvnim krokem bylo stanoveni obsahu polyfenoli pomoci Folin-Ciocalteuho cinidla
s ndslednym métenim absorbance pfi vinové délce 765 nm a samotna antioxidacni aktivita
pak byla stanovena metodou DPPH spektrofotometrickym métfenim absorbance pfi vinové

délce 515 nm.

7.6.1 Folin-Ciocalteuho metoda

Pti vyhodnoceni celkového obsahu polyfenold se vychézelo z jiz ptipravené kalibracni

ktivky standardu kyseliny gallové, resp. jeji rovnice linearni regrese ve tvaru:
y =0,0012x + 0,0016

y...je absorbance [-]

x...je koncentrace kyseliny gallové [pug/ml]

Pro kazdy vzorek medu bylo naméfeno celkem 8 hodnot a provedeno vyhodnoceni, které
bylo vztazeno ke kalibracni kiivce kyseliny gallové. Linearni regresi pak byla vyjadfena
koncentrace celkovych polyfenolii, vyjadienych v ekvivalentech kyseliny gallové na gram

medu.

1,2

o
0

Celkovy obsah polyfenol
[mg GAE/g]
o o
B~ [e)]
H
H
b

o
N

Cislo vzorku medu

3 m15 w6 4 m21 9 18 17 13 12

Obrazek 31 Celkovy obsah polyfenoll testovanych vzorkti medt
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Nejnizsi stanovend hodnota celkového obsahu polyfenoll byla zjisténa u vzorku 12, kterd
byla 0,35 mg GAE/g medu. Jednalo se o med zakoupeny v obchodni siti v zahrani¢i v roce
2021. Konkrétné tento med pochazel zRecka. Naopak nejvyssi zji§téna hodnota byla
1,00 mg GAE/g medu, ktera byla stanovena u vzorku 3. V tomto ptipad¢ se rovnéz jednalo
o med z roku 2021, oviem pochézel z izemi Ceské republiky ze zasob soukromého véelaie
a jednalo se o med smisSen¢ho kvétového ptivodu. Primérna hodnota vSech vzorkd byla
0,58 mg TE/g medu. Pro ptehlednéjsi vizualizaci byly hodnoty obsahu polyfenoll zaneseny
v sestupném potadi do grafu (Obrazek 31).

Obecné vykazovaly vyssi obsah polyfenolti medy medovicového ptivodu, které jsou v grafu
znazornény tmavsi barvou. V tomto ptipadé se jedna o vzorky 6, 15 a 21. VSechny tyto
vzorky pochazely od soukromych véelaiti. Vzorky 6 a 21 pochazely ze stejné oblasti. Rozdil
mezi nimi spocival v roce sta€eni, kdy vzorek 6 pochazel z roku 2021 a vzorek 21 z roku

2022. U téchto vzorkl byly stanovené hodnoty obsahu polyfenoll velice blizké.

7.6.2 Metoda DPPH

Pii vyhodnoceni antioxida¢ni aktivity stanovené metodou DPPH bylo vychazeno z jiz

ptipravené kalibracni kiivky Troloxu, resp. jeji rovnice linearni regrese ve tvaru:
y = 0,4436x + 1,9673

y...je inaktivace [%]

x...je koncentrace Troloxu [pug/ml]

Pro kazdy vzorek medu byly naméfeny celkem 4 hodnoty, které byly piepocteny
na % inaktivace a na zéklad€ rovnice linearni regrese, ktera vznikla ze zavislosti inaktivace
na koncentraci standardu troloxu, byla vypoctena hodnota antioxida¢ni aktivity, vyjadiené

v ekvivalentech troloxu na gram medu.
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Obrazek 32 Antioxidacni aktivita testovanych vzorkt v sestupném potadi

Nejniz$i stanovend hodnota antioxidacni aktivity byla zjisténa u vzorku 13, kterd byla
0,26 mg TE/g medu. Tento vzorek byl smiSeného kvétového piivodu a pochazel
od soukromého vcelafe z oblasti Ostravska, ktery byl staen v roce 2022. Naopak nejvyssi
naméfend hodnota 0,71 mg TE/g medu byla opét stanovena u vzorku 3. Primérna hodnota
vSech vzorkl byla 0,40 mg TE/g medu. Vyssich hodnot, stejné jako v ptipad¢ stanoveni
celkového obsahu polyfenolt, dosahovaly vzorky medovicového pivodu, jejichz hodnoty
byly vysS8i neZ stanoveny primér. Pro piehlednéjsi vizualizaci byly hodnoty antioxida¢ni

aktivity jednotlivych vzorkl zaneseny v sestupném potadi do grafu (Obrazek 32).

Stejné jako pii stanoveni celkového obsahu polyfenoll, vykazovaly vyssi antioxida¢ni
aktivitu medy medovicového ptivodu, vzorky 6, 15 a 21, které jsou v grafu zndzornény

tmavsi barvou.

7.6.3 Korelac¢ni analyza

Zapomoci korelace 1ze vyjadtit linearni vztah mezi dvéma veli¢inami X a Y, v tomto pfipadé
mezi vysledky stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou DPPH a vysledky stanoveni
polyfenoll. Tyto vysledky byly vyneseny do grafu (Obrazek 33). Proménné jsou korelované,
jestlize hodnoty jedné promeénné maji tendenci vyskytovat se spolecné s hodnotami
proménné druhé. Mira korelace mize sahat od neexistujici az po absolutni korelaci. Ta je
vyjadfena Pearsonovym korelatnim koeficientem r, ktery nabyva hodnot od -1 do +I.

Jestlize je hodnota rovna +1 nebo -1, pak je mozné soufadnici Y pfesné spocitat
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podle linearniho vztahu ze soutfadnice X. Jestlize je hodnota korela¢niho koeficientu rovna
0 jsou X a Y nekorelované proménné. Cim vice se hodnota r blizi k &islim +1 nebo -1,

tim vice jsou proménné korelovany (Hendl, 2015).

1,2
1 .
0,8
°
& 06 o® y=1,328x +0,0438
= r=0,8962
-'.‘
0,4 »®
°
0,2
0
0 01 0,2 03 0,4 05 0,6 0,7 0,8
DPPH

Obrazek 33 Korelacni analyza TPC a DPPH

Z vysledki korela¢ni analyzy mezi hodnotami celkového obsahu polyfenoli a antioxida¢ni
aktivity metodou DPPH byl ziskan Pearsontv korelacni koeficient. Jeho hodnota byla
0,8962, ktera se blizila +1. Z toho 1ze dojit k zavéru, ze vysledky obou stanoveni vykazuji
silnou zavislost. S rostoucim obsahem polyfenoli tedy roste i antioxidacni aktivita

testovanych vzorki medu.
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8 SOUHRNA DISKUZE

Med obsahuje rozmanitou mikrobiotu pochézejici z vcel, rostlin a ptidy (Xiong et al., 2022).
Jedna se mikroorganismy schopné odoldvat nepfiznivému prostiedi medu, souvisejici
s vysokou koncentraci sacharidi, kyselym prostiedim, nizkou aktivitou vody, ale také s jeho
antimikrobialni  aktivitou, ktera rovnéz souvisi s vnitinimi vlastnostmi medu
nebo pritomnosti antimikrobialnich slouc¢enin (Snowdon, Cliver, 1996; Combarros-Fuertes
etal., 2019). Med je mimo to povazovan za bohaty zdroj enzymatickych i neenzymatickych
antioxidanti (Dezmirean et al., 2012). S antioxidaéni aktivitou medu souvisi mnohé latky,
jako napft. fenolické latky, flavonoidy nebo nékteré enzymy (Combarros-Fuertes et al.,
2019). Tmavé medy obsahuji zpravidla vyssi obsah fenolickych slou€enin a vykazuji vyssi

antioxidaéni aktivitu (Skrovankova et al., 2019).

Cilem této prace byla analyza 21 vzorkti medi liSicich se rokem staCeni, lokalitou
a puvodem, které¢ byly zakoupeny v obchodni siti nebo pochézely ze zdsob soukromych
véelatii z Ceska i zahrani¢i. Vysledky ziskané v této diplomové praci byly porovnany
s dostupnymi literarnimi zdroji zamétujicimi se na mikrobiotu medu, antimikrobidlni i¢inky
a antioxida¢nim vlastnosti medu. Prace navazuje na mou bakalatskou praci (Mrazova, 2022),

se kterou byly vysledky méteni rovnéz porovnany.

Z vysledki kultivacniho stanoveni bylo béhem ptilrocniho skladovéni zjiSténo pomnoZeni
mikrobioty u vSech vzorkidi medi. Vzorky byly sice uchovavany v temnu pfi laboratorni
teploté (30£5 °C), ale vzhledem ke skladovani béhem letnich mésicli, mohla tato teplota
vzrast a vytvofit tak idedlni podminky pro pomnozeni nékterych skupin kultivovatelnych
mikroorganismt. V zddném =z testovanych medt nebyl detekovan rhst plisni. B&hem
teplotou jejich rastu, ale také zvySenym obsahem vody ve vzorcich. Zpravidla doslo ve vSech
pfipadech k pomnoZeni kultivovatelnych mikroorganismli o jeden az dva tady. Kultivaci
nebyl pozorovan rast kolonii charakteristickych pro Clostridium botulinum, ktera je jednim

z nejvetsich rizik spojenych s konzumaci medu u malych déti (Wojtacka et al., 2016).

Identifikaci metodou sekvenace genu pro 16S rRNA vybranych kolonii, které byly izolovany
ze selektivnich pld, bylo zjist€no pfevazné zastoupeni bakterii rodu Bacillus, nejcastéji pak
Bacillus velezensis. Pouze v jednom piipad¢ byla identifikovdna bakterie jiného rodu,
a to rodu Pseudomonas. VSechny identifikované bakterie se do medu dostaly pravdépodobné

primarni kontaminaci, za niz jsou zodpovédné vcely, které je ptfenasSeji z vnéjSich zdrojt.
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Konkrétné Bacillus velezensis je aerobni bakterie tvofici spory. Jedna se o bakterii
podporujici rist rostlin a mimo to potlacuje rist mikrobidlnich patogenti (Rabbee et al.,
2019). Nekteré grampozitivni bakterie vyskytujici se v medu se vyznacuji schopnosti
produkovat sekundarni metabolity, které maji potencidlni antimikrobidlni ucinky (Xiong et
al., 2022). Vmé bakalafské praci (Mrdzova, 2022) byly mikroorganismy ziskané
z kultiva¢niho stanoveni identifikovany pomoci spektrofotometrické metody MALDI-TOF.
Ta nedetekovala ptritomnost bakterie Clostridium botulinum, naopak nejvétsi zastoupeni

tvotily rovnéz bakterie rodu Bacillus.

Diplomova prace Ing. Pavlové (Pavlova, 2020), kterd byla zaméfena na sledovani diverzity
mikrobioty 70 vzorkli medi pochézejicich z izemi Slovenské republiky, odhalila metodou
NGS pftitomnost vétSinového zastoupeni rodu Lactobacillus. Tomu odpovida 1 vysledek
NGS stanoveny v této praci, kde bylo taxonomické zatazeni provedeno na Urovni tfid
a Celedi, pficemz nejcastéji zastoupenou tfidou bakterialniho profilu byla ttida Bacilli
a Celed Lactobacilaceae, do které spada i rod Lactobacillus. Ing. Pavlova se rovnéz ve své
praci zaméfila na detekci sporulujici bakterie Clostridium botulinum, spojovanou
s alimentarnim onemocnénim u kojenct, ktera stejné jako v této diplomové praci nebyla
v Zadném z testovanych vzorkl prokdzéna. Jeji pfitomnost nebyla detekovana ani v mé

bakalafské praci, ve které byly testovany vzorky 1-12 (Mrazova, 2022).

Dal$im srovnanim k této praci byla studie (Olaitan et al., 2007), ktera se zamé&tovala
na mikroorganismy vyskytujici se v medu, a na to, jak se tyto mikroorganismy do medu
dostaly. Nalezenymi mikroorganismy byly pfedev§im bakterie a kvasinky, které byly
do medu zaneseny od samotnych vcel, znektaru a dalSich vnéjSich zdroji. Mezi
identifikovanymi bakteriemi byly Bacillus, Brevibacterium, Citrobacter, Enterobacter
nebo Pseudomonas. Z kvasinek zde mély zastoupeni Saccharomyces, Zygosaccharomyces
nebo 7orula. Tato diplomova prace identifikovala pfevazné zastoupeni rodu Bacillus.

Soucasné vSak identifikovala i pfitomnost bakterie Pseudomonas sp.

Vyznamnou vlastnosti medd jsou i1 jeho antimikrobidlni U¢inky, které byly testovany
na bakteriich Enterococcus durans, Enterococcus faecalis, Lactococus lactis, Proteus
mirabilis, Pseudomonas fluorescens, Salmonella Typhimurium, Serratia marcescens
a Staphylococcus aureus. Nejslabsi antimikrobidlni u¢inek mély medové roztoky na bakterii
E. durans, jejiz rist byly schopny inhibovat pouze dva medové roztoky o koncentraci
500 mg/ml. Naopak nejsilngjsi antimikrobialni u¢inek vykazovaly medové roztoky proti

bakterii Ps. Fluorescens, nasledné¢ pak proti Staphylococcus aureus a Salmonella
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Typhimurium. Nejsilné€jsi antimikrobialni u¢inky vykazovaly medy 3, 6, 13 a 21. Nejslabsi
antimikrobni u€inky pak lze ptifadit vzorku 17, ktery nevykazoval inhibi¢ni u€inky na dva

z testovanych kment, Enterococcus durans a Proteus mirabilis.

Antimikrobialni aktivita byla rovnéz popsana ve studii (Combarros-Fuertes et al., 2019)
zkoumajici mimo antibakterialni aktivity i bioaktivni slozky a antioxida¢ni aktivitu riznych
odrid meda. VSech 16 vzorkti medu vykazovalo antibakteridlni aktivitu proti referenénim
klinickym kmentm (Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli
a Pseudomonas aeruginosa). Inhibi¢ni koncentrace se pohybovaly mezi 50-400 mg/ml.
Nejcitlivéjsim kmenem byl Staphylococcus aureus, proti kterému vykazovaly silné
antimikrobidlni G€inky i medy testované v této praci. V dalsi studii (Skadins et al., 2023)
byly zkoumany rovnéz antimikrobidlni a antibiofilmové vlastnosti 40 loty$skych medi proti
puvodcim infekci ran (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
a dalsi). 11 ztéchto vzorkli vykazovalo antibakteridlni Gc¢inky vii¢i vSem zkoumanym
bakteriim, pfi¢emz nejvyznamnéjs$i ucinky byly pozorovany u grampozitivnich bakterii.

4 vzorky naopak vykazovaly Gc¢inek pouze proti ristu Pseudomonas aeruginosa.

Hodnoty celkového obsahu polyfenolli naméfenych v této diplomové praci se pohybovaly
v rozmezi 0,35-1,00 mg GAE/g medu. Primérna hodnota vSech vzorki byla 0,58 mg TE/g
medu. V pfipadé stanoveni antioxidani aktivity se hodnoty pohybovaly mezi
0,26-0,71 mg TE/g medu. Primérna hodnota vSech vzorkd byla 0,40 mg TE/g medu.
Vyssich hodnot v obou piipadech dosahovaly, s vyjimkou vzorku 3, vzorky medovicového
puvodu, jejichz hodnoty byly vyssi nez stanoveny primér. Jednalo se o vzorky 6, 15 a 21.
Vsechny tyto vzorky pochazely od soukromych véelaiti. Vzorky 6 a 21 pochézely ze stejné
oblasti (obec VIc¢kova). Rozdil mezi nimi spocival v roce staCeni, kdy vzorek 6 pochézel
zroku 2021 a vzorek 21 zroku 2022. U téchto vzorkll byly stanovené¢ hodnoty obsahu

polyfenoll velice blizké.

Jednou ze studii zaméfenych na antioxidaéni vlastnosti medi je prace (Skrovankova et al.,
2019) zamétena na stanoveni celkového obsahu polyfenolti metodou s Folin-Ciocalteuho
ginidlem a antioxidaéni aktivitu vzorktt medii riizného ptivodu pochézejicich z uzemi Ceské
a Slovenské republiky. Pfi stanoveni polyfenolii byly nejvyssi hodnoty naméteny u medi
Rozmezi hodnot se pohybovalo od 0,540 do 2,542 mg GAE/g medu s primérem
1,500 mg GAE/g. Folin-Ciocalteuho metoda byla vyuzita i v rumunské studii (Dezmirean et

al., 2012) zaméfené na zmény nutricniho profilu a antioxidacni aktivity medu
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a fermentovanych medovych produktii v zavislosti na jejich botanickém pivodu. Vysledkem
méfeni bylo, ze vy$$i mnozstvi polyfenoli bylo stanoveno v tmavsich medech. Celkovy
obsah polyfenolii ve vzorcich medu pouzitych v této studii se pohyboval v rozmezi 0,148 az

0,435 mg GAE/g.

V piipadé stanoveni antioxidaéni aktivity byly ve studii (Skrovankova et al., 2019)
naméfeny opét vyssi hodnoty v piipadé medovicovych medl. Zamétime-li se na hodnoty
stanovené¢ metodou DPPH, pohybovaly se v rozmezi od 0,113 do 1,187 mg TE/g. V tomto
rozmezi se pohybovaly 1 ndmi stanovené hodnoty. Zavérem studie je tvrzeni, Ze tmavsi
vzorky medd, medy medovicového puivodu, vykazuji nejen vyssi obsah fenolickych
sloucenin, ale i vyssi antioxidaéni aktivitu nez vzorky pivodu kvétového. S timto tvrzenim

se ztotoznuji 1 vysledky této prace.

Hodnoty naméfené v této diplomové praci jsou v porovnani s odbornymi ¢lanky mirné
odlisné. Diivodem je riznorodé zpracovani, modifikace pouzitych metod v podobé mnozstvi
pouzitych ¢inidel nebo Casu jejich plsobeni, ¢i variabilita samotnych vzorkl. Dalsi rozdily
se mohou projevovat ve vyuziti jinych koncentraci standardi nebo v samotné interpretaci
vysledkl v rznych jednotkéach. I kdyZ jsou jednotlivé vysledky rozdilné, 1ze dojit vzdy
ke stejnému zavéru, ktery tikd, ze vyssi hodnoty obsahu polyfenolti jakozto i1 antioxidacni

aktivity, vykazuji vzorky medt tmavsich barev, tedy medii medovicovych.

Z vysledki korela¢ni analyzy mezi hodnotami celkového obsahu polyfenoli a antioxidacni
aktivity metodou DPPH lIze dojit k zavéru, ze vysledky obou stanoveni vykazuji silnou
zavislost. S rostoucim obsahem polyfenold tedy roste i antioxidacni aktivita testovanych

vzorkd medu, ktera je vyss$i u medt medovicového ptivodu.
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ZAVER
Tato diplomova prace byla zaméfena na mikrobiologické, molekularné-biologické
a chemické metody zkoumajici vybrané charakteristiky medu. Cilem prace byla analyza

21 vzorkli medu lisicich se rokem staceni, lokalitou a pivodem, které byly zakoupeny

v obchodni siti nebo pochazely ze zasob soukromych vcelait z Ceska i zahranici.

Tyto vzorky byly podrobeny mikrobiologické analyze provedenim kultiva¢niho stanoveni
s naslednou identifikaci vybranych izolatl metodou sekvenovani genu pro 16S rRNA. Dalsi
stanoveni bylo zaméteno na vyskyt bakterie Clostridium botulinum vyuzitim molekularné-
biologickych metod. Nésledné¢ byla provedena taxonomicka analyza bakteridlniho
a houbového profilu vyuZitim metody NGS. Vybrané vzorky byly podrobeny stanoveni
antimikrobni aktivity mikrodiluéni metodou. U stejnych vzorkli byla nakonec stanovena
i antioxidacni aktivita, jejiz soucasti bylo i stanoveni celkového obsahu polyfenoli.

Na zakladé¢ ziskanych vysledka byly vyjadieny nésledujici zavéry.

Vysledkem mikrobiologické analyzy bylo pfevazné zastoupeni sporulujicich bakterii rodu
Bacillus, konkrétné pak Bacillus velezensis. VSechny identifikované bakterie se do medu
dostaly pravdépodobné primarni kontaminaci zplisobenou samotnymi vcelami, které

dosedaji na ptirodni materidly, ze kterych identifikované bakterie pochazeji.

DalSim zavérem, vyplyvajicim z této prace je, Ze v Zadném z testovanych vzorkd nebyla
detekovana sporulujici bakterie Clostridium botulinum, zpisobujici alimentarni onemocnéni

u déti do 1 roku, kojenecky botulismus.

Metodu NGS bylo zjisténo zastoupeni bakteridlniho a houbového spolecenstvi vybranych
vzorkll. Nejcastéji zastoupenou tfidou bakteridlniho profilu byla tfida Bacilli a Celed
Lactobacilaceae, spadajici do této tfidy. Z analyzy houbového profilu to pak byly tiidy
Dothideomycetes a Saccharomycetes. NejCastéji zastoupenou celedi Saccotheciaceae,

spadajici do tiidy Dothideomycetes a Saccharomycetae, jez spada do ttidy Saccharomycetes.

Antimikrobni aktivita byla potvrzena u vSech vzorkii medl. Nejslabsi antimikrobni G¢inek
vykazovaly medové roztoky proti bakterii Enterococcus durans. Naopak nejsilnéjsi
antimikrobialni uc¢inek vykazovaly proti bakterii Pseudomonas fluorescens a nasledné pak
proti Staphylococcus aureus a Salmonella Typhimurium. Nejsilngj$i antimikrobidlni G¢inky
byly pozorovany u medu 3, 6, 13 a 21, jejichz hodnoty MIC byly srovnatelné. Nizsi

koncentrace medovych roztokli v mnoha ptipadech rist testovanych bakterii podporovaly.
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Antioxida¢ni u¢inky vykazovaly rovnéz vSechny testované vzorky. Nejvyssi hodnoty,
spole¢n¢ s celkovym obsahem polyfenoll, vykazovaly zpravidla vzorky medovicového
puvodu. Z korela¢ni analyzy mezi obsahem polyfenola a antioxida¢ni aktivitou byla zjiSténa
pifimo umérnd zavislost, tedy ze srostoucim obsahem polyfenolii roste z antioxidacni

aktivita medu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

bp base pairs (part bazi)

CPM celkovy pocet mikroorganismu
DNA deoxyribonukleova kyselina

DPPH 1, 1-difenyl-2-pikrylhydrazil

EFSA The European Food Safety Authority
GAE kyselina gallova

CHYGA Chloramphenicol Yeast Glucose Agar

KR kontrola rastu

KS kontrola sterility

McF McFarland

MH Mueller-Hinton

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

NGS Next Generation Sequencing

OD opticka denzita

PCA Plate Count Agar

PCR Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)
pH power of hydrogen

RCA Reinforced Clostridial Agar

RNA ribonucleic acid (ribonukleové kyselina)

rpm revolutions per minute (ota¢ky za minutu)
rRNA ribozomalni ribonukleova kyselina

SDS sodium dodecyl sulfate (dodecylsulfat sodny)

spp. species (druh)
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subsp. subspecies (poddruh)
TAE tris-acetat-EDTA
TE trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina)

uv ultrafialové zafeni
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