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Identifikace a kvantifikace vybranych skupin bakterii
v medu s riznym geografickym ptivodem

Souhrn

Med je vzacny piirodni produkt, jehoz 1éCivé ucinky jsou znamy jiZ po tisicileti.
pfilnavost koZnich S$tépti, podporuje proces hojeni ran a slouZi jako prevence proti kasli.
Dieteticky vyznam medu ovliviiuje Siroké spektrum biologicky aktivnich latek.
Krom¢ sacharidi, vody, dusikatych Ilatek, vitamin, minerdlnich latek a fenolickych
sloucenin, obsahuje med také mnoZzstvi bakterii. Bakteridlni spolecenstva do medu ptrechazeji
predevS§im z travictho traktu vcéel a z kvétd rostlin. Maji rozsahlé uplatnéni a zahrnuji
také probiotické druhy, laktobacily a bifidobakterie, které jsou dileZité z pohledu lidské
vyzivy. Hlavnim cilem této diplomové prace bylo porovnat mikrobiotu pievazné Ceskych
medi pochazejicich zriznych stanovist na zaklad¢ identifikace bakteridlniho spektra
a kvantifikace vybranych skupin bakterii, jelikoZz byl piedpokladdn vliv stanoviSté
na bakterialni sloZzeni medu.

V ramci nasi studie bylo sledovano 40 vzorki medu z Ceské republiky a 7 vzorkd
medu ze zahrani¢i (Recka, Slovinska, Ukrajiny a Slovenska). Vybrané bakterialni skupiny
(Actinobacteria, Firmicutes a Gammaprotebacteria) byly kvantifikovany pomoci qRT-PCR
s pouzitim specifickych primerd. Pro zji$téni rozdilt mezi medy z riznych uli a naslednou
identifikaci vybranych druht bakterii byl pouzit denaturacni gradient gelové elektroforézy
(DGGE). Vysledné gely byly srovnany pomoci programu BioNumerics 6.6. Nasledn¢ byla
data statisticky vyhodnocena a graficky zobrazena pomoci IBM SPSS Statistics 24.

Mikrobiota medu se nejvice liSila v poctu aktinobakterii. Nejmensi vykyvy byly
zaznamenany u gammaproteobakterii. Ve vzorcich byly identifikovany 3 probiotické druhy
(L. acidophilus, L. plantarum a B. asteroides), které jsou svou ochranou a nutri¢ni funkci
vyznamné pro Clovéka. Med diky obsahu biologicky aktivnich struktur, tvoii dulezitou
a tradi¢ni slozku naSeho jidelnicku. Hypotéza této diplomové prace, Ze se mikrobiota medu

méni v zavislosti na lokalité ulu, byla potvrzena.

Klic¢ova slova: med, mikrobiota, DGGE, gPCR



Identification and quantification of selected bacterial
groups in honeys from different localities

Summary

Honey is an unique natural product, which has been known for its medicinal properties
for a thousand years. Honey has antioxidant, anti-inflammatory and antibacterial effect.
Honey also increases the adhesion of skin grafts, supports wound healing process and helps
to prevent cough. The dietetic importance of honey affects a broad spectrum of biological
active compoments such as carbohydrates, water, proteins, vitamins, minerals, phenolic
compounds and amount of bacteria. Bacterial communities in honey are primarily
from the digestive tract of honeybees and nectar sources. These bacteria have an extensive
application and include probiotic species (lactobacilli and bifidobacteria) which have
a potentially beneficial effect on human health. The main aim of this thesis was compare
the microbiota of Czech honeys from different habitats by identification of the bacterial
spectrum and quantification selected groups of bacteria, as it is believed that habitat have
affect on bacterial composition of honey.

Within this study, we analysed forty samples of honey from the Czech Republic
and seven samples of honey from Greece, Slovenia, Ukraine and Slovakia. The bacterial
groups including Actinobacteria, Firmicutes and Gammaprotebacteria were quantified using
qRT-PCR with specific primers. To determine the differences between honeys from different
bee hives and to identificate subsequent of selected bacteria species we used denaturing
gradient gel electrophoresis (DGGE). The gels were compared using BioNumerics 6.6.
The data were follow-up statistically evaluated and graphically processed using IBM SPSS
Statistics 24 program.

Microbiota of honey was the most varied in the quantity of Actinobacteria.
The smallest differences between bacteria quantity were found in Gammaproteobacteria
group. In the samples were identified three probiotic species (L. acidophilus, L. plantarum
and B. asteroides), which have protective and nutritional benefits for human. Honey
is due the content of bioactive compounds, important and traditional component of healthy
diet. Hypothesis of this thesis was confirmed, the microbiota of honey varies depending

on the location of bee hive.

Keywords: honey, microbiota, DGGE, gPCR
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1 Uvod

Vceeli med je cenny piirodni produkt s dlouhou historii. Tradice jeho konzumace
a pouzivani v mediciné je spoleCnym znakem pro zemé€ a nirody po celém svét€. Pozornost
véetn¢ vyznamu medu ve stravé podtrhuje i fakt, Ze jeho kvalité se vénuje nejen evropska
legislativa, ale i mezinarodni norma Codex Alimentarius.

PiestoZe je med velmi oblibenou slozkou jidelni¢ku, v Ceské republice je jeho
spotfeba v porovnani se sousednimi zemémi nevyrovnana a nizkd, i kdyZ se od roku 1990
Styfikrat zvysila. Dle Ceského statistického ufadu ¢inila spotieba medu vroce 2015
1 kg na osobu, zatimco v sousednim Némecku byla jeho spotfeba asi 2 kg na osobu za rok
a v Rakousku 1,4 kg na osobu za rok.

Ve vyZivé je med zdrojem Sirokého spektra latek, které byt jsou v malém mnoZstvi,
maji vliv na organismus clovéka. Kromé sacharidii, vody, dusikatych latek, vitamini,
mineralnich latek a dalSi bioaktivnich struktur obsahuje i mnozstvi bakterii, které ho mohou
obohatit nejen z pohledu konzumenta, ale také rozSifuji jeho pouZiti. Prospésné bakterie
do medu prechazeji predevsim z traviciho traktu vcel a z kvétl rostlin. V téle vcel maji tyto
probiotické druhy ochrannou a nutricni funkci, v medu tvoii mikrobiotu, kterd se nejspise
neni schopnd mnozit, avSak své ostatni vlastnosti si zachovava. Z pohledu clovéka jsou
dalezité laktobacily a bifidobakterie, jejichZ Zivé buiiky byly detekovany v ¢erstvém medu.

Bakteridlni spolecenstva v medu maji rozsahlé uplatnéni a jejich role je predmétem
souc¢asného vyzkumu. Tato diplomova prace je zaméfend na identifikaci a kvantifikaci
vybranych skupin bakterii pfevazné v Ceskych medech pochéazejicich z riznych stanovist,

vzhledem k pfedpokladanému vlivu stanoviste€ na bakteridlni sloZeni medu.



2 Védecka hypotéza a cil prace

2.1 Hypotéza
Mikrobiota medu se méni v zavislosti na lokalit€ dlu.
2.2 Cil prace

Cilem této diplomové prace je porovnat mikrobiotu medl pochézejicich z raznych
stanovist’ na zaklad¢ identifikace bakteridlniho spektra a kvantifikace vybranych skupin

bakterii.



3 Literarni reserse
3.1 Charakteristika a historie medu

Véely a lidi spojuje historie dlouhd miliony let. Podobn¢ jako €lovék, nejspiSe i vCely
pochéazeji z Afriky, odkud se rozsifily i na ostatni kontinenty. Neni proto prekvapivé, Ze je
med jednou z nejstarsich sloZek lidské stravy (Cermakova et al., 2010). Jak dokazuji jeskynni
malby, lidé vybirali v€elam med uz v dobé kamenné (Gustin, 2010). Vcely postupem Casu
menily sva obydli. Nejprve Zily v rtiznych terénnich nerovnostech. V zalesnéné krajiné jim
jako obydli slouZily také dutiny stromu-brté, ze kterych lidé-brtnici vybirali plastve s medem
divokych véel (Seféik, 2014). Zpo&atku lidé nejspiSe vybirali med z opusténych dutin,
jelikoZ sbérem medu i s plasty vétSsinou dochazi k nendvratnému poskozeni véelstva. Clovék
se proto naucil vyuZivat divoka vcelstva k pravidelnému sbéru medu tak, Ze jim vzdy
pfi sbéru ponechal ¢ast medu, kterou vcely pottebuji pro preziti (Blazkova, 2006). Od dob
vypalovani pralesi maji vcely geneticky zakddovany uték pied kouifem. Brtnici o této
skute¢nosti v&déli, a tak k vytvoteni koufe a ziskani medu pouzivali rizné dymaky (Seféik,
2014).

Kdyz 1idé zjistili, jaké blahodarné ucinky ma med na lidsky organismus, zacali
st¢hovat vcely bliZze ke svym obydlim (Gustin, 2010). Prvni zminky o chovu v¢el pochazeji
ze starovékého Egypta, kde jiz 4000 let pt. n. 1. byly vcely chovany v hlinénych niddobéch.
Med v Egypt¢ knézi pouzivali pfi raznych obtadech, ke krmeni posvatnych zvitat
a na konzervaci tél pfi balzamovani. Stard egyptska povést pravi, Ze vCely jsou oZivené slzy
boha slunce Re, které spojuji boZstvo s kralovskym palacem (Cermédkova et al., 2010).
Znalosti o chovu vcel se z Egypta postupné rozsitily do oblasti vychodniho Stfedomofi,
pres Palestinu, Kypr, Recko, aZ do Itilie. Chov véel v uméle vytvorenych schrankich znali
také Asyrané, Babylonané a Fénicané (Blazkova, 2006).

V mytologii starého Recka byl med pokrmem bohd. Sim Zeus byl jako dité
odchovany nymfami medem a mlékem. Pozd¢ji pouzil toxicky med z rododendronu
proti svému otci Kronovi, ktery ze strachu, Ze ho jeho déti jednoho dne pfipravi o vladu,
vSechny snédl. Nejmladsi Kronliv syn Zeus hrozb¢ unikl, a kdyZ dospél, podstr¢il svému otci
med z rododendronu, ktery nuti ke zvraceni. Kronos vyvrhl vSechny Diovy sourozence,
a ti se spoleéné dali do boje proti svému otci (Cermakova et al., 2010). Mezi fecké autory,
ktefi ve svych spisech zmifuji vcelafstvi, patfi napfiklad Hesiodos, ktery popisoval

roku 700 pt. n. 1. klenuté dly. AvSak dlouho nepiekonatelnym a vyznamnym dilem o v¢elach



a véelafeni vytvofil ve 4. stoleti pf.n.l. Aristoteles. Rimané jako soucast svého systému
zemédélského hospodaieni chovali véely v ulech v zahradach, sadech, parcich i v blizkosti
obytnych vil. Rimané, stejné jako Egyptané &i Rekové, povaZovali véely za bozsk4,
neposkvrnéna stvofeni a toto uznani v jisté mife piretrvalo i v nasledujici kiestanské ére
evropské historie, az do 20. stoleti (Blazkova, 2006).

Dlouhou historii konzumace medu a jeho vysokou cennost vysvétluje 1 fakt,
Ze pro evropskou populaci byl med jedinym snadno dostupnym sladidlem pifed vyvinutim
metody rafinace cukru z cukrové fepy ¢i cukrové titiny (Voorhies et al., 1933). Neni
proto piekvapivé, Ze 1 dnes je nejvyssi celosvétova spotieba medu v Evropské unii (EU),
ktera zaroven tvoii 22 % svétové produkce medu (Vanhanen et al., 2011). Med slouZi k pifimé
spotfebé, anebo se vyuzivd jako pramyslovy med pii vyrobé potravin. V EU pokryva
pramyslovy med 10 % celkové spotieby, coz je odliSné naptiklad od Spojenych stata
americkych (USA), kde primyslovy med pokryva 60-80 % celkové spotieby medu (Ward
a Boynton, 2010).

Spotieba medu v Ceské republice (CR) &ini 1 kg medu na obyvatele za rok a trend
spotfeby medu se mirn¢ zvysuje (Dupal et al., 2015). Mirné zvySovani spotieby medu lze
prikladat propagaci prodeje medu ze dvora. Ministerstvo zemédé€lstvi se v posledni dobé snaZzi
podporovat rozvoj véelaistvi, jelikoZ v zavéru roku 2012 stav véelstva v CR
¢ital 540 705 vcelstev, coz ve srovnani s rokem 1993 znamenalo pokles vcelstev zhruba
o tfetinu. K vyznamnému sniZeni poctu vcelaiii a vcelstev doSlo v devadesatych letech
predevSim kvili ekonomické situaci, nikoliv kvili situaci zdravotni jako v ostatni stitech
Evropy. Kritickym rokem pro naSi zemi vSak byl rok 2008, kdy pocet vcelstev poklesl
kvili onemocnéni varro6zou na 461 086 (Eagri, 2013). Tuto situaci se podatilo postupné
vyrovnat, diky narastu poctu mladych vcelafii a podpofe Ministerstva zemédélstvi
ve spolupraci s Ceskym svazem véelaiti a na konci z4ii 2014 stavy dosdhly

poctu 603 392 vcelstev (Eagri, 2015).

3.1.1 Definice medu

Med je piirodni sladka latka tvofena vcelami sbérem, pfeménou, uskladnénim,
dehydrataci a zrdnim nektaru rostlin, vym&Sku rostlin ¢i vyméskti hmyzu Zijictho na rostlinach
(Codex Alimentarius, 1987). Jednid se o substanci tvofenou pifevazn€ vodou, fruktosou
a glukosou. Mezi dalsi vedlejsi slozky medu patii proteiny, volné aminokyseliny, vitaminy,

pigmenty, tékavé slouCeniny a ostatni latky zodpovédné za nutri¢ni a organoleptické



vlastnosti medu (Consonni a Cagliani, 2008). Barva, viné a chut’ medu urCena fyzikalng-
chemickymi vlastnostmi je specifickd pro botanicky i geograficky pivod medu (del Campo
et al., 2016). Dle mezinarodnich standardi Codex Alimentarius (1987) se zbarveni medu
pohybuje v Siroké skédle od téméi bezbarvé aZz po tmaveé hnédou barvu. Konzistence medu
muze byt tekutd, viskdzni, ¢asteCné az zcela krystalicka.

Hygienickou nezavadnost medu v Ceské republice pravidelné kontroluje Statni
veterinarni sprava. Pozadavky na jakost, oznaCovani a cClenéni medu urCuje Vyhlaska
¢. 76/2003 Sb. Ministerstva zemédélstvi, kterd stanovuje poZadavky pro piirodni sladidla,

med, cukrovinky, kakaovy prasek a smési kakaa s cukrem, cokoladu a cokoladové bonbony.

3.2 Zdroje pro tvorbu medu

RozliSujeme mezi dvéma typy meda. Prvnim druhem medu je kvétovy med, ktery je
vCelami produkovan z nektaru rostlin. Druhym typem je med medovicovy, jenZ pochazi
z vymeski rostlin nebo vyméskti hmyzu sajictho na rostlindch. RozliSovani téchto meda
vzniklo ptfedev§im jako reakce na pozadavky spotiebitelli, jelikoZz v n€kterych zemich
konzumenti preferuji med kvétovy a v jinych naopak medovicovy (Prodolliet a Hischenhuber,
1998). Pro odliSeni medovicovych a kvétovych medt slouzi charakteristika jejich pH,
kyselosti, obsahu popela, barvy a elektrické vodivosti (Campos et al., 2001). Vyuzitim vztahu
mezi pH, obsahem popela a mnozstvim redukujicich cukri jako rejstiiku pro odliSeni dvou
typtt medu, se ve své studii zabyvali Kirkwood et al. (1960). Oba druhy medu maji také svou
specifickou optickou rotaci, kterd souvisi s odliSnym obsahem sacharidii (White Jr, 1980).
Medovicové medy maji nizsi obsah glukosy a fruktosy a naopak vyssi obsah oligosacharida
melezitosy a erlosy (Foldhazi, 1994). Sacharidovy profil medu je proto dal$im uZiteCnym
znakem pro odliseni téchto medd (Weston a Brocklebank, 1999). Nicméné pro spravnou
klasifikaci meda nestaci znat pouze obsah monosacharidii a oligosacharidu (Sanz et al., 2005),

ale je nutné porovnat i dalsi charakteristické vlastnosti.

3.2.1 Nektar

Nektar je sladka tekutina, kterou produkuji nektéria rostlin (¢asti kvétu), které lakaji
hmyz k opyleni (Gustin, 2010). Na produkci miiZe rostlina vyuZzit aZz 37 % své energie

(Southwick, 1984). Primarné se jednd o vodny roztok jednoduchych sacharidii sacharosy,



fruktosy a glukosy, ktery je Zivo€ichy snadno pfeménén na energii (Nicolson, 2007). Nektar
je proto povazovan za jakousi alimentarni odménu pro Siroké mnoZstvi opylovacl. Dalsim
jeho dkolem je obrana proti bakteridlni invazi a tprava sacharidového profilu po sekreci (Nepi
et al., 2012). Krom¢ jednoduchych cukrii obsahuje i malé mnoZstvi minerdld, vitamind,
organickych kyselin a aromatickych latek. SloZeni nektaru je vSak odliSné a ovlivnéné
puvodem (Havlik et al., 2009).

Viela po nasednuti na kvét rostliny jazyCkem nasaje kapku nektaru,
kterym si naplnuje medny vacek, a kdyZ ma vacek naplnén, vraci se zpatky do tulu. Nektar
zpocitku obsahuje 50-80 % vody, kterd se béhem letu odpatuje, ¢cimZ se roztok koncentruje
(Gustin, 2010). UZ pfi spolknuti se nektar obohacuje o vymé&sky ze slinnych Zlaz vcely,
donesena kapka je spolknuta a pfedavana dal jesté nckolikrat. Timto procesem se spousti
chemicko-fyzikalni déje, pii kterych dochazi ke Stépeni vysSSich sacharidii a disacharidi
na jednoduché cukry, jelikoz slinné Zlazy vcel obsahuji invertasu. Zraly nektar (fidky med) je
véelami ukladan do bunék plastu, kde dochézi ke zrani. Pfi zrani se med zahus$tuje sniZenim
obsahu vody, ¢imz se vytvoii vysoky osmoticky tlak a takto konzervovan poskytuje vcelam
zasobu energie béhem zimnich mésict, kdy je nedostatek cCerstvého nektaru (Havlik et al.,

2009).

3.2.2 Medovice

Zdrojem pro vznik medovice je miza proudici sitkovicemi rostliny, kterou vysavaji
producenti medovice, stejnokiidly hmyz (Homoptera) a to pfedevSim mSice (Aphidoidea),
cervei (Coccoidea) a mery (Psylloidea). Miza proudi do téla hmyzu ve velkém mnoZstvi
avchazi do tzv. filtratni komory, kde se odd¢€luji sacharidy od bilkovin. Sacharidy jsou
poté vyluCovany zvlastni zZldzou na listy a jehlici stromi. Vyloucené kapky, které hmyz
rozptylil, sbiraji v¢ely, které medovici pietvareji na med (Gustin, 2010). Medovicové medy
maji tmavsi barvu, charakteristické chut'ové vlastnosti a del$i dobu nepodléhaji krystalizaci.
Mezi konzumenty jsou znimy jako medy lesni (Seféik, 2014). Medovicovy med obsahuje
minimalni mnoZstvi pylovych proteina a vysoky podil polyfenolickych latek s antioxida¢nimi
a antimikrobidlnimi u¢inky. V posledni dob¢ probihaji klinické studie zaméfené na potvrzeni
téchto Gcinkl na hojeni rlznych druhii zdvaznych a dlouhodobych ran, jak pooperacnich,

tak naptiklad i diabetickych viedii (Majtan, 2013).



3.3 Druhy medu

V Ceské republice se dle legislativy med &leni podle pivodu na med kvétovy a med
medovicovy. Vyhlaska podle zplsobu =ziskdvani a dpravy rozliSuje: vytoceny med,
plasteckovy med, lisovany med, vykapany med, med s plastecky, filtrovany med a pastovy
med.

Dle vyhlasky €. 76/2003 Sb. pastovy med tvoii smes jemnych krystall, jelikoZ je
po ziskdni upraven do pastovité konzistence. Vytofeny med je ziskany odstfedovanim
odvickovanych bezplodovych plasti. Plasteckovy med je ulozen a zavickovan vcelami
do bezplodovych plastl, které jsou Cerstvé postaveny na mezisténach vyrobenych vyhradné
ze véeliho vosku nebo bez nich a prodidvéan je v uzavienych celych plastech nebo dilech
takovych plasti. Vykapany med je ziskany vykapanim odvickovanych bezplodovych plastt.
Med s plastecky obsahuje jeden nebo vice kust plasteCkového medu. Lisovany med je ziskan
lisovanim bezplodovych plasti pifi mirném zahifevu do 45 °C nebo bez pouziti tepla.
Filtrovany med je po ziskani upraven odstranénim cizich organickych ¢i anorganickych latek
zptisobem, pii kterém dochazi k vyznamnému odstranéni pylu. Pekaisky neboli primyslovy
med je uren vyhradné pro primyslové pouZziti nebo jako slozka do jinych potravin, mize
obsahovat cizi piichut ¢i pach, vykazovat pocinajici kvaseni nebo mohl byt podroben
zahtevu.

Druhy medu se také odliSuji podle ptivodu nektaru. Hlavnimi medonosnymi bylinami
jsou brutnadk (Borrago officinalis), vies (Calluna vulgaris), pcha¢ (Cirsium lanceolatum,
C. arvense), brukev tepka (Brassica napus), levandule (Lavandula officinalis), btectan
popinavy (Hedera helix), pampeliska (Taraxacum officinale), vojtéska (Medicago sativa),
ostruznik (Rubus fruticosus), vicenec sety (Onobrychis sativa), tymian (Thymus vulgaris)
a slunecnice (Helianthus annuus). Mezi hlavni medonosné dieviny fadime hloh (Crataegus
monogyna), hlodas (Ulex europaeus), zimostraz (Buxus sempervirens), dub (Quercus robur),
kaStanovnik (Castanea vulgaris), javor (Acer), cesminu (llex aquifolium), trnovnik akat
(Robinia pseudoacacia), vibu (Salix alba), bez (Sambucus nigra), lipu (Tilia cordata)
a jehli¢naté stromy, na které mSice vylucuji medovici, nejcastéji na jedli (Abies), smrk (Picea)

a borovici (Pinus). Medy mohou byt smiSené ¢i jednodruhové (Gustin, 2010).



3.4 Fyzikalni vlastnosti medu

Existuje mnoho fyzikalnich parametrti pro klasifikaci medu. Mezi hlavni parametry
rozliSujici druhy medu patii elektrickd vodivost, specifickd rotace, obsah popela a pH

(Ouchemoukh et al., 2007).

3.4.1 Elektricka vodivost

Elektrickd vodivost je dobrym ukazatelem botanického plivodu medu. PouZiva
se rutinné pii kontrole kvality medu a pro odliSeni medovicového a nektarového medu (Pita-
Calvo a Vazquez, 2016). M¢éteni elektrické vodivosti je zaloZeno na stanoveni elektrického
odporu. V EU podle Smérnice Rady 2001/110/ES ze dne 20. prosince 2001 o medu, nesmi
byt elektricka vodivost nektarovych medt a smési z nich mensi nez 0,8 mS/cm. Vyjimku tvoii
planika velkoploda (Arbutus unedo), viesovec (Erica), blahoviénik (Eucalyptus), lipa (Tilia
spp.), vies (Calluna vulgaris), balmin (Leptospermum), kajeput (Melaleuca spp.),
kromé¢ uvedenych i medovicovy, kastanovy med, a smés téchto medii s medem kvétovym
nesmi mit elektrickou vodivost mensi nez 0,8 mS/cm. Pro odhad procentudlniho obsahu
medovice v medu byla vyvinuta matematickd rovnice, kterd vychazi z elektrické vodivosti

a procentudlniho obsahu fruktosy a glukosy (Soria et al., 2005).

3.4.2 Opticka otacivost

Specifickd rotace tedy schopnost medu otafet rovinu polarizovaného svétla, zavisi
na zastoupeni cukrii v ném. Nektarové medy staceji rovinu polarizovaného svétla doleva.
Naopak medy medovicové a falSované obvykle stdceji rovinu polarizovaného svétla doprava.
Levotocivost nektarovych medi je zpusobena ptevahou fruktosy v medu, jelikoZ fruktosa méa
negativni specifickou rotaci ([oc]D20 = -92,4°), na rozdil od glukosy ([a]DZO: +52,7°).
Medovicové medy obvykle obsahuji niz§i mnozstvi fruktosy a obsahuji melezitosu
([(x]D20=+88,2°) ¢i erlosu ([(x]DZS: +121,8°), které spolecné s glukosou urCuji staceni
polarizovaného svétla doprava (Garcia-Alvarez et al., 2002). Ke stanoveni optické otacivosti

slouzi polarimetry.



3.4.3 Barva

Barva medu je zavisla na jeho staii a druhu rostlin, ze kterych pochézi nektar (Boffo
etal., 2012). Pro jednodruhové medy je urceni jejich barvy uziteCnym klasifikatnim
kritériem. Napiiklad z nektaru tolice vojtésky (Medicago sativa) je tvofen bily med, z viesu
obecného (Calluna vulgaris) cervenohnédy med, z akicie (Acacia spp.) a citrusu (Citrus spp.)
zase medy barvy slamové. Obecné také plati, Ze medovicové medy obvykle dosahuji tmavsi
barvy neZ medy kvétové, které jsou svétlejSi. Barva medu neni zavisld pouze na jeho
botanickém plivodu, teploté a dobé¢ skladovéni, ale také zavisi na obsahu popela (BaltruSaityté
et al., 2007). Tmava barva medu Casto koreluje s obsahem mineralii arsenu, kadmia, Zeleza,
siry, olova a vapniku (Gonzalez-Miret et al., 2005).

Barva medu se vztahuje k jeho chuti. Svétlé medy jsou chutové jemné;si,
zatimco tmavé medy maji vyraznéjsi chut. Svétlé medy obvykle dosahuji vyssi kupni ceny.
Nicméné v Rakousku, Némecku a Svycarsku jsou naopak tmavé medy obzvlasté cenény.
Tmavsi zbarveni medu predvida vyssi obsah derivati fenolické kyseliny, ale nizs$i obsah
flavonoidii, které jsou vice obsazeny ve svétlych medech (Bogdanov et al., 2004).

Nejcastéji pouzivané metody pro urCeni barvy medu jsou zaloZené na optickém

srovnavani barvy pomoci standardu Pfund nebo Lovibond (Fell, 1978).

3.4.4 Kyselost a pH

Hodnota pH ovliviiuje stabilitu a skladovatelnost medu (Terrab et al., 2004). Slouzi
proto jako indik&tor mozné mikrobialni kontaminace medu (Conti, 2000). Hodnoty pH medu
se pohybuji v rozmezi 3,5-5,5 a jsou ovlivnény pfedevSim obsahem glukonové kyseliny
a anorganickych ionta chloridu a fosfore¢nanu (Pita-Calvo a Vazquez, 2016). Volna kyselost

medu by neméla byt vétSi nez 50 mekv/kg. Medovicové medy vykazuji vySS$i kyselost

a hodnotu pH oproti medim kvétovym (Manzanares et al., 2011).

3.4.5 Vlhkost

Vlhkost medu je dulezitym indikatorem jeho kvality, jelikoZ urCuje stalost medu
vuci kaZeni ¢i kvaSeni. V EU dle Smérnice Rady 2001/110/ES nesmi byt obsah vody vyssi
nez 20 % (Pita-Calvo a Vazquez, 2016). Dle mezinarodnich standard vyjimku tvoii medy
viesu (Calluna), u kterych nesmi byt obsah vody vyssi nez 23 % (Codex Alimentarius, 1987).

Jednodruhové medy vykazuji typické rozdily v obsahu vody, které ovliviuji fyzikalni



vlastnosti (viskozitu a krystalizaci) a také pomér mezi obsahem glukosy a vody (Persano
Oddo a Piro, 2004). Vlhkost medu se béZzné stanovuje pomoci refraktometru. Hodnota
vlhkosti stanovend refraktometrem je trochu nizsi, neZ je skute¢ny obsah vody v medu,

ktery lze stanovit titraci podle metody Karla Fischera (Ziircher a Hadorn, 1980).

3.4.6 Obsah popela

Obsah popela je odrazem obsahu minerdlnich latek v medu. Je proto povazovan
za kritérium kvality medu. Medovicové medy obsahuji zpravidla vice minerdlnich latek
nez medy kvétové (Diez et al., 2004). Obecné kvétové medy obsahuji asi < 0,6 % popela
a medy medovicové Ci smésny med z medovice a nektaru obsahuji kolem < 1,2 % popela
(Ouchemoukh et al., 2007). Studie, ktera stanovovala obsah popela u medu z Maroka,
u kvétovych medl stanovila <0,6 % mnozZstvi popela a u medovicovych medi se obsah
popela pohyboval mezi 0,64—1,1 % (Terrab et al., 2003). Jin4 studie, stanovila v nektarovych
medech mnozstvi popela pouze 0,40 % a v medech medovicovych 0,84 % (Kirkwood et al.,

1960).

3.5 Chemické slozeni medu

Med je potravina, kterd obsahuje ptiblizn¢ 200 latek (Escuredo et al., 2013). Kazda
slozka pfitomnd v medu svym chemickym chovanim a strukturou ovliviiuje stabilitu medu
behem skladovani (Da Silva et al., 2016). Vlastnosti a vyznam jednotlivych komponent medu

jsou popsany niZe.

3.5.1 Voda

Obsah vody v medu patii mezi zadkladni parametry urCeni jeho kvality.
Dle mezinarodnich standardl by veskeré druhy medu nem¢ly obsahovat vice nez 20 % vody,
s vyjimkou medu viesového, ktery nesmi obsahovat vice nez 23 % vody (Codex
Alimentarius, 1987).

Lepsim ukazatelem kvality medu neZ je pouhy obsah vody je vSak aktivita vody ay,
kterd vice souvisi se stabilitou, viskozitou a krystalizaci medu (Abramovic et al., 2008).
Aktivita vody je klicovym faktorem pii kazeni medu kvaSenim, jelikoZ zodpovidd za rlst

mikroorganismtt (Troller a Christian, 1978). Mezni hodnota aktivity vody pro rlst
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osmotolerantnich  kvasinek, které se mohou pfirozen¢ vyskytovat v  medu,
je aw = 0,61/0,62 (Zamora a Chirife, 2006).

V pramyslu se v§ak vyhradné jako kritérium mikrobidlni stability medu pouzivé obsah
vody, jelikoZ je snadno zjistitelny refraktometricky. MnoZstvi vody souvisi se zranim medu,
které je ovlivnéno povétrnostnimi podminkami a samotnym puvodem nektaru. Po ziskani
medu se obsah vody v ném miiZe také ménit vzhledem k podminkam skladovéani (Zamora

et al., 2000).

3.5.2 Sacharidy

SloZeni cukrii medu =zavisi na botanickém druhu rostlin opylenych vcelou
a zemépisném piivodu, které ovliviiuje klima (Escuredo et al., 2014) a na podminkéch
zpracovani a skladovani (Tornuk et al., 2013). Sacharidy medu tvoii ze 75 % monosacharidy,
10-15 % disacharidy a zbytek dopliluje malé mnozZstvi ostatnich cukrid. Cukry pfitomné
v medu jsou odpovédné za jeho granulaci, viskozitu, hygroskopii a energetickou hodnotu
(Kamal a Klein, 2011).

Dominantnimi sacharidy medu jsou fruktosa a glukosa. Téméi v kazdém druhu medu
prevlada obsah fruktosy, s vyjimkou nékterych druhli medu z brukve fepky (Brassica napus),
pampelisky 1ékatské (Taraxacum officinale) a trichostemy (Trichostema lanceolatum), kde je
vys$si obsah glukosy (Cavia et al., 2002).

Koncentrace glukosy, fruktosy a pomér mezi nimi je pouzivan jako indikétor
pfi klasifikaci jednodruhovych kvétovych medu (Kaskoniené et al., 2010). Profil sacharidi
medu z rliznych oblasti svéta je vSak velmi rozmanity. Je zastoupen fruktosou, glukosou,
sacharosou, rhamnosou, isomaltosou, maltosou, maltotriosou, maltotetraosou, melezitosou,
maltulosou, isomaltulosou, rafinosou a dalS§imi cukry (De La Fuente et al., 2011). Obsah
sacharosy v medu by dle mezinidrodniho standardu nemé¢l byt vyssi nez 5 g/100 g (Codex
Alimentarius, 1987). Nezadouci vyssi obsah sacharosy v medu neZ ptipousti norma, mize byt
zpusoben prikrmovanim vcel sacharosovym sirupem, falSovanim nebo pfili§ brzkou sklizni
medu, pfi niZ nestacilo dojit k diplné pfemén¢ sacharosy na glukosu a fruktosu (Guler et al.,
2007).

U nékterych jednodruhovych medi tolice vojtésky (Medicago sativa), trnovniku akatu
(Robinia pseudoacacia), kopysniku (Hedysarum), blahovi¢niku pobtezniho (Eucalyptus
camaldulensis), banksie (Banksia menziesii), Zidelniku (Eucryphia lucida, Eucryphia

milliganii) a citrusu (Citrus spp.) mezinarodni standardy ptipousti vyssi obsah fepného cukru,

11



a t010g/100 g. U medu z levandule (Lavandula spp.) ¢i brutndku lékaiského (Borago
officinalis) standardy dokonce pfipousti obsah sacharosy nejvySe 15g/100 g (Codex
Alimentarius, 1987).

Diky enzymatické ¢innosti se obsah jednotlivych cukrii v medu méni. Studie Rybak-
Chmielewska (2007) sledovala rozdily v koncentraci sacharidi po ro¢nim skladovani
pti odlisné teploté u vzorkli medu tepelné oSetfenych a neoSetfenych. Koncentrace
sacharosy se v tepeln¢ neosSetfeném medu skladovaném pii 4 °C sniZila o 14 %, a u stejného
vzorku se pifi pokojové teplot¢ 20 °C koncentrace sniZila o 79 %. Podobné zmény
koncentrace byly zaznamenany i u dalSich sacharidi. V porovnani s pocate¢nim obsahem
fruktosy se jeji obsah po skladovani pii 4 °C zvySil o 4 %, a pii teploté skladovani 20 °C
¢inilo zvySeni 7 %. Koncentrace glukosy se pfi teploté 4 °C zvysila o 1,1 %, u vzorku
skladovaného pti 20 °C se zvySila o 8,8 %. U tepeln¢ oSetfenych vzorki medu se procentualni
podil sacharidii pfi rGznych teplotich skladovani ménil nepatrné¢ pouze o 0,1-0,2 %,
jelikoz oSetieni pti teploté 100 °C po dobu 15 minut zpiisobilo inaktivaci enzymi medu.

Pfi degradaci sacharidi medu vznikaji produkty, které se i v ostatnich potravinach
vyskytuji v souvislosti s neenzymatickym hnédnutim zptisobenym Maillardovymi reakcemi,
degradaci cukrii v kyselém prostiedi a karamelizaci. Vzniklé produkty, mezi které patii
furany, slouzi jako identifikacni znaky neboli markery pro tepelné zpracovani potravin
(Moreira et al., 2010).

Tepelné zpracovani medu nebo jeho dlouhodobé uchovani tedy zptlisobuje rozklad
hexos a pentos, kdy za pomalé enolizace a rychlé B-eliminace tii molekul vody vznikaji
nezadouci slouceniny jako furany (Chernetsova a Morlock, 2012). Mezi hlavni furany je
fazen furfural, ktery je derivovin z pentos a 5-hydroxymethylfurfural (viz kapitola 3.5.9),
ktery je odvozen z hexos, tedy z glukosy a fruktosy (Moreira et al., 2010).

Krom¢ vySe uvedenych sloucenin rozkladem sacharidii vznikaji i jiné produkty,
napiiklad plisobenim tepla a ptitomnosti aminokyselin vznika maltol (Jelen, 2011), isomaltol
(Ota et al., 2006) a 2-acetylfuran (Wang et al., 2009), které ptispivaji ke zméné barvy, chuté

a vuné medu.

3.5.3 Dusikaté latky

Med obsahuje malé mnozstvi proteinii, aminokyselin, enzymii a volnych

aminokyselin. Obsah proteini v medu je zavisly na druhu vcely produkujici med. Vcela
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vychodni (Apis cerana) produkuje med s obsahem proteinu 0,1-3,3 %, zatimco vcela
medonosna (Apis mellifera) vytvaii med s obsahem 0,2-1,6 % proteinu (Won et al., 2009).
Proteiny i aminokyseliny medu jsou zZivocisSného i rostlinného ptivodu, jelikoZ pochazeji
z vymesku slinnych Z1az a hltanu vcely, nektaru a predevsim z pylu (Escuredo et al., 2013).
Aminokyseliny v medu tvoii pfiblizné 1 % a jejich mnozZstvi je ovlivnéno zdrojem medovice
nebo nektaru (Hermosin et al., 2003). Nejvice zastoupenou aminokyselinou medu a pylu je
prolin (Iglesias et al., 2006). Prolin pochazi hlavné z vyméska slinnych Zlaz véely medonosné
(Apis mellifera) pti preméné nektaru na med. Obsah prolinu medu pokryva 50-85 %
celkového mnoZstvi aminokyselin (Manzanares et al., 2014). Dal§i aminokyseliny medu
zahrnuji glutamovou kyselinu, asparagovou kyselinu, glutamin, histidin, glycin, threonin, -
alanin, arginin, a-alanin, y-aminomaselnou kyselinu, prolin, tyrosin, valin, methionin, cystein,
isoleucin, leucin, tryptofan, fenylalanin, ornitin, lysin, serin, asparagin a alanin (Keckes et al.,
2013). Z téchto aminokyselin med nejbéznéji obsahuje glutamovou kyselinu, alanin,
fenylalanin, tyrosin, leucin a isoleucin (Di Girolamo et al., 2012). Aminokyseliny maji
nezastupitelné misto ve vyziveé ¢loveéka. Pro lidsky organismus jsou esencidlni aminokyseliny:
valin, leucin, isoleucin, fenylalanin, tyrosin, lysin, methionin, cystein, tryptofan a treonin.
Mezi semiesencialni aminokyseliny, které mohou byt za urcitych situaci (vdZna onemocnéni,
podvyZiva) také nezbytné pro lidsky organismus patii glycin, cystein, tyrosin, arginin, prolin,
histidin, glutamova kyselina, glutamin a taurin (Svacina et al., 2013). Denni potieba
aminokyselin pro dospélého c¢loveka je pro leucin 14 mg/kg, isoleucin 10 mg/kg, lysin
12 mg/kg, methionin a cystein 13 mg/kg, fenylalanin a tyrosin 14 mg/kg, threonin 7 mg/kg,
tryptofan 4 mg/kg a pro valin 10 mg/kg (Zadak, 2008). Pfijem aminokyselin z medu je
pro sviij nizky obsah v ném v lidské vyzivé zanedbatelny.

Volné aminokyseliny medu hraji roli ptfi Maillardové reakci, kdy reaguji
s karboxylovou skupinou na konci redukujicich cukrd. Pfitomnost aminokyselin lysinu,
prolinu, y-aminomaselné kyseliny a argininu v medu spousti prvni krok Maillardovy reakce,
jelikoZ jejich piitomnost vede ke vzniku Amadoriho produktii, ze kterych se déle tvoii hnédé
pigmety melanoidiny (Iglesias et al., 2006).

Dalsi dusikaté latky medu jsou enzymy, které jsou tvofeny malymi frakcemi bilkovin,
a patii mezi né invertasa, a-glukosidasa, B-glukosidasa, katalasa, kyseld fosfatasa, diastasa
a glukosaoxidasa (Won et al., 2009). Diastasa se sklad4 z a-amylasy a f-amylasy, a-amylasa
hydrolyzuje a-1-4-glykosidovou vazbu Skrobu za vzniku dextrinu a B-amylasa Stépi konec
fetézce, ¢imz vznikd maltosa (Sak-Bosnar a Sakac, 2012). V medu tento enzym indikuje

sniZenou jakost vzniklou fedénim ¢i neodbornym zachizenim. Glukosaoxidasa preménuje
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glukosu na d-glukonolakton, ktery se hydrolyzuje na glukonovou kyselinu a také produkuje
peroxid vodiku, ktery ma baktericidni u¢inky (Moreira et al., 2007). Podle obsahu a aktivity
enzymu (nejCastéji diastazy) Ize usuzovat staii medu, kdy se vlivem teploty skladovani jejich
aktivita sniZuje. Pfi skladovani medu pfi teploté 10 °C aktivita diastdzy klesd na polovinu
za 35 let a pti teploté 80 °C jeji aktivita klesa na polovinu za hodinu. Med proto mizZeme dat
do teplého caje bez obav, Ze ztrati svou nutricni hodnotu, avSak neni vhodné davat med
do ¢aje ihned po sliti, kdy voda dosahuje bodu varu, ale teprve pied konzumaci, kdy je teplota

¢aje nizsi (Dupal et al., 2015).

3.5.4 Vitaminy

Vitaminy jsou v medu obsazeny pouze v malé mife. Nalezneme zde vitaminy
skupiny B: thiamin (B1), riboflavin (B2), niacin (B3), pantothenovou kyselinu (BS),
pyridoxin (B6), biotin (B8) a listovou kyselinu (B9), které pochizeji z pylovych zrn.
Dale med obsahuje vitamin C. Tyto vitaminy jsou v medu uchovany diky jeho nizkému pH
(Bonté a Desmouliere, 2013). Vitamin C obsahuji téméf vSechny druhy medu a jeho obsahu je
cenéno piedevsim pro jeho antioxida¢ni ucinky. Stanoveni mnoZstvi vitaminu C ovSem miiZe
slouzit i1 jako indikéator, jelikoZ je velmi citlivy vic¢i chemické ¢i enzymatické oxidaci
a pusobeni tepla, svétla ¢i kysliku zrychluje jeho pfeménu (Le6n-Ruiz et al., 2013).

Obsah vitaminti v medu ovliviiuje nékolik faktord. Prvnim faktorem je filtrace
pii primyslovém zpracovani medu, kterd sniZuje obsah vitamini, jelikoz je pii ni z medu
témer zcela odstranén pyl. Druhym faktorem, ktery sniZuje obsah askorbové kyseliny, je jeji
oxidace peroxidem vodiku, ktery v medu produkuje enzym glukosaoxidasa (Ciulu et al.,
2011). MnozZstvi vitaminti v medu (Tab. 1.) je podstatné nizsi nez jejich doporucené mnozstvi
v dieté. Doporucené denni davky pro dospélého ¢lovéka jsou pro thiamin 1,5-2 mg, riboflavin
1,5-2 mg, niacin 20 pg, pyridoxin 2 mg, pantothenovou kyselinu 5-10 mg a vitamin C 70—
100 mg (Trojan, 2003). Pro pokryti potieby vitaminu C, kterého med obsahuje nejvice,
by bylo tfeba zkonzumovat alesponi 3 kg medu. Med proto nelze doporucit jako hlavni zdroj

vitamina pro vyZivu ¢lovéka.
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Tab. 1. MnoZstvi vitamini v medu (Vorlova, 2002)

Vitaminy Primérné mnozstvi mg/100 g
thiamin (B1) 0,004-0,006
riboflavin (B2) 0,02-0,06
niacin (B3) 0,11-0,36
pyridoxin (B6) 0,008-0,32
pantothenova kyselina (B5) 0,02-0,11
askorbovi kyselina (C) 2,2-2.4

3.5.5 Mineralni latky

Med obsahuje okolo 0,1-1,0 % mineralnich latek, mnozstvi je zavislé na vstiebani
téchto latek rostlinou z pidy a z okolniho prosttedi (De Alda-Garcilope et al., 2012). Mineraly
na rozdil od organickych latek nepodléhaji rozkladu pfi styku s teplem, svétlem, oxida¢nimi
Cinidly a extrémnimi hodnotami pH. Jsou slozkami esencidlnich enzymi a hraji roli v fad¢
metabolickych reakci, proto jsou dulezité pro zachovani télesnych funkci ¢lovéka a jejich
pfijem je potravou nezbytny (Pohl et al., 2012). Mineralni sloZeni medu miZe byt dobrym
zdkladem pro jeho tfidéni, jelikoZ minerdlni latky jsou stabilni a jsou spojeny s pudou,
kde medonosné rostliny rostou (Batista et al., 2012).

Pfi srovnani obsahu mineralii v kvétovych a medovicovych medech, maji medovicové
medy celkov€ vyS§i mnozstvi minerdlii, tudiZ i vySSi elektrickou vodivost. Hlavnim
pfitomnym prvkem je draslik, didle medy obsahuji vépnik, hoicik, sodik, siru a fosfor.
Mezi stopové prvky medu patii Zelezo, zinek, méd’ a mangan (Lachman et al., 2007).
Ve studii minerdlniho obsahu v medech pochézejicich ze Span¢lské Galicie, kastanové medy
obsahovaly daleko vétsi mnozstvi drasliku, hoi¢iku i fosforu neZ medy z blahovicniku.
Blahovi¢nikové medy naopak obsahovaly o néco vyssi obsah vapniku (Escuredo et al., 2013).
Také slovinska studie prokazala statisticky vyznamny rozdil v obsahu minerélii v riznych
druzich tamniho medu. Slovinské medy obsahovaly 16 minerdlnich prvka, jez se liSily
mnozstvim v medu pochéazejiciho z akatu, kaStanovniku, lipy, smrku, jedle, kvétového
a lesntho medovicového medu (Golob et al., 2005). Je zndmo, Ze polské, slovenské a Ceské
medy obsahuji vy$§i mnoZstvi niklu neZ medy z ostatnich zemi. Medy v Ceské republice
pii analyze nepiekrocCily ptipustnou vysi obsahu niklu 6,0 mg/kg, jeZ stanovuje Vyhlaska

&. 53/2002 Sb. Ministerstva zdravotnictvi CR (Lachman et al., 2007).
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3.5.6 Kyseliny

Organické kyseliny v medu ovliviiuji jeho viini, barvu a chemické vlastnosti jako pH,
kyselost a elektrickou vodivost (Mato et al., 2006). Med ma nizkou kyselost, obsahuje
piiblizné pouze 0,57 % organickych kyselin (Karabagias et al., 2014), které pochazeji piimo
z nektaru, anebo vznikaji pii pfeméné& nektaru reakci enzymii z véeliho dstroji s cukry. Rada
studii vSak popisuje zvySenou kyselost medu v prubéhu dlouhodobého skladovani disledkem
fermentace, pii které kvasinky pfeménuji cukry a alkoholy medu na kyseliny (Cavia et al.,
2007). Obsah organickych kyselin je velmi rozmanity a souvisi s pivodem medu. Med mitiZe
obsahovat mnoZstvi maéselné, citrénové, octové, mravenci, fumarové, galakturonové,
glukonové, glutarové, 2-hydroxymaselné, a-hydroxyglutarové, izocitronové, a-ketoglutarové,
mlécné, jableCné, malonové, methylmalonové, propionové, pyrohroznové, jantarové, vinné,
Stavelové kyseliny a dalSich (Cherchi et al., 1994). Ptevladajici organickou kyselinou medu
je glukonové kyselina, kterd je tvofend vcelim enzymem glukosaoxidasou pii jeho zrani
(Karabagias et al., 2014). Koncentrace glukonové a citronové kyseliny v medu je spolehlivym
indikatorem pro odliSeni kvétového a medovicového medu (Mato et al., 2006). Med také
muze obsahovat ester octové kyseliny a cholinu hormon acetylcholin, ktery v medu mtze mit

antihypertenzivni ucinek (Zhang, 2016).

3.5.7 Aromatické latky

Aroma medu udava slozitd smés tékavych sloucenin, které jsou ovlivnény ptivodem
a vlastnostmi nektaru, podminkami zpracovani a skladovani medu. Jednodruhové medy maji
vyrazné aroma diky specifickym tékavym slouCenindm rostliny, ze kterych pochazel nektar
(Castro-Vazquez et al., 2007).

Aromatické latky nepochazeji pouze z rostliny, ale jsou produkovany i véelami. VcCely
mohou také pfeménovat tékavé slouceniny rostliny, stejné jako mikroorganismy po zrani

medu, a tim vytvaret specifické aroma medu (Barra et al., 2010).

3.5.8 Barviva

Flavonoidy ptedstavuji rozsahlou skupinu rostlinnych fenolickych pigmentii. Rostliny
je obsahuji ve velké mife a jejich profil je pro jednotlivé rostliny charakteristicky. MnoZstvi

flavonoidd v medu je okolo 6000 pg/kg a jedné se o flavanony a flavan-3-oly, které obsahuje
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1 propolis (Campos et al., 1990). Mezi hlavni flavonoidy vyskytujici se v propolisu a medu
patii pinocembrin, chrysin, galangin a pinobanksin. Pro viesovy med je typicka pfitomnost
myricetinu a tricetinu, tyto flavonoidy jsou vSak obsaZené i v dalSich kvétovych medech
(Anklam, 1998). Kvétové medy také Casto obsahuji kvercetin, kempferol a isorhamnetin
(Ferreres et al., 1996).

Mezi fenolické kyseliny vyskytujici se v medu patii kavova, ferulova, ellagova a p-
kumarova kyselina (Vargas a Maza, 2015). Fenolické latky, kterych med obsahuje Sirokou
Skalu, se podileji nejen na barvé medu, ale také maji antioxidacni uc¢inky (Bertoncelj et al.,
2007). V prubéhu skladovani medu mtiiZe dochdzet k jeho tmavnuti. Tmavnuti miZe byt
zpuisobeno reakci polyfenoll, karamelizaci fruktosy ¢i Maillardovymi reakcemi (Bertoncel]

et al., 2007).

3.5.9 Hydroxymethylfurfural (HMF)

Hydroxymethylfurfural je dileZity indikator pro hodnoceni délky skladovéani
a tepelného poskozeni medu. Jak jiz bylo feceno, mnozstvi HMF se zvySuje tepelnym
zéhfevem a narutstajici dobou skladovani, jelikoZ se jednd o produkt rozpadu sacharidi.
Cerstvé medy tudiZz obsahuji pouze stopové mnoZstvi HMF (Zappala et al., 2005). Piesné&ji
HMF vznika kysele katalyzovanou dehydrataci hexos a souvisi s chemickymi vlastnostmi
medu jako pH, celkova kyselost a obsah mineralti (Singh a Parminder, 1998).

Dle mezinarodnich standardi (Codex Alimentarius, 1987) mnoZstvi HMF
po zpracovani nebo miseni medu nesmi byt vétsi nez 40 mg/kg. Vyjimku tvoii medy
s deklarovanym piivodem z tropickych zemi nebo z regionti s tropickymi teplotami, ¢i smésné
medy z nich, kde mnozstvi HMF nesmi byt vétsi nez 80 mg/kg. V EU Smérnice Rady
2001/110/ES ze dne 20. prosince 2001 o medu pevné stanovuje mnozstvi HMF, které nesmi
byt vétsi nez 40 mg/kg obecné u vSech medl s vyjimkou pekarského medu. Pro medy
s jasnym puvodem ze zemi s tropickym klimatem a pro smési z nich plati, Ze obsah HMF
nesmi byt vyssi nez 80 mg/kg.

Mezinarodni komise pro med (IHC) doporucuje tii metody pro stanoveni obsahu HMF
v medu. Doporuc¢ené metody zahrnuji dvé spektrofotometrické metody Siroce pouzivané
pfi béZnych analyzach a metodu s vyuZitim vysokotucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
(Bogdanov et al., 1999). Spektrofotometrické stanoveni podle White Jr (1979) zahrnuje
méfeni UV absorbance precisténych vodnych roztokii medu bez a s piidavkem bisulfitu.

Druhéd spektrofotometrickd metoda podle Winkler (1955) vyuzivd méfeni absorbance
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UV roztokit medu pomoci piidavku barbiturové kyseliny a p-toluidinu. Posledni doporucena
metoda méfeni mnozstvi HMF je podle Jeuring a Kuppers (1980), kdy se med jednoduse
rozpusti ve vod¢ a po filtraci je méfen v reverzni fazi HPLC kolony pomoci izokratické eluce
mobilni faze slozené z vody a methanolu. HPLC oddé¢luje HMF od dalSich slozek,
¢imz se vyvaruje vzijemnému ovliviiovani pti méteni. HMF miiZe interferovat s riiznymi
aldehydy, které jsou v medu piitomné podle jeho kvétového ptivodu ¢i v medu vznikaji
vlivem podminek prostfedi nebo jako produkty v pribéhu skladovani (Wootton a Ryall,
1985). Testovani téchto tfi metod Mezinarodni komisi pro med pfineslo srovnatelné hodnoty
méfeni pouze s velmi malymi rozdily mezi vysledky metod, které jsou zanedbatelné
pfi posuzovani kvality medu (Bogdanov et al., 1999). AvSak autofi studii a IHC nedoporucuji
pouzivat metodu podle Winklera, jelikoZ p-toluidin je karcinogenni a metoda je o néco méné

presna (Zappala et al., 2005).

3.6 Mikrobiota medu

Mikroorganismy pfitomné v medu jsou schopné preZit jeho koncentraci cukru,
kyselost a antimikrobidlni vlastnosti. Do medu mikroby ptechazeji z traviciho traktu (TT)
vcel, pylu, vzduchu, prachu, pidy a rostliny (Olaitan et al., 2007).

Sttevni mikrobiota vcel je podobni té savCi, u obou se sklada prevazné z fakultativné
anaerobni a mikroaerofilnich bakterii, je vSak oproti sav¢i jednodusS$i a dominuji v ni
specifické druhy, které si vCely mezi sebou pienéseji socidlnimi interakcemi (Obr. 1.). M4
ochrannou a nutri¢ni funkci a je odrazem zdravi véel (Kwong a Moran, 2016). V¢eli larvy
jsou zpocatku sterilni, ale pozdéji jsou vcelami krmeny nektarem a pylem, ¢imZ dochazi
k jejich inokulaci jeste€ pred kuklenim (Lee a Kime, 1984). Pii identifikaci bakterii a kvasinek
v plastvich medu bylo zji$téno, Ze zdrojem kontaminace byly vcCely, nektar a vnéj$i prostiedi.
Z plastvi medu i tél dospé€lych vcel byl izolovan druh Bacillus, Micrococcus a Saccharomyces
(Olaitan et al., 2007). Rada mikroorganism@ byla také izolovana ze véelich larev a vykalt

(White, 1996).
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Obr. 1. Prospésné bakterie a patogeny vcel (Silva et al., 2017)

TT vcel obsahuje asi 1% kvasinek, 27 % Gram-pozitivnich bakterii (Bacillus,
Bacteridium, Streptococcus, Clostridium spp.), 70 % Gram-negativnich ¢i Gram labilnich
bakterii  (Achromobacter, Citrobacter, Enterobacter, Erwinia, Escherichia coli,
Flavobacterium, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas) (Olaitan et al., 2007) a také probiotické
bakterie rodu Lactobacillus a Bifidobacterium (Alberoni et al., 2016). VSechny tyto bakterie
byly identifikovany také vmedu, a déale i Alcaligens, Brevibacterium, Neisseria,
Xanthomonas. VétSina bakterii a mikrobli v medu ovSem nemulZe rdst a rozmnoZovat se,
tato necinnost je diisledek jeho antimikrobidlniho ucinku (Olaitan et al., 2007). Béhem 8-
24 dni v medu mikroby hynou (al Somal et al., 1994). PreZivaji ptevazné pouze sporulujici
bakterie, které dobie snasi nizsi teplotu, jejich spory se ve stejném mnoZzstvi v medu vyskytuji
i po 4 mésicich skladovani. Ve studii byl med inokulovan mikroorganismy Bacillus cereus,
Clostridium perfringes a spory Clostridium botulinum a skladovan pti 25 °C, populace
Clostridium botulinum se ani po ro¢nim skladovani medu pfi 4 °C nezménila, aZ pfi teplote
65 °C po 5 dnech skladovani nebyly identifikovany Zadné spory (Olaitan et al., 2007).

Zajimavy je obsah bakterii mlééného kvaseni, které do medu piechazeji z TT vcel

av Cerstvém medu maji antimikrobidlni ucinek (Olofsson a Vasquez, 2008). Bakterie
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mlécného kvasSeni chrani vCely pfed patogeny nektaru a patogeny vyskytujici se v dlu.
Je zndmo 13 specifickych druht bakterii mlééného kvaSeni, pfedevs§im rodu Lactobacillus
a Bifidobacterium (L. kunkeei, L. apinorum, L. mellis, L. mellifera, L. kullabergensis,
L. kimbladii, L. helsingborgensis, L. melliventris, L. apis, B. coryneforme, B. asteroides,
Bifidobacterium spp.), které maji inhibi¢ni ucinek na vceli (Vasquez et al., 2012) a lidské
patogeny (Butler et al., 2014). Kazdy druh bakterii mlé¢ného kvasSeni vytvaii specifickou
slouceninu, kterdA ma inhibi¢ni dcinek ve specifickém mnozstvi. Nékteré druhy vytvari
peroxid vodiku (Olofsson et al., 2014), jiné vylucuji proteiny s inhibicnim td¢inkem (lysozym
a bakteriociny) (Butler et al., 2013). Naptiklad laktobacily izolované ze Zaludku vcel
vykazovaly inhibi¢ni efekt proti Escherichia coli a Salmonella enterica, nejvice bakteriocint
produkoval L. helsingborgensis a L. kunkeei (Veress et al., 2016). Studie z roku 2013 také
zkoumala inhibi¢ni u¢inek, a to nové€ izolovaného bakteridlniho kmene z medu,
ktery produkuje bakteriociny (Bacillus BHO72). Bakteriociny vykazovaly fungicidni inhibici
vuci Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Pythium a Botrytis cinerea (Zhao et al., 2013).
Pomoci produkce bakteriocinil je redukovana kompetice o Ziviny, ¢imzZ se vytvaii nevhodné
prostiedi pro vyvoj ostatnich bakterii. Bakteriociny bakterii mlééného kvaseni jsou
proto zkouméany jako mozna nahrada antibiotik. Ve studiich vykazuji vysokou ucinnost
in vitro, invivo a nizkou toxicitu. Vyhodou je také jejich pifijem spole¢né s probiotiky
nebo moznost purifikace pomoci biotechnologii, ovSem stejn¢ jako na patogeny mohou mit
prilis agresivni uCinek na organismus Clovéka (Cotter et al., 2012). VSechny vySe zminéné
probiotické bakterie jsou v laboratornich podminkach také schopné tvofit biofilm,
avSak bifidobakterii a Lactobacillus kullabergensis vytvaii biofilm vyraznéji (Olofsson et al.,
2014). Predpoklada se, Ze bakterie mlécného kvaseni funguji synergicky a byly vyvinuty
ve vCelim traktu ptfedevSim pro ochranu proti mikroorganismiim nektaru a pylu (Forsgren

sN 2

etal., 2010). Mezi bakteriemi mlécného kvaseni a vcCelou existuje mutualisticky vztah.
Bakterie mlécného kvaSeni v TT vcel vytvaii prostfedi vedouci k leps$i dostupnosti Zivin
achrani vcely pred Skodlivymi patogeny. Vcely uloZenim nektaru z medného vacku
do plastvi naopak vytvérteji idedlni prostiedi o teploté¢ 35 °C pro rlst probiotickych bakterii

(Jones et al., 2004).

3.6.1 Antibakterialni aktivita medu

Antimikrobidlni vlastnosti medu jsou zndmé jizZ n€kolik stoleti (Zumla a Lulat, 1989).

Med ma inhibi¢ni G¢inky vici ptiblizné 60 druhlim bakterii, a to jak anaerobnich, aerobnich,

20



Gram-negativnich ¢i Gram-pozitivnich (Taormina et al., 2001). Mezi faktory zodpovédné
za antibakterialni vliv medu patii vysoké mnozZstvi osmotickych latek, kyselost, pfitomnost
peroxidu vodiku, lysozymu, fenolickych kyselin a flavonoidi (Bogdanov, 1997). Dalsi
faktory zahrnuji vysoky obsah cukru, methylglyoxalu, dihydroxyacetonu a antibakteridlnich
peptidi (Adams et al., 2009). Antimikrobidlni aktivita medu je vétSinou zavisld hlavné
na peroxidové a neperoxidové aktivité, napiiklad studie Irish et al. (2011) zjistila,
Ze antimikrobidlni dc¢inky medu jsou zplsobené piedevSim peroxidem vodiku pochéazejicim
z enzymu glukosooxidasa.

Studie prokézaly, Ze antimikrobialni a antioxidac¢ni vlastnosti medu jsou také zavislé
na kvétinovém zdroji, ze kterého byl v€elami sbiran nektar (Liu et al., 2013). Kvétinovy zdroj
pro tvorbu medu ovliviiuji podminky prostfedi a zemépisna poloha (Price a Morgan, 2006).
Moderni medicina v praxi vyuZiva antimikrobidlni funkce medu v obvazovych materiadlech
(Ismail et al., 2015). Ne&které druhy medu také vykazuji Sirokospektrdlni ucinnost
proti bakteridlnim patogeniim, které jsou antibioticky rezistentni (Blair et al., 2009). Ve studii
Abd-El Aal et al. (2007) mél med vyrazné€jsi inhibi¢ni efekt (85,7 %) na Gram-negativni
bakterie (Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp., Klebsiella) ve srovnani s komercné
pouzivanymi antimikrobialnimi latkami. Byl také pozorovan 100% inhibi¢ni vliv na Gram-
pozitivni methicillin rezistentni Staphylococcus aureus ve srovnani s pouZzitim samotného
antibiotika. Pfi aplikaci medu s antimikrobidlnimi latkami bylo dosaZeno synergického ucinku
proti Gram-negativnim i pozitivnim bakteriim.

V soucCasné dob¢ byl pro klinické aplikace schvalen Manuka med pochazejici
z balminu metlatého (Leptospermum scoparium) z Nového Zélandu a Austrilie.
Jeho antimikrobidlni aktivita je vyjadiena fenolovym koeficientem nazyvanym unikétni
manuka faktor (UMF stupnice), ktery ptedstavuje koncentraci roztoku fenolii s podobnou
inhibi¢ni z6nou, jako ma med vuci Staphylococcus aureus pii deskové difuzni metodé.
Antimikrobidlni aktivita manuka medl byla prokdzdna viac¢i mikroorganismim jako je
Bacillus subtilis, Escherichia coli, S. aureus (zahrnujici methicillin rezistetni S. aureus),
Enterococcus faecium (zahrnujici vancomycin rezistentni enterokoky), Pseudomonas
aeruginosa, Helicobacter pylori a dalsi (Karasawa et al., 2017). UMF stupnice je nejvice
ovlivnéna koncentraci flavonoidu leptosinu a methylglyoxalu, ktery vznikd neenzymatickou
pfeménou dihydroxyacetonu, jehoZ vysoké mnozstvi obsahuje nektar z balminu metlatého.
K této neenzymatické premeéné dochazi béhem skladovani manuka medu (Adams et al., 2009)
a nésledna koncentrace methylglyoxalu koreluje se schopnosti medu inhibovat rist S. aureus,

¢imz se podili na neperoxidové antimikrobidlni aktivité (Karasawa et al., 2017).
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Dalsi zdroj ovliviiujici antimikrobidlni aktivitu je obsah polyfenold, jejichZ piisobeni
je proti fad€ bakterii a je ¢aste€né zavislé na pfitomnosti peroxidu vodiku. To dokazuje studie
Kwakman et al. (2010), ve které izolované polyfenoly medu samostatné¢ nevykazovaly
antimikrobialni aktivitu. Dilezitym faktem také je, Ze nckteré druhy polyfenoli nedokazou
inhibovat bakterie, které jiné polyfenoly inhibuji, nebo synergicky zvySuji baktericidni
schopnost jinych polyfenolti a samy jsou netcinné (Alvarez et al., 2006). Pfi vyuZiti medu
v medicin¢ je tedy dilezité znat slozeni polyfenoll, které lze odvodit podle kvétinového
zdroje nektaru (Ceksteryte et al., 2006). Studie Fyfe et al. (2017) se zabyvala inhibi¢ni
aktivitou Sesti skotskych medii a manuka medu odolnému proti antibiotikim rezistentnim
A. calcoaceticus, S. aureus, P. aeruginosa a E. coli bakteriim. Dva druhy skotskych medl
mely podobny inhibi¢ni efekt jako manuka med, antimikrobidlni aktivita byla ziejmé
ovlivnénd obsahem fenolli, ovSem nebyla zavisla na jejich celkovém poctu. Pfi analyze
pomoci LC-MS (kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem) byly odkryty
charakteristické slozky polyfenolt v rtiznych druzich medu, ale také byly identifikovany
glykosidy derivaty sebakové kyseliny, které mohou souviset s antimikrobidlni aktivitou.
Sebakova kyselina pochazi z matefi kaSicky a jeji glykosidy nebyly v ptedesSlych studiich
v medu identifikovany. Tyto glykosidy ve vyS$§i koncentraci nejspiSe obsahuji medy
s vysokou antimikrobialni aktivitou, proto je nutny dal$i vyzkum potvrzujici jejich strukturu

a antimikrobidlni potencial.

3.6.2 Mikrobialni biofilm

Biofilm je shluk mikroorganismii, které jsou pfidruzeny k biotickému ¢i abiotickému
povrchu. Formovani biofilmu je dynamicky proces, ve kterém jsou zapojeny razné
mechanismy pro pfilnuti bakterii k povrchu a jejich rastu. Kviili tvorbé biofilmu ¢asto dochézi
k selhani antimikrobidlni 1éc¢by, a proto jsou infek¢ni biofilmy velkou hrozbou v moderni
medicin¢ (Satpathy et al., 2016). Podle National Institutes of Health (USA) je dokonce vice
nez 60 % infekénich onemocnéni spojeno s tvorbou biofilmu (Lewis, 2001). Dusledkem je
vyvoj preventivnich opatfeni zahrnujici mechanické, chemické ¢i fyzikdlni metody
pro regulaci tvorby biofilmu ¢i jeho odstranéni (Satpathy et al., 2016).  VétSina  biofilma
vznikd pfilnutim k pevnému povrchu pokrytého exo-polysacharidovou matrici.
Mikroorganismy mohou tvofit méné nez 10 % suchého podilu komplexu, zatimco matrice

muZe tvofit vice neZ 90 % komplexu (Bryers a Ratner, 2004). Med méa antimikrobidlni ic¢inek
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na biofilm Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa (Cooper et al., 2011). To
potvrzuje studie Alandejani et al. (2009) zkoumajici efekt medu na biofilm S. aureus
a P. aeruginosa in vitro, ve které m¢l med 100% smrtici vliv. Toto piisobeni medu muze mit
zajimavy klinicky dasledek vedouci k novému piistupu 1€cby chronické rinosinusitidy, coz je
zanét dutiny nosni a vedlejSich nosnich dutin. Studie Aissat et al. (2016) zabyvajici
se efektem saharskych medi v kombinaci s propolisem na tvorbu biofilmu v mocovych
cestach kvli ptitomnosti S. aureus, P. aeruginosa a E. coli, potvrdila ochranou funkci medu
vuci utvareni biofilmu in vitro, med by proto mohl byt pouzit také v profylaxi a prevenci
mocovych onemocnéni.

Biofilmy nevytvareji pouze bakterie, ale i dal§i mikroorganismy. Nej€ast&jsi infekcni
kvasinkou tvofici biofilm je Candida albicans. Kvasinku C. albicans nejcastéji nalezneme
na sliznici dutiny ustni, jicnu, trdviciho traktu, mocového meéchyte a pohlavnich organt
(Pfaller a Diekema, 2007). Tato kvasinka adheruje a kolonizuje epitelové tkanc,
kde zpasobuje infekce, které jsou pro osoby s oslabenou imunitou patogenni a Zivot
ohroZujici. Na celém svété je C. albicans jednou z hlavnich pfi€in nemocnosti a imrtnosti
jedinct s oslabenou imunitou (Morgan et al., 2005). Bylo také prokazano, ze rod Candida je
tfetim nejCastéji izolovanym krevnim patogenem u pacientti v USA (Ramage et al., 2001).
Hlavnim problémem pfti 1€cbé, je zvySena odolnost biofilmt C. albicans vici antifungalnim
latkdm jako jsou azolova 1éCiva a jejich derivaty. ZvySenou rezistenci kvasinkové bunky
zpusobuji vyluCovanim extracelularni matrix, kterd chrani bunky proti protilatkdm a zabraiuje
pronikani léCiva do biofilmu (Silva et al., 2009). Med sniZuje tvorbu polysacharidové
extracelularni matrix a zaroven podporuje naruSeni zralého biofilmu (Irish et al., 2007). Studie
Ansari et al. (2013) proto zkoumala vliv medu z rostliny cicimek ¢insky (Ziziphus jujuba)
z Arabského poloostrova na rist C. albicans a produkci biofilmu. Med inhiboval tvorbu
C. albicans biofilmu a jeho vyznamné antifungélni Gc¢inky naznacuji, Ze by mohl slouZit
i pro souvisejici 1écbu infekci zplisobenych rodem Candida. Je vSak potfeba dalSich studii

pro potvrzeni vlivu medu na utvéieni kandidéznich biofilmt in vivo.

3.7 Mikrobialni kontaminace

Diky pfirozenym vlastnostem medu a kontrolnim opatfenim pii jeho upravé je med

produktem s minimalnim mnoZstvim neZadoucich mikroorganismi, pfesto se v ném mohou
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vyskytovat mikroby, které za uréitych podminek mohou zpilsobit onemocnéni c¢lovéka
(Snowdon a Cliver, 1996).

Med mé dva hlavni zdroje mikrobidlniho zneciSténi. Primarnim zdrojem kontaminace
je pyl, TT vcely, vzduch, prach, piida a nektar. Sekundarni zdroje znecisténi medu vyplyvaji
z manipulace lidmi a zahrnuji kontaminaci vzduchem, kifiZzovou kontaminaci, zneciSténi
pfi manipulaci s potravinou ¢i zneciSténym zafizenim. Primarni zdroje kontaminace je
prakticky nemozné ovlivnit, naopak druhotné zdroje zneciSténi lze eliminovat spravnou
vyrobni praxi (Finola et al., 2007).

Mezi mikroorganismy znehodnocujici med patii hlavné plisné, kvasinky a sporulujici
bakterie. Plisné a kvasinky jsou zodpovédné za kvaSeni medu pfi jeho vysokém obsahu vody
(nad 21 %). V medu se obvykle vyskytuje rod Penicillium a Mucor. Ptitomnost Bettsya
alvei, Ascosphaera apis a Ascosphaera major miiZe indikovat Spatné postupy vcel v chodu
véeltho dlu. Mezi dominujici kmeny kvasinek vyskytujici se v medu patii
Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Torula (Owczarczyk et al., 1999), Rhodotorula,
Debaryomyces, Hansenula, Lipomyces, Qosporidium, Pichiu, Torulopsis, Trichosporon,
Nematospora, Schwanniomyces a Zygosaccharomyces. Kvasinky se vyskytuji v mnoha
medech v menSim mnoZstvi nez 100 KTJ, ovSem pocty jejich kolonii mohou snadno rychle
rast, proto je v prumyslu standardem provadét kontrolu jejich poctu. Zpravidla ¢im vyssi
vlhkost medu, tim vys$i vyskyt kvasinek (Snowdon a Cliver, 1996). Mezi Casto
identifikované bakterie tvofici spory v medu patii rod Clostridium a Bacillus. Klostridie
redukujici sulfity patii mezi indikatory zneciSténi medu. Spory C. botulinum se v medu
obvykle vyskytuji na nizké drovni (Monetto et al., 1999). OvSem pfitomnost této spory je
obzvlasté nebezpecnd pro kojence a malé déti (Centorbi et al., 1999). Kojenecky botulismus
je zpusoben pitedevsSim sporami C. botulinum (viz kapitola 3.8.5). Laboratorni analyza
argentinskych medt ukazala ptitomnost klostridii redukujicich sulfity v 16 z 23 vzorkl medu,
krom¢ zneciSténi mohou tyto klostridie indikovat i spory C. botulinum. Studie 59 srbskych
medi objevila v 5 vzorcich medu spory C. botulinum pomoci metody PCR, tradi¢ni kultivacni
metodou spory ve stejnych vzorcich medu nebyly identifikovany (Matovic et al., 2015).
Klostridie se vyskytuji piedevsim v pid¢, ale zdrojem mtiZe byt i prach, zafizeni a pracovni
prostfedi. Aby se sniZila moZnost kontaminace medu spory C. botulinum, je nutnd kontrola
vyrobniho fetézce, z ¢ehoZ vyplyva nezbytna potieba provadét mikrobiologické rozbory medu
pro zajisténi bezpecnosti potravin (Finola et al., 2007). Pro zabranéni kazeni medu je dulezita

znalost zavislosti teploty a obsahu vody na rist mikroorganismii (Snowdon a Cliver, 1996).
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3.8 Med ve vyzivé a zdravi

Medu jsou pfipisovany 1éCivé uclinky uZz po tisicileti. Pro své antioxidacni,
ptilnavost koZnich S$tépl, podporuje proces hojeni ran, plodnost a slouZi jako prevence
proti kasli (Meo et al., 2016). Pozitivni efekt medu na lidsky organismus ovliviiuje jeho
vyjimec¢na skladba a obsah enzym, které spoluvytvareji biologickou aktivitu medu. Enzymy
pochézeji z hltanovych zlaz vcel, anebo ze snisky. Med neni bohatym zdrojem vitamind,
mineralnich latek ¢i organickych kyselin. Obsahuje vSak Siroké spektrum téchto latek,
byt v malém mnoZstvi, coZ ovSem nesniZuje dieteticky vyznam medu, nebot podstatni je
komplexnost tohoto piirodniho produktu (Dupal et al., 2015). Biologickou aktivitu medu
vykazuji vitaminy A, E, K, B1, B2, B3, B5, B6, C, mastné kyseliny, fenolické slouceniny
a flavonoidy (Bogdanov et al., 2008). Déle také arginin, cystein, glutamova kyselina,

asparagova kyselina a prolin (Qamer et al., 2007).

3.8.1 Med a glykemicky index

Glykemicky index (GI) je bezrozmérnd veliCina, kterd udava jak rychle je glukosa
z potravin vyuZita lidskym organismem. Pfesnéji je to plocha pod kiivkou glykémie po poZiti
potraviny obsahujici sacharidy, ktera je vyjadfena jako procento plochy pod kiivkou po poZiti
stejného mnozstvi referencni testovaci potraviny, nejéastéji po poZziti stejného mnoZzstvi Cisté
glukosy (Jenkins et al., 1981). Pfi¢inou rozdild hodnot GI je rozdil v rychlosti trdveni
a vstiebavani sacharidii. Potraviny s vysokym glykemickym indexem vedou k vysSimu
vzestupu insulinu a C-peptidu v porovnani s potravinami s nizkym GI. Hyperinsulinémie
muze vést ke zvySeni hmotnosti a ukladani Zivin do tukové tkan¢ na misto jejich oxidace
ve svalu. Vyssi obsah jednoduchych sacharidii u potravin s vysokym GI v potravé vede
ke zvySeni oxidace sacharidi a naopak sniZeni oxidace tukl. GI zfejmé také stimuluje hlad,
coz muze byt dalsim faktorem zplsobujicim vzestup hmotnosti (Hainer, 2011).

GI medu je 50 (Copikova et al., 2013) a je tedy potravinou s nizkym GI. Nizky GI
maji hlavné akitové medy a svétlé druhy medi, které maji obvykle vyssi obsah fruktosy.
Konzumace potravin s nizkym GI je prospéSna v souvislosti se vznikem metabolickych
poruch, diabetu a srde¢nich poruch (Jenkins et al., 2002). Med s nizkym GI muze byt diky
svym vyhodnym fyziologickym dc¢inkiim pouZit i pro pacienty s endokrinnimi poruchami (Al-

Waili, 2003).
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U pacientd trpicim diabetem je med ve stravé kontroverzné diskutovan.
Pro doporuceni upiednostnéni medu v diet€¢ pro pacienty s diabetem I. typu, je potieba
posoudit ucinky medu po jeho dlouhodobém uZivani. Na druhé stran¢ ma med ziejmé
schopnost stimulovat beta buniky slinivky bfiSni, coZ mlize v budoucnu byt predmétem

terapeutickych studii (Abdulrhman et al., 2013).

3.8.2 Antioxidacni u¢inky medu

Antioxidant je prvek, ktery ma schopnost inhibovat oxidaci jinych molekul. Oxidace
je biochemicka reakce, pfi které vznikaji volné radikaly s fetézovou reakci, které mohou
poskodit buiiky, tkdné a fyziologické funkce organismu. Pro vyvaZeni oxidacniho stavu je
nutny piijjem antioxidanti. Med ma antioxida¢ni vliv vac¢i zanétlivym onemocnénim,
koronarnim a arteridlnim onemocnénim, neurologickym onemocnénim, rakoviné a starnuti
(Meo et al., 2016).

Studie zkoumajici pusobeni fenolickych latek jednodruhovych medt na oxidaci
cervenych krvinek zjistila, Ze med omezuje oxidacni poskozeni bunécné membrany Cervenych
krvinek. Omezeni oxidacniho vlivu zfejmé& zpilisobuje schopnost splynuti latek medu
s bunéénou membranou a cytosolem bunky. Antioxidanty medu tak zvySuji funkci

a obranyschopnost ¢ervenych krvinek (Alvarez-Suarez et al., 2012).

3.8.3 Maed pri hojeni ran

Utinek medu pii hojeni ran je pfedeviim dusledkem jeho antibakteridlnich vlastnosti.
Med udrZuje v rané¢ vlhkost a vysokou viskozitu, a tak tvoii ochranou bariéru zabranujici
infekci (Mandal a Mandal, 2011). Jeho pozitivni vliv se uplatiiuje pfedevSim pii lécbé
popalenin (Jull et al., 2008), nicmén¢ je Ucinny pro rtizné druhy ran, kde jsou jiné metody
hojeni netspéSné (Meo et al., 2016), v€etné téch chirurgickych (Goharshenasan et al., 2016).
Med nejen minimalizuje riziko vzniku infekce pii poranéni (Worcester a This, 2011), ale také
zvySuje pfilnavost koznich $tépi. Uziti medu pii 1éCbe ran sniZuje bolest a diky adhezni
vlastnosti med fixuje koZni St€p s minimalnim rizikem kontrakce (Maghsoudi a Moradi,

2015).
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3.8.4 Med v prevenci proti kasli

Vv v

Kasel je nejcastéjSim problémem, kterym trpi mnoho lidi. Pfi¢ina vyskytu kasle zavisi
na véku, geografickych, environmentalnich, klimatickych a epidemiologickych podminkach
(Meo et al., 2016). Dlouhodoby ¢i chronicky vyskyt kasle ma neZadouci Skodlivy vliv hlavné
u déti, jelikoz déti nemaji zcela vyvinuty imunitni systém, a jsou tudiZ nachylngjsi k infekcim
a dalsim doprovodnym onemocnénim (Kantar, 2016).

Studie provedend Paul et al. (2007) uvadi vyrazné zlepsSeni klinickych ptiznakt kasle
po uzivani medu. Cohen et al. (2012) provedli studii, které se tcastnilo 300 déti ve v€kové
kategorii od 1 do 5 let s onemocnénim hornich dychacich cest, které trvalo okolo jednoho
tydne. Autofi studie srovnavali u¢inek no¢ni davky citrusového medu, eukalyptového medu,
medu z hluchavkovitych rostlin a placeba na kaSel. U vSech tfi druhti medu dochazelo
k vyraznému zlepSeni kasle ve srovnani s placebem. Med u déti s respiratornim onemocnénim

také mirnil potiZe s usinanim.

3.8.5 Kojenecky botulismus

Botulismus je vzicny neuromuskularni stav, ktery mé& nékolik klinickych forem.
Poprvé byl identifikovan v roce 1976 a obvykle se objevuje u déti mladSich 1 roku,
které poziji spory bakterie Clostridium botulinum (Arnon et al., 1977). V USA je kojenecky
botulismus nejbézn¢jsi formou botulismu se 70-100 piipady v kazdém roce (Long, 2007).
Obvykle se kojenecky botulismus vyskytuje v kombinaci s hypotonii, bulbarni slabosti
a oslabenim kosterniho svalstva ¢i dalSimi klinickymi piiznaky. C. botulinum je obligatné
anaerobni, sporulujici, Gram-pozitivni, tyCinkovitd bakterie pfitomnd v pudnich a vodnich
sedimentech. V zavislosti na produkci neurotoxinu existuje sedm podtypi A-G,
pfi¢emZ onemocnéni mohou zplisobit pouze podtypy A, E, B a F. Clostridium baratii
a Clostridium butyricum produkuji také neurotoxin E a F, ale kojenecky botulismus zpiisobuji
jen zfidka (Feigin a Cherry, 2009). Po pozieni spor C. botulinum se spory aktivuji v TT,
kde se namnozi a za¢nou produkovat neurotoxin (botulotoxin), ktery proudi do krevniho
feCiSté. Neurotoxin se pak nevratné vaZe na receptory presynaptické bunécné membrany
a autonomniho neuromuskularniho spojeni, blokuje uvolnovéani acetylcholinu z nervovych
zakonceni, a zastavuje tak jeho ¢innost (Rosow a Strober, 2015).

Botulotoxin je nejsilngj§i zndmy jed s letdlni davkou pouze 10~ mg/kg tlesné
hmotnosti. Pfedpoklddana inkubacni doba je 3-30 dni (Domingo et al., 2008). Citlivost

kojenci na botulismus je zpisobena nevyvinutym TT, ktery jesté neni schopen odolat
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kolonizaci C. botulinum. Tento fakt potvrzuje studie na zvitatech, ve které TT mlad’at mysi
byl méné odolny kolonizaci nez u starS§ich mysi. U lidskych kojenct se navic zvySuje riziko
botulismu po odstavu pfijmu matefského mléka (Long, 2001). Mnoho piipadi détského
botulismu bylo zplisobeno pozienim kontaminovaného medu, ve vétSin¢ piipadi vSak nikdy
nebyl konec¢ny zdroj spor C. botulinum identifikovan (Arnon et al., 1977). U pacientd,
u kterych nebyl nalezen Zadny zdroj ndkazy, se predpoklada poZziti spory, ktera je pfidruzena
k mikroskopickym c¢asticim prachu ve vzduchu (Feigin a Cherry, 2009). OvSem podavani
medu détem do 1 roku se nedoporucuje také z diivodu vzniku alergie (Hoc, 2006). Spory
C. botulinum se diive také vyskytovaly v kukufi¢ném sirupu, nyni diky zméné vyrobniho
procesu v kukufi€éném sirupu uz obsaZeny nejsou (Long, 2001), nicméné nepasterizovany
kukuficny sirup neni doporucovan pro vyzivu déti mladSich 12 mésicii (Ogle a Anderson,
2012).

V roce 2003 byla vyvinuta specidlni 1é€ba kojeneckého botulismu pomoci
intravenézniho imunoglobulinu, kterd vyrazné€ sniZila umrtnost. Kojenci s botulismem
se tak pfi v€asném rozpoznani nemoci a zahajeni 1écby s peclivou podptrnou péci obvykle

zcela uzdravi (Rosow a Strober, 2015).

3.8.6 Med jako probiotikum a prebiotikum

Nepasterizovany med obsahuje malé mnozstvi druht bakterii, avSak tato pfirozena
mikrobiota medu zahrnuje probiotické druhy bakterii (Tsekoura et al., 2006), které jsou
pro své hostitele prospéSné (Ajibola et al., 2012). Probiotické bakterie jsou odolné
vici kolonizaci TT, podporuji pivodni anaerobni mikrobiotu a omezuji tak potencidlné
patogenni mikroorganismy. V gastrointestindlnim traktu mohou ovliviiovat aktivitu enzymii,
¢imz se podileji na fyziologickych tuc¢incich (Chow, 2002).

Studie Olofsson a Vasquez (2008) zkoumala medné vacky vcel obsahujici nektar
z ruznych druhl rostlin. Bylo zjiSténo, Ze v medném vacku dominuji bakterie mlécného
kvaSeni. Pomoci molekularné-genetickych metod byl identifikovdn a popsdn novy druh
Lactobacillus kunkeei, dal$i dominantni skupinu tvofily blize neurené bifidobakterie.
V mensim mnozstvi se v mednych vaccich také vyskytovaly Lactobacillus sp., Paenibacillus
larvae a bakterie Celedi Pasteurellaceae. Bylo prokazano, Ze bakterie mlécného kvaSeni
v medu pochazeji vyhradn€ z medného vacku vcely nikoli z povrchu rostlin. Na rozvoj
bakterii v této cCasti TT vSak zifejmé pusobi sacharidy nektaru rostlin. Druh rostlin,

ze kterych pochazi nektar, tak miiZe ovlivnit bakteridlni spektrum medného vacku.
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Bifidobakterie a laktobacily pfechazeji do vcelich produktl, v Cerstvém medu z nektaru malin
a ostruZin byl zjiStén obsah 5 X 10* Zivych bunék téchto bakterii v 1 g medu (Havlik et al.,
2009).

Med obsahuje fruktooligosacharidy, které v organismu funguji jako prebiotika,
coz jsou nestravitelné slozky potravy, které stimuluji rist a aktivitu probiotickych bakterif,
¢imzZ jsou zdravotné pfiznivé pro organismus. Fermentace fruktooligosacharidii ve stfevech
zvySuje vstfebavani vapniku a objem stolice. Fruktooligosachridy také prospésSn€ sniZuji
hladinu lipidi v krvi a zkracuji ¢as traveni (Chow, 2002). Dalsi prebiotika medu tvoii malto-
oligosacharidy (Morales et al., 2008), ve vzorcich brazilskych medt byla nalezena isomaltosa,
celobiosa, maltotriosa, melezitosa, rafinosa, maltosa, turanosa a maltotriosa (Leite et al.,
2000).

Studie zkoumajici efekt sezamovych medt z Indie, které se pouZivaji hojné
v 4jurvéde, potvrdila ptisobeni tohoto medu na podporu riistu probiotickych bakterii in vitro.
Sezamovy med po inkubaci s kultivaénim médiem vykazoval vyznamny vzestup rustu
Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium bifidum (Das et al., 2015). Vyzkum vlivu meda
z naditce (Prosopis) na rust a fermentaci Pediococcus pentosaceus a Lactobacillus fermentum
ukazal lepsi rlst P. pentosaceus v piitomnosti medu oproti L. fermentum. Kromé toho ob¢
bakterie mlééného kvaseni byly schopné upravovat obsah fenoli a flavonoidi v medu,
pravdépodobné pomoci biotransformace. Diky vyznamné fermentacni kapacité a schopnosti
rustu ve vysokych koncentracich medu je P. pentosaceusidedlnim mikroorganismem
pro zvySeni biologické dostupnosti flavonoidii, coZ zvysi i antioxidacni aktivitu medu (Nutter

et al., 2016).
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4 Material a metody

4.1.1 Priiprava vzorku

Bylo odebrano 40 vzorkd (Obr.2.) medu z Ceské republiky a 7 vzorka medu
ze zahraniéi (Recka, Slovinska, Ukrajiny a Slovenska). Viechny vzorky medu pochizely
piimo od véelaie z tzv. prodeje ze dvora. Ctyfi skupiny regionti jsou zastoupeny pouze jednim
vzorkem medu, jedna se o kraj Moravsko-slezsky, Vyso¢inu a zahraniéni vzorek z Recka

a Tater.

Obr. 2. Mapa znazorfujici ptivod vzorkli medu

Pfiprava vzorkll spocivala v odebrani medu a nésledného navazeni mnoZstvi 100—

150 mg vzorku do pfipravené kolony obsahujici homogenizujici sterilni kulicky.
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4.1.2 1Izolace DNA

K izolaci veskeré bakteridlni DNA ze vzorkli medu byl pouzit ZR Faecal DNA
MiniPrep kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA). Izolace probé¢hla dle protokolu vyrobce.

4.1.3 Elektroforéza v gradientovém denatura¢nim gelu (DGGE)

Pomoci univerzélnich bakteridlnich primerti 338GC (5"-CGC CCG CCG CGC CCC
GCG CCC GGC CCG CCG CCG CCG CCG CAC TCC TAC GGG AGG CAG CAG-3)
aRP534 (5-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3") amplifikujicich variabilni oblast genu
pro 16S rRNA (200bp), byla namnoZena bakteridlni DNA dle PCR programu s nasledujicimi
kroky: denaturace (3 min 94 °C), 35 cykld (1 min 94 °C, 30 s 55 °C, 1 min 72 °C) a finalni
elongace (10 min 72 °C) (Muyzer et al., 1993).

Poté nasledovala analyza PCR produkti pomoci elektroforézy v gradientovém
denaturatnim gelu (DGGE) s gradientem 35-65% podle (Mrazek et al., 2008).
Pro minimalizovani chyb pfi srovnavani dvou gelti byl do stfedu gelii umistén standard
obsahujici smés PCR produkti. DGGE gely byly zpracovany v BioNumerics 6.6 software
(AppliedMaths, Sint-Martens-Latem, Belgium) s nastavenim: 7 % minimum profiling, 0 %
grayzone, 0 % minimum area a 0 shoulder sensitivity. Nasledn¢ byly vytipovany dva bandy

zajmu (Obr. 3.) se stejnymi normalizovanymi hodnotami Rf.
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Obr. 3. Polyakrylamidovy gel zobrazujici vybrané vzorky medi se standardem umisténym

v stfed¢ a identifikovany bandy zajmu

Vybrané bandy byly vytiznuty z polyakrylamidového gelu sterilnim skalpelem,
umistény do sterilni 1,5 ml eppendorf zkumavky a bylo pfidano 100 pl sterilni destilované
vody. DNA byla pomoci vortexovini (I min) a naslednou centrifugaci (167 Hz, 10 min)
uvolnéna. Poté byl 1 ul roztoku pouZit pro amplifikaci a naslednou identifikaci bakteridlnich
druhii pouzitim primert FP341 a RP534 dle PCR programu (Muyzer et al., 1993).

Konecné PCR produkty byly preciStény pomoci QIAquick PCR kitu (Qiagen)
a sekvenoviny (SeqMe). Vysledné sekvence byly porovniny s V3 regionem bakteridlnich
druhil v databazi GenBank (NCBI) pouZitim BLAST algoritmu a druhy se shodou 16S rRNA
vice nez 96 % byly identifikovany.
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4.1.4 Kvantitativni polymerazova retézova reakce (QRT-PCR)

Kvantifikace DNA vybranych bakteridlnich skupin probéhla pomoci mx3005
termocykleru (Stratagene, La Jolla, CA, USA) a pouzitim specifickych primert
pro Gammaproteobacteria  (1080yF, y1202R), Firmicutes (928F-Firm, 1040FirmR)
a Actinobacteria (Act920F3, Act1200R) (De Gregoris et al., 2011).

Tab. 2. Pouzité specifické primerové pary (De Gregoris et al., 2011)

Cilova skupina Nazev Sekvence
G . 1080yF TCGTCAGCTCGTGTYGTGA
ammaproteobacteria
v1202R CGTAAGGGCCATGATG
Firmicutes 928F-Firm TGAAACTYAAAGGAATTGACG

1040FirmR ACCATGCACCACCTGTC
Actinobacteria Act920F3 TACGGCCGCAAGGCTA

Act1200R TCRTCCCCACCTTCCTCCG

4.1.5 Statisticka analyza

Data byla statisticky vyhodnocena pomoci IBM SPSS Statistics 24 (IBM, Armonk,
NY, USA). Pomoci stejného programu byla data graficky zobrazena a byly sestrojeny
sloupcové a krabicové grafy tzv. boxploty, které zobrazuji mnozstvi (kopie 16S rRNA genu

na gram medu) vybranych skupin bakterii u medu s riznym geografickym pivodem.
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5 Vysledky

Kvantifikace  vybranych bakteridlnich  skupin  (Actinobacteria, Firmicutes
a Gammaprotebacteria) probéhla ve 40 vzorcich medu z Ceské republiky a v 7 vzorcich medu
ze zahrani&i. Viechny vzorky medu pochédzely piimo od véelafe z tzv. prodeje ze dvora. Ctyfi
skupiny regioni jsou zastoupeny pouze jednim vzorkem medu, jednd se o kraj
Moravskoslezsky, Vyso¢inu a zahraniéni vzorek medu zRecka a Tater. MnoZstvi
aktinobakterii, firmikutii a gammaprotebakterii v danych regionech zobrazuje obrizek 4.
Celkové nejvice medy obsahovaly gammaproteobakterie. Nejméné zastoupenou skupinu
tvotily aktinobakterie.
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Obr. 4. Graf zobrazuje mnoZstvi (kopie 16S rRNA genu na gram medu) bakterialnich skupin

v medu s riznym geografickym piivodem.

Aktinobakterie (Obr. 5.) byly nejvice zastoupeny v Tatrdch a Moravsko-slezském
kraji. Ve Stfedoceském kraji byl jejich obsah také vysoky a byla zde nejvétSi variabilita
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v jejich mnozZstvi. Piitomnost aktinobakterii byla zjiSténa u vSech vzorkti medu, byt byl jejich

obsah minoritni.
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Obr. 5. Boxplot (krabicovy graf) zobrazuje mnoZstvi (kopie 16S rRNA genu na gram

medu) aktinobakterii v medu s riznym geografickym ptivodem.

Bakterie Bifidobacterium asteroides (Obr. 6.) se nejvice vyskytovala v Moravsko-
slezském kraji, Libereckém kraji a na Vysociné. Nejméné byl tento druh bifidobakterie
identifikovan v JihoCeském kraji. Nizs§i zastoupeni bylo i v zahrani¢nich vzorcich medu,

vyjma medu feckého. Ostatni krajiny mély podobné zastoupeni Bifidobacterium asteroides.
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Obr. 6. Graf zobrazuje relativni intenzitu bandu, co pfedstavuje relativni hojnost

Bifidobacterium asteroides v jednotlivych medech s riznym geografickym ptivodem.

Bakterialni skupina Firmicutes (Obr. 7.) byla druhou nejvice roz§ifenou ve vzorcich
medu. Jeji zastoupeni bylo v medech velmi variabilni, v nékterych regionech tato skupina
byla dominantni, v jinych minoritni ¢i nedoslo k jeji kvantifikaci vibec. Zda se, Ze med
z Moravskoslezského kraje neobsahoval Zadné firmikuty, obsah blizky nule zndzornény
v grafu vzhledem k ostatnim krajinAim je vSak zplsoben vysokymi hodnotami
na ose y a tim, Ze Moravsko-slezsky region zastupoval jediny vzorek. Pti identifikaci bakterii
v jednotlivych vzorcich bylo naopak zjisténo, Ze vzorek obsahuje nejvice laktobacild, jeZ patii
do skupiny firmikut. V Plzenském, Libereckém a Stfedoceském kraji dosahoval mediin
velmi nizké irovné blizké nule. Nejvétsi rozdil mezi vzorky byl v Usteckém kraji. Tatransky
vzorek medu obsahoval hojné firmikuty, kolem 60 000 kopii genu na 1 g¢ medu, ve vzorku
byla tato skupina dominantni. Firmikuty byly pfevladajici skupinou bakterii i v feckém medu,
jejich mnoZstvi zde bylo vyssi nez 20 000 kopii genu na 1 g medu. V Jiho€eském kraji byl

vyskyt také na vyssi drovni.
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Obr. 7. Boxplot (krabicovy graf) zobrazuje mnozZstvi (kopie 16S rRNA genu na gram medu)

firmikut v medu s riznym geografickym ptivodem.

Obsah laktobacilti (Obr. 8.) byl ve vzorcich velmi rozmanity. Pouze ve Stiedoceském,
Jihodeském, Kralovéhradeckém a Usteckém kraji byly zastoupeny vSechny vybrané druhy
laktobacilt (L. acidophilus, L. apis, L. melliventris, L. plantarum). Nejvice laktobacili
obsahoval vzorek z Moravsko-slezského kraje, ktery mimo L. acidophilus obsahoval vSechny
uvedené druhy. Vybrané laktobacily byly hojné identifikovany i ve slovinskych vzorcich,
které nejvice obsahovaly L. apis. Déale byly tyto probiotické bakterie nejvice v tatranském
medu a ve vzorcich ze StredoCeského kraje, v obou regionech byl nejvice zastoupen také
L. apis. Tatransky vzorek m¢l vyrovnany obsah L. melliventris a L. plantarum,
ve StfedoCeském kraji jako druhy ptevladal L. melliventris, déale L. plantarum a nejméné
L. acidophilus. Zahranicni vzorky krom& medu z Tater neobsahovaly L. plantarum,

ukrajinské vzorky obsahovaly pouze L. apis a med z Recka neobsahoval Zadné laktobacily.
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Obr. 8. Graf zobrazuje relativni intenzitu bandu, co predstavuje relativni hojnost vybranych

laktobacill v jednotlivych medech s riznym geografickym ptivodem.

Gammaproteobakterie (Obr. 9.) tvofily v medech nejhojnéjSi skupinu. V mnoha
regionech tvofily hlavni skupinu bakterii, ptfevladali ve StfedoCeském, Plzenském,
Libereckém, Kralovéhradeckém, Pardubickém, Moravskoslezském kraji a také na Vysocing,
Ukrajin€¢ a Slovinsku. Rozpéti jejich obsahu bylo vysoké ve StfedoCeském, Jihoceském,
Plzetiském, Usteckém i Kralovéhradeckém kraji. Nejméné byly kvantifikovany v feckém

medu, kde se jejich obsah bliZi k nule.
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Obr. 9. Boxplot (krabicovy graf) zobrazuje mnozZstvi (kopie 16S rRNA genu na gram medu)

gammaproteobakterii v medu s riiznym geografickym piivodem.

Nejvice gammaproteobakterii Frischella perrara a Gilliamella apicola (Obr. 10.)
obsahovaly vzorky z Moravsko-slezského kraje. Vzorek medu z Recka a Vyso&iny obsahoval
pouze Gilliamella apicola. Naopak ukrajinské vzorky obsahovaly pouze Frischella perrara.

U jediného vzorku z Tater nebyl identifikovan Zadny z téchto dvou bakteridlnich druhi.
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Obr. 10. Graf zobrazuje relativni intenzitu bandu, co pfedstavuje relativni hojnost vybranych

druhti gammaproteobakterii v jednotlivych medech s riznym geografickym ptivodem.

Bakteridlni druh Pseudochrobactrum saccharolyticum a Rhizobiales bacterium
(Obr. 11.) byl identifikovan v nejvy$Sim mnozZstvi na Vysociné, na které bylo zastoupeni
téchto dvou druhti vyrovnané. Druhé nejvyssi i vyrovnané mnozstvi obou alfaproteobakterii
bylo v Libereckém kraji a déale v kraji Pardubickém a Moravsko-slezském. V ostatnich
krajindch bylo zastoupeni podobné. NiZ§i mnozZstvi Pseudochrobactrum saccharolyticum
a Rhizobiales bacterium bylo zjisténo v Jiho¢eském kraji a v zahrani¢nich vzorcich. NejniZsi

zastoupeni téchto dvou bakterii bylo v Tatrach, kde byl identifikovan pouze Rhizobiales

bacterium.

e fx28)s]

ey fysegopans ]
[ fs820UIr- |
e frsyezi{ [

Vv s

e fopa818gI T4

[
le2t A1aspeiyorciey TN

Vv,

40

ey fop1gnpaed

8|5-0MSABIO A

z

e fo1s

o
iy —
OMsL m.mg:l:,

BUIZ0SA

eulfein-

e



400~ Pseudochrobactrum saccharoldicum
B Rhizobiales bacterium

3304

300

2504

200

150

Relativni intenzita bandu

1007

a0

RS 2B S8 s RS
& 8 B OB om o oom Boa 8 %
e >rgog2E8882335%
ez o2 L I
byi] 4 .3; = o m F
n = ox T % 5 x &3 2
& T op & &5 g 3 e
= 8 L = o
= L )
L 2, 2z
5 =
=
o =l

Obr. 11. Graf zobrazuje relativni intenzitu bandu, co pfedstavuje relativni hojnost vybranych

druhii alfaproteobakterii v jednotlivych medech s riznym geografickym ptivodem.
Krom¢é Moravsko-slezského kraje byla Snodgrassella alvi (Obr. 12.) identifikovana

na vSech stanovistich. Jeji nejvyssi vyskyt byl na Vysocin€ a v Libereckém kraji. Nejméné

byla tato betaproteobakterie ve vzorku z Tater, v Plzeiiském kraji a na Ukrajiné.
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Obr. 12. Graf zobrazuje relativni intenzitu bandu, co pfedstavuje relativni hojnost bakterie

Snodgrassella alvi v jednotlivych medech s riznym geografickym ptivodem.

Nejhojnéji obsahoval probiotické bakterie (Obr. 13.) vzorek medu z Moravsko-
slezského kraje, ktery ovSem neobsahoval L. acidophilus. Dale byly tyto prospésné bakterie
nejvice identifikovany v Libereckém kraji, na Vysocin¢, v Pardubickém a StfedoCeském kraji.
Stejné jako u vzorku medu z Moravsko-slezského kraje i na stanoviStich ve Vysocing,
Tatrach, Libereckém, Pardubickém a Plzeiiském kraji nebyl ve vzorcich identifikovin
L. acidophilus. Nejniz§i zastoupeni probiotik mély zahranicni medy, znichZ nejméné

probiotické bakterie obsahovaly vzorky z Ukrajiny a Recka.
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Obr. 13. Graf zobrazuje relativni intenzitu bandu, co predstavuje relativni hojnost vybranych

probiotickych druht v jednotlivych medech s riznym geografickym ptivodem.
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6 Diskuze

Bakterialni spektrum ve vzorcich medu bylo variabilni a rozsahlé, celkovy obsah kopii
genu na 1g medu nepfesdhl 800000. Nejvice =zastoupenou skupinu tvofily
gammaproteobakterie. Tato tifida zahrnuje vyznamné bakterie, které jsou mikroaerofilni
¢ianaerobni a pochazeji z TT vcCel. NejvyS§i mnozstvi gammaprotebakterii obsahoval
slovinsky akatovy med. Zda se, Ze mikrobiota medu byla nejvice ovlivnéna TT vcel,
jelikoZ i ostatni bliZze identifikované bakterie v medu jsou soucasti predevSim vceli
mikrobioty. Vyjimkou jsou firmikuty, které se nachazeji i v rostlinnych ¢astech a pii sbéru
a zpracovani nektaru ziejmeé kolonizuji travici ustroji vcel.

V TT dé€lnic v€ely medonosné dominuje hlavnich osm skupin bakterii, které tvofi vice
nez 95 % bakterii u vétSiny jedinct (Ahn et al., 2012). Patii mezi né Gilliamella apicola,
Frischella perrara, Snodgrassella alvi, skupina laktobacili (L. mellis, L. mellifera), skupina
laktobacilt (L. helsingborgensis, L. melliventris, L. kimbladii), skupina bifidobakterii
(B. asteroides,  B. actinocoloniiforme,  B. bohemicum), Bartonellaceae  (Rhizobiales)
a Parasaccharibacter apium (Moran, 2015). VétSina téchto bakteridlnich druhti byla
identifikovana i ve vzorcich medu. Pfiblizn€ 95 % téchto mikroorganismt pochazi ze zadni
casti TT. Predni ¢éast vCeliho traktu obsahuje také mnoZstvi bakterii (Olofsson a Vasquez,
2008), ale studie kvantifikace bakteridlnich buné€k zjistila, Ze tato populace je velmi nizka
(Anderson et al., 2013). V piedni ¢asti stieva dominuji laktobacily (nejvice Lactobacillus
kunkeei) a Acetobacteraceae, tyto skupiny najdeme i ve vcelim tlu, v potravé vcel (nektaru,
matefi kaSi¢ce) a v medu (Corby-Harris et al., 2014).

Stiedni ¢ast TT obsahuje také relativn€ malo bakterii, které se shlukuji hlavné
ve vzdalenéjsi ¢asti blize k zadni ¢4sti traktu (Martinson et al., 2012). Zadni ¢ast TT se sklada
ze dvou oddili. Zilea, coZ je uzka trubice s Sesti podélnymi vychlipeninami, a z vét§iho
podobné utvoreného rekta (Moran, 2015). Ileu dominuji tfi hlavni proteobakteridlni druhy
Gilliamella apicola, Frischella perrara, Snodgrassella alvi, které vytvareji husty biofilm,
jenz zacina u kiizeni s Malpighickou trubici a pokracuje po celé délce stény ilea (Powell
etal.,, 2014). Gilliamella apicola a Snodgrassella alvi utvéaii biofilm pifimo na kutikule
lemujici stievo. Ve vzorku z Moravsko-slezského kraje a z Kasejovic v Plzenském kraji,
nebyla identifikovana Zadna kopie genu tohoto druhu, coZ muize indikovat slaby zdravotni
stav vcelstva. Snodgrassella alvi tvorbou biofilmu vytlacuje patogeny a v jeji nepiitomnosti

muze byt vcelstvo snadno napadeno ptivodci nemoci. V malém mnozstvi se v lumenu ilea
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nachazi také L. helsingborgensis, L. melliventris a L. kimbladii (Moran, 2015). Frischella
perrara je vileu typicky zastoupena v mensSi mife, nékdy i zcela chybi, ovSem dominuje
tamni mikrobioté okolo 8. dne dospélého veku vcely (Powell et al., 2014). NejvySsi obsah
Frischella perrara byl ve vzorku kvétového medu z Moravsko-slezského kraje, tento med byl
zfejm¢ odebran mladym vcelam, kterym v TT ptevlddala Frischella perrara. U 18 vzorkl
medu nebyl tento druh identifikovan viibec, da se proto piedpokladat, Ze tyto medy pochazely
od starSich vcel.

Gilliamella apicola se nejvice vyskytovala v medu z Moravsko-slezského kraje,
Usteckého kraje a v ieckém medu. Ve studii zkoumajici kompletni sekvence genomu
kultivovanych izolatd Gilliamella apicola, Snodgrassella alvi se ukazalo, Ze tyto dva
mikrobidlni druhy maji velmi komplementarni metabolické funkce. Jelikoz Gilliamella
apicola obsahuje velké mnozstvi pfenaSeCti cukru a drahy na jejich utilizaci, nemtiiZe
Snodgrassella alvi vyuZivat cukr jako hlavni zdroj uhliku, z tohoto divodu vyuZiva produkty
metabolismu cukri karboxylaty. Tato metabolickd komplementarita byla nalezena u vSech
kment G. apicola a S. alvi a naznacuje dlouho koevoluci téchto bakterii (Kwong et al., 2014).
Kmeny G. apicola izolované ze vcel obsahuji mnohem vice gend pro vyuziti sacharidi,
nezli kmeny izolované z ¢meldka (Engel et al., 2014), coZ je v souladu s roz§ifenou tlohou
véel na jejich vyzivu, zpracovani nektaru a medu. Je proto velmi zajimavé, Ze vzorek medu
z Moravsko-slezského kraje, u néhoz byl nejvyssi obsah Gilliamella apicola, neobsahoval
Zadnou kopii genu Snodgrassella alvi. Stejnym piipadem byl vzorek medu z Kasejovic
z Plzefiského regionu. Pozoruhodné je i porovnini absence téchto mikroorganismi,
jelikoz neptitomnost  Gilliamella apicola ve vzorcich byla vyssi, celkem nebyla
identifikovana ve 23 vzorcich. Laktobacily a bifidobakterie maji také hlavni funkci
pii katabolismu sacharidti (Lee et al., 2015), je tudiZ mozné, Ze Snodgrassella alvi vyuziva
produkty Stépeni cukra probiotickych bakterii, nebo bez ptitomnosti Gilliamella apicola $tépi
sacharidy sama.

Mezi dal§i identifikované proteobakterie ve vzorcich medu patii Rhizobiales
bacterium, nejvice se vyskytoval na VysoCin¢, kterd obsahovala i vysoké mnozZstvi dalsi
alfaproteobakterie Pseudochrobactrum saccharolyticum, coz je pomérné noveé nalezena
bakterie, kterd ma vysokou schopnost redukovat chrom (Long et al., 2013). Rhizobiales
bacterium a Pseudochrobactrum saccharolyticum jsou piitomné variabilné v riznych ¢astech
sttev dospélych vcel A. mellifera, mnozstvi v medu proto zavisi na osidleni traktu dé€lnic.

Vyssi vyskyt obou bakterii byl také v Libereckém a Pardubickém kraji. Vysoky obsah
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R. bacterium i P. saccharolyticum byl i ve vzorku medu z Klatov. Naopak ve vzorku medu
z Jaromérte a v kvétovém medu ze Slovinska nebyly identifikovéany tyto bakterie vibec.

V rektu vcely pievladd Gram-pozitivni skupina laktobacilti (L. mellis, L. mellifera,
L. helsingborgensis, L. melliventris, L. kimbladii) a bifidobakterii (B. asteroides,
B. actinocoloniiforme, B. bohemicum), ktera zde tvoii rozsadhlou bakteridlni komunitu
(Martinson et al., 2012). Nami zkoumané vzorky obsahovaly c¢tyfi druhy laktobacili
(L. acidophilus, L. apis, L. melliventris, L. plantarum) a to nejvic Moravsko-slezsky kraj,
Slovinsko, Tatry a kraj StfedoCesky. Obsah vice druhli laktobacilli v medech téchto kraju
muzZe byt zpusoben pestiejsi kvétovou snliSkou, jelikoZ se nachazeji na kvétech rostlin.
Vysoky obsah laktobacili je odrazem dobrého zdravotniho stavu vcelstva, kde tyto
potenciadln¢ probiotické bakterie maji ochranny vliv (Véasquez et al., 2012). Laktobacily
a bifidobakterie naptiklad inhibuji rist Paenibacillus larvae (Forsgren et al., 2010) a dalSich
plisniovych patogenti (Sabaté et al., 2009).

Pomeranovy med zRecka jako jediny neobsahoval Z4dné laktobacily, dalo by
se tudiz predpokladat, Zze byl podroben =zahfevu. Vzorek ovSem obsahoval hojné
Bifidobacterium asteroides (128 kopii genu na 1 g medu), ktery ma optimalni teplotu rtstu
37 °C (Hayashi et al., 2013). Je mozné, Ze B. asteroides ve vétsi mite kolonizovaly stfeva vcel
a tim snaze pteSly do vcelich produkti. Stejny piipad byl objeven u jednoho vzorku
ukrajinského medu. Druhy vzorek z Ukrajiny obsahoval pouze L. apis, coZ miiZe indikovat
hors$i zdravotni stav vCel. Bakterie mlécného kvaseni maji v medu zajimavou tdlohu. Ve studii
med z viesu, ktery obsahoval 13 druhti bakterii mlé¢ného kvaseni, vykazoval inhibi¢ni d¢inek
in vitro vuci patogenim zpusobujici mastitidu. I kdyZ mechanismus tcéinku nebyl zcela
objasnén, predpoklada se dle minulych studii, Ze inhibici zpusobuji bioaktivni metabolity,
extracelularni proteiny a také antimikrobialni aktivita medu. Jelikoz sterilovany med z viesu
sam o sobé nevykazoval bakteriostaticky ucinek, antibakterialni vliv je pfipisovan bakteriim
mlécného kvaSeni, mezi kterymi mimo jiné figuroval Lactobacillus melliventris,
Lactobacillus apis a Bifidobacterium asteroides (Piccart et al., 2016).

Nejvyssi vyskyt B. asteroides, ktery z TT vcel prechdzi do medu, byl v Moravsko-
slezském kraji, Libereckém kraji a na VysocCin¢. Bifidobakterie patii mezi aktinobakterie,
coZ jsou Gram-pozitivni, striktné anaerobni bakterie, ty¢inkovitého tvaru s Castym vétvenim
do tvaru ,,Y* ¢i,,V*. Je zajimavé, Ze B. asteroides ptitomné v TT vcel, si zachovava kapacitu
pro aerobni dychani na rozdil od bifidobakterii u savct, které jsou zcela anaerobni (Bottacini
et al., 2012). Ve vc¢elim traktu je proto pravdépodobné vyssi koncentrace kysliku v porovnani

se savéim (Moran, 2015).
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Nejniz§i vyskyt B. asteroides byl zaznamendn v JihoCeském kraji. Celkem
ve 3 vzorcich medu nebyl tento druh identifikovan viibec, jednalo se o vzorek z Jaroméfe
(Kralovéhradecky kraj) z CiGenic u Vodian a Prachatic (Jihogesky kraj). Nejvice byl
B. asteroides detekovan ve vzorku kvétového medu z Klatov (Plzensky region). Nizsi vyskyt
probiotickych bakterii nemusi souviset pouze se zdravim vcel, ale také ho ovliviiuje doba
skladovani medu. Ve studii Knazovick et al. (2015) poklesl obsah bakterii mlécného kvaseni
ve vzorcich Cerstvého fepkového medu o polovinu po jeho Sestimésicnim skladovani. Je
dalezity dalsi vyzkum zaméfujici se na bakterie mlééného kvaseni, jelikoZ vede
k lepSimu porozuméni zdravi vCel a produkce medu. Pfirozené v TT vyskytujici se bakterie
maji velky vyznam nejen pro budoucnost veel, ale také jako mozna probiotika pro cloveéka
(Olofsson a Vasquez, 2008).

Z probiotik byly identifikovany ve vzorcich medu L. acidophilus, L. plantarum
a B. asteroides, které se bézné vyskytuji v TT ¢loveka. Probiotické bakterie jsou zdravotné
prospésné pro své hostitele. Mezi jejich pifiznivé ucinky patii antimikrobidlni efekt
vuci patogenim (Cummings et al., 2001), ochrannd funkce proti vzniku nddort (Kumar et al.,
2010) a diabetu (Lye et al., 2009). Dale maji vliv na laktosovou intoleranci (Tsai et al., 2012),
hladinu cholesterolu (Lye et al., 2009) a 1é¢bu prijma (Cummings et al., 2001). Nejvyssi
vyskyt bakterii mlééného kvaSeni byl detekovan v medu Moravsko-slezském, Libereckém,
Pardubickém, StiedoCeském kraji a na Vysociné. Vzorky medu nejvice obsahovaly druhy
B. asteroides a L. plantarum. Nejméné byl identifikovan L. acidophilus. Zastoupeni, pomér
amnoZstvi prospéSnych bakterii byl v medech proménlivy. Variabilita obsahu bakterii
mlécného kvaseni v medu je zplisobend rozmanitym puvodem zdrojii nektaru (Olofsson
a Vasquez, 2008). Studie z roku 2009 identifikovala laktobacily, bifidobakterie
a Pasteurelaceae v pylu, ktery byl k analyze shromaZdovan ze vcelich noZi¢ek, obdobné
zastoupeni bakterii méla i Ctrnictidenni matefi kaSiCka. Bylo zjiSténo, Ze matefi kaSiCka je
ziejm¢ fermentovana bakteriemi mlééného kvaSeni, pfi miSeni nektaru z Zaludku vcely
s pylem (Vasquez a Olofsson, 2009a), pomoci fermentace probiotickymi bakteriemi nejspiSe
dochézi také k pfeméné nektaru v med (Vasquez et al. 2009b). MnoZstvi probiotik v medu je
dalezité, nejmén¢ jich bylo zastoupeno v zahrani¢nich vzorcich medu. SniZeny obsah
v zahrani¢nich medech miiZe byt zptisoben dostupnosti Cerstvého medu vzhledem k jeho
vzdalenosti. Z ¢ehoZ plyne doporuceni konzumovat medy ze svého blizkého okoli, nejlépe

od znamého vcelare, jelikoZ nejvice prospéSnych bakterii obsahuji Cerstvé medy.
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7 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo porovnat mikrobiotu medd pochéazejicich z riznych
stanoviSt na zaklad¢ identifikace bakteridlniho spektra a kvantifikace vybranych skupin
bakterii. Mikrobiota medu se nejvice liSila v pocCtu aktinobakterii. Nejmensi vykyvy byly
zaznamenany u gammaproteobakterii. Ve vzorcich byly identifikovany tfi probiotické druhy
(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum a Bifidobacterium asteroides), které jsou
svou ochranou a nutri¢ni funkci vyznamné pro Clovéka. Nejvice jich bylo zaznamenano
v Moravsko-slezském kraji. Med diky obsahu biologicky aktivnich struktur, tvoii vyznamnou
a tradiéni slozku naSeho jidelnicku. Byla potvrzena hypotéza této diplomové prace,
mikrobiota medu se méni v zdvislosti na lokalit¢ dlu. V budoucnu, by bylo dobré porovnat
mikrobiotu medu i v zavislosti na potravinové nabidce vcel, rozsitit kvantifikaci bakterii o

skupinu alfaproteobakterii a navrhnout primery betaproteobakterii, které hraji dulezitou roli

v mikrobiot€ véel.
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9 Samostatné prilohy

Tab. 3. Pivod a charakteristika vzorkt

VZOREK PUVOD

VZOREK PUVOD

Stiredocesky kraj

1 Hrabii

2 Hrabii

3 Meéstecko u Kiivoklatu
4 Meéstecko u Kiivoklatu
5 Meéstecko u Kiivoklatu
6 Refichy

7 Senomaty

8 Tman u Berouna

9 Unhost’

Plzensky kraj

18 Kotouii u Nepomuku
19 Lhotka u Nekmife

20 Spiile u Janovic nad Uhlavou
Ustecky kraj

21 Hfivice

22 Jirkov u Chomutova
23 Kadan

24 Klasterecka Jesen

25 Zatec

Pardubicky kraj

33 Biehy oblast Prelouc
34 Hlinsko

35 Chvaletice

36 Pardubice

37 RaSovy u Prelouce

38 Slatiiany

Vysocina

39 Velké Mezitici

Jihocesky kraj

10 Cigenice u Vodiian

11 Cimelice u Pisku

12 Dobra voda

13 Prachatice

14 Strmilov

Plzefisky kraj

15 Horazd’ovice

16 Kasejovice

17 Klatovy

Liberecky kraj

26 Ktova

27 Turnov
Kralovéhradecky kraj

28 Dviir Krélové

29 Jaromét

30 Jaromér

31 Pribyslav

32 Pribyslav

Zahrani¢i

41 Recko, Zakynthos

42 Slovinsko, Novo mésto
43 Slovinsko, Novo mésto
44 Slovinsko, Novo mésto
45 Ukrajina, Vynohradiv
46 Ukrajina, Vynohradiv
47 Slovensko, Tatry

Moravsko-slezsky kraj

40 Hejnov u Krnova
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