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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva antioxidacni a antimikrobni aktivitou meda. Cilem bylo
stanoveni antioxidacni aktivity a antimikrobniho ucinku meda na vybrané grampozitivni
bakterie. Skutec¢nost, ze se Casem zvySuje rezistence bakterii na antibiotika, otvird fadu
novych pfilezitosti, jak vyuzit antioxidacniho a antimikrobniho u¢inku medd nejen

v medicing, ale 1 v konzervaci potravin.

V praktické casti diplomové prace byla zkoumana antioxidacni aktivita 15 rtiznych vzorkt
medu spektrofotometricky pomoci metody ABTS, DPPH a pomoci Folin-Ciocalteuova
¢inidla. Nésledné byl ovéfovan antimikrobni ucinek téchto vzorkii medu na vybrané
grampozitivni bakterie. Antimikrobni u¢inek byl stanovovan pomoci mikrodilu¢ni metody

a vysledky byly vyjadfeny jako minimélni inhibi¢ni koncentrace.

Z vysledkil vyplyva, ze nejcitlivéjsi bakterii byl Staphylococcus aureus CCM 3953, kdy
minimalni inhibi¢ni koncentrace u 7 vzorki medd byla jiz pii koncentraci 125 pg/ml.

Zaroven byl potvrzen antimikrobni a antioxidacni u€inek u vSech sledovanych medi.

Klicova slova: med, antioxidac¢ni aktivita, ABTS, DPPH, polyfenoly, antimikrobni G¢inek,

MIC, grampozitivni bakterie

ABSTRACT

This diploma thesis deals with antioxidant and antimicrobial activity. The aim was to
determine the antioxidant activity and antimicrobial effect of honey on gram-positive
bacteria. The fact that bacterial resistance to antibiotics increases over time opens up a
number of new opportunities to use the antioxidant and antimicrobial effect of honey not

only in medicine but also in food preservation.

In the practical part of the diploma thesis was investigated spectrophotometrically the
antioxidant activity of 15 different honey samples using the ABTS, DPPH method and the

Folin-Ciocalteu reagent. Subsequently was verified the antimicrobial effect of these honey



samples on selected gram-positive bacteria. The antimicrobial effect was determined by the

microdilution method and the results were expressed as minimum inhibitory concentrations.

The results show that the most sensitive bacterium was Staphylococcus aureus CCM 3953,
when the minimum inhibitory concentration in 7 honey samples was already at a
concentration of 125 pg/ml. At the same time was confirmed the antimicrobial and

antioxidant effect of all monitored honeys.

Keywords: honey, antioxidant activity, ABTS, DPPH, polyphenols, antimicrobial effect,

MIC, gram-positive bacteria
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UvVOD

Vznik a rostouci zdravotni riziko bakterii rezistentnich na antibiotika podnitil
vyzkum novych a ucinnych feSeni. Med je tradi¢ni a cenny baktericidni pfipravek s
prokdzanymi baktericidnimi, fungicidnimi a virucidnimi vlastnostmi. Ma §iroké spektrum

ucinku jak proti grampozitivnim, tak i gramnegativnim bakteriim.

Uvadi se, ze med obsahuje nejméné 181 latek, coz je komplexni smés cukr s malym
mnozstvim dalSich slozek, jako jsou mineralni latky, bilkoviny, vitaminy, aromatické
slouceniny, organické kyseliny, enzymy, fenolové kyseliny, flavonoidy, pigmenty a dalsi.
Bylo prokédzano, Ze nékteré z téchto slozek pfitomnych v medu maji antioxidacni a
antimikrobni vlastnosti. Patfi sem fenolové kyseliny a flavonoidy, nékteré enzymy
(glukozaoxidaza a katalaza), kyselina askorbova, bilkoviny a karotenoidy. Antimikrobni
vlastnosti medu souvisi s hladinou peroxidu vodiku a dal$ich neperoxidovych faktord, jako
jsou lysozym, fenolové kyseliny a flavonoidy. Slozeni medu je proménlivé, protoze se lisi
nejen jejich fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, ale také biologickymi aktivitami. Rozdil ve
stupnich antimikrobnich vlastnosti mezi riiznymi medy piimo souvisi s jejich kvétinovym
zdrojem a geografickym ptivodem kvétinovych zdroja.

PouZivani pfirodnich produkti se stava stale popularnéj$im piistupem jak pii 1€cbé,
tak pfi konzervovani potravin. Nartst jejich popularity je zplisoben jejich dobrymi ucinky a
obecné velmi nizkou toxicitou. Charakterizace fenolickych latek a dalSich slozek v medu,
které mohou byt odpovédné za jeho antioxidacni a antimikrobni U¢inky, je zdsadni pro

zlepSeni naSich znalosti o moznych u¢incich medu na lidské zdravi.

Cilem této zavérecné prace bylo zkoumat antioxida¢ni a antimikrobni vlastnosti
nékterych medl proti vybranym grampozitivnim bakteriim. Medy pochézely zejména ze

Slovenské republiky.
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1 MED A VCELIi PRODUKTY

Med je znam jiz od pradavna, ackoliv informaci, jak dlouho clovék med zna,
nedokazeme odhadnout. Tuto informaci dokladaji i zachované kresby naSich pradavnych
predkd, ktefi zjistili, ze v€ela mu prostfednictvim medu miize poskytnout skvélou soucast
potravy. Nejstarsi kresleny doklad je zndm z doby paleolitické, coz je asi pred 15 000 lety.
Kresba pochazi z Pavoudi jeskyné nachazejici se u vesnice Bicorp ve Spanélsku. V antickém
obdobi byl med uznavany jako pokrm bohd, a jako takovy byl vyuzivan pii nabozenskych
obétnich obfadech. Je znamo, ze byl med vkladan do hrobek faraonii a rovnéz pomoci n¢ho
bylo také télo mumifikovano. V Egyptskych pyramidach byl nalezen med, ktery byl stary az
3000 let; zajimavosti je, Ze med sice byl zkrystalizovany, ale z hygienického hlediska zcela
nezavadny. Ve svatyni feckého boha I¢katstvi je vice jak 2000 let napsano: "Nerozcilovat se
—hodn¢ klidu — pit med v mléku — péstovat divadlo a lehkou gymnastiku." V kazdém narodu
1 kultufe 1ze najit dikazy o tom, ze med slouzil jako potravina, jako predmét nabozenskych,
kouzelnickych a 1écitelskych obfadd. V dne$ni moderni dobé je med soucasti dalSich

potravin [1].

Jedna se o pozoruhodné slozitou piirodni kapalinu, o které se uvadi, ze obsahuje
nejméné 181 latek. SloZeni medu je pomérné variabilni a primarné zavisi na kvétinovém
zdroji; svoji roli vSak hraji 1 ur¢ité vnéjsi faktory, napiiklad sezonni a environmentalni
faktory a zplsob zpracovani. Med je presyceny roztok cukrd, z nichZ jsou hlavnimi
piispévateli fruktdza (38 %) a glukoza (31 %). V medu se nachézi Siroka Skéla vedlejSich
sloZzek, u mnohych znich je znamo, Ze maji antioxidacni vlastnosti. Patfi sem fenolové
kyseliny a flavonoidy, urcité enzymy (gluk6zooxidéza, katalaza), kyselina askorbova, latky
podobné karotenoidiim, organické kyseliny, produkty Maillardovych reakci, aminokyseliny
a proteiny. Antioxidacni aktivita fenolovych sloucenin muiZe vyznamné piispét k

prospésnosti potravin pro lidské zdravi a napoji, jako je cervené vino a Caj [2].

Definice medu v Ceské republice je dana Vyhlaskou &. 76/2003 Sb. Ministerstva
zemédélstvi CR, kterou se stanovuji pozadavky pro pfirodni sladidla, med, cukrovinky,
kakaovy prasek a smési kakaa s cukrem, cokoladu a cokoladové bonbony. Podle této
vyhlasky je med definovan jako potravina pfirodniho sacharidového charakteru, ktera je
sloZzena prevazné z glukdzy, fruktdzy, organickych kyselin, enzyml a pevnych castic
zachycenych pii sbéru sladkych $tav kvétd rostlin (nektar), vyméskit hmyzu na povrchu

rostlin (medovice), nebo na zivych castech rostlin véelami (Apis mellifera), které sbiraji,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

pretvareji, kombinuji se svymi specifickymi latkami, uskladiiuji a nechavaji dehydratovat a

zrat v plastech [3].

1.1 Druhy medu

Vsechny latky, které jsou obsazené v medu, maji vliv na jeho konzistenci, barvu,
chut’, vliini i vzhled. RozliSujeme medy: nektarové, medovicové a smiSené. Avsak dle
Vyhlasky €. 76/2003 Sb. se medy smiSené nerozliSuji. Stanovuje se pouze limit pro medy
nektarové a medovicove, které mohou obsahovat vzdy 1 pfimés druhé skupiny medu. Dle

Vyhlasky ¢. 76/2003 Sb. je clenéni medu definovano [1, 3]:
a) podle pivodu:

1. kvétovy,

2. medovicovy.

b) podle zpusobu ziskavani nebo obchodni upravy:
1. vytoceny med,

2. plasteckovy med,

3. lisovany med,

4. vykapany med,

5. med s plastecky,

6. filtrovany med,

7. pastovy med,

8. pekarsky med.

1.1.1 Med kvétovy

Tento med je ziskdvan z nektaru rostlin. V praxi se béZné setkdvame
s jednodruhovymi a vicedruhovymi medy. Vcelafi ziskavaji jednodruhové medy pouze pii
vysoké snisce z jedné plodiny, napt. fepky, akatu a maliny. Tehdy se pouziva oznaceni podle
dominantniho zdroje snasky, napt. med fepkovy, akatovy, malinovy, slune¢nicovy, lipovy.
Vicedruhové kvétové medy vznikaji postupné z vice rostlinnych zdroji; véely je v ulu

ptfenaseji podle potieby z buniky plastve do buriky a neukladaji je odd¢lené [4, 5, 6].
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1.1.2 Med medovicovy

Med se ziskava z medovice, coz je husta sladka tekutina, vyluovana stejnokiidlym
hmyzem (tento hmyz cizopasi na vétvich, listech, pupenech listnatych a jehli¢natych
dfevinach — jsou to mSice, puklice a mery), ktera stékd po kapkach na rostlinach, ¢imz
dochazi k tomu, Ze se na nich vytvaii lepkavé povlaky. Zdrojem medovice je rostlinna st’ava,
ktera proudi v rostlinach, tento hmyz $tdvu vysdva svymi Ustnimi orgdny a nasledné
prochazeji jejich travicim traktem. Zde probihaji riizné biochemické procesy, které upravu;ji
slozeni cukr( a na jeho konci je vylucovana sladka tekutina ve form& medovice ven na listy
nebo jehli¢i, odkud ji véela medonosné sbira. Cerstva medovice obsahuje cca 45 % vody,
dale ji tvori cukry, kde je nejvice zastoupena sacharéza, glukoza, fruktéza, maltoza. Mezi
minoritni sloZzky patfi melecitoza a rafindéza, ty vznikaji v travicim traktu msSic
nespecifickymi transglykosidacnimi reakcemi. Pti priichodu travicim traktem msSice se cukry
Stépi invertdzou na glukozu a fruktdzu, které vedle sachardzy patii mezi hlavni slozky
medovicového medu. Dale medovice obsahuje mineralni latky, vitaminy a barviva. pH

medovice se pohybuje kolem 6,7-7,5[1, 7, §].

Med se déli rovnéz podle zptisobu jeho ziskavani, kdy drtiva vétSina medi se v dnesni
dob¢ ziskava pomoci vytaceni, kdy dochazi k ptisobeni odstfedivé sily na med v pléstech.
V USA je velmi populdrni tzv. med plasteckovy, ktery v¢ely nanosily do jimi vystavénych
malych kouskt plastu, a ten se pak s témito plastecky v prihlednych obalech prodava. Na
vcelate, ktefi odebiraji med vcelstvlim z nerozbérnych Uld, je pamatovano v normé s tzv.
lisovanym medem, ktery je ziskdvan lisovanim bezplodovych plastl za pouZiti mirného
ohtevu 0 45 °C nebo bez pouziti tepla. V normé se uvadi také med vykapany, ktery se ziskava
vykapanim odvickovanych bezplodovych plasti. Do medu se mize vkladat jeden nebo vice

kust plasteckového medu, v tomto piipadé se jedna o tzv. med s plastecky [1, 3].

Ve Vyhlasce se déli med i podle jejich naslednych uprav na med filtrovany, tj. med,
ktery byl po ziskdni upraven odstranénim cizich anorganickych nebo organickych latek
takovym zpusobem, Ze dochazi k vyznamnému odstranéni pylovych zrn, a med pastovy,
jehoz krystalizace byla pomoci technologické tpravy pievedena do pastovité konzistence a
je tvofen smési jemnych krystalkli. Posledni skupinou medu je med pekaisky, ktery je
vyuzivan v primyslu a nelze ho tak povazovat za med uréeny k pfimé spotiebé, zejména

kvuli zvySenému obsahu vody [1, 3].
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1.2 Produkce medu

Vznik medu je velmi slozity proces, ktery je zavisly na celém vcelstvu — kdy totiz
jedna vcela nemtiZze z nasatého nektaru nebo medovice sama med vytvofit. Dal§im faktorem
je i vliv rostlin, které poskytuji véelstvu potravu. VEely z nich jsou schopny vytvofit nékteré
vceli produkty pifimo (med, pyl, a propolis) — tj. bez transformace pomoci jejich
metabolizmu. Z tohoto divodu je slozeni téchto produkti piimo zavislé na sloZeni
puvodniho rostlinného zdroje. VEely pienaseji sladké stavy (nektar, medovice) v medném
vacku do ulu, kde je predavaji tlovym vcelam, ty stoji hlavickami k sobé a dotykaji se
sosacky, tim se produkt zahustuje a s vymeéskem hltanovych zlaz se $tépi na jednoduché
cukry. Po uloZeni do bun€k se zacne odpatfovat voda, coz se urychluje nckolikerym
pfenesenim. Dochazi k opakovani tohoto procesu a diky nému se v medu rozbiha chemicko-

fyzikalni proces [1]:
1) obohaceni o latky pochazejici z hitanovych a ziejmé i pyskovych Zlaz véel délnic:

a) enzymy

- invertaza, diastaza a glukozooxiddza. Kysela fosfatdza a katalaza nachazejici se v medu,

jsou rostlinného ptivodu.

b) aminokyseliny

- prolin zaujima nejvéEtsi obsah aminokyselin v medu, ktery je téméf ZivociSného piivodu.
Prolin pravdépodobné hraje diileZitou roli béhem spojeni roztoku nektarti nebo medovice s

roztokem enzymd.

c) a dalsi latky ve stopovém mnoZzstvi — tuky, vitaminy skupiny B.

2) chemické zmény: - Stépeni disacharidi a vysSich cukri na monosacharidy a cukry niZsi.

3) fyzikalni zmény: - zahusténi

Zahustovaci proces je nezbytny k vytvoieni vysokého osmotického tlaku neboli
fyziologického sucha v medu tak, aby dosSlo k zabranéni mnozeni mikroorganizml — tim
dojde ke zakonzervovani medu na neomezené€ dlouhou dobu. Aby doslo k zahusténi, tak
ulové veely hlavou smérem nahoru vyvrhuji sladinu na sosak, ten vSak zistava uloZeny v
sosakove jamé. Jen distalni ¢ast sosaku se vyklani mimo sosdkovou jdmu a mezi touto ¢asti
sosaku a jeho zbytkem zlstdva zachycena kapka. Vcela nejprve roztdhne kusadla a piedni
¢ast sosaku se posune doptedu a dolli. Zaroven se objevi kapka nektaru v predustni krajiné.

Postupnym oddalovanim piedni ¢asti sosaku a jeho pfitahovanim zpét se objevuje stale vice
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nektaru, ktery jako kapka nakonec vyplni oblast mezi bazi a koncem ustnich ustroji. Vcela
pak vtahuje celou kapku zpét do medného volatka. Tuto ¢innost véela opakuje v priméru po
dobu péti az deseti sekund, a to az do zahusténi na 28-32 % vody, tento proces mulize trvat
az 20 minut. Pfi této koncentraci vcela jen s obtizemi tekutinu protlaci jicnem, a proto ji
vklada do buiiky, kde pomoci odvétravani celého Glu dochdzi k zahusténi. Kapka ¢aste¢né
jiz zpracované sladiny je nasledné povésena na horni okraj buniky. Pfi silném ptivalu sladiny
je tato sladina povéSena ihned do bunék a teprve pozdé€ji zpracovavana. Teprve po nalezitém
zahusténi je med véelami opét premistovan, buiiky jsou plnény az po okraj a zavickovany
voskovymi vic¢ky. Podle toho, ze je v€elami vickovan, a pfi trhnuti plastem nevystiikne, se
pozna zraly med. Vcelstvo diky vysokému poctu d€lnic mize nasbirat denné pii bézné
sntsce 1-2 kg nektaru ¢i medovice, pii vysoké sntiSce az 10 kg a urychlené je zpracovat na
med. Pii téméf stalé snlsce lze ziskat az 200 kg medu od vcelstva za sezdnu, avSak u nds se

maximalni vynosy pohybuji kolem 100 kg [1].

1.2.1 Produkce

Celosvétové je Evropska unie po Ciné druhy nejvétsi vyrobce medu. V evropské
osmadvacitce je zhruba 600 tisic v¢elaii a 17 miliont 0ld, kazdy rok se vyrobi okolo 250
tisic tun medu. Ackoliv se Cisla zdaji byt vysoka, vyroba neodpovida poptavce. V roce 2016
se do Evropské unie dovezlo okolo 200 tisic tun medu, zejména z Ciny, ta zajit'uje piiblizné
40 % dovozu do Evropské unie. Kromé Ciny mezi hlavni zdroje dovozu medu pati Ukrajina,
Argentina a Mexiko. V porovnani se svétovou konkurenci Celi veelafi v Evropské unii
pomérné vysokym vyrobnim nakladiim a jejich vyvazeny med je draZsi nez ten dovazeny.
V roce 2016 stal kilogram medu dovezeného do Evropské unie v priméru 2,23 eur, zatimco
kilogram medu vyvezeného do tietich zemi pfiSel na 5,69 eur. Evropska unie v roce 2016
vyvezla okolo 20 tisic tun medu predev§im do Svycarska, Saudské Aréabie, Japonska, USA

a Kanady [9].

S nartstajicim dovozem, zvlasteé velmi levnych medi, u kterych kvalita odpovida
dovozni cené, miiZze dojit k ohroZzeni tuzemského chovu vcel zavleCenim rhznych
nebezpecnych ndkaz. To plati také pro dovoz vosku, ktery nepodléhd veterinarni kontrole

[10].
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Tabulka 1 Vyvoz piirodniho medu a véeliho vosku z CR v tunach v letech 2013-2018 [10]

2013 2014 2015 2016 2017 2018
Med piirodni 1526 1184 906 1416 1540 1060
Veeli vosk 0,8 1,3 0,6 0,4 65,0 57,3

Tabulka 2 Dovoz piirodniho medu a véeliho vosku do CR v tunach v letech 20132018 [10]

2013 2014 2015 2016 2017 2018
Med piirodni 2086 2544 2945 1776 3177 2706
Veeli vosk 40,5 41,8 40,6 27,2 118,0 111,4

1.3 V¢eli produkty

1.3.1 Propolis

Propolis je piirodni pryskyfi¢na latka sbirand vcelami z Casti rostlin, pupent a
rozkladu tvori, které byly zabity v€elami po invazi do Ulu. Je charakteristicky svou lipofilni
povahou, za studena je tvrdy a kiehky, a za tepla mekky, poddajny a velmi lepivy. Ma
piijemnou aromatickou vini a lisi se barvou v zavislosti na zdroji a stafi. Propolis je také
soucasti tradicni mediciny a chemické analyza ukazala na pfitomnost nejméné 300 sloucenin
v jeho sloZeni. Je sloZen hlavné z pryskyfice az z 50 %, vosku 30 %, éterickych oleji 10 %,
pylu 5 % a dalSich organickych sloucenin 5 %. Mezi témito organickymi slouc¢eninami
muzeme najit fenolové slouceniny a estery, flavonoidy ve vSech jejich formach (flavonoly,
flavony, flavonony, dihydroflavonoly a chalkony), terpeny, beta-steroidy, aromatické
aldehydy a alkoholy, seskviterpeny a stilbenové terpeny. Stejné€ jako u medu se jeho slozeni
1i81 v zavislosti na riznych faktorech, jako je zdroj exsudatl, podnebi a podminky prostredi.
Fenethylester kyseliny kavové je biologicky aktivni slozka propolisu s n¢kolika zajimavymi
biologickymi vlastnostmi, véetné apoptdzy, metastdz a radiacni citlivosti rakovinnych
bunék. Jednoducha frakcionace propolisu pro ziskani sloucenin je obtizna kvili jeho
slozitému sloZeni. Obvyklym zptsobem byla extrakce frakce rozpustné v alkoholu, kterd se
nazyva ,,propolisovy balzdm*, a zanechala tak v alkoholu nerozpustnou nebo voskovou
frakci. Ve vSech vzorcich propolisu byly identifikovany vitaminy B1, B2, B6, C, E a
minerdlni prvky sttibro, cesium, rtut’, lanthan, antimon, méd’, mangan, zelezo, vapnik, hlinik,
vanad a kifemik. Rostlinny ptivod propolisu studovalo mnoho védcii, prokazali, Ze slozeni

propolisu je velmi podobné pupenovym exsudatim [11, 12].
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1.3.2 Materi kaSi¢ka

Mateti kaSicka je exkluzivnim jidlem larvy v€eli krdlovny (Apis millifera). Matefti
kasicka se ziskdva vybiranim nebo odsavanim z mate¢niku ve stafi larvy 3—4 dnt, kdy je
matefi kasicky v buiice nejvetsi mnozstvi. Je to bélava latka se Zelatinovou konzistenci, ¢asto
neni homogenni diky pfitomnosti nerozpusténych granuli rizné velikosti. Ma vyrazn¢ ostry
zapach a chut’. Je Caste¢né rozpustnd ve vodé¢ a vysoce kysela (pH 3,4-4,5) s hustotou
1,1 g/ml. Chemicky matefi kaSi¢ka obsahuje vodu 50 % az 60 %, bilkoviny 18 %, sacharidy
15 %, lipidy 3 % az 6 %, mineralni soli 1,5 % a vitaminy spolu s velkym poc¢tem bioaktivnich
latek, jako jsou: kyselina 10-hydroxy-2-decenova s imunomodula¢nimi vlastnostmi,
antimikrobni protein, mastné kyseliny a peptidy. Mateii kasicka také prokazala vyznamné

lepsi zotaveni z poSkozeni vyvolaného 5-fluorouracilem [12, 13, 14].

133 Pyl

Véeli pyl obsahuje asi 250 latek vcetn¢ aminokyselin, lipidi (triacylglycerolt,
fosfolipidil), vitamind, makro — a mikrozivin a flavonoida. Podle nejnovéjsich narodnich
udajii ¢ini primérny obsah hlavnich slozek ve vzduchu suseném pylu (pfi teploté 40 °C) tyto
hodnoty: bilkoviny 32,8 %, v€etné esencialnich aminokyselin 11,5 % a redukujici cukry
40,7 %, vcetné sacharozy 3,7 %, lipida 12,8 %, vitaminu C 0,19 %, B-karotenu 0,07 % a
bioelementd 4,0 %. MnozZstvi pylu shroméazdéného z jedné kolonie béhem jednoho dne je

50-250 g. Podle narodnich udajti poskytuje jedna véelstvo 1 az 7 kg pylu ro¢né [15].

Veéeli pyl je surovina, ze které vcely produkuji ,,v¢eli chléb®. Shromazd’uji pyl z
prasniki rostlin, misi je s malou davkou sekrece ze slinnych zlaz nebo nektaru a ukladaji je
do zvlastnich kosi, které se nachdzeji na holenni kosti jejich zadnich nohou, tzv. pylové
zatéze. Veely sbiraji a transportuji véeli pyl do Glu. V ulu je shroméazdény pyl, zvlhéeny
slinami a fragmentovany nelétavymi v€elami, zabalen do bunck plastve. Poté je povrch
sebraného pylu pokryt tenkou vrstvou medu a vosku. Vytvotenou latkou je vceli chléb, ktery
prochazi anaerobni fermentaci a je konzervovan diky vznikajici kyselin€¢ mlécné. Veli chléb
predstavuje zakladni zdroj bilkovin pro vcelstvo. Kromé toho je také zdrojem vyzivnych a
minerdlnich latek pro matefi kaSicku produkovanou vcelami dé€lnickymi. Véeli pyl se
vyskytuje v prasnicich semennych rostlin ve formé zrn o velikosti 2,5-250 pm. Pylova zrna
se v zavislosti na druhu rostlin 1i8i tvarem, barvou, velikosti a hmotnosti. Tvary zrn jsou
ruzné: kulaté, valcovité, zvonovité, trojuhelnikové nebo trnité. Jejich vdha se rovna tuctu

nebo n€kolika desitkdim mikrogrami. Barva pylu se méni od jasné zluté po ¢ernou. Veeli pyl
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se pouziva pii apiterapeutické 1é€be, protoze vykazuje fadu ucinki, jako jsou antifungdlni,

-----

usnadiiuje proces granulace hojeni popalenin [15].

1.3.4 Vceli vosk

Vosk je vyluCovan zlaznatym epitelem, nachdzejicim se na 3. az 6. sternitu zadeCku
délnic, na tzv. voskovych zrcatkach. Vosk je velmi tmava chemicky inertni latka, v ruce lze
vosk lehce hnist. Na omak vosk neni mastny a nelepi se ani pii stisku mezi zuby. Na lomu

vytvaii charakteristicky lasturovity povrch [16].

Ve vcelim vosku se nachazi az 284 rtznych latek. VSechny z nich nebyly
identifikovany, ale zhruba 111 z nich jsou tékavé latky. Kone¢né aroma vosku tvoii
pfinejmensim 48 latek. Z kvantitativniho hlediska mezi nejvyznamné;jsi latky patii nasycené
a nenasycené¢ monoestery a diestery nasycenych a nenasycenych uhlovodikii, volnych
mastnych kyselin a hydroxypolyesteri. Hlavnimi slozkami jsou alkylestery mastnych
kyselin (asi 72 % zejména myricylester kyseliny palmitové); hlavnimi kyselinami jsou
kyselina cerotovd a neocerotovd; hlavnimi alkoholy jsou myricylalkohol a cerylalkohol.

Zbylych 44 % vosku jsou tvofeny minoritnimi komponenty, které se vyznamné podileji na

fyzikélnich vlastnostech vosku [16].

V¢eli vosk je zdravotné nezavadny pro lidsky konzum a je povoleno jeho eventudlni
aplikace jako piimés do potravin (jako aditivum). Nejzndméjsi formou je plasteckovy med,
ale v tomto ptipadé se vosk pouze zZvyka. Vosk je inertni, tzn., Ze nedochézi k interakci mezi
travicim systémem clovéka a voskem, a tak projde zazivacim traktem bez vedlejSich t€¢ink.
Vosk je zejména inertni latkou, a proto jsou jeho pfimé u€inky na organismy bezvyznamné.
AvSak neptimé ucinky mohou byt velmi vyrazné — napt. vosk ma vyznamnou ochrannou
funkci, z tohoto diivodu se Casto pouziva k peletaci nebo jako ochranny film na povrchu
ovoce proti jeho vysychani ¢ lidské pokoZce proti alergentim. Zvykani tmavych plastil i bez
antioxidac¢ni ucinky, ackoliv velmi slabé. Je doporuceno zvykat vicka po odvickovani plésta,

zde byly zjiStény antivirdlni u¢inky [16].

Vosk se kdysi v potravinafstvi vyuzival pfi baleni, riiznych technikach zpracovani a
konzervaci potravin. V cukrafstvi se 1 pouzival jako separacni médium, v tabakovém
pramyslu pfi vyrobé cigaretovych filtrli. V souCasnosti se vSak majorita téchto aplikaci

nahradila vosky syntetickymi. Vceli vosk se nicméné pouziva pii voskovani papirovych
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spotiebitelskych baleni dzust ¢i dokonce medu. Zavisi v§ak na dané technologii, protoze i

zde dochazi k postupnym nahradam [16].

1.3.5 Vceli jed

Vceli jed je pruhledna kapalina, ktera snadno vysycha i pii pokojové teploté, se
silnym Stiplavym zépachem a hotkou chuti. Jednd se o hydrolytickou smés proteind s
kyselym pH (4,5-5,5), kterou véely pouzivaji k obrané. Pfi kontaktu se sliznicemi nebo
oCima zpiisobuje znacné paleni a podrazdéni. VEeli jed je rozpustny ve vodé a nerozpustny
v alkoholu a siranu amonném. Pii kontaktu se vzduchem vytvaii Sedavé bilé krystaly. Suseny
jed ziskava svétle zlutou barvu a nékteré komercni piipravky jsou hnédé, o nichz se
predpoklada, ze jsou zptisobeny oxidaci nékterych proteinti jedu. VEeli jed obsahuje fadu
velmi tékavych sloucenin, které se pii sbéru snadno ztraceji, je povazovan za bohaty zdroj
enzymd, peptidl a biogennich aminti, md mérnou hmotnost 1,1331. V¢eli jed se vyuziva k
terapii, ktera vyuziva aplikaci v¢eliho jedu k 1é¢bé riznych nemoci, odpradavna se pouziva

v tradi¢ni medicing. Véeli jed jako dobfe zndmy farmakologicky aktivni produkt ulu [17].

Pouziti vceliho jedu, také zndmého jako apotoxin, bylo zdokumentovéano pro jeho
1écebné ucely piiblizne pted 6000 lety a n€kolik studii prokazalo jeho antimikrobni ucinky.
Bylo prokazano, ze slozka v¢eliho jedu, znamé jako melittin (zahrnuje piiblizné 50 % celého
véeliho jedu) md vyznamné ucinky na spirochety Borrelia pfi minimdlni inhibi¢ni
koncentraci (MIC) koncentracich 100 pg/ml. Nedavna data ukazuji podobné hodnoty MIC
pro melittin, pokud se pouZivaji k 1é€bé n€kolika dalSich gramnegativnich mikroorganizmd,

jako je Salmonella enterica a Yersinia kristensenii [18].
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2 FYZIKALNE - CHEMICKE SLOZENI MEDU

2.1 Chemické slozeni medu

2.1.1 Voda

Obsah vody v medu souvisi s riznymi faktory, jako je botanicky a geograficky ptivod
nektaru, pidni a klimatické podminky, rocni obdobi sklizn€, intenzita toku nektaru, stupen
zrani, manipulace vcelafi béhem obdobi sklizné, stejné jako tézba, podminky zpracovani a
skladovéani. Medy rtizného botanického ptivodu mohou mit rtizny obsah vlhkosti. Vlhkost je
parametr kvality souvisejici s trvanlivosti medu. Obecné plati, Ze procento vody v medu je

vhodné, pokud jsou skladovaci buiiky zcela zakryty v€elim voskem [19].

Vlhkost medu se bézné pohybuje mezi 13-25 %, optimalni je asi 17 %. Medy s velmi
nizkym obsahem vlhkosti se obtizn¢ zpracovavaji. Naopak medy, jejichz vlhkost je vyssi
nez 18 %, jsou nachylné k fermentaci, protoZe osmoticky tlak cukru neni dostate¢né silny,
aby zabranil mnozeni osmofilnich kvasinek. Cim vy3§i je vihkost medu, tim vyssi je podet

kvasinek, které zptsobuji kvaseni medu [19].

Obsah vody ovliviiuje nékteré dalsi vlastnosti medu, jako je barva, krystalizace,
viskozita, chut’ a hustota. JelikoZ je med velmi hygroskopicky produkt, je dilezité béhem
zpracovani a baleni medu zabranit absorpci vlhkosti z prostfedi. MnoZstvi vody dostupné
pro mikroorganizmy v dané potraviné se oznacuje jako aktivita vody (aw). Aktivita vody je
definovana jako vztah tlaku vodni pary potraviny (p) k tlaku pary Cisté vody (po) pfi stejné
teploté. Aktivita vody v Cisté vode je 1 a kazdé ptidani latek fixujicich vodu zpiisobi, Ze
p<po. Z tohoto diivodu je aktivita vody vZdy niZ§ineZ 1. V medu se aw pohybuje od 0,49 do
0,65, ackoliv u nékterych medt mize dosdhnout hodnoty 0,75. Aktivita vody potiebna pro
rozvoj mikroorganizmi je asi 0,90 u bakterii, 0,80 u kvasinek a 0,70 u plisni. Hodnoty aw
pod 0,60 inhibuji rast osmofilnich kvasinek, které zptisobuji fermentaci medu. Vliv ay na
rust mikroorganizmt zavisi na faktorech, jako je pH, teplota, koncentrace kysliku a oxidu
uhli¢itého, a také na pfitomnosti inhibi¢nich latek. aw zavisi na sloZeni cukri, krystalizaci

medu a podminkéch prosttedi [19].

2.1.2 Cukry

Med je ptesyceny roztok cukru, kde hlavni slozkou tvofi sacharidy, které tvoii asi

95 % suSiny. Monosacharidy ptedstavuji asi 75 % cukrd v medu, spolu s 10-15 %
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disacharidd a malym mnozstvim dalSich cukrii. Cukry pfitomné v medu jsou odpoveédné za
vlastnosti, jako je energeticka hodnota, viskozita, hygroskopicita a granulace. Slozeni cukru
zavisi hlavné na botanickém ptivodu medu, zemépisném pivodu a je ovlivnéno podnebim,
zpracovanim a skladovanim. Koncentrace fruktozy a glukézy, jakoz i pomér mezi nimi, jsou
uzitecnymi ukazateli pro klasifikaci monoflorovych medid. Témét u vSech druhit medu tvofii
fruktéza nejvétsi podile sacharidi, s vyjimkou nékterych medd, jako je fepkovy (Brassica
napus) a pampeliskovy (Taraxacum officinale), kde podil glukdzy mtze byt vyssi nez podil

fruktozy, a tudiz tyto medy obecné maji rychlou krystalizaci [19, 20].

Monosacharidy (hexo6zy) fruktéza (32—44 %) a glukéza (23-38 %) jsou hlavnimi
medovymi cukry. Velmi maly je podil dalsich monosacharidi, jako je galaktéza. V medu
bylo detekovano vice nez 45 di-, tri- a jinych oligo- a polysacharidii v malém mnozstvi (5—
15 %), jako je maltdza, sachardza, turandza, trehaldza, gentiobidza, isomaltdza, laktdza,

kojibioza, rafindza, erdza, melezitéza, maltotridza, pandza, isomaltotriéza a maltotetradza,

vvvvvv

Mnozstvi a typ sacharidii se u vzorkli z riznych rostlinnych zdroji li$i, coz je
uzitecné pro klasifikaci jednodruhovych medt. Koncentrace sacharidi mohou byt pouzity k
rozliSeni kvétovych a medovicovych medu, protoze ve srovnani s kvétovymi medy obsahuji
medovicové medy niz§i hladiny monosacharidii, vysSi hladiny trisacharidii (hlavné

melezitodzy, erdzy, rafindzy a maltotridzy) a také vyssi hladiny jinych oligosacharida [19].

KdyZ se med zahtiva nebo skladuje po dlouhou dobu, pentdzy a hex6zy se rozkladaji
pomalou enolizaci a rychlou B-eliminaci tii molekul vody za vzniku nezddoucich sloucenin,
jako jsou furany. Hlavni vytvofené furany jsou furfural, ktery je odvozen od pentoz, a
hydroxymethylfurfural (HMF), odvozeny od hex6z, jako je glukoza a fruktdza. Jedna se o
hlavni produkty rozkladu cukrii a jejich vyskyt v potravindch obvykle souvisi s
neenzymatickymi reakcemi hnédnuti, tj. Maillardovou reakci, degradaci cukru v kyselém
prostiedi a karamelizaci. Ve skute¢nosti byly tyto furany pouzivany jako znackovace pro
tepelné zpracovani potravin. Furfurylalkohol je také indikatorem tepelného zpracovani a
podminek skladovani. Tyto slou¢eniny tedy nejsou povazovany za dobré markery kvétového
medu, i kdyZ mohou naznacovat moznou ztratu Cerstvosti v disledku vystaveni vysokym

teplotdm nebo dlouhodobému skladovani [20].
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2.1.3 Bilkoviny

Obsah bilkovin a aminokyselin v medu je relativné nizky, maximalné 0,7 %. Med
obsahuje nejen esencialni, ale dokonce plny poc¢et aminokyselin. Hlavni aminokyselinou je
prolin, ktery je ukazatelem zralosti medu. Obsah prolinu v medech by mél byt vyssi nez
200 mg/kg. Hodnoty pod 180 mg/kg znaci, ze med je pravdépodobné znehodnocen ptidanim
cukru. Existence bilkovin mnohdy zptlisobuje, Ze med ma nizsi povrchové napéti, a proto ma

vyraznou tendenci produkovat pénu, tvofit Spinu a vzduchové bubliny [21, 22, 23].

Veskery dusik nutné nepatii k proteinovym latkam, ve skute¢nosti je pouze 40-80 %
celkového dusiku v proteinové frakci a zbytek Ize pripsat volnym aminokyselindm. VétSina
aminokyselin je pfitomna ve vazané forme. Nejsilnéji je zastoupen prolin s podilem 50—
85 % zcelkového obsahu v kvétovém medu, nésledovany fenylalaninem a kyselinou
glutamovou. Vzhledem k tomu, Ze vétSina aminokyselin je pfitomna ve stopovém mnoZzstvi,
je do potravinovych zakond Evropské unie pro kvalitativni parametry medu zahrnut pouze
obsah prolinu. Mnozstvi prolinu lze poté pouzit k vyjadieni celkového obsahu aminokyselin.
Aminokyselinovy profil lze vyuzit ke stanoveni zemépisného nebo botanického ptivodu
medu. Volné aminokyseliny jsou rovnéZ dobrym indikatorem kvétového nebo
medovicového pivodu medu. V nékterych piipadech je aminokyselinovy profil dilezity

predurcitel aroma a chuti potravinaiskych vyrobki [22, 23, 24].

2.1.4 Enzymy

Enzymy jsou biologické katalyzatory (znamé také jako biokatalyzatory), které
urychluji biochemické reakce v Zivych organismech. Pfirodni med obsahuje malé mnoZzstvi

enzymt, z nichz nejdilezitéjsi jsou diastaza, invertaza a glukdza-oxidaza [19, 25].

Diastdza (amylaza) je medovy enzym s nejlepsi odolnosti proti teplu, proto je Siroce
pouzivan jako indikator ¢erstvosti medu a jeho hodnota je regulovana v nékolika pravnich
predpisech. Diastaza hydrolyzuje Skrob a dextriny, coz vede k niz§imu obsahu sacharidi.
Jeho funkce v medu neni dobfe znama, protoze nektar neobsahuje skrob, ale pravdépodobné
se podili na traveni pylu véelami. Kromé Zivoc¢isného pivodu (sekrece hypofaryngeélnich
zlaz) ma také rostlinny ptvod (nektar nebo medovka). Z tohoto divodu zavisi aktivita

diastazy také na botanickém ptivodu medu [19, 20].

Invertdza (a-glukosidaza) je dulezity enzym z medu, protoze pfeméiuje nektar a
medovinu na med a hydrolyzuje sachar6zu na fruktézu a glukézu. Kromé toho

transglykosilazova aktivita invertdzy produkuje v pfechodnych krocich nékteré
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oligosacharidy. Aktivita invertazy se udrzuje po extrakci medu a béhem skladovani.
Invertaza déla z medu vysoce energetickou potravinu, kterd zabird minimalni prostor v buiice
Sestithelnikové stény. Fruktoza byla popsana jako cukr, ktery inhibuje invertazu, na rozdil
od glukozy. Jeji aktivita klesa s teplem a béhem skladovani. Invertaza byla navrzena jako
lepsi indikator kvality medu nez diastaza, protoze se zda byt citlivéj$i na tepelny proces.
Nékteré nektary vyzaduji mensi manipulaci véel v ulu, aby se doséahlo této husté konzistence,

takze hladiny invertazy jsou nizsi [19].

Glukézooxidaza degraduje glukozu na glukonolakton, ktery zase poskytuje kyselinu
glukonovou, zvysuje kyselost medu a uvoliiuje malé mnozstvi peroxidu vodiku, slouceniny
odpovédné za mikrobidlni rezistenci medu. Produkce peroxidu vodiku chrani med pted
bakteridlnim rozkladem, dokud nedosdhne dostatecné koncentrace cukru, aby se zabranilo
jeho mikrobialnimu ristu diky jeho osmotickému tlaku. Pokud med neni nafedén, obsah
kyseliny glukonové snizuje pH, ¢imz inhibuje enzymatickou aktivitu. Tento enzym je citlivy
na svétlo, viditelné zéafeni (hlavné od 425 do 525 nm) a tepelné zpracovani inaktivované pfti

60 °C [19, 20].

Dal$imi dalezitymi enzymy pfitomnymi v medu v menSim mnozstvi jsou kataldza a
kyseld fosfataza, jejichz ptivodem je hlavné pyl, stejn¢ jako nektar a medovka. Katalaza
pievadi peroxid vodiku produkovany glukdzooxidazou na vodu a kyslik. Kysela fosfatdza
produkuje anorganicky fosfat z organickych fosfati. Miize to byt indikator kvaseni medu.
Aktivita kyselé fosfatazy zavisi na pH medu. Cim vy3§i je pH, tim vyssi je aktivita kyselé
fosfatazy, pricemz optimalni rozmezi pH je mezi 4,5-6,5. Aktivita kyselé fosfatazy také
klesa béhem skladovani. B-glukosidaza je enzym ptidavany sekretem vcel, ktery hydrolyzuje
glykosidické toxiny pfijimané vcelami a transformuje B-glukany na oligosacharidy a
glukozu. V neposledni fadé¢ existuji enzymy, jako je protedza, ktera hydrolyzuje proteiny a
polypeptidy za vzniku peptidil s niz§i molekulovou hmotnosti a esterazy, ktera $tépi estery

[19].

2.1.5 Lipidy

V medu se nachédzi nepatrné mnozstvi lipidovych sloucenin (asi 0,04 %), mezi né
patii glyceroly, steroly, fosfolipidy a rizné kyseliny, jako je palmitova, olejova, laurova,

myristova, stearova a linolova. Vznikaji z rostlin, a hlavné ze zbytki vosku [20, 26].
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2.1.6 Organické kyseliny

Obsah organickych kyselin v medu je ptiblizné 0,5 %. I pfes své malé mnozstvi hraji
organické kyseliny dulezitou roli v mnoha vlastnostech medu, jako jsou organoleptické,
fyzikélni a chemické. Tyto kyseliny jsou naptiklad zodpovédné za specialni prichuté medu.
Organickeé kyseliny Ize pouzit jako indikatory ke zjiSténi Cerstvosti a pravosti medu. Zjistilo
se, ze organické kyseliny pfispivaji k antimikrobnim a antioxida¢nim ucinkim medu [27,

28].

V medu se nachazi organické kyseliny, jako je kyselina octova, citronova, mravenci,
glutarova, fumarova, jantarovd, D-glukonova, Stavelova, D-glukuronova, L-jablecna,
propionova, D-chinova, L-vinnd a mnoho dal$ich. Prevladajici organickou kyselinou v medu
je kyselina glukonova. Kyselina glukonova je syntetizovana pomoci glukozooxidazy, kterou
vcely pfidavaji béhem procesu zrani a je pfitomna ve vSech druzich medu. Mnozstvi kyseliny
glukonové zavisi na aktivité gluk6zooxidazy. Rovnéz i kyselina citronova byla nalezena ve
vSech druzich medu. Koncentraci kyseliny citronové lze pouzit k rozliseni kvétového medu
od medovice. Obsah kyseliny citronové v kvétovém medu je totiZ pozoruhodné niZsi nez v
medovicovém medu. Bylo publikovéno, ze organické kyseliny, jako jsou kyselina Stavelova,
mlécnd a mravenci, mohou byt pouzity jako ucinna 1écba proti ektoparazitickému roztoci
(Varroa). Tento rozto¢ je velmi vazny problém vcelaistvi v Evropé a USA. Pouzivani
syntetickych pesticidi mize negativné ovlivnit lidské zdravi, a proto se organické kyseliny
pouzivaji jako 1écba vcelstev napadené timto roztoCem. Bylo zjiSténo, Ze koncentrace
kyseliny mravenc¢i v medu miiZze byt zvySena, protoze se pouZiva jako lécba proti tomuto

ektoparazitickému roztoci [28].

Organické kyseliny 1ze pouzit jako indikatory aerobni nebo anaerobni fermentace v
medu. Tyto organické kyseliny, které se v medu vyskytuji béhem procesu fermentace,
mohou negativné ovlivnit kvalitu medu. Kvalitativni a kvantitativni obsah organickych
kyselin medu mize zaviset na mnoha faktorech. VétSinou to zavisi na botanickém ptivodu,
geografickych a environmentalnich podminkach. Také doba skladovani mize mit vliv na

obsah organickych kyselin [28].

2.1.7 Fenolové slouceniny

Fenolové slouceniny jsou chemicky heterogenni skupina, s ptiblizn¢ 10 000
slouc¢eninami, které jsou seskupeny do riiznych ttid podle jejich zakladni chemické struktury.

Lze je rozdélit na neflavonoidy (kyselina fenolova) a flavonoidy (flavony, flavonoly,
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flavonony, flavanoly, antokyanidiny, isoflavony a chalkony). VSechny tyto slouceniny jsou
casto produktem sekundarniho metabolizmu rostlin a vyznacuji se pfitomnosti nékolika
fenolovych skupin, které jsou spojeny s vice ¢i méné slozitymi strukturami. Fenolové slozeni
medu zavisi zejména na jeho kvétinovém plivodu; ve skutecnosti jej 1ze pouzit jako nastroj

pro klasifikaci a autentizaci, zejména v ptipad¢ jednodruhovych meda [20, 29].

Tyto latky byly uznany jako hlavni odpovédné za antioxidacni aktivitu medu, ktera
je spojena hlavné se schopnosti zachytavat volné radikdly prostfednictvim tvorby
stabilngjSich a méné toxickych molekul. Fenolové slouceniny stabilizuji volné radikaly,
kdyz uvoliuji vodik z jedné ze svych hydroxylovych skupin; stupenn aktivity souvisi s

poctem jejich hydroxylovych skupin [29].

Flavonoidy jsou pfirodni chemické slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti a
jsou rozpustné ve vodé. Jsou tvofeny dvéma benzenovymi kruhy, stfidanymi linearnim
fetézcem tii atomi uhliku (C6—C3—C6); tato struktura se Casto pte usporadava a tvofi tfi
kruhy s 15 atomy uhliku zvané A, B a C (Obrazek 1). Obecné tyto slouceniny maji
miniméln¢ dvé fenolové skupiny a jsou casto spojovany s cukry, zejména s glukdzou,
spole¢né s xylozou, galaktézou, ramndzou, arabin6zou, rutinosidem a glukoramnézou; kdyz
flavonoidy nejsou spojeny s cukry, nazyvaji se aglykony. Flavonoidy lze poté klasifikovat

podle stupné oxidace uhlikového kruhu na: flavanoly, flavony, flavanonoly, flavonoly,
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flavanoly a flavonoly [29].

Obrazek 1 Zakladni struktura flavonoidii [29]
Fenolové kyseliny (fenolkarboxylova kyselina) obsahuji fenolovy kruh a alespoi
jednu funkci organické karboxylové kyseliny; lze je rozdé€lit podle jejich struktury: C6—C3
(napt. kyselina p-kumarova, ferulova a kavovd), C6—C2 (napf. acetofenony a kyseliny

fenyloctové) a struktura C6—C1 (napft. injekéni, vanilkova a gallovd). Obvykle je vétSina
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téchto sloucenin vazana na strukturni slozky rostliny (celuléza, lignin), ale také na jiné typy

organickych molekul, jako je glukoéza, jiné cukry nebo flavonoidy [29].

2.1.8 Vitaminy

Med obsahuje vitaminy, které pochéazeji zejména z pylu kvéta, které veely navstévuji,
a také z nektaru nebo medovice. Obsah vitaminii v medu je tak nizky, Ze ho nelze povazovat
za dobry zdroj téchto zivin. V medu se nachédzi zejména vitaminy rozpustné ve vod¢, obsah
vitaminu rozpustnych v tucich je minimalni, protoze med témét neobsahuje lipidové latky.
ucinek. Barevné latky v medu (flavonoidy) chrani kyselinu askorbovou pted rozkladem a

mnohonasobn¢ zvysuji u¢inek vitamini [19, 23].

Vitaminy skupiny B byly také detekovany v riiznych mnoZstvich. Obsah vitaminu B
v medu je srovnatelny se spektrem vitamini B vétSiny druhii ovoce a zeleniny. Obsah
vitaminti rozpustnych ve vodé je silné zavisly na druhu medu a podléha znacnym vykyvim.
V medu mizeme nalézt dal$i interesantni biologicky aktivni latku zvanou cholin. Jedna se o
latku s obdobnym ucinkem jako vitamin B, jen stim rozdilem Ze si ho télo dokaze
syntetizovat samo. Ale pouze za predpokladu pfitomnosti methioninu, ktery neni vyuzivan
k syntéze bilkovin. NaneStésti med obsahuje ob¢ tyto latky, a proto miize byt methionin

k dispozici pro dalsi funkce [23].

2.1.9 Mineralni latky

Med také obsahuje mineralni latky a téZké kovy, které hraji dlleZitou roli pfi
urovani vlastnosti medu. Obsah mineralnich latek se pohybuje v rozmezi od 0,04 % u
svétlych medt do 0,20 % u tmavsich medi. Obsah mineralnich latek je sice v malém
mnozstvi, avSak v Sirokém spektru. V medu bylo analyzovéano az 40 mineralnich latek,
pficemz nejvetsi podil ma draslik. V kvétovych medech je mnoZzstvi mineralnich latek nizsi

nez v medech medovicovych [30, 31].

Hlavni mineralni latky pochézi hlavné z pidy a rostlin produkujicich nektar, ale
mohou také pochdzet z antropogennich zdroju, jako je znecisténi zivotniho prostiedi. Bylo
zjiSténo, ze mikro — nebo stopové minerdlni latky pochazejici z organickych nebo
rostlinnych zdroji jsou dilezité pro udrzeni lidského zdravi, zatimco mineralni latky
pochézejici z anorganickych nebo kovovych zdrojti, jako jsou té¢Zké kovy, mohou byt toxické

[31].
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Tabulka 3 Primérny obsah nekterych mineralnich latek svétlych a tmavych medi [23]

Mineralni latka | Kvétovy med (svétly) | Medovicovy med (tmavy)
Draslik 205,0 ppm 1676,0 ppm

Sodik 18,0 ppm 76,0 ppm

Vapnik 49,0 ppm 51,0 ppm

Hoft¢ik 19,0 ppm 35,0 ppm

Zelezo 2,4 ppm 9,4 ppm

Mangan 0,3 ppm 0,6 ppm

Med’ 0,3 ppm 0,6 ppm

2.1.10 Barviva

vvvvvv

karotenoidy, xantofyly a antokyany, které lze seskupit do barviv rozpustnych ve vod¢ a v
tucich. Dal$imi slou¢eninami, které mohou ptispét k zabarveni medu, jsou cukry, mineralni

latky a aminokyseliny [19].

Rostlinnd barviva patii mezi zdkladni a obsah je mnohdy vyssi, nez ma odpovidat
botanickému plvodu, jelikoz barviva se hromadi v plastech, odkud ptechéazi zpatky do
medu. V medu se taky nachazi nizsi obsah barviv, které pochézi z exuvii larev a barviva
vznikla Maillardovou reakci. Kvercetin a rutin (glykosid kvercetinu) patfi mezi pomérné
vyznamnd barviva. Jedna se o slou€eninu, se schopnosti sniZovat nezadouci kiehkost a

propustnost kapilar a spolecné s rutinem, znadmy jako P-faktor, potlacujici aterosklerdzu [1].

2.1.11 Tékavé latky

Vingé a chut’ medu souvisi s t€kavymi latkami, stejné jako s cukry, kyselinami,
aminokyselinami, taniny a fenoly. V medech bylo identifikovano vice nez 600
nizkomolekuldrnich sloucenin ve velmi nizkych koncentracich jako komplexni smési
riznych chemickych struktur, jako jsou monoterpeny, terpeny, terpenoidy, norisoprenoidy,
fenolové slouceniny, benzenové derivaty, alkoholy, ketony, aldehydy, estery, mastné
kyseliny, kyseliny, uhlovodiky a cyklické slou€eniny. Jejich vliv na viini medu zavisi na

jejich koncentracich ve vztahu k jejich prahovym hodnotam viné [19].

Medov¢ aromatické latky pochéazeji z botanického zdroje, fyziologické ¢innosti véely
medonosné a klimatickych podminek. VSeobecné plati, Ze obsah aromatickych latek v medu
v prub¢hu Casu klesa, bez ohledu na jejich prchavost, jelikoz béhem skladovéani dochézi
v medu k riznym reakcim, ¢imZ dochazi k jejich zméng. Nekteré alkoholy a rozvétvené

aldehydy budou pravdépodobné produkovany mikrobidlnim metabolizmem, zatimco



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

derivaty furanu a pyranu jsou meziprodukty Maillardovy reakce, které vznikaji pii tepelném
zpracovani a skladovani medu. A v neposledni tad¢, dal§imi aromatickymi slouceninami
jsou medové znecist'ujici latky pochazejici z okolniho prosttedi. Medovy aromaticky profil,
stejné jako identifikace tékavych chemickych markert, se osvédCily pifi hodnoceni

botanického a zeméepisného ptivodu medu a pii detekci moznych falSovani [19, 30].

Délka uhlikovych fetézcii karboxylovych kyselin poskytuje rizné ptichuté, které se
pohybuji od kofenénych az po zluklé. Karboxylové kyseliny s kratkym fetézcem, jako je
kyselina octova, maji kofenénou vlni a chut’, zatimco kyselina butanova a kyselina hexanova
ptitomné v masle poskytuji zluklou viini. Alkoholy jsou velkou a dtilezitou skupinou
sloucenin pifitomnych v medu. Metylové skupiny s alkoholy, jako je 3-methyl-3-buten-1-ol

a 2-methyl-2-buten-1-ol, dodavaji medu svézest [20].

2.1.12 Toxické latky

V medu se mohou nachazet pfirodni toxické slouceniny, ty jsou vétSinou
syntetizovany rostlinami, coz je chemicky obranny mechanismus proti bylozravcim.
Hlavnimi toxickymi slouceninami néckterych medd jsou pyrrolizidinové alkaloidy a
polyhydroxylované cyklické uhlovodiky (diterpenoidy), zndmé jako grayanotoxiny. Kdyz
vCely shromaZd’uji nektar a pyl z rostlin syntetizujicich toxiny, mohou byt toxické

slouceniny pieneseny do vcelich produktti [19].

Mezi dalsi toxické latky, které mohou med kontaminovat, patfi zbytky léka
pouzivanych pii 1écbé veelstev proti varroaze, dale tézké kovy a zbytky pesticidi pouzivané
k ochran¢ rostlin. Pro med jsou pifesné stanovené hodnoty maximalnich ptipustnych

mnozstvi téchto toxickych latek [30].

2.1.13 Hydroxymethylfurfural

HMF nebo také 5-hydroxymethyl-2-furaldehyd je ve vodé rozpustna heterocyklicka
organicka sloucenina odvozena od cukrii. Jedna se o derivat furanu a ma jak aldehydové, tak
alkoholové funkéni skupiny. Tato furanova sloucenina vznika degradaci cukru, dehydrataci
hex6z v kyselém prostiedi a v mensi mife vznika jako meziprodukt pfi Maillardovych

reakcich [19, 32].

HMF se pouZziva jako parametr svéZesti medu, protoZe v Cerstvych medech chybi
nebo je pfitomny pouze ve stopovych mnozstvich. Vysoké hodnoty HMF se pfirozené

vyskytuji v medech z teplych klimatickych oblasti (tropy a subtropy). Koncentrace HMF se
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zvySuje béhem zpracovani medu tepelnym zpracovanim a také falSovanim s komerénimi
cukry a béhem skladovani. Obsah HMF je také ovlivnén pouzitim kovovych nadob, pH,
druhti vCel a botanického zdroje. Vysoka kyselost, obsah vlhkosti, cukry (hlavné fruktoza),
aminokyseliny (jako je alanin) a mineralni latky (jako je hot¢ik, mangan, Zzelezo a zinek)

urychluji produkci HMF [19].

Ackoli HMF dosud neni povazovan za Skodlivou latku, Narodni institut pro
environmentalni zdravotni védy jmenoval HMF pro testovani toxicity na zéklad¢ potencialu
rozsifené expozice prostiednictvim konzumovanych potravin a dikazi o karcinogennim
potencidlu ostatnich ¢lent této tfidy. Vysledkem je, ze mnoho zemi ukladd omezeni tykajici
se maximalnich hladin HMF v potravinach a napojich. Podle Codex Alimentarius a norem
EU je maximum HMF 40 mg/kg, zatimco med z tropli a smési s nimi by nem¢l mit vice nez
80 mg/kg. Véelaiské organizace nékterych zemi, napf. Némecko, Italie, Finsko, Svycarsko
stanovily maximalné 15 mg/kg pro specidln¢ oznacené ,.kvalitni“ nebo ,,panenské* medy

[21, 32].
2.2 Fyzikalni vlastnosti

2.2.1 Viskozita a reologie

Viskozita je dulezitou vlastnosti pro manipulaci, zpracovani, skladovani a
senzorickou kvalitu. Viskozita medu zavisi na botanickém ptvodu, vlhkosti, teploté, poméru
fruktézy a glukoézy, granulaci medu a chemickém slozeni. Obsah vody je jednim z hlavnich
Cinitelti spolu s teplotou. Viskozitu medu lze tedy upravit teplotou, mirnym zahiivanim
medu dojde ke snizeni jeho vazkosti a tim se docili, Ze se s nim bude 1épe manipulovat [19,

30].

Také nékteré slouceniny medu, jako jsou dextriny, bilkoviny a dalsi koloidni latky,
maji tendenci zvySovat viskozitu medu. Viskozita a povrchové napéti jsou odpovédné za

v

pénivé vlastnosti medu. Viskozita ma také vztah k tekutosti astic. Cim viskozn&jsi je
omezuje jeji pouziti v potravindiském primyslu. Z tohoto divodu se pouziti medového
prasku (suchého medu) stalo atraktivni volbou pro primysl, zejména pro pekarensky

pramysl [19].

Podle viskozity Ize drtivou vétSinu medi popsat jako newtonské, ale nékteré typy

vykazuji nenewtonovské chovani kvili pfitomnosti vysokomolekularnich sloucenin. Med
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Piptadenia moniliformis ma chovani pseudoplastickych tekutin, nékolik medt Eucalyptus a
nigerijského medu Opuntia engelmanni se vyznacuji dilataénim chovanim, zejména kvali
pritomnosti vysokomolekularnich dextranti a medi z viesu lingového (Calluna vulgaris),
balminu (Leptospermum scoparium), pohanky (Fagopyrum esculentum) a jetelu bilého
(Trifolium repens) vykazuji kviili vysokému obsahu bilkovin ztenc¢eni ve smyku a tixotropni
chovani. Tixotropie proptj¢uje medim strukturu podobnou gelu, kterd ztézuje jejich
extrakci z vcelich plasti a manipulaci s nimi. Tato rosolovitd konzistence miize byt
pfeménéna na kapalinu michanim nebo aplikaci mechanické energie. Zatimco viskozita
medu je pomérné vysoka, povrchové napéti medu je nizké. To zplisobuje, ze ackoliv je med

husty, pronika i velmi malymi netésnostmi obalti [19, 30].

2.2.2 Index lomu

Index lomu je opticka vlastnost, ktera se pohybuje mezi 1,504 a 1,4815 a zvySuje se,
kdyz je vysoky obsah pevnych latek (nebo nizky obsah vody), v zavislosti na teploté. Méteni

YV wew

indexu lomu je nejbéznéjsi metodou pro stanoveni obsahu vody v medu [19, 33].

2.2.3 Hustota

Hustota je vlastnost medu, kterd je siln¢ ovlivnéna obsahem cukrii. Hustota je
vyjadfena jako mérna hmotnost a hodnoty se vztahuji k obsahu vody, teploté a koncentraci
pevnych latek. Hustota klesa linearn€, kdezto teplota nebo obsah vody roste, a linearné roste
se zvySovanim obsahu pevnych latek. Stftedni hodnoty relativni hustoty medu pfi teploté
20 °C se pohybuji od 1,40 do 1,44 g/ml, v zavislosti na botanickém ptivodu medu. Kvili
zméndm hustoty medu uloZenych v nadrzich lze né€kdy pozorovat separaci medu na
jednotlivé vrstvy, ve kterych ma horni vrstva nizSi hustotu a vys$$i vlhkost, takze je

nachylnéjsi k fermentaci [19].

224 pH

VétSina medt je kyseld, coz znamend, Ze hodnota pH je mensi nez 7. pH kvétovych
medu se pohybuje mezi 3,3—4,6. Vyjimkou je kastanovy med s relativné vysokou hodnotou
pH 5-6. Medovicové medy maji diky vys$S§imu obsahu mineralnich latek vyssi hodnotu pH,
ktera se pohybuje mezi 4,5-6,5. Med je pufr, coz znamend, Ze jeho pH se neméni pfidanim
malého mnozstvi kyselin a zésad. Kapacita pufru je zapfi¢inénd obsahem fosfore¢nani,

uhlic¢itant a dalSich mineralnich soli [21].
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2.2.5 Hygroskopicita

Med je diky své vysoké koncentraci cukrti (zejména fruktdzy) siln¢ hygroskopicky,
coz je vlastnost, kdy z okoli absorbuje ¢i zadrzuje vlhkost z prostfedi v zavislosti na teplot¢,
obsahu vlhkosti ve vzduchu a relativni vlhkosti. Tuto vlastnost je tieba vzit v tivahu pfi
baleni, skladovani a primyslovém pouziti, jelikoz s vlhkosti med pohlcuje i okolni pachy.
Ke skladovani je dulezité pouzivat pouze hermeticky uzaviratelné naddoby, nejlépe ze skla,
pokud med absorbuje vlhkost, zfedi se a je nachylnéjsi k fermentaci. Hygroskopi¢nost medu
je rovnéz mozné také vyuzit v pozitivnim smeéru, naptiklad ptidavek medu do perniku (nebo
jinych podobnych potravin) zvysuje vyrazné jemnost pe€iva, a naopak snizuje sklon perniku

k vysychani [1, 19, 30].

2.2.6 Opticka otacivost

Med mé vlastnost rotace roviny polarizované¢ho svétla opét diky obsahu cukrd.
Kazdy cukr ma svijj specificky thel rotace polarizovaného svétla. Nékteré cukry otaceji
polarizovanym uhlem svétla doleva a vykazuji tak zapornou hodnotu optické rotace
(levotocivé cukry, jako je fruktoza [a] D20 = -92,4 ©), zatimco jiné se otaceji doprava, s
pozitivni optickou aktivitou (pravotocivé, naptiklad glukoza) [a] D20 =+ 52,7 °). Celkova
hodnota optické rotace zavisi na koncentraci riznych medovych cukrti. Nektarové medy,
které obvykle vykazuji vyssi obsah fruktozy, jsou levotocivé. Na druhé strané nckteré
medovice a jiné medy mohou byt pravotoc¢ivé kvuli niz§imu obsahu fruktdézy a vysSimu
hmotnostnimu podilu oligosacharidii, zejména melezitoze ([a] D20 = + 88,2 °) a erldze
([a] D20 =+ 121,8 °). N&které zfalsSované medy také vykazuji nizké hodnoty fruktdzy a jsou
obvykle pravoto¢ivé. Ackoli néktefi veédci urc€ili optickou rotaci, aby botanicky

charakterizovali medy, nebylo jeji méfeni pro tento ucel popsano jako vhodné [19].

2.2.7 Kirystalizace

Krystalizace medu je pfirozeny a spontanni slozity fyzikalni proces. Glukdza, ktera
je méné rozpustna nez fruktodza, se oddeluje od vody a vysrazi se z presyceného roztoku a
pii ztratach vody vznikaji krystaly monohydratu glukozy. Medy bohaté na fruktozu, jako je
akatovy a Salv€jovy, mohou zlstat v tekutém stavu po dlouhou dobu, kdezto medy bohaté
na glukdzu, jako je fepkovy nebo pampeliskovy, ¢asto krystalizuji bezprostifedné po sklizni

nebo nékdy jiz v buiikach plastu [19].
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Krystalizace mize byt pro vcelafe nezddouci, protoze néktefi spotiebitelé se
domnivaji, ze pokud med vykrystalizuje, byl néjak znehodnocen, napt. ptidanim fepného
cukru. Krystalizace ovliviiuje pouze barvu a texturu medu, chutové a kvalitativni vlastnosti
tekutého medu se zachovévaji. Barva krystalického medu je svétlejsi nez barva medu

tekutého, je smetanové zluta az zlutohnéda [19, 30].

Krystalizace medu zéavisi na tad¢ faktord, jako je teplota, viskozita, obsah vody,
cukrti, obsah dextrinu, koeficient piesyceni glukozy a pifitomnost Castic, které by mohly
pusobit jako krystalizacni jadra (proteiny a jiné koloidy, pylova zrna, prach a dalsi

suspendované Castice, kvasinky, vosk, propolis nebo vzduchové bubliny) [19].

Teplota 5—7 °C usnadiuje vytvareni krystalizacnich jader (pfi¢emz optimalni teplotni
rozsah pro tvorbu krystalii je mezi 10-18 °C). Pfi pfili§ nizkych teplotach se krystalizace
zpomaluje, protoze 1 pfes snizeni rozpustnosti cukru (¢imz se zvyhodnuje krystalizace)
dochazi ke zvyseni viskozity medu, kterd snizuje difuzi glukozy, coz ztézuje pohyb. Naopak
teploty vyssi nez 25 °C umoziuji rozpusténi krystalti glukézy — jedna se tedy o vratny
proces. Nahlé teplotni zmény vedou k tvorbé krystalt glukézy, které jsou zodpovédné za
pohyblivost vzduchovych bublin a piisobi tak jako krystalizacni katalyzatory. Totéz se d¢je
1 pfi michani diky tvorbé vzduchovych bublin. Optimalné krystalizuji medy s obsahem
vlhkosti mezi 15-18 %. Piili§ vysoky obsah vody rovnéz snizuje rychlost krystalizace,
protoze tak klesd nasyceni cukrem. Glukoza se vSak muize snadno vysrazet a zlistat na
povrchu kapaliny. Tento cukr poté vaze vodu z prostiedi, coz zvySuje riziko fermentace.
Cim vy3§i je obsah glukozy (vice nez 2830 %) a melezitozy (vice neZ 10 %), tim rychlejsi
je proces krystalizace. Fruktdoza a maltéza pusobi jako inhibitory krystalizace, protoze

zvySuji rozpustnost glukozy [19, 30].

2.2.8 Barva medu

Barva je fyzicka vlastnost, kterou spotiebitelé vnimaji jako prvni. Med se pohybuje
od bezbarvych a svétle Zlutych az po tmave jantarové nebo témet cerné, nékdy se zelenymi
nebo nacervenalymi odrazy. Barva souvisi s botanickym piivodem, podnebim a pldnimi
podminkami. Nektefi autofi uvadéli, Ze pyl, produkty s cukry, karotenoidy, xantofyly,
antokyany, mineralnimi latkami, aminokyselinami a fenolovymi slou¢eninami, pfedev§im
flavonoidy, ovliviiyji barvu medu. U vétSiny kvétovych medi prevazuji odstiny zluté barvy,
ale existuji 1 vyjimky: naptiklad med z jedlého kaStanu je tmavohnédy. U medovicovych

medul pfevazuje Cervenohnéda az olivoveé hnéda barva [19, 30].
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Tmavé medy maji vyssi obsah minerdlnich latek, dextrind a polyfenolti a vyssi
kyselost nez svétlé medy. Barva tmavych medu silné koreluje s koncentracemi Cd, Fe a Pb,
zatimco barva svétlych medi s koncentracemi Al a Mg. Kromé toho je tento parametr
ovlivnén skladovanim, teplem, enzymatickymi reakcemi a krystalizaci. Krystalizovany med
ma tendenci mit svétlejsi barvu, nez kdyz je tekuty, v zavislosti na velikosti krystala.
Nejjemnéjsi krystaly vzdy dodavaji svétlejsi vzhled (krystaly glukdzy jsou bilé barvy). V
nekterych zemich ovliviiuje barva medu i cenu medu, kterd je zavisla na preferencich
spotiebiteld. Obecné nejsvétlejsi dosahuji na trhu vysSich cen, ale existuji zemé jako

Némecko, Svycarsko, Recko a Turecko, kde jsou preferovany medy tmavé barvy [1, 19].
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3 ANTIMIKROBNI A ANTIOXIDACNI VLASTNOSTI MEDU A
VCELICH PRODUKTU

Jiz od staroveéku se med pouzival k 1€¢b¢ a prevenci infekci ran. Do zacatku 20. stoleti
se med jesté stale zdatile pouzival jako 1€k. S objevem antibiotik a sulfonamidovych 1¢ki
vsak bylo upusténo od klinické aplikace medu. Avsak u vSech tfid antibiotik, se ¢asem
celosvétove zvysuje rezistence, a jesté vice zneklidiujici je, Ze se vyviji velmi mélo novych
antibiotik. Silnd aktivita medu proti bakteriim rezistentnim na antibiotika vedla k obnoveni
zajmu o jeho aplikaci. Nékolik medua jiz bylo schvaleno pro klinické pouziti. Neuplné
znalosti o pouzitych antimikrobnich latkach a variabilita antimikrobni aktivity jsou vSak

hlavnimi bariérami vyuzitelnosti medu v medicin¢ [30, 34].

Obecné 1ze biologicky aktivni latky v medu rozd¢lit do dvou skupin: antimikrobni a
antioxidacni. Tyto dva faktory se vSak navzdjem ovliviiuji a jejich kombinace ma za
nasledek vysoké zdravi prospé$né vlastnosti medu. Med vykazuje bakteriostatickou a
baktericidni aktivitu proti nékolika lidskym patogentim, zejména grampozitivnim bakteriim,
jako je Staphylococcus aureus, ale také 1 gramnegativnim jako jsou Escherichia coli a
Pseudomonas spp. Jedine€nymi antimikrobni iniciatory medu jsou: vysoky obsah cukru,
nizkd aw, peroxid vodiku, pfitomnost organickych kyselin (napf. kyselina citronova,
mravenci jable¢na ¢i jantarovd), flavonoidl a fenolovych kyselin, methylglyoxal a vceli
defensin-1. Krom¢ antimikrobni aktivity m4 med silnou antioxida¢ni aktivitu. Za tuto
vlastnost jsou odpovédné nésledujici slozky: polyfenolové slouceniny (fenolové kyseliny a
flavonoidy), vitamin C, vitamin E, enzymy (napf. katalaza, peroxid4za) a stopové prvky

[35].
3.1 Antimikrobni latky v medu

3.1.1 Vysoka koncentrace cukri a aw

Zraly med obsahuje azZ 95 % cukri a soucasné obsahuje obvykle méné nez 18 %
vody. Tato kombinace vysoké koncentrace cukrii a nizkého obsahu vlhkosti zpusobuje
osmoticky stres, ktery zabranuje znehodnoceni medu mikroorganizmy. Pouze mirné zfedéni
medu muze jiz vést k rastu kvasinek, ale obsah cukru v medu je dostate¢ny k zachovani
antimikrobni aktivity medu pti zfedéni na ptiblizné 30—40% roztok. Pti vysSich fedénich je

antimikrobni aktivita zajiSténa jinymi latkami nez cukrem [21, 34].
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3.1.2 Peroxid vodiku

V 60. letech byl H>O; identifikovan jako hlavni antimikrobni latka v medu. Vznika
za aerobnich podminek z gluk6zy plisobenim glukézooxidazy a jeho o¢ekavanou funkci je
prevence znehodnocovani nezralého medu. Rizné medy vSak maji podstatnou antimikrobni

aktivitu diky neperoxidovym slozkém [34].

Béhem zrani medu je glukozooxiddza inaktivovana, ale znovu ziskava aktivitu pii
fedéni medu. Podil H2O; na antimikrobni aktivit€¢ medu lze urcit u€inkem neutralizace této
latky ptfidanim katalazy. Neutralizace H>O» sniZzuje antimikrobni aktivitu vétSiny medu, ale
po neutralizaci peroxidu vodiku mohou nékteré medy mit stale antimikrobni aktivitu, coz
dokazuje, ze existuji dalsi medové latky s antimikrobnimi vlastnostmi. Mezi faktory, které
ovlivituji akumulaci H>Og, patii inaktivace enzymu gluk6zooxidézy produkujicitho H20:

pusobenim tepla nebo svétla nebo degradace H>O> medem [19, 34].

H>0> se bézné pouziva k dezinfekci a sanitaci. Za timto ucelem je tfeba udrzovat
vysoké koncentrace H>O; v téchto dezinfekénich prostiedcich, aby byly pfemozeny obranné
systémy bakterii. Pfi vysokych koncentracich v rozmezi 3-30 % byla prokdzana jeho
baktericidni ucinnost proti nékolika mikroorganizmim, vcetn€ druhlQ Staphylococcus,
Streptococcus, Pseudomonas a Bacillus. Za téchto podminek je bakterialni bunécna smrt
vysledkem akumulace nevratného oxida¢niho poskozeni membranovych vrstev, proteind,

enzymi a DNA [36].

Obsah H202 v medu je vSak asi 900krat niz8i. Kromé¢ toho udaje z literatury
naznacuji, Ze bunécnd smrt kultivovanych savcich, kvasinkovych a bakteridlnich bun¢k
vyzadovala koncentrace H>O> vyss§i nez 50 mM a byla spojena s degradaci chromozomalni
DNA, co? je stale pétkrat az desetkrat vice neZ u medu. Uginnost H,O; jako oxidaéniho
biocidu souvisi s bakteridlni citlivosti na peroxidovy stres. Obranné mechanismy proti
oxida¢nimu stresu se 1i§i mezi bakteridlnimi druhy, a zavisi na ristové fazi (exponencialni

versus stacionarni faze rstu) a na adaptivni [36].

3.1.3 Methylglyoxal

Riizné medy maji podstatnou neperoxidovou antimikrobni aktivitu. Je znamo, Ze
medy Manuka z keiG Leptospermum scoparium (piivodem z Nového Zélandu a Australie)
obsahuji velmi vysoké hladiny methylglyoxalu. Obecné plati, Ze methylglyoxal vznika z
cukrit béhem tepelného zpracovani nebo dlouhodobého skladovani potravin a ndpoja

obsahujicich sacharidy. Vysoké hladiny methylglyoxalu v Manuka medu vSak vznikaji
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pfeménou dihydroxyacetonu pfitomného ve vyjimecné vysokych koncentracich v nektaru
kvétd L. scoparium. K této pfeméné dochdzi neenzymaticky pomalou rychlosti béhem
skladovani medu. Neni zndmo, jak se dihydroxyaceton vytvaii v nektaru a z jakého divodu
je v tak velkém mnozstvi pfitomen v nektaru stromt Manuka. Byly zjistény koncentrace
methylglyoxalu v rtznych potravinach v rozmezi 3—47 mg/kg, zatimco med Manuka
obsahuje mnohem vyssi koncentrace [v rozmezi 38—1541 mg/kg]. Methylglyoxal byl také
nalezen v medech z rtiznych botanickych zdroj, ale jeho koncentrace byly podstatné nizsi

nez u medu Manuka [19, 34].

v

Antimikrobni aktivita medu Manuka se u riznych Sarzi lisi, takze kazda Sarze medu
Manuka musi byt analyzovana na antimikrobni aktivitu, kterd je obvykle vyjadfena jako
jedinecny faktor Manuka®“. Tento faktor pfedstavuje koncentraci roztoku fenolu, ktera
poskytuje podobnou zoénu inhibice ristu Staphylococcus aureus jako testovany med, za
pouziti testu radidlni diftze. Uvadi se také, ze medy Manuka vykazovaly inhibi¢ni ucinky

proti viru chiipky a zejména methylglyoxal vykazoval G¢inky proti viru HIV1 [19].

3.1.4 Defensin-1

Defensin-1 (také znamy jako royalisin) je peptid vylu¢ovany hypofaryngélni zlazou
vcel. Nejdiive byl identifikovan u hemolymfy vcel, v hlavach v¢el a hrudnich Zlaz a v matefti
kasSi¢ce, hlavni potravé larev krdlovny. Tento peptid vykazuje silnou antimikrobni aktivitu,
ale pouze proti grampozitivnim bakteriim, véetné B. subtilis, S. aureus a Paenibacillus
larvae. Posledni jmenovany druh je plivodcem choroby véelich larev zvany mor vceliho

plodu [19, 34].

Bezobratli se pti obrané proti mikroorganizmim spoléhaji na antimikrobni peptidy
jako soucast svého piirozeného imunitniho systému. U vcel jsou v hemolymf€ po
experimentalni infekci E. coli produkovany Cctyfi typy antimikrobnich peptidd, tj.
hymenoptaecin, v€eli defensin-1, apidaecin a skupina abaecinovych peptidi. Kazdy z téchto
peptidi ma odlisSné spektrum antimikrobni aktivity a tyto peptidy spolecné pokryvaji

vSechny hlavni tfidy mikroorganizmi [34].

V¢ely pouzivaji k produkci matefi kasi¢ky a medu sekrety hypofaryngalni Zlazy.
Mnozstvi veeliho defensinu-1 v mateti kaSickach a v medech se silné 1i$i, pfi¢emz nckteré
vzorky tento peptid zcela neobsahuji. To znamend, ze exprese vceliho defensinu-1 v

hypofaryngélnich Zl4zach anebo mnoZstvi ptidanych sekreci Zlazy se velmi 1i$i [34].
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3.1.5 Ostatni faktory

Uvadi se, ze nizké pH (3,3-6,5) a kyselé latky, jako jsou aromatické kyseliny a
kyseliny matefi kaSiCky hraji dalezitou roli v antimikrobnich Uc¢incich medu. Rovnéz
produkty Maillardovy reakce prokazaly antimikrobni ucinky, stejné jako lysozym a
kombinace medovych fenolovych slouc¢enin. Rovnéz se uvadi, ze medové flavonoidy maji

antifungalni aktivitu proti Candida albicans [19, 20].

Nekteré bakterie pfitomné v medu produkuji po kultivaci in vitro antimikrobni latky,
jako je bacillomycin F nebo antifungélni peptidy. Antimikrobni aktivita medu muze byt také
nepiima, protoze se uvadi, ze med vykazuje imunoaktivni, protizanétlivé a prebiotické

ucinky [19].

3.2 Antioxidacni aktivita

vvvvvv

k prevenci urcitych onemocnéni a chrani bunky pted poSkozenim oxida¢nimi Cinidly, jako
jsou volné radikaly. Ukazalo se, Ze med rovnéz pifedchazi nebo zpomaluje kaZeni potravin v
dasledku oxidacnich reakci, chrani maso pted oxidaci lipidi a rostlinné produkty pted
enzymatickym hnédnutim. Med ma proto velky potencial byt pouzivan jako pfirodni
antioxidant pro potraviny. Volné radikaly jsou vysoce nestabilni, jedna se o velmi reaktivni
Castice (atomy ¢i molekuly), které maji ve svém orbitalu jeden nebo vice neparovych
elektront. Volné radikaly se pokousi sparovat s jinymi molekulami, atomy nebo dokonce s
jednotlivymi elektrony, aby vytvoftily stabilni slou¢eninu a to tak, Ze se snazi elektron piedat

nebo odejmout [19, 37].

Diky tomuto vznikaji reaktivni formy kysliku a volné radikély zpiisobuji molekularni
transformace a genové mutace v mnoha typech organismii. Toto nazyvame jako oxida¢ni
stres a ma se za to, ze piispiva k rozvoji chronickych a degenerativnich onemocnénti, jako je
rakovina, autoimunitni poruchy, stdrnuti, katarakta, revmatoidni artritida a kardiovaskularni
a neurodegenerativni onemocnéni. Reaktivni formy kysliku vznikaji pfirozenym
metabolizmem nebo jsou vysledkem Spatnych Zivotnich podminek a znec€iSténi Zivotniho

prostiedi [37].

Antioxidanty jsou molekuly schopné zpomalit nebo inhibovat oxidaci jinych
molekul, ¢imZ témto zménam zabrani. Antioxidanty rostlin vykazuji velkou bioaktivitu a

molekularni rozmanitost a jsou pfitomny v medu a dalSich v¢elich produktech. ProtoZe je
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med naptiklad vyrdbén véelami z nektaru nebo rostlinnych sekreti, z rostlin se pfenaseji

ruzné latky a hromadi se v medu [37].

3.2.1 Antioxidaéni latky v medu

Rostlinné antioxidanty jsou rostlinami syntetizovany, aby pusobily proti biotickym
(zivé) a abiotickym (nezivé) stresim a uptfednostiiuji pritazlivost opylovaci, rozptyl semen
a alelopatické jevy. Sekundarné ovliviiuji zdravi lidi, ktefi je konzumuji prostrednictvim
potravy, vcetné¢ vcelich produkti vyrobenych véelami z kvétinového nektaru, pylu nebo
rostlinnych sekretii. Rostlinné antioxidanty jsou vysoce bioaktivni a vykazuji velkou
molekularni rozmanitost, ale nejhojnéjsi jsou fenolové kyseliny (fenolové kyseliny,
flavonoidy), které maji nejvyssi antiradikalovou aktivitu [37]. Fenolové slouceniny byly jiz

podrobnéji popsany v piedchozi kapitole 2.1.7.

Bohuzel, testy pouzivané ke stanoveni antioxidacnich latek a antioxidacni aktivity
identifikuji skupiny sloucenin s podobnymi chemickymi vlastnostmi, a ne jednotlivé uc¢inné
latky. Za antioxidacni kapacitou fenolli stoji rizné mechanismy, jako je vychytavani volnych
radikalfi, donor vodiku, chelatace kovovych iontil, haSeni singletovym kyslikem a piisobeni
jako substrat pro superoxidové a hydroxylové radikaly. Tyto mechanismy jsou striktné
spojeny s metabolity a jejich molekularni strukturou, takZe pocet a poloha hydroxylovych
skupin ve fenolovych sloucenindch jsou rozhodujici pro vychytdvaci schopnost
antioxidant. Antioxidac¢ni aktivita vysoce koreluje s fenolovymi slouceninami, ale vceli
produkty jsou viceslozkové piirodni latky, a proto obsahuji také dalsi latky predstavujici
antioxidacni aktivitu, vcetné¢ mineralnich latek, aminokyselin, peptidd, proteint,
organickych kyselin a enzymi, avSak v nizsich koncentracich nez fenoly. Typ a koncentrace
jsou primarn¢ ovliviiovany danym vcelim produktem, poté botanickym zdrojem,

geografickym a entomologickym plivodem a klimatickymi podminkami [37].

3.2.2 Metody stanoveni antioxida¢ni aktivity

Pokud je ndam znamo, neexistuje zadna oficialni metoda pro stanoveni antioxidacni
aktivity ve vzorcich medu. Mezi béZn¢ pouzivané antioxidacéni testy patii DPPH (hodnoti
eliminaci syntetickych stabilnich radikaltl), FRAP (redukce Zeleza/antioxidac¢ni sila), ORAC
(hodnoti absorpéni kapacitu kyslikovych radikall) a Troloxu ekvivalentni antioxida¢ni
kapacita (TEAC nebo také ABTS). Kazdy test ma své vyhody a nevyhody. Uvadi se, Ze
volné radikdly DPPH nejsou ovlivnény urcitymi vedlejSimi reakcemi, jako je chelatace

kovovymi ionty a inhibice enzymii. Med dale obsahuje hojné vychytavace volnych radikald,
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které jsou schopné snizit nerovnovdhu mezi produkci volnych radikdli a hladinou
antioxidantl. Vysoké mnozstvi redukujicich cukri, jako je glukéza a fruktéza v medu, by
mohlo prispét k vyssi redukcni antioxidacni sile v metodé FRAP, coz by vedlo k pozitivni

chybé pfi stanoveni antioxidacni aktivity [38].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Zéakladnim cilem této diplomové prace bylo stanoveni antioxidac¢ni kapacity
vybranych vzorkt medi pomoci riiznych analytickych metod a ovéfeni antimikrobniho
ucinku medd na vybrané grampozitivni bakterie. Tento cil byl rozdélen do nékolika dil¢ich

cila:

e vypracovani piehledné literarni reSerSe obsahujici charakterizaci medu a
vCelich produkti, popis chemického slozeni medu a jeho fyzikdlnich

vlastnosti, véetn¢ jeho antimikrobni a antioxida¢ni aktivity,
e stanoveni antioxidacni aktivity pomoci:
o metody pouzivajici DPPH,
o metody pouzivajici ABTS,
o metody pouzivajici Folin-Ciocalteu ¢inidlo,

e stanoveni antimikrobniho u¢inku meda (minimalni inhibi¢ni koncentrace —

MIC) na vybrané grampozitivni bakterie pomoci mikrodilu¢ni metody,

¢ vyhodnoceni vysledkll a formulace zavér.
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5 POUZITA ZARIZENI A MATERIALY

5.1 Pouzité pristroje a pomucky

Analytické vahy KERN

10 mm hranaté kyvety

Jednopaprskovy UV-Vis spektrofotometr Specord 50 PLUS
PC s vyhodnocovacim programem WinLab Software
Biohazard box Bio II Advance Telstar

Autoklav Systec 2540 EL

Vortex Mixer VX-200

DENSI-LA-METER

Biologicky termostat Memmert INE 600

Tecan infinite 200Pro

Filtr stiikackovy AHLSTROM ReliaPrep™ CA 0.20 um
Bakteriologickeé klicky

Automatické mikropipety

Mikrotitracni desticky

Filtra¢ni papir

Laboratorni sklo a pomticky (Petriho misky, kadinky, zkumavky, odmérmné valce,

zasobni lahve, plastova injekeni stiikacka, 1Zice)

5.2 Pouzité chemikalie

Demineralizovana voda

NaCl

Etanol (P. Svec, Chrudim, CR)
Methanol (LACHNER s.r.0., CR)

DPPH - 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl (Sigma Aldrich, USA)
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e ABTS - (2,2.-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat))  (Sigma
Aldrich, USA)

e K5S:05 — peroxodisiran draselny (P. Lukes, Uhersky Brod, CR)

e Trolox — 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina (Sigma
Aldrich, USA)

e Folin-Ciocalteuovo ¢&inidlo (Penta, CR)
e 20% roztok NaxCO; (Penta, CR)

e Kyselina gallova (Sigma Aldrich, USA)
e Kyselina octova (Penta, CR)

e Octan sodny trihydrat (Penta, CR)

5.3 Pouzité vzorky medu

Pro stanoveni antioxidacni kapacity a antimikrobniho ucinku medi bylo celkové
pouzito 15 vzorkd medu kvétového, medovicového i smisSené¢ho (Obrazek 2). Z toho 13
vzorkd medi pochézelo od malych a stfednich véelarti a 2 vzorky byly komer¢né dostupné
medy zakoupené v obchodnich fetézcich. Medy od malych a stfednich vcelait byly prevazné
ze Slovenské republiky se zastoupenim az 12 vzorkil, z Ceské republiky pochazel 1 vzorek
medu. U komerénich medt se jednalo o smési medu pochéazejicich ze zemi mimo Ceskou

republiku. Prehled lokalit ulli, z nichZ vzorek medu pochazi, je zobrazen v Tabulce 4.

Tabulka 4 Lokalita tlu pfifazena k ¢islu vzorku

C. vzorku Lokalita tlu C. vzorku Lokalita tlu
1. Salas, Nimnica (SR) 9. Oravska Magura (SR)
2. Zubak (SR) 10. Lysa pod Makytou (SR)
3. Horna Poruba 1 (SR) 11. Belusa (SR)
4. Belusa (SR) 12. Recko*
5. Nemsova, KI'ai¢ové (SR) 13. Némecko*
6. Zubak (SR) 14. Podhorie (SR)
7. Salas, Nimnica (SR) 15. Podhorie (SR)
8. Polstejn (CZ)

* vzorky oznacené zelenou barvou jsou komer¢ni medy zakoupené v obchodnich fetézcich
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Obrazek 2 Vzorky testovanych medl

5.4 Pouzité mikroorganizmy

Pro tuto diplomovou praci bylo vyuzito 12 kment grampozitivnich bakterii. Bakterie

byly ziskany ze sbirky mlékatskych kultur Laktoflora (CCDM), z Ceské sbirky

mikroorganizmi (CCM) a z Vyzkumného ustavu pivovarského a sladaiského v Praze

(RIBM).

o

o

Staphylococcus aureus CCM 3953
Staphylococcus aureus CCM 2020
Enterococcus faecalis CCM 2665
Enterococcus faecalis CCM 4224
Enterococcus durans CCDM 437
Enterococcus durans CCDM 53

Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 141
Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824
Lactiplantibacillus plantarum RIBM 2-94
Levilactobacillus brevis RIBM 2-98

Levilactobacillus brevis RIBM 2-111
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5.5 Pouzita kultiva¢ni média

Bakterie byly pomnozZeny na pevnych ptidach Mueller-Hinton Agar (MH; HiMedia)
a M17 Agar (HiMedia). Pro stafylokoky a enterokoky byla pouzita pida MH. Laktokoky a
laktobacily (a od nich odvozené rody Lactiplantibacillus a Levilactobacillus) byly
pomnozeny na pudé M17. Samotné stanoveni bylo provedeno v pfisluSnych bujonech. K
piipravé agarti a bujonli byla vyuzita destilovana voda. Sterilita kultivacnich medii byla

zajisténa autoklavem pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut.

Tabulka 5 Slozeni Mueller-Hinton Broth

SloZeni

MnoZstvi [g/1]

Hovézi masova infuse 300,0
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 17,5
Skrob 1,5

* pro pripravu 100 ml agaru je potieba 1,5 g agaru

Tabulka 6 Slozeni M17 Broth

SloZeni MnoZstvi [g/1]
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 2,50
Masovy pepton 2,50
So6jovy pepton 5,00
Kvasni¢ny extrakt 2,50
Hovézi extrakt 5,00
Laktoza 5,00
Kyselina askorbova 0,50
Siran hotecnaty 0,25
B-glycerolfosfore¢nan (di)sodny 19,00

* pro ptipravu 100 ml agaru je potieba 1,5 g agaru
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6 METODIKA

6.1 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS

Tato metoda je zaloZena na zhaseni kation-radikalu ABTS™ (2,2.-azinobis(3-ethyl-
2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)). V reakéni smési se kation-radikdl ABTS"" generuje
pomoci chemické oxidace ABTS riznymi slouceninami, napt. peroxodisiranem draselnym.
vsak je pridavek k jiz vytvofenému radikélu. ZhaSeni radikalu se projevi pomoci zmény
absorp¢niho spektra (odbarveni reakéni smési) a sleduje se spektrofotometricky pti vinové

délce 734 nm.

Celkova antioxidacni aktivita se hodnoti pomoci parametru TEAC, ktery vyjadiuje
antioxidacni kapacitu vzorku ekvivalentni definovanému mnozstvi syntetického derivatu
nazvem Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2- karboxylova kyselina). Trolox je
analogem vitaminu E, ktery je rozpustny ve vodé. Pro smési TEAC udava koncentraci

Troloxu v mmol/l, ktera je rovna antioxida¢ni aktivité vzorku.

6.1.1 Priprava vzorku

Na analytickych vahach bylo navaZeno 2 g vzorku medu s pfesnosti na 0,0001 g.
Navéazka vzorku byla extrahovana do 40 ml destilované vody. Kazda extrakce probihala
2 minuty v ultrazvukové lazni. Extrakt byl néasledné kvantitativné ptfeveden do 50 ml

odmérné banky a doplnén destilovanou vodou.

6.1.2 Priprava roztoku ABTS

Kation-radikal ABTSe+ byl generovan reakci ABTS diamnonné soli s
peroxodisiranem draselnym. Bylo navédZeno 0,045 g ABTS a rozpou$ténim ve 25 ml

destilované vody byl ptipraven roztok o vysledné koncentraci 3,5 mmol/I.

6.1.3 Priprava roztoku K>S20s

Bylo navéazeno 0,162 g K2S>0s a rozpousténim v 10 ml destilované vody byl

pfipraven roztok o vysledné koncentraci 0,06 mmol/l.
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6.1.4 Priprava octanového pufru

Bylo odméteno 136,5 ml CH3COOH o koncentraci 0,2 mol/la 63,5 ml CH3COONa
o koncentraci 0,2 mol/l. Smichdnim byl pfipraven roztok o vysledném pH 4,3. Octanovy

puft byl vzdy ptfed méfenim ptipraven Cerstvy.

6.1.5 Generovani radikalu ABTSe+

Roztoky ABTS a K2S>0g byly smichany v poméru 50:1 (ABTS:K>S205s) a vznikla
smés byla nechdna po dobu 16 hodin ve tm¢ pii laboratorni teploté. Po uplynuti této doby
byla pfipravena reakéni smés smichdnim Cerstvé pfipraveného octanového pufru o hodnoté

pH 4,3 s vygenerovanym radikdlem ABTSe+ v poméru 39:1.

6.1.6 Priprava reak¢ni smési

Po uplynuti 16 hodin byla pfipravena reakéni smés smichanim cerstvé piipravené¢ho

octanového pufru o pH 4,3 s vygenerovanym radikdlem ABTSe+ v poméru 39:1.

6.1.7 Vlastni méreni

Reakéni smés o objemu 4 ml byla smichana v kadince s 50 pl extraktu vzorku medu.
Ptipraveny roztok reagoval v temnu po dobu 30 minut pii laboratorni teploté a poté byl
spektrofotometricky zméten ubytek absorbance pfi vinové délce 734 nm proti octanovému
pufru (A1). Pii stejné vinové délce byla rovnéZ zméfena absorbance reakéni smési proti pufru
(Ao) a slouzi jako slepy pokus. Ubytek absorbance byl vyjadien v % podle vztahu:

_ Ao A

0

[ * 100

Vysledky byly dosazeny do regresni rovnice kalibra¢ni kiivky a pfepocteny na
ekvivalentni mnozstvi standardu — Troloxu. Kazd4 extrakce byla provedena ve tfech

opakovanich a kazdé opakovani bylo néasledné tfikrat prométfeno na spektrofotometru.

6.2 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH

Metoda DPPH je jednou ze zakladnich metodik pro posouzeni antiradikalové aktivity
Cistych latek 1 riznych smési. Metoda je zaloZena na reakci vzorku se stabilnim volnym
radikdlem DPPH (1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl). V radikalové formé je DPPH zbarven do
tmavé¢ fialové barvy a vykazuje silnou absorpci v UV/VIS spektru. Dochazi k redukci DPPH
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antioxidantem, coz se projevuje odbarvenim roztoku. Barevna zména se méii

spektrofotometricky pii vinové délce 515 nm.

6.2.1 Priprava vzorku

Na analytickych vahach bylo navazeno 2 g vzorku medu s pfesnosti na 0,0001 g.
Navazka vzorku byla extrahovana s 40 ml destilované vody. Kazda extrakce probihala
2 minuty v ultrazvukové lazni. Extrakt byl nasledn¢ kvantitativné pfeveden do 50 ml

odmérné banky a doplnén destilovanou vodou.

6.2.2 Priprava zasobniho a pracovniho roztoku DPPH

Pro ptipravu zasobniho roztoku bylo navéazeno 0,024 g DPPH, které bylo rozpusténo
v metanolu ve 100 ml odmérné banice. Pracovni roztok byl pfipraven smichanim 10 ml

tohoto zasobniho roztoku s 45 ml metanolu.

6.2.3 Vlastni méreni

Pracovni roztok DPPH o objemu 8,55 ml byl smichan v kadince s 450 pl extraktu
vzorku medu. Takto pfipravend smés reagovala v temnu po dobu 60 minut pti laboratorni
teploté. Po uplynuti 60 minut byl spektrofotometricky zméfen bytek absorbance (A1) pfi
vlnové délce 515 nm proti metanolu. Stejnym zplsobem byla proméfena absorbance
pracovniho roztoku DPPH (Ao) a slouZi jako slepy pokus. Ubytek absorbance byl vyjadien

v % podle vztahu:

AO_ 1
| = ——— %100
A *

0
Vysledky byly dosazeny do regresni rovnice kalibra¢ni kiivky a pfepocteny na
ekvivalentni mnozstvi standardu — Troloxu. Kazd4 extrakce byla provedena ve tfech

opakovanich a kazdé opakovani bylo nésledné tfikrat prométeno na spektrofotometru.

6.3 Stanoveni celkového obsahu polyfenoli metodou Folin-Ciocalteu

Fenolové slouceniny jsou v kyselém prostiedi oxidovany Folin-Ciocalteuovym
¢inidlem. Toto ¢inidlo je tvofeno smési kyseliny fosfore¢no-wolframové a kyseliny
fosfore¢no-molybdenové, kterd se po oxidaci fenoli redukuje na smés modrych oxidl
wolframu a molybdenu. Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo nereaguje specificky s fenoly, ale i
s vétSinou redukujicich molekul, a proto je vysledek vyborné korelovan s dalSimi testy pro

stanoveni antioxida¢ni aktivity.
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6.3.1 Priprava vzorki

Na analytickych vahach bylo navdzeno 2 g vzorku medu s ptesnosti na 0,0001 g.
Navazka vzorku byla extrahovéna s 40 ml destilované¢ vody. Kazda extrakce probihala
2 minuty v ultrazvukové lazni. Extrakt byl nasledné kvantitativné preveden do 50 ml

odmérné banky a doplnén destilovanou vodou.

6.3.2 Priprava pracovniho roztoku uhli¢itanu sodného

Bylo smichéno 80 hm. % destilované vody s 20 hm. % Na>COs. Za stalého michani

se nechal ve vod¢ rozpustit. Nasledné byl ptrefiltrovan ptes filtracni papir.

6.3.3 Vlastni méreni

Pro stanoveni celkového obsahu polyfenoll byla ptipravena reakéni smés s Folin-
Ciocalteuovym ¢inidlem. Reakéni smés byla pfipravena v 10 ml odmérné bance smichanim
0,1 ml extraktu vzorku medu s asi 5,0 ml destilované vody, 0,5 ml Folin-Ciocalteuovym
¢inidlem a 1,5 ml 20% Na,COs3. Nasledné se smés doplnila destilovanou vodou po rysku do
objemu 10 ml. Pro stanoveni byl rovnéz ptipraven i slepy pokus, ktery neobsahoval extrakt
vzorku medu. Pfipravené smési se ve zkumavkach zazatkovaly a nésledné se protiepaly a
nechaly stat ve tmé& po dobu 30 minut. Po uplynuti 30 minut se zméfila absorbance vyluhu

oproti slepému vzorku pti vinové délce 750 nm.

Vysledky byly dosazeny do regresni rovnice kalibra¢ni kiivky a pfepocteny na
ekvivalentni mnozstvi standardu — kyseliny gallové. Kazda extrakce byla provedena ve tiech

opakovanich a kazdé opakovani bylo nasledné ttikrat prométeno na spektrofotometru.

6.4 Stanoveni antimikrobnich u¢inki vzorki medu na vybrané

grampozitivni bakterie

6.4.1 Priprava medovych roztoku

Roztoky medu byly pfipraveny z navazky vzorku medu a sterilniho Zivného média
(MH, M17) na zédkladni koncentraci 50% (w/v). Takto pfipraveny roztok medu byl
prefiltrovan ptes sterilni stiikackovy filtr o velikosti porti 0,20 pm (AHLSTROM) a tim jsme
zajistili jeho sterilizaci. Nasledné fedéni na niz$i koncentrace probihalo ve zkumavkach

geometrickou fadou. Roztoky vzorka medu byly ptipraveny pifed kazdou analyzou Cerstvé.
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6.4.2 Priprava kultivaéniho média MH Broth

Bylo navazeno 21,0 g pidy MH Broth a poté bylo ptidano 1000 ml destilované vody
a michano do uplného rozpusténi. V piipad¢ tekutého kultivaéniho média byl bujon
rozpipetovan po 3,0 ml do zkumavek, a poté sterilovan v autoklavu pfi teploté¢ 121 °C po
dobu 15 min. MH agar byl po sterilaci pielit na Petriho misky, které slouzily k uchovani

mikroorganizmul.

6.4.3 Priprava tekuté pidy M17 Broth

Bylo navazeno 42,25 g pidy M17 Broth a poté bylo pfidano 1000 ml destilované
vody a michano do uplného rozpusténi. V piipadé tekutého kultivacniho média byl bujon
rozpipetovan po 3,0 ml do zkumavek, a poté sterilovan v autoklavu pfi teploté 121 °C po
dobu 15 min. M17 agar byl po sterilaci ptelit na Petriho misky, které slouzily k uchovani

mikroorganizmd.

6.4.4 Priprava fyziologického roztoku

Fyziologicky roztok byl pfipraven smichanim 8,5 g NaCl a 1000 ml
demineralizované vody. Po rozpusténi chloridu sodného byl roztok autoklavovan pii teplote

121 °C po dobu 20 min.

6.4.5 Resuscitace mikroorganizmii a priprava bakteridlni suspenze

Kmeny bakterii byly uchovavany v mrazicim boxu pii teploté -80 °C. Zasobni
kultury bakterii byly pfipraveny pieoCkovanim zmrazenych kultur kiiZovym roztérem na
pevnou agarovou pudu MH, resp. M17 na Petriho miskdch. Nésledn¢ byly bakterie
kultivovany v termostatu pfi teploté 30 °C po dobu 24 hodin.

Bakterialni suspenze byla pfipravena zaockovanim bakterii sterilni ockovaci klickou
z Petriho misek do zkumavek se 3,0 ml sterilntho MH, resp. M17 bujonu. Tekuté Zivné
médium MH Broth a M17 Broth slouzilo k pomnozeni bakterii. Takto pfipravena suspenze

byla kultivovdna v termostatu pfi teploté 30 °C po dobu 24 hodin.

Suspenze bakterii byla po kultivaci v dalSi zkumavce natedéna fyziologickym

roztokem na hodnotu zékalu 1,0 dle stupnice McFarlanda.
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6.4.6 Mikrotitracni dilu¢ni metoda

cvwr

antimikrobni latky, ktera jiz inhibuje rist testovaného mikroorganizmu. Tato metoda se tadi

mezi kvantitativni. V této diplomové praci byla pouzita tzv. mikrodilu¢ni metoda.

Utinek medovych roztoki na riist bakterii byl sledovan pomoci piistroje TECAN
infinite 200 Pro. Riist bakterii byl pozorovan v 96 jamkovych mikrotitraénich destickéch pti
teploté 30 °C po dobu 24 hodin a byl hodnocen jako zména optické denzity suspenze bunék.

Nartst bakterii byl méfen pii vinové délce 600 nm v intervalech 60 minut.

Schéma zaockovani mikrotitracni desticky je znazornény v Tabulce 7. Prvni fadek
slouzil jako kontrola sterility kultiva¢nich médii a kontrola sterility prace, do téchto jamek
byl pipetovan pouze sterilni bujon bez piidavku bakterii. Poté bylo do kazdé jamky
mikrotitracni desticky napipetovan objem 200 pl kultivaéniho média s ptislusSnou
koncentraci medii. Do kazdé jamky bylo inokulovano 10ul suspenze bakterii (s vyjimkou
prvni fady). Posledni tfada jamek ziistala bez ptidavku extraktu, pro kontrolu ristu

mikroorganizmu.

Tabulka 7 Schéma mikrotitracni desticky

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
KS | KS | KS | KS | KS | KS | KS | KS | KS | KS | KS | KS
500 | 500 | 500 [ 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500
250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125
62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5 | 62,5
31,3 | 31,3 | 31,3 | 31,3 | 31,3 | 31,3 | 31,3 | 31,3 | 31,3 | 31,3 | 31,3 | 31,3
15,6 | 15,6 | 15,6 | 15,6 | 15,6 | 15,6 | 15,6 | 15,6 | 15,6 | 15,6 | 15,6 | 15,6
KR | KR | KR | KR | KR | KR | KR | KR | KR | KR | KR | KR
1 mikroorganizmus paralelné ve 2 sloupcich, 1 vzorek medu v dilu¢nim v rozpéti 500 —

Q= =T O = >

15,6 pg/ml
KS — kontrola sterility kultiva¢nich médii a sterility prace

KR - kontrola riistu mikroorganizmi bez medu
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7 VYSLEDKY

7.1 Antioxidacni aktivita metodou ABTS

Pomoci metody ABTS byla spektrofotometricky stanovena antioxida¢ni aktivita u

vSech 15 vzorkt meda. Postup metody byl popséan v kapitole 6.1.

7.1.1 Kalibraéni kiivka Troloxu

Byla sestavena kalibra¢ni kiivka standardu Troloxu. Kalibra¢ni kiivka byla sestavena
pro koncentrace 10; 50; 100; 150; 200; 250; 300; 400 pg/ml. Pro kalibra¢ni kiivku standardu

Troloxu byl sestrojen graf na Obrazku 3.
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Obrazek 3 Kalibra¢ni kiivka standartu Troloxu

Regresni rovnice ur¢ena z kalibra¢ni kiivky ma tvar:
y=0,1761x + 1,5789

y — inaktivace I [%]

x — koncentrace standardu Troloxu [pg/ml]

Hodnota spolehlivosti R?= 0,998.

7.1.2 Antioxidaéni aktivita meda

Antioxidacni aktivita vzorki medi byla stanovena pomoci metody ABTS
spektrofotometricky pti vinové délce 734 nm. Hodnota inaktivace [%], kterd byla vypoctena

z hodnot absorbance, byla dosazena do regresni rovnice a je vyjadiena jako ekvivalent
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redukéni ucinnosti standardu Troloxu v pug TE/g. Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity

jsou shrnuty v Tabulce 8.

Tabulka 8 Antioxida¢ni aktivita medd — metoda ABTS

Vzorek | Inaktivace [%] | Antioxida¢ni aktivita [ug TE/g] £ S.D.
1. 36,19 978,1 £+43.4
2. 30,04 808,1 + 10,8
3. 30,64 822,9+12,0
4. 24,09 637,4+23,1
5. 33,60 885,4+ 3,0
6. 30,31 808,3 + 26,4
7. 36,80 996,9 + 14,3
8. 24,43 645,5 +33,8
9. 29,97 804,9 + 328
10. 32,37 866,6 + 65,7
11. 32,57 873,7+46,3
12. 17,68 456,3 £27,2
13. 17,54 450,8 +£24,1
14. 33,36 900,2 + 59,1
15. 19,22 496,5 + 35,1

Pomoci metody ABTS byla stanovena antioxidacni aktivita u 15 analyzovanych
vzorkidl medu, ta se pohybovala v rozmezi od 450,8 pg TE/g do 996,9 ug TE/g s primérnou
hodnotou 762,1 pg TE/g. Nejniz$i hodnoty antioxidacni aktivity byly stanoveny u komeréné
zakoupenych medi v obchodnich fetézcich €. 12 a €. 13, v priméru 453,6 pg TE/g. Vyrazné
niz8i hodnotu mél i med od malych veelait ¢. 15 (496,5 ng TE/g). U ostatnich vzorki medi
byly hodnoty antioxida¢ni aktivity vyssi, u medu €. 4 a €. 8, které byly svétlejsi barvy, byla
hodnota antioxidac¢ni aktivity v priméru 641,5 ug TE/g. Nejvyssi hodnoty byly stanoveny u
tmavych medt €. 7, 1, a 14 v rozmezi od 996,9 ng TE/g do 900,2 ng TE/g se stanovenou
primérnou hodnotou 958.,4 ng TE/g.

7.2 Antioxidacni aktivita metodou DPPH
Pomoci metody DPPH byla spektrofotometricky stanovena antioxida¢ni aktivita u
15 vzorkli medii. Postup této metody byl popséan v kapitole 6.2.

7.2.1 Kalibra¢ni krivka kyseliny askorbové

Byla sestavena kalibracni kiivka kyseliny askorbové. Kalibraéni kiivka byla
sestavena pro koncentrace 40; 80; 100; 120 a 200 pg/ml. Pro kalibra¢ni kiivku standartu
kyseliny askorbové byl sestrojen graf na Obrazku 4.
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Obrazek 4 Kalibra¢ni kiivka standartu kyseliny askorbové

Regresni rovnice urcena z kalibracni kiivky ma tvar:
y=0,397x - 1,4354

y — inaktivace I [%]

x — koncentrace standardu kyseliny askorbové [ug/ml]

Hodnota spolehlivosti R? = 0,9973.

7.2.2 Antioxidaéni aktivita medu

Antioxidacni aktivita v8ech 15 vzorkli meda byla stanovena spektrofotometricky,

podle postupu popsaného v kapitole 6.2.3.

Hodnota inaktivace, kterd byla vypoctena z hodnot absorbance, byla dosazena do
regresni rovnice kalibrani kiivky kyseliny askorbové. Vysledné hodnoty stanoveni

antioxidac¢ni aktivity jsou shrnuty v Tabulce 9.
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Tabulka 9 Antioxida¢ni aktivita medd — metoda DPPH

Vzorek | Inaktivace [%] | Antioxidacni aktivita [ug KA/g] £ S.D.
1. 58,43 710,3 + 43,6
2. 58,38 714,8 + 37,6
3. 61,57 753,8+ 11,8
4. 29,91 353,5+64
5. 58,64 719,0 £ 1,5
6. 50,03 611,8+1,6
7. 67,43 827,7+ 10,0
8. 41,77 506,5 + 8,1
0. 36,30 436,8 £ 7,0
10. 56,81 694,5+ 22,4
11. 49,50 599,6 + 8,1
12. 31,05 371,5+72
13. 20,08 2339+29
14. 41,56 504,4+3,9
15. 23,69 2789+ 89

Antioxida¢ni aktivita medd stanovena pomoci metody DPPH se pohybovala v
rozmezi hodnot od 233,9 ng KA/g do 827,7 ng KA/g, v priméru 554,5 pg KA/g. Nejnizsi
hodnoty antioxidacni aktivity byly stanoveny opét u komerén¢ zakoupeného medu €. 13 au
medu svétlejsi barvy €. 15, v priméru 256,4 pg KA/g. Vyrazné nizsi hodnoty mély i medy
od malych vcelatt €. 4 a €. 9 v¢etné medu komeréné zakoupeného v obchodnim fetézci €.
12, s primérnou hodnotou 387,3 nug KA/g. Naopak nejvyssi hodnoty byly stanoveny u
tmavych medu €. 7 a €. 3 s primérnou hodnotou 790,8 pg KA/g. U ostatnich vzorkd medu
se hodnoty antioxidac¢ni aktivity pohybovaly od 719,0 nug KA/g do 504,4 ng KA/g,
v priméru 632,6 ng KA/g.

7.3 Celkovy obsah polyfenoli zjistény metodou Folin-Ciocalteu
Byl stanoven celkovy obsah polyfenolt u 15 vzorkd medt pomoci Folin-Ciocalteu
¢inidla. Postup této metody byl popsan v kapitole 6.3.

7.3.1 Kalibraéni kiivka kyseliny gallové

Byla sestavena kalibra¢ni ktivka kyseliny gallové. Kalibra¢ni kiivka byla sestavena
pro koncentrace 100; 200; 400 a 600 pg/ml. Pro kalibraéni kiivku standartu kyseliny gallové
byl sestrojen graf na Obrazku 5.
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Obrazek 5 Kalibra¢ni kiivka standartu kyseliny gallové

Regresni rovnice urcena z kalibracni kiivky ma tvar:
y=0,001x - 0,0019

y — absorbance [1]

x — koncentrace standardu kyseliny gallové [pg/ml]

Hodnota spolehlivosti R? = 0,9984.

7.3.2 Celkovy obsah polyfenoli v medu

Pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla byl spektrofotometricky stanoven celkovy obsah
polyfenolti u 15 vzork medii. Na Obrazku 6 je sestrojen graf celkového obsahu polyfenoli
stanovenych v medu v sestupném potadi. Hodnoty absorbance jednotlivych vzorkti medu
byly dosazeny do regresni rovnice kalibra¢ni kiivky kyseliny gallové. Celkovy obsah

polyfenolll je vyjadien jako mikrogram ekvivalentu kyseliny gallové na gram vzorku medu.

Pomoci této metody byla u 15 analyzovanych vzorki meda stanovena antioxidacni
aktivita, ta se pohybovala v rozmezi od 508,6 ug KG/g do 963,7 ng KG/g s primérnou
hodnotou 700,9 pg KG/g. Nejnizsi hodnoty antioxidacni aktivity byly stanoveny u komeréné
zakoupenych medii v obchodnich fetézcich €. 12 a €. 13, v priméru 516,5 pg KG/g. Nejvyssi
hodnoty byly stanoveny opét u medu ¢. 7 a €. 14, primérné 962,8 ug KG/g. U ostatnich
vzorkli medu byly hodnoty antioxida¢ni aktivity ponékud niz§i, hodnoty antioxidacni

aktivity se pohybovaly od 821,0 ug KG/g do 533,3 ng KG/g v priméru 686,8 ng KG/g.
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Obrazek 6 Celkovy obsah polyfenolil v testovanych vzorcich meda
7.4 Porovnani antioxida¢ni aktivity

Na Obrazku 7 je sestrojen sloupcovy graf porovnani antioxidacni aktivity v

sestupném poradi stanovené v medech pomoci metody ABTS a DPPH.

Z naSich stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci metody ABTS a DPPH je ziejmé,
ze nejvyssi hodnoty antioxidaéni aktivity se vyskytovaly u tmavych medovicovy medut €. 1,
2, 3 a 7 dale nasledovaly lesni medy €. 5 a €. 6. Za lesnimi medy pokracuji smiSené medy ¢.
9, 10 a 11. Nejniz$imi hodnotami se vyznacovaly svétlé medy, které byly zakoupené

v obchodnich fetézcich ¢. 12 a 13.
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Obrazek 7 Porovnani antioxidacni aktivity metodou ABTS a DPPH

7.5 Antimikrobni u¢inek vzorkld medi na vybrané grampozitivni

bakterie

Antimikrobni ucinek daného vzorku medu pii urcité koncentraci byl hodnocen
pomoci ristovych kiivek, méteni probihalo od doby lag-faze aZ po fazi staciondrni. Rust
bakterii byl sledovan po dobu 24 hodin a vyhodnocen jako zména optické denzity bun¢k v
Case pii vinové délce 600 nm. Kontrolou byl rlst bakterii v kultivacnim médiu bez

pfitomnosti medu (v grafech svétle modra kiivka).

7.5.1 Vliv vzorkii medu na rist Staphylococcus aureus CCM 3953

Byl sledovan inhibi¢ni Gi¢inek vzorkti medi na bakterii Staphylococcus aureus CCM
3953 pomoci mikrodilu¢ni metody. Nejlepsi inhibi¢ni ucinky vykazovaly medové roztoky
pfi nejvysSich koncentracich 125; 250 a 500 pg/ml. U vzorki €. 1 a €. 10 medovy roztok o
koncentraci 125 pg/ml pouze prodlouzil dobu lagu. U vzorkd ¢. 13—15 koncentrace
125 pg/ml rast bakterii neinhibovala a koncentrace 250 ug/ml vedla pouze k prodlouzeni
doby lag-faze a ke snizeni celkového poctu nartistu Staphylococcus aureus. Medové roztoky
o nizké koncentraci (15,6 — 62,5 pg/ml) rist bakterii naopak jesté podpotily. Vyjimku tvotily
medy €. 8, 9 a 11, kdy dochdzelo k mirnému poklesu optické denzity i pfi koncentraci

62,5 pg/ml. Vysledky jsou znazornény na Obrazku 8 a 9.
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Obrazek 8 Vliv vzorki medl €. 1-10 na rast Staphylococcus aureus CCM 3953
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Obrazek 9 Vliv vzorkii meda €. 11-15 na rist Staphylococcus aureus CCM 3953
7.5.2 Vliv vzorki medu na rist Staphylococcus aureus CCM 2020

DalSim zastupcem z rodu Staphylococcus byla bakterie Staphylococcus aureus CCM
2020. U vSech vzorkdi medd pii koncentraci 500 pg/ml doSlo k omezeni ristu bakterii,
vzorky €. 13—15 inhibovaly rist bakterii pouze pfi této koncentraci a mély tak nejslabsi
antimikrobni ucinek. V ptipad¢ vzorka ¢. 1-4, 8, 10 a 11 mély inhibi¢ni G¢inek i medové
roztoky o koncentraci 250 pg/ml. Bakteriostaticky u¢inek mély i medoveé roztoky €. 5-7 a
¢.9 pii koncentraci 125 pg/ml, a mély tedy nejsilnéj$i antimikrobni ucinek na rist
Staphylococcus aureus CCM 2020. Velmi nizké koncentrace medovych roztokt mély opét

podptirny ucinek na rist. Vysledky jsou zndzornény na Obrazku 10 a 11.
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Obrazek 11 Vliv vzorkh medi €. 11-15 na riist Staphylococcus aureus CCM 2020

7.5.3 Vliv vzorkii medu na rist Enterococcus faecalis CCM 2665

Druhou skupinou mikroorganizmd, na niZ byl pozorovéan antimikrobni G¢inek med,

byl rod Enterococcus. Prvnim sledovanym kmenem byl Enterococcus faecalis CCM 2665.

Pti koncentraci 500 pg/ml doslo k inhibici riistu bakterii u vSech vzorkli medt. Nejsilnéjsi

antimikrobni G¢inek na tento kmen mé¢l med €. 9, ktery zcela inhiboval rist 1 pfi koncentraci

250 pg/ml. Med €. 6 pii koncentraci 250 pg/ml rovnéZ zastavil riist bakterie Enterococcus,

ale po 14 hodinach se bakterie dale mnozi. Vzorek medu ¢. 1 o koncentraci 250 pg/ml

zpisobil pouze prodlouZeni lag-faze. Ostatni medové roztoky o nizsi koncentraci podpoftily

celkovy rist bakterie. Vysledky jsou zndzornény na Obrazku 12 a 13.
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Obrazek 13 Vliv vzorkli medi €. 11-15 na rlst Enterococcus faecalis CCM 2665
7.5.4 Vliv vzorkt medi na rist Enterococcus faecalis CCM 4224

Dals$im sledovanou bakterii z rodu Enterococcus byl Enterococcus faecalis CCM
4224, tento kmen byl mirn€¢ odolngjsi vici inhibi¢nim ucinkiim vybranych medi nez
Enterococcus faecalis CCM 2665. Nicméné vSechny vzorky medd pii koncentraci
500 pg/ml plsobily na bakterii bakteriostaticky. Nejsilnéjsi inhibi¢ni i€inek mél opét vzorek
medu €. 9, ktery zastavil rist bakterie 1 pii koncentraci 250 pg/ml, ale po 12 hodinach se
bakterie dale mnozily. Druhy nejsiln€jsi antimikrobni G¢inek vykazoval med €. 1, ktery
prodlouzil lag-fazi a snizil rast bakterii. Koncentrace od 15,6 pg/ml do 125 pg/ml rast
neinhibovaly, a naopak podpofily jejich rist (kromé& vzorku €. 1 a ¢. 9). Vysledky jsou

zndzornény na Obrazku 14 a 15.
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Obrazek 14 Vliv vzorkti medu ¢. 1-10 na rist Enterococcus faecalis CCM 4224
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Obrazek 15 Vliv vzorkli medi €. 11-15 na rast Enterococcus faecalis CCM 4224
7.5.5 Vliv vzorkii medu na rist Enterococcus durans CCDM 437

Dalsi sledovany druh bakterie z rodu Enterococcus byl Enterococcus durans CCDM
437. Nejnizsi inhibi¢ni uc¢inek mély vzorky medu ¢. 1, 2 a ¢. 10 az 15, kdy doslo k inhibici
pouze pii nejvyssi koncentraci (500 pg/ml) medového roztoku. Vyraznéjsi inhibicni efekt
na rast tohoto kmene byl pozorovan u medu €. 3 az 8, kdy doslo nejprve k zastaveni riistu
bakterii i pfi koncentraci 250 pg/ml, ale po uplynuti nékolika hodin (10—16 hodin) se bakterie
mnozily, avSak s niz$i intenzitou nez u kontroly bez ptidavku medového roztoku. Vyjimkou
byl vzorek medu €. 6, ktery pii koncentraci 250 pg/ml inhiboval rlst po celou dobu kultivace.
Nejsilngjsi antimikrobni u¢inek mél med €. 9, ktery zpomalil rlist bakterie 1 pfi koncentraci
125 pg/ml na dobu 14 hodin (prodlouZena lag faze), poté vsak rust bakterie pokracoval déle

s nizs8i intenzitou. Niz8i koncentrace medovych roztokt riist tohoto kmene pouze posilily.

Vysledky jsou znazornény na Obrazku 16 a 17.
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Obrazek 17 Vliv vzorku medu ¢. 11-15 na rast Enterococcus durans CCDM 437
7.5.6 Vliv vzorku medu na rust Enterococcus durans CCDM 53

Poslednim sledovanym kmenem rodu Enterococcus byl Enterococcus durans
CCDM 53. Medové roztoky pusobily na tento kmen obdobné jako na predchozi kmen
Enterococcus durans CCDM 437. Nejslabsi antimikrobni efekt mély opét medy ¢. 1, 2, 10—
15 anavic i medy €. 7 a 8, kdy doslo k poklesu optické denzity vyhradné& jen pii koncentraci
500 pg/ml. Lepsi vysledky vykazovaly medy ¢. 3 az 5, plsobily bakteriostaticky i pii
koncentraci 250 pg/ml, nicméné ke konci dochazelo ke vzristu optické denzity. Nejlepsi
inhibi¢ni efekt projevily medy €. 6 a €. 9, které zastavily rust pfi koncentraci 250 pg/ml po
dobu 24 hodin. Medové roztoky s koncentraci od 15,6 pg/ml do 125 pg/ml rist bakterii
podporovaly. Vysledky jsou zndzornény na Obrazku 18 a 19.
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Obrazek 18 Vliv vzorku ¢. 1-10 medu na rast Enterococcus durans CCDM 53
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Obrazek 19 Vliv vzorku ¢. 11-15 medt na rast Enterococcus durans CCDM 53
7.5.7 Vliv vzorkii medu na rist Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004

Treti skupinou mikroorganizmii, na niz byl pozorovan vliv medd, byl rod
Lactococcus. Prvnim sledovanym zéastupcem byl Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM
1004. V ptipadé vzorku ¢. 1,2, 4, 5, 7, 8 a 10—15 platilo, Ze nejvyssi koncentrace medu zcela
inhibovala rist bakterii. Jejich niz8i koncentrace (250 ng/ml) dokéazala riist pozastavit, ale
po uplynuti 6 az 9 hodin dochédzelo k opétovnému mnozeni bakterii. Pfi koncentraci
125 pg/ml dochazelo k prodlouZeni lagu o 4 hodiny. Vyraznéjsi inhibi¢ni u¢inek mély medy
¢. 3 a¢. 6, kdy doslo k okamzZitému a Uplnému zastaveni mnoZeni bunék jak pti koncentraci
500 pg/ml, tak i 250 pg/ml, medy o koncentraci 125 pg/ml rovnéz prodlouzily lag-fazi o
4 hodiny. Nejucinngjsi byl vzorek medu ¢. 9, kdy i koncentrace 62,5 pg/ml dokdzala

prodlouzit lag-fazi az o 4 hodiny. Vysledky jsou znazornény na Obrazku 20 a 21.
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Obrazek 21 Vliv vzorkli medi €. 11-15 na rlst Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM
1004

7.5.8 Vliv vzorkii medu na rist Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis

CCDM 141

Druhym zéastupcem rodu Lactococcus byl kmen L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis CCDM 141. Tento kmen byl mirné¢ odolnéjsi vic¢i antimikrobnim ucinkim
medu. Pii nejvyssi koncentraci (500 pg/ml) u vSech vzorkli medt doslo k uplnému zastaveni
mnozeni bakterii. Jejich polovi¢ni koncentrace (250 pg/ml) obvykle pouze prodlouzila lag
fazi o0 4 az 6 hodin a pfi koncentraci 125 pg/ml dochézelo k prodlouZeni lagu pouze o 2 az 3
hodiny. Nejvyraznéjsi antimikrobni u€inek na rist této variety mély vzorky medu ¢. 9 a¢. 14,
tyto medy dokazaly prodlouzit lag fazi az o 4 hodiny 1 pfi koncentraci 62,5 pg/ml. Nizké

koncentrace medovych roztokd optickou denzitu nijak vyrazné€ nesniZily a ani nezvysily.

Vysledky jsou zndzornény na Obrazku 22 a 23.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

75

oD [1]

N

oD [1]

v

oD [1]

L
N

oD [1]

;.

0,4
0,35

0,3
0,25

0,15
0,1
0,05

0,4
0,35
0,3
0,25

0,15
0,1
0,05

0,4
0,35

03
0,25

0,15
0,1
0,05

0,4
0,35
0,3
0,25

0,15
0,1
0,05

o

o

o

o

o

2

2

Med €. 1

N
)

4 6

4 6
t[h]

Med ¢. 3

4 6
t[h]

Med €. 5

8 10 12 14 16 18 20 22 24

e 0 g/l
—1 5 6 llg/m|
e 31,3 g/l

62,5 pg/ml
e 125 g/l
e 250 pg/ml

500 pg/ml

8 10 12 14 16 18 20 22 24

e 0 pg/ml

e 15,6 g/ m
s 31,3 g /m
62,5 pg/ml
— 125 pg/ml
s 250 g/ ml

500 pg/ml

e 0 g/l

15,6 pg/ml

tih]

Med €. 7

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

t[h]

Med €. 9

31,3 pg/ml
62,5 pg/ml
s 125 p1g/ml
e 250 g/ m

500 pg/ml

8 10 12 14 16 18 20 22 24

e O 1 /M1
1 5 6 llg/m|
s 31,3 g /ml

62,5 pg/ml
a— 125 pg/ml
e 250 pg/ml

500 pg/ml

e 0 g/l
s 15,6 g/ ml
e 31,3 g /M

62,5 pg/ml
— 125 pg/ml
e 250 pig/ml

500 pg/ml

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

t[h]

0,4
0,35
03
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

oD [1]

i

0,4
0,35
03
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

oD [1]

N

0,4
0,35
03
025

D[1
o
~

)

© o015
01
0,05

o

o

o

o

o

2

4

4

Med €. 2

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
tih]

Med ¢. 4

—_—

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
t[h]

Med ¢. 6

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
tih]

Med ¢. 8

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
tih]

Med ¢. 10

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
t[h]

e 0 g/l
e 15,6 g/l
e 31,3 pg/ml

62,5 pg/ml
— 125 pg/ml
e 250 g/ ml

500 pg/ml

0 pg/ml

15,6 pg/ml
31,3 pg/ml
62,5 pg/ml
125 pg/ml
250 pg/ml
500 pg/ml

= 0 pug/ml

s 15,6 pg/ml
e 31,3 g /M|
62,5 pg/ml
125 pg/ml
250 pg/ml
500 pg/ml

e 0 g/l
s 15,6 1g /|
s 31,3 g /ml

62,5 pg/ml
— 1) 5 Hg/m|
e— ) 5, () Hg/m|

500 pg/ml

0 pg/ml

e 15,6 g/ M|
s 31,3 g /|
62,5 pg/ml
125 pg/ml

e 250 pig/ml

500 pg/ml

Obrazek 22 Vliv vzorkli medi ¢. 1-10 na rust Lactococcus lactis subsp. lactis biovar
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Obrazek 23 Vliv vzorkli medt €. 11-15 na rlst Lactococcus lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis CCDM 141

7.5.9 Vliv vzorkii medu na rist Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM 824

Poslednim sledovanym kmenem rodu Lactococcus byl kmen L. lactis subsp.
cremoris CCDM 824. Tento kmen se choval podobné jako kmen L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis CCDM 141, nicméné& jeho odolnost byla mirné slabsi. Nejvétsi inhibi¢ni t€inek
byl pozorovan u medu €. 3, ktery dokazal zcela a okamzité zastavit rast této bakterie jak pti
koncentraci 500 pg/ml tak 1 pfi koncentraci 250 pg/ml, koncentrace 125 pg/ml prodlouzila
lag fazi o 2 hodiny. Vzorky medi €. 4 a €. 9 dokazaly pti koncentraci 125 pg/ml prodlouzit
délku lagu aZ o 4 hodiny, ale koncentrace medovych roztokt pii 250 pg/ml nezastavila rist
bakterii po celou dobu a po uplynuti cca 7 hodin se bakterie ddle mnozi. Ostatni vzorky medii
plisobily pti nejvyssi koncentraci (500 pg/ml) bakteriostaticky, jejich polovicni koncentrace
(250 pg/ml) zptsobila prodlouZeni lag f4ze o cca 4 hodiny a pii koncentraci 125 pg/ml doslo
k prodlouzeni lagu cca o 3 hodiny a k mirnému sniZeni konecné optické denzity.

Koncentrace medovych roztokti od 15,6 pg/ml do 62,5 pg/ml vétSinou mirné zvySovala

celkovy pocet mikroorganizmu. Vysledky jsou znazornény na Obrazku 24 a 25.
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Obrazek 24 Vliv vzorkli medi ¢. 1-10 na rust Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM
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Obrazek 25 Vliv vzorkli medu €. 11-15 na rlst Lactococcus lactis subsp. cremoris CCDM
824

7.5.10 Vliv vzorki medu na rist Lactiplantibacillus plantarum RIBM 2-94

Posledni sledovanou skupinou mikroorganizmt byli zéstupci, ktefi byli dfive fazeni
do rodu Lactobacillus. Byl sledovan antimikrobni i¢inek medii na kmen Lactiplantibacillus
plantarum RIBM 2-94. Na rozdil od ostatnich skupin mikroorganizmi se tyto kmeny jevily
jako nejodolngjsi vuci inhibi¢nim G¢inkim medd, jelikoz az v 11 ptipadech ani nejvyssi
koncentrace (500 pg/ml) medovych roztoka nestacila k dostate¢né inhibici ristu bakterii.
Rist bakterii byl sice ze zacatku inhibovan, ale po uplynuti né€kolika hodin (14—18 hodin) se
bakterie dale mnozily. NejlepSich inhibi¢nich u¢inkd dosahovaly vzorky medii €. 3,4, 6 a 9,
tyto vzorky totiz dokdzaly zcela zastavit rast po celou dobu alesponi pfi nejvyssi koncentraci

500 pg/ml. Vsechny niz$i koncentrace od 15,6 pg/ml do 250 pg/ml rast Lactiplantibacillus
plantarum RIBM 2-94 vyrazné podpotily. Vysledky jsou zndzornény na Obrazku 26 a 27.
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Obrazek 26 Vliv vzorki medi ¢. 1-10 na rust Lactiplantibacillus plantarum RIBM 2-94
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Obrazek 27 Vliv vzorkti medu ¢. 11-15 na rust Lactiplantibacillus plantarum RIBM 2-94
7.5.11 Vliv vzorkii medu na rist Levilactobacillus brevis RIBM 2-98

DalSim testovanym zéastupcem této skupiny byl kmen Levilactobacillus brevis RIBM
2-98. Z grafi na Obrazku 28 a 29 lze pozorovat, ze tento kmen byl odolné&jsi vuci
antimikrobnim uc¢inkiim medt nez piedchozi kmen Levilactobacillus plantarum RIBM 2-
94, jelikoz az 13 vzorkli medu i pfi nejvysSsi koncentraci (500 pg/ml) nedokéazalo zcela
inhibovat riist bakterii po celou dobu sledovani. U medi €. 1, 7, 12 a 13 se opétovné mnozily
bakterie po uplynuti cca 10 az 15 hodin. U vzorkti €. 2, 3, 5, 10, 11, 14 a 15 dochézelo k rastu
optické denzity po uplynuti 16 hodin a u medi €. 4 a €. 8 po uplynuti 20 hodin. Nejsiln€jsi
inhibi¢ni efekt na tento kmen mély medy €. 6 a €. 9, které dokazaly zcela a okamZité zastavit
rust bakterii alesponn pfi jejich nejvyssi testované koncentraci. Ostatni koncentrace

medovych roztokt riist této bakterie posilil. Vysledky jsou zndzornény na Obrazku 28 a 29.
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Obrazek 28 Vliv vzorkd medu ¢. 1-10 na rast Levilactobacillus brevis RIBM 2-98



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 82

Med ¢. 11 Med ¢. 12
0,5 0,25
0 pg/ml 0 pg/ml
0,4 e 15,6 g /ml 0,2 e 15,6 g /ml
31,3 pg/ml T 31,3 pg/ml
=03 — 0,15 ’
= =
8 62,5 pg/ml 3 62,5 pg/ml
o
0,2 125 Lig/ml 0,1 125 pg/ml
01 e 250 g/ ml 0,05 250 pg/ml
— 500 pg/ml e 500 pg/ml
0 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
t[h] t[h]
Med ¢. 13 Med ¢. 14
0,6
0,25 ,
0 pg/ml 0 pg/ml
0,5
0.2 e 15,6 ug/ml e 15,6 ig/ml
31,3 pg/ml 04 31,3 pg/ml
= 015 =
= 62,5ug/ml | & 03 62,5 pg/ml
© o1 ©
! e— 125 pg/ml 0.2 125 pg/ml
0,05 e 250 pig/ml o1 250 pg/ml
I — 500 pg/ml ~ s 500 pg/ml
0 = 0 :
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
t[h] t[h]
Med ¢. 15
03
0 pg/ml
0,25 e 15,6 g/ m
0,2 31,3 pg/ml
§ 0,15 62,5 pg/ml
01 e— 12 5 pg/ml
s 250 g/ ml

0,05
e 500 pg/ml

———

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
t[h]

Obrazek 29 Vliv vzorkd medu ¢. 11-15 na rust Levilactobacillus brevis RIBM 2-98
7.5.12 Vliv vzorku medu na rust Levilactobacillus brevis RIBM 2-111

Poslednim sledovanym zéastupcem této skupiny byl kmen Levilactobacillus brevis
RIBM 2-111. Ve 12 ptipadech nejvyssi koncentrace (500 pg/ml) medovych roztoki
nestacila k dostatecné inhibici rastu Levilactobacillus brevis RIBM 2-111 po celych
24 hodin. Nejlepsich antimikrobnich G¢inku dosahovaly vzorky medi €. 3, 6 a 9, ty jako
jediné dokdzaly okamzité¢ a zcela zastavit mnoZeni bakterii alespoil pfi jejich nejvyssi
koncentraci. Naopak nejslabsi inhibi¢ni G€inek na rist tohoto kmene mély medy €. 1, 13 a
14, tyto vzorky pfi koncentraci 500 pg/ml zastavily rust, ale jejich antimikrobni ¢inek nebyl
dostatecny, a tak po uplynuti n¢kolika hodin se bakterie op€t mnozily. Vzorky €. 2, 4, 5, 7,
8,10, 11, 12 a 15 mély silngjsi inhibi¢ni Uc¢inek, kdy doslo k opétovnému mnozeni bakterii
po uplynuti cca 15 az 18 hodin. Zbyvajici koncentrace vSech vzorkii medt podpofily rist az

Sestinasobné. Vysledky jsou zndzornény na Obrazku 30 a 31.
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Obrazek 30 Vliv vzorka medu ¢. 1-10 na rast Levilactobacillus brevis RIBM 2-111
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Obrazek 31 Vliv vzorkd medu ¢. 11-15 na rust Levilactobacillus brevis RIBM 2-111
7.5.13 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

V Tabulce 10 jsou zrekapitulovany vysledky plisobeni jednotlivych vzorki medl na
testované grampozitivni bakterie. Vysledky jsou prezentovany jako MIC daného vzorku

medu.

Z tabulky je zifejmé, ze nejcitlivejsi bakterii vici testovanym vzorkiim meda byl
Staphylococcus aureus CCM 3953. Az v sedmi ptipadech doslo k inhibici ristu jiz od
zacatku kultivace pii koncentraci 125 pg/ml. Dalsi nejvice citlivou bakterii byl kmen
Staphylococcus aureus CCM 2020, kdy ve 4 ptipadech doslo k zastaveni mnozeni bakterie
jiz pti koncentraci 125 pg/ml. Naopak nejvice odolnym kmenem byl Levilactobacillus brevis
RIBM 2-98 . Kdy v tomto piipad€ doslo k zastaveni riistu pouze u dvou vzorkd medu, a to
jenom pii nejvyssi koncentraci (500 pg/ml). O druhé misto nejodolnéjsiho mikroorganizmu
se d€li Lactiplantibacillus plantarum RIBM 2-94 a Levilactobacillus brevis RIBM 2-111.

Zde doslo k téméf uplnému zastaveni rastu bakterii pouze u 4 vzorkd medu pii aplikované
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nejvyssi koncentraci (500 pg/ml). Z vysledkii kromé toho také vyplyva, ze nejsilné;si
antimikrobni u¢inek na bakterie mély medy €. 9 a €. 6, zatimco medy ¢. 13 az 15 mély
antimikrobni uc¢inek vi¢i mikroorganizmiim nejslabsi.

Tabulka 10 Minimalni inhibi¢ni koncentrace meda

MO MIC [pg/ml]
L [ 2.3 4[5 6 7. 18[9 [10.]11.]12.]13. ] 14.] 15.
SA1 | 250|250 | 125 [ 250 | 125 [ 125 | 125 | 125 | 125 | 250 | 125 | 250 | 500 | 500 | 500
SA2 | 500 | 250 | 250 [ 250 | 125 | 125 | 125 | 250 | 125 | 250 | 250 | 500 | 500 | 500 | 500
EF1 | 500 | 500 | 500 [ 500 | 500 [ 250 | 500 | 500 | 250 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500
EF2 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500
ED1 | 500 | 500 [ 500 | 250 | 500 | 250 | 500 | 250 | 250 [ 500 | 500 [ 500 | 500 | 500 | 500
ED2 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 250 | 500 | 500 | 250 [ 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500
LLL | 500 | 500 | 250 | 500 | 500 | 250 | 500 | 500 | 250 [ 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500
LLLD | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 [ 500 | 250 [ 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500
LLC | 500 | 500 | 250 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500

LP | - | - [500[500] - [500] - [ - [s00] - [ - -1 -1-71-
LBl | - | - | - | - [ -70s00] - [ -70s00] - -1-1-1-71-
LB2 | - | - | 500500 - |500] - 500 | - | -

Legenda: MO-mikroorganizmus, SAI-Staphylococcus aureus CCM 3953, SA2-
Staphylococcus aureus CCM 2020, EFI—-Enterococcus faecalis CCM 2665, EF2—
Enterococcus faecalis CCM 4224, EDI—Enterococcus durans CCDM 437, ED2-
Enterococcus durans CCDM 53, LLL—Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 1004, LLLD—-
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis CCDM 141, LLC—Lactococcus lactis
subsp. cremoris CCDM 824, LP-Lactiplantibacillus plantarum RIBM 2-94, LPI-
Levilactobacillus brevis RIBM 2-98, LB2—Levilactobacillus brevis RIBM 2-111
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8 DISKUZE

Z dostupnych literarnich zdroji bylo patrné, Ze je problematice antimikrobniho

ucinku medi a jejich antioxidacni kapacity vénovana zvysSena pozornost.

V poslednich letech se zajem o med zvys$il a zaméfil se na jeho bioaktivni slouc¢eniny
a prinosy pro zdravi, véetné antioxidacnich, protizanétlivych a antimikrobnich G¢inkd. Z
téchto vlastnosti byla zvlastni pozornost vénovdna zejména jeho antioxidacnimu a
antimikrobnimu potencialu. Jeho antioxidacni aktivita silné souvisi s pfitomnosti sloucenin
s reduk¢énimi anebo vychytavacimi vlastnostmi, jako jsou fenolové slouc¢eniny a mineralni
latky. Naproti tomu jeho antimikrobni aktivita byla pficitina nékterym specifickym
vlastnostem, jako je kyselost, osmolalita, tvorba peroxidu vodiku a pfitomnost fenolovych

sloucenin, které jsou schopné inhibovat rist bakterii [39].

Skute¢na kvalita medu je spojena s pfitomnosti, rozmanitosti a mnozstvim jeho
bioaktivnich sloucenin, coz opét zavisi na geografické a botanické struktufe regionu, ve
kterém se vyrabi. Studie ukazuji, Ze velka vétSina bioaktivnich sloucenin v medu se sklada
z molekul s fenolovymi strukturami, jako jsou fenolové kyseliny, flavonoidy, prokyanidiny
a antokyany. Fenolové slouceniny jsou hlavni funkéni slozkou medu a mohou vyznamné
prispivat k jeho celkové antioxida¢ni aktivit¢ a blahodarnym u¢inkiim na lidské zdravi.
Jednou z potencialnich vyhod flavonoidl je stabilizace bunéénych membran sniZzenim
lipoperoxidace a vychytadvani volnych radikali. Ve skutecnosti se urcité flavonoidy mohou
zabudovat do hydrofobniho jadra membranové dvojvrstvy, coz zplisobi sniZzeni propustnosti
membrany a jeji stability. Tato sniZzend propustnost membrany muize omezit difizi volnych

radikall a zlepsit antioxidaéni u¢innost flavonoida [40, 41].

Studie na zvifatech i klinické studie v riiznych Castech svéta ptindseji velmi slibné
vysledky tykajici se 1écivého potencialu medu. Napiiklad se svou vysokou antimikrobni
aktivitou se novozélandsky med Manuka pouziva pti léCbé ran a popalenin. Podobné¢ jako u
medu Manuka, je také zndmo, ze jiné medy, jako jsou Tualang a Gelam, maji vysokou
uroven biologické aktivity a maji potencial pro pouziti v apiterapii. Mnoho studii naznacuje,
ze antioxidacni a antimikrobni G¢inky vzorkd medu koreluji s celkovym obsahem fenolu a

barevnymi pigmenty ve vzorcich [40].

Cilem tohoto experimentu diplomové prace bylo stanoveni antioxidacni aktivity

ruznych vzorkli medi a nasledné ovéfeni jejich antimikrobniho U¢inku na vybrané
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grampozitivni bakterie. Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity byly pouzity hned tii rizné

metody.

Prvni pouzitou metodou byla metoda ABTS"", ktera je zaloZena na reakci pfenosu
elektront, pii které se hodnoti schopnost vzorku zhaset kation-radikal ABTS"". Skrovankova
a kol. ve své studii [42] stanovovali antioxida¢ni aktivitu u 11 vzorkd riznych druhi medi
z Ceské a Slovenské republiky pomoci metody ABTS. Hodnoty antioxidaéni aktivity v této
studii se pohybovaly v rozmezi od 155 pg TE/g do 896 pg TE/g. Nejvyssi hodnoty
vykazovaly tmavé medovicové medy (592-896 ng TE/g), nasledované vicekvétymi
(66,0 ng TE/g) a lesnim medem (56,0 pg TE/g), pak medy kvétové (33,0-49,2 ug TE/g) a
nejnizsi hodnoty pro fepkovy (19,0 ug TE/g) a akatovy med (15,5 pg TE/g).

V dalsi studii Lachman a kol. [43] rovnéz stanovovali antioxida¢ni aktivitu az u 40
vzorkl riznych druhi medu pomoci metody ABTS. Hodnoty antioxidacni aktivity v této
studii se pohybovaly v rozmezi od 431 pg TE/gdo 102,6 ng TE/g. Nejvyssi hodnoty opét
vykazovaly tmavé medovicové medy, a naopak nizké hodnoty byly u svétlych kvétovych
medl. Hodnoty antioxidac¢ni aktivity stanovované pomoci metody ABTS v naSich vzorcich
medu byly v rozmezi od 450,8 pg TE/g do 996,9 ug TE/g. Stejné jako v téchto dvou studiich
vykazovaly testované tmavé medy nejvyssi hodnoty antioxidacni aktivity a u svétlych medii

byly hodnoty nejnizsi.

Druhou pouzitou metodou byla metoda DPPH, ktera je zaloZena na redukci radikélu
DPPH. Skrovankova a kol. ve své studii [42] stanovovali antioxidagni aktivitu u 11 vzorka
riznych druhli medu rovnéz i pomoci metody DPPH. Antioxida¢ni aktivita se pfi pouZiti
této metody pohybovala od 113 pg KA/gdo 1187 pg KA/g. Nejvyssi hodnoty byly opét u
tmavych medovicovych medt (73,1-118,7 pg KA/g), nasledované vicekvétymi
(56,7 ng TE/g) a medem lesnim (49,1 pg KA/g), pak kvétovymi medy (27,8-38,7 ng KA/g)

cvwr

Krom¢ toho 1 Lachman a kol. [43] stanovovali antioxida¢ni aktivitu pomoci metody
redukce DPPH. Hodnoty antioxidacni aktivity se pohybovaly v rozmezi od 109 ng KA/g do
442 ng KA/g. Hodnoty antioxidacni aktivity stanovované pomoci metody DPPH v naSich
vzorcich medi byly v rozmezi od 233,9 ng KA/g do 827,7 ng KA/g.

Posledni pouzitou metodou bylo stanoveni celkového obsahu polyfenol pomoci
Folin-Ciocalteu ¢inidla, kdy jsou fenolové latky v kyselém prostiedi oxidovany. Ve studii

od Zehra a kol. [44] byla stanovovana antioxidaéni aktivita u 62 vzorkd med pomoci této
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metody. Hladiny celkového obsahu polyfenoli v medu se pohybovaly mezi 160,2 a
1200,4 pg KG/g. Dalsi studie od Bobis [45] uvadi hladiny celkového obsahu polyfenoli
mezi 736,6 ng KG/g a 1273,5 ng KG/g u medovicovych medt shromazdénych z riznych
oblasti Rumunska. Gonzalez a kol. [46] ve své studii stanovovali celkovy obsah polyfenoli
u 8 riznych medi ze Spanélské oblasti Castilla-Ledn nachéazejici se na severni Pyrenejské
ploging, kde byl v roce 2018 nejvyssi pocet véelaiskych podnikti ve Spanélsku, coz
pfedstavuje 16 % z celkového poctu vcelatskych podnikl této zemé. Jejich hodnoty se

pohybovaly v rozmezi od 357,2 ng KG/g do 1209,0 ug KG/g.

Neupane a kol. [47] stanovovali antioxida¢ni aktivitu az u 90 vzorki rznych druht
kvétovych medi ze zapadni ¢asti Nepalu, v této studii pouzili modifikovany postup s Folin-
Ciocalteuovym cinidlem pro stanoveni celkového obsahu polyfenolti. Celkovy obsah
fenolovych slouc¢enin v medech byl v rozmezi od 419,0 ng KG/g do 1,548,7 ng KG/g. Také
ve vyzkumu od Skrovankové a kol. [43] byl stanovovan celkovy obsah polyfenoli ve
vzorcich medu. Hladina polyfenolti se v tomto vyzkumu pohybovala od 540 ng KG/g do
2542 ng KG/g. Hodnoty celkového obsahu polyfenolt u vzorklh medii v nasi praci se
pohybovala od 508,6 ng KG/g do 963,7 pg KG/g. Niz8i hodnoty byly opét stanoveny u
svétlych medt. Vzhledem k odlisSnym metoddm stanoveni a tim nesrovnatelnym hodnotdm
udavanym pro antioxidacni kapacitu ve spousté védeckych praci nelze ve vétsiné ptipadii

porovnat nase vysledky s vysledky jinych autord.

Druha ¢ast diplomové prace se zabyvala stanovenim antimikrobniho ti¢inku medi na
vybrané grampozitivni bakterie. Pro testovdni citlivosti mikroorganizmi existuji dvé
metody, difizni a diluéni. V tomto experimentu jsme pouZzili mikrodiluéni metodu a

vysledky byly prezentovany jako MIC.

Prvni testovanou skupinou mikroorganizmii byl rod Staphylococcus. Ve studii od
Moghadam a Khaledi [48], ktera stanovovala MIC a minimalni baktericidni koncentraci u 6
vzorki iranského medu ve srovnani s medem Manuka proti referenénim kmentm, byl 1 kmen
Staphylococcus aureus. VSechny vybrané vzorky medti a medu Manuka mély inhibicni
vlastnosti a baktericidni aktivitu (kromé vzorku F medu — 12,5 hm. %) proti referenénimu
kmenu S. aureus ve 25 hm. % fedéni. Rovnéz ve studii od Vica a kol. [49] byla zkoumana
antimikrobni aktivita 10 vzorkd medt z rumunské Transylvanie na kmen Staphylococcus
aureus. Ackoliv v této studii byla pouzita difiizni metoda, tak nejcitlivéj$i na aktivitu vzorki

medu byl kmen S. aureus (nejvétsi inhibi¢ni zona 18 mm). V naSem experimentu rovnéz byl
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nejcitlivéjSim kmenem Staphylococcus aureus, ktery byl jedinym kmenem, u né¢hoz doslo

k inhibici ristu jiz pii koncentraci 125 pg/ml.

infekce, véetn¢ bakteriémie nebo sepse, pneumonie, endokarditidy, osteomyelitidy. Prestoze
se med dlouhodobé pouziva jako 1ék na rany a pro své antiinfek¢ni vlastnosti, stale se z velké
¢asti pouzivaji moderni produkty a lécba antibiotiky. Vyskyt kment rezistentnich vici
antibiotikiim antibiotickou 1é¢bu ztizil, coz vedlo k pieorientovani na staré¢ léky. Kmeny
rezistentni na antibiotika, jako jsou meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus a
Enterococcus rezistentni na vankomycin, maji stejnou citlivost na med jako kmeny stejného

druhu citlivé na antibiotika [50].

S. aureus byl pouzit v riznych experimentech studujicich antimikrobni vlastnosti
medu a bylo experimentalné prokazano, ze med produkuje velké inhibi¢ni zony proti této
bakterii. Med produkuje mnohem vétsi inhibi¢ni zony proti S. aureus, nez jsou zony dané
sulfacetamidovymi antibiotiky [51]. Vysledky mnoha studii in vitro a in vivo [52] potvrdily
vysoky antimikrobni potencial medu, ale i dalSich v¢elich produktt, zejména propolisu, proti
nékterym dulezitym patogenim. Vysoka aktivita propolisu ze Stfedniho vychodu byla
zjiSténa jak ve vztahu ke grampozitivnim (S. aureus) tak 1 gramnegativnim (E. coli)

kmentm.

Dalsi sledovanou skupinou mikroorganizmt byly kmeny rodd Enterococcus a
Lactococcus, které bychom mohli zafadit mezi mirné odolné bakterie vii¢i inhibi¢nimu
ucinklim medu. Leyva-Jimenez a kol. [53] ve svém vyzkumu testovali antimikrobni aktivitu
33 fenolovych extraktli medu proti grampozitivnim a gramnegativnim kmentim. Cilem této
studie bylo poskytnout lepsi pochopeni vztahu mezi medovymi fenolovymi slou¢eninami a
antimikrobni aktivitou. Kmeny bakterii vykazovaly rizné rezistentni potence: Pseudomonas
aeruginosa byl nejodolnéj$i kmen ndasledovany Enterococcus faecalis, S. aureus a
Escherichia coli. Pokud jde o UCinek téchto frakei izolatu, vysledky ukazaly, Ze vétSina
fenolovych extraktii vykazovala hodnoty MIC stejné nebo vyssi nez cely med. Pokud jde o
E. faecalis, fenolové extrakty dvou vzorkd vykazovaly inhibici riistu pfi koncentraci 50 %,
zatimco pro dosazeni stejné antimikrobni aktivity bylo zapotiebi koncentraci az 100 %

celého medu.
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Védecké studie se zabyvaji zejména antimikrobnim u¢inkem medd na patogenni
mikroorganizmy, nez na bakterie mlééného kvaSeni jako jsou Lactococcus a Lactobacillus.
Ul véely je stanoviitém fady mikrobt, véetnd mnoha bakterii mlééného kvaseni. Naptiklad
ve studii Aween a kol. [54] bylo izolovéano az 32 druhti bakterii mlééného kvaseni ze tfinécti
vzorkll medu. Autofi tvrdi, ze pfitomnost riznych druhii téchto bakterii miize mit rovnéz

vliv na riznorody antimikrobni u¢inek medu.

Antimikrobni vlastnosti medu lze ptipsat individualnim nebo synergickym uc¢inkiim
vysoké osmolarity cukru [55], enzymatické tvorbé peroxidu vodiku [56] nebo pfitomnosti
dalsich vedlejsich latek [57]. Nékolik autorti skutecné uvedlo antimikrobni ucinek celého
medu a jednotlivych slouc¢enin pomoci dostupnych komer¢nich standardii [58]. Neexistuji
vSak studie, ve kterych by se tato prospé$na vlastnost hodnotila jak u celych medd, tak u
izolovanych minoritnich sloucenin, aby se sama stanovila antimikrobni aktivita fenolové

frakce.

I kdyz testované medy vykazuji antimikrobni (i€¢inek, mnoho studii prokazalo, Ze ne
vSechny vzorky medi maji stejny stupent antimikrobni aktivity. Citlivost naSich
grampozitivnich bakterii proto nelze srovnavat pomoci vysledkd z riznych studii, protoze
med pouzity ve studiich mohl mit velmi odlisnou antimikrobni aktivitu. Na zékladé naseho
experimentu a mnoha studii miZeme fici, Ze zkoumani antimikrobni aktivity a s ni
souvisejici fenolové sloZeni ma slibnou budoucnost a velky potencial pro vyuZiti v mediciné,

zejména diky zvySujici se rezistenci mikroorganizmu vici antibiotikiim.

RovnéZ jsme znaSich grafii mohli zpozorovat, Ze nizké koncentrace medovych
roztokd podporovaly rust bakterii. Med je totiz koncentrovany roztok cukri, kdy tedy slouzi
jako zdroj energie nejen pro ¢loveka, ale rovnéz 1 pro mikroorganizmy. Proto, kdyZ dojde ke
zfedéni vzorku medu, nemusi byt koncentrace cukrii v roztoku jiz dostate¢nd pro inhibici

ristu mikroorganizm, a naopak piitomnost glukozy a fruktézy vyuziji ve sviyj prospech.
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ZAVER
Tato diplomova prace se zabyva antioxida¢nimi a antimikrobnimi vlastnostmi medu.
Cilem praktické ¢asti bylo stanoveni antioxidac¢ni aktivity u 15 vzorki medii pomoci riznych

metod. Soucasti také bylo ovéfeni antimikrobnich vlastnosti téchto 15 vzorki medii na

vybrané grampozitivni bakterie. Na zakladé€ ziskanych vysledkti mizeme fici, ze:

e nejvyssi hodnoty celkové antioxidacni aktivity mél vzorek medu €. 7, ktery

pochézel ze Slovenské republiky — Salas, Nimnica,

e nejnizs$i hodnoty celkové antioxidacni aktivity mély komeréni vzorky medu

¢. 12 a 13, které byly zakoupeny v obchodnim fetézci a jsou pivodem

z Recka a Némecka,

¢ nejodolnéjsim mikroorganizmem byl Levilactobacillus brevis RIBM 2-98,
kdy pouze dva vzorky medi dokdzaly pii jejich nejvyssi koncentraci

(500 pg/ml) zastavit mnozeni bakterie,

e naopak nejcitlivéj§im mikroorganizmem byl Staphylococcus aureus CCM
3953, kdy sedm vzorkii medd dokézalo inhibovat rist bakterie jiz pfi

koncentraci 125 pg/ml,
e uvSech vzorki medd, byla potvrzena antimikrobni aktivita,
¢ nizké koncentrace medu mohou podpofit rist mikroorganizmd,

e nejsiln€j$i antimikrobni uCinek na vybrané grampozitivni bakterie,
vykazovaly medy ¢ 6 a ¢ 9, které dokdzaly inhibovat rhst vSech

mikroorganizmd.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABTS 2,2 -azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)
aw aktivita vody

DPPH 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl
HMF hydroxymethylfurfural

KA kyselina askorbova

KG kyselina gallova

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

MH Mueller-Hinton

P tlak vodni pary potraviny

Po tlak vodni pary cisté vody

TE Trolox

TEAC Troloxu ekvivalentni antioxida¢ni kapacita
[a] D20 specificka otacivost

+ S.D. smérodatnd odchylka
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