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Vliv zpracovani medu na jeho antimikrobialni aktivitu u bakterie
Escherichia coli

Abstrakt

V teoretické casti mé bakalarské prace pojedndvam o medu, jeho chemickém
slozeni, fyzikdlnich vlastnostech a wvyuziti v Iékafstvi, kde popisuji hlavné
antimikrobidlni aktivitu. Dale se kratce zabyvam popisem vlastnosti a patogennich
kment bakterie Escherichia coli. Cilem prace bylo otestovat vliv manipulace a
zpracovani medu na jeho antimikrobialni aktivitu. Byly stanoveny dva ukazatele
antimikrobialni aktivity, a to Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a Minimalni
baktericidni koncentrace (MBC) vi¢i gram-negativni bakterii E. coli. Tyto parametry
byly testovany na 6 vzorcich sto¢enych medd a nasledné po 12 hodinovém vysouseni,
zahtati ve vodni lazni pti 50 °C do ztekuceni (pfiblizné 1 hod) a po zahfati v mikrovinné
troubé na 250 W do ztekuceni. Pro stanoveni MIC byla vyuZita metoda Broth
microdilution assay se spektrofotometrickym vyhodnocenim. MBC bylo stanoveno
pretazenim a kultivaci bakterie na agarovém médiu. K tomu byl navic stanoven obsah
vody a mérné elektrické vodivosti sto¢enych a vysuSenych vzorkd medu. Vysledky
ukdazaly, Ze vSechny z uvedenych metod zpracovani negativné ovliviiuji antimikrobidlni
aktivitu, pficemZ nejhorsi vysledky vykazovaly medy po mikrovinném zpracovani.
Jelikoz se med v praxi rutinné tepelné zpracovava, tyto vysledky mohou pomoci zvolit

co nejSetrnéj$i metodu zpracovani.
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med; Escherichia coli; mikrobialni kultivace; tepelné zpracovani; minimalni inhibi¢ni

koncentrace; minimalni baktericidni koncentrace



Impact of honey processing on its antimicrobial activity on bacteria
Escherichia coli

Abstract

In the theoretical part of my bachelor thesis, | discuss honey, its chemical
composition, physical properties and use in medicine, where | mainly describe the
antimicrobial activity. Next, | briefly describe the characteristics and pathogenic strains
of bacteria Escherichia coli. The aim of the work was to test the handling and
processing of honey for its antimicrobial activity. Two indicators of antimicrobial
activity were determined, namely the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) against gram-negative bacteria E. coli.
These parameters were tested on 6 samples of extracted honey and then after drying for
12 hours, heating in a water bath at 50 °C until liquefaction (approximately 1 hour) and
after heating in a microwave oven at 250 W until liquefaction. The Broth microdilution
assay method with spectrophotometric evaluation was used to determine the MIC. MBC
was determined by streaking and culturing the bacterium on an agar medium. In
addition, the water content and electrical conductivity of the dialed and dried honey
samples were determined. The results showed that all of the mentioned processing
methods negatively affected the antimicrobial activity, with the worst results being after
microwave treatment. Since honey is routinely heat treated in practice, these results can

help to choose the most gentle treatment method.
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honey; Escherichia coli; microbial cultivation; thermal processing; minimum inhibitory

concentration; minimum bactericidal concentration
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1 Uvod

Med je ptirodni sladka viskozni latka, produkovana véelou medonosnou (A.
mellifera) z nektara kvétia nebo sladkych vymeéskt sajiciho hmyzu — medovice. Med je
znam a vyuzivan od nepaméti pfedev§im pro jeho unikatni nutricni vlastnosti. Diky
svému vysokému obsahu cukra slouzi jako rychly zdroj energie ¢i univerzalni sladidlo.
Jako piisada do peciva se podili na prodlouzeni jeho cerstvosti, diky pohlcovani
vlhkosti. Med byl také vyuzivan po tisicileti pro své jedine¢né zdravotni piinosy jako
prirodni 1ék. Zevné je mozné ho vyuzit k 1écbé ran, popalenin ¢i viedl, diky jeho
vysoké antimikrobidlni aktivit¢ a soucasnému zabranéni dehydratace infikovaného
mista. Krom¢ antimikrobialniho u¢inku ma med také vysoky antioxidacni potencial,
protinadorové, imunomodulaéni a protizanétlivé UCinky. S ndstupem modernéjSich
metod 1écby se od pouzivani medu na néjakou dobu upustilo. Ovsem V soucasné dobé
se zaCina opét diskutovat o antimikrobidlni aktivit¢ medt vzhledem k pfibyvani
rezistentnich kmenl bakterii a neucinnosti antibiotik zplisobené jejich naduzivanim a
nedodrzovanim natizené¢ho schématu 1éCby.

Antimikrobialni aktivita jednotlivych medd se mize znacné lisit jak podle
botanického, tak geografického plivodu a souvisi s konkrétnim slozenim medu.
K nejvyznamnéjSim faktorim, kterym se pfisuzuje antimikrobidlni aktivita medi, patii
nizky obsah vody, vysoky obsah cukrti, nizké pH, ptitomnost antimikrobialnich peptidu
a aktivita glukozooxidazy, pii jejimz pusobeni vznika peroxid vodiku.

Pfi zpracovani se medy bézné vystavuji ucinkiim tepla, predevsim kvuli snizeni
obsahu vody, pro jejich ztekuceni pted filtraci, lep$i manipulaci pii sta¢eni do nadob ¢i
k zajisténi mikrobiologické bezpecnosti produktu. Ke ztekucovani medu se v praxi
vyuzivaji teploty piiblizn¢ 55 °C. Vysoké teploty prokazateln¢ ovliviiuji fadu parametrti
medu v&etn& antimikrobialni aktivity. Skodlivé je ptisobeni vysokych teplot po kratkou
dobu, ale 1 plsobeni nizSich teplot dlouhodobé naptiklad pii skladovani. Enzymy,
jakozto podstatné slozky antimikrobidlni aktivity, jsou obecn¢ velmi nachylné na
zvyseni teploty, uvadi se, Ze i teploty okolo 35 °C mohou pfispivat k jejich degradaci.
Z téchto duvodi je dilezité znat dopad konkrétnich metod, teplot a délky jejich
pusobeni na antimikrobialni aktivitu medu, aby mohl byt zvolen nejSetrnéjsi postup,

ktery co nejméné ovlivituje tyto dlilezité parametry.



2 Teoreticka ¢ast

21 Med

vvvvvv

medonosnou (A. mellifera). Definujeme ho jako sladkou hmotu vytvarenou vcelami
z nektaru (sladka tekutina vyluCovana nektarodarnymi rostlinami a stromy) nebo
z medovice (sladka tekutina produkovana stejnokiidlym hmyzem, hlavné msicemi a
Cervci), které véely sbiraji a pietvareji pomoci vyméska svych hltanovych Zlaz (Vesely
et al., 2003; Zentrich, 2003). Med byl pouzivan lidmi od starovéku. VétSina staroveéké
populace ho konzumovala jak pro nutricni Gcely, tak pro jeho 1éCivé vlastnosti

(Samarghandian et al., 2017).

2.1.1 Vznik medu

Vznik medu je velmi slozity proces zahrnujici koordinovanou ¢innost veelstva jako
jednotného celku (Gruna et al., 2020). V¢ely piinaseji sladké stavy v medném vacku do
ulu, kde je predavaji Glovym vcelam a tim se sladina zafazuje do potravinového
kolob&hu v ramci celého vcelstva. Tyto donesené sladké Stavy jsou trofolaxi pfedavany
jesté nékolikrat dal, nez mohou byt jako nezraly med ulozeny do buriky plastu. Mezitim
uz v nich dochazi k chemicko-fyzikalnimu procesu (Gruna et al., 2020).

V tomto procesu dochazi k obohaceni o latky pochézejici z hltanovych a ziejmé i
gluk6zooxidaza, dale aminokyseliny, pfevazné¢ prolin, a dalsi latky ve stopovém
mnozstvi (tuky, polyfenolické latky a vitaminy) (Gruna et al., 2020; Moniruzzaman et
al., 2014).

Plisobenim enzymu invertazy a diastazy dochazi k enzymatickym reakcim, kdy
jsou oligosacharidy a disacharidy (sachar6za a malt6za) $tépeny na monosacharidy
(glukdzu a fruktozu). (Alaerjani et al., 2022).

Fyzikalni ¢ast tohoto procesu zahrnuje odpaieni nadmérné vlhkosti, ¢imz dojde
k zahu$téni a tim i K zakonzervovani medu (Gruna et al., 2020). Shromazdény nektar
obsahuje od 80 do 40 % vody. Obsah vody musi byt snizen na pfiblizné 20 % pro
skladovani v hnizd¢ (Alaerjani et al., 2022). Odstranéni nadbytecné vody mize zacit jiz
pfi transportu do ulu. Vcely létavky predéavaji sladinu lovym vcelam, které si ji dale

predavaji mezi sebou (trofolaxe). Jednotlivé vCely nejprve aktivné vypaiuji nektar
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opakovanym vyvrhnutim a polknutim kapicek nektaru, ke kterému dochazi po delsi
dobu. Nasleduje pasivni odpafovani, které probiha na zaklad¢ aktivni vymény vzduchu
a vyuzivani zvysené teploty pii vyuziti velkého povrchu, kdy jsou plastvové bunky
zaplnény napil zralym medem zhruba do jedné Ctvrtiny. (Alaerjani et al., 2022; Frank,
2010). Teprve po dostatecném zahusténi jsou buiky plnény medem az po okraj a
zavickovany voskovymi vicky. Med zde poté uplné dozrava (Gruna et al., 2020). Timto

zpusobem jsou vcely schopny vysusit vodu v medu az na hodnoty kolem 15 % (Titéra,

2006).

2.1.2 Zakladni rozdéleni medu

Podle Vyhlasky ¢. 76/2003 Sb., kterou se stanovi pozadavky pro ptirodni sladidla,
med, cukrovinky, kakaovy prasek a smési kakaa s cukrem, cokolddu a cokoladové
bonbony, se med déli podle piivodu a podle zptisobu ziskavani nebo obchodni tpravy.

Podle pivodu rozlisujeme med na kvétovy (nektarovy) a med medovicovy. Zname
jesté medy smiSené, které jsou jak z nektaru kvétu, tak i z medovice. Vyhlaska medy
smiSené vSak nerozliSuje a pouze udava jaké limity medu medovicového miize med
kvétovy obsahovat a naopak (Gruna et al., 2020).

Podle této vyhlasky l1ze med rozdélit podle zpisobu ziskavani nebo jeho obchodni
upravy na 8 riznych typt:

1. vytoceny med,

. plasteckovy med,
. lisovany med,

. vykapany med,

. med s plastecky,
. filtrovany med,

. pastovy med,

o N N O B W

. pekatsky (pramyslovy) med.

Pii podrobnéjsim déleni by mohly byt medy déleny podle konzistence na tekuté,
krystalické a rosolovité a podle barvy na Siroké spektrum riznych typa (Gruna et al.,
2020).

Podle konkrétnich rostlin nebo skupin rostlin, ze kterych je nektar ziskan, se mize

med dale rozdélovat na nepieberné mnozstvi druhti. Napiiklad mezi nejkvalitnéjsi patii
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med lipovy a med akatovy. Dale bychom mohli jmenovat napt. med viesovy, fepkovy,

slune¢nicovy, luéni, pohankovy a mnoho dalsich (Frank, 2010; Giertli, 2010)
2.1.3 Znaceni medu

Podle Vyhlasky ¢. 76/2003 Sb. se med oznacuje podle jeho pavodu (kvétovy nebo
medovicovy) a podle zpusobu jeho ziskdvani nebo obchodni upravy (plasteckovy med,
med s plastecky, filtrovany med, pastovy med). VytoCeny med, lisovany med nebo
vykapavany med lze oznacit jenom jako med.

Déle se med oznacuje zemi plivodu, kde byl med ziskan. Pokud se jednd o smés
vice medd muze se zvolit jedno z oznaceni:

,,smés medii ze zemi EU ",

,,smés medii ze zemi mimo EU ",

,,smés medii ze zemi EU a ze zemi mimo EU".

Tato Vyhlaska €. 76/2003 Sb. také udava, Ze oznaceni muze byt také doplnéno
(s vyjimkou medu filtrovaného a pekaiského) o regionalni nebo mistni oznaceni
puvodu. Dale zda se jedna o jednodruhovy nebo smiSeny med, druhem rostlin, z nichz
pochézi, pokud spliluje odpovidajici charakteristiky. A specifickymi kritérii jakosti.

Pokud se med pekatsky ¢i filtrovany pfidava do jiného druhu medu, musi byt cela
tato smes oznacena jako med pekaisky €i filtrovany. Pekatsky med (primyslovy med)
musi byt dale oznacen viditeln€ na obalu, Ze se jedna pouze o med na vateni, peCeni ¢i
jiné zpracovani. Pokud se vSak tento pekatsky med pfidava do néjaké potraviny, pak
muze mit potravina ve svém nazvu pouzit termin ,,med®, kromé seznamu sloZeni, kde

musi byt opét udano ,,pekarsky med* nebo ,,primyslovy med*.
2.2 Chemické sloZeni medu

Chemické slozeni medu je odvozeno od jeho ptivodu - jiné slozeni budou mit medy
kvétové a medy medovicové. Botanicky ptivod ma na med také vliv, ale o néco mensi
(Gruna et al., 2020). Med se sklada pievazné ze sacharidli, mensiho mnozstvi vody a

velkého mnozstvi minoritnich slozek (Bogdanov, 2009).
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2.2.1 Cukry

Hlavni slozkou medu jsou cukry, které zaujimaji 95-99 % suSiny medu. Jsou to
hlavné jednoduché cukry fruktéza a glukoza, které tvoii 85-95 % suSiny vSech cukrii
(Gruna et al., 2020). Téméf ve vSech medech pievazuje fruktdza nad glukdzou (Vesely
et al.,, 2003). Krom¢ toho bylo zjisténo dalSich asi 25 rtznych cukri jako napf.
disacharidy (sachardza, maltoza, isomalt6za) a trisacharidy (melecitoza, erloza) a
(Bogdanov, 2009; Alvarez-Suarez et al., 2010). Priamérny obsah jednotlivych
vybranych cukrii a porovnani hodnot v medu lu¢nim (kvétovém) a medovicovém

(tab. 1).

Tabulka €. 1: Primérny obsah cukri v medu, G = glukéza, F = fruktoza

Prim Obsah v medu
Slozka “;mer Rozsah . .,

[%0] kvétovém medovicovém

Fruktdza 38,20 27,2-44,3
soucet obsahu soucet obsahu
G aF byva vyssi | G a F byva nizsi
Glukéza 31,3 22,0-40,7
Sacharoza 1,3 0,2-10,1 obvykle vice obvykle mén¢
Maltdza (redukujici
disacharidy se v medu 7,3 2,7-16,0 obvykle mén¢ obvykle vice
zahrnuji pod maltozu)
Melecitoza - 0,0-15,0 chybi anebo jen vzdy pfitomna
stopy

Dextriny (+ ost. vyssi cukry) 1,5 0,1-12,5 nizsi Vyssi

2.2.2 Voda

(Gruna et al., 2020).

Obsah vody v medech je 15-21 % a u nevyzralych medu jesté vice (Vesely et al.,

2003). Obsah vody je limitujici pro skladovani medu. Medy s obsahem 21 % a vice
nejsou urceny ke skladovani a je veliké riziko jejich zkvaSeni (Gruna et al., 2020).
Kvalitni med ma optimalni obsah vody 17-18 %, pfi¢emz med s obsahem pod 17,1 %
nekvasi za zadnych okolnosti (Vesely et al., 2003; Gruna et al., 2020).
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2.2.3 Kyseliny

Kyseliny jsou obsazeny ve vSech druzich medu jako minoritni komponenty (Vesely
et al., 2003; Gruna et al., 2020) I pres to, ze je obsah kyselin v medu relativné nizky
(pramérné 0,57 %), zasadnim zptsobem ovlivituje pH a chut’ medu. Jednou z hlavnich
kyselin je kyselina glukonova, ktera vznika oxidaci glukézy za pisobeni enzymu
glukozooxidaza (piidavanou véelami) (Bogdanov, 2009; Gruna et al., 2020). Ostatni
kyseliny maji ptivod rostlinny (Gruna et al., 2020).

V malych mnoZstvich se v medech nachazi kyseliny: mravenéi, octova, citronova,
mlécnd, maleinova, jablecnd, Stavelova, pyroglutamova, jantarova a levulova. Kyselina
levulova a mravenc¢i vznika naslednym rozkladem hydroxymetylfurfuralu (Bogdanov,

2009; Gruna et al., 2020).

2.2.4  Aminokyseliny

Med obsahuje téméf vSechny fyziologicky dilezité aminokyseliny, ale jejich obsah
je pomérn¢ maly. Hlavni aminokyselinou je prolin, ktery také udava miru zralosti medu.
Obsah prolinu v normalnich medech by mél byt vice nez 200 mg/kg (bézné 200-500
mg/kg) (Bogdanov, 2009; Vesely et al., 2003). Pti skladovani ve zvysené teploté obsah
prolinu klesa, pravdépodobné reakci s cukry ¢i hydroxymethylfurfuralem (Vesely et al.,
2003). Konkrétn¢ z ostatnich aminokyselin miZzeme v medu najit fenylalanin, kys.
asparagovou, kys. glutamovou, leucin, alanin, lyzin, histidin, arginin, treonin, serin,
glycin, cystin, metionin, izoleucin, tyrosin, orinitn a tryptofan (Alvarez-Suarez et al.,
2010).

2.2.5 Bilkoviny a peptidy

Proteiny zahrnuji pfiblizné 0,21 % z celkového objemu medu a z toho nejvétsi ¢ast
tvofi enzymy (Bogdanov, 2009; Gruna et al., 2020). Jak jiz bylo zminéno, vcely
ptidavaji rizné enzymy béhem procesu zrani medu. Diastaza (amylaza) §tépi skrob na
maltézu. Invertaza (sacharaza, a-glukosidaza) katalyzuje predevsim pfeménu sachardzy
na glukézu a fruktozu, ale také mnoho dalSich konverzi cukru. Invertdza spolu
s diastdzou pochézi vyluéné z hltanovych zlaz veel a jsou dulezitym ukazatelem kvality
medu. Dva dals$i hlavni enzymy gluk6zooxidaza a katalaza reguluji produkci H20o.
V medu se nachazi také kysela fosfataza a nékteré dalsi enzymy (Bogdanov, 2009;

Vesely et al., 2003; Gruna et al., 2020). Krom¢ bilkovin se v medu nachazi jesté
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nizkomolekularni latky, peptidy (Vesely et al.,, 2003). Nekteré peptidy byly
identifikovany také jako dilezité antibakterialni slouceniny v medu (Kwakman a Zaat,
2012). Mezi tyto antimikrobialni peptidy v medu patii defensin-1, hymenoptaecin a
jellein (Brudzynski, 2021).

2.2.6 Minerdlni latky

Mineralni latky v medech jsou pfevazné rostlinného pivodu a dosahuji az koncentrace
1% (Vesely et al., 2003). Kdyz porovname medy nektarové a medovicové, medovicové
medy obsahuji daleko vice minerdlnich latek, a to az do zminéné koncentrace 1 %.
Oproti tomu nektarové medy obsahuji bézné 0,1 az 0,3 % mineralnich latek (Bogdanov,
2009). Nejvice zastoupenym makrobiogennim prvkem v medu je draslik (Vesely et al.,
2003; Bogdanov, 2009). Kromé¢ drasliku se v medu nachazi jesté dalsi mineraly (tab. 2).
Pro medovicovy med byvaji specifické také stiibro, molybden, vanad a cin (Gruna et

al., 2020).

Tabulka ¢. 2: Rozsah hodnot mineralnich latek obsazenych v béznych medech

Mineraly Mnozstvi
[mg/100 g]
Sodik (Na) 1,6-17
Vépnik (Ca) 3-31
Draslik (K) 40-3500
Hoi¢ik (Mg) 0,7-13
Fosfor (P) 2-15
Selen (Se) 0,002-0,01
Meéd (Cu) 0,02-0,6
Zelezo (Fe) 0,03-4
Mangan (Mn) 0,02-2
Chrom (Cr) 0,01-0,3
Zinek (Zn) 0,05-2

(Ajibola et al., 2012)
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2.2.7 Barviva

Barviva obsazena v medu vytvareji spolu s dal§imi latkami jeho barvu (Giertli,
2010). Med obsahuje Sirokou S$kalu rtznych barviv, patiicich mezi flavonoidy,
karotenoidy, xantofyly, chlorofyly a antokyany (Vesely et al., 2003; Algarni et al.,
2016). VétSina znich je rostlinného ptavodu (Gruna et al.,, 2020). Z vyznamnych
flavonoidnich barviv se v medu nachazi napt. kvercetin a jeho glykosid rutin, coz je
latka snizujici kiehkost kapilar a potlacujici aterosklerozu (Vesely et al., 2003; Gruna et
al., 2020).

Do medu se také dostavaji barviva po zbytcich ze véeliho plodu — melanoidni
barviva. Barviva se mohou i kumulovat ve vosku plasti a zpétné pak piechazet do
nového medu. Také mohou v medu vznikat pii zahtivani Maillardovou reakei (Vesely et
al., 2003; Gruna et al., 2020).

2.2.8 Hydroxymethylfurfural (HMF)

Hydroxymethylfurfural, systematickym nazvem 5-hydroxymethyl-2-furaldehyd
(HMF) je latka vznikajici pfi kyselinou katalyzované dehydrataci fruktézy a méné také
glukozy (Vesely et al., 2003; Gruna et al., 2020). Jeho koncentrace se pii skladovani a
delSim zahtivani medu zvySuje. JelikoZ je proces katalyzovan kyselinou, zavisi rychlost
tvorby na pH, u kyselejSich medt se HMF tvoii rychleji nez u meda se zasaditéjSim pH
(Bogdanov, 2009). HMF nam také slouzi jako jeden z ukazateld kvality medu (Gruna et

al., 2020).

2.2.9 Ldtky hormondlniho charakteru

Z hormonalnich latek je v medu nejvice zastoupen acetylcholin, ktery slouzi jako
pfenase¢ nervovych vzruchli v perifernim nervovém systému a nachazi se Vv
koncentracich 0,06-5 mg na kg medu. Dale obsahuje pfiblizn¢ 20 ug volného a 20-
60 pg vazaného adrenalinu na kg medu a v neposledni fad¢ i noradrenalin, dopamin a
dalsi specifické hormonalni latky z mastnych kyselin (Vesely et al., 2003; Gruna et al.,
2020).

2.2.10 Vitaminy

VétSina vitamind nachazejicich se v medu pochazi zpylu, mensi mnozstvi i

znektaru nebo medovice (Vesely et al.,, 2003). Hlavni skupinu tvofi vitaminy
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skupiny B, konkrétné se jedna o vitaminy: thiamin (B1), riboflavin (Bz2), niacin (Bs), kys.
pantotenova (Bs), pyridoxin (Bs), biotin (H, B7), kys. listova (Bg). Dale pak vitamin E,
K a vitamin C, kterého je v medu nejvice (Bogdanov, 2009; Alvarez-Suarez et al., 2010;
Frank, 2010).

2.2.11 Piirodni toxické ldatky

N¢ekolik rostlin dava nektar obsahujici toxické latky, které se pak mohou dostat i do
samotného medu. Existuji dvé hlavni skupiny toxinl: diterpenoidy a pyrazolidinové
alkaloidy (Bogdanov, 2009). Nejvice toxickych latek se mize do medu dostat z rostlin
Celedi viesovitych (Ericaceae), jedna se o zminéné diterpenoidy (Bogdanov, 2009;
Gruna et al., 2020). V ceskych medech jsou jedovaté latky vyjimkou (Gruna et al.,
2020).

2.2.12 Tukové latky

Med obsahuje piiblizné 0,015 % lipidovych latek (Gruna et al., 2020). Z toho
nejvetsi ¢ast 45 % jsou estery cholesterolu, 22 % tvofi triacylglyceroly, 18 % volné
mastné kyseliny a 17 % zaujima volny cholesterol (Vesely et al., 2003).

V malém mnozstvi dale uhlovodiky, vosky, estery mastnych kyselin, mastné
alkoholy, steroly, dihydroxy a trihydroxy slouceniny a nékteré estery polyolu (Kapoulas
etal., 1977).

2.3 Fyzikalni vlastnosti medu

Fyzikalni vlastnosti medu se odvijeji pfedevsim od jeho chemického sloZeni. Mensi
vliv také hraji vnéjsi faktory, jako zpracovani a uchovavani medu (Vesely et al., 2003;

Gruna et al., 2020).

2.3.1 Viskozita

Viskozita je jednou znejvyznamnéjSich fyzikalnich vlastnosti medu pro
manipulaci, zpracovani, skladovani a senzorickou kvalitu (Machado De-Melo et al.,
2018). Viskozita medu je ovlivnéna botanickym plGvodem, teplotou, obsahem vody,
pomérem glukoza/fruktoza a také piitomnosti krystalti a koloidu (Yanniotis et al., 2006;
Machado De-Melo et al., 2018). Obecné lze fici, ze ¢im vyssi je teplota a obsah vody a

¢im niz8i je obsah polysacharidi, tim niZsi je samotna viskozita medu (Yanniotis et al.,
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2006). V porovnani s vodou ma med pii 20 °C asi 10 000krat vétsi viskozitu (Gruna et
al., 2020).

Existuji také medy tixotropické s rosolovitou konzistenci, které se po zatfepani ¢i
promichani stavaji na chvili tekutymi (snizuje se jejich viskozita). Byvaji to nejcastéji
medy viesové. Opacna vlastnost 1ze pozorovat u medii z nekterych druhti eukalypta,

kde se po zatfepani nebo promichani viskozita zvysuje (Gruna et al., 2020).

2.3.2 Hustota

Dalsi vyznamnou fyzikalni vlastnosti je hustota medu — tedy hmotnost medu na
jednotku jeho objemu. Relativni hustota neboli specifickd hmotnost medu je
charakterizovéna jako pomér mezi hmotnosti stanoveného objemu medu a hmotnosti
stejného objemu vody pfi stejné teploté (Ptidal, 2003). Specificka hmotnost se udava
v g na cm?® (Titéra, 2006). Hustota medu zavisi zasadné na obsahu vody. Déale ma na
hustotu medu vliv jeho sloZeni, ale tento vliv je téméf zanedbatelny (Ptidal, 2003).
Specificka hmotnost medu se méti pyknometricky — vazenim obsahu nddoby o znamém

objemu (Vesely et al., 2003).

2.3.3 Krystalizace

Ackoliv se n¢ktefi lidé domnivaji, Ze krystalizace medu je diikkazem o jeho
falSovani a ptidavku fepného cukru, neni tomu tak (Ptidal, 2003). Krystalizace je
ptirozeny fyzikalni proces a kazdy med dfive ¢i pozdé&ji zkrystalizuje (Titéra, 2006).

Med je piesyceny roztok cukri (hlavné glukézy a fruktozy), to znamena, ze
obsahuje vice cukri, nez kolik jich mze zGstat rozpusténych v roztoku (Pfidal, 2003).
Glukoza, kterd je méné rozpustnd nez fruktéza, se oddéluje od vody, vysrazi se
z presyceného roztoku a vznikaji krystaly monohydratu glukozy (Machado De-Melo et
al., 2018).

Krystalizace probihé ve dvou fazich:

a) nukleace — tvori se krystalizacni centra (zakladem pfirodni krystalky, necistoty,

pylova zrna, a dalsi ¢astice pfirozen¢ obsazené v medu).

b) vlastni krystalizace — zarode¢né krystaly postupné rostou az do velikosti

viditeIné pouhym okem a med krystalizuje v celém svém objemu (Vesely et al.,

2003; Pridal, 2020).
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Krystalizaci ovliviluje mnoho faktori jako napt. teplota, obsah vody, pomér
glukoza : fruktoza (fruktdoza krystalizaci zpomaluje), obsah ¢astic slouzicich jako

krystaliza¢ni centra, pfitomnost melecitozy a dalsi (Conforti et al., 2006; Piidal, 2003).

2.3.4 Hygroskopicita

Med je diky vysokému obsahu cukri siln¢ hygroskopicky. Miize absorbovat a
zadrzovat vodu z okoli v zavislosti na teploté, obsahu vlhkosti vzduchu a relativni
vlhkosti (Machado De-Melo et al., 2018). Muze absorbovat vodu, pokud je vystaven
vzduchu s relativni vlhkosti nad 60% (Crane a Kirk Visscher, 2009). Spolu s vihkosti
pfijima med i pachy (Ptidal, 2003). Tato vlastnost musi byt zohlednéna pti baleni,
skladovani a primyslovém pouziti. Pokud med absorbuje vlhkost, ziedi se a je
nachylngjsi ke kvaseni (Machado De-Melo et al., 2018).

Vysokéd hygroskopicita medu mlze byt ale i pozitivni vlastnosti, v pfipad¢ ptidani
medu do nékterych produkti. Zejména pii peCeni poméha udrzet mékkost a zabranit

vysychani pe¢iva (Machado De-Melo et al., 2018; Gruna et al., 2020).

2.3.5 Barva

Barva medu souvisi sjeho botanickym pivodem, zpracovanim, a délkou
skladovani (Vesely et al., 2003). Razné slozky medu, ale ptevazné barviva, zpisobuji,
ze med mize mit riznou barvu — bezbarvou, rizné odstiny zluté, hnédozelenou,
nacervenalou az skoro ¢ernou. (Giertli, 2010; Solayman et al., 2016).

Barva je jednim z dulezitych atributd pro hodnoceni medu. Hodnoceni barvy medu
muze byt provedeno nékolika metodami. Nejcastéji pouzivané techniky jsou obvykle
zalozeny na vizualnim porovnani vzorki, jako je stupnice Pfund, Lovibond a Jack
(Bodor et al., 2021). Med ¢asem obvykle ztraci svou pivodni barvu, obvykle tmavne a

pii krystalizaci naopak zesvétluje (Giertli, 2010).
2.3.6 Mérna elektrickd vodivost

Méra elektrickd vodivost oznaCuje schopnost materidlu (medu) vést elektricky
proud. Piimo souvisi s botanickym ptvodem, jakoZ i s obsahem mineralt, iontd a
dalsich latek, které mohou pisobit jako elektrolyty (Machado De-Melo et al., 2018).
Neziedény med ma velmi nizkou vodivost podobnou vodivosti destilované vody

(Vesely et al., 2003). Podle evropskych natizeni musi byt elektricka vodivost kvétového
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medu niz8$i nez hodnota 0,8 mS/cm, zatimco elektricka vodivost medovicového medu

musi byt vyssi (Machado De-Melo et al., 2018).

2.3.7 Povrchové napéti

Ackoliv ma med vysokou viskozitu, jeho povrchové napéti je nizké a pohybuje se
okolo 50—-60 mJ/m? (Bormashenko, 2018). Povrchové napéti medu je ovlivnéno
obsazenymi koloidnimi latkami a spolu s jeho vysokou viskozitou zptsobuje pénivy
vzhled medu (Pavlova, 2018). Diky nizkému povrchovému napéti mize med pronikat
pory pokozky a je tak vynikajicim hydratacnim médiem v kosmetickych ptipraveich

(Titéra, 2006; Pfidal, 2003).
2.3.8 Tepelné viastnosti

Tepelné vlastnosti medi maji prakticky vyznam pro vcelafe a primysl, protoze
jejich stanoveni umoziuje jejich spravné zpracovani a kontrolu kvality (Silva et al.,
2016).

Specifické teplo medu pii obsahu vody 17 % je okolo 2,26 J/g. Pfi fedéni medu se
uvolnuje rozpoustéci teplo v piiblizné hodnoté 23 J/g (Vesely et al., 2003). Tepelna
vodivost medu je 10krat niZsi neZ u vody, konkrétné kolisa v zavislosti na jednotlivych
parametrech od 494 do 598 x 107 J/cm2/sec/°C (P¥idal, 2003).

Primérna energetickd hodnota medu je 12 723 J/kg. Medy medovicové a smiSené

mivaji vétsi energetickou hodnotu nez medy kvétové (Ptidal, 2003).

2.3.9 Optické viastnosti (Index lomu svétla, Optickd otdcivost)

Index lomu nP je opticka vlastnost, ktera se v medu méni vétsinou mezi 1,504 a
1,4815, zvysuje ho vysoky obsah pevnych latek (nebo nizky obsah vody) v zavislosti na
teploté (Machado De-Melo et al., 2018).

Optickd otacivost je parametr, ktery je diskutovan v souvislosti se stanovenim
botanického ptivodu a falSovanim medu (Ptidal a Vorlova, 2002). Kvétové medy staceji
rovinu polarizovaného svétla zpravidla doleva, jelikoZz maji nadbytek levotocivé
fruktdozy nad pravotoCivou glukézou. Naopak medovicové medy maji v pievaze
pravotoCivé cukry (glukézu, melecitozu) a staceji tedy rovinu polarizovaného svétla

doprava. Smisené medy maji pak otac¢ivost riznou (Ptidal, 2003).
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2.3.10 Osmoticky tlak

Jelikoz je chemické slozeni medu tvotfeno prevazné z cukri, déla to z n€j potravinu
s vysokym osmotickym tlakem. To spolu s dal§imi slozkami a faktory zabranuje
mikrobialnimu rdstu, zvysuje stabilitu a trvanlivosti produktu (Machado De-Melo et al.,
2018).

Tento antimikrobidlni efekt spoc¢iva v plsobeni osmotického tlaku na bakteridlni
buiky. Nasledkem toho je bakteriim odebirdna voda a dochdzi k nevratnému poskozeni
jejich membran. Bunky jsou dehydratovany a nemohou pfezivat, ani se reprodukovat

(Almasaudi, 2021).

2.4  Vyznam v Iékaistvi

Ptirodni 1écivé piipravky, v€etné medu, byly pouzivany po tisicileti k 1é€bé mnoha
nemoci. Ackoli mnohé byly nahrazeny konven¢nimi farmaceutickymi pfistupy, v
souCasn¢ dob¢ dochdzi k oziveni zdjmu o pouzivani medu a medovych produkti
(Adimasu Abeshu, 2015).

Vyznam medu v lékafstvi spociva kromé jeho nutriénich hodnot také v jeho
biologickych aktivitach. Mezi nejvyznamné;jsi aktivity medu patii aktivita: antioxidacni,

antimikrobialni, antiparazitickd, antihypertenzni, protizanétlivd, protinadorova a

imunomodulaéni (Samarghandian et al., 2017; Machado De-Melo et al., 2018).

2.4.1 Antioxidacni aktivita

Antioxida¢ni aktivita, nebo jednoduse antioxida¢ni kapacita, je schopnost medu
snizovat oxida¢ni reakce v potravinach a lidském téle (Alvarez-Suarez et al., 2010).

V disledku nerovnovdzného poméru mezi vzniklymi volnymi radikdly a
vyrovnavaci antioxidacni kapacitou organismu, dochazi k piebytku volnych radikald,
coz vede k poskozeni bun¢k a naruseni genetické struktury (Adimasu Abeshu, 2015).
Mohou vznikat rizné nemoci, jako je rakovina, kardiovaskularni onemocnéni, zanétlivé
poruchy, neurologicka degenerace a mohou také urychlovat starnuti (Khalil et al.,
2010).

Med ma vysokou antioxida¢ni aktivitu, protoze je bohaty na antioxidanty, jako jsou
fenolové kyseliny a flavonoidy, katalaza, kyselina askorbova, derivaty karotenoidi,

organické kyseliny, aminokyseliny a proteiny (Khalil et al., 2010).
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2.4.2 Antimikrobialni aktivita

Med zacind opét nabyvat na své dulezitosti jakozto antimikrobidlni ¢inidlo, hlavné
v souvislosti s poklesem ucinnosti antibiotik, zpisobené pfibyvanim rezistentnich
kment bakterii a naduzivanim antibiotik (Wadi a Mehmood, 2022; Mandal a Mandal,
2011).

Vsechny medy vykazuji antimikrobidlni ucinky vici Sirokému spektru
gramnegativnich a grampozitivnich bakterii, avSak jednotlivé medy se lisi silou této
aktivity (Ajibola et al., 2012).

Antimikrobidlni potencidl medu ovliviiuji rizné parametry, vcetné jeho nizkého
obsahu vody, vysokého obsahu cukri, ktery zajistuje vysokou osmolaritu, dale vysoka
viskozita a nizké pH (obvykle 3,2-4,5) (Almasaudi, 2021; Szweda, 2017). Kromé toho
jsou s antimikrobialni aktivitou medu spojeny rizné slouceniny, hlavné peroxid vodiku
(vznikajici plsobenim enzymu gluk6ézooxiddaza) a neperoxidové slouceniny.
Mezi nejvyznamngéjs$i neperoxidové slouceniny patii antimikrobialni peptidy (véeli
defensin-1) a methylglyoxal (vyskytujici se pfevazné v manukovém medu) a mensi roli
hraji také polyfenoly, zahrnujici flavonoidy a fenolové kyseliny a dals$i neurcené latky
(Kwakman a Zaat, 2012; Almasaudi, 2021; Adimasu Abeshu, 2015).

2.4.2.1 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku (H203) je silné oxidaéni ¢inidlo a uplatiiuje se ve vétsiné medu jako
nejvyznamngéjsi antimikrobidlni Cinitel (Almasaudi, 2021). H2O> vznikd po zfedéni
medu (napf. i Vvrané kontaktem s télnimi tekutinami), pusobenim enzymu
glukoézooxidaza. Glukozooxiddza je jeden zenzymil metabolizujicich sacharidy,
ptidavany do nektaru vcelami z jejich hypofaryngedlni zlazy, pfeménuje glukézu na
peroxid vodiku a kyselinu glukonovou za aerobnich podminek (Kwakman a Zaat, 2012;
Adimasu Abeshu, 2015). Hladiny peroxidu vodiku v medu jsou uréeny rozdilem mezi
rychlosti jeho produkce a jeho destrukci katalazami. Kataldza 0¢inn€ hydrolyzuje
peroxid vodiku na kyslik a vodu. Celkova koncentrace katalazy zavisi na mnozstvi
pylovych zrn v medu, a proto se hladiny peroxidu vodiku v riznych medech mohou
zna¢né lisit (Brudzynski et al., 2011). Baktericidni aktivita peroxidu vodiku souvisi s
akumulaci nevratnych oxidacnich poSkozeni membréany, proteinl, enzymii a DNA

bun¢k (Bizerra et al., 2012).
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2.4.2.2 Antimikrobidlni peptidy

Mezi antimikrobialni peptidy vceliho piavodu, nachazejici se v medu, patii
defensin-1, hymenoptaecin a jelleiny (Brudzynski, 2021).

Nejdilezitéjsi je vSak vceli defensin-1, ktery se do medu dostava
Z hypofaryngealnich zlaz vcel. Naléza se také v mateii kaSicce, kde je oznacovan jako
royalisin. Mnozstvi v¢eliho defenzinu-1 v medech silné kolisa, pricemz nékteré medy
tento peptid zcela postradaji. Ma silnou aktivitu, ale pouze proti gram-pozitivnim

bakteriim (Kwakman a Zaat, 2012).

2.4.2.3 Methylglyoxal

Specialnim piipadem je vSak manukovy med z nektaru kefe Manuka
(Leptospermum scoparium) pochéazejicitho z Nového Zélandu a Australie. Na rozdil od
vétSiny ostatnich nektarovych a medovicovych medu je jeho pasobeni zalozeno na
neperoxidovych antimikrobialnich aktivitach (Szweda, 2017). Konkrétné diky vysoké
koncentraci 1,2-dikarbonylové slouceniny methylglyoxalu (MGO) (Kwakman a Zaat,
2012). MGO vznika diky ptitomnosti dihydroxyacetonu v nektaru kvétd manuky.
Cerstvé vyprodukovany manuka med, obsahuje nizké hladiny methylglyoxalu a vysoké
hladiny dihydroxyacetonu. Skladovani téchto medi pii 37 °C vede ke sniZeni obsahu

dihydroxyacetonu a s tim souvisejici narust methylglyoxalu (Adams et al., 2009).

-----

Studie ukazuji, Ze med miZe mit protirakovinné U¢inky prostfednictvim nékolika
mechanismu, jelikoz interferuje s nekolika bunécnymi signalnimi drahami, vcetné
indukce apoptdézy, antimutagenni, antiproliferativni a protizanétlivé drahy
(Samarghandian et al., 2017). Podili se na tom fyzikalné-chemické ptisobeni (napf.
snizeni dostupnosti kysliku v prostfedi nddoru — antiangiogenni ucinek) a obsazené
antioxidanty mohou pusobit jak preventivné, jesté pred vznikem nadoru, tak i
k zabranéni Sifeni metastaz bunky (Alvarez-Suarez et al., 2010).

S protinadorovymi U¢inky souvisi také imunomodulac¢ni a protizanétlivé ucinky
(Majtan, 2014). Bylo prokazano, ze med snizuje zanéty kuze, otoky a exsudaci,
podporuje hojeni ran, zmensSuje velikost jizev a stimuluje regeneraci tkani (Alvarez-
Suarez et al., 2010). Med a jeho slozky jsou schopny bud’ stimulovat nebo inhibovat

uvoliiovani uréitych cytokind (tumor necrosis factor-a, interleukin-1p, interleukin-6) z
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lidskych monocytli a makrofagi v zavislosti na stavu rany. Podobné¢ se zd4, Ze med bud’
snizuje nebo aktivuje produkci reaktivnich forem kysliku z neutrofili. Imunomodula¢ni

aktivita medu je vysoce komplexni (Majtan, 2014).
2.5 Escherichia coli

Escherichia coli, patfici do celedi Enterobacteriaceae, je snad nejznaméjsim
mikrobem vubec, pod nazvem Bacterium coli je znam lidstvu uz od pocatku
mikrobiologie (Votava et al., 2006; Goering et al., 2016). Jeji dne$ni jméno dostala
podle rakouského Iékate Theodora von Eschericha, ktery ji izoloval v roce 1885. SlouZzi
také jako dulezity modelovy organismus (Donnenberg, 2013; Votava et al., 2006).

Escherichia coli je tyCinkovita, gram-negativni, fakultativné anaerobni,
nesporulujici bakterie. Jeji ty¢inkovité buiiky maji typicky délku asi 2 pm, tloustku 0,5
pum a objem 0,6-0,7 pm®. Nékteré jeji kmeny jsou pohyblivé — maji peritrichalné
ulozené bi¢iky (Julak, 2012). Jako komenzal b&zné tvoii soucast stfevni mikroflory
Clovéka a ostatnich obratloveii. AvSak jeji patogenni kmeny mohou zplsobovat fadu
onemocnéni, infekce zazivaciho traktu a jinych organt, naptiklad jsou zodpovédné za
vice nez 70 % vSech infekci mocovych cest (Kramar, 2007; Kolafova et al., 2020).

Mimo stfevo je E. coli téméf vzdy patogenni (Votava et al., 2006).
2.5.1 Patogenni kmeny

Patogennich kmena E. coli s faktory virulence rozliSujeme mnoho, zde jsou
nejvyznamngéjsi patotypy Spolu s jejich zakladni patogenezi a onemocnénimi, které

zpusobuji (tab. 3) (Goering et al., 2016).
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Tabulka ¢. 3: Nejvyznamnéjsi patogenni kmeny E. coli, STEC = shigatoxigenni E. coli

Kmen/Patotyp

Zakladni patogeneze

Typ onemocnéni

ETEC
enteropatogenni E. coli

adheze ke stfevnimu epitelu, termolabilni
(LT) a termostabilni (ST) toxin

prijmova onemocnéni déti,

cestovatelské prijmy

adheze ke stfevnimu epitelu,

EPEC . s prijmova onemocnéni

. , . enteroagregativni termostabilni . ox
enterotoxigenni E. coli . (v rozvojovém svéte)

enterotoxin
EAEC . . , o
. agregativni adherence k povrchu prijmova onemocnéni
enteroagregativnl o , , . o ., .
E. coli enterocytl, zkraceni mikroklki (v rozvojovém svete)
EHEC, (STEC?) , adheze ke sttevnimu epitelu, shigatoxin prujem, _hemoraglc.ka kohtlda,
enterohemoragické . hemolyticko-uremicky
. s cytopatogennim efektem

E. coli syndrom
EIEC invaze bakterii do bunék stfevni sliznice, vodnaty prijem stejny jako

prujem zpusobeny Shigella
Spp.

enteroinvazivni E. coli | cytotoxiny a enterotoxiny

UPEC
uropatogenni E. coli

adheze k epitelu mo¢. cest pomoci fimbrii
a adhezint, toxiny a siderofory

infekce mo¢. cest, ojedinéle
zanét ledvin — bakteriémie

DAEC adherence k enterocytiim nebo epitelu prijem a cystitida déti,
difazné adherentni moc. cest, stimulace prodlouzeni pyelonefritida, recidivujici
E. coli mikroklkt infekce mocovych cest

(Votava et al., 2006; Kolafova et al., 2020)

2.5.2 Kultivace a laboratorni diagnostika

Jeji kultivace je nenarocnd a roste na vétsiné kultivacnich ptd pii 37°C (teplotni
rozmezi 7-46°C) do druhého dne. Pfi idealnich podminkach dosahuje jeji generacni
doba 20 minut (Votava et al., 2006). Jelikoz se jedna o fakultativné anaerobni bakterii,
je schopna rustu jak za pfitomnosti, tak 1 nepfitomnosti kysliku, ale uceln¢ se kultivuje
za aerobnich podminek (Julak, 2012; Kolatrova et al., 2020).

K diagnostice se vyuziva nejcastéji kultivace na selektivné-diagnostickych pidach,
jako je Enduv a McConkeyho agar, kde vytvaii laktoza-pozitivni kolonie (\Votava,
2010). Na Endov¢ agaru ma purpurové zbarvené kolonie a jejich okoli (Votava et al.,
2006). Existuji i jina chromogenni média, véetné médii s obsahem antibiotik pro detekci
kmeni se specifickymi mechanismy rezistence. K identifikaci se pouzivaji také
biochemické testy, MALDI-TOF MS, dale PCR (odliSeni jednotlivych patotypli) a
aglutina¢ni metody (Kolarova et al., 2020).
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2.5.2.1 Biochemické vlastnosti

Jak jiz bylo zminéno, pro laboratorni diagnostiku jsou kromé¢ kultivace také zdsadni
biochemické testy vyuzivajici enzymatické aktivity E. coli (Horacek, 2000). Je to
biochemicky prumérné aktivni enterobakterie (Votava et al., 2006).

E. coli je katalaza pozitivni, oxidaza negativni, $tépi glukdzu a laktdézu za tvorby
plynu, tvoii indol a nestépi mocovinu (Votava et al., 2006). Krom¢ kmenu STEC $tépi
také sorbitol. Za normdlnich podminek netvofi H2S ani neStépi uredzu, ale vzacné

Vv piipadé piijeti plasmidt, miZe tuto schopnost ziskat (Schindler, 2014).
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3 Cil prace a hypotézy
Cile prace:

1. Zjistit, jaky vliv ma manipulace a zpracovani medu na jeho antimikrobidlni

aktivitu u bakterie E. coli.

2. Stanovit Minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) a Minimalni baktericidni

koncentraci (MBC) u vybranych medu v zavislosti na typu manipulace s nimi.

Hypotézy:

1. Manipulace a zpracovani medu ovliviiuje antimikrobidlni aktivitu vici

gram-negativni bakterii E. coli.
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4 Metodika

4.1 Laboratorni analyza

Prakticka ¢ast byla provadéna v laboratoii Zemédélské a technologické fakulty a
v laboratofi Zdravotng socialni fakulty Jihogeské univerzity v Ceskych Budgjovicich.

Stanoveni vlhkosti a mérné elektrické vodivosti medu bylo provedeno dle
metodiky Mezinarodni komise pro med (International Honey Commision, IHC) z roku
2009.

Jako hlavni ukazatele antimikrobialni aktivity medt byly testovany: Minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) a Minimalni baktericidni koncentrace (MBC). Pro
stanoveni MIC byla pouzita metoda Broth microdilution assay se spektrofotometrickym
vyhodnocenim dle Patton et al. (2006) s mensimi modifikacemi. Bakterialni kultura
byla piipravena dle Zainol et al. (2013). Piiprava vzorkd medu byla provedena podle
Sherlock et al. (2010). Stanoveni MBC bylo provedeno podle Szweda (2017) pomoci
pietazeni a kultivace bakterie E. coli na agarovém médiu. VSechny vzorky byly

testovany a vyhodnoceny v tripletech.

4.2 Material

Celkem bylo testovano 6 ruznych meda od ¢eskych vcelati, a to v nativni formé,
po 12 hodinach vysousSeni, po zahtivani ve vodni lazni pii 50 °C a v mikrovlnné troubé.
Jednotliva véelstva byla na tizemi Ceské republiky, chovana v souladu se
standardni zootechnickou praxi a med byl ziskdn stiCenim odstfedivou silou v
nerezovém medometu. VysouSeni medii probihalo v profesiondlnich nerezovych

suSickach medu s temperaci a odvétravanim.

Seznam testovanych medu a pouzité zkratky v praci
1-6 = oznaceni 6 vzorku kvétovych meda
S = stoceny med
V = vysuseny med (12 hod)
Z = med zahtaty ve vodni lazni pii 50 °C do ztekuceni

M = med zahtaty v mikrovlnné troub¢ do ztekuceni
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Ptehled vSech 6 medil ve 4 upravach:

vzorek €.
vzorek €.
vzorek €.
vzorek €.
vzorek €.

vzorek €.

1. 1S, 1V, 17, 1M,
2 25, 2V, 2z, 2M,
335, 3V, 3z, 3m,
4. 4, 4v, 4z, 4M,
5. BS, 5V, 4 5M,
6: 68, 6V, 6, 6M.

4.3  Instrumentdlni metody

4.3.1 Stanoveni vlhkosti refraktometricky

PRINCIP

Metoda ke stanoveni obsahu vody v medech je zaméfena na principu méfeni

indexu lomu pomoci Abbeova refraktometru. Index lomu se zvySuje s obsahem susiny

Vv medu.

Nameétfené hodnoty se pak odecitaji z tabulky standardl, kterd je sestavena

z grafu logaritmu indexu lomu, od kterého byla ode¢tena hodnota odpovidajici obsahu

vody. Byly testovany pouze medy stoc¢ené (S) a medy vysusené 12 hodin (V).

VYBAVEN{

¢ S

klenéné vzorkovnice s uzavérem

* vodni lazen (50 °C)
» refraktometr

¢ destilovana voda

¢ S

klenéna ty¢inka

* buni¢ina

POSTUP

Ptiprava vzorku a rozpous$téni:

1.

Vzorky medid byly homogenizovany dikladnym promichanim (alesponn 3
minuty).

Poté byly vlozeny do sklenénych vzorkovnic s tésnym uzdvérem, uzavieny a
vlozeny do vodni lazné¢ predehiaté na 50 °C dokud se nerozpustily vSechny
cukerné krystaly. Po vychladnuti na pokojovou teplotu byly vzorky znovu

promichany.
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Stanoveni:

1.

Pred stanovenim byla zméfena teplota okolni mistnosti, jelikoz je hodnota
indexu lomu zavisla i na teploté.

Po homogenizaci bylo malé mnozstvi medu sklenénou ty¢inkou naneseno na
Cisty a suchy hranol refraktometru.

Po 2 minutdch byl odeéten a zaznamendn index lomu. Kazdy vzorek byl
zméfen ve trech opakovanich, ze kterych byl néasledné vypocitan aritmeticky
pramér.

Mezi jednotlivymi vzorky bylo policko refraktometru ocisténo pomoci
destilované vody a buni¢iny a otfeno do sucha.

V piipadé, Ze se teplota odchylovala od 20 °C, byla hodnota indexu lomu
pfepocitana podle vztahu (viz nize). Index lomu po provedené korekci teploty
byl zaokrouhlen a nasledné ptifazen k nejblizsi hodnoté indexu lomu z tabulky
(tab. 4).

Ke kazdé hodnoté byla dohledana hodnota obsahu vody v g/100 ml. K obsahu
vody bylo dopoéteno primérné mnozstvi susiny ve vzorcich podle:

obsah susiny = 100 — obsah vody [g/100 g].

Korekce indexu lomu na teplotu okolni mistnosti:

Teploty nad 20 °C: k indexu lomu bylo pfipocteno 0.00023 na 1 °C.

Teploty pod 20 °C: od indexu lomu bylo ode¢teno 0.00023 na 1 °C.
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Tabulka ¢. 4: Vztah mezi obsahem vody v medu a indexem lomu

Obsah vody | Index lomu | Obsahvody | Index lomu

0/100 g 20 °C g/100 g 20 °C
13,0 1,5044 19,2 1,4885
13,2 1,5038 19,4 1,4880
13,4 1,5033 19,6 1,4875
13,6 1,5028 19,8 1,4870
13,8 1,5023 20,0 1,4865
14,0 1,5018 20,2 1,4860
14,2 1,5012 20,4 1,4855
14,4 1,5007 20,6 1,4850
14,6 1,5002 20,8 1,4845
14,8 1,4997 21,0 1,4840
15,0 1,4992 21,2 1,4835
15,2 1,4987 214 1,4830
15,4 1,4982 21,6 1,4825
15,6 1,4976 21,8 1,4820
15,8 1,4971 22,0 1,4815
16,0 1,4966 22,2 1,4810
16,2 1,4961 22,4 1,4805
16,4 1,4956 22,6 1,4800
16,6 1,4951 22,8 1,4795
16,8 1,4946 23,0 1,4790
17,0 1,4940 23,2 1,4785
17,2 1,4935 23,4 1,4780
174 1,4930 23,6 1,4775
17,6 1,4925 23,8 1,4770
17,8 1,4920 24,0 1,4765
18,0 1,4915 24,2 1,4760
18,2 1,4910 24,4 1,4755
18,4 1,4905 24,6 1,4750
18,6 1,4900 24,8 1,4745
18,8 1,4895 25,0 1,4740
19,0 1,4890

(IHC, 2009)

30



4.3.2 Stanoveni mérné vodivosti konduktometricky

PRINCIP

M¢érna vodivost medu je definovana jako vodivost roztoku s 20 % obsahem susiny
medu ve vodé pii teploté 20 °C. Vysledek je vyjadfen v miliSiemens na centimetr
(mS.cm™). Mé&fi se pomoci elektrovodivého &lanku. Stanoveni je zaloZzeno na méfeni
elektrického odporu, jehoz elektrickd vodivost je reciprocni. Metoda je platnd pro
stanoveni elektrické vodivosti medu v rozsahu 0,1-3 mS.cm™. Byly testovany pouze

medy stoc¢ené (S) a medy vysuSené 12 hodin (V).

VYBAVEN({
* destilovana voda
» konduktometr s platinovou dvojitou elektrodou (s dolnim rozsah 10-7 S)
* teplomér
* odmérné barnky na 50 ml
* vysoké kéadinky
» sklenéna ty¢inka

+ analytické vahy

POSTUP

Piiprava roztoku vzorkt medu:

1. Do kéadinek na 50 ml bylo navdZeno mnoZstvi medu, které odpovida 20,0 g
bezvodého medu (neboli 20 % susiny medu), vypocitaného podle vypocti (viz
nize) z hodnot ziskanych pfi refraktometrickém stanoveni vlhkosti. Med byl
rozpuStén V malém mnozstvi destilované vody a nasledné kvantitativné
pteveden do odmérné banky na 50 ml a doplnén po rysku destilovanou vodou.

Stanoveni:

1. Rozpusténé vzorky byly zpét pielity do vysokych 50 ml kadinek a dobie
promichany.

2. M¢ma cela konduktometru byla ponofena do kadinek se vzorky a hodnota
mérné vodivosti byla zaznamenana poté, co se ustalila jeji hodnota na displeji.
Konduktometr zaroven zaznamendaval hodnotu teploty, pro pozd¢jsi korekci
vychylek od 20 °C. Mezi jednotlivymi vzorky byly elektrody vzdy oplachnuty

destilovanou vodou a osuseny bunicinou.
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Vypodet navazky pro piipravu roztoku medu s 20 % obsahem susiny:

ptiklad vypoctu pro med s obsahem 20 % vody:
obsah susiny = 100 - 20
obsah susiny =80 g

100gmedu ......c.oveveninnnnn 80 g susiny
X gmedu...oooueerieiianinnnnn, 20 g susiny
X =25 ¢ (pro 100 ml)

na 50 ml:

250/2=125¢

Korekce mérné vodivosti dle teploty vzorku:
Teploty nad 20 °C: bylo odeéteno 3,2 % hodnoty na 1 °C.
Teploty pod 20 °C: bylo pficteno 3,2 % hodnoty na 1 °C.
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4.3.3 Stanoveni antimikrobidalni aktivity medii spektrofotometricky

PRINCIP

U vSech vzorkii medu bylo provedeno stanoveni 2 ukazatelii antimikrobialni
aktivity: Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a Minimalni baktericidni koncentrace
(MBC). MIC udava nejmensi koncentraci antimikrobialni latky (medu), ktera inhibuje
viditelny rust mikroorganismu (E. coli). MBC je nejmensi koncentrace antimikrobialni

latky, ktera je potfebna k usmrceni alesponi 99,9 % mikroorganismu.

VYBAVENI
* Mueller-Hinton broth (MHB)
* Mueller-Hinton agar (MHA)
» Escherichia coli CCM 4517
» Petriho misky
* destilovana sterilni voda
* analytické véhy
* plastové bakteriologické klicky
* zkumavky na 20 ml (na inokulum)
* vortex
* vodni lazen
* mikrovinna trouba
* denzitometr
* mikrotitra¢ni desticka (96 jamkova s plochym dnem)
* mikrozkumavky Eppendorf 2,0 ml
* automaticka pipeta
* multichannel pipeta
* uzaviratelné plastové sacky
* laminarni flow-box

» spektrofotometr

POSTUP

Piiprava média:

Pro testovani citlivosti bakterie E. coli k medu, jakozto antimikrobialni latce, byla

pfipravena tekuta kultivac¢ni pida Mueller Hinton Broth pro pouziti v mikrotitracnich
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destickach pii stanoveni MIC. A pevna kultiva¢ni pida Mueller Hinton Agar v Petriho
miskach pro kultivaci bakterialnich kolonii a stanoveni MBC.
a) Mueller Hinton Broth (MHB)

Na piipravu 1 1 tekutého media Mueller Hinton Broth od firmy Condalab je potieba
navazit 21 g dehydratovaného prasku MHB. V naSem pfipadé bylo mnozstvi
ptrepocitano pro 200 ml sklenéné uzaviratelné nadoby. Bylo tedy navazeno 4,2 g MHB
prasku a dobfe rozmichdno ve 200 ml destilované vody. Nasledné byla smés varena
1 minutu do Gplného rozpusténi a poté sterilizovana v autoklavu pii 121 °C po dobu 15
minut.

b) Mueller Hinton Agar (MHA)

Na piipravu 1 1 média Mueller Hinton Agar od stejné firmy je potieba navazit 38 ¢
dehydratovaného prasku MHA. I v tomto piipadé bylo mnozstvi piepocitano na 200 ml
sklenéné uzaviratelné¢ nddoby a zvoleno mnozstvi nadob podle konkrétni potieby pid.
Na 200 ml média bylo navéazeno 7,6 g MHA a rozmichano ve 200 ml destilované vody.
Bylo vafeno 1 minutu do Uplného rozpuSténi. Pfed vychladnutim bylo médium
naddvkovéano do sterilnich Petriho misek tak, aby hloubka hladiny byla 4+0,5 mm.
Takto pfipravené misky byly sterilizovany v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

Piiprava bakterialni kultury:

Na piipravu bakterialni kultury byla pouzita bakterie E. coli CCM 4517 ziskana
z Ceské sbirky mikroorganismii (CCM) na Piirodovédecké fakulté Masarykovy
univerzity v Brng.

1. Bakterialni kultura E. coli byla 24 hodin pfed pokusem naockovana na pevné
medium MHA v Petriho miskach. Nasledné¢ byly misky vlozeny do
uzaviratelnych sackt a 24 hodin inkubovany pti 37 °C v termostatu.

2. Po této dobé byla sterilni bakteriologickou klickou odebrana ¢ast bakterialni
kultury do sklenéné zkumavky se sterilni destilovanou vodou. Obsah zkumavky
byl zvortexovan a zméfen na denzitometru.

3. V pfipadé potieby byla pfidanim vody ¢i bakterii upravena hodnota denzity na
0,5 McF (104 CFU).

Pfiprava nativnich vzork® medu:

1. Na pripravu 50 % roztoku medt byl navazen 1 g medu do plastovych 2 ml

Eppendorfovych zkumavek.
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2.

Naslednym doplnénim zkumavek po rysku 2 ml médiem MHB bylo dosazeno
poméru 1:1 (w/v). Pfed plnénim desti¢ek byl obsah zkumavek dobfe promichan

pomoci Vortexu.

Priprava zahiatvch vzork medu:

a) ve vodni lazni

1.

Navazeny 1 g medu v Eppedorfovych zkumavkach byl bez ptidaného média
zahiivan pii 50 °C ve vodni lazni do tplného ztekuceni (pfiblizné¢ 1 hodinu).
Po vychladnuti na pokojovou teplotu byly 2 ml Eppendorfovy zkumavky

doplnény po rysku 2 ml médiem MHB jako pfi ptipravé vzorkl nativnich.

b) v mikrovinné troubé

1.

Medy navazené do 2 ml Eppendorfovych zkumavek byly narovnané do
plastového stojanku. Zahtivaly se s nezavienym vickem zkumavek
V mikrovlnné troubé na 250 W do ztekuceni. Podle konzistence medu to trvalo
ptiblizné 60-120 s.

Po vychladnuti byly doplnény médiem po rysku 2 ml jako piedchozi vzorky.

Spektrofotometrické stanoveni MIC:

1.

Stanoveni bylo provedeno v 96 jamkovych mikrotitracnich destickach
s plochym dnem (tab. 5).

Do prvni fady mikrotitracni desticky bylo napipetovano 200 ul ptipravenych
50 % vzorkidl medi, vzdy ve 3 opakovanich, na jednu desticku se tak vesly 4
vzorky medu. Do vsech zbylych jamek bylo napipetovano 100 ul MHB média.
Nekolikanasobnym promisenim pipetou a prenesenim poloviny 50 % medu
z prvni fady multichannel pipetou do nasledujici fady, doslo k nafedéni na
25 % koncentraci (w/w).

Takto se pokracovalo az k 6. fad¢ (fada F) a kazda nasledujici fada méla o
polovinu mensi koncentraci (50%, 25%, 12,5%, 6,25 % 3,125%, 1,563%).
Posledni 2 fady neobsahovaly nafedény med.

Do vSech jamek kromé posledni fady (H) bylo pfidano 10 pl bakteridlniho
inokula automatickou pipetou.

Predposledni (G) fada byla zalozena jako pozitivni kontrola obsahujici médium

a bakterie a posledni fada (H) je negativni kontrola obsahujici pouze médium.
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7. Desticky byly spektrofotometricky vyhodnoceny pii vinové délce 620 nm ihned

po inokulaci bakteriemi a poté inkubovany v temnu pii 37 °C po dobu

24 hodin. Po 24 hodinach byla opét zméfena opticka denzita (OD) a MIC

vypocitana podle vzorce:

OD = OD jamky po inkubaci — OD jamky pied inkubaci

Tabulka €. 5: Rozvrzeni 96 jamkové mikrotitracni desticky

koncentrace medu
(%)

vzorek 1

vzorek 2

vzorek 3

vzorek 4

50

25

12,5

6,25

3,125

1,563

C+

C-

IT|OMMOO|m| >

Schématicky by se plnéni mikrotitra¢ni desticky dalo vyjadfit takto:

fada A: 50 % vzorek medu (200 pl) + inokulum (10 pl)

fady B — F: médium (100 pl) + fedéni medu (100 pl odebranych z ptedchozi fady)

+ inokulum (10 pl)

fada G: médium (100 pl) + inokulum (10 pl)
fada H: médium (100 pl)

Obrazek ¢. 1: Mikrotitraéni desticka
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Stanoveni MBC:

1. Na piipravené Petriho misky s médiem MHA byly zespodu nakresleny 2 ¢ary
lihovym fixem, kterymi byly rozdéleny na ctvrtiny (na kazdé ctvrtiné jeden
vzorek) a byly naznaCeny tecky, kam byly pozdéji aplikovany vzorky z
inkubovanych a zméfenych mikrotitracnich desticek.

2. Zjamek, které nevykazovaly bakterialni rust se inokulac¢ni klickou odebral
vzorek odpovidajici asi 1-2 pl, ktery byl aplikovan na MHA. Kazdy vzorek byl
opét proveden ve tfech opakovanich a bylo zachovdno pofadi na desticce.
Petriho misky byly inkubovany 24 hodin pti 37 °C.

3. Po inkubaci se odecitala hodnota MBC, kterou predstavuji zony koncentraci
bez bakterialniho rtstu. Na obrazku je znazornéno rozloZzeni Petriho misky pro

stanoveni MBC a bakterialni rast u prvniho vzorku (obr. 2).

z6ny bakteridlniho ristu

Obrazek ¢. 2: Schéma Petriho misky - stanoveni MBC
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5 Vysledky

5.1 Vlhkost refraktometricky

Vlhkost vybranych vzorkti stoc¢enych meda (S) se pohybovala v rozmezi 18,6-
22,1 %, prumérné byla vlhkost téchto meda 20,6 %. Vlhkost medi vysusenych (V) se
pohybovala v rozmezi 16,8-20,7 % a primérna hodnota byla 19,0 %. Z téchto hodnot je
patrny pokles obsahu vody medi po 12 hodinovém vysouseni o priamémné 1,7 %.
V grafu jsou vyznaCeny jednotlivé hodnoty vlhkosti vSech 6 vzorkli sto¢enych a

vysusenych medu (obr. 3).

Porovnani vlhkosti meda stocenych a vysuSenych

25,0%

22,1% 22,0%
20,7% 20,9% 21,0% 20.1%
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,070
15,0%
10,0%
5,0%
0,0%
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B medy stocené (S) medy vysusené (V)

Obrazek ¢. 3: Graf - Porovnani vlhkosti medi sto¢enych a vysusenych

5.2  Mérna vodivost konduktometricky

M¢érma vodivost vzorki stocenych medi (S) se pohybovala vrozmezi 18,1-
48,7 mS/m, primérné byla 27,90 mS/m. Mérna vodivost vysuSenych meda (V) se
pohybovala v rozmezi 18,2-49,0 mS/m a primérné ¢inila 30,05 mS/m. Z téchto hodnot
je ztejmy vliv vysouSeni na zvySeni mérné vodivosti v diisledku nizSiho obsahu vody a
tim vétsi koncentrace pevnych vodivych ¢astic. Primérné se mérna vodivost zvysila o
2,05 mS/m. Také muZzeme pozorovat, ze se hodnoty mérné vodivosti vSech vzorki

pohybovaly pod 80 mS/m, coz je hodnota dana vyhlaSkou ¢. 76/2003 Sb., rozdélujici
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medy kvétové a medovicové. Potvrdilo nam to tedy, Ze se u vSech testovanych vzorki
opravdu jedna o medy kvétové. V grafu jsou znazornény jednotlivé hodnoty mérné

vodivosti vSech vzorka sto¢enych a vysusenych medu (Obr. 4).

Porovnani mérn¢ vodivosti medi sto¢enych a vysuSenych
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Obrazek €. 4: Graf — Porovnani mérné vodivosti medi sto¢enych a vysusenych

5.3  Antimikrobialni aktivita

Antimikrobialni aktivita medu vuaci bakterii E. coli, konkrétné antimikrobialni
ukazatele MIC a MBC byly narozdil od méteni vlhkosti a mérné vodivosti, méteny 1 u
medi po zahtati ve vodni 1azni pii 50 °C (Z) a u medt zahtatych v mikrovinné troubé
(M). Ziskali jsme tak hodnoty MIC a MBC 6 vzorkd medl ve 4 riznych tpravach.
Jednotlivé hodnoty jsou zndzornény v grafu (obr. 5). U tiech vzorkli medu (1V, 1Z a
4M) vysla hodnota MBC >50 %, coz znamena, Ze se piesnd hodnota MBC pohybuje
nekde mezi 50-100 %, jelikoz nejvyS$i moznd testovana hodnota byla 50 % a byla
pfipravena fedénim medu 1:1 s médiem. Na druhou stranu Zadny z testovanych vzorki
nevykézal niz§i MIC a MBC nez 12,5 %.

Nejlépe lze vliv zpracovani a zahfivani medl pozorovat v grafu sestaveném
z primérnych hodnot MIC a MBC jednotlivych skupin medi (obr. 6). Je tam patrné, ze
nejvetsi antimikrobialni aktivita je u medd sto¢enych, nasledné medu vysusenych, pak
zahtatych ve vodni 14zni a nejmensi antimikrobidlni aktivitu vykazuji medy po zahtati
V mikrovinné troubg.
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5.4  Vysledky a vliv zpracovani u jednotlivych vzorkii

Vzorek ¢.1 mél ze vSech testovanych vzorkil nejniz§i obsah vody (ve stocené
mérné vodivosti (ve sto¢ené formé¢ 18,1 mS/m a ve vysusené formé 18,2 mS/m).
Antimikrobidlni aktivita tohoto vzorku patfila vzhledem k ostatnim testovanym
vzorkiim K t€ém niz8§im, hodnota MIC se ani v nativnim sto¢eném stavu nedostala pod
25 % a hodnoty MBC byly dokonce po vysuseni i zahtati ve vodni lazni >50 %.

Vzorek €. 2 mél nejvyssi obsah vody ze vsech vzorki a to 22,1 % ve stocené formé
a po vysuseni se snizil na 20,7 %. Mérna vodivost byla pied vysusenim 23,0 mS/m a po
vysuseni 24,8 mS/m. Antimikrobialni aktivita i tohoto medu nepatfila mezi ty nejlepsi.
MIC a MBC 25 % vykazoval jen v nativnim stoceném stavu a ve vSech dalSich
upravach mél MIC 1 MBC vzdy 50 %.

Vzorek ¢. 3 mél obsah vody 22,0 % ve stocen¢ a 19,0 % ve vysuSené form¢. Mérna
vodivost byla 18,5 mS/m a po vysuseni 21,5 mS/m. Tento med vzhledem k ostatnim
vzorkim také vykazoval niz$i antimikrobidlni aktivitu, MIC v nativni formé 25 % a
MBC dokonce 50 %. Po dalsich zpracovanich byly obé hodnoty ptevazné 50 %.

Vzorek ¢.4 mél obsah vody 19,0 % a po vysuSeni 18,0 %. Mérna vodivost
26,2 mS/m se po vysuseni zvysila na 33,0 mS/m. Tento vzorek vykazoval ve sto¢eném
stavu pomérné velkou antimikrobidlni aktivitu, ale po vysuSeni a zahtati ve vodni lazni
mél hodnotu MIC a MBC 50 % a po zahtati v mikrovinné troubé byla hodnota MBC
dokonce >50 %.

Vzorek ¢.5 mél obsah vody 20,9 %, po vysuseni 19,4 %. Meérna vodivost
32,9 mS/m se po vysuseni zvysila na 33,8 mS/m. Tento vzorek vykazoval nejlepsi
antimikrobidlni aktivitu i1 po vSech zpracovanich. Hodnotu MIC 1 MBC 12,5 % si udrZzel
1 po vysuSeni a zahfati ve vodni lazni. Jen po zpracovani v mikrovlnné troubé
vystoupala hodnota MIC na 25 % a MBC na 50 %.

Vzorek €. 6 s vlhkosti 21,0 % pted vysusenim a 20,1 % po vysuSeni mél nejvyssi
mérnou vodivost. Konkrétné 48,7 mS/m a 49,0 mS/m po vysuSeni. Tento vzorek
vykazoval hned po vzorku €. 5 nejvyssi antimikrobialni aktivitu. Hodnoty MIC a MBC
se pohybovaly ve vSech Upravach kromé zahtati v mikrovinné troubé€ 12,5 % nebo 25 %

a po zpracovani v mikrovinné troubé bylo MIC 25 % a MBC 50 %.
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5.5 Zavislost vihkosti a mérné vodivosti na antimikrobidalni aktivitu

V tabulce (tab. 6) je porovnano jakou zavislost ma vlhkost medu na jeho
antimikrobidlni aktivitu. Je uveden obsah vody, MIC a MBC u vzorkl sto¢enych a
hodnot antimikrobialni aktivity stejné tak jako vzorky €. 2 a 3, které maji naopak jedny
Z nejvyssich obsahti vody. A ani ostatni vzorky neprokazaly zadnou souvislost mezi

obsahem vody a néslednou antimikrobialni aktivitou.

Tabulka ¢. 6: Zavislost vlhkosti na antimikrobialni aktivitu

vzorek obsah vody [%] MIC [%] MBC [%]
stoené | vysuSené | stoené | vysuSené | stofené | vysuSené
1 18,6 16,8 25 25 50 >50
2 22,1 20,7 25 50 25 50
3 22,0 19,0 25 25 50 50
4 19,0 18,0 12,5 25 25 50
5 20,9 19,4 12,5 12,5 12,5 12,5
6 21,0 20,1 12,5 12,5 12,5 25

V tabulce (tab. 7) je uvedena zavislost mezi mérnou vodivosti (konduktivitou) a
antimikrobialni aktivitou. Opét jsou uvedeny parametry MIC, MBC a konduktivita
stocenych a vysusenych vzorkti medt. Vzorky ¢. 5 a 6 jsou vzorky s nejvétsi mérnou
vodivosti a zaroven vykazuji nejvyssi antimikrobidlni aktivitu. Naopak vzorek ¢.1

S nejnizsi mérnou vodivosti vykazuje jednu z nejniZ§ich antimikrobidlnich aktivit.

Tabulka €. 7: Zavislost konduktivity na antimikrobidlni aktivitu

vzorek konduktivita [mS/m] MIC [%] MBC [%0]
stoené | vysuSené | stoené | vysuSené | stofené | vysuSené
1 18,1 18,2 25 25 50 >50
2 23,0 24,8 25 50 25 50
3 18,5 21,5 25 25 50 50
4 26,2 33,0 12,5 25 25 50
5 32,9 33,8 12,5 12,5 12,5 12,5
6 48,7 49,0 12,5 12,5 12,5 25
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6 Diskuze

Vlhkost vzorkti byla stanovena metodikou vydanou IHC (2009) s mensimi
upravami. Vlhkost medu je kritériem kvality, které urcuje schopnost medu zdstat
stabilni a odolavat kvasSeni, ¢im vyssi vlhkost, tim vyssi pravdépodobnost, ze med pii
skladovani kvasi, proto je zadouci, aby mél med urceny k dlouhodobému skladovani co
nejmensi obsah vody. Vlhkost 4 ze 6 vzorki stoCenych medd a 2 vzorkd medi
vysuSenych byla vétsi nez 20 %, coz je v Cesku maximalni povolena hodnota pro
medovicové a kvétové medy dand vyhlaskou ¢. 76/2003 Sb., kterou se stanovuji
pozadavky pro pfirodni sladidla, med, cukrovinky, kakaovy prasek a smési kakaa s
cukrem, ¢okoladu a ¢okoladové bonbony. A na oznadeni ,,Cesky med“ by musel byt
obsah vody podle normy jakosti ¢. CSV 1/1999 vydané Ceskym svazem véelatt
dokonce maximalné 18 %. 3 vzorky testovanych medid mély obsah vody dokonce
> 21 %, coz je hranice pro kvaSeni medu a tyto medy by byly pii delSim skladovani
velmi nachylné ke zkvaseni. Vysledky ukazaly, ze po 12 hodinovém vysouseni klesl
obsah vody u medi primémeé o 1,7 %, ale u vySe zminénych 2 vzorki to ani tak nebylo
dostate¢né, aby se dostaly pod 20 % a byly tak vhodné k dlouhodobému skladovani.

Meérna vodivost byla stanovena podle metodiky IHC (2009) s men$imi upravami.
Misto ptipravy vzorku medu s 20 % obsahem suSiny do 100 ml odmérnych banék bylo
mnozstvi pfepocitdno a navaZeno pro 50 ml odmérné banky. Byla zvolena metoda
korekce mérné vodivosti na konkrétni namétenou teplotu, misto métfeni ve vodni 14zni
vytemperované¢ na 20 °C. VSechny testované vzorky medu mély hodnotu mérné
vodivosti niz$i nez 80 mS/m, coz je pfesna hodnota dand vyhlaskou €. 76/2003 Sb.,
ktera rozd¢luje medy kvétové a medovicové. Laboratorné ndm to potvrdilo tedy, Ze se
opravdu jedna o medy kvétové. U vSech vzorkl byl patrny mirny narist hodnoty mérné
vodivosti u vzorkl vysusenych medu.

Z mych vysledkt vyplyva, ze obsah vody mezi riznymi vzorky medd nekoreluje
s mérnou vodivosti, ale Ze je mérna vodivost zplsobena slozenim jednotlivych med,
konkrétné obsahem jejich mineralnich latek a organickych Kkyselin, které maji ve
vodném roztoku schopnost disociovat na ionty nebo vést elektrickou energii (Zivkov
Balos et al., 2018). Obsah vody hral roli pouze u totoznych vzorkti po vysusSeni, ¢imz se
snizil obsah vody a pevné vodivé castice byly tak o trochu vice koncentrované. Dva

vzorky s nejvétsi mérnou vodivosti (vzorek €. 5 a 6) byly zaroven i vzorky s nejvyssi
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Vorlova et al. (2005), ve které bylo zjisténo, Ze ¢im vyssi je vodivost medu, tim vyssi je
antimikrobialni aktivita. Potvrzuje to také, ze Ceské medy disponuji peroxidazovou
antimikrobidlni aktivitou.

Vysledky studii potvrdily antibakterialni G¢inky medu proti Sirokému spektru
aerobnich, anaerobnich, gram-pozitivnich i1 gram-negativnich bakterii. K testovani
antimikrobialni aktivity medd je mozno podle Balouiri et al., (2016) pouzit mnoho
metod, napiiklad difuzni diskové metody na agaru, Antimicrobial gradient method
(Etest), jiné difuzni metody (Agar well diffusion method, Agar plug diffusion
method,...) a rizné fedici metody jako Broth dilution method, Agar dilution method a
dalsi. V naSem ptipadé byla pro testovani antimikrobialniho potencialu medu vyuzita
metoda sériového fedéni, jelikoz tato metoda umoznuje kvantitativni stanoveni jak
bakteriostatickych, tak  baktericidnich 0¢inkdi  testovanych  vzorkd  medu.
Bakteriostatickd aktivita je charakterizovana parametrem MIC, zatimco baktericidni
aktivita je charakterizovana parametrem MBC. Pro stanoveni MIC byla pouzita
konkrétn¢ metoda Broth microdilution assay v 96 jamkovych mikrotitraénich desti¢kach
s plochym dnem a vyhodnocenim spektrofotometricky dle Patton et al. (2006)
s men§imi modifikacemi. Vyhodou mikro fedéni bujonu je jeho vysoka presnost,
komeréni dostupnost desti¢ek, snadné testovani a skladovani desti¢ek a moZznost ¢teni
vysledki pftistrojoveé. Bakteridlni kultura pro inokulaci desti¢ek byla ptfipravena dle
Zainol et al. (2013). Priprava vzorki medu byla provedena podle Sherlock et al. (2010).
Sherlock et al. (2010) ve své praci pouziva 12 sériové fedéni 1:1 od koncentrace 50 %
az do koncentrace = 0,02 %. My jsme vyuzili 6 sériové fedéni s nejmensi koncentraci
1,563 %, coz bylo Vv nasem piipad¢ dostacujici, jelikoz zadny ze vzorkli nevykazoval
antimikrobialni aktivitu v niz§i koncentraci nez 12,5 %. Stanoveni MBC bylo
provedeno podle Szweda (2017) pomoci pietazeni a kultivace bakterie E. coli na
agarovém médiu.
jako je nizky obsah vody, vysoky obsah cukrti, nizké pH — vysoky obsah organickych
kyselin, v¢eli peptidy, methylglyoxal, ale v ¢eskych medech pievazné H20 tvofeny
enzymem glukézooxidaza. Studie ukazuji, ze tepelné zpracovani medu ma Skodlivé

ucinky na antimikrobidlni aktivitu.
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V mé praci byl testovan vliv vysouSeni po dobu 12 hodin, zahtivani ve vodni lazni
pti 50 °C do ztekuceni (pfiblizn€ 1 hod), zahfivani v mikrovinné troubé na 250 W do
ztekuceni a porovnani téchto hodnot s pivodnim medem stoCenym. Antimikrobidlni
aktivita byla testovana u bakterie E. coli, jakozto modelového organismu pro gram-
negativni bakterie. M4 prace tedy nepopisuje antimikrobidlni u¢inky medu viici gram-
antimikrobialni peptidy, jako je defensin-1 (Kwakman a Zaat, 2012).

M¢ vysledky ukazaly, ze nejvysSsi antimikrobidlni aktivitu mély medy v nativni
sto¢ené formé, kde se hodnota MIC pohybovala mezi 12,5 az 25 %, hodnota MBC se
pohybovala od 12,5-50 %. Po 12 hodinovém vysuseni vykazovaly vSechny medy o néco
vy$$i hodnoty MIC 1 MBC. Konkrétné se hodnota MIC vysousenim zvysila primérné o
10,42 % a hodnota MBC o prumémé 18,75 %.

DalSi vyznamny nartst pramérné koncentrace MIC a MBC vykazovaly medy
zahtaté ve vodni lazni na 50 °C, které byly zahtivany 1 hodinu. Antimikrobialni aktivita
se snizila jak v porovnani s medy stoCenymi, tak 1 vysuSenymi. Oproti nativnim
vzorkim se hodnota MIC primérné zvysila o 20,83 % a hodnota MBC primérné o
18,75 %, coz je totozné zvySeni MBC jako u vysuSenych vzorkli medid. Podobné
vysledky uvadi ve své praci napt. Stojkovi¢ et al. (2021), kteti uvedli, ze tepelné
zpracovani medu pii 30, 45 a 60 °C po dobu 1, 5 a 10 minut snizilo antibakterialni
aktivitu medu mimo jinych bakterii i vi¢i bakterii E. coli, o ¢emz svéd¢i zvysené
hodnoty MIC a MBC. Ovsem testovaly medy medovicové, které se od kvétovych meda
li§i riznymi parametry. SniZeni antibakterialni aktivity tepelné zpracovanych kvétovych
medd vici nekolika gram-negativnim kmendm vcetné E. coli potvrdili také Pimentel-
Gonzalez et al. (2017). Testovaly ctyfi druhy medd pochazejicich z raznych
geografickych oblasti statu Hidalgo v Mexiku, které byly tepeln€ zpracovany pii 40, 50,
60, 70 a 80 °C po dobu 45 minut. Pozorovali snizeni antimikrobialni aktivity u vSech
vzorkti meda zahtatych na 60 °C a vySe. Oproti mym vysledkim vSak nepotvrdili
vyznamné sniZeni antimikrobidlni aktivity po zahiivani na 50 °C.

Vzhledem k pomérné podobné zemépisné poloze, by mohly byt mé vysledky dobie
porovnatelné s praci Majkut et al. (2021), ktefi testovali baktericidni ucinky polskych
kvétovych medi pomoci ukazatele MBC proti 6 bakterialnim kmentim vcetné E. coli.
Medy byly podrobeny tepelnému oSetfeni pii 22, 42, 62, 82 a 100 °C po dvé doby
expozice. Jejich vysledky ukazaly vyznamné sniZzeni antimikrobialnich vlastnosti

(MBC) pii 82 °C a 62 °C po 15 a 120 minutach expozice u vétSiny vzorku. Jahan et al.
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(2015) také testovali antimikrobidlni aktivitu kvétovych medl vici gram-negativnim
bakteriim (v¢etné E. coli). Prokazali sniZzeni antimikrobialni aktivity po zahfivani na 50,
70 a 90 °C. Oproti mé praci, ale zahtivali medy po mnohem delsi dobu, konkrétné po 12
V rozporu s mymi vysledky je vSak prace Bucekova et al. (2018a). Jejich vysledky
ukazali, Ze tepelné zkapalnovani pfi teplotach 45, 55 a 65 °C, které se bézné v praxi
vyuziva, neovlivituje celkovou antibakteridlni aktivitu medu. Netestovali vsak ucinky
proti bakterii E. coli, ale proti gram-negativni bakterii Pseudomonas aeruginosa.

Nejvétsi hodnoty MIC a MBC (tedy nejnizsi antimikrobialni aktivitu) vykazovaly
medy po zahtati v mikrovinné troubé na 250 W do ztekuceni. Jednotlivé medy se liSily
svou konzistenci, proto byly zahtivany po odliSnou dobu, aby se zamezilo pfehfivéani a
karamelizaci n¢kterych ze vzorkll. Zahtivany byly v Casovém rozmezi 60-120 s.
Mikrovinné ztekuceni prokazalo zvySeni hodnoty MIC vici nativnim stoéenym
vzorkim o primérné 22,92 %. MBC se zvySilo primémé o 29,16 %. Doslo tedy
ke dvojnasobnému naristu téchto hodnot oproti vzorkim nativnim. Mé vysledky
negativniho vlivu mikrovinného zahfivani na antimikrobialni aktivitu potvrzuje napft.
Bucekova et al. (2018b). Jejich vzorky byly oSetieny v mikrovinné troubé pii 800, 400 a
80 W po dobu 10, 30, 50, 60, 120 a 180 s. Antimikrobialni aktivita byla studovana jako
MIC, ale pouze proti Pseudomonas Aeruginosa a Staphylococcus Aureus. Mikrovinné
zpracovani snizilo antibakteridlni aktivitu medu. Negativni vliv mikrovinného
zpracovani na antimikrobialni aktivitu proti bakterii E. coli potvrzuje také studie Jaradat
et al. (2022).

Obecné jako nejlepsi z hodnocenych vzorka se ukdzal vzorek €. 5, ktery si udrzel
nejvyssi antimikrobidlni aktivitu i po vSech zminénych zpracovanich. Hodnota MIC a
MBC zlstala 12,5% 1 po vysousSeni a zahfivani ve vodni ldzni. Jen po ztekuceni
vV mikrovinné troubé stoupla hodnota MIC na 25 % a MBC na 50 %. Tento vzorek je
sice v nativni formé nevyhovujici vzhledem k vy$§imu obsahu vody nad 20 %, ale ve
vysusené formé¢ s obsahem vody 19,4 % se jedna o med s vysokou antimikrobialni
aktivitou a dobrou stalosti vzhledem ke kvaseni. Jen o néco malo nizsi antimikrobialni
aktivitu mé¢l vzorek €. 6, ktery op€t jako ostatni vzorky potvrdil, ze mikrovinné
zahfivani ma nejvyznamnéjsi negativni dopad na antimikrobidlni aktivitu medd. Naopak

Cvwr

18,6 % a 16,8 % po vysuseni. Nebylo tedy ani prokdzano, ze nizky obsah vody sam o
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sob¢ hraje velkou roli pro antimikrobidlni aktivitu, ale ze zavisi na celkovém slozeni

medu a co nejSetrnéj$im tepelném zpracovani.
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7 Zavér

Byl stanoven obsah vody a mérné vodivosti u 6 vzorkt kvétovych stocenych medua
a téchto medt po vysouseni (12 hod). Ukazalo se, Zze 12 hodinové vysouseni meda
sniZzilo obsah vody o primérné 1,7 %. Naopak vysuSené vzorky medd vykazovaly
zvySeni hodnoty mérné vodivosti, a to o prumérné 2,05 mS/m. Dale se ukazalo, Ze
vlhkost 4 ze 6 vzorkl stoCenych medd a 2 vzorkti meda vysuSenych piesahla hodnotu
20 %, kterd je déna vyhlaskou ¢. 76/2003 Sb. a nejsou tak urceny k dlouhodobému
skladovéani. VSechny testované vzorky medu mély hodnotu mérné vodivosti nizs§i nez
80 mS/m, coz je podle vyhlasky ¢. 76/2003 Sb. hodnota, kterd rozd¢luje medy kvétové a
medovicové. Laboratorné jsme tedy potvrdili, Ze se jednd opravdu o medy kvétové.

Cilem mé bakalaiské prace bylo zjistit, jaky vliv ma manipulace a zpracovani medu
na jeho antimikrobialni aktivitu u bakterie E. coli. Byly stanoveny 2 jeji ukazatele:
Minimalni inhibi¢ni koncentrace, kterd udava bakteriostatické ucinky a Minimalni
baktericidni koncentrace, ktera udava baktericidni G¢inky medu. Testoval se konkrétné
vliv vysouSeni (12 hod), zahtivani ve vodni lazni pfi 50 °C do ztekuceni a zahiivani
Vv mikrovlnné troubé pii 250 W do ztekuceni. Ukazalo se, Ze vSechny tyto tepelné
upravy vyrazng snizily antimikrobialni aktivitu u vSech medd. Nejmensi vliv se projevil
po 12 hodinovém vysouSeni, o néco vétsi snizeni antimikrobidlni aktivity nastalo po
antimikrobialni aktivitu, vykazovaly medy po mikrovinném zahtivani.

Ziskané vysledky tedy potvrdily mou hypotézu, Ze manipulace a zpracovani medl
ovlivituje antimikrobialni aktivitu vici bakterii E. coli a to negativné. V praxi je proto
vhodné ovéfit obsah vlhkosti medu jesté pied staCenim a stacet jen zralé medy, ¢imz se

vyhneme nutnosti jejich nasledného vysouseni. Dale dat prednost zahfivani bez vyuziti

cvwvr
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10 Seznam pouzitych zkratek

CCM

DAEC

EAEC

EHEC

EIEC

EPEC

ETEC

H.0>

HMF

IMC

MBC

McF

MGO

MIC

PCR

STEC

UPEC

Czech Collection of Microorganisms (Ceska sbirka mikroorganizmi)

diftzné adherentni E. coli
enteroagregativni E. coli
enterohemoragické E. coli
enteroinvazivni E. coli
enterotoxigenni E. coli
enteropatogenni E. coli

peroxid vodiku
hydroxymethylfurfural

infekce mocovych cest

minimalni baktericidni koncentrace
McFarland

methylglyoxal

minimalni inhibi¢ni koncentrace
polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
shigatoxigenni E. coli

uropatogenni E. coli
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