Pospiech M. a kol. (2021): Metodika semiautomatického stanoveni pylového profilu — melissopalynologicka
analyza medu

Schvalena metodika:
Metodika semiautomatického stanoveni pylového profilu —
melissopalynologicka analyza medu

Metodika byla vypracovana jako vystup vyzkumného projektu MZe NAZV QK1920344

,Ovéreni autenticity medu pomoci analyzy pylovych zrn*

doc. MVDr. Matej Pospiech, Ph.D.
doc. Ing. Pavel Starha, Ph.D.

doc. Ing. Josef Bednaf¥, Ph.D.

doc. Helena Cizkova, Ph.D.

Ing. Pavel Hrabec, Ph.D.

Ing. Vojtéch Kruzik, Ph.D.

Mgr. Zderika Javarkova, Ph.D.
Ing. Dalibor Titéra, DrSC.

Brno, 30.7. 2021

kontakt: mpospiech@vfu.cz

ISBN: 978-80-7305-858-6



Pospiech M. a kol. (2021): Metodika semiautomatického stanoveni pylového profilu — melissopalynologicka
analyza medu

l. Cil metodiky

V Ceské republice neni doposud sjednocena melissopalynologickd analyza medu. Pfic¢em? rGzné zplsoby
zpracovani vzorkd a provedeni analyzy mohou poskytovat odlisné vysledky. Pro popis a charakterizaci
vyznamnych pylodarnych taxon( se da pouZit jakdkoliv metodika. Pro celkovou charakterizaci ¢eskych med je
jednotna metodika klicovou podminkou.

Metoda je uréena pro botanicky popis med(i z Ceské republiky a pro dil¢i priikaz p¥i posuzovani jednodruhovych
medu vedle organoleptické a fyzikalné-chemické charakteristiky.

Hlavnim cilem metodiky je vypracovani uceleného postupu semiautomatické melissopalynologické analyzy pro
analyzu medu s uréenim pracovnich charakteristik, které musi metoda splnit, aby byly dosazeny spravné a
robustni vysledky stanoveni.
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1. Vlastni popis metodiky.

I.a. Uvod

Pylova analyza medu (melissopalynologie) je jednim s pouZivanych nastrojd pro uréovani kvality medu. Spolu
s fyzikalné chemickymi parametry a senzorickou analyzou, pfedstavuje klicovou metodu pomoci, které Ize
usuzovat na botanicky a geograficky plivod medu. Autenticky med obsahuje vidy urcité mnozstvi pylovych zrn
a/nebo medovicovych element(. Pfitomnost téchto soucdsti souvisi s ekosystémem, ze kterého med pochazi
(von der Ohe et al. 2004). Ziskané poznatky pomahaji pfi posuzovani geografického plivodu medu. Pro uréeni
geografického plvodu medu je dilezitym predpokladem znalost botanického taxonu v daném ekosystému,
pficemz je nutno brat v ivahu i prlbéh roku. VyuZitelnost botanickych taxonl pro produkci medu je silné
ovlivnén, mnoistvim srazek, teplotou a zemédélskou Ccinnosti. V téchto faktorech se lokality lisi.
Neopomenutelny vliv ma také zemédélska cinnost, ktera vychazi z lokalnich systém( hospodafeni se
zemédélskou pldou a je také nejvice variabilnim faktorem (Stacherzak et al. 2019).

Melissopalynologicka analyza byla zavedena jako metoda uréovani pravosti medu pred vice nez 100 lety. Od
této doby prodélala fadu zmén, které kopiruji nové védecko-technické poznatky. Na vyvoji melissopalynologické
metodé se podilelo nékolik autord (von der Ohe et al. 2004; Bryant a Jones 2001; Louveaux et al. 1970; Faeste
et al. 2006; Low et al. 1989; Pfister 1895; Todd a Vansell 1942; Jones a Bryant 2001; Lutier a Vaissiere 1993).
Melissopalynologickd analyza se dodnes pouZivd pro popis pylového spektra medu a jeho botanické a
geografické urceni (von der Ohe et al. 2004).

Ve svété se pouziva centrifugacni nebo filtraéni pylova analyza medu, pfi¢emz pro kvantitativni stanoveni se
vice hodi metoda filtracni, protoze je méné ztradtovd. Obé metody jsou uznavany jak evropskymi, tak svétovymi
spolecenstvimi (von der Ohe et al. 2004).

Centrifugacni metoda, pouzivana obvykle pro kvalitativni analyzy, je zaloZena na natedéni a opakovaném
odstfedéni vzorku medu. Nasledné je sediment nanesen na podloZni sklo a montovan (uzavieni vzorku mezi
podloZni a kryci sklo) do glycerin Zelatiny. VySetifeni probiha pomoci svételného mikroskopu pfi zvétseni 400x —
1000x a pocitd se 300-1000 pylovych zrn. Vybér zornych poli pro analyzu je dan hodnotitelem a je proveden v 5-
10 paralelnich liniich. Vysledkem kvalitativni analyzy je relativni frekvence hlavnich pylovych taxoni ve vzorku.

Pro kvantitativni analyzy se vyuZzivd metoda zaloZena na vakuové filtraci nafredéného vzorku medu pres 3 um
membranovy filtr. Membranovy filtr je po vysuSeni nanesen na podloZni sklo a montovan imerzim olejem, ktery
filtr zprhledni. VySetfeni probiha také pomoci svételného mikroskopu pfi zvétSeni 400x — 1000x a pocita se
nejméné 500 pylovych zrn. Vybér zornych poli pro analyzu je dan hodnotitelem a je proveden v 10 paralelnich
liniich. Pfi této metodé se kromé relativni frekvence hlavnich pylovych taxon( ve vzorku podita také absolutni
pocet pylovych zrn a medovicovych element(l. Absolutni pocet pylovych zrn je vhodnym ukazatelem pouzité
technologie zpracovani medu, kdy dochdzi k ¢adste¢nému snizeni poctu pylovych zrn pfi sedimentaci medu nebo
k Uplné ztraté pylovych zrn u medd filtrovanych.

Melissopalynologické metody jsou vétSinou zaloZzeny na manualnim urcovani jednotlivych pylovych zrn
v mikroskopickém preparatu. PrestoZze u tohoto zpUsobu byla prokazana reprezentativnost vysetfeni (von der
Ohe et al. 2004), je védecky vyzkum smérovdn na ¢astec¢nou (semiautomatickou) nebo Uplnou automatizaci
melissopalynologické analyzy (Holt a Bennett 2014). Tyto metody automatizuji nékteré kroky pripravy nebo
vlastni mikroskopické vysetfeni. Metody umozZnuji plné automatické (strojové) mikroskopické vysetieni
s identifikaci pylovych taxon(. Vyhodnou automatizovanych metod je zejména zjednoduseni metody, omezeni
subjektivnich chyb, zvyseni rychlosti vysetieni, s ¢imz je také spjato i snizeni naklad( na vysetreni.

Nase metodika je zaloZena na metodé filtracni s pocitanim absolutniho poctu pylovych zrn ve vzorcich medu.
Pricemz prvni kroky melissopalynologické analyzy jsou automatizovdn za pomoci motorizovaného snimani
nahodnych zornych poli ve vzorku a vytvofenim super ostrého obrazu. Automatizaci je zabezpefen nahodni
vybér pylovych zrn z celé populace pylu ve vzorcich a zaroven ostrosti ve vSech optickych dUrovnich.



Pospiech M. a kol. (2021): Metodika semiautomatického stanoveni pylového profilu — melissopalynologicka
analyza medu

[I.b. Pfiprava a zpracovani vzork(

Pro spravnou pfipravu vzorku je nutné provést jeho homogenizaci. Pfed homogenizaci je nutno temperovat
vzorek medu v termostatu pfi teploté 40 °C do jeho uplného ztekuceni a nasledné med promichat otdcenim
vzorkovnice minimalné deset krat. Zkrystalizované vzorky, které se neztekutili v termostatu, vloZime do
ultrazvukové 1azné, kde je pfi teploté max. 40 °C ztekutime.

e Do 50 ml centrifugacénich zkumavek navazime 5,0 g (+ 0,1 g) zhomogenizovaného vzorku.

e Kazdy vzorek pfipravujeme v duplikatu (znacime napf. A a B).

e Nasledné priddme 20 ml destilované vody (vytemperované na 40°C) a michdme sklenénou tycinkou do
rozpusténi vzorku.

e Pro Uplné rozpusténi vzorky promichame ve vortexu po dobu 30 vtetin pfi 2000 RPM.

e Poté vzorek zfiltrujeme pres filtrani aparaturu. Pro filtraci pouzZijeme mikrofiltr s velikosti pérd 3um,
@ 25mm nebo 5um, @ 25mm?®. Cely obsah zkumavky pomalu nalévame na filtr, zkumavku dukladné
vyplachneme trochou destilované vody, tak aby byla splachnuta i pylova zrna ze stén zkumavky. Pylova
zrna zUstavaji zachycena na pouzitém filtru.

e Filtr pomoci pinzety premistime na Petriho misku vyloZenou cistym filtracnim papirem, zakryjeme
a nechame vyschnout na topné ploténce (cca 2 — 4 hodiny) pfi teploté 30-40°C.

e Po uschnuti premistime filtr na podlozni mikroskopické sklo (76 x 26 mm, se zdbrusem) na kapku
Solakrylu. Nésledné filtr zamontujeme opét pomoci Solakrylu a kryciho skla o velikosti (50 x 24 mm).
Pro omezeni poctu vzduchovych bublin pfiklddame kryci sklo z jedné hrany z vychoziho Uhlu 45°. Po
zaschnuti skla ocistime od prebytku montovaciho media a okraje kryciho skla zalakujeme lakem na
nehty, tak aby nedochazelo k vysychani preparatu.

Chemikalie a spotfebni material:

e destilovanad/demineralizovand voda

e solakryl BMX

e béZny lak na nehty (s alkoholovym nebo xylenovym zdkladem)
e 50 ml centrifugacni zkumavky

e sklenénad tycinka

e mikrofiltr filtr s velikosti pérti 3 a5 um, @ 25 mm (Millipore)

e pinzeta

e petriho miska

o filtracni papir

e podlozni a kryci mikroskopicka skla

Ptistroje:

e termostat, rozmezi teplot termostatu 20 az 70 °C
e ultrazvukova lazen, rozmezi teplot 20 az 80 °C

e vahy, pfesnost vazeni 0,01 g

e vortex, rozsah otacek 200 az 2500 RPM

e sklenéna vakuova filtracni aparatura

e topnad ploténka, rozmezi teplot 20 az 50 °C

l0bsah pylovych zrn miiZe byt u nékterych druht medu vy33i, co zhor3uje filtraci. V ptipadé pomalé filtrace nebo
neuplného prefiltrovani Ize pouzit odliSnou navazku vzorku a objem vody, tak, aby zlstal zachovan pomér 1:4
(med:destilovana voda), napt. 3,0 g vzorku medu a 12,0 ml destilované vody a pro filtraci pouzijeme filtr
s velikosti pord 5 um.
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II.c. Snimani vzorkt

Snimani vzork( medU je provadéno pomoci digitalni kamery umisténé na mikroskopu. Pro spravnou kvalitu
ziskanych snimku je nutné spravné nastaveni kamery a mikroskopu:

Nastaveni kamery pro snimani

e nastavime expozici 250 ps,
e upravime barevné parametry obrazu pro jednotlivé barvy R-1,70, G-1,0, B-1,38.

Nastaveni mikroskopu pro snimani

e nastavime svétlo vrozmezi primérné intenzity pixeld 150-160 pro vSechny barevné kandly (RGB),
pomoci clony kondenzoru a intenzity svétla,
e zvolime pouZivany objektiv 10x, 20x nebo 40x podle preferenci hodnotitele.

Nastaveni poc¢tu snimanych zornych poli (odhad velikosti populace)

e vybereme nahodné 10 zornych polich Z4, ..., Z4,
e uréime pocet pylovych zrn v kazdém zorné poli P, ..., Py,
y S y . . = 1
e spocteme stfedni hodnotu poctu pylovych zrn na zorné pole P = 52}21 P;,

e uréime pocet zornych poli n dle pozadovaného celkového poctu pylovych zrn N,
N

n=-—=
P
kde n je pocet zornych poli zaokrouhleny na celé &islo nahoru.

Generovani souradnic pro snimani mikroskopického preparatu.

Generovani souradnic zornych poli vychazi z matice pocitani pylovych zrn podle harmonizované metody pro
melissopalynologii (von der Ohe et al. 2004).

e spustime program Scan Position Generator (k dispozici u autord nebo zde),

e zaddme primérny pocet pyl(l P na jedno zorné pole a soufadnice stfedu filtru (X, Y) umisténého na
mikroskopickém preparatu (Obrazek 1),

e podle programem vypocitaného ,Fill coefficient (Koeficient vyplnéni)”“ estimate [%] upravime parametr
»Fill coefficient” [%], Cislo upravime zaokrouhlenim na celd ¢isla nahoru (Obrazek 1),

e dle pozadované spravnosti zastoupeni pylovych zrn ve vzorku zvolime , Total pollen grains number in
scan” predpokladany pocet pylovych zrn pro melissopalynologickou analyzu (nap¥. 150, 250, 500 pyl(),

e vygenerujeme soufadnice pro sudé a ndasledné pro liché pozice n pro zvoleny celkovy pocet pylovych
zrn N (napft. 300, 500, 1000 pylt) (Obrazek 1),

e vygenerované soutadnice uloZzime s koncovkou — CSV File (*.csv),

e stejnym zplsobem generujeme pocet zornych poli pro duplikat.

X Y z Scale name [Nikon_10x

Image scale |432.627508 [nmi/pixel] J

Image width [pix] |1600 Owerlap [%] |0
Image height [pix] |1200

Scan width [mm] |11 Columns |16
Scan height [mm] |11 Rows 21

X
—» Central X [nm] |74 Total 336 sudé pozice
\% —p Central Y [mm] |57 - — P

Offset Z [mm] |35

Fill coefficient [%] |5 liché pozice
Generate
Points number |0 ! E \ prﬁmérn{/ pO(V:et
Delete ‘Delete aII| Save | Load | Percent ratio [%] (0.00 .f_,'f{,;’;;";f]"‘

pylovych zrn

Obrazek 1: Nastaveni generovani ndhodnych pozic


https://fvhe.vfu.cz/files/upload/ScanPositionsGenerator.zip
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Snimani mikroskopického preparatu.

e otevieme si program pro snimani mikroskopickych preparatu a nahrajeme souradnice ziskané
z programu “Scan Position Generator”,

e nastavime parametry pro snimani vzorku, tak aby byl preparat nasnimdn vicenasobnym snimanim
v 5 rovindch ostrosti s posunem 8 um, tudiz je vzorek snimdn v rozsahu 32 um v ose Z,

e snimani provadime s vyuZitim funkce autofokus (automatické ostfeni na pylové zrno) pro kazdy snimek
(ostfeni je vhodné provadét v 10 krocich v rozsahu 100 um na zakladé parametru pro svétlé pole),

e po nasnimani slou¢ime 5 rovin ostrosti do obrazu s rozsifenou hloubkou ostrosti “Extended depth
of focus”.

PFistroje:

trinokularni mikroskop, objektivy 10x, 20x, 40x (napf¥. Eclipse Ci-L, Nikon)

e motorizovany stolek, uZivatelsky nastavitelny pohyb v rovinach x, y, z (napf. Proscan Ill, Prior)
kamera, minimalné 1600x1200 pixell, 8 bitd (napf. DFK 23U274, Imaging Source)

e PC

Software:

e Scan Position Generator
e software pro snimani mikroskopickych preparat(, snimani dle preddefinovanych pozic, skladani obrazu
s rozsifenou hloubkou ostrosti (napt. NIS Elements ver. 5.2).
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I.d. VySetreni vzorkd

Klasifikace pylovych zrn do botanickych taxon( provadi hodnotitel v prostredi programu ,,Pollen Classification”.
SW je dostupny u autor(l nebo zde. Klasifikace pylovych taxon( je na zakladé jejich velikosti a dale na zakladé
tvarovych a barevnych charakteristik pylovych zrn. Pro urceni taxon(l se vyuzivaji znalosti hodnotitele a
dostupné pylové atlasy (El-Labban 2020; von der Ohe a Von Der Ohe 2007).

e otevieme sekvenci snimkd pro diléi vzorek medu,

e nastavime velikost pouzitého filtru v milimetrech (napf. @ 25mm),

e nastavime pouZitou navazku pro vzorek v gramech (napt. 5 g, 3 g),

e najednotlivych snimcich oznaéujeme pylové zrna znacékou pfifazenou danému botanickému taxonu?,

e pylova zrna vSech botanickych taxonl pocitame do poZadovaného mnozstvi N. Pro celkovy pocet
pylovych zrn plati N = Z{F:lNi” + Z{-‘=1Nip, kde N{* jsou pocty pylovych zrn jednotlivych
nektarodarnych taxond, Nip jsou pocty pylovych zrn pylodarnych taxon(, k je pocet taxonl
nektarodarnych a [ je pocet taxonl pylodarnych. Pro procentualni zastoupeni jednotlivych taxon( plati

Ny NP v L . .

7’ 100 %, resp. 7‘ 100 %. Jestlize uréime celkovy pocet pylovych zrn nektarodarnych N™ = ﬁ‘zl N[
. . .y I - ,N"

a pylodarnych taxond NP = §=1 Nip, muUzeme urcit i jejich procentualni zastoupeni ~ 100 %, resp.

A~ 100 %,

e vystfeni opakujeme také pro duplikatni vzorek,

e po dokonceni urcovani provedeme export vysledkd do protokolu (Obrazek 2). Vysledkem méfeni je
absolutni a relativni obsah pylu vSech identifikovanych taxon( a také relativni obsah nektarodarnych
taxon( (Tabulka ¢. 1) ve vzorku.

Tabulka ¢&. 1: P¥ehled vyznamnych nektarodarnich botanickych taxont a zdroj& medovice CR

Celed Rod
Aceraceae Acer sp.*
Achillea sp.
Asteraceae Helianthum sp.
Taraxacum sp.
Boraginaceae Myosotis sp.
Brassicaceae Brassica sp.
Hydrophyllaceae Phacelia sp.
Fagaceae Castanea sp.
Abies sp.*
Pinaceae Picea sp.*
Pinus sp.*
Rhamnaceae Rhamnus sp.
Pyrus/Prunus sp.
Rosaceae Malus sp.
Rubus sp.
Salicaceae Salix sp.
Robinia pseudoacacia
Fabaceae Trifolium sp.
Vicia sp.
Tiliaceae Tilia sp.*

*potanicky taxon je soucasné/také vyznamnym zdrojem medovice
Ptistroje/Software:

e PC/ Pollen Classification

2 Znacky pro identifikaci pylovych zrn jsou volné nastavitelné a lze je vyuZivat z pfedeslych méfeni. Pfiddnim nového
botanického taxonu (ctr+shif+alt+levé tlacitko mysi) si laboratof vytvori vlastni databazi botanickych taxond obsahujici
nahledy zvoleného pylového zrna a jeho velikost.


https://fvhe.vfu.cz/files/PollenClassification.zip
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Dominantni pyl

Celkem

Absolutni obsah Relativni obsah Intervalovy odhad
Viechna Pylova zrna Viachna Pylova zrna
¢. Pylovy taxon pylové zrna nektarodarnych pylova zrna nektarodarmych 95% 99%
[r2] taxondi (%) taxond
n] (%)

Relativni zastoupeni >45%

0.00

0.00

Absolutni obsah Relativni obsah Intervalovy odhad
VEechna Pylova zrna Viechna Pylova zrna
¢. Pylovy taxon pylova zrna nektarodérnych pylova zrna nektarodarmych 95% 99%
[r2] taxondi %] taxond
[n] %]
Sekundarni pyl Relativni zastoupeni 15-45%
1 Tilia sp. 119.00 119.00 3927 39.27 +5.41 +7.23
2 Trifolium sp. 92.00 92.00 30.36 30.36 +518 | +6.80
Celkem 211.00 211.00 69.64 69.64
Absolutni obsah Relativni obsah Intervalovy odhad
Vechna Pylova zrna Véechna Pylova zrna
¢. Pylovy taxon pylové zrna nektarodarnych pylova zrna nektarodarnyich 95% 99%
[2] taxondi %) taxond
[n] (%]
Vyznamny pyl Relativni zastoupeni 3-15%
1 Myosotis sp. 34.00 34.00 11.22 11.22 +35h5 | +£4.67
2 Phacelia tanacetifolia 13.00 4.29 +228 | £3.00
3 Quercus sp. 12.00 3.96 +£220 | £289
Celkem 59.00 34.00 19.47 11.22
Absolutni obsah Relativni obsah Intervalovy odhad
V8echna Pylova zrna V8echna Pylova zrma
¢, Pylovy taxon pylova zrna nektarodarnjich pylova zrna nektarodarnych 95% 99%
[n] taxon(i [] taxon(
] %]
Mineritni pyl Relativni zastoupeni 1-3%
1 Apiaceae 4.00 4.00 1.32 1.32 +129 | £1.69
2 NEZNAMEZ2 4.00 1.32 +129 | +1.69
Celkem 8.00 4.00 2.64 1.32

Obrazek 2. Vzor vysledku ziskanych z programu ,,Pollen Classification” s pracovni charakteristikou metody
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Absolutni ebsah Relativhi obsah Intervalovy odhad
Viachna Pylova zrna V8achna Pylovéa zrna

¢ Pylovy taxon pylova zrna nektarodarnych pylové zrna nektarodarnych 95% 99%

[7) taxondi [%%)] taxonu

] %)
Piitomny pyl Relativni zastoupeni <19%*
1 Achillea sp. 1.00 0.33 + 0.65 +0.85
2 Bellis sp. 1.00 1.00 0.33 0.33 +0.65 +0.85
3 Betula sp. 1.00 0.33 +0.65 +0.85
4 Brassica sp. 1.00 1.00 0.33 0.33 +065 | £085
5 Echium sp. 3.00 3.00 0.99 0.99 +1.11 +1.47
6 Lotus sp. 3.00 3.00 0.99 0.99 +1.11 +1.47
7 NEZNAME 3.00 0.99 +1.11 +1.47
8 Echium sp. 3.00 3.00 0.99 0.99 1.1 +1.47
9 Pollen2 3.00 0.99 +1.11 +1.47
10 Corylus sp. 1.00 0.33 +0.65 +0.85
11 Rubus sp. 2.00 2.00 0.66 0.68 + 091 +1.20
12 Taraxacum sp. 1.00 1.00 0.33 0.33 +065 | £0.85
13 Thymus sp. 1.00 1.00 0.33 0.33 +0.65 +0.85
14 Vicia sp. 1.00 1.00 0.33 0.33 +0.65 +0.85
Celkem 25.00 16.00 8.25 5.28

* pritomnost pylu této skupiny lze povaZzovat za )nahodnou® i v populaénim vzorku

Pocet Prlimérny Velikost Celkovy obsah
vySetfenych pocet pylu pouzitého Pouzita navazka pylovych zrn na
zornych poli na zorné filtru [g] vzorek (PGN)

[n] pole [mem?]
Hodnota 48 6.18 490.87 6.00 14.1-10°

Obrazek 2 - pokracovani.

metody

Vzor vysledk ziskanych z programu ,,Pollen Classification” s pracovni charakteristikou
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Il.e. Hodnoceni vysledku vysetreni

Vysledkem melissopalynologické analyzy je pylovy profil medu. Tato informace vypovida o botanickém plvodu
nektaru, z kterého byl med vcelami vytvoren. Jednotlivé botanické druhy vSak maji rozdilnou pyloddrnost a
nektarodarnost. Obsah pylu v medu se proto lisi dle zdroje sntsky (Tabulka €. 2).

Hodnoceni botanického ptivodu medu

Aby med mohl byt povaZovan za jednodruhovy, musi pochdzet zcela nebo prevazné z uvedeného druhu a musi
mit odpovidajici organoleptické, fyzikalné-chemické a mikroskopické charakteristiky § 9 odst. 2, pism. c)
76/2003 Sb., kterou se stanovi pozadavky pro pfirodni sladidla, med, cukrovinky, kakaovy prasek a smési kakaa
s cukrem, ¢okoladu a ¢okoladové bonbony) (Ministerstvo Zemédélstvi 2003).

Pro splnéni mikroskopické charakteristiky musi u jednodruhovych medid vzorek splfiovat minimalni obsah
pylovych taxonl podle tabulky €. 2. Pokud botanicky druh v tabulce neni uveden, posuzuje se podle nejnovéjsich
védeckych poznatk(. | u jednodruhovych medu jsou zastoupeny dalsi pylové taxony, nez je dany specificky taxon
(Pospiech et al. 2021). Pokud se pyl dalsich nektarodarnych taxon( podili ve vyznamném mnozstvi (dominantni
pyl pfipadné sekundarni pyl, tabulka ¢. 3), med nelze povaZovat za jednodruhovy.

Tabulka €. 2: Pylové zastoupeni specifického pylu u vyznamnych jednodruhovych medd.

Oznaceni pro jednodruhovy med Hlavni botanicky taxon Minimalni rozmeazi specifického pylu [%]

Repkovy Brassica napus 60-80
Lipovy Tilia sp. 10-20
Akatovy Robinia pseudoacatia 10-20
Slunecnicovy Helianthus sp. 30-50

Medovicovy -

Jetelovy Trifolium sp. 35-70
Svazenkovy Phacelia tanacetifolia 60-90
Pohankovy Fagopyrum sp. 30-50
Pampeliskovy Taraxacum officinale 15-20

(El-Labban 2020; Persano Oddo et al. 2004; Beckh a Camps 2009; Persano Oddo a Piro 2004; NeSovic et al. 2020)

Pro dodrZeni presnost metody je nutné vysetfit urcité mnozstvi pylovych zrn specifickych pylovych taxon(.
Potfebnd minimalni mnozstvi pylovych zrn pro vySetfeni, jsou znazornény v grafu 1. pro rlzné hladiny
vyznamnosti (p<0,001 ... p<0,05, modré kfivky). Minimalni pocet pylovych zrn je definovan pro jednotlivé
botanické taxony podle jeho predpokladaného zastoupeni v medu. Zelena pfimka zobrazuje predpokladané
zastoupeni taxonu, a tedy asymptotickou hodnotu, které by bylo dosazeno se 100% spolehlivosti pfi
maximalnim (nekone¢né velkém) n. Cerna piimka je hodnota, které musi byt dosazeno ve vybérovém souboru
s redlnym n, aby mohla byt s pfislusnou pravdépodobnosti vyslovena shoda s pozadavkem pro pfislusny druhovy
med.
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Modré krivky — hladina vyznamnosti p<0,001 ... p<0,05; zelena pfimka - predpokladané zastoupeni
taxonu; ¢ernd primka - hodnota, které musi byt dosazeno ve vybérovém souboru.

Hodnoceni pylového profilu medu

Na pylovém profilu medu se podili mnozZstvi pylovych taxond, které jsou zastoupeny v rlizném poméru.
Zastoupeni jednotlivych pylovych taxon( se lisi podle geografického plvodu, konkrétni zemédélské vysadby
a také klimatickych podminek a obdobi sntsky (Pospiech et al. 2020). Pro popis pylového profilu medu se proto
vyuZiva relativni rozdéleni obsahu pylu do péti skupin tak, jak uvadi tabulka ¢. 3 (Louveaux et al. 1970). Zarazeni
taxon( do skupiny ma vyssi vypovidajici hodnotu nez konkrétni zastoupeni pro jednotlivé taxony. Hranice mezi
vyznamnym a minoritnim pylem je rozostfena pfi hodnoceni 300 pylovych zrn. Pro spravné zafazeni pylu mezi
témito skupinami je vhodné vysetieni vice nez 300 pylovych zrn.

Pracovni charakteristika metody

Pro dodrZeni pfesnosti melissopalynologické analyzy je nutné, aby vy3etieni vzorku dosédhlo maximalni chyby?
uvnitt zvoleného intervalu odchylek pro jednotlivé skupiny (Tabulka €. 3). Kromé interni charakteristiky metody
je nutné ovérovat charakteristiku metody mezilaboratornimi testy, tak aby dosazené vysledky byly srovnatelné
v ramci Z — scére srovnavanych laboratofi.

e vySetfime vzorek medu,

e pro vzorek vypocteme z binomického rozdéleni pravdépodobnosti intervalovy odhad relativniho
zastoupeni daného pylu s pfedem stanovenou spolehlivosti

e srovname vypocteny intervalovy odhad vzorku medu s intervalem v tabulce €. 3.

e vypocteny intervalovy odhad se musi nachdzet v intervalu pro danou skupinu pylu, pokud je odchylka
vysSi pocita se vice pylovych zrn az po dosaZeni rozmezi intervalu v tabulce ¢. 3.

Tabulka &. 3: Relativni zastoupeni pylovych taxonl v medu a odhad pfipustnych chyb pro 300 pylovych zrn®.

Relativni Smérodatna ., 95 % odchylek 99 % odchylek
P . , Maximalni . §
Nazev skupiny zastoupeni odchylka chvba v intervalu v intervalu
pylu chyb Y (%) (%)

Dominantni pyl >45 % 0,0275 0,1247 -5,41 5,56 -6,99 7,23
Sekundarni pyl 15-45 % 0,0266 0,1199 -5,22 5,12 -6,76 6,52
Vyznamny pyl 3-15% 0,0108 0,0754 -2,14 2,14 -2,92 2,91
Minoritni pyl 1-3% 0,0056 0,0358 -1,08 1,11 -1,39 1,48
Pritomny pyl <1%* - - - - - -

* pfitomnost pylu této skupiny lze povaZovat za ,ndhodnou” i v popula¢nim vzorku (cca 1000 uréenych zrn).

3 Odchylka od pfesné hodnoty relativniho zastoupeni taxonu v dané kategorii.

4 . ’ v ’ ’ o Ve Ve, s Ve v . .o ’ Ve o
Odhad chyby relativniho sloZzeni pylovych taxon( pti pouziti podmnoZiny poctu identifikovanych snimk(

(a tedy mensiho mnoistvi pylovych zrn). Vychazi z takové kombinace snimkd, aby pocet pouZitych pylovych zrn

(je-li to moZzné) dosahnul 300. Relativni zastoupeni taxon( uréenych pomoci vsech nalezenych pylovych zrn je

pak brano jako populace.
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Cetnost

Cetnost

Graf 2: Pfipustné odchylky od skupin pylovych taxon.
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Z histogram je zjevné, Ze vyhodnoceni 300 pylovych zrn je dostacujici pro stanoveni relativniho zastoupeni
daného taxonu, pokud je zastoupen ve vzorku alespon 15 % (dominantni nebo sekundarny pyl). Je-li ve vzorku
3-15 % daného taxonu lze stdle povazovat odhad pomoci 300 zrn za uspokojivy, ale hranice mezi minoritnim a
vyznamnym pylem se stava neostrou. Pro mensi nez 3 % zastoupeni taxonu je jiz vysledek silné zavisly na vybéru
pouzitych snimkd (protoZe v absolutnich ¢islech se jiZ jedna pouze o desitky pylovych zrn).
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l1l. Srovnani novosti postupl

V soucasné dobé neni v Ceské republice k dispozici oficialni metoda melissopalynologické analyzy medu. Ve
svété a v EU jsou k dispozici pouze metody , International Honey Commission”, pod zastitou, které byly popsany
harmonizované melissopalynologické metody (von der Ohe et al. 2004).

Predkladana metoda vychazi ztéchto harmonizovanych melissopalynologickych metod. Metoda prebira
filtracni zplsob zpracovani vzorku, avsak dale je zvolen novy zplsob snimani vzorku a melissopalynologické
analyzy. Metodika automatizuje prvni faze zpracovani vzorkd (vybér zornych poli, snimani, vytvoreni
superostrého obrazu). Pricemz ale metoda zlstavd srovnatelnad s harmonizovanymi metodami IHC. Velkym
pfinosem pro presnost a ovérovani vysledkl je ndhodny vybér vySetfovanych zornych poli v preparatu, coz ma
za nasledek kratsi vySetfovaci ¢as a moznost vyjadfrit jak chybu metody, tak i chyby pro jednotliva vysetreni.

Zpracovani vzorki medu v rozsifené hloubce ostrosti umoZnuje sledovat vjednom zorném poli vice
charakteristickych znakd pylu co zpresnuje identifikaci pylovych taxon(. RovnéZz umoznuje zachytit vSechny
pylova zrna, které se nachdazi na prepardtu nezavisle na jejich optimalni roviné ostrosti (Javlrkova et al., 2021).
Nastaveni jednotnych svétlenych podminek také umoZnuje vyuZit barvu pylovych zrn jako dalsi znak pro
klasifikaci pylovych zrn.
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IV. Popis uplatnéni metodiky

Metodika semiautomatického stanoveni pylového profilu — melissopalynologicka analyza medu je uréena pro
vyzkumnd pracovisté a dozorové organy Ceské republiky (Statni zemédé&lska a potravinarska inspekce, Statni
veterindrni sprava).

Metodika predstavuje standardni operacni postup pro melissopalynologické vysetfeni medy pomoci SW ,,Pollen
Classification” vytvofeného v ramci projektu. V metodice jsou zahrnuty kroky pfipravy vzorkd medu, zpracovani
vzorkl medu pro semiautomatické snimani a systém hodnoceni pylovych zrn. Vystupem analyzy je pylovy profil
analyzovaného medu v absolutnich hodnotach a procentech vsech detekovanych taxonl a procentech
pylodarnych taxon(l. Soucasti analyzy je také absolutni pocet pylovych zrn ve vzorku medu.
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V. Ekonomické aspekty

Ekonomicky odhad nakladd na laboratorni analyzu

Naklady na zafizeni melissopalynologické laboratore jsou 800 000 K¢. Pro potreby analyzy je nutné disponovat
nebo zakoupit védecky mikroskop s motorizovanym pohybem v x, y, z osdch. DalSim nezbytnym zafizenim je
SW disponujicim ovladanim motorizovaného stolku a snimanim preparat(l. Cena za tento SW je cca 100 000 Kc.
Dal$im nutnym zafizenim je SW pro nahodny vybér pozic pro snimani a SW pro hodnoceni pylovych zrn na
snimcich. Tyto dva SW jsou vystupem z projektu a jsou k dispozici na strankach autord. Jako ekonomicky
nejvhodnéjsi je analyza vzorkU ve specializovanych laboratoftich, které budou disponovat zkusenymi hodnotiteli
schopnymi klasifikovat pylova zrna jednotlivych taxon(.

Pfedpokladand jednotkovd cena za jednu analyzu medu je 850 K¢.

Ekonomicky dopad na prodejce medu

Prodej druhového nebo regionalniho medu muizZe mit také vyrazny ekonomicky efekt pro vcéelare. Druhové medy
v CR se prodévaji za cenu vy$$i, a to v rozmezi od 4—12 %. To mé za nasledek zlepdeni ekonomické situace chovu
vcel. Pfi primérné produkci medu za poslednich 10 let (8482 tun), pfidana hodnota predstavuje pfi priimérné
cené medu 192 ké/kg teoretické navyseni pfijmu véelard az o 65-195 milionu K&. S ohledem na charakter krajiny
Ize ocekdvat mensi pocet druhovych nebo regionalnich medl, neZ je celkova produkce. Ptfi odhadované
produkci 10 % regionalnich nebo druhovych medl m(zZe mit prodej vysetfeného medu ekonomicky pfinos pro
vcelare 780 tisic az 2,34 milionu korun pti cca 12% navyseni ceny téchto medd.
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IX. Dedikace:
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