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1 Uvod

Historie medu se datuje k dobé pted 3000 lety pfed nasim letopoCtem. Za prvni
vcelaie byli udajné povazovani Krétané a Egyptané, ktefi chovali v¢ely pro med a
propolis, nebot” vétili v jeho blahodarné ucinky a schopnosti délat clovéka télesné
krasnym a dokonalym (Hrabé¢ a Komar, 2003). Med je pfirodni sladky produkt
vyrabény z nektaru. Existuji dva druhy medu s ohledem na jeho ptivod. Prvni z nich
je nektarovy med (kvétovy). Tento med pochazi z rostlinného nektaru. Dal$im je
medovicovy med, ktery se ziskava ze sekretu hmyzu, ktery se zivi rostlinnou §t'avou
nebo pfimo cizopasi na rostlindich. Kombinace medovicového a kvétového medu se
oznacuje jako med smiSeny.

V kazdém z uvedenych typti medu mizeme rozezndvat mnoho variaci v zévislosti
na jejich organoleptickych, fyzikalné-chemickych vlastnostech a botanickém ptvodu
(Plotowska et al., 2011). Med ma vyznamny piinos pro lidské zdravi. Nicméné jeho
kvalita je ovlivnéna danym klimatem, druhem rostliny a lokalitou. Tyto podminky
se zejména dotykaji mista vyskytu a potravniho fetézce vcely, ktery je Uzce spjaty
s rostlinami, které¢ zajistuji véelam zdroj potravy. Kvalita medu mize byt také dana
zpusobem zpracovani nebo skladovacimi podminkami. Tyto faktory ovliviwyji ptimo

I neptimo jeho kvalitu (Chuan et al., 2012).



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Véela medonosna

Podle taxonomické piislusnosti fadime vcelu medonosnou do fiSe Animalia
(zivoCichové), kmene Arthopoda, tiidy Insecta (hmyz), fadu Hymenoptera
(blanokftidli) a ¢eledi Apidea (Obr. 1), do které se fadi kromé vcely také Meliponini
(bezzihadlé vcely), Bombini (¢melaci a pac¢melaci) a Euglossoni (orchidejové véely;
Winston, 1991). V¢ela je eusocialni hmyz, ktery zaklada trvala spolecenstvi. V jejim
ptipadé je trvalé spolecenstvo charakterizovano: trvalou péci o plod, schopnosti se
rojit, existenci kast a tvorbou kolonie, ve které jedinec mimo ni neni schopen piezit.
Nejvyznamnéjsi z rodu Apis-vcela je Apis Melifera. Jeji druhové jméno je odvozeno
z latinskych slov mello-med a ferrace-nositi (Piidal a Cermak, 2003). Dospéli jedinci
vCely medonosné se Casto zivi nektarem z kvétin, a proto jejich Ustni ustroji
prodélalo béhem evoluce zménu, kdy se piivodné¢ z masozravce stal sbéra¢ nektaru

(Winston, 1991).

Apinae Euglossoni
(medonosné viely) [.,orchidejové viely”)
Bombini
(Emelaci)

Meliponini
(bezZihadlé viely)

Apidae

Obr. 1 Taxonomicky strom ¢eledi Apidae (pfevzato z Winston, 1991).
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2.1.1 Opylovaci schopnost véely medonosné

Dulezitost vcel spociva v jejich opylovaci schopnosti riznych druhi rostlin,
ovocnych stromi nebo plané rostoucich kvétin. Opyleni rostlin je nezbytné pro
spravny chod ekosystému spolu s udrzenim jeho kiehké rovnovahy (Tautz, 2010).
které se nachdzi na nasi planeté, je opylovano hmyzem. Véely jsou univerzélni, levné
a predstavuji jedno z moznych feseni, které zajisti kvétu rostliny spravné a efektivni
opyleni (Skrobal, 1967).

Prvni rostliny, které se objevily na nasi planeté, netvoftily sice kvéty, ale ptfesto se
staly velmi dilezitym zdrojem potravy pro tehdej$i hmyz. Neprodukovaly nektar,
ale sladkou tekutinu, ktera byla vylucovana prostfednictvim sitkovic jako vedlejsi
produkt fotosyntézy (Tautz, 2010). V dusledku evoluce byl tento proces zachovan
a dokonce i vylepsen ve prospéch hmyzu, ktery zajist'oval a dodnes hraje vyznamnou
roli v mechanismu pfenosu pylu mezi rostlinami (Winston, 1991).

Nejstarsi véely se poprvé objevily v obdobi, kdy doslo k tvorbé prakontinentu
Gondwany, ktery byl uz vté dobé pravdépodobné obyvan krytosemennymi
rostlinami (Raven a Axelrod, 1978). Fosilni zaznamy vcel jsou sice kompletni, ale
piedpoklada se, ze béhem evoluce doslo k jejich odchyleni od prapiedka masozravé
vosy v obdobi stiedni ktidy, asi v dobé pied 100 mil. let (Michener, 1974). Nejstarsi
znamé fosilie vcéely jsou z obdobi Eocénu, z doby pied 40 mil. lety. V kazdém
piipadé vyvoj a divergence vcel byla uzce spjata s rozvojem krytosemennych rostlin,
které diky svym rozvijejicim schopnostem ptilakaly véely (Winston, 1991).

Pivodné odpadni produkt nektar se stal zamérné produkovanou latkou a
lakadlem pro hmyz V dasledku adaptace se véeldm v pribéhu evoluce zlepSily
smysly, které se staly nezbytné pro jejich pieziti. Piedevsim se jednalo o smysly,
které¢ jim zajiStovaly obstarani potravy. Dokonale se pfizplisobily signaltim, které
jsou vysilany prostiednictvim rostlin. Jednalo se zejména o zrakové a ¢ichové vjemy,
které byly velmi dilezité pro rozliSeni kvétd, a to na zakladé jejich optickych
vlastnosti a charakteru viné (Pfidal a Cermank, 2003). Nejéast&j§i barva kvétd je
zlutd a modrd, a proto takto zabarvené kvéty jsou nejcastéji vyhleddvanym zdrojem

potravy. Kromé toho vcely jsou schopné piifazovat riznym barvam kvéth odlisné



vyznamy a na zaklad¢ svych vlastnich zkuSenosti jsou schopny tyto ziskané poznatky

dale zdokonalovat (Tautz, 2010).

2.1.1.1 Florokonstantnost a floromigrace

Dobte vyvinuté smysly jsou doplnény fadou dalsich schopnosti, které napomahaji pti

vvvvvv

vvvvvv

vcelam po delsi dobu navstévovat kvéty stejného druhu rostliny bez povSimnuti
jinych kvéta odlisného botanického druhu (Tautz, 2010).

Vcela se 1isi od jinych opylovact tadou specifickych vlastnosti. Na rozdil od
jiného hmyzu je schopna opylovat v jakoukoliv denni dobu v pribéhu vegeta¢niho
obdobi. Napiiklad ¢meldk je schopny opylovat pouze v uréitém obdobi. Kromé
florokonstantnosti disponuje véela floromigraci. V ptipadé vyskytu jiného bohatsiho
a vyzivnéjsiho zdroje potravy zacne navstévovat tento vyhodnéjsi kvétinovy zdroj a
je mu vérna po uréity éasovy tsek, nez se najde jiny bohatsi (Pfidal a Cermak, 2003).
Florokonstantnost neni pravidlem, a proto se obcas najdou vyjimecné piipady,
kdy vcela sbira pyl vestejnou dobu i zjinych rostlin, které se nachazeji
Vv dostateéné blizkosti ulu a za jednu navstévu nasbirat az 15 miligramt pylu (Tautz,
2010). Vsechny véely maji rozsifené zadni nohy, které jim umoznuji sbér pylu
a specialni organ, ve kterém jsou schopny pifenaSet nektar, ktery se nachdzi ve
specialni ¢asti jicnu oznacovany jako medovy vacek (Winston, 1991).

Timto zplisobem jsou schopny v celkovém souctu donést do ulu az 30 kg Cistého
pylu za jeden rok. Nektar je pfendSen v medovém vacku, ktery se nachazi ve

specialni ¢asti jicnu (Tautz, 2010).

2.1.2 Anatomie travici soustavy v€ely medonosné

Aparat pro piijem potravy vcely medonosné se sklada ze stejnych anatomickych ¢asti
jako u ostatniho hmyzu. Travici soustava zac¢ind ustnim ustrojim, které se nachazi
na hlavé (Obr. 2). Sklada se z horni ¢elisti (mandibula), horniho pysku (labrum)
a sosaku (proboscis), ktery je charakteristicky pro hmyz s lizavé savym ustrojim a je
tvofen spojenim celisti (maxillae) se spodnim pyskem (labium). Proboscis umoznuje
véela piijimat tekutiny. Tyto organy jsou post-ordlni segmentalni piivésky, které
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maji podobny ptavod jako hrud’ (thorax). Dal§im dilezitym aparatem je preoralni
dutina neboli prostor mezi dvéma Castmi ust. V této dutiné se nachazi stfedovy
postoralni lalok ventralni ¢asti hlavy oznacovany jako hypopharynx. Travici soustava
vcely medonosné je uzptsobena tak, aby mohla vykonévat fadu funkci, mezi které
patii pfenos sladiny, zpracovani zivin a potravy (Snodgrass, 1984).

Vsechny tyto jednotlivé pochody jsou do jisté miry od sebe oddéleny pomoci
specifické struktury travici trubice a hraji dulezitou roli vtvorbé medu (Ptidal,
2003a). Dulezitost spociva v oddéleni procesu jeho tvorby od samotného traveni
potravy aposléze i jeji zpracovani pro vlastni potiebu vcely (Snodgrass, 1984).
Travici soustava je rozd€lena na tfi zakladni Casti. Pfedni Cast za¢ind v mist¢ hltanu a
vede az po Ceslo s ¢eslovou rouskou. Tento usek se oznaCuje jako stomodeum.
Stiedni cast se nazyva mesenteron a na ni navazuje koncova cast, ktera je
oznaCovana jako proctodeum. Proctodeum zahrnuje oblast tenkého stfeva, které

vyust'uje vykalovym vakem.

3 jednaduché ocCi

slozené oéi

celni stitek
tykadla

horni pysk
dolni celist
(mandibuly)

dolni éelist

pyskové makadlo

jazyk

Obr: 2 Hlava délnice spopisem jejiho ustniho ustroji (ptevzato z vcelydub.cz).
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2003a). Nachazi se zde svaly (dilatatory a kontraktory), které zajistuji rozpinani
a smrStovani hltanu. Pfi tomto d&ji dochdzi ke vzniku podtlaku v hltanu. Vznikly
podtlak umoziuje zlazam produkci vymeéski. Ve stejnou dobu dochdzi k nasati
nektaru nebo medovice véelou. Kazda zlaza se skladd z mnoha malych ovalnych
bunék, které jsou piipojeny kratkymi krky k axiadlnimu kanalu (Snodgrass, 1984). Za
hltanem nasleduje jicen, ktery prochazi pfes celou hrud’ az do zadecku (Obr. 3), kde
vytvaii meéchyf medného vacku. Medny vacek je taktéz oznaCovan jako medné
volatko, které je velice dllezité pro budouci zpracovani potravy, nebot’ véela v ném
pfenasi veSkerou sbiranou potravu (nektar, medovici, vodu). Jeho specificka
struktura zajistuje, Ze nedochazi ke vstfebavani potravy (Pridal, 2003a). V medném
(Naef et al., 2004). Nez se potrava dostane do medného volatka, je uz obohacena o
enzymy z hltanovych a pyskovych zldz, které umozni Stépeni na jednodussi
monosacharidy. DalSim orgdnem z pfedni ¢asti travici soustavy je ceslo, které
zaujima funkci tzv. vstupni brany. Potrava, ktera projde ¢eslem do mesenteronu, je
nevratné zpracovana a vyuzita pro vlastni potfebu vcely. Mesenteron je jedinym

mistem, kde dochazi ke vstiebavani potravy (Pfidal, 2003a).

aorta medny vak faludek
letaci svaly

vzdusne vaky

slinneé Zlazy
mozek

. - ‘8 dychaci svaly '
l tenke stievo

konecnik

| nervove uzliny

Obr. 3 Anatomie v¢ely medonosné-kraniské (Apis mellifera carnic; ptevzato z
vcelareni.unas.cz).



2.1.3 Proces tvorby medu
Mnozstvi produkovaného nektaru je zavislé na biotickych a abiotickych podminkéch.

Mezi nejCastéjsi abiotické faktory patii teplota, vitr, vzdusna vlhkost a botanicky
druh rostliny. Na slozeni pylu mé také znatelny vliv obsah Zivin a chemické slozeni
pudy. Ptipadny nedostatek nebo nadbytek urcitého elementu v ptidé je schopen se
projevit ve slozeni véelich produkti. Velice dulezita je délka a intenzita slune¢niho
zafeni a to spole¢né s klimatickymi podminkami. VSeobecné rostliny, které se
nachazi ve stinnych podminkach bez nedostatku svétla, vykazuji niz8§i hodnoty
produkovaného nektaru.

Tvorba medu je velmi slozity a naro¢ny proces, na kterém spolupracuje celé
veéelstvo (Pridal, 2003a). Samotny proces zac¢ina shromazd’ovanim a zpracovanim
ziskaného nektaru, ktery vcely nasbiraly z kvéti kvetoucich rostlin, pfipadné
medovice (Skrobal, 1967). Véely jsou schopné primérné nasbirat za den 1-2 kg
nektaru nebo medovice a ro¢ni vynosy medu se mohou pohybovat v fadové 100-200
kg. Ziskany nektar je v¢elou spolknut a ptipadné jesté né€kolikrat dale pfedan mezi
v¢elami, nezZ je jako fidka tekutina vlozen do plastu. Jakmile se nektar dostane do
kontaktu se slinami v¢el, dochazi k nastartovani fyzikalné-chemického procesu, pii
kterém je obohacen o fadu enzymu a aminokyselin (Ptidal, 2003a). Sbirany nektar je
uchovan v druhém zaludku, ktery dokaze pojmout az 60 pl tekutiny. Invertujici
enzymy, které jsou obsaZeny ve slindch a jsou produkovany krénimi zlazami,
umoziuji degradaci sacharosy na pfisluSné monosacharidové jednotky glukosu a
fruktosu. Stépeny jsou také glykosidy obsaZené v nektaru na pfisluné cukerné
zbytky a tékavé aglykony. Mezi enzymy, které se nachazi v medu a maji znatelny
vliv na zmény v jeho chemickém slozeni, patii predevsim invertasa (a-glukosidasa),

diastasa (amylosa), glukosaoxidasa (Serrano et al., 2007).

2.1.3.1 Enzymy zapojené do procesu tvorby medu

Invertasa (EC 3.2.1.26) katalyzuje Stépeni sacharosy za tvorby glukosy a fruktosy
v ekvimolarnim poméru (Obr. 4). Vcely jsou schopny invertasu produkovat a
ptidavat ji do medu pfi procesu jeho tvorby. V praxi je invertasa Siroce vyuzivana v
pramyslové vyrobé tekutych cukri a umé¢lého medu (Alekseeva et al., 2014). Pii
vzniku a zrani medu mohou z jednoduchych sacharidi vznikat opét vysSsi sacharidy
V procesu zvaném transglukosidace. Transglukosidaci muze vznikat trisacharidu

melacitosa, ktery vznika v travici soustavé za ucasti enzyml producentt (Pfidal,



2003a). Mezi dalsi chemické zmeény probihajici v zazivacim traktu patii Stépeni
polysacharidii a disacharidii predevSim sacharosy na pfislusSné monosacharidové
jednotky (Skrobal, 1967). Pasobeni invertasy vede k snizeni mnozZstvi sacharosy
béhem skladovani, coz vede ke zmén¢ poméru glukosa:voda a glukosa:fruktosa.
Zmeény ve slozeni jednotlivych cukri mohou vést az k tzv. samoztekuceni, které
zpusobi, ze med je rozfazovan do vice vrstev. Med, ktery prosel timto procesem, lze

jen obtizn¢ transformovat zpét do ptivodniho tekutého stavu (Ptidal, 2003a).

OH
CHOH o OH . o
invertasa T b
. oH  H . +
OH
HO H i o
sacharosa a-D-glukosa B-D-fruktosa

Obr. 4 Enzymatické $tépeni disacharidu sacharosy na pfislusné monosacharidové jednotky.

OH oH OH
0 H O H o
H H i H ,_l" H
DI-I-I H OH H 0 H P
o 0 O 0
H OH H OH H OH

amylosa

. H-0
diastasa 2

OH

maltosa

Obr. 5 Enzymatické $tépeni S§krobu enzymem diastasou za vzniku maltosy.



Dalsim dilezitym enzymem piidavany véelou do medu je diastasa (a a B-amylasa).
Diastasa patti do skupiny enzymi, které katalyzuji S$tépeni Skrobu (Obr. 5) na
maltosu (Crane, 1975). Alfa amylasa degraduje Skrob na smés tvofenou
disacharidem maltosou, trisacharidem maltotriosou (ktera obsahuje tfi a (1-4)-vazané
zbytky glukosy) a oligosacharidy, které jsou znamé jako dextriny (obsahuji o (1-6)
vétvené fetézce glukosy; Sakac a Sak-Bosnar, 2012).

Kromé enzymt, které jsou ptidavané vcelou, se zde nachézi i jiné enzymy, které
jsou vyhradné rostlinného ptivodu a mezi n¢ patii katalasa a kysela fosfatasa (Ptidal,
2003a). Pusobeni enzymu pietrvava i po vyto¢eni medu, proto aktivita diastasy a
invertasy patii mezi jeden ze zakladnich fyzikalné-chemickych parametrii, které jsou
stanovovany u medu (Serrano et al., 2007).

Jen mala ¢ast nektaru, ktera nebyla vyuzita pro tvorbu medu, je pienesena do
stfeva ptes specialni chlopeti, kde je nektar zpracovan a vyuzit pro produkci energie,
ktera je véelou vyuzita pro dalkové lety nebo uchovéna pro zimni hibernaci (Naef et
al., 2004). Zbytek nektaru je v¢elou v medném vaku pfeménén na vysoce visko6zni
tekutinu, ktera je zahusténa slinami a nasledn¢ je vkladana do bunék véelich plastd.
Bunky jsou plnény témét az po okraj a ptipadné podle potieb vcel je tento prvotni
med znova pfemistovan do jinych buné€k, kde je nasledné prekryt tenkou voskovou

vrstvou, ktera slouzi jako vic¢ko (Pridal, 2003a).



2.2 Druhy medu

Podle ptivodu rozdélujeme med do urcitych skupin, které maji své typické fyzikalné-
chemické vlastnosti. Jedna se o med kvétovy (nektarovy), medovicovy a smiSeny.
Podle vyhlasky 76/2003 Sb. smiSeny med se dale nerozliSuje, protoze kvétovy
I medovicovy obsahuje témét vzdy mensi podil toho druhého druhu. Na nasem tzemi
byl az do konce druhé poloviny 20. stoleti nejvice ziskdvan med smiSeny, protoze
v t¢ dob¢ nebyl zadny rozdil mezi cenami jednotlivych druhi medu. Dnesni trh a
jeho poptavka nastavily jiné cenové podminky, proto v dnesni dob¢ jsou nejvice
cenéné jedno-druhové medy, u kterych je vyzadovana urcitd odbornost pro jejich

ziskani (Pfidal, 2003b).

2.2.1 Kvétovy med

Nektar a medovice patfi mezi zakladni suroviny, které jsou potiebné pro vyrobu
medu ana zakladé jejich obsahu je med rozliSovan na kvétovy a medovicovy
(Manzanares et al., 2011). Kvétovy med obsahuje vetsi ¢ast pylu a je pfeménou
nektaru (Pfidal, 2003a). Nektar je sladka S$tava bohatda na sacharidy, ktera je
produkovana rostlinnymi zldzami, které se oznacuji jako nektaria. Nektar obsahuje
kromé& sacharidi, velké mnozstvi vody 30-95 %, organickych kyselin, éterickych
slozek a fadu enzymd.

Véely vyhledavaji rostliny produkujici nektar, jehoz obsah sacharidl je v rozmezi
40-60 %. Nektar s vyssi koncentraci cukra se véelam obtizné sbira a kvéty, které jsou
chudé na cukry, nejsou pro né¢ tolik lakavé. Pfeména v Glu na med je zavisla
na mechanickém odpafeni piebytku vody a chemickém rozkladu sacharosy (Skrobal,

1967).

2.2.2 Jednodruhové medy

Akatovy med patii mezi velmi cenéné jednodruhové medy, nebot disponuje
vysokym obsahem fruktosy a svétlou barvou (Orey, 2011). Vysoké mnoZstvi
fruktosy dava akatovému medu unikatni schopnost téméf nekrystalizovat a diky

tomu zistat v tekutém stavu 1 nékolik let (Ptidal, 2003b).
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Obr. 6 Fotografie rlznych druhti medu, pofadi zleva: medovicovy med, kvétovy
(pastovany), kvétovy a jednodruhovy lipovy med.

Lipovy med (Obr. 6) je v naSich podminkach zafazovan spiSe mezi smiSené,
protoze v dobé, kdy kvete lipa srdc¢ita (Tilia cordata), mohou vcely sbirat kromé
nektaru i medovici. Problém je, ze lipa je velice citlivd na klimatické podminky
Vv pribéhu kvéteni, coz mizZe ovlivnit kvalitu a mnozstvi produkovaného nektaru.
Lipovy med ma pfijemnou vuni a je pro né&j typicky pocit Skrabani v krku po jeho
konzumaci (Ptidal, 2003b).

Mezi dal$i znamé jednodruhové medy, které jsou vyrabény ¢eskymi véelafi, patii
med z fepky olejné a hoicice. Pozname je na zakladé jejich charakteristické ving

danych plodin (Skrobal, 1967).

2.2.3 Medovicovy med

Medovice je produkovana stejnokiidlym hmyzem (Homoptera). Jedna se o parazity,
ktefi cizopasi na rostlinach. Nejvyznamnéjsi producenti medoviny jsou msice, cervce
a mery. Kromé hmyzu je medovice tvofena i houbami. Ptikladem je palickovice
nachova (Claviceps purpurea). K jeji tvorbé také dochazi na listech nebo pupenech,
kde se objevuje ve form& ¢&irych kapicek (Skrobal, 1967). Muize dochazet k jeji
krystalizaci v podobé bilych krystall na rostlinach. Ve srovnéni s nektarem je bohatsi
na mineralni latky a obsahuje riznorodou Skalu vysSich sacharidd. Nevyhodou je
mozna tvorba tzv. cementovych medii, které maji pomérné vysoky obsah trisacharidu
melacitosy (Bogdanov et al., 2008). Melacitosa (Obr. 7) je pro vcely obtizné

stravitelnd a proto by ji nemél med obsahovat v dobé ptfed zimni hibernaci.
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Z medovice vznikaji medy medovicové a jsou charakteristické tmavym zbarvenim

od &ervenohnédé po tmavohnédou barvu (Skrobal, 1967).

2.2.4 Rozdéleni medu podle mechanismu jeho zpracovani

Kvétové a medovicové medy mohou byt po svém vytoCeni dale zpracovany. Na
zaklad¢€ mechanismu Upravy a konecného stavu medu ho podle vyhlasky 76/2003 Sb.
rozliSujeme na staceny, lisovany, plasteckovy, kapalny, tekuty a umély med.
Jakékoliv neodborna manipulace nebo Spatny pracovni postup pii jeho vyrobé ma

vliv na jeho jakost (Hajduskova, 2006).

CH,0H
H OH
H
OH H
HO
H OH
CH,0H
H OH O
H
OH H
HO
H OH
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<EL OH}J
0 H
CH,O0H -

Obr. 7 Strukturni vzorec trisacharidu melacitosy.
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2.3 Chemické sloZeni medu
Identifikace spravného botanického pivodu medu se provadi na zaklad¢ jeho
chemického slozeni (Chuan et al., 2012). Med obsahuje vice jak 200 rtiznych skupin
latek a je povazovan za velmi dilezitou soucast tradiéni mediciny (Escuerdo et al.,
2012). V jeho slozeni jsou nejvice zastoupeny sacharidy, organické kyseliny,
polyfenolové latky, které patii mezi sekundarni metabolity (Chuan et al., 2012).
Hlavni slozkou medu jsou piedev§im monosacharidy a voda: fruktosa (38 %),
glukosa (31 %), voda (17 %) a dale pak maltosa (7 %) a sacharosa (1 %), dalsi
slozky (Tab. 1) jako organické kyseliny, aminokyseliny, enzymy, vitaminy,
flavonoidy jsou pfitomny v nepatrném mnozstvi, ale davaji medu jeho barvu, chut a
aroma. Je tieba také poznamenat, ze med ze stejného zdroje kvétin se miize liSit ve
sloZeni a to v disledku sezénni, klimatické nebo geografické variace. Kombinace
kvétinového typu, sezénnich a zemépisnych faktori jsou dilezité pro
standardizovani slozeni medu a pfifazeni konkrétnich atributd kvality (Tewari a
Irudazara, 2004). Krom¢ jiz jmenovanych organickych latek se v medu vyskytuji
mineraly a téZké kovy, které tvori az 1 % celkové hmotnosti. Nékteré z prvk,

vvvvvv

¢innosti, proto 1ze med pouzit jako ucinny bioindikator (Chuan et al., 2012).
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Tab. 1: Nutri¢ni slozeni kvétového a medovicového medu

Kvétovy med Medovicovy med
Rozsah Primeér Rozsah Primér
Voda 15-20 17,2 15-20 16,3
Celkovy podil sacharidt 79,7 80,5
Monosacharidy
fruktosa 30-45 38,2 28 - 40 31,8
glukosa 24 - 40 31,3 19-32 26,1
Disacharidy
sacharosa 0,1-4,8 0,7 0,1-4,7 0,5
ostatni 2,0-8,0 5 1,0-6,0 4
Trisacharidy
oligosacharidy 3,1 10,1
erlosa 0,5-6,0 0,8 0,1-6,0 0,1
melacitosa <0,1 0,3-22 4
ostatni 05-1,0 0,5 0,1-6,0 3
Mineraly 0,1-05 0,1 0,6-2,0 0,9
Aminokyseliny, proteiny 02-04 0,3 0,4-0,7 0,6
Organické kyseliny 0,2-0,8 0,5 0,8-1,5 1,1
pH hodnota 32-45 3,9 45-65 5,2

*Data uvedena v g/ 100 g medu (Bogdanov et al., 2008)

2.3.1 Obsah vody

Obsah vody je jeden z parametrd pro uréeni kvality kazdého potravinaiského
vyrobku. Ma velmi dulezity, ne-li rozhodujici vliv na kvalitu a zejména trvanlivost
medu. Existuji urcité limitni hodnoty zastoupeni vody v medu, které nesmi byt
piekro€eny, proto oficialni publikace pro med fika, Ze by nemél obsahovat vice nez
20 % vody (Smérnice 2001/110/ES). Obsah vody ve vcelich plastech je dan
zbyvajicim nektarem po zrani medu (Abramovi¢ et al., 2008). Mnozstvi vody
ovlivituje trvanlivost, granulaci a jeho tvar.

Pokud ma med vice nez 17 % vody a obsahuje-li dostate¢né mnozstvi
kvasinkovych spor, mize dojit k mnoZeni kvasinek, které zapfi¢ini jeho fermentaci.
Procesem pasterizace lze piedejit potencionalnimu zmnozeni mikroorganismil.
Pasterizace je vhodna v piipadé, ze se jednd o pastovany med, protoze proces vyroby
takto upraveného medu vede k mirnému zvySeni trovné vody (White et al., 1980).
Pro zpracovani medu je obsah vody kli¢ovym faktorem pro zabranéni jeho

znehodnoceni fermentujicimi kvasinkami.
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2.3.2 Sacharidové sloZeni

potravinach a nejenom v medu. Mohou byt pfitomny jak v izolované formé¢, tak i
vazané s jinymi makromolekulami. Cukry jsou jednoduché sacharidy, které slouzi
jako zdroj energie. VétSina ptirodnich cukrd obsahuje 6 nebo 12 atomt uhliku v
molekule. Cukry jsou krystalické, rozpustné ve vod¢ a obecné maji sladkou chut’.
Med se sklada z jednoduchych cukrii glukosy a fruktosy a dalSich sacharida, jako je
sacharosa (disacharid slozeny =z fruktosy a glukosy, které jsou spojeny
prostiednictvim o-1-4 vazby). Obvykle je fruktosa o néco sladsi nez sacharosa, ale
méné nez glukosa. Sladkost medu je dana pivodem nektaru a odviji se od poc¢tu
kvétovych zdroji, protoze jednokvété medy jsou obvykle méné sladké (Kamal a
Klein, 2011). Sacharidy piedstavuji nejvétsi ¢ast slozeni medu (spole¢né s vodou
vice nez 95 % hmotnosti medu). Disacharidy maltosa a sacharosa se nachazeji v
rozsahu 1-7 % (Tewari a Irudazara, 2004). V ptipadé disacharidii se jedna predevs§im
o regioisomery a-glukosyl glukosy a a-glykosyl fruktosy. Méné casté jsou
disacharidy, které jsou spojeny B-glykosidickou vazbou (Fluente et al., 2011). Vyssi
cukry (trisacharidy a oligosacharidy) se v medu vyskytuji v mensim obsahu a jejich

ptitomnost je zna¢n¢ ovlivnéna druhem medu (Zamora a Chirife, 2006).

2.2.3 Aminokyseliny v medu

Zastoupeni aminokyselin patii mezi dal$i vyznamny faktor, ktery slouzi Kk
identifikaci botanického pivodu a kvality medu. Nicméné béhem skladovani a
tepelné upravy medu dochazi k urCitym zméndm sloZeni. Tyto zmény jsou
zpusobeny reakci karbonylové skupiny redukujiciho cukru s volnou skupinou
aminokyselin, peptidii nebo proteinti. Kazda aminokyselina ma jinou reaktivitu, coz
vede ktomu, Ze pomér aminokyselin muze byt ovlivnén dobou jeho skladovani
(Iglesias et al., 2006). Aminokyseliny se do medu dostavaji prostiednictvim vcel
nebo rostlinnych zdroju (napt. pyl; Czipa et al., 2012). Nékteré aminokyseliny jsou
syntetizovany v¢elami a jsou spole¢né pro celou fadu druhtt medt (Cometto et al.,
2006). Celkové mnozstvi aminokyselin v medu ¢ini 1 % a majoritni aminokyselinou
je prolin. Ten tvofti 50 az 85 % celkového zastoupeni aminokyselin (lglesias et al.,
2006).
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2.3.4 Hydroxymethylfurfural

Hydroxymethylfurfural (HMF) je obsazen u cerstvé vytoceného medu
v malém mnozstvi do 5 mgkg?, ale jeho koncentrace se zvySuje v disledku
vystaveni medu teploté vyssi nez 40°C nebo dlouhodobému skladovani (Khalil et al.,
2010). HMF nevykazuje pro ¢lovéka tak vysokou toxicitu a proto je povazovan za
antinutri¢ni latku, ale pro vcely je vysoce toxicky a je nutné se vyvarovat zkrmovani
véelstva nekvalitnim cukrem nebo medem vystaveného teplot¢ nad 50°C (Ptidal,
20033).

HMF je cyklicky aldehyd vznikajici v diasledku degradace cukra (Obr. 8).
Piitomnost monosacharida (glukosy a fruktosy) a mnoho dalSich kyselin
vyskytujicich se v medu vytvari piiznivé podminky pro vznik této latky. Vznika
preménou sacharidii pomoci Maillardovou reakce (neenzymatické reakce probihajici
mezi redukujicimi cukry) nebo kyselou dehydrataci hexos. HMF je dilezita

chemicka slouéenina pro posouzeni Cerstvosti a kvality medu (Khalil et al., 2010).

HO

Obr. 8 Strukturni vzorec hydroxymethylfurfuralu.
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2.3.5. Polyfenoly obsaZené v medu

Med je bohaty na fadu fenolovych kyselin a flavonoidd, které vykazuji Siroké
spektrum biologickych u¢inkt, ptsobi napiiklad jako piirodni antioxidanty
(Pyrzynska a Biesaga, 2009). Antioxidant mize byt definovan jako jakakoliv latka,
ktera i pfi relativné nizké koncentraci zabranuje oxidaci substratu. Antioxidanty jsou
schopné stabilizovat nebo deaktivovat volné radikaly jest¢ predtim, nez dojde
k atoku na buiiku a jiné biologické cile. Jsou dilezité pro regulaci riznych systému v
bunice. Antioxida¢ni plisobeni fenolovych kyselin spocivad predevSim v jejich
redoxnich vlastnostech a schopnosti funkce jako redukéniho c¢inidla nebo donoru
atomu vodiku (Atoui et al., 2005).

se v rostlinach, v niz jsou Siroce distribuovany. Flavonoidy a fenolové kyseliny
(benzoové a skoticové derivaty kyseliny) predstavuji nejdilezitéjsi tiidu polyfenolt s
vice nez 5000 latkami. Flavonoidy (Obr. 9) mohou byt rozdéleny na flavonoly,
flavanony, flavony, anthokyanidy a isoflavony (Pyrzynska a Biesaga, 2009).

Isoflavon
®
0 -y 0 e
OH
0 0 o
Flavonon Flavonol

Obr. 9 Chemicka struktura nejbézné&jsich skupin flavonoida (pfevzato z Cuyckens a Claeys,
2003).
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2.3.5.1 Biosyntéza fenolovych kyselin a flavonoidu

Fenolové kyseliny vznikaji pfeménou kyseliny 3-dehydroSikimové, kterda je
produktem Sikimatové drahy. Prikladem muze byt kyselina gallova, ktera vznika jeji
pfeménou (Obr. 10). Ostatni fenolové kyseliny vznikaji pfeménou L-fenylalaninu,
ktery miize byt metabolizovan na kyselinu salicylovou pies meziprodukt kyselinu
benzoovou. Druhou moznosti ptemény L-fenylalaninu je jeho transformace na
kyselinu skoficovou v reakci, kterd je katalyzovana fenylalaninamoniaklyasou.
Vznikld kyselina skoficova je dale pfeménéna na kyselinu p-kumarovou pomoci
cinamat 4-hydroxylasy. Pfreménou p-kumarové kyseliny vznikaji posléze i dalsi
fenolové kyseliny (napf. kyselina kavova, ferulova a sinapova).

oM

COOH
kyselina gallova

- 0200 fjj

kysellna sinapova

—13-::" MH: kyselina benzoovd  kyselina salucg,rlava
s L-fenylalanin
COMT- 1
COOH PAL ¢
kyselina 3-dehydrodikimovi oH
=
| _ | o

I HOOC
HOOC kyselina skoficovi kyselina 5-hydroxyferulova

sacharidy Can szT ocH:

o OH
o o
COMT.1
|
| HOOC
HOOC

HOOC . "
kyselina ferulova

kyselina p-kumarova kyselina kavova

Obr. 10 Schéma drahy klicovych enzymi a biosyntézy kyseliny gallové, ferulové a kavové
(ptevzato z et al., 2006).

Enzymu zkratky: PAL - fenylalaninamoniaklyasa; BA2H - benzoat 2-hydroxylasa;

C4H — cinnamat 4-hydroxylasa; COMT-1 - O-methyltransferasa kyseliny kavové
nebo  5-hydroxyferulové; F5H - ferulat 5-hydroxylasa.
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Biosyntéza flavonoidi zahrnuje komplexni sit’ vytvofenou na zakladé Sikimatové
a polyketidové drahy (Obr. 11). Flavonoidni struktura C6-C3-C6 je produktem dvou
oddélenych biosyntetickych drah. Uhlikovy mistek s aromatickym B-kruhem tvofii
fenylpropanoidni jednotkou, ktera je syntetizovana z p-kumaryl-CoA. Sest uhliki
A-kruhu pochazi z kondenzace tfi acetatovych jednotek, které vznikaji pomoci
polyketidové drahy (Obr. 12). Fuze téchto dvou ¢asti zahrnuje postupnou kondenzaci
p-kumaryl-CoA s tiemi molekulami malonyl-CoA, z nichz kazdy daruje dva atomy
uhliku a to v reakci katalyzované chalkonsynthasou (CHS). Produktem této reakce je
naringenin - chalkon. Mirna tprava v draze vede k produkci isoflavonu. Tvorba
isoliquiritigeninu je katalyzovana chalkonreduktasou (NADPH-dependentni enzym),
ktery pravdépodobné interaguje s chalkonsynthasou (Obr. 11). Dalsim krokem
v biosyntéze flavonoidd je stereospecificka konverze naringenin-chalkonu na
naringenin pomoci enzymu chalkonisomerasy (CHI). Izomerace naringenin-chalkonu
na naringenin je velmi rychld v porovndni s izomeraci isoliquiritigenin na
liquiritigenin vzhledem k rychlosti, ktera je dana intramolekularni vodikovou vazbou
v molekule substratu. Naringenin je centralni meziproduktem a dale zn¢j je
flavonoidni biosyntetickd draha rozdélena na né€kolik postrannich vétvi, coz vede k
produkci riznych tfid a to véetné isoflavond, flavanond, flavont, flavonoli, flavan-

3-oli a anthokyant (Crozier et al., 2006).

Sikimatova draha

Polyketidova draha

Tti uhlikovy mustek

Obr. 11 Biosynteticky ptivod flavonoidni kostry (ptevzato z Crozier et al., 2006).
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Obr. 12 Schéma biosyntézy stilbend a flavonoidi (pfevzato z Crozier et al., 2006).

Zkratky enzymi: CHS - chalkonsynthasa; CHR - chalkonreduktasa;
CHI -chalkonizomerasa; IFS - isoflavonsynthasa; FNS - flavonsynthasa;
FLS - flavonsynthasa; DFR - dihydroflavonol 4-reduktasa; ANS - anthokyanidin
4- reduktasa; F3H - flavanon 3-hydroxylasa; F3'H - flavonol 3'-hydroxylasa;
LDOX - leukokyanidin deoxygenasa.
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2.3.5.2 Vlastnosti flavonoidii a fenolovych kyselin

Flavonoidy vykazuji Sirokou skélu biologickych ucinkti, véetn¢ antibakterialnich,
protizanétlivych, anti-alergennich a nékteré disponuji i antitrombotickymi
schopnostmi. Bylo prokazano, ze med ma podobnou antioxida¢ni kapacitu, kterou
disponuje mnoho druhli ovoce a zeleniny. Medy disponujici tmavsim zabarvenim
maji vyssi obsah fenolovych latek a tim i vysSi antioxidacni kapacitu. Obsah
flavonoidi dosahuje hodnoty asi 0,5 % v pylu a az 10 % v propolisu. Flavonoidy
pinobanksin, pinocembrin, kvercetin, chrysin, galangin, luteolin a kaempferol patii
mezi latky, u kterych byla zjisténa pfitomnost v medu (Gheldof et al., 2002), pficemz
pinocembrin, pinobanksin a chrysin jsou charakteristické flavonoidy propolisu a pro
med, ktery pochazi z riiznych geografickych regioni Evropy (Lachman et al., 2010).

Jednotlivé medy se od sebe 1iSi navzijem svym flavonoidovym a fenolovym
profilem v zavislosti na svém botanickém puvodu. V pripadé flavonoidi jsou
nejcastéji identifikovyny naringenin a kvercetin. Mezi fenolové kyseliny, které jsou
nejcastéji identifikovadny v medech, patii gallova, p-kumarova, ferulova, syringova,
kavova, synapova a chlorogenova kyselina. Kyselina p-kumarova a gallova jsou
pievladajici v studovanych medovych produktech (Socha et al., 2011).

Néekteré fenolové kyseliny jako jsou kavova, p-kumarova a ferulova kyselina
slouzi jako ukazatelé druhové piislusnosti kvétiny (Pyrzynska a Biesaga, 2009).
Mnozstvi fenolovych kyselin muze byt ovlivnéno koncentraci kovi v medu. V
disledku tvorby komplexu mezi fenolovymi latkami a kovem dochazi k poklesu
hladin fenolovych kyselin a také ke snizeni antioxidacni aktivity samotného medu

(Mejias a Montenegro, 2012).

2.3.6 Hepatotoxické sekundarni metabolity v medu

Dalsi skupinou latek patiici mezi sekundarni metabolity je skupina alkaloidd,
oznacovana jako pyrrolizidinové alkaloidy, které se do jist¢ miry vyskytuji
I v rostlinach, které jsou vyhledavany vcelami (Griffin et al., 2013). Tato skupina
sekundarnich rostlinnych metabolith se vyznacuje zna¢nymi hepatotoxickymi Gcinky
pro Clovéka a zvifata. Alkaloidy jsou piirodni latky s charakteristickou chemickou
strukturou, ve které je pfitomen atom dusiku. Ve vétSin€ piipadi se dusik nachazi
uvnitt heterocyklické struktury, ale nemusi tomu byt vzdy tak. Pfikladem jsou
alkaloidy majici exocyklicky dusik (tis, ocun). Doposud bylo popsano vice nez 12

000 alkaloidd. Existuje mnoho klasifikaci. Jednou z nich je rozdé€leni podle vychozi
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molekuly v biosyntetické draze: ornithin, lysin, tyrosin, tryptofan (Koleva et al.,
2012). Pyrrolizidinové alkaloidy se mohou dostat do naseho jidelnicku z rostlin,
které se vyuzivaji pro potravinaiské, 1é¢ebné ticely nebo v disledku kontaminace
zemédelskych plodin a potravin (Griffin et al., 2013). Jedna se o skupinu velice
toxickych pfirodnich latek, kterd se vyskytuje pfiblizné v 3 % vSech kvetoucich
rostlin, kvétech, plodech v IéCivych a plevelnych druzich rostlin z 13 ¢eledi (napf.
hvézdicovité, bobovité, otockovité). Jejich pfitomnost zaujima pfiblizné 0,1-1 %
susiny (Schulzova a Hajslova, 2012). Pyrrolizidinové alkaloidy jsou v téle savcu

pfevedeny na reaktivni pyrrolové metabolity (Obr. 13).
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Obr. 13 Konverze pyrrolizidinovych alkaloidt na reaktivni pyrrolové metabolity
(ptevzato z Edgar et at., 2002).

22



Nejtoxi¢téjsi ze skupiny pyrrolizidinovych alkaloidii jsou jejich esterifikované
formy majici 1,2-dvojnou vazbu, avSak samotné poskozeni jaterni tkané je
zpiisobeno az metabolizovanymi formami alkaloidii produkovanymi jaternimi
mikrozomalnimi enzymy. Jedna se piedev§im o pyrrolové formy, které jsou silnymi
alkylacnimi ¢inidly zptsobujici jaterni nekrézu (Schulzovd a HajSlova, 2012).
Nemaji pouze jen hepatotoxické ucinky, ale i celou fadu jinych neptiznivych
vlastnosti, mezi které patifi karcinogenita, genotoxicita (Griffin et al., 2013). Za
ptitomnost pyrrolizidinovych alkaloidd v medu muze pyl, ktery je ptivodem ze
star¢ku. Jeho pyl obsahuje fadu alkaloidi, napt. senecionin, jakobin (Obr. 14),
seneciphyllin, jakonin, jakolin a jakozin na trovni 0,3-3,9 mg pyrrolizidinovych
alkaloidl na kg medu. Ptiznaky akutni otravy jsou bolest bficha, nevolnost, zvraceni,

prijem, otoky a velmi vzacné zloutenka a horecka (Koleva et al., 2012).

Senecionin Struktura PA Jakobin

Obr. 14 Strukturni vzorce nejb&znéjsich pyrrolizidinovych alkaloidi obsazenych v medu
(ptevzato z Griffin et al., 2013).
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2.3.7 Mineralni latky

Kovy a jiné prvky patii mezi minoritni slozky medu. Jejich druh a obsah v medu
strikin¢ souvisi s typem surového kvétinového materialu, tj. nektaru, pylu nebo
medovice, které jsou sbirany v¢elami a brany do ulu (Pohl et al., 2012). Med muze
obsahovat i fadu potencialné jedovatych prvku. Prikladem mizou byt tézké kovy
(As, Cd, Pb). Tento druh kontaminace muze byt zpisoben externimi zdroji nebo
pouzitim nespravnych postupt béhem zpracovani a konzervace medu. Ve skutecnosti
kvali kyselé povaze medu (pH 3,5-4,5) dochazi k uvoliiovani prvka (Cr, Pb, Zn) z
kovovych nastroji nebo kontejnerti, ve kterych je med skladovan (Pisani et al.,
2008). Dominantnim prvkem v medu je draslik (Hernandez et al., 2005). Draslik
tvofi vice nez 80 % z celkového mineralniho slozeni. Jeho vysoka hladina souvisi
s vysokou koncentraci, ve které se vyskytuje v rostlinnych tkanich. Vyznamna je
jeho nutri¢ni hodnota, ktera z medu déld vyborny a chutny pokrm nejen pro lidi
(Rehman et al., 2008). Po drasliku je zde zastoupen také chlor, sira, sodik, fosfor,
hot¢ik, kiemik, Zelezo a méd. Kazdy vyrazny nedostatek konkrétniho prvku v
hornin€, ptidé nebo ve vodé se odrazi v mineralnim slozeni rostlin a tim padem i

V jeho zastoupeni v nektaru a pylu (Hernandez et al., 2005).

2.3.8 Cizorodé latky a pesticidy
Piitomnost cizorodych latek (xenobiotik) v medu mize poskodit jeho kvalitu
a predstavuje nebezpeci pro jeho konzumenty. Antibiotika jsou béZzné pouzivdna
vCelafi k eliminaci onemocnéni mezi vcelami. Problém nastava za situace, kdy
dlouhodobé podéavani antibiotik vede ke vzniku rezistence bakterii. Stejné tak jako
med mohou byt véely pouzity jako dobry biologicky ukazatel pro monitorovani
kvality zivotniho prostfedi. Pouziti antibiotik ve vcelafstvi je znamo uz od roku
1940. Mezi latky, které byly vyuzivany, patfily sulfonamidy, tetracykliny a
nitrofurany, které nachazely uplatnéni v zemédélstvi v ramci prevence a boje proti
onemocnéni péstovanych rostlin. VEelafi tyto latky naopak vyuZivali pro boj s
nemocemi vcel.

Tetracyklin se bézné pouziva v 1é€bé mnoha bakteridlnich infekci zazivaciho
traktu, respiracniho systému a kiize. Pasobi jak na Gram-pozitivni a Gram-negativni
bakterie. Pouziva se také jako ristovy stimulant u zvifat, a proto jeho pouziti jako

rustového stimulantu je v nékterych zemich Evropské unie stile zakazano.
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Tetracykliny nejsou registrovany v Evropské unii pro 1écbu vcel, takze neexistuji
zadné zavedené limity rezidui pro tento typ antibiotik v medu.

Dals$im xenobiotikem jsou sulfonamidy, které byly pouzivané pro boj s varrodzou.
Onemocnéni véel zplsobené rozto¢em Varroa destruktor. Pozdéji bylo jeho pouziti
zakazano, protoze zbytky tohoto antibiotika se akumulovaly v medu.

Aminoglykosidy jsou dal$i skupinou bakteriocidnich antibiotik. Jsou ucinné
pfedevSim v boji proti nebezpecné Gram-negativni bakteridlni infekci. Nejzndméjsi
aminoglykosidy jsou gentamycin, linkomycin, neomycin a streptomycin. Diky jejich
polarni povaze je obtizné jejich izolovani ze vzorki a nésledné stanoveni pomoci
chromatografie. Pfitomnost cizorodych latek v medu je zvlasté nebezpecna pro lidské
zdravi, a proto je nezbytné sledovat jejich rezidua v potravinach. Stanoveni antibiotik
vmedu je zalozeno hlavné na metodach, které umoziuji simultanni stanoveni
Sirokého spektra cilovych analytd v jednom vzorku (Barganska et al., 2011).

Pesticidy hraji dualezitou tGlohu v zemé&délstvi, protoze pomahaji v boji proti
riznym SkGdcim, ktefi ni¢i urodu. Malé mnozstvi rezidui pesticidi
zustava akumulovano v potravinach, které predstavuji potencidlni riziko pro zdravi
¢loveéka pro svoji sub-akutni a chronickou toxicitu (Mukherjee, 2009). Ptiblizné¢ 79
% vSech pouzivanych insekticidi v Evropé je tvofeno organofosfaty,
organochlorovymi pesticidy a slouceninami, které jsou pfibuzné karbamatim. Jedna
se o latky, které ovliviiuji predev§im nervovou soustavu hmyzu prostfednictvim
inhibice aktivity enzymu acetylcholinesterasy (Blasco et al., 2011). Rozsahla
distribu¢ni schopnost organochlorovych pesticidi miiZze zpisobit, ze vcely, které
prendsi pyl z kontaminovanych kvétd, umozni pienos téchto rezidui skrze med
(Mukherjee, 2009).

Organochlorové pesticidy jsou velmi toxické, karcinogenni a latky, které jsou
vysoce odolné vici fyzikalnimu, chemickému a biologickému rozkladu. Vzhledem
ke své lipofilni povaze mohou byt bio-akumulovany v rGznych tkanich Zivnych
organismi nebo putovat mezi riznymi c¢astmi ekosystému v ramci kontaminace
potravinového fetézce. Jejich pouziti je omezeno v mnoha zemich (Stockholmska
umluva o nékterych perzistentnich organickych zneciStujicich latkdch). Nicméné
tyto slouCeniny jsou stdle detekovany v oblasti zivotniho prostiedi ve vodé a
Vv potravinach (Zacharis et al., 2012). Podle natizeni 396/20 Evropské Rady byly
ustanoveny nové hodnoty maximalnich limith rezidui pesticidd v produktech
rostlinného a zivocisného piivodu, kdy od 1. zaii 2008 byly Evropskou Komisi
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stanoveny nové maximalni limity rezidui nékterych pesticidi v medu, které jsou v

rozmezi 10 aZ 50 ng-g™* (Barganska et al., 2013).

2.3.9 Hepatoprotektivni latky v medu ostropesti-ce marianského

Silymarin je smés obsahujici alesponn 7 flavonolignanti a 1 flavonoidu, které tvori
65-80 % extraktu ostropestfce marianského. Ten se ziskava z drcenych semen
rostliny Silybum marianum (Ostropestiec mariansky). Jeho zdravi prospésné ucinky
jsou znamé po staleti, kdy byl vyuzivan proti cirhéze a jaterni hepatitidé.
Silymarinovy extrakt byl rovnéz vyuzivan pro léCeni houbovych otrav pfi
sekundarnim poziti z Amanita phalloides (Brinda et al., 2012). Pokracujici zajem o
uc¢inky, které byly zdokumentovany z hlediska farmakologického ucinku (Kosina a
Bartek, 2010). Flavonolignan silybin vykazuje fadu ochrannych uc¢inkt proti fadé
jaternich jedt napfi. thaliu, acetaminophenu, tetrachlormetanu a D-galaktosaminu
(Morazzoni a Bombardelli, 1995). Silymarin se sklada ze smési flavonolignant (Obr.
14) vcetné diastereomert silybinu A a B, isosilybinu A a B, silychristinu a
silydianinu, z nichz vSechny disponuji farmakologickou aktivitou. Taxifolin patii
mezi flavonoidy a je také pfitomen v silymarinovém extraktu (Cai et al. 2009).
Zbytek extraktu silymarinu nebyl zcela charakterizovan, ale predpoklada se, ze se

sklada z polymernich a oxidovanych polyfenolt (Brinda et al., 2012).
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Obr. 15 Strukturni vzorce majoritné zastoupenych slozek silymarinu (pfevzato z Cai et al.,
2009).
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2.4 Metody kontroly a kvality medu

V praxi vyuzivame fadu metod pro rutinni kontrolu medu, které jsou za soucasného
stavu znalosti zcela dostacujici pro urceni jeho kvality. Metody pro posouzeni a
uréeni kritérii kvality medu jsou uvedeny v Evropské normé nebo v Kodexu
Alimentarius (Bogdanov et al., 1997). Jedna se o metody, které jsou uz pomérné
dlouho zavedeny a obsahuji rizné fyzikalné-chemické analyzy, jako je stanoveni
redukujicich cukrii, obsah popela, kyselost. Dalsi analyzy, jako je individualni
analyza cukri, elektricka vodivost a aktivita invertasy, jsou zalozeny na modernich
metodach, které jsou stale vice vyuzivany pro presnéj$i charakterizaci medu
(International Honey Commission, 2009).

Evropska legislativa ustanovuje kritéria slozeni medu. Tato kritéria musi byt
splnéna, aby byl med vyhovujici pro prodej. Zde je napiiklad zahrnuto stanoveni
sacharidového slozeni, obsahu vody, konduktivity, obsahu ve vodé nerozpustnych
latek, volné acidity, diastasové aktivity a hydroxymethylfurfuralu. Nicméné néktera z
téchto kritérii nemohou byt vyuZzita pro posouzeni pivodu nebo Cerstvosti medu

(Iglesias et al., 2006).

2.4.1 Fyzikalné-chemické parametry medu

Fyzikdlné-chemické parametry jako obsah vody, pH, volnd acidita, konduktivita jsou
rutinni metody pro zjisténi chemického sloZeni, které je nepostradatelné pro zakladni
rozliseni medovicovych od kvétovych medi. Medovicové medy maji zpravidla vyssi
hodnoty pH a konduktivity nez medy smiSené a kvétové (Manzanares et al., 2011).
Voda obsazend v medu souvisi s jeho schopnosti zlstat stabilni a rezistentni viici
znehodnoceni  kvasinkovou fermentaci. S vyS§im obsahem vody roste
pravdépodobnost, ze dojde k fermentaci béhem skladovani. Pro stanoveni obsahu
vody vyuzivame refraktometrické méfeni (International Honey Commission, 2009).
Dfive vyuZivand metoda pro stanoveni obsahu vody pomoci Abbe refraktometru,
byla v poslednim desetileti nahrazena digitalnimi refraktometry, ale vzhledem
Kk poméru cen jsou nadale vhodné Abbe refraktometry. Hodnoty elektrické
konduktivity zavisi na mnozstvi kyselin v medu a mineralnich latkach. S vysi jejich
obsahu roste i vysledna vodivost. Jedna se o celkem jednoduchou a rychlou metodu,
kterd nevyzaduje pfili§ drahou instrumentaci. Konduktivita je dobrym kritériem
urcenim botanického pivodu medu a pfedevSim rozliSeni druhu, zdali se jednd o

kvétovy nebo medovicovy med (Bogdanov et al., 1999).

27



2.4.2 Stanoveni latek souvisejicich se staFim medu

Pro méfeni aktivity diastasy se vyuzivaji dvé metody. Prvni je tradi¢ni Shadova
metoda, ktera vyuziva skrob jako substrat pro stanoveni diastasové aktivity vyjadiené
v Shade jednotkach. Druha pouzivana je Phabasova metoda, ktera misto Skrobu
vyuziva umélého substratu. Je zde velmi dobra korelace mezi diastasovou aktivitou
vyjadienou v Schade jednotkach a Phadebasovym testem. Na rozdil od Shade je u
Phabasovy metody pouzivan definovany substrat, protoze komerc¢né dostupny skrob
se znacn¢ lisi v kvalit€¢ a v ptipadé nevhodného Skrobového substratu mize dojit
k ovlivnéni vysledkii méfené aktivity. Obé metody slouzi pro spektrofotometrické
stanoveni aktivity enzymu.

Invertasa slouzi jako indikator Cerstvosti. Tento enzym je velmi ndchylny na
tepelné zachazeni a podminky skladovani. Ve srovnani s diastasou jeho aktivita klesa
rychleji, proto je jeji méfeni Siroce vyuzivano v nékterych Evropskych zemich
(Némecko, Italie a Svycarsko; Dimins et al., 2006). Vysledky enzymové aktivity se
vyjadiuji v jednotkach piemény invertasy (IU-kg™) nebo jako IN (invertasové &islo),
kde 1 IN = 7,344732 1U-kg™. Jedna jednotka invertasy (1U-kg™) je definovéna jako
pocet molekul substratu pfeménénych za jednu minutu a vyjadienou v mnozstvi 1 kg
medu. Vhodné je vyslednou aktivitu vyjadfovat v mezinarodnich jednotkach (IN),
které by nemély dosahnout hodnot vyssich neZ 10 pro medy s nizkou enzymatickou
aktivitou. Idealni hodnota je mensi nez 4 (Bogdanov et al., 1997). Tyto medu vlastni
enzymy ho odlisuji od ostatnich sladidel. Nicmén¢ jejich obsah mize byt zna¢né
snizen jeho zpracovanim, vystaveni vysoké teploté a Spatnym skladovacim
podminkam (Huidobro et al., 1995). Dalsim dilezitym ukazatelem stafi medu je
obsah hydroxymethylfurfuralu. Pro jeho stanoveni se vyuzivaji dvé metody:
spektrofotometrické stanoveni (Whitova metoda) a RP-HPLC. Evropska unie
(EU smérnice 110/2001) uklad4 maximalni mnozstvi HMF v medu a to 40 mg-kg™
s nasledujicimi vyjimkami: 80 mg-kg™ pro med ze zemi s tropickym klimatem;
15 mg-kg™ a pro med vykazujici nizkou enzymatickou aktivitu (Spano et al., 2005).

Mnozstvi aminokyselin je uvddéno na zakladé mnozstvi prolinu, nebot’ praveé
prolin je nejvice zastoupen vV medu. Jeho obsah je métfen spektrofotometricky a je
stanoven pomoci intenzity vniklého zbarveni po reakci s ninhydrinem, kdy dochazi

ke vzniku fialového komplexu (Ough, 1969). Tato metoda ma uspokojivou

28



variabilitu vysledkt a dosahuje rozdilnych hodnot prolinu, které jsou dany druhem a
staii medu. Jeho mnozstvi neustale klesa béhem skladovani a tudiZ i on patii mezi
ukazatele zralosti a stafi medu. Minimalni obsah prolinu podle EU (2002) musi

dosahovat mnozstvi v&tsi nez 180 mg-kg™ medu (Czipa et al., 2012).

2.4.3 Stanoveni sacharidi v medu

Pro kontrolu kvality medu je diilezité znat obsah jednotlivych cukri. Redukujici
sacharidy (pfedevsim glukosa a fruktosa) a také zbytkova sacharosa byly méieny
pomoci zastaralé Fehlingovi metody (Dimin$ et al., 2006). V dne$ni dobé existuji
specifictéjsi metody stanoveni. Nejéastéji jsou vyuzivany chromatografické metody
(HPLC a GC) pro stanoveni fruktosy, glukosy a sacharosy, nebot’ zadny jiny zndmy
cukr obsazeny v medu nekoeluuje s témito tfemi jmenovanymi cukry. Mezi dalsi
sacharidy, které je mozné stanovit v medu, patii isomaltosa, erlosa a melecitosa. Tyto
vyssi sacharidy mohou byt dulezité pro jiné specifické analyzy, avSak je potieba
disponovat piislusSnymi standardy, které jsou pfilis§ drahé (Bogdanov, 1997).
Sacharosa se nachédzi v menSim zastoupeni, nebot” dochdzi ke konverzi na ptislusné
monosacharidové jednotky. Fruktosa davda medu jeho hygroskopické rysy a podil
glukosy ma vliv na rychlost jeho krystalizace. EU stanovila nasledujici standardy
kvality pro sacharidy: mnozstvi invertovanych sacharidi by nemélo byt mensi nez 60
% u kvétového medu, u medovicového medu je tato hodnota niz$i a neméla by

dosahovat hodnot mensich nez 45 % (Dimins et al., 2006).

2.4.4 Metody stanoveni sekundarnich metaboliti
Analyza fenolovych sloucenin, které jsou pfitomny v medu, zejména identifikace
flavonoidnich latek je jednou z nejslibnéjSich metod pro stanoveni botanického
puvodu a ukazatele druhové prislusnosti kvétin, ze kterych byl nektar véelou sbiran
(Martos et al., 2000a). Na zaklad¢ riznych studii byly nékteré flavonoidy pfitazeny
ke specifickym druhim rostlin jako jejich kvétinové markery. Hesperetin a kvercetin
jsou uzite¢né markery pro citrusovy a slune¢nicovy med. Pinocembrin, pinobanksin,
chrysin jsou charakteristické flavonoidy pro propolis a vétSinu vzorkti Evropskych
medd (Tomas-Barberan et al., 2001).

Med je velice komplexni matrice a to pfinasi problém pii izolaci flavonoida.
Kromé toho je zde pfitomno velké mnoZzstvi jinych interferujicich slozek, které je

poticba pied samotnou analyzou odstranit. Jednd se zejména o sacharidy a
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aminokyseliny (Petrus et al., 2011). Obecné plati, ze analyticky postup pro stanoveni
fenolovych sloucenin v medu zahrnuje tii zdkladni kroky: extrakce ze vzorku,
separace a kvantifikace. Rada autorti odbornych publikaci uvadi, jako nejvhodngjsi
SPE (Soler et al., 1995). Vzorek analyzovaného medu se rozpousti v okyselené vodé
(pH=2). Nasledné jsou fenolové latky a dokonce i flavonoidy extrahovany pomoci
ethylacetatu, Amberlite XAD-2 a XAD-4, SPE-C18 (Petrus et al., 2011).

Extrakce na pevné fazi, kterd je provedena pomoci komerénich SPE kolon
poskytuje jednodussi, rychlejsi a levnéjsi metodu ve srovnani s pouzitim iontoménice
Amberlite XAD-2. Nejlepsi vysledky navratnosti u flavonoidi a fenolovych kyselin
vykazuji sorbenty Bond Elut octadecyl Cyg, Strata-X a Amberlite XAD-2 (Pulcini et
al., 2006). V ptipadé Amberlite XAD-2 se jedna o pomérn¢ zdlouhavou proceduru,
na kterou potfebujeme velké mnozstvi medu a rozpoustédla, proto je vhodnéjsi
pouzit Strata-X kolonky, které nabizi piecisténi a ziskani Cisté fenolické frakce,
krom& toho SPE procedura nabizi vysokou hodnotu navratnosti a

reprodukovatelnosti vysledku pro flavonoidy (Trautvetter et al., 2009).

2.4.5 MS spektra flavonoidnich aglykonii v pozitivnim médu
Hmotnostni spektra, ktera Ize ziskat na zakladé podminek elektronové ionizace, jsou
Siroce vyuzivana pro strukturalni analyzu flavonoidi (Mabry a Markham, 1975).

Béhem elektronové ionizace mize dojit ke komplexni fragmentaci, protoZe
ionizovand molekula ziskd nadbytek vnitfni energie, coz se projevi fragmentaci
molekulového iontu na mensi ¢astice fragmentovaného iontu. Elektronové ionizace
avsak vykazuje fadu omezeni pro analyzu polyfenolovych latek (Cuyckens a Claeys,
2003). Problém spociva zejména v jejich nizké t€kavosti a vysoké polarite.

Mezi velmi oblibené metody pro ziskdni informace o struktuie poldrnich
biomolekul patii ESI a APCI. Tyto techniky jsou zvlasté silné v kombinaci s CID
(kolizni indukovanou disociaci) a MS/MS a navic umoziuji vynechani kroku
chemické hydrolyzy a naslednych postupti pro piecisténi vzorku, bez kterych se u
jinych zplsobii nemuzeme identifikace obejit. Pro identifikaci flavonoidnich
C-kruhu, coz vede ke vzniku “A* a "“B" jontd. Ionty wvzniklé fragmentaci
flavonoidnich aglykonti mohou byt oznaceny v souladu s nomenklaturou (Obr. 16),
ktera byla navrzena podle Ma (Ma et al., 1997). Pro volné aglykony plati oznaceni

MA* a"B*, které odkazuje na to, Ze se jedné o fragmenty, které obsahuji neporuseny
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A a B-kruh, respektive ve kterém horni indexy i a j uvadéji vazby C-kruhu. U
konjugovanych aglykonii se piidava horni index O doprava, aby se zabranilo
nechténé zaméné s A™* a B™ (i = 1), které se pouZiva pro oznadeni sacharidovych
fragmentl, které obsahuji termindlni (neredukujici) cukernou jednotku (Domon a

Costello, 1988)

OH

Obr. 16 Tontova nomenklatura pouZzivana pro flavonoidni glykosidy (ilustrovana na apigenin
7-O-rutinosidu podle Ma et al., 1997).
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2.4.6 MS spektra flavonoidnich aglykonii v negativhim médu

Spojenim pfistrojd HPLC s detektorem diodového pole (DAD) a hmotnostni
spektrometrii s ESI ziskame citlivou metodu pro separaci a identifikaci fenolickych
kyselin, flavonoidi a jejich glykosidi. Toto spojeni umozni zjistit identitu
analyzovanych latek na zaklad¢ jejich koliznich spekter, UV profilu a retencnich
Cast. Fragmentace flavonoidi a fenolovych Kyselin Ize zkoumat v dvojim modu:
negativnim a pozitivnim. Ziskané spektrum ndm nabizi moznost identifikovat
neznamé slouceniny, piestoze nedisponujeme jejich standardy (Plazonic et al., 2009).
Pro analyzu fenolovych kyselin a flavonoidi pomoci ESI-MS se pfevazné vyuziva
negativniho modu, protoze flavonoidy i fenolové kyseliny jsou mirné kyselé povahy
(Satterfield a Brodbelt, 2000).

Protonizované flavonoidy maji vyrazngjsi fragmentaci nez deprotonizované
formy, ale jejich ioniza¢ni u¢innost v pozitivnim rezimu je pomérné nizka (Plazonié
et al., 2009). Pro zlepseni ionizace lze vyuzit moznost tvorby komplexu s kovem,
ktery umozni alternativni zptisob jejich ionizace za kationizovanych forem.

Piiprava komplexu je jednoducha: roztok soli skovem je pfidam ke vzorku
obsahujici analyzované flavonoidy pied ESI. Komlexace skovem dava veétsi
iontovou abundanci a citlivost, kromé& toho ziskame i vétsi pocet strukturalné
diagnosticky iontovych produkti (Satterfield a Brodbelt 2000).

CID spektra zapornych iontll jsou obtiZnéji interpretovatelnd, protoze je u nich
potieba dosahnout vysSi kolizni energie ve srovnani s pozitivnim modem iontd.
Vysoka kolizni energie umoznuje ziskani odpovidajici fragmentace, ale mtize se stat,
ze dojde ke ztrat¢ diagnostickych iontli v pozitivnim iontovém rezimu, ktery
napomaha pii ur€eni struktury.

Stépeni C-kruhu pomoci Diels-Alderova presmyku vede k tvorbé iontti A a "B,
které poskytuji informace o poctu a typu substituenti na A a B-kruhu. Hmotnostni
analyza (MS) a fragmenta¢ni mechanismy riiznych aglykonli v zdporném iontovém
rezimu byly detailné studovany (Fabre et al., 2001). Zatimco v ptipadé
nesubstituovaného B-kruhu je potieba Kk ziskani fragmentace mnohem vyssi kolizni
energie, ktera umozni vznik mnoha iontovych produkti (Hughes et al., 2001).
V nékterych piipadech pfi piimém St€peni vazby mezi B a C-kruhem dochazi
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k tvorbé [M-B-kruh] fragmentu (Fabre et al., 2001). Pii $tdpeni jsou pozorovany
ztraty malych neutralnich molekul, jako jsou CO (28 m/z), CO; (34 m/z), C,H,0 (42
m/z). Methylované slouceniny jsou charakterizovany ztratou 15 m/z (Obr. 17) za
vznikajiciho radikalu [M-H-CHs] (Justesen, 2001).
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Obr. 17 Nizkoenergetické CID spektrum [M-H] ionta 3,4',7-trihydroxy-3'-methoxyflavonu,
které bylo ziskano pomoci trojitého kvadrupélu vybaveného ESI (Justesen, 2001).

2.4.7 Mikroskopicka analyza medu

Pylova analyza slouzi k identifikaci pylovych zrn a pfipadné jinych cizorodych
castic, které se mohou nachizet v medu. Vychazi z palynologie, coz je nauka
zabyvajici se identifikaci pylovych zrn. Kromé jiz zminénych pylovych zrn se
v medu nachazi fada jinych elementti jak rostlinného tak zivoc¢isného puavodu.
Nejcastéji se jedna o kvasinky, chloupky hmyzu, trichomy apod. (Ptidal, 2003b).
Mikroskopickd analyza se tradi¢né pouziva k ur¢eni botanického a zemépisného
pivodu medu a do soucasné doby je vyuzivana jako referen¢ni metoda i pies svych
nekolik nevyhod. Pocitani, identifikace a interpretace pylové analyzy vyzaduje
vysoce kvalifikované odborniky (Cometto et al., 2006).

Urceni botanického pivodu medu je velmi dulezité pro posouzeni jeho kvality.
Velké mnoZzstvi komerén€ dostupnych medt byva upiednostiiovano pied jinymi.
Nejvyhledavanéjsi jsou jedno-druhové a medovicové medy, které jsou vystaveny
vysoké poptavce a také jsou proddvany za mnohem vyssi ceny, avSak ovéieni téchto
druhti je velmi obtizné, protoze mnoho z nich pochézi z vice jak jednoho rostlinného
zdroje. Jedna se o pfipady, kdy byla produkce nektaru z daného kvétinového zdroje
velmi nizkd, a proto vcely navstévovaly v dané dob¢ i jiné zdroje pylu. Ve snhaze

ovetit tyto cenéné druhy medu je potieba deklarovat rostlinny ptivod medu.
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Pyl mize byt zaclenén do medu za rliznych okolnosti. Nejcasteji k tomu dochézi
pii hledani potravy, kdy vcela pristane na kvétu a nékterd z pylovych zrn kvétin
mohou byt uvolnéna a diky tomu spadnout do nektaru, ktery je posléze nasan a
ulozen v jejim Zaludku. Ve stejném okamziku mtze dojit k uchyceni pylovych zrn
k ¢astem t¢la, kterymi nejCastéji jsou nohy, tykadla, chlupy a dokonce i o¢i
hostujicich véel. Témito zpusoby je mozné zavléci pylova zrna kvétin do tlu. Mohou
byt zavleCena i pii samotném procesu vzniku medu, kdy mohou spadnout ptimo do
otevienych hiebenovych bun¢k nebo c¢asti lu, kde se nachazi nezraly med.
Nechténym zdrojem pylu v medu mohou byt anemofilni rostliny (st'ovik). Jedna se o
rostliny, které nejsou obvykle nav$tévovany vcelami, ale jejich pyl se muze
vzduchem dostat az do tGlu a stat se tak dal$im potencialnim zdrojem pylu v medu
(Ptidal, 2003a)

Anemofilni pyl neni uzite¢ny v metodach pylové analyzy, protoZe tvoii obvykle
jen malou ¢ast z celkového spektra pylovych zrn zjisténych v medu (Louveaux et al.,
1970). Tato pylova zrna je potieba vyfadit pfi statistickém vyhodnoceni, aby nedoslo
K ovlivnéni a zkresleni vysledkt pylovych zrn, které byly skute¢né obsazeny
ve vzniklém medu (Pfidal, 2003a). Informace o hlavnich a minoritnich rostlinnych
zdrojich, které byly navsStévovany vcelami, jsou dualezité pro komeréni hodnotu
medu, nebot’ spotiebitelé davaji pirednost medu z nekterych rostlin, predev§im se
jedna o medovicové, které zachovavaji svoji tekutost po delsi dobu a jsou bohaté na
mineralni latky a jedno-druhové medy (tj. akat, rozmaryn, eukalyptus, pohanka nebo
citrus). Dokonce i u ne tak hodnotnych medu je potieba pfezkoumat jejich piivod,
protoze musi byt fadn¢ oznaleny, nez jsou uvedeny na trh. Pouze plnohodnotna
identifikace a kvantifikace pylu v medu umoziuje piifazeni spravnych taxonomi

(Moore et al., 1991).

2.4.8 ICP-MS metoda pro urceni mineralniho sloZeni medu

ICP-MS je povazovana za vynikajici metodu pro detailni charakterizaci zékladniho
elementarniho slozeni ve zkoumané matrici (Salomon et al., 2002). Patii mezi
spektralni analytické metody, kombinujici ICP (indukéné vadzané plazma), které
slouzi jako zdroj kladn¢ nabitych Castic (napt. Na+, Pb+) a hmotnostni spektrometrii
(MS), ktera slouzi pro detekci ¢astic (Michaljevi¢ et al., 2004). Jedna se o Siroce
vyuzivanou metodu pro analyzu vétSiny potravin kvuli své citlivosti a predevSim

pfesnosti stanoveni stopovych prvki. Mimo jiné nabizi i viceprvkové méfeni s velmi
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nizkymi detekéni limity ve velkém mnozstvi riznorodych matric (Salomon et al.,
2002).

Jednd se o pomérné modernim analytickou metodu. Pfistroje pro tento druh
analyzy byly sestrojeny pied pfiblizn¢ 30 lety a slouzily pro potieby geologickych
a ekologickych laboratofi (Michaljevi¢ et al., 2004). Poskytuje moznost sbirat velké
mnozstvi dat pro rizné vzorky a informaci z vicerozmérnych dat, které slouzi
pro anorganickou prvkovou analyzu. Pfi analyze medu slouzi k nalezeni ptislusnych
charakteristickych znaki podle obsahu mineralnich latek, na jejichz zéklad¢ 1ze urcit
botanicky ptivod a lokalitu vyskytu.

Selektivita a specificnost ICP zavisi na zvoleném stanovovaném prvku a
pfipadnych interferenci. ICP-MS jako metoda trpi nezadoucimi spektralnimi a
nespektralnimi interferencemi, které mohou znehodnotit analyzované prvkové
slozeni vzorku (Skoog et al., 2004). Tyto interference se vyskytuji i pfes skute¢nost,
Ze hmotnostni spektrum je jednodu$si nez spektrum atomové (Michaljevi¢ et al.,
2004). Za vznik interferenci je Casto odpovédna vysoka koncentrace a slozeni
organickych latek, které vede k nespektralnim interferencim na matrici nebo k
spektralnim interferencim viceatomovymi ionty, zejména piekryv izobarickymi ionty
ve spektru. Tyto ucinky mohou byt odstranény nebo byt alespoi minimalizovany
pouzitim alternativnich izotopi.

ICP vyuzivd plazma. Plazma je horky, CasteCné ionizovany plyn obsahujici
relativné vysokou koncentraci iontd a elektronli. Potom co se jednou vytvoii
argonové ionty, jsou schopny byt absorbovany. lonizace proudiciho argonu je
iniciovana jiskrou Teslovy civky. Nasledné¢ dochézi k interakci mezi vznikajicimi
ionty a jejich pfidruZzenymi elektrony s ménicim se magnetickym polem, které je
vytvareno indukéni civkou. Tato interakce zpusobuje, ze ionty a elektrony uvnitf
civky putuji v uzavienych prstencovych cestdch. Ohmiv ohtev je disledkem jejich
odolnosti proti tomuto pohybu. Teplota ICP je tak vysokd, Ze musi byt tepelné
1zolovana z kiemenného valce. 1zolace je dosazeno tim, ze argon proudi tangencialné
kolem stény trubice. Tento tangencialni tok ochlazuje vnitini stény centralni trubice a
center plazmy radialné. Vzorek mize byt zaveden do ICP pomoci sklenéného
rozprasovace (Obr. 18) proudem argonu o velikosti pritoku p¥iblizng 1 I-min™ pies
centrdlni kifemennou trubici. Mize byt ve formé aerosolu, tepelné generované pary

nebo jemného prasku (Skoog et al., 2004).
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Obr. 18 Schéma soustifedného sklenéného rozprasovace pro ICP-MS (Skoog et al., 2004).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material a Metody

3.1.1 Chemikalie
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5 Diskuse

Urceni fyzikélné-chemickych parametri medu nam zajiStuje ziskani zékladnich
informaci ohledn¢ jeho chemického slozeni. Tyto metody povazujeme
za nepostradatelné pro zakladni rozliSeni medovicovych od kvétovych medi.
Medovicové medy maji zpravidla vys$si hodnoty pH a konduktivity nez medy
smiSené a kvétové. Zjisténé pH analyzovanych medovicovych medt se pohybovalo
Vv rozmezi hodnot 3,69-5,0. Kvétové a smiSené medy mély niz§i hodnotu pH, ktera
byla v rozmezi 3,69-4,39. Zjistené hodnoty pH odpovidaji literdrnim udajim
(Manzanares et al., 2011), krom¢ toho je z naSich vysledki patrna spojitost s vysi
obsahu fenolovych latek. Medy s vysokym pH mély vyssi obsah fenolovych kyselin,
nez medy s hodnotami pH pod 4. Elektricka konduktivita slouzi k posouzeni obou
typi medd. U medovicovych byla ofekavana vysSi hodnota konduktivity neZ
u kvétovych. Tento fakt byl potvrzen nasimi vysledky, kdy medovicové medy
dosahovaly konduktivity 0,37-1,59 mS-cm™, naproti tomu kvétové dosahovaly

niz8ich hodnot konduktivity 0,11-0,98 mS-cm™

. Tyto vysledky koresponduji
s Evropskou legislativou, kvétové medy dosahuji hodnot elektrické konduktivity pod
0,8 ms-cm’™, zatimco medovicové medy disponuji hodnotami nad 0,8 ms-cm ™.
Existuje zde vSak fada vyjimek, kdy jednodruhové medy (eukalyptusovy, manuka,
javorovy atd.) dosahuji podobnych hodnot jako medy medovicové. VSeobecné také
maji vyssi aciditu, volnou aciditu, obsah popela a pH ve srovnani s kvétovymi medy
(Manzanares et al., 2011).

HMF byl stanoven pomoci dvou metod, HPLC-UV a spektrofotometricky
(Whitova metoda). Jeho mnozstvi se nachézelo v rozmezi 1,42-46,29 mg-g™* medu.
HPLC metoda a Whitova metoda poskytovaly podobné vysledky. Winklerova
fotometrickd metoda nebyla pouzita kvili karcinogenité p-toluidinu a nizké
presnosti. Metoda HPLC poskytuje spolehlivé vysledky 1 v pfipad€ nizkych obsahii
HMF, na rozdil od Whitova spektrofotometrického stanoveni (Truzzi et al., 2012).
White (1992) potvrdil, Ze medy pochézejici ze subtropickych nebo tropickych oblasti
maji vyssi hladinu HMF, ktera je dana teplym klimatem bez ohledu na to, zda byl
med piehfan nebo pancovan (Serrano et al., 2007). Pti porovnani medd, od vcelaru

amedi komeréné prodavanych v supermarketech, byly patrmé rozdilné hodnoty
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mnozstvi HMF. Medy od vcelait mély podstatné nizsi koncentraci HMF. U vétSiny
medi hodnota nepiesahovala mnozstvi 4 mg-kg'1 a nachazela se v rozmezi
1,42-15,58 mg-kg™. Kvétovy med, pivodem z Bosny (B-MLF 20) piekradoval
28 krat limitni hodnotu HMF 40 mg-kg™. Med obsahujici tak vysokou koncentraci
HMF musel byt vystaven ptsobeni vysoké teploty po dobu nékolika hodin. Medy
zakoupené v supermarketech v nékolika ptipadech (M-H 6, M-MX 9, M-X 10)
piekradovaly povoleny limit 40 mg-kg™ medu, ale dodate¢na informace na obalu
téchto zakoupenych medt uvadéla, Ze se jedna o smés medu pochazejicich z riznych
oblasti Evropské Unie a to i z oblasti se subtropickym klimatem. Pro medy ze
subtropickych oblasti je tolerované¢ mnozstvi HMF do 80 mg-kg’l. Namétené
hodnoty koresponduji s obsahy HMF obsazeného v Andaluském kvétovém medu,
ktery byl ptivodem ze Spanélska (Serrano et al., 2007).

Aktivita diastasy v medu by neméla klesnout pod 8 jednotek (International Honey
Commission, 2009). M¢iena diastasova aktivita naSich vzorki se nachazela
v rozsahu 4,65-17,56 jednotek. Pouze dva vzorky (M-H 6, M-MX 9) nesplnovaly
limitni hodnotu. Jednalo se o medy, které¢ byly zakoupeny v supermarketu. Medy
od v¢elait  vykazovaly vysokou aktivitu, ktera se nachazela v rozmezi
14,87-25,29 jednotek. Kvétovy med, pivodem z Bosny (B-MLF 20) nevykazoval
zadnou aktivitu. Z vysledki méfeni aktivity diastasy a HMF vzorkd (M-H 6,
M-MX 9, M-MX 10 a B-MLF) je patrné, Ze tyto dva faktory (nizka aktivita diastasy
a vysoky obsah HMF) spolu tizce souvisi. Hodnoty mimo rdmec povolenych limit
jsou ziejm& zpisobeny Spatnymi skladovacimi podminkami, pifipadné vystaveni
medu teplotdm na 40°C. Aktivita enzymu spolu s nizkym obsahem HMF je jednim
z nejdulezitéjsich faktorti pro urceni pravosti a kvality medu. Vzorky medu s nizkym
obsahem HMF disponuji vysokou diastasovou aktivitou na rozdil od medi
s vysokym obsahem HMF, kde je situace opacna.

Rozdil v hodnotach prolinu u kvétovych medi je zptisobem rozdilnymi pomeéry
pylu a nektaru, které se lisi botanickym plvodem, klimatickymi podminkami
a predev§im mnozstvim medovice v medu. Piikladem mutze byt lipovy med, ktery
ma vysoky obsah prolinu, nebot’ v dob&, kdy vcely sbiraly nektar z lipy, byla
ptitomna i medovice (Ptidal, 2003b). VSeobecné medovicové medy maji vysoky
obsah celkovych aminokyselin, na rozdil od meda kvétovych, coz bylo potvrzeno
nadimi vysledky. Nejniz§i hodnotu prolinu mél akatovy med (173 mgkg?),
nasledovany  kvétovymi  (241-522,49 mg-kg'l) a smiSenymi  medy
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(118,88-666,09 mg-kg ™) az po medovicové (201,89-684,97 mg-kg™). Czipa (2012)
(252438 mg'kg') a nejvyssi hodnoty dosahoval koriandrovy med
(2283+128 mg'kg?) a medovicovy med (1089+137 mgkg'). Pouze
V jediném ptipad¢ nami analyzovaného medovicového medu zakoupeného v obchodé
byla hodnota prolinu podstatnd niz§i (201,89 mg-kg™ u M-H 6) nez u ostatnich
medovicovych medi, kde hodnota prolinu neklesla pod 500 mg-kg™. Nage vysledky
koresponduji s obsahem prolinu v mad’arskych vzorcich (Czipa, 2012). Dalsi tii
vzorky (M-MX 9, M-MX-10 a B-MLF 20) se nenachazely v doporucenych
koncentracnich limitech, které udévaji minimalni povolené mnozstvi vyssi jak
180 mg-kg™.

Manzanares (2011) uvadi hodnoty obsahu monosacharidi v kvétovém medu
Vv rozsahu mnozstvi fruktosy 29-38 g/100 g a glukosy 36-42 g/100 g. Jeho vysledky
se shoduji s naSimi vysledky analyzovanych kvétovych medl, které obsahovaly
fruktosu v rozmezi 34,91-43,7 g/100 g a glukosu 23,45-38,98 g/100 g. Medovicové
medy dosahuji niz$ich hodnot obsahu celkovych monosacharidi. V nasem piipadé
medovicovy med obsahoval fruktosu v rozmezi 30,88-39,24 ¢g/100g a glukosu
25,74-8,62 g/100 g, 1 tyto vysledky jsou ve shod¢ s literarnimi udaji
(Manzanares et al., 2011).

Pomér fruktosy/glukosy (F/G) slouzi k ur€eni granulace medu, protoze glukosa je
méné rozpustna ve vodé nez fruktosa (Ojeda de Rodriguez et al., 2004). Podil
fruktosy a glukosy zavisi do znacné miry na zdroji nektaru (Anklam, 1998). Kvétové
medy obsahuji vice glukosy nez medovicové medy, a proto je pomér F/G nizsi nez
v medovicovych medech (Manzanares et al., 2001). Vétsina autort (Mateo
a Bosch-Reig, 1997; Nozal et al., 2005) uvadi primémy pomér F/G kolem 1,2.
OvSem Baue (2001) naSel vyrazné rozdily v poméru F/G a to 1,0 a1,5-2,0 pro
kvétovy a medovicovy med, ktery se do jisté miry shoduje s naSimi daty pro kvétové
medy 0,9-1,65. Mateo a Bosch-Reig (1997) zjistili vyssi pomér F/G pro medovicové
medy (1,33 + 0,06), tyto hodnoty souhlasily s nasimi vysledky 1,19-1,43.

V minerdlnim sloZeni medu jsou nejvice zastoupeny prvky: K, Na, Ca, Mg, Fe,
Zn, Mn a Cu. Koncetrace prvki je ovlivnéna druhem zkoumaného medu. Draslik je
kvantitativng nejvice zastoupenym prvkem, ktery ma pramémy obsah 1233 mg-kg™
anachazi se ve vSech druzich medu jako abundantni prvek. Medovicovy med
disponuje az 20 krat vyssi koncentraci drasliku a pfiblizné tfikrat vy$§im obsahem
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hoi¢iku (Madejczyk a Baralkiewicz, 2008). Nami stanovené mmnozstvi drasliku
vkvétovém medu se pohybovalo Vvrozmezi 200,47-1563,39 mg-kg™.
U medovicovych medii byla potvrzena vyssi koncentrace drasliku (2546,75-4301,12
mg-kg™) oproti kvétovym (201,47-2555,25 mg-kg?). Zajimavé bylo, Ze vzorek
M-MNF (1) obsahoval 20 krat méné drasliku nez vzorek M-H (4). Mezi dalsi
vyznamné zastoupené prvky patii Na, Mg a Ca, které jsou pfitomny v koncetraénim
rozmezi 0,38 az 89,6 mg-kg™; 0,07-19,83 mg-kg™, 3,3-159,2 mg-kg™. Medovicové
medy maji mnohem vyssi obsah sodiku a hotc¢iku nez medy kvétové, ale naopak
kvétovy med ma vyssi koncentraci vapniku (Madejczyk a Baralkiewicz, 2008).
V piipadé naSich vzorkii bylo dosazeno podobnych vysledkii u sodiku. Obsahy
vapniku dosahovaly téméf stejnych hotnot v medovicovém a kvétovém medu, coz
bylo vrozporu snaméfenymi hodnotami obsahu vapniku podle Madejczyk
a Baralkiewicz  (2008). Mnozstvi sodiku a vapniku dosahovalo hodnot
(Na=4,37-2544 mgkg'; Ca=2562-9921 mgkg') v kvétovych medech
a(Na=7,78-27,67 mgkg™; Ca=80,46-98,79 mgkg™’) v medovicovych medech.
Stanoveni hot¢iku bylo provazeno problémy, které se tykaly nepfesné kalibracni fady
svysokou RSD a nevysvétlitelné vysokému obsahu v realnych vzorcich. Tmavé
medy (medovicové) maji schopnost hromadit méd, oproti kvétovym medim, které
jsou svétlejsi barvy. Hodnoty obsahu médi v medovicovych medech se pohybuji
mezi 0,26 a1,82 mg-kg'. Madejczyk a Baralkiewicz (2008) poukazuji na to,
ze vSechny druhy medu se li§i v koncentrace drasliku, Zeleza, niklu, manganu
a hliniku. Kvétové medy obsahuji desetkrat nizsi hladiny manganu neZ medovicové
medy. Schopnost akumulace médi v medovicovém medu a vysokou pfitomnost
manganu se podafilo naSimi vysledky potvrdit. Medovicové medy obsahovaly
0,75-1,55 mg-kg™ médi a 2,11-8,36 mg-kg™ manganu. Oproti tomu kvétové mély
primémé 5 krat niz$i koncentraci meédi (0,09-0,85 mg-kg'l) a manganu
(0,13-5,49 mg-kg™). Lipovy med obsahuje vysoky podil medovicového medu,
coz vede Kk ziskani podobnych vysledki jako u medd, které byly deklarovany
zamedovicové. Ve zkoumanych medech nebyly detekovany zvySené nebo
nepovolené koncentrace toxickych prvkit jako Pb, Cd a Ba. Ptipadny vyssi obsah Pb
je dan vyskytem vcelou nastévovanych rostlin v blizkosti v pramyslovych zon nebo
silnic. Pfikladem muze byt zvySena koncentrace Pb v lipového medu
(a7 do 0,15 mg-kg?). Podle Vincevica-Gaile et al., (2013) miZe byt zne&isténi

lipového medu olovem pficitano stavu zneciSténi zivotniho prostfedi. Testovany
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lipovy med (BK-MNF 11) nevykazoval pfitomnost olova a zbylé medy mély jeho
obsah v povolenych norméch a to v ramei stopového mnozstvi (0,01-0,05 mg-kg™).
Kadmium bylo detekovano jen ve stopovém mnozstvi a u baria stoji za zminku
pouze jeho zvysena koncentrace u medovicovych medi (0,19-0,25 mg-kg™), oproti
kvétovym medim. SkutecCnost, ze medovicovy med ma vysSi obsah mineralnich
latek, se predevsim tyka zdroju, ze kterych med pochazi (Madejczyk a Baralkiewicz,
2008).

Identifikace nizkomolekuldrnich latek (sekundarnich metaboliti) byla provedena
pomoci hmotnostni spektrofotometrie s vyuzitim hmotnostniho analyzatoru - iontové
pasti.

Primarné nés zajimalo, zdali jsou jednodruhové medy opravnéné cenéné kvili
svym antioxida¢nim, antibakterialnim ¢i dalSim vlastnostem, které jsou dany pravé
jedineénym slozenim sekundarnich metaboliti. Mnozstvi polyfenolti obsazenych
vmedu je znacné ovlivnéno geografickym plvodem, klimatickymi podminkami
a druhem rostliny (Goémez-Caravaca et al., 2006). Je ovSem nutné zminit,
ze vysledky nékterych fotometrickych metfeni mohou byt ovlivnény dal§imi slozkami
medu. Plati to zejména pro spektrofotometrické stanoveni celkovych flavonont,
kdy dochazi k interferenci s HMF. Napiiklad vzorky M-H 8, M-MX 9, B-MLF 20,
které se vyznacuji vysokym obsahem HMF, vykazovaly neocekdvané vysoké
hodnoty celkovych flavonondt.

Podle Piljac-Zegarac (2009) mize byt TPC povaZovan za vyznamnou
determinantu antioxidacni kapacity studovanych meda. Poukazuje na to, ze kvétové
medy jsou charakterizovany vysokym obsahem TPC (58,75 mg/100 g). TPC
ve vzorku akatového medu dosahovaly hodnoty 23,8 mg/100 g a byly shodné
s mnozstvim TPC ve vzorku akitového medu ve studii, kterou provedl praveé
Piljac-Zegarac (21,61 mg/100 g). Ve srovnani s praci Lachman (2010), vykazuji nase
vysledky vy$si hodnoty TPC a jsou podobné vysledkim Jasicka-Misiak (2012),
kde vice jak 15 vzorku ptekracuje svou hodnotou TPC 70 mg/100 g (Jaicka-Misiak
et al., 2012). Medovicové medy, které byly analyzovany, mély tmavsi barvu nez
kvétové medy. Medy tmavsi barvy disponuji podle nasich vysledkli vyrazné vyssi
TPC a podle literatury i antioxidaé¢ni aktivitou (McKibben a Engeseth, 2002).

Analyzované medy, které byly nami vyselektovany pro identifikaci vybranych
sekundarnich metabolitl, byly plvodem piedev§im z Evropy, kromé vzorku

M-MLF 3, ktery byl plivodem z Australie. Pro samotné testovani byli vybrani
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zastupci vSech druhit medu s diirazem na jednodruhové medy (akatovy, rozmarynovy
a lipovy med). Lachman et al., (2010) zjistil analyzou ¢eského medu pomoci
HPLC-DAD, Ze majoritni fenolovou kyselinu je ferulovd a v piipadé flavoni se
jedna o chrysin. Obé¢ latky byly ptfitomny ve vSech jeho studovanych vzorcich medu
jako hlavni slouceniny. Nejvyssi primérna hodnota kyseliny ferulové byla zjisténa
hodnoty chrysinu stanovil ve smiSeném medu (0,11 mg/100 g) a u medovicového
medu byla jeho stanovend hodnota nejmensi 0,03 mg/100 g. Chrysin se nachazi
I ve vétsim mnozstvi v pohankovém medu (Socha et al., 2011). Apigenin se nachazi
vV medu v minoritnim mnozstvi. Jeho zvySené mnozstvi je charakteristické pro nektar
sbirany véelami z rozmarynu, a proto je poklddan za botanicky marker
pro rozmarynovy med (Lachman et al., 2010). V piipadé nasi analyzy UHPLC-MS
nebylo u medovicovych medii detekovano zadné mnozstvi chrysinu. Kvétové
a smiSené medy obsahovaly chrysin v rozmezi 0,005-0,008 mg/100 g a u smiSen¢ho
medu (B-MX 14) 0,01 mg/100 g. Nejvyssi mnozstvi apigeninu bylo nalezeno
ve vzorku rozmarynového medu (M-MNF 2) a poté v kvétovych medech.
Medovicové medy nevykazovaly pfitomnost apigeninu.

Kyselina ferulova byla kvantifikovana ve vSech vzorcich medu. Byl potvrzen fakt,
ze je jednou zhlavnich fenolovych kyselin pfitomnych v ¢eskych medech
(0,071-0,228 mg/100 g). Zahrani¢ni medy vykazovaly az 10 krat niz§i mnozstvi
ferulové kyseliny nez Ceské, s vyjmkou medu puvodem z Italie (M-H 4), kde
kyselina ferulové byla obsazena v mnozstvi 0,187 mg/100 g. Kyselina gallova byla
uz v minulosti identifikovana v celé fadé druhli ptfirodnich medt, které byly
odlisného geografického pivodu (Socha et al., 2009). Aljadi a Yusoff (2003) zjistili,
Ze se jeji obsahy pohybuji v rozmezi 82-330 pg/100 g u malajskych medd. Yao et al.,
(2003) uvadi mnohem vyssi hodnoty v australskych medech, kde je kyselina gallova
dominantni fenolovou kyselinou. Pozd¢jsi zdroje uvadi kyselina gallovou, jako jednu
z hlavnich slozek profilu fenolovych kyselin a potencialnich ukazateli pivodu medu
(Socha et al., 2009). V nasi studii jsme testovali jeden vzorek australského medu
(M-MLF 3). Potvrdilo se, ze k. gallova je zde nejvice zastoupenou slozkou
(138 ng/100 g), zatimco u ostatnich analyzovanych medu byl jeji obsah mnohem
niz$i. Kaempferol predstavuje zastupce flavonoidd, ktery se vyskytuje v medu a jiz
byl stanoven fadou autort (Ferreres et al., 1998; Martos et al., 2000b; Soler et al.,

1995; Yao et al., 2003). V nasi studii byl kaempferol pouze identifikovan, jelikoz pro
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jeho kvatifikaci nebyl dostupny standard. Jeho ptitomnost byla potvrzena ve vSech
testovanych vzorcich medu.

Pylova analyza slouzila k potvrzeni deklarovaného botanického pivodu medu.
Pro mikroskopovéani byly pouzity jednodruhové medy jednodruhové a plivodem
od v¢elart. Bohuzel jsme neméli k dispozici pfislusna pylova zrna, kterd by
poslouzila jako referencni material pro presnéjsi identifikaci. Vysledky
mikroskopickych analyz jsme proto pouze srovnali s diive publikovanymi daty.
Pylova analyza byla dulezitd pro uréeni botanického plivodu medu, ktery byl
deklarovan jako med z ostropestice marianského (Silybum marianum). Tato rostlina
obsahuje ve svych semenech tzv. silymarin, coz je smés fady flavonolignant a latek
fenolového a flavonoidni povahy, které maji znacné vyuziti diky svym
hepatoprotektivnim vlastnostem. Hepatoprotektivni G¢inky medu z ostropestice
marianského byly deklarovany spolecnosti Biokvalita.cz, ktera tento med distribuje.
NaSim zajmem bylo zjisténi, zdali jsou z matetské rostliny Silybum marianum
pienaseny bioaktivni latky silymarinu prostfednictvim nektaru nebo pylovych zrn
do medu. V medu bylo pozorovano pét majoritnich druhti pylovych zrn, ze kterych
pouze jediny morfologicky odpovidal pylovym zrniim z ostropestice marianského.
Pro pylova zrna v medu ostropestice, ktera byla zastoupena z 10,72 %, se nepodafilo
nalézt odpovidajici referencni snimek ze svételného mikroskopu. Podle zakladnich
morfologickych znakt (ostnaté vybézky a mala vytoceni na vnéjSich stranach) patii
tato zrna rostliné z celedi Asteraceae (Edina Muratovic, Pfirodovédecka fakulta
univerzity v Sarajevé, oddéleni Biologie, osobni sdéleni).

Pro zjisténi mnozstvi silymarinu v medu jsme pouzili metodu HPLC-ESI-MS.
Metodu jsme testovali analyzou na potravinového doplitku - tablety obsahujici
silymarinovou smés. VSechny majoritni slozky byly uspé$né identifikovany.
Kvantitativni analyzou bylo zji§t€no, Ze mnozstvi latek obsazenych v silymarinové
tablet¢ neodpovidalo deklarovanému mnozstvi. Niz§i namétfené¢ hodnoty
pravdépodobné souvisi s proSlou expiraci potravinového dopliku. V. medu nebyla
identifikovana Zadna latka, ktera by patfila do silymarinové smési. Ziskané
informace z HPLC-ESI-MS spole¢né s pylovou analyzou nas vedou k zavéru, ze se
nejednd o jednodruhovy med ani o med, ktery by byl obohacen o silymarinovy
extrakt ze semen. Limit pro oznaceni jednokvétého medu je minmalné¢ 30%
zastoupeni deklarované rostliny (Edina Muratovic, Pfirodovédecka fakulta univerzity

Vv Sarajevé, oddéleni Biologie, osobni sdélent).
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6 Zavér

Tato prace je vénovana osvojeni Si a zavedeni rutinnich metod fyzikalné-chemické
analyzy medu na naSem pracovisti. Jednalo se zejména o fyzikalni parametry a
obsahy latek, jejichz hodnoty a mnozstvi maji vliv na kvalitu a ur¢uji druh medu.
Med jako kazda potravina podléhd norméam, které musi spliiovat, aby byl vyhovujici
pro prodej.

Vsechny analyzované medy spliiovaly normu pro obsah volnych kyselin a vody.
Z dalsich fyzikalné-chemickych parametrti nebyla splnéna norma pro HMF pouze
u jediného vzorku medu BK-MLF 20. Pozadovana hodnota aktivity enzymut nebyla
stanovena ve tfech vzorcich medu M-H 6, M-MX 10 a BK-MLF 20. Obdobna
situace byla u prolinu. Ctyfi vzorky M-MNF 1, M-MX 9, M-MX 10 a BK-MLF
nespliiovaly pozadované mnozstvi prolinu 180 mg-kg'1 medu.

Pomoci ziskanych dat z ICP-MS jsme potrdili, Ze medovicové medy se lisi
od kvétovych medi svym zastoupenim jednotlivych prvku.

Spektrofotometrickd analyza polyfenolovych latek potvrdila, ze medovicové
medy maji vyssi obsahy fenolovych a flavonoidnich latek.

Vyvinuta HPLC-ESI-MS metoda byla zalozena na chromatografické separaci
analyzovanych fenolovych kyselin a flavonoidi. Diky citlivé a vysoce selektivni
hmotnostni detekci (iontova past), bylo mozno identifikovat celou fadu polyfenolych
latek.

Pomoci UPLC-MS/MS bylo potvrzeno, ze kazdy med ma svoje jedinecné
zastoupeni fenolovych kyselin a flavonoidi. Medovicové medy maji vysoké obsahy,
co se ty¢e fenolovych kyselin, naopak jednodruhové medy disponuji vy$Simi
hodnoty obsahu flavonoidnich latek, které mohou slouzit jako ukazatel botanického
druhu kvétiny.

Na zaklad¢ pylové analyzy byl potvrzen pivod jednodruhovych medd a uréeno
procentualni zastoupeni jednotlivych druhti pylovych zrn v medu z ostropestice
marianského.

S vyuzitim HPLC-ESI-MS se nam podafilo vyloucit pfitomnost latek
s hepatoprotektivnim  uc¢inkem v medu  z ostropestice  marianského,

jejichz ptitomnost byla deklarovana (Biokvalita.cz).

45



7 Literatura

Abramovic H., Jamnik M., Burkan L., Kac M. (2008): Water activity and water content in
Slovenian honeys. Food Control, 19, 1086-1090.

Anklam E. (1998): A review of the analytical methods to determine the geographical and
botanical origin of honey. Food Chemistry, 63, 549-562.

Aljadi A. M., Yusoff, K. M. (2003): Isolation and identification of phenolic acids in
Malaysian honey with antibacterial properties. Turkish Journal of Medical Sciences, 33,
229-236.

Alekseeva O. V., Sabirzyanova T. A., Selyah I. O., Kalebina T. S.Kulaev I. S. (2014):
Export of an Invertase by Yeast Candida utilis Cells. Applied Biochemistry and
Microbiology, 50, 134-139.

Atoui A. K., Mansouri A., Boskou G., Kefalas P. (2005) Tea and herbal infusions: Their
antioxidant activity and phenolic profile. Food Chemistry, 89, 27-36.

Barganska Z., Slebioda M., Namiesnik J. (2011): Determination of antibiotic residues in
honey. Trends in Analytical Chemistry, 30, 1035-1041.

Barganska Z., Slebioda M., Namiesnik J. (2013): Pesticide residues levels in honey from
apiaries located of Northern Poland. Food Control, 31, 196-201.

Bertoncelj J., Polak T., Kropf U., Korosec M., Golob T. (2011): LC-DAD-ESI/MS analysis
of flavonoids and abscisic acid with chemometric approach for the classification of
Slovenian honey. Food Chemistry, 127, 296-302.

Blasco C., Vazquez-Roig P., Onghena M., Masia A., Pico Y. (2011): Analysis of insecticides
in honey by liquid chromatography—ion trap-mass spectrometry: Comparison of different
extraction procedures. Journal of Chromatography A, 1218, 4892—4901.

Bogdanov S. (1997) Harmonised methods of the European honey commission, Apidologie
(extra issue), 1-59.

Bogdanov S., Jurendic T., Sieber R, Gallmann P. (2008): Honey for Nutrition and Health: A
Review. Journal of the American College of Nutrition, 27, 677-6809.

Brinda B. J., Zhua H. J., Markowitza J. S. (2012): A sensitive LC-MS/MS assay for the
simultaneous analysis of the major active components of silymarin in human plasma.
Journal of Chromatography B, 902, 1-9.

Cai X. L., Li D. N, Qiao J. Q., Lian H. Z., Wang S. K. (2009): Determination of Silymarin
Flavonoids by HPLC and LC-MS and Investigation of Extraction Rate of Silymarin in
Silybum marianum Fruits by Boiling Water. Asian Journal of Chemistry, 21, 63-74.

Cometto P. M., Faye P. F., Caccavari M., Baroni M. V., Aldao M. A. J. (2006): Relationship
between Interannual Variation of Amino Acid Profile and Pollen Content in Honey from
a Small Argentinian Region. Journal Agricultural Food Chemistry, 54, 9458-9464.

Chua L. S., Rahaman N. L. A., Sarmidi M. R., Aziz R. (2012): Multi-elemental composition
and physical properties of honey samples from Malaysia. Food Chemistry, 135, 880-887.

Chudzinska M., Debska A., Baralkiewicz D., (2012): Method validation for determination of
13 elements in honey. Accreditation and Quality Assurance, 17, 65-73.

Crane E. (1975): History of honey. In: Honey, a comprehensive survey. (Crane E. ed.),
Heinemann, London, UK, 439-488.

Crozier A. (2006): Biosyntheses. In: Plant Secondary Metabolites Occurrence, Structure and
Role in the Human Diet.(Crozier A. ed.), Blackwell, University of Glasgow, UK, 14-20.
Cuyckens F., Claeys M. (2003): Mass spectrometry in the structural analysis of flavonoids.

Journal of Mass Spectrometry, 39, 1-15.

Czipa N., Borbély M., Gyé6ri Z. (2011): Proline content of different honey types. Acta

Alimentaria, 41, 26-32.

46



Diming F., Kuka P., Kuka M., Catske I. (2006): The Criteria of Honey quality and its
Changes during Storage and Thermal Treathment. Latvijas Lauksaimniecibas universitate
Raksti, 16,73-78.

Domon B., Costello C. E. (1988): A systematic nomenclature for carbohydrate
fragmentations in FAB-MS/MS spectra of glycoconjugates. Glycoconjugate Journal, 5,
397-4009.

Edgar J. A., Roeder E., Molyneux R. J. (2002): Honey from plants containing pyrrolizidine
alkaloids: a potential threat to health. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50,
2719-30.

ES 1907 (2006): Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006 ze dne 18.
prosince 2006 o registraci, hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych latek, 851.
http://www.genasis.cz/res/file/legislation/narizeni-1907-2006.pdf (25. 4. 2014).

Escuerdo O., Silva L. R., Valentao P., Seilo M. C., Andrade P. B. (2012): Assessing Rubus
honey value: Pollen and phenolic compounds content and antibacterial capacity. Food
Chemistry, 130, 671-678.

Fabre N., Rustan I., Hoffmann E., Quetin-Leclercq J. (2001): Determination of flavone,
flavonol and flavanone aglycones by negative ion LC-ES ion trap mass spectrometry.
Journal of the American Society for Mass Spectrometry, 12, 707-715.

Ferreres, F., Juan, T., Perez-Arquillue, C., Herrera-Marteache, A., Garcia-Viguera, C.,
Tomas-Barberan F. A. (1998): Evaluation of pollen as a source of kaempferol in
rosemary honey. Journal of the Science of Food and Agriculture, 77, 506-510.

Fuente E., Ruiz-Matute A. ., Valencia-Barrera R. M., Sanz J., Martinez Castro 1. (2011):
Carbohydrate composition of Spanish unifloral honeys. Food Chemistry, 129, 1483-1489.

Geo.arizona.edu: http://www.geo.arizona.edu/palynology/nsw/shimeld/foeniculum_vulgare.j
pg (25. 4. 2014).

Gheldof N., Wanf X, H., Engeseth N. J. (2002): Identification and Quantification of
Antioxidant Components of Honeys from Various Floral Sources. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 50, 5870-5877.

Gomez-Caravaca A. M., Goémez-Romero, M., Arraez-Roman, D., Segura-Carretero A.,
Fernandez-Gutiérrez A. (2006): Advances in the analysis of phenolic compounds in
products derived from bees. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 41,
1220-1234.

Griffin C. T., Danaher M., Elliott C. T., Kennedy D. G., Furey A. (2013): Detection of
pyrrolizidine alkaloids in commercial honey using liquid chromatogramy — ion trap mass
spectrometry. Food Chemistry, 136, 1577-1583.

Hajduskova J., (2006): In: Véeli produkty oc¢ima lékaie. Cesky svaz v&elait, Praha, 50.

Hernandez O. M., Fraga J. M. G., Jimenez A. I, Jimenez F., Arias J. J. (2005):
Characterization of honey from the Canary Islands: determination of the mineral content
by atomic absorption spectrometry. Food Chemisty, 93, 449-458.

Hrab¢ J., Komar A. (2003): Med. In: Technologie, zboziznalstvi a hygiena potravin. Vysoka
vojenské $kola pozemniho vojska, Vyskov, Ceska Republika, 51-58s.

Hughes R. J., Croley T. R., Metcalfe C. D., March R. E. (2001): A tandem mass
spectrometric study of selected characteristic flavonoids. International Journal of Mass
Spectrometry, 210-211, 371-385.

Huidobro J. F., Santana F. J. Sanchez, M. P. Sancho, M. T., Muniategui S., Simal-Lozano J.
(1995): Diastase, invertase and alphaglucosidase activities in fresh honey from north-west
Spain. Journal of Apicultural Research, 34, 39-44.

Iglesias M. T., Martin-Alvarez P. J., Polo M. C., De Lorenzo C., Gonzales M., Pueyo
E.(2006): Changes in the Free Amino Acid Contents of Honeys During Storage at
Ambient Temperature. The Journal of Agricultural and Food Chemistry, 54, 9099-9104.

Ihc-platform. net: http://www.ihc-platform.net/ihcmethods2009.pdf (International Honey
Commission, 2009; 17. 4. 2014).

Jasicka-Misiak 1., Poliwoda A., Deren M., Kafarski P, (2012): Phenolic compounds and
abscisic acid as potential markers for the floral origin of two Polish unifloral honeys.
Food Chemistry, 131, 1149-1156.

47


http://www.genasis.cz/res/file/legislation/narizeni-1907-2006.pdf

Justesen U. (2001): Collision-induced fragmentation of deprotonated methoxylated
flavonoids, obtained by electrospray ionization mass spectrometry. Journal of mass
spektrometry, 36, 169-178

Kamal M. A., Klein P. (2011): Determination of sugars in honey by liquid chromatography.
Saudy Journal of Biological Sciences, 18, 17-21.

Khalil M. 1., Sulaiman S. A., Gan S. H. (2010): High 5-hydroxymethylfurfural
concentrations are found in Malaysian honey samples stored for more than one year.
Food and Chemical Toxicology, 48, 2388-2392.

Koleva I. I, Beek T. A., Soffers E. M. F., Dusemund B., Rietjens I. M. C. M. (2012):
Alkaloids in the human food chain — Natural occurrence and possible adverse effects.
Molecular Nutrition and Food Research. 56, 30-52.

Kosina P., Bartek J. (2000): Stanoveni silybinu v krevni plazmé vysokouc¢innou kapalinovou
chromatografii s extrakci na pevné fazi. Chemické Listy, 94, 1115-1117

Louveaux J., Maurizio A. Vorwohl G. (1970): Methods of melissopalynology. Bee World,
51, 125-138; (1978 reoubl. ed.) 59, 139-153.

MaY. L., Li Q. M, Van den Heuvel H., Claeys M. (1997): Characterization of flavonone and
flavonol aglycones by collision-induced dissociation tandem mass spectrometry. Rapid
Communications in Mass Spectrometry, 11, 1357-1364.

Mabry T. J, Markham K. R. (1975): Mass spectromtetry of flavonoids. In: The Flavonoids.
(Harborne J. B., Mabry T. J, Markham K. R. ed.), Academic Press, New York, USA
78-128.

Manzanares A. B., Garcia Z. H., Galdon B. R., Rodriguez E. R., Romero C. D. (2011):
Differentiation of blossom and honeydew honeys using multivariate analysis on the
physicochemical parameters and sugar composition. Food Chemistry, 126, 664-672.

Martos, |., Ferreres, F., Tomas-Barberan, F. A. (2000a): Identification of flavonoid markers
for the botanical origin of Eucalyptus honey. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 48, 1498-1502.

Martos, 1., Ferreres, F., Yao, L., D’Arcy, B., Caffin, N., & Tomas-Barberan, F. A. (2000b):
Flavonoids in monospecific eucalyptus honeys from Australia. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 48, 4744-4748.

McKibben J., Engeseth N. J. (2002): Honey as a protective agent against lipid oxidation in
ground turkey. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50, 592-595.

Meda A., Lamien C. E., Romito M., Millogo J., Nacoulma O. G. (2005) Determination
of the total phenolic, flavonoid and proline contents in Burkina Fasan honey, as well as
their radical scavenging aktivity. Food Chemisty, 91, 571-577.

Mejias E., Montenegro G. (2012): The antioxidant aktivity of chilean honey and bee pollen
produced in the Llaima volcano’s zones. Journal of Food Quality, 35, 315-322.

Michaljevi¢ M., Strnad L., Sebek O. (2004): Vyuziti hmotnostni spektrometrie s indukéné
vazanym plaznatem v geochemii. Chemicke Listy, 98, 123-130.

Michalkiewicz A., Biesaga M., Pyrzynska K. (2008): Solid phase extraction procedure for
determination of phenolic acids and some flavonols in honey. Journal of
Chromatography A, 1187, 18-24.

Michener Ch. D., (1974): Part 1.Melittological Background. In: The Social Behavior of the
Bees: A Comparative Study. Harvard University, Press Nature, 3-10

Moore P. D. (1991): The treatment of samples. In: Pollen analysis, 2nd ed., (Moore P. D.,
Webb J. A, Collinson M. E.), Blackwell, London, UK, 44-56.

Mukherjee 1. (2009): Effect of organic amendments on degradation of atrazine. Bulletin on
Environmental contamination and toxikology, 83, 832-835.

Naef R., Jaquier A., Velluz A., Bachofen B. (2004): From the linden flowe to linden
honey- volatile constituents of linden nectar, the extract of bee-stomach and ripe honey
Chemistry and Biodiversity, 1, 1870-1879.

Morazzoni P., Bombardelli E.(1995):Sylibum marianum (Cardus marianus). Fitoterapia, 66,
6-42.

Orey C. (2011): A time for Honey. In: The healing powers of honey. Kensington Books,
New York, USA, 1-14.

48



Ough C. S. (1969): Rapid Determination of Proline in Grapes and Wines. Journal of Food
Science, 34, 228-230.

Pazourek J. (2010): Monitoring of mutarotation of monosaccharides by hydrophilic
interaction chromatography. Jornal of Separation Science, 33, 974-981.

Petrus K., Schwartz H., Sontag G. (2011): Analysis of flavonoids in honey by HPLC coupled
with coulometric electrode array detection and electrospray ionization mass spectrometry.
Analytical and Bioanalytical Chemistry, 400, 2555-2563.

Pisani A., Protano G., Riccobono F. (2008): Minor and trace elements in different honey
types produced in Siena County (Italy). Food Chemistry, 107, 1553-1560.

Plutowska B., Chmiel T., Dymerski T., Wardencki W.(2011): A headspace solid -phase
microextraction method development and its application in the determination of volatiles
in honeys by gas chromatography. Food Chemistry,126, 1288-1298.

Pohl P., Stecka H., Sergiel I., Jamroz P. (2012): Different Aspects of the Elemental Analysis
of Honey by Flame Atomic Absorption and Emission Spectrometry: A Review. Food
Analytical Method, 5, 737-751.

Polleninfo.org: http://www.polleninfo.org/SE/se/allergy-infos/aerobiologics/pollen-
atlas.html?letter=R (17. 4. 2014).

Pridal A. (2003a): Definice medu. In: Vceli produkty. Mendlova zemédé€lska a lesnicka
univerzita v Brng, Ceska Republika, 24-82.

Pridal A. (2003b): Hodnoceni a zkou$éni v€elych produktt. In: Véeli produkty-cviceni.
Mendlova zemédglska a lesnicka univerzita v Brng, Ceska Republika, 23-42.

Piidal A., Cermak K. (2003): Bilogie vé&el. In: Véelarstvi. Mendlova zemédélska a lesnicka
univerzita v Brng, Ceska Republika, 1-68.

Pulcini P., Allegrini F., Festuccia N. (2006): Fast SPE extraction and LC-ESI-MS-MS
analysis of flavonoids and phenolic acids in honey. Apiacta, 4, 21-27.

Pyrzynska K., Biesaga M. (2009): Analysis of phenolic acids and flavonoids in honey.
Trends in Analytical Chemistry. 28, 893-902.

Raven P. H., Axelrod, D. I. (1978): Biogeography and ecology of southern Africa. In: Late
Cretaceous and Tertiary vegetation history of Africa. (Werger M. J. A. ed.), Dr W. Junk
bv Publishers, The Hague, The Netherlands,77-130.

Rehman S., Khan Z. F., Magbool T. (2008): Physical and spectroscopic characterization of
Pakistani honey. Chilean Journal of Agricultural Research, 35, 199-204.

Saka¢ N., Sak-Bosnar M. (2012): A rapid method for the determination of honey diastase
activity. Talanta, 93, 135- 138.

Salomon S., Jenne V., Hoenig M. (2002): Practical aspects of routine trace element
environmental analysis by inductively coupled plasma-mass spectrometry. Talanta, 57,
157-168.

Serano S., Espejo R., Villarejo M., Jodral M. J. (2007): Diastase and invertase activities in
Andalusian honeys. International Journal of Food Science and Technology, 42, 7679
Singleton V. L., Rossi J. A. (1965): Colorimetry of total phenolics with phosphomolybdic-
phosphothungstic acid reagens. American Journal of Enology and Viticulture, 16,

144-158.

Skoog A. D., West M. D., Holler J. F., Crouch S. R. (2004): Atomic Spectroscopy. In:
Fundamentals of Analytical Chemistry. (8th ed.), Brook/Cole Thomson Learning,
Canada, 845-849.

Snodgrass E. R. (1984): Organs of feeding. In: Anatomy of the Honey Bee. Cornell
University Press, USA, 44-120.

Soler C., Gil M. J., Garcia-Viguera C., Tomas-Barberan F. A. (1995): Flavonoid patterns of
French honeys with different floral origin. Apidologie, 26, 53-60.

Spano N., Casula L., Panzanelli A., Pilo M. I, Piu P. C., Scanu R., Tapparo A., Sanna G.
(2005): An RP-HPLC determination of 5-hydroxymethylfurfural in honey: The case of
strawberry tree honey. Talanta, 68, 1390-1395.

Socha R., Juszczak L., Pietrzyk S., Fortuna T. (2009): Antioxidant activity and phenolic
composition of herbhoneys. Food Chemisty, 113, 568-574.

49



Socha R. Juszczak L., Pietrzyk S., Galkowska D., Fortuna T., Witczak T. (2011): Phenolic
profile and antioxidant properties of Polish honeys. International Journal of Food
Science and Technology, 46, 528-534.

Skrobal D. (1967): Chceme véelatit. In: Véelariiv rok. Statni zemédélské nakladatelstvi
Praha, Ceska Republika, 137-147.

Tautz J. (2010): V&ela medonosna-model Gspé&$nosti. In: Fenomendlni véely. Praha, Ceska
Republika, 61-105.

Tewari J., Irudayara J. (2004): Quantification of Saccharides in Multiple Floral Honeys
Using Fourier Transform Infrared Microattenuated Total Reflectance Spectroscopy.
Journal of Agricultural Food Chemistry, 52, 3237-3243.

Trautvetter S., Koelling-Speer 1., Speer K. (2009): Confirmation of phenolic acidsand
flavoloids in honey by UPLC-MS. Apidologue, 40, 140-150.

Truzzi C., Annibaldi A., Illuminaty S., Finale C., Rossetti M., Scarcopi G. (2012):
Determination of very low levels od 5-(hydroxymethyl)-furaldehyde (HMF) in natural
honey: Comparison between the HPLC technique and the spectrophotometric White
method. Journal of Food Science, 77, 784-790.

Tomas-Barberan F. A., Martos I., Ferreres F., Radovic B. S., Anklam E. (2001): HPLC
flavonoid profiles as markers for the botanical origin of European unifloral honeys,
Journal of the Science of Food and Agriculture, 81, 485-496.

Vcelydub.cz: http://www.vcelydub.cz/clanky/vcela-medonosna/vcela-medonosna
(20. 4. 2014).

Véelafeni.unas.cz: http://vcelareni.unas.cz/anatomie.htm (21. 4. 2014).

Vcelydub.cz:http://www.vcelydub.cz/clanky/vcela-medonosna/vcela-medonosna
(20. 4. 2014)

Vincevica-Gaile Z., Klavins M., Rudovica V.,Viksna A. (2013): Research review trends of
food analysis in Latvia:major and trace element content. Environmental Geochemistry
and Health, 35, 693-703.

Vyhlaska 76 (2003): http://www.zakonyprolidi.cz/cs/2003-76#0ddil2 (28. 4. 2014).

White J. W. (1979): Methods for determination carbohydrates, hydroxymethylfurfural and
proline in honey: Collabory study. Journal Association of Official Analytical Chemists,
62, 515-526.

Winston M. L. (1991): The Origin and Evolutionary History of Bees. In: The Biology of the
Honey Bee. Harvard University, Press Science, USA, 4-20.

Yao L., Datta, N., Tomas-Barberan F. A., Ferreres F., Martos I. a Singanusong R. (2003):
Flavonoids, phenolic acids and abscisic acid in Australian and New Zealand
Leptospermum honeys. Food Chemistry, 81, 159-168.

Yaoa L., Jiang Y., Singanusong R., Datta N., Raymont K. (2005): Phenolic acids in
Australian Melaleuca, Guioa, Laphostemon, Banksia and Helianthus honeys and their
potential for floral authentication. Food Research International, 38, 651-658.

Zacharis E., Constantinos K.; Fytianos, Konstantinos (2012): Vortex-assisted liquid-liquid
microextraction combined with gas chromatography-mass spectrometry for the
determination of organophosphate pesticides in environmental water samples and wines.
Journal of Separation Science, 35, 2422-2429.

Zamora M. C., Chirife J. (2006): Determination of water activity change due to
crystallization in  honeys from Argentina. Food Control, 17, 59-64.

50


http://vcelareni.unas.cz/anatomie.htm

8 Seznam pouzitych symbolii a zkratek

ACN acetonitril

CID kolizni indukované disociace
DN diastasova aktivita

ELSD detektor rozplylu svétla
ESI elektrosprejova ionizace
EU Evropska unie

GAE mnozZstvi kyseliny gallové
GC plynova chromatografie
HMF hydroxymethylfurfural
ICP indukéné vazané plazma
IN invertasové ¢islo

MS hmotnostni spektrometrie
nm nanometr

QE mnozstvi kvercetinu

RP-HPLC vysokouc¢inna kapalinova chromatografie na reverzni fazi

RSD relativni smérodatna odchylka
R: reten¢ni Cas

SPE extrakce na pevné fazi

TFC celkovy obsah flavonoida
TPC celkovy obsah fenoli

v/v objem na objem
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