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Vyvoj '"H NMR metody na uréeni botanického pivodu
medu

Souhrn

Med je luxusni potravina a Casto podléha falSovani ptivodu a nevhodné manipulaci,
které ohrozuji jeho kvalitu, klamou spotiebitele a negativné ovliviiuji Cestné vyrobce. Neustale
se vyviji nové metody, které by byly schopné levné a efektivné testovat kvalitu a autenticitu
medu. V této praci byly na zdkladé *H NMR spekter vytvofeny a testovany prediktivni
schopnosti modelt vicerozmérné statistické analyzy (PCA, OPLS-DA), nakolik jsou od sebe
schopny rozlisit ¢eské medovicové, fepkové a akatové medy, celkem 100 vzorkil. Zarovei byla
provedena pilotni studie pro studium ucinkd tepelného osetfeni na *H NMR spektra medu
(2 vzorky). Spektra byla zaznamenana na 500 MHz spektrometru s pomoci pulzni sekvence
1d noesy (doporucené nastaveni parametril), zpracovana Fourierovou transformaci,
automaticky upravena, zjednoduSena pomoci binni o Sifce 0,04 ppm a pouzita pro necilovou
analyzu. Plna spektra byla profilovana s pomoci Chenomx, s vyuzitim interni databaze latek
a vlastni knihovny. Pomoci prediktivnich modelit PCA a OPLS-DA od sebe byly snadno
odliseny kvétové a medovicové medy, utvofily jasné oddélené klastry. Repkové a akatové medy
si byly podobné;jsi, presto byl OPLS-DA model rozliSujici mezi akatovym a fepkovym medem
validni a vysoce prediktivni (Q? = 0,75). Byly nalezeny potencialni biomarkery botanického
puvodu — pro fepkovy med to byl vyssi obsah aminokyselin valinu, leucinu, isoleucinu, vyssi
obsah derivatu kyseliny benzoové a patrné niacinu; pro akdtovy med to byl vySsi obsah
fruktosy, turanosy, sacharosy, maltosy, dale pravdépodobné pinocembrin, kyselina abscisova
ataké neznamé sloucenina s chemickym posunem 5,25 ppm. Tepelné oSetieni vedlo
ke zménam ve slozeni medu, ale vzhledem k malému poctu vzorku se nedala urcit univerzalni
zména. *H NMR metabolomika se jevi jako vhodna metoda ovéfovani pravosti a kvality medu,

ale pro jeji pouZiti v béZné praxi bude jeSté nutné provést obsahlejsi vyzkum na vice vzorcich.

Kli¢ova slova: Med, metabolomika, *H NMR, nuklearni magnetickd rezonance



Development of *H NMR method for assessment of
botanical origin of honey

Summary

Honey, as a luxury food, is often subject to deception as to origin and improper handling,
which threatens its quality, deceives consumers, and negatively impacts honorable producers.
New methods are constantly being developed that will enable testing of the quality and
authenticity of honey with reasonable cost and efficiency. In this work the predictive abilities
of models of multidimensional statistical analysis (PCA, OPLS-DA) were created and tested
based on *H NMR spectra to determine to what extent they are able to distinguish Czech
honeydew, rapeseed and acacia honeys in a total of 100 samples. At the same time, a pilot study
was performed to assess the effects of heat treatment on the *H NMR spectra of honey
(2 samples). The spectra were recorded on a 500 MHz spectrometer using a 1d noesy pulse
sequence (recommended parameter settings), processed by Fourier transform, automatically
adjusted, simplified with 0,04 ppm bins, and used for non-target analysis. Full spectra were
profiled with the help of Chenomx, using an internal database and library of substances. Using
predictive models PCA and OPLS-DA, blossom and honeydew honeys were easily
distinguished from each other, forming clearly separated clusters. Rapeseed and acacia honeys
were more similar, however, the OPLS-DA model distinguishing between acacia and rapeseed
honey was evaluated valid and highly predictive (Q? = 0.75). Potential biomarkers of botanical
origin were found — for rapeseed honey it was a higher content of amino acids valine, leucine,
isoleucine, a higher content of benzoic acid derivative and probably niacin; for acacia honey it
was a higher content of fructose, turanose, sucrose, maltose, then probably pinocembrin,
abscisic acid and also an unknown compound with a chemical shift of 5.25 ppm. Heat treatment
led to changes in the composition of the honey, but due to the small number of samples,
a universal change could not be determined. *H NMR metabolomics seems to be a good method
for verifying the authenticity and quality of honey, but for its use in common practice, more

extensive research needs to be carried out on more samples.

Keywords: Honey, metabolomics, *H NMR, nuclear magnetic resonance
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1 Uvod

FalSovani potravin je problémem, ktery lidstvo fesi od nepaméti. Nejenze snizuje kvalitu
potravin, ma neblahy vliv na ekonomiku a hospodaiskou soutéz, ale ma také fadu negativnich
ucinki na lidské zdravi. Testovani autenticity potravin a detekce falSovani ruznych
potravinaiskych vyrobkll je tudiz nezbytnd pro posouzeni hodnoty a zajiSténi ochrany
spotiebitele pifed podvodnymi ¢innostmi (Bansal et al. 2017).

Protoze podvodnici velmi peclivé sleduji vyvoj novych postupt odhalovéani falSovani
potravin a neustavaji ve vymysleni novych taktik, jak tyto postupy obchézet, je potfeba neustéle
prichdzet s novymi metodami odhalovani falSovéani potravin. Nové metody detekce falSovani
potravin by mély byt co nejjednodussi, nejrychlejsi, nejlevné;si, nejpiesnéjsi a zarovei by mélo
byt t¢éméf nemozné je oklamat.

Med je jednim z nejstarSich potravinaiskych produktt lidstva. Obsahuje fadu nutri¢né
dalezitych latek, které podporuji dobré zdravi a regeneraci. Protoze se jednd o exkluzivni
a drahy vyrobek, je oblibenou komoditou pad¢latelt (Zabrodska & Vorlova 2015).

Kvalitu medu nicméné neohrozuje pouze védomé falSovéani, ale také nevhodné
skladovani, nespravné nakladani s medem a jeho nevhodna uprava, kterych se ¢asto nevédomky
mohou dopoustét spotiebitelé a nékdy 1 producenti.

FalSovani i nevhodné nakladani s medem Skodi jeho kvalité, a tudiz snizuje jeho hodnotu.
Nuklearni magnetickd rezonance (NMR) je moderni metodou, ktera se jevi jako vhodna
ke zkoumani medu a ovéfovani jeho pravosti. Jedna se o nedestruktivni metodu s vysokou
reprodukovatelnosti, snadnou ptipravou vzorku a kratkou dobou analyzy, kterd ma potencial
za rozumnou cenu poskytnout detailni informace o slozeni medu a stat se mocnym néstrojem
v boji s falsovanim a Spatnou kvalitou medu (Boffo et al. 2012; Schievano et al. 2019).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Vyzkum odpovidal na nésledujici otdzky: 1) Existuji biomarkery botanického piivodu,
které jsou charakteristické pro jednotlivé druhy meda? Je rozdil mezi medy s ptevahou nektaru
Z fepky (fepkové medy), medy s pfevahou nektaru z akatu (akatové medy) a medovicovymi
medy? 2) Existuji biomarkery zahfevu medu? Je rozdil mezi tepelnym oSetienim
zkrystalizovaného medu pomoci nizsi teploty dels$i dobu nebo naopak vyssi teplotou kratsi
dobu?

Na zékladé vyzkumnych otdzek byly stanoveny hypotézy: 1) Medy rizného botanického
puvodu se od sebe lisi a tyto zmény jsou detekovatelné s pomoci nukledrni magnetické
rezonance (NMR). 2) Tepelné osetfeni medu vede ke zménam slozeni medu a tyto zmény jsou
detekovatelné s pomoci NMR.

Cilem prace bylo: 1) S pomoci NMR zjistit, jestli je rozdil mezi fepkovymi, akatovymi
a medovicovymi medy. Zjistit, jestli existuji biomarkery botanického plivodu typické pro tyto
jednotlivé druhy medt. 2) Zjistit, které latky se méni v pribéhu zidhfevu medu a zda je
vyhodnéjsi oSetfovat zkrystalizovany med pomoci niz$i teploty del$i dobu, nebo naopak vyssi
teplotou kratsi dobu.



3 Literarni reSerse

Vcelafstvi ma nesmirny vyznam pro celou spolecnost. V oblasti opylovani
hmyzosnubnych rostlin, ale i zachovani biodiverzity krajiny, je pfinos tohoto odvétvi ¢asto
srovnavan s vynosem z prodeje medu. Produkce medu je ovSem jen malou soucasti vyznamu
chovu véel jako takového. Piesto véelafi v Ceské republice obvykle nedostavaji zadnou
finan¢ni odménu za opylovani plodin, Zivi je hlavné prodej medu a dalSich vcéelich produktu.
V ramci Evropské unie je pfitom piinos z chovu vcel pro spolecnost vycislen castkou
14,2 miliardy eur ro¢n¢. Je velmi dulezité si uvédomit, ze 84 % druhti rostlin a 76 % potravinové
vyroby je zavislé na opylovani vcéelami. Chov vcel také zdsadnim zplisobem pfispiva
k zachovani ekonomického piinosu pro spole¢nost, zachovani ekologické rovnovahy v krajiné
a ochrang biologické rozmanitosti (Ministerstvo zeméd¢lstvi 2017).

Z tohoto diivodu je nesmirn€ dilezité co nejvice ochranit a zvysit prestiz ceskych véelart
nejen pomoci dotaci a finan¢nich pfispévk, ale také zvySenim povédomi vetejnosti — napiiklad
prostfednictvim peceti kvality, ochrannych zndmek a riiznych soutézi.

Jak uZ bylo zminéno vySe, cilem této diplomové prace je mj. za pomoci nuklearni
magnetické rezonance (NMR) od sebe odlisit jednotlivé druhy medt a nalézt pro né€ specifické
biomarkery, aby se do budoucna usnadnila a zrychlila analyza medt, odhaleni falSovani,
pridélovani znacek kvality a ochrannych znamek pro jednodruhové medy.

3.1 Definice medu

Med je podle vyhlasky ¢. 76/2003 Sb. upravené vyhlaskou ¢.148/2015 Sb. potravina
ptirodniho sacharidového charakteru, sloZzena pievazné z glukosy, fruktosy, organickych
kyselin, enzymt a pevnych ¢astic zachycenych pii sbéru sladkych $tav kvéth rostlin (nektar),
vyméskt hmyzu na povrchu rostlin (medovice), nebo na zivych ¢astech rostlin véelami (Apis
mellifera), které sbiraji, pretvareji, kombinuji se svymi specifickymi latkami, uskladiuji
a nechavaji dehydratovat a zrat v plastech (Vyhlaska ¢. 76/2003 Sb.).

Codex Alimentarius definuje med velmi podobné, a to jako pfirodni sladkou latku
produkovanou v¢elami medonosnymi z nektaru rostlin, ze sekretd zivych ¢asti rostlin nebo
z exkretd hmyzu sajiciho na zivych ¢astech rostlin, které véely shromazd'uji, transformuji
kombinaci se specifickymi latkami véelam vlastni, ukladaji, dehydratuji, skladuji a nechéavaji
vV medové plastvi zrat a dozrat. Podle této normy med sestdvd z riznych cukrli, pfevazné
z fruktosy a glukosy, jakoz i z dalsich latek, jako jsou organické kyseliny, enzymy a pevné
Castice odvozené ze sbéru medu. Do medu se nesmi ptidavat zadna jina potravinova slozka, ani
z n¢&j nesmi byt odstranovana zadna konkrétni slozka (Mehryar & Esmaiili 2011; Codex
Alimentarius 2001).

3.2 SloZzeni medu

Obsah vody je zdkladnim kritériem kvality medu, za optimalni obsah Ize povazovat 17—
18 % vody, Ceska i evropska legislativa poZzaduje maximalné 19 % vody. Nicmén¢ mnozstvi
vody v medech se obecné pohybuje v rozmezi 15-21 %. Nevyzralé medy mohou mitinad 21 %
vody, a proto jsou vice nachylné ke kvaseni (Vesely et al. 2013).
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Zbylych pres 80 % medu tvoii susina, ktera je z vice nez 95 % tvofena riznymi cukry.
Z ostatnich latek jsou v medu obsazeny bilkoviny, aminokyseliny, organické kyseliny,
mineralni latky, vitaminy, barviva, aromatické latky, latky hormondlniho charakteru a dalsi
stovky prirodnich latek (Vesely et al. 2013).

3.2.1 Cukry

Cukry jsou hlavnimi slozkami medu. Celkovy obsah cukrii v medech se nejcastéji
pohybuje v rozmezi 45,3 az 86,0 g/100 g. Redukujici cukry (glukosa, fruktosa a maltosa) se
mohou vyskytovat v mnozstvi 43,3 az 93,70 g/100 g. Legislativa udava, ze medy maji
obsahovat nejméné 60 % redukujicich cukrti. Medovicové medy mivaji relativné méné
nachazet v mnozstvi 64,14 az 99,30 g/100 g (Mehryar & Esmaiili 2011; Vesely et al. 2013).

Vétsinu cukerné susiny medu tvofi fruktosa a glukosa. Témét ve vSech medech pievazuje
fruktosa nad glukosou. Obsah fruktosy se pohybuje v rozmezi 20,84 az 58,38 g/100 g a obsah
glukosy lezi mezi 13,5 a 50,77 g/100 g. Pomér fruktosy ke glukose je obvykle 0,78-1,75. Medy
z akatu, viesu a kastanovniku setého maji pomér fruktosy ke glukose vyssi nez 1,3. V medech
se vyskytuje také sacharosa, ktera je prirozenou soucasti nektaru i medovice, ale jeji obsah je
nizky: 0,06-24,8 g/100 g. Sacharosa obvykle tvoii okolo 1 %, protoze je $tépena invertazou
obsazenou v hltanovych Zlazach vcel. Vyssi cukry jsou obsaZeny zejména v medovicovych
medech, jejich koncentrace byva okolo 10 %. Nektarové medy maji oproti tomu pouze do 2—
3 % vyssich cukrl. Dal§im Castym sacharidem obsazenym v medech je melecitosa. Melecitosa
zpisobuje krystalizaci medu v plastech béhem nékolika dni, tento jev je oznaCovan jako
cementovy med (Mehryar & Esmaiili 2011; Vesely et al. 2013).

3.2.2 Kyseliny a kyselost medi

Kyseliny jsou obsazeny ve vSech druzich medl a zplsobuji kyselou reakci a chut.
Zakladni kyselinou je kyselina glukonova, vznikajici z glukosy enzymatickou oxidaci. Dale
jsou v medech ve vyznamném mnozstvi pfitomny kyselina citronova, jableéna a jantarova,
Vv malém mnozstvi kyseliny octova, mravenci, maselna, mlécna, Stavelova, glykolova a alfa-
ketoglutarova (Vesely et al. 2013).

Volna kyselost je dilezitym parametrem spojenym se zhorSovanim kvality medu. Je
charakterizovana ptitomnosti organickych kyselin v rovnovaze s laktony, vnitinimi estery nebo
nékterymi anorganickymi ionty, jako jsou fosfore¢nany, sirany a chloridy. Codex Alimentarius
povoluje pro volnou kyselost maximalni hodnotu 50,00 meg/kg. Vyssi hodnoty mohou svéd¢it
o fermentaci cukrti na organické kyseliny (da Silva et al. 2016).

Celkovou kyselost medu mizeme vyjadiit 1 jako pH. Medy maji primérné pH od 3,9 do
4,0, nektarové medy jsou kyselejsi (i pH 3,4) a medovicové medy mohou dosahovat pH az 6,1.
Pti¢inou mensi aktivni kyselosti medovicovych medt je vyssi obsah mineralnich latek, které
pusobi tlumiveé na kyselost (Vesely et al. 2013).

3.2.3 Dusikaté slouc¢eniny — aminokyseliny, bilkoviny, peptidy a enzymy

Aminokyseliny se vyznamné¢ podileji na chutovych vlastnostech medt. Podle obsahu
aminokyselin je mozné ur€it i geograficky plivod medi. Nejvice aminokyselin nachdzime
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ve smiSenych medech. Pfevazujici aminokyselinou v medech je prolin, vyskytuje se
v koncentraci 1,58-301 mg/100 g. Kromé¢ prolinu miizeme v medech najit naptiklad kyselinu
glutamovou, kyselinu asparagovou, histidin, glycin, threonin, glutamin, B-alanin, a-alanin,
tyrosin, leucin, isoleucin, lysin, methionin, arginin, tryptofan, serin, valin, trypsin a dalsi
(Mehryar & Esmaiili 2011; Vesely et al. 2013; da Silva et al. 2016; Machado De-Melo et al.
2018).

Mnozstvi bilkovin riznych medu se pohybuje v rozmezi 199 az 13 100 ug/g. Molekulova
hmotnost bilkovin v medech se pohybuje od 40 do 400 000. Dusik Ize nalézt v koncentraci
0,000-0,133 g/100 g. Asi polovina dusikatych latek v medu jsou nizkomolekularni latky,
peptidy. Vétsina ma biochemickou aktivitu — patfi mezi enzymy. Vyznamnymi enzymy
v medech jsou invertdza, diastdza, glukosaoxiddza, kataldza, medny enzym, kyseld fosfataza
a dalsi (Mehryar & Esmaiili 2011; Vesely et al. 2013).

3.2.4 Mineralni latky a vitaminy

Med odrazi chemické slozeni rostlin, ze kterych je shromazd’ovan. Obsah stopovych
prvki ptitomnych v medu zavisi na typu ptdy, kde se nachazi dané rostlina, a miize naznacovat
botanicky puvod konkrétniho medu. Mineralni latky jsou v medech zastoupeny do koncentrace
1,23 %, medovicové medy jsou na obsah mineralnich latek bohat$i nez nektarové medy.
Z makrobiogennich prvku absolutné pievazuje draslik (51,6-21 600 ppm). Po ném nasleduji
sodik (4,3-727,79 ppm), vapnik (6,24-900 ppm), hoi¢ik (5,8-139 ppm) a fosfor (1,17-
100,66 ppm). Ze stopovych prvki jsou to predev§im zelezo (1,13-407 ppm), méd’ (0,05-35
ppm), zinek (0,14-106 ppm) a mangan (0,07-10,2 ppm). Ceské medy maji v porovnani s medy
z jinych zemi vyssi obsah niklu (Mehryar & Esmaiili 2011; Vesely et al. 2013; da Silva et al.
2016).

Med obsahuje vitaminy, které pochazeji hlavné z pylu z kvétin navstivenych vcelami,
z nektaru nebo medovice. Mnozstvi vitamini v medu je tak malé, ze ho nelze povaZzovat
za dobry zdroj téchto zivin. Obsah vitamini rozpustnych ve vodé je vys$$i nez mnozstvi
vitamind rozpustnych v tucich, protoZze med téméf neobsahuje lipidy. NejzastoupenéjSim
vitaminem medu je vitamin C, ktery ma antioxida¢ni u¢inek. V riznych mnozstvich byly
detekovany vitaminy skupiny B. Nékteré vitaminy rozpustné v tucich, jako je vitamin A, D, E
a K, byly nalezeny ve velmi malém mnozstvi (Machado De-Melo et al. 2018).

3.2.5 Fenolové slouceniny

Potencialni terapeutické vlastnosti medu jsou pfipisovany biologicky aktivnim
ucinky. Vétsina z téchto latek patii mezi fenolové slouceniny. Celkové mnozstvi polyfenold
v medech se pohybuje v rozmezi 2,00-285,7 mgGAE/100 g (GAE = ekvivalentd kyseliny
gallové). Mnoho z téchto latek bylo navrzeno jako markery botanického a/nebo geografického
puvodu medu. Polyfenoly jsou rozdéleny do n¢kolika téid podle fenolickych strukturnich znakd.
V medu jsou to hlavné flavonoidy, fenolické kyseliny a derivaty fenolickych kyselin (Mehryar
& Esmaiili 2011; Machado De-Melo et al. 2018).

Mezi fenolické kyseliny nachdzejici se v medu patii derivaty kyseliny benzoové (jako
je kyselina gallova, ellagova a protokatechova) a derivaty kyseliny skoticové (jako je kyselina
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kofeinova, sinapovd, ferulovd a kumarovd). Flavonoidy jsou velkou skupinou rostlinnych
fenolovych pigmenti. Obsahuji nékolik fenolickych hydroxylovych funkci vazanych na
aromatické struktury. Mnozstvi flavonoidi v medech se pohybuje mezi 0,91
a 28,25 mgQE/100 g (QE = ekvivalenti kvercetinu). V zavislosti na strukturalni sloZitosti
flavonoidli, zejména na oxida¢nim stavu centralniho aromatického kruhu, jsou flavonoidy
rozdéleny na flavonoly (myricitin, galangin, kvercetin, rutin a kaempferol), flavony (chrysin,
tektochrysin, luteolin a apigenin), flavanoly (katechin), flavanony (hesperetin, naringenin,
pinocembrin a pinobanksin), isoflavony, antokyany a chalkony (Mehryar & Esmaiili 2011;
Machado De-Melo et al. 2018).

3.2.6 Barviva

V medu vyrazné pievazuji rostlinna barviva. Obecné¢ lze v medech zjistit 11-13 riznych
barviv patficich mezi flavonoidy, antokyany a produkty degradace cukrt. Z flavonoidnich
rostlinnych barviv byl v medu prokazan kvercetin a rutin. Dalsi skupinou barviv v medech jsou
latky majici pivod ve zbytcich kosilek po vcelim plodu. Z aminokyseliny tyrosinu vznikaji
melanoidni barviva. Dals§i aromatické aminokyseliny reaguji s cukry (hlavné fruktosou)
za vzniku hnédych barviv, z nichz néktera maji specificky vyrazné aroma (Vesely et al. 2013).

3.2.7 Hydroxymethylfurfural (HMF)

Pii zahiivani medu dochazi pisobenim kyselin medu k rozkladu ptitomnych medt na
5-hydroxymethyl-2-furaldehyd (HMF). HMF ov§em neni pfitomen pouze v medu; v riznych
koncentracich ho lze nalézt v tepelné zpracovanych potravinach obsahujicich cukr,
ve snidanovych cerealiich, chlebu, mlé¢nych vyrobcich, ovocnych stavach atd. Bylo zjisténo,
ze HMF ma hlavné negativni u¢inky na lidské zdravi, je cytotoxicky pro sliznice, kizi a horni
dychaci trakt, je mutagenni, zpusobuje chromozomalni aberace a je karcinogenni. V nedavnych
studiich se ovSem také ukazalo, ze HMF ma 1 né&které pozitivni Uc¢inky, napiiklad uc¢inky

Piitomnost HMF je jednim z dtlezitych kritérii kvality medu. Cerstvé a v chladu
skladované medy maji obsah HMF do 10 mg/kg. Obsah 40 mg na kg je na hranici, ale jesté
vyhovuje normé — odpovida zahtati medu zhruba na 70 °C po dobu 5 hodin. Medy s obsahem
nckolika stovek mg HMF na kg svéd¢i o né€kolikanasobném neSetrném zahtivani a jejich
biologicka hodnota je zna¢n¢ tim poskozena (Vesely et al. 2013).

3.3 Produkce medu

Spotieba medu v poslednich desetiletich neustale roste ze dvou hlavnich divodi:
1) nardst svétové populace a
il) preference rostouciho poctu spotiebiteld véetné mladych lidi vybirat si ptirodni
potraviny.

S rostouci svétovou populaci a poptavkou po piirodnich a zdravych produktech mnoho
zemi nemlZe uspokojit svou poptavku po medu domaci produkei a musi dovazet rostouci
objemy z exportnich zemi. ZvySena poptavka po medu zase vede k naristu celosvétového
vyvozu medu, ktery roste primérné o piiblizné 30 000 tun ro¢né (Garcia 2018).
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3.3.1 Svétova produkce

Celosveétovy objem vyroby medu dosahl v roce 2016 1,859 miliona tun a v roce 2017
dokonce 1,861 miliona tun. Svétovy trh s medem byl v roce 2016 ocenén asi na sedm miliard
americkych dolari. Stoupajici trend 1ze videt 1 v poctu veelstev, ktery ve svété od roku 2010
stoupl z asi 80 milionti na 90,5 miliont véelstev v roce 2016. Od roku 2016 vlastni nejvetsi
pocet 1l Indie, ma jich okolo 12 miliontl, nasleduje ji Cina a Turecko. Oproti tomu napiiklad
Spojené staty maji pouze asi 2,8 miliont vcelstev. I pies obrovsky pocet ull v Indii pfevysuje
v objemu produkce Indii Cina, ktera v roce 2017 vyrobila asi 543 000 tun medu, coZ predstavuje
29 % objemu celosvétového trhu. EU je druhym nejvétsim producentem medu, v letech 2016
i 2017 bylo v Evropé vyprodukovano 230 000 tun medu, coz odpovida 12 % svétové produkce
medu. Mezi pét nejvetsich svétovych producenttt medu patii jesté Turecko, Argentina a Iran
(European Commission 2019; Shahbandeh 2019).

3.3.2 Ceska produkce

Produkce medu v Ceské republice se v poslednich dvou letech vyrazné zvedla. V roce
2016 piesahla produkce hodnotu 10 000 tun. Od roku 2014 je to nartst o 3 000 tun. Pfi¢inou
jsou mimo jiné vhodné klimatické podminky v obdobi snliisky a zejména zmény ve slozeni
osevnich ploch kulturnich rostlin s vyraznym nartstem péstovani olejnin. Podrobny vyvoj
produkce medu v Ceské republice od roku 2010 je uveden v tabulce 1 (Ministerstvo
zemédglstvi 2017).

Jednim z faktort, ktery nepiiznivé ovlivituje Ceské vcelaistvi, je relativné nizka spotieba
véelich produkti, zvIasté medu. V CR se spotieba medu pohybuje okolo 1 kg na obyvatele za
rok. Spotteba medu ma z dlouhodobého hlediska setrvaly stav. Tento stav neni pozitivni ani
Z pohledu vcelait ani z pohledu konecného spotiebitele, ktery nevyuziva vSechny pozitivni
ucinky tohoto jedine¢ného piirodniho produktu. Snahou je zvysSeni spotieby medu, a to kromé
tradi¢niho baleni medu i vét§im vybérem vyrobki, které obsahuji med, jako jsou napt. smési
ovoce s medem, masné vyrobky (Sunky, pastiky), pekarenské vyrobky (pernicky a jiné pecivo)
a ruzné druhy medoviny (Ministerstvo zemédé€lstvi 2017).
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Tabulka 1: "yvoj produkce medu v CR

Rok Potet vielstev Prumérny vynos medu  Celkovy vynos medu

[kg/véelstvo] [tuny]
2010 528 186 14,11 7 454,60
2011 569 419 19,99 11 301,60
2012 540 705 13,56 7 331,90
2013 553 040 14,58 8 063,00
2014 603 392 11,87 7 162,50
2015 596 313 15,48 9 228,10
2016 662 253 15,27 10 113,34

3.3.3 Ziskavani medu

Ziskavani medu vcelami je dlouhy naro¢ny proces. Létavky sbiraji z kvétd nektar nebo
medovici. Sniisku ptedaji mladuskam, které¢ opakovanou manipulaci se sladinou postupné méni
sladinu na med. Transformace sladiny na med vyzaduje nasledujici kroky:

i) Pfidani enzymu (invertaza, diastaza, glukosa oxidaza a fosfatizy) létavkami
a mladuskami.

ii) Ptidani dal$ich latek, které pochazeji ze slinnych zlaz véel.

iii) Snizeni pH produkci kyselin v travicim traktu vcely.

IV) Zmény chemického slozeni, zejména pomért cukru.

V) Odpafovani vody. Obsah vody v nektaru muze byt az 80 %, zatimco vlhkost medu
by méla byt mezi 16 % a 20 %.

Pfeména nektaru na med zacina venku, kdyz létavky dokoncuji sbér sntisky, a konci
uvniti ulu. Pridéleni a pfemisténi obsahu mnoha bun¢k plastve pied koneénym skladovanim je
soucasti procesu zrani medu, ktery je ukoncen, kdyz je butika zavickovana (Vesely et al. 2013;
Garcia 2018).

Mezi létavkami a mladuskami ve vcelstvu existuje délba prace a kolonie muze
ptizpusobit rychlost sbéru nektaru tim, Ze stimuluje, aby se z mladusek stavaly létavky. Pokud
v¢elaf sklidi nezraly med, snizuje se tim prace mladusek a mohou se z nich v raném véku stavat
1étavky, ¢imz se zvySuje kapacita sklizné. Asijsti veelafi Casto sklizeji nezraly med s vysokym
obsahem vody, coZ pro n€¢ znamena vyss§i vynosy a snizené naklady. Diky tomuto vyrobnimu
systému jsou zapotiebi ,,medové tovarny“. V téchto tovarnach se medy nejprve filtruji, fedi
a odstranuji se z nich rezidua nezadoucich latek. Nakonec se produkt odvlh¢uje a bali. Proces
zrani a suseni medu tim ¢aste¢né probiha v tovarné misto uvniti Glu. Vysledny produkt patrné
neni nebezpe€ny pro zdravi spotiebitele, ale nema nékteré z pozitivnich vlastnosti typickych
pro med. Takto upraveny med je v rozporu s evropskou legislativou, jedna se jeden typ
falSovani medu. Podrobnégji je téma falSovani medu rozebirano v nasledujicich kapitolach
(Garcia 2018).

3.3.4 Problémy produkce medu, které vedou k falSovani

Neustalé zvySovani vyrobnich nakladu, snizujici se vynosy medu na ul v dusledku ristu
primyslového zemédélstvi a klesajici ceny medu vedou ke snizovani ziskii vcelarii a k tomu,
Ze vyroba medu je v mnoha pifipadech ekonomicky neatraktivni. Zda se, Ze zemé¢, které se

15



zamétuji predevSim na vyrobu cistého medu pro vyvoz, podléhaji exportnimu modelu
pouzivanému asijskymi zemémi (zminény vyse). Mnoho dovozct a baliren meda v rtiznych
zemich pfijalo model dovozu levnych medu, kdy med znovu ptebali a opét vyvezou, protoze to
ma za nasledek kratkodobé zisky a nizké ceny prodavaného medu. Takovéto praktiky jdou proti
snaham branit image medu jako piirodniho produktu a proti snaham ochranit poctivé véelatstvi,
jez by mélo byt zasadni soucasti spolecenské odpovédnosti firmy. Dé¢je se to také na ukor
spottebiteld, ktefi ¢asto nedostavaji produkt, za ktery plati. Celkovym vysledkem je ohrozeni
bezpecnosti potravin (tzv. food safety), zabezpeCeni potravinami (tzv. food security)
a ekologické udrzitelnosti (Garcia 2018).

Udrzitelnost poctivého veelaiského praimyslu vyzaduje:

1) vytvoreni pozitivni agendy,

i) veétsi védecky vyzkum vlastnosti medu souvisejicich s lidskym zdravim,

iii) marketing a propagaci zdravotnich vlastnosti medu,

iv) poskytovani hlubsiho povédomi o vyhodach a hodnotach vyrobku z medu

spottebiteliim;

V) nova pouziti medu v potravinach,

vi) vytvoreni svétové referenéni sbirky medu,

vii)  oteviengjsi databaze pro laboratofe zkoumajici med,

viii)  harmonizace a validace testt falSovani medu vnitrostatnimi organy,

IX) kontinualni vyzkum technik screeningu,
X) harmonizace norem pro med,
Xi) zlepSeni systémi sledovatelnosti,

xii)  lep$i a harmonizovanéjsi predpisy o oznacovani a

Xiii)  neustaly boj proti falsSovani medu, ktery by mél zahrnovat média i pravni organy.

Tuto nepfijemnou situaci lze vyfeSit pouze spolecnym usilim vcelait, poctivych
obchodnik, védetli, soukromych a vefejnych laboratofi a pravnich organii. Zivotni prostiedi,
véely, vcelaii i spotiebitelé medu si zaslouzi ochranu (Garcia 2018).

3.4 Zpisoby falSovani medu, biomarkery falSovani

Veeli med je jedinecné sladidlo, které ma vyznamné nutriéni a 1é¢ivé ucinky. Med lze
konzumovat piimo nebo jej Ize pouzit jako slozku riznych zpracovanych potravinaiskych
produktd. Diky své nutriéni hodnoté, vyjimeéné chuti a omezené produkci je cena ptirodniho
v¢eliho medu velmi vysoka (Kartheek et al. 2011; Ribeiro et al. 2014).

FalSovani medu ma vliv nejen na kvalitu medu, ale také na jeho vyrobu, protoze pokles
prodeje snizuje veelafskou produkci. FalSovani medu tak ovliviuje cely ekosystém, protoze
véely jsou hlavnimi opylovaci divokych i péstovanych rostlin a pfispivaji k udrzeni biologické
rozmanitosti. Ztrata vcelstev predstavuje biologickou, zeméde€lskou, environmentalni
a ekonomickou katastrofu (Wu et al. 2017).

Podvody s medem se postupné staly fenoménem, ktery je dnes téméf mimo kontrolu.
Dokud pfetrvavaji ekonomicky motivované falSovéani, celni podvody a poruSovani
mezinarodnich a narodnich obchodnich zakont, zlistava ohrozena prosperita a stabilita svétové
vcelarské komunity (Garcia 2018).
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3.4.1 Zpisoby falSovani medu

Existuje mnoho zpiisobt, jak se lze prodejem medu nezakonné obohatit. Lze mezi n¢

zafadit:

)} piidavek latek na bazi sacharidi do medu (fepného nebo titinového cukru,
castecn¢ nebo zcela hydrolyzované sacharosy, sirupti vyrobenych hydrolyzou
Skrobu apod.);

i) nedodrzeni jakostnich pozadavkl uvedenych v legislativé (ptidavek vody, vysoky
obsah vody v disledku staceni nezralého medu, staceni nezralého medu a jeho
mechanické odvlh¢ovani, dlouhd doba skladovani nebo skladovani pfi zvysené
teplote, prehtati medu pii technologii vyroby);

iili)  pouziti iontoméni¢ovych pryskyfic k odstranéni rezidui a zesvétleni medu

iv) nedodrzeni hygienickych pozadavki — obsah nepovoleného mnozstvi rezidui
antibiotik (napt. sulfonamidu);

V) nespravné oznaceni (chybné nebo nedostate¢né oznaceni zemé nebo oblasti
puvodu; chybné nebo nedostatené oznaceni pouzitého  zpisobu
zpracovani/ipravy);

Vi) prikrmovani véel cukrem nebo cukernymi sirupy v dob¢ sntisky;

vii)  zaména botanického pivodu medu;

viii)  zaména medovicového a nektarového medu;

iX) ptidavek levnéjSich medii — v poslednich letech je naptiklad akatovy med Casto
falSovan piidavkem fepkového medu

X) jiny entomologicky ptivod — tj. ,,med* produkovany jinym druhem vdéel, nez je
Apis mellifera

Xi) prodej umélého medu, coz je vétSinou zahfaty roztok sacharosy, nebo jiného
cukerného sirupu, ke kterému se pridava karamel a ptirodni nebo umélé medové
aroma obsahujici kyselinu fenyloctovou, estery kyseliny fenyloctové nebo
kyselinu skoficovou (jednd se o extrémni zplsob falSovani) (Zabrodska
& Vorlova 2015; Wu et al. 2017; Cizkova 2017; Garcia 201 8)

Podrobnéji se na n¢které z nich podivame v nasledujicich kapitolach.

3.4.1.1 Ptimé falSovani medu

Piimé falSovani je pfidani cizich latek/latky pifimo do medu. Rostliny, které jsou
obvyklymi zdroji latek pouzivanych k falSovani medu, 1ze podle jejich metabolismu uhliku
klasifikovat jako rostliny C3 nebo C4. C3 rostliny fixuji atmosféricky CO2 pomoci Calvinova
cyklu a maji niz8i pomér izotopti uhliku 3C/*?C nez rostliny C4, které fixuji CO2 pomoci Hatch-
Slackova cyklu. Vétsina rostlin, ze kterych se tvoii med, jsou C3 rostliny, patii mezi né
naptiklad ryze, pSenice a fepa. Mezi C4 rostliny fadime kukufici a cukrovou titinu. Hatch-
Slacktv (C4) cyklus i Calviniv (C3) cyklus se soubézné vyskytuji pouze u dvou rostlin —
U hrusek a kaktusi. Med nejcastéji podléha falSovani levnymi sladidly jako je rafinovany
titinovy cukr, fepny cukr, kukuficny sirup s vysokym obsahem fruktosy, maltosovy sirup,
invertni sirup, inulinovy sirup s vysokym obsahem fruktosy a dalsi. Pfidani téchto cukrt
a sirupi je obtizné detekovat v laboratornich testech, protoze sacharidové profily 1ze uméle
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pripravit tak, aby se velmi podobaly profilu pravého medu (Mehryar & Esmaiili 2011; Ribeiro
et al. 2014; Zabrodska & Vorlova 2015).

3.4.1.1.1 Piidavek C3 cukrt

FalSovani C3 cukry se provadi hlavné za pouziti ryzového, pSeni¢ného a fepného sirupu.
V Ceské republice se med obvykle fal§uje pravé pomoci cukril (piipadné sirupt) z rostlin C3
(Zabrodska & Vorlova 2015).

FalSovani pomoci fepného cukru nelze detekovat zjisténim poméru uhlikovych izotopt
13C/*2C sacharidii a proteini, ani stanovenim profilu koncentraci sacharidi nebo sacharosy. Je
vsak mozné urCit a identifikovat skupiny nepiirodnich oligosacharidi a také prokazat
pfitomnost cizich enzymd, napf. stanovenim B-fruktofuranosidazy (Zabrodska & Vorlova
2015).

Odhaleni falSovani medu ryzovym sirupem je naro¢né. Jeho vyroba totiz zahrnuje
hydrolyzu polysacharidi a oligosacharidl, coz ztézuje detekci jeho piitomnosti v medu.
Odhaleni falSovéani ryzovym sirupem je nakladné a je zaloZzeno na detekci 2-acetyl-3-

glukopyranosidu pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie s kapalinovou chromatografii
(LC-MS/MS) (Zabrodska & Vorlova 2015; Wu et al. 2017).

3.4.1.1.2 Ptidavek C4 cukrii

K falsovani medu C4 cukry se pouziva kukufi¢ny ¢i titinovy cukr. Ptfidani titinového
cukru nebo kukufi¢ného sirupu je snadno detekovatelné, protoze méni pomér izotopti uhliku
13C/12C v medu. Uziva se metoda SCIRA (stable carbon isotope ratio analysis), tj. analyza
poméru stabilnich izotopt uhliku. Udava se, ze obsah 3C je 21 %o az 32 %o pro C3 rostliny
a 12 %o az 19 %o pro rostliny C4 (Tosun 2013; Zabrodska & Vorlova 2015; Wu et al. 2017).

Kukuti¢ny sirup s vysokym obsahem fruktosy (HFCS) se tvoii hydrolyzou a izomerizaci
kukuficného Skrobu. Hydrolyza muize byt kyseld nebo enzymatickd, Cast&ji se pouziva
enzymaticka cesta. Na zakladé obsahu fruktosy jsou HFCS klasifikovany jako: HFCS-42 (42 %
fruktosy), HFCS-55 (55 % fruktosy), HFCS-90 (90 % fruktosy). Pro svou nizkou cenu
a podobné slozeni jako med se pouzivaji k falsovani medu. Nékdy se HFCS vyuziva ke krmeni
vcel — zejména v zim¢ a brzy na jate (Zabrodska & Vorlova 2015).

Titinovy cukr a palmovy cukr (tzv. jaggery) se bézné pouzivaji k falSovani medu v Indii.
Normalni slozeni palmového cukru je az 50 % sacharosy, az 20 % invertnich cukrt, az 20 %
vody a zbytek tvofi nerozpustné latky jako jsou proteiny a vlaknina. Nizké naklady na vyrobu
palmového cukru ho ¢ini lakavym k padélani medu. Pfirozené tmavé hnéda barva palmového
cukru zptisobuje, Ze je obtizné jej odlisit predevsim od vicekvétého medu (Wu et al. 2017).

3.4.1.1.3 Ptidavek amoniak-sulfitového karamelu

Medovicovy med se obvykle oznacuje jako ,,lesni med* a ¢asto se do n¢j piidava barvivo
amoniak-sulfitovy karamel (E150d). Divodem je zejména vyssi prodejni cena tmavsich medd.
Stanoveni obsahu amoniak-sulfitového karamelu je mozné pomoci LC-MS/MS. Koncentrace
karamelu E150d nad limitem kvantifikacnich metod (> 5 mg/kg) se povaZuje za poruseni
zakonnych predpisi (Zabrodska & Vorlova 2015).
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3.4.1.2 Neptimé falSovani medu

Nepiimého falSovani medu se dosahuje tim, ze se vcely v obdobi pfirozené dostupnosti
snusky krmi primyslovymi cukry ¢i dokonce krystalickou sacharosou. Nepiimé falSovani je
velmi obtizné odhalit a jedna se o obrovskou nespravedlnost jak pro spotiebitele, tak pro
producenty cistého medu. Spotiebitel pak casto Celi bezcenné nahrazce, ale nékdy také
nebezpeénému koktejlu chemikalii, jako jsou antibiotika, barviva a HMF (Zabrodska
& Vorlova 2015; Wu et al. 2017).

Detekce nepiimo falSovaného medu je naro¢nd. Vyvstava mnoho problémi, protoze stale
neni znamo, jak véely zpracovavaji komeréni cukerné sirupy a jak se jejich cukry pfeménuji,
tj. jaké typy cukrti a v jakych koncentracich se vyskytuji ve vysledném medu. Napiiklad
oficialni metody ani vnitini standardy pro zjistovani poméra izotopt uhliku nejsou ucinné pii
detekci falSovani medu vyrobeného krmenim vcel pomoci sirupti z C3 rostlin (Zabrodska
& Vorlova 2015; Wu et al. 2017).

Jednou z moznosti, jak odhalit padélani medu krmenim vc¢el pomoci HFCS, je analyza
fruktosylfruktosy. V medu vyrobeném vcéelami krmenymi HFCS byla detekovéana
fruktosylfruktosa ve vétsim mnozstvi nez v medu pochazejicim od volné létajicich vcel
(Zébrodské & Vorlova 2015).

Med falSovany pomoci cukernych sirupi lze zjistit také jednorozmérnou (1D)
a dvourozmérnou (2D) nukledrni magnetickou rezonanci (NMR) spojenou s vicerozmérnymi
statistickymi analyzami nebo pomoci vysoce u¢inné iontoménicové chromatografie s pulzni
amperometrickou detekci (HPAEC-PAD) v kombinaci s chemometrickymi technikami pro
zpracovani chromatogramu (Bertelli et al. 2010; Zabrodska & Vorlova 2015).

3.4.1.3 Nespravné oznaceni botanického nebo zemépisného ptivodu

Botanicky ptivod medu vyznamné ovliviiuje jeho organoleptické vlastnosti. Kontrola
a charakterizace kvality a botanického puvodu jednokvétych medd ma ve véelafstvi velky
vyznam. Nejcastéji dochdzi k zdmeéné botanického piivodu medu nebo nedeklarovanému
ptidavku levngjsiho medu (napiiklad akatovy med je Casto falSovan pfidavkem fepkového
medu). Stanoveni jednotlivych ukazatell, jako je HMF, vlhkost, enzymaticka aktivita, mono-
a disacharidy, obsah dusiku, zbytky 1é¢iv a pesticidi, nam nedava informace o botanickém nebo
zemépisném pivodu medu. Botanicky ptivod miize byt urcen analyzou flavonoidl, pylu,
stanoveni puvodu medd jsou melissopalynologicka analyza (analyza pylu) a hodnoceni
organoleptickych charakteristik, ov§em ob¢ tyto metody maji své limity a jejich vysledky
nemusi byt vZdy odpovidajici. Stale se hledaji nové, levné a spolehlivéjsi metody k urovani
botanického ptivodu (Ohmenhaeuser et al. 2013; Zabrodska & Vorlova 2015; Kortesniemi et al.
2016; Cizkova 2017).

Pro podvodniky je vyhodné i falSovani zemépisného piivodu medu. Nékteré zemeé mohou
produkovat med béhem celého roku a celoro¢ni produkce medu se samoziejme projevi na ceng,
obzvlasté pokud dana zemé& disponuje levnou pracovni silou. I pfes naklady za pfepravu na
velkou vzdalenost miize takovy med stat mnohem méné nez med vyrabény v Ceské republice.
Neéktere kvalitativni ukazatele medu ze vzdalenych zemi se vyrazné 1i$i od ukazateli tradi¢niho
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¢eského medu — to nutné neznamena, Ze cizi med ma niz$i kvalitu, ale nese s sebou urcité riziko,
ze bude nestandardni. K urceni zemépisného ptivodu medu je kromé flavonoidi, aromatickych
sloucenin a pylu mozné pouzit i dalsi latky, jako jsou oligosacharidy, aminokyseliny nebo
stopové slouceniny. Slibnym piistupem k ovéieni geografického (i botanického ptvodu) je
spojeni nékolika metod a detekce velkého poctu analytd. Vzdy je vSak nutné zahrnout
senzorické hodnoceni medu (Zabrodska & Vorlova 2015).

3.4.1.4 Fermentace

K fermentaci dochazi ¢asto, kdyz je med sklizen pied¢asné, coz negativné ovliviiuje jeho
kvalitu, protoZe obsah vody je vyssi. Zraly med by m¢l obsahovat do 19 % vody, med s vyS$Sim
obsahem vody je citlivy na kvaseni. Vysoka vlhkost béhem skladovani nebo zpracovani mize
fedit horni vrstvu medu, coZ zvySuje nachylnost k fermentaci. Vyssi skladovaci teplota také
znamena vyssi riziko kvaseni. Fermentace miize byt detekovana stanovenim titracni kyselosti.
Kyselost nad 50 meg/kg svéd¢i o kvaseni medu (Zabrodska & Vorlova 2015; da Silva et al.
2016).

3.4.1.5 Prehfati medu

Producenti medu med tepeln¢ opracovavaji ze dvou ruznych diavodi:

)} kvuli usnadnéni plnéni a zpozdéni procesu krystalizace;

i) aby byly zni¢eny mikroorganismy, které jej kontaminuji (zraly med neni
vhodnym substratem pro mikroorganismy, mikrobidlni kontaminace je doménou
nezralych medl s vy$§im obsahem vody).

Dlouhé ohfati medu na teploty nad 50 °C ni¢i cenné latky v medu, coz negativné ovlivni
kvalitu medu. Ptehiaty med ztraci svou biologickou hodnotu a vyrazné se snizuje mnozstvi
vitamini a enzymi. Kromé toho mtze prehtati medu béhem zpracovani vést k akumulaci
zvySenych koncentraci hydroxymethylfurfuralu (HMF). Podrobngji se na vliv zihfevu
a skladovani na med podivame v nasledujici kapitole (Turkmen et al. 2006; Adriana & Purcarea
2011; Zabrodska & Vorlova 2015).

3.5 Vliv teploty na med

Jak jiz bylo ustanoveno, med je primarné zahiivan kvili usnadnéni plnéni, zpozdéni
procesu krystalizace a ke zniCeni kontaminujicich mikroorganismid. OvSsem med se Casto
pouziva i jako sladidlo v horkych napojich a peCivech, susenkach a jinych cukrafskych
vyrobcich, které se vice ¢i méné tepelné zpracovavaji. Tepelné oSetfeni zptisobuje zmény
Vv nutri¢ni hodnoté, chemickém slozeni, fyzikalnich vlastnostech i v antioxidaéni aktivité medu.
Je dobfe zndmo, Ze pii tepelném zpracovani mohou byt ptirodni Ziviny do znacné miry ztraceny,
protoze vétsina biologicky aktivnich latek je pti vyssich teplotach relativné nestabilni (Turkmen
et al. 2006; Subramanian et al. 2007; Sarié et al. 2013).

3.5.1 Krystalizace medu

Hlavnim diivodem, pro¢ vyrobci zahtivaji med, je jeho krystalizace. Mnoho spotiebiteld
predpoklada, ze krystalizovany med je falsSovany nebo nepiirodni. Krystalizace medu je ovsem
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pfirozeny a spontdnni proces, neni na zavadu. Vétsina Cistého surového nezahtatého medu ma
pfirozenou tendenci postupné Krystalizovat. Krystalizovany med neni zkazeny a zachovava si
chut’ a vlastnosti tekutého medu. Krystalizace ovliviiuje pouze barvu a texturu medu. Hlavnim
divodem, pro¢ med krystalizuje, je rovnovaha glukosy a fruktosy. Zastoupeni kazdé z nich
urcuje, zda med krystalizuje rychle nebo pomalu. Fruktosa je ve vodé rozpustnéjsi nez glukosa
a zustava tekuta, glukosa ma niz8i rozpustnost ve vodé a krystalizuje (Hamdan 2010).

Krystalizovanému medu lze navratit tekutou konzistenci jemnym zahfatim. Zahtivani by
meélo byt nepiimé, nikoli naptiklad pfimym plamenem dotykajicim se nadoby. Teplota v ulu je
standardné asi 35 °C a béhem letnich obdobi, kdy vcely dozravaji med, se mize zvysit az na
40 °C. Udava se, ze pro zkapalnéni medu je nejlepsi jej zahtat na 35-40 °C. Teplota zahtivani
by nem¢éla presdhnout 40 °C, aby nedoslo k piehtati. Jakkoli dlouhé piehtati medu snizi jeho
kvalitu ni¢enim jeho enzymd, vede ke ztraté jemné chuti, viiné a ztmavnuti medové barvy. Aby
nedoslo ke ztraté nutriéni hodnoty medu, musi se med zahfivat s maximalni opatrnosti.
Krystalizovany med je mozné znovu zkapalnit bez poSkozeni jeho kvality Setrnym zahtivanim
ve vodni 14zni nebo ve vyhfivané komote. Nejlepsi je ale med kvili krystalizaci nezahiivat
a spise edukovat spotiebitele, ze krystalizace nijak neskodi kvalité medu (Turkmen et al. 2006;
Hamdan 2010).

Alternativnimi  metodami pro zastaveni krystalizace medu mohou byt napfiiklad:
skladovani pii teplot¢ —40 °C, mikrovinny zahiev, odstranéni vzduchovych bublin, prachu
a pylovych castic filtraci, ptidavani inhibitord jako je isobutyrat a kyselina sorbova, uprava
poméru glukosy a fruktosy nebo tprava obsahu vody. Jako prevence krystalizace medu bylo
popsano také ultrazvukové zpracovani (Subramanian et al. 2007).

3.5.2 Viskozita medu

Dalsim divodem zéhfevu je obtiznd manipulace s medem zplsobena jeho vysokou
viskozitou (1,36 N-s/m? pti 25 °C a 21,5 % vlhkosti), ktera predstavuje problémy pfi
zpracovani. Viskozita medu je ovlivnéna né€kolika faktory — kromé teploty a obsahu vlhkosti
jsou rozdily ve viskozité pfipisovany slozeni jednotlivych cukrti @ necukernému a koloidnimu
materialu. Kdyz je med zahtivan, zpocatku podléha velmi rychlému poklesu viskozity (do
teploty 30 °C), po které je zména viskozity mnohem pomalejsi (Subramanian et al. 2007).

Pribéh zavislosti viskozity na teploté u Spanélskych medi zkoumali Gémez-Diaz a kol.
(2009). Priklad experimentalnich vysledki ziskanych pro tii rizné vzorky medu pouzité v této
studii jsou uvedeny na obrazku 1. Mizeme pozorovat, ze pii vysokych teplotich dosahuje
viskozita medu téméf konstantnich hodnot.
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Obrazek 1: Zavislost viskozity 3 Spanélskych medit na teploté, obrazek prevzaty z clanku
Gomez-Diaz a kol. (2009)

3.5.3 Vliv teploty na sloZeni medu

3.5.3.1 Hydroxymethylfurfural (HMF)

Nekontrolované zahiivani medu méni nepfizniveé obsah hydroxymethylfurfuralu (HMF)
medu a vynikajici ukazatel Cerstvosti medu. Tvofi se dehydrataci hexosy v kyselém prostiedi
nebo Maillardovou reakci. Nadmérné mnozstvi HMF zplisobuje ztmavnuti barvy a ztratu
cerstvosti medu. Poc¢ate¢ni obsah HMF v rGznych druzich medu se drasticky li$i. Uvadi se, Ze
neexistuje zadny piimy vztah/souvislost mezi slozenim medu a mnozstvim HMF, ale Ze
botanicky ptivod ovliviiuje rychlost jeho formovani. Jak uz bylo feeno v piedchozich
kapitolach, obsah HMF v medu by mél byt obecné nizsi nez 40 mg/kg (s vyjimkou pekatského
medu) a mén¢ nez 80 mg/kg u medt deklarovaného ptivodu z oblasti s tropickym podnebim.
Obsah 40 mg/kg HMF orienta¢né odpovida zahifevu medu na 70 °C po dobu 5 hodin. Nicméné
Adriana a Purcarea zjistili, Ze zdhtev lipového a kaStanového medu na 70 °C po dobu 12 resp.
24 hodin nevedl ke zvySeni mnozstvi HMF nad 40 mg/kg (Nozal et al. 2001; Tosi et al. 2002;
Turkmen et al. 2006; Subramanian et al. 2007; Adriana & Purcarea 2011; Vesely et al. 2013;
Zabrodska & Vorlova 2015).

Kowalski (2013) analyzoval ¢&tyfi druhy medu (medovicovy, lipovy, akatovy
a pohankovy). Vzorky medu byly podrobeny konven¢nimu ohievu ve vodni lazni pii 90 °C po
dobu maximalné¢ 60 minut. Na obrazku 2 je zobrazena zavislost vzrastajici teploty na Case
ohfevu medl ve vodni 1azni, po pfiblizn€ 20 minutach teplota vzorka dosahla hodnoty 90 °C.
Na obrazku je zaroven zndzornéna prvni derivace teploty v zavislosti na ¢ase dT/dt. Je jasné
zobrazena pritomnost dvou maxim v dT/dt. U vSech druhi medu je prvni maximum kolem
prvni minuty a druhé mezi ¢tvrtou a patou minutou zahiivani. Poc¢ate¢ni akumulace tepla by
mohla souviset s vysokou viskozitou medu, a tedy s nizkou tepelnou vodivosti. Po snizeni
viskozity dochazi k lep§imu ptenosu tepla a teplotni kompenzaci s okolim. Pfitomnost druhého
maxima je pravdépodobné spojena s mechanismem konvenc¢niho zahtivani, pfi kterém je
ptenos tepla z vnéjsku do stfedu vzorku. Obrazek 3 pak ukazuje relativni nariist koncentrace
HMF béhem ohievu.
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Obrazek 2: Zavislost teploty na case ohievu Obrazek 3: Zavislost relativniho ndriistu
medu ve vodni lazni v¢. prvni derivace, koncentrace HMF béhem ohrievu, obrdazek

obrazek prevzaty z ¢lanku Kowalski (2013) prevzaty z ¢lanku Kowalski (2013)

Byly provedeny i dalsi studie na toto téma. Tosi a kol. (2002) zkoumal obsah HMF
v medech zahiivanych nad 100 °C a doSel k zavéru, ze jsou-li teploty zahfevu vyssi nez 130 °C
(i kratkodobg), dosahuje zvyseni HMF vyssich hodnot, nez které jsou povolené legislativou.
Takové oSetfeni medu se ale v praxi nepouziva.

Turhan a kol. (2008) zahtivali vzorky medovicovych i kvétovych medt po dobu 15 az 90
minut pfi 75, 90 a 100 °C a analyzovali obsah HMF. Zahtivani kvétovych medd na 90 °C po
dobu az 90 minut a medovicovych meda 75 minut nezpisobilo vyznamné zvyseni HMF (HMF
nepiekrodil uroven 40 mg/kg). Vysledky naznacuji, Ze nadmérny obsah HMF miize souviset
spiSe s nevhodnymi skladovacimi podminkami nez s piehfatim (nadmérny obsah HMF muze
souviset s Maillardovou reakci béhem nevhodného dlouhého skladovani). Véelati tedy nemusi
med zahtivat pfi vysokych teplotach, mirné teploty postacuji ke snizeni viskozity a zabranéni
krystalizace.

3.5.3.2 Enzymy

Hlavnimi enzymy pfitomnymi v medu jsou invertaza, diastaza (amylaza)
a glukosaoxidaza spolu s nepatrnymi mnozstvimi katalazy a kyselé fosfatdzy. Enzymy Stépici
Skrob (diastaza) se pouzivaji jako indikator kvality medu kvuli své citlivosti na teplo. Jejich
obsah v medu se méfi jako aktivita diastazy a vyjadiuje se diastazovym Ccislem (DN).
Diastazové Cislo (DN) se vyjadiuje v Schadeho jednotkach a je definovano takto: jedna
diastazova jednotka odpovida enzymatické aktivité¢ 1 g medu, ktery mize za 1 h pii 40 °C
hydrolyzovat 0,01 g skrobu. Evropska legislativa stanovuje minimaln¢ DN = 8 pro zpracovany
med (Subramanian et al. 2007; Saka¢ & Sak-Bosnar 2012).
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3.5.3.3 Antioxidac¢ni aktivita

Antioxidacni aktivita pfirodniho medu je zplisobena hlavné fenolovymi antioxidanty
(flavonoidy a dalsimi fenolovymi slouc¢eniny) pochazejicimi z pylu kvetoucich rostlin a stroma
a z medovice. Tyto latky jsou obvykle termolabilni. V dusledku tepelné tipravy medu se v ném
mohou tvofit nové slouc¢eniny odolng€jsi viici vyssi teplote, které maji antioxidacni vlastnosti,
naptiklad nékteré produkty Maillardovych reakci (Maillard reaction products neboli MRPS)
(Turkmen et al. 2006; Sari¢ et al. 2013).

Antioxidac¢ni aktivita se po tepelném zpracovani mize nebo nemusi zménit. V urcitych
piipadech se antioxidacni kapacita miize zvysit tepelnym zpracovanim. Zmény antioxidacni
aktivity obecné zavisi na dvou dilezitych faktorech: chemickém sloZeni zkoumané potraviny
a teploté a délce tepelného opracovani. Vyzkum Sarié¢ a kol. (2013) ukazal, Ze kratké obdobi
tepelného oSetieni akatového a kaStanového medu pti 95 °C 5 min neovliviuje jejich
antioxidacéni aktivitu, takze typické pouziti medu v domacnosti by si mélo zachovat vSechny
jeho ,,dobré* atributy.

3.5.3.4 Ostatni

Chua a kol. (2014) zkoumali vliv tepelného oSetfeni na slozeni tropickych medt. Vzorky
byly tepelné oSetfeny dvéma riznymi teplotami: 63 a 90 °C po dobu jedné hodiny. Béhem
zahtivani byl monitorovan kineticky profil snizovani obsahu vody ve vzorcich. Protoze bylo
zjisténo, Ze Gcinek doby zahiivani je neptiznivéjsi nez teplota zahtivani (Subramanian et al.
2007), pro nasledujici zkoumani zvolili nejkrat$i dobu zahfivani, ktera byla schopna snizit
obsah vody na mén¢ nez 20 %. Obsah vody mensi nez 20 % je nutny pro sniZeni rychlosti
fermentace a zvyseni stability medu. Zjistili, ze ve vzorcich medu se po 30 minutach zahtivani
na 90 °C snizil obsah vody na méné nez 20 %.

V této studii (Chua et al. 2014) bylo dale zjisténo, Ze po tepelném zpracovani maji vzorky
nizsi obsah bilkovin a tukd — bilkoviny a tuk jsou komplexni slouceniny, které pfi zahtivani
snadno degraduji. Obsah popela nebyl tepelnym zpracovanim nijak ovlivnén, protoze se sklada
z mineralnich latek a kovu, které nejsou termolabilni. SniZeni obsahu vody zaroven vedlo
ke zvyseni celkového procentualniho obsahu sacharidi a energetické hodnoty.

V jiné praci bylo zjisténo, ze od teploty 80 °C zacinaji v medu karamelizovat cukry, pii
90 °C dochazi ke karamelizaci cukri béhem par hodin (Yener et al. 1987).

Med neni potravinou bohatou na vitaminy, piesto se Chua a kol. (2014) jesté rozhodli
zkoumat vliv tepelné Gpravy na vitaminy rozpustné ve vodé, jako jsou vitaminy B2, B3, B5
a C. Vitaminy jsou totiz citlivé na teplo. VSechny vzorky medu zkoumané v této studii
obsahovaly podobnou koncentraci vitaminu C, pfiblizné 20 mg/kg, ale viibec nebyl detekovan
vitamin B3. Vysledky ukazaly, Ze po zahtati na 90 °C po dobu 30 minut byla koncentrace
vitaminu C snizena pouze asi 0 11-14 %. Kratkd doba zahfivani (30 minut) vyznamné
nedegradovala vitamin C dokonce ani pti vysoké teploté 90 °C. K tomuto jevu muize pfispivat
vysoky obsah cukru v medu fungujici jako stabilizator. Toto vysvétleni v§ak nebylo pouzitelné
na vitaminy B2 a B5, protoze oba byly degradovany z vice nez 50 % s vyjimkou riboflavinu
v akatovém medu.
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3.5.4 Vliv délky a teploty skladovani na sloZeni medu

Studie Turhan a kol. (2008) naznacila, ze za nadmérny obsah HMF v medech mohou byt
vétsim dilem zodpovédné Maillardovy reakce probihajici pii nevhodném dlouhodobém
skladovani nez kratkodoby zahiev medu.

Tyto zaveéry podporuje naptiklad starsi ¢lanek z roku 2000, kde bylo provedeno srovnani
zmén HMF, pH, celkové kyselosti a obsahu volnych kyselin ve slunecnicovém a eukalyptovém
medu. Medy byly zahiaté na teploty 50-80 °C 15—60 minut a pak skladované pii pokojové
teploté celkem 12 mésict. U obou typi medu nejvyraznéjsi téinek na obsah HMF vykazovala
doba skladovani nasledovana teplotou a délkou zahiivani. Doba skladovani ukazala
nejvyraznéjsi vliv také na celkovou kyselost a obsah volnych kyselin (Bath & Singh 2000).

Castro-Vazquez a kol. (2012) provedli srovnavaci studii vlivu teploty na fyzikalné-
chemické parametry, slozeni tékavych latek a senzorickou kvalitu viesového medu
skladovaného 12 mésict. Vyhodnocovaly se teploty skladovani: chlazeni (10 °C), pokojova
(20 °C) a vysoka teplota (40 °C). Studie ukazala, Ze teplota uchovavani ma hluboky dopad
na kvalitu dlouhodobé skladovaného medu. Skladovani viesového medu V chladnicce
zpusobilo zadrzeni n€kterych t¢kavych sloucenin jako je ,,Setikovy* (lilakovy) aldehyd a nizsi
ztraty terpenovych derivata (B-damascenon, benzaldehyd a fenylacetaldehyd). Med
uchovavany pii pokojové teploté vykazal vyrazné zvyseni hladin 2-furanmethanolu, furanolu,
2-methylfurankarboxylatu, maltolu a 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6methyl-4(H)-pyran-4-onu
(DDMP). Tyto slou¢eniny, jejichz koncentrace byly extrémné vysoké v medech podanych pii
40 °C, byly navrzeny jako uzite¢né ukazatele nevhodné skladovaci teploty. Senzoricka analyza
ukazala, ze nezadouci pachy medu zacaly byt mirné vnimany jiz ve vzorcich skladovanych pti
pokojové teploté, pii teplotach 40 °C uz byly jasné patrné, zatimco chlazené viesové medy si
udrzovaly organolepticky profil a kvalitu podobné ¢erstvému medu.

Lze se tedy domnivat, Ze nejen teplota, ale také délka skladovani medu ma vliv na jeho
sloZeni. Pfi kratkodobém zahievu medu a nasledném del§im skladovani patrné prevazuje vliv
doby skladovani, zatimco pfi skladovani medu za riiznych teplot je vyraznéjsi vliv teploty.

3.6 Peceté kvality a ochranné znamky ptivodu medu, biomed

Posileni garance kvality medu na trhu lze mj. i zavedenim dobrovolnych, tfeba narodnich
nebo oborovych kritérii vyssi kvality. Cesky svaz v&elaiti podnika kroky, jez maji poskytnout
spotiebiteli garanci, Ze mu je nabizen skute¢né kvalitni ¢esky med. V roce 1999 byla vydana
svazova norma CESKY MED, ktera stanovuje p¥isné&jsi pravidla nez vyhlaska. Pojmy CESKY
MED, a také MORAVSKY MED a SLEZSKY MED uvadéné na etiketach, jsou registrovana
oznaceni, tedy slovni ochranné znamky patiici Ceskému svazu véelat. Pravo uzivani této
znamky mayji vcelafi, kteti se zavazali dodrZovat stanovend pravidla; zpracovatelské firmy musi
pravo uzivani vyjednat s Ceskym svazem véelaiti (Dupal et al. 2015).

3.6.1 Znacka ,,Cesky med*

Ochrannou znamkou CESKY MED miize byt oznaden pouze produkt, ktery ma
geograficky piivod na tizemi Ceské republiky a je bez jakékoli ptimési jiného, ,,ciziho* medu.
Cesky med je ovlivnén genotypem véely medonosné i slozenim flory na izemi CR — tim je
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dosazeno jeho jedine¢ného slozeni. Botanicky plivod medu tak silné ovliviiuje jeho
organoleptické vlastnosti. Cesky med smi obsahovat maximalng 18 % vody (evropsky limit je
20 %) a obsah HMF smi byt maximéln¢ 20 mg/kg (evropsky limit je 40 mg/kg). Med takto
oznaceny nemusi byt dolozen laboratornim protokolem o rozboru, protoze pii dodrzeni spravné
véelai'ské praxe neni tfeba pochybovat o tom, Ze podminkam Ceského medu vyhovuje. Jedna
se tedy o samo-deklaraci producenta-dodavatele, bez tcasti nezavislé tieti strany na posouzeni
shody. Je to systém zalozeny na duvéie spotiebitele v dodavatele (Dupal et al. 2015).

3.6.2 Znacka ,,Med jak ma byt*

Projekt “MED JAK MA BYT” piedstavuje pozitivni aktivitu v&elaiti podpofenou
statnimi organy a vyzkumnymi institucemi. Byla registrovana ochranna znaimka MED JAK MA
BYT s pedeti VUVE Dol® (Vyzkumny ustav véelaisky, s. r. 0., Dol). VEelaf vybrané Sarze
medu zasle do laboratofe VUVE Dol k podrobné analyze. Laboratoi zasle véelafi vysledek
rozboru a limitovany pocet unikatné ¢islovanych peceti uréenych na sklenice s medem
analyzované Sarze. Protokol o rozboru je k dispozici i spotiebitelim. Kazdy zadkaznik mtze
vlozit ¢islo peceti do internetové stranky www.medjakmabyt.cz, a zde se mu ukazou
podrobnosti 0 zakoupeném produktu. Pti posuzovani udéleni peceté se hodnoti kvalita medu
podle ukazateli uréenych legislativou. Kromé toho laboratot ovétuje, zda med neobsahuje
nezadouci zbytky krmeni (Skroby) nebo piisady (karamel). Kvalitni med se posuzuje
i senzoricky. Zakaznik takovy produkt pozna podle peceti S textem ochranné znamky “Med jak
ma byt®” a jednozna¢nym ¢islem nalepenym na sklenici medu. Podle ¢isla peceti si kazdy
konzument mliZe na internetu ovéfit, Ze jde o ufedné prezkoumany kvalitni produkt. V piipadé
nespokojenosti se lze obratit na laboratof VUVE Dol, ktera archivuje vzorky od vsech
provétovanych Sarzi (Dupal et al. 2015).

3.6.3 Biomed

Biomed se od konven¢né produkovaného medu 1i§i podminkami jeho vzniku, jedna se
0 med vyprodukovany v certifikovaném a kontrolovaném ekologickém zeméd¢lstvi. Jedin€ pak
1ze med a vceli produkty oznacit zdkonem chranénou znackou BIO. Véelat prodavajici med
pod znackou bio musi sva veelstva chovat v prosttedi, kde se v okruhu 3 km zdroje nektaru
a pylu skladaji prevazné z kultur péstovanych ekologickym zptisobem a/nebo divoce rostoucimi
rostlinami, a zajistit dostatecnou vzdalenost od vSech nezeméd¢lskych zdrojia znecisténi, ktera
by mohla vést k zamoteni. Musi vyloucit veSkeré cizorodé¢ latky, zejména pak néktera léCiva.
Je zakdzano umélé prikrmovani vcelstev, na konci obdobi produkce je tfeba veelstviim zajistit
dostatecné zasoby medu a pylu k jejich pfezimovani. Uméla vyZziva véelstev je povolena, pokud
je jejich pteziti ohrozeno extrémnimi klimatickymi podminkami. Umélé vyziva musi sestavat
z medu pochézejiciho z ekologického zemédélstvi, prednostné z vlastniho hospodarstvi, nebo
z bio cukru. VSechny uvedené pozadavky podléhaji kontrole statnich dozorovych organti. Med
1 bez oznaceni BIO mtZe byt pfi dodrzeni spravné chovatelské praxe stejné kvalitni. BIO med
vSak ptinasi spotiebiteli 1 dal§i garance dané pfisnymi podminkami ekologického zemédélstvi
(Dupal et al. 2015).
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3.7 Akatovy med, medovicovy med, Fepkovy med — specifita, biomarkery

Jednotlivé medy se liSi nejen senzorickymi vlastnostmi jako je barva, vin¢ a chut, ale
také svym slozenim, fyzikalné-chemickymi vlastnostmi atd. Tato prace je zaméfena na studium
akatovych, fepkovych a medovicovych medu, resp. medl s pievahou nektaru pochazejiciho
z akatu nebo ztepky (100 % snliSky zjednoho rostlinného druhu je v praxi velice malo
pravdépodobné) a medovicovych medi (Kaskoniené & Venskutonis 2010; Vesely et al. 2013).

V poslednich letech bylo provedeno mnoho studii s cilem vyhodnotit moZnosti
charakterizovat vzorky medu rtizného botanického piivodu pomoci specifickych chemickych
sloucenin, oznacovanych jako markery. Markery byly identifikovany a kvantifikovany pro fadu
vzorkt medu. Pokus o nalezeni uzite¢nych chemickych markerii je zalozen na analyze tdaji
0 sloZeni tékavych slou¢enin medu, fenolickych kyselin, flavonoidu, sacharida, aminokyselin
a nekterych dalSich slozek. V soucasné dob¢ je pomérne obtizné najit spolehlivé chemické
markery pro odliSeni medu ziskanych z riznych zdroju, protoze chemické slozeni medu zavisi
nejen na druhu rostliny, kterd produkuje medovici nebo nektar, ale také na dalSich faktorech
jako je zemépisna oblast, sezéna sbéru, pocasi, zptisob skladovani, doba zrani medu, povaha
veelich pastvin, rezim skladovani, podminky a technologie sklizn¢, v¢eli druh, a dokonce
I interakce mezi chemickymi slou¢eninami a enzymy medu. Kromé toho vysledky chemickych
analyz slozek medu mohou také zaviset na technikach ptipravy a analyzy vzorkd. V disledku
toho spolehlivéjsi charakterizace medu vyzaduje stanoveni vice nez jedné tfidy sloucenin,
idealné v kombinaci s modernimi statistickymi metodami — napiiklad analyzou hlavnich slozek
nebo shlukovou analyzou (Kaskoniené & Venskutonis 2010; Pita-Calvo & Vazquez 2018).

3.7.1 Akatovy med

Akatovy med pochazi z kvétu trnovniku akatu (Robinia pseudacacia). Jedna se o bézné
konzumovany nektarovy med S mirnym aroma. Akatovy med je hutny, ma jemnou chut
a nekrystalizuje, zustava v tekutém stavu i nékolik let. Je téméf pruhledny az svétle Zluty
s nazelenalym nadechem (Vesely et al. 2013; Wang 2014).

Akéatové medy obsahuji nékteré pro né charakteristické latky. Mezi charakteristické
t€kavé slouceniny v akatovych medech patii cis-linalool oxid a heptanal, charakteristické pro
akatové medy jsou také rhamnosidy kaempferolu, rhamnosyl-glukosidy, kyselina ferulova,
akacetin, derivaty kyseliny skoficové, kyselina cis, trans- a trans, trans- abscisova a kyselina
ellagova. Ve studii zabyvajici se hodnocenim plivodu a sloZeni medu evropského akatu
akatového medu ukazaly slouceniny pinocembrin, pinobanksin, alpinon, chrysin, kyselina
abscisova a dale sloucenina v soucasnosti neznamé struktury s chemickym posunem 5,25 ppm.
(Kaskoniené & Venskutonis 2010; Schievano et al. 2013; Machado De-Melo et al. 2018;
Schievano et al. 2019).

3.7.2 Repkovy med

Repkovy med méa svétlou jantarovou barvu, zndme ho Gast&ji v krystalické forms,
obvykle krystalizuje jiz nékolik dnti po vytaceni. Je-1i tekuty, ma jasné€ zlutou barvu. Ma nepfilis
vyraznou, ale zvlastni chut s viini fepky (Vesely et al. 2013; Wang 2014).
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Pro fepkové medy je typicky tékavy dimethyldisulfid, dale kyselina cis, trans- a trans,
trans- abscisova, kaempferol a 8-methoxykaempferol. Jako marker fepkového medu byla
navrzena téz kyselina fenylpropanova (Kaskoniené & Venskutonis 2010; Machado De-Melo
et al. 2018).

3.7.3 Medovicovy med

Medovicovy med se vyrabi ze sekretti rostlin nebo z exkretd hmyzu prevazné z celedi
méSice a ¢ervei (Aphididae a Coccinea) sajiciho na zivych ¢astech rostlin. Medovice vylu¢ovana
hmyzem nemuze byt povazovana za vykaly, protoze rostlinné mizy nejsou traveny v zaludku
hmyzu. Medovicovy med se vyrazné 1is$i od nektarovych meda jednak tmavsi barvou, jednak
pomalou krystalizaci (s vyjimkou medu s obsahem melecitosy). Ma harmonickou chut’, coz je
dano vyssim obsahem mineralnich latek a mensi kyselosti. Potravinovy pramysl ocefiuje silnou
chut’ tohoto druhu medu. Obchodni zajem o medovicové medy také roste, protoze maji vyssi
terapeutické vlastnosti nez kvétové medy. Antibakteridlni a antioxida¢ni vlastnosti byly zjiStény
vice u medovicovych medut oproti kvétovym medium (Vesely et al. 2013; Pita-Calvo & Vazquez
2018).

Medovicové medy maji obvykle vyssi hodnoty nékolika fyzikalné-chemickych
proménnych hodnocenych pii bézné kontrole kvality medl, jako je elektrickd vodivost,
kyselost, pH a obsah popela. Elektricka vodivost se pouziva pii kontrole kvality k rozliSeni
mezi dvéma druhy medii. Dalsi dilezitou fyzikélni vlastnosti, kterou lze pouzit k odliSeni
kvétovych medi od medovicovych medd, je opticka rotace. Opticka rotace zavisi do velké miry
na typech a relativnim mnozstvi sacharidu ptitomnych v medu. Medovicové a falSované medy
jsou obecné pravotocivé, zatimco kvétové medy jsou levotoc¢ivé. Medovicové medy maji také
vys$$i obsah oligosacharidti, hlavné melecitosy a rafinosy, a nizsi obsah monosacharidi nez
kvétové medy. Melecitosa (trisacharid) je povazovana za charakteristicky znak medovicovych
medu (Pita-Calvo & Vazquez 2018).

V literatufe I1ze najit nékteré specifické botanické markery medovicového medu, jako je
napiiklad kyselina protokatechova, dale kvercitol a trans-oak lakton (dubovy lakton) pro
dubovy medovicovy med, 2-aminoacetofenon a propylanisol pro medovicovy med
z cesminového dubu a 1-chlor-oktan a tridekan pro borovicovy medovicovy med (Machado
De-Melo et al. 2018; Pita-Calvo & Vazquez 2018).
dekan, nonanal, a-a-dimethylfenylacetat, nonanol a kyselina 2-methylhexanova. Za marker
medovicového medu se povazuje také diacylglycerilether (Kaskoniené & Venskutonis 2010),
(Schievano et al. 2012).

3.8 Pouziti NMR v urcéeni chemického sloZeni, ptivodu a druhu medu,
workflow NMR analyzy medu

3.8.1 NMR spektroskopie

Jednou z kvantovych vlastnosti elementarnich castic je jejich spin. Jadra s nenulovym
spinem maji jaderny magneticky moment, jehoz velikost je kvantovana a jeho smér v prostiedi
bez vnéjSiho magnetického pole je ndhodny. Pfi plsobeni vnéjSiho magnetického pole se
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jaderné magnetické momenty jadra zorientuji bud’ shodné nebo nesouhlasné se smérem
magnetické indukce — mluvime o zédkladnim nebo excitovaném stavu, tj. v magnetickém poli
se vytvoii dveé riizné energetické hladiny. Jadro se to¢i a ma moment hybnosti, to¢ivy moment
vyvijeny vnéjSim magnetickym polem ma za nasledek cirkularni pohyb zvany precese.
Ve vnéjsim magnetickém poli vektor jaderného magnetického momentu vykondva precesni
pohyb s frekvenci odpovidajici rezonanéni Larmorové frekvenci (Jacobsen 2007; Giinther
2013; Moravec 2015; Zaruba 2016; Holzgrabe et al. 2017).

Cim bude vngj§i magnetické pole silngjsi, tim bude i v&tsi rozstépeni energetickych hladin
a také vétsi rozdil v populaci jednotlivych hladin. Pokud spinovy systém rozstépeny na dvé
energetické hladiny za¢neme ozafovat radiofrekvenénim zafenim, muze dojit k absorpci
a excitaci jednotlivych spinil na vyssi hladinu. Po ukoncéeni ozarovani dochézi k deexcitaci,
kterou nasledné méfime. NMR spektrum je tedy zavislost intenzity interakce
elektromagnetickych vin s jadry nékterych atomt na frekvenci elektromagnetickych vin, ktera
je vyjadiena jako tzv. chemicky posun. Lze métit pouze NMR spektra molekuly obsahujici
atomy, jejichZ jadra maji nenulové magnetické momenty. Mezi tato jadra patii proton *H, uhlik
13C, fluor *°F, izotopy dusiku N a *®N a mnoho dalsich (Novak & Hrabal 2011; Giinther 2013;
Moravec 2015).

3.8.2 Workflow NMR analyzy medu

Nameéfend NMR spektra je pied statistickou analyzou nutné upravit — Gprava faze,
zakladni linie (tzv. baseline), reference atd. Ke zpracovani spekter je vhodné vyuzit program
MestreNova, kde Ize spektra mj. upravit, prekryt pies sebe, integrovat a ulozit ve formé bint.
Vhodnou velikosti binti je 0,04 ppm. Upravenou tabulku bin lze otevfit v programu
MetaboAnalyst a provést statistickou analyzu PCA a OPLS-DA (resp. PLS-DA) (Olawode
et al. 2018).

3.8.3 PCA

Prvnim krokem v analyze dat jsou obvykle nesupervizované metody jako je analyza
hlavnich komponent (principal component analysis, PCA) — bez jakékoli pifedchozi znalosti
tiidy vzorkd tato metoda umoznuje vizualizaci dat ve zmenseném dimenzionalnim prostoru
zalozenou na odliSnostech mezi vzorky. Pouziva se pro shrnuti nebo redukci souboru dat
na mensi pocet nezavisle promeénnych. Pivodni data transformuje do nové soustavy malého
poétu proménnych (hlavni komponenty, principal components, PC), které vystihuji velké
mnozstvi plivodni variability a navzdjem nekoreluji, a tudiz poskytuji nezavislé informace
0 systému. Grafickymi vystupy pro diagnostiku PCA jsou rozptylovy diagram komponentnich
skore (score plot, zobrazuje prumét objektti do roviny zvolenych PC) a graf komponentnich
zatézi (loadings plot, vyjadiuje vztah ptivodnich proménnych k novym PC). Jinou moznosti je
tzv. biplot kombinujici oba piedchozi. PCA je vynikajicim nastrojem pro prizkumnou analyzu
dat a je jednim ze zakladl pro rozliSovani, tfidéni a identifikaci vzorka béhem mnohorozmérné
analyzy (Boffo et al. 2012; Wojtowicz et al. 2013; Olawode et al. 2018).
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3.8.4 PLS-DA a OPLS-DA

Jedna se o supervizované metody analyzy dat. Supervizované postupy pracuji jak s matici
naméfenych dat (X), tak s matici tzv. prediktori (Y) — tedy pfedem znamych informaci. Ukol
téchto metod zahrnuje zejména problém regrese (numericky vystup) a klasifikace (identifikace
tiid). Metody PLS (Partial Least Square, metoda ¢asteénych nejmensich ctvercti) a OPLS
(orthogonal-PLS, ortogonalni-PLS) zahrnuji mnohonasobné linearné regresni postupy zalozené
na PCA, které kvantifikuji vztah mezi X a Y. V piipadé klasifikace také existuji ptislusné
metody diskriminaéni analyzy (DA, Discriminant Analysis) — PLS-DA, OPLS-DA (Wojtowicz
et al. 2013).
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4 Metodika

Vyzkum medu byl zaméten na dvé samostatné ¢asti. V rdmci prvni bylo analyzovano 100
vzorkd ¢eskych medl s cilem najit markery pro urCovani pravosti fepkového, akatového
a medovicového medu potencialné vyuzitelné pro udileni znamky kvality.

Druhé cast byla zaméfena na problematiku rozehtivani medu. S pomoci NMR bylo
zkoumano, jaky ma vliv kombinace Casu a teploty na zmény profilu NMR spekter, a tedy
potencialni vznik pro nés dosud neznamych produktti Maillardovy reakce. Jednalo se o pilotni
studii, jejimz cilem je dospét k doporuceni, zda je pro ohfev zkrystalizovaného medu
vyhodnéjsi vyuziti nizsi teploty po delsi dobu nebo naopak.

4.1 Celkovy design experimentu

V prvni ¢&asti prace bylo s pomoci ‘H NMR zanalyzovéano celkem 100 vzorki meda
s cilem nalézt biomarkery pro jejich jednoznaéné urceni. Konkrétné se jednalo o 37 vzorkl
medovicovych medl, 40 vzorkli medu s ptevahou nektaru z fepky (dale oznafované jako
fepkové) a 23 vzorki medu s prevahou nektaru z akatu (dale ozna¢ované jako akatoveé).

V druhé ¢asti prace byl proveden pilotni experiment — oSetieni krystalizovaného medu
9 riznymi kombinacemi teploty zahievu (40 °C, 50 °C a 60 °C) a doby zahtevu (24 h, 48 h
a 96 h) v pln¢ faktorialnim designu (3x3 matice), vzdy V jednom opakovani. Byly naméfeny
také vzorky odpovidajicich neoSetfenych kontrol. Timto zpisobem byly zanalyzovany dva
medy — med s pfevahou nektaru z lipy (dale oznacovany jako lipovy) a medovicovy med,
celkem 20 vzorkii. Metodika NMR analyzy a pfipravy vzorku byla dfive publikovana
v diplomové praci Sladkova (2019) s obménami.

4.2 Vzorky

Vsech 102 vzorkd eskych medt bylo ziskano ze sbirky VUVE Dol®. Vechny medy
byly vytaceny v roce 2019.

4.2.1 Vzorky k analyze biomarkeri botanického ptivodu medu

Vzorky medu byly odebrany do 15ml plastovych konickych zkumavek (falkonky)
pomoci kovové Spachtle a byly uchovavany v temnu pii pokojové teploté. Pied analyzou byly
vzorky umistény na 1 hodinu do termostatu, kde byly pfti 45 °C rozehiivany, aby doslo k jejich
homogenizaci a rozpusténi vzniklych krystali. Od kazdého vzorku bylo do mikrozkumavky
navazeno 240 mg medu s odchylkou + 10 mg (ultra mikrovahy XPR6UDS, Mettler Toledo,
CH) a navazka byla zaznamenana.

4.2.2 Vzorky k analyze biomarkeri zahfevu medu

Do mensich sklenic o objemu 200 ml bylo pomoci IZice vloZeno asi 50 g medu a sklenice
byly umistény do termostatu vytemperovaného na teplotu 40 °C, 50 °C nebo 60 °C. Po zadané
dob¢ byly vzorky odebrany z termostatu (viz tabulka 2) a po zchladnuti na pokojovou teplotu
umistény do chladnicky, kde byly dale uchovavéany. Pred analyzou jiz nebyly vice zahiivany.
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Od kazdého vzorku bylo do mikrozkumavky navazeno 240 mg medu s odchylkou
+ 10 mg a navazka byla zaznamenéna.

Tabulka 2: Odbéry vzorkii zahfivanych medii, VUVE Dol

Lipovy med  Medovicovy med Doba zahievu [hod] Teplota [°C]
Odbér ¢. 0 31.07.2019 31.07.2019 Blank, vychozi stav bez zahievu
Odbeér ¢. 1 01.08.2019 01.08.2019 24 40
Odbeér ¢. 2 02.08.2019 02.08.2019 48 40
Odbeér ¢. 3 05.08.2019 05.08.2019 96 40
Odbeér ¢. 1 01.08.2019 01.08.2019 24 50
Odbeér €. 2 02.08.2019 02.08.2019 48 50
Odbér ¢. 3 05.08.2019 05.08.2019 96 50
Odbér ¢. 1 01.08.2019 01.08.2019 24 60
Odbér ¢. 2 02.08.2019 02.08.2019 48 60
Odbeér ¢. 3 05.08.2019 05.08.2019 96 60

4.3 Priprava vzorku pro NMR

Ke kazdému vzorku medu bylo napipetovano 830 puL deionizované vody (Millipore
Direct-Q® 3, Merck Millipore, USA). S ohledem na specifickou hustotu medu byla vysledna
koncentrace piiblizné 240 mg/ml. Vznikly roztok deionizované vody a medu byl vortexovan,
az do doby viditelného rozpusténi medu. Pro jesté lepsi homogenizaci byly vzorky na 5 min
umistény do ultrazvukové lazné. Z takto ptipraveného roztoku bylo odpipetovano 540 pL
do ¢isté mikrozkumavky a k tomu bylo ptidano 60 L. NMR pufru. NMR fosfatovy pufr v D20
byl pfipraven piidanim 1,5M KH2POs4, 0,2 % NaNs a 5 mM TSP (kyselina
trimethylsilylpropanova, ktera se diky chemickému posunu 0,0 ppm pouziva jako vnitini
standard NMR spektra). Hodnota pH byla upravena na 4,0 pomoci H3P04; pH bylo mé&feno pH
metrem inoLab® pH 7110 (WTW, Némecko). TSP byla pouzita jako vnitini standard pro
kalibraci chemického posunu na 0 ppm. Chemikalie na vyrobu pufru byly z firmy Lach-Ner,
CZ, NaNs a TSP byly z firmy Merck, DE. VSechny mikrozkumavky se vzorky byly po dobu
10 s znovu vortexovany. Celkovy objem 600 puL. vzorku byl kvantitativné pomoci pipety
pteveden do NMR kyvet (5 mm, high throughput, Norell, USA).

4.4 Parametry méFeni 'H NMR spekter

Meéieni viech 'H NMR spekter bylo provedeno na spektrometru Bruker AVANCE 111 HD
500 MHz (Bruker, DE), vybaveném 5 mm PA BBO 500S1 BBF-H-D-05 Z SP sondou
s civkami se Z gradientem a pracujicim pii 500,23 MHz. VSechna méfeni byla provedena pti
teploté 298 K. 'H NMR spektra byla zméfena s pomoci pulzni sekvence 1d noesy se supresi
vody. 'H NMR spektra byla snimana s nasledujicimi parametry: pocet skenii 128, pocet
datovych bodii 64k, Sitka spektra 16 ppm, relaxacni prodleva 1 s, akvizi¢ni ¢as 4,1 S, sméSovaci
cas 100 ms. Ladéni, zamykani, kalibrace 90° pulzu a shimming byly automaticky
optimalizovany pomoci standardnich ptikazii (atma, lock, pulsecal a topshim). VSechny vzorky
byly vlozeny do autosampleru a automaticky méfeny vyuzitim néstroje Spooler v softwaru
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Topspin (Bruker, DE). Vsechna spektra byla zpracovana za pouziti softwaru Topspin. Korekce
faze a korekce zakladni linie (tzv. baseline) byly provedeny manualné pro kazdé jednotlivé
spektrum. Reference byla upravena na signal TSP 0,00 ppm.

4.5 Statistické zpracovani

45.1 Analyza biomarkeru botanického puvodu

Data ziskana z binningu spekter provedeném v programu Mestrenova v. 14 (MNova, ES)
od 0,50 do 10,00 ppm se Sitkou jednoho binu 0,04 ppm, byla po odstranéni oblasti suprese vody
4,60-4,70 ppm dale analyzovana pomoci softwaru MetaboAnalyst 4.0 (Chong et al. 2018).

V softwaru MetaboAnalyst byla data normalizovana podle sumy, logaritmicky
transformovana a automaticky skalovana. Z multivariacnich statistickych analyz byla nejprve
pouzita analyza hlavnich komponent PCA. Byla provedena normalizace na referenci TSP, log
transformace a automatické skalovani. Poté byla aplikovana diskrimina¢ni analyza PLS-DA
a OPLS-DA. | v tomto ptipadé byla provedena normalizace na referenci TSP, log transformace
a automatické Skalovani. Validace modelu byla provedena pii 1000 permutacich. Pro zjisténi
vyznamnych bint (VIP), které odlisuji jednotlivé tiidy, byly p(corr) hodnoty z OPLS-DA
nasobené smérodatnou odchylkou (SD) jednotlivych bind. Takto ziskand data byla ndzorné
zobrazena jako loadingplot. Loadingplot vyznamnych binG byl zobrazen také podle
vyznamnosti p-hodnot (p-value), oboji v programu Microsoft Excel 2016 (Microsoft, USA).

Piifazeni signali 'H NMR spekter bylo provddéno na zakladé vyznamnych bint
z loadingplotu OPLS-DA blize upfesnénych pomoci softwaru Chenomx NMR suite v. 8.3.
(Chenomx Inc., CA) a také porovnanim s vysledky dostupné védecké literatury.

45.2 Analyza biomarkeri zihi'evu

V programu Topspin bylo vSech deset spekter kazdého vzorku zobrazeno dohromady
jako tzv. superimposed spectra a intenzita pikd byla upravena tak, aby intenzita reference byla
stejnd u vSech spekter. Ru¢né byly vytipovany piky, kde se od sebe jednotliva spektra vyraznéji
lisila intenzitou nebo chemickym posunem. V programu Mestrenova byly vybrané piky
zintegrovany bez korekce intenzity. Vysledky integrace byly ulozeny jako integralni tabulka,
ktera byla upravena v programu Microsoft Excel 2016 (Microsoft, USA). Uprava zahrnovala
mj. 1 korekci na navazku a odstranéni zdpornych hodnot.

Upravena integralni tabulka byla rozdélena na dvé — vliv zavislosti na teploté a vliv
zavislosti na cCase tak, aby ob¢ tabulky mohly byt zvlast analyzovany v softwaru
MetaboAnalyst.

V softwaru MetaboAnalyst byla data normalizovana podle sumy, logaritmicky
transformovana a automaticky skalovana. Z multivariacnich statistickych analyz byla nejprve
pouzita analyza hlavnich komponent PCA. Byla provedena normalizace na referenci TSP, log
transformace a automatické Skdlovani. Poté byla aplikovana diskriminacni analyza PLS-DA
a OPLS-DA. | v tomto piipad¢ byla provedena normalizace na referenci TSP, log transformace
a automatické Skalovani. Validace modelu byla provedena pii 1000 permutacich. Pro zjisténi
vyznamnych bini (VIP), které odlisuji jednotlivé tidy, byly p(corr) hodnoty z OPLS-DA
nasobené smérodatnou odchylkou (SD) jednotlivych binl. Takto ziskana data byla ndzorné
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zobrazena jako loadingplot. Loadingplot vyznamnych binG byl zobrazen také podle
vyznamnosti p-hodnot (p-value), oboji v programu Microsoft Excel 2016.

Pro dalsi statisticky pfistup byla jest¢ upravend integralni tabulka vyhodnocovéana
v programu IBM SPSS Statistics 25 (IBM Corp., USA). Byly vytvoteny grafy zmény integralt
vybranych pikt se stoupajici teplotou a casem a byla v nich hledana jakékoli linearni zavislost.
Grafy pikt, které zobrazovaly linearni zavislost, byly srovnany s vyznamnymi biny (VIP)
ziskanymi pomoci OPLS-DA v softwaru MetaboAnalyst.

Piifazeni signali 'H NMR spekter bylo provadéno na zékladé vyznamnych bind
z loadingplotu OPLS-DA blize upfesnénych pomoci softwaru Chenomx NMR suite a také
porovnanim s vysledky dostupné védecké literatury.
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5 Vysledky a diskuse

5.1 NMR analyza medu
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Obrazek 4. Ukdzkové spektrum repkového medu, 1, reference TSP, 2, kyselina mlécna, 3,
alanin, 4, prolin, 5, kyselina jantarova, 6-9, oblast sacharidii, na signdlech se obvykle podili
vice sacharidii, 6, glukosa, 7, prevaha glukosy, 8, signaly hlavné glukosy a fruktosy, 9, prevaha
fruktosy, 10, kyselina mravenci

Obecné jsou ridzné oblasti NMR spektra medu charakterizovany specifickymi
rezonancemi sloucenin, jako jsou alifatické slouc¢eniny (chemicky posun & 0,00-3,00 ppm),
sacharidy (6 3,00-6,00 ppm) a aromatické slouéeniny (6 6,00—-10,00 ppm) (Boffo et al. 2012).

Pro medy obvykle plati, Ze rozmezi chemickych posunii mezi 0,5 a 3 ppm lze pouzit
K pozorovani signalii spojenych s fermenta¢nimi nebo degradacnimi markery (zejména
kyselinou jantarovou, octovou, mléénou i ethanolem) souvisejicimi s kvalitou a stafim medu.
Kromé toho lze v této Casti spektra soucasné pozorovat dveé typické a vyznamné zastoupené
slozky medi, kyselinu citronovou (okolo 2,80 a 2,95 ppm) a prolin (okolo 2,00 a 2,35 ppm).
Oblasti sacharidli dominuji monosacharidy — pfedevsim glukosa a fruktosa. V oblasti sacharida
je zajimavou podoblasti usek mezi chemickymi posuny 4,9 a 5,5 ppm. Zde lze pozorovat
signaly spojené s typickymi, ovSem mén¢ zastoupenymi cukry (tyto chemické posuny
reprezentuji predev§im anomerni protony téchto cukr), mezi nejvyznamnéjsi z nich patii
turanosa, isomaltosa, rafinosa, melecitosa, trehalosa, sacharosa, maltosa, maltotriosa, erlosa
a kestosa. Kromé signalu turanoSy muze byt vétSina pikt pozorovanych Vv této oblasti
zpusobena prispévky nékolika cukru (Boffo et al. 2012; Spiteri et al. 2015).
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Obrdazek 5: Srovnani rozdili ukdzkovych spekter akatového (Cervena), repkového (modra)
amedovicového medu (zelend)
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Obrazek 6: Srovnani rozdilii ukazkovych spekter akatového (cervena), repkového (zelend)
amedovicového medu (modra) ve vétsim priblizeni

Oblast aromatickych slouc¢enin obsahuje méné intenzivni rezonance. V této oblasti ma;ji
vSechny medy bez ohledu na zemé&pisny a botanicky pivod dva vyznamné markery — Kyselinu
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mravenci (okolo 8,45 ppm) a HMF (9,45-9,50 ppm). Také zde lze pozorovat arylové signély
(7,41 a 7,66 ppm) (Olawode et al. 2018).

Na obrazku 4 je zobrazeno ukazkové spektrum medu s pfevahou fepky (fepkového
medu). Dominantni je pochopitelné oblast sacharidi (3—6 ppm), z nichZ nejzastoupengéjsi jsou
glukosa, fruktosa a maltosa. V alifatické oblasti jsou na obrazku dobie viditelné napiiklad
aminokyseliny prolin a alanin a kyseliny jantarovd a mléc¢na. Signal 8,45 ppm patii kyseliné
mraven¢i. Chemicky posun 0,0 ppm patii kyseliné trimethylsilylpropanové (TSP), ktera se
pouziva jako vnitini standard NMR spektra.

Grafické srovnani ukdzkovych spekter fepkovych, akatovych a medovicovych medu je
vyobrazeno na obrazcich 5 a 6. Lze si v§imnout, Ze akatovy med ma nejvyssi koncentrace
sacharidu, zatimco alifaticka oblast je nejpestiejsi u fepkového medu. Podrobnéji se rozdiliim
mezi jednotlivymi druhy medi budeme vénovat v nasledujicich kapitolach.

5.2 Biomarkery botanického ptivodu medu

Naméiena spektra medovicovych medi a medu s prevahou nektaru pochazejiciho z akatu
nebo z fepky byla statisticky vyhodnocena pomoci PCA a OPLS-DA analyzy. Nejprve byla
provedena nesupervizovana PCA analyza, po ni nasledovala supervizovana OPLS-DA analyza.
Modely OPLS-DA (PLS-DA) jsou charakterizovany hodnotami R? a Q2 Hodnoty R?
kvantifikuji, kolik pavodnich dat je v modelu popsano, zatimco hodnoty Q? piedstavuji
spravnost modelu vypoctenou kiizovou validaci (Kew et al. 2019).

Provedena PCA analyza dvou hlavnich komponent PC1 a PC2 (obrazek 7) ze softwaru
jasné oddélila medovicové medy od nektarovych medid. Komponenta PC1 interpretovala
26,6 % variace. Protoze se medovicové medy ukazaly jasné odlisitelné od nektarovych medu,
byly dale zjistovany pouze rozdily mezi medy fepkovymi a akatovymi. Nejzajimavéjsi
vysledky poskytla PCA analyza hlavnich komponent PC1 a PC3 (obrazek 8). Vzorky se nejvice
lisily dle komponenty PC1, ktera vysvétluje 18,5 % variability. Repkové medy (oznateny
zelenou barvou) tvoii oproti akatovym medim (Cervena barva) tésnéjsi klastr, coz naznacuje
mensi variaci mezi vzorky.

Vysledky OPLS-DA analyzy jsou zobrazeny na obrazku 9. Separace fepkovych
a akatovych meda vykazuje oproti PCA modelu zlepSeni, klastry jsou od sebe 1épe odd¢€leny.
| vtomto ptfipadé si lze v§imnout, Ze akatové medy tvoii méné semknuty klastr, coz opét
naznaduje vétsi variaci mezi vzorky. Model kvantifikuje 59 % ptivodnich dat (R?), spravnost
modelu vypoétend kiizovou validaci je 75 % (Q?).
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Obrazek 10: Komponentni zateze (loadings) Fepkového a akdatového medu 7 OPLS-DA analyzy
promitnuté do auto-normalizovaného NMR spektra, *nejista identifikace

Data z intervali (bind) byla vizualizovdana také s pomoci sloupcového grafu
do zjednoduseného NMR spektra (obrazek 10), kdy jeden bod spektra reprezentoval sumu
signalu v intervalu 0,04 ppm. Tyto sumy signdlu byly nasobeny smérodatnou odchylkou
Vv procesu tzv. auto-normalizace signalu. Normalizované signaly byly dale nasobeny
komponentni zatézi (loadings) pro dany bin, loadings byly ziskany z OPLS-DA analyzy.
Vzhledem k tomu, Ze loadings mohou nabyvat negativnich i pozitivnich hodnot, takto
modifikované spektrum ma nékteré signaly v minusovych hodnotach a nékteré v pozitivnich
hodnotach v zavislosti na tom, pro kterou skupinu je loadings vyzna¢né. Pro lepsi pichlednost
byly sloupce tohoto grafu barevné odliseny v zavislosti na hodnoté loadings binu. Interpretace
grafu komponentnich z4tézi je tedy nasledujici: piky smétuji nahoru nebo dolii v zavislosti, pro
ktery med jsou vice typické, a intenzita barvy oznacuje vyznam této zavislosti. Velikost piki
neodpovida zcela jejich zastoupeni v NMR spektru, ale vyznamnéjsi piky jsou proporcionalné
zvetSeny.

Pti bliz§im pohledu na zvétSeny region aromatické ¢asti (6-9 ppm) mizeme vidét, ze zde
byly akatové medy velmi chudé, fepkové medy mély oproti akatovym v tomto iseku bohatsi
aromatiku. Akatové medy naproti tomu obsahovaly vice cukrd, coz mizeme vidét v oblasti
okolo 4 ppm.

Na obrazku 11 je zobrazeno primémé NMR spektrum vSech akatovych i fepkovych
medu. Byl proveden t-test kazdého binu mezi akatem a fepkou. T-test miiZze vyjit bud’ vyznamné
nebo nevyznamné, hodnota p (hladina vyznamnosti) je vizualizovana pomoci barevné intenzity
— ¢im tmavsi barva, tim mensi hodnota p pro dany bin, a tudiz vét$i vyznamnost. Bil4 barva
znamena, Ze bin nema zadnou vyznamnost. Ve spektru vidime stejné biny jako na obrazku 10,
jedna se pouze o jiny statisticky pfistup s pomoci parového srovnani.
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Obrazek 11: Statisticka vyznamnost s pomoci parového srovnani mezi kategoriemi repkovy
a akatovy med (t-test)

Tabulka 3: Charakteristické binylpiky pro repkovy a akdatovy med, *moznd identifikace,
rafinosa se v medu obvykle nevyskyuje

repkovy med repkovy med — akatovy med akatovy med — potencialni
[ppm] potencidlni biomarker [ppm] biomarker
0,82 valin, leucin, isoleucin 3,58 fruktosa
0,86 valin, leucin, isoleucin 3,62 fruktosa
0,90 valin, leucin, isoleucin 3,94 turanosa nebo rafinesa
0,94 valin, leucin, isoleucin 4,02 fruktosa
0,98 valin, leucin, isoleucin 4,06 raftnosa
3,06 neznama slouc. 4,18 sacharosa, turanosa, rafinesa
3,18 glukosa 4,22 sacharosa, turanosa, rafinesa
3,34 glukosa 4,26 turanosa
4,62 glukosa 4,30 turanosa
5,18 glukosa 4,94 rafinosa
5,22 glukosa 5,26 neznama slouc.
7,26 neznama slouc. 5,34 neznama slouc.
7,38 neznama slouc. 5,38 maltosa
7.54 kys. hippurové/ 5,54 ne;némé slo_ué./
kys. benzoova* pinocembrin*

8,06 trigonelin/niacin® 5,86 uridin/kys. abscisova*

Nakonec byly nalezeny charakteristické piky (biny), které od sebe odliSovaly oba medy.
V programu Chenomx byla prohledana in house databaze s cilem nalézt, které slouc¢eniny od
sebe fepkové a akatové medy odlisuji. Vysledky jsou zobrazeny v tabulce 3.

Pro fepkovy med bylo vyhodnoceno nékolik klicovych sloucenin. Za multiplet 0,82—
0,98 ppm je patrné¢ zodpovédna kombinace aminokyselin valinu, leucinu a isoleucinu. Je
pravdépodobné, ze kazda z téchto sloucenin urcitou mérou pfispiva k tomuto multipletu.
Statisticky vyznamné bylo 1 vétsi mnoZstvi glukosy v fepkovém medu, glukosa byla
zodpovédna za chemické posuny 3,18-5,22 ppm (tabulka 3). Co se ty¢e chemického posunu
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7,54 ppm, tak tam se moznd v malé koncentraci projevuje kyselina hippurovd nebo
pravdépodobnéji kyselina benzoova, ptipadné néktery z jejich dalSich derivati. Chemicky
posun 8,06 ppm by mohl patfit alkaloidu trigonelinu. Zbylé slouceniny nebylo mozné
identifikovat, protoze nase in house databaze bohuzel obsahuje pouze omezeny pocet sloucenin
k porovnani.

Repkové medy stoji spise mimo hlavni zijem a v literatufe NMR spekter medi
0 fepkovém medu neni mnoho zminek. Lze dohledat, Ze fepkové medy se odliSuji vysSim
obsahem glukosy, coz odpovida vysledkim této prace (Devillers et al. 2004; Machado De-Melo
et al. 2018). Aminokyseliny valin, leucin i isoleucinu jsou v medech velice rozsifené, jedna se
vyznacuje jejich vyssi koncentraci — obsah valinu je v priméru 5,3 mg/kg, leucinu 3,2 mg/kg
a isoleucinu 3,8 mg/kg, coz souhlasi s vysledky této prace (Cook et al. 2003; Cotte et al. 2004).
Nikde Vv literatufe se nepodafilo najit diikaz o pfitomnosti kyseliny hippurové. Jak uz bylo
feCeno vyse, spiSe se jednd o nezndmy derivat kyseliny benzoové. Naproti tomu trigonelin je
v malych koncentracich béznym metabolitem ve vSech medech (Kortesniemi et al. 2016).
Vzhledem ke koncentraci se ale moznd muize jednat o niacin nebo podobnou slouceninu
obsahujici dusik v aromatickém kruhu. Ve vyraznéjSich mnozstvich byl trigonelin zatim
nalezen v pomeran¢ovych medech z Korsiky a v medech s obsahem nektaru z kavovniku
(Dzolin et al. 2019).

Z dalsich biomarkerd fepkovych medd uvadénych v literatufe Ize jmenovat
dimethyldisulfid, kyselinu cis, trans- a trans, trans- abscisovou, kaempferol a 8-
methoxykaempferol. Jako marker fepkového medu byla navrzena také Kkyselina
fenylpropanova. Repkové medy se mohou vyznaGovat vyssim obsahem sodiku, barya a olova
(Kaskoniené & Venskutonis 2010; Machado De-Melo et al. 2018). Ani jedna z uvedenych latek
ale v pfipadé této prace nebyla vyhodnocena jako vhodny potencialni biomarker ¢eskych
fepkovych medi. Diivodem mutize mj. byt i to, ze Kaskoniené a Venskutonis se ve svém review
zabyvali biomarkery medt ze 150 zemi svéta. I Machado De-Melo a kol. studovali medy
zcelého svéta. Slozeni medd ovSem zavisi kromé botanického plvodu i na ptvodu
geografickém a tak, co je charakteristické napiiklad pro fepkové medy ze Spanélska, nemusi
platit pro fepkové medy z Ceské republiky. Dal§im problémem je, Ze ne viechny tyto markery
byly identifikovany pomoci NMR, ale v nékterych piipadech byly pouZity jiné metody.
Poslednim problémem byla nekompletni in house databaze.

U akatového medu byly téZ vyhodnoceny klicové slouceniny. Akatovy med se
vyznaCoval vétSim mnoZzstvim fruktosy (3,58, dale 3,62 a 4,02 ppm). Za chemicky posun
3,94 ppm byl zodpovédny sacharid, bud’ se jednalo o turanosu nebo rafinosu, ale vzhledem
k tomu, ze v akatovém medu se rafinosa obvykle nevyskytuje, pravdépodobnéjsi bude turanosa
(Devillers et al. 2004). Chemické posuny 4,06 a 4,94 ppm by také mohly odpovidat rafinose,
ale opét to neni pravdépodobné. Na dubletu 4,18—4,20 ppm se patrné podilelo vice sacharida,
pravdépodobné sacharosa a turanosa (dal$i moZnosti byla jesté rafinosa, ale jak bylo feceno
vyse, v akatovém medu se rafinosa bézné nevyskytuje). Dublet 4,26 a 4,30 ppm odpovida
turanose. Za chemicky posun 5,86 ppm muze byt zodpovédny nukleosid uridin, ale opét to
nelze fict s absolutni jistotou. Ostatni chemické posuny nebylo v programu Chenomx mozZné
identifikovat opét z divodu nekompletni databaze.
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V ¢lanku Ohmenhaeuser a kol. (2013) nasli u akatovych medua v oblasti stfedni a nizké
frekvence mezi 4,2 a 3,0 ppm velmi intenzivnimi signaly hlavnich monosacharidu (glukosy
a fruktosy) a disacharidi (maltosy a sacharosy), coz odpovida i naleziim této prace. Turanosa
se také bézn¢ vyskytuje v akatovych medech (Madas et al. 2019). V literatuie (Schievano et al.
2019) byla dale jako specificky marker akatového medu nalezena sloucenina s chemickym
posunem 5,25 ppm, kterda ovSem nebyla konkrétné urCena, coz odpovida i1 vysledkim této
diplomové prace. Ve stejné praci byla za marker povazovana kromé dalSich i kyselina abscisova
s chemickym posunem v oblasti okolo 5,80 ppm a pinocembrin s chemickym posunem
Vv oblasti 5,50 ppm. Pfestoze se uridin vyskytuje v medech v malych koncentracich bézné
(Kortesniemi et al. 2016), v nasem piipad¢ se mozna pod chemickym posunem 5,86 ppm mize
skryvat kyselina abscisova a ne uridin a pod chemickym posunem 5,54 ppm pinocembrin
(Schievano et al. 2019). Ani jedna z obou sloucenin totiZ neni soucasti in house databaze, se
kterou se tyto signaly srovnavaly. VyS$$i obsah pinocembrinu v akatovych medech potvrzuje
i dalsi ¢lanek od Schievano a kol. (2012). Dalsim markerem akatovych medu je také chrysin
s n€kolika chemickymi posuny mj. v oblastech 6,30 ppm, 6,47 ppm, 6,67 ppm a 7,90 ppm.
Mimo pinocembrin, chrysin a kyselinu abscisovou byly mezi biomarkery akatovych meda
zatazeny je$té pinobanksin a alpinon s chemickymi posuny v oblasti 4,50-6,10 ppm. Alpinon
ma jesté signaly v misté chemického posunu 7,55 ppm a 12,05 ppm (Schievano et al. 2019).
Tyto chemické posuny ale v piipad¢ této prace nebyly oznaceny za statisticky vyznamné,
prestoze se zminovana prace zabyvala evropskymi medy.

Jako dalsi charakteristické slouc¢eniny akatovych medut jsou uvadény cis-linalool oxid,
heptanal, rhamnosidy kaempferolu, rhamnosyl-glukosidy, kyselina ferulova, akacetin, derivaty
kyseliny skoficové a kyselina ellagova (Kaskoniené & Venskutonis 2010). Zadna z téchto
sloucenin nebyla identifikovana jako potencialni biomarker. | v tomto piipad¢ plati vSechny
problémy vztahujici se k tomuto ¢lanku uvedené vyse u fepkovych medi.

5.3 Biomarkery zahi‘eva medu

Medy (lipovy a medovicovy) byly zahfivany po tii rizné dlouhé Casové useky na tfi
rozdilné teploty a srovnany s blankem. Byl tedy zkouman nejen vliv teploty, ale také casu.
Nameétena spektra byla statisticky vyhodnocena pomoci PCA a PLS-DA analyzy. Pomoci PLS-
DA analyzy byly vyhodnoceny rozdily mezi jednotlivymi biny. U vytipovanych binii (piki)
byly nésledné hledany linearni zavislosti na teploté nebo casu.

5.3.1 Lipovy med — vliv teploty na integraly vybranych piki spektra

Nejprve byl zkouman vliv teploty na NMR spektra lipového medu.

PCA analyza dvou hlavnich komponent PC2 a PC3 zahtivaného lipového medu
(obrazek 12) byla schopna spravné zaradit do klastri medy zahtfivané na rozdilné teploty.
Komponenta PC2 vysvétluje 18,6 % celkové variability. Na vysledcich PCA analyzy mtizeme
vidét, Ze se vektor vzrustajici teploty v grafu pohybuje smérem zleva doprava.

PLS-DA analyza (obrazek 13a) — v tomto piipadé vede vektor teploty z levého dolniho
rohu smérem doprava nahoru. Model kvantifikuje 85 % ptivodnich dat (R?) a spravnost modelu
byla vypoétena jako 50 % (Q?). Pomoci PSL-DA analyzy bylo identifikovano tzv. VIP skore
(variable importance in projection, obrazek 13b), které vyhodnocuje rozdily mezi jednotlivymi
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biny/piky. Za nejvyznamnégjsi piky byly oznaceny piky ¢. 12, 11, 51 a 50, které vSechny

vykazuji linearni zévislost na teploté.
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Obrazek 12: PCA analyza spekter lipového medu, zavislost na teplote, PC2 18,6 % variace
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Obrazek 14: Narust integralu vybranych pikit NMR spektra se stoupajici teplotou zahrevu
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Obrazek 15: Zmeny integralii vybranych pikii se stoupajici teplotou a casem
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5.3.2 Lipovy med — vliv ¢asu na integraly vybranych piku spektra

PCA analyza dvou hlavnich komponent PC1 a PC2 zahtivaného lipového medu
(obrazek 16) spravné zatadila zahiivané medy do klastri dle vzristajiciho Casu. Hlavni
komponenta PC1 byla schopné vysvétlit dokonce 99,8 % celkové variability. Na vysledcich
PCA analyzy mtizeme vidét, ze se linearni zavislost asu v grafu pohybuje zleva smérem nahoru

a doprava.

V piipadé PLS-DA analyzy vede vektor ¢asu z levého dolniho rohu smérem nahoru
doprava (obrazek 17a). Model kvantifikuje 91 % ptivodnich dat (R?) a spravnost modelu byla
vyhodnocena jako 77 % (Q?). PSL-DA analyzou bylo identifikovano také VIP skore, pomoci
kterého byly vyhodnoceny rozdily mezi jednotlivymi biny/piky a vytipovany klicové biny/piky
(obrazek 17b). Z obrazku je patrné, Ze za nejvyznamnéjsi piky byly oznaceny piky ¢. 4 a 17.

Z téchto 2 pika vykazoval linearni zavislost na ¢ase pouze pik ¢. 17.
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Obrazek 16:
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PCA analyza spekter lipového medu, zavislost na ¢ase, PC1 99,8 % variace
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Obrazek 18: Narust integrali vybranych pikit NMR spektra se stoupajicim casem zahrevu
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Obrazek 19: Zmény integralu vybranych pikii se stoupajici teplotou a casem

V tabulce 4 jsou zapsany chemické posuny vyznamnych piki, jejichz intenzita nebo
chemicky posun se linearn¢ meénily s teplotou. Opét byla prohleddna in house databaze
v programu Chenomx s cilem identifikovat nalezené potencialni biomarkery zahtevu.

Bohuzel v pfipadé lipového medu nebyla ani jedna ze sloucenin nalezena v Chenomx
databazi (in house databaze). Dalsi prekazkou v identifikaci byla i nizka intenzita signald,
napiiklad piky s chemickym posunem 6,95 a 6,96 ppm (piky €. 11 a 12) mély tak malou
intenzitu, Ze slouceninu neslo urc€it viibec. Nicméng¢ Ize fict, Ze chemické posuny potencialnich
biomarkert zédhtfevu se v pfipad€ tohoto medu pohybuji pfedevS§im v aromatické oblasti NMR
spektra, a proto by bylo vhodné hledat biomarkery zahievu prave zde.

KdyzZ se podivdme na mozné identifikace nami nalezenych latek do literatury, tak podle
Beretta a kol. (2008) lipovy med poskytuje rezonance v rozmezi 6,0-6,2 a 6,8-7,2 ppm
(dublety) typicke pro a,B—y,0 nenasycené karboxylové kyseliny. Pod témito signaly se nejspise
skryvaji mono-terpenovy derivat cyklohexa-1,3-dien-1-karboxylové kyseliny (CDCA) a jeho
1-O-B-gentiobiosylester (CDCA-GBE), coz by mohly byt nami nalezené markery zahievu
poskytujici dublet 6,95 a 6,96 ppm. Kviili malé intenzité to bohuZzel nelze potvrdit. V blizkém
okoli chemického posunu 6,48 ppm jsou v literatuie identifikovany kyselina fumarova (6,53—
6,55 ppm) a kyselina pyrohroznova (6,42—6,45 ppm), bude se tedy jednat nejspiSe o latku
podobného charakteru (Ohmenhaeuser et al. 2013).
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Tabulka 4. Potencialni biomarkery zahrevu lipového medu

Vyznamny Chemicky posun Vliv teploty/¢asu  Potencialni biomarker

pik ¢islo [ppm] zahi‘evu
4 8,25 ¢as neznama sloug.
11 6,96 teplota neznama slouc.
12 6,95 teplota neznama slouc.
17 6,48 cas neznama slouc.
50 1,83 teplota neznama slouc.
51 1,81 teplota neznama sloud.
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Obrdazek 20: Spektrum lipového medu s vyznacenymi piky potencialnich biomarkeru, 50 + 51,
chemické posuny 1,81 a 1,83 ppm, 17, chemicky posun 6,48 ppm, 11 + 12, chemické posuny
6,95 a 6,96 ppm, 4, chemicky posun 8,25 ppm

Za hlavni biomarkery lipového medu se povazuji kyselina 4-(1-hydroxy-1-
methylethyl)cyklohexa-1,3-dienkarboxylova a kyselina 4-(1-methyletenyl)cyklohexa-1,3-
dienkarboxylova) s piky v oblastech 7,15; 6,13; 2,50 a 1,79 ppm pro prvni a 7,24; 6,19; 5,31,
5,18 a 2,52 ppm pro druhou (Schievano et al. 2012). Zda se, ze zahfev nema piiliSny vliv na
tyto markery, nebo zména nema linearni charakter kromé mozna piku v oblasti okolo 1,80 ppm,
kde se vyskytuje signal kyseliny 4-(1-hydroxy-1-methylethyl)cyklohexa-1,3-dienkarboxylové.

Obsah HMF (oblast okolo 9,45 ppm) se po tepelném oSetfeni pfiliS nemenil,
K nepatrnému nardstu doslo pfi oSetieni nejvyssi teplotou (60 °C) po nejdelsi dobu (96 hodin).
Zda se, ze 1 kdyZ je tento zplsob oSetieni medu stale jesté relativné Setrny a vyrazné nezvysuje
obsahy HMF, uz se mirné projevi v NMR spektru.

Pro zopakovéani uved'me, Ze kratkodoby zahtev kvétovych ani medovicovych medi
Vv ¢lanku Turhan a kol. (2008) nevedl k vyznamnému zvyseni obsahu HMF. Jednalo se o teploty
75, 90 a 100 °C po dobu 15 az 90 minut. Bylo zji§téno, ze ani kratkodobé zahtivani na 90 °C
(u kvétovych medl po dobu az 90 minut, u medovicovych medl az 75 minut) nezplisobilo
ptekroceni obsahu HMF nad 40 mg/kg. Podobna zjisténi potvrzuje i ¢lanek Adriana a Purcarea
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(2011), kde bylo zjisténo, ze zéhtev lipového a kastanového medu na 70 °C po dobu 12 resp.
24 hodin také nevedl ke zvySeni mnozstvi HMF nad 40 mg/kg. V dalsi studii (Tosi et al. 2002)
bylo zjisténo, ze jsou-li teploty zahfevu vyssi nez 130 °C (a to i kratkodobg), zvysuje se obsah
HMF nad hodnoty povolené legislativou (40 mg/kg). Takové oSetieni medu se ale v praxi
nepouziva. Vysledky naznacuji, ze kratkodobé zahiati medu na teploty do zhruba 100 °C nema
vyrazn€j$i vliv na obsah HMF. Nadmérny obsah HMF patrné souvisi s nevhodnymi
skladovacimi podminkami, kdy dochazi k Maillardovym reakcim.

Protoze byla provedena suprese vody, nebyl sledovan tbytek vody, ke kterému dochézi
vlivem zahfevu. Snizeni obsahu vody logicky vede ke zvySeni celkového procentualniho
obsahu sacharidui a energetické hodnoty. Vzhledem K nizkym teplotam zahfevu pouzitym v této
praci ovsem nebylo sledovano vyznamné zvySeni mnozstvi sacharidi. Z toho Ize usuzovat, ze
ani ubytek vody nebyl nejspise piiliS vyrazny. Tepelné zpracovani snizuje obsah bilkovin
a tuki, protoze se jedna o komplexni slouceniny, které pii zahiivani snadno degraduji. Obsah
popela nebyva tepelnym zpracovanim nijak ovlivnén, protoze se sklada z mineralnich latek
a kovi, které nejsou termolabilni (Chua et al. 2014).

5.3.3 Medovicovy med — vliv teploty na integraly vybranych piki spektra

Byl zkoumén vliv teploty na NMR spektra medovicového medu.

PCA analyza dvou hlavnich komponent PC1 a PC2 zahtivaného medovicového medu
(obrazek 21) byla schopna spravné zafadit do klastri medy zah#ivané na rozdilné teploty.
Komponenta PC1 vysvétluje 25,1 % celkové variability.

Na vysledcich PCA analyzy miZeme vidét, Ze se vektor vzristajici teploty v grafu opét
pohybuje smérem zleva doprava.

V piipad¢ PLS-DA analyzy (obrazek 22a) sméfuje vektor vzrastajici teploty jasné z leva
doprava. Model kvantifikuje 99 % ptvodnich dat (R?) a spravnost modelu byla vypodtena
jako 76 % (Q?). Pomoci PSL-DA analyzy bylo identifikovano tzv. VIP skore (obrazek 22b),
které vyhodnocuje rozdily mezi jednotlivymi biny/piky. Za nejvyznamnéjsi piky byly oznaceny
piky €. 47, 30, 29 a 37. Zajimavou zavislost jeSté vykazoval pik €. 16. Linearni vztah byl jesté
u piku €. 9.
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Obrdazek 21: PCA analyza spekter medovicového medu, zavislost na teplote, PC1 25,1 %
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Obrizek 22: @) PLS-DA analyza spekter medovicového medu; R*> = 0,99, Q*> = 0,76,
b) Seznam VIP score vyznamnych binu
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Obrazek 23: Narust integrali vybranych pikit NMR spektra se stoupajici teplotou zahrevu
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Obrazek 24: Zmeny integralii vybranych pikii se stoupajici teplotou a casem
5.3.4 Medovicovy med — vliv ¢asu na integraly vybranych piki spektra

Poté byl zkouman vliv ¢asu na NMR spektra medovicového medu.

PCA analyza dvou hlavnich komponent PC1 a PC2 zahiivaného medovicového medu
(obrazek 25) zatadila vzorky do spravnych klastra dle vzrustajiciho ¢asu. Hlavni komponenta
PC1 byla schopna vysvétlit 25,8 % celkové variability.

PLS-DA model kvantifikuje 80 % ptvodnich dat (R?) a spravnost modelu byla
vyhodnocena jako 51 % (Q?). Vektor ¢asu v tomto piipadé vede zleva doprava (obrazek 26a).
PSL-DA analyzou bylo identifikovano také VIP skoére, pomoci kterého byly vyhodnoceny
rozdily mezi jednotlivymi biny/piky a vytipovany klicové biny/piky (obrazek 26b).
Za nejvyznamné;jsi piky byly oznaceny piky ¢. 17, 37, 47, 29 a 31.
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Obrazek 25: PCA analyza spekter medovicového medu, zavislost na case, PC1 25,8 %
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Obrazek 26: a) PLS-DA analyza spekter medovicového medu; R% = 0,80, Q2 =0,51,

b) Seznam VIP score vyznamnych binii
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Obrazek 27: Narust integralu vybranych pikit NMR spektra se stoupajicim casem zahrevu
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Obrazek 28: Zmeny integralii vybranych pikii se stoupajici teplotou a casem

V tabulce 5 jsou zapsany chemické posuny vyznamnych piki, jejichZ intenzita nebo
chemicky posun se ménily s teplotou. Opét byla prohledana in house databaze v programu
Chenomx, aby byly nalezeny slouceniny, které se linedrn€ méni pii zadhfevu medovicového
medu.

Chemické posuny 5,23 a 3,44 ppm odpovidaji glukose. Za piky 4,94—4,95 ppm by mohla
byt zodpovédna slouc¢enina jménem melibiitol. Melibiitol je alditol, m4 roli metabolitu mysi,
jeho vyskyt v medech nebyl prokazan. Melibiitol je produktem enzymu galaktosidaza, ktera je
krom¢& galaktosy aktivni 1 na fad¢ dalSich substrati (napiiklad na galaktosidech) a jednim
z jejich produktd mize byt pravé melibiitol nebo rafinosa (PubChem 2005; Reed 2012). Spis
nez o melibiitol se ovSem jednd o n¢jaky cukerny alkohol, produkt Maillardovych reakci.
Na multipletu v oblasti 4,15-4,21 ppm se pravdépodobné podilela sacharosa s dal§i neznamou
nebo neznamymi slouceninami, nebylo mozné to urcit presnéji. Podle ¢lanku Kortesniemi a kol.
(2016) se na multipletu v oblasti 4,15-4,23 ppm u medovicového medu mohou kromé
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sacharosy jest¢ podilet: gentiobiosa, kestosa, maltulosa, rafinosa a turanosa, je tedy
pravdépodobné, ze se bude v nasem piipadé jednat o nékterou nebo kombinaci n¢kolika z nich.
Chemicky posun v oblasti 3,88 ppm ovliviiovaly jak glukosa, tak fruktosa. U vSech nalezenych
potencidlnich biomarkerti 1ze pozorovat vliv teploty i1 ¢asu, coz napovida, ze oboji je velice
provazane.

Za biomarker medovicovych medu je povazovan diacylglycerilether (mj. posuny 5,21;
4,18 a 3,45 ppm), na ktery ale zahfev patrné nema vyznamnéjsi vliv (Schievano et al. 2012).

Co se tyce zmeén obsahu HMF ve vzorcich a suprese vody, platily zde stejné principy jako
u lipového medu (viz vyse).

Tabulka 5: Potencialni biomarkery zahrevu medovicového medu, o melibiitol se zde patrné
nejedna

Vyznamny Chemicky posun Vliv teploty/¢asu  Potencialni biomarker

pik ¢islo [ppm] zahievu
9 5,23 teplota glukosa
16 4,95 teplota metibitol
17 4,94 éas meliibitol
29 4,21 teplota i Cas sacharosa a dalsi slouc.
30 419 teplota sacharosa a dalsi slouc.
31 415 ¢as sacharosa a dalsi slouc.
37 3,88 teplota i ¢as glukosa a fruktosa
47 3,44 teplota i ¢as glukosa

|- 15000

|- 1000C

15000

2.0 BS  B0 7.5 T4 65 60 55 50 45 &0 3§ 0 28 20 15 L0 a5 00 05

chemical shift (ppm)

Obrazek 29: Spektrum medovicového medu s vyznacenymi piky potencidlnich biomarkeri, 47,
chemicky posun 3,44 ppm, 37, chemicky posun 3,88 ppm, 31, chemicky posun 4,15 ppm, 29 +
30, chemicke posuny 4,19 a 4,21 ppm, 16 + 17, chemické posuny 4,94 a 4,95 ppm, 9,
chemicky posun 5,23 ppm
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6 Zavér

Vyzkumna ¢ast této diplomoveé prace méla dve samostatné ¢asti. Prvni ¢ast byla zaméfena
na hledani biomarkeri pro urovani pravosti fepkového, akatového a medovicového medu
s cilem potencialniho vyuziti téchto markert pro udileni znamek kvality.

Druha cast byla pilotni studie zaméfena na problematiku rozehiivani medu. Byl zkouman
vliv kombinace ¢asu a teploty na zmény profilu NMR spekter. Cilem této pilotni studie bylo
dospét k doporuceni, zda je pro zahiev zkrystalizovaného medu vyhodné&jsi vyuziti nizsi teploty
po delsi dobu nebo naopak vyssi teploty kratsi dobu.

Vysledky obou ¢asti byly velmi zajimavé. Pii hledani biomarkera fepkovych, akatovych
a medovicovych medt bylo zjisténo, ze medovicové medy se od kvétovych odlisuji vyrazné,
poskytuji snadno odlisitelndA NMR spektra, a proto byly primarné¢ zkoumany rozdily mezi
akatovymi a fepkovymi medy. Byly nalezeny nékteré piky, které Ize povazovat piinejmensim
za potencialni biomarkery téchto meda.

V piipad¢ tepkovych medu se jednalo o vyssi koncentrace aminokyselin valinu, leucinu
a isoleucinu, vyssi obsah derivatu kyseliny benzoové (7,54 ppm) a slou€eniny s chemickym
posunem 8,06 ppm, mohlo se jednat o niacin, trigonelin nebo podobnou slouc¢eninu obsahujici
dusik v aromatickém kruhu. Oproti akatovym medim mély fepkové medy vyssi obsah glukosy.

Akatové medy mély vyssi obsah sacharidi fruktosy, turanosy, sacharosy a maltosy.
Za potencidlni biomarker lze povazovat téz nezndmou slouceninu s chemickym posunem
5,25 ppm, latku poskytujici signal v oblasti 5,54 ppm, coz byl pravdépodobné pinocembrin,
a dalsi latku s chemickym posunem 5,86 ppm, kdy se jednalo nejspis§ o kyselinu abscisovou,
ptipadné uridin nebo jinou latku podobného charakteru.

Na vysledky prezentované zde tak bude mozné navazat dalsi studie s vétSim mnozstvim
analyzovanych vzorkd, aby byly validovany nami identifikované biomarkery a ptipadné aby
byl seznam biomarkert rozsiten o dalsi latky.

Zavery pilotni studie tykajici se vlivu teploty a Casu zédhfevu na NMR spektra meda
naznacuji, ze pii vSech moznych kombinacich zdhfevu dochazi k nékterym zméndm ve slozeni
medu. V ani jednom medu se ovsem neménily stejné latky a zmény nebyly univerzalni —
dochézelo ke sniZzovani i1 zvySovani intenzity nékterych pikl a zaroven i ke zménadm nékterych
chemickych posund, zatimco jiné se vyznamné neménily. Pii daném souboru vzorku se tedy
nedala urcit univerzalni zména.

Osetieni pomoci niZsi teploty po delsi dobu nebo naopak vyssi teplotou kratSi dobu se
zdaji byt velmi odlisné, ale tato studie zatim nedokéze tyto rozdily charakterizovat a odpovédét
na otazku, jestli je néktery z téchto postupt leps$i. Miij osobni nazor je, Ze mezi nimi neni
vyznamny rozdil, jednalo se o relativné nizké teploty (40, 50 a 60 °C) a vSechny sledované
zmény byly spiSe nepatrné.

Tato pilotni studie nicméné poklada zaklady pro dalsi vyzkum, ve kterém bude patrné
studovano vice vzorkt a kde nejspis bude zkouman i vliv vyssich teplot (do 100 °C) a kratSich
casu.
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