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Seznam zkratek

HCA — hierarchické shlukové analyza

HMF — 5-hydroxymethylfurfural (podle IUPAC 5-(hydroxymethyl)furan-2-karbaldehyd)
HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie

IHC — International Honey Commission

NMR — nuklearni magnetické rezonance

PCA — analyza hlavnich komponent

PLS-DA — diskrimina¢ni analyza parcialnich nejmensich ¢tverct



1 Uvod a cile prace

Med je jednim z produktt v¢éely medonosné (Apis mellifera), ktery lidstvo vyuziva po
mnoha staleti. Pro véely je zdrojem potravy. Také lid¢ jej zatradili do svého jidelnicku
nejen jako potravinu s lahodnou chuti, ale rovnéz kvuli jeho pozitivnimu vlivu na
organismus.

Pokud se vcelat rozhodne med prodavat, je nutné dodrzovat pozadavky na slozeni,
které jsou uvedeny v platné legislativé. V Ceské republice se medem zabyvé vyhlaska
¢. 76/2003 Sb. (upravena vyhlaskou ¢. 43/2005 Sb. a dale vyhlaskou ¢. 148/2015 Sb.),
ptipadné také norma jakosti ¢. CSV 1/1999, ktera je svazovou normou &eskych véelaiti a
stanovuje podminky pro prodej medu pod oznacenim ,,cesky med* (ptipadné slezsky ¢i
moravsky). V ramci evropské legislativy pozadavky stanovuje smérnice Evropské rady
2001/110/EC, ze které vychazi i diive zminovana ¢eska vyhlaska. Na poli svétového
obchodu se pozadavky na kvalitu medu nachazeji v dokumentu Codex Alimentarius,
konkrétn¢ Codex standard for honey.

Slozeni medu se liSi v zavislosti na tom, zda se jednd o med kvétovy nebo
medovicovy. Dale také na jeho botanickém puvodu, bézné se setkavame s medy
akatovymi, lipovymi nebo fepkovymi. SloZeni kolisd rovnéz u medd, které pochéazeji
z ruznych lokalit, cozZ je odrazem rozdilnych geografickych podminek.

Neékteré parametry si jsou schopni vcelaii zjistit sami, jedna se napi. o kyselost
nebo obsah vody. Jiné vyZaduji méfeni v laboratofi s vyuZitim modernich analytickych

metod.

Cile prace:

1. Provedeni literarni reSerSe na t¢éma med, jeho sloZeni a analyza.

2. Vypracovani metodiky na zpracovani vzorkii meda pro analyzu pomoci NMR.
3. Zméfeni vzorkl medi pomoci NMR a jejich statistické zpracovani.
4

Vytvoteni zakladni databaze pro analyzu medu pochézejicich z uzemi CR.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Med

Med je sladka potravina produkovana véelami. Vznika z nektaru nebo medovice. Nektar
je produkovan sitkovicemi a vylu¢ovan nektariemi. Ta se vyskytuji nejen na kvétech, ale
1 na jinych rostlinnych organech, vyjimkou jsou pouze koteny. Medovice je roztok
sacharidi produkovany msicemi, mery a ¢ervci. Tento hmyz se zivi mizou rostlin, ktera
miza neobsahuje mnoho. Nadbyte¢na tekutina, ktera prosla travicim traktem, je
vystiikovana zpét na listy rostlin. Tuto tekutinu jsou v€ely schopné vyuZit pro tvorbu
medu.

V¢ely sbiraji nektar a medovici ve vzdalenosti 2-3 kilometry od ulu. K tvorbé 1 kg
medu obvykle uleti kolem 150 000 kilometri a sesbiraji nektar z asi milionu kvéta
(Pleva M., 2021). V¢ela prinese nektar nebo medovici v medovém vacku do tulu, kde jej
preda sosakem dalsi vcele. Takto si nektar ¢i medovici postupné piedavaji a tim se do
pravé vznikajiciho medu dostavaji enzymy a aminokyseliny ze zlaz a také dochdzi
k odpatovani vody, a tedy zahu$tovani vznikajiciho medu. Kdyz je vznikajici med
dostatecné husty, je uloZen do vceli buiiky v ule, kde dochéazi vlivem vysoké teploty
(kolem 35 °C) k dalsimu zahustovani. Az kdyz se vlhkost medu pohybuje kolem 17 %,
v¢ely med v bunkach zavickuji, ¢imz dojde k jeho konzervaci.

Pro véely je med zdrojem potravy, zvlasté cukrt. Jelikoz lidé med véelam odebiraji,
je nutné (zvlasté¢ v zimnim obdobi) vcely dokrmovat cukernym roztokem (Pleva M.,
2021). Med je ziskavan z plasti riznymi zptsoby. BéZné se vyuziva tzv. medometu, ktery
vyuziva odstiedivé sily (Texl, 2023). Tento zptisob mize med poskodit, jelikoZ se do n&j
dostavaji vzduchové bublinky, jenz zpisobuji rychlejsi krystalizaci. DalSim ptistupem je
vykapavani, ptfi némz jsou plasty nejdiive rozruseny, poté dochazi k samovolnému
vykapavani. Jak jiz nazev napovida je plasteckovy med ziskavan i s plasty. Tato metoda

je bézné vyuzivana u medd, které se Spatné vytaceji.

2.2 Legislativa

Med je potravina Zivo&isného piivodu, a proto kontrolu kvality v Ceské republice

zajiStuje primarné Statni veterinarni sprava (Lstibiirek, 2022). V piipade, ze je med
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prodéavan, povinnost kontroly jiz spada pod Statni zemédélskou a potravindiskou spravu.
Hlavnim cilem kontrol je odhalit falSované potraviny a zamezit dodavce nebezpecnych
potravin spotiebiteli.

V Ceské republice pozadavky na jakost medu, zptisob jeho &lenéni a oznadovani
upravuje vyhlaska ¢. 76/2003 Sb., ktera byla upravena vyhlaskou ¢. 43/2005 Sb. a dale
vyhlaskou &. 148/2015 Sb. Ceska legislativa je zaloZena na smérnici evropské rady
2001/110/EC. V platném znéni vySe zminéné vyhlasky se medem rozumi ,, potravina
prirodniho sacharidového charakteru, sloZzena prevazné z glukosy, fruktosy, organickych
kyselin, enzymii a pevnych castic zachycenych pri sberu sladkych stav kveti rostlin
(nektar), vyméskit hmyzu na povrchu rostlin (medovice), nebo na zivych cdstech rostlin
véelami (Apis mellifera), které sbiraji, pretvareji, kombinuji se svymi specifickymi

latkami, uskladnuji a nechavaji dehydratovat a zrat v plastech. *

2.2.1 Clenéni a oznacovani medu

Vyse zminéna vyhlaSka ¢leni medy dle pivodu na med kvétovy a medovicovy. Dle
zpusobu ziskavani nebo obchodni upravy se déli na med vytoceny, plasteckovy, lisovany,
vykapany, med s pléastecky, filtrovany, pastovy a pekaisky.

Pfi uvadéni medu na trh je nezbytné jej nalezité oznacit a to plivodem, zplisobem
jeho ziskavani nebo obchodni uUpravy. Vyjimku tvoii med vyto€eny, lisovany c¢i
vykapavany, v téchto pfipadech je mozné vyrobek prodavat pouze pod ozna¢enim med,
bez udéni zpisobu ziskavani ¢i obchodni Gpravy.

Vsechny medy musi mit na etiketé uvedenou zemi pivodu. V pfipad¢, ze byl med
pfipraven smichanim medi z vice zemi, 1ze uvést jeden z nésledujicich udajia: smés medit
ze zemi EU, smés medl ze zemi mimo EU piipadné smés medii ze zemi mimo EU a smés
medil ze zemi EU.

Dale lze medy (s vyjimkou filtrovaného a pekatského) popsat regionalnim
oznacenim puvodu (v piipad€, ze lze s jistotou deklarovat jeho zdroj ptivodu), ndzvem
jednodruhovy nebo smiSeny, druhem rostlin, ptipadné specifickymi kritérii jeho jakosti.
Medy se oznacuji jako jednodruhové pouze v ptipadé, Ze pochdzi vyhradné nebo
ptevazné z jednoho druhu nektaru. Bézné je mozné na trhu vidét medy lipové, akatové,
fepkové. Oznaceni medu jako jednodruhovy neznamena, ze by nemohl obsahovat i nektar
jiného druhu, ten by vSak mél byt zastoupen jen ve velmi malé miie (Pleva M., 2021).

Jednodruhové medy by mély splilovat organolepticka, fyzikdlnéchemicka a
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mikroskopicka kritéria pro dany druh.

Ponckud zvlastnim druhem medu je med pekaisky nebo také primyslovy, ktery
neni uréen k ptfimé konzumaci. Tento druh medu je mozné pouzivat v primyslu nebo jej
pfidavat do jinych potravin. Na rozdil od ostatnich medl je mozné ho prodéavat i pies
znamky pocinajiciho kvaSeni, pfitomnost cizi chuti, ptipadné pachu. Neposuzuje se ani
aktivita enzymi, ty mohly byt poSkozeny vlivem zahtivani, které u tohoto druhu medu
neni zakdzano. Na etiket¢ musi byt uvedeno, ze je mozné ho pouZivat jen na vafeni,
peceni nebo jiné zpracovani. Pokud je pekaisky (primyslovy) med slozkou jiné
potraviny, jeji ndzev muze obsahovat pouze oznaceni ,,med“, ve sloZeni je vSak nutné
uvést ,,pekarsky med* nebo ,,primyslovy med®.

Jelikoz je pyl pfirozenou soucasti medu, med, ktery o né&j byl vyznamné ochuzen
vlivem Upravy spocivajici v odstranéni nerozpustnych latek pomoci filtrace, musi byt
oznacen jako filtrovany med. V ptipad¢, ze do medu je pfidan pekaisky nebo filtrovany

med, je nutné takto pfipraveny med oznacit jako pekaisky, resp. filtrovany med.

2.2.2 Cesky med

Oznaceni ¢esky med (pfip. slezsky nebo moravsky) se mize pouzit, pokud byly dodrzeny
pozadavky svazové normy Ceského svazu véelaiti (norma jakosti ¢. CSV 1/1999), ktera
vyzaduje splnéni pfisnéjsich kritérii, nez jsou uvedena ve vyhlasce ¢. 76/2003 Sbh. Med
s timto ozna¢enim musi byt vyprodukovéan véelstvy z uzemi Ceské republiky. Pekaisky
ani filtrovany med nesmi byt oznaCovan jako ¢esky med, jelikoz nevyhovuje podminkdm

normy.

2.3 SloZeni a analyza medu

Slozeni medu se lisi v zavislosti na tom, zda byl vytvofen z nektaru, medovice nebo jejich
smési (Pleva M., 2021). V zavislosti na druhu rostlin, ze kterych byl med vyroben, se
bézné rozliSuji medy akatové, lipové, viesové, fepkové, pampeliskové, jedlové a dalsi.
Jednotlivé druhy medi se vzajemné lisi barvou, chuti, viini a zptisobem krystalizace.
Med uvadény na trh by nemél obsahovat zadné ptidané latky a nemél by byt
zadnych latek zbaven (Codex Alimentarius). Fermentace medu, pénéni ¢i znehodnoceni
cizimi latkami pfi jeho piipravée a skladovani jsou rovnéZ nepiipustné. Nezadouci zménu

sloZeni zpisobi také zahtfivani. Uprava medu chemickou ¢i biochemickou cestou s cilem
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ovlivnit jeho krystalizaci je z hlediska stanovovani kvality medu rovnéz nepfipustna.

V ramci analyzy medu se sleduje obsah cukra (glukosy, fruktosy, sacharosy), ve
vodé nerozpustné pevné latky, elektricka vodivost, pfipadné ptidané cukry. Déle se pro
zjisténi kvality medu mize stanovovat volna kyselost, obsah 5-hydroxymethylfurfuralu

(HMF), aktivita enzyma diastasy a invertasy.

2.3.1 Obsah sacharida

Sacharidy jsou dominantni slozkou medu. Mezi nejcastéji se vyskytujici patii
monosacharidy glukosa a fruktosa, dale také manosa ¢i rhamnosa (Schievano, 2020).
Z disacharidi se v medu nachdzi napt. sacharosa, turanosa, maltosa, maltulosa a mezi
trisacharidy, které miZzeme v medu nalézt patii isomaltotriosa, rafinosa, melesitosa.

Legislativa fesi pouze obsah nejcastéji se vyskytujicich sacharidi, tedy glukosy,
fruktosy a sacharosy. Soucet glukosy a fruktosy v kvétovém medu by mél byt nejméné
60 %, v medu medovicovém pak alesponn 45 %. Maximalni pfipustna koncentrace
sacharosy v Ceském medu je 5 g na 100 g medu. V jiz zmifiované eské vyhlasce i
smérnici evropské rady rovnéz nalézame tento limit, pro ktery ovSem existuji vyjimky,
které svazova norma ceskych vcelaiti nebere v potaz. U jednodruhovych medl z akatu,
vojtésky, banksie (Obrazek 1), kopysniku, blahovi¢niku, zidelniki a citrusu se povoluje
obsah sacharosy do 10 g na 100 g medu, u medu z levandule a brutnaku je to dokonce
15¢.

Obrazek 1: Fotografie méné znamych druhii rostlin. Vlevo brutnak lékarsky (Borago officinalis; stazeno
1.3.2024 z htp://www.stridvall.se/flowers/gallerv/Boraginaceae 1/648_11), vpravo banksie (Banksia
aemula; stazeno 1.3.2024 z http.//www.stridvall.se/flowers/callery/album03/AAAA4599)

Jelikoz jsou sacharidy dominantni slozkou medu, patii mezi slou¢eniny, pomoci
kterych se bézné zjistuje pravost medu. Zvlasté se stanovuje koncentrace glukosy a

fruktosy. FalSovani medu pfidavkem cukerného roztoku neni ovSem v tomto piipadé
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lehké rozeznat, protoze glukoso-fruktosové sirupy, které jsou do medu za i¢elem zvyseni
mnozstvi piidavany, se snazi co nejvice napodobit pfirozenou koncentraci téchto
sacharidi v medu a nemusi zpisobovat zadnou vyraznou zménu v jejich obsahu ¢i
vzajemném poméru (Schievano, 2020).

Stanoveni sacharidi se tradicné provadi pomoci chromatografickych metod,
kapalinové nebo plynové chromatografie (Bogdanov, 2009). Jak je uvedeno vyse, bézné
se zjiStuje soucet glukosy a fruktosy a dale obsah sacharosy. Pokud je nutné provést
analyzu nékterych mén¢ zastoupenych sacharidi (napf. isomaltosa, melezitosa), je mozné

pouzit stejné metody pii pouziti vhodnych standarda.

2.3.2 Obsah vody

Obsah vody patii mezi dilezité méfené veliciny, jelikoz piimo ovliviiuje kvalitu medu.
Med s niz§im obsahem vody je vhodné&jsi pro dlouhodobé skladovani (Kruzik et al.,
2022). Pii obsahu vody vys§im nez 20 % nartsta riziko kvaSeni medu. Tuto hranici
najdeme také v jiz diive zmifiované vyhlasce ¢. 76/2003 Sb. Ve smérnici Evropské rady
2001/110/ES je navic uvedend vyjimka pro medy z viesu a pekatské medy obecné, kde
horni hranice obsahu vody je vys$i, konkrétné nesmi piesdhnout 23 %, dale je
specifikovan pekatsky med z viesu, v némz je maximalni ptipustnd hodnota 25 %. Norma
pro Cesky med je, co se ty&e obsahu vody, nejpiisnéjsi, jeji maximalni obsah je 18 %.

Vlhkost medu je ovlivnéna celou fadou ptic¢in. Obsah vody je zvySen v piili§ brzo
staCeném medu, ktery nemél tedy dostatek ¢asu pro dozrani (Kruzik et al., 2022). Vliv
muze mit také pocasi pti vytaceni medu. Pokud je vysoka relativni vzdusna vlhkost, miize
se také odrazit na vyssi vlhkosti ziskdvaného medu.

Obsah vody je jednim z parametrd, které si mize vcelai zméfit v domécich
podminkach. Bézn¢ se pro stanoveni obsahu vody vyuziva refraktometrie, tedy metody,
kterd zjiStuje index lomu, jenz je zavisly na obsahu pevnych latek ve vzorku
(Kruzik et al., 2022). Toto méfeni nevyzaduje zadnou slozitou pfipravu vzorku. Jedinym
pozadavkem je zbavit med pevnych ¢astic, cehoZz se dosédhne filtraci medu. Pokud je med
zkrystalizovany, je nutné ho zahtat, aby doSlo K rozpusténi krystalki. Hodnoty ziskané
timto zpiisobem méteni vSak neposkytuji pfesny obsah vody, vysledky jsou obvykle nizsi
nez pii pouziti titrace dle Karla Fischera (Bogdanov, 2009). Vyuziti refraktometrie je ale
Vv praxi stale velmi pouzivané pro svoji jednoduchost a vysokou reprodukovatelnost.

Dal§i moznosti je stanovit obsah vody na zéklad¢ hustoty, kterou zjistime
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méfenim  hmotnosti a presného objemu vzorku, pfipadné pomoci hustoméru

(Kruzik et al., 2022).

2.3.3 Kyselost a pH

Hodnota pH medu se bézné pohybuje mezi 3,2 a 4,5 (Pleva M., 2021). Obsah volnych
kyselin se vyjadiuje v miliekvivalentech (milimolech) kyseliny na kilogram medu. Tato
hodnota se v medu miize zvySovat, pokud dochazi k nechténé fermentaci. Evropska a z ni
vychézejici Ceska legislativa uvadi jako maximalni mnozstvi 50 miliekvivalentii na
kilogram medu. Pokud se jedna o med pekaisky, je povolené vy$s§i mnozstvi, a to
80 miliekvivalent na kilogram medu.

Pro stanoveni obsahu volnych kyselin se pouziva vodny roztok medu
(Bogdanov, 2009). Po rozpusténi vzorku (10 g medu v 75 ml vody) je nejdiive odectena
hodnota pH a poté se vzorek titruje pomoci 0,1M hydroxidu sodného na pH 8,3. Ze
spotiebovaného objemu zisady v ml se obsah volnych kyselin stanovi jako jeho

desetinasobek.

2.3.4 Aminokyseliny
Iglesias et al. (2006) uvadi, ze obecn¢ lze fici, Ze obsah aminokyselin je vys$s$i u
medovicovych medi nez u kvétovych. Dle jejich vyzkumu vyjimku tvoii histidin, tyrosin,
fenylalanin a leucin. Obsah aminokyselin v medu se s prodluzujici se dobou skladovani
meéni. Prolin, B-alanin a aspartat vykazuji v prvnich mésicich zvysujici se koncentraci.
Teprve po 6 mésicich jejich koncentrace postupné klesa. Jelikoz jsou prolin a aspartat
nejvice zastoupenymi aminokyselinami v pylu, da se tento jev vysvétlit aktivitou enzym1,
které $tépi proteiny nachazejici se v pylu, ¢imz dochézi k uvoliiovani aminokyselin. U
zbylé vétSiny aminokyselin dochazi k poklesu jejich koncentrace.

Prolin patfi mezi nejcastéji vyskytujici se aminokyselinu v ramci vSech
druhti medu. Jeho obsah je sledovan, jelikoz je vhodnym ukazatelem zralosti medu a

pfipadného falSovani ptfidanim cukernych roztokda.

2.3.5 Hydroxymethylfurfural
Stanoveni koncentrace hydroxymethylfurfuralu (HMF) se nejéastéji provadi pomoci
HPLC (Bogdanov, 2009). Dalsim moznym pfistupem, ktery uvadi harmonizované

metody Mezinarodni komise pro med (IHC) je spektrofotometrické stanoveni dle Whita
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pfipadné stanoveni dle Winklera, ovSem tyto metody se v dnesni dob¢ jiz pfili§ Casto
nepouzivaji. Obsah HMF se uvadi v mg/kg medu.

Legislativni limity se v ptipad€ obsahu HMF vz4jemné 1i8i. Nejptisnéjsi kritérium
vyzaduje svazova norma Cesky med, pro kterou koncentrace HMF nesmi presahnout
20 mg/kg. Smérnice Evropské rady 2001/110/ES stanovuje maximalni mnozstvi
40 mg/kg s vyjimkou medi z tropickych oblasti a smési téchto medu, pro které je limitni
mnozstvi 80 mg/kg, coz je dano obecné teplejSim podnebim, které mize mit vliv na
tvorbu vétsiho mnozstvi HMF v medu. Stejny pozadavek je i ve vyhlasce ¢. 76/2003 Sb.
Codex Alimentarius nerozlisuje medy z tropickych oblasti, pro vSechny stanovuje horni
hranici na 80 mg/kg.

2.3.6 Elektricka vodivost

Elektrickou vodivost ovliviiuje obsah popela a kyselin (Bogdanov, 2009). Mezi
méfenymi parametry (tedy obsahem popela a kyselin) a vyslednou elektrickou vodivosti
je pfima umera.

Stanovenim hodnoty elektrické vodivosti mizeme medy na zéklad¢ vyhlasky
¢. 76/2003 Sb. rozd¢lit do dvou skupin: kvétové (s hodnotou do 80 mS/m) a medovicové
(nad 80 mS/m). Vlastni méfeni se provadi pomoci konduktometru s 20% absolutnim
vodnym roztokem medu pti 20 °C (Kruzik et al., 2022).

Kromé rozdéleni na medy medovicové a kvétové je mozné odhadnout i botanicky
puvod medu. Jednodruhové medy totiz vykazuji jednotnou hodnotu elektrické vodivosti.
Toto urceni ovSem neni stoprocentni a neni mozné se spoléhat pouze na néj. Pro
jednoznacné zjisténi druhu medu je potfeba provést jest€ pylovou analyzu
(Kruzik et al., 2022).

Jak jiz bylo zminéno elektricka vodivost koreluje s obsahem prvka v medu. Mezi
nejvice zastoupené prvky patii draslik, chlor, véapnik, hoic¢ik, sodik a zZelezo

(Almeida-Silva et al., 2011).

2.3.7 Opticka otacivost

Vsechny medy vykazuji schopnost stacet rovinu polarizovaného svétla, jelikoz obsahuji
opticky aktivni sacharidy (Nanda et al., 2003). M¢feni optické otacivosti umoziuje urcit,
zda se jednd o med kvétovy nebo medovicovy. Hodnota tohoto parametru je dana

vzajemnym pomeérem glukosy a fruktosy. Vlevo staci rovinu polarizovaného svétla medy
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kvétové, jelikoz obsah fruktosy (levotoCivy sacharid) pievazuje nad obsahem glukosy.

Medovicové medy vykazuji opacnou vlastnost, jsou tedy pravotoCivé.

2.3.8 Vitaminy

Navzdory obecnému piesvédceni, med neobsahuje piili§ vysoké mnoZzstvi vitaminil
(Ciulu et al., 2010). Pii analyze péti ve vodé rozpustnych vitaminti (konkrétné slo o
vitamin C, B, Bs, Bs, Bg) vysledky ukazaly, ze koncentrace vitaminu C nebyla piilis
vysokd a u dvou medi nebyl detekovan vibec. VEtSi mnozstvi bylo zjisténo u vitaminu
Bs. Ostatni analyzované vitaminy nebyly detekovany u vSech vzorkl a jejich mnoZstvi

kolisalo v zavislosti na botanickém ptivodu medu.

2.3.9 Enzymy

Enzymy se do medu dostavaji béhem procesu jeho tvorby z véelich zlaz, konkrétné se
jedna o diastasu a invertasu. Jsou pfirozenou soucasti medu a jejich aktivita je sledovana
Vv ramci analyzy kvality medu. Pfi zahfivani medu enzymy ztraceji svoji aktivitu. K jejich
poskozeni dochazi pti zahtati nad teplotu 40 °C (Ritter W., 2022).

[HC uvadi dva mozné piistupy méteni aktivity diastasy a to stanoveni aktivity dle
Schadeho a Phadebase. Pfi metodé Schadeho je substratem enzymu Skrob a vysledky jsou
poté vyjadiovany v jednotkach Schade na gram medu. Pticemz legislativa uvadi
minimalni aktivitu 8 jednotek Schade s vyjimkou medd, které maji pfirozené nizky obsah
enzymu (citrusové medy) a obsah HMF maximélné¢ 15 mg/kg. U téchto druhil je dolni
mez 3 jednotky. Phadebasova metoda nevyuziva jako substrat skrob, ale umély substrat
(Phadebas tablety). Vyssi preciznost vykazuje druha z popsanych metod, coz miize byt
dano tim, Ze je pouZivan definovany substrat, naproti tomu u komeré¢né dostupného
Skrobu je slozeni proménlivé.

Aktivita invertasy neni parametrem, ktery by byl zakotven v legislativé a jeji
stanovovani proto neni vyzadovano. V nékterych zemich (Némecko, Svycarsko) se viak

povazuje za indikator Cerstvosti medu (Bogdanov, 2009).

2.3.10 Pyl
Melissopalynologie je védeckym odvétvim zabyvajicim se analyzou pylu vcelich
produktu. Jeji pfistupy umoznuji ziskat informaci o hlavnim druhu pylu, ktery se v medu

vyskytuje a tim i urcit jeho botanicky a geograficky ptivod (Gerginova et al., 2020).
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Pylové analyza je vSak casové narocnd, vyzaduje znacné znalosti a zkusenosti pro spravné
vyhodnoceni vysledkd.

V ramci melissopalynologické analyzy jsou stanovovany nasledujici parametry:
absolutni obsah pylovych zrn (vyjadiuje se v poctu pylovych zrn na gram medu), rostlina,
ze které pyl pochazi a procentualni zastoupeni pylovych zrn (Skorpilova, 2023).

Pro zjisténi absolutniho obsahu pylovych zrn se med filtruje pfes membranovy filtr
a v ziskaném pylovém sedimentu se po vysusSeni stanovuje pocet zrn pod mikroskopem.
Vysledek se poté prepocitdva na gram medu.

Pfi ur€ovani rostliny, ze které pyl pochazi, se vzorek medu natedi a odstfedi pro
ziskani sedimentu, ktery obsahuje analyzovany pyl, jenZz se po zakapnuti glycerin
zelatinou pozoruje pod mikroskopem. Nésledné je plivod urcen na zaklad€ znalosti
morfologie pylovych zrn jednotlivych rostlin, pfiklady mikroskopickych snimki pylu viz
Obrazek 2.

Obrazek 2: Mikroskopické snimky pylu: vlevo vies obecny (stazeno 19.4.2024
https://www.paldat.org/search/genus/Calluna), vpravo trnovnik akat (stazeno 19.4.2024
https://'www.paldat.org/search/genus/Robinia)

Procentudlni zastoupeni pylovych zrn se stanovuje pro urc¢eni botanického ptivodu
medu. Med se obvykle oznacuje jako jednodruhovy, pokud obsahuje alespon 45 % pylu
urcité rostliny, i kdyz pro nékteré medy existuji vyjimky.

2.3.11 Botanicky piivod medu

Jak jiz bylo uvedeno vyse, potvrzeni botanického piivodu medu se provadi zejména
pomoci pylové analyzy spolu s vyhodnocenim ostatnich fyzikdlné-chemickych a
organoleptickych vlastnosti (Skorpilova, 2023a). Botanicky ptivod medu lze rovnéz zjistit
na zéklad¢ prvkové analyzy v kombinaci s méfenim nékterych dalSich fyzikalng-
chemickych vlastnosti jako je napt. pH, obsah vody a sacharidi (Louppis et al., 2017).

Mezi prvky vykazujici vyznamné rozdily v zavislosti na botanickém piivodu medu patii
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hot¢ik, nikl, méd’, mangan, hlinik, baryum a vapnik.

Kromé téchto tradi¢nich metod se v dnes$ni dobé zacinaji pouZzivat také moderni
piistupy analyzy medd (Skorpilova, 2023a). Metody, které se v tomto piipadé pouZivaji,
jsou: infracervena spektroskopie, fluorimetricka spektroskopie a nuklearni magneticka
rezonance. Posledni z vyjmenovanych technik je zvlasté prosazovana, hlavné diky
nedestruktivnimu pfistupu a rychlosti zpracovani dat.

Po ziskani informaci z kterékoli zminéné analytické metody, je nutné provést
statistickou analyzu dat. Mezi nejcastéji pouZzivané piistupy patii analyza hlavnich
komponent (PCA), hierarchicka shlukova analyza (HCA) a diskrimina¢ni analyza

parcialnich nejmensich ¢tvercu (PLS-DA).

2.3.12 Geograficky piivod medu

Jednim z povinnych udajii uvadénym na etiketé¢ prodavaného medu je zemé pivodu.
V ptipad¢ podezieni na falSovani medu pridanim medu z jiné zemé je potieba provést
jeho analyzu. Klasickym pfistupem je pylovd analyza spolu se statistickym
vyhodnocenim (Skorpilova, 2023a). Tato technika vSak neposkytovala pozadované
vysledky, zvlasté pokud se jednalo o med obsahujici pyl stejnych rostlin.

Pii zjiStovani pravdivosti udaje o geografickém plivodu se proto vyuziva
instrumentéalnich metod, mezi ¢asto pouzivané patii hmotnostni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem, ktera umoziuje méteni vice prvki najednou. Pomoci této metody
jsme schopni urcit geograficky ptivod medu jen na zakladé méfeni obsahu olova, thalia,
platiny, holmia a erbia (Batista et al., 2012).

Jiz v ramci analyzy botanického piivodu medu bylo uvedeno, ze se ¢im dal ¢astéji
vyuziva metody nuklearni magnetické rezonance. Nejinak je tomu v piipad¢ stanovovani
geografického ptivodu medu. Pomoci namétenych dat a ndsledné statistické analyzy je

mozné stanovit piivod medu i touto instrumentalni metodou (Skorpilova, 2023a).

2.4 NMR

Metoda nukledrni magnetické rezonance je zaloZena na interakci jadernych spini
s vnéj$im magnetickym polem (McMurry, 2015). Tato interakce je mozna u jader
vykazujicich magnetické vlastnosti. Tento pozadavek spliiuji jadra, kterd maji lichy pocet

neutront a protonil. Sudy pocet protont i neutronii znemoziuje ziskani signalu. Mezi
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atomy s magnetickymi vlastnostmi patii napiiklad *H, 3C, 4N, 1°F, 3!p.

Polohy jednotlivych jader se oznacuji jako chemicky posun neboli stupnice
delta (8), ktera je vyjadfovana v miliontinach (ppm) pracovni frekvence spektrometru.
Vyhoda uvadéni chemickych posunil ve stupnici delta oproti jednotkam frekvence (Hz)

spociva v nezavislosti vysledkd na pracovni frekvenci spektrometru.

2.4.1 'H NMR spektrum medu

Meéieni vodikového spektra medu nam poskytuje celkovy profil latek obsazenych
v konkrétnim vzorku a jejich vzdjemné poméry (He et al., 2020). To nam umoziuje
porovnat spektra riznych vzorki a odhalit pfipadné falzifikaty.

Vodikové spektrum medu mizeme rozdélit do tii ¢asti. Prvni z nich je alifaticka
cast s chemickym posunem 0,5-3,0 ppm. Mezi latky, jejichz signal se zde vyskytuje, patii
aminokyseliny, organické kyseliny, alkoholy (zvlasté ethanol, ktery vzniké pti kvaseni
nespravné skladovaného medu) a aminy. V dalsi, sacharidové, Casti nachazejici se
v rozmezi chemického posunu 3,0-5,5 ppm, mizeme najit signdly sacharida (hlavné
glukosa a fruktosa, ale i dalsi), které jsou ve spektru medu dominantnimi komponentami.
Tteti oblast — aromaticka s chemickym posunem 5,5-10,0 ppm zahrnuje signaly HMF,
kyseliny mravenci a aromatickych aminokyselin.

Pokud je pouzit interni standard je mozné z naméfeného vodikového spektra
stanovit koncentraci jednotlivych latek (Gauthier et al., 2023). V piipadé medu se pouziva
TSP (3-trimethylsilylpropionan sodny), ktery poskytuje singletovy signal v okoli 0 ppm.
Kvantifikace se provadi po ptedchozi integraci spektra, pti niZ je dilezité si uvédomit, Ze
sacharidy se v roztoku vyskytuji va i B formé. Tyto stereochemické rozdily maji za
nasledek odlisné chemické posuny jednotlivych izomert. Pii stanovovani jejich

koncentrace je nutné secist integrované piky obou stereoizomerd.

2.5 Analyza hlavnich komponent

Analyza hlavnich komponent (PCA) patii mezi statistické metody vicerozmérné analyzy.
Jejim principem je redukce poctu rozmért vicerozmérnych dat, jelikoz jejich analyza je
obtizna, ne-li nemozna (Wallisch, 2014). Pti praci v jednorozmérném prostedi totiz neni
mozné odhalit vztahy mezi jednotlivymi proménnymi, a tedy neni mozné zjistit jejich

vliv na celkovou variabilitu dat. Toto zjednoduSeni je mozné za ptredpokladu, ze mezi
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jednotlivymi rozméry dat existuje korelace. Cilem PCA je tedy dostat co nejvice

Z vyse uvedeného principu vyplyva, ze v ramci analyzy hlavnich komponent jsou
dulezité proménné, které se napfic¢ pozorovanimi systematicky lisi (Gauthier et. al., 2023).
Popisujeme tedy celkovou variabilitu souboru dat. Na zakladé piitomnosti (nebo
neptitomnosti) téchto rozdili mizou byt podobné vzorky roztiizeny do skupin.

Pti provadéni analyzy hlavnich komponent na zékladé¢ dat namétenych pomoci
NMR je potieba ptevést spektrum do Ciselné podoby. Pro tento krok existuji
specializované programy, mezi néz patii program Delta NMR Processing and Control
Software v6.2 pro Windows. V ramci své funkce Bucket Integration pievadi spektra do

¢iselné podoby tak zvanych bucketii odpovidajicich urcité §ifi spektra.
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3 Material a metodika

3.1 Chemikalie

D20 — deuterovana voda (99,9 atom % D), Aldrich
TSP — 3-(trimethylsilyl)propionat sodny D4 (98 atom % D), Acros Organics
DCI — deuterovana kyselina chlorovodikova (35%), Aldrich

3.2 Pristroje a vybaveni

pH metr Eutech pH 700, tfepacka Heidolph Reax Top, vahy KERN ABJ-NM/ABS-N,
NMR spektrometr JEOL ECZ400R/S1, NMR kyvety Wilmad 5 mm Economy NMR
Sample Tube

3.3 Priprava vzorku

Medy byly ziskany bud’ piimo od vcelait nebo byly poskytnuty ze sbirky Mgr. Jitiho
Danihlika, Ph.D. z katedry biochemie. Vzorky byly pfipraveny navazenim 50 mg medu
a rozpusténim v 500 ul deuterované vody. Po diikladné homogenizaci bylo pH upraveno
na hodnotu 3 pomoci 0,01M DCI (roztok piipraven odméienim 4,6 ul 35% DCI do 5ml
odmérné banky a doplnén po rysku deuterovanou vodou). Nasledné bylo ke vzorku
piidano 20 pl standardu TSP, jehoz roztok byl pfipraven rozpusténim 122,6 mg této soli
v 5 ml deuterované vody. Do NMR kyvety bylo pieneseno 550 pl vzorku. Celkem bylo
zpracovano 36 vzorkil, z ¢ehoZ 6 medl bylo zahrani¢nich (Argentina, Afrika, Gruzie,

USA, Slovensko, Spanélsko) a zbylych 30 ¢eskych.

22



Tabulka 1: Seznam mérenych vzorkii medii, druh medu uvaden dle sdéleni véelare

Navazka

Vzorek ¢. Oznaceni Zem¢é puvodu Druh medu [ma] pH
1 NS-BA20xx-001 Afrika” baobabovy 50,10 3,27
2 NS-AR2015-001  Argentina 51,10 2,65
3 NS-GE2022-001 Gruzie 50,60 3,26
4 NS-0S2022-001  Slovensko luéni 50,80 3,32
5 NS-ZA20xx-001  Spanélsko 4930 2,98
6 NS-LU20xx-001 USA 50,00 3,02
7 NS-BT2022-001 CR 50,50 3,22
8 NS-GO20xx-001 CR kvétovy, luéni 50,30 2,35
9 NS-GR2021-021 CR 50,70 2,97
10 NS-GR2022-021 CR 4960 3,01
11 NS-HA2022-002 CR luéni 49,70 3,36
12 NS-HB2023-001 CR 49,70 3,24
13 NS-HL2022-001 CR 4930 2,96
14 NS-HS2016-001 CR medovicovy 49,90 3,00
15 NS-JD20xx-021 CR 4950 2,88
16 NS-JP2022-001 CR 50,60 2,51
17 NS-JP2022-002 CR 51,10 3,04
18 NS-KB20xx-001 CR 51,00 3,31
19 NS-KN2022-001 CR akéatovy 4940 2,67

20 NS-KN2023-001 CR smés 50,00 3,12
21 NS-K02022-001 CR akéatovy 51,30 3,05
22 NS-LC2022-022 CR lipovy 50,20 3,12
23 NS-LC2023-001 CR kvétovy 50,90 2,64
24 NS-LH2022-021 CR jarni 50,60 3,07
25 NS-L12022-001 CR 50,60 3,05
26 NS-LK20xx-001 CR 50,90 3,21
27 NS-NV2022-001 CR jarni 50,60 3,05
28 NS-PK2022-001 CR kvétovy 4940 3,13
29 NS-RR2022-001 CR 49,80 3,05
30 NS-S02022-001 CR smés (lipa, kastan) 50,90 3,16
31 NS-SV2016-001 CR 50,00 2,79
32 NS-U02022-021 CR 51,00 2,93
33 NS-U02022-022 CR kvétovy 49,10 3,12
34 NS-VA2023-001 CR 50,10 2,13
35 NS-VL2016-001 CR medovicovy 49,60 3,01
36 NS-VT2022-001 CR luéni, §lehany 49,70 2,70

cvwr
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3.4 Méreni NMR spekter

Spektra byla ziskdna métenim pii frekvenci 400 MHz. Byla métena vodikova spektra
v experimentu gNMR (kvantitativni NMR), ktery zahrnuje decoupling uhliku. Parametry

méieni byly nastaveny nasledovné:

offset 5 ppm
sweep 15 ppm
points 29 984
scans 16
prescans 2
relaxation delay 60 s
recvr gain auto
temp 25°C
angle 90 °
shimming gradient autoshim
spin off
90°
Aq
Relaxation Delay
Iy v
3¢

Obrazek 3: Pulzni sekvence gNMR experimentu, upraveno dle softwaru Delta

3.5 Uprava NMR spekter

Ziskana spektra byla zpracovana v programu Delta NMR Processing and Control
Software v6.2 pro Windows. Na spektra byl pouzit procesni list, ktery obsahoval Gpravy
spocivajici v posunu piku standardu TSP na hodnotu 0,00 ppm, intenzita tohoto signalu
byla stanovena na 10,0 %. Takto zpracovana data byla ulozena a dale pouzita pro

statistické vyhodnoceni.
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3.6 Statistické metody

Zprocesovana data vSech 36 vzorkli medl byla oteviena v jiz vySe jmenovaném programu
Delta NMR Processing and Control Software v6.2 pro Windows za vyuziti funkce
Chemometrics, ktera umoziuje vicerozmérnou statistiku, konkrétné analyzu hlavnich
komponent. Pievod spekter do ¢iselné podoby byl zprostfedkovan funkci Bucket
integration, ktera bere v potaz plochu mezi kiivkou a baselinou v ur¢ité Sifi
(bucket — rozmezi ppm). Takto byly vygenerovany Cciselné hodnoty pro spektrum
v rozmezi od 0,00 ppm po 10,00 ppm (prvni bucket ma hodnotu 0,03 ppm, posledni
9,98 ppm). Siie bucketu byla nastavena na 0,04 ppm. Zahraniéni medy byly oznadeny na
zakladé zemé ptivodu, Ceské ziistaly bez oznaceni. Program Delta vzorkim bez oznacéeni
automaticky pfifazuje nazev ,nullgroup” (rozdéleni do skupin nijak neovliviluje
statistiku, slouZi pouze pro lepsi orientaci ve vysledném PCA). Skalovani bylo provedeno
pomoci funkce Auto Scale, ktera pro Skalovani vyuziva smérodatnou odchylku. Analyza

I“

hlavnich komponent byla provedena s nastavenim moznosti ,,Option Classical. Skorovy
graf i zatézovy graf byl zobrazen pro prvni a druhou hlavni komponentu. Pro Gpravu
parametrii statistiky, tedy odstranéni oblasti: ethanolu (1,19 ppm), sacharidu
(3,20-4,12 ppm), vody (4,72-4,92 ppm) a HMF (9,46 ppm), byl vygenerovan soubor
CSV, ve kterém byly provedeny upravy v programu LibreOffice Calc. Tento soubor byl
nasledné opét nahran do programu Delta a byla provedena statistika s vySe uvedenymi

parametry.
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4 Vysledky

Ptiblizena spektra ostatnich vzorki jsou vlozena v ptilohach.

NS-BA20xx-001_gNMR
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Obrazek 4: Celkové NMR spektrum medu
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Obrazek 5: Priblizené NMR spektrum medu s vyznacenim kalibrace standardu TSP na 10,0 %
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Obrazek 6: Analyza hlavnich komponent 36 vzorkii medii; obrazek A zatézovy graf, obrazek B skorovy
graf; vzorky ceské znaceny jako nullgroup
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Obrazek 7: Zatezovy graf a NMR spektrum s oranzové vyznacenymi odstraniovanymi oblastmi. Zprava:
oblast ethanolu (1,19 ppm), sacharidii (3,20-4,12 ppm), vody (4,72-4,92 ppm), HUF

(9,46 ppm). Sedé znaceny oblasti nezahrnuté do tvorby bucketi
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(4,72-4,92 ppm) a HMF (9,46 ppm), ceské vzorky oznaceny jako nullgroup
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5 Diskuze

Med patii mezi nejcastéji falSované potraviny. Divodem je zejména jeho omezena
dostupnost, s ¢im se nasledné vaze i vyssi cena (Cizkova, 2017). Zptsoby falSovani jsou
rizné, fadime mezi n¢ napiiklad ptidavani sacharidi pfimo do medu ¢i pfikrmovani vcel
roztoky sacharidd. Déle se setkavdme s nespravnym uvadénim zemé piivodu medu, ktery
je jednim z povinnych udaji uvadénych na etiketé, pokud je med prodavan. Piivod medu
je nejcastéji kontrolovan metodou hmotnostni spektrometrie s iontové vazanym
plazmatem (Batista et al., 2012) ¢i pomoci nuklearni magnetické rezonance. Na zakladé
dostupné literatury je znamo, Ze méfeni NMR spekter s naslednym statistickym
vyhodnocenim je mozné vyuzit k uréeni geografického ptivodu neznamého vzorku medu
(Zheng et al., 2016). Mezi vyuzivané statistické pristupy patii analyza hlavnich
komponent (PCA) ¢i metoda nejmensich parcialnich ¢tvercu.

V ramci této prace bylo zméfeno 36 vzorkd medi, z ¢ehoZ 30 bylo od ¢eskych
véelaft a zbylych 6 bylo zahrani¢nich. Ziskana NMR spektra (Obrazek 9 a Obrazek 10)
byla zprocesovana a takto upravena pievedena do Ciselné podoby (buckety). Nasledné
byla data podrobena analyze hlavnich komponent. Tato metoda byla provadéna
v programu Delta NMR Processing and Control Software v6.2 pro Windows, kterd ve své
funkci Chemometrics nabizi vicerozmérnou statistiku. Program vyuziva jazyk R a
umoziuje provadét analyzu hlavnich komponent a hierarchické shlukovani. V rdmci PCA
je mozné zobrazit skorovy i1 zatézovy graf. Dale je mozné provést ortogonalni a skor
analyzu pro zjiSténi odlehlych hodnot. Byla provadéna ,,Classical PCA s vyuzitim
skalovani ,,Auto Scale“. Tato funkce skaluje na zakladé¢ smérodatné odchylky, program

nabizi i ,,Pareto scale skalujici dle druhé odmocniny smérodatné odchylky vzorkd.
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Analyza hlavnich komponent byla aplikovana na vSech 36 vzorki meda pii
ponechani vSech oblasti (bucketl). Analyza pro prvni a druhou hlavni komponentu
souhrnné popisuje 29 % variability v ramci dat. Nedoslo vsak k uplnému rozdéleni na
vzorky zahrani¢ni a Ceské, 1 kdyZ je ve vysledném grafu patrna tendence k oddéleni
tuzemskych medd od ostatnich (Obrazek), jeden z ¢eskych medi zistava mimo elipsu
mezi vzorky zahrani¢nimi. Elipsa je konstruovana na zakladé vicerozmérného
normalniho rozdéleni a ohranicuje jeho 95% hranici. Dle této hranice se vétSina medi
ceskych (konkrétné 95 %) vyskytuje v elipse, zatimco zbylych 5 % se vlivem néhody

nachézi mimo elipsu.
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Obrdzek 11: PCA 36 vzorkii medii; ceské vzorky znaceny jako nullgroup

Pouziti celkového NMR spektra neni vhodné, protoZze se ve spektru nachazi
oblasti, které se v ramci jednotlivych vzorkd 1isi jen minimalné a dale také oblasti, které
nejsou zavislé na geografickém ptivodu medu, ale jsou spise ukazateli jeho kvality jako
je stafi ¢i nespravné skladovani.

V nasledujicim kroku proto byly odstranény urcité oblasti (Obrazek 12). Mezi né
patfil region odpovidajici vodé, ktery mé vliv na vysledek, ale neni zavisly na
geografickém ptvodu. Pik obsahuje zbytkovy signal rozpoustédla (té¢zké vody) a také
signal vody, ktera je soucasti medu. Buckety spadajici do této oblasti byly odstranény,
konkrétn¢ se jednalo o chemicky posun 4,72-4,92 ppm. Dalsi oblasti, kterd neni
smérodatnd pro zjisténi ptivodu medu, je oblast obsahujici signaly sacharidii, jez jsou

dominantnimi slozkami medu. Jak jiz bylo zminéno v teoretické ¢asti, sacharidova oblast
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se ve spektru nachdzi vrozmezi chemického posunu 3,0-5,5 ppm. Na zakladé¢

naméfenych spekter byla v rdmci této prace odstranéna oblast 3,20-4,12 ppm.
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Obrazek 12: NMR spektrum s oranzové vyznacenymi odstranovanymi oblastmi. Zprava: oblast ethanolu
(1,19 ppm), sacharidit (3,2-4,12 ppm), vody (4,72-4,92 ppm), HMF' (9,46 ppm). Sedé znaceny
oblasti nezahrnuté do tvorby bucketii

Kromé téchto dvou oblasti (vody a sacharidil), které jsou v ramci jednotlivych
vzorkid velmi podobné, dale do statistiky nebyly zahrnuty buckety odpovidajici signalim
ethanolu a HMF. Konkrétn¢ se jednalo o buckety s chemickymi posuny 1,19 ppm pro
ethanol a 9,46 ppm pro HMF. Obg¢ tyto latky poukazuji na nespravné zachazeni s medem.
Mtizou se v medu vyskytovat, pokud byl zahtfivéan, ptipadné jsou indikatory staii medu ¢i
nevhodného skladovani (Sanz, 2003). Jejich signaly se mizou vyskytovat jak v medech
zahraniCnich, tak v téch ¢eskych, tudiz nejsou smérodatné pro rozliSeni geografického
puvodu.

Odstranénim vysSe jmenovanych oblasti bylo dosazeno vramci PCA
pozadovaného vysledku, tedy rozliSeni meda ¢eskych od zahrani¢nich. Vysledna analyza
upravenych dat pro prvni a druhou hlavni komponentu souhrnné popisuje 27 % variability
v ramci dat. U meda Ceskych doslo ke shluknuti, jelikoz pochazeji z relativné malého
uzemi (ObrazeObrazek 13). Naproti tomu jsou medy ze zahrani¢i rozptyleny kolem elipsy
ohranicujici tuzemské medy, ale vyskytuji se v jeji blizkosti. Pro jednozna¢né zhodnoceni
geografického ptivodu medu je potiteba analyzovat vétsi mnozstvi zahrani¢nich vzorka,
které by idedlné¢ mély stejny geograficky plivod a vyuzit regresniho pfistupu a
diskriminacni analyzy. Pfesto je vyznamnym zjiSténim odd¢leni slovenského medu
z Osc¢adnice (NS-0S2022-001), ktera je ptihrani¢ni oblasti, a tudiz zde byl piedpoklad,

ze nedojde k jeho rozliseni.
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FPC2 score (13%)

Rozdilny botanicky piivod miize ovliviiovat statistické vyhodnoceni. Vzorky

Kromé vétstho mnozstvi analyzovanych medd by bylo vhodné vyuziti jiného
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PC1 score (14%)

Obrazek 13: PCA 36 vzorkit medii po odstranéni oblasti ethanolu (1,19 ppm),
sacharidii (3,20-4,12 ppm), vody (4,72-4,92 ppm) a HMF (9,46 ppm);
Ceskeé vzorky znaceny jako nullgroup. Dale je vyznacen vzorek
pochazejici z Oscadnice (prihranicni oblast Slovenska)

analyzované v ramci této prace maji rizny ptuvod, jak je patrné z Tabulka 1 (druh medu
je uvadeén na zéklade sdéleni veelare a ma spiSe orientacni charakter). Pii vétSim mnoZzstvi
vzorkl stejného druhu by bylo mozné rozdélit medy i na zékladé jejich botanického
puvodu (Gerginova et al., 2020), coz v naSich podminkach muze byt komplikovanéjsi,

jelikoz se vétSinou setkdvame s medy smiSenymi.

statistického pfistupu. Jako jedna z moznosti se nabizi metoda analyzy nejmensich
parcialnich ¢tverca, ktera se fadi k pfistupim regresni analyzy. Pti této metodé uvadéné
rozdé€leni do skupin hraje roli, jelikoz metoda pracuje se dvéma typy proménnych (zavislé
a nezavislé) a popisuje souvislost mezi nimi (Wold et al., 2001). Tento pfistup tedy
popisuje variabilitu systematickou misto celkové. V nasem piipadé by se jednalo 0
variabilitu mezi skupinami medu zahrani¢nich a ¢eskych. Metoda parcialnich nejmensich

Ctverct se v literatuie rovnéz hojné vyuziva a zda se, ze mize poskytovat lepsi vysledky
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(Sun et. al., 2022). Pro vyuziti tohoto statistického pfistupu bude nutné vyuzit jiny
program, jelikoZz Delta umoznuje pouze provadéni PCA a hierarchického shlukovani.
Kontrola spravnosti uvadéni geografického pivodu je jen jednim z parametrd, jak
odhalit pfipadné klamani spotiebitele ¢i vlastni falSovani medu. Jelikoz se v legislativé
vyskytuji maximalni (pfipadné¢ minimalni) ptipustna mnozstvi uréitych latek se dale
nabizi provadét jejich kvantitativni analyzu pro zjisténi vlastnich falzifikati. Spektra
ziskana v ramci prace budou dale vyuzita i pro tuto analyzu, jelikoZ pfi ptipravé byl ke
vzorklim pfidavan standard, zname pfesné mnozstvi navazky medu a spektra byla méfena
pomoci qNMR umoziujici kvantifikaci latek. Dalsi prace se bude zamétovat na
kvantitativni analyzu a stanovovani koncentrace slozek hlidanych v ramci kontroly
kvality medu na zakladé¢ vyhlasky ¢&. 76/2003 Sb. Mezi tyto parametry patii soucet
glukosy a fruktosy, obsah sacharosy ¢i dale stanovovani latek pfitomnych v medech, se
kterymi nebylo spravné zachazeno (byly zahtivany ¢i dlouhodobé skladovany) jako je

HMEF ¢i ethanol.
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6 Zavér

Zméfenim 36 vzorkid medd pomoci gNMR a jejich naslednym podrobenim analyze
hlavnich komponent byla prokazana ucinnost spojeni této instrumentalni metody se
statistickym vyhodnocenim pro zjistovani geografického ptivodu medu.

Statistika byla provadéna v programu Delta NMR Processing and Control
Software v6.2 pro Windows, ktery sice byl schopen rozdélit vzorky zahrani¢ni od
ceskych, ovSem disponuje pouze omezenymi moznostmi pro statistické vyhodnocovani.
Rovnéz uprava dat (odstraiiovani urcitych oblasti spektra) byla pon¢kud komplikovana,
jelikoz pro kazdou tpravu bylo nutné ¢iselnou podobu spekter (buckety) stahnout jako
CSV soubor, odstranit pozadované oblasti v programu LibreOffice Calc a dale opét
nahrat do programu Delta a provést statistické vyhodnoceni upravenych dat.

Statistickd metoda analyzy hlavnich komponent (PCA) sice rozdélila medy na
vzorky zahrani¢ni a Ceské, ale neni dostatecnd. Proto déle bude vhodné vyuzit ptistupu
regresni analyzy napiiklad metodou nejmensich parcialnich ¢tverca.

Analyza geografického ptivodu medu pomoci nukledrni magnetické rezonance
spolu se statistickym vyhodnocenim je metoda vhodna k dosazeni piesvéd¢ivych
vysledkll, ovSem vyzadujici dalSi praci a optimalizaci, zejména co se tyce pouzité
statistické metody a programu, v némz je analyza provadéna. Dale z namétenych spekter
budou kvantifikovany klicové latky pro kontrolu kvality medu (sacharidy, ethanol,
HMF).
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