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Souhrn

PouZiti pfipravku na ochranu rostlin nebo Iéciva v Ulu i v jeho bezprostfedni blizkosti
muze kontaminovat med organickymi latkami (antibiotiky, pesticidy). Vcely létaji pro nektar
az nékolik kilometr( od svych stanovist. v medu se tak mohou objevit organické kontaminanty
ze Sirokého okoli. Pesticidy i antibiotika neprospivaji zdravi a je trfeba jejich obsah
v potravindch hodnotit a zkoumat. Analyza organickych kontaminantl v medech neni
jednoduchd, protoZze med je nejen smés sacharidl a vody, ale mlze zahrnovat vice nez 300

dalSich interferujicich latek.

Cilem prace bylo stanoveni profilu organickych kontaminantl (pesticidl a antibiotik)
v medech rizného plvodu. Pro praci bylo shromazdéno vice nez 100 vzork( medu, ze kterych
bylo vybrano 68 pro dobrou identifikaci plvodu ¢i mista komeréniho prodeje. Z téchto vzork(
pak bylo 5 oznac¢eno ochrannou znamkou ekologického zemédélstvi. Organické kontaminanty
byly stanoveny pomoci UHPLC-MS/MS. Nejprve byla vyvinuta metoda pro identifikaci
organickych kontaminantl. Do vyvoje byly zafazeny metody extrakce (LLE, SPE a QUEChERS).
Koneénd modifikace metody byla provadéna podle protokolu QUEChERS. Na 68 vzorcich medu
z celého svéta byl proveden screening na rezidua pesticid(l a antibiotik. Dale byla provedena
kvantitativni analyza vybranych 25 vzork(, pomoci kalibracni fady 17 komeréné dostupnych
standardl. V medu nebyla nalezena Zadnd antibiotika. Profil pesticidl byl potvrzen dvéma
modifikovanymi metodami. V 19 % vzorkl nebyl nalezen ani jeden pesticid, ve 40 % byl
nalezen jeden pesticid, ve 22 % dva pesticidy, v 16 % byly nalezeny tfi pesticidy a ve 3 % cCtyfi
pesticidy. Thiacloprid a carbendazim jsou nejcastéji se vyskytujici organické kontaminanty
v medu. Méné casto byl detekovan acetamiprid, imidacloprid, tebuconazol a coumaphos.
Ojedinéle byl pfitomen acephate, azinphos-methyl a linuron. V medu nebyly detekovény
azinphos-ethyl, chlorpyrifos, dichlorvos, ethopropos, fenchlorphos, parathion methyl a
prothiofos. Profil pesticidud se lisi v zavislosti na druhu medu. VSechny vzorky kvétového medu
obsahovaly pesticidy, fepkovy med se liSil vysokymi koncentracemi carbendazimu, profil
pesticidl v citrusového medu byl velice rozmanity a fynbosovy med neobsahoval pesticidy
zadné. ProdlouZeni doby extrakce nebo interakce se sorbenty ma vliv na obsah i profil

pesticidl v medu.

Klicova slova: med, kontaminace, pesticidy, antibiotika, LC-MS



Summary

The use of a plant protection product or a medicinal product in the hive and in its
immediate vicinity may contaminate with organic substances (antibiotics, pesticides). Bees fly
for nectar up to a few miles from their habitats. Honey can thus appear organic contaminants
from a wide range. Pesticides and antibiotics are not beneficial in health and their food
content needs to be evaluated and tested. Analysis of organic contaminants in honey is not
simple because honey is not only a mixture of carbohydrates and water but can include more

than 300 other interfering substances.

The aim of the work was to determine the profile of organic contaminants (pesticides
and antibiotics) in honey of different origins. More than 100 samples of honey were collected
for the work, of which 68 were selected for good identification of origin or commercial sales.
From these samples, 5 was marked with a trademark of organic farming. Organic
contaminants were determined by UHPLC-MS / MS. First, a method for identifying organic
contaminants was developed. Development methods include extraction methods (LLE, SPE
and QUEChERS). The final modification of the method was performed according to the
QUECHERS protocol. About 68 samples of honey from all over the world were screened for
pesticide residues and antibiotics. In addition, a quantitative analysis of selected 25 samples
was performed using a calibration series of 17 commercially available standards. No
antibiotics were found in honey. The pesticide profile was confirmed by two modified
methods. Not one pesticide was found in 19% of the samples, one pesticide was found in 40%,
two pesticides were found in 22%, three pesticides were found in 16%, and three pesticides
in 3%. Thiacloprid and carbendazim are the most common organic contaminants in honey.
Less commonly, acetamiprid, imidacloprid, tebuconazole and coumaphos have been
detected. Acephate, azinphos-methyl and linuron were rarely present. Azinphos-ethyl,
chlorpyrifos, dichlorvos, ethopropos, fenchlorphos, parathion methyl and prothiofos were not
detected in honey. The profile of pesticides varies depending on the type of honey. All samples
of blossom honey contained pesticides, rapeseed honey differed from high concentrations of
carbendazim, the pesticide profile in citrus honey was very diverse, and no fennel honey
contained any pesticides. Extending the extraction time or interaction with sorbents affects

the content and profile of pesticides in honey.

Key words: honey, contamination, pesticides, antibiotics, LC-MS



3.1.
3.1.1

3.1.1.1.
3.1.1.2.
3.1.1.3.
3.1.1.4.
3.1.1.5.
3.1.1.6.

3.1.2.

3.1.2.1.
3.1.2.2.
3.1.23.
3.1.2.4.
3.1.2.5.

3.2
3.2.1.
3.2.2.

3.2.2.1.
3.2.2.2.

3.2.3.

4.1.
4.2.

5.1.

5.1.1.
5.1.2.
5.1.3.
5.1.4.
5.2.

5.2.1.
5.2.2.
5.2.3.

6.1.
6.2.
6.3.

10.
11.
12.
13.

Obsah

Uvod

Cil prace a hypotéza

Literarni prehled

Med

SloZeni

Sacharidy

Voda

Bilkoviny a aminokyseliny

Enzymy

Organické kyseliny a fenolické slouceniny
Dalsi slozky

Vyuziti

Nutri¢ni hodnota

Antioxidacni aktivita

AntimikrobidIni aktivita

Prebiotické ucinky

Dalsi vyuZiti

Nezadouci kontaminanty v medu
Hydroxymethylfurfural

Sekundarni metabolity rostlin
Pyrrolizidinové alkaloidy
Grayanotoxin

Ostatni kontaminanty

Hledané organické kontaminanty v medu
Antibiotika

Pesticidy

Moderni analyza organickych kontaminantd v medu
Homogenizace, extrakce a purifikace
LLE

SPE

QUEChERS

Dalsi extrakéni a purifikaéni metody
Separace, ionizace, detekce
Hmotnostni spektrometrie
Chromatograficka separace

Dalsi techniky separace, ionizace a detekce organickych kontaminant(
Experimentdlni ¢ast

PouZité vzorky

PouZity material

Vyvoj extrakéni metody

Analyza

Vysledky

Diskuze

Zavér

Literarni zdroje a prameny

Prilohy a seznam pfiloh

OO ~NOOO OO, WWNPE



1.  Uvod

Pozitivni vlastnosti medu byly vyuZivany jiz v daleké historii lidstva a jsou produktem
vytrvalé prace vcelich kolonii. Med je sbirany z velké vzdalenosti od ul(l. Sklada se z pylu a
nektaru rostlin, vody a hmyzich sekret(i. Cenny zemédélsky produkt nenaro¢ny na skladovani
je nasycenym roztokem vody, cukrd, enzym(, antioxidacnich a dalSich vyznamnych latek.
V zavislosti na misté sbéru mize mit med na lidsky organizmus bohuzel i negativni vliv. Vice i
méné jedovaté metabolity rostlin mohou migrovat az do vcelich ull, kde se stavaji soucasti
medu. Podobné kontaminace byly vyuzivany davnymi predky pfi ritudlnich obétnich obfadech
nebo pro usmrceni celych armdd protivnik(. Dnes jsou jiz medy filtrovany a kontrolovany na
pfitomnost nezaddoucich metabolitd rostlin.

Dnes jsou jednim z problém{ potravinové produkce v rizné mife pouzivané organické
latky s biocidnimi ucinky. Environmentalni kontaminace antibiotik a pesticid(i se kumuluje
v zemédélskych produktech a muizZe negativné ovlivnit lidské zdravi jiz ve velmi malych
davkach. Aplikace léciv ve vcelich ulech nebo postfiky plodin v Sirokém okoli mohou
kontaminovat med a tim ponizit jinak velmi kvalitni v¢eli produkt s blahodarnymi rysi. V ramci
lidské vyZivy a kvality potravin je nezbytné organickou kontaminaci v medech zkoumat,
uvazovat a studovat.

Antibiotické latky jsou v nékterych zemich povoleny, coz mize znamenat odliSnost
jejich profil v zavislosti na plvodu medu. Schvalovani pesticidnich latek je na Urovni statd i
jinych spolecenstvi odliSné. Geograficky plavod tedy miZe znamenat i jiny profil. Kazda
zemédélskd plodina ma své vlastni postupy pro regulaci skiidc(i a chorob, druh medu tedy

muzZe znamenat rdzné zastoupeni jednotlivych perzistentnich kontaminantd v medu.



2.  Cil prace a hypotéza

Cilem diplomové prace je stanovit obsah organickych kontaminantl (pesticidd a
antibiotik) v medech rizného plvodu na zakladé analyzy pomoci kapalinové chromatografie

kombinované s hmotnostni spektrometrii.

Hypotéza:
Profil organickych kontaminantu (pesticidi a antibiotik) se muZe lisit v zavislosti na

geografickém pavodu, druhu nebo misté komercéniho prodeje medu.



3.  Literarni prehled

3.1. Med

Med je komplexni smés vody, sacharidi (glukdéza, fruktéza, sacharéza, maltéza),
kyseliny glukonové, dusikatych sloucenin, organickych kyselin, fenolovych kyselin, flavonoida,
minerdlnich latek, bilkovin, aminokyselin, enzymU a jinych fytosloucenin. Med je jednou
z nejslozitéjsich prirozené produkovanou smési sacharidi viilbec (Wang et al, 2004; Bertoncelj
et al, 2007). Dle vyhlagky &islo 76/2003 Sb. je v Ceské republice medem ,potravina pfirodniho
sacharidového charakteru, sloZena prevaziné z glukdzy, fruktdzy, organickych kyselin, enzymu
a pevnych ¢astic zachycenych pfi sbéru sladkych stav kvétl rostlin (nektar), vyméskl hmyzu
na povrchu rostlin (medovice) nebo na Zivych ¢astech rostlin véelami Apis mellifera, které
sbiraji, pretvareji, kombinuji se svymi specifickymi latkami, uskladnuji a nechavaji

dehydratovat a zrat v plastech.”

Ve vétsiné zemi svéta, véetné Ceské republiky, je med délen podle pivodu na kvétovy
a medovicovy a ddle obchodnimi Upravami jednotlivych statl rozdélen podle zplsobu
ziskdvani. U nas na vytoceny, plasteckovy, lisovany, vykapany, filtrovany, pastovy a pekarsky
med (National Honey Board, 2010; vyhl. ¢. 76/2003 Sb. §8). Z hlediska kvality a pdvodu medu
se stanovuje kyselost medu, elektrickd vodivost, aktivita diastdzy, obsah a plivod fenolickych

latek a obsah hydroxymethylfurfuralu (vyhl. ¢. 76/2003 Sb.).

Vzhledem k nutri¢ni, senzorické nebo biologické hodnoté medu, byl povazovan za
velice dlleZitou potravinu jiz 8 tisic let pred nasim letopoétem, coz dokladaji obrazy z doby
kamenné (Bansal et al., 2005). V dobdch starovékého Egypta, Ciny, Recka nebo Rimu se med
hojné vyuzival jako podpora hojeni ran nebo byl podavan pfi onemocnéni strev (Al-Jabri,
2005). Pouziti medu v Ayurvédském l|écitelstvi je rovnéZz rozmanité. Od podpory traveni,
buseni srdce, 1é¢bé kratkozrakosti az po udrzovani zdravych zubl a dasni ¢i jeho udajny
pozitivni vliv na herpes (Telles et al.,, 2007). Je zajimavé, Ze témér vSechny znamé léky
starovékého Egypta obsahuji med spolecné s vinem a mlékem. Byl zde také pouzivan pfi
mumifikaci i jako obé&t bohiim (Zumla a Lulat, 1989). Hippokrates ve staroddvném Recku
pouzival med v kombinaci s octem pro ulevu od bolesti, vodu s medem pro haseni Zizng,

medovinu pak na vysoké horecky (Zumla a Lulat, 1989; Bansal et al., 2005). V islamské



mediciné je zakotven ve Svatém Koranu jako vselék; muslimsky prorok Mohammad doporucil
uzivani medu pfi prajmovych onemocnénich (Molan, 1999). irdnsky védec a lékaF Avicenna
pred témér 1000 lety pouzival med jako jeden z nejlepsich 1ékl pfi éCbé tuberkuldzy (Asadi-

Pooya et al., 2003).

3.1.1. Slozeni

Sacharidy a bilkoviny jsou dllezitymi slozkami majicimi rlizna procentudlni zastoupeni
v medu (Ahmad et al., 2017). Med také obsahuje témér vSechny esencidlni a neesencidlni
aminokyseliny (s vyjimkou glutaminu a asparaginu), fruktézu, glukézu, sacharézu, maltézu a
galaktézu, z mineralnich latek jsou zastoupeny vdapnik, Zelezo, horcik, fosfor, draslik, sodik,
zinek, méd, mangan, selen a fluorid, z vitaminG pak hlavné vitamin C, riboflavin, niacin,
pantotenovou kyselinu, pyridinové derivaty, ale také latky jako cholin nebo betain (National
Nutrient Database for Standard Reference, 2016).

Rozdily ve sloZeni jsou zplUsobené predevsim biologickou diverzitou okolniho prostredi
a mistni fléry (Rollin et al., 2013), podnebim a primérnou teplotou prostiedi (Goulson et al.,
2003), které maiji vliv na obdobi sbéru v zavislosti na schopnosti termoregulace vcel (Dudley
et al., 2000). Pfedevsim v chladnéjsich obdobich mize mit urcity vliv na sloZzeni minoritnich
slozek medu i schopnost nékterych rostlin udrzovat ¢i zvySovat teplotu nektaru (Norgate et
al., 2010). V neposledni rfadé i spektrum obsaZenych latek ovliviiuje doba vymetani medu.
(Pasias et al., 2018)

Webové stranky National Honey Board uvadéji, ze jen na americkém trhu je vice nez
300 unikatnich typld medl produkovanych z rGizné fléry (The National Honey Board, 2018).
Kazdy druh medu ma rozdilné aroma (Uckun a Selli, 2017), unikatni senzorické hodnoty (Tahir
et al., 2015) a barevné odstiny (Anand et al., 2018), které reflektuji rGzna spektra organickych
i anorganickych sloucenin a propUjcuji medim charakteristické fyzikalné-chemické vlastnosti
(Gonzaga et al., 2016; Jimenez et al., 2016; Pita-Calvo a Vazquez, 2017; Bridi et al., 2017).

Vice nez 300 tékavych latek bylo identifikovano v medech jiz ve 20. stoleti (White,
1975; Graddon, 1979; Hausler, 1989; Hausler, 1990). Specifickymi latkami ve velice Sirokém
vybéru medu z celého svéta se zabyva mnoho studii (Castro-Vazquez et al., 2003; Persano

Oddo et al., 2007; Stanimirova et al., 2010; Consoni et al., 2015; Karabagieas et al., 2017),



pfitom nékteré mohou i ve stopovém mnozstvi vykazovat pozitivni ucinky na lidské zdravi, jiné

mohou nést Ucinky toxické (Islam et al., 2014).

3.1.1.1.  Sacharidy

Med je v podstaté pfesycenym roztokem cukrd, které tvofi jeho hlavni slozku (okolo
95 % v susiné) (Bogdanov et al., 2008). Nutri¢ni hodnoty medu zavisi predevsim na pomérech
sacharidl, které se obvykle odrdzi i na sladkosti, viskozité, granulaci, hygroskopickych
vlastnostech nebo rotaci polarizovaného svétla, a tudiz i na celkové energetické hodnoté
(Cavia et al., 2002; Sabatini, 2007).

Hlavnimi cukry nachazejicimi se v medu jsou hexdzy fruktéza (32-44 %) a glukdza (23-
38 %), dalsi sacharidy jsou zastoupeny maximalné v procentudinim mnozstvi — galaktéza,
maltdza, sachardza (Wang et al., 2014; National Nutrient Database for Standard Reference,
2016). Rozdily v plivodu medu, jsou pak ve velice malych mnozstvi predevsim oligosacharid(.
Pomoci GC/MS analyzy Wetwitayaklung et al. (2018) identifikovali v medech odlisného
pGvodu 19 typl di a trisacharid(, napfiklad celobidézu, gentiobidzu, melibiézu, melezitézu

nebo isomaltotridzu a trehaldzy.

3.1.1.2. Voda

Voda je druhou nejvice zastoupenou slozkou medu. Jeji obsah je zavisly na nékolika
faktorech — zemépisném pulvodu, potaimo pudnich a klimatickych podminkdach, obdobi
vymetani, vlastnostech nasbiraného nektaru, stupni zrani, manipulaci béhem sklizné a
extrakci, zpracovani nebo skladovani (Sabatini, 2007; Pontara et al., 2012). Standardné se
obsah vody v medech pohybuje mezi 13-25 % (Simal et al., 1983). Optimalnich 17% zajistuje
mikrobiologickou nezavadnost i snadnou manipulaci (Doner, 1977; White, 1978; Sabatini,
2007). Pro udrzeni zdravotni nezavadnosti a zamezeni fermentace medl je dulezité
kontrolovat aktivitu vody, kterd by neméla presdhnout hodnoty 0,6 (Bogdanov, 2011). Bézné
se pro medy jeji hodnoty v medech pohybuji v rozmezi 0,49 — 0,65 (Costa et al., 2013).

Bohuzel med se stal diky své ekonomické povaze velice ¢asto falSovanym, respektive
fedénym artiklem (Chen et al., 2011). Diky této skutecnosti jsou vyvijeny nové, presnéjsi a
jednodussi metody pro stanoveni celkového mnozstvi vody v produkci. Napftiklad nova

metoda analyzy s pouzitim mikrovinné techniky zaloZzené na zdkladé dielektrické permitivity



byla vyvijena predevsim pro svou rychlost zjistovani adice vody nebo cukernych roztokd jiz od

nékolika malo procent (Li et al., 2017).

3.1.1.3.  Bilkoviny a aminokyseliny

Bilkoviny a aminokyseliny medu jsou plivodem ze slinnych Zlaz véel nebo z nektaru a
pylu rostlin, mald mnozZstvi pak z medovice vylu¢ované stejnokridlym hmyzem. V medech bylo
identifikovdno kolem 20 rozdilnych neenzymatickych bilkovin, pficemz albuminy, globuliny a
nukleoproteiny jsou pro medy spolec¢né (White, 1997; Doner, 2003).

Absolutni mnozstvi bilkovin se pohybuje kolem 0,1-0,5 %, nicméné napfiklad v medu
viesu obecného bylo identifikovdno mnoZstvi vyssi (1-2 %) (Sainz-Lain a Gémez-Ferreras,
2000; Chua et al., 2013). Zda se, Ze obsah bilkovin mize byt redukovan vysokou teplotou pfi
zahtivani a dobé skladovani, nicméné nizsi az nedetekovatelnd mnozstvi maji také medy
falSované (Almeida-Muradian et al., 2013). Nespravna technologickd praxe muze urychlit
Maillardovy reakce a dalSi chemické procesy, které také mohou v dlsledku vést k poklesu
celkovych bilkovin a aminokyselin (Spano et al., 2008).

Identifikace jednotlivych med( podle zastoupeni aminokyselin je sniZena nejen
variabilnim spektrem aminokyselin, ale skute¢nosti, Ze samotné vcely je ptidavaji do medu ve
volné formé, takze se Ize setkat s riznym zastoupenim v druhové stejnych medech (Bogdanov

a Martin, 2002).

3.1.1.4. Enzymy

Mezi dusikaté latky patfi i enzymy, v medu zastupuji vyznamné role, které maji podil
na mnoha fyzikalné-chemickych reakcich. Hlavnimi enzymy obsazenymi v medu jsou diastaza,
invertdza, glukézooxiddza, méné dulezitymi pak kyseld fosfataza, katalaza a beta-glukosidaza
(White, 1979). Zdrojem invertazy a glukdzooxidazy jsou predevsim slinné zlazy vcel (Doner,
2003), diastdza je produktem mikroorganizm( v medu nebo je soucasti medovice, kterd
obsahuje také kataldzu a kyselou fosfatdzu, ty pak mohou byt i v nektaru nebo pylu (White et
al., 1953; White, 1957).

Enzymy v medu jsou termolabilni, proto jsou hojné vyuzivany jako indikatory zahrevu
a skladovani. Diastaza neboli amylaza hydrolyzuje Skroby na maltézu a dextriny

(Balasubramanyam a Ramesha, 2011), glukézooxidaza oxiduje glukézu na kyselinu glukonovou



a peroxid vodiku, které jsou zodpovédné za antiseptickou funkci medu (Ohashi et al., 1999).
Invertdza hydrolyzuje sachardézu na fruktdézu, glukézu a je zdrojem oligosacharidid jako
meziproduktl jeji transglykosidické aktivity (White a Maher, 1953).

Zajimavy vyzkum publikovali Al-Sherif et al. (2017), ve kterém porovndvaji sekreci
enzym( rdznymi zlazami véel dvou poddruh (Apis mellifera carnica, Apis mellifera lamarckii)
v zavislosti na jejich véku a uloze, vykondvané ve spoleenstvi Ulu. Studie potvrdila existenci
prokazatelnych statistickych rozdild mezi poddruhy, ale i véku a uloze vcel. Sekrece invertazy
se zvySovala hlavné s vékem vcel, pfitom zména béhem vyvoje byla zaznamenana u Apis
mellifera carnica, kdy se ménil pomér v sekrecich z rlznych vymésovacich Zlaz. Zatimco
sekrece amylazy u Apis mellifera carnica s vékem vcel klesa, u Apis mellifera lamarckii je
v obou podruzich i ve vyvoji. Studie zabyvajici se producenty medu, respektive sekreci jejich
enzymd(, jsou velice dllezité hned ze dvou dlvodl — za prvé mohou byt data vyuZita pro
zvySovani kvality medu a za druhévytvari vhodné podklady pro selekci a Slechténi vcelich

poddruh pro zisk produktt s vy$sim obsahem cenénych latek.

3.1.1.5.  Organické kyseliny a fenolické slou¢eniny

Pfedstavuji méné nez 0,5 % pevného podilu medu, pfesto maji zasadni vliv na chut,
barvu, vlini a antimikrobiologické aspekty medU (Ananias et al., 2013). Pfedevsim organické
kyseliny svou chemickou povahou zvySuji kyselost medu a elektrickou konduktivitu
(Bogdanov, 2002; Vlaeva et al., 2017). Urcité mnozstvi kyselin pochazi pfimo z nektaru,
nicméné vétsina jsou produkty enzym( vylucovanych véelami nebo se nachazeji v medovici
(Sancho et al., 2013). Kyselina octova byva syntetizovdna osmofilnimi kvasinkami v medu a
pouziva se proto jako ukazatel pro stanoveni fermentace medu (Cavia et al., 2007). Kromé
kyseliny octové bylo identifikovdno v medu vice nez 30 dalSich organickych kyselin jako
maselna, glukonov3, citronova, mravenci, maleinova, jablecna, stavelova, pyrohroznova a jiné
(Mato et al., 2003).

Polyfenoly nachazejici se v medu lze rozélenit na flavonoidy, fenolické kyseliny a
derivaty fenolickych kyselin (Grassi et al., 2010). V medech byly nalezeny slouceniny jako
quercetin, kaempferol, hesperidin, naringenin, luteolin, myricetin, kyselina galovd a mnoho

dalSich (Martos et al., 2000; Yao et al., 2000; Tomas-Barberan et al., 2001; Yao et al., 2003;



Yao et al.,, 2004). Obecné pochazi 90 % flavonoidd v medu z propolisu, jeho mnoiZstvi
produkované v¢elami vSak nema na botanicky plvod vliv (Martos et al., 2000).

Fenolické kyseliny a fenolické slouceniny jsou také charakteristickym rysem
botanického plvodu medu (Anklam, 1998; Kaskoniene a Venskutonis, 2010; Vlaeva et al.,
2017), flavonoidy pak navic pomahaji rozlisit med z hlediska jeho geografického plvodu
(Ferreres et al., 1991; lurlina et al., 2009). Uréeni pivodu medu je velice dlleZité z divodu
globalizace trhu a ¢astého falSovani medu (Schievano et al., 2013). Daniele et al. (2012) hledali
spoleéné markery akdtovych, kastanovych, fepkovych, levandulovych, lipovych,
slunec¢nicovych med( a medu z jedle. Ve 140 vzorcich stanovovali profily organickych kyselin
pomociiontové chromatografie s elektrochemickym detektorem. Zjistili, Ze organické kyseliny
jsou u téchto sedmi botanickych druh( dobrym indikatorem pivodu medu. Mnoho dalSich
studii se zabyva profilovanim a kvantifikaci organickych, predevsim pak fenolickych kyselin
v medu pouZitim modernich analytickych technik. Dlvodem muZe byt nejen ochrana
spotiebitele pred nelegdlnimi praktikami nékterych producentl (Wabaidur et al., 2017), ale
také vysoce cenénd antioxidacni aktivita téchto latek (Neto et al., 2017) nebo dalsi pozitivni

vlastnosti, jako napfiklad ochrana ulll pred parazity (Papezikova et al., 2017).

3.1.1.6.  DalSi slozky

Vceli med je kolekci nesmirného mnozstvi rdznych latek pramenici z biologické
diverzity okoli Ula. Tyto slozky zastupuji Siroké spektrum biologicky aktivitnich a fyzikalné-
chemickych vlastnosti.

Kromé sloucenin zminénych v pfedchozich kapitolach se v medu vyskytuji jesté
mineraly, tvofici postranni méfitko 0,02-1 % susiny (Felsner et al., 2004). Obsah, mnozstvi a
vybér mineral( je silné spjat s druhovym plivodem a schopnosti jejich distribuce rostlinami do
nektaru nebo pylu v zavislosti na rozpustnosti sloucenin s témito mineraly ve vodé a vyuZziti
stejnokridlym hmyzem (Sabatini, 2007). Zjednodu$ené mUzZeme fici, Ze tmavé medy maji vyssi
obsah minerall nez medy svétlé barvy, nejvyssi obsah je v medech medovicovych (Fernandez-
Torres et al., 2005; Karabagias et al., 2017). Z nutri¢niho hlediska jsou vsak velice Spatné
biologicky vyuzitelné (Pohl et al., 2012). Existuji i studie, které zkoumaji mineralni zastoupeni
v zavislosti na geografickém plvodu (Madejczyk a Baralkiewicz, 2008; Algarni et al., 2012;

Karabagias et al., 2017).



Vitaminy jsou v medu zastoupeny v tak malém mnozstvi, Ze nelze doporucit konzumaci
medu jako zdroje téchto kofaktord enzymU. Nejvice zastoupen je vitamin C, ktery ma silny
antioxidac¢ni efekt. Ostatni vitaminy jsou v medech obsazeny v rozdilnych, ale pfesto velmi
malych koncentracich (Ciulu et al., 2011; Ledn-Ruiz et al., 2013). Kim a Brudzynski (2018)
detekovali v pohankovém medu pomoci UPLC/UV/MS homologni MK2-MK7 vitaminy
k vitaminu K2, které mohou mit urcity vliv nejen na normalni funkce homeostazy a srazlivosti
krve, ale predevsim na lé¢bu osteopordzy (Booth et al., 2008; Kodama et al., 2017). Vzhledem
k tomu, Ze v mase, mlé¢nych vyrobcich (Elder et al., 2006) nebo fermentovanych produktech
(Schurgers a Vermeer, 2000) se vyskytuje pouze minimalni mnoZstvi, med muze byt dobrym
zdrojem téchto benefitnich latek.

Dalsi latky jako karotenoidy, xantophyly a anthokyany (Algarni et al., 2016), lipidické
latky (naptiklad glyceridy, steroly, fosfolipidy, mastné kyseliny (Kapoulas et al., 1977));
terpeny, isoprenoidy, alkoholy, taniny, ketony, aldehydy a cyklické uhlovodiky jsou v medech
zastoupeny ve velmi nizkych koncentracich a dotvafi chut, vini a celkovou povahu medu

(Jerkovic et al., 2009; Rahman et al., 2018).

3.1.2. Vyuziti

Nutricni a vysoce cenénd senzorickda specificnost, vyznamnd antioxidacni,
antimikrobialni, antiparazitickd, antihypertenzni a protizanétliva aktivita jsou spolu
s prebiotickymi a probiotickymi ucinky hlavnimi pozitivnimi vlastnostmi medu. Védecké
vyzkumy med povysuji v jeho pozitivnich pfinosech nejen v oblastech vyzZivy a lidského zdravi,
ale do budoucna by mohl byt vyuzivan i jako konzervacni ¢i podpulrny prostfedek v oblastech

potravinarského a farmakologického primyslu.



3.1.2.1.  Nutri¢ni hodnota

V lidské vyZivé je med vynikajicim zdrojem lehce dostupné energie, tvorené
jednoduchymi cukry, které se rychle vstifebavaji do krve jiz v dutiné Ustni a nevyZaduji
predchozi Stépeni v travicich procesech (Bogdanov et al., 2008; Ajibola et al., 2012). Podle
nékterych studii maji slozky medu pozitivni vliv nejen na vykony a regenraci sportovc(i (Earnest
et al., 2000; Kreider et al., 2002), ale také na zdravi a celkové prospivani senior( (Blasa et al.,
2006). V kontrastu s vysokou energetickou hodnotou (306 kcal na 100 g) ma med velice nizky
obsah vitaminU, mineral( a bilkovin (Bogdanov et al., 2008). V porovnani se sacharézou jako
nejvyznamnéjsim sladidlem se ukazal byt prospésnéjsim; obsahuje totiz enzymy, které
podporuji traveni cukrl a Skrob( (Ajibola et al.,, 2012). Také nezanedbatelnd produkce
peroxidu vodiku glukdézooxidazou nachdzejici se vmedu muizie mit pozitivni vliv na
antimikrobialni efekt v dutiné Ustni (Bogdanov, 2015). Dalsi vyhodou je zvySeny laxativni
ucinek a zlepseni absorpce vapniku pres stfevni lumen, coz mize obzvlast v pokrocilém véku
pozitivné ovlivnit fidnuti kostni hmoty (Ariefdjohan et al., 2008). Nizsi hodnota glykemického
indexu oproti bézné sachardze se pak odviji od vyssiho obsahu fruktézy (Arcot a Brand-Miller,
2005). Obsah flavonoidd a fenolickych sloucenin ddva medu potencidl funkéni potraviny
s vysokym antioxidacnim efektem (Gheldof a Engeseth, 2002). Cholin a acetylcholin
nachazejici se v medu mlzZe mit dobry vliv na spravnou funkci nervové a kardiovaskularni

soustavy Ci reparaci bunéénych membran (Bogdanov, 2015).

Na druhé strané existuji studie, které upozornuji na moznou manifestaci alergii po
poziti medu. Med obsahuje velké mnozstvi potenciondlnich alergen( ze véelich tél a produktd
jejich metabolismu, pyl a nektar z rizného spektra rostlin nebo napfiklad propolis (Dutau a
Rance, 2009; Simon et al., 2009). IgE jedincl alergickych na vceli jed reaguje také s mnoha
bilkovinami nachazejicimi se v medu a muze tak vyvolat kaskadu systémovych alergickych
reakci (Guan, Li a Yin, 2016). Z imunologického hlediska je proto zakdazana konzumace medu
batolaty do 1 roku Zivota. Existuji také studie souvisejici s konzumaci medu infikovaném
sporami Clostridium botullinum batolaty. Spory jsou schopny kli¢it, rlst a produkovat
botulotoxin v nedostate¢né vyvinutém travicim traktu takto mladych jedincd, coz mlze vést

az ke smrti (Brown, 2000; Manyi-Loh et al., 2011).
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3.1.2.2.  Antioxida¢ni aktivita

Antioxidacni latky maji rGzné mechanizmy reakci, kterymi snizuji dopady reaktivniho
kysliku a dusiku, inhibuji enzymy zodpovédné za produkci superoxidativnich aniontd nebo se
podileji na chelataci iontl tézkych kov( a také znemoznuji radikalové fetézové reakce. (Ou et
al., 2005; Pyrzynska a Biesaga, 2009)

Antioxidacni aktivita medu Uzce souvisi s mistni flérou, ze které byl ziskavan. Roli hraji
také environmentalni podminky a ro¢ni obdobi sbéru pylu ¢i nektaru véelami (Vela et al., 2007;
Ulsoy et al., 2010). Hlavnimi antioxidacnimi latkami v medech jsou vySe zminéné fenolové
kyseliny, flavonoidy a produkty Maillardovych reakci melanoidy (Sancho et al., 2016). Spolu
s glukozooxidazou, kataldzou, karotenoidy, organickymi kyselinami, kyselinou askorbovou a
specifickymi bilkovinami jsou oznacovany jako antioxidanty medu (Al-Mamary et al., 2002;
Beretta et al., 2005; Blasa et al., 2006; Nagai et al., 2006; Boukraa et al., 2014).

Z hlediska antioxidac¢nich uc¢ink(i ma med vysoky potencial v potravinarském pramyslu,
kde mulZe nahrazovat i dopliovat pfirodni a syntetické antioxidanty pridavané do
zpracovanych zemédélskych produktl, potravinarskych surovin nebo krmiv (Nagai et al.,
2006). In vitro studie prokazuji i inhibi¢ni ucinek na oxidaci sérovych lipoproteini (Gheldof a

Engeseth, 2002; Schramm et al., 2003).

3.1.2.3.  Antimikrobialni aktivita

Jak bylo popsdno v historickych pramenech, med jiz v davnych dobach plsobil proti
mikrobidlnimu agens. S objevem antibiotik se jeho antimikrobidlni vyuziti dostalo spiSe do
pozadi. Dnes jsme v situaci, kdy z rGznych dlvod( vzrista rezistence k antibiotické |é¢bé, a
proto by se jeho antimikrobialni potencial mohl vice uplatnit. (Walsh, 2003; Levy a Marshall,
2004).

Baktericidni a bakteriostatické ucinky medu jsou intenzivné zkoumany po celém svété.
Pro klinické ucely je med nejdfive sterilizovan gamma zarenim, aby byly zni¢eny potencionalni
spory nachazejici se ve vzorcich. (Postmes et al., 1995) Antimikrobidlni aktivita je pak podle
vyzkumUG zavisla na nékolika faktorech, mezi které patfi koncentrace peroxidd vodiku,
methylglyoxalu, vceliho defensinu-1 a dobé plsobeni. (Paulus et al., 2012) Senzitivni jsou pak
predevsim kmeny Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas spp.,

Streptococcus spp., Salmonella spp., Shigella spp. a Proteus spp. (Kwakman et al., 2010; Paulus
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et al., 2010; Paulus et al., 2012) Kromé antibakterialni aktivity byly zdokumentovany také
antivirotické ucinky proti Rubella virim (Zeina et al., 1996), Herpes virGm (Hashemipour et al.,
2014). V nékterych studiich byly prokazany také antiparazitni Ucinky proti Leishmanii (Zeina et
al., 1997) a hlistici Caenorhabditis elegans (Sajid a Azim, 2012). U&inné pdsobeni Slovenskych
med0 proti plisnim z rodu Penicillium (Kacaniova et al., 2011) nebo proti rodu Aspergillus,
Candida a Trichophyton u vzork( med( z [ranu (Katiraee et al., 2014) a imunomodulaéni efekt
pfi aspergillidze u mysi (Nikaein et al., 2014) ddle ilustruje mnohostranné vyuZziti medu

z rznych zemi svéta.

3.1.2.4.  Prebiotické ucinky

Prebiotika jsou latky, které potenciondlné stimuluji stfevni mikrofléru.
Pfedpoklddanym ucinkem je nabidka dostate¢ného mnozstvi vyuzitelné energie symbiotickym
kmenlm bakterii nejen v tlustém stfevé v dusledku fermentace hlavné oligosacharidovych
jednotek. (Parracho et al.,, 2007, Boukraa et al., 2013) Inulinové fruktany,
galaktooligosacharidy a laktuldzy projdou nezménény travicim traktem az do tlustého stieva
(Joanne, 2013), kde jsou dale fermentovany na laktat a nékteré mastné kyseliny s kratkym
fetézcem (Nicholson et al., 2013). Ty jsou poté vstfebavany a vyuzivany epitelidlnimi burikami
stfevni sliznice (Den Besten et al., 2013).

V medu muizeme ocekdvat v zavislosti na jeho pavodu Siroké spektrum oligosacharid(
(Sanz et al., 2005), pricemz velice aktivni se zdd byt vtomto sméru pandza (Popa a Ustunol,
2011). In vitro i in vivo studie prokdzaly pozitivni efekt na rdst symbiotickych bakterii
Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium lactis a dalSich ptibuznych
kmen( (Shamala et al., 2000; Kajiwara et al., 2002; Haddadin et al., 2007; Tejpal et al., 2009;
Landry et al., 2016).

Zajimavou aplikaci m(zZe byt obohacovani mléka a mléénych produktl pravé medem.
V mlécnych vyrobcich medové oligosacharidy podporuiji rist, aktivitu a prospivani laktobacil(
(Altman, 2010). Inhibi¢ni potenciadl proti Listeria monocytogenes, Helicobacter pylori a
Staphyloccocus aureus byl zkoumdn v kozim a kravském mléce (Lucan et al., 2009). Popsané
mechanismy ucinku souvisejici s navazanim oligosacharidli na membranova adheracéni mista
patogennich bakterii a zameazi tak jejich pfisednuti na lidské tkané, jsou velice pravdépodobné

(Boukraa et al., 2013; Altamimi et al., 2016).
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3.1.2.5. Dalsi vyuziti

Cilem nékterych studii na zvifatech bylo ovéreni hypotézy protizanétlivého ucinku
medu. Pfijem medu potkany s onemocnénim stiev se ukazal byt Gcinny v |é€bé stfevni kolitidy
(Kassim et al., 2010). Extrakty z medu i med samotny inhiboval mediatéry zanétu a tim
potlacoval vznik edému u laboratornich krys a kralik( (Kassim et al., 2010; Kassim et al., 2012).
Poziti medu lidmi vykazovalo podobné Gcinky jako poziti laboratornimi zviraty, predevsim pak
redukci prozanétlivych slozek jako jsou tromboxan a prostaglandiny (Al-Waili a Boni, 2003).

Existuji studie zabyvajici se vlivem dlouhodobé konzumace medu na snizovani krevniho
tlaku. Hypertenze je Uzce spojena s kardiovaskularnimi poruchami, které jsou celosvétové na
prvnim misté v pficindch dmrti (Erejuwa et al., 2012). Pokusy na krysach ukazaly pozitivni vliv
na snizovani hypertenze po sedmitydennim podavani krmiva obsahujiciho med a gamma-
aminomaselnou kyselinu (Hiwatashi et al., 2010). Erejuwa et al. zjistili, Ze podavani medu
diabetickym krysam snizuje systolicky tlak mechanismem sniZovani oxidativniho stresu
v ledvinach redukci hladiny malondialdehyd(i. Angiotensin | konverzni enzymy maji za ukol
katalyzovat vznik angiotensinu Il, ktery je zndmy nejen svym silnym vasokonstrikénim uc¢inkem
(Chappell, 2015), ale i vyznamnym vlivem na endotelidlni aktivitu a dysfunkci u obéznich
jedincl (Schinzari et al., 2018). Pravé med vykazuje tyto ACE inhibi¢ni ucéinky (Nagai et al.,
2012; Leon-Ruiz et al., 2013).

3.2. Nezadouci kontaminanty v medu

Mezi hlavni kontaminanty spojené svyrobou nebo skladovanim patfi 5-
hydroxymethylfufural (HMF) jako produkt Maillardovy reakce spojené stepelnym

zpracovanim (Khalil et al., 2010).

Pyl z urcitych druhl rostlin miZe mit na lidsky organizmus psychoaktivni a toxické
ucinky, prestoze je pro populaci véel a jejich larev neSkodny. Tyto kontaminanty patfi mezi
sekundarni metabolity rostlin, které jsou v potravinach obecné velmi rozsirené (Edgar et al.,

2011).
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3.2.1. Hydroxymethylfurfural

Sterilaci a zahfivanim medu Ize prodlouzit jeho trvanlivost, obnovit svézest a zajistit na
prvni pohled kvalitni med. Zahtfatim medu vSak mlzZe dojit ke ztratam cennych termolabilnich
latek, jako jsou vitaminy a nékteré esenciadlni aminokyseliny (Borrelli a Fogliano, 2005; Van
Boekel et al, 2010). Vedle ztraty nutri¢nich vlastnosti tak mohou vznikat nezadouci latky, které
nejsou vmedu béiné pritomny. Nékteré znich jako hydroxymethylfurfural, ale i
heterocyklické aminy, nitrosaminy a polycyklické aromatické uhlovodiky predstavuji urcité

riziko pro lidské zdravi (Skog et al, 1998).

Hlavnim indikdtorem snizené kvality medu v dasledku zahfivani je pravé
hydroxymethylfurfural. Je to cyklicky aldehyd, ktery se spontanné tvofi Maillardovou reakci
nebo v disledku dehydratace kysele katalyzovanych hexoz (Belitz et al., 2009). Dlkazem zmén
v zahtatych, Spatné skladovanych nebo velmi starych medech mizZe byt skutecnost, Ze
v medech cerstvych a spravné uchovanych hydroxymethylfurfural pfitomen neni (Askar,

1984).

Codex Alimentarius zavadi v roce 2000 maximalni mozny obsah HMF na 80 mg/kg.
(Alinorm 01/25 2000). Pfitom doporuceni Evropské unie jsou prisnéjsi a pro med pochazejici
z jinych, nez tropickych oblasti doporucuji pouze 40 mg/kg, z tropickych pak stejnou hodnotu
jako Codex Alimentarius - 80 mg/kg a pro medy s nizkou enzymatickou aktivitou pak pouze 15
mg/kg (EU smérnice 110/2001). Pro medy z tropickych a subtropickych oblasti jsou limity
méné prisné vzhledem ke skutecnosti, Ze se zde HMF diky teplotnim podminkam béziné
vyskytuje (Sodré et al., 2011). Zajimavé je, Ze kromé vyssi teploty pfi zpracovani ma pozitivni
vliv na obsah HMF také pridavani komercénich cukr( pfi falSovani (Fallico et al., 2006; Belay et
al., 2013; Pentos a Deta, 2017). Hodnoty HMF rostou s nizsim pH medu ¢i pti styku s Zeleznymi
obaly (Gokmen a Morales, 2014). Bath a Singh (2001) poukazali na rozdilné obsahy HMF po
zahtati v medech pochazejicich z rlizné flory. V souvislosti se vznikem HMF v medech je také
diskutovana stabilita hexdz. Glukdza jako alddza tvofi stabilnéjsi kruhové struktury a je obecné
méneé reaktivnéjsi nez fruktoza (ketdza) (Kister, 1990). Urcitou roli tedy hraje i pomér glukdzy

a fruktozy v medu (Kesic et al., 2014).
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Khalil et al. zjistovali hodnoty HMF v medu z Malaysie. Pro stanoveni pouZzili tfi
analytické  metody: spektrofotometrickou metodu dle White (1979), starsi
spektrofotometrickou metodu dle Winkler (1955) a HPLC sabsorpénim detektorem
(fotodiodové pole). V medech skladovanych do Sesti mésicli se hodnoty HMF pohybovaly
v rozmezi 2,80 — 24,87 mg/kg. Nicméné ve stejnych vzorcich skladovanych od 12 do 24 mésic(
jeho hodnoty znacné prekracovaly povolenou mez pro bezpecnou konzumaci ¢lovékem.
V déle skladovanych medech nalezli po odecteni statistickych odchylek 118,47 — 1139,95
mg/kg HMF, coZ je v nékterych pripadech vice jak desetindsobné mnozstvi, nez je povolené
pro tropické medy. Kalabova et al. (2003) provadéli podobny vyzkum na ¢eskych medech.
Zjisténé hodnoty vSak nebyly tak vysoké. BEéhem prvnich dvou let neprekrocil ani jeden z 56
vzork( povolené hodnoty 40 mg/kg HMF. Béhem nasledujiciho roku vsak 32 vzorkl tento limit
prekrocilo. Bylo potvrzeno, Ze hodnoty koncentrace HMF koreluji se stafim medu. Bartdkova
et al. (2011) studovala v letech 2004-2011 vliv ohfivani medu pomoci mikrovinné trouby.
Pokus byl provadén na 22 vzorcich medi od ¢eskych véelafl z let 2004 a 2006, ve dvou fazich,
vidy nasledujici |éto po vymetdani. Po zahfivani medu mikrovinami po rliznou dobu pfi rGzném

vykonu hodnoty HMF nijak vyrazné nevzrostly.

3.2.2. Sekundarni metabolity rostlin

Termin sekundarni metabolit zahrnuje pfirodni chemické latky produkované
rostlinami, houbami a jinymi organizmy, které se neucastni procest primarniho metabolizmu
(Pichersky a Gang, 2000), ale uplatiiuji se zejména pfi jejich interakcich s okolnim prostfedim.
Jsou charakterizovany jako organické slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti a velkou
strukturni rozmanitosti. Jedna sloucenina je Casto typicka pouze pro velice omezeny pocet
druhl nebo rodli (Berenbaum 1995, Agrawal a Weber 2015). Sekundarni metabolity rostlin se
hromadi v jejich pletivech, nektaru nebo pylu (Lucchetti et al., 2016). Tyto metabolity maji
rzné uplatnéni, predevsim pak plni obranou funkci pred plisnémi, bakteriemi, hmyzem a
jinymi ZivoCichy (Schoonhoven et al., 2005). Existuje urcita teorie optimalni obrany, kterd
predpovida korelaci mezi hodnotou tkdné a Urovni obrany tak, Ze distribuce sekundarnich
metabolitl jako defenzivnich chemickych slouc¢enin mlZe byt omezena pouze na kriticky
vyznamné tkané (McCall a Fordyce, 2010; Cook et al., 2013). Toxické metabolity se ale
vyskytuji také v pylu. Zde je jejich role hlie vysvétlitelna — pyl je mimo jiné, odménou pro
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opylovace, tudiz by nemél byt nijak toxicky. Je mozné, zZe je takto pyl v kvétech chranén pred
ostatnimi Zivocichy a selektovan pouze pro urcity druh opylovacli (Manson et al., 2012; Irwin

et al. 2014; Tiedeken et al. 2016).

Sekundarni metabolity mohou byt pfitomny v medu pravé v obdobi, kdy vcely sbiraji
pyl z kvétli obsahujicich tyto rostlinné toxiny. Toxické ucinky pro ¢lovéka jsou prokazané u rady
latek nalezenych v medu. Kromé dobfe zndmych pyrrolozidinovych alkaloidd maji
prokazatelné toxické ucinky také grayanotoxin, hyoscin a hyscyamin (Reid, 2011), tutin
(McNaughton a Goodwin, 2008), oleandrin nebo oleandigenin (Graeme, 2007). Pfed vice nez
20 lety bylo zjisténo, Ze vcelstva mohou produkovat takto psychoaktivni a toxicky med, aniz
by tyto latky jakkoli ovliviiovaly jejich zpUsob Zivota a Zivotni funkce (Mayor, 1955). Napfiklad
med shromazdovany v oblastech kultivace opiového maku md vyznamné narkotické a
analgetické ucinky (McAlpine, 2002). Med vyprodukovany z kvétin celedi Ericaceae a
Solanaceae muzZe vést k intoxikaci diky obsahu solanin(, glykoalkaloid(, saponin( a atropinu
podobnych latek (Palmer-Jones, 1965). Podobné toxické ucinky mlze vykazovat naptiklad také
med z rostliny Senecio jacobaea diky pritomnosti hepatotoxickych pyrozillidnich alkaloid(

(Deinzer et al., 1977).

3.2.2.1.  Pyrrolizidinové alkaloidy

PA jsou toxické sloucéeniny, které produkuji rostliny jako obranny mechanizmus proti
bylozravclim, jejichz metabolity se mohou nevratné vazat na tkan jater a dalsi tkané Zivotné
dllezitych orgdnl (Harborne a Moss, 1972; Wiedenfeld, 2011). Vysoké obsahy téchto toxin(
u kojenct a plodu matky mohou zpUsobit progresivni chronickou toxicitu (Edgar et al., 2002).
Jsou syntetizovany vice nez 6000 rostlinami (Betterridge et al., 2005) cozZ jsou témér 3 %
kvetoucich rostlin (Edgar et al., 2011). Dosud bylo popsano vice nez 600 téchto PA, které se
pfirozené vyskytuji v rostlinach (EFSA, 2007; Oplatowska et al., 2014), pficemz asi polovina je
toxicka pro zvirata a lidi. Chronické otravy takto kontaminovanymi potravinami mohou
zpUsobit jaterni cirhozu, plicni hypertenzi a pravdépodobné i rakovinu. (Edgar et al., 2011)
V medech mlzeme nalézt PA hlavné v ¢eledich rostlin jako Apocynaceae, Asteraceae,
Boraginaceae a Fabaceae (Dibecke et al., 2011; EFSA, 2011; Valese et al., 2016). Jejich
distribuce v rdmci rostliny je zavisla na celedi, rostlinném orgdnu, sezéné a lokalité (Bodi et al.,
2014).
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Matteo et al. ve své studii ze Svycarska z roku 2016 zkoumali obsahy rdznych PA
z rostliny Echium vulgare. Méli k dispozici celkem devét vzork( ze dvou stanovist, ve kterych
stanovovali PA typicky pro pyl a pro nektar z hadince. Koncentrace ve vSech vzorcich nebyly
zanedbatelné, avsak po pfifazeni jednotlivych typ( PA zjistili, Ze med obsahoval predevsim
nektarovy a nikoli pylovy typ alkaloidd z hadince. Vyvraci tak predeslé studie, které povazuji
za hlavni zdroj PA pravé pylova zrna (Boppré et al., 2005; Kempf et al., 2011). Toto zjisténi je
dllezité predevsim z divodu ucinnosti navrhované metody odstranéni skodlivych PA pomoci
filtrace pylu z medu (Kast et al., 2014). Na zakladé téchto studii (Lucchetti et al., 2016; Matteo
et al., 2016) se zda byt efektivnéjsSim feSenim vyrazeni rostlin produkujicich PA z fléry oblasti

v€elstev nebo naopak.

3.2.2.2. Grayanotoxin

Grayanotoxin, zndmy také jako andromedotoxin, acetylandromedol nebo rhodotoxin,
je ve spojeni s medem Siroce diskutovdn odbornou verejnosti. Je obsazen zejména v listech a
kvétech rostlin ¢eledi Ericaceae zahrnujici napfiklad Rhododendron, Pieris nebo Agarista a
Kalmia (These et al., 2015). Tyto rostliny se vyskytuji pfedeviim v oblastech kolem Cerného
more, ale i vJaponsku, Brazilii nebo Severni Americe (Constantine et al., 1967). lJen z

rhododendron( bylo izolovano vice jak 25 izoforem grayatoxin( (Qiang et al., 2011).

Toxicita grayatoxinu spociva v jeho schopnosti vazat se na receptory sodikovych kandld
uvnitf bunky (Seyama et al., 1988), kde jeho vazba g zabranuje inaktivaci sodikového kanalu,
coz udrzuje bunku v depolarizovaném, tedy aktivovaném stavu (Maejima et al., 2003; Gunduz
et al., 2007). NejcastéjSim vazebnym mistem pro grayanotoxin v pokusech provadénych na
zvitatech jsou neurony (Onat et al., 1991), z cehoZ plyne jeho zafazeni mezi neurotoxiny a
typické toxické pusobeni s pfislusSnymi symptomy (These et al., 2015). Med obsahujici
grayanotoxin je také nazyvany jako ,,mad honey” (Jansen et al., 2012). Recky bojovnik Xenofon
v roce 401 pt. n. |. zaznamenal otravu takto kontaminovanym medem u celé armady vojaku.
Popisované skutec¢nosti se nijak zvlast nelisi od dnesnich medicinskych a toxikologickych
poznatk( (Sonka, 1974). Otravy zp(isobené timto medem jsou typické hypotenzi, bradykardii,
nevolnosti, zmatenosti a zvracenim (Jansen et al., 2012). Tato otrava se velmi podoba
cholinergnimu syndromu. (Bilir et al., 2017) V nékterych ptipadech je pfitomné rozmlzené

vidéni aZ halucinace (Kurtoglu et al., 2014). V nizkych koncentracich se mlzZe projevit jako
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afrodiziakum nebo mlzZe mit potencidlni medicinsky vyznam pro lé¢bu kardiovaskularniho

systému (Demircan et al., 2009).

Zavaznost intoxikaci grayanotoxinem z medu je variabilni a zalezi na ddavce a
koncentraci. NejcastéjSimi konzumenty jsou pfitom muzZi stfedniho véku a otravy se tlumi
podanim atropinovych injekci (Silici a Timucin, 2015). Otravy vznikaji hlavné v regionech okolo
Cerného more, kde je med z rhododendron(i uzivan v rdmci alternativniho Ié¢itelstvi jako 1ék
na hypertenzi, diabetes mellitus nebo jako afrodiziakum (Gunduz et al., 2007; Koca a Koca,
2007). Grayanotoxin je v medu velmi stabilni; ani po 6 mésicich se jeho hodnoty nijak vyrazné

nezménily (Kurtoglu et al., 2014).

3.2.3. Ostatni kontaminanty

Dalsimi kontaminanty v medech jsou napfiklad tézké kovy. Pfitomnost olova, kadmia a
arsenu je zajimava z hlediska moznosti vyuziti véeliho spoleéenstva jako bioindikatoru okolni
kontaminace (Jones, 1987). Této skutecnosti muze byt vyuZito pfi monitoringu Zivotniho
prostiedi v okoli tepelnych elektraren (Silici et al., 2013). Pfi téchto analyzach je vSak velmi
dllezité brat v potaz rdznou distribuci tézkych kov(i v orgdnech rostlin, relativni kvantifikace
je tedy jen ztéZi mozna (Sitarz-Palczak et al., 2015). Kontaminace tézkymi kovy mize vzniknout
i pfi manipulaci s medem (Corredera et al., 2014; Bartelme, 2016). Analyzované vzorky
z nékolika regionl zatizenych zemédélskou ¢innosti nicméné vykazuji hodnoty nizsi, nez jsou
limity detekce (Bartalme, 2016; Aljedani et al., 2017; Altun et al., 2017). Studie, kterd zkoumala
obsahy tézkych kov(i v medech a véeldch z ulli pobliz tepelnych elektraren v Turecku, nezjistila

zadné vyssi koncentrace tézkych kova ve vzorcich meda (Silici et al., 2013).

Polycyklické aromatické uhlovodiky jsou antropogennimi kontaminujicimi latkami
v Zivotnim prosttredi. Potencionalné vykazuji mutagenni nebo karcinogenni ucinky (Ciemniak
et al., 2013; lwegbue et al., 2016). Tyto latky mohou byt pfitomny v medovych produktech
hlavné pii Spatné a nezodpovédné manipulaci (Corredera et al.,, 2014). Polycyklické
aromatické uhlovodiky maji hydrofobni povahu a jsou tudiz v medu, ktery je polarni povahy,
akumuluany pouze v omezené mite (Perugini et al., 2009; lwegbue et al., 2016). Nicméné
kontaminace med( z méstskych region( je vyssi neZz v horskych fidce obydlenych ¢astech

(Dobrinas et al., 2008).
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Perflouroalkyly a polyfluotoalkyly (zkrdcené PFA) jsou syntetické organoflourové
slouceniny Siroce pouZivané priimyslové a spotrebitelské sfére (Kissa, 2001). Tyto latky maji
vSechny nebo témér vSechny atomy vodiku nahrazeny atomy fluoru. Lze je v zdsadé rozdélit
na dvé hlavni skupiny — perfluoralkylkarboxylové kyseliny a perfluorsulfonaty (Buck et al.,
2011). Vzhledem k sile vazby mezi uhlikem a fluorem jsou vysoce persistentni a odolné vidi
biologické degradaci (Stahl et al., 2011). PFA jsou hojné pouZivané v pracich prascich,
repelentnich pripravcich a v mastnoté odolnych papirovych obalech (Rao a Baker, 1994). Jejich
pouziti je mozné také v hasicich pfistrojich na haseni vysoce hoflavych kapalin (Taylor, 1999)
a fadé dalSich aplikaci (US EPA, 2002). Expozice Clovéka spocliva zejména v konzumaci
kontaminovanych potravin, napoji nebo vdechovani. EFSA zkoumala v letech 2000-2009
jejich ptitomnost ve 4881 vzorcich rlznych potravin, z toho ve 30 vzorcich medu. V téchto
medech byly sledovany pouze dvé slouceniny a pozitivni byly pouze tfi vysledky. EFSA také
vyzyva Evropské staty k testovani potravin za Uucelem monitoringu a zlepSeni analytickych
metod v této oblasti (EFSA, 2011). Na tuto vyzvu reagovala toxikologicka studie z roku 2016,
v ramci niz bylo analyzovdno 26 vzork(i med( z vybranych zemi severni, jizni a vychodni
Evropy. Dle doporuceni Evropské komise Cislo 161 z roku 2010 byl kvantifikovan obsah deseti
sloucenin PFA na LC/MS-MS a pouze ve dvou medech z Anglie a Francie nebyly detekovany
zadné PFA. Ze zavéru studie vyplyvd, Ze vyssi koncentrace PFA jsou hlavné v medech

pochdézejicich z jihoevropskych zemi (Italie a Spanélsko) (Surma et al., 2016).
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4. Hledané organické kontaminanty v medu

Z pohledu problematiky organické kontaminace medu jsou dilezita predevsim
antibiotika pouZivand pro Iécbu bakteridlnich chorob a parazitickych onemocnéni vcel (Fujita
a Kazuhiro, 2014). Do obéhu produkce medu vstupuiji také pesticidy jako reseni proti sk{idctm,
houbovym chorobdm a dalSim biologickym hrozbam v zemédélstvi (Pang et al., 2006; Cieslik

etal.,, 2011)

4.1. Antibiotika

Nejcastéji se vyskytujicimi véelimi chorobami jsou Evropsky (Melissococus plutonius) a
Americky (Paenobacillus larvae) mor vceliho plodu (Kivrak et al., 2016). Mor, ale i varoaza a
dalsi nakazy vcelstev mohou byt ucinné lé¢eny bézné pouzivanymi antibiotiky jako jsou
sulfonamidy, tetracykliny, nitrofuranovymi derivaty nebo makrolidy (Reybroeck et al., 2012).
Prvni aplikace antibiotik ve vcelich Ulech se datuje kolem roku 1940 (Kimmerer, 2009), od
roku 1950 je pak hlavné v americkych statech pfimichdvadn oxytetracyklin do cukrového
pfikrmu vcel (Tian et al., 2012). V Evropské unii jsou jiz tyto veterindrni pripravky pro lécbu
véel zakazany dle nafizeni 37/2010 (Commission Regulation 37/2010, 2010) a medy by tedy
nemély obsahovat 7adna rezidua (Council Regulation 2377/90, 1990). Nicméné chybi zde
urcitd harmonizace se zemémi tfetiho svéta a navic je zdokumentovdno mnoho pfipadu
nedovoleného zachazeni stémito léCivy jak vrozvojovych zemich svéta, tak i na Uzemi

Evropské unie (Reybroeck et al., 2012).

Aplikace antibiotik ma na kvalitu medu znaény dopad, jelikoZz koncentrace rezidui
dosahuji az nékolika mg/kg (Reybroeck, 2017). Nejvyssi koncentrace jsou v medu
detekovatelné pfriblizné do jednoho tydne po aplikaci, poté postupné klesaji, ale rezidua
vétsiny antibiotik jsou detekovatelna dokonce i rok po aplikaci IéCiva (Reybroeck et al., 2012).
Data z RASFF portalu ukazuiji, Ze v celych 71 % ze zachycenych importovanych med figurovaly
nalezy antibiotickych rezidui (Galarini et al., 2015). Rezidua antibiotik mohou pfimo ovlivnit
konzumenta, protoze zpUsobuji predevsim alergické reakce u senzitivnich osob (Wypych a
Marsland, 2018), nékteré plsobi cytotoxicky na lidské jaterni bunky (Viluksela et al, 1996) a
mohou byt indukovat rezistentni kmeny bakterii (Tillotson et al., 2006) nebo inhibovat vyvoj a

rast kostry (Aramvash et al., 2017). Nitrofurany pak maji potencionalné karcinogenni efekt
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(Reybroeck, 2014). Nékterd antibiotika, jako napfiklad tetracykliny, amfenikoly a dalsi, se
mohou pfirozené vyskytovat v pfirodé. Jsou syntetizovdana rodem aktinobakterii
Streptomyces. Napfriklad rezidua amfenikolovych antibiotik pak mizeme nalézt v rostlinach
(Berendsen et al., 1955), plodinach (Berendsen et al., 2013) i ZivociSnych produktech
(Yanovych et al., 2014). Pozoruhodny je nalez amfenikolového antibiotika v neregistrovanych
pfipravcich pro IéCbu parazitického roztoce Varroa destructor. Yanovych et al. (2017) méli za
ukol otestovat pdsy vkladané do Ulu na rezidua chloramfenikolu. Pasy nevykazovaly pozitivitu
chloramfenikolu na ELISA kitu, ale pomoci LC-MS/MS analyzy byli schopni detekovat
koncentrace az 34,4 ug/kg. Pfitom mimo IéCbu véelich chorob je chloramfenikol zakazany pro
pouziti v Zivocisné produkci nejen v USA, Kanadé a EU, ale od roku 2002 i na Ukrajiné. Ve
srovnani s jinymi potravinami se rezidua antibiotik v medu nachazeji mnohem castéji hlavné
kvlli skutecnosti, Ze nejsou aktivné metabolizovany véelami, a navic v medu vydrzi i dlouho

po jejich aplikaci v ulech (Reybroeck, 2017).

4.2. Pesticidy

Aplikace pesticidli je dlleZitou soucasti zemédélstvi od nepaméti; jiz v dobach
starovékého Recka aRima byly pouzivany latky omezujici $kiidce (Jeong et al., 2012). PouZiti
modernich pesticidi se vSak datuje az zacatkem 19. stoleti (Berg a Tam, 2018). Aktualné
existuje na trhu v Evropské unii vice nez 1100 registrovanych pesticidd (EU Pesticides
database, 2018). Tyto pesticidy hraji daleZitou roli pfi zvySovani zemédélské produkce
(Kolberg et al., 2011), proto jejich spotieba v poslednich desetiletich vyrazné vzrostla (Llorent-
Martinez et al., 2011). Navzdory pfinosu jsou zodpovédné za kontaminaci ovzdusi, pady (Fang
et al., 2018), vody (Anderson et al., 2018) dokonce i medu (Tosi et al., 2018) a ostatnich
potravin (Koch et al., 2017). Alarmuijici je, Ze vice nez 98 % insekticidl a az 95 % herbicidd
vlibec nedosahne svého cilového druhu (Llorent-Martinez et al., 2011). Evropska komise
stanovila maximalni limity rezidui pesticidd v medech. Nicméné néktefi autofi se domnivaji,
Ze med musi byt bez jakychkoliv chemickych a biologickych kontaminaci, aby byl bezpeény pro
lidskou spotfebu (Pinho et al. 2010).

Med muzZe byt kontaminovan bud pfimo nebo nepfimo. Pfima kontaminace vznika
v dUsledku pouZziti akaricid( pro hubeni parazitického roztoce Varroa jacobsoni (Ruffinengo et

al., 2005; Sata et al., 2005) nebo parazitické houby Ascosphaera apis (Blasco et al., 2011).
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Nepfimo mohou med kontaminovat pesticidy v pfikrmu vcel (Faucon et al., 2005; Kujakowski
a Namiesnik, 2011) nebo samotné vcely, které donesly pesticidy do Ulu z prostfedi oSetfeného
nebo kontaminovaného pesticidy (Silvina et al., 2017). Znaénym problémem jsou chlorované
pesticidy (DDT, benzen hexachlorid, methoxychlor), protoZze jsou velmi persistentni diky své
nizké rozpustnosti a malé reaktivité (Wang et al., 2007). | kdyz je jejich vyroba, uziti i likvidace
ve vétsiné pripadl zakdzana (Hung a Thiemann, 2002), rezidua v environmentalnim prostredi
jsou stale pritomna (Guzella et al., 2005). Problémem je jejich vysoka akumulace v rostlinach.
Urover bioakumulace m(ize dosdhnout a? tisicindsobného mnoistvi ve srovnani s jejich
koncentracemi ve vodé a ovzdusi (Blasco et al., 2003). Do lidského potravinového retézce se
dostavaji nejenom prostrednictvim tuénych potravin, ale i prostfednictvim medu (Blasco et al,

2004; Yavuz et al., 2010; Kujawski et al., 2012; Malhat et al., 2015).

5. Moderni analyza organickych kontaminantt v medu

Pro analyzu organickych kontaminantl v medu se dnes pouZivaji rlizné metody
v odliSnych modifikacich. Nékteré metody jsou designované na odhaleni co nejvyssiho
mnozstvi organickych kontaminantl (Pang et al., 2006), jiné jsou vice specifické se zamérenim
na jednotlivé tfidy téchto latek (Jovanov et al., 2015).
Existuji i metody, které kombinuji analyzy pesticid(, antibiotik (Lehotay et al., 2006) nebo
polychlorovanych bifenyld (Al-Alam et al., 2017). Kvalita vysledk( je vdzana nejen na spravnou
interpretaci, ale i na vhodny vybér analytické metody (Garcia-Chao et al., 2010). Bez ohledu
na typ metody vyZaduji moderni analytické metody organickych kontaminantl v medu

alespon tfi zakladni kroky — extrakci analytd ze vzorku, separaci a detekci (Tette et al., 2016).
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5.1. Homogenizace, extrakce a purifikace

Zasadnim krokem v celém rozsahu analyzy je pfiprava vzorku. Obecné je to ¢asové
narocny proces, pfi kterém i malé chyby vyznamné ovlivni findlni vysledky (Kujawski a
Namiesnik, 2011). Hlavnim cilem pfipravy vzorkd medu je extrakce co nejvyssiho mnozstvi
rGznych organickych kontaminant(, odstranéni interferujicich latek pro zlepsSeni selektivity a
koncentrace hledanych analytl (Hercegova et al., 2007). Pfiprava vzorku medu pred
samotnym mérenim je nutnd vzdy. V medu se totiz nachazi vice nez 300 latek, které mohou
analyzu rdznym zplsobem ovlivnit (Kujawski a Namiesnik, 2008). Mezi nejcastéji interferujici
latky patti sacharidy, pigmenty a lipidy (Rissato et al., 2006). Cilem pfipravy vzorku v moderni
analyze je nalézt jednotny protokol, ktery poskytne vysokou vytéZznost vSech hledanych
kontaminantl (Wiest et al., 2011) a zaroven bude bezpecny, rychly, snadny a levny (Barganska
et al., 2013). Existuji jak zabéhnuté konvenéni metody (LLE, SPE, QUEChERS) pouZivané pro
analyzu kontaminant(i v medech i jinych matricich, tak i moderni miniaturizované metody
(SPME, DLLME, IS-DLLME, SBSE, MSPE) hledajici nové pfistupy pro jednodussi a rychlejsi

stanovovani rezidui riznych chemickych tfid pfi nizké spotfebé chemikalii.

5.1.1. LLE

v

Extrakce z kapaliny do kapaliny je nejbéinéjSi extrakcni a purifika¢ni technikou
pouzivanou pro stanoveni rezidui pesticidl v medu (Pirard et al., 2007). Pro LLE techniku je
typické pouziti velkého mnozstvi vzorku a vétSiho objemu rGzné toxického organického
rozpoustédla (Anthemidis a loannou, 2009). Nejpouzivanéjsimi organickymi rozpoustédly pro
LLE medu jsou ethylacetdt, acetonitril a methanol (Tette et al., 2018). Pro extrakci mlze byt
pouzit i ether (Yavuz et al., 2010) nebo kombinace rozpoustédel v riznych pomérech (Pinho
et al., 2010). BohuZel vicendsobna extrakce a manipulace se vzorky tuto metodu ¢ini velice
nachylnou na znecisténi a vznik chyb (Pena-Pereira et al., 2009). Pfi optimalizaci extrakce jak
pro pesticidy i pro antibiotika Debayle et al. (2008) pridavali jeden extrakéni krok navic s
pridavkem kyseliny chlorovodikové. Kyselina chlorovodikova i jiné kyseliny se v extrakénich
metodach pouzivaji pro vyvazani sulfonamid( z jejich vazby na sacharidy pomoci kyselé
hydrolyzy (Sheth et al., 1990), naopak pesticidy a antibiotika tetracyklinového typu jsou

nejlépe extrahovany pfi neutralnim pH (Blanchflower et al., 1997; Lindsey, 2001).
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LLE je casto jeSté kombinovdna s procisténim pomoci SPE (Choudhary et al., 2008;
Debayle et al., 2008) s pouzitim béZznych sorbentl jako je MgSOQa, silikagel, florisil nebo PSA
(Bezerra et al.,, 2010; Moniruzzaman et al., 2014; Orso et al., 2015). Inovaci tohoto typu
extrakce je pouziti LLE-LTP (nizkoteplotni tekuté kapalné extrakce), pfi které se vzorek rozpusti
mezi dvé nemisitelné kapalné faze s rdznymi body tuhnuti a po zchlazeni je kapalna faze
odebrana, pficemzZ nerozpustné Iatky zlstavaji ve fazi tuhé. Pouzivanymi rozpoustédlymohou
v tomto pfipadé byt napf. acetonitril/voda (Goulard et al., 2008) nebo acetonitril/ethylacetat

(Pinho et al., 2010).

5.1.2. SPE

Extrakce na pevné fazi je zaloZena na principu navazani hledanych analytd na pevnou
fazi a nasledné eluci téchto analytl vhodnymi rozpoustédly (Pirard et al., 2007). Kombinuje
postupy extrakce a purifikace v jediném kroku a poskytuje tak procisténé extrakty, které lze
pfimo analyzovat chromatografickymi metodami (Amendola et al., 2011). Hlavnimi vyhodami
jsou jednoduchost, robustnost a nizka spotieba rozpoustédel (Johnson et al., 1991). Napriklad
pfi pouZiti kolonek s florisilem byl pro extrakci pouZit pouze 1 g medu a 3 ml smési metanolu

a vody (v poméru 1:9), pficemz vytéZnost byla od 89,9 — 102,4 % (Garcia-Chao et al. 2010).

5.1.3. QUEChERS

,»Quick, easy, cheap, effective, rugged, safe” neboli ,rychle, snadné, levné, efektivng,
robustné a bezpecné” je vyznamem zkratky QUEChERS. Tuto metodiku, ktera klade velky dlraz
na dynamiku postupu a aplikovatelnost v jakékoliv laboratofi diky zjednoduseni jednotlivych
krok(, vyvinuli Anastassiades et al. (2002). Diky své robustnosti se stal protokol velmi
populdrnim pro ptipravu vzorkd v mnoha studiich po celém svété (Cieslik et al., 2011). Postup
nahrazuje mnoho slozitéjsich krokt v tradi¢nich metodach snadnéjsimi (Kolberg et al., 2011).
Technika QUEChERS je hojné pouzivana pro analyzy pesticidli v potravinach a je nejcastéjsim
postupem pro pripravu vzorku medu (Kolberg et al., 2011; Sampaio et al., 2012; Kujawski et
al., 2014; Tette et al., 2016; Al-Alam et al., 2017).

Ptesto, Ze originalni verze od Anastassiades et al. (2002) poskytovala vynikajici vysledky
pro stovky pesticidll v riznych matricich, dalsi experimenty poukazaly na rozdilnou vytéznost

pesticid( v zavislosti na pH matrice (Anastassiades et al., 2003; Paya a Anastassiades et al.,

24



2007). Nékteré studie proto pfi testovani vzorkd medu snizuji pH pomoci pufrl (Orso et al.,

vevys

neutralizuji pfidanim fosfatl a hydroxida (Shendy et al., 2015).

Calatayud et al. (2016) porovnavali efektivitu extrakce pesticidli modifikovaného
QUECHERS (Wiest et al., 2011; Niell et al., 2015; Calatayud-Vernich et al., 2016), SPE (Blasco et
al., 2011) a ptimou extrakci (Ghini et al., 2004) na matricich medu a vcel. Dospéli k zavéru, ze
cena je nejnizéi pravé u QUEChERS, nasledné u SPE a nejdraZii je pouziti metody LLE. Casové
je opét nejuspornéjsi metoda QUEChERS, jejiz provedeni trva 30-40 minut, metoda SPE muZe
byt provedena béhem 60-90 minut a metoda vyuZivajici LLE je ¢asové nejnarocnéjsi a jeji
realizace trva 150-180 minut. U medu byla nejvyssi vytéZznost v protokolu SPE 85 % (+/- 12 %
RSD), poté 81 % (+/- 20 % RSD) u QUEChERS a nejnizsich 75 % (+/- 13 % RSD) s pouZitim LLE z

matrice vcel ve stejnych koncentracich.

5.14. Dalsi extrakéni a purifikacni metody

Pro analyzu organickych kontaminantl medu jsou pouzivany i dalSi modifikace
uvedenych metod s dlirazem na ekologickou a ekonomickou stranku (Chen et al., 2008; Yu a
Hu, 2009; Du et al., 2013; Vichapong et al., 2015; Zali et al., 2015). Pfi téchto metodach je
vyhodou predevsim nizkd spotfeba rozpoustédel a rychlost pfipravy vzorku.

Minimalistickou metodou je SPME (Solid phase microextraction). Kombinuje proces
vzorkovani, extrakce bez nebo s minimalnim pouzitim organickych rozpoustédel. Principem je
absorpce latky na tuhou fazi nachdazejici se na kovové jehle, ktera je ponofena do
rozpusténého vzorku (Artur a Pawliszyn, 1990). Napf. pfi experimentalni analyze stopovych
mnozstvi 7 pesticid( o rizné polarité pomoci nanovlakna z polystyrenu bylo po optimalizaci
dosazeno az 100 opakovani bez fyzického poskozeni a ztraty vytéznosti (Zali et al. 2015).

DLLME (Dispersive liquid liquid microextraction) je rychla metoda s UpIlné minimalni
spotfebou rozpoustédel vyvinuta Rezaee et al. (2006), pomérné casto pouZivana pro
stanoveni pesticidi v medu (Tette et al., 2015). Do vodného roztoku medu je aplikovdna smés
extrakéniho a disperzniho rozpoustédla, po centrifugaci je oddélené usazené extrakcni

rozpoustédlo odebrano a analyzovano (Chen et al., 2008).
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Modifikovanou metodu IS-DLLME (Incoupled Syringe-Dispersive liquid liquid
microextraction) vyvijeli Vichapong et al. (2015) pro stanoveni neonikotinoid( v medu. PouZiti
dvou injekénich strikacek postavenych proti sobé a pouze 100 pl 1-oktanolu jako extrakéniho
rozpoustédla dosahli limitu detekce od 0,25-0,5 ng/I.

SBSE (Stir bar sorptive extraction) je provadéna michanim roztoku vzorku michadlem
pokrytym sorbentem po stanoveny cas pfi dané rychlosti michani (Baltussen et al., 2002).
Metoda je dobrou alternativou ke konvenc¢nim metodam. Vyhody pro analyzy
organofosforovych pesticidd v matricich medu jsou: vysokd vytéZznost, dobrd
reprodukovatelnost a pohodIné provedeni (Yu a Hu, 2009).

Safafik a Safafikova (1999) vyvinuli extrakéni metodu zaloZzenou na magnetickych nebo
magnetizovatelnych adsorbentech. MSPE (Magnetic solid-phase extraction) byla testovana
v Ciné na vzorcich medu a &aje, kdy byly pomoci uhlikovych nanotrubic plnénych feritickym
kobaltem stanovovany organochlorové pesticidy Du et al. (2013). Metoda ma vysokou
extrakéni schopnost i vysokou vytéznost, a tudiz i nizky detekéni limit. Kromé toho maji
hydrofobické nanotrubice velkou adsorpcéni kapacitu a na celou extrakéni proceduru se

spotfebuje malé mnoZstvi méné toxickych rozpoustédel.

5.2. Separace, ionizace, detekce

K separaci a detekci organickych kontaminantl v medech se pouZivda nékolik
separacnich a detekénich technik. Hlavnim poZadavkem techniky je zajisténi vysoké selektivity
i citlivosti (Masia et al., 2016). Volba spravné separacni techniky zavisi na zkoumaném analytu.
Organické kontaminanty mohou byt jak tékavé a termostabilni slouceniny, tak i netékavé a
termolabilni (Kujawski et al., 2014). Pro analyzy jsou voleny predevsim chromatografické
systémy s raznymi detekénimi systémy, pravé v zavislosti na tepelné stabilité a tékavosti latek,
kromé polarity ¢i velikosti molekul. Moderni analyza organickych kontaminantl se dnes
neobejde bez hmotnostni spektrometrie, ktera v poslednich letech dominuje v analyzach

Sirokého spektra latek po celém svété.
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5.2.1. Hmotnostni spektrometrie

Prvni zminky o méreni stabilnich izotop( Sirokého spektra neradioaktivnich latek byly
v roce 1918 prezentovany F. W. Astonem pomoci hmotnostniho spektrografu (Aston, 1919).
Aktudlni technika MS (Mass spectrometry) tedy hmotnostni spektrometrie funguje na principu
stanoveni hledanych analytli podle poméru jejich molekulové hmotnosti a ndboje (m/z) (Glish
a Vachet, 2003). Jedna se o destruktivni metodu s vysokymi potizovacimi a provoznimi
naklady, na druhou stranu s vysokou citlivosti, moznosti kvalitativni i kvantitativni analyzy pfi
minimalni spotfebé vzorku (McLafferty a Turecek, 1993). Dnes je nepostradatelnou soucasti
analytické laboratofe (Urban et al., 2016) a moderni analyzy kontaminantd v medu (Tette et
al., 2015; Reybroeck, 2017) i v ostatnich potravindch (Masid et al., 2016; Shuging et al., 2016).
Diky své citlivosti a rychlosti hrala MS kli¢ovou roli v mnoha objevech farmakologicky u¢innych
latek (Korfmacher et al., 2012; Oppenheimer et al., 2015; Roboz et al., 2016; Goodwin et al.
2017), pri identifikaci biomarkerl (Lopez-Hernandez et al., 2016; Yong et al.,, 2017) i
hodnoceni bezpecnosti latek (Glish a Vachet, 2003). Hmotnostné spektrometricky systém se
sklddd z ionizaéniho zdroje, ktery ionizuje molekuly analytu a ty pak sméruji do hmotnostniho
analyzatoru, kde se ionty v zavislosti na typu a pokrocilosti tohoto systému separuji,
pfipadnéfragmentuji a dopadaji na detektor, ktery snima a moduluje signdl vstupujici do

pocitace.

loniza¢ni techniky kapalinové chromatografie

ESI (Electro spray ionization) je ionizacni technikou pracujici za atmosférického tlaku.
Je jednou z nejpouzivanéjsich technik pro ionizaci pfi analyze organickych kontaminant( (Rial-
Otero et al.,, 2007). V roce 2002 byla na zakladé vyvoje pouziti této techniky ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii Johnovi Fennovi udélena Nobelova cena (The Nobel Prize in
Chemistry, 2002). Radi se mezi mékké ionizaéni techniky a nedochazi pfi ni k vyznamné
fragmentaci analytld (Fenn et al.,, 1998). Podstatou je vyuziti silného elektrického pole
k oddéleni kationtd a aniontl v roztoku vzorku a uplatnéni jevu Coulombickych explozi
v kombinaci s principem Rayleighova limitu povrchového naboje (Kebarle a Tang, 1993). ESI je
nejpouzivanéjsi metodou ionizace analytd organickych kontaminanti v medech (Tette et al.,

2015).
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Dal$i mékkou ionizaéni technikou pouzivanou pro stanoveni organickych kontaminant(
v soustavé s kapalinovou chromatografii je APCI (Atmospheric pressure chemical ionization).
Jednd se o chemickou ionizaci za atmosférického tlaku, pfi které jsou analyty prevedeny do
plynné faze a ndsledné ionizovany prenosem ndboje podle principu elektronové afinity
molekul prostfednictvim reakéniho Cinidla, ionizovaného koronovym vybojem (Horning et al.,
1973; Norkova et al., 2013). Pro analyzu medu byla tato ioniza¢ni technika vyuzita napt. pro

stanoveni pesticidia 5-hydroxymethylfurfuralu (Tomasini et al. (2012).

lonizaéni techniky plynové chromatografie

Typickou tvrdou ionizacni technikou v plynové chromatografii je ElI (Electron
ionization). B€hem ioniza¢niho procesu jsou analyty fragmentovany podle popsanych pravidel
a pro mnohé slouceniny vznikaji charakteristickda hmotnostni spektra (Li et al., 2015). Typicka
spektra pro rlizné skupiny latek jsou shromazdovana v mezinarodnich knihovnach (napfiklad
Wiley Registry of Mass Spectral Data nebo National Institute of Standards and Technology),
kde je popsano pres 600 000 znamych spekter a struktur s retencnimi indexy. Identifikace je
sloZitéjsi v pripadech, kdy jsou ionty méné specifické, predevsim kdyZz chybi hlavni
diagnosticky molekularni iont (Lee a Shiea, 1998). Pro multirezidualni analyzy pesticida
v medové matrici je El stdle nejpouzivanéjsi ioniza¢ni technikou v plynové chromatografii

(Zhen et al., 2006; Tette et al., 2015).

APCI ionizace mUZe byt vyuZita pro stanoveni velice malého mnozstvi pyretroidnich
pesticidl plynovou chromatografii (Li et al., 2015). Portolés et al. (2012) srovnavali poutziti El
a APCI zdroje na 8 pyretroidnich insekticidech. Kvazi-molekuldrni ionty vznikajici pfi chemické
ionizaci velmi zlepSily selektivitu a sensitivitu v porovnani s elektronovou ionizaci, pfi které
byly tyto pesticidy silné fragmentovany. Pomoci GC-APCI-MS/MS mohou byt pyretroidni

kontaminanty stanovovany s detekénim limitem az 3 ng/kg.
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Primé ionizacni techniky

Variantou pfimé ionizace je ambientni technika PSI (Paper spray ionization). Byla
vyvinuta neddvno jako modifikace ESI (Cook et al. 2010). Proud iontll je generovan z papiru
s nanesenym vzorkem, na ktery je ptivddéno vysoké napéti a pfimo vstupuje do hmotnostniho
spektrometru (Meher a Chen, 2015). PSI naslo uplatnéni v oborech bioanalyzy (Lin et al.,
2014), farmakokinetiky (Manicke et al., 2011; Takyi-Williams et al., 2015) nebo ve forenznich
analyzach (Espy et al., 2014). V potravinach se pomoci PSI daji rychle a jednoduse stanovovat
kontaminanty v mléce, mase, napojich (Zhang et al., 2012) nebo azobarviva v chilli koreni
(Taverna et al., 2013). Evard et al. (2015) pomoci PSI-MS/MS stanovili pesticidy v citrusovych

plodech pfimo z nastrouhané kiry, bez jiné pfipravy vzorku.

Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzator slouZzi k déleni iontd v plynné fazi za vakua podle m/z
(McLafferty a Turecek, 1993). Analyzator nasleduje v soustavé hned po iontovém zdroji a
posild rozdélené ionty do detektoru (Glish a Vachet, 2003). Zakladnimi parametry
hmotnostnich analyzator( jsou rozliSovaci schopnost, hmotnostni rozsah, dynamicky rozsah,
rychlost a spravnost uréeni m/z (Kandiah a Urban, 2013). Mezi zakladni analyzatory patfi
jednoduché kvadrupdly, iontové pasti (2D i 3D), praletové analyzatory (TOF), sektorové

systémy, orbitrapy, tandemové systémy a hybridni systémy.

Principy jednoduchého kvadrupdlu Q (quadrupole) byly publikovany Paul a Steinwedel (1953).
Diky nizkym néakladim, jednoduché manipulaci a malym rozmérim se obycejny kvadrupdl stal
velice oblibenym a uzivanym (Hogenboom et al., 1997). Déleni iontl v kvadrupdlu je zaloZzeno
na dosazeni stabilni trajektorie iontd mezi ¢tyfmi tyéemi se stdlym vysokofrekvenénim
stfidavym napétim spolu se stfidajicim se kladnym a zdpornym stejnosmérnym napétim. Podle
frekvence stfidani stejnosmérného napéti vidy spoleéného na protilehlych tycich propousti
kvadrupdl pouze urcité ionty s ekvivalentnim m/z. QqQ (Triple quadrupole) neboli trojity
kvadrupdl je soustava tfech jednoduchych kvadrupdld za sebou, kterd umozZiiuje analyzy MS?2.
V QqQ je do prostifedniho kvadrupdlu navic zaveden kolizni plyn (argon, helium), ktery
zpUsobuje excitaci vybranych iontl prvnim kvadrupdlem a ty jsou dale analyzovany

kvadrupdlem tretim (Picé et al., 2003). Amitraz a jeho metabolity v hruskdch stanovovali
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Tokman et al. (2009) pomoci LC-ESI-MS/MS s QqQ s vytéZnosti od 70 % - 106 % a pomérné
vysokym LOD 10 mcg/kg. Trojity kvadrupdl dnes nahrazuje o néco starsi techniku iontové pasti
IT (lon trap). IT je vpodstaté kvadrupdlova past se sférickou geometrii, ve které mohou
probihat experimentalni analyzy az MS° se ziskem informaci o struktufe jednotlivych iont0
(Moneti et al.,, 2001). Tvofi ji pouze tfi elektrody. Prstencova elektroda a dvé koncové
elektrody jsou pod napétim, které je vhodnymi poméry obménovano tak, aby ionty v této
pasti byly na zékladé jejich m/z davkovany do detektoru. lonty mohou byt zadrzeny v pasti v
fadu milisekund az hodin (Pic6 et al., 2003). Nevyhodou iontové pasti mGze byt nizsi rozliSeni
nebo omezeny dynamicky rozsah ¢i citlivost (McLuckey et al., 1994). TOF (Time of flight) je
koncepcné nejjednodussim hmotnostnim analyzdtorem (Weickhardt et al., 1996). Separuje
ionty na zakladé rychlosti priletu presné definované drahy v ¢ase. Soustavy TOF analyzatord
ve spojeni s MALDI byly velice oblibené hlavné v devadesatych letech (Boughton et al., 2015).
Nabizi vysoké rozliSeni a presnost v desitkach ng/l. TOF byva vylepsen reflektronovym
zrcadlem, které odrdzi putujici ionty a prodluzuje drahu. Tim umoziuje jesté rozliSeni
podobnych molekul o stejném m/z jejichz ¢as dopadu na detektor se muze lisit i o
nanosekundy (Glish a Vachet, 2003). Hybridni kvadrupdl ve spojeni s pruletovym
analyzatorem Q-TOF (Hybrid quadrupole-time of flight) byl predstaven Morris et al. (1996).
Q-TOF je hybridnim systtmem a kombinuje MS1 upraveny trojity kvadrupdl s MS2
reflektronovym TOF (Guilhaus et al., 2000). Wang et al. (2017) analyzovali 40 antibiotik
soustavou LC-Q-TOF/MS s LOQ nizsimi nez 10 pg/kg, v porovnani s technikami MS je LC-Q-
TOF/MS, tedy MS/MS idedlnim nastrojem pro identifikaci antibiotik v medu. Novym
analyzatorem popsanym v roce 2000 je Orbitrap (Makarov, 2000). Vychazi z predeslych
technik iontového zachytu podle Kingdon (1923). Orbitrap se sklada z vnéjsi soudkovité a
centralni vretenovité elektrody. Mezi témito elektrodami se kombinuji stabilni rotacni
trajektorie s kmity v podélné ose (Makarov, 2000). Tyto oscilace indukujici proud na vnéjsi
elektrodé jsou pomoci Fourierovy transformace vyhodnocovany a prepocitdvany na
hmotnostni spektrum (Hu et al., 2005). Gémez-Pérez et al. (2012) stanovovali vice jak 350
antibiotik a pesticidi v medech pomoci UHPLC-Orbitrap-MS. Vétsina analytd méla LOD mensi
nez 10 mcg/kg. Nova studie od Saito-Shida et al. (2018) porovnavala rozliseni hmotnostnich
analyzérl Orbitrap a TOF pro stanoveni pesticidll v ¢aji. Na soustavach LC-Orbitrap-MS a LC-

TOF-MS identifikovali 146 pesticidi v fedici radé 0,01 — 0,01 mg/kg. Obé metody byly
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evvs

koncentracich.

Hmotnostni detektory

Komeréni hmotnostni spektrometry jsou osazeny rlznymi typy detektord, véetné
elektronovych nasobicu, scintilacnich detektor(i s fotonasobici, Fardayovych valci, MCP
(Multichannel plate) nebo Dalyovych detektor(. Detektory jsou vétsSinou pfimo konstruované
pro jednotlivé typy analyzator( (Kandiah a Urban, 2012). lontové pasti moduluji signal pomoci
elektronovych ndasobict (Moneti et al., 2001), TOF analyzatory jsou zase vybaveny MCP
detektory (Boughton et al., 2015). Vyvoj detekénich systému v hmotnostni spektrometrii stale
probiha, napriklad firma CovalX nedavno predstavila svij novy HM4 detektor sestrojeny pro
velice pfesnou detekci ultra velkych proteinovych molekul vétSich nez 2 MDa ve spojeni

s MALDI ionizatorem (CovalX systems, 2018).

5.2.2. Chromatograficka separace

Vhodnou separacni technikou je HPLC (High pressure liquid chromatography) neboli
vysokoucinna kapalinovd chromatografie. Vyuziti nachdzi predevsim pfi analyzach madlo
tékavych teplotné nestabilnich latek (Masid et al.,, 2016, Tette et al., 2015). Ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii je HPLC uéinnym analytickym nastrojem pro hledani stopovych
mnozstvi vradech nékolika pg/kg aZz jednotek ng/kg zejména polarnich organickych
kontaminant( v potravinovych matricich (Turnipseed et al., 2011; Hu et al., 2014). Kapalinova
chromatografie funguje na zakladé fyzikdlné-chemického principu déleni latek mezi dvé
navzajem nemisitelné faze. Stacionarni fazi tvofi kolona s Sirokou variabilitou sorbent(,
kterymi protékd mobilni faze s dokonale rozpusténym analytem (Niessen, 2006). Volba
materialu stacionarni faze a rozpoustédla faze mobilni se pak odviji od hledanych analytt
(Masia et al., 2016). Pfi analyzach pesticidi v medech na HPLC je to nejcastéji postupny
gradient smési acetonitrilu nebo metanolu s vodou (Rial-Otero et al., 2007; Tette et al., 2015).
Existuje mnoho studii vyuzivajicich technologie HPLC ve spojeni MS nebo MS/MS detekci pro
stanoveni rezidui pesticid(i (Barganska et al., 2013; Naggar et al., 2015; Nakajima et al., 2015)
nebo veterinarnich léCiv (Lopez et al., 2008; Galarini et al., 2015; Orso et al., 2016) v medech.

Vyvoj staciondrnich fazi s velikosti ¢astic pod 2 um, umoznil rychlou separaci s vysokou

ucinnosti. Avsak s nizsim pridmérem castic extrémné stoupa tlak v koloné, a proto je zapotrebi
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pouZiti ultra vysokého tlaku. UHPLC (Ultra-high performance liquid chromatography) nenabizi
ucinnost vyssi nez HPLC kolony, ale predevsim vyrazné kratsi dobu analyzy s Sirokym rozsahem
pratokd mobilni faze (Chandra et al.,, 2013). Pomoci UHPLC-ESI-MS/MS byla analyzovana
rezidua neonikotinoidl a jejich metabolitli v medech a véelach (Galeano et al. 2013; Kamel
2010). Pesticidy i antibiotika byly stanovovany i v soustavé UHPLC-Orbitrap-MS s limitem
detekce 1-50 pg/kg pro vice jak 350 organickych kontaminantl (Gomez-Perez et al., 2012).

Dalsi chromatografickou technikou pouzZivanou pro stanoveni rezidui zejména
tékavych a tepelné stabilnich kontaminantl je GC (Gas chromatography) neboli plynova
chromatografie. Je idealni pro kvantifikaci nizkych koncentraci latek ve slozitéjSich matricich
jako jsou pSeni¢nd zrna (Kolberg et al., 2011) nebo med (Panseri et al., 2014). Funguje na
stejném principu jako kapalinova chromatografie, od niz se lisi pfedevsim pouzitou mobilni
fazi, kterou je zde nosny plyn, a kolonou, kterou tvofi mnohonasobné delsi dutad kapilara
(Niessen, 2006). V plynové chromatografii Ize stanovovat latky jejichZ bod varu je nizsi nez 350
°C (McNair a Miller, 2011), jako jsou triazoly (Farajzadeh et al., 2014), karbamaty (Salami a
Queiroz, 2013), pyrethroidy (Bonzini et al., 2011), organofosforové a organochlorové pesticidy
(Rial-Otero et al., 2007). V porovnani s kapalinovou chromatografii nabizi vyssi rozliSeni a vétsi
kapacitu (Hernandez et al., 2011). Dalsi vyhodou mUze byt snadnéjsi stanoveni méné polarnich
analyt( a elektronicky kontrolovana separace teplotnimi programy (McEwen a McKay, 2005).
Pro separaci pesticidld je pak rozhodujici volba staciondrni faze v koloné odrazejici polaritu
pesticidl. Pro pesticidy se nejcastéji v GC analyzach pouzivaji nepolarni kolony (5 % fenyl a 95
% dimethylpolysiloxan) (Pinho et al., 2010; Chienthavorn et al., 2012; Panseri et al., 2014) nebo
stfedné poldrni kolony (50 % cyanopropylfenyl a 50 % dimethylpolysiloxan) (Choudhary a
Sharma, 2008; Mukherjee, 2009). Plynovd chromatografie ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem byvala nejpouzivanéjsi technikou pro analyzu pesticid v potravinach (Farre
et al.,, 2014), nicméné nové pesticidy jsou spiSe poldrni, termolabilni a velice Spatné se
odpafruji, jsou tedy lépe stanovitelné pomoci kapalinové chromatografie (Albero et al., 2004).
Navic kapalinovd chromatografie umoznuje stanovit stopova mnozstvi SirSiho spektra
organickych kontaminant( v€etné antibiotik (Wille et al., 2011; Orso et al., 2016; Tette et al.,
2016; Reybroeck et al., 2017)
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Kromé hmotnostni spektrometrie jsou v kapalinové i plynové chromatografii
pouzivany jesté jiné detekéni metody. Hojné pouZivanym detektorem organickych
kontaminantl (predevsim halogenovanych) vmedu je ECD (Electron capture detector)
(Zacharis et al. 2012). Detektor elektronového zachytu byl vynalezen v roce 1957 (Lovelock,
1958). Jesté kolem roku 1974 byl detektorem s nejvyssi citlivoti v chemické analyze (Lovelock,
1974). Vyuziva principu ménici se vodivosti plynU v zavislosti na pfitomnosti nebo absenci
analytu (Farwell a Rasmussen, 1976). Dalsim detektorem pouZzitym pro stanoveni pesticida v
medu je FPD (Flame photometric detector) (Wang et al., 2010). Plamenové fotometricky
detektor byl vyvinul v roce 1962 (Draeger a Draeger, 1962). FPD je detektorem kombinovanym
s plynovou chromatografii, ktery umoznuje kvaliativné stanovovat napf. slouceniny siry,
fosforu a kovi (Farwell a Rasmussen, 1976). Analyt prochazi vodikovym plamenem za pfistupu
vzduchu, uhlovodiky obsahuijici siru nebo fosfor zplsobuji chemoluminiscenci se specifickymi
vinovymi délkami, které po prechodu do fotondsobice vyvolavaji méfitelny elektricky signal
(Zainullin a Berezkin, 2015). Pro stanoveni organofosforovych a organodusikovych pomoci GC
Ilze pouZit i NPD (Nitrogen-phosphorus detector) (Chienthavorn et al.,, 2012) nékdy
oznacovany jako termionicky specificky detektor. Vynalezl ho Kolb a Bischoff v roce 1974
modifikaci plamenového ionizacniho detektoru. Dusiko-fosforovy detektor umi stanovit dusik
a fosfor a vyuziva vodikovy plamen, kterym je zahtivan krouzek z rubidia nebo cesia emitujici
elektrony. Kdyz z kolony unikne sloucenina fosforu nebo dusiku, adsorbuje se na povrch
krouzku a emise elektron(i se zvysi (Draper, 1995). V soustaveé s kapalinovou chromatografii
mUlzeme v literature pri analyze pesticid( dohledat i pouZiti UV/VIS spektrofotometrického
detektoru. Spektrofotometrické detektory jsou zaloZeny na principu absorpce zareni v oblasti
vinovych délek od 190 do 800 nm (Jovanov et al.,, 2015). Existuji detektory s fixni nebo
nastavitelnou vinovou délkou, a tak zvané detektory diodového pole DAD (Diode-array
detector), které snimaji celé spektrum v realném case. Pro kvantitativni analyzy vyuZzivaji
UV/VIS techniky Lambert-Beerova zakona (Vichapong et al., 2015). Stanoveni organickych
kontaminantl pomoci HPLC-UV/VIS je celkem béZnou a méné narocnou technikou (Zhang et

al., 2013; Moniruzzaman et al., 2014; Fan et al., 2015).
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5.2.3. Dalsi techniky separace, ionizace a detekce organickych

kontaminantu

CE (Capillary electroforesis) neboli kapilarni elektroforéza je zaloZzena na principu
rGzné rychlosti pohybu iontd v elektrickém poli pufrovaného roztoku (Geiger et al., 2011).
Vyuziva elektroforetické mobility a elektroosmotického toku k separaci latek, které je moziné
regulovat pomoci pH a iontové sily roztoku, teploty ¢i pfitomnosti organickych rozpoustédel i
jinych latek (Kumar et al.,, 2010). CE je vyhodnd zejména pro malou spotfebu vzorku i
rozpoustédel, kratkou dobu analyzy a vysoké separacni ucinnosti (Kumar et al., 2010; Mullen
et al., 2012), kterd je ovSem zdvisla na charakteru separovanych latek (Miksik et al., 2008).
Uplatnéni nachazi ptredevsim pfi analyze polarnich sloucenin, napf. pfi stanoveni disociacnich
konstant kyselin (Solinova et al., 2006), &i pro separaci peptidd (Kasi¢ka, 2012) a proteind (El
Rassi, 2010). Pfi analyze antibiotik a pesticidl byla tato technika pouZita napf. v kombinaci s
MS/MS pro jejich stanoveni v mléce a (Blasco et al. 2009).

MALDI (Matrix-assisted laser desorption/ionization) vyuZivd energie kratkého
laserového pulsu, diky kterému dojde k lokalni desorpci matrice s analytem ze specidlni MALDI
desticky. lonty jsou ndsledné urychleny a putuji do hmotnostniho analyzatoru (Tanaka et al.,
1988). Za vyvoj této metody dostal Koichi Tanaka Nobelovu cenu (The Nobel Prize of
Chemistry, 2002).

MALDI je vhodné zejména pro screeningové testovani Sirokého spektra latek (Murray, 2010),
véetné protein( a polymerl s vysokou molekuldrni hmotnosti (Fenselau et al., 2011). Své
uplatnéni nachazi i v mikrobiologii jako spolehlivy nastroj pro identifikaci bakterialnich kmena
(Sandrin et al., 2013). Probihajici experimenty diagnostiky nékolika typl rakovinnych markert
pomoci MALDI-TOF/MS odkryvaji nové moznosti MALDI v oblasti moderni mediciny (Rodrigo
et al., 2014). Experimenty detekce latek s nizkou molekuldrni hmotnosti a jejich kvantifikace
stanoveni organickych kontaminantl. Siribhorn et al. (2012) pouzitim MALDI-MS pro

identifikaci a kvantifikaci stanovili 12 z 15 pesticid( s limitem detekce od 1 ng/ml.
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NMR (Nuclear magnetic resonance) je spektroskopickou metodou vyuZivajici
nukledrni magnetické rezonance pro zkoumani interakce atomovych jader s magnetickym
polem (Riegel a Leskowitz, 2016). Analyzuje prfechody mezi spinovymi stavy vyvolanymi
radiofrekvenénim zarenim (Filho et al., 2014). Pomoci NMR lze urdit sloZeni a strukturu
molekul zkoumané Iatky (Luchinat a Banci, 2016), pfipadné i jeji mnoZstvi (Ansari et al., 2016).
V analyzach organickych kontaminantl je skvélym ndstrojem pro studie jejich metabolismu
v Zivych bunkach (Luchinat a Banci, 2016; Hajirezaee et al., 2017) nebo detoxikacnich procesu
na povrchu kontaminované kize (Elsinghorst et al., 2015). V ramci v€elarstvi ma vyuziti pfi
odhalovani falSovani (Dibecke et al., 2018) a zajisténi autenticity (Gerhardt et al., 2018;
Kuballa et al., 2018), ptipadné kvantifikaci celého spektra sacharid(i v komplexnich matricich

medu (Schievano et al., 2017).
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6. Experimentalni ¢ast

Pro potvrzeni ¢&i vyvraceni vyslovené hypotézy byla experimentdlni ¢ast designovana do
dvou oddild. V prvni ¢asti byla vyvinuta metoda pro spolehlivou extrakci organickych
kontaminant( (pesticidd a antibiotik) ze vzorku, v druhé ¢asti byla tato metoda aplikovana na
dvé screeningova Setfeni zminénych rezidui. Nakonec probihala kompletni analyza vybranych
vzorkud s pouzitim vyvinuté metody kvantifikaci pomoci kalibra¢ni fady komercéné dostupnych

pesticidd.

6.1. Pouzité vzorky

Vice nez 40 kolegl, pratel a znamych bylo pozadano o dovoz komercné dostupnych
med0 z mist jejich vyprav a turistickych destinaci po celém svété. Celkem bylo shromazdéno
vice nez 50 vzork(l v obdobi od 20.1.2017 do 25.2.2018. Dalsi vzorky pochazely ze sbirky
Katedry kvality zemédélskych produkt(i na Ceské Zemédélské Univerzité. Vzorky byly po celou
dobu skladovany ve tmé pfi pokojové teploté. Z celkového poctu 108 vzorka bylo vybrano 68
na zakladé dohledatelného plivodu nebo mista komeréniho prodeje. Pét vzorkl bylo oznaceno
jako produkt ekologického zemédélstvi s ochrannymi zndmkami BIO nebo ORGANIC. V
experimentu bylo stanoveno 17 vzorkd z Ceské republiky a 51 vzork( z celého svéta. Kazdému
medu bylo pfifazeno identifikacni Cislo v zavislosti na databazi vytvorené mimo tuto praci,
seznam analyzovanych vzorku je uveden v kapitole 8. Vysledky.

Druhové zafazeni vzorkd probihalo dvéma zp(isoby. BEhem analyzy probihajici na CZU
v minulém roce byly nékteré vzorky testovany a identifikovany na zakladé obsahu fenolickych
latek, tato data byla pouzita v prvnim pfipadé. V druhém pfipadé byly medy druhové zarazeny
podle oznaceni dostupného na etiketé. Druhové specifikace vzork( jsou uvedeny v kapitole 8.

Vysledky.
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6.2. Pouzity material

Vzorky

68 vzorkd medu z celého svéta

Standardy pesticidQ

Acephate, PESTANAL, Sigma-Aldrich, USA
Acetamiprid, PESTANAL, Sigma-Aldrich, USA
Azinphos-ethyl, PESTANAL, Sigma-Aldrich, USA
Carbendazim, PESTANAL, Sigma-Aldrich, USA
Coumaphos, PESTANAL, Sigma-Aldrich, USA
Imidacloprid, PESTANAL, Sigma-Aldrich, USA
Linuron, PESTANAL, Sigma-Aldrich, USA
Metazachlor, PESTANAL, Sigma-Aldrich, USA
Tebuconazol, PESTANAL, Sigma-Aldrich, USA
Thiacloprid, PESTANAL, Sigma-Aldrich, USA

Pesticide Mix A (2mg/ml 9:1 Hexan:Aceton), PESTANAL, Sigma-Aldrich, USA

Vnitini standard

Thiacloprid-(thiazolidin ring-d4), 298 % (HPLC), Sigma-Aldrich, USA
Chromatografické kolony

Kinetex P5, 100A, 1,7 um 100x2,1 mm, Fenomenex, USA

Acclaim TM RSLC, 120 C18, 120A, 2,2 um, 120A, 100x2,1 mm, Thermo Fisher Scientific, USA
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Rozpoustédla
Methanol s ¢istotou 99,9 %, HiPerSolv CHROMANORM pro LC-MS, VWR International, CR
Acetonitril s ¢istotou 99,9 %, HiPerSolv CHROMANORM pro LC-MS, VWR International, CR

Ethylacetat s Eistotou 99,9 %, HiPerSolv CHROMANORM pro LC-MS, VWR International, CR

Chemické latky

MgSO04, Lach:ner, CR

CH3COONa, Calbiochem, Merck
NaHCOs, Lach:ner, CR

NaSOas, 299 %, Sigma-Aldrich, USA

NazHPOa, Sigma-Aldrich, USA

Kyseliny a pufry
Kyselina octova, 299,9 %, Sigma-Aldrich, USA

Kyselina citrénova, 299.5 %, Sigma-Aldrich, USA

Sorbenty
PSA, SUPELCLEAN, Sigma-Aldrich, USA
Aktivovany florisil, SUPELCLEAN, Sigma-Aldrich, USA

Kolonky, HLB Oasis, Waters, USA

Pomuicky
Kdénické zkumavky uréené pro centrifugy s vicky, 15 ml, Eppendorf, Némecko
Kdénické zkumavky uréené pro centrifugy s vicky, 50 ml, Eppendorf, Némecko

Mikrozkumavky, 2 ml, Eppendorf, Némecko
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Vialky s vicky, 4 ml, Agilent technologies, USA
Vialky s vicky a inzerty (200 ul), 2 ml, Agilent technologies, USA

SPE manifold, Millipore, Sigma-Aldrich, USA
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Zarizeni

Automatickd pipeta, 10 — 20 ul, Eppendorf, Némecko

Automatickd pipeta, 100 — 1000 pl, Eppendorf, Némecko

Krokovaci elektronicka pipeta, 50 ml (déléni 0,1 ml), Eppendorf, Némecko
Laboratorni vahy (e=1 mg; d=0,01/0,1 mg), SD 82/220.R2, Radwag, Polsko
Ultrazvukova lazen, RA1680, Tesla, CR

Vortex, RS-VF10, Phoenix Instruments, USA

Dusikovy koncentrator, NDK200-2, Hang Zhou Miu Instruments, Cina
Rotacni vakuova odparka, miVac Duo-plus, SP Industries, USA
Membranova vakuova pumpa, KNF Neuberg, Némecko

Centrifuga, Rotanta 460R, Hettich, Némecko

Integrovany systém pro purifikaci vody, Milli-Q s LC-Pak ultrafiltraci, Merck, USA
UHPLC, Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific, USA

Hmotnostni analyzator, Q-TOF Impact Il, Bruker Daltonik, USA

Software

Chromeleon Xpress, Chromeleon 6.80. SR15, Thermo Fisher Scientific, USA
ChemSketch 12.01, Advanced Chemistry Development, Kanada

Compass DataAnalysis 4.3, Bruker Daltonik GmbH, USA

TasQ client 4.3, Bruker Daltonik GmbH, USA

OtofControl 4.0, Bruker Daltonik GmbH, USA

HyStar 3.2, Bruker Daltonik GmbH, USA

Statistica 12, StatSoft, USA
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6.3. Vyvoj extrakéni metody

Pro pfipravu vzorkd byla vyvijena metoda, aby se docililo nejlepsi detekce malych
mnozstvi rezidui pesticidd i antibiotik v medovych vzorcich. V navaznosti na nékolik
predeslych studii pouZzivajicich pro stanoveni rezidui extrakce typu liquid-liquid (Kujawski a
Namiesnik, 2011; Salami et al., 2013; Lopez et al., 2014; Panseri et al., 2014) byla testovdna
metoda nejprve s pouzitim ethylacetatu a poté s pouZzitim acetonitrilu (Obrazek €. 1).

Vzorek 10 g medu byl nejprve rozpustén ve 12 ml Milli-Q vody, poté bylo pfidano 12 ml
ethylacetatu nebo acetonitrilu s 3,6 g NaHCO3 a 12 g NaSOa. Tento vzorek byl poté 5 minut
michan s pouZzitim vortexu a na dalSich 5 minut vloZzen do ultrazvukové lazné. Nasledovala
centrifugace (20 °C, 4600 otacek, 6 min) a odebrani supernatantu, ktery byl pak odpafen
v dusikovém koncentratoru. Takto odpareny vzorek byl rozpustén v 0,5 ml metanolu,

preveden do 2 ml vialky, rozmichdn pomoci vortexu a analyzovan.

Obrazek €. 1: nazorny postup LLE pfipravy vzorku.

[IOg medu + 12 ml H,0 ]

+ 12 ml EtAC/AcN
+3,6g NaHCO3
+12 g NaSO,

5 minut VORTEX
©4600, 6 minut, 20°C

[1 ml supernatantu]

& odpareni
+ 0,5 ml MeOH
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Prvni ani druha metoda liquid-liquid extrakce nakonec nebyla vyhodnocena jako vhodna
vzhledem k relativné vysokému Sumu.

Kvali vysokému pozadi Sumu u techniky LLE byla nasledné testovana SPE metoda
s pouzitim kolonek HLB Oasis od firmy Waters (Obrazek €. 2). PouZitim rozpoustédel metanolu,
acetonitrilu a etylacetatu byla provadéna standartni solid-phase extrakce. Nejprve bylo
rozpusténo 5 g medu v 10 ml Milli-Q vody. Pak byla kolonka pfipravena 5 ml metanolu, poté
probihalo postupné nanaseni rozpusténého vzorku. Nasledné byla kolona promyvdana
metanolem, acetonitrilem a nakonec etylacetatem (sekvencni eluce). Eluaty byly odpareny
v dusikovém koncentratoru, rozpustény v 0,5 ml metanolu, rozmichdny pomoci vortexu a

prevedeny do 2 ml vialek.

Obrazek ¢. 2: ndzorny postup SPE pfipravy vzorku

[ 5gmedu+5mlHO0 ]

HLB Oasis

) 1

& odpareni
+ 0,5 ml MeOH

<| ™eoH
i O <] Etac
4 AcN
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Pfiprava vzorku pomoci SPE extrakce nebyla vhodnd z dlivodu velké casové narocnosti.

Z vysledk( méreni pri stanoveni thiaclopridu se nejlépe jevil vzorek eluovany etylacetatem.

Casova naroénost provedeni SPE extrakce vedla k testovani ¢asové Uspornéjsiho protokolu
QUECHERS (Calatayud et al. 2016). DalSim postupem tedy bylo testovani tfi sorbent( (PSA,
Florisil a sorbent odebrany z HLB kolonek) v modifikované metodé QUEChERS podle Orso et
al. (2016) (Obrazek €. 3). Vzorek 2 g medu byl rozpustén ve 2 ml pfipraveného Mcllvaine pufru
(pH 4) a 2 ml acetonitrilu. Vzorek byl fddné rozmichan po dobu 10 minut pomoci vortexu a
poté vloZzen do centrifugy (20 °C, 4600 otacek, 6 min). Z usazeného vzorku byl odebran 1 ml
supernatantu a preveden do mikrozkumavek se 150 mg MgS0O4 a 50 mg vybraného sorbentu.
Nasledovalo rozmichani vortexem po dobu 2 minut a druha centrifugace (20 °C, 15000 otdacek,
6 min) a odebrani 0,5 ml supernatantu do vialek. Vzorek byl poté odparen v dusikovém
koncentratoru a rozpustén ve smési metanolu a vody v poméru 2:1. Z analyzy bylo patrné, ze

nejlepsimi sorbenty pro purifikaci vzorku medu byly PSA a Florisil.
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Obrazek €. 3: nazorny postup modifikované QUEChERS pfipravy vzorku dle Orso et al. (2016)

2 g medu + 2 ml Mcllvaine
+2 ml AcN

10 minut VORTEX
®4600, 6 minut, 20°C

[ 1ml supernatantuJ

+150 mg MgSO,
+ 50 mg PSA/Florisil/HLB Oasis

2 minuty VORTEX
©4600, 6 minut, 20°C

[0,5 ml supernatantuJ

& odpareni
+0,5 ml 2:1 MeOH:H,0

Pro lepsi vytézky pfi pouziti sorbentd PSA a Florisilu, jednodussimu provedeni a mensi ¢asové
narocnosti byla nakonec zvolena modifikace metody QUEChERS dle Tette et al. (2016)

(Obrazek ¢. 4).

Prvnim krokem bylo navazeni 2,5 g medu a pfidanim 5 ml Milli-Q vody, nasledovalo rozmichani
vzorku pomoci vortexu, poté byly vzorky ponechany ve tmé 10-12 hodin pro dokonalé
rozpusténi. Nasledoval krok extrakce. V prvni fazi testovani této metody byla pfidavana dle
Tette et al. (2016) smés etylacetdtu a acetonitrilu v poméru 3:7 s1 % kyseliny octové,
v ndvaznosti na predchozi testy SPE byl ve vlastni modifikaci zvolen opaény pomér
rozpoustédel (etylacetat:acetonitril — 7:3), protoze byl dle srovnani vice efektivni. Do smési

medu, vody a rozpoustédel byly pridany 2 g MgS04 a 0,5 g CH3COONa, tento roztok byl michan
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pomoci vortexu po dobu 2 minut. Po centrifugaci (20 °C, 4600 otacek, 6 min) byl odebran 1 ml
supernatantu a preveden do pfedem pfipravenych mikrozkumavek s navazenou smési 150 mg
MgSQ4, 50 mg PSA a 50 mg Florisilu. Tyto mikrozkumavky byly jemné promichany s pouzitim
vortexu po dobu 5 sekund a vloZeny do centrifugy (20 °C, 15000 otacek, 6 min). 450 pl
supernatantu z mikrozkumavek bylo pfevedeno do vialek a odpareno proudem dusiku,
nasledné byl z divodu vyssi koncentrace analytl tento vzorek rozpustén pouze ve 200 ul

smési metanolu a vody v poméru 2:1.

Obrazek €. 4: nazorny postup modifikované QUEChERS pfipravy vzorku dle Tette et al. (2016)

[2,5 g medu + 5 ml HZO]

az 20 minut VORTEX
10 - 20 hodin ve tmé

+5ml 7:3 EtAC:AcN
+2gMgso,
+0,5 g CH,COONa

2 minuty VORTEX
@ 4600, 6 minut, 20°C

(1 ml supernatantuJ

+150 mg MgSO,
+ 50 mg PSA
+ 50 mg Florisil

5 sekund VORTEX
©15000, 6 minut, 20°C

[450 ul supernatantu]

& odpareni
+200 pl 2:1 MeOH:H,0
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Tento protokol pfipravy vzorku byl pouZit pro screening vsech 68 vybranych vzorkd na
pfitomnost rezidui pesticid(i i antibiotik. Pro ovéreni Gc¢innosti modifikace plvodni metody,
bylo vidy 10 vzorkl podrobeno paralelni extrakci také originalni metodou dle Tette et al.

(2016).

Nasledna kvantitativni analyza vybranych 25 vzorkd byla provedena ve 3 technickych
opakovanich extrakce s pouzitim kalibracéni fady roztok a vnitfniho standardu pro spolehlivou
kvantifikaci. Pfiprava vzork( byla protuto analyzu mirné upravena. Rozpousténi vzorkd
probihalo vice nez 24 hodin a vzorky byly ¢astéji michany pomoci vortexu. Extrakce vzork(
rozpoustédly byla prodlouzena na 5 minut, nasledné byl také prodlouzen ¢as aplikace

sorbentl na 2 minuty. Upravené schéma metody je na obrdzku €. 5.
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Obrazek ¢. 5: nazorny postup modifikované QUEChERS pfipravy vzorku pro analyzu 25 vybranych vzorkd

[ 2,5 g medu + 5 ml HZO]

az 60 minut VORTEX
vice nez 24 hodin ve tmé

+5ml 7:3 EtAC:AcN
+2gMgSoO,
+0,5g CH,COONa

5 minut VORTEX
©4600, 6 minut, 20°C

[1 ml supernatantu}

+150 mg MgSO,
+ 50 mg PSA
+ 50 mg Florisil

2 minuty VORTEX
©15000, 6 minut, 20°C

[450 pl supernatantu]

& odpareni
+200 ul 2:1 MeOH:H,0
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7.  Analyza

Analytické Setfeni bylo provadéno pomoci systému ultravysokotlaké kapalinové
chromatografie (UHPLC) Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, USA) ve spojeni
s hmotnostnim analyzdtorem Q-TOF Impact Il (Bruker Daltonik GmbH, Némecko) s velmi
vysokym rozliSenim a vysokou presnosti pfi stanoveni molekulové hmotnosti (HRAM)
hledanych analyt(.

Antibiotika byla mefena v negativnim moddu. Jako mobilni faze byla zvolena
gradientova eluce A/B (A: H20 s 0,1 % kyseliny mravenci; B: methanol) s prdtokem 300 pl/min
pfi teploté kolony 35°C. Objem vzorku v nastfiku Cinil 5 pl. Celkova doba jedné analyzy byla 24
minut. Z ddvodu minimalizace kontaminace zdroje byly pomoci vysokotlakych ventild do

analyzatoru eluovany analyty od 3,7 do 9 minut.

Tabulka €. 2: gradient mobilni faze pro analyzu pesticid(

Cas [min] 0 1 10 17 18 24
Podil B [%] 5 5 100 100 5 5

Analyza pesticidl probihala v positivnim modu. Mobilni fazi byla opét gradientova eluce A/B
(A: H20 s 5mM NH4HCO3; B: methanol) s pratokem 250 pl/min pfi teploté kolony 40°C.
Nastfikovany objem byl stejny jako pro analyzu antibiotik (5 ul). Celkova doba jedné analyzy
byla 21 minut. Vzhledem k Siroké Skale polarit pesticidi nebylo vyuZiti vysokotlakych ventilt

vhodné a vzorek byl po celou dobu analyzy eluovén do analyzatoru.

Tabulka €. 3: gradient mobilni faze pro analyzu pesticid(

Cas [min] 0 10 15 16 21
Podil B [%] 40 100 100 40 40

Nastaveni hmotnostniho spektrometru bylo pro obé analyzy podobné. Kalibrace uréeni presné
molekulové hmotnosti bylav pozitivnim i negativnim mddu provadéna pomoci molekulovych
hmotnosti klastr( formiatu sodného. Tento kalibacni roztok byl pfipravovan cesrtvy pred
kazdou analyzou. Hmotnostni rozsah analyzy se pohyboval v rozmezi 30 — 1000 m/z. Spektra
byla zaznamendvdna v médu Uplného skenovani (FullScan). lonizaéni zdroj byl pro analyzu
antibiotik nastaven na teplotu 200 °C s napétim 2,5 kV na vstupni kapilare, pro analyzu

pesticid(i na 250 °C a 3,5 kV.
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Analytickd metoda vytvorena v programu otofControl 4.0 (Bruker Daltonik) definovala
nastaveni parametrld a kalibraci hmotnostniho spektrometru. Parametry UHPLC byly
konfigurovany pomoci programu Chromeleon Xpress (Thermo Fisher Scientific 6.8). Nastaveni
datové sekvence a koordinace jednotlivych modulli (LC a MS) v rdmci analyzy bylo provedeno
programem HyStar 3.2 (Bruker Daltonik). Data byla pfedbéZné zpracovana a vyhodnocena
pomoci skriptd v rdmci software DataAnalysis 4.3 (Bruker Daltonik).

Screeningovy test pesticidl byl provadén na vzorcich medu vzdy s jednim opakovanim pro
zjisténi orienta¢niho obsahu analytl. Sérii 5 vzorkd vidy délila jedna analyza distého
rozpoustédla pro kontrolu Cistoty (pozadi Sumu, kontaminace pfenosem zbytk( analytd mezi
vzorky) chromatografického systému. Screening antibiotik byl proveden stejnym zplsobem,
navic s mérenim kalibracéni fady (5; 10; 50; 100; 200 ng/ml).

Sekvence méreni 25 vzork( pro urceni presného obsahu rezidui pesticidl v medech byla
provedena na trech opakovanich paralelné extrahovanych vzorkl. Tyto série byly vidy
oddéleny jednou analyzou ¢istého rozpoustédla, aby bylo zabranéno pfipadné kontaminaci
mezi jednotlivymi vzorky medu. V této sekvenci byla pouzita kalibra¢ni fada roztokd (0,1; 0,5;
1; 5; 10; 20; 50; 100; 200 a 500 ng/ml).

Vsechny vystupy z méreni byly zpracovany jako hrubd data v programu Compas DataAnalysis,
kde byly pro spolehlivou identifikaci porovnany retenéni Casy a spektra skomercné
dostupnymi standardy. Kvantifikace a metodické vyhodnoceni bylo provedeno v programu

TasQ 4.3 (Bruker Daltonik).
Statisticka analyza

Pro statistické vyhodnoceni rozdill mezi zjiSténymi koncentracemi pesticidi v medu a jejich
maximalnimi rezidualnimi limity (MRL) byl pouZit jednovybérovy obostranny Studentlv t-
test. Vypocet kalibraénich zévislosti a spolehlivosti jejich proloZeni (R?) byla pouZita metoda
linedrni regrese. Zhodnoceni vlivu detekovanych pesticidli a rozdilnosti/podobnosti
jednotlivych vzorkd bylo provedeno pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA). Uvedené

analyzy byly provadény pomoci software Statistica 12.0.
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8.  Vysledky

Béhem diplomové prace bylo provedeno vice nez 240 analyz vzork( medu, které
zahrnovaly vyvoj metody, screening rezidui pesticid( a antibiotik, analyzy s opakovdnim na

nahodné vybranych vzorcich pro stanoveni rezidui pesticid(i v medu.

V rdmci screeningu antibiotik nebyl ani jednom z 68 testovanych vzorklli medu
zaznamenan zadny pozitivni zachyt. Screening zahrnoval téchto pét antibiotik: amoxicilin,
chloramfenikol, chlortetracyklin, oxytetracyklin, sulfamethoxazol (obr. 6), kterd byla vybrana

na zakladé predchozi reserse.

Obrazek ¢. 6: UHPLC-MS/MS chromatogram standardniho roztoku antibiotik (500 ng/ml)
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Ve screeningu pesticidd bylo celkem 96 pozitivnich zachytli v 68 vzorcich (graf ¢. 1),
z toho ve 27 byl nalezen jeden pesticid, v 15 dva pesticidy, v 11 byly nalezeny tfi pesticidy a ve
dvou cCtyfi pesticidy. Ve 13 vzorcich nebyl nalezen ani jeden pesticid. Nejvyssi pocet riznych
druhl pesticidl bylo nalezeno ve vzorcich ¢. 35 a 36. Orientacni porovnani relativniho
mnozstvi v ramci jednotlivych pesticidl bylo provedeno na zakladé srovnani plochy pikQ
daného pesticidu v jednotlivych vzorcich. Na zakladé téchto vystupl byly vytvoreny 4 diskrétni
kategorie: stopy (ST), nizsSi odezva (+), vyssi odezva (++) a zna¢na odezva (+++). Kompletni

vyhodnoceni screeningu rezidui 17 pesticid(i se nachazi v tabulce ¢. 3.

Graf ¢.1: pocet pozitivnich vzork( u jednotlivych pesticida
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Tabulka €. 3: vysledky screeningové analyzy pesticidd

s
E s A »
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o w e v S |E (S < &
S < S|z 2 |c|8 |8 |9
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= Ep(] w w2 | |D |8 |2 g
@2 ZEME PUVODU NEBO O Q0 N |< |0 |5 |2 @ =
O | KOMERCNIHO PRODEJE | DRUHOVE ZARAZENI | < |< |< |©O |0 /1= T [+ |k
1 KambodZa Lesni ++ +
2 Thajsko Longanovy +
3 Thajsko Lesni + |+ +
4 Madarsko Nektarovy + + +
5 | Spojené arabské emiraty | Nektarovy smésny +
6 ltalie Kvétovy +
7 Portugalsko Kvétovy +
8 Spojené staty americké Nektarovy smésny +
9 Spanélsko Nektarovy smésny | ST
10 Vietnam Nektarovy smésny** ++ +
11 | Spojené staty americké Medovicovy + | +
12 Sri lanka Nektarovy smésny** ST +
13 Indie Lesni + +
14 Mexiko Nektarovy**
15 Chile Nektarovy smésny + |+
16 Mexiko Nektarovy smésny
17 fran Nektarovy smésny
18 Seychelskd republika Lesni +
19 Indie Nektarovy smésny +
20 Nizozemsko Nektarovy smésny
21 | Spojené staty americké* Medovicovy
22 | Spojené staty americké Kyslounovy +
23 | Spojené staty americké Kvétovy +
24 Indie* Medovicovy +
25 Brazilie* Kvétovy ++
26 | Spojené staty americké Kvétovy +
27 Nizozemsko* Kvétovy +
28 Ukrajina Nektarovy smésny** ++ ++ +
29 Ukrajina Akatovy** +
30 Madarsko Akatovy** ++
31 | Spojené staty americké* Lesni +
32 | Spojené staty americké Jetelovy
33 Jihoafricka republika Citrusovy + | ++ ++
34 Madarsko Akatovy + + +
35 Velka Britanie Kvétovy + + ST | ++
36 fran Lesni ST + [ ST| +
37 | Spojené staty americké Jetelovy ST
38 Indonésie Lesni
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39 Thajsko Kvétovy + ST
40 Rakousko Kvétovy + +
41 Kazachstan Kvétovy ST
42 | Spojené staty americké Medovicovy +
43 Bulharsko Nektarovy smésny** ++
46 Ceska republika Nektarovy smésny** +
51 Ceska republika Kvétovy** + | ++
52 Ukrajina Nektarovy smésny**
53 Ukrajina Nektarovy smésny**
54 Lotyssko Nektarovy smésny** ST | +
55 Ceska republika Akdtovy** ++
56 Ceska republika Kvétovy lesni** + + +
57 Ceska republika Medovicovy** +
58 Ceska republika Kvétovy + + +
63 Ceska republika Medovicovy** ++ ST | ++
67 Ceska republika Medovicovy** ++ +
68 Ceska republika Akdtovy**
69 Ceska republika Medovicovy**
77 Ceska republika Ostropestrcovy** + ++
82 Slovensko Nektarovy smésny ++ +
84 Ceska republika Repkovy +H+ ST | ++
86 Ceska republika Kvétovy ++ +
89 | Spojené arabské emirdty -
90 Indie Kvétovy +
91 | Spojené staty americké - +
93 Ceska republika Nektarovy smésny** + +
94 Ceska republika Medovicovy** ++
95 Ceska republika Nektarovy smésny** + + +
96 Jihoafricka republika Fynbosovy***
98 Ceska republika Akdtovy** ST + +

ST=stopy, +=nizZsi odezva, ++=vyssi odezva, +++=znacna odezva, *medy komercné dostupné jako produkty

ekologického zemé&délstvi (BIO/ORGANIC), **druh medu identifikovan na zaklad& predchozi analyzy na CzU,

***etésiova vegetace jizni Afriky
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Z vysledk(l screeningu pesticidl je vidét, Ze zemé puvodu nebo komercniho prodeje
nema na obsah pesticidl vyznamny vliv. Medy z Indonésie, Jihoafrické republiky a Mexika
neobsahuji Zddné z vybranych pesticid(l. Z ostatnich statl nebyly Zadné analyzované pesticidy
detekovany ve dvou vzorcich z Ceské republiky a po jednom vzorku medu ze Spojenych stétd
americkych, Nizozemska, Spojenych arabskych emiratd a irdnu. Spanélsky med a med z

Kazachstanu obsahuji téchto pesticidi pouze stopovd mnozstvi.

Je patrné, Ze druhovy plivod muiZe mit v nékterych pripadech na obsah pesticidi
v medu vliv. V kvétovém medu jsou totiz ve vSech vzorcich pozitivni detekce pesticidd.
Pficemz jiné rozsitené druhy medu (lesni, nektarovy smésny nebo medovicovy) vétSinou
obsahuji alespon jeden ztestovanych pesticidd. Mezi vzorky neobvyklych druhl jsou
v zavislosti na druhu vyznamné. Jetelové vzorky ze Spojenych statli americkych neobsahuji
témér zadné detekovatelné mnozstvi pesticidll, fynbosovy med z Jihoafrické republiky rovnéz
neobsahuje Zadné hledané analyty. Naproti tomu citrusovy med rovnéz z Jihoafrické republiky
obsahuje pocetnou $kalu pesticidd. Stejné tak i cesky repkovy med obsahuje znaéné mnozstvi

carbendazimu.

Zavislost mezi pavodem a druhovym zarazenim medu je spiSe kauzalni. Dva vzorky
nektarovych smisenych medu z Ukrajiny jsou bez zachytu, pficemz jiny nektarovy smiseny med
z Ukrajiny obsahuje hned tfi rizné pesticidy. Podobnym ptikladem jsou hned ¢tyfi pozitivni
vzorky medovicového medu z Ceské republiky a jeden bez detekovatelného mnozstvi. Vzorky
lesnich med( zvysuji moznost kauzalit, protoZe pouze jeden vzorek pochazejici z Indonésie je

bez zachytu.

Pokracovanim analyzy pesticidd bylo ovéreni krokd screeningové metody s kvantifikaci
na nahodné vybranych vzorcich, které byly jiz dfive analyzovédny v ramci screeningu. Celkem
bylo vybrano 25 vzorkt (1, 3, 4, 7, 10, 15, 17, 21, 25, 28, 32, 33, 35, 38, 40, 43, 51, 57, 63, 67,
77, 82, 84, 86 a 96). Kvlli vysokému vyskytu rezidui thiaclopridu byla analyza rozsifena o
pouziti vnitiniho standardu (deuterovany thiacloprid-da). VytéZznost u analytu tak mohla byt
spocitdna pomoci vnitfniho standardu pfimym porovnanim. Hodnoty vytéznosti se kromé
¢tyrech vzork( pohybovaly mezi 76 — 89 %. MnozZstvi zahrnujici prepocet na zakladé zjisténé

vytéznosti jsou uvedena v pfiloze €. 1.
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Pro kazdy vzorek byla provedena tfi opakovani a hodnoty v tabulce €. 4 jsou vyslednym

primérem téchto méreni. Z hodnot Sumu a kalibracni primky byly vypocteny limity detekce

(LOD) a limity kvantifikace (LOQ) pro kaZzdy ze zkoumanych analytd, uvedené v tabulce ¢. 3.

Tabulka ¢.3: hodnoty linedrni funkce, R?, limit detekce (LOD), limit kvantifikace (LOQ) a maximalni rezidudlni limit

(MRL) pro jednotlivé hledané pesticidy

PESTICID LINEARNI FUNKCE R2 LOD LoQ MRL EU
(ng/ml) | (ng/ml) | (mng/ks)
ACEPHATE y=0,2551x-4,707 0,9735 4,4 7,6 20
ACETAMIPRID y=3000,4x-4655,6 0,9996 1,8 2,4 200
AZINPHOS-ETHYL | y=260,93x-48,798 0,9994 1,4 4,4 N.S.
AZINPHOS-METHYL | y=552,9x+7157 0,9994 1,5 5,2 N.S.
CARBENDAZIM y=32940x-23108 0,9998 0,7 0,8 1000
CHLORPYRIFOS y=7946x-2128217 0,8508 6,4 11,2 50
COUMAPHOS y=9930x-22940 0,9981 2,3 2,4 100
DICHLORVOS y=9281x-11742 0,9981 1,3 1,4 N.S.
ETHOPROPOS y=21013x-42929 0,9993 2,1 2,3 N.S.
FENCHLORPHOS | y=113,9+1662 0,9949 2,2 3,4 N.S.
IMIDACLOPRID y=12188x+5157 0,9999 1,8 5,3 50
LINURON y=7400x-10165 0,9995 1,4 1,6 N.S.
METAZACHLOR y=11060x+2807 0,9992 0,2 0,7 50
PARATHION METHYL | y=44,7x+1619 0,9996 2,4 4,2 10
PROTHIOFOS y=1050x+374,6 0,9999 0,1 1,3 N.S.
TEBUCONAZOL y=11042x-20739 0,9994 2 2,3 50
THIACLOPRID y=0,9980x+0,4272 0,9953 0,5 1,8 200

N.S. = limit v Evropské unii neni stanoven

Rezidua acetamipridu byla detekovana celkem v 36 % vzorku (9) v hodnotach 7,1-91,4
ug/kg. Pro carbendazim byly pozitivni zachyty v 56 % vzorkd (14) mezi 4,4 — 911 pg/kg a jeden
vzorek po pripocteni smérodatné odchylky prekrocil MRL v EU (dle nafizeni ES 396/2005).
Coumaphos byl detekovan v 16 % vzork( (4) s hodnotami od 12,7 — 16,6 pg/kg. Imidacloprid
byl nalezen v 16 % vzork( (4) v hodnotéach 10,1 — 73,3 pg/kg, v jednom pripadé (33) prekrodil
MRL stanovené vEU a ve dvou pfipadech nebylo dosazeno hodnot pro spolehlivou
kvantifikaci. Jeden vzorek (4 %) obsahoval metazachlor v mnozstvi 5,8 ug/kg. Tebuconazol byl
ve 28 % vzorkl (7) v mnozstvi od 9,9 do 33,5 pg/kg. Thiacloprid byl detekovan v 96 % vzorkd,
z toho v 58 % (14) nedosahoval vétsiho mnozZstvi nez 10 pg/kg, v 17 % (4) pozitivnich zachytl

byla koncentrace vyssi nez 100 pg/kg.
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Tabulka ¢.4: vysledky kvantifikace pesticidd v jednotlivych vzorcich

— ) 0 W | W
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2 <3 213 83 |2
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KOMERENIHO TR 2 2 B la |2
PRODEIJE DRUH < o i = = ~
1 Kambodia Lesni 22+1,8 6,1£0,4
3 Thajsko Lesni 4,7+0,1
4 Madarsko Nektarovy 9,240,3| 6,7+0,4 [12,7%0,7 13,240,1
7 Portugalsko Kvétovy 14,4+1,3 5,410,1
10 Vietnam Nektarovy smésny 33,8+2,4 6,210,1
15 Chile Nektarovy smésny 6,210,4 [14,4%1,8 5,30,4
17 iran Nektarovy smésny 6,1+0,3
21 | Spojené staty americké Medovicovy 5,6+0,3
25 Brazilie Kvétovy 31,9%2,2 <LoQ 5,90,3
28 Ukrajina Nektarovy smésny | 91,443 | 59,9+2,5 <LoQ 16,4+2 | 6,5+0,3
32 | Spojené staty americké Jetelovy 7,1+0,1| 6,9+0,3 6,1+0,3
33| Jihoafricka republika Citrusovy 7448,5 73,3+2**5 8+1| 110,7 | 6,3+0,2
35 Velka Britanie Kvétovy 10,1+0,7| 70,5 9,910,5| 157,143
38 Indonésie Lesni 6,210,2 10,1£1,4 6,210,1
40 Rakousko Kvétovy 7,7+0,3 6  [13,2:0,4 10,5+0,7
43 Bulharsko Nektarovy smésny 93,7+4,4
51 Ceska republika Kvétovy 28,1+2,2( 119,8+2
57 Ceska republika Medovicovy 16,6+1,3 710,3
63 Ceska republika Medovicovy 97,548 12,6+1,8 117+2,7
67 Ceska republika Medovicovy  [43,343,1 42,542,3
77 Ceska republika Ostropestrcovy  [12,7+0,3 4,401 66,2+2
82 Slovensko Nektarovy smésny [55,8+2,2 33,640,9| 6,71
84 Ceska republika Repkovy 911:98,8* 13£0,7 [143,543,1
86 Ceska republika Kvétovy 65,3+0,6 21,8+5,4
96| Jihoafricka republika Fynbosovy

<LOQ — mimo limit kvantifikace

* hodnota se statisticky vyznamné nelisi od MRL pro medy v EU (jednovybérovy t-test,p>0,11)
** hodnota statisticky vyznamné prevysuje stanoveny MRL pro medy v EU (jednovybérovy t-test,p<0,01)

Mezi metodou screeningové analyzy a jeji modifikaci pro kvantifikaci jsou vidét urcité rozdily.
Jedna se predevsim o velmi mald mnozstvi rezidui pesticid(i thiaclopridu, carbendazimu a
coumaphosu. Tato mnozstvi mohla byt vytéZena ze vzorkud delsi extrakci. Naopak chybi zachyty
imidaclopridu a linuronu. Doba interakce se sorbenty

acephatu, azinphos-methylu,

pravdépodobné méla vliv na analyzu téchto rezidui. Namérené koncentrace imidaclopridu u

vzorku ¢. 33 a 7 tak mohou byt vyssi.
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Obrézek €. 6: UHPLC-MS/MS chromatogram standardniho roztoku pesticid( (500 ng/ml)
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9. Diskuze

Med je historicky povazovan za velice duilezitou a hodnotnou potravinu (Bansal et al.,
2005). Starovéké civilizace med vyuZzivaly k 1é¢bé rliznych onemocnéni (Al-Jabri, 2005; Asadi-
Pooya et al.,, 2003; Zumla a Lulat, 1989). Vyznamna antioxidacni, antimikrobialni nebo
protizanétliva aktivita je v dnesni dobé, kdy zajem o vyZivu vSeobecné stoupd, vyhleddvanym
a zkoumanym fenoménem (Kassim et al., 2012; Paulus et al., 2012; Sancho et al., 2016). Jak
poznamenal Khalil et al. (2010), naopak kontaminanty v medu mohou mit zasadni vliv na jeho
pozitivni ucinky. Vysoké hladiny HMF, sekundarni metabolity z rostlin, ale i obsah pesticidl i
antibiotik negativné ovliviiuje kvalitu medu (Cieslik et al., 2011; Edgar et al., 2011; Fujita a

Kazuhiro, 2014).

Antibiotika

Antibioticka rezidua mohou byt v medu obsaZzena zejména jako dusledek legalniho i
nelegdlniho pouZiti [éCiv pfi onemocnéni vcel. V evropskych medech nebyla detekovana zadna
antibiotickd rezidua, coz mlzZe byt dusledkem zdkazu pouziti 1é¢iv na Uzemi Evropské unie.
Zajimavé vsak je, Ze nebyla detekovdna ani rezidua v medech ze zemi tretiho svéta, kde
vétsinou nelegdlni nejsou a jejich pouziti by tak mohlo byt ¢asté vzhledem k vyskytu véelich
chorob. Vybér zkoumanych rezidui byl pfitom dobfe sestaven v ndvaznosti na predchozi
zachyty téchto antibiotik v redlnych vzorcich (Reybroeck et al.,, 2012). Je tedy moiné, Ze
pouzitd metoda QUEChERS nebyla schopna dostatecné dobfe odhalit hledana antibiotika.
Tento fakt podporuji vysledky studie z [ranu (Mahmoudi et al., 2014), ve které detekovali
rezidua v kazdém testovaném vzorku. Nicméné pomoci metody QUEChERS byla identifikovana
rezidua chloramphenicolu ve studii od Pan et al. (2006), ktery byl s vysokou odezvou méren i
béhem analyzy v diplomové praci. Pan et al. (2006) v jejich modifikaci metody pouzivali jako
extrakéni rozpoustédlo acetonitril v kombinaci s purifikaci pomoci PSA. Screening byl tedy
provéfen metodou s pouzitim vyssiho podilu acetonitrilu, ale ani v této interpretaci nebyla
detekovana zadna rezidua. Rozdil v purifikaci byl pouzitim PSA v kombinaci s florisilem misto
PSA samotného. Tento vliv ale vyvraci studie na vyvoj metody od Orso et al. (2016), ve které
purifikace pomoci florisulu v kombinaci s PSA vykazovala vytéZnost 70 — 120 % pro 13
hledanych rezidui antibiotik. Nulova detekce rezidui sulfomethoxazolu muze byt zplisobena

absenci silné kyseliny béhem extrakce (Schwaiger a Schuch, 2000), kterd je nutna pro vyvazani
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sulfonamidovych antibiotik z vytvofenych vazeb s cukry. Podle velkého poctu predchozich
studii (Reybroeck, 2017) bylo nastaveni hmotnostniho spektrometru v médu full-scan
viceméné shodné. Je tedy opravdu mozné, Ze ani jeden z testovanych vzork(i neobsahoval
zadna rezidua antibiotik. Je vSak tfeba podotknout, Ze antibiotika v medech dosahuji nejvyssi
koncentrace do jednoho tydne od vzniku kontaminace a poté se postupné rozkladaji
(Reybroeck et al., 2012). Nékteré medy byly i vice neZ dva roky staré a skladované pfi pokojové
teploté. Antibiotika jsou na rozdil od nékterych pesticidd méné perzistentni a pfipustna je tedy
i moznost degradace na rozkladné produkty, které vsak vyzaduji hlubsi prozkoumani a analyzy

pomoci MS/MS konfigurace, které nejsou soucasti této prace.

Pesticidy

Determinace pesticidll v matrici medu neni jednoduchou zaleZitosti (Malhat et al.,
2015). Siroké spektrum interferujicich latek a obsah rezidui ve velmi nizkych koncentracich
(Tette et al., 2016) Cini analyzu pesticidi v medu naro¢nou na extrakeni i purifikaéni postupy.
Vyvoj metody pro odhaleni kontaminace pesticidy ukdzal, Ze i mensi rozdily v protokolu
extrakce mohou zasadné ovlivnit pozitivitu ¢ negativitu zachytu, predeviim u
neonikotinoidovych pesticidl, jakymi jsou imidacloprid nebo thiacloprid. V zdsadé jde o dva
dllezité kroky v metodé QUEChERS. Navyseni ¢asu extrakce pravdépodobné pomohlo vytézit
ze vzork( vice pesticidd, naopak delsi interakce se sorbenty béhem purifikace mohla vést
k odstranéni nékterych rezidui. Tyto dva efekty jsou také zminény ve studii (Tette et al., 2016),
ze které byla ¢erpana inspirace pro jejich ovéreni. Rozdily mezi screeningovym testovanim a
kvantifikacni analyzou vybranych vzorkl mohou byt také dany dlkladnéjSim rozmichdvanim
vzorku s vodou. Interakce a degradace pesticid(i ve vodé popsal Lartiges a Garrigues (1995),
avsak rozdil mezi dobou rozmichani vzorku ve vodé byl oproti popsanym mechanismim v
¢lanku zanedbatelny.

Vysledky diplomové prace poukazuji na moziné souvislosti mezi profilem, obsahem,
druhem a geografickym plvodem nebo zemi komeréniho prodeje. Z pozitivnich zachyt(
béhem testd mGzeme konstatovat, Ze geograficky plvod ¢i zemé komercéniho prodeje ma na
profil organickych kontaminant( urcity vliv. Z 11 vzorkd medu ze Spojenych statl americkych
bylo 9 pozitivnich na pritomnost carbendazimu. V indickych medech byl rovnéz detekovan
predevsim carbendazim. Thiacloprid byl pfitomen ve vsech vzorcich z Evropy, coZ také

potvrzuje studie od Mitchell et al. (2017) publikovana ve védeckém cCasopise Science, ktera
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provérovala med na rezidua neonikotinoidu. Ve studii ze 198 vzork( medU z celého svéta nasli
pravé nejvétsi procento thiaclopridu v evropskych medech. Wang et al. (2007) analyzovali 38
vzork( medu z nékolika oblasti po celém svété na obsah organochlorovych pesticid(, z jejich
pozorovani vsak nevyplyva, Zze by mél profil téchto druh( pesticidl néjaky vliv v zavislosti na
plvodu z rozvojovych nebo vyspélych zemi. Vysledky mohou byt navic zkresleny, protoze
zemé komercniho prodeje nemusi nutné zarucovat plvod medu. Znacny narUst producent(
medu v poslednich deseti letech zejména v Asii (Vanengelsdorp a Meixner, 2010) a neuplna
harmonizace s dovozem z rozvojovych zemi (Reybroeck et al., 2012) mlze znamenat jinou
geografickou historii, neZ je uvedeno na etiketé. V Evropské unii je pak plvod takového medu
oznacovan jako ,Smés med( ze zemi EU i mimo zemé EU“, coZ ndzorné vystihuje problém
s dohledatelnosti a poskytovdanim informaci o pivodu medu zdkaznikovi. Data z diplomové
prace mohou prokazovat souvislost. Vzhledem k omezenému poctu vzorkud jak v této praci,
tak i v dostupné védecké literature, nemuze byt jednoznacné konstatovana zavislost mezi
profilem organickych kontaminant(i a geografickym plivodem. Je tfeba provést analyzy na
mnohem vétSim poctu vzorkl z vice oblasti svéta pro Uplné potvrzeni této hypotézy.

Druhovy plvod ma na profil vybranych organickych kontaminantl patrny vliv. Vzhledem k
absenci dostupné védecké literatury, ktera by zkoumala takto Siroky vybér druh, se nenabizi
dostatecné porovndni vysledkd s jinymi analyzami. Nicméné data shromdazidéna béhem této
prace poukazuji na 100 % kontaminaci vice nespecifikovanych kvétovych med( predevsim
carbendazimem, tato skutecnost by mohla byt vysvétlena expanzi zemédélstvi do Urodnych
oblasti s kvetoucimi rostlinami, nebo pfimé umisténi vcelich ulG na loukach, které jsou diky
vétru a migraci perzistentnich pesticidl rovnéz kontaminovany (Fang et al., 2018). Zajimavy je
ovsem vysledek u lesnich medl. VSechny tyto medy kromé jednoho vzorku z Indonésie
obsahovaly jeden nebo vice pesticidi. Kontaminace je zfejmé znacné rozsahld, protoze
zasahuje i do lesnich oblasti nebo je oznaceni mylné a vcely navstévuji rozsahlejsi uzemi, nez
se predpoklada. S tim také souvisi prekvapivé bohaty zachyt u vzorkd medu s deklarovanym
plvodem produkce ekologického zemédélstvi. Z péti vzorkd byly Etyfi vzorky s pozitivnim
zachytem, z toho jeden vzorek po kvantifikaci obsahu vykazoval nadprimérné hodnoty
carbendazimu a mensi mnozstvi dalSich pesticidl. Jen jediny vzorek z horské oblasti ve
Spojenych statech neobsahoval ani jeden z analyt. Tato informace by mohla poskytnout
namét k dalsi studii téchto typld medu, které mohou prokazat chybné predpoklady o doletu a

sbéru nektaru rostlin z Sirokého okoli uld.
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Pouziti pesticidd md zdsadni roli na zvySovani produkce v modernim zemédélstvi (Kolberg et
al.,, 2011). Rizné druhy zemédélskych plodin vyZaduji rozdilné spektrum a rlizna mnozstvi
pesticidll (Anderson et al., 2018; Berg a Tam, 2018). Diky této skutecnosti bylo pro
kvantitativni analyzu vybrano vice vzork( s deklarovanym jednodruhovym plivodem (fepkovy,
citrusovy, jetelovy, fynbosovy, ostropestrcovy), pro ovéreni tohoto tvrzeni. Z kvantifikacni
analyzy v této praci je zajimava vysokd hodnota rezidui carbendazimu v fepkovém medu
z Ceské republiky. Po zapoc¢teni smérodatné odchylky hodnoty pFekracuji MRL, které jsou jiz
tak velmi benevolentni (1 mg/kg) oproti ostatnim testovanym pesticiddm. Tento vzorek (¢. 84)
dosahoval aZz deseti nasobku obsahu pesticidl oproti jinym kvantifikovanym vzorkim
s pozitivnimi hodnotami pro carbendazim. Tento zachyt tak pfimo poukazuje na zavislost mezi
druhovym plvodem medu a profilem i obsahem pesticidl, protoze pravé carbendazim je
jednim ze dvou nejpouzivanéjsSich fungicidi pro chemickou kontrolu a redukci houby
Sclerotinia sclerotiorum, ktera je zodpovédnd az za 80 % ztraty pfi skliznich fepky (Wang et al.,
2014). Druhym podobnym pfrikladem je vzorek (¢. 33) citrusového medu z Jihoafrické
republiky. Znacna variabilita pesticidl obsazenych v tomto vzorku potvrzuje skutecnost vice
nasobného osetfeni citrusovych sadu v jizni Africe béhem sezény (Mutengwe et al., 2016).
Citrusové sady jsou totiz velice nachylné k chorobdm (Garcerd et al., 2016). Naopak ve
fynbosovém medu nebyl detekovan ani jeden z vybranych pesticid(. Fynbos je jihoafricka
étesiova vegetace sloZzena zejména ze zakrslych ker(, které prezivaji za velice drsnych
podminek pfi kritickém nedostatku Zivin (Lemaire et al, 2016). V tomto prostfedi nemad zadny
vyznam poufZiti pesticidd, protoze zde zadné zemédélské plodiny neprospivaji, jak poznamenal
Brandmayr (2016). Vcelafi vjizni Africe presouvaji své uly na stanovisté fynbosovych
vegetacnich pasl, protoze zde vcely prospivaji (Hartigh, 2016). Ze screeningové i kvantitativni
analyzy v diplomové praci vyplyva, Ze vtomto medu se nemusime organickych kontaminant(
obavat.

Pti sestavovani experimentu pro stanoveni profilu organickych kontaminantl byl
predpokladan pozitivni zachyt antibiotik v medech pochazejicich z rozvojovych zemi. Tato
domnénka se nepotvrdila. Ani v geografickych oblastech, ve kterych nejsou regulace pesticid(
zakony tak prisné, nebyly vysledky analyzy profil(i organickych kontaminantd odlisné od jinych
vzorkd napfiklad z Ceské republiky nebo Spojenych statd americkych. Vyslovenou hypotézu
prokazatelné potvrzuji pouze druhova zafazeni, kde se jedna hlavné o odliSnosti neobvyklé

flory fynbosu jako zemédélstvim nedotcené oblasti, a naopak vysoké namérené hodnoty u
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medu fepkového a Siroka variabilita pesticidnich latek v medu citrusovém. Pro spravné
zhodnoceni geografické zavislosti je tedy zapotfebi pouzZiti vzorkd s presnym urcéenim
stanovist vcelich UG a rozsahlejsi prazkum okoli, popfipadé mozZnosti doletu jednotlivych

délnic.
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10.

Zavér

Analyzou pomoci UHPLC-qTOF-MS byly stanoveny profily organickych
kontaminantd v medech z celého svéta.
Zemé komercéniho prodeje nebo geograficky pdvod medu nema na profil pesticida
vliv. Hypotéza o zavislosti profilu organickych kontaminantli v medu na zemi
plvodu se tudiZ nepotvrdila.
Naproti tomu druhovy plivod jisty vliv na profil a mnozstvi pesticid( mit muize.

o Repkovy med obsahoval vysoky obsah carbendazimu.

o Profil pesticid( citrusového medu byl znaéné variabilni.

o VSechny vzorky kvétového medu obsahovaly pesticidy.

o Fynbosovy med neobsahoval zadna rezidua.
Medy pochazejici z produkce ekologického zemédélstvi mohou obsahovat rezidua
pesticidd.
Z toho vyplyva, Ze dil¢i hypotéza o urcitém vlivu druhu medu na obsah organickych
kontaminant( (zejména pesticidd), plati.
V zadnych vzorcich nebyla detekovdna antibiotickd rezidua. Pro ovéreni je vsak

tfeba provést dalsi analyzy jejich metabolitl a produktl degradace.
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12. Pfilohy a seznam priloh

Priloha ¢. 1

Vypocitané hodnoty pro thiacloprid se zahrnutou vytéznosti:

7

CiSLO VZORKU VYTEZNOST (%) VYPOCITANA HODNOTA (ug/kg)
1 80 6,1
3 70 6,1
4 83 15,4
7 89 6
10 84 6
15 54 6,4
17 76 6,3
21 76 5,8
25 83 5,7
28 83 6,3
32 85 6
33 85 6
35 80 157
38 88 5,8
40 84 10,2
43 48 103
51 79 120,8
57 78 7
63 78 119
67 80 42,5
77 86 63
82 62 7
84 79 160,7
86 69 23,7
96 81 6,3
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Priloha ¢. 3
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Mapa vzorkl bez detekovanych pesticidi v medech podle screeningové analyzy:
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Priloha ¢c. 4

Graf analyzy PCA — komponentni skoré:
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Priloha ¢. 5

Graf analyzy PCA — komponentni vahy:
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Seznam priloh
- Priloha ¢. 1: kvantifikace thiaclopridu se zahrnutou vytéZnosti
- Priloha ¢ 2: mapa vzork(l s pozitivnimi zdchyty pesticidd v medech podle
screeningoveé analyzy
- Priloha ¢ 3: mapa vzorki bez detekovanych pesticidd v medech podle
screeningové analyzy
- Priloha ¢. 4: Graf analyzy PCA — komponentni skéré

- Priloha ¢. 5: Graf analyzy PCA — komponentni vahy
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