Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji

Katedra kvality a bezpeCnosti potravin

Ceska zemédélska
univerzita v Praze

Srovnani profilu organickych latek v riiznych druzich
medu stejného regionalniho ptvodu

Diplomova prace

Autor prace: Be. Tereza Komarkova

Obor studia: Vyziva a potraviny

Vedouci prace: Mgr. Petr Marsik, Ph. D.

© 2021 CZU v Praze






Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze svou diplomovou praci "Srovnani profilu organickych latek v riznych
druzich medu stejného regiondlniho pivodu" jsem vypracovala samostatné¢ pod vedenim
vedouciho diplomové prace a s pouzitim odborné literatury a dalSich informacnich zdroj, které
jsou citovany v praci a uvedeny v seznamu literatury na konci prace. Jako autorka uvedené
diplomové prace dale prohlasuji, ze jsem v souvislosti s jejim vytvofenim neporusila autorska
prava tietich osob.

V Praze dne 26.4. 2021.




Podékovani

Rada bych touto cestou podékovala svému vedoucimu prace Mgr. Petrovi Marsikovi,
Ph. D. za jeho odborné vedeni, trpélivost, cenné rady, vécné ptipominky a ¢as, ktery stravil nad
touto diplomovou praci. V neposledni fadé bych rada podékovala své rodiné, kterda mé
podporovala po celou dobu studia.



Srovnani profilu organickych latek v riiznych druzich
medu stejného regionalniho ptavodu

Souhrn

vvvvvv

smés, pro kterou je zdkladnim materidlem v oblasti naSeho mirného pasma nektar nebo
medovice, kterou sbiraji vcely. Obsahuje kolem 200 rtznych latek. Fenolické latky spolu
s dal§imi slouc¢eninami vytvafi organoleptické vlastnosti medu a lze jejich obsah v medu
stanovit. Fenolické latky jsou pfedmétem mnoha studii a jejich charakteristika a zastoupeni
v medu je Casto zkoumana.

Cilem diplomové prace bylo srovnani profilu organickych latek v riznych druzich medu
stejného regionalniho ptivodu. Stanovenou hypotézou bylo, Ze by se profil organickych latek
v ruznych druzich medu stejného regionalniho piivodu nemél vyrazné 1iSit. V radmci prace bylo
analyzovéano deset vzorkl riznych druhti medu, kdy devét vzorkt bylo stejného regionalniho
pivodu CHKO Cesky les a jeden vzorek z regionu v okoli hlavniho mésta Prahy. Téchto deset
vzorkili medu bylo analyzovéano ve tfech opakovanich. Nejprve byla provedena extrakce na
pevnou fazi (SPE) a poté byly profily organickych latek stanoveny pomoci metody LC-MS.
Nasledné vyhodnoceni vicerozmérnymi statistickymi metodami poskytlo informace stanoveni
fenolickych latek, které bylo mozné vyuzit pti porovnani profilti vzorkti medu.

Dale byl stanoven profilovy screening na pfitomnost pesticidii. Nejvice zastoupené
pesticidy ve vzorcich medu byly Triazamat, Aminocarb, Pirimicarb a Icaridin.

Mezi nejcastéji nalezené fenolické latky patiil pinocembrin, kaempferol, pinobanksin a
kvercetin.

Kli¢ova slova: med, organické slouceniny, fenolické latky, chromatografie, LC-MS



Comparison of organic compound profile in different
honey of identical geographic origin

Summary

Honey is one of the most well-known and significant bee products. It is defined as a
sweet substance produced by bees from nectar or other secretions such as honeydew. About
200 compounds can be found in honey, phenolic compounds which are, among others, also
responsible for its organoleptic properties. Phenolic compounds are the subject of many studies.
The studies are concerned with the description of the compounds’characteristics and its
occurrence in honey.

The aim of this diploma thesis is to compare the profile of organic compounds in various
types of honey with the same region of origin. According to the hypothesis, the difference in
the profile of organic compounds in various types of honey with the same region of origin
should not be significant. For the analysis conducted in this thesis, ten samples of honey were
used. Nine samples are from the region of Cesky les Protected Landscape Area and one sample
is from the region of the capital city Prague. The aforementioned ten samples of honey were
analysed three times. First and foremost, the solid phase extraction (SPE) was used and
subsequently the profiles of organic compounds were estabilished using the LC-MS technique.
Afterward, the assessment conducted by multidimensional statistical methods provided
information regarding the phenolic compounds, which were later used in the comparison of the
honey samples.

Furthermore, a screening for the presence of pesticides was performed. The most
commonly found pesticides in the honey samples were Triazamate, Aminocarb, Primicarb and
Icaridin.

Pinocembrin, kaempherol, pinobanksin and quercetin were among the most commonly
found phenolic compounds.

Keywords: honey, organic compounds, phenolic compounds, chromatography, LC-MS
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1 Uvod

vvvvvv

produkt. Pro své 1éCivé, terapeutické a vyzivové vlastnosti je pouzivan uz od starovéku. Je
pouzivan pro prumyslové ucely, v potravinafstvi, gastronomii, kosmetice a pro jeho nutri¢ni a
lé¢ivé ucinky, které jsou predmétem mnoha zkouméni. Med pochdzi z rostlinného nektaru a
producentem medu je véela medonosnd (Apis mellifera). Existuji dva druhy medu, prvni z nich
je nektarovy (kvétovy med), jehoz zdkladem je rostlinny nektar a druhym je mednicovy med,
ktery se ziskdva ze sekretu hmyzu sajiciho na rostlinach. V ramci kazdého z téchto dvou
hlavnich druhti medu miizeme rozezndvat mnoho variaci v zavislosti na jeho fyzikadln¢ —
chemickych vlastnostech a organoleptickych vlastnostech

Med je pfirodni potravina a skldda se pfedevsim z vody a cukrt a kromé& téchto slozek
obsahuje i mnoho dalSich jako jsou enzymy, bilkoviny, aminokyseliny, minerdly a dalsi.
Z organickych latek patii mezi jeho vyzmané slozky také fenolické kyseliny a flavonoidy, které
jsou znamé svymi antioxida¢nimi vlastnostimi. Je také povazovan za pfirodni antibiotikum a
pfirozeny imunostimulant.

Vysoka cena a omezena dostupnost medu zapti€inily zvySeny zajem o jeho falSovani, kdy
dochazi ke klamani spotiebitele za ucelem zisku vyrobce ¢i prodejce. Med vyzaduje standardy
a normy, které zajiStuji jeho kvalitu a identitu. Velky duraz je kladen na zdravotni nezdvadnost
medu a je proto nutné, aby spliioval legislativou natizena kritéria.

Pro analyzu medu se v soucasné dobé vyuziva tfada metod zahrnujicich senzorickou
analyzu, biologické, fyzikalné-chemické metody a moderni analytické metody. Vycet téchto
metod pouzivanych pro stanoveni kritérii kvality medu je uveden v Evropské normé nebo
v Kodexu Alimetarius.



2 Védecka hypotéza a cile prace
Cilem této prace je ptiblizeni chemické podstaty medu, stanoveni a srovnani profilu

obsahu organickych latek v riiznych druzich medu stejného regionalniho ptivodu

Hypotéza: Profil organickych latek v riznych druzich medu stejného regionéalniho
puvodu by se nemél vyrazné lisit.



3 Literarni reSerse

3.1 Med

jako sladkou smés, pro kterou je zakladnim materidlem v oblasti naSeho mirného pasma nektar
nebo medovice, kterou sbiraji véely (Dobrovoda 1986).

Jedna se o pfirodni produkt sriiznym slozenim ovlivnény mnoha faktory jako je
zemg&pisny a botanicky ptivod, klima, manipulace vcelaft a dal§i (Al-Mamary et al. 2002). Je
to komplexni smés sacharidl (fruktéza, maltéza, glukdza a sachardza), vody, organickych
sloucenin, kyseliny gluonové, dusikatych sloucenin, fenolickych kyselin, mineralnich latek,
flavonoidd, bilkovin, vitamintli, aminokyselin, enzymt a fytoslucenin. (Wang et al. 2004;
Bertoncelj et al. 2007).

Pfeména medovice ¢i nektaru v med zahrnuje jak chemické, tak i fyzikalni procesy.
Nektar je vylucovan z aktivnich zlaz kvéth rostlin, které maji za ukol 1dkat hmyz, tim si tak
rostlina zajistuje opyleni.

Med je délen dle ptivodu na mednicovy a kvétovy a dale dle statu délen podle zplisobu
ziskavani (National Honey Board 2018). Mednicové medy produkuje mnoho rtiznych msic a
hmyzu na velké skale rostlin, které pochazeji prevazné z jehlicnatych stromt, a to ze smrku,
jedle a borovice. Na trh jsou uvadény se specifickym oznaenim a v Evropé se povazuji za
vysoce cenéné (Oddo et al. 2004). Kvétové medy vznikaji z nektaru, ktery sbiraji vcely
(Manzanares et al. 2011).

Zbarveni medu se pohybuje v Siroké skale od bled¢ zluté po tmavé ¢ervenou jantarovou
az po témeét Cernou. Barva medu je zplsobena predevs§im rostlinnym zdrojem, ze kterého med
pochazi. V nékterych ptipadech ovliviiuje barvu i klima (White 1980)

Chut' a viiné medu je znacné variabilni a jednotlivé odliSnosti jsou zpisobeny jeho
botanickym ptivodem. Svétly med ma obecné jemnéjsi chut’ a tmavsi vyrazngjsi (White 1980).

3.1.1 Nutri¢ni vyznam medu

Med se v historii pouzival zejména jako zdroj energie, konzervant a jako piirodni
sladidlo. Svétova produkce medu se ro¢né pohybuje kolem 1,2 milionu tun (Alvarez — Suarez
et al. 2010). Byl a je Siroce pfijiman jako jidlo vSemi generacemi a civilizacemi (Ajibola et al.
2012). Poukazuje se na to, ze med ma nékolik pozitivnich vyzivovych uc¢inku, pokud je
konzumovan v davkach od 50 g az 80 g (Bogdanov et al. 2008). Hlavni slozkou, ktera souvisi
s vyzivou a zdravim jsou sacharidy, které jsou potfebnym zdrojem energie jak pro déti, tak
zejména pro sportovce (Alvarez-Suarez et al. 2010).

V poslednich letech se medu pfipisuje mnoho pozitivnich G¢inkti na lidské zdravi.
Poukazuje se na to, Ze med ma velmi pfiznivé G€inky na gastrointestinalni trakt, jatra, stfevni
mikrofléru, slinivku bfiSni a sni spojenou glykemii a metabolické poruchy. U pacientli se
snizenou toleranci glukézy a diabetem mellitu prokazaly rizné studie, ze byl med 1épe snasen
nez vétSina béznych cukrii a snizoval hladinu glukozy v krvi. Na zaklad¢ téchto dikazi jsou
navrzeny mozné mechanismy pusobeni antidiabetického uc¢inku medu (Erejuwa et al. 2012).



Nutri¢ni vyznam medu ma roli i v kojenecké vyzivé. V poslednich stoletich byla aplikace
medu ve vyziveé kojencli doporucovana. Je uvadéno nékolik zajimavych pozorovani, v kterych
kojenci s dietou, ktera obsahovala med méli lepsi krevni obraz, vyssi pfirtistek hmotnosti a med
byl pro kojence i Iépe chutové piijatelnéjsi nez pfi podavani sachardzy. Kojenci pfi medovém
rezimu byli mén€ nachylni k nemocem, travicim potizim a trpéli méné na prijmova
onemocnéni (Bogdanov et al. 2008).

Nevyhodou byla obava ohledné pfitomnosti Clostridium botulinum v medu, protoze
pritomnost této bakterie je v pfirodnich potravinach vSudyptitomnéd (Bogdanov et al. 2008).
Spory jsou schopné produkovat botulotoxin a tento stav u batolat s nedostatecné¢ vyvinutym
travicim traktem pak miize vést az ke smrti (Brown 2000). Existuji studie, které poukazuji na
moznou alergii vyvolanou konzumaci medu. Alergické reakce byly zplisobeny alergeny ze
véelich produktl, jejich metabolismu, nektaru ¢i propopolisu a také reakce na bilkoviny
nachdzejici se v medu, které mohou vyvolat fadu alergickych reakei (Guan, Li a Yin 2016).

3.1.2 Antioxidaéni aktivita

Med, ktery diky pfitomnosti vy$$itho mnozstvi antioxidantnich sloucenin jako jsou
bioaktivni peptidy, enzymy, organické kyseliny, fenoly a flavonoidy, ma schopnost pfedchazet
raznym chorobam. N¢kolik studii poukazuje na dikaz antioxidacni aktivity, coZ je parametr
pro mozny terapeuticky ucinek. Pfijem medu zvySuje hodnotu vitaminu C v krvi, B — karoten
a glutation reduktazu (Schramm et al. 2003). Je vyuzivan v kardiovaskularnich onemocnénich,
zanétlivych stavech, 1é¢b¢ infekci a chirurgickych pooperacnich ran (Ahmad et al. 2017).

Flavonoidy jsou sekundarni metabolity rostlin vyuzivané ve farmakologii pro své
antibiotické, protialergické, a hypoglykemické ucinky (Gheldof & Engeseth 2002) a fenoly jsou
v soucasné dobé zkoumany v oblasti 1¢kafské a potravinové vyzivy zejména kvili jejich
funkénim vlastnostem. Fenoly vychytavaji volné radikdly, a tak jsou U¢innym
imunomodulatorem a inhibitorem ptisobeni hormonti (Havsteen 2002).

3.1.3 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobidlni 1€¢iva aktivita medu je znama jiz od starovéku a jeho 1é¢ivy vyznam je
dokumentovan v nejstarSich Iékatskych literaturach na svété (Mandal 2011). Aristoteles (384—
322) pt.n.l. se zminoval o medu jako o balzimu na bolavé o¢i a rany. Po dobu 2700 let byl med
pouzivan lidmi k 1é¢bé rtiznych onemocnénich, ale teprve neddvno byla objevena jeho
antimikrobialni vlastnost (Israili 2014).

Klinické studie prokazaly, ze 1é¢ivé vlastnosti medu jsou zpiisobeny jeho antibakterialni
aktivitou. Vytvaii ochranou bariéru, aby se zabranilo infekci a pfi téZzce infikovanych koznich
ranach aplikace medu odstranuje infekci z rany a zlepSuje hojeni tkani.

Antibakterialni vlastnost medu je zptsobena enzymatickou produkei peroxidu vodiku a
odvozena od osmotického ucinku, vysokého obsahu cukru a nizkého obsahu vlhkosti s
antiseptickymi vlastnostmi (Vallianou et al. 2014).

Medy pro lékaiské ucely maji in vitro silnou baktericidni aktivitu proti bakteriim
rezistentnim na ATB, které zplisobuji n€kolik zivot ohrozujicich infekci. Byl prokazan
antibakteridlni wc¢inek proti bakteriim jako je Staphylococcus aureus a Pseudomonas
aeruginosa. Protizanétlivé uc¢inky medu mohou byt uzitecné i pii prevenci aterosklerdzy a



diabetu mellitu. Vysledky studii také poukazuji na uklidnujici acinky pfi popéleninéch.
Z aplikace medu zatim nebyla hlaSend z4dna infekce a ma potencidlni terapeutickou roli i pfi
1é¢bé periodontalnich onemocnéni (Khan 2007).

V soucasné dob¢ se podavaji medy se standardizovanou trovni antibakterialnich aktivit
kdy napt. med Leptospermu scoparium — Manuka med, jeden z nejzndméjSich medd,
pivodem z Nového Z¢élandu a Australie ma inhibi¢ni G¢inek dokonce az pro 60 bakteridlnich
druhti, véetné anaerobnich a aerobnich ¢i G+, G — bakterii (Vallianou et al. 2014).

3.2 Druhy medi

Medy se d¢li dle riznych hledisek, nejcastéji podle rostlinného ptivodu, déle pak podle
druhu véel ¢i zptisobu ziskdvani medu (Titéra 2013).

V Evropé se vyskytuje pouze vcela medonosnd Apis mellifera, proto na etiketach neni
nutné uvadeét druh veely oproti tomu u dovozového medu by druh vcel uveden byt mél, napt.
v piipadé¢ vcely indické Apis cerana ¢&i cenéného 1é¢ivého medu jihoamerickych,
bezzihadlovych véel rodu Trigona (Titéra 2013).

Dale se med d¢li podle rostlinného ptivodu na kvétovy med (svétly) a mednicovy med
(tmavy), pokud nejsou né¢jakym zpisobem medy naruseny, jsou stejné hodnotné. Kvétové medy
jsou svétlejsi, obsahuji mnoho bilkovin a jsou 1épe stravitelné pro lidsky organismus (Seféik
2014). Mednicové obsahuji vétsi mnozstvi mineralnich latek a stopovych prvkl, maji ostiejsi
chut’ a jsou tmavé barvy (Oddo et al. 2004).

Podle zptsobu vytaceni se med dé€li na vytaceny, lisovany a plasteCkovy. Vytaceny med,
je nejcastéjsi a je to med odebrany ze veelstva ve zralém stavu a ziskany po odvickovani z plasta
v ¢istém medometu bez plisobeni tepla. Vyhodou je minimélni naruseni a posSkozeni vceliho
dila. Lisovany med se ziskdva lisovanim, coz je stard zanikajici technologie a u nas se jiz
nepouziva (Titéra 2013). PlasteCkovy med se nevytaci a jde o med zavickovany a ulozeny
véelami do Gerstvé postavenych bezplodovych plastd (Svamberk 2003). Prodava se jako dil
plastii nebo v celych uzavienych plastech (Kamler et al. 2006).

Kvétové medy byvaji velmi ¢asto smiSeny s medy mednicovymi z divodi riznych
lesnich komplexii a v€ely kromé sbéru medovice piinaseji do ulu také nektar a vznikaji medy
smiSené. Medy smiSené tvoii vétSinu medné produkce. Oproti tomu medy jednodruhové musi
pochazet z jedné, vyrazné pievazujici snisky a maji proto prisn¢ normativng urcené vlastnosti,
aby jako jednodruhové medy mohly byt oznadovany (Svamberk 2003).

3.2.1 Jednodruhové medy

Jednodruhové medy, oznaCovany jako monoflérni jsou vzacné. Tyto med lze ziskat
z druhti rostlin, které nekvetou soucasné sjinymi zdroji pro tvorbu medu. Pro tento
jednodruhovy med musi véelat vystihnout spravny okamzik a v dobé, kdy je med zraly musi
bez prodleni tento med vytocit. Piivod téchto medu se vétsinou urcuje podle pylovych zrn, které
jsou v nich obsazeny. (Titéra 2013). V Evropé€ se v ménsi mife produkuje jen n¢kolik typickych
druhovych medd. Mezi né se fadi med akatovy, fepkovy, jetelovy, slune¢nicovy a malinikovy
(Haragsim 2004).



Akatovy med je na trhu pomérné Casty a patii mezi cenéné medy, jelikoz disponuje
vysokym obsahem fruktozy (Orey 2011). Vznika ptevazné v teplych oblastech Cech a Moravy
ama zde az 20% podil na medné produkci. Ov§em hlavnimi producenty tohoto druhu medu pro
evropsky trh jsou staty jako Mad’arsko, Rumunsko a Bulharsko. V ¢istém stavu je bezbarvy az
lehce nazloutly, ziistava dlouho tekuty a je vhodny pro slazeni napojt (Svamberk 2003).

Jeden z hojné produkovanych medii je med fepkovy. Repkovy med je svétly, vhodny pro
pastovani, rychle krystalizujici a po ztuhnuti téméft bily (Titéra 2013). Chut’ ma aromatickou a
1i8i se podle odrudy fepky. Chutové kvality doznaly béhem 20 let vyznamného zlepSeni diky
z Francie a Ceské republiky a na svétovém trhu je vyznamnym dodavatelem Indie z fepaku
olejného (Brassica rapa) (Svamberk 2003).

Jetelovy med se v Cisté podob¢ ziskava ze vcelstev pfisunutych k semennym porostim.
Tento med je rychle tuhnouci s vyraznéjsi nakyslou chuti nez je tomu u fepkového medu (Titcéra
2013). Kratce po vytoceni se mize v téchto medech vyskytovat vyssi obsah sachardzy. Je
povazovan za vyborny zdroj energie pro rekonvalescenty a sportovce diky vysokému obsahu
glukozy. Evropskéd produkce je zcela nedostate¢na a tento druh medu se dovazi predevsim
z Kanady (Svamberk 2003).

Sluneé¢nicovy med z pohledu prodavaného mnozstvi je v podminkach CR téméi okrajou
zalezitosti. V Evropé je pfednim producentem slune¢nicového medu piedevsim Francie, také
Bulharsko, Rumunsko, Ukrajina a Mexiko. Tento med ma typicky nazloutlou barvu diky
kvétenstvi slune¢nice. Podléha rychlé krystalizaci a Casto se pouziva pro pastovani.

Malinikovy med je spotiebiteli velmi cenén a je Casto vyhleddvan, avSak na tuzemském
trhu zaujima pouze malé procento a jeho nedostatek je kompenzovan dovozem z Kanady.
V tekutém stavu ma svétle zlutou barvu a velmi pfijemné ovocné aroma. Rychle krystalizuje
do bilé maslovité konzistence a je také vhodny pro pastovani (Svamberk 2003).

3.3 Slozeni medu

Med se skladé z n€kolika hlavnich komponenti a mnoha dalsich latek, které z néj délaji
cennou soucast stravy (Ball 2007). Diky rozvoji analytickych metod bylo v poslednich letech
v medu popsano vice nez n€kolik set specifickych latek. Tyto organické latky jednak produkuji
rostliny, nékteré jsou vysledkem vzajemnych reakci, jiné vznikaji ptisobenim vcelich enzymu
(Titéra 2013). Med se proto 1isi nejen chemickym slozenim, ale také fyzikalnimi vlastnostmi,
chuti a biologickou aktivitou (Kaskoniene et al. 2009). Nesmi obsahovat zadné Skodlivé latky,
aroma cizich latek, aditiva a zadna vlastni slozka nesmi byt odstranéna (Codex Alimentarius
2001).

Vzhledem k chemické komplexité slozeni medu mohou v medu nastat zmény ve slozeni
behem skladovani, které mohou ovlivnit jeho kvalitu (napt. Maillardova reakce) (Moreira et
al. 2007, 2010).

3.3.1 Voda

Med je pomérné suchou potravinou a voda tvoii asi 13—25% podilu v medu (Sima et al.
1983). Optimalni obsah vody ¢ini okolo 17 % - pokud ma med vice nez 17 % vlhkosti a



obsahuje dostate¢né mnozstvi spér kvasinek, podléha kvaseni. Takové medy musi byt
pasterizovany, tedy dostatecné zahtivany, aby doslo k usmrceni nezadoucich mikroorganismu
(Dobrovoda 1986). Lze tedy zjednodusené¢ fict, ze ¢im méné vody med obsahuje tim je
kvalitné&jsi (Titéra 2013). Mnozstvi vody je zavislé na fad¢€ faktord, jako jsou vlastnosti nektaru,
stupen zrani, sezéna — vymetani, zemépisny ptivod, mnozstvi véelstva atd. (Sabatini 2007,
Pontara et al. 2012).
vody muze zkvasit a chutové se znehodnotit. (Titéra 2013). Po extrakci medu se obsah jeho
vlhkosti mize meénit v zavislosti na podminkach skladovéani. Proto je podil vody jedna
Obsah vody v medu se v labratotich zjistuje refraktometricky na zaklad¢ indexu lomu,
nicmén¢ orientacné muzeme zjistit obsah vody v medu i tak, ze stanovime jeho hustotu pfesnym
zvazenim definovaného objemu (Titéra 2013).

3.3.2 Sacharidy

V susiné medu tvofi cukry asi 90 %. Z nich nejdilezitéjsi jsou glukédza, fruktdza,
sachardza a dextriny (Dobrovoda 1986). SloZeni cukru zavisi na druhu kvétin pouzivanych
véelami, na zemé&pisném ptvodu, klimatu a dalSich podminkach (Escuredo et al. 2014).

Glukozu a fruktézu fadime do skupiny jednoduchych cukrii — monosacharidi a jsou
chemické a biochemické vlastnosti (Dobrovoda 1986). Monosacharidy ptedstavuji asi 75 %
obsahu a disacharidy (maltéza a sachar6za) se pohybuji v rozmezi 10—15 % a dal$i mnozstvi
ostatnich cukrti. Obsah cukrii je odpovédny za jeho viskozitu, granulaci a energetickou hodnotu
(Kamal & Klein 2011).

V medu jsou ptfitomné i nékteré oligosacharidy. Do skupinu trisacharidii se fadi
maltotridza, melecitéza a pandza a dokresluji jeho pfirozeny pivod. Pii obsahu trisacharidu
melecitézy v medu zplsobuje cementovy med, coz je jev, pti kterém med krystalizuje tak
rychle, ze ztuhne jiz ve vcelich plastech (Titéra 2013). Fruktooligosacharidy jsou zastoupeny
v medu kolem 4-5 % a je jim pfipisovan probioticky tc¢inek (Al — Sheraji et al. 2013).

3.3.3 Bilkoviny a aminokyseliny

Mezi dalsi slozky medu patii bilkoviny jejichz stavebnim prvkem jsou aminokyseliny.
Jejich obsah se 1isi podle daného druhu véely. Med vcely medonosné Apis mellifera obsahuje
mezi 0,2 % - 1,6 % proteinti oproti tomu med Apis cerana obsahuje od 0,1 % do 3,3 % bilkovin.
V susin€ medu na 100 g je obsah aminokyselin asi 100 mg. Bilkoviny v medu pochazeji jak
z rostlinnych, tak i Zivoc¢isnych zdrojii jako je nektar ¢i sekrety slinnych zlaz a hltanu vcel.
(Escuredo et al. 2013). Bilkoviny se v medu vyskytuji zejména ve formé¢ enzymi. Kromé
proteintl a peptidii jsou v medu zastoupeny i volné¢ aminokyseliny s vyjimkou glutaminu a
asparaginu. Hlavni aminokyselinou obsazenou v medu je prolin, ktery je primarn¢ vysledkem
sekrece slin véel a tvori 50-85 % celkového obsahu aminokyselin (Iglesias et al. 2006). Prolin
se pouziva jako parametr k hodnoceni stupné zrani medu. Mezi dals$i vyznamné zastoupené
aminokyseliny se fadi alanin, fenylalanin, leucin, izoleucin, a glutamova k. (Hermosin et al.
2003).



Enzymy obsazené v medu pochazeji od véel nebo jsou rostlinného ptivodu z nektaru ¢i
medovice. V medu hraji vyznamnou roli a ovliviiuji predevsim fyzikalné-chemické reakce.
Nejvyznamngj$imi enzymy v medu jsou glukézooxidaza, invertaza, diastdza (od vcel), mezi
mén¢ vyznamné patii napt. fosfatdza ¢i katalaza (z nektaru a medovice) (Sak — Bosnar & Sakac
2012, Won et al. 2008). Diastaza rozklada skrob nebo glykogen na mensi jednotky cukru a
invertaza rozklada sacharézu na glukozu a fruktézu (Bogdanov 2016). Vyznamny enzym
glukozooxidaza za ptitomnosti vzduchu méni mnozstvi glukézy na kyselinu glukonovou a
peroxid vodiku. Pasobi proti ristu bakterii a je jejich inhibitorem (Weil3 2010).

3.3.4 Fenolické slouceniny

Fenolické slouceniny jsou dalsi dilezitou slozkou medu vzhledem k jejich funkénim
vlastnostem. Patii mezi sekundarni metabolity rostlin a hub (Heleno et al. 2015). Jedna se o
chemicky heterogenni skupinu zahrnujici nékolik raznych tfid sloucenin podle chemické
struktury (Andersen & Markham 2006). Zakladem jejich struktury je aromaticky kruh s jednou
nebo vice hydroxylovymi skupinami a mohou se lisit od jednoduchych po slozité (Pyrzynska
& Biesaga 2009). Zahrnuji rozsifenou skupinu pfirodnich latek jako jsou fenolické kyseliny,
flavonoidy, taniny a stilbenoidy (Manganaris et al. 2014). Fenolové kyseliny a flavonoidy
vykazuji Skalu biologickych uc¢inki a plisobi jako pfirodni antioxidanty (Algarni et al. 2012).
Organismus chrani pfed volnymi radikély. Spole¢né s fenolickymi slou¢eninami ptisobi v medu
1 jako antioxidant vitamin C a katalasa (Maridonneau — Parini et al. 1986, Ferrali et al. 1997).

Fenolové kyseliny se déli na derivaty hydroxybenzoové kyseliny (gallova,
protokatechova, syringova, vanilinova k.) a skotficové kyseliny (ferulova, sinapova, kavova k.)
(Estevinho et al. 2008).

Flavonoidy odvozeny z latinského slova flavus (zluty) dodavaji rostlindm barvu (Frank
2010). Jsou odvozeny od kyslikaté heterocyklické slouceniny flavanu, ktery je tvofen dvéma
benzenovymi jadry, spojenymi heterocyklickym pyranem. Flavonoidy jsou hlavni funkéni
(Alvarez — Suarez et al. 2012).

Jsou nedilnou soucasti antioxida¢niho systému, kde likviduji volné kyslikové radikaly,
zabrafuji peroxidaci lipidi a mohou vézat a inaktivovat nékteré prooxidacni kovové ionty
(Pyrzynska & Biesaga 2009). Flavonoidy se dale klasifikuji podle stupné oxidace C kruhu na
falvonoly, flavony, flavanonoly, flavonoly, isoflavony, antokyany a antokyanidiny. Nejvice
jsou v medu zastoupeny flavony, falvanoly a flavonoly (Estevinho et al. 2008)

3.3.5 Organické kyseliny

Organické kyseliny predstavuji kolem 0,6 % obsahu a jsou dulezitou souc¢asti medu, kdy
ovlivilyji jeho chut’ a stabilitu a také maji fadu cennych vlastnosti (Olaitan et al. 2007). Podle
obsahu kyselin v medu se 1i§i jeho plivod. Nékteré organické kyseliny se fadi k pfirozenym
antioxidantim. V medech bylo identifikovano vice nez 30 organickych kyselin. Mezi tyto
kyseliny se fadi pfedevsim glukanova kyselina, ktera je vysledkem enzymatického Stépeni
glukdzy, dale jable¢na k. a citronova k. a pyrohroznova k. Obsah téchto kyselin pii kvaSeni
nezralého medu vzriistd, a proto jsou pro jejich obsah stanoveny limity. Soucasnd nase i
evropska norma ptipousti kyselost do 50 mval na kg (Viuda — Martos et al. 2010).



vvvvvv

glukonova kyselina vznikajici $t€épenim glukoézy. Podili se desetmaml procenta na suSin¢ medu

a je obsazena v medu nejcastéji ve formée laktonu (Singhala kol. 1997)
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Obrazek 1: Nejvice zastoupené fenolové slouc¢eniny identifikované v medu (Pfevzato z Phenolic Compounds
in Honey and Their Associated Health Benefits, Cianciosi et al. 2018)

3.3.6 Vitaminy

Vitaminy jsou v medu obsazené v malém mnozstvi. Hlavnim zdrojem vitamini pro véely
je pyl, proto jsou dominantnimi vitaminy v medu zejména vitaminy skupiny B, které pochazeji
z pylovych zrn (Titdra 2013). Radi se mezi né napt. B thiamin, B2 riboflavin, B3 nikotinova
kyselina, B5 pantothenové kyselina, B9 listova kyselina a dal§i. V medu je pfitomny také
vitamin C, ktery se nachazi t¢émét ve vsech druzich medu. Vyznamnou roli zde hraje diky svému
antioxida¢nimu ucinku, nicméné patii mezi nestabilni indikatory, protoze je nachylny na
enzymatickou oxidaci a snadno podléhd zméndm v disledku pisobeni riznych faktort jako je
teplo, svétlo ¢i kyslik (Bonté & Desmouliere 2013). Také filtrace medu a oxidace kyseliny
askorbové peroxidovymi radikély zptisobuje ztratu vitamini (Ciulu et al. 2011).

3.3.7 Mineraly

Obsah mineralti se v medu pohybuje kolem 0,04 % u medua svétlych a 0,2 % u medt
tmavych. Mezi mikroprvky zastoupené v medu patii draslik, hoi¢ik, vapnik, sodik, zelezo,
fosfor, selen, chrom a dal$i prvky (Alqarni et al. 2012). Nejvétsi je obsah drasliku, ktery
odpovida 1/3 obsahu mineralti v medu, v mensim mnozstvi je pak zastoupen sodik, zelezo,
vapnik, hoi¢ik (Yucel & Sultanoglu 2013).

Ptiznivym Gc¢inkem téchto mineralii a stopovych prvki je ovlivénéni zakladnich funkci
pii udrzovani fyziologického stavu ¢i jejich plisobeni na celkovy metabolismus. Naproti tomu,
nekteré t€zké kovy jako olovo nebo kadmium jsou pii prekroeni maximalniho limitu toxické.
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Maximalni obsah rezidui toxickych tézkych kovii v medu nebyl stanoven, nicméné¢ WHO a
FAO navrhly pfijatelné rozmezi (Ajtony et al. 2007).

Kvantifikace téchto toxickych prvkl je dilezitd pro bezpecnost lidského zdravi i
biomonitoring zivotniho prostiedi (Ajtony et al. 2007). Obsah téchto stopovych prvkil zavisi na
typu pudy, ze které rostlina vyrostla a vcela z ni sbirala med. Né&které¢ studie klasifikuji medy
podle obsahu mineralt, kdy napiiklad ve Spanélsku byl zjistén vyssi obsah manganu v medu

[ RA4

olova u lipy (Algarni et al. 2012).
3.4 Nezadouci kontaminanty v medu

Pti sbéru medovice ¢i nektaru se mohou do medu dostévat i nejriznéjsi kontaminanty.
Med mtize byt kontaminovan z rtiznych zdroji, mezi zdroje kontaminace se fadi i kontaminace
samotnymi vcelami, kdy se v medu mohou objevit Casti jejich tél. Kontaminace miize byt
zpusobena i chybami pfi aplikaci véelatskych postupti nebo prostiedim.

V¢eli produkty mohou byt kontaminovany pfimym a nepfimym zplisobem. Pfimym
zpusobem je med znecistovan kontaminanty pochazejicimi ze vcelafstvi, pesticidy, rezidui
farmak, akaricidy pouzivanymi k tlumeni chorob vcel, materidlu ulu, v€elimi repelenty pfi
sklizni medu ¢i ochrannymi prostfedky na oSetfeni dievo. Nepfimym zpusobem dochazi ke
kontaminaci zneciStujicimi latkami pfevazné ze zemédélskych postupii a obecné z prostiedi,
pesticidy, polychlorované bifenyly (PCB), té¢zké kovy, bakterie, polycyklické aromatické
uhlovodiky (PAH) a radionuklidy (Kuwajski 2008).

Mezi hlavni kontaminujici latky pochéazejicimi ze vcelafstvi patii akaricidy, lipofilni
syntetické slouceniny a netoxické latky jako jsou organické kyseliny a slozky éterickych olej,
antibiotika pouzivand k potlaceni chorob plodii zejména tetracykliny, streptomycin nebo
sulfonamidy (Bogdanov 2006). Z tohoto diivodu by m¢l byt med oznacen etiketou, aby bylo
mozné prozkoumat jeho ptivod a slozeni (Stanimirova et al. 2010).

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) jsou skupinou aromatickych uhlovodikii
s nejmén¢ dvéma benzenovymi jadry, které vznikaji ptevazné béhem spalovani fosilnich paliv
a organického odpadu. Jsou tak v zivotnim prostfedi vSudyptitomné (Bostrom et al. 2002).
Polycyklické aromatické uhlovodiky jsou pfitomny v medu hlavné z divodu Spatné manipulace
a usazovani PAH ze vzduchu na rostlinach (Corredera et al. 2014). Z toxikologického hlediska
jsou PAH nebezpecné zejména kvili svému mutagennimu a karcinogennimu ucinku (Bostrom
et al. 2002).

3.4.1 Pesticidy

Pesticidy jsou celosvétové vyuzivany k ochrané plodin, ke zvySeni produktivity
zemédélstvi i pro kontrolu chorob a sktidct véel. Jejich pouzivani je vétsinou nekontrolovatelné
a aplikované bez schvélenych protokold, coz ma za néasledek kontaminaci zivotniho prostredsi,
zdravotni riziko pro mnoho druhl zvifat a lidi. Mezi zbytky pesticidi patii fungicidy,
insekticidy, organické kyseliny, herbicidy a baktericidy. Potenciondlni riziko pro zdravi
Clovéka predstavuji pesticidy pro svou subakutni az chornickou toxicitu. Mnoho téchto
kontaminantd je zakazano kvili zdravotnimu riziku pfedevsim kvuli karcinogennimu t¢inku.
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V Evropské unii dnes existuje na trhu pies 1100 registrovanych pesticidii (EU Pesticides
database 2018).

Mezi nejcCastéjsi pesticidy v medu se tadi organosfosfity a karbamdaty. Rozséhla
distribuce téchto skupin pesticidl zptisobuje kontaminaci kvéti. Veely z téchto kvéta prenaseji
rezidua do medu, a tak ohrozuji zdravi konzumenta. (Mukherjee 2009). Organochlorové
pesticidy jsou velmi toxické, karcinogenii latky a jsou vysoce odolné viici biologickému
rozkladu. Jsou detekovany v oblasti Zivotniho prostfedi a diky své lipofilni povaze mohou byt
akumulovany v riznych tkanim zivych organismii (Zacharis et al. 2012).

Riizné narody stanovily maximalni koncentraci rezidui pesticidi povolené v medu, av§ak
aby med byl bezpecny pro spotiebu, musi byt bez jakychkoliv biologickych ¢i chemickych
kontaminanta (Pinho et al. 2010).

3.4.2 Antibiotika

Kontaminace antibiotiky je velice diskutovany problém, ktery mize pro cloveka
Tetracykliny, nitrofurany a makrolidy vcelafi pouzivaji v zeméd¢lstvi proti chorobam rostlin
a vcelaii tyto antibiotika pouZzivaji v boji proti v€éelim chorobam. Z tohoto diivodu se rezidua
antibiotik mohou v medu nachazet. Rezidua Casto pochézeji z riznych zdrojii prostredi, ¢i
nespravnych vcelatrskych postupt (Kummerer 2009).

V nékterych zemich EU je pouzivani antibiotik nezdkonné a neni povoleno prodavat med,
ktery obsahuje rezidua antibiotik a napf. ve statech jako Svycarsko, Velka Britanie ¢i Belgie
byly MLR stanoveny pro kazdou tfidu antibiotik (Hammel et al. 2008). Jelikoz se med vyuziva
pro nutriéni i 1é€ebné ucely tak monitorovani rezidui antibiotik v medu pomahé predchazet
potenciondlnimu riziku pro ¢lovéka (Chen et al. 2000).

3.4.3 Hydroxymethylfurfural

Hydroxymethylfurfural (5-HMF) je cyklicky aldehyd a vzniké v procesu Maillardovy
reakce v pribéhu tepelného zpracovani a dlouhodobém skladovani medu (Tornuk et al. 2013).
V cistém stavu je to bezbarva, krystalickd latka, ktera ovliviiuje chut’ i vini v¢eliho medu.
(Pridal 2005). Vznika jako rozkladny produkt monosacharidl, zejména fruktézy za vysSich
teplot a za piitomnosti kyselin (Ptidal 2003).

Tvofti se uz béhem zrani v plastech za ptiznivych podminek. HMF je dilezita chemicka
sloucenina, kterd slouzi pro posouzeni kvality a Cerstvosti medu, kdy je HMF pouzit jako
indikator kvality. V medu jsou piiznivé podminky pro vznik HMF vzhledem k vysoké
koncentraci sacharidii, niz§i hodnota pH a pfitomnost organickych kyselin. V Cerstvé
vytoceném medu je obsazen v malém mnozstvi do 5 mg/kg a koncentrace se zvysSuje béhem
skladovani a kdyz je med vystaven vyssi teploté nez 40 °C (Khalil et al. 2010).

Proces zahtivani prispiva k vytvotreni nezddouci karamelové chuté a ke snizeni kvality
medu. HMF je tékavy a toxicky v zavislosti na jeho koncentraci (Wang et al. 2009) a i kdyz
je povazovan za potencionalni karcinogen, pti denni davce kolem 1 mg/kg télesné hmotnosti
se neni tfeba obavat zdravotniho rizika (Kalabova et al. 2004)

V roce 2000 Codex Alimentarius zavedl limit, Ze obsah HMF v medu po zpracovani nebo
smichéni nesmi byt vyssi nez 80 mg/kg (Codex Alimentarius 2001), v tomto piipad¢ by byl
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pozorovan Skodlivy efekt. Limitni hodnota pro obsah HMF je 40 mg/kg z divodu nezadouciho
tepelného oSetieni, a kazdé zahtati snizuje nutriéni hodnotu medu (Kaldbova et al. 2004)

Mezi metody pro stanoveni HMF se fadi metoda HPLC a spektrofotometrické stanoveni
(Whiteova metoda). Metoda podle Winklera by se pouzivat neméla, protoze jedna z reagencii
(p — toluidin) je karcinogenni (Bogdanov et al. 1997).
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Obrazek 2: Strukturni vzorec hydroxymethylfurfuralu

3.5 Ostatni v€eli produkty

3.5.1 Propolis

Propolis byl znam jiz ve starovéku v Egypté. Z pocatku byl pouzivan jako lepidlo a od té
doby prosel mnoha teoriemi a vyzkumy, jak propolis pouzivat. Aristoteles oznacil propolis jako
1ék na modtiny a bolaky, Rekové pouzivali propolis jako hlavni slozku parfému a staif Zidé
povazovali propolis za 1€k. V soucasné medicin€ je propolis pouzivan jako antiseptikum,
snizuje otoky, mé uklidiiujici G€inek na bolesti Slach a hoji rany. Je dostupny jako extrakt,
v pastilkach, krémech nebo ve formé prasku (Bogdanov 2017).

Propolis je slozen z rostlinnych pryskyfic a vypotkt které shromazd'uji véely. Chemické
slozeni propolisu je riznorodé a zavisi na jeho botanickém a zemépisném ptivodu. Doposud
bylo v propolisu identifikovano az 180 riiznych sloucenin, zejména polyfenolt (Dobrowolski
et al. 1991). Obecné obsahuje mineraly fenolové kyseliny ¢i jejich estery, flavonoidy, terpeny,
aromatické aldehydy a alkoholy, stilbeny a mastné kyseliny (Silva — Carvalho a kol. 2014).
Dalsimi slouceninami v propolisu jsou aromatické kyseliny, vosky ¢i tékavé oleje
(Dobrowolski et al. 1991).

Propolis vykazuje mnoho ucinkt, které¢ jsou piinosné pro zdravi Clovéka. Vykazuje
antimikrobialni, hepatoprotektivni, imunostimula¢ni a imunomodula¢ni efekt. Antimikrobialni
vlastnosti propolisu jsou dany pfedev§im obsahem flavonoidil (pinocembrinu, pinobanksinu a
galanginu). Rada téchto u¢inkd poukazuje na diivody, pro¢ se propolis pouZiva p¥i chronickych
a akutnich zanétech dutiny ustni, pfi onemocnénich hornich a dolnich dychacich cest ¢i pfi
1€¢bé koznich viedl (Kosenko et al. 1990).

3.5.2 Materi kasicka

V¢eli mateii kaSicka slouzi primarné jako potrava pro veeli larvy, kralovny. Vylucuji ji
délnice, které jsou staré 5-15 dni svymi hltanovymi zldzami (Bradbear 2009). Je to husta, bila
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az nazloutla tekutina, kterd ma charakteristickou viini. Obsahuje cukry, vodu, tuky, bilkoviny,
vitaminy a minerdlni latky (Nagai & Inoue 2004). Vyuziva se v kosmetickém pramyslu,
v 1ékarenstvi jako potravinarsky doplnék a ptidava se i do medu. Nékolik studii prokazalo, ze

-----

3.5.3 Vel jed

Véely pouzivaji zihadlo k obran¢ spoleCenstva, pti vlastnim ohrozeni a pro vytvareni
zasob. Z kadélka vajic¢ek se u délnic vyvinulo zihadlo a pfibyla jedova zlaza s vackem, ktery
obsahuje jed a tim se vyvinula i strategie obrany véeliho spolecenstvi. Délnice staré¢ 2-3 tydny
maji okolo 0,26 mg jedu. V¢eli jed je bezbarva kapalina, kyselé chuti a obsahuje biogenni
aminy (histamin, dopanim, noradrenalin), polypeptidy (mellitin), ktery poskozuje erytrocyty a
leukocyty, apamin pusobici na nervovou soustavu, enzymy (fosfolipadzu, kterd zplisobuje
hemolyzu, hyaluronidazu) (Zeintrich 2003).

Slozky jedu zptsobuji popraskani bun€k a vyliti mediatora, které vyvolavaji zanétlivy
proces. Véeli jed ma toxické ti¢inky a piisobi také jako alergen. Piisobi baktericidné, neuroticky
a hemolyticky. Lokaln¢ je ucinny jako anestetikum, a snizuje krevni tlak. Pro ¢lovéka, ktery
trpi alergii na vceli jed muze byt smrtelné i jedno zihadlo, u zdravého ¢loveka je nebezpecna
davka 200-500 zihadel (Zeintrich 2003).

3.6 Falsovani medu

Vysoké cena a omezend dostupnost medu zplsobily zvySeny zdjem o falSovani medu
(Puscas et al. 2013). Pti falSovani potravin dochéazi ke klamani spotiebitele za ucelem zisku
vyrobce ¢i prodejce. Med vyzaduje standardy a normy, které zajistuji jeho kvalitu a identitu
(Codex Standard for Honey 2001).

Mezi nejcastéjsi formy manipulace s medem patii pfidani levnych sladidel jako je fepny
cukr ¢i maltézovy sirup. DalSim zplGsobem falSovani je také zéména smésnych a méné
hodnotnych medi za medy kvalitnéjsi a drazsi. Medova chut’ se mtze falSovat i zahfivanim
roztoku monosacharidi s fenylalaninem, protoze téméf vSechny fenyloctové estery maji
medovou chut’. Proto je nezbytna znalost chemického slozeni medu za ucelem identifikace
kvality a bezpe¢nostniho opatieni pro spotiebitele (Puscas et al. 2013).

3.7 Metody analyzy medu

V praxi se uvadi fada metod pro kontrolu kvality potravin. Analyza medu se provadi za
ucelem ovéteni kvality €i zjisténi botanického a zemépisného ptivodu. Nejbéznéjsimi metodami
je senzoricka analyza, biologické a fyzikalné-chemické metody.

Pro stanoveni obsahtl prvki ve zkoumaném vzorku slouzi pfedevs§im analytické metody.
Jsou pouzivany predevs§im pro vysokou citlivost, rychlost a vysokou selektivitu (Klouda 2016).

3.7.1 Priprava vzorki

Ptiprava vzorki je zdsadnim krokem celé analyzy a je témét nezbytna. Ptipravy vzorku
jsou zavislé na typu analyzovaného materialu a na typu analytickych metod. Pro ptipravu a
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¢isténi vzorki fenolickych latek 1ze pouzit rizné metody. Vzorky fenolickych latek 1ze pripravit
homogenizaci, kapalnou extrakci, filtraci nebo centrifugaci. Extrahovand slozka se
v rozpustédle rozpusti a ziskd se naslednym odpafenim a vyslednym produktem je extrakt
vzorku, ktery je obohaceny o v§echny slozky, které chceme zkoumat (Valentova 2012). Postupy
vsak musi zajistit kvantitativni vytéznost téchto latek, aby nedochazelo k chemickym zménam,
¢i degradaci (Robards 2003). Teplota, pH ¢i rozpoustédlo mohou mit vyznamny vliv na druh a
mnozstvi fenolickych latek. Rozpoustédlo se voli v zavisloti na typu pozadovanych flavonoida.
Méné polarni flavonoidy se extrahuji chloroformem, dichlormethanem, dethyletherem ¢i ethyl-
acetatem, kdezto flavonoidni glykosidy a polarni aglykony se extrahuji alkoholy ¢i smési
alkoholu a vody (Andersen & Markham 2006).

Rada autori odbornych publikaci uvadi doposud nejvhodnéjsi metodu volby extrakci na
pevné fazi (SPE) (Soler et al. 1995). Je zalozena na principu navazani hledanych analyti na
pevnou fazi (tuhy sorbent) (Pirad et al. 2007) a nasledné eluci analytli, od rusivé matrice
vhodnymi rozpoustédly (Petrus et al. 2011). Extrakce na pevné fazi se provadi pomoci
komeréné dostupnych SPE kolonek na jedno pouziti na bazi chemicky modifikovanych castit
silikagelu (Klouda 2016). Vyhodou této metody je jednoduchost, rychlost a nizka spotteba
rozpoustédel (Pulcini et al. 2006).

Extrakce vzorka z kapaliny do kapaliny (LLE) je jednou z nejbéznéjSich extrakénich a
purifikacnich technik. Spoc¢iva v ptfechodu extrahované slozky z jedné kapalné taze do druhé.
V ptipadé rozpoustédla volime vodu nebo vodny roztok a druhym roztokem je organické
rozpoustédlo s vodou nemisitelné (Klouda 2016). LLE je vyuzivana pfedevSim pro stanoveni
pesticidi v medu. Tato metoda vSak vyzaduje velké mnozstvi rozpoustédla, je Casoveé narocna
a tak se jako alternativa vyuziva jiz zminovana extrakce na pevnou fazi (Barker et al. 2000).

Dale si pro analyzu fenolickych latek nasSly cestu i novéjsi techniky ptipravy vzorka
jako jsou extrakce superkritickou tekutinou (SFE) extrakce tlakovou kapalinou (PLE) (Rissato
et al. 2004) a mikroextrakce na pevné fazi (SPME) (Jiménez et al. 1998). Pro tyto metody je
typické, ze jsou snadnéji automatizovany, snizuje se spotieba rozpoustédla a doba analyzy, coz
ma za nasledek vyssi vykon a minimalizuje se degradace slou¢enin vzorku. (Pirad et al. 2007).

3.7.2  Senzoricka analyza

Senzorické vlastnosti medu jako je barva, viiné¢ a chut’ medu se lisi v zavislosti na
kvétinovém zdroji, geografickych a sezénnich podminkach. Senzorickou analyzu Ize pouzit
jako dopln€k fyzikdlné¢ — chemickych a pylovych analyz. Provadi se za ucelem ovéteni
nepiitomnosti vad, bezpecnosti, posouzeni kvality a jakosti, organoleptickych vlastnosti medu
a hodnoceni preferenci spotfebitelti (Marcazzan et al. 2018). Senzorickou analyzou rozumime
hodnoceni potravin bezprostiedné nasemi smysly. U vzorki medi se hodnoti vzhled,
konzistence, barva, viin¢ a chut’ (Ball 2007).

3.7.3 Moderni analytické metody

3.7.3.1 Hmotnostni spektrometrie
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Hmotnostni spektrometrie (MS) je moderni analytickd metoda, kterd je ¢asto vyuzivana
ke kvantitativni a kvalitativni chemické analyze pfi minimalni spotfeb& vzorku (Mclafferty &
Turecek 1993). Poskytuje mnoho informaci o vzorku a jeho slozeni (Klouda 2016)

Hmotnostni spektrometr je univerzalni detektor, ktery dokéze dosahnout velmi vysoké
citlivosti a poskytuje informace o strukturnich vlastnostech a pfedevSim o molekulové
hmotnosti méfenych analytt. Sklada se z iontového zdroje, ktery umoznuje ionizaci — prevadéni
neutrdlnich analytd na nabité ¢astice, analyzatoru hmotnosti, ktery rozdéluje ionty v plynné fazi
ve vakuu podle poméru hmotnosti a ndboje (m/z) a z detektoru, ktery slouzi k detekci
ptislusnych iontii (Milata & Segla 2004).

V poslednich letech byl zaznamenén velky pokrok v pfipadé separacnich a spektralnich
technik, kdy se smés latek rozdéli separacni metodou a nasledné se pomoci spektralni metody
ziskaji strukturni informace o jednotlivych slou¢eninach (Hol¢apek 2001). Mezi nejcastéjsi a
nejvyuzivanéj$i metody zalozené na hmotnostni spektrometrii patii kapalinovd a plynova
chormatografie, dale pak ionizace laserem za pfitomnosti matrice. Moderni metody hmotnostni
spektrometrie jsou velmi vhodné pro analyzu malych organickych molekul véetné fenolickych
latek (Watson & Sparkman 2007).

3.7.3.2 Chromatografie

Chromatografie je fyzikalné — chemické separa¢ni metoda, pfi které se slozky vzorku
rozdéluji mezi dvé nemisitelné faze. Je to predevsim metoda kvalitativni a kvantitativni analyzy
vzorku. Vzorek je undSen pohyblivou mobilni fazi pfes nepohyblivou stacionarni fazi a slozky
vzorku mohou byt stacionarni fazi zachycovany a tim zdrzeny. Metody chromatografie se
rozde€luji do urcitych skupin podle nékolika hledisek a to dle skupenstvi mobilni faze, podle
usporadani stacionarni faze a podle povahy d¢je, ktery prevlada pti separaci (Klouda 2016).

V drivejSich dobach patiily metody chromatografie na tenké vrstvé (TLC), papirova
elektroforéza a polyamidova chromatografie mezi hlavni metody stanoveni fenolickych latek.
Dnes se prechazi k modernéj$im metodam chromatografie jako je kapalinova chromatografie
¢i plynova chromatografie (Andersen & Markhem 2006).

Kapalinova choromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) je velmi
ucinou metodou pro analyzu piirodnich produktii a 1ze s touto metodou separovat i netékavé a
tepelné nestabilni slouceniny (Klouda 2016). Principem kapalinové chromatografie je separace
slozek mezi staciondrni a mobilni fazi, pficemz mobilni faze je kapalina. Jako mobilni faze se
vyuzivaji organické rozpoustédla, deinizovana voda &i pufry (Lei et al. 2011). Cas, ktery stravi
analyt v jedné nebo druhé fazi je zavisli na jeho afinit¢ bud’ k mobilni nebo stacionarni fazi.
Podle uspofadani stacionarni faze se pak rozliSuje chromatografie na kolonovou, tenkovrstvou
a papirovou. Samotna metoda se vyznacuje vysokou citlivosti a robustnosti a umoznuje tak
analyzovat prakticky veskeré organické latky ve velkém rozpéti relativnich molekulovych
hmotnosti (Klouda 2016).

V soucasné dobé je pro analyzu fenolickych sloucenin hojné vyuzivana vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie HPLC (Nollet 2004). HPLC je analyticka separa¢ni metoda, ktera
dosahuje vysoké ucinosti pouzitim staciondrnich fazi, obsahujici Castice malé velikosti a
pravidelného tvaru, které homogenné vypliuji kolonu a pritok mobilni faze je pohdnén
vysokym tlakem. Je vhodna pro separaci tepelné nestalych a netdkavych sloucenin. (Stulik
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2004). V ptipadé HPLC s hmotnostni spektrometrii je tato metoda velice i¢innym analytickym
nastrojem pro hledani stopovych prvkt v fadech pg-ng/kg (Turnipseed et al. 2011; Hu et al.
2014).

Plynova chromatografie (GC) je vysoce ucinna analytickd metoda, kde se latky od sebe
separuji na zaklad¢ vneseni vzorku mezi dvé nemisitelné faze — staciondrni a mobilni. Mobilni
fazi je u plynové chromatografie proud inertniho plynu, ktery unasi vzorek pies stacionarni fazi.
Vzorek, ktery je trasportovan se musi ihned pfeménit na plyn a poté se v kolon¢ latky separuji
na zakladé afinity na staciondrni fazi. Pro pfeménu analytl v plyny mizeme separovat latky,
které jsou tepelné stalé a maji relativni molekulovou hmotnost mensi nez 1000 (Klouda 2016).
Plynova chromatografie (GC) se pouziva zejména pro separaci plynnych latek, t€kavych latek,
tepeln¢ stabilnich kontaminantli, organokovovych latek a pevnych organickych molekul
(Hachenberg & Schmidt 1997). Ve spojeni s hmotnostni spektrometrii byvala plynova
chromatografie nejpouzivangj$i technikou pro analyzu pesticiti v potravinach (Farré et al.
2014).
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Stanoveni profilu organickych latek pomoci LC/MS

4.1.1 Pouzity material

K analyze bylo podrobeno 10 vzorki medu. Vzorky pochazely z riznych lokalit v ramci
Ceského lesa. Devét vzorki (1-9) medu bylo poskytnuto od stejného véelafe a jeden vzorek byl
odlisny (10). Vétsina vzorkd medu byla nektarového ptvodu.

Vzorek ¢. 1 — Pila

Vzorek €. 2 — Sezemin
Vzorek €. 3 — Rané
Vzorek €. 4 — Jindfichovka
Vzorek ¢. 5 — Bystfice
Vzorek ¢. 6 — Novosedly
Vzorek €. 7 - Valtifov
Vzorek €. 8 -Mytnice
Vzorek €. 9 - Spalenec
Vzorek &. 10 - Cisovice

Chemikalie:

Methanol, &istota > 99,99%, HiPerSolv CHROMANORM pro LC-MS, VWR International, CR
Acetonitril, Cistota > 99,9%, Honeywell pro LC-MS, Némecko

Deionizovana voda, vodni purifika¢ni jednotka Direct- Q 3 UV

Ethylacetatat, Cistota 99%, Fisher Scientific, USA

Standardy — PESTANAL, Sigma-Aldrich, USA

Derivaty kyseliny skotficové: Derivaty kyseliny hydroxybenzoové:
kavova k. gallova k.

chlorogenova k. salicylova k.

ferulova k. vanillova k.

sinapova k. syringova k.

p — kumarova k. 3,4 — dihydroxybenzoova k.
skoticova k. deuterovana 4-hydroxybenzoova k.

skoticova k. 3-hydroxybenzoova k.

4 - methoxybenzoova k.
3,4,5 — trimethoxybenzoova k.

Flavanony Flavanoly
naringenin epikatechin
naringin katechin
Flavony Flavonoly
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luteolin kvercetin

luteolin — 7 - glukosid myricetin
kemferol

Flavanonoly

taxifolin

Vnitini standard
Thiacloprid — (thiazolidin ring — d4) > 98% (HPLC), Sigma — Aldrich, USA

4.1.2 PouZzita zarizeni a pomicky

Automaticka pipeta, 10 - 20 ul, Eppendorf, Némecko

Automaticka pipeta, 100 - 1000 ul, Eppendorf, Némecko

Centrifuga, Rotanta 460 R, Hettich, Némecko

Konické zkumavky urcené pro centrifugy s vicky, 15 ml, VWR

Konické zkumavky urcené pro centrifugy s vicky, 50 ml, VWR

Kolonky, Waters OASIS HBL Cartridge, USA

Piedvazky Kern, EMB 600 — 2, 600/ 0,01 g

Laboratroni vahy, XPR6UDS, Mettler Toledo, gvycarsko

Mikrozkumavky, 2 ml, Eppendorf, Némecko

SPE Vacuum Manifold, MilliporeSigma, USA

Ultrazvukové lazeti, RA1680, Tesla CR

Vialky s vicky, 2 ml, Agilent technologies, CN

Vysokorychlostni multitfepacka Vortex, RS — VF10, Phoenix Instruments, USA
Zdroj vakua pro SPE

Dusikovy koncentrator, NDK200 — 2, Hang — Zhou Miu Instruments, Cina
Membranova vakuova pupma KNF Neuberg, Némecko (zdroj vakua pro SPE)

Chromatografické kolony
Acclaim TM RSLC, 120 C18, 120A, 2,2 um, 120A, 100x2,1 mm, Thermo Fisher Scientific,
USA

4.1.3 Pouzity software

TasQ client 4.3, Bruker Daltonik GmbH, USA

Compass DataAnalysis 5.2, Bruker Daltonik GmbH, USA
Compass ootofControl 5.2, Bruker Daltonik GmbH, USA
Compass HyStar 5.1, Bruker Daltonik GmbH, USA
PesticideScreener 2.0, Bruker Daltonik GmbH, USA
Statistica 12, Statsoft, USA

4.1.4 Priprava vzorki

Od kazdého vzorku medu bylo do kénickych centrifugacénich zkumavek navazen na
laboratornich ptedvazkach cca 1 g ve tfech opakovéanich. Vzorky ve zkumavkach byly
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rozmichany s 10 ml deionizované vody. Aby doslo k dokonalému rozpusténi vzorkt, byly
nékolik minut tfepany na vysokorychlostni tfepacce vortex a poté na 1 min. vlozeny do
ultrazvukové lazn€. Nasledné byly vzorky centrifugovany (20 °C, 4000 otacek, 15 min) a byly
tak zbaveny pevnych ¢astic, aby nedochéazelo k ucpavani SPE kolonek.

Po sestaveni zafizeni pro SPE extrakci byla kazda kolonka promyta 5 ml methanolu a
poté kondiciovana 10 ml deionizované vody. Vzorky byly pfevedeny ze zkumavek do SPE
kolonek. Nekteré vzorky obtizné protékaly pies sorbent a proto byly promyvany pomoci
snizeného tlaku pfipojenim membranové vakuové pumpy k SPE zatizeni. Po prosati vzorkl
byly kolonky se sorbovanymi analyty promyty 10 ml deionizované vody. Aby se
minimalizovalo mnozstvi vody ve vzorku, byla nasledné v chodu ponechdna vakuova pumpa a
poté osuseny jehly kolonek. Pod kolonky byly umistény cisté zkumavky, kam byly vzorky
z kolonek vymyty nejprve 3 ml methanolu, poté 3 ml acetonitrilu a nésledn¢ jesté¢ 2 ml
acetonitrilu. Ob¢ frakce byly zachyceny do jedné centrifuga¢ni zkumavky. Smés promytych
latek, acetonitrilu a methanolu byla vysusena pii 40 °C na koncentratoru proudem dusiku, aby
vzorek neoxidoval. Vzorky byly uchovany v mraznicce pii -18 °C. Pfed métenim byly vzorky
rozpu$tény v 1ml methanolu za pomoci vortexu a ultrazvukové lazné. Nasledné byly jednotlivé
vzorky ptevedeny pomoci pipety do mikrozkumavek a vlozeny do centrifugy (4 °C, 11500
otacek, 5 minut). Vysledny supernatant byl ptepipetovan do 1,5 ml vialek a ihned analyzovan
na LC-MS.

4.2 Analyza

Analytické Setieni bylo provedeno pomoci systému UHPLC chromatografie ve spojeni
s hmotnostnim analyzatorem (Q-TOF Impact II) s velmi vysokou piesnosti pii stanoveni
molekulové hmotnosti pro hledané analyty.

Fenolické latky byly méfeny v positivnim modu ionizace. Pro chromatografické
rozdéleni analytl byla pouzita gradientova eluce s mobilnimi fazemi 0.1% kys. mravenci (faze
A) a 100% methanolem (faze B) s pribéhem: 0 min — 2% B, 2 min — 2%B, 15 min — 100% B,
20 min—100% B, 21 min — 2% B, 26 min — 2% min. Separace probihala na koloné C18 Acclaim
(TM RSLC, 120, 2.2 pm, 120A, 100x2.1 mm, Thermo Fisher Scientific, USA) temperované na
teplotu 35°C. Rychlost mobilni faze byla nastavena na 250 pl/min. Nastfikovany objem byl 5
pl a celkové doba jedné analyzy byla26 min.

Profilovy screening piitomnosti pesticidi byl provadén pomoci komeréni
standardizované¢ metody PesticideScreener 2.0 poskytované firmou Bruker Daltonik vcetné
nastaveni spektrometru a pfedepsanych parametrii chromatografické separace (kolona, mobilni
faze, gradient, nastaveni teploty a priitokt apod.).

Analytickd metoda vytvotena v programu otofControl definovala nastaveni paramterti
a kalibraci hmotnostniho spektrometru. Parametry ionizace, kalibrace hmot a vlastni MS
analyzy byly konfigurovany pomoci programu Compass otofControl (Brukner Daltonik).
Nastaveni datové sekvence a koordinace jednotlivych modult (LC a MS) v ramci analyzy bylo
provedeno programem HyStar 5.1 (Bruker Daltonik). Data byla pfedb&ézné zpracovana a
vyhodnocena pomoci software Compass DataAnalysis 5.2 (Bruker Daltonik).

Sekvence méteni 10 vzorkd pro urceni piesného obsahu fenolickych latek v medech
byla provedena na tfech opakovanich. Tyto série byly vzdy oddéleny jednou analyzou cistého
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rozpoustédla (solvent blank), aby bylo zabranéno pifipadné kontaminaci mezi jednotlivymi
vzorky medu. Vzdy po 10-ti néstficich byl méten kontrolni vzorek kontroly kvality vzorki (QC)
pfipraveny kombinaci stejnych objemil (30 uL) vSech analyzovanych vzorkl. Na pocatku a na
konci sekvence byl navic méfen vzorek kontroly kvality standardd (smés standardii o
koncentraci 100 ng/mL v solventu) pro kontrolu stability systému. Pro tuto sekvenci byla
pouzita osmibodova kalibra¢ni fada roztokti o koncentracich 1, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 300 a
500 ng/ml. Pro kvalitativni stanoveni fenolickych latek byly pouzity piislusné standady o
koncentraci 500 ng/mL.

Vsechny vystupy z méteni byly zpracovany jako hruba data v programu DataAnalysis,
kde byly pro spolehlivou identifikaci porovnany reten¢ni ¢asy a spektra s komeréné dostupnymi
standardy. Kvantifikace a metodické vyhodnoceni bylo provedno v programu TasQ 4.3 (Bruker
Daltonik).

4.2.1 Statisticka analyza

Pro observacni statistické srovnani jednotlivych vzorki medd byly pouzity
vicerozmérné statistické metody. Pro zakladni piehled podobnosti ¢i odliSnosti vzorkii medu a
pro zhodnoceni miry vlivu jednotlivych sledovanych latek na tyto rozdily byla pouzita analyza
hlavnich komponent (PCA). Podobnosti ve slozeni medi a jejich zatazeni do skupin
s podobnym zastoupenim métenych latek byly vyjadieny jest¢ pomoci klastrové analyzy, kde
jeho shlukovaci algoritmus byla pouzita Wardova metoda a euklidovské vzdélenosti pro
vyjadreni sily podobnosti. V obou analyzach byly pouzity jako proménné velikosti ploch pika
z dlivodu zatazeni latek stanovenych pouze kvalitativné. Vypocet kalibracnich zéavisloti a
spolehlivosti jejich prolozeni byla pouzita metoda linedrni regrese. Uvedené analyzy byly
provedeny pomoci software Statistica 12.0.
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5 Vysledky

5.1 Vysledky analyzy fenolovych latek v medu

Vystupy analyzy fenolovych latek, které byly analyzované LC-MS Q-TOF s vysokym
rozliSenim byly vyhodnocovany v programu Compass Data Analysis 5.2 (Bruker, Daltonik).
Obréazek ¢. 1 ptredstavuje typicky LC-MS vystup a ilustruje extrahovany iontovy chromatogram
s vybranymi piky m/z hodnot nejsiln€ji zastoupenych latek. Vysledky jsou uvedeny v tabulce
¢. 1., kde je uvedené primérné mnozstvi latek ve vzorku se smérodatnymi odchylkami.
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Obrazek 3: Chromatogram extrahovanych m/z hodnot iont vybranych stanovovanych fenolickych latek
v reprezentativnim vzorku (vzorek ¢.3)
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[ng/g] 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Pila Sezemin Rané JindFichovka BystFice Novosedly Valtifov Mytnice  Spélenec Cisovice
Eriodictyol 4,81 2,80 3,90 3,54 8,94 313 3,84 3,60 4,54 3,10
+ + £ : : £ + £ £ £
1,48 0,14 0,57 0,98 1,29 0,27 0,48 0,59 0,21 0,00
Chlorogenovd 36,93 9,35 33,47 34,64 10,57 41,69 22,05 49,73 72,73 n.a
k. + + + + + + 3 + +
7,35 4,11 2,50 3,49 4,90 5,69 1,96 4,48 5,68
Kaempferol 76,82 797,90 361,70 283,03 152,10 280,10 639,25 332,58 321,33 99,03
b E S £ £ £ E S E S £ £ b
13,13 94,93 33,81 78,64 30,41 4,68 56,89 47,92 38,77 11,48
Kvercetin 12,12 236,05 56,21 71,05 33,66 65,55 165,88 58,48 66,23 3121
+ £3 + + + 3 3 + + +
1,40 50,63 13,73 35,56 14,84 17,19 39,24 19,00 16,69 10,50
Luteolin 7,98 5,98 10,45 13,33 5,16 13,76 8,97 16,12 21,35 7,48
b E S S 4 £ E S E S S £ b
0,77 0,65 1,37 3,04 0,87 0,15 0,64 2,05 1,64 0,86
Luteolin- 29,76 571 15,76 11,47 20,53 12,38 9,48 13,86 12,16 5,37
glukosid + £3 £ + + 3 £3 + + 3
2,14 0,64 2,43 1,93 3,73 1,46 0,95 0,79 0,58 0,44
Naringenin 22,68 31,82 39,61 35,52 21,62 35,00 38,81 42,83 52,13 5,79
b E S £ t t E S E S S £ E S
2,16 6,32 6,06 8,18 4,88 0,89 7,94 1,91 1,81 0,78
Pinobanksin, 62,86 104,24 64,18 42,21 72,20 45,56 83,17 49,89 42,77 119,71
£ + £ £ £ + + + £ £
10,52 10,00 5,83 5,28 12,49 2,47 7,07 4,67 1,79 21,76
Pinocembrin 162,52 188,81 159,02 118,80 177,75 123,09 186,91 144,50 109,57 321,49
b E S 4 4 E S E S S £ E
18,30 21,82 11,22 16,38 28,21 5,77 19,54 14,41 4,40 35,01
Rutin 0,63 1,72 15,80 2,31 10,14 21,50 10,93 8,53 14,29 3,65
£ + + £ £ + + S £ +
0,00 0,00 1,97 0,00 9,02 0,00 0,34 1,20 1,39 0,00
Sinapovd k.  n.c 9,35 n.s 5,59 ne 7,18 13,40 7,56 3,42 ne
* E + + b E
0,00 2,24 2,36 0,00 0,98 1,70
Skoficovd k. 2,65 2,02 1,64 2,49 5,02 1,83 0,00 1,00 3,09 8,35
t3 £3 t3 £3 + £ + + £ £3
0,00 0,00 0,00 1,74 0,14 1,49 0,00 0,00 0,87 0,00
Syringovd k. 6,45 41,95 11,19 10,44 11,99 12,59 24,13 14,88 10,86 2,01
S t S E b b b b b E
0,34 4,51 0,54 1,74 0,99 0,99 1,30 1,03 0,78 1,49
Taxifolin 6,75 n.s ne ns 0.A n.g ne ng n.g 0,05
3 3
0,00 0,00
Vitexin 06 L 0.6 L 0 ng LR 0 LEN LEN

Tabulka 1: Primérné hodnoty jednotlivych fenolovych slouc¢enin v medech

- n.c. zkratka, ktera predstavuje latku, ktera nebyla detekovana

- n.a. (not applicable/available) zkratka, kterd ptredstavuje latku, kterd ve vzorku byla ve
stopovém mnozstvi, je pfitomnd a detekovana ale neni kvantifikovana

- pod primérem obsahu latek je uvedena smérodatna odchylka
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Z tenolovych sloucenin v jednotlivych vzorcich medu se nam podafilo kvantifikovat
v ur€itém meéfitelném mnozstvi eridiocytol, chlorogenovou k., kaempferol, kvercetin, luteolin,
luteolin-glukosid, naringenin, pinobaksin, pinocembrin, rutin, sinapovou k., skoficovou k.,
syringovou k., a taxifolin. Typicky pribéh kalibra¢ni pfimky je uveden na obrazku ¢. 4.

luteolin , linear (14544x + 114453) (R* 0.99668) ( ?RF 5.47)
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Obrazek 4: Prubeh kalibracni primky

Pro flavanon eriodictyol mizeme pozorovat zastoupeni ve vSech analyzovanych
vzorcich medu. Nejvyssi zastoupeni erydiocytolu je ve vzorku ¢. 5 (lokalita Bystfice).
V ostatnich vzorcich (1,3,4,6,7,8,9,10) obsahuje primérné stejné mnozstvi a nejmensi mnozstvi
bylo naméfeno ve vzorku €. 2 (lokalita Sezemin)

Chlorogenova kyselina nebyla detekovana ve vzorku ¢.10 (lokalita Cisovice) oproti
tomu bylo nejvyssi mnozstvi naméfeno ve vzorku €. 9 (lokalita Spalenec). Déle bylo vyssi
mnozstvi latky naméfeno u vzorku €. 8 z lokality Mytnice a u vzorku €. 6. z lokality Novosedly
Nejmensi mnozstvi mizeme pozorovat u vzorku €. 2 (lokalita Sezemin) a €. 5 (lokalita Bystfice)
a niz$i mnozstvi cholorogenové kyseliny také u vzorku €. 7 (lokalita Valtifov). Ve vzorcich €.
(1,3,4) bylo mnozstvi chlorogenové kyseliny podobné.

Flavonol kaempferol byl nejvice obsazen ve vzorku ¢. 2 (lokalita Sezemin) a ¢. 7
(lokalita Valtifov), nejmensi mnozstvi bylo zaznamendno ve vzorku €. 1 (lokalita Pila) a ¢.10
(lokalita Cisovice). Nizsi obsah miize pozorovat také u vzorki &. 5 (lokalita Bystiice) a &. 6
(lokalita Novosedly). Vyrazné vy$si mnozstvi bylo neméteno také u vzorkd €. (3,8,9)

Obdobn¢ jakou u kaempferolu, mizeme pozorovat nejvyssi naméfené mnozstvi
flavonolu kvercetinu u vzorku €. 2 (lokalita Sezemin) a €. 7 (lokalita Valtifov). Vys$si mnozstvi
je obsazeno také ve vzorcich €. (4, 9,6, ,8 a 3) Niz§i mnozstvi pak miizeme pozorovat u vzorku

Flavon luteolin byl oproti pfedeslym vzorkiim obsazen v medech v pomérné¢ menSim
mnozstvi. Nejvyssi obsah byl naméten u vzorku €. 9 (lokalita Spalenec), nejmensi pak u vzorku
¢. 5 (lokalita Bystrice) a €. 2 (lokalita Sezemin). Nizsi obsah miizeme pozorovat také u vzorki
¢. (10, 1 a 7) a naopak vyssi mnozstvi je obsazeno u vzroku €. (3,4,6 a 8).

23



Obsah luteolin-glukosidu byl v nejvys$s§im mnozstvi zaznamenéan u vzorku €. 1, lokalita
Pila a vyrazn¢ vyS$$i mnozstvi bylo obsazeno také ve vzorku ¢. 5 (lokalita Bystfice). Vyssi
zaznamenan ve vzorcich &. 2 (lokalita Spalenec) a &. 10 (lokalita Cisovice).

Flavanon naringenin je obsazen v nejvyssim mnozstvi ve vzorku €. 9 (lokalita Spalenec)
V ostantich vzorcich mizeme sledovat obdobné hodnoty naringeninu.

Nejvys$si mnozstvi antioxidaniho bioflavonoidu pinobanksinu mizeme pozorovat ve
vzorcich &. 10 (lokalita Cisovice) a &. 2 (Sezemin). Vyssi obsah pinobanskinu obsahuji vzorky
¢.(7,5,3al)av ostatnich zbylych vzorcich medu (4,9,8,6) se pinobanksin nachazi v pomérné
stejném o trochu niz§im mnozstvi nez v predeslych vzorcich.

Flavanon pinocembrin je ze vSech stanovenych fenolickych latek obsazen ve vzorcich
v nejvysSim mnozstvi. Rozdilny a nejvyssi obsah mizeme pozorovat u vzorku ¢. 10 (lokalita
Cisovice) a nejmensi obsah u vzorkd &. 9 (lokalita Spalenec) a ¢&. 4 (lokalita Jindfichovka).
V ostatnich zbylych vzorcich se pinocembrin nachazi zhruba ve stejném, vyS$im mnoZzstvi.

Obsah glykosidu rutinu se ve vzorcich pohybuje v mensim mnozstvi. Nejvice namétené
mnozstvi rutinu je ve vzorku €. 6 (lokalita Novosedly) dale pak ve vzorku €. 3 (lokalita Ranc)
a ¢.9 (lokalita Spalenec). Nejmensi obsah je stanoven ve vzorku €. 1 (lokalita Pila) a ve vzorcich
¢. (2,4 a 10). V niz§im mnozstvi miizeme rutin pozorovat i v ostatnich zbylych vzorcich.

Sinapova kyselina nebyla detekovana ve vzorcich €. (1, 3, 5 a 10). Nejvyssi obsah této
kyseliny byl naméfen ve vzorku €. 7 (lokalita Valtifov). Ve vy$$im mnozstvi byla sinapova
kyselina obsazena také ve vzorcich €. (2, 6 a 9) a nizsi obsah mizeme pozorovat u vzorku ¢. 4
(lokalita Jindfichovka) a 9 (lokalita Spalenec)

Skoficova kyselina byla naméfena ve vsech vzorcich. Obsazena je ve vzorcich medu
v malém mnozstvi napt. oproti pinocembrinu. Nejvyssi obsah skoficové kyseliny je ve vzorku
&. 10 (lokalita Cisovice), dale pak ve vy$§im mnozstvi ve vzorku &. 5 (lokalita Bystiice) a
nejnizsi obsah skoficové kyseliny byl naméten ve vzorku €. 6 (lokalita Novosedly). V ostanich
zbylych vzorcich byl naméfen podobny prumérny obsah skoticové kyseliny.

Syringova kyselina byla také obsazena ve vSech vzorcich medu. Nejmens$i obsah
syringové kyseliny byl naméfen ve vzorku &. 10 (lokalita Cisovice), dale pak ve vzorku &. 1
(lokalita Pila). Nejvyssi naméfené mnozstvi této kyseliny mizeme pozorovat u vzroku ¢. 2
(lokalita Sezemim). Vys$si hodnotu syringové kyseliny mizeme pozorovat u vzroku &. 7
(lokalita Valtifov) a v mensim mnozstvi oproti naméfenému nejvyssimu je obsazeno ve zbylych
vzorcich.

Obsah flavanonolu taxifolinu byl naméten pouze ve vzorcich €. 1 (lokalita Pila) a ve
vzorku ¢. 10 (lokalita Cisovice). V jednom vzorku ¢&. 5 (lokalita Bystiice) byl taxifolin
detekovan, ale nekvantifikovan a v ostatnich vzorcich nebyl detekovan viibec.

Pouze ve vzorcich €. (7, 9, 10) byl vitexin obsaZen ve stopovém mnozstvi, ale nebyl
kvantifikovan. V ostatnich vzorcich miizeme pozorovat, Ze vitexin nebyl detekovan.
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Obrazek 5: klastrové analyza vzorkd shlukovana na zakladg zastoupeni vybranych proménnych. Cisla
odpovidajici ¢islu lokality v tabulce ¢.1

Na obrazku €. 5 jsou uvedeny vystupy klastrové analyzy vzorki, ktera je shlukovana na
zaklad¢ zastoupeni vybranych proménnych (obsahové latky), které byly ve vzorcich
identifikovany. Jako shlukovaci algoritmus byla pouzita Wardova metoda s euklidovskymi
vzdalenostmi. Tato analyza prezentuje, ze se vzorky shlukované na zaklad¢ vybranych
fenolickych latek rozdélily do tii odlisnych skupin. Horizontalni osa ndm vyjadiuje odliSnost a
vzdalenost mezi vzorky. Cim vétsi je vzdalenost, tim vice se shluky odliduji, naopak je tomu u
shlukt, které jsou propojeny blizko sebe, to naznacuje podobnost vzorkd. Prvni skupina
obsahuje vzorky ¢.1 (lokalita Pila), ¢.5 (lokalita Bysttice), .10 (lokalita Cisovice). Druha
skupina obsahuje nejvétsi zastoupeni vzork, €. 3,4,6,8,9 a tieti skupina obsahuje posledni dva
vzorky ¢.2 (lokalita Sezemin) a ¢. 7 (lokalita Valtifov).
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Factor 2: 25.10%

-6

-14 -12 -10 -8 -6 -4 -2 (] 2 4 6 8
Factor 1: 41.16%

Obrazek 6: diagram komponentniho skore vybranych proménnych, PC1 a PC2 s vyzna¢enymi skupinami podle
podobnosti slozeni. Cisla odpovidajici ¢islu lokality v tabulce €. 1.

Obrazek ¢. 6 znazoriiuje rozptylovy diagram komponentniho skére vybranych
proménnych pro prvni dvé komponenty. Prezentuje shlukovani vzorkd medt podle obsazenych
fenolickych latek, kdy nejvzdalengjsi vzorky mlzeme povazovat za nejvice odlisné. Mezi
nejvzdalendjsi vzorky od pocatku fadime vzorky &. 10 (lokalita Cisovice) &. 2 (lokalita
Sezemin) a €. 7 (lokalita Valtifov). Mezi vzdalené vzorky se také fadi vzorky ¢. 5 a €. 1. Naopak
podobné a blizké jsou vzorky ¢&. (3,4,6,8) a také o trochu vzalengjsi vzorek €. 9 (lokalita
Spalenec). Rozd¢€leni vzorkl do shluki a jejich blizkost dobé koresponduji s vystupem klasrové
analyzy (obr. ¢. 6). Tento diagram dopliiuje graf komponentnich vah (PC1 a PC2) na kterém
muzeme pozorovat jednolivé rozmisténi fenolickych latek. Graf je zobrazen na obrazku €. 7.
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Obrazek 7: Graf komponentnich vah PC1 a PC2

Graf komponentnich vah PC 1 a PC 2, ktery je na obrazku €. 7, ilustruje vztahy mezi
jednotlivymi fenolickymi slouceninami a jejich piispévek k celkovym rozdilim mezi vzorky
obsahuje rozmisténi vzorkl dle fenolickcych sloucenin. Z grafu miZzeme pozorovat zavislosti
a podobnosti mezi znaky. V ptipadé malé vzdalenosti jde o silnou korelaci - v nasem piipade
jde o fenolické latky naringenin, luteolin, vanilova ferulova k. Opaénym smérem se shlukovaly
vzorky s obsahem pinobanksinu ¢i pinocembrinu, eriodictolu, salicylové k., chlorogenové k. a
pinocembrinu.

5.2 Vysledky analyzy pesticidi

Ve screeningu pesticidil bylo celkem 136 pozitivnich zachytl riznych pesticidi v 10
vzorcich medu. Nejvyssi pocet (17) zachytl riznych druhti pesticidi byl zaznamenan ve vzorku
¢. 7. Nejmensi pocet zachytii (11), obsahoval vzorek €. 10. V jednom vzorku (¢. 9) bylo
zaznamenano 16 zachytl. Déle pak obsah (15) zachyta pesticidi byl ve dvou vzorcich €. 2 a €.
4. Ve vzorku €. 6 bylo zaznamenano (14) zachyti riiznych pesticidi a v jednom vzroku €. 8
bylo zachyti zaznamendno 13. Zbylé tfi vzorky €. 1,3 a 5 obsahuji 12 zachyta pesticidii. Na
zaklad¢ téchto vystupti byly vytvofeny tfi kategorie, kdy poctem kiizki je vyjadiena intenzita
odezvy (plocha pikll) vii¢i nejintenzivnéjSimu namérenému pro kazdou latku. Nésledujici
vyhodnoceni (+) - nejniz$i namétend hodnota az 1/3 nejvétsiho piku, (++) - 1/3 - 2/3 nejvétsiho,
(+++) — maximalni zamétena hodnota. Kompletni vyhodnoceni screeningu rezidui 23 vzorka
pesticidt uvadi tabulka €. 2. V této praci byly tyto pesticidy pouze identifikovany, protoze pro
jejich kvantifikaci jsme neméli k dispozici standardy.
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1 Pila + + o+ +4+ o+ +4+ +
2 Sezemin + + + +H o+ + + |+ ++ o+ + ++
3 Ran¢ +H |+ ++ | M|+ +++ + ++ ++ + +
4 Jindfichovka + o+ + + + ++ + +H o+ +H+ o+ o+
5 Bystfice + +H o+ +H + +H+ o+ o+ +
6 Novosedly + o+ ++ o+ +4+ R SR R ++ o+
7 Valtifov L T A S = e +H+ |+ +
8 Mytnice + ++ 4+ +++ + +++ ++ o+ o+ +++ + ++ ++
9 Spalenec + o+ o+ o+ + +4+ R A
10 Cisovice e+ |+ 4+ 4+ + + i |

Tabulka 2: Pfedbézné detekovana rezidua pesticidil
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6 Diskuze

Obsah fenolickych slou¢enin v medu je jednoznacné ovlivnén rostlinnym a zemépisnym
puvodem a také klimatickymi podminkami (Pyrzynska & Biesaga 2009). V této praci byla
provedena analyza fenolickych latek na zékladé hypotézy, Zze rizné druhy meda stejného
regionalniho ptivodu by mély obsahovat podobné zastoupeni fenolickych latek. Analyza byla
provedena u deviti vzorkd medu stejného regionalniho ptivodu a jednoho vzorku medu, ktery
byl odlisny. U téchto deviti vzorkd, stejn¢ho regiondlniho piivodu, které jsme méli k dispozici
nebyl uréen jejich rostlinny ptivod. Tyto vzorky pochézely z CHKO Cesky les. Pouze vzorek
&. 10 z jiného regionu (lokalita Cisovice) byl uréen jako lipovy.

Medy rozdélujeme podle ptivodu na medovicovy (lesni) a kvétovy (nektarovy) (Vesna et
al. 2019). Medovicovy med vytvari vCely z medovice a je obecné tmavy. Pochazi zejména
z jehli¢nant (jedle, borovice, smrk) déale pak z listnatych stromt (dub, kastan, bfiza, vrba a
lipa). Kvétovy med vznika z nektaru sbiraného véelami.

Vzhledem k tomu, Ze med je pfirodni smés, kterd obsahuje velké mnozstvi sloucenin, je
velmi obtizné provést diferenciaci a klasifikaci na zédklad¢ porovnani fenolovych sloucenin.
Proto se v této praci snazime pouze ptiblizit o jaky druh medu by se mohlo jednat na zakladé
jeho fenolického slozeni. V na$i praci jsme z dostupnych standardi fenolickych latek
kvantifikovali eridiocytol, chlorogenovou k., kaempferol, kvercetin, luteolin, luteolin-glukosid,
naringenin, pinobanksin, pinocembrin, rutin, sinapovou k., skoficovou k., syringovou k. a
taxifolin. Ostatni fenolické latky, které mizeme vidét v grafu komponentnich vah z programu
ProfileAnalysis z programu ProfileAnalysis byly identifikovany za zdklad€ predbézného urceni
bez pouziti standardu.

Vzorek medu ¢. 10 (lokalita Cisovice) je lipového piivodu. Obsahoval téméf viechny
kvantifikované fenolické latky, kromé sinapové kyseliny. Nejvice zastoupenou latkou v tomto
vzorku byl pinocembrin. Zajimava podobnost byla podle klastrové analyzy vybranych
proménnych u vzorkt €. 1 (lokalita Pila) a €. 5 (lokalita Bystfice) se vzorkem ¢. 10 (lokalita
Cisovice), oviem v zastoupeném mnozstvi fenolickych latek dle rozptylového diagramu vzorki
¢. 1,5 a €. 10 se podobnost vyraznég lisila. Podobnost zastoupeného mnozstvi fenolickych latek
muizeme pozorovat pouze u vzorki €. 1 a €. 5, coz mize ¢astecné u téchto dvou vzorkt stejného
regionalniho ptivodu potvrzovat hypotézu, ze by se stanoveny profil fenolickych latek nemél
vyrazn¢ liSit. Oba tyto vzorky maji vySSi zastoupeni pinocembrinu, kaempferolu a
pinobanksinu. Z tohoto zastoupeni bychom mohli usuzovat, Ze medy jsou spiSe nektarového
puvodu, ovSem ze Siroké skaly obsahu dalSich fenolickych latek je to spise diskutabilni.

Dalsi vzdalengjsi vzorky byly ¢.2 (lokalita Sezemin) a ¢. 7 (lokalita Valtifov). U téchto
vzorkill miizeme pozorovat dle klastrové analyzy zna¢nou podobnost. Graf komponentnich vah
nam poukazuje na zastoupeni resveratrolu, kaempferolu, syringové k. a také kvercetinu.
V zastoupeni fenolickych latek se 1isi v obsahu kaempferolu, ktery je ale zastoupen v obou
vzorcich nejvice, kvercetinu, pinobanksinu, rutinu a syringové kyseliny. U téchto vzorkl
bychom se mohli pfiklanét spiSe k smésnému medu, ¢i nektarovému medu ovSem toto tvrzeni
je nejednoznacné.

Ostatni vzorky €. 3, 4, 6, 8 a 9 bychom mohli z hlediska grafu komponentnich vah atedy
obsahu naringeninu, eriodictyolu a luteolinu zatfadit mezi medy nektarového ptvodu. Tato
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skutecnost poukazuje i na fakt, ze dle vysledki primérného zastoupeni fenolickych latek
(tabulka €.1) obsahuji tyto vzorky vysoké zastoupeni kvercetinu, ktery je povazovan za slibny
marker slunecnicovych medi a vysoky obsah kvercetinu nalezneme také u medut fepkovych
(Tomas-Barberan et al. 2001).

Stanovend hypotéza, ze by se rtizné druhy medt stejného regionalniho ptivodu nemély
vyrazng lisit byla potvrzena. Vzorky €. 1-9 byly v celku homogenni v porovnani s referencnim
vzorkem ¢&. 10 (lokalita Cisovice) a rozdily ve vzorcich 1-9 z CHKO Cesky les v obsahu
fenolickych latek nebyly tak vyrazné. Odlisnost obsahu piirodnich latek mize byt ovlivnéna
fadou faktoru, jako je geograficka lokace, doba sbéru a zna¢ny vliv miize mit také technologické
zpracovani (Al-Mamary et al. 2002). Ptipad této diplomové prace, kdy jsme neznali u vzorka
¢. 1-9 botanicky ptivod a tudiz uréeni druhtt medii bylo téméf nemozné, jelikoz nékteré
fenolické latky byly zavadéjici, nas mize vést k myslence, ze dalsi védecké vyzkumy podle
profild fenolickych latek mohou vést v budoucnosti ke stanoveni fenolickych latek jako
indikatort botanického ptivodu (Alvarez-Suarez et al. 2013). Na zdkladé téchto indikatort by
se mohly vzorky s neznamym botanickym piivodem snadnéji uréovat.

Screening pesticidi poukézal na pozitvni zachyt 136 riznych pesticidi. Pesticidy jsou
hojné€ vyuzivany a maji zasadni vliv v modernim zemédélstvi. Rlizné druhy zemédélskych
plodin vyzaduji také rozdilné spektrum a mnozstvi pesticidil. V této praci miizeme pozorovat,
zastoupeni Triazamatu, Aminocarbu, Pirimicarbu a Icaridinu ve vSech vzorcich s pomérné
velkou intenzitou téchto pesticidl. Ve vSech vzorcich se prokazala také pritomnost Flusilazolu,
Atrazinu a Hexazinonu, ovSem tyto pesticidy nemély tak znac¢nou itenzitu.

Triazamat je insekticid, ktery se pouziva na hrach, cukrovou fepu, jablka a rizickovou
kapustu (Hetmanski et al. 2004). ObsaZen byl nejvice ve vzorku €. 4 (lokalita Jinfichovka) a €.
6 (lokalita). Vzhledem k obsahu fenolickych latek, by nam tento obsah Triazaméatu mohl
poukazovat na to, Ze med je nektarového piivodu a zminéna lokalita zfejmé lezi v blizkosti
drobného venkovského osidleni s obdélavanou zahradni plochou.

Aminocarb je insekticid, ktery se vyuziva k ochrané poli s obilim a lest pfed napadenim
hmyzem (Dikshith 2010). Tento pesticid se objevil ve vysoké intenzité ve vzorcich €. 1 a 5, coz
by mohlo poukazovat jak na piivod medovicového, tak na piivod nektarového medu.

Pirimicarb je vyuzivany pesticid k hubeni msSic na obili, ovoci a zelenin¢ (Hardt et al.
1999) a jeho vysoka intenzita zastoupeni poukdzala na vzorky ¢.1, 3, 4, 6, 8, 9, které v obsahu
fenolickych latek poukazuji také spiSe na med nektarového ptivodu.

Pti identifikaci pesticidi bychom ptedpokladali, ze vzorky 1-9 nebudou mit takovou
cetnost pozitivnich zachytl pesticidi, protoze se nachazeji v CHKO, ale mtizeme poukézat na
fakt, ze vcely sbiraji nektar ze stovek riznych zdrojii a také nezname piesné misto, kde a u
jakého zdroje se uly nachazeji.

Piekvapivy je vysledek u vzorku &. 10 (lokalita Cisovice). Tento vzorek pochazi
z lokality, kterd se nachazi pobliz hlavniho mésta Prahy, husté osidlené lokality, kde bychom
predpokladali, Ze pozitvni zachyt pesticidi bude nejzastoupenéjsi, ovSem jak mizeme videt,
v tomto vzorku se nachdzi nejmensi pocet pozitivnich zachyti. Mizeme zde pozorovat vysokou
intenzitu zastoupeni napf. fungicidu Ferimzonu proti houbovym chorobam (Matsuura 1994) ¢i
Metalaxylu proti plisni bramborové z ¢ehoz miizeme usuzovat, ze se tyto pesticidy mohly do
vzorku dostat, z okolnich zahradkatskych kolonii.
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7 Zavér

Tato diplomové prace byla zaméfena na srovnani profilu organickych latek v riznych
druzich medu stejného regionalniho ptivodu. Hypotéza této diplomové prace byla, ze by se
riazné medy stejného regionalniho plivodu nemély vyrazné lisit. Analyza fenolickych latek byla
provedena pomoci systému UPHLC chromatografie ve spojeni s hmotnostnim analyzitorem
s vysokym rozliSenim a ptesnosti ur¢eni hmotnosti (Q-TOF Impact II). Dale byl provadén
profilovy screeningu na pfitomnost pesticidi pomoci komeréni standardizované metody
PesticideScreener 2.0 (Brukner Daltonik)

Pro statistické srovnani jednotlivych vzorkii meda byly pouzity vicerozmérné statistické
metody, které poskytly reprodukovatelné informace pro porovnani obsahu fenolickych latek
v ruznych druzich medu, pficemz hypotéza diplomové prace byla potvrzena.

Mezi nejvice zastoupené fenolické latky patfil pinocembrin, kaempferol, pinobanksin a
kvercetin. Profily zastoupeni n€kterych fenolickych latek by mohly pomoci naznacit botanicky
puvod medu. Z identifikovanych pecticidii byly nejvice zastoupeny Triazamat, Aminocarb,
Pirimicarb a Icaridin.

Zavérem nas tato diplomova préace privedla na myslenku, ze v ptipadé vzorka, u kterych
nebyl jednoznacné definovan botanicky ptivod, by mohly fenolické latky obsazené v medu byt
indikatorem botanického piivodu a mohly by byt pouzity jako doplikovd metoda k jejich
identifikaci.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

CR Ceska republika

¢. ¢islo

EU Evropska unie

FAO Food and Agriculture Organization of the United Nations
GC plynové chromatografie

HMF hydroxymethylfurfural

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
CHKO chranéna krajina oblast

k. kyselina

LC kapalinova chromatografie

LLE extrakce z kapaliny do kapaliny

ml. mililitr

min. minuta

MS hmotnostni spektrometrie

MRL maximalni limity rezidui

napf. napiiklad

PAH polycyklické aromatické uhlovodiky

PC hlavni komponenta (principal component)
PCA analyza hlavich komponent

PLE extrakce za zvySené teploty a tlaku
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QC
Q-TOF
SFE
SPE
SPME
TOF
TLC
UHPLC
WHO

zakl.

vzorek kontroly kvality stanoveni (quality control)

hybridni analyzator slozend z kvadrup6lu a analyzatory doby letu
superkriticka fluidni extrakce

extrakce na pevné fazi

mikroextrakce tuhou fazi

analyzator doby letu

chromatografie na tenké vrstvé

ultra G¢inna kapalinova chromatografie

World Health Organization

zéakladni
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10 Samostatné prilohy



