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NMR profilovani a analyza medu

Souhrn

Med je definovan jako potravina pfirodniho sacharidového charakteru produkovana
véelami rodu Apis mellifera. Podle ptivodu délime med na kvétovy, ktery pochazi zejména
Z nektaru kvéti a medovicovy, pochazejici z vymeéskth hmyzu sajiciho z rostlin na zivych
Castech rostlin nebo ze sekreti Zivych Casti rostlin. Med je zaroven nejcastéji falSovanou
potravinou.

Cilem préce bylo vytvofeni databaze NMR spekter ¢eskych medi a nalezeni markerti na
klasifikaci medovicového a kvétového medu.

Celkem bylo hodnoceno 12 vzorkii kvétového a 8 vzorkii medovicového medu z Ceské
republiky ziskaného v roce 2017. Méfeni *H NMR spekter bylo provedeno na spektrometru
Bruker AVANCE 111 HD 500 MHz s pomoci pulzni sekvence 1d noesy. Data byla zpracovana
v softwarech Topspin v. 3.5 pl7, Mestrenova v. 12.0.03, Chenomx v. 8.3 a statistické
zpracovani bylo provedeno v programu MetaboAnalyst 4.0 a Microsoft Excel 2016 s vyuzitim
analyzy hlavnich komponent (PCA), diskrimina¢ni analyzy Castecnych nejmensich ctverct
(PLS-DA), ortogonalni diskriminaéni analyzy castecnych nejmensich ¢tverci (OPLS-DA)
a permutacnich testa.

Pomoci permutacnich testd byl model pro rozliseni kvétovych a medovicovych medu
shledan jako validni. Byly nalezeny markery zodpovédné za separaci tfid. Kvétové medy se
lisily vyssi intenzitou signali glukézy a fruktdézy. Pro medovicové medy byla vyznamna
melecitoza, trehaloza, erléza, sachar6za, maltdza, maltotrioza, kyselina Sikimova, prolin
a kyselina jantarova. 'H NMR umoznila dobré rozliseni mezi kvétovymi a medovicovymi medy

a muze byt uplatnéna pro rutinni analyzu medu.

Kli¢ova slova: NMR, med, metabolomika, falSovani medu



Honey profiling and NMR guantitative analysis

Summary

Honey is defined as the food of a natural sweet carbohydrate character produced by Apis
mellifera bees. According to the origin honey is divided into floral, which comes mainly from
the nectar of plants, and honeydew coming from excretions of insects sucking from plants on
living parts of plants or from the secretions of living parts of plants. Honey is also one of the
most adulterated food.

The aim of this work was to create a database of NMR spectra of Czech honeys and to
find markers for classification of honeydew and floral honey.

A total of 12 floral samples and 8 honeydew samples of honey from the Czech Republic
obtained in 2017 were evaluated. All *H NMR measurements were performed on a Bruker
AVANCE Il HD 500 MHz spectrometer using a 1d noesy pulse sequence. Data were
processed in Topspin v. 3.5 pl7, Mestrenova v. 12.0.03, Chenomx v 8.3 and statistical
processing was performed in MetaboAnalyst 4.0 and Microsoft Excel 2016 using Principal
Component Analysis (PCA), Partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA), Orthogonal
partial least squares-discriminant analysis and permutation tests.

Using permutation tests, the model for distinction floral and honeydew honeys was found
to be valid. Markers responsible for class separation were found. Floral honeys differed in
higher glucose and fructose signal intensity. For honeydew honeys melezitose, trehalose, erlose,
sucrose, maltose, maltotriose, shikimic acid, proline, and succinic acid were significant. NMR
allowed a good distinction between floral and honeydew honeys and can be used for routine

honey analysis.

Keywords: NMR, honey, metabolomics, honey adulteration
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1 Uvod

Tato diplomova prace navazuje na moji bakalarskou praci Vyuziti nukledrni magnetické
rezonance V pokrocilé analyze zemédélskych produkt, kde byl shrnut princip metody
a vysledky védeckych studii, které se zabyvaly vyuzitim této metody pii analyze rtznych
zemédélskych komodit.

Nuklearni magnetickd rezonance (NMR) se mimo jiné pouziva pii urCovani pivodu
medu. Jedna se o G€innou metodu primarné vyuzivanou pro stanoveni struktury latek, ktera
muze pomoci lépe porozumét komplexnim strukturam ve slozitém systému, jakym jsou
potraviny. Ve srovnani s jinymi metodami existuje nékolik vyhod NMR, véetné jeji neinvazivni
povahy, relativni snadnosti piipravy vzorku, rychlosti ziskani dat a schopnosti prezentovat
informace o $iroké fad¢ metabolitd v jednom experimentu (Siddiqui et al. 2017).

Med je po staleti pouzivan jako sladidlo a zdroj energie. Je ocefiovan nejen pro svou chut,
ale také pro svou vyzivnou hodnotu a pifinos pro lidské zdravi. Jeho antibakteridlni
Zaludecnich viedu a gastritidy (Gheldof & Engeseth 2002). Na druhou stranu pro nékteré osoby
muze byt med silnym alergenem. Kontrola kvality a botanického ptivodu medu je velmi
dilezita, jelikoz falSovani medu se v poslednich letech zvysilo a med patii k nejfalSovanéjSim
potravinam viibec.

Medovicové a kvétové medy jsou spotiebiteli pfijimany rtizné. V mnoha evropskych
zemich roste trh s medovicovym medem. Proto je potieba rozliSovat mezi obéma druhy medu,
aby se zabranilo falSovani a podvodim. Riiznorodost slozeni a organoleptickych vlastnosti
a Casty vyskyt med vzniklych jako smés kvétového a medovicového medu ztézuji jejich
rozliSeni (Soria et al. 2005). V poslednich letech se proto zacalo vyuZzivat modernich
analytickych metod, jakym je *H NMR profilovéni, které se jevi jako vhodnd metoda pro

rozliseni jednotlivych druh medu a nalezeni jejich pfipadnych typickych markera.



2  Cil prace

Metoda nuklearni magnetické rezonance (NMR) je pokrocilou technikou umoznujici
kvantitativni 1 necilovou chemickou analyzu smési s celou fadou vyhod oproti klasickym
metodam jako hmotnostni spektrometrie. Nachadzi uplatnéni v analyze ptavodu a detekci
falSovani fady potravin, pfitom med je nejcastéji falSovanou potravinou. S pomoci NMR byly
diive nalezeny charakteristické markery pro rizné druhy medd, jejich botanicky ptivod nebo

urceni lokality.

Cilem prace je vytvofeni databaze NMR spekter ¢eskych medl a nalezeni markeri na

klasifikaci medovicového a kvétového medu.

Hypotéza: Kvétové a medovicové medy se 1i$i vyznamnymi "features" ve spektru a ty

budou charakterizovany.



3 Literarni reSerse

3.1 Legislativni pozadavky CR a EU na med

Jakost medu je v ceské legislativé stanovena vyhlaskou ¢. 76/2003 Sb., kterou se stanovi
pozadavky pro piirodni sladidla, med, cukrovinky, kakaovy prasek a smési kakaa s cukrem,
¢okoladu a ¢okoladové bonbony, ve znéni vyhlasky ¢. 43/2005 Sh. V roce 2015 byla vydana
vyhlaska ¢. 148/2015 Sb., kterou se v nékterych bodech méni vyhlaska ¢. 76/2003 Sb.
V legislativé EU, z jejichZ zavaznych piedpist vychazi legislativa CR, jsou pozadavky na med
zakotveny ve smérnici Evropského parlamentu a Rady 2014/63/EU ze dne 15. kvétna 2014,
kterou se méni smérnice Rady 2001/110/ES 0 medu. Tyto pozadavky jsou v souladu s normou
Codexu Alimentarius, ktera se tyka medu Codex Stan 12-1981.

Med je zde definovan jako potravina pfirodniho sacharidového charakteru, slozena
prevazné z glukozy, fruktdzy, organickych kyselin, enzymu a pevnych ¢astic zachycenych pii
sbéru sladkych §t'av kvéti rostlin (nektar), vyméskl hmyzu na povrchu rostlin (medovice), nebo
na zivych ¢astech rostlin véelami (Apis mellifera), které sbiraji, pretvaieji, kombinuji se svymi
specifickymi latkami, uskladnuji a nechavaji dehydrovat a zrat v plastech.

Med délime podle ptivodu na kvétovy a medovicovy. Kvétovy (nektarovy) med pochazi
zejména z nektaru kvéti. Medovicovy med pochazi zejména z vyméskd hmyzu (Hemiptera)
sajiciho zrostlin na Zivych castech rostlin nebo ze sekretli zivych ¢asti rostlin. Kvétové
a medovicové medy se od sebe 1i8i kromé jiného napt. konzistenci, vzhledem, chuti a barvou,

viz tabulka 1.

Tabulka 1: Smyslové pozadavky. Upraveno podle vyhlasky ¢. 76/2003 Sb.

Med Konzistence a vzhled Chut’ Barva
kvétovy  miné€ az siln€ viskozni, vyrazn€ sladkd vodové Cista az
tekuty, castecné az plné aZz Skrablava S nazelenalym
krystalicky nadechem, slab¢ Zluta az

zlatave zluta

medovicovy mimné az siln¢ viskdzni, sladka, tmavohnéda s nadechem
tekuty, castecné az plné popiipade do ¢ervenohnéda
krystalicky kotenéna az

mirné Skrablava




Z tabulky 1 vyplyva, ze senzorické vlastnosti obou druhti medu mohou byt velmi
riznorodé.

Podle zptsobu ziskavani nebo obchodni Gpravy délime med na vytoceny, plasteckovy,
lisovany, vykapany, med s plastecky, filtrovany med, pastovy a pekafsky med (vyhlaska
¢. 76/2003 Sb.).

3.1.1 Oznacovani medu a poZadavky na jeho jakost

Oznacovani potravin se fidi smérnici Rady 2001/110/ES, vyhlaskou ¢. 76/2003 Sb.,
obecnymi pozadavky na znaceni balenych potravin, tj. natfizenim Evropského parlamentu
a Rady (EU) ¢. 1169/2011, vyhlaskou €. 417/2016 Sb., o né&kterych zpisobech oznafovani
potravin a také jejim nadfazenym pravnim piedpisem, coz je zakon ¢. 110/1997 Sb.,
0 potravinach a tabakovych vyrobcich a o zméné a doplnéni nékterych souvisejicich zakonti.

Na medu musi byt uvedeny tyto udaje: nazev potraviny, jméno nebo obchodni nazev
a adresa vyrobce (zpracovatelského podniku, balirny ¢i distribuéniho podniku), mnozstvi
v gramech nebo kilogramech a datum minimalni trvanlivosti.

Kromé vyse zminénych povinnych tdaji uvedenych v zdkon¢ a v provadécim pravnim
predpisu se med dale oznacuje podle jeho ptivodu a zemé pivodu, kde byl ziskan. Pokud se
jedna o smés medul z vice zemi, lze je oznadit témito tfemi zplsoby:

a) smés medi ze zemi EU,
b) smés medi ze zemi mimo EU,
c) smés medi ze zemi EU a ze zemi mimo EU (vyhlaska ¢. 76/2003 Sh.).

Oznaceni medu, s vyjimkou filtrovaného medu a pekatského medu miize byt doplnéno
nasledujicimi udaji:

a) regionalnim, izemnim nebo mistnim ozna¢enim pivodu, pokud vyrobek pochazi
zcela z uvedeného zdroje puvodu,

b) ve vztahu k pivodu medu nazvem ,,jednodruhovy* nebo ,,smiseny*,

c) druhem rostlin, z nichz pochazi, pokud vyrobek pochazi zcela nebo ptevazné
zZuvedeného druhu a ma odpovidajici organoleptické, fyzikalné-chemické
a mikroskopické charakteristiky,

d) specifickymi kritérii jeho jakosti (vyhlaska ¢. 76/2003 Sb.).

Dalsim kritériem na jakost medu je, Ze do n¢j nesmi byt ptidany, s vyjimkou jiné¢ho druhu

medu, z4dné jiné latky vcetné ptidatnych latek. Dale z medu nesmi byt odstranén pyl ani jina
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specificka soucast medu, s vyjimkou toho, kdy pfi filtraci nelze ztrat€ nekterych latek zabranit.
Med s vyjimkou pekatského (prumyslového) medu nesmi:
a) mit jakékoliv cizi pfichuté a pachy,
b) zacit kvasit nebo pénit,
c) byt zahtat do takové miry, ze jeho pfirozené enzymy jsou zni¢eny nebo vyznamné
inaktivovany,
d) byt unéj uméle zménéna kyselost (vyhlaska ¢. 76/2003 Sb.).

Ptidal (2013) ve své praci poukazuje na sporné ¢asti zminéné legislativy. Jako zasadni
nedostatek povazuje ignorovani existence kvétovo-medovicovych medi, tzv. smiSenych meda
a také legislativné neregulované pouzivani oznaceni lesni med. Podle Ptidala (2013) legislativa
také nedefinuje druhovost medt a k hodnoceni nevyuziva parametr optické rotace. RozliSeni
kvétovych a medovicovych medl se provadi predevsim na zaklad¢ elektrické vodivosti.
Hranice mezi nimi vSak neni ostra a nejsou legislativné urceny limity pro elektrickou vodivost
smiSenych medu, kterd se mize pohybovat v rozmezi 50-110 mS/m, tudiz tyto medy spadaji do
obou skupin soucasné. Ptidal (2013) navrhuje dva zptsoby, jak by hodnoceni medu mohlo byt
vylepSeno. Jednim zptsobem by mohlo byt definovani dalsi kategorie kvétovo-medovicovych
medi. V soucasné legislative je ozna¢eni medu ,,smiSeny* pouze dobrovolné, nikoliv povinné.
Druhym zplsobem by bylo, oznacovani typu medu vypustit a pouzit pouze oznaceni druhové,
pfi¢emZ nedruhové medy by zistaly bez povinného oznaceni a zaroveil by nebylo pouZito
oznaceni lesni med (Ptidal 2013).

V Ceské republice existuje také svazova norma, ktera vznikla ve spolupraci Ceského
svazu v€elafti S Vyzkumnym ustavem vcelafskym, s. r. 0. v Dole. Jedna se o normu jakosti
& CSV 1/1999 — CESKY MED, kterad je v nékterych fyzikalng-chemickych pozadavcich
ptisngjsi nez zminéna legislativa. Konkrétné se oproti tabulce 2 nize jedna o tyto parametry:

e obsah vody: nejvyse 18 % u vSech druhti medu ve spotiebitelském baleni,
e HMF (hydroxymethylfurfural): nejvyse 20 mg/kg u vSech druhti medu,
e obsah sachardzy: nejvyse 5 % u vSech druhli medu.
Dale norma zahrnuje doplnujici kritéria:
e med ma geograficky piivod na izemi CR a je bez jakékoliv piimési jiného medu,
e medovicovy med Ize oznagit jako CESKY MED, pokud vykazuje kladnou polarizaci

pted i po inverzi.

11



Pii dodrzeni podminek svazové normy lze vyuZit i pro oznadeni MORAVSKY MED
a SLEZSKY MED. Viechna tii oznaGeni, ktera svazova norma umoziuje nelze pouZit pro med

filtrovany ani pro med pekai'sky (Norma jakosti ¢. CSV 1/1999).

3.1.2 Parametry pro kvalitu a rozliSeni medu

Pro hodnoceni kvality medt slouzi mnoho chemickych a fyzikaln¢-chemickych
parametra, které jsou také zakotveny ve vyhlasce ¢. 76/2003 Sb., stejn¢ jako ve smérnici
2001/110/ES a jejich novelizacich, viz tabulka 2.

Hlavnim parametrem pro rozliSeni kvétového a medovicového medu dle legislativy je
elektricka vodivost. Dal$imi parametry, které se u medu stanovuji, jsou napt. obsah vody,
kyselost, obsah hydroxymethylfurfuralu (HMF), obsah sachardzy, aktivita diastazy, aj. uvedené
v tabulce 2. K rozliseni kvétovych a medovicovych medi mohou kromé elektrické vodivosti

pomoci tyto dalsi parametry: specificka rotace nebo barva (Pita-Calvo & Vazquez 2017).

Tabulka 2: Fyzikalni a chemické pozadavky. Upraveno podle vyhlasky ¢. 76/2003 Sb.

PoZadavek Druh medu
kvétovy medovicovy pekai‘sky
(pramyslovy)
soucet obsahii fruktézy a glukozy 60,0 45,0 -
(% hmot. nejméngé)
obsah sacharézy (% hmot. nejvyse) 50% 50 -
obsah vody (% hmot. nejvyse) ° 20,0 20,0 23,0
kyselost (mekv/kg nejvyse) 50,0 50,0 80
hydroxymethylfurfural (mg/kg 40,0 40,0 -
nejvyse) 4
obsah ve vodé nerozpustnych latek 0,10 0,10 -
(% hmot. nejvyse) ?
elektricka vodivost (ms x m) nejvyse 80,0 nejméné 80,0 -
aktivita diastazy (stupii podle 8,0 8,0 -

Schadeho nejméng) ©

1) U medu kvétového jednodruhového akatového z trnovniku akatu (Robinia pseudoacacia),
z tolice vojtésky (Medicago sativa), z banksie (Banksia menziesii), z kopysniku (Hedysarum),
z blahovi¢niku (Eucalyptus camadulensis), z Eucryphia lucida, z Eucryphia miliganii, z citrust
(Citrus spp)., miize byt obsah sacharozy nejvyse 10,0 %; u levandulového medu (Lavandula
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spp.) a u medu z brutnaku 1ékatského (Borago officinalis) muzZe byt obsah sachardzy nejvyse
15,0 %.

2) U medu lisovaného se ptipousti nejvyse 0,50 % hmotnostnich ve vodé nerozpustnych latek.

3) U viesového (Calluna) medu mize byt obsah vody nejvyse 23 %; u pekaiského medu z viesu
(Calluna vulgaris) mize byt obsah vody nejvyse 25 %.

4) U medu deklarovaného ptivodu z regiont s tropickym klimatem a smési obsahujici vyluéné tyto
medy muize byt obsah hydroxymethylfurfuralu nejvyse 80 mg/kg.

5) Vyjimky: planika (Arbutus unedo), viesovec (Erica), blahovi¢nik (Eucalyptus camadulensis),
lipa (Tilia spp.), vies obecny (Calluna vulgaris), balmin neboli manuka (Leptospermum),
kajeput (Melaleuca spp.).

6) U medu s pfirozené nizkym obsahem enzymu (citrusové medy) a obsahem HMF niz§im nez
15 mg/kg mize byt aktivita diastdzy nejméné 3.

3.1.2.1 Elektricka vodivost

Elektricka vodivost je bézné vyuzivana jako kritérium pro rozliSeni medovicovych
a kvétovych medt. Jeji stanoveni je velmi jednoduché a rychlé a provadi se pomoci
konduktometru. Medovicovy med musi mit elektrickou vodivost dle legislativnich pozadavka
nejméné 80 ms/m a kvétovy nejvyse 80 ms/m (vyhlaska ¢. 76/2003 Sh.).

Elektricka vodivost iizce souvisi s obsahem mineralnich latek, kyselin a proteinti v medu.
Cim vys§i je obsah téchto latek, tim vyssi je vysledna vodivost (da Silva et al. 2016). Tento
parametr je také vhodny pti odhalovani falSovani medu (Sereia et al. 2017).

Obecné lze tedy fici, Ze medovicové medy maji vyssi elektrickou vodivost nez medy

kvétové. Nicméng existuji n€které vyjimky, které jsou zahrnuty v legislative, viz tabulka 2 vyse.

3.1.2.2 Specificka rotace

Med je schopny stacet rovinu polarizovaného svétla. Specifickd rotace zavisi prevazné na
druhu medu a relativnich podilech cukrii v medu. Kvétové medy jsou levotoc¢ivé a medovicové
nebo falSované medy jsou obvykle pravotocivé. U kvétovych medi je to zplisobené prevazujici

fruktozou, ktera ma zapornou specifickou rotaci [a]p? =

-92,4°. Glukoza, ktera prevazuje
u medovicovych medi vykazuje kladnou specifickou rotaci [a]p? = +52,7°. Medovicové medy
maji tedy obvykle niz§i obsah fruktozy a obsahuji melecitozu [a]p® = +88,2° nebo erlézu
[0]p?® = +121,8°, které spoledné s glukézou vykazuji celkové ¢isté kladnou rotaci. Specificka

rotace se méfi polarimetricky (Garcia-Alvarez et al. 2002).
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3.1.2.3 Barva

Barevna S$kala medd muze byt velmi Siroka — od vodové Cisté, pres Zluté a hnédé odstiny,
az k ¢erné. Barva medu je dana piedevsim jeho botanickym ptivodem. Zalezi také na obsahu
minerdlnich latek, teplot¢ a dob¢ skladovani. K nejsvétlejsim medim fadime napt. akatovy
med, naopak mezi nejtmavsi medy jsou obecné fazeny medy medovicové. V riznych zemich
je preferovan med rtizné barvy. V Ceské republice se za poslednich 20 let minulého stoleti
zvysil zdjem o med tmavsi (Titéra 2013).

Vzhledem k tomu, Ze na barvu medu ma vliv mnoho faktorti (napf. botanicky ptvod,
zpracovani a dalsi vySe jmenované), rozliSovani medu podle tohoto parametru neni dostate¢né
ptesné (Vesely a kol. 2003).

Barva medu muize byt hodnocena pomoci Pfundovy stupnice méfenim hladiny absorpce
svétla v milimetrech pomoci spektrofotometru ve viditelné ¢asti spektra pii riznych vinovych

délkach (tj. 560 nm), viz tabulka 3.

Tabulka 3: Pfundova stupnice pro stanoveni barvy medu. Upraveno podle (Olawode et al.
2018).

Barva Pfundova stupnice (mm) Barevny rozsah
vodov¢ jasna 1-8 0,030 nebo méné
velmi svétla > 8-17 > 0,030-0,060

bila > 17-34 > 0,060-0,120

velmi svétle jantarova > 34-50 >0,120-0,188

svétle jantarova > 50-85 > 0,188-0,440

jantarova >85-114 > 0,440-0,945
tmave jantarova > 114 > 0,945

Dalsi parametry a jejich vyznam bude shrnut v jednotlivych ¢astech kapitoly slozeni

medu.

3.2 Druhy medi

Med lze délit podle raznych hledisek, jak jiz bylo zminéno vysSe. Druhy medl jsou dany
rozmanitosti rostlinného ptivodu. Ziskani €isté¢ jednodruhovych medt je prakticky nemozné,

jelikoz sniiSka v daném obdobi mlize byt z riznych rostlinnych druhd. Témét jednodruhové
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medy ziskavaji véelati v Ceské republice z vydatnych sniidek, které poskytuje napt. fepka, akat,
malinik a jetel (Vesely a kol. 2003).

Jednodruhové medy jsou tedy vzacnéjsi, protoze véelar musi vystihnout spravny moment,
kdy je med zraly a co nejrychleji jej vytocit. Na obecném uznévani a definici jednodruhovych
medd dlouhodobé pracuje mezinarodni komise pro med IHC - International Honey
Commission, viz tabulka 4. Rostlinny ptivod medu se urcuje na zéklad¢ analyzy pylovych zrn,

ktera vSak vyzaduje mnoho znalosti a zkuSenosti (Titéra 2013).

Tabulka 4: Jednodruhové medy a jejich typické vlastnosti. Upraveno podle (Titéra 2013).

Zdroj Charakteristika Hojnost/vzacnost

Ovocné stromy Svétly, lahodny. Vétsinou se vytaci S ostatnimi

zdroji jako smiSeny jarni med.

Repka Svétly, rychle krystalizujici, po Dnes jeden Z hojné

Brassica ztuhnuti témét bily. Vhodny pro produkovanych medi.
pastovani.

Akat V  disttm  stavu  vodojasny Na trhu pomérné Casty, ale Casto

Robinia s nazelenalym nadechem. Dlouho se vyskytuji i medy pouze

tekuty. Vhodny pro slazeni ndpojii. oznacené jako akatové, ve

skute¢nosti jsou smiSené.

Jetel (zejm. bily)  Rychle tuhnouci med s vyraznéj§i V Ccisté podobé se ziskava ze

Trifolium nakyslou chuti nez u fepkového vcelstev ptisunutych
medu. k semennym porosttm.
Pohanka Aroma pohankového medu Driive se dovazel zPolska
Phagopyrum pfipomina nezkuSenym a Ruska. Nyni stile béznéjsi
aesculenthum konzumentim naftu nebo mySinu. iunas diky vétsim plocham

Neptijemny pocit vSak rychle mizi. pohanky.

Malinik Lesni med, ale nektarovy. Svétld V  nékterych mistech jedna
Rubus barva, aromaticky a chutny. Rychle z hlavnich sntsek.

tuhne, da se pastovat.
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Vres

Calluna vulgaris

Lipa
Tilia
Smrk

Picea

Dub

Quercus

Jedle
Abies

Medy z vétsi dalky

kaStan

Metcalfa pruinosa

levandule

Lavandula

blahovi¢nik

Eucalyptus

Tixotropni med, michdnim fidne.
Pylovd zrna jsou nezaménitelna,

tvori ¢tverice.

Vyrazné, piijemné aromaticky.

Lipa poskytuje nektar i medovici.

Tmavy medovicovy med.

Nejtmavsi  medovicovy  med

s nacervenalym nadechem.

Medovicovy med s nazelenalym

nadechem.

Med zjedlého kasStanu, nikoli
znaseho jirovce. Med je tmavy,
dlouho tekuty a chutové velmi

vyrazny.

Vyrazné aromaticky, pro n€koho az

nepiijemné.

Zvlastni, ale pfijemné nahotkla

ptichut’.

Pozdni sniiska z velmi vysokych
poloh. Vzacné i u nés. Ziskava se

obtizn¢ pomoci specialnich lisi.

Bézny Vv nékterych oblastech
a letech.
U nés nejbézngjsi, ale jen

v n¢kterych letech.

Vzéacnéjsi, jen v nékterych

letech, v€tSinou ve smesi.

Vzacngjsi, v nékterych letech

Vv lokalitach i Cisty.

V ceskych zemich se nevtaci,

dostane se na trzich u jiznich

sousedll (Madarsko,
Chorvatsko).
Suvenyrovy med  z Francie

a dalSich jiznich zemi.

Ze  Spanélska, Stiedomoii

a zamofri.

Ving a chut’ jsou dvé velmi zadané vlastnosti v medu. Chut’ medovicovych medu je

siln€jsi nez u kvétovych. Na druhé strané medovicovy med neni tak sladky jako med kvétovy

(Castro-Vazquez et al. 2006).

Medovicovy med by nemohl vzniknout bez producenti medovice, jejichz télo je

uzptsobeno k parazitickému zivotu. Mezi nejvyznamnéjsi producenty medovice patii mSice

a cervcei, mensi podil maji mery. Obsahlé poznatky o medovicovych medech a producentech

medovice velmi dobie shrnuje Haragsima (2005).

Velmi cenénym medem je med manukovy. Manuka (Leptosperum scoparium) je strom,

ktery roste pouze na Novém Z¢landu a v nékterych dalSich ¢astech Austrélie. Jedna se o tmavé
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zbarveny kvétovy med, ktery diky svému vysokému obsahu polyfenolt vykazuje 1é¢ivé ucinky
(Spiteri et al. 2015). Manukovy med obsahuje dihydroxyaceton (DHA), ktery se v prub&hu
zrani a skladovani medu pfeménuje na methylglyoxal (MGO) — pravé tato latka je zodpovédna
za antimikrobidlni aktivitu medu a ob¢ latky slouzi také jako typické markery manukového
medu (Adams et al. 2009). Jedna se o velmi vzacny med, ¢imz se automaticky zvysuje jeho
cena a s ni také riziko falSovani. Bylo zjisténo, Ze manukového medu se celosvétove proda az

trojnasobné vice nez kolik je ho viibec vyprodukovano (Spiteri et al. 2017).

3.3 Slozeni medu

Med se sklada pievazné z cukri a dal$ich slozek, jako jsou voda, enzymy, aminokyseliny,
organické kyseliny, vitaminy, mineralni a aromatické latky. Med je také bohatym zdrojem
flavonoidd a fenolovych kyselin, které¢ vykazuji mnoho biologickych ucinki a piisobi jako
pfirozené antioxidanty. SloZeni, barva, viin€ a chut’ medu zavisi na mnoha faktorech: ptedevsim
na rostlinach, které véely opyluji, na zemépisné oblasti a klimatu. Manipulace s medem —
zpracovani, baleni a jeho skladovani maji na slozeni medu vyznamny vliv (da Silva et al. 2016).

Diky rozvoji analytickych metod mohou byt stale castéji identifikovany dalsi specifické

latky medu.

3.3.1 Cukry

Cukry jsou hlavni slozkou medu, znichz monosacharidy piedstavuji asi 75 %,
disacharidy 10-15 % a men$i mnozstvi je zastoupeno také dal§imi oligosacharidy. Cukry
ptitomné v medu jsou odpovédné za jeho energetickou hodnotu, viskozitu, hygroskopicitu
a granulaci. Koncentrace fruktozy a glukozy, a jejich pomér jsou uzitenym ukazatelem pro
klasifikaci jednodruhovych medi. Fruktéza byva u téméf vSech druhti medt zastoupena ve
vétsim mnozstvi nez glukdza, neni to vSak absolutnim pravidlem, jelikoZ rozmanitost medu je
velmi Siroka. Vyssi obsah glukdzy ma napt. med z brukve fepky (Brassica napus) a pampelisky
1ékaiské (Taraxacum officinale), pomér fruktozy a glukozy je tedy u téchto medi vétSinou
mensi nez 1. Medy s vys$Sim obsahem glukozy maji vétsi tendenci ke krystalizaci. Rozmezi
obsahu fruktozy v medu je obvykle 32-44 %, glukézy 23-38 % (da Silva et al. 2016; Machado
De-Melo et al. 2018).

Obsah sachardzy, jejiz maximalni mnozstvi je v legislativé stanoveno na 5 %, se ve

vétSiné medl pohybuje kolem 1 %. Vys§i mnozstvi miize poukazovat na piikrmovani vcel
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cukrem, které je krom& mimoprodukéniho obdobi zakazané, nebo také na botanicky ptivod, ¢i

nezralost medu. Vyssi obsah sachardézy se mize pfirozené vyskytovat v medu z brutnaku

1ékai'ského (Borago officinalis) nebo také levandule (Lavandula spp.) (Machado De-Melo et al.

2018).

Typickym trisacharidem nékterych medovicovych medt je melecitoza, kterd zptisobuje

ztuhnuti medu jesté v plastech. Takovy med je nazyvan jako ,,cementovy med* (Titéra 2013).

Melecitéza je syntetizovana pomoci enzymu ze stfev a slinnych zlaz hmyzu sajiciho na

rostlinach. Dalsi cukry, jako napt. erléza vznikaji diky enzymatickym reakcim pii sekreci

hltanovych zlaz vcel. (Machado De-Melo et al. 2018).

Ostatni cukry, které 1ze v medu nalézt, jsou vypsané v piehledu nize (Schievano et al.

2017).

Monosacharidy:
o fruktoza

o glukéza

o Disacharidy:
o sacharoza

o trehaloza

o turandza

o maltdza

o maltuldéza

o palatindza

o Trisacharidy:
o rafindza

o 1somaltoza

o erloza

o melecitoza

manoza

rhamndéza

melibidza
isomaltoza
gentiobioza
nigerdza

kojibioza

maltobidza
maltotridoza
pandza

1-kestoza

Mezi cukry dochézi k enzymatickym preménam. Naptiklad sachardza a maltotrioza jsou

enzymaticky hydrolyzovany na monosacharidy (da Silva et al. 2016).

Koncentrace sacharidii byly pouzity k odliSeni kvétového a medovicového medu.

V porovnani s kvétovymi medy maji medovicové medy niz$i obsah monosacharidl, vyssi



obsah trisacharidl (pfevazné melecitdzy, erlozy, rafindzy a maltotridzy), stejné tak maji i vyssi
(Bogdanov et al. 2004).

Jak jiz bylo zminéno, zralost medu a priib¢h skladovani ovliviuji slozeni medu. Béhem
skladovani se vlivem enzymatické aktivity snizuje obsah monosacharidi a zvysuje se obsah
oligosacharidi. Jako produkt degradace redukujicich cukrd vznika 5-HMF (5-
hydroxymethylfurfural). Reakce probihd v kyselém prostfedi za zvySenych teplot, pii cemz
dochazi k dehydrataci hex6z. V mensi mife vznika HMF také jako meziprodukt Maillardovy
reakce. HMF tudiz indikuje nevhodné skladovaci podminky a pfilisné tepelné namahani.
Hodnota se u déle skladovaného medu zvySuje. Limit pro obsah HMF je nejvyse 40 mg/kg,
u medu z tropickych oblasti je potom povolena hodnota vyssi (Soares et al. 2017; Machado De-
Melo et al. 2018).

3.3.2 Voda

Obsah vody by u medu kvétového a medovicového nemél piekrocit 20 %, vétSinou se
pohybuje v rozmezi 14-19 %. Cim vy33i je obsah vody tim méné kvalitni med je, a mize tak
snaze podléhat mikrobidlni kontaminaci a kvaSeni. Vyss§i obsah vody indikuje nedostatecné
vyzraly med, ktery neni bez nezadoucich zmén dlouhodobé skladovatelny. Obecné je v§ak med

povazovan za mikrobidlné velmi stabilni potravinu (Titéra 2013).

3.3.3 Organické kyseliny

Dulezitou soucasti medu, ktera ovliviiuje jeho chut), stabilitu i dal$i vlastnosti jsou
organické kyseliny. Plsobi jako pfirozené antioxidanty, jejich nejvySsi obsah vSak nesmi
prekrocit 50 mekv/kg. Nékteré organické kyseliny pravdépodobné pochazi piimo z nektaru
nebo medovice (kyselina citronova, jable¢na a $tavelova), ale vétSina z nich jsou produkty,
vzniklé pisobenim enzymi vylu€ovanych véelami, pii zrani a skladovani medu (kyselina
mravenci, aj.). U nezralého medu mize dochazet ke kvaseni a zvySovani obsahu kyselin. Jako
indikator fermentace slouzi kyselina octova. Nejvyznamnéjsi kyselinou v medu je kyselina
glukonova, ktera predstavuje 70-90 % celkového obsahu kyselin. Vznika z glukézy piisobenim
enzymu glukooxidéaza. Dale se v medu vyskytuje: kyselina jantarova, maselna, protokatechova,
benzoova, gentisova, vanilova, kumarova, ferulova, syringova, anisinova, salicylova, skoficova
a také hydroxyderivaty a metylestery n¢kterych téchto kyselin (Titéra 2013; Machado De-Melo
et al. 2018).
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Co se tyka pH kvétového medu, obecné se pohybuje v rozmezi 3,3-4,6. Vyjimkou je
kastanovy med, kde se hodnoty pohybuji od 5 do 6. Hodnota pH medovicovych medt 4,5-6,5
je vyssi kvili jejich vy$s§imu obsahu mineralnich latek, které ptsobi tlumivé (Machado De-
Melo et al. 2018).

Organické kyseliny jsou také vyuzivany pro rozliSeni medii podle jejich geografického

a botanického ptivodu.

3.3.4 Vitaminy a mineralni latky

V medu jsou nejvice zastoupené vitaminy skupiny B, konkrétné: thiamin — (By),
riboflavin (B2) a kyselina pantothenova. Ve vétsin¢ medl se nachazi také vitamin C, jehoz
obsah je velmi nestabilni. Mnozstvi vitamint je tak malé, Ze med neni povazovan za vyznamny
zdroj vitamini (Leon-Ruiz et al. 2013).

Mineralni latky se v medu nachazi ve stopovych mnozstvich. V kvétovych medech jsou
v rozmezi 0,02-0,3 %, v medovicovych mohou dosdhnout az 1 %. Jejich spektrum je velmi
Siroké. Nejvyznamnéjsi mineralni latky nalezené v medu jsou draslik, sodik, vapnik a hot¢ik.
Stejné jako u vitaminl, mnozstvi mineralnich latek v medu neni nijak zvlast dieteticky
vyznamné (Machado De-Melo et al. 2018).

Obsah mineralnich latek je zodpovédny za barvu a chut medu, kdy medy s vysSim
obsahem jsou tmavsi a maji vyraznéjsi chut. Obvykle existuje pozitivni korelace mezi barvou,

obsahem mineralu a elektrickou vodivosti medu (da Silva et al. 2016).

3.3.5 Fenolové slouceniny a tékavé slou¢eniny

Fenolové slouceniny jsou po chemické strance velmi heterogenni skupinou latek. Tyto
latky se do medu dostavaji jako sekundarni metabolity rostlin, které si je syntetizuji jako
ochranu pied stresem a oxida¢nim poSkozenim. Fenolové slou¢eniny medu 1ze rozdélit na dvé
hlavni skupiny: fenolové kyseliny a jejich piibuzné derivaty a flavonoidy (da Silva et al. 2016).

Diky témto latkam, které jsou zastoupeny v minoritnim mnoZstvi, je mozné urcit
jednotlivé druhy medu a klasifikovat jejich pravost. Jiz diive byly pomoci GC-MS ve
viesovych medech v porovnani s ostatnimi medy identifikovany ve vét§Sim mnozstvi tyto latky:
kyselina benzoova a kyselina fenyloctova. Tyto vysledky byly potvrzeny a jako dalsi marker
pro viesovy med byla identifikovéna kyselina mandlova a B-fenylmlécnd, pro fepkovy med
kyselina hydroskoticova (fenylpropanova). Jako marker medovicového medu byla urcena

kyselina protokatechovd a pro pohankovy med kyselina 4-hydroxybenzoova. Kyselina p-

20



kumarova a kyselina ferulova jsou typické pro kastanovy med. Vysledky z UPLC-Q/TOF-MS
potvrdily, ze medovicové medy jsou nejbohatsi co do obsahu fenolovych slou¢enin. Obsahuji
vysoké mnozstvi vySe zminéné kyseliny protokatechové, ale také kyseliny abscisové, 4-
hydroxybenzoové, B-fenylmlééné a chrysinu (Trautvetter et al. 2009).

Viné a chut’ medu je dana komplexni smési t€kavych sloucenin, které se mohou lisit
Vv zavislosti na pivodu nektaru, podminkéch zpracovani a skladovani. T€kavé slouceniny jsou
pfenaseny zrostlin, ale mohou byt produkovany nebo ménény také samotnymi vcelami.
V medech bylo ve velmi malych koncentracich zjisténo vice nez 600 sloucenin s nizkou
molekulovou hmotnosti, jako jsou: monoterpeny, terpeny, terpenoidy, alkoholy, ketony,
aldehydy, aj. Aromaticky profil medu, stejn¢ jako identifikace te¢kavych latek se ukazala byt
efektivni pii posouzeni botanického a geografického ptivodu medu, i pfi detekci piipadného

falsovani medu (Machado De-Melo et al. 2018).

3.3.6  Proteiny a enzymy

Obsah bilkovin v medu zavisi na druhu v¢el, kterymi je med produkovan. Med v¢el rodu
Apis mellifera obsahuje 0,1-3,3 % bilkovin. Proteiny v medu jsou jak rostlinného, tak
zivocisného piavodu. Hlavnim zdrojem bilkovin medu vsSak ztstava pyl. Z aminokyselin
v medu pievlada nejvice prolin, ktery vzniké pti sekreci slin v€el béhem pfemény nektaru na
med. Prolin tvoii 50-85 % vSech aminokyselin medu a je vyuZzivan pfi hodnoceni vyzréalosti
medu, ¢i odhalovani ptidavku exogennich cukrti po vytoceni medu. Minimalni hodnota prolinu
je 180 mg/kg. Dalsimi nejbézné&jSimi aminokyselinami medu jsou: kyselina glutamova, alanin,
fenylalanin, tyrosin, leucin a izoleucin (Hermosin et al. 2003; Iglesias et al. 2006).

Volné aminokyseliny jsou dobrym ukazatelem pii rozliSovani medovicového
a kvétového medu. HPLC analyza 46 vzorki medu ze Spanélska poukazala na rozdily ve
sloZzeni aminokyselin mezi obéma medy. Rozdily byly nalezeny u vSech zkoumanych
aminokyselin, krom¢& histidinu, B-alaninu a lysinu. U jedenacti z jednadvaceti testovanych
aminokyselin dosahovala hladina vyznamnosti <0,001 a u ¢tyf (tryptofan, fenylalanin, leucin,
prolin) <0,05. Vsechny tyto vyznamné odlisné aminokyseliny se nachazeji ve vyssi koncentraci
v medovicovych medech nez v kvétovych, s vyjimkou tyrosinu a fenylalaninu. Podle obsahu
kyseliny glutamové a tryptofanu, ptitomnych ve vétsim mnozstvi u medovicovych medu, byly
kromé& jednoho vzorku vSechny medy zafazené do spravné kategorie dokonce ze stejné

geografické oblasti (Iglesias et al. 2004).
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S nutri¢ni hodnotou a Cerstvosti medu uzce souvisi enzymy. I kdyz jsou pfitomny ve
velmi malém mnozstvi, maji vyznamny vliv na kvalitu medu. Enzymy vyznamné ovliviuji
obsah bilkovin, profil volnych aminokyselin a kyselost medu. Do medu jsou vylucovany
slinnymi zlazami vcel, konkrétné se jedna o oxidazy, kataldzy a amylazy. Tyto enzymy dokazi
rozlozit slozité sacharidy na jednoduché cukry, jako je fruktoza a glukdza. Jednoduché cukry
mohou byt pii vhodnych podminkach (obsahu vody a optimalni teploté) dale fermentaci
katalyzovany na alkohol a kyselinu octovou. Kromé ovlivnéni hodnoty pH mitize ¢innost
enzymu po fermentaci zménit chut’ a viini medu (Chua & Adnan 2014).

Za preménu nektaru a medovice na med je zodpovédny enzym invertdza. Je tvoren
hltanovymi zlazami vc¢el a dokaze rozstépit sacharézu za vzniku glukoézy a fruktdzy. Pti tomto
Stépeni je urcit¢ mnozstvi vody zabudovédno do nov€ vzniklych molekul a dochazi tak
k zahuStovani vznikajiciho medu (Vesely a kol. 2013). Tento enzym je velmi citlivy na teplotu.
Jeho aktivita pti vysokych teplotich nebo dlouhodobém skladovani klesa, tudiz je dtlezitym
ukazatelem kvality medu (Titéra 2013). Na druhou stranu dokaze invertaza z jednoduchych
cukrt vytvofit cukry slozité — oligosacharidy. Nejcastéji k tomu vyuZziva nejméné rozpustnou
glukozu. Se snizujicim se obsahem glukozy je snizena schopnost krystalizace medu (Vesely
a kol. 2013).

Dalsim vyznamnym enzymem, ktery je legislativné normovan minimalni hodnotou
8 stupnit Schadeho je diastaza. Diastaza zahrnuje a- a P-amylazu, pii ¢emZ o-amylaza
hydrolyzuje fetézec Skrobu uprostied za vzniku dextrind a B-amylaza §tépi fetézec Skrobu od
konce za vzniku maltozy. Aktivita diastazy odpovida aktivité enzymu pfitomného v 1 g medu,
ktery hydrolyzuje 0,01 g Skrobu za jednu hodinu pfi teploté 40 °C. Aktivita tohoto enzymu
klesa napt. pti ztekucovani medu. Diky své termolabilité slouZi aktivita diastazy jako indikéator
doby skladovani a zvysené teploty. Aktivita klesa, pokud je produkt vystaven zahiivani nad
60 °C (Sak-Bosnar & Saka¢ 2012; Titéra 2013). Funkce diastazy v medu neni tGplné jasna
vzhledem k tomu, ze nektar neobsahuje Skrob. Pravdépodobné se ale tcastni na traveni pylu
véelami (Machado De-Melo et al. 2018).

Glukooxidaza, tvofena slinnymi zlazami véel, pfeménuje glukézu na glukonolakton,
ktery je hydrolyzovan na kyselinu glukonovou. Ta zvysSuje kyselost medu a uvoliiuje malé
mnozstvi peroxidu vodiku, slou¢eniny, ktera je zodpovédna za mikrobialni odolnost (da Silva
et al. 2016).

V men$im mnozstvi je v medu pfitomnd také kataldza a kyseld fosfatdaza. Kataldza

pochazi z pylu, pfeméfiuje peroxid vodiku produkovany glukooxiddzou na vodu a kyslik. Cim

cv w7
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2000). Kysela fosfataiza mtze byt indikatorem fermentace medu. Jeji aktivita zavisi na pH

v

3.4 FalSovani medu

Med jako cenny ptirodni produkt patii bohuZzel také k Casto falSovanym komoditam. Mezi
zpusoby falSovani medu Ize zaradit ptidavek cukernych sirupti rizného ptivodu nebo nespravné
uvedeny udaj o botanickém, ¢i geografickém plivodu medu. Dal$im zptsobem je nepovolena
filtrace medu za ucelem odstranéni pylovych zrn, které jsou jeho pfirozenou soucasti, nebo také
odstranéni vody z nedostate¢né vyzralého medu.

Castym prohieskem byva také zahtivani medu pomoci vysoké teploty (>50 °C) s cilem
zbavit se krystald v medu a ziskat med tekuty. Ten byva mnohdy Iépe prodejny a u laické
vetejnosti oblibenéjsi, ptestoze je krystalizace medu naprosto pfirozeny proces. Ptilisné tepelné
namahani ma za nasledek zni¢eni nékterych prospésnych latek v medu a vznik nezadouci latky
HMF (Soares et al. 2017).

Mezi nejcastéji pouzivané analytické metody k odhaleni falSovani medu piidavkem
cukerného sirupu patii: chromatografie, hmotnostni spektrometrie, optickd spektroskopie
a nuklearni magneticka rezonance. Geograficky a botanicky ptvod lze detekovat napt. pomoci
pylové analyzy nebo analyzy mineralnich latek (Ulberth 2016).

Velmi casté je falSovani medu kukuficnym sirupem (CS) a vysokofruktézovym
kukuti¢nym sirupem (HFCS), které se svym slozenim velmi podobaji slozeni medu. HFCS
obsahuje pfiblizné 55 % fruktdzy, 41 % glukozy a 4 % dalSich (oligo)sacharidi. Pravé obsah
oligosacharidi CS a HFCS, které se pfirozen¢ v medu nevyskytuji, slouzi k odhaleni falSovani
medu, a to diky analytick¢ metodé¢ HPAEC-PAD, coz je vysoce G¢inna aniontova vymeénna
chromatografie s pulzni ampérometrickou detekci. Pii analyze byl med zamémé falSovan
sirupy s riznym stupném izomerace (5%, 10%, 20% CS) a (20%, 40%, 80% HFCS). Ve
vzorcich CS a HFCS byly ptitomny vysokomolekularni oligosacharidy se stupném polymerace
3-16. Smés 5% CS s medem byla jasné detekovatelna, ale citlivost metody detekce HFCS byla
nizsi (Morales et al. 2008).

Stanoveni pomeéru stabilnich izotopt uhliku (SCIRA) pomoci hmotnostni spektrometrie
izotopovych poméri (IRMS) je Siroce pouZivanym nastrojem pro rozliSeni materiali
pochazejicich z rostlin. C3 rostliny, které vyuzivaji k fixaci atmosférického CO, Calvin-
Bensontiv cyklus maji niz§i pomér izotopti **C / C, nez rostliny C4, které vyuzivaji Hatch-

Slacktiv cyklus. Kvetouci rostliny a kvéty stromt, které vcely obvykle navstévuji, patii do
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skupiny rostlin C3, zatimco cukrova titina a kukufice jsou rostliny C4. Pravé tohoto rozdilu se
vyuziva pii detekci zakdzaného ptidavku sirupt z cukrové titiny a kukutice do medu (Elflein
et Raezke, 2008). V Ceské republice se viak pii falsovani medu vyuziva cukru ziskaného z C3
rostlin, kam patii cukrova fepa (Zabrodska & Vorlova 2014). K C3 rostlinam patii napt. také
pSenice a ryze (Spiteri et al. 2015).

Dalsi analytickou metodou, kterou lze pro stanoveni autenticity medu pouzit, je NMR.
Jako priklad slouzi vyzkum védeckého tymu Zhenga et al., ktery provedl analyzu 70 ¢inskych
vzorkli medu (osmi rtiznych botanickych druhti, ze tii geografickych oblasti a péti produkcnich
obdobi). Detekovano bylo celkem 33 slozek, pii ¢emz bylo zjisténo, ze *H NMR spektra
kombinovana s multivariacni statistickou analyzou mohou poskytovat presné kvalitativni
| kvantitativni informace o 20 slozkach medu, v¢etné¢ sacharidl, nékterych karboxylovych
kyselin a aminokyselin. NMR umoziuje rozliSeni medu dle geografického i botanického
puvodu (Zheng et al. 2016).

K bliz§imu urceni jednodruhovych medi muze poslouzit také senzoricka analyza
provedend panelem zkuSenych hodnotitelt. Zakldda se na hodnoceni barvy, chuti a aroma
medu, pfi ¢emZ je dana ptfesnd terminologie a Skala, podle které se med hodnoti. Celé tato
metoda se zaklada také na nékolika ISO normach. V kombinaci s béznymi fyzikalné-
chemickymi testy, kdy stanovujeme vodivost, pH, volné kyseliny, aj., je ureni geografického
pivodu jednodruhovych medi komplexnéjsi (Ulberth 2016).

Analyza pylovych zrn, ktera je zminéna vyse, je povazovana za "zlaty standard” pro
stanoveni botanického i geografického pivodu medu. K tomu, aby byla uzite¢na musi byt
znama charakteristicka flora oblasti, z niz med pochazi. K rozpoznani a klasifikaci pylovych
zrn je zapotiebi zkuSeny odbornik a také je nezbytna rozsahla databéze ,.knihovna“ pylovych
zrn pfitomnych v medu. Hlavnim kritickym bodem analyzy pylovych zrn je spravnost
identifikace pylu a nasledna interpretace vysledkt (Von Der Ohe et al. 2004).

Co se tyka nejnovéjsich metod, v soucasnosti se vyuziva také DNA analyzy pylovych
zrn, ktera dokaze spolehlivé potvrdit botanicky piivod medu (Manivanan et al. 2018). Bohuzel

vSak tuto analyzu nelze pouzit u ptefiltrovanych medu, kde dochézi ke ztratdm pylovych zrn.

3.4.1 KauzyvCR

Vroce 2014 byla Statni zemédé€lskou potravinaiskou inspekci (SZPI) provedena
mimoiddnd kontrola v maloobchodni siti, kterda se zamétfovala na hodnoceni jakostnich

parametrd medt. Z celkem 30 analyzovanych vzorku bylo 18 nevyhovujicich. V 9 vzorcich
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bylo nalezeno nepovolené barvivo E150d — karamel, které se vyuziva pti dobarvovani svétlych
a fedénych medu; v 1 vzorku byl nepovoleny piidavek oligosacharidu, které se vyuzivaji pii
fedéni medu; u 11 vzorki byla nizka aktivita diastdzy a u 10 vzorki byla vyssi hodnota HMF.
Nékteré medy tedy nevyhovovaly ve vice parametrech najednou (Kopiiva 2014).

Klamani spotiebitele nespravnym uvedenim geografického ptivodu medu vedlo v roce
2015 k odebrani znacky Cesky vyrobek — garantovano Potravinaiskou komorou CR spoleénosti
Vcelpo, s. I. 0. Podminkou uzivani této znacky v piipad¢ medu je, Ze musi byt ziskany/sklizeny
vyhradné v Ceské republice. Pylova analyza medi opakované prokézala piitomnost pylu napi-.
z vychodni Evropy nebo z Ciny (PK CR 2015). Ve stejném roce zjistila Statni veterinarni
sprava (SVS) a SZPI u medu od tohoto vyrobce dalsi pochybeni. Jednalo se pravdépodobné
0 nejvetsi kauzu u nas. Celkem u 29 $arzi medu byla potvrzena piitomnost rezidui antibiotik.
Konkrétn¢ byla nalezena rezidua chloramfenikolu, streptomycinu, sulfonamidl a nitrofuranti,
které jsou pro léc¢eni vcel v EU zakazané. Byla analyzovana jak surovina od tuzemskych
vyrobcil, tak ze zahrani¢i. Velmi podobné spektrum antibiotik bylo nalezené ve vzorcich medu
pochazejicich z Ukrajiny. Z trzni sité bylo stazeno zhruba 150 tun, ve skladech bylo zajisténo
dalSich 115 tun vyrobeného medu a 163 tun pro vyrobu medu. Prodejciim byla udélena pokuta
v celkové vysi 5 920 000 K¢ (Pejchal 2016; Koptiva 2016).

V prubéhu druhé poloviny roku 2016 se SVS zamé¢fila na med vyznamnych tuzemskych
véelait. VSech 72 vzorkd, které byly podrobeny smyslovému posouzeni, ve sledovanych
parametrech vyhovélo. Vzorky byly testovany také na rezidua latek vyuzivanych napt. pii 16¢bé
varoazy, ¢i celou fadu zakazanych antibiotik. VSechny testy vysly negativné. Kontrola
prokazala, ze med od Ceskych vcéelaii mulize byt povazovan za bezpecny a kvalitni (Pejchal
2017).

Na druhou stranu na podzim 2017 byla v Jihomoravském kraji odhalena vyrobna
falSovaného medu, ktery byl pod fiktivnim jménem vyrobce distribuovan do trzni sité. Med
nevyhovoval fyzikalné-chemickym poZadavkiim, jelikoz do néj byl pfidan cukerny roztok
(Vorlicek 2017).

Dalsi mimotadné kontroly provedené v roce 2017 odhalily poruseni pravnich piedpist
u 12 sarzi medu z celkem 25 zkoumanych, tj. 48 % falSovanych vzorki. Kromé prohteski
odhalenych v roce 2014 bylo touto kontrolou navic zjisténo klamavé oznacovani botanického
I geografického ptivodu nebo pritomnost cizich cukri (Koptiva 2017).

Neméné¢ cCasté je také uvadeéni medu na trh neexistujicim vyrobcem, falSovani danovych
doklad nebo certifikdtl z Vyzkumného ustavu vcelafského v Dole. Navic vzorky medu

nevyhovovaly ani legislativnim pozadavkiim, jako je aktivita diastazy, pifitomnost HMF
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a vykazovaly nezvyklou chut’ i vini, aj. (Pospichal 2018). SVS v roce 2018 odhalila 3 Sarze
medu spole¢nosti Honeypack, s. r. o., které nespliovaly smyslové pozadavky, deklarovany
botanicky piivod, pozadavky na oznaceni aj. Subjektim zapojenym do distribuce byla udélena
pokuta ve vysi pies 200 000 K¢ (SVS 2018).

V roce 2018 odhalila SZPI a SVS v objektu byvalého ZD na Olomoucku 31,5 tun
nelegélniho medu, ktery byl oznacen etiketou vyrobce Velpo, s. r. 0. Namatkovée bylo zjisténo,
ze se jedna o Sarze, u kterych byla v letech 2015/16 potvrzena pfitomnost rezidui antibiotik

(Kopftiva 2018).

3.4.2 Trh s medem

Spotieba medu se v soucasné dob¢ zvysuje. Med je pouzivan stale Castéji jako alternativa
pro cukr a umé¢la sladidla. Na jednu stranu se chov véel riiznymi zpisoby modernizuje, napf. je
mozné véelstva vzdalené monitorovat — hlidat teplotu v 1ulu, zji§tovat hmotnost apod. Na
druhou stranu ale véelafi musi ¢elit mnoha hrozbam, v souvislosti s pouzivanim pesticidu,
vyskytem parazitii napi. roztoce (Varroa destructor), prvoka (Nosema apis) a v podobé mnoha
dalsich onemocnéni. V dnesni dobé dochazi také k vyznamnému snizovani biodiverzity,
zhorSuji se podminky pfirodnich vcelich stanovist’ a klimatickd zména zpusobuje extrémni
vykyvy pocasi. To vSe Usti ve vyssi mortalitu vcelstev, snizeni produkce medu, zvySujici se
naklady a snizujici se konkurence schopnost. Cast&ji proto dochazi k ekonomicky
motivovanému falSovani medu (Spengler et al. 2019).

V EU je zhruba 600 000 v¢elait a 17 miliont alt, coz odpovida ro¢ni produkci okolo
250 000 tun medu. EU se spoleéné s Cinou na prvnim misté a Tureckem na tietim misté fadi
mezi tii nejvétsi vyrobce medu na svété. V ramci EU jsou nejvétsimi producenty Spanélsko,
Mad’arsko, Némecko, Rumunsko, Polsko, Recko, aj. Podle dat z roku 2016 je EU zaroven
nejveétsim dovozcem medu na svété, jelikoz poptavka v EU pievySuje nabidku. Dovazi se
zhruba 200 000 tun, a to predevim z Ciny, Ukrajiny, Argentiny a Mexika. Co se tyka vyvozu,
vyvazi EU okolo 20 000 tun piedevsim do Svycarska, Sandské Arabie, Japonska, USA
a Kanady (Zpravodajstvi EP 2018).

V Ceské republice bylo podle udajii Ceského statistického tfadu v roce 2017 vyrobeno
9 365 tun medu, pti cemz pocet veelstev nepatrné klesl na 638 000. Vice véelstev se chova na
Moravg, nejvice ve Zlinském kraji a nejméné se jich nachazi v Karlovarském a Usteckém kraji.
V roce 2016 ¢&inila spotieba medu na osobu za rok v CR 0,9 kg, coZ je dvakrat vice nez tomu

bylo v roce 2006. Nejvice medu se do CR dovazi z Ukrajiny, Slovenska a Uruguaye. Vyvoz
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medu se pohyboval okolo 1500 tun a nejvice se vyvezlo do Némecka, na Slovensko a do Francie
(Bacova 2018). V roce 2018 produkce medu klesla na 8 992 tun, coz je nejméné od roku 2014
a pocet véelstev se snizil na 632 000 (CTK 2019). Spotieba medu vzrostla v roce 2017 na 1 kg
na osobu a rok (CSU 2018).

3.5 Vyuziti NMR p¥i analyze medu

Jak jiz bylo nastinéno v kapitole falSovani medu, NMR je velmi vyznamnou metodou,
které se vyuziva pii ovéfovani autenticity medu. Jedna se o jednu z nejucinné;sSich analytickych
metod, ktera umoziuje cilenou i necilenou analyzu v ramci jednoho méfeni.

Vyuziti NMR pii analyze medu nabizi urcité vyhody, v€etné moznosti ziskani vice
raznych informaci v jediném méteni, které je Casto rychlejsi nez vétSina ostatnich analytickych
metod. NMR umoznuje reprodukovatelnost a srovnatelnost dat s vysokou statistickou
spolehlivosti, pfi ¢emZ neni nutna predb&ézna uprava vzorku a je mozna zpétna identifikace
a kvantifikace vzorkt (Schievano et al. 2012).

Beretta et. al (2008) zkoumali pomoci *H NMR spektroskopie 44 komerénich italskych
medul z 20 riznych botanickych zdrojii. U medovicovych, kastanovych a lipovych medt bylo
mozné identifikovat dobie rozliSené oblasti spekter, a tudiz i markery pro uréeni botanického
pivodu. Medovicové medy mély téméf identické profily, s dominujici alifatickou ¢asti spektra
v rozmezi 0,85-1,60 ppm, navic se sadou signalt v oblastech: 2,15 ppm, 4,60-5,20 ppm
ajednim dubletem z tripletd 6,75 ppm. Kastanovy med byl charakterizovan piitomnosti
kyseliny kynurenové a nékterymi jejimi strukturné podobnymi metabolity. U lipového medu
byly nalezeny vyznamné signaly pro cyklohexa-1,3-dien karboxylovou kyselinu a jeji ester,
které u ostatnich vzork kromé méné bézného medu z muskatové rize nebyly patrné. Jednalo
se 0 predbézné vysledky, které naznaCily mozné pouziti NMR spekter pro identifikaci
botanického piivodu medu (Beretta et al. 2008).

NMR spektra chloroformové frakce 118 vzorki medu ¢ty botanickych druht
v kombinaci s chemometrickou analyzou umoznila analyzovat netékavé organické slouceniny.
Vyuzitim extrakce chloroformem dochazi k eliminaci majoritnich sloucenin, jako jsou cukry.
PCA a PLS-DA byly provedeny u vybranych signali spektra za ucelem rozliSeni botanického
pivodu a identifikace charakteristickych metaboliti pro kazdy analyzovany druh medu. PLS-
DA doséhla korelaéniho koeficientu R? = 0,67 a validagniho korela¢niho koeficientu Q? = 0,77.

Diskrimina¢ni analyza umoznila spravné klasifikovat vSechny vzorky (Schievano et al. 2010).
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V dalsi studii Schievano et. al (2012) byla také analyzovana NMR spektra chloroformové
frakce, konkrétné u 353 vybranych vzorki medu. Metabolomicky piistup zalozeny na *H NMR
spojeny S multivariaéni analyzou dat scilem rozliit rizné druhy medu a identifikovat
slouceniny z chloroformové frakce byl pouzit pii analyze sedmi riznych botanickych druhi
medu. Pro kazdy jednodruhovy med byly identifikovany specifické markery. Dva markery pro
akatovy med: chrysin a pinocembrin, jeden pro kastanovy: y-LACT-3-PKA, dva pro
pomeranc¢ovy: 8-hydroxylinalool a kofein, jeden pro blahovi¢nikovy: dehydrovomifoliol, jeden
pro medovicovy: diacylglycerylether a dva pro lipovy: kyselina 4-(1-hydroxy-1-
methylethyl)cyklohexa-1,3-dien-karboxylova a  4-(1-methylethenyl)cyklohexa-1,3-dien-
karboxylova kyselina (Schievano et al. 2012).

V Italii doslo za posledni roky kvuli onemocnéni véelstev k dramatickému snizeni
produkce medu, coz vede ke zvySujicimu se importu medu z vychodni Evropy. Studie autort
Schievano et. al (2019) se jako prvni zabyvala 'H NMR spektroskopii chloroformové frakce
akatovych medu, které jsou pro Italii typické. Schievano et. al (2019) zminuje rozdily v narodni
a evropské legislativé. Legislativa EU umoZznuje oznaceni medii napt. jako smés medl ze zemi
EU, viz kapitola 3.1.1. Oznacovani medu a jeho jakostni pozadavky, pfi¢emz konkrétni
deklarace podilt slozek medu rtizného ptivodu ve smési neni vyzadovana. Podle Schievano et.
al (2019) je tento nedostatek pravdépodobné zpuisoben absenci analytické metody, ktera by
dokézala rozliSit geograficky pivod smési medu. Chloroformova frakce medu obsahuje
zakoncentrované méné polarni slouceniny, zejména fenolové derivaty. Analyza chloroformové
frakce je zalozena spiSe nez na rozdilné koncentraci slou€enin na ptitomnosti specifickych
markert. Schievano et. al (2019) analyzou databaze 2000 vzorkd 45 rtiznych botanickych
puvodi zjistili, Ze nejdiilezité]si signaly charakterizujici italské akatové medy spadaji do oblasti
5,16 ppm, typicka pro med fepkovy. V akatovém medu ze stiedni Evropy je pfitomen
vyznamny sekundarni podil fepkového nektaru. Pylova analyza také potvrdila, Ze v akatovém
medu z vychodni Evropy jsou vzdy pfitomna pylova zrna fepky, zatimco v italskych vzorcich
jsou v men$im mnozstvi pfitomna vzacné (Schievano et al. 2019).
citrusové, blahovi¢énikové a vicedruhové kvétové byly analyzovany 'H NMR spektroskopii
a heteronuklearni mnohonéasobnou vazebnou korelaci (HMBC). PCA a obecné diskriminaéni
analyza (GDA) nebyly s pouzitim *H NMR schopny zatadit vzorky podle svého botanického
ptvodu. Jednotlivé klastry byly pozorovany u vysledkt 2D analyzy *H — 3C HMBC (Lolli et
al. 2008).
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Pomoci H NMR profilovini ve spojeni s vhodnymi kvantifikaénimi postupy
a statistickymi modely byla definovana analyticka kritéria pro ovéfeni pravosti jednodruhového
1 vicedruhového kvétového medu. Celkem 816 referencnich vzorki, vice nez 60 botanickych
druhtt medu raznych barev a konzistence z vice nez 35 ruznych zemi, bylo shromazd’ovano
pres deset let. Spolehlivost udaji o0 geografickém a botanickém puvodu byla ovéfena
provedenim mikroskopické analyzy pylu (Spiteri et al. 2015). Chemické posuny mezi
0,5a 3 ppm lze pouzit k pozorovani signalli spojenych s fermentacnimi nebo degradacnimi
markery (zejména kyselinou jantarovou, octovou, mlécnou a ethanolem). V této ¢asti spektra
Ize soucasné pozorovat také dvé typické slozky medu, kyselinu citronovou a prolin, které se
vV malém rozsahu li$i u vicedruhového kvétového medu. V oblasti chemického posunu mezi 4,9
a 5,5 ppm, reprezentované zejména anomernimi protony z cukrd, lze pozorovat signaly spojené
S typickymi minoritnimi cukry. Kromé¢ signélu turan6zy mize byt vétSina pozorovanych pikl

zpusobena vicenasobnymi piispévky (Spiteri et al. 2015). Obrazek 1 znazoriuje ty
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Obrazek 1: Oblast chemického posunu 4,9-5,5 ppm typicka pro cukry. Upraveno podle
(Spiteri et al. 2015).

Spiteri et al. (2015) detekovali také 10% piidavek cukru a v ramci stejného experimentu
byla provedena kvantifikace glukdzy, fruktdzy, sachardzy a 5-HMF. U vzorkti manukového
medu byly kvantifikovany jeho typické markery: MGO a DHA. Jako produkt fermentace byl
kvantifikovan také ethanol (Spiteri et al. 2015). Typické chemické posuny sloucenin, meze

stanovitelnosti a nejistoty méfeni tohoto experimentu jsou zobrazeny v tabulce 5.
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Tabulka 5: Chemické posuny, mez stanovitelnosti a nejistota méfeni vybranych sloucenin.

Upraveno podle (Spiteri et al. 2015).

Slou¢enina Chemicky posun Chemicky posun Mez Nejistota
pro kvantifikaci pro kontrolu stanovitelnosti méreni
(ppm) (Ppm) (9/100 g) (9/100 g)
glukoza 5,23 a-glukoza 4.65: 3,51 5,000 1,0000 +5 %
3,24 B-glukoza
fruktoza 4,10 4,04; 3,58 5,000 1,0000 +5 %
sachardza 4,22 5,41; 4,20 1,000 0,5000 + 5 %
5-HMF 9,45 7,54; 6,69 0,001 0,0003 + 10 %
dihydroxyaceton 4,41 - 0,001 0,0003 + 15 %
(DHA)
methylglyoxal 2,31 1,38 0,001 0,0010 + 7 %
(MGO)
ethanol 1,17 - 0,001 0,0003 + 10 %

'H NMR metabolomicky piistup byl aplikovan pii charakterizaci finskych medd rtizného
botanického ptivodu. Mezi zkoumanymi medy byly napt. pohankové, jetelové, pampeliskové,
viesové, medovicové, lipové, aj. PCA a OPLS-DA analyza umoznila Gplné rozliSeni
pohankového, pampeliskového, viesového a medovicového medu. U pohankového medu bylo
zjisténo vyssi mnozstvi téchto aminokyselin: izoleucin, leucin, threonin, tyrosin, valin a navic
4-hydroxybenzoové kyseliny. Izoleucin, leucin a valin se nachazi v oblasti 1,1-0,9 ppm. Jako
potencialni indikator pohankového medu mohou slouzit také nepfifazené signaly téchto bint:
5,04; 6,67; 6,70 a 6,80 ppm. Kromé melecitdzy a trehaldézy byly pro medovicovy med nalezeny
dalsi charakteristické slouceniny z alifatické a aromatické Casti spektra: kyselina fumarova,
mlécna, jable¢na a jantarova. Dalsi marker byl pozorovatelny v oblasti 558 a 6,43 ppm.
V lipovém medu byla kromé typického markeru 1-O-B-gentiobiosyl (6-O-(B-D-
glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosyl) esteru 4-(1-hydroxy-1-methylethyl)cyklohexa-1,3-dien-
1-karboxylové kyseliny nejvice pfitomna gentiobidza. Bylo potvrzeno, Ze slozeni cukri hraje
dilezitou roli pii rozliSovani medu. PCA primarniho souboru dat ukazala, ze melecitoza (bin
3,85; 3,63; 4,29; 5,18), typicka pro medovicovy med, byla spole¢né s trehalozou (bin 3,63;

3,85; 5,18) jako hlavni slozka zodpovédna za odliSeni od medd kvétovych. Druhou slozkou
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zodpovédnou za odliseni kvétovych medi byla fruktédza (biny 3,79; 3,57; 3,55) a glukéza (3,73;
3,45) (Kortesniemi et al. 2016).

Také Ohmenhaeuser et al. (2013) potvrdili pomoci PCA analyzy rozliSeni medovicového
a kvétového medu diky glukéze a fruktdze. V experimentu bylo vyuzito kombinace *H, *C
NMR spektroskopie a chemometrické analyzy dat. Dale zjistili, ze signaly minoritnich
sloucenin, jako napft. chinolinové alkaloidy a kyselina kynurenova u kastanového medu nebo
nenasyscené karboxylové kyseliny lipového medu, maji také svlij vyznam pii rozliSovani
botanického ptivodu. Analyza poukézala také na slozitost kvantifikace jednotlivych slouc¢enin
kvuli velkému poctu prekryvajicich se signald, a to pfedevsim u cukrd. Pro kvantifikaci je nutné
pouziti pokro¢ilych metod, jakou je napf. multivariaéni regrese. Nicmén¢ bylo nalezeno 13
slou€enin, pro které lze identifikovat alespon jeden jednoznacny signal, ktery nebyl ptekryty
nebo neinterferoval s matrici Ohmenhaeuser et al. (2013). Neékteré vybrané slouéeniny jsou

shrnuty v tabulce 6.

Tabulka 6: Vyznamné slouceniny *H NMR spektra a oblasti jednoznaénych signal. Upraveno
podle (Ohmenhaeuser et al. 2013).

Sloucenina Oblast NMR spektra (ppm)

HMF 9,43-9,47 (singlet)
kyselina mravenci 8,44-8,47 (singlet)
kyselina fumarova 6,53-6,55 (singlet)
kyselina pyrohroznova 6,42—6,45 (singlet)
glukoza 4,63-4,65 (singlet)
arabin6za 4,52-4,54 (singlet)
fruktoza 4,14-4,08 (dublet)

kyselina jable¢na 2,73-2,70 (dva singlety)
kyselina citronova 2,69-2,68 (singlet)
kyselina jantarova 2,50-2,52 (singlet)

Boffo et al. (2012) identifikovali u 46 vzork® brazilského kvétového medu pomoci ‘H
NMR slouceniny zodpovédné za rozliSeni botanického ptivodu medt. Medy divoce kvetoucich
rostlin byly charakterizovany vy$§im obsahem fenylalaninu a tyrosinu. Citrusové medy mély
vys§i obsah sachar6zy nez ostatnich sloucenin a blahoviénikové medy mély vyssi obsah

kyseliny mlé¢né (Boffo et al. 2012).
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Fyzikaln&-chemické vlastnosti i *H NMR profilovani za uéelem rozliSeni geografického
ptavodu bylo provedeno u celkem 10 medu ze Slovenska, Jihoafrické republiky a Zambie. PCA
a PLS-DA uspésné zaradily vzorky medi do dvou rozdilnych klastrii, ackoliv u dvou vzorki ze
Slovenska a 2 vzorku z JAR bylo nalezené podobné spektrum latek a oba mély niz$i obsah
sachardozy (Olawode et al. 2018).

Jako 0¢inna metoda detekce falSovani medu umyslnym pfidavanim riznych koncentraci
komer¢nich cukernych siruptt se ukazala 1D a 2D NMR pouzitd spolu s multivariacni
statistickou analyzou. Zkouméno bylo 63 autentickych a 63 znehodnocenych vzorki medu.
K ptipravé falSovanych medui bylo pouzito sedm riiznych cukernych sirupti bézn€ pouzivanych
pro vyzivu vcel. Nejlepsi diskriminacni model byl ziskan pomoci 1D spekter, kdy kiizova
validace s vynechanim jednoho odlehlého méteni vykazovala prediktivni kapacitu 95,2 %. 2D
NMR spektra také poskytla piijatelné vysledky - kiizova validace umoznila spravné
klasifikovat 90,5 % vzorku (Bertelli et al. 2010).

Problematika kvantifikace cukri mize byt vyfeSena pouzitim selektivnich filtrd pro
chemicky posun (CSSF). Celd metoda se nazyva CSSF-TOCSY. Tento typ NMR umoziiuje
ziskat specifické signaly bez pozadi pro kazdy cukr. Metoda byla testovana na vzorcich medu
rozpusténych v D20, a to bez jakékoliv dalsi piedupravy. Bylo identifikovano 22 cukrd, které
se obvykle vyskytuji v medu, viz kapitola 3.3.1. Cukry. Mez stanovitelnosti se pohybovala
v rozmezi 0,03-0,4 g / 100 g medu a relativni smérodatna odchylka ¢inila 0,99-4,03 %. Pro
reprodukovatelnost vysledki je nutna presna regulace ptistrojové teploty a pH vzorku, které ma
vyznamny vliv na chemicky posun. Pokud je vSe dodrzeno, postup metody je mozné
automatizovat a vyuzit pfi rutinni analyze (Schievano et al. 2017).

Béhem nékolika poslednich let doslo ke zna¢nému Ubytku pozitivnich nalezi falSovanych
medl pomoci konvencnich analyz. To v§ak neznamena, Ze by k falSovani medu nedochézelo
(Spengler et al. 2019). Proto byla vyvinuta specialn¢ upravena metoda NMR tzv.
,FoodScreener®, kterou lze vyuzit pii analyze potravin, konkrétn€ vina, dzusu a medu, a ktera
napliluje zvySujici se potfebu po necilovych metoddch schopnych odhalit stale vice
sofistikovangjsi zptsoby falSovani potravin. Vyvoj tohoto nastroje se datuje piiblizn¢ 10 let
nazpét a jeho pouzivani je umoznéné i osobam nespecializovanym na NMR. Zacatek
profilovani medu se datuje do roku 2014, kdy bylo provedeno prvni méfeni. ALNuMed
(Analytickd laboratof pro vyZivu a zdravotnické vyrobky) vyvinula v roce 2011 metodu
zalozenou na NMR pro testovani kvalitativnich parametrit medu. Nasledné¢ ALNuMed — v uzké
spolupraci s FoodQS — vytvofili konsorcium s firmou Bruker BioSpin a QSI pro vyvoj metody
Honey-Profiling, ktera je nyni k dispozici pro testovani medu (ALNuMed 2019).
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Nutnosti je vytvofeni databaze referencnich vzorkt, kterd umozni spravné vyhodnoceni

pozdéji zkoumanych vzorki. Metoda je akreditovana 1SO normou 17025. V soucasnosti je

vyuzivana databaze ,,Honey-profiling 2.0, ktera zahrnuje pfiblizn¢ 18 000 vzorkd medu, 100

ruznych botanickych druhii z vice jak 50 geografickych oblasti. Procentualni zastoupeni vzorka

Vv databazi je: 53 % Evropa, 27 % USA, 16 % Asie, 2,6 % Australie a Oceanie a 1,4 % Afrika.

Pted tim, nez jsou vzorky pridany do databaze, jsou dikladné provéteny a charakterizovany

pomoci n€kolika testi. NefalSované vzorky jsou pouzity pro rozvoj a validaci modelu.

Statisticky model byl vytvofen pro:

o overeni geografického ptivodu, které zahrnuje tyto zemé: Argentina, Brazilie, Chile,

Cina, Kuba, Francie, Némecko, Guatemala, Mad’arsko, Indie, Mexiko, Novy Zéland,

Rumunsko, Spanélsko, Thajsko, Turecko, Ukrajina a Vietnam.

o oveéfeni botanického ptivodu, zahrnujici 12 jednodruhovych medi: akatovy, viesovy,

kastanovy, blahovi¢nikovy, levandulovy, lipovy, manukovy, pomerancovy,

borovicovy, fepkovy, sluneénicovy a med z drmku.

Pracovni postup pfipravy vzorkl i akvizice spekter pln¢ podléhd SOP. Po navaZeni

a rozpusténi medu je ke vzorku automaticky pridan pufr a upraveno pH. Najednou lze méfit 20

vzorkt. Analyza dat probiha pomoci vzdaleného serveru (Spengler et al. 2019).

K vyhoddam NMR pftizpiisobené konkrétné pro analyzu medu patii napft.:

o

o

o

jednoduché a rychla ptiprava vzorku,

rychlost méfeni — cca 20 minut,

provéteni nepovoleného pridavku cukernych sirupli — nezavisle na rostlinném pitvodu
C3 nebo C4 pomoci pokrocilych statistickych metod a markerd,

provéieni neznamého zpisobu falSovani srovndnim s tisici autentickymi medy,

ovéfeni botanického a geografického piivodu — 1 po odstranéni pylu,

S 24

(ALNuMed 2009; Spengler et al. 2019).

Pti necilené analyze je vysledkem obsahla zprava, kterd zahrnuje informace o Cistote,

pravosti a kvalité medu. Cilena analyza umoznuje kvantifikaci 36 slou¢enin, viz ptiloha 2.
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4 Metodika

4.1 Material

Celkem bylo analyzovéano 20 vzorkti medu ziskaného v roce 2017, které byly poskytnuty
Vyzkumnym ustavem vcelaiskym v Dole, kde byly diive analyzovany. Vysledky analyz
Z Vyzkumného ustavu jsou shrnuty Vv ptiloze ¢. 1. Z celkového poctu vzorkii bylo 8 meda
medovicovych a 12 kvétovych. Z kvétovych medi byl zastoupen jeden pohankovy, jeden
malinovy, jeden akatovy, dva lipové (z toho jeden oznaceny jako kvétovy smiseny), dva
fepkové a jeden byl deklarovany jako fepkovy a ovocné stromy. Dva kvétové medy byly
oznaceny pouze jako kvétové a dva jako kvétové smisené. Vzorky pochazely z riznych mist
Ceské republiky. Viechny vzorky byly pfed analyzou uchovavany v temnu pii pokojové teploté

18-23 °C v plastovych zkumavkach se Sroubovacim uzavérem.

4.1.1 Spotiebni material

e Mikrozkumavky znacky VWR 1,5 ml (CZ)
e Pipetovaci Spicky znacky Eppendorf (CZ)
e NMR kyvety Norell 5 mm, High-Throughput 7 Standard series (USA)

4.1.2 Chemikalie

e Deionizovana voda, vodni purifikaéni jednotka Direct-Q® 3 UV

e NMR pufr byl pfipraven pouzitim D20 (Cistota 99,9 %), 0,2 % NaNs, 5 mM TSP (Cistota
98 %), 1.5 M K2HPO4 (Cistota 99 %), 1.5 M NaH2POg4 (Cistota 99 %). VSechna pouzita
¢inidla byla od vyrobce Sigma Aldrich. pH pufru bylo upraveno na hodnotu pH 4
pomalym piidavkem 1.5 M roztoku NaH2PO4 do 1.5 M roztoku KzHPO4 s pomoci pH

metru.

4.2 Metody

421 Software

e Topspin 3.5 pl7, Bruker (DE)
e Chenomx NMR suite 8.3, Chenomx Inc. (CA)
e Mestrenova 12.0.03, Mestrelab Research (ESP)
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e Metaboanalyst 4.0 (CA)
e Microsoft Excel 2016 (USA)

4.2.2 Pristroje

e ph metr inoLab® pH 7110, WTW, (DE)

e Termostat — BIOLOGICAL THERMOSTAT BT 120

e Pipety VWR 20-200 pl a 100-1000 pl (CZ)

e Vaha RADWAG Wagi Elektroniczne, e = 1 mg, d = 0,01 mg, AS 82/220.R2 (PL)
e Vortex IKA® MS 3 Basic (DE)

e Ultrazvukova lazen Witeg, Ultrasonic Cleaner Set, WUC-AO03H (DE)

e NMR spektrometr Bruker AVANCE |11 HD 500 MHz (DE)

4.2.3 Priprava vzorku

VSsechny vzorky medu byly na 1 hodinu umistény do termostatu, kde byly pii 45 °C
rozehfivany, aby doslo k jejich homogenizaci a rozpusténi vzniklych krystalt. Poté byly
ponechany pii pokojové teploté. Od kazdého vzorku bylo do mikrozkumavky ve dvou
opakovanich navazeno 240 mg medu s odchylkou = 10 mg a navéazka byla zaznamenana. Ke
kazdému vzorku medu bylo napipetovano 830 pL deionizované vody. Vznikly roztok
deionizované vody a medu byl vortexovan, az do doby viditelného rozpusténi medu. Pro jesté
lep$i homogenizaci byly vzorky na 5 min umistény do ultrazvukové lazné. Z takto ptipraveného
roztoku bylo odpipetovano 540 pL do ¢isté mikrozkumavky a k tomu bylo ptidano 60 uL NMR
pufru. VSechny mikrozkumavky se vzorky byly po dobu 10 s znovu vortexovany. Celkovy

objem 600 pL vzorku byl kvantitativné pomoci pipety pieveden do NMR kyvet.

4.2.4 Parametry méieni 'H NMR spekter

Méieni 'H NMR spekter bylo provedeno na spektrometru Bruker AVANCE 11l HD
500 MHz, vybaveném 5 mm PA BBO 500S1 BBF-H-D-05 Z SP sondou s civkami
se Z gradientem, a pracujicim pii 500,23 MHz. VSechna méfeni byla provedena pii teploté
298 K. 'H NMR spektra byla zméfena s pomoci pulzni sekvence 1d noesy se supresi vody.
'H NMR spektra byla sniména s nasledujicimi parametry: pocet skenii 128, pocet datovych
bodi 64k, Sitka spektra 16,0182 ppm, relaxacni prodleva 1 s, akvizi¢ni ¢as 4,0894 s, sméSovaci

Cas 100 ms. Ladéni, zamykani, kalibrace 90° pulzu a shimming byly automaticky
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optimalizovany pomoci standardnich ptikaza (atma, lock, pulsecal a topshim). Vsechny vzorky
byly vlozeny do autosampleru a automaticky meéfeny vyuzitim nastroje Spooler v softwaru
Topspin. VSechna spektra byla zpracovana za pouziti softwaru Topspin. Korekce faze a korekce
zakladni linie tzv. baseline byly provedeny manualn¢ pro kazdé jednotlivé spektrum. Reference

byla upravena na signal TSP 0,00 ppm.

4.2.5 Statistické zpracovani

Data ziskana z binningu spekter provedeném v programu Mestrenova v. 12.0.03 od 0,50—
10,00 ppm se Sitkou jednoho binu 0,01 ppm a po odstranéni oblasti suprese vody 4,60—4,70
ppm, byla dale analyzovana pomoci softwaru MetaboAnalyst 4.0.

V softwaru MetaboAnalyst 4.0 byla data normalizovana podle sumy, logaritmicky
transformovana a automaticky skalovana. Z multivariacnich statistickych analyz byla nejprve
pouzita analyza hlavnich komponent PCA. Poté byla aplikovana diskrimina¢ni analyza PLS-
DA a OPLS-DA. Validace modelu byla provedena pii 1000 permutacich. Pro zjisténi
vyznamnych binid (VIP), které odlisuji jednotlivé tiidy byly p(corr) hodnoty z OPLS-DA
nasobené smérodatnou odchylkou (SD) jednotlivych bind. Takto ziskana data byla nazorné
zobrazena jako loadingplot. Loadingplot vyznamnych bini byl zobrazen také podle
vyznamnosti p-hodnot (p-value), oboji v programu Microsoft Excel 2016.

Piifazeni signali *H NMR spekter bylo provadéno na zakladé vyznamnych bind
z loadingplotu OPLS-DA blize uptesnénych pomoci softwaru Chenomx NMR suite v. 8.3.
ataké porovnanim s vysledky dostupné védecké literatury (Consonni et al. 2013;
Ohmenhaeuser et al. 2013; Spiteri et al. 2015; Kortesniemi et al. 2016; Zheng et al. 2016).
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5 Vysledky

5.1 PCA analyza

Analyza hlavnich komponent (PCA) je mnohorozmérnou nesupervizovanou Statistickou
metodou, kterd je vhodna pro rozliSovani, tfidéni a identifikaci vzorkd, pokud je vice
proménnych. Slouzi k nalezeni hlavnich komponent, které jsou zodpovédné za rozptyl mezi
proménnymi.

PCA analyza ukazala, ze hlavni slozka PC1 ptispéla k celkové variabilité téid kvétového
a medovicového medu 29,7 %. Slozka PC2 pftispéla k rozdéleni 15 %, PC3 prispéla 12,8 %,
PC4 5,8 % a PC5 5,5 %. Vzorky medovicovych a kvétovych medu je podle PCA analyzy na
zakladé PC1 a PC2 mozné rozdélit do dvou odlisnych t¥id, viz obrazek 2.

PC2(15%)

-0

PC1(29.7 %)

Obrazek 2: PCA rozptylovy diagram komponentnich skore (scores plot) PC1 a PC2.

5.2 PLS-DA a OPLS-DA

Diskrimina¢ni analyza castecnych nejmensSich ctvercd PLS-DA potvrdila odlisnost
kvétovych a medovicovych medd, viz obrazek 3. PLS-DA inklinuje k tzv. ,,overfit™ prefitovani
dat (vzhledem k malému poctu vzorkid a mnohonasobné vétsSimu mnozstvi proménnych — bini).
Proto je nutné ovéfeni modelu, aby se zjistilo, zda je separace statisticky vyznamna nebo je
zpusobena nahodnym Sumem. K tomu bylo pouzito kiizové validace ,,cross validation®, viz

tabulka 7.
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Tabulka 7: Detaily kiizové validace PLS-DA.

1 comps 2 comps 3 comps 4 comps 5 comps
presnost 0,86 0,90 0,92 0,90 0,98
R2 0,67679 0,77007 0,86956 0,91438 0,95232
Q2 0,52190 0,62506 0,64019 0,58020 0,57714

Kiizova validace PLS-DA naznacila validitu modelu, pokud je R2 a Q2 >0,6. Tato
podminka je splnéna pfi pouziti 3 komponent, kdy R2 = 0,86956; Q2 = 0,64019.
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Obrazek 3: PLS-DA diagram komponentnich skore (scores plot) komponent 1 a 2.

Pro dal$i ovéfeni modelu byla pouzita ortogonalni diskriminacni analyza caste¢nych
nejmensich ¢tvercd OPLS-DA, ktera je zobrazena na obrazku 4. Validace tohoto modelu
pomoci permutaénich testd pii 1000 permutacich shledala model jako validni, kdy p <0,001;
Q2=0,653aR2Y =0,77.
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Obrazek 4: OPLS-DA diagram komponentnich skore (scores plot).
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Grafické znazornéni bini zodpovédnych za separaci tiid kvétového a medovicového

medu ziskané nasobenim p(corr) hodnot z OPLS-DA a smérodatnou odchylkou (SD)

jednotlivych binti je zobrazeno na obrazku 5.
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Obrazek 5: Loadingplot binti spekter medu, jednotlivé posuny jsou barevné zvyraznéné

podle VIP score — jejich smér ukazuje na vyraznéjsi zastoupeni v jedné nebo druhé kategorii.

Protoze se biny, a tedy i signdly zodpovédné za rozliSeni obou kategorii nachéazi také

v dalsich castech spektra, které nejsou patrné z obrazku 5, pfiblizena oblast loadingplotu

s dal$imi biny je znazornéna na obrazku 6. Vysvétlivky k obrazktim jsou popsany v tabulce 8
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Obrazek 6: Loadingplot binti spekter medu, jednotlivé posuny jsou barevné zvyraznéné podle

VIP score — jejich smér ukazuje na vyraznéjsi zastoupeni v jedné nebo druhé kategorii.
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Tabulka 8: Vysvétlivky k obrazku 5 a 6, biny zodpovédné za separaci tiid.

Cislo Sloudenina Chemicky posun (ppm)
1. glukdza (B-) 3,20-3,25; 3,36-3,48; 3,86; (a-) 5,22
2. glukoza + fruktoza 3,61-3,71; 3,86; 3,42-3,55 - spole¢na
oblast ,,3,65-3,90%
3. fruktéza 4,10; 3,58; 3,77-3,79
4, sachardza, maltoza, maltotrioza, 4,18-4,20; 5,30-5,47
erloza + (kestoza, kojibidza, pandza,
rafindza, nigerdza, melecitoza)
5. melecitoza, *trehaloza 5,12-5,18; 5,20; (*3,86; 3,63)
6. neznamé (isomaltdza, 4,97-4,99; 5,01; 5,03; 5,05-5,07
isomaltotridza, pandza, rafindza)
7. neznamé (kestoza, maltuldza, 424428
turan6za, melezit6za, threonine)
8. kyselina Sikimova 2,16-2,21; 2,72-2,77; 4,37-4,39; 6,41-6,44
9. prolin 2,03-2,06
10. kyselina jantarova 2,41-2,42
11. neznameé 1,23-1,24
12. neznamé (kys. mlé¢na, threonine) 1,31
13. neznameé 1,84-1,89
14. neznameé 1,93-1,97
15. neznamé 2,45-2,52; 2,57-2,61

Z vysledkt loadingplotu je patrné, ze pro medovicové medy je typicka pfitomnost
melecitozy a trehalozy (5). Dalsi slouceninou pro rozliseni medovicového medu byla kyselina
Sikimova (8) a aminokyselina prolin (9). Dale se u nich vyskytovala sachar6za, maltoza,
maltotrioza, erloza (4), pfiCemz se V této oblasti mohly vyskytovat i dal§i minoritni cukry
uvedené v zavorce. Obecné je oblast 36 ppm v *H NMR spektru, typicka pro cukry, velmi
bohata na signaly, které se vzajemn¢ piekryvaji (divodem je podobna struktura) a proto je jejich
objasnéni, pfedevsim téch minoritnich, komplikované.

U nékolika oblasti nebylo mozné ptesné urcit o jaké slouceniny se jedna, u medovicového
medu viak byly vyznamné (6, 7, 11-15). S vyuzitim literatury, kde byla analyzovana *H NMR
spektra, je u nékterych vysvétlivek v zavorkach uvedeno, o jaké sloucCeniny by se

pravdépodobné mohlo jednat.
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Pro medy kvétové je patrna vyssi intenzita signali v oblastech chemického posunu, kde

se nachazi glukoza (1) a fruktoza (3) a ob¢ tyto slouceniny spolecné (2).

Loadingplot,

barevné¢ zvyraznény podle vyznamnosti

p-hodnot (p-value) bint

zodpovédnych za rozliSeni kvétovych a medovicovych medi, je zobrazen na obrazku 7.

Vysvétlivky k obrazku 7 jsou uvedeny v tabulce 9 pod obrazkem.
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Obrazek 7: Loadingplot binl spekter medu, jednotlivé posuny jsou barevné€ zvyraznéné

podle p-hodnot (p-value) — jejich smér ukazuje na vyraznéjsi zastoupeni v jedné nebo druhé

Tabulka 9: p-hodnoty jednotlivych slouc¢enin vyznamnych pro rozliseni kategorii medu.

p-hodnota Cislo

<0,05 6, 10

0,05-0,001 9

0,001-0,0001 2,4,5,7,8,11,12, 13,14, 15
0,0001-0,00001 1,3

>0,00001 -

Ze znamych sloucenin, které byly nejvyznamnéjsi pro rozliSeni kategorii medu, je dle p-

hodnot v rozmezi 0,0001-0,00001 glukéza a fruktéoza (1,

u kvétového medu. Dalsimi vyznamnymi slouceninami,

3), které byly signifikantni
p-hodnota 0,001-0,0001, byly

sachardza, maltoza, maltotridza a erloza (4); melecitoza a trehaldoza (5) a kyselina Sikimova (8)

— vyznamné u medovicového medu. U prolinu (9) byla p-hodnota 0,05-0,001 a u kyseliny

jantarové (10) <0,05.
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Podle p-hodnot byly identifikovany také tyto slouceniny: kyselina fumarova (6,50-6,52
ppm), kyselina mravenéi (8,43 ppm) a trigonelin (8,82 a 9,11 ppm). Zadna z téchto slouéenin
nebyla zodpovédna za rozliSeni kategorii.

Obrazek 8 zobrazuje prumérné spektrum kvétového a medovicového medu v oblasti
0,51-9,61 ppm s piiblizenou oblasti spektra 0,51-6,61 ppm. Primérnad spektra obou druhi
medu se prekryvaji, ale nékteré rozdily jsou i z primérnych spekter patrné. Nejvice rozdila je
vidét v piiblizené alifatické oblasti spektra 1-3 ppm, kde je vysSi intenzita signala
u medovicovych medii. Z objasnénych sloucenin se jedna o kyselinu Sikimovou, jantarovou
a prolin. Intenzita signalt v oblasti 3-6 ppm, ktera je typicka pro majoritni cukry medu glukozu

a fruktozu, je vyssi u kvétového medu.
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Obrazek 8: Primérné spektrum kvétového a medovicového medu v prekryvu.
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6 Diskuze

v

Podle oéekavani nejintenzivnéjsi a nejdominantnéjsi signaly v *H NMR spektrech medu
nalezely cukrim (chemicky posun 3,0-5,5 respektive 6 ppm), typicky a- a B-glukédza
a fruktéza. V této oblasti byly detekovany také dalsi sacharidy vcetné disacharidu maltozy
a sachar6zy nebo trisacharidu erl6zy a maltotriozy. Z diivodu prekryvu signalii v§ak neni jasné,
jak vyznamny ptispévek mél kazdy sacharid jednotlivé. Podle (Gerhardt et al. 2016) byly
signaly maltézy a sacharozy prakticky identické ve vSech analyzovanych vzorcich medu s velmi
malymi odchylkami intenzity. V této oblasti se mohou vyskytovat i signaly dal$ich minoritnich

cukru, jako napf. kestoza, kojibidza, pandza, rafindza, niger6za nebo melecitdza.

Trisacharid melecitéoza byl jiz diive identifikovan jako marker medovicovych medu
(Doner 1977). Melecitéza byla ur¢ena jako vyznamna (p = 0,001 — 0,0001) a jeji signaly se
nachazi stejné jako u ostatnich cukri i v dalsich oblastech 'H NMR spektra. Se stejnou
vyznamnosti jako melecitéza pro medovicovy med byla nalezena i trehaloza (Kortesniemi et

al. 2016).

Ptitomnost dal$iho trisacharidu erlozy byla také potvrzena jako vyznamna pro rozliSeni
medovicového medu. Tento vysledek je v souladu s dalsi védeckou studii, ve které bylo
zjisténo, ze medovicové medy jsou typické vysSim obsahem trisacharidi melecitdzy, erldzy,
rafindzy a maltotriozy (Bogdanov et. al 2004). Ackoliv rafindzu nebylo mozné jasné odlisit od
ostatnich signall, oblast spektra, ve kter¢ je pfitomny jeji signal, byla oznacena jako vyznamna
pro odliSeni medovicového medu.

U medovicovych medi byly identifikovany i dalsi oblasti cukrti, u kterych vsak nebylo
mozné vlivem piekryvu signélu odlisit, jaké prispévky jednotlivé cukry vykazovaly. Siroké

vvvvvv

(Doner 1977).
Alifaticka cast spektra 0-3 ppm byla dle studie Beretta et. al (2008) shledana jako

vyznamna oblast medovicovych medl. Vyznamné signaly medovicového medu v této oblasti
méla kyselina Sikimova, ktera rezonuje 1 v dalSich Castech spektra, a kyselina jantarova. Podle
Schwarzinger et. al (2016) byla v medovicovych medech jako klicova slou¢enina nalezena
pravé kyselina Sikimova spolecné s kKyselinou jantarovou. Kyselina jantarova mize slouzit
zaroven jako indikator fermentace (Missler et al. 2018). Relevantni informace pro rozliseni
pavodu medu jsou tedy skryté nejen v oblasti majoritnich slou¢enin, jako jsou cukry, ale také

V oblastech minoritnich slozek.
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Medovicovy med, na jehoz vzniku se vyznamnou ¢asti podili hmyz, mé pravé diky tomu
vyznamné spektrum aminokyselin, jako je napf. prolin, ktery je zodpovédny za vyzralost medu
(Iglesias et al. 2004). Jako marker medovicového medu byl prolin oznaéen ve studii (Chua &
Adnan 2014). Ostatni aminokyseliny nebylo mozné blize specifikovat, pfesto byla oblast jejich

typickych signalt ve spektru oznacena za vyznamnou pravé pro medovicové medy.

Dalsi rozdily mezi kvétovymi a medovicovymi medy, které mohou byt diky rozmanitosti

medu celého svéta odlisné, byly shrnuty v prehledovém ¢lanku (Pita-Calvo & Vazquez 2017).

Pro dobré rozliSeni medt je potfebné vytvoreni rozsahlé databaze NMR spekter, jak uvadi
napt. Spengler et al. (2019). Tyto databaze jsou velmi uzitecnym pomocnikem pfi analyze
novych vzorkii a pro vyuziti NMR profilovani v rutinni analyze jsou naprosto nezbytné.
Schievano et al. (2019) vyuzili databaze 2000 vzorkl 45 rliznych botanickych druhi, coz jim
umoznilo nalézt charakteristickou oblast spektra pro fepkovy med, ktery je i v Ceské republice
velmi ¢asto produkovan. V této praci byly zastoupeny tii fepkové medy a dalsi druhy kvétovych
medi, jako napt. lipovy, akatovy, pohankovy nebo malinovy. Pro dalsi analyzy bude vhodné
zamgéfit se pravé na rozdily mezi jednotlivymi kvétovymi medy, jejichz spektrum je velmi
Siroké. Nutno dodat, Ze i v ramci porovnani celé této riiznorodé skupiny kvétovych medu, i pies

maly pocet analyzovanych vzorkd, bylo mozné nalézt rozdily od medovicovych medi.

U kvétovych medu ptevazuje glukéza a fruktdza, coz je v souladu s legislativnimi
pozadavky vyhlasky €. 76/2003, ktera uvadi, Ze soucet obsahti fruktdzy a glukdzy u kvétového
medu musi byt nejméné 60,0 % hmot. a u medovicového 45,0 % hmot. Jiny typicky marker
skupiny kvétovych medi nebyl nalezen. Zajimavé vSak bylo spektrum pohankového medu,
ktery byl zastoupen jednim vzorkem. U tohoto medu byla patrnd vyznamna oblast, kde se
nachazi aminokyseliny valin, leucin a izoleucin, coz je v souladu s vysledky analyz finskych
medu (Kortesniemi et al. 2016). Porovnavani jednotlivych kvétovych medu sice nebylo cilem
prace, ale lze usoudit, ze zvolend metoda by mohla byt vhodna pravé i pro nalezeni markert
jednotlivych kvétovych medd, z nichZ nekteré byly zminéné v literarni resersi.

Problematika falsovani medu je velmi slozita a vzhledem k obchodovani s medem po
celém svété nelze zamezit miseni medl z riznych statd a vzniku smési medt, které jsou
definovany ve smérnici EP a Rady 2014/63/EU, stejn¢ jako byly implementovany do vyhlasky
&. 76/2003 Sb. a jejich pozd&jsich zmén. Tato moznost smési medi alespon v Ceské republice
nejéastdji prispivda ke kauzam, které byly shrnuty v kapitole 3.4.1. Kauzy v CR. Podle

nejaktudlnéjsich udaji SZPI a SVS se med fadi na prvni misto problematickych potravin.
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Praveé nuklearni magnetickd rezonance je vSak velmi dobrou analytickou metodou, ktera
je vhodna pro rutinni analyzu medu a je schopna rozlisit rizné druhy medt a zpusoby jejich
falSovani, at’ uz je to ptidavek cukernych sirupti, nebo nespravna deklarace botanického

a geografického ptivodu.
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[ Zavér
V této praci bylo *H NMR profilovanim s pomoci multivariaénich statistickych metod
umoznéno rozli$it mezi medovicovymi a kvétovymi medy. Bylo nalezeno né¢kolik typickych
markerti pro rozliSeni kvétovych a medovicovych medi.
Kvétové medy vykazovaly vyssi intenzitu signalt téchto sloucenin:
e glukoza a fruktoza (p-hodnota 0,0001-0,00001).
Jako markery medovicovych medu byly uréeny tyto slouceniny:
e melecitoza, trehaldza, erldza, sachardza, maltdza, maltotrioza a kyselina Sikimova
(p-hodnota 0,001-0,0001),
e prolin (p-hodnota 0,05-0,001),

e kyselina jantarova (p-hodnota <0,05).

Vlivem piekryvu nékterych signalt, predevsim cukrii, nebylo mozné v§echny vyznamné
signaly piifadit konkrétnim slouc¢enindm. I pies to 'H NMR umoznila od sebe kvétové
a medovicové medy dobfe rozlisit. Validace modelu byla potvrzena pomoci permutacnich testa,
kdy p <0,001; Q2 = 0,653 a R2Y =0,77.

Tato metoda by do budoucna mohla pomoci také u nas pro rutinni analyzu a pfipadné
udéleni znamky kvétovy nebo medovicovy med, ¢i odhaleni riznych zplsobu falSovani medu.
Pouziti metody je potieba jesté optimalizovat, potvrdit na vétsi sadé vzorkl a vytvofit novy
predikéni model.

K optimalizaci metody by mohla vyznamné pfiispét také spoluprace s ostatnimi
laboratofemi, ve kterych se vyuziva metody Honey-Profiling. Tyto laboratofe jiz pracuji
s Sirokou databézi referencnich vzorki, kterd se neustdle rozSifuje. Pfipadnou moZnost

spoluprace a zapojeni do spole¢ného vyzkumu je zapotiebi jesté ovetit.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ALNuMed Analyticka laboratof pro vyzivu a zdravotnické vyrobky

CA Kanada

CS kukuficny sirup

CSSF-TOCSY chemical shift selective filter-total correlation spectroscopy

CR Ceska republika

D20 deuterovana voda

DE Némecko

DHA dihydroxyaceton

ESP Spanélsko

EU Evropska unie

GC-MS gas chromatography-mass spectrometry

GDA obecna diskriminacni analyza

HFCS vysokofruktézovy kukuficny sirup

HMBC heteronuclear multiple bond correlation

HMF hydroxymethylfurfural

HPAEC-PAD high performance anion exchange chromatography with pulsed
amperometric detection

HPLC high performance liquid chromatography

IHC International Honey Commission

IRMS isotope ratio mass spectrometry

K2HPO4 hydrogenfosfore¢nan draselny

MGO methylglyoxal

NaH2PO4 dihydrogenfosfore¢nan sodny

NaN3 azid sodny

NMR nuklearni magneticka rezonance

OPLS-DA ortogonalni diskriminac¢ni analyza ¢aste¢nych nejmensich ¢tvercti

PCA analyza hlavnich komponent

PLS-DA diskriminac¢ni analyza ¢aste¢nych nejmensich ¢tvercti

SCIRA stable carbon isotope ratio analysis

SD smérodatna odchylka

SOP standardni pracovni postup

SVS Statni veterinarni sprava

SZPI Statni zemédélska a potravinaiska inspekce

TSP sodna stil deuterované trimethylsilyl proionové kyseliny

UPLC-Q/TOF-MS ultra performance liquid chromatography-quadrupole/time of flight-mass
spectrometry

USA Spojené staty americké

VIP vyznamny bin

53



10 Seznam obrazku a tabulek

Obrazek 1: Oblast chemického posunu 4,9-5,5 ppm typickd pro cukry. Upraveno podle

(SPITErT BT Al 2015). ...eiiiieciieie ettt e e nae e 29
Obrazek 2: PCA rozptylovy diagram komponentnich skore (scores plot) PC1 a PC2........... 37
Obrazek 3: PLS-DA diagram komponentnich skore (scores plot) komponent 1 a 2. ............. 38
Obrazek 4: OPLS-DA diagram komponentnich skdre (scores plot).........ccovvevirieiiiiiiiiiennnn, 38

Obrazek 5: Loadingplot bint spekter medu, jednotlivé posuny jsou barevné zvyraznéné podle
VIP score — jejich smér ukazuje na vyraznéjsi zastoupeni v jedné nebo druhé kategorii. ....... 39
Obrazek 6: Loadingplot bint spekter medu, jednotlivé posuny jsou barevné zvyraznéné podle
VIP score — jejich smér ukazuje na vyraznéj$i zastoupeni v jedné nebo druhé kategorii. ....... 39
Obrazek 7: Loadingplot binti spekter medu, jednotlivé posuny jsou barevné zvyraznéné podle

p-hodnot (p-value) — jejich smér ukazuje na vyraznéjsi zastoupeni v jedné nebo druhé kategorii.

.................................................................................................................................................. 41
Obrazek 8: Primérné spektrum kvétového a medovicového medu v prekryvu. .........cocee.eee. 42
Tabulka 1: Smyslové pozadavky. Upraveno podle vyhlasky €. 76/2003 Sb. .......ccccvvvrvrirnne 9

Tabulka 2: Fyzikalni a chemické pozadavky. Upraveno podle vyhlasky ¢. 76/2003 Sb........ 12
Tabulka 3: Pfundova stupnice pro stanoveni barvy medu. Upraveno podle (Olawode et al.
20L8). ettt ettt e Rt R R £ Rt R e b e R e e Rt R e £ e Rt Rt et e Rt eReebe e ene bt e e eneanes 14
Tabulka 4: Jednodruhové medy a jejich typické vlastnosti. Upraveno podle (Titéra 2013)...15

Tabulka 5: Chemické posuny, mez stanovitelnosti a nejistota méfeni vybranych sloucenin.

Upraveno podle (Spiteri et al. 2015). .......ccoiiiiiiiiiieiee e 30
Tabulka 6: Vyznamné slouceniny *H NMR spektra a oblasti jednoznaénych signalti. Upraveno
podle (Ohmenhaeuser et al. 2013). ....ccuviiiiiieeie e e 31
Tabulka 7: Detaily kiizové validace PLS-DA.........ccccoiiiiiiiiiiccce e 38
Tabulka 8: Vysvétlivky k obrazku 5 a 6, biny zodpoveédné za separaci tfid. ..........ccocvevennen. 40

Tabulka 9: p-hodnoty jednotlivych slouc¢enin vyznamnych pro rozliseni kategorii medu. ....41

54


file:///C:/Users/Blanka/Desktop/DP_11.4_FINÁLNÍ.docx%23_Toc5950553
file:///C:/Users/Blanka/Desktop/DP_11.4_FINÁLNÍ.docx%23_Toc5950555
file:///C:/Users/Blanka/Desktop/DP_11.4_FINÁLNÍ.docx%23_Toc5950555
file:///C:/Users/Blanka/Desktop/DP_11.4_FINÁLNÍ.docx%23_Toc5950556
file:///C:/Users/Blanka/Desktop/DP_11.4_FINÁLNÍ.docx%23_Toc5950556
file:///C:/Users/Blanka/Desktop/DP_11.4_FINÁLNÍ.docx%23_Toc5950556

11 Seznam priloh

Priloha 1: VVzorky z Vyzkumného tstavu vcelaiského v Dole.........cccoeeveririeiiicnineneneee I

Priloha 2: Slouceniny detekovatelné pomoci NMR profilovani. Upraveno podle (Missler et
Bl 2008). ettt h et et e bt e b et e e h e et e etesae e teenteene e teentenaeen I

55



12 Samostatné prilohy

Priloha 1: VVzorky z Vyzkumného tstavu véelaiského v Dole.

¢islo voda[%] S[%] HMF vodivost F[%] G[%] F+G F/G melecit. druh medu udaje na etiketé
vzorku [mg/kg] [mS/m] [%0] [%0]
1. 16,2 2,7 <1,8 942 293 249 542 117 3,2 medovicovy med medovicovy z CHKO Cesky les
2. 16,2 1,7 <1,8 91,2 30,7 260 568 1,18 1,8 medovicovy med medovicovy
3. 15,3 0,1 <18 1149 281 233 514 1,20 111 medovicovy  Brtnikitv med medovicovy z Ceského raje
4, 16,1 0,5 <1,8 1069 304 260 564 1,17 7,8 medovicovy med medovicovy z oblasti Vizovickych
vrchi
5. 14,2 6,5 <18 1074 269 243 51,1 111 19 medovicovy med medovicovy lesni
6. 143 0,7 2,1 1169 245 199 445 1,23 9,9 medovicovy Tichovsky medovicovy med
7. 16,2 0,3 6,8 352 376 329 706 1,14 nedet. pohanka med kvétovy
8. 14,6 1,6 <18 845 346 298 644 116 1,3 medovicovy med medovicovy
9. 15,9 0,7 <18 459 354 344 698 1,00 0,7 kvétovy med kv€tovy smiseny
10. 15,9  nedet. 3,3 616 342 323 666 1,06 1,0 lipa med kvétovy lipovy z farni zahrady
Vv Drazicich
11. 14,4 0,5 <1,8 49,4 33,7 29,6 63,3 1,14 1,6 kvétovy med kveétovy smiseny z Podjesteédi
12. 17,2 0,4 <1,8 123 391 410 80,1 096 nedet. kvétovy fepka med kvétovy
13. 18,1 nedet. 45 27,5 38,9 34,2 73,1 1,14 0,6 kvétovy Libavsky med kvétovy malinovy
malinovy
14. 16,3 0,2 <18 18,9 37,1 372 744 1,00 0,4 kvétovy med kvétovy
15. 16,5 nedet. <18 16,5 36,7 383 750 0,96 0,3 kvétovy med kvétovy
16. 17,4 0,7 <1,8 11,8 358 384 74,2 0,93 nedet. fepka med kvetovy pastovy Kamenny most
17. 16,9 0,3 15,5 159 40,1 333 734 121 0,3 akat med kvétovy akatovy
18. 17,3 0,2 <18 425 371 381 752 1,0 1,6 fepka a ovocné med kvétovy
stromy

19. 17,4 nedet. <1,8 718 345 30,0 645 1,15 6,4 medovicovy med medovicovy

20. 19,6 0,8 3,3 483 376 342 719 110 1,0 lipa med kvétovy smiSeny




Piiloha 2: Slouceniny detekovatelné pomoci NMR profilovani. Upraveno podle (Missler et al.
2018).

Sloucenina LOQ — mez Jednotky

stanovitelnosti

CUKRY

glukéza + fruktoza 20,0 g/100 g
fruktoza/glukdza - -

fruktoza 10,0 g/100 g
glukoza 10,0 g/100 g
sachardza 0,5 g/100 g
turandza 0,2 9/100 g
maltdza 0,5 9/100 g
melecitoza 1,0 9/100 g
maltotridza 1,0 g/100 g
gentiobidza 0,3 g/100 g
rafindza 0,1 9/100 g
manoza 0,05 9/100 g

PRODUKTY FERMENTACE
2,3-butandiol 20,0 mg/kg
5-HMF 50 mg/kg
kyselina octova 10,0 mg/kg
acetoin 20,0 mg/kg
ethanol 5,0 mg/kg
kyselina mlé¢na 10,0 mg/kg
kyselina mravenci 5,0 mg/kg
kyselina fumarova 5,0 mg/kg
kyselina pyrohroznova 10,0 mg/kg
kyselina jantarova 5,0 mg/kg
AMINOKYSELINY

alanin 5,0 mg/kg
kyselina asparagova 150,0 mg/kg
glutamin 200,0 mg/kg

leucin 40,0 mg/kg



prolin 200,0 mg/kg
valin 10,0 mg/kg
tyrosin 50,0 mg/kg
fenylalanin 100,0 mg/kg
MARKERY
kyselina 3-fenylmlééna 300,0 mg/kg
dihydroxyaceton (DHA) 20,0 mg/kg
kyselina kynurenova 60,0 mg/kg
methylglyoxal (MGO) 30,0 mg/kg
kyselina $ikimova 80,0 mg/kg
KYSELINY
kyselina citronova 50,0 mg/kg
kyselina jable¢na 100,0 mg/kg
kyselina chinova 300,0 mg/kg



