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ANOTACE

Cilem této prace je zavedeni metod analyzy nekterych vyznamnych slozek medu,
za ucelem kontroly kvality potraviny. Sledované slozky, jako vybrané parametry kvality,
byly analyzovany pomoci plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii.
Analyzovany byly furfuraly, jako ukazatele nevhodného zachazeni s medem, dale pak
sacharidy, jako ukazatele pravosti medu a voskové estery a uhlovodiky jako markery

piimého kontaktu medu s véelim voskem.

Kontrolované vzorky medt pochazeli z rozdilnych zdroji. Vzorky pochazejici od
soukromych vcelafti byly posuzovany V zavislosti na poloze zdroje a obdobi, ve kterém
byly vzorky odebrany. Mezi analyzovanymi vzorky byly zafazeny tfi medy zakoupené

Vv obchodni siti a dva vzorky medu exotického pivodu z Tasmanie.

Kli¢ova slova: plynova chromatografie, med, furfuraly, sacharidy, véeli vosk, hmotnostni

spektrometrie

THE ANNOTATION

This work focuses on introduce methods of analysis of some important components of
honey, for the purpose to control quality of the food. Target compounds, as chosen
parameters of quality, were analyzed by means of gas chromatograph with mass
spectrometry. Furfurals were analyzed, as markers of inconvenient handling with honey,
then saccharides as markers of originality of honey and wax esters and hydrocarbons as
markers of direct contact of honey with bee wax.

Analyzed samples of honey have been taken from different sources. Samples, which
have been taken from private beekeepers, were explored in relation to the source location
and season when the samples were taken. Three samples from local store and two exotic

samples from Tasmania were included in the sample set.

Key words: gas chromatography, honey, furfurals, saccharides, bee wax, mass

spectrometery
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1 UVOD A CILE

Med je ptirodni sladka potravina produkovana véelami medonosnymi. Tento véely vytvareji
bud'to sbérem nektaru rostlin a vyméska zivych casti rostlin (med kvétovy) nebo vymeéskn
hmyzu — mSice, Cervci, mery - sajiciho na rostlinach (med medovicovy). Vcely pak tyto
vymeésky a nektar pretvareji misenim se svymi vlastnimi specifickymi latkami a nechévaji

dehydratovat. Uskladnuji je a nechavaji ,,uleZet” a ,,zrat“ v medovych plastech.

Pfi uvadéni medu na trh se z n¢j nesmi odstrafiovat zadné z jeho slozek ani pridavat zadné

potravinové slozky, véetné potravinatskych ptidavnych latek.

Z diivodu poklesu stavu véelstev a nizké vykupni ceny je v Ceské republice kvalitniho véeliho
medu malo a ¢asto dochazi k jeho ,,Sizeni. Do medu jsou piidavany sacharidové slozky
rizného pivodu naruSujici jeho autenticitu a vnaSejici cizorodé enzymy. Nékdy jsou tyto

enzymy zamérné pridavany.

Vyznamnym parametrem kvality, ale i ovéfenim druhu medu je stanoveni zastoupeni
sacharidi. Kvétovy med se 1isi od medovicového jak obsahem hlavnich cukri — glukozy a

fruktozy, tak i zastoupenim minoritnich di- a tri-sacharida.

Vyznamnym markrem kvality medu je pak obsah 5-hydroxymethylfurfuralu (dale jen
»HMF®), ktery vznika neSetrnym zachazenim s medem, zejména zahtivanim nad 50°C nebo
starnutim Spatné uskladnéného medu (zejména v prostiedi s teplotou nad 30 °C). ZvySeny
obsah HMF neni pro ¢lovéka zdravotnim rizikem, spiSe se povazuje za latku antinutriéni
povahy. Toxicky je ale pro vcCely a je tfeba se vyhnout zkrmovani tohoto medu vcelam. Pro
lidskou potiebu je ukazatelem jiz zminéného neSetrného zachazeni, pti kterém dochézi

k znehodnoceni dal$ich nutri¢né vyznamnych latek, zejména enzymd.

Pti ziskdvani medu se do n¢j mohou dostat 1 jiné slozky veeliho plastu — strdi. Vyznamnym

ukazatelem kvality sto¢eni medu je analyza voskt v medu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Vcela medonosna
Vcela medonosna (Apis mellifera L.) je mnohym mezidruhovym kfizenim a jejim

vyuzitim ¢lovékem nejéastéji zastoupena po celém svété (viz obr.1). U nas je to pak
obzvlasté v¢ela medonosna kranska (Apis mellifera carnica P.), v¢ela medonosna vlasska

(Apis mellifera ligustica S.) a véela medonosna tmava (Apis mellifera mellifera L.) [1]
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Obrazek 1 Zastoupeni plenem Apis mellifera L. v Evropé [1]

V¢ela medonosna je vyvojové nejdokonalejsi zastupce svého druhu. Vedle medu
vyuzivame neméné i dalsi jeji produkty, a to vosk, mateti kasicku, propolis, jed a pyl.

Neptimo pak vcela zajistuje diky své opylovaci schopnosti asi 1/3 lidské vyzivy. [1]

Spolecenstvi v¢ely medonosné — vcelstvo - je tvoreno nékolika riznymi ¢leny o
rozdilném poctu jedinct (viz obr. 2). Pouze jednim jedincem je zastoupena Matka. Matka je
jediny samici plodny jedinec v ulu. Schopnost reprodukce je vSak jedinou jeji funkéni
vlastnosti. O jeji Zivot a déni kolem ni se neustale staraji jiné vcely z fad d€lnic. Délnic je
naopak ve vcelstvu nékolik tisicovek a jednotlivé d€lnice jsou nahraditelné jinymi. Délnice
jsou neplodné samicky. Naopak jedinymi plodnymi sam¢imi jedinci jsou Trubci. Trubci jsou

nejveétsimi Cleny vcelstva, ale jejich ulohy ve spolecenstvi jsou omezené. Vyskytuji se pouze



v obdobi snlisky a mimo oplozeni matky se malym podilem ucastni kolob&éhu potravy a

zahtivanim plodu. Pokud trubec splni funkci oplodnéni matky, hyne. Jedinci, ktefi se nestihli

s matkou spafit, jsou po ukonceni snisky vyhnani délnicemi z alu. Plod je v ulu ptitomen

V rizném mnozstvi a rizném stadiu podle rocniho obdobi. V obdobi pfezimovani vcely

medonosné se véeli plod nevyskytuje. [2]

Obrazek 2 Pohlavni a kastovy dimorfismus véely medonosné [2]

2.1.1 Stavba téla vcely medonosné - délnice

Obrazek 3 Clankovani imaga délnic [2]

Stejné jako u vétsSiny ¢lenovcel

(Athropoda), k nimz se v¢ela medonosna
tadi, je t€lo vcely rozdéleno na hlavu, hrud’

a zadecek (viz obr. 3).

Pii vyvoji délnice v buiice plastu
vsak bylo jeji télo rozdéleno do vice
¢lankt, znichz nékteré béhem vyvoje
zakrni. Ve vysledné podobé vcely je pak
hlava slozena z 6 téchto ¢lank, hrud’ z 3 a
zadecek z 12. Na kazdém z ¢lankl vyristal
par koncetin, které se ale pln€ vyvinuly jen
na ¢lancich hrudi. Na hlavé se uzpiisobily
pro piijem potravy jako kusadla a sosak a

pro orientaci v prostoru jako tykadla. Na

zadecku vétSinoveé vymizely, pouze na dvou ¢lancich se uzptsobily pro funkci rozmnoZzovani,

jako vnéjsi pohlavni organy.



Vnéjsi kostru, vSechny Clanky a jejich spoje, tvori kutikula. Zakladem kutikuly je
sklerotizovany chitin, zpevnény a zpruznény piitomnosti glycidi a vosku. [2]

Krom¢ tykadel a ustniho ustroji jsou na hlavé umistény jednoducha ocka a slozené oci.
Jednoducha ocka jsou komorového typu, jako u savcli, bez moznosti akomodace
s nepohyblivou cockou. Jejich hlavni funkei je vniméni intenzity svétla a posouzeni vhodnosti
opusténi vcelstva na delsi dobu (stmivdni, zména pocasi). Oproti tomu jsou slozené oci
tvorené 4000 az 4500 oc¢ek tvaru jehlanu. Z téchto jednotlivych ocek se v nervovém systému
sklada uplny obraz, diky kterému véela vnima okoli. [3]

Na hrudni ¢asti ma véela kromé¢ tii parti nohou umistény i dva pary blanitych kiidel.
Ki#idla vznikly v larvalnim stadiu z pokozky a jsou za letu koordinovéana a ovladana hrudnimi
létacimi svaly. [3]

V zadecku vcely je kromé pohlavnich 714z umisténa vétSina Zivotnich orgdni. Mimo
jiné se zde nachazi medovy vacek, kde se misi strava vcely s vymésky zlaz a dava tak
vzniknout prvnimu medu nebo mateti kasi¢ce. Mateti kaSiCka vznika smisenim medu, pylu a
vymeska hltanovych Zlaz u mladych véel. Dal§imi organy, ve kterych vznikaji pro ¢loveka

vyznamné suroviny, jsou voskové Zlazy a jedova zlaza se zihadlem. [3]

2.2 Ul

Vcela medonosna neni samotaisky a sobéstacny druh, je zcela zavisld na existenci
véelstva jako celku. Zivot véelstva je pak bezpodminetné spojen s véelim dilem. Plasty si
vcela stavi, jak ,,na divoko®, tak pti zivoté¢ kontrolovanym ¢lovékem — v tilech. Véeli dilo
vcelstvu zajistuje prostiedky nejen k reprodukci, ale i Zivotu samotnému. Spravné zhotoveny
ul zabezpecuje teplo a zasoby pro pfezimovani, dostatek vzduchu a ochranu pted Sktdci a

nepiizni pocasi.

Délnice béhem Zivota vykonavaji rGzné ¢innosti na pozicich, které jsou podminény
jejich vyvojem. V prvni ¢asti Zivota pracuji uvniti Glu. V prvnich dnech Zivota udrzuji buiiky,
pak pfechazeji ke krmeni a oSetfovani plodu. Ke konci obdobi prace v ulu, které trva asi 20
dni, pracuji d€lnice jako stavitelky a ptejimatelky potravy. Po 20. dnu dé€lnice vylétaji z ulu a
jejich prace se zaméfuje na patrani po zdroji potravy a jejim sbéru. Jesté nez se vcela zacne

vydavat na delsi lety mimo 1ul, pohybuje se v jeho okoli a strazi ho. [2]



2.3 Slozeni medu

Podle ceské vyhlasky ¢. 76/2003 Sb. v platném znéni oddilu 2 se medem rozumi
pfirodni potravina sacharidového charakteru s vétSinovym slozenim glukézy, fruktozy,
organickych kyselin a enzymii, kterd vznikd sbérem vcelami a dehydratuje a zraje v plastech
smisend se specifickymi latkami. Pfitomny jsou pfirozen¢ i Castice zachycené pii sbéru

nektaru nebo medovice. [4]

Jak tedy legislativa pfedjimd, majoritni slozkou medu jsou sacharidy. Nejvice
zastoupenymi cukry jsou fruktéza a glukéza (tzv. invertni cukr), dale pak maltéza a
sachar6za. Vyssi cukry jsou v pfirodnim medu pfitomny také, a to v celkovém obsahu od 2 do
10% (m/m), pticemz vétsi mnozstvi je obsazeno v medovicovych medech. Jednotlivé druhy
medu obsahuji asi 10 — 20 % (m/m) vody. V mnozstvi pod 1 % (m/m) jsou v medu

zastoupeny enzymy a mineralni latky. [3,5,6]

Tabulka 1 SloZzeni medu (%)[6]

Slozka primérnd hodnota variacni rozpéti
Voda 17,2 13,3-22,9
Fruktoza 38,2 27,3-44.3
Glukoza 31,3 22,0-40,8
Sacharoza 2,4 1,7-3,0
Maltoza 7,3 2,7-16,0
Vyssi cukry 15 0,1-8,5
Ostatni 3,1 0,0-13,2
Dusik 0,06 0,05-0,08
Mineraly (popel) 0,22 0,20-0,24
Volné kyseliny 22,0 6,8 — 47,2
Laktony * 71 0,0 -18,8
Vsechny kyseliny * 7,1 18,7 -59,5
Hodnota pH 3,9 34-6,1
Hodnota diastazy 20,8 2,1-612

*mequivalent/kg




Podle mnoZstvi vody v medu je jeho hustota (20°C) v rozsahu od 1,4404 g/cm® (14%
vody) do 1,3550 g/cm® (20% vody). [6]

Slozeni oligosacharidii Casto zavisi na zdroji nektaru/medovice, ze kterych byl med
vytvofen, pficemz zemeépisny a sezonni vliv jsou zde zanedbatelné. Naopak mnoZzstvi

sachardzy se méni znatelné podle doby zrani. [6]
Podle ptivodu medu ho miizeme dé¢lit na:

- kvétovy (ziskany sbérem nektaru)

- medovicovy (ziskany sbérem medovice — vymésky hmyzu (Hemiptera) sajiciho z zivych
¢asti rostlin nebo sekrety zivych ¢asti rostlin)

- pekafsky (primyslovy) — jedna se o med vyhradné pro primyslové pouziti nebo jako
sloZka do jinych potravin. Miize mit cizi chut i pach, mize vykazovat pocinajici kvaSeni
nebo mohl byt zahtat. [4,7]

Podle zptsobu ziskani a Gipravy:

- vytoCeny

- plasteckovy

- lisovany

- vykapany

- med s plastecky

- filtrovany

- pastovy (po ziskani byl upraven do pastové struktury a je tvofen jemnymi krystalky) [4,7]

2.4 Analyza dle legislativy

Podle jakostnich pozadavki nesmi byt zmedu Z4dnd jeho slozka odstranéna (s
vyjimkou odstranéni latek pfi filtraci medu), ale ani k nému nesmi byt zadné latky ptidany (S

vyjimkou jiného druhu medu), a to v¢etné latek ptidatnych.
Med, s vyjimkou pekaiského medu, nesmi:
- mit Zadné cizi pachy a ptichuté

-zacit pénit nebo kvasit



-byt zahtat do takové miry, ze jsou jeho pfirozené enzymy zni¢eny nebo se stanou neaktivni

Smyslové, fyzikalni a chemické pozadavky na jakost jsou uvedeny v priloze €. 3

vyhlasky €. 76/2003 Sb. viz tabulky 1 a 2. (v této praci tab. 2 a 3) [4,7]

Tabulka 2 Smyslové pozadavky [4]

Med Konzistence a vzhled Chut’ Barva
mirng aZ siln¢ vodové ¢istd aZ
kvétovy viskozni, tekuty, vyrazné sladka az s nazelenalym nadechem,
CasteCne aZ plng Skrablava slab¢ Zluta aZ zlatave Zluta
krystalicky
mirné az silné sladka, poptipadé tmavohnéda s nadechem do
medovicovy viskozni, tekuty, kofenéna aZ mirng Cervenohnéda
¢astednd aZ plné Skrablava
krystalicky

Tabulka 3 Fyzikalni a chemické pozadavky [4]

Druh medu
Pozadavek kviétovy medovicovy pekaisky
{prumyslovy)

soucet obsahi fruktozy a -
glukozy 60,0 45,0
% hmot. nejméng)
obsah sacharézy (% hmot. 50V 5.0 -
nejvyse)
obsah vody (% hmot. nejvyse)” 20,0 20,0 23,0
kyselost (mekv/kg nejvyse) 50,0 50,0 80
hydroxymethylfurfural 40,0 40,0 -
(mg/kg nejvyic)”
obsah ve vodé nerozpustnych 0,10 0,10 -
létek (% hmot. nejvyse)”
elektrickad vodivost nejvvie 80,0 nejméné 80,0 -
(mS. m™) ¥

| aktivita diastazy 8.0 8.0 ]
(stupfii podle Schadcho

| ngjméné) 6




1) U medu kvétového jednodruhového akatového z tmovniku akétu (Robinia pseudoacacia), z tolice vojtésky
(Medicago sativa), z barksie (Banksia menziesii), z kopy¥niku (Hedysarum), z blahovi¢niku (Eucalyptus
camadulensis), z Eucryphia lucida, z Eucryphia milliganii, z citrust (Citrus spp)., miZe byt obsah sacharozy
nejvyse 10,0 %; u levandulového medu {(Lavandula spp.) a u medu z brutndku lékafského (Borago officinalis)
miize byt obsah sachardzy nejvyse 15,0 %.

2) U medu lisovaného se ptipouiti nejvyse 0,50 % hmotnostnich ve vod® nerozpustnych latek.

3) U viesového (Calluna) medu a medu primyslového miZe byt obsah vody nejvyse 23 %; u medu z viesu
(Calhina) uréeného pro primyslové ttely miiZe byt obsah vody nejvyse 25 %.

4) U medd deklarovaného plvodu zregiond s tropickym klimatem a smési téchto medd miZe byt obsah
hydroxymethylfurfuralu nejvyde 80 mgkg.

5) Vyjimky: planika (drbutus unedo), viesovec (Erica), blahovitnik (Fucalyptus camaduiensis), lipa (Tilia spp.), vies
obecny (Calluna vulgaris), Leptospermum, Melalenca spp.

6) U medu s pfirozené nizkym obsahem enzymii (citrusové medy) a obsahem HMF niZ${m neZ 15mg/kg miiZe byt
aktivita diastazy nejméng 3.

2.4.1 Soucet obsahti glukézy a fruktozy
Izolace sacharidii z matrice se provadi extrakci vodou nebo 80% etanolem za tepla
(80°C). Pro vy¢iteni ziskaného roztoku se nejcastéji pouzivaji olovnaté soli (octan olovnaty,

dusi¢nan olovnaty). Znamé jsou i metody, kde se jako ¢itidlo pouziva Carrezovo ¢inidlo. [8]

Jednou z pouzivanych metod stanoveni redukujicich cukrt je stanoveni podle Ofnera.
Metoda je zaloZzena na vyredukovani oxidu médného z Ofnerova cinidla (roztok siranu
médnatého (5 g), bezvodého uhli¢itanu sodného (10 g), vinanu sodnodraselného (300 g) a
dekahydratu hydrogenfosfore¢nanu sodného (50 g) doplnény na 1000 ml). Vyprodukovany
oxid méd'ny se rozpusti v kyselin¢ chlorovodikové a médné ionty se zoxiduji na méd’naté
jodem. Piebytek jodu se pak stanovi titraci thiosiranem sodnym. Tato metoda je vhodna pro
stanoveni malého mnozstvi invertniho cukru (glukozy a fruktozy) vedle velkého mnozstvi

sachardzy (tézka §t'ava, surovy cukr). [8-10]

Dals$i moznosti stanoveni redukujicich cukri v potravinach rostlinného piivodu je
stanoveni podle Luffa — Schoorla. Principem metody je redukce méd’naté soli na oxid méd’ny
pfitomnymi redukujicimi cukry za varu. Pfebytek nezreagované médnaté soli se opét

stanovuje jodometricky. [9,10]
2CuSO4+4KI -2 Cul + L+ 2 KySOq4
I, + 2 Na;S,03 — 2 Nal + NayS404 [9,10]

Redukce médnaté soli na oxid médny vyuziva i metoda stanoveni podle Rotche.

V tomto piipadé¢ je vznikly oxid médny rozpustén v kyselém roztoku siranu



zelezitoamonného, kde redukuje ekvivalentni mnozstvi zelezité soli na Zeleznatou. Vzniklé

Zeleznaté ionty se pak stanovuji manganometricky. [9,10]

Stanoveni redukujicich cukri podle Potterata a Eschmanna vyuziva redukce méd’naté
soli taktéz. Vznikly oxid méd’ny se v tomto piipadé rozpousti v kyseliné dusi¢né a stanovuje

se chelatometricky. [8-10]

Rozhod¢i metoda je stanoveni redukujicich cukri vyjadienych jako invertni cukr -
metoda dle Lanea a Eynona. Podstatou zkousky je titrace Fehlingova roztoku (smés roztoku
siranu méd’naté¢ho a roztoku tetrahydratu vinanu sodnodraselného s hydroxidem sodnym)

zkousenym vzorkem za varu s indikaci na methylenovou modf. [9-11]

V ptipadé stanoveni fruktozy, glukozy a sachardzy vedle sebe se nejdiive v slabé
alkalickém prostfedi zoxiduje gluk6za jodem na kyselinu glukonovou. Poté se stanovi
fruktoza metodou dle Luffa-Schoorla. Sacharéza se pak vypocte odec¢tenim obsahu glukozy a
fruktozy ze stanoveni obsahu vSech redukujicich cukrti po inverzi. Touto Kruisheerovou
metodou, Ize tyto tii sacharidy stanovit vedle sebe, pouze pokud v matrici neni pfitomen dalsi

sacharid. [9]

Pro stanoveni vice sacharidi vedle sebe nachdzi dnes nejvétsi uplatnéni
chromatografické techniky. Dfive nejvice uzivanou techniku chromatografie na tenké vrstvé
dnes wvytlacila kapalinovd chromatografie. Nejvhodnéj$i se pro praxi jevi iontova
chromatografie sacharida s kyselinou boritou, kdy vznikaji komplexy s potfebnym nabojem.
Stejné techniky se pak pouziva i pii separaci sacharidi pomoci elektromigracnich technik.
Analyzované sacharidy jsou pak detekovany spektrofotometricky, refraktometricky nebo
elektrochemicky. Pro plynovou chromatografii se sacharidy pievadi na vice tekavé

trimehtylsilylethery (vice viz 2.5.3). [8-10]

2.4.2 Obsah sacharozy

Nejcastejsi zpuisoby stanoveni obsahu sachardzy se provadi pomoci polarizace. Pti
stanoveni sachardzy ve vzorku bez jinych sacharidd ¢i dalsich latek, které maji schopnost
staCet rovinu polarizovaného svétla, se po vyceteni odecita tihel sto¢eni polarizovaného svétla
piimo.
V ptipadé, ze vzorek obsahuje jiné opticky aktivni slozky, se po tomto méteni provede kysela

inverze sachardzy, nejcastéji kyselinou chlorovodikovou. Poté se opét odecte uhel stoCeni



polarizovaného svétla a z rozdilu se dopocte mnoZzstvi obsazené sachar6zy (stanoveni podle

Clergeta). [6,8,9]

Pro piipad vzorku, ve kterém se vedle sebe nachézeji redukujici cukry a sachardza
(cukratské vyrobky) se provadi stanoveni pfimou polarizaci podle Thalera (rozhod¢i metoda).

Principem stanoveni je inaktivace redukujicich sacharidii hydroxidem barnatym. [6,9]

2.4.3 Obsah vody

Voda muze byt v matrici vazana v nékolika formach (bunééna/mimobunééna,
volna/adsorbovana/hydrataéni). U vétSiny potravin se voda stanovuje gravimetricky, a to
vysusenim vzorku pti 105 °C.

Dalsi moznosti stanoveni vody (vlhkosti) v potravinach je destilace, termicka analyza,
refraktometrie, konduktometrie a denzitometrie. Pro velmi mala mnozstvi vody pak titrace
podle Karl-Fischera, spektroskopie Vv blizké infracervené oblasti (NIR) a nuklearni
magneticka rezonance (NMR). [8,10]

Stanoveni vody v medu se provadi refraktometricky, metodou dle Chatwaye a
Wedmora. [4,8,12,13]

2.4.4 Kyselost

Pro stanoveni celkové kyselosti se tuhé vzorky potravin homogenizuji zndmym
mnozstvim vody a digeruji (vyluhuji) 30 minut pii 80 °C. Takto ziskané kapalné extrakty
pevnych vzorkl i kapalné vzorky se pak piefiltruji a filtrat se titruje standardnim roztokem

KOH na fenolftalein. U barevnych vzorkl je vhodnéjsi titraci provadét s potenciometrickou

nebo konduktometrickou indikaci. [8,12]
Stanoveni kyselosti se v medu provadi acidobazickou titraci s indikaci na fenolftalein. [4]

2.4.5 Hydroxymethylfurfural
Karbonylové slou¢eniny jsou témet vzdy pfitomny jako soucast silic. Pro jejich
stanoveni se nejCastéji vyuziva jejich charakteristické reakce s 2,4-dinitrofenylhydrazinem.

Zluté zbarveni, zpisobené vznikem komplexi, se pak fotometruje pii 350 - 370 nm. [8]

Stanoveni 5-hydroxymethylfurfuralu se v medu provadi fotometricky, metodou dle
Winklera. Roztok vzorku se nejdiive ¢iti Carrezovym ¢inidlem. Principem stanoveni je vznik
vinového zbarveni roztoku v pfitomnosti pfidané kyseliny barbiturové a p-toluidinu. Toto

zbarveni je fotometrovano pti 550 nm. [4]

10



2.4.6 Obsah ve vodé nerozpustnych latek (v popelu)

Obsah ve vod¢ nerozpustnych latek v medu se stanovuje jako nerozpustny podil
popela. Principem stanoveni je stanoveni popela po mineralizaci, ktery se poté extrahuje
horkou vodou (obvykle 10 ml). Nerozpustény podil se pak filtruje, s filtrem vysusi a opét
spali. Tato metoda je Castym méfitkem urceni podilu ovocné slozky v cukrovinkach.

[8,10,13]

2.4.7 Elektricka vodivost

Stanoveni elektrické vodivosti je dilezité pro kontrolu kvality potravin. Elektricka
vodivost se v medu stanovuje konduktometricky. Konduktometrické stanoveni je zaloZzeno na
umérnosti mezi vodivosti vzorku a jeho vlhkosti. Vodivost vzorku roste s obsahem vody.

[4.8]

2.4.8 Aktivita Diastazy (dle stupia Schadeho)
Diastatickd aktivita se stanovuje fotometricky dle Schadeho (metoda upravena

Dnisbergem). Metoda je zaloZena na principu umérného rozpousténi skrobu diastazou. [4]

Spektrofotometrické stanoveni produktt (glukézy) po enzymatické hydrolyze spociva

ve specifické reakcei s kyselinou 3,5-dinitrosalicylovou. [8,13]

2.5 Analyza pomoci plynové chromatografie
2.5.1 Plynovy chromatograf

Techniku plynové chromatografie (GC) zavedli do praxe v roce 1952 panové James a
Martin. Zakladni princip je zaloZen na t€kavosti slozek vzorku ve vyhtatém vstupu nebo
injektoru plynového chromatografu a nasledujicim oddéleni smési slozek ve specialné
ptipravené kolon¢ (schéma plynového chromatografu viz obr. 4). Takto separovany mohou
byt pouze latky, které se pifi vypafovani nerozkladaji. Latky s niz$i t€kavosti (kyseliny,
aminokyseliny, aminy, amidy, sacharidy, steriody, apod.) se pro piipad analyzy plynovou
chromatografii derivatizuji. Pro pfenos analyzovanych slozek od injektoru k detektoru se
pouzivd nosny plyn (mobilni faze). NejCastéji pouzivanymi nosnymi plyny jsou helium a

vodik. [14,15]

V prevazném zastoupeni se dnes v plynové chromatografii pouzivaji kapilarni kolony se

stacionarni fazi zakotvenou na vnitini sténé. [14,15]
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Separace slozek je ovlivnéna jejich distribuci mezi stacionarni a mobilni fazi. Latka,
kterd setrva ve stacionarni fazi pouze maly Casovy usek, opusti separacni systém velice
rychle. Jakmile analyzovana slou€enina opusti chromatografickou kolonu, je ,,hnana* nosnym
plynem do detektoru. Ve spojeni s plynovou chromatografii se kromé& hmotnostniho
spektrometru uziva i detektor tepelné vodivosti, plamenové-ioniza¢ni detektor, plamenoveé-

fotometricky detektor a detektor elektronového zachytu. [14-16]

Transfer line to

i mass spectr
Gas purifier Inlet pectrometer

Carrier
gas

GC
display

Pneumatic
controls

CoIL{nn 1

To vacuum pump

Obrazek 4 Schéma plynového chromatografu s hmotnostnim spektrometrem [14]

Mod split/splitless

Nejstar§i a nejdéle uzivané zavadéni vzorku do kapilarni kolony je pomoci
vyhtivaného split/splitless injektoru (viz obr. 5). Oba mody vstfikovani jsou horké,
izotermalni techniky injekce. Tzn., Ze injektor je po celou dobu separace nastaven a vyhfat na
teplotu dostate¢né vysokou k odpateni solventu a analyt ve vzorku.

Nastiik s délicem toku (split) se uziva pro Cisté vzorky nebo Vv piipadé, Ze je hledana
latka rozpusténa ve velké koncentraci. V tomto piipad¢€ je vzorek odpaten do proudu nosného
plynu a jen mala ¢ast z tohoto proudu je dopravena na zacatek kapilarni kolony. Prebytek

vzorku je odfoukan nosnym plynem do odpadu. Nejcastéjsi rozsah rozdélovacich poméri je
od 10:1 do 400:1.
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Mod bez délice  toku

Pneumatics . . o,
BT T T T S e e ey s o e i (splitless) je uzivan pro vzorky se
Septum [ optum j Pressure
purge Carrier b i stopovym  mnozstvim  hledané
as in X , . . . X
il s pressure latky. V tomto piipadé je spliter
seal i [C— . I T : E gauge
" Split N (rozdélovad) po dobu davkovani
vent / ,
- From gas vzorku  do  chromatografické
- ass supply

Filter

e kolony uzavien. Po ur¢itém case je

On/off ventil spliteru otevien za ucéelem
solenoid

a ------- =  ociSténi injektoru od rozpoustédia.
Split

<—— Column

V tomto case jsou jiz vSechny

hledané slozky vzorku

v chromatografické koloné. Jako

prevence ztraty hledanych

slou¢enin by  teplota  varu

—— e— e— —— — — — — —— — — — —— o—— o—

i zvolené¢ho rozpoustédla méla byt

Obrazek 5 PFicny Fez typickym split/splitless injektorem[ 14] alespofi 0 20 °C nizsi nez nejmeéné
tékavé slozky vzorku. V piipadée
davkovani splitless injekci by méla byt teplota injektoru dostatecné vysoka pro odpateni
vSech slozek vzorku a pocatecni teplota chromatografické kolony by méla byt o 10 — 15 °C
niz8i nez teplota varu rozpoustédla. Za téchto podminek rozpoustédlo a analyty kondenzuji
v uzkych pasech na zacatku separacni kolony. Se zvySovanim teploty kolony pak analyzované

latky migruji a jsou eluovany z kolony jako ,,0stré piky. [14,16-18]

Davkovani vzorku

V ptipadé¢ kapalnych vzorkli nebo jejich extrakti davkujeme vzorek piimo ,na“
kolonu nebo do injektoru. Odbér plynnych vzorkli je znacné naro¢néjSi na ztraty a
kontaminaci pfi odbéru i pfenosu. Pro jejich analyzu se uZivaji specialni stiikacky a

vzorkovaci ventily. Davkované mnoZstvi plynu je od 100 pl do 2 ml, nejcastéji vSak 1 ml.

Odbér tekavych slozek z pevnych nebo kapalnych vzorkl se provadi z uzavieného
prostoru nad vzorkem (headspace), kde jsou tékavé slozky v nejvetsi koncentraci. Odbér se
provadi za pomoci vzorkovaci stfikacky nebo se kapalnym vzorkem probublava nosny plyn,

ktery tak s sebou ,,strhava® hledané analyty. Dal$i moznosti je davkovani pomoci extrakce na
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pevnou fazi v mikrométitku (solid phase micro extraction = SPME). Metoda SPME lze uzit i
pro extrakci hledanych latek z kapalnych vzorka i z headspace. Jedna se o metodu vyuzivajici
sorpce latek na uzké, kratké (typicky lcm), tavené kiemenné vlakno pokryté polymernim
absorbentem. Naadsorbované latky jsou pak tepeln¢ desorbovany v nastiiku chromatografu.

[14-16,18]

2.5.2 Hmotnostni detektor

V systému plynového chromatografu s hmotnostnim detektorem ionizujeme plynnou
fazi vychazejici z kolony. Pro spojeni s plynovym chromatografem se nejvice uziva ionizace
elektronem, chemicka ionizace a ionizace polem. Jakmile vzniknou z analytl nabité ¢astice,
vstupuji do analyzatoru. Pro hmotnostni analyzu ve spojeni s plynovou chromatografii se
nejcasteji uziva kvadrupolovy analyzator, iontova past, analyzator doby letu nebo sektorovy
analyzator s dvoji fokusaci. Hmotnostni analyzatory separuji a detekuji latky na zaklade
parametru m/z. [14,18,19]

Nejcastéjsi hmotnostni analyzator ve spojeni s plynovou chromatografii je
kvadrupolovy analyzéator a ionizaci elektronem, neméné Casto s chemickou ionizaci. Tato
instrumentaéni technika dosahuje velice vysoké citlivosti a jsou Kk ni zaznamenany velice
rozsahlé knihovny spekter. [18]

Kvadrupdlovy analyzator se sestava z iontového zdroje a ¢ty kovovych ty¢i, které
jsou bezpodmine¢né¢ pifesné umistény paralelngé. Nabité castice jsou pak v prostoru
ovlivilovany energetickymi poli, ktera vytvafeji proti sobé opacné nabité tyce. Princip
kvadrupodlového analyzatoru byl popsan Paulem a Steinwegenem jiz v roce 1953. [19]

Ziskavani dat

Pokud neni v software nastaveno jinak, jsou data v hmotnostnim spektrometru sbirana
jako celkovy iontovy proud (TIC). TIC je souhrnny zaznam signalt spekter jednotlivych latek
opoustéjicich analyzator v daném case. Pro zjednoduseni a zptesnéni (nizsi limit detekce a
kvantifikace) ziskavanych dat, 1ze v software nastavit zaznamenavani signalu jen pro hledané
latky. Technika tzv. SIM (selected ion monitoring) zaznamendva signal pouze pro zadanou

hodnotu m/z hledaného analytu. Dalsi moznosti zpiesnéni analyzy je technika SRM (selected

reaction monitoring), kdy je selektovan konkrétni reak¢ni iont s hmotou m/z, ten je pak
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podroben fragmenta¢ni reakci a produkty reakce jsou dale analyzovany V nasledujicim
hmotnostnim analyzatoru. Technika je tedy pouzitelnd pouze v tandemové zapojeném

hmotnostnim analyzatoru (MS/MS). [14,19]

Cilem této prace je nalézt vyuziti plynového chromatografu v analyze medu. Ze slozek medu
byly vybrany sacharidy a furfuraly, které jsou sledovanymi jakostnimi parametry. Stopovou
slozku medu, kterou legislativa nestanovuje, je véeli vosk. Cilem prace je vyvinout pro tyto
slozky metodiku zpracovani vzorku a upravit separaci pomoci plynové chromatografie, jako

analytické koncovky.

2.5.3 Analyza furfurali

Pti zpracovani a skladovani potravin, miize dochazet k chemickym modifikacim a
degradacim sacharidu, které jsou Vv nich obsazeny. Pfi dlouhodobém skladovani a hlavné pak
pii vystaveni teplotdim nad 45 °C dochazi
k degradaci sacharidi na furfuraly (viz obr 6).
Studii byla prokazana dehydratace hex6z v jejich
cyklické formé az na 5-

hydroxymethylfurfural(viz obr 8).

Time (days)

5-Hydroxymethylfurfural (HMF),

5-methylfurfural (MF) a 2-furfural (FF) jsou

; | 1 I S Wl
Olg 30 40 50 6 710 8

Temperature (°C) kvality né&kterych potravin (viz obr. 7). Byly

uzndny za parametry tykajici se Cerstvosti a

pouzity k vyhodnoceni kvality zpusobu
Obrazek 6 Vznik 5-hydroxymethylfurfuralu v zavislosti
na dobg a teploté skladovani [10] zpracovani a kvality organoleptickych vlastnosti

kone¢ného vyrobku. [20-23]

T T |
0 Cal c
— e x\\:
o~ 5“-., \fz/ Lo ﬁ\/ I H Y l
4 3 4
1 2 3

Obrazek 7 1) 5-hydroxymethylfurfural, 2) 5-methylfurfural 3) 2-furfural [ 28]
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Tyto latky jsou pfirozené zastoupené¢ produkty Maillardovy reakce a spolecné
s antokyany poskytuji komplexni kondenza¢ni produkty, které zpusobuji typické hnédé

zbarveni medu. [24]

HO OH
‘ l za vyssich teplot a pitomnosti kyselin
HC CH o HC CH
e e |
HOH,C~ \0/ “N\CH,0H HOH,C~ N\~ TNCHO
FRUKTOSA HMFE

Obrazek 8 Schéma vzniku 5-hydroxymethylfurfuralu z hexozy[2,23]

Dle smérnice Evropské unie 110/2001 a vyhlasky Ceské republiky &. 76/2003 Sb.
bylo stanoveno maximalni povolené mnozstvi 5-HMF v medu na 40mg/kg. [4,7,20]
Pro jiné furfuraly nebyly stanoveny maximalni povolené limity. Toxikologicky vyznam HMF
nebyl dosud prokazan, ale In vitro studie prokazaly jeho cytotoxicitu, mutagenitu,
karcinogenitu a genotoxicitu. [25]

Obvykle se analyza furfurald provadi pomoci RP-HPLC s UV detekei. Popsana byla
metoda pro kvantifikaci HMF v medu, kdy se 5 g medu rozpustilo a nafedilo na 50 mi
destilovanou vodou, piefiltrovalo ptes mikrofiltr (0,45 um) a okamzité nastiiklo (20 pl) do
chromatografického systému. Kolona s reverzni fazi (18, 5 um, 125 x 4 mm) byla opatiena
predklonkou se stejnou staciondrni fazi. Separace latek probihala v isokratické eluci S mobilni
fazi: 90 % voda, 1% kyselina octova a 10% methanol, s pritokem 0,7 ml / min. Detekce HMF
byla provadéna pomoci detektoru s diodovym polem v rozsahu vlnovych délek 220-660 nm.
[26,27]

Popsany jsou také metody extrakce kapalina/kapalina [28-30] nebo mikroextrakce
z head-space [20,21] s naslednou analyzou GC-MS (ptipadn¢ HPLC/MS).

Jednou  zpopsanych  moznosti  extrakce  kapalina/kapalina  je  extrakce
dichlormethanem, ktera byla provadéna za piidavku bezvodého siranu sodného do vodné faze,
za ucelem zvySeni iontové sily a tim lepSi extrahovatelnosti. Takto ziskany extrakt byl

separovan na kapilarni koloné¢ Stabilwax (polyethylenglykol) 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm
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v teplotnim programu 40 — 120 °C/ 1°C.min™, 120 — 180 °C/ 1,7°C.min™, 180 — 220 °C/
25°C.min"". Detekce byla provedena na hmotnostnim detektoru Varian Saturn I11. [31]

Separace plynovou chromatografii byla provadéna s pouzitim extrakce SPME na
vlakno 2 cm — 50/30 um DVB/CAR/PDMS. Jako vysolovaci ¢inidlo byl do kapalnych vzorka
ptidan roztok NaCl (kone¢na koncentrace 40% (V/V)). Adsorpce byla provadéna po dobu 40
minut a desorpce 10 minut. Separace latek probihala Vv systému DB-WAX
(polyethylenglykol) kapilarni koloné (60 m x 0,25 mm x 0,25 um). Injektor i detektor byly
vyhtaty na 280 °C a teplotni program zacinal pfi 110 °C a kon¢il pti 160 °C s rychlosti ohievu
3 °C/min. Helium, jako nosny plyn, proudilo rychlosti 1 ml/min. Detekce zde byla provadéna
hmotnostni spektrometrii s ionizaci elektronem (70 eV) Vv rezimu sledovani vybranych iontt.
[21,32]

Odbér vzorkl pro davkovani do plynového chromatografu byl popsan taky jako p¥imé
vzorkovani  z headspace. Separace Vtomto piipadé¢ probiha na DB-5 koloné¢
(polydimethylsiloxan s 5% obsahem fenylu) pii teploté¢ 90 °C. Nosnym plynem byl vysoce
Cisty dusik srychlosti proudéni 3,8 ml/min. Detekce byla provadéna pomoci plamenové

ioniza¢niho detektoru. [32]

CH Pro zjednoduseni a zkvalitnéni separace byla navrzena
3

metoda derivatizace HMF. Tato metoda byla navrzena pro
HsC——Si—CH . e - ‘
3 3 ovocné $tavy. HMF byl zde za mimych podminek

derivatizovan pomoci bis(trimethylsilyl)trifluoracetamidu

O Hcc (BSTFA) na trimethylsilylether. Po separaci Vv plynovém
F \Si/ s chromatografu byly tyto derivaty ionizovany elektronem a
\N/ \ analyzovany hmotnostnim analyzatorem. Data byla sbirdna

- - |V modu SIM. [33]

Obrazek 9 bis-(trimethylsilyl)trifIuoracetamid[16]
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Jinou moznosti derivatizace HMF byla popséana piimé reakce ve vodném prostiedi za
laboratornich podminek s 0O-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl) hydroxylamin hydrochloridem
(PFBHA) za vzniku odpovidajiciho oximu. Takto vznikly oxim (viz obr. 10) byl extrahovan
ethylesterem kyseliny octové a za pomoci c¢inidel (MSTFA/pyridin/TMCS, 10:5:0.1)
pfeveden na trimethylsilylether. Takto pfipraveny derivat byl opét analyzovan pomoci

GC/MS. [34]

Obrazek10 Derivat 5-HMF po reakci s PFBHA pied trimethylsilylaci

2.5.3.1 Extrakce metodou QuEChERS

V moderni praxi v chemii potravin patii mezi nejvice uzivané metody pro ziskavani

analytil z matrice spole¢né s extrakci na pevnou fazi i takzvana QUEChERS. [35]

Metoda QuEChERS (rychld, jednoduchd, levna, efektivni, robustni, bezpecnd) byla
vyvinuta vroce 2003 pro stanoveni rezidui pesticidi v ovoci a zelenin€. Tento postup
obsahuje pocatecni jednofdzovou extrakci vodné faze acetonitrilem, nasledovanou rozdélenim
fazi po ptidavku bezvodého MgSO, a NaCl. Timto se v jednom kroku provadi ciSténi a

odstranéni zbytkové vody. Takto pfipraveny extrakt vzorku je vhodny pro analyzu pomoci

GC/MS. [36]

Pro analyzu rezidui pesticidli v medu byla tato metoda QuEChERS modifikovana
v roce 2006, 2007 a 2010. V nejnov¢jsi Gprave je vzorek medu rozpustén v deionizované vodé
s pridavkem NH4OH. Po extrakci acetonitrilem je pfidan bezvody siran hofec¢naty a po

oddéleni fazi a centrifugaci je odebran alikvotni podil organické faze k analyze. [37]

18



2.5.4 Analyza sacharidi

Jelikoz je med uzivan, jako nejstarSi piirodni sladidlo a také dle legislativy jsou
sacharidy zastoupeny v medu majoritné, je jejich analyza pfirozenou soucasti kontroly
kvality. Monosacharidy, fruktéza a glukéza, vznikaji enzymatickou hydrolyzou sacharozy a

vyssich cukru. [38]

Pro analyzu sacharidi ve sladkostech se prokazala plynova chromatografie, jako

vhodna metoda. Tento postup byl specificky aplikovan pro analyzu medu. [18]

Zakladni analytické metody a jiné chromatografické techniky stanoveni sacharidi byly

popsany v kapitole 2.4.

Nejcastéji provadéna analyza sacharidli plynovou chromatografii s hmotnostni nebo
plamenov€ ioniza¢ni detekci je pomoci jejich TMS-oximl. Pomoci této metody byly
V riznych matricich separovany nejenom mono- a disacharidy, ale i vyssi oligosacharidy. [38-

41]

Ptfevedeni sacharidi na estery (acetdty) nebo silanizované derivaty je mozné
Vv bezvodém prostiedi, nejCastéji V pyridinu. Pro ziskdni derivati Vv necyklické formé
sacharidi se vyuziva reakce s NH,OH, kdy je zablokovana volna funk¢ni skupina aldehydu.
Takto pfipravené derivaty sacharidi jsou analyticky vhodné pro separaci a identifikaci

pomoci plynové chromatografie. [6]

Po ptevedeni sacharidli na oximy pomoci hydroxyaminchloridu v prostiedi pyridinu se
pro trimethylsilylaci pouZziva ¢inidlo hexamethyldisilazan (HMDS) za pfitomnosti kyseliny

trifluoroctové (TFA) v poméru 10:1. [38-45]
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Obrazek 11 Derivatizace aldosy po zablokovani aldehydové skupiny [6]
Analyzy ,,acetatovych® derivati sacharidii nenasly Vv praxi pfiliSné uplatnéni. Pfesto
jsou tyto metody popsany. Derivatizace sacharidii na ptislusné estery probihd podle reakce,

viz obrazek 11. [46]

Separace silanizovanych sacharidi je nejcastéji provadéna pomoci kapilarni kolony
typu DB-1 (polydimethylsiloxan) — 30m x 0,25mm x 0,25 pm, pfi teplotnim programu 60-250
°C/ 8°C.min™. Pro analyzu oligosacharidii o hledané velikosti se pak teplotni programy
specificky upravuji, pricemz teplota injektoru byla nejcastéji nastavena na 300°C. [14,38,41-
44]

Popsana byla i metoda separace v kapilarni koloné typu BPXS5 (95% fenyl-arylen-
polydimethylsiloxan) - 30m x 0,25mm x 0,25 um. Nastiik byl na 2 minuty vyhfat na 150 °C a
poté byla teplota zvySena na 330°C. Teplota termostatu 150 °C, ktera byla udrzovana 2
minuty od po&atku analyzy, pak byla zvySovana rychlosti 1°C.min™ az na teplotu 330 °C.

Tato teplota byla udrzovana 5 minut. [45]

Pro analyzu mono-, di- a trisacharidi se kromé kapilarni kolony
s polydimethylsiloxanovou stacionarni fazi pouzivaji kapilarni kolony Rtx-65 TG (25m x
0,25mm x 0,25 pum), kde je stacionarni faze obohacena o 35% fenylu. Separace byla v tomto
ptipadé zahajena pii teploté 170 °C, ktera byla udrzovana 10 minut. Po této dob¢ byla teplota
zvy$ovéana v programu 170 - 215°C/ 15°C.min™, 215 — 240 °C/ 1°C.min™, 240 — 320 °C/
5°C.min™. Pfed ukon&enim analyzy byla teplota 320°C udrzovéana 20 minut. [38,41,42]
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Jednou z dal$ich moznosti separace takto derivatizovanych sacharidii byla analyza
pomoci kapilarni kolony typu HT5 (polycarboran-siloxan) -25m x 0,25mm x 0,25
um. Analyza zac¢inala pii teploté 200°C, ktera byla udrzovana po dobu 15 minut. Poté byla
teplota zvySovéna v programu 200 — 270 °C/ 15°C.min™, 270 — 290 °C/ 1°C.min™, 290 — 350
°C/ 15°C.min™". Kone&na teplota byla udrzovana 30 minut. Tato metoda separace byla

modifikovana pro analyzu tri- a tetrasacharidt. [39]

2.5.5 Analyza vosku

Ptirodni vosky jsou vyznamné derivaty ,,dlouhych* jednosytnych alkohold. V mens§im
mnozstvi jsou ve vosku zastoupeny i volné kyseliny, ale nejvétsi podil ve slozeni zabiraji
jejich estery s vySe zminénymi alkoholy s dlouhym fetézcem. Primarni alkoholy s velikosti
12-28 uhlikd, nejéastji esterifikuji s kyselinou palmitovou, v piipadé vceliho vosku i

s kyselinou cerotovou. Nejvice zastoupenymi estery je pak ceryl-ceroat. [5,6]

Vceli vosk se sklada z uhlovodika (14%), monoesterti (35%), diesteri (14%), triestert
(3%), hydroxymonoestera (4%), hydroxypolyestert (8%), monoesteri kyselin (1%),
polyesterd  kyselin (2%), volnych kyselin (12%), volnych alkoholi (1%), a

neidentifikovanych sloucenin (6%). Celkovy piehled sloZeni je uveden v tabulce 4. [2,47]

Analyza volnych mastnych kyselin a jejich ester byla mnohokrate popsana pro

spojeni plynové chromatografie s hmotnostni detekei. [6,18,48]
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Tabulka 4 Chemické sloZeni vceliho vosku [2]

% podil Podet sloZek ve
frakce S frakci poznamka
hlavni | vedlejsi
¢ nasycené uhlovodiky C,1.1 (cca
66%);
; e cis-alkeny Cayy;

BRlomaiiky 1 106) e ° rozvétvc:é ushl:)vodiky
nemetabolizovatelné béZnymi
mikroorganizmy

monoestery 35 10(7) 10 ;“:::z?; e, palmitovh & Cana
e obsahuji 15-hydroxypalmitovou kys.

diestery 14 6(5) 24 vazanou a, ® - 1-dioly s palmitovou

{ nebo nenasycenou kyselinou
. e obsahuji 2 hydroxykyseliny nebo

Ay e : - hydmxyk;seli:u s di);IZm up)rfosti'ed

hydroxymonoestery 4 6(1) 20 o estery diolu s kyselinou nebo
hydroxykyseliny s jednosytnym
alkoholem (Cyp.50)

ByGeaxypolysaery 3 2 = ¢ hydroxypolyestery maji vétsi
molekulovou hmotnost a délku fetézce

o 1 B 20 ¢ hl. estery kys. 15-hydroxypalmitové s

. Caree

| polyestery kyselin 2 5 20 |e dtto, ale fetézec je del3i

| volné kyseliny 12 8(3) 10 e hlavng Cys, méné Cy a Cyg
volné alkoholy 1 ?

neidentifikované 6 7 ?

celkem 100 T4 > 2190

Vzhledem knizké tékavosti a charakteru sloucenin, které tvoii véeli vosk, je jejich
analyza Casto zaloZena na hydrolyze esterd a nasledné derivatizaci kyselych a alkoholovych
skupin. Jednim z hlavnich problému tohoto postupu je krok zmydelnéni, vii¢i némuz je vceli
vosk velmi rezistentni. Zmydelnéni se ¢asto provadi zahfivanim vzorku s KOH v methanolu
nebo ve smési ethanol:voda (1:1). Méné castou moznosti je piidani roztoku KOH
v methanolu ke vzorku rozpusténém ve smési chloroformu a methanolu. Tyto metody
zmydelnéni probihaji ve velmi malém vytézku, proto nasla pro tento krok uplatnéni
mikrovlnna technika.Takto ziskany hydrolyzat je extrahovan smési n-hexanu a n-oktanu (2:1)
Poté je extrakt okyselen kyselinou chlorovodikovou a dvakrat reextrahovan diethyletherem.
Ziskany etherovy extrakt se odpafi v proudu N, a znovu rozpusti ve smési n-oktanu a acetonu
(1:2). Tento roztok se pak necha reagovat s derivatizatnim c¢inidlem BSTFA pii 60 °C po

dobu 30 minut. Analyza roztoku byla provadéna pomoci kapilarni kolony typu HP5-MS
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(polydimethylsiloxan s 5% fenylu) - 30m x 0,25mm x 0,25 pm s injektorem vyhfatym na
280°C. Teplotni program byl nastaven nasledovng: 80°C-2 min., 80-200°C/10°C.min™, 200-
330°C/30°C.min™, 330°C-60 min. Nosnym plynem bylo pfi toku 1,2 ml/min helium. Data
byla pfi této analyze sbirana v modu SIM. [47,49-51]

Stejné upraveny vzorek 1ze analyzovat také pomoci kapilarni kolony typu CP-Sil 5 CB
(polydimethylsiloxan). Shodné bylo pouzito jako nosny plyn i helium, ale s teplotnim
programem 50°C-1 min., 50-350°C/10°C.min™, 350°C-10 min. [52]

Jinou moznosti derivatizace pro tuto analyzu je methylace pomoci ¢inidla hydroxidu
tetramethylamonného. Separace a analyza methyl-derivati byla provadéna stejnym

zpusobem. [51,53]

Pokud se ziskany odparek rozpusti v n-hexanu, je mozné jej analyzovat pomoci DB-1
kapilarni kolony s detekci plamenové ionizaénim detektorem i bez derivatizace. Teplotni
program byl téméf shodny, jako v pfipad¢ uziti kolony typu HP5-MS (tato analyza popsana i
s timto typem kapilarni kolony). Nosnym plynem byl v tomto ptipad¢ vodik s rychlosti toku
1,8 ml/min. [50,54,55]

Pro analyzu voskii a oleji bez derivatizace byla vySe popsand chromatograficka
instrumentace pouzita v online kombinaci s pfedchozi separaci pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC). Separované latky byly detekovany plamenové

ioniza¢nim detektorem. [56]

Jednou z popsanych technik analyzy véeliho vosku je pyrolyza spojena s GC/MS.
Bohuzel tato metoda vede k rozkladu a degradaci analyzovanych sloucenin. Vyieseni tohoto
problému vyfesila trimethylsilylace pomoci HMDS. Analyza takto ziskanych produktd byla
op¢t provadéna pomoci kapilarni kolony typu HP5-MS s injektorem vyhiatym na 300°C.
Pocatecni teplota drzend po dobu 8 minut programu byla 31 °C, dale stoupala az na 240 °C/10
°C.min™ Na teplot& 240 °C zistala kolona vyhtata 3 minuty, pak se zvysovala o 20°C.min™na
300 °C. Konecna teplota zlistala do konce programu, a to 30 minut. Jako nosny plyn bylo

pouzito helium. [47]

Nejcastejsi doporucena separace n-alkanti (Cs-Ciog) je s 30 m SIM DIST-CB Chomapack
kolonou pii teplotnim programu 100-325 °C/ 10°C.min™ a injektoru vyhfatém na 325 °C. [14]

23



3 PRAKTICKA CAST

3.1 Experiment

3.1.1 Pristrojova technika

Vsechny analyzy byly provedeny na plynovém chromatografu GC Systém Agilent
Technologies 7890 A (USA) skolonou od firmy SUPELCO SLB™-5ms, typ 5
(polydimethylsiloxan s 5% fenylu), s rozméry 30m x 0,25mm x 0,25um. K detekci byl pouzit
hmotnostni  spektrometr Agilent Technologies 5975C inert XL EI/ClI (USA).
Hmotnostni detektor pracoval v EI modu pii 70 eV. Jako nosny plyn bylo pouzito helium

s pratokem 0,9 ml/min.
Pro piipravu vzorkl k jednotlivym analyzam byly dale pouzity:

Centrifuga 5702 od firmy Eppendorf (Némecko)

Analytické vahy XSE 205 DualRange od firmy Mettler Toledo (Svycarsko)
Blokovy termostat SBM 130 od firmy Stuart (Velka Britanie)
Ultrazvukova lazen S30/S30H od firmy Elma (Némecko)

3.1.2 Vzorky

K analyzam bylo zajisténo celkem 19 vzorkt medu. Tii vzorky od vcelafe z Nové Vsi,
Sest vzorkl od vcelate spravujiciho veelstva v Piiovicich, Stfemenicku a Karlové a pét vzork
od véelaie spravujiciho v&elstva v Rimicich, Mohelnici a Détfichové. Tii vzorky medu byly
zakoupeny Vv prodejnach supermarketi. Dva vzorky medu byly dovezeny z Tasmanie. Zadny

z medi nebyl §lehan ani pastovan.

Medovicovy med véelafe z Nové Vsi u Litovle stacenyl5. 6. 2014.
Kvétovy med z Nové Vsi staceny 4. 5. 2014.

Kvétovy med z Nové Vsi staceny 25. 5. 2014.

Kvétovy ,,jarni* med vcelatre z Piiovic vyta¢eny 10.6.2014.

Kvétovy ,,lipovy“ med z Phovic vytaéeny 10. 7.2014.

Smiseny ,,pampeliskovy* med vcelate ze Stremenicka staceny 20. 6. 2014.
Smiseny ,,jitroceloy* med ze Stfemenicka vytaceny 20. 8. 2014.

Smiseny med od veelafe z Karlova vytaceny 22.7.2014.

© © N o gk~ DN E

Medovicovy lesni med z Karlova staceny 30.8.2014.
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10. Kvétovy med véelafe z Rimic vytadeny 9.5.2014.

11. Kvétovy med od vcelaie z Mohelnice staceny 25.7.2014.

12. SmiSeny med z Mohelnice vytaceny 20.7.2014.

13. Strdi od v¢elate z Mohelnice odebrané 9.8.2014.

14. Kvétovy med véelare z Détrichova vytaceny 22.7.2014.

15. Smés medt zemi ES a medi zemi mimo ES od vyrobce Medokorec s.r.o.

16. Smeés kvétového a medovicového medu—éesky 100% med od vyrobce JANKAR PROFI,

S.r.o.

17. Smés kvétovych medi mimo zemi ES od vyrobce JSG med, a.s.
18. Med MANUKA Active 5 +.

19. Tasmansky med Leatherwood.

Obrazek 12 Vzorky medi od véelare, opatfujiciho véelstva v Priovicich, Sttemenicku a Karlové sefazeny podle data
vytaceni (od voskové biloZlutého kvétového , pies pampeliskovy, lipovy a jitrocelovy po lesni med)

3.1.3 Chemikalie

Chemikalie pouzité pro analyzu furfuralt:
deionizovana voda (jednotka Millipore, USA)
acetonitril (PENTA, Ceské republika)
5-hydroxymethylfurfural, p. a.(Sigma-Aldrich, Némecko)
5-methylfurfural, p. a.(Sigma-Aldrich, Némecko)
2-furfural, p. a.(Sigma-Aldrich, Némecko)

pyridin (PENTA, Ceska republika)
BSTFA (N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid), p. a. (Sigma-Aldrich, Némecko)
Hexan (PENTA, Ceska republika)
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Chemikalie pouzité pro analyzu sacharidi:
deionizovana voda (jednotka Millipore, USA)
etanol (PENTA, Ceska republika)
salicin(2-(hydroxymethyl)fenyl-p-D-glukopyranosid), p. a. (Sigma-Aldrich,Némecko)
hydroxylaminhydrochlorid,p. a. (Sigma-Aldrich, Némecko)
pyridin (PENTA, Ceska republika)
hexamethyldisilazan,p. a. (Sigma-Aldrich, Némecko)
kyselina trifluoroctova, p. a. (Sigma-Aldrich, Némecko)
fruktdza, p. a. (Sigma-Aldrich, Némecko)
galaktoza, p. a. (Sigma-Aldrich, Némecko)
manoéza, p. a. (Sigma-Aldrich, Némecko)
glukoza, p. a. (Sigma-Aldrich, Némecko)
laktoza, p. a. (Sigma-Aldrich, Némecko)
sachardza, p. a. (Sigma-Aldrich, Némecko
maltotridza, p. a. (Sigma-Aldrich, Némecko)

Chemikalie pouzité pro analyzu vceliho vosku:
metanol, (PENTA, Ceska republika)
heptan, (PENTA, Ceska republika)
dokosan, p. a. (Sigma-Aldrich, Némecko)
stearylstearat, p. a. (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.1.4 Furfuraly

Pro analyzu furfurald byl vZdy navadZen lg vzorku medu, ktery se za pomoci
ultrazvukové lazné€ rozpustil ve 2 ml deionizované vody. Ke tfem roztokiim vzorku €. 1 bylo
pridano 50, 100, 200 ul smésného standardu furfuralt. Koncentrace 5-
hydroxymethylfurfuralu, 5-methylfurfuralu a 2-furfuralu byla 50 pg/ml. Furfuraly byly
z vodné soluce extrahovany 2 ml acetonitrilu, pficemZ rozdéleni fazi napomohly sacharidy
obsazen¢ v medové matrici, které nasytily vodnou fazi. Pro lepsi oddéleni extrakcnich fazi
byly roztoky centrifugovany 2 minuty pii 1500 rpm. Z acetonitrilové faze byl do vialky
odebran 1 ml, ze kterého se davkoval 1 pl. Furfuraly byly separovany v teplotnim programu,

ktery zacinal na 50°C. Tato teplota byla udrZzovana po dobu 2 minut a poté byla zvySovana
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rychlosti 10°C/min az na teplotu 300 °C. Teplota 300°C byla udrzovana 5 minut. Celkova
doba separace trvala 31,5 minut. Separace probihala v médu splitless, spliter se oteviral 12
S po zahajeni programu. Hmotnostni detektor pracoval v rezimu Solvent delay. Data se sbirala
v rezimu SIM (Selected ion monitoring) od 3. minuty analyzy. Pro 2-furfural se do 6. minuty
sbiral signal 95 m/z a 96 m/z, pro 5-methylfurfural se od 6. do 10. minuty sbiral signal 109
m/z a 110 m/z a pro 5-hydroxymethylfurfural se od 10. minuty do konce analyzy sbiral signal
126 m/z a 97 m/z.

Pro porovnani sledovaného mnozstvi 5-hydroxymethylfurfuralu byla povedena
metoda jeho stanoveni po derivatizaci. Opét byl navazen 1 g vzorku, rozpustén ve 2 ml
deionizované vody a hledané analyty byly extrahovany 2 ml acetonitrilu. Organicka faze (1
ml) potom byla odpafena pod atmosférou N, pii 40 °C. K odparku bylo pfidano 50 pl
pyridinu a 50 pl silaniza¢niho ¢inidla BSTFA (N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid).
Takto pripraveny roztok se nechal 60 minut inkubovat pfi teploté 40 °C a poté se doplnil
hexanem na objem 1 ml. Pied analyzou se vzorek centrifugoval 2 minuty pii 2300 rpm a

supernatant se odebral do ¢isté vialky.

3.1.5 Sacharidy

Z jednotlivych vzorkl bylo vzdy navazeno 100 mg medu, ktery se rozpustil ve 2 ml
deionizované vody. K tomuto vodnému roztoku se pro deproteinizaci ptidaly 4 ml roztoku
salicinu (5mg/ml) v etanolu (denaturovaného 5% metanolu). Z této soluce bylo 100 pl ve
vialce odpafeno pod N; atmosférou pii 50 °C. Odparek byl rozpustén v 500ul roztoku
hydroxylaminhydrochloridu v pyridinu (25 mg/ml). Vialka byla uzaviena a inkubovana 30
minut pii teploté¢ 75 °C. Po ochlazeni bylo pfidano 500 pl hexamethyldisilazanu a 50 ul
kyseliny trifluoroctové. Poté byl vzorek inkubovan 30 minut pfi laboratorni teploté, 2 minuty
centrifugovan pti 1500 rpm a supernatant byl odebran k analyze. Stejnym zplisobem byly
zpracovany standardy sacharid (frukt6za, manoza, galaktoza, glukoza, laktoza, sachardza,
maltotrioza). K separaci byl vzdy davkovan 1 plv modu splitless. Poc¢ate¢ni teplota 150 °C
byla udrzovana 2 minuty. Dale teplota stoupala o 10 °C/minutu az na 320 °C. Tato teplota

byla udrzovana 15 minut. Celkova doba analyzy byla 34 minut.
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3.1.6 Vosky (vceli vosk)

Pro analyzu v¢eliho vosku v medu byly vzdy za pomoci ultrazvukové lazné ohiaté na
45 °C rozpustény 2 g medu v 2 ml metanolu. Takto pfipravené roztoku byly extrahovany 1 ml
heptanu. K roztoku vzorku ¢. 1 byl pfidan smésny standard roztoku dokosanu (0,05 umol/ml)
a stearylstearatu (0,1 pmol/ml) v heptanu. Pro lepsi rozdéleni extrakénich fazi byly roztoky 5

minut centrifugovany 4400 rpm. K analyze bylo do vialky odebrano 600 pl heptanové faze.

Do chromatografického systému byl nastfiknut 1 pl. Teplotni program zacinal na 50 °C. Tato
teplota byla udrzovana po dobu 2 minut a poté byla navySovdna o 5 °C za minutu azZ na
konecnou teplotu 360 °C, ktera byla udrzovana 25 minut. Analyza jednoho vzorku pak trvala
89 minut. Separace probihala v mddu splitless. Data se sbirala v rezimu SIM (Selected ion
monitoring), a to zvlast’ pro n-alkany signal 57 m/z do ¢asu analyzy 55,5 minuty a dale potom
signaly odpovidajici molekularnim iontim jednotlivych esteri mastnych kyselin (napf.
sumarni vzorec stearylstearat je CzsH7202- to by mélo v EI odpovidat molekuldrnimu iontu
537 m/z).
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3.2 Vysledky a diskuze

3.2.1 Furfuraly

Teplota varu furfuraltd (FF — 160°C, MF — 187°C a HMF — 291 °C) a jejich
termostabilita je velice vhodnd pro vyuziti separace GC. Pfi vyvijeni metody separace a
stanoveni vSech furfuralti v fad¢é byl vyzkouSen zamér o jejich extrakci piimo z head-space
pomoci techniky mikroextrakce tuhou fazi (SPME) na vlakno DVB/CAR/PDMS, kdy by
nedochazelo k moznym ztratam analytu pfi manipulaci se vzorkem. Vysledky tohoto méieni
prokazaly nizkou uc¢innost a opakovatelnost, a to 1 pfi délce sorpce 1 hod. Pokus o zvyseni
sorpce na vlakno zvysenim teploty poskytl vétsi odezvy piku HMF (viz graf 5). Prudky narst
odezvy byl pozorovan pii teplotich 100 °C a vyssich, kdy je jiz mozné ocekavat znacny
rozklad sacharidovych prekurzorti za vzniku degrada¢nich produktt véetné HMF. Z tohoto
lze usuzovat, ze pokus vedl spiSe k nezadoucimu zvySeni produkce furfural z matrice
obsahujici velké mnozstvi mono- a oligosacharidli, nez k potfebnému zvyseni ucinnosti

extrakce.

Graf 1 Teplotni zavislost plochy piku 5-hydroxymethylfurfuralu
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Odezva detektoru

Obrazek 13 Chromatogram separace furfuralii bez derivatizace- GC separace (SUPELCO SL
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0,9ml/min) (1: 2-FF, 2: 5-MF, 3: 5-HMF). Detekce: hmotnostni spektrometr

Graf 2 Kalibracni zavislost 2-furfuralu (standardni pridavky - vzorek ¢.1)
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Graf 3 Kalibracni zavislost 5-methylfurfuralu (standardni pfidavky - vzorek €.1)
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Tabulka 5: Vysledky analyzy vSech furfurali bez derivatizace

vzorek FF (mg/kg) MF (mg/kg) HMF(mg/kg)
tr 4.78 min 6.88 min 11.26 min
Shirand data v SIM 95 m/z 109 m/z 126 m/z
1) Nova Ves (15.6) 1,71 0,20 9,52
2) Nova Ves (4.5) 1,86 0,40 8,12
3) Nova Ves (25.5) 1,45 0,27 11,34
4) Pnovice (10.6) 2,19 0,30 18,09
5) Pnovice (10.7) 2,22 0,29 12,88
6) Stfemenicko (20.6) 2,30 0,29 11,16
7) Stitemenicko (20.8) 1,82 0,27 8,24
8) Karlov (22.7.) 2,17 0,27 9,25
9) Karlov (30.8.) 7,62 0,26 10,89
10) Rimice (9.5.) 1,31 0,25 7,75
11)Mohelnice (25.7.) 1,11 0,22 511
12) Mohelnice (20.7.) 1,65 0,25 8,94
13) Mohelnice (9.8.) 2,28 0,33 15,76
14) Déttichov (22.7.) 1,47 0,27 11,35
15) Medokorec 2,45 0,37 21,97
16) Cesky 100% med 4,56 0,29 10,11
17) JSG Med 1,88 0,29 30,89
18) Med manuka 0,70 0,12 21,48
19) Tasmansky med 1,64 0,09 9,99
LOD 0,02 0,01 0,1
LOQ 0,06 0,03 0,3
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Graf 5 Kalibracni zavislost derivatizovaného 5-hydroxymethylfurfuralu (standardni pfidavky - vzorek €.1)
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Tabulka 6: Vysledky analyzy silanizovaného 5-HMFF a jeho korekce na vnitini
standard(D-Chrysen) v porovnani s vysledky analyzy 5-HMFF bez derivatizace

vzorek HMF (mg/kg) HMF-kor.(mg/kg) HMF-nederiv. (mg/kQg)
tr 12.25 min - 11.26 min
Shirand data v SIM 183 m/z - 126 m/z
1) Nova Ves (15.6) 2,13 10,77 9,52
2) Nova Ves (4.5) 4,93 13,76 8,12
3) Nova Ves (25.5) 9,59 37,31 11,34
4) Piovice (10.6) 59,35 17,97 18,09
5) Pnovice (10.7) 38,84 11,45 12,88
6) Stfemenicko (20.6) 29,81 23,92 11,16
7) Sttemenicko (20.8) 17,51 18,32 8,24
8) Karlov (22.7.) 14,61 12,49 9,25
9) Karlov (30.8.) 24,64 18,39 10,89
10) Rimice (9.5.) 14,71 8,59 7,75
11)Mohelnice (25.7.) 7,04 4,52 511
12) Mohelnice (20.7.) 11,07 7,10 8,94
13) Mohelnice (9.8.) 32,41 18,29 15,76
14) Détiichov (22.7.) 41,86 19,63 11,35
15) Medokorec 138,99 67,36 21,97
16) Cesky 100% med 72,08 37,05 10,11
17) JSG Med 276,76 154,27 30,89
18) Med manuka 39,85 26,72 21,48
19) Tasmansky med 23,71 16,49 9,99
LOD 0,1 - 0,2
LOQ 0,3 - 0,6
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Praktickou a nejlépe proveditelnou se ukazala extrakce latek v systému kapalina-
kapalina. Vzorek byl vzdy rozpustén ve vod¢ a extrahovan organickym rozpoustédlem.
Vyzkousen byl CHCl,, ethylester kyseliny octové, diethylether, pentan a acetonitril
technikou QuEChERS. Posledni zminéné rozpoustédlo se ukazalo pro extrakci jako
nejucinngjsi. Vysoky obsah sacharidi v matrici, zde poslouzil jako vysolovaci ¢inidlo,

potiebné pro rozdé¢leni fazi. Nebylo proto nutné pii extrakci pridavat MgSO,4 a NaCl.

Jako dalsi moznost zkvalitnéni separace byla vyzkouSena derivatizace furfurall
pomoci O-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl) hydroxylamin hydrochloridu (PFBHA). Pfi této
derivatizaci vznikaly cis/trans izomery, coz komplikovalo kvantifikaci. Bohuzel tato
derivatizace neprobihala u vSech furfurali v dostate¢ném vytézku. Pievedeni furfuralii na
derivaty cysteaminu také neprobihalo kvantitativné a pro dalsi pouziti bylo bezvyznamné.
Posledni moznosti derivatizace, ktera byla provadéna, byla silylace pomoci BSTFA (40°C).
Tato derivatizace probiha na hydroxy- skuping, proto bylo mozné takto analyzovat pouze
HMEF. Vysledky tohoto méfeni jsou ve vysledcich uvedeny pro porovnani (viz graf 5 a
tabulka 6).

Jako dal§i moZnost zlepSeni ucinnosti separace byl vyzkouSen piidavek jiného
organického rozpoustédla do vzorku. V tomto ptipadé 2% nebo 10% toluenu (t,=110,6°C),
ktery je tékavejsi slouteninou neZ analyzované latky. Uvahou tohoto pouziti bylo pokryti
stacionarni faze kolony jemnym filmem rozpoustédla, na kterém by se 1épe zafokusovaly
separované furfuraly. Pfidavek toluenu v tomto pfipadé¢ neposlouzil Zadanym uwcinkem,
dokonce doslo ke zhorSeni kvality separace. K nejlepsi separaci furfuralu dochazi pti analyze
bez derivatizace a bez pifidavnych cinidel (viz obr 13). Pro kvalitativni i kvantitativni
vyhodnoceni vysledki se 1épe hodily hmoty 95 m/z pro FF, 109 m/z pro MF a 126 m/z HMF.
Retenéni Casy furfurald jsou popsany v tabulce. Analytickdi metoda prokazala svoji
pouzitelnost k analyze furfurald ve vcéelim medu. Vysledné hodnoty byly vyhodnoceny
metodou standardniho piidavku (viz grafy 2, 3 a 4). Na vhodnost GC-MS analyzy poukazuji
jakostni parametry, jako jsou meze detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ) a citlivost. Tyto

hodnoty byly vyhodnoceny analyzou fedéného standardniho roztoku o znamé koncentraci.
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Graf 6 Srovnani mnozstvi HMF ve vzorcich
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Srovnani vysledkti analyzy bez a s derivatizaci poukazuje na malé i vétsi rozdily ve
stanoveni (viz graf 6 a tabulka 6). VE&tsi mnozstvi HMF pfi analyze s derivatizaci muze byt
zpiisobené neSetrnym zachazenim a zvySenou teplotou pifi odpafovani vzorku a nésledné
derivatizaci. Druhou moznosti, ktera zpusobuje zjisténé rozdily, je méné kvalitni odezva

separovan¢ho HMF bez derivatizace.

Analyza vSech furfurall bez derivatizace vycislila rovnovazny obsah vSech
degradacnich produkti v tadé (viz tabulka 5). Zatimco HMF je v medu obsazeno cca 10
mg/kg (vyjimeéné az 30 mg/kg), MF (dalsi produkt rozpadové tady) je obsazen jen asi 0,2
mg/kg. Oproti tomu je nejmensi FF obsazen cca 2 mg/kg. Mlizeme proto uvazovat, ze
S rostoucim stafim medu ptibyva HMF (viz kap. 2.5.2) a n¢jaka ¢ast dale degraduje. Rychlost
vzniku FF z MF je ale vétsi nez rychlost vzniku MF z HMF.
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3.2.2 Sacharidy

Sacharidy nejsou svymi teplotami tani (napf.: glukdza- 146°C, fruktoza- 104°C,
galaktdza- 167°C, sachardza- 186°C, laktoza -203°C) a nasledujicim tepelnym rozkladem
pifimo pfedurceny k separaci a analyze pomoci GC/MS. Pro tento druh analyzy se tedy
sacharidy musely derivatizovat. Med se jako matrice slozena pievazné ze sacharidu velice
dobfe rozpoustél ve vode. Pfidavek ethanolu, ktery mél denaturovat pifitomné proteiny,
poslouzil spiSe pro fedéni vzorku. Salicin rozpustény v etanolu byl pouzit jako wvnitini
standard, ke kterému se vztahovaly ziskané hodnoty. Metoda pievedeni sacharidi na

silylované derivaty byla pouZita a byla potvrzena jeji spolehlivost.

Stejnym zplUsobem byly zpracovany standardy sacharidi (fruktdéza, mandza,
galaktoza, glukdza, laktdza, sachardza, maltotridza), které byly pouzity jako vnéjsi standardy
pro urceni relativni odezvy detektoru na jednotlivé sacharidy. Diky retenénim castiim byly
identifikovany sacharidy v analyzovaném medu. Monosacharidy se separovaly v potadi
fruktdza, galaktéza, glukdza. Pritomnost mandzy v medu nebyla potvrzena. Stopové mnozstvi
galaktozy (slozky mlééného cukru) ve vzorcich je mozné pfisuzovat pfitomnosti kazdého
jednoho epimeru v monosacharidu. Tato mySlenka byla potvrzena analyzou standardu

glukézy, pti které bylo nalezeno stanovitelné mnozstvi galaktozy.

Pro disacharid maltézu nebyl analyzovan standard. Identifikace maltozy
vV chromatogramu probéhla na zaklad¢ znalosti eluce monosacharidi (fruktoza-galaktoza-
glukoza a sacharoza-laktdoza-maltoza). K ovéfeni spravnosti identifikace piku maltozy
ptispéla reSerSe studii analyzy sacharidi (viz kap. 2.5.3) a data ziskand z hmotnostniho

spektrometru.
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Tabulka 7: Vysledky analyzy TMS-oximii sacharidi v % (m/m) vyhodnocené metodou
vnitiniho standardu,

(v poradi: fruktéza, galaktéza, glukoza, sacharoéza, laktéoza, maltéza, erl6za, maltotriéza)

LOD: 0,003% (m/m)
LOQ: 0,01% (m/m)

Detek¢ni a kvantifikacni limity jsou shodné pro vSechny sacharidy.

Vzorek/sacharid Fru Gal Glu Sach | Lak Mal Erl Malt

1) Nova Ves (15.6) 31,00 | 0,05 | 33,16 | 0,47 0,01 1,55 6,43 | 0,14
2) Nova Ves (4.5) 33,73 | 0,07 | 47,73 | 0,01 0,02 0,69 0,07 | 0,22
3) Nova Ves (25.5) 32,76 | 0,05 | 48,91 | 0,01 0,01 0,62 0,01 | <0,01
4) Pnovice (10.6) 3515 | 0,05 | 44,90 | 0,13 0,02 1,31 0,02 | <0,01
5) Piovice (10.7) 33,02 | 0,07 | 33,60 | 1,27 0,02 1,43 0,12 | <0,01

6) Stfemenicko (20.6) | 33,65 | 0,07 | 3529 | 1,72 | 0,02 1,88 | 0,69 | <0,01

7) Stfemenicko (20.8) | 34,36 | 0,06 | 36,05 | 0,20 | 0,02 1,42 1,13 | <0,01

8) Karlov (22.7.) 37,28 | 0,06 | 37,44 | 0,17 | 0,01 | 1,20 | 0,13 | <0,01
9) Karlov (30.8.) 36,74 | 0,07 | 37,74 | 0,11 | 0,02 | 1,16 | 0,30 | <0,01
10) Rimice (9.5.) 4464 | 008 | 45,76 | 0,08 | 0,02 | 0,80 | 0,03 | <0,01

11) Mohelnice (25.7.) | 37,50 | 0,08 | 46,13 | 0,01 | 0,02 | 0,43 | <0,01 | <0,01

12) Mohelnice (20.7.) | 40,30 | 0,06 | 40,62 | 0,03 | 0,02 | 092 | 0,04 | <0,01

13) Mohelnice (9.8.) | 42,10 | 0,05 | 3860 | 0,05 | 0,02 | 158 | 0,04 | <0,01

14) Détfichov (22.7.) | 40,98 | 0,06 | 46,70 | 0,02 | 0,02 | 0,71 | <0,01 | <0,01

15) Medokorec 46,01 | 0,07 | 37,27 | 0,12 | 0,03 1,01 | <0,01 | <0,01
16) Cesky 100% med | 34,76 | 0,06 | 3952 | 0,03 | 0,01 | 0,62 | 0,05 | <0,01
17) JSG Med 4365 | 0,05 | 46,21 | 1,77 | 0,02 | 0,27 | <0,01 | <0,01
18) Med manuka 4414 | 0,09 | 39,06 | 0,23 | 0,03 1,67 | 0,13 | <0,01

19) Tasmansky med 41,61 | 0,07 | 3547 | 0,10 | 0,02 154 | 0,08 | <0,01
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Tabulka 8: Srovnani kontrolovanych parametrii: souhrnny obsah fruktozy a glukozy,

obsah vSech sacharidi a obsah sacharozy (v % (m/m))

Vzorek/ukazatel Fru+Glu Suma Sach
1) Nova Ves (15.6) 64,16 72,82 0,47
2) Nova Ves (4.5) 81,46 82,55 0,01
3) Nova Ves (25.5) 81,67 82,38 0,01
4) Piovice (10.6) 80,06 81,60 0,13
5) Pnovice (10.7) 66,61 69,53 1,27
6) Stiemenicko (20.6) 68,94 73,33 1,72
7) Stiemenicko (20.8) 70,41 73,24 0,20
8) Karlov (22.7.) 74,72 76,29 0,17
9) Karlov (30.8.) 74,48 76,14 0,11
10) Rimice (9.5.) 90,40 91,42 0,08
11) Mohelnice (25.7.) 83,62 84,17 0,01
12) Mohelnice (20.7.) 80,92 82,01 0,03
13) Mohelnice (9.8.) 80,69 82,44 0,05
14) Déttichov (22.7.) 87,69 88,51 0,02
15) Medokorec 83,28 84,52 0,12
16) Cesky 100% med 74,28 75,07 0,03
17) JSG Med 89,86 91,98 1,77
18) Med manuka 83,21 85,37 0,23
19) Tasmansky med 77,08 78,89 0,10
Jakostni parametr min. 60/45 % (m/m) - 5,00 % (m/m)

Cilem stanoveni sacharidii v medu bylo sestavit metodu, diky které¢ bude mozné vedle

sebe analyzovat mono-, di- a trisacharidy (viz tabulka 7). Nejvétsim problémem této analyzy

je ruzné zastoupeni jednotlivych sacharidl, a to od setin po desitky procent. Dulezité bylo

nalezeni spravné navazky vzorky tak, aby dominantni monosacharidy ,,neptehltily* detektor a

naopak obsazené trisacharidy byly v koncentraci nad limitem stanoveni. Ackoli by pro lepsi

“zachyceni‘ a popsani vSech trisacharidii v medu byla vhodna vétsi navazka, je metoda s 0,1 g

analyzovaného medu postacujici pro analyzu vSech mono-, di- a trisacharidu vedle sebe.
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Graf 7 Obsah sacharidti ve vzorcich
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Analytickd metoda prokazala svoji pouzitelnost pro analyzu fruktdzy, glukézy a
sacharozy, které jsou jakostnim parametrem. Metoda je vhodna i pro posouzeni ptivodu a
procesu vzniku medu, podle analyzy obsazenych trisacharidii. Vysledné hodnoty byly
vyhodnoceny metodou vnitintho a wvnéjSiho standardu. Na vhodnost GC-MS analyzy
poukazuji jakostni parametry, jako jsou meze detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ) a
citlivost. Tyto hodnoty byly vyhodnoceny analyzou fedéného standardniho roztoku o znamé
koncentraci.

Ziskané¢ hodnoty obsahii monosacharidii prokazaly vyssi mnozstvi glukézy u
kvétovych medt. Toto souvisi i s vétsSim obsahem vSech monosacharidtl v kvétovych medech.
V jakostnim parametru souhrnného obsahu fruktozy a glukozy a parametru sachar6zy vSechny
analyzované vzorky vyhovély. Naproti tomu u medi medovicového a smiSen¢ho plivodu je

dokazan vétsi obsah vyssich sacharidu (viz tabulky 7, 8 a graf 7).

Mezi medy zakoupenymi v obchodni siti a medy od lokdlnich vcelaiG nebyl

V parametru obsahu sacharidi nalezen rozdil ani trend.

3.2.3 Vosky

K analyze vc¢eliho vosku v medu vedla myslenka, Ze pokud med zrél a byl uskladnén
Vv plastu z v€eliho vosku, je velmi pravdépodobné, Ze pfi jeho ziskdvani (vytaceni, lisovani,...)
v ném zustaly stopy vosku. Slozeni véeliho vosku (estery mastnych kyselin, n-alkany) je
velmi zajimavé pro analyzu plynovou chromatografii. Pro lepsi solvataci nepolarnich slozek
vosku se vzorek medu rozpoustél za tepla v metanolu, diky kterému se naruSily micelarni
struktury, které tyto latky tvofi (viz obr. 15). Pro extrakci nepolarnich slozek, pak byl zvolen
heptan.
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Tabulka 9 Vysledky analyzy véeliho vosku v medu: n-alkany
LOD: 0,03 mg/kg

LOQ: 0,1 mg/kg

alkan | CyHgs | CasHas | CasHso | CasHsz | CasHss | CorHss | CagHsg | CaoHeo | CaoHsz | CaiHea
med | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/lkg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg
1. 836 | 8221 | 563 | 105,07 | 6,19 | 122,08 | 6,21 92,05 | 5,29 54,73
2. 1,08 14,11 1,61 21,66 2,07 22,23 2,35 20,62 1,80 10,23
3. 15,84 | 297,00 | 19,27 | 518,95 | 46,87 | 1409,50 | 51,83 | 1267,46 | 46,34 | 906,01
4. 500 |12291 | 6,29 | 222,18 | 7,18 | 201,50 | 7,15 | 150,22 | 8,18 74,87
5. 12,05 | 285,31 | 16,00 | 437,49 | 32,71 | 1154,25 | 31,21 | 802,90 | 31,91 | 565,39
6. 3,39 77,27 | 394 | 14142 | 6,45 | 228,51 | 6,91 143,96 | 7,38 85,57
7. 27,97 | 430,00 | 48,44 | 734,87 | 93,61 | 2702,71 | 81,29 | 2154,47 | 74,03 | 1710,55
8. 7,75 | 203,71 | 13,29 | 313,54 | 56,35 | 846,23 | 25,24 | 693,33 | 20,83 | 501,53
9. 493 | 131,81 | 6,02 | 144,40 | 7,53 | 206,08 | 7,15 | 126,68 | 8,18 | 84,98
10. 425 | 70,01 | 4,03 | 105555 | 4,40 91,02 | 4,71 79,30 | 591 38,22
11. 6,09 | 112,81 | 9,23 | 141,60 | 16,35 | 237,14 | 20,72 | 194,20 | 14,80 | 128,47
12. 3,02 | 110,31 | 5,10 | 106,67 | 4,75 106,52 | 5,02 90,71 3,92 52,66
13. 427 |128,36 | 7,37 | 130,70 | 13,73 | 245,63 | 15,02 | 203,50 | 12,99 | 128,72
14. 0,69 39,97 1,72 64,55 1,92 58,22 2,19 42,57 2,64 21,58
15. 1,20 39,45 2,05 54,07 2,48 47,81 2,74 30,10 3,33 19,64
16. 0,36 | 29,06 | 0,83 | 52,79 | 1,32 | 43,01 1,38 | 34,89 1,38 13,39
17. 1,26 12,70 1,29 17,29 1,22 15,05 1,23 7,26 1,39 5,23
18. 2,12 60,89 | 3,69 | 111,85 | 10,57 | 258,57 | 9,42 163,27 | 8,26 125,28
19. 0,82 | 43,59 2,12 80,09 4,80 160,74 | 4,08 82,70 3,08 51,24
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Graf 8 Priimérny obsah jednotlivych n-alkan
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Pii analyze n-alkand byl jednoznacné prokdzan majoritni obsah uhlovodiki s lichym

poctem uhlikt (viz tabulka 9 a graf 8). Nejvice zastoupeny jsou uhlovodiky heptakosan a

nonakosan.Piedpokladany byl vyskyt uhlovodik Ci3 — Cgg. VEtSi vyskyt uhlovodiki s lichym

poctem uhlikti mizeme ptikladat jejich vzniku rozkladem esterti, pfi kterém se jeden uhlik

,,0dSteépi®.

Nalezeny obsah esterti mastnych kyselin ve vzorcich medu byl mensi nez obsah n-

alkanut (viz tabulky 9 a 10). Nejvice zastoupeny jsou estery se 40- 48 uhliky (viz graf 9 a obr.

14). Toto zjisténi potvrzuje slozeni véeliho vosku popsané literaturou (viz kap. 2.5.5), které

zminovalo dominantni zastoupeni esterti kyseliny palmitové (C16H320,) s alkoholy Cy4 — Cs,.

Graf 9 Priimérny obsah jednotlivych estert
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Tabulka 10 Vysledky analyzy vceliho vosku v medu: voskové estery mastnych kyselin

LOD: 0,003 mg/kg

LOQ: 0,01 mg/kg

ester|CsgH7302|CzgH7702|Ca0Hg102|Ca2Hgs02(CaqHgoO2| CasHg302|CagHo702| CsoH10102|Cs2H1050:
m/z| 537 565 593 621 649 677 705 733 761
med mg/kg |mg/kg |mg/kg |mg/kg |mg/kg |mg/kg |mg/kg |mg/kg ma/kg
1 | o025 | 022 | 168 | 068 | 068 | 08 | 048 | 010 | 004
2. 0,02 0,02 0,48 0,28 0,20 0,29 0,13 0,01 <0,01
3. 0,53 2,53 194,48 | 120,24 | 98,95 | 171,58 | 98,28 6,69 0,20
4, 0,16 0,19 3,94 2,17 1,36 1,89 0,79 0,05 <0,01
5. 0,46 1,37 98,84 55,29 40,25 66,34 37,16 2,17 0,13
6. 0,10 0,12 6,75 3,63 2,61 3,94 1,46 0,10 0,01
7. 1,26 6,56 411,38 | 246,93 | 177,85 | 244,78 | 117,25 9,12 0,32
8. 0,11 0,65 81,04 54,97 49,01 79,02 42,67 2,23 0,06
9. 0,04 0,05 2,90 1,63 1,47 2,36 1,12 0,06 <0,01
10. 0,01 0,01 0,15 0,08 0,06 0,09 0,04 <0,01 <0,01
11. 0,02 0,04 5,08 2,87 2,42 4,80 2,25 0,12 <0,01
12. 0,02 0,02 0,64 0,38 0,31 0,61 0,36 0,03 <0,01
13. 0,03 0,08 9,95 6,06 4,87 11,04 6,85 0,35 0,01
14, 0,01 0,01 0,10 0,07 0,05 0,09 0,05 <0,01 <0,01
15. 0,01 0,01 0,07 0,05 0,04 0,06 0,03 <0,01 <0,01
16. 0,01 0,01 0,07 0,04 0,03 0,05 0,02 <0,01 <0,01
17. <0,01 <0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 <0,01 <0,01 <0,01
18. 0,02 0,05 9,19 0,55 5,23 11,94 6,93 0,34 0,01
19. 0,01 0,01 2,24 1,27 1,04 2,03 0,87 0,03 <0,01
ISTD: C36
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Obrazek 14 Chromatogram separace esterti mastnych kyselin
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Metoda prokazala ptitomnost vceliho vosku ve vzorcich medu, pficemz u medu
z komer¢nich zdroju byl obsah nalezeného vosku mensi (viz graf 10). Vysledné hodnoty byly
vyhodnoceny metodou vnéjsiho standardu. Jako standardni latky byly pouzity dokosan pro
uhlovodiky a stearylstearat pro estery mastnych kyselin. Jakostni parametry, jako jsou meze
detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ) poukazuji na vhodnost GC-MS analyzy. Tyto hodnoty

byly vyhodnoceny analyzou fedéného standardniho roztoku o zndmé koncentraci.

Graf 10 Obsah slozek vceliho vosku ve vzorcich
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Obsahy sledovanych slozek, které jsou dominantni soucasti vceliho vosku,

jednozna¢né prokazaly vétsi obsah véeliho vosku v medech z lokalnich zdroji nez v medech

Vrwe

zpracovani medu nebo pancovanim medu invertnim cukrem.

Obrazek 15 Vzorky medu rozpusténé v methanolu pro analyzu véeliho vosku (vpravo dole-vzorek €.1-Fazeno doleva)

3.2.4 Celkové hodnoceni vzorku

1. Medovicovy med vcelafe z Nové Vsi u Litovle staceny 15. 6. 2014. Tento med je
karamelové zbarveny, je husty, s jemnou texturou. Netvoii vSak shluky krystalk, ale je
ztuhly rovnomémeé. Na povrchu je med leskly, Ciry. Aroma je silné a ostré po lesnim
medu. Hodnota HMF - 9,52 mg/kg, poukazuje na velmi dobry zpusob ziskani a
uskladnéni medu. Souhrnny obsah glukozy a fruktozy (64,16% (m/m)) je pro
medovicovy med vice neZ postacujici. Obsah sachar6zy je niz8i nez nejvyssi povolené
mnozstvi. Tento vzorek potvrzuje vétsi pritomnost vyssich sacharidi v medovicovych
medech. V kilogramu tohoto medu je obsazeno 487,8 mg n-alkani a 5 mg estera
mastnych kyselin (voskovych esterti vysSich mastnych kyselin s vy$§imi jednosytnymi
alkoholy). Muzeme tedy fict, Ze vzorek obsahuje téméf 0,5 g slozek tvoticich véeli vosk
v 1 kg.

2. Kvétovy med z Nové Vsi staceny 4. 5. 2014. Jedna se o husty rovnomérné ztuhly med
S bilozlutym zbarvenim (voskovym). Pfi praci se dobfte roztiral a jeho povrch byl matny.
Jeho viné byla velmi jemna, kvétova. Obsah 8,12 mg HMF v 1 kg vzorku je zcela

v souladu s ptedepsanou normou. Soucet obsahu fruktozy a glukozy 81,46 % (m/m) je
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typicky pro kvétovy med a i velmi nizkym obsahem sachar6zy spliuje vzorek
pozadavek normy. Jeden kilogram tohoto medu obsahuje 97,8 mg n-alkant a 1,43 mg
esterti mastnych kyselin. Obsah majoritnich slozek tvoficich vceli vosk je témér 0,1 g
v 1 kg medu.

. Kvétovy med z Nové Vsi staceny 25. 5. 2014. Med s bilozlutou barvou je rovnomérné
cely ztuhly, na dn¢ nadoby jsou viditelné drobné krystalky. Pii praci se med huie
roztiral. Na matném povrchu vzorku jsou viditelné drobné kousky plasta, které se do
vzorku dostaly po dekantaci pii vytaceni. Vzorek tohoto medu ma silné kofenéné aroma
medu, pfipominajici ,,Vano¢ni cukrovinky“ (typické medové pernicky-kardamom,
skofice, apod.). Vzorek s obsahem 11,34 mg HMF/kg vyhovél jakostnimu pozadavku.
Souhrnny obsah fruktézy a glukozy 81,67 % (m/m) a velmi nizky obsah sachardzy
poukazuji stejné jako u ptedchoziho vzorku na kvalitni med vyhovujici legislativnim
pozadavkum. Oproti vzorku ¢.2 (po sob& nasledujici vzorky jednoho vcelstva) je obsah
trisacharidti v tomto vzorku na nebo pod hranici detekce. V kilogramu tohoto medu je
obsazeno 4579,1 mg n-alkanti a 693,5 mg esterit mastnych kyselin. Mlizeme tedy fict, Ze
vzorek obsahuje asi 5,27 g slozek tvoticich véeli vosk v 1 kg.

. Kvétovy ,,jarni“ med vcelafe v Piiovic vytaceny 10. 6. 2014. Med je Zlutobilé barvy,
rovnomérné ztuhly, bez krystalkd, roztiratelny, na povrchu matny. Viné je velmi jemna,
po medu. Hodnotou HMF — 18,09 mg/kg, vzorek vyhovél jakostnimu parametru statni
normy. Souhrnny obsah glukézy a fruktézy (80,06% (m/m)) je pro kvétovy med
pfepokladanym vysledkem. Obsah sachardzy je nizsi neZ nejvy$si povolené mnozstvi.
V kilogramu tohoto medu je obsazeno 805,5 mg n-alkand a 10,55 mg esteri mastnych
kyselin. Vzorek tedy obsahuje asi 0,82 g slozek tvoficich vceli vosk v 1 kg.

. Kvétovy ,lipovy* med z Piiovic vytaceny 10. 7. 2014. Med ma piskové Zlutou barvu, na
povrchu je leskly. Jedna se o Caste¢né tekuty med se shluky (hrudky). V medu jsou
viditelné drobné kousky plastii. Tento vzorek nemé vyrazné aroma, voni velice jemn¢ po
kvétech a medu. Obsah HMF je vtomto medu 12,88 mg/kg, ¢imz vzorek splnil
pozadavek. Soucet obsahl fruktoézy a glukozy 66,61% (m/m) je sice nizsi nez u medi
podobného charakteru, ale vyhovujici pozadavku. I obsah sacharozy (1,27% (m/m)) je
vyss$i na rozdil od ostatnich vzorkt, ale normé vyhovujici. Obsah uhlovodikti 3369,2
mg/kg a estert mastnych kyselin 302 mg/kg, prokazuje minimalni obsah 3,67 g slozek

véeliho vosku v 1 kg medu.
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6. SmiSeny ,,pampeliSkovy* med vcelafe ze Stremenicka staceny 20. 6. 2014. Med ma
zlatavé hnédou barvu, je rovnomérné husty s jemnou pastovou strukturou s drobnymi
krystalky. Pii zpracovani je velmi dobie roztiratelny, velmi siln€¢ voni po medu.
| tento vzorek medu svym obsahem HFM - 11,16 mg/kg, vyhovél statni normé, kdyz
rozdil mezi témito stanovenimi je veliky. Souhrnny obsah fruktozy a glukézy 68,94 %
(m/m) je spiSe typicky pro medovicové medy, ale vyhovél i pozadavku pro medy
kvétové. Vyssi obsah sacharozy — 1,72% (m/m), miize poukazovat na ptidavek fepného
cukru nebo piili§ kratké zrani medu v plastu. Toto mnozstvi je ale zcela v souladu
s legislativnim pozadavkem a béZnym slozenim medu. Med obsahuje celkem asi 0,72
g/kg latek tvoricich véeli vosk, z toho 704,8 mg n-alkani a 18,7 mg esterd mastnych
kyselin.

7. SmiSeny ,jitrocelovy* med ze Sttemenicka vytaceny 20. 8. 2014. Med mé hnédou barvu,
je tuhy sjemnou pastovou strukturou bez krystalkd. Pfi zpracovani je velmi dobie
roztiratelny. Na povrchu je leskly s kousky plastli. Aroma je velmi jemné medove-
bylinné. Obsah HMF - 8,24 mg/kg — vykazuje i v tomto vzorku velky rozdil mezi
stanovenimi, ale splituje jakostni normu. Med obsahuje mnozstvi fruktézy a glukozy
typické pro smiSené medy — 70,41 % (m/m) a malé mnozstvi sacharézy — 0,2 % (m/m),
¢imz vyhovél pozadavkiim. Vysokym obsahem n-alkant 8057,9 mg/kg a esterti kyselin
1215,4 mg/kg, které tvoii asi 9,27 g majoritnich slozek vceliho vosku v 1 kg vzorku,
byla potvrzena jeho pfitomnost pfedpokladand vizualnim hodnocenim.

8. SmiSeny med od vcelafe z Karlova vytaceny 22. 7. 2014. Med ma karamelové hnédou
barvu, je tekuty se shluky. Na povrchu je leskly s kousky plasti. Aroma medu je velmi
silné. Podle informaci vcelafe je viné charakteristickd po malinach, ostruZinach a
javoru, které pravé v obdobi pied vytacenim kvetly. Tento vzorek medu se prokazal
velmi malym mnozstvim HMF — 9,25 mg/kg, a vyhovél jakostnimu pozadavku. Vzorek
vyhovél i pozadavku na minimalni sumarni mnozstvi fruktézy a glukézy — 74,72 %
(m/m) - a pozadavku na maximalni povolené mnozstvi sacharézy — 0,17 % (m/m).
Obsah n-alkanti — 2681,8 mg/kg a estert — 309,76 mg/kg je i vtomto vzorku velky.
Celkovy obsah latek tvoticich véeli vosk je pak témét 3 g/kg.

9. Medovicovy lesni med z Karlova sta¢eny 30. 8. 2014 Vzorek ma tmaveé hnédou barvu.
Jemnd textura je rovnomérné stejnd, pastova. Med ma velmi silnou ostrou vini, ktera

Z ¢asti piipominad zemédelsky velkochov. Tento vzorek medu vyhovél v pozadavku na
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10.

11.

12.

maximalni obsah HMF — 10,89 mg/kg. Souhrnny obsah fruktézy a glukozy 74,48 %
(m/m) je pro medovicové medy zcela vyhovujici. Obsah sacharézy — 0,11% (m/m)
poukazuje na velmi kvalitni a vyzraly med, spliujici pozadavek na maximalni povolené
mnozstvi sacharozy. U tohoto lesniho medu je stanoveno vyssi mnozstvi trisacharidu.
Med obsahuje celkem asi 0,74 g/kg latek tvoficich vceli vosk, ztoho 727,76 mg n-
alkani a 9,63 mg esterti mastnych kyselin.

Kvétovy med véelaie z Rimic vytaéeny 9. 5. 2014 Med ma bilozlutou (voskovou) barvu
a je ztuhly. Na povrchu ma tenkou vrstvu velmi tekutého piskové zlutého medu. Viné
vzorku je velmi silnd medovd, mirn¢ alkoholova (pfipomina vini medoviny).
V analytickém pozadavku na obsah HMF med zcela vyhovél — 7,75 mg/kg. Tento med
se vyznacuje velmi vysokym obsahem monosacharidi — 90,40 % (m/m), ¢imz se
vysvétluje jeho ztuhlost. Konzistence medu je ovlivnéna pievazné obsahem vody (bézné
20 %), kterd v tomto medu tvoii maximalné 9,6 % (m/m). Obsah n-alkani — 407,4
mg/kg a esterti — 0,44 mg/kg je i v tomto vzorku mnohem mensi nez ostatnich medech.
Celkovy obsah latek tvoticich veeli vosk je pak cca 0,41 g/kg.

Kvétovy med od vcelate z Mohelnice sta¢eny 25. 7. 2014. Med je zbarven bilozluté
(voskove), je rovnomérné ztuhly, ale roztiratelny. Jemna textura je rovnomérné stejna
napénéna s bublinkami, na povrchu matna. Aroma vzorku je siln€, po fermentovanych
potravindch az jogurtové. Tento vzorek se vykazuje nejmenSim obsahem HMF — 5,11
mg/kg. Obsah fruktdzy je ve vzorku vyssi, stejné jako Vv ostatnich kvétovych medech.
Celkové mnozstvi monosacharidi je pak 83,64 % (m/m). MnozZstvi sachardzy je rovno
limitu stanoveni. Med ve vSech kontrolovanych parametrech vyhovél. Vzorek obsahuje
881,4 mg/kg n-alkant a 17,6 mg/kg estert kyselin. Celkem med obsahuje 0,9 g v¢eliho
vosku v 1kg.

SmiSeny med z Mohelnice vytaceny 20. 7. 2014 mé zlatohnédou barvu. Vzorek je
tekuty s drobnymi krystalky. Na povrchu je med leskly. Aroma medu je silné, vyrazné
po v€elim vosku. Obsazenym HMF — 8,94 mg/kg, vzorek medu splnil jakostni
pozadavek. Med obsahuje i dostate¢né souhrnné mnozstvi fruktézy a glukozy — 80,92%
(m/m). Mnozstvi sacharézy ve vzorku — 0,03% (m/m), je tak pod maximalnim
povolenym limitem. Obsah uhlovodikti 488,7 mg/kg a esteri mastnych kyselin 2,4

mg/kg, prokazuje minimalni obsah 0,49 g slozek vceliho vosku v 1 kg medu.
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13.

14.

15.

16.

Strdi od véelafe z Mohelnice odebrané 9. 8. 2014. Med v burikach plastu je smiSeny a
ma piskové zlutou barvu. V pléstech je zatuhly a v jeho textufe jsou viditelné drobné
krystalky. Viin¢ medu v plastech je silna. Velmi vyrazna je pfitomnost vosku a matefi
kaSicky. Celé strdi ma ,,v pozadi“ jemnou viini jarnich bylin (prvosenka jarni). | tento
vzorek medu svym obsahem HMF — 15,76 mg/kg, vyhovél stitni normé€. Souhrnny
obsah fruktézy a glukézy 80,69 % (m/m) vyhovél pozadavku pro medy. Obsah
sacharozy — 0,05% (m/m) je zcela v souladu s legislativnim pozadavkem. Med obsahuje
celkem asi 0,93 g/kg latek tvoficich véeli vosk, z toho 890,3 mg n-alkant a 39,2 mg
esterti mastnych kyselin.

Kvétovy med véelate z Détfichova vytaceny 22. 7. 2014. Med ma bilozlutou barvu, je
rovnomérné ztuhly, pastovy, dobfe roztiratelny. Na povrchu je med leskly, ale pfesto ne
¢iry. Aroma medu je jemné, kvétové. Vzorek s obsahem 11,35 mg HMF/kg vyhovél
jakostnimu pozadavku. Souhrnny obsah fruktézy a glukézy 87,69 % (m/m) a velmi
nizky obsah sacharézy (0,02% (m/m)) poukazuji stejné¢ jako u predchoziho vzorku na
kvalitni med vyhovujici legislativnim pozadavkim. V kilogramu tohoto medu je
obsazeno 236 mg n-alkant a 0,38 mg esterd mastnych kyselin. Mizeme tedy fict, Ze
vzorek obsahuje asi 0,24 g slozek tvoficich véeli vosk v 1 kg.

Smés medii zemi ES a medti zemi mimo ES od vyrobce Medokorec s.r.o. (Cestin 20,
285 10), zakoupeny v obchodni siti Albert. Med ma zlatavé hnédou barvu a je leskly.
Vzorek je velmi tekuty bez krystalkli. Viin€ medu neni vyrazna, spiSe je citit plastovy
obal. Tento komer¢né dostupny obsahuje 21,97 mg/kg HMF. Podle metody bez
derivatizace by med pozadavku vyhovél, ale podle stanoveni s derivatizaci je
nedostacujici (viz tab. 6). Souhrnnym obsahem fruktozy a glukézy — 83,28 % (m/m) a
nizkym obsahem sacharézy — 0,12 % (m/m) vzorek jakostnimu pozadavku vyhovél.
Obsah n-alkanti — 202,9 mg/kg a esterit — 0,27 mg/kg je i v tomto vzorku mnohem mensi
neZ V ostatnich medech. Celkovy obsah latek tvoticich vceli vosk je pak cca 0,2 g/kg.
Smés &eského kvétového a medovicového medu — Cesky 100% med od vyrobce
JANKAR PROF], s.r.0. (Celadn4 262, 739 12), zakoupeny v obchodni siti Tesco. Med je
karamelove hnédy, pastovy s jemnou strukturou, na povrchu leskly. Viin€ vzorku je silna
po medu a v¢elim vosku. Tento vzorek obsahuje 10,11 mg/kg HMF. Obsah fruktozy je
ve vzorku vyssi, jako v ostatnich kvétovych medech. Celkové mnozstvi monosacharida

je 74,28 % (m/m). Obsah sacharozy je 0,03% (m/m). Med ve vSech kontrolovanych
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17.

18.

19.

parametrech vyhovél. Vzorek obsahuje 178,4 mg/kg n-alkant a 0,23 mg/kg esterd
kyselin. Celkem med obsahuje 0,18 g v¢eliho vosku v 1kg.

Smés kvétovych medit mimo zemi ES od vyrobce JSG med, a.s. (Na Roudné 443/18,
Plzen, 323 00), zakoupeny v Penny. Med ma zlatavé Zlutou barvu, je velmi tekuty,
leskly. Na dné vzorku jsou velké bilé krystalky cukru. Aroma medu je silné, cukerné.
Tento vzorek se vykazuje nejvyssim obsahem HMF — 30,89 mg/kg. Piili§ vysoka
nevyhovujici hodnota HMF, stanoveného jako silyl- derivatu, mize byt zplisobena
Spatnym zachazenim pii piipravé vzorku. Obsah fruktozy je ve vzorku vyssi, jako
Vv ostatnich kvétovych medech. Celkové mnozstvi monosacharidi je pak 89,86 % (m/m).
Mnozstvi sacharézy je 1,77% (m/m), mize poukazovat na piidavek fepného cukru nebo
ptilis kratké zrani medu v plastu. Vzorek obsahuje 63,9 mg/kg n-alkani a 0,04 mg/kg
esterd kyselin. Celkem med obsahuje 0,06 g vosku v 1kg.

Med MANUKA Active 5 + je tmaveé hnédy, leskly, pastovy, bez krystalkd. Med je
ziskany od vcelstva snasejiciho nektar ze stromu Balminu metlatého (Leptospermum
scoparium, J.R.Forst & G.Forst). Aroma medu je tézké, podobné vini datli. Ackoli je
med tropického puvodu (pro tyto medy je povolen vyssi limit HMF), obsahuje vzorek
21,48 mg/kg HMF. V tomto parametru zcela splnil vzorek normu. Soucet obsahu
fruktozy a glukozy — 83,21 %(m/m), a obsah sachardzy — 0,23 % (m/m) prokazuji
kvalitu poZzadovanou vyhlaskou. Med obsahuje celkem asi 0,79 g/kg latek tvoticich vceli
vosk, z toho 753,9 mg n-alkant a 34,3 mg esteril mastnych kyselin.

Tasmansky med ziskany z véelstva snasejiciho nektar ze stromu Zidelniku (Eucryphia
lucida, L.). Vzorek ma jasné Zlutou barvu a je leskly. Med je pastovity bez krystalkd.
Aroma medu je Stiplavé, po jehli¢nanech (pfipomind tis). I tento med ,,neevropského*
pivodu obsahuje mnoZstvi HMF — 9,99 mg/kg, které je velmi malé a vyhovujici
jakostnimu poZadavku. Tento med obsahuje 77,08 % (m/m) monosacharidii a 0,1 %
(m/m) sachar6zy, ¢imz vyhovél pozadavku. Tyto obsahy jsou typické spiSe pro med
medovicového puvodu (v ramci provedeného méfeni). V kilogramu tohoto medu je
obsazeno 433,3 mg n-alkant a 7,5 mg estert mastnych Kyselin. Miizeme tedy fict, ze

vzorek obsahuje asi 0,44 g slozek tvoficich vceli vosk v 1 kg.
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4 ZAVER

V diplomové praci, kterda je zaméfena na analyzu slozek medu pomoci plynové
chromatografie, bylo analyzovano 19 vzorki medu. Tfi vzorky medu byly zakoupeny v zafi
2014 v maloobchodnich sitich a 16 vzorkti medu, stdicenych v mésicich kvétnu az srpnu 2014,
pochazi od tfech lokalnich vcelait z oblasti Litovelska. Ziskané vysledky pro vSechny tfi
analyzy slozek vceliho medu (furfuraly, sacharidy, uhlovodiky a estery mastnych kyselin)
prokazaly nejen vhodnost pouziti plynové chromatografie, ale i jeji univerzalnost pro analyzu
zcela rozdilnych latek ve stejné matrici. VSechny analyzované vzorky vyhovély svou kvalitou

Vv jakostnich parametrech, které jsou zahrnuty v legislative.

Analyza furfurald vycislila rovnovazny obsah vSech sledovanych degradacnich
produkti v fad¢. Zatimco HMF je v medu obsazen v desitkich mg/kg, MF v desetinach
mg/kg. Oproti tomu FF obsahuji vzorky asi dva mg/kg. MiZeme proto uvazovat, Ze
S rostoucim stafim medu piibyvda HMF a néjaka Cast dale degraduje. Rychlost vzniku FF

Z MF je ale vétsi nez rychlost vzniku MF z HMF.

Z analyzy monosacharidi je patrny rozdil mezi kvétovym a medovicovym medem.
V analyzovanych kvétovych medech se prokazal vyssi obsah gluk6zy. Oproti tomu v medech

smisenych a lesnich se projevuje trend zvysujiciho se mnozstvi disacharidu a trisacharida.

Stanoveni sloZzek veeliho vosku prokézalo vétsi mnozstvi n-alkani nez esterti mastnych
kyselin, ackoli informace z literarni reSerSe uvadéla obsah sloZek vceliho vosku presné
naopak. Zjisténé zastoupeni esterti potvrdilo piedpokladané dominantni zastoupeni estert
velikosti Cqo— Cas, tedy estert kyseliny palmitové. Ptirozenym rozpadem téchto esterti pak

vznikaji zastoupené uhlovodiky.

VEtsi mnozstvi veeliho vosku bylo stanoveno ve vzorcich, ve kterych byly kousky
voskovych plastecki patrné pohledem. Obsah vceliho vosku v medech neprokazal rozdil mezi
jednotlivymi druhy (kvétovy, smiSeny, lesni med). Patrny rozdil v obsahu v¢eliho vosku je ale

mezi medem komercéné dostupnym a medem od soukromého vcelate.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HMF
MF

FF

NIR

NMR
GC/MS
SPME

TIC

SIM

SRM
MS/MS

RP - HPLC
UV detekce
DVB/CAR/PDMS
DB - WAX
DB-5
BSTFA
PFBHA
MSTFA
TMCS
TMS-oximy
HMDS
TFA

BPX5

hydroxymethylfurfural

methylfurfural

furfural

spektrometrie v blizké infracervené oblasti

nuklearni magneticka rezonance

plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostnim detektorem
mikroextrakce tuhou fazi

celkovy iontovy proud

monitorovani vybraného iontu

monitorovani vybrané reakce

tandemov¢ zapojeni hmotnostnich spektrometrii
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie s reverzni stacionarni fazi
detekce zareni v ultrafialové oblasti
divinylbenzen/karboxen/polydimethylsiloxan

kapilarni kolona se stacionarni fazi z polyethylenglykolu
kapilarni kolona se stacionarni fazi z polydimethylsiloxanu s 5% fenylu
N,O-bis(trimethylsilyltrifluoroacetamid
0-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl) hydroxylamin hydrochlorid
N-methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamid
trimethylchlorsilan

trimethylsilylované oximy

hexamethyldisilazan

kyselina trifluoroctova

kapilarni kolona se stacionarni fazi z polydimethylsiloxanu s 5%
fenylenu
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Rtx-65 TG

HTS

HP5-MS
CP-Sil5CB
DB-1

SIM DIST-CB
ES

LOD

LOQ

kapilarni kolona se stacionarni fazi z polydimethylsiloxanu s 35%
fenylu

kapilarni kolona se stacionarni fazi z polycarboran-siloxanu

kapilarni kolona se stacionarni fazi z polydimethylsiloxanu s 5% fenylu
kapilarni kolona se stacionarni fazi z polydimethylsiloxanu

kapilarni kolona se stacionarni fazi z polydimethylsiloxanu

kapilarni kolona stacionarni fazi z dimethylpolysiloxanu

Evropskeé staty/spolecenstvi

limit detekce

limit kvantifikace
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