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

Katedra kvality a bezpeCnosti potravin

CESKA ,
ZEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

Vyuziti nuklearni magnetické rezonance k detekci
falSovani medu

Bakalarska prace

Autor prace: Andrea Noskova
Obor studia: Vyziva a potraviny

Vedouci prace: doc. Ing. Jaroslav Havlik, Ph.D.

© 2020 CZU v Praze



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze svou bakalafskou praci "Vyuziti nukledrni magnetické rezonance
k detekci falSovani medu" jsem vypracovala samostatné pod vedenim vedouciho bakalatské
prace a s pouzitim odborné literatury a dalSich informac¢nich zdrojt, které jsou citovany v praci
a uvedeny v seznamu literatury na konci prace. Jako autorka uvedené bakalairské prace dale

prohlasuji, Ze jsem v souvislosti s jejim vytvofenim neporusila autorska prava tietich osob.

V Praze dne 15. 7. 2020




Podékovani

Réada bych touto cestou pod€kovala panu doc. Ing. Jaroslavu Havlikovi, Ph.D.

za vénovany cas, cenné rady a odborné vedeni pfi zpracovani této bakalaiské prace.



Vyuziti nuklearni magnetické rezonance k detekci
falSovani medu

Souhrn

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) je fyzikaln€ chemickou metodou zamétujici
se na identifikaci a kvantifikaci chemickych slouc¢enin a stanoventi jejich struktur.

S neustale zvySujicimi se pozadavky na kvalitu a bezpeCnost potravin se metody
detekce vyrazné vyvijeji, a pravé analyza NMR se diky svému Sirokému vyuZiti jevi jako
vhodna metoda pii odhalovani podvodu a falSovani potravin.

V ramci bakalarské prace byla feSena problematika falSovani a ovéfovani autenticity
potravin. Hlavnim cilem byl popis metody NMR a jeji porovnani s hmotnostni spektrometrii,
tedy dal$i nejvyuZzivanéjsi metodou pfi detekci potravin. Nejobsahlejsi ¢ast prace tvofi vyuziti
NMR analyzy v ramci detekce falSovani medu, popis chemického slozeni medu a parametry
pro hodnoceni kvality, zplisoby falSovani a podrobné popsané studie vysvétlujici problematiku
falSovani medu.

Na zakladé¢ védeckych studii byl vypracovan podrobny piehled zaméiujici se
na identifikaci slou¢enin medu i novych biomarkert, které jsou kli¢em pro snazsi rozliSitelnost

botanickych druhti a geografického pivodu medu.

Kli¢ova slova: Med, kvétovy med, akatovy med, fepkovy med, 'H NMR, falSovani,
metabolomika



Application of nuclear magnetic resonance in detection of
honey adulteration

Summary

Nuclear magnetic resonance (NMR) is a method used for quantification of chemical
compounds and its structure determination. High requirements on food safety and food quality
have a huge impact on the development of modern analytical methods. Thanks to widespread
use of NMR spectroscopy it appears to be a very suitable method for the detection of food
adulteration and contamination.

The main purpose of this Bachelor’s thesis is the application of NMR in detection
of honey adulteration compared to other analytical methods for example mass spectroscopy
(MS) which is also widely used method for detection of food fraud.

An important part of this thesis work is a summary of professional studies dealing with
honey adulteration, identification and quantification of its chemical compounds and discovering
new biomarkers which are the main key for easier differentiation of botanical and geographical

origin of honey.

Keywords: Honey, flower honey, acacia honey, canola honey, 'H NMR, adulteration,

metabolomics
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1 Uvod

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) je jednou z vysoce perspektivnich analytickych
metod, které jsou vyuzivany v mnoha védnich oborech mezi n€z patii medicina, farmacie,
potravinaistvi a dal§i. V oblasti potravinarstvi ma Siroké uplatnéni predevSim diky své
komplexnosti, robustnosti a ptesnosti. V rdmci velkého zastupu jinych druhli metod, které se
v potravinafstvi vyuzivaji, se NMR postupné fadi do popiedi diky své G¢innosti a vyhodam,
které ovliviuji pribéh, rychlost a ptesnost vysledki studii potravin.

Princip metody spocivé ve schopnosti urcit chemické struktury sloucenin, diky ¢emuz je
tato analyza ¢im dal vice vyuzivana pii autentizaci a detekci falSovani potravin. Velikou
vyhodou je nejen relativné jednoducha a rychld ptiprava vzorki, ale pfedevS§im piesnost
a vysoké reprodukovatelnost. Nukledrni magnetickd rezonance je analyzou nedestruktivni,
¢imz se vyrazné€ odliSuje od ostatnich metod.

FalSovani potravin a pan¢ovani napoji je celosvétovym problémem a potykdme se s nim
témef u vSech potravinovych druhti jako naptiklad maso a masné vyrobky, mléko a mlécné
vyrobky, med, olej, vino, pivo, kofeni, a mnoho dalSich.

Nejcastéji falSovanou potravinou je med. Kontrola kvality a botanického a geografického
puvodu je u medu velice dulezitd. Z divodu raznorodosti chemického slozeni a odlisSnych
organoleptickych vlastnosti se daji medy relativné dobie rozliSovat, avSak ¢im dal vice se
na trhu objevuji medy smiSenych botanickych druht, ale 1 smési kvétovych a medovicovych
druhti, které moznost rozliSeni vyrazné ztézuji.

Vyuziti NMR k detekci falSovani medu se jevi jako vhodna metoda pro stanoveni
metabolického profilu, ur¢eni lokality a botanického ptivodu na zékladé poméru a zastoupeni
chemickych sloucenin a v neposledni fad¢ jejich spravnou identifikaci a kvantifikaci.



2 Cil prace

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) je rozvijejici se perspektivni metodou k detekci
falSovani potravin, geografického nebo botanického pivodu. Jednou z nejcastéji falSovanych
potravin je med. NMR spektra jsou vysledkem odezvy 50-100 latek, maji vysokou
reprodukovatelnost a pfesnost a v rdmci pomért a zastoupeni sloucenin jsme schopni rozlisit
druhy medu a jejich geograficky ptvod.

Cilem prace je zpracovani obsahlé¢ literarni reSerSe na téma falSovani medu a zhodnoceni
potencialu NMR k odhaleni téchto praktik. Bude sestaven piehled hlavnich védeckych postup,
parametr a moznosti metody.



3 Literarni reSerse

3.1 Autenticita a falSovani potravin

FalSovani potravin je problémem jiz od pocatku civilizace. Testy autenticity potravin
a detekce potravinaiskych vyrobktl jsou nezbytné pro posouzeni hodnoty, kvality a zajisténi
ochrany spotiebitele pfed podvodnymi ¢innostmi. Kviili obavam o bezpecnost potravin doslo
v poslednich letech k rozvoji fyzikalnich, biochemickych, immunologickych a molekulérnich
metod. (Bansal et al. 2017)

Obecné muize byt falSovani potravin definovdno jako sniZovani kvality imyslnym nebo
neumyslnym nahrazovanim slozek. Nebezpe¢i padélani a falSovani tkvi v mozné toxicité
a negativnim vlivu na zdravi ¢lovéka. Nemusi se vSak jednat pouze o zdravotni nebezpeci
ve form¢ otrav, ale 1 o ochuzeni potraviny nebo vyrobku o potiebné Ziviny, které byly kvuli
padélani nahrazeny. (Mishra 2019) Pfi zdmérmém falSovani se vyuzivaji latky, které mayji
podobné vlastnosti jako dand potravina, proto je mnohdy tézké padélani analyzovat a rozpoznat.
K netmyslnému falSovani dochazi na zaklad¢ nedbalosti a nevédomosti ¢loveka pii vyrobe
a zpracovani potravin. Jedna se napiiklad o kontaminaci bakteriemi a plisnémi, kazeni potravin,
pritomnost hlodavct a dalsi. (Bansal et al. 2017)

Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (FAO, Food and Agriculture Organization of the
United Nations) se spolecné se Svétovou zdravotnickou organizaci podilely na zaloZeni
potravinaiského zakoniku, Codex Alimentarius (CA), jenz se zabyva podporou spravnych
postupll pfi celosvétovém obchodu s potravinami a zajiStuje koncovym spotiebitelim
pozadovanou bezpecnost vyrobkil vytvarenim potravinovych norem, pokynt a kodext. (Mishra
2019; FAO & WHO 2020)

Podle studii Kubally 2018 se diky spole¢né kooperaci Europolu a Interpolu vytvoiila tzv.
Operace OPSON VI, zamétujici se na falSovani potravin, v priibéhu které bylo zjisténo 9800
tun, vice nez 26,4 milioni litrd a 13 miliont kusii pad€lanych potravin a napoji v hodnoté
piiblizné 230 miliont eur. (Kuballa et al. 2018)

Prikopnikem analytickych metod vyuzivajicich se pti falSovani potravin se stal némecky
chemik Friedrich Christian Accum, ktery ve svém dile z roku 1820 poprvé pojednava o detekci
falSovani vina, pii kterém byly pouzity jedovaté latky (olovo), doslo ke zméné chemického
slozeni, zamény odrad vin ¢i procentualniho podilu obsazeného alkoholu. (Ellis et al. 2012)

AC¢ se vposlednich desetiletich povedlo vyrazné eliminovat vyskyt nebezpecnych
potravin, jsou z historie znamy piipady hromadnych timrti a otrav lidi na zaklad¢ nedodrzeni
predepsanych postuptl vyroby a zpracovani falSovanych potravin. (SZPI 2015)

3.1.1 EMA incidenty

Americky urad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) definoval ekonomicky motivované
falSovani, economically motivated adulteration (EMA), jako podvodné, imysIné nahrazeni ¢i
pridani latky do produktu za tcelem zvysSeni hodnoty nebo snizeni nakladli na vyrobu, tj. za
ucelem financni vyhody a ekonomického zisku. (Spink & Moyer 2011; Johnson 2014; Manning
& Soon 2016)



Ve studii Everstina 2013 bylo v prib¢hu let 1980 az 2013 zjisténo néco pies 137
jedineénych EMA incidenti v 11 riznych kategoriich potravin: ryby a moiské plody
(24 incidentil), mlé¢né vyrobky (15 incidentll), ovocné $tavy (12 incidentd), oleje a tuky
(12 incidentt), vyrobky z obili (11 incidentll), med a jina ptirodni sladidla (10 incidentil), koteni
a vytazky (8 incidentll), vino a jiné¢ alkoholické népoje (7 incidentll), kojenecka vyziva
(5 incidenttr), rostlinné proteiny (5 incidentli) a dalSi potravinaiské vyrobky (28 incidentil).
(Everstine et al. 2013)

3.1.2 Systém rychlého varovani pro potraviny a krmiva (RASFF)

Systém s ndzvem Rapid Alert System for Food and Feed, ¢esky Systém rychlého varovani
pro potraviny a krmiva, je informacéni systém oznamujici pfimé ¢i nepfima rizika pro lidské
zdravi tykajici se potravin nebo krmiv. Zajistuje velice rychlé a efektivni Sifeni a sdileni
informaci o mozném riziku nebezpecnych potravin ¢i krmiv mezi ¢leny systému, tedy staty EU,
Evropskou komisi, Evropskym ufadem pro bezpecnost potravin (anglicky European Food
Safety Authority; EFSA) a mezi zemémi Evropského sdruzeni volného obchodu (anglicky
European Free Trade Association; EFTA ~ESVO). (Bouzembrak & Marvin 2016; Ministerstvo
zemedelstvi 2019)

Pokud méa nékdo z ¢lentt RASFF podezieni na riziko ohrozZeni Zivota pfi poziti potravin
nebo krmiv, ma povinnost okamzité informovat Evropskou komisi prostfednictvim tohoto
systétmu. Dana ohlaseni jsou dale Sifena mezi ostatni Cleny prostfednictvim nékolika typt
oznameni, které jsou zndzornény v tabulce €. 1. Ostatni ¢lenové sytému pak postupuji podle
dané¢ho typu oznadmeni a zpétné informuji Evropskou komisi o pfijatych opatienich.
(Ministerstvo zemédélstvi 2014; European Commission 2020)

Tabulka ¢. 1 — RASFF typy oznameni

Typy oznameni Popis oznameni

Vazna rizika potravin ¢i krmiv nabizena
Varovani spotrebitelim ke koupi.
- Pozadovan rychly postup

Rizikové potraviny jiz nejsou na trhu nebo
Informace riziko neni povazovano za zdvazné.
- Nevyzadovan rychly postup

Zasilky potravin a krmiv, jez byly testovany
Odmitnuti na hranicich a nasledné odmitnuty na hranicich EU.
- Zjisténo zdravotni riziko

Vesker¢ informace, které nejsou sdélovany

. prostfednictvim varovani ¢1 informace.

Novinky L, , ]
- Povazovany za vyznamné

pro kontrolni organ



V ramci databdze RASFF jsou zahrnuty podvody jak imyslné, tedy ptipady falSovani ¢i
¢iny netumysIné napf. Spatna nebo chybéjici dokumentace. Mezi lety 2000 a 2013 bylo
v systému RASFF zaznamenano 749 oznameni tykajici se podvodu a falSovani potravin. Tato
ohlaseni byla rozdé€lena do 6 skupin, které jsou zndzornény v tabulce €. 2. Taktéz je zde
k porovnani ptifazeno rozdéleni podvodnych zplisobii falsovani dle Spinka a Moyera. (Spink
& Moyer 2011; Bouzembrak & Marvin 2016; Manning & Soon 2016)

Tabulka €. 2 — Rozdéleni typt podvodii dle 2 autorii (pfevzato a upraveno podle
Spink & Moyer 2011; Bouzembrak & Marvin 2016)

Typ podvodu podle Typ podvodu podle Definice podvoda podle Spink
Bouzemark & Marvin 2016 Spink & Moyer 2011 & Moyer 2011

Nespravné, podvodné ¢i Komponent findlniho produktu

FalSovani

chybé¢jici zdravotni osvédceni je zfalSovany
Nelegitimni produkt je
) zeny tak, ab dal, al
Nelegalni dovoz Simulace naerf: n Va a’ Yy vypada, aic
ne presné kopiroval produkt
legitimni
. . Legitimni produkt a jeho obal
Manipulace Manipulace e.gl il pro uv aJ? , O,O a
jsou podvodné vyuzivany
Nespravng, proslé, podvodné Legitimni produkt se vyrabi
¢i chybéjici vstupni doklady Ptretizeni, nadbytek nad ramec dohodnutého
a prohlaseni mnozstvi
Datum trvanlivosti Kradez Legitimni produkt je odcizen
Prodej ¢i distribuce
Nespravné oznaceni Odklon legitimniho produktu mimo
zamyslené trhy
] Padélani Cely vyrobek veetné baleni je

replikovan a falSovan

V Ceské republice je Narodni kontaktni misto organ statniho dozoru Statni zemé&délska
a potravinaiska inspekce (SZPI). Zde se shromazd’uji veskeré informace z vysSich dozorovych
organti dohlizejicich na bezpe&nost potravin a krmiv v CR. SZPI je povinna oznamovat piehled
ohldSeni, jenz v ramci vySe zminéného systému pfijala ¢i odeslala. Tento prehled se musi

prubéhem roku obnovovat a doplilovat o nové prichozi oznadmeni. (Ministerstvo zeméd¢lstvi
2014, SZPI 2020)



3.2 Med

Med je vyrabén a tvoten zahustovanim sladkych st'av. Tvlircem je véela medonosna (Apis
mellifera). Proces vyroby zacina v¢elim sbérem nektaru, z ¢ehoz vznikd med kvétovy, nebo
sbérem vymeskl hmyzu Zziviciho se sanim mizy rostlin, diky ¢emuz ziskavame med
medovicovy. (Castro-Vazquez et al. 2007)

Ptesnou definici medu mizeme hledat ve vyhlasce 76/2003 Sb., ktera presné stanovuje
pozadavky pro piirodni sladidla, med, cukrovinky, kakaovy prasek a smési kakaa s cukrem,
cokoladu a ¢okolddové bonbony. ,,Pro ucely této vyhlasky se rozumi: medem — potravina
prirodniho sacharidového charakteru, sloZend prevazné z glukozy, fruktozy, organickych
kyselin, enzymii a pevnych castic zachycenych pri sbéru sladkych stav kvetii rostlin (nektar),
vymeski hmyzu na povrchu rostlin (medovice), nebo na zivych castech rostlin véelami (Apis
mellifera), které sbiraji, pretvareji, kombinuji se svymi specifickymi latkami, uskladnuji
a nechavaji dehydratovat a zrat v plastech. ** (Ministerstvo zemédélstvi 2004)

vvvvvv

3.2.1 Slozeni medu

Diky svému chemickému slozeni ma med fadu pozitivnich nutricnich i1 zdravotnich
ucinkd. Je presycenym roztokem sacharidil, obsahuje mensi mnozstvi bilkovin, aminokyselin,
enzymi, mineralnich latek vcetn€ stopovych prvkl, které maji antioxidaéni vlastnosti,
vitaminli, aromatickych latek a dalSich. (Alvarez-Suarez et al. 2010) V tabulce €. 5 je
zaznamenano prumeérné slozeni jednotlivych latek medu kvétového a medovicového a zaroven
jejich minimalni a maximalni doporucena ¢i ptikdzand mnozstvi ve 100 g produktu. SloZeni
medu obecné je velice variabilni a pfevazné zalezi na kvétovém zdroji. Jinou roli hraji vné;si
faktory (sezonni a environmentalni) a celkovy proces zpracovani. Fakt, Ze slozeni medu je do
znacné miry ovlivnéno botanickym ptivodem, nebyl nikdy dostatecné zvazovan at’ uz v ramci
vyzivovych ¢i fyziologickych studiich. (Bogdanov et al. 2008; Alvarez-Suarez et al. 2010)

Tabulka €. 5 — Priimérné sloZeni latek v medu (data v g/100 g)

Slozky o Iv(Vétovy ‘ 0 I}/Ie(viovicox‘/y
Primérné Min-max Primémé  Min-max
Voda 17,2 15,0-20,0 16,3 15,0-20,0
Fruktosa 38,2 30,0-45,0 31,8 28,0-40,0
Glukosa 31,3 24,0-40,0 26,1 19,0-32,0
Sacharosa 0,7 0,1-4,8 0,5 0,1-4,7
Disacharidy (ostatni) 5,0 2,0-8,0 4,0 1,0-6,0
Melezitosa <0,1 - 4,0 0,3-22,0
Ostatni cukry 0,5 0,5-1,0 3,0 0,1-6,0




Kvétovy Medovicovy

Slozky Primérné Min-max Primémé  Min-max
Celkovy obsah cukrii 79,7 - 80,5 -

Mineralni latky 0,2 0,1-0,5 0,9 0,6-2,0
Aminokyseliny, proteiny 0,3 0,2-0,4 0,6 0,4-0,7
Hodnota pH 3,9 3,5-4,5 52 4,5-6,5

3.2.2 Druhy medu

Dle vyhlasky ¢. 76/2003 Sb., kterou se stanovi pozadavky pro ptirodni sladidla, med,
cukrovinky, kakaovy prasek a smési kakaa s cukrem, ¢okoladu a ¢okoladové bonbony, miizeme
z paragrafu 7 a 8 ¥ici, co si pod jednotlivymi druhy medu miizeme predstavit. Clenéni téchto
produkt je objasnéné niZe v tabulce €.6.

Tabulka & 6 — Clenéni dle pojmii

Pojem Vysvétleni

Med kvétovy (nektarovy) Z nektaru kvéta

. Z vyméski hmyzu, ktery saje na zivych
Med med y < o o s .

cd medovicovy ¢astech rostlin Ci ze sekretl ¢asti rostlin
Med pastovy Po ziskani upraven do konzistence pasty

Med vytoceny Ziskany odstfed’ovanim odvickovanych

plasta
Vcelami uloZeny a zavickovany med do
Xl plastii postavenych ze veeliho vosku,
Med plasteckovy prodavany v uzavienych celych plastech ¢i
dilech plasta

Med vykapany Ziskany vykapanim odvickovanych plasti
Med s plastecky Obsahujici jeden ¢i rzg:(fukusu plasteCkového

. , Ziskany lisovanim plastii za pouziti ohfevu
Med lisovany do 45 °C nebo bez pouziti tepla
Med filtrovany Po ziskéani odstranény cizi organické ¢i

anorganické latky, odstranéni pylu
Pro primyslové pouziti nebo slozka do
Med pekaisky (pramyslovy) jinych potravin, cizi ptichut’, pachut,
pocatecni kvaSeni nebo byl zahtat



3.2.3 Vyuziti medu

Jiz historicky ziskéaval ¢lovék med za pomoci aktivity veel, které tento produkt vytvarely.
Stejné jako v oblasti potravinarstvi se med vyuzival pfi 1é¢eni riznych druhii nemoci nebo pfi
hojeni ran. I dnes se vaZe tato potravina k medicin€. Studie dolozily hned n€kolik ptipadi
tykajicich se pozitivniho vlivu medu na Gi¢innost hojeni ran, odstranéni infekce, schopnost nicit
mikroorganismy a sterilovat infikované rany, pfedstaveného jako velice vyznamné,
sirokospektralni, antibakterialni ¢inidlo. Taktéz existuji studie zamétujici se na vyznam medu
pii terapii koznich ran, koznich ¢i zaludecnich viedii, popalenin a dalSich zavaznych
onemocnéni. (Hanousek 1991; Dunford et al. 2000; Alvarez-Suarez et al. 2010; Al-Waili et al.
2011)

Diky antioxidaéni aktivité slozek medu (flavonoidi, fenolovych kyselin, organickych
kyselin, produktd Maillardovych reakci, a dalSich) dochazi k inhibici oxidace latek
a oxida¢niho stresu. Existuji studie zaméfujici se na antimutagenni aktivitu medu rizného
botanického plivodu (akacie, fepka, pohanka, so6ja), kde vysledky vykazovaly vyraznou
a vyznamnou inhibici mutagenity heterocyklického aminu Trp-P-1. Antimetastaticky ucinek
medu byl rozebiran ve studiich karcinomu mlécné zlazy u mysi a karcinomu tlustého streva
u potkantl, kde bylo zji$téno, Ze pii peroralni aplikaci medu se aktivuje a stimuluje imunitni
systém, tudiz pfijem medu milZe mit pozitivni vliv v rdmci prevence rakoviny a jejich metastazi.
Déle u mysi probéhly studie t¢inku medu na rakovinu mocového méchyte. Podle vysledki
in vitro bylo potvrzeno, ze med je ucinnou latkou pro inhibici riistu nadoru tohoto typu
rakoviny. (Swellam et al. 2003; Bogdanov et al. 2008)

Med ma taktéz vyrazné pozitivni vliv na gastrointestinalni trakt (GIT) a jeho funkci. Diive
byl med doporuc¢ovan jako 1€k proti prijmim a pro prevenci a 1écbu GIT poruch (viedy,
gastritida, gastroenteritida). Podle jistych studii byla po poziti medu snizena kyselost
zalude¢nich §tav o 56 %. Oligosacharidy obsazené v medu maji probiotické ti€¢inky podobné
vlivu fruktooligosacharidd, jenz stimuluji funkei a zvySuji pocet bifidobakterii a laktobacild.
Cisty med prokazal baktericidni aktivitu proti organismam zptisobujici vy$e zminéné Zalude&ni
onemocnéni, napt. Salmonella, Shigella, Escherichia coli. Dal§im Skodlivym organismem
zpusobujici infekce GIT je Helicobacter pyroli. Pravé med je zdrojem latek, které by mohly byt
uzitecné pii 1é€be infekei H. pylori. (Bogdanov et al. 2008; Manyi-Loh et al. 2011)

Med stimuluje sekreci inzulinu, sniZzuje tak hladinu glukosy v krvi, zvySuje koncentraci
hemoglobinu a zlepSuje profil lipidi. Pti zaclenéni medu do raciondlni stravy nebo redukénich
diet bylo potvrzeno snizeni kardiovaskularnich onemocnéni u lidi trpici nadvahou nebo
obezitou, aniz by doslo ke zvySeni jejich télesné hmotnosti po dlouhodobém uzivani medu.
(Musharraf et al. 2016)

Podle studie Simove 2012 je prokazano, Ze v medovicovych medech je vyrazné€ vyssi
mnozstvi oligosacharidi, které predstavuji potencionalni probiotickou aktivitu a zvyseni poctu
bifidobakterii a laktobacili v lidskych stievech. Taktéz bylo prokazano, ze celkova

antibakterialni a antioxida¢ni aktivita je u medovicovych medil vyssi nez u meda kvétovych.
(Simova et al. 2012)



3.2.4 Parametry urcujici kvalitu medu

Pti laboratornich rozborech jsou zkoumdny jednotlivé slozky, které ovliviiuji danou
kvalitu medu. Dle vyhlasky ¢. 76/2003 Sb., ktera stanovi pozadavky pro ptirodni sladidla, med,
cukrovinky, kakaovy prasek a smési kakaa s cukrem a cokolddové bonbony rozliSujeme hned
nékolik parametrii kvality, které mame rozepsané v nize uvedené tabulce €. 7.

Tabulka €. 7 — Druhy parametri urcéujici kvalitu medu

Primérna hodnota udavajici  Primérna hodnota udavajici

Parametr kvalitu kvalitu
— kvétovy — medovicovy
Hydroxymethylfurfural (HMF) 40 mg/kg nejvyse 40 mg/kg nejvyse
8 stupnu podle Schadeho 8 stupnu podle Schadeho
(vyjimkou jsou citrusové (vyjimkou jsou citrusoveé
Aktivita diastasy medy a medy s hodnotou medy a medy s hodnotou
HMF pod 15 mg/kg, kde HMF pod 15 mg/kg, kde
aktivita diastasy musi Cinit  aktivita diastasy musi ¢init
nejméné 3) nejmeéné 3)
Kyselost 50 mval/kg nejvyse 50 mval/kg nejvyse
Obsah vody 20 % hmotnostnich nejvySe 20 % hmotnostnich nejvyse
Elektricka vodivost 80 mS/m nejvyse 80 mS/m nejméné
Obsah sacharosy 5 % hmotnostnich nejvyse 5 % hmotnostnich nejvyse
Obsah fruktosy a glukosy 60 % hmotnostnich nejméné 45 % hmotnostnich nejméné

Hydroxymethylfurfural (HMF) je slozité latka vznikajici zahfivanim glukosy ¢i fruktosy
pfi pH niz§im nez 5. Cim vys$i teplotu pii zahiivani pouzivame, tim vyssi je obsah HMF.
V malém mnozstvi 1ze HMF povaZovat za pfirozen¢ se vyskytujici v medu, tedy tepelné
nezpracovaném medu. Dilezité je védet, ze vysokd hodnota této latky neni nijak zdravi
zévadna, avsak indikuje horsi kvalitu medu, protoze zvysenim teploty ptichdzime o mnoho
cennych termolabilnich latek. Udava se v jednotkach mg/kg. Jeho hodnota se kontroluje
piedevsim proto, Ze kdyz je pfiliS vysoka a piekroci se urCeny limit, existuje podezieni o vyrobé
falsovaného, umélého medu. Pokud med nese nazev ,,CESKY MED*‘, hodnota HMF nesmi
ptesahnout 20 mg/kg. (Ministerstvo zemédélstvi 2004; Dimins et al. 2006)

Invertasa neboli a-glukosidasa je velice dilezity enzym, ktery je uplatiiovan pii Stépeni
sacharosy na glukosu a fruktosu a pfi pievadéni nektaru ¢i medovice na med. Pivod tohoto
enzymu saha ke vcelam a sekretu jejich hltanovych zlaz. Evropskd norma pro med aktivitu
tohoto enzymu neuznéva jako vhodnou pro kontrolu kvality, avSak podle jinych norem dilezita
je. Aktivita invertasy velice snadno klesa se zvySenou teplotou pfi zahtivani medu, ale taktéz
klesa pii dlouhodobém skladovani, proto se pii hodnoceni kvality musi dbat i na ostatni



parametry vyse zminéné. Udava se v invertasovych jednotkach (IU) nebo v invertasovém cisle
(IN). (Dimins et al. 2006; Kruzik et al. 2018)

Diastasa neboli a-amylasa je dal$im enzymem, jehoZ aktivita je pfi laboratornim
stanoveni a hodnoceni kvality medu vyrazné vyuzivana. Jedna se o latku, ktera je schopna §tépit
Skrob na jednoduché cukry. Je uvadéna v norméch a na rozdil od invertasy se velice dobie
stanovuje. Vyznamem a hlavnim principem vyuziti je fakt, Ze podle aktivity diastasy jsme
schopni odhadnout aktivitu i ostatnich cennych latek a taktéz pii vysoké aktivité diastasy
existuje predpoklad pro vyssi obsah a aktivitu ostatnich diilezitych obsazenych enzymi.
Pfirozena Urovenl diastasy je variabilni v zavislosti na kvétovém zdroji. (Boffo et al. 2012)
Problémem v piipadé manipulace s medem muze byt riziko poklesu enzymu pfi rozpousténi,
ztekucovani krystalického medu v mikrovinné troubé. Vyjadieni aktivity diastasy je za pomoci
tzv. diastasového ¢isla (diastase number, DN) v Schadeho jednotkéach. Pfirodni med by mél mit
minimdlné 8 stupiit Schadeho jednotek podle kritérii EU. (Dimins et al. 2006; Kruzik et al.
2018) V tabulce ¢. 8 miizeme vidét druhy amylas, které se v medu vyskytuji pfirozené a naopak
enzymy, které nejsou z veeliho zdroje, tedy nejsou z jejich slinnych zlaz, ale jsou rostlinného
nebo mikrobidlniho pivodu. (Kruzik et al. 2018)

Tabulka ¢. 8 — RozliSené amylasy prirozené/neprirozené se vyskytujici

Nazev enzymu Vyskyt Diivod Pivod

C . Zdrojem muze byt
Jedina pfirozené ) Y

o nektar, medovice Sekret slinnych Zlaz,
a-amylasa vyskytujici se v medu, e, ., .,
Lo , . ¢i slinné zZlazy jiné druhy bakterii
jinym nazev diastasa el
vée

Zpravidla rostlinny

Zdrojem neni
! puvod, taktéz

Nenajdeme pfirozen¢  nektar, medovice

B-amylasa ., et bakterialni
se vyskytujici ani slinné zlaz
yskytuj . Y (Clostridium, Bacillus),
veel i L
kvasinky, plisné
Zdrojem neni
. o ) ! Zpravidla mikrobialni
Nenajdeme pfirozen¢  nektar, medovice . )
y-amylasa o e ur puvod (4spergillus,
se vyskytujici ani slinni Zlazy :
el Rhizopus)
vée

Kyselost je jisty parametr, jehoZ hodnoty se udavaji v mval na kg. Spolu s pH indikuje
vyzralost medu a charakterizuje stabilitu a zménu kvality medu béhem dlouhodobého
skladovéani. ZvySenou kyselost vykazuji medy, u kterych zacal kvasny proces disledkem
vys§iho obsahu vody ve vytoc¢eném medu.

Obsah vody neboli vlhkost stejné jako kyselost vyznamné zavisi na vyzralosti medu. Je
jednim z hlavnich charakteristik, které jsou u kvalitniho medu vyzadovany. Cim vy$si obsah
vody je, tim vys$i je riziko nachylnosti ke kvaseni a znamena to, Ze byl nevyzraly med vytocen
diiv, nez ho vcely stihly zakonzervovat. Existuji pfipady falSovani, kdy byla voda do medu
umgle pridana. (Dimins et al. 2006; Sukova 2012)
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Elektricka vodivost souvisi s obsahem mineralnich soli, organickych kyselin, proteint
a zastava témer konstantni béhem zpracovani a skladovani medu. Hodnoty vyssi nez 800 pS
jsou az na par vyjimek (lipa) pro kvétinové medy neobvyklé. Zpravidla se vyuziva pro lepsi
rozliSeni meda kvétovych a medovicovych. Ve 20 % roztoku medu zjistime, Ze medy kvétove
maji elektrickou vodivost nizkou, na rozdil od medovicovych, kde je vodivost vyrazné vyssi.
V Ceské republice je problémem prodavani medu smiSeného, tedy znektaru i medovice
dohromady, kde v takovém piipad¢ nelze medy dostatecné rozlisit. (Popescu et al. 2016)

Konzistence a krystalizace nejsou vzdy dulezité. Je k tomu nutna laboratorni analyza,
kterd urci pficinu dané zmény senzorickych a organoleptickych vlastnosti a urci tak pravost
a autenti¢nost dan¢ho produktu. (SZPI 2015)

Barva medu nespada pod klasické parametry hodnotici kvalitu medu, avsak i1 podle ni se
da priblizn¢ odhadnout botanicky ptivod medu. Medy akéatu a citrusovych rostlin jsou slamové
barvy, medy viesu maji barvu ¢ervenohnédou. Z tolice vojtesky ziskdvame medy barvy bilé.
S barvou je spojena i chut’ medu, kterd u svétlych byva mirnéj$i nez u tmavych, kde je chut’
vyrazng silngj$i. Metody rozliSovani barvy jsou zaloZené na optickém srovnani, pfi ¢emz se
pouziva jednoduché barevné ttidéni podle Pfunda nebo Lovibonda. (Boffo et al. 2012)

3.2.5 Zpiisoby falSovani

Med jakoZto velice cenny piirodni produkt se fadi mezi nejcasteji falSované potraviny
vibec. Mezi obvyklé zpusoby falSovani patii ptidavek cukernych sirupt rtznych druhi
(glukosovy, Skrobovy, ryzovy a dalsi), zdména botanického ptivodu ¢i lokality a v neposledni
fad¢ filtrace pylovych zrn.

3.2.5.1 Pridavek cukrii, sladidel, enzymii, 1éCiv

Obvyklym padélanim byvéa ptfidavek cukru, glukosového nebo Skrobového sirupu ¢i
jinych druhti sladidel. V prvopocatcich odhalovani bylo pouziti cukrti z rostlin (C4 rostlin —
kukufice, cukrova titina), které nebyly opylovany véelami. Tim bylo jasné, ze se do medu
mohly dostat pouze lidskou rukou. Jednalo se pfevazné o obiloviny, konkrétné o kukufici,
cukrovou titinu a fepu. (Cotte et al. 2007; Sukova 2012; SZPI 2015)

Jednim z nejcastéjSich zplsobt falSovani medu je ptidavek Skrobového sirupu, ktery se
projevi v ramci naslednych laboratornich analyz na zakladé stanoveni zbytkové aktivity cizich
enzymd, konkrétn¢ vyskytu jiz vySe zminénych B- nebo y-amylas. Problém tkvi v tom, Ze se
v takovém piipadé jedna o med, u kterého doSlo k neSetrnému zahfevu nebo byl pfili§ dlouho
skladovéan, diky ¢emuz dochézelo k denaturaci latek bilkovinné povahy, enzymi a jejich
naslednému rozkladu. Proto byl produkt maskovéan ptidavkem jinych druhii amylas, které
vcelam nejsou vlastni. (Dimins et al. 2006; KruZik et al. 2018)

Statni veterinarni sprava vydala v lednu tohoto roku tiskovou zpravu, kde nafidila
stahovani medii pod nazvem ,Landis, med kvétovy a medovicovy‘‘ od slovenského
distributora, na zakladé analyzy, ktera probéhla v Ustavu pro statni kontrolu veterinrnich
biopreparati a 1é¢iv (USKVBL). Zjistilo se, Ze med obsahoval nepovolené 1é&ivo dapson, které
je u potravinovych zvitat v EU zakdzano. Tato latka je pouZivana pouze v humanni medicing,
u lidi zejména pfi 1é€be lepry a jinych onemocnénich. (SVS 2020)
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3.2.5.2 Tuzemsky med a jeho nahrada za zahrani¢ni

Slovem ,,med‘‘ 1ze oznacit pouze a jen pravy vceli med, u kterého je nutné uvést jméno
a adresu cCeského vcelafe, dale mnozstvi, datum minimalni trvanlivosti, ptivod (kvétovy ¢i
medovicovy), zpusob ziskani a Gpravy, avSak predev§im zemé plivodu. Ta je dilezitd prevazné
v ptipade¢, ze je vyrobek ze smési medu z vice zemi. (Sukova 2012)

Novéjsim zplisobem padélani téchto produktl je oznacovani zahrani¢niho medu za cesky.
K ovéfeni autenticnosti a zajisténi jeho tuzemského piivodu se vyuziva metoda pylové analyzy,
pti které zjistime spektra jednotlivych druhli pyla a jejich zastoupeni. Problémem této metody
je narocnost z hlediska kvalifikace a know-how personélu. (SZPI 2015)

3.2.6 Ceské znatky kvality

V ramci hodnoceni kvality medu a lepsi orientace pti vybéru vyrobku se divame na ¢eské
znacky kvality, které jsou udélovany za jistych podminek. BohuZzel je zde jisté riziko, i pfestoze
med nese oznaceni o dané kvalit€, muze v ur¢itém obdobi kvalitativn€ klesnout a nez se stihne
obnovit a zkontrolovat momentalni kvalitu, do ob&hu se vpusti nekvalitni vyrobek. Oznaceni
vyuZzivana nejcastéji jsou KLASA a Regiondlni potravina.

Jednim z kvalitativnich ozna¢eni medu vyrobeného na izemi Ceské republiky je vyrobek
nesouci nazev ,,CESKY MED*‘, coZ je jista norma jakosti pro spotiebitelské baleni. U medt
filtrovanych a pekatskych (primyslovych) se toto oznaceni nesmi pouzivat. Cesky med ma
zptistiujici fyzikalni 1 chemické pozadavky, které musi byt dodrzovany, a taktéz jako
dopliujicim kritériem je geograficky ptivod na tizemi Ceské republiky. Tato norma jakosti byla
vydana Ceskym svazem véelaitl. Ve stejném duchu se nese oznaéeni ,,MORAVSKY MED**
a,,SLEZSKY MED*, které svou ochrannou znamkou zajistuji vy3si kvalitu produktu. (Cesky
svaz vcelari 1999)

3.3 Metody detekce

Zvoleni vhodné metody k detekci cizorodych latek je dilezité z hlediska spravnosti
a ucinnosti analyzy. Na zaklad¢ typu latky rozdélujeme metody dle Bansala et al. 2017 do
3 hlavnich skupin. Prvnimi jsou fyzikalni metody, druhymi molekularni metody zaloZzené na
DNA (PCR) a tfetim typem jsou chemické a biochemické metody, mezi které tadime
chromatografické, elektroforetické nebo spektroskopické metody (TLC, GC, LC, HPLC, NMR,
MS, PAGE) a immuno analyzy (ELISA).

3.3.1 Rozdéleni metod

Mezi fyzikdlni technologie ftadime makroskopické a mikroskopické vizualni
strukturalni analyzy a taktéZ analyzy fyzikalnich parametri jako naptiiklad konzistence,
rozpustnost, objem ¢i hustota. Tyto metody se vyuzivaji pfedevsim v kombinaci s chemickym
profilovanim k identifikaci a autentizaci bylin a jinych 1éCivych rostlin. Analyza vizualni
struktury v ramci mikroskopickych a makroskopickych vlastnosti se hojné vyuziva v ptipadé
mikrobialni detekce u hub. (Sheorey & Tiwari 2011) V ptipadé mikroskopickych laboratornich
vySetieni se snadno detekuje piitomnost Skrobu v praskovych kotenicich ptipravcich.
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Co se ty¢e medu, za pomoci optické mikroskopie Ize rozeznat falSovani ve formé piidavku
titinového cukru a vyrobkil z néj, ale jiné druhy falSovani medu za pomoci téchto metod nelze
analyzovat. (Bansal et al. 2017)

Molekularni metody jsou zaloZené na bazi DNA, RNA, bilkovin, a lipidl a nej€astéji se
vyuzivaji k doplnéni chemickych a biochemickych metod. Jednou z téchto metod je
polymerazové fetézova reakce (PCR), kterd je znacné pouZzivana pii detekci alergennich
potravin napiiklad pii ovéfeni autenticity mléka a urceni jeho ptivodu, déle soji a dalSich druha
potravin. (Bobkova et al. 2009) Jiné¢ molekularni metody funguji na bazi sekvenovani (¢teni)
DNA a hybridizace, kdy jiz pfi nepatrné zmén¢ v fetézci nukleotidii se d4 detekovat cizoroda
latka. Nevyhodou oproti PCR metod¢ je ¢asova i pracovni naroc¢nost. (Bansal et al. 2017)

Do chemickych a biochemickych technologii fadime metody na bazi chromatografie,
elektroforézy, dale metody spektroskopické a v neposledni fad¢ immuno analyzy.

Mezi chromatografické fadime tenkovrstvou chromatografii (TLC), kterd patii mezi
jednodussi a funguje na bézi rozdeleni latek pohyblivou a pevnou fazi tenké vrstvy, déle
plynovou chromatografii (GC), kapalinovou chromatografii (LC) a vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC). Pravé tyto druhy technik vedly ke znaénému vyvoji
v analyze smésnych slozek, vyuzivaji se k izolaci slozek smési pro dalsi analyzu, separaci
a moznosti snaz$iho stanoveni latek a jejich biologickych vlastnosti. (Martin & Martin 2013;
Bansal et al. 2017)

Pti detekci falSovani, odliSeni riznych odrtid a identifikaci a oddéleni t¢kavych
organickych slou¢enin vin byva vyuzita GC spolu shmotnostni spektroskopii (MS)
a infraCervenou spektroskopii vyuZzivajici Fourierovu transformaci (FTIR). Jednd se
o spolehlivou, nedestruktivni techniku s potiebou malého mnozstvi vzorku. (Bansal et al. 2017)

V oblasti detekce a falSovani medu se chromatografické metody hojné vyuzivaji
v kombinaci se spektrometrickymi metodami (NMR) a vychazeji s vybornymi vysledky.
Na zakladé¢ metody HPTLC (vysokoucinna tenkovrstvd chromatografie) byla kvantitativné
stanovena glukoza, fruktéza a sachardza z riznych typit komeréné dostupnych rumunskych
medu. (Puscas et al. 2013) Studie z roku 2002 ukazuje postup a vyvoj téchto analyz a detekci
falSovanych medt v prubehu 25 let, kde byly zkoumany rizné slouceniny objevujici se v medu
(cukry, organické kyseliny, flavonoidy, HMF a podobn¢), ¢imz jasn& poukazuji na vysokou
slozitost nékterych potravinovych matric, jako napiiklad med a jiné nijak neupravované
prirodni produkty. (Cordella et al. 2002)

V ramci elektroforetickych analyz mluvime v zaklad¢ o analyze PAGE (elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu) pouZzivajici se kuptikladu pii detekci falSovani mléka a mléénych
produkta. (Chen et al. 2004; Bobkova et al. 2009) Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE) je metodou separace proteintl na zakladé
jejich elektroforetické pohyblivosti zavislé na délce peptidového fetézce. Obsah bilkovin
a kvalita meda se lisi podle botanického piivodu a podle podminek produkce a zplsobu
manipulace. V ramci studie Nisbeta 2009 a vyuziti metody SDS-PAGE byly vzijemné
porovnany proteinové profily ¢istych a falSovanych medt a bylo potvrzeno, Ze se proteinovy
profil muze vyuzit k detekci a rozliSeni falSovanych a nefalSovanych medu. (Nisbet et al. 2009)
(IR), kterd je jednou z technik poskytujici informace o funkénich skupinach vyskytujicich se
v molekule (COR, COOR, CN, NO; a dalsi). Bohuzel ze spekter ziskanych pomoci této metody
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nezjistime umisténi ¢i propojeni vySe uvedenych funkcnich skupin. (Balci 2005) Velké vyuziti
nachéazime v oblasti identifikace mikroorganismu, kde diky infracervenému zateni 1ze snadné&ji
a lépe identifikovat a zkoumat jednotlivé druhy mikroogranisml. Vyuziva se konkrétné¢ FTIR
spektroskopie, tedy infraervend spektroskopie vyuzivajici Fourierovu transformaci. Je to
technika zajiStujici rychlou diferenciaci a klasifikaci druht az poddruhli jednotlivych
organismi. (Naumann et al. 1991; Thi et al. 2000; Ngo-Thi et al. 2003) Tato metoda je
povazovana za pomérné jednoduchou a spolehlivou. D4 se stanovit jak chemické slozeni, tak
1 fyzikdlni vlastnosti medu. Pti analyze popsané ve studii Lichtenberg-Kraaga 2002 bylo
vyuzito mnozstvi 1600 vzorki medu rizného botanického plivodu a zkoumalo se mnozstvi
monosacharidii, oligosacharidl,, proliny, pH, vlhkost, elektricka vodivost, obsah HMF
(hydroxymethylfurfuralu) a dalsi. Pomoci FTIR analyzy se dokazal odlisit falSovany vzorek,
ale neslo spolehlivé identifikovat cizorodou latku. (Lichtenberg-Kraag et al. 2002)

Blizkd infraervend spektroskopie (NIR) je metodou vhodnou krychlé detekci
cizorodych latek v surovém materidlu, ale ne k jejich identifikaci. Pouziva se naptiklad jako
nastroj pfi odhalovani podvodl a falSovani sdjovych produktl, které jsou soucésti krmiva
pro zvifata. Ramanova spektroskopie neni probadana natolik, abychom byli schopni fici, ze
patii mezi u¢inné analyzy vhodné pro detekci a falSovani potravin. V jedné z mala studii byla
zkouména kvalita masa pomoci pfenosné Ramanovy sondy. Bylo vSak potvrzeno, Ze existuji
lepsi a ucinngjsi analytické metody. (Ellis et al. 2012; Bansal et al. 2017)

Hmotnostni spektrometrie (MS, mass spectrometry) spociva v poskytovani informaci
o molekulové hmotnosti nebo hmotnosti sloucenin. Jedna se o analytickou metodu vyuzivajici
princip pievedeni molekul na ionty a jejich rozliSeni v rdmci poméru hmotnosti a naboje (m/z),
zaznamenava se intenzita a detekuji se tak nabité ¢astice, ionty. Problémem této analyzy byva
naro¢nd priprava vzorku a Casto je vyzadovana spoluprace s jinymi metodami, aby se zvysil
pocet detekovanych metabolitii. Vice se o rozdilech hmotnostni spektrometrie a nuklearni
magnetické rezonance budeme bavit v kapitole nize.

Hmotnostni spektrometrie slouzi ke stanoveni struktury a chemického slozeni vzorku.
Casto se vyuziva ve spojeni s riznymi separaénimi metodami (GC-MS, LC-MS) pii uréovani
struktury organickych latek je dopliiovana nukledrni magnetickou rezonanci (NMR) a IR
spektroskopii. (Balci 2005) Své aplikovani si MS nasla nejen v rdmci analyzy falSovani medd,
vin a dalSich potravin, ale taktéz vramci studia kontaminace patogennimi bakteriemi
(Salmonella), které zpiisobovaly otravu jidlem. (Ellis et al. 2012)

3.4 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Nuklearni magnetickd rezonance, z anglického ndzvu Nuclear Magnetic Resonance, je
metoda pouzivajici se k detekci pivodu potravin a objeveni novych biomarkerfi. Pokroky
v technologii digitalnich spektrometri béhem poslednich dvou desetileti zajistily NMR
spektroskopii moznost rutinni analyzy a lepsi kvantifikace a identifikace slouc¢enin. Pokroky
byly zaznamenany naptiklad ve zpracovani signélu, pfi kterém jsou odstranény protony vody,
které by mohly piehlusit nebo deformovat spektra méné zastoupenych molekul, dale ve zvySené
automatizaci pfi ptiprave vzorki a ptfi zpracovani vysledného spektra, kde je vyuzivano technik
vicerozmérné analyzy dat. Na zdklad¢é téchto pokrokl vznikaji vétsi spektralni databdze
umoznujici tvorbu vysoce prediktivnich Al modelt. (Kuballa et al. 2018)
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V ptipadé medi se jedna piedevsim o rozpoznani snahy o falSovani botanického
a zemépisného puvodu na zaklad¢ jeho organoleptickych a aromatickych vlastnosti. Nafizeni
EU o medu timto stanovuje povinnost uvadét na etiketé jak botanicky, tak zemépisny ptivod
produktu. Jsou stanoveny jisté parametry proddvaného medu, podle kterych je jednoznacné
urcen puvod v ramci celkové kvality medu. (Schievano et al. 2012)

3.5 Princip NMR

NMR spektroskopie vyuziva magnetickych vlastnosti jader. Postupem ¢asu se vyuziti této
metody meénilo zrole studia magnetickych vlastnosti jader na popis detailni struktury
anorganickych a organickych latek a biomolekul v riznych typech skupenstvi. (Popa &
Novotna 2012)

Jedna se tedy o vykonnou analytickou spektroskopickou techniku, kterd je schopna
poskytnout kvantitativni informace o chemickém slozeni kapalnych, ale i pevnych rozpustnych
smési organickych slou€enin. Provedenim komplexnéjSich experimentt 1D a 2D NMR analyzy
je mozné detekovat a identifikovat i slouc¢eniny doposud neznamé. (Ralli et al. 2018)

Principem jsou zékladni stavebni Céstice atom, tedy protony, neutrony a elektrony
rotujici kolem své vlastni osy, tzn. maji svilj moment hybnosti, ktery je oznaovan jako
spin (znacka: I).

Pokud je v jadrech izotopii sudy pocet protont a neutrontl, jsou sparovany spiny castic,
coz znamend, ze spinové kvantové ¢&islo je 0 (I = 0). Bavime se napfiklad o izotopech '2C a '°0,
tedy jadrech, které nemaji magneticky moment p, ¢imz ndm neposkytuji signaly NMR. Jadra
obsahujici lichy pocet protonti a neutront ¢i obou typil ¢astic nemaji sparovany spiny a jejich
spinové kvantové ¢islo je vySsi nez 0. Se vznikem magnetického pole souvisi pohyb elektricky
nabitych ¢astic po uzaviené draze, diky ¢emuz maji jadra se spinovym kvantovym c¢islem
vy3$8im nez 0 sv{ij vlastni magneticky moment. Jedna se napiiklad o &astice 'H, '3C, '"O.
(Budésinsky & Pelnai 2000)

Zakladni stav je tehdy, kdy spiny nejsou uspofddany a nenajdeme mezi nimi zadny
energeticky rozdil. NMR experiment za¢ina ve chvili, kdy je jadro vloZzeno do magnetického
pole By, kde dojde k uspofaddni magnetickych momentt ve sméru a proti sméru magnetického
pole, coz mizeme vidét na obrazku €. 1. (Giinther 2013)
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Obrazek ¢. 1: Usporadani a orientace spint

Magneticky moment (p) opisuje kruznici a spiny jader vytvafti tzv. precesni pohyb, tedy
otacivy pohyb, ke kterému dochazi na zaklad¢ vychyleni z rovnovazné polohy.

Pokud se castice ze zafeni o jisté frekvenci absorbuji jadrem, vzniké rezonanéni vina, ¢ili
jev nazyvajici se rezonance. Rezonanéni frekvence zavisi na struktufe okolniho jadra.
Vysledkem je spektrum, tedy frekvence versus absorbovand energie. Principem rezonance je,
7e jaddra na nizSi energetické hladin€é jsou schopna absorbovat radiofrekvenéni zatreni
a prechazet tak do excitovaného stavu. (Popa & Novotna 2012)

3.5.1 Chemicky posun

Chemicky posun je jev, ktery ndm pomdha odlisit jednotlivé latky a jejich struktury
na zékladé odlisného okoli a jejich reakce s nim spojené. Jinak feceno rezonancni frekvence
jednotlivych jader je ovlivnéna elektrony v chemickych vazbach molekuly. Kdyby neexistoval
chemicky posun, jadra by rezonovala pii stejné frekvenci a my bychom nebyli schopni
jednotlivé latky v ramci NMR analyzy rozlisit.
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Principem tzv. magnetického stinéni jadra (anglicky shielding) je zména Bo vlivem
okolnich elektronil. Po vystaveni zkoumané molekuly nebo smési magnetickému poli Bo vznika
cirkulujici pohyb elektronil v elektronovém obalu, které obklopuje jadro. Diky tomuto pohybu
vznika slabsi lokdlni pole Biocal, které miii proti vnéjSimu magnetickému poli By, coZ mlizeme
vidét na obrazku €. 2. (Akitt & Mann 2000)

Obrazek €. 2: Pohyb elektronového oblaku E okolo jadra N
(Akitt & Mann 2000)

Diky odliSnosti magnetickych poli jednotlivych latek dochdzi k rozdilnym chemickym
posuniim a rozdilnému stinéni a na zaklad¢ toho jsme schopni rozliSit 1 odlisné frekvence,
ve kterych latky rezonuji. (Wishart et al. 1995; Giinther 2013) Frekvence ve spektru roste
zprava doleva, kdezto stinéni zleva doprava. (Popa & Novotna 2012)

Vétsinou se jednotky ve spektrech nepouzivaji vlivem malych zmén v rdmci stinéni,
pocitalo by se s malymi Cisly, proto se vyuzivaji tzv. referencni latky (standardy), nejcastéji
TMS (tetramethylsilan) nebo TSP (3-trimethylsilylpropionan sodny), diky kterym se da posun
vyjadfit v ppm (bezrozmérn¢), protoze jejich hodnota (dohodnutd frekvence) je 0. Tyto
standardy dévaji silny a ostry signal, ktery je vzdy zaznamenavéan spolu se spektrem
zkoumaného vzorku. Jsou to latky v podstaté inertni a po zaznamu spektra se daji snadno
ze vzorku odstranit. (Giinther 1995; Hoffman 2006; Popa & Novotna 2012)

Bez chemického posunu bychom neziskali dulezitd data pro stanoveni struktur
neznamych latek, ale i znamych (organickych) latek a NMR spektroskopie by pozbyla svého
vyuziti. (Wishart et al. 1995; Giinther 2013)

Absolutni hodnoty frekvenci rezonanci jsou v MHz, ale vySe zminény posun (rozdil
rezonanc¢nich frekvenci) zplisobeny stinénim je fadové v Hz, proto se zde pouziva jednotka ppm
(parts per million, ¢esky miliontiny vnéj$iho pole). (Popa & Novotna 2012)

3.5.2 Interakce a Stépeni signalu ve spektru

Rezonance jadra se zméni ve chvili, kdy je v jeho okoli dalsi magneticky aktivni jadro.
(Popa & Novotna 2012) Spin-spin coupling, neboli ¢esky spin-spinové interakce, jsou reakce
nepifimé mezi jednotlivymi atomy. V ramci odliSnosti jejich elektronového okoli se logicky
ptedpoklada, Ze se budou navzajem ovliviiovat a spolecné interagovat.
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Na zaklad¢ téchto interakei a ptisobeni magnetickych poli mezi jednotlivymi sousednimi
jadry dochézi ke Stépeni signdlu, ktery v NMR spektru vznika. (Giinther 1995)

3.5.3 Pulzni NMR

NMR spektrum tvofi obecné frekvencni charakteristiku systému, kterou mtizeme ziskat
tzv. kontinualni vlnou, tedy okamzitym métfenim odezvy bod po bodu, a nebo vyuzitim pulzi
(tzv. FT NMR spektrometry), kde po vybuzeni pulzem zméiime odezvy Fourierovou
transformaci. Moderni spektrometry pracuji pievazné na bazi pulzlii a s kontinudlni vinou
nepracuji téméf vibec. Vyhodou FT NMR spektrometrt je ta, Ze doba méfeni byva nékolik
sekund na rozdil od kontinudlni viny, kde trva nékolik minut. Za tu dobu jsme za pomoci pulz
schopni méfeni nékolikrat opakovat, vysledky secist a docilit tak mnohonasobné vyssi citlivosti
na tomtéz vzorku. (Giinther 1995; Popa & Novotna 2012)

3.54 'HNMR

Dle mnoha studii miZeme potvrdit, Ze 'H NMR je jednou z nejvhodné&jsich metod pro
detekci falSovani nebo odliSeni botanického ptivodu medu a pro identifikaci biomarkert. Je to
predevsim dano rychlosti vySe zminéné metody, dale diky relativné malému mnozstvi vzorku,
které je pii analyze potieba (v urcitych ptipadech sta¢i méné nez 1 pg vzorku), a diky schopnosti
metody poskytnout bohatou strukturdlni informaci ohledné rtznych chemickych latek
soucasn¢. (Schievano et al. 2012)

Vodik 'H je nejb&zngjsi formou a ma vyjimeéné postaveni v NMR spektroskopii
organickych sloucenin piedevs§im diky vyhodnym vlastnostem, tedy vysokému piirozenému
zastoupeni Cinicim ptes 99 %, spinovym kvantovym ¢islem vys$sim nez 0, vysokou citlivosti
a rozsahlym vyskytem.

3.6 Odbéry a priprava vzorki NMR

Odbéry a ptiprava vzorki pro NMR spektroskopii jsou relativné snadné, pokud se
dodrzuji jistd pravidla. Je tifeba rozliSovat, v jakém skupenstvi se vzorek nachdzi a jakého
puvodu (rostlinného/Zivocisného) je. Stale klesajici cena deuterovanych rozpoustédel, které
jsou pii ptipravé potieba, ¢ini NMR metodu vyrazné dostupnéjsi. (Griinther 1995)

Zpisob a narocnost piipravy vzorku pted analyzou je ovlivnén potravinami v odlisSném
skupenstvi. Potraviny v kapalném skupenstvi, tedy s vysokou koncentraci vody, nebo vody
a ethanolu ptfedstavuji nejjednodussi manipulaci, jednd se naptiklad o vino, lihoviny ¢i dZzusy.
Tyto vzorky Ize piimo analyzovat nebo pfi nutné zvysené citlivosti se ¢ast vody nebo ethanolu
snadno odpati nebo vymrazi. Potraviny v pevném skupenstvi, které jsou rozpustné ve vodé
nebo v jinych rozpoustédlech lze taktéZ piimo analyzovat pii obezietnosti na homogenitu
vzorku. (Ralli et al. 2018)

Pfi odbéru vzorkii medu je tfeba dbat na spravné uchovéani vzorku, aby nedoslo
k nechténému znehodnoceni kvality a slozeni. Skladuje se na temnych, chladnych a suchych
mistech. Do mrazicich zatizenich se med uklada do doby data analyzy z diivodu eliminovani
mozné degradace a té€sn¢ pred analyzou jsou vzorky ponechany v temnu pfi pokojové teploté,
aby konzistence medu byla vhodna pro naslednou manipulaci. (Bienefeld 2005)
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Medy musi byt homogenni. Pokud se jednd o medy krystalické, musi se pfedem rozpustit.
(Consonni et al. 2019)

Vzorek je nutné pied analyzou ziedit a smichat s deuterovanym rozpoustédlem. Obzvl1ast
pokud se vyuziva '"H NMR, je dileZité mit vzorek rozpustén v urcitém procentu (nejcastéji
10-100 %) nebot’ spektrometr potiebuje signal deuteria H, aby byl schopen korigovat lokalni
aberace magnetického pole. Tyto zmény v homogenité pole by mohly vést k nesymetrickému
tvaru peakil spektra nebo snizenému odstupu signalu od Sumu. (Jacobsen 2007) Pro bézné
lipofilni organické molekuly je idealnim rozpoustédlem CDCls, pro hydrofilni molekuly (soli)
je vhodné D,O. Pokud se jedna o organické kyseliny, které maji polarni i nepolarni skupiny,
vyuzivaji se drazsi latky jako naptiklad velice U€¢inné rozpoustédlo de-DMSO, ale po jeho
pouziti mize byt obtizné vzorek rekonstituovat. Jinymi pouzitelnymi rozpoustédly jsou plné
deuterovany aceton, methanol, acetonitril, benzen, THF a dalsi. (Jacobsen 2007)

3.7 Vyuziti NMR

NMR spektroskopie ma v potravinaiské analyze dlouhou tradici a v poslednich letech
velmi vyrazné prispéla k vyvoji vicerozmérnych statistickych analytickych metod
srovnavajicich fingerprinty vzorkt. (Ralli et al. 2018) Studie tvrdi, Ze metoda SNIF-NMR
(specific natural isotopic fractionation-NMR) se prokazala jako ucinna analyza pro ovéteni
autenticity francouzskych a jinych evropskych medt a podala na rozdil od metody SCIRA-MS
(stable carbon isotopic ratio analysis-MS) vice lepsich a kvalitnich vysledkt. K validaci metody
byly vyuzity jak vzorky autentické, tak imysIné falSované pomoci glukosovych a fruktosovych
sirupl z C3 (fepka, slunecnice, akat, javor, jedle a dalsi) a C4 (kukufice, cukrova titina) rostlin.
Metoda SCIRA-MS podala vysledky s vysokymi odchylkami a negativnimi vysledky, proto
byli pracovnici nuceni udélat analyzu znovu za pomoci SNIF-NMR. Pocet ptipada falSovani
ptidavkem sirupi C3 rostlin se stidle zvySuje, protoze ani jedna z analytickych metod neni
schopna podvody odhalit. (Cotte et al. 2007)

3.7.1 Porovnani analytickych metod (NMR/MS)

Vzhledem k tomu, Ze stale roste poptavka spottebitelii po pravdivosti ptivodu, se vyrobci
snazi dbat na autenticitu vyrobku a zajistit danou odrtidu a jejich plivod. VétSina analytickych
metod, které byly vyuzivany v historii a daji se pouZivat i dnes, jsou Casové naro¢né. Proto
kontrolni organy hledaji rychlé a pokud moZzno snadno pouzitelné analytické techniky, které
tyto identifikace zajiStuji. (Roussel et al. 2003)

Utinnost a vyuziti analytickych technologii se odviji od druhu, ptivodu a povahy vzorku
a taktéz zalezi na zaméteni dané studie. Vybér metody by mél probihat na zakladé téchto
faktori, 1 kdyz se stava, ze se urci dle ndkladi, dostupnosti ptistroji a technologie a odborné
znalosti zminénych technik. Hmotnostni spektrometrie kapalinové (LC-MS) i plynové
(GC-MYS) jsou prirozené citlivéjsi nez analyza NMR. (Emwas et al. 2019) NMR data jsou
vysoce reprodukovatelnd a kvantitativni v §irokém rozsahu a jsou bezkonkuren¢ni metodou pro
analyzu a stanoveni nezndmych sloucenin. Obé metody NMR a MS jsou k sobé
komplementarni a synergicky fungujici. (Markley et al. 2017)

Vzhledem k jednotlivym zaméfenim danych analytickych platforem je nejlepsi
a nejucinngj$i variantou spole¢né vyuziti metabolomickych studii pro Uplné identifikovani
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a kvantifikaci vSech metabolitl typickych pro biologicky vzorek. (Emwas et al. 2019)

K analyzam nelze pouzivat pouze jeden faktor falSovani, jako je naptiklad HMF, vlhkost, barva,
pH a podobné. Koncentrace HMF (hydroxymethylfurfural) se méni na zaklad¢ intenzity
tepelného oSetieni, ale Casto ma vliv 1 pfitomnost organickych kyselin, hodnota pH, vlhkost,
aktivita vody, profil cukru a dalsi. (EIMasry et al. 2019)

Veskeré pozitivni 1 negativni vlastnosti NMR a MS analyz mlzZeme vidét v tabulce €. 3

nize, kde je jasn¢ popsano, diky cemu je jakd metoda lepsi a G€inné&;si.

Tabulka ¢. 3 — Porovnani analyz NMR a MS

Vlastnost NMR MS
Reprodukovatelnost Vysoka Mala (v porovnani s NMR)
Vnitin¢ nizka, da lepsit
ljlv rn © mvz 2, ¢a seoz epflv, Vysoka (snadna detekce
. vysSim poctem skend, vyssi S
Citlivost . . . velice nizkych
intenzitou magnetického ;
koncentracich)
pole
Selektivni analyza,
.. Zpravidla neselektivni v kombinace
Selektivita

Meéfteni vzorku

Pocet detekovatelnych
metabolith

Ptiprava vzorkt

Zotaveni vzorku

Kvantitativni analyza

analyza

Rychlé méfeni pomoci 'H
NMR, vsechny metabolity
V JEDNOM MEREN({

V jednom méteni lze
detekovat a identifikovat
méné nez 200 metabolitd

Minimalni ptiprava, lze
automatizovat (zpravidla
pienos vzorku do zkumavky
a pfidani deuterované¢ho
rozpustédla)

Nedestruktivni metoda, na
jednom vzorku lze provést
nekolik analyz, mozné
izolovani vzorku, jeho
dlouhodobé¢ ulozeni

Kvantitativni (intenzita
signalu pfimo imérna
koncetraci metabolit)

s chromatografii = cilend
analyza
Nutna spolupréce s jinymi
metodami k maximalizaci
poctu detekovanych
metabolitl (ionizacni
metody)

Pomoci riiznych technik MS
1ze detekovat tisice rtiznych
metabolitl a identifikovat
nekolik stovek

Narocen¢jsi piiprava,
vyzadovana deprivatizace
pro GC-MS

Destruktivni metoda, vzorek
nelze ziskat zpét

Intenzita ¢asto nekoreluje
s koncentracemi metabolitt
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Vlastnost NMR MS
Ne tak Casté vyuziti, ale 1ze

GC-MS 1 LC-MS jsou

Cilena analyza pouzit v cilené i necilené ] o )
vhodné pro cilené analyzy

analyze
Vyuzivana, nejcastéji

In vivo studie .
s vyuzitim jader 'H a 3'P

Nevyuziva se

3.8 Vyuziti NMR k detekci falSovani medu

Vyuziti nuklearni magnetické rezonance pii detekci falSovani medi se v poslednich
letech vyrazné zvysilo. Tento druh analyzy je vhodnou metodou pro rozliSeni botanickych
druhti medu podle jejich chemického sloZeni a taktéZ pro nalezeni novych biomarkert, které
jsou specifickou latkou pro jednotlivé druhy. Na obrazku €. 4 mizeme vidét rizna vyuziti NMR
pii ovéieni autenticity a falSovani medu.

’ FalSovani ‘

Identifikace
metabolitu

Botanicky puvod | ¢ MED =

Geograficky plvod ‘

Obrazek ¢. 4: Rozdéleni vyuziti NMR analyzy

Tradi¢ni falSovani medu kukufi¢nym sirupem, invertnim cukrovym sirupem nebo
kukufi¢nym sirupem s vysokym obsahem fruktosy zpiisobuje zmény piedevsim v uhlikovém
slozeni. Ve studii Musharrafa 2016 bylo zjistovéano falSovani za pomoci sirupu z hnédé ryze,
ktery je medu podobny jak vzhledem, tak chuti. K této analyze byla vyuzita kvantitativni 'H
NMR metoda (q'H NMR) pro jeji jednoduchost, rychlost a snadnou piipravu vzorku. Véetné
obvyklé ptitomnosti glukosy a fruktosy byla zjiSténa 1 ptitomnost maltosy, kterd je vyznamnym
markerem v ramci charakteristiky sirupu z hnédé ryze. Tato studie poprvé potvrdila falSovani
sirupem hnédé ryze za pomoci ¢'H NMR analyzy. (Musharraf et al. 2016)

Diky NMR je pii kvantifikaci fruktosy a glukosy mozné detekce jednotlivych izoforem
cukri, které jsou jinak nedetekovatelné. (del Campo et al. 2016) Profil cukrit v medu se da
pouzit jako otisk prstu k potvrzeni jeho pravosti a odhaleni mozného fal§ovani produktu formou
pridani sladidla. V Schievanové studii z roku 2020 bylo analyzovano 46 vzorki medi, kde byl
za pomoci CSSF-TOCSY NMR, tedy robustni a citlivé pulzni techniky poskytujici presné
kvantitativni stanoveni cukra ve slozitych matricich, uréen profil 20 sacharidi. Pfi porovnani
s ¢inskymi vzorky medu, u kterych byl deklarovany stejny botanicky ptivod, se odhalily
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v profilech sacharidi vyznamné rozdily. Podrobna analyza potvrdila, ze k falSovani
pravdépodobné doslo na zakladé piikrmovani kolonii vcéel cukrovymi sirupy v obdobi
opylovani. Cinské medy vykazovaly vy$si hladiny monosacharidtl. Naptiklad vyrazny rozdil
byl u manosy, kde evropské medy obsahovaly méné nez 0,018 g/100 g oproti ¢inskym, u
kterych se hodnota pohybovala v rozmezi 0,06 — 0,17 g/100 g. Manosa je soucasti ryZovych
sirupt a sirupti s vysokym obsahem fruktosy, ale taktéz je soucasti kastanovych meda ¢i
lipovych, nikoliv v§ak akatovych. U medii z akacii nebyla manosa doposud detekovéna, proto
se touto studii potvrzuje hypotéza falsovani cukernym sirupem. Cinské medy mimojiné
vykazovaly 1 niz$i obsah disacharidii ve srovnani s medy evropskymi. Tato studie taktéz
potvrzuje, 7e koncentrace minoritnich sacharidii pfedstavuje jiny fingerprint medu.
Koncentrace glukosy a fruktosy nebyla vyrazné€ ovlivnéna cukernymi sirupy. (Schievano et al.
2020)

Popescu ve své praci z roku 2015 dokézal za pomoci fyzikalné chemickych metod 'H
a 3C NMR a HPLC odlisit jednotlivé botanické druhy rumunskych medd (akat, slunecnice,
fepka, lipa a medy vicedruhové) na zdklad€ parametrti hodnotici kvalitu medi, tedy jejich
odli$né pH, elektrickou vodivost, pomér fruktosa/glukosa, celkovy obsah pevnych latek, profily
"H a 13C NMR a obsah HMF. Hodnoty pH medy dobie odliSovaly, u vicedruhovych bylo pH
3,2, ulip 4,7, u slunecnice 3,5 a bylo zde potvrzeno, Ze slune¢nicové medy jsou zésaditéj$i nez
medy lipové. Elektrickd vodivost je vhodny parametr pro odliSovani medl podle botanického
puvodu. Pro akat byla hodnota 150 puS/cm, pro lipu 550 puS/cm. Pomér fruktosa/glukosa byl
taktéZ dobrym parametrem pro rozliSeni jednotlivych druhti medu. Pokud vysla hodnota < 1,
zaCina krystalizace rychleji, coz bylo pozorovano u slunecnicového a fepkového medu, kde
pomér vySel v rozmezi 0,70 do 0,95. Akatovy med mél nejvyssi pomér fruktosa/glukosa mezi
0,98 a 1,49, diky ¢emuz nekrystalizuje. (Popescu et al. 2016)

Pro ur¢ovani a rozeznani botanického ptivodu medu byl prokazan velky potencial NMR
analyzy ve spojeni s technikami chemometrie. Ve studii Zuccata 2017 byla provedena podrobna
analyza slozek medii véel druhlt Melipona, Geotrigona-Trigona a Scaptotrigona a taktéz Apis
mellifera. Latka diacylglycerylether, kterd jiz byla identifikovana jako endogenni slou¢enina
medu Apis mellifera, se v této studii potvrdila jako uzite¢ny marker pii odhalovani podvodi
michani riznych druhtt medu a jejich nasledného vydavani za medy Cisté. Taktéz se zde ptislo
na odlisné slozeni voski, které se v medu objevuji ve stopovém mnozstvi. Podle druhu véely a
prostredi, ve kterém ziji, se 1isi i slozeni produkovaného vosku. (Zuccato et al. 2017)

Ve studii Boffa 2012 byla taktéz vyuzita NMR analyza spolecné s chemometrickymi
metodami, diky ¢emuz se dokazaly rozliSit medy eukalyptu, citrusové medy a vicedruhové
(smiSené). U vicedruhovych medi byl zjiStén vyssi obsah fenylalaninu a tyrosinu, u citrusovych
medu vyssi mnozstvi sacharosy a u eukalyptovych vyssi obsah kyseliny mlécné. U potvrzenych
falSovanych medt byly pozorovany signdly HMF a kyseliny citronové, kterd byla
pravdépodobné piidana zamérné, jako antioxidant, protoze v '"H NMR spektrech citrusovych
medl nebyla pozorovana. 'H NMR analyza se prokadzala jako velmi G¢inna spole¢né
s chemometrickymi metodami pro lepsi klasifikaci vzorku a byly rozliSené falSované medy
s identifikaci konkrétni cizorodé latky a taktéz byl odliSen botanicky ptivod medu. (Boffo et al.
2012)

Rozlisit botanické druhy medt se povedlo i ve studii Ohmenhaeuser 2013, kde se zdmérné
zamétovali nejenom na kvantifikaci sacharidl, které se prokéazaly jako klicovy marker
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pro diferenciaci, a aminokyselin, ale i alifatickych a aromatickych kyselin. Jednalo se
ptedevs§im o kyselinu mravenci, citronovou, jable¢nou, vinnou, fumarovou, pyrohroznovou a
jantarovou. Koncentrace kyseliny jantarové byly nepatrné vyssi u medd medovicovych (0,17 a
0,28 g/100 g), u medl kastanovych byly vyssi koncentrace kyseliny mravenci (0,71 g/100 g).
(Ohmenhaeuser et al. 2013)

Ve studii Simove 2012 byla vyuzita 'H a '*C NMR analyza pro rychlou diferenciaci
dubového medovicového medu (oak honeydew honey) od jinych druht, at’ uz kvétovych ¢i
medovicovych. Kvantifikovanym markerem je zde kvercitol (5-deoxyinositol), ktery
prokazatelné odlisuje dubové medy od ostatnich. Za pomoci gNMR byly zjistény hned 4 typy
kvercitolu, kdy proto-kvercitol je nejvyznamnéjsi. (Simova et al. 2012)

V procesu zrani medu, které probiha uvnitf plastd, probihaji biochemické transformacni
procesy, které spocivaji pfedevsim ve zméné obsahu vody (pod 20 %) a pfemené sacharosy na
glukosu a fruktosu. Pfeména cukrii je zprostfedkovana jak rostlinnymi, tak véelimi enzymy. Ve
studii Svec¢njaka 2019 byl popsan vliv parafinu na zménu slozeni a kvality medu. Parafin je
latkou cenové snadno dostupnou a pouziva se na vyrobu mezistén. Nahrada v¢eliho vosku za
parafin je celosvétove rozsifujici se problém. Analyza se praktikovala na dvou typech vzorkd,
které dozravaly v ulech. Jeden, jenz byl uloZen do plastl, kde zdklad tvoftil pravy véeli vosk, a
druhy, kde zéklad obsahoval z 90 % parafin a z 10 % vceli vosk. Diky soubéZznému vyuZiti
analyz '"H NMR, FTIR-ATR a GC-MS byl rozpoznan rozdil v obsahu vody, ktery byl vy$si u
medl dozravajicich ve falSovanych zakladech parafinem. Zptsobeno to bylo hydrofobni
povahou parafinu, kterd blokuje pfirozeny ptenos vlhkosti béhem zrani medu a negativné tak
ovliviiuje odpafovani vody, jenz je kvili tomu pomalejsi. U vzorkil s parafinem byl zjistén i
vysSi obsah kyseliny octové a citrénové, coz spole¢né s vyssim obsahem vody negativné
ovliviiuje chemické zmény v medu, které smétuji k fermentaci a ndsledné biologické degradaci.
(Svecnjak et al. 2019)

Med s ndzvem Manuka pochdzejici z Nového Zélandu je v poslednich letech velice
studovanou potravinou. Manuka med je komeréné¢ znamy novozélandsky med z velké ¢asti
z eukalyptl. (Spiteri et al. 2017) Vzhledem k jeho vysoce antibakteridlnim U¢inkiim se v
prubéhu let publikovaly studie o pouziti medu jako lokalni antibiotikum nebo pii 1écbé
zaludecnich viedl zplisobené bakterii Helicobacter pylori. (Oelschlaegel et al. 2012) Donarski
se ve sve studii z roku 2010 zaméfuje na slouceninu methylglyoxal (MGO), ktera je moznym
faktorem zodpovédnym za antibakterialni aktivitu Manuka medu. Vyuzil metody LC-MS i LC-
UV, ale predevsim qNMR. Vyhoda pouzit¢ qNMR analyzy byla v ptipravé vzorku zfedéného
medu bez chromatografické separace, derivatizace vzorku a kalibrace. VSechny metody vysly
s podobnymi vysledky koncentraci (napt. gNMR 444 mg/kg; LC-MS 468 + 16 mg/kg, LC-UV
524 + 16 mg/kg). Studie poprvé stanovila koncentraci methylglyoxalu v Manuka medu, aniz by
bylo potfeba chromatografického oddéleni latek nebo derivatizace vzorku. (Donarski et al.
2010)

Medim druhu Manuka se vénovali i ve studii Oelschlaegela 2012, kde byly poprvé
zjistény nové latky lumichrom, jenz je produktem rozkladu riboflavinu, kyselina kojova, ktera
je produktem rozkladu sacharidii, kyselina 4-methoxyfenyloctovd, kyselina 5-methyl-3-
furankarboxylova a acetyl-2-hydroxy-4-(2-methoxyfenyl)-4-oxobutanat. (Oelschlaegel et al.
2012)

23



Vyzkum Spiteriho 2017 byl zaméfeny nejen na obsah slouceniny MGO, ale 1 obsah
dihydroxyacetonu (DHA) v Manuka medech, a byl zde nov¢ kvantifikovan marker nazyvajici
se leptosperin. Pfi snaze rozliSit Manuka med od ostatnich na zaklad¢ jejich pylového profilu
se vyskytly podobnosti v morfologii pylu, ktery byl téméf totozny s rostlinou rostouci a
kvetouci ve stejnych oblastech a ve stejny Cas nazyvajici se Kanuka. Tyto dva druhy vSak maji
odlisné chemické slozeni nektaru, kde je potvrzeno, Ze Kanuka neobsahuje DHA, tudiz
neobsahuje ani MGO. V ramci diferenciace Manuka medi od ostatnich druhii je NMR analyza
vysoce uc€innou, rychlou a jednoduchou metodou, kterd zajiStuje pfesnou kvantifikaci a
identifikaci latek potfebnych pro druhové rozliSeni. (Spiteri et al. 2017)

3.8.1 Prehledova tabulka odbornych studii

Na zakladé¢ ¢lankt primarni védecké literatury byl sestaven prehled 20 studii zamétujicich
se na autenticitu medu, rozliSovani botanickych druhti, moznost falSovani a v neposledni fad¢
objeveni novych biomarkert pro lepsi identifikaci jednotlivych druhti medu.
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Tabulka €. 4 — Systematicka tabulka studii rozliSujici riizné typy medi

Statistické

Aut . PFi k - . .
. ora' Pocet vzorku pH rlprav:a vzorkua NMR spektrometr Kvantifikace Analyza metody, Vysledky
rok studie kalibrace
software
Medovice - latky z
10 g medu zfedéno 100 Varian Mercury ’ rovstllnne’ mizy,
- . . VX300 spektrometr kynurenova kastanovy med -
44 komercnich ml destilované vody, a . . .
. , . . N nebo Bruker 500 kyselina, cyklohexa- kynurenova kyselina,
italskych medt 2,5 latky jsou findlné . H NMR (300 .
Beretta et . , , ) . vybaveny 5 mm z- 1,3- lipovy med -
ze 20 rlznych  pomoci ziskané za pomoci . . , . . MHz), HPLC- PCA
al. 2008 . gradientovou inverzni  dienkarboxylova monoterpen -
botanickych 6N HCI methanolu (20 ml), " . . ESI-MS
Sdroii tid4no 600 UL DMSO- Sirokopasmovou kyselina (CDCA) a cyklohexa-1,3-
J P d6u sondou, pulzni CDCA-GBE dienkarboxylova
sekvence kyselina (CDCA) a jeho
ester CDCA-GBE
50 g medu nafedéno
182 vzorke destllovanOL.J voc,lou a Buker Avance 500 Prvnll |der)t|f!kace Ia.\tky
medii z riznvch zhomogenizovano MHz vwbaveny nazyvané trigonellin -
. y Pfidano 60 pL roztoku v v techniky mUZe poukazovat na
. zemi (Rakousko . . kryoprobou TCl, , . N
Donarski ) azidu sodného a 60 pL L, 1 vicerozmérné zemépisny puvod
18, Francie N/A e , centralni frekvence glukosa, fruktosa H NMR . . vy
et al. 2008 Y fosfatového pufrového vers analyzy, PLS, (solna stanovisté) nebo
129, Némecko 500 MHz za pouziti o . ,
roztoku (250 mM, pH ., LDA, GP rdstové podminky
18, Irsko 2, o rezonancni . vy
" 7,2 obsahujici 10 mM (sucha stanoviste,
Italie 15) presaturace stres)

TSP rozpusténého v
2H,0)
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Pfiprava vzorku a

pH kalibrace

NMR spektrometr

Kvantifikace

Statistické
metody,
software

Analyza

Vysledky

A
utor a. rok Pocet vzorka
studie
6 vzork(
komerénich
Donarski et medd Manuka s
al. 2010 faktory UMF
(5-25) + 2
neaktivni medy
Boffo et al. .
2012 46 vzork( medu

300 pL zfiltrovaného
medového roztoku, 60
pL roztoku azidu
sodného, fosfatovy
pufr (TSP, v 2H,0) a
ultracistd voda

N/A

150 mg medu
rozpusténo ve 450 ml
D,0; 50 uL TMSP
ptipravené v D,0 jako
vnitini referencni latka

N/A

Bruker Avance Il 500
MHz vybaveny 5 mm
PABBI 1H/D-BB
inverzni detekéni
sondou, pfi 300 K,
potlaceni vody, 65 K
bodd, spektralni
Sirka 13,99 ppm,
doba pofrizeni 4,67 s

Bruker DRX400 pfi
9,4 T vybaveny 5 mm
ptimymi a inverznimi
detekénimi sondami,

400 MHz, potlaceni
vody, spektralni Sitka
4664 Hz, 65 K
datovych bodu,
relaxacni zpozdéni
1,5 s, doba pofizeni
7s
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methylglyoxal
(MGO)

sacharidy,
aminokyseliny,
organické kyseliny

H NMR TopSpin 2.13

PCA, HCA, KNN,
SIMCA, PLS-DA,
Software
Topspin

'H NMR

Ptirozené nizka
koncentrace MGO u
neaktivnich medd,
potvrzena pritomnost
MGO v Manuka medu
bez derivatizace a
chromatografické
separace

Vicedruhové medy - vyssi
koncentrace
fenylalaninu, tyrosinu;
citrusové medy - vyssi
mnozstvi sacharosy;
eukalyptové medy - vyssi
mnozstvi kyseliny
mlécné, falSované medy -
prezence HMF, kyseliny
citronové a nepfitomnost
signalt aminokyslin



Autor a rok

. Pocet vzorka
studie

pH

Pfiprava vzorku a
kalibrace

NMR spektrometr

Kvantifikace

Analyza

Statistické
metody,
software

Vysledky

353
chloroformovych
extrakt(
vybranych
vzorkl medu (75
akat(, 62 lip, 40
pomeranc, 32
eukalyptu, 60
kastanu a 36
medovice)

Schievano
etal. 2012

40 vzorkl medu
(Manuka,
medovice,

kastan, vres,
eukalyptus)

Oelschlaegel
etal. 2012

po
Upravé
2,5

N/A

6 g medu, osetfeno 15
ml vody a 15 ml
chloroformu. Po

centrifugaci spodni
chloroformova faze
odparena pod mirnym
proudem dusiku.
Pevny zbytek
rozpustén v 600 pL
CDCls. Chloroformové
extrakty zpracovany
roztokem

acetonitril:voda (95:5).

DMSO-d6,
methylglyoxal, TMS

600 MHz Bruker
Avance, 64K bodd,
spektralni Sitka 14

ppm, relaxacni
doba 2 s pfi 298K s
pouzitim
modifikovanych
pulznich sekvenci,
ozvén s dvojitym
pulznim polem,
celkova doba pro
kazdé spektrum 25
minut

Bruker Avance 600
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y-LACT-3PKA,
dehydrovomifoliol,
8-hydroxylinalool,
kofein, cyklohexa-
1,3-dien-1-
karboxylova
kyselina, 4-(1-
hydroxy-1-
methyletenyl(
cyklohexa-1,3-
dienkarboxylova
kyselina,
diacylglycerylether
, pinocembrin,
chrysin

organické kyseliny,
MGO

NMR,
2D NMR,
MS

'H NMR,
13C NMR,
UPLC-PDA-
MS

PCA, O2PLS-
DA, SIMCA P+
11.0

Spearmanova
korelace

Kastanovy med - y-LACT-
3PKA; eukalyptus -
norisoprenoid
dehydrovomifoliol;
pomeranc - 8-
hydroxylinalool a kofein;
lipovy med - cyklohexa-1,3-
dienovych monoterpena
vzacny (pouze v lipovém
medu, lipovém nektaru),
glykosidicky ester C1 v
lipovém i kastanovém
nektaru; medovicovy med -
diacylglycerylether ve vyssi
koncentraci; akatovy med -
pinocembrin a chrysin.

Nové latky: kyselina kojova,
kyselina 4-
methoxyfenyloctova,
kyselina 5-methyl-3-
furankarboxylova, acetyl-2-
hydroxy-4-(2-
methoxyfenyl)-4-
oxobutanat



Statistické

Autor a rok Pfiprava vzork
uto . ° Pocet vzorkl pH P . orkua NMR spektrometr Kvantifikace Analyza metody, Vysledky
studie kalibrace
software
Bruker Avance AV600 .
100 mg medu I, spektralni Sitrka 10 Kvercitol (5-
. o me /5P . 'H NMR, deoxyinositol) ve 4
Simova et al. . rozpusténov 0,6 ml  ppm, na 32 K bodech, sacharidy, 13 ,
24 vzork( medu N/A oy v . CNMR, N/A typech - potvrzena
2012 D20, vnitfni standard  doba pofizeni 2,73 s, kvercitol . . i
“ i w TOCSY diferenciace dubovych
TSP relaxacni zpozdéni 10 .
medu
S,
Bruker Avance 400

Ultrashield vybaveny
5 mm SEl sondou s
200 mg bezvodého civkami s gradientem

Signaly glukosy a fruktosy
- kli¢ovy faktor pro
diferenciaci; kastanovy

pH medu smichani s 300  Z, Bruker Automatic .

sacharidy, X
398 vzorke upraveno L pufru (KH,PO,4 a Sample Changer (B- alifatické a med - kynurenova
Ohmenhaeus ciamich druh na 4,5 azid sodny v 50 ml ACS 120); 300 K bez aromatické 1Hal3C PCA, SIMCA, kyselina, mravenci

er et al. 2013 v pomoci Cisti vody), 700 uL rotace vzorku, 65 K , NMR PLS-DA kyselina, chinolinové

medu . g . . uhlovodiky, . . ,
HsPO, destilované vody a bodd, spektralni Sitka aldehvd alkaloidy; lipovy med -
nebo KOH 100 pL vnitfniho 19,99 ppm, doba yay nenasycené karboxylové

kyseliny, medovicovy

standardu TSP, D,O  pofizeni 4 s, potlaceni
med - kyselina jantarova

vody pomoci NOESY-
presaturace, pulzni
sekvence
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Statistické

Autor a. rok Pocet vzorkul pH Prlprav'a vzorkua NMR spektrometr Kvantifikace Analyza metody, Vysledky
studie kalibrace
software
. Med smichdn se Bench-tcfp NMR e
mezi 3,10 - . . analyzator s Odliseni Cistého
s sirupem s vysokym , , vlhkost, pH, o
. o 4,70 (vyssi . pracovni frekvenci kvétového medu od
Ribeiro et al. 30 vzorkd o obsahem fruktézy v v obsah popela, 1 N ) ey,
- . pHudelsich Y 13 MHz; Relaxaéni L LF *H NMR ANOVA falSovaného kukuticnym
2014 brazilskych medd poméru0%,10%, 25 oy aktivita vody, . .
dob Cas T2 méren CPMG sirupem s vysokym
%, 50 %, 75 % a 100 % i i barva 3
relaxace) . pulzni sekvenci's 10 obsahem fruktézy
hmotnostnich. \
skeny, 256 bodU
38 vzorki -~ . .
rurmunskveh Slunecnice a lipa - vysoké
med (alZét Bruker Avance Il H el vodivost hodnoty el. vodivosti
v . 400 MHz vybaveny b L (400 a 550 uS/cm); akat -
slunecnice, Hv 5 mm sondou BBO vihkost, pomér vysoky pomér
Popescu et fepka, lipa, P . 70 m g medu v 700 pL e fruktosa/glukosa, Ha3C NMR, ANOVA, DA, ysOKy p
al. 2015 vicedruhovy) + rozmezi 3,5 D,0 spektralni Sitka celkow obsah HPLC AHC fruktosa/glukosa; vzorky
' v -4,5 2 8224 Hz, 65 K bod, vy o8 nezndmého botanického
14 vzorka v e pevnych latek, N )
L relaxacni zpozdéni 1 pavodu - nizsi kvalita,
neznamého e HMF ,
L s, doba pofizeni 4 s vysoky obsah HMF (15-
botanického 130 mg/ke)
puvodu &/xe
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Statistické

Aut k o PFi k . . .
utor a. ro Pocet vzorki pH rlprav.a vzorkua NMR spektrometr Kvantifikace Analyza metody, Vysledky
studie kalibrace
software
Bruker Avance 400
Ultrashield vybaveny
pH
5 mm BBI sondou s
upraveno 200 mg medu bez i . .
L civkami s gradientem
na4,5  vlhkosti smichdno 7: autosampler
pomoci s 300 uL NMR ’ P Kastanovy med -
SampleXPress; 64 glukosa, . .
o . 85% pufru (KH2POs, . . Software kynurenova kyselina;
Spiteri et al. 816 vzorka . , skend, 65 K bodd, fruktosa, 1 . 3 o,
2015 medu HsPO4; 5  azid sodny, voda), spektralni &i¥ka 20 sacharosa a 5- H NMR Topspin 3.1, ICA,  levandulovy med - vyssi
M NaOH; 700 pL destilované P e JADE, PLS-DA hladiny tyrosinu,

g ppm, doba potizeni HMF .
blokovaci vody a 100 pL 4.096 < potlagent fenylalaninu
roztok 50 NMR blokovaciho vo’dy po’mpoci oulzni
5n3gn;r|s|§ \(/) roztoku, sekvence NOESY -

2 presaturace, ICON -
NMR
Vzorky zfedény
Bruker A 400
56 vzorki H pomoci pufru UItrrL;\sirieI:j/avncbeaven' 'H NMR, LC- Rozliseni botanickych
N medu (akat, P (KH,PO4 a azid v y obsah vody, HRMS, dva PCA, PLS-DA, druht med(, eukalyptus -
Spiteri et al. y upraveno , N 5 mm BBI sondou s o L _y
2016 pomeranc, na 45 (85 sodny ve vodé, civkami s eradientem organické typy MS Matlab verze deoxyinositol; spojeni
levandule, ! destilovana voda a g kyseliny (Orbitrap-MS, R2009a HRMS a NMR - model bez
eukalyptus) % HsPOu) standard TSP v Z; autosampler TOF-MS) otreb lové analyz
P D,0 SampleXPress; P v Py vzy
20,
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Statistické

Autor a rok Pocet Pfiprava vzorku a oee , ,
. . pH . NMR spektrometr Kvantifikace Analyza metody, Vysledky
t k kal
studie vzork alibrace software
Bruker 500 MHz
vybaveny krygoenné Odliseni za pomoci
chlazenou 5 mm maltosy; vétsina vzork(
100 mg medu Sirokopasmovou podobna spektra v
. rozpusténo ve 400 uL  oddélovaci inverzni monosacharidy, oblastech 0-5,3 ppm,
M‘:lh;gf; et 27;:3:‘“ N/A D,0al00uL0,1%  (PABBI) 1H sondou, disacharidy H NMR, CCF P%' goif;“z’a{e odli&né v aromatické
: DSS, DSS jako vnitini 300 K, CPMG pulzni (maltosa) popin 2. Easti (6,4-9,4 ppm),, 2
standard, D,0. sekvence, 64 K bodd, vzorky potvrzené
spektralni sitka 10 falSovaniz22,3%a
ppm, relaxacni 37,3%
zpozdéni 4 s
20 g medu smichano s
9 vzorkd 15 ml vody, pfidana Bruker Avance 500
Spanélskych HCl, obsah cukru MHz: 128 skendl. 64 K
medd PH snizen na 40,0 % dalxtov'ch bO(Z;LDJ Levandulovy med -
(eukalyptus, upraveno hmotnostnich, roztok ,y v o aminokyseliny, . Y
Del Campo Y s PR spektralni Sitka 16 . S 1 Software vysoka koncentrace
vres, na 1,0 prefiltrovan pres 0,45 L sacharidy, organické H NMR . ) .
et al. 2016 , ppm, doba ziskani 4 s, . Topspin 3.1 prolinu; kvantifikace a-
levandule, pomoci pm nylonovou ., , kyseliny, HMF
pomerané, 12MHClI  membranu; 10 % D,0 potlaceni vody pomoci a B- glukopyranosy
tymian, TSP a kyselina 1,3,5 - sek{/Zn’\tl:SES:ets):‘zr;;ce
rozmaryn) benzentrikarboxylova P

(BTC).
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Statistické

Aut k . PFi k - , .
utor a. o Pocet vzorku pH rlprav.a vzorkua NMR spektrometr Kvantifikace Analyza metody, Vysledky
studie kalibrace
software
Bruker Avance 400
Ultrashield vybaveny 5
pH mm BBI sondou s
upraveno 200 mg medu bez civkami s gradientem . b
co Vysoké mnoZstvi
na 4,5 vlhkosti smichano s Z; autosampler
, methylglyoxalu MGO a
pomoci 85 300 puL NMR pufru SampleXPress; 64 Software dihvdroxvaceton DHA =
Spiterietal. 264 vzorki % H3POg; (KH2PQg4, azid sodny, sken(, 65 K bodu, DHA, MGO, H NMR, Topspin 3.1, ma\r:uka Zdliéné 3 Iehc;
2017 medu 5 M NaOH; voda), 700 pL spektralni sitka 20 leptosperin chemometrie ICA, JADE, . - .
, . . v identifikovatelna od
blokovaci destilované vody a ppm, doba pofizeni PLS-DA ostatnich medi + nowy
roztok 50 100 pL NMR 4,096 s; potlaceni vody . y
. . , marker leptosperin
mg TSP v 50 blokovaciho roztoku. pomoci pulzni
ml D;0 sekvence NOESY -
presaturace, ICON -
NMR
200 mg medu
rozpusténo v D0,
roztok prenesen do 5
o mm zkumavky NMR; Bruker Avance .
Zuccato et 75,; vzork,u chloroformové DMX600, 599,90 MHz aminokyseliny, 1 SIMCA-P+ 13, Dlacylglyceryloethe'r )
ekvadorskych N/A . . H NMR PCA, PLS-DA marker med( Apis
al. 2017 . extrakty -6 g vybaveny 5 mm TXI sacharidy )
med( . . a OPLS-DA mellifera
triple-gradient sondou

rozpusténo v 15 ml
D0, pfidano 15 ml

CDCls, smés michana,

odstredéna.
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Statistické

Autor a_ rok Pocet vzorkul pH Prlprav? vzorku a NMR spektrometr Kvantifikace Analyza metody, Vysledky
studie kalibrace
software
Bruker Avance 300 L, -
. , Medovicové medy - nizsi
Ultrashield vybaveny : o
hodnoty monosacharidd
5 mm SEl sondou s vy .
., . . Software a vyssi hodnoty rafinosa,
. civkami a gradientem . . .
70 vzorkd oy s o . . MultiSpec maltotriosa, melezitosa.
. Rozpusténo 50 mg Z. Spektra ziskana pfi sacharidy, volné 1 . s
Karabagias et medu pH medu ve 400 ul D0 300 K bez rotace aminokveelin H NMR, NMR, Borovice - vyssi obsah
al. 2018 (borovice, neménéno o Hi P2 . . y Y’ HPLC MANOVA - fruktosy (1,89 %),
. obsahujici standard. vzorku. 64 sken, organické kyseliny
jedle) " SPSSv.20,0 glukosy, turanosy; Jedle -
potlaceni vody vy
N , Software vyssi obsah maltosy,
dosazeno pulzni .
, rafinosy; Obsah sacharosy
sekvenci NOESY- vr
nizsinez5g/100 g
presaturace
56 vzork( Bruker Avance 11 500, , . vys
, Vicedruhové medy - vyssi
medu (19 - 11.7 T vybavené 5 mm .
akati 18 Kazdy vzorek reverzni z koncentrace fenylalaninu,
. v pfipraven dvakrat; . glukosa, fruktosa, SIMCA-P 13.03, tyrosinu; kastanové medy
Consonni et kastand, 19 pH gradientovou sondou, , L 1 . i
, , e 100 mg medu kynurdt, organické H NMR PCA, PLS-DA, - kynurat, formiat;
al. 2019 vicedruhovych) neménéno v TOPSPIN 1.2, 128 . o vy
rozpusténo v 600 pL oy kyseliny, HMF 0scC akatovy med - vyssi obsah
-28 deuterované vod skend, pres 32 K dat, uracilu; spole¢né znak
organickych, 28 y. spektralni Sitka 7500 y 5P - ’y
" vsech - sukcinat, acetat
konvencnich Hz
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Statistické

Aut k . PFi| k g . .
utor a' ro Pocet vzorki pH rlprav.a vzorkua NMR spektrometr Kvantifikace Analyza metody, Vysledky
studie kalibrace
software
Bruker Avance Il
500,13 MHz
vybaveny 5 mm z-
62 vzorki gradientovou
. akétoyé,h'o oH 251(3 g medu .§irokor’>ésmou ACDLab v.12.5, Ur(:en.pr:ofil Zq
Schievano et medu (italie, Upraveno rozpusténo v roztoku inverzni sondou sacharid CSSF-TOCSY SIMCA P+ 13.0 sacharidli; nové
al. 2019 Madarsko, Fr)ma a4 fosfatového pufru (BBI), 298,1 K, cas Y NMR ackage PC;A detekovany sacharidy
Rumunsko, ! (KH,PO4 v D,0). ziskani1,3s;2s P g& manosa, isomaltotriosa
Srbsko, Cina) relaxacni zpozdéni,
128 sken(, 6000 Hz
spektralni Sitka na
64 K bodech
Bruker Avance Ill HD
400 MHz vybaveny 5
mm BBl sondou se z Obsah vody vyssi u
gradientem, 64 medu dozravajici ve
30 vzorkd . sken(, 64 K falSovaném vosku (FV)
600 mikroL kud ! Soft
. medu (15 PF- pHv MIKroL vzorku do datovych bodd, 300 sacharidy, organické *H NMR, FTIR- ortware (13 z 15); pomér
Svecnjak et , , zkumavky se 100 pL . . TOPSPIN 3.5, X i .
H (parafin), rozmezi «... K, spektralni sitka 20 kyseliny, ATR, HS- ., glukdza/voda vyrazné
al. 2020 roztoku D,0. VyuZita . . PLS, Parovy t- os s
15 BWF-H 3,7-4,7 v iz ppm, doba aminokyseliny, HMF ~ SPME/GC-MS nizsi u FV, vyssi obsah
referencni latka TSP. , test, ANOVA . .
(vosk)) zachyceni4s, kyseliny octové a
citrénové u FV - vliv na

zpozdéni 2 s (7
minut na vzorek), 1D
pulzni sekvence,
presaturace
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4 Metodika

Na zakladé c¢lankt primarni védecké literatury byla vytvofena prace zabyvajici se
vyuzitim analytické metody NMR k detekci falSovani a ovétreni autenticity medu a taktéz byl
sestaven prehled studii zamé&fujici se na chemickou strukturu a identifikaci biomarkerti v medu.
Hypotéza byla, ze NMR je vhodnou metodou pro rutinni detekci falSovani medt, tedy pridavani
ptisad (cukernych sirupti) nebo chybné uvadéni botanického ¢i geografického ptivodu.
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5 Zavér

V bakalarské praci byly shrnuty metody detekce, které jsou aplikovany na spravnou
identifikaci a kvantifikaci chemickych sloucenin, jeZ jsou soucasti medu.

Diky védeckym studiim bylo potvrzeno, ze metoda '"H NMR je velmi vhodnou metodou
pro ur¢ovani a odliSovani druhti medu a taktéz velice jednoduchou a perspektivni metodou
k ovéfeni autentizace medu a k odhaleni moznych pokusti o falSovani. Bylo zjisténo, Ze Manuka
med obsahuje latky, které ho odliSuji od ostatnich botanickych druhti a jejich lokality. Jedna se
o latky methylglyoxal (MGO), dihydroxyaceton (DHA) a v neposledni fad¢ nové objeveny
biomarker leptosperin. Diky odlisnosti chemického slozeni medt, byly rozliSeny rtzné
botanické druhy konkrétné kaStanovy med (vyssi obsah kynurenové kyseliny), levandulovy
med (vysSi obsah tyrosinu, fenylalaninu a prolinu), borovicovy med (vyssi obsah fruktosy
1,89 %, glukosy a turanosy) a medy z jedle (vyssi obsah maltosy a rafinosy). FalSovani medu
kukufiénym (fruktosovym) sirupem bylo diky '"H NMR uspé&$né odhaleno.

I presto, Ze je stale vyuzivanéjs§i metodou hmotnostni spektrometrie (MS), se NMR
dostava vyrazné€ do popiedi a postupné se potvrzuje jeji jednoduchost, nenaro¢nost na ptipravu,
ucinnost, piesnost a reprodukovatelnost.
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