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ABSTRAKT

Med je cennd potravina pfirodniho charakteru, kterda mize byt predmétem falSovani za
ucelem vyssiho zisku. Jednou metodou pfi odhalovani tohoto falSovani mlze byt stanoveni
hydroxymethylfurfuralu, jehoz vznik je podporen zahfivanim. Teoretickd ¢ast prace se zabyva
druhy medu, jejich vznikem a moZnostmi jejich falSovani. Dale je popsan HMF, jeho vyskyt,
vyuziti a metody pro jeho stanoveni. Prakticka ¢ast je vénovana popisu experimentu jako je
priprava vzorkd, jejich méreni a vyhodnoceni. Pfi stanoveni HMF v medu byla vyuzita metoda
HPLC (vysokoucinna kapalinova chromatografie), kterou lze stanovit i velmi nizké koncentrace.
Vzork( pro experiment bylo pét, z toho ¢tyfi pfimo od vcelare a jeden z obchodniho fetézce.
Vsechny vzorky mezi sebou byly porovnany z hlediska obsahu HMF. Nejvétsi koncentrace HMF
byla stanovena ve vzorku komercéné dostupného medu. V medech od vcelare se obsah HMF
se starfim medu zvysoval. Obsah HMF ve vSsech medech odpovidal Vyhlasce ¢. 76/2003 Sb.

KLICOVA SLOVA
Med, hydroxymethylfurfural, HPLC
ABSTRACT

Honey is a valuable food of a natural nature that can be subject to adulteration for higher
profits. One method of detecting this adulteration may be to determine
hydroxymethylfurfural, the formation of which is promoted by heating. The theoretical part
of the thesis deals with the types of honey, their origin, and the possibilities of their
falsification. HMF, its occurrence and use and methods for its determination are also
described. The practical part is devoted to the description of the experiment such as sample
preparation, measurement and evaluation. The HPLC (high performance liquid
chromatography) method was used to determine HMF in honey, which can be used to
determine even very low concentrations. There were five samples for the experiment, four of
them directly from the beekeeper and one from the retail chain. All samples were compared
for HMF content. The highest concentration of HMF was determined in a sample of
commercially available honey. In domestic honeys, the HMF content increased with the age
of the honey. The content of HMF in all honeys complied with Decree No. 76/2003 Coll.
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1 UvoD

Med je sladka viskodzni latka, ktera je lehce stravitelna a energeticky bohata. Med je sloZzeny
prevainé ze sacharidl glukdézy a fruktdézy. Mimo to také obsahuje velké mnozstvi jinych
nutricné hodnotnych latek jako jsou organické kyseliny, enzymy a dalsi. Med se v potravé
konzumuje ve své nativni formé. Je oblibeny pro své rekonvalescentni Ucinky, je vSeobecné
vyuzivan pro podporu organismu, v potravinarstvi je vyuzivan jako prirodni sladidlo [1].

Mimo nutri¢né hodnotné latky obsahuje med také 5-hydroxymethylfurfural (HMF), ktery v
ném vznikd Maillardovou reakci mezi cukry. Tato reakce probihd i za béznych podminek, avsak
pomalu. Proto se predpoklada, Zze ¢im je med starsi, tim vice HMF bude obsahovat. Reakci
mezi cukry Ize urychlit zahfivanim, které zpGsobi vyssi koncentrace HMF v medu. Vzhledem k
tomu, Ze zahfivani medu za ucelem zlepSeni jeho vlastnosti je podle platné legislativy
zakdzano, sleduji koncentraci HMF v medu pfislusné kontrolni organy (napfiklad Statni
zemédélska a potravinarska inspekce).

Nejcastéji vyuzivanou metodou pro stanoveni HMF v medu je vysokoucinna kapalinova
chromatografie. Pro zlep3eni citlivosti metody se ¢asto vzorek medu jesté upravuje, nejcastéji
se odstranuji bilkoviny a barevné latky pomoci Cifeni.

Cilem této bakalarské prace bylo vytvofit metodu vhodnou pro stanoveni HMF v medu a
ovérit ucinnost upravy vzorku medu pomoci Cifeni pfed analyzou na vysokoucinné kapalinové
chromatografii. Vytvofrend metoda byla nasledné pouZita pro analyzu vzorkl medu
zakoupenych pfimo od véelate a v obchodni siti CR.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Med

Podle mezindrodniho standardu pro medové vyrobky, jako je Codex Alimentarius (CA,
2010) a Evropské spolecenstvi (EU) (Rada EU, 2002), je med definovan jako ,pfirodni sladka
latka, kterou produkuji véely medonosné z nektaru rostlin, ze sekrece Zivych ¢asti rostlin nebo
ze sekretl vyluCovanych hmyzem sajiciho rostliny z Zivych ¢&asti rostlin, které vcely
shromazduji, transformuji kombinaci s vlastnimi specifickymi latkami, ukladaji, dehydratuiji,
skladuji a nechdvaji ve véelich plastech zrat” [2].

Med je sladka, viskdzni lepkava latka s vysokou energetickou hodnotou. Ma vyznam v lidské
potravé, kde nachdzi uplatnéni jako doplnék stravy s antioxidac¢nimi ucéinky a vysokym
obsahem cukru. Pozitivné plsobi na stfevni peristaltiku, mdze byt soucasti stravy u lidi
po tézkych operacich a je vhodnym dopliikem energie pro sportovce[1].

Med patfi mezi zakladni v€eli produkty spolu s voskem, pylem, propolisem, materi kasi¢kou
a vCelim jedem. Také byva zarazovan do kategorie tzv. superpotravin. Byvaji tak oznacovany
pfirodni latky s vysokym nutri¢nim obsahem pfiznivé ovliviujici lidské zdravi. Med je zaroven
jednou z potravin obsahujici vSechny latky potfebné k udrieni Zivota vcetné vitamind,
minerald, vody a enzymu[3].

2.1.1 Vznik medu

Med vznika ve vcelstvu pfeménou nektaru nebo medovice. Samotny vznik medu je slozity
proces. V¢ely ho vytvareji jako vlastni zasobu na pfezimovani.

Nektar donese do Ulu v medovém vacku vcela létavka, ktera ho uloZi do plastu nebo preda
primo ulovym vcéelam. Tyto vcely opakované nasavaji nektar a vraci ho do plastu, tim
se odpafuje voda a jsou dodavany potrebné enzymy. Kdyz ma nektar kolem 30 % vody,
je ulozen do buriky plastu. V plastu se voda z tekutiny dale odparuje diky udrzovani vhodnych
podminek ve vcelstvu. Véely dovedou odpafit vodu az na pouhych 17 %. Pfi tomto obsahu
vody vcely med zavickuji voskovymi vicky, kde zrdni medu jesté néjakou dobu pokracuje [4].

Vyse zminéna medovice je miza rostlinného pletiva, kterou vymésuji msice a Cervi. Tyto
organismy nabodavaiji rostlinné pletivo, aby z néj ziskaly bilkoviny. Pfrebyte¢ny nasladly roztok
poté rozstrikuji do okoli, v€ely ho sbiraji a pretvareji na med stejnym zplsobem jako nektar
[4].



2.1.2 Druhy medu

Med mulzZeme délit podle nékolika kritérii. Jednak podle typu sbirané tekutiny véelami,
podle rostlinného plvodu, technologického zpracovani apod. Prvnim zminénym faktorem je,
zda vcely sbiraly nektar nebo medovici. Poté se med déli na kvétovy nebo medovicovy.
Tyto medy jsou od sebe tézko rozlisitelné, protoze neni snadné urdit, ze které rostliny vcely
med sbiraji. Proto se u téchto medU Casto orientujeme podle jejich barvy. Svétlej$i medy jsou
kvétové, ¢im je med tmavsi, tim vice medovice obsahuje [4].

Obr. 1: Vlevo med kvétovy, vpravo med medovicovy [5]

Déle se med m{zZe délit podle toho, ve kterém obdobi byl vytoéeny, a tudiz jakd rostlina
pravé kvetla. Podle tohoto déleni miZeme mit medu celou fadu napftiklad fepkovy, akatovy,
javorovy, merunkovy a dalsi. Véely postupné v Ulu vytvareji zasoby medu z pylu rliznych rostlin,
které neukladaji oddélené. Proto jsou nejcastéjsi medy vicedruhové, kde tento med vznika
z mnoha druh( rostlin. Jednodruhové medy jsou spiSe vzacné [4].

Dalsi déleni medu je podle zplUsobu ziskavani medu véelafrem a to na vytaceny a lisovany
med. V dnesni dobé se lisovani medu spiSe nepraktikuje, protoze kvalita takového medu
se mlZe znacné liSit podle aktudlniho sloZeni latek v lisu [4].

Med se lisi i podle jeho ziskavani Ci findlniho charakteru. Prvnim je med plasteckovy, ktery
je unikatni vtom, Ze se nevytaéi. Med se proddava pfimo ve voskovém plastu. Existuje také med
s plastecky. Jedna se o klasicky tekuty med, ktery obsahuje kus medového plastu. Dale je med
pastovany, ktery je specidlné upraveny na netuhnouci jemné krystalickou strukturu.
Pti ziskdvani medu z ekologicky fungujiciho hospodafstvi mlze byt med oznacovan jako bio.
Takové oznaceni vcelar ziskava pri dodrzovani zasad pro ekologické hospodarstvi popsané
zakonem ¢. 242/2000 Sb. o ekologickém zemédélstvi. Trendem posledni doby je med
panensky. Jednd se o med, ktery je vytoceny z panenskych plast(, coZ jsou plasty, ve kterych
nebyla jesté odchovana ani jedna generace plodu [1; 4].
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sz)br. 3: Pastbvany med [7]'

Podle vyhlasky €. 76/2003 Sb. by na etiketé medu mélo byt oznaceni jeho plvodu, zplsob
ziskavani a Upravy. V pridé, Ze se jednd o med vytoceny, Udaje o zpUsobu ziskavani a Upravy
nejsou nutné uvadét. Pokud se jednd o med filtrovany nebo pekafsky, musi byt oznaéen jako
Hfiltrovany” nebo ,pekarsky”.

Na etiketach medu byvaji ¢asto i matouci Udaje, jako je napfiklad med ziskavany za studena.
V dnesni dobé se Zadny med neziskava roztavenim pldstl, protoze by nevyhovoval normé
o vys$im obsahu hydroxymethylfurfuralu, tudiz je kazdy med ziskavany za studena. DalSim
nepresnym udajem muze byt med s privlastkem pasterizovany. Pasterizace je ohrati na vyssi
teplotu, kterd ma usmrtit nezddouci mikroorganismy. Med je pro mikroorganismy prostredi
nevhodné, proto neni potfeba pasterizaci provadét [4].

2.1.3 SlozZeni a vlastnosti medu

VétSinu latek obsazenych v medu tvofi sacharidy. Obecné se jedna
o polyhydroxyslouceniny, které obsahuji v molekule karbonylovou skupinu (ketonovou nebo
aldehydovou). Jsou pfitomny ve viech organismech, kde plni mnoho vyznamnych funkci [8].
Sacharidy v medu jsou prevaziné jednoduché cukry. Nejvice zastoupené jednoduché cukry jsou
glukdza a fruktdza, které tvofi vice nez 80 % hmotnosti medu. Tyto cukry se v kazdém medu
vyskytuji v ur€itych charakteristickych pomérech, které jsou pro kazdy med odlisné, a maji vliv
na rychlost krystalizace medu. Pokud med obsahuje vice fruktdzy, jeho krystalizace je
pomalejsi. Naopak pokud obsahuje vétsi mnozstvi glukdzy, tak tuhne rychleji. Sacharidy
tvofené dvéma, tfemi i vice zdkladnimi jednotkami jsou v medu obsazeny pouze v malém
mnozZstvi. Napfiklad obsah disacharidu sachardzy je ve vétsiné med( kolem 1 %, pficemz
,Svazova norma CESKY MED“ pfipousti az 5 %. ,Svazova norma CESKY MED* je norma jakosti
vydana Ceskym svazem véelafd v souladu s Vyhlaskou €. 76/2003 Sb. Oligosacharidy a dextriny
jsou v medu obsaZzeny minoritné. Jejich pfitomnost dokazuje prirozeny pdvod medu. Jakékoliv
vySSi sacharidy se vyskytuji v komerénich produktech napodobujicich med. Tyto produkty
vznikaji misenim medu s levnymi sirupy [4].

Dalsi slozku v medu tvofi voda. Jeji zastoupeni v medu je mezi 14 az 19 %. Takto malé
mnozstvi vody je nepfiznivym prostfedim pro mikroorganismy, proto je med pomérné stabilni
a nekazici se potravina. Medy s vyssim obsahem vody jsou nachylné ke kvaseni. Obsah vody je
také jednim z kritérii kvality medu a stanovuje se refraktometricky. Evropska legislativa
stanovuje maximalni obsah vody na 19 % [1].

Med obsahuje velké mnoiZstvi organickych slouéenin, z nichZ nejvyznamnéjsi jsou
aromatické latky. Ty poskytuji medu jeho charakteristickou chut a vlni [4; 9]. Nékteré z téchto
organickych kyselin miZeme fadit mezi antioxidanty. Pfirozeny obsah kyselin v medu je 0,3 g
na kilogram medu. Pokud je med nezraly a kvasi, tak se zvySuje obsah kyselin.
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Proto je legislativné uréené nejvyssi mozné mnoistvi kyselin 0,5 g na kilogram medu [4].
Nejdualezitéjsi kyselinou v medu je kyselina glukonova, kterd vznikd z glukdzy enzymatickou
oxidaci. V medu je nejcastéji ve formé laktonu, ktery tvofi asi tretinu celkové kyselosti. Dalsi
kyseliny vyskytujici se v medu jsou kyselina citrénova, jable¢na a jantarovd, v minoritnim
mnozstvi pak kyselina octova, mravenci, maselna, mlécna a Stavelova [1].

Nedilnou slozkou medu jsou také dusikaté latky. Hmotnostni podil téchto latek neni velky,
ale i pfesto maiji biologicky vyznam, nebot je vétsina z nich biochemicky aktivnich. Napftiklad
enzymy, které slouzi jako biokatalyzatory metabolickych reakci v organismu. Podle aktivity
enzymu se posuzuje i kvalita medu. Vyznamnym enzymem je invertdza, kterd stépi sacharézu
na glukézu a fruktézu. Také je schopna vytvaret z jednoduchych cukri sloZzené cukry
tzv. oligosacharidy, k ¢emuz vyuziva glukézu. DalsSim vyznamnym enzymem je diastaza, ktera
je schopna stépit Skrob. Oba vySe zminéné enzymy pochdzi hlavné z hltanovych Zlaz vcel.
Dualezitymi dusikatymi latkami jsou také aminokyseliny, podle kterych je moiné urdcit
geograficky plivod medu. Nejvyznamnéjsi aminokyselinou je prolin a dalsi volné aminokyseliny
se v medu vyskytuji v zavislosti na rostlinném plvodu. Na aminokyseliny jsou nejbohatsi medy
smisSené [1; 4].

Med také obsahuje mineralnilatky rostlinného plivodu, z nichZ nékteré jsou biogenni prvky.
Nejvétsi zastoupeni ma draslik, po ném nasleduji sodik, vapnik, sira, horcik a fosfor. Nejmensi
zastoupeni maji zelezo, méd'a zinek [4].

V medu jsou také vitaminy, nejvétsi podil tvofi vitaminy skupiny B, zejména B3 (kyselina
nikotinova, niacin) a B5 (kyselina pantothenova), v mensim mnoZstvi jsou poté zastoupeny
vitaminy B1 (thiamin), B2 (riboflavin) a B6 (pyridoxin). Vitaminy jsou duleZité pro
metabolismus, nebot slouZi jako biokatalyzatory. Jedna se o latky esencidlni, to jsou takové,
které nejsou v téle samy syntetizovany, ale je nezbytné je suplementovat v potravé [4].

Lipidy radime mezi pfirodni latky, které jsou omezené rozpustné ve vodé a dobfe rozpustné
v organickych rozpoustédlech. Obecné jsou to estery mastnych kyselin s pfisluSnym
alkoholem. Predstavuji jednu z hlavnich zasobaren chemické energie Zivocisnych organismi
a mnohych rostlinnych semen [10]. Obsah latek tukové povahy je v medu zastoupen
minimalné, pouze asi 150 mg na 1 kg medu. Nejvice se zde nachazeji mastné kyseliny,
triglyceridy a steroly. Tyto latky se do medu pravdépodobné dostavaji z matefi kasic¢ky a jinych
Zlazovych produktl mladych vcel, které med zpracovavaiji [4].

Med obsahuje stopova mnozstvi aromatickych latek, kterych bylo v medu identifikovano
vice nez 150 druhl. Vytvareji typickou chut a vani. Tyto latky maji také dilezity vyznam
ve vyzivé vcel a ¢lovéka [4].

Antioxidanty jsou latky neutralizujici ucinek volnych radikal(, které vznikaji v téle jako
vedlejsi produkty bunééného metabolismu. Volné radikaly se podileji na vzniku zhoubnych
nadord, mohou byt pfi¢inou fady onemocnéni a také pfispivaji k tézsSimu pribéhu chorob jako
jsou napfiklad cukrovka, revmaticka artritida nebo Alzheimerova choroba. V boji proti volnym
radikalim imunitnimu systému pomahaji antioxidanty, které spolu pracuji synergicky. V medu
patfi k nejvyznamnéjsim organické kyseliny a jejich estery a latky ze skupin flavonoidU
a flavanonl. MnoiZstvi antioxidantd v medu neni tak velké jako tfeba v zelening, ale je
srovnatelné napftiklad s ¢ervenym vinem. Spektrum antioxidantl je dlleZitéjsi nez jejich
mnoZstvi, protoze jejich kombinaci se Ucinek umocnuje. Pestiejsi sloZzeni téchto latek maji
medy smiSené, které pochazi z vice druh rostlin [4].

Barva medu je charakteristickd pro kazdy med a odviji se od mnoha faktord napftiklad
geograficky plvod, zplisob zpracovani nebo i délka skladovani. V medu mizZeme nalézt barviva
pfidana véelami béhem zpracovani, rostlinnd barviva nebo barviva vznikla béhem skladovani
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a zpracovani [1]. Béhem skladovani probihd Maillardova reakce, kterd zapficinuje tmavnuti
medu [11]. Rostlinnd barviva, ktera ovliviiuji barvu medu, jsou flavonoidy, karotenoidy,
xantofyly, chlorofyly a antokyany [1]. Med m{ze mit mnoho riznych barev, nej¢astéjsi jsou
odstiny Zluté a hnédé, najdeme vsak i cervenohnédé medy (nékteré lesni medy), oranZové
(medy ze slunecnice) nebo zelené (jedlovda medovice). NejsvétlejSim medem je med akatovy,
ktery je témér vodojasny, s nadechem do Zlutozelena. Svétly je i med fepkovy, ktery
po nékolika dnech krystalizuje na bilou hmotu. Naopak tmavé medy jsou pohankové nebo med
z jedlého kastanu. Nejtmavsi jsou medy medovicové, tedy lesni, zpravidla ze smrku, dubu nebo
jedle[4].
Tab. 1: SloZzeni medu v g na 100 g medu [4]

Slozka Kvétovy med Medovicovy med
primér| min —max | prdmér | min —max
Voda 17,2 15-20 16,3 15-20
Fruktéza 38,2 30-45 31,8 28-40
Glukédza 31,3 24-40 26,1 19-32
Sacharodza 0,7 0,1-4,7 0,5 0,1-4,7
Minerdlni latky 0,2 0,2-0,5 0,9 0,6-2,0
Aminokyseliny, proteiny 0,3 0,2-0,4 0,6 0,4-0,7
Organické kyseliny 0,5 0,2-0,8 1,1 0,8-1,5

2.1.4 Krystalizace medu

Krystalizace je pfirozeny proces, ktery se v medu déje v dlisledku vysokého obsahu susiny,
prevainé cukrl, a nizkého obsahu vody. Krystalizacni proces ma dvé faze, kde prvni je
nukleace. V této fazi se v medu vytvari, nebo jsou do medu vpravena vytacenim, krystalizacni
jadra. Druhou fazi je pak samotna krystalizace, kdy se na tyto jadra nabaluji vétsi a vétsi
krystaly aZ vznikaji utvary viditelné okem [1].

Rychlost krystalizace je zavisla na poméru dvou hlavnich cukr( vyskytujicich se v medu,
glukdzy a fruktdézy. Rychleji krystalizuji medy s vysSim obsahem glukdzy, jelikoZz glukdza je
méné rozpustnd ve vodé, a pylovych zrnech, kterd slouzi jako krystaliza¢ni jadra. Medy
obsahujici vice fruktdézy krystalizuji pomaleji, protozie fruktéza zpomaluje samotnou
krystalizaci glukdzy [1; 4].

Kazdy med by nakonec mél zkrystalizovat. Pokud k tomu nedojde, mliZzeme se domnivat,
Ze bylo s medem Spatné zachdzeno. Napfiklad mohl byt med vystaven velmi vysokym teplotam
nebo filtrovan, kde byla odstranéna vSechna krystaliza¢ni jadra. V nejhorsim pfipadé mohly
byt do medu ptidany latky potlacujici krystalizaci [12].
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2.1.5 Vady a falSovani medu

Za Ucelem vyssiho zisku se objevuji rizné praktiky falSovani medu. Prvni z nich mlzZe byt
krmeni véel cukernym roztokem, ktery véely zpracuji a zahusti. Po vytoceni se ziskava produkt
podobny medu, ale med to neni. Je to praktika nevyhodnd, protoze véely pfi zpracovani ¢ast
cukerného roztoku spotrebuji. Na svété jsou i falSovatelé s potfebnou technikou a znalostmi
pro to, aby vytvofili med, ktery se véelami vlibec nepfisel do styku. PFi koupi takového vyrobku
sice neni ohroZeno zdravi spotifebovatele, ale misto medu s mnoha pozitivnimi ucinky
si zakaznik koupi ndhrazku na bazi sacharézy nebo Skrobu. S Uplnou nahrazkou medu
se mUzeme setkat napfiklad na trhu v podobé pampeliskového medu. Nejedna se o med, ale
o husty sirup svareny s kvéty pampeliSek. ProtoZe spotfebitelé davaji vétsi prednost medim
tekutym, vyrobci se snaii o to, aby med zdstal tekuty co nejdéle. Reenim jsou dlouhé
zahtivani, filtrace s hustymi sity — k odstranéni krystal( a zarodkd pro krystalizaci — nebo
dokonce pfidavani Cisté fruktézy prfimo do medu. Velkd poptdvka o tmavé medy vede
falSovatele k pokus(im o barveni med( karamelem nebo potravinarskymi barvivy.

NejbéZznéjsi vadou medu je vysoky obsah hydroxymethylfurfuralu. Ten sice neni zdravi
Skodlivy, ale jeho vysoky obsah svéd¢i o neSetrném zahfivani nebo nevhodném skladovani
s velkymi vykyvy teplot. Takovy med ma potom méné zdravi prospésnych latek. Dalsi vadou
medu je pfitomnost spor bakterii. Ty se do medu dostdvaji, pokud je véelstvo nemocné véelim
morem. Mor neni sice pfenosny na ¢lovéka, ale takova véelstva se 1é¢i antibiotiky a v té chuvili
je to med nevhodny ke konzumaci. V Ceské republice je Ié€eni véel antibiotiky zakazano.

Za vadu vzhledu se povaZuje nehomogenni krystalizace, kdy tekuty med je nahofe
a krystalicky se nachazi dole. Takové medy mohou byt nezdvadné, ale neldkaji ke konzumaci
[4].
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2.2 Hydroxymethylfurfural

Hydroxymethylfurfural (HMF) je Sestiuhlikatd heterocyklickd organickd sloudenina
obsahujici jak aldehydové, tak alkoholové (hydroxymethyl) funkéni skupiny. Radime ho
do tfidy furand, ktery je substituovany v polohach 2 a 5 formylem a hydroxymethylovymi
substituenty (Obr. 4). Je produktem a indikatorem Maillardovy reakce a mize také vznikat pfi
kyselé dehydrataci hexoz.

HMF je témér vsSudypfitomny. Vyskytuje se v kazdodennich tepelné zpracovanych
potravindch obsahujicich cukr, od snidariovych cereadlii, chleba, mlécnych vyrobk( a ovocnych
$tav po likéry v riznych koncentracich. HMF je proto povaZovén za jeden z hlavnich indext
kvality rdznych komercnich syrovatkovych proteind, melasy a mnoha dalSich produktd.

Ve vétsiné starsich studii bylo zjisténo, Ze HMF ma negativni Ucinky na lidské zdravi, jako je
mutagenita nebo karcinogenita vici lidem a zviratim. V novéjsich rozsahlych studiich vsak
bylo prokazano, Ze HMF ma Sirokou Skalu pozitivnich Gcinkl, jako jsou antioxidacni,
antialergické, protizanétlivé apod [9; 13].

@)
W o
H \ / OH

Obr. 4: Struktura hydroxymethylfurfuralu [13]

2.2.1 Vlastnosti

Hydroxymethylfurfural je pevna krystalicka Zluta latka, jejiz krystaly maji tvar jehel. M4
nizkou teplotu varu a je snadno rozpustny jak ve vodé tak v organickych rozpoustédlech jako
napfiklad v methanolu, ethanolu, acetonu, ethylacetdtu a dimethylformamidu. Pfi jeho
zahfivani se uvoliuje Stiplavy kout a drazdivé vypary. Jeho zdpach pfipomina kvéty hefmanku
a chut je zatuchld maselnd, karamelova. HMF je klasifikovan jako latka ke zlepSeni potravin
a pouziva se v potravinarském pramyslu jako ochucovadlo pro potravinarské vyrobky i jako
potravinarskd pridatna latka [13].

2.2.2 Syntéza hydroxymethylfurfuralu

Hydroxymethylfurfural vznika pfi Maillardové reakci, kterou miZeme rozdélit do péti
zakladnich krokd. V prvnim kroku vznikd N-substituovany glykosylamin z ketézy nebo aldézy
reakci s primarni aminoskupinou aminokyseliny, peptidu nebo proteinu. V druhém kroku
dochazi k preskupeni glykosylaminu podle Amadoriho pfesmyku, coz ma za nasledek vznik
ketézaminu nebo aldézaminu. Ve tretim kroku m0Ze reagovat bud aldézamin
s aminokyselinou za vzniku diaminosacharidu, nebo mlZe dojit k druhému presmyku
ketézaminu a k jeho reakci s aldézou za vzniku diketézaminu. Ctvrty krok vede k dehydrataci
aminosacharidu a vzniku amino- nebo non-aminosloucenin. Patym a poslednim krokem je
kondenzacni reakce slouéenin vzniklych ve ¢tvrtém kroku za vzniku aminoslouéenin, které dale
poskytuji hnédé pigmenty [14]. Maillardova reakce také probiha pfi pokojové teploté, ale
mnohem pomaleji a nejpomaleji probiha pfi nizkych teplotach a nizkém pH.
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Priklady Maillardovy reakce mohou byt kiira pe¢eného masa nebo chleba. Reakce také
kromé barvy vytvari nespocet komplexnich chuti. Aminokyseliny methionin a cystein,
obsahujici siru, hraji primarni roli pfi tvorbé aromatickych slozek ziskanych béhem Maillardovy
reakce. Senzoricky vjem peéeného nebo grilovaného masa také vytvari heterocyklické
slouceniny odvozené od aminokyselin, nukleotidll a cukrl z Maillardovy reakce, jako je
oxopropanol a hydroxymethylfurfural [15].

HMF mUzZe byt také tvoren degradaci redukujicich cukrtd, jako naptiklad glukdézy nebo
fruktdzy, pri vysokych teplotach [16].

Alddzovy cukr |- M-substitovany glykosylamin

+ Aminosloucenina

Produkty Amadoriho pfesmyku
I

v ¥
Reduktanty 'v o Schiffova baze
3 Produkty Stépeni hydroxymethylfurfuralu
. (HMF) nebo furfuralu
Dehydroreduktanty
+ Aminosloucenina + Aminosloucenina - Aminosloucenina
HMF nebo furfural
v
+ Aminosloucenina
> MELANOIDINY

Obr. 5: Schéma Mailardovy reakce [17]

2.2.3  Vyutiiti hydroxymethylfurfuralu

HMF je cennd latka odvozena od biomasy, kterd se vyuZivda pfi vyrobé herbicidd,
potravinarskych ptisad nebo zdravotnickych potfeb. Velkou pozornost ziskal HMF zejména pro
vyuziti jako bioplastovy material, a to pro jeho udrzZitelnost, protoZe vyznamné pfispiva
k realizaci udrzitelné spole¢nosti. HMF pro tyto Ucely lze ziskat kyselou vodni konverzi hexdzy
[18].
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2.2.4 Hydroxymethylfurfural v medu

Jak bylo zminéno vyse v kapitole Vady a falSovani medu, tak se HMF v medu vyskytuje ve
vétsi mife pfi ptilisném zahFivani nebo pii nevhodnych skladovacich podminkach. Spatnym
skladovanim medu se mysli ¢asté vykyvy teplot, které nejsou pro med vhodné. Vznik HMF pfi
zahtivani medu je disledek reakce sachariddi, jak je patrné z Obr. 6. HMF v medu také vznika
v pribéhu spravného skladovani bez vykyv( teplot. Zahtivanim se prodejci snazi docilit toho,
aby med vydrzel co nejdéle tekuty. To ma ale za nasledek ztratu prospésnych latek citlivych na
teplo a vy$si mnoZstvi HMF. Takovémuto falSovani medu se snazi pfedchazet evropska norma,
ktera stanovuje nejvyssi povolené mnozstvi HMF 40 mg na 1 kg medu. Podle normy Cesky med
je nejvyssi povolené mnozstvi HMF 20 mg na 1 kg medu, dle Vyhlasky ¢. 76/2003 Sb. nesmi
koncentrace HMF v medu prekrocit 40 mg/kg medu [4; 19].

o OH HO o HO o HO o
o HZO HO OH HZO / \ 0 HZO \ / (6]
OH OH
OH OH OH

Obr. 6: Schéma vzniku HMF z fruktdzy [20]
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2.3 Analytické metody pro stanoveni HMF v medu
2.3.1 Chromatografie

VSechny typy chromatografii jsou zaloZzené na rozdéleni slozek smési mezi dvé faze. Jedna
z nich je faze nepohybliva — stacionarni, druha je faze pohybliva — mobilni. Principem
chromatografického déleni je, Ze slozky smési jsou unaseny stacionarni fazi tokem mobilni faze
a jejich separace je zaloZena na rozdilné afinité k jednotlivym fazim. Chromatografii potom
mulzeme délit podle typu mobilni faze na kapalinovou a plynovou chromatografii. Dale ji
muzZeme délit podle zplsobu umisténi stacionarni faze, a to na kolonovou chromatografii, kde
je staciondrni faze umisténa v Uzké trubici, a planarni chromatografii, kde je stacionarni fazi
porézni vrstva [21; 22].

2.3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinovad chromatografie (zkracené HPLC z anglického: High Performance
Liquid Chromatography) je nejvSestrannéjsSim a nejvice pouzivanym typem chromatografie.
VyuzZivd se k separaci a stanoveni analytd z velké $kaly organickych, anorganickych
i biologickych materidl(. V této technice je mobilni fazi kapalina, ktera je obvykle natlakovana,
aby protékala separacni kolonou naplnénou stacionarni fazi. Zvyseny tlak mobilni faze odlisuje
HPLC od jinych technik kapalinové chromatografie (jako je nizkotlakd kapalinova
chromatografie). V HPLC jsou rozliSovany dva systémy v zavislosti na polarité mobilni
a stacionarni faze. Metody, které pouzivaji polarni stacionarni fazi a nepolarni mobilni fazi, se
nazyvaji kapalinovd chromatografie s normalni fazi (NPLC). Pfikladem NPLC je kapalinova
chromatografie vyuzivajici staciondrni fazi sloZzenou z ¢astic oxidu kfemicitého a mobilni fazi
toluenu. Druhym systémem je ten, kde se pouziva nepoldrni staciondrni faze a poldrni mobilni
faze, jde o tzv. kapalinovou chromatografii s reverzni fazi (RPLC). Pfikladem RPLC mUzZe byt
stacionarni faze tvorena oktadecylsilylem (C18) a mobilni faze smési voda-methanol.
Rozmanitost stacionarnich a mobilnich fazi umoziuje separaci Siroké skaly sloucenin, pocinaje
malymi molekulami a sahajici az k polymerim, jako jsou proteiny a nukleové kyseliny.
V zavislosti na detektoru vybraném pro méreni analyti (a na vlastnostech analytu) maze
rozsah citlivosti pro HPLC analyzu klesnout az na pikogramy na ml analytu v roztoku. HPLC lze
také aplikovat na koncentrované vzorky.

Vzorek je po nastfiku unasen mobilni fazi, ktera ho dodava za vysokého tlaku na kolonu
obsahujici staciondarni fazi ve formé velmi malych ¢éastic. Mobilni faze obsahuijici slozky smési
prochazi kolonou, kde jsou slozky smési oddéleny v zdavislosti na jejich chemické afinité
k mobilni a stacionarni fazi. Slozky smési eluuji z kolony v rGiznych ¢asech v zavislosti na jejich
rozdéleni mezi mobilni a stacionarni fazi. Po prlichodu jsou detekovany detektory [21; 23; 24].

Zakladni konstrukce pfristroje pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii zahrnuje
nasledujici casti: systém privodu rozpoustédla (zdsobniky rozpoustédla a odplynovac),
vysokotlaky Cerpaci systém, injektor (Casto soucdsti autosampleru), termostatovy drzdk
kolony, chromatograficka kolona (pfipadné s ochrannou kolonou nebo predkolonou), jeden
nebo vice detektord a jednotka pro fizeni a zpracovani dat (obvykle pocitac s vyhrazenymi
programy). Cely systém je fizen v modernich pfistrojich HPLC pocitaCovym systémem, ktery
umoziuje sbér a zpracovani dat. Volitelné mohou byt zahrnuty dalSi souéasti pfistroje, jako je
chladici systém pro autosampler/injektor, sbérac frakci a prepinani kolony pro zpétny tok [23].
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Obr. 7: Konstrukce pfistroje HPLC [25]

Systém pfrivodu rozpoustédla by mél mit schopnost odstrafiovat plyny rozpusténé
v rozpoustédlech (prvotni odplynéni). Ze zasobnich nadob je rozpoustédlo pfendseno pres
nizkotlaké potrubi do ¢erpaciho systému. Veskeré potrubi pouzivané pro priichod mobilni faze
systémem musi spliovat pozZadavek inertnosti Vv0C¢i pouzZitym rozpoustédlam.
Fluorokarbonové polymery, jako je teflon, jsou béZznymi materidly pouzivanymi pro tento typ
vedeni, ale pouziva se také polypropylen. Systém pro dodavani rozpoustédla HPLC m3a jeden
nebo vice zasobnikl pro rozpoustédla. Zasobniky musi byt Cisté a inertni vici rozpoustédlim,
kterad obsahuji. Rozpoustédla ze zasobnik( musi byt prosta ¢astic a byt v dostatecné Cistoté,
pripadné jsou pred pouzitim filtrovdna pres mikrofiltry. Druhé odplynéni v systému HPLC se
provadi v odplynovaci. V odplyrnovacim zafizeni rozpoustédlo prochazi specialni polymerni
trubici, kterd je umisténa ve vakuové komore. Materidl hadice (membrana) ma selektivni
propustnost pro plyny a vakuum vytvorené malou pumpou sniZuje obsah plynu
v rozpoustédle. Odplynéni je nutné, protoze kyslik mlze byt uvolfiovan ve formé velmi malych
bublin v systému HPLC, kdyZ dojde k poklesu tlaku nebo kdyZ je smichano rozpoustédlo
s vysokou rozpustnosti pro kyslik s jinym rozpoustédlem s nizkou rozpustnosti pro tento plyn.
Pokud je sméSova¢ mobilnich fazi zafazen pred vysokotlakym cerpadlem, mohou plynové
bubliny vést ke zménam tlaku kapaliny dodavané cerpadlem (kolisani tlaku). Rozpusténé plyny
v mobilni fazi mohou také ovlivnit vstfikovany objem, obzvlast u malych objemud nastfiku
(napf. 1-2 pl). Také cteni detektord muize byt naruseno rozpusténymi plyny. Hlavni Cerpaci
systém se sklada z ¢erpadla schopného dodavat konstantni tok mobilni faze pres injektor,
chromatografickou kolonu a detektor. Cerpadla musi byt schopna generovat vysoky tlak
mobilni faze, ktery je nezbytny k prekonani odporu proti priitoku chromatografickou kolonou.
Pritok cerpadly musi byt konstantni, bez vykyv(. Bezpulzni tok je nezbytny prevainé
u detektord, u kterych maze signal kolisat p¥i zméné priitoku. Ulohou injektoru je nadavkovat
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do mobilni faze (presnym a reprodukovatelnym zplsobem) presny objem analyzovaného
roztoku. Konvencni systémy HPLC maiji injektory schopné dévkovat objemy mezi 1 pl az 100 pl
roztoku vzorku, typické objemy pro injekce jsou mezi 1 pl a 25 pl. Vétsi vstrikovany objem
umoziuje zvySeni citlivosti metody, ale v nékterych pfipadech to ovliviuje tvar
chromatografického piku. Chromatografickd kolona je urena k provadéni separace
jednotlivych sloZek ve vzorku. Télo kolony se obvykle skldda z trubice, vyrobené z kovu
(nerezova ocel) nebo plastu (nap¥. PEEK), ktera je naplnéna stacionarni fazi. Stacionarni faze
obvykle sestdvd z malych pevnych ¢astic potazenych aktivnim materidlem. Timto aktivnim
materidlem muze byt vazana faze, jako jsou dlouhé uhlovodikové fetézce nebo jiné organické
skupiny. Kromé malych castic lze jako podporu pro staciondrni fazi pouzit také monolitické
materidly. Stacionarni faze vyrobena z malych castic nebo z porézniho monolitického
materialu ma specifické fyzikalni a chemické vlastnosti, které umoznuji separaci. Po oddéleni
jednotlivych slozek v chromatografické koloné prochazi mobilni faze detektorem (nebo
nékolika detektory). Méreni jsou zaloZzena na skutecnosti, Zze molekuly vzorku maji
fyzikalné-chemické vlastnosti odlisné od vlastnosti mobilni faze. Odezva detektoru se jevi jako
elektricky signal zaznamenany ve formé chromatogramu [26].

HPLC je nejbéznéjsi analyticka technika, nabizi vynikajici flexibilitu pro analyzu rGznych
vzorkd a pro mnoho rdznych Gcell. Hlavnim vyuzitim HPLC je kvantifikace, kterou lze pouzit
na Sirokou $kalu typa molekul, véetné malych molekul s rliznou polaritou, stejné jako vétsich
molekul, jako jsou proteiny, nukleové kyseliny, polymerni sacharidy, syntetické polymery atd.
Lze také pouzit pro hodnoceni molekulové hmotnosti. Dalsi aplikace HPLC souvisi s odhadem
specifickych molekularnich vlastnosti, jako je hydrofobicita a disociacni konstanty [26].
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2.4 Zakladni validacni parametry metody

K prokazani spolehlivosti analytické metody slouzi proces validace, jejimz cilem je
demonstrovat a dokumentovat kvalitu analytické metody ustanovenim definovanych kritérii
a mérenim hodnot téchto kritérii. Slouzi k ovéreni platnosti dané analytické metody a k
prokdzani, Ze dand analytickd metoda bude poskytovat konzistentni vysledky. Pfedmétem
validace mlze byt vlastnost napf. koncentrace hlavniho analytu, koncentrace necistoty nebo
fyzikalné chemicky parametr. Také se pouzivd pfi validaci nové metody, pii prevodu
validované metody nebo pfi kontrole zpUsobilosti systému. Vyuzivana validacni kritéria jsou
presnost, opakovatelnost, citlivost, spravnost, linearita a dalsi. Linearita oznacuje linedrni
zavislost mezi signdlem a koncentraci nebo mnozstvim a je charakterizovdna koeficientem
stanoveni R2. Kvantifikace by méla byt provadéna v rozsahu kalibrace, ale v pfipadé linearni
zavislosti lze data mirné mimo rozsah kalibrace stale povazovat za spolehliva. Pfesnost lze
povazovat za experimentalni hodnotu, kterd se blizi predpéti. Pfedpéti je rozdil mezi
akceptovanou (nebo skute¢nou) hodnotou analyzovaného mnoiZstvi nebo koncentrace a
pramérnym vysledkem analyzy. Malé nebo nulové zkresleni oznacuje dobrou presnost [26].
Pfesnost se da zjistit trojim zplsobem. Bud' srovnanim s referen¢nim standardem, mérenim
vytéznosti nebo standardnim pfidanim analytu [27]. VytéZnost udava miru schopnosti metody
detekovat veskery analyt pfitomny ve vzorku. MdzZeme ji nazvat mirou ucinnosti metody.
Vyjadfuje se jako podil koncentrace se zndamym pfidanym mnozZstvim analytu a bez néj. Mez
detekce je stanovena analyzou vzork( se zndmou koncentraci analytu a stanovenim minimalni
urovné, pfi které Ize analyt za danych experimentalnich podminek spolehlivé detekovat, ale
nemusi byt kvantifikovdn jako pfesnd hodnota. Detekéni limit se obecné vyjadfuje jako
koncentrace analytu ve vzorku. Vzorec pro vypocet limitu detekce:

)
LOD = 3,3 - —
a

kde & je smérodatnd odchylka a a je hodnota konstanty z rovnice kalibracni kfivky. Mezni

evvs

Ize stanovit s pfijatelnou presnosti a spravnosti. Vzorec pro vypocet limitu kvantifikace [28;
29]:

5
LOQ = 10 -—
a
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Seznam chemikalii

Tab. 2: Seznam pouzitych chemikalii

Nazev Cistota |Vyrobce CAS ¢&islo
hydroxymethylfurfural | 298,0% |Sigma Aldrich | 67-47-0
Acetonitril 299,9% |Sigma Aldrich | 75-05-8

3.2 Seznam poutZitych laboratornich pomicek a pfistrojl

Tab. 3: Seznam poutzitych pfistroji

Nazev Vyrobce
Agilent 1260 Infinity | Agilent Technologies

Tab. 4: Seznam poZzitych pomUcek

Nazev Specifikace
odmeérna banka 10 ml
odmeérna banka 50 ml
odmeérna barka 250 ml
kadinka 100 ml
sklenéna vialka 2 ml
analytické vahy

mikrofiltry velikost porh 0,45 um
automatické pipety

Spicky pro pipety

strikacky

3.3 Charakterizace analyzovanych vzork( medu a jejich Uprava

Pro samotny experiment byly vybrany ¢tyfi vzorky medu z domdaciho véelafstvi a jeden
komercné dostupny med znacky Clever. Medy z domaciho vcelarstvi byly ze tfech rliznych let
(2019, 2020 a 2021), kdy z roku 2020 jsou vzorky dva, jeden pastovany a druhy nepastovany.

Bylo navdZeno 5 g vzorku medu s presnosti na Ctyfi desetinnd mista. Poté byl vzorek
kvantitativné preveden do 50ml odmérné bariky a doplnén po rysku deionizovanou vodou.
Nasledné byl vzorek prefiltrovan prfes mikrofiltr s velikosti pérd 0,45 um do vialky na 2 ml.
V rdmci Upravy vzorkd bylo na jednom vzorku testovano cifeni Carrezovymi roztoky. Carrez |
je 15% roztok hexakyanozeleznatanu draselného K4(Fe[CN]6) a Carrez Il je 30% roztok siranu
zine¢natého ZnSO4. Pti Cifeni se obé Cinidla pridavaji v poméru 1:1. Pfi pfipravé vzorku
pro Cireni Carrezovymi roztoky bylo do odmérné barky se vzorkem napipetovano po 1 ml
roztokd Carrez | a Carrez Il. Ddle se postupovalo jako u predchozich vzork.
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3.4 Ptiprava kalibracnich roztok(

Pti pripravé kalibracnich roztok( bylo navdzeno 16 mg HMF a rozpusténo ve 250 ml 5%
roztoku ACN. Tim byla ziskdna koncentrace 64 mg/l, ze které bylo odpipetovano 5 ml
do odmérné bariky na 10 ml a doplnéno vodou. Tim byla ziskana koncentrace 32 mg/I. Posledni
koncentrace 1 mg/I bylo dosazeno zfedénim predchozi koncentrace tak, Ze se odpipetovalo
0,4 ml do odmérné banky na 10 ml a barika byla doplnéna vodou po rysku.

3.5 Pfiprava roztoku pro stanoveni limitl detekce a kvantifikace

Pro stanoveni limita detekce a kvantifikace byl pfipraven standard HMF o koncentraci
2 mg/l v 5% roztoku ACN.

3.6 Priprava roztokd pro stanoveni presnosti metody (recovery)

Pro stanoveni presnosti metody byl pfipraven standard HMF o koncentraci 25 mg/I
v 5% roztoku ACN.

3.7 Metoda pro stanoveni HMF v medu pomoci HPLC-DAD
Vzorky byly méreny na pfistroji Agilent 1260 Infinity a vyhodnocovany v programu Agilent
Chemstation. Dalsi specifikace metody jsou uvedeny v tabulce Tab. 5 a sloZeni gradientu

v zavislosti na ¢ase v tabulce Tab. 6.

Tab. 5: Specifikace metody pro pfistroj Agilent 1260 Infinity

kolona Kinetex EVO C18 (150x4,6 mm; 2,6 um)
MF H,O:ACN =95:5

nastrik 5ul

pratok 0,6 ml/min

teplota 30°C

detektor DAD

detekce 280 nm

Tab. 6: SloZeni gradientu v zavislosti na ¢ase

t (min) | H20 (%) | ACN (%)
0 95 5

7 95 5

8 60 40

20 60 40

21 95 5

30 95 5
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4 VYSLEDKY A DISKUSE
4.1 Optimalizace a validace metody

Hydroxymethylfurfural byl stanovovan na kapalinovém chromatografu s DAD detektorem
(detektor diodového pole méfici absorbanci). Pro identifikaci analytu ve vzorku byl pouzit
standard HMF. Retenéni ¢as HMF byl 5,1 minut. Méfeni probihalo pfi vinové délce 280 nm.
V ramci optimalizace metody byla nastavena gradientova eluce. Na obr. 8 je ukdzkovy
chromatogram vzorku medu.

med | DADT G

%1 10; HMF

12
11

1
09
08
07
0g ‘

0 |
QL dﬂ A 5

1 2 3 4 5 [ T g 9 10 11 12 13 14 13 16 17
Retention time [min]

Obr. 8: Chromatogram vzorku medu obsahujici HMF (stanoveni pfi 280 nm)

Response [mall]

V rdmci validace metody byla posuzovana linearita sestavenim kalibracni ktivky ze zavislosti
plochy piku na koncentraci. Kalibraéni kfivka je zobrazena na Obr. 9. Kalibra¢ni kfivka sestava
ze tfi koncentraci 1 mg/l, 32 mg/l a 64 mg/l. namérené body v kalibracni zavislosti byly
proloZeny linedrni regresi. Pfi takto zvolenych koncentracich je zavislost linearni a koeficient
determinace R2 = 1. Dale pomoci validace byly stanoveny hodnoty pro limit detekce a limit
kvantifikace. Limit detekce byl stanoven na hodnotu 0,021 mg/l. Limit kvantifikace byl
stanoven na hodnotu 0,063 mg/l. Stanovené limity detekce byly dostacujici pro analyzu
redlnych vzork(. Posledni provddénou validaci bylo uréeni presnosti metody. Ta byla uréena
pomoci testu vytéznosti na 99,1 %.

3500
y=50,5708x _.-X
3000 R?=1,0000 .-

2500
2000

1500

Plocha piku (-)
X

1000

500

0 10 20 30 40 50 60 70

Koncentrace c (mg/l)

Obr. 9: Graf kalibracni kfivky zavislosti plochy piku na koncentraci
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4.2 Uprava vzork( medu ¢ifenim pomoci Carrerovych roztokd

Pro odstranéni balastnich latek u sacharidickych roztok( se mlzZe vyuzit metoda cifeni
pomoci Carrezovych roztok(. Obecné je principem Ccifeni tvorba nerozpustnych soli
odstrafiovanych latek a tvorba sraZeniny adsorbujici na svij povrch nezadouci Castice
a slouceniny [30]. Cilem ¢ifeni bylo odstranéni balastnich latek, které by mohly pfi stanovovani
zkreslovat vysledky. Porovnavané chromatogramy s cifenim vzorku a bez dCifeni jsou
na Obr. 10, kde modra kfivka je Cifeny vzorek a ¢ervena vzorek bez Cifeni. UZ z pfilozeného
chromatogramu je patrné, Ze Cifenim se nepodafilo odstranit latky poskytujici analyticky signal
v blizkosti reten¢niho ¢asu hydroxymethylfurfuralu. Ackoliv je Cifeni rozpusténého medu
pred analyzou na HPLC béZzné doporucovano, vzhledem k tomu, Ze se nepodafilo prokazat
efekt Cireni a vzhledem k tomu, Ze Cifeni predstavuje krok navic v analyze medu, nebylo ¢ifeni
pfi analyze redlnych vzorkd medu v této bakalarské praci dale pouzivano.
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Obr. 10: Porovnani vzork( s Cirenim a bez Cireni
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4.3 Stanoveni HMF ve vzorcich medu

Vzorky pro experiment byly zvoleny podle prfedpokladu, Ze ¢im je med starsi, tim vice HMF
obsahuje. DalSim predpokladem je, Ze med pastovany obsahuje vice HMF neZz nepastovany,
jelikoz je mechanicky zpracovavan. Nejvice HMF je ocekdvano ve vzorku komeréné
dostupného medu, protoZe se prodejci snazi udrzovat medy co nejdéle tekuté za pomoci
zahfivani.

Tab. 7: Hodnoty HMF pro vzorky med(

Cislo Rok
vzorku staceni mg HMF/kg medu
1 *| 16,97 +1,30
2 2019 7,04 +0,28
3 2020p 541 +0,37
4 2020 3,77 £0,45
5 2021 0,94

*komercné dostupny med znacky Clever, p — med pastovany

20,00

18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00 .
0,00 [ |
1 2 3 4

Cislo vzorku

Obsah HMF

Obr. 11: Porovnani obsahu HMF ve stanovovanych medech

Nejvyssi koncentraci HMF obsahoval vzorek €. 1 — komeréné dostupny med znacky Clever.
Primérna hodnota 16,97 mg/ kg medu spliuje legislativni pozadavky na nejvy$si moiné
mnozstvi HMF v medu. Na etiketé vyrobku vSak nebylo uvedeno, ze kterého roku med pochazi.
Ve studii Shapla et al. [9] byly uvedeny hodnoty pro medy z Ceské republiky, které byly
skladovany ¢tyfti roky za stélé teploty. Tyto medy mély obsah HMF v rozmezi 10,30-44,20 mg
na kg medu.

V porovnani medu z domaciho chovu byla nejvyssi koncentrace HMF stanovena ve vzorku
€. 2 medu z roku 2019. Priimérna koncentrace 7,04 mg HMF/kg medu splnuje legislativni
pozadavky na nejvyssi mozné mnozstvi HMF v medu. Se zvySujicim se stafim medu roste obsah
HMF v medu, protoZe v ném vznika reakci sacharidd v prabéhu jeho skladovani [4]. Vysledky
vzorkd €. 3 a 4 z roku 2020 potvrzuji predpoklad, Ze med pastovany obsahuje vice HMF nez
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nepastovany, jelikoZz je mechanicky zpracovavdn a pfi procesu pastovani je dlouhou dobu
michan, a tim se i mirné zahtiva. Vzorek ¢. 3 (pastovany med) obsahoval v priiméru 5,4 mg
HMF/ kg medu oproti vzorku ¢. 4 (nepastovany med), ktery obsahoval v priméru pouze 3,7
mg HMF/kg medu. Nejméné HMF (0,9 mg na kg medu) bylo stanoveno ve vzorku ¢. 5 medu z
roku 2021, ktery byl nejvice Cerstvy. Ve studii Shapla et al. [9] byly stanoveny koncentrace
HMF pro medy v rdmci EU. Obsah HMF v medu z Italie, ktery byl méren Cerstvy, byl v rozmezi
1,23-5,95 mg na kg medu. Oproti medu mérenému v rdmci prace jsou hodnoty vyssi. Zvysené
hodnoty mohou byt zptisobeny klimatickymi podminkami v Italii nebo typem medu, ktery v
¢lanku neni specifikovany. U medd ze Spanélska skladovanych méné ne? t¥i roky byl nejvy3si
obsah HMF 21,39 mg na kg medu a u nékterych vzork( byla koncentrace pod mezi detekce.
Tyto hodnoty jsou v rozmezi hodnot stanovenych v praci. Horni hranice obsahu HMF v medu
ze Spanélska je vy3si a mGze byt zavisla na klimatickych podminkach. M. Zappala et al. [19]
stanovovali HMF v jednodruhovych medech. Stanovené hodnoty nejsou porovnatelné
s hodnotami stanovenymi v praci, jelikoz vSechny vybrané medy jsou vicedruhové.

Studie B. Alghamdi et al. [31] byla vénovana stanoveni HMF v medech pochazejicich se
Saudské Arabie. Maximalni povoleny limit HMF je v Saudské Arabii 60 mg / kg. Hodnoty HMF
se pohybovaly v rozmezi 0,5 — 29 mg na kg medu. Vzorkd ke stanoveni bylo 14 a z toho ve
¢tyrech nebyl HMF detekovan viibec. Spodni hranice obsahu je srovnatelna se vzorkem ¢. 5,
kde se jedna o medy Cerstvé. Vrchni hranice je vy$sinez u vzorku €. 1, coz mohlo byt zplisobeno
delsim skladovanim. Hladina HMF ve zbyvajicich 10 vzorcich byla pod pfipustnymi limity.
Pritomnost velmi malého mnozstvi HMF ve vzorcich medu naznacuje, Ze medy byly Cerstvé,
neohfivané a zbavené falSovani jinymi sirup [31].
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5 ZAVER

V této bakalarské praci bylo zkoumdno wvyuZiti metody vysokoucinné kapalinové
chromatografie pro stanoveni 5-hydroxymethylfurfuralu v medu. V procesu validace byla
vyhodnocena linearita metody a byly stanoveny hodnoty pro limity detekce a kvantifikace.
Linearita kalibracnich kfivek v pracovnim rozsahu byla velmi dobra. Limit detekce byl stanoven
na 0,021 mg/l a limit kvantifikace na 0,063 mg/Il. Spravnost metody byla ovéfena testem
vytéznosti, pficemz vytéznost byla 99 %. V ramci ptipravy metody byl sledovan vliv ¢ireni
vzorku na analyzu pomoci HPLC. Provedenymi experimenty nebyl prokazan zlepsujici vliv
Cifeni na analyzu.

Analyza vybranych vzorkll medu pomoci validované metody ukazala, Ze medy spliuji
maximalni pripustné mnozstvi HMF v medu dané Vyhlaskou ¢. 76/2003 Sb. Nejvice HMF bylo
stanoveno ve vzorku komeréné dostupného medu znacky Clever. Pti srovnavani vzork(i meda
pochdazejici pfimo od véelate mél nejvice HMF vzorek z roku 2019, coz odpovida predpokladu,
Zze HMF pribyva se stafim medu. V porovnani vzorkd z roku 2020 mél vice HMF vzorek
pastovaného medu, protoze pfi pastovani se med micha a tudiz i trochu zahfiva. Nejméné
HMF mél med z roku 2021, ktery byl analyzovan tyden po vytoceni.
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