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Vliv Casu a teploty ohfevu na chemické sloZeni medu
s pomoci NMR

Souhrn

Med patii mezi potraviny, které se tradicné vyuzivaji pii peceni, vafeni, smazeni a
V neposledni fad¢ i k oslazeni horkych ¢ajii. ZvySena teplota ma vSak jisté ucinky na jeho
slozeni. Med obsahuje vysoké procento cukrt, tudiz je nachylny ke krystalizaci nebo
Maillardové reakei, pfi niz se uvoliuji vabné t€kavé latky, ale mohou vznikat i latky Skodlivé
pro lidské zdravi.

V¢elaiska vetejnost vede dlouhodobé spory, zda je k ohfevu medu vhodné nizsi teplota
po dlouho dobu nebo vyssi teplota po dobu kratkou. Cilem prace bylo zjistit odpovéd’ na otazku
s pomoci *H nukledrni magnetické rezonance.

Bylo porovnavano chemické slozeni meda Vv Case, kdy doslo ke 95% ztekuceni pfi
danych teplotach. Cas ztekuceni byl u 6 medi stanoven pro teploty 40, 50 a 60 °C. S pomoci
spektrofotometrického méfeni pii A= 420 a 600 nm. VVzorky medu (240 mg) byly poté zahtaty
vybranymi kombinacemi Casu a teploty, ve 2 opakovanich. Vyslednych 48 vzorki bylo
analyzovano s pomoci *H NMR na spektrometru Bruker Avance 111 500 MHz a BBFO sondou
s gradienty v ose z, s pomoci pulzni sekvence 1dnoesy. Vzorky byly pro méfeni upraveny na
pH 4.0. Vysledné signaly volné precese byly transformovany fourierovou transformaci,
fazovany a referencovany v programu Mesterenova. Jednotlivé regiony byly srovnany na
zmény v integralech pikli nebo jejich posuny a zaznamenany.

Celkem bylo zjisténo 12 oblasti signali, ve kterych byly mezi zahfevy zmény, z toho 2
byly pfitomny u vSech medu, ostatni byly pfitomny jen v nékterych skupinach meda. Jednalo
se 0 zmény v chemickém posunu nebo v intenzité. Pii porovnani s databazi nejsme schopni
zjistit o jaké latky se jednd, ale budou podrobeny dalSimu zkouméni. Nejmén€ zmén ve srovnani

s kontrolou bylo zjisténo u 40 °C v kombinaci s ¢asem.

Kli¢ova slova: Nuklearni magnetickd rezonance, Maillardova reakce, med, zahiev medu



The influence of time and temperature on chemical
composition of honey using NMR

Summary

Honey is one of the foods traditionally used in baking, cooking, frying and sometimes to
sweeten hot teas. However, elevated temperature has some influence effects on the chemical
composition. Honey contains a high percentage of sugars, so it’s prone to crystallization or
the Maillard reaction, in which volatile substances are released. This reaction can also

produce substances that are harmful to health.

There is a long-standing debate about which heating of honey is better, high temperature for a
short time or low temperature for a long time. The aim of the work was to find out the answer

to the question with the use of *H nuclear magnetic resonance.

The chemical composition of the honeys was compared at a time when 95 % liquefaction
occurred. The liquefaction time was determined for 6 honeys at temperatures of 40, 50 and 60
°C. The measurement was using spectrophotometry at A = 420 and 600 nm. Samples of honey
(240 mg) were heated by selected combinations of time and temperature, in 2 replicates. The
resulting 48 samples were analyzed by *H NMR on a Bruker Avance 111 500 MHz spectroscope
equipped with a BBFO probe with z-axis gradients, using a 1dnoesy pulse sequence. The pH
of the sample was adjusted to pH 4.0 for measurement. The resulting free induction decays
were transformed by a fourier transformation, phased and referenced in the Mesterenova
software program. Individual regions were compared for changes in peak integrals or their shifts

and recorded.

We discovered 12 peak areas thath were changing between the tratments. These were
changes in chemical shift or intensity. Two of them were found in all honeys. But they will be
subject to further measuring. The least changes compared to the original samples were found at

the temperature 40 °C.

Keywords: Nuclear magnetic resonance, Maillard reaction, honey, honey heating
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1. Uvod

Med patii odjakziva mezi potraviny, které se tradicné vyuzivaji K oslazeni napoji ¢i
jidel. Bézn¢ se tak pouziva pfi peCeni, vareni nebo smazeni. VétSina lidi si vSak pravé medem
oslazuji horké Caje. Med si vS§ak mizeme predstavit jako nasyceny roztok cukri, tim padem pfi
jeho zahiati mtze dojit ke karamelizaci nebo Maillardové reakci (Nagai et al., 2018).

Medy, zejména medy kvétové Casto podléhaji krystalizaci. Jelikoz se jedna z pohledu
spottebitele o nezadouci vlastnost, jsou pied plnénim zahtivany, tim vSak dochazi k chemickym
zménam ve slozeni. Mezi typické zmény muzeme fadit Maillardovu reakci. Jedna se o
neenzymatickou reakci mezi redukujicimi sacharidy s aminokyselinami nebo bilkovinami
Vv potravinach. Je zplisobena zvySenou teplotou pfi zpracovani potravin. Dochdzi pfi ni ke
vzniku senzoricky aktivnich sloucenin, které dodavaji vyrobkiim charakteristickou viini, barvu
achut. Na druhé strané mé& vliv ina tvorbu nékterych sloucenin S mutagennimi
a karcinogennimi vlastnostmi.

Metoda nukledrni magnetické rezonance (NMR) umoziiuje kvantitativni i kvalitativni
chemickou analyzu. Své vyuziti nachazi v mnoha oborech. Mezi hlavni vyuziti metody patti
strukturni analyza. Vyuziva se ale i na odhaleni falSovani vin, dzust, medt a na prokazani mista
puvodu. Mezi vyhody metody miizeme fadit snadnou ptipravu vzorki a kratkou dobu analyzy.
Tato nedestruktivni metoda se také vyznacuje vysokou reprodukovatelnosti. Cilem prace bylo
zjistit, zda je metoda NMR schopna zachytit zmény, ke kterym v pribéhu zahtivani dochazi,
zda je lze kvantitativné ¢i kvalitativné postihnout, a ktera kombinace teploty a ¢asu je pro

rozehiivani nejlepsi.



2. Védecka hypotéza a cil prace

Jiz n€kolik let se vedou mezi v¢elafi spory o tom, ktera teplota je ze zdravotniho hlediska
nejméné Skodliva pii vyrob¢ a zpracovani medu, a jaka kombinace teplot a casit mé nejmensi
vliv na zachovani jeho pivodnich vlastnosti. Touto praci se pokusim odpovédét na otdzku, zda

je lepsi med zahtivat po delsi as pii nizsi teplote, nebo naopak rychlé zahtati na vyssi teplotu.



3. Literarni reSerse

3.1 Legislativa

Medem se dle vyhlasky €.76/2003 Sb. rozumi potravina ptirodniho sacharidového
charakteru, slozena ptevazné z glukosy, fruktosy, organickych kyselin, enzymt a pevnych
¢astic zachycenych pfi sbéru sladkych st'av kvétt rostlin (nektar), vymeska hmyzu na povrchu
(medovice), nebo na zivych Castech rostlin véelami (Apis mellifera), které sbiraji, pretvareji,

kombinuji se svymi specifickymi latkami, uskladiiuji a nechavaji dehydrovat a zrat v plastech.

Podle pivodu délime med na kvétovy a medovicovy. Mizeme ho cClenit také podle
zpisobu ziskdvani a upravy na med vytoceny, plasteckovy, lisovany, vykapany, filtrovany,

pastovy, pekaisky a med s plastecky.

Tabulka 1. Smyslové pozadavky na med dle vyhlasky 76/2003 Sb.

Med Konzistence, vzhled Chut’ Barva
Kvétovy Mirng az silné Vyrazné sladka az Vodové Cista az
viskdzni, tekuty, Skrablava S nazelenalym
¢aste¢n¢ az plné nadechem slabé
krystalicky zluté az zlatave zluta
Medovicovy Mirn¢ az silné Sladka, poptipadé Tmavohnéda
viskozni, tekuty, kofenéna az mirné s nadechem do
castecné az plné Skrablava ¢ervenohnéda
krystalicky

3.1.1 Pozadavky na jakost
1. Do medu nesmi byt pfidany Zadné jiné latky vcetné ptidatnych latek.

2. Z medu nesmi byt odstranén pyl ani jina specificka soucast medu, s vyjimkou ptipadi,
kdy tomu pfi odstrafiovani cizorodych anorganickych a organickych latek, zejména

filtraci, nelze zabranit.
3. Med, s vyjimkou pekaiského (primyslového) medu, nesmi:
a) mit jakoukoli cizi ptichut a pach,

b) zacit pénit nebo kvasit,
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C) byt zahfivan tak, ze jeho pfirozené enzymy budou zniceny nebo vyznamné

inaktivovany,
d) byt u n¢j uméle zménéna kyselost (vyhlaska ¢.76/2003 Sb).
3.1.2 Spotieba medu v Ceské republice

Spotieba medu v Cesku v poslednich letech roste, nyni se uvadi roéni spotieba 1 kg
medu na obyvatele. Od roku 2005 spotifeba medu vzrostla o 0,4 kg na obyvatele za rok (Kruzik
et al., 2020).

3.2 Chemické slozeni medu

Med obsahuje vice nez 200 ruznych latek a sklada se pifevazné z cukri, vody a dalSich
latek, jako jsou bilkoviny (enzymy), organické kyseliny, vitaminy (zejména vitamin BG,
thiamin, niacin, riboflavin a kyselina pantothenovd), mineraly (vapnik, méd’, Zelezo, hoicik,
mangan, fosfor, draslik, sodik a zinek), pigmenty, fenolové slouceniny, velké mnozstvi

tékavych sloucenin a pevnych ¢astic ziskanych vyrobou medu (Da Silva et al., 2016).
3.2.1 Cukry

Sacharidy jsou hlavnimi slozkami medu, které tvoii asi 95 % suSiny. Vysoka
koncentrace cukri méa za nasledek produkci osmotického tlaku, ktery slouzi jako

antimikrobialni faktor (Molan, 1997).

Pritomnost cukri v medu ovliviiuje energetickou hodnotu, viskozitu, granulaci a
hygroskopi¢nost medu. Az 75 % cukrli v medu tvofi monosacharidy, z nichZ nejvice jsou
zastoupeny fruktosa s glukosou, 10-15 % disacharidy (sacharosa, maltosa, turanosa,
isomaltosa, maltulosa, trehalosa, kojibiosa), trisacharidy (maltotriosa, melezitosa) a ostatnimi
cukry. Ve vét§in¢ medd je hlavnim cukrem fruktosa, avSak existuji vyjimky, jako fepka
(Brassica napus) a pampeliska (Taraxacum officinale), kde se glukosa vyskytuje ve vétsim

mnozstvi (Escuredo et al., 2014).

Slozeni cukru zalezi na botanickém a zemépisném pivodu medu. Muze vSak byt
ovlivnén i zplsobem zpracovani a skladovanim nebo klimatem. Béhem skladovani se diky
enzymatické aktivité snizuje obsah monosacharidll a zaroven stoupad mnozstvi oligosacharidu.
Koncentrace sacharidi se pouzivaji k rozliSeni medu kvétového od medovicového, kdy
medovicové medy vykazuji nizs$i hladinu monosacharidi a naopak vyssi hladinu trisacharidt a
oligosacharidi. Pro klasifikaci n¢kterych medt jsou diilezité ukazatele koncentrace fruktosy a

glukosy a jejich pomér mezi nimi (Da Silva et al., 2016; Machado De-Melo et al., 2018).
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3.2.2 Bilkoviny a aminokyseliny

Obsah bilkovin v medu zalezi na druhu vcel: med od véel Apis cerana obsahuje od 0,1
% do 3,3 % bilkovin, zatimco od véel Apis mellifera med obsahuje mezi 0,2 % a 1,6 % bilkovin.
Pyl je hlavnim zdrojem bilkovin, vysokomolekularnich ptirodnich latek s vysokou
molekulovou hmotnosti 10° az 10°, slozenych zaminokyselin. Nejzastoupen&;jsi
aminokyselinou v medu je prolin, ktery ma zastoupeni v medu kolem 50-85 %. Dale pak
kyselina glutamova a asparagova, glutamin, histidin, glycin, threonin, S-alanin, arginin, a-
alanin, kyselina y-aminomaselna, tyrosin, valin, methionin, cystein, isoleucin, leucin, tryptofan,
fenylalanin, lysin, serin. Prolin pochazi hlavné ze slinnych sekreci v¢el pii pifeméné nektaru
nebo medovice na med. Pouziva se jako indikator zrani medu a v nékterych ptipadech falsovani
cukrem, kde minimalni hodnota pro ¢isty med nesmi byt pod hodnotou 180 mg/kg medu (Da
Silva et al., 2016). Prolin je nejéast&ji vyskytujici se volna aminokyselina v medech, nezbytna

pro stanoveni celkovych aminokyselin (Truzzi et al., 2014).

Z hlediska technologického miize byt piitomnost bilkovin v medu nezadouci. Cim vyssi
je hladina bilkovin, tim niz$i bude povrchové napéti medu, ktery ma tak tendenci pénit a tvofit
vzduchové bubliny. Neptitomnost obsahu bilkovin je také indikatorem pro falSované, piehiaté

nebo dlouhodobé¢ skladované medy (Machado De-Melo et al., 2018).

Velkou c¢ast bilkovin medu tvoii enzymy, které se podileji na biologické aktivite.
Enzym a-amylasa neboli diastasa patii jako jedina mezi pfirozené se vyskytujici amylasy
v medu. V Evropské unii méa dlouhodobou tradici jako indikator Cerstvosti medu, predev§im
kvuli klesajici aktivit¢ béhem skladovani nebo tepelnému oSetfeni. Do medu se dostava

vvvvv

nejveétsi odolnosti vici teploté. (Kruzik et al., 2018; Machado De-Melo et al., 2018).

Dalsim dulezitym enzymem je invertasa neboli sacharasa, ktera dokaze $tépit sacharosu
na jednodussi cukry jako jsou glukosa s fruktosou. Opa¢nym procesem dokaze z jednodussich
cukrt tvofit oligosacharidy (Pol¢ak, 2013). Mezi enzymy s antimikrobialnimi ucinky patti
predevsim lysozym, ktery hydrolyzuje glykosidické vazby v peptidoglykanu a $tépi je na
disacharidové jednotky (Viuda-Martos et al., 2008).

Aktivita enzymu je zavisla na teploté. Maximalni aktivity dosahuje pfi teplote 40 °C.
Pti této teploté umoziuji pribeh chemickych reakci, které by jinak pfti takto nizkych teplotach
neprob¢hly. Pii zvyseni teploty dojde K postupné inaktivaci enzymu a tim 1 k poklesu jeho

aktivity. Pfi neuvazeném piehtati dojde k nevratné destrukci enzymt (Lstibirek, 2016).
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Obsah enzymi zavisi pfedevS§im na teplot¢ a botanickém piivodu, ale i na v€ku a
fyziologickém stadiu v¢ely nebo stupni premény nektaru (Machado De-Melo et al., 2018). Mezi

medy bohaté na enzymy se fadi zejména smiSené medy z prostiedni snisky (Vasickova, 2011).
3.2.3  Organické kyseliny

V kazdém medu se vyskytuje pfiblizn¢ 0,57 % organickych kyselin. Tyto kyseliny
ovlivituji senzorické vlastnosti, predev§im barvu a chut’ medu spole¢né s jeho chemickymi
vlastnosti, jako jsou kyselost, pH nebo elektricka vodivost. Organické kyseliny jsou ziskavany
Z cukrt diky enzymim vylucovanych vcelami pii pfeméné nektaru na med (Da Silva et al.,

2016).

Nejpocetnéjsi kyselinou v medu je kyselina glukonova, kterd je tvofena z glukézové
oxidazy. V medu je zastoupena v 70—-90 %. Kromé¢ kyseliny glukonové je v medu pfitomno
vice nez 30 dalsich nearomatickych organickych kyselin. Vznikaji jako meziprodukty Krebsova
cyklu nebo podobnych enzymatickych reakci. Jsou syntetizovany véelimi enzymy z glukosy,
fruktosy a sacharosy. Vyznacuji se antibakterialni aktivitou, antioxidacni aktivitou, moznosti
vyuziti této kyseliny jako indikatory fermentace nebo jako markery pro charakterizaci
botanického a geografického ptivodu. Piikladem muze byt vyskyt argininu v kaStanovém medu
nebo pfitomnost tryptofanu v medu z akacie. Antibakterialni vlastnosti maji ale i aromatické
organické kyseliny, jako je kyselina kavova, ferulova a derivaty kyseliny benzoové. Mezi
organické kyseliny, které se v medech vyskytuji ve vét§im mnozstvi miizeme zaradit kyselinu

glukonovou, citrénovou, jable¢nou nebo jantarovou. (Mato et al., 2003).

Koncentrace kyselin glukonové a citronové se pouziva jako spolehlivy parametr pro
odliseni kvétového medu od medovice. Kyselost medu se pohybuje okolo pH 3.4 az 6,4. Nizké
pH medu zamezuje vyvoji a ristu mikroorganismu (Da Silva et al., 2016; Machado De-Melo
etal., 2018).

3.24  Vitaminy

I med obsahuje malé mnozstvi vitamind, zejména pak komplex vitaminu B. Mezi
nejbéznéji se vyskytujici vitaminy v medu patii thiamin (B1), riboflavin (B2), kyselina
nikotinova (B3), kyselina pantothenova (B5), pyridoxin (B6), biotin (B8 nebo H) a kyselina
listova (B9). Nejdulezitéjsi je vSak termolabilni vitamin C, ktery se vyskytuje téméf ve vSech
typech medu a je zadouci predevsim diky jeho antioxida¢nim U¢inktim. Jeho stanoveni jsou
sloZita, diky nestabilité pti teplu, svétlu nebo jeho citlivosti na chemické a enzymatické oxidace.

Prvni studie vitamin®i v medu byla zpocatku provadeéna biologickymi metodami. Teprve po roce

13



1940 byly zavedeny chemické metody pro stanoveni kyseliny askorbové. Vitaminy jsou
obsazené prevazné v pylu, proto filtrace medu mize vyrazné snizit obsah vitaminli v konecném
produktu. Dal§im faktorem, ktery ma za nasledek ztratu vitaminti v medu, je oxidace kyseliny
askorbové peroxidem vodiku, ktery je produkovany glukdzovou oxidazou (Da Silva et al.,

2016).

V malém mnozstvi miizeme najit v medu i vitaminy rozpustné v tucich, jako jsou
vitaminy A, D, E a K (Machado De-Melo et al., 2018). Z pohledu vyzivy je mnozstvi

zanedbatelné.
3.25  Mineraly

Obsah mineralii v medu se pohybuje od 0,04 % u svétlych meda do 0,2 % v tmavych
medech. Podil mineralt v medu je odrazem ptivodu pylu. Obsah stopovych prvki pfitomnych

v medu zavisi tedy na typu rostliny a na typu pudy, kde rostlina rostla (Da Silva et al., 2016).

Mineralni podil je ovliviiovan i ptidnimi a klimatickymi podminkami. Lze ho ovlivnit
také formou sklizné¢ nebo pouzitymi vcelaiskymi technikami — extrakce. Mineraly jsou
absorbovany do ptidniho roztoku, prochédzi do bunécné stény a difuzi jsou transportovany az do

nektaru ¢i pylu (Machado De-Melo et al., 2018).

S 4

v medu je draslik. V menSich mnoZstvich med obsahuje také sodik, Zelezo, méd’, kiemik,
mangan, vapnik a hot¢ik. Obecné plati, ze tmavé medy obsahuji vice mineralnich latek.
Mineralni latky nepodléhaji degradaci ptisobenim tepla, svétla ¢i zménou pH (Da Silva et al.,
2016).

3.2.6  Fenolové slouc¢eniny

Tyto latky se vyznacuji benzenovym jadrem s jednou nebo vice navadzanych
hydroxylovych skupin ve svych strukturach. Vyznamné jsou piedev§im svou biologickou
aktivitou, diky niZ jsou jim pfipisovany antibakteridlni, antioxida¢ni a protizadnétlivé ucinky. V
medu se vyskytuji pfedevs§im flavonoidy, fenolové kyseliny a jejich derivaty (Machado De-
Melo et al., 2018).

Fenolové slouceniny pfitomné v medu jsou pouzivany jako markery botanického a
zemepisného puvodu. Mezi nejvyznamnéjsi patii flavonoidy, dalsimi jsou pak chrysin nebo

hesperetin (Da Silva et al., 2016).
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3.3 Fyzikalni vlastnosti

3.3.1 Krystalizace

Samovolna pfirozena vlastnost neboli tuhnuti medu, je projevem zrani. Rychlost
krystalizace zavisi na vzdjemném poméru jednoduchych cukrti. Obecné Ize fict, ze medovicové
medy krystalizuji pomaleji nez medy kvétové. Rozhodujici je v tomto piipad¢ podil fruktosy a
glukosy, ptfi¢emz medy s vy$Sim obsahem glukosy (kvétové) budou krystalizovat jiz po par
tydnech od vytoceni. Obnoveni tekuté konzistence lze dosahnout pomoci ohiati medu, teplota

by vSak neméla prekrocit 50 °C (Vasickova, 2011).

Nejvetsi krystaly se vytvori pfi teplotach kolem 25-30 °C. Pti nizSich teplotach se
krystalky zmensuji diky naristajici viskozité. K rozpusténi krystalkti dojde pti zahtati medu na
teplotu od 35-40 °C. Ke zrychlenému rustu Krystalkl pfispiva i ptitomnost pylovych a
prachovych zrn, tepleny Sok pii zpracovani nebo mechanicky Sok pii odstied’ovani medu.

(Lstiburek, 2016).
3.3.2 Viskozita

Viskozita patii mezi zdkladni technologicky parametr, ovliviluje tok medu v pribéhu
zpracovani medu. Je zavisla na n¢kolika faktorech. Dulezity faktor hraje obsah vody, dal$imi
jsou pak teplota, chemické slozeni medu a jeho botanicky ptivod. Zménu viskozity docilime

Setrnym tepelnym ohfevem (Stara, 2019).
3.3.3 Elektricka vodivost

Medy se vyznacuji velmi nizkou elektrickou vodivosti, dokonce je srovnatelna
s vodivosti destilované vody. Faktor hraje i obsah mineralnich latek, ¢im vice, tim vétsi
vodivost. Jedna se o indikator, ktery se ¢asto vyuziva pii kontrole kvality medu, dokaze rozlisit

kvétové medy od medovicovych (Da Silva et al., 2016; Dadakova, 2017).
3.3.4 Hygroskopicita

Med je vysoce hygroskopicka latka, vyuzivana predevSim V pekaistvi a cukrafstvi.

Pfidani medu do vyrobki zvysuje jejich vlacnost a zabranuje vysychani. Nejpouzivanéjsi je

pfidavani medu do pernicki (Stara, 2019).
3.35 Barva

Odvozuje se od botanického ptivodu medu, zptisobu zpracovani nebo délce skladovani.

Prtihlednost zavisi na obsahu pylovych zrn, které zptisobuji 1 opalescenci neboli rozptyl svétla,
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ktery je zpusoben malymi c¢asteCkami Vv pruhledné latce. Prikladem muze byt med
z kastanovniku nebo tfezalky, ktery se vyznacuje nacervenalym zbarvenim. DalSimi barvami
mohou byt odstiny nazelenalé i naCernalé. Barva patii mezi parametry, které se u medu lisi
nejvice. Po Krystalizaci dochazi k zesvétleni barvy, je to zptsobeno krystalky glukosy, které
jsou bilé. Mezi rostlinna barviva, které ovliviiuji barvu medu mizeme zatadit flavonoidy,
antokyany, xantofyly a chlorofyly (Da Silva et al., 2016; Dadakova, 2017). Dalsi latky, které
mohou ovlivnit barvu medu jsou cukry, mineraly a aminokyseliny (Machado De-Melo et al.,
2018).

3.4 Antimikrobialni aktivita

Antibakterialni u¢inky medu jsou znamy jiz od roku 1982. Mezi bakterie, které jsou
citlivé na med muzeme zatadit Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis a
Pseudomonas aeruginosa. U¢inky jsou viak ovlivnéné &erstvosti, zda med prosel & neprosel
tepelnou upravou a dobou pisobeni ohfevu. Mimo to byly u medu popsany i antivirulentni
uc¢inky proti mikroorganismum, kterym tak zabranuje ziskavat zelezo od hostitele nebo uc¢inky
antimikrobidlni, které miZzeme vyuZit v boji proti kvasinkdch, houbam a n¢kterym virim ci
parazitim. Antimikrobidlni aktivita medu je zavisla na botanickych zdrojich, metabolismu vcel,
enviromentalnich, sezonnich a klimatickych podminkach, které maji silny vliv na fyzikalni a
chemické vlastnosti této potraviny. Mezi latky, které jsou za antimikrobidlni aktivitu medu
zodpovédné, patii peroxid vodiku, pomér katalasy k peroxidu vodiku, polyfenoly, antioxidanty,
peptidy, methylglyoxal, ale i nizké pH a vysoka koncentrace cukra (Brudzynski et al., 2012;
Machado De-Melo et al., 2018).

3.5 Pozadavky na kvalitni med

Obsah vody musi byt do 18 % (w/w), kvuli bezpecnosti dlouhodobého skladovani.
Obsah vody ukazuje, zda byl med vyto€en az po dosazeni zralosti. Pfirozené enzymy medu
nesmi byt znieny nebo jinak vyrazné inaktivovdny ohfevem. Protoze med si miZeme
predstavit jako piesyceny roztok cukrli, vyznacuje se med vysokou nestabilitou. Jednd se
piedevsim o krystalizaci cukri a snahu ptijimat vlhkost. Med je hygroskopicky, tudiz snadno
pfijima vlhkost z okoli. Prevenci je oSetfeni medu a jeho skladovani v prostorach s vlhkosti
nizs$i nez 60 %. Jen diky Setrnému oSetfeni a Spravnému skladovani a zachazeni s medem
muzeme oddalit jeho postupnou degradaci spolecné se zachovanim ptiznivych vlastnosti

(Lstibirek, 2016).
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3.6 Ziskani medu

3.6.1 Zralost

Doba zralosti medu se urcuje pomoci obsahu vody, ktery by nemél piekrocit 20 %. Mezi
idealni hodnoty patii obsah vody mezi 15—17 %, pti tomto obsahu vody med jiz nemize zkvasit.
Samotné vcely toto obdobi rozpoznaji a reaguji tim, Ze zavickuji bunky s medem. Znamena to,
ze byly v medu ukonceny vSechny fyzikalni a chemické procesy. Nasledné 1ze provést zkousku
zralosti pomoci trhnuti plastem, ktery drzime ve vodorovné poloze, pokud znéj med

nevystiikne, mize se piejit k vytaceni. (Polcak, 2013).
3.6.2  Ziskavani z plasta

Prvnim krokem k oddéleni medu od plastvi je odvi¢kovani. PouZivaji se odvickovaci
vidlicky ¢i odvickovaci noze. Z vicek je mozno poté ziskat roztavenim vceli vosk (Polcak,

2013).

Nejsetrnéjsi zptsob, jak dostat med z plastu je vykapavani na suchém a teplém misté pii
nejméné 20 °C. Mezi dal$i zptsoby patii ziskani medu pomoci odstredivé sily v medometech.
Pii tomto zptsobu by mél byt med pied vytaenim zahtaty na 35 °C, pfi niZ md med malou
viskozitu. MuZeme si pak dovolit sniZit rychlost otacek, ¢imz docilime z pohledu kvality medu
Setrné€j$i vytaceni. Dalsi kroky by mély rychle navazovat na sebe, aby se zkratila doba, pfi které

je med zahfaty (Lstiburek, 2016; Vasi¢kova, 2011).
3.6.3 Cezeni

KdyzZ jsou vSechny krystalky medu rozpusStény, miize se piejit k cezeni. Po vyto¢eni med
obsahuje necistoty a zbytky vosku, nutna je proto filtrace. PouZzivaji se hruba a jemna sita nebo
uhelon. Nasledné se jesté Cifenim odstrani vzduchové bubliny, které by mohly pusobit jako
zarode¢nd centra a urychlit tak zacatek krystalizace. Takto oSetfeny med je teprve vhodny
k prodeji. Hmotnost jednoho litru medu by méla mit alespon 1,4 kg. (Lstibarek, 2016; Polcak,
2013).

3.64 Skladovani medu

Diky spravnému skladovani miizeme zasadné ovlivnit trvanlivost medu a jeho stalost.
Med je citlivy na svétlo, proto je vhodné skladovat med v mistech bez pfistupu slunecnich
paprskll a v suchu. K zabranéni pfijimani vlhkosti z ovzdusi se med skladuje v uzavienych
nadobach pii teplotdch od 10—15 °C s relativni vlhkosti do maximalné 70 %. Sklenice by mély
vzdy byt plnény aZz po hrdlo. Pfi vhodnych podminkach vydrzi med az 2 roky. Dlouhé
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skladovani ma za nasledek ztratu aroma a rozlozeni sacharidi na hydroxymethylfurfural. Med

je pak tmavsi a vyznacuje se hotkou chuti (Vasickova, 2011).

Béhem skladovani se mohou vyskytnou 1 oxida¢ni, reduk¢ni a degradacni procesy, pfi
kterych dochazi k pifeméné uhlovodiki na mensi molekuly, jako jsou napiiklad alkoholy. Jejich

ptitomnost pak umoziuje vyvoj kvasinek v sacharidovych potravinach (Da Silva et al., 2016).

3.7 Maillardova reakce

Maillardova reakce je soubor neenzymatickych reakci mezi redukujicim se sacharidem

a aminokyselinami, ktery probihd za zvySené teploty (Jandlova 2016).

Maillardova reakce je povazovana za jednu z nejcastéjSich vedlejSich reakci pfi
zahfivani potravinafskych vyrobkl obsahujicich sacharidy a bilkoviny. Jde o pfirodni
netoxickou metodu pfemény proteinii na stabilnéj$i formy, diky niZz se zlepSi nékteré
technologické vlastnosti, jako jsou termostabilita, emulgacni kapacita nebo pénivost.
Kone¢nymi produkty reakce jsou tzv. melanoidy, které jsou hnédé zabarvené a zptsobuji
neenzymatické hnédnuti potravin. Zajistuji vSak specifické senzorické vlastnosti pro danou
potravinu, nejvice vini, chut, barvu a nutricni hodnotu. Reakce muze vést i ke tvorbé
nezédoucich produktl, a to uz i pii zpracovani potravin nebo diky Spatnym podminkam
skladovani (Nooshkam et al., 2020).

3.7.1 Faze Maillardovy reakce
1. Reakce karbonylové skupiny sacharidu s aminoskupinou aminokyseliny
2. Pfeména glykosylamini na aminodeoxycukry (Amadoriho a Heynstv presmyk)
3. Pfeména aminocukri za vzniku deoxyglykosulos, aminodeoxyglukosulos a reduktont
4. Reakce ulos s reduktony za vzniku heterosyklickych slouc¢enin
5. Strackerova degradace aminokyselin s naslednou reakci Strackerovych aldehydi

6. Reakce meziprodukti: glykace bilkovin a vznik melanoidi (Tamanna & Mahmood,
2015; Troise, 2019).

3.7.2 Izomerace glykosylaminu
Amadoriho pfesmyk
Aldosyl-amin — ketosamin (1-amino-1-deoxy-ketosa)

D-glukosylamin — D-fruktosamin (1-amino-1-deoxy-D-fruktosa)
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Heynsiiv presmyk
Ketosyl-amin — aldosamin (2-amino-2-deoxy-aldosa)

D-fruktosylamin — D-glukosamin (2-amino-2-deoxy-D-glukosa) (Da Silva et
al., 2016; Tamanna & Mahmood, 2015; Troise, 2019).

3.7.3 Vysledek Maillardovy reakce

Diky ptsobeni Maillardovy reakce dochézi ke snizeni obsahu zivin, pfedevsim ke ztraté
cukrti a aminokyselin. Dochazi tak ke snizeni nutri¢ni hodnoty potraviny. Vznikaji sekundarni
vonné latky diky derivatim furanu, pyrrolu, pyrazinu ¢i thiofenu. Nevyhodou reakce je vznik
toxickych a zdravi Skodlivych latek, jako jsou akrylamid nebo kondenzované dusikaté
heterocykly. Omezeni reakce miizeme dosahnout Gpravou pH ¢i krat§im zdhfevem na mirné;si

teplotu (Da Silva et al., 2016; Nooshkam et al., 2020).
3.7.4 Vyuziti

Kreakci dochédzi predev§im pii zpracovani, vyrobé a piipravé potravin. Mezi
nejbeznéjsi Upravy potravin patii prazeni, vafeni, peCeni, smazeni, suSeni ¢i extruze nebo
mikrovinny ohfev. Vysledkem je vznik typickych senzorickych vlastnosti, jako jsme zvykli

napf. u kavy, ¢i perniku (Nooshkam et al., 2020).

3.8 Hydroxymethylfurfural

Hydroxymethylfurfural (HMF) je velmi reaktivni krystalicka bezbarva latka, ktera na
vzduchu okamzit¢ hnédne a zapficifiuje hnédé az zlutohnédé zabarveni. Molekula HMF je
tvofena furanovym kruhem, hydroxymethylovou skupinou a karbonylovou skupinou. HMF
vznika Maillardovou reakci nebo dehydrataci cukrti pii karamelizaci. Vyskytuje se tedy
pfedevS§im v tepeln€ upravenych potravinach. Jeho pfitomnost miiZzeme ocekavat 1 v
sacharidovych potravinach jako jsou dzemy, ovocné koncentrované §t'avy nebo medy. Denni
ptijem HMF se odhaduje od 4 do 30 mg/osobu/den. Jeho mnozstvi v potravinach se zvySuje

poklesem pH, délkou skladovani a nizkou vlhkosti (Jandlova 2016).

Obecn¢ je HMF pouzivan jako parametr Cerstvosti medu. Jeho koncentrace v medu se
zvysuje tepelnym zpracovanim, ale i falSovanim pomoci cukrii. Obsah HMF je rovnéz ovlivnén
hodnotou pH, pouzitim kovovych nadob, ale zavisi i na véelim druhu a botanickém zdroji. Jeho
vznik maze urychlovat vysoka kyselost, vihkost, obsah cukrt (hlavné fruktosa), aminokyseliny

(alanin) a mineraly (hoi¢ik, mangan, zelezo a zinek) (Machado De-Melo et al., 2018).
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Jandlova (2016) ve své diplomové praci uvedla, ze mnozstvi HMF se sleduje pouze v
medech. Dle vyhlasky ¢. 76/2003 Sb. v aktudlnim znéni musi byt mnozstvi HMF u kvétovych
a medovicovych meda do 40 mg/kg. U medt z oblasti s tropickym klimatem nebo ze smési
téchto medit nesmi mnozstvi HMF piekrocit 80 mg/kg. Mnozstvi HMF v medu je ukazatelem
stari a zahfevu medu ¢i $patnych podminek skladovani. Pozadavky na mnozstvi HMF v medu

Jsou zapracovany v legislativé Evropské unie.

Dle Sukové (2002) bylo prokazano, ze medy s niz§im pH vytvaii pfi zahtati medu vice
HMEF nez medy s pH vysokym. Aktivita enzymu souvisejici s ohfevem na 80 °C: Sacharasa se
ukézala jako vhodny indikator k diikazu poskozeni teplotou a dobou skladovani. V kvétovych
medech doslo k vétsimu poskozeni nez u medt lesnich. U teplot mezi 30—40 °C vsak vice
reagovala diastasa. Prolin se ukazal jako stabilni aminokyselinou v medu, proto mtize byt pouzit

jako kritérium zralosti.

Studie prokézaly, Ze HMF muze vyvolat mutagenni a genotoxické ucinky na bakterie a
lidské buiiky a podporovat rakovinu tlustého stfeva a jater u potkanti a mysi (Nguyen et al.,
2016).

3.9 NMR

Spektrometrie nuklearni magnetickd rezonance (NMR) je metoda, kterd vyuziva
magnetickych vlastnosti jader. Diky ni muzeme ziskat detailni informace o struktufe a
dynamickych vlastnostech organickych i1 anorganickych latek a biomolekul v kapalném,
plynném ¢i pevném stavu. Principem metody je méteni absorpce elektromagnetického zateni
(od 4 do 900 MHz), diky spinové rezonanci jader v silném magnetickém poli. U¢inna je viak
pouze na atomy, jejichz jadra maji lichy pocet protonti a neutronti, obecné se tato platnost

nazyva spinovy moment (Budésinsky, 2000).

Metoda naSla své vyuziti predev§im pro detekci pivodu potravin a k odhalovani
falsovani potravin diky biomarkerim. Mezi v§emi analytickymi metodami, které se vyuzivaji
pro zkoumani potravin, dosdhla NMR v poslednich letech velkého uznani a bylo prokazano, ze
v kombinaci s chemometrii tvofi slibnou metodu pro ovétovani pravosti potravin. Nyni jsou
vytvareny spektralni databaze pro rtizné€ potraviny (napi. med, vino...), ktery se nasledné

vyuzivaji pii testovani (Schievano et al., 2019).
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NMR se vyznacuje svou presnosti a vysokou reprodukovatelnosti. Mezi vyhody metody
se fadi nedestruktivnost vzorkd, rychlad a snadna ptiprava vzorkl, schopnost méfeni nékolika

vzorkl bez nutnosti pfedeslé chromatografické separace (Schievano et al., 2017).

3.9.1 Vyuziti NMR v medu

Ve studii Beretta et al. (2008) bylo testovano 44 italskych medd z 20 rGznych
botanickych zdroji. Vysledkem byly stanoveny markery pro med kaStanovy a lipovy. Tentyz
rok byly ve studii Donarski et al. (2008) stanoveny glukosa s fruktosou ve 182 vzorcich medi

z riznych zemi, spolecné s 1. identifikaci latky trigonellin.

Studie Schievano et al. (2017) ptedstavili novou metodu, jak identifikovat a
kvantifikovat sacharidy ve vodnych roztocich bez ptedchozich uprav pomoci NMR. Povedlo

se jim rozlisit a ur¢it 22 cukrii navzdory jejich strukturdlni podobnosti.

Schievano et al. (2019) ve studii pomoci NMR dokazali jasn¢ rozlisit italské akatové
medy od vychodoevropskych akatovych medd. Hlavni rozdily nasli v obsahu a rtiznorodosti
sekunddrnich metabolitii. Potvrdili tak, Ze spektra NMR poskytuji podrobné otisky prsti
jednotlivych druhti a jsou vhodné pro identifikaci botanického ptivodu. Pro analyzu NMR jsou

vzorky medu vétSinou rozpoustény ve vode nebo v dimethylsulfoxidu (DMSO).

3.10 Tepelné procesy

Tepelné zpracovani potravin miize mit nezadouci dusledky, jako jsou ztrata zivin, tvorba
toxickych latek (akrylamid, furan nebo akrolein) nebo slouc¢enin s negativnimi G€inky na chut’,

texturu nebo barvu (Wenzl et al., 2007).

Svoje vyuZiti nachazi ptedev§im v potravinafstvi pfi vyrobé potravin. Tepelné procesy
1ze rozdélit podle intenzity teploty, ktera je pouzita. Jsou to pasterace (teplota od 60—70 °C),
sterilace (nad 100 °C) a oSetfeni pomoci ultravysoké teploty (od 140—160 °C). Tyto oSetieni se
pouzivaji predevsim kvili urychleni chemickych reakci. Taktéz se zrychluji i biochemické a
mikrobialni reakce, ale pouze do urCité teploty, poté jsou enzymy a mikroorganismy
inaktivovany. Diky pasteraci dochdzi k inaktivaci patogennich bakterii. IntenzivnéjSim
tepelnym oSetfenim nad 100 °C jsou inaktivovany vegetativni bunky spolecné se sporami.
Zajistuji tak prodlouzeni trvanlivosti. Teplotni Gpravou dojde k zastaveni mikrobialnich a
enzymatickych reakci, chemické a fyzikalni zmény se v potravinach vSak budou dit i nadale.
Ptikladem chemické zmény je Maillardova reakce, kterd vede ke zméné€ zbarveni ¢i vzniku

aromatickych latek at’ uz zadoucich ¢i naopak. Tepelné zpracovani ma 1 pozitivni ¢inek na
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stravitelnost potravin a biologickou dostupnost zivin napft. karotenoidy a polyfenoly. Obecné
plati, Ze denaturované bilkoviny jsou straviteln¢j$i. Travici enzymy muzou snadnéji

hydrolyzovat rozlozené molekuly (van Boekel et al., 2010).

v

Tepelné zpracovani mize byt provedeno nékolika zplisoby. Nejznamé;jsi jsou pfimy a

nepiimy ohiev nebo vstiikovani pary do kapalného produktu (van Boekel et al., 2010).

Nagai et al. (2018) ve své studii testoval vliv zahfivani na 6 druhti medi. Medy byly
zahtaty po dobu 24 hodin na 100 °C. Byl stanoven zvysSeny obsah redukujicich se cukr
v produktech Maillardovy reakce a diisledkem karamelizace. Dale sledoval i index zhnédnuti
pfi vinovych délkadch 284 nm a 420 nm behem zahtivani. Nebyla vSak zpozorovana zadna
vyznamna zména se stupném pocatecniho hnédnuti. Dalsi studie zamétené na zmény slozeni

po ohtevu jsou shrnuty v tabulce €. 2.

Studie Sarié et al. (2013) uvedla, Ze kratky ¢as ohfevu pii relativné nizké teploté nema

vliv na antioxidac¢ni aktivitu medu.

3.11 Omické védy

Omické védy jsou nazyvany nové védni obory, které vyuzivaji velkych dat ziskavanych
modernimi pfistroji. Nej¢astéji se timto pojmem rozumi genomické, proteomické, lipidomicke,
glykomické, transkripéni a metabolomické obory ¢i jejich kombinace. V zemé&délstvi jsou
vyuzivany pro zlepSeni kvality a bezpecnosti potravinaiskych plodin, dale pak pro zvySeni
jejich produkce a odolnosti vi¢i okolnimu prostiedi. Zkoumaji reakce plodin na stres, interakci
s meziplodinami a patogeny a zaznamenavaji fyzikalné-chemické zmény, ke kterym dochazi
naptiklad pti dozravani ovoce. Kvalitu a bezpe¢nost potravin 1ze dosdhnout jiz vybérem vhodné
plodiny pro dané agroekologické podminky. Omické védy proto nabizeji nastroje k identifikaci
nebo vybéru novych druhli rostlin s riznymi genotypy, aby plodiny byly co nejodolné&jsi
(Alfieri, 2018).

Vyuzivani omickych véd v potravinaiskych technologiich je znamo pod pojmem
‘foodomics'. Foodomics patii mezi omické védy, které studuji vztah zdravi a potravin. Zajimaji
se o oblast potravin a vyzivy s cilem zlepSeni zdravi, kvality a divéry spotiebitelll. Snazi se ale
1 informovat o vlivu jednotlivych potravin na nase zdravi, nebo jak vyuzivat jednotlivé
potraviny pii prevenci proti nemocim. Foodomika je zalozena na pouziti analytickych metod,
slouzici k ziskani informaci, které by zlepsily bezpecnost a kvalitu potravin, zvysily produkci

nebo dosahly sniZeni obsahu alergenti (Alfieri, 2018; Valdés et al., 2017).
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Pod odvétvi foodomiky spada genomika, proteomika a metabolomika, které se spole¢né
snazi urychlit vyzkumy v oblasti bezpecnosti potravin, zlepseni kvality, skladovatelnosti a
V neposledni fadé¢ pochopeni bioaktivity potravin na molekularni urovni. Jejich cilem je i
objeveni novych biomarkert, které by mohly slouzit pro kontrolu kvality potravin nebo
odhaleni falSovani (Valdés et al., 2017).

Metabolomika se zamétuje na identifikaci a kvantifikaci malych molekul, které se
vyskytuji v biologickych systémech. Vyuziva se bud’ metabolického profilovani, nebo
metabolického snimani otiskli prstli. Metabolické profilovani studuje pfibuzné metabolity
(flavonoidy, karotenoidy) a jejich metabolické drahy. Naopak metabolické snimani otiski prsti
pouze porovnava vzorce metabolitl. Metabolomické profilovani nachdzi uplatnéni
v identifikaci biomarkert, v epidemiologickych studii ¢i screeningu slozeni potravin. Nejcastéji
se pouzivaji analytické metody jako hmotnostni spektroskopie (MS) nebo NMR analyza. MS
je vyuzivana predevSim na analyzu primarnich metabolitt, jako jsou sacharidy, organické
kyselina nebo aminokyseliny. Nuklearni magneticka rezonance je nedestruktivni metodou,
kterd lze proto snadno kombinovat s jinymi metodami. Pouzivd se bud’ samostatné nebo v
kombinaci s plynovou chromatografii ¢i kapilarni elektroforézou. Kombinace riznych méteni

poskytuje dopliujici analytické informace (Valdés at al., 2017).
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Tabulka 2: Systematicka tabulka studii zamérenych na zmény slozeni po ohrevu

Autor a

rok Matrice Zaméieni Pristroje . Aflalyz,a . Vysledek
. (cilend/necilend)
studie
Byly zaznamenany teplotni intervaly denaturace
vybrané o | | |
Goetz & LR-NMR pro jednotlivé proteiny (ovalbumin, konalbumin
syrovatkové ‘ _ ) ' o
Koehler, bilkovi denaturace bilkovin spektrometru mq20 kombinace a B-laktoglobulin), byly rozliseny reverzibilni a
ilkoviny a
2005 ) Y (20 MHz) nevratné strukturalni zmény v dusledku
vejce
tepelného zpracovani
'H NMR (600 MHz) z
) ) Zména v obsahu fruktosy, glukosy,
) detekce zmén v NMR Agilent Unity ‘ ‘
Liang et ‘ ] acetatu, kyseliny mravenci, kyseliny
cerny Cesnek pii tepelném INOVA-600s kombinace
al., 2015 pyroglutamové a 5-hydroxymethylfurfuralu (5-

zpracovani ¢esneku

kryogenni sondou (32

skenit)

HMF)
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Autor a

rok Matrice Zaméieni Pristroje , Aflalyz'a . Vysledek
studie (cilena/necilend)
vliv plazmy a ozonu
pii netepelném
zpracovani na cukry, . (600 ozon ovliviioval vice aromatické signaly
_ _ spektrometr _
Al aminokyseliny a MHz) vyb s (koncentrace sacharosy, fruktosy, kyseliny
ves . . z) vybaveny 5 mm _ '
Filho et pomeranCovy  organické kyseliny s (H-F/15N-31P) lons citronové a jable¢né), zpracovani ACP vice
ilhoe - - cilena
| 2016 dzus kratkym fetézcem v ‘ ( sand . ovlivnilo alifatické systémy (ethanol, prolin,
al., inverzni sonda se Z-
pomerancové Stave d kyselina glutamova), celkové zmény dzusu
gradientem
pomoci NMR a nebyly zpozorovany
chemometrickou
analyzou
u kokosové vody sterilizované pti 136 °C byly
efekt UHTa normalni spektrometr (600 zpozorovany vyznamné&j$i zmeny v organickém
Sucupira Kok ) zahfivani a sulfodivd ~ MHz) vybaveny 5 mm sloZeni, naopak nizsi teplota zpracovani pii 110
okosova
etal., g adice, falSovani vodou, (H-F/15N-31P) kombinace °C s ptidavkem sifi¢itanu zachovala sacharosu,
voda
2017 jednoduchymi cukry, inverzni sonda se Z- glukosu, ethanol a kyselinu jable¢nou beze

smésmi cukra a HFCS

gradientem

zmeén. Celkové vSak ani jeden ohfev nezpusobil

zadné vyznamné zmeény ve slozeni jako celku
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4. Metodika

Byla stanovena doba ztekuceni medu v objemu 240 mg pro 4 rizné teploty. Vzorky
byly nasledné touto kombinaci Casu a teploty rozehiaty a analyzovany pomoci nuklearni
magnetické rezonance s cilem zjistit, které slouCeniny jsou timto oSetifenim zménény.

Cilem prace je dospét k doporuceni, zdali je lepsi rychly ohfev medu pii vyssi teploté

¢i je vyhodnéjsi ohiev pomalejsi pti nizsich teplotach.
4.1 Vzorky

Vzorky byly ziskany ze sbirky VUV¢ Dol. T#i medy kvétové a t¥i medy medovicové,
v§echny vytadeny roku 2019. Jednalo se 0 vzorky z riiznych mist Ceské republiky ze soutéze
Cesky med. Vzorky byly odebrany s pomoci 1Zice z nékolika mist sklenice. Vzorky byly
v dobé& odbéru krystalické. Pied ptipravou vzorkl byly medy dikladn€ promichény.

4.2 Desing experimentu

Byly stanoveny ktivky tani 6 medu pii teplotach 20 °C, 40 °C, 50 °C a 60 °C s pomoci
spektrofotometrického méfeni pii vinovych délkach A= 420 nm a 600 nm. VVzorky medu byly
odebrany v ¢asech, kdy doslo Kjejich 95% ztekuceni pii jednotlivych teplotach a byly
podrobeny analyze spomoci 'H, 3C a2D NMR. Spektra byla analyzovana s vyuzitim
chemometrickych metod (analyza hlavnich komponent (PCA) a diskriminaéni analyza
¢astecnych nejmensich ¢tverct (PLS-DA)). Vysledné ¢asy tani medu pro jednotlivé teploty jsou

zaznamenany V tabulce ¢. 3.

Data byla zpracovana v softwarech TopSpin® 4.0, Mestrenova v. 14.2.0, Chenomx v.
8.6 a statistické zpracovani bylo provedeno v programech MetaboAnalyst 5.0 a Microsoft Excel
365.

Tabulka 3: Zjistené hodnoty ztekucovani

Teplota Cas bodu ztekuceni
40 °C 560 minut
50 °C 120 minut
60 °C 55 minut
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4.3 Priprava vzorki pro stanoveni bodu ztekuceni

Do tfech mikrotitra¢nich desti¢ek bylo navazeno vzdy 3x 240 mg medu s odchylkou+2
mg od kazdého vzorku. Jednotlivé desticky byly zahfivany na jinou teplotu (40 °C, 50 °C a 60
°C). Kazdych 5 minut byly desti¢ky zméfeny pomoci spektrofotometru Biotek (Synergy™ H?)
a byla zaznamenana hodnota. Nasledné byly hodnoty pievedeny do grafu (obrazek ¢.1), ze
kterého byly poté stanoveny vysledné casy, kdy doslo ke ztekuceni 95 % medu pro jednotlivé
teploty, viz tabulka ¢.3.

Kiivky ztekuceni

125,000 Teplota
°©)

100,000

75,000

ozy
4
3

50,000

25,000

0,000

ur

125,000

absorbance

100,000
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009

50,000

25,000

N

0 200 400 600 800 1000
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¢as (min)

Obrazek 1: Krivky ztekuceni medui pri vybranych teplotach 40, 50 a 60 °C. Vertikalni uisecky
zobrazuji smérodatnou odchylku 3 pozorovani.

Z obrazku ¢. 1 byly odeéteny ¢asové hodnoty, kdy doslo k 95% ztekuceni medu, které

byly nasledné pouzity pii 2. ¢asti méteni.
4.4 Priprava vzorki pro analyzu NMR

Od kazdého vzorku bylo do mikrozkumavky navazeno 240 mg medu s odchylkou+2 mg,
navazky byly zaznamenany. Vzorky byly zahtaty vybranymi kombinacemi ¢asu a teploty, ve 2
opakovanich. Po ztekuceni bylo ke kazdému vzorku napipetovano 830 pL deionizované vody
(Millipore Direct-Q® 3, Merck Millipore, USA). Vysledna koncentrace se pohybovala okolo
240 mg/ml. Roztok medu a deonizované vody byl vortexovan a nasledné¢ homogenizovan 10
minut v ultrazvukové lazni az do doby, nez byl med viditelné rozpustén. V piipadé potieby se
vortex a ultrazvukovéa lazen opakovaly. Z takto pfipraveného roztoku bylo odpipetovano 540

uL do cCisté mikrozkumavky. Nasledn¢ bylo ptidano 60 uL NMR pufru. NMR fosfatovy pur
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v D20 byl pfipraven pfidanim 1,5M KH2POs4, 0,2 % NaNs a 5mM Kyselinou
trimethylsilylpropanovou (TSP), slouZici jako vnitini standart NMR spektra diky chemickému
posunu 0,0 ppm. Chemikalie na vyrobu pufru byly z firmy Lach-Ner, CZ, NaN3z a TSP byly
z firmy Merck, DE. VSechny zkumavky byly po dobu 10 sekund vortexovany. Vysledny objem
600 pL vzorku byl kvantitativné pomoci pipety preveden do NMR kyvet (5 mm, hight
throughput, Norell, USA).

Vyslednych 48 vzorki bylo analyzovano s pomoci 'H NMR na spektroskopu Bruker
Avance Ill 500 MHz a BBFO sondou (Bruker, DE) s gradienty v ose z, s pomoci pulzni
sekvence ldnoesy. Vysledné signaly volné precese byly transformovany Fourierovou
transformaci, fazovany a referencovany v programu Mesterenova v. 14 (MNova, ES).
Jednotlivé regiony byly srovnidny na zmény v integralech pikli nebo jejich posuny a

zaznamenany.
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5. Vysledky a diskuze

5.1 NMR analyza medu

NMR spektra medu se vyznacuji nékolika charakteristickymi tseky. Prvni tisek od
0,00-3,00 ppm je typicky pro alifatické slouceniny. V této Casti spektra mizeme pozorovat
typicky a vyznamné zastoupeny prolin (okolo 2,00 a 2,35 ppm) (Spiteri et al., 2015).

V oblasti sacharida od 3,00-6,00 ppm pievazuji hlavné monosacharidy — glukosa s

fruktosou. Aromatické slouceniny zaujimaji své misto od 6,00—10,00 ppm (Boffo et al. 2012).

Vsechny medy, bez ohledu na zemé&pisny nebo botanicky ptivod, maji v aromatické
oblasti dva vyznamné markery — mravenci kyselinu (piiblizn¢ 8,45 ppm) a HMF (9,45-9,50

ppm) (Olawode et al., 2018). Na obrazku ¢. 2 je viditelné pouze kyselina mravenci.

0)
© ® @
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M " ’h Il ’ [MJ J ]I

4,15 4,05 395 385 3,75 3,65 355 345 335 325 3,15

292725232119 171513110907 05

® @
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8,5 7,5 6,5 55 4,5 2,5 1,5 0,5
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Obrazek 2: Ukazka NMR spektra medovicového medu, 1 - prolin, 2-5 oblast sacharidii (dochdzi
k prekryvani), 2 - glukosa, 3 - prevazujici glukosa, 4 - glokosa s fruktosou, 5 - fruktosa, 6 —
kyselina mravenci.

v

Ve spektru dominuje oblast sacharidi (3—6 ppm), z nichz nejzastoupenéjsi jsou glukosa
s fruktosou. V alifatické oblasti je viditelny prolin. Peak na 8,4 ppm je signalem protonu H-C

kyseliny mravenci.
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V tabulka ¢. 4 jsou shrnuty vyznamné piky, jejichz intenzita nebo chemicky posun se
menily s teplotou a ¢asem. V kazdém z téchto vybrannych pikd (znaceny modrou barvou) byl
viditelny totozny posun jednotlivych spekter. Cim vys3i teplota zahiati, tim vice bylo spektrum

posunuto od pivodniho nezahtatého medu.

Tabulka 4: Heatmap pikii, u kterych doslo k posuniim ve spektru NMR u jednotlivych vzorkii

A medovicovy  medovicovy  medovicovy kvétovy kvétovy kvétovy
ppm

med ¢. 1 med ¢. 2 med ¢. 5 med ¢. 3 med ¢. 4 med ¢. 6

1,35
1,96
2,05
2,59
3,28
33
3,33
3,34
3,35
4,02
4,19
4.2
s21 [
4,43
4,57
4,58
4,61
471
4,72
479 ]
4,18
5,21
5,24

520 [
5.2 ]
oo [

5.2 Vliv ¢asu a teploty na integraly piki spektra

Nameéftena spektra byla statisticky vyhodnocena pomoci PCA a PLS-DA analyzy. Byl
zkouman vliv teploty a ¢asu na NMR spektra kvétovych a medovicovych medt. PCA analyza
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dvou hlavnich komponent PC1 a PC2 (obrazek 3a) byla schopna spravné roziradit medy do
klastrti podle ptislusnosti na medovicovy a kvétovy (kvétové — medy €. 3, 4 a 6 a medovicové
— medy ¢. 1, 2 a 5). Osa PC1 vsak neklastrovala vzorky podle teploty. Komponenta PC1

vysvétluje 22,9 % celkové variability.

Analyza komponent PC3 a PC4 vykazovala nepatrné rozdily mezi jednotlivymi
teplotnimi zahtevy (obrazek 3b). Proto byla zvolena jest¢ PLS-DA analyza. Pomoci PSL-DA
analyzy bylo identifikovano tzv. VIP skore (variable importance in projection, obrazek 4b),

které vyhodnocuje rozdily mezi jednotlivymi piky. Za nejvyznamnéjsi biny byly oznaceny piky

¢.6,7a0,839.
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Obrazek 3: a) PCA analyza spekter kvetovych a medovicovych medii, PCI 22,9 % variace,
PC2 15,3 % variace, b) PCA analyza spekter kvétovych a medovicovych medii, PC3 9,2 %

variace, PC4 8,8 % variace.
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Obrdazek 4: ) PLS-DA analyza spekter medovicovych a kvétovych medii, b) VIP score

vyznamnych diskriminacnich binii
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Z obrazku ¢. 4 jasné vyplyva rozdil mezi jednotlivymi medy podle toho, kterému stupni
zahievu byl med vystaven. V pfipadé PLS-DA analyzy vede vektor Casu a teploty z leva
smérem doprava (obrazek 4a). Modfe jsou oznaceny medy, zahiivané na teplotu 60 °C, tyto
medy se nejvice liSily od medu ptivodniho. Zelené znacené body patii medim, které byly

ohfivany na teplotu 40 °C po nejdelsi dobu, ty byly piivodnimu medu nejpodobné;jsi.

5.3 Posuni spekter

Nasledné obrazky zobrazuji posunuti spekter, které se vyskytovalo pravidelné u vSech
pikt, které jsou zminéné v tabulce ¢.4. Pro ukazku byly vybrany 2 piky. Prvni graf (obrazek ¢.
5a) popisuje pik 2,6, ktery se vyskytoval u vSech testovanych meda. Na grafu druhém (obrazek
¢. 5b) je zobrazeny pik 6,63, ktery ma obdobny pribéh, ale jeho vyskyt byl nalezen pouze u

medit medovicovych.

med 3- peak 2,6 med 5- peak 6,63

~—+teplota 20 °C
~—teplota 20 °C ~
P ~—+teplota 20 °C / >/\"/
~—teplota 20 °C
5 teplota 40 °C '/-/ /
teplota 40 °C
teplota 40 °C
teplota 40 °C
~+teplota 50 °C
~—teplota 50 °C
~tteplota 50 °C
~—teplota 50 °C
—rteplota 60 °C
—teplota 60 °C
—teplota 60 °C
—teplota 60 °C

2,604 2,602 26 2,398 2,39 2#‘“ 2,39 2,59 6,655 6,645 6,635 6,625 6,615 6,605 6,395

ppm ppm

Obrdazek 5: ) Ukdzka posunu piku na 2,6 ppm V jednotlivych vzorcich, b) Ukdazka posunu piku
na 6,63 ppm.

Obrazky ¢. 5 ukazuji posuny jednotlivych pikd, ke kterym dochazelo pti ohfevu zvySenou
teplotou. Kiivky jsou barevné oznaceny podle velikosti stupné zahievu. Nejvétsiho posunu si
muzeme v§imnout u teplot 50 °C a 60 °C (oranzova a ¢ervena linie). Naopak nejmesi posun byl

pozorovan u teploty 40 °C (Zluta linie) v obou ptipadech.

32



Jak je mozné vidét na obrazcich 6 a 7, nejvétsi odchylku od pivodniho nezahtatého medu
bylo mozné pozorovat pravé u medu, které byly zahiivany po dobu 55 minut na 60 °C. Z toho
vyvozuji, ze nejSetrnéjsi ohtev byl ze zkousenych teplot zahfev na 40 °C, protoze jeho spektrum
se jevi jako nejpodobné&jsi pravé medu bez tepelné Gpravy. Lstiburek (2016) ve své praci uvedl,
ze maximalni aktivita enzyma probihd pravé pii teplot€¢ 40 °C. Pii zvySovani teploty pak
dochazi k jejich postupné inaktivaci a tim i k poklesu jejich aktivity. Zhao et al. (2018) zahtival
medy na teploty 45, 65 a 85 °C po dobu 12 hodin. Vysledek ukazal pouze ubytek aminokyselin,
predevsim prolin a fenylalanin. Studie Zarei et al. (2019) pii zahtati medu na teplotu 63 °C po

dobu 30 minut ukézala zvySeni obsahu HMF a snizeni celkového obsahu fenolovych latek.

ik 6,63
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54 —med 1
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'2 -0,015 ——med 5
= 0,02
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Relativni intenzita

Obrazek 6: Posun piku 6,63 pri danych teplotach s vyznacenymi smeérodatnymi odchylkami
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Obrdazek 7: Posun piku 2,05 pri danych teplotach s vyznacenymi sméerodatnymi odchylkami

Tato prace zatim nedokéze charakterizovat jednotlivé latky, u kterych dochézelo

k posunim ve spektrech. Jednoznacna identifikace a ptesna kvantifikace cukrd v piirodnich
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matricich je omezena jejich podobnou strukturou a podobnou polaritou, nedostatkem

chromofort a pfitomnosti mnoha strukturalnich izomera (Schievano et al., 2017).
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6. Zavér

Vyzkumna ¢ast tvorila dveé ¢asti. Prvni ¢ast se zaméfovala na stanoveni kiivek
tani jednotlivych medt pro dané teploty 40 °C, 50 °C a 60 °C. V ¢asti druhé bylo méieni
zam¢eieno na zmény profilu NMR spekter pii ztekuceni medu. Byl zkouman vliv
kombinaci teplot a ¢asu na kvalitu medu. Cilem méteni bylo zjistit, ktera kombinace
Casu a teploty je ke ztekuceni krystalického medu nejsetrnéjsi, co se tyce chemickych

zmeén ve slozeni medu.

Studie zamétujici se na kombinaci vlivu teploty a ¢asu ohfevu na NMR spektra
medu ukazala, Ze oSetfeni pomoci vyssi teploty (60 °C) po dobu 55 min se jevi jako
nejméné Setrné, a tedy vzorky jsou nejvice odlisné od pivodniho krystalického medu.
Naopak zahifev na 40 °C po delsi dobu (560 min) se nejvice piiblizoval medu
pivodnimu. U vSech sledovanych kombinaci casu a teploty nedoSlo k vyraznym
chemickym zménam. Tato studie dokézala najit nékolik casti spektra, ve kterém
dochazelo k totoznym posuniim. Celkem bylo zjisténo 12 oblasti signalt, ve kterych
byly mezi zahtevy zmény, z toho 2 byly ptfitomny u v§ech medua. Ostatni byly pfitomny
jen v nékterych skupinidch medd (medovicovy, kvétovy). Jednalo se o zmény v
chemickém posunu nebo v intenzité, které mohou v sobé odrazet zmény v disledku
polymerizace nebo komplexace s ionty. Nejsme ale schopni fici, o jaké zmény se jedna
konktrétné. Nejméné zmén ve srovnani s kontrolu bylo zjisténo u 40 °C v kombinaci s
casem. Lze konstatovat, Ze sniZovani a navySovani intenzity vybranych pikl spolecné

s chemickymi posuny byly ve sledovanych vzorcich pravidelné.
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