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wydawnictwa)

H1 I. Jasicka-Misiak’, P. Kafarski,
Chemiczne markery miodow odmianowych, 2011,
Wiadomosci Chemiczne, 65, 821-837.
Praca przeglgdowa. Wktad wtasny w powstanie tej pracy polegat na napisaniu czesci
manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 70%.
IF=0; MNiSW =7
H2 1. Jasicka-Misiak’, A. Poliwoda, M. Deren, P. Kafarski, 2012,
Phenolic compounds and abscisic acid as potential markers for the floral origin of two
Polish unifloral honeys, Food Chemistry, 31, 1149-1156; Elsevier.
Wktad wtasny w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu doswiadczen,
wspotuczestnictwie w przeprowadzeniu analiz oraz napisaniu manuskryptu. Moj
udziat procentowy szacuje na 70%.
IF = 3,334; IFs years =4,072; MNiISW =40
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H3

H4

H5

H6

t. Zielinski', S. Deja, 1. Jasicka-Misiak, P. Kafarski, 2014,
Chemometrics as a tool of origin determination of Polish monofloral and multifloral
honeys, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 62, 2973-2981; ACS.
Wktad witasny w powstanie tej pracy polegat zaplanowaniu czesci prac, wspotudziale
w interpretacji widm NMR wykonanych przez tukasza Zielinskiego w ramach pracy
doktorskiej, ktorego bytam promotorem pomocniczym. Udziat wtasny oceniam na
30%.

IF =2,912; IFs years = 3,154; MINiSW =45

I. Jasicka-Misiak’, E. Makowicz, N. Stanek, 2017,
Polish vyellow sweet clover (Melilotus officinalis L) honey, chromatographic
fingerprints, and chemical markers, Molecules, 22 (1), 138; MDPI.
Wktad wilasny w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy,
wspotuczestnictwie w wykonaniu analiz chromatograficznych oraz interpretacji
wynikow badan, napisaniu manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 60%.

IF = 2,465; IF5 .. = 2,988; MNiSW = 30

I Jasicka-Misiak’, S. Gruyaert, A. Poliwoda, P. Kafarski, 2017,
Chemical profiling of polyfloral Belgian honey: ellagic acid and pinocembrin as
antioxidants and chemical markers, Journal of Chemistry, 2017, Article ID 5393158,
https://doi.org/10.1155/2017/5393158; Hindawi.
Wktad wltasny w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu doswiadczen, wyborze
metodyki, nadzorowaniu i wspotuczestnictwie w analizach chromatograficznych,
wykonanych przez Stevena Gruyaert’a, w ramach pracy magisterskiej, ktorej bytam
promotorem. Ponadto konsultowatam interpretacje wynikow badan oraz napisatam
manuskrypt. Moj udziat procentowy szacuje na 70%.

IF=1,3; MNiSW = 20

I. Jasicka-Misiak’, E. Makowicz, N. Stanek, 2018,
Chromatographic fingerprint, antioxidant activity and colour characteristic of Polish
goldenrod (Solidago virgaurea L.) honey and flower. European Food Research and
Technology, 244(7), 1169-1184; Springer.
Wktad witasny w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu doswiadczen,
nadzorowaniu i wspotuczestnictwie w analizach chromatograficznych wykonanych
przez doktorantki Ewe Makowicz i Natalie Stanek, bedgcych pod mojg opiekg
naukowg/techniczng oraz interpretacji wynikow badan, napisaniu manuskryptu.
Ponadto dokonatam korekty pracy po recenzjach. Moj udziat procentowy oceniam na
60%.

IF = 1,664; IF5 .0 = 1,854; MNiSW = 25
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H7  N.Stanek, I. Jasicka-Misiak’, 2018,

HPTLC phenolic profiles as useful tools for the authentication of honey, Food
Analytical Methods, doi: 10.1007/s12161-018-1281-3, Springer.
Wktad wilasny w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy,
konsultacji i wspotuczestnictwie w analizach chromatograficznych wykonanych przez
doktorantke Natalie Stanek, bedgcqg pod mojg opiekq naukowg/technicznq oraz
interpretacji wynikow badan, napisaniu czesci manuskryptu. Ponadto dokonatam
korekty pracy po recenzjach. Moj udziat procentowy oceniam na 70%.

IF = 2,038; IF5 yeors = 1,982; MNiSW = 30

H8 E. Makowicz, I. Jasicka-Misiak’, D. Teper, P. Kafarski, 2018,
HPTLC fingerprinting as an efficient method for the differentiation of honeys of
different botanical origin based on the composition of the volatile fractions,
Molecules, 23, 1811; DOI 10.3390/molecules23071811, MDPI.
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat zaplanowaniu pracy, wspotudziale w
interpretacji analiz chromatograficznych wykonanych przez Ewe Makowicz w ramach
pracy doktorskiej, ktorej bytam promotorem pomocniczym, napisaniu manuskryptu
oraz dokonaniu korekty pracy po recenzjach. Udziat wtasny oceniam na 50%.

IF = 3,098; IF5 .0 = 3,268; MNiSW = 30

H9  E. Makowicz, P. Kafarski, I. Jasicka-Misiak®, 2018,
Chromatographic fingerprint of volatile fraction of rare Hedera helix honey and
biomarkers identification, European Food Research and Technology, DOI
10.1007/s00217-018-3127-z, Springer.
Wktad witasny w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu doswiadczen,
nadzorowaniu i wspotuczestnictwie w analizach chromatograficznych wykonanych
przez doktorantke Ewe Makowicz bedgcg pod mojg opiekq naukowg/techniczng oraz
na interpretacji wynikow badan i napisaniu czesci manuskryptu. Moj udziat
procentowy oceniam na 55%.

IF=1,919; IFs years = 1,854; MINiSW = 25
*- autor korespondencyjny

Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania Impact Factor (IF) prac sktadajgcych sie na
osiggniecie, obliczony na podstawie bazy danych Journal Citation Reports zgodnie z rokiem
opublikowania wynosi: 18,73 przy liczbie 58 cytowan

Suma punktow uzyskanych za cykl publikacji (dane z roku wydania) — 252 pkt MNiSW
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c. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéow wraz zoméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

WPROWADZENIE

Miod jest naturalnym, stodkim produktem wytwarzanym przez pszczote miodng (Apis
mellifera L.) z nektaru kwiatowego badz spadzi wystepujacej na réznych gatunkach roslin.
Pszczoty pobierajg pozytek jezyczkiem i dodajg do niego wydzieliny swoich gruczotow
slinowych. Po powrocie do ula przekazujg go mtodszym pszczotom, ktore wciggajg kropelke
nektaru do wola miodowego i wyrzucajg pobrang ciecz na jezyczek. Czynnosc te powtarzaja
kilka razy. Wymieszany ze $ling nektar umieszczajg w jednej z dolnych komorek plastra, gdzie
nastepuje czesciowe odparowanie wody. Po pewnym czasie midd, czesciowo juz
zageszczony, zostaje przeniesiony do gomej czesci plastra. Po wypetnieniu komérek plastra
rozpoczyna sie proces dojrzewania, podczas ktorego nastepuje dalsza utrata wody. Do
odparowywania wody pszczoty uzywajg prgdu powietrza wytwarzanego za pomocg skrzydet.
Odparowanie wody zapobiega fermentacji tego stodkiego produktu. Komorki zawierajgce
catkowicie dojrzaty miod s3 zasklepiane przez pszczoty wieczkiem woskowym [1, 2]. Powstaty
miod jest produktem o zréznicowanym sktadzie chemicznym, ktory ksztattuje sie pod
wplywem wielu czynnikow. Zalezy miedzy innymi od pochodzenia botanicznego i
geograficznego, warunkow abiotycznych, jak rowniez od technik pozyskiwania (wirowania,
filtracji), sposobu pakowania i warunkow przechowywania.

Obecnie produkty pochodzenia naturalnego cieszg sie duzg popularnoscig jako zrodto
zwigzkow biologicznie czynnych. Od wiekow surowce naturalne znane sg bowiem ze swych
wtasciwosci prozdrowotnych, np. przeciwbakteryjnych, przeciwgrzybiczych,
przeciwzapalnych czy przeciwnowotworowych. Dzis, gdy ich dziatanie, w wielu przypadkach
poparte jest badaniami naukowymi, na nowo budzg zainteresowanie.

Od tysiacleci naturalny miod pszczeli ceniony jest na catym swiecie jako sktadnik diety,
kosmetykow naturalnych oraz produkt o znaczeniu terapeutycznym [3-5]. Powszechnie,
stosowany jest w medycynie ludowej i niekonwencjonalnej, ale na rynku dostepne sg takze, i
wykorzystywane w leczeniu szpitalnym, nowe preparaty i opatrunki przeciwbakteryjne
zawierajgce np. nowozelandzki miod manuka.

Rozwoj apiterapii i coraz wieksza swiadomos¢ konsumentow sprawia, ze takze w Polsce,
w codziennej diecie wzrasta znaczenie miodow, glodwnie miodow odmianowych
(nektarowych, jednokwiatowych). Polscy pszczelarze styng z produkcji miodow wysokiej
jakosci, zatem zainteresowanie rodzimymi miodami odmianowymi wzrasta nie tylko w
naszym kraju, ale takze w krajach Unii Europejskiej. W Polsce, srednia roczna produkcja
miodu w latach 2009 — 2016 wynosita okoto 19 tys. ton, a w rekordowym 2017 roku wyniosta
24,3 tys. ton (wedtug danych Instytutu Ekonomiki Rolnictw i Gospodarki Zywnosciowej oraz
Instytutu Ogrodnictwa i Zaktadu Pszczelnictwa w Putawach). Mimo tak duzej produkcji na
krajowym rynku wcigz odnotowuje sie udziat tanich miodow, charakteryzujacych sie gorsza
jakoscia. Firmy handlowe sprowadzajg do Polski miéd z Chin, Ameryki tacinskiej i Europy
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Wschodniej, w konkurencyjnych cenach czesto, nie spetniajacy wymagan co do okreslonego
sktadu i wtasciwosci. Firmy te, sprzedajac importowany miéd o obnizonych parametrach
jakosciowych, po nizszych cenach (i czesto jako miéd krajowy), wprowadzajg w bitad
konsumentow oraz konkurujg w nieuczciwy sposob. Nie ulega zatem watpliwosci, ze miod
pszczeli podobnie jak inne produkty spozywcze, powinien spetnia¢ scisle okreslone
wymagania dotyczace wtasciwosci organoleptycznych i fizykochemicznych. W tym zakresie,
przed akcesjg do UE, w Polsce obowigzywata Polska Norma PN-88/A-77626 Midd pszczeli [6).
Po tym wydarzeniu, wymagania zostaty sprecyzowane w standardzie krajowym oraz w
normach miedzynarodowych. Najwazniejsze z nich to Norma Swiatowa, opracowana i
zatwierdzona w 2001 r. przez Komisje Kodeksu Zywnosciowego (Codex Alimentarius: Draft
revised standard for honey 2001) (7], oraz Dyrektywa 2001/110 UE z pdzniejszymi zmianami
[8-10). Kraje cztonkowskie UE, zobowigzane s3 akceptowac te dyrektywe i wprowadza¢ w
zycie zasady, przepisy i postanowienia administracyjne niezbedne do jej stosowania.
Dokumenty te poddawane sg okresowej aktualizacji, ktora uwzglednia najnowsze metody
badan, a co za tym idzie, wprowadzane s3 nowe wymagania jakosciowe. W dalszym ciggu
istniejg jednak roznice miedzy prawodawstwem europejskim a zmienionymi standardami
Codex Alimentarius odnoszace sie gtownie do deklaracji pochodzenia geograficznego
produktu, oceny jakosci miodu wyrazanej wskaznikiem aktywnosci diastazowej oraz definicji
miodu przemystowego (tzw. miodu piekamiczego).

Wedtug polskiej normy rozroznia sie trzy typy miodu: miéd nektarowy, wytwarzany z
nektaru roslin, wydzielanego z nektarnikow kwiatowych lub pozakwiatowych; miod
spadziowy, wytworzony ze spadzi zebranej z pedow roslin, oraz miéd nektarowo-spadziowy,
wytworzony przez pszczoly czesciowo z nektaru, a czesciowo ze spadzi. Polska norma
wyroznia ponadto nastepujace odmiany miodu: nektarowy rzepakowy, nektarowy akacjowy,
nektarowy lipowy, nektarowy gryczany, nektarowy wrzosowy, nektarowy wielokwiatowy,
nektarowo-spadziowy, spadziowy ze spadzi lisciastej i spadziowy ze spadzi iglastej. Kazdy
miod zawiera swoiste swiadectwo swego botanicznego i geograficznego pochodzenia w
postaci zawieszonych w nim setek tysiecy ziaren pytku roslin, z nektaru ktorych powstat. Za
miod odmianowy uznaje sie tylko taki, w ktorym procent pytku przewodniego jest rowny lub
przekracza minimalny procentowy udziat pytku dla danego miodu odmianowego okreslony w
Polskiej Normie. Klasyfikacji miodu jako odmianowego dokonuje sie poprzez analize
melisopalinologiczng (tzw. analiza pytkowa). Analiza pytkowa jest klasycznym badaniem
pozwalajgcym na okreslenie botanicznego pochodzenia miodu, czyli gatunkéw roslin, z
nektaru ktérych powstat miod. Metoda ta polega na mikroskopowej ocenie jakosciowej i
ilosciowej, zawieszonych w probce miodu ziaren pytku roslin (Fot. 1.).



lzabela JASICKA-MISIAK Autoreferat

Fot. 1. Obraz pytkowy miodu faceliowego (A), bluszczowego (B); (autor: D. Teper).

Minimalne procentowe zawartosci pytku przewodniego dla pieciu odmian najbardziej
popularnych polskich miodéw zostaty okreslone w Polskiej Normie ,Midd pszczeli” (PN—
88/A-77626) (Tabela 1.). W Tabeli 1. ujeto réwniez dane dotyczace innych, wybranych
panstw europejskich. Biorgc pod uwage fakt, ze w Europie opisano dotad okoto 100 miodéw
odmianowych (nektarowych), dane legislacyjne nie ksztattujg sie optymistyczne [11].

Tabela 1. Wytyczne dotyczace zawartosci pytku przewodniego w miodach krajowych (PN—
88/A-77626) oraz w miodach wybranych panstw europejskich [11].
Typ pytku Kraj

Fagopyrum esculentum 45 - - - - -
(gryka)

Brassica napus
(rzepak)

Erica spp. - - 45 45 - -
(wrzosiec)

Robinia pseudoacacia 30 20 - - - 20
(robinia akacjowa)

Tilia spp. 20 25 - 20 - 25
(lipa)

W celu identyfikacji pochodzenia botanicznego i/lub geograficznego miodow stosuje sie
rowniez metody fizyczne, chemiczne oraz biologiczne polegajace miedzy innymi na pomiarze
wilgotnosci, zawartosci popiotu, przewodnosci elektrycznej, kwasowosci i aktywnosci
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enzymatycznej [12, 13]. Na przyktad, przewodnos¢ witasciwa miodéw nektarowych oraz
nektarowo-spadziowych miesci sie w granicach 0,45-0,8 mS/cm. Miody spadziowe
charakteryzuje znacznie wyzsza wartos¢ przewodnosci, ktéra wynosi powyzej 0,8 mS/cm, a
dla spadzi iglastej powyzej 1,2 mS/cm. W przypadku miodéw pochodzacych z drzewa
truskawkowego (Arbutus unedo L.), wrzosca (Erica spp.), lipy (Tilia spp.), wrzosu pospolitego
(Calluna wulgaris L. Hull) czy drzewa herbacianego (Melaleuca spp.) nie okresla sie
przewodnosci wtasciwej [12, 14].

Wymienione metody posiadajg wiele ograniczen zaleznych zaréwno od sposobu
pozyskiwania miodu przez pszczelarzy, jak i procedur przygotowania probek do
poszczegolnych analiz i sg niestety niewystarczajace, aby jednoznacznie okresli¢ jakosc oraz
botaniczne i geograficzne pochodzenie miodu. Nie ulega jednak watpliwosci, ze miod, a
takze pozostate produkty pszczele, powinny by¢ precyzyjnie charakteryzowane pod katem
wtasciwosci fizycznych i chemicznych. Zatem procedury autentykacji miodu posiadajg
kluczowe znaczenie dla okreslenia jego cennych witasnosci odzywczych i terapeutycznych.
Dlatego tez, prowadzone przeze mnie badania wpisujg sie¢ w nurt tworzenia precyzyjnego
systemu ustalania pochodzenia i oceny jakosci miodu, okreslanych przez jakosc i ilos¢
substancji charakterystycznych (markerowych) dla danego gatunku miodu.

WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE | SKEAD CHEMICZNY MIODU

Dojrzaty miod jest gesta, higroskopijng cieczg o cigzarze wtasciwym w granicach od 1,38
do 1,45 g/cm’. Miody posiadaja konsystencje ptynna (patok), lepka, czesciowo lub catkowicie
skrystalizowang (krupiec) [14]. Poszczegdlne odmiany miodow réznig sie barwg, zapachem,
smakiem oraz konsystencja. Miody nektarowe majg zazwyczaj barwe od biatej (lipowy,
rzepakowy) do ciemnobursztynowej (wrzosowy, gryczany) i sg bardzo aromatyczne, a ich
zapach jest zblizony do aromatu nektaru. Miody spadziowe natomiast s3 ciemne i moga
posiadac odcien zielonkawy lub szary. Charakteryzuje je intensywny zapach przypominajacy
zapach zywicy lub igliwia. O intensywnosci kolorow miodu decydujg w duzej mierze barwniki
roslinne znajdujgce sie w nektarze. Nalezg do nich gtéwnie karotenoidy i flawonoidy, ktore s3
rowniez odpowiedzialne za wtasciwosci przeciwutleniajgce miodu [15, 16).

Zgodnie z obowigzujgcymi dyrektywami unijnymi [7-10] zawartos¢ wody w dojrzatym
miodzie nie powinna przekracza¢ 20%. Wyjatkiem jest miéd wrzosowy, dla ktorego
dopuszczalna zawartos¢ wody wynosi 23%. Wiekszos¢ miodow zawiera 17-18% wody. Zalezy
to od wielu czynnikow, takich jak stopien dojrzatosci miodu, sezon i pora zbioru, a takze
warunki klimatyczne [17). Grupe zwigzkow chemicznych o najwigkszym udziale
procentowym w miodzie stanowig cukry (srednio 77%). Zawartos¢ weglowodanow w
rodzimych miodach nektarowych i spadziowych waha sie od 68 do 78%, przy czym
przewazajg cukry proste. Srednia zawartos¢ glukozy wynosi 30%, a fruktozy 38%. We frakdji
dwucukrow dominuje sacharoza. Sacharoza wystepuje w miodach odmianowych w
granicach od 0,8% (miod wrzosowy i gryczany) do 7,7% (miod akacjowy). Innym cukrem jest
melitoza, ktorej zawartosc ksztattuje sie na poziomie 5,4%. W miodach spadziowych znajduje
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sie tez trisacharyd melecytoza, ktérej zawartos¢ moze by¢ znaczna, bo az do 28%. W réznych
typach i odmianach miodu stwierdzono niewielkie ilosci 22 innych cukrow: miedzy innymi
melibiozy, trehalozy, izomaltozy, i gencjobiozy [18, 19]. Charakterystycznym zwigzkiem
zawartym w miodzie powstajgcym na skutek kwasowego rozktadu cukrow prostych (gtownie
fruktozy) jest 5-hydroksymetylofurfural. Zawartos¢ tego zwigzku rosnie wraz z wiekiem
miodu, a takze w trakcie jego podgrzewania. Bardzo waznym czynnikiem wptywajgcym na
wartos¢ i smak oraz w znacznej mierze decydujgcym o dojrzatosci miodu jest zawartosé
kwaséw karboksylowych. W najwigkszej ilosd wystepujg kwasy: glukonowy, jabtkowy,
cytrynowy, mlekowy, bursztynowy, winowy, szczawiowy, mastowy, propionowy, mrowkowy
i octowy. Ponadto w miodzie spotyka sie ponad 15 innych kwasow, w tym kwasy
benzoesowy i pirogronowy [19-21]. Obecnos¢ tych substancji sprawia, ze odczyn miodu jest
kwasny, i to niezaleznie od geograficznego pochodzenia tego produktu. Na przyktad, wartosc
pH miodow polskich i hiszpanskich wynosi od 3,6 do 5,0; indyjskich od 3,7 do 4,4, a miodow z
Algierii od 3,4 do 4,5 [22]. Najwyiszg kwasowoscig cechujg sie miody gryczane, najnizsza
miody nawtociowe, akacjowe i rzepakowe.

Organiczne potgczenia azotu wystepujg w miodzie w niewielkich ilosciach - okoto 0,6%,
przy czym s3 to gtownie biatka, ktorych zawartos¢ nie przekracza 0,5%. Wsrod biatek
dominujg albuminy i globuliny. Wiele sposréd biatek obecnych w miodach to biatka
enzymatyczne. Pochodzg one gléwnie z wydzieliny gruczotow slinowych pszczét, ale
niewielkie ich ilosci moga pochodzi¢ z ziaren pytku kwiatowego oraz ze spadzi. W miodzie
stwierdzono obecnos¢ enzymow takich jak: a- i B-amylazy, katalazy, inwertazy, maltazy,
melacytazy, glukooksydazy, fosfatazy oraz lizozym [12]. a-Amylaza (diastaza) jest enzymem,
ktory odpowiada za proces hydrolitycznego rozpadu cukrow ztozonych. W celu wykrycia
przegrzania, fatszowania miodéw lub innych niedozwolonych zabiegéw, ustalono skale
Schade, ktora okresla aktywnosc¢ diastazy [21]. Miod zawiera rowniez niewielkie ilosci
wolnych aminokwasow (do 0,03%), a w roznych jego odmianach zidentyfikowano od 11 do
21 (miod wrzosowy) roznych aminokwasow [23]. Zwigzki mineralne wystepujg w miodach w
niewielkich ilosciach i zalezg od jego rodzaju. W miodach nektarowych substancje te
stanowig 0,05-0,5%, natomiast w miodach spadziowych okoto 1%. Miod zawiera
zaskakujgco niewielkg ilos¢ witamin, a ich zawartosc¢ jest zmienna i zalezy giéwnie od
obecnosci pytku kwiatowego i mleczka pszczelego. S3 to gtdwnie witaminy z grypy B: tiamina
(B1), ryboflawina (B2), kwas nikotynowy (B3), kwas pantotenowy (BS), pirydoksyna (B6),
biotyna (B8 lub H) i kwas foliowy (B9) oraz witamina C. Stabilnos¢ tych witamin obecnych w
miodzie jest zachowana ze wzgledu na niskie pH miodu [15].

W réznych typach i odmianach miodu zidentyfikowano ponad 600 sktadnikow nalezgcych
do kilkunastu grup chemicznych, przy czym wiekszos¢ z nich wystepuje w nieznacznych
ilosciach [15]). Jedng z bardziej interesujacych grup zwigzkow chemicznych w miodach,
odpowiadajaca miedzy innymi za bukiet smakowy i aromatyczny, sg zwigzki tworzace frakcje
lotna. Zwiazki te moga pochodzi¢ bezposrednio z nektaru rosliny miododajnej lub sg
produktami przeksztatcen enzymatycznych prowadzonych przez pszczoty w ich organizmach.
Dotychczas oznaczono ponad 50 substancji tworzacych aromat miodu, wsréod ktorych
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najwazniejszymi s3 mono- i seskwiterpeny, wyzsze alkohole alifatyczne, aldehydy, ketony,
estry i zwigzki polifenolowe. Sktad chemiczny miodu ulega zmianom w trakcie procesu
dojrzewania. Na zmiany sktadu substancji lotnych w miodzie wptywa wiele czynnikow. S3 to
przede wszystkim sposob obrobki (wirowanie, dekrystalizacja czyli uptynnianie w wysokiej
temperaturze) oraz warunki przechowywania (Rys. 1.) (15, 24, 25].

Kolejng grupe zwigzkow, odpowiedzialnych miedzy innymi za barwe, ale przede
wszystkich za wtasciwosci antyoksydacyjne miodu stanowig zwigzki fenolowe. Ta liczna i
niejednorodna chemicznie grupa, to okoto 10 000 zwigzkdow syntezowanych w tkankach
roslin. Dzieli si¢ je dwie klasy: kwasy fenolowe i flawonoidy (flawony, flawonole, flawanony,
flawanole, antocyjanidyny, izoflawony i chalkony) [26]. Kwasy fenolowe, gtéwnie pochodne
kwasu hydroksybenzoesowego i hydroksycynamonowego, wystepuja niemalze we
wszystkich organach roslin, w nasionach, korzeniach, lisciach, korze i w kwiatach. Zwigzki te
zabezpieczajg rosliny przed dziataniem mikroorganizméw i owadow, a w potgczeniach z
polisacharydami usztywniajg sciany komorkowe [27]. Pszczoty miodne, zbierajac nektar,
mogg przenies¢ te bioaktywne zwigzki z nektaru roslin do miodu [28]. Fenolokwasy i
flawonoidy wystepuja w miodach w ilosciach od 0,1 do kilkudziesieciu mg/100 g. Zawartosc
zwigzkow fenolowych jest rézna dla miodéw poszczegolnych odmian. Wyniki badan
dotyczace sktadu frakcji fenolowej miodéw pokazujg, ze najczesciej w miodach wystepuja
kwasy fenolowe, takie jak kwas wanilinowy, kwas kawowy, 3-kwas hydroksybenzoesowy,
kwas chlorogenowy, kwas 4-hydroksybenzoesowy, kwas rozmarynowy, kwas galusowy, kwas
syringynowy, p-kwas kumarowy, kwas ferulowy, kwas elagowy oraz flawonoidy: kwercetyna,
kemferol, mirycetyna, pinobanksyna, pinocembryna, chryzyna, galangina i hesperetyna.
Flawonoidy znaczgco przyczyniajg sie do aktywnosci antyoksydacyjnej miodu i przynosza
korzysci dla zdrowia ludzkiego [29, 30]. Aktywnos¢ antyoksydacyjna flawonoidow w
wigkszosci przypadkow zalezy od liczby i pozycji grup hydroksylowych i innych podstawnikow
oraz glikozylacji czasteczek. Obecnos¢ grup hydroksylowych w okreslonych pozycjach
pierscienia flawonoidow wzmaga aktywnos¢ przeciwutleniajgcg, z kolei glikozylacja
flawonoidow te aktywnosc ostabia w porownaniu do odpowiednich aglikonow [31].
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Rys. 1. Zwigzki obecne w miodzie i procesy, ktore wptywajg na stabilnos¢ miodu [15].

AUTENTYKACJA MIODU - CEL BADAN

W obecnej, globalnej produkcji zywnosci, autentykacja produktow spozywczych jest
wazing sferg dziatan zapewniajgcych lepszg jakos¢ oferowanych produktow. Konsumenci
dokonujacy wyboru zywnosci kierujg sie informacjami o jej jakosci. Poniewaz wybor
zywnosci zalezy od wzgledow zdrowotnych, zywieniowych, a takze od stylu zyciu i przekonan
religijnych, oznakowanie zywnosci powinno byc rzetelne i doktadne [15, 25, 32].

Midd naturalny jest produktem od dawna powszechnie fatszowanym na catym swiecie.
Najczestszym sposobem jest dodawanie sacharozy; moze to mie¢ miejsce juz na etapie
dokarmiania pszczot cukrem. Jego nadmiar nie zostaje przez nie przerobiony i dlatego
zawartos¢ sacharozy powyzej 5% moze byc¢ uwazana za fatszerstwo [33]. Innym sposobem
fatszowania tego artykutu jest dodatek wysoko stodkiego syropu glukozowo-fruktozowego
wytwarzanego ze skrobi, inwertowanego cukru trzcinowego lub buraczanego [34]. Jako
rodzaj fatszerstwa nalezy traktowac takze nadanie produktowi nazwy sugerujacej, ze jest on
otrzymywany z okreslonej rosliny, gdy faktycznie bedzie to np. miéd stanowigcy mieszaning
wielu roznych miodow [34].

W ostatnich latach intensywnie poszukuje sie metod analitycznych, ktére mogg stanowic
alternatywe badz uzupetnienie mikroskopowej analizy pytkowej w okreslaniu geograficznego
i botanicznego pochodzenia miodu [12, 35, 36]. Badania prowadzone sq w trzech kierunkach:
(i) poszukiwanie zwigzkéw charakterystycznych (markerow) dla konkretnej odmiany i
pochodzenia geograficznego miodu, (ii) konstruowanie profili chemicznych w oparciu o
konkretne klasy zwigzkow (najczesciej flawonoidow lub kwasow fenolowych), ktore stanowig
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,odcisk palca” poszczegdlnych miodéw odmianowych, czy tez (iii) stosowanie technik
metabolomicznych do rdznicowania, autentykacji odmian i definiowania miejsca
pochodzenia miodow [H1].

Celem prowadzonych przeze mnie badan byta izolacja frakcji zwigzkéw lotnych i
fenolowych z miodow o réinym pochodzeniu botanicznym z zastosowaniem wybranych
technik ekstrakcji, ocena jakosciowa i ilosciowa zwigzkow zawartych w tych frakcjach oraz
konstruowanie profili chemicznych tworzacych swoisty ,odcisk palca” tych miodéw. Do
badan polegajacych na poszukiwaniu zwigzkéw przydatnych jako chemiczne markery
pochodzenia botanicznego wytypowano rzadziej wystepujgce miody o potencjalnej
aktywnosci biologicznej: z nawtoci pospolitej (Solidago virgaurea L.), nostrzyka zottego
(Melilotus officinalis L.), facelii (Phacelia tanacetifolia Benth.) i bluszczu (Hedera helix L.).
Oznaczono rowniez wybrane parametry fizykochemiczne, w tym kolor i aktywnosé¢
antyoksydacyjna, zarowno dla wczesniej wspomnianych, jak i popularnych miodéw z nektaru
gryki (Fagopyrum esculentum Moench), lipy (Tilia spp.), akacji (Robinia pseudoacacia L.),
rzepaku (Brassica napus L.) i wrzosu (Calluna vulgaris L.). Ponadto, badania miodu
nawlociowego poszerzono o analize sktadu chemicznego nektaru kwiatow nawtoci
pospolitej, w celu stwierdzenia, ktore substancje obecne w pozytku przenoszone sg do
miodow. ldentyfikacja markerow botanicznych (kwiatowych) uzupetnita dane potwierdzajgce
botaniczne pochodzenie miodu.

Do badan jakosciowych miodow zastosowano m.in. techniki: wysokosprawnej
chromatografii cienkowarstwowej (HPTLC), wysokosprawnej chromatografii cieczowej z
detektorem diodowym (HPLC-DAD) i chromatografii gazowej z detektorem masowym (GC-
MS) oraz magnetyczny rezonans jadrowy (NMR); techniki 'H i ®C NMR. Analize frakgj
fenolowych pozyskanych z badanych miodéw metoda ekstrakcji do fazy statej z uzyciem
adsorbentow typy Amberlite przeprowadzono z uzyciem HPTLC i HPLC. Z kolei, w celu
uzyskania  petniejszego  profilu  zwigzkow  lotnych, probki  przygotowywano
komplementarnymi metodami: destylacji z parg wodnga, ekstrakcji w aparacie Soxhleta,
ekstrakcji cieczowej wspomaganej ultradzwiekami (USE), z uzyciem rozpuszczalnikow
organicznych o odmiennej polarnosci, oraz metody ekstrakcji z przestrzeni
nadpowierzchniowej do fazy statej (HS-SPME) na witdkno pokryte roznymi typami
adsorbentoéw, a nastepnie analizowano metodg GC-MS. Dodatkowo oznaczono barwe
wybranych miodow, catkowitg zawartos¢ fenoli z uzyciem zmodyfikowanej metody Folin-
Ciocalteu, zawartos¢ zwigzkow flawonoidowych (tworzenie barwnych kompleksowz AlCls)
oraz aktywnosc antyoksydacyjng w testach DPPH (rodnik 1,1-difenyl-2-pikryl hydrazylowy),
ABTS (sol diamonowa 2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu) i FRAP (test sity
antyoksydacyjnej redukujacej jon zelaza(lll)).

Chemiczne markery miodow odmianowych i metody ich identyfikacji

Rozwodj metod analizy instrumentalnej charakteryzujgcych sie wysoka czutoscig i
niskim limitem oznaczalnosci poszczegolnych zwigzkéw wptynat na intensyfikacje badan,
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ktorych celem jest autentykacja produktow spozywczych, w tym produktow pszczelich.
Badania te skupiajg sie na préobach identyfikacji markerow — substancji charakterystycznych
dla danego gatunku miodu oraz konstruowaniu chemicznych profili miodéw odmianowych.
Obecny stan wiedzy wskazuje, ze fitomarkery, czyli zwigzki przenoszone bezposrednio z
nektaru badz wraz z pytkiem przez pszczoty, majg bardzo duzy potencjat w opracowywaniu
nowych i lepszych metod autentykacji miodow i pozostatych produktow pszczelich.
Markerami odmian miodéow mogg byc: substancje lotne, produkty rozktadu fenyloalaniny,
aromatyczne kwasy karboksylowe i ich estry, produkty degradacji karotenoidow,
aromatyczne aldehydy, aminokwasy, zwigzki heterocykliczne oraz zwiazki fenolowe,
nietypowe cukry, mineraly i pierwiastki sladowe. Czesto zwigzki te wystepuja w miodzie, w
bardzo niewielkich stezeniach ( Rys. 2.) [H1, 15, 37].

MARKERY
MIODU
Substancje | Analiza
roslinne =
pytkowa
1 1 | ) 1
" o Zwigzki Zwigzki
ZaNEloaE fenolowe Cukry | azotowe ‘
V
= Terpeny — Flawonoidy = Aminokwasy
Kwasy |
= NOrizoprenoidy| b= fenolowe — Inne
Inne zwigzki
lotne

Rys. 2. Podziat substancji stanowigcych potencjalne markery miodu.

Najbardziej obiecujgcymi klasami zwigzkow w kontekscie poszukiwan markerow wydaja
sie by¢ substancje wchodzgce w sktad frakcji lotnej komponentéw miodu oraz zwigzki
fenolowe. Substancje nalezace do tych grup w najwiekszym stopniu odpowiadajg za takie
wtasciwosci organoleptyczne miodéw jak aromat i smak, a takie za wtasciwosci
terapeutyczne, gtownie aktywnosc przeciwutleniajgca.

Jako metody identyfikacji charakterystycznych sktadnikéw miodéw odmianowych z grupy
substancji lotnych stosuje sie spektrometrie masowg i techniki chromatograficzne
(chromatografia bibutowa, HPTLC, GC) [38-41]). Wyniki analiz przeprowadzanych gtéwnie
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metodami GC-MS probek wybranych odmian miodow wskazujg, iz produkty te zawieraja
roznorodne mono- i seskwiterpeny oraz benzaldehyd, furfural czy aldehyd izowalerianowy,
tworzgce wtasciwy aromat miodu [15). Analiza tych pochodnych dokonana z zastosowaniem
w miare prostych technik analitycznych moze stanowi¢ zatem ,,odcisk palca” determinujacy
pochodzenie i jakoS¢ miodu. Poniewaz matryca jaka stanowi miod charakteryzuje sie bardzo
ztozonym sktadem, a badane zwigzki wystepujg w relatywnie niskich stezeniach, niezmiernie
wazne jest odpowiednie przygotowanie probek.

Klasyczng technikg wydzielania okreslonych frakcji zwigzkow z miodow jest ekstrakcja,
ktorg prowadzi sie w uktadach: wodny roztwér miodu/rozpuszczalnik organiczny (najczesciej:
dichlorometan, octan etylu, n-pentan, heksan), czesto wspomagana ultradzwiekami
(USE)[42]. Najczesciej w analizie miodu stosuje sie ekstrakcje do fazy statej (SPE — Solid Phase
Extraction) polegajacg na przeniesieniu analitow znajdujgcych sie w probce ciektej do fazy
statej [43, 44). Rozdzielenie zwigzkéw zachodzi w oparciu o wspoétczynnik podziatu zwigzkow
organicznych miedzy wode i staty sorbent. Uwolnienie analitow zachodzi z uzyciem
rozpuszczalnika o odpowiednio dobranym charakterze. W przypadku probek miodu jako
sorbenty stosuje sie najczesciej zywice polimerowe (kopolimer polistyren/diwinylobenzen), a
elucje zwigzkow lotnych prowadzi dichlorometanem lub octanem etylu [44].

Tylko sporadycznie stosuje sie ekstrakcje miodu w podwyiszonej temperaturze (np.
ekstrakcja w aparacie Soxhleta, destylacja z parg wodng). Pod wptywem procesow cieplnych
zachodzi bowiem szereg nastepujacych po sobie reakcji pomiedzy cukrami redukujacymi a
aminokwasami, peptydami lub biatkami zawierajagcymi wolng grupe aminowg, ktore
prowadzg do utworzenia licznej grupy nowych zwigzkéw chemicznych (produkty reakcji
Maillarda) [45, 46).

Stosujgc opisane metody ekstrakcji, po raz pierwszy dokonano analizy skiadu
zwigzkow lotnych z dziewieciu miodow z nostrzyka zéttego (zebranych w sezonie 2014-2016
na terenie wojewodztwa podkarpackiego) [H4]. Wyniki badan wykazaty, ze wszystkie
testowane miody zawieraja w swym skfadzie lumichrom, zwigzek, ktory moze by¢
traktowany jako wskaznik botanicznego pochodzenia tych miodéw. Ponadto, stosujac
destylacje z parg wodng oraz ekstrakcje w aparacie Soxhleta, w miodzie nostrzykowym
zidentyfikowano kumaryne, ktérej poziom w prébce zalezat od wieku miodu [H4). Zwigzek
ten zidentyfikowano wczesniej jako sktadnik miodu z wisni wonnej [47] oraz z lawendy [48].
Podkreslic nalezy, ze ekstrakty z ziela nostrzyka rowniez zawierajg kumaryny (np. 7-
hydroksykumaryne i 6,7-dihydroksykoumaryne) i s3 stosowane w leczeniu zapalenia zyt, w
zapobieganiu zakrzepicy i kruchosci naczyn [49] oraz w leczeniu zylakow i hemoroidéw [50].
Ponadto wyciaggi nostrzykowe majg dziatanie uspokajajace i przeciwskurczowe [50].

Wykorzystujagc podobne procedury ekstrakcji, dokonano analizy sktadu zwigzkow
lotnych w miodach z nawtoci pospolitej, z sezonu wegetacyjnego 2014-2016. Miody te
pozyskiwane byly z matych przydomowych pasiek na terenie wojewodztw opolskiego i
dolnoslaskiego. Na podstawie analiz chromatograficznych badanych probek ustalono, ze
miod ten cechuje sie obecnoscig licznych pochodnych produktow przejsciowych szlaku
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kwasu szikimowego, terpendw i norizoprenoidow. Zwigzkami charakterystycznymi dla
miodu nawtociowego okazaty sie: hotrienol, tlenek nerolu oraz cynamonian benzylu [H6).

Poszukujgc zwigzkow markerowych z grupy substancji lotnych, badaniom poddano
miod z bluszczu pospolitego pochodzacy z Irlandii. Do izolacji mieszaniny substancji
zastosowano opisane wczesniej metody ekstrakcyjne USE i SPE oraz dodatkowo
mikroekstrakcje do fazy statej (SPME) [H9]. Mikroekstrakcja do fazy statej stanowi szybka,
bezrozpuszczalnikowg i niedrogg technike pozwalajgca na analize zwigzkéw lotnych
zawartych w miodach [51-53]. Technika ta polega na stabilizacji probki miodu umieszczonej
w fiolce — ustala sie wtedy rownowaga pomiedzy fazg statg i gazowg. Nastepnie zwigzki lotne
adsorbowane sg na witdoknie szklanym. Po termicznej desorpcji z wtokna mieszanine tych
substancji analizuje sie za pomocg GC-MS.

Zastosowanie witokien polidimetylosiloksan-polidiwinylobenzen (PDMS/DVB) oraz
polidimetylosiloksan-carboxen-polidiwinylobenzen (PDMS/CAR/DVB) umozliwito selektywng
izolacje zwigzkow lotnych z miodu bluszczowego. Porownanie uzyskanych wynikow wykazato
jednak, ze tylko nieliczne zwigzki zostaty zidentyfikowane we wszystkich ekstraktach
pozyskanych roéiznymi metodami. Analiza porownawcza pozwolita wskaza¢ zwigzki
markerowe, ktorymi dla miodu bluszczowego okazaty sig: 4(1H)-chinolinon, myrtenal i
fenyloacetonitryl [H9].

Opisane przyktady wyraznie pokazuja, ze zastosowanie jednej, okreslonej metody izolacji
nigdy nie pozwala na wydzielenie wszystkich substancji zawartych w miodach. Co wigcej,
rodzaj i sktad mieszaniny jest silnie zalezny od uzytej metody. Dlatego tez w réznych pracach
poswieconych poszukiwaniom markerow miodéw odmianowych znajdowane sg czesto rézne
substancje petnigce te funkcje dla tej samej odmiany miodu. Za marker powinno sig¢ uznac
substancje wystepujaca we wszystkich miodach danej odmiany na okreslonym terenie.
Powinny one wystepowa¢ w znaczacym stezeniu w poréwnaniu z innymi zwigzkami
otrzymanymi po przygotowaniu probki do pomiarow.

W bardzo nielicznych przypadkach moina powiedzie¢, ze role markera petni jedna
substancja wystepujaca wytgczne w konkretnej odmianie miodu.

Inng, liczng klasg zwigzkdw obecnych w miodach, ktérej kompozycja jakosciowa moze
stanowic wyznacznik identyfikacyjny poszczegélnych odmian miodu, sg pochodne fenolowe.
Do najczesciej stosowanych obecnie metod, zaréwno ilosciowej, jak i jakosciowej analizy tej
klasy zwigzkéw w probkach réznych odmian miodéw nalezy wysokosprawna chromatografia
cieczowa (HPLC), skojarzona z rdoinymi systemami detekcji. Wykorzystujagc te metode,
podejmuje sie proby korelacji zawartosci nielotnych sktadnikéw zawartych w miodach, z
pochodzeniem botanicznym lub geograficznym tych produktéw [15]. Badania te obejmuja
gtownie okreslenie zawartosci kwasow fenolowych oraz flawonoidéw. Niektore z fenolowych
zwigzkow wchodzgcych w sktad miodow, zostaty zaproponowane jako markery pochodzenia
miodow. Przyktadem jest kwas homogentyzynowy, specyficzny dla miodu pozyskiwanego z
chrésciny jagodnej (Arbutus unedo L.) [54], czy glikozydy kemferolu zidentyfikowane jako
markery miodoéw akacjowych (Robinia pseudoacacia L.) [55). Z kolei mirycetyna, tricetyna,
luteolina, kwercetyna i kemferol sg flawonoidami charakterystycznymi dla miodow
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pozyskiwanych z eukaliptusa [56]. Jako markery autentycznosci miodow moga byc
wykorzystane rowniez aromatyczne kwasy karboksylowe: kofeinowy, p-kumarowy i
ferulowy, ktore sg zwigzkami charakterystycznymi dla miodow pozyskiwanych z kasztanowca
[57). Kwasy te zidentyfikowano rowniez jako zwigzki charakterystyczne dla miodow
australijskich, wytwarzanych przez pszczoty z nektaru zbieranego z kwiatow eukaliptusa [58].
Przygotowania probki, do analizy zwigzkéw fenolowych, polegajg gtéwnie na usunieciu
cukrow i innych zwigzkow polarnych, czyli rozdzieleniu analitow od matrycy, a nastepnie
zatezeniu badanych zwigzkow. W tym celu najczesciej stosuje sie technike ekstrakcji do fazy
statej (30, 31]. Polega ona na tym, ze probke miodu nanosi sie na sorbent umieszczony w
kolumience do SPE, a nastepnie tak utworzong matryce przemywa wodg celem usuniecia
cukrow i innych zwigzkow polamych. Mieszaniny badanych zwigzkow adsorbujg sie na
nosniku, skad wymywane s3 innym rozpuszczalnikiem, na przyktad roztworem wodnym
metanolu [59, 60]. W badaniach tych jako adsorbenta najczesciej uzywa sie zywic typu
Amberlite (34, 61]. Oczywiscie sktad otrzymanej mieszaniny zwigzkow jest silnie zalezny
zarowno od zastosowanego adsorbenta, jak i rozpuszczalnikéw uzytych w procesie elucji
probki i jej odzysku z fazy statej [62].

Stosujagc  zoptymalizowang procedure analityczng, wydzielono frakcje zwigzkéw
fenolowych z 14 polskich miodéw wrzosowych (Calluna vulgaris L.) z Borow Dolnoslaskich,
jednego niemieckiego miodu wrzosowego i 9 gryczanych (Fagopyrum esculentum L.)
pochodzacych z potudnia Polski. Na podstawie uzyskanych wynikow analiz
chromatograficznych HPLC wskazano marker miodow wrzosowych, ktérym okazat sie kwas
abscysynowy [H2]. Wyjasni¢ nalezy, ze zwigzek ten nalezy do klasy izoprenoidow, ale
podobnie jak kwasy fenolowe, wykazuje silng absorbancje UV przy 2=290 nm.

Z kolei w profilu fenolowym mioddéw z gryki dominowaty kwasy: 3-hydroksybenzoesowy,
ferulowy i rozmarynowy oraz mirycetyna nalezgca do flawonoli. Zwigzki te wskazano jako
niespecyficzne markery polskiego miodu gryczanego [H2].

Markeréw z klasy fenoli poszukiwano rowniez w miodach: nostrzykowym i
nawtociowym oraz w wielokwiatowych miodach z Belgii. Na podstawie wynikow
przeprowadzonych badan ustalono, ze miod nostrzykowy cechuje obecnos¢ (+)katechiny i
kwasu galusowego [H4], natomiast midod nawtociowy mozna identyfikowaé na podstawie
zawartosci kwasu galusowego, 4-hydroksybenzoesowego i p-kumarowego [H6)]. Interesujace
wyniki otrzymano, analizujgc profil fenolowy miodéw wielokwiatowych. Na podstawie analiz
HPLC ustalono, ze wszystkie miody wielokwiatowe pochodzace z trzech gospodarstw
pasiecznych z okolic Antwerpii, z trzech kolejnych sezonéw (2007-2009), zawierajg znaczne
ilosci charakteryzujgcego sie interesujgcymi wiasciwosciami biologicznymi kwasu elagowego
i pinocembryny. Wykazano, ze zwigzki te mogtyby stanowic¢ o pochodzeniu geograficznym
tych miodow [H5).

Profile zwigzkow chemicznych jako wskazniki odmian miodow

Tworzenie profili chemicznych produktéw zywnosciowych jest stosunkowo nowym
sposobem oceny ich jakosci. Zrodta informacji nie stanowi w tym przypadku obecnosé¢
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pojedynczych zwigzkéw chemicznych, ale wzajemne relacje ilosciowe sktadnikow frakcji
wyodrebnionej z zastosowaniem okreslonej procedury. Klasyczne badania polegajg na tym,
ze dokonuje sie identyfikacji mozliwie jak najwigkszej liczby substancji zawartej w badanej
frakcji/mieszaninie, a nastepnie porownuje ich zawartosci w okreslonych odmianach
miodow. Konstrukcja profili polega na powigzaniu skfadu izolowanych frakcji zwigzkow
chemicznych z botanicznym i geograficznym pochodzeniem miodu, za pomocg stosownych
metod statystycznych. Przyktadem moga tu byc profile chemiczne skonstruowane dla
substancji fenolowych zidentyfikowanych z uzyciem HPLC-DAD, zawartych w czterech
polskich miodach: wrzosowym i gryczanym [H2], nostrzykowym [H4] oraz nawtociowym
[H6]. Na przyktadowych profilach (Rys. 3.) poréwnano relatywne stezenia zidentyfikowanych
zwigzkow fenolowych. W badanych miodach wrzosowych z boréw dolnoslaskich widac, ze
oznaczajgc ich poziom, mozna tatwo odrézni¢ botaniczne pochodzenie miodéw. Po raz
pierwszy podjeto proby skonstruowania profili zwigzkow fenolowych dla wielokwiatowych
miodow belgijskich z trzech gospodarstw pasiecznych rejonu Antwerpii. Okazato sig, ze
zbudowane profile moga stanowic o pochodzeniu geograficznym miodu [H5].
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Rys. 3. Przyktadowe profile zwigzkéw fenolowych w badanych miodach.
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Jedng z technik, ktéra w ostatnim czasie znalazta zastosowanie w tworzeniu profili
chemicznych substancji zidentyfikowanych zaréwno we frakcjach fenolowych, jak i lotnych
ekstraktow miodowych, jest technika HPTLC.

Uzyskane dane chromatograficzne miodéw odmianowych: nawtociowego [H6],
wierzbowego, wrzosowego, gryczanego, ze spadzi sosnowej i manuka [H7], malinowego,
mniszkowego, nostrzykowego, rzepakowego, koniczynowego, z ostropestu plamistego [H8]
oraz miodu z nektaru bluszczu pospolitego [H9] wskazujg, ze analiza HPTLC jest bardzo
precyzyjng, metodg wizualng, ktoérg z powodzeniem mozina stosowa¢ do szybkiego i
precyzyjnego réznicowania miodéw. W oparciu o uzyskane wartosci Ry i barwy prazkow

poszczegolnych zwigzkéw, dla kazdej badanej probki miodu generowane s obrazy
przypominajace kod kreskowy (paskowy) (Rys. 4). Jest to charakterystyczny, graficzny ,,odcisk
palca” zawierajacy informacje o sktadzie chemicznym miodu.
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Rys. 4. Chromatogramy HPTLC frakcji fenolowej i lotnej miodu nawtociowego.

Technika pozwalajaca na bezposrednie badanie miodu jest ‘H NMR. Jednakze ze
wzgledu na wysokg zawartosc¢ glukozy i fruktozy widma NMR s3 trudne do interpretacji. Jest
to mozliwe w zakresie widma, gdzie nie wystepuja piki pochodzace od cukrow. Nie mniej
jednak koncowa identyfikacja markera i tak wymaga badz jego wydzielenia i zdefiniowania
jego struktury chemicznej, badZ zastosowania indywidualnego zwigzku jako wzorca
wewnetrznego [63-66).

Wykonana w trakcie badar analiza ‘H NMR miodéw: wrzosowych, gryczanych,
lipowych (Tilia L), rzepakowych (Brassica napus L. var. napus), akacjowych (Acacia Mill.) oraz
wielokwiatowych pozwolita na identyfikacje charakterystycznych markeréw (1-9)

skonstruowanie barwnej mapy (tzw. heatmapy) korelujacej rodzaj metabolitu z jego
stezeniem w konkretnej probce miodu (Rys. 5). Mapy takie s3 podobne do systemu
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znakowania towarow za pomocg kodu QR i moglyby petnic taka samg funkcje w
definiowaniu pochodzenia miodu [H3).
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Rys.5. HeatMap-a powstata na podstawie wynikow NMR.

Zastosowanie metod metabolomicznych

Konsekwencjg analiz dotyczacych specyficznych substancji stanowigcych ,,odciski palca”
konkretnych miodow s3 badania metabolomiczne. Technika ta polega na systematycznej
identyfikacji i oznaczeniu poziomu wszystkich metabolitow oraz ksenobiotykow obecnych w
analizowanej probce za pomocg NMR, MS lub technik chromatograficznych (HPLC, HPTLC).
Nadrzednym celem badan metabolomicznych jest identyfikacja specyficznych zwigzkow
chemicznych, ktére powstajg w badanym uktadzie jako jego odpowiedZz na dziatanie
okreslonego czynnika [67]. W przypadku miodow jest to dynamiczny zbidr zwigzkow
chemicznych, ktore obrazujg wptyw warunkow zycia pszczot i roslin oraz stanu srodowiska na
jakos¢ miodow. Badania metabolomiczne oparte o narzedzia chemometryczne i statystyczne
do analizy gromadzonych danych i ekstrakcji uzytecznych informacji pozwalaja na
zdefiniowanie botanicznego i geograficznego pochodzenia miodow [68-70].

W celu sprawdzenia autentycznosci pochodzenia botanicznego i geograficznego miodow,
przeprowadza sie wszechstronng i kompleksowg ocene chemometryczng przy uzyciu kilku
wysoce zaawansowanych technik (PCA, CA, LDA, KNN, SIMCA). Otrzymane wyniki analiz
umozliwiaja ocene na wysokim poziomie istotnosci statystycznej, stopnia zréznicowania
pomiedzy probkami wysokogatunkowych miodoéw odmianowych a miodami tanszymi i
gorszej jakosci [46, 71-73].

Uzytecznosd technik chemometrycznych dowiodty rowniez wyniki analiz polskich miodow
odmianowych oraz miodu manuka z Nowej Zelandii i Australii. W badaniach tych, do
identyfikacji sktadnikéw frakcji fenolowych, uzyto metod chromatograficznych (HPTLC,
HPLC). Otrzymane dane chromatograficzne poddano komputerowej analizie
wielowariancyjnej (PCA, HCA), ktéra okazata sie pomocna w wykazaniu réznic pomiedzy
probkami reprezentujacymi miody o réznym pochodzeniu botanicznym (Rys.6) [H7].

19



Izabela JASICKA-MISIAK Autoreferat
Ward's method
A Eucidean dstance B
] » NI M
= ! wz";i 7
{ 05
» i
£ / \
~
g L] 18 oo | %D“#m
’ {0 'u oo ! i
& p"’
10 | '
05
. 1 mz
| i M1 L. B4
: 5263
! - . I | = | ap e | o
° CILI ”’<“" ME 10 05 0.0 05 10

PC 1(38 54%)

Rys. 6. Dendrogram hierarchiczny (a) i analiza gtownych skfadowych (PCA) (b) badanych probek
miodu. W1-W3 miody wierzbowe, H1-H2miody wrzosowe, B1-B4 miody gryczane, Ph1-Ph6 miody ze
spadzi sosnowej, M1-M2 miody manuka.

Dzigki zastosowaniu odpowiednich technik chemometrycznych, na podstawie zawartosci
sktadnikow frakgji lipofilowych mozliwa byta rowniez klasyfikacja analizowanych siedmiu
miodoéw nektarowych [H8). Celem prowadzonych badan byto wykazanie uzytecznosci
techniki HPTLC do szybkiego rdznicowania polskich miodéw odmianowych (rzepakowych,
gryczanych, koniczynowych, wierzbowych, z ostropestu plamistego, mniszkowych,
malinowch iz nostrzyka z6ttego) w oparciu o zawartos¢ zwigzkow o charakterze lipofilowym.
Wyniki analizowane z uzyciem technik chemometrycznych wyraznie wskazujg, ze na
podstawie uzyskanych wartosci Rf badane miody zostaty zgrupowane w oddzielne sekcje,
zgodnie z ich botanicznym pochodzeniem (Rys. 7).
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Rys. 7. Analiza gtownych sktadowych (PCA).
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Sposréd nowoczesnych technik, takie spektroskopia NMR okazuje sie¢ waznym
narzedziem do analizy mieszanin. Zastosowanie technik magnetycznego rezonansu
jadrowego w potgczeniu z narzedziami chemometrycznymi, stworzyto mozliwosci bardziej
precyzyjnego roznicowania i klasyfikacji probek miodu [69,74-76). Jednakze zastosowanie
NMR w identyfikacji miodow wcigz traktuje sie jako metody uzupetniajgce.

W celu autentykacji pigeciu miodow nektarowych oraz miodow wielokwiatowych
przeprowadzono wielowymiarowg analize danych chemometrycznych z wykorzystaniem
analizy gtownych sktadnikow (PCA) (Rys. 8) i ortogonalng analize dyskryminacyjng metoda
najmniejszych kwadratow (OPLS-DA). Analiza chemometryczna poparta analiza pytkowa
ujawnita btednga klasyfikacje miodow akacjowych przez producentéow [H3].
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Rys. 8. Analiza PCA widma ‘H NMR badanych miodéw odmianowych, dla dwéch metod
normalizacji danych.

PODSUMOWANIE

Wyniki badan, opisane w cyklu 9 publikacji, dostarczyty nowej wiedzy na temat

fitochemii, wybranych parametrow fizykochemicznych oraz aktywnosci przeciwutleniajacej
popularnych oraz rzadziej wystepujgcych miodow pszczelich.
Po raz pierwszy opisano profile chromatograficzne zwigzkéw fenolowych populamych
polskich miodéw wrzosowych i gryczanych, wskazujgc zwigzki mogace petni¢ role
specyficznych markeréw tych odmian. Skonstruowano réowniez profile chromatograficzne
frakcji lotnych i fenolowych pozyskanych z mniej popularnych miodéw z nawtoci pospolitej, z
nostrzyka zottego oraz scharakteryzowano frakcje lotng irlandzkiego miodu z bluszczu
pospolitego, opisujgc specyficzne markery tych miodow.

Dodatkowo oznaczono catkowitg zawartosc¢ zwigzkow fenolowych (zmodyfikowang
metodg Folina-Ciocalteu) oraz aktywnosc¢ przeciwutleniajgcg wszystkich badanych odmian
miodu. Zawartosc fenoli dla roznych odmian byta zréznicowana i wyniosta srednio od 121,6
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do 1173,8 mg GAE/kg. Dowiedziono, ze wartosci te koreluja z barwg i aktywnoscig
antyoksydacyjng miodéw (testy DPPH, FRAP, ABTS). Miody ciemne, najbogatsze w zwigzki
fenolowe wykazywaty najsilniejszg aktywnosc antyoksydacyjna.

Wykazano uzytecznos¢ wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej (HPTLC)
jako szybkiej i precyzyjnej techniki do tworzenia profili chemicznych, a tym samym
jednoznacznego okreslania pochodzenia botanicznego miodu. Profile konstruowane dla
probek wielu miodow tej samej odmiany cechujg uderzajace podobienstwa w obrebie tej
samej grupy i zdecydowane réznice w stosunku do profili innych odmian miodow.

Potwierdzono, iz stosowanie narzedzi chemometrycznych w celu eksploracji duzych
zbiorow danych jest bardzo uzyteczne, gdyz pozwala w prosty i szybki sposob na
uwidocznienie podobienstw pomiedzy probkami i mierzonymi parametrami.

Podane przyktady wskazuja rowniez, iz tworzenie profili chemicznych bazujgcych na
markerach charakterystycznych dla miodow odmianowych, moze stanowi¢ ciekawa
alternatywe dla dotychczasowych metod identyfikacji pochodzenia mioddow, oraz
definiowania ich jakosci i wartosci uzytkowych.
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4. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych.

Moje dotychczasowe zainteresowania i aktywnos¢ naukowa koncentrujg sie na
izolacji i identyfikacji substancji pochodzenia naturalnego, gtéwnie roslinnego, na ocenie ich
aktywnosci biologicznej oraz mozliwosciach potencjalnego zastosowania w réznych gateziach
przemystu, ze szczegélnym uwzglednieniem wyrobow medycznych, suplementow diety czy
tez preparatow kosmetycznych.

Zainteresowania naukami przyrodniczymi rozwijatam studiujac na kierunku chemia ze
specjalnoscig agrobiochemia. Wybodr tak interdyscyplinarnej specjalnosci, umozliwit mi
korzystanie z metodologii grupy nauk przyrodniczych w analizowaniu i rozumieniu zjawisk
zachodzacych w przyrodzie. W 1995 pod kierunkiem dr hab. Kazimierza Wiecha obronitam
prace magisterska pt. Wplyw roznego sposobu uprawy marchwi na wystepowanie szkodliwej
i pozytecznej entomofauny. Po uzyskaniu stopnia magistra, zostatam zatrudniona w Zaktadzie
Ochrony Plonow Instytutu Chemii, obecnie Katedra Chemii Analitycznej i Ekologicznej
Wydziatu Chemii, na stanowisku asystenta. W poczatkowym okresie pracy wigczytam sie w
nurt badan obejmujgcych ocene wtasciwosci herbicydowych zwigzkéw nalezacych do grupy
bisfosfonianow. Jednoczesnie, pod kierunkiem dr hab. Pawta Kafarskiego, rozwijatam swoja
wiedze i umiejetnosci laboratoryjne zwigzane z izolacjg, oczyszczaniem i identyfikacjg
substancji roslinnych. Obiektem moich zainteresowan byty substancje wchodzace w sktad
systemow obronnych roslin, szczegdlnie zas allelozwigzki syntezowane w tkankach nasion
marchwi. Zdobyte doswiadczenie wykorzystatam prowadzac badania, jako gtowny
wykonawca, w projekcie: Nowe agrochemikalia bezpieczne dla zdrowia i Srodowiska, zadanie
badawcze Nr 37 pt. Substancje allelopatycznie aktywne jako potencjalne biopestycydy, grant
zamawiany PBZ-KBN-060/T09/2001/37. Badania prowadzone w zakresie tego projektu
dotyczyty ekstraktow roslinnych wykazujacych dziatanie allelopatyczne w stosunku do
innych gatunkow roslin. Oddziatywania o takim charakterze zwigzane sg z obecnosciag w
tkankach roslin okreslonych zwigzkéw chemicznych, tzw. allelopatyn (allelozwigzkow).
Izolacja i identyfikacja tych substancji jest przydatna do opracowywania nowych, naturalnych
i bezpiecznych srodkow ochrony roslin. Koncowy wynik tego projektu badawczego stanowity
trzy prace w czasopismach z bazy JCR oraz kilka rozdziatéw w monografiach, ktorych jestem
wspotautorem.

Badania dotyczace poszukiwania substancji odpowiedzialnych za oddziatywania
allelopatyczne rozwingtam w ramach promotorskiego grantu MNiSW, Allelochemia marchwi
jadalnej (Daucus carota L.), Nr 4T09B 052 24 (03.2003-09.2005). W pracy wykazatam, ze olej
z nasion marchwi oraz jego seskwiterpenowe sktadniki (karotol, daukol) znacznie ograniczaja
kietkowanie i wzrost innych gatunkow roslin oraz ograniczajg rozwoj patogenicznych
grzybow z rodzajow Alternaria i Fusarium. Efektem uzyskanych rezultatow byta praca
doktorska o tym samym tytule, ktorg obronitam w 2005 roku oraz 2 artykuty w czasopismach
znajdujacych sie w bazie JCR (o tagcznym IF 3,495), a takze kilka rozdziatéw w monografiach.

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk chemicznych i zatrudnieniu na
stanowisku adiunkta, kontynuowatam badania zwigzane z izolacjg i identyfikacjg substancji
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roslinnych oraz oceng ich aktywnosci biologicznej. W tym zakresie wspotpracowatam z
Zaktadem Botaniki Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego, z Katedra
Technologii, Substancji Biologicznie Aktywnych, Farmacji i Biotechnologii Politechniki
Lwowskiej oraz z Wydziatem Chemii Uniwersytetu w Konstantin w Algierii. Wynikiem tej
wspotpracy sg cztery publikacje w czasopismach znajdujgcych sie w bazie JCR. W tym samym
okresie nawigzatam rowniez wspotprace z Polskim Zwigzkiem Pszczelarskim oraz firma
Miody Polskie Sp. z 0.0. i rozpoczetam badania nad poszukiwaniem chemicznych markerow
miodow nektarowych. Na tym etapie mojej pracy naukowej zajetam sie opracowaniem i
optymalizacjg procedur analitycznych, ktére umozliwityby identyfikacje zwigzkow nalezgcych
do frakcji lotnej oraz frakcji fenolowej w ekstraktach pozyskiwanych z miodéw nektarowych.
Rownolegle, jako jeden z gtownych wykonawcow, w okresie od 12.2009-06.2014,
prowadzitam badania w projekcie finansowanym ze srodkéw UE w ramach Programu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka (POIG 01.01.02-02-003/08) Biotechnologie i
zaawansowane technologie medyczne, Zadanie badawcze nr 1.2. Wykrywanie substancji
halucynogennych.

Podstawowym efektem realizacji projektu byt wydany atlas pt. Grzyby neurotropowe,
swego rodzaju przewodnik, umozliwiajacy stuzbom kontrolujgcym wstepng identyfikacje
gatunkow grzybow produkujgcych substancje halucynogenne, ktorego jestem
wspotautorem. Opisana tam, szczegotowa analiza mykologiczna materiatu grzybowego oraz
analiza sktadu ekstraktow metodami instrumentalnymi, w tym z wykorzystaniem badan
metabolomicznych, i z zastosowaniem technik genetycznych, umozliwia jednoznaczne
zdefiniowanie gatunkéw grzybow zawierajgcych  substancje o  wtasciwosciach
halucynogennych. Zawarty w atlasie opis struktur nowo zidentyfikowanych zwigzkéw o
wtasciwosciach psychoaktywnych, a zatem zmieniajgcych metabolizm organizmu powinna
przyczyni¢ sie do wypracowania nowych, efektywnych standardow leczenia zatru¢ tymi
substancjami. Opracowane rozwigzania analityczne, rowniez bedace rezultatami projektu,
umozliwiaja standardowe oznaczanie zawartosci sktadnikow odpowiedzialnych za efekty
narkotyczne, zarowno w materiale grzybowym, jak i w ptynach fizjologicznych (mocz, krew).
Znaczna czesc otrzymanych w trakcie realizacji projektu wynikow ztozyta sie na 14 publikacji
naukowych w czasopismach znajdujgcych sie w bazie JCR, siedmiu tych prac jestem
wspotautorem.

Po zakonczeniu projektu zwigzanego z identyfikacjg substancji halucynogennych w
grzybach, zintensyfikowatam badania zwigzane z autentykacja miodoéw nektarowych. Prace
w dalszym ciggu byty prowadzone we wspotpracy z firmg Miody Polskie Sp. z 0.0. oraz
Polskim Zwigzkiem Pszczelarskim, ktore to jednostki dostarczaty probki polskich miodow
odmianowych. Fragment prowadzonych badan byt finansowany z projektu badawczego NCN
(OPUS 8, Nr 2014/15/B/NZ9/02182), ktorego bytam wykonawca.

Rezultaty tych badan stanowig podstawe osiggnigcia przedstawionego do oceny i
omowione zostaly w czesci pierwszej.

26



Izabela JASICKA-MISIAK

Autoreferat

5. Zestawienie dorobku naukowego.
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6. Dalsze plany naukowo-badawcze:

W kolejnych etapach pracy naukowej chciatabym w dalszym ciggu rozwijac¢ swoje
zainteresowania substancjami pochodzenia naturalnego. Z racji wiedzy, ktorg posiadtam w
trakcie realizacji projektu dotyczacego substancji halucynogennych oraz wstepnych wynikow
dotyczacych metabolitow wtérnych grzybow, zamierzam zgtebi¢ tematyke dotyczaca
metabolomu tych wtasnie organizmow.

Grzyby wielkoowocnikowe, to zywe , bioreaktory” zdolne do syntezy ogromnej liczby
metabolitow wtoérnych o silnej i zréinicowanej aktywnosci biologicznej, w tym
farmakologicznej. Dotychczasowe badania skfadu chemicznego tych organizmow
doprowadzity do identyfikacji wielu zwigzkow chemicznych odpowiedzialnych za
poszczegolne kierunki dziatania farmakologicznego. Zwigzkom tym, nalezgcym giéwne do
polisacharydowy, terpenoidow, fenoli i lektyn, przypisano szereg efektow terapeutycznych,
miedzy  innymi  immunomodulujace, przeciwnowotworowe,  przeciwbakteryjne,
antywirusowe oraz przeciwutleniajgce. Wsrod wielu gatunkow grzybow szczegdlnie
interesujgce, jako zrédto tzw. struktur wiodacych, zwigzkow wyjsciowych w poszukiwaniu
nowych lekow na drodze syntezy chemicznej, wydajq sie grzyby znane jako trujace lub
halucynogenne. Dobrym przyktadem takiego gatunku jest muchomor czerwony (Amanita
muscaria).

W chwili obecnej, do otrzymywania preparatow leczniczych, zwtaszcza na terenie Unii
Europejskiej, w tym Polski, uzywane s3 tylko niektore gatunki Basidiomycetes
(podstawczaki). Jednakze dynamiczny rozwdj zarowno dziedziny biotechnologii, jak i technik
analitycznych wspomaganych narzedziami chemometrycznymi sugeruje, ze znaczenie tych
organizmow dla przemystu farmaceutycznego bedzie wzrastac.

Rozwinigcie tych problemow badawczych wymaga nawigzania wspotpracy z grupami
naukowymi zarowno na macierzystej uczelni, jak i poza nig. Taka wspotprace zamierzam
podjac miedzy innymi z Uniwersytetem Medycznym we Wroctawiu.
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