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ABSTRACT

Honey is a natural food product reach in variety of chemical compounds, which
are responsible for its quality and aroma. Unifloral honeys are especially attractive
for buyers and are quite frequently falsified. Thus, the assessment of their quality
is indispensable. Today it relays on identification of the pollen and determination of
honey physicochemical properties. In this paper the new methods for the assessment
of honey quality are described. They relay on analysis and identification of volatile
compounds typical for certain uniflolar honeys. These compounds are called mar-
kers. These could virtually all natural products with products of decomposition of
phenylalanine, terpenes, flavonoids, aromatic acids, heterocycles, caretonoids and
non-typical sugars. The second approach is to study metabolome of these honeys.
The most effective metabolomic studies relay on building up “finger-prints” of
certain honey branch basing on relative concentrations of chosen set of volatile
compounds.

Keywords: honey, food quality, breeding, natural products
Stowa kluczowe: midd, pszczelarstwo, jakos¢ zywnosci, produkty naturalne
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WPROWADZENIE

Midd jest naturalnym produktem wytwarzanym przez pszczolty miodne z nek-
taru kwiatowego. Nektar jest stodkim sokiem ros§linnym wydzielanym przez spe-
cjalne gruczoty zwane nektarnikami. Rosliny wytwarzajace duze ilosci tej wonne;j
cieczy sa okreslane jako rosliny miododajne.

Drugim rodzajem surowca pszczelego jest spadz, ktora jest sokiem roslinnym
wydzielanym przez owady. Mszyce, czerwce i muchowki naktuwaja liscie i wysy-
saja sok z rosliny, z ktdrego pobieraja gtdownie biatka, a pozostata ciecz wydalaja.
Dlatego smak, barwa, zapach i konsystencja miodu spadziowego zalezy od gatunku
owadow wydalajacych spadz.

Pszczoly pobieraja surowce miodowe (pozytek) jezyczkiem i dodaja do niego
nieco wydzieliny swoich gruczotéow §linowych. Po powrocie do ula oddaja go mtod-
szym pszczotom, ktore wciagaja kropelke nektaru do wola miodowego i wyrzucaja
pobrana ciecz na jezyczek. Czynno$¢ t¢ powtarzaja kilka razy. Wymieszany ze $§lina
nektar umieszczaja w jednej z dolnych komorek plastra, gdzie nastepuje czgsciowe
odparowanie wody. Po pewnym czasie midd czg¢sciowo juz zageszczony zostaje
przeniesiony do gornej czgsci plastra. Po wypehieniu komorek plastra zachodzi
jego dojrzewanie, podczas ktorego nastgpuje utrata wody. Do odparowywania wody
pszczoly uzywaja pradu powietrza wytwarzanego za pomoca skrzydet. Odparowa-
nie wody zapobiega fermentacji tego stodkiego produktu. Komérki z catkowicie
dojrzalym miodem pszczoty zasklepiaja wieczkiem woskowym [1, 2].

Midd jest bardzo popularnym i cenionym produktem spozywczym we wszyst-
kich miejscach $wiata. Na przyklad, w grobach Faraondéw odnaleziono miod
pszczeli i1 ziarna pszenicy. Owe produkty miaty petni¢ rolg¢ pozywienia podczas
wedrowki dusz. Zaskakujace jest to, ze znaleziony midd ulegt konserwacji do tego
stopnia, ze nadal nadawat si¢ do spozycia [1].

Mibd jest przede wszystkim wykorzystywany w zywieniu, medycynie i kosme-
tyce. Wykorzystanie miodu jest mozliwe nie tylko dzigki jego walorom smakowym
1odzywczym, ale przede wszystkim jest on tatwo dostgpnym zrédtem energii, makro
i mikroelementow oraz posiada aktywnos$¢ antybakteryjna i przeciwutleniajaca
[1-5]. Jego cechy pozwalaja zaliczy¢ go do zywnosci ,,minimalnie przetworzonej”,
midd poza standaryzacja nie jest poddawany zadnym technologicznym procesom.

Coraz wigksza swiadomos$¢ konsumentéw oraz rozwdj apiterapi sprawia, ze
wzrasta znaczenie miodow odmianowych w przeciwienstwie do wielokwiatowych.
Sondaze rynkowe dowodza, ze ok. 70% konsumentéw preferuje miody odmia-
nowe. Wciaz wzrasta zainteresowanie polskimi miodami odmianowymi, nie tylko
w Polsce, ale takze w krajach Unii Europejskiej bowiem polscy pszczelarze styna
z produkcji miodéw wysokiej jakosci.

Mibd jest produktem falszowanym od dawna i powszechnie. Najczeséciej miod
fatszuje si¢ przez dodatek dekstryn skrobiowych, cukréw buraczanego i trzcino-
wego, otrzymanych z nich syropdéw lub ich hydrolizatéw oraz kredy i krochmalu.
Do falszowania dochodzi¢ moze juz na etapie pozyskiwania miodu, gdy dokarmia-
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nie pszczol w ulu przebiega z nadmiernym dodatkiem sacharydoéw. Fatszowanie
miodu dotyczy roéwniez mieszania roznych jego odmian lub tez przypisywania mio-
dom innego pochodzenia botanicznego lub innego rejonu geograficznego. Dlatego
bardzo wazne jest kontrolowanie jakosci miodow [6, 7].

Do identyfikacji odmianowej miodow stosowane sa r6zne metody. Najwazniej-
sze sa badania wlasciwosci sensorycznych (smak, zapach, konsystencja, barwa). Do
najstarszych i powszechnie stosowanych nalezy metoda pytkowa (przyklad takiej
analizy pokazano na Rysunku 1), polegajaca na mikroskopowej ocenie jako$ciowe;j
i ilo$ciowej pytku kwiatowego zawartego w miodzie [6].

Rysunek 1. Obraz mikroskopowy miodu wrzosowego (pytek w tetradach)
Figure 1. Microscopic study of heather honey (tetrad pollen)

Do identyfikacji pochodzenia botanicznego i geograficznego miodéw stosuje
si¢ rowniez metody fizyczne, chemiczne oraz biologiczne polegajace na pomiarze
wilgotno$ci, zawartosci popiotu, przewodnosci elektrycznej, kwasowosci i1 aktyw-
nosci enzymatycznej [7-9]. Na przyklad, przewodnos¢ wiasciwa miodow nek-
tarowych oraz nektarowo-spadziowych miesci si¢ w granicach 0,45-0,8 mS/cm.
Miody spadziowe, kasztanowe i ich mieszanki charakteryzuje przewodno$¢ wyz-
sza niz 0,8 mS/cm. W przypadku miodéw pochodzacych z drzewa truskawkowego
(Arbutus unedo), wrzosca (Erica), eukaliptusa, lipy (Tilia spp.), wrzosu pospolitego
(Calluna vulgaris), leptospermum, czy drzewa herbacianego (Melaleuca spp.) nie
okresla si¢ przewodnosci wlasciwej [9, 10].

Poniewaz metody te sa zawodne w wielu krajach poszukuje si¢ zwiazkow
charakterystycznych dla konkretnej odmiany miodu (tu bada si¢ gldwnie terpeny)
lub tworzy si¢ profile chemiczne konkretnej klasy produktéw naturalnych (najczes-
ciej fenylopropanoidow lub kwasoéw fenolowych), ktére stanowia co$ w rodzaju
»finger-printu” poszczegdlnych miodéw odmianowych. Badania takie prowadzimy
takze w Opolu.
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1. SKEAD CHEMICZNY MIODU

Dojrzaty midd jest gesta, higroskopijna ciecza o cigzarze wlasciwym w grani-
cach od 1,38 do 1,45 g/cm?®. Miody posiadaja konsystencje ptynna (patok), lepka,
czesciowo lub catkowicie skrystalizowang (krupiec) [11].

Sktad miodu jest bardzo ztozony, zalezy od wielu czynnikow. Jako jeden z naj-
wazniejszych wymieni¢ nalezy gatunek rosliny, z ktorej zostat zebrany nektar lub
spadz. Sklad miodu zalezy réwniez od warunkow srodowiskowych i klimatycz-
nych. Miéd zawiera okoto 300 substancji nalezacych do réznych grup zwiazkow
chemicznych [8, 12].

Poszczegbdlne odmiany miodow rdznia si¢ pomigdzy soba kolorystyka (Rys. 2),
zapachem, smakiem oraz konsystencja. Miody nektarowe maja zazwyczaj barwe
od biatej (lipowy, rzepakowy) do ciemnobursztynowej (wrzosowy, gryczany) i sa
bardzo aromatyczne a ich zapach jest zblizony do aromatu nektaru.

Rysunek 2. Barwy wybranych miodéw
Figure 2. Colours of chosen honeys

Miody spadziowe natomiast sa ciemne i moga posiada¢ odcien zielonkawy
lub szary, charakteryzuje je intensywny zapach przypominajacy zapach zywicy
lub igliwia. O intensywnos$ci koloréow miodu decyduja w duzej mierze barwniki
roslinne znajdujace si¢ w nektarze. Naleza do nich gléwnie karotenoidy i flawo-
noidy, ktére sa roéwniez odpowiedzialne za wtasciwos$ci przeciwutleniajace miodu
[4, 5]. Zazwyczaj im ciemniejszy miod tym silniejszy smak i lepsza jego jakos¢.

Zgodnie z norma mi¢dzynarodowa zawarto$¢ wody w dojrzatym miodzie nie
powinna przekracza¢ 20%. Wyjatkiem jest miod wrzosowy, dla ktérego dopusz-
czalna zawarto$¢ wody wynosi 23%. Wigkszo$¢ miodow zawiera wodg w grani-
cach 17-18%. Zalezy to od wielu czynnikow, takich jak stopien dojrzatosci miodu,
sezon i pora zbioru, a takze od warunkow klimatycznych [14].

Najliczniejsza grupg zwiazkow chemicznych zawartych w miodzie stanowia
cukry ($rednio 77%). Zawarto$¢ weglowodanéw w rodzimych miodach nektaro-
wych i spadziowych waha si¢ od 68 do 78%, przy czym przewazaja cukry proste.
Srednia zawarto$¢ glukozy wynosi 30%, a fruktozy 38%. We frakcji dwucukrow
dominuje sacharoza. Sacharoza wystegpuje w miodach odmianowych w granicach od
0,8% (midd wrzosowy i gryczany) do 7,7% (midd akacjowy). Drugim dwucukrem
jest melitoza, ktérej moze by¢ do 5,4%. W miodach spadziowych znajduje sig tez
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trisacharyd melecytoza, ktorej zawarto$¢ moze by¢ znaczna, bo az do 28%. W réz-
nych typach i odmianach miodu stwierdzono niewielkie ilo$ci 22 innych cukrow:
migdzy innymi melibiozy, trehalozy, izomaltozy, i gencjobiozy [4, 9, 14, 15]. Cha-
rakterystycznym zwiazkiem zawartym w miodzie powstajacym na skutek kwaso-
wego rozktadu cukréw prostych (gldwnie fruktozy) jest 5S-hydroksymetylofurfural.
Poziom tego zwiazku ro$nie wraz z wiekiem miodu.

Bardzo waznym czynnikiem wplywajacym na warto$¢ i smak oraz w znacz-
nej mierze decydujacym o dojrzatosci miodu jest zawarto$¢ kwasoéw organicznych.
W najwigkszej ilosci wystepuja kwasy: glukonowy, jabtkowy, cytrynowy, mlekowy,
bursztynowy, winowy, szczawiowy, mastowy, propionowy, mrowkowy i octowy.
Ponadto w miodzie spotyka si¢ ponad 15 innych kwaséw, w tym kwasy benzoe-
sowy 1 pirogronowy [8, 16—18]. Zatem odczyn miodu jest kwasny, niezaleznie
od jego geograficznego pochodzenia. Na przyktad, wartos¢ pH polskich miodow
wynosi od 3,6 do 5,0; indyjskich od 3,7 do 4,4; miodow z Algierii od 3,4 do 4,5,
za$ hiszpanskich miodow waha si¢ od 3,6 do 5,0 [19, 20]. Najwyzsza kwasowoscia
cechuja si¢ miody gryczane, najnizsza miody akacjowe i rzepakowe.

Zwiazki azotowe wystepuja w miodzie w niewielkich ilo$ciach, okoto 0,6%,
przy czym zawarto$¢ biatka nie przekracza 0,5%. Najwigksze jest stgzenie albumin
i globulin. Mimo, ze wystgpuja one w minimalnych ilo§ciach waznymi biatkami
sa enzymy. Pochodza one gléwnie z wydzieliny gruczotow $linowych pszczot,
ale niewielkie ich ilosci moga pochodzi¢ z ziaren pytku kwiatowego oraz ze spa-
dzi. W miodzie stwierdzono obecnos¢ enzymoéw takich jak: a- 1 f-amylazy, kata-
lazy, inwertazy, maltazy, melacytazy, glukooksydazy, fosfatazy i lizozymu [9].
a-Amylaza (diastaza) jest enzymem, ktéry odpowiada za proces hydrolitycznego
rozpadu cukrow zlozonych. W celu wykrycia przegrzania, falszowania miodow lub
innych niedozwolonych zabiegow, ustalono skalg Schade, ktora okresla aktywnos¢
diastazy [16]. Midd zawiera rowniez niewielkie iloSci wolnych aminokwaséw (do
0,03%), w roznych jego odmianach zidentyfikowano od 11 do 21 (midd wrzosowy)
aminokwasow [21].

Zwiazki mineralne wystepuja w miodach w niewielkich ilo$ciach i zaleza od
jego rodzaju. W miodach nektarowych substancje te stanowia 0,05-0,5%, nato-
miast w miodach spadziowych okoto 1%. Midd zawiera zaskakujaco niewielka
iloé¢ witamin, a ich zawarto$¢ jest zmienna i zalezy gtéwnie od obecnosci pytku
kwiatowego i mleczka pszczelego.

Grupe zwiazkow decydujaca o smaku i aromacie miodu, stanowia sktadniki
olejkow eterycznych pochodzace z nektaru. Wyodrebniono z miodu ponad 50 sub-
stancji aromatycznych, wsérdd ktorych najwazniejszymi sa mono- i seskwiterpeny,
wyzsze alkohole alifatyczne, aldehydy, ketony, estry i zwiazki polifenolowe.

Rolg barwnikow, przeciwutleniaczy, insektycydow i fungicydow petnia zwiazki
fenolowe. Naleza one do bardzo zréznicowanej grupy substancji, jakie znajduja si¢
w miodzie. Wystepuja bowiem w postaci prostych zwiazkow, pochodnych, flawo-
noidow, garbnikow oraz jako glikozydy fenolowe w $wiezych miodach. Ponadto,
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wyrdznia si¢ jeszcze estry fenolowe, pochodne karbonylowe, fenylopropanoidy,
flawonoidy pochodzace z propolisu (kit pszczeli), czy tez z nektaru i pytku.

Wiasnie propolis i pytek stanowia, wraz z sterolami, fosfolipidami i kwasami
thuszczowymi te pozostate sktadniki znajdowane w miodach. Ich zawarto$¢ na
ogo6l nie przekracza 1%. Na przyktad $rednia liczba pytkow kwiatowych w gramie
miodu wynosi okoto 3000, a zawarto$¢ mleczka pszczelego nie przekracza 1 mg
na gram.

Warto wiedzie¢, ze w miodzie moga wystgpowac substancje toksyczne dla
cztowieka. Na pierwszym miejscu wymieni¢ nalezy diterpen andromedotoksyne
(miod z azali zottej), a takze alkaloidy takie jak hioscyjamina i skopolamina (z bie-
lunia indianskiego), akonityna (z tojadu mocnego) czy kokaina (z krasnodrzewu
pospolitego) [8, 22].

2. CHEMICZNE MARKERY MIODOW ODMIANOWYCH
I SPOSOBY ICH IDENTYFIKACJI

W ostatnich kilku latach nastapit wzrost zainteresowania poszukiwaniem
metod analitycznych, ktore moga uzupetni¢ mikroskopowa analizg pytkowa w celu
okreslenia geograficznego i botanicznego pochodzenia miodu. Dlatego podejmuje
si¢ proby okreslenia profili chemicznych miodow odmianowych i identyfikacji
markerow — substancji charakterystycznych dla danego gatunku miodu.

Markerami odmian miodéw moga by¢: substancje lotne, produkty rozktadu
fenyloalaniny, aromatyczne kwasy karboksylowe i ich estry, produkty degradacji
karotenoidow, aromatyczne aldehydy, aminokwasy, zwiazki heterocykliczne oraz
zwiazki fenolowe, nietypowe cukry, mineraty i pierwiastki §ladowe [9]. Zatem sa
to zwiazki wystepujace w bardzo niewielkich stezeniach.

Technika pozwalajaca na bezposrednie badanie miodu jest 'HNMR. Jednakze
ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ glukozy i frukozy widma NMR sa trudne do inter-
pretacji. Jest to mozliwe w zakresie widma gdzie nie wystgpuja piki pochodzace od
cukrow. Nie mniej jednak koncowa identyfikacja markera i tak wymaga badz jego
wydzielenia i zdefiniowania jego struktury chemicznej, badz zastosowania indy-
widualnego zwiazku jako wzorca wewngtrznego [23-26]. Fakt, Zze analiza takich
widm nie jest jednoznaczna dobrze pokazuje Rysunek 3, na ktorym pokazano
widma 'HNMR sze$ciu probek miodu lipowego [23]. Na podstawie tych widm
stwierdzono, ze charakterystycznym markerem tego miodu jest nietypowy kwas
terpenowy, ktorego wzor rowniez pokazano na tym rysunku.
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Rysunek 3. Widmo "HNMR szeéciu probek miodu lipowego. Strzalkami wskazano sygnaly pochodzace od
struktury pokazanego obok monoterpenu

Figure 3. "HNMR spectrum of six samples of lime honey. Peaks corresponding to the structure of terpenic
compounds shown in this Figure are indicated by arrows

Spektroskopie¢ NMR stosuje si¢ zatem raczej jako technike pomocnicza. Na
przyktad zostata ona uzyta jako metoda wspomagajaca spektrometri¢ MS w iden-
tyfikacji markerow miodow pochodzacych z Korsyki [26]. W wyniku analizy
wykorzystujacej roznorodne pomiary (1D, 'H i 2D 'H-'H; TOCSY) wykryto cztery
zwiazki wystepujace tylko w miodach z tego rejonu geograficznego. Jeden z nich,
kwas kynureinowy, zostat zaproponowany jako charakterystyczny dla miodéw
z kasztanowca pochodzacych z Korsyki.

Jako metod identyfikacji charakterystycznych sktadnikéw miodéw odmiano-
wych znacznie czgéciej stosuje si¢ spektrometri¢ masowa i techniki chromatogra-
ficzne (chromatografia bibutowa, TLC, HPLC czy GC). Poniewaz matryca jaka sta-
nowi miodd odznacza si¢ bardzo ztozonym sktadem, a badane zwiazki wystepuja na
niskim poziomie stgzen, bardzo wazne jest odpowiednie przygotowanie probek.

Najstarsza technika wydzielania mieszanin zwiazkow z miodow jest ekstrakcja,
ktora prowadzi si¢ w uktadach: wodny roztwor miodu/rozpuszczalnik organiczny
(najczesciej dichlorometan). Ekstrakcje dobrze jest wspomoc ultradzwigkami [27].
Mozna rowniez ekstrahowaé¢ midd bez uprzedniego rozpuszczania w wodzie, na
przykltad w aparacie Soxhleta. Stosowano roéwniez techniki kombinowane [28].
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I tak, jedna z procedur polegata na wstgpnej ekstrakcji miodu acetonem, a nastgpnie
zastosowaniu destylacji z para wodna. Midd koniczynowy z Kanady analizowano
uzywajac specjalnie w tym celu skonstruowanej aparatury gdzie izolowanie zwiaz-
kéw lotnych polegato na jednoczesnej destylacji probki miodu z para wodna oraz
ekstrakcji krazacego w aparacie rafinatu [29].

Inne sposoby przygotowania probki polegaja na usunigciu cukrow i zwigzkow
polarnych, czyli rozdzieleniu analitow od matrycy, a nastgpnie zatezeniu badanych
zwiazkow. W tym celu najczesdciej stosuje si¢ technike ekstrakcji do fazy statej
(ang. Solid Phase Extraction, SPE) [30, 31]. Polega ona na tym, ze probke miodu
przepuszcza si¢ przez kolumienke wypetniona odpowiednim adsorbentem i prze-
mywa woda celem usunigcia cukrow 1 zwiazkow polarnych. Badane mieszaniny
zwiazkoéw adsorbuja sie na nosniku skad wymywane sa innym rozpuszczalnikiem,
na przyktad roztworem wodnym metanolu [30, 31]. W badaniach tych najczgsciej
uzywa si¢ jako adsorbenta zywic jonowymiennych typu Amberlite [32, 33]. Oczy-
wiscie sktad otrzymanej mieszaniny zwiazkow jest silnie zalezny zarowno od tego
jakiego uzy¢ adsorbenta, jak i od tego jakich rozpuszczalnikéw uzywa si¢ w proce-
sie elucji probki i jej odzysku z fazy statej [34].

Mikroekstrakcja do fazy statej stanowi szybka, bezrozpuszczalnikowa i nie-
droga technike pozwalajaca na analiz¢ zwiazkéw lotnych zawartych w miodach
[35-37]. Metoda ta polega na stabilizacji probki miodu umieszczonej w fiolce —
ustala si¢ wtedy rownowaga pomiedzy faza stala i gazowa. Nastepnie zwiazki lotne
adsorbowane sg na wioknie szklanym. Po termicznej desorpcji z widkna miesza-
ning tych substancji analizuje si¢ za pomoca GC-MS.

Popularne w ostatnim czasie stalo si¢ potaczenie dwdch metod: mikroekstrakcji
do fazy stalej ze wspomagana ultradzwigkami ekstrakcja rozpuszczalnikiem, jako
wstepne przygotowanie probek przed analiza GC-MS. Technika ta badano probki
miodow pozyskanych z dwukolczaka srédziemnomorskiego (Paliurus spina-christi
Mill.), pochodzacych z Chorwacji [38]. Mikroekstrakcja do fazy stalej umozliwia
bowiem selektywna izolacje zwiazkow lotnych, za$ ekstrakcja rozpuszczalnikiem
pozwala na izolacj¢ wigkszej gamy zwiazkéw o zréznicowanej polarnosci. Jak
pokazano na Rysunku 4 profil substancji zawartych w tym miodzie uzyskany za
pomoca mikroekstrakcji do fazy stalej rozni si¢ istotnie od profilu substancji uzy-
skanego za pomoca ekstrakcji eterem dietylowym [38].
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Rysunek 4.

Figure 4.
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Chromatogramy gazowe otrzymany dla substancji lotnych izolowanych z miodu z Paliurus spina-
christi otrzymanych przez mikroekstrakcje do fazy statej (lewy panel; wiokno PDMS/DVB), oraz
przez ekstrakcje mieszaning pentanu i eteru dietylowego (prawy panel).

Gas-chromatograms obtained for Paliurus spina-christi honey after isolation of volatile substan-
ces by solid phase microextraction (left panel; PMDS/DVB fiber) and by extraction to mixture of

pentane and diethyl ether (right panel)
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Tak zwana technika P&T (ang. purge and trap) sktada si¢ z dwoch operacji
realizowanych jednocze$nie: wymywania i wychwytywania analitow na zlozu sta-
fego sorbenta. Lotne zwiazki organiczne wydziela si¢ z probki przez przepuszcza-
nie przez nig obojetnego gazu (zazwyczaj jest to hel). Substancje, ktore znalazly si¢
w fazie gazowej wylapuje si¢ przepuszczajac ten gaz przez kolumng z sorbentem.
Kolumng z sorbentem desorbuje si¢ termicznie, przemywa gazem oboj¢tnym, ktory
kieruje si¢ na kolumng¢ chromatograficzna [39].
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Rysunek 5. Markerymiodéw: (a) cytrynowego (antranilan metylu [9] ihesperytyna [40); (b) drzewa truskawko-
wego Arbutus unedo (kwas homogentyzynowy [24]); (c) z kasztnowca (3-aminoacetofenon [12]);
(d) manuka (kwas fenylomlekowy, syringinian metylu i metyloglioksal [41]; (e) wrzosowego
(kwasy abscyzynowy i elagowy [32] oraz 5,5-dimetylo-3-winylocykloheks-2-en-1-on [37,42]);
(f) lipowy (kwasy salicylowy i waniliowy [33]); (g) lewandowego (naringenina [43]); (h) eukalip-
tusowego (2-hydroksy -5-metyloheksan-3-on [39, 44]); (i) rzepakowy (disiarczek dimetylowy
[45])

Figure 5. Markers of honeys of: (a) lemon (methyl antranilate [9] and hesperetin [40]); (b) Arbutus unedo
(homogentisic acid [24]); (c) chesnut (3-aminoacetophenone [12]); (d) Manuca (phenyllactic
acid, methyl syringate and methylglyoxal [41]; (e) heather (abscisic and ellagic acids [32] and
5,5-dimethyl-3-vinylcyclohex-2-ene-1-one [37, 42]); (f); tilia (salicylic and vanilic acids [33];
(g) lavender (naringenin [43]); (h) eucaliptus (2-hydroxy -5-methylhexan-3-one [39, 44]); (i) rape
(dimethyl disulfide [45])
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Zastosowanie 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 roznych pracach poswigconych
poszukiwaniom markeré6w miodow odmianowych znajdowane sa czesto rozne sub-
stancje pehiace t¢ funkcje dla tej samej odmiany miodu. Za marker powinno si¢
uznaé substancje wystepujaca we wszystkich miodach danej odmiany na okreslonym
terenie. Powinny one wystgpowa¢ w znaczacym stgzeniu w porownaniu z innymi
zwiazkami otrzymanymi po przygotowaniu probki do pomiaréw. Na Rysunku 5
pokazano struktury chemiczne wybranych markerow réznych odmian miodow.

Jak wida¢ na Rysunku 5 markerami miodéw odmianowych sa raczej proste
produkty naturalne. W bardzo nielicznych przypadkach mozna powiedzie¢, ze
role markera pelni jedna substancja wystepujaca tylko i wylaczne w konkretnej
odmianie miodu. Warto zwroci¢ uwagg, ze brak w probece miodu zwiazku, ktory
wystepuje powszechnie w miodach wielu odmian jest takze dobrym wskaznikiem
konkretnej odmiany. Na przyktad w miodach lawendowych nie zauwazono obec-
nosci, powszechnego w wigkszosci innych odmian, 3-metylobutanalu [36].

3. PROFILE LOTNYCH ZWIAZKOW CHEMICZNYCH
JAKO WSKAZNIKI ODMIAN MIODOW

Efektem kazdej analizy probki miodu jest widmo otrzymane dowolna technika
(NMR, spektrometria mas, rozne techniki chromatograficzne, elektroforeza kapi-
larna itp.). Takie widmo stanowi profil konkretnej probki miodu. Jak pokazano na
Rysunku 3 widma otrzymane dla poszczeg6lnych probek tej samej odmiany miodu,
cho¢ podobne, réznia si¢ od siebie. Dlatego dopiero analiza serii widm pozwala
opracowac algorytm wskazujacy z jakim miodem mamy do czynienia. Tak wigc,
jest to typowe badanie metabolomu i dlatego mozna by tu zastosowac techniki che-
mometryczne [46]. Jak na razie nie stosowano technik metabolomiki do badania
jakosci miodow.

Klasyczne badania chemii produktow naturalnych polegaja na tym, ze doko-
nuje si¢ identyfikacji mozliwie jak najwigkszej liczby substancji zawartej w badane;j
mieszaninie, a nastgpnie porownuje ich zawartosci w okreslonych odmianach mio-
dow. Uproszczeniem jest wybranie jednej tylko grupy zwiazkoéw i analiza ich obec-
nosci. Na przyktad, badania miodéw pochodzacych z Francji, Grecji, Hiszpanii,
Portugalii i Chin, pokazaly, ze wystepuje w nich 12 kwaséw benzoesowych [43].
We wszystkich badanych miodach wystgpowat kwas kawowy, w 9 miodach wyste-
powat kwas p-hydroksybenzoesowy i kwas p-kumarowy. Do$¢ czgsto wykrywano
kwasy: chlorogenowy, syryngowy, m-kumarowy, ferulowy i waniliowy. Rzadko
wystepowal kwas o-kumarowy i kwas galusowy. Kwas elagowy znaleziono jedynie
w miodzie wrzoScowym pochodzacym z Portugalii. Kwas rozmarynowy nie zostat
wykryty w zadnym z badanych miodéw. Wzory chemiczne tych kwasow pokazano
na Rysunku 6.
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Rysunek 6.  Struktury kwaséw aromatycznych badanych w pracy [43]: (a) p-hydroksybenzoesowy;
(b) p-kumarowy; (c) chlorogenowy; (d) syryngowy; (e) m-kumarowy; (f) ferulowy; (g) rozma-
rynowy; (h) o-kumarowy i (i) galusowy. Wzory kwaséw elagowego i waniliowego pokazano na
Rysunku 5

Figure 6. Structures of aromatic acids studied in Ref. [43]: (a) p-hydroxybenzoic; (b) p-coumaric; (c) chlo-
rogenic; (d) siringic; (e) m-coumaric; (f) ferulic; (g) rosmarinic; (h) o-coumaric and (i) gallic.
Structures of ellegic and vanilic acids are shown in Figure 5

Badajac flawonoidy w argentynskich miodach zidentyfikowano, migdzy
innymi, mircetyng, kwercetyng i luteoling. Zwiazki te byly obecne we wszyst-
kich badanych prébkach miodu, a dominujacym flawonoidem byla kwercetyna,
ktéra stanowita okolo 45% catkowitej zawartosci zwiazkow fenolowych. Roznice
w zawarto$ciach mircetyny, luteoliny i kwercetyny zalezaty od warunkow klima-
tycznych i geograficznych Argentyny [47].

Jeszcze lepszym sposobem jest analiza pordwnawcza zawarto$ci wybranych
markerow miodéw odmianowych. I tak, badajac dolno$laskie miody wrzosowe, za
pomoca HPLC okreslono w kazdym z nich relatywne stgzenie kwasow benzoeso-
wych (3-hydroksybenzoesowy, 4-hydroksybenzoesowy, chlorogenowy, kawowy,
elagowy, syryngowy, ferulowy, waniliowy, p-kumarowy i rozmarynowy), flawono-
idoéw (mircetyna, kwercetyna, kemferol, pinocembryna, chryzyna i galangina), oraz
kwasu abscyzynowego. Dla poréwnania badano tez miody wrzosowe pochodzace
z wojewodztwa matopolskiego i Niemiec [48]. Jak wida¢ na Rysunku 7 wszystkie
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z pigtnastu analizowanych miodéw wrzosowych charakteryzuja si¢ zblizonym pro-
filem zwiazkéw fenolowych.

Miody wrzosowe

B galangina

W chryzyna

@ pinocembryna

B kemferol

B kwercetyna
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mkwas 3-OH-benzoesowy

Rysunek 7. Relatywne procentowa zawarto$¢ badanych zwigzkéw aromatycznych w miodach wrzosowych
Figure 7. Relative percent content of studied aromatics in heather honeys

Kwas abscyzynowy oraz elagowy, charakterystyczne markery miodu wrzo-
sowego, wystgpuja w najwigkszych stezeniach. W niektorych miodach wystgpuja
wigksze zawarto$ci kwasu p-kumarowego i 4-hydroksybenzoesowego. Uzy-
tecznos$¢ tej metody pokazuje dopiero poréwnanie profili miodéw wrzosowych
z profilami innych miodow odmianowych. I tak, w miodach lipowych najwigk-
sza jest zawarto$¢ pinocembryny, w miodach spadziowych iglastych — kwasu
p-kumarowego, a spadziowych lisciastych — kwaséw elagowego, rozmarynowego
i 4-hydroksybenzoersowego. Tak wigc, zastosowanie jako markerow zwiazkow
powszechnie wystepujacych w §wiecie roslin pokazato, ze réznice ich wzglednej
procentowe]j zawartosci sa dobrym sposobem konstrukeji profili metabolicznych
miodéw odmianowych. Konstrukcja takich profili dla probek wielu miodow tej
samej odmiany pokazuje uderzajace podobienstwa i zdecydowane rdznice z profi-
lami innych odmian.

UWAGI KONCOWE

Midd jest bardzo cenionym i najstarszym produktem odzywczym i leczniczym.
Roczna produkcja miodu na §wiecie wynosi okoto 1,4 milionéw ton (FAO, 2005),
co stanowi mniej niz 1% catkowitej produkcji cukru. Jest to takze produkt stosun-
kowo drogi. Nie dziwi zatem fakt, ze jest on czgsto falszowany.
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Polskie miody ciesza si¢ zasluzona dobra opinia. Warto wspomnie¢, iz midd
wrzosowy pochodzacy z Boréw Dolnoslaskich, dzigki Janowi Biernackiemu (zdo-
bywca Certyfikatu Unii Europejskiej Nr 1/2008 na ,,Miod wrzosowy z Borow Dol-
noslgskich™), zostal wpisany do rejestru Chronionych Nazw Pochodzenia i Ozna-
czen Geograficznych Unii Europejskiej [49]. Warto zatem chroni¢ jako$¢ polskich
miodow. Pomoéc w tym moze stworzenie nowego sposobu ich oceny opartego na
badaniu markeréw odmian tych miodow.
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wanie nas problemem jako$ci miodéw i cierpliwe wyjasnianie zawitych problemow
pszczelarstwa. Dzigkujemy rowniez Ministerstwu Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
za finansowanie naszych badan ze $rodkoéw statutowych.

PISMIENNICTWO CYTOWANE

[1] B.Kedzia, E. Holderna-Kedzia, Leczenie produktami pszczelimi, Wydawnictwo Rolnicze i Le$ne
Warszawa 1994.
[2] J. Lutowski, Postepy Fitoterapii, 2001, 4, 2.
[3] S. Bogdanov, Lebensmittel-Wissensch.Technol., 1997, 30, 748.
[4] E. Holderna-Kedzia, B. Sedzia, Miody odmianowe i ich znaczenie lecznicze, Wydawnictwo Dusz-
pasterstwa Rolnikow WDR, Wtoctawek 2002.
[5] K. Kluczynska, M. Wasek, Lek w Polsce, 2004, 14, 164.
[6] D. Teper, Pasieka, 2004, 2.
[7] S. Popek, Food Chem., 2002, 79 401.
[8] S. Popek, Studium identyfikacji miodow odmianowych i metodologii oceny wlasciwosci fizykoche-
micznych, determinujgcych ich jakos¢, Wydawnictwo Akademii Ekonomicznej w Krakowie, Kra-
kow 2001.
[91 E. Anklam, Food Chem., 1998, 63, 549.
[10] T. Szczgsna, Pasieka, 2003, 1.
[11] T. Kokocinska, Midd: ztoty cud natury, Swiat Ksigzki, Warszawa 2009.
[12] D. Arraez-Roman, A.M. Goémez-Caravaca, M. Gomez-Romero, A. Segura-Carretero, J. Pharm.
Biomed. Analysis, 2006, 41, 1648.
[13] L.R. Silva, R. Videira, A.P. Monteiro, P. Valentdo, P.B. Andrade, Microchem. J., 2009, 93, 73.
[14] S. Ouchemoukh, P. Schweitzer, M. Bachir Bey, H. Djoudad-Kadji, H. Louaileche, Food Chem.,
2010, 121, 561.
[15] E. Fuente, M.L. Sanz, I. Martinez-Castro, J. Sanz, J. Chromatogr. A, 2006, 1135, 212.
[16] M. Wojtacki M., Produkty pszczele i przetwory miodowe, PWRIL, Warszawa 1970.
[17] S. Suarez-Luquea, I. Mato, J.F. Huidobro, J.S. Simal-Lozano, M.T. Sancho, J. Chromatogr. A,
2002, 955, 207.
[18] I. Mato, J.F. Huidobro, J.S. Simal-Lozano, M.T. Sancho, J. Agric. Food Chem., 2006, 54, 1541.
[19] S. Saxena, S. Gautam, A. Dharma, Food Chem., 2010, 118, 391.



CHEMICZNE MARKERY MIODOW ODMIANOWYCH 837

20]
21]

— — —

23]
[24]
[25]
[26]
[27]

(28]
(29]
[30]
[31]
[32]

[33]
[34]
[35]
[36]
[37]
[38]
[39]
(40]

[41]
[42]

[43]
[44]
[45]

—_ —
N
~N

M. Madejczyk, A. Kanecka, D. Baratkiewicz, Analityka, 2000, 4, 28.

L. Castro-Vazquez, M.S. Pérez-Coello, M.D. Cabezudo, Chromatographia, 2003, 57, 227.

M.E. Zujko, A.M. Witkowska, A. Lapinska A., Bromat Chem. Toksykol., 2005, 38, 7.

G. Beretta, E. Caneva, L. Regazzoni, B.N. Golbamaki, F.R. Maffei, Anal. Chem. Acta, 2008, 620,
176.

P. Cabras, A. Angioni, C. Tuberoso, L. Floris, F. Reniero, C. Guillou, S. Ghelli, J. Agric. Food
Chem., 1999, 47, 4064.

AM. Gomez-Caravaca, M. Gomez-Romero, D. Arraez-Roman, A. Segura-Carretero,
A. Fernandez-Gutiérrez, J. Pharm. Biomed. Anal., 2006, 41, 1220.

J.A. Donarski, S.A. Jones, M. Harrison, M. Driffield, A.J. Charlton, Food Chem., 2010, 118,
987.

E. Alissandrakis, P.A. Tarantilis, C. Pappas, P.C. Harizanis, M. Polissiou, Eur. Food Res. Technol.,
2009, 229, 365.

V. Kaskoniene, P.R. Venkutonis, Comrehens. Ri. Food Safety, 2010, 9, 620.

A. Bouseta, S. Collin, J. Agric. Food Chem., 1995, 43, 1890.

N. Gheldof, X.-H. Wang, N. Engeseth, J. Agric. Food Chem., 2002, 50, 5870.

K. Pyrzynska, M. Biesaga, Trends Anal. Chem., 2009, 28, 893.

I. Martos, M. Cossentini, F. Ferreres, F.A. Tomas-Barbera, J. Agric. Food Chem., 1997, 45,
2824,

V.A. Isidorov, U. Czyzewska, E. Jankowska, S. Bakier, Food Chem., 2011,124, 387.

A. Michatkiewicz, M. Biesaga, K. Pyrzynska, J. Chromatogr. A, 2008, 1187, 18.

K.A. Aliferis, P. Tarantilis, P.C. Harizanis, E. Alissandrakis, Food Chem., 2010, 121, 856.

E. Majewska, A. Delmanowic, ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jakosc¢, 2007, 5, 247.

A.C. Soria, J. Sanz, I. Martinez-Castro, Eur. Food Res. Technol., 2009, 228, 579.

L. Jerkovi¢, C.I.G. Tuberoso, Z. Marijanovi¢, M. Jeli¢, A. Kasum, Food Chem., 2009, 112, 239.
A.C. Soria, I. Martinez-Castro, J. Sanz, Food Res. Int., 2008, 41, 838.

I. Martos, M. Cossentini, F. Ferreres, F.A. Tomas-Barbera, J. Agric. Food Chem., 1997, 45,
2824.

R.J. Weston, L.K. Broclebank, L. Yinrong, Food Chem., 2000, 70, 427.

L. Castro-Vazquez, M.C. Diaz-Maroto, M.A. Gonzalez-Vinas, M.S. Pérez-Coello, Food Chem.,
2009, 112, 1022.

P. Andrade, F. Ferreres, M.1. Gil, F.A. Tomas-Barbera, Food Chem., 1997, 60, 79.

L. Jerkovi¢, Z. Marijanovi¢, J. Kezi¢, M. Gugi¢, Molecules, 2009, 14, 2717.

B.S. Radovic, M. Carreri, A. Mangia, M. Musci, M. Gerboles, E. Anslam. Food Chem., 2001, 75,
511.

Z. Pan, H. Gu, D. Raftery, Wiley Encyclopedia of Chemical Biology, 2008, str. 1-13.

M.O. lurlin, A.L. Saiz, R. Fritz, M.D. Manrique, Food Chem., 2009, 115, 1141.

1. Jasicka-Misiak, A. Poliwoda, M. Deren, P. Kafarski, Food Chem., w druku.

J. Baczmanski, Pasieka, 2, 2010.

Praca wplyneta do Redakcji 2 wrzesnia 2011






