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4. Osiagnigcie naukowe* (w rozumieniu art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 o
stopniach naukowych i tytule naukowym (Dziennik Ustaw 2016, poz. 882 ze zmianami
Dz. U. 2016, poz. 1311.):

a) Tytul osiggni¢cia naukowego:

Badania fitochemiczne produktéw pszczelich i substancji roslinnych przetwarzanych
przez pszczoly: tozsamosé, jakosé i réznorodnosé

b) Lista publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe (autor/autorzy, tytul, nazwa
czasopisma, rok publikacji, tom, strony).

Podstawg osiggnigcia naukowego stanowi cykl dziesieciu powigzanych tematycznie
publikacji oryginalnych (H1- H10):

H1. Piotr M. Kus$*, Maciej Wiodarczyk, Carlo 1.G. Tuberoso.: Nitrogen compounds in
Phacelia tanacetifolia Benth. honey: first time report on occurrence of (-)-5-epi-
lithospermoside, uridine, adenine and xanthine in honey

Food Chem. 2018 Vol.255; 332-339 (IF2017 = 4.946, MNiSW = 40 pkt)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu, wykonaniu czesci eksperymentalnej
(pozyskanie probek, opracowanie metody, wykonanie eksperymentéw, przygotowanie probek,
walidacja, identyfikacja skladu, izolacja nie w pelni zidentyfikowanego zwigzku), analizie
i interpretacji danych, udziale w ustalaniu dokladnej struktury, przygotowaniu manuskryptu. Procent
udziatu wltasnego w prace szacuje na 75%.

H2. Piotr M. Kus*, Igor Jerkovi¢, Zvonimir Marijanovi¢, Marina Kranjac, Carlo I.G.
Tuberoso.: Unlocking Phacelia tanacetifolia Benth. honey characterization through
melissopalynological analysis, color determination and volatiles chemical profiling

Food Res.Int. 2018 Vol.106; 243-253 (IF2017 = 3.520, MNiSW = 40 pkt)

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i udziale w wykonaniu czesci
eksperymentalnej (pozyskanie probek, przygotowanie i analiza czesci probek), analizie i interpretacji
danych (opracowanie danych z chromatografii gazowej, analiza statystyczna) oraz przygotowaniu
manuskryptu. Procent udzialu wlasnego w prace szacuje na 70%.

H3. Piotr M. Ku$*, Igor Jerkovié, Zvonimir Marijanovié, Carlo I.G. Tuberoso.: Screening of
Polish fir honeydew honey using GC/MS, HPLC-DAD, and physical-chemical parameters:
benzene derivatives and terpenes as chemical markers

Chem. Biodivers. 2017 Vol.14 no.9; e1700179 (IF2017 = 1,617, MNiSW = 20 pkt)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i udziale w wykonaniu czesci
eksperymentalnej  (pozyskanie prébek, opracowanie i interpretacjia wynikow  pomiaréw
chromatograficznych GC) oraz przygotowaniu manuskryptu. Procent udziatu wlasnego w pracg
szacuje na 50%.

H4. Igor Jerkovi¢, Piotr M. Kus.: Headspace solid-phase microextraction and ultrasonic
extraction with the solvent sequences in chemical profiling of Allium ursinum L. honey

Molecules 2017 Vol.22 no.11; 1909 (IF2017 = 3,098, MNiSW = 30 pkt)
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Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i wykonaniu cze¢sci eksperymentalnej
(opracowanie sposobu i przygotowanie probek) oraz udziale w interpretacji danych, identyfikacji
zwiqzkow i przygotowaniu manuskryptu. Procent udzialu wlasnego w prace szacuje na 50%.

HS. Piotr M. Kus$*, Zvonimir Marijanovi¢, Igor Jerkovi¢.: Evaluation of HS-SPME and
ultrasonic solvent extraction for monitoring of plant flavours added by the bees to herbhoneys:

traceability biomarkers
Food Addit. Contam. Part A-Chem. 2015 Vol.32 no.11; 1761-1771 (IF2015 = 1,878, MNiSW =

25 pkt)

Mdj wkiad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i wykonaniu czesci eksperymentalnej
(pozyskanie i przygotowanie probek) oraz opracowaniu i interpretacji danych, identyfikacji zwigzkéw
i przygotowaniu manuskryptu. Procent udzialu wlasnego w prace szacuje na 80%.

H6. Piotr M. Kus$*, Igor Jerkovi¢.: New Sample Preparation Method for Honey Volatiles
Fingerprinting Based on Dehydration Homogeneous Liquid—-Liquid Extraction (DHLLE)
Molecules 2018 Vol.23 no.7, 1769 (IF2016 = 3,098, MNiSW = 30 pkt)

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu, wykonaniu czesci eksperymentalnej
(opracowanie metody, wykonanie eksperymentow, przygotowanie prébek, walidacja), analizie
i interpretacji danych (opracowanie danych z chromatografii gazowej), przygotowaniu manuskryptu.
Procent udziatu wlasnego w prace szacuje na 80%.

H?7. Piotr M. Kus$*, Saskia van Ruth.: Discrimination of Polish unifloral honeys using overall
PTR-MS and HPLC fingerprints combined with chemometrics
LWT-Food Sci.Technol. 2015 V0l.62 no.1 part 1; 69-75 (IF2015 = 2,711, MNiSW = 35 pkt)

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i wykonaniu czesci eksperymentalnej
(pozyskanie, przygotowanie, analiza prébek), udziale w opracowaniu i interpretacji danych oraz
przygotowaniu manuskryptu. Procent udziatu wlasnego w prace szacuje na 80%.

HS8. Igor Jerkovi¢, Zvonimir Marijanovié, Piotr M Ku$, Carlo I.G. Tuberoso.:
Comprehensive study of mediterranean (Croatian) propolis peculiarity: headspace, volatiles,
anti-varroa-treatment residue, phenolics, and antioxidant properties

Chem.Biodivers. 2016 Vol.13 no.2; 210-218 (IF2016 = 1,440, MNiSW = 20 pkt)

Mdj wkitad w powstanie tej pracy polegal na interpretacji danych i udziale w przygotowaniu
manuskryptu. Procent udziatu wlasnego w prace szacuje na 20%.

H9. Piotr M. Kus*, Igor Jerkovié, Martina Jakovljevié, Stela Joki¢.: Extraction of bioactive
phenolics from black poplar (Populus nigra L.) buds by supercritical CO; and its optimization

by response surface methodology
J.Pharm.Biomed.Anal. 2018 Vol.152; 128-136 (IF2017 = 2,831, MNiSW = 35 pkt)

Mdj wkiad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i udziale w wykonaniu czesci
eksperymentalnej (opracowanie metody analitycznej UHPLC-DAD, przeprowadzenie oznaczen
chromatograficznych i kolorymetrycznych), opracowaniu i interpretacji wynikéw pomiaréw, udzial
w analizie danych i interpretacji oraz na przygotowaniu manuskryptu. Procent udziatu wilasnego
w prace szacujg na 70%.

H10. Piotr M. Kus*, Piotr Okinczyc, Martina Jakovljevié¢, Stela Joki¢, Igor Jerkovic.:
Development of supercritical CO; extraction of bioactive phytochemicals from black poplar
(Populus nigra L.) buds followed by GC-MS and UHPLC-DAD-QqTOF-MS
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J.Pharm.Biomed.Anal. 2018 Vol.158; 15-27 (IF2017 = 2,831, MNiSW = 35 pkt)

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i udziale w wykonaniu czesci
eksperymentalnej (opracowanie metody analitycznej UHPLC-DAD-QqTOF-MS, przeprowadzenie
oznaczen, pozyskanie olejku eterycznego), opracowaniu i interpretacji wynikéw pomiaréw
chromatograficznych (GC i LC), udziale w analizie i interpretacji pozostalych danych oraz na
przygotowaniu manuskryptu. Procent udziatu wlasnego w pracg szacuje na 70%.

* - artykuly, w ktérych jestem autorem korespondujacym

Wspolezynnik wplywu (IF) i liczba punktéw MNiSW za publikacje stanowigce
osiagni¢cie naukowe:

Sumaryczny wspolczynnik wptywu (IF): 27,97
Laczna suma punktow MNiSW: 310



Piotr Marek Kus
Zatacznik 2

c) Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania:

I. Wprowadzenie i motywacja badan

Od wiekow, substancje pochodzenia naturalnego byly wykorzystywane przez czlowieka
w celach leczniczych i odzywczych, ale takze jako inspiracja do rozwijania nowych lekéw.
Podobnie do ludzi, réwniez zwierzeta uzywaja i przeksztatcajg preferowane substancje roslinne
w celu konsumpcji czy konstrukcji swoich gniazd. Spozywajg te, ktdre poprawiajg ich kondycje,
a takze stosujg je w celach leczniczych, w prewencji choréb (np. aby zwalczaé pasozyty, bakterie
i wirusy). Nauka zajmujaca si¢ samoleczeniem zwierzat zostata nazwana “zoofarmakognozja”,
w analogii do farmakognozji, ktora jest naukg o lekach pochodzacych z roslin i innych zrodet
naturalnych [1]. Szczegdlnym przykladem sg pszczoly miodne, ktére zgodnie ze swoimi
preferencjami wykorzystuja i zbierajg specyficzne, wartosciowe substancje pochodzenia
roslinnego, takie jak nektar kwiatowy, spadz, pytek, balsamy i zywice. Substancje te petnig role
wartosciowego pozywienia, ale tez sg uzywane jako substancje konstrukcyjne, np. propolis jest
stosowany do uszczelniania ula i profilaktyki infekcji [2,3]. Rdzne produkty pszczele, takie jak
miodd, pyltek pszczeli, pierzga, propolis (ktore sg przetworami roslinnymi wytworzonymi przez
pszczoly) badz wosk, bylty stosowane od prehistorii zarowno jako zywnos¢ jak i tradycyjne leki
lub ich sktadniki [2—4]. Propolis wykazuje m.in. znaczace dziatanie przeciwutleniajace,
przeciwproliferacyjne, przeciwzapalne, przeciwbakteryjne, a takze wspiera regeneracj¢ tkanek
i leczenie ran, dlatego m.in. znajduje liczne zastosowania np. w dermatologii [5—7]. Produkty
pszczele znalazty réwniez liczne zastosowania w medycynie tradycyjnej i konwencjonalnej oraz
farmacji i technologii farmaceutycznej. Midd i wosk pszczeli sg ujete w biezacym wydaniu
Farmakopei Europejskiej (monografie 01/2008:2051 and 01/2008:0069, 01/2008:0070).
Jednakze, odmiany miodu nie sg rozréznione, mimo ze ich ogélnie pojegte wlasciwosci (w tym
aktywno$¢) znacznie si¢ r6znig zaleznie od pochodzenia botanicznego. Ta zmienno$é dotyczy
réwniez innych produktéw pszczelich [8-10]. Ostatnie badania wskazujg, ze szczegdlnie
interesujace sg m.in. aktywnos$¢ przeciwutleniajgca, przeciwzapalna, przeciwbakteryjna oraz
poprawiajgca gojenie ran, wykazywane przez midd i propolis [5,6,11,12]. W ostatnich latach,
warto$¢ miodu i innych produktéw pszczelich wydaje sie by¢ ponownie odkrywana na nowo.
Na rynku, pojawiajg si¢ liczne produkty zawierajgce midd jako gtéwny sktadnik czynny badz
pomocniczy, w tym m.in. miody medyczne i opatrunki na rany. Badania nad miodem pozwolily
na rozréznienie jego bardziej i mniej aktywnych odmian [13], sposréd nich m.in. miodu
chabrowego, jodlowego, kasztanowego i manuka [14—17]. Niektére z nich (np. miéd manuka,
kasztanowy) sg obecne na rynku w formie miodéw medycznych i opatrunkéw na rany.
Podobnie, midéd jodlowy wykazal wysoki potencjat (aktywnos¢ przeciwbakteryjna,
przeciwbiofilmowa, hamujgca MMP-9) do zastosowania medycznego, réwniez w badaniach
klinicznych (leczenie zakazonych przetok, profilaktyki zapalenia wnetrza gatki ocznej) [15,17—
22]. Jest to szczegdlnie interesujace, gdyz produkty pszczele nie tylko sg skuteczne przeciwko
wyizolowanym szczepom klinicznym, w tym lekoopornym szczepom chorobotworczych
bakterii i grzybow, ale takze wspierajg gojenie zainfekowanych ran [23,24]. Potrzeba rozwijania
takich produktow, uzytecznych jako alternatywne, lub uzupekniajace leczenie réznych schorzen
zwigksza si¢ z rosngcg lekoopornoscig i wzrastajaca liczbg przypadkéw niepowodzenia
konwencjonalnej terapii [12,19,24].
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Miéd jest otrzymywany przez pszczoty poprzez zbidr nektaru lub spadzi, mieszanie ze $lina,
odparowanie, natomiast propolis powstaje z réznych woskéw, zywic, balsaméw i innych
wydzielin roslinnych. Produkty pszczele w duzej mierze zalezg wiec od dostepnych danym
okresie i1 lokalizacji zrddel botanicznych. Ze wzgledu na to, cechujg sie one wyraznym
zréznicowaniem [6,8]. Skutkuje to réwniez znaczng zmiennoscig aktywnosci biologicznej, ktora
Jest Scisle powigzana ze sktadem, co dla niektérych odmian miodu pozostaje nadal niezbadane.
W kilku badaniach (w wigkszosci nie ujetych w prezentowanym cyklu), stwierdzitem bardzo
duze zréznicowanie aktywnosci (np. przeciwbakteryjnej, przeciwutleniajgcej) analizowanych
probek, zwigzane z odmiennym pochodzeniem botanicznym [8,24-27]. Wskazuje to na
koniecznos$¢ potwierdzania tozsamosci i jakosci konkretnych odmian. Z uwagi na brak
mozliwosci petnej kontroli nad pszczotami i zrodtami z ktérych one korzystajg oraz ze wzgledu
na zlozonos$¢ chemiczng produktow pszczelich, badanie sktadu i zréznicowania tego typu
substancji jest sporym wyzwaniem. Podobnie jak rozwdj metod uzytecznych w celu
klasyfikacji, standaryzacji, oznaczenia tozsamosci i jakosci w oparciu o markery aktywne badz
analityczne, charakterystyczne profile chemiczne, parametry fizyko-chemiczne, itp. Obecnie
rozréznienie pomigdzy odmianami miodow jest oparte gtéwnie na analizie pytkowe;j i jest dos¢
powszechne w przemysle spozywczym. Posiada ono jednak wady i ograniczenia zwigzane
z potrzebg wykonania analiz przez wyspecjalizowanego analityka oraz ryzykiem falszywie
pozytywnych lub negatywnych wynikéw np. ze wzgledu na niedoreprezentacje lub
nadreprezentacj¢ charakterystycznych ziaren pyltku [28]. Ostatnio, nowe metody takie jak
chromatograficzny odcisk palca (ang. fingerprinting), markery chemiczne, metody
wieloczynnikowe, itp. okazaty si¢ efektywne w celu potwierdzenia autentycznosci
1 standaryzacji odmian miodu [29-31]. Niektore z wspomnianych metod sa obecnie stosowane
w celu oznaczenia tozsamosci i kontroli jakosci lekow roslinnych i sg zawarte w wytycznych
Europejskiej Agencji Lekow badz monografiach farmakopealnych.

Innym interesujacym tematem jest proba stworzenia przetwordéw roslinnych inspirowanych
produktami pszczelimi w celu uzyskania podobnych, produktow ktére mogtyby byé
jednoczesnie bardziej powtarzalne, standaryzowane w latwiejszy sposéb oraz wolne od
mozliwych zanieczyszczen z uwagi na przygotowanie kontrolowanych warunkach. Przyktadem
takich produktéw biotechnologicznych uzyskanych z pomocg pszczot sg ziotomiody. Produkty
te sg dostepne na rynku, a uzyskiwane poprzez karmienie pszcz6ét syropami wzbogaconymi w
ekstrakty roslinne. Okazalo si¢, ze wykazuja znaczace dziatanie przeciwutleniajace oraz
przeciwbakteryjne [32,33]. Niemniej jednak, profil chemiczny tego typu produktow, ktére juz
sg dostepne na rynku nie zostat jeszcze w pelni scharakteryzowany.

Propolis, podobnie do miodu, jest rowniez bardzo zmiennym produktem z uwagi na r6zng
dostgpnos¢ substancji zrédlowych [6], ponadto moze by¢ zanieczyszczony rdznymi
substancjami stosowanymi przez pszczelarzy w celu wyeliminowania infekcji w ulach, np.
tymolem badz innymi substancjami [9], co moze byé ograniczeniem biorgc pod uwage
potencjalne zastosowanie medyczne. Z uwagi na fakt, iz najbardziej powszechny i najbardziej
aktywny typ propolisu w Europie pochodzi z topoli czarnej [34] interesujgcym sposobem by
uzyskac bardziej powtarzalny, podobny produkt mogtaby by¢ ekstrakcja jej pgkow, naturalnego
zrédia propolisu. Takie proby zostaty podjgte przez innych badaczy, z uzyciem réznych metod
wlaczajac w to ekstrakcje woda i CO» nadkrytycznym, jednakze proces ten nie byl

zoptymalizowany i nie by} nakierowany na maksymalizacje ekstrakcji najbardziej aktywnych
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zwigzkéw [35,36]. Podejscie skupiajace si¢ na zoptymalizowanej ekstrakcji (z uzyciem metody
przyjaznej srodowisku i akceptowalnej z punktu widzenia bezpieczenstwa do uzytku przez
ludzi) z substancji roslinnej, moze zapewni¢ bardziej powtarzalne preparaty do zastosowan
medycznych. Moze to zosta¢ osiagnigte z zastosowaniem ekstrakcji CO, w fazie nadkrytycznej
i optymalizacji tego procesu z uzyciem statystycznej metody projektowania eksperymentow.
Takie podejscie moze pozwoli¢ uzyskaé wartosciowy ekstrakt bogaty w nielotne (gldwnie
flawonoidy, fenolokwasy) ale roéwniez lotne, aktywne sktadniki (gtoéwnie seskwiterpeny). Te
ostatnie, sa mniej obfite w przecigtnych ekstraktach propolisu uzyskanych z zastosowaniem
metody, ktére obejmujg odparowanie rozpuszczalnikéw o stosunkowo wysokiej temperaturze
wrzenia, takich jak woda czy etanol. Warto wspomnie¢, ze przetwory z pgkéw topoli znajdowaty
zastosowanie juz od czaséw starozytnych np. w postaci masci topolowej stosowanej m.in. w
leczeniu choréb skornych i hemoroidow [37].

Powyzej wspomniane zagadnienia, wskazuja na potrzebe oceny réznych rodzajow
i gatunkéw produktow pszczelich, zbadania ich chemii, znalezienia polgczenia miedzy
pochodzeniem botanicznym, sktadem i aktywnoscia, poszukiwania metod pozwalajgcych na
standaryzacje, odréznianie, potwierdzanie autentycznosci, kontrole jakosci. Ponadto, istnieje
potrzeba badania i rozwoju nowych preparatow inspirowanych naturg, o wysokiej
powtarzalnosci, co jest waznym krokiem pozwalajacym na odblokowanie ich potencjatu dla
dalszych badan i skutecznych nowych zastosowar.

II. Cel i zakres badan

Cele:
- Rozw6j nowych 1 istniejagcych metod stosowanych w ocenie jakosci, tozsamosci

i klasyfikacji wybranych, wczesniej nie badanych produktow pszczelich i substancji
roslinnych przetwarzanych przez pszczoty.

- Rozw6j nowych metod ekstrakcji frakcji miodu, opartych na zasadach QuEChERS
(ang. Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe — szybki, prosty, tani, wydajny,
wytrzymaty, bezpieczny) i ekologii (mniejsze zuzycie substancji szkodliwych).

- Uzyskanie nowej wiedzy o sktadzie badanych substancji, poprzez szczeg6tows analize
fitochemiczng z uzyciem wspétczesnych chromatograficznych, spektrometrycznych i
spektroskopowych technik instrumentalnych:.

- Zastosowanie chemometrii w powigzaniu ze szczegbtowymi profilami chemicznymi,
danymi fizykochemicznymi badz chemicznymi ,,odciskami palca” w celu klasyfikacji
i kontroli jakosci miodéw odmianowych.

- Oznaczenie charakterystycznych profili chemicznych (z uwzglednieniem fazy
nadpowierzchniowej, zwigzkéw lotnych /pétlotnych i/lub nielotnych) wybranych,
niezbadanych miodéw odmianowych.

- Badanie profili fitochemicznych (z uwzglgdnieniem fazy nadpowierzchniowej, lotnych/
potlotnych i celowanej analizy zwigzkéw nielotnych) wybranych probek propolisu,
ziotomiodow i ekstraktéw pakow topoli.

- Poszukiwanie markeréw chemicznych i zwigzkow bioaktywnych w probkach.

- Uzyskanie zoptymalizowanych ekstraktow pakéw topoli mogacych znalezé
zastosowanie jako substancja czynna.
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Zasieg / zakres badan:

Badanie profili chemicznych wybranych miodéw odmianowych (faceliowy, ze spadzi
jodlowej, z czosnku niedzwiedziego) za pomocg chromatografii gazowej ze
spektrometria mas (GC-MS) (H2, H3, H4), chromatografii cieczowej z matrycg
diodowg (LC-DAD) i/lub spektrometria mas (LC-DAD-QqTOF-MS) (H1, H3),
okreslenie zwigzkéw markerowych i identyfikacja zwigzkow aktywnych biologicznie,
badanie wybranych, typowych parametréw fizykochemicznych.

Analiza wczesniej niezbadanych lotnych profili chemicznych réznych ziotomiodéw
(sosnowy, tymiankowy, glogowy, aloesowy, pokrzywowy, kawowy, cytrynowy)
dostepnych na rynku (HS). Poréwnanie wynikéw z danymi literaturowymi dotyczacymi
odpowiadajagcym im naturalnym miodom odmianowym i roslinom, identyfikacja
markeréw pochodzenia i mozliwych zwigzkéw o aktywnosci biologiczne;.

Rozwoéj nowej, efektywne;j, ,.zielonej” (tj. przyjaznej srodowisku) metody ekstrakeji
zwigzkéw lotnych z miodu (H6) do analiz GC-MS. Skupienie si¢ na rozwoju kosztowo
efektywnej metody opartej na malych objgtosciach i ekstrakceji ciecz-ciecz z uzyciem
mieszajacych si¢ cieczy, zaadaptowanej do ekstrakcji zwigzkéw lotnych i pétlotnych
z miodu, ktére moglyby byé uzyte do jakosciowych badan przesiewowych.
Uwzglednienie selektywnej ekstrakcji i oczyszczania ekstraktow w celu unikniecia
nadmiaru substancji zaktocajagcych analize i aby zapewni¢ zadowalajgca ekstrakcje
istotnych zwigzkéw lotnych oraz dobrg jakos¢ uzyskanych chromatograméw.

Rozwdj nowych i zmodyfikowanych metod LC-DAD / LC-DAD-QqTOF-MS (H1) do
analiz réznych grup zwigzkow np. w miodzie i pgkach topoli.

Zastosowanie metod wieloczynnikowych w polaczeniu z GC-MS, spektrometrii
masowej z jonizacjg poprzez przeniesienie protonu (PTR-MS) i HPLC-DAD w celu
rozrézniania, klasyfikacji i oceny jakosci odmian miodu (H2, H7). Ocena danych za
pomoca analizy statystycznej w celu odnalezienia trendéw i okreslania cech probek
odmianowych, w oparciu o analize¢ wieloczynnikowg (H2). Rozwdj metody
klasyfikacyjnej opartej na calkowitych chemicznych odciskach palca /profilach
chemicznych uzyskanych réznymi technikami analitycznymi i chemometrii, w celu
rozrdzniania pochodzenia botanicznego polskich miodéw (H7).

Badanie sktadu i bioréznorodnosci propolisu (H8) wigczajac w to zastosowanie réznych
metod izolacji zwigzkéw lotnych, monitorowanie pozostatosci naturalnego akarycydu
stosowanego w zwalczaniu warrozy (tymol), ocene aktywnosci przeciwutleniajacej,
skladu (testy kolorymetryczne, celowana analiza LC-DAD) oraz badanie mozliwych
korelacji miedzy zidentyfikowanymi zwigzkami a Zrédtami naturalnymi.

Badanie skladu fitochemicznego pakdéw topoli z uzyciem UHPLC-DAD, UHPLC-
DAD-QqTOF-MS i GC-MS. Rozw¢j zoptymalizowanych warunkéw w celu uzyskania
ekstraktow bogatych w biologicznie aktywne zwigzki z zastosowaniem ,,zielone;j”,
efektywnej metody (ekstrakcja CO2 nadkrytycznym) (H9, H10). Optymalizacja procesu
ekstrakcji z zastosowaniem metody powierzchni odpowiedzi (RSM) opartej na r6znych
grupach zwigzkéw, wydajnosci ekstrakcji, aktywnosci przeciwutleniajacej. Ocena
sktadu uzyskanych ekstraktow, w poréwnaniu z odpowiadajacym olejkiem eterycznym,
danymi literaturowymi na temat podobnych produktéw, propolisu typu topolowego i
aktywnosci gléwnych zidentyfikowanych zwigzkow.
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III. Podsumowanie gléwnych wynikéw opisanych w publikacjach stanowigcych
osiagniecie naukowe:

H1. Piotr M. Ku$*, Maciej Wtodarczyk, Carlo I.G. Tuberoso.: Nitrogen compounds in Phacelia
tanacetifolia Benth. honey: first time report on occurrence of (-)-5-epi-lithospermoside, uridine,
adenine and xanthine in honey, Food Chem. 2018 Vol.255; 332-339.

Miéd faceliowy jest pozyskiwany z nektaru facelii bigkitnej (Phacelia tanacetifolia Benth.),
jednorocznej rosliny nalezgcej do rodziny Boraginaceae - ogoérecznikowatych (réwniez
klasyfikowana w rodzinie Hydrophyllaceae — faceliowate), pochodzacej z terenu Kalifornii
i Teksasu [38,39]. Roslina ta jest wykorzystywana jako roslina okrywowa, nawéz zielony
i doskonaty pozytek pszczeli dostarczajacy wysoki plon nektaru w kazdej cieptej porze roku
[38—40]. Ostatnio, zyskuje ona wigksza popularno$¢ jako nawoz zielony, stosowany szczegdlnie
w rolnictwie organicznym badz jako pasza dla zwierzat, ktéora moze by¢ uprawiana jako
miedzyplon badz poplon, nadajacy si¢ do uprawy bezorkowej [38-41]. W ten sposob,
zwiekszona dostepno$é duzych monokultur tej doskonatej rosliny nektarodajnej pozwala
pozyskiwaé czesciej jednokwiatowy midd faceliowy, ktory nadal jest dos¢ rzadkg odmiana.
Dodatkowo, wczesniejsze badania ujawnily, ze niektére probki tej odmiany wykazywaty
znaczace dziatanie przeciwbakteryjne [26]. Dlatego tez coraz bardziej aktualnym problemem
staje sie badanie jego skladu pod katem potencjalnie korzystnych zwigzkéw, jak rowniez
markeréw pochodzenia botanicznego przydatnych do zapewnienia jego jakosci. Dotychczas,
niewiele byto wiadomo na temat sktadu chemicznego tej odmiany.

Zakres badan obejmowal scharakteryzowanie profilu fitochemicznego, identyfikacje
i oznaczenie ilosciowe gléwnych nielotnych sktadnikéw odmianowego miodu faceliowego
poprzez celowang analize¢ UHPLC-DAD-QqTOF-MS, MS/MS i NMR w celu identyfikacji
nieznanych zwigzkéw oraz w poszukiwaniu chemicznych markeréw pochodzenia botanicznego
i zwigzkéw o aktywnosci biologicznej w miodzie. Sktad miodu z facelii biekitnej zostat poddany
analizie z uzyciem nowo rozwinietych metod UHPLC-DAD i UHPLC-DAD-QqTOF-MS.
Celowana analiza ujawnita 6 glownych zwigzkéw azotowych (Rycina 1) wiaczajagc w to
aromatyczne aminokwasy (tyrozyna, 4; fenyloalanina, 6), pochodne puryn (adenina, 1;
ksantyna, 2), nukleozyd (urydyna, 3) oraz rzadki niecyjanogenny cyjanoglukozyd, (—)-5-epi-
litospermozyd ((2Z2)-2-[(4R,5R,65)-4,5-dihydroksy-6-(B-p-glukopiranozylo)oksycycloheks-2-
en-1-ylideno]acetonitryl, 5). Ich tozsamo$¢ zostala potwierdzona réznymi technikami
analitycznymi: HRMS, ko-chromatografie z wzorcem oraz kompleksowe analizy NMR.
Wszystkie zwigzki, oprocz aminokwasow, zostaly opisane i oznaczone w miodzie po raz
pierwszy. Zawarto§¢ wspomnianych zwigzkow (Tabela 1) byta zbadana w 16 probkach
jednokwiatowych  miodéw  faceliowych: adenina  (18.45+4.63 mg/kg), ksantyna
(10.53 +£2.98 mg/kg), urydyna (42.84 + 9.26 mg/kg), tyrozyna (14.66 + 10.22 mg/kg), (—)-5-epi-
litospermozyd (70.61 +31.37 mg/kg) i fenyloalanina (20.41 + 11.99 mg/kg). Zawartos¢ (—)-5-
epi-litospermozydu byta istotnie skorelowana z zawartoscia procentowa pyltku P. tanacetifolia
(R?=0.5612, p<0.001) i zostata zaproponowana jako potencjalny marker pochodzenia
botanicznego dla miodu faceliowego. (—)-5-epi-Litospermozyd moze wykazywaé aktywnosci
biologiczne, jego izomery wzmagaly aktywnos¢ antybiotykdéw oraz dzialaly
przeciwnowotworowo [42,43]. Wedlug pismiennictwa, urydyna dziala nootropowo, polepsza
pamigé, zdolno$¢ uczenia sig, nastr6j, redukuje deficyty poznawcze, ale jest réwniez
opatentowana w profilaktyce i leczeniu niektorych nowotwordéw [44—49]. Zawartos$¢ urydyny w
miodzie faceliowym jest zbyt mata dla zastosowania stricte medycznego, ale moze dziataé
korzystnie jako zrodto tego zwigzku w diecie.
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Rycina 1. Struktury zwigzkoéw azotowych zidentyfikowanych w miodzie z Phacelia tanacetifolia Benth.

Tabela 1. Zidentyfikowane zwigzki azotowe w probkach miodu z Phacelia tanacetifolia Benth.

(-)-5-epi-

pylek R g
Mot s L fmtw o Lom o Do Logemnd T
Phl 74 20.40 +=0.01 1470 +0.24 5723 =041 1735 £1.50 4345 +0.60 30.04 +1.23
Ph2 79 14.56 =0.05 8.14 +0.19 40.35 +0.14 12.65 =0.81 12998 +£0.72 11.60 =024
Ph3 63 2333 +0.27 11.66 =025 5232 +£0.23 10.42 +2.46 43.56 +0.04 16.17 =1.08
Ph4 61 20.79 +0.18 10.82 +0.23 48.88 +0.01 9.80 =1.84 41.58 +0.04 1498 +2.80
Ph5 79 26.59 =0.01 16.00 +£0.19 4494 +0.30 1196 =1.11 70.77 £0.49 21.64 +0.85
Phé6 77 2331 +£0.29 13.64 +0.19 5547 +£0.29 10.50 +=0.12 60.79 +0.32 17.76 +1.10
Ph7 77 1226 +0.00 7.63 =0.00 3332 +0.10 4145 +042 128.79 +0.26 1248 +£0.49
Ph8 68 22.59 +0.00 10.89 +0.31 5353 +£0.21 19.64 +0.16 64.54 =043 24.17 +0.31
Ph9 69 14.08 +0.08 785 =0.14 38.19 +0.22 875 +0.40 7149 £0.12 3544 +039
Ph10 67 11.59 £0.02 884 +0.12 27.87 +0.59 4.08 +0.60 76.14 +0.02 558 +0.88
Phl1 66 1555 £0.11 6.84 +0.17 3728 +0.17 1444 =121 48.66 +0.20 5528 £0.21
Ph12 91 15.59 +£0.10 942 +0.15 41.73 +0.14 9.03 +0.87 129.43 +0.09 22.06 =2.11
Ph13 78 20.63 =0.06 1320 £0.18 3849 =0.07 6.82 =138 69.83 =0.18 870 =125
Ph14 71 2140 +0.05 1241 =0.14 50.88 =0.04 859 £0.18 59.31 =0.09 1550 +0.64
Ph15 64 19.59 +=0.15 10.89 +0.31 33.59 =0.09 1289 +4.18 51.58 +£1.29 20.02 +1.23
Ph16 60 1290 +£0.30 558 +0.23 3140 =0.37 3624 £3.04 39.82 +0.66 15.15 £0.07
Min 11.59 5.58 27.87 4.08 39.82 5.58
Max 26.59 16.00 57:23 41.45 129.98 55.28
AV =SD 1845 +£4.63 10.53 =298 42.84 +£9.26 14.66 =10.22 70.61 =31.37 2041 =11.99
LOD 0.14 0.18 0.33 0.37 0.28 0.28
LOQ 0.53 0.56 1.00 1.12 0.86 0.84

Zawartos¢ zwigzkow jest wyrazona w miligramach na kilogram miodu jako srednia (AV) z trzech pomiaréw = odchylenie standardowe (SD).
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H2. Piotr M Kus$*, Igor Jerkovi¢, Zvonimir Marijanovié, Marina Kranjac, Carlo L.G. Tuberoso.:
Unlocking Phacelia tanacetifolia Benth. honey characterization through melissopalynological
analysis, color determination and volatiles chemical profiling, Food Res.Int. 2018 Vol.106; 243-
253,

Celami pracy byly: przebadanie probek zebranych od zawodowych pszczelarzy,
zadeklarowanych jako faceliowe, poprzez szczegbtows analize pytkowa, okreslenie
charakterystyki barwy (koordynaty CIE L*a*b*Cab*hab°®), chemicznych profili zwigzkéw
lotnych i potlotnych (poprzez —zastosowanie komplementarnych technik: ekstrakeji
rozpuszczalnikem  wspomagane;j ultradzwickami ~ (USE),  mikroekstrakeji ~ fazy
nadpowierzchniowej do fazy statej (HS-SPME) i GC-MS ze szczegdlnym naciskiem na
znalezienie potencjalnych biomarkeréw chemicznych. Oprocz tego, dodatkowym zakresem
badan byla analiza uzyskanych danych z zastosowaniem r6znych metod statystycznych w celu
ukazania trendéw i tworzenia sie grup. Ponadto, aby wskaza¢ najbardziej reprezentatywne
probki jednokwiatowe poprzez przecigeie grup utworzonych na podstawie r6znych parametrow
i aby przebada¢ korelacje roznych parametréw miodu z zawartoscia pytku w celu wskazania
réznic miedzy probkami. Wybér grupy najczystszych probek w oparciu o kombinacje
najwyzszej zawartosci procentowej pyiku, jednoczesnej jednolitosci profilu chemicznego
i koloru pozwala rozrézni¢ jednokwiatowe prébki od niepewnych, zanieczyszczonych innymi
nektarami. Czternascie probek miodéw z Phacelia tanacetifolia Benth. zebranych w Polsce
zostalo scharakteryzowanych poprzez analiz¢ melisopalinologiczna, okreslenie barwy
(koordynaty CIE L*a*b*Cab*hab®) i skladu zwiazkow lotnych. Te ostatnie zostaly
wyizolowane z zastosowaniem HS-SPME (dwa rodzaje wiokien), USE (dwa rdzne
rozpuszczalniki) i przebadane z uzyciem GC-MS. W celu zobrazowania trendéw i tendencji do
tworzenia sie grup oraz w celu wskazania najbardziej reprezentatywnych probek odmianowych
zastosowano analize gléwnych skladowych (PCA) i analize skupief metodg drzewa
hierarchicznego (HTC) (Rycina 2). Polgczenie danych dotyczacych parametrow
kolorystycznych, udziatu procentowego zwigzkéw lotnych i zawartosci pytku pozwolito na
ustalenie cech jednokwiatowych miodéw faceliowych. Charakteryzowaly si¢ one bardzo jasna,
blada, lekko zielonkawg barwa istotnie skorelowang z zawartoscia pytku P. tanacetifolia. Szes¢
probek ze srednig zawartoscia charakterystycznego pyltku 74.9% + 4.9 i parametrami koloru
(L = 85.1; a* = — 0.8; b* = 27.9; Ca* = 27.9; har* = 91.9), ktdre byty istotnie skorelowane
zostalo wyszczegdlnionych. Eacznie 56 réznych zwigzkéw lotnych zostato zidentyfikowanych
w badanych probkach. Profil substancji lotnych w fazie nadpowierzchniowej jest zdominowany
przez pochodne linalolu. Wysoka zawartos¢ tlenku trans-linalolu (27.3—45.9%), ktéry byl
istotnie skorelowany z zawartoscia pytku, heksan-1-ol (4.4-5.7%), lakton lawendowy (0.8% -
1.5%) byly charakterystyczne dla ich fazy nadpowierzchniowe;. Trzynastoweglowe
norizoprenoidy, gtéwnie (E)-/(Z)-3-okso-retro-a-jonol (4.7-5.4%; 6.9-9.4%) i womifoliol (9.0—
13.0%) dominowaly w ich ekstraktach (USE) i moga by¢ przydatne jako markery
niespecyficzne (Rycina 3). Badania potwierdzaja wczesniej zauwazany problem znaczgcego
udziatu roéznych nektaréw obecnych jako zanieczyszczenia, wystgpujacych w miodach
faceliowych dostepnych na rynku, ktére to skutkujg nie tylko zamianami w profilu
fitochemicznym ale réwniez modyfikacja barwy. Najbardziej obfitymi zrédrami
zanieczyszczajacych nektaréw okazaly si¢ rodliny z rodziny kapustowatych oraz chaber
blawatek. Zwiazki siarkowe typowe dla nektaru roslin z rodziny kapustowatych, 3,4-dihydro-3-
oksoedulan i pochodne p-cymenu charakterystyczne dla chabra blawatka zostaly wykryte w
prébkach zadeklarowanych jako odmianowe, nawet tych ktore zawieraty > 45% pytku P.
tanacetifolia. Dlatego, minimalny poziom procentowy pyltku pozwalajacy na potwierdzenie
odmianowosci miodu faceliowego wymaga ustalenia na wyzszym poziomie (np. > 60%) i
powinien by¢é potaczony z oznaczeniem takze innych istotnych parametrow.
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Rycina 2 Wykresy PCA i dendrogramy dla parametrow koloru (1A, 1B) oraz dla zwigzkow lotnych

(1C, 1D) miodéw z Phacelia tanacetifolia Benth.
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Rycina 3 Struktury wybranych zwigzkéw wspomnianych w tekscie.
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H3. Piotr M Kus$*, Igor Jerkovi¢, Zvonimir Marijanovi¢, Carlo L.G. Tuberoso.: Screening of
Polish fir honeydew honey using GC/MS, HPLC-DAD, and physical-chemical parameters:
benzene derivatives and terpenes as chemical markers, Chem.Biodivers. 2017 Vol.14 no.9;
e1700179.

Miody spadziowe sg produkowane przez pszczoty z bogatych w cukier wydzielin mszyc,
ktére ssa sok z tyka zaatakowanych drzew. Znacznie roznig si¢ one w skladzie 1 wiasciwosciach
od bardziej powszechnych miodow nektarowych [50]. Miody te zwykle posiadajg znaczna
aktywnos$¢ przeciwutleniajgcg 1 znaczny potencjat przeciwbakteryjny [51]. Z uwagi na to, ich
znaczenie jako zywnosci funkcjonalnej oraz produktu leczniczego wzrasta wraz Z nowymi
odkryciami potwierdzajacymi ich warto$¢ praktyczng. Wiasciwoscei miodu sg zmienne, W
zaleznosci od zrédla botanicznego [17,52] ktore to dla miodéw spadziowych jest jeszcze
trudniejsze do potwierdzenia w poréwnaniu z miodami nektarowymi. Okreslenie pochodzenia
botanicznego oparte na analizie pytkowej nie moze by¢ zastosowane w tym przypadku. Miody
spadziowe sg zazwyczaj 0znaczone jako pochodzace z drzew iglastych badz lisciastych, Miod
ze spadzi jodlowej (4bies alba Mill.) (MSJ) jest jednym z bardziej znanych europejskich
odmianowych miodéw spadziowych. Charakteryzuje si¢ on balsamicznym, ziolowym
zapachem przypominajacym zywice [53], zielonkawymi, opalizujgcymi odcieniami koloru
brazowego, delikatnym, stodkim smakiem z przyjemnym, delikatnie zywicznym posmakiem i
aromatem oraz przewodnoscia powyzej 0.95 mS/cm [54]. Wedlug doniesien ta odmiana spadzi
posiada umiarkowanie-wysoka zawarto$é polifenoli oraz aktywnos¢ przeciwutleniajgca
[52,55,56]. MSJ ze Stowenii wykazywat wysoki potencjat przeciwbakteryjny przeciwko kilku
szczepom bakterii [17] a Stowacki MSJ dziatat silnie przeciwko wielolekoopornym, szczepom
klinicznym patogenu ran - Stenotrophomonas maltophilia [19] a takze aktywnos¢ przeciw
biofilmowa [57]. MSJ i zawarte w nim zwiazki fenolowe wykazuja zdolnos¢ przeciwdziatania
destrukcyjnym stanom zapalnym i przywracania normalnego gojenia sie ran. Ekstrakt z miodu
smacznie zredukowal w keratocytach produkcje indukowanej TNF-a metaloproteinazy-9
macierzy (MMP-9), ktora okazuje si¢ by¢ gtéwng proteaza odpowiedzialna za degradacj¢
matrycy i czynnikow promujgcych wzrost w chronicznych ranach [15]. Ekstrakty greckiego
MSJ, wykazywaly znaczne hamowanie pierwszej czastki adhezyjnej $rodblonka naczyniowego
(VCAM-1) przy niskich stezeniach, ekspresje czastki adhezyjnej indukowanej TNF-o oraz
redukowaty zywotnos¢ komérek nowotworu prostaty i piersi [52]. W warunkach klinicznych,
MSJ zostal zastosowany z powodzeniem do leczenia zainfekowanych przetok posladkowo-
udowych [20] i profilaktyki zapalenia wnetrza gatki ocznej [21]. Poniewaz wlasciwosci
fizykochemiczne i aktywnos¢ odmian miodu zalezy gtéwnie od pochodzenia botanicznego,
poprawna klasyfikacja i metody pozwalajace na potwierdzenie 1 standaryzacje r6znych odmian
sa bardzo wazne, szczegélnie w przypadku miodow o potencjale medycznym. Jak wczesnie]
wspomniano, okreslenie pochodzenia botanicznego i jego czystosci w przypadku miodu
spadziowego nadal pozostaje wyzwaniem, trudniejszym niz w przypadku miodow nektarowych,
ze wzgledu na brak mozliwosci zastosowania rozwigzania w postaci analizy pytkowe;j.
Najbardziej obiecujaca metoda charakteryzowania jest badanie profili zwigzkow lotnych
i nielotnych, wiaczajac w to poszukiwanie odpowiednich zwiazkéw markerowych [29].
Dotychczas, w kilku badaniach podano profile fitochemiczne i parametry fizykochemiczne
miodéw ze spadzi jodtowej pochodzacej z réznych zrédet geograficznych, jednakze dane te sg
niespdjne [53,56,58—64]. Ponadto, niewiele wiadomo o skladzie fitochemicznym polskiego
miodu ze spadzi jodtowej. Dopiero niedawno, dr hab. Rybak-Chmielewska, prof. nadzw. i wsp.
opisata charakterystyke whasciwosei fizykochemicznych tej odmiany miodu oraz sktad
obecnych w nim cukréw [54].

Zakres badan obejmowat szczegolowe oznaczenie sktadu zwiazkéw lotnych w miodzie ze
spadzi jodtowej (4bies alba Mill.) pochodzacym z Polski, za pomocg dwoch komplementarnych

technik: HS-SPME i ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami (USE) z zastosowaniem wi6kien
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i rozpuszczalnikéw o roznej polarnosci i analiza GC/MS oraz celowanymi analizami HPLC-
DAD w poszukiwaniu istotnych markeréw pochodzacych z rosliny. Innymi celami byto badanie
typowych parametrow fizykochemicznych probek miodu i poréwnanie danych uzyskanych dla
probek miodu z Polski z dostepnymi danymi literaturowymi o miodach jodtowych z réznych
lokalizacji. Analiza GC-MS ckstraktow -HS-SPME i uzyskanych rozpuszczalnikami oraz
celowana analiza HPLC-DAD polskiego miodu ze spadzi jodtowej (Abies alba Mill.) (MSJ),
byly zastosowane w celu okre$lenia profili chemicznych i potencjalnych markeréw pochodzenia
botanicznego. Dodatkowo, typowe parametry fizykochemiczne zostaly réwniez okreslone.
Wartosci ustalone dla MSJ byly nastepujace: przewodno$¢ (1.2 mS/cm), zawarto$¢ wody
(16.7 g/100 g), pH (4.5), oraz koordynaty chromatyczne CIE (L* = 48.4, a* = 20.6,b* = 69.7,
C* = 72.9, i h° = 73.5). MSJ zawierat $rednio-wysokg catkowita zawarto$¢ zwigzkow
polifenolowych (533.2 mg GAE/kg) oraz aktywnos¢ przeciwutleniajaca (1.1 mmol TEAC/kg)
oraz (3.2 mmol Fe?"/kg) w testach DPPH i FRAP. Chemiczne profile byty zdominowane przez
pochodne benzenu (Rycina 4) pochodzace najprawdopodobniej z rosliny zrodtowej: kwas 3,4-
dihydroksybenzoesowy (do 8.7 mg/kg, HPLC/r-r miodu), syrynginian metylu (do 14.5%,
GC/ekstrakty) i benzaldehyd (do 43.7%, GC/faza nadpowierzchniowa). Innymi markerami byly
terpeny Wwilaczajgc w10 norizoprenoidy (4-hydroksy-3,5,6—trimetylo-4-(3-oksobut—1-
enylo)cycloheks-2-en-1-on, do 20.3%, GCl/ekstrakty) oraz monoterpeny, gléwnie pochodne
linalolu (do 49%, GC/faza nadpowierzchniowa) oraz borneol (do 5.9%, GC/faza
nadpowierzchniowa) (Rycina 5). Zastosowanie roznych technik pozwolito na pelna
charakteryzacje MSJ. 4-Hydroksy-3 ,5,6-trimetylo-4-(3-oksobut-1 -enylo)cycloheks-2-en-1-on,
alkohol koniferylowy, borneol i benzaldehyd zostaly po raz pierwszy zaproponowane jako
markery do badan przesiewowych MSJ. Kwas protokatechowy moze by¢ potencjalnym
markerem FHH niezaleznie od pochodzenia geograficznego.
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Rycina 4 Zaleznosci migdzy pochodnymi terpenow wystepujacymi w miodzie jodlowym (zwigzki
oznaczone gwiazdka)
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H4. Igor Jerkovi¢, Piotr M Kus.: Headspace solid-phase microextraction and ultrasonic
extraction with the solvent sequences in chemical profiling of Allium ursinum L. honey,
Molecules 2017 Vol.22 no.11; 1909.

Przedmiotem tej pracy byt niezbadany dotychczas profil zwigzkéw lotnych i potlotnych
(LZO) rzadkiego miodu z czosnku niedzwiedziego (4llium ursinum L.). Zostat on zbadany
poprzez zastosowanie komplementarnych metod pozwalajacych na szeroki zakres zwigzkow:
HS-SPME i USE i GC-FID/GC-MS. Faza nadpowierzchniowa byla zdominowana przez
pochodne linalolu: tlenki cis- i trans-linalolu (25.3%; 9.2%), hotrienol (12.7%), i linalol (5.8%).
Oprocz bezposredniej ekstrakeji chlorkiem metylenu oraz mieszaning pentanu 1 eteru
dietylowego, zastosowano dwie sekwencje ekstrakcji rozpuszczalnikami (I: pentan — eter
dietylowy; II: pentan — pentan/eter dietylowy (1:2, v/v) — chlorek metylenu). Zaobserwowano
znaczne réznice miedzy uzyskanymi profilami chemicznymi. Ekstrakty uzyskane z uzyciem
eteru dietylowego zawieraty hydrochinon (25.8-36.8%) i kwas 4-hydroksybenzoesowy (11.6—
16.6%) jako gtéwne zwigzki, podczas gdy (E)-4-(r-1't-2',c-4'-trihydroksy-2',6",6'-
trimetylcycloheksylo)but-3-en-2-on dominowat w ekstraktach uzyskanych z uzyciem chlorku
metylenu (18.3-49.1%) (Rycina 6). Z uwagi na to, kombinacja réznych rozpuszczalnikow byta
istotna dla kompleksowej analizy zwigzkéw lotnych w tej odmianie miodu. Wczesnie]
wspomniana, szczegdlna pochodna megastigmanu zostata wczesniej opisana jedynie w miodzie
tymiankowym, a hydrochinon w miodzie z zmijowca zwyczajnego, podczas gdy kombinacja
wspomnianych dominujgcych zwigzkow jest unikalna dla miodu z czosnku niedzwiedziego.
Dodatkowo, hydrochinon jest znany jako zwiazek o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym [65].

OH

OH

(E)-4-(r-1',t-2' ,c-4'-trihydroxy-21,6,6'-

trimethylcyclohexyl)but-3-en-2-one hydroquinone

Rycina 6. Struktury gtownych zwigzkow zidentyfikowanych w miodzie z czosnku niedzwiedziego.
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HS5. Piotr M. Ku$*, Zvonimir Marijanovi¢, Igor Jerkovié.: Evaluation of HS-SPME and
ultrasonic solvent extraction for monitoring of plant flavours added by the bees to herbhoneys:
traceability biomarkers, Food Addit.Contam.Part A-Chem. 2015 Vol.32 no.11; 1761-1771.

Ziotomiody (ZM) sg biotechnologicznymi  produktami podobnymi do miodu
otrzymywanymi poprzez podkarmianie pszczdt syropem opartym na sacharozie z dodatkiem
réznych ekstraktow roslinnych badz sokéw z owocéw i moga by¢ uznawane jako nowa
kategoria produktow pszczelich [33,66]. Celem badan byto zbadanie sktadu zwigzkow lotnych
ZM pochodzacych z roznych zrodet botanicznych, a takze pordwnanie wynikéw z danymi
literaturowymi dotyczacymi odpowiadajacych im miodow odmianowych i/lub roslin. Ponadto,
celem byto zidentyfikowanie biomarkeréw identyfikowalnosci dla réznych ZM oraz ewentualne
wskazanie posréd nich zwigzkéw o mozliwym dziataniu biologicznym. Sktad zwigzkow lotnych
21 prébek ziolomiodow z siedmiu zrodet botanicznych zostat scharakteryzowany po raz
pierwszy. USE i HS-SPME w potaczeniu z GC-MS zostaly z powodzeniem zastosowane jako
uzupelniajace si¢ metody, w celu monitorowania zwiazkéw lotnych. ZM wykazaty znaczng
réznorodnosé sktadu zwigzang z pochodzeniem botanicznym, a dodatkowo zostaly wytypowane
zwiazki, ktére moglyby stuzy¢ jako biomarkery identyfikowalnosci. Najwazniejszymi
zaobserwowanymi zwiazkami 0 wysokiej zawartosci byly (E, ekstrakt; H, faza
nadpowierzchniowa): kofeina (do 68.7%, E) i tlenek trans-linalolu (do 26.0%, H) w ZM
kawowym, a-terpineol (do 8.2%, E; 27.1%, H) i octan bornylu (do 3.1, E; 11.9%, H) w ZM
sosnowym, tymol (do3.1%, E; 55.4%, H) w ZM tymiankowym. ZM glogowy charakteryzowat
sie obecnoscia herniaryny (do 13.4%, E), ZM cytrynowy zawierat limonen (do 1.6%, E; 33.2%,
H) (Rycina 7, 8). Inne ZM (pokrzywowy i aloesowy) zawieraly mniejsze ilodci zwigzkow
lotnych i ich profile byly niespecyficzne. We wszystkich ZM, znaleziono syrynginian metylu
i bylo go najwiecej w ziotomiodzie tymiankowym (do 17.4%, E). Syrynginian metylu m.in.
posiada znaczng aktywnos¢ przeciwutleniajacg i hamuje wzrost komoérek réznych komorek
nowotworowych [67]. Frakcje lotne ZM wykazaly znaczne podobiefistwa, ale tez rdznice
w poréwnaniu z substancjami ro$linnymi, z ktérych pochodza. Potwierdza to przenoszenie w
niezmienionej postaci zwigzkoéw chemicznych pochodzenia roslinnego za posrednictwem
pszcz6t do produktu konicowego, ale réwniez mozliwag biotransformacje¢ niektoérych z nich.
Dodatkowo, zaobserwowano kilka podobienstw do odpowiadajacych im miodow naturalnych,
lecz ogolnie ZM wykazywaty mniej bogate profile lotne.

m
H3CO O (0]

hemiarin . ]
limonene-1,2-diol -

I

~ N N
)\ l /> OH

0 T . OH

caffeine .

thymol a-terpineol p-cymenene

Rycina 7 Struktury wybranych biomarkerow identyfikowalnosci znalezione w ziotomiodach.
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H6. Piotr M. Kus*, Igor Jerkovi¢.: New Sample Preparation Method for Honey Volatiles
Fingerprinting Based on Dehydration Homogeneous Liquid-Liquid Extraction (DHLLE),
Molecules 2018 Vol.23 no.7, 1769

Badanie substancji zapachowo czynnych zostalo uznane za szczeg6lnie interesujgce do
potwierdzania autentycznosci, poniewaz sg one $cisle zwigzane z pochodzeniem botanicznym
miodu, jak réwniez z ich whasciwosciami sensorycznymi (silnie zwigzanymi z jego wartoscig
lecznicza i rynkowa) [29,68]. Jednakze ze wzgledu na ich niewielkie zawartosci 1 duza
rézmorodnosé klas zwiazkéw oraz wysoka lepkosé miodu, ekstrakcja lotnych zwigzkéw
organicznych (LZO) z miodu pozostaje wyzwaniem. Dotychczas opracowano i stosowano rozne
metody izolacji lotnych zwigzkow organicznych, takie jak ekstrakcja cieczowo-cieczowa
(LLE), ekstrakcja do fazy state] (SPE), mikroekstrakcja do fazy statej (SPME), analiza fazy
nadpowierzchniowej metoda dynamiczng (DHS), mikroekstrakcja do fazy stalej z przestrzeni
nadpowierzchniowej (HS-SPME), ekstrakcja z uzyciem ultradzwigkow (USE), a takze
hydrodestylacja (HD) i jednoczesna mikrofazowa destylacja parowa Zz ekstrakcja
rozpuszczalnikami (MSDE). HS-SPME, USE, HD i MSDE zostaly poddane poréwnaniu 1
ocenie przez Alissandrakis i wsp. [69]. Zaréwno HD, jak i MSDE, bardzo powszechne w
przypadku izolacji LZO z innych matryc, nie nadawaty si¢ do miodu, poniewaz stosowane
drastyczne warunki doprowadzity do degradacji niektorych zwigzkow i powstawania
artefaktow. Najbardziej uzyteczne okazato si¢ USE, ktére jest ulepszona technika LLE 1
zapewnia najbardziej reprezentatywny profil lotnych zwigzkow organicznych, poniewaz nie
stosowano ogrzewania probki. Rowniez HS-SPME okazat sie by¢ odpowiedni, jednak okazat
si¢ bardzo selektywny, a uzyskany profil przestrzeni nadpowierzchniowej zostal w znacznym
stopniu uzalezniony od rodzaju wiokna i nie byt odpowiedni dla zwigzkoéw pétlotnych [69].
Castro-Véazquez i wsp. poréwnata metody MSDE, LLE i SPE, stwierdzajac, ze metoda LLE jest
zalecana, poniewaz zapewnia dobra wydajno$¢ oraz niskie odchylenia standardowe dla
wiekszosci analizowanych zwigzkow [70]. Niedawno Castro-Vazquez i wsp. zaproponowata
zoptymalizowang metodg ekstrakcji LZO z miodu z uzyciem SPE [71]. Najlepszymi metodami
zapewniajgcymi najbardziej reprezentatywne profile lotnych i pétlotnych zwigzkéw miodu sg
dotychczas USE i SPE, jednak techniki te sa nie tylko czasochtonne, ale réwniez wymagaja dos¢
znacznej ilosci rozpuszezalnikoéw (ok. 60 ml chlorku metylenu lub pentanu/ eteru dietylowego
na probke 20-40 g) [71-73]. W ostatnich dekadach coraz wiecej uwagi poswieca si¢ wptywowi
wywieranemu przez czlowieka na srodowisko oraz pilnej potrzebie wdrazania i rozwoju
zrownowazonych technik. Dlatego tez w ostatnich kilku latach zintensyfikowano wysitki
majace na celu nie tylko opracowanie metod efektywnych czasowo i kosztowo, ale réwniez
bardziej ekologicznych metod pozyskiwania i przygotowywania probek. [74].

Glownym celem badan byto opracowanie kosztowo-efektywnej, niskoobjetosciowej metody
opartej na ekstrakcji cieczowo-cieczowej W fazie jednorodnej (HLLE, ang. homogenous liquid—
liquid extraction), przystosowanej do ekstrakcji lotnych i potlotnych zwigzkow z miodu, ktora
mogtaby by¢ efektywnie wykorzystana do jakosciowych testow przesiewowych (ang.
screening). Obejmuje to selektywng ekstrakcje i oczyszczanie ekstraktow w celu uniknigcia
nadmiaru bardzo polarnych i bardzo hydrofobowych zwiazkow zaklocajacych (ktére skutkujg
przesunigciami linii bazowej, pokrywaniem pikéw oraz niska jakoscig widm MS
w chromatografii gazowej i spektrometrii masowej (GC-MS)), lecz nieistotnych dla
charakterystyki miodu. Dotychczas, analizy lotnych zwigzkoéw organicznych miodu
koncentrowaty si¢ na jakosciowym badaniu ,,chemicznego odcisku palca” (ang. fingerprinting)
i identyfikacji charakterystycznych zwiazkow, w tym swoistych i nieswoistych biomarkerow
chemicznych. W zwigzku z tym, priorytetem przy opracowywaniu nowej metody bylo
zmniejszenie ilosci probki i rozpuszczalnikow, jak réwniez zapewnienie rozsadnej
powtarzalnosci i odzysku badanych Zwigzkow.

20



Piotr Marek Ku$
Zalacznik 2

W wyniku prowadzonych badan, opracowalem nowa metode przygotowywania probek
opartg na ekstrakcji cieczowo-cieczowej w fazie jednorodnej z rozdziatem poprzez dehydratacje
(DHLLE, ang. dehydrating homogenous liquid-liquid extraction), uwzgledniajacg znaczne
zmniejszenie zuzycia rozpuszczalnika, w celu umozliwienia zastosowania do badan
przesiewowych w zakresie lotnych i potlotnych substancji z miodu. Efektywng ekstrakcje
uzyskano poprzez wdrozenie systemu ekstrakcji opartego na mieszajgcych si¢ cieczach (wodny
roztwér miodu/izopropanol), a nastepnie ich oddzielenia poprzez odwodnienie za pomocg
MgSO4 oraz oczyszczenie poprzez zmiang polarnosci rozpuszczalnika (dodatek niewielkiej
ilogci CH2Cly) i przemywanie wodg. Metodg poddano ewaluacji poprzez ocene doktadnoscei
i precyzji. Metoda DHLLE umozliwita zadowalajacy odzysk (75,2 do 93,5%) dla zwigzkow
lotnych typowych dla réznych odmian miodu: linalolu, borneolu, terpinen-4-olu, o-terpineolu,
aldehydu anyzowego, eugenolu i waniliny (Tabela 2). Wykazano réwniez doskonala
powtarzalno$¢ z procentowym wzglednym odchyleniem standardowym (RSD%) w granicach
0,8-8,9%. W przypadku alkoholu benzylowego, syrynginianu metylu i kofeiny odzysk wynosit
odpowiednio 54,3 do 63,9%1 67,3 do 77,7% przy nizszych i wyzszych poziomach wzbogacania
probki. Zastosowana do odmianowego miodu z nektaru jabtoni metoda DHLLE pozwolita na
identyfikacje 40 zwigzkow, w tym terpenow, weglowodoréw, fenylopropanoidow i innych
pochodnych benzenu, co sprawia, ze nadaje si¢ do badafn przesiewowych opartych na
chemicznym odcisku palca i markerach. Uzyskane wyniki byly poréwnywalne z tymi
otrzymanymi z zastosowaniem powszechnie stosowanej metody - ekstrakcji ultradzwigkowe;j
chlorkiem metylenu, zapewniajac dodatkowo lepsza wizualna jako$¢ chromatogramu (Rycina

9).

Tabela 2. Procent odzysku i wzgledne odchylenie standardowe (%) lotnych zwigzkéw
w cukrowym roztworze modelowym (sztuczny miod) ekstrahowanym metodg DHLLE .

Poziom st¢zenia A (n=5) Poziom stezenia B (n=5)

Zwigzek RI!
Odzysk? [%] SD RSD%  Odzysk?[%] SD RSD%
Alkohol benzylowy 1039 63.9 3.0 4.8 757 2.6 3.4
Linalol 1100 83.7 3.4 4.0 89.0 4.9 5.5
Borneol 1174 76.9 3.8 5.0 82.0 4.1 5.0
Terpinen-4-ol 1180 76.9 3.5 4.6 79.2 2.9 3.7
a-Terpineol 1193 85.7 4.7 5.5 85.9 21 2.4
Aldehyd anyzowy 1256 91.7 4.8 53 93.5 53 5.6
Eugenol 1361 78.7 43 5.5 75.2 3.2 43
Wanilina 1403 87.6 0.7 0.8 77.9 3.8 4.9
Syrynginian metylu 1773 54.3 3.8 7.1 g o) 1.3 1.7
Kofeina 1843 57.0 5.1 8.9 67.3 3.7 55

Poziom stezenia: terpinen-4-ol, a-terpineol, linalol, borneol (A: 300 pg/L: B: 600 pg/L); aldehyd anyzowy, eugenol, wanilina,
syrynginian metylu, kofeina (A: 600 ug/L. B: 1200 pg/L); alkohol benzylowy A: 1000 pg/L. B: 2000 pg/L); ! RI: Wskazniki
retencji okreslone wzgledem r-alkanéw (Co-C2s) na kolumnie HP-3MS; 2 érednie wartosci procentowe (17=5)
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Rycina 9. Poréwnanie reprezentatywnych chromatogramow ekstraktow zwigzkow lotnych

miodu jablkowego otrzymanych przy uzyciu proponowanej metody DHLLE (a)
i ekstrakcji USE przy uzyciu CH2Cla (b).
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H7. Piotr M. Kus*, Saskia van Ruth.: Discrimination of Polish unifloral honeys using overall
PTR-MS and HPLC fingerprints combined with chemometrics, LWT-Food Sci.Technol. 2015
Vol.62 no.1 part 1; 69-75.

Celem badan byto opracowanie metody opartej na chemometrii i catkowitych chemicznych
odciskach palca do klasyfikacji miodow. W szczegOlnosci miato to na celu odréznienie
pochodzenia botanicznego miodow polskich na podstawie profili chromatograficznych
uzyskanych poprzez badanie roztwor6w wodnych miodu technikg HPLC i rejestracji wynikow
przy réznych diugosciach fal oraz spektréow masowych ich fazy nadpowierzchniowej,
analizowanej z uzyciem spektrometrii masowej reakcji przenoszenia protonéw (PTR-MS).
Podejécie uwzgledniajace wykorzystanie catych chemicznych odciskéw palca obejmuje udziat
wszystkich zwigzkéw mieszaniny ztozonej i czyni metodg bardziej odporna. Podobnie ludzkie
powonienie jest odbierane jako catosciowy chemiczny odcisk palca i stosowana w formie
analizy sensorycznej do oceny jakosci wielu produktéw spozywezych [75]. W ostatnich
dziesiecioleciach opracowano elektroniczny nos w celu nasladowania ludzkiego zmystu
powonienia, ktéry okazat si¢ przydatny do klasyfikowania miodow w potgczeniu z modelami
opartymi na zastosowaniu sztucznych sieci neuronowych [76,77]. Podobng zasade zapewnia
technika PTR-MS, ktéra umozliwia szybka, nierozdzielcza, dynamiczng analiz¢ on-line, bez
skomplikowanej obrobki wstepnej probki i z wysokg czutoscig, co czyni ja dobrym narzedziem
do fingerprintingu / chemicznego profilowania w polaczeniu z nienadzorowanymi metodami
klasyfikacji [78].

Lacznie przeanalizowano 62 prébki miodu pochodzacych z szesciu zrodet botanicznych
(rzepakowego, lipowego, wrzosowego, chabrowego, gryczanego i robinii akacjowej) za pomocg
PTR-MS i HPLC-DAD przy réznych dtugosciach fal. Dane zostaty ocenione na podstawie
analizy sktadowych glownych i klasyfikacji k-najblizszych sasiadéw (k-NN) w celu zbadania
spojnych réznic w analitycznych odciskach palca pomiedzy réznymi miodami,
umozliwiajacych ich rozréznianie. Naturalne grupowanie probek roznito si¢ istotnie przy
roznych dtugosciach fal (Rycina 10). Ponadto zaobserwowano istotng zmiennos¢ odciskow
palca pomiedzy réznymi odmianami miodu (Rycina 11). Badania wykazaly, ze obie techniki
byty w stanie odrézni¢ pochodzenie botaniczne, jednak HPLC wykazuje przewage nad PTR-
MS, zapewniajac znacznie lepsze réznicowanie wszystkich analizowanych rodzajéw miodu.
Szczegblnie chemiczne odciski palca (profile) uzyskane z uzyciem HPLC i rejestrowane przy
diugosci fali 210 nm byty najbardziej odpowiednie do réznicowania pochodzenia botanicznego
za pomocg analizy chemometrycznej. Uzyskane wskazniki klasyfikacji byty nastgpujace: 100%,
93%, 100%, 100%, 83%, 100%, 100%, 100% (HPLC) i 69%, 67%, 78%, 67%, 100%, 100%,
88% (PTR-MS) odpowiednio dla rzepaku, lipy, wrzosu, chabra, gryki i robinii akacjowej. Mimo
iz wydajno$é PTR-MS ogoélnie byta nizsza niz HPLC, moze by¢ przydatna do szybkich badan
przesiewowych stosowanych na biezaco (ang. on-line) dla miodu gryczanego, ktory jest cenng
odmiana miodu posiadajaca jeden z najwyzszych potencjatow przeciwutleniajacych.
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HS. Igor Jerkovi¢, Zvonimir Marijanovié¢, Piotr M Kus, Carlo I.G. Tuberoso.: Comprehensive
study of mediterranean (Croatian) propolis peculiarity: headspace, volatiles, anti-varroa-
treatment residue, phenolics, and antioxidant properties, Chem. Biodivers. 2016 Vol.13 no.2;
210-218.

Propolis (kit pszczeli) jest ztozong substancja sktadajaca si¢ z wosku, zywic i wydzielin
rolinnych zbieranych i mieszanych ze $ling przez pszczoly. Stosowany jest on przez nie jako
uszezelniacz ula i ochrona przed chorobami, np. poprzez hamowanie wzrostu grzybow i bakterii
oraz zapobieganie przedostawaniu sie pasozytéow do ula [79,80]. Do tej pory w propolisie
zidentyfikowano ponad 200 zwiazkow, w szczegblnoscei polifenoli (flawonoidy, kwasy
fenolowe i ich estry) oraz zwiazkow lotnych [81]. Propolis wykazat liczne dziatania biologiczne,
takie jak dziatanie przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe, przeciwutleniajgce,
neuroprotekcyjne, przeciwhepatotoksyczne, przeciwzapalne [82,83]. Ponadto propolis jak i
niektdre z jego sktadnikoéw (np. ester fenylowy kwasu kawowego lub artepilina C) wykazywaty
dzialanie cytostatyczne i przeciwnowotworowe zaréwno w badaniach in vitro, jak i in vivo. [79].
Sktad propolisu jest zmienny W zaleznosci od wystepujacej na danym obszarze roslinnosci 1
pory roku. Dlatego tez gtéwne cele skupiaty si¢ na badaniu probek ze znacznie zroznicowanego
obszaru Chorwaciji: a) izolacji lotnych substancji za pomocg HS-SPME, jednoczesnej destylacji
z parg wodna i ekstrakcji (SDE), a nastepnie analizy GC-FID i GC-MS oraz poréwnanie tych
wynikéw, monitorowanie obecnosci tymolu (pozostatosci po srodkach przeciw warrozie), b)
ukierunkowanej analizie HPLC-DAD koncentrujacej si¢ na skfadzie fenolowym 1 oznaczaniu
catkowitej zawartosci zwigzkow fenolowych (TP), aktywnosci przeciwutleniajacej w testach
DPPH i FRAP, a takze wskazaniu mozliwych powigzan miedzy zidentyfikowanymi zwigzkami
i ich naturalnymi Zroédtami.

Szczegbtowo przeanalizowano osiem probek propolisu z Chorwacji w celu zbadania
zawartosci substancji lotnych, w tym pozostatosci po preparatach przeciw warrozie
zawierajacych tymol, zwigzkow fenolowych i aktywnosci przeciwutleniajacej. Probki
wykazywaly wysoka zmiennos¢ jako$ciowa/ilosciowa pod katem profili chemicznych,
catkowitej zawartosci zwigzkow fenolowych (1589,3-14398,3 mg GAE (réwnowaznik kwasu
galusowego)/L ekstraktu) oraz aktywnosci antyoksydacyjnej (11,1 -133,5 mmol Fe?"/L ekstraktu
i 6,2-65,3 mmol TEAC (réwnowaznik Trolox pojemnosci przeciwutleniajace; )/L ekstraktu).
Glownymi zwigzkami fenolowymi oznaczanymi za pomoca HPLC-DAD przy 280 i1 360 nm
byly wanilina, kwas p-kumarowy, kwas ferulowy, chryzyna, galangina i ester fenylowy kwasu
kawowego. Gtéwnymi zwigzkami zidentyfikowanymi przez HS-SPME, SDE, a nastgpnie
analizy GC-FID i GC-MS byty a-eudesmol (do 19,9%), B-eudesmol (do 12,6%), y-eudesmol
(do 10,5%), benzoesan benzylu (do 28.5%) oraz 4-winylo-2-metoksyfenol (do 18,1%). Wanilina
zostata oznaczona jako sktadnik o nieco mniejszej zawartosci przez SDE/GC-FID-MS i HPLC-
DAD. Zidentyfikowane pozostatosci tymolu uzytego jako akarycyd, byly widoczne w profilu
HS-SPME/GC-FID-MS jako sktadnik procentowo okoto trzykrotnie obfitszy niz w tym
uzyskanym poprzez SDE/GC-FID-MS, a metoda HPLC-DAD nie zostaly wykryte.
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H9. Piotr M Kus*, Igor Jerkovié¢, Martina Jakovljevic, Stela Joki¢.: Extraction of bioactive
phenolics from black poplar (Populus nigra L.) buds by supercritical CO2 and its optimization
by response surface methodology, J Pharm. Biomed.Anal. 2018 Vol.152; 128-136.

Paki topoli (Populi gemmae) pozyskiwane sg gtéwnie z topoli czarnej (Populus nigra L.)
lub topoli balsamicznej (Populus balsamifera L.) i od czaséw starozytnych stosowane sa
zaréwno jako naturalne substancje lecznicze jak i dodatki do zywnosci. [84]. Wykazujg m.in.
dziatanie przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze i przeciwzapalne [85], maja liczne tradycyjne
zastosowania na przyktad w leczeniu zapalenia skéry, infekcji gornych drog oddechowych,
reumatyzmu oraz jako gléwny sktadnik preparatéw przeciw hemoroidom [37]. Paki sa bogate
w zwiazki fenolowe, gtéwnie flawonoidy, jak rowniez fenylopropanoidy 1 ich estry [86]. Obecne
na pakach wydzieliny zywiczne sa gtownym zrodlem roslinnym wykorzystywanym przez
pszczoty do tworzenia propolisu. Ten ostatni charakteryzuje si¢ bardzo podobnym sktadem
chemicznym i wykazuje réwniez liczne dziatania biologiczne, m.in. przeciwbakteryjne,
przeciwutleniajace, przeciwzapalne, immunomodulacyjne, przeciwnowotworowe,
hepatoprotekcyjne i kardioprotekcyjne [6]. Paki topoli sa réwniez bardzo interesujace jako
zrédto zwiazkéw bioaktywnych do zastosowan medycznych i w poréwnaniu z propolisem, ktory
jest bardzo zmienny [9,87], znacznie latwiej jest kontrolowaé ich skiad chemiczny oraz je
standaryzowa¢, co ma kluczowe znaczenie dla zapewnienia powtarzalnosci i jakosci. Ekstrakcja
nadkrytycznym COz (SC-COz) jest proponowana jako jedna z mozliwych skutecznych 1
przyjaznych dla srodowiska alternatyw dla izolacji zwigzkéw czynnych z pakow poprzez
maceracje etanolem lub ekstrakcje w aparacie Soxhleta [36,37]. Do tej pory, wedtug dostgpnego
pi$miennictwa tylko Mainar i wsp. [36] zbadata paki topoli ( Populus nigra L. oraz Populus x
euroamericand) i poréwnata je z ekstraktami otrzymanymi za pomocg aparatury Soxhleta.
Autorzy skupili sie na zwiazkach lotnych 1 skladzie SC-CO; ekstraktéw z pgkéw badanych z
uzyciem GC-MS. Proces ekstrakcji pakow topoli SC-COz nie zostat jednak zoptymalizowany,
a sktad ekstraktu opisany dos¢ ogélnikowo [36]. Zwiazki fenolowe stanowig istotng grupg
aktywnych biologicznie czgsteczek obecnych w pakach topoli. W szczegblnosci flawonoidy,
takie jak pinostrobina, pinocembryna, pinobanksyna, galangina i chryzyna (Rycina 12), ktore
juz wczesniej wykazywaly w badaniach m.in. znaczace dzialanie przeciwbakteryjne,
przeciwwirusowe, przeciwgrzybicze, przeciwutleniajace oraz przeciwzapalne [85,88]. Niektore
ze zwiazkéw, takich jak np. pinostrobina, charakteryzuja sie wyzsza lipofilnoscia, ktora jest
jednym z najwazniejszych czynnikow wplywajacych na wchlanianie, dystrybucje do tkanek
i przenikanie bariery krew-mozg. Parametry te sa kluczowe dla niektérych potencjalnych
zastosowan terapeutycznych i czynig t¢ grupe zwigzkow szczegblnie interesujaca [88,89].
Ekstrakcja nadkrytycznym COz jest ,.zielong” (przyjazna srodowisku) metoda zapewniajaca
dobra selektywnos¢ dla lipofilnych lub umiarkowanie polarnych zwiazkéw, ktorg
z powodzeniem zastosowano do selektywnej ekstrakcji podobnych zwiazkow [90.91].

Zakres badah obejmowat zastosowanie ekstrakcji CO2 nadkrytycznym, wspotczesnej
"zielonej" techniki, w celu ekstrakcji umiarkowanie polarnych zwigzkow z topoli (Populus
nigra L.), przeprowadzenia ukierunkowanej analizy UHPLC-DAD i oznaczenia ilosciowego
wybranych glownych zwigzkow fenolowych, charakteryzujacych si¢ wyzsza lipofilnoscia,
a takze z wykorzystaniem metody powierzchni odpowiedzi (RSM), w oparciu o wydajnosé
ekstrakcji, aktywnos¢ antyoksydacyjng FRAP (zdolno$é redukcji jonow zelaza), catkowita
zawarto$é fenoli (TP) oraz indywidualne stgzenie wybranych bioaktywnych zwigzkow
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fenolowych. Cisnienie i temperatura miaty istotny wptyw na wydajnos¢ ekstrakcji (0,38-10,28
g/100 g pakow ) (Rycina 13) oraz wyrazong w pg na mg ekstraktu catkowitg zawartos¢
polifenoli (21,62-31,09 ug GAE/mg), aktywnos¢ FRAP (0,30-0,48 umol Fe?’mg) (Rycina 14)
oraz ilosci kwasu p-kumarowego (0,33-1,52 ug/mg), pinocembryny (20,99-47,24 pg/mg) i
galanginy (4,04-10,25 pg/mg). Na ekstrakcje pinostrobiny (51,73-79,56 ug/mg), pinobanksyny
(0,41-1,55 pug/mg) i chryzyny (0,97-2,03 pg/mg) miato istotny wplyw jedynie cinienie robocze
(Rycina 15). Zoptymalizowane parametry ekstrakcji (30 MPa i 60 °C) pozwalajg na uzyskanie
wyzszej wydajnosci i ekstraktow wzbogaconych w biologicznie czynne zwigzki fenolowe.

OH O OH O OH O

pinostrobin pinocembrin pinobanksin

HO

OH

p-coumaric acid galangin

Rycina 12 Struktury wybranych zwigzkow fenolowych wykorzystywanych do optymalizacji
ekstrakcji SC-CO2 z pakéw P. nigra
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Rycina 13. Trojwymiarowe wykresy dla uzyskanej wydajnosci ekstrakcji w funkcji cisnienia
i temperatury ekstrakcji
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Rycina 14. Trojwymiarowe wykresy dla uzyskanych wynikéw TP i FRAP w funkcji ci$nienia
i temperatury ekstrakcji
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Rycina 15. Trojwymiarowe wykresy dla badanych sktadnikéw ekstraktow SC-CO2 jako funkcja
ci$nienia i temperatury ekstraktu
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H10. Piotr Marek Kus*, Piotr Okinczyc, Martina Jakovljevi¢, Stela Jokic, Igor Jerkovic.:
Development of supercritical CO2 extraction of bioactive phytochemicals from black poplar
(Populus nigra L.) buds followed by GC-MS and UHPLC-DAD-QqTOF-MS,
J Pharm.Biomed.Anal. 2018 Vol.158; 15-27.

Zakres niniejszej pracy, bedacej kontynuacja wezesniejszych badan, polegal na znalezieniu
optymalnych ustawien ekstrakcji SC-CO», pozwalajacych na uzyskanie najwigkszej catkowitej
ilosci bioaktywnych substancji fitochemicznych (gldéwnych zwigzkéw lotnych i nielotnych)
z pakow topoli przy zastosowaniu metodyki powierzchni odpowiedzi (RSM) oraz na zbadaniu
sktadu fitochemicznego otrzymanych ekstraktow za pomocg GC-MS i UHPLC-DAD-QqTOF-
MS. Ponadto zaobserwowano mozliwe biosyntetyczne zalezno$ci miedzy zidentyfikowanymi
sktadnikami, a takze omowiono dostgpne doniesienia o aktywnosci biologiczne]
najwazniejszych z nich. Kolejnym aspektem bylto porownanie skiadu lotnego otrzymanych
ekstraktéw uzyskanych przy pomocy SC-CO: i olejku eterycznego (OE) uzyskanego poprzez
hydrodestylacj¢ z takiej samej probki pakéw. Proces ekstrakeji nadkrytycznym CO2 pgkow
topoli czarnej (Populus nigra L.) zostal zoptymalizowany (cisnienie, temperatura) W oparciu
o uzysk gtéwnych zwigzkéw (lotnych i nielotnych). Optymalnymi ustawieniami okazaly si¢
cisnienie 30 MPa i temperatura 60 °C. Gtéwnymi zwiazkami lotnymi oznaczonymi przez GC-
MS w zoptymalizowanym ekstrakcie SC-CO2 (mg rownowaznika salicylanu benzylu (BSE) na
100 g pakow) byly: chalkon pinostrobiny (1574.2), B-eudesmol (640,8), a-eudesmol (581,9),
ester 2-metylo-2-butylowy kwasu p-kumarowego (289,9), ester pentylowy kwasu p-
kumarowego (457,0), y-eudesmol (294.4) i salicylan benzylu (289,2). Zaobserwowano
czesciowe podobienstwo jakosciowe miedzy sktadem ekstraktow SC-COz i odpowiadajacego
im olejku eterycznego uzyskanego droga hydrodestylacji. Byl on rowniez zdominowany przez
seskwiterpeny, ale o nizszych zawartosciach. Gtéwnymi zwigzkami (w mg na 100 g pakow)
zidentyfikowanymi z zastosowaniem UHPLC-DAD-QqTOF-MS w zoptymalizowanym
ekstrakcie SC-CO» byly: pinostrobina (751,7), pinocembryna (485,6), octan 3-O-pinobanksyny
i ester 2-metylo-2-butylowy kwasu p-kumarowego (odpowiednio 290,2 i 144,9 réwnowaznika
pinobanksyny i kwasu p-kumarowego) (Tabela 3). Ekstrakcja SC-CO; okazata si¢ przydatna do
skutecznej "zielonej" ekstrakcji zaréwno lotnych jak i nielotnych, bioaktywnych zwiazkow
z pakow topoli - prekursoréw propolisu typu topolowego. Glowne zidentyfikowane zwigzki
(lotne i nielotne) wykazujg znane aktywnosci biologiczne, opisane w dostepnym pi$miennictwie
naukowym. Wczesniej stwierdzono, ze chalkon pinostrobiny wykazuje umiarkowang do silnej
aktywnos¢ wzgledem ludzkich linii komérkowych raka przewodu pokarmowego [7] 1 bardzo
znaczace dziatanie cytotoksyczne przeciw ludzkim komérkom nowotworowym, takim jak KB
(linia komoérkowa raka naskérka), MCF7 (linia komérkowa hormonozaleznego raka piersi )
i komérki CaSki (linia komérkowa raka szyjki macicy) ( ICso 0 wartosciach wynoszacych
odpowiednio 6,2, 7,3 i 7,7 pg/ml) [92]. Najobficiej wystgpujace seskwiterpeny: a-, B-1v-
eudesmole stanowiace 26,7% OE i do 23,6% ekstraktu SC-COz, byly wczesniej wskazywane
jako czynniki przeciwnowotworowe. Zwiazki te wykazywaty aktywnos¢ cytotoksyczng (ICs0 <
25 pug/ml w wiekszosci przypadkéw) wobec linii komoérkowych HL-60 (biataczka ludzka),
MDA-MB-435 (czerniak ludzki), SF-295 (glejak ludzki) 1 HCT-8 (rak jelita grubego), natomiast
a- i y-eudesmol byty znacznie aktywniejsze od izomeru B [93]. Z drugiej strony B-eudesmol
wykazywat dziatanie antyangiogenne (nieprawidfowa angiogeneza jest zwigzana z réznymi
chorobami, w tym z rakiem i retinopatig cukrzycowa) in vitro i in vivo, co moze dodatkowo
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wspomagaé aktywnos¢ przeciwnowotworowa [94]. Stwierdzono, ze trzy izomery (a-, B-17v-
eudesmol) wykazuja aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec szeregu patogennych bakterii
i drozdzy. Najnizsze wartosci MIC stwierdzono dla o- i B-eudesmolu w przypadku Rhodococcus
equi (odpowiednio 100 i 125 ng/ml) oraz Candida albicans (125 ug/ml, oba; dla nystatyny 50
ng/ml). Ponadto a- i y-eudesmol wykazywaly znacznie silniejsze dziatanie przeciwbakteryjne
wobec Pseudomonas aeruginosa (MIC = odpowiednio 200 i 300 pg/ml) w poréwnaniu z
chloramfenikolem znanym jako nieskuteczny wobec tej bakterii (MIC = 850 pg/ml) [95].
Zaréwno a-, jak i B-eudesmol wykazywaty réwniez aktywno$é antytryptoanosomalng in vitro,
ale byla ona szczegdlnie wysoka dla izomeru a (ECso = 0,10 pg/ml (0,45 uM)) [96]. Ponadto
stwierdzono, ze a-eudesmol blokuje sterowane napieciem kanaty Ca*" wrazliwe na o-
agatoksyng IVA i moze by¢ przydatny w leczeniu neurogennego zapalenia w ukladzie
tréjdzielno-naczyniowym [97]. Wykazano réwniez zdolnos¢ do hamowania uwalniania
egzocytotycznego glutaminianu oraz do lagodzenia po niedokrwiennego uszkodzenia mozgu
[98]. Z drugiej strony B-eudesmol wykazuje dziatanie przeciwzapalne poprzez hamowanie
aktywacji kaspazy-1 w odpowiedzi zapalnej wywotanej przez mastocyty [99].

Zastosowanie techniki ekstrakcji SC-CO2 pozwolito na uzyskanie istotnych ilosci
bioaktywnych fitochemikaliéw (lotnych i nielotnych zwiazkéw) z pakéw topoli. Wysokie
podobienstwo sktadu chemicznego ekstraktu SC-CO» z propolisem typu topolowego sugeruje,
ze aktywno$¢ biologiczna pierwszego z nich moze by¢ bardzo podobna do drugiego. Zaletg
ekstraktow z pakéw topoli jest natomiast to, ze ich sktad moze by¢ znacznie lepiej kontrolowany
i standaryzowany w poréwnaniu z propolisem, ktory jest zbierany przez pszczoly z r6znych
srédel  botanicznych. W ekstraktach — znaleziono utlenione  seskwiterpeny, estry
fenylopropanoidéw, chalkony 1 flawonoidy. W poréwnaniu z olejkiem eterycznym
otrzymywanym W procesie hydrodestylacji, oprocz obecnosci zwiazkoéw nielotnych, profil GC
otrzymanych ekstraktow zawierat okoto 20 bardziej lotnych/pétlotnych czasteczek (Rycina 16).
Wsrod nich stwierdzono wysoki procent chalkonu pinostrobiny, estrow fenylopropanoidow, a
takze kilka dodatkowych seskwiterpendw i jeden diterpen. Dodatkowo ekstrakcja SC-CO2
w roznych temperaturach i cisnieniach pozwolita uzyska¢ odmienny udziatl procentowy
poszczegdlnych zwigzkéw. W zoptymalizowanych warunkach wydajnos¢ kilku giéwnych
sktadnikéw lotnych byta znacznie wyzsza niz uzyskana w procesie hydrodestylacji. Dlatego tez
stwierdzono, ze ekstrakcja SC-CO2 w zoptymalizowanych warunkach (dla obu grup zwigzkow,
30 MPa i 60°C) jest skuteczng metodg uzyskiwania ekstraktow bogatych zarowno w bioaktywne
zwiazki lotne, jak i nielotne. Ich kombinacja w ekstraktach moze by¢ szczegolnie korzystna,
zwhaszcza, ze wedhug dostepnych doniesien w wielu przypadkach wydaja si¢ one zapewniac
komplementarno$¢ dziatania w oparciu o rézne mechanizmy. Dlatego takie ekstrakty moga
potencjalnie wykazywa¢ silniejsze efekty biologiczne dzigki synergii.
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Rycina 16. chromatogram GC reprezentatywnego ekstraktu SFE (A) i olejku eterycznego (B)

otrzymanych z pakow topoli (P. nigra L.).
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Tabela 3. Zawarto$¢ gldwny

SC-CO; otrzymanych w roznych warunkach i w olejku eterycznym.
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ch zwiazkéw zidentyfikowanych przez GC-MS w ekstraktach Populus nigra L.

Ester Ester 2-
. Ciénienie Temperatura Benzoesan Salicylan  pentylowy metylo-2- Chalkon
Przebieg (MPa) ©°C) prenylu y-Eudesmol B-Eudesmol a-Eudesmol benzylu kw. p- butke‘rvl.y;zwy pinostrobiny Suma
kumarowego -
(mgBSE/ 100 g)*

EO 44.0 434 7 67.9 5.8 0.0 0.0 0.0 232.7
1 33.7 50 170.4 216.8 447.1 4314 198.7 170.9 1223 948.9 2706.5
2 12 40 94 11.4 21.9 223 11.7 13.8 114 449 146.9
3 30 60 225.1 2944 640.8 581.9 289.2 457.0 289.9 1574.2 4352.6
4 21 50 159.8 193.1 4147 3822 192.7 208.4 366.7 760.0 2677.6

21 50 1479 182.7 369.2 334.8 157.7 172.7 174.9 5453 2085.1
6 8.3 50 259 28.4 57.8 55.7 26.7 33.0 399 105.4 372.8
7 21 35.8 34.1 439 88.8 859 40.6 50.7 60.0 173.8 577.7
8 21 50 149.4 181.4 350.5 3521 176.5 165.7 208.4 660.3 22442
9 12 60 62.4 65.7 136.6 128.0 60.4 88.2 103.0 236.9 881.2
10 21 64.1 189.8 227.6 469.8 4499 228.4 3152 2234 1031.3 31354
11 30 40 113.9 141.6 2845 2884 140.2 174.6 220.0 606.4 1969.7
12 21 50 125.8 148.1 3180 305.6 160.4 2103 1432 7395 21509
13 21 50 156.2 181.0 388.1 3704 206.4 312.1 217.7 1004.1 2836.1

* Jlosci zwiazkow lotnych wyrazone sa w mg réwnowaznika s
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Podsumowanie najwazniejszych osiggnigé

W ramach przeprowadzonych badan wskazanych jako osiagnigcie, przeanalizowano tacznie blisko
sto probek miodéw odmianowych z 9 zrédel botanicznych, 21 ziotomiodow 7 odmian, 8 probek
propolisu oraz ekstrakty i olejek eteryczny uzyskane z pakéw topoli. Zastosowano nowoczesne
techniki analityczne, m.in. UHPLC-QqTOF-MS, HPLC/UHPLC-DAD, GC-FID, GC-MS, NMR,
PTR-MS. W badaniach wykorzystano zaawansowang analizg statystyczng, w tym m.in. metodg
powierzchni odpowiedzi (ang. response surface methodology, RSM) w modelowaniu i optymalizacji
procesu ekstrakcji, analizg gtéwnych sktadowych (ang. principal component analysis, PCA),
klasyfikacje metoda algorytmu k najblizszych sasiadow (ang. k-Nearest neighbor classification, k-
NN), analize skupien metodg drzewa hierarchicznego (ang. hierarchical-tree clustering, HTC). W
wyniku przeprowadzonych badan:

o Zoptymalizowano metode ekstrakcji nadkrytycznym CO: dla pakéw topoli oraz po raz
pierwszy szczegotowo scharakteryzowano sktad fitochemiczny takiego ekstraktu, ktory moze
znalezé zastosowanie jako wielosktadnikowa substancja czynna.

° Opracowano metody chromatograficzne do badania zwigzkow fenolowych, polarnych
zwigzkéw azotowych w miodach z zastosowaniem nowoczesnych metod analitycznych
(UHPLC-QqTOF-MS, UHPLC-DAD).

o Opracowano nowa, innowacyjna i wydajna, oszczedna i bardziej ekologiczng metode izolacji
frakcji lotnych miodu opartg na ukladzie mieszajacych si¢ cieczy oraz ich rozdziale przez
odwodnienie. Przygotowane wg procedury ekstrakty nadaja sie do badan przesiewowych
prébek za pomocg GC.

° Opracowano metody oceny tozsamosdci i klasyfikacji miodow réznych odmian na podstawie
analitycznych odciskéw palca i profili chemicznych (HPLC-DAD, PTR-MS, GC-MS) oraz
chemometrii.

° Scharakteryzowano profile chemiczne i wytypowano markery pochodzenia botanicznego dla

wybranych odmian miodu — faceliowego, z czosnku niedzwiedziego, spadzi jodtowej. Dla
miodu faceliowego: (-)-5-epi-litospermozyd, heksan-1-ol, lakton lawendowy, (E)-/(2)-3-
okso-refro-a-jonol, womifoliol; dla miodu z czosnku niedzwiedziego: hydrochinon, kwas 4-
hydroksybenzoesowy,  (E)-4-(r-1 ’,t-2',c-4'-trihydroksy-2',6',6'-trimetylcyklocykloheksylo)
but-3-en-2-en-2-on; dla miodu jodlowego: 4-hydroksy-3,5,6-trimetylo-4-(3-oksobut-1-
enylo)cykloheks-2-en-1-on,  alkohol koniferylowy, borneol, benzaldehyd, kwas
protokatechowy.

° Scharakteryzowano po raz pierwszy profile chemiczne zwiazkéw lotnych réznych odmian
Zziotomiodéw. W ziotomiodzie glogowym zidentyfikowano herniaryng, po raz pierwszy w
przetworach tej rosliny.

o Wyizolowano i zidentyfikowano po raz pierwszy w miodzie rzadko wystepujacy w naturze
(- )-5-epi-litospermozyd. Ustalono jego dokladng strukture z zastosowaniem HRMS, NMR
('H, 3C, DEPT-90/-135, COSY, HSQC, HMBC, NOESY). Wskazano ten zwigzek jako
potencjalny specyficzny marker miodu faceliowego.

o Po raz pierwszy na swiecie (wg dostepnego pi$miennictwa) zidentyfikowano i oznaczono w
miodach zawarto$é (-)-5-epi-litospermozydu, urydyny, adeniny, ksantyny.
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5. Oméwienie pozostalych osiagni¢¢ naukowo — badawczych

5.1.Nagrody i wyréznienia za dzialalno$¢ naukowg
(miedzynarodowe i krajowe)

Nagrody

Stypendium Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego dla wybitnych miodych
naukowcow, Minister Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, 2017.

Nagroda I stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, Rektor UMW,
za wazne i tworcze osiagniecia w pracy naukowej, 2016, 2018.

Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, MNiSW, za wybitne osiggniecia
dla doktorantow, 2014.

Stypendium Prezydenta Wroctawia im. Ludwika Hirszfelda dla najlepszych doktorantow,
Prezydent i Rada Miejska Wroclawia, za osiggniecia w zakresie nauk biologicznych i
medycznych, 2013.

Stypendium pro-jakosciowe dla doktorantow, 2013

Stypendium JM Rektora dla najlepszych doktorantow, 2013, 2014

Stypendium ze $rodkéw UE w ramach POKL (Program Operacyjny Kapital Ludzki),
2011.

Wyroéznienia

Wyréznienie pracy doktorskiej, Rada Wydziatu Farmaceutycznego z O. Analityki
Medycznej, UMW, 2015.

5.2.Uczestnictwo w realizacji projektéw badawczych

Projekty badawcze mi¢dzynarodowe

, BioProspecting of the Adriatic Sea”, projekt realizowany w ramach centrum
doskonatoéci w Chorwacji (Bio Pro Cro — center of excellence for Marine
Bioprospecting) finansowany ze srodkéow UE, 2017 — 2022, wykonawca.

“Research of Natural Products and Flavours: Chemical Fingerprinting and Unlocking
the Potential (NaPro-Flav)” HRZZ-1P-11-2013-8547, projekt finansowany przez
Chorwacka Fundacje Naukowa (Hrvatska Zaklada za Znanost), 2014-2018;
wykonawca.

"Essential oils and aromas — biologically active compounds and their modifications"”
011-0982929-1329, projekt finansowany przez Ministerstwo Nauki, Edukacji i Sportu
Republiki Chorwacji, 2012-2013; wykonawca.
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Projekty badawcze krajowe

A. Projekty finansowane ze érodkéw NCN, NCBiR lub Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego

- ,.Charakterystyka i parametry jakosciowe miodéw odmianowych oraz produktow
pochodnych", projekt NCN 2014/15/N/NZ9/04058, PRELUDIUM 8, 2015-2018,

kierownik.

- ,Ocena mozliwosci wykorzystania produktéow pszczelich oraz bakteriocyn
syntetyzowanych przez mikroflorg tych produktow jako alternatywe lub uzupelnienie
klasycznej antybiotykoterapii”, proj ekt NCN 2015/18/E/NZ6/00700, SONATA BIS 5,
2016-2021, wykonawca.

B. Projekty w ramach dzialalnosci statutowej Katedry i Zakladu Farmakognozji i Leku
Roslinnego

- . Weryfikacja skfadu chemicznego i wlasciwosci  biologicznych wybranych
farmakopealnych i niefarmakopealnych substancji roslinnych i ich przetwor6w”
ST.D110.17.027, 2017 - 2019, wykonawca

- .Badanie fitochemiczne oraz wlasciwoséci biologiczne réznych gatunké6w miodoéw
i propolisow" ST-857, 2014 — 2016, wykonawca.

- ,Otrzymywanie frakcji fenolowej z miodow i badanie sktadu zwigzk6w fenolowych
oraz ich aktywnosci przeciw wolnorodnikowe;j” ST-577,2011 — 2013, wykonawca

5.3.Wspélpraca naukowa
W ramach dzialalnosci naukowej wspétpracowatem i/lub nadal wspOtpracuje
z nastepujacymi jednostkami naukowymi zagranicznymi:

- Wydziat Chemiczno-Technologiczny, Uniwersytet w Splicie, Chorwacja.

- Katedra Nauk o Zyciu i Srodowisku, Uniwersytet w Cagliari, Wiochy.

- Dziat Chemii Organicznej i Biochemii, Instytut Rudjer Bozkovic, Zagrzeb,
Chorwacja.

- Wydziat Technologii Zywnosci, Uniwersytet w Osijek, Chorwacja.

- Instytut ds. Zywienia i Bezpieczenstwa Zywnosci, Uniwersytet w Barcelonie,
Hiszpania.

- Instytut Bezpieczenstwa Zywnosci RIKILT, Uniwersytet w Wageningen, Holandia.

W ramach dziatalnosci naukowej wspétpracowatem i/lub nadal wspotpracuje
z nastepujacymi jednostkami naukowymi kraj owymi:

- Katedra Technologii Lekéw i Biochemii, Politechnika Gdanska, Polska.
- Instytut Ogrodnictwa, Zaktad Pszczelnictwa w Putawach, Polska.
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- Katedra Technologii Owocow, Warzyw i Nutraceutykéw Roslinnych, Uniwersytet
Przyrodniczy we Wroctawiu, Polska.

5.4.Dorobek naukowy
(obejmujgcy —autorstwo  lub wspdtautorstwo  publikacji naukowych o migdzynarodowym
i krajowym zasiegu, w tym w czasopismach znajdujqcych si¢ w bazie Journal Citation Reports - JCR,
Web of Science - WoS, lub na liscie European Reference Index for the Humanities - ERIH)

Ogolna liczba publikacji - 46, w tym:

- oryginalnych prac naukowych 28 (27 z Impact Factor, 5 jako pierwszy autor, 8 jako
ostatni autor, 8 jako autor pierwszy i korespondujacy),

- prac pogladowych 3 (2 z Impact Factor, 1 jako pierwszy autor, 1 jako ostatni autor),

- rozdziatéw w monografiach 1 (wylacznie z punktacja MNiSW),

- streszczeh zjazdowych 14, (3 z wystapien ustnych, 10 z komunikatéw w formie plakatu,
1 petnotekstowa publikacja pokonferencyjna; 5 krajowych, 9 zagranicznych; 10 jako

pierwszy autor)

Mo6j dorobek naukowy po doktoracie obejmuje 21 pozycji, w tym:
- prac oryginalnych 18,

- streszczen zjazdowych 3,

Za dorobek naukowy uzyskatem tacznie:
- 840 punktéw MNiSW, 370 po doktoracie,
- 61,798 IF (29 prac), 39,608 po doktoracie,

- Liczba cytowan 331 (286 bez autocytowan) wg bazy Web of Science Core Collection,
- Indeks Hirscha & = 11 wg bazy Web of Science Core Collection.
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5.5.0moéwienie dorobku naukowego

A. Przed uzyskaniem stopnia doktora

Gtéwne kierunki badaf dotyczyly poszukiwania chemicznych i fizykochemicznych
markeréw analitycznych, substancji o aktywnosci biologicznej i nowych zrédet znanych substancji
czynnych. Poczatkowo, w ramach dziatalnogci w kole naukowym przy Katedrze Biologii i Botaniki
Farmaceutycznej UMW, tematem badan byly substancje rodlinne stosowane W tradycyjnej
medycynie chinskiej, szczegolnie belamkandy chinskiej (Iris domestica (L.) Goldblatt & Mabb. (syn.
Belamcanda chinensis (L.) DC.)), bedacej zrodtem mangiferyny, ksantonu o licznych wlasciwosciach
biologicznych m.in. aktywnosci przeciwbolowej, przeciwdrobnoustrojowej, cytoprotekcyjnej,
przeciwzapalnej, przeciwalergicznej, promieniochronnej. Celem badan byla ocena belamkandy
chinskiej jako nowego zrodta mangiferyny, opracowanie metodyki izolacji tego zwigzku i badanie
jego aktywnosci przeciwutleniajgcej. Nastgpstwem badan nad belamkanda chinska, bylo m.in.
oznaczenie tych whasciwosci i opracowanie procedury wyodrgbniania mangiferyny z tego nowego,
alternatywnego zrédia (P14, P15, P22, P24, P25), a takze zrealizowanie pracy magisterskiej, ktorej
promotorem byt prof. dr hab. Adam Matkowski oraz opublikowanie artykuléw przegladowych o
mangiferynie (P12, P13)

W dalszym okresie, w ramach studidw doktoranckich w Katedrze Farmakognozji UMW,
gtéwnym tematem podjetych badan stata sie analiza fitochemiczna (frakcje lotne i nielotne), badanie
whasciwosci fizykochemicznych, aktywnosci (przeciwutleniajace;j, przeciw-wolonorodnikowej)
miodéw odmianowych. Badania realizowane byly m.in. w ramach zagranicznych pobytow
badawczych na Uniwersytecie w Cagliari i na Uniwersytecie w Splicie we wspdipracy z prof. Carlo
I. G. Tuberoso i prof. Igorem Jerkovi¢em. Tematem staly sie zaréwno bardziej znane jak i rzadkie,
calkowicie nieprzebadane odmiany miodu.

Glowne cele objely:

a) analize profili chemicznych probek nalezacych do réznych odmian miodu, zar6wno pod
katem zwigzkoéw lotnych, pétlotnych i nielotnych z zastosowaniem réznych metod
przygotowania probek i technik analitycznych (mikroekstrakcja fazy nadpowierzchniowej
do fazy statej (HS-SPME), ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami (USE) z uzyciem
rozpuszczalnikéw o réznej polarnoscei i analiza GC-MS/GC-FID; bezposrednia analiza
HPLC-DAD roztworéw wodnych miodu),

b) oznaczenie parametrow fizykochemicznych, koloru, catkowite] zawartosci fenoli oraz
aktywnosci przeciwutleniajacej,

c) identyfikacje zwigzkéw o potencjalnej aktywnosci biologicznej i/lub markerow
chemicznych pochodzenia botanicznego.

Wynikiem prowadzonych badan byto opracowanie profili chemicznych wybranych miodow
odmianowych m.in. miodu z kwiatow jabloni, wisni, chabra blawatka, wierzby, kolendry, kawowca
— obserwacje wiasne dotyczace sktadu chemicznego konkretnych odmian zostaty opublikowane po
raz pierwszy na $wiecie (P2, P3, P6, P7, P8, P9, P10, P16, P17, P18, P19, P20, P21, P23).

Innym aspektem badan bylo poréwnanie zréznicowania rowniez bardziej znanych odmian,
pod katem skfadu i aktywnosci, parametrow fizyko-chemicznych (P1, P4). Ponadto, umozliwity one
zidentyfikowanie w miodach zwiazkéw o aktywnosci biologicznej oraz markeréw analitycznych
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pozwalajacych na klasyfikacje i rozréznianie odmian, co moze by¢ punktem wyjscia do opracowania
metod standaryzacji. Wyniki badan zostaly opublikowane zarbwno w postaci 7 abstraktow
konferencyjnych, jak i 9 prac petnotekstowych w anglojezycznych czasopismach naukowych
o zasiegu miedzynarodowym. W poszczegdlnych odmianach zidentyfikowalem po kilkadziesiat
zwiazkéw lotnych i nielotnych wskazujac te, ktére moga postuzy¢ jako markery chemiczne a takze
innych, mogacych mie¢ wptyw na ostateczng aktywnos¢ biologiczng poszczegblnych odmian.

Na przyktad przebadany miéd chabrowy cechowat si¢ dominujaca obecnoscig 9- 1 13-
weglowych norizoprenoidow, szczegOlnie (E) 1 (2)-3-okso-retro-a-jonolu, 3,4-dihydro-3-
oksoedulanu (ktory zidentyfikowalem w miodzie po raz pierwszy w dostgpnym pis$miennictwie)
przydatnych jako chemiczne biomarkery tej odmiany miodu. Charakteryzowat si¢ rowniez istotng
zawartoscia lumichromu, ryboflawiny i kwas fenylomlekowego (P2, P9, P16). Znaczenie tematu,
potwierdzity ~réwnolegte badania innych badaczy stwierdzajace wysoka  aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa i przydatnos¢ w leczeniu ran.

Badania polskiego miodu wierzbowego zaowocowaly zidentyfikowaniem zwiazkow
charakterystycznych dla tej odmiany, m.in. borneolu, bicyklicznych monoterpendéw z grupy pinanu
(pinokarwon, myrtenal, werbenon), trans-B-damascenon, womifoliol, syrynginian metylu, 4-
hydroksy-3-(1-metyletyl)benzaldehyd, a takze stosunkowo wysokiej zawartosci izomeréw kwasu
abscysynowego (ABA), do 53,7 mg/kg (P3). ABA pehi role fitohormonu, ale wedtug dostepne;j
literatury jest rowniez substancjg sygnalowg w ludzkim organizmie. Juz przy bardzo matych
stezeniach, dziala m.in. jako endogenny immunomodulator, stymuluje odpowiedz immunologiczng
w leukocytach, uwalnianie insuliny z komdrek trzustki, hamuje wzrost komérek nowotworowych
i pobudza odpowiedz komorek na stres (cieplo, $wiatlo).

Profile zwiazkéw lotnych miodu z drzew owocowych — jabtoni oraz z wisni zostaty zbadane
po raz pierwszy na $wiecie. Midd jabtoniowy charakteryzowat si¢ wysoka zawartoscig procentowg
pochodnych szlaku kwasu szikimowego, a takze terpenéw, norizoprenoidéw i innych zwigzkow,
takich jak kumaran czy 1H-indolo-3-octan metylu (MelAA), znalezionego w miodzie po raz
pierwszy. W roslinie zwigzek ten moze petié role nieaktywnej formy transportowej kwasu 1H-
indolo-3-octowego (IAA), fitohormonu nalezacego do grupy auksyn. Zaréwno w miodzie
jabtoniowym, jak i z kwiatu wisni w fazie nadpowierzchniowej dominowaty benzaldehyd i aldehydy
lilakowe, a w ekstraktach — womifoliol. Zwigzki te wystepuja takze w innych odmianach, mogg wigc
shuzy¢ jedynie jako niespecyficzne markery pochodzenia botanicznego (P8, P10, P17, P20).

Pozostate badania obejmowaty analiz¢ profili chemicznych miodu z kwiatow kawowca,
w ktorym zidentyfikowano m.in. stosunkowo duza zawarto$¢é kofeiny i teobrominy — odpowiednio
do 83,59 i 93,11 mg/kg (P6), a takze miodu z kwiatow kolendry — bogatego szczegodlnie w tlenki
anhydrolinalolu, ktére moga postuzy¢ jako jego markery (P7)

Oznaczono réwniez wybrane parametry fizykochemiczne, w tym kolor (w uktadzie CIE
L*a*b*C*h) i aktywno$é przeciwutleniajgca w testach DPPH (rodnik 1,1-difenylo-2-
pikrylohydrazylowy) i FRAP (test sity przeciwutleniajacej redukujgcej jon zelazowy- ang. ferric ion
reducing antioxidant power) 1 zawarto$¢ catkowita polifenoli z uzyciem zmodyfikowanej metody
Folin-Ciocalteu zaréwno dla wezesniej wymienionych, jak rowniez czgscie] wystepujacych odmian,
takich jak miody nektarowe: z gryki (Fagopyrum esculentum Moench), lipy (Zilia spp.), nawloci
(Solidago spp.), robinii akacjowej (Robinia pseudoacacia L.), rzepaku (Brassica napus L.), i wrzosu
(Calluna vulgaris L.). Przeprowadzone badania, moga pozwoli¢ na opracowanie skutecznych metod
potwierdzania tozsamosci, tj. konkretnej odmiany miodu, co jest istotne zwazywszy na wielkg
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réznorodnosé sktadu chemicznego i aktywnosci biologicznej poszczegdlnych odmian, a takze ich
przydatnosei do réznych zastosowan. Badania potwierdzaja rowniez obecnos¢ w miodzie zwigzkow
o aktywnosci biologicznej (P4). Temat oceny sktadowych chromatycznych, jako parametrow
pozwalajacych na rozréznianie poszczegolnych europejskich odmian miodu zostal natomiast
rozwiniety w osobnych badaniach (P1).

Prace dotyczace miodu chabrowego (P2, P9), wierzbowego (P3), wisniowego (P10),
jabtoniowego (P8) oraz poréwnania aktywnosci przeciwutleniajgcej, zawartosci calkowitej
zwiazkéw fenolowych i profili popularnych odmian miodu (P4) staly sie cze$cia pracy doktorskiej,
ktdrej promotorem byt dr hab. Zbigniew Sroka, prof. nadzw.

Wynikiem badan nad miodami byta rowniez praca przegladowa dotyczaca Zwigzkow
terpenowych w miodach, wraz z poréwnaniem ich sktadu jakosciowego z glownymi zwiazkami
obecnymi w wyjsciowej roslinie (P11).

Oprécz tego, inne badania obejmowaty badanie fitochemii i aktywnosci przeciwutleniajacej
oleju z oliwek pozyskanego z réznych odmian uprawnych (PS).

B. Po uzyskaniu stopnia doktora

Glowne kierunki badan po doktoracie obejmowaty rozszerzenie wczesniejszego tematu
fitochemii miodéw o zupehie inne odmiany, pochodzace z odmiennych zrédet botanicznych, rozwoj
nowych metod ekstrakcji, przygotowania probek, nowych metod analitycznych, badanie nowych
grup zwiazkéw, a takze zastosowanie chemometrii w celu klasyfikacji miodéw odmianowych.
Wigkszo$é z badan zostata zrealizowana w ramach wspétpracy migdzynarodowe]j i zagranicznych
pobytéw naukowych. Kierunki badan fitochemicznych zostaty rozszerzone na inne produkty
pszczelarskie i ich naturalne Zrodta roslinne, m.in. propolis (P36[HS8]) i paki topoli, ziotomiody, jak
réwniez we wspolpracy z dr Piotrem Szweda (Politechnika Gdanska) badanie aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej miodow odmianowych (P31, P37) oraz propolisu (P41). Badania skupiaty
si¢ na opracowaniu nowych metod chromatograficznych (LC-DAD, LC-QqTOF-MS), analizie
fitochemicznej (frakcje lotne i nielotne), scharakteryzowaniu wiasciwosci fizykochemicznych,
aktywnosci  (przeciwutleniajaca, przeciwwolonorodnikowa)  kolejnych gatunkdw  miodow
odmianowych (P44), takich jak: miéd faceliowy (P27 [H1], P28[H2]), z czosnku niedzwiedziego
(P35[H4)), spadzi jodowej (P33[H3], P46), kruszyny (P38), czgbru (P39) oraz probek ziolomiodow
(P40[H5]) i propolisu (P36[H8]). W ten sposob uzyskano nowg wiedzg¢ o fitochemii miodow
odmianowych, ziotomiodéw, propolisu, ich zréznicowania pod katem sktadu i aktywnosci. W kazdej
z substancji zidentyfikowano po kilkadziesigt zwigzkow nalezacych do réznych grup chemicznych.
Znaczna cze$é badan byta prowadzona w ramach wspolpracy migdzynarodowej i/lub podczas
pobytéw badawczych za granica.

Poznano szczegdlowe profile chemiczne w zakresie zwigzkow lotnych wspomnianych odmian
miodu i ziotomiodéw (P40[H5]), a takze glowne zwiazki nielotne zawarte w miodzie faceliowym
(P27[H1], P28[H2]) i jodtowym (P33[H3]). Po raz pierwszy w dostepnej literaturze, w miodzie
faceliowym zidentyfikowalem i opisalem obecnos¢ i zawarto$¢ m.in. urydyny, adeniny, a takze
5- epi-litospermozydu, ktory moze postuzy¢ jako marker tej odmiany (P27[H1]). Badania pozwolity
rowniez na wytypowanie markeréw (4-hydroksy-3,5,6-trimetylo-4-(3-oksobut-1-enylo)-cycloheks-
2-en-1-onu, alkoholu koniferylowego, borneolu, benzaldehydu, kwasu protokatechowego), ktore
moga byé pomocne w identyfikacji miodu jodtowego (P33[H3]), odmiany o wysokim potencjale
medycznym  potwierdzonym w badaniach klinicznych dostepnych W piSmiennictwie.
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Zidentyfikowanie w miodach zwiazkow o aktywnosci biologicznej oraz markerow analitycznych
pozwalajacych na klasyfikacje i rozréznianie odmian moga byé punktem wyjscia do opracowania
metody ich standaryzacji.

Przeprowadzone testy aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej 37 odmianowych prébek o 14
roznych typéw miodu wykazaly duze zréznicowanie miedzy ich poszczegélnymi odmianami.
Ponadto, zaobserwowatem istnienie istotnej korelacji migdzy aktywnoscia przeciwdrobnoustrojowa,
a innymi parametrami miodu, takimi jak kolor czy zawarto$¢ polifenoli. Najbardziej aktywne byly
miody ciemniejsze, bardziej zolte, o wyzszej przewodnosci i bogatsze w zwiazki fenolowe. Wsrod
badanych probek, najbardziej aktywnymi odmianami byly miody tymiankowe, chabrowe i gryczane
(P37).

Badania obejmowaty réwniez opracowanie nowej, innowacyjnej i efektywnej metody izolacji
frakcji lotnej z probek miodu, ktora umozliwia skuteczng ekstrakcje przy jednoczesnym ograniczeniu
zastosowania toksycznych rozpuszezalnikéw, obnizeniu kosztow i skroceniu czasu prowadzonych
badan. Opracowatem metodg oparta na zastosowaniu mieszajacych sig cieczy i ich rozdziale poprzez
odwodnienie siarczanem magnezu oraz dalszych etapach zmiany polarnosci i oczyszczania probki
(P26[H6)).

Ponadto, badania objely fitochemie pakéw topoli (zwiazki lotne i nielotne), pod katem
optymalizacji procesu ekstrakcji dwutlenkiem wegla w fazie nadkrytycznej w celu uzyskania
wartodciowego ekstraktu, ktory moze sta¢ sig sktadnikiem preparatéw leczniczych (P29[H10],
P30[H9], P45). Proces ekstrakcji zwiazkow czynnych z pakéw topoli ww. metodg zostat
zoptymalizowany po raz pierwszy, a uzyskane ekstrakty zostaly szczegétowo scharakteryzowane.
Dzieki zastosowaniu ww. metody, mozliwe jest uzyskanie frakcji wzbogaconych zaréwno
w biologicznie czynne zwiazki fenolowe (gtéwnie flawonoidy), jak i seskwiterpeny, ktére moga
dziata¢ synergistycznie. Takie ekstrakty moga znalez¢é zastosowanie jako bardzo cenne skladniki
preparatéw leczniczych. Gléwnymi obecnymi w nim zwigzkami byly pinocembryna, octan
pinobanksyny, pinostrobina a takze chalkon pinostrobiny i izomery eudesmolu o dobrze znanej
aktywnosci biologicznej. Na przyklad izomery eudesmolu, stanowigce blisko jedng czwarta
ekstraktu, charakteryzuja si¢ m.in. dziataniem przeciwnowotworowym i przeciwdrobnoustrojowym.

Dalsze kierunki badan obejmowaty rowniez zastosowania fingerprintingu oraz obrazowania
hiperspektralnego wraz z metodami wieloczynnikowymi i metodami uczenia maszynowego do
klasyfikacji miodéw odmianowych. Tematy realizowane we wspétpracy miedzynarodowej objely
m.in. zastosowanie danych z obrazowania w $wietle widzialnym i podczerwonym (VIS\NIR) (P34,
P43), analizy fazy nadpowierzchniowej z uzyciem spektrometrii mas z jonizacjg transferu protonu
(PTR-MS), profili chromatograficznych (HPLC-DAD) zarejestrowanych przy roéznych dlugosciach
fali $wiatla widzialnego do réznicowania odmian polskiego miodu (P42[H7]). Wszystkie
opracowane metody pozwalaly na efektywna klasyfikacje wigkszosci badanych odmian. Natomiast
w badaniach nad miodem faceliowym, na podstawie profilu zwigzkow lotnych i charakterystyki
kolorystycznej oraz z zastosowaniem analizy statystycznej wykazalem mozliwos¢ rozréznienia
miodéw odmianowych od zanieczyszczonych nektarem z innych zrodel botanicznych (P28 [H2]).

Podsumowujac, badania pozwolily na zaobserwowanie zroznicowania aktywnosci oraz skladu
chemicznego produktow pszczelich. Szczegbtowe badania, pozwolity na wytypowanie zwiazkow
markerowych, jak i opracowanie metod opartych na chemometrii pomocnych w klasyfikacji
poszczegdlnych odmian. Nowa metoda ekstrakcji pozwala natomiast na efektywne przygotowanie
probek do badan przesiewowych. Ma to znaczenie zaréwno w potwierdzeniu tozsamosci i jakosci
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w przypadku odmian o wysokich walorach medycznych jak i spozywczych. Miod jest substancja
farmakopealna, jednak monografie nie uwzgledniaja pochodzenia botanicznego, ktére ma istotny
wplyw na cenione od wiekow walory prozdrowotne i lecznicze. Podjete badania moga utatwié
badanie i potwierdzanie pochodzenia botanicznego miodéw, zapobiega¢ ich zafatszowaniom,
umozliwi¢ ich standaryzacje oparta o sklad fitochemiczny oraz przyczyni¢ si¢ do peinego
wykorzystania ich potencjatu leczniczego, w tym do poszerzenia zastosowania miodow do celow
farmaceutycznych, wprowadzenia nowych preparatow. Jest to wazne zardwno dla nauk
farmaceutycznych, nauk o zywnosci jak i technologii zywnosci oraz przemyshu spozywczego ze
wzgledu na rosngce zainteresowanie jego funkcjonalnym i medycznym zastosowaniem, opartym na
tradycji ale tez na wiedzy poparte] badaniami naukowymi. O rosngcym znaczeniu zastosowania
miodéw w farmacji, §wiadcza coraz liczniejsze preparaty produkowane na bazie miodu pojawiajace
sie w obrocie aptecznym. Przyktadem s3 opatrunki nasgczone miodem i miody medyczne w tubce do
stosowania na trudno gojace sie i zakazone rany (np. odlezynowe, w zespole stopy cukrzycowej), w
przypadku ktorych konwencjonalne leczenie czesto zawodzi. Ponadto, dostgpne sg preparaty
stosowane w kaszlu, przezigbieniach, infekcjach gérnych drég oddechowych, obnizone;j odpornosci,
w zaparciach, apteczne preparaty kosmetyczne. W technologii zywnosci, miod sprawdza sig nie tylko
jako naturalny stodzik i dodatek smakowy, ale rowniez spetnia wiele innych funkcji np. jako w peini
naturalny i ekologiczny konserwant o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym i przeciwutleniajgcym.

Opracowanie zoptymalizowanych warunkow ekstrakcji pakoéw topoli moze by¢ natomiast
punktem wyjscia do wykorzystania uzyskanej frakcji wzbogaconej w substancje o wysokiej
aktywnosci biologicznej, W nowoczesnych preparatach do zastosowan m.in. W leczeniu schorzen
dermatologicznych.

Inne, nowe kierunki badan, obejmuja wspétprace dotyczaca poznania fitochemii organizmow
morskich (P32) zaréwno w aspekcie ich réznorodnosci chemicznej, jak i poszukiwania nowych
polaczen o potencjalnej aktywnosci biologiczne;j.
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5.6. Wykaz osiagni¢¢ w pracy naukowej
5.6.1. Przed uzyskaniem stopnia doktora
I. Oryginalne pelnotekstowe prace naukowe
A. w czasopismach posiadajacych IF
P1. Carlo Ignazio Giovanni Tuberoso, Igor Jerkovié, Giorgia Sarais, Francesca Congiu,

Zvonimir Marijanovi¢, Piotr Marek Kus.: Color evaluation of seventeen European
unifloral honey types by means of spectrophotometrically determined CIE
L*C*abhoab chromaticity coordinates

Food Chem. 2014 Vol.145; s.284-291

MGdj wktad w powstanie tej pracy polegal na udziale w wykonaniu czgsci eksperymentalnej (pozyskanie
czesci probek), udziale w analizie i interpretacji danych oraz przygotowaniu manuskryptu. Procent
udziatu wlasnego w pracg szacuje na 5%.

P2. Piotr Marek Kus, Igor Jerkovi¢, Carlo Ignazio Giovanni Tuberoso, Zvonimir
Marijanovi¢, Francesca Congiu.: Cornflower (Centaurea cyanus L.) honey quality
parameters: chromatographic fingerprints, chemical biomarkers, antioxidant capacity

and others
Food Chem. 2014 Vol.142; s.12-18

MGdj wkiad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu wstepnych zatozen i udziale w planowaniu
szczegoléw badan, udziale w wykonaniu czesci eksperymentalnej (pozyskanie probek, przygotowanie
probek do analiz HPLC-DAD, GC-MS, analiza jakosciowa HPLC-DAD, wykonanie testow
kolorymetrycznych — calkowita zawartos¢ fenoli, aktywnos¢ przeciwutleniajaca), analizie i
interpretacji danych (identyfikacja zwigzkow markerowych metodami HPLC i GC-MS, opracowanie
danych z chromatografii gazoweyj, oznaczen kolorymetrycznych, obliczenia statystyczne) oraz
przygotowaniu pierwszej wersji manuskryptu (z uwzglednieniem wigkszosci tabel i rycin ). Procent
udzialu wlasnego w praceg szacuje na 50%.

P3. Igor Jerkovié, Piotr Marek Kus, Carlo Ignazio Giovanni Tuberoso, Mladenka
Saroli¢.: Phytochemical and physical-chemical analysis of Polish willow (Salix spp.)
honey: identification of the marker compounds
Food Chem. 2014 Vol.145; s.8-14

MGdj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu wstgpnych zatozen i udziale w planowaniu
szczegoléw badan, udziale w wykonaniu czesci eksperymentalnej (pozyskanie probek, przygotowanie
prébek do analiz HPLC-DAD, GC-MS, andliza jakosciowa HPLC-DAD, wykonanie testéw
kolorymetrycznych — catkowita zawartos¢ fenoli, aktywnos¢ przeciwutlenigjaca), analizie i
interpretacji danych (identyfikacja zwigzkoéw markerowych metodami HPLC i GC-MS, opracowanie
czesci danych z chromatografii gazowej w formie tabeli 2) oraz udziale w przygotowaniu manuskryptu.
Procent udzialu wlasnego w pracg szacuje na 40%.

P4. Piotr Marek Kus, Francesca Congiu, Dariusz Teper, Zbigniew Sroka, Igor Jerkovic,
Carlo Ignazio Giovanni Tuberoso.: Antioxidant activity, color characteristics, total
phenol content and general HPLC fingerprints of six Polish unifloral honey types
LWT-Food Sci.Technol. 2014 Vol.55 no.1; s.124-130
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MGdj wktad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu wstgpnych zalozen i udziale w planowaniu
szczegolow badan, udziale w wykonaniu czgsci eksperymentalnej (pozyskanie probek, przygotowanie
prébek, wykonanie  testow kolorymetrycznych — calkowita zawartos¢ fenoli, aktywnos¢
przeciwutleniajaca), analizie i interpretacji danych (w tym obliczenia statystyczne) oraz
przygotowaniu pierwszej wersji manuskryptu (z uwzglednieniem wigkszosci tabel i rycin, udziale w
przygotowaniu ryciny 2 ). Procent udziatu wlasnego w prace szacuje na 60%.

P5.  Mladenka Saroli¢, Mirko Gugi¢, Carlo Ignazio Giovanni Tuberoso, Igor Jerkovié,
Marko Suste, Zvonimir Marijanovi¢, Piotr Marek Kus.: Volatile profile,
phytochemicals and antioxidant activity of virgin olive oils from Croatian
autochthonous varieties Masnjaca and Krvavica in comparison with Italian variety

Leccino
Molecules 2014 Vol.19 no.1; s.881-895

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na udziale w analizie i interpretacji danych oraz udziale w
przygotowaniu manuskryptu. Procent udzialu wlasnego w pracg szacuje na 10%.

Pé6. I. Jerkovié, C.I.G. Tuberoso, Piotr Marek Kus, Z. Marijanovié, M. Kranjac.:
Screening of Coffea spp. honey by different methodologies: theobromine and

caffeine as chemical markers
RSC Adv. 2014 Vol.4 n0.105; 5.60557-60562

MGj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu wstgpnych zalozen i udziale w planowaniu
szczeg6low badan, udziale w wykonaniu czgsci eksperymentalnej (pozyskanie probki, przygotowanie
prébek do analiz GC-MS), udziale w analizie i interpretacji danych (identyfikacja zwigzkoéw
markerowych metodg GC-MS, opracowanie czgsci danych z chromatografii gazowej) oraz udziale w
przygotowaniu manuskryptu. Procent udzialu wlasnego w prace szacuje na 20%.

B7. Igor Jerkovi¢, Marina Obradovié, Piotr Marek Ku$, Mladenka Sarolic.: Bioorganic
diversity of rare Coriandrum sativum L. honey: unusual chromatographic profiles

containing derivatives of linalool/oxygenated methoxybenzene
Chem.Biodivers. 2013 Vol.10 no.8; s.1549-1558

MG&j wkiad w powstanie tej pracy polegat na udziale w planowaniu badar i czesci eksperymentalnej
(pozyskanie probek), udziale w analizie I interpretacji danych oraz przygotowaniu manuskryptu.
Procent udzialu wlasnego w pracg szacuje na 25%.

PS. Piotr Marek Kus, Igor Jerkovi¢, Carlo Ignazio Giovanni Tuberoso, Mladenka
Saroli¢.: The volatile profiles of a rare apple (Malus domestica Borkh. ) honey:
shikimic acid-pathway derivatives, terpenes, and others
Chem.Biodivers. 2013 Vol.10 no.9; s.1638-1652

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zebraniu bibliografii, zaplanowaniu wstgpnych zalozen i
udziale w planowaniu szczegélow badan, udziale w wykonaniu czesci eksperymentalnej (pozyskanie
prébek, przygotowanie probek do analiz GC-MS, wykonanie testéw kolorymetrycznych — catkowita
zawartosé fenoli, aktywno$é przeciwutleniajaca), analizie i interpretacji danych ( opracowanie i
interpretacja danych z GC-MS, identyfikacja zwigzkéw markerowych, obliczenia) przygotowanie
manuskryptu wraz z wszystkimi tabelami i rycinami. Procent udziatu wlasnego w prace szacujg na
40%.
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P9.  Piotr Marek Kus$, Zvonimir Marijanovi¢, Igor J erkovié.: Headspace compounds
from Centaurea cyanus L. honey: the occurence of 3,4-dihydro-3-oxoedulan
Chem.Nat.Compd. 2013 Vol.49 no.5; s.961-964

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu wstepnych zalozer: i udziale w planowaniu
szczegoléw badan, udziale w wykonaniu czesci eksperymentalnej (pozyskanie probek), analizie i
interpretacji danych (identyfikacja zwigzkéw markerowych, w tym 3,4-dihydro-3-oksoedulanu, na
podstawie danych literaturowych, opracowanie czesci danych z chromatografii gazowej) oraz udziale
w przygotowaniu manuskryptu. Procent udziatu wlasnego w prace szacuje na 40%.

P10. Piotr Marek Kus, Igor Jerkovi¢, Carlo Ignazio Giovanni Tuberoso, Zvonimir
Marijanovié, Mladenka Saroli¢.: GC-MS fingerprints and other physico-chemical
characteristics of rare unifloral Prunus cerasus L. honey
Nat.Prod.Commun. 2013 Vol.8 no.5; s.651-654

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na udziale w planowaniu szczegoléw badan, zebraniu
bibliografii, udziale w wykonaniu czesci eksperymentalnej (pozyskanie probek, przygotowanie probek
do analiz GC-MS), analizie i interpretacji danych (opracowanie danych z GC-MS w formie tabeli)
oraz przygotowaniu pierwszej wersji manuskryptu wraz z wszystkimi tabelami i rycinami. Procent
udziatu wlasnego w pracg szacuje na 35%.

IL. Prace pogladowe
A. w czasopismach posiadajacych IF

P11. Igor Jerkovié, Piotr Marek Kus.: Terpenes in honey: occurrence, origin and their

role as chemical biomarkers
RSC Adv. 2014 Vol.4 no.60; s.31710-31728

Mdj wkiad w powstanie tej pracy polegal na udziale w planowaniu, zbieraniu bibliografii oraz
przygotowaniu manuskryptu, napisaniu rozdziatu 5 i sporzqdzeniu tabeli 2. Procent udziatu wlasnego
w prace szacuje na 40%.

P12. Adam Matkowski, Piotr Kus, Edyta Goralska, Dorota Wozniak.: Mangiferin —
a bioactive xanthonoid, not only from mango and not just antioxidant
Mini-Rev.Med.Chem. 2013 Vol.13 no.3; s.439-455

Mdj whiad w powstanie tej pracy polegal na udziale w zbieraniu bibliografii i wspotudziale w pisaniu.
Procent udzialu wlasnego w pracg szacuje na 10%.

B. w czasopismach bez IF

P13. Piotr Kus$, Edyta Goralska, Dorota Wozniak, Adam Matkowski.: Mangiferyna -
aktywny biologicznie ksanton i nie tylko
Post.Farm. 2011 nr 1; s.3-8

M6j wkiad w powstanie tej pracy polegal na udziale w zbieraniu bibliografii i wspotudziale w pisaniu.
Procent udzialu wlasnego w prace szacuje na 10%.

IIL. Rozdzialy w monografiach, podrecznikach, skryptach
A. w jezyku polskim lub innym niz angielski
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P14. Dorota Wozniak, Piotr Kus, Sylwester Slusarczyk, Adam Matkowski.: Ktacze
Belamcanda chinesis jako zrédto biologicznie aktywnej mangiferyny
W:Substancje pochodzenia roslinnego oraz ich zastosowanie w terapii naturalnej
i kosmetyce ; red. Adam Matkowski, Magdalena Rogéz, Alicja Noculak-Palczewska;
Wroctaw : Wyzsza Szkota Fizjoterapii, 2008; s.51-35
ISBN 978-83-926553-4-3

M6j wktad w powstanie tej pracy polegal na udziale w planowaniu badar, przeprowadzeniu czgsci
praktycznej badan, opracowaniu metody izolacji mangiferyny i udziale w pisaniu tekstu pod opiekq
opiekunéw naukowych. Procent udzialu wlasnego w pracg szacuje na 50%.

IV. Streszczenia
A. ze zjazdéw mi¢dzynarodowych

P15. Adam Matkowski, Piotr Ku$, Bogdan Janda, Wiestaw Oleszek, Dorota Wozniak.:
Isolation and antioxidant activity evaluation of mangiferin from Belamcandae
rhizoma
Acta Biochim.Pol. 2009 Vol.56 suppl.2; s.14-15 poz.1.11
Conference of Bioactive Plant Compounds Structural and Applicative Aspects.
Putawy, Poland, September 2nd-4th, 2009

MGdj wkiad w powstanie tej pracy polegal na udziale w planowaniu badan, przeprowadzeniu czesci
praktycznej badan, opracowaniu metody izolacji mangiferyny i udziale w pisaniu tekstu pod opiekq
opiekunéw naukowych. Procent udziatu wlasnego w pracg szacuje na 50%.

P16. Piotr Marek Kus, Igor Jerkovié, Carlo I.G. Tuberoso., Zvonimir Marijanovié.:
Volatile fingerprints biodiversity of cornflower and Phacelia honeys
W:The International Young Scientists Symposium "Plants in pharmacy & nutrition
2014". Wroclaw. 30th May 2014: Wroctaw : Wroctaw Medical University. 2014:
s.34 poz.OP-08
ISBN 978-83-7055-590-0 wystgpienie ustne

M¢j wkitad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i udziale w wykonaniu czgsci
eksperymentalnej (pozyskanie i przygotowanie prébek do analiz), analizie i interpretacji danych
(opracowanie i interpretacja danych GC-MS), przygotowaniu prezentacji, wystgpieniu usinym.
Procent udzialu wiasnego w pracg szacuje na 70%.

P17. Piotr Marek Kus, I. Jerkovi¢, Z. Marijanovi¢, M. Saroli¢.: GC-MS profiling of rare
unifloral Prunus cerasus L. honey headspace
W:19th International Symposium on Separation Sciences "New achievement in
chromatography". Pore¢, Croatia, 25-28 September 2013. Ksigzka streszczen; s.81-
82

MdJj wkiad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i udziale w wykonaniu czesci
eksperymentalnej (pozyskanie i przygotowanie probek do analiz), analizie i interpretacji danych
(opracowanie i interpretacja danych GC-MS), przygotowaniu posteru. Procent udzialu wlasnego w
prace szacuje na 70%.
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P18. L Jerkovié¢, M. Obradovi¢, Piotr Marek Kus, M. Saroli¢.: Headspace solid-phase
microextraction of rare Coriandrum sativum L. honey
W:19th International Symposium on Separation Sciences "New achievement in
chromatography". Poreg, Croatia, 25-28 September 2013. Ksigzka streszczen; s.80

MGoj wktad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i udziale w analizie i interpretacji danych,
przygotowaniu posteru. Procent udzialu wlasnego w prace szacuje na 15%.

P19. Piotr Marek Ku$, Zvonimir Marijanovi¢, Marina Obradovi¢, Igor Jerkovié.:
Volatile compounds of summer savory (Sarureja hortensis L.) honey
W-International Scientific and Professional Conference - 15th RuZicka Days "Today
science - tomorrow industry". Vukovar, Croatia, 11th and 12th September 2014.
Ksigzka streszczen; s.62

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i udziale w wykonaniu czesci
eksperymentalnej (pozyskanie i przygotowanie probek do analiz), analizie i interpretacji danych
(opracowanie i interpretacja danych GC-MS), przygotowaniu posteru. Procent udziatu wlasnego w
prace szacuje na 50%.

P20. Piotr Marek Kus, Zvonimir Marijanovi¢, Igor Jerkovi¢.: Preliminary screening of
rare apple (Malus domestica Borkh.) honey volatiles by ultrasonic solvent extraction
W:International Conference - 14th Ruzi¢ka days "Today science - tomorrow
industry". Vukovar, Croatia, September 13-15, 2012. Ksigzka streszczen; s.26

Méj wklad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i udziale w wykonaniu czesci
eksperymentalnej (pozyskanie i przygotowanie prébek do analiz), analizie i interpretacji danych
(opracowanie i interpretacja danych GC-MS), przygotowaniu posteru. Procent udzialu wlasnego w
prace szacuje na 60%.

P21. Piotr Kus$, Zbigniew Sroka.: Antimicrobial phenolics in Polish rape honey
Sepsis 2011 T4 nr 1;s.119
Polish-Ukrainian Weigl Conference "From microbiology to synthetic biology".
Wroclaw, May 18-20, 2011

MGdj wktad w powstanie tej pracy polegat na planowaniu i wykonaniu czgsci eksperymentalnej (analiza
probek), andlizie i interpretacji danych (opracowanie i interpretacja danych HPLC-DAD),
przygotowaniu posteru. Procent udzialu wltasnego w prace szacujg na 90%.

P22. Dorota Wozniak, Wiestaw Oleszek, Bogdan Janda, Ireneusz Kapusta, Piotr Kus,
Sylwester Slusarczyk, Adam Matkowski.: Isolation and purification of mangiferin
from Belamcanda chinensis - an alternative source of an antioxidant xanthone C-
glucoside W:6th International Symposium on Chromatography of Natural Products
(ISCNP) "The application of chromatographic methods in phytochemical &
biomedical analysis". Lublin, 15-18 June 2008. Ksigzka streszczen; s.210 poz.P-146

M6j wkiad w powstanie tej pracy polegal na udziale w planowaniu badan, przeprowadzeniu czesci
praktycznej badan. Procent udziatu wlasnego w prace szacuje na 30%.
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B. ze zjazdow krajowych

P23. Piotr Marek Ku$, Zvonimir Marijanovi¢, Igor Jerkovi¢.: Headspace profile of
Centaurea cyanus L. honey
W:XXIII Croatian Meeting of Chemists and Chemical Engineers. Osijek, Croatia,
April 21-24, 2013. Ksigzka streszczen; s.98

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i udziale w wykonaniu czegsci
eksperymentalnej (pozyskanie probek), andlizie i interpretacji danych (udzial w opracowaniu i
interpretacji danych GC-MS), przygotowaniu posteru. Procent udzialu wlasnego w prace szacujg na
50%.

P24. Piotr Ku$, Dorota Wozniak, Sylwester Slusarczyk, Pawel Zielinski, Adam
Matkowski.: Ktacze Belamcanda chinensis jako zrédto biologicznie aktywnej
mangiferyny
W:Miedzyuczelniana Naukowa Konferencja Studencka "Zwigzki pochodzenia
roslinnego oraz ich zastosowanie w terapiach naturalnych". Wroctaw, 12 stycznia
2008 r.; poz.E-5

Mdj wkiad w powstanie tej pracy polegal na udziale w planowaniu badan, przeprowadzeniu czesci
praktycznej badar (opracowanie metody izolacji mangiferyny) i pisaniu tekstu pod opiekq opiekunow
naukowych. Procent udzialu wlasnego w prace szacuj¢ na 70%.

P25. Dorota Wozniak, Piotr Ku$, Edyta Goralska, Weronika Jamiotkowska, Adam
Matkowski.: Antimutagenic and antioxidant properties of natural products from the
Chinese Herbal Medicine - Belamcandae rhizoma
Acta Biochim.Pol. 2011 Vol.58 suppl.3; s.23-26 poz.L4.4
II Conference of Bioactive Plant Compounds - Structural and Applicative Aspects.
Putawy, Poland, September 12nd-14th, 2011.

MGdj wkiad w powstanie tej pracy polegal na udziale w przeprowadzeniu czesci praktycznej badari
(izolacja frakcji, mangiferyny). Procent udzialu wlasnego w prace szacuje na 15%.

4.6.2. Po uzyskaniu stopnia doktora

Ve Oryginalne pelnotekstowe prace naukowe

A. w czasopismach posiadajacych IF

P26. (H6) Piotr Marek Kus*, Igor Jerkovi¢.:New Sample Preparation Method for Honey
Volatiles Fingerprinting Based on Dehydration Homogeneous Liquid—Liquid
Extraction (DHLLE)
Molecules 2018 Vol.23 no.7; poz. 1769 11 s.

Mdj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu, wykonaniu czgsci eksperymentalnej
(opracowanie metody, wykonanie eksperymentoéw, przygotowanie probek, walidacja), analizie
i interpretacji danych (opracowanie danych z chromatografii gazowej), przygotowaniu manuskryptu.
Procent udzialu wtasnego w prace szacuj¢ na 80%.
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P27. (H1) Piotr Marek Kus*, Maciej Wiodarczyk, Carlo 1.G. Tuberoso.: Nitrogen
compounds in Phacelia tanacetifolia Benth. honey: first time report on occurrence of
(-)-5-epi-lithospermoside, uridine, adenine and xanthine in honey
Food Chem. 2018 Vol.255; s.332-339

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu, wykonaniu czesci eksperymentalnej
(pozyskanie prébek, opracowanie metody, wykonanie eksperymentow, przygotowanie probek,
walidacja, identyfikacja sktadu, izolacja nie w pelni  zidentyfikowanego zwiqzku), analizie
i interpretacji danych, udziale w ustalaniu dokladnej struktury, przygotowaniu manuskryptu. Procent
udzialu wlasnego w prace szacuje na 75%.

P28. (H2) Piotr Marek Kus*, [gor J erkovié, Zvonimir Marijanovi¢, Marina Kranjac,
Carlo 1.G. Tuberoso.: Unlocking Phacelia tanacetifolia Benth. honey
characterization through melissopalynological analysis, color determination and

volatiles chemical profiling
Food Res.Int. 2018 Vol.106; 5.243-253

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i udziale w wykonaniu czesci
eksperymentalnej (pozyskanie probek, przygotowanie i analiza czesci probek), analizie i interpretacji
danych (opracowanie danych z chromatografii gazowej, analiza statystyczna) oraz przygotowaniu
manuskryptu. Procent udziatu wltasnego w prace szacujg na 70%.

P29. (H10) Piotr Marek Kus*, Piotr Okinczyc, Martina Jakovljevié, Stela Joki¢, Igor
Jerkovié.: Development of supercritical CO> extraction of bioactive phytochemicals
from black poplar (Populus nigra L.) buds followed by GC-MS and UHPLC-DAD-
QqTOF-MS
J.Pharm.Biomed.Anal. 2018 Vol.158; s.15-27

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i udziale w wykonaniu czesci
eksperymentalnej (opracowanie metody analitycznej UHPLC-DAD-QqTOF-MS, przeprowadzenie
oznaczer, pozyskanie olejku eterycznego), opracowaniu i interpretacji wynikéw pomiarow
chromatograficznych (GC i LC), udziale w analizie i interpretacji pozostalych danych oraz na
przygotowaniu manuskryptu. Procent udziatu wlasnego w prace szacuje na 70%.

P30. (H9) Piotr Marek Kus*, Igor Jerkovi¢, Martina Jakovljevi¢, Stela Joki¢.: Extraction
of bioactive phenolics from black poplar (Populus nigra L.) buds by supercritical
CO> and its optimization by response surface methodology
J.Pharm.Biomed.Anal. 2018 Vol.152; 5.128-136

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i udziale w wykonaniu czgsci
eksperymentalnej (opracowanie metody analitycznej UHPLC-DAD, przeprowadzenie oznaczeh
chromatograficznych i kolorymetrycznych), opracowaniu i interpretacji wynikéw pomiaréw, udzial
w analizie danych i interpretacji oraz na przygotowaniu manuskryptu. Procent udzialu wlasnego
w prace szacuje na 70%.

P31. Katarzyna Grecka, Piotr Marek Ku$, Randy W. Worobo, Piotr Szweda.: Study of
the anti-staphylococcal potential of honeys produced in northern Poland
Molecules 2018 Vol.23 no.2; art.260 23 s.
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MGdj wkiad w powstanie tej pracy polegal na udziale w badaniach wlasciwosci przeciwutleniajgcych
oraz udziale w pisaniu (poprawki, uwagi do pierwszej wersji manuskryptu) i redakcji czgsci pracy.
Procent udziatu wlasnego w prace szacuje na 10%.

P32. Igor Jerkovié, Zvonimir Marijanovi¢, Marin Roje, Piotr Marek Kus, Stela Jokic,
Rozelinda Coz-Rakovac.: Phytochemical study of the headspace volatile organic
compounds of fresh algae and seagrass from the Adriatic Sea (single point

collection)
PLoS One 2018 Vol.13 no.5; art.e0196462 13 s.

MGdj wktad w powstanie tej pracy polegal na udziale w wykonaniu czeSci eksperymentalnej (pozyskanie
probek, przygotowanie i analiza czgsci probek) oraz udziale w przygotowaniu/poprawkach
manuskryptu. Procent udziatu wlasnego w prace szacuje na 5%.

P33. (H3) Piotr Marek Kus*, Igor Jerkovi¢, Zvonimir Marijanovi¢, Carlo I.G.
Tuberoso.: Screening of Polish fir honeydew honey using GC/MS, HPLC-DAD, and
physical-chemical parameters: benzene derivatives and terpenes as chemical markers
Chem.Biodivers. 2017 Vol.14 no.9; art.e1700179 13 s.

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i udziale w wykonaniu czesci
eksperymentalnej  (pozyskanie —probek, opracowanie i interpretacja wynikéw  pomiarow
chromatograficznych GC) oraz przygotowaniu manuskryptu. Procent udzialu wilasnego w pracg
szacuje na 50%.

P34. Saeid Minaei, Sahameh Shafiee, Gerrit Polder, Nasrolah Moghadam-Charkari,
Saskia van Ruth, Mohsen Barzegar, Javad Zahiri, Martin Alewijn, Piotr Marek
Kus.: VIS/NIR imaging application for honey floral origin determination
Infrared Phys.Technol. 2017 Vol.86; s.218-225

Méj wkiad w powstanie tej pracy polegal na udziale w planowaniu czgsci eksperymentalnej,
pozyskaniu i kwalifikacji serii probek, udziale w interpretacji danych oraz przygotowaniu
manuskryptu. Procent udzialu wiasnego w pracg szacuje na 7%.

P35. (H4) Igor Jerkovi¢, Piotr Marek Kus.: Headspace solid-phase microextraction and
ultrasonic extraction with the solvent sequences in chemical profiling of Allium

ursinum L. honey
Molecules 2017 Vol.22 no.11; poz.1909 9 s.

M6j wkitad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i wykonaniu czesci eksperymentalnej
(opracowanie sposobu i przygotowanie probek) oraz udziale w interpretacji danych, identyfikacji
zwigzkéw i przygotowaniu manuskryptu. Procent udziatu wiasnego w pracg szacuje na 50%.

P36. (HS8) Igor Jerkovi¢, Zvonimir Marijanovi¢, Piotr Marek Kus, Carlo L.G. Tuberoso.:
Comprehensive study of mediterranean (Croatian) propolis peculiarity: headspace,
volatiles, anti-varroa-treatment residue, phenolics, and antioxidant properties
Chem.Biodivers. 2016 Vol.13 no.2; s.210-218

M¢j wkiad w powstanie tej pracy polegal na interpretacji danych i udziale w przygotowaniu
manuskryptu. Procent udziatu wlasnego w pracg szacuje na 20%.
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P37. Piotr Marek Kus*, P. Szweda, L. Jerkovié, C.I.G. Tuberoso.: Activity of Polish
unifloral honeys against pathogenic bacteria and its correlation with colour, phenolic

content, antioxidant capacity and other parameters
Lett. Appl.Microbiol. 2016 Vol.62 no.3; 5.269-276

Mdj wkiad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu badan, skompletowaniu materiatu
badawczego  (probki  miodéw), wykonaniu  wigkszosci  pomiaréw kolorymetrycznych i
fizykochemicznych, obliczeniach statystycznych, udziale w analizie i interpretacji wynikow oraz
pisaniu i redakcji czgsci pracy. Procent udziatu wlasnego w pracg szacuje na 4 0%.

P38. Jerkovi¢, M. Kranjac, M. Suste, Piotr Marek Kus, L. Svecnjak.: Rhamnus frangula
honey: screening of volatile organic compounds and their composition after short-

term heating
Chem.Nat.Compd. 2015 Vol.51 no.6; s.1174-1177

M6j wkiad w powstanie tej pracy polegal na udziale w wykonaniu czgsci eksperymentalnej i udziale w
analizie i interpretacji danych oraz przygotowaniu manuskryptu. Procent udzialu wlasnego w prace
szacuje na 10%.

P39. Igor Jerkovi¢, Carlo Ignazio Giovanni Tuberoso, Goran Baranovi¢, Zvonimir
Marijanovi¢, Marina Kranjac, Lidija Svecnjak, Piotr Marek Kus.: Characterization
of summer savory (Satureja hortensis L.) honey by physico-chemical parameters and
chromatographic/spectroscopic techniques (GC-FID/MS, HPLC-DAD, UV/VIS and
FTIR-ATR)

Croat.Chem.Acta 2015 Vol.88 no.1; s.15-22

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na udziale w planowaniu i w wykonaniu czesci
eksperymentalnej (pozyskanie probek, przygotowanie czesci probek do analiz GC-MS), udziale w
analizie i interpretacji danych oraz udziale w przygotowaniu manuskryptu. Procent udziatu wlasnego
w prace szacuje na 10%.

P40. (HS) Piotr Marek Ku$*, Zvonimir Marijanovi¢, Igor Jerkovi¢.: Evaluation of HS-
SPME and ultrasonic solvent extraction for monitoring of plant flavours added by the

bees to herbhoneys: traceability biomarkers
Food Addit.Contam.Part A-Chem. 2015 Vol.32 no.11;s.1761-1771

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i wykonaniu czesci eksperymentalnej
(pozyskanie i przygotowanie probek) oraz opracowaniu i interpretacji danych, identyfikacji zwigzkow
i przygotowaniu manuskryptu. Procent udziatu wlasnego w prace szacuje na 80%.

P41. Piotr Szweda, Katarzyna Gucwa, Ewelina Kurzyk, Ewa Romanowska, Katarzyna
Dzierzanowska-Fangrat, Anna Zielinska Jurek, Piotr Marek Kus, Stawomir
Milewski.: Essential oils, silver nanoparticles and propolis as alternative agents
against fluconazole resistant Candida albicans, Candida glabrata and Candida
krusei clinical isolates
Indian J.Microbiol. 2015 Vol.55 no.2; s.175-183
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Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na pozyskaniu czesci probek, udziale w przygotowaniu
manuskryptu. Procent udziatu wlasnego w prace szacuje na 5%.

P42. (H7) Piotr Marek Kus$*, Saskia van Ruth.: Discrimination of Polish unifloral
honeys using overall PTR-MS and HPLC fingerprints combined with chemometrics
LWT-Food Sci.Technol. 2015 Vol.62 no.1 part 1; s.69-75

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na planowaniu i wykonaniu czesci eksperymentalnej
(pozyskanie, przygotowanie, analiza probek), udziale w opracowaniu i interpretacji danych oraz
przygotowaniu manuskryptu. Procent udzialu wlasnego w prace szacuje na 80%.

B. nieposiadajacych IF

P43. Sahameh Shafiee, Gerrit Polder, Saeid Minaei, Nasrolah Moghadam-Charkari,
Saskia van Ruth, Piotr Marek Kus.: Detection of honey adulteration using
hyperspectral imaging
IFAC-PapersOnLine 2016 Vol.49 no.16; s.311-314

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na udziale w planowaniu czesci eksperymentalnej,
pozyskaniu i kwalifikacji probek, udziale w interpretacji danych oraz przygotowaniu manuskryptu.
Procent udzialu wiasnego w prace szacuje na 10%.

VII. Streszczenia
A. ze zjazd6w mie¢dzynarodowych
P44. Piotr Marek Kus, Igor Jerkovié.: Phytochemical diversity and specific features of
varietal honeys
W:Medunarodni znanstveno-stru¢ni skup 16. Ruzi¢kini dani "Danas znanost - sutra
industrija". Vukovar, Hrvatska, 21.-23. rujna 2016: Ksigzka streszczen: s.17
wystgpienie ustne

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu i udziale w wykonaniu czesci
eksperymentalnej, analizie i interpretacji danych, przygotowaniu i wygloszeniu prezentacji. Procent
udziatu wlasnego w prace szacuje na 70%.

B. ze zjazdéw krajowych

P45.  Piotr Kus, Piotr Okinczyc, Anna Szczelina.: Zastosowanie chromatografii cieczowej
1 spektrometrii mas do analizy pgkéw topoli
W-:III Ogolnopolska Konferencja Naukowa "Wspbiczesne zastosowanie metod
analitycznych w farmacji i medycynie". Wroctaw, 9 kwietnia 2018 r. Ksigzka
streszczen; s.28 poz.P11

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu badan i udziale w wykonaniu czesci
eksperymentalnej oraz przygotowaniu plakatu. Procent udziatu wlasnego w prace szacuje na 40%.

P46. Piotr Kus$, Zvonimir Marijanovié, Igor Jerkovié.: The headspace volatiles as

chemical markers of fir honeydew honey with medical potential

W:2nd International Young Scientists Symposium "Plants in pharmacy and
nutrition". Wroclaw, 15-17 September 2016. Ksigzka streszczen: Wroclaw :
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Wroctaw Medical University. 2016: .38 poz.OP-6
ISBN 978-83-7055-591-7 wystgpienie ustne

M¢6j wkiad w powstanie tej pracy polegal na planowaniu badan i udziale w wykonaniu czesci
eksperymentalnej (pozyskanie prébek), analizie i interpretacji danych (udzial w opracowaniu i
interpretacji danych GC-MS), przygotowaniu i wygloszeniu prezentacji. Procent udziatu wlasnego w
pracg szacuje na 50%.
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