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Wiasciwosci antyoksydacyjne miodow
wyznaczone metodami chromatograficznymi

Antioxidative properties of honeys determined
using HPLC techniques

Streszczenie: Zaréwno wolne rodniki jak i antyoksydanty mozna oznacza¢ metodami bezpo-
Srednimi, do jakich zaliczamy EPR czy metody elektroanalityczne. Bardzo krétki czas zycia
spowodowany wysokg reaktywno$cig wielu rodnikéw nie pozwala jednak na szerokie stosowa-
nie metod bezposrednich. Dlatego opracowano szereg metod posrednich. Polegajg one na ba-
daniu produktéw reakcji wolnych rodnikéw z tzw. pufapkami spinowymi. Metody te zastosowane
przez nas zostaly do opracowania chromatograficznych metod oznaczania catkowitego poten-
cjatu antyoksydacyjnego (CPA). CPA jest funkcjg sumy iloczynéw stezeri wszystkich antyoksy-
dantéw w prébce przez ich moc (state szybko$ci reakcji).

W pracy przedstawiono wstepne wyniki chromatograficznego oznaczania CPA w réz-
nych gatunkach miodéw, zioto-miodéw i miodéw pitnych. Wyniki te skorelowane zostaty z cat-
kowitg zawarto$cig polifenoli w prébce.

Stowa kluczowe: wolne rodniki, antyoksydanty, catkowity potencjat antyoksydacyjny, miéd, zio-
fo miéd, miéd pitny

Abstract: Free radicals as well as antioxidants can be analyzed using direct methods, such as
EPR or electroanalytical ones. However, very short life span, due to the high reactivity, does not
allow for the extensive use of direct methods. Therefore, indirect techniques were elaborated.
They are based on examination of the products of radicals reactions with the so-called spin
traps. These methods were developed by us to elaborate total antioxidant potential (TAP) me-
asurements, which is a function of the sums of products of all antioxidants in the sample by their
reaction rate constants.

The paper presents our preliminary results of the chromatographic determination of va-
rious honeys, herbal honeys and meads. These results were correlated with the, determined
photometrically, total concentration of polyphenols.

Key words: free radicals, antioxidants, total antioxidant potential, honey, herbhoney, mead



298 P.M. Wantusiak, P. Piszcz, M. Skwarek, B.K. Gtod

1. Wstep
(Introduction)

Wszystkie organizmy aerobowe potrzebujg do zycia tlenu. Gtéwng or-
ganella komorkowa wykorzystujacg tlen, a jednocze$nie odpowiedzialng
za dostarczanie energii, jest mitochondrium. Catkowita redukcja tlenu czastecz-
kowego poprzedzana jest etapami po$rednimi, w ktdrych udziat biorg enzymy
endogenne, petiace rol¢ katalizatorow. W trakcie stopniowych przemian elek-
tronowych cze$¢ pobieranego przez organizmy zywe tlenu (1+4%) przeksztat-
cana jest w wolne rodniki (WR) tlenowe lub reaktywne formy tlenu (RFT). Zr6-
dtami wolnych rodnikéw sa réwniez reakcje red/ox zwigzkéw endo- lub
egzogennych (zanieczyszczenie S$rodowiska), szereg stanéw chorobowych
i zmiany podazy tlenu. Ich nadmiar narusza rownowage red/ox w organizmie
przyczyniajac sie do wielu chordb, starzenia i $mierci [1-3].

Wolne rodniki sg to czgsteczki, ich fragmenty, jony, atomy badz tez
grupy atomoéw posiadajgce na swojej powtoce walencyjnej (wedtug innej de-
finicji — na ostatnim orbitalu) co najmniej jeden niesparowany elektron. Ten
niesparowany elektron nadaje im witasciwo$ci paramagnetycznie i czyni je
reaktywnymi [4-6].

Od wielu lat ludzko$¢ poszukuje tzw. ztotego Srodka, ktory mogtby za-
trzymaé lub chociaz spowolni¢ proces starzenia sie organizméw zywych,
szczegolnie ludzi. Za proces ten w duzej mierze odpowiedzialne sgq wolne
rodniki. Naturalng obrong sg zwigzki okreSlane mianem antyoksydantow,
ktére naturalnie wystepujg w naszym organizmie. Antyoksydantem nazywa-
ny jest zwigzek, ktéry wystepujac w bardzo matym stezeniu chroni aktywne
biologiczne zwigzki przed utlenianiem [5]. Niestety ich steZzenia czesto oka-
zujg sie, np. pod wptywem réznych choréb, niewystarczajgce. Ich niedobor
moze by¢ uzupetniany przez pozywienie. Takim dostepnym Zrédtem antyok-
sydantoéw sg rozne wyroby pszczelarskie, w tym miody i ich pochodne.

Wiasciwosci antyoksydacyjne miodu, wynikajg z obecno$ci w nim za-
rowno antyoksydantéw enzymatycznych jak i nieenzymatycznych. Wsréd
enzymatycznych przeciwutleniaczy wyrdzni¢ mozna katalaze i peroksydaze
glutationowg [7]. Gtéwny enzym miodu, oksydaza glukozy, jest enzymem,
ktérego dziatanie uaktywnia sie dopiero w wodnym roztworze miodu.
W obecnosci tlenu powoduje ona katalityczne utlenianie glukozy do glukono-
1,5-laktonu z jednoczesnym wytworzeniem nadtlenku wodoru, H,O,
[7, 8].0becnos$¢ nadtlenku wodoru, H,O,, w pofaczeniu z jonami zelaza
na plus drugim stopniu utlenienia, Fe(ll), rowniez obecnymi w miodzie jako
jedne z mikroelementéw, moze poczatkowaé reakcje wolnorodnikowe
i przez analogi¢ do reakcji Fentona prowadzi¢ do powstania wysoce reak-
tywnych rodnikow hydroksylowych, *OH. Tworzenie rodnikéw hydroksylo-
wych moze zosta¢ zahamowane przez enzym katalaze, ktéra redukuje nad-
tlenek wodoru, H,O,, do wody i tlenu czgsteczkowego (jedna czasteczka
katalazy efektywnie redukuje okoto 6 milionéw czgsteczek H,Oy/minute). Im
wyzsze jest stezenie oksydazy glukozy oraz nizsze stezenie katalazy w mio-
dzie, tym wyzsza jest zawarto$¢ w nim H,O, [9].
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Do antyoksydantéw nieenzymatycznych zalicza si¢ (i) flawonoidy (he-
sperytyna, trycetyna, myricetyna, pinocembryna, galangina, kampferol,
kwercetryna, naryngenina, chrysina, pinobanksina, luteolina), (ii) niearoma-
tyczne kwasy organiczne (cytrynowy), (iii) kwasy fenolowe i ich estry (chlo-
rogenowy, galusowy, cynamonowy, benzoesowy, kofeinowy, wanilinowy, fe-
rulowy, abiscynowy, elagowy), (iv) wolne aminokwasy (gtdwnie prolina),
(v) witaminy (E - a-tokoferol, C - kwas askorbinowy), (vi) pochodne karoteno-
idow (vii) itp. [10-12].

Midd znany jest od starozytnosci, jako jedna z pierwszych naturalnych
substancji stodzacych. Jest on naturalnym produktem pszczelim, pozyski-
wanym migdzy innym z nektaru kwiatowego, sokéw, zywicznych wydzielin
ro$lin, rosy miodowej oraz materiatdw wtérnych pochodzacych z przerdbeki
nektaru ro$linnego przez niektére owady (tzw. spad?). Jest wonng, stodka,
lepka i gestg substancjg o charakterystycznym zabarwieniu od jasnoziotego
po ciemny braz, wystepujacg zaréwno w postaci ptynnej, jak i krystalicznej.
Pod wzgledem chemicznym jest przesyconym, wodnym roztworem cukru,
zawierajgcym gtéwnie monosacharydy glukoze i fruktoze. Zawiera caly sze-
reg zwiazkoéw o réznym dziataniu, w tym antyoksydanty. Jego sktad zalezy
pochodzenia miodu, Srodowiska, klimatu, gleby, sposobu wytwarzania
i przechowywania itp. [13].

Ziotomidd jest produktem miodopodobnym, posSrednio wytwarzanym
przez pszczoly, ktérych dieta opiera si¢ giéwnie na sacharozie, wzbogacane;j
dodatkowo przez pszczelarzy wyciggami ziotowymi badz tez sokami owoco-
wymi [14, 15].

Midd pitny jest otrzymywany z fermentacji wodnego roztworu miodu
pszczelego (tak zwanej brzeczki miodowej). Istnieje kilka kryteriow, wedtug
ktorych mozna dokona¢ podziatu dojrzatych miodéw pitnych na kilka klas.
Miody pitne dzielone sg gtdwnie ze wzgledu na (i) sposéb przygotowania
brzeczki miodowej (sycone, niesycone), (ii) stosunek zawarto$ci miodu i wo-
dy w brzeczce (pottorak, dwdjniak, tréjniak, czwdrniak), (iii) dodatkowe
skfadniki uzupetniajgace brzeczke (naturalne, korzenno-ziotowe, chmielowe,
owocowe) oraz (iv) czasu lezakowania i dojrzewania) [16, 17].

Starania indywidualnych producentéw miodu pitnego, doprowadzity do
powstania regulacji prawnej produkcji miodéw pitnych oraz moszczéw owo-
cowych [18]. Spowodowato to wpisanie miodu pitnego na liste produktéw
tradycyjnych i regionalnych, i uzyskanie statusu Gwarantowanej Tradycyjne;j
Specjalnosci Unii Europejskiej [19, 20].

Wzrastajace wymogi konsumentéw co do jako$ci miodu spowodowaty
rozwoj nowych technik i metod jej oceny. Gtéwne z nich to badania zawarto-
Sci wody i przewodnictwa elektrycznego, badania zawarto$ci popiotu, ana-
liza pytkku kwiatowego za pomoca TLC i GC, pomiar zawartoSci
5-metylohydroksyfurfuralu, HMF (obecnos¢ tego zwigzku wzrasta w trakcie
diuzszego przechowywania miodu) [21, 22].

Wolne rodniki jak i antyoksydanty mozna oznacza¢ metodami bezpo-
Srednimi, wykorzystujac ich wiasciwosci paramagnetyczne (EPR w przypad-
ku WR) lub tatwo$¢ utleniania/redukcji [23]. Bardzo krétki czas zycia i wyso-
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ka reaktywnos¢ wielu rodnikéw bardzo utrudnia te pomiary. Dlatego opraco-
wano szereg metod posrednich. Polegajg one na badaniu produktéw reakcji
wolnych rodnikéw ze zwigzkami naturalnie wystepujacymi w organizmach zy-
wych lub z tzw. putapkami spinowymi [24]. Metody te przystosowaliSmy do
opracowania chromatograficznych metod oznaczania catkowitego potencjatu
antyoksydacyjnego (CPA), bedacego funkcjg sumy iloczynéw stezen wszyst-
kich antyoksydantéw w probce przez ich moc (state szybko$ci reakgji).

W pracy przedstawiono wstepne wyniki chromatograficznego wyzna-
czania CPA réznych gatunkéw mioddéw, zioto-mioddéw i miodédw pitnych.
Jedna z technik polegata na generacji, w reakcji Fentona [25], rodnikéw hy-
droksylowych i chromatograficznym oznaczaniu produktu ich reakcji z kwa-
sem p-hydroksybenzoesowym w uktadzie RP-HPLC z detekcjg UV-205. Mia-
rg CPA drugiej techniki jest sumaryczne pole powierzchni pod wszystkimi
pikami zarejestrowanymi na detektorze amperometrycznym przy okreslonym
potencjale elektrody pracujacej. Wyniki te skorelowane zostaty z catkowitg
zawartos$cig polifenoli w prébce.

2. Cze$¢ eksperymentalna
(Experimental)

2.1. Aparatura
(Apparatus)

Pomiar chromatograficzne wykonywano na wysokosprawnym chroma-
tografie cieczowym (Knauer, Berlin, Niemcy) sktadajgcym sie z butli z eluen-
tem, modutu Smartline Manager 5000, pompy dwuttokowej Smartline 1000
(regulacja przeptywu fazy ruchomej 0,001-50 ml/min), mieszadta magne-
tycznego, dozownika petlicowego D-14163 (objetos¢ petli 20 pl), termostatu
kolumn Smartline 4000 z zakresem temperatur 5 + 85 °C, kolumny anali-
tycznej Eurospher RP-18 (5 ym, 250 x 4 mm), detektora spektrofotome-
trycznego UV Smartline PDA 2800 z matrycg diodowg DAD (zakres pracy
lampy 190-1020 nm),detektora elektrochemicznego EC3000 (elektroda pra-
cujaca: elektroda z wegla szklistego; elektroda odniesienia: Ag/AgCl; elek-
troda pomocnicza: Pt), komputerowych systemow rejestracji i przetwarzania
danych - Eurochrom 2000 oraz Clarity Chrom, zbiornika eluatu.

Ponadto w pracy stosowano spektrofotometr firmy ThermoSpectronic,
Model: Helios Epsilon (USA) i pH-metr OP-208/1 firmy RADELKIS (Buda-
peszt, Wegry).

2.2. Materiaty i odczynniki
(Materials and reagents)

Przedmiotem badan catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego byty
probki miodéw i ziotomiodéw z réznego rodzaju roslin, oraz prébki miodow
pitnych. Probki te zostaty zakupione w sklepach, a niektére z nich bezpo-
Srednio nabyto od pszczelarzy. Wykaz wszystkich probek, jak i miejsca ich
pochodzenia szczegétowo przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Wykaz miodéw stosowanych w badaniach
Table 1. List of tested honeys

Nr pasieki Adres Rodzajmiodu
(No apiary) (Address) (Type of honey)
Gospodarstwo Pasieczne ellvsiginy lisliony, el
1 ,Sadecki Bartnik”, 33-331 Stréze, pokrzywowy, sosnowy,
woj. Matopolskie z prop_ollsem,
z pytkiem
Pasieka Kazimierz Przestrzelski, akacjowy, lipowy, macierzan-
2 18-400 tomza, kowy, spadziowy, wielokwia-
woj. Podlaskie towy, wierzbowy, wrzosowy
Pasieka Witadystaw Jezior, akacjowy, gryczany, lipowy,
3 21-200 Parczew, mniszkowy, rzepakowy, wielo-
woj. Lubelskie kwiatowy
Gospodarstwo Pasieczne ,Kuszka”, akacjowy , gryczany
4 Krzysztof Fujerski, 78-550 Czaplinek, spadziow ’ ’
woj. Zachodnio - Pomorskie P y
Pasieka ,Pod Debami”, J6zef Niedzwiecki, lipowy, spadziowy
5 14-500 Braniewo, wielok;/viatowy ’
woj. Warminsko - Mazurskie
Pasieka Helena Wernerowa,
6 Seroczyn, 08-110 Siedlce, lipowy, wielokwiatowy
woj. Mazowieckie
Pasieka ,Namystowski Bartnik”, Antoni akacjowy, gryczany
7 Teuerle, 57-315 Przeczow, spa dziow’ ’
woj. Dolnoslaskie P y
Pasieka ,PH Bar¢”, Wiodzimierz Cyc,
8 23-425 Biszcza, lipowy, wielokwiatowy
woj. Lubelskie
Pasieka ,Lesny Dar”
9 Szl stz akacjowy, lipowy, gryczany
Chodow, 08-110 Siedice, ’ ’
woj. Mazowieckie
Spétdzielnia Pszczelarska ,Apis”, B po’ft'c_)r’?\k ,,JadW|_ga
10 20-471 Lublin, — dwojniak ,Kurpiowski
) . — tréjniak , Piastowski
woj. Lubelskie P »
— czworniak ,Korzenny’
1 Costel S. Pietro Terme VIA. G.P. Piana, . .
wielokwiatowy

1450, Wiochy

W pomiarach zastosowano kwas 4-hydroksybenzoesowy (p-HBA),
kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy (3,4-DHBA), kwas 3,4,5-trihydroksyben-
zoesowy (3,4,5-THBA), siarczan(VI) zelaza(ll) i buforowany (pH 7,4) roztwér
soli fizjologicznej w tabletkach (Sigma — Aldrich, Niemcy); diwodoroortofosfo-
ran sodu, wodoroortofosforan potasu, wodorotlenek sodu, brom, 3% wodny
roztwdr nadtlenek wodoru, wolframian sodowy, molibdenian sodowy, weglan
sodowy bezwodny, 85% kwas ortofosforowy, kwas solny oraz siarczan litu
(POCh, Gliwice, Polska).
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2.3. Warunki pomiarowe
(Measurement parameters)

Pomiary chromatograficzne przeprowadzono w uktadzie faz odwréco-
nych (RP-C18) stosujac bufor fosforanowy (pH 6,6) jako faze ruchoma. Ob-
jetos¢ dozowanej na kolumne probki wynosita 20 pl, za$ szybko$¢ przeptywu
fazy ruchomej 1 ml/min. Pomiary przeprowadzono w temperaturze 20°C.
W pomiarach zastosowano dwa rodzaje detektoréw: fotometryczny (dtugos¢
fali 205 nm) i elektrochemiczny (zakres potencjatu, E =0 + 1,2 V).

Gtéwnym etapem pomiaru CPA jest wygenerowanie rodnika hydrok-
sylowego, *OH, w reakcji analogicznej do reakcji Fentona [25]. Krotki czas
zycia rodnika hydroksylowego oraz jego duza reaktywnos$¢ nie pozwalajg na
jego bezposrednie oznaczanie. Mozliwe jest natomiast uzyskanie bardziej
stabilnego produktu reakcji tego rodnika z antyoksydantem (putapka spino-
wa), a co za tym idzie jego posrednie oznaczanie. Gdy substratem reakciji
jest kwas p-hydroksybenzoesowym woéwczas jej produktem jest kwas
3,4-dihydroksybenzoesowy. Reakcje pHBA 2z rodnikiem hydroksylowym
przeprowadza si¢ dwukrotnie, bez i po dodaniu badanej prébki do mieszani-
ny reakcyjnej. Miarg CPA jest zmniejszenie pola powierzchni piku kwasu
3,4-DHBA pod wptywem probeki.

Reakcje prowadzace do wygenerowania rodnika hydroksylowego oraz
powstania kwasu 3,4-DHBA (reakcja podstawowa) przeprowadzono w ukfa-
dzie pomiarowym skitadajacym sie z 500 pl buforu fosforanowego, pH=7,4;
100 pl 1 Mm pHBA; 100 plI 0,03% wody utlenionej; 100 pl wody destylowanej
i 200 pl 2 mM siarczanu (V) zelaza (ll). W przypadku uktadu zawierajgcego
badang probke, objeto$¢ wody destylowanej zmniejszano odpowiednio tak,
aby ich sumaryczna objeto$¢ wynosita 100 pl. Pomiar chromatograficzny
dokonywano po 7 minutach od zmieszania wszystkich reagentéw, przy czym
jako ostatni dodawany byt siarczan zelaza. Po tym czasie obserwowano
niewielkie zmiany wysoko$ci piku p-HBA.

Pole powierzchni piku 3,4-DHBA jest proporcjonalne do jego stezenia
w badanej prébce, ktdre bezposrednio zalezy od ilosci wygenerowanych
rodnikéw hydroksylowych. Na rysunku 1 przedstawiono zalezno$¢ pomiedzy
polem powierzchni 3,4-DHBA, a st¢zeniem jondw zelaza, uzytym do wyge-
nerowania rodnikdw w reakcji Fentona. Powyzej 2 mM Fe®* krzywa asymp-
totycznie zblizata sie do maksimum.

Krzywe kalibracyjne obu kwaséw przedstawiono na rysunku2. Prog
wykrywalnosci, D., kwasu 3,4-DHBA wynosi 3:10° mM, kwasu p-HBA
6:10" mM dla stosunku sygnat/szum = 3, a zakres dynamiki liniowej od
310 (6-10™) do 0,01 mM dla kwasu 3,4-DHBA (p-HBA). Oznaczenie CPA
przeprowadzano przy maksimum absorbancji kwasu 3,4-DHBA, tj. 205 nm.
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Rys. 1. Zaleznos¢ pola powierzchni kwasu 3,4-DHBA od stezenia Fe* uzytego do generowania
rodnikéw w reakcji Fentona (stezenie wody utlenionej 0,03%, p-HBA 1 mM). Warunki
chromatograficzne: kolumna Eurospher — C18 5 ym 250 x 4 mm (Knauer), temp 20°C,
szybkos¢ przeptywu 1 ml/min, 100 mM bufor fosforanowy (pH 6.6),detektor UV 205 nm.

Fig. 1. Dependence of the surface area of 3,4-DHBA peak on the concentration of Fe** used to
the radicals generation in Fenton reaction (concentration of hydrogen peroxide - 0.03%,
p-HBA - 1 mM). Chromatographic conditions: column — Eurospher C18 5 um, 250 x
4 mm I.D. (Knauer), temp. — 20°C, flow rate — 1 ml/min, mobile phase — 100 mM pho-
sphate buffer (pH 6.6), UV detector — 205 nm.
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Rys. 2. Krzywe kalibracyjne kwasu p-HBA (e) i 3,4-DHBA (¢). Warunki chromatograficzne
jak na rysunku 1.
Fig. 2. Calibration curves of pHBA(®) and DHBA(#+). Chromatographic conditions as on figure 1.

Na rysunku 3 przedstawiono zalezno$¢ zmiany pola powierzchni piku
od stezenia danego miodu. Zalezno$ci te majg przebieg liniowy w matym
zakresie stezen (0-1,5 mg/ml). Pozwala to na proste przeliczanie warto$ci
CPA badanych probek w celu ich pézniejszego poréwnania. Zakres liniowy
charakterystyczny jest dla wszystkich przeanalizowanych prébek.
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Rys. 3. Wptyw steZzenia miodu (pasieka nr 3) na zmiane pola powierzchni piku kwasu
3,4-DHBA. Warunki chromatograficzne jak narysunku 1.

Fig. 3. Influence of the concentration of honeys on the decrease of the surface area of DHBA
peak. Chromatographic conditions as on figure 1.

Warto$ci CPA otrzymane dla wszystkich przeanalizowanych prébek
miodoéw przeliczono na ekwiwalent kwasu galusowego (GAE = mg GA/g
miodu). Obliczenia oparto o réwnanie krzywej wzorcowej wykonanej dla tego
kwasu (rysunek 4).
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Rys. 4. Krzywa kalibracyjna kwasu galusowego. Warunki chromatograficzne jak na rysunku 1.
Fig. 4. Calibration curve of 3,4,5-THBA.Chromatographic conditions as on figure 1.
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Oznaczenie CPA za pomocg detektora elektrochemicznego polegato
na wykonaniu chromatogramu prébki miodu technikq HPLC w uktadzie faz
odwréconych, z detekcja elektrochemiczng w dodatnim zakresie potencja-
téw, E(V) = 0 =+ 1,2 V. Miarg CPA®? byta sumaryczna powierzchnia pikow
powstatych do 20 minuty trwania analizy.

Do pomiaru catkowitej zawarto$ci polifenoli w miodzie wykorzystano
zmodyfikowang metode z uzyciem odczynnika Folina — Ciocalteua (FCR)
[26]. Odczynnik ten utlenia polifenole zawarte w probce tworzac rownocze-
Snie barwne tlenki wolframu (WsO,3) i molibdenu (MogO,3) powstajace z re-
dukcji kwasu fosfowolframowego (HsPW;,040) i kwasu fosfomolibdenowego
(H3PMo12040). W wyniku reakciji powstaje niebieskie zabarwienie tlenkow,
ktore wykazuje maksimum absorbcji przy diugosci fali 765 nm. Natezenie
zabarwienia proporcjonalne jest do catkowitej zawarto$ci polifenoli w bada-
nej prébce. Zawarto$¢ polifenoli (PC) w prébce odczytano z krzywej wzor-
cowej wykonanej dla kwasu galusowego (rysunek 5). Wynik oznaczenia
podano jako ekwiwalent tego kwasu w przeliczeniu na 1 g produktu.
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Rys. 5. Krzywa wzorcowa kwasu galusowego wyznaczona przy dtugosci fali 765 nm
Fig. 5. Calibration curve of gallic acid determined at a wavelength of 765 nm

3. Wyniki i dyskusja
(Results and discussion)

Zaréwno wolne rodniki, RFT jak i antyoksydanty sg z jednej strony
szkodliwymi, z drugiej nieodzownymi sktadnikami organizmoéw zywych.
Rozwdj nauki i technik analitycznych pozwala na coraz doktadniejsze ich
oznaczanie, a takze wyjasnienie ich wptywu na organizm cztowieka. Jak
wiemy, zasadniczy wptyw na zdrowie ma sposéb odzywiania si¢. Zawarte
w pokarmach antyoksydanty pozwalajg skuteczniej broni¢ si¢ przed szkodli-
wym dziataniem wolnych rodnikéw. W produktach pochodzenia pszczelego
duzg grupe zwigzkéw stanowig polifenole i ich pochodne. Jak wskazujg da-
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ne literaturowe [27], to wiasnie ta grupa zwigzkéw w duzej mierze odpowie-
dzialna jest za ich wtasciwos$ci antyoksydacyjne. Przedstawione w pracy wy-
niki badan CPA umozliwity wyznaczenie szeregu antyoksydacyjnego mio-
doéw, ziotomioddw oraz mioddéw pitnych pochodzacych z réznych rejonéw
Polski.

Miody mozna opisa¢ roznymi parametrami. Miedzy innymi, rézne mio-
dy charakteryzujg sie rézng konsystencjg. Miody fatwiej sie zestalajace za-
wierajg z reguty wiecej antyoksydantéw, a mniej wody. Dlatego miody, lipo-
wy, spadziowy i akacjowy (rysunek 6), tatwiej sie zestalajace charakteryzuja
sie wyzszym CPA. W jaki sposéb stan skupienia wplywa na wtasciwosci an-
tyoksydacyjnych miodu nie jest jeszcze doktadnie wyjasnione chociaz wielo-
krotnie potwierdzone [28].
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Rys. 6. CPA mioddéw (pasieka nr 2) o stezeniu 1 mg/ml. Wyniki przedstawiajg srednie + SD z 3
niezaleznych doswiadczen. Warunki chromatograficzne jak na rysunku 1.

Fig. 6. TAP values (apiary no 2) of various honeys (final concentration 1 mg/ml).Data are pre-
sented as means from 3 independent experiments + SD. Chromatographic conditions
ason figure 1.

Warto$ci CPA mioddéw pszczelich jak i pitnych (rysunek 6 i 7) zalezg
gtéwnie od stezenia polifenoli [27]. Okazato sig, ze ze wszystkich zbadanych
probek najwigkszymi stezeniami polifenoli charakteryzowaty sie miody pitne,
pottorak i dwojniak. Oprécz miodéw zawierajg one szereg dodatkéw o sil-
nych wiasciwo$ciach antyoksydacyjnych. Istnieje wyrazna korelacja pomie-
dzy CPA, a zawarto$cig polifenoli w miodach pitnych (rysunek 8).
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Rys. 7. CPA miodéw pitnych o stezeniu 1 mg/ml. Wyniki przedstawiajg $rednie + SD

Fig. 7.

Rys. 8.

Fig. 8.

z 3 niezaleznych doswiadczen. Warunki chromatograficzne jak na rysunku 1.

TAP values of the various meads (final concentration 1 mg/ml). Data are presented as
means from 3 independent experiments + SD. Chromatographic conditions as on figure
1.

13
y=2,3x+5,8
2
11 R*=0,927
o
<L
© 9
<
[ &
"I

0,5 1 1,5 2 2,5 3
zawartosc polifenoli [mg GA/g miodu]

Korelacja warto$ci CPA i zawarto$ci polifenoli w miodach pitnych. Badane miody pitne
(wedtug wzrostu zawartosci polifenoli): czwérniak, tréjniak, dwaojniak, poéttorak
Correlation between CPA and concentration of polyphenols in meads.

Wiasciwosci antyoksydacyjne miodow pitnych nie zalezg bezpo$red-

nio od zrédfa botanicznego ro$liny (jak w przypadku miodu pszczelego), tyl-
ko od sposobu przygotowania brzeczki miodowej. Im wiekszy jest udziat
miodu do wody w brzeczce, tym wieksze sg wartosci CPA danego miodu
pitnego. Zalezno$¢ pomiedzy CPA a objetosciowym stosunkiem miodu do

wody

przedstawiono na rysunku 9.
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Rys. 9. Zaleznos¢ CPA od stosunku objetosciowego miodu do wody, uzytych w procesie fer-
mentacji. Badane miody pitne (wedtug wzrostu CPA): czwoérniak, tréjniak, dwojniak, pot-
torak.

Fig. 9. Correlation between CPA and the ratio honey/water, used in fermentation process.

CPA oznaczono réwniez w ziotomiodach. Najwiekszg zdolno$cig an-
tyoksydacyjng charakteryzuje sie ziotomiéd pokrzywowy (rysunek 10), nato-
miast pomiar catkowitej zawarto$ci polifenoli (tabela 2) klasyfikuje go na
ostatnim miejscu. Okazuje sie, ze polifenole nie wptywajg na wartosci CPA
ziotomiodéw w sposéb liniowy, tak jak w przypadku miodéw i miodéw pit-
nych, a CPA pochodzace od nie-polifenoli ma duzo wiekszy wptyw.
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Rys. 10. CPA ziotomiodéw o stezeniu 1 mg/ml. Wyniki przedstawiajg srednie = SD z 3 nieza-
leznych doswiadczen. Warunki chromatograficzne jak na rysunku 1.

Fig. 10. TAPs of the various herbhoneys (final concentration 1 mg/ml). Data are presented as
means from 3 independent experiments + SD. Chromatographic conditions as on figu-
re 1.
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Tabela 2. Catkowita zawarto$¢ polifenoli w ziotomiodach, w przeliczeniu na
ekwiwalent kwasu galusowego (GA) w 1 g. Wyniki przedstawiajg
Srednie + SD z 3 niezaleznych doswiadczen.

Table 2. Total polyphenols content in herbhoneys (expressed as gallic
acid equivalent). The data represent means = SD of 3 indepen-
dent experiments.

Odmiana miodu mg GA/ 1 g miodu
z propolisem 0,53+0,06
z pylkiem 0,434£0,04
sosnowy 0,36+0,02
aloesowy 0,33+0,03
glogowy 0,27+0,03
aroniowy 0,25+0,02
pokrzywowy 0,23+0,02

Antyoksydanty oznacza¢é mozna elektrochemicznie (reakcja utlenia-
nia), a wiec rowniez stosujac detektor elektrochemiczny po ich chromatogra-
ficznym rozdziale. W pracy zaproponowano alternatywng metode pomiaru
CPA — pomiar catkowitego pola powierzchni wszystkich pikéw zarejestrowa-
nych na detektorze amperometrycznym (CPA®P). W tym przypadku antyok-
sydanty nie sg utleniane wygenerowanym rodnikiem, jak w opisywanej do tej
pory metodzie, a na powierzchni elektrody. Do badan zastosowano elektro-
de z wegla szklistego, dogodng do pracy w Srodowisku wodnym. Olbrzymig
zaletg tej metody jest mozliwo$¢ dokonywania pomiaréw przy réznych po-
tencjatach elektrody pracujacej (rysunek 11). W pewnym sensie moze to
symulowa¢ oddziatywanie badanych prébek z réznymi rodnikami. Zwigzki
dajace piki przy niskich potencjatach sg silnymi antyoksydantami, przy wy-
sokich — stabymi. Pomiary przedstawione w pracy wykonywane byly w ukta-
dzie faz odwréconych. Retencja w tym przypadku jest wprost proporcjonalna
do hydrofobowo$ci prébki, ktéra jest wprost proporcjonalna do jej pola
powierzchni czgsteczkowej, a odwrotnie proporcjonalna do polarnoéci (okre-
Slonej np. przez moment dipolowy lub statg dysocjacji). Oznacz to, ze
CPAFP, mozna odnie$é do niskoczasteczkowych, polarnych zwigzkow, wy-
mywanych w objeto$ci martwej kolumny oraz niepolarnych duzych zwigzkow
organicznych [29].
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Chromatogramy miodu gryczanego (pasieka nr 3) o stezeniu 1 mg/ml. Wyniki przed-
stawiajg $rednie + SD z 3 niezaleznych dos$wiadczen. Warunki chromatograficzne:
kolumna Eurospher — C18 5 ym, 250 x 4 mm (Knauer), temp. 20°C. Faza ruchoma:
100 mM bufor fosforanowy (pH 6.6), szybko$¢ przeptywu 1 mi/min, detektor elektro-
chemiczny (E = 0,0 — 1,0 V vs Ag/AgCl).

HPLC chromatograms of the 1 mg/ml buckwheat honey. Chromatographic conditions:
column — Eurospher C18 5 um, 250x4 mm 1.D. (Knauer), temp. — 20°C, flow rate —
1.0 mli/min, mobile phase — 100 mmol/l phosphate buffer (pH 6.6), electrochemical
detector with the working electrode potential (E = 0,0 — 1,0 V vs Ag/AgCI).

Z poréwnania chromatograméw przedstawionych na rysunku 11 wyni-

ka, ze ze wzrostem potencjatu nastepuje wzrost wysokosci wszystkich pikow
chromatograficznych ale w réznych stopniu i startujgc od réznego potencjatu.

Wysoko$¢ piku chromatograficznego proporcjonalna jest do stezenia

antyoksydantu, za$ potencjat jego utleniania do mocy antyoksydacyjnej. Piki
chromatograficzne dajace sygnat przy czasie retencji 3,6, 11,7, 15,7 minuty,
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pochodzg od silniejszych antyoksydantéw, ktérych stezenie (jak mozna sg-
dzi¢ po wysokosci piku) jest nizsze, anizeli stezenie antyoksydantéw poja-
wiajgcych sie w dalszych potencjatach. Z kolei piki pojawiajace si¢ przy po-
tencjale 0,4 i 0,6 V (o czasie retencji 5,2 i 8,5 minuty) charakteryzujg sie
stabszg mocg antyoksydacyjng, ale wystepuja prawdopodobnie w wiekszym
stezeniu.

Miarg catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego jest sumaryczne po-
le powierzchni wszystkich zarejestrowanych pikéw. Jest to wielkos¢ suma-
ryczna (w pewnym sensie usredniona) w stosunku do wszystkich pikéw za-
rejestrowanych na chromatogramie. Pozwala ona $ledzi¢ CPA réznych klas
zwigzkéw, zaréwno nisko- jaki wysokoczgsteczkowych (rys. 12). Czasy re-
tencji w poblizu objetosci martwej kolumny do 5 minuty, prawdopodobnie
odpowiadajg retencji niskoczgsteczkowych zwigzkéw polarnych, najprawdo-
podobniej nieorganicznych.

Setki
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——wartos¢ surmaryczna

Y
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——zwigzki niskoczgsteczkowe

——zwigzki wysokoczgsteczkowe
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Rys. 12. Zalezno$¢ CPA® od potencjatu dla miodu gryczanego (pasieka nr 3) o stezeniu
1 mg/ml. Warunki chromatograficzne jak na rysunku 11.

Fig. 12.  Dependence of CPA®® on the potential, obtained for 1 mg/ml buckwheat honey from
apiary No 1. Chromatographic conditions as on figure 11.

Optymalng warto$cig wybrang do oznaczen byt potencjat réwny 0,8 V,
poniewaz w wyzszym potencjale nie zaobserwowano dodatkowych sygna-
téw elektrochemicznych (pochodzacych ewentualnie od stabszych antyok-
sydantéw), a jedynie wzrost catkowitego pola powierzchni. Dodatkowo w po-
tencjale powyzej 1,0 V dochodzi do rozktadu wody na elektrodzie weglowej,
co uniemozliwia doktadny pomiar CPA.

CPA®P zalezny jest od potencjatu elektrody pracujacej. Przy potencja-
tach z obszaru granicznego pradu dyfuzyjnego nalezatoby oczekiwaé jego
korelacji z oddziatywaniem probki z silnymi rodnikami, np. hydroksylowymi
(poréwnaj rysunki 7 i 13).
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Warto$ci CPA™® miodéw pitnych (rysunek 13) sg duzo mniejsze anize-
li czystych miodéw. Spowodowane to jest oczywiScie znacznym rozciencze-
niem mioddw pitnych. W przypadku CPA obserwuje sie raczej wyzszg jego
wartos¢ dla miodéw pitnych (rysunek 7) niz dla miodéw nektarowych (rysu-
nek 6). W tym przypadku rozcieficzenie miodoéw pitnych niwelowane jest
powstawaniem etanolu w procesie fermentacji. Najnizsze stezenie alkoholu
etylowego jest w czwérniaku (11%), za$ najwyzsze w pottoraku (16%). Na
rysunku 14 przedstawiono korelacje pomiedzy CPA, CPAFP a procentows
zawartoscig etanolu.
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Rys. 13. CPAF® miodow pitnych o stezeniu 1 mg/ml. Wyniki przedstawiaja srednie + SD z 3
niezaleznych doswiadczen. Warunki chromatograficzne jak na rysunku 11.

Fig. 13. TAP™ values of various meads (final concentration 1 mg/ml). Data are presented
as means from 3 independent experiments + SD. Chromatographic conditions as on
figure 11.
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Rys. 14. Korelacja miedzy CPA, CPA™i stezeniem etanolu w miodach pitnych z rysunku 13.
Fig. 14.  Correlation between CPA, CPA® and concentration of ethanol, in meads from figure 13.

Camera Separatoria Vol. 3, No 2/2011



Wiasciwos$ci antyoksydacyjne miodéw wyznaczone metodami chromatograficznymi 313

Jak sugerujg dane literaturowe [14, 15] wta$ciwo$ci antyoksydacyjne zio-
fomioddw réwniez skorelowane s3 z ich zabarwieniem. Ziotomiody zielono-zétte
(pokrzywowy, aloesowy), czerwone (aroniowy), powinny charakteryzowac sie
wiekszg zdolnoscig antyoksydacyjng anizeli miody jasne. O ile takie zatozenia
potwierdzajg badania CPA (rysunek 10), to pomiar CPA® ksztattuje szereg an-
tyoksydacyjny ziotomiodéw w innej kolejnosci (rysunek 15). Moze to by¢ spo-
wodowane wystepowaniem zwigzkéw nieorganicznych dajgcych sygnat elektro-
chemiczny lecz nie reagujacych z rodnikiem hydroksylowym.
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Rys. 15. CPAFP ziolomiodéw o stezeniu 1 mg/ml. Wyniki przedstawiaja $rednie + SD z 3 nieza-
leznych doswiadczen. Warunki chromatograficzne jak na rysunku 11.

Fig. 15. TAP values of the different herb honeys (final concentration - 1 mg/mi). Data are
presented as means from 3 independent experiments + SD. Chromatographic condi-
tions as on figure 11.

Duza warto$¢ CPAFP ziotomiodu z pytkiem jest zwigzana z wystepowaniem
piku chromatograficznego przy czasie retencji 3,3 minuty, ktéry stanowi
75,5% catkowitego pola powierzchni. Prawdopodobnie pik ten nie pochodzi
od jednego zwigzku, a jest wynikiem stabego rozdziatu chromatograficznego
kilku réznych zwigzkéw o podobnym czasie retenc;ji (rysunek 16).

Wiasciwosci antyoksydacyjne miodu w duzej mierze zalezg od poto-
Zenia geograficznego, a co za tym idzie, takze i od warunkéw klimatycznych,
w ktérych jest on wytwarzany przez pszczoty.

Wyzsze wiasciwoéci antyoksydacyjne miodu obserwowane sg w stre-
fach klimatu cieptego. Warunki klimatyczne Polski nie stwarzajg najlepszych
warunkow do produkcji miodu, poniewaz Polska lezy w strefie klimatu umiar-
kowanego chiodnego. W ciggu roku znacznie wigcej jest dni zimnych niz
cieptych. Z kolei wigkszo$¢ dni cieptych jest pochmurnych lub deszczowych.
Okres, na jaki przypada produkcja miodu przez pszczoty obejmuje miesigce
od kwietnia do pazdziernika. Na rysunku 17 przedstawiono warto$¢ CPA
miodéw z réznych rejonéw kraju z zaznaczeniem rozktadu $rednich tempe-
ratur od czerwca do sierpnia.
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Rys. 16.

Fig. 16.

Srednie temperatury powietrza
czerwiec - sierpien

Rys. 17.

Fig. 17.
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Chromatogram miodu z pytkiem o stezeniu 1 mg/ml. Wyniki przedstawiajg srednie
+SD z 3 niezaleznych doswiadczen. Warunki chromatograficzne jak na rysunku 11.
HPLC chromatogram of the 1 mg/ml pollen honey. Data are presented as means from
3 independent experiments + SD. Chromatographic conditions as on figure 11.
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Mapa Polski z zaznaczonym rozktadem srednich temperatur od czerwca do sierpnia
i wartosciami CPA mioddw

Map of Poland with the average temperatures (June to August) and CPAs of ho-
neys

Miody pochodzace ze wschodniej czesci Polski, gdzie temperatury na
przetomie czerwca — sierpnia sg wieksze anizeli temperatury na pétnocnej
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i potudniowej czeSci Polski, charakteryzujg sie wiekszymi wartosciami CPA,
ktore doktadnie podano w tabeli 3. Zalezno$¢ tq doskonale wida¢ na przy-
ktadzie miodu lipowego i spadziowego. W pracy przebadano réwniez miod
wielokwiatowy pochodzacy z potudniowej czesci Wioch. Warto$¢ jego cat-
kowitego potencjalu antyoksydacyjnego jest wyzsza (CPA = 13,1 GAE)
w porownaniu do miodéw polskich ($rednia wartos¢ CPA dla miodu wielo-
kwiatowego to 11,2 GAE), co najprawdopodobniej uwarunkowane jest cie-
plejszym klimatem tamtego regionu.

Tabela 3. CPA mioddw o stezeniu 1 mg/ml. Wyniki przedstawiajg Srednie +
SD z 3 niezaleznych do$wiadczen. Warunki chromatograficzne
jak narys. 1

Table 3. TAPs of 1 mg/ml honeys. The data represent means + SD of 3
independent experiments

miéd CPA [GAE]
SR gryczany spadziowy lipowy wielokwiatowy akacjowy
Matopolskie 7,8 6,9 6,5 4,6 3,9
Podlaskie — 9,6 9,9 6,3 9,0
Lubelskie 7,6 — 9,2 57 4.6
Zach.-Pom. 3,6 8,4 — — 6,8
War.-Maz. — 8,6 7,8 4.7 —
Mazowieckie — — 10,7 9,1 —
Dolnoslaskie 6,7 6,6 — — 5,8
Lubelskie — — 6,4 7.1 -
Mazowieckie 7,2 — 9,2 — 4,2
Wiochy — — — 13,1 —

Poza wplywem temperatury powietrza na warto$¢ CPA rozpatrywa-
nych miodéw, duzy wkiad w te wartoSci ma réwniez bogata szata ro$linna
oraz uprzemystowienie danych regionéw. Brak wyraznego rozwoju przemy-
stu w regionach wojewddztwa podlaskiego i mazowieckiego, a co za tym
idzie, brak znacznego zanieczyszczenia powietrza oraz duze zréznicowanie
gatunkowe ro$lin tych regionow przektada sie na wzrost warto$ci CPA ba-
danych miodéw. Srednia warto$¢ CPA miodéw dla wojewoddztwa podlaskie-
go wynosi 8,7, zas dla mazowieckiego 7,7 GAE. W regionach uprzemysto-
wionych warto$¢ ta spada do 6,3 GAE (wojewodztwo dolno$laskie).

4. Whnioski
(Conclusions)

1. Pomiar CPAF® umozliwia oznaczanie antyoksydantéw o réznej mocy
z uwzglednieniem podziatu (w oparciu o czas retencji) na nisko- i wy-
sokoczgsteczkowe.

2. Dla miodéw pitnych znaleziono liniowg korelacje pomiedzy CPA od-

niesionym do rodnika hydroksylowego i mierzonym na detektorze
elektrochemicznym.
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5.

8.

9.

10.

11.

P.M. Wantusiak, P. Piszcz, M. Skwarek, B.K. Gtod

Istnieje korelacja pomigdzy CPA, a stanem skupienia i barwg miodu.
Miody krystaliczne i ciemne charakteryzujg sie wiekszymi warto$ciami
CPA anizeli miody jasne, ptynne.

Wartosci CPA miodéw i miodéw pitnych w duzej mierze zalezg od za-
wartosci w nich zwigzkéw polifenolowych. Zaobserwowano liniowy
wzrost wartosci CPA wraz ze wzrostem zawarto$ci polifenoli.
Wiasciwosci antyoksydacyjne miodu pitnego uzaleznione sg od sto-
sunku miodu do wody w brzeczce. Im wiekszy jest udziat miodu do
wody, tym wieksze sg jego wartosci CPA.

Ze wzrostem procentowej zawartosci etanolu nastepuje wzrost warto-
Sci CPA mioddw pitnych.

Wiekszymi wtasciwosciami antyoksydacyjnymi charakteryzujg sie
miody pochodzgce zewschodnich regionéw Polski.

Literatura
(Literature)

A. Gendzwit, Reaktywne formy tlenu i hiporeaktywnoS¢ naczyn we
wstrzgsie septycznym. Czesc¢ | — Reaktywne formy tlenu i hiporeaktyw-
nos¢ naczyn, Pol. Merk. Lek., XXIII, 136(2007)280.

M. Gajewski, E. Kaminska, t. Wysocki, Sz. Szczepanik, G. Sygitowicz,
M. Wojciechowski, J. Pachecka, S. Maslinski, Gospodarka tlenowa
w organizmie. Cze$¢ I. Warunki normy fizjologicznej, Zycie Weteryna-
ryjne, 80(2005)380.

S. Ziemlanski, M. Wartanowicz, Rola antyoksydantéw Zzywieniowych
w stanie zdrowia i choroby, Pediatria Wspétczesna. Gastroenterologia,
Hepatologia i Zywienie Dziecka, 1(1997)97.

F.Ch. Cheng, J.F. Jen, T.H. Tsai, Hydroxyl radical in living systems and
its separation methods, J. Chromatogr. B, 781(2002)481.

M. Valko, C.J. Rhodes, J. Moncol, M. Izakovic, M. Mazur, Free radicals
metals and antioxidants in oxidative stress — induced cancer, Chem.
Biol. Interac., 160(2006)1.

B.K. Gf&d, E. Olszewska, P. Piszcz, Wolne rodniki a stres oksydacyjny,
Ttuszcze Jadalne, 41(2006)254.

B.R. D’Arcy, Antioxidants in Australian Floral Honeys — Identification of
health-enhancing nutrient components, Australian Government, RIRDC,
05/40(2005)1.

R.J. Weston, The contribution of catalase and other natural products to
the antibacterial activity of honey: a review, Food Chem., 71(2000)235.
I.M. Emens, A different and safe method of split thickness skin graft
fixation: Medicinal honey application, Burns, 33(2007)782.

V. Baltrudaityté, P.R. Venskutonis, V. Ceksteryté, Radical scavenging
activity of different floral origin honey and beebread phenolic extracts,
Food Chem., 101(2007)502.

G. Beretta, P. Granata, M. Ferrero, M. Orioli, R.M. Facino, Standariza-
tion of antioxidant properties of honey by a combination of spectropho-

Camera Separatoria Vol. 3, No 2/2011



Wiasciwos$ci antyoksydacyjne miodéw wyznaczone metodami chromatograficznymi 317

12.

13.

14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

20.

tometric/fluorometric assays and chemometrics, Anal. Chim. Acta,
533(2005)185.

R. Socha, L. Juszczak, S. Pietrzyk, T. Fortuna, Antioxidant activity and
phenolic composition of herbhoneys, Food Chem., 113(2009)568.

J. Lachman, D. Kolihova, D. Miholova, J. Ko$ata, D. Titéra, K. Kult,
Analysis of minority honey components: Possible use for the evaluation
of honey quality, Food Chem., 101(2007)973.

L. Juszczak, R. Socha, J. Réznowski, T. Fortuna, K. Nalepka, Physico-
chemicals properties and quality parameters of herbhoneys, Food
Chem., 113(2009)538.

R. Socha, L. Juszczak, S. Pietrzyk, T. Fortuna, Antioxidant activity and
phenolic composition of herbhoneys, Food Chem., 113(2009)568.

J. Rogala, Miody pitne, czyli jak w domowych warunkach najstarszy
polski trunek przysposobic¢, Wydawnictwo Baobab, Warszawa 2005.

A. Gatuszka, Miody pitne, krupniki i piwa miodowe, Wydawnictwo Pro-
szynski i S-ka, Warszawa 2006.

Dz.U. Nr 272, poz. 2696, 2004.

Dz.U. L 93 z 31.03.2006, str. 1.

Dz.U. L 93 z 31.03.2006r., str. 12, z pdzn. zm.

J.F. Cotte, H. Casabianca, S. Chardon, J. Lheritier, M.F. Grenier-
Loustalot, Application of carbohydrate analysis to verify honey authen-
ticity, J. Chromatogr. A, 1021(2003)145.

M. Zappala, B. Fallico, E. Arena, A. Verzera, Methods for the detremi-
nation of HMF in honey: a comparision, Food Control, 16(2005)273.
Y.L. Hu, Y. Lu, G.J. Zhou, X.H. Xia, A simple electrochemical method
for the determination of hydroxyl free radicals without separation pro-
cess, Talanta, 74(2008)760.

B.K. Gf46d, P. Grieb, Modified Analytical Method for Hydroxyl Radicals
Using Spin Trapping and lon Exclusion Chromatography, Chem. Anal.
47(2002)399.

B.K. Gf4d, E. Olszewska, P. Piszcz, Catkowity potencjat antyoksydacyj-
ny: jego oznaczanie oraz zastosowanie w badaniach biomedycznych,
Ttuszcze Jadalne, 41(2006)264.

C. Peri, G. Pompei, An assay of different phenolic fractions in wines,
Am. J. Enol. Vitic., 22(1971)55.

B. Kedzia, E. Hotderna-Kedzia, Wystepowanie zwigzkéw fenolowych
w miodzie pszczelim, 4, 225-232, Wydawnictwo Medyczne Borgis,
Warszawa 2008.

M. Liviu Al, D. Daniel, A. Moise, O. Bobis, L. Laslo, S. Bogdanov, Phy-
sico-chemical and bioactive properties of different floral origin honeys
from Romania, Food Chem., 112(2009)863.

M. Skwarek, Praca magisterska, ,Mechanizm retencji kwasow karbok-
sylowych na réznych kolumnach HPLC”, Retention Mechanism of Car-
boxylic Acids on a Different HPLC Columns, Akademia Podlaska,
Siedlce 2008.

Vol. 3, No 2/2011 Camera Separatoria



