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W a ciwo ci antyoksydacyjne miodów  
wyznaczone metodami chromatograficznymi 

Antioxidative properties of honeys determined  
using HPLC techniques 

Streszczenie: Zarówno wolne rodniki jak i antyoksydanty mo na oznacza  metodami bezpo-
rednimi, do jakich zaliczamy EPR czy metody elektroanalityczne. Bardzo krótki czas ycia 

spowodowany wysok  reaktywno ci  wielu rodników nie pozwala jednak na szerokie stosowa-
nie metod bezpo rednich. Dlatego opracowano szereg metod po rednich. Polegaj  one na ba-
daniu produktów reakcji wolnych rodników z tzw. pu apkami spinowymi. Metody te zastosowane 
przez nas zosta y do opracowania chromatograficznych metod oznaczania ca kowitego poten-
cja u antyoksydacyjnego (CPA). CPA jest funkcj  sumy iloczynów st e  wszystkich antyoksy-
dantów w próbce przez ich moc (sta e szybko ci reakcji). 

W pracy przedstawiono wst pne wyniki chromatograficznego oznaczania CPA w ró -
nych gatunkach miodów, zio o-miodów i miodów pitnych. Wyniki te skorelowane zosta y z ca -
kowit  zawarto ci  polifenoli w próbce. 
 
S owa kluczowe: wolne rodniki, antyoksydanty, ca kowity potencja  antyoksydacyjny, miód, zio-
o miód, miód 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 
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1. Wst p 
 (Introduction) 

 
Wszystkie organizmy aerobowe potrzebuj  do ycia tlenu. G ówn  or- 

ganell  komórkow  wykorzystuj c  tlen, a jednocze nie odpowiedzialn   
za dostarczanie energii, jest mitochondrium. Ca kowita redukcja tlenu cz stecz-
kowego poprzedzana jest etapami po rednimi, w których udzia  bior  enzymy 
endogenne, pe ni ce rol  katalizatorów. W trakcie stopniowych przemian elek-
tronowych cze  pobieranego przez organizmy ywe tlenu (1÷4%) przekszta -
cana jest w wolne rodniki (WR) tlenowe lub reaktywne formy tlenu (RFT). ró-
d ami wolnych rodników s  równie  reakcje red/ox zwi zków endo- lub 
egzogennych (zanieczyszczenie rodowiska), szereg stanów chorobowych  
i zmiany poda y tlenu. Ich nadmiar narusza równowag  red/ox w organizmie 
przyczyniaj c si  do wielu chorób, starzenia i mierci [1-3]. 

Wolne rodniki s  to cz steczki, ich fragmenty, jony, atomy b d  te  
grupy atomów posiadaj ce na swojej pow oce walencyjnej (wed ug innej de-
finicji � na ostatnim orbitalu) co najmniej jeden niesparowany elektron. Ten 
niesparowany elektron nadaje im w a ciwo ci paramagnetycznie i czyni je 
reaktywnymi [4-6]. 

Od wielu lat ludzko  poszukuje tzw. z otego rodka, który móg by za-
trzyma  lub chocia  spowolni  proces starzenia si  organizmów ywych, 
szczególnie ludzi. Za proces ten w du ej mierze odpowiedzialne s  wolne 
rodniki. Naturaln  obron  s  zwi zki okre lane mianem antyoksydantów, 
które naturalnie wyst puj  w naszym organizmie. Antyoksydantem nazywa-
ny jest zwi zek, który wyst puj c w bardzo ma ym st eniu chroni aktywne 
biologiczne zwi zki przed utlenianiem [5]. Niestety ich st enia cz sto oka-
zuj  si , np. pod wp ywem ró nych chorób, niewystarczaj ce. Ich niedobór 
mo e by  uzupe niany przez po ywienie. Takim dost pnym ród em antyok-
sydantów s  ró ne wyroby pszczelarskie, w tym miody i ich pochodne.  

W a ciwo ci antyoksydacyjne miodu, wynikaj  z obecno ci w nim za-
równo antyoksydantów enzymatycznych jak i nieenzymatycznych. W ród 
enzymatycznych przeciwutleniaczy wyró ni  mo na katalaz  i peroksydaz  
glutationow  [7]. G ówny enzym miodu, oksydaza glukozy, jest enzymem, 
którego dzia anie uaktywnia si  dopiero w wodnym roztworze miodu.  
W obecno ci tlenu powoduje ona katalityczne utlenianie glukozy do glukono-
1,5-laktonu z jednoczesnym wytworzeniem nadtlenku wodoru, H2O2  
[7, 8].Obecno  nadtlenku wodoru, H2O2, w po czeniu z jonami elaza  
na plus drugim stopniu utlenienia, Fe(II), równie  obecnymi w miodzie jako 
jedne z mikroelementów, mo e pocz tkowa  reakcje wolnorodnikowe  
i przez analogi  do reakcji Fentona prowadzi  do powstania wysoce reak-
tywnych rodników hydroksylowych, OH. Tworzenie rodników hydroksylo-
wych mo e zosta  zahamowane przez enzym katalaz , która redukuje nad-
tlenek wodoru, H2O2, do wody i tlenu cz steczkowego (jedna cz steczka 
katalazy efektywnie redukuje oko o 6 milionów cz steczek H2O2/minut ). Im 
wy sze jest st enie oksydazy glukozy oraz ni sze st enie katalazy w mio-
dzie, tym wy sza jest zawarto  w nim H2O2 [9]. 
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Do antyoksydantów 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 (g ównie prolina),  
(v) witaminy (E - -tokoferol, C - kwas askorbinowy), (vi) pochodne karoteno-
idów (vii) itp. [10-12]. 

Miód znany jest od staro ytno ci, jako jedna z pierwszych naturalnych 
substancji s odz cych. Jest on naturalnym produktem pszczelim, pozyski-
wanym mi dzy innym z nektaru kwiatowego, soków, ywicznych wydzielin 
ro lin, rosy miodowej oraz materia ów wtórnych pochodz cych z przeróbki 
nektaru ro linnego przez niektóre owady (tzw. spad ). Jest wonn , s odk , 
lepk  i g st  substancj  o charakterystycznym zabarwieniu od jasnoz otego 
po ciemny br z, wyst puj c  zarówno w postaci p ynnej, jak i krystalicznej. 
Pod wzgl dem chemicznym jest przesyconym, wodnym roztworem cukru, 
zawieraj cym g ównie monosacharydy glukoz  i fruktoz . Zawiera ca y sze-
reg zwi zków o ró nym dzia aniu, w tym antyoksydanty.  Jego sk ad zale y 
pochodzenia miodu, rodowiska, klimatu, gleby, sposobu wytwarzania  
i przechowywania itp. [13]. 

Zio omiód jest produktem miodopodobnym, po rednio wytwarzanym 
przez pszczo y, których dieta opiera si  g ównie na sacharozie, wzbogacanej 
dodatkowo przez pszczelarzy wyci gami zio owymi b d  te  sokami owoco-
wymi [14, 15]. 

Miód pitny jest otrzymywany z fermentacji wodnego roztworu miodu 
pszczelego (tak zwanej brzeczki miodowej). Istnieje kilka kryteriów, wed ug 
których mo na dokona  podzia u dojrza ych miodów pitnych na kilka klas. 
Miody pitne dzielone s  g ównie ze wzgl du na (i) sposób przygotowania 
brzeczki miodowej (sycone, niesycone), (ii) stosunek zawarto ci miodu i wo-
dy w brzeczce (pó torak, dwójniak, trójniak, czwórniak), (iii) dodatkowe 
sk adniki uzupe niaj ce brzeczk  (naturalne, korzenno-zio owe, chmielowe, 
owocowe) oraz (iv) czasu le akowania i dojrzewania) [16, 17].  

Starania indywidualnych producentów miodu pitnego, doprowadzi y do 
powstania regulacji prawnej produkcji miodów pitnych oraz moszczów owo-
cowych [18]. Spowodowa o to wpisanie miodu pitnego na list  produktów 
tradycyjnych i regionalnych, i uzyskanie statusu Gwarantowanej Tradycyjnej 
Specjalno ci Unii Europejskiej [19, 20].  

Wzrastaj ce wymogi konsumentów co do jako ci miodu spowodowa y 
rozwój nowych technik i metod jej oceny. G ówne z nich to badania zawarto-
ci wody i przewodnictwa elektrycznego, badania zawarto ci popio u, ana- 

liza py ku kwiatowego za pomoc  TLC i GC, pomiar zawarto ci  
5-metylohydroksyfurfuralu, HMF (obecno  tego zwi zku wzrasta w trakcie 
d u szego przechowywania miodu) [21, 22]. 

Wolne rodniki jak i antyoksydanty mo na oznacza  metodami bezpo-
rednimi, wykorzystuj c ich w a ciwo ci paramagnetyczne (EPR w przypad-

ku WR) lub atwo  utleniania/redukcji [23]. Bardzo krótki czas ycia i wyso-
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ka reaktywno  wielu rodników bardzo utrudnia te pomiary. Dlatego opraco-
wano szereg metod po rednich. Polegaj  one na badaniu produktów reakcji 
wolnych rodników ze zwi zkami naturalnie wyst puj cymi w organizmach y-
wych lub z tzw. pu apkami spinowymi [24]. Metody te przystosowali my do 
opracowania chromatograficznych metod oznaczania ca kowitego potencja u 
antyoksydacyjnego (CPA), b d cego funkcj  sumy iloczynów st e  wszyst-
kich antyoksydantów w próbce przez ich moc (sta e szybko ci reakcji). 

W pracy przedstawiono wst pne wyniki chromatograficznego wyzna-
czania CPA ró nych gatunków miodów, zio o-miodów i miodów pitnych. 
Jedna z technik polega a na generacji, w reakcji Fentona [25], rodników hy-
droksylowych i chromatograficznym oznaczaniu produktu ich reakcji z kwa-
sem p-hydroksybenzoesowym w uk adzie RP-HPLC z detekcj  UV-205. Mia-
r  CPA drugiej techniki jest sumaryczne pole powierzchni pod wszystkimi 
pikami zarejestrowanymi na detektorze amperometrycznym przy okre lonym 
potencjale elektrody pracuj cej. Wyniki te skorelowane zosta y z ca kowit  
zawarto ci  polifenoli w próbce. 
 
2. Cz  eksperymentalna 

(Experimental) 
 
2.1. Aparatura 
 (Apparatus) 
 

Pomiar chromatograficzne wykonywano na wysokosprawnym chroma-
tografie cieczowym (Knauer, Berlin, Niemcy) sk adaj cym si  z butli z eluen-
tem, modu u Smartline Manager 5000, pompy dwut okowej Smartline 1000 
(regulacja przep ywu fazy ruchomej 0,001-50 ml/min), mieszad a magne-
tycznego, dozownika p tlicowego D-14163 (obj to  p tli 20 µl), termostatu 
kolumn Smartline 4000 z zakresem temperatur 5 ÷ 85 ºC, kolumny anali-
tycznej Eurospher RP-18 (5 µm, 250 x 4 mm), detektora spektrofotome-
trycznego UV Smartline PDA 2800 z matryc  diodow  DAD (zakres pracy 
lampy 190-1020 nm),detektora elektrochemicznego EC3000 (elektroda pra-
cuj ca: elektroda z w gla szklistego; elektroda odniesienia: Ag/AgCl; elek-
troda pomocnicza: Pt), komputerowych systemów 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, W gry). 
 
2.2. Materia y i odczynniki 
 (Materials and reagents) 
 

Przedmiotem bada  ca kowitego potencja u antyoksydacyjnego by y 
próbki miodów i zio omiodów z ró nego rodzaju ro lin, oraz próbki miodów 
pitnych. Próbki te zosta y zakupione w sklepach, a niektóre z nich bezpo-
rednio nabyto od pszczelarzy. Wykaz wszystkich próbek, jak i miejsca ich 

pochodzenia szczegó owo przedstawiono w tabeli 1. 
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Tabela 1. Wykaz miodów stosowanych w badaniach 
Table 1. List of tested honeys 
 

Nr pasieki 
(No apiary) 

Adres 
(Address) 

Rodzajmiodu 
(Type of honey) 

1 
Gospodarstwo Pasieczne 
�S decki Bartnik�, 33-331 Stró e, 
woj. Ma opolskie 

aloesowy, aroniowy, g ogowy, 
pokrzywowy, sosnowy,  
z propolisem, 
z py kiem 

2 
Pasieka Kazimierz Przestrzelski,  
18-400 om a, 
woj. Podlaskie 

akacjowy, lipowy, macierzan-
kowy, spadziowy, wielokwia-
towy, wierzbowy, wrzosowy 

3 
Pasieka W adys aw Jezior,  
21-200 Parczew,  
woj. Lubelskie 

akacjowy, gryczany, lipowy, 
mniszkowy, rzepakowy, wielo-
kwiatowy 

4 
Gospodarstwo Pasieczne �Kuszka�,  
Krzysztof Fujerski, 78-550 Czaplinek,  
woj. Zachodnio - Pomorskie 

akacjowy , gryczany,  
spadziowy 

5 
Pasieka �Pod D bami�, Józef Nied wiecki,  
14-500 Braniewo,  
woj. Warmi sko - Mazurskie 

lipowy, spadziowy,  
wielokwiatowy 

6 
Pasieka Helena Wernerowa,  
Seroczyn, 08-110 Siedlce,  
woj. Mazowieckie 

lipowy, wielokwiatowy 

7 
Pasieka �Namys owski Bartnik�, Antoni 
Teuerle, 57-315 Przeczów, 
woj. Dolno l skie 

akacjowy, gryczany,  
spadziowy 

8 
Pasieka �PH Bar �, W odzimierz Cyc,  
23-425 Biszcza,  
woj. Lubelskie 

lipowy, wielokwiatowy 

9 
Pasieka �Le ny Dar�  
Szymaniak Jerzy 
Chodów, 08-110 Siedlce,  
woj. Mazowieckie 

akacjowy, lipowy, gryczany 

10 
Spó dzielnia Pszczelarska �Apis�,  
20-471 Lublin,  
woj. Lubelskie 

� pó torak �Jadwiga� 
� dwójniak �Kurpiowski� 
� trójniak �Piastowski� 
� czwórniak �Korzenny� 

11 Costel S. Pietro Terme VIA. G.P. Piana, 
1450, W ochy wielokwiatowy 

 
 

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) elaza(II) i buforowany (pH 7,4) roztwór 
soli fizjologicznej w tabletkach (Sigma � Aldrich, Niemcy); diwodoroortofosfo-
ran sodu, wodoroortofosforan potasu, wodorotlenek sodu, brom, 3% wodny 
roztwór nadtlenek wodoru, wolframian sodowy, molibdenian sodowy, w glan 
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 uk adzie faz odwróco-

nych (RP�C18) stosuj c bufor fosforanowy (pH 6,6) jako faz  ruchom . Ob-
j to  dozowanej na kolumn  próbki wynosi a 20 µl, za  szybko  przep ywu 
fazy ruchomej 1 ml/min. Pomiary przeprowadzono w temperaturze 20°C.  
W pomiarach zastosowano dwa rodzaje detektorów: fotometryczny (d ugo  
fali 205 nm) i elektrochemiczny (zakres potencja u, E = 0 ÷ 1,2 V). 

G ównym etapem pomiaru CPA jest wygenerowanie rodnika hydrok-
sylowego, OH, w reakcji analogicznej do reakcji Fentona [25]. Krótki czas 
ycia rodnika hydroksylowego oraz jego du a reaktywno  nie pozwalaj  na 

jego bezpo rednie oznaczanie. Mo liwe jest natomiast uzyskanie bardziej 
stabilnego produktu reakcji tego rodnika z antyoksydantem (pu apka spino-
wa), a co za tym idzie jego po rednie oznaczanie. Gdy substratem reakcji 
jest kwas p-hydroksybenzoesowym wówczas jej produktem jest kwas  
3,4-dihydroksybenzoesowy. Reakcj  pHBA z rodnikiem hydroksylowym 
przeprowadza si  dwukrotnie, bez i po dodaniu badanej próbki do mieszani-
ny reakcyjnej. Miar  CPA jest zmniejszenie pola powierzchni piku kwasu 
3,4-DHBA pod wp ywem próbki.  

Reakcje prowadz ce do wygenerowania rodnika hydroksylowego oraz 
powstania kwasu 3,4-DHBA (reakcja podstawowa) przeprowadzono w uk a-
dzie pomiarowym sk adaj cym si  z 500 µl buforu fosforanowego, pH=7,4; 
100 µl 1 Mm pHBA; 100 µl 0,03% wody utlenionej; 100 µl wody destylowanej 
i 200 µl 2 mM siarczanu (V) elaza (II). W przypadku uk adu zawieraj cego 
badan  próbk , obj to  wody destylowanej zmniejszano odpowiednio tak, 
aby ich sumaryczna obj to  wynosi a 100 µl. Pomiar chromatograficzny 
dokonywano po 7 minutach od zmieszania wszystkich reagentów, przy czym 
jako ostatni dodawany by  siarczan elaza. Po tym czasie obserwowano 
niewielkie zmiany wysoko ci piku p-HBA. 

Pole powierzchni piku 3,4-DHBA jest proporcjonalne do jego st enia 
w badanej próbce, które bezpo rednio zale y od ilo ci wygenerowanych 
rodników hydroksylowych. Na rysunku 1 przedstawiono zale no  pomi dzy 
polem powierzchni 3,4-DHBA, a st eniem jonów elaza, u ytym do wyge-
nerowania rodników w reakcji Fentona. Powy ej 2 mM Fe2+ krzywa asymp-
totycznie zbli a a si  do maksimum. 

Krzywe kalibracyjne obu kwasów przedstawiono na rysunku2. Próg 
wykrywalno ci, DL, kwasu 3,4-DHBA wynosi 3·10-5 mM, kwasu p-HBA  
6·10-4 mM dla stosunku sygna /szum = 3, a zakres dynamiki liniowej od  
3·10-5 (6·10-4) 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. Zale no  pola powierzchni kwasu 3,4-DHBA od st enia Fe2+ u ytego do generowania 
rodników w reakcji Fentona (st enie wody utlenionej 0,03%, p-HBA 1 mM). Warunki 
chromatograficzne: kolumna Eurospher � C18 5 µm 250 x 4 mm (Knauer), temp 20ºC, 
szybko  przep ywu 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 Fe2+ used to 
the radicals generation in Fenton reaction (concentration of hydrogen peroxide - 0.03%, 
p-HBA - 1 mM). Chromatographic conditions: column � Eurospher C18 5 µm, 250 x  
4 mm I.D. (Knauer), temp. � 20ºC, flow rate � 1 ml/min, mobile phase � 100 mM pho-
sphate buffer (pH 6.6), UV detector � 205 nm. 

 

Rys. 2. Krzywe kalibracyjne kwasu p-HBA ( ) 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 zale no  zmiany pola powierzchni piku 
od st enia danego miodu. Zale no ci te maj  przebieg liniowy w ma ym 
zakresie st e  (0-1,5 mg/ml). Pozwala to na proste przeliczanie warto ci 
CPA badanych próbek w celu ich pó niejszego porównania. Zakres liniowy 
charakterystyczny jest dla wszystkich przeanalizowanych próbek. 
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Rys. 3. Wp yw st enia miodu (pasieka nr 3) na zmian  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 próbek 

miodów przeliczono na ekwiwalent kwasu galusowego (GAE = mg GA/g 
miodu). Obliczenia oparto o równanie krzywej wzorcowej wykonanej dla tego 
kwasu (rysunek 4). 

 

 
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 pomoc  detektora elektrochemicznego polega o 
na wykonaniu chromatogramu próbki miodu technik  HPLC w uk adzie faz 
odwróconych, z detekcj  elektrochemiczn  w dodatnim zakresie potencja-
ów, E(V) = 0 ÷ 1,2 V. Miar  CPAED by a sumaryczna powierzchnia pików 
powsta ych do 20 minuty trwania analizy. 

Do pomiaru ca kowitej zawarto ci polifenoli w miodzie wykorzystano 
zmodyfikowan  metod  z u yciem odczynnika Folina � Ciocalteua (FCR) 
[26]. Odczynnik ten utlenia polifenole zawarte w próbce tworz c równocze-
nie barwne tlenki wolframu (W8O23) i molibdenu (Mo8O23) powstaj ce z re-

dukcji kwasu fosfowolframowego (H3PW12O40) i kwasu fosfomolibdenowego 
(H3PMo12O40). W wyniku reakcji powstaje niebieskie zabarwienie tlenków, 
które wykazuje maksimum absorbcji przy d ugo ci fali 765 nm. Nat enie 
zabarwienia proporcjonalne jest do ca kowitej zawarto ci polifenoli w bada-
nej próbce. Zawarto  polifenoli (PC) w próbce odczytano z krzywej wzor-
cowej wykonanej dla kwasu galusowego (rysunek 5). Wynik oznaczenia 
podano jako ekwiwalent tego kwasu w przeliczeniu na 1 g produktu. 

Rys. 5. Krzywa wzorcowa kwasu galusowego wyznaczona przy d ugo ci fali 765 nm 
Fig. 5. Calibration curve of gallic acid determined at a wavelength of 765 nm 
 
3. Wyniki i dyskusja 

(Results and discussion) 
 

Zarówno wolne rodniki, RFT jak i antyoksydanty s  z jednej strony 
szkodliwymi, z drugiej nieodzownymi sk adnikami organizmów ywych. 
Rozwój nauki i technik analitycznych pozwala na coraz dok adniejsze ich 
oznaczanie, a tak e wyja nienie ich wp ywu na organizm cz owieka. Jak 
wiemy, zasadniczy wp yw na zdrowie ma sposób od ywiania si . Zawarte  
w pokarmach antyoksydanty pozwalaj  skuteczniej broni  si  przed szkodli-
wym dzia aniem wolnych rodników. W produktach pochodzenia pszczelego 
du  grup  zwi zków stanowi  polifenole i ich pochodne. Jak wskazuj  da-
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ne literaturowe [27], to w a nie ta grupa zwi zków w du ej mierze odpowie-
dzialna jest za ich w a ciwo ci antyoksydacyjne. Przedstawione w pracy wy-
niki bada  CPA umo liwi y wyznaczenie szeregu antyoksydacyjnego mio-
dów, zio omiodów oraz miodów pitnych pochodz cych z ró nych rejonów 
Polski. 

Miody mo na opisa  ró nymi parametrami. Mi dzy innymi, ró ne mio-
dy charakteryzuj  si  ró n  konsystencj . Miody atwiej si  zestalaj ce za-
wieraj  z regu y wi cej antyoksydantów, a mniej wody. Dlatego miody, lipo-
wy, spadziowy i akacjowy (rysunek 6), atwiej si  zestalaj ce charakteryzuj  
si  wy szym CPA. W jaki sposób stan skupienia wp ywa na w a ciwo ci an-
tyoksydacyjnych miodu nie jest jeszcze dok adnie wyja nione chocia  wielo-
krotnie potwierdzone [28]. 

 

Rys. 6. CPA miodów (pasieka nr 2) o st eniu 1 mg/ml. Wyniki przedstawiaj  rednie ± SD z 3 
niezale nych do wiadcze . 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 
as on figure 1. 
 
 
Warto ci CPA miodów pszczelich jak i pitnych (rysunek 6 i 7) zale  

g ównie od st enia polifenoli [27]. Okaza o si , e ze wszystkich zbadanych 
próbek najwi kszymi st eniami polifenoli charakteryzowa y si  miody pitne, 
pó torak i dwójniak. Oprócz miodów zawieraj  one szereg dodatków o sil-
nych w a ciwo ciach antyoksydacyjnych. Istnieje wyra na korelacja pomi -
dzy CPA, a zawarto ci  polifenoli w miodach pitnych (rysunek 8). 
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Rys. 7. CPA miodów pitnych o st eniu 1 mg/ml. Wyniki przedstawiaj  rednie ± SD  
z 3 niezale nych do wiadcze . Warunki chromatograficzne jak na rysunku 1. 

Fig. 7. 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. 

 
 

Rys. 8. Korelacja warto ci CPA i zawarto ci polifenoli w miodach pitnych. Badane miody pitne 
(wed ug wzrostu zawarto ci polifenoli): czwórniak, trójniak, dwójniak, pó torak 

Fig. 8. Correlation between CPA and concentration of polyphenols in meads. 
 
 

W a ciwo ci antyoksydacyjne miodów pitnych nie zale  bezpo red-
nio od ród a botanicznego ro liny (jak w przypadku miodu pszczelego), tyl-
ko od sposobu przygotowania brzeczki miodowej. Im wi kszy jest udzia  
miodu do wody w brzeczce, tym wi ksze s  warto ci CPA danego miodu 
pitnego. Zale no  pomi dzy CPA a obj to ciowym stosunkiem miodu do 
wody przedstawiono na rysunku 9. 
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Rys. 9. Zale no  CPA od stosunku obj to ciowego miodu do wody, u ytych w procesie fer-

mentacji. Badane miody pitne (wed ug wzrostu CPA): czwórniak, trójniak, dwójniak, pó -
torak. 

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

CPA oznaczono równie  w zio omiodach. Najwi ksz  zdolno ci  an-
tyoksydacyjn  charakteryzuje si  zio omiód pokrzywowy (rysunek 10), nato-
miast pomiar ca kowitej zawarto ci polifenoli (tabela 2) klasyfikuje go na 
ostatnim miejscu. Okazuje si , e polifenole nie wp ywaj  na warto ci CPA 
zio omiodów w sposób liniowy, tak jak w przypadku miodów i miodów pit-
nych, a CPA pochodz ce od nie-polifenoli ma du o wi kszy wp yw. 

 
 

Rys. 10. CPA zio omiodów o st eniu 1 mg/ml. Wyniki przedstawiaj  rednie ± SD z 3 nieza-
le nych do wiadcze . 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. Ca kowita zawarto  polifenoli w zio omiodach, w przeliczeniu na 
ekwiwalent kwasu galusowego (GA) w 1 g. Wyniki przedstawiaj  
rednie ± SD z 3 niezale nych do wiadcze . 

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 py kiem 0,43±0,04 

sosnowy 0,36±0,02 

aloesowy 0,33±0,03 

g ogowy 0,27±0,03 

aroniowy 0,25±0,02 

pokrzywowy 0,23±0,02 

 
 
Antyoksydanty oznacza  mo na elektrochemicznie (reakcja utlenia-

nia), a wi c równie  stosuj c detektor elektrochemiczny po ich chromatogra-
ficznym rozdziale. W pracy zaproponowano alternatywn  metod  pomiaru 
CPA � pomiar ca kowitego pola powierzchni wszystkich pików zarejestrowa-
nych na detektorze amperometrycznym (CPAED). W tym przypadku antyok-
sydanty nie s  utleniane wygenerowanym rodnikiem, jak w opisywanej do tej 
pory metodzie, a na powierzchni elektrody. Do bada  zastosowano elektro-
d  z w gla szklistego, dogodn  do pracy w rodowisku wodnym. Olbrzymi  
zalet  tej metody jest mo liwo  dokonywania pomiarów przy ró nych po-
tencja ach elektrody pracuj cej (rysunek 11). W pewnym sensie mo e to 
symulowa  oddzia ywanie badanych próbek z ró nymi rodnikami. Zwi zki 
daj ce piki przy niskich potencja ach s  silnymi antyoksydantami, przy wy-
sokich � s abymi. Pomiary przedstawione w pracy wykonywane by y w uk a-
dzie faz odwróconych. Retencja w tym przypadku jest wprost proporcjonalna 
do hydrofobowo ci próbki, która jest wprost proporcjonalna do jej pola  
powierzchni cz steczkowej, a odwrotnie proporcjonalna do polarno ci (okre-
lonej np. przez moment dipolowy lub sta  dysocjacji). Oznacz to, e  

CPAED, mo na odnie  do niskocz steczkowych, polarnych zwi zków, wy-
mywanych w obj to ci martwej kolumny oraz niepolarnych du ych zwi zków 
organicznych [29]. 

 



 P.M. Wantusiak, P. Piszcz, M. Skwarek, B.K. G ód  

Camera Separatoria  Vol. 3, No 2/2011 

310 

0 5 10 15 20

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

1,9

11,6

Sy
gn

al
 [n

A
]

czas [min]

0.0 V

0 5 10 15 20

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

2,1

3,6

11,7

15,7

Sy
gn

al
 [n

A
]

czas [min]

0.2 V

0 5 10 15 20

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

3,5 4,7

5,2

11,6
15,6

2,52,1

Sy
gn

al
 [n

A
]

czas [min]

0.4 V

. 0 5 10 15 20

0

1

2

3

4

2,5 3,5 4,7

5,2

8,5

11,4
13,1 14,9

Sy
gn

al
 [n

A
]

czas [min]

0.6 V

0 5 10 15 20
-1

0

1

2

3

4

2,2
3,8

5,2

8,5

11,3 13,1
15

Sy
gn

al
 [n

A
]

czas [min]

0.8 V

0 5 10 15 20

-1
0

1
2
3
4
5
6

7
8
9 2,1

5,2
8,5

11,1 13,1
14,9

1,9

3,8
4,6

Sy
gn

al
 [n

A
]

czas [min]

1.0 V

Rys. 11. Chromatogramy miodu gryczanego (pasieka nr 3) o st eniu 1 mg/ml. Wyniki przed-
stawiaj  rednie ± SD z 3 niezale nych do wiadcze . Warunki chromatograficzne:  
kolumna Eurospher � C18 5 µm, 250 x 4 mm (Knauer), temp. 20ºC. Faza ruchoma: 
100 mM bufor fosforanowy (pH 6.6), szybko  przep ywu 1 ml/min, detektor elektro-
chemiczny (E = 0,0 � 1,0 V vs Ag/AgCl). 

Fig. 11. HPLC chromatograms of the 1 mg/ml buckwheat honey. Chromatographic conditions: 
column � Eurospher C18 5 µm, 250x4 mm I.D. (Knauer), temp. � 20ºC, flow rate �  
1.0 ml/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/AgCl). 

 
 
Z porównania chromatogramów przedstawionych na rysunku 11 wyni-

ka, e ze wzrostem potencja u nast puje wzrost wysoko ci wszystkich pików 
chromatograficznych ale w ró nych stopniu i startuj c od ró nego potencja u. 

Wysoko  piku chromatograficznego proporcjonalna jest do st enia 
antyoksydantu, za  potencja  jego utleniania do mocy antyoksydacyjnej. Piki 
chromatograficzne daj ce sygna  przy czasie retencji 3,6, 11,7, 15,7 minuty, 
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pochodz  od silniejszych antyoksydantów, których st enie (jak mo na s -
dzi  po wysoko ci piku) jest ni sze, ani eli st enie antyoksydantów poja-
wiaj cych si  w dalszych potencja ach. Z kolei piki pojawiaj ce si  przy po-
tencjale 0,4 i 0,6 V (o czasie retencji 5,2 i 8,5 minuty) charakteryzuj  si  
s absz  moc  antyoksydacyjn , ale wyst puj  prawdopodobnie w wi kszym 
st eniu. 

Miar  ca kowitego potencja u antyoksydacyjnego jest sumaryczne po-
le powierzchni wszystkich zarejestrowanych pików. Jest to wielko  suma-
ryczna (w pewnym sensie u redniona) w stosunku do wszystkich pików za-
rejestrowanych na chromatogramie. Pozwala ona ledzi  CPA ró nych klas 
zwi zków, zarówno nisko- jaki wysokocz steczkowych (rys. 12). Czasy re-
tencji w pobli u obj to ci martwej kolumny do 5 minuty, prawdopodobnie 
odpowiadaj  retencji niskocz steczkowych zwi zków polarnych, najprawdo-
podobniej nieorganicznych. 

 

 
Rys. 12. Zale no  CPAED od potencja u dla miodu gryczanego (pasieka nr 3) o st eniu  

1 mg/ml. Warunki chromatograficzne jak na rysunku 11. 
Fig. 12. Dependence of CPAED on the potential, obtained for 1 mg/ml buckwheat honey from 

apiary No 1. Chromatographic conditions as on figure 11. 
 

Optymaln  warto ci  wybran  do oznacze  by  potencja  równy 0,8 V, 
poniewa  w wy szym potencjale nie zaobserwowano dodatkowych sygna-
ów elektrochemicznych (pochodz cych ewentualnie od s abszych antyok-
sydantów), a jedynie wzrost ca kowitego pola powierzchni. Dodatkowo w po-
tencjale powy ej 1,0 V dochodzi do rozk adu wody na elektrodzie w glowej, 
co uniemo liwia dok adny pomiar CPAED. 

CPAED zale ny jest od potencja u elektrody pracuj cej. Przy potencja-
ach z obszaru granicznego pr du dyfuzyjnego nale a oby oczekiwa  jego 
korelacji z oddzia ywaniem próbki z silnymi rodnikami, np. hydroksylowymi 
(porównaj rysunki 7 i 13).  
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Warto ci CPAED miodów pitnych (rysunek 13) s  du o mniejsze ani e-
li czystych miodów. Spowodowane to jest oczywi cie znacznym rozcie cze-
niem miodów pitnych. W przypadku CPA obserwuje si  raczej wy sz  jego 
warto  dla miodów pitnych (rysunek 7) ni  dla miodów nektarowych (rysu-
nek 6). W tym przypadku rozcie czenie miodów pitnych niwelowane jest 
powstawaniem etanolu w procesie fermentacji. Najni sze st enie alkoholu 
etylowego jest w czwórniaku (11%), za  najwy sze w pó toraku (16%). Na 
rysunku 14 przedstawiono korelacj  pomi dzy CPA, CPAED a procentow  
zawarto ci  etanolu. 

 

Rys. 13. CPAED miodów pitnych o st eniu 1 mg/ml. Wyniki przedstawiaj  rednie ± SD z 3 
niezale nych do wiadcze . Warunki chromatograficzne jak na rysunku 11. 

Fig. 13. TAPED 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. 

 

... 
Rys. 14. Korelacja mi dzy CPA, CPAEDi st eniem etanolu w miodach pitnych z rysunku 13. 
Fig. 14. Correlation between CPA, CPAED and concentration of ethanol, in meads from figure 13.  
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Jak sugeruj  dane literaturowe [14, 15] w a ciwo ci antyoksydacyjne zio-
omiodów równie  skorelowane s  z ich zabarwieniem. Zio omiody zielono- ó te 
(pokrzywowy, aloesowy), czerwone (aroniowy), powinny charakteryzowa  si  
wi ksz  zdolno ci  antyoksydacyjn  ani eli miody jasne. O ile takie za o enia 
potwierdzaj  badania CPA (rysunek 10), to pomiar CPAED kszta tuje szereg an-
tyoksydacyjny zio omiodów w innej kolejno ci (rysunek 15). Mo e to by  spo-
wodowane wyst powaniem zwi zków nieorganicznych daj cych sygna  elektro-
chemiczny lecz nie reaguj cych z rodnikiem hydroksylowym. 
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Rys. 15. CPAED zio omiodów o st eniu 1 mg/ml. Wyniki przedstawiaj  rednie ± SD z 3 nieza-
le nych do wiadcze . Warunki chromatograficzne jak na rysunku 11. 

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

 
Du a warto  CPAED zio omiodu z py kiem jest zwi zana z wyst powaniem 
piku chromatograficznego przy czasie retencji 3,3 minuty, który stanowi 
75,5% ca kowitego pola powierzchni. Prawdopodobnie pik ten nie pochodzi 
od jednego zwi zku, a jest wynikiem s abego rozdzia u chromatograficznego 
kilku ró nych zwi zków o podobnym czasie retencji (rysunek 16). 

W a ciwo ci antyoksydacyjne miodu w du ej mierze zale  od po o-
enia geograficznego, a co za tym idzie, tak e i od warunków klimatycznych, 

w których jest on wytwarzany przez pszczo y. 
Wy sze w a ciwo ci antyoksydacyjne miodu obserwowane s  w stre-

fach klimatu ciep ego. Warunki klimatyczne Polski nie stwarzaj  najlepszych 
warunków do produkcji miodu, poniewa  Polska le y w strefie klimatu umiar-
kowanego ch odnego. W ci gu roku znacznie wi cej jest dni zimnych ni  
ciep ych. Z kolei wi kszo  dni ciep ych jest pochmurnych lub deszczowych. 
Okres, na jaki przypada produkcja miodu przez pszczo y obejmuje miesi ce 
od kwietnia do pa dziernika. Na rysunku 17 przedstawiono warto  CPA 
miodów z ró nych rejonów kraju z zaznaczeniem rozk adu rednich tempe-
ratur od czerwca do sierpnia.  
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Rys. 16. Chromatogram miodu z py kiem o st eniu 1 mg/ml. Wyniki przedstawiaj  rednie 
±SD z 3 niezale nych do wiadcze . Warunki chromatograficzne jak na rysunku 11. 

Fig. 16. 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. 

 
 

 
Rys. 17. Mapa Polski z zaznaczonym rozk adem rednich temperatur od czerwca do sierpnia 

i warto ciami CPA miodów 
Fig. 17. Map of Poland with the average temperatures (June to August) and CPAs of ho-

neys 
 
Miody pochodz ce ze wschodniej cz ci Polski, gdzie temperatury na 

prze omie czerwca � sierpnia s  wi ksze ani eli temperatury na pó nocnej  
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i po udniowej cz ci Polski, charakteryzuj  si  wi kszymi warto ciami CPA, 
które dok adnie podano w tabeli 3. Zale no  t  doskonale wida  na przy-
k adzie miodu lipowego i spadziowego. W pracy przebadano równie  miód 
wielokwiatowy pochodz cy z po udniowej cz ci W och. Warto  jego ca -
kowitego potencja u antyoksydacyjnego jest wy sza (CPA = 13,1 GAE)  
w porównaniu do miodów polskich ( rednia warto  CPA dla miodu wielo-
kwiatowego to 11,2 GAE), co najprawdopodobniej uwarunkowane jest cie-
plejszym klimatem tamtego regionu.  
 
Tabela 3. CPA miodów o st eniu 1 mg/ml. Wyniki przedstawiaj  rednie ± 

SD z 3 niezale nych do wiadcze . Warunki chromatograficzne 
jak na rys. 1 

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

 
CPA [GAE] miód 

 
województwo 

gryczany spadziowy lipowy wielokwiatowy akacjowy 

Ma opolskie 7,8 6,9 6,5 4,6 3,9 
Podlaskie � 9,6 9,9 6,3 9,0 
Lubelskie 7,6 � 9,2 5,7 4,6 
Zach.-Pom. 3,6 8,4 � � 6,8 
War.-Maz. � 8,6 7,8 4,7 � 
Mazowieckie � � 10,7 9,1 � 
Dolno l skie 6,7 6,6 � � 5,8 
Lubelskie � � 6,4 7,1 � 
Mazowieckie 7,2 � 9,2 � 4,2 
W ochy � � � 13,1 � 

 
Poza wp ywem temperatury powietrza na warto  CPA rozpatrywa-

nych miodów, du y wk ad w te warto ci ma równie  bogata szata ro linna 
oraz uprzemys owienie danych regionów. Brak wyra nego rozwoju przemy-
s u w regionach województwa podlaskiego i mazowieckiego, a co za tym 
idzie, brak znacznego zanieczyszczenia powietrza oraz du e zró nicowanie 
gatunkowe ro lin tych regionów przek ada si  na wzrost warto ci CPA ba-
danych miodów. rednia warto  CPA miodów dla województwa podlaskie-
go wynosi 8,7, za  dla mazowieckiego 7,7 GAE. W regionach uprzemys o-
wionych warto  ta spada do 6,3 GAE (województwo dolno l skie). 
 
4. Wnioski 

(Conclusions) 
 

1. Pomiar CPAED umo liwia oznaczanie antyoksydantów o ró nej mocy  
z uwzgl dnieniem podzia u (w oparciu o czas retencji) na nisko- i wy-
sokocz steczkowe. 

2. Dla miodów pitnych znaleziono liniow  korelacj  pomi dzy CPA od-
niesionym do rodnika hydroksylowego i mierzonym na detektorze 
elektrochemicznym. 
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3. Istnieje korelacja pomi dzy CPA, a stanem skupienia i barw  miodu. 
Miody krystaliczne i ciemne charakteryzuj  si  wi kszymi warto ciami 
CPA ani eli miody jasne, p ynne. 

4. Warto ci CPA miodów i miodów pitnych w du ej mierze zale  od za-
warto ci w nich zwi zków polifenolowych. Zaobserwowano liniowy 
wzrost warto ci CPA wraz ze wzrostem zawarto ci polifenoli. 

5. W a ciwo ci antyoksydacyjne miodu pitnego uzale nione s  od sto-
sunku miodu do wody w brzeczce. Im wi kszy jest udzia  miodu do 
wody, tym wi ksze s  jego warto ci CPA. 

6. Ze wzrostem procentowej zawarto ci etanolu nast puje wzrost warto-
ci CPA miodów pitnych. 

7. Wi kszymi w a ciwo ciami antyoksydacyjnymi charakteryzuj  si  
miody pochodz ce zewschodnich regionów Polski. 
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