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Wiasciwosci antyoksydacyjne miodéw wyznaczone za pomoca HPLC-ED

Streszczenie: Celem pracy byfo wstepne zbadanie mozliwosci oznaczenia wtasciwosci przeciwutleniajgcych
miodéw oraz miodéw pitnych. Oznaczenie catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego (CPA) miodéw,
wykonano za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg elektrochemiczng. Miarg CPA
byto sumaryczne pole powierzchni wszystkich pikow zarejestrowanych podczas ich anodowego utleniania.
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Antioxidative properties of honeys determined using HPLC-ED assay

Abstract: The aim of the study was to investigate the possibility of determination of antioxidative properties
of honeys and meads. The total antioxidant potential (TAP), was performed using high performance liquid

chromatography with electrochemical detection. TAP measure was the total area of all peaks recorded
during their anodic oxidation.
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1. Wstep
(Introduction)

Natura wolnych rodnikéw i antyoksydantow oraz ich wptyw na organizm ludzki, od polowy XX wieku,
staty sie czestym tematem badanh. Potwierdzeniem tego zainteresowania byta nagroda Nobla przyznana w
1956 roku C. Hinshelwoodowi i N.N. Siemionowem za studia nad mechanizmem powstawania wolnych
rodnikéw. Obecnie uwaza sie, ze wolne rodniki petnig dwojaka role w organizmie, szczegdlnie te tlenowe,
mogg by¢ przyczyng wielu choréb a nawet obarcza sie je odpowiedzialnoscig za starzenie sie organizmu. Z
drugiej strony jednak biorg one udziat w wielu mechanizmach wewngtrzkomaorkowych, np. petnig funkcje
przekaznikow sygnatow [1].

Metabolizm tlenowy wyksztatcony w toku ewolucji pozwolit na duzo bardziej wydajne wykorzystanie
energii wigzan chemicznych, umozliwiajgc w ten sposéb powstanie nowych, bardziej skomplikowanych pod
wzgledem budowy organizmoéw. W trakcie oddychania tlenowego tlen czgsteczkowy powinien ulec catkowitej
redukcji do 2 czgsteczek wody, przytagczajgc 4 protony i 4 elektrony. Jednakze nie zawsze tak sie dzieje, a
skutkiem niepetnej redukcji tlenu sg RFT, powstajace w kolejnych etapach redukgji tlenu [2]. W procesie tym
wazng role petnig enzymy antyoksydacyjne (katalizatory tych przemian) takie jak dysmutaza ponadtlenkowa
(SOD) czy peroksydaza glutationowa (GS-Px) [1]. WR i RFT mogg by¢ generowane wewnatrz komorek,
najwazniejszym miejscem ich powstawania sg mitochondria (organelle komérkowe, w ktérych zachodzi
proces oddychania komoérkowego) badz powstawac pod wptywem czynnikdw zewnetrznych.

Zywe organizmy w toku ewolucji wyksztatcity mechanizmy bronigce przed szkodliwymi zmianami
wolnorodnikowymi. Zywno$é pochodzenia roslinnego jest bogatym zrédtlem zaréwno substancji odzywczych
jak i zwigzkow o witasciwosciach przeciwutleniajgcych. Réwniez popularne napoje takie jak: herbata, wino
czy kakao sg bardzo bogate w fenolowe fito-zwigzki [3]. Najwazniejsze znaczenie, jezeli chodzi o
antyoksydanty pochodzenia ro$linnego, majg zwigzki polifenolowe (kwasy fenolowe i pokazna grupa
flawonoidéw wraz z antocyjanami), witaminy: A, C, tokoferole, karotenoidy, kwasy organiczne oraz
biopierwiastki (np. wapn i selen) [4,5].

W literaturze opisane sg metody pozwalajgce na oznaczenie stezenia zaréwno wolnych rodnikow jak i
antyoksydantow [1,2,6-8]. Nie we wszystkich prébkach skfad antyoksydantéw jest znanych. Niektore z nich
wykazujg efekty synergiczne i/lub moga miedzy sobg reagowac¢. W miodzie charakterystyczne na przyktad
jest wspétdziatanie flawanoidow z a-tokoferolem, powodujgce wzrost mocy antyoksydacyjnej uktadu. Dlatego
czasami korzystne jest oznaczenia sumarycznego stezenia wszystkich antyoksydantow czy wszystkich
wolnych rodnikéw, ktéra pozwala oceni¢ moc uktadu antyoksydacyjnego oraz rozmiar stresu oksydacyjnego
[1,9,10].

Midd od zamierzchtych czasoéw byt uwazany za zrédto zdrowia. Juz uczestnicy starozytnych olimpiad
przed zawodami wzmacniali sie porcjg miodu, a przez diugie wieki byt on niezastgpionym srodkiem
wspomagajgcym gojenie ran. Réwniez w Polsce byt czesto stosowany. Jest naturalnym produktem
pszczelim. Podstawowymi jego surowcami sg nektary roslinne wystepujgce w miodnikach, czyli gruczotach
cukrowych ukrytych wewnatrz kwiatu oraz spadz. Spadz jest to substancja wydzielana przez mszyce i
czerwy, zawierajgca gtéwnie niestrawione cukry [11]. W miodach wykryto ponad 300 réznych substanc;ji [12].
Gtownymi ich sktadnikami sg monosacharydy, glukoza i fruktoza. Wszystkie weglowodany stanowig srednio
77% catego sktadu miodu.

Wosk pszczeli jest naturalnym ttuszczowcem wydzielanym przez gruczoty woskowe miodych pszczét
robotnic. Posta¢ pltynna zastyga na powierzchni ptytek chitynowych odwioka. Poczgtkowo jest to
przezroczysta tuseczka woskowa, ktéra wykorzystywana jest jako materiat do budowy plastréw. Barwa
plastréw z czasem ulega zmianie i uzalezniona jest to od jakosci surowca i sposobu jego przetworzenia.
Poczatkowo jest bialy, zmienia sie na Zzoity lub nawet ciemnobrgzowy ze wzrostem stezenia pytku
kwiatowego i propolisu (kitu pszczelego). W ulu wosk pszczeli nabiera szczegdélnej woni miodu (wyczuwalny
jest rowniez zapach kitu pszczelego). Skiada sie on z weglowodorow, alkoholi, wolnych kwaséw
(palmitynowy, mirycylowy, cerylowy, melisowy), estréw, polifenoli (mate stezenia) [13], itp. Wosk pszczel
stosowany byt juz w starozytnosci do otrzymywania odlewow. Stosowany tez byt do ochrony przed
szkodliwym dziataniem wody. W czasach sredniowiecznych wykorzystywany byt na przyktad do produkgc;ji
tukéw. Obecnie 60% produkcji wosku pszczelego wykorzystuje przemyst kosmetyczny i farmaceutyczny.

2. Czesé¢ eksperymentalna
(Experimental)

2.1. Aparatura
(Instrumentation)

W pracy uzyto zestaw wysokosprawnego chromatografu cieczowego (Knauer, Niemcy): butlae na
eluent, modut Smartline Manager 5000 zawierajacy degazer, pompa dwuttokowa Smartline 1000 (zakres
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przeptywu 0,001-50 ml/min), mieszadio magnetyczne, autosampler, lub dozownik o objetosci petli 20 ul,
kolumna COSMOSIL 5 pm, 4,6x150 mm, 5C18-MS-Il, detektor elektrochemiczny EC3000 (elektroda
pracujgca — elektroda z wegla szklistego, elektroda odniesienia - Ag/AgCI, elektroda pomocnicza - Pt),
detektor UV/VIS z matrycg diodowg (DAD) Smartline 2600, oprogramowanie do przetwarzania i obrobki
danych Clarity Chrom V 2.6 2007 oraz Eurochrom 2000, odbieralnik fazy ruchomej. Pomiary fotometryczne
wykonano na fotometrze Helios Epsilon (Thermo Spectronic, USA). pH mierzono na pH-metrze OP-208/1
(RADELKIS, Budapeszt, Wegry).

2.2. Odczynniki
(Reagents)

W badaniach stosowano kwas 4-hydroksybenzoesowy (p-HBA) i 3,4-dihydroksybenzoesowy (3,4-
DHBA), metanol czysty do HPLC, 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (DPPH) i siarczan(VI) zelaza(ll) (Sigma-Aldr
ich, St. Louis,USA), diwodoroortofosforan sodu, wodoroortofosforan potasu, brom, wolframian sodowy,
molibdenian sodowy, weglan sodowy bezw., 85% kwas orto-fosforowy, siarczan litu i 3% nadtlenek wodoru
(POCh, Gliwice, Polska) oraz wodorotlenek sodu (Chempur, Piekary Slaskie, Polska).

2.3. Materiat badawczy
(Samples)

Miody (lipowy, akacjowy, wielokwiatowy, gryczany oraz spadziowy) pochodzity z pasieki ,Pod
wigzami” (Siedlce, Polska). Do badanh byly rozcienczane w stosunku 1:10 (10 mg/ml) i przesaczane przez
nylonowy saczek.

Roztwory otrzymywano z wody trojkrotnie destylowanej z kwarcu. Roztwory miodow (0,1g/ml) byly
przesaczane przez sgczek nylonowy o grubosci 0,45 um.

2.4. Warunki pomiarowe
(Procedures)

Pomiary chromatograficzne przeprowadzono w ukfadzie faz odwréconych (RP-C18) stosujac bufor
fosforanowy (pH 6,6) jako faze ruchoma. W pomiarach zastosowano detektor elektrochemiczny w zakresie
potencjatu, E = 0 + 1,2 V. Czas trwania analizy wynosit 30 min.

Miarg CPA jest sumaryczna powierzchnia pikéw chromatograficznych obserwowanych w zakresie
anodowym elektrody pracujgcej. Pomiar wykonywano w ukladzie faz odwrdconych przy dodatnich
potencjatach elektrody w zakresie od 0V do 0,8V, a czas analizy wynosit 30 min. Jako faze ruchoma
zastosowano bufor fosforanowy o pH 6,6; nastrzyk probki miodu (1mg/ml) - 20 ul. Oznaczania wykonane
byly z wykorzystaniem detektora elekirochemicznego z elektrodg pracujgcg z wegla szklistego, elektrodg
odniesienia - Ag/AgCl i elektrodg pomocniczg - Pt.

3. Wyniki i dyskusja
(Results and discussion)

Antyoksydanty utleniane sg na powierzchni elektrody. Zmieniajgc napiecie mozna uzyska¢ informacje
tylko o mocnych badz sumie mocnych i stabych antyoksydantach zawartych w probce. Przy niskich
potencjatach reakcji ulegajg zwigzki o silnych wtasciwosciach redukujgcych, a przy wyzszych potencjatach
obserwujemy dziatanie zaréwno tych stabszych jak i silnych przeciwutleniaczy. Charakterystyczna dla
miodéw jest duze sumaryczne pole powierzchni pikéw przy wysokim potencjale. Swiadczy to o obecnosci
znacznych ilosci stabych przeciwutleniaczy, nie dajgcych sygnatow przy niskich potencjatach. CPA miodow
przy E= 0,8 V ilustruje Rys. 1.
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Rys. 1. CPA 1 mg/ml miodéw wyznaczone dla potencjatu elektrody pracujgcej 0,8 V. Warunki chromatograficzne:
kolumna - COSMOSIL 5 um, 4,6x150 mm, 5C18-MS-Il, faza ruchoma - bufor fosforanowy pH 6,6, szybkos$¢
przeptywu - 1 ml/min, detektor elektrochemiczny (elektroda odniesienia — Ag/AgCl).

Fig. 1. TAP values of 1 mg/ml honeys obtained at 0.8V. Experimental conditions: column - COSMOSIL 5 ym, 4,6x150
mm, 5C18-MS-Il, mobile phase — phosphate buffer pH 6.6, flow rate - 1 ml/min, amperometric detection
(reference electrode — Ag/AgCl).

Najwieksze CPA otrzymano dla mioddéw, gryczanego i spadziowego. Oba te miody majg
charakterystyczng ciemng barwe, co sugeruje wysokie stezenie polifenoli, np. flawonoidéw z ktérych
wiekszos$¢ zalicza sie do antyoksydantéw. Wartosci CPA uzyskane przy potencjale 0,2 V sugeruja, ze
najwieksze stezenia silnych antyoksydantéw wystepuje w miodzie gryczanym, najnizsze w akacjowym (Rys.
2). Ze zmiang potencjatu proporcjr te niewiele sie zmieniajg (Rys. 2). Mozna wiec stwierdzi¢, ze midd
gryczany zawierajg najwieksze stezenia zaréwno silnych jak i stabych antyoksydantéw.
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Rys. 2. CPA miodéw o stezeniu 1 mg/ml z pasieki ,,Pod wigzami” w funkcji potencjatu elektrody pracujgcej. Warunki

chromatograficzne jak na Rys. 1.
Fig. 2. Dependence of TAP values of 1 mg/ml honeys from apiary ,Pod wigzami” on the working electrode potential.

Experimental conditions as on Fig. 1.
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