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Jednym z naturalnych skiadnikow diety, wykazujacym dzialanie antyoksyda-
cyjne, jest miod pszczeli. Jest to produkt o uznanym dzialaniu dietetycznym lub
leczniczym, natomiast wiedza na temat aktywnosci antyoksydacyjnej miodow
pszczelich jest jeszcze niewielka. Podobnie jak w przypadku innych produktow
spozywezych, do oznaczania aktywnosci antyoksydacyjnej miodow mozna zasto-
sowac szereg metod badawczych. Najczesciej stosuje sie metody oparte o wias-
ciwosci redukcyjne antyoksydantow. W artykule dokonano przegladu metod sto-
sowanych do oznaczania wlasciwosci antyoksydacyjnych miodow pszczelich.

Hasta kluczowe: miod pszczeli, wtasciwosci antyoksydacyjne, FRAP, DPPH, ABTS,
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Ze wzgledu na coraz liczniej wystgpujace choroby cywilizacyjne, w ostatnich
czasach wzrosto zainteresowanie wlasciwosciami antyoksydacyjnymi produktow
spozywczych. Jednym z najbardziej wartosciowych skladnikéw diety jest miod
pszczeli — bogate zrédio naturalnych zwiazkéw biologicznie czynnych, ktorych
wlasciwosci profilaktyczne i lecznicze sg uwarunkowane m.in. przez aktywnosc¢
przeciwutleniajaca. Wtasciwosci takie posiadaja niektore enzymy, witaminy, kwa-
sy fenolowe wystgpujace w miodach — kwas kawowy, ferulowy, galusowy, elago-
wy, a takze flawonoidy. Na podstawie istniejacego stanu wiedzy mozna stwierdzié,
ze zwiazki fenolowe zawarte w miodach moga wzmacnia¢ naturalne mechanizmy
obrony przed szokiem tlenowym i chemicznym. W §wietle tych faktow zalecane jest
spozywanie miodu w zapobieganiu zachorowaniom na choroby sercowo-naczynio-
WE€ CZy NOWOtwory.

Miéd pszczeli zdobywa coraz wigksze zainteresowanie jako wazne zrédlo réz-
norodnych zwiazkéw aktywnych biologicznie. Zawarto$¢ tych zwiazkow zalezy od
wielu czynnikow: pochodzenia botanicznego miodu, czynnikdéw srodowiskowych
i klimatycznych, a takze przebiegu procesu pozyskiwania miodéw (1, 2, 3, 4).

Doniesienia naukowe na temat aktywnosci antyoksydacyjnej polskich miodow
pszczelich sa nieliczne i nie daja jednoznacznej odpowiedzi, od czego ona zalezy.
Jedna z przyczyn tego stanu rzeczy jest roznorodnos¢ metod stosowanych do ozna-
czania aktywnosci antyoksydacyjnej miodéw oraz brak ich standaryzacji. Celem
niniejszego opracowania byto zebranie i podsumowanie informacji na temat metod
stosowanych do oznaczania aktywnosci antyoksydacyjnej miodéw pszczelich.
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METODY

Aby oceni¢ aktywnos¢ przeciwutleniajacg produktéw spozywczych najczescie)
stosuje si¢ testy in vitro, w ktdrych wykorzystywana jest zdolnos¢ antyoksydantow
do dezaktywacji wolnych rodnikéw. Do oznaczania aktywnosci antyoksydacyjnej
(AA) stosuje si¢ dwie kategorie metod polegajacych na:

1. redukcji jonéw metali do jonéw o nizszym stopniu utlenienia przez badany
antyoksydant ( FRAP, CUPRAC);

2. zmiatanie wolnych, stabilnych rodnikow (ABTS*, DPPH) (5,6).

Metody te sa metodami uzupetniajacymi si¢. Metoda FRAP obejmuje najwigce;j
sktadnikow antyoksydacyjnych w probee, zas metoda DPPH tylko czes$¢ najbardziej
reaktywnych, metoda ABTS — wartosci posrednie (6). Do wyznaczania aktywnosci
antyoksydacyjnej miodow pszczelich mozna zastosowac wszystkie w/w metody.

Metoda FRAP

Zasada oznaczenia catkowitej aktywnosci oksydacyjnej ta metoda polega na
okresleniu zdolnosci redukcji jondw Fe** do jonow Fe?', ktore sa kompleksonowane
przez TPTZ (2,4,6-tris(2-pirydylo)-1,3,5-triazyn) z wytworzeniem intensywnego,
niebieskiego zabarwienia o maksimum absorbancji przy 593 nm. Zdolno$¢ antyok-
sydacyjng probki okresla si¢ przez poréwnanie zmian absorbancji AA z wartoscia
AA roztworu wzorcowego Fe*'. Jednostka FRAP okresla zdolnos¢ redukcji 1 mola
Fe** do Fe*.

Jest to metoda stosunkowo tania, szybka, reakcja jest mato zalezna od badane-
go materiatu, a otrzymywane wyniki powtarzalne (6). Metode FRAP stosowano do
oznaczania zdolnosci przeciwultleniajacej ptyndw ustrojowych, a takze komorek
i tkanek, po raz pierwszy zostala zastosowana do oznaczenia aktywnos$ci antyoksy-
dacyjnej osocza przez Benzie i wspolpr. (7), nastepnie zas zostata przystosowana do
oznaczania AA surowcow roslinnych (8).

Procedura przygotowania probek miodéw do oznaczania catkowitej aktywnosci
przeciwutleniajacej metoda FRAP jest stosunkowo prosta: do mieszaniny reak-
cyjnej otrzymanej przez zmieszanie buforu octanowego (pH 3,6), roztworu TPTZ
i FeCl; dodaje si¢ odpowiednio rozcienczong probke miodu (0,1 g/cm?), miesza,
mierzy absorbancj¢ (A,) przy dlugosci fali 539 nm. Nastgpnie, po czterominutowej
inkubacji w temp. 37°C, ponownie mierzy si¢ absorbancje (9). Wyznaczona war-
to$¢ AA probki jest wprost proporcjonalna do st¢zenia przeciwutleniacza. Zmiana
absorbancji AA jest przeliczana na jednostki FRAP poprzez poréwnanie z roztwo-
rem wzorcowym wg wzoru:

AA g3, PrObki / AAsg,,,, Wzorca x warto$¢ FRAP wzorca (1000 uM).

Metoda ABTS

Zasada oznaczania aktywnosci antyoksydacyjnej polega na okresleniu stopnia
zmiatania rodnikéw ABTS* wytworzonych uprzednio podczas reakcji chemicznych
(np. z ditlenkiem manganu, zwiazkiem ABAP oraz nadsiarczanem potasu). Wytwo-
rzone podczas reakcji rodniki majg barwe niebieskozielona, antyoksydanty, redu-
kujac kationorodnik, powodujg zanik barwy roztworu, przy czym spadek intensyw-
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no$ci zabarwienia zalezy od zawarto$ci przeciwutleniaczy w roztworze. Zmiatanie
rodnikéw $ledzi si¢ spektrofotometrycznie, najczesciej przy dtugosei fali 734 nm.
Zawartos¢ przeciwutleniaczy wyrazana jest zwykle jako ilo$¢ rownowaznikow Tro-
loksu na jednostke masy lub objetosci (TEAC) (5, 6).

Do oznaczania potencjalu antyoksydacyjnego miodéw uzywa si¢ tej metody
niezmiernie rzadko, poniewaz nie daje ona jednoznacznych wynikéw. W miodach
wystepuja rézne przeciwutleniacze: flawonoidy, fenolokwasy, terpeny, a takze wi-
taminy C i E oraz karotenoidy. Obecno$¢ tych ostatnich powoduje zafatszowywa-
nie wynikéw. Takze flawonoidy, ktére podczas reakcji daja produkty o silniejszych
wlasciwosciach antyoksydacyjnych niz zwigzki macierzyste, sa powodem uzyski-
wania zawyzonych wynikow (5, 9).

Metoda DPPH

Metoda wykorzystywang najczesciej do oznaczania aktywnos$ci przeciwutlenia-
jacej miodéw pszczelich jest metoda z uzyciem roztworu DPPH. Rodnik DPPH
w roztworze alkoholu ma barwg¢ purpurowa z maksimum absorbancji przy dtugosci
fali 515 nm. W czasie reakcji wychwytuje on elektrony od substancji antyultlenia-
jacej i przechodzi do stabo zabarwionego produktu, powodujac zmiang barwy mie-
szaniny reakcyjnej na z6ita. Zmiang te monitoruje si¢ spektrofotometrycznie. Miarag
aktywnos$ci antyoksydacyjnej jest wartos¢ parametru ICs, (EC,,), ktory okresla ste-
zenie antyoksydantu powodujace spadek poczatkowego stgzenia rodnika o 50%.
Zawartos$¢ przeciwutleniaczy w badanym produkcie mozna tez wyrazié jako ilo$¢
rownowaznikdéw substancji odniesienia (Randox, Trolox lub kwas askorbinowy) na
jednostke masy lub objetosci (5, 10, 11).

Procedura pomiaru aktywnos$ci antyuleniajacej miodow metoda DPPH jest sto-
sunkowo prosta — wodny roztwér miodu (0,025 mg/ml) miesza si¢ z roztworem
DPPH w metanolu — wg réznych autoréw o stgzeniu 90 ppm lub 0,1 mM. Prébke
inkubuje si¢ w temp. 25°C bez dostepu swiatta. Po uptywie 5 do 60 minut mierzy
si¢ absorbancj¢ przy dlugosci fali 517 nm wobec metanolu (lub mieszaniny wody
z metanolem 1:1, v:v) jako proby $lepej. Probka kontrolng jest mieszanina roztworu
DPPH z woda destylowana. Wyniki pomiaru sg podawane najczesciej jako ilos¢
rownowaznikéw substancji odniesienia lub jako stopien zmiatania (utamek zaniku
absorbancji) rodnika AA%:

AA% = [(Ag — A, )/Ag] x 100,

gdzie A, — absorbancja badanej probki, Ay — absorbancja proby kontrolnej (4, 12).
Metoda ta jest szybka i doktadna, a uzyskane wyniki odtwarzalne i poréwnywalne
z wynikami otrzymywanymi innymi metodami.

W licznych opracowaniach naukowych wykazano, ze aktywno$é przeciwul-
tleniajaca miodoéw jest wprost proporcjonalna do ogdlnej zawartosci polofenoli.
Bardzo czesto wige potencjat antyoksydacyjny wyraza si¢ jako catkowita zawar-
tos¢ polifenoli, oznaczana za pomoca metody z zastosowaniem odczynnika Fo-
lin-Ciocalteau. Metoda opiera si¢ na przeprowadzeniu reakcji barwnej pomigedzy
zwiazkami fenolowymi a odczynnikiem F-C oraz spektrofotometrycznym pomia-
rze natg¢zenia barwy przy dtugosci fali 670 nm. Wyniki pomiaru przedstawia sig
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jako ilo$¢ rownowaznikow substancji odniesienia (W przypadku miodow jest to
kwas gallusowy lub kwercetyna) (10, 11, 13). Jest to metoda szybka i prosta, ale
malo specyficzna.

WNIOSKI

Podobnie jak w przypadku innych produktéw spozywczych, do oznaczania ak-
tywnosci przeciwutleniajacej mioddéw pszczelich mozna zastosowac szereg metod,
trudno jednak wskaza¢, ktéra z nich jest najlepsza. Najczesciej oznacza si¢ catkowi-
ta ilo$¢ polifenoli lub aktywnos$¢ antyoksydacyjna metoda DPPH. Nalezy tu zwrécic
uwagg na fakt, iz nie ma standaryzacji uzyskiwanych wynikow, a stosowane warian-
ty metod oznaczania r6znig si¢ warunkami przeprowadzania analizy (czas inkubacji
probki, stezenie roztwordw) oraz sposobem prezentacji wynikow, co czgsto unie-
mozliwia przeprowadzanie analizy pordéwnawcze;j.

A. Wilczynska
METHODS APPLIED TO MEASURING OF ANTIOXIDANT ACTIVITY OF HONEY

Summary

Honey is natural food-stuff with antioxidant properties. Honey is well-known because of its dietic
and health activity, but there is just some information about its antioxidant activity. Similarly to other
food-stuffs, antioxidant power of honey is determined by using different techniques. The most common
techniques are based on reducing ability of antioxidants. In article a review of the methods applied to
evaluation of antioxidant activity of honey was made.
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