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Zmiany witasciwosci antyoksydacyjnych miodéw podczas ich fermentacji

Streszczenie: Celem pracy byto zbadanie czy proces fermentacji (na réznych jego etapach) miodu wptywa na jego
wtasciwosci antyoksydacyjne. Ponadto zbadano wptyw réznych dodatkéw (moszczy owocowych i ziét) na nie. Aby méc
przedyskutowac¢ mechanizm tych zmian pomiary odniesiono do rodnikow réznej mocy (hydroksylowych i DPPH), a takze
do pomiaréw amperometrycznych (w uktadzie przeptywowym, HPLC). Wyniki te skorelowane zostaty m.in. z catkowitg
zawartoScig polifenoli. Aby przedyskutowac korelacje otrzymane réznymi technikami zbadano dodatkowo stezenie
etanolu i cukréw w badanych prébkach.

Stowa kluczowe: antyoksydanty, catkowity potencjat antyoksydacyjny, miody, HPLC

Changes in antioxidative properties of honeys during their fermentation

Abstract: The aim of the paper was to investigate whether the fermentation process (at its various stages) affects
honey’s antioxidant properties. The effect of various additives (herbs and fruit musts) on them has been also examined.
The measurements were performed with reference to various radicals (DPPH and hydroxyl radicals) as well as to
amperometric measurements in a flow system (HPLC). This allows a better understanding of the mechanism of the
antioxidant interactions. The obtained results were correlated with the concentration of ethanol and sugars and total
polyphenol content in the sample.
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1. Wstep
(Introduction)

Wolne rodniki i antyoksydanty sg bardzo istotne z punktu widzenia zdrowia i diugowiecznosci
wszystkich organizmow zywych. W zalezno$ci od stezenia, miejsca wystepowania i okolicznosci majg
wiasciwosci pro- lub anty- zdrowotne. Wolne rodniki reagujg z wieloma biologicznie czynnymi zwigzkami,
takimi jak ttuszcze (uszkadzajgc btony mitochondrialne i komérkowe), kwasy nukleinowe (powodujgc raka i
choroby neurodegeneracyjne), czy biatka (dezaktywujgc enzymy). Przyczynia sie to do apoptozy komérek, a
w konsekwencji wielu stanéw chorobowych i $mierci catych organizmoéw. Z drugiej strony wolne rodniki sg
etapami posrednimi wiekszosci reakcji foto-, radio-, bio- czy elektrochemicznych. Ponadto przez komorki
fagocytujgce wykorzystywane sg do zwalczania infekcji. Antyoksydanty z jednej strony usuwajg wolne
rodniki, z drugiej same moga sie przeksztatca¢ w wolne rodniki lub przyczynia¢ sie do ich wytwarzania np. w
reakcji Fentona [1, 2].

Powszechnie uwaza sig, ze niedobory endogennych antyoksydantéw powinny by¢ uzupetniane
suplementami diety. Stad istnieje potrzeba ich oznaczania. Okazato sie, ze czesto wiecej informacji
dostarcza sumaryczna wielkos¢ — catkowity potencjat antyoksydacyjny (CPA) bedgca sumg mocy
antyoksydacyjnej wszystkich antyoksydantéw w probce [1].
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Miéd pszczeli jest naturalnym produktem spozywczym, ktory poza wtasciwosciami odzywczymi
posiada rowniez wtasciwosci antybakteryjne i antyoksydacyjne. Zawiera antyoksydanty zaréwno
enzymatyczne jak i niskoczgsteczkowe. Najwazniejszym antyoksydantem enzymatycznym w miodzie sg
katalaza i peroksydaza glutationowa [1, 3], rozktadajgce nadtlenek wodoru powstaty w wyniku reakc;ji
oksydazy glukozy z woda. Do przeciwutleniaczy nieenzymatycznych zawartych w miodzie zalicza sie kwas
askorbinowy, a-tokoferol, zwigzki polifenolowe, w szczegdlnosci flawonoidy (kampferol, luteolina,
kwercetyna, apigenina, trycetin, hespertyna, galangina, mircetyna, chryzynana), kwasy fenolowe (galusowy,
cynamonowy, benzoesowy, kofeinowy) oraz wolne aminokwasy [1, 4-7].

Midéd pitny powstaje w wyniku fermentacji etanolowej brzeczki miodu pszczelego. Historia
miodosytnictwa w Polsce siega czaséw przed-chrzescijanskich, natomiast sycenie na skale przemystowg
szacuje sie na XIV wiek [8]. Miody pitne sg napojami, ktére przygotowuje sie w stosunkowo prosty sposéb,
sporzadzenie brzeczki miodowej mozna wykonywaé w dwojaki sposoéb: poprzez sycenie lub
przygotowywanie na zimno [9]. Aby miody pitne byly gotowe do spozycia muszg przej$¢ diugotrwaty proces
dojrzewania oraz fermentacje alkoholowa, czyli proces beztlenowego rozktadu cukrow na alkohol etylowy i
dwutlenek wegla przy jednoczesnym wydzielaniu ciepta. Przebieg fermentacji uzalezniony jest przede
wszystkim od ilosci cukrow, temperatury oraz ilosci matki drozdzowej.

2. Czesc¢ eksperymentalna
(Experimental part)

W badaniach CPA mioddéw uzyto nastepujgcych odczynnikdw chemicznych: DPPH (2,2-difenylo-1-
pikrylohydrazyl), metanol (99,9% HPLC grade), kwas 4-hydroksybenzoesowy (p-HBA) i 3,4-
dihydroksybenzoesowy (3,4-DHBA) i siarczan(VI) zelaza(ll) — Sigma - Aldrich, Steinheim, Niemcy; woda
trojkrotnie destylowana (otrzymana w laboratorium z wykorzystaniem aparatu kwarcowego wody, Heraeus
Quarzglas, Destamat, Niemcy), 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 kwas cytrynowy, wodorotlenek sodu (Chempur, Piekary Slgskie,
Polska).

Korzystano réwniez z nastepujgcej aparatury: wysokosprawny chromatograf cieczowy (HPLC) firmy
Knauer (Berlin, Niemcy) (sktadajacy sie z: interfejsu Smartline Manager 5000 z wbudowanym degazerem,
dwuttokowej pompy Smartline 1000 o przeptywie fazy ruchomej w granicach 0,001 — 50 ml/min, kolumny
analitycznej - COSMOSIL 5C1s-AR-Il Waters (4,6 x 150mm, 5um), autosamplera Smartline 3800, detektora
Smartline PDA 2800 z matrycg diodowg DAD (zakres pracy lampy 190-1020 nm), termostatu kolumn
Smartline 4000 z zakresem temperatur 5 + 85°C, komputera z oprogramowaniem do rejestracji i obrobki
danych ClarityChrom).

Pomiary spektrofotometryczne wykonano na spektrofotometrze firmy Thermo Spectronic, model:
Helios Epsilon (USA). Korzystano takze z wiréwki laboratoryjnej Centrfuge MPW - 251 (MPW Med.
Instruments, Polska), wagi analitycznej (RADWAG, WAA 100/C/1, Radom, Polska) o doktadnosci 10 g,
wagi analitycznej (Sartorius, Werke GmbH, Goéttingen, Niemcy) o doktadnosci 10 g, a takze tazni
ultradzwiekowej (Sonorex RK 250H, Bandelin, Niemcy).

Przedmiot badan wiasciwosci antyoksydacyjnych stanowity prébki jedenastu miodéw pitnych: czterech
owocowych (midd lipowy z dodatkiem czarnej jagody, maliny, aronii lub boréwki amerykanskiej), dwdch
ziolomioddéw (midd lipowy z dodatkiem melisy lub bzu czarnego) oraz pieciu miodéw gatunkowych (lipowy,
spadziowy, akacjowy, gryczany i wielokwiatowy). Miody pitne zostaty sporzgdzone weditug przepisu
przygotowywania tréjniaka, tzn. na jedng czes¢ miodu przypadajg dwie czesci wody. Wszystkie jedenascie
miodow przygotowano w objetosci 1 L (0,33 L miodu i 0,66 L wody), przy czym do produkcji miodéw pitnych
owocowych i ziotomiodu czes$¢ wody zastgpiono moszczem owocowym i wywarem ziotowym o objetosci 140
ml/L. Miody owocowe i ziotomidd zostaty sporzgdzone na bazie miodu lipowego pochodzgcego z jednej
pasieki, miato to na celu zbadanie wplywu dodatku réznych gatunkéw moszczy na wiasciwosci
przeciwutleniajgce. Miody gatunkowe przygotowano z réznych rodzajow mioddw nektarowych i
spadziowego. Po przygotowaniu brzeczek miodowych rozpoczeto powolne sycenie miodéw, zagotowujgc
roztwor i utrzymujac proces wrzenia przez okoto 60 — 80 minut zbierajgc jednoczesnie pojawiajgca sie na
powierzchni piane. Gdy etap sycenia dobiegt konca, brzeczki przeniesiono do balonéw fermentacyjnych, do
kazdego dodano matke drozdzowg, okoto 4 g kwasu cytrynowego i 0,5 g fosforanu diamonowego. Dzien
sycenia uznano za poczgtek wytwarzania miodu. Pobrano pierwszg probke. Catosé zamknieto rurkg
destylacyjna, do ktérej wlano tyzke stotowg wody i odstawiono w temperaturze pokojowej (ok. 20 - 23°C). Po
szesciu dniach zaobserwowano, ze proces fermentacji przebiega bardzo wolno, w zwigzku z tym dodano
niewielkg ilos¢ drozdzy piekarskich uprzednio pobierajgc kolejne probki. Po tej czynnosci zauwazono
wzmozong i burzliwg fermentacje. Prébki pobierano na réznych etapach produkcji: w dniu ,zerowym”, 6, 13,
20, 27, 34, 41, 57, 69, 851 120. W 41 dniu zebrano i pozostawiono do dalszych badan osady, z czego wiecej
osadéw wytrgcito sie w miodach owocowych.
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2.1. Oznaczanie CPA®"
(Determination of TAPCH)

Oznaczanie catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego w odniesieniu do rodnika hydroksylowego
polega na wygenerowaniu rodnika w reakcji Fentona. Bezposrednie oznaczenie rodnika OH® jest
niemozliwe, ze wzgledu na jego bardzo duzg reaktywnos¢, krétki czas zycia oraz brak charakterystycznego
dla niego fatwomierzalnego parametru fizykochemicznego. W celu jego oznaczenia wykorzystuje sie tzw.
putapki spinowe. W pracy zastosowano kwas p-—hydroksybenzoesowy (pHBA), ktory reagujgc rodnikiem
hydroksylowym wytwarza kwas 3,4—dihydroksybenzoesowy. Pomiar wykonuje sie dwukrotnie, bez i z
dodatkiem miodu.

Rodniki generowane byty w 100 mM buforze fosforanowym o pH 7,4 zawierajgcym 1 mM kwas p-
hydroksybenzoesowy, 0,3 % nadtlenku wodoru i 2 mM siarczanu zelaza (IlI). Pomiar byt wykonywany po 7
minutach od momentu dodania soli zelaza, zapoczatkowujgcej reakcje Fentona [10].

Kwas 3,4DHBA oznaczany byt chromatograficznie w uktadzie faz odwréconych. Jako faze ruchomg
zastosowano bufor fosforanowy o pH 6,6. Probke o objetosci 20 ul wprowadzano na kolumne za pomoca
dozownika petlicowego, szybkos$¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 1 ml/min, a temperatura kolumny 20°C.
Chromatogramy rejestrowano na detektorze fotometrycznym przy diugosci fali 205 nm. Miarg CPA byta
réznica powierzchni pol pikéw kwasu 3,4DHBA przed i po dodaniu miodu [10].

2.2.  Oznaczenie CPAMPLCED
(Determination of TAPHPLC/ED)

Sktadniki miodéw mozna rozdziela¢ chromatograficznie. Monitorowac je mozna amperometrycznie w
anodowym zakresie potencjatow. Woéwczas, na chromatogramie obserwujemy w zasadzie tylko reduktory
(antyoksydanty). Miarg witasciwosci antyoksydacyjnych prébki bylo w tym przypadku sumaryczne pole
powierzchni wszystkich pikow otrzymanych na chromatogramie [11]. Pomiary przeprowadzano przy roznych
potencjatach w zakresie E = 0,2 + 1,0 V, w ukladzie trojelektrodowym (elektroda pracujagca z wegla
szklistego, elektroda odniesienia - Ag/AgCl, elektroda pomocnicza - Pt). w odwréconym ukfadzie faz (RP —
18). We wszystkich przypadkach dochodzito do utleniania probki (dodatnie piki chromatograficzne). Faze
ruchomg stanowit bufor fosforanowy o pH 6,6 i metanol w stosunku 97 : 3 (obj./obj.). Czas trwania analizy
ustalono na 30 minut, co umozliwito zaobserwowanie wszystkich potencjalnych pikow.

2.3. Oznaczanie CPA metoda DPPH
(Determination of TAP using DPPH assay)

Wiasciwosci antyoksydacyjne miodéw pitnych w odniesieniu do rodnika DPPHe (2,2-difenylo-1-
pikrylohydrazyl) oznaczano mierzgc spadek absorpcji spowodowany jego redukcjg przez zawarte w miodach
antyoksydanty (polifenole, peptydy, produkty reakcji Maillarda) (Rys. 1). DPPH-« jest syntetycznym rodnikiem
azowym. Moze on ulega¢ zaréwno redukcji (przytgczanie elektronu i/lub wodoru) jak i utlenianiu. Rodnik
DPPH w roztworze alkoholu przybiera barwe purpurowg przy maksimum absorbancji A=517 nm, a w czasie
redukcji jego barwa przechodzi w jasno z6itg [12].

Pomiar aktywnos$ci przeciwutleniajgcej za pomocg DPPH+ wykonano metodg spektrofotometryczng.
Prébke miodu pitnego o objetosci 20 pl zmieszano z 980 pl metanolu i 1000 pyl 0,1 mM metanolowego
roztworu DPPHe. Absorbancje mierzono 20-krotnie przez 10 minut w odstepach poétminutowych przy
diugoéci fali A = 517 nm wobec metanolu jako odnosnika. Jako probe kontrolng zastosowano mieszanine
roztworu rodnika w metanolu. Wyniki pomiarowe podawane sg najczesciej jako stopien zmiatania rodnika
AA [%] i obliczane wedtug réwnania:

AA% =[ (As- Aa)/ Ag] x 100
Gdzie Ax 0znacza absorbancje badanej probki, a Ag préby slepe;.
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Rys. 1. Zmiana absorbancji w metodzie DPPH.
Fig. 1. Change of absorbance in DPPH assay.

Czas wykonywania pomiaru ustalono doswiadczalnie na 10 minut. Wykonano dwie serie pomiarowe
dla przypuszczalnie najsilniejszego i najstabszego miodu pitnego, melisowego i akacjowego (Rys. 1).
Zbadano szybkos¢ zmiany barwy rodnika DPPH z dodatkiem tychze miodéw mierzac czas zmiany barwy z
purpurowej na zottg. W przypadku miodu melisowego zmiana ta zachodzita dosy¢ szybko. Juz w 7 minucie
obserwowano jasno fioletowe zabarwienie roztworu rodnika co $wiadczy, ze antyoksydanty zawarte w
miodzie melisowym spetniajg swoje zadanie. Po uptywie 10 minut obserwowano zatrzymanie sie reakciji i
catkowity zanik barwy rodnika DPPH. Natomiast reakcja z dodatkiem miodu akacjowego przebiegata
znacznie wolniej i nawet po 40 minutach od rozpoczecia doswiadczenia zabarwienie pochodzace od rodnika
DPPH byto wcigz intensywne. Pomiary wykonywano po 10 minutach reakcji.

2.4. Oznaczanie catkowitego stezenia polifenoli
(Determination of total polyphenols concentration)

Catkowitg zawarto$¢ polifenoli oznaczano metodg kolorymetryczng z wykorzystaniem odczynnika
Folina-Ciocialteu (FC) [13]. Polifenole redukujg FCR zmieniajgc jego barwe na niebieskg (maksimum
absorpcji przy 765 nm). Barwa ta pochodzi od produktéw redukcji gtdwnych sktadnikow FCR, kwaséw
fosfowolframowego i fosfomolibdenowego. Intensywnos¢ zabarwienia jest wprost proporcjonalna do
catkowitej zawartosci polifenoli w badanej prébce.

Do kolbki o pojemnosci 10 ml odmierzono 1 ml probki o stezeniu 10 mg/ml, nastepnie dodano 1 ml
roztworu Folina-Ciocialteu. Cato$¢ pozostawiono na 3 minuty. Nastepnie dodano 4 ml 20% roztworu
weglanu sodu (Naz2COs) i uzupetniono wodg destylowang do kreski. Zawartos¢ kolbki doktadnie wymieszano
i pozostawiono w ciemnym miejscu na 30 minut w celu ustabilizowania sie reakcji. Po 30 minutach
zmierzono wartos¢ absorbancji przy 765 nm, wzgledem préb Slepych w ktérych midd zastgpiono wodg
destylowana.

2.5. Oznaczenie stezenia alkoholu etylowego
(Determination of total ethanol concentration)

Alkohol etylowy oznaczano metodg piknometrycznego pomiaru gestosci destylatu wedtug PN-90 A-
79120/04 [14]. Istota metody polega na oddestylowaniu alkoholu etylowego z miodu pithnego, oznaczeniu
gestosci otrzymanego destylatu i na podstawie tablic odczytaniu stezenia etanolu.

Czysty i suchy piknometr doktadnie najpierw wyptukano wodg destylowana, a nastepnie alkoholem
rektyfikowanym i pozostawiono do wyschniecia. Piknometr wraz z korkiem zwazono trzykrotnie, usredniono
masy nie réznigce sie od siebie o wiecej niz +0,0002 g. Nastepnie piknometr napetniono wodg destylowang i
wstawiono do termostatu o temperaturze 20°C na 30 min. Po uptywie 30 minut zwazono piknometr wraz z
jego zawartoscig, i usredniono wyniki trzech pomiaréw. Za pomocg pipety do piknometru wprowadzono 50
ml miodu pitnego, zawarto$¢ piknometru przeniesiono ilosciowo do kolby destylacyjnej, poptukujgc go 2-3
krotnie wodg destylowang (tgcznie 30 - 40 ml). Nastepnie roztwér miodu zalkalizowano 1 M roztworem
wodorotlenku sodu wobec papierka wskaznikowego. Destylacje powadzono w temperaturze wrzenia
roztworu do momentu uzyskania okoto 45 ml destylatu (jako odbieralnik zastosowano piknometr). Piknometr
zamknieto korkiem, zwazono trzykrotnie, usredniono wyniki nie réznigce sie o £0,0002 g. Gesto$¢ destylatu
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obliczono ze wzoru przedstawionego ponizej. Moc miodu odczytano na podstawie tabel dotgczonych do

normy [14]. b _p
1~ 4o

'PZ_ PU

20 —
dZU -

gdzie Po - masa pustego piknometru, P1 - masa piknometru z destylatem w temperaturze 20°C, P2 - masa
piknometru z wodg destylowang w temperaturze 20°C.

2.6. Oznaczanie zawartosci cukrow metoda refraktometrycznag
(Determination of the sugar content by refractometric method)

Oznaczenie zawartosci cukrow wykonano metodg refraktometryczng wedtug PN-A-74252:1998 [15].
Refraktometr skalibrowano wobec wody destylowanej uzytej jako wzorzec. Za wynik koncowy przyjeto
Srednig arytmetyczng z co najmniej dwoch pomiardw nie réznigcych sie od siebie nie wiecej niz 0,2 % (m/m).
Oznaczenie wykonano dla prébek z poczgtkowego i korncowego etapu produkciji.

2.7.  Wplyw reakcji ubocznych na catkowity potencjat antyoksydacyjny
(The influence of side reactions on the total antioxidant potential)

CPA jest rowny sumie iloczynow ze stezen wszystkich antyoksydantéw, zaréwno tych stabych (etanol,
glukoza) jak i mocnych (polifenole). W trakcie pracy okazato sie jednak, ze CPA, w odniesieniu do rodnikow
hydroksylowych, miodéw pitnych nie jest wielkoscig addytywna. Jednym z mozliwych wyjasnien tego efektu
jest przyjecie zatozenia, ze niektoére zwigzki (w szczegolnosci dotyczy to wystepujgcych w duzym stezeniu
cukrow i etanolu) mogg wytwarzac¢ silne rodniki zakidcajgce pomiar. Dlatego tez zbadano mozliwos¢
powstawania 3,4DHBA z p-HBA (chromatograficznie) pod wptywem produktéw utleniania glukozy i etanolu.
Utleniaczem w tym przypadku byty jony Fe(lll).

3. Wyniki i dyskusja
(Results and discussion)

3.1. CPA°" miodéw pitnych
(TAP®H of meads)

Mechanizm pomiaru CPASH przedstawiony zostat na Rys. 2. Polega on na wykonaniu
chromatograméw produktéw reakcji Fentona bez i z dodatkiem probki. W wyniku reakcji kwasu pHBA z
rodnikami hydroksylowymi wygenerowanymi w reakcji Fentona powstaje kwas 3,4DHBA. Po dodaniu prébki
do mieszaniny reakcyjnej probki, pole powierzchni piku kwasu 3,4DHBA ulega zmniejszeniu. R6znica pol
powierzchni kwasu 3,4DHBA powstatego w reakcji podstawowej i reakcji z probkg jest miarg catkowitego
potencjatu antyoksydacyjnego, CPA [10].

Wartosci CPACH badanych miodéw pitnych zostaty przedstawione na wykresach na Rys. 3. Okazato
sie, ze wartosci CPA dla poszczegdlnych gatunkéw miodéw pitnych na réznych etapach produkcji ulegaty
zmianom. Z wykreséw na Rys. 3 mozemy wnioskowaé, ze w probkach pieciu miodéw (gryczanego,
akacjowego, lipowego z dodatkiem soku z boréwki amerykanhskiej, czarnego bzu, maliny) w dniu
sporzadzenia i pobrania probek wartosé CPA jest wyzsza niz w dniu szdstym, czy tez jak w przypadku miodu
akacjowego, aroniowego, z bzu czarnego wartos¢ ta jest wyzsza nawet w dniu trzynastym. Spowodowane to
moze by¢ procesem sycenia miodow, a takze dodatkiem swiezych sokdw owocowych, ktére znacznie réznig
sie od siebie sktadem i w ktérych zawartos¢ witaminy C, cukréw i zwigzkéw polifenolowych jest stosunkowo
wysoka. Kolejnym mozliwym czynnikiem tak wysokich wartosci CPA etapu poczgtkowego produkcji moga
by¢ reakcje chemiczne zachodzgce podczas procesu sycenia, chodzi giéwnie o reakcje rozpadu biatek i
cukréw pod wpltywem podwyzszonej temperatury.
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Rys. 2.
0 pH 6,6; szybkos¢ przeptywu 1 ml/min, detektor UV 205 nm.
Fig. 2.
150 mm, 5C18-MS-Il (Waters);
ml/min, UV detection — 205 nm.
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Chromatogram, wyjasniajgcy mechanizm pomiaru CPA, 1 mM kwasu pHBA i 3,4DHBA (przed i po dodaniu

probki) otrzymanego w wyniku reakcji kwasu pHBA z rodnikami hydroksylowymi. Warunki chromatograficzne:
kolumna COSMOSIL 5 ym, 4,6 x 150 mm, 5C18-MS-Il (Waters), temp. 20°C. Faza ruchoma: bufor fosforanowy

HPLC chromatogram of pHBA and 3,4DHBA acids. Experimental conditions: column — COSMOSIL 5 ym, 4,6 x
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Rys. 3. CPAC" mioddéw pitnych. Warunki chromatograficzne jak na Rys. 2.
Fig. 3. TAP®H of meads. Chromatographic conditions the same as on Fig. 2.
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Rys. 4. CPACH miodéw owocowych, A, i gatunkowych, B. Warunki chromatograficzne jak na Rys. 2.
Fig. 4. TAP®H of honeys: fruit, A and quality, B. Chromatographic conditions the same as on Fig. 2.
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W roztworze miodu zachodzg reakcje enzymatyczne. Ich szybkos¢ wzrasta z temperaturg do
osiggniecia maksimum. Po jego przekroczeniu aktywnos¢ enzymow zaczyna stabng¢ w wyniku denaturacji
biatek. Od ,zerowego’ do pigtego dnia fermentacji obserwowano bardzo powolng fermentacje lub w
niektoérych przypadkach jej brak. W széstym dniu dodano drozdze piekarskie. Po tym procesie pobrano
prébki. W széstym dniu wartos¢ CPA miodéw (gtéwnie owocowych) ulegta spadkowi, co moze by¢
przyczyng dodania drozdzy. W kolejnych dniach po dodaniu drozdzy warto$s¢ CPA sukcesywnie wzrastata, w
niektoérych przypadkach np. miodzie akacjowym, aroniowym wartos¢ CPA rosta i malata skokowo. Za
wielkosci potencjatu antyoksydacyjnego w dalszych etapach fermentacji (tj. po 6 dniu) odpowiedzialne sg
przede wszystkim warunki w jakich miody dojrzewaty. W czterdziestym pierwszym dniu zaobserwowano
znaczny spadek CPA miodu gryczanego i jagodowego. Spowodowane jest to prawdopodobnie dekantacjg i
zebraniem osadoéw wytrgcajgcych sie podczas procesu dojrzewania. Najwazniejszym czynnikiem
wptywajgcym na przebieg krzywych i warto§¢ CPA w dalszych etapach produkcji ma wzrost stezenia
wytwarzanego alkoholu, a tym samym spadek stezenia cukrow podczas fermentaciji.

BHPoczatkowy etap BKoncowy etap

Rys. 5. CPA®H poszczegdinych mioddw na poczatkowym i koncowy etapie wytwarzania.
Fig. 5. TAP®H of honeys at the initial and final stages of production.

Z Rys. 3 wynika, ze poszczegdlne miody zachowujg sie roznie podczas fermentacji. Jednakze
usrednione wyniki (Rys. 4) sugerujg pewng ogdlng tendencje. W poczatkowym etapie nastepuje spadek
CPACH ktory nastepnie rosnie (sg to zmiany statystycznie znamienne) i stabilizuje sie na statym poziomie.
Efekt ten jest bardziej widoczny w przypadku miodéw owocowych. Natomiast $rednia wartos¢ CPACH
miodoéw gatunkowych przedstawia sie nieco inaczej. W poczatkowym etapie wartosci CPA utrzymujg sie na
statym poziomie po czym ulegajg wzrostowi i w koricowej fazie nastepuje tagodny spadek ich wartosci (Rys.
4B).

Na Rys. 5 przedstawiono wartosci CPA badanych miodéw na poczatkowym i koAcowym etapie
produkcji. Widac¢, ze w niektdrych przypadkach wartosci CPA rosty, w niektérych nie zmieniaty sie lub byty w
granicy btedu pomiarowego, a jeszcze w innych przypadkach wartosci CPA rosty. Za spadek catkowitego
potencjatu antyoksydacyjnego miodéw pitnych na poczgtkowym etapie w stosunku do koncowego
odpowiedzialne sg przede wszystkim antocyjany, a doktadnie ich czesciowa degradacja oraz wytrgcanie sie
w postaci osadow ktére na dalszym etapie produkcji zostaty zebrane i w ktérych zidentyfikowano znaczne
ilosci tychze zwigzkéw. Przyczyng spadkéw sg roéwniez liczne reakcje chemiczne zachodzgce w miodach
podczas procesu fermentacji, mozemy wsrdd nich wymienié reakcje rozpadu enzymoéw czy tez flawonoidéw
na glikozydy. Warto rowniez zauwazy¢, ze spadek CPA ma miejsce gtéwnie w miodach owocowych
(aroniowy, z bzu czarnego, jagodowy) w ktdérych stezenia antocyjanéw i innych flawonoidéw sg znacznie
wyzsze niz w miodach gatunkowych.

CPA pozostawato niezmienione lub ulegato lekkim wahaniom w miodach gatunkowych (lipowy,
gryczany), ktére praktycznie nie zawierajg polifenoli odpowiedzialnych za wzrost lub spadek wartosci CPA,
lub po prostu zawierajg antyoksydanty stabej mocy. Tylko w nielicznych przypadkach wartosci CPA na
koncowym etapie wzrosty w odniesieniu do poczgtkowego etapu. Takg sytuacje zaobserwowano dla miodéw
spadziowego, melisowego i wielokwiatowego. Za owy wzrost odpowiedzialny jest przede wszystkim
wytworzony alkohol, lub znacznie wolniejszy przebieg procesu fermentacji co przyczynito sie do
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wolniejszego rozpadu flawonoidéw, a tym samym obserwowano wzrost CPA. Miéd spadziowy i
wielokwiatowy zawierajg znaczne ilosci witamin, gtéwnie witaminy C, kwasoéw organicznych, enzymow oraz
cukréw prostych, co w pewnym stopniu wptyneto na wzrost CPA. Miod melisowy zawiera przede wszystkim
dos¢ wysokie stezenie zwigzkéw polifenolowych (apigenina, luteolina) oraz fenolokwaséw i to one sag
przyczyng wzrostu.

3.2. CPAMPLCED miodow
(TAPHPLCED of honeys)

CPA mozna réwniez oznacza¢ chromatograficznie z detekcjg elektrochemiczng. Potgczenie tych
dwoch technik pozwala nam na rozdzielanie badanych zwigzkoéw i jednoczesne ich utlenienie. Badane
probki mogg by¢ wiec podzielone zaréwno ze wzgledu na zachowanie chromatograficzne jak i
elektrochemiczne. Miarg mocy antyrodnikowej byto sumaryczne pole powierzchni, zarejestrowane w
zakresie potencjatu utleniajgcego, wszystkich pikéw chromatograficznych. Podczas wykonywania badan
korzystano z elektrody z wegla szklistego. CPA oznaczano dla czystych miodéw pitnych z etapu koricowego
przy zakresie potencjatow elektrody pracujgcej od 0,2V do 1 V.

Zwigzki dajgce wyrazny sygnat na detektorze przy niskich potencjatach sg silnymi antyoksydantami.
Najsilniejszymi witasciwos$ciami przeciwutleniajgcymi charakteryzujg sie miody melisowy i boréwkowy,
najstabszymi za$ lipowy i wielokwiatowy. Miody owocowe wykazujg wieksze CPA niz miody gatunkowe.
Spowodowane jest to zapewne obecnosé znacznej ilosci zwigzkéw polifenolowych, gtéwnie flawonoidow i
antocyjanéw. Miody gatunkowe majg znacznie wieksze sumaryczne pola powierzchni przy potencjale 1 V niz
przy nizszych potencjatach. Prawdopodobnie jest to spowodowane wysokim stezeniem sfabych
antyoksydantéw nie dajacych sygnatéw przy niskich potencjatach. Miody o ciemnej barwie (gryczany,
spadziowy) majg znacznie wyzsze wartosci CPA od miodéw jasnych (akacjowy, lipowy, wielokwiatowy) co
zostato udowodnione naukowo [11].
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Rys. 6. Hydrodynamiczne woltamogramy wybranych mioddw pitnych.
Fig. 6. Hydrodynamic voltammograms of selected meads.
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Rys. 7. CPAHPLCED miodow.
Fig. 7. TAPHPLC/ED of honeys.

Hydrodynamiczne woltamogramy (Rys. 6) przedstawiajg zaleznos¢ pradu od potencjatu w warunkach
przeptywowych. Prad jest wprost proporcjonalny do stezenia antyoksydantu, ilosci przenoszonych
elektronow i do kwadratu ze wspétczynnika dyfuzji. Im przy nizszym potencjale przebiega reakcja utleniania
tym z silniejszym antyoksydantem mamy do czynienia. Z Rys. 7 wynika, ze wysoko$¢ pikow wzrasta wraz z
potencjatem. Wielkos¢ piku jest proporcjonalna do stezenia antyoksydantu natomiast potencjat przy ktérym
zostaje on utleniony proporcjonalny jest oraz do mocy przeciwutleniajgcej. Midd melisowy ma silne
wtasciwosci antyoksydacyjne, gdyz posiada znaczng ilos¢ silnych antyoksydantéw uwidaczniajgcych sie juz
przy E = 0,4 V, sa to prawdopodobnie flawonoidy (apigenina, luteolina) oraz inne polifenole w tym pochodne
kwasu hydrocynamonowego. Natomiast przy potencjale 0,6 V zaczyna uwidacznia¢ sie wplyw stabych
antyoksydantéw o dos¢ znacznym stezeniu. Analogiczna sytuacja zachodzi rowniez przy E = 1 V czego
dowodem jest gwaltowny skok krzywej. Zupetnie w inny sposéb przedstawia sie przebieg krzywej miodu
gryczanego. Midéd ten nie zawiera w sobie mocnych przeciwutleniaczy lub ich ilos¢ jest znikoma. W
przedziale 0,2 + 0,6 V réznica pomiedzy sumarycznymi wartosciami pol powierzchni sg niewielkie, dopiero
przy E = 1 V obserwujemy gwattowny skok i pojawienie sie wiekszej ilosci pikow. Jest to dowdd, ze w
miodzie zawarte sg stabej lub $redniej mocy przeciwutleniacze w do$¢ duzym stezeniu. Mozemy wsrdd nich
wyrézni¢ pochodne kwasow fenolowych (kawowego, chlorogenowego, protokatechowego) kwas jabtkowy i
cytrynowy oraz zwigzki polifenolowe. Miéd aroniowy zawiera niskie stezenie mocnych antyoksydantéw
uwidaczniajgcych sie przy potencjale 0,4 V (gtownie polifenole) oraz dosé¢ duze stezenie stabych
antyoksydantéw dajacych sygnat przy wyzszych potencjatach. Widzimy, ze krzywa dla miodu aroniowego
ma tendencje wzrostowg z czego mozemy wnioskowaé, ze przy wyzszych potencjatach uaktywnitaby sie
jeszcze wigksza liczba przeciwutleniaczy o matej mocy.

3.3. CPAPPP" miodéw pitnych
(TAPPPPH of meads)

Oznaczanie wilasciwosci przeciwutleniajgcych miodéw pitnych odniesionych do rodnika DPPH
wykonano metodg spektrofotometryczng. Do metanolowego roztworu rodnikowego dodawano po 20 pl
miodéw owocowych, natomiast miody gatunkowe dodawano w objetosci po 40 pl, gdyz przy nizszym
stezeniu probek nie zauwazano jakichkolwiek zmian barwy, lub reakcja zachodzita zbyt dtugo (ok. 40 — 60
min.). Pomiary spektrofotometryczne pozwalajg na tego typu badanie ze wzgledu na swg prostote i niski
koszt analizy. W wyniku dziatania zwigzkéw antyrodnikowych zawartych w miodach, rodnik wychwytuje
elektron lub proton w wyniku czego jego barwa zmienia sie z purpurowej na zéttg. Szybkos¢ zmiany barwy
jest wprost proporcjonalna do stezenia antyoksydantéw w prébce oraz mocy przeciwutleniacza. Ponizej
przedstawiono wykresy jedenastu miodéw przebadanych metodg z wykorzystaniem rodnika DPPH. Wykresy
sporzadzono w optymalnym czasie analizy wynoszgcym 5 minut.
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Rys. 8. Wartosci CPAPPPH miodow pitnych
Fig. 8. TAPPPPH of meads.
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Rodnik DPPH reaguje przewaznie z mocnymi przeciwutleniaczami, co pozwala okresli¢ ich stezenie
oraz stwierdzi¢ czy dodatek moszczy owocowych i wywaru ziotowego wplywa korzystnie badz nie na
wtasciwosci miodow. Najwyzszym potencjatem antyrodnikowym w odniesieniu do DPPHe charakteryzuje sie
miod melisowy. Zmiata on srednio 53% rodnikdw w poréwnaniu do miodu akacjowego, ktéry zmiata zaledwie
5.1%. Silnymi wtasciwosciami antyoksyadyjnymi charakteryzuje sie réowniez miod jagodowy i z bzu czarnego.
Poréwnujgc oba rodzaje mioddw mozemy zauwazyC, ze znacznie wiekszg aktywnos¢ neutralizowania
DPPH+ majg miody owocowe (MO). Warto$¢ antyoksydacyjna miodéw szlachetnych jest niska ze wzgledu
na bardzo matg zawarto$¢ polifenoli. Przebieg wykresow CPA (Rys. 8) jest zréznicowany dla kazdego z
mioddéw. Wynika to z niestabilnych warunkéw przebiegu fermentac;ji i reakcje migedzy sktadnikami miodu.

3.4. Catkowita zawartos$¢ polifenoli
(Total polyphenols concentration)

Metoda Folina-Ciocialteu pozwala na okreslenie catkowitej zawartosci polifenoli (CZP). Pomiar
wykonywany jest metoda spektrofotometryczng. W miare utleniania sie polifenoli w reakcji z odczynnikiem
FC roztwér zmienia barwe, przechodzgc z z6itej w ciemnoniebieskg, a nawet czarng. Catkowitg zawartos¢
polifenoli przedstawiono jako ekwiwalent kwasu galusowego w przeliczeniu na 1 g produktu.

Na Rys. 9 przedstawiono catkowita zawarto$¢ polifenoli w miodach pitnych zmieniajgcg sie w czasie
fermentac;ji i dojrzewania miodow. Os$ odcietych obrazuje czas przebiegu fermentacji, 0o$ rzednych zawartos¢
polifenoli w mg GA/g miodu.
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Rys. 9. Catkowita zawartos¢ polifenoli w miodach pitnych na etapach fermentacii.
Fig. 9. Total polyphenols concentration in meads during the fermentation stages.

Zawartos¢ polifenoli na réznych etapach zmieniata sie (Rys. 9). Najwiecej zwigzkoéw polifenolowych
zawiera mioéd melisowy (Srednio 74,7 mg/100 g), nastepnie z bzu czarnego (sr. 41,2 mg/100 g) i spadziowy
(8r. 39,6 mg/100g). W pozostatych miodach wartosci te wahajg sie od 31 mg/100g dla miodu aroniowego do
13,3 mg/100g dla miodu lipowego (Rys. 10).

41,2 396 387

31,0 29,6
24,1
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Srednia zawarto$¢ polifenoli w

&

Rys. 10. Catkowita zawartos¢ polifenoli w miodach pitnych.
Fig. 10. Total polyphenols concentration in meads.

W miodach owocowych, ktére zostaly sporzgdzone na bazie miodu lipowego mozemy zauwazyc
charakterystyczny przebieg wykreséw catkowitej zawartosci polifenoli (PF). Wartosci te w poczatkowych
stadiach procesu fermentacji ulegaty sukcesywnym (mniejszym lub wiekszym) wzrostom. Dla miodu
aroniowego i z bzu czarnego (Rys. 9), stezenia PF wzrastaty do 34 dnia produkcji poczym zaczety stopniowo
male¢. W miodzie malinowym wzrost byt rejestrowany do 27 dnia. W pozostatych miodach owocowych,
melisowym i jagodowym zawarto$¢ polifenoli zawierata sie przez caty okres fermentacji na niemalze statym
poziomie z niewielkimi wahaniami. Natomiast w miodzie boréwkowym stezenie PF malato do 13 dnia po
czym do 120 ulegato ciggtemu wzrostowi.

W miodach gatunkowych catkowita zawarto$¢ polifenoli ulegata niewielkim zmianom. Jedynie w
miodzie lipowym i akacjowym zmiany te sg wieksze. Na taki przebieg zmian zawartosci PF w miodach
pitnych oznaczanych z wykorzystaniem odczynnika FC mogg mie¢ wplyw niekoniecznie same zwigzki
polifenolowe co zwigzki reagujgce z odczynnikiem FC i posiadajgce grupe fenolowg. Do tych zwigzkéw
mozemy zaliczy¢ aminokwasy, biatka czy tez enzymy. Obecno$¢ tych substancji mogto w znaczgcy sposob
wptyngé na zafatszowanie wynikéw, gdyz liczne badania wykazaty, ze zawarto$¢ polifenoli wraz z biegiem
fermentacji ulega spadkowi, a tylko w niewielkim procencie wzrostowi. Istotng kwestig jest réwniez
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chronienie polifenoli przez cukry. Prawdopodobnie zawartos¢ cukréw prostych w miodach byta na tyle
wysoka, aby nie dopusci¢ do strat PF co tlumaczytoby poczgtkowy wzrost na nastepnie spadek CZP.
Przydatnym byloby oznaczenie réwniez polifenoli w moszczach owocowych w celu poréwnania stezen
poczgtkowych w sokach i miodach.

3.5.  Wplyw fermentacji na zmiany stezen cukrow
(Effect of fermentation on changes in sugar concentrations)

CPAOSH odnosi sie do wszystkich antyoksydantéw, réwniez stabych. Przy badaniu wiasciwosci
antyoksydacyjnych mioddéw pitnych oprocz polifenoli, bedacych silnymi antyoksydantami, nalezy wiec
uwzgledni¢ stabe antyoksydanty, wystepujace w bardzo duzym stezeniu. Zaliczy¢ mozna do nich przede
wszystkim cukry i wytwarzany z nich alkohol. W celu potwierdzenia zmiany stezenia cukrow (glukozy i
fruktozy) na rzecz wytwarzanego alkoholu zbadano stezenie cukréw metodg refraktometryczng wedtug PN -
A - 74252:1998 [15] w prébkach dnia ,zerowego” (zaktadajgc, ze nie ma w nich alkoholu), oraz w prébkach z
etapu koncowego w celu zbadania iloSci cukru przetworzonego w alkohol. Na Rys. 11 przedstawiono
zawartos¢ cukréw w miodach pitnych na etapie poczgtkowym produkcji. Zawierajg sie one w granicach od
33,5% w miodzie wielokwiatowym do 21,5% w miodzie lipowym z dodatkiem soku bzu czarnego. Réznice
zawartosci cukréw pomiedzy etapem poczatkowym i koncowym przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Réznica zawartosci cukrow pomiedzy etapem poczgtkowym a koncowym.
Table 1. The difference in the sugar content between the initial and final stages.

Gatunek miodu Réznica pomiedzy EP i EK

1) Wielokwiatowy 13,5%

2) Akacjowy 9,75%

3) Gryczany 11,25%

4) Lipowy 9,25%

5) L + Malina 14,25%

6) L + Jagoda 15,25%

7) Spadziowy 12,45%

8) L + Aronia -1%

9) L + Boréwka 12%

10) L + Melisa 14,25%

11) L + Bez czarny 1,5%
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Rys. 11. Zawarto$¢ cukrow w miodach na etapie poczatkowym.
Fig. 11. The content of sugars in honeys at the initial stage.
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Rys. 12. Zawarto$¢ cukrow w miodach na etapie koricowym.
Fig. 12. The content of sugars in honeys at the final stage.

Poréwnujgc zawartos¢ cukréw z EP przedstawionego na Rys. 11 z zawartoscig cukréow na EK
mozemy zauwazyc¢, ze réznice pomiedzy etapami wahajg sie w granicach od 15,25 dla miodu jagodowego
do -1 (Tabela 1) dla miodu aroniowego. Miody, wielokwiatowy (20 %), akacjowy (20,25 %), gryczany (18,75
%) i lipowy (19,5 %) sg miodami gatunkowymi a réznice zawartosci cukrow na EK pomiedzy nimi (Rys. 12)
sg niewielkie (£ 1,5 %), wyjatek stanowi miéd spadziowy w ktérym na fazie koncowej stezenie cukru wynosi
13,8 %. Dodatek sokéw owocowych do miodéw pitnych szlachetnych zwieksza réznice zawartosci cukrow
pomiedzy fazg startowg a koncowg. Wyjgtkiem jest miod aroniowy i z bzu czarnego w ktérych réznice sa
znikome. Midd lipowy, na bazie ktérego sporzgdzono miody owocowe w dniu pobrania pierwszej probki
zawierat 28,75 % cukru, natomiast w dniu zakonczenia tylko 19,5 %. Miody owocowe np. jagodowy miaty
odpowiednio 26,5 % i 11,25 %. Zatem widzimy w jaki sposdb sok owocowy wplywa na proces fermentac;ji i
zawartos¢ cukru na poszczegodinych etapach. Miéd aroniowy miat wyzsze stezenie cukréw na etapie
koncowym niz poczgtkowym. Przyczyng zwigkszonej ilosci cukrow w ww. miodzie moze by¢ rozpad
zawartych w aronii antocyjanéw na glikozydy.

3.6. Stezenie alkoholu
(Alcohol concentration)

Oznaczenie alkoholu etylowego wykonano metodg destylacji prostej wedtug PN - 90 A - 79120/04
[14]. Wyniki oznaczenia przedstawiono na Rys. 13.
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Rys. 13. Stezenie alkoholu w miodach pitnych wyznaczone na etapie korncowym produkcji.
Fig. 13. The concentration of alcohol in honeys determined at the final stage of production.
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Stezenie alkoholu dla poszczegdlnych miodéw zmieniato sie w zakresie od 8 do 13 % (Rys. 13).
Najwieksze stezenie otrzymano dla miodu malinowego, najmniejsze dla akacjowego. Zauwazy¢ mozna
réznice pomiedzy miodami owocowymi, ziotomiodem, a miodami gatunkowymi. Wyniki dowodza, ze stezenie
cukrow PE miodow szlachetnych jest wyzsze anizeli miodow owocowych, natomiast, wiecej alkoholu
powstato w miodach z dodatkiem sokéw. Wiecej alkoholu powinno sie wytworzy¢ w miodach stodszych.
Wptyw na taki przebieg reakcji ma prawdopodobnie dodatek swiezych sokéw. Zawarte w sokach cukry,
gtéwnie fruktoza, miaty znaczacy udziat w produkcji alkoholu. Miéd malinowy posiada blisko 13 % alkoholu.
Tak wysokie stezenie moze by¢ spowodowane duzg poczgtkowg zawartoscig weglowodanéw. W 100 g
Swiezych owocow jest ich 9 g, w zwigzku z tym do brzeczki miodowej wraz z dodatkiem soku malinowego
dodano pewng (nieznang) ilos¢ cukréw prostych. Ponadto maliny zawierajg w sobie duze ilosci glikozydéw
antocyjanowych rozpuszczajgcych sie w wodzie i alkoholu. Przypuszczalnie, podczas procesu fermentacji w
trakcie wytwarzania sie alkoholu, cukry proste pochodzgce z soku zaczety sie stopniowo rozpadaé¢ na
aglikony i glikozydy, czyli dostarczaty dodatkowych ilosci cukrow, a tym samym sprawity, ze w miodach
owocowych powstawatlo wiecej alkoholu niz w miodach gatunkowych. W ten sam sposéb mozna
wytlumaczyé wzrost stezenia cukru miodu aroniowego w etapie koncowym w stosunku do etapu
poczgtkowego. Owoce aronii sg bogatym zrédtem zwigzkéw polifenolowych, szczegdlnie flawonoidéw, ktére
powodujg wzrost stezenia cukrow.

3.7.  Wplyw reakcji ubocznych na warto$é CPA®"
(The influence of side reactions on the TAP®! value)

Reakcje uboczne zachodzace pomiedzy rodnikiem hydroksylowym a substancjami naturalnymi
znajdujgcymi sie w miodach pitnych w znaczgcy sposob wptywajg na wyznaczone wartosci CPA. Najwigkszy
udziat w reakcjach ,ubocznych” majg glukoza, alkohol etylowy oraz kwas askorbinowy. Srednie stezenie
glukozy na koncowym etapie produkcji waha sie w granicach od 9,5 do 25 %. Stezenie alkoholu wynosi
srednio 11 %. Oba te zwigzki odgrywajg wazng role przy oznaczaniu CPA w odniesieniu do rodnika
hydroksylowego. Badania sugeruja, ze generowany rodnik reaguje nie tylko z antyoksydantami zawartymi w
miodzie lecz ulega takze reakcjom z cukrami czy etanolem (Rys. 14). Obecna w miodach glukoza moze
ulega¢ autooksydacji w wyniku reakcji z zelazem (lll). Zbadano rowniez wpltyw dodatku kwasu
askorbinowego na mieszanine reakcyjng. Po sukcesywnym dodawaniu, poczgwszy od 20, 60 konczgc na
100 pl roztworu kwasu o nieznanym stezeniu, obserwowano wzrost piku kwasu 3,4DHBA powyzej wartosci
reakcji podstawowej (Rys. 14). Zawarta w miodach owocowych witamina C wptywa na wartosci CPA, nie
znajgc jej doktadnego stezenia w miodach pitnych, nie potrafimy powiedzie¢ jaki jest jej faktyczny udziat w
oznaczaniu mocy antyoksydacyjne;j.
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Rys. 14. Przyktadowy chromatogram badania wptywu glukozy na warto$¢ CPA.
Fig. 14. An exemplary chromatogram of the study of the effect of glucose on the TAP value.

Vol. 10, No 2/2018 Camera Separatoria



100

3.8. Korelacje
(Correlations)

O Alkohol B Cukier

Rys. 15. Zaleznos¢ zawartosci cukrow przed procesem fermentacji do zawartosci alkoholu wytworzonego podczas
procesu fermentacji.

Fig. 15. The dependence of the sugar content before the fermentation process on the alcohol content produced during
the fermentation process.

Na Rys. 15 przedstawiono zaleznos¢ zawartosci cukrow przed procesem fermentacji do zawartosci
alkoholu wytworzonego podczas tego procesu. Wynika z niego, ze zawarto$¢ alkoholu w poszczegdinych
miodach jest w gldbwnym stopniu uzalezniona od stezenia cukrow. Nie mozemy jednak twierdzi¢, ze stezenie
wytworzonego alkoholu w danym miodzie jest proporcjonalne do ubytku cukru podczas procesu fermentaciji.
Miody owocowe charakteryzujg sie wyzszymi stezeniami alkoholu niz miody gatunkowe. Stezenia cukrow
miodoéw gatunkowych na poczatkowym etapie wytwarzania sg znacznie wyzsze niz miodéw owocowych.

OAlkohol OOH

Rys. 16. Zalezno$¢ pomiegdzy stezeniem alkoholu a wartoscig CPACH,
Fig. 16. The dependence between alcohol concentration and TAP®" value.

Na Rys. 16 przedstawiono zaleznos¢ pomiedzy stezeniem alkoholu w miodach pitnych, a CPA
miodéw w odniesieniu do rodnika hydroksylowego. Widzimy, ze nie ma jednoznacznej korelacji pomiedzy
wynikami. Ze wzgledu na to, ze rodnik hydroksylowy jest bardzo reaktywny i reaguje ze wszystkimi
zwigzkami napotkanymi na swojej drodze, réwniez z etanolem, wartosci CPA ulegajg zafatszowaniu. W
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wyniku reakcji ubocznych w ktére wchodzi rodnik OH nie potrafimy oznaczy¢ w jakim stopniu rodniki
zmiatane sg faktycznie przez antyoksydanty zawarte w miodzie a w jakim poprzez reakcje uboczne. Zatem
(Rys. 16) w miodach zawierajgcych najwiecej alkoholu CPA jest poréwnywalne lub znacznie nizsze (miod
jagodowy) niz w miodach majgcych najmniejszg zawarto$¢ procentowg alkoholu.

ECukier O0H

Rys. 17. Zalezno$¢ pomiedzy zawartoscig cukru na koncowym etapie produkcji a wartoscig CPACH,
Fig. 17. The dependence between the sugar content at the final stage of production and the TAP®H value.

Przedstawione na Rys. 17 korelacje swiadczag o tym, ze zawarte w miodach cukry (proste i ztozone)
majg znaczacy wpltyw na warto$¢ CPA. Zauwazmy, Zze im mniejsze stezenie cukru w miodzie tym wartos¢
CPA jest wyzsza, nie jest tak jednak we wszystkich przypadkach. Odstepstwem od tej tezy jest miéd
wielokwiatowy, malinowy, jagodowy i melisowy. W miodzie melisowym na koricowym etapie stezenie cukrow
jest najnizsze (9,5 g/100 g) sposréd wszystkich badanych miodow, lecz wartos¢ CPA jest stosunkowo
wysoka. Przyczyng tego sg niewatpliwie obecne w melisie silne antyoksydanty (polifenole) ktére zmiotty
czes¢ wytwarzanych rodnikdw nim te weszly w reakcje z cukrem lub innymi sktadnikami miodu.
Zastanawiajgcy jest miod wielokwiatowy, posiada najwieksze CPA i jednoczes$nie zawiera w sobie znaczng
ilos¢ cukréw (20 g/100 g), spowodowane jest to prawdopodobnie tym, ze midd ten wytwarzany jest z pytkdw
réznych gatunkéw kwiatéw, a co za tym idzie jego sktad jest zréznicowany.

O0OH OPF

Rys. 18. Korelacja pomiedzy $rednig zawartoscig polifenoli a warto$cig CPACH,
Fig. 18. Correlation between the average polyphenol content and the TAP®" value.
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Korelacja pomiedzy $rednig zawartoscig polifenoli, a wartoscig CPA w odniesieniu do rodnika
hydroksylowego przedstawia sie do$¢ ciekawie. Mianowicie wraz ze spadkiem ilosci fenoli w poszczegdinych
miodach wartos¢ CPA wzrasta, lub jak ma to miejsce w miodzie lipowym czy akacjowym CZP jest
stosunkowo bardzo niska natomiast wielko$¢ potencjatu antyoksydacyjnego jest wyzsza anizeli w miodach w
ktérych CZP jest wysoka (melisowy, z bzu czarnego). Zauwazmy, ze im nizsza zawarto$¢ polifenoli tym
wartos¢ CPA jest wyzsza. Nie ma zaleznosci pomiedzy catkowitg zawartoscig polifenoli, a zawartoscig cukru
na koncowym etapie produkcji przedstawionym na Rys. 19.

B Cukier OPF

Rys. 19. Zalezno$¢ pomiedzy $rednig zawartoscia polifenoli, a zawartoscig cukru na koricowym etapie produkcji.
Fig. 19. Correlation between the average polyphenol content and the sugar content at the final stage of production.
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Rys. 20. Zalezno$¢ pomiedzy $rednig zawartoscig polifenoli, a CPAPPPH,
Fig. 20. Correlation between the average content of polyphenols and TAPPPPH,

Rys. 20 przedstawia zaleznosc¢ catkowitej zawartosci polifenoli a wtasciwosciami przeciwutleniajgcymi
miodéw w odniesieniu do rodnika DPPH. Wynika z niego, ze moc antyoksydacyjna miodéw wyznaczana w
obecnosci rodnika DPPH nie jest zalezna od zawartych w miodach polifenoli.
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ECukry BDPPH

Rys. 21. Zalezno$¢ pomiedzy CPAPPPH a zawartoscig cukrow na koncowym etapie produkcji.
Fig. 21. Correlation between TAPPPPH and sugar content at the final stage of production.

B Alkohol EDPPH

Rys. 22. Zaleznos¢ pomiedzy zawartoscig alkoholu po zakonczeniu procesu fermentacji, a wiasciwosciami
antyoksydacyjnymi miodéw pitnych w odniesieniu do rodnika DPPH.

Fig. 22. Correlation between the alcohol content after the end of the fermentation process and the antioxidant properties
of meads in reference to the DPPH radical.

Rys. 21 i 22 przedstawiajg zaleznosci pomiedzy wiasciwosciami antyrodnikowymi miodéw w
odniesieniu do rodnik DPPH a zawartoscig cukrow i alkoholi na koncowym etapie wytwarzania. Wynika z
nich, ze zaréwno cukier jak i alkohol nie wptywajg na oznaczenie CPADPPPH,

4. Wnioski
(Conclusions)

Z przedstawionych badan wynika, ze podczas fermentacji miodow CPA zmieniato sie osiggajgc statg
wartos¢ po ok. 40 dniach. Zmiany réznych CPA, i wielkosci pokrewnych, byty stabo ze sobg skorelowane, co
spowodowane jest zmiang wielu sktadnikéw (r6znie wptywajgcych na mierzone parametry) w trakcie
fermentacji. Stezenie cukrow malato, a stezenie alkoholu wzrastato, nieoczekiwanie okazato sie, ze duzym
zmianom stezen cukréw towarzyszyty mate alkoholu. Dodatki (np. moszcze owocowe), o duzej zawartosci
polifenoli, do brzeczki zwiekszajg CPA. CPA®H nie jest wielkoscia addytywng w odniesieniu do
antyoksydantéw wystepujgcych w miodach, glukoza i etanol (o duzym stezeniu) sg odpowiedzialne za
wytwarzanie nadmiarowych rodnikéw. Glukoza wytwarza rodniki hydroksylowe w reakcji z Fe(ll).
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