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MONIKA WESOLOWSKA, MALGORZATA DZUGAN

AKTYWNOSC I STABILNOSC TERMICZNA DIASTAZY
WYSTEPUJACEJ W PODKARPACKICH MIODACH
ODMIANOWYCH

Streszczenie

Celem pracy bylo poréwnanie aktywnos$ci diastazy w miodach odmianowych, a takze ocena stabilno-
$ci termicznej enzymu podczas rozpuszczania i dlugotrwatego przechowywania miodu. Material do badan
stanowilo 25 miodéw odmianowych pozyskanych z pasiek dziatajacych na terenie Podkarpacia, w tym
wielokwiatowy, nawltociowy, rzepakowy, lipowy i spadziowy. Liczbe diastazowa (DN) okre§lono w mio-
dach $wiezych, dlugotrwale przechowywanych i poddanych ogrzewaniu za pomoca testu Phadebas Honey
Diastase test. Najwyzsza aktywno$¢ a-amylazy stwierdzono w miodach nawlociowych i lipowych (odpo-
wiednio: 32,65 i 31,47 DN), a najnizsza — w miodach rzepakowych (15,32 DN), przy czym wszystkie
badane probki spelniaty limit okre$lony w obowigzujacych przepisach. Miody ciemne charakteryzowaty
si¢ wyzsza aktywnoscia diastazy, wspolczynnik korelacji Pearsona (r) pomigdzy barwa (mierzona w jed-
nostkach absorbancji przy A = 450 nm) a liczba diastazowa miodu wyniost 0,75. Podczas przechowywania
probek miodu w temp. 20 + 2 °C przez 24 miesigce obserwowano obnizenie aktywnosci diastazy o 17 +
42 % w zaleznosci od odmiany. Aktywno$¢ diastazy malata ze wzrostem temperatury rozpuszczalnika
uzytego do rozcienczania miodu, przy czym enzym byt stabilny w zakresie 20 + 40 °C, a po przekroczeniu
temp. 60 °C stwierdzono drastyczng inhibicj¢ jego aktywnosci. Ponadto roztwér miodu przechowywany
w temp. 20 + 2 °C przez 24 h nie tracit aktywnosci enzymatycznej. Wykazano, ze stosowanie miodu do
stodzenia cieptych (ponizej 60 °C) napojow nie powoduje catkowitej dezaktywacji diastazy.

Stowa kluczowe: midd, aktywnos¢ enzymatyczna, liczba diastazowa, podgrzewanie miodu

Wprowadzenie

Miod jest naturalng stodka substancja stosowang od wiekoéw nie tylko jako pro-
dukt spozywczy, ale takze jako $rodek leczniczy wykazujacy wlasciwosci przeciwutle-
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niajgce [ 16, 28], przeciwbakteryjne [12, 23] oraz przeciwzapalne [8]. Miod jest wytwa-
rzany przez pszczoty (Apis mellifera) z nektaru roslin, wydzielin roslinnych i wydzielin
owadow ssacych. Ze wzgledu na rodzaj pozytku pszczelego wyroznia si¢ midd nekta-
rowy (wytwarzany z nektaru kwiatdw), spadziowy (wytwarzany z wydzielin owadow
ssgcych soki zywych czesci roslin lub wydzielin zywych czgsci roslin) oraz mioéd nek-
tarowo-spadziowy [19]. W sktadzie chemicznym miodu dominujg gléwnie cukry pro-
ste: fruktoza i glukoza (ok. 80 %) i woda (ok. 17 %). O warto$ci biologicznej miodu
decyduje jednak zawarto$¢ pozostatych sktadnikéw (ok. 3 %), takich jak: biatka, en-
zymy, aminokwasy, kwasy fenolowe, witaminy, oraz makro- i mikroelementy [13].
Sktad miodu jest zmienny i zalezy przede wszystkim od jego pochodzenia botaniczne-
go [9, 11], ale takze wielu czynnikdéw sezonowych i srodowiskowych [24]. Ciemne
miody zawierajg wigcej korzystnych sktadnikow i wykazuja silniejszg aktywno$¢ prze-
ciwutleniajaca niz miody jasne [5, 28]. Powszechnie przyjmuje si¢, ze sktadniki roslin
leczniczych moga by¢ przenoszone do miodu, co nadaje miodom odmianowym specy-
ficznych wtasciwosci leczniczych [15, 2].

Enzymy w miodzie pszczelim wystepuja w ilosciach minimalnych, ale sg jego
bardzo waznymi sktadnikami, poniewaz decyduja o procesach dojrzewania i aktywno-
$ci biologicznej tego produktu. Enzymy wystepujace w miodzie pochodza glownie
z wydzielin gruczotow §linowych pszczol, jednak niewielkie ilosci moga pochodzi¢
rowniez z ziaren pylkéw lub spadzi [20]. Pszczoly zbieraczki zaczynaja wzbogacac
nektar lub spadz w enzymy juz w trakcie lotu z terenow pozytkowych do ula. Kolej-
nym etapem wzbogacania miodu w enzymy jest proces jego dojrzewania, kiedy
pszczoly ulowe przenosza go do coraz wyzszych czesci plastra [15]. [los¢ enzymow
dodanych przez pszczoty do miodu jest zalezna nie tylko od stanu zdrowia i wieku
pszczol, ale rowniez od plonowania roslin [7]. Zawarto$¢ enzyméw w miodzie moze
by¢ mniejsza podczas intensywnego okresu pozytkowego, gdy pszczoty robotnice nie
nadazajg z wytwarzaniem miodu [3]. Obecno$¢ enzymodw, takich jak a- i B-amylaza,
katalaza, inwertaza, maltaza, glukooksydaza, kwasna fosfataza i lizozym zostata po-
twierdzona w miodach odmianowych [13]. Sg one uznawane za najmniej stabilne ter-
micznie sktadniki wykorzystywane do kontroli jakosci miodu. Uznanym wskaznikiem
jako$ci, uwzglednionym w polskich i mi¢dzynarodowych wymaganiach prawnych
dotyczacych miodu, jest a-amylaza (diastaza), enzym odpowiedzialny za proces hydro-
lizy cukrow ztozonych. Midd naturalny nie zawiera cukrow ztozonych, obecnos¢ amy-
lazy zostala jednak potwierdzona w wickszosci badanych miodow, a funkcja tego en-
zymu w miodzie nie jest do konca poznana [29]. Prawdopodobnie wystgpowanie tego
enzymu w miodzie, ktory pszczoly gromadza w plastrach jako pokarm dla rodziny
pszczelej, jest niezbgdne przede wszystkim dla rozwoju mtodych pszczot, a nie w pro-
cesie dojrzewania miodu [29]. Niemniej jednak aktywnos$¢ diastazy jest waznym pa-
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rametrem jakosci miodu, stosowanym w celu wykrycia przegrzania, falszowania lub
innych zabronionych zabiegoéw [18].

Aktywno$¢ diastazy (a-amylaza, EC 3.2.1.1) mierzona w skali Schade'a jako licz-
ba diastazowa (DN, diastase number) jest definiowana jako ilo$¢ enzymu, ktdra prze-
ksztatca 0,01 grama skrobi w ciggu jednej godziny w temp. 40 °C [19]. Ostatnio wdro-
zono alternatywng procedure z uzyciem testu Phadebas® test tablets, wykorzystujaca
nierozpuszczalny zabarwiony substrat skrobiowy [17]. Test zostat zaakceptowany jako
bardziej skuteczny do kontroli zafatszowania miodu amylazami obcego pochodzenia
[26]. Liczba diastazowa w §wiezym nieogrzewanym miodzie jest bardzo zrdéznicowana
rowniez w obrebie tej samej odmiany, ale zgodnie z Dyrektywa UE [10] oraz Rozpo-
rzadzeniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi w sprawie jakosci handlowej miodu nie
moze by¢ mniejsza niz 8 DN [19]. Przyjmuje si¢, ze aktywno$¢ amylazy drastycznie
obniza si¢ podczas podgrzewania miodu powyzej 45 °C, w zwigzku z czym liczba dia-
stazowa miodu moze by¢ wykorzystywana jako parametr jego jakosci [14].

Celem pracy bylo okreslenie liczby diastazowej réznych odmian miodu, a takze
ocena wplywu termicznego przetwarzania i przechowywania miodu na aktywnosé¢
diastazy.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowito 25 probek miodow, w tym: wielokwiatowy (5), naw-
tociowy (5), rzepakowy (5), lipowy (5) i spadziowy (5). Miody pobrano bezposrednio
od pszczelarzy dzialajacych na terenie wojewodztwa podkarpackiego w sezonie
pszczelarskim 2014 i przechowywano w temp. 20 + 2 °C z ograniczonym dostgpem
$wiatta do czasu analiz. Klasyfikacja odmian miodu zostata dokonana przez pszczela-
rzy na podstawie barwy i1 dostepnosci poszczegdlnych pozytkow. Liczbe diastazowsq
oznaczano wedlug metody uwzglednionej w Rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi [19] za pomoca testu Phadebas Honey Diastase test (O Magle AB
Lund, Sweden 2010) zgodnie z zataczona procedurg. W tym celu 1 g miodu rozcien-
czano w kolbie miarowej o poj. 100 cm’ 0,1 M buforem octanowym o pH 5,2. Nastep-
nie 5 ml roztworu miodu podgrzewano w tazni wodnej do temp. 40 °C i dodawano
tabletke testowa. Cato$¢ inkubowano w tazni wodnej w temp. 40 °C przez 30 min. Po
tym czasie zatrzymywano reakcje enzymatyczng, dodajac 1 ml 0,5 M NaOH. Roztwoér
sgczono przez sgczek bibulowy i mierzono absorbancj¢ przesaczu wzgledem proby
zerowej w spektrofotometrze (Biomate 3, ThermoScientific Inc., Waltham, MA, USA)
przy dtugosci fali A = 620 nm. Wyniki wyrazone jako DN (diastase number) odczyty-
wano z tabeli przeliczeniowej dotgczonej do testu. Oznaczenie powtoérzono w miodach
przechowywanych w temp. 20 £ 2 °C przez 24 miesigce. W celu okreslenia stabilno$ci
termicznej diastazy wybrane probki miodu (z kazdej odmiany o najwyzszej aktywnosci
wyj$ciowej badanego enzymu) rozpuszczano w 0,1 M buforze octanowym (pH 5,2)
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o wzrastajacej temperaturze (20, 40, 60, 70, 80 i 100 °C), po czym roztwory schtadzano
do temp. 20 + 2 °C i oznaczano liczb¢ diastazowag wedlug standardowej procedury.
Dodatkowo, w celu sprawdzenia stabilno$ci diastazy po 100-krotnym rozcienczeniu
miodu buforem o optymalnym pH i temp. 20 °C, roztwory przechowywano przez 24 h
w temp. 20 + 2 °C, a nastgpnie powtarzano oznaczanie liczby diastazowej. Intensyw-
no$¢ barwy badanych miodéw analizowano metodg spektrofotometryczng na podsta-
wie pomiaru absorbancji 50-procentowych (m/v) wodnych roztworéw miodu (odwiro-
wanych przy 14000 x g, 10 min) przy dlugosci fali A = 450 nm (Ayso). Wszystkie
analizy wykonano w dwoch powtorzeniach, a wspdtczynnik powtarzalnos$ci wyliczony
zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi [19] nie przekraczat
warto$ci 0,063. Liczbe diastazowa miodow korelowano z ich barwa (Aysg), wyznacza-
jac wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona (). Istotno$¢ roznic migdzy warto$ciami
srednimi parametrow poszczegolnych odmian miodu oraz bedacych wynikiem prze-
chowywania miodow zweryfikowano jednoczynnikowsg analizg wariancji (ANOVA)
z testem Tukeya (p < 0,05. Analizy statystyczne wykonano w programie Statistica 13
(StatSoft Polska, 2013).

Wiyniki i dyskusja

W analizowanych préobkach miodéw odmianowych pochodzacych z terenu Pod-
karpacia oznaczono wartos$¢ liczby diastazowej bezposrednio po pobraniu w pasiece
oraz po 24 miesigcach przechowywania w temp. 20 £ 2 °C (tab. 1).Wszystkie badane
miody speiaty limity okreslone w obowigzujacych regulacjach prawnych [10, 19].
Sposrod badanych odmian miody nawtociowe, lipowe i spadziowe charakteryzowaly
si¢ najwicksza aktywno$cig a-amylazy (p < 0,05) odpowiednio [DN]: 32,65, 31,47
127,92. Najnizsza liczbe diastazowg stwierdzono w miodach rzepakowych (15,32 DN).
Ponadto wykazano, ze ciemne miody charakteryzowaty si¢ wyzszg aktywnoscig dia-
stazowg niz miody jasne, o czym $§wiadczy wspotczynnik korelacji (r = 0,75) pomiedzy
barwa miodu (Ayso) a jego liczba diastazowa.

Uzyskane wyniki sg porownywalne do podawanych przez innych autorow bada-
jacych miody o réznym pochodzeniu geograficznym. Kowalski i wsp. [14] wykazali
w polskich miodach spadziowych liczbe diastazowa na poziomie 18,0 = 23,2 DN.
Vorlov i Pridal [27] uzyskali nizsze wyniki w czeskich miodach kwiatowych (11,24 +
30,3 DN), a wyzsze w miodach spadziowych (13,6 + 45,4 DN). Tosi i wsp. [25]
stwierdzili w argentynskich miodach wielokwiatowych liczbe diastazowg na poziomie
11,2 = 25,8 DN. Wptyw odmiany miodu na aktywnos$¢ diastazy potwierdzajg rowniez
badania innych autoréw [3, 17].

Przechowywanie probek miodu w temp. 20 + 2 °C przez 24 miesigce spowodowa-
o nieznaczne zmniejszenie aktywnosci diastazy, §rednio o ok. 31 % (tab. 1). Najwigk-
sze, statystycznie istotne (p < 0,05) obnizenie aktywnos$ci amylazy zaobserwowano
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w przypadku miodow lipowych i nawtociowych (o 42 i 37 %), najmniejsze za$ —
w przypadku miodéw rzepakowych (17 %). Odmiana miodu istotnie wplywata na sta-
bilno$¢ diastazy, co zostato potwierdzone w badaniach wlasnych. Sancho 1 wsp. [21]
zaobserwowali, ze przechowywanie hiszpanskiego miodu przez 28 miesigcy w temp.
20 £ 2 °C spowodowato obnizenie aktywnosci amylazy w miodach wrzosowych o 72,7
+ 9,8 %, w miodach koniczynowych o0 56,3 + 11,6 %, podczas gdy w miodach eukalip-
tusowych o 34,3 + 13,6 %. W badaniach lesnego miodu nepalskiego wykazano duzo
wigksze straty diastazy podczas 8-miesi¢cznego przechowywania mioddéw, obnizenie
liczby diastazowej wyniosto ok. 65 % [22].

Tabela 1. Aktywnosc¢ diastazowa miodow $wiezych i przechowywanych 24 miesigce [DN]
Table 1.  Diastatic activity of fresh and 24 month stored honey samples [DN]

Odmiana miodu Miody $wieze Miody przechowywane przez 24 miesiace
Variety of honey Fresh honey Honey stored for 24 months
Wielokwiatowy
+ + 0
Multifloral 22,15+ 8,20 15,45 + 6,95 130%
Lipowy 31,99+ 9,60 18,53° + 3,03 142 %
Tilia
Nawtociowy b
33,08% + 3,34 20,92° + 598 379
Goldenrod ’ ’ ’ 9 L37%
Rzepakowy 1535+ 1,58 12,75 + 2,86 117 %
Rape
Spadziowy 27,92% 5,41 19,50° + 3,34 130%
Honeydew

Objasnienia / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci §rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values + standard
deviations; a, b — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami rdzna si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) /
mean values denoted by different letters differ statistically significantly (p < 0.05);

| — obnizenie aktywnosci diastazowej / decrease in diastatic activity.

Stabilnos$¢ termiczna diastazy podczas rozpuszczania miodu w podwyzszonych
temperaturach (40 + 100 °C) byta podobna we wszystkich analizowanych odmianach
miodu (rys. 1). Brak zmian aktywnos$ci diastazy obserwowano w temperaturze roz-
puszczania nieprzekraczajacej 40 °C, podczas gdy wyzsze temperatury powodowaly
inhibicj¢ enzymu. Najwigkszg inhibicje aktywnos$ci a-amylazy w temp. 60 °C obser-
wowano w miodzie lipowym (o ok. 20 %), a midd rzepakowy byl najbardziej wrazliwy
na dzialanie wysokiej temperatury, w temp. 60 °C aktywno$¢ amylazy obnizata si¢
o ok. 50 %. Zastosowanie wyzszych temperatur (powyzej 80 °C) powodowato catko-
witg dezaktywacje enzymu we wszystkich badanych probkach miodéw. Analogiczne
wyniki uzyskali Tosi i wsp. [25], ktérzy stwierdzili obnizenie aktywnosci diastazy
o ok. 20 % podczas podgrzewania miodu wielokwiatowego do 60 °C i niemal catkowi-
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tg dezaktywacj¢ amylazy przy podgrzaniu miodow do 90 °C. Dodatkowo cytowani
autorzy wykazali, ze wydtuzenie czasu ogrzewania probki (od 120 do 1200 s) wplywa
nieznacznie ujemnie na aktywno$¢ amylolityczng miodu i zasugerowali, Ze najwickszy
ubytek tego enzymu nastepuje na poczatku ogrzewania. Kowalski i wsp. [14] dowiedli,
ze podgrzanie miodu za pomocg promieniowania mikrofalowego do temp ok. 80 °C
powoduje zmniejszenie liczby diastazowej o ok. 35 %. Ramirez Cervantes i wsp. [18]
stwierdzili obnizenie tej liczby o 6,8 i 2,5 DN w dwoch miodach ogrzewanych w temp.
55 °C przez 15 min. Bogdanov [6] wykazal, Ze obrobka cieplna miodu nie powinna
przekracza¢ 31 dni w temp. 40 °C, jednak moze ona zosta¢ skrocona do 2 h w temp.
80 °C bez znaczacego zmniejszenia aktywnosci diastazy. Z drugiej strony wykazano,
ze skrocenie czasu uptynniania miodu przez podwyzszanie temperatury procesu powo-
duje powstawanie niepozadanego 5-hydroksymetylofurfuralu [1, 4, 14].
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Objasnienia / Explanatory notes:
1 — miéd wielokwiatowy / multifloral honey, 2 — mi6d lipowy / tilia honey, 3 — midéd nawlociowy / gold-
enrod honey, 4 — miod rzepakowy / rape honey, 5 — miod spadziowy / honeydew honey

Rys. 1. Stabilnos$¢ termiczna diastazy wystgpujacej w miodach odmianowych podczas rozpuszczania
w buforze octanowym (pH 5,2) o rdznej temperaturze

Fig. 1. Thermal stability of diastase present in varietal honey while dissolving it in acetate buffer
(pH 5.2) at different temperatures

Na podstawie analizy aktywnos$ci diastazy w roztworze miodu (100-krotnie roz-
cienczonym), w optymalnym pH, po 24-godzinnym przechowywaniu w temp. 20 +
2 °C wykazano nieznaczne obnizenie aktywnos$ci enzymu niezalezne od odmiany mio-
du (p <0,05) (rys. 2). Kedzia i Holderna-Kedzia [13] dowiedli, Ze rozcienczenie miodu
woda pozwala na uzyskanie znacznie wigkszej aktywnosci przeciwbakteryjnej w po-
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rownaniu z tg wynikajacg z duzego stezenia cukréw w miodzie. Spostrzezenia te zwro-
city uwage badaczy na antybiotyczne sktadniki enzymatyczne, do ktorych zalicza sig:
oksydaze glukozy i lizozym. Z badan wlasnych wynika, ze amylaza nie jest sktadni-
kiem miodu, ktérego zawarto§¢ wzrasta podczas rozcienczania miodu.
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Objasnienia jak pod rys. 1./ Explanatory notes as in Fig. 1.

Rys. 2.  Wplyw przechowywania 100-krotnie rozcienczonego roztworu miodu na jego aktywnos$¢ diasta-
zowa — w temp. 20 + 2 °C przez 24 h

Fig. 2.  Effect of storing hundredfold diluted honey solution at temperature 20 + 2 °C for 24 h on its
diastatic activity

Liczba diastazowa jest waznym parametrem jako$ci miodu, bedacym wskazni-
kiem jego enzymatycznej aktywnosci. Zgodnie z obowigzujagcymi przepisami powinna
by¢ ona wyzsza od 8 [10, 19]. Krajowe miody dobrej jakosci w zalezno$ci od odmiany
charakteryzujg si¢ wysoka aktywnosciag enzymatyczng, a ich liczba diastazowa jest
czgsto wyzsza od 20. Ustalenie granicznych warto$ci tego parametru w krajowych
miodach odmianowych jest szczegdlnie istotne dla kontroli jako$ci produktéw obec-
nych na polskim rynku, a obnizenie liczby diastazowej miodu powinno by¢ traktowane
jako jego zafalszowanie. Niska warto$¢ liczby diastazowej moze wskazywaé na nie-
wlasciwie przeprowadzong dekrystalizacj¢ miodu, ale takze $wiadczy¢ o celowym
dodaniu do miodu syropéw cukrowych lub podkarmianiu nimi pszczét [30]. W bada-
niach wlasnych wykazano, ze nie tylko aktywnos$¢, ale i stabilno$¢ termiczna diastazy
jest zréznicowana odmianowo, co moze ogranicza¢ przydatno$¢ tego parametru do
identyfikacji miodow poddanych obrobce termiczne;j.
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Whioski

1. Aktywnos$¢ diastazy byla zroznicowana i zalezna od odmiany miodu, przy czym
miody ciemne wykazywaty wyzszg liczbe diastazowa niz miody jasne.

2. Swieze miody podkarpackie charakteryzowaty sie wysoka liczba diastazowa, ktora
zmniejszala si¢ podczas dlugotrwatego przechowywania miodoéw, ale w zadnym-
przypadku nie stwierdzono przekroczen limitu ustalonego w regulacjach praw-
nych.

3. Diastaza (0-amylaza EC 3.2.1.1) miodu wykazuje bardzo dobrg stabilno$¢ ter-
miczng w zakresie temperatur 20 + 40 °C. Drastyczna inhibicja aktywnosci zacho-
dzi w wyzszych temperaturach, powyzej 60 °C, co potwierdza mozliwos¢ uzycia
miodu do stodzenia cieptych, ale nie goracych napojow z zachowaniem jego ak-
tywnosci diastazowe;.
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ACTIVITY AND THERMAL STABILITY OF DIASTASE PRESENT IN HONEY FROM
PODKARPACIE REGION

Summary

The objective of the research study was to compare the activity of diastase in varietal honey as

well as to evaluate the thermal stability of the enzyme during dissolving and long-term storing honey. The
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study material consisted of 25 varietal honeys from apiaries located in the Podkarpacie region including
multifloral, goldenrod, rape, tilia, and honeydew honeys. The diastase number (DN) was determined using
a Phadebas Honey Diastase test in fresh, long-term stored and heated honeys. The highest activity of
a-amylase was found for the goldenrod and tilia honeys (32.65 and 31.47 DN, respectively), the lowest for
the rapeseed honey (15.32 DN) All the tested samples met the limits as specified in the regulations in
force. The dark honeys were characterized by a higher diastatic number than the light honeys, and the
Pearson’s correlation coefficient between the colour (measured as an absorbance unit with A = 450 nm)
and the diastase number was 0.751. While storing the honey samples at a temperature of 20 + 2 °C for
a period of 24 months, a 17 to 42 % decrease in the diastase activity was reported depending on the varie-
ty. The diastase activity decreased with the increasing temperature of solvent used to diluted the honey,
whereas the enzyme remained stable in the temperature range between 20 and 40 °C. As soon as the tem-
perature of 60 °C was exceeded, a drastic inhibition of the enzyme activity was reported. In addition, the
honey solution, stored at 20 + 2 °C for 24 hours, did not lose enzymatic activity. It was proved that the
honey used to sweeten warm (below 60 °C) beverages did not completely deactivate the diastase.

Key words: honey, enzymatic activity, diastase number, heating up honey
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