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Harsmeéez diasztazaktivitasanak
valtozasa hdkezelées hatasara,
illetve a tarolas soran

1. Bevezetés

A mézben talalhaté enzimek kozil a diasztaz az egyik legnagyobb jelent6ségl, a
Magyar Elelmiszerkényv mézre vonatkoz6 el6irasa kulén hatarértékeket ad meg erre
a paraméterre. A diasztaz-szadm altalanosan minimum 8 (a definiciot lasd késbébb),
illetve az elvart érték nagyon kis természetes enzimtartalmu mézek esetében legaladbb 3.
A diasztaz (a- és p-amiladz keveréke) keményité bontd enzim, mikoddése nyoméan féleg
maltéz keletkezik. Az enzim a méh garatmirigy-valadékabaol keril a mézbe az érlelési
folyamat soran, mennyiségét befolydsolja a nektar 6sszetétele és koncentracidja, a
méhek kora és a nektar folyasdnak intenzitdsa is [3]. Jelenlétének mértéke a mézben
a hamisitatlansag egyik alapvetd kritériuma. A j6 min6ségld mézek diasztazaktivitasa
altaldban magas.

A mézek diasztaztartalma a hosszu ideig tartdé tarolds vagy hdékezelés hataséara
jelent6sen csodkkenhet, de ismert tény az is, hogy bizonyos mézek esetében (pl. akac,
narancs, eukaliptusz) eleve alacsony. Ennek az a magyaréazata, hogy egyes névények
nektarjaiban nagyobb a szdrazanyag tartalom, vagyis a méhek a rovidebb ideig
tartd s(drités soran kevesebb enzimanyagot kevernek hozza. A mézek rutinszer(en
vizsgéalt paraméterei kdzul a legnagyobb mérési bizonytalansdg a diasztazaktivitas
meghatarozasa soran lép fel, ezért nemzetk6zi korvizsgalatok soran az akkreditalé
szervezetek az atlagtdl valé viszonylag nagy (20-30 %-0s) eltérést is elfogadnak.

Mézek diasztazaktivitAsa a keményit6bontas mértéke alapjan hatarozhaté meg
[2].[4].[61.[71.[8].[9]- A mérés soran altalaban adott koncentracioju keményitéoldatot és
mézetinkubalnak egyutt, és a kisérletvégén meghatarozzak avisszamaradt (lebontatlan)
keményit6oldat vagy a fragmentumok mennyiségét, tobbnyire spektrofotometrias
modszerrel. Az igy meghatarozott jellemz6 érték a Goethe-szam (diasztaz szam),
amely megadja, hogy 1 g mézben lev6 diasztdz enzim hany ml 1 %-os keményitéoldatot
képes 1 oOra alatt 45-50 °C kozott lebontani. Altalaban 10-18 kozotti az értéke, egyes
fajtamézeknél azonban fajtabdl ered6en lehet alacsonyabb (8-10), illetve magasabb is.
Az also hatar a 8-as érték, ez alatt mar romlottnak, rossz minéséglnek tekintik a mézet.
A tul alacsony enzimaktivitas éretlenségre, helytelen tarolasra vagy szakszer(tlen
hékezelésre utalhat, ezért a diasztazaktivitas a mézmindsités egyik fontos paramétere
[1]. Ezt (a tényez6t) nagymértékben befolyasolja a méz savtartalma is: mikodési
optimuma pH 5,0-5,2 kdz6tt van, semleges pH-n mar gyenge az enzimhatéas, er6sen
savas korulmények kozott (pH < 3,3) pedig gyorsan bomlik.

Jelen kozleményunkben a tarolés, illetve a hékezelés diasztazaktivitdsra Kkifejtett
hatdsanak vizsgalatardl szamolunk be harsméz esetén.
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2. Anyag és moédszer

A diasztazaktivitas vizsgalatara sajat maédszert dol-
goztunk ki, amely Iényegében hasonld a széles koér-
ben alkalmazott Goethe-féle eljarashoz, amellyel nem
dinamikus, hanem statikus médon vizsgalja a diasz-
tazaktivitast: adott ideig (1 6raig) zajlé enzimreakci-
Ot valdsit meg. Hasonlit ugyanakkor a Schade-Whi-
te-Hadorn modszerhez is, mivel a meghatarozas
j6d-keményitd szinreakcié vizsgalatan alapul, és a
diasztazaktivitast spektrofotometrias Gton adja meg.
A szabvanyban rogzitett modszerektdl eltér6en a ki-
dolgozott metodikdban az eredményeket kalibracios
egyenes segitségével lehet értelmezni.

Vizsgalatainkhoz kereskedelmi forgalombdl szarma-
z6 harsmézet haszndltunk. A hékezelés enzimak-
tivitasra kifejtett hatasat 75 illetve 90 °C-on toérténd
kezeléssel, a tarolas hatasat pedig 10 és 30 °C-on
val6 tarolassal modelleztik. A keményit6bontast és
a joddal torténd szinreakciét kdvet6éen 600 nm-en
spektrofotometrias vizsgalatot végeztink. A Kkulon-

0 1 2

b6z8 koncentracioju keményit6oldatok segitségével
felvett kalibraciés egyenessel meghatarozhaté az
adott kémcsd6ben le nem bontott 1 %-0os keményit6-
nek megfelel6 keményitd mennyiség.

3. Vizsgalati eredmények és értékelésik

A diasztdz aktivitas mérésére kidolgozott mddszer
alapjan kalibraciés egyenes segitségével lehet az
eredményeket megadni. A vizsgalatnal alkalmazott
kalibraciés egyenes lefutdsa, egyenlete és a korre-
lacioés koefficiens az 1. 4bran lathaté. Mivel maod-
szerlnk - eltér6en a dént6 modszert6l - nem figyeli
az enzimreakcio id6beli lefutasat, hanem csak egy
konkrét, 1 oras iddintervallumot vizsgal, igy statikus
diasztazaktivitds-vizsgalatnak neveztiik el, a mega-
dand6 eredményt pedig megkildonbdztetésil stati-
kus diasztazaktivitasnak. Az alkalmazott (j médszert
Osszevetettik a szabvanyban rogzitett, Goethe-féle
modszerrel, melynek eredménye sajat moédszeriink
alkalmassagat tamasztotta ala.

3 4 5 6

1% keményitéegyenérték/1% Starch equivaqlent value

1 é&bra. A diasztaz aktivitds mérésnél alkalmazott kalibraciés egyenes (mérési hullamhossz: 600 nm)
Figure 1 Measurement calibration curve of the diastase activity (the used vawelenght 600 nm)

A hékezelés enzimtevékenységre gyakorolt hatasat
vizsgalva arra az eredményre jutottunk, hogy mind
a 75 °C-os, mind a 90 °C-os hé6terhelés hatasara
csOkkent a diasztaz aktivitds. Ez a jelenség az enzim
fehérje természetével magyarazhatd, mivel az a h6-
kezelés hatadsara - részben vagy egészben - denatu-
ralédott, igy keményit6bonté tulajdonsaga is karoso-

dast szenvedett. A grafikus abrazolasbol (2. 4bra) jol
kitdnik, hogy a statikus diasztazaktivitas-csokkenés
sokkal nagyobb mértékli a magasabb hémérsékletl
kezelés hatasara (tbbb mint 7-szeres), ugyanakkor
mindkét hdmérséklet esetében linearis jellegld a val-
tozas.
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Changes in the diastase
activity of iinden honey
due to heat treatment,

and during storage
Mariann Csékal Pal Tolnayl Andras S. Szab61l
1. Introduction

Of the enzymes found in honey, diastase is one of the
most important ones, in fact, there is a separate limit
value given for this parameter in the regulation of the
Hungarian Food Codex regarding honey. Generally, the
minimum diastase number is 8 (see definition later), or in
the case of honey with low natural enzyme content, the
expected value is at least 3. Diastase (a mixture of a- and
(3-amylase) is an enzyme that breaks down starch, which
results mainly in maltose. The enzyme enters the honey
during ripening from the hypopharyngeal secretions of
bees, and its quantity is influenced by the composition
and concentration of the nectar, the age of the bees and
the intensity of the nectar flow [3]. Its presence in honey
is one of the basic criteria of genuineness. Good quality
honey usually has a high diastase activity.

The diastase content of honey can decrease significantly
due to long-term storage or heat treatment, but is also
known that certain types of honey (e.g. acacia, orange,
eucalyptus) contain low concentrations of diastase to
begin with. This is explained by the fact that the nectar of
certain plants has a higher dry matter content, therefore,
less enzyme material is added to it during the shorter
thickening period by the bees. Of the parameters routinely
analyzed in honey, determination of diastase activity
has the highest measurement uncertainty, therefore,
relatively large deviations (20 to 30%) from the average
are accepted by accreditation bodies during international
proficiency tests.

The diastase activity of honey can be determined based
on the degree of degradation of starch [2],[4],[6],[7].[8].[9]-
Generally, a starch solution of a given concentration
and honey are incubated together, and at the end
of the experiment either the amount of remaining
(undegraded) starch solution or that of the fragments is
determined, usually by a spectrophotometric method.
The characteristic value thus determined is the Goethe
number (diastase number), which specifies the amount
of 1% starch solution in ml that is degraded over one
hour at 45-50 °C by the diastase enzyme contained in
1 g of honey. This value is usually somewhere between
10 and 18, but in the case of certain types of honey it
can be lower (8-10) or higher, depending on the species.
The lower limit is 8, below this the honey is considered
spoiled or bad quality. Too low enzyme activity might
indicate unripeness, inappropriate storage or improper
heat treatment, therefore, diastase activity is one of the
important parameters of honey qualification [1]. This factor
is also greatly influenced by the acid content of honey: its
optimum operating pH is between 5.0 and 5.2, at neutral
pH the enzyme activity is low, and at strongly acidic pH
(pH < 3.3) the enzyme decomposes rapidly.

In the present paper, investigations of the effects of
storage and heat treatment on diastase activity are
reported, in the case of linden honey.

2. Materials and methods
A proprietary method for the determination of diastase

activity was developed, which is essentially similar to
the widely used Goethe procedure, measuring diastase
activity not in a dynamic, but a static way: it is an enzyme
reaction lasting a certain amount of time (1 hour). It is also
similar to the Schade-White-Hadorn method, because
the measurement is based on a colour reaction between
iodine and starch, and diastase activity is determined
spectrophotometrically. Unlike the methods listed in
the standards, interpretation of the results in the newly
developed method is performed with the help of a
calibration curve.

For our analyses we used commercially available linden
honey. The effect of heat treatment on enzyme activity
was simulated by treatment at 75 and 90 °C, while that of
storage by storage at 10 and 30 °C. Spectrophotometric
analysis was performed at 600 nm after starch degradation
and the colour reaction with iodine. The amount of starch
corresponding to the 1% starch solution not degraded in
the given test tube can be determined using the calibration
curve recorded with the help of different concentration
starch solutions.

3. Analytical results and their interpretation

Based on the method developed for the measurement
of diastase activity, results are given with the help of a
calibration curve. The run of the calibration curve, its
equation and the correlation coefficient are shown in
Figure 1 Since our method - unlike the decisive method
- does not monitor the course of the enzyme reaction
over time, but only analyses a specific 1-hour time period,
therefore, we decided to call it a static diastase activity
test, and the result we call static diastase activity, to
differentiate from the previous one. The newly developed
method was compared to the standard Goethe method,
and the result proved the suitability of our proprietary
method.

When investigating the effect of heat treatment on
enzyme activity, it was found that heat treatment at both
75 and 90 °C resulted in decreased diastase activity.
This phenomenon can be explained by the protein nature
of the enzyme, because it was - partially or completely
- denatured due to heat treatment, and so its starch
degrading property was damaged. It is clear from the
graphic representation (Figure 2) that the decrease in
static diastase activity is much more pronounced (more
than 7-fold) when heat treatment is performed at a higher
temperature, but changes are linear in the case of both
temperatures.

Despite different storage conditions (10 °C and 30
°C), changes in diastase enzyme activity were similar
(Figure 3). In both cases, enzyme activity decreased, the
decrease was linear, but approximately 1.6 times faster
when stored at 30 °C than at 10 °C. After storing honey
for 90 days at the latter temperature, diastase activity
was almost as low as that after heat treatment at 75 °C
for 5 hours. In other words, prolonged storage at low
temperatures has a similar inhibitory effect on enzyme
activity as heat treatment at 75 °C for 5 hours. Storage
at 30 °C decreased enzyme activity even more forcefully.
Based on the results described above it can be stated that
the extent of enzyme damage due to improper storage
can be even greater than changes in the case of honey
undergoing a short heat treatment.

The slopes of the calibration curves obtained for honey
samples stored at 30 °C, and heat treated at 75 and 90 °C
were plotted as a function of the temperature, and a curve
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75 °C
90 °C

Kezelési id6 (6ra)/Treatment time (hour)

2. dbra A vizsgalt mézminta statikus diasztaz aktivitasanak valtozasa
75 és 90 °C-os hbkezelés hatasara a kezelési id6 fliggvényében
Figure 2 Alteration of static diastase activity on 75 and 90 °C in the versus of time

A diasztdz enzim aktivitasa az eltér6 tarolasi koril-
mények (10 °C és 30 °C) ellenére jellegében hasonlo
valtozast mutatott (3. abra). Mindkét esetben csok-
kent az enzimaktivitds, a csokkenés lineéaris, ugyan-
akkor 30 °C-os tarolas hatdsara mintegy 1,6-szor
gyorsabb, mint 10 °C-on. Ez utébbi hémérsékleten
90 napig tarolva a mézet, a diasztaz aktivitas kozel
olyan alacsony szintre csokkent, mint az 5 éran at
tartd 75 °C-os h6kezelés hatasara. Vagyis a huzamo-
sabb ideig tarté alacsony h6mérséklet, hasonlé gatlod

hatast fejt ki az enzim m(ikddésére, mint az 5 éran
at tartd 75 °C-os hémérsékletli hdkezelés. A 30 °C-
os tarolas még erételjesebben csodkkentette az en-
zimaktivitast. A leirt eredményekbd6l megallapithato,
hogy a helytelen tarolas hataséara az enzimkarosodas
mértéke akar nagyobb is lehet, mint egy rovid ideig
tartd hdékezelésnek alavetett méz esetében fellép6
véltozas.

A kép illusztracié / The picture is illustration
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was fitted to these points. This showed an exponential
relationship. Based on the curve obtained, one can
estimate the expected hourly decrease in diastase activity
of a honey stored/treated at a given temperature, as
shown in Figure 4. It can be calculated from this, how long
a honey with a given diastase activity stored or treated
at a certain temperature will satisfy the requirements of
the Hungarian Food Codex [5]. According to the equation
describing the curve, it can be estimated, for example,
that the shelf life of a honey with a diastase activity of 15
(and with low HMF content) will be roughly 200 days when
stored at 35 °C, but at 100 °C, even a treatment of 55
minutes has fatal effects.

This means that processes that take place in honey due
to storage or heat treatment can be followed by analysing

changes in diastase activity. Due to improper storage or
processing the diastase activity of honey can easily fall
below levels prescribed by relevant regulations.

4. Summary

Improper storage or excessive heat treatment of honey
is indicated by the decrease in diastase enzyme activity.
Because of the protein nature of the enzyme, this decrease
in activity is more pronounced at higher temperatures.
Damage to diastase-and, thus, adecrease in its operability
- was already observable during the treatment of linden
honey at 75 °C, but at 90 °C, the starch degrading activity
of the enzyme was completely gone in a few hours. The
activity of the enzyme also decreased during storage, but
this decrease proved to be marginal.
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Tarolasi id6 (nap)/Storage time (day)

3.abra A statikus diasztaz aktivitas valtozasa 10 és 30 °C-on tarolt mézminta esetében a tarolasi id6 fiiggvényében
Figure 3 Alteration of static diastase activity of honey sample on 10 and 30 °C in the versus of storage time

A 30 °C-on téarolt, valamint a 75 és 90 °C-on hd&ke-
zelt mézmintikra kapott egyenesek iranytangenseit
a h6mérséklet figgvényében vettik fel, illetve gorbét
illesztettiink r4. A kapott 6sszefliggés exponencialis
jellegl volt. A kapott gorbe alapjan megbecsilhet6
egy adott hémérsékleten tarolt-kezelt méz varhaté
diasztazaktivitas-csokkenése o6ranként, amint az a 4.
abran is lathaté. Ebbél kiszamithatd, hogy egy adott
diasztazaktivitasi méz az alkalmazott tarolasi-keze-

Iési h6mérsékleten mennyi ideig felel meg a Magyar
Elelmiszerkdnyvben [5] elGirt kdvetelménynek. A gor-
bét leir6 egyenlet alapjan megbecsilhet§ példaul,
hogy egy 15-6s diasztazaktivitasu (és egyben ala-
csony HMF tartalmd) méz 35 °C-on tarolva mintegy
200 napig tartja meg min6ségét, 100 °C kozelében
pedig mar 55 perces kezelés is végzetes hatasu.
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4. dbra. A diasztaz aktivitds csokkenése dranként a tarolasi-kezelési h6mérséklet fliggvényében
Figure 4 Decreasing of diastase activity in the versus of the temperature of storage and treatment

A mézben atarolas illetve a h6kezelés hatasara vég-
bemend folyamatok tehat a diasztazaktivitas alakula-
sanak vizsgalataval is nyomon kévetheték. A helyte-
len tarolas illetve feldolgozas hatasara a méz diasztaz
aktivitdsa akar a vonatkozo el6iras altal megengedett
érték ald is csokkenhet.

4. Osszefoglalas

A méz nem megfelel6 tarolasat illetve talzott héke-
zelését a diasztdz enzim aktivitasdnak csdkkenése
jelzi. Az enzim fehérje jellegének kdszénhetben ez az
aktivitascsokkenés magasabb hémérsékleten inten-
zivebb. A diasztaz karosodasa - és igy m(ikoddkeé-
pességének csokkenése - mar a harsméz 75 °C-on
torténd kezelése soran észrevehetd volt, de 90 °C-on
az enzim keményit6bonté aktivitasa néhany 6ra alatt
teljesen megszint. A tarolasi vizsgalat soran is csok-
kent az enzim m(kodése, de ez a csokkenés csak
csekély mértéklnek bizonyult.
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