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ERFAHRUNGEN MIT EINER NEUEN KINETISCHEN METHODE
ZUR BESTIMMUNG DER DIASTASEZAHL IN HONIG
UND UBER EIGENSCHAFTEN DER HONIG-DIASTASE

Expériences réalisées avec une nouvelle méthode cinétique
pour la détermination de ’indice de diastase du miel
et pour étude des propriétés de cette diastase

H. HADORN und K. ZURCHER

Zentrallaboratorium der Coop Schweiz, Basel

SUMMARY

EXPERIENCES WITH A NEW METHOD OF DETERMINING THE DIASTASE
NUMBER IN HONEY AND ON PROPERTIES OF HONEY DIASTASE

A recently by the authors elaborated method for determining the diastase number in
honey was tested on various authentic honeys. The principle of the new kinetic method is as
fallows : at 40° C a buffered original honey solution is acting upon a starch solution. At desired
intervals samples of this reaction mixture are withdrawn and mixed with an iodine solution.
The breakdown of the starch is observed photometrically. In a diagram the extinction is
plotted against the corresponding reaction time. The diastatic activity is calculated from the
initially linear reaction curve.

Beside the diastase number of the honey, the sucrase number, the water and the hydroxy-
methylfurfural content as well as the pH value and the acidity are determined. Some of the
examined honeys were especially rich in enzymes whereas others were poor. Lavendine
honeys very often are strikingly poor in enzymes. An inhibitory effect or even a substance
poisonous to enzymes could not be detected in Lavendine honeys. Probably the natural
poverty in enzymes of Lavendine honeys is caused by mass flows.

For the characterization of the honey diastase the pH optimum was determined (pH
= 5,4); the activation of the diastase was stated by natrium chlorid. This statement points
to an animal origin of the honey diastase. Honey dew honeys and floral honeys have diastases
of the same properties.
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ZUSAMMENFASSUNG

Eine kiirzlich von uns ausgearbeitete Methode zur Bestimmung der Diastasezahl in Honig
wurde an verschiedenen authentischen Honigen ausprobiert. Das Prinzip der neuen kinetischen
Methode ist folgendes : Eine gepufferte Honig-Stammldsung lisst man bei 40° C auf Stirkelésung
einwirken. In bestimmten Zeitabstéinden entnimmt man diesem Reaktionsgemisch Proben
und versetzt sie mit Jodlosung. Der Stirkeabbau wird photometrisch verfolgt. In einem Dia-
gramm trigt man die Extinktion gegen die entsprechende Reaktionszeit auf. Aus der am
Anfang linear verlaufenden Reaktionskurve wird die Diastaseaktivitit berechnet.

Neben der Diastasezahl wurden in den Honigen die Saccharasezahl, der Wasser - und
Hydroxymethylfurfurol - Gehalt sowie der pH-Wert und die Sdure bestimmt. Unter den
untersuchten Honigen befanden sich besonders enzymreiche, aber auch enzymarme Honige.
Lavandin-Honige fallen oft durch ihre Armut an Enzymen auf. Eine enzymhemmende Wirkung
oder gar eine Substanz, welche als Enzymgift wirkt, konnte in den Lavandin-Honigen nicht nach-
gewiesen werden. Die natiirliche Enzymarmut gewisser Lavandin-Honige diirfte auf Massen-
tracht zuriickzufiihren sein. Zur Charakterisierung der Honig-Diastase wurde das pH-Optimum
bestimmt (pH = 5,4) und die Aktivierung der Diastase durch Natriumchlorid nachgewiesen.
Dieser Befund deutet auf die tierische Herkunft der Honig-Diastase hin. Honigtauhonige und
Bliitenhonige enthalten Diastase mit gleichen Eigenschaften.

EINLEITUNG

Die Diastaseaktivitit (Amylaseaktivitit) des Honigs wird seit Jahrzehnten
benutzt, um zu priifen, ob ein Honig naturbelassen und nicht durch iibermissig
starkes Erhitzen geschidigt worden ist. In der Literatur findet man bereits
recht zahlreiche Methoden zur Bestimmung der Honigdiastase. Alle diese
Methoden beruhen auf dem enzymatischen Abbau von Stirkelésung unter defi-
nierten, jedoch von einem Autor zum andern wechselnden Versuchsbedin-
gungen. Die Methoden sind zum Teil recht umsténdlich, und die nach verschie-
denen Verfahren gefundenen Enzymaktivititen lassen sich nur bedingt mitein-
ander vergleichen. Eine der bekanntesten Methoden zur Bestimmung der
Honigdiastase stammt von GoTrE (1914). Diese Methode ist von KIERMEIER
und KGBERLEIN (1954) modifiziert und verbessert worden. Eine brauchbare,
photometrische Methode zur Bestimmung der Honigdiastase haben ScHADE,
MarsH und Eckert (1958) beschrieben. Diese etwas umstiindliche Methode
wurde von WHITE und PIRENT (1959), spiter auch von uns modifiziert (Ha-
DORN 1961). Eine Variante dieser Methode ist in das Schweiz. Lebensmittelbuch
(1967) aufgenommen worden. Die Methode liefert zuverlissige und gut repro-
duzierbare Werte. Die Arbeitsweise ist jedoch recht umsténdlich, erfordert
viele Vorbereitungen und ist in Laboratorien, die nur gelegentlich einzelne
Honige zu priifen haben, wenig beliebt. Aus diesem Grunde haben wir (ZURCHER
und HaporN 1972) kiirzlich eine einfachere kinetische Methode zur Bestim-
mung der Honigdiastase ausgearbeitet. Dabei wird der Stirkeabbau in Abhin-
gigkeit der Reaktionszeit photometrisch verfolgt (Jodstirke-Reaktion) und
hieraus die Diastasezahl berechnet. Hier soll iiber Erfahrungen mit dieser
Methode berichtet werden.
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UNTERSUCHUNGSMATERIAL

Eine Anzahl authentischer Schweizer Honige wurden uns in freundlicher Weise von Frl.
Dr. A. Maurizio, Liebefeld Bern, zur Verfiigung gestellt. Die Pollenanalyse séimtlicher Honig-
proben besorgte ebenfalls Frl. Dr. Maurizio. Von Herrn Dr. LOUVEAUX, Station de Recherches
sur ’Abeille et les Insectes sociaux, Bures-sur-Yvette (S.-et-0.) France, erhielten wir eine Anzahl
Honige, vorwiegend aus Siidfrankreich.

UNTERSUCHUNGSMETHODEN

Zur Untersuchung der Honige haben wir ausschliesslich Methoden beniitzt, welche in
unserem Laboratorium iiberpriift oder speziell ausgearbeitet worden waren (HaporN 1961,
HADORN und ZURCHER 1963, 1966). Die meisten dieser Methoden befinden sich im Schweiz.
Lebensmittelbuch (1967).

DIASTASEZAHL

Die Diastasezahl bestimmten wir nach einer neuen kinetischen Methode. Eine ausfiihr-
liche Arbeit hieriiber ist an anderer Stelle erschienen (ZURCHER und HADORN 1972). Hier soll
nur die Arbeitsvorschrift kurz wiedergegeben werden.

Prinzip
Eine gepufferte Honig-Stammlésung 1laBt man bei 40° C auf Stirkelosung einwirken, In
bestimmten Zeitabstiinden entnimmt man diesem Reaktionsgemisch Proben und versetzt sie
mit Jodlésung. Der Stirkeabbau wird photometrisch verfolgt. In einem Diagramm triigt man
die Extinktion gegen die entsprechende Reaktionszeit auf. Aus der am Anfang linear verlau-
fenden Reaktionskurve wird die Diastaseaktivitiit berechnet.

Definition
Die Einheit der Diastaseaktivitiit ist jene Enzymmenge, die in einer Stunde unter den
Versuchsbedingungen 10 mg Stiirke abbaut. Die Resultate werden in Diastase-Einheiten pro

Gramm Honig angegeben. Die Diastasezahl gibt an, wieviele Gramm Stirke von den in 100 g
Honig enthaltenen Enzymen in einer Stunde abgebaut werden.

Gerdte

Reaktionskolbchen, siehe Abb. 1.
Das gut gereinigte Reaktionskdlbchen sowie alle Glasgefisse, mit denen der Honig vor

und wihrend dem Enzymversuch in Berithrung kommt, sind auszudimpfen und anschliessend
im Trockenschrank zu trocknen.

Thermostatenbad von 40,0° C.

Reagenzien

Natriumchloridlésung 4 9%,
4,0 g Natriumchlorid werden mit frisch ausgekochtem destillierten Wasser gelést und im
Messkolbchen auf 100 ml verdiinnt.

Starkelosung
Es sind nicht alle lslichen Stirkepriparate des Handels brauchbar, da die Anfangs-
Extinktion zwischen 0,5 und 0,6 liegen sollte (siehe Berechnung).

Von der léslichen Stirke (Noredux-Standardstirke, Siegfried AG Zofingen, oder lésliche
Stéirke Merck) muss zuniichst die Trockensubstanz bestimmt werden. Etwa 2 g Stiirke werden
auf dem Boden eines flachen Wiigeglases (Durchmesser 5 c¢m) in diinner Schicht ausgebreitet,
dann gewogen und wiithrend 1 1/2 Stunden bei 130° C getrocknet. Nach dem Abkiihlen im
Exsikkator wird zuriickgewogen. Der Gewichtsverlust entspricht dem Wassergehalt.

Man berechnet die Menge lufttrockene Stirke, welche eingewogen werden muss, damit in
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der Einwaage (E) genau 0,500 g wasserfreie Stiirke enthalten sind, nach folgender Formel :
5
E = TO wobei T = Trockensubstanz in 9.
— Die entsprechende Menge Stiirke, welche 0,500 g wasserfreier Stiirke entspricht auf

der Analysenwaage abwiigen.

— 20 ml Wasser zusetzen und Stiirke zu diinnem Brei anriihren.
— 5 ml Puffer, pH = 5,4 zugeben und mit ca.

— 50 ml kochendem Wasser iibergiessen. Unter Riihren zum Sieden erhitzen. Abkiihlen
und mit Wasser auf 100 ml verdiinnen.

Substrat-Pufferlosung pH = 5.4.

40,0 g di-Natriumhydrogenphosphat krist. Na,HPO,:12H,0 und

9,29 g Citronenséiure Monohydrat abwiigen, in Wasser lésen und auf 1 Liter verdiinnen.
Sistier- Pufferlosung pH = 7,0.

58,9 g di-Natriumhydrogenphosphat krist. Na,HPO,-12H,0 und

3,70 g Citronensiure Monohydrat abwiigen, in Wasser lésen und auf 1 Liter verdiinnen.
Jodlosung 0,002-n (frisch zubereitet)

5,0 ml 0,1-n Jodlésung mit
10,0 g Kaliumjodid und Wasser auf 250 ml stellen.

Lo il
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ABB. 1. — Reakiionsgefdss fiir Diast hl-und Sacch hl-Bestimmung
Fic. 1. — Réacteur utilisé pour la détermination des indices de di et de harase

Ausfiithrung der Bestimmung
a) Honiglésung 2 %,
1,00 g  Honig in 50-ml-Becherglas auf + 0,01 g genau abwiigen, ca.
25,00 ml Substrat-Pufferlésung pH = 5,4 zugeben und Honig lésen.

1,50 ml Natriumchloridiésung zusetzen und mit Pufferlésung pH = 5,4 im Messkélbchen
auf 50 ml verdiinnen.
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b) Enzymversuch
— 20 ml der frisch bereiteten 2 9-igen Honiglésung (entspricht 400 mg Honig) in
seitlichen Ansatz des Reaktionsgefdsses pipettieren.

— 20 ml Stirkelssung 0,5 9, (entspricht 100 mg Stiirke) in das Kélbchen pipettieren.

— Reaktionsgefiiss in ein thermostatiertes Wasserbad von 40,0° C eintauchen und wih-
rend 15 Minuten thermostatieren.

— In der Zwischenzeit Sistierlésungen vorbereiten (5 Messkolbchen).

— Die Sistierlosung enthilt in jedem 50-ml-Messkélbchen je 30 ml Sistier-Pufferlésung

pH = 7,0 und 5,00 ml 0,002-n Jodlésung. (Jodlésung erst unmittelbar vor Zugabe der
Reaktions-Lésung zusetzen).

— Liésungen im Reaktionsgefiss nach 15 Minuten langem Thermostatieren gut mischen
und gleichzeitig eine Stoppuhr in Gang setzen (entspricht Reaktionszeit = 0).

— In Zeitabstinden von 2, 6, 12, 20 und 35 Minuten Proben von je 1 ml entnehmen

(Oxford-Pipette), in vorher vorbereitete Sistierlésung einpipettieren und mit Wasser auf 50 ml
auffiillen.

— Messkolbchen nach gutem Durchmischen in ein Wasserbad von 20° C einstellen.
¢) Blindlésung

— in 50 -ml-Messkélbchen abmessen :

— 30 ml Pufferlésung pH = 7,0,

— 0,50 ml Honig-Lisung 2 %,

— 5,00 ml 0,002-n Jod, mit Wasser auf 50 ml auffiillen.

d) Ausmessen

Die Extinktion der Blaufirbung wird sofort nach beendetem Enzymversuch, oder spi-

testens nach 6 Stunden gegen Blindlésung ausgemessen. 1 cm-Kiivette, Wellenlinge 565 nm,
Temperatur 20° C.

Berechnung

— Auf Millimeterpapier die gemessenen Extinktionswerte (Ordinate) gegen die Reak-
tionszeit (Abszisse) auftragen. Je nach Aktivitiit biegt die am Anfang linear verlaufende Kurve
nach verschiedenen Zeiten ab. (Siehe Abb 2).

— Durch den linearen Teil der Kurve eine Regressionsgerade ziehen.

— Im Schnittpunkt dieser Geraden mit der Ordinate den Anfangs-Extinktionswert E,
ablesen.

— Bei der Reaktionszeit 30 Minuten den Extinktionswert E¢ auf der Regressionsgeraden
ablesen.

— Diastasezahl (DZ) nach folgender Formel berechnen :
DZ — 1500 (E, — Et).
Eo -t
Es bedeuten E, = Anfangs-Extinktion, graphisch ermittelt,
E; = Extinktion nach ¢t Minuten (graphisch ermittelt),
t = Reaktionszeit (nach Vorschrift 30 Minuten).

SACCHARASEZAHL

Die Saccharasezahl wurde nach einer polarimetrischen Methode, welche urspriinglich von
DuisBERG und GEBELEIN (1958) stammte und von uns (HADORN und ZURCHER 1966) etwas
modifiziert worden ist, bestimmt. Vergleiche auch Sechweiz. Lebensmittelbuch (1967).

HYDROXYMETHYLFURFUROL (HMF)

Das Hydroxymethylfurfurol bestimmten wir nach WINKLER (1955).

TROCKENSUBSTANZ REFRAKTOMETRISCH
Siehe Schweiz. Lebensmittelbuch (1967).
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pH-WERT UND SAUREGEHALT

Diese Bestimmungen erfolgten potentiometrisch mittels Glaselektrode (HADORN und
ZURrCHER 1963).

Extinktion

05
DZ= 86
0.4

03

0.2

0y

] | ] |
10 20 30 40

Reaktionszeit in Minuten

ABB. 2. — Diastasezahl- Bestimmung ; Reaktionskurve verschiedener Honige
Nr. 6 Bliitenhonig Kanton Waadt.
Nr. 5 Bliitenhonig Kanton Waadt
Nr. 13 Lavandin-Honig (Provence)

Fi6. 2. — Détermination de Dindice de diastase ; courbe de réaction pour différents miels.
Ne 6 Miel de fleurs du canton de Vaud.
Neo 5 Miel de fleurs du canton de Vaud.
Ne 13 Miel de Lavandin de Provence.

En abscisses : temps de réaction en minutes
En ordonnées : extinction

ERGEBNISSE

Die Untersuchungsergebnisse sind in den Tabellen 1 bis 4 zusammenge-
stellt und sollen kurz diskutiert werden.

Reproduzierbarkeit

Alle von uns benutzten Methoden liefern gut reproduzierbare Werte. Die
kinetische Methode zur Bestimmung der Diastasezahl gibt bei Parallelbestim-
mungen gut ibereinstimmende Werte. Bei 4 Analysen, welche an verschiedenen
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Tagen am gleichen Honig durchgefiihrt wurden, fanden wir Diastasezahlen
welche zwischen 30,0 und 31,0 schwankten. Mittelwert = 30,4; Standardab-
weichung = 4 0,5. Der Wiederholstreubereich fiir eine statistische Sicherheit
von 95 9%, berechnet sich zu 4 1,5 Einheiten.

Einfluss des Stiarkeprdparates

Im Handel findet man ldsliche Stirkepriéparate mit sehr unterschied-
lichen Eigenschaften. Stirkepriparate, in denen die Stirke noch kaum abge-
baut worden ist, geben auf Zusatz von Jodlésung eine Fillung von schwer
loslicher Jodstirke. Derartige Priparate sind fiir die Diastasezahl-Bestimmung
ungeeignet. Andere Stirkepriparate, beispielsweise losliche Stirke nach ZuL-
KOWSKY, enthalten sehr stark abgebaute oder dextrinierte Stiirke. Sie geben mit
Jodlésung keine Blaufirbung sondern nur rétlich-braune Lésungen. Derartige
Priparate sind ebenfalls ungeeignet. Als gut brauchbar erwiesen sich die Nore-
dux-Standardstiirke (Siegfried AG, Zofingen) und die 18sliche Stirke von Merck.
Wir haben Versuche mit 7 verschiedenen Stirkepriparaten des Handels
durchgefiihrt und mit all diesen Stirken recht gut vergleichbare Diastase-
zahlen erhalten. (ZRCHER und HaporN 1972).

Vergleich der kinetischen Methode mit anderen Methoden

Wir haben unsere Methode auch mit der GorEE-Methode (1914) und der
Methode ScHADE, MARSH und Eckert (1946) verglichen. In drei Honigen mit
stark unterschiedlicher Diastaseaktivitit bestimmten wir die Diastasezahl
nach den drei Methoden. Die Resultate sind in der Tabelle 1 aufgefiihrt. Man
erhilt durchwegs vergleichbare Werte. Wie frither gezeigt wurde (HapoRN
1961), hingt die Diastasezahl nach GorRE sehr stark von der Stirkequalitiit
ab. Verwendet man die im Schweiz. Lebensmittelbuch vorgeschriebene Stan-
dardstiirke, erhilt man Werte, welche gut mit den nach unserer neuen kine-
tischen Methoden gefundenen iibereinstimmen. Die Methode ScHADE, MARSH
und Eckgrt (1958) lieferte durchwegs etwas niedrigere Resultate.

Untersuchungen an authentischen Honigen

Wir haben 11 Schweizerhonige und 7 franzoésische Honige untersucht.
Die Resultate sind in der Tabelle 2 zusammengefasst. Bei allen untersuchten
Honigmustern handelt es sich um authentische, unter schonenden Bedingungen
gewonnene Honige. Der Gehalt an Hydroxymethylfurfurol ist fast duchwegs
niedrig (0,1 — 0,5 mg 9,), woraus geschlossen werden darf, dass die Honige
keiner iibermissigen Wirmebehandlung unterworfen worden waren. Eine
Ausnahme machen die franzdsischen Honige Nr. 13 und 18, welche wihrend
4 Tagen bei 30° C gelagert wurden (décanté 4 jours 4 30° C) und erst anschlies-
send kiihl bei 14° C aufbewahrt wurden. Der Hydroxymethylfurfurol-Gehalt
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dieser beiden Honige ist durch die Wirmebehandlung deutlich erhéht worden.
(1,23 bezw. 0,89 mg %) Der franzésische Honig Nr. 12 wurde nach dem Schleu-
dern wihrend 14 Tagen bei 25° C aufbewahrt und erst anschliessend bei 14° C
gelagert. Auch dieser Honig weist einen erh6hten HMF-Gehalt auf (0,83 mg 9,).

Tas. 1. — Bestimmung der Diastasezahl nach verschiedenen Methoden
TABL. 1. — Détermination de indice de diastase selon différentes méthodes
Ne 2 Neo 13 Ne 14
Kastanienhonig | Bliitenhonig Lavandin-Honig
Methode Fontanaz-Seulaz| 1971 von Crau Sept. 1971
s. Bex (800 m) | Siidfrankreich | Valréas (Vaucluse)
Méthode

Miel de fleurs
de Crau 1971
(France)

Miel de Lavandin
Valréas (Vaucluse)
Sept. 1971

Miel de chataignier
Fontanaz-Seulaz
s. Bex (800 m)

Neue kinetische Methode 9.1

™y
-
1))
g0
S bO

Nouvelle méthode cinétique

Methode Gothe, modifiziert nach Kiermeir u.
Kéberlein

Méthode Gothe modifiée selon Kiermeier et Kiberlein

28,6 8,7

Methode Schade, Marsh und Eckert, Modifika-
tion Hadorn LB 23A /S. 28

Méthode Schade, Marsh et Eckert, modifiée Hadorn LB
23 A/S.28

24,2 16,8 8,0

Die Diastasezahlen der untersuchten Honige bewegen sich in normalen
Grenzen, das heisst zwischen ca. 9 und 30 Einheiten. Besonders enzymreich,
vor allem reich an Honigdiastase sind die beiden Kastanienhonige Nr. 1 und
Nr. 2. Auch die Saccharasezahlen der beiden Honige sind hoch. Auffallend
niedrige Enzymaktivititen besitzen die beiden Lavandin-Honige Nr. 14 und
15 aus Siidfrankreich. Dies kommt besonders deutlich bei der Saccharaseak-
tivitit zum Ausdruck. Diese beiden Lavandin-Honige besitzen Saccharase-
zahlen von 1,3 bezw. 3,2; dies sind die niedrigsten von uns je in einem authen-
tischen Honig festgestellten Enzymaktivititen. Die Diastasezahlen dieser
Lavandin-Honige liegen mit 9, bezw. 11 Einheiten noch innerhalb der nor-
malen Grenzen. Auf die natiirliche Enzymarmut gewisser Honige werden wir

noch zuriickkommen.

Die weiteren Gehaltszahlen wie Wassergehalt, pH-Wert und Siuregehalt
bewegen sich innerhalb normaler Grenzen und geben keinen Anlass zu beson-

deren Bemerkungen.,
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Enzymarme Honige

Es ist seit einiger Zeit bekannt, dass gewisse authentische und unter
schonenden Bedingungen gewonnene Honige von Natur aus relativ enzymarm
sind. So fallen besonders Orangenbliiten- und Lavendelhonige durch ihre
Enzymarmut auf. Da die Honigenzyme zur Hauptsache aus dem Pharynx-
driisen-Sekret der Bienen stammen und dem Nektar wihrend der Honigberei-
tung beigemischt werden, ist nicht ohne weiteres verstindlich, weshalb gerade
die Orangen- und Lavendelbliiten-Honige besonders enzymarm sein sollten.
Es wurde vermutet, dass diese Honige gewisse Stoffe enthalten kénnten,
welche als Enzymgift wirken und die Honigenzyme hemmen kénnten. NELsON
(1930) hat bereits darauf hingewiesen, dass als Triiger des Aromas im Orangen-
bliitenhonig das Methylanthranilat, ein Bestandteil des Orangenbliitenéles,
anzusehen ist. Er hat diese Verbindung aus Orangenhonig isoliert. Dieser
Befund wurde von Lotrop (1932) bestitigt. Auch DEsHUssEs und GABBAI
(1962) haben in spanischen Orangen- und Lavendelhonigen mittels Diinn-
schicht-Chromatographie Methylanthranilat nachgewiesen. Da Methylanthra-
nilat chemisch dem Vitamin H’, einigen wichtigen Lokalanisthetika (Anis-
thesin) und gewissen chemischen Konservierungsmitteln nahe verwandt ist,
haben wir gepriift, ob Methylanthranilat im Honig enzymhemmend wirkt.
Eigene Versuche (HADORN 1964) haben ergeben, dass durch relativ hohe
Zusitze von Methylanthranilat zu Honig (50 mg /100 g Honig) die Aktivitit
der Diastase iberhaupt nicht, die der Honig-Saccharase nur minim gehemmt
wird. Unter den uns zur Verfiigung stehenden franzosischen Honigen befanden
sich, wie bereits erwihnt, 2 Lavandin-Honige mit niedrigen Diastase- und
Saccharasezahlen (DZ = 9,0 und 11,1; SaZ = 1,3 und 3,2). Es sollte nun
untersucht werden, ob in diesen enzymarmen Honigen irgend eine enzym-
hemmende Substanz vorkommt. Zu diesem Zweck haben wir den enzymarmen
Honig mit einem enzymreichen Kastanienhonig im Verhiltnis 1 : 1 gemischt
und die Diastasezahl der Mischung bestimmt. Wenn eine enzymhemmende
Substanz vorhanden wiire, miisste dieselbe auch die aus dem Kastanienhonig
stammende Diastase hemmen. Die Mischung wiirde in diesem Fall eine niedri-
gere Diastasezahl besitzen als sich diese aufgrund der Mischungsrechnung aus
den Diastaseaktivititen der beiden Honige errechnen liisst. Aus-den Resultaten
der Tabelle 3 geht hervor, dass keine Enzymhemmung stattfindet. Das Vorhan-
densein irgend eines enzymhemmenden Stoffes kann mit grosser Wahrschein-
lichkeit ausgeschlossen werden. Die Tatsache, dass in der Natur ofters auf-
fallend enzymarme Honige vorkommen, bleibt jedoch bestehen. Es wire auch
mdéglich, dass gewisse, im Nektar von Orangen- und Lavandin-Bliiten enthal-
tene Stoffe, wie Methylanthranilat, auf die Sekretabsonderung oder auf die
Enzymproduktion der Pharynx-Driisen der Bienen hemmend wirken, so dass
von Anfang an ein enzymarmer Honig zubereitet wird. Gegen diese Theorie
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spricht jedoch der Umstand, dass nicht ausnahmslos alle Lavandin- und
Orangenbliiten-Honige enzymarm sind. Fermentarmut des Honigs kann unter
bestimmten Bedingungen, etwa bei ausgesprochener Massentracht und gleich-
zeitigem Mangel an Pollen, auftreten. Lavandin-Tracht in der Provence ist
meistens Massentracht, da einzelne Vélker pro Tag oft iiber 5 kg Nektar
eintragen.

TaB. 3. — Versuche zur Priifung auf Enzymhemmung

TABL. 3. — Essais de blocage des enzymes

DZ der Mischung 1 41
Honig Indice de diastase du mélange
Miel Diastasezahl DZ

Nr Indice de diastase

theoret. gefunden
Ne berechnet

Calculé

Trouvé

16 Lavendelhonig krist ........ 20,1
Miel de lavande cristallisé

6 Kastanien- und Bliitenhonig 25,2 23,2
Krist ..ovvveiniiennennennnen 30,4

Miel de chataignier et de fleurs
diverses cristallisé

13 Lavandin-Honig krist ....... 9,0
Miel de Lavandin cristallisé

6 Kastanien- und Bliitenhonig 19,7 20,1
krist c..oviviinnnniiiienns 30,4

Miel de chataignier et de fleurs
diverses cristallisé

Herkunft und Eigenschaften der Honig-Diastase

Ueber die Herkunft der Honigenzyme liegt eine Anzahl Untersuchungen
vor. Nach der heutigen Auffassung stammen die Honigenzyme (Diastase,
Saccharase, Glukose-Oxydase) zur Hauptsache aus den Sekreten der im Kopf
und Thorax der Biene gelegenen Driisen, die wihrend des Reifungsprozesses
dem Honig beigemengt werden. Die wichtigste Rolle spielt dabei das an
Enzymen reiche Sekret der Pharynxdriisen (MauRizio et al. (1972), Ogrosit
(1968), ZiecLER (1968)). Gewisse Mengen von Saccharasen sind auch in den
Rohstoffen selbst, vor allem im Honigtau, nachgewiesen worden (Krort (1960),
(1968), Krorr /Mavurizio [KAisgr (1965), Maurizio (1965), (1968a, b).

Um indirekt einen Hinweis auf die Herkunft der Honigdiastase zu erhal-
ten, haben wir gewisse Eigenschaften der Honigdiastase studiert. Pflanzliche
und tierische Amylase sollen unterschiedliche Eigenschaften aufweisen. Seo
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schreibt beispielsweise STREET (1962) auf Seite 854 wortlich : « Tierische Amy-
lase wird durch Chlorid-Ionen aktiviert. Maximale Aktivitit erhilt man bei
dem hier beschriebenen Verfahren, wenn die Chlorid-Konzentration im Ansatz
der enzymatischen Reaktion grésser als 0,01-n ist. Ein Chloridgehalt bis zu
0,9 % stort nicht. Pflanzliche Amylase wird durch Chlorid-Ionen nicht akti-
viert ».

TaB. 4. — Aktivierung der Honigdiastase durch Natriumchlorid

TABL. 4. — Activation de la diastase du miel par le chlorure de sodium

Mischhonig Schweizer Tessiner
mit sehr viel Bliitenhonig ohne Kastanienhonig ohne
Honigtaubestand- Honigtaubestand- Honigtaubestand-
teilen teile teile
Miel « toutes fleurs » Miel de fleurs suisse Miel de chataignier
et miellat sans miellat du Tessin sans miellat
Diastasezahl
Indice de diastase.
Honig mit NaCl-Zusatz ......... 15,4 16,1 10,3
Miel avec addition de NaCl
Honig ohne NaCl-Zusatz. ........ 12,2 7,0 3,8
Miel sans addition de NaCl
Aktivititszunahme durch NaCl-
Zusatz
(Honig ohne NaCl DZ = 100 %).. 26 % 130 9% 171 %
Augmentation de Pactivité par addition
de NaCl
{Miel sans NaCl, indice de diastase =
100 %)

Wir haben in einem Honigtau-Honig und in zwei Bliitenhonigen die
Aktivierung der Amylase durch Natriumchlorid studiert. Die Resultate sind in
der Tabelle 4 aufgefiihrt. Durch den Natriumchlorid-Zusatz wird die Aktivitit
der Honigdiastase in allen Honigen deutlich erh6ht. Beim reinen Bliitenhonig
und beim Kastanienhonig ohne Honigtau-Bestandteile steigt die Aktivitit
auf den 2 bis nahezu den dreifachen Anfangswert. Beim Mischhonig mit viel
Honigtau-Bestandteilen ist die Aktivititserhéhung durch Natriumchlorid
geringer. Moglicherweise hingt dies damit zusammen, dass Honigtau-Honige
von Natur aus bereits einen hoheren Mineralstoff-Gehalt aufweisen. Die beo-
bachtete Aktivierung der Honigdiastase durch Natriumchlorid diirfte beweisen,
dass die in obigen Honigen enthaltene Diastase vorwiegend tierischer Herkunft

ist. Zwischen Honigtauhonig und Bliitenhonig besteht kein prinzipieller
Unterschied.

Zur weiteren Charakterisierung der Honigdiastase der drei Honige wurde
das pH-Optimum ermittelt. Zu diesem Zweck haben wir die Diastase-Aktivitit
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nach der angegebenen Methodik ermittelt, jedoch in verschieden gepufferten
Laésungen. Aus Abb. 3 geht deutlich hervor, dass das pH-Optimum der Diastase

bz

50 +~

I 1 1 1 1 1
45 50 55 60 65 70

pH-Wert

ABB. 3. — -pH-Optimum der Honig-Diastase

Nr 4 Tessiner Kastanienhonig, keine Honigtaubestandteile
Nr. 9 Mischhonig aus dem Berner Mittelland, viel Honigtaubestandteile
Nr. 11 Schweizer Bienenhonig, keine Honigtaubestandteile

Fi6. 3. — -pH optimum de la diastase du miel

No 4 Miel de chataignier du Tessin, pas de miellat
No 9 Miel toutes fleurs du pays bernois, beaucoup de miellat
No 11 Miel suisse, pas de miellat
En abscisses : pH
En ordonnées : indice de diastase

bei allen drei Honigen bei pH = 5,4 liegt. Bei fritheren Versuchen (HADORN
1961) fanden wir in Kastanienhonig das pH-Optimum der Diastaseaktivitit
zwischen pH = 5,1 und pH = 5,6, was gut mit obigen Befunden iibereinstimmt.
Aufgrund dieser Versuche enthalten Bliitenhonige und Honigtau-Honige
anscheinend die gleiche Diastase. Dieselbe ist tierischer Herkunft, sie stammt
zum grossten Teil aus den Pharynxdriisen der Bienen, zum Teil méglicher-
weise auch aus dem Honigtau, welcher eine Ausscheidung von Blattlidusen
darstellt. Die Honigdiastase unterscheidet sich deutlich von der menschlichen
Serum-Amylase (a-Amylase), welche nach STREET ein Aktivititsoptimum bei
pH = 7,0 besitzt.

Eingegangen im April 1972.

Regu pour publication en avril 1972.
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RESUME

Une méthode cinétique pour la détermination de 1’indice de diastase du miel a été mise
au point. La méthode repose sur le principe suivant : une solution mére tamponnée de miel
réagit a 40°C sur une solution d’amidon. A intervalles de temps déterminés on préléve des
échantillons du mélange en cours de réaction et on y ajoute une solution d’iode. On suit la
dégradation de I’amidon par voie photométrique. Sur un diagramme on porte respectivement
la valeur d’extinction et le temps de réaction correspondant. On calcule I'indice de diastase a
partir de la courbe de réaction qui, au début, est linéaire.

La nouvelle méthode donne des valeurs reproductibles. Les résultats sont en accord avec
ceux que I’on obtient avec la méthode de GorHE. Par rapport 4 la méthode de ScHADE, MARSH
et ECKERT (modification dans le recueil des méthodes utilisées en Suisse pour ’analyse des
produits alimentaires) on obtient des valeurs qui sont un peu plus basses.

La méthode a été essayée sur 11 échantillons de miels suisses d’origine connue ainsi que
sur 7 échantillons de miels francais. A c6té de I'indice de diastase nous avons déterminé pour
ces miels ’indice de saccharase, la teneur en H.M.F. et quelques autres valeurs intéressantes.
Parmi les miels analysés qui sont tous d’origine bien définie on a trouvé quelques miels parti-
culiérement riches en enzymes (indice de diastase allant jusque 31; indice de saccharase allant
jusque 37) mais, également des miels d’une pauvreté en enzymes surprenante. Deux miels
francais de lavandin venant de Provence ont donné des indices de saccharase extrémement
faibles (respectivement 1,3 et 3,2). Les indices de diastase de ces denx miels variaient respecti-
vement entre 9 et 11, donc a I'intérieur des limites normales. Dans les miels pauvres en enzymes
nous n’avons pu mettre en évidence la présence d’aucune substance inhibitrice. Si I’on mélange
un miel pauvre en diastase (Lavandin) avec un miel riche en diastase (Chataignier) dans la
proportion de 1 : 1, on trouve dans le mélange exactement I’activité diastasique qui peut étre
calculée de fagon théorique. La pauvreté naturelle en enzymes de certains miels devrait étre
en rapport avec une miellée massive.

Une addition de chlorure de sodium active I’activité diastasique aussi bien du miel de
fleurs que du miellat. Ceci semble indiquer que la diastase du miel est d’origine animale. En
effet, les amylases d’origine végétale ne sont pas activées par le chlorure de sodium. Pour pour-
suivre la caractérisation de la diastase du miel nous avons déterminé chez plusieurs miels le
pH optimum. Celui-ci est de 5,4 aussi bien pour les miels de fleurs que pour les miellats. Selon
nos expériences les miels de fleurs et les miellats contiennent une diastase qui a les mémes
propriétés, La teneur en hydroxyméthylfurfurcl des miels d’origine connue et non altérés par
la chaleur est faible. Elle se situe entre 0,1 et 0,5 mg /100 g. Lorsqu’il y a conservation du miel
pendant plusieurs jours a 25-30°C la teneur en H.M.F. augmente sensiblement.
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