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Celem niniejszej pracy byğo por·wnanie trzech metod oznaczania 

hydroksymetylofurfuralu (HMF) w miodach pszczelich. ObecnoŜĺ tego zwiŃzku 

jest jednym ze wskaŦnik·w jakoŜci miodu. Za materiağ badawczy posğuŨyğy 

pr·bki piňciu miod·w: akacjowego, wielokwiatowego, lipowego, spadziowego  

i gryczanego. Przeprowadzone badania obejmowağy oznaczenie zawartoŜci 

HMF metodŃ Winklera, metodŃ Whiteôa i metodŃ wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej (HPLC). Wyniki uzyskane metodŃ Whiteôa byğy 

najniŨsze, jednak dla zawartoŜci poniŨej 5 mg/kg byğy one por·wnywalne  

z metodŃ wysokosprawnej chromatografii cieczowej.  

 

Hasğa kluczowe: mi·d, hydroksymetylofurfural (HMF), metody analityczne. 
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Naturalnym skğadnikiem miodu jest heterocykliczny aldehyd ï hydroksymetylofurfural 

(HMF), kt·ry powstaje przez odszczepienie czŃsteczki wody najczňŜciej z fruktozy, 

zaŜ z glukozy ï po przeksztağceniu cukru w postaĺ enolowŃ. ObecnoŜĺ HMF 

wpğywa na wğaŜciwoŜci organoleptyczne produkt·w oraz na wartoŜĺ odŨywczŃ, 

poniewaŨ tworzy bezpoŜrednie poğŃczenia z aminokwasami (1). Jego zawartoŜĺ 

Ŝwiadczy o jakoŜci miodu, poniewaŨ iloŜĺ tego zwiŃzku wzrasta w miarň jego 

przechowywania, a takŨe pod wpğywem nadmiernego ogrzewania podczas 

nieprawidğowo prowadzonej dekrystalizacji. PodwyŨszonŃ zawartoŜciŃ tego 

zwiŃzku charakteryzujŃ siň r·wnieŨ miody zafağszowane cukrem inwertowym 

otrzymanym w wyniku kwasowej hydrolizy sacharozy. HMF jest podejrzewany  

o negatywne dziağanie na organizm czğowieka, dlatego jego zawartoŜĺ w miodzie 

jest istotna z punktu bezpieczeŒstwa ŨywnoŜci. Unia Europejska podjňğa 
odpowiednie dziağania ustalajŃc limity zawartoŜci tego zwiŃzku w miodzie. Ponadto 

naukowcy opracowali r·Ũnorodne metody jego oznaczania. Miňdzynarodowa 

Komisja ds. Miodu (2) zaleciğa trzy metody badania jego zawartoŜci. Tymczasem  

w RozporzŃdzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi (3) okreŜlono stosowanie  

w tym celu tylko jednej konkretnej metody. Dlatego teŨ w niniejszej pracy podjňto 
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pr·bň por·wnania trzech metod oznaczania hydroksymetylofurfuralu w miodach 

pszczelich. 

 

 

MATERIAĞ I METODY 

 

Za materiağ badawczy posğuŨyğy pr·bki piňciu miod·w zakupionych  

w warszawskich sklepach detalicznych. Byğy to: mi·d akacjowy (A), mi·d 

wielokwiatowy (W), mi·d lipowy (L), mi·d spadziowy (S) i mi·d gryczany (G). 

Przeprowadzone analizy obejmowağy oznaczenia HMF trzema metodami. Byğy to 

metody: wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), spektrofotometryczne 

Winklera oraz Whiteôa.  
 

Oznaczanie zawartoŜci hydroksymetylofurfuralu metodŃ HPLC  

z detektorem UV (2) 
 

Do oznaczeŒ zastosowano wysokosprawny chromatograf cieczowy firmy 

Shimadzu stosujŃc detektor UV. Rozdziağ prowadzono w kolumnie typu RP-18 

(250x4 mm i Ŝrednicy ziaren 5 ɛm). Detekcji dokonywano przy dğugoŜci fali 285 

nm. Fazň ruchomŃ stanowiğa mieszanina: woda (1% kwasu octowego): metanol 

(90:10 v/v). Stosowano przepğyw fazy ruchomej 1 ml/min. IloŜĺ pr·bki nanoszona 

na kolumnň: 20 ɛl. Roztw·r przed naniesieniem na kolumnň chromatograficznŃ 

filtrowano przez filtr o Ŝrednicy 0,45 ɛm. ZawartoŜĺ HMF w roztworze pr·bki 

obliczano poprzez por·wnanie odpowiednich powierzchni pik·w dla roztworu 

pr·bki oraz roztworu wzorcowego, po uwzglňdnieniu rozcieŒczenia. Wyniki 

wyraŨano w mg/kg miodu. 

 

Oznaczenie zawartoŜci hydroksymetylofurfuralu metodŃWinklera (2) 
 

Metoda Winklera opiera siň na barwnej reakcji HMF zawartego w badanej pr·bce 

z kwasem barbiturowym i p-toluidynŃ oraz fotometrycznym pomiarze powstağego 

zabarwienia przy dğugoŜĺ fali 550 nm. ZawartoŜĺ HMF (mg/kg miodu) oblicza siň 

wedğug nastňpujŃcego wzoru: 

 

HMF = 19,2 x  x 10 

 

gdzie: A ï Ŝrednia arytmetyczna odczytanej absorbancji 

d ï gruboŜĺ pğynu w kuwecie (w cm)  

19,2 ï wsp·ğczynnik przeliczeniowy. 
 

Oznaczanie zawartoŜci hydroksymetylofurfuralu metodŃ Whiteôa (2) 
 

Zasada metody Whiteôa polega na pomiarze absorbancji klarownych roztwor·w 

miodu z i bez dodatku wodorosiarczanu (IV) sodu. Fotometryczne oznaczenie HMF 
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wykonuje siň przy dğugoŜci fali 284 nm i 336 nm. ZawartoŜĺ HMF [mg/kg] oblicza 

siň wedğug wzoru: 

HMF = (A284- A336) x 14,97 x 5 x  

 

gdzie:  

A284 i A336 ï odczytane wielkoŜci absorbancji  

5 ï teoretyczna nawaŨka miodu (g)  

14,97 ï wartoŜĺ stağa  

R ï wsp·ğczynnik rozcieŒczenia  

W ï rzeczywista nawaŨka miodu 

 

 

WYNIKI I ICH OMčWIENIE 

 

Przedmiotem badaŒ niniejszej pracy byğo por·wnanie metod oznaczania 

hydroksymetylofurfuralu w naturalnych miodach pszczelich. Uzyskane wyniki 

zostağy om·wione w oparciu o dane literaturowe na ten temat, a takŨe przy 

uwzglňdnieniu akt·w prawnych zwiŃzanych z miodem, kt·re obowiŃzujŃ w prawie 

polskim (4), europejskim (5) i miňdzynarodowym (6). Wymagania zawarte w tych 

aktach dotyczŃce zawartoŜci HMF w miodach pszczelich okreŜlajŃ dopuszczalnŃ 

zawartoŜĺ tego zwiŃzku na poziomie 40 mg/kg.  

Wyniki zawartoŜci hydroksymetylofurfuralu dla poszczeg·lnych miod·w 

otrzymane za pomocŃ trzech metod r·ŨniŃ siň miňdzy sobŃ (ryc. 1). W przypadku 

miodu akacjowego i wielokwiatowego zawartoŜci oznaczone za pomocŃ HPLC  

i metody Whiteôa sŃ do siebie zbliŨone, natomiast wynik dla metody Winklera jest 

dla tych miod·w wyŨszy. Miňdzynarodowa Komisja ds. Miodu (2) ustaliğa, Ũe dla 

niskich zawartoŜci HMF (ok. 5 mg/kg) wyniki otrzymane metodŃ Whiteôa i HPLC 

sŃ por·wnywalne, ale niŨsze od tych uzyskanych metodŃ z p-toluidynŃ. 

Dla miodu lipowego, spadziowego i gryczanego zawartoŜĺ HMF oznaczona 

metodŃ wysokosprawnej chromatografii cieczowej jest wyŨsza od dw·ch metod 

spektrofotometrycznych (zdecydowanie w przypadku miodu gryczanego). IloŜĺ 

hydroksymetylofurfuralu oznaczona metodŃ wysokosprawnej chromatografii 

cieczowej byğa znacznie wyŨsza niŨ oznaczona metodami Winklera i Whiteôa dla 

miodu spadziowego i gryczanego.  

Por·wnaniem metod oznaczania HMF w miodzie zajmowali siň takŨe Zappal§ i 

wsp·ğpr. (7). Dla miod·w akacjowych otrzymali oni nastňpujŃce wyniki 16,2 mg/kg 

i 8,4 mg/kg (HPLC), 18,4 mg/kg i 9,1 mg/kg (White), 17,5 mg/kg i 11,9 mg/kg 

(Winkler). Autorzy tych badaŒ podkreŜlili, Ũe nie jest moŨliwe dokğadne 

wyjaŜnienie dlaczego metody nie sŃ zgodne. Sugerowali, iŨ mogğo to byĺ 

spowodowane tworzeniem siň prekursor·w hydroksymetylofurfuralu. Zwr·cili 

r·wnieŨ uwagň na przeszacowanie poziomu HMF metodŃ Winklera, gdy zawartoŜĺ 
ta oznaczona metodami Whiteôa i HPLC byğa prawie jednakowa. Zappal§ i 

wsp·ğpr. (7) potwierdzili sugestiň Miňdzynarodowej Komisji ds. Miodu, aby nie 

stosowaĺ metody Winklera do oznaczania hydroksymetylofurfuralu w miodzie, ze 



782 E. Majewska i inni Nr 3 

wzglňdu na uŨycie karcenogennego odczynnika ï p-toluidyny, a takŨe niskŃ 

precyzjň tej metody. 

 

 

 
Ryc. 1. ZawartoŜĺ HMF w badanych miodach.  

Fig. 1. HMF content in investigated honeys.  
 

Anklam (8) twierdzi, Ũe przydatnoŜĺ metod oznaczania HMF jest 

niesatysfakcjonujŃca i wymaga dalszych poszukiwaŒ. Inni autorzy rekomendujŃ 

metodň HPLC, ze wzglňdu na moŨliwoŜĺ r·wnoczesnego oznaczenia innych 

zwiŃzk·w (9). Metody spektrofotometryczne ï Whiteôa i Winklera sŃ szybkie, ale 

majŃ niskŃ specyficznoŜĺ i czuğoŜĺ. Wysokosprawna chromatografia cieczowa  

w ukğadzie odwr·conych faz jest bardziej dokğadna i precyzyjna od tych dw·ch 

metod, jednakŨe jest czasochğonna. W dodatku zastosowanie jej dla oszacowania 

HMF w niekt·rych miodach wskazuje wystňpowanie specyficznych i duŨych 

odchyleŒ (8, 10). 

 

 

WNIOSKI 

 

AnalizujŃc uzyskane wyniki przeprowadzonych badaŒ moŨna sformuğowaĺ 

nastňpujŃce stwierdzenia i wnioski:  

1. Metoda Whiteôa oznaczania HMF w miodzie pszczelim dawağa najniŨsze 

wyniki, jednak dla zawartoŜci poniŨej 5 mg/kg byğy one por·wnywalne z metodŃ 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej.  

2. Metoda HPLC jest najdokğadniejsza, gdyŨ eliminuje wpğyw substancji 

interferujŃcych, jak to ma miejsce przy zastosowaniu metod spektrofotometrycznych. 
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E.  Majewska,  J .  Kowalska,  J . Sk iba 

 

COMPARISON OF METHODS OF HYDROXYMETHYLFURFURAL DETERMINATION IN 

HONEYS 

 

Summary 

 

The aim of the thesis presented was to compare the methods of hydroxymethylfurfural determination 

in honey. Presence of this compound in honey determines its quality. Five samples of different types of 

honey were used as research material: acacia, multi-floral, linden, honeydew and buckwheat. Research 

included the determination of water content, HMF content checked with the Winkler method, the White 

method and high-performance liquid chromatography (HPLC). The outcome of White's method was the 

lowest, but for content below 5 mg/kg it was comparable with the HPLC method. In some cases it was 

possible to overestimate the level of HMF while using the Winkler's method. The HPLC method seems 

to be the most accurate; however this cannot be unambiguously stated.  
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Celem badaŒ byğo dokonanie jakoŜciowej oceny wybranych miod·w 

pszczelich dostňpnych w bydgoskich hipermarketach, sieci sklep·w 

pszczelarskich oraz pozyskanych bezpoŜrednio od pszczelarzy. 

Przeprowadzone badania obejmowağy analizň organoleptycznŃ, oznaczenie 

zawartoŜci proliny oraz liczby diastazowej. W dw·ch spoŜr·d trzynastu 

badanych pr·bek miod·w wykazano, iŨ zawartoŜĺ proliny jest mniejsza od  

zalecanej w normie wartoŜci 25 mg/100 g, co moŨe Ŝwiadczyĺ o zafağszowaniu 

miodu. Miody te charakteryzowağy siň r·wnieŨ obniŨonŃ liczbŃ diastazowŃ, 

kt·ra byğa mniejsza od wymaganej minimalnej wartoŜci 8,3. Wykazano, Ũe 

zawartoŜĺ proliny (68,55 mg/100 g) oraz liczba diastazowa (29,4) jest 

najwiňksza w miodzie lipowym pozyskanym bezpoŜrednio z pasieki 

przydomowej. Dodatkowo przeprowadzono r·wnieŨ analizň mikrobiologicznŃ, 

kt·ra obejmowağa oznaczenie liczby drobnoustroj·w tlenowych oraz liczby 

droŨdŨy i pleŜni. Stwierdzono, iŨ najwyŨszym stopniem kontaminacji 

drobnoustrojami tlenowymi charakteryzowağ siň pochodzŃcy z Unii 

Europejskiej mi·d wielokwiatowy kremowy (7,0 Ĭ 10
2
 cfu/g), a najniŨszym 

pochodzŃcy z Polski mi·d faceliowy i spadziowy (<10 cfu/g). We wszystkich 

analizowanych miodach liczba droŨdŨy i pleŜni byğa niewielka i wynosiğa mniej 

niŨ 10 cfu/g. 

 

Hasğa kluczowe: mi·d, liczba diastazowa, prolina, analiza mikrobiologiczna. 

Key words: honey, diastase number, proline, microbiological analysis. 

 

Mi·d pszczeli posiada cenne wğaŜciwoŜci odŨywcze i lecznicze, kt·re wynikajŃ z 

jego zr·Ũnicowanego skğadu chemicznego. Skğad miodu zaleŨy przede wszystkim 

od gatunku roŜliny, z kt·rej pszczoğy (Apis mellifera) zbierajŃ nektar lub spadŦ (1). 
W miodach nektarowych i spadziowych dominujŃ wňglowodany, a w szczeg·lnoŜci 

glukoza i fruktoza, dziňki kt·rym mi·d jest produktem ğatwo przyswajalny przez 

organizm ludzki, poprawiajŃc jego kondycjň psychicznŃ i fizycznŃ. Mi·d zawiera 

ponad 300 rozmaitych zwiŃzk·w, w tym wodň, kwasy organiczne, olejki eteryczne, 

witaminy, makro- i mikroelementy oraz biağka i wolne aminokwasy, wŜr·d kt·rych 
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dominuje prolina. W miodach zidentyfikowano r·wnieŨ enzymy takie, jak: 

diastaza, inwertaza, katalaza, fosfataza oraz oksydaza glukozowa, kt·ra jest 

odpowiedzialna za wğaŜciwoŜci antybiotyczne miodu (2, 3).  

JakoŜĺ miodu pszczelego zaleŨy przede wszystkim od umiejňtnoŜci i kwalifikacji 

pszczelarzy, kt·rzy odpowiadajŃ za spos·b odbierania, konfekcjonowania i 

przetwarzania miodu (4). WaŨne jest r·wnieŨ przechowywanie miodu w 

odpowiednich warunkach. W miodzie ogrzanym wzrasta zawartoŜĺ  

5-hydroksymetylofurfuralu HMF (3-5). Mi·d zafağszowany posiada r·wnieŨ mniej 

proliny oraz charakteryzuje siň zaniŨonŃ liczbŃ diastazowŃ w por·wnaniu z miodem 

dobrej jakoŜci. JakoŜĺ miodu okreŜla r·wnieŨ jego profil mikrobiologiczny (3, 6). 

JednakŨe w europejskim i polskim ustawodawstwie nie okreŜlono wyczerpujŃco i 

jednoznacznie norm, jakimi powinien charakteryzowaĺ siň mi·d pod wzglňdem 

kontaminacji drobnoustrojami. Wyniki kontroli jakoŜci handlowej miod·w, kt·ra 

zostağa przeprowadzona przez Inspekcjň JakoŜci Handlowej Artykuğ·w Rolno-

SpoŨywczych w 2010 roku wykazağy znaczne nieprawidğowoŜci dotyczŃce 

parametr·w fizykochemicznych oferowanego w Polsce miodu, kt·re 

zaobserwowano w przypadku 32 % partii objňtych kontrolŃ, a liczba 

zakwestionowanych partii miodu byğa prawie 5-krotnie wyŨsza niŨ w roku 2009, co 

Ŝwiadczy o postňpujŃcym pogarszaniu siň jakoŜci miod·w w por·wnaniu z 

poprzednimi latami (7).   

Celem podjňtych w przedstawionej w pracy badaŒ byğa wstňpna ocena jakoŜci 

miod·w oferowanych na terenie miasta Bydgoszczy oraz sprawdzenie czy wybrane 

parametry ŜwiadczŃce o jakoŜci miodu speğniajŃ wymagania polskiego 

ustawodawstwa.  

 

 

MATERIAĞ I METODY 

 

Materiağ badawczy stanowiğy pr·bki 13 miod·w pszczelich zakupionych w 

bydgoskich hipermarketach, sieci sklep·w pszczelarskich oraz pozyskanych 

bezpoŜrednio od pszczelarzy w okresie jesienno-zimowym 2010/11. Ocenie 

organoleptycznej poddano: barwň, konsystencjň, smak i zapach miodu (tab. I). W 

analizowanych miodach oznaczono w trzech powt·rzeniach zawartoŜĺ proliny 

metodŃ spektrofotometrycznŃ (8), a wyniki zamieszczono w tabeli III. Liczbň 

diastazowŃ oznaczono metodŃ inkubacji w 40ęC wg Polskiej Normy (8) na 

podstawie stopnia hydrolizy skrobi przez znajdujŃcŃ siň w miodzie Ŭ-amylazň. 

Przeprowadzone badania obejmowağy r·wnieŨ oznaczenie liczby drobnoustroj·w 

tlenowych (9) oraz droŨdŨy i pleŜni (10). Wyniki analiz mikrobiologicznych 

wyraŨono w cfu/g (ang. colony forming units per gram; jednostka tworzŃca 

koloniň). Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej za pomocŃ programu 

Statistica 8.0 (StatSoft). 
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T a b e l a  I .  Charakterystyka badanych miodów 
 

T a b l e  I .  Characteristic of studied honeys 
 

Lp. 
Odmiana 

miodu /symbol 
Pochodzenie Producent 

Data zakupu / 
partia 

1 Lipowy (M1) PL 
Gospodarstwo Pasieczne, 
Str·Ũe, mağopolskie 

27.09.2010 

2 Lipowy (M2) PL 
Pasieka przydomowa, 

Ğaszewo, kujawsko-pomorskie 
6.09.2010 

3 Akacjowy (M7) PL 
Gospodarstwo Pasieczne, 
Str·Ũe, mağopolskie 

31.12.2010 

4 Akacjowy (M8) UE 
Gospodarstwo Pasieczne, 
Str·Ũe, mağopolskie 

3.01.2011 

5 Gryczany (M9) UE 
Gospodarstwo Pasieczne, 
Str·Ũe, mağopolskie 

31.12.2010/A 

6 Gryczany (M10) UE 
Gospodarstwo Pasieczne, 
Str·Ũe, mağopolskie 

3.01.2011/B 

7 Wrzosowy (M5) PL 
Gospodarstwo Pasieczne, 
Str·Ũe, mağopolskie 

14.12. 2010 

8 Spadziowy (M6) PL 
Gospodarstwo Pasieczne, 
Str·Ũe, mağopolskie 

14.12. 2010 

9 Faceliowy (M11) PL 
Pasieki Nadnoteckie, Sadki, 

kujawsko-pomorskie 
13.01.2011 

10 
Rzepakowy 

(M13) 
PL 

Dystrybutor miodu, Baĺkowice, 
Ŝwiňtokrzyskie 

7.01. 2011 

11 
Wielokwiatowy 

(M3) 
UE+ 

Dystrybutor miodu, Nowy SŃcz, 
mağopolskie 

8.11. 2010 

12 
Wielokwiatowy 

(M4) 
UE+ 

Dystrybutor miodu, Warszawa, 
mazowieckie 

28.12. 2010 

13 
Wielokwiatowy 

(M14) 
UE+ 

Sieĺ sklep·w, Neckarsulm, 
Niemcy 

15.11.2010 

 
PL ï mi·d pochodzŃcy z Polski, UE ï mi·d pochodzŃcy z paŒstw czğonkowskich Unii Europejskiej,  
UE+ - mi·d pochodzŃcy z paŒstw czğonkowskich Unii Europejskiej i spoza Unii. 

 

 

WYNIKI I ICH OMčWIENIE 

 

Badania organoleptyczne obejmowağy sprawdzenie: barwy, konsystencji, smaku i 

zapachu oraz umoŨliwiğy wstňpne i orientacyjne okreŜlenie, czy analizowane miody 

odpowiadajŃ wstňpnym wymaganiom niezbňdnych do dalszych badaŒ 

fizykochemicznych (tab. II). Wszystkie z analizowanych miod·w speğniağy 

wymagania organoleptyczne okreŜlone w normie PN-88/A-77626 (8). 

Analizowane miody charakteryzowağy siň zr·ŨnicowanŃ zawartoŜciŃ proliny  

(tab. III). Wg normy krajowej (8) aminokwasu tego nie powinno byĺ w miodzie 

mniej niŨ 25 mg/100 g. Najmniej proliny zawierağ mi·d rzepakowy M13 (17,01 

mg/100 g), a najwiňcej mi·d lipowy M2 (68,55 mg/100 g). ZaniŨonŃ zawartoŜĺ 

proliny zaobserwowano r·wnieŨ w przypadku miodu akacjowego M7 (23,8 mg/100 

g). W grupie miod·w o znacznej zawartoŜci proliny znalazğo siň 6 miod·w: lipowy 

M2 (68,55 mg/100 g), wrzosowy M5 (63,83 mg/100  g), spadziowy M6 (55,76 

mg/100 g), gryczany M10 (42,25 mg/100 g), faceliowy M11 (49,63 mg/100 g) i 

wielokwiatowy M14 (56,2 mg/100 g). średnia zawartoŜĺ proliny w 13 

analizowanych miodach wynosiğa 41,91 mg/100 g. 
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T a b e l a  I I .  WğaŜciwoŜci organoleptyczne badanych miod·w 
 

T a b l e  I I .  Organoleptic properties of studied honeys 
 

Lp. 
 

Odmiana 
miodu /symbol 

Barwa Konsystencja Smak Zapach 

1 
Lipowy 
(M1) 

jasnobursztynowa gňsta ciecz sğodki silny 

2 Lipowy 
(M2) 

Ũ·ğta mazista 
sğodki, 
ostry 

bardzo 
silny 

3 Akacjowy 
(M7) 

jasnokremowa gňsta ciecz sğodki sğaby 

4 Akacjowy 
(M8) 

jasnokremowa gňsta ciecz sğodki sğaby 

5 Gryczany 
(M9) 

brunatny 
gruboziarnista z cienkŃ 
warstwŃ pğynnŃ na 

powierzchni 
ostry 

bardzo 
silny 

6 Gryczany 
(M10) 

brunatny gruboziarnista ostry 
bardzo 
silny 

7 Wrzosowy 
(M5) 

czerwonobrunatna galaretkowata 
gorzki, 
ostry 

silny 

8 Spadziowy 
(M6) 

brŃzowa gňsta ciecz ğagodny korzenny 

9 Faceliowy 
(M11) 

jasnokremowa mazista ğagodny sğaby 

10 Rzepakowy 
(M13) 

sğomkowa gňsta ciecz sğodki sğaby 

11 Wielokwiatowy 
(M3) 

jasnoŨ·ğta Ŝrednioziarnista 
sğodki, 
ğagodny 

silny 

12 Wielokwiatowy 
(M4) 

herbaciana gňsta ciecz 
sğodki, 
gorzki 

posmak 
silny 

13 Wielokwiatowy 
(M14) 

Ũ·ğta kremowa sğodki silny 

 

 
ZawartoŜĺ proliny poniŨej w/w Ŝredniej oznaczono w przypadku miodu lipowego 

M1 (28,48 mg/100 g), wielokwiatowego M3 i M4 (odpowiednio 38,48 i 33,08 

mg/100 g), akacjowego M7 i M8 (odpowiednio 23,8 i 26,25 mg/100 g), gryczanego 

M9 (41,56 mg/100 g) i rzepakowego M13 (17,01 mg/100 g). Wynik zbliŨony do 

Ŝredniej uzyskano w obu badanych miodach gryczanych M9 i M10 (odpowiednio 

41,56 i 42,25 mg/100 g).  

Warto zauwaŨyĺ, Ũe zr·Ũnicowane wyniki (p<0,05) uzyskano r·wnieŨ w obrňbie 

tej samej odmiany miodu, co moŨe Ŝwiadczyĺ o r·Ũnorodnych warunkach 

pozyskiwania i przechowywania tego miodu. ZawartoŜĺ proliny w miodzie 

lipowym wahağa siň od 28,48 do 68,55 mg/100 g, a w miodzie wielokwiatowym od 

33,08 do 56,20 mg/100 g miodu. R·Ũnice w zawartoŜci proliny zaobserwowano 

r·wnieŨ w grupie miod·w akacjowych i gryczanych (tab. III), jednakŨe byğy one 

nieznaczne (p>0,05). Majewska i wsp·ğpr. (4) oznaczyli prolinň w iloŜci od 47,2 do 

93,4 mg/100 g w miodach wielokwiatowych pochodzŃcych z r·Ũnych region·w 

Polski. W badaniach tych tylko dwie pr·bki miodu z regionu Pomorza 

charakteryzowağa zawartoŜĺ proliny (odpowiednio 47,2 i 47,9 mg/100 g) zbliŨona 

do Ŝredniej zawartoŜci tego aminokwasu obserwowanej w naszych badaniach (czyli 

41,91 mg/100 g). W kolejnej pracy Majewska (11) oznaczyğa r·wnieŨ zawartoŜĺ 
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proliny w miodzie jedwabnym i tzw. miodzie Romerillo, kt·ra wyniosğa 

odpowiednio 16,7 i 21,6 mg/100 g. WysokŃ zawartoŜĺ proliny (143 mg/100 g) 

stwierdzono takŨe w miodach spadziowych badanych przez Bogdanova (2). 

Liczba diastazowa Ŝwiadczy o aktywnoŜci amylolitycznej miodu (12,13). Jej 

zaniŨona wartoŜĺ moŨe wskazywaĺ na zafağszowanie miodu. Wg Polskiej Normy 

(8) nie powinna byĺ niŨsza niŨ 8,3, a wg aktualnie obowiŃzujŃcego RozporzŃdzenia 

Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi (14) nie mniejsza niŨ 8. NajwyŨszŃ liczbŃ 

diastazowŃ (czyli 29,4), charakteryzowağ siň mi·d lipowy M2, a najniŨszŃ (czyli 

3,7) mi·d rzepakowy M13. W przypadku miodu rzepakowego M13 wartoŜĺ liczby 

diastazowej wyznaczonŃ zgodnie z metodŃ podanŃ w normie (8) zweryfikowano 

dodatkowo metodŃ spektrofotometrycznŃ wedğug Bogdanova i wsp·ğpr. (14) 

uzyskujŃc identyczny wynik. Warto r·wnieŨ dodaĺ, iŨ spoŜr·d analizowanych 

miod·w, mi·d rzepakowy M13 i mi·d akacjowy M7 charakteryzuje nie tylko 

najmniejsza liczba diastazowa (odpowiednio 3,7 i 6,5) ale r·wnieŨ najmniejsza 

zawartoŜĺ proliny (odpowiednio 17,07 mg/100 g i 23,8 mg/100 g). Obydwa 

wspomniane parametry stanowiŃ ğŃcznie waŨne kryterium oceny stopnia 

zafağszowania miodu (5). Boukraa i wsp·ğpr. (15) oznaczyli spektrofotometrycznie 

liczbň diastazowŃ w piňciu algierskich miodach na poziomie od 13,1 do 26,1. 

Natomiast Serrano i wsp·ğpr. (13) analizowali 49 pr·bek miodu z regionu 

Andaluzji (Hiszpania) stwierdzajŃc najwyŨszŃ wartoŜĺ liczby diastazowej w 

przypadku miodu eukaliptusowego (49,42), a najniŨszŃ dla miodu cytrusowego 

(3,99). WŜr·d nektarowych miod·w analizowanych przez Serrano i wsp·ğpr. (13) 

znajdowağy siň r·wnieŨ miody wielokwiatowe, kt·re odznaczağy siň wartoŜciami 

liczby diastazowej od 6,05 do 40,89. W badanych w 2010 r. partiach miodu 

wielokwiatowego i akacjowego dostňpnych na rynku w Polsce takŨe stwierdzono 

ostatnio przypadki wystňpowania produkt·w o zbyt niskiej wartoŜci (< 8,3) liczby 

diastazowej (7).  

W europejskim i polskim ustawodawstwie nie okreŜlono jednoznacznie i 

wyczerpujŃco wymagaŒ, jakie powinien speğniaĺ mi·d pod wzglňdem czystoŜci 

mikrobiologicznej (3, 8-10). JednakŨe prowadzone sŃ liczne badania nad profilem 

mikrobiologicznym miod·w, kt·re obejmujŃ oznaczenie og·lnej liczby 

drobnoustroj·w tlenowych, droŨdŨy i pleŜni, jak r·wnieŨ wykrywanie Bacillus spp., 

Clostridium spp. i Salmonella spp. (3, 6). W przeprowadzonych przez nas 

badaniach najwyŨszym stopniem kontaminacji drobnoustrojami tlenowymi 

charakteryzowağ siň mi·d wielokwiatowy M14 (7,0 Ĭ 10
2
 cfu/g), a najmniejszym 

mi·d spadziowy M6 i faceliowy M11 (<10 cfu/g) (tab. III).  

Identyczny jak w badanych przez nas miodach spadziowym i faceliowym stopieŒ 

kontaminacji drobnoustrojami wykazağa Gomes i wsp·ğpr. (3) analizujŃc miody 

dostňpne na rynku portugalskim. Natomiast Iurlina i Fritz (6) analizujŃc miody 

argentyŒskie oznaczyğy liczbň drobnoustroj·w tlenowych w zakresie od 3,0 Ĭ10
1
 do 

12,0 Ĭ10
2
 cfu/g. Analizowane w naszej pracy miody charakteryzowağy siň bardzo 

niskim stopniem kontaminacji pleŜniami i droŨdŨami, kt·ry wynosiğ <10 cfu/g (tab. 

III).  
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T a b e l a  I I I .  Parametry fizykochemiczne i mikrobiologiczne badanych miodów 
 

T a b l e  I I I .  Physicochemical and microbiological parameters of studied honeys 
 

Lp. 
Odmiana 

miodu /symbol 

średnia (ÑSD) 
zawartoŜĺ proliny 

(mg/100 g) 

Liczba 
diastazowa 

Liczba 
drobnoustrojów 

tlenowych 
(cfu/g) 

Liczba 
droŨdŨy i 
pleŜni 
(cfu/g) 

1 
Lipowy 
(M1) 

28,48 ± 0,61 6,5 2,4 × 102 <10 

2 
Lipowy 
(M2) 

68,55 ± 0,05 29,4 1,0 × 102 <10 

3 
Akacjowy 

(M7) 
23,80 ± 1,56 6,5 2,0 × 101 <10 

4 
Akacjowy 

(M8) 
26,25 ± 0,54 17,9 1,6 × 102 <10 

5 
Gryczany 

(M9) 
41,56 ± 1,52 10,9 3,0 × 102 <10 

6 
Gryczany 

(M10) 
42,25 ± 0,98 8,3 1,5 × 102 <10 

7 
Wrzosowy 

(M5) 
63,83 ± 1,89 17,9 8,0 × 101 <10 

8 
Spadziowy 

(M6) 
55,76 ± 1,85 13,9 <10 <10 

9 
Faceliowy 

(M11) 
49,63 ± 0,67 17,9 <10 <10 

10 
Rzepakowy 

(M13) 
17,01 ± 0,78 3,7 5,0 × 101 <10 

11 
Wielokwiatowy 

(M3) 
38,48 ± 0,10 17,9 1,2 × 102 <10 

12 
Wielokwiatowy 

(M4) 
33,08 ± 0,94 5,0 7,7 × 101 <10 

13 
Wielokwiatowy 

(M14) 
56,20 ± 1,01 10,9 7,0 × 102 <10 

średnia ze wszystkich 
wyników analiz: 

41,91 12,8 1,6 × 102 <10 

 

 

Analogiczny stopieŒ zanieczyszczeŒ stwierdziğa Gomes i wsp·ğpr. (3) w 40% 

przebadanych pr·bek miod·w portugalskich. StopieŒ kontaminacji pozostağych 

60% pr·bek wynosiğ od 1,1Ĭ10
1
 do 2,2 Ĭ10

1
 cfu/g. 

 

 

WNIOSKI 

 

1. JakoŜĺ miod·w odmianowych dostňpnych na polskim rynku jest bardzo 

zr·Ũnicowana. Nie wszystkie speğniajŃ wymagania okreŜlone w Polskiej Normie i 

obowiŃzujŃcym RozporzŃdzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z  2004 r. (16). 

2. Miody naleŨŃce do jednej odmiany sŃ bardzo zr·Ũnicowane pod wzglňdem 

badanych przez nas parametr·w fizykochemicznych, co moŨe Ŝwiadczyĺ o 
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nieprzestrzeganiu wymagaŒ okreŜlajŃcych proces pozyskiwania i zasady 

przechowywania miodu. 

3. Niska zawartoŜĺ proliny i obniŨona liczba diastazowa w pochodzŃcych z Polski 

pr·bkach miodu akacjowego i rzepakowego moŨe byĺ zwiŃzana z pozyskiwaniem i 

przechowywaniem tych miod·w przez producenta lub dystrybutora w 

podwyŨszonej temperaturze.  

4. Og·lnie biorŃc badane pr·bki miod·w odmianowych dostarczonych z Polski 

charakteryzowağy siň istotnie wyŨszŃ (p<0,05) zawartoŜciŃ proliny niŨ miody 

pochodzŃce z paŒstw czğonkowskich Unii Europejskiej i spoza UE.  
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EVALUATION OF HONEY QUALITY WITH USE OF SELECTED PHYSICOCHEMICAL AND 

MICROBIOLOGICAL PARAMETERS 

 

Summary 

 

The aim of study was evaluate the quality of commercially available uni- and multifloral honey 

samples obtained from supermarkets, apitherapy stores and local beekeepers in Bydgoszcz. The 

organoleptic properties, proline content and diastase activity have been determined along with their 

microbiological examination for numbers of aerobic mesophilic bacteria and total moulds and yeasts in 

the 13 variable honey samples. The proline content was below required concentration of 25 mg/100 g in 

the two studied types of honey (acacia and ripe) originated from Poland. For the same honeys as well 

for the lime and multifloral type of honeys supplied from the non-defined European Union (UE) 

countries  reduced values of diastase activity (<8.3) have been determined, suggesting the non-authentic 

origin of these four honey types. The highest number of aerobic mesophilic bacteria (7.0 Ĭ 10
2
 cfu/g) 

was obtained for one multifloral sample of mixed honeys from the UE and outside of the UE area 

suppliers. However, in the all analyzed here honey samples the numbers of total moulds and yeasts 

were less than 10 cfu/g.   
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INAKTYWACJA PEPTYDAZ PRZEWODU POKARMOWEGO 

CZĞOWIEKA PRZEZ EKSTRAKT Z NASION 
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Ekstrakty z nasion dyni, owsa, pszenicy, sğonecznika, soczewicy i soi 

zawierajŃ inhibitory pepsyny. Natomiast ekstrakty z nasion bobu, dyni, fasoli, 

grochu, gryki, jňczmienia, kukurydzy, owsa, prosa, pszenicy, sğonecznika, 

soczewicy, soi i Ũyta hamujŃ aktywnoŜĺ trypsyny. Obliczono, Ũe spoŨycie 200 

gram·w nasion roŜlin zawierajŃcych odpowiednie inhibitory powoduje 

inaktywacjň od 0,002 do 0,10 g pepsyny i takiej samej masy trypsyny. Stanowi 

to 1,4 do 4,6% dobowej iloŜci syntetyzowanej pepsyny i od 0,4 do 2,0% 

dobowej iloŜci syntetyzowanej trypsyny. 

 

Hasğa kluczowe: nasiona, inhibitory peptydaz, pepsyna, trypsyna. 

Key words: seeds, peptidase inhibitors, pepsin, trypsin. 

 

W nasionach dyni, owsa, pszenicy, sğonecznika, soczewicy i soi wystňpujŃ 

inhibitory pepsyny, kt·re nie hamujŃ jednak autoaktywacji pepsynogenu (1, 2). 

Inhibitor wystňpujŃcy w nasionach fasoli hamuje aktywnoŜĺ enteropeptydazy  

i hamuje aktywacjň trypsynogenu przez ten aktywator (3). Inhibitory peptydaz 

nasion bobu, dyni, fasoli, grochu, gryki, jňczmienia, kukurydzy, owsa, prosa, 

pszenicy, sğonecznika, soczewicy, soi i Ũyta hamujŃ dokonywanŃ przez trypsynň 

aktywacjň trypsynogenu, chymotrypsynogenu, proelastyny, prokarboksypeptydazy 

A i prokarboksypeptydazy B oraz hamujŃ aktywnoŜĺ form czynnych tych peptydaz 

(1, 4).  

 

 

MATERIAĞ I METODY 

 

Uzyskane dotychczas wyniki badaŒ nad inhibitorami peptydaz wystňpujŃcymi  

w nasionach 14 gatunk·w roŜlin spoŨywczych przez czğowieka, posğuŨyğy do 

obliczenia iloŜci inaktywowanej pepsyny i trypsyny w ciŃgu doby (1, 5). ZağoŨono, 

Ũe czğowiek spoŨywa 200 g nasion tych roŜlin i obliczono ile gram·w pepsyny i ile 

gram·w trypsyny mogŃ unieczynniĺ inhibitory zawarte w tej masie nasion. średnia 

iloŜĺ dobowa syntetyzowanej pepsyny wynosi 2,16 g, a trypsyny 5,0 g (6).  
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WYNIKI I ICH OMčWIENIE 

 

Jak wynika z tabeli I inhibitory zawarte w 200 g nasion dyni, owsa, pszenicy, 

sğonecznika, soczewicy i soi unieczynniajŃ od 0,02 do 0,10 g pepsyny. Stanowi to 

od 1,4 do 4,6 % dobowej iloŜci tej peptydazy. Natomiast inhibitory zawarte w 200 g 

nasion bobu, dyni, fasoli, grochu, gryki, jňczmienia, kukurydzy, owsa, prosa, 

pszenicy, sğonecznika, soczewicy, soi i Ũyta unieczynniajŃ od 0,03 do 0,10 grama 

trypsyny. Stanowi to od 0,6 do 2,0 % dobowej iloŜci tej peptydazy. 

 
 
T a b e l a  I . Masa unieczynnionej pepsyny i trypsyny przez inhibitory peptydaz zawarte w 200 g  nasion 
 

T a b l e  I .  Mass of inactivated pepsin and trypsin by peptidase inhibitors in 200g of seeds 
 

Nasiona 

Masa unieczynnionej 

pepsyny trypsyny 

g 
% iloŜci 

dobowej* g 
% iloŜci 

dobowej** 

Bób 
Dynia 
Fasola 
Groch 
Gryka 
JňczmieŒ 
Kukurydza 
Owies 
Proso 
Pszenica 
Sğonecznik 
Soczewica 
Soja 
ŧyto 

0,00 
0,04 
0,00 
0,00 
0,00 
0,00 
0,00 
0,03 
0,00 
0,02 
0,10 
0,03 
0,05 
0,00 

0,0 
1,8 
0,0 
0,0 
0,0 
0,0 
0,0 
1,4 
0,0 
0,0 
4,6 
1,4 
2,3 
0,00 

0,05 
0,04 
0,04 
0,03 
0,03 
0,03 
0,03 
0,03 
0,02 
0,02 
0,10 
0,03 
0,03 
0,04 

1,0 
0,8 
0.8 
0,6 
0,6 
0,6 
0,6 
0,6 
0,4 
0,4 
2,0 
0,6 
0,6 
0,8 

 

Masa syntetyzowanej na dobň: * - pepsyny ï 2,16 g; ** -trypsyny ï 5,00 g. 

 

 

Obliczona masa inaktywowanej pepsyny i inaktywowanej trypsyny przez 

inhibitory zawarte w nasionach roŜlin spoŨywanych przez czğowieka posiada 

wartoŜĺ przybliŨonŃ. WiňkszoŜĺ nasion przed spoŨyciem poddawana jest obr·bce 

termicznej. Jedynie nasiona dyni i sğonecznika sŃ spoŨywane przez czğowieka  

w stanie surowym. Natomiast nasiona bobu, fasoli, grochu, jňczmienia, kukurydzy, 

owsa, pszenicy, soczewicy, soi i Ũyta czğowiek spoŨywa po obr·bce termicznej, 

kt·ra obniŨa aktywnoŜĺ inhibitor·w (7). SpoŨyte w stanie surowym jak i po 

ugotowaniu skğadniki chemiczne nasion roŜlin poddawane sŃ w ŨoğŃdku dziağaniu 

kwasu solnego i pepsyny (8). StŃd teŨ iloŜĺ zinaktywowanej pepsyny i trypsyny 

przez spoŨyte gotowane nasiona jest mniejsza od wynikajŃcej z obliczeŒ. Z drugiej 

strony iloŜĺ syntetyzowanych peptydaz w bğonie Ŝluzowej ŨoğŃdka i w czňŜci 

zewnŃtrzwydzielniczej trzustki w niekt·rych stanach patologicznych moŨe byĺ 

znacznie mniejsza niŨ w stanie zdrowia (9). 

Pokarmy roŜlinne czğowieka stanowiŃ gğ·wnie narzŃdy zapasowe roŜlin: ziarna, 

bulwy, kğŃcza, owoce oraz ich przetwory takie jak mŃki, kasze, pğatki, pieczywo, 
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dostarczajŃ skğadnik·w odŨywczych i regulujŃcych trawienie takich jak inhibitory 

peptydaz, glikozydaz, lipaz (10-12). StanowiŃ je takŨe zwiŃzki polifenolowe (12-

14). Inhibitory hamujŃ wprawdzie aktywnoŜĺ enzym·w trawiŃcych skğadniki 

pokarmowe, ale r·wnoczeŜnie pobudzajŃ ich syntezň i wydzielanie trzustkowe. 

Mechanizmy te zawodzŃ w przypadku niewydolnoŜci bğony Ŝluzowej ŨoğŃdka i 

gruczoğ·w zewnŃtrz wydzielniczych trzustki. Wtedy to wskazane jest podawanie 

preparat·w enzymatycznych pepsyny i peptydaz trzustkowych. 

 

 

WNIOSKI 

 

1. Inhibitory wystňpujŃce w 200 g nasion roŜlin spoŨywanych przez czğowieka 

inaktywujŃ okoğo 2% dobowej iloŜci pepsyny i okoğo 1% dobowej iloŜci trypsyny. 

2. SpoŨywanie nasion zawierajŃcych inhibitory peptydaz nie upoŜledza trawienia 

biağek w przewodzie pokarmowym. 
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INACTIVATION OF HUMAN DIGESTIVE PEPTIDASES BY SEED EXTRACTS 

 

Summary 

 

Seed extracts from cucurbit/pumpkin, oat, wheat, sunflower, lentil, and soya contain pepsin 

inhibitors. Seed extracts from broad bean, cucurbit/pumpkin, bean, pea, buckwheat, barley, corn, oat, 

millet, wheat, sunflower, lentil, soya, and rye inhibit trypsin activity. It was calculated that consumption 

of 200g of seeds of plants containing appropriate inhibitors inactivates from 0.002 to 0.10 g of pepsin 

and of trypsin. This comprises from 1.4 to 4.6% of daily amount of synthesized pepsin and from 0.4 to 

2.0% of daily amount of synthesized trypsin. 
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Ekstrakty z nasion dyni, groszku, maku i sğonecznika wykazujŃ aktywnoŜĺ 

peptydazowŃ w kwasowym i w zasadowym pH. R·wnoczeŜnie wykazujŃ 

dziağanie przeciwne ï hamujŃ aktywnoŜĺ pepsyny i aktywnoŜĺ trypsyny. 

Zakwaszenie ekstrakt·w nie obniŨa aktywnoŜci peptydaz kwasowych,  

a alkalizacja ekstrakt·w nie obniŨa aktywnoŜci peptydaz zasadowych. 

Ogrzewanie ekstrakt·w w temperaturze 100ÁC inaktywuje peptydazy dziağajŃce 

w kwasowym i zasadowym pH lecz nie wpğywa w stopniu znaczŃcym na 

dziağanie substancji hamujŃcych aktywnoŜĺ pepsyny i aktywnoŜĺ trypsyny. 

 

Hasğa kluczowe: nasiona spoŨywane w stanie surowym, peptydazy kwasowe, 

peptydazy zasadowe, inaktywacja pepsyny, inaktywacja trypsyny. 

Key words: raw seeds consumed, acid peptidases, alkaline peptidases, pepsin

 inactivation, trypsin inactivation. 

 

HamujŃcy wpğyw ekstrakt·w z nasion wielu gatunk·w roŜlin na aktywnoŜĺ 

peptydaz przewodu pokarmowego wykazağo wielu autor·w (1-4). Stwierdzono ich 

hamujŃcy wpğyw na aktywnoŜĺ peptydaz zawartych w preparacie Citropepsin (5) 

oraz w preparatach Kreon, Penzakrat i Neo-Pancreatin (6).  

Czğowiek spoŨywa w stanie surowym tylko nasiona dyni, groszku, maku  

i sğonecznika. Zawarte w ekstraktach z tych nasion substancje niepoddawane sŃ 

dziağaniu wysokiej temperatury przed spoŨyciem. Jedynie nasiona groszku i maku 

sŃ spoŨywane zar·wno w stanie surowym jak i po ugotowaniu. Substancje zawarte 

w nasionach tych roŜlin poddawane sŃ dziağaniu kwasowego pH soku ŨoğŃdkowego 

i dziağaniu pepsyny oraz zasadowego pH soku trzustkowego i dziağaniu trypsyny. 

Celem pracy jest okreŜlenie aktywnoŜci peptydazowej oraz antypepsynowej  

i antytrypsynowej 10% ekstrakt·w z nasion dyni, groszku, maku i sğoneczka oraz 

wpğyw na te aktywnoŜci zakwaszenia (pH 1,5), alkalizacji (pH 8,6) i ogrzewania  

w temperaturze 100
0
C w ciŃgu 1 godziny. 
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MATERIAĞ I METODY 

 

Nasiona dyni (Curcubita maxima), groszku zielonego (Pisum sativum), maku 

(Papaver somniferum) i sğonecznika (Heliatantus napus) pozbawiano ğupiny, 
rozdrabniano w mğynku mechanicznym i sporzŃdzano 10% ekstrakt w 0,15 mol/l 

NaCl. Ekstrakcjň prowadzono w temperaturze laboratoryjnej w ciŃgu 2 godzin, 

stosujŃc ciŃgğe mieszanie. Otrzymane przez wirowanie (1500 x g, 2
0
C, 30 minut), 

pğyny nadosadowe uŨyto do badaŒ. PosğuŨono siň ekstraktami natywnymi, 

zakwaszonymi do pH 1,5 przy uŨyciu 0,1 mol/l HCl i alkalizowanymi do pH 8,5 

przy uŨyciu 0,1 mol/l NaOH, oraz poddanym dziağaniu pepsyny (0,5 mg/ml 

ekstraktu, pH 1,5) i dziağaniu trypsyny (0,25 mg/ml ekstraktu, pH 8,5) przez  

1 godzinň w temperaturze 37
0
C oraz ogrzewanymi  w temperaturze 100

0
C przez  

1 godzinň. 

Globina woğu, odczynnik Bradforda, pepsyna i trypsyna Sigma, USA; odczynnik 

Folina i Ciocialteau Merck, Niemcy; bufor Brittona i Robinsona o pH 1,5 i 8,5. 

Pomiaru pH dokonano za pomocŃ pehametru Elmetron CPI-501, Polska. Biağko 

oznaczono metodŃ Bradforda. W celu oznaczenia aktywnoŜci peptydazowej do 0,2 
ml ekstraktu o pH 1,5 i pH 8,5 dodawano 0,3 ml globiny o takim samym pH 

inkubowano 1 godzinň w temperaturze 37
0
C. Reakcjň przerywano przez dodanie 

0,5 ml 10% kwasu trichlorooctowego. W klarownym pğynie nadosadowym 

oznaczano tyrozynň kwasorozpuszczalnŃ przy uŨyciu odczynnika Folina  

i Ciocialteau w modyfikacji miedziowej. W celu okreŜlenia wpğywu zakwaszenia 
(pH 1,5) i trawienia w tym pH pepsynŃ, alkalizacji (pH 8,5) i trawienie w tym pH 

trypsynŃ oraz inaktywacji termicznej (100
0
C) do 0,2 ml pr·bek dodawano 0,003 ml 

globiny i inkubowano 1 godzinň w temperaturze 37
0
C. Reakcjň przerywano przez 

dodanie 0,5 ml 10% kwasu trichlorooctowego i w klarownym pğynie nadosadowym 

oznaczano zawartoŜĺ tyrozyny kwasorozpuszczalnej. 

WartoŜci Ŝrednie z trzech oznaczeŒ zamieszczono w tabeli I i w tabeli II. 

 

 
T a b e l a  I .  WartoŜĺ pH i stňŨenie biağka, aktywnoŜĺ peptydaz w tym pH przy uŨyciu globiny, ekstrakt·w z nasion 
spoŨywanych w stanie surowym 
 

T a b l e  I .  pH value, protein concentration and activity of peptidases of raw seed extracts 
 

Oznaczenie 
Ekstrakt z nasion 

dynia groszek mak sğonecznik 

pH 6,26 5,92 4,68 5,96 

AktywnoŜĺ peptydaz, 
Tyr nmol/ml/h 

1,86 1,81 2,42 2,2 

Biağko, 
mg/ml 

10,8 32,2 242 68,8 
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T a b e l a  I I .  Wpğyw zakwaszenia (pH 1,5), alkalizacji (pH 8,5) i ogrzewania (1000C) w ciŃgu 1 godziny na aktywnoŜĺ 
peptydazowŃ ekstrakt·w mierzonŃ w pH 1,5 i pH 8,5 oraz hamowanie aktywnoŜci pepsyny i trypsyny przez ekstrakty z 
nasion 
 

T a b l e  I I .  Influence of acidification (pH 1.5), alkalization (pH 8.5) and heating (1000C) on peptidasic activity of extracts 
measured in pH 1.5 and pH 8.5 and inhibition of pepsin and trypsin activity by these extracts 
 

Ekstrakt z nasion 

AktywnoŜĺ peptydazowa Hamowanie aktywnoŜci 

pH 1,5 pH 8,5 pepsyny* trypsyny ** 

Tyr nmol/ml/1h 

Dynia 
natywny 
zakwaszony 
alkaliczny 
ogrzewany 

 
12,1 
10,8 
8,4 
0,0 

 
5,0 
2,8 
4,6 
0,0 

 
112,6 
110,0 
108,0 
128,0 

 
94,8 
86,0 
88,6 
110,0 

Groszek 
natywny 
zakwaszony 
alkaliczny 
ogrzewany 

 
3,8 
3,4 
2,8 
0,0 

 
34,0 
13,0 
28,8 
0,0 

 
168,4 
158,6 
163,2 
170,8 

 
122,0 
120,0 
123,6 
120,8 

Mak 
natywny 
zakwaszony 
alkaliczny 
ogrzewany 

 
0,6 
0,9 
0,4 
0,0 

 
70,8 
26,4 
68,0 
0,0 

 
173,2 
170,4 
171,3 
172,0 

 
140,8 
138,0 
141,0 
140,0 

Sğonecznika 
natywny 
zakwaszony 
alkaliczny 
ogrzewany 

 
9,0 
8,4 
6,4 
0,0 

 
8,6 
2,6 
8,6 
0,0 

 
34,8 
34,0 
30,2 
33,6 

 
52,0 
48,0 
56,0 
62,0 

 

* - aktywnoŜĺ pepsyny w kontroli /bez ekstrakty z nasion/ wynosiğa 178,2 Tyr nmol/ml/1h 
** - aktywnoŜĺ trypsyny w kontroli /bez ekstrakty z nasion wynosiğa 174,0 Tyr nmol/ml/ 1h 

 

 

WYNIKI I ICH OMčWIENIE 

 

Ekstrakty z nasion dyni, groszku, maku i sğonecznika posiadajŃ pH sğabo 

kwasowe (pH od 4,68 do 6,26), wykazujŃ w tym pH niewielkŃ aktywnoŜĺ 

peptydazowŃ (od 10,8 do 242,0 Tyr nmol/ml/1h) oraz zawierajŃ biağka (od 1,86 do 

2,42 mg/ml) (tab. I). 

Inkubacja ekstrakt·w z nasion w pH 1,5 w ciŃgu 1 godziny nie obniŨa 

dziağajŃcych w tym pH peptydaz, ale obniŨa nieznacznie aktywnoŜĺ peptydaz 

dziağajŃcych w pH 8,5 (tab. II). Natomiast inkubacja ekstrakt·w w pH 8,5 nie 

wpğywa na aktywnoŜĺ zar·wno peptydaz dziağajŃcych w pH 1,5 jak i pH 8,5. 

Ogrzewanie ekstrakt·w z nasion w temperaturze 100
0
C nie wpğywa znaczŃco na 

wielkoŜĺ tego obniŨania aktywnoŜci. Ekstrakt z nasion groszku i maku nie zawiera 

substancji hamujŃcych aktywnoŜĺ pepsyny, a wynik pomiaru aktywnoŜci jest sumŃ 

aktywnoŜci pepsyny i peptydaz nasion dziağajŃcych w pH 1,5. Ekstrakty wszystkich 

badanych nasion hamujŃ aktywnoŜĺ trypsyny. Hamowanie aktywnoŜci tej 
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peptydazy jest najwiňksze przez ekstrakt nasion dyni i z nasion sğonecznika,  

a mniejsze przez ekstrakt z nasion groszku i z nasion maku. 

Peptydazy wystňpujŃce w ekstraktach z nasion dyni, groszku, maku i sğonecznika 

wykazujŃ znacznŃ opornoŜĺ na zakwaszenie i alkalizacjň. UlegajŃ natomiast 

inaktywacji termicznej. BiorŃc pod uwagň dziağanie r·Ũnych czynnik·w fizycznych 

(temperatura, pH) oraz wystňpujŃcych w nasionach przeciwstawne dziağanie 

czynnik·w inaktywujŃcych peptydazy ï pepsynň i trypsynň ï oraz peptydaz 

egzogennych wystňpujŃcych w nasionach dyni, grochu, maku i sğonecznika moŨna 

przypuszczaĺ, Ũe spoŨywanie w stanie surowym nasion dyni, grochu, maku i 

sğonecznika przez osoby z prawidğowo funkcjonujŃcym trawieniem pokarm·w 

biağkowych w przewodzie pokarmowym nie wpğywa na trawienie biağek 

pokarmowych. 

Hamowanie aktywnoŜci pepsyny w soku ŨoğŃdkowym i obniŨenie aktywnoŜci 

peptydaz wystňpujŃcych w soku trzustkowym przez ekstrakty z nasion roŜlin 

spoŨywanych przez osoby z prawidğowo funkcjonujŃcym systemem 

proteolitycznym przewodu pokarmowego, nie powoduje najprawdopodobniej 

upoŜledzenia trawienia pokarm·w biağkowych. Substancje te mogŃ upoŜledziĺ 

trawienie biağek w bezsocznoŜci ŨoğŃdkowej i w niewydolnoŜci 

zewnŃtrzwydzielniczej trzustki. Substancjami hamujŃcymi aktywnoŜĺ peptydaz 

przewodu pokarmowego sŃ specyficzne inhibitory peptydowe (7) oraz 

niespecyficzne inaktywatory polifenolowe (8). 
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PEPTIDASIC, ANTIPEPSINIC, AND ANTITRYPSIN ACTIVITIES OF RAW PLANT SEEDS 

CONSUMED BY HUMAN 

 

Summary 

 

Seed extracts from pumpkin, pea, poppy and sunflower show peptidasic activity in both the acid and 

alkaline pH. At the same time they show adverse activity ï they inhibit both pepsin activity and trypsin 

activity. Extract acidification does not decrease acid peptidases and extract alkalization does not 

decrease alkaline peptidase activity. Heating extracts to 100
0
C inactivates peptidases in acid and in 

basic pH however but it does not significantly affect the activity of substances inhibiting both pepsin 

activity and trypsin activity.  
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Oceniano wpğyw ekstraktu z nasion roŜlin spoŨywanych przez czğowieka na 

aktywnoŜĺ katepsyny A, B, C i D. ŧaden z ekstrakt·w nasion badanych roŜlin 

nie hamuje aktywnoŜci katepsyny A. AktywnoŜĺ katepsyny B hamuje ekstrakt z 

nasion gryki, jňczmienia, kukurydzy, maku i prosa. AktywnoŜĺ katepsyny C 

hamuje ekstrakt maku i sğonecznika. AktywnoŜĺ katepsyny D hamuje ekstrakt z 

nasion fasoli, soczewicy i soi. 

 

Hasğa kluczowe: ekstrakt z nasion, aktywnoŜĺ katepsyny A, B, C i D. 

Key words: seed extract, A, B, C, and D cathepsin activity. 

 

Nasiona roŜlin spoŨywanych przez czğowieka zawierajŃ inhibitory peptydazy 

przewodu pokarmowego: pepsyny, enteropeptydazy, trypsyny, chymotrypsyny, 

elastazy trzustkowej oraz karboksypeptydazy A i karboksypeptydazy B (1-4). 

Celem pracy jest ocena wpğywu ekstraktu z nasion czternastu gatunk·w roŜlin na 

aktywnoŜĺ peptydaz lizosomalnych: katepsyny A, katepsyny B, katepsyny C  

i katepsyny D.  

 

 

MATERIAĞY I METODY 

 

Nasiona bobu, dyni, fasoli, grochu, gryki, jňczmienia, kukurydzy, maku, owsa, 

prosa, pszenicy, sğonecznika, soczewicy, soi i Ũyta rozdrabniano za pomocŃ mğynka 

mechanicznego. Rozdrobnione nasiona ekstrachowano 0,9% NaCl w stosunku 1:9 

w/v, w temperaturze laboratoryjnej, w ciŃgu dw·ch godzin, stosujŃc ciŃgğe 
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mieszanie. Pğyn nadosadowy otrzymany przez wirowanie (2500 x g, 30 minut) 

posğuŨyğ do badaŒ. 

Oceniano wpğyw ekstraktu z nasion w/w roŜlin na aktywnoŜĺ: katepsyny A przy 

uŨyciu Z-Phe-Ala, w pH 5,5 (5), katepsyny B przy uŨyciu Bz-DL-Arg-pNa, w pH 

6,5 (6), katepsyny C przy uŨyciu Gly-Phe-pNA, w pH 6,0 (7) i katepsyny D przy 

uŨyciu globiny w pH 3,5 (8). ťr·dğem tych katepsyn byğ 20% homogenat wŃtroby 

woğu sporzŃdzony wg (9). Test skğadağ siň z 0,2 ml homogenatu, 0,2 ml ekstraktu z 

nasion i 0,1 ml odpowiedniej dla kaŨdej katepsyny nieszaniny aktywujŃcej lub 

takiej samej objňtoŜci buforu. Po 10 minutowej preinkubacji dodawano 0,5 ml 

odpowiednio dla kaŨdej katepsyny substratu i pr·by inkubowano 2 godziny w 

temperaturze 37
0
C. Reakcje przerywano przez dodanie 0,1 ml 10% kwasu 

trichlorooctowego. Pr·by wytracone w czasie zero stanowiğy kontrolň. Pr·by 

wirowano (1500 x g, 30 minut, 2
0
C). W klarownym pğynie nadosadowym 

oznaczono iloŜĺ uwolnionej alaniny (Ala) metodŃ ninhydrynowŃ, iloŜĺ  

p-nitroaniliny (pNA) przez pomiar absorbancji przy 410 nm i iloŜĺ tyrozyny (Tyr) 

metodŃ Folina i Ciocialteau. 

ObniŨenie aktywnoŜci poszczeg·lnych katepsyn o 10% i wyŨsze przyjňto jako 

znaczŃce. 

AktywnoŜĺ katepsyno -A, katepsyno -B, katepsyno -C i katepsyno -D podobnŃ 

oznaczano w testach zawierajŃcych zamiast 0,2 ml homogenatu wŃtroby bufor 

fosforanowy o odpowiednim pH. Dalsze postňpowanie metodyczne byğo jak w 

przypadku oznaczania aktywnoŜci inhibitorowej. 

 

 

WYNIKI I ICH OMčWIENIE 

 

Jak wynika z tabeli I Ũaden z ekastrakt·w badanych nasion nie hamuje znaczŃco 

aktywnoŜci katepsyny A. Najwiňksze hamowanie aktywnoŜci katepsyny B 

(powyŨej 30%) wykazuje ekstrakt nasion kukurydzy i maku, mniejsze (hamowanie 

10-20%) ekstrakt z nasion bobu, gryki i jňczmienia, natomiast ekstrakt z nasion 

dyni, fasoli, grochu, owsa, pszenicy, sğonecznika, soczewicy i Ũyta nie zawiera 

inhibitor·w katepsyny B. Hamowanie aktywnoŜci katepsyny C (powyŨej 30%) 

wykazuje ekstrakt z nasion maku, mniejsze (hamowanie 10-20%) ekstrakt z nasion 

dyni i sğonecznika. Ekstrakt z pozostağych nasion nie hamuje aktywnoŜci katepsyny 

C. AktywnoŜĺ katepsyny D hamuje znacznie (hamowanie powyŨej 30%) jedynie 

ekstrakt z nasion soczewicy. 

Nie znana jest struktura chemiczna substancji hamujŃcych aktywnoŜĺ 

poszczeg·lnych katepsyn. Najprawdopodobniej sŃ nimi inhibitory peptydowe, w 

strukturze kt·rych niezbňdna jest obecnoŜĺ grupy -S-S- dla wystŃpienia aktywnoŜci 

inhibitorowej (10). MogŃ je inaktywowaĺ zwiazki polifenolowe wystňpujŃce w 

nasionach (11-13). Nie moŨna tez wykluczyĺ dziağania inhibitor·w zbudowanych z 

nietypowych aminokwas·w syntetyzowanych przez drobnoustroje (14, 15). 

 



Nr 3 Wpğyw ekstraktu z nasion na aktywnoŜc ketapsyny A, B, C i D  803 

 

T a b e l a  I .  Hamowanie aktywnoŜci katepsyny A, katepsyny B, katepsyny C i katepsyny D przez ekstrakt z nasion roŜlin 
 

T a b l e  I . Inhibition of A cathepsin, B cathepsin, C cathepsin and D cathepsin activities by plant seed extracts 
 

 
Nasiona 

AktywnoŜĺ (%hamowania) 

Katepsyna A, 
Ala nmol/ml/h 

Katepsyna B, 
pNa, nmol/ml/h 

Katepsyna C, 
pNa, nmol/ml/h 

Katepsyna D, 
Tyr nmol/ml/h 

Bób 

Dynia 

Fasola 

Groch 

Gryka 

JňczmieŒ 

Kukurydza 

Mak 

Owies 

Proso 

Pszenica 

Sğonecznika 

Soczewica 

Soja 

ŧyto 

55,0 (0.9) 

44,0 (2,1) 

56,0 (0,0) 

54,0 (2,0) 

54,0 (1,9) 

42,0 (2,5) 

54,0 (1,4) 

56,0 (0,0) 

52,0 (7,0) 

55,0 (1,0) 

56,0 (0,0) 

56,0 (0,0) 

56,0 (0,0) 

56,0 (0,0) 

56,0 (0,0) 

19,8 (10,0) 

28,6 (0,0) 

26,4 (0,0) 

33,0 (0,0) 

19,8 (10,0) 

17,6 (20,0) 

13,2 (40,0) 

15,4 (30,0) 

33,0 (0,0) 

19,8 (10,0) 

24,2 (0,0) 

37,0 (0,0) 

23,0 (0,0) 

22,0 (0,0) 

22,0 (0,0) 

55,0 (0,0) 

44,0 (16,7) 

56,4 (0,0) 

75,9 (0,0) 

56,0 (0,0) 

59,4 (0,0) 

50,6 (0,0) 

36,3 (30,0) 

64,0 (0,0) 

56,0 (0,0) 

55,0 (0,0) 

44,0 (16,6) 

76,2 (0,0) 

54,8 (0,0) 

59,0 (0,0) 

184,0 (0,0) 

175,0 (0,0) 

152,0 (2,0) 

168,0 (0,0) 

180,8 (0,0) 

182,0 (0,0) 

176,0 (0,0) 

180,0 (0,0) 

176,6 (0,0) 

178,6 (0,0) 

182,0 (0,0) 

158,4 (1,0) 

48,6 (72,0) 

129,0 (33,0) 

160,0 (0,0) 

Kontrola 56,0 22,6 52,8 168,0 

 

 
M. Chlabicz, M. Siergiejuk, A. Worowska, R. ĞapiŒski 

 

INFLUENCE OF EXTRACTS OF CONSUMED SEEDS ON A, B, C, AND D CATHEPSIN 

ACTIVITY  

 

Summary 

 

Seed extract influence on A, B, C, and D cathepsin activity was evaluated. A cathepsin activity is not 

inhibited by any seed extracts while B cathepsin activity is inhibited by seed extracts from buckwheat, 

barley, corn, poppy, and millet. Seed extracts from poppy and sunflower inhibit C cathepsin activity 

and seed extracts from bean, lentil, and soya inhibit D cathepsin activity. 
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