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Celem niniejszej pracy bylo poréownanie trzech metod oznaczania
hydroksymetylofurfuralu (HMF) w miodach pszczelich. Obecnos¢ tego zwigzku
jest jednym ze wskaznikow jakosci miodu. Za material badawczy postuzyly
probki pieciu miodow: akacjowego, wielokwiatowego, lipowego, spadziowego
i gryczanego. Przeprowadzone badania obejmowaly oznaczenie zawartosci
HMF metodq Winklera, metodg White’a i metodg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC). Wyniki uzyskane metodg White'a byly
najnizsze, jednak dla zawartosci ponizej 5 mg/kg byly one poréownywalne
z metodq wysokosprawnej chromatografii cieczowej.
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Naturalnym sktadnikiem miodu jest heterocykliczny aldehyd — hydroksymetylofurfural
(HMF), ktory powstaje przez odszczepienie czgsteczki wody najczesciej z fruktozy,
za$ z glukozy — po przeksztalceniu cukru w posta¢ enolowg. Obecnos¢ HMF
wplywa na wilasciwosci organoleptyczne produktow oraz na warto$¢ odzywcza,
poniewaz tworzy bezposrednie polaczenia z aminokwasami (1). Jego zawarto$é
$wiadczy o jakosci miodu, poniewaz ilo$¢ tego zwigzku wzrasta w miare jego
przechowywania, a takze pod wplywem nadmiernego ogrzewania podczas
nieprawidtowo prowadzonej dekrystalizacji. Podwyzszong zawarto$cig tego
zwigzku charakteryzuja si¢ réwniez miody zafalszowane cukrem inwertowym
otrzymanym w wyniku kwasowej hydrolizy sacharozy. HMF jest podejrzewany
0 negatywne dziatanie na organizm cztowieka, dlatego jego zawarto§¢ w miodzie
jest istotna z punktu bezpieczenstwa zywno$ci. Unia Europejska podjeta
odpowiednie dziatania ustalajac limity zawarto$ci tego zwiazku w miodzie. Ponadto
naukowcy opracowali roznorodne metody jego oznaczania. Migdzynarodowa
Komisja ds. Miodu (2) zalecita trzy metody badania jego zawartosci. Tymczasem
w Rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi (3) okreslono stosowanie
w tym celu tylko jednej konkretnej metody. Dlatego tez w niniejszej pracy podjeto
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probe poréwnania trzech metod oznaczania hydroksymetylofurfuralu w miodach
pszczelich.

MATERIAL Il METODY

Za materiat badawczy postuzyly probki pigciu miodéw zakupionych
w warszawskich sklepach detalicznych. Byly to: midéd akacjowy (A), miod
wielokwiatowy (W), miod lipowy (L), mioéd spadziowy (S) i miod gryczany (G).
Przeprowadzone analizy obejmowaly oznaczenia HMF trzema metodami. Byly to
metody: wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), spektrofotometryczne
Winklera oraz White 'a.

Oznaczanie zawarto$ci hydroksymetylofurfuralu metodg HPLC
z detektorem UV (2)

Do oznaczen zastosowano wysokosprawny chromatograf cieczowy firmy
Shimadzu stosujac detektor UV. Rozdzial prowadzono w kolumnie typu RP-18
(250x4 mm i $rednicy ziaren 5 um). Detekcji dokonywano przy dhugosci fali 285
nm. Fazg ruchoma stanowila mieszanina: woda (1% kwasu octowego): metanol
(90:10 v/v). Stosowano przeptyw fazy ruchomej 1 ml/min. I[lo$¢ probki nanoszona
na kolumng¢: 20 pl. Roztwor przed naniesieniem na kolumn¢ chromatograficzng
filtrowano przez filtr o $rednicy 0,45 um. Zawarto§¢ HMF w roztworze probki
obliczano poprzez poréwnanie odpowiednich powierzchni pikéw dla roztworu
probki oraz roztworu wzorcowego, po uwzglednieniu rozcieficzenia. Wyniki
wyrazano w mg/kg miodu.

Oznaczenie zawarto$ci hydroksymetylofurfuralu metodaWinklera (2)

Metoda Winklera opiera si¢ na barwnej reakcji HMF zawartego w badanej probce
z kwasem barbiturowym i p-toluidyng oraz fotometrycznym pomiarze powstatego
zabarwienia przy dhugos¢ fali 550 nm. Zawarto§¢ HMF (mg/kg miodu) oblicza sig¢
wedlug nastgpujacego wzoru:

HME = 19,2x§x 10

gdzie: A — $rednia arytmetyczna odczytanej absorbancji
d — grubo$¢ ptynu w kuwecie (w cm)
19,2 — wspotczynnik przeliczeniowy.

Oznaczanie zawartosci hydroksymetylofurfuralu metoda White’a (2)

Zasada metody White’a polega na pomiarze absorbancji klarownych roztworéw
miodu z i bez dodatku wodorosiarczanu (1V) sodu. Fotometryczne oznaczenie HMF
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wykonuje si¢ przy dtugosci fali 284 nm i 336 nm. Zawarto§¢ HMF [mg/kg] oblicza
si¢ wedhug wzoru:

HMF = (A284' A335) X 14,97 x 5 X%

gdzie:

Aggs | Azzs — odczytane wielkosci absorbancji
5 — teoretyczna nawazka miodu (g)

14,97 — wartos¢ stala

R — wspotczynnik rozcienczenia

W — rzeczywista nawazka miodu

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Przedmiotem badan niniejszej pracy bylo poréwnanie metod oznaczania
hydroksymetylofurfuralu w naturalnych miodach pszczelich. Uzyskane wyniki
zostaly omowione w oparciu o dane literaturowe na ten temat, a takze przy
uwzglednieniu aktow prawnych zwigzanych z miodem, ktére obowigzujag w prawie
polskim (4), europejskim (5) i miedzynarodowym (6). Wymagania zawarte w tych
aktach dotyczace zawartoSci HMF w miodach pszczelich okreslaja dopuszczalng
zawartos$¢ tego zwigzku na poziomie 40 mg/kg.

Wyniki zawarto$ci hydroksymetylofurfuralu dla poszczegélnych miodow
otrzymane za pomoca trzech metod roznig si¢ migdzy sobg (ryc. 1). W przypadku
miodu akacjowego i wielokwiatowego zawarto$ci oznaczone za pomocg HPLC
i metody White’a sa do siebie zblizone, natomiast wynik dla metody Winklera jest
dla tych miodow wyzszy. Migdzynarodowa Komisja ds. Miodu (2) ustalita, ze dla
niskich zawartosci HMF (ok. 5 mg/kg) wyniki otrzymane metodg White'a i HPLC
sa poréwnywalne, ale nizsze od tych uzyskanych metoda z p-toluidyna.

Dla miodu lipowego, spadziowego i gryczanego zawarto§¢ HMF oznaczona
metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej jest wyzsza od dwoch metod
spektrofotometrycznych (zdecydowanie w przypadku miodu gryczanego). Ilo§é
hydroksymetylofurfuralu oznaczona metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej byla znacznie wyzsza niz oznaczona metodami Winklera i White’a dla
miodu spadziowego i gryczanego.

Poréwnaniem metod oznaczania HMF w miodzie zajmowali si¢ takze Zappald i
wspotpr. (7). Dla miodow akacjowych otrzymali oni nastepujace 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 badan podkreslili, Ze nie jest mozliwe doktadne
wyjasnienie dlaczego metody nie sg zgodne. Sugerowali, iz moglo to by¢
spowodowane tworzeniem si¢ prekursorow hydroksymetylofurfuralu. Zwrocili
réwniez uwage na przeszacowanie poziomu HMF metodg Winklera, gdy zawartos¢
ta oznaczona metodami White’'a i HPLC byla prawie jednakowa. Zappald i
wspotpr. (7) potwierdzili sugestic Miedzynarodowej Komisji ds. Miodu, aby nie
stosowa¢ metody Winklera do oznaczania hydroksymetylofurfuralu w miodzie, ze
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wzgledu na uzycie karcenogennego odczynnika — p-toluidyny, a takze niska
precyzj¢ tej metody.
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Ryc. 1. Zawartos¢ HMF w badanych miodach.
Fig. 1. HMF content in investigated honeys.

Anklam (8) twierdzi, ze przydatnos¢ metod oznaczania HMF jest
niesatysfakcjonujagca i wymaga dalszych poszukiwan. Inni autorzy rekomendujg
metode HPLC, ze wzgledu na mozliwo$¢é rownoczesnego 0znaczenia innych
zwigzkow (9). Metody spektrofotometryczne — White’a i Winklera sg szybkie, ale
maja niska specyficzno$¢ i1 czulo$¢. Wysokosprawna chromatografia cieczowa
w ukladzie odwrdconych faz jest bardziej dokladna i precyzyjna od tych dwodch
metod, jednakze jest czasochtonna. W dodatku zastosowanie jej dla oszacowania
HMF w niektorych miodach wskazuje wystgpowanie specyficznych i duzych
odchylen (8, 10).

WNIOSKI

Analizujac uzyskane wyniki przeprowadzonych badan mozna sformutowaé
nastepujace stwierdzenia 1 wnioski:

1. Metoda White’a oznaczania HMF w miodzie pszczelim dawala najnizsze
wyniki, jednak dla zawartosci ponizej 5 mg/kg byly one poréwnywalne z metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j.

2. Metoda HPLC jest najdoktadniejsza, gdyz eliminuje wplyw substancji
interferujacych, jak to ma miejsce przy zastosowaniu metod spektrofotometrycznych.
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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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