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INTRODUZIONE E SCOPO DELLA TESI

Negli ultimi decenni si € registrato un progressivo declino delle popolazioni di api e di altri
insetti impollinatori, con conseguenze significative sugli ecosistemi naturali e agricoli.
Secondo le stime internazionali, circa il 70% delle specie vegetali presenti sulla Terra dipende,
almeno in parte, dall’attivita di impollinazione degli insetti, e oltre un terzo della produzione
alimentare mondiale ¢ riconducibile al loro contributo. Le cause del declino sono molteplici:
I’intensificazione agricola, I’uso di pesticidi, la perdita e frammentazione degli habitat naturali,
i cambiamenti climatici e la diffusione di parassiti e patogeni.

In questo contesto, la tutela e il ripristino della biodiversita vegetale assumono un ruolo
cruciale per garantire la sopravvivenza e il benessere delle popolazioni di api. La disponibilita
di risorse trofiche diversificate, distribuite lungo tutto I’arco della stagione vegetativa, ¢ infatti
uno dei fattori principali che determinano la salute delle colonie e la qualita dei prodotti
apistici. Le piante spontanee autoctone, adattate alle condizioni ecologiche locali, offrono
nettare e polline di elevato valore nutrizionale e costituiscono una risorsa stabile anche nei
periodi di scarsa fioritura delle colture agrarie.

Il progetto “Seeds & Bees”, promosso dal Parco Regionale del Conero in collaborazione
con I’Universita Politecnica delle Marche e sostenuto dalla Fondazione Cariverona, nasce con
I’obiettivo di contrastare la perdita di biodiversitd e di migliorare gli habitat di rifugio e
alimentazione per gli impollinatori nel territorio del Parco.

1l progetto prevede la selezione di specie vegetali autoctone erbacee e arbustive, tipiche
della flora locale e con elevata attrattivita per le api, da utilizzare nella creazione di miscele di
semi destinati al recupero e all’arricchimento delle aree marginali e delle praterie secondarie.
L’arricchimento della flora spontanea locale mira a potenziare la disponibilita di risorse
alimentari per gli impollinatori selvatici e domestici e, conseguentemente, a migliorare la
qualita della produzione apistica.

I miscugli di semi, distribuiti alle aziende partecipanti al progetto, sono composti da otto
specie caratterizzate da periodi di fioritura prolungati e da elevato valore nettarifero e
pollinifero, tutte tipiche della flora del Conero. Le specie in questione sono:

e Vedovina marittima (Sixalix atropurpurea)



e (alendula fulgida (Calendula suffruticosa subsp. Fulgida)
e Radicchio selvatico (Hyoseris radiata)

¢  Ginestrino pie’ d’uccello (Lotus ornithopodioides)

e Salvia minore (Salvia verbenaca)

¢ Perlina minore (Bellardia trixago)

e Viperina azzurra (Echium vulgare)

e Malva selvatica (Malva sylvestris)

Parallelamente, sono state piantate anche alcune specie arbustive tipiche del paesaggio
mediterraneo:
e Alloro (Laurus nobilis L.)
e Biancospino (Crataegus monogyna Jacq.)
e Corbezzolo (Arbutus unedo)
e Cisto (Cistus creticus L. subsp. eriocephalus)
e Coronilla (Emerus major Mill. subsp. emeroides)
¢  Ginestra (Spartium junceum L.)

e Prugnolo (Prunus spinosa L.)

Per valutare D’efficacia degli interventi proposti, il progetto prevede un’attivita di
monitoraggio multidisciplinare, che comprende analisi sul microbioma delle api, indagini
genetiche, studi sullo stato di salute delle colonie e sulla qualita dei prodotti dell’alveare. In
questo ambito si inserisce la presente tesi, che si focalizza sulla caratterizzazione chimico-
fisica e sull’attivita antiossidante dei mieli prodotti in aree arricchite con specie vegetali
spontanee selezionate.

L’analisi del miele non rappresenta solo un indicatore della qualita del prodotto finale, ma
anche un mezzo per valutare indirettamente le condizioni ambientali e nutrizionali delle api.
Queste ultime, infatti, sono ottimi biomonitori dell’ambiente: durante le loro attivita di
bottinamento raccolgono campioni di aria, acqua e suolo, che si riflettono nella composizione
chimica dei prodotti dell’alveare. Le proprieta antiossidanti del miele, determinate dalla
presenza di polifenoli e altri composti biologicamente attivi, sono influenzate sia dall’origine
botanica sia dalle condizioni ecologiche dei territori in cui viene prodotto.

Il presente studio si propone pertanto di contribuire alla valutazione dell’impatto del
progetto “Seeds & Bees” sulla qualita del miele e, in modo pili ampio, sulla salute delle colonie
di api presenti nel Parco del Conero. A tal fine, sono stati determinati alcuni parametri chimico-

fisici e I’attivita antiossidante dei campioni di miele raccolti nelle aree oggetto di intervento,
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mediante saggi spettrofotometrici e fluorimetrici, insieme a un’analisi spettroscopica FT-IR,
NMR e colorimetrica. L’insieme di queste indagini consente di valutare se la maggiore
disponibilita di risorse floristiche autoctone si traduce in un miglioramento della qualita del
miele, evidenziando un possibile legame tra il benessere ambientale e la qualita dei prodotti

apistici.
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Capitolo 1
IL MIELE

Secondo quanto stabilito dal Decreto Legislativo 179 del 2004, in attuazione della Direttiva
Ce 2001/110, il miele ¢ definito come “la sostanza dolce naturale che le api (Apis mellifera)
producono dal nettare di piante o dalle secrezioni provenienti da parti vive di piante o dalle
sostanze secrete da insetti succhiatori che si trovano su parti vive di piante che esse bottinano,
trasformano, combinandole con sostanze specifiche proprie, depositano, disidratano,
immagazzinano e lasciano maturare nei favi dell’alveare”. !

Il miele rappresenta dunque un alimento di origine interamente naturale, costituito
prevalentemente da zuccheri semplici in soluzione sovrasatura, con presenza minore di acqua,
acidi organici, enzimi, sali minerali, proteine, vitamine, pigmenti, colloidi e composti
aromatici. La sua composizione ¢ strettamente influenzata dall’origine botanica e geografica,
dalle condizioni climatiche e dall’attivita delle api durante la fase di maturazione. 3!

Il miele, grazie alla sua natura complessa e alla variabilita chimica e fisica derivante dalle
condizioni ambientali e dalla flora di origine, costituisce non solo un alimento ad elevato
valore nutrizionale ed energetico, ma anche un prodotto di interesse scientifico e commerciale,
la cui autenticita e qualitda possono essere determinate mediante analisi fisico-chimiche e

melissopalinologiche.

1.1 Cenni storici >4

In epoca preistorica, il miele ha rappresentato una fonte primaria di zuccheri e costituiva
uno degli alimenti piu energetici a disposizione dell’'uomo. Il suo utilizzo ha origini
antichissime, risalenti a oltre 15.000 anni fa, come testimoniano le pitture rupestri della Cueva

de la Arafia in Spagna, raffiguranti la raccolta del miele da colonie selvatiche.
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Figura 1-1 pitture rupestri della Cueva de la Araiia

Le prime forme di allevamento delle api si fanno risalire al Neolitico, mentre 1’apicoltura
organizzata compare nell’ Antico Egitto, intorno al 3000 a.C., dove gli apicoltori utilizzavano
arnie cilindriche in terracotta e seguivano le fioriture lungo il Nilo. Reperti iconografici, come
quelli rinvenuti nella tomba di Pabusa a Luxor, testimoniano il ruolo economico e rituale
dell’ape nella civilta egizia.

Anche altre grandi civilta del passato attribuirono a questo prodotto una grande importanza:
nelle civilta mesopotamiche I’apicoltura era una pratica consolidata, tanto che nel Codice di
Hammurabi (1792-1750 a.C.) erano previste pene per il furto di miele; i Greci veneravano il
miele, considerandolo cibo degli dei, e alcuni filosofi come Pitagora e Aristotele ne descrissero
accuratamente le virtl nutrizionali e le tecniche di raccolta; i Romani lo utilizzavano, oltre che
come dolcificante, per scopi terapeutici, cosmetici e rituali, come riportato negli scritti di
Plinio e Virgilio.

Durante il Medioevo, il miele mantenne un ruolo centrale sia nell’alimentazione che nella
medicina popolare. Tuttavia, a partire dal XVI secolo, la diffusione dello zucchero di canna e
successivamente di barbabietola portd a un declino del suo utilizzo come dolcificante
principale.

Il rinnovato interesse per il miele si ¢ affermato nel corso del XX secolo, grazie anche alla
riscoperta del suo valore biologico e terapeutico. Attualmente, il miele rappresenta un prodotto
simbolo della biodiversita territoriale e della sostenibilita agroalimentare, unendo tradizione e

ricerca scientifica nella valorizzazione delle produzioni apistiche locali.

1.2 La flora apistica -3¢

La flora apistica rappresenta I’insieme delle specie vegetali che forniscono alle api
bottinatrici le risorse necessarie per la produzione di miele, in particolare nettare, melata e

polline.
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Le piante nettarifere forniscono la principale materia prima per la produzione di miele,
mentre quelle pollinifere contribuiscono all’alimentazione proteica delle api. Le specie
vegetali pil rilevanti per la produzione di miele nei territori italiani appartengono alle famiglie
Fabaceae, Rosaceae, Brassicaceae, Lamiaceae, Asteraceae e Ericaceae. 1 periodi di fioritura
delle specie floristiche di interesse si susseguono nel corso dell’anno, determinando la
stagionalita della produzione apistica. L’ apicoltore, conoscendo la successione temporale delle
fioriture, puo spostare le arnie per seguire le principali specie nettarifere, come accade per le
produzioni di acacia (Robinia pseudoacacia), castagno (Castanea sativa), agrumi (Citrus spp.)

o eucalipto (Eucalyptus spp.).

Figura 1-2 fioriture rispettivamente di acacia, castagno, arancio, eucalipto
La disponibilita di piante mellifere ¢ influenzata da fattori ambientali quali temperatura,
umidita, altitudine e latitudine, che incidono direttamente sulla secrezione nettarifera. Questa
costituisce un elemento cardine della produttivita apistica, insieme alle relazioni ecologiche
tra api e piante mellifere, che variano in funzione delle condizioni climatiche, della
distribuzione geografica e della fenologia delle fioriture. Pertanto, la composizione floristica
di un territorio e le condizioni ambientali, condizionano la qualitd organolettica e la

composizione chimica dei mieli prodotti.

1.2.1 L’analisi melissopalinologica ¥

L’analisi melissopalinologica consiste nello studio della composizione pollinica del miele
al fine di determinarne 1’origine botanica e geografica. Essa si basa sull’esame microscopico
dei sedimenti mielosi, in cui vengono identificati e quantificati i granuli di polline presenti.
Ogni specie vegetale produce un polline morfologicamente caratteristico, definito da parametri
quali forma, dimensioni, struttura dell’esina e ornamentazione della superficie, che

costituiscono un vero e proprio “codice morfologico” utile al riconoscimento tassonomico.
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Figura 1-3 alcune tipologie di granuli pollinici

Dal punto di vista operativo, 1’analisi melissopalinologica prevede la preparazione di un
campione, mediante centrifugazione e dissoluzione del miele, seguita dall’osservazione dei
residui al microscopio ottico. Attraverso il conteggio e 1’identificazione dei granuli pollinici,
¢ possibile elaborare uno spettro pollinico che rappresenta la composizione in percentuale delle
specie vegetali presenti. Tale spettro, tuttavia, non corrisponde necessariamente alla reale
proporzione di nettare proveniente da ciascuna specie, poiché la presenza del polline nel miele
¢ influenzata da molteplici fattori biologici e tecnici.

In primo luogo, la quantita di polline che accompagna il nettare durante la raccolta varia
notevolmente in base alla morfologia del fiore, alle modalita di bottinamento delle api e alla
specie della pianta: esistono piante, come la robinia (Robinia pseudoacacia) o gli agrumi
(Citrus spp.), che producono nettari poveri di polline, mentre altre, come il trifoglio (Trifolium
spp.), generano nettari ad alto contenuto pollinico. Tale variabilita implica che la semplice
frequenza pollinica osservata non possa essere utilizzata come indicatore quantitativo
dell’origine nettarifera.

A cio si aggiungono diversi livelli di arricchimento pollinico, che alterano ulteriormente la
composizione osservata:

e arricchimento primario: ¢ dovuto ai granuli di polline raccolti dalle api durante il
bottinamento;
e arricchimento secondario: deriva dai granuli liberati all’interno dell’alveare durante la

manipolazione del nettare;
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e arricchimento terziario: riguarda tutto cio che ¢ legato alle operazioni di smelatura e
filtraggio;

e arricchimento quaternario: € una conseguenza dell’inquinamento atmosferico.

Nel complesso, numerosi fattori influenzano le tipologie e le quantita di polline presenti
nel miele, rendendo difficile la corrispondenza diretta tra la composizione pollinica e la reale
origine florale del miele.

Un ulteriore punto critico sta nella complessita analitica: 1'identificazione dei granuli
pollinici richiede una notevole esperienza, in quanto occorre conoscere tutte le caratteristiche
delle varie specie polliniche, che devono poi essere individuate e riconosciute. Inoltre, I’ analisi
non fornisce una misura diretta ¢ numericamente affidabile della percentuale di origine
nettarifera, ma permette una valutazione interpretativa e comparativa con campioni di
riferimento.

Per tutti i motivi sopra citati, la determinazione dell’origine botanica dei mieli uniflorali
non si basa solo sullo spettro pollinico, ma anche sulla concordanza dei parametri
organolettici, fisico-chimici e microscopici del campione analizzato a quelli descritti nelle
schede di caratterizzazione dei mieli uniflorali italiani, elaborate dall’Istituto Nazionale di
Apicoltura e dalla Sezione di Apicoltura dell’Istituto Sperimentale per la Zoologia Agraria.

Nonostante la sua importanza, la disciplina presenta limiti normativi e criticita applicative.
La legislazione europea, e quella italiana di recepimento, riconoscono la possibilita di
qualificare il miele in base all’origine botanica, purché esso provenga “soprattutto” da una
determinata specie e ne presenti le caratteristiche organolettiche, fisico-chimiche e
microscopiche tipiche. Tuttavia, ’assenza di valori soglia definiti e criteri univoci rende
difficile un controllo standardizzato e apre la strada a interpretazioni soggettive e, talvolta, a
frodi commerciali. In assenza di parametri vincolanti, la definizione dell’origine botanica si
fonda quindi sull’analisi melissopalinologica, ma la sua interpretazione richiede una stretta

integrazione con i dati chimico-fisici e sensoriali.

1.3 La formazione del miele ©** ¢!

La formazione del miele ¢ il risultato di un complesso processo biochimico che coinvolge
pit fasi di trasformazione del nettare e della melata, raccolti dalle api bottinatrici, e
successivamente elaborati all’interno dell’alveare.

Il processo inizia con la raccolta della materia prima mediante 1’apparato boccale lambente-

succhiante delle api, strutturato in modo tale da permettere 1’aspirazione di liquidi zuccherini.
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Questi, dopo essere stati prelevati, vengono immagazzinati nell’ingluvie, che nelle api prende
il nome di borsa melaria: € una dilatazione dell’esofago con capacita di 50-60ul, dove i liquidi
zuccherini vengono temporaneamente conservati e arricchiti con enzimi. Durante il volo di
ritorno all’alveare, il contenuto della borsa melaria subisce gia una prima trasformazione
enzimatica: il saccarosio viene parzialmente idrolizzato in glucosio e fruttosio grazie
all’azione dell’enzima invertasi.

All’interno dell’alveare, le api operaie danno inizio alla trofallassi, una particolare pratica
che consiste nel passaggio bocca a bocca del nettare tra pil individui, con I’obiettivo di
arricchirlo di enzimi e ridurne il contenuto idrico. Il prodotto semi-elaborato viene quindi
depositato in sottili strati sulle pareti delle celle, dove I’azione combinata della ventilazione
operata dalle api con le ali e dell’evaporazione spontanea determina un’ulteriore riduzione
dell’acqua fino a raggiungere valori compresi trail 17 e il 18%.

Il miele & considerato maturo quando la sua umidita si stabilizza entro tali valori,
condizione che ne garantisce la conservabilita e impedisce fenomeni fermentativi. A
maturazione avvenuta, le api sigillano le celle con un sottile strato di cera, con un processo

chiamato opercolatura.

Figura 1-4 fase di opercolatura del favo

La trasformazione da nettare o melata a miele implica quindi una deidratazione, un aumento
enzimatico e una modifica strutturale dei carboidrati, che diventano piut semplici e stabili nel

tempo.

1.3.1 Il nettare B!

Il nettare & la principale materia prima per la produzione del miele. E una secrezione
zuccherina elaborata da particolari strutture vegetali, denominate nettari o ghiandole
nettarifere, localizzate generalmente alla base dei fiori, che rilasciano il secreto all’esterno
grazie alla presenza di stomi modificati o peli ghiandolari. L’attivita secretoria dei nettari ¢
strettamente correlata al metabolismo della pianta e dipende da fattori genetici e ambientali

quali temperatura, umidita, irraggiamento solare e disponibilita idrica: 1a produzione di nettare
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aumenta in condizioni di temperatura moderata e umidita relativa elevata, mentre diminuisce

con vento, siccita o eccessiva piovosita.

Figura 1-5 ghiandole nettarifere su una foglia di ciliegio

Il contenuto zuccherino del nettare varia generalmente tra il 5% e 1’80% ed ¢ costituito
prevalentemente da saccarosio, glucosio e fruttosio, con proporzioni diverse a seconda della
specie vegetale. Secondo la classificazione di Percival, si distinguono tre principali tipi di
nettare: a saccarosio dominante, a proporzioni uguali di saccarosio, glucosio e fruttosio, e a
glucosio e fruttosio dominanti. ! Oltre ai carboidrati, il nettare contiene aminoacidi, enzimi,
acidi organici, sali minerali, pigmenti e sostanze aromatiche.

Dopo essere stato aspirato dalle api, il nettare viene immagazzinato nella borsa melaria,
dove subisce una prima elaborazione enzimatica. Per trasportare un litro di nettare, una colonia

deve compiere in media oltre 25.000 voli.

1.3.2 La melata

La melata rappresenta una seconda materia prima per la produzione del miele e consiste in
una secrezione zuccherina emessa da insetti fitomizi appartenenti all’ordine dei Rincoti, come
afidi, cocciniglie e cicaline, che si nutrono della linfa delle piante. Quindi, a differenza del
nettare, la melata non & prodotta direttamente dalle piante ma costituisce un’escrezione
animale derivante dal filtraggio della linfa, che elimina il contenuto di zuccheri in eccesso.

La composizione della melata varia a seconda della specie di insetto produttore e della
pianta ospite, ma generalmente sono sempre presenti glucosio, fruttosio, trialosio,
fruttomaltosio e melizitosio. Questi sono gli zuccheri caratteristici che contribuiscono alle
particolari proprieta organolettiche dei mieli di melata. Contiene inoltre quantita relativamente
elevate di sali minerali (in particolare ferro e manganese), acidi organici e sostanze azotate.

Le principali fonti botaniche di melata in Italia comprendono le conifere (Abies alba, Picea
abies, Pinus spp.) e alcune latifoglie (Quercus spp., Castanea sativa, Tilia spp.). La
produzione di melata ¢ influenzata non solo dalle condizioni ambientali, ma anche

dall’andamento demografico delle popolazioni di insetti produttori
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I mieli di melata si distinguono dai mieli di nettare per il colore scuro, sapore pil intenso e

leggermente amaro, un pH pill elevato e una cristallizzazione pil lenta. ®

1.3.3 Le tipologie di miele '*7)

I parametri di classificazione applicabili al miele sono molteplici, e legati ad aspetti diversi.

Innanzi tutto, si distinguono i mieli di nettare, chiamati anche mieli di fiori, ottenuti
esclusivamente dal nettare vegetale, e mieli di melata, derivanti invece dalle escrezioni
zuccherine di insetti fitomizi che si nutrono della linfa delle piante.

Un’ulteriore distinzione si basa sull’origine botanica: i mieli monoflorali sono prodotti
prevalentemente dal nettare di una singola specie vegetale, mentre nei mieli multiflorali,
comunemente noti come millefiori, non vi ¢ una netta prevalenza di una sola specie ma
riflettono la biodiversita vegetale del territorio. Tra i mieli monoflorali si possono far rientrare
anche i mieli di melata in quanto derivano prevalentemente da un’unica origine, anche se non
si tratta di una sorgente nettarifera.

All’interno della categoria dei mieli monoflorali troviamo molti tipi di prodotti diversi, che
presentano caratteristiche chimico-fisiche e sensoriali specifiche, spesso legate alla specie
botanica di provenienza. I pit diffusi in Italia sono:

e Miele di acacia (Robinia pseudo-acacia L.). Prodotto prevalentemente in Toscana, ma
diffuso in tutto il centro Italia;

e Miele di castagno (Castanea sativa). Proviente principalmente dalle Prealpi e da tutte
le aree appenniniche;

e Miele di agrumi (Citrus spp.), diffuso in tutte le zone limitrofe alla pianura padana, e
in Toscana e Abruzzo;

e Miele di corbezzolo (Arbutus unedo), prevalente nelle zone dell’Italia centrale e della
Sardegna;

® Micle di eucalipto, prodotto principalmente in Sicilia;

e Miele di girasole (Helianthus annuus), di grande importanza soprattutto nell’Italia
centrale;

e Miele di tiglio (7ilia spp.), proveniente soprattutto dall’arco alpino. ©!
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Figura 1-6 sei diversi mieli monoflorali

1.4 Composizione chimica del miele

La composizione chimica del miele ¢ estremamente complessa e riflette la natura delle
materie prime, nettare e melata, I’attivita enzimatica delle api e le condizioni di maturazione e
conservazione.

Gli elementi costitutivi principali comprendono zuccheri, acqua, acidi organici, sali
minerali, sostanze azotate, enzimi e componenti minori come pigmenti, colloidi e composti
aromatici.

Le proporzioni relative di tali componenti variano in funzione dell’origine botanica e
geografica del miele, delle condizioni ambientali e del grado di maturazione, anche se ¢

possibile fare un’approssimazione della composizione percentuale (figura 1-7).

m fruttosio
m glucosio
\\ | m disaccaridi
\

m altri zuccheri

® acqua

m acidi organici

m sali minerali

m sostanze azotate
altre sostanze

Figura 1-7 composizione del miele
L’assenza di standardizzazione chimica rende il miele un alimento altamente diversificato,
la cui composizione puod fungere da indicatore della provenienza botanica e del livello di

purezza.
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1.4.1 Zuccheri >3

Gli zuccheri (CHO) costituiscono dal 95% al 99% della sostanza secca del miele e
rappresentano la componente quantitativamente predominante. Circa il 75% di questi sono
monosaccaridi; i principali sono il fruttosio e il glucosio, derivanti dall’idrolisi enzimatica del
saccarosio operata dalle invertasi, oppure gia presenti nel nettare. Mediamente, il contenuto in
fruttosio & superiore a quello in glucosio, con concentrazioni rispettivamente del 38% e 31%;
fanno eccezione il miele di colza e di tarassaco, dove il glucosio ¢ sempre presente in quantita
maggiori del fruttosio. La concentrazione di questi due zuccheri, cosi come il loro rapporto,
sono indicatori utili per la classificazione dei mieli monoflorali. Inoltre, questi parametri
influenzano la consistenza del miele: il glucosio aumenta la tendenza alla cristallizzazione,
mentre il fruttosio incide sulla viscosita e sulla capacita igroscopica del prodotto.

Oltre ai monosaccaridi, il miele contiene molteplici disaccaridi, come maltosio,
isomaltosio, turanosio, saccarosio, e trisaccaridi. La presenza e le proporzioni di questi
zuccheri minori non sono particolarmente influenti nelle caratteristiche del miele, ma sono
utili per determinare 1’ origine botanica del miele e i processi di trasformazione biochimica. Il
saccarosio, ampiamente presente nel nettare, viene idrolizzato dagli enzimi secreti dalle api.

La concentrazione residua non deve superare il 5% secondo la normativa vigente. [

1.4.2 Acqua >

L’acqua rappresenta il secondo componente in ordine quantitativo e varia generalmente tra
il 14% e il 21%, a seconda dell’origine botanica, del grado di maturazione e delle condizioni
ambientali durante la raccolta e la conservazione. I mieli opercolati, con un contenuto idrico
inferiore al 18%, sono considerati maturi e stabili.

1l contenuto idrico condiziona fortemente la stabilita microbiologica e la conservabilita del
miele: valori elevati di umidita favoriscono fenomeni fermentativi, mentre valori troppo bassi

rendono il prodotto eccessivamente viscoso e difficile da lavorare.

1.4.3 Acidi organici >3

Gli acidi organici sono dei derivati degli zuccheri, ottenuti grazie all’azione di alcuni
enzimi secreti dalle api durante la trasformazione del nettare in miele, oppure sono possono
essere gia presenti nel nettare.

Queste molecole conferiscono al miele il caratteristico sapore lievemente acido,
contribuiscono alla definizione dell’aroma complessivo e influenzano la stabilita biologica,

favorendone la conservabilita, oltre a determinarne alcune proprieta chimiche quali acidita,
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pH e conducibilita elettrica. L’acidita totale, espressa in milliequivalenti per chilogrammo
(mEg/kg), varia da 10 a 60 e, per legge, non deve superare i 50 mEq/kg. ¢

L’acido predominante ¢ 1’acido gluconico (figura 1-8), prodotto dall’ossidazione del
glucosio per opera dell’enzima glucoso-ossidasi, associata alla formazione e liberazione di
perossido di idrogeno. Sono presenti inoltre acido acetico, lattico, formico, citrico, succinico
e butirrico. La quantificazione di acido gluconico e acido citrico ¢ utilizzata come parametro

per differenziare il miele floreale dalla melata.
OH OH O

HO
OH

OH OH
Figura 1-8 acido gluconico

1.4.4 Sali minerali %39

I sali minerali rappresentano la frazione inorganica del miele, in quantita variabili dallo
0,02 all’1%. 1l potassio ¢ sempre I’elemento pi abbondante, seguito da calcio, sodio,
magnesio, ferro, manganese e zinco.

Il contenuto minerale, espresso anche come ceneri, dipende principalmente dal tipo di
pianta e dal suolo di provenienza. Inoltre, & possibile identificare una correlazione tra questo
parametro e il colore del miele: i mieli scuri, come quelli di melata o di castagno, generalmente
contengono concentrazioni minerali piu elevate rispetto ai mieli chiari, come acacia o agrumi.

Anche la conducibilita elettrica ¢ influenzata dalla concentrazione dei minerali: questi
infatti sono solubilizzati in acqua, e si trovano sottoforma di ioni, facilitando cosi la

conduzione di corrente elettrica.

1.4.5 Sostanze azotate >34

Le sostanze azotate presenti nel miele sono costituite principalmente da amminoacidi liberi
e proteine. Queste ultime si trovano in concentrazioni molto variabili, a seconda anche della
specie di ape che produce il miele, comprese generalmente tra 0,1% e 0,5%, ma che possono
raggiungere anche valori intorno al 3.3%. 1?! Alcune proteine specifiche, come quelle presenti
nel miele di Calluna vulgaris, influenzano la viscosita e la tixotropia del prodotto. ©*!

Per quello che riguarda gli amminoacidi, la loro concentrazione non supera mai 1’1%, di
cui almeno il 50% ¢ costituito da prolina: questo amminoacido deriva prevalentemente dalle

secrezioni ghiandolari delle api, motivo per cui ¢ utilizzato come indicatore di maturazione e
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genuinita del miele. Esiste infatti un limite minimo di concentrazione di prolina (180mg/kg),
fissato per identificare eventuali adulterazioni del miele con zucchero liquido.

Le proteine e gli amminoacidi presenti nel miele sono sia di origine animale che vegetale:
la principale fonte proteica ¢ il polline, ma derivano anche da fluidi e secrezioni delle
ghiandole salivari e faringee delle api.

I gruppi amminici liberi di amminoacidi e proteine possono reagire con il gruppo
carbossilico dell’estremita riducente degli zuccheri, in quella che viene definita Reazione di
Maillard, portando alla formazione di prodotti indesiderati. La presenza di questi composti ¢

indice di tempi di stoccaggio lunghi, o a temperature troppo alte.

1.4.5.1 Enzimi 1> 9

Gli enzimi costituiscono componenti chiave del miele per la loro funzione catalitica nei
processi di trasformazione e per il loro valore come indicatori di freschezza. Gli enzimi
principali sono:

e Invertasi: viene chiamata anche saccarasi; catalizza la reazione che scinde il
saccarosio in glucosio e fruttosio;

¢ Diastasi: sono un gruppo di enzimi amiolitici, in cui sono compresi enzimi importanti
come |’o-amilasi, che scinde i legami o-(1—4) glicosidici dell’amido, producendo
destrina, e la B-amilasi, che idrolizza le estremita della catena di amido, liberando
maltosio;

e o- e B-glucosidasi: sono responsabili dell’ ossidazione del glucosio a gluconolattone,
che viene poi idrolizzato ad acido gluconico. Questa reazione ¢ associata alla
produzione di perossido di idrogeno, che ha una azione battericida importante per la
stabilita microbiologica del miele;

e (atalasi e fosfatasi acida: sono due classi di enzimi che derivano prevalentemente dal

nettare e dalla melata.

L’attivita enzimatica diminuisce con il tempo e con il riscaldamento. Per questo motivo, la
diastasi ¢ utilizzata come indice di freschezza: il suo deterioramento segnala trattamenti
termici o conservazione prolungata. I mieli italiani devono presentare un indice diastasico > 8
unita della scala di Goete, salvo per quelli naturalmente poveri di enzimi come il miele di

agrumi.
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1.4.6 Sostanze presenti in concentrazioni minori >3

Tra le sostanze presenti nel miele in concentrazioni minori si possono citare vitamine,
composti aromatici, pigmenti, colloidi e derivati della degradazione degli zuccheri.

L’aroma e il sapore del miele sono definiti da una serie di complesse molecole aromatiche
volatili, che possono essere aldeidi, chetoni, esteri, alcoli, fenoli. Queste possono provenire
dalle piante da cui le api prelevano il nettare, o essere dei derivati delle trasformazioni
enzimatiche. Quindi, il profilo aromatico del miele dipende da tutti i fattori che influiscono sui
composti volatili: caratteristiche del nettare, attivita enzimatica delle varie specie di api,
processamento post-raccolta, condizioni di conservazione, presenza di microrganismi.

I pigmenti naturali, tra cui carotenoidi, flavonoidi e xantofille, concorrono a determinare la
colorazione del miele, che varia dai toni molto chiari del giallo, quasi incolore, al bruno scuro,
anche in funzione dell’origine botanica, del contenuto minerale e dei composti fenolici
presenti.

Il miele contiene anche piccole quantita di vitamine, soprattutto del gruppo B, provenienti
dai granuli di polline in sospensione. E presente anche la vitamina C, importante per le sue
proprieta antiossidanti. Queste molecole, sono preservate nel miele grazie al basso pH, ma
possono rapidamente diminuire a causa dell’ossidazione, o di un processo di filtrazione, che
trattiene i granuli pollinici.

Il 5-idrossimetilfurfurale (HMF) ¢ un prodotto di degradazione del fruttosio in ambiente
acido; ¢ una delle prime molecole che si ottiene dalla reazione di Maillard, ma, con tempi
lunghi, si puo generare anche per altre vie. Rappresenta un indice della freschezza del miele:
¢ praticamente assente nel miele appena estratto, ma aumenta con la conservazione e con
I’esposizione al calore. Costituisce uno dei parametri controllati per legge ed ¢ fissato un limite
massimo di concentrazione, pari a 40 mg/kg.

Infine, il miele pud contenere colloidi, cera, propoli e particelle polliniche, che
contribuiscono alla torbidita e alla struttura fisica del prodotto. Il tenore di sostanze insolubili

non deve superare lo 0,1%, ad eccezione del miele torchiato per cui € ammesso lo 0,5%.

1.5 Proprieta del miele >3

Il miele ¢ un alimento naturale complesso, a cui la composizione conferisce numerose
proprieta biologiche e funzionali di interesse nutrizionale e salutistico. Tali proprieta derivano
dalla sinergia tra i suoi componenti principali, € una vasta gamma di sostanze minori, presenti
in concentrazioni ridotte ma biologicamente attive, come polifenoli, flavonoidi, pigmenti,

acidi fenolici e composti volatili.
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Data I’alta concentrazione di zuccheri, il miele ¢ caratterizzato da un alto valore energetico
e spesso viene adoperato per la sua funzione dolcificante. Oltre a cio, il miele svolge anche un
ruolo rilevante come sostanza bioattiva, dotata di effetti antiossidanti, antibatterici,
antinfiammatori e cicatrizzanti. Queste proprieta, note fin dall’antichita e descritte come usi
terapeutici del miele, trovano oggi spiegazione nella sua composizione chimica e nel

complesso equilibrio tra componenti di origine vegetale e secrezioni enzimatiche delle api. ¥

1.5.1 La proprieta antiossidante

Dal punto di vista biochimico, le proprieta antiossidanti del miele sono dovute alla presenza
di una varieta di composti fenolici e flavonoidi, che agiscono come donatori di idrogeno o
elettroni, neutralizzando i radicali liberi e inibendo le reazioni ossidative di lipidi e proteine.
21 Queste molecole derivano dal nettare e dalla melata d’origine e conferiscono al miele un
potere antiossidante variabile, in funzione della specie botanica e del colore.

I principali polifenoli del miele sono classificabili in due categorie: flavonoidi e acidi
fenolici, che si dividono a loro volta in acidi benzoici e acidi cinnamici. Molti ricercatori hanno
studiato il contenuto di queste famiglie di molecole nel miele, individuando una correlazione
tra la distribuzione dei polifenoli e le origini floreali del campione: i flavonoidi sono
generalmente i composti pill comuni nei mieli floreali. Inoltre, nei mieli uniflorali dovrebbe
essere possibile individuare un modello di distribuzione specifico, sulla base delle specie
vegetali usate dalle api. [1% 1112

Alcune specie di flavonoidi, come la luteolina, la quercetina, il kaempferolo, la galangina,
sono presenti nella maggior parte delle tipologie di miele; mentre altre, come I’esperetina e la
naringenina, sono presenti solo in poche varieta. "' Nei mieli italiani, & comune anche la
pinocembrina. 2! Complessivamente, la concentrazione di flavonoidi nel miele ¢ di circa 20
mg/kg. 12

Tra gli acidi fenolici piu diffusi, si possono citare 1’acido caffeico, 1’acido p-cumarico,
I’acido ferulico, I’acido gallico e I’acido 4-dimetil-amminobenzoico. %!

Numerosi studi hanno evidenziato una correlazione diretta tra il colore del miele e la
concentrazione di composti fenolici totali: i mieli scuri come di castagno o di melata,
presentano contenuti fenolici piu elevati e, conseguentemente, una maggiore capacita
antiossidante rispetto ai mieli chiari. Tale differenza ¢ attribuita anche alla maggiore presenza
di pigmenti, sali minerali e composti aromatici nei mieli di colore piu intenso. ¢

Oltre ai polifenoli, contribuiscono all’attivita antiossidante anche vitamine, principalmente
I’acido ascorbico, ma anche alcune del gruppo B, enzimi, come catalasi, perossidasi e

glucosidasi, e amminoacidi liberi, tra cui la prolina. ! Tutti questi composti cooperano nella
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protezione delle molecole biologicamente rilevanti e delle cellule dall’azione ossidativa di
specie reattive dell’ossigeno (ROS).

Le proprieta antiossidanti del miele dipendono quindi da una molteplicita di fattori:
dall’origine botanica, che determina la qualita e la concentrazione dei composti fenolici,
dall’origine geografica e climatica, che influenza la biosintesi delle sostanze secondarie nelle
piante, dallo stato di maturazione e dalle condizioni di conservazione, poiché il calore e la luce
possono degradare i composti sensibili come la vitamina C e i flavonoidi.

Da un punto di vista fisiologico, I’azione antiossidante del miele puo contribuire a limitare
lo stress ossidativo e, di conseguenza, a ridurre i danni cellulari associati a processi
infiammatori e degenerativi. Vari studi comparativi hanno mostrato che 1’attivita antiossidante
¢ maggiore nei mieli di melata e di castagno, mediamente elevata in quelli di girasole e di
eucalipto, e pill bassa nei mieli di acacia e agrumi. > % Queste osservazioni assumono
particolare rilevanza anche sul piano della qualita e autenticita del prodotto, poiché il profilo
fenolico e il potere antiossidante possono essere considerati marcatori biochimici utili per la

caratterizzazione dell’origine botanica e per la valutazione dell’integrita del miele. >3
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Capitolo 2
RADICALI LIBER] 15 '3 14 15.16]

I radicali liberi sono atomi, molecole o ioni che presentano almeno un elettrone spaiato
nell’orbitale pill esterno. Questa caratteristica li rende altamente instabili, e quindi reattivi:
possono cedere I’elettrone spaiato, acquisirne uno da un altro atomo o molecola, oppure legarsi
ad un altro radicale per raggiungere una configurazione stabile. Questi processi possono
andare a formare un altro radicale, che a sua volta cerca di stabilizzarsi, innescando cosi una
serie di reazioni a catena. La rapidita della propagazione dipende dal grado di reattivita, che a
sua volta ¢ determinato dalla struttura chimica dei radicali: se 1’elettrone spaiato si trova su
una molecola dove puo essere delocalizzato, ad esempio in posizione coniugata ad anelli
benzenici, la stabilita aumenta e la reattivita diminuisce.

Si distinguono in base all’atomo su cui ¢ centrato il radicale e, per convenzione, 1’elettrone
spaiato viene rappresentato con un pallino. Es: *Cl, *CHs, *OH, O,™

In generale, i radicali si formano attraverso la rottura omolitica del legame covalente tra
due atomi: il doppietto elettronico del legame si divide ed entrambi gli atomi o molecole
ottenuti presentano un elettrone spaiato. Possono originarsi da processi endogeni ed esogeni:
tra le fonti endogene rientrano la fosforilazione ossidativa nei mitocondri, varie reazioni
enzimatiche e la B-ossidazione degli acidi grassi. Le fonti esogene includono calore, radiazioni

ultraviolette, inquinamento, radiazioni ionizzanti.

2.1 Reazioni radicaliche

La caratteristica pit importante, comune alla maggior parte delle reazioni omolitiche, ¢
I’andamento a catena. Sono sufficienti piccole quantita di iniziatore radicalico, per innescare
le reazioni a cascata che portano al consumo di un gran numero di molecole di substrato. Per
questo si puo affermare che I’inibizione maggiore di queste reazioni si ha con I’inibizione della
produzione dei primi composti radicali.

Il meccanismo della catena radicalica puo essere diviso in tre fasi principali: iniziazione,

propagazione e terminazione.
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2.1.1 Fase di iniziazione

Avviene la formazione dei primi composti radicali attraverso due principali meccanismi:
la scissione omolitica o I’interazione redox con dei metalli.

Per quanto riguarda la scissione omolitica, & necessario un fattore esterno che doni I’energia
necessaria per la rottura del legame covalente. Normalmente, questa puo essere fornita dalla
luce, causando fotolisi, dal calore, causando termolisi, o dalle radiazioni ionizzanti, causando
radiolisi.

Il secondo processo che porta alla formazione di radicali liberi si ha con delle reazioni di

ossidoriduzione specifiche tra metalli di transizione e determinate molecole.

2.1.2 Fase di propagazione

1l radicale libero che si genera nella fase di iniziazione ¢ altamente reattivo perché cerca di
stabilizzarsi accoppiando 1’elettrone disaccoppiato; questo perd genera altri radicali,
alimentando il processo.

All’interno della fase di propagazione della reazione radicalica possiamo identificare
quattro possibili meccanismi diversi:

e Trasferimento: il radicale sottrae un atomo, spesso un H, a un’altra molecola. In questo
modo si stabilizza, ma lascia 1’altra molecola sottoforma di radicale.

® Addizione: il radicale si va a legare al doppio legame di un composto insaturo,
formando una nuova specie radicalica.

e Frammentazione: il radicale iniziale si scinde, formando una molecola insatura e un
secondo radicale pil piccolo.

e Riarrangiamento: isomerizzazione della molecola radicalica che provoca lo

spostamento dell’elettrone spaiato.

2.1.3 Fase di terminazione

L’ultimo stadio & quello di terminazione: la catena di reazioni si interrompe.

Puo avvenire per disproporzione o per combinazione. Quest’ultima ¢ la reazione inversa
della scissione omolitica: due radicali liberi si legano, stabilizzandosi a vicenda e formando
una molecola non piu reattiva. La disproporzione invece, prevede un raggiungimento della

stabilita grazie a un trasferimento di un atomo tra due molecole radicaliche.

28



2.2 ROS

All’interno del nostro organismo troviamo principalmente composti radicalici centrati

all’ossigeno. Questo perché, durante i normali processi metabolici non tutto 1’ossigeno viene

utilizzato come fonte energetica e una parte va a formare le ROS (Reactive Oxygen Species),

composti che contengono almeno un atomo di ossigeno, altamente instabili.

Questo ¢ dovuto anche al fatto che 1’ossigeno ¢ presente nell’atmosfera nella sua forma di

tripletto, caratterizzata dalla presenza di due elettroni spaiati con spin paralleli in due orbitali

separati, il che lo rende molto poco propenso ad accettare una coppia di elettroni con spin

antiparallelo, ma accetta invece con facilita un elettrone singolo 7).

Le ROS si sviluppano nell’organismo a causa reazioni di riduzione a cui va incontro

I’ossigeno molecolare e possono avere un’origine endogena oppure esogena:

formazione endogena: tra le cause principali sono la B-ossidazione degli acidi grassi e
la fosforilazione ossidativa mitocondriale. L’ossigeno viene usato nei mitocondri
come accettore finale di elettroni della catena respiratoria e viene ridotto ad acqua. La
reazione perod non ¢ immediata, e si possono ottenere degli intermedi particolarmente
instabili e reattivi;

formazione esogena: puo dipendere da fattori ambientali, quali inquinamento e
radiazioni ultraviolette o ionizzanti, o da cause comportamentali dell’individuo, come

assunzione di alcol, fumo, attivita fisica estrema.

Tra le ROS troviamo sia specie radicaliche, come I’anione superossido, il radicale idrossile

e 1 radicali perossidici, che specie non radicaliche, ma ugualmente molto reattive, come il

perossido di idrogeno e 1’ ossigeno singoletto:

anione superossido (O>™): ¢ il prodotto della riduzione monoelettronica dell’ ossigeno
e puo essere eliminato dall’enzima SOD (superossido-dismutasi) che catalizza la
reazione di ossido-riduzione tra due anioni, andando a formare ossigeno molecolare e
perossido di idrogeno 3:

0" +0 +2Ht —— SOb__» 0O, + H,O

radicale idrossile (*OH): ¢ la specie piu reattiva in assoluto. Si pud formare dalla
reazione tra il perossido di idrogeno e I’anione superossido. Reagisce con molte
biomolecole causando molteplici danni: attraverso una reazione di deidrogenazione
puo innescare una reazione di perossidazione dei fosfolipidi, causando la lisi della
membrana cellulare "); reagisce per addizione con gli anelli di purine e pirimidine,
portando a problemi al livello dell’elica di DNA e RNA che si traducono in problemi

alle proteine ed ¢, in alcuni casi, cancerogeno;
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e perossido di idrogeno (H,O»): ¢ il meno reattivo tra i ROS, ma puo attraversare le
membrane fosfolipidiche e generare radicali piu pericolosi quando reagisce con ioni
metallici ridotti (reazione di Fenton). Pu0 essere eliminato dagli enzimi catalasi e
glutatione perossidasi '8!:

2H,0,

catalasi—» O, + 2H,O

Oltre alle specie reattive dell’ ossigeno, nei sistemi biologici possiamo trovare anche specie
reattive dell’azoto, chiamate RNS, che concorrono alla quota di pro-ossidanti. Questa
categoria include:

e ossido nitrico (NO): viene prodotto dalle NO-ossidasi endogene perché ricopre un
ruolo importante nella regolazione del flusso sanguigno e come anticoagulate. Tra i
radicali, ¢ uno dei meno reattivi, ma una sua sovrabbondanza ¢ un fattore di insorgenza
di patologie degenerative e infiammatorie;

¢ anione perossinitrito (ONOO™): ¢ il prodotto della reazione tra il radicale ossido nitrico
e I’anione superossido. E caratterizzato da un’alta citotossicitd: causa lesioni tissutali,
ossida le LDL. Inoltre, puod causare trasformazioni simili a quelle del radicale
idrossile; [

e radicale biossido di azoto (®NO,);

e altri ossidi di azoto.

ROS e RNS sono essenziali per il mantenimento dell'omeostasi e della salute umana, ma
livelli eccessivi e non controllati di queste molecole sono stati collegati alla patogenesi di varie
malattie, inclusi cancro, malattie cardiovascolari e neurodegenerative, oltre che

nell'invecchiamento.

2.3 Stress ossidativo

Lo stress ossidativo ¢ la condizione patologica che si instaura quando vi € uno squilibrio
tra produzione di specie ossidanti e capacita dei sistemi antiossidanti.

Le specie reattive dell’ossigeno e dell’azoto (ROS e RNS), nonché altri radicali liberi (Re)
risultano infatti in grado di indurre attacchi ossidativi a carico di qualunque macromolecola di
interesse biologico presente 2%, Principalmente, a venire alterati sono i lipidi, le proteine e il
DNA.

Normalmente, i radicali liberi svolgono funzioni fisiologiche fondamentali, ad esempio nei

processi di segnalazione cellulare, nella difesa immunitaria e nella regolazione di alcuni
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enzimi. Tuttavia, un loro eccesso porta a danni molecolari che compromettono 1’integrita
cellulare e tissutale.

Le difese antiossidanti, di natura sia enzimatica che non enzimatica, rappresentano i
principali meccanismi di protezione contro tali processi ossidativi. Una loro insufficienza, e
quindi uno squilibrio tra pro-ossidanti e antiossidanti, determina la condizione di vulnerabilita
cellulare dello stress ossidativo 2,

E associato a numerose patologie, tra cui invecchiamento precoce, cancro, malattie

neurodegenerative (Alzheimer, Parkinson, SLA), diabete e malattie cardiovascolari.

2.3.1 Perossidazione lipidica

La perossidazione lipidica ¢ un processo di degradazione ossidativa che coinvolge
principalmente gli acidi grassi polinsaturi che si trovano nelle membrane cellulari e nei grassi
alimentari.

E caratterizzata da una dinamica autocatalitica tipica delle reazioni radicaliche a catena e,
come tutte le reazioni radicaliche, si articola in tre fasi. Nella fase di iniziazione, la formazione
del radicale pud avvenire tramite la scissione omolitica indotta da calore o luce, oppure ¢
causata dall’intervento di altri radicali o ROS: questi composti sono in grado di sottrarre un
atomo di idrogeno dal gruppo metilenico adiacente a un doppio legame di un acido grasso

insaturo, producendo un radicale centrato sul carbonio 2!,

luce, calore, catalizzatori metallici

I) R—CH,—CH=CH—CH,—R’ R—CH—CH=CH—CH,—R’ + H-

Figura 2-1 iniziazione della perossidazione lipidica
Successivamente, nella fase di propagazione, il radicale lipidico reagisce rapidamente con
I’ossigeno molecolare originando un perossiradicale altamente reattivo ?!), Tale radicale & in
grado di sottrarre un atomo di idrogeno ad un’altra molecola di acido grasso insaturo,
generando un idroperossido e un nuovo radicale, innescando cosi un ciclo autocatalitico di

reazioni.

P) R—CH—CH=CH—CH,—R’ + O, R—CH—CH=CH—CH,—R’
; |
0—o-
R—CH—CH=CH—CH,—R’ + R—CH,—CH=CH—CH,—R" —— R—CH—CH=CH—CH,—R’ + R—CH—CH=CH—CH,—R’
| | .
0—o0- OOH
Figura 2-2 propagazione della perossidazione lipidica
La fase di terminazione arriva quando nel substrato la concentrazione di acidi grassi insaturi
si riduce al punto in cui ¢ piu probabile che il radicale incontri un secondo radicale, piuttosto

che un acido grasso: le due molecole reagiscono tra loro formando prodotti stabili non

radicalici, interrompendo la catena ossidativa 21!,

31



Sul piano biologico, a subire gli effetti maggiori della perossidazione lipidica sono le
membrane cellulari. L’aumento della concentrazione di prodotti ossidativi comporta una
progressiva perdita di integrita strutturale, con incremento della permeabilita e riduzione della
resistenza alla denaturazione termica. Nei casi piu avanzati, cio puo condurre alla rottura della
membrana e al conseguente danno cellulare 1%,

Dal punto di vista della produzione agroalimentare, la perossidazione lipidica rappresenta
una delle cause alterative a cui prestare maggiore attenzione, specialmente in prodotti ricchi
di acidi grassi polinsaturi, poiché una volta innescata risulta difficile da arrestare. Uno degli
effetti primari di questo processo ¢ la perdita di qualita sensoriali del prodotto: si formano dei
composti volatili che donano un aroma di rancido al prodotto, avviene un cambiamento del
colore o della consistenza. Inoltre, potrebbero generarsi anche dei composti potenzialmente

tossici per I’organismo, causando problemi cardiaci o ritardi nella crescita del consumatore.

[19]

2.3.2 Ossidazione proteica

In condizioni fisiologiche, livelli moderati di ROS come H.0. e O>~ hanno effetti
trascurabili, a meno che le proteine non presentino gruppi —SH facilmente ossidabili. Pero, in
situazioni di eccesso di specie reattive dell’ossigeno, in particolare del radicale idrossile (OH)
o perossile (ROO"), si hanno profonde modificazioni strutturali che possono determinare danni
significativi alle proteine, in particolare a residui amminoacidici come metionina, istidina,
triptofano, cisteina e arginina, che risultano particolarmente vulnerabili.

L’ossidazione pu0 causare alterazioni del punto isoelettrico, formazione di legami
intramolecolari e intermolecolari o frammentazione in piccoli peptidi, con conseguente perdita
di funzionalita.

In alcuni casi, le modificazioni determinano denaturazione enzimatica e, quando sono
colpiti enzimi coinvolti in vie metaboliche fondamentali, si traduce in una riduzione del
metabolismo cellulare. Una delle principali conseguenze di questo processo degradativo & la
proteolisi. Anche una progressiva formazione di gruppi carbonili pud condurre alla
degradazione della proteina e alla sua eliminazione tramite il proteasoma, permettendo cosi la
sopravvivenza della cellula. Al contrario, la formazione di cross-link puo rendere le proteine
resistenti alla degradazione da parte degli enzimi proteolitici e favorire la morte cellulare.
Le proteine enzimatiche pil sensibili all’ossidazione sono la fosfofruttochinasi I e il complesso
I della catena respiratoria, la cui perdita di funzione riduce il metabolismo energetico cellulare.

Inoltre, I’ossidazione delle proteine di membrana, incluse quelle deputate al trasporto, pud
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causare accumulo intracellulare di calcio, amplificando il danno alla membrana e accelerando
il deterioramento cellulare.
Quando a subire le modificazioni ossidative sono i componenti della matrice extracellulare,

come i proteoglicani, si hanno conseguenze strutturali e funzionali sui tessuti.

2.3.3 Ossidazione del DNA

Tra le ROS, il radicale ossidrilico ¢ uno dei principali responsabili della modificazione del
materiale genetico. L’azione ossidativa a carico del DNA puo portare alla rottura dei filamenti
singoli o doppi, alla formazione di cross-link tra due molecole di DNA o allo scambio di
cromatidi fratelli e a varie modificazioni delle basi azotate. Le pirimidine, citosina e timina,
sono le basi azotate pill sensibili a processi di idrossilazione, saturazione, apertura o
condensazione dell’anello, ma anche le purine possono andare incontro a modificazione a
causa dell’azione radicalica: uno dei prodotti dell’ ossidazione della guanina ¢ I’8-oxoguanina,
composto frequentemente associato a patologie neurodegenerative, come la SLA.

Il DNA mitocondriale risulta particolarmente vulnerabile poiché privo di istoni protettivi e
vicino ai sistemi di produzione dei ROS: ¢ piu esposto a ossidazioni che possono favorire
processi infiammatori e cancerogeni.

Le cellule possiedono meccanismi di riparazione che riconoscono le basi alterate e le
rimuovono. Tuttavia, in condizioni di stress ossidativo elevato, tali sistemi non sono

sufficienti, aumentando il rischio di mutazioni e patologie.
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Capitolo 3
GLI ANTIOSSIDANTI

Gli antiossidanti sono un ampio gruppo di sostanze chimiche biologicamente attive presenti
naturalmente nei tessuti vegetali e animali solitamente in concentrazioni relativamente piccole,
che rappresentano una componente alimentare non nutritiva fondamentale. %

Come suggerisce il nome, sono molecole capaci di contrastare I’ossidazione, prevenendo
o ritardando la formazione di radicali liberi, proteggendo cosi molecole biologicamente

rilevanti come lipidi, proteine e acidi nucleici, che sono facilmente ossidabili.

3.1 Classificazione degli antiossidanti secondo la provenienza

Gli antiossidanti possono provenire da fonti diverse, presentare differenti strutture
chimiche e agire attraverso molteplici meccanismi. Inoltre si possono distinguere tra naturali,
e cioe prodotti da organismi viventi, oppure sintetici, ottenuti in laboratorio modificando le
molecole naturali per migliorarne le caratteristiche. *%!

L’organismo umano ¢ in grado di produrre alcune tipologie di antiossidanti, che
costituiscono la classe degli “antiossidanti endogeni”. Questi perd, non sono sufficienti a
ricoprire il fabbisogno umano, né per quantita, né per tipologie di molecole. Per questo motivo,
una porzione di antiossidanti deve essere introdotta con la dieta, consumando alimenti in cui

sono presenti. Questo gruppo di molecole prende il nome di “antiossidanti esogeni”.

3.1.1 Antiossidanti endogeni

Gli antiossidanti endogeni includono sistemi enzimatici e non enzimatici. I principali che
possiamo citare sono:
e Sistemi enzimatici:

o superossido dismutasi (SOD): enzima deputato all’eliminazione dell’anione
superossido che in parte si ossida e in parte si riduce (reazione di
dismutazione) producendo O, e H>O»;

o catalasi: enzima del gruppo delle ossidoreduttasi, responsabile della

trasformazione del perossido d’idrogeno in acqua e ossigeno;
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o glutatione perossidasi: come la catalasi, appartiene alla classe delle
ossidoreduttasi ¢ serve per rimuovere HO-, e altri idroperossidi organici,
dalla cellula. Queste molecole vengono convertite in acqua o alcoli !%;

e Sistemi non enzimatici 12¥);

o coenzima Q10: ¢ un enzima liposolubile che si trova sulla membrana
mitocondriale interna e partecipa alla catena respiratoria. Riesce a proteggere
le membrane cellulari dai radicali liberi;

o acido urico;

o bilirubina.

3.1.2 Antiossidanti esogeni

Questi antiossidanti non vengono prodotti dall’organismo umano, ma possono solo essere

introdotti con la dieta. Comprendono sia vitamine che composti non vitaminici.

3.1.2.1 Vitamina C
L’acido ascorbico fa parte delle vitamine solubili in acqua ed ¢ possibile trovarlo in agrumi,
kiwi e ortaggi a foglia verde. Agisce da riducente contro ROS e RNS, bloccando la catena di

reazioni radicaliche.

HO

Figura 3-1 acido ascorbico

Interagendo con le specie reattive dell’ossigeno, I'acido ascorbico perde un elettrone e si
trasforma nel radicale libero ascorbile. Questo poi reagisce con sé stesso in una reazione di
dismutazione, originando acido ascorbico e deidroascorbato. Quindi, grazie all’enzima
deidroascorbato reduttasi, il deidroascorbato puo essere ridotto a acido ascorbico rigenerando
I’antiossidante.

3.1.2.2 Vitamina E

L’ a-tocoferolo € una vitamina liposolubile, che si localizza nelle membrane fosfolipidiche
e nelle lipoproteine. Svolge la sua azione antiossidante ostacolando il processo di
perossidazione lipidica: dona un atomo di idrogeno a un radicale libero, trasformandosi in un
radicale tocoferossilico. La forma radicalica ottenuta, si stabilizza delocalizzando 1’elettrone
spaiato sull’anello cromanoico, diminuendo la sua capacita di rubare un elettrone da altre

specie chimiche e interrompendo la catena ossidativa. %
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Figura 3-2 ortocoferolo
L’ a-tocoferolo ¢ la molecola con maggiore attivita vitaminica del gruppo dei tocoli, e per
questo & presa come riferimento, ma in realta tutti i composti di questo gruppo hanno proprieta
antiossidanti. I tocoli sono costituiti da un anello idrossi-cromanoico con un metile e una
catena alifatica da 16 atomi di carbonio (fitolo) sul C2. Si dividono in tocoferoli, molecole con
la catena alifatica satura, e tocotrienoli, molecole con la catena alifatica contenente tre doppi

legami. 2!

CH;

4 g 12'"°CH,

Figura 3-4 struttura fenerica dei tocotrienoli
Inoltre, I’anello cromanoico ha tre sostituenti (Ri, R», R3) che possono variare tra H e CHs:
le combinazioni possibili sono quattro (o, B, ¥, 8). Quindi, i tocoli comprendono otto vitameri,

quattro tocoferoli e quattro tocotrienoli, tutti con potere antiossidante. 2!

3.1.2.2 Vitamina A

La vitamina A, o retinolo, appartiene al gruppo delle vitamine liposolubili. E costituita da
un anello B-ionone legato a una catena laterale polinsatura che puod essere funzionalizzata
all’estremita in modo diverso, configurandosi come retinolo (alcol), retinale (aldeide) e acido

retinoico (acido carbossilico).
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Figura 3-5 retinolo

Il retinolo puo essere trasformato da specifiche alcol deidrogenasi in retinale, e viceversa.
L’acido retinoico si forma a seguito di un’ossidazione irreversibile del retinale, mediata da
aldeide deidrogenasi. Le diverse forme sono associate a funzioni distinte: il retinolo e il retinale
sono implicati nella formazione del pigmento visivo della retina, mentre 1’acido retinoico
partecipa ai processi di differenziamento delle cellule epiteliali. !

Molto spesso, la vitamina A non viene assunta direttamente, ma con la dieta si introducono
i carotenoidi che sono precursori del retinolo; il principale € il B-carotene che & costituito da

due unita di retinolo.

Figura 3-6 B-carotene

Siala vitamina A che i carotenoidi sono caratterizzati da una spiccata attivita antiossidante:
il retinolo ¢ in grado di interrompere la catena di autossidazione dei lipidi reagendo con i
radicali perossilici, mentre il p-carotene e gli altri carotenoidi contribuiscono alla
stabilizzazione dell’ossigeno singoletto e impediscono la formazione di radicali liberi. Tutti
questi composti svolgono un’importante funzione di protezione all’ossidazione delle

lipoproteine plasmatiche, come le LDL.

3.1.2.3 Composti fenolici 116!

I composti fenolici, definiti anche polifenoli, sono un gruppo ampio ed eterogeneo che
conta piu di 5000 molecole organiche presenti in tutto il regno vegetale. Ognuna di queste
molecole ha un proprio potere antiossidante ed altre caratteristiche chimiche e biologiche
specifiche. 21

Dal punto di vista chimico, questi composti si caratterizzano per la presenza di uno o piu

gruppi ossidrilici (-OH) legati a uno o piu anelli aromatici. La struttura e il numero dei
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sostituenti ossidrilici conferiscono a queste molecole una spiccata attivita antiossidante:

possono cedere atomi di idrogeno ai radicali liberi, neutralizzandoli.

HO
OH oH

Figura 3-7 due esempi di polifenoli: idrossitirosolo e tirosolo
I polifenoli possono essere suddivisi in classi. Le principali sono:

e flavonoidi: rappresentano il gruppo piu importante di polifenoli. La loro struttura ¢
costituita da due anelli aromatici collegati tramite un anello piranico o idropiranico. I
flavonoidi idrosolubili, tipici dei vegetali, sono dotati di un’clevata capacita
antiossidante che si esprime nella protezione dall’ossidazione delle LDL, nella

chelazione di ioni metallici di transizione e nella neutralizzazione delle ROS;
OH

Figura 3-8 esempio di flavonoide: apigenina
e acidi fenolici: sono I’insieme dei composti derivati dell’acido idrossibenzoico e
dell’acido idrossicinnamico, e si differenziano in base alle metilazioni degli anelli
aromatici;

OH

Figura 3-9 struttura generica di un acido fenolico
e tannini: polimeri di polifenoli con due o tre gruppi idrossilici per anello che

consentono la formazione di complessi insolubili con carboidrati e proteine.
3.2 Classificazione degli antiossidanti secondo il meccanismo di azione !> 324

Gli antiossidanti possono essere classificati, in base al loro meccanismo d’azione, in due

gruppi principali: preventivi e interruttori di catena (chain-breaker).
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Gli antiossidanti preventivi costituiscono la prima linea di difesa cellulare, in quanto sono
in grado di impedire la formazione di radicali liberi grazie all’interazione con le specie che ne
favoriscono la generazione. Questo gruppo include:

e enzimi capaci di degradare alcune ROS. I principali sono la superossido dismutasi, la
catalasi e la glutatione perossidasi che catalizzano reazioni diverse per 1’eliminazione
di superossidi o perossidi,

e chelanti di metalli di transizione: agiscono riducendo la concentrazione di ioni
metallici liberi, prevenendo cosi la formazione di radicali che si generano attraverso
processi ossido-riduttivi catalizzati dai metalli stessi. I principali sono I’EDTA, I’acido
citrico e i polifenoli;

e quenchers dell’ossigeno singoletto: assorbono 1’energia dell’ossigeno singoletto
mediante quenching fisico o chimico, contribuendo a ridurre il danno ossidativo. Tutti

i carotenoidi rientrano in questa categoria.

Gli antiossidanti interruttori di catena operano invece bloccando la propagazione dei
radicali liberi. Essi possono stabilizzare i radicali cedendo loro un atomo di idrogeno o un
elettrone; cio porta alla formazione di radicali derivati dall’antiossidante stesso, ma che
risultano poco reattivi, grazie alla delocalizzazione dell’elettrone singolo su tutta la struttura
per risonanza. Un altro possibile meccanismo utilizzato ¢ I’accoppiamento radicalico: due
radicali si legano tra loro andando a formare un prodotto non radicalico stabile. I principali
chain-breaker includono fenoli, polifenoli e a-tocoferolo (vitamina E).

L’attivita degli antiossidanti interruttori di catena & cruciale per la protezione contro la

degradazione ossidativa di alimenti, cosmetici e farmaci.

Initiating
Event ] Initiation
Carbon-centered
Free Radical oz
R-00-H v R
Lipid Hydroperoxide Chain
. Propagation
' Reaction
R-H ROO -
Peroxy! Radical < o-TOH Tt
‘ u-TO * ¢ via
Antioxidant
Polyunsaturated fat R-O0-H
Lipid Hydroperoxide

Figura 3-10 meccanismo di interruzione di catena della vitamina E *"
In sintesi, I’attivita antiossidante, indipendentemente dal meccanismo impiegato, si esplica

attraverso la disattivazione o I’intrappolamento delle specie reattive dell’ ossigeno, prevenendo
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danni cellulari e mantenendo 1’equilibrio redox. E importante sottolineare che gli antiossidanti

prevengono o interrompono 1’ossidazione ma non possono risanare un prodotto gia ossidato.

3.3 Metodi per la misurazione del potere antiossidante !'7- 22 24 23]

Numerosi studi hanno evidenziato che esistono molte tecniche analitiche per la misurazione
dell’attivita antiossidante, ma con una forte variabilita in molti aspetti operativi: varia il tipo
di radicale generato, il punto finale di rilevazione, il tempo di reazione richiesto, la solubilita
dei radicali nei diversi sistemi solventi; queste differenze si ripercuotono sui risultati,
rendendoli apparentemente discordanti. Anche saggi fondati sullo stesso principio, come
ABTS e DPPH, possono fornire risultati discordanti a causa di queste differenze operative.
Inoltre, nei campioni complessi e nei sistemi multifase molti fattori interferiscono con il
comportamento dei radicali e con la risposta del metodo, aumentando la variabilita tra i risultati
di metodi differenti. Per queste ragioni, non puo esistere un singolo metodo che sia in grado
di determinare I’attivita di tutti i composti antiossidanti, in quanto ogni tecnica presenta
inevitabilmente vantaggi e svantaggi che ne limitano I’universalita.

Per questo devono sempre essere utilizzate varie tecniche, che possono misurare la capacita
antiossidante totale (TAC) oppure singolarmente capacita o attivita (AOC/AOA). La capacita
antiossidante ¢ la somma di due singole componenti: I’AOA misura la velocita con la quale
un antiossidante inibisce un processo degradativo (costante cinetica), mentre I’ AOC misura la
durata dell’inibizione del processo degradativo (potenziale complessivo di una sostanza nel
neutralizzare specie ossidanti). 12°!

Inoltre, ¢ importante sottolineare che, nonostante il termine TAC stia per “Total
Antioxidant Capacity”, cioe capacita antiossidante totale, in realta esclude dalla valutazione le
attivita antiossidanti enzimatiche, restituendo quindi un risultato limitato alla capacita
antiossidante non enzimatica del substrato analizzato.

I saggi per la determinazione delle proprieta antiossidanti delle matrici possono basarsi su
due approcci differenti: i metodi diretti studiano l'effetto degli antiossidanti sulla degradazione
ossidativa di un dato sistema; invece, i metodi indiretti simulano dei processi che non sono
direttamente associati alla degradazione ossidativa di un substrato biologico. "

I metodi diretti sono spesso competitivi, si basano prevalentemente sul meccanismo HAT
(Hydrogen Atom Transfer) e vengono utilizzati principalmente per determinare I’AOA o
I’AOC. Al contrario, le tecniche usate per misurare la TAC sono indirette e tra queste troviamo

quelle caratterizzate dal meccanismo ET (Electron Transfer) o misto. >/
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3.3.1 Saggi HAT 2+

I saggi HAT (Hydrogen Atom Transfer) sono specifici per misurare la capacita
antiossidante di composti in grado di neutralizzare radicali liberi attraverso la donazione di un
atomo di idrogeno, come descritto dalla reazione sottostante. Nella maggior parte dei casi i

radicali target sono i radicali perossilici, per via della loro maggiore rilevanza biologica.
ROOe + LH/ArOH — ROOH + Ls/ArOe

Le specie LH e ArOH rappresentano, rispettivamente, le biomolecole protette e gli
antiossidanti. Per essere efficaci, questi ultimi devono reagire piu rapidamente dei substrati
biologici con i radicali liberi per proteggerli dall’ ossidazione.

Tra 1 metodi HAT piu diffusi troviamo saggi competitivi di inibizione (o di scavenging)
che prevedono I’utilizzo di una sonda ossidabile e di un generatore sintetico di radicali liberi,
essenziale per ricreare il processo di perossidazione radicalica. La sonda € una molecola scelta
per le sue proprieta spettroscopiche (assorbanza, fluorescenza, chemiluminescenza) che si
modificano a seguito dell’ossidazione ad opera dei radicali. Gli antiossidanti presenti nel
campione entrano in competizione con la sonda perché anche questi tendono a reagire con i
radicali: la presenza di antiossidanti va quindi a ridurre il numero di molecole sonda ossidate.

Vengono definiti anche saggi diretti perché I’antiossidante reagisce con dei composti
radicalici che propagano la catena ossidativa. Nell’approccio diretto si promuove la
degradazione ossidativa di un dato substrato e si studia I’effetto dovuto alla presenza
dell’antiossidante.

Per questo genere di metodi ¢ fondamentale monitorare la cinetica della reazione,
confrontandola con quella che si osserva in totale assenza di antiossidanti, condizione in cui il
decadimento delle proprieta spettroscopiche risulta pill rapido. Per ottenere poi il risultato si
devono integrare le due curve di decadimento e farne la differenza, in modo tale da ottenere

I’area compresa tra queste.
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Figura 3-11 cinetica di un saggio ORAC

41



I piu diffusi sono:

e TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant Parameter). Misura la capacita di un
antiossidante di interferire con la reazione tra un generatore di radicali perossilici
idrofili e una sonda bersaglio.

e Saggio dello sbiancamento della crocina (crocin bleaching). La crocina ¢ un
carotenoide e viene usata come sonda che entra in competizione con gli antiossidanti
per ridurre i radicali perossilici generati artificialmente.

e TOSC (Total Oxyradical Scavering Capacity). Misura la capacita dell’antiossidante di
inibire la formazione di etilene, prodotto per ossidazione dell’acido
a-cheto-y-methiolbutirrico per azione di diversi ROS: «OH, ROO+ ¢ ONOO".

e ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity).

3.3.1.1 ORAC 1522 %

Il metodo ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) rappresenta uno dei saggi piu
impiegati per la valutazione della capacita antiossidante (AOC) di matrici biologiche e
alimentari. Tale metodo quantifica la capacita di un substrato di neutralizzare i perossiradicali
(ROOe), interrompendo la catena di reazioni che porta alla degradazione ossidativa delle
componenti cellulari.

1l principio alla base del saggio consiste nella misurazione del decadimento temporale della
fluorescenza di una sonda, e causato dall’azione ossidativa dei radicali perossilici. In origine,
come molecola target veniva impiegata la B-ficoeritrina (B-PE), una proteina fluorescente
idrosolubile. Successivamente il metodo € stato ottimizzato, sostituendo tale sonda con la
fluoresceina (FL), piu stabile e meno soggetta a interazioni non specifiche con composti
fenolici.

L’altro composto fondamentale per quest’analisi ¢ il generatore di radicali, che garantisce
I’innesco alla catena di perossidazione. Viene utilizzato il 2,2'-azobis (2-amidinopropano)
dicloridrato (AAPH), un composto azotato idrosolubile che va incontro a decomposizione
termica quando raggiunge i 37°C, producendo radicali alchilici a velocita costante. In presenza

di ossigeno, questi radicali si convertono in perossiradicali.

AAPH G cn, - HC, cH,
HIN%N¢N A , HN
—_— -+
+0, 00 +K,
AN NH, HN
HC  CH,

Figura 3-12 formazione dei radicali perossilici da AAPH
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I perossiradicali cosi formati reagiscono con la fluoresceina ossidandola progressivamente
e determinando una riduzione dell’intensita di fluorescenza nel tempo. In presenza di
antiossidanti, il decadimento della fluorescenza risulta ritardato o inibito, poiché tali composti
donano atomi di idrogeno ai radicali, interrompendo la catena di perossidazione e proteggendo

la sonda dall’ ossidazione.

NO ANTIOSSIDANTE ANTIOSSIDANTE

—_— — |

Oxidation of fluorescein:
Weaker fluorescence

Figura 3-13 decadimento della FL in assenza e presenza di antiossidanti
L’entita dell’ossidazione della sonda viene monitorata costantemente mediante il
fluorimetro, che restituisce la curva di decadimento (figura 3-14), ossia la rappresentazione
grafica della riduzione della fluorescenza. L’intervallo temporale iniziale, durante il quale la
fluorescenza rimane stabile, definito tempo di induzione, risulta proporzionale alla quantita e
all’attivita degli antiossidanti presenti nel campione. Una volta esauriti gli antiossidanti, la

reazione ossidativa riprende fino alla completa degradazione della sonda fluorescente.

fluorescenza

tempo

Figura 3-14 sei curve di decadimento con diversi tempi di induzione
L’attivita antiossidante viene determinata calcolando I’area sotto la curva di fluorescenza
(AUC, Area Under the Curve) sia per il campione in esame sia per il bianco. La differenza tra
le due aree, definita Net AUC, ¢ proporzionale alla capacita antiossidante complessiva del

campione.
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Figura 3-15 rappresentazione grafica del net AUC
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Per riuscire ad esprimere i risultati in termini quantitativi ¢ necessario usare una curva di
calibrazione, ottenuta con lo standard Trolox, analogo idrosolubile della vitamina E. Per
questo motivo, il valore ORAC viene espresso in equivalenti Trolox (TE) e rappresenta
I’efficacia con cui il campione inibisce la degradazione ossidativa, rispetto allo standard di

riferimento.

3.3.2 Saggi ET %!

I saggi ET, o saggi di riduzione, sono in grado di quantificare 1’azione antiossidante di
determinate molecole in grado di neutralizzare ROS e RNS, cedendo loro un elettrone. Questo
¢ possibile grazie al fatto che gli antiossidanti sono anche buoni agenti riducenti. Tuttavia,
questi saggi non utilizzano specie radicaliche biologicamente rilevanti (come i radicali
perossilici), ma impiegano invece altre molecole target che vengono ridotte dagli antiossidanti;
per questo motivo, sono in genere metodi indiretti.

La molecola ossidabile, chiamata sonda, viene scelta in base alle possibilita di identificarla
analiticamente, distinguendo forma ridotta e ossidata. Pud essere trasformata in una specie
colorata, fluorescente o chemiluminescente, oppure, al contrario, la sua assorbanza o
fluorescenza iniziale pud diminuire come conseguenza della reazione antiossidante.

Le reazioni ET sono fortemente influenzate dal pH del mezzo, in particolare quando sono
coinvolti i composti fenolici. Queste molecole si dissociano maggiormente a pH elevato,
diventando di conseguenza pil suscettibili all’ossidazione: la velocita delle reazioni ET tende
ad aumentare in ambiente basico.

I metodi pit diffusi sono spettrofotometrici:

e Saggio di Folin-Ciocalteu;

e FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). Inizialmente era stato sviluppato per
misurare la capacita antiossidante totale del plasma, ma ¢ stato adattato anche per tutti
1 campioni di origine botanica. Si utilizza la 2,4,6-tripiridil-s-triazina-ferrica come
sonda: lo ione ferroso che si ottiene a seguito della riduzione causa la formazione di
una colorazione blu brillante, e viene quantificato attraverso 1’analisi
spettrofotometrica a 593nm.

o CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity). Si basa sulla riduzione del rame
dalla forma rameica (Cu®*) a quella rameosa (Cu®), in presenza del ligando
neocuproina che permette la formazione del complesso giallo-arancio Cu(I)-Nc,

misurabile a 450 nm.
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Esistono, oltre ai metodi spettrofotometrici piu tradizionali, anche saggi che si basano su

principi elettrochimici e altri di natura nanotecnologica.

3.3.2.1 Folin-Ciocalteu > 13 14.16.24]

Il principio alla base del metodo Folin—Ciocalteu si basa sull’ossidazione dei fenoli in
ambiente alcalino mediante un reagente specifico (reagente di Folin), con formazione di un
prodotto blu. L’intensitd cromatica viene determinata grazie alla lettura a A=765 allo
spettrofotometro ed € un parametro proporzionale alla quantita di fenoli presenti.

In realta, il reagente di Folin puo essere ridotto anche da composti non fenolici, quindi la
miscela viene alcalinizzata con carbonato di sodio a pH = 10 per favorire la dissociazione dei
protoni fenolici e la formazione degli ioni fenolato, pil reattivi verso il reagente.

Il contenuto totale di polifenoli viene espresso in Acido Gallico Equivalente (GAE),
costruendo una curva di taratura con soluzioni standard di acido gallico, a cui vengono riferiti

i valori dei campioni.

3.3.3 Misti (ET/HAT) 23

Diversi antiossidanti possono esplicare la loro azione antiossidante attraverso meccanismi
sia HAT che ET, per cui esistono diversi metodi in cui la sonda radicalica che funge da
indicatore puo essere neutralizzata con entrambi i meccanismi.

Tra i vari metodi analitici appartenenti a questa categoria, i pill utilizzati sono sicuramente
1 saggi ABTS e DPPH. Entrambi vengono generalmente classificati come reazioni ET, anche
se in realta questi due radicali possono in realta essere disattivati sia per quenching radicalico
tramite HAT sia per riduzione diretta tramite ET.

1l saggio del DPPH permette di determinare il potere antiossidante facendo reagire il
campione da analizzare con una soluzione di DPPHe, un radicale azotato stabile colorato di un
colore viola intenso, che puo essere monitorato dall'assorbanza a 515nm. I risultati sono
riportati come EC50, che misura la concentrazione di antiossidante in grado di produrre una
diminuzione del 50% nella concentrazione di DPPHe, oppure come concentrazione
equivalente di Trolox che indica I’attivita del campione testato rispetto alla decolorazione

prodotta dal composto di riferimento.

3.3.3.1 ABTS 1522251
II saggio ABTS utilizza il radicale catione radicalico intensamente colorato dell’acido

2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-solfonato), conosciuto come ABTS, come sonda
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colorimetrica in grado di accettare atomi di idrogeno o elettroni forniti da composti
antiossidanti.

Nel saggio originale veniva sfruttata la metmioglobina—H>0O. per generare il radicale
catione dell’ ABTS. Nel metodo usato oggi, I’ABTS*e viene prodotto usando ossidanti chimici,
quali il persolfato di potassio (figura 3-16) o il biossido di manganese, in modo tale da ottenere

una forma del radicale piu stabile e una resa maggiore.
S,0°" 4+ ABTS — SO,*” + SO,"” + ABTS"*
Figura 3-16 produzione del radicale cationico con persolfato di potassio

La capacita antiossidante viene misurata come 1’abilita del composto in esame di diminuire

il colore dell’ ABTS*e per riduzione o per trasferimento di idrogeno (figura 3-17).
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Figura 3-17 meccanismi ABTS

Dopo aver miscelato la soluzione di ABTS al campione, contenente antiossidanti, si
monitora con lo spettrofotometro la decolorazione del radicale. ABTS*e mostra i massimi di
assorbimento pilt importanti a A = 415nm e A = 734nm; normalmente per la quantificazione
viene preferita la lunghezza d’onda di 734 nm poiché molti composti, come carotenoidi o
polifenoli, assorbono a 400—450 nm, con possibilita di interferenze.

Ottenuti i valori di assorbanza, si puo determinare la percentuale di inibizione. Questo
parametro si calcola come rapporto tra la differenza di assorbanza in assenza e in presenza di

antiossidante e 1’assorbanza in assenza di antiossidante:

ACTL - Acampione

%Inib = - 100

ACTL
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Il risultato finale, che consiste nella concentrazione di antiossidanti nel campione viene poi
calcolato a partire proprio dall’inibizione percentuale. Anche in questo caso, la quantita viene
riferita allo standard Trolox: si ottiene il valore TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity), che rappresenta la concentrazione di Trolox capace di dare la stessa percentuale di

inibizione del campione in esame.
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Capitolo 4
ALTRE ANALISI DEL MIELE

4.1 La spettroscopia come tecnica analitica **

La spettroscopia ¢ una tecnica analitica che si basa sull’interazione tra la radiazione
elettromagnetica e la materia.

La radiazione elettromagnetica ¢ un’onda formata da una componente elettrica e una
magnetica, perpendicolari tra loro, ed ¢ caratterizzata da un’energia, che puo essere calcolata

grazie all’equazione:

E=h-v=h--
= v = pl

dove h indica la Costante di Planck, v la frequenza, ¢ la velocita della luce, A la lunghezza
d’onda.

Questa viene trasportata sottoforma di fotoni, che rappresentano le unita fondamentali di
energia; la quantitd di fotoni trasportata nell’'unita di tempo ¢ strettamente collegata
all’intensita della radiazione.

Nel momento in cui un raggio luminoso colpisce la materia, si possono instaurare tipologie
di interazioni diverse: quando le particelle del campione sono sufficientemente piccole, si
verifica il fenomeno della diffusione, in cui la luce viene semplicemente deviata e diffusa in
tutte le direzioni. Altrimenti, si pud osservare il fenomeno dell’emissione: parte della
radiazione viene assorbita per poi essere emessa nuovamente alla stessa lunghezza d’onda o
una diversa, ma con uguale intensita. Infine, puo verificarsi che le molecole presenti nella
materia assorbano parte della radiazione, riducendone I’intensita; questo puo avvenire soltanto
quando I’energia dei fotoni incidenti & pari alla differenza di energia tra lo stato fondamentale
e lo stato eccitato della molecola specifica: nel caso in cui questa condizione ¢ rispettata, e
quindi una parte della radiazione viene assorbita dalla molecola in esame, si innesca la
transizione elettronica dallo stato fondamentale a uno stato eccitato. Non si ha assorbimento

sia in casi di valori di energia minori, che in situazioni con valori di energia maggiori.
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4.1.1 Spettroscopia UV-visibile >

La spettroscopia UV-Vis utilizza radiazioni che cadono nelle regioni dell’ultravioletto
(UV), con la lunghezza d’onda A compresa nell’intervallo 100-350nm, e del visibile (Vis), con
A che varia da 350 a 780nm.

Quando una radiazione monocromatica di lunghezza d’onda A viene assorbita da un mezzo,
I’intensita della luce assorbita ¢ correlata alla concentrazione della specie assorbente secondo
la legge di Lambert-Beer, espressa dalla relazione:

A=¢g-c-d
dove A ¢ I’assorbanza, ¢ la concentrazione del campione, d il cammino ottico e € il
coefficiente di estinzione molare, caratteristico di ogni sostanza e lunghezza d’onda.

Graficamente, ¢ possibile rappresentare su un piano cartesiano la proporzionalita diretta tra
I’assorbanza (asse y) e la concentrazione (asse x). Ponendo d = Icm, si ottiene il grafico di una
retta, passante per 1’origine, il cui coefficiente angolare vale €, permette di determinare
quantitativamente 1’analita.

Lo spettro di assorbimento ottenuto come prodotto dell’analisi & caratteristico per ogni
molecola: questa ¢ la caratteristica che rende possibile 1’utilizzo della spettroscopia UV-Vis
nelle analisi qualitative, attraverso il confronto degli spettri di assorbimento. L’applicazione
della tecnica ¢ anche estesa alle analisi quantitative, in cui si sfrutta la linearita della legge di
Lambert-Beer. E utilizzabile con sostanze che assorbono direttamente ad una specifica A
(quantitativa diretta), o con molecole che, dopo aver reagito con molecole specifiche, danno
un prodotto colorato (quantitativa indiretta): 1’intensita del colore, proporzionale
all’assorbanza, viene poi misurata attraverso la lettura con lo spettrofotometro ad una

lunghezza d’onda precisa.

4.1.1.1 Lo spettrofotometro

Lo strumento utilizzato, lo spettrofotometro (figura 4-1), comprende: una sorgente
luminosa, che consiste in una lampada al deuterio nel caso dell’UV e in una lampada al
tungsteno per i raggi che rientrano nel visibile; un monocromatore che utilizza un elemento
disperdente, prisma o reticolo, per separare il raggio luminoso e selezionare la banda di
interesse; una cuvetta contenente il campione, costruita in un materiale trasparente alla
radiazione usata; un rilevatore che converte la luce trasmessa in segnale elettrico: i piu diffusi

sono i fototubi e i fotomoltiplicatori.
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Gli spettrofotometri possono essere a singolo raggio, con i quali si misura separatamente
la radiazione incidente e quella trasmessa, o a doppio raggio, in cui il fascio & diviso tra

campione e riferimento per migliorare la stabilita della misura (figura 4-1).

\W/
< il
monocromatore  cuvetta con

ente -
sorgente I il cromoforo registratore|
luminosa

Figura 4-1 confronto tra un sistema a singolo raggio (sinistra) e uno a doppio (destra)

fotomoltiplicatore 1
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; uvefta riferimento
\
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4.1.2 Spettroscopia infrarossa **

La spettroscopia infrarossa (IR) € una delle tecniche analitiche piu versatili e diffuse per lo
studio della composizione chimica e della struttura molecolare di sostanze organiche e
inorganiche. Questa tecnica si basa sull’interazione tra la radiazione elettromagnetica nel
campo dell’infrarosso e la materia, e sfrutta I’assorbimento selettivo della radiazione da parte
delle molecole.

La radiazione infrarossa & compresa tra i valori di lunghezza d’onda (A) 0.78:10° m e

1000-10°m e pud essere suddivisa in IR vicino (NIR), IR medio (MIR) e IR lontano (FIR)

(figura 4-2).
SPETTRO SOLARE
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Ragg\irggifl['?rossi Raggi infrarossi medi Ragai infrarossi lontani (FIR)
1000 pm

0.75 15
Figura 4-2 spettro elettromagnetico con focus sugli IR

In particolare, in questa tecnica analitica si ha a che fare con la spettroscopia vibrazionale.
Infatti, quando viene colpita da una radiazione la cui il numero d’onda ¥ sia compreso tra
10000 e 100 cm™ (7 = 1/A), la molecola organica converte I’energia ceduta dalla radiazione in
energia vibrazionale. Quando la frequenza della radiazione corrisponde alla differenza di
energia tra due stati vibrazionali, la molecola assorbe energia, provocando un aumento del

proprio stato vibrazionale. Dunque, si puo concludere che I’energia della radiazione IR

corrisponde a transizioni vibrazionali.
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Le vibrazioni molecolari fondamentali si distinguono in due tipologie: stretching
(stiramento), che comporta variazioni ritmiche della distanza tra atomi legati, e bending
(piegamento), relativo alla variazione degli angoli di legame o al movimento di gruppi di atomi
rispetto al resto della molecola. Di queste vibrazioni, sono attive all’infrarosso solo quelle che
provocano una variazione del momento dipolare della molecola, generando un campo elettrico

oscillante che permette lo scambio di energia con la radiazione.

4.1.2.1 Lo spettro IR

Lo strumento restituisce un grafico cartesiano costituito da bande di assorbimento, che
prende il nome di spettro infrarosso (figura 4-3).

Nell’asse delle ordinate possiamo trovare I’assorbanza (A) o la trasmittanza (T)
percentuale; questi due parametri sono reciproci tra loro, infatti un’assorbanza del 100% indica
il massimo assorbimento della radiazione e corrisponde ad un valore di T = 0%. La variabile
indipendente di riferimento, posta nell’asse delle ascisse, pud essere la lunghezza d’onda (L)

o i numeri d’onda (V).

1 0
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Figura 4-3 spettro IR
L’intensita delle bande nello spettro IR dipende dalla polarita dei legami, mentre le
frequenze di assorbimento sono influenzate dalle masse atomiche, dalle costanti di forza dei
legami e dalla geometria molecolare.
Nel grafico si possono distinguere due regioni principali:
e Zona dei gruppi funzionali (¥ = 4000-1300 cm™). In questo range di numeri d’onda
sono comprese le frequenze di stretching del legame X-H (3650-2500 cm™), tra cui
ritroviamo anche il gruppo ossidrilico e 1’acqua, dei legami tripli (2300-2100 cm™),

dei legami doppi (1800-1500 cm™) e le frequenze di bending del piano X-H.
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e Zona dell’impronta digitale (v = 1300400 cm™), non corrisponde a una specifica
vibrazione della molecola ma deriva dal fatto che le varie deformazioni, interagendo
fra di loro, si combinano dando luogo ad una serie di bande che determinano appunto

I’impronta digitale della molecola.

E grazie ai valori caratteristici di assorbimento che la spettroscopia IR consente di risalire

alla struttura molecolare dei campioni e di distinguere le varie tipologie di sostanze analizzate.

4.1.2.2 Spettrofotometro IR 52!

Oggi, gli strumenti piu utilizzati per questo tipo di analisi sono gli spettrofotometri a
interferenza (FT-IR). Questi si differenziano dai primi spettrofotometri a dispersione perché
sfruttano un dispositivo meccanico chiamato interferometro di Michelson, invece che il
monocromatore.

L’interferometro di Michelson (figura 4-4) ¢ costituito da uno specchio semiriflettente che
divide il raggio inviato dalla sorgente in due fasci. Questi sono indirizzati separatamente ad
uno specchio fisso e ad uno specchio mobile, che li riflettono facendoli convergere
nuovamente verso lo specchio semiriflettente, che li unisce in un unico raggio inviato al

rivelatore.

reference
mirror
-

Ad

coherent Al interferometer measurement
light source p mirror
C b— Ll < "
>
>

detector

Figura 4-4 interferometro di Michelson

Poiché i due fasci percorrono cammini ottici diversi, al momento della loro ricombinazione
si producono interferenze costruttive e distruttive che generano un segnale complessivo
chiamato interferogramma, il quale contiene tutte le informazioni relative alle frequenze e alle
intensita della radiazione emessa.

L’interferogramma viene successivamente trasformato in un normale spettro infrarosso,
che mostra la variazione dell’intensita in funzione del numero d’onda. Questo procedimento
consente di registrare simultaneamente tutte le frequenze dello spettro IR, rendendo superflua

la scansione delle lunghezze d’onda tipica degli spettrofotometri a dispersione.

52



Oltre alla tradizionale spettroscopia in trasmissione, che prevede il passaggio della
radiazione infrarossa attraverso il campione, esiste anche la tecnica della riflettanza totale
attenuata (ATR). In questo metodo analitico il campione viene distribuito su un cristallo
trasparente alla radiazione infrarossa, caratterizzato da un indice di rifrazione piu elevato di
quello del campione. La radiazione IR entra nel cristallo, si riflette pili volte e penetra
all’interno del campione per un massimo di 1-2pum, venendo in parte assorbita. Dopo alcune
riflessioni all’interno del cristallo, la diminuzione dell’intensita del raggio ¢ tale da
permetterne la rilevazione dallo spettrofotometro, fornendo uno spettro FT-IR in riflettanza
totale attenuata.

Per I’analisi dei campioni di miele, I’utilizzo della tecnica ATR ¢ pil idoneo poiché ¢ un
metodo molto piu sensibile alla presenza dell’acqua, componente parzialmente presente nei

campioni e fondamentale per la loro caratterizzazione.

4.2 NMR 1303132

La risonanza magnetica nucleare, abbreviata in NMR, (Nuclear Magnetic Resonance) ¢
una delle tecniche spettroscopiche di fondamentale importanza nell’ambito dell’analisi
chimica, poiché consente di ottenere informazioni dettagliate sulla struttura molecolare dei
composti organici e inorganici. Il principio di base si fonda sulla possibilita di utilizzare le
onde radio per rilevare le variazioni negli stati degli spin nucleari. "

Gli elettroni sono costantemente in rotazione e tutti si trovano in uno stato di spin positivo
(+1/2) o negativo (-1/2). I nuclei atomici, al contrario, sono dotati di spin soltanto nel caso in
cui la massa atomica sia dispari, come, ad esempio, in 'H e *C; questi atomi sono di
fondamentale importanza perché sono gli isotopi degli atomi pil presenti nelle molecole
organiche, che perd non sono rilevabili dall’NMR, in quanto privi di spin.

In condizioni normali, i nuclei dotati di spin hanno una disposizione spaziale casuale ma,
nel momento in cui si trovano all’interno di un campo elettromagnetico By, si comportano
come piccoli magneti, assumendo due orientamenti energeticamente distinti: la maggior parte
si allinea al verso del campo By, nello stato a bassa energia, mentre la minoranza si pone in
uno stato a piu alta energia, orientandosi in modo tale da avere uguale direzione ma verso

opposto a quello del campo (figura 4-5).
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Figura 4-5 nuclei di 'H in assenza (a) e in presenza (b) di campo magnetico "

Quando questi atomi vengono poi colpiti da una radiazione elettromagnetica a una
frequenza nella fascia delle onde radio e specifica per ogni atomo, chiamata frequenza di
Larmor, sono in grado di assorbire energia che induce la transizione tra i due livelli di spin.
Con il termine “risonanza” si intende proprio 1’assorbimento di una radiazione con
conseguente passaggio da uno stato di spin a bassa energia a uno a energia maggiore.

Prendiamo "H come atomo di riferimento. Se tutti gli 'H fossero isolati, genererebbero un
solo segnale e quindi nel grafico finale avremo un solo picco. Nella realta non ¢ mai cosi
perché nelle molecole complesse questi atomi sono circondati da altri atomi e dai loro elettroni
che, essendo dotati di spin, generano dei piccoli campi magnetici molto piu deboli di quello
prodotto dallo spettrometro, ma comunque influenti a livello atomico nelle loro vicinanze.
Questo fenomeno prende il nome di “effetto schermo” e produce una variazione nelle
frequenze di assorbimento; di conseguenza, si pud affermare che ¢ anche la causa per cui
rileviamo pit di un picco nello spettro H-NMR (risonanza magnetica nucleare degli atomi di
idrogeno).

E importante tenere a mente che quanto appena descritto & applicabile ad ogni altro atomo
con nucleo dotato di spin.

Un aspetto a cui ¢ fondamentale prestare attenzione nell’analisi dei campioni & il solvente
in cui questi vengono sciolti: se gli atomi presi come target sono gli atomi di idrogeno, e quindi
si usa ’H-NMR, il solvente deve necessariamente essere privo di atomi di idrogeno che,
altrimenti, andrebbero a influire sul risultato. Una delle soluzioni maggiormente adottate &
I’impiego dell’acqua deuterata (D,0).

Come tecnica analitica, 'NMR ¢ ampiamente utilizzata per identificare composti
sconosciuti, determinare la purezza dei campioni e seguire 1’evoluzione delle reazioni

chimiche. Piu recentemente, il suo utilizzo € stato esteso alla metabolomica, dove consente la
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caratterizzazione simultanea di numerosi metaboliti nelle matrici senza necessita di
separazione preliminare. Nelle analisi del miele, ¢ stato utilizzato come strumento utile per
andare a misurare la composizione zuccherina, e quindi il rapporto tra glucosio e fruttosio nel

campione.

4.2.1 Lo spettro NMR 13%31-32]

Il segnale risultante, detto FID (Free Induction Decay), viene trasformato mediante
trasformata di Fourier in uno spettro che rappresenta le diverse frequenze di risonanza dei
nuclei.

Sull’asse delle ordinate troviamo 1’intensita della risonanza, che ¢& indirettamente
proporzionale all’effetto schermo, mentre sull’asse delle ascisse troviamo la scala dei § (scala
dei delta) (figura 4-6). Con il simbolo 9 si rappresenta un parametro fondamentale dell’NMR:
il chemical shift, o spostamento chimico che misura (in ppm) di quanto la frequenza (in Hz)
assorbita dell’idrogeno in esame si distacca da quella dell'idrogeno del TMS (tetrametilsilano),

composto utilizzato come riferimento perché genera un solo picco.

__ spostamento della frequenza rispetto al TMS (Hz)

 frequenza operativa dello spettrofotometro (Hz)

A

BZURUOSII B}ISUIUI

T T T T T T T T T T

5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 05 ppm

Figura 4-6 spettro NMR

Come spiegato sopra, non si genera un solo picco per gli 'H, ma non si ha neanche un picco
per ogni atomo di idrogeno presente, perché alcuni sono sottoposti agli stessi campi magnetici
locali e quindi subiscono lo stesso spostamento chimico: prendono il nome di equivalenti. Due
atomi sono equivalenti solo quando, venendo ipoteticamente sostituiti da un alogeno, danno
origine alla stessa molecola. Ad esempio, nel propano (CH3-CH>-CH3) ci sono otto atomi di
idrogeno, divisi in due gruppi di equivalenti: sostituendo uno qualsiasi degli H dei -CHj3 si

ottiene 1’ 1-cloro-propano, e quindi sono sei atomi di idrogeno equivalenti tra loro; al contrario,
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sostituendo uno dei due atomi di idrogeno del -CH> si produce il 2-cloro-propano, rendendo i
due atomi equivalenti tra loro, ma non equivalenti a quelli presenti nei gruppi -CHs. Di
conseguenza, analizzando con ’H-NMR il propano si ottiene un grafico con due picchi
distinti.

Uno dei punti di forza maggiore della tecnica H-NMR sta nel fatto che ciascun tipo di
atomo di idrogeno risuona in regioni dello spettro H-NMR specifiche, rendendo possibile la
divisione dello spettro in regioni corrispondenti alle tipologie dei gruppi sostituenti. Infatti, i
valori di 0 sono si influenzati anche dai sostituenti circostanti, ma mantengono ugualmente
una costanza tale da permettere di individuare dei range di valori (tabella 4-1), seppur
approssimativi, per ogni tipologia di protone.

Tabella 4-1 valori approssimativi del chemical shift per ciascun tipo di protone 1>

Tipo di protone Chemical shift (ppm) Tipo di protone Chemical shift (ppm)
T™MS 0 cm 0,9
- 3
— CH,— L3 R—C=C—H 23
I 1,4 —C=C— 1,7
. ¢=C—CB:
R-0=R, G0
R R R
R—OH 2-5 RNH, 1,5-4
(n) 2,1 C“) 4-17
—C—CH, —C—OH
O 5.8 9 9-10
—C—NH, —C—H
l
—c—H 2,545 @H 6.5-8
@—CH3 33 @OH 25

Fino a questo punto ¢ stato spiegato come viene determinato il numero di gruppi di atomi
di idrogeno equivalenti e come sia possibile ipotizzare al tipo di struttura molecolare a cui
appartengono. Ma come si puo quantificare il numero di atomi di idrogeno per ogni gruppo di

equivalenti? Per rispondere a questa domanda si deve far ricorso al calcolo dell’integrale, che
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restituisce il valore dell’area sottesa alla curva, ed & proporzionale al numero di 'H che
generano quel segnale. Per visualizzare meglio il tutto, molto spesso allo spettro NMR viene
sovrapposta una linea di integrazione (figura 4-7), in cui l’altezza di ogni gradino ¢
proporzionale all’area del picco corrispondente. L’integrazione perod, non permette di
conoscere il numero assoluto di protoni per ogni segnale, ma soltanto il numero relativo, in

rapporto agli altri equivalenti.
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Figura 4-7 linea di integrazione su uno spettro H-NMR

4.3 Analisi del colore - 633!

Sebbene il colore del miele sia ampiamente riconosciuto per il suo ruolo nella percezione
del consumatore ed & spesso associato a caratteristiche compositive come la fonte floreale e il
contenuto di antiossidanti, non &€ comunemente incluso tra i parametri di laboratorio formali
utilizzati nel controllo della qualita del miele. ** Per questo motivo, infatti, non esiste un
metodo unico per la sua determinazione che puo essere effettuata mediante diverse
metodologie, che spaziano dai metodi visivi tradizionali alle tecniche spettrofotometriche e
colorimetriche pitt moderne.

Tra i metodi visivi pitt comuni vi sono le scale di Pfund e Lovibond. La scala Pfund, su cui
generalmente si basa la valutazione commerciale, si basa sul confronto visivo da parte di un
analista del campione di miele con una scala colorimetrica standard (figura 4-8). Lo strumento
utilizzato, chiamato proprio “Colorimetro di Pfund”, consiste in un cuneo di vetro color ambra
accanto a una cella di uguale forma, riempita di miele e permette di misurare I’intensita del
colore del miele, nella scala colorimetrica dell’ambra, in un valore che varia tra 0 e 140 mm
Pfund. Questo metodo, dato che non prevede l'utilizzo di nessuno strumento analitico
complesso, ¢ molto rapido ed economico, motivo per il quale & da sempre ampiamente

utilizzato.

57



Pfund Scale,
Color Name Millimeters

EXTRA LIGHT AMBER 35-50

LIGHT AMBER 51-85

AMBER 86 -114
DARK AMBER >114

Figura 4-8 scala di Pfund

1l metodo Lovibond, similmente al metodo Pfund, consiste nel confronto visivo, ad opera
di un analista esperto, del campione con un riferimento standard. In questo caso si utilizzano

dei filtri filtro in vetro colorato (figura 4-9). B!

Figura 4-9 comparatore di Lovibond

Tuttavia, negli ultimi anni diversi analisti hanno riscontrato delle criticita in questi metodi.
Innanzitutto, trattandosi di metodi visivi la cui valutazione ¢ affidata ad una persona, per
quanto formata ed esperta questa possa essere, la misurazione dipende fortemente da letture
soggettive. Inoltre, la scala Pfund ¢ limitata, sono stati riportati da piu ricercatori casi in cui
alcuni campioni risultano al di fuori dell’intervallo di 0—140 mm, e caratterizzata da intervalli
tra una categoria e 1’altra molto ampi, rendendo impossibile rilevare le differenze piu sottili
tra i campioni.

Per eliminare le limitazioni che la scala di Pfund porta, e quindi per riuscire ad avere
un’analisi piu precisa e attendibile, & possibile fare ricorso a metodi pill oggettivi in cui i
parametri del colore vengono misurati attraverso degli strumenti analitici definiti.

Tra 1 metodi strumentali, uno dei pilt semplici prevede la misurazione dell’assorbanza del
campione a valori di lunghezza d’onda di 450nm e 720nm. La differenza tra i due valori
ottenuti ¢ usata come indice dell’intensita del colore.

Le tecniche con una capacita descrittiva maggiore sono tutte basate sulla rilevazione di vari
parametri colorimetrici estrapolati ottenuti da dati spettrali, ottenuti misurando la riflettanza o

la trasmittanza di un dato colore a lunghezze d'onda selezionate sull'intero spettro visibile, o
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valori tristimolo, ossia le percentuali dei componenti di una miscela additiva a tre colori,
necessaria per ottenere un colore. >
I suddetti parametri possono essere poi rappresentati in spazi colore, dei particolari grafici
costituiti da un modello di colore prescelto e da una specifica formula matematica di
mappatura: in questo modo ¢ possibile ottenere le coordinate precise a cui corrisponde
esattamente e univocamente quel colore. ¢
Lo spazio colore piu utilizzato per le analisi del miele ¢ il CIELAB, o CIE (L*, a*, b*). Le
tre coordinate che vanno ad identificare il colore sono:
e L* che indica la luminosita. Il valore ¢ compreso nel range 0-100, dove lo zero
corrisponde al nero e il 100 al bianco;
e a* che ¢ associato alle tonalita del verde (valori negativi) e del rosso (valori positivi);
® b* che invece ¢ relativo alla tonalita blu-giallo. Valori negativi indicano blu, positivi

giallo. 1%

Figura 4-10 differenze cromatiche nello spazio di colore CIELAB

Sulla base delle coordinate ¢ possibile determinare i valori C*4, conosciuto anche come
croma, che corrisponde alla saturazione relativa, e h*,, o tinta, rappresenta ’angolo di tonalita.
Questi parametri sono stati ricavati dai valori di a* e b* sulla scala CIE Lab*, mentre il valore
di L* rimane costante tra le scale. 57!

Per I’analisi del miele ¢ stato scelto di utilizzare il valore della riflettanza in solido. Il
campione tal quale viene inserito nello spettrofotometro che legge a tutte le lunghezze d’onda
del campo del visibile (A = 380-780nm), dotato di una sfera integratrice, una struttura cava
con due fori, in corrispondenza del campione irradiato dal fascio luminoso e del rilevatore.
Questa ¢ rivestita internamente da un materiale altamente riflettente, come il solfato di bario,
che diffonde uniformemente la luce al suo interno tramite riflessioni multiple, fino a quando

I’intensita dei raggi diventa omogenea e una parte viene convogliata e inviata al rilevatore
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dello spettrofotometro. La riflettanza spettrale registrata consente di calcolare il colore

dell’oggetto. 333

60



Capitolo 5
MATERIALI E METODI

5.1 Campioni analizzati

Questo progetto ha coinvolto tre aziende produttrici di miele situate nell’area del Conero:
Luna Bona, Olivieri e Polenta. Ogni azienda ha messo a disposizione due arnie dalle quali,
mensilmente, sono stati prelevati due campioni, arrivando cosi ad avere 6 campioni al mese.

Per questo studio sono stati presi in esame i campioni di aprile, giugno, luglio, agosto e
settembre 2025. E importante precisare che soltanto nei campioni di aprile i test sui mieli delle
due arnie provenienti dalla stessa azienda sono stati analizzati separatamente; per i campioni
dei mesi da giugno a ottobre, & stato deciso di miscelare i mieli delle due arnie, ottenendone
uno solo mensile per ogni azienda. In questo modo, il totale complessivo dei campioni che
sono stati analizzati ammonta a 18.

I campioni di miele presi in esame sono stati denominati con un codice univoco in cui ¢
possibile ritrovare 1’anno e il mese di estrazione, I’azienda e, quando necessario, 1’alveare da

cui provengono. Nella tabella sottostante sono stati elencati tutti i campioni analizzati in questo

studio.
Tabella 5-1 elenco dei campioni
Sigla Apicoltore Mese Alveare Codice cam.pl.one
per analisi
Luna Bona Aprile A LAA
L-04
Luna Bona Aprile B LAB
Olivieri Aprile E OAA
0-04
Olivieri Aprile F OAB
Polenta Aprile C PAA
P-04
Polenta Aprile D PAB
Luna Bona Giugno A
L-06 LG
Luna Bona Giugno B
Olivieri Giugno E
0-06 0G
Olivieri Giugno F

61



Polenta Giugno C

P-06 PG
Polenta Giugno D
Luna Bona Luglio A

L-07 LL
Luna Bona Luglio B
Olivieri Luglio E

0-07 oL
Olivieri Luglio F
Polenta Luglio C

P-07 PL
Polenta Luglio D
Luna Bona Agosto A

L-08 LP
Luna Bona Agosto B
Olivieri Agosto E

0-08 OoP
Olivieri Agosto F
Polenta Agosto C

P-08 PP
Polenta Agosto D
Luna Bona Settembre A

L-09 LS
Luna Bona Settembre B
Olivieri Settembre E

0-09 (O]
Olivieri Settembre F
Polenta Settembre C

P-09 PS
Polenta Settembre D

Per preservare al meglio le caratteristiche dei mieli, i campioni sono stati conservati in frigo

dal momento dell’estrazione dall’arnia fino al giorno dell’analisi.

Dai produttori non sono stati prelevati direttamente dei campioni di miele, ma dei piccoli

pezzi di favo (figura 5-1); confrontando quelli di mesi diversi ¢ stato possibile notare una

particolarita: in alcuni casi la cera era di colore giallo paglierino, in altri era in una gradazione

di rosso-marrone molto scura, anche trattandosi della stessa arnia. Inoltre in alcuni campioni

le celle erano chiuse con la cera, in altri no.
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Figura 5-1 favo prelevato dall’alveare C di Polenta a giugno (sinistra) e agosto (destra)

5.1.1 Preparazione del campione

Per svolgere le analisi ¢ fondamentale riuscire ad estrarre il miele dal favo e raccoglierlo,

evitando di prelevare tutte le impurita, e raccoglierlo in un contenitore. Inoltre, per eseguire

alcune delle analisi & stato necessario preparare delle soluzioni di miele in acqua al 5% P/V.

5.1.1.1 Materiali

Falcon da 50ml

Coltello

Fornelletto a gas o un’altra fonte di fiamma
Garze

Elastici

Contenitori di vetro con una larghezza sufficiente per contenere i pezzi di favo
Spatoline

Falcon da 15ml

Agitatore

Provette eppendorf da 1.5ml

Bilancia analitica

Acqua deionizzata

Pipetta monocanale blu 200-1000pl

5.1.1.2 Estrazione del miele

Il primo passaggio fondamentale consiste nell’estrazione del miele dalle cellette. Per

procedere, bisogna innanzi tutto eliminare, quando presente, lo strato di cera che le api creano
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per sigillare le celle una volta che il miele ha raggiunto la maturita (figura 5-2): usando un
coltello, la cui lama ¢ stata riscaldata su una fiamma, si riesce a tagliare via tutta la parte

superficiale con facilita.

Figura 5-2 cellette chiuse da uno strato di cera

A quel punto si puo iniziare a far percolare il miele fuori dalle cellette, raccogliendolo in
un contenitore; tanto pil il prodotto in questione ¢ liquido, tanto piu fuoriesce spontaneamente.
Nella maggior parte dei casi, ¢ stato poi necessario intervenire applicando una pressione
meccanica alle estremita laterali del favo per accelerare il processo, in particolare con i
campioni di miele piu viscosi o cristallini. Questa azione comporta perd il rischio di rompere
la struttura in cera, andandone a disperdere dei pezzi, pitt 0 meno grandi nel miele, sporcando
il campione: per questo motivo, quando cio si & verificato, ¢ stato fondamentale filtrare il tutto
attraverso delle garze.

Nel caso di mieli pit fluidi, ma ugualmente sporchi, si pud semplicemente fissare la garza
nella Falcon da 50ml con un elastico e versare il tutto al suo interno, sfruttando semplicemente
la gravitd. Con campioni piu densi, che avrebbero impiegato troppo tempo a filtrare
naturalmente, ¢ stato necessario racchiudere il miele estratto in uno, massimo due, strati di
garza e poi strizzarlo sopra la Falcon.

I campioni sono stati raccolti in Falcon da 50ml, che sono state poi opportunamente siglate

e quindi conservate in frigo.

Figura 5-3 mieli estratti rispettivamente a aprile, giugno, luglio, agosto, settembre
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5.1.1.3 Preparazione delle soluzioni al 5% P/V

Per ottenere la soluzione al 5% si pesano 0,50g di miele in una Falcon da 15ml, con una
bilancia analitica e si aggiungono 9.5ml di acqua deionizzata.

Le soluzioni sono state quindi agitate fino a completa dissoluzione e quindi porzionate in
frazioni da 500ul in Eppendorf da 1.5ml. Per aumentare il numero dei risultati, e quindi
I’attendibilita statistica, per ogni miele sono state preparate tre soluzioni differenti.

Completato il porzionamento, tutte le Eppendorf vengono inserite in dei sacchetti siglati e

congelate fino all’esecuzione delle analisi.

5.2 Spettroscopia UV-Vis
5.2.1 Materiali

¢ Soluzioni di miele al 5%

¢ Piastre UV-Vis Greiner

e Pipetta monocanale blu 200-1000ul
¢ Acqua ultrapura

e Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader Biotek (Multiplates)

5.2.2 Procedimento

L’analisi UV-Vis ¢ stata effettuata nello stesso giorno in cui sono state preparate e
porzionate le soluzioni.

La piastra che viene utilizzata per il test dell’UV/Vis € una piastra in plastica trasparente
all’UV e si prepara introducendo 300pl di ogni soluzione di miele al 5% in duplice e lo stesso
volume di acqua, per il bianco (BLK).

Si inserisce la piastra nel Multiplates e si fa partire il protocollo: lo spettro viene letto da

200 a 780nm ad intervalli di Snm e di 2nm.

5.2.3 Elaborazione dati

I dati registrati dallo spettrofotometro sono stati sottratti del bianco ed elaborati calcolando

lo spettro medio riferito ad ogni campione di miele.

5.3 Saggio di Folin-Ciocalteu
5.3.1 Materiali

e Soluzioni di miele al 5% congelate
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e Soluzione di Acido Gallico 20mM congelata (Stock)
® Reattivo di Folin

e (Carbonato di sodio (Na,COs)

e Acqua ultra pura

e Eppendorf da 1.5ml

e Piastra da 96 pozzetti trasparente

e Pipette monocanali

e Pipetta multicanale

e Vortex

e Synergy HT Multi- Mode Microplate Reader Bioteck (Mulitplates)

5.3.2 Preparazione soluzioni

5.3.2.1 Reattivo di Folin diluito

Per I’analisi ¢ necessario fare una diluizione del reattivo di Folin in rapporto 1:10. In una
Falcon da 50ml si aggiungono 5Sml di reattivo e 45ml di acqua ultrapura e si miscela bene con
il Vortex.

La soluzione diluita pud essere conservata in frigo, nella Falcon avvolta in un foglio di

alluminio.

5.3.2.2 Carbonato
Per preparare la soluzione di carbonato di sodio al 10% P/P si pesano 50 g di NaxCOs e si
aggiungono 450ml di acqua ultrapura agitando con il vortex fino a completo scioglimento.

La soluzione diluita pud essere conservata a temperatura ambiente.

5.3.2.3 Standard di acido gallico

Il saggio di Folin-Ciocalteu non permette di ottenere il contenuto totale di polifenoli in
termini quantitativi assoluti: il risultato viene riferito all’acido gallico, un antiossidante di
riferimento. Per questo, contestualmente ai campioni, vengono analizzate anche delle
soluzioni di acido gallico a concentrazioni note, utili per la costruzione di una curva di taratura
usata per ricavare la concentrazione dell’analita nei campioni.

A partire da una soluzione di acido gallico 20 mM conservata in congelatore (Stock), si
prepara una soluzione diluita (StDil) 3,3 mM miscelando in una Eppendorf 200ul di acido
gallico e 1ml di acqua. In altre 6 Eppendorf contenenti 1ml d’acqua, si aggiungono poi quantita
diverse della StDil (tabella 5-2) per ottenere sei soluzioni a concentrazione diversa di acido

gallico, che costituiscono i sei punti della retta di taratura (figura 5-5)
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Tabella 5-2 schema di preparazione delle sei soluzioni di standard GA per Folin

[Stock] | VStock | VH.0 [StDil] | VStDil | VH,O | [StCurva]
mM ul ul mM ul ul mM
S 20 200 1000 3.3
GA1 3.3 20 1000 0.065
GA2 3.3 50 1000 0.159
GA3 3.3 100 1000 0.303
GA4 3.3 150 1000 0.435
GA5 3.3 175 1000 0.496
GA6 3.3 200 1000 0.556

5.3.3 Procedimento

Per il test di Folin si utilizza una piastra trasparente a 96 pozzetti, che pud analizzare al
massimo 12 campioni alla volta: sono state svolte due analisi separate, una per i campioni di
aprile e una per i campioni di giugno-settembre.

Usando le soluzioni di miele al 5% decongelate, se ne depositano 50l in ogni pozzetto in
duplice. In ogni colonna troviamo le righe A-F occupate dalle due ripetizioni delle tre
estrazioni dello stesso campione originario, come descritto nella tabella 5-3. La piastra viene
completata aggiungendo 50ul delle sei soluzioni diluite di acido gallico in duplice e 50ul di
acqua in duplice per il bianco.

Tabella 5-3 piastra Folin con i campioni di giugno, luglio, agosto e settembre

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A LG1 | LL1 | LP1 | LS1 | OG1 | OL1 | OP1 | OS1 | PG1 | PL1 | PP1 | PS1
B LG1 | LL1 | LP1 | LS1 | OG1 | OL1 | OP1 | OS1 | PG1 | PL1 | PP1 | PS1
C LG2 | LL2 | LP2 | LS2 | OG2 | OL2 | OP2 | OS2 | PG2 | PL2 | PP2 | PS2
D LG2 | LL2 | LP2 | LS2 | OG2 | OL2 | OP2 | OS2 | PG2 | PL2 | PP2 | PS2
E LG3 | LL3 | LP3 | LS3 | OG3 | OL3 | OP3 | OS3 | PG3 | PL3 | PP3 | PS3
F LG3 | LL3 | LP3 | LS3 | OG3 | OL3 | OP3 | OS3 | PG3 | PL3 | PP3 | PS3
G GA1 | GA2 | GA3 | GA4 | GA5 | GA6 | BLK

H GA1 | GA2 | GA3 | GA4 | GA5 | GA6 | BLK

Si aggiungono quindi 180ul della soluzione di Folin diluita a tutti i pozzetti della piastra
tranne quelli del bianco e si pone la piastra coperta in un ambiente buio per 10 minuti; si
procede poi aggiungendo a tutti i pozzetti 70pl di soluzione di carbonato di sodio al 10%, per
poi lasciare nuovamente la piastra al buio a reagire, per due ore.

In presenza di antiossidanti a struttura fenolica, I’aggiunta del carbonato provoca una
transizione di colore della soluzione dal giallo, tipico del reattivo di Folin, a una colorazione

blu (figura 5-4), in quanto il carbonato rende la soluzione basica portando alla formazione di
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ioni fenolato che reagiscono velocemente con il reattivo di Folin. Tanto piu ¢ alta la
concentrazione degli analiti, tanto piu ¢ intensa la tonalita di blu finale, tanto maggiore ¢ il
potenziale di riduzione dell’antiossidante e tanto piu rapido ¢ il viraggio del colore, infatti si
puo osservare un cambiamento quasi istantaneo di colore nei pozzetti con lo standard che ¢ un
antiossidante che reagisce molto velocemente (figura 5-4).

Dopo due ore dall’aggiunta del carbonato si procede con la lettura dell’assorbanza a 760nm

contro il bianco.
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Figura 5-4 confronto della stessa piastra prima e dopo Uattesa di due ore

5.3.4 Elaborazione dati

Lo spettrofotometro rileva i valori di assorbanza a 760nm, a cui sottrae il valore del bianco
(valori “sbiancati”) delle soluzioni standard di acido gallico e utilizza questi dati per costruire

una retta di taratura secondo la legge

Blank 760 (y) = STAT (m) * [GA] (x)

che lega i valori di assorbanza misurati, posti sulle ordinate, alle concentrazioni in mM delle

soluzioni standard, poste sulle ascisse (figura 5-5).
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1.40 y = 2.7164x o
1.20 R2=0.9999 @

1.00 et

0.80 o =

0.60 et

0.40 -

0.20 o

0.00
0.000 0.100 0.200 0.300 0.400 0.500 0.600

concentrazione standard

Blank 760

Figura 5-5 retta di taratura del GA
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Il valore della pendenza della retta, lo STAT, pud essere usato per calcolare la
concentrazione in acido gallico equivalenti (mM GAEq) di ciascun campione analizzato,
sostituendo il valore dell’assorbanza sbiancata nella formula descritta sopra. Si ottiene la

relazione:
GAEq sol 5% (mM) = Blank 760 / STAT

Se poi si considera che in ogni campione si ha una concentrazione di miele del 5%, per
determinare le pmol di GAEq contenute in 1 grammo di miele si procede con il seguente
calcolo:

10(ml) - 1000

GAEq miele (umol/g) = GAEq sol 5% (mM) - 0.5(g) - 1000(ml/1)

5.4 ABTS

L'ABTS, o acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-solfonico), ¢ un composto che in
presenza di persolfato di potassio (K»2S»0s) si ossida formando un radicale catione (ABTS"e)
che viene utilizzato come agente ossidante nel saggio. Tale radicale catione ha una colorazione
blu-verde intensa (figura 5-6) che viene meno dopo essere stato ridotto dagli antiossidanti

presenti nel campione.

5.4.1 Materiali

¢ Soluzioni di miele al 5% congelate
e ABTS

e Persolfato di potassio (K2S:0s)

e Trolox

e Etanolo

¢ Acqua ultrapura

e Eppendorfda 5 ml

e Beuta

e Eppendorf da 1.5 ml

* Bilancia analitica

e Piastra da 96 pozzetti trasparente
¢ Pipette monocanali

e Pipette multicanale

e Vortex
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e Synergy HT Multi- Mode Microplate Reader Bioteck (Mulitplates)

5.4.2 Preparazione soluzioni

5.4.2.1 Soluzione di persolfato di potassio

Per produrre il radicale catione dell’ABTS & necessario utilizzare una soluzione di K>S>0s
24.5mM in acqua. Per ottenerla, si pesano in una Eppendorf da 5Sml, 33.1mg di persolfato di
potassio e si aggiungono 5ml d’acqua.

La soluzione viene conservata al buio a temperatura ambiente.

5.4.2.2 Soluzione di ABTS*

La preparazione del radicale catione deve essere fatta il giorno prima dell'esperimento, dato
che per generarsi in modo completo impiega circa 12 ore.

Per preparare una soluzione di ABTS 6.3mM, si inseriscono in una Eppendorf da Sml
13.8mg di ABTS e si aggiungono 4ml di acqua.

Dopo aver passato la soluzione al vortex per far sciogliere il soluto, ad essa viene aggiunta
la soluzione di K»>S,0524.5 mM, in quantita tale da rispettare il rapporto 9:1 (ABTS: K»S,0s).

La soluzione (figura 5-6) viene quindi lasciata al buio a temperatura ambiente per una notte

affinché si produca il radicale catione.

w

Figura 5-6 soluzione di ABTS"*

1l giorno dell’analisi, la soluzione di ABTS" viene diluita, mescolandone in una beuta 1ml
a40ml di acqua ultrapura. Poi si verifica che la soluzione finale abbia un’assorbanza a 734 nm
=0.8; se questo valore non ¢ rispettato, si aggiunge altra soluzione di ABTS*s (aumenta A734)
0 acqua (diminuisce A734) per modificarlo.

Dal momento della preparazione al momento dell’utilizzo il giorno successivo, la
Eppendorf con dentro la soluzione deve essere conservata in un ambiente buio, meglio se
anche ricoperta da un foglio di alluminio. Inoltre, essendo instabile nel tempo, la soluzione

deve essere preparata prima di ogni analisi € non puo essere conservata per il test successivo.
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5.4.2.3 Standard di Trolox

Come nel saggio di Folin, questa analisi ci consente di esprimere 1’ attivita antiossidante del
campione analizzato come concentrazione equivalente di un antiossidante di riferimento. Pero,
in questo caso non viene usato I’acido gallico ma il Trolox. Quindi, anche in questo caso,
bisogna preparare delle soluzioni a concentrazione nota di Trolox da analizzare
contemporaneamente ai campioni, per la costruzione di una retta di taratura.

Innanzitutto, si prepara una soluzione di Trolox 10mM in etanolo, sciogliendone 25.03mg
in 10ml di solvente, che puo essere poi porzionata in aliquote da 400ul e conservate in
congelatore per le analisi successive.

Per ogni saggio ABTS si prepara una soluzione di Trolox 0.74mM in acqua (S), diluendo
80ul di soluzione di Trolox 10mM preventivamente scongelata, in 1ml d’acqua.

Dalla soluzione S si preparano altre 6 soluzioni ulteriormente diluite, a concentrazioni
diverse, che costituiscono lo standard (tabella 5-4). Queste vengono identificate con un codice
composto da TX e poi un numero progressivo.

Tabella 5-4 schema di preparazione delle sei soluzioni di standard Trolox per ABTS

[Stock] | VStock | VH,0 | [StDil] | VStDil | VH.O | [StCurva]
mM ul ul mM ut ul mM
S 10 80 1000 0.74
TX1 0.74 50 1000 0.035
TX2 0.74 75 1000 0.052
TX3 0.74 100 1000 0.067
TX4 0.74 150 1000 0.097
TX5 0.74 200 1000 0.123
TX6 0.74 250 1000 0.148

5.4.3 Procedimento

L’analisi ¢ stata condotta utilizzando una piastra trasparente a 96 pozzetti. Come nel caso
del saggio Folin, il massimo numero di campioni che la piastra pud contenere ¢ 12, per cui il
test € stato svolto separatamente per i campioni di aprile e di giugno-settembre.

Il saggio ABTS richiede un ulteriore diluizione delle soluzioni di miele al 5%: si miscelano
150p1 di campione decongelato e 150l di acqua ultrapura (soluzioni 2x).

Ogni soluzione 2x viene aggiunta in duplice nei pozzetti (righe A-F) in quantita pari a SOul,
secondo lo schema della tabella 5-5. Nelle righe G e H vengono inseriti in duplice gli standard

di Trolox, 50ul di acqua ultrapura per il controllo e 300ul di acqua ultrapura per il bianco.
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Tabella 5-5 piastra ABTS con i campioni di giugno, luglio, agosto e settembre

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
LG1 | LL1 | LP1 | LS1 | OG1 | OL1 | OP1 | OS1 | PG1 | PL1 | PP1 | PS1
LG1 | LL1 | LP1 | LS1 | OG1 | OL1 | OP1 | OS1 | PG1 | PL1 | PP1 | PS1
LG2 | LL2 | LP2 | LS2 | OG2 | OL2 | OP2 | OS2 | PG2 | PL2 | PP2 | PS2
LG2 | LL2 | LP2 | LS2 | OG2 | OL2 | OP2 | OS2 | PG2 | PL2 | PP2 | PS2
LG3 | LL3 | LP3 | LS3 | OG3 | OL3 | OP3 | OS3 | PG3 | PL3 | PP3 | PS3
LG3 | LL3 | LP3 | LS3 | OG3 | OL3 | OP3 | OS3 | PG3 | PL3 | PP3 | PS3
TX1 | TX2 | TX3 | TX4 | TX5 | TX6 | CTL | BLK
TX1 | TX2 | TX3 | TX4 | TX5 | TX6 | CTL | BLK

IO MmO m(>

Una volta completata la piastra, vengono aggiunti 250uL della soluzione di ABTS"e diluita
a tutti i pozzetti, eccetto quelli del bianco. La piastra viene quindi inserita immediatamente nel
Multiplates e viene fatto partire il protocollo cinetico: la decadenza dell’assorbanza, dovuta
all’azione degli antiossidanti sul radicale catione, viene seguita nel tempo. Lo strumento
esegue una lettura dell’assorbanza a 734nm contro il bianco ogni 2 minuti, per 2:30 ore. Nel
controllo, dove non sono presenti antiossidanti, il valore di A734 dovrebbe restare invariato.

L’analisi cinetica, quindi la lettura dell’assorbanza nel tempo, serve per determinare quale
sia il momento pill opportuno in cui effettuare la lettura dell’assorbanza che massimizzi le

differenze tra i diversi campioni di miele.
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Figura 5-7 piastra ABTS dopo la lettura

5.4.4 Elaborazione dati

L’entita della decolorazione, direttamente proporzionale alla capacita antiossidante, viene

espressa come percentuale di inibizione, calcolata con la formula:

A — A
%Inib = —=__"C. 100

ACTL
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dove Ac rappresenta 1’assorbanza del campione a 734 nm. E importante sottolineare che per
ottenere questo dato non si utilizzano i valori di assorbanza grezzi, ma “sbiancati”, cio¢ a cui
¢ stata sottratta A734 del bianco.

Anche per la retta di taratura si utilizzano i valori dell’inibizione percentuale: mentre
sull’asse delle ascisse si ha sempre la concentrazione dello standard, come nella curva di acido

gallico, in ordinata viene posta la %Inib, invece che 1’assorbanza (figura 5-8).
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0.80 y = 5.2376x 9
0.70 R*=0.9994 -
0.60 '

0.50 =

0.40
0.30 s
0.20 ¢
0.10

0.00

%lnib

0 0.05 0.1 0.15 0.2
concentrazione standard
Figura 5-8 retta di taratura del Trolox per ABTS
Inserendo i dati relativi ad ogni punto in un programma per I’elaborazione dati & possibile
tracciare la linea di tendenza, ossia la retta che meglio interpola i punti, e trovare la sua
equazione (nella figura 5-8: y = 5.2376x). Il coefficiente angolare, chiamato STAT, & usato
per calcolare la concentrazione in mM Trolox equivalenti (TXEq) di ogni campione, secondo

la legge:
TXEq sol 5% (mM) = %Inib / STAT

Considerando che le soluzioni di miele analizzate sono diluizioni al 5% (0.5g in 10ml), poi
nuovamente diluite 2 volte, per determinare le pmol di TXEq per grammo di miele si deve
moltiplicare il valore ottenuto per 10/0.5 (primo fattore di diluizione) e poi per 2 (secondo
fattore di diluizione); poi, dato che la concentrazione ¢ in mmol/l (M), si deve dividere il tutto
per 1000 ml/l. Infine, per esprimere la concentrazione in mol, si moltiplica il tutto per 1000.
La formula che riassume quanto detto e:
10(ml) - 2 - 1000

TXEq miele (umol/g) = TXEq sol 5% (mM) - 0.5(g) - 1000(ml/1)

5.5 ORAC

Per la determinazione del potere antiossidante con un test diretto & stato utilizzato il metodo

ORAC utilizzando come matrice ossidabile la fluoresceina.
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5.5.1 Materiali

¢ Soluzioni di miele al 5% congelate

e Diidrogeno fosfato di potassio (KH2PO4)

® Monoidrogeno fosfato di potassio (K2HPO4)
¢ Soluzione di NaOH 1M

e Fluoresceina sodica (C20H10Na205)

e 2.72'-Azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH)
¢ Soluzione Trolox 10 mM in etanolo (procedimento descritto al paragrafo 5.4.2.3)
e Acqua ultra pura

¢ Falcon da 50ml

¢ Falcon da 15ml

e Eppendorf da 1.5ml

¢ Becker da 1000ml

e Agitatore magnetico e ancoretta

e pHmetro

e Piastre nere da 96 pozzetti

e Pipette monocanali

e Pipette Multicanale

¢ Pipette monouso

¢ Bilancia analitica

¢ Bilancia tecnica

¢ Vortex

® Synergy Mode Microplate Reader Biotek (Multiplates)

5.5.2 Preparazione soluzioni

5.5.2.1 Tampone fosfato 75mM, con pH 7.4 (TP)

Per preparare questa soluzione bisogna pesare sulla bilancia tecnica 3.9g di fosfato biacido
di potassio e 8g di fosfato acido di potassio, e versarli in un becker da 1000ml. A questi vanno
aggiunti 900ml di acqua deionizzata.

A questo punto si deve aggiungere una ancoretta magnetica all’interno del becker e
azionare 1’agitatore. Mantenendo sempre attivo lo strumento, si misura il pH della soluzione e

si regola aggiungendo NaOH 1M goccia per goccia, fino a raggiungere un pH di 7.4.
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Si aggiunge quindi acqua fino a raggiungere un volume di 1000ml e si trasferisce la
soluzione ottenuta in un contenitore da stoccaggio. La soluzione, pud essere conservata in

frigorifero.

5.5.2.2 Soluzione di fluoresceina

Innanzi tutto, si prepara una soluzione di fluoresceina 0.4 mM, sciogliendo 1.5mg di sodio
fluoresceina in 10 ml di tampone fosfato. Se la pesata non ¢ accurata, il volume di TP deve
essere modificato per far si che la concentrazione finale resti invariata. Dopo aver agitato la
soluzione con I’aiuto del vortex, puo essere divisa in porzioni da 300pl in Eppendorf da 1.5ml
e congelata.

Settimanalmente si deve preparare una prima diluizione della soluzione congelata,
portandone la concentrazione a 4uM (diluizione di 100 volte). Per fare ci0, si prelevano 50ul
di soluzione 0.4mM e vengono depositati in una Falcon da 15ml, in cui vengono aggiunti
4.95ml di TP. La soluzione (FS_STOCK) deve essere coperta con un foglio di alluminio e
conservata in frigo per massimo una settimana.

Il giorno dell’analisi, si deve effettuare una seconda diluizione (FS_DIL): si miscelano 80yl
di soluzione di fluoresceina 4uM (FS_STOCK) e 19,92ml di tampone fosfato, abbassando la

concentrazione a 0.016uM.

5.5.2.3 Soluzione di AAPH 35mM

Si prepara una soluzione di AAPH 35mM sciogliendo in una Falcon da 15ml 132.9mg di
AAPH in 14ml di tampone fosfato. Per sciogliere adeguatamente il soluto si puo usare il
vortex.

Considerando che questa soluzione deve essere preparata giornalmente, se ne puo

realizzare anche una quantita minore, pari al volume necessario.

5.5.2.4 Standard di Trolox

Per I’analisi con il test ORAC, cosi come per il saggio ABTS, ¢ necessario preparare le
soluzioni standard di Trolox, cosicché si possano avere dei risultati quantitativi, in termini di
Trolox Equivalenti.

Anche per la realizzazione di questa retta di taratura si parte dalla preparazione di una
soluzione di Trolox 10mM in etanolo, uguale a quella adoperata per 1’analisi ABTS, per cui si
puo usare la stessa.

Per ogni analisi si deve preparare una soluzione S che funge da base alle 6 diluizioni

successive, che risulta essere analoga alla soluzione S del saggio ABTS: quindi, quando le due
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analisi vengono svolte nello stesso giorno, si pud preparare una sola soluzione S, diluendo

80ul della soluzione di Trolox 10mM in 1ml d’acqua, ed utilizzarla per realizzare entrambe le

rette standard.

Nella tabella seguente sono elencate tutte le quantita e le concentrazioni di ogni soluzione

standard.

Tabella 5-6 schema di preparazione delle sei soluzioni di standard Trolox per ORAC

[Stock] | VStock | VH,0 | [StDil] | VStDil | VH.O | [StCurva]
mM ul ul mM ut ul mM
S 10 80 1000 0.74
TX1 0.74 20 1000 0.015
TX2 0.74 30 1000 0.022
TX3 0.74 40 1000 0.028
TX4 0.74 50 1000 0.035
TX5 0.74 75 1000 0.052
TX6 0.74 100 1000 0.067

5.5.3 Procedimento

Innanzi tutto, bisogna attivare il protocollo dell’ORAC nel Multiplates, in modo tale da far
partire il riscaldamento in quanto questa analisi deve essere condotta a 37°C, che ¢ la
temperatura alla quale si ha la decomposizione controllata dell’ AAPH.

Prima di aggiungere i campioni nella piastra, ¢ necessario diluirli di 10 volte. Quando
possibile, il modo migliore per ottimizzare i tempi, sta nell’operare in serie: grazie all’utilizzo
di una pipetta multicanale programmabile, ¢ infatti possibile effettuare le diluizioni dei
campioni e caricare le piastre in un’unica procedura. Ad esempio, per effettuare questa
diluizione di 10 volte, non si utilizza il campione al 5%, ma si prelevano 50ul dalla diluizione
2x, preparata per il saggio ABTS, e si introducono in una Eppendorf da 1.5ml, in cui sono gia
presenti 200ul di acqua ultrapura.

L’analisi viene eseguita con una piastra nera a 96 pozzetti, dove si introducono 50l delle
soluzioni di miele 10X preparate precedentemente (area Al; F12), 50ul delle soluzioni dello
standard Trolox, 50ul di acqua ultrapura nei pozzetti del controllo e del bianco e 160ul di TP

nel bianco, il tutto in duplice.
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Tabella 5-7 piastra ORAC con i campioni di giugno, luglio, agosto e settembre

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
LG1 | LL1 | LP1 | LS1 | OG1 | OL1 | OP1 | OS1 | PG1 | PL1 | PP1 | PS1
LG1 | LL1 | LP1 | LS1 | OG1 | OL1 | OP1 | OS1 | PG1 | PL1 | PP1 | PS1
LG2 | LL2 | LP2 | LS2 | OG2 | OL2 | OP2 | OS2 | PG2 | PL2 | PP2 | PS2
LG2 | LL2 | LP2 | LS2 | OG2 | OL2 | OP2 | OS2 | PG2 | PL2 | PP2 | PS2
LG3 | LL3 | LP3 | LS3 | OG3 | OL3 | OP3 | OS3 | PG3 | PL3 | PP3 | PS3
LG3 | LL3 | LP3 | LS3 | OG3 | OL3 | OP3 | OS3 | PG3 | PL3 | PP3 | PS3
TX1 | TX2 | TX3 | TX4 | TX5 | TX6 | CTL | BLK
TX1 | TX2 | TX3 | TX4 | TX5 | TX6 | CTL | BLK

IT(OMMOO | wm >

Quando il Multiplates ha raggiunto la temperatura preimpostata, si aggiungono 160ul di
FS_DIL a tutti i pozzetti, fatta eccezione del bianco, e si mette la piastra a incubare a 37°C per
10 minuti. Passato questo tempo, si estrae la piastra dallo strumento, si depositano rapidamente
90ul di soluzione di AAPH 25 mM in ogni pozzetto, e si reinserisce nel Multiplates. Questo,
mantenendo costante la temperatura interna a 37°C, legge 1’emissione in fluorescenza a 528
nm (20 nm bandpass) della fluoresceina eccitata a 485 nm (20 nm bandpass).

Anche questa ¢ un’analisi cinetica: viene misurato il decadimento della fluorescenza ogni

due minuti, per un lasso di tempo complessivo di 210 minuti.

5.5.4 Elaborazione dati

Il test ORAC determina I’attivita antiossidante dei campioni sulla base del decadimento
della fluorescenza nel tempo, che ¢ direttamente proporzionale alla capacita antiossidante della
sostanza analizzata. Per quantificare tale decadimento, viene calcolata I’area sottesa alla curva

cinetica (AUC) secondo la formula:

- (5 () -+

dove Ry rappresenta la prima lettura della fluorescenza e R, tutte le letture effettuate a tempi
diversi.

Da questo dato, si calcola il NET AUC, come differenza tra I’ AUC del campione in esame
e quello del controllo. Sono i valori del NET AUC ad essere usati per costruire la retta di

taratura, sempre in funzione delle concentrazioni delle soluzioni di Trolox analizzate (figura

5-9).

77



4500.00

4000.00 V= 58212x
3500.00 R =0.,9909
3000.00
2500.00
2000.00
1500.00 T
1000.00
500.00

0.00
0 0.02 0.04 0.06 0.08

NET AUC
.'..
‘v0
¢.0
oo

concentrazione standard

Figura 5-9 retta di taratura del Trolox per ORAC
Dalla pendenza della linea di tendenza (STAT) si ricava la concentrazione equivalente di
Trolox (TXEq) dei campioni analizzati, secondo la relazione seguente:
La concentrazione di uM TXEq delle soluzioni di miele al 5% diluite viene calcolata

mediante la seguente relazione:
TXEq sol 5% (mM) = NET AUC / STAT

Considerando che le soluzioni di miele analizzate sono diluizioni al 5% (0.5g in 10ml), poi
nuovamente diluite 10 volte, per determinare le pmol di TXEq per grammo di miele si deve
moltiplicare il valore ottenuto per 10/0.5 (primo fattore di diluizione) e poi per 10 (secondo
fattore di diluizione); poi, dato che la concentrazione ¢ in mmol/l (M), si deve dividere il tutto
per 1000 ml/l. Infine, per esprimere la concentrazione in mol, si moltiplica il tutto per 1000.
La formula che riassume quanto detto ¢:

10(ml) - 10 - 1000
0.5(g) - 1000(ml/1)

TXEq miele (umol/g) = TXEq sol 5% (mM) -

5.6 Spettroscopia FT-IR

Per I’analisi IR dei mieli viene utilizzata la tecnica a riflettanza totale attenuata (FT-IR
ATR), in modo da minimizzare I’interferenza dovuta alla presenza di acqua nei campioni. In
questo tipo di analisi, si fa ricorso a un cristallo trasparente all’IR, in cui la radiazione
infrarossa si riflette molte volte, prima di penetrare nel campione di qualche micron (1-2pm),
il quale ne assorbe una piccola parte. Dopo alcune riflessioni, I’attenuazione dell’intensita del
raggio IR ¢ sufficiente per essere rilevata dallo spettrofotometro, e quindi trasformata nel

corrispondente spettro FT-IR ATR.
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5.6.1 Materiali

e Campioni di miele

e Spatole

e C(ristallo di seleniuro di zinco (ZnSe) ad elevato indice di rifrazione
e Spettrometro Perkin Elmer Spectrum GX1 con accessorio ATR

e Software: Spectrum 10.4.1

5.6.2 Procedimento

Il campione di miele tal quale deve essere depositato su un cristallo di ZnSe, trasparente
alla radiazione infrarossa, in uno strato sottile.

Gli spettri IR sono acquisiti in riflettanza totale attenuata, utilizzando uno spettrometro
Perkin Elmer Spectrum GX1, dotato dell'accessorio ATR con un cristallo di seleniuro di zinco.

L'intervallo spettrale preso in esame si estende da 4000 cm™ a 530 cm™, con una risoluzione

spettrale di 4 cm™ e 32 scansioni per spettro.

5.6.3 Elaborazione dati

Gli spettri IR grezzi ottenuti hanno sull’asse delle ordinate i valori di trasmittanza
percentuale (%T), possono essere girati in assorbanza o mantenuti tali. In entrambi i casi
vengono sottoposti a una prima rielaborazione: si effettua uno smuting, si corregge

manualmente la baseline e si normalizza la curva.

5.7 Analisi del colore

La determinazione del colore dei campioni di miele & stata effettuata per via spettroscopica,
in modo da determinare parametri colorimetrici oggettivi dalle informazioni spettrali acquisite.
I dati rilevati vengono utilizzati per calcolare i valori tristimolo, parametri dello spazio di
colore CIE XYZ, dai quali, attraverso trasformazione diretta o indiretta, si ottengono le

coordinate dello spazio di colore CIELAB.

5.7.1 Materiali

e Campioni di miele
¢ Dischi portacampione trasparenti, con coperchio
¢ Dischi portacampione riempiti di solfato di bario (BaSO4) (bianco)

e Spettrofotometro UV-Vis Shimadzu, munito di Sfera integratrice
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5.7.2 Procedimento

Per il test del colore si ¢ scelto di fare un’analisi in solido. I campioni di miele tal quali,
sono stati prelevati dal frigorifero e porzionati direttamente all’interno di dischi portacampione
(figura 5-10), facendo attenzione a riempirli totalmente e a evitare la presenza di impurita e la

formazione di bolle d’aria, specialmente nell’area centrale del disco.

Figura 5-10 campioni di miele per la lettura del colore

Per prima cosa si pongono due portacampioni riempiti di solfato di bario sulle aree di
incidenza dei raggi e si fa una lettura per creare la baseline.

Poi, si analizzano uno ad uno i campioni, contro uno sfondo bianco (dischi portacampione
riempiti di solfato di bario). Lo strumento misura la riflettanza a lunghezze d’onda da 380 a

780nm, ad intervalli di Snm.

5.7.3 Elaborazione dati

Utilizzando un programma di analisi integrato nello spettrofotometro, a partire dai dati
grezzi di trasmittanza ¢ possibile calcolare I’indice di luminosita (L*), le coordinate di colore
(a*, b*) e la Croma (C*,p).

Inoltre, il programma di elaborazione dello spettrometro produce anche un grafico costruito
sullo spazio di colore che permette di ottenere un riferimento visivo, andando a posizionare i

campioni in un grafico b*(a*) (figura 5-11).
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Figura 5-11 posizionamento dei campioni di aprile nello spazio di colore CIELAB

5.8 Spettroscopia NMR
5.8.1 Materiali

e Campioni di miele

®  Glucosio (CeH206)

e  Fruttosio (CsHi206)

e Acqua deuterata (D,O) contenente lo 0,05% in peso di acido 3-(trimetilsilil)
propionico-2,2,3,3-d« in forma di sale di sodio

e Eppendorf da 2ml

e Tubi NMR

¢ Bilancia analitica

® Pipette monocanale

¢ Pipette monouso

e Vortex

e Spettrofotometro NMR Bruiker Fourier 80 dotato di software TopSpin 4.4.1

5.8.2 Preparazione soluzioni

5.8.2.1 Glucosio 200mM in acqua deuterata
Con la bilancia analitica si pesano 36.03mg di glucosio in una Eppendorf da 2ml, a cui

viene aggiunto 1ml di acqua deuterata.
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5.8.2.2 Fruttosio 200mM in acqua deuterata
Con la bilancia analitica si pesano 36.03mg di fruttosio in una Eppendorf da 2ml, a cui

viene aggiunto 1ml di acqua deuterata.

5.8.2.3 Soluzioni di miele 200mg/ml di acqua deuterata
Per preparare le soluzioni di miele da analizzare si pesano 200mg di miele in una Eppendorf

da 2ml, da sciogliere con il vortex in 1ml di acqua deuterata.

5.8.3 Procedimento

Trasferire circa 0.7ml di ogni soluzione in un tubo NMR, utilizzando una pipetta monouso.

Anche questa analisi richiede 1’utilizzo di uno standard, necessario per tarare lo zero del
grafico: viene utilizzato 1’ossido di deuterio con il 99,9% degli atomi di idrogeno sostituiti da
deuterio, contenente 1o 0,05% in peso di acido 3-(trimetilsilil) propionico-2,2,3,3-ds in forma
di sale di sodio.

Prima di procedere con le analisi dei campioni, si fa una lettura di prova per vedere a che
chemical shift cade I’acqua. Si utilizza quindi il valore ottenuto (4.69ppm) per settare lo
spettrometro in modo tale da andare ad irradiare il picco dell’acqua, riducendone I’intensita

del segnale in modo significativo, senza pero alterare in modo rilevante i segnali dei soluti.

5.8.4 Elaborazione dati

Ottenuto lo spettro di un campione, si utilizza il valore dello standard per ricalibrare lo zero
e si procede con I’integrazione dei picchi di interesse, per determinare le aree sottese.

Si ripetono queste operazioni per gli spettri di tutti i campioni.
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Capitolo 6
RISULTATI

6.1 Attivita antiossidante

I risultati ottenuti dalle diverse analisi effettuate per la misura dell’attivita antiossidante
sono stati riportati nella tabella 6-1.

Tabella 6-1 risultati analisi attivita antiossidante

Sigla |  FOLIN (GAEq umol/g) ABTS (TXEq umol/g) ORAC (TXEq umol/g)
L-04 | 261]=]0.37 |de 290 =057 |g 576 | =091 |cde
L-06 | 3.70 | | 0.52 | abc 254|011 |g 6.51 | = | 0.89 |bc
L-07 | 277 | +|043 |cd 542 =051 |ab 3.86 | =041 |g
L-08 | 271|047 |c 476 | = | 022 | bed 389 | =061 |g
L-09 | 3.88||0.60 |a 280 (019 |g 8.05| =120 |a
0-04 | 228|027 |e 260|029 |g 471 =047 |fg
0-06 | 3.84 || 0.60 |bc 412 |+ | 067 | def 6.05| % | 054 |cd
0-07 | 234|040 |cd 328 =011 |fg 482 =070 |fg
0-08 | 3.03|]|056 |c 438 | +|0.17 |cde 448 | =047 |fg
0-09 | 3.62|+]|0.31 |bc 301=[014 |g 6.33 | = | 0.75 | bc
P-04 | 290 |=|042 |e 3.96 | = | 0.41 | ef 515 | = | 0.94 | ef
P-06 | 4.91|=]|0.52 |abc 4.80 | = |0.10 | bcd 719 | =076 |ab
P-07 | 427 |=]0.34 |bc 6.12 | =034 |a 6.09 | =061 |cd
P-08 | 3.68|=|0.29 |bc 5.05| % | 0.49 |bc 5.02 | = | 065 |ef
P-09 | 3.90|=|040 |ab 448 |+ | 026 | cde 527 | = |0.61 | def

6.1.1 Contenuto di polifenoli totali

I risultati ottenuti dalla misura dei polifenoli totali con il saggio di Folin-Ciocalteau,
riportati nella tabella 6-1, mostrano valori compresi tra 2.28 e 4.91 umol/g GAEq. Il miele che
ha mostrato il minore livello di polifenoli ¢ stato il miele O-07 mentre il piu altro livello ¢ stato

mostrato dal miele P-06.

6.1.2 Test ABTS

Per quanto riguarda i risultati ottenuti dall’analisi dell’attivita antiossidante, misurata

utilizzando il radicale catione dell’ABTS, anch’essi riportati nella tabella 6-1, sono stati
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ottenuti valori compresi tra 2.54 e 6.12 pmol/g TXEq: in questo caso il miele con valore minore
¢ il miele di giugno dell’azienda Luna Bona (L-06), mentre quello con valore maggiore ¢ il

miele di luglio dell’azienda Polenta (P-07).

6.1.3 Test ORAC

La misura dell’attivita antiossidante determinata utilizzando il test ORAC, che ¢ un metodo
diretto di competizione e quindi abbastanza diverso rispetto al precedente, in quanto valuta
effettivamente 1’inibizione della degradazione ossidativa di una sonda fluorescente attaccata
da perossiradicali, ha portato all’ottenimento di valori compresi tra 3.86 e 7.19 pmol/g TXEq
(tabella 6-1).

In questo caso il miele con maggiore attivita antiossidante ¢ risultato essere, analogamente

al test Folin, il miele P-06.

6.2 Analisi del colore

La determinazione spettrofotometrica del colore ha portato all’ottenimento dei valori
CIELAB per i diversi mieli, riportati nella tabella 6-2.

Tabella 6-2 risultati analisi colore

Sigla L* | a* | b* | C*a
L-04 |91.1| 6.7 | 29.8 305
L-06 |90.6| 7.5 | 30.2|31.1
L-07 | 944 7.4 [ 479485
L-08 | 957 6.7 | 48.1| 486
L-09 97 | 6.4 [ 289296
004 |9.7]| 37| 22 |223
006 | 86 | 9.8 | 355|368
007 |953] 3.9 | 306|309
008 |942] 6.1 |40.1|406
009 |885]| 9.4 |375|386
P-04 |936]| 84 |31.2]323
P-06 |79.6|13.2|404 | 425
P-07 84 |10.7] 409|423
P-08 |775]| 89 |43.8 447
P-09 |87.7|11.4| 42 | 436

Per dare un riscontro visivo colorimetrico del colore di tali mieli € stato inoltre redatto un

grafico (figura 6-1) che riporta i risultati ottenuti per i diversi mieli su uno spazio colore
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descritto sulla coordinata x dal valore di a* (-100 = verde — rosso=100) e sulla coordinata y

dal valore di b* (-100 = blu — giallo= 100).

100

® Luna Bona

@ Olivieri ‘l

80
. POlen‘ta .[
60 *

Figura 6-1 grafico CIE a*b* dei campioni di miele analizzati

Questi risultati sono confrontabili con la percezione visiva che si ha del colore. Ad esempio,
nel grafico (figura 6-1) su pud notare come tutti i campioni P, eccetto P-04, si trovino molto
vicini tra loro, ma distaccati dal resto dei campioni, con valori a* e b* piu alti, e quindi piu
lontani dal centro del grafico, dove il giallo tende maggiormente verso |’arancione.
Osservando i campioni nelle piccole piastre Petri usate per 1’analisi del colore (figura 6-2), cio
risulta piuttosto evidente: i mieli P-06, P-07, P-08 e P-09, sono simili tra loro e pil tendenti
all’arancione degli altri campioni, mentre P-04 ¢ di una tonalita di colore diversa.

Un’altra particolarita che salta all’occhio osservando i campioni ¢ il colore dei campioni
L-07 e L-08, che risultano essere notevolmente piu gialli di tutti gli altri. Cio viene confermato
dai risultati dell’analisi spettrofotometrica (tabella 6-2), dato che questi due campioni hanno
registrato il maggiore valore di b* (parametro del blu-giallo) tra tutti i mieli. Anche osservando
lo spazio di colore (figura 6-1) si puo notare come questi due campioni si posizionino “piul in
alto” degli altri, verso il vertice del giallo.

Inoltre, dal grafico si puo facilmente notare come ci sia un unico campione piu tendente al
bianco, che ¢ anche relativamente isolato dal resto dei campioni: il miele di Olivieri di aprile

(0-04). Questo ¢ percepibile anche osservando visivamente i campioni nella figura 6-2.
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Figura 6-2 campioni per l'analisi del colore

6.3 Risultati complessivi

I valori ottenuti dalle analisi dei polifenoli totali, dell’attivita antiossidante e del colore,
sono stati quindi riportati in un unico grafico (figura 6-2) in modo tale da poter confrontare
come questi potessero variare al variare del tipo di miele analizzato. I campioni di miele sono
stati ordinati disponendoli per azienda e per mese e i valori ottenuti dall’analisi colorimetrica
sono stati moltiplicati per un fattore in modo da rendere le scale confrontabili, come da

legenda.
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Figura 6-3 grafico riportante i risultati FOLIN, ABTS, ORAC e CIELAB
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Gli stessi risultati sono inoltre stati confrontati mediante test di correlazione di Pearson

(0=0.01), ottenendo i valori di correlazione elencati nella tabella 6-3. I valori di correlazione

variano tra -1 e 1, dove 0 corrisponde all’assenza totale di correlazione e |1| alla correlazione

perfetta; i valori positivi indicano una correlazione diretta, mentre i negativi una correlazione

inversa.

Nella tabella 6-3, i numeri in grassetto indicano le correlazioni con un valore di p < 0.01 e cioe

che con una probabilita del 95%, sono significative (esiste una correlazione significativa tra i

due test). (40

Tabella 6-3 valori di correlazione tra i risultati dell'attivita antiossidante e del colore

Variabili FOLIN ABTS ORAC L* a* b*
FOLIN 1 0.340 0.733 -0.732 0.861 0.278
ABTS 0.340 1 0.126 -0.478 0.527 0.827
ORAC 0.733 0.126 1 -0.303 0.455 0.298
L* -0.732 -0.478 -0.303 1 -0.786 -0.379
a* 0.861 0.527 0.455 -0.786 1 0.485
b* 0.278 0.827 0.298 -0.379 0.485 1

Per avere una lettura immediata delle correlazioni, ¢ possibile utilizzare i dati della tabella

6-3 per costruire una mappa delle correlazioni (figura 6-4). Si tratta di un grafico a matrice,

dove si usa la tonalita e I’intensita dei colori per identificare il grado di correlazione: le tonalita

calde giallo-rosso sono relative alle correlazioni dirette, mentre quelle celesti-blu sono
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associate a correlazione inversa; 1’intensita del colore ¢ direttamente proporzionale al valore

di correlazione (valori bassi = colori chiari, valori alti = colori scuri).

FOLIN(GAEq umol/g)

ABTS(TXEq umol/g)

ORAC(TXEq umol/g)

L*

a*

b*

FOLIN(GAEq ABTS(TXEq ORAC(TXEq L* a* b*
umol/g) umol/g) umol/g)

Figura 6-4 mappa delle correlazioni

Sia dal grafico riportante i risultati dei test FOLIN, ABTS, ORAC e CIELAB (figura 6-3)
che dal grafico riportante i coefficienti di correlazione di Pearson (figura 6-4), si evince come
i risultati ottenuti con il test FOLIN correlino abbastanza bene con il test ORAC (r = 0.733;
p =0.003). La correlazione tra il test FOLIN e il test ABTS ¢ invece bassa e non significativa.

Per quanto riguarda la correlazione tra analisi dell’attivita antiossidante e colore, i risultati
del test FOLIN correlano molto bene con il parametro a* (r = 0.861) e inversamente con il
parametro L* (r = -0.732). I mieli che hanno un maggior contenuto di polifenoli risultano
quindi meno luminosi (scuri) e con tonalita spostate verso il rosso e quindi piu aranciate,
mentre quelli con contenuto minore di polifenoli risultano pitl luminosi (chiari) e con tonalita
piu spostate verso il verde. Questi risultati sono in accordo con numerosi studi che hanno
evidenziato come un colore pil scuro del miele (bassa luminosita, tonalita tendente al rosso-
marrone) indichi una maggiore concentrazione di composti fenolici, con conseguente aumento
dell’ attivita antiossidante. 1**!

Il test ABTS non ha una correlazione significativa con i test FOLIN e ORAC
(rispettivamente r = 0.340 e r = 0.126), ma mostra invece una correlazione con il parametro

b* del colore (r = 0.827; p = 0.000).
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La mancanza di correlazioni strette tra ABTS e FOLIN, e tra ABTS e ORAC ¢ spiegabile
con il fatto che i tre test misurano la capacita antiossidante utilizzando principi molto diversi
tra loro, per cui i diversi tipi di antiossidanti possono rispondere in maniera differente. Avendo
a che fare con campioni complessi, in cui il profilo delle molecole con proprieta antiossidante
& vario, le risposte ai test possono essere molto diverse tra loro. E stato inoltre riscontrato
dall’analisi cinetica del test ABTS, che il potere antiossidante cambia in funzione del tempo
in maniera differente nei campioni, evidenziando la presenza di antiossidanti eterogenei che

reagiscono a velocita diverse con il reattivo utilizzato per il test.

FOLIN(GAEq umol/g) ABTS(TXEq umol/g) ORAC(TXEq L a* b*
umol/g)

s B 71 5 7 0 3 5 vl .
s +9 45 £ . 5 45 3/ .
£ . v 1o w i 41 0 4 e
o35 ,f. 35 ~.// 4 45 o %y e

o/ ® - a5 ) /
g 31 g 3 P 4 3 S
Z25+47 25t " 25 254 %
3 2+ 24 2 24
w

8 8 8 8 8
=) o

g7 /’“\ 7 P ey 7t ”\\ 7
Es . 6 58 6 . \ 6 . RN 6

. > . 3 e

MR % . 5 51, ° e 5 wil N 5
u o o o o

X4 . 4 & 4 \ 4 o~ 4
@ [\

D3i1le o )i 3 /.,/ 3 oW . 3 o ¢ % 3
22 <y 2 2 2 i 2 - 2
2 3 4 5 2 4 6 8 3 5 7 9 75 8 95 105
9 9 9 9 T 9

o N S
O gt e N\ 8 . 8 LN 8
] \ e N
E7 7 2 TN 7 o 71 ° N 7
3 N \ rd ) \
o G 6 1 . . 6 6 0 6
w \ 2’ Pl
£s 5 0 010 5 x 546 45 5
o) L .
4 4 .o a1 ¥ 4\ - 4
3 3 3 3 3
2 3 4 5 2 4 6 8 3 5 7 9 75 8 95 105

105 e
100 N
o e
95 3 . 2
D)

90 .

85 %

80 4\

R *
75 -

50 -

40 A
35 % i
30 2
-
25 te,’
>
20

FOLIN(GAEg umol/g) ABTS(TXEq umol/g) ORAC(TXEq umol/g) L* a* b*

Figura 6-5 scatter plots delle correlazioni di Pearson tra i vari test utilizzati
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6.4 Analisi UV-Vis

L’analisi UV-Vis effettuata sulle soluzioni diluite al 5% dei vari mieli (figura 6-6), mostra
andamenti simili per i mieli ottenuti nello stesso mese, anche da aziende diverse. Fanno
eccezione i campioni di miele di aprile e giugno dell’azienda Luna Bona, che mostrano un
andamento UV-Vis diverso da quelli dello stesso mese delle altre aziende, con un aumento del
picco a 300nm.

Inoltre si pud vedere come i mieli di luglio e di agosto di tutte le aziende mostrino un
andamento simile.

Aprile Giugno
3.5 4.0
35
3.0
25
2.0
1.5
1.0

0.5

0.0 0.0
200 300 400 500 600 700

Luglio Agosto Settembre
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3.0
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1.5
1.0

0.5

0.0 0.0

Figura 6-6 spettro medio UV-Vis (200-600nm, A4 = 2 nm) delle soluzioni al 5% dei diversi

campioni di miele

6.5 Analisi FT-IR ATR

L’analisi ATR-FTIR effettuata sui mieli tal quali, riportata in figura 6-7, mostra andamenti

simili per tutti i mieli con piccole differenze in varie zone dello spettro.
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Figura 6-7 spettri FT-IR ATR dei vari mieli analizzati
Gli spettri elaborati sono stati tagliati nei due intervalli spettrali 3000-2700 cm™ e 1800-
500 cm™ e sono stati riportati raggruppando gli spettri per azienda. Le zone in cui si

evidenziano le differenze sono: 2900, 1740, 1330, 1200, 1150, 1050, 950 cm™'.

6.6 Analisi NMR

L’analisi NMR dei campioni di miele sciolti in acqua deuterata ¢ stata effettuata solo sui
campioni di aprile, per I’indisponibilita dello strumento nell’ultimo periodo di tesi

Oltre all’analisi dei campioni di miele sono stati registrati anche gli spettri NMR del
glucosio e del fruttosio per confrontare gli spettri dei due zuccheri e trovare le zone spettrali
dove cadono i picchi caratteristici per poter dosare la loro quantita nei mieli.

Nella figura 6-8, vengono riportati gli spettri NMR del glucosio e del fruttosio tra 2 e 6
ppm con evidenziate le relative regioni dello spettro che potrebbero essere utilizzate per dosare

il rapporto glucosio/fruttosio nei mieli.
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Figura 6-8 spettri NMR di glucosio e fruttosio

E possibile identificare per il glucosio due picchi sdoppiati uno che cade a 5,2 ppm ed uno
che cade a 4,6 ppm che rappresentano gli assorbimenti degli atomi di idrogeno legati al
carbonio anomerico C1. Per lo spettro del fruttosio gli unici picchi che non si sovrappongono
ai picchi del glucosio sono quelli a 4.1 ppm.

L’analisi dei mieli di aprile ha mostrato per tutti i mieli un andamento molto simile con la
presenza dei picchi caratteristici sia del glucosio che del fruttosio come ci si poteva aspettare,
visto che entrambi questi zuccheri sono presenti nel miele. Si evidenzia anche un picco
sdoppiato a 5.3 ppm che ¢ caratteristico del saccarosio presente nel miele solo in piccolissima

quantita, (4142 431
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Figura 6-9 spettri NMR dei mieli di aprile
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Gli spettri NMR sono stati integrati nelle zone di interesse (figura 6-10) e i risultati sono
stati mediati, portando all’ottenimento di un grafico (figura 6-11) che mostra come ponendo
uguale a 1 I’area del picco a 5.2 caratteristico del glucosio, I’area del picco a 4.1 caratteristico

del fruttosio risulta diverso, anche se di poco per i tre mieli.
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Figura 6-10 integrazioni picchi del campione LAA
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Figura 6-11 aree dei picchi di glucosio e fruttosio nei mieli di aprile
Ci siripropone quindi di continuare le analisi anche sugli altri mieli, per cercare di utilizzare
questo metodo per dosare la diversa percentuale di questi due zuccheri nei diversi mieli, utile
per I'identificazione botanica del prodotto. ! Questi dati possono essere importanti anche per
la misurazione della consistenza del miele, dato che la tendenza a cristallizzare e la viscosita

sono direttamente influenzate dal rapporto glucosio/fruttosio. >3
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CONCLUSIONI

Il progetto oggetto di questo studio prevedeva il monitoraggio della qualita dei mieli
prodotti nelle aree del Parco del Conero e la valutazione della loro relazione con la presenza
di specie botaniche spontanee introdotte nei terreni adiacenti agli apiari. L’intento principale
era verificare se 1’arricchimento floristico promosso dal progetto “Seeds & Bees” potesse in
qualche modo riflettersi sulle caratteristiche chimico-fisiche e sull’attivita antiossidante dei
mieli ottenuti dalle colonie poste in queste zone. A tal fine, sono state introdotte nuove specie
spontanee di interesse apistico e sono stati raccolti e analizzati mieli prodotti dalle stesse
colonie sia prima che dopo la piantumazione.

Come evidenziato anche in studi precedenti, la fonte floreale da cui trae origine il miele
rappresenta un fattore determinante nel definirne il colore, I’attivita antiossidante e le proprieta
sensoriali. ['> 3+ 37 Tuttavia, la valutazione condotta in questo lavoro si & basata su mieli
multiflorali, nei quali non ¢ presente una netta dominanza di una singola specie botanica.
Questa condizione rende piu complessa I’individuazione di correlazioni dirette e lineari tra
origine botanica, attivita antiossidante e colore. Inoltre, la letteratura e i dati disponibili
suggeriscono che non tutti i composti fitochimici contribuiscono allo stesso modo alla capacita
antiossidante o alla pigmentazione del miele. Un esempio ¢ rappresentato dal miele di
Corbezzolo che, pur non presentando una colorazione scura, mostra un’elevata attivita
antiossidante, probabilmente riconducibile all’elevata concentrazione di polifenoli,
responsabili anche del suo tipico sapore amaro.

I dati raccolti sui mieli del 2025 devono essere letti avendo come riferimento quelli dei
mieli prodotti negli anni precedenti, in particolare nel 2023, ovvero prima della piantumazione
delle nuove specie. Tuttavia, questa comparazione ¢ stata possibile solo per i campioni relativi
ai mesi di giugno, luglio e settembre, poiché nel 2023 non erano disponibili campioni di aprile
e agosto, e nel 2025 erano ancora in fase di analisi i campioni di ottobre. Cio ha inevitabilmente
limitato la possibilita di osservare 1’evoluzione stagionale completa e di individuare tendenze
pilt marcate nel confronto tra i due anni.

L’osservazione dei grafici e dei risultati analitici indica che i mieli del 2025 presentano

incrementi solo marginali dell’attivita antiossidante rispetto a quelli del 2023 (figura C-1).
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Tali differenze, pur presenti, non appaiono sufficientemente marcate e consistenti nei
diversi test da suggerire un cambiamento sostanziale nella composizione del miele
riconducibile all’introduzione delle nuove specie spontanee, soprattutto in assenza di
un’analisi mellissopalinologica.
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Figura C-1 confronto dei risultati dei test FOLIN, ABTS e ORAC del 2023 e del 2025

1l legame tra le caratteristiche del miele e le specie floreali effettivamente bottinate dalle api ¢
infatti un altro elemento cruciale del progetto. Tuttavia, questa parte dello studio dei mieli del
2025 ¢ incompleta, poiché le analisi melissopalinologiche sono ancora in corso. Percio, per il
momento, risulta impossibile valutare se questo incremento sia correlato alla variazione della
flora apistica bottinata, come ipotizzato dal progetto.

E stato invece possibile confrontare 1 dati relativi ai mieli del 2023, analizzati in precedenza,
con le rispettive analisi polliniche. I risultati delle analisi TPC, ABTS, ORAC, i dati L*, a*,
b* e quelli delle analisi mellissopalinologiche divisi per specie coltivate e specie spontanee
sono stati elaborati mediante Analisi delle Componenti Principali (PCA) per cercare di
semplificare la struttura dei dati in modo da classificare i mieli in base alla presenza di pollini
di specie spontanee. Tale analisi ha portato all’ ottenimento di un sistema semplificato descritto
da due componenti principali significative, che mostrano un autovalore > 1 e che spiegano il
68.9% della variabilita totale del sistema. La prima componente principale F1 (41.6%)
contiene le informazioni date dall’attivita antiossidante misurata con i test FOLIN e ABTS,
dalle componenti a* e b* del colore e in parte dalla presenza di pollini di specie spontanee o
coltivate (figura C-2). Per quanto riguarda la seconda componente F2 (27.3%) essa contiene
invece le informazioni relative alla luminosita del colore, al test ORAC e in misura maggiore
alla presenza di pollini di specie spontanee o coltivate. Tale elaborazione mette quindi in luce
un risultato di rilievo: 1’analisi multivariata delle componenti principali descrive una
correlazione, seppur moderata, tra i valori di attivita antiossidante (determinati attraverso i
saggi ABTS e FOLIN), le caratteristiche cromatiche e la presenza di pollini provenienti da

specie spontanee presenti nei mieli. Questo suggerisce che la diversa composizione botanica,
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e in particolare il contributo delle piante spontanee, possa effettivamente influenzare alcuni

parametri qualitativi del miele.

Coseni al quadrato delle variabili:

F2(27.30 %)

F1 F2
FOLIN 0.716 0.014
ABTS 0.471 0.000
ORAC 0.000 0.418
L* 0.176 0.652
a* 0.667 0.241
b* 0.575 0.004
C*ab 0.605 0.001
Coltivate 0.283 0.575
Spontanee 0.250 0.552
Osservazioni (assi F1 e F2: 68.90 %)
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Figura C-2 risultati della PCA
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Nel complesso, i risultati ottenuti rappresentano un primo passo nella valutazione dell’impatto

del progetto “Seeds & Bees” sulla qualita dei mieli e, pit in generale, sul benessere delle

colonie di api. Sebbene non siano state riscontrate variazioni marcate nei valori di attivita

antiossidante tra i mieli del 2023 e quelli del 2025, la correlazione osservata tra alcuni

parametri qualitativi e la presenza di specie spontanee suggerisce che 1’arricchimento florale

potrebbe avere effetti pill evidenti nel lungo periodo.
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