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Dextrins HPLC analysis
in Metcalfa pruinosa (Say) honeydew
C SUMMARY N C SOMMARIO )

In August and September 1997 .near Udine Nella zona di Udine, nei mesi di agosto e set-
(North-east ltaly) 29 samples of Metcalfa pru- tembre 1997, sono stati raccolti 29 campioni
inosa honeydews were collected on Fraxinus di- melata prodotta da Mefcalfa pruinosa su

Metcalfa pruinosa (Say), rincoto omotte-
ro appartenente alla famiglia dei Flatidi,
& una cicalina originaria di alcune regioni

omus L., Acer campestre L., Comus sanguinea piante di Fraxinus ornusL., Acer campestrel., dell’America settentrionale e centrale. in-
L., Rubus ulmifolius L., Platanus hybnda L., Comnus sanguinea .., Rubus ulmifolius L., Pla- . . . "

’ L - ; S trodotta accidentalmente in Italia da cir-
Ailanthus altissima Desf. The: colours. of sam- tanus hybrida L., Ailanthus altissima Desf. Le . : . . .

. e ca 20 anni. |l primo rinvenimento & avve-
ples were from light yellow to brown. Honey- melate presentavano variabilita di colore dal nuto infatti nel 1979 nei dintorni di Trevi-
dews and several honeydew honeys of metcal- giallo chiaro al marrone. Queste ultime, insie- s0 (Zangheri e Donadini, 1980)
fa were analyzed with Fiehe gravimetric meth- me ad un ampio numero di mieli dimelatadi -1 1979 | flatide si & d'iffu 5 n.eII a mag-

od and HPLC to evaluate the natural presence metcalfa, sono stati analizzati utilizzando il sag-
of dextrines. In both groups were .observed gio di Fiehe (metodo gravimetrico) e con cro-
peaks in dextrin zone, It is thus demonstrated matografia liquida ad alta pressione (HPLC) per

gior parte delle regioni italiane. Attualmen-
te la sua presenza & stata segnalata in
quasi tutta |'ltalia e in alcuni stati confi-

that these substances naturally occur in honey- valutame la naturale presenza in destrine. In nanti (Gazziola et al, 1999). La rapidita
dew and that they are not a sign of adultera- entrambi i gruppi di campioni sono stati osser- i Jiffsione del fitomizo @ probabilmen-
tion.The AA. also compared dextrin of metcalfa vati picchi nella regione delle destrine, dimo- 1o 45 ettere in relazione anche con la
honeydew collected by several plant species: strando cosi come tali sostanze siano presenti

; o : 7 ) ' sua caratteristica polifagia: puo infatti in-
differences in oligosaccharides compositions naturaimente nelle melate e non siano frutto di festare numerose specie erbacee, arbusti-

among honeydew honeys, nectar multifloral sofisticazioni. Inoltre si sono comparate le de- o & arhoree sia spontanee che coltivate
honeys and fir honeydews have been found. strine presenti in melate di metcalfa raccolte su (Sillani et a /" 1997/1998).

piante di specie diverse, e si sono evidenziate Caratteristica di M. pruinosa & un'abbon-
differenze nella composizione degli oligosacca-  j3pte produzione estiva di melata la qua-

ridi tra mieli di melata di metcalfa, mieli dinet- o viene raccolta dalle api che ne ottengo-
fare millefiori e mieli di melata di abete. no un caratteristico miele.
Limportanza apistica di questo raccolto
riguarda soprattutto le aree dell'ltalia
nord-orientale dove, durante I'estate, scar-
seggiano altre sorgenti mellifere ed & cosi
possibile ottenere produzioni di miele di
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melata di M. pruinosa particolarmente
puro.

Le caratteristiche di composizione di que-
sto tipo di miele sono state studiate fin
dalla sua comparsa sul mercato (Barbat-
tini et al. 1991, 19923, 1992b; Persano
Oddo et al,, 1991).

Si @ cosi rilevato che i parametri ritenuti
idonei a definire un miele di melata forni-
vano dati rispondenti. Inoltre alcuni para-
metri fisico-chimici hanno fornito valori
che possono ritenersi caratterizzanti del
prodotto in questione. Tuttavia, alcuni di
essi si sono frequentemente collocati al di
fuori dei limiti definiti dalle normative in
vigore per i mieli di.melata (Legge n. 753
del 12 ottobre 1982): ¢ il caso del conte-
nuto in zuccheri e in acidita (Barbattini et
al.,, 1991). Tale caratteristica ha evidente-
mente posto dei problemi di ordine com-
merciale; in particolare la scarsa presenza
di monosaccaridi e I'elevato contenuto in
polisaccaridi hanno posto dei dubbi sulla
stessa genuinita del miele. Tale situazione
ha indotto ad un approfondimento relati-
vo alla composizione di questo miele (Held
e Vorwohl, 1994; Held et al., 1998).

Nel presente lavoro numerosi mieli di
melata di M. pruinosa e diversi campioni
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Fig. 2 - Cromatogramma di melata prodotta su Platanus hybrida L.

di melata sono stati analizzati utilizzando
il saggio di Fiehe (metodo gravimetrico) e
la cromatografia liquida in alta pressione
(HPLC) per valutare la naturale presenza
di destrine nella melata prodotta da M.
pruinosa e nel miele che ne deriva.

MATERIALI E METODI

| campioni di melata analizzati (in nume-
ro di 29) sono stati raccolti su diverse spe-
cie di piante (Fraxinus ornus, Acer campe-
stre, Cornus sanguinea, Rubus ulmifolius,
Platanus hybrida, Ailanthus altissima) nel
mese di agosto 1997 nella provincia di
Udine da parte del Dipartimento di Biolo-
gia Applicata alla Difesa delle Piante del-
I'Universita di Udine.

Le melate si presentavano come sospen-
sioni di colori differenti che variavano dal
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Fig. 1 - Cromatogramma di uno standard di destrine tipo Ill proveniente da amido di mais.
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giallo chiaro al marrone ed erano ricche
di impurita.

Per quanto si riferiva ai campioni di miele,
questi (in numero di 44) avevano un colo-
re uniforme dall’ambra scuro fino quasi al
nero, mentre, riguardo lo stato fisico, al-
cuni di essi erano liquidi, altri erano cri-
stallizzati, altri presentavano una lenta
cristallizzazione.

Tutti i campioni (mieli e melate), analizza-
ti in HPLC, sono stati preventivamente
sottoposti al saggio di Fiehe sia allo sco-
po di avere una prima risposta sulla pre-
senza di destrine, sia per concentrare gli
oligosaccaridi che, in questo modo, sono
stati separati dalla restante soluzione e
analizzati in HPLC. | campioni di mieli in
quantita di 0,7-0,8 g e le melate in quan-
tita di 0,5 g sono stati addizionati di alcu-
ne gocce di acido cloridrico concentrato,
diluito 1:10 e di etanolo al 99,8% in vo-
lume circa dieci volte maggiore del cam-
pione acidificato (1-5 mL).

Il precipitato & stato centrifugato a 2.970
rpm, separato dal surnatante, quindi ripre-
s0 con acqua bidistillata (1 mL circa). Infi-
ne la soluzione cosi ottenuta & stata filtra-
ta (filtri Nylon Acrodisc 13 mm da 0,45 um)
e analizzata mediante tecnica HPLC.




Le soluzioni di destrine e zuccheri standard
sono state preparate secondo due proce-
dure per essere analizzate in fase diretta
(Held et al. 1998) e in fase inversa.

In fase diretta le destrine tipo Ill da amido
di mais (Sigma), sono state solubilizzate in
una soluzione di acetonitrile e acqua (65/
35) acaldo, centrifugate (2.970 rpm), quindi
il surnatante € stato recuperato e analizza-
to. Lo standard di zuccheri, con un numero
di unita di monosaccaridi definita, era co-
stituito da una soluzione di fruttosio, glu-
cosio, saccarosio, maltosio e melezitosio
(Sigma) in acetonitrile e acqua (65/35).
Secondo la procedura in fase inversa le

destrine di tipo | da amido di mais (SIG-
MA) sono state solubilizzate in acqua a
caldo, centrifugate, quindi il surnatante &
stato recuperato ed iniettato in HPLC. Lo
standard degli zuccheri era costituito da
una soluzione di fruttosio, maltosio, me-
lezitosio e maltotetrosio in acqua.

Le soluzioni ottenute dai campioni di me-
lata e di miele preparate come sopra de-
scritto, sono state iniettate in HPLC Mil-
ton Roy CM 4000 con pompa binaria,
equipaggiata di iniettore Rheodyne mo-
dello 7125 con loop da 20 pL.. E stato uti-
lizzato un rilevatore a indice di rifrazione
non termostatato (Milton Roy) connesso
ad un integratore Maxima 820 (attenua-
zione 4). Le condizioni di lavoro in fase
diretta hanno previsto |'utilizzo di una
colonna Spherisorb Ammino 3 um
(250x4,0 mm) con una fase mobile com-
posta da acetonitrile e acqua (65/35%),
un flusso di 1 mL/min, una temperatura di
35°C e una durata della corsa di 25
(Vratnyp et al. 1983). Per la fase inversa
si e utilizzata una colonna Tracer kromasil
5 um (150x4,6 mm) con una fase mobile
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Fig. 3 - Cromatogramma di melata prodotta su Rubus ulmifolius L.
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Fig. 4 - Cromatogramma di un miele di melata di Metcalfa pruinosa Say.

di 0,8 mL/min, una temperatura di 32°C
e una durata della corsa di 15".

RISULTATI

Tutti i campioni di melata sono risultati
positivi al saggio di Fiehe, inoltre il precipi-
tato, analizzato col metodo HPLC sia in fase
diretta sia in fase inversa, ha mostrato pic-
chi nella regione delle destrine. Esaminan-
do una miscela di zuccheri standard (fase
diretta) (Norman et af, 1981; Shirley &
Churms, 1990), si desume come i primi tre
picchi di ciascun cromatogramma delle
melate si riferiscano a mono-di e trisacca-
ridi, mentre i picchi successivi a oligosac-
caridi con catena piu lunga (fig. 1). Si puo
notare, inoltre, che melate raccolte su piante
di diversa specie forniscono cromatogram-
mi diversi e quindi hanno una diversa com-
posizione di destrine (fig. 2 e 3). Da que-
sto si deduce anche che le melate di una
stessa pianta hanno la medesima compo-
sizione in zuccheri.

| campioni di miele di melata di metcalfa
sono stati preventivamente sottoposti ad
analisi organolettica, fisico-chimica e mi-
croscopica al fine di valutare I'effettiva ri-
spondenza all’origine. In sequito, i cam-
pioni di miele di melata di metcalfa sono
stati analizzati utilizzando il metodo HPLC
in fase diretta. Come si rileva dal relativo
cromatogramma (fig. 4), i campioni han-
no presentato una frazione destrinica con-
sistente. Nello stesso modo, sono stati
analizzati anche campioni di miele di me-
lata di abete e di miele di nettare millefio-
ri (fig. 5 e 6). Nei mieli di melata di abete
e stata rilevata la presenza di una frazio-
ne destrinica, se pur meno consistente ri-
spetto al miele di metcalfa, mentre i cam-
pioni di miele di nettare non hanno pre-
sentato picchi relativi alle destrine.

Dal confronto con i due metodi HPLC, emer-
ge come quello in fase inversa risulti piu
semplice e permetta di avere corse pit bre-
vi. Il suo limite perd & quello di avere una
risoluzione peggiore dei picchi, che risulta-
NO piu sovrapposti rispetto ai picchi otte-
nuti con la colonna ammino in fase diretta.
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CONCLUSIONI

| mieli di melata e le melate hanno dato
reazione positiva al saggio di Fiehe. | pic-
chi delle destrine si sono osservati nelle
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melate, nei mieli di melata di metcalfa e
di abete ma non nei mieli di nettare mil-
lefiori. Questo dimostra come tali com-
posti siano naturalmente presenti gia
nelle melate e non siano, quindi, un indi-
ce di adulterazione del miele da queste
derivato.

Di particolare rilevanza, inoltre, & risultato
il confronto della composizione destrinica
tra campioni di melata prodotta su piante
diverse. Si & infatti osservata una differente
composizione in destrine, collegabile al-
I'origine vegetale della melata. Cio indu-
ce a supporre che alcune caratteristiche
dei mieli di melata di metcalfa, quali lo
stato fisico, spesso non uniforme, siano
dovute alla diversa composizione in de-
strine della materia prima. Infine, & stato
possibile evidenziare il differente conte-
nuto in oligosaccaridi tra mieli di melata
di metcalfa, mieli di melata di abete e mieli
di nettare.
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Fig. 5 - Cromatogramma di un miele di melata di abete.
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Fig. 6 - Cromatogramma di un miele di nettare.
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