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ALLEGATO
METODI DI ANALISI PER [LA VALUTAZIONE DELLE
CARATTERISTICHE DI COMPOSIZIONE DEL MIELE
. Conservazione del campione in attesa di analisi
Procedimento per la preparazione del campione. da sottoporre ad analisi chimica,
chimico-fisica e melissopalinologica
. Determinazione degli zucchceri per cromatografia liquida ad alta riscluzione (HPLC)
. Determinazione del contenuto di acqua .
. Determinazione del contenuto di soslarllzc insolubili in acqua
. Determinazione della conducibilita elettrica
. Determinazione di pH, acidita libera, acidita combinata (lattoni) ¢ acidita totale
- Determinazione della attivita diastasica

. Determinazione dell’idrossimetilfurfurale per cromatografia liquida ad alta risoluzione
(HPLC)
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CONSERVAZIONE DEL CAMPIONE IN ATTESA DI ANALISI

Il campione di miele da sottoporre ad analisi va conservato in luogo fresco, asciutto ed.al
riparo dalla luce. Per periodi di conservazione prolungati (indicativamenie superiori-ai-i’s
giorni) ¢ comunque qualora debba essere determinato il contenuto.” in
idrossimetilfurfurale e/0 in enzimi, il campione va mantenuto in frigorifero 'ad una
temperatura inferiore ai 10°C fino al momento delle analisi.

MPROCEDIMENTO PER LA PREPARAZIONE DEL CAMPIONE DA
SOTTOPORRE AD ANALISI CHIMICA, CHIMICO-FISICA E
MELISSOPALINOLOGICA

1. Scopo e campo di applicazione

La presente norma specifica un metodo per la pteparazione del campione di miele
destinato ad analisi, in mode che esso risulti onegeneo e che laliquota di prova sia
rappresentativa del campione stesso.

In particolare, i} presente metodo prevede il ris¢aldamento del micle ad una temperatura
minore di 40°C, che risulia idonea al fineldi mantenere inalterate alcune proprieta
chimico-fisiche de) campione. .

Il metodo si applica a tutti i mieli da sottoporre ad analisi chimica, chimico-fisica e
melissopalinologica. Tuttavia per i mieli destinati alla misurazione di enzimi e
dell’idrossimetilfurfurale il campione non va sotloposto ad alcun trattamento termico.

2. Definizioni
2.1. Campione: Quantitd, di miele contenuta nella coofezione integra, cosi come
pervenuta al laboratorio.
2.2, Aligquota di prova: Quantitd di campione prelevata per ’analisi.
3. Principiv
Il principio #del” metodo si basa sull’'omogeneizzazione meccanica del campione,
eventualmerte dmmorbidito previo moderato riscaldamento.
4. Apparecchiatura

Apbparecchiatura e vetreria di use corrente nel laboratorio di analisi chimica, ed in
particolare la seguente:
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4.1. Sistema riscaldante, in alternativa uno dei seguenti:

4.1.1. Bagno termostatico, in grado di mantenere la temperatura a 40°C + 2°C.
4.1.2. Stufa termostatica, in grado di mantenere fa temperatura a 40°C 1 2°C,

4.2, Spatole di acciaio inossidabile, di diverse misure,
4.3, Staccio di acciaio inossidabile, con maglie di luce 0,5 mm.

5. Procedimento
Prima di prelevare {’aliquota di prova procedere come segue:

5.1, Miele liquido. Omogeneizzare if campione mescolando accuratamente per mezzo
di una spatoia {4.2) di misura adeguata aila massa del campione, per almeno 3 min,
con movimenti lenti ¢ eireolari in modo che la minore quantitd possibile di zria
venga inglobata nel campione. Prelevare quindi I"aliguota:di prova.

5.2. Miele cristallizzato. Se 1l campione ¢ cristallizzato,, ma si mantiene pastoso,
operare come in 5.). Sc & cristallizzato in massa. dura o compatta, pud essere
preventivamente ammorbidito scaldandolo in stufa o in bagno termostatico (4.1.1 o
4.1.2), in recipiente chiuso ermeticamente, ad iina temperatura minore di 40 °C £ 2
°C per il tempo strettamente indispensabile € comunque non olire 30 min, Quindi
procedere seconde 5.1,

Nota: 1l trattamento termico non deve essere applicato al mieli destinati alla
misurazione di enzimi e idrossimetilfurfurale.

5.3. Miele liquido o cristallizzato contepentc materiali estranei. Se nel campione sono
presenti materiali estranai di varia natura, rimuovere i materiali pit grossolani che
affioranc in superficie. Passare poi il miele attraverso lo staccio di acciaio
inossidabile (4.3) premendo. delicatamente con la spatola (4.2} se il miele &
cristallizzato. Quindi procedere secondo 5.1,

5.4. Miele in favo. Tagliare.la parte superiore del favo e separare il miele dalla cera

passandolo attraverse.uno staccio dj acciaio inossidabile (4.3). Quindi procedere
scoondo 5.1,
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DETERMINAZIONE DEGLI ZUCCHERI PER CROMATOGRAFIA
LIQUIDA AD ALTA RISOLUZIONE (HPLC)

1. Scopo e campo di applicazione

La preserite norma specifica un metodo per la determinazione nel miele dj fruttosio,
glucosio e saccarosio *.
Il metodo pud essere applicato a tutti i tipi di miele.

2. Definizioni

Zuccheri (glucidi): Principali costituenti del miele di cui rappresentario circa il 95% della
massa sccca. I due zuccheri principali sono i monosacearidi glucosio c fruttosio (circa il
90% del totale). In quantitd minori sono presenti anche zuccheri superiori (di-, tri- e
oligosaccaridi).

I glucidi conferiscono al miele numerose proprieta fisiche (tra cui stato fisico, viscositd,
igroscopicitd, etc.) e alimentari (valore energetico e potere.dolcificante}; la loro presenza
percentuale varia in funzione dell’origine botanica del'miele.

3. Principio

Il metodo si basa sull’impiego di un sistema cromatografico in fase liquida ad alta
risoluzione dotato di rivelatore ad indice di rifrazione (RI) su soluziont di micle filtrate.
Si confrontano 1 picchi oftenuti con queili di una soluzione di riferimento a
concentrazione nota. g

II metodo si basa sul lavore originale di Bogdanov e Baumann [1].

4. Reagenti
Tutti i reagenti devono essere puri per analisi.

4.1.  Acqua bidistiliata per HPLC.

4.2, Alcol metilico (CH3;OH) per HPLC.

4.3. Acetonitrile (CH;CN) per HPLC.

4.4, D(-) fruttesio (levulosic) cristalline in forma piranosica.

4.5. D(+) glucosio (destrosio) cristallino in forma piranosica.

4.6. D(1) saccarosio (f-D-fruttofuranosil-a-D-glucopiranoside).

4.7 Soluzigne di riferimento: pesare (5.1) 2,000 g di fruttasio, 1,500 g di glucosio e
0,230 g di saccarosio. Sciogliere questi tre zuecheri in circa 40 ml di acqua (4.1.},
trasferire quantitativamente in un matraccio tarato da 100 ml, nel quale sono stati
precedentemente aggiunti 25 mi di alcol metilico {(4.2) ¢ portare a volume con

Il “metodo consente anche la separazione e la deferminazione quantitativa di altri zuccheri
eventualmente presenti nel miele, quali maltosio, isomaltosio, turanosio, trealosio, erlosio,
melezitosio, raffinosio, maltotriosio, etc. Per questi zuccheri non sono perd disponibili dati relativi
alla precisione.

27



11-8-2003 GAZZETTA UFFICIALE DELLA REPUBBLICA ITALIANA Serie generale - n. 185

acqua (4.1.). Filtrare (5.6.) la soluzione prima dell’'uso. La soluzione pud essere
conservata in fiale per cromatografia (5.8.) per quattro settimane in frigorifero, a
temperatura compresa tra 0°C ¢ +4°C, o per 6 mesi a -18°C.

4.8. Fase mobile: miscela acetonitrile (4.3.)acqua (4.1.) 80:20 v/v. Degasare (5.3.)
subitc prima dell’'uso. La soluzione pud essere conservata alcuni giornii.in
frigorifero.

5. Apparecchiatura

Apparecchiatura e vetreria di uso corrente nel laboratorio di analisic ¢chimica, ¢ in
particolare la seguente:

5.1. Bilancia analitica con risoluzione 4, mg.

$.2. Bilancia fecnica con risoluzione 0,01 g.

5.3.  Sistema per degasare la fase mobile (4.8.).

5.4. Sistema cromatografico in fase liquida ad alta risoluzione (HPLC) composto da
pompa isocratica, rivelatore RI, iniettore a volume variabile o a loop
intercambiabile, sistema di acquisizione ed, ¢laborazione dati, sistema dj
termostatazione per colonne in grado di manicnere la temperatura a 30°C + 1°C.

5.5. Colonna cromatografica a fase polare avente dimensioni: 250 mm x 4 mm 0 4,6
mm, riempita con amminopropilsilano (-NHJ), avente particelle di diametro 5 im.

5.6. Filtri per siringa, con porosita 0,45 um.

5.7. Siringa per cromatografia liquida.

5.8. Tiale per cromatografia.

6. Preparazione del campione

Prepararc il campione di miele come indicato ne] metodo “Procedimento per la
preparazione del campione da “<otfoporre ad analisi chimica, chimico-fisica e
melissopalinologica™.

7. Procedimento

Pesare (5.2.) 5,0 g di““f‘f:‘niele in un bicchiere da 100 ml ¢ scioglierli con circa 40 ml di
acqua (4.1.). Intraddrre 25 ml di alcol metilico (4.2.) in un matraccio tarato da 100 ml.
Trasferire quantitativamente la soluzione di miele nel matraccio e portare a velume con
acqua (soluziorie campione).

Fiitrare (5.6.)1a soluzione campione scartando i primi 2 ml circa.

Effettuare leranalist nelle segueati condizioni operative;

. Fase mobile (4.8.)

. Velocita di flusso: 1,3 ml/min

. Volume di iniezione: 20 p]

. Temperatura colonna: 30°C + 1°C

. Temperatura rivelatore: 30°C £ [°C

Lasciare condizionare la colonna ¢ il rivelatore almeno per 1 h al flusso di esercizio
«.prima di procedere all’analisi.
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DETERMINAZIONE DEL CONTENUTO DI ACQUA

1. Scopo e campo d'applicazione

La presente norma spesifica un metodo indiretto per la determinazione nel miele ‘del
contenuto di acqua (o umiditd), paramctro che nc condiziona la conscrvabilita e
contribuisce a definirne le caratteristiche.
i metodo si applica a tutti i tipi di msele.

2, Definizioni

Contenuto di acqua (o umidita): valore percentuale che si ricava ‘da un prospetto di
correlazione basato sulla misurazione dell’indice di rifrazione del'miiele a 20°C.

3. Principic

Il metodo si basa sul principio secondo cui I'indice:di rifrazione del miele varia in
funzione del contenuto di acqua, a paritd di temperafura. In particolare, tale indice
diminuisce all’aumentare del contenuto d’acqua.

I1 valore percentuale di acqua si ricava dal prospetto’|, ottenutoe facendo riferimento alla
formula di Wedmore [1] che mette in relazioné 'indice di rifrazione con il contenuto di
acqua determinata mediante un procedimento di essiccazione sotto vaoto [2].

4. Apparecchiatura

Apparecchiatura ¢ vetreria di uso*gorrente nel laboratorio di analisi chimica, ed in
particolare la seguente:

4.1. Bagno termostatico, in-grado di mantenere la temperatura a 50°C £ 2°C,

42. Rifrattometro tipo Abbe, con risoluzione di 0,0002 unitd di IR o strumento
equivalente, dotato di térmometro con graduazione di ¢,5°C.

43. Provetie, o alira vetreria da laboratorio con tappo a chiusura ermetica.

S, Preparazione del canipione

Preparare il «campione di miele come indicato nel metodo “Procedimento per la
preparazione. de! campione da sottoporre ad analisi chimica, chimico-fisica ¢
melisscpalinblogica”.

Nel casg di miele cristallizzato, anche solo parzialmente, porre Ialiquota di prova in un
recipiente’chiuso a perfetta tenuta (4.3), avendo cura di riempirlo totalmente, e riscaldare
in bagfio termostatico (4.1} a circa 50°C + 2°C, fino a completa dissoluzione dei cristalli.
Ripoiare I’aliquota di prova a temperatura ambiente e miscelarla accuratamente prima
dalla misurazione.
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6. Procedimenio

6.1, Preparazione del rifratiometro
Assicurarsi che il prisma del rifrattometro sia pulito ¢ perfettamente asciutto. La
taratura, verificata periodicamente, deve essere effottuata con acqua distillata a

20°C (indice di rifrazione n,z)o = 1,3330} oppure con procedimento equivalente,

6.2. Misurazione
Porre una porzione dell’aliquota di prova suf prisma del rifrattometso.(4.2)) in
modo che la superficie del prisma sia complelamente ricoperta,
Attendere 2 min. prima di effettuare la lettura dell’indice di rifrazione e registrare
fa temperatura. Cffettuars duc letture suceessive ¢ caleolare il valoremedio,

7. Calcolo ed espressione dei visultari

II contenuto di acqua si ricava dal prospetto 1 (%), che riporta:la correlazione tra I’indice
di rifrazione ed il conteauto di acqua nel miele.

Se lz determinazione & stata effettuata a temperatura diversa da 20°C, il valore di indice
di rifrazione deve essere corretto come di seguito indicato;

» temperatura maggiore di 20°C: sommare al valore debla lettura 0,00023 per ogni °C;

+ temperatura minoze di 20°C: sottrarre al valore della lettura 0,00023 per ogni °C.
Esprimere il risultato in grammi per 100 grammi di miele, approssimando alla prima cifra
decimale,

8. Precisione
[ dati disponibili sulla ripetibilith e.‘fiproducibilité del metedo riguardano prove

interlahoratorio effettuate nell’ambito defla European Honey Commission (3] utilizzando
il rifrattometro Abbe e sono riporfatiin appendice.

1 valori contenuti nel prospetto 1 sono ricavati daila seguente formula di Wedmore [1]:
A 1,7319 - log (IR - 1)
0,002243

dove!
A€ 1l contenuto di acqua, in g/100 g di micle;

1,7319 ¢ uguale al logaritmo di 0,53939, numericamente pari a — 0,26810;
IR & I'indice di rifrazione.
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Appendice
Risultati delle prove interlaboratorio condotte nell’ambito deil’European Honey
Commission. /
Media (g/100g) ripetibilita (1) riproducibilitd (R) | dev. st. refativa di R (RSDg%)
16,4 0,13 0,48 £,05
17,3 0,15 0,52 1,07
18,1 0,15 0,68 1,34
20,0 0,11 0,68 1,21
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Prospetto I - Correlazione ira l'indice di vifrazione e il contenuio di acqua nel miele,
approssimato alla prima cifra decimale
Indice di Umidita Indice di Umidita Indice di Umidita [ndice di Umidita

Rifrazione | {g/100g) | Rifrazione | (¢/100g) | Rifrazione | (g/100g) | Rifrazione | (g/100g)
1,5044 13,0 1,4997 11,8 1,1850 16,6 1,1903 18,5 "
1,5043 13,0 1.4956 14,8 1,494% 16,7 1,49G2 18,5
1,5042 13,1 1,4995 14,9 1,4948 16,7 1,4901 18,6
1,5041 13,1 14994 14,9 1,4947 16,7 £,4900 18,6
1,5040 13,1 1,4993 14,9 1,4946 16,8 1,4899 18,6
1,5039 13,2 14992 15,0 1,4945 16,8 {4898 18,7
1,5038 13,2 1,4991 15,0 1,4944 16,9 1,4897 18,7
1,5037 13,3 1,4990 151 14543 16,9 1,4896 18,7
1,5036 13,3 1,4989 15,1 1,4942 16,9 1,4895 18,8
1,5035 13,3 1.4988 15,1 1,4941 17.0 1,4894 18,8
1,5034 13,4 1,4987 15,2 1,4940 17,0 1,4893 18,9
1,5033 13,4 1,4986 1152 14939 170 1,4892 189
1,5032 13,4 1,4985 153 1,4938 17,1 1,4891 189
1,5031 13,5 1,4984 15,3 1,4937 17%1 1,4850 19,0
1,5030 13,5 1.4583 153 1,4936 17,2 1,4889 19,0
1,5029 13,6 1,4982 i5,4 1,4935 17,2 1,4888 19,1
1,5028 13,6 1,4981 15,4 14934 172 1,4887 19,1
1,5027 13,6 1,4980 15,5 1,4933 17,3 1,4886 19,1
1,5026 13,7 1,4579 15,5 1,4932 17,3 1,4885 19.2
1,5025 13,7 1,4978 15,5 1,4931 174 1,4884 19,2
1,5024 13,8 1,4977 15,6 1,4930 17,4 1,4883 19,3
1,5023 13,8 1,4976 15,6 1,4929 17,4 1,4882 £9,3
1,5022 13,8 1,4975 15,6 11,4928 17,5 1,4881 19.3
1,502} 13,9 1,4974 15,7 1,4927 17,5 1,4880 194
1,5020 139 1,4973 15,7 14926 17,6 1,4879 194
1,5019 13,9 1,4972 15,8 1,4925 17.6 1,4878 19,5
1,5018 14,0 1,4971 15,8 1,4924 17,6 1,4877 19,5
1,5017 14,0 1,4970 158 1,4923 17,7 1,4876 19,5
1,5016 14,1 1,4969 15,9 1,4922 17,7 1,4875 19,6
1,5015 14,1 1,4968 15,9 1,4921 17,8 1,4374 19,6
1,5014 14,1 1,4967 16,0 1,4920 17,8 1,4873 19,7
1,5013 14,2 1,4966 16,0 1,4919 17,8 1,4872 19,7
1,5012 14,2 1,4965 16,0 1,4918 17,9 1,4871 19,7
1,5011 14,3 1,4964 16,1 1,4917 17,9 1,4870 19,8
1,5010 14,3 1,4963 16,1 1,4916 18,0 1,486% 19,8
1,5009 14,3 1,4962 16,1 1,4915 18,0 1,4368 19.9
1,5008 14,4 1,4961 16,2 1,4914 18,0 1,4867 19,9
1,5007 144+, 1,4960 16,2 1,4913 18,1 1,4866 19,9
1,5006 14,4 1,4959 16,3 1,4912 i8,1 1,4R65 20,0
1,5005 14,5 1,4958 16,3 1,4911 18,2 1,4864 20,0
1,5004 145 1,4957 16,4 1,4910 18,2 1,4863 20,1
1,5003 14,6 1,4956 16,4 1,4909 18.2 1,4862 20,1
1,5002 14,6 1,4955 16,4 1,4908 18,3 1,4861 20,1
1,5001 14,6 1,4954 16,5 1,4907 18,3 1,4860 20,2
1,5000 14,7 1,4953 16,5 1,4906 18,4 1,4859 20,2
1,4569 14,7 1,4652 16,5 1,4005 8.4 1,4858 203
1,4998 14,8 1,4951 16,6 1,4904 18,4 14857 20,3
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Indice di Umidita Indice di Umidita Indice di Umidita
rifrazione | (g/100g) | rifrazione | (g/100g) | rifrazione | (g/100g)

1,4856 20,3 1,4817 21,9 1,4778 235
1,4855 204 1,4816 219 14777 23,5
1,4854  |204 1,4815 22,0 1,4776 236
1,4853 20,5 1,4814 22,0 1,4775 23,6
1,4852 20,5 1,4813 22,1 1,4774 ] 23,6
1,4851 20,5 1,4812 22,1 1,4773 23,7
1,4850 20,6 1,4811 22.1 1,4772 23,7
1,4849 20,6 1,4810 22,2 1,4771 238
1,4848 20,7 1,4809 22,2 1,4770 23,8
1,4847 20,7 1,4808 22,3 1,4769 238
1,4846 20,7 i,4807 223 1,4768 239
1.4845 20,8 1,4806 22,3 1,4767 239
1,4844 20,8 1,4805 22,4 14766 - = | 24,0
1,4843 20,9 1,4804 22,4 1,4765 24,0
1,4842 20,9 1,4803 22,5 1,4764 24.0
1,484) 209 1,4802 22,5 1,4763 24,1
1,4840 21,0 1,4801 22,5 1,4762 24,1
1,4839 21,0 1,4800 22,6 1,4761 242
1,4838 21,1 1,4799 2286 1,4760 242
1,4837 21,1 1,4798 22,7 1,4759 242
1,4836 211 1,4797 22,7 1,4758 24,3
1,4835 24,2 1,4796 22,7 1,4757 243
1.4834 21,2 1,4795 22,8 1,4756 24.4
14833 21,3 1,4794 22.8 1,4755 244
14832 21,3 1,4793 22,9 1,4754 24.4
14831 21,3 1,4792 229 1,4753 245
1,4830 21,4 1,4791 22,9 1,4752 24,5
14829 214 1,4790 23,0 1,4751 24.6
14828 21,5 1,4789 23,0 1,4750 24,6
1,4827 215 1,4788 23,1 1,4749 247

(14826  [21,5 14787 23,1 11,4748 24,7
1,4825 21,6 1,4786 23,1 1,4747 247
1,4824 21,6 1,4785 232 1,4746 24,8
1,4823 21,7 14784 232 1,4745 24,8
1,4822 21,2 1,4783 23,3 1,4744 24,9
1,4821 217 1,4782 23,3 1,4743 249
14820 718 14781 23.4 1.4742 24,9
14819 121,8 1,4780 234 1,4741 250
14818 21,9 1,4779 234 1,4740 25,0
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NDETERMINAZIONE DEL CONTENUTO DI SOSTANZE
INSOLUBILI IN ACQUA

1. Scope e campo di applicazione

La presente norma specifica un metodo per fa determinazione del contenuto di sostanze
insolubili in acqua nel micle.
Il metodo si applica a futti 1 tipi di miele.

2. Definizioni

Sostanze insolubili in acqua: materiale di varia natura che viene separato per filtrazione
da una soluzicne acquosa di miele. Nella frazione insolubile sono contenuti elementi
figurati naturalmente presenti nel miele (granuli polliniciied elementi indicatori di
melata) e particelle solide di varia natura estranee alla sua: composizione (cera, polvere,
frammenti di insetti).

Questo parametro rapprescnta un mezzo per la valutazione della pulizia del prodotto.

3. Principio

Il metodo si basa sulla determinazione gravimetrica delie sostanze insolubili in acqua
separaic per filtrazione da una soluzione acquosa di miele.

4. Reagenti

4.1. Acqua distillata riscaldata acirga 30°C.

5. Apparecchiatura

Apparecchiatura ¢ vetreria di uso corrente nel laboratorio di analisi chimica, ed in
particolare la seguente:

5.1. Bilancia analitica, con risoluzione 0,1 mg.

5.2.  Stufa termostatica, in grado di mantenere la emperatura a 116°C 2 5°C o a 135°C
+ 5°C.

Sistema, per filtrazione in aspirazione, con crogiole di vetro, il cui fondo ¢
costituito da seito poroso in wetro sinterizzato e diametro dei pori compresa tra 15
um.e. 40 pm o, in alternativa, con membrana filtrante in cellulosa per analisi
duantitativa, a porosita di 20-25 pm %)

5.4. . Essiccatere contenente gel di silice quale essiceante.

wh
é

1 valori ottenuti con i due Upi di sistemi filtranti sono risultati non significativamente diversi per
precisione (test F) ed accuratezza (test t) [1].
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6. Preparazione del campione

Preparare il campione di miele come indicato nel metodo “Procedimento per la
preparazione del campione da sottoporrc ad analisi chimica, chimico-fisica ¢
melissopalinclogica™. L

7. Procedimento

7.1.  Operazioni preliminari
Prima della misura il supporto per la filtrazione, crogiolo in %etro o filtro in
cellulosa (5.3.), va porlato a massa costaitte, porre in stufa (5.2.)% 135°C (crogiolo
di vetro) 0 & 110°C (filtro in cellulosa) per 1 h, pesare {5.1.) e posre nuovamente in
stufa procedendo a intervalli di 30 min. fino a massa costanfe. Porre quindi il
supporta per filtrazione in essiccatore (5.4.) fino al raggiungimento della
temperatura ambiente. Annotare il valore alla quarta cifra.decimale (m;).

7.2. Misurazione

Pesare (5.1.) in un bicchiere da 250 ml circa 20g di.miele, annotando il valore alla
quarta cifra decimale (my), sciogliere con circa 200.ml di acqua (4.1.} e mescelare
accuratamente. Filtrare sotto aspirazione (5.3.) la soluzione di miele e lavare
accuratamente con acqua calda {4.1.) fino ad'gliminazione degli zucchers ®.
Trasferire il filtro o il crogiolo (5.3.) in stufa (5.2.) ed operare come per il supporto
(7.1), portandolo a massa costante e annotando il valore finale alla quarta cifra
decimale (nm).

8. Calcolo ed espressione dei risultati

Il contenuio percentuale di sostanZe insolubill in acqua nel miele {8I) si ricava dalla
seguente formufa:

| :w.log
m,

my & la massa del-camipione, in gramemi;
m; & la massa del filtro piu le sostanze insolubili, in grammi;
m; & la massa de) filtro, in grammi.

Esprimere il fisiltalo in grammi per 100 grammi di miele, approssimando alla seconda
cifra decimale.

Per-saggiare |'eliminazione degli zuccher! trasferire una parte del filtrato in un tubo da saggic e
aggiungere fluoroglucina all*1% in etanolo. Mescolare e fare scorrere lungo le pareti del tubo
..gualche goccia di acido solforico concentrato. Se ¢ sono zuccheri residui, all’interfaccia s

produce una colorazione giatlo-bruna.
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9. Precisione

I dati disponibili sulia ripetibilita ¢ riproducibilitd del metodo, desunti da uno studlo
collaborativo condotto nel Regno Unito [2] sone riportati in appendice.

Appendice

Risultati delle prove interlaboratorio desunti da uno studic condotto nel Regno Unito.

. RUCTIT . e dev. stirelativa di R
Media (g/100g) ripetibilita (r) riproducibilita (R) (RSDa%)

0,009 0,016 0,016 63,49

0,011 0,010 0,026 5 84,42

0,021 0,016 0,021 35,71

0,031 0,023 0,023 26,50
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DETERMINAZIONFE DEIT.A CONDUCIBILITA ELLETTRICA

1. Scopo e campo di applicazione

La presente norma specifica un metedo per la determinazione della conducibilita elettrica

del miele.
1l metodo si applica a tutti i tipi di miele.

2. Definizioni

Conducibilita elettrica del micle: ta conducibilita elettrica € la propriéta delle soluzioni
acquose contenenti specie ioniche di condurre la corrente elettrica € viene determinata
attraverso la misura della resistenza eleitrica, di cui & il reciprogo. Essa & direttamente
correlabile alla componente minerale solubile, presente in diversa misura nelle varie
tipologie di miele uniflorale [1]. I} valore della conducibilita elettrica del micle ¢
generalmente compreso tra 0,1 ¢ 2,0 mS/em.

3. Principio

Il metode si basa sulla misura della resistivita specifica di una soluzione acquosa di

miele, effettuata con un conduttimetro.
11 metodo si basa sul lavoro originale di Vorwshi [2,3] madificato da [ .ouveaux et al. {47

4. Reagenti

Tutti i reagenti devono essere puri per analisi.

4.1.  Acqua bidistiliata avente.conducibilita minore di 0,5 pS/em.

4.2, Closure di potassio (K1),

4.3. Soluzione di clorure di potassio 0,1 N: pesare {5.1.) 7,46 g di cloruro di potassio
(4.2.), precedentementé essiceato in stufa termostatica (5.7.} a 130°C; sciogliere in
acqua (4.1.), trasferire guantitativamente in matraccio tarato da )00 ml e portare &
volume. La soluzione deve essere preparata al momento defi’uso (*).

5. Apparecchiatura

Apparecchiatura ¢ vetreria di uso corrente nel laboratorio di analisi chimica, e in
particolate: ia seguente:

5.1.  Bilancia analilica con risoluzicne 0,1 mg.
5.2, “Bilancia tecnica con risoluzione 0,01 g.
5.3. % Conduttimetro con risoluzione 0,1 |B/cm sulla scala di lettura piu bassa.

w.Egistono in commercio soluzioni di riferimento per misure di conducibilita, aventi il valore di
conducibilita richiesto.
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5.4. Cella di conducibititd ad immersione con elettrodi di platino platinato aventi
superficie di | em” e posti afla distanza di 1 ¢m.,

5.5. Bagno termostatico in grade di mantenere la temperatura a 20°C & 1°C.

5.6. Termometro con graduazione di 0,1°C.

5.7. Stufa termostatica in grado di mantenere la temperatura a 130°C + 5°C,

6. Preparazione del campione

Preparare il campione di miele come indicato nel metodo “Procedimiento per la
prepatazione del campione da sottoporre ad analisi chimica, chimico-fisica ¢
melissopalinologica”.

7. Procedimento

7.1. Determinazione della costante di cella
Se non si dispone del valore della costante della cella di conducibilita 5.4
occorre procedere alla sua determinazione,
Introdurre in un bicchiere un’aliquota della soluzionc di cloruro di potassio (4.3.) e
portare a 20°C in bagno termostatico (5.5.). Risciacquare accuratamente la celia
(5.4.) con la stessa soluzione, porla nel bjechiere facendo attenzione che gii
elettrodi siano completamente immersi ed ¢seguire la lettura,
Calcolare la costante delta cella con la seguente formula:

K =11,691 -—1—
. T
dove:
K ¢ la costante della ceflain cm™;
G ¢ la conducibilita éleftrica misurata in milliSiemens;
11,691 & la conducibilith elettrica della soluzione di cloruro di potassio 0,1 N

(4.3 220°C.

7.2 Determinazione dellaconducihiliia elettrica del miele
Pesare (5.2.) in un bicchiere da 100 mi una quantita di miele equivalente a 20,0 g
di massa secea, La quantitd di miele da pesarc si pud calcolare utilizzando la
seguente formula [4]:

g, 100
100-A
dovi:
M ¢ la massa di miele da pesare, in grammi;

La -maggior parte dei conduttimetri disponibili in commercio consente oggi di determinare

automaticamente la costante di cella, che in genere & comunque gia nota e indicata nelle specifiche
..della fornitura. Hanno inoltre altre funzioni tra cui la possibilita di compensazione della

temperatura e i) calcolo automatico della conducibilits in funzione della costante di cella (K).
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20 ¢ la massa teorica nominale del miele;
A ¢ Pumiditd del miele (Vedi metodo “Determinazione del contenuto di

acqua™)
Qciogliere il miele con un piccolo volume di acqua (4.1). trasferire
quantitativamente in un matraccio tarato da 100 mi, ¢ portare a volume (soluzionc
campione).
Introdurre in un bicchiere circa 50 ml della soluzione campione e portare a:20°C in

bagno termostatico (5.5.). Risciacquare accuratamente la celia (5.4.) con la
soluzione campione, immergerla nel bicchiere contenente la stessa soluzione ed

eseguire la lettura.

8. Calcolo ed espressione dei risultati

Calcolare la conducibilita eletirica della soluzione di miele usando la seguente formula
{vedi nota 1, pag. 2);

G, =K-G
dove:
Gy, ¢ la conducibilita clettrica della soluzione di-miele, in miliiStemens per centimetro;
K ¢&lacostante della cella inem™;
G ¢ il valore misurato in milliSiemens.

Espruueie il tisultato in mS8/cm, approssimandoalia seconda cifra decimale,

9. Precisione

1 dati sulla ripetibilita e riproducibilitd del metodo, desunti da una prova interlaboratoric
DIN [5], sone riportati da Bogdanov et al. [6].

11 limite di ripetibilita (ovverg:ilvalore al di sotto deif quale si situa, o a cui equivale, con
una probabiliti del 95%, lo “scarto tra due singoli risultati ottenuti da misurazioni
effettuate dallo stesso operatore, nello stesso laboratorio, con [a stessa apparecchiatura,
in un breve nlervallo dr-tempo) non deve essere maggiore del 2% del valore della

misura.

Il limite di riproducibilita {ovvero il valore al di sotto del quale si situa, o a cui equivale,
con una probabilitd del 95% lo scarto tra due singoli risultati ottenuti da misurazioni
cffettuate da operatori differenti, in laboratori differenti, con apparccchiature differenti)
non deve essére maggiore del 10% del valore della misura.
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DETERMINAZIONE DI pH, ACIDITA LIBERA, ACIDITA
COMBINATA (LATTOND E ACIDITA TOTALE

1. Scopo e campo di applicazione

La presente norma specifica un metodo per la determinazione del pH, dellacidita libera e
dell’acidita combinata (laiteni). Dalla somma dell’acidita libera e dei latiofi*si ricava
"acidita totale.

It metodo si applica a tuttt i tipi di miele.

2. Definizion

2.1. pH: & il pH di una soluzione acquosa d1 micle, preparata come di seguito descritto
(7.2).

2.2, Acidita libera: acidita di una soluzione acquosa:di miele titolahile con una
soluzione di idrosside di sodio (NaOH) fino a pH §,5.

2.3.  Acidita combinata (lattoni): acidita di una soluzione acquosa di miele che non ¢
direttamente titolabile, ma lo diviene a seguito di. idrelisi prodotta con Paggiunta
di alcali.

2.4, Acidita totale: valore che si otticne dallaisomma dell’acidita fibera (2.2.) e dei
lattoni (2.3.).
L’acidita del miele & dovuta alla presenza ‘di acidi organici in quantitd diversa in
tunzione dell’origine botanica del mielé, Tall acldi si rovano in uno staw di
equilibrio variabile tra forma libera‘e-forma combinata (lattoni); a causa di cid i
valori di 2.2. e 2.3. risentono di una variabilitd maggiore rispetto alla somma delle
due (2.4} (vedi paragrafo O e appendice).
[ parametri definiti in 2.1., 2.2., 2.3. ¢ 2.4. sono utili per la diagnosi dell’origine
botanica ¢ per la valutazione della qualita del miele [1].

2.5. Titolazione potenzicmetriéa 4 punto finale: titolazione neila quale I'erogazione del
titclante viene interrotia & pl{ prefissato.

3. Principic

II metodo si basasul principio della misura potenziometrica del pH e sulla
neutralizzazione acide-base, effettuata con due successive titokazioni potenziometriche a
punto finale condotte con un dispositivo automatico o manuale: I"aciditd libera si misura
per titolazione ‘diretta, i lattoni si idrolizzane in seguito all’aggiunta di alcali alla
soluzione di miele e vengono quindi determinati mediante retrotitolazione,

11 metodo-si ‘basa sul lavoro originale di White {2, 3].
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4. Reagenti
Tutti i reagenti devono essere puri per analisi.

4.1, Acqua distillata egente da anidride carbonica (CO;), ottenuta come segue:
immediatamente prima dell’uso far bollire I'acqua distillata per 5 min. e lasciare
raffreddare a tempceratura ambiente in recipicnte chiuso.

4.2. Soluzioni tampone di riferimento a pH 4,0 e a pH 9,0.

4.3. Soluzione di idrossido di sodio (NaOH) 0,05 N a titolo noto.

4.4. Soluzione di acido cloridrico (HCI) 0,05 N a titelo noto.

5. Apparecchiatura

Apparccchiatura e vetreria di uso corrente nel lahoratorio di ‘analisi chimica, ed in
particolare la seguente:

5.1, pH-metro, con risoluzione di 0,01 unita di pH,.con eiettrodo a membrana
combinato.

5.2. Titolatore automatico o, in alternativa, burette cap graduazione da 0,02 ml, anche a
lettura digitale.

5.3. Bilancia tecnica, con riscluzione 0,01 g.

5.4. Bicchieri per titolazione con capacitd di almeno 150 ml.

6. Preparazione del campione

Preparare il campicne di miele comeindicato nel metodo “Procedimento per la
preparazione del campione da sottoporre ad analist chimica, chimico-fisica e
melissopalinologica”,

7. Procedimenio

7.1.  Taratura deil’elettrodo
L’elettrodo di misurfa deve csscore tarato a pll 4,0 ¢ a pll 9.0 con lc soluziom

tampone di riferimento (4.2.) prima di ciascuna serie di misure,

7.2.  Misurazione
Pesare (5.3:) 10,0 g di miele direttamente nel bicchicre per titolazione (5.4.),
scioglierlo,con 75 ml di acqua {4.1.) e procedere immediatamente alla misura.
Per la ‘misura del pH immergere I'elettrodo (5.1.) nefla soluzione di miele,
mantenendola sotto agitazione, ed effettuare [a lettura annotando 1l valore.
Perld determinazione dell’acidita libera titolare (5.2.) con la soluzione di idrossido
di'sodio (4.3.) fino a pH 8,5, mantenendo la soluzione sotto agitazione, ¢ annotare
il volume di titolante impiegato.
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Per la determinazione dell’acidita combinata aggiungere 10 ml della soluzione di
idrossido di sodie (4.3.) e retrotitolare immediatamente con la soluziene di acido
cloridrico (4.4} fino a pH 8,3, sempre sotto agitazione, e annotare il volume di

titolante impiegato.

N.B.: Per ottenere una buona ripetibilita della misura ¢ necessario che entrambe-le
titolazioni venganc effettuate erogando il reattivo titolante a velocita .costante
{velocitad consigliata: § ml/min) ed ¢ importante lerminare ciascuna fitelazione
entro due minuti circa. In caso di ulilizzo del titolatore automatico, iifipostare i
parameltri in modo da rispettare 1 tempi operativi richiests,

8. Calcolo ed espressione dei risultati

8.1, pH
Esprimere 1 vatori di pH alta seconda cifra decimale.

8.2, Acidita

1 valari di acidita, espressi come milliequivalenti di idrossido di sodio necessari
per titolare 1 kg di miele (meg/kg), vengono calcolati-secondo le seguenti formule:

Acidita libera {meg/kg)~ = —YNI—N 1000

dove:
v ¢ if volume in ml di idrossido-di sedic impiegato nella titolazione;
N ¢ la normalitd della soluzione'dt idrossido di sodio;
M ¢ la massa del campione, ingiammi.
10,00-V) N

Acidita combinata o lattoni (meq/kg) = EmmﬁMﬁ—)wm 1600
dove:
V & il volume in ml di acido cloridrico impiegato nella titolazione;
N ¢ la normalita della soluzione di acido cloridrico;
M ¢ la massa del campione, in grammi;

10,00 &1l voluﬂfrr‘{e in mi di idrossido di sedio aggiunto in eccesso.
Acidita totale (meq/kg) = acidita libera + lattoni

Approssimare i risultati alla prima cifra decimale.

9. Precisione

Dati sulla ripetibilita e riproducibiliti del metode seno riportati in appendice, e
righdrdano prove interlaboratorio effettuatc nell’ambito  dell’European  Honey
Cemmission [4] e in Italia [5].
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Appendice

pH. Risultati di prove interlaboratorio condotte ncli’ambito dell’European Honey
Commission. ‘
media ripetibilita (r) riproducibilita (R) | 9V S(t}{rgeil)it; ;‘ R
3,6 0,18 0,75 7,44
3.8 0,24 i,00 9,40
4,0 0,15 0,79 7.05
4,0 0,11 0,50 4,46
40 0,11 048 4,02
4,1 0,14 0,67 o 5,84
13 0,15 0,47 ‘ 3,90

Acidita libera, Risultati di prove interlaboratorio condotte in Italia

media (meq/kg) | ripetibilita (r) riproducibiliia (k) | 9V 5’(‘1{;311)1‘2* ;‘ diR
103 139 8,09 78,05
153 51 9,15 71,36
2472 1,03 15,04 22,20
26.0 L13 2,99 6,85
36,1 2,03 5,18 7.00
32,2 320 1427 15.83

Acidita combinata (lattoni). Risultati di-prove interlaboratorio condotte in [talia

media (meq/ke) ripetibilita’(r) | riproducibilita () | 4V S(tl{;"‘[])i‘z ;‘ diR
1.7 200 2.99 62.82
13 135 3,91 77,58
2,0 1,46 4,15 74,11
34 2,72 5,71 59.98
6,2 C1,74 10,77 62,04
6,6 o 144 12,38 66,99
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Acidita totale. Risultati di prove interlaboratorio condotte in Htalia
(n‘:ﬁ;\l ) ripetibilita (r) riproducibitia (R) | 4V ‘*‘(‘Rfse[[)i‘;;;“ diR
11,7 1,45 5,28 - 16,12
18,6 2,75 5,80 (1,14
27,7 2,76 5,58 7,19
28,3 2,76 6,23 7,86
30,3 1,91 6,00 707
38,8 3.62 8,25 78
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DETERMINAZIONE DELLA ATTIVITA DIASTASICA

1. Scopo e campo di applicazione

La presente norma specifica un metodo per la determinazione dellattivita della diastasi

{o amilasi} nel miele,
Il metodo si applica a tutti i tipi di mielc.

2. Definizioni

2.1. Diastasi (o amilasi): @ e [} - transglucosidasi, enzimi naturalmente contenuti nel
micle; essi sono presenti in quantita variabile nel micle appena estratto e
diminuiscono gradatamente durante la conservazione o.i*$eguito a trattamenti
termici.

2.2.  Aftivita diastasica del miele: esprime I'attivitd della diastasi in millilitri di salda
d’amido all’1% idrolizzato dall’enzima contenuto in 1.g di miele, in 1 ora, a 40°C,
nelle condizioni analitiche stabilite(®y [1].

3. Principio

Ii metodo si basa suil’impiego di un substrato insolubile costituita da amide cui ¢ legato
un gruppo cromoforo blu. Attraverso I'idrolist-enzimatica, si liberano framimenti solubili
colorati, il cui assorbimentc a 620 nm. viene determinato spettrofotometricamente.
L’assorbanza della soluzione & direttamente proporzionale all’attivita diastasica del
campione. 1l presente metodo prevede Putilizzo di un reattivo commerciale e si basa sul
metodo originale di Siegenthaler [2] modificato da Bogdanov [3, 4] e da Persano €
Puleini [5].

4. Reagenti e soluzioni
Tutti i reagenti devono esiere puri per analisi.
4.1. Kit costituito da'amido modificato con cromoforo blu e con tampone fosfato O.
4.2, Acqua distillata. -

4.3, Scluzionc 4i idrosside di sodie (NaOH) 0,5M,
4.4,  Acetato di sodio triidrato (NaCOOCH; - 3H;0).

L'attivita diastasica corrisponde numericamente alle unita Gothe (o unita Schade) per grammo di
miele. Upaunitd Gothe & definita come la quantita di enzima che idrolizza 0,01 g di amido, al
punto findle fissato, in un’ora, ad una temperatura di 40°C, nelle condizioni analitiche stabilite.
Lraitivita diastasica viene indicata anche come “indice diastasico”™ {ID) o “numero di diastasi”
(ND3,

Nglla determinaziene dei parametri di precisione di questo metode ¢ stato utilizzato il reattivo
commerciale Phadchas® Amylase Test. Questa informazione non coslituisce un’approvazione di
tale prodotto. Altri substrati analoghi possono essere impiegati purché garantiscano le stesse
caratteristiche di precisione,
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4.5,  Acido acetico glaciale (CH,COOL).

4.6. Tampone acetato 0,1 M, pH 5,2: pesare (5.7.) 13,6 g di acetato di sodio triidrato
(4.4.) ¢ sciogliere in 800 ml di acqua distillata. Regolare il pH della soluzione
(5.5.) al valore 5,2 con l'aggiunta di acido acetico glaciale (4.5.); trasferire
guantitativamente la soluziviie in un matagcio tarato da 1000 ml e portarg, a
volume con acqua distillata.

5. Apparecchiatura

Apparecchiature e vetreria di uso corrente nel laboratorio di analisi.chimica, ¢ in
particelare la seguente:

5.1. Spettrofotometro che consenta la misura alla lunghezza d’ondadi 620 nm.

5.2.  Bagno termostatico in grado di mantenere la temperatura 2°40°C + 1°C.

5.3. Cronomeiro da laboratorio.

5.4. Apitatore per provetie.

5.5. pH-metro, con risoluzione di 0,01 unita di pIL.

5.6. Bilancia analitica, con risoluzione di 0,1 mg.

5.7. Bilancia tecnica, con riseluzione di 0,01 g.

5.8, Cuvette aventi | cm di cammino oftico,

5.9 Centrifuga da laboratorio che consenta diraggiungere 1500 xg (accelerazione
centrifuga relativa) o in alternativa filtri di carta di use comuac in laboratorio.

6. Preparazione del campione

Poiché 1’attivita diastasica del miele pud variare durante la conservazione del prodotto, il
campione da sottoporre a prova deve ¢ssere conservato a temperatura minote a 10°C.
Preparare il campione di miele-come indicate nel metodo “Procedimento per la
preparazione del campione dasottoporre ad analisi chimica, chimico-fisica e
melissopalinologica”, senza sottoporre a riscaldamento.

7. Procedimento

Pesare (5.6.) 1,00 g di wicle, sciogliere in circa 20 ml di tampone acetato (4.6.), trasferice
quantitativamente in, un matraccio tarato da 100 ml e portare a volume con tampone
acetato. Trasferire,5,0 ml di tale soluzione in una provetta (campione). Porre in un’altra
provetta 5,0 ml di tampone acetato {4.6.) (bianco). Collocare entrambe le provette in
bagno termostatico (5.2.) gia alla temperatura di 40°C e lasciarc riscaldare per 5 min
esatli Apgiimpere sia al bianco che al campione una unita del kit (4.1.). utilizzando le
pinzette, € agitare per 10 sec (5.4.).

Nota: Fare attenzione a non contaminare i reagenti con saliva o sudore.

Porre iuovamente le provette in bagno termostatico alla temperatura di 40°C agitando
ogni S min per 5 sec e fermare la reazione dopo 15 min esatti, aggiungendo ad ogni
provetta 1,0 ml di NaOH (4.3.}). Agitare meccanicamente (5.4.) per 5 sec.
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Centrifugare (5.9.) le sofuzioni per 5 min a 1500 xg o filtrarle su filtro di carta; trasferire
il surnatante o il filtrato in una cuvetia (5.8.) ed effettuare la lettura spetirofotometrica

(5.1.) del bianco e de) campione a 620 nm contro acqua.

L’assorbanza della soluzione di bianco va sottratla da quella del campione (AAgp). .
Se I’assorbanza ¢ maggiore di 1, diluire il campione con acqua distillata (4.2.) tencndo
poi conto del fattore di diluizione nei caicoli.

8. Calcolo ed espressione dei risullati

L'attivita diastasica si calcola con due formule diverse a seconda che Massorbanza del
campione (AAgp) sia maggiore o minore di 0,43,
Nel caso di valori maggiori di 0,43, si wtilizza la seguente formula [4]:

Attivita diastasica = 28,2 - AAgpo + 2,64 .
Per valori minori di 0,45 si utilizza invece la formula [5]:
Attivita diastasica = 35,17 + AAgy- 0,40

Le¢ formule sono state ricavate dalla simultanea. determinazione, in un numero
significative di campioni a diverso contenuto di, diastasi, dell’attivita diastasica con il
metodo qui descritto e con il metodo di Schade [4,/6]. In entrambi 1 casi & stata rilevata
vna buona correlazione linearc tra { due metodi (per la prima formula r = 0,987; per (a
seconda r = 8,063},

Approssimare i risultati alla prima cifra decimale.

9. Precisione
I dati disponibili sulla ripetibilita“e riproducibilita del metodo, riportati in appendice,
riguardano prove interlaboratorio effettuate nell’ambite della European Honey
Commission [4].

Nota: In alternative al método qui riportato, posseono essere impiegate altre metodiche
purché rispondenti alle stesse caratteristiche di precisione di cui al paragrafo 9.
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Appendice

Attivita dtastasica. Risultati delle prove interlaboratorio condotte nell’ambito dell’European
Honey Commission. :

media (Agx) ripetibilita (1) riproducibilita (R) dev. 5(‘}{;%":'}0';‘ AR
0.21 0,03 0.11 18,03
0.31 0,03 0,13 15,24
0.41 0,03 0,16 13.89
0,59 0,04 | 0,20 227
0,70 0,05 0,27 13,85
0.71 0,04 0,31 15,75
0.73 0,05 0,25 1216
0,97 0,07 034 B 1237
129 0,06 0,43 (1,81
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DETERMINAZIONE DELL’IDROSSIMETILFURFURALE PER
CROMATOGRAFIA LIQUIDA AD ALTA RISOLUZIONE (HPLC)

1. Scopo e campo di applicazione

La presentc norma specifica un metodo per la determinazione del conteruto di
idrossimetilfurfurale (HMF) nel miele.
1l metodo si applica a iutti i tipi di miele.

2. Definizioni

Idrossimetil furfurale (HMF), 5-idrossimetilfuran-2Z-carbaldeide: sdstanza che si forma per
degradazione degli zuccheri, in particolarc del fruttosio, in ambienté‘acido. Esso & assente
o presenle in bassissima concentrazione nel micle appcpa cstratto ¢ aumenta
gradatamente durante ta conservazione o in seguito a trattameriti lermici.

3. Principio

La determinazione dell’ HMF si effettua in soluzioni-di micle filtratc mediante impiego di
un sistema cromatografico in fase liquida ad alfa fisoluzione dotato di rivelatore UV,
operando in fase inversa. If segnale viene ‘tonfrontato con quello di soluzioni di
riferimento a concentrazione nota. Il metodo.st basa sul lavoro originale di Jeuring e

Kuppers [1].

4. Reagenti
Tutti i reagenti devono essere puri-per analisi.

4.1, Acqua bidistillata per HPLC.

4.2.  HMEF puro per analisi. JL.composto va conservato alla temperatura compresa tra 4 -
§°C. I composto € altamente igroscopico.

4.3, Svcluzionc madre Wi [IMI': pesare (5.4} annotande la massa alla terza cifra
decimale circa 1,1 g di HMF (4.2)) ¢ discioglierfo in acqua (4.1.). lrasferire
quantitativamgnte in un matraccio tarato da 100 ml e portare a volume. Questa
soluzione pud &ssere conservata a -20°C per tre mesi.
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44. Soluzione di riferimento di HMF: prelevare (5.6.) 0,5 mi della soluzione madre
{4.3.), trasferirli in un matraccio tarato da 100 ml e portare a volume con acqua
(4.1.). Questa soluzione va preparata lo stesso giomo del suo utilizzo ().

4.5,  Alcol metilico per HPLC,

4.6. Fase mobile: miscela acqua (4.1.) - alcol metilico (4.3.} 90:10 v/v. La soluzione va
degasata prima del suo utilizzo (5.8.).

5. Apparecchiatura

Apparecchiatura e vetreria di uso corrente nel laboratorio di anatisi chimieg,:in particolare
la scguente:

5.1. Sistema cromategrafico in fase liquida ad alta risoluzione {HPLC) composto da:
pompa isocratica, rivelatore UV, iniettore a volume »variabile o a loop
intercambiabile, sistema di acquisizione ed elaborazione-dati.

5.2. Colonna cromatografica a fase inversa avente dimensjoni: 250 x 4 o 4,6 mm,
riempita con octadecilsilano (Cig}, avente particelle didiametro 5 um.

5.3.  Filtri per siringa, con porositd (0,45 pm.

5.4. Bilancia analitica con risoluzione 0,1 mg,

5.5. Bilancia tecnica con risoluzione 0,01 g.

5.6. Micropipette.

5.7. Siringa per cromatografia liquida.

5.8 Sistema per degasare la fase mobile (4.6.):

5.9. Spettrofotometro che consenta la misuraa 285 nm.

5.10. Cuvette in quarzo o monouso aventi [ em di cammino ottico.

6. Preparazione del campione

Poiché la concentrazione dell’lHME pud variare durante la conservazione del prodotto, il
campione da sottoporre a prova deve cssere conservato a temperatura minore di 10°C.,
Preparare il campione di miele come indicato nel metodo “Procedimento per la
preparazione del campiore™.da sottoporre ad analisi chimica, chimico-fisica e
melissopalinologica”.

La concentrazione della soluzione di riferimento pud essere controllaia [2] misurandone allo
spettrofolometro (4:3.9) lassorbanza alla lunghezza d'enda di 285 nm contro acqua in cuvette da 1
om (4.3.10). $i.pfocede quindi al caicolo:

A
C=——" 1000

1-133,57
dove:
C ¢ la concentrazione della soluzione di riferimento espressa in mg/l,
A & I’assorbanza della soluzione di riferimento.
133,57 & |'assorbanza specifica ( alli; ) della soluzione di HMF
i ¢ il cammino ottico relativo aila cuvetta di misura, espresso in cm.

1000 &1l fattore di conversione di grammi in milligrammi.
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7. Procedimento

Pesare (5.5.) 10,0 g di micie in un bicchiere da 100 ml, sciogliere con circa 25 ml di
acqua {4.1.), trasferire quantitativamente in un matraccio tarato da 50 ml ¢ portase. a
vulumie (soluzione campionce). Filtrare la scluzione campione con un filtro da 0,45 -pin
(5.3.), scartando i primi millilitri (circa 2 ml).

Effettuare le analisi nelle seguenti condizioni operative:

- Fase mobile (vedi 4.6.)

- Velocita di flusso: 1,0 ml/min.

- Volume di iniezione: 10-50 ul.

- Lunghezza d’onda: 285 nm.

Lasciare condizionare la colonna per almeno 30 minuti al flusso di esercizio, prima di
procedere con I'analisi,

Verificare {a risposta strumentale iniettando (5.7.) la soluzione di ‘riferimento (4.4.) il
numero di volie necessario ad ottenere una risposta stabile. Inieddre quindi la soluzione
campione, La misurazione deve essere effettuata entro 1 h dalle scioglimente del miele.
Se si effettuanc pid misure & opportuno verificare periodicaménte la risposta strumentale
iniettando la soluziene di riferimento.

Nota: Nel miele in soluzione la concentrazione di HMF tende a diminuire col tempo.
Questo fenomena, che avviene con tempi diversi nei diversi tipi di miele, pud
essere evitato preparando la soluzione campione come segue: Pesare (5.5.) 10,0 g
di miele in un bicchiere da 100 ml, scioghiere con circa 25 ml di acqua (4.1,) ¢
trasferire quantitativamente in un matracefotarato da 50 ml. Aggiungere 0,5 ml di
soluzione Carrez I (°) ed agitare; apgiungere quindi 0,5 ml di soluzione Carrez Il
(“), agitarc ¢ portarc a volumc con acqua (4.1.). Filtrarc la soluzione su carta da
filtro eliminando i primi millilitei del filtrato (circa 10 ml). Filtrare ancora la
soluzione campione con un filtro da 0,45 pum (5.3.), scartando i primi millilitri
(circa 2 ml) e procedere con Ifanalisi. Questo procedimento & raccomandato
qualora fra lo scioglimento.del miele ¢ la misurazione debba intercorrere un
intervallo di tempo superiore ad | ora.

8. Calcolo ed espressiane dei risuitati

La concentrazione di HME nel campione viene calcolata confrontando I'area del picco
della soluzione campione con quella della seluzione di riferimento, tenendo conto del

fattore di diluizione dv‘;ﬁl‘?miclc ¢ del titolo effettivo della soluzione di riferimento (4.4.), Si
ottiene cosi fa seguente relazione:

Ac-Cs-fd

HMF (me/kg) = —=

dove:
Ac & liarea della soluzione campione.

Seluzione Carrez I; pesare {5.5.) 15,0 g di potassio ferrocianuro (KsFe(CNY-3H,0), sciogliere in

acqua (4.1.), trasferire guantitativamente in un matraccio tarato da 100 ml e portare a voiume.
«.Soluziene Carrez II: pesare (5.5.) 30,0 g di acetato di zinco (Zn(CH,COQ),2H,0), sciogliere in

acqua (4.1.), trasferire quantitativamente in un matraccio tarate da 100 ml ¢ portare a volume.
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Nota:

Cs & la concentrazione della soluzione di riferimento espressa in mg/l; € pari ai
milligrammi di HMF pesati (4.3.) ¢ moltiplicati per 0,05,

fd & il fattore di diluizione del micle, paria 5.

As ¢ area della soluzione di riferimento.

1 risultati vanno espressi in milligrammi di HMF per chilogrammo di .migle,
approssimando alla prima cifra decimale.

. Precisione

T dati disponibili sulla ripetibilita e riproducibilitd del metodo, riportati-in appendice,
riguardanc prove interlaboratorio effettuate nelt’ambito  delia .European Honey
Compmission [2].

In alternativa al metodo qui riportato, possono essere impiegate alure metodiche
purché rispondenti alle stesse caratteristiche di precisione di ¢ural paragrafo 9.
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Appendice
Risultati delle prove interlaboratorio condotte nell’ambito  dell’European Honey
Commission,

. e . R dev. st relativadi R

media (mg/kg) ripetibilita (r) riproducibilita (R) (RSDp%)

5,20 0,40 1,60 10,99

22,80 1,20 4,90 7,68

42,30 2,10 7,30 6,16
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