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SVILUPPO DI UN METODO PER LANALISI
DI ACIDI FENOLICI NEL LATTE
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INTRODUZIONE

Le piante sintetizzano molti composti organici, generalmente ritenuti meta-
boliti secondari, tra i quali spiccano i composti fenolici, molecole aromatiche lar-
gamente diffuse nel regno vegetale, 1a cui presenza e tipologia & correlata al colo-
re, alle caratteristiche sensoriali e nutrizionali, nonché al potere antiossidante
della pianta stessa. I composti fenolici sono inoltre coinvolti nella crescita e
riproduzione delle piante, nonché nelle loro capacita difensive nei confronti di
predatori e patogeni.

Tra i vari composti fenolici spiccano gli acidi fenolici, costituiti da un anello
aromatico legato ad una corta catena acidica e uno o pitt gruppi ossidrili e metos-
sili (1], che in relazione al loro elevato valore nutrizionale ed al loro spiccato
potere antiossidante sono stati ampiamente studiati e la loro presenza eviden-
ziata in numerosi alimenti.

Tali composti possono essere inoltre utilizzati quali traccianti di qualita e di
origine in particolare nei prodotti lattiero caseari [2-4], benche gli studi condot-
ti sull'argomento siano perd molto scarsi e non esista al momento alcun lavoro
che ne attesti la presenza nel latte o in altri prodotti lattiero caseari.

Lo scopo di questo lavoro & stato quindi quello di colmare questa lacuna met-
tendo a punto un metodo per l'estrazione e la determinazione mediante

HPLC/DAD di questi composti nel latte.

MATERIALI E METODI

a) Estrazione degli acidi fenolici - A 20 mL di latte sono stati addizionati 9
mL di acetone ed 1 mL di tampone acetato al fine di precipitare la frazione pro-
teica ed estrarre gli acidi fenolici. L'estratto acetonico & stato quindi evaporato
con un flusso di azoto a 52°C ed alla soluzione acquosa restante & stata aggiun-
ta B-Glucuronidase al fine di idrolizzare gli acidi fenolici legati all’acido glucu-
ronico [2, 3). Al termine dell’idrolisi (~ 12 ore a 37 °C) l'estratto & stato purifica-
to e concentrato mediante passaggio su cartuccia DPA-6S.

La cartuccia & stata preventivamente lavata con metanolo ed attivata con
H,0. Dopo il passaggio del campione & stato effettuato un lavaggio con 5 mL di
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H,O mentre i composti fenolici sono stati eluiti con 12 mL di acetone. La solu-
zione & stata successivamente portata a secco a 45°C sotto flusso di N, [5] e l'e-
stratto cosi ottenuto infine ripreso con 300 pL della fase mobile (acqua:metano-
lo:acido formico - 90:9,9:0,1) ed analizzato.

b) Sistema cromatografico — L'analisi & stata condotta con un sistema HPLC
dotato di autocampionatore e rivelatore a Diode Array. Gli analiti sono stati
separati su colonna C, -RP Lichrosphere da 250 mm di lunghezza e 4,6 di dia-
metro. La metodica utilizza acido trifluoroacetico come modificatore di acidita
della fase acquosa e acetonitrile nella fase organica. I solventi utilizzati sono
quindi una soluzione allo 0,1 % di acido trifluoroacetico in acqua ultrapura (sol-
vente A) ed una soluzione all’80% di acetonitrile in solvente A. Il gradiente uti-
lizzato & il seguente: 0 min 100% A, 5 min 98% A, 10 min 96% A, 15 min 90% A,
30 min 80% A, 35 min 70% A, 40 min 0% A, 45 min 100% A.

Il flusso della fase mobile & stato di 1,5 mL/min ed il volume iniettato di
20 pL. I dati sono stati acquisiti in modalita scan da 210 a 360 nm e con lun-
ghezze d’onda (1) discrete a 280 e 325 nm. Per ogni acido fenolico & stato regi-
strato lo spettro alla concéntrazione di 1 ppm al fine di poter effettuare I'analisi
qualitativa, mentre I'analisi quantitativa & stata condotta sulle aree dei picchi
degli analiti calcolate al massimo di assorbimento di ogni analita.

La messa a punto del metodo cromatografico ¢ stata effettuata su soluzioni
standard di 21 acidi fenolici ed & stata ottenuta una separazione valle-valle per
tutti gli analiti tranne che per 'acido siringico e 'acido 3-idrossi-4-metossiben-
zoico.

I coefficienti di regressione lineare (R?) delle rette di taratura calcolate su 5
punti (0,05-0,1-0,5-1-2,5 ppm) seno risultate ottimali per tutti gli analiti (Tab. 1).

L'identificazione degli analiti & stata ottenuta tramite confronto spettrale e
quindi il valore di Similarita (che varia da un minimo di 0 ad un massimo di 1)
& stato posto superiore a 0,9 per un’identificazione positiva.

¢) Campioni - I metodo & stato testato su 21 campioni di latte di cui nove pro-
venienti da allevamenti di montagna e 10 da allevamenti di fondovalle.

RISULTATI E DISCUSSIONE -
In una prima fase di valutazione del metodo sono stati analizzati 7 campioni

di latte preventivamente addizionati dei 19 acidi fenolici in studio alla concen-
trazione di 0,5 ppm. E’ risultato che la ripetibilita del metodo, calcolata median-
te il Coefficiente di Variazione percentuale (CV%), & risultata inferiore al 17%
per 10 analiti, mentre la resa di estrazione & risultata variare da un minimo del
7% per 'acido siringico ad un massimo del 75% per il 4-idrossibenzoico.

Il metodo & stato successivamene applicato nell’analisi di alcuni campioni di
latte provenienti da allevamenti di montagna e di pianura utilizzando lacido
cinnamico quale standard interno. I risultati ottenuti hanno evidenziato, per la
prima volta, la presenza nel latte di quattro acidi fenolici: il ferulico, il vanillico,
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il 3,4-di-idrossibenzoico ed il 4-idrossibenzoico (Fig. 1). Mentre gli ultimi due
sono risultati ugualmente presenti nei latti di montagna cosi come in quelli di
pianura, 'acido vanillico & risultato presente solo nei latti di pianura ed il feru-
lico solo in quelli di montagna.

Tabella 1 — Tempo di ritenzione (Rt), coefficiente di regressione (R?) e Limite di

Rilevabilita (LOD, mg/L) di 21 acidi fenolici.

Table 1 - Retention time (Rt), regression coefficient (R*) and Limit of Detection (LOD,
.mgl/L) for 21 phenolic acids.

- Compound name Rt R* LOD
3.4,5-trihydroxybenzoic acid (Gallic acid) 83 1,000 <0,05
3.,4-dihydroxybenzoic acid (Protocatechuic acid) 12,8 0,999 <0,05
3,5-dihydroxybenzoic acid (a-resorcylic acid) 14,3 0,999 <0,05
2,3,4-trihydroxybenzoic acid 14,7 0,999 <0,05
4-hydroxybenzoic acid 17,7 0,999 0,01
2.5-dihydroxybenzoic acid (Gentisic acid) 19,0 0,999 <0,05
3-hydroxybenzoic acid 20,5 0998 <0,05
3-mctho.\'y-4-hydm.\'}'benzoic acid (Vanillic acid) 20,9 0,997 0,01
2. 4-dihydroxybenzoic acid (B-resorcylic acid) 21.7 1.000 <0,05
2.3-dihydroxybenzoic acid 222 0995 <0,05

3-hydroxy-4-mcthoxybenzoié acid (Isovanillic acid) 226 0.998 <0,05
3.5-dimethoxy-4-hydroxvbenzoic acid (Siringic acid) 22.6 0.998 0,01

3.4-dihydroxycinnamic acid (Caffeic acid) 230 1000 0,01
4-hydroxycinnamic acid (4-coumaric acid) 28.1 0999 0.01
3-methoxy-4-hydroxycinnamic acid (Ferulic acid) 30.8 0997 0,01
3-hydroxycinnamic acid (3-coumaric acid) 314 0998 001

3.5-dimethoxy-4-hvdroxvcinnamic acid (Sinapic acid) 31.8 0.999 0,01
3-hvdroxy-4-methoxycinnamic acid (Isoferulic acid)  32.8 0.997 <0,05

2-hydroxybenzoic acid (Salicylic acid) 34.1 0996 <0,05
2-hydroxycinnamic acid (2-coumaric acid) 346 0.999 <0,05
Cinnamic acid 39.0 0998 0.01
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Figura 1 — Cromatogramma relativo ad un campione di latte. Sono visibili i picchi relati-
vi ad alcuni acidi fenolici ed allo standard interno (IS). .

Figure 1 - Chromatogram of a milk sample. Are reported the peaks relative to phenolic
acids and to the internal standard (IS).

CONCLUSIONI
Il metodo sviluppato oltre ad essere di facile esecuzione ed a presentare una

buona resa di estrazione ha consentito di evidenziare per la prima volta la pre-
senza nel latte di acidi fenolici.

Benche si tratti di risultati preliminari e siano necessari ulteriori approfon-
dimenti sembra evidenziarsi infine una significativa differenza fra i latti di fon-
dovalle e quelli di alpeggio relativamente al contenuto in acidi fenolici e questo
consente di ipotizzarne 'utilizzo quali marker di tracciabilita del prodotto.

RIASSUNTO - I composti fenolici sono composti essenziali per la crescita e la ripro-
duzione delle piante cosi come per la loro difesa da predatori e patogeni. Tra que-
sti composti, che si differenziano in varie classi in funzione della loro struttura
molecolare, stanno assumendo rilevante importanza nutrizionale gli acidi feno-
lici suddivisibili a loro volta in due classi distinte di derivati, quelli dell’acido
benzoico e quelli dell’acido cinnamico. Benché la presenza degli acidi fenolici nei
prodotti lattiero caseari sia stata ipotizzata, non esistono metodi per la determi-
nazione di questi composti nel latte. Lo scopo di questo lavoro & stato quindi
quello di sviluppare un metodo per la determinazione degli acidi fenolici nel
latte e di valutare la possibilita di un loro utilizzo per la rintracciabilita dei pro-
dotti lattiero-caseari. La procedura analitica adottata comprende 4 fasi: 1) estra-
zione degli analiti di interesse con acetone e tampone acetato (pH=4,6); 2) idro-
lisi degli acidi fenolici coniugati mediante enzima B-Glucuronidasi a 37°C; 3)
purificazione per rimuovere gli interferenti coestratti mediante una estrazione
in fase solida utilizzando colonnine DPA-6S; 4) analisi mediante HPLC operan-
te in fase inversa e rivelazione con Diode Array operante in modalita fullscan.
La separazione su colonna cromatografica & risultata valle-valle per 21 acidi
fenolici tranne che per 'acido siringico e il 3-idrossi-4-metossibenzoico che coe-
luiscono. Le rese di estrazione sono risultate elevate mentre i coefficienti di
variazione molto contenuti. Il metodo & stato infine applicato su alcuni campio-
ni di latte provenienti da allevamenti di montagna e di fondovalle evidenziando
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la presenza di quattro acidi fenolici di cui uno (acido vanillico) presente solo nei
latti di fondovalle ed uno (acido ferulico) solo in quelli di alpeggio.
Farole chiave: acidi fenolici, latte, HPLC, tracciabilita

SUMMARY — Development of a method of analysis for phenolic acids in milk. —
Phenolic compounds are secondary metabolites of plants generally involved in
defence against ultraviolet radiation or aggression by pathogens. Among the dif-
ferent classes of these compounds, defined according to their molecular structu-
"re, very important are the phenolic acids, constituted of a phenolic ring bonded
to a short acidic chain and one or more -OH and -OCHg groups. These com-
pounds can be distinguished in two classes, the derivatives of benzoic acid and
the derivatives of cinnamic acid. The aim of this work was to develop and vali-
date a method of analysis for these compounds in milk in which have never been
determined before and use them for traceability purpose. The analytical proce-
dure includes four steps: 1) extraction of phenolic acids with acetone and aceta-
te buffer (pH=4,6); 2) hydrolysis of the conjugated phenolic acids using B-glucu-
ronidase at 37°C; 3) clean up, with a solid-phase extraction to remove co-extrac-
ted materials with a DPA-6S cartridge and finally 4) analysis with reversed
phase liquid chromatography and an UV diode array detector, operating in full
scan modality. Chromatographic separation was valley-valley for 21 phenolic
acids except for siringic acid and 3-hydroxy-4-metoxybenzoic acid that coelute.
Extraction recoveries were good and variation coefficient were low. Analysis of
lowland and highland milk samples were performed with this new method and
results showed the presence of 4 phenolic acid: vanillic acid is present only in
lowland milks, ferulic acid is present only in highland milks while 3,4- and 4-
hydroxybenzoic acids were ubiquitary.
Keywords: phenolic acids, milk, HPLC, traceability
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