SEMI D'UVA ESTRATTI: metodi analitici

per il controllo di qualita e lidentificazione di
adulterazioni

L'uva, il frutto della vite, e utilizzata quale fonte di alimenti e
bevande da migliaia di anni. | semi del frutto, quali sottopro-
dotti del succo d'uva e dell'industria vinicola, sono
usati freschi o piu comunemente essiccati per
preparare estratti liquidi (acquosi, idroal-
colici, in acetato di etile o acetone) che,
per successiva filtrazione ed essicca-
zione (per esempio con metodo “Spray
drying”) si concentrano in composti fe-
nolici, costituenti naturali dell’'uva.

Gli estratti di semi d'uva sono tra le pre-
parazioni vegetali piu ampiamente utiliz-
zate negliintegratori alimentari per le sem-
pre piU crescenti evidenze scientifiche a sup-
porto dei loro
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Altri nomi comuni: vazioni economiche, adulterazione inten-
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Tabella 1 - Principali specie botaniche usate per adulterare gli estratti di semi d’'uva

Specie pianta ’ Nome Comune ‘ Parte della pianta
Arachis hypogaea L. Arachide Buccia
Camellia sinensis (L.) Kuntze Te Foglie
Malus domestica Borkh. Mela Frutto
Pinus massoniana Lamb. Pino rosso cinese Corteccia
Pinus pinaster Aiton Pino marittimo Corteccia
Prunus dulcis (Mill.) D.A.Webb Mandorla Guscio
Sorghum bicolor(L.) Moench Sorgo Cuticola

estratti disemid’'uva. Negli Stati Uniti, un tipico mulino per arachidi puo produrre
fino a 17 t di bucce di arachidi a settimana; nel 2009, il prezzo minimo sul mer-
cato era di 0,02 $/kgé e i costi sono ancora bassi. In Cina, ad esempio, nel 2015,
il valore medio della buccia di arachidi sul mercato era di 10-13 $/kg, contro i
20-22 $/kg di un estratto di corteccia di pino e i 30-35 $/kg di un estratto di semi
d'uva (estratti coperti da brevetto possono salire fino a 110 $/kg).

Alcune associazioni americane hanno pubblicato un documento di orienta-
mento sulle varie tecnologie e metodi analitici, oggi disponibili, per distinguere
gli estratti di semi d’'uva da potenziali adulteranti, facendo per ciascun metodo
una disamina di vantaggi e svantaggi e della loro capacita di autenticare gli
estratti di semid’'uva e dirilevare la presenza, quali adulteranti, di estratti ricchi
di PAC derivanti da altre fonti vegetali.

Identificazione e distinzione attraverso analisi macro- e micro-
scopica

L'identificazione macroscopica dei semi d'uva?® e un utile strumento per distin-
guere i semi d'uva essiccati da altri semi. La valutazione macroscopica degli
estratti di semi d’'uva, dal tipico colore marrone, serve a determinare l'assenza
di materiale estraneo contenente antociani. Tuttavia, l'identificazione macro-
scopica non é sufficientemente adeguata ad autenticare un estratto di semi
d’'uva o per rilevare potenziali adulterazioni.

Sebbene in letteratura siano disponibili alcuni dati sulle caratteristiche micro-
scopiche dei semi d'uva®®, anche le tecniche microscopiche non sono ritenute
uno strumento efficace per riuscire a distinguere gli estratti di semi d'uva da
specie adulteranti, in quanto attraverso il processo di estrazione viene rimossa
qualsiasi struttura cellulare caratteristica utile a determinare l'identita del ma-
teriale.



Identificazione e distinzione genetica
Non esistono tracce in letteratura di indagini geneti-
che sviluppate allo scopo di autenticare estrattidi
semi d'uva o di rilevare adulterazioni con
estratti di altre piante. Sebbene alcuni me-
todi basati sullanalisi del DNA abbiano
avuto un discreto successo nell'identifica-
zione di alcuni estratti secchi,1©-12 gli stessi
presentano tuttavia delle limitazioni nel de-
terminare lidentitd e nel caratterizzare il
profilo fitochimico di ingredienti sottoposti a
complesse lavorazioni come gli estratti di
semi d’uva.1?1415

Identificazione e distinzione chimica

A differenza dei molteplici metodi, oggi disponibili, per 'analisi del succo d'uva
e dei vini rossi e bianchi, il numero di tecniche analitiche sviluppate per l'auten-
ticazione degli estratti di semi d'uva e per il rilevamento di eventuali adultera-
zioni € ancora limitato. La distinzione tra gli estratti di semi d’'uva ed i loro adul-
teranti mediante analisi chimica richiede una conoscenza approfondita dei loro




costituenti, in particolare della struttura delle proantocianidine (PAC) presenti
sia nei semi d'uva che nelle specie adulteranti. La composizione degli estratti e
influenzata da diversi fattori tra i quali l'origine geografica della pianta, la culti-
var ed il processo di produzione dell’estratto.

In Tabella 2 sono riassunte le principali caratteristiche dei PAC da semid’'uva e
da altre fonti vegetali a piU basso costo, tra quelle maggiormente utilizzate
come specie adulteranti.

Tabella 2 - Proantocianidine caratteristiche di materie prime vegetali a basso costo, conte-
nenti tannini condensati®

Ingrediente Monomeri Galloilazione PAC

Semid'uva Catechina, epicate- S| Tipo B
china

Tipo di | Grado di

polimerizzazione®

2_12619,20,57

Buccia di mandorla | Afzelechina, cate- NO TipoRAeB
china, epiafzele-
china, epicatechina, 8-958
epigallocateching,
gallocatechina

Buccia della mela Catechina, epicate- NO Tipo B

3-1(0)37,40, 41,59
china

Foglie di té verde Catechina, epicate- S| Tipo B
china, epiafzele-
china, epigallocate- 1-11s°
china, gallocate-
china

Corteccia di pino Catechina, epicate- S| Tipo B
marittimo china, epigallocate-
china, gallocate-
china

3-748

Corteccia di P. mas- | Catechina, epicate- S| TipoRAeB
soniana china, epigallocate-
china, gallocate-
china

Nessun dato

Buccia di arachide Catechina, epicate- NO TipoRAeB

1_ 61
china o

Semidel sorgo Catechina, epicate- NO Tipo B 855
china Rosso: 10-205%6
Bianco: 5-1256

2 | tannini condensati (o protoantocianidine) sono costituiti da ripetizioni oligomeriche o polimeriche di unité di flavonoidi
connessi tramite legami carbonio-carbonio. Possono contenere da 2 a 50 unita di flavonoidi o un numero maggiore
(es. polimeri). Da un punto di vista chimico sono ripetizioni della catechina e della epicatechina e loro esteri dell’acido
gallico.

® Determinato attraverso tiolisi.

¢ ILnumero dipende dal metodo di lavorazione; perisemid’uva, il grado di polimerizzazione tra 1 e 37 & stato riportato
per frazioni isolate.62-64
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Caratterizzazione fitochimica degli estratti di semi d’uva e di po-
tenziali adulteranti

Vitis viniferal.

Gli estratti di semi d’uva sono utilizzati negli integratori alimentari quasi esclusi-
vamente in forma di estratti secchi. L'estratto contiene composti fenoliciin con-
centrazioni 50-90%. | principali composti fenolici sono monomeri e polimeri del
flavan-3-olo e loro esteri dell’'acido gallico. | semi d’'uva contengono prevalen-
temente PAC di tipo B. Si tratta di polimeri di flavan-3-olo le cui unitd sono col-
legate da un singolo legame. Da un estratto di semi d’'uva sono state isolate le
procianidine® B1, B2, B3 e B4 a concentrazioni nell’estratto, rispettivamente
del 3,2%, 7,1%, 1,5% e 1,2%.%¢ Risultati simili sono stati riportati in uno studio piu
recente con concentrazioni di procianidine B1, B2, B3 e B4 rispettivamente, del
7,7%,8,3%, 2,8% e 1,6%.Y In estratti di semid'uva é stata inoltre rilevata la pre-
senza di dimeri, trimeri, tetrameri e polimeri di tipo B fino a dimensioni di un do-
decamero trigallato.®® Dall’analisi di quattro estratti di semi d’'uvain commercio
€ emersa una grande variabilitd nella distribuzione del peso molecolare delle
procianidine. Il grado di polimerizzazione (DP) medio variava tra 3 e 11.1%2° || DP
puod comunqgue deviare da questi valori subendo anche l'influenza del processo
di produzione. Sul mercato sono stati identificati due diversi tipi di estratti di
semi d’uva il cui contenuto in polifenoli varia a seconda se trattati o meno con

™) | termini “proantocianidina” e “procianidina” sono spesso usati in modo intercambiabile in lettera-
tura. Tuttavia, proantocianidina & un termine generico per una famiglia di composti polifenolici
strutturalmente correlati costituiti da procianidine, prodelfinidine, propelargonidine, ecc. Le diffe-
renti classi di proantocianidine si distinguono per o specifico profilo di idrossilazione del flavan-3-
olo, ad esempio 3,3', 4’, 5,7-pentaidrossiflavan-3-olo per le procianidine, o 3, 4', 5, 7-tetraidrossifla-
van-3-olo per le propelargonidine. IL nome “proantocianidina” deriva dal fatto che questi composti
producono antocianidine se trattati con un acido minerale. In particolare, da una procianidina si ot-
tiene 'antocianidina “cianidina”, da una prodelfinidina la “delfinidina”, mentre una propelargoni-
dina & convertita in “pelargonidina”, ecc.




l'enzima tannasi. Questo enzima, separando
l'acido gallico dalle molecole quali i flavan-
3-oli, & in grado ad esempio di dividere
U'epicatechina-3-0O-gallato in epicate-
china ed acido gallico. Mentre gli estratti
non trattati con tannasi hanno general-
mente concentrazioni di acido gallico in-
feriori allo 0,5%, negli estratti trattati
con l'enzima i trovano livellidi acido gal-
lico piU elevati (1,75%-4,8%) e tracce di
procianidine galloilate.?-2%

Arachis hypogaeal.

Gli estratti della buccia di arachide contengono procianidine di entrambi i tipi, A
e B.2627 e procianidine dimeriche Al e A2 sono risultate le piu abbondanti (6,9%
e 2,1%, rispettivamente), mentre la B7 era presente allo 0,2%.16 Studi successivi
hanno confermato la presenza delle procianidine Al e A2 ed isolato quattro tri-
meri e due tetrameri (procianidine A-F dell’arachide). Oltre alla procianidina A1,
la procianidina E e risultata la piu abbondante in un estratto della buccia del
legume in 70% acqua-acetone.2® Altri composti fenolici contenuti nella buccia
di arachide sono rappresentati da flavonoli (quercetina, canferolo, isoramne-
tina e loro glicosidi), isoflavoni (genisteina, esperetina), antociani (cianidina, cia-
nidin-3-O-glucoside, cianidin-3- O-soporoside, peonidina-3-O-galattoside e pe-
tunidina-3-O-galattoside) e resveratrolo (3,5,4'-triidrossi-trans-stilbene).2®

Camellia sinensis (L.) Kuntze

Gli estratti di te verde sono ben caratteriz-
zati e dominati dai monomeri del flavan-
3-olo e dai loro gallati. Il principale fla-
van-3-olo delle foglie del te verde e
l'epigallocatechina gallato (EGCG) a
concentrazioni dello O,7-14,4%; se-
guono epigallocatechina (0-4,7%),
epicatechina gallato (0,2-4,2%), epi-
catechina (0-1,5%), catechina (O-
1,2%) e gallocatechina (0,3-0,8%).30-33
Sulmercato sitrovano anche estrattidi
te verde altamente purificati contenenti
EGCG fino al 95%; tuttavia, gli estratti ge-
neralmente  utilizzati negli  integratori




alimentari hanno titoli in EGCG del 40%-70%. Nelle foglie di te verde sono pre-
senti anche caffeina (1-3%), teobromina (0,01-0,9%) e piccole quantita (<
0,1%) di teofillina.30-31,34

La foglia contiene, inoltre, flavonoidi, prevalentemente glicosidi della querce-
tina, canferolo e miricetina, quali 3-O-glucosidi, 3- O-galattosidi, 3- O-rutinosidi,
3-0O-galattosilrutinosidi e 3-0-glucosilrutinosidi.?#3®532¢ | a distinzione tra un
estratto di te verde ed un estratto di semi d'uva e abbastanza semplice date le
molte differenze nel profilo fitochimico.

Malus domesticaBorkh.

| composti fenolici presenti nella buccia
della mela sono rappresentati da glico-
sidi del flavonolo (es. iperoside, querci-
trina, avicularina), monomeri del fla-
van-3-olo (epicatechina, catechina) e
suoi polimeri, acidi idrossicinnamici
(acido clorogenico, acido caffeico) e dal
diidrocalcone “florizina”.3”2® La buccia
delle mele rosse contiene anche anto-
ciani, principalmente cianidin-3-0O-ga-
lattoside ed altri glicosidi della ciani-
dina.?® E nella mela intera che si trova la
concentrazione piu elevata di fenoli (> 70%);

seguono gli acidi idrossicinnamici (4-18%), i flavonoli (1-11%), i diidrocalconi (2-
6%) e le antocianine (1-3%).3%-41 | composti fenolici presenti nella buccia della
mela sono in quantitd da 3 a 28 volte superiori rispetto a quelli della polpa.
Quest'ultima contiene principalmente PAC e acidi fenolici, mentre i glicosidi fla-
vonolici sono del tutto assenti.

Dai risultati di uno studio diricerca tedesco, epicatechina e procianidina B2 sono
risultati i principali flavan-3-oli della mela.?® | PAC di questo frutto consistono
principalmente di procianidine di tipo B lineari aventi come unitd predominante
'epicatechina.*?43 Sebbene l'adulterazione di un estratto di semid'uva con PAC
di mela non sia economicamente vantaggioso, la buccia di questo frutto rap-
presenta una delle principali fonti di procianidina B2, composto presente in
quantitd abbondante anche nell’estratto di semi d'uva.



Pinus spp.
Gli estratti di corteccia di P. massoniana sono
presenti sul mercato ad un costo 5-10 volte
inferiore rispetto agli estratti di Pinus pina-
ster Aiton. Cio rende il P. massoniana una
specie adulterante particolarmente inte-
ressante sotto il profilo economico. | PACIn
forma galloilata sono presenti in quantita
esigua in entrambe le specie di pino.18
Le unitd monomeriche consistono princi-
palmente in catechina ed epicatechina, seb-
bene vi siano anche piccoli quantitativi di epi-
gallocatechina e gallocatechina.***5 Tipicamente,
gli estratti della corteccia di pino contengono PAC di tipo B. ILDP medio dei PAC
(esclusivamente di tipo B) determinati in un estratto di P. pinaster in acqua
calda varia tra 6 e 7.4%%¢ Risultati simili sono stati riportati anche per il pino sil-
vestre (P. sylvestrisL.).4

Dal confronto delle impronte digitali, ottenute in HPLC-UV, di estratti di semi
d'uva e P. massoniananon sono emerse differenze sostanziali, ad eccezione di
una maggior concentrazione di PAC con un piu elevato DP osservata
nell’estratto di pino. Lo spettro di quest’ultimo presenta inoltre un picco di un
dimero di tipo A.2

Prunus dulcis (Mill.) D.A.Web

La composizione in PAC di un estratto della
buccia di mandorla, un prodotto di scarto
dellindustria di questo frutto, consiste
nelle seguenti molecole monomeriche:
afzelechina, catechina, gallocatechina,
epiafzelechina, epicatechina ed epigallo-
catechina.4®

Oltre a catechina ed epicatechinag,
l'estratto contiene inoltre le procianidine
B1, B2, B3, B5, B7 e C1 e dimeri e trimeri di
tipo A non ben identificati, anche se 'analisiin
spettrometria dimassa MALDI-TOF harilevato la
presenza di molecole con DP fino a 10. Dimeri e trimeri di tipo A costituiscono il
19-22% del contenuto totale di PAC in forma dimerica e trimerica dell’estratto
della buccia di mandorla. In esso sono presenti anche dimeri e trimeri della




propelargonidina e della prodelfinidina, anche se a basse concentrazioni (meno
del 5% della quantita totale di monomeri, dimeri e trimeri). | principali flavonoidi
della buccia comprendono: canferol-3-O-rutinoside, isoramnetina-3- O-rutino-
side, isoramnetina-3-0-glucoside e naringenina-7-0O-glucoside.#*%° [La pre-
senza di prodelfinidine e propelargonidine e 'assenza di PAC galloilati permet-
tono di distinguere in modo chiaro un estratto della buccia di mandorle da un
estratto di semid’'uva.

Sorghum bicolor(L.) Moench

Contiene molti composti fenolici delle classi
degli acidi idrossibenzoici, acidi idrossicin-
namici, flavonoidi, antocianine, flavan-
3-oli e flavan-4-o0li.5*-5* La composi-
zione dei composti fenolici nel sorgo e
fortemente influenzata dal genotipo.
Gli acidi ferulico e p-cumarico sono trai
piU abbondanti acidi fenolici presenti in
questo cereale. | sorghi bianco e rosso
contengono elevate quantita di acido
protocatecuico. | flavonoidi “apigenina”
e “luteolina” si trovano prevalentemente
nei genotipi tannino-pigmentati. Altri flavo-
noidi distintivi del sorgo sono: eriodictiolo, erio-
dictiolo 5-O-glucoside, taxifolina, taxifolina 7-O-glucoside e canferolo 3- O-ruti-
noside-7-O-glucuronide. Le antocianine del sorgo sono particolariin quanto non
contengono un gruppo -OH in posizione 3. Le antocianine piu comuni sono l'api-
geninidina e la luteolinidina. | sorghi con pericarpo nero (crusca) hanno quantita
piu elevate di antocianine rispetto a quelli con pericarpo rosso e marrone. | fla-
van-4-oli sembra siano presenti solo nella crusca del sorgo rosso.3%%2| tannini
condensati si trovano solo nei genotipi ll e lll del sorgo, in cui predominano i geni
Bl e B2. 1 PAC di questo cereale sono principalmente di tipo B con epicatechina
e catechina che fungono, rispettivamente, da unita di ripetizione e terminale
delle molecole.’25* Alcuni studi hanno individuato variazioni nella composizione
dei PAC del sorgo rosso rubino (genotipo di tipo lll) come, ad esempio, l'inseri-
mento di unita di gallocatechina/epigallocatechina, PAC contenenti monomeri
di proluteolinidina e proapigenidina e la presenza di eriodictiolo o eriodictiolo-5-
O-glucoside come unitd terminali.’s | genotipi di sorgo bianco contengono mo-
nomeri di catechina ed epicatechina, ma nessun polimero.5%5¢



Metodi di analisi

« Standard chimici e materiali botanici di
riferimento
Qualsiasi metodo analitico richiede stan-

A/ S\ Gard e o materiali di riferimento affidabili.
N Questo requisito e particolarmente impor-
tante quando si conducono indagini per ri-
levare adulterazioni. L'analista dovrebbe
innanzitutto chiedersi quali potenziali
adulteranti potrebbero essere stati usati,
quali classi di composti e loro fonti botaniche
potrebbero essere state utilizzate per sosti-
tuire gli estratti di semi d'uva. Specie botaniche
contenenti acido gallico e/o PAC, ad esempio, sono considerate adulteranti
ideali degli estratti di semi d'uva date le molte similitudini tra i relativi profili fi-
tochimici.
Per una piu efficace individuazione delle adulterazioni sarebbe opportuno di-
sporre di un'impronta digitale spettroscopica/spettrometrica di un estratto di
semi d’'uva autentico e dei potenziali estratti generalmente usati come adul-
teranti per confrontarne gli spettri e individuare le differenze.
La farmacopea statunitense (USP) include uno spettro di un estratto di semi
d'uva, mentre nellAmerican Herbal Pharmacopoeia (AHP) sono disponibili
dati su una miscela di semi e buccia d'uva. PiU difficile reperire informazioni
sulle specie adulteranti.
Altro fattore importante ai fini di una corretta distinzione & disporre di stan-
dard chimici di riferimento affidabili per eseguire i test cromatografici. Mole-
cole quali afzelechina, catechina, epiafzelechina, epicatechina, epigallocate-
china, gallocatechina e alcuni PAC (es. procianidine A1, A2, B1, B2 e C1) sono
facilmente reperibili in commercio; difficili da trovare sono invece i PAC in
forma di trimeri o polimeri caratteristici dei semi d’'uva.

Metodi colorimetrici

| metodi colorimetrici per il rilevamento dei PAC comprendono: la reazione di
Bate Smith, ilmetodo di Folin-Ciocalteu, il saggio del butanolo/acido cloridrico,
il test della vanillina e della 4- (dimetilamino) cinnamaldeide (DMAC). Appli-
cazioni, vantaggi e svantaggi di ciascun test sono descritti in studi ameri-
cani.’®85Metodi colorimetrici sono statiinoltre messi a punto per misurare il co-
lore e le antocianine nei frutti.sé



| test colorimetrici, in genere di semplice
esecuzione e convenienti, utilizzano so-

stanze che reagendo con i fenoli for-

mano prodotti colorati prontamente

quantificabili mediante assorbimento.

Sono metodi di grande utilitd per misu-

rare il contenuto totale difenoli (acidife-

nolici, flavonoidi, PAC, ecc.) iningredienti

di origine vegetale. | dosaggi colorime-

trici non sono, tuttavia, specifici in
quanto, pur misurando il contenuto feno-
licototale, non sonoin grado didistinguere tra
loro le diverse classi di molecole. Poichéicomposti
fenolici sitrovanoin tutto ilregno vegetale, queste metodiche non consentono
né di distinguere la fonte botanica né di identificare eventuali adulterazioni.
Indipendentemente da cio, questi test sono comunemente impiegati per stu-
diare gli estratti di semi d’'uva e spesso rappresentano 'unico metodo chimico
utilizzato ai fini del rilascio del certificato di analisi per ingredienti ricchiin PAC.
Le analisi colorimetriche hanno avuto un uso limitato nel rilevamento di adul-
terazioni con estratti della buccia di arachide.?%¢? Considerandone infatti 'ap-
proccio generico, 'utilitad di questi test nel rilevare la presenza di adulteranti
negli estratti di semi d’'uva non e sufficientemente dimostrata.

| test colorimetrici in combinazione con successivi passaggi di precipitazione
proteica, consentono di determinare il contenuto fenolico totale e di quei com-
posti fenoliciin grado diinteragire con le proteine. Un presunto estratto di semi
d’'uva che non mostra alcuna interazione proteica potrebbe essere conside-
rato o unafrazione a basso peso molecolare dello stesso oppure trattarsi di un
materiale non autentico.

Il metodo colorimetrico di Niketic-Aleksic per la determinazione del contenuto
totale in antociani e risultato efficace nel rilevare tali sostanze in concentra-
zioni superiori allo 0,1% (p/p) in un estratto secco di semi d’'uva.®® Tale meto-
dica rappresenta un utile e facile strumento di screening per rilevare la pre-
senza di antociani prima dell’analisi HPLC. In estratti di semi d’'uva potrebbero
essere presenti residui della buccia che trascinano con sé antocianine a con-
centrazioniinferiori allo O,1%. La presenza di antocianine a concentrazioni su-
periori, sono indice di adulterazione.



TLC/HPTLC
Una delle prime TLC (cromatografia su
strato sottile) per separare le procianidine
in base al loro DP e stata messa a punto
nel 1978 usando la mela da sidro.” Nel
2015, un gruppo di ricercatori statuni-
tensi ha sviluppato un nuovo metodo
TLC quale test qualitativo rapido ed eco-
nomico in grado dirilevare la presenzain
estratti di semi d'uva di preparazioni a
base di buccia di arachide e corteccia di
pino. Come fase mobile si utilizza una mi-
scela di acetone-acido acetico-toluene,
mentre la fase stazionaria & rappresentata da
geldisilice. Per la buccia diarachide sono stati usati
come standard di riferimento PAC dimerici di tipo A. Questo tipo di approccio
consente di identificare facilmente la presenza di tali molecole in estratti di
semi d’'uva, ma non permette una chiara distinzione tra estratti di corteccia di
pino e di semi d'uva data la stretta analogia chimica.
La cromatografia su strato sottile ad alta prestazione (HPTLC) si & mostrata
efficace nel rilevare la presenza di estratti di buccia di arachide in prodotti a
base di estratti di semi d’'uva disponibili in commercio.®” La separazione cro-
matografica e stata effettuata utilizzando come fase stazionaria e mobile, ri-
spettivamente, gel di silice ed una miscela di toluene-acetone-acido formico.
Il profilo cromatografico di miscele di estratti di uva ed arachide in differenti
percentuali sono state confrontate con estratti autentici disemid’'uva e buccia
di arachide e con catechina, usati come standard di riferimento (Figura a
lato). Le bande sono state osservate alla luce
visibile dopo trattamento conilreagente dide-
rivatizzazione “Fast Blue Salt B”. La banda evi-
denziata, principale differenza riscontrata tra
i profili cromatografici dei due estratti, con-
sente di distinguere chiaramente la presenza
di buccia di arachide in un estratto di semi ::
d'uva a partire da concentrazioni del 5% (p/p). | o.] " w=ww w w o-  o-

Questi risultati dimostrano quindi che UHPTLC | o =
o F 1R B

puUO costituire uno strumento analitico utile per | oz
verificare la presenza di PAC tipici di estratti di zf l lll_ll

buccia di arachidi. -

99% uvaf1% arachide
95% uvaf5% arachide
90% uvaf10% arachide
85% uwaf15% arachide
80% uvaf20% arachide
100% buccia arachide

catechina

100% semiuva




*«HPLC
Diversi sono i metodi cromatografici liquidi
ad alte prestazioni (HPLC) messi a punto
per analizzare PAC e antocianine deri-
vanti da varie fonti botaniche, tecniche
che utilizzano varie fasi stazionarie (es.
C18, silice, diolo, ciano, ammide, differenti
polimeri, ecc.) e differenti metodi di rileva-
zione (es. ultravioletto - UV, fotodiodi -
PDA, fluorescenza - FLD, spettrometria di
massa - MS, colorimetrico, ecc.). La prepara-
zione del campione per l'analisi sia dei PAC che
delle antocianine e largamente influenzata dalla matrice.
Per quanto riguarda i PAC, alcune matrici potrebbero richiedere una sgrassa-
tura preventiva per rimuovere lipidi e cere prima di procedere all’'estrazione,
che puo essere eseguita con miscele idroalcoliche, acetone o varianti dello
stesso acidificate. Molti estratti botanici in commercio richiedono in genere
solo il trattamento con un solvente compatibile con HPLC e successiva filtra-
zione prima dell’'iniezione. In alcuni casi potrebbe essere necessario eseguire
un’estrazione in fase solida per rimuovere eventuali sostanze interferenti o
materiale estraneo. Esistono essenzialmente due approcci a questo tipo di
analisi: distruttivo e non distruttivo.
Il primo approccio comporta la scissione in ambiente acido del campione in
presenza di nucleofili (es. benzilmercaptano, floroglucinolo, ecc.). L'analisi
HPLC dei prodotti di reazione fornisce informazioni qualitative sulla subunita
di struttura (es. profilo di sostituzione del flavan-3-olo) consentendo di deter-
minare la presenza di PAC atipici (es. propelargonidine) in un estratto di semi
d'uva sospetto. La tiolisi € un approccio ampiamente usato nella caratterizza-
zione dei PAC?° e per calcolare il DP medio.
| metodi non distruttivi prevedono invece che l'estratto non venga sottoposto
a preventiva reazione chimica. Lo svantaggio dei metodi HPLC non distruttivi
e la spesso scarsa risoluzione dei PAC costituiti da quattro o piU unitd, in parti-
colare nei metodi che utilizzano la cromatografia in fase inversa. Tali tecniche
sono quindi inefficaci nel distinguere specie botaniche differenti. Un modo per
migliorare la separazione cromatografica potrebbe essere quello di trattare
preventivamente il campione con polivinilpolipirrolidone, polimero in grado di
legare i polifenoli, o con filtri con peso molecolare di 3.000 o 5.000 Da al fine
di rimuovere i PAC di dimensione maggiore,25™ con il rischio tuttavia di
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eliminare anche molecole potenzialmente rile-
vanti. Entrambi gli approcci necessitano di
standard analitici di riferimento e di prepara-
zioni botaniche autentiche, necessarie per il
confronto con il campione sospetto.
Uno dei primi esempi dell’'uso di HPLC e la se-
parazione in fase normale di procianidine di
semi d’'uva sfruttando il diverso DP ed usando
un gradiente di metanolo acidificato in dicloro-
metano.” Per ottenere la separazione dei PAC
sullabase delle dimensioni sipud anche usare la cro-
matografia a permeazione di gel (GPC), una tecnica ana-
litica la cui risoluzione e tuttavia scarsa e che necessita di derivatizzazione.
Il metodo e stato perfezionato (eliminazione della derivatizzazione ed un leg-
gero miglioramento della risoluzione) utilizzando due colonne di materiale po-
roso “polistirene-divinilbenzene” collegate in serie per separare estratti di semi
d'uva frazionati.”

HPLC-Vis

Ricercatori americani e coreani hanno messo a punto metodi HPLC-Vis con ri-
velatore a fotodiodi e HPLC-MS (spettrometria di massa) per la separazione e
l'identificazione di antociani, generalmente rilevabili a lunghezze d'onda tra
520-546 nm.7™76 Questi pigmenti non si trovano naturalmente nei semid’uva,
ma la presenzain tracce puo derivare dal processo di pigiatura e separazione
delle bucce d’'uva rossa dai semi.

Gli estratti di semi d’'uva hanno un tipico colore marroncino. Una colorazione
viola rossastro e indice della presenza di elevate quantita di antociani.

HPLC-UV/FLD

Descritta in alcuni studi,?%?"7® 'HPLC con rivelatore FLD (fluorescenza) con-
sente una piu efficace separazione dei monomeri, dimeri e trimeri di catechina
rispetto alla HPLC con rivelatore UV.22 Mancano tuttavia dati sulla capacita
delllHPLC-FLD di distinguere estratti di semi d'uva da potenziali adulteranti.

HPLC-MS, UHPLC-MS, HPLC-UV/MS, UHPLC-UV/MS e HPLC-MS/MS

La combinazione di separazioni cromatografiche in fase normale o ad intera-
zione idrofilica (HILIC), basate sui differenti DP dei PAC, con spettrometria di
massa, offre un potente strumento qualitativo in grado di caratterizzare e va-
lutare la distribuzione di monomeri, oligomeri e polimeri. Piu difficile identifi-
care trimeri e loro forme galloilate che eluiscono in tempi piu ravvicinati. Seb-
bene l'impiego della cromatografia HILIC per separare PAC abbia dato dei



risultati promettenti, sono necessari piu dati
per valutare la capacita di questa tecnica
di confermare l'autenticita di un estratto
di semid’'uva.

Alcuni ricercatori hanno applicato i risul-

tati di loro precedenti lavori alla separa-

zione di tannini di semi d’'uva utilizzando

come fase stazionaria diolo: 'analisi ESI-

MS ha confermato la presenza di dimeri

di procianidina attraverso l'uso di otta-

meri costituiti da O a 3 unita di galloila-
zione.”™ Successivamente, questo stesso
metodo e stato adattato per separare e ca-
ratterizzare dimeri di procianidina sfruttando
pentameri. La caratterizzazione e la semi-quantificazione sono state ottenute
attraverso l'aiuto di un tetramero usato come standard di riferimento.8° L'ef-
ficacia di queste tecniche nel rilevare adulterazioni non e stata tuttavia te-
stata.

Ricercatoriolandesi hanno utilizzato 'HPLC in fase normale ed inversa, accop-
piata a spettrometria di massa, per caratterizzare vari PAC di tipo A e B otte-
nuti da semi d’'uva e buccia di arachide.*¢’analisi HPLC con rivelatore UV ac-
coppiata a spettrometria di massa (HPLC-UV/MS) ha invece consentito di ot-
tenere l'impronta fitochimica di estratti di semi d’uva, di buccia di arachide e di
corteccia di pino.2t Con tale tecnica si riesce a distinguere efficacemente un
estratto disemid’'uva da un estratto di buccia di arachide. Piu difficile e riuscire
a differenziare l'estratto dei semi d'uva da un estratto di corteccia di pino (~.
massoniana) a causa dell’analogia chimica.

L'HPLC con fase stazionaria “diolo” e stata utilizzata per caratterizzare 20 ma-
terie prime in commercio etichettate come “estratti di semi di uva”.8?

| picchi atipici osservati nei profili HPLC sono stati ulteriormente analizzati con
HPLC-MS/MS (HPLC abbinata a spettrometria di massa tandem). Questo ulte-
riore passaggio ha portato al rilevamento in un campione di procianidine di
tipo A e di propelargonidine di tipo B in quattro prodotti. Si tratta, pertanto, di
un approccio efficace nelrilevare le adulterazioni con estratti contenenti pro-
cianidine di tipo A e/o propelargonidine.

Con la tecnica delllHPLC accoppiata a (APCI)-MS (spettrometria di massa con
ionizzazione chimica a pressione atmosferica) alcuni ricercatori sono riusciti a
identificare in un estratto di semid’uva le seguenti molecole: acido gallico, pro-
cianidine B2 e B4, (+)-cateching, (-)-epicatechina e (+)-epicatechina gallato.82



Nonostante la mancanza di qualsiasiinforma-
zione strutturale per DP > 2, la presenza delle
procianidine dimeriche B2 e B4 potrebbe
servire come infor-mazione accessoria
nell’autenticazione di estratti di semi d'uva.

Nel 2018, utilizzando la tecnica HPLC-
HRMS/MS (spettrometria di massa in alta ri-
soluzione) si e riusciti, per la prima volta, ad
identificare l'epicatechina vanillato in semi
d'uva e vino rosso a livelli di ppb (ng/kg).82 Con-
siderata la particolaritd, questo composto po-
trebbe costituire 'unico marcatore utile per autenticare
un estratto di semi d'uva. Tuttavia, non & noto se tale epicatechina é real-
mente presente in tutte le uve.
Con il metodo della cromatografia liquida a ultra alta prestazione (durata
circa 65 min) abbinata a spettrometria di massa in alta risoluzione (UHPLC-
HRMS), un gruppo diricerca americano e stato in grado di estrarre, identificare
e quantificare monomeri ed oligomeri della catechina fino agli ottameri.84Tale
approccio consente di distinguere i PAC dei semi d’'uva da quelli di mela, cioc-
colato e di altri frutti. Sulla base dei dati disponibili in letteratura, i metodi
HPLC-MS sono in grado di identificare la presenza di adulteranti in estratti di
semi d'uva. ldealmente, questi metodi dovrebbero essere combinati con una
robusta analisi chemiometrica.

Nelle analisi sidovrebbero includere piu campioni per tenere conto della varia-
bilita degli estratti dovuta sia a variazioni naturali che alle differenze nei pro-
cessi di produzione.

Una caratterizzazione fitochimica abbastanza completa di un estratto di semi
d'uva e stata ottenuta con un’analisiin ultra HPLC con rivelatore a raggi ultra-
violetti UV e ad aerosol caricato, accoppiata con spettrometria di massa in
alta risoluzione (UHPLC-UVCAD-HRMS).25 Una buona separazione dei costi-
tuenti si e raggiunta con colonna C18 in 75 min. Utilizzando il rivelatore ad ae-
rosol caricato (CAD: Charged Rerosol Detector) si riesce facilmente a distin-
guere, dall'impronta digitale, U'estratto dei semid'uva da quello della buccia di
arachide e della corteccia di pino marittimo.

| 39 principali picchi del cromatogramma sono stati parzialmente o completa-
mente attribuiti a 83 differenti composti. L'assegnazione strutturale & stata
effettuata confrontando i dati della spettrometria di massa con quelli di com-
posti noti o con dati di letteratura, modelli di frammentazione in MS di



composti noti sono stati utilizzati per ripartire
le molecole nelle relative classi di apparte-
nenza. Sebbene gli autori di questo studio
abbiano notato un’'importante differenza
tra estratti di semi d'uva trattati o meno
con enzimi, il metodo UHPLC-UVCAD-
HRMS e in grado di distinguere entrambi i
tipi di estratto da potenziali adulteranti.

MALDI-TOF
La spettrometria di massa MALDI-TOF (MALDI:
desorbimento/ionizzazione laser assistito da ma-
trice; TOF: analizzatore a tempo di volo) &€ comunemente utilizzata per deter-
minare le caratteristiche strutturali generali (ad esempio, il tipo di monomero,
PAC di tipo A o0 B, numero di unitd monomeriche e il grado di galloilazione) e la
distribuzione dei PAC con vari DP all'interno di estratti contenenti tannini con-
densati.®s-®7 La preparazione del campione e rapida e semplice e consiste nel
dissolvere l'estratto in metanolo o in acqua-acetone, miscelare e diluire 1:1 nel
sistema matrice (generalmente una soluzione in metanolo dell’acido 2,5-dii-
drobenzoico). Possono essere utilizzate entrambe le modalitd, lineare o reflec-
tron; dal confronto tra le due emerge come la modalita lineare sia in grado di
identificare in modo piu efficace i PAC con elevato DP.2*® Con l'uso del MALDI-
TOF si e riusciti a distinguere un estratto di semi d’'uva da un estratto di cortec-
cia di quercia (Quercus robur L., Fagaceae) e di te verde,®® e anche da un
estratto di corteccia di pino.*8 |l principale svantaggio di questa tecnica anali-
tica e il costo elevato della strumentazione ($180,000 - 350,000) che ne
rende impossibile 'acquisto da parte di molti laboratori.

NMR

La spettroscopia NMR (risonanza magnetica nucleare) H e/o *C puo essere
utilizzata per confrontare campioni sospetti con campioni autentici.

Se abbinato ad un software diriconoscimento del profilo fitochimico, 'NMR di-
venta uno strumento potente e robusto per riuscire a caratterizzare ed auten-
ticare estratti botanici. Per quanto riguarda le procianidine dell'uva, 'NMR si e
mostrato efficace nel distinguere vini da varieta di uva differenti, di varie an-
nate e regioni.®® Di conseguenza, una combinazione di chemiometria e spet-
troscopia NMR potrebbe essere utile per rilevare la presenza di adulteranti in
un estratto di semi d'uva. Sarebbe tuttavia prima opportuno dimostrare, con-
validandone il metodo, la capacita dell’NMR di discriminare un estratto di semi
d'uva da estratti contenenti PAC.



Tabella 3 - Confronto tra i differenti approcci usati per autenticare estratti di semid’uva

Ingrediente

Macroscopico

Monomeri

Parti di piante
non lavorate

Galloilazione
Rapido, economico

Tipo di PAC
e Nessuna automazione/sta-
tistica
e |l risultato dipende dalle
competenze dell'analista

Microscopico

Parti di piante
non lavorate;
semi polvere

Rapido, economico

e Nessuna automazione/sta-
tistica con microscopi di alta
qualita

e |Lrisultato dipende dalle
competenze dell'analista

e Difficoltd a distinguere le
specie strettamente corre-
late

Genetico Parti di piante e Ein grado di distinguere e Preparazione ed analisi del
non lavorate; specie strettamente corre- campione complessi
semi polvere late e Attrezzatura costosa
e Approcci piu avanzati pos- | « Non applicabile a estrattiin
sono rilevare il DNA fram- polvere sottoposti a com-
mentato in materiali lavo- plesse lavorazioni
rati o | limiti di rilevabilita per le
e L'adulterante puo essere polveri necessitano di es-
facilmente identificato sere valutati
HPTLC Estratti e Rapido e Nessuna statistica
e Attrezzature economiche ¢ Rilevamento di adultera-
e Rilevata adulterazione da zioni < 5% difficile
buccia di arachide a partire | ¢ Necessita di standard di ri-
dal 5% ferimento
e Non é richiesta alcuna stati-
stica
HPLC-UV- Estratti e Attrezzatura standard pre- | e Attrezzatura costosa
Vis/FLD sente in molti laboratori e Quantitativa (meno speci-
e |deale per composti con fica di HPLC-UV/MS)
cromoforiforti (es. acidi fe- e Impossibile distinguere i pic-
nolici) chi sovrapposti
¢ Rilevazione di adultera- ¢ Rilevamento di adultera-
zione con buccia di arachidi zioni spesso hon semplice
e fonti di propelargonidine | « Necessita di standard di ri-
e Antociani ferimento
HPLC-UV/MS Estratti e Analisi quali- e quantitativa | e Attrezzatura costosa
e Elevata sensibilita ¢ Rilevamento di adultera-
zioni spesso non semplice
HPLC-MS/MS Estratti e Analisi quali- e quantitativa | e Attrezzatura costosa
¢ Elevata sensibilitd e specifi- | ¢ Rilevamento di adultera-
cita zioni spesso non semplice
MALDI-TOF Estratti e Fornisce informazioni strut- | e Attrezzatura costosa

turali sui PAC
e Ein grado dirilevare PAC
ad elevato peso molecolare
¢ 'adulterazione puo essere
rilevata attraverso l'im-
pronta digitale dei PAC




Conclusioni

Dal punto di vista analitico, 'autentica-
zione di un estratto di semi d'uva rap-
presenta una grossa sfida. L'autenti-
cazione o il rilevamento di adultera-
zioni in un estratto potrebbe richiedere
l'applicazione di piu metodi di analisi.
L'adulterazione con PAC rappresenta
un livello di sofisticazione distinguibile
solo attraverso tecniche cromatografi-
che che sfruttano diversi metodi dirileva-
mento (UV-Vis, FLD, MS, MS/MS, ecc.) o tra-
mite metodi spettroscopici/spettrometrici
come NMR o MALDI-TOF.

Tuttavia, & 'adulterazione con estratti botanici ricchi in procianidine di tipo B a
costituire la sfida piu grande, in quanto non facilmente identificabili né con me-
todi cromatografici né con tecniche spettroscopiche/spettrometriche. | risultati
migliori si ottengono quando le impronte digitali, ottenute ad esempio mediante
HPLC-UV, HPLC-MS o MALDI-TOF, sono messe a confronto con estratti di semi
d’'uva autentici e con potenziali estratti adulteranti e successivamente analiz-
zati utilizzando software statistici di ultima generazione.
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