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INTRODUZIONE

La sempre pill libera circolazione delle merci in ambito comunitario e internazionale impone
ai produttori il rispetto di standard _qualitativi elevati che favoriscano l'affermazione del
prodotto. L'Ttalia & particolarmente interessata a garantire un alto e costante livello qualitativo
nel settore dei derivati di pomodoro, dei quali il nostro Paese ¢ forte produttore ed esportatore.

Vari parametri sono stati suggeriti come indici oggettivi di qualita nei derivati di pomodoro:
tra questi figurano la carica microbiologica (1-3), le modificazioni di colore del siero (1,4-6), la
perdita di acido ascorbico (5), la formazione di acetoino e diacetile (7,8), la formazione di
acido piroglutammico (9).

Tuttavia, uno dei parametri piu frequentemente utilizzati ¢ il contenuto di 5-idrossimetil-
furfurolo (IMF), un prodotto di degradazione che, oltretutto, ¢ in stretta relazione con le
modificazioni di colore del siero (1,4-6,9-13). Infatti, IMF si forma durante i trat_tamenti
termici o la conservazione a temperature non idonee ed & coinvolto nelle reazioni di
imbrunimento non enzimatico; per questi motivi, la sua presenza rappresenta il primo segno di
degradazione in molti prodotti alimentari (1,4-6,9-13).

I metodi classici di determinazione di IMF non solo nei derivati di pomodoro, ma anche in
altri tipi di matrici alimentari, si basano su misure colorimetriche (1,5,6,12,13,15-19). Questi
metodi sono lunghi, impiegano reattivi tossici o comunque pericolosi, richiedono un preciso
controllo del tempo e della temperatura di reazione in quanto linstabilita del prodotto di
reazione colorato pud portare a bassi recuperi e ampie variazioni statistiche nei risultati e
nessuno di questi metodi & specifico (12,13,16-20). Piu recentemente sono stati proposti
metodi per HPLC (4,10-14,18-22). Questi metodi sono piu rapidi, mostrano accuratezza,
sensibilita e specificitd migliori rispetto ai procedimenti colorimetrici e utilizzano reattivi meno
pericolosi (12,19).

In questo articolo viene descritto un metodo che si basa sulla formazione dei 2,4-
dinitrofenilidrazoni dei composti carbonilici e successiva separazione per HPLC in fase inversa.
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PARTE SPERIMENTALE

I materiali e i metodi impiegati sono stati gia descritti in precedenti lavori (21-23).
RISULTATI E DISCUSSIONE
Ottimizzazione della fase di derivatizzazione

Recentemente la cromatografia liquida ad alta pressione (HPLC) ¢é stata utilizzata per la
determinazione di IMF in numerose matrici di interesse alimentare, tra cui anche i derivati di
pomodoro (4,10-13). Tuttavia, i metodi finora proposti prevedono liniezione del campione
senza derivatizzazione. Noi abbiamo ritenuto invece di sottoporre il campione a

derivatizzazione per ottenere i 2,4-dinitrofenilidrazoni (DNFI-oni) dei composti carbonilici .

presenti, in modo da migliorare la sensibiliti del metodo. Del resto, questo tipo di
derivatizzazione € gid stato utilizzato per la determinazione di IMF e/o altri composti
carbonilici in diversi tipi di matrici (21-25).

I DNFI-oni si ottengono di solito impiegando un eccesso di soluzione acquosa di 2,4-dinitro-
fenilidrazina (DNFI) in presenza di acido cloridrico. L'utilizzazione da parte nostra di una
soluzione di DNFI in acetonitrile in presenza di acido perclorico offre il vantaggio di ottenere
una soluzione dei derivati che pud essere iniettata direttamente nel sistema HPLC (21-23). Si
possono cosi evitare lunghe e noiose operazioni, quali la filtrazione e il lavaggio dei derivati
ottenuti in soluzione acquosa, come pure la preparazione di una soluzione dei derivati in un
opportuno solvente prima della determinazione HPLC (21-23). L'uso di acido perclorico
invece che di acido cloridrico & dovuto alla sua maggiore solubilita in acetonitrile (21-23).

La fase di derivatizzazione ¢ stata da noi ottimizzata rispetto al rapporto molare
DNFl/analita, alla aciditd del mezzo ¢ al tempo di reazione. Per questo fine, la quantita del
derivato ottenuto & stata valutata su una soluzione acquosa contenente 104 moli/l di IMF. I
risultati ottenuti sono presentati nelle figure 1, 2 e 3. Si osserva che la reazione di
derivatizzazione € quantitativa quando il rapporto reagente/analita € almeno 2,5:1 e l'acidita del
mézzo. determinata al pH-metro, & circa 1. In queste condizioni, IMF viene trasformato
quantitativamente nel corrispondente DNFI-one in 25 minuti. Il derivato cosi ottenuto é stabile
per almeno 24 ore se conservato in frigorifero a 0-4°C.

Calibrazione

Per la determinazione quantitativa ¢ stata preparata innanzitutto la curva di taratura relativa
all'analita di interesse, utilizzando soluzioni standard di IMF nelle condizioni ottimali descritte
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Figura 1. Conversione del 5-idrossimeiilfurfurolo nel corrispondente 2,4-dinitrofenilidrazone in
funzione dell'acidita del mezzo. Rapporto molare 2,4-dinitrofenilidrazina/analita = 2,5; tempo

di reazione = 30 minuti.
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Figura 2. Conversione del 5-idrossimetilfurfurolo nel corrispondente 2,4-dinitrofenilidrazone in
funzione del rapporto molare 2,4-dinitrofenilidrazina/analita. pH del mezzo = 1; tempo di

reazione = 30 minuti.
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Figura 3. Conversione del S-idrossimetilfurfurolo nel corrispondente 2,4-dinitrofenilidrazone in
funzione del tempo di reazione. Rapporto molare 2,4-dinitrofenilidrazina/analita = 2,5; pH del
mezzo = 1.

in precedenza. La curva di taratura ¢ risultata lineare nell'intervallo di concentrazioni da 103 a
107 molifl, che rappresenta valori tipici per campioni reali. I parametri della regressione lineare
relativa al grafico bilogaritmico dell'area del DNFI-one rispetto alla conceritrazione dell'analita
di interesse sono risultati: pendenza 1,0098, intercetta 10,1781, deviazione standard della
pendenza 0,0015, deviazione standard dellintercetta 0,0076, coefficiente di correlazione
0,999971. Fissando la lunghezza d'onda del rilevatore al valore corrispondente al massimo di
assorbimento del derivato di IMF, & possibile determinare il limite di rivelabilita dall'espress:one
30/S (26), dove S ¢ la sensibilita, che pud essere ottenuta dalla retta di taratura e assume il
valore di 1,26 x 10" e ¢ ¢ il rumore di fondo dell'integratore, da néi fissato = 100. 11 limite di
rilevabilita risulta pertanto 2,4 x 108M.

Specificita, recupero e riproducibilita
Il metodo risulta notevolmente specifico dal momento che, nelle condizioni descritte, il
derivato di IMF si separa in maniera molto soddisfacente rispetto agli altri componenti della -

miscela in esame. A titolo di esempio, in Figura 4 ¢é riportata una tipica separazione ottenuta su
un campione commerciale di succo di pomodoro.
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Figura 4. Separazione per cromatografia liquida ad alta pressione dei 2,4-dinitrofenilidrazoni
dei composti carbonilici di un campione commerciale di succo di pomodoro. 1: 2,4-
dinitrofenilidrazina; 2: 2,4-dinitrofenilidrazone del S-idrossimetilfurfurolo.

Nei campioni reali, DNFI deve essere almeno 20 volte pit concentrata ﬁspetto all'analita da
determinare, dal momento che un'aliquota del reagente viene utilizzata nella derivatizzazione di
altri composti carbonilici presenti. In tutti i campioni finora da noi esaminati il rapporto 1:20 é
risultato sufficiente, come dimostrato dal picco della DNFI in largo eccesso che compare nel
cromatogramma ¢ dal fatto che non si sono ottenuti incrementi di aree per I'analita di interesse
utilizzando un rapporto analita/reagente di 1:50.

I recuperi sono stati determinati valutando, sulla retta di taratura, le aree dei picchi ottenuti
da un passato di pomodoro addizionato di quantita note di analita. La quantita trovata rispetto

alla somma tra la quantita aggiunta e quella originariamente presente nel campione rappresenta -

il recupero. Il campione utilizzato & stato scelto in base al suo basso contenuto di IMF (4,09 x
10 M), uno dei pilt bassi livelli fra tutti i derivati di pomodoro da noi analizzati. I risultati
ottenuti sono raccolti in Tabella I. Come si vede, i recuperi sono risultati compresi tra 94 e
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Tabella I Recuperi di S-idrossimetilfurfurolo aggiunto ad un campione commerciale di passato
di pomodoro*

Concentrazione di S-idrossimetilfurfurolo (moli/l)

Originariamente presente Aggiunto Trovato Recupero (%)
4,09x 10-3 1,00 x 106 (3,98 +0,12) x 105 95+3
4,09 x 1075 1,00 x 10-3 (4,88 +0,11)x 105 96+2
4,09 x 10-3 1,00 x 104 (1,32 +0,04) x 10-4 94+3
4,09 x 1073 1,00x 10-3 (0,99 +0,03) x 10~3 95+3

*Media di 6 determinazioni + errore standard

96%, il che dimostra che non si hanno perdite significative durante le fasi di preparazione

preliminare del campione.
La riproducibilita é stata valutata conducendo la determinazione 6 volte in 48 ore sullo stesso

' campione; ogni soluzione ¢& stata analizzata in doppio. La concentrazione media di IMF ¢

risultata 4,09 x 105 M, con una deviazione standard di 8,18 x 107 M e un coefficiente di
variazione di 2%.

Per verificare che non si formino quantitd artificiose dell'analita di interesse durante il
trattamento preliminare del campione in condizioni acide, la fase di derivatizzazione ¢ stata
condotta per 30, 60, 90 e 120 minuti sullo stesso campione di passato di pomodoro; ogni
soluzione & stata iniettata tre volte. E' stato ottenuto un leggero aumento della quantita di IMF
a 60 minuti, seguito da una diminuzione a 90 minuti ¢ da un nuovo aumento a 120 minuti.
Tuttavia, nessuna delle differenze osservate ¢é risultata statisticamente significativa (p < 0,05)
rispetto alla quantit di analita determinata a 30 minuti.

Applicazione

La metodica descritta & stata applicata alla determinazione del contenuto di IMF nei piu
comuni tipi commerciali di derivati di pomodoro; ogni campione ¢ stato analizzato in doppio. I
risultati ottenuti sono riassunti in Tabella II. Come si vede, pur avendo preso in considerazione
prodotti commerciali diversi (passato, polpa, concentrato, succo) confezionati in materiali
diversi (cartone, vetro, lattina, tubetto), la concentrazione di IMF & risultata in tutti i casi
dell'ordine di 10-20 mg/kg.

413



Tabella II. Concentrazioni di S-idrossimetilfurfurolo trovate in alcuni derivati commerciali di

pomodoro*

Concentrazioni di
Campione S-idrossimetilfurfurolo (mg/kg)
Passato cartone 1 10,20 + 0,21 -
Passato cartone 2 10,91 £ 0,25
Passato vetro 1 9,47 + 0,31
Passato vetro 2 . 11,04 + 0,27
Passato lattina 1 14,30 + 0,41
Passato lattina 2 " 14,12+ 0,38
Polpa cartone ’ 19,43 + 0,51
Polpa lattina 21,60 + 0,68
Concentrato tubetto 1 ) 17,41 +0,62
Concentrato tubetto 2 19,22 + 0,57
Concentrato tubetto 3 20,44 + 0,48
Concentrato tubetto 4 21,36 + 0,73
Succo vetro 11,24 + 0,33
Succo lattina 12,31 +0,48

*Media di 6 determinazioni + errore stahdard
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