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INFLUENZA DEI METODI DI ESTRAZIONE E DI PURIFICAZIONE 
SUL DOSAGGIO IN HPLC DEGLI IDROSSIFENOLI 

RIASSUNTO 

AI fine di ottimizzare la determinazione in HPLC in fase inversa degli idrossifenoli in -Thyrnus capitatus
sono state messe a confronto quattro diverse tecniche di estrazione e di clean·up. Dei quattro metOdi uno 
si è dimostrato non adatto per l'HPLC. gli altri tre sono risultati dIstruttivi nei confronti degli idrossifenoli 
estraUi. Il metodo proposto da Charpentier-Cowles s'è dimostrato ìI pu:' idoneo in quanto permette di por
tare all'analisi la maggior parte degli idrossifenoli liberi e di Quelli combinati in strutture pohfefloliche 
complesse non estraibili in etanolo. Per gli idrossifenoli liberi è stato messo. punto un metodo di estra· 
zione che consente recuperi degli idrossifenoli estratti superiOri a quelli dei metodi di Hagerman. 
Nicholson e di Horvat-Senter. 

SUMMARY 

The influence of extrlctlon Ind cl •• n-up methodl on the HPLC quantltatlon 01 hydroxyphenoll. 

Four differenl extraction methods were compard, in Oder lo opt/mite the HPLC separation and quantila
tion of hydroxyphenols in -Thymus capitatus •. One melhod was noi suitable for HPLC ansly,is, whereas 
the others partially destroyed Iha hydroxyphenols extracted trom the pianI. The Charpentier-Cowlea me. 
thOd wa, found Iha most effective allowing to analyse, in spite of Ihe losses, most of the Iree phenolie 
acids and 01 those bounded elltractable in hot acidic medlum buI nOI in ethanoL For the phenohcs In free 
form a method whith recoverier greater than those obtained with Haoerman.Nlcholson and Horvat-$enter 
methods wa! developed. 

Le ricerche sui fenoli hanno dimostrato la loro importanza nella maturazione dei 
frutti e nella tecnologia di prodotti agrari di rilevanza economica (2, 23), nella rego
lazione della crescita (10), come prescursori nella sintesi di sostanze piu comples-
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se (calconi, cumarine, antociani, tannini, lignine, ecc.) e, soprattutto, come prodot
ti di reazioni della pianta in risposta a stimoli esterni causati da attacchi parassi
tari, ferite e condizioni di stress idrico e nutrizionale (12) 
Già da tempo è noto l'enzima chiave della sintesi fenolica, il PAL (fenil-alanina
ammonialiasi), la cui attività risulta anch'essa regolata da diversi stimoli interni 
ed esterni (13). 
In genere j fenoli coinvolti nelle reazioni di risposta si concentrano nelle zone do
ve massima è razione dello stimato. Concentrazioni elevate di acido clorogenico e 
di un suo chinone con forte potere battericida e fungicida sono state trovate nelte 
zone circostanti le ferite in foglie di tabacco (6). 
Relativamente alte concentrazioni di composti a carattere fenolico sono state tro
vate anche nelle parti periferiche di radici di piante Cfefficienti» contro la clorosi 
(1). È stato dimostrato che molti dei fenoli presenti negli escreti radicalici, in parti
colare gli orto-diidrossifenoli, fra i quali speCificamente l'acido caffeico, hanno la 
capacità di ridurre il FeH a FeH

, più mobile e quindi più disponibile per la pianta 
(17). Questo meccanismo, consentendo un maggiore assorbimento di ferro, può 
essere intArpretato come una reazione di risposta da parte della pianta allo stress 
da clorosI. 
Risulta allora importante nello studio del metabolismo dei fenoli disporre di meto
di analitici tali da consentire l'estrazione ed il dosaggio sicuri non solo dei fenoli 
totali, ma anche dei singoli. 
I metodi di estrazione proposti sono numerosi e talvolta in apparente contrasto 
fra loro, forse a causa del diverso materiale vegetale analizzato (2,3,4,5,11,14.15). 
Altrettanto numerosi sono i metodi di dosaggio: o semplicemente calorimetrici 
per la determinazione dei fenoli totali (19), o cromatografici in TLC (15), in GC (14, 
16) e i n H PLC (2,3,4,5,9.11,20,22,23). per la determinazione dei singoli fenoli. 
Tutte le tecniche proposte non sono però esenti da critiche in quanto. anche ac
certata l'impossibilità di poter procedere ad un'estrazione totale dei fenoli dalla 
pianta (18), esse richiedono sempre una preventiva idrolisi acida o alcalina 
deU'estratto. Queste idrolisi, per Quanto necessarie per ottenere i fenoli piu sem
pliCi dai composti naturali piu complessi presenti nella pianta, sono sempre di· 
struttive e quindi non consentono di avere un quadro completo e reale della com
posizione fenolica sia in termini quantitativi che qualitativi. 
Pertanto, nel continuare le nostre ricerche sulle variazioni fenoliche nei vegetai in 
dipendenza dei fattori ambientali (7,9), al fine di comprendere meglio i meccani
smi messi in atto dalla pianta come risposta specifica soprattutto allo stress idri
co e nutrizìonale, abbiamo messo a confronto diversi metodi analitici, scelti fra 
quelli prima citati, allo scopo di individuare quello per noi piu Idoneo. 
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MATERIALI E METODI 

Materiale vegetale. Le estrazioni degli idrossifenoli venivano effettuate su mate
riale vegetale costituito dalle cimette di piante di «Thymus capitatus,., specie en· 
demica sui calcari del sassarese, di cui abbiamo già studiato le variazioni di con
tenuto e di composizione fenolica nell'olio essenziale (7). 

Reagenti. Tutti gli standards dei composti ricercati (acidi galileo, clorogenlco, 
caffeico, p-cumarico, ferulico e cinnamico) erano Reagent·Grade della Hoechst ed 
erano usati senza ulteriore purificazione. Soluzioni metanoliche contenenti quanti
tà equi molari dei singoli composti venivano usate per la costruzione della curva di 
taratura per la determinazione colorimetrica secondo il metodo SINGLETON
ROSSI (19). Soluzioni metanoliche degli stessi composti, opportunamente diluite e 
preparate giornalmente, venivano usate come standard eslerno nel dosaggio dei 
singoli fenoli mediante HPLC. 

Tecniche di estrazione. Sono state applicate come tali o leggermente modificate 

le tecniche descritte da: 

HOAGLAND e DUKE (13), metodo 1; 
HAGERMAN e NICHOLSON (11), metodo 2; 
HORV Al e SENTER (14), metodo 3; 
CHARPENTIER e COWLES (4), metodo 4. 

Per ridurre al minimo gli errori sperimentali e quindi rendere più attendibile il con
fronto, nell'applicazione dei quattro metodi vennero rese uguali le quantità di ma· 
teriale sottoposto ad estrazione (l,O g), i volumi finali degli estratti dopo i diversi 
trattamenti e le quantità di campione iniettate in HPLC (201'1). Tutte le prove di 
estrazione e di dosaggio erano triple e i risultati riportati sono quelli mediati. 

Apparecchiature HPLC. Il cromatografo liquido-liquido al alta pressione era costi· 
tuito da un sistema Perkin Elmer della serie 38, equipaggiato con uno spettrofoto
metrico LC·75 UV·visibile, a lunghezza d'onda variabile, con Autocontrol. I croma· 
togrammi venivano registrati ed elaborati su un .Sigma 15 Chromatography data 
station. della Perkin Elmer. La cromatografia usata era quella a fase inversa su 
una colonna Ap·18 (10 "m) della Brownlee Labs delle dimensioni di 250 x 4,6 mm, 
fornita di una precolonna Co-Peli OOS della Whatman. La fase eluente era costi· 
tuita da metanolo per HPLC della Hoechst (A) e da tampone acetato 0,05 M a pH 
4,7 (8), filtrati in filtro Millipore da 0,45 p'm, degasati prima dell'uso e miscelati se· 
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condo i gradienti riportati nelle figure. La velocità di flusso della fase mobile era 
di 1,5 ml/min; la concentrazione degli idrossifenoli veniva determinata dalla loro 
assorbanza a 270 nm. 

RISULTATI E DISCUSSIONE 

Nella figura 1 si riportano i cromatogrammi HPLC di estratti di Timo ottenuti se
condo il metodo 1 (Fig. 1A), il metodo 2 (Fig. 1B) e il metodo 3 (Fig. 1C). 

Metodo 1. È il piu semplice in quanto consente l'immediata determinazione dei 
fenoli totali direttamente sull'estratto mediante il metodo colorimetrico 
SINGLETON-ROSSI (19). Il metodo 1 venne da noi adattato all'HPLC aggiungendo 
di seguito, dopo l'estrazione con EtOH 75% a temperatura ambiente, la riduzione 
dell'estratto a piccolo volume, la ripartizione con CHCI} della fase acquosa rima
sta e acidificata a pH 1-2 e infine un passaggio su filtro Millipore < 0,21tm ed uno 
su colonnina Sep-pak CII della Waters. Lo scopo era quello di allontanare materia
le IIpidico o comunque basso polare eventualmente presente nel campione e quin
di di evitare l'inutile inquinamento della colonna cromatografica. Il cromatogram
ma 1A, di cui vengono riportati i primi 30 minuti di eluizione, conferma la mancan
za di sostanze basso polari, tuttavia si dimostra abbastanza piatto e poco signifi
cativo ai fini analitici. Si hanno solo lievi cenni di picchi ai tempi di ritenzione de
gli acidi clorogenlco, caffelco, p-cumarico e cinnamico, mentre é ben definito il 
solo picco del gallico assieme a picchi più grossi caratterizzati da tempi di riten
zione molto vicini a quelli del volume vuoto. Questi primi picchi, molto mobili e 
quindi molto polari, possono essere attribuiti o ad acidi carbossilici oppure ad 
esteri degli acidi fenolici non risolti cromatograficamente. 
Gli acidi fenolici, pur presenti negli estratti, come risulta dall'analisi colorimetrica 
(Tab. 2), lo sono prevalentemente in forma combinata e poco in forma libera. SI di
mostrava pertanto la necessità di un'idrolisi acida o alcalina dell'estratto etanoli
co prima dell'analisi in HPLC. 

Metodo 2. Il metodo venne scelto proprio perché richiedeva l'idrolisi alcalina 
dell'estratto, Indicata dagli autori come la più idonea (11), e venne applicato come 
tale, salvo l'estrazione iniziale ottenuta sostituendo al metanolo l'etanolo 75%. 
I risultati ottenuti (Fig. 1 B) non sono però molto diversi da quelli della Fig. 1A. Si 
registrano una maggiore quantità di gallico e l'accentuazione dei picchi del cloro
genico, del caffeico e del p-cumarico, in quantità però sempre troppo piCCOle ri
spetto a quanto determinato colorimetricamente. Prove condotte aumentando il 
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o 5 lO 15 20 

UWPO DI RITENZIONE (mln) 

Fig. 1 . Cromatogrammi In HPlC di estratti da -Thymus capitatus~ secondo il metodo 1 (A), il metodo 2 
(B) e il metodo 3 (C). 
Condizioni cromatografiche: fase mobile MeOH e tampone di Na·acetato 0,05 N a pH 4,7 miscela· 
ti nel seguente modo: da O a 15', isocratica col 20% di MeOH; da 1S' a 2S', gradiente lineare di 
MeOH fino al 30%; da 25' a 30', gradiente lineare di MeOH fino al 40%; da 30' a 40', gradiente li· 
neare di MeOH fino al 20%. 
Flusso = 1,5 ml/min; UV = 270 nm. 
HPlC separation of hydroxyphenols extracted from -Thymus c.- with method 1 (A), 2 (B) and 3 (C). 
Chromatographic conditions: Eluents: MeOH and O,OSN NaOAc·HOAc pH 4,7 buffer. Flow rate: 1,5 
mI/min. Detector: UV 270 nm. 
E!ulion: trom O' lo 15', isocratic flow wilh 20% MeOH 
E!ulion: trom 1S' lo 25', linear gradient 20-30% MeOH 
E!ulion: tram 25' to 30', linear gradient 30-40% MeOH 
Elulion: from 30' lo 40', linear gradient 40-20% MeOH. 

tempo d'idrolisi dell'estratto da 1 a 4-6 ore (16) non davano migliori risultati. Evi
dentemente, nonostante la rigorosa applicazione del metodo, i vari passaggi del 
clean-up dopo "idrolisi e comprendenti due ripartizioni in dietiletere (DE) ed una in 
NaHCO) 5% portavano ad un'eccessiva perdita del campione. Perdite durante la 
ripartizione tra fase acquosa e fase organica sono state riferite dagli stessi autori 
(11) e sono state confermate nel nostro laboratorio. 
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Metodo 3. Questo metodo, originariamente messo a punto per l'analisi dei fenoli 
in GC (14), venne parzialmente modificato tenendo conto di quanto riferito da KA· 
LUZA e al (15) sull'efficacia estrattiva dei diversi solventi organici, sostituendo 
quindi il MeOH con lo 0,1% di HCI con EtOH 75%. Rispetto al metodo 3 si interve
niva sull'estratto etanolico con un'idrolisi acida e l'idrolizzato veniva ripartito con 
etilacetato (EA). 
Il cromatogramma 1C, ottenuto applicando il metodo 3, risulta più significativo 
dei cromatogrammi 1A e 1 B, tuttavia, anche in questo caso, le quantità di fenoli ri
portate non sono in accordo con quelle estratte e determinate colorimetricamen
te. 

Metodo 4. Questo metodo è stato provato, nonostante in dubbi sull'estrazione 
acida richiesta (11, 21), per la sua semplicità e perchè applicato con successo dai 
proponenti (4) e da altri ricercatori (2) su materiali vegetali diversi. Il metodo 4 è 
stato confrontato col 2, prima che Su Timo, su mesocotile di mais sul quale s'era 
svolta l'esperienza di HAGERMAN e NICHOLSON (11). I cromatogramml ottenuti 
sono riportati nella Figura 2 ed evidenziano le diverse rese dei due metodi: picchi 
molto grandi e quindi facilmente quantificabili per tutti gli idrossifenoli nel croma
togramma del metodo 4 (Fig. 2B), picchi significativi per gli acidi gallico e caffei
co, scarsi invece per il clorogenico, il p-cumarico, il ferulico ed il cinnamico nel 
cromatogramma ottenuto col metodo 2. 
Nella figura 3 si riporta il cromatogramma ottenuto da Timo utilizzando il metodo 
4. I tempi di ritenzione dei singoli fenoli in questo cromatogramma sono diversi da 
quelli delle Figure 1 e 2, in quanto è stato applicato un gradiente di eluizione di
verso al fine di ottenere la separazione dei picchi del gallico e del clorogenlco da 
quelli ai quali prima, nelle Figure 1 e 2, essi risultavano legati. 
Il confronto fra i cromatogrammi delle Figure 1 e 3, ottenuti da uguali quantità di 
campione estratte ed iniettate, da conto della diversa efficacia applicativa ai fini 
analitici dei quattro metodi esaminati sul materiale vegetale usato nella nostra ri
cerca. 

Per valutare più dettagliatamente l'intervento degli estraenti e dei passaggi di 
clean·up richiesti nei vari metodi messi a confronto sulla resa parziale e globale 
dei fenoli totali si riportano nella Tabella 1 i risultati ottenuti sottoponendo sepa
ratamente campioni di Timo da 1,0 g prima ad estrazione comparativa con HCI 2N 
per 45' a 100°C (estraente A) e con EtOH 75% per 45' a temperatura ambiente 
(estraente B) e successivamente ad una ripartizione con EA, mentre nella Tabella 
2 si riportano rese e perdite sul solo estratto etanolico dopo idrolisi acida o alcali· 
na e successiva ripartizione in EA. 
È evidente dalla Tabella 1 la minore resa globale dell'estrazione acida rispetto a 
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Fig. 2 . Cromatogrammi in HPlC di estratti da mesocotile di mais secondo il metodo 2 (Al e secondo il 
metodo 4 (B). Stesse condizioni cromatografiche della figura 1. 
HPlC separation of hydroxyphenols extracted trom malze mesoco!yl wlth method 2 (Al and wl'h 
method 4 (B). Chromatographic conditions as in Fig. 1. 

quella etanolica. Apparentemente, essa mal si accorda con l'esistenza di due 
pools di idrossifenoli nei vegetali (14): uno composto da piccole quantità di acidi 
liberi e da maggiori quantità di esteri di acidi caffeico, p·cumarico e ferulico, pre
senti nei succhi cellulari e quindi facilmente estraibili in etanolo e in soluzioni ac
quose; l'altro, composto da idrossifenoli sotto forma di esteri insolubili in alcol, 
facenti parte del materiale delle pareti cellulari, come ad esempio le lignine, 
estraibili solo con idrolisi (metodo 4). 
Per il materiale vegetale da noi esaminato, già abbastanza lignificato, era prevedi
bile una maggiore resa col trattamento acido: infatti, mentre questo agisce su en-
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Fig, 3· Cromatogramma in HPlC di estratto da -Thymus capltatus" secondo Il metodo CHARPENTIER, 
COWlES, Condizioni cromatografiche: stessi eluenti delle figure 1 e 2 ma miscalati nel seguente 
modo: 
da O a S' gradiente lineare di MeOH dal 1S al 20%, 
da S'a 15' isocratica con MeOH al 20%, 
da 1S' a 30' gradiente lineare di MeOH dal 20 al SO%, 
da 30' a 35' isocratica con MeOH al 50%; 
da 35' a 50' gradiente lineare di MeOH dal SO al 1S%. 
Flusso e detector come nelle figure 1 e 2. 

HPlC separation of hydroxyphenols exlracted from .. Thymus c.~ wlth CHARPENTIER.COV/lES 
method, (4), 
Chromatograpghic conditions: eluents, flow rate and deteclor as in Fig. 1 
Elution: from O' lo S', linear gradient 15-20% MeOH 
Elution: from S' lo 15', isocratìc flow of 20% MeOH 
Elution: from 15' to 30', linear gradienl 20-SO% MeOH 
Elution: from 30' to 35', isocratic flow of 50% MeOH 
Elution: from 35' lo SO', linear gradlent SO- 15% MeOH. 
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trambi i pools, quello etanolico pu6 agire soltanto sul primo. La minor resa del 
trattamento acido può essere attribuita all'effetto distruttivo da esso operato (11, 
21) che ridurrebbe considerevolmente la pur maggiore quantità di idrossifenoli 
estratta. L'importanza dell'effetto distruttivo dovuto al trattamento acido si ricava 
confrontando anche i risultati della ripartizione con EA riportati nella Tabella 1 e 
quelli relativi all'idrolisi acida dell'estratto etanolico, riportati nella Tabella 2. 
La semplice acidificazione dell'estratto etanolico. necessaria per la ripartizione 
con EA, porta ad una perdita di idrossifenoli pari al 25,24% di quelli estratti; la 
perdita diventa pari al 36,86% quandO il trattamento acido è protratto nel tempo 
per avere la vera idrolisi (Tab. 2). 
Ulteriori perdite si hanno nelle rlpartlzioni degli estratti etanolico ed acido con EA: 
permangono nella fase acquosa da scartare ri spettivamente 1'11,80 ed i I 17,22 % 
dei fenoli estratti, cosi che le quantità finali portate all'HPLC per il dosaggio dei 
singoli fenoli risultano essere il 62,96 ed il 78,11 % rispettivamente per l'estratto 
etanolico e per quello acido (Tab. 1). 
Nella Tabella 2 sono messe a confronto le perdite causate dall'idrolisi alcalina e 
acida sull'estratto etanolico - parte iniziale dei metodi 2 e 3 - e quindi Quelle 
delle successive ripartizioni in EA. Sommando le Quantità di idrossifenoli nelle fa
si acquosa e organica dopo il trattamento idrolitico si hanno rispettivamente il 
63,14% dei fenoli estratti dopo l'idrolisi acida ed il 73,23% dopo Quella alcalina. 
L'idrolisi alcalina si conferma Quindi meno distruttiva di quella acida (11). Riman
gono sempre piuttosto significative le perdite di idrossifenoli nelle fasi da scarta
re nel corso della ripartizione IiQuido-liquido e tali da ridurre le Quantità di fenoli 
ed avere recuperi fino al 49,50% dopo l'idrolisi acida e fino al 61,87% dopo quella 
alcalina, quando si parte dall'estratto etanolico. 
Nella Tabella 3 si riportano dettagliatamente le Quantità percentuali di idrossife
noli analizzati secondo il metodo 3. dosate durante le diverse fasi di idrolisi e di 
clean·up mediante SINGLETON-ROSSI (19). 
I risultati ottenuti giustificano la scarsa significatività dei picchi nel cromato· 
gramma C riportato nella Figura 1: l'idrolisi acida ed il susseguente clean·up 
dell'idrolizzato consentono di portare all'HPLC solo il 26,82% dei fenoli estratti, 
almeno nel caso del Timo da noi studiato. 
I risultati riportati nelle Tabelle l, 2 e 3 concordano perfettamente dando conto 
dei parziali insuccessi ottenuti applicando i metodi 2 e 3: alle perdite dovute 
all'idrolisi si devono aggiungere quelle relative alle ripartizioni in DE, In EA, in 
NaHCO, ed in esano. 
In conclusione, il confronto fra i Quattro metodi mostra l'inadattabilità del metodo 
1 (13) al nostro caso specifiCO in quanto, pur dando ottime rese, Queste sono da ri
ferisi al solo primo pool dei fenoli, costituito soprattutto, nel nostro caso, da este· 
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Tab. 3 DO$lgglo del 'enoll determinati secondo SINGLETON·ROSS. (11) nelle div., .. t •• 1 di cle.n-up del 
metodo HORVAT·SENTER (14), su e.tratto In EIOH 75% d ... Th,mul capll.tu'fI. 
Total hidroxyphenols 'rom .Thymul C.- eth.nolle e.t,act qu."mated wlth SINGLETON·ROSSI m. 
thod (19) in the ot 01 HORVAT-SENTER method 

Campione 

Eslratto in EtyOH 75% 
Estratto acquoso acido, dopo esano 
Esano 
Estratto acquoso acido, dopo ripartizione 

con EA 
Etil acetato (EA) 
Estratto in EA, dopo ripartizione 

in NaHCO, 5% 
Estratto in NaHCQ, 5% 
Estratto acquoso acido, dopo ripartizione 

con EA 
Estratto in EA per HPlC 

Fenoli in '/, Nola 
dei fenoli 
nell'estratto 
In EtOH 75°/. 

100 recuperare 
70,88 recuperare 
28.93 scartare 

26,44 scartare 
40.22 recuperare 

11.69 scartare 
30,84 recuperare 

5.75 scartare 
26.82 recuperare 

26.82 Perdita 

Fenoli al. del 
fenoli Iniziali, 
presenli nelle fasi 
da scarlare 

28.93 

26,44 

11,69 

5,75 

ri e non da idrossifenoli liberi, quindi non determinabili in HPLC. Il metodo 2 (11) è 
risultato anch'esso non adatto per eccessive perdite registrate nei numerosi pas· 
saggi del clean·up e tali da ridurre te quantità di fenoli analizzabili all'HPLC a cir
ca il 30% dei fenoti estratti. 
Altrettanto dicasi per il metodo 3 (14), già esaminato dettagliatamente nella tabel
la 3, per quanto riguarda le perdite ed i recuperi. 
Il metodo 4 di CHARPENTIER e COWLES (4), pur con le perdite dovute aWidrolisi 
acida a caldo, è risultato per noi il più idoneo fra i quattro esaminati. Infatti. esso 
consente recuperi degli idrossifenoli estratti decisamente superiori a quelli con i 
metodi 2 e 3 e pari, come è ricavabile dalla Tabella 1, al 78,11% di quelli estratti, 
ciOè una quantità pari a circa il 60% dei fenoli estraibili in etanolo. Inoltre, a diffe
renza dei metodi 2 e 3, esso fa riferimento a entrambi i pooJs di idrossifeno!ì pre
senti nella pianta e quindi fornisce un quadro più rappresentativo della composi
zione fenolica del vegetale esaminato. 
Per ('estrazione e la separazione degli idrossifenori del primo pool, tenendo conto 
dei risultati riportati nelle tabelle precedenti, è stato da noi messo a punto un me-
todo che ci ha consentito di avere risultati quantitativi decisamente migliori che 
Con i metodi 2 e 3. Esso comprendeva, dopo l'estrazione etanolica, un'idrolisi al
calina come nel metodo 2 e quindi, dopo neutralizzazione ed acidificazione 
dell'idrolizzato, una ripartizione in EA ottenuta con se; e non con tre soli passaggi; 
seguivano, al solito, la riduzione a piccolo volume, filtrazione in Millipore e l'inie· 
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zione In HPLC. In tal modo le perdite dovute alla ripartizione si riducevano dall'11-
13% al 3-5% e quelle totali al 25-30%, mentre i recuperi passavano. di conseguen
za, dal 60% circa al 70-75%. 
Sulla base dei risultati ottenuti e quindi tenendo conto delle notevoli perdite che 
accompagnano sempre le fasi di preparazione del campione in tutti i metodi qui 
messi a confronto, è possibile concludere che la scelta del metodo analitico per 
la determinazione dei fenoli va fatta in dipendenza delle esigenze della ricerca e 
anche del materiale vegetale esaminato. Per la determinazione degli idrossifenoli 
del solo primo pool è risultato piu conveniente il metodo sperimentato nel nostro 
laboratorio di cui è stato riferito prima. Invece. per una determinazione compren
dente anche i fenoli del secondo pool è risultato più idoneo Il metodo 
CHARPENTI ER-COWLES. 
Questo era il nostro caso per due motivi: 

1) occorreva seguire le variazioni fenoliche totali e dei singoli componenti per 
lungo tempo, soprattutto quando la pianta era sottoposta a drastiche condizio
ni di stress idrico; 

2) in queste condizioni la pianta presentava tessuti abbastanza lignificati e legu
menti particolarmente adatti a minimizzare le perdite idriche per la traspirazio
ne: era quindi da attendersi una composizione fenolica ricca di polifenoli. 

L'opportunità dì usare metodi diversi di analisi secondo le esigenze delta ricerca e 
del materiale analizzato trova conferma nelta diversità dei risultati ottenuti appli
cando metodi diversi allo stesso materiale. 
Si conferma inoltre la piena affidabilità del metodo di dosaggio con l'HPLC, da 
noi già sperimentato sui fenoli dell'olio essenziale (7, 20). L'HPLC in fase inversa 
si dimostrava altamente indicata per definire qualitativamente e quantitativamen
te i singoli fenoli anche in miscele partiCOlarmente complesse come gli estratti 
vegetali e, per certi versi, piu adatto di altri metodi cromatografici come TlC e 
GC. Infatti. opportunamente modificando la velocità di flusso elo la composizione 
della fase mobile, è possibile separare e quindi dosare i singoli fenoli mediante un 
qualsiasi metodo di calibrazione (Figg. 2 e 3). Dalle figure riportate è possibile os· 
servare come la separazione in fase inversa avvenga in funzione del numero degli 
OH e degli OCH J presenti nella molecola del fenolo: sono piu mobili, perché piu 
polari, la struttura a tre ossidrili (acido galliCO) e quindi, di seguito, nella serie de
gli acidi cìnnamici, quelle con due e con un solo ossidrile. La presenza del gruppo 
metossi risulta invece ritardante rispetto a quella dell'ossidrile. Nella serie dei 
composti da noi ricercata l'acido cinnamico, precursore degli idrossifenoli, per il 
fatto di non possedere nella sua struttura alcun ossidrile legato all'anello benzeni
co, risulta il meno pOlare ed infatti è caratterizzato cromatograficamente da un 
tempo di ritenzione più lungo. 
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