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WP N: 3.1

PROTOCOLLO N: 5

DETERMINAZIONE POLIFENOLI CON HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY
(HPLC)

Preparazione campione:
- Macinare i fiori freschi in un mortaio con azoto liquido
- Prelevare 1 grammo di fiori polverizzati e inserirlo in una provetta di

vetro
- Aggiungere 50 mL di una soluzione idro-metanolica (1:1) e mescolare
- Inserire la provetta in un estrattore a ultrasuoni per 15 minuti
- Filtrare il materiale mediante uno strato di carta da filtro
- Filtrare ulteriormente mediante filtro a siringa da 0.45 μm in PVDF

Procedura:
Inserire i campioni in un HPLC dotato di UV-Vis diode array detector (DAD).
La separazione dei composti si ottiene utilizzando una colonna cromatgrafica
Kinetex C18 (4.6 x 150 mm, 5 µm) e diverse fasi mobili. Gli spettri UV
vengono raccolti a diverse lunghezze d ’ onda: 330 nm per acidi cinnamici
(acido caffeico, chlorogenico, cumarico e ferulico) e flavonoli (iperoside,
isoquercitrina quercetina, quercitrina e rutina); 280 nm per acidi benzoici
(acido ellagico e gallico) e catechine (catechina e epicatechina). I singoli
composti vengono identificati comparando i tempi di ritenzione e gli spettri
con quelli di composti standard di riferimento. I risultati vengono espressi
come milli grammi di composto per 100 grammi di peso fresco (mg / 100g
FW), usando una retta di taratura costruita con diverse concentrazioni dello
standard di riferimento.
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