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ACRONIMI E ABBREVIAZIONI 

2-DE        Elettroforesi su gel bidimensionale  

ACE         Enzima di conversione dell’Angiotensina I 

BCA            Acido bicinconinico 

CE            Elettroforesi capillare  

CMC           Concentrazione micellare critica 

CYS              Citosina  

DTT           Ditiotreitolo 

ELISA     Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

ESI         Cromatografia in fase inversa accoppiata a ionizzazione elettrospray 

FPLC       Cromatografia liquida proteica rapida  

HIC            Cromatografia di interazione idrofobica 

IEC           Cromatografia a scambio ionico 

IEF           Focalizzazione isoelettrica 

IR             Infrarossi 

iTRAQ   Tag isobarico per quantificazione relativa e assoluta 

MALDI  Desorbimento laser assistito da matrice  

MIR         Medio infrarosso 

MRM     Monitoraggio di reazioni multiple  

MS          Spettrometria di massa 

MS/MS      Spettrometria di massa tandem 

NIR          Vicino infrarosso 

NMR       Spettroscopia di risonanza magnetica nucleare  
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OPA            O-ftalaldeide 

PHE Fenilalanina 

PVDF         Filtro di polivinilidenfluoruro 

RID         Saggio di immunodiffusione radiale  

RP-HPLC   Cromatografia liquida ad alte prestazioni in fase inversa  

SDS             Sodio dodecil solfato  

SDS-PAGE Elettroforesi su gel di poliacrilamide con sodio dodecil-solfato  

SEC          Cromatografia ad esclusione molecolare 

SE-HPLC Cromatografia liquida ad alte prestazioni con esclusione molecolare 

TRP Triptofano 

 TYR  Tirosina  
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INTRODUZIONE E SCOPO DELLA TESI 

Il latte rappresenta un’emulsione complessa e non omogenea, costituita da proteine, 

lattosio, globuli di grasso, minerali e altri componenti presenti in quantità minori 

(Thompson, Boland e Singh, 2009). La varietà delle proteine del latte permette di 

trasformarlo in numerosi prodotti, offrendo così molteplici opportunità all’industria lattiero-

casearia (Starovojtova et al., 2020). La sua composizione è influenzata da diversi fattori, tra 

cui la genetica, l’età dell’animale, lo stadio della lattazione, la parità, lo stato di salute, il tipo 

di alimentazione e le condizioni ambientali (Kalac e Samkova, 2010). Il latte contiene una 

vasta varietà di proteine, suddivise in caseine (αs1, αs2, b e K-caseina) e proteine del siero, 

tra cui α-lattoalbumina, β-lattoglobulina, albumina sierica bovina, lattoferrina e 

immunoglobuline. Oltre a queste, sono presenti anche composti azotati non proteici (Dupont, 

Croguennec e Pochet, 2018). Questi e altri componenti microproteici presenti nel latte, come 

alcune proteine ed enzimi con capacità di legare i metalli, contribuiscono in modo 

significativo al suo valore tecnologico e nutrizionale (Lonnerdal, 2013). La struttura e le 

caratteristiche del latte e dei prodotti lattiero-caseari dipendono dal loro contenuto proteico e 

dalla relativa composizione (Runthala et al., 2023). Per questo motivo, l’identificazione e la 

quantificazione delle proteine del latte risultano fondamentali per la progettazione e il 

controllo della qualità, per una corretta etichettatura degli alimenti e per le attività di ricerca 

e sviluppo. Di conseguenza, lo studio delle proteine del latte è diventato un tema di grande 

interesse per tecnologi alimentari e nutrizionisti. In base agli obiettivi dell’analisi, è possibile 

scegliere tra numerosi metodi analitici, tra cui tecniche spettroscopiche, cromatografiche, 

elettroforetiche e immunoistochimiche. Nel mio lavoro di tesi analizzerò in maniera 

dettagliata le diverse tecniche attualmente utilizzate per l’analisi delle proteine del latte, 

includendo sia i metodi tradizionali sia le più avanzate tecniche proteomiche. Verranno 

illustrati i principi alla base di ciascun metodo, insieme alle loro peculiarità e ai relativi 

limiti. Inoltre, saranno presentate alcune applicazioni rilevanti dei metodi analitici esaminati, 

con particolare riferimento alle analisi del latte e dei prodotti caseari.  
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Capitolo 1 

 

QUANTIFICAZIONE DEL CONTENUTO PROTEICO TOTALE 

MEDIANTE METODI DI TITOLAZIONE E SPETTROSCOPICI  

1.1 Metodi di titolazione 

La determinazione delle proteine totali, tramite l’analisi del contenuto di azoto totale, 

viene eseguita utilizzando il metodo descritto da Kjeldahl (1883). Questo metodo permette di 

mescolare il campione con K2SO4/H2SO4 per poi convertirlo in solfato di ammonio, seguito 

dalla trasformazione degli ioni ammonio in gas ammoniaca aggiungendo NaOH e acido 

borico. Infine, il gas ammonio viene titolato con acido cloridrico per fornire il contenuto 

totale di azoto, che viene convertito in contenuto di proteine grezze moltiplicandolo per un 

fattore di conversione (tipicamente 6,38 per il latte) basato sul contenuto di azoto delle 

caseine, pari al 15,67%. A causa di questa approssimazione, il metodo Kjeldahl può 

sovrastimare il contenuto proteico in campioni contenenti grandi quantità di azoto non 

proteico, tipicamente 3-8% nel latte intero e 25-30% nel siero di latte (Chiacchierini et al., 

2003). Nonostante questo però, il metodo Kjeldahl ha un’elevata precisione pur 

considerando la distorsione che può essere causata dall’uso del fattore di conversione. 

Questo metodo richiede molto tempo e utilizza grandi quantità di sostanze chimiche 

aggressive e inquinanti, pertanto, sono da preferire altri metodi per determinare le proteine 

totali del latte, tra cui la titolazione in formolo e i metodi spettroscopici (Figura 1).  

Figura 1. Apparecchiatura classica metodo Kjeldahl, Handbook For Kjeldhal Digestion 

https://it.scribd.com/document/703919619/Handbook-For-Kjeldhal-Digestion 
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 La titolazione in formolo comporta la reazione dei gruppi amminici (-NH2) di proteine, 

peptidi e amminoacidi con formaldeide (HCHO) per creare derivati dell’amminoacido 

metilenico (-N=CH2), e titolando i gruppi -COOH con 0.1N NaOH. Non sono state 

riscontrate differenze significative tra i metodi di titolazione in formolo e il Kjeldhal nella 

determinazione delle proteine del latte di capra (Gomaa e altri, 2014). Tuttavia, il metodo di 

titolazione del formolo è facilmente implementabile (James, 1995) e può essere più accurato 

del metodo Kjeldhal nei campioni contenenti azoto non proteico.  

1.2 Metodi spettrofotometrici  

Diversi metodi spettrofotometrici vengono oggigiorno utilizzati per una quantificazione 

rapida e accurata delle proteine del latte e dei prodotti caseari (Tabella 1). Generalmente si 

usa l’albumina sierica bovina come riferimento, ma questi metodi sono talvolta calibrati per 

ogni composizione proteica per consentire una certa specificità e accuratezza. L’analisi 

spettroscopica diretta delle proteine si basa sul loro assorbimento UV dovuto alla presenza di 

legami peptidici (a 205 nm), agli amminoacidi aromatici (tirosina (Tyr), triptofano (Trp), e in 

piccola misura, fenilalanina (Phe)) e ai legami disolfuro della cisteina nella loro struttura. Gli 

spettri di assorbimento degli amminoacidi aromatici differiscono leggermente, ad esempio (i) 

il picco di assorbimento di Trp si osserva intorno a 290 nm con strutture fini fino a 305 nm, 

(ii) il massimo di assorbimento di Tyr si verifica tra 275 e 282 nm con una spalla a 

lunghezze d’onda maggiori che è leggermente oscurata da Trp e (iii) Phe ha numerose bande 

meno intense ma più nitide tra 255 e 270 nm. I legami disolfuro assorbono debolmente 

nell’intervallo di assorbimento degli amminoacidi aromatici, principalmente a 280 nm, e si 

estendono successivamente alla regione 310-330 nm. I campioni di proteine possono essere 

trattati con agenti riducenti blandi come ditiotreitolo, 2-mercaptoetanolo e tris-(2-

carbossietil) -fosfina cloridrato per ridurre al minimo l’assorbimento dei loro legami 

disolfuro. L’assorbimento degli amminoacidi aromatici dipende in larga misura dal pH del 

campione. Ad esempio, il picco di assorbimento di Tyr a 275 nm (£-1400 M-1 cm-1) a pH 

neutro è spostato verso il rosso a 290 nm (£-2300 M-1 cm-1) a pH alcalino a causa della 

produzione di radicali anioni tirosinati (Tyr – O*-) (Creed, 1984). L’assorbimento a 280 nm 

differisce significativamente tra le proteine a seconda del loro contenuto relativo di legami 

disolfuro.  Le assorbività molari medie dei cromofori Trp, Tyr, Phe e Cys delle proteine 

ripiegate in soluzioni acquose a pH 7 e 280 nm sono state trovate essere 5600, 1490, 200, 

125 LM-1 cm-1, rispettivamente. Quindi,  
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Assorbanza280= 5600 (Trp) + 1490 (Tyr) + 200 (Phe) + 125 (SS) 

L’assorbanza totale, come combinazione lineare delle assorbanze di questi residui di 

amminoacidi, può essere ottenuta con una accuratezza di circa +5% (Kelly et al., 2005). 

L’idoneità di questo metodo per l’analisi delle proteine dipende dal contenuto degli 

amminoacidi reattivi e dalla loro rilevanza rispetto ai fenomeni studiati.  

Le proteine possono anche essere misurate in base alla fluorescenza degli amminoacidi. Tra 

questi, Trp è il più comune, seguito da Try, mentre Phe contribuisce molto poco a causa della 

scarsa assorbanza e della bassa resa quantica (Ghisaidoobe and Chung, 2014). Sebbene Trp 

abbia una resa quantica simile a Tyr, si ritiene che il gruppo indolico di Trp funga da 

principale fonte della sua eccitazione a circa 280 nm e dell’emissione a circa 350 nm (Teale 

and Weber, 1957). Nella maggior parte delle proteine naturali, l’emissione di Tyr è spesso 

soppressa attraverso il trasferimento di energia a Trp o tramite il contatto con la catena 

peptidica (Lakowicz, 2013). Rispetto alle caratteristiche complesse di Trp, Tyr può essere 

considerato un fluoroforo semplice. Trp è fortemente influenzato dal microambiente locale e 

presenta due componenti di decadimento della fluorescenza, pari a 0,5 e 3,1 ns (Gudgin et 

al., 1981; Swaminathan et al., 1994) che sono intrinseche alla sua struttura e non sono 

influenzate dalla lunghezza d’onda di eccitazione (Albani, 2014°, 2014b). Il legame 

idrogeno, insieme ad altre interazioni non covalenti e alla polarità del microambiente 

influenzano il massimo della fluorescenza e l’intensità dell’emissione di Trp (Gryczynski et 

al., 1988; Piston and Kremers, 2007). I metodi spettrofotometrici possono essere utilizzati 

anche nella quantificazione delle proteine attraverso la misurazione di coloranti colorati 

formati dalla reazione delle proteine con diversi reagenti. Il Biureto, l’acido bicinconinico, il 

Lowry modificato e il Bradford sono i test più comunemente utilizzati (tabella 1). 

Tabella 1. Riepilogo dei metodi di quantificazione delle proteine totali del latte/ dei prodotti 

lattiero-caseari. Adattata da (Warakaulle et al., 2024).  
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La reazione dei legami peptidici con ioni rame (II) in una soluzione alcalina e la formazione 

di complessi di coordinazione color malva tra gli ioni Cu2+ e gli atomi C-N e C-O sul gruppo 

peptidico (lunghezza d’onda massima 540 nm) costituisce la base del test del Biureto (o di 

Piotrowski’s) (Chang and Zhang, 2017). Sebbene il test non sia influenzato dagli 

amminoacidi liberi, non è adatto per campioni di proteine purificati mediante precipitazione 

di solfato di ammonio perché i tamponi, come Tris e ammoniaca, interferiscono con il test.  

 

Sono state sviluppate diverse varianti del test, come l’acido bicinconinico (BCA) e i test 

Lowry modificati. Il test BCA si basa sulla formazione di un complesso idrosolubile viola 

scuro tra Cu+ e BCA (lunghezza d’onda massima 562 nm) (Smith et al., 1985). L’assorbanza 

del complesso BCA/-rame è molto più forte del complesso peptide/rame nel test originale del 

Biureto, aumentando la sua sensibilità di un fattore di circa 100 e consentendo la 

quantificazione delle concentrazioni proteiche nell’intervallo 0,0005-2 mg/ml. La presenza 

di tensioattivi fino al 5% nei campioni è compatibile con il test BCA, rappresentando così un 

notevole vantaggio legato al suo impiego.  

Nel saggio Lowry, Cu+ è ossidato a Cu2+ dal Mo(VI) presente nel reattivo di Folin-Ciocalteu, 

che viene ridotto a blu di molibdeno (Mo(V)). La presenza di residui di tirosina aumenta la 

sensibilità del test alle concentrazioni proteiche nell’intervallo di 0,005-2 mg/ml 

contribuendo alla formazione del blu molibdeno (Lowry et al., 1951). Il segnale può essere 

ulteriormente amplificato da alcuni coloranti organici, come il verde malachite e l’auramina   

O, che si legano al blu di molibdeno (Sargent, 1987).  

Lo spostamento di assorbanza del colorante Coomassie Brillant Blue G-250 costituisce la 

base per un saggio proteico Bradford rapido, sensibile e preciso. In un ambiente acido, la 

forma cationica libera del colorante è rossa (lunghezza d’onda massimo 465 nm) e cambia 

colore in blu (lunghezza d’onda massimo 595 nm) quando si lega ad una proteina (Figura 2).  

Figura 2. Meccanismo di legame del colorante blu brillante di Coomassie con le proteine (a) 

residui neutri (b) residui anionici e (c) residui cationici (Warakaulle et al., 2024).  
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Il cambiamento di colore è causato da forti interazioni non covalenti tra il reagente e la 

proteina, tra cui le forze di Van Der Waals che causano la formazione di complessi con i 

gruppi carbossilici della proteina, interazioni elettrostatiche con i gruppi amminici e 

interazioni idrofobiche con i residui aromatici. Durante la formazione del complesso, il 

colorante Coomassie inizialmente rosso dona il suo elettrone libero ai gruppi ionizzabili 

delle proteine, alterando così gli stati nativi delle proteine ed esponendo le loro tasche 

idrofobiche a legarsi con il colorante Coomassie, portando così alla formazione di complessi 

blu stabili che possono essere conservati a temperatura ambiente fino a due settimane. Il test 

proteico di Bradford è caratterizzato da semplicità, rapidità, sensibilità ed economicità. Non 

è influenzato dall’interferenza di minerali o carboidrati presenti nei campioni, tuttavia, la 

presenza di detergenti come il sodio dodecil solfato (SDS), che viene utilizzato per la 

denaturazione delle proteine in SDS-PAGE può influenzare i risultati. Quando le proteine 

sono presenti a concentrazioni inferiori alla loro concentrazione micellare critica (CMC), 

l’SDS impedisce il legame del colorante, portando così ad una sottostima delle 

concentrazioni proteiche. A concentrazioni superiori alla CMC, l’SDS diventa altamente 

legato al colorante, portando a una sovrastima del contenuto proteico. Tuttavia, l’inclusione 

di ciclodestrine nella miscela di prova può aiutare a eliminare questi problemi. Inoltre, 

l’utilizzo di un’elevata concentrazione di tampone durante la preparazione del campione può 

portare a una sovrastima delle concentrazioni proteiche a causa della formazione di una base 

coniugata con il reagente. La sequenza proteica e la sua somiglianza con la proteina di 

riferimento sono fattori cruciali nel test di Bradford perché le reazioni delle proteine 

differiscono in base all’affinità del colorante per i residui di arginina e lisina (Georgiou et al., 

2008). Confrontando i diversi metodi spettrofotometrici per la determinazione delle proteine 

totali in campioni di latte bovino in polvere, i risultati della tecnica Bradford sono risultati 

essere i più simili al metodo Kjeldhal (Kamikaze et al., 2003). I metodi spettrofotometrici 

basati sui coloranti sono particolarmente più sensibili e richiedono meno campioni rispetto 

alle classiche titolazioni.  

Le proteine del latte e dei prodotti caseari sono sottoposte a diversi gradi di proteolisi da 

parte di enzimi microbici e non microbici. Un saggio spettrofotometrico rapido e pratico che 

utilizza l’O-ftalaldeide (OPA) un composto organico che viene utilizzato per misurare il 

grado di idrolisi proteica a 340nm. Il saggio OPA si basa sull’interazione tra OPA e gruppi di 

amminoacidi liberi che diventano disponibili quando un substrato proteico subisce proteolisi 

(Church et al., 1985). Questo metodo è comunemente utilizzato per valutare l’entità della 

proteolisi nello yogurt (Li et al., 2023) e nel formaggio (Myag-honosov et al., 2020).  
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1.3 Altri metodi 

Il metodo Dumas (Figura 3) si basa sulla combustione del campione in ossigeno per 

generare anidride carbonica, ossidi di azoto, anidride solforosa e acqua. Questi gas vengono 

raccolti in una specifica colonna di assorbimento che utilizza PbCrO4, Cu, NaOH, o P4O10 

per rimuovere le quantità appropriate di SO2, O2, CO2, e acqua, misurando 

contemporaneamente NO2 attraverso un rilevatore di conduttività termica. E’ stato 

dimostrato che il metodo Dumas fornisce risultati equivalenti a quelli del metodo Kjeldahl in 

varie applicazioni, suggerendo una possibile sostituzione del metodo Kjeldahl in determinate 

situazioni (Wiles and Gray, 1998, Simonne et al., 1999, Owu-su-Apenten, 2002). Possono 

essere utilizzati anche metodi calorimetrici, in cui l’analita viene tenuto in una camera 

elettrolitica mentre una quantità nota di elettricità viene utilizzata per neutralizzare, ossidare, 

ridurre o precipitare il materiale e analizzarlo. La formula Q=nzF, dove Q è la carica elettrica 

totale, n sono le moli di peptidi ossidati, z è il numero di elettroni trasferiti per molecola 

durante il processo redox e F è la costante di Faraday (9.65x104 C/mol). Triptofano, cisteina, 

tirosina e metionina sono i quattro amminoacidi biologici che possono essere ossidati; il 

triptofano ha un potenziale redox di 0,23, la cisteina di 0,93, la tirosina di 1,02 e la metionina 

di 1,5 (Zhao, Zare & Chen, 2019). Il metodo di identificazione e determinazione dei gruppi 

solfidrici e disolfuro nelle proteine mediante titolazione calorimetrica utilizzando argento in 

eccesso (I) è in grado di quantificare piccole quantità di proteine (20-1000 ug/ml) con una 

precisione entro il 4% (Ladenson & Purdy, 1973).  

Figura 3. Principio di base del metodo Dumas, C. Gerhardt GmbH & Co. KG. Dispense del 

corso di Laboratorio di Biochimica degli Alimenti, Gasparrini, 2024-2025.  
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                                             Capitolo 2 

TECNICHE CROMATOGRAFICHE PER LA SEPARAZIONE E LA  

                            PURIFICAZIONE DELLE PROTEINE 

 

I metodi cromatografici offrono diversi vantaggi nell’analisi delle proteine consentendo la 

separazione e la quantificazione di singole proteine e peptidi nei campioni.  

Diverse tecniche utilizzano proprietà differenziali della proteina, ad esempio polarità, 

idrofobicità, cariche ioniche, dimensioni e affinità selettive, per eseguire le separazioni come 

spiegato di seguito.  

 

1.1 Cromatografia liquida ad alte prestazioni in fase inversa (RP-HPLC) 

L’RP-HPLC è una tecnica molto utile per la separazione e la quantificazione delle proteine 

del latte (Mitulovic’ e Mechtler, 2006). I campioni di latte devono essere scremati (ad 

esempio mediante centrifugazione a 3000 x g a 15°C per 30 minuti), chiarificati (ad esempio 

mediante l’aggiunta di 7 volumi di tampone Bis-Tris 0,1 M (pH 8,0) contenente urea 8 M, 

citrato trisodico, 1,3%) e ridotti con ditiotreitolo 0,3% (DTT) durante la notte a 4°C 

(Miranda et al., 2004). In un metodo analogo, un campione di latte (200 ul) è stato miscelato 

con 3780 ul di tampone di dissociazione (urea 7M e propano Bis-tris 20mM) e poi 20ul/ml di 

mercaptoetanolo e il campione è stato filtrato attraverso una provetta da 0,22 o 0,45 um, 

filtro PVDF (Figura 4) (Paludetti et al., 2018). E’ stato suggerito che diluire i campioni di 

latte in una miscela ottimizzata di acetonitrile, acqua, acido trifluoroacetico (340:660:1, 

v/v/v) durante la preparazione del campione consente di avere delle caratteristiche ottimali 

delle proteine, portando a picchi più nitidi e una migliore separazione (Yuksel & Erdem, 

2010).  

Le frazioni proteiche del latte e le varianti genetiche possono essere separate in un’unica 

esecuzione con risoluzioni molto elevate utilizzando metodi RP-HPLC (Jensen et al., 2012). 

Le separazioni proteiche sono state effettuate utilizzando colonne a fase inversa C4, C5, C8 e 

C18. Una netta separazione su una colonna C18 è mostrata in Figura 4. In uno studio recente, 

RP-HPLC è stato utilizzato con le tradizionali tecniche SDS-PAGE, sequenziamento del 

cDNA e tecniche avanzate di proteomica MS/MS per valutare la diversità molecolare del 

latte di cammello (Ryskaliyeva et al., 2018).  
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Figura 4. Separazione RP-HPLC delle proteine del latte bovino mediante colonna Poroshell 

300SB C18 (Paludetti et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La separazione completa del macropeptide della caseina, dei proteosi-peptoni, dell’α-

lattoalbumina (forme glicate sovrapposte), dell’albumina sierica bovina e delle β-

lattoglobuline A e B è stata ottenuta entro 6 minuti su una colonna C8 (Sturaro et al., 2016). 

Il tampone bis-Tris/citrato (pH 7) con cloridrato di guanidina (invece di urea), DDT (invece 

di 2-mercaptoetanolo) e un sofisticato gradiente a sette passaggi è stato utilizzato per 

ottenere la separazione e la quantificazione simultanee di caseina e proteine del siero del 

latte in meno di 40 minuti su una fase stazionaria C8 a 45°C (Bonfatti et al., 2008). Ad 

esempio, sono state ottenute separazioni di successo utilizzando RP-HPLC per le caseine del 

latte di bufali d’acqua (Bonfatti et al., 2013) e cavalla (Fessas et al., 2001). La gelificazione 

dell’età del latte UHT è stata studiata anche utilizzando RP-HPLC accoppiato alla 

spettrometria di massa (MS/MS) (Reynes et al., 2018). Potrebbero ancora persistere alcune 

limitazioni, ad esempio, vengono indotti “picchi rumorosi” nella regione della caseina k-/αs-

2 a causa dell’attività della plasmina nel latte che porta alla co-eluzione parziale dei 

frammenti di y-caseina con β-caseina A1 o A2 (Bonfatti et al., 2008). Allo stesso modo, è 

stata utilizzata una colonna monolitica RP-HPLC in silice ottadecilica per separare le 

principali proteine della caseina bovina entro cinque minuti (Ramìrez-Palomino et al., 2014). 

Tuttavia, Vincet et al., (2016) hanno suggerito diverse ottimizzazioni dei parametri RP-

HPLC e MS per superare la co-eluzione delle proteine del latte bovino e per identificare le 

differenze nelle varianti proteiche nei campioni di latte in massa. 
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2.2 Cromatografia di interazione idrofobica (HIC) 

L’HIC si basa sull’absorbimento di regioni idrofobiche di proteine su ligandi idrofobici 

immobilizzati, come butile, ottile e gruppi fenilici, legati alla colonna in presenza di elevate 

concentrazioni saline nella fase mobile (Rustandi, 2013). Per migliorare le loro interazioni 

con la fase stazionaria, i campioni di proteine vengono inizialmente aggiunti alla resina HIC 

in un tampone ad alta forza ionica.  

Successivamente, le proteine vengono eluite in ordine decrescente di idrofobicità riducendo 

la forza ionica del tampone (Flatt, 2019). La risoluzione cromatografica è influenzata dai tipi 

di ligando idrofobico e dalla concentrazione di sale nella soluzione (Zhang et al., 2010). Le 

cariche proteiche potrebbero influenzare la ritenzione e la separazione delle proteine: ad 

esempio, i residui di istidina non carichi nel lisozima aumentano la ritenzione mentre i 

residui di istidina carichi la diminuiscono (Fausnaugh and Regnier, 1986). I profili di 

eluizione HIC delle frazioni di caseina possono essere utilizzati per identificare la presenza 

di diversi tipi di latte (capra, pecora e bovino) nelle miscele. La conoscenza della 

composizione della caseina nelle varie specie è piuttosto importante per due ragioni 

principali. Innanzitutto, la composizione della caseina influenza la dimensione e la struttura 

delle micelle, il processo di aggregazione, l’azione degli enzimi proteolitici e, quindi, la 

lavorazione del latte nell’industria lattiero-casearia. In secondo luogo, un’identificazione e 

quantificazione affidabile delle principali proteine del latte offre la possibilità di impostare 

metodi per la valutazione delle adulterazioni del latte. La caseina, in particolare, è meno 

influenzata dal trattamento termico rispetto alle proteine del siero. (Bramanti et al., 2003).  

L’eluizione HIC con un gradiente di sale è stata inoltre impiegata per recuperare con 

successo la β-lattoglobulina dai concentrati di proteine del siero del latte, con un recupero del 

45,2% (Santos et al., 2012).  

 

2.3 Cromatografia a scambio ionico (IEC) 

L’IEC separa le proteine in base alle loro proprietà di carica basandosi sull’attrazione delle 

molecole caricate in modo opposto dalla fase stazionaria (Cummis et al., 2017). Due 

modalità IEC, vale a dire scambio cationico e anionico, sono abilitate dalla presenza di una 

fase stazionaria, che è una matrice organica inerte derivatizzata chimicamente con gruppi 

funzionali ionizzabili che contengono controioni caricati in modo opposto e mobili, e una 

fase mobile tampone acquosa (Cummis et al., 2011). Le proteine si absorbono sulla resina in 

base al loro rapporto carica/massa e possono essere desorbite modificando il pH del tampone 

e la forza ionica (Ali et al., 2010). Per l’analisi delle proteine del siero del latte è stata 
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utilizzata un’ampia gamma di metodi di cromatografia a scambio ionico (Goodall et al., 

2008; Voswinkel & Kulozik, 2011; Santos et al., 2012; Dizaji, 2016). Prima dell’iniezione 

del campione nel sistema IEC, i fosfolipidi sono stati rimossi per impedire il blocco 

dell’adsorbimento delle proteine (Voswinkel, 2011). La separazione delle varianti di α-

lattoalbumina e di albumina sierica bovina, ma non di β-lattoglobulina, è stata efficace 

utilizzando la cromatografia a scambio anionico (Ye et al., 2000; Kim et al., 2003). Circa il 

60% della β-lattoglobulina bovina è stata recuperata in forma pura in un unico passaggio 

utilizzando una colonna a scambio anionico Mon Q 550 GL con eluizione a gradiente di sale 

(Santos et al., 2012). La forza di legame delle tre principali proteine del latte bovino su uno 

scambiatore anionico segue l’ordine dimero dell’albumina sierica > monomero di albumina 

sierica > α-lattoalbumina (Weinbrenner and Etzel, 1994). In alcuni casi è stato segnalato lo 

spostamento dell’α-lattoalbumina carica negativamente da parte della β-lattoglobulina da una 

resina a scambio anionico o da una membrana anionica (Goodall et al., 2008). La 

cromatografia a scambio cationico è stata utilizzata con successo per separare le frazioni di 

caseina bovina (Hollar et al., 1991). La cromatografia a scambio ionico DEAE-cellulosa e le 

tecniche SDS-PAGE sono state utilizzate per separare e caratterizzare le proteine del latte di 

cammello e differenziarle dalle proteine del latte bovino (Saliha et al., 2013). L’α-caseina del 

latte di pecora è stata efficacemente purificata e separata utilizzando lo scambio ionico 

DEAE-cellulosa e la cromatografia di esclusione dimensionale sephadex-G-75 (Alkhalidy 

and Dosh, 2023). 

I metodi di scambio ionico DEAE e di filtrazione su gel vengono utilizzati per separare la β-

lattoglobulina bovina A, B e α-lattoalbumina nel latte bovino (Yoshida, 1990) mentre la 

cromatografia a scambio anionico a flusso rapido DEAE-sepharose è stata utilizzata per 

isolare e purificare le proteine del siero del latte (Mao et al., 2017). Gli approcci proteomici 

IEC e bidimensionali basati su gel sono stati utilizzati per separare i modelli di isoforme 

delle proteine del siero del latte bovino e sono state identificate diverse nuove proteine del 

siero del latte minori (Fong et al., 2008). L’IEC è stata utilizzata anche per determinare gli 

amminoacidi presenti nel formaggio (Hogenboom et al., 2017).  

 

2.4 Cromatografia ad esclusione molecolare (SEC) 

Nella SEC, detta anche cromatografia a permeazione di gel o a filtrazione di gel, le proteine 

vengono separate su gel porosi in base alle loro dimensioni e pesi molecolari utilizzando 

calibrazioni adeguate. La SEC può essere utilizzata per rilevare e quantificare l’aggregazione 

di proteine o proteine modificate con diverse strutture quaternarie (Held and Hofe, 2017). Le 
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analisi SEC delle proteine del latte crudo e trattato termicamente di bovini e asina hanno 

fornito risultati compatibili con RP-HPLC e hanno rilevato maggiori informazioni sulle 

caseine aggregate termicamente in entrambi i latti. Per quanto riguarda la quantificazione 

della β-lattoglobulina, α-lattoalbumina, lisozima e caseina totale, non sono state osservate 

differenze significative tra i risultati ottenuti da SE-HPLC e da RP-HPLC per latte crudo e 

siero di latte. Il riscaldamento del latte di mucca ha promosso l’aggregazione di proteine 

denaturate come osservato dal SE-HPLC, mentre α-la e β-lg dal latte d’asino sono stati 

stabili al processo termico a 100°C (5 minuti) (Pinho et al., 2012). SEC è riuscito a separare 

gli idrolizzati della caseina in base alla lunghezza media dei peptidi (Silvestre et al., 1994). 

Un confronto tra SEC e la tecnica di frazionamento del campo di flusso asimmetrico ha 

fornito una buona separazione dei componenti a basso peso molecolare (Kang et al., 2011).  

 

2.5 Cromatografia di affinità  

Interazioni specifiche di tipo biologico, come il legame antigene-anticorpo, vengono 

utilizzate nella cromatografia di affinità per separare proteine specifiche (Hage, 1999). In 

questa tecnica, il processo consiste in tre fasi principali: incubazione del campione con un 

ligando anticorpale specifico immobilizzato per consentire il legame, lavaggio degli altri 

componenti non specifici e infine eluizione della proteina bersaglio in un tampone adatto 

(Anusha & Sirisha, 2018). (Figura 5). 

 

Figura 5. Purificazione tipica tramite cromatografia di affinità (Anusha & Sirisha, 2018) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La cromatografia di affinità della lectina è stata utilizzata nella purificazione delle 

glicoproteine grazie alla capacità della lectina di riconoscere e legare determinati tipi di 



 

 19 

residui di carboidrati (Flatt, 2019). La purificazione è resa semplice etichettando una 

sequenza nota che va da un breve frammento di amminoacidi all’intero dominio o all’intera 

proteina di interesse. I tag facilitano la purificazione delle proteine agendo come marcatori 

dell’espressione proteica (Anusha & Sirisha, 2018). In questo processo, le proteine non 

marcate passeranno prima attraverso la colonna e poi la/le proteina/e bersaglio/i saranno 

eluite con un eluente adatto che compete con il tag per il legame della proteina o diminuendo 

il pH e l’affinità del tag per la resina (Flatt, 2019). Le caseine del latte di pecora sono state 

separate in quattro frazioni (α-s1, α-s2, β, k) utilizzando la cromatografia di affinità attaccata 

con tiolo-sefarosio 4B attivato e si è concluso che questo risultato può essere utilizzato per 

determinare il polimorfismo nelle frazioni di caseina (Dall’olio et al., 1990).  

 

2.6 Cromatografia liquida proteica rapida (FPLC) 

La separazione e la purificazione delle proteine nel loro stato nativo sono state ottenute 

mediante FPLC. La FPLC è una forma di cromatografia ad alte prestazioni che sfrutta l’alta 

risoluzione resa possibile dalle fasi stazionarie di piccolo diametro. È stato originariamente 

sviluppato per proteine e presenta un’elevata capacità di carico, sistemi acquosi, flussi 

elevati e la disponibilità di fasi stazionarie nella maggior parte delle modalità di 

cromatografia comuni. (Madadlou et al., 2011). La possibilità di denaturazione delle proteine 

è ridotta dalla contropressione relativamente bassa necessaria per azionare le elevate portate 

(Gonzalez-Llano et al., 1990). Per lo più, le perle di agarosio reticolate con una varietà di 

dimensioni e ligandi di superficie servono come fase stazionaria in FPLC. FPLC può essere 

utilizzata per la separazione di proteine su colonne cromatografiche a scambio ionico, SEC, a 

fase inversa e di affinità, ma le più comunemente utilizzate sono le colonne a scambio 

anionico (Madadlou et al., 2011). Solitamente, i rilevatori UV vengono utilizzati per 

misurare la concentrazione proteica a una lunghezza d’onda di assorbimento di 280 nm 

(Flatt, 2019) (Figura 6).  

Figura 6. Sistema FPLC tipico. Immagine da LaVerde, V., Dominici, P. e Astegno, A. 

(2017).   

 

 

 

 

 



 

 20 

L’FPLC è stato utilizzato per purificare le caseine α-, β- e k- per ulteriori indagini (Plank et 

al., 2008). Una buona separazione e quantificazione delle principali caseine del latte sono 

state ottenute utilizzando FPLC a scambio anionico su una colonna Mono Q a pH 7 (Davies 

and Law, 1987). Lo scambio cationico FCLP è stato utilizzato per separare le principali 

frazioni di caseina (Hollar et al., 1991) mentre lo scambio anionico FCLP è stato utilizzato 

per separare l’α-lattoalbumina e la β-lattoglobulina dal siero di latte (Geng et al., 2015). 

L’uso di FPLC con RP-HPLC per il frazionamento della frazione di azoto solubile del latte 

fermentato contenente peptidi inibitori dell’enzima di conversione dell’angiotensina I (ACE) 

ha prodotto risultati promettenti (Gobbetti et al., 2000).  
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                                                         Capitolo 3 

TECNICHE ELETTROFORETICHE PER LA SEPARAZIONE, LA 

VISUALIZZAZIONE E L’IDENTIFICAZIONE DELLE PROTEINE  

 

Le tecniche elettroforetiche separano le proteine in base alle loro dimensioni e cariche e sono 

molto affidabili nel fornire le “impronte digitali” delle composizioni proteiche. Possono 

essere utilizzate per analisi semiquantitative, ad esempio mediante densitometria delle bande 

separate, nonché per analisi quantitative mediante elettroforesi capillare.  

 

 

3.1 ELETTROFORESI SU GEL UNIDIMENSIONALE  

L’elettroforesi su gel è un metodo semplice che viene comunemente utilizzato per la 

fenotipizzazione visiva delle proteine su diversi tipi di gel (Ribadeau-Dumas et al., 1989). I 

metodi di elettroforesi su gel sono convenienti, rapidi, poco costosi e richiedono quantità di 

proteine nell’ordine dei microgrammi. L’elettroforesi su gel di poliacrilammide con sodio 

dodecil-solfato (SDS-PAGE) non richiede il frazionamento preventivo di siero e caseine e 

viene utilizzata per la separazione simultanea di tutte le proteine del latte in base al loro peso 

molecolare (Basch et al., 1985). Una differenziazione delle proteine del siero del latte e 

separazione delle caseine bovine in quattro bande diverse che rappresentano αs1-, αs2-, β- e 

K-caseine si può ottenere utilizzando SDS-PAGE e un agente riducente (Figura 7) 

(Yelubaeva et al., 2017).  

Figura 7. Separazione elettroforetica di campioni freschi e riscaldati (80°C/60 minuti) di 

latte bovino e di cammello mediante SDS-PAGE (Warakaulle et al., 2024). 
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SDS-PAGE è stato utilizzato con successo per l’analisi proteomica delle proteine del latte 

trattate termicamente (Felfoul et al., 2017) e per l’analisi delle proteine del latte nel 

formaggio dopo aver sciolto i campioni in urea 8M (Hailu et al., 2018; Mbye et al., 2021). 

L’inclusione di urea nel gel separatore migliora significativamente la separazione delle 

caseine senza effetti deleteri sulla migrazione proteica. L’elettroforesi Urea-PAGE denatura 

le proteine senza neutralizzarne le cariche, consentendone così la separazione in base al 

rapporto carica/massa anziché basandosi esclusivamente sul loro peso molecolare. Le 

proteine con mobilità elettroforetica simile in SDS-PAGE possono avere mobilità diverse in 

Urea-PAGE a seconda delle loro cariche intrinseche e del pH del gel. In presenza di agenti 

riducenti, come 2-mercaptoetanolo o ditiotreitolo, insieme all’urea, le separazioni della 

caseina possono essere effettuate sia a pH alcalini che acidi. D’altro canto, le separazioni 

delle proteine del siero del latte vengono effettuate a pH alcalini senza questi reagenti 

(Ribadeau-Dumas and Grappin, 1989). Mentre le proteine del siero vengono separate in 

modo ottimale su un gel di poliacrilammide al 12% in assenza di urea e con uno strato 

superiore di gel a pori larghi, le caseine si sono separate meglio su un gel di poliacrilammide 

all’8% con urea 4 M. Gli agenti riducenti rompono i ponti disolfuro intermolecolari mentre 

l’urea facilita la dissociazione degli aggregati micellari di caseina intermolecolari (Ng-Kwai-

Hang and Kroeker, 1984). L’elettroforesi su gel è stata utilizzata per studiare le quantità di 

proteine distinte nel latte di varie specie animali, nonché l’impatto delle variabili genetiche e 

ambientali e di varie tecniche di lavorazione (Felfoul et al., 2017; Sharma et al., 2017). Tali 

studi solitamente coinvolgono un gran numero di campioni e più campioni possono essere 

eseguiti in parallelo per fornire risultati qualitativi facilmente interpretabili (Ng-Kwai-Hang 

and Kroeker, 1984). I modelli elettroforetici dei campioni bovini e caprini indicavano 

chiaramente la presenza di due proteine del siero del latte, β-lattoglobulina e α-

lattoalbumina, nonché delle quattro varianti della caseina: αs1-, αs2-, β-, e k-caseine. Le 

allergie delle proteine del latte dei neonati sono spesso scatenate da β-lattoglobulina e αs1-

caseina, che non sono presenti nelle proteine del latte umano (Sharma et al., 2017). 

Attraverso l’elettroforesi su gel, è stata inoltre dimostrata una elevata variabilità nella caseina 

e nelle proteine del siero del latte di bovini, capre, pecore, bufali e cammelli (Yasmin et al., 

2020). La determinazione semiquantitativa del contenuto proteico nel latte scremato, nel latte 

scremato in polvere, nei concentrati proteici totali e nei concentrati di proteine del siero è 

stata effettuata mediante elettroforesi su gel, seguita da analisi densitometrica a scansione. 

Ciò ha richiesto una calibrazione adeguata a causa della variabilità nelle capacità di legame 
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per i coloranti anionici a seconda del contenuto di amminoacidi basici nelle proteine (Basch 

et al., 1985).  

3.2 FOCALIZZAZIONE ISOELETTRICA (IEF) 

L’IEF separa le proteine e i peptidi in base alla loro carica definita dal pKa della molecola 

(Friedman et al., 2009). I componenti delle proteine del latte sono stati separati utilizzando la 

tecnica IEF in gel di poliacrilammide spessi 1 mm contenenti anfoliti, urea 7 M e 2-

mercaptoetanolo allo 0,1%. L’IEF è stato impiegato per la fenotipizzazione delle proteine del 

latte su gel di poliacrilammide a strato ultrasottile in un’unica corsa (Seibert et al., 1985). 

L’IEF è stato utilizzato per separare e identificare αs1-caseina A, B, C; αs2-caseina B; β-

caseina A1, A2, A3, B, C, k-caseina A, B, α-lattoalbumina B; e β-lattoglobuline A, B, C 

(Trieu-Cuot & Gripon, 1981). IEF seguito da PAGE è stato utilizzato per confrontare le 

proteine del latte di bovini, capre, maiali, topi e umani, permettendo di scoprire che le 

proteine del latte bovino e caprino mostrano una grande somiglianza, mentre le proteine del 

latte di non-ruminanti hanno mostrato una somiglianza minima (Kim and Jimenez-Flores, 

1994). E’ stato inoltre sviluppato un metodo di riferimento basato sull’IEF per tracciare la 

presenza di latte bovino nei formaggi prodotti con latte di capra e di pecora (Spoljaric et al., 

2013).  

 

3.3 ELETTROFORESI SU GEL BIDIMENSIONALE (2-DE) 

Le miscele proteiche complesse possono essere separate su SDS-PAGE utilizzando 

l’elettroforesi su gel bidimensionale (2-DE) con aggiunta di sostanze riducenti (Chevalier et 

al., 2009). Questa tecnica si basa su due caratteristiche molecolari: (i) la focalizzazione 

isoelettrica (IEF), che separa le proteine in base alla loro carica e (ii) l’SDS-PAGE, che 

separa le proteine in base alle loro dimensioni (Figura 8) (O’Donnell et al., 2004).  

Figura 8. Elettroforesi bidimensionale delle proteine del latte bovino (Warakaulle et al., 

2024).  
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Un’applicazione alternativa, fornita da PAGE non riducente, consente l’imaging di 

complessi legati da ponti disolfuro come quelli presenti in campioni di latte pastorizzato e 

trattato termicamente. 2-DE è stato impiegato per esplorare la proteolisi delle β- e K-caseine 

(O’Donnell et al., 2004). I frammenti proteolitici della β-caseina, di dimensioni variabili da 9 

kDa a frammenti di grandi dimensioni, appena pochi amminoacidi al di sotto della massa 

della β-caseina, sono stati separati su gel 2-DE (Yamada et al., 2002). Nel siero di latte 

bovino, sono state identificate anche forme abbreviate C-terminali della β-lattoglobulina 

utilizzando 2-DE (Zappacosta et al., 1998). I ricercatori hanno studiato la separazione dei 

componenti delle proteine del latte bovino utilizzando 2-DE accoppiato a diverse tecniche di 

spettrometria di massa (Galvani et al., 2001). Il 2-DE è stato utilizzato con successo per 

separare e identificare isoforme della k-caseina con diversi modelli di fosforilazione e 

glicosilazione (Calverol et al., 2003), e diverse isoforme della caseina nei bovini (Holland et 

al., 2006), asino (Cunsolo et al., 2009), e latte di capra (Roncada et al., 2002). Il 2-DE 

collegato alla spettrometria di massa MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption 

Ionization Time-of-Flight) è stato impiegato per (i) esaminare le proteine del siero in 

campioni di latte proveniente da animali sani e infetti da mastite (Alonso-Fauste et al., 2012), 

(ii) identificare le proteine allergeniche del latte in due razze di capre (Mansor et al., 2020), 

(iii) scoprire proteine note e nuove nel siero di latte bovino (Lee et al., 2018), e (iv) delineare 

la variazione di αs1-caseina, k-caseina e β-lattoglobulina in diverse razze bovine bulgare 

(Zagorchev et al., 2013). Le proteine del latte di sei razze di capre sono state separate 

mediante 2-DE e sono state segnalate da 25 a 102 macchie nelle diverse razze (Kumar et al., 

2013). Etichettando ogni estratto con coloranti fluorescenti spettralmente risolvibili, di 

dimensioni e carica corrispondenti, noti come fluorofori CyDye DIGE, è possibile separare 

più estratti proteici utilizzando l’elettroforesi differenziale bidimensionale su gel (2D-DIGE). 

Questa tecnica è stata impiegata per analizzare i proteomi dei globuli di grasso del latte 

provenienti sia da campioni di controllo sia da latti di pecora infetti da Mycoplasma 

agalactiae. I due gruppi sono stati marcati rispettivamente con gli esteri 

N‑idrossisuccinimidil dei coloranti cianinici Cy3 e Cy2 (Figura 9) (Addis et al., 2011).   
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Figura 9. DIGE 2-D di MFGP da M. agalactiae pecore infette e non infette. Immagine 

sovrapposta di MFGP estratte da campioni rappresentativi di latte infetto (blu) e non infetto 

(verde). I punti indicano proteine  con differenze statisticamente significative nella quantità 

tra tutti i campioni esaminati (Warakaulle et al., 2024).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4 WESTERN BLOTTING 

Il Western Blotting comporta il trasferimento o il blotting di singole proteine da gel di 

separazione per elettroforesi a membrane dove possono essere visualizzate. Sono coinvolti 

diversi passaggi, tra cui la preparazione del campione, l’elettroforesi su gel 1D o 2D, il 

blotting sulla membrana e il legame dell’anticorpo, il rilevamento, l’imaging e l’analisi. Il 

Western blotting è stato utilizzato per identificare e quantificare le proteine del latte bovino e 

di bufala che segnano la transizione dalla mastite subclinica a quella clinica e ha permesso di 

scoprire che la proteina associata alla ciclasi è up-regolata nella mastite subclinica in 

entrambi i tipi di latte (Maity et al., 2020). L’analisi dei peptidi immunologicamente attivi e 

delle proteine allergiche è stata studiata utilizzando tecniche di Western blotting (Picariello 

et al., 2019). Inoltre, questa tecnica è stata utilizzata per analizzare la sintesi proteica del latte 

e di alcune pathway molecolari, come quella mTOR e l’espressione della β-caseina, gli 

effetti dei singoli amminoacidi essenziali sul signalling cellulare e i tassi di sintesi proteica 

nelle cellule mammarie bovine (Appuhamy et al., 2011). Il Western blotting è stato applicato 
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con successo anche per controllare l’adulterazione di formaggi di capra, pecora e bufala con 

latte bovino (Molina et al., 1995) (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Tecnica Western Blotting (Burrell., 2017).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5 ELETTROFORESI CAPILLARE (CE) 

Nei processi elettrochimici, le correnti elettriche influenzano il modo in cui le molecole con 

una carica elettrica si muovono attraverso una colonna capillare. Ciò consente l’isolamento 

simultaneo ad alta risoluzione di caseina e siero, fornendo una quantificazione accurata e 

offrendo un’eccellente opportunità per identificare variazioni genetiche, fosforilazione e 

modelli di glicosilazione nelle proteine del latte (Figura 11) (Heck et al., 2008).  

 

Figura 11. Elettroferogramma rappresentativo delle proteine del latte mediante elettroforesi 

capillare ad alte prestazioni (HPCE) (Warakaulle et al., 2024).  
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La separazione della lattoferrina mediante CE è piuttosto scarsa rispetto ad altre proteine del 

siero del latte a causa delle sue grandi dimensioni (80 kDa), dell’elevato punto isoelettrico 

basico (pI, 8-9) e delle sue basse concentrazioni (Riechel et al., 1998; Indyk et al., 2007). 

Tuttavia è stato possibile rilevare la lattoferrina nelle formule per neonati utilizzando un 

tampone di corsa piuttosto complesso in un tempo di separazione di 30 minuti (Li et al., 

2011). La CE è stata utilizzata per separare le caseine del latte di cammello e l’α-

lattoalbumina (Mohamed et al., 2020) e per indagare l’adulterazione del latte di bufala da 

parte del latte bovino esplorando l’α-lattoglobulina come marcatore di adulterazione 

(Trimboli et al., 2019). Il polimorfismo genetico delle razze ovine australiane è stato studiato 

da CE e si è scoperto che è fortemente influenzato dalla composizione del latte e dalla resa 

(Clément et al., 2006). Anche le proteine e i peptidi del latte, del formaggio e del siero del 

latte sono stati caratterizzati con successo mediante CE utilizzando diversi tamponi 

(Strickland et al., 2001).  
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                                       Capitolo 4    

METODI RAPIDI E SELETTIVI PER LA DETERMINAZIONE 

DELLE PROTEINE DEL LATTE 

 

4.1 SPETTROSCOPIA INFRAROSSA CON CHEMIOMETRIA  

Attualmente, per l’analisi di routine delle proteine del latte vengono utilizzati metodi 

spettrofotometrici a infrarossi (IR) rapidi, non distruttivi e convenienti. La spettroscopia IR 

abbinata all’analisi chemiometrica multivariata viene utilizzata per sviluppare modelli di 

previsione appropriati per la determinazione dei componenti del latte, tra cui le proteine 

(Dufour, 2011). I modelli di calibrazione vengono costruiti utilizzando un set di 100–150 

campioni già analizzati con un metodo di riferimento, impiegati come set di addestramento 

per correlare i dati spettrali con quelli analitici tramite regressione. Un secondo set 

indipendente, anch’esso composto da 100–150 campioni analizzati sia in IR sia con il 

metodo di riferimento, viene poi utilizzato per la validazione del modello (Yakubu et al., 

2022). Gli spettri di assorbimento IR derivano dalle diverse modalità di vibrazione dei 

legami chimici molecolari, come allungamento e piegamento. La spettroscopia IR in 

trasmissione rileva tali vibrazioni dei legami covalenti nelle regioni del vicino infrarosso 

(NIR, 800–2500 nm) o del medio infrarosso (MIR, 2500–25.000 nm) (Mohamed et al., 

2020). Nel NIR, le vibrazioni caratteristiche delle proteine compaiono alle seguenti 

lunghezze d’onda: ammide B 1640–1670 nm (primo overtone della vibrazione di stiramento 

NH) e le bande ammide A e ammide I a 2056 e 2180 nm (combinazioni CH). Nel MIR, le 

vibrazioni ricadono invece nelle bande: ammide I a 6060 nm (80% stiramento C–O, 10% 

stiramento CN, 10% flessione NH), ammide II a 6500 nm (60% stiramento NH, 40% 

stiramento CN) e ammide III a 8064 nm (30% stiramento CN, 30% flessione NH, 10% 

stiramento C–O, 10% flessione OCN). Anche la diffusione della luce da parte delle micelle 

proteiche nel visibile e nel NIR a corta lunghezza d’onda (400–1100 nm) può essere 

efficacemente sfruttata per la quantificazione delle proteine totali nel latte (Bogomolov and 

Melenteva, 2013). Le lunghezze d’onda di assorbimento NIR e MIR vengono impiegate per 

caratterizzare i legami CH, C–O e peptidici presenti nelle proteine del latte, così come i 

gruppi –OH degli acidi grassi, degli esteri, degli amminoacidi e del lattosio. Rispetto alla 

spettroscopia NIR, si sostiene che la MIR produca risultati più precisi per il contenuto 

proteico totale nel latte in polvere (Wu et al., 2008). Il MIR è stato utilizzato per determinare 

la composizione della caseina (α-, β-, e k-caseina) del latte di capra (Daniloski et al., 2022) 
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ed è stato utilizzato un approccio NIR per determinare il contenuto di lattoferrina nel latte 

bovino (Soyeurt et al., 2020). Le proteine del latte bovino crudo sono state analizzate 

utilizzando la spettroscopia MIR e la spettroscopia a riflessione totale attenuata e si è 

scoperto che questo metodo ha il potenziale per fornire risultati rapidi (Etzion et al., 2004). 

Diverse aziende hanno sviluppato apparecchiature disponibili in commercio con calibrazioni 

per l’analisi del latte che sono ampiamente utilizzate dall’industria lattiero-casearia. Le 

limitazioni della spettroscopia IR sono causate dalla diffusione della luce e dalla riflessione 

speculare da parte dei globuli di grasso (Holyrod, 2013; Yakubu et al., 2022) e dalla 

sovrapposizione delle intense bande di assorbimento dell’acqua con quelle delle 

proteine(Aernouts et al., 2011, Mohamed et al., 2020).  

  

4.2 METODI IMMUNOENZIMATICI (ELISA) 

I metodi ELISA si basano sul legame di anticorpi e antigeni con elevata specificità e affinità 

(Hsieh,2010). I test ELISA sono basati sulla reazione di un antigene (proteina) e anticorpi 

marcati con enzimi, così da permettere la misurazione quantitativa dei complessi tramite 

spettrofotometri UV-visibili (Sakamoto et al., 2018). Sono disponibili molti kit ELISA 

commerciali per l’analisi di diverse proteine del latte con variabilità in termini di sensibilità, 

specificità, modalità di espressione dei risultati e formato (Downs and Taylor, 2010). La 

specificità del test è determinata dall’efficienza del legame e dalla cross-reattività con altre 

proteine. Sono disponibili metodi immunologici, che utilizzano antisieri policlonali, per la 

quantificazione di α-caseina, β-caseina e β-lattoglobuline (Levieux and Venien, 1994; 

Anguita et al., 1996; Haza et al., 1999). L’adulterazione del latte di capra, pecora o bufala 

con latte bovino è stata rilevata utilizzando un metodo ELISA indiretto (Figura 12), 

altamente selettivo che impiega un anticorpo monoclonale che identifica un epitopo specie-

specifico sulla catena pesante delle IgG1 e IgG2 bovine (Hurley et al., 2004). 

Figura 12. Metodo ELISA indiretto (Burrell., 2017).  
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 L’adulterazione del latte bovino nel latte di yak è stata rilevata utilizzando una tecnica 

ELISA specializzata che prende di mira la caseina αS1 bovina (Ren et al., 2014). Un’altra 

classe di saggi immunologici spesso impiegati nello studio delle proteine del latte sono i 

saggi di immunodiffusione radiale (RID). In questa tecnica, un anticorpo viene aggiunto a un 

terreno caldo composto da agar o agarosio disciolti in soluzione salina normale tamponata e 

la miscela viene posta su una piastra di Petri e lasciata indurire. La soluzione contenente 

l’antigene di interesse viene introdotta in un pozzetto di gel e, diffondendosi radialmente, 

forma un cerchio di precipitina nel mezzo; il diametro di questo cerchio viene impiegato per 

la quantificazione, confrontandolo con i diametri dei cerchi generati da concentrazioni note 

dello stesso antigene (Stanley, 2002). I metodi RID sono stati impiegati per determinare il 

contenuto di lattoferrina nelle vacche sane e affette da mastite subclinica (Hagiwara et al., 

2003), per quantificare lattoferrina e immunoglobulina G nel latte bovino, di bufala e di 

cammello e per valutare l’effetto del trattamento termico sulla loro stabilità (Elagamy, 2000), 

nonché per analizzare la variabilità delle proteine bioattive, come lattoferrina e 

immunoglobulina G, utilizzando un kit ELISA sviluppato specificamente per il latte di 

cammello (Mohamed et al., 2021). 
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                                                            Capitolo 5 

            CARATTERIZZAZIONE STRUTTURALE DELLE PROTEINE  

 

 

5.1 CRISTALLOGRAFIA A RAGGI X  

La cristallografia a raggi X può essere utilizzata per ottenere informazioni strutturali per 

singole proteine, in particolare la configurazione tridimensionale, impiegando la diffrazione 

dei raggi X della forma cristallina della proteina (Flatt, 2019; Sawyer et al., 2002). Prima 

dell’esame radiografico, le molecole di caseina non globulari vengono lasciate a formare 

complessi cristallizabili con altre sostanze (Holt & Sawyer, 1993). Ad esempio, uno studio 

che utilizza la cristallografia a raggi X sulla β-lattoglobulina ha rilevato le tre variazioni 

strutturali A, B e C (Bewley et al., 1997). La cristallografia a raggi X è stata utilizzata anche 

per studiare l’effetto del pH sulle differenze strutturali e sul comportamento cristallino delle 

proteine (Timasheff and Townend, 1964).  

 

5.2 SPETTROSCOPIA DI RISONANZA MAGNETICA NUCLEARE (NMR) 

La NMR delle proteine viene utilizzata per studiare la struttura chimica e la dinamica delle 

proteine isolate, degli acidi nucleici e dei loro complessi (Wahlgren and Drakenberg, 1995). 

Ad esempio questa tecnica è stata utilizzata per la caratterizzazione dei cambiamenti 

strutturali nelle caseine (Humphrey and Jolley, 1982), micelle di caseina (Kakalis et al., 

1990), proteine del siero del latte (Lubke et al., 2002), proteine e proteine fosforilate 

(Belloque & Ramos, 2002). Analisi NMR del latte in polvere al 10% in D2O (noto anche 

come acqua pesante, è una forma di acqua in cui gli atomi di idrogeno sono sostituiti dal 

deuterio, l’isotopo pesante dell’idrogeno) ha consentito un bloccaggio più semplice e una 

risoluzione aumentata (Hu et al., 2004). La spettroscopia HNMR è stata utilizzata per 

confrontare il comportamento della β-lattoglobulina quando sottoposta ad alte pressioni 

idrostatiche e ha mostrato che il nucleo della variante A della β-lattoglobulina si è dispiegato 

più velocemente della variante B (Belloque and Ramons, 1999). Quando riscaldata durante 

la lavorazione del latte, la β-lattoglobulina interagisce idrofobicamente con specifici 

fosfolipidi, influenzandone così la struttura terziaria e la funzionalità. Queste informazioni si 

basano su dati ottenuti da studi di diffusione NMR e dicroismo circolare (Kasinos et al., 

2013). L’HNMR combinato con reazioni di scambio di deuterio è stato utilizzato per 

monitorare lo sviluppo delle proteine del siero del latte indotto dal riscaldamento, dalla 

pressione e dalla formazione di schiuma (Tanaka and Kunugi, 1996; Belloque and Smith, 
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1998). Per ottenere ulteriori informazioni sui cambiamenti conformazionali che si verificano 

durante lo svolgimento delle proteine, la deuterazione viene combinata con 2D-1H NMR 

(Belloque and Smith, 1998). Tra le varie tecniche spettroscopiche NMR utilizzate per 

studiare le proteine del latte, la spettroscopia 31P NMR è molto utile nello studio delle 

caseine e delle proteine del siero del latte (Belloque and Ramos, 1999). Il comportamento 

dell’aggregazione della caseina dopo l’elaborazione e in varie condizioni ambientali è stato 

analizzato utilizzando 31P NMR, che ad esempio aumenta la mobilità del fosfato inorganico 

con la diminuzione del calcio (Belton et al., 1985), e la valutazione del grado di chelazione 

con mobilità del calcio e della caseina nella matrice (Rulliere et al., 2013).  

 

 

5.3 SPETTROMETRIA DI MASSA E INDAGINI PROTEOMICHE 

La proteomica è uno strumento efficace per la caratterizzazione del latte e dei prodotti 

caseari sulla base delle loro proteine e peptidi (Agregan et al., 2021). I flussi di lavoro 

proteomici comuni utilizzati nell’autenticazione alimentare sono illustrati in Figura 13.  

 

Figura 13. Panoramica schematica dei metodi di analisi proteomica (Warakaulle et al., 

2024). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Queste tecniche sono cruciali perché facilitano l’indagine di diverse proteine del latte 

contemporaneamente e consentono la loro rilevazione, caratterizzazione e identificazione 

(O’Donnell et al., 2004). Sono necessari progetti sperimentali complicati per gli studi 
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proteomici volti a caratterizzare le modifiche post-traduzionali delle proteine. In tali scenari, 

la spettrometria di massa (MS) consente l’elucidazione dei complessi proteici, dei loro 

componenti e delle connessioni funzionali, nonché le misurazioni globali delle proteine 

(Flatt, 2019). L’interpretazione degli spettri di massa generati è agevolata da strumenti 

bioinformatici e librerie di spettri di massa di proteine e peptidi. Le analisi proteomiche 

impiegano tecniche analitiche sofisticate per ottenere informazioni multidimensionali sulle 

strutture e/o funzioni di proteine e peptidi. È possibile utilizzare la combinazione di una o 

due tecniche di separazione (elettroforesi, HPLC, scambio ionico o esclusione dimensionale, 

cromatografia di affinità e/o immunoprecipitazione) con spettrometria di massa tandem 

(MS/MS), spettrometria di massa MALDI-TOF e/o sequenziamento di cDNA (Issaq et al., 

2005; Tang et al., 2008; Liu et al., 2010; Mitulovic’, 2015). La catalogazione 

dell’espressione proteica, la descrizione delle interazioni proteiche e l’individuazione dei siti 

di modificazione proteica sono i tre principali utilizzi della MS nella proteomica (Han et al., 

2008). Diversi studi hanno indagato le potenziali applicazioni della proteomica del latte in 

generale insieme alle modifiche che le proteine del latte subiscono durante l’allattamento, la 

lavorazione e la conservazione (O’Donnell et al., 2004; Cunsolo et al., 2011b; Abd El-

Salam, 2014). L’espressione proteica, la struttura, le variazioni della sequenza genetica, il 

livello di fosforilazione e i cambiamenti post-traduzionali, così come i cambiamenti causati 

dall’ambiente, dalla lavorazione o dalla conservazione, possono essere tutti analizzati 

dall’analisi proteomica del latte (Manso et al., 2005). Le proteine del latte umano sono state 

analizzate utilizzando la cromatografia a scambio anionico e la spettrometria di massa 

(Mange et al., 2008). Le proteine a bassa abbondanza nella frazione del siero del latte umano 

(arricchita da perle ProteoMiner) sono state identificate durante un periodo di allattamento di 

12 mesi utilizzando la cromatografia liquida accoppiata alla spettrometria di massa tandem 

(LC-MS/MS) (Liao et al., 2011). Gli approcci di spettrometria di massa tandem (MS/MS) 

sono stati applicati alle k-caseine del latte bovino per confermare le modifiche post-

traduzionali, come  la fosforilazione, la glicosilazione (Holland et al., 2004, 2005). La 

proteomica comparativa è stata impiegata sia per individuare eventuali adulterazioni del 

latte, sia per valutare l’allergenicità del latte di pecora, cammello, bufalo, cavallo e asina 

(D’auria et al., 2005; Hinz et al., 2012). I dati provenienti da studi precedenti sono stati 

integrati per compilare un elenco esaustivo di 573 proteine bovine annotate non ridondanti, 

la maggior parte delle quali è stata classificata in base ai relativi percorsi biologici e al 

coinvolgimento nella risposta del sistema immunitario (D’Alessandro et al., 2011). La 

proteomica è stata utilizzata per studiare le caseine α e β bovine come fosfoproteine modello 
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(Zhou et al., 2006; Wu et al., 2007). I siti di lattosilazione (è una modificazione non 

enzimatica delle proteine in cui il lattosio reagisce con i gruppi amminici liberi, in particolare 

quelli della lisina, dando origine a prodotti di glicazione) della β-lattoglobulina sono stati 

identificati mediante analisi cromatografica in fase inversa accoppiata a ionizzazione 

elettrospray (ESI) in cromatografia liquida (Leonil et al., 1997). Studi di lattosilazione sulla 

β-lattoglobulina utilizzando zuccheri riducenti hanno mostrato che la lisina 100 è 

l'amminoacido più impegnato seguito dalla lisina 47 (Fogliano et al., 1998). Tuttavia, allo 

stato secco, i gruppi amminici attivi nelle proteine sono legati dal lattosio invece che dalla 

lisina 101. Inizialmente, si è scoperto che il lattosio si lega alle lisine 47 e 91 della β-

lattoglobulina (Morgan et al., 1998). Nei latti sottoposti a riscaldamento (ad esempio il latte 

evaporato) sono state identificate le lisine 47 e 60, mentre le lisine 60, 75, 77, 83 e 135 

risultavano più frequentemente associate al lattosio nel campione di latte trattato con 

riscaldamento moderato. Da questo studio è emerso chiaramente che i campioni di latte con 

differenti trattamenti termici presentano siti di legame del lattosio sulla lisina tra di loro 

diversi (Meltretter et al., 2014).  

 

 

5.3.1 APPROCCI TOP-DOWN 

Nell'approccio top-down, gli ioni proteici intatti vengono frazionati, separati e analizzati 

tramite ESI-MS per la loro identificazione e quantificazione, portando a una maggiore analisi 

della sequenza amminoacidica (McLafferty et al., 2007). Il rilevamento delle modifiche 

esistenti può essere facilmente ottenuto tramite proteomica top-down, simultaneamente in 

uno spettro. L'analisi top-down delle proteine intatte preserva le strutture labili di una 

proteina che vengono distrutte nell'analisi bottom-up e, in quanto tale, è un metodo migliore 

per esaminare la modificazione proteica (Siuti and Kelleher, 2007). La proteomica top-down 

ha messo ulteriormente in evidenza variazioni nelle principali isoforme e proteoforme del 

latte tra diverse razze bovine. In particolare, l’α-lattoalbumina, tutte le forme fosforilate 

dell’α-S2-caseina A, la β-caseina A2 e la κ-caseina B-1P sono presenti in quantità maggiori 

nel latte Jersey rispetto a quello Holstein-Friesian (Vincent et al., 2016; Vincent et al., 2018). 

La conservabilità del latte è stata analizzata mediante un approccio top-down per individuare 

i processi proteolitici responsabili della gelificazione da invecchiamento del latte UHT. È 

emerso che il trattamento UHT genera proteoforme lattosilate e che, durante il periodo di 

conservazione, l’abbondanza delle proteine native intatte diminuiva progressivamente, 

mentre aumentavano i loro prodotti di degradazione (Raynes et al., 2018). Tuttavia, l’analisi 



 

 35 

proteomica top-down è ancora in fase di sviluppo, poiché deve far fronte a numerose sfide 

tecniche, tra cui la solubilità delle proteine, l’elevata complessità del proteoma, l’ampia 

gamma del proteoma, l’analisi dei dati e l’associazione delle diverse proteoforme alla loro 

funzione biologica (Melby et al., 2021).  

 

 

5.3.2 APPROCCI BUTTOM-UP 

Negli approcci bottom-up o shotgun, le miscele proteiche o le proteine purificate vengono 

sottoposte a digestione enzimatica per generare peptidi, che vengono poi separati mediante 

cromatografia o elettroforesi e analizzati tramite spettrometria di massa per identificare i 

peptidi idrolitici risultanti. Di norma, solo un numero limitato di peptidi separati può essere 

identificato mediante proteomica shotgun, con conseguente copertura solo parziale delle 

sequenze proteiche (Steen and mann, 2004). Le tecniche di ionizzazione elettrospray (ESI) e 

di desorbimento laser assistito da matrice (MALDI) sono state utilizzate in parallelo per 

identificare con sicurezza 39 proteine del latte bovino (Mollé et al., 2009). MALDI è stato 

utilizzato per l’identificazione di peptidi di dimensioni più ridotte e caratterizzati da 

maggiore basicità, mentre ESI è risultato preferibile per l’analisi di peptidi più grandi e più 

idrofobici. Di conseguenza, la copertura del proteoma ottenuta mediante spettrometri di 

massa dotati di differenti modalità di ionizzazione e rilevazione può essere sfruttata in modo 

complementare. Le differenze qualitative nei proteomi delle diverse razze bovine sono state 

investigate tramite un approccio shotgun, che ha permesso di identificare 186 proteine del 

latte, comprendendo non solo le proteine principali ma anche numerose proteine minori 

(Vincent et al., 2015). Il siero del latte bovino è stato analizzato utilizzando la proteomica 

shotgun, con conseguente identificazione di 192 proteine (Hettinga et al., 2011).  

 

5.3.3 MONITORAGGIO DI REAZIONI MULTIPLE (MRM) 

Le proteine nei prodotti lattiero-caseari sono state quantificate utilizzando la tecnica MRM 

(Lutter et al., 2011). Alcune applicazioni comprendono lo studio dei frammenti delle 

proteine del siero del latte lattosilate presenti nelle polveri di latte (Le et al., 2013), 

modifiche post-traduzionali della β-lattoglobulina e idrolisi dell'asparagina nei caseinati del 

latte e dei prodotti caseari (Meltretter et al., 2013, 2014), così come lo studio della 

glicosilazione utilizzando micelle di caseina e sodio (Moeckel et al., 2016). 
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5.3.4 TAG ISOBARICO PER QUANTIFICAZIONE RELATIVA E ASSOLUTA 

(iTRAQ) 

L’identificazione e la quantificazione delle proteine del siero del latte di bovini, bufali, 

capre, cammelli e yak mediante la tecnica iTRAQ rappresentano un metodo affidabile. Le 

proteine del siero sono state sottoposte a digestione con tripsina per 16–18 ore a 37 °C e le 

concentrazioni peptidiche ottenute sono state misurate ad una densità ottica di 280 nm.  

Successivamente, le miscele di peptidi sono state etichettate con i reagenti iTRAQ seguendo 

le istruzioni del produttore, e i peptidi così marcati sono stati separati tramite cromatografia a 

scambio cationico forte utilizzando una colonna in polisolfetile. Successivamente, i peptidi 

sono stati identificati mediante RP-HPLC utilizzando una colonna Zorbax 300SB-C18. 

Infine, i peptidi sono stati valutati utilizzando la spettrometria di massa Q-Exactive, con un 

intervallo di massa di 300-1800 m/z (Yang et al., 2013).  
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                                    CONCLUSIONI 

Questo lavoro di tesi mi ha permesso di esaminare e confrontare diverse tecniche impiegate 

per l’analisi delle proteine del latte e dei prodotti caseari, spaziando dalla titolazione ai 

metodi spettroscopici, cromatografici, elettroforetici ed elettrochimici, fino alle tecniche 

avanzate di spettrometria di massa. La scelta dell’approccio analitico più adeguato dipende 

dagli obiettivi specifici dell’analisi. I metodi analitici tradizionali continuano a essere 

utilizzati per determinare il contenuto proteico totale e per l’identificazione, la 

caratterizzazione e la quantificazione delle diverse proteine presenti nel latte e nei suoi 

derivati. Le tecniche cromatografiche (HPLC, HIC, IEC, SEC e cromatografia di affinità) e i 

metodi di elettroforesi capillare consentono la separazione e la purificazione delle proteine. 

Le tecniche di elettroforesi su gel sono comunemente impiegate per la separazione, la 

visualizzazione e l’identificazione delle proteine. La focalizzazione isoelettrica sfrutta il fatto 

che le proteine possiedono cariche differenti lungo un gradiente di pH, permettendo così la 

loro separazione in base ai punti isoelettrici. Le tecniche di Western blotting prevedono il 

trasferimento delle singole proteine dal gel di separazione a una membrana di nitrocellulosa 

per successive analisi. La scelta di questo materiale non è casuale: la nitrocellulosa offre 

infatti un’elevata capacità di legame per le proteine, una ridotta interferenza di fondo e 

un’ottima compatibilità con i sistemi di rivelazione, senza necessità di pre-attivazione. 

Queste caratteristiche la rendono particolarmente adatta quando è necessario ottenere segnali 

puliti, lineari e facilmente interpretabili. Le membrane in PVDF, pur essendo più resistenti e 

dotate di una capacità di legame ancora maggiore, richiedono un passaggio preliminare di 

attivazione con metanolo, tendono a trattenere più anticorpi non specifici e possono generare 

una maggiore interferenza di fondo, risultando meno indicate in analisi in cui la riduzione del 

rumore di fondo e la riproducibilità del segnale sono prioritarie. Sono inoltre disponibili 

metodi IR e tecniche immunoanalitiche, come ELISA e RID, per la determinazione rapida di 

proteine selezionate. XRF e NMR possono essere utilizzate per identificare le strutture 

tridimensionali delle proteine. Le analisi proteomiche bottom-up e top-down, che prevedono 

l’impiego della cromatografia accoppiata ad analisi MS/MS o MALDI-TOF, trovano 

applicazione nello studio di miscele proteiche complesse. In conclusione, la scelta del 

metodo più appropriato dipende strettamente dal tipo di informazione che l’analista intende 

ottenere.  
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Figura 14. Tecniche analitiche per la determinazione del contenuto proteico nel latte.   
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perchè se oggi mi laureo e devo dire grazie a qualcuno, quel qualcuno sei tu. Per tutte le 
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caos in respiro. Nei tuoi occhi ho trovato calma, nei tuoi gesti leggerezza, nel tuo amore la 

certezza di poter contare su qualcuno che crede in me senza esitazioni. Ti stimo per ciò che 

fai ogni giorno, per l'amore che sai donare senza mai chiedere nulla in cambio, per la tua luce 

disarmante che riesce a rischiarare ogni stanza in cui entri. A te, che più di tutti hai 

attraversato i miei momenti bui, restando sempre luce. A te, che con uno sguardo mi capivi, 
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dimenticare tutto. A te, che mi hai aiutata a diventare la donna che sono oggi. Grazie per la 

tua pazienza infinita, per le notti passate a studiare con me senza mai lamentarti. Grazie per 

la tua dolcezza immensa, per capire ogni mio istante, per essere pronto a gioire di ogni mio 

successo come se fosse il tuo. Grazie per aver fatto il tifo per me sempre, anche quando io 

non riuscivo a farlo. Ogni traguardo che raggiungo è anche un po tuo, perchè hai condiviso 

con me il bello e il difficile, perchè hai reso possibile ciò che sembrava lontano. Questa tesi 

porta con sé ogni tuo gesto d'amore, ogni tua parola di incoraggiamento, ogni sorriso che ha 

alleggerito le mie giornate più pesanti. Ti amo profondamente e ti sarò per sempre grata per 

tutto ciò che hai fatto per me, anche in modi che forse non immagini. Sei il regalo più grande 

che la vita mi abbia fatto. Ti auguro di brillare sempre come fai adesso. Ti auguro di non 

perdere mai la curiosità che ti guida, né la bontà che ti distingue. Ti auguro di inseguire i tuoi 

sogni con la stessa determinazione e lo stesso cuore con cui hai sostenuto i miei. Grazie per 

l'impegno, il sacrificio, la dedizione e l'amore che mi hai donato. Grazie per aver trasformato 

la fatica in speranza e la paura in coraggio. Grazie di tutto, dal profondo del mio cuore Mala. 

Ti amo mio parabatai.  

Alla mia famiglia, a voi che mi avete accompagnata in ogni fase della vita, vedendomi 

crescere e diventare la persona che sono oggi. Non so ancora come riusciate a sopportare i 

miei sbalzi d'umore, ma forse è proprio questo il segno più grande del vostro affetto. Vi 

ringrazio perchè ci siete sempre stati, senza mai far pesare nulla e senza bisogno di grandi 

gesti, nel vostro modo semplice e discreto avete fatto tantissimo. Vi sono profondamente 

grata per il sostegno, la pazienza e la presenza costante. Vi voglio un bene immenso.  

Alla mia amica pazza Tania, fin dal primo momento in cui ti ho incontrata ho capito che 

saresti diventata parte della mia vita. All'inizio non conoscendoti, mi sembravi un po' 

squilibrata. Ma la verità è che non me ne importava nulla. Con il tempo ho imparato a 

conoscerti davvero e ho capito che persona meravigliosa sei. Sei fantastica: genuina, dolce, 

altruista, gentile, permalosa, impaziente, amorevole, pura e potrei continuare con altri mille 

aggettivi positivi. Ti ringrazio per essere sempre stata al mio fianco in questi tre lunghissimi 

anni, soprattutto negli ultimi mesi terrificanti. Ti ringrazio perchè hai portato luce nella mia 

vita, perchè non mi fai mai mancare il sorriso e ti impegni a farmi ridere anche quando sono 

arrabbiatissima. Grazie per gli infiniti appunt che mi hai passato, tutti cosi ordinati e chiari. 

Ti ricordi quelli di Zootecnia? Ancora oggi mi vengono i brividi da quanto erano perfetti. 

Grazie per essere sempre stata sincera, anche quando avresti potuto inventarti una bugia per 

svignartela. Grazie per essere entrata nella mia vita e per aver cercato ogni volta di farmi 
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ragionare prima di agire d'istinto. Anche se ammettilo, con tutte le stupidagini che ho 

combinato ti ho fatto morire dalle risate pure a te. Sei un'amica speciale, anzi, più che amica 

sei la sorella che non ho mai avuto, perchè dopo tutto quello che abbiamo vissuto posso 

davvero considerarti tale. E già che ci siamo digli a Vittorio che ringrazio anche lui per tutte 

le risate che mi ha fatto fare. In fondo, ma molto infondo sei una bella persona Vittò. Vi 

voglio bene inseparabili. 

A Greta, Irene, Giorgia, Elisa, Caterina D. e Alessandro, vi ringrazio perchè siete state delle 

ottime amiche e tu Ale un ottimo amico. Grazie per tutti i bei momenti vissuti insieme in 

questi tre anni, per l'allegria e la tranquillità che avete portato nella mia vita. Grazie perchè 

mi avete fatto sentire a casa, anche quando ero lontano dalla mia. Non vi sarò mai 

abbastanza grata per tutto il bene che mi avete dato.  

Alle mie bimbe di Sasso, vi ho viste crescere letteralmente e diventare delle donne 

straordinarie. Su di voi potrei scrivere un poema, ma mi limito a dirvi grazie. Grazie perchè 

nonostante la distanza, non mi fate mai sentire esclusa. Ogni volta che torno mi fate sentire 

accolta, voluta bene, parte di qualcosa che non si è mai spezzato. So che potrò contare su di 

voi sempre. A volte non mi capite del tutto, ma vi assicuro che spesso non mi capisco 

neanche io, eppure mi state vicino lo stesso, con quella vostra presenza che sa essere casa. 

Siete state e sarete per sempre uno dei mie pilastri. Vi adoro follemente.  

Al mio Relatore, nonchè Professore di Laboratorio di Biochimica degli Alimenti, 

Massimiliano Gasparrini, rivolgo i miei ringraziamenti più profondi. Ho scelto il suo corso 

facoltativo perchè mi ispirava e si è rivelata la scelta più luminosa e significativa del mio 

percorso universitario. Un Professore brillante, un Relatore competente, ma soprattutto una 

guida capace di unire professionalità, precisione e una pazienza rara. Ha seguito ogni fase 

del mio lavoro con un'attenzione minuziosa, curando ogni dettaglio e accompagnandomi con 

sicurezza e dedizione. Sono immensamente grata, non è semplice incontrare Professori che 

sappiano essere così presenti, così attenti, così straordinariamente umani. Mi considero 

davvero fortunata ad aver avuto al mio fianco un Professore e Relatore come lui, uno di 

quelli che lasciano un segno autentico. Grazie infinite.  

A Dio, a colui che più di tutti conosce il mio cuore. Ti ringrazio mio Dio, per essere stato la 

mia presenza costante, la mia guida silenziosa e il mio sostegno in ogni passo di questo 

cammino. Grazie per avermi accompagnata nei momenti di incertezza, per avermi donato 

quella pace interiore che solo tu sai dare e per non avermi mai lasciata sola, nemmeno 

quando tutto sembrava più difficile. Sono certa che dietro ogni mio successo, piccolo o 

grande che sia, c'è la tua mano discreta, il tuo "zampino" d'amore che orienta, protegge e 
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illumina. Per questo ti sarò grata per tutta la vita. Ogni traguardo raggiunto, ogni paura 

superata, ogni sorriso ritrovato porta un po del tuo respiro, della tua forza e della tua infinita 

misericordia. Continua a camminare con me Signore, perchè senza di te nulla avrebbe 

davvero senso. E io con tutto il mio cuore, continuerò a ringraziarti per ciò che sei e per ciò 

che fai nascere dentro di me ogni giorno.  

Infine il ringraziamento più sincero, profondo e autentico lo rivolgo a me stessa. A quella 

versione di me fragile, impaurita e insicura che per tanto tempo ho giudicato o cercato di 

nascondere. Oggi scelgo di abbracciarti. Sono state proprio quelle ombre, insieme alla mia 

testardaggine a portarmi fin qui. Donatella, ce l'hai fatta davvero. Mi ringrazio per non aver 

mollato quando la stanchezza sembrava travolgermi e le notti non finivano mai. Per aver 

trovato la forza di ricominciare dopo ogni vicolo cieco e per aver continuato a credere nelle 

mie capacità anche quando i dubbi prendevano il sopravvento e la Coca Cola era diventata 

acqua sporca. Mi sono grata per non aver ceduto quando sarebbe stato più semplice spegnere 

tutto e far finta di niente; per essermi alzata anche con zero voglia e due occhiaie che 

avevano vita propria, per aver pianto nei momenti di crollo e poi essermi asciugata le lacrime 

per tornare a studiare. Mi scuso per tutte le volte in cui mi sono sminuita e per le parole dure 

che mi sono detta in silenzio. Promwtto di non farlo più, voglio diventare la mia prima 

alleata, non il mio peggior nemico. Questa laurea triennale non è solo un titolo accademico, è 

la prova concreta che quando dico "ce la posso fare", lo faccio per davvero. E' la 

testimonianza della mia capacità di trasformare i sacrifici in traguardi, anche quando faccio 

fatica a crederci fino in fondo. Oggi davanti a questo risultato, posso finalmente dire di 

essere orgogliosa di ciò che sono e di tutto ciò che ho costruito. So che la bambina che ero 

sarebbe fiera della donna che sono diventata: di come affronto le sfide, della costanza con 

cui ho portato a termine questo percorso, della mia detrminazione, della mia pazienza e di 

quel coraggio che mi ha spinta a dire "ancora un capitolo" o "solo un altro paragrafo, 

scegliendo me stessa invece di rimandare. Faccio pace con le cicatrici lasciate lungo la strada 

e porto con me la forza di questi anni per costruire, giorno dopo giorno, il mio futuro 

professionale, orgogliosa di non essermi mai fermata. Auguro a me stessa di non smettere 

mai di provarci e di volermi bene, anche quando la vita proverà a farmi dubitare del 

contrario.  

Me lo merito. Me lo sono guadagnata. E sono immensamente fiera di essere me.  

 
 


