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Introduzione

La presente raccolta di metodi nasce in un periodo di rapida e complessa evoluzione
nel settore dell'lgiene e della Sicurezza d'uso degli Alimenti, consideratalanecessity di
elaborare e codificare in modo omogeneo le numerose acquisizioni tecnico-scientifiche
ottenute in anni molto recenti.

Il richiamo delle norme europee all'applicazione dei principi the disciplinano le
buone pratiche di laboratorio, settore nel quale PISS ha recentemente emanato specifiche
linee guida, presuppose anche la dotazione degli strumenti necessari a realizzarli.

In tal senso, per quanto nel nostro paese la normativa nazionale relativa alle
procedure analitiche del settore risulti incompleta, nell'ambito dell'analisi chimicae
microbiologica applicata al controllo sanitario degli alimenti sono oggi a disposizione
degli operatori del settore siametodi di analisi ufficiali the metodi raccomandati o
comunque validati in circuiti nazionali od internazionali, oltre a metodi non validati ma
ampiamente utilizzati e collaudati.

In particolare, le metodiche internazionali codificate dall'l SO, grazie all'esperienza
in trasferita, alle edizioni continuamente aggiornate, al consenso unanimemente
riscosso, costituiscono un punto di riferimento di estrema validity per chi operain questo
settore.

Nonostante tale disponibility, un incentivo particolare a realizzare un primo tentativo
di raccolta omogenea di metodi chimici e microbiologici e stato fornito dall'utility di
riportare in modo preferenziale metodol ogie operative di use corrente 0 comungque
coerenti con le aspettative in questo settore della Sanity Pubblica, tenendo anche conto
dell'esigenza di aver& adisposizione un supporto di agile e pratica consultazione per il
laboratorista addetto alla vigilanzaed a controllo degli alimenti.

Sono stati cosi realizzati due manuali, rispettivamente relativi ai metodi chimici e
microbiologici. Le basi sulle quali sono stati elaborati sono le stesse metodiche 1SO-LJNI,
quelle ufficiali nazionali e CEE, oltre alavori pubblicati da ricercatori italiani od esteri ed
alle esperienze dirette dei ricercatori dell'l.S.S. nell'applicazione delle stesse metodiche.
L'impostazione descrittiva e statain parte semplificata, rispetto ai protocolli SO, allo
scopo di favorire un utilizzo pratico piiu agevole, senza per questo far mancare gli
elementi essenziali.

Bench& lagran part& delle metodiche sia stata ampiamente sperimentata e quindi da
ritenersi di provata affidability, in alcuni casi invece si reputa necessario attendere il
responso derivante dall'impiego in circuiti di validazione e dall'utilizzo corrente prima
the possano stabilmente affermarsi rispetto a eventuali metodiche alternative.

Questo lavoro nasce infatti come uno degli atti concreti del rapporto collaborativo
the PISS intende stabilire in modo continuativo con le strutture periferiche coinvolte, e,
proprio perch& non costituisce un riferimento invariabile, & aperto ai possibili contributi
migliorativi derivanti dall'esperienza.

| manuali s compongono di una part& introduttiva generale nella quale vengono
enunciate raccomandazioni e procedure di utilizzo comune nell'applicazione di gran
parte dei metodi e di una part& speciale, theriportai metodi ordinati per tipo di
parametro analitico ricercato.



RACCOMANDAZIONI GENERALI
PER L' EFFETTUAZIONE DI ANALISI CHIMICHE

Nel presente capitolo sono descritte le raccomandazioni generali concernenti i
reattivi, le apparecchiature e la vetreria.

Reattivi

Acqua. - Tutte le volte the venga fatto riferimento all'acqua ai fini della
dissoluzione, delladiluizione o del lavaggio con acqua, salvo diverse indicazioni,
deve essere impiegata acqua distillata, acqua deionizzata o acqua demineralizzata di
purezza almeno equivalente.

Ove s parli senza ulteriori precisazioni, di "soluzione" o di "diluizione", si intende
"soluzione in acqua’ o "diluizione con acqua’.

Sostanze chimiche. - Salvo altraindicazione, tutte le sostanze chimiche impiegate
devono essere di purezza analitica.

Per determinazioni particolari, ove siano richieste caratteristiche specifiche per i
reagenti utilizzati, queste sono riportate nei relativi metodi.

Apparecchiatura

Si riportano di seguito i requisiti minimi relativi ad alcune delle apparecchiature di
use piu comune in laboratorio, mentre quelle relative alle strumentazioni destinate a
particolari impieghi sono riportate nell' elenco delle apparecchiature di ciascun
metodo.

Bagno termostatico. - Fornito di un accurato controllo dellatemperatura (+ 1.0 °C).
Bilancia analitica. - Per bilanciaanaliticasi intende una bilancia con sensibility di
0.0001 g.

Bilanciatecnica. - Per bilanciatecnica s intende una bilancia con sensibility di
0.01g.

Forno elettrico amuffola. - Costruito con materiale refrattario non soggetto a
perdite di particelle allatemperatura di esercizio.

- In grado di consentire un' adeguata circolazione d' aria.

- Fornito di un controllo della temperatura con precisione (= 10 °C);

Mulino dalaboratorio. - Costruito con materiale refrattario all' umidity.

- Di facile pulizia.

- In grado di consentire una macinazione rapida ed uniforme.

Omogeneizzatore. - Tipo Ultra Turrax o tipo Blender.

pH- metro. - Con sensibility non inferiore a0.01 units di pH.

Piastrariscaldante. - Munitadi regolatore di potenza con temperatura massima non
inferiore a400°C.



Stufaad aria. - Fornita di accurato controllo dellatemperatura (+ 2 °C).

- In grado di consentire un' adeguata circolazione d' arig;

Stufa da vuoto. - Fornitadi un accurato controllo dellatemperatura (+ 2 °C).

- Fornita di un dispositivo per il vuoto in grado di mantenere una pressione 3.4
kPa (34 mbar).

- Fornita di un dispositivo per 1' introduzione di aria calda disidratata o di un

disidratante.
Trituratore. - Munito di accessori per latriturazione dei divers tipi di alimenti.

Vetreria

L' elenco dellavetreriadei vari metodi comprende soltanto quellathe esula dalla
normale vetreria da laboratorio o the richieda determinate specifiche.
Lavetreriaimpiegata deve essere preventivamente lavata con detergenti idonel e
accuratamente risciacquata con acqua distillata.

Nel caso di determinazioni the richiedono trattamenti specifici della vetreria, questi
sono riportati nei metodi relativi.

Sicurezzain laboratorio

Apparecchiature. - L'operatore deve utilizzare la strumentazione di laboratorio

seguendo scrupolosamente tutte le norme di sicurezzariportate nel manuale di
istrazione the la ditta costruttrice fornisce con 1' apparecchiatura.

Reattivi. - Tutte le operazioni the precedono le manipolazioni di acidi, di basi e
solventi organici e altre sostanze tossiche o irritanti, debbono essere condotte sotto
cappadi aspirazione.

Nel caso di sostanze pericolose per contatto o altro, e necessario |' use di guanti e
occhiali di sicurezza.

Smaltimento dei rluti di laboratorio. - | materiali di scarto del laboratorio possono
essere classificati secondo le seguenti tre categorie di rifiuti: urbani, speciali, tossici
e nocivi, secondo latipologia del prodotto.

Ciascun tipo di rifiuto € soggetto ad una precise e rigorosa procedure di
smaltimento, secondo quanto indicato nella normative attualmente in vigore (DPR
915/1982, Deliberainterministeriale del 27/07/1984, Legge 441/1987, Legge
475/1988).

Preparazione del campione di analisi

Per ottenere risultati accurati e ripetibili 1'aliquota di campione da sottoporre ad
analisi (aliquota da saggio) deve essere rappresentativa di tutto il campionein
esame; atale scopo € quindi necessario assicurare I'omogeneita dell'intero campione
dacui viene prelevatatale aliquota.



| campioni solidi debbono essere sottoposti ad opportuno smim »zamento,
triturazione o macinazione ed accurata omogeneizzazione utilizzando sistemi
meccanici diversi a seconda della consistenza del prodotto (mortai, mulini da
laboratorio, omogenizzatori alame, omogenizzatori tipo Ultra Turrax ecc.); da
campione omogenei zzato, accuratamente mescolato, si preleva faliquota da saggio.
Per i campioni in polvere e sufficiente procedere ad un accurato mescolamento del
campione e quindi a prelievo.

| campioni liquidi debbono essere accuratamente rimescolati manual mente o
mediante sistemi meccanici di agitazione o bagno ad ultrasuoni e portati a 20°C se
il prelievo dell'aliquota da saggio viene effettuato mediante pipette o recipienti
tarati. Le bevande contenenti gas debbono essere accuratamente degassate prima
del prelievo..

E' necessario inoltre the il campione venga conservato e manipolato in modo
idoneo allo scopo di evitare modifiche delle sue caratteristiche chimico-fisiche, ad
es. acausadi perdita o acquisto di umidita, deterioramento e contaminazione.

In aggiunta a queste norme di carattere generale di seguito vengono riportate
indicazioni particolari riguardanti acune categorie specifiche di alimenti.

Prodotti in granella. - Lamacinazione di una aliquota rappresentativa del prodotto
deve essere effettuata con un mulino dalaboratorio in modo da produrre particelle
delle dimensioni necessarie ad una corretta esecuzione dell' analisi. Le dimensioni
delle particelle ottenute devono essere tali the il 90% del macinato pass attraverso
un setaccio con maglie di 0.85 mm se non e diversamente specificato nel metodo.
Gli sfarinati con granulometria maggiore devono essere rimacinati.

Miele liquido o filtrato. - Se il campione e esente da granuli, mescolare accurata-
mente mediante agitazione o scuotimento; se il miele e granuloso, riscaldare in
recipiente chiuso per circa 30 minuti a 60 °C su bagnomaria; quindi riscaldare, se
necessario, a 65 °C, fino aliquefazione. E' necessario agitare il recipiente di tanto
in tanto.

Mielein favo. - Tagliare la parte superiore dei favi, se sono chiusi, e separare
interamente il miele dalla cera, passandolo su un setaccio a maglie quadrate (0.5
mm di lato).

Se una parte della cera attraversail setaccio, scaldare il campione come indicato e
passarlo su garza.

Seil mielein favo e granuloso, riscaldare fino a liquefazione della cera, agitare,
lasciare raffreddare e asportare la cera.

Prodotti destinati ad una alimentazione particoae e prodotti confezionad.

Prodotti solidi. - Unire il contenuto di piiu confezioni dello stesso lotto e
omogeneizzate accuratamente il campione con un idoneo sistema secondo le norme
generali precedentemente riportate.

Prodotti in polvere. - Miscelare accuratamente il contenuto di piiu confezioni dello
stesso lotto.

Prodotti liquidi. - Miscelare il contenuto di piiu confezioni dello stesso lotto,
preliminarmente mescol ate mediante agitatore magnetico o ultrasuoni (verificare
the non si osservino sedimenti sul fondo ne film lipidici aderenti alle pareti del
contenitore).



Per prodotti altamente igroscopici (es. liofilizzati) o the cedono rapidamente
umidity (es. omogeneizzati) mescolare il prodotto e pesare rapidamente f aiquota
da saggio. Effettuare 1' analisi su piiu confezioni.

Per prodotti inscatolati composti da parti solide e liquide, se solo la parte solids €
richiesta per 1'analisi, separarla da quells liquida utilizzando opportuni setacci e
omogenei zzarla accuratamente secondo |e norme generali precedentemente
riportate.

Quando e necessario procedere sull'intero prodotto, nel caso di scatole di piccola
pezzatura omogeneizzare fintero contenuto della scatola; per scatole di maggiori
dimensioni separare le due porzioni raccogliendo tutto il liquido, determinareiil
peso della parte solida e ed il volume del liquido, ricombinare una opportune
aliquots di ciascuna delle due parti in quantity proporzionali e procedere a
omogenizzare.

Prodotti lattiero-caseari. - In prodotti di consistenza dura o semidura bisogna
operare la pulizia esterna della parte non edibile allontanando polvere, materiale
estraneo, residui di vernice o etichettature e successivamente sminuzzare il
campione in parti di piccole dimensioni tramite grattugia 0 macinino elettrico.

In prodotti di consistenza molle I'omogenizzazione del campione viene effettuata
rimescolando il campione, tramite un pestello, in un mortaio o utilizzando un
omogenizzatore alame.

Nel caso di detenminazioni analitiche per le quali siano richieste norme particolari
per la preparazione dell'aliquota da saggio queste vengono riportate nei metodi
corrispondenti.



UMIDITA / RESIDUO SECCO

1. Campo di appliicazione

Metodo A. - Il metodo € applicabile atutti i prodotti alimentari, in particolare a
quelli termolabili o ad alto tenore zuccherino.

Metodo B. - Il metodo € applicabile atutti quei prodotti alimentari the non con-
tengono sostanze termolabili a 103°C.

Metodo C. - Il metodo € applicabile ai cereali in granella, ai loro sfarinati e alle
paste alimentari.

Metodo D. - 1 metodo € applicabile ai prodotti camei.

2. Principio del metodo

Il campione € essiccato in stufa e e sostanze volatili presenti vengono determinate
gravimetricamente.

Metodo A. - | campioni sono essiccati in stufa a vuoto, termostatata ad 80 °C
Metodo B. - | campioni sono essiccati in stufa ad aria, termostatata a 103 °C
Metodo C - | campioni sono essiccati in stufa ad aria, termostatata a 130 °C
Metodo D. - Laporzione di campione € miscelata con sabbia ed etanolo, preessic-
cata su bagnomaria ed essiccata fino a peso costante a 103°C

3.  Reattivi

31 Etanolo al 95% (v/v) (Metodo D).

3.2 Acido cloridrico diluito (1:1). - Miscelare un volume di acido cloridrico concentrato
(d.1.19) con un ugual volume di acqua (Metodo D).

3.3 Sabbia, le cui particelle abbiano dimensioni comprese tra 1.4 mm e 250 um.
(4.9). - Lavare |la sabbia sotto acqua corrente.Bollire la sabbia con acido cloridrico
diluito (3.2) per 30 minuti sotto agitazione. Ripetere I'operazione di lavaggio a
caldo con altre porzioni di acido cloridrico diluito (3.2) fincheil liquido di lavaggio
non presenti piii colorazione gialla. Lavare la sabbia con acqua distillata finche il
test di ricercadei cloruri non risulti negativo. Seccare la sabbiaa 150°C e
conservare in bottiglia chiusa (Metodo D).

4.  Apparecchiatura

41 Bilanciaanalitica
42 Stufaad ariatermostatata



4.3
4.4
45
4.6
4.7
4.8
49

Stufa a vuoto termostatata

Essiccatore

Pesafiltri

Capsule di porcellana

Bagno maria

Scatole di alluminio. - Diametro 12 cm, altezza 6 cm.

Setacci con apertura di diametro compreso try 1.4 mm e 250 um.

Procedimento

Metodi A e B. - Laquantity di campione da sottoporre all'analisi variain base
all'umiditA presunta, come descritto nellatab. | .

Per campioni solidi pesare su bilancia analitica, direttamente nel pesafiltro tarato,
l'aliquota di campione ricavata dallatabella 1.

In particolare per il pane la determinazione deve essere eseguita su di una aliquota
di campione non inferiore a100 g tagliatain piccoli pezzi ed essiccatain scatole di
alluminio (4.8).

Per i formaggi vedi riferimento bibliografico.

Tabella 1. -Aliquote di campione da souoporre ad analisi in base al'umiditd presunta.

UNImrrA' PRESUNTA ALIQUOTA DI CANIPIONE
> 6% circa 5g
dal 3% al 6% circal0
<3% >10g

Per campioni liquidi o semifluidi, generalmente e determinato il residuo secco, ed
e necessario un trattamento preliminare di concentrazione/essi ccazione su bagno
maria bollente: pesare su bilancia analitica o pipettare mediante pipetta tarata,
almeno 10 g o 10 ml di campione direttamente nella capsula tarata, e porre su
bagno maria bollente affinche evapori la maggior parte dell'acqua contenuta.

Porre i pesafiltri o la capsula o la scatoladi alluminio contenente il campione in
stufa per 4-6 ore, per il pane sono necessarie 12 ore. Togliere i campioni dalla stufa,
lasciare raffreddare in essiccatore e pesare, ripetere tali operazioni fino al peso
costante.

Metodo C. - Operare come descritto nella Gazzetta Ufficiale n. 145 del 21/06/1985
- Metodo ufficiale per la determinazione del tenore di umidity nei cereali in
granella, nei Toro sfarinati e nelle paste alimentari -.

Metodo D. - Triturare accuratamente il campione in trituratore elettrico. Trasferire
in capsuladi porcellana una quantity di sabbia (3.3) pari atre o quattro volte la
massa della porcione test del campione, porre nella capsula una bacchetta di vetro e
portare in stufaa 103 °C per 3 minuti. Raffreddare fino a temperatura ambiente in



ccatore. Pesare |a capsula con la sabbia e |a bacchetta con |a precisione di
0.0001 g. Trasferire nella capsula una quantity compresatry 5 e 10 g del campione
preparato e pesare con la precisione di 0.0001 g. Aggiungereda5 a10 ml di
etanolo (3.1), in funzione della massa della porzione test del campione e miscelare
la massa con la bacchetta di vetro.

Porre la capsula su bagnomaria regolato ad una temperaturadi 70 °C fino ad
evaporazione dell'alcool. Porre la capsula ed il suo contenuto in stufaregolata alla
temperaturadi 103 °C. Quindi raffreddare fino atemperatura ambiente in

ccatore e pesare la capsula con la precisione di 0.0001 g.
Ripetere le operazioni di riscaldamento, di raffreddamento e di pesatafino athe la

differenzain peso try due successive pesate siainferiore allo 0.1 % della porzione
test del campione.

Espressione dei risultad

D contenuto di umiditadel campione, espresso in percentuale, € calcolato in base
alla seguente formula:

Umiditir (g/ 1008) =(E-m) x 100/ E

11 valore del residuo secco del campione, espresso in percentuale, € calcolato in
base alla seguente formula:

Residuo secco (9/100 g 0 100 ml) =100xm/ E

dove:
E =massainizialein grammi del campione
m  =massain grammi del campione secco.

Per il paneil calcolo del contenuto in umidita variferito al peso del pane all'atto del
prelevamento.

Riferimend bibliografici

Metodi di analisi comunitari per controlli ufficiali degli alimenti per animali. Determinazione
dell'umiditLG. U. CEE L 279/8 del 20/12/71.

Approvazione dei metodi ufffciaei di analisi per i formaggi. Determinazione della materia secca nel
formaggio e nel formaggio fuso. G. U. supplemento al n. 229 del 2/10/1986.

Metodo ufficiale per la determinazione del tenore di umiditanei cereali in granella, nei loro sfarinati
e nelle paste alimentari. G. U. supplemento al n. 145 del 21/6/1985.
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Metodo di analisi di frurnento, farine, pane e pasta. Pane: determinazione dell'umidita. Annali
Istituto Superiore di Sanitci 1967, 3: 251-252.

Metodi di analisi e di provanel latte trattato termicamente, destinato al consumo umano diretto.
Determinazione del tenore di materia seccanel latte. G. U. CEE L 407/29 del 31/12/92.

Meat and meat products - Determination of moisture content (reference method). Revisione della
primaedizione (ISO 1442:1973). Metodo | SO/TC 34/SC6.
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SOSTANZE AZOTATE TOTALLI

Metodo Kjeldahl

Campo di applicazione

I metodo Kjeldahl e applicabile atutti gli alimenti compresi i prodotti destinati ad
una alimentazione particolare.

Principio del metodo e definizione

Principio del metodo. - Le sostanze organiche presenti nel campione sono ossidate
con acidi concentrati in presenza di catalizzatori; il sale di ammonio the si forma
nellareazione € trattato con alcali e Pammoniacathe si libera viene distillata e
ftolata.

Definizione. - Con il termine sostanze azotate totali. si intende il contenuto di
composti azotati nel prodotto analizzato. Moltiplicando il contenuto di azoto
ottenuto per un fattor convenzionale the varia in base alla matrice alimentare
analizzata, s ottiene il contenuto in proteine del prodotto. | fattori relativi agli
alimenti vengono riportati nella seguente tabella.

Tabella 1. - Fatori di conversione da azoto a proteine totali

ALIMENTO FATTORE CONVENZIONALE
Grano eseae 5.70
Riso 5.95
Mais e orzo 6.25
L atte e rodotti lattiero caseari 6.38

Procedimento

Relativamente a metodo Kjeldahl sono riporae in letteratura numerose versioni
operative the utilizzano, singolarmente o in miscela, siaacidi sia catalizzatori
differenti.

Sono riportati nel riferimend bibliografici i metodi ufficiali basati su questa
metodica generale.


http://totali.si
http://totali.si

Riferimenti bibliografici
Deter minazione delle sostanze azotate hei cereali e derivati. G. U. supplemento n. 4 al n. 86 del
10/08/1994.

Determinazione delle sostanze azotate totali nel formaggio, nel fnrmaggio fuso e nellaricotta. G. U.
supplemento al n. 229 del 02/10/1986.
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32
3.3
34

41
4.2

5.1

AZOTO BASICO VOLATILE (TVI~

Metodo titrimetrico

Campo di applicazione

11 metodo € applicabile agli alimenti ittici e carnel.

Principio del metodo

L e sostanze basiche volatili sono distillate e titolate con acido solforico atitolo noto.

Reattivi

Ossido di magnesio.

Soluzione di acido borico al2% (m/v)
Indicatore rosso di metile allo 0.2 % in etanolo
Acido solforico 0.1 N

Apparecchiatura

Trituratore
Bilanciatecnica

Procedimento

Preparazione del campione e determinazione. - Far macerarel0 g di campione
finemente macinato con 50 n- di acqua bidistillata.

Porreil tutto in un pallone da distillazione da 1 1 con 250 ml di acquae 1-2 g di
ossido di magnesio (3.1). 11 recipiente di raccolta confene 25 ml di acido borico
(3.2) con 2 - 3 gocce di Indicatore di rosso metile (3.3).

Collegareil pallone ad un refrigerante e quest' ultimo al recipiente di raccolta, in
modo the il distillato gorgogli nella soluzione di acido borico.

Portare a ebollizione il contenuto del pallonein 10 minuti e distillare per 25 minuti.
Lavare 1' interno del refrigerante con acqua raccogliendola nel recipiente di raccolta.
Titolare 1' azoto basico volatile con acido solforico (3.4)

* Massimo Baldini
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6. Espressionedei risultati

11 contenuto di Azoto basico volatile (TVN) del campione, espresso in milligrammi
per 100 grammi, € calcolato in base alla seguente formula:

Azoto basico volatile (mg/ 100 g) = ml di acido impiegato x 14



3.
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3.2
3.3
34
35
3.6
3.7

3.8
39
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SIEROPROTEINE SOLUBILI

Metodo Kjeldahl

Campo di applicazione

Il metodo € applicabile al latte pastorizzato intero, parzialmente o totalmente
scremato per la determinazione del contenuto in sieroproteine solubili non
denaturate, espresso sulle proteine totali .

Principio del metodo

L'azoto totale € deteiminato su un‘aliquota di campione pesata; su una seconds
aliguota e determinato 1'azoto non caseinico dopo precipitazione della caseina con
acido acetico ed infine su unaterza aliquota 1'azoto non proteico dopo aver
addizionato acido tricloroacetico al campione.

Per ottenere il valore percentuale delle sieroproteine solubili, sottrarre al valore
dell'azoto non caseinico quello dell'azoto non proteico, dividere per il valore
dell'azoto totale e moltiplicare per 100.

Reattivi

Ossido di rame

Solfato di potassio

Acido solforico a 96% (d = 1.84 a20 °C)

Soluzione di idrossido di sodio a 50 % (m/v)

Acido solforico0.1N e0. 05N

Idrossido di sodio 0.1 e 0.05 N

Indicatore misto. - Sciogliere 2 g di rosso di metilee 1 g di bleu di metilene in 1000
ml di metanolo al 96%

Soluzione di acido acetico a 10% (v/v)

Sodio acetato 1 N.

3.10 Acido tricloroacetico (TCA) a 20% (m/v)

4.

41
4.2

Apparecchiatura

Palloni Kjeldahl da 250 mi
Apparecchiatura Kjeldahl per la mineralizzazione

* Luciana Del Giovine
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Apparecchiatura per distillazione in corrente di vapore
Filtri SeS589/1 o Whatman 41

Filtri SeS 589/2 o Whatman 40

pHmMetro

Bagnomaria termostatato

Bilancia analitica

Procedimento

Azotototale. - Introdurre nel  palone, due Sferette di vetro (regolatori di
ebollizione), 0.2 g di ossido di rame (3.1), 5 g di latte (pesato con la precisione di
0.001 g) e 15 ml di acido solforico (3.3) mescolando dolcemente il contenuto del
pallone. Scaldare lentamente il pallone Kjeldahl nell'apparecchiatura di digestione.
Quando la schiuma scompare e si formano abbondanti vapori bianchi, aggiungere 2
g di solfato di potassio (3.2) e far bollire energicamente fino a quando il contenuto
diventi limpido e di colore verde tenue.

La chiarificazione dovrebbe avvenire entro 1 ora mentre per la digestione sono
necessarie almeno 2.5 ore; se per la chiarificazione € NECessario un tempo superiore
ad un ora bisogna adeguatamente prolungare il tempo di digestione. Se nel collo
del pallone restano particelle nere, dopo aver lasciato raffreddare, lavare con molta
precauzione con una minima quantity di acqua e far continuare la digestione.

Al termine della digestione, lasciare raffreddare i palloni, aggiungere 50 ml di acqua
in ciascuno dei palloni lavandone il collo e mescolando il contenuto. Aggiungere 70
ml della soluzione di idrossido di sodio (3.4) e raccordare all'apparecchiatura per la
distillazione in corrente di vapore. Porre all'estremita del tubo di scarico del
refrigerante un matraccio contenente 25 ml di acido solforico 0.1 N (3.5) e 6 gocce
di indicatore (3.7). Riscaldare portando |entamente ad ebollizione raccogliendo nel
matraccio il distillato fino a quando febollizione diventi irregolare. Disinserire
ciascun pallone e lavare 1'estremity del tubo di condensa con un poco di acquathe
verry raccolta nel pallone.

Inserire nel matraccio 1'elettrodo del pH-metro e titolare, in ciascun distillato,
tramite buretta con (A ml di) idrossido di sodio (3.6) feccesso di acido fino a
raggiungimento di pH 4.6.
Azoto non caseinico (NCN). - Diluire 20 g di latte, pesati con la precisione di 0.001
g, con 20 g di acquain un matraccio da 50 ml.

Porre in bagno termostatato a 37 °C per 30 minuti ed aggiungere quindi, sotto
agitazione, 2 ml di acido acetico (3.8) a 10 %. Lasciare ariposo per 10 minuti.
Aggiungere 2 ml di acetato di sodio (3.9) 1 N, raffreddare a 20 °C e portare a
volume con acqua. Filtrare in una beutina tramite filtro SeS 589/1 ripetendo la
filtrazione in caso di torbidity del filtrato.

Prelevare 20 ml di filtrato e porli nel pallone da Kjeldahl operando secondo
il procedimento descritto nel punto 5.1 omettendo, ovviamente, 1'aggiunta di latte e
raccogliendo il distillato in 20 ml di acido solforico (3.5) 0.05 N e titolando con
idrossido di sodio (3.6) 0.05 N.



5.3 Azoto non proteico (NPN). - Pesare 20 g di latte (con la precisione di 0.001 g) in un

6.1

6.2

6.3

matraccio da 50 ml e portare a volume aggiungendo una soluzione di TCA al 20%
(3.10). Lasciare ariposo per 30 minuti e filtrare, tramite filtro SeS 589/2, in una
beutina. Prelevare 20 ml di filtrato e porli nel pallone Kjeldahl operando secondo il
procedimento descritto al punto 5.1 omettendo, ovviamente, 1'aggiunta di latte e
raccogliendo il distillato in 10 ml di acido solforico (3.5) 0.05 N etitolando con
idrossido di sodio 0.05 N (3.6).

Espressione dei risultati

Calcolo del contenuto di azoto totale (N totale). - D contenuto di azoto totale del
campione, espresso in percentuale, e calcolato in base alla seguente formula:

N totale(g/ 100g)= 3= AlxQlx 14
m
dove:
25  =millilitri di acido solforico 0.1 N
A = millilitri di idrossido di sodio 0.1 N utilizzati
m  =grammi di campione sui quali e stata effettuata la titolazione.

Calcolo del contenuto di azoto non caseinico (NCN). - 11 contenuto di azoto non
caseinico del campione espresso come percentuale € calcolato in base alla seguente
formula:

NCN(g/ 100 g)- (20= BXx Aax 14

m
dove:
20 = millilitri di acido solforico 0.05 N
B = millilitri di idrossido di sodio 0.05 N utilizzati
m  =grammi di campione sui quali e stata effettuata la titolazione.
Calcolo del contenuto di azoto non proteico (NPN). - 1| contenuto di azoto non

proteico del campione, espresso in percentuale, e calcolato in base alla seguente
formula

(10-Cx0.05x1.4

NPN (g/ 100g)= o

dove:
10 = millilitri di acido solforico 0.05 N
C  =millilitri di idrossido di sodio 0.05 N utilizzati
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m = grammi di campione sui quali e stata effettuata latitolazione.

6.4 Calcolo del contenuto di sieroproteine solubili. - 11 contenuto di sieroproteine
solubili non denaturate del campione, espresso come percentuale delle proteine
totali, e calcolato in base alla seguente formula:

Sieroproteine solubili (g 1100 g proteine) = 100
p (¢] ap ) N totale

Riferimenti bibliografici

Metodo in corso di ufficializzazione.
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RAPPORTO CASEINA/SIEROPROTEINE
NEI LATTI FORMULATI PER L'INFANZIA

Metodo elettroforetico

Campo di applicazione

Il metodo e applicabile ai latti formulati per finfanzia.

Principio del metodo

Laseparazione delle frazioni proteiche e effettuata mediante elettroforesi
orizzontale su gel di poliacrilammide in presenza di sodiododecilsolfato (SDS).

Reattivi

Soluzione madre di acrilammide. - 1n un matraccio tarato da 100 ml solubilizzare
22.2 g di acrilammide e 0.6 g di N,N' metilene-bis-acrilammide e portare a volume.
Lasoluzione si conservain bottigliadi vetro scuro a+ 4 *C per due settimane
Soluzione di ammonio persolfato all'1.5%. - Preparare al momento dell'uso.
TEMED (NNN'N'-tetrametiletilendiammina)

Tampone pH 8.8, 1.5M TrisHCI 0.4% SDS. - In un matraccio tarato da 1000 ml
solubilizzare 181.71 g di Tris (idrossimetil) aminometano, 4 g di SDS e 100 mg di
sodio azide. Aggiustare il pH con HC14N e portare a volume.

Tampone elettrodico pH 8.3. - In un matraccio tarato da 1000 ml solubilizzare 30.28
g di Tris (idrossimetil) aminometano, 144 g di glicina, 10 g di SDS e 10 mg di sodio
azide e portare a volume. Mescolare 200 ml della soluzione cosi preparata con 1800
ml di acqua. Primadi portare a volume aggiustare il pH con NaOH 4N.
Tampone pH 6.8 per |la preparazione della soluzione per Pestrazione delle
proteine.- In un matraccio tarato da 1000 ml solubilizzare 7.57 g di Tris
(idrossimetil) aminometano, aggiustare il pH con HCI 5N e portare a volume.
Soluzione per 1'estrazione delle proteine. - In un matraccio tarato da 100 ml
solubilizzare con il tampone apH 6.8 (3.6) 3 g di SDS, aggiungere 1 ml di (3-mer-
captoetanol o e portare a volume con to stesso tampone.

Tracciante blu di bromofenolo. - In un matraccio tarato da 10 ml solubilizzare 25
mg di blu di bromofenolo con il tampone apH 6.8 (3.6) e portare a volume con to
stesso tampone.

3.9 Soluzione fissante a 20% di acido tricloroacetico.

* Concetta Boniglia
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3.10 Soluzione colorante Blu di Coomassie. - Solubilizzare 1.25 g di Blu di Coomassie

311
3.12

3.13

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5

51

5.2

5.3

5.4

R-250 in 230 ml di metanolo e 230 ml di acqua, agitare la soluzione per circal ora
e aggiungere quindi 40 ml di acido acetico.

Soluzione decolorante a 10% di acido acetico

Standards di riferimento. - Standards di caseina e (3-lattoalbumina purificate atitolo
noto (Sigma o equivalente)

8-mercaptoetanolo

Apparecchiatura

Cella per elettroforesi orizzontale munita di sistema refrigerante
Alimentatore

Essiccatore per lastre eleuroforetiche

Densitometro

Bilancia analitica

Procedimento

Preparazione del campione. - Solubilizzare una aliquota del campione nella
soluzione tampone per 1'estrazione delle proteine (3.7) in modo da ottenere una
concentrazione finale di circalmg di proteine/ml ed incubare a 37 °C per 3 ore.

Dopo I'incubazione aggiungere a 250 Ul della soluzione campione 10 pl della
soluzione di bromofenolo (3.8) e 10 Ul di O-mercaptoetanolo. Eseguire la stessa
procedura per la preparazione delle soluzioni standards.

Preparazione del gel. - Preparare una soluzione di acrilammide al 7.5% mescolan-
do al momento dell'uso 22.2 ml della soluzione madre di acrilammide (3.1), 33 ml

di tampone TrispH 8.8 (3.4) e 7.5 ml di acqua distillata; dopo aver degasato per

alcuni minuti, aggiungere 50 Ul di TEMED (3.3) e 3.2 ml della soluzione di

ammonio persolfato (3.2). Mescolare delicatamente e versare la soluzione di

acrilammide trale 2 iastre appositamente preparate. Per la polimerizzazione
attendere circa 40 minuti.

Separazione elettroforetica. - Prima della deposizione dei campioni sottoporre il gel

ad una pre-elettroforesi condotta alla corrente costante di 50 mA per 30 minuiti.

Quindi depositare 10 pl delle soluzioni standards e delle soluzioni campione
addizionate di bromofenolo e O-mercaptoetanolo preparate come descritto in 5.1.

Eseguire la corsa elettrof oretica dapprima a 20 mA per 10 minuti e quindi a 50 mA

fino atheil tracciante haraggiunto il fronte.

Sviluppo ed essiccamento della lastra e lettura densitometrica. - Terminatala
corsa elettroforetica sviluppare la lastra fissando dapprima le frazioni proteiche con
la soluzione fissante (3.9) per circa 1l orae procedere quindi alla colorazione con la

soluzione Blu di Coomassie (3.10) per circa 30 minuti. Effettuare |a decolorazione
con lasoluzione di acido acetico al 10% (3.11) per circa 24 ore sotto agitazione
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cambiando 2 o 3 volte la soluzione stessa. Essiccare lalastra con fapposita
apparecchiatura e quindi leggere mediante densitometro.

Espressione dei risultati

11 profilo ottenuto mediante lettura densitometrica permette la valutazione
quantitativa del rapporto percentuale delle diverse frazioni proteiche.

Riferimenti bibliografici

WEBER, K. OSBORN, M. The reliability of molecular weight determinations by dodecyl-sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis. JBiological Chem. 1969, 244: 4406-4410.

BONIGLIA, C. CARRATU, B. FILESI, C. BELLOMONTE, G. Determinazione del rapporto
caseina e lattoalbumina nei latti per I'infanzia mediante elettroforesi su gel di poliacrilammide in
sodiododecilsolfato. Riv.Pediatr.PrevSoc. 1993, 43: 59-65.
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GRANO TENERO NELLE PASTE E
NEGLI SFARINATI DI GRANO DURO

Metodo per focalizzazione ionica

Campo di applicazione

11 metodo e applicabile agli sfarinati di fnunento duro e alle relative paste alimentari
per il dosaggio ed il riconoscimento degli sfarinati di frumento tenero.

Principio del metodo

Estraendo opportunamente un gruppo di proteine solubili e sottoponendolo a
separazione elettroforetica  per focalizzazone ionica su lastre di gel di
poliacrilammide, si ottengono tracciati diversi a seconda the 1'estratto deriva da
Triticum Durum (frumento duro) o Triticum Aestivurn (fiumento tenero). Tali
differenze permettono il riconoscimento delle due specie di cereali sia
separatamente the in loro eventuali miscele.

L a determinazione quantitativa € condotta confrontando il tracciato del campione
sottoposto ad anaiisi con i iracciati di miscele di sfarinati o di paste standard ottenuiti

sullo stesso supporto.

Reattivi

Solfato ammonico. - Preparare a momento dell'uso una soluzione acquosa di solfato
ammonico 3 M e correggere il pH a4.6 con acune gocce di acido cloridrico 2 M.
Solfato di magnesio 0.13 M

Soluzione di estrazione. - Preparare la soluzione al momento dell'uso miscelando
200 ml della soluzione di solfato di magnesio (3.2) 'con 73 ml della soluzione di
solfato ammonico (3.1); aggiustare il pH finale a 3.25 con acido cloridrico 2 M.
Idrato di sodio 1 M
Acidofosforico 1 M
Acido cloridrico2 M

Urea 3 M

Acido Mcloroacetico al 12% (p/v)

Lastre di gel di poliacrilammide. - Dimensioni del gel: 245 x 110 x 1 mm. Questi gel
sono reperibili giapronti in commercio, ma possono essere ottenuti in laboratorio
partendo dareattivi per elettroforesi 5% acrilanunide (p/v); 0.15% N,N'
metilenbisacrilammide; 2.4% anfoliti (v/v) in gradiente di pH da 3.5 a9.5;
catalizzatore; acqua distillataa 100 ml.

* Roberta Onori
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3.10 Paste alimentari a contenuto noto di frumento tenero (0, 2, 7, 15%).
3.11 Sfarinati a contenuto noto di frumento tenero (0, 2, 7, 15%). - Preparati a momento
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5.2

dell'uso.

Apparecchiatura

Bilancia analitica.

pHmetro. ) )

Cenolfuga refrigerate capace di raggiungere almeno 15.000 9irt/min. e con un
rotore per provette da50 ml e da25 ml.

Apparecchiature per elettroforesi orizzontale con sistema refrigerante ed
alimentatore a potenza costante, capace di erogare almeno 1500 volt

Macinello dalaboratorio

Agitatore magnetico

Rettangoli di carte Whatman n.3 o equivalente aventi dimensions di 10 x5 mm.
Strisce di carte bibula aventi dimensions 250 x 5 x 2 mm.

Procedimento

Estrazione delle proteine specifiche. - Addizionare 10,00 g di prodotto finemente
macinato con 35 ml della soluzione di estrazione (3.3) e disperdere uniformemen-
te, verificare dopo 1'aggiuntatheil pH siacompreso tra 4.5 e 4.9. Mantenere
in estrazione per almeno 30 minuti, agitando ogni tanto manualmente. Centrifugare
lamiscelain provetta da 50 ml a 15.000 girihnin. per 10 min., ad una temperature
di 20 °C.
Trasferire 20 ml del sumatante in un bicchiere da 50 ml ed aggiungere, sotto
agitazione mediante agitatore magnetico, 4.50 nil dells soluzione di solfato
ammonico (3.1).
Lasciare riposare a temperature ambiente per aimeno 30 min. Trasferire in provetta
e centrifugare come copra: Scartare il sumatante; il precipitato the contieneil
gruppo delle proteine solubili specifiche, deve essere sottoposto immediatamente a
separazione elettroforetica.
Separazione elettroforeticain focalizzazione ionica. - Attivareil sistemarefrigerante
dell'apparecchiatura el ettroforetica: latemperature ottimale della piastra e di 10 °C.
Cospargere di qualche gocciadi acquala piastrarefrigerante della apparecchiatura e
sistemare su di essail gel di poliacrilammide (3.9) evitando laformazione di bolle
daria.
Imbibire uniformemente due strisce di carte bibula una con una soluzione di idrato
di sodio (3.4) e 1'altra con soluzione di acido fosforico (3.5) pressarle tra due fogli
di carte dafiltro per evitare una eccessivaimbibizione.
Porre le due strisce sul gel come indicato infig. 1: quellaimbibita con idrato di
sodio af'estremo catodico, quellaimbibita con acido fosforico all'estremo anodico.
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Sistemare gli elettrodi della cellain corrispondenza delle strisce di carte. Avviare
una precorsa elettroforetica per 40 mina applicando un voltaggio limite di 1400 volt
e 0.5 watt per ogni cm di fronte di gel. Disperdere in 20-40 A1 di soluzione di urea
3M il precipitato ottenuto in 5.1. Finitala precorsa, porre sul gel di poliacrilammide
| rettangooi di carte comeindicato nellafig. 1.

Depositare e far assorbire circa 16 gl della soluzione del campione,  sul rettangolo
di carte gia posizionato.

Risistemare gli elettrodi della cellain corrispondenza delle strisce di carte. Avviare
la corsa elettroforetica applicando 1.0 watt per ogni cm di fronte del gel (per 1 gel
intero di 245 mm la potenza sari pertanto di 24.5 watt ed il voltaggio limite sempre
di 1400 volt).

In queste condizioni la corsa elettroforetica e la stabilizzazione delle proteine al loro
pH isoelettrico e ultimatain circa 120 min.

Rivelazione delle frazioni proteiche. - Asportare con unalamettala parte del gel
immediatamente sottostante le strisce di carte e le strisce stesse. Staccare il gel dalla
piastrarefrigerante ed immergerlo con la parte superiore verso (alto in una
vaschetta contenente la soluzione di acido tricloroacetico.

Dopo 2-5 minuti sono evidenziate le frazioni proteiche the appaiono bianche nel
gel rimasto trasparente ed incolore.

Ricoprire la parte superiore del gel con un foglio di celluloide (o altro materiale
trasparente) e sigillarei lati perimetrali con nastro adesivo.

Setenuto al buio, il gel puo essere cosi conservato per alcuni mesi. E' preferibile,
per una piiu lunga conservazione dei risultati, fotografare il gel con luce trasversae
su fondo nero.

Espressione dei risultati

Per lavalutazione dei risultati e indispensabile condurre, parallelamente ai campioni
incogniti e sullo stesso supporto, determinazioni su campioni di riferimento
standard. Utilizzare, nel caso di analisi di sfarinati, miscele a contenuto noto (3.11);
utilizzare nel caso di analisi di paste alimentari, campioni a contenuto noto (3.10).
Nellafig. 2 sono riportati i tracciati relativi a miscele standard di sfarinati di
fnunento duro e tenero.

La comparsa nel tracciato delle bande A e B e pertanto indice di presenza di
firumento tenero: per piccole percentuali in filunento tenero compare solo la banda
B, per percentuali maggiori anche labanda A. Esiste anche unaterza proteina
specifica del frumento tenero, indicatain fig. 2 con C ed a pH isoelettrico
notevolmente piii acido. La valutazione quantitative dei risultati e condotta
confrontando il tracciato del campione incognito con quelli dei campioni standard
evidenziati sullo stesso gel.

L a valutazione quantitative sari tanto piu accurate quanto piu l'intensita di queste
bande si avvicinera all'intensita delle bande di uno dei campioni standard fra quelli
della serie deposta. Tenere presente the nel caso delle paste alimentari si pub avere
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to sdoppiamento dellabanda B e dellabanda 1: cio non modificail criterio di
valutazione quantitative.

Note:

11 metodo, the sotto il profilo qualitativo, evidenzia con certezza contenuti anche minimi di frumento
tenero, darisultati certi ripetibili dal punto di vista quantitativo per percentuali di fnunento tenero,
presenti nel campione non inferiori al 2%. 11 metodo non consente una corretta val utazione del
contenuto in frumento tenero per paste essiccate ad alts temperature.

11 metodo descritto concorda con quello pubblicato nel supplemento ordinario della Gazzetta
Uflicidle n 4 del 5 gennaio 1980 con alcune differenze dovute alle diverse caratteristiche delle
piastre elettroforetichein  commercio. Inoltre alcune modifiche consentonouna migliore

evidenziazione delle bande ed una piir rapida esecuzione.

Riferimenti bibliografici

Approvazione di metodi ufliciali di analisi dei cereali. Riconoscimento e dosaggio degli sfarinati di
frumento tenero negli sfarinati di frumento duro e nelle paste alimentari mediante focalizzazione
ionica. G. U. supplemento n. 2 a n.4 del 5/1/1980.
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Zone di deposizione

cm.ll

Gradiente di pH all'equilibrio

Figura 1. - Schema di sistemazione sulla piastra di poliacrilammide dei rettangoli di deposizione e
delle strisce agli elettrodi.

FRAZIONI
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Tracciato N1 100> grano duro

Tracciato M. 2 1X grano tenero
Tracciato M.3 3X grano tenerso
Tracciato M. 4 TX grano tenero
Tracciato X.5 10X grano tenero
Yracciato .6 13X gramo temero

Figura 2. - Tracciati relativi a miscele standard di sfarinati di frumento duro e tenero.
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RICERCA DELLA CASEINA DI LATTE BOVINO
IN FORMAGGI PRODOTTI CON LATTE DI PECORA

Metodo €l ettroforetico*

1. Campodi applicazione

11 metodo e applicabile ai formaggi freschi e stagionati prodotti con latte di pecora
per I'individuazione della caseina di latte vaccino.

2. Metodo

Per 1'esecuzione del metodo procedere come indicato nella Gazzetta Ufficiale delle
Comunit3 Europee L 74 del 20/03/92 - Metodo di riferimento per individuare la
caseinadi latte bovino in formaggi prodotti con latte di pecora.

* Luciana Del Giovine
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RICERCA DEL LATTE VACCINO
NELLA MOZZARELLA DI BUFALA

Metodo €l ettrof oretico*

Campo di applicazione

Il metodo e applicabile alla mozzarella di bufala per identificare e dosare 1'aggiunta
di latte vaccino.

2.  Metodo

Per 1'esecuzione del metodo procedere come indicato nella Gazzetta Ufficiale
Italianan. 160 dell' 11/7/94 - Riconoscimento e dosaggio del latte vaccino nella
Mozzarella di bufala per elettroforesi della caseina del formaggio.

" LucianaDel Giovine
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AMINOACIDI LIBERI

Metodo per HPLC*

Campo di applicazione

[l metodo € applicabile atutti i prodotti destinati ad una alimentazione particolare, al
vino, ai succhi di frutta e alle bibite anal cooliche contenenti il 12% di succo di
frutta.

Principio del metodo

Gli aminoacidi liberi sono estratti in soluzione acida, dopo precipitazione delle
proteine e dei peptidi con acido solfosalicilico. Gli aminoacidi sono determinati

mediante HPL C previa derivatizzazione con fluoroenilmetilcloroformiato (FMQC)

erilevazionein fluorescenza o con U.V. 11 metodo € applicabile anche per la
determinazione di aminoacidi aggiunti.

Reattivi

Acido cloridrico 0.1 N
Soluzione di acido solfosalicilico a 10% (nm/v)
Acetone anidro
Alcool metilicoper HPLC
Acetonitrile per HPLC
Pentano
Acetato di etile
Acido fosforico 85%
Tampone bicarbonato 0.2 N pH 7.8-8.0. - In un matraccio tarato da 1000 ml
solubilizzare 16.8 g di bicarbonato di sodio, aggiustare il pH con HCI 1 N e portare
avolume.
Soluzione standard di aminoacidi (0.5 gmoli/ml di ciascun aminoacido). -
Soluzione in sodio citrato 0.2N pH 2.2 (Sigma o equivalente).
Soluzione di standard interno di ,Q-tiendalanina (0.5 pmoli/ml) in tampone
bicarbonato (3.9)
Soluzione di lavoro di aminoacidi (10 nmoli/ml di ciascun aminoacido). - In un
matraccio tarato da 50 ml introdurre | ml della soluzione standard di aminoacidi
(3.10) e 1 ml della soluzione di standard interno (3.11) e portare avolume con il
tampone bicarbonato (3.9).

* Brunella Carratiu
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Soluzione di 9 fluoroenilmetilcloroformiato (FMOC-CI) 8 mM in acetone anidro. -
Lasoluzione s conservaa+ 4 °C per 1 settimana.

Soluzione estraente. - Pentano (3.6)-acetato di etile (3.7) 80:20

Tampone sodio citrato 0.015 M/ tetrametilammonio cloruro 0.010 MpH 3.3. - In un
matraccio tarato da 1000 ml solubilizzare 5.8 g di citrato trisodico biidrato
(C6H5Na3O7 - 2H20) e 0.5 g di cloruro di tetrametilammonio (CH 3)4NCL1, aggiustare
il pH con acido fosforico (3.8) e portare a volume.

Tampone sodio citrato 0.015 M| tetrametilammonio cloruro 0.010 MpH4.3. - Inun
matraccio tarato da 1000 ml solubilizzare 5.8 g di citrato trisodico biidrato
(C6H5N&a3O7 - 2H20) e 0.5 g di cloruro di tetrametilammonio (CH3)4NC1, aggiustare
il pH con acido fosforico (3.8) e portare a volume.

Fase mobile

A) Tampone sodio citrato pH 3.3 (3.15) - alcool metilico (3.4) 90:10

B) Tampone sodio citrato pH 4.3 (3.15) - alcool metilico (3.4) 90:10

C) Acetonitrile (3.5).

Apparecchiatura

Filtri a membrana da 0.45 pm o centrifuga a 12.000 giri/minuto

Cromatografo liquido ad alta risoluzione, munito di autocampionatore

Rivelatore fluorimetrico. - Lunghezza d'onda di eccitazione 265 nm e di emissione
340 nm

Rivelatore U. Y. - Lunghezza d'onda 265 nm

Forno termostatato per colonne

pH-metro

Colonna HPLC C18 Aminotag Varian 15 cm z 4 mm o equivalente

Bilancia analitica

Procedimento

Preparazione del campione. -Per campioni con matrici proteiche pesare
esattamente 3-5 g di campione o, nel caso di campioni liquidi, pipettare 20-30 ml in
un matraccio tarato da 50 ml e portare a volume con acido cloridrico (3.1); agitare
per 15 minuti, quindi aspettare the il sedimento si depositi. Aggiungere a 20 ml del
surnatante 5 ml di acido solfosalicilico (3.2), agitare per 5 minuti e quindi filtrare.
Diluire con Tmpone bicarbonato (3.9) la soluzione campione, addizionando
contemporaneamente una quantity idonea di standard interno (3.11) in modo da
avere una concentrazione finale di detto standard uguale a quella presente nella
soluzione di lavoro di aminoacidi (3.12). Nell'effettuare la diluizione del campione
e opportuno the anche la concentrazione dei singoli aminoacidi in esame siaresail
piiu possibile simile a quella della soluzione di lavoro (3.12). Filtrare o centrifugare
(4.1) lasoluzione.
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Nel caso di prodotti semplici contenenti solo aminoacidi liberi, omettere la fase di
precipitazione con acido solfosalicilico (3.2).

5.2 Derivatizzazione precolonna con FMOC - Nell'apposita bottiglietta  dell'autocam-

5.3

pionatore introdurre 20 pl della soluzione da sottoporre alla derivatizzazione
[ soluzione campione o soluzione di lavoro di aminoacidi (3.12)]. Le successive
operazioni sono eseguite dall'autocampionatore, precedentemente programmato,
compresa lafase di miscelazione dopo ciascuna addizione: aggiungere 20 Pl di
soluzione di FMOC (3.13) e dopo 10 minuti esatti 60 Ul di soluzione estraente
(3.14). Dopo | minuto si ha I'iniezione automatica della soluzione nel loop tarato da
10 pl del sistema cromatografico.
Determinazione per HPLC. - L'analisi € condotta mediante un cromatografo liquido
ad altarisoluzione (4.2) utilizzando una colonna C18 (4.7) termostatata a 32°C (4.5)
e le seguenel condizioni operative

Tempo di analisi: 58.5 minuti

Gradiente di eluizione

Tempo Fase mobile Flusso

min. %A %B %C ml/min.
0 75 0 25 1.0
32.0 49 0 51 1.0
325 2 50 48 1.0
40.0 5 46 49 1.2
55.5 0 25 75 1.2

Rivelazione: W (4.4) per il triptofano, Fluorimetro (4.3) o UV per tutti gli altri.

Espressione dei risultati

11 contenuto dei singoli aminoacidi del campione, espresso in milligrammi per 100 g
o per 100 ml, e calcolato in base alla seguente formula:

CS XAC x 25 x50x100
ASx20xP

Aminoacido (mg/100g o0 100 ml) = x FC

dove:

AC =areaaminoacido nel campione

AS = areaaminoacido nello standard

CS = concentrazione aminoacido nella soluzione standard (mg/ml) primadella
derivatizzazione

P =9oml di campione utilizzati per i'analis



FC =fattore di correzione (area della a-fenilalanina della soluzione di
lavoro/area della O-tienilalanina del campione).

Riferimenti bibliografici

DE SANTI'S, D. CARRATU, B. CONTINI, M BOCCA, A. ANELLI, G. Characterization of ca-
ciotta blended cheese from Latium. V. Study of the nitrogenous fraction. Agr. Med. 1993, 123: 101-

105.

EINARSSON, S, JOSEFSSON, B. LAGERKWIST, S. Determination of amino-acids with 9-
fluorenyhnethylchlorof ormate and reversed phase high performance liquid chromatography. J.
Chromatogr.1983, 282: 609-612.

EINARSSON, S. Selective determination of secondary amino acids using precolumn derivatization
with 9-fluorenyhnethylchloroformate and reversed phase high performance liquid chromatography.

J. Chromatogr. 1985,348:213-220.



35

FUROSINA

Metodo per HPLC*

1. Campo di applicazione

Il metodo e applicabile al latte crudo o trattato termicamente, alla mozzarellaed a
tutti gli altri formaggi a pastafilata.

2.  Metodo

Per Pesecuzione del metodo procedere come indicato nella Gazzetta Ufficiale n. 69

del 23/03/1994 - Determinazione di un valore massimo di furosina per il formaggio
mozzarella e per gli altri formaggi freschi a pasta filata.

* Luciana Del Giovine
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SOSTANZE GRASSE TOTALI

Metodo Sozhlet

Campo di applicazione

Il metodo e applicabile atutti quei prodotti le cui materie grasse possono essere

completamente estratte senzaidrolisi prelirninare.
Il metodo e utilizzabile anche per 1a determinazione dell'estratto etereo nelle paste

all'uovo impiegando al posto dell'etere di petrolio, etere etilico.

Principio del metodo

Il campione e estratto con etere di petrolio. |1 solvente viene eliminato ed il residuo
viene essiccato e pesato.

Reattivi

Etere di petrolio40°C- 60 °C
Solfato di sodio anidro
Quarzo in polvere

Apparecchiatura

Estrattore Soxhlet. - La portata del riflusso deve essere regolatain modo da ottenere
ameno dieci cicli 1'ora

Ditali da estrazione

Stufa termostatata a pressione atmosferica o da vuoto

Evaporatore rotante

Essiccatore

Bilancia analitica

Procedimento

Preparazione del campione. - Pesare 5 g di campione nel ditale da estrazione,
addizionare una uguale quantity di solfato di sodio anidro (3.2) e mescolare con una

bacchetta di vetro.
Per campioni ad alto tenore di umidita pesare 5g di campione nel ditale da
estrazione ed aggiungere circa 5 g di quarzo (3.3) ed altrettanti di sodio solfato
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anidro (3.2). Mescolare con una bacchetta di vetro, porre ditale e bacchettain un

becher ed essiccare in stufaa 125°C per un'ora e mezza.

Estrazione. - Pulire accuratamente la bacchetta con un tampone di cotone sgrassato
e con esso coprire il campione. Porre il ditale in un estrattore Soxhlet ed estrarre per

6-8 ore con etere di petrolio (3.1). Raccogliere I'estratto in un pallone essiccato
contenente qualche pallina di vetro e tarato. Eliminare il solvente per distillazione

con evaporatore rotante ed essiccare il residuo in stufaa 100 °C a pressione
atmosferica o a75 °C sotto vuoto per un'ora e mezza. Lasciar raffreddare in un
essiccatore e pesare. Ripetere |'operazione fino a peso costante.

Espressione dei risultati

11 contenuto di Sostanze grasse totali del campione, espresso in percentuale, e
calcolato in base alla seguente formula:

. B
Sostanze grasse totali (g / 100g) = AC, x 100

dove:

A = peso in grammi del pallone contenente la materia grassa estratta
B = pesoingrammi del pallone

C  =pesoingrammi del campione utilizzati per 1'analisi

Riferimenti bibliografici

Modificaa metodi di analisi per il controllo ufficiale degli alimenti per animali. Determinazione
delle sostanze grasse gregge. G. U. CEE L15129 del 18.1.1984

Method 960.39 Fat (crude) or ether extract in meat. In Official Methods of Analysis of the
Association of Official Chemists (AOAC) 15. Ed., K. Helrich (Ed.), Arlington (Virgina),1990.

Method 920.85 Fat (crude) or ether extractin  flour. In Official Methods of Analysis of the
Association of Offcial Chemists (AOAC) 15. Ed., K. Helrich (Ed.), Arlington (Virgina), 1990.
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SOSTANZE GRASSE TOTALI

Metodo con idrolisi acida

Campo di applicazione

11 metodo € applicabile atutti quei prodotti |e cui materie grasse non possono essere
completarnente estratte senzaidrolisi preliminare.

Principio del metodo

Metodo A .-11 campione € idrolizzato a caldo con acido cloridrico 3 N. Lamiscela e
raffreddata e filtrata. Dopo essere stato lavato ed essiccato, il residuo € sottoposto ad
estrazione in Soxhlet con etere di petrolio. Il solvente € eliminato ed il residuo
essiccato e pesato.

Metodo B. -11 campione € idrolizzato a caldo con acido cloridrico a 25%. La
miscela acida, addizionata di alcool etilico, € estratta con etere etilico e etere di
petrolio.11 solvente € efminato ed il residuo essiccato e pesato.

11 metodo A, the utilizzaunaidrolis piii blanda, e preferibile nel casi in cui sulla
materia grassa estratta debba essere condotta una successive analisi gascromatogra-
fica.

Per i campioni ad elevato contenuto lipidico, quali i formaggi, utilizzareil metodo
B.

Metodo A

Reattivi

Acido cloridrico 3N

Acido cloridrico 6 N

Coadiuvante di filtrazione. - Farinafossile tipo Hyflosupercel
Etere di petrolio40°C- 60 °C

Apparecchiatura
Bagnomaria

Imbuti Buchner
Vetri daorologio
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Ditali da estrazione
Estrattore Soxhlet. - La portata del nflusso deve essere regolata in modo da ottenere

almeno dieci cich 1'ora

Evaporatore rotante
Essiccatore
Stufa termostatata a pressione atmosferica o da vuoto

Bilancia analitica

Procedimento

5. 1A Idrolisi. - Per campioni solidi pesare 5-10 g di campione, introdurre in una beuta da

300 ml ed. aggiungere 100 ml di acido cloridrico 3 N (3.1). Per campioni liquidi
prelevare 50 ml di campione ed aggiungere 50 ml di acido cloridrico 6 N (3.2).
Applicare alla beuta un refrigerante a ricadere e porlain bagno maria bollente per
un'ora.Evitare the |la sostanza aderisca alle pared del recipiente. Raffreddare ed
aggiungere una quandta sufficiente (almeno 5 g) di un coadiuvante di filtrazione
(3.3) per evitare qualsiasi perdita di sostanza grassa durante lafiltrazione.Filtrare su
imbuto Buchner con un doppio filtro di carta bagnata esente da materie
grasse.Lavare il residuo con acqua disdllata fino areazione neutra del filtrato.
Verificare the il filtrato non contenga sostanze grasse. In caso contrario effettuare
l'idrolisi acida e 1'estrazione secondo il procedimento B.

5.2A Estrazione. - Porreil doppio filtro con il residuo su un vetro da orologio ed essiccate

per un'ora e mezzain stufa a pressione atmosfericaa 100 °C o sotto vuoto a 75 °C.
Introdurre il doppio filtro con il residuo secco in un ditale da estrazione e coprire

con cotone sgrassato. Porre il ditale in un estrattore Soxhlet estrarre per 6-8 ore con
etere di petrolio (3.4). Raccogliere 1'estratto in un pallone essiccato contenente

qualche pallina di vetro e tarato. Eliminare il solvente per distillazione con
evaporatore rotante ed essiccate il residuo in stufa a pressione atmosfericaa 100 °C
0 sotto vuoto a 75 °C. per un'ora e mezza. Lasciar raffreddare in un essiccatore €
pesare. Ripetere 1'operazione fino a peso costante.

6A. Espressione dei risultati

Il coneenuto di sostanze grasse totali del campione, espresso in percentuale, €
calcolato in base alla seguente formula:

B
Sostanze grasse totali (g/ 100go100ml) = AC  x 100

dove:
A = peso in grammi del pallone contenente la materia grassa estratta
B  =pesoingrammi del pallone tarato

C  =Pesoingrammi di campione udlizzati per 1'analisi.



Riferimenti bibliogr afici

Metodi di analisi per il controllo uffliciale degli alimenti per animali. Determinazione delle sostanze
grasse gregge. G. U. CEE L 15/29 del 18/1/1984

Metodo B

Per Pesecuzione del metodo procedere come indicato nei metodi ufficiali sotto
indicati.

Approvazione dei metodi ufficiali di analisi per i formaggi. Deteiminazione della
materia grassa nel formaggio e nel formaggio fuso. G. U. supplemento a n.229 del

2.10.1986.
Approvazione dei metodi ufficiali di analisi dei cereali e derivati. Determinazione

delle sostanze grasse totali - Metodo per idrolisi acida. G. U. supplemento al n.186
del 10.8.1994.
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SOSTANZE GRASSE TOTALI

Metodo Rose - Gottlieb

Campo di applicazione

|1 metodo e applicabile al latte crudo o trattato termicamente, intero,  parzialmente
scrernato, scremato o in polvere.

Principio del metodo

Il contenuto di materiagrassy € determinato mediante per estrazione da una
soluzione ammoniacoalcoolica del latte con etere etilico ed etere di petrolio,
successive evaporazione del solventi e pesata del residuo.

Reattivi

Soluzione di ammoniacacircaa 25% (m/v) di NH3 . - Density a20 °C circa
0.91 g/ml.

41cool etilico 96 % (v/v)

Etere etilico esente da perossidi.

Etere di petrolio distillato try 30 °C -60 °C.

Miscela, in volumi uguali, di etere di petrolio ed etere edlico. - Preparare poco
primadell'analisi.

Apparecchiatura

Bilanciaanalitica
Stufatermostatata
Essiccatore
Evaporatore rotante

Procedimento

Provain bianco. - Contemporaneamente alla determinazione sul campione,
effettuare una prove in bianco con 10 ml di acqua distillata operando come
descritto a partire dal paragrafo 5.3, escludendo 1'aggiuntadel campione. Seil
risultato della provain bianco supera 0.5 mg € necessario verificarei reattivi
sostituendo quelli eventualmente impuri.
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52 Determinazione. - Deporre in un pallone da evaporazione due o tre perle di vetro ed
ccare in stufa per circaunaore.
Lasciare raffreddare in essiccatore e pesare con la precisione di 0.1 mg. Pesare in un
cilindro da 100 ml con tappo, con 1'approssimazione di 1 mg, 10-11 g di latte
liquido o 1 g di latte intero in polvere o 1.5 g di latte parzialmente o totalmente
scremato in polvere. Nel caso dei latti in polvere aggiungere 10 ml di acquaed
agitare fino allatotale dispersione della polvere di latte.
Aggiungere 1.5 ml di soluzione di ammoniaca a 25% (3.1) o un volume
equivalente di una soluzione piu concentrate e mescolare accuratamente. Per i latti
in polvere scaldare a bagnomaria per 15 minuti a 60 - 70 °C agitando di tanto in
tanto ed infine raffreddare.
Aggiungere 10 ml di alcool etilico (3.2) e mescolare |lentamente senza tappare.
Aggiungere 25 ml di etere etilico (3.3), tappare ed agitare energicamente per circa 1
minuto.
Togliereil tappo con precauzione, aggiungere 25 ml di etere di petrolio (3.4)
usando i primi ml per lavareil tappo ed il collo del cilindro facendo sgocciolare
al'intemo il solvente. Chiudere con il tappo ed agitare rovesciando piii volteil
cilindro per 30 secondi.
Lasciare ariposo finch& to strato superiore divenga limpido e si separi nettamente.
Togliereil tappo, lavarlo insieme al collo del cilindro, con acuni ml dellamiscela
del solventi (3.5) lasciandoli sgocciolare nel cilindro stesso. Travasare con cura, il
piii completamente possibile, to strato superior& nel pallone precedentemente tarato.
Lavare con alcuni ml dellamiscela (3.5) il collo del cilindro siaal'interno, facendo
ricadere il solvente nel cilindro stesso the all'esterno facendo ricadere il solvente
nel pallone tarato.
Procedere ad una seconds estrazione ripetendo le operazioni descritte a partire
dall'aggiunta dei solvenei, utilizzando pero soltanto 15 ml di etere etilico (3.3) e 15
ml di etere di petrolio (3.4).
Effettuare unaterza estrazione senza effettuare il lavaggio finale.
Allontanare con cura per distillazione lamaggior part& del solvente.
Scaldareil pallone per circal orain stufaa 102 °C.
Far raffreddare il pallone atemperatura ambiente e pesare con fapprossimazione di
0.1 mg.
Ripetere |e ultime due operazioni scaldando per 30 minuti ogni volta, fino a peso
costante.
In aternativafestrazione puo essere condotta utilizzando un imbuto separatore
anzich& un cilindro.

6. Espressionedei risultati

Il contenuto di sostanze grasse del campione, espresso in percentuale, e calcolato in
base alla seguente formula:
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- B B2
Sostanze grasse totali (g / 100g)= (ML-M2) s = x 100

dove:
M, = pesoingrammi del pallone M contenente la materia grassa dopo

1'operazione 5.2
M2 = pesoingrammi del pallone M (vuoto) dopo essiccamento dello stesso.

B, =pesoingrammi del pallone B dellaprovain bianco dopo |'operazione 5.2
B2 =pesoingrammi del pallone B (vuoto) dopo essiccamento dello stesso.
S = Aliquotadi campionein grammi utilizzata per 1'analisi.

Riferimenti bibflografici
Detenninazione del tenorein materia grassadel latte. Norma Internazionale FIL-IDF 1 A: 1969.

Detenninazione del tenore in materiagmssa dei latti in polvere. Norma Internazionale FIL IDF 9A:
1969.
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ACIDI GRASSI

Metodo gascromatograffco

1.  Campo di applicazione

11 metodo € applicabile atutti gli alimenti compresi quelli destinati ad una
alimentazione particolare.

2. Principio del metodo

L a sostanza grassa, opportunamente estratta dal campione, € sottoposta a
transesterificazione e gli esteri metilici degli acidi grassi, cos ottenuti, sono
analizzati per gascromatografia.

3. Procedimento

3.1 Estrazione dellasostanzagrassa. - Estrarre la sostanza grassa dal campione
utilizzando una delle metodiche riportate sotto la voce Sostanze grasse totali (ad
eccezione del Metodo con idrolisi acida - Procedimento B), omettendo la fase di
essiccamento dell'estratto.

3.2 Preparazione degli esteri metilici. Procedere come indicato nel punti A o B in base
al tipo di acidi grassi presenti nel campione.

A Prodotti contenenti acidi grassi inferiori a c12
Procedere come indicato nella Gazzetta Ufficiale della Comunita Europea L 248.
Procedimenti B e C, oppure in alternativa secondo i metodi di seguito riportati:
Al. Acidi grassi nel burro
A2. Acido linoleico nei prodotti destinati ad una alimentazione particolare
B Prodotti contenenti acidi grassi superiori aC,?2
Procedere come indicato nella Gazzetta Ufficiale della Comunita Europea L 248
oppure in alternativa secondo il metodo di seguito riportato:
B. Acidi grassi negli oli-Metodo rapido.

3.3 Analisi gascromatografica. - Procedere come indicato nella Gazzetta Ufficiale della
Cornunlt2 Europea L 248 e per quanto riguarda la determinazione degli isomeri
trans secondo quanto indicato nella Gazzetta Ufficiale della Comunita Europea L
150.



Riferimenti bibliografici

Regolamento CEE relativo alle caratteristiche degli oli d'oliva e di sansa d'oliva nonche ai metodi ad
attinenti. Preparazione degli esteri metilici degli acidi grassi. G. U. CEE L 248 del 5.9.1991.

Regolamento CEE relativo alle caratteristiche degli oli d'oliva e di sansa d'oliva nonche ai metodi ad
attinenti. Analisi gascromatografica degli esteri metilici degli acidi grassi. G. U. CEE L 248 del
5.9.1991.

Modificaa Regolamento CEE relativo alle caratteristiche degli oli d'oliva e di sansa d'oliva nonche
a metodi ad attinenti. G. U. CEE L 150 del 2.6.1992.
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Al. ACIDI GRASSI NEL BURRO"

Campo di applicazione

[ metodo e applicabile al burro.

Principio del metodo

L a sostanza grassa, deacquificata, e sottoposta a transesterificazione in fiala chiusa
con metilato sodico, a caldo.

Reattivi

Metilato sodico. - Soluzione all'1.5% in metanolo preparata sciogliendo 0.5g di
sodio metallico in 100 ml di metanolo anidro. Il prodotto e reperibile, gia preparato,
In commercio.

Sodio solfato anidro.

n pentano

Apparecchiatura

Fialadi vetro da5 ml sigillabile a caldo.

Stufa termostatata

Provetta Sovirel con tappo avite

Bagnomaria termostatato

Gascromatografo per colonne capilaari con rivelatore aionizzazione di fiamma.
Colonnacapillarein silice fusa. - Avente un diametro interno da 0.25 mm a 0.32
mm ed una lunghezza di almeno 50 m, ricoperta di cianopropilsilicone di spessore
compreso tra0.2 e 0.3 mm (tipo SP 2340, SP 2380, CP si188, Silar 10 e simili).

Procedimento

Preparazione del campione. - Introdurre in un becker un quantitativo di campione
adeguato e fondere a bagnomaria. Lasciare separare lafase acquosa e filtrare
decantando su filtro di carta contenente sodio solfato anidro (3.2).
Transesterificazione. - Prelevare 2 ml di grasso ed introdurli nellafiala. Aggiungere
0.4 ml di reattivo metilante (3.1) e sigillare lafiala allafiamma.

* MirellaDelise
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Mettere in stufaa 104 °C per ameno 4 ore. Aprire lafiala e trasferire lafase
superiore del contenuto in una provetta Sovirel con tappo avite.
Diluire, se necessario, con pochi ml di n-pentano (3.3).
Iniettare nel gascromatografo da 0.5 ad 1 p,| del contenuto della provetta.
Analisi gascromatografica. - Per quanto riguarda le condizioni operative
gascromatografiche, essendo queste correlate al tipo di strumentazione ed ala
colonna adottata, devono essere trovate sperimentalmente in modo tale da ottenere
una separazione soddisfacente degli acidi grassi presenti nel campione.
A scopo indicativo s riportano le seguenti condizioni operative:
temperaturainiziale dellacolonna 60 °C
temperaturafinale dellacolonna  195°C

incremento della temperatuura 7 °C/minuto
isotermainiziae 7 minuti
isotermafinale 20 minuti
temperatura Iniettare 250°C
tempeaturarivelatore 250 °C

Espressione dei risultati

Per una valutazione quantitativa utilizzare il metodo della normalizzazione interna
procedendo alla correzione delle aree dei singoli picchi, utilizzando i fattori di
correzione ottenuti iniettando al gascromatografo una miscela standard degli acidi
grassi presenti nella composizione del burro.

Riferimenti bibliografici

Regolamento CEE relativo alle car atteristiche degli oli d'oliva e di sansa d'oliva nonch8 ai metodi ad
attinenti. Preparazione degli ested metilici degli acidi grassi. G.U. CEE L 248 del 5.9.1991.

Modifica al Regolamento CEE relativo alle car atteristiche degli oli d'olivae di sansa d'oliva nonche
ai metodi ad essi attinenti. G. U. CEE L 150 del 2.6.1992.
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A2. ACIDO LINOLEICO NEI PRODOTTI DESTINATI
AD UNA ALLWENTAZIONE PARTICOLARE*

Campo di applicazione

D metodo e applicabile ai prodotti destinati ad una alimentazione particolare. La
metodica e utilizzabile anche per quantificare acidi grassi diversi dall'acido linoleico
e per determinare la composizione percentuale degli acidi grassi (omettendo
1'aggiunta dello standard interno) anche in altre matrici alimentari.

Principio del metodo

Lasostanza grassa estratta e sottoposta a transesterificazione in fiala chiusa con
acido cloridrico-metanolo in presenza di uno standard interno e di un antiossidante.

Reattivi

Acido cloridrico gassoso in metanolo 3 N
Alcool metilico
Soluzione allo 0.1 % di idrochinone in metanolo anidro. - Preparare a momento
dell'uso
Soluzione a 2% di acido cloridrico in metanolo contenente to 0.01 % di idrochino-
ne. - Prelevare 2 ml della soluzione (3.1), aggiungere 1 ml della soluzione (3.3) e
portare a volume in un matraccio tarato da 10 ml con alcool metilico.
Soluzione al 2% di sodio bicarbonate
Esano per gascromatografia
Solfato di sodio anidro
Soluzione standard di trieptadecanoina. - Solubilizzare, in un matraccio tarato da 10
ml, 150 mg di trieptadecanoinain cloroformio e portare a volume.

Apparecchiatura

Evaporatore rotante
Fialadi vetro a pared robuste dpo penicillinadacirca20 ml, munitadi setto
teflonato e tappo metallico

Blocco termostatato
Gascromatografo per colonne capillari munito di rivelatore aionizzazione di

fiamma

* Stefania Giammarioli
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Colonna capillare polarein silice fuse (es. polietilenglicol, cianopropil 0
cianopropilfenilsilicone ecc.). - Diametro interno di 0.2 - 0.8 mm e lunghezza 25 -
30m

Bilancia analitica

Procedimento

Estrazione della sostanza grassa. - Estrarrela  sostanzagrassa dal campione
secondo una delle metodiche riportate sotto la voce Sostanze grasse totali ad
eccezione del Metodo con idrolisi acida- Procedimento B. Concentrare 1'estratto
ottenuto dopo eventuale lavaggio con acquafino a neutrality, ad una temperature
massimadi 40 °C, trasferire quantitativamente con etere di petrolio in un matraccio
tarato da 25 ml filtrando su solfato di sodio anidro (3.7) e portare a volume.
Transesterifccazione. - Prelevare un volume di estratto corrispondente acirca0.2 g
di sostanza grassa e porlo nellafiala. Aggiungere, come standard interno, un idoneo
volume della soluzione di trieptadecanoinain cloroformio (3.8): La quantity di
acido eptadecanoi co aggiunta (mg trieptadecanoina x 0.995 = mg acido eptadeca-
noico) deve essere circa equivalente aquelladi acido linoleico presente nel
campione in fiala. Portare a secco sotto azoto riscaldando ad una temperature non
superiore a 40 °C, aggiungere 2 ml della soluzione di acido cloridrico - metanolo
(3.4), chiudere lafiala e porlanel blocco termostatato a 100 °C per 2 ore e mezza.
Raffreddare ed introdurre nellafiala attraverso il setto, mediante una siringa, 2 ml
della soluzione di sodio bicarbonato (3.5) e 2 ml di esano (3.6). Agitare, lasciar
separare le fas ed iniettore una opportune aliquota nel gascromatografo.
Analis gascromatografzca. - Per quanto riguarda le condizioni operative
gascromatografiche, essendo correlate alle caratteristiche del gascromatografo e
della colonna adottata, devono essere scelte sperimentalmente in modo da ottenere
una separazione soddisfacente degli acidi grassi presenti nel campione.
A scopo indicativo vengono riportate le seguenei condizioni operative

Colonna capillare: Omegawax 320,30 m, 0.32 mm d.i.

Carrier gas: elio 1.2 ml/min

Temperatura della colonna : programmata da 65 a 200°C

Temperature iniettore: 250°C

Temperaturarivelatore (FID): 250°C

Split 1:50

Espressione del risultati

Il contenuto di acido linoleico del campione, espresso in percentuale, € calcolatoin
base alla seguente formula:
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(AXFC) x Px 25 x 100

Acido linoleico (91100 g0 100 ml} _
BxVxG

dove:

A = area del picco dell'acido linoleico

FC =fattoredi correzione dell'acido linoleico rispetto all'acido eptadecanoico
P =gdi acido eptadecanoico in fiala

B = area del picco dell'acido eptadecanoico

V  =volumedi estratto lipidico introdotto in fialain ml

G = gomld campioneimpiegati nella preparazione dell'estratto lipidico

11 fattore di correzione dell'acido linoleico deve essere verificato periodicamente
analizzando soluzioni standard degli esteri metilici degli acidi linoleico e
eptadecanoico e calcolato in base alla seguente formula:

ARXxC
FC=CRx A
dove:
AR =areadel picco dell'acido eptadecanoico
A = areadel picco dell'acido linoleico
CR = concentrazione dell'acido eptadecanoico
C = concentrazione dell'acido linoleico.

Riferimend bibliografici

Regolamento CEE relativo alle caratteristiche degli oli d'oliva e di sansa d'oliva nonche ai metodi ad
attinenti. Preparazione degli esteri metilici degli acidi grassi. G. U. CEE L 248 del 5.9.1991.

BELLOMONTE, G. GLAMMARIOLI, S. TERILLI, R. Quantitative determination of linoleic acid
ininfant formulas. Internal. J. Viz. NutrRes. 1990, 61: 91-97.
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B. ACIDI GRASS| DEGLI OLI (Metodo rapido)*

Campo di applicazione

Il metodo € applicabile atutti gli oli per una rapida preparazione degli esteri
metilici degli acidi grassi.

Principio del metodo

Metilazione afreddo degli acidi grassi in provetta.

Reattivi

Metilato sodico. - Soluzione all' 1.5% in metanolo preparata sciogliendo 0.5 g di
sodio metallico in 100 ml di metanolo anidro. Il prodotto € reperibile, gia pronto, in
commercio.

n pentano.

Apparecchiatura

Provette Sovirel con tappo avite.
Agitatore Vortex

Procedimento

Introdurre circa 200 mg di olio nella provetta Sovirel ed aggiungere 3 ml di n-
pentano (3.2).

Agitare per circa un minuto con fagitatore Vortex ed aggiungere 0.25 ml di metilato
sodico. Agitare per un minuto con il Vortex. Lasciare stratificare per circa 5 minuti
ed iniettare la fase superiore al gascromatografo procedendo come indicato a punto
3.3 del metodo - Acidi grassi.

* MirellaDelise
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STEROLI

Metodo gascromatografico (A)*
Metodo gravimetrico (B)**

Campo di applicazione

Metodo A. - E metodo ¢ applicabile agli oli, ai grassi vegetali e alla sostanza grassa
totale estratta. dai prodotti daforno.
Metodo B. -11 metodo e applicabile alle paste alimentari all'uovo.

Principio del metodo e procedimento

Metodo A. - Lasostanza grassa, addizionata di standard mterno, € saponificata con
idrossido di potassio in soluzione etanolica, quindi 1'insaponificabile e estratto con
etere etilico. Dall'insaponificabile estratto |a frazione sterolica e separata mediante
TLC susilice basica; gli steroli recuperati dal gel di silice sono trasfonnati in
tlimetilsilileteri ed analizzati mediante gascromatografiain colonna capillare.
Operare come nportato sulla Gazzetta Ufficiale supplementon® 4 a n° 86 del
10/08/1994 - Approvazione dei metodi ufficiali di analisi dei cereali e derivati.
Detenninazione del contenuto in steroli nelle paste alimentari preparate con
aggiuntadi uova.

Metodo B. - L'insaponificabile ottenuto dalla pasta all'uovo e estratto con acetone, e
gli steroli, precipitaf dall'estratto acetonico con digitonina, sono deternunati per
pesata come digitonide.

Operare come riportato sulla Gazzetta Ufficiale della Comunita Europea L 248 del
05/09/1991 - Regolamento CEE relativo alle caratteristiche degli oli d'olivae di
sansa d'oliva nonche ai metodi ad essi attinenti.

* Mauro Di Pasquale (A)
** Roberta Onori (B)
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COMPOSTI POLARI

Metodo cromatograffco-gravimetrico*

Campo di applicazione

[l metodo e applicabile agli oli ed ai grassi di frittura (vedi nota).

Principio del metodo

| composti polari dell'olio e del grasso in esame sono separati per cromatografia su
colonna dei composti non polari. 11 contenuto dei composti polari € calcolato per
differenzatrail peso del campione introdotto su colonna e quello dei composti non
polari presenti nellafrazione eluita

Reattivi

Etere di petrolio (40 °C-60 °C) per cromatografia, ridistillato
Etanolo al 95% (v/v)
Cloroformio puro
Etere dietilico esente da perossidi
Acido acetico anidro
Solvente di eluLione. - Miscelare etere di petrolio ed etere dietilico in rapporto
87:13
Solvente di sviluppo. - Miscelare etere di petrolio, etere dietilico ed acido acetico in
rapporto 70:30:2 (v/viv)
Gel di silice 0.063-0.200 mm (70-230 mesh) Merk n.7734 o 1'equtvalente. - Porreiil
gel di silicein un disco di porcellana, seccare in stufaa 160 °C per almeno 4 ore e
raffreddare a temperature ambiente in essiccatore. Portare il gel ad un tenore di
umidita del 5% ponendo 152 g di gel di silice in una beuta da 500 ml ed
aggiungendo 8 g di acqua. Chiudere la beuta con un tappo ed agitare tramite
agitatore meccanico in nota 2.

3.9 Acido fosfomolibdico in soluzione di Eanolo, 100 g/1.
3.10 Sabbiadi mare purificata per calcinazione acida.

4.

41

Apparecchiatura

Colonna cromatograficain vetro. - Diametro interno 21mm, lunghezza 450 mm
con rubinetto e giunti in vetro smerigliato.

* Mauro Di Pasguale
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I mhuto separatore da 250 ml con giunto in vetro smerigliato da adattare alla
colonna.
Pipette capillari da 2 p1 per Comatografa su strato sottile.
Lastre di gel di silice per Comatografa su strato sottile. - 20x20 cm (senza  indica
tore di fluorescenza), spessore 0.25 mm.
Vascadi sviluppo in vetro per Comatograf a su strato sottile con coperchio.
Spruzzatore per Comatografa su strato sottile.
Dischi di porcellanadi circa20 cm di diametro.
Stufa termostatata.
Bagnomaria.

4.10 Essiccatore con gel di silice.
4.11 Evaporatore rotante.
4.12 Agitator& meccanico.

5.

5.1

5.2

5.3

Procedimento

Preparazione del campione. - Omogeneizzare il campione e filtrare usando, se €
presente acqua, carts da filtro idrofoba. Per campioni semiliquidi o solidi, riscaldare
atemperatura leggermente superiore a punto di fusione, senza surriscaldare.
Preparazione della colonna. - Riempire la colonna con circa 30 ml di solvente di
eluizione (3.6), introdurre un batuffolo di cotone nella parte inferiore con 1'aiuto di
una bacchetta di vetro e rimuovere 1'aria facendo pressione sul cotone.

Sospendere, in un becker, 25 g di gel di silice (3.8) in 80 ml di solvente di eluizione
(3.6) e versare, tramite imbuto, in colonnalavando quesfultima con pochi ml dello
stesso solvente (3.6).

Aprireil rubinetto facendo defluire il solvente in un altro becker finch& il livello del
solventein colonnasiadi circa10 cm soprail gel di silice.

Livellare la superficie di quesfultimo battendo delicatamente la colonna ed
aggiungere circa4 g di sabbia (3.10) facendo poi defluire il solvente fino al livello
dello strato sabbioso.

Cromatografia su colonna. - Per la determinazione dei composti polari € necessario
conoscere solamente la frazione non polare ma se 1'efficienza del frazionamento €
valutata per cromatografia su strato sottile o per recupero del campione sono
necessarie sialafrazione polare the non polare.

Pesare con approssimazione di 0.001 g, 2.5 £ 0.1 g di campione preparato come nel
punto 5.1, in un pallone tarato da 50 ml.

Scioglierein circa 20 ml di solvente di eluizione (3.6) scaldando leggermente.
Raffreddare a temperatura ambiente e portare a volume con to stesso solvente (3.6).
Introdurre, tramite pipetta tarata, 20 ml di quests soluzione nella colonna preparata
come nel punto 5.2.
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Seccare due palloni da250 ml in stufaa 103 + 2 °C, lasciare raffreddare a
temperatura ambiente e pesare con 1'approssimazione di 0.001g. Porne uno sotto
1'uscitadella colonna, aprireil rubinetto e far defluire la soluzione fino al livello
dello strato di sabbia.

Eluire i composti non polari con 150 ml del solvente di eluizione (3.6) usando un
imbuto separatore posto sopra la colonna e regolando il flusso in modo the 150 mi
passino in colonnain 60-70 minuti. Dopo 1'eluizione lavare la superficie del letto di
silice con il solvente di eluizione (3.6).

Se sono richiesti i composti polari, eluirli in un secondo pallone da 250 ml
essiccato, con 150 ml di solo etere etilico (3.4) come gia descritto.

Rimuovere il solvente con faiuto di un evaporatore rotante usando un bagnomaria a
temperatura non superiore a 60 °C. Evitare perdite dovute a formazione di schiuma.

Completare 1'evaporazione sotto azoto e pesare il pallone.

Espressione dei risultati

11 contenuto di composti polari del campione, espresso in percentuale, € calcolato
In base alla seguente formula:

Compost polari (g11006) = m- T 100
dove:
ml =massain g dellafrazione non polare
M  =massain g del campione contenuto in 20 ml della soluzione aggiuntain
colonna.
Nota

| componenti polari comprendono sostanze polari come: monogliceridi, digliceridi, acidi grassi liberi
presenti in grassi tal quali o formatisi durante lafritturao il riscaldamento.

| composti non polari sono prevalentemente digliceridi tal quali.

Per i grassi contenenti piccole quantita di composti polari il quantitativo di campione messo in
colonna pub essere portatodalaZ2g.

L'efticienza del frazionamento pub essere valutata per cromatografra su strato sottile. Per effettuare
tale prova preparare delle soluzioni, al 10% in cloroformio, delle sostanze e fare deposizioni
puntifonni di 2 gl su lastra usando pipette capillari. Disporre all'interno della vaschetta di sviluppo
dellacartadailtro per favorire la saturazione. Porre lalasts nella vaschetta a far sviluppare con il
solvente di sviluppo.

Quando il fronte del solvente si trovaacircal5 CM dal bordo superiore dellalastra rimuovere
guest'ultima lasciandola asciugare all'aria.

Spnrzzare lalasts con una soluzione di acido fosfomolibdico.

Quando lalastra 6 completamente asciutta scaldarlain stufa 120-130 °C.
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CARBOIDRATI SINGOLI O IN MISCELA

Metodo per cromatografiaionica*

Campo di applicazione

11 metodo € applicabile ai prodotti destinati ad una alimentazione particolare.
11 metodo € stato messo a punto per le matrici indicate, ma risulta applicabile anche
ad altre matrici alimentari.

Principio del metodo

11 campione € sottoposto a chiarificazione con i reattivi di Carrez. | carboidrati

(zuccheri e%o polialcoli) sono dosati sul filtrato mediante cromatografiaionicacon
rivelatore amperometrico pulsato.

Reattivi

Tutte le soluzioni debbono essere preparate utilizzando acqua distillata e
deionizzata 18 Mohm filtrata su filtri a membrana da 0.22 gm.

Soluzione Carrez 1. - Solubilizzare 119 g di acetato di zinco biidrato e 15 g di acido
acetico glaciale in un matraccio tarato da 500 ml e portare a volume.

Soluzione Carrez 2. - Solubilizzare 53 g di ferrocianuro di potassio in un matraccio
tarato da 500 ml e portare a volume.

Sodio idrato a 50%. - Preparare utdizzando acqua esente da carbonati (bollitae
deareata)

Soluzione eluente sodio idrato 150 mV - Preparare, al momento dell'uso,diluendo
la soluzione concentrate (3.3) con acqua esente da carbonati (bollita e deareata).
Soluzioni acquose standard di zuccheri e polialcoli 1-3Y 0. - Glucosio, fruttosio,
lattosio, saccarosio, sorbitolo, xilitolo, mannitolo, maltitolo, isomalto.

Apparecchiatura
Agiiatore magnetico

Cromatografo ionico €on rivelatore amperomeMco pulsato ed elettrodo in oro
Colonna a scambio anionico HPIC -.4S6 -10 ,um Dionez o equivalents

* Mauriao Nk-s-za
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Centrifuga a 12.000 girilminuto
Filtri amembrana da 0.45 fan
Bilancia analitfca

Procedimento

Preparazione del campione. - Pesare esattamente circa5 g di campione in polvere
o prelevare, nel caso di prodotti liquidi, 50 ml ed introdurli in un matraccio tarato da
100 ml. Al campione in polvere aggiungere circa 70 ml di acqua e agitare con
agitatore magnetico per 10 minuti. Aggiungere 5 ml della soluzione di Carrez 1
(3.1) e5 ml dellasoluzione di Carrez 2 (3.2), portare avolume e filtrare.
Centrifugareil filtrato efiltrare il supernatante su filtri a membrana.

Nel caso di prodotti a basso o nullo contenuto proteico omettere lafase di
chiarificazione.

Determinazione mediante cromatografiaionica. - Diluire il campione in modo da
ottenere una concentrazione di circa 1-3 mg/ml per ciascuno zucchero %0
polialcole in esame.

Effettuare la determinazione utilizzando una colonna a scambio anionico usando
come eluente sodio idrato 150 mM (3.4) ad un flusso di 1-2 ml/minuto. Per la
rivelazione usare un rivelatore amperometrico pulsato ed i seguenti potenziali e
tempi:

Tempo di integrazione: 200 msec

E! 0.1V (t, =300 msec)

E?2 0.6V (t 2=120 msec)

E3 -0.8 V (t 3 = 300 msec)
Analizzare parallelamente al campione soluzioni standard di zuccheoi €%0 polialcoli
(3.5) diluite in modo da avere una concentrazione analoga a quella del campione.

Espressione del risultati

Il contenuto dei singoli carboidrati o polialcoli del campione, espresso in
percentuale, € calcolato in base alla seguente formula:

Zucchero o polialcole (g/100go 100 ml) = A BC x Fx 1G

dove:
A = areadel picco dello zucchero o polialcole del campione
C = concentrazione (mg/ml) dells soluzione di zucchero o polialcole standard

B = area del picco dello zucchero o polialcole della soluzione standard
F  =fattoredi diluizione.
G =gomldi campione utilizzati per 1'analisi
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CARBOLDRATI SINGOLI O IN MISCELA

Metodo per HPLC*

Campo di applicazione

Il metodo € applicabile ai cereali e ai pmdotti derivati.
11 metodo e stato messo a punto per le matrici indicate, ma risulta applicabile anche

ad altre matrici alimentari.

Principio del metodo

Gli zuccheri sono estratti dal campione con una miscela di acqua e acetonitrile in
bagno ad ultrasuoni. La separazione e la determinazione sono eseguite mediante
HPL C utilizzando una colonna cromatogmfica specifica; larivelazione e efettuata
mediante Rvelatore ad indice di rifrazione, o Rvelatore UV.

Reattivi

AcetoniMle/acqua (60:40)

Soluzioni standard di zuccheri in acetonitrile/acqua (1:1).- Fruttosio, glucosio,
saccarosio e rnaltosio

Fase mobile acetonitrile/acqua (75:25) (solventi per HPLC RS - PLUS)

Apparecchiatura

Macinino dalaboratorio

Bilancia analitica

Bagno ad ultrasuoni

Agitatore magnetico

Cartadafdtro a pieghe

Cromatografo liquido ad alta risoluzione

Colonna analitica per HPL C amminica Carbohydrate Analysis Waters Millipore o
equivalente.

Rivelatore ad indice di rifrazione

Rivelatore W (A = 190nm)

4.10 Registratore integratore

* Carlo Brera
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Procedimento

Estrazione. - Estrarre 10 g del campione finemente macinato con 100 ml della
miscela 3.1 in bagno ad ultrasuoni per 30 minuti Mantenere il campione sotto
agitazione costante per 3 ore. Iniettare 1'estratto filtrato in HPLC.

Determinazione cromatografica. - Predispon:e lapompadell'l PLC ad un flusso di
circa1l.0 ml/min ed utilizzare lafase mobile (3.3). Costruire una curvy di
calibrazione mediante soluzioni di lavoro. Controllare lariproducibility della curva
di calibrazione ed I niettare una opportune aliquota del campione ottenuto in 5.1.

Espressione del risultati

|| contenuto dei singoli carboidrati del campione, espresso in percentuale, e
calcolato in base alla seguente formula:

Zucchero(g/ 100g) = (Ac /As) x Ms/ Mc x 100

dove:

Ac = areadel picco del campione

AS = areadel picco dello standard

Ms = quantity di standard iniettata espressain g
Mc = quantity di campione iniettata espressain g.

L'area del picco dello standard, utilizzata per il calcolo, deve essere comparabile
quelladel campione.

Riferimenti bibfiografici

GROSSI, M. MICCO, C. CHIRICO, M. ARNALDI, C. Determinazione degh zuccheri in sfarinati
di fnunentotenero mediante GLC e HPLC. Rivista della Societd haliana di Scienza
dellAlimentazione 1985,14 (6): 429 -434.
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FIBRA ALIMENTARE TOTALE

Metodo enzimatico-gravimetrico*

Campo di applicazione.

Il metodo e applicabile atutti gli alimenti compresi i prodotti destinati ad una
alimentazione particolare.

Principio del metodo.

Dopo digestione enTmatica con alfa-amilasi stabile al calore, proteasi ed
amiloglucosidasi per rimuovere le protein e e I'amido, € effettuata una precipitazione
con etanolo el residuo € filtrato ed essiccato. La massa ottenuta, detratte le ceneli e
le rimanenti proteine, codtituisce 1a fibra alimentare totale.

Reattivi

Alfa-amilasi stabile al calore da Bacillus licheniformis, . avente un'attivitd
approssimativa di 1500 uniwml.
Proteasi da Bacillus licheniforrnis, avente un'attivitd app* rossimativa di 10 unitd/mg
di solido. - Preparare una soluzione di .50 mg di proteasi in 1 ml di tampone fosfato
(3.4) subito primadell'uso.
Amiloglucosidasi da Aspergillus niger avente un'atttvitd approssimativa di 3000
unitd/ml. L
Tampone fosfato 0.08 M, pH 6.0. - Scioglierein 700 ml di acqua distillata 1.40 g di
fosfato disodico anidro 0 1.75 g di fosfato disodico biidrato, e 9.68 g di fosfato
monosodico monoidrato o 10.94 g di fosfato monosodico biidrato. Portare il
volumeall eaggiustareil pH a 6.0 con aggiunta di idrossido di sodio o acido
fosforico.
Idrossido di sodio 0.275 N. - Sciogliere 11.0 g di NaOH in acqua distillata e portare
ad 1 litro.
Acido cloridrico 0.325 N. - Portare 28.8 ml di HCI 37% ad 1 litro con acqua
distillata.
Etanolo 95%
Etanolo 78%. - Porre in un matraccio tarato da 1 litro 207 ml di acqua distillata;
portare a volume con etanolo al 95%. Miscelare e portare di nuovo avolume, se
necessario con etanolo (3.7).
Celite 545 trattata con HCI, lavata ed essiccata, o farina fossile analoga.

* Maurizio Mosca; Roberta Onori
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3.10 Acetone.
3.11 Etereé€flico.

4.
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Apparecchiatura

Bilancia analitica

pHmMetro

Macinino dalaboratorio

Bagnomaria

Bagnomaria termostatato con agitatore
Pompa per vuoto

Mufola

Crogioli filtranti aventi porositd di 40-60 um

Essiccatori dalaboratorio

4.10 Stufa sottovuoto o aternativamente stufaad aria

5.1

5.2

Procedimento

Per determinare il contributo dei reagenti allamassadel residuo € necessario
effettuare una provain bianco.

Se il campione contiene una quota lipidica maggiore del 10%, sgrassare lavando
per tre volte con 25 ml di etere etilico (3.11). Della quantity di grasso estratto dovry
essere tenuto conto nell'espressione finale del risultato.

Omogeneizzare accuratamente il campione e seccarlo per una notte in stufa quindi
raffreddare in ccatore e macinare afinezzaminore di 300 um. Essiccare di
nuovo brevemente in stufa e conservare in essiccatore fino al momento della pesata.
Per ciascun campione eseguire due pesate (oppure quattro per 1'analisi in doppio) di
circal g. Le due pesate non devono differire di piii di 20 mg.

Digestione enzimatica. - Introdurreil campione in un bicchiereda600 ml, unita-
mente a 50 ml di tampone fosfato (3.4) ea 100 Al di alfa-amilasi (3.1), miscelando
accuratamente. Introdurre i bicchieri, coperti con un foglio di alluminio, nel
bagnomaria bollente e tenerveli per 15 minuti oltre il tempo necessario a
raggiungere, nella sospensione, latemperature di 95-100 °C, agitando
delicatamente ogni 5 minuti. Raffreddare fino a temperatura ambiente e portare il
pH a 7.5 + 0.2 con lasoluzione (3.5); aggiungere 0.1 ml della soluzione di proteasi
(3.2), miscelare accuratamente ed incubare per 30 minuti in bagnomaria con
agitazione continua. Raffreddare fino a temperatura ambiente e portare il pH a4.0-
4.6 con lasoluzione (3.6); aggiungere 300 ~il di amiloglucosidasi (3.3) miscelare
accuratamente, coprire il bicchiere con un foglio di alluminio ed incubare per
30 minuti in bagnomaria a 60 °C con agitazione continua.

Precipitazione e fltrazione. - Prepararei crogioli trattandoli come segue: porrein
ciascun crogiolo 0.5 g di celite (3.9), condizionare in muffola allatemperatura di



5.3

70

550 °C per 1 h, raffreddare in essiccatore e pesare con accuratezza di 0.1 mg; prima
di eseguire lafiltrazione del campione ridistribuire la celite nel crogiolo usando
alcuni millilitri di etanolo al 78% (3.8) e mediante aspirazione formare un letto di
filtrazione the permetta poi unafacile rimozione del materiale.

Aggiungere 280 ml di etanolo al 95% (3.7) preriscaldato a 60 °C misurando il
volume dopo riscaldamento e lasciar precipitare per 1 h atemperatura ambiente.
Filtrare attraverso il crogiolo in beuta da vuoto. Lavareil residuo 3 volte con 20 ml
di etanolo (3.8), 2 volte con 10 ml di etanolo (3.7) e 2 volte con 10 ml di acetone
(3.20).

Essiccarei crogoooi per una notte a 70 °C nella stufa sottovuoto 0 a 105 °C in quella
ad ariafino a peso costante.

Raffreddare in essiccatore e pesare con 1'accuratezza di 0.1 mg; sottrarre lataradel
crogiolo con lacelite e registrare la massa del residuo.

Determinazione di proteine e ceneri. - Detenminare su uno dei residui le proteine
con il metodo Kjeldahl, utilizzando il fattore specifico per la conversione dell'azoto
in proteinal).

Incenerire il secondo residuo in muffola per 5 h a550 °C; raffreddare in essiccatore
e pesare con 1'accuratezza di 0.1 mg. Sottrarre latara del crogiolo con la celite per

determinare le ceneri.
) Vedi tabella 1 metodo sostanze azotate.

Espressione dei risultati

Allo scopo di facilitare 1'espressione dei risultati, vengono di seguito riportati i
prospetti di calcolo per la determinazione del valore del bianco e del campione:

Tabella 1. - Calcolo per il valore del bianco

analisi in |singolo analisi in | doppio
a b
10 20 10 20
pesata pesata pesata pesata
9 9
Taracroiolo + celite
Tara + residuo
Massa del residuo R R R R
Proteine P X X
Tara+ cenen X X
Ceneri A X X
Bianco (B)




Bianco = 2 -P-A

dove:
P = massadelle proteine;
A = massy delle ceneri;
Rl = risultato della prima pesata dell'analisi in singolo o in doppio;
Rz  =risultato della seconda pesata dell'analisi in singolo o in doppio.
Tabella 2. - Calcolo del valore del campione
analis in  singolo analisi in  doppio
l 2
1° 2° 1° 2°
pesata pesata pesata pesata
9 9 9 9
Massa del cam Tone m m m m
Taracroiolo + celite
Tara + residuo
Massa del residuo R R R R
Proteine P X X
Tara+ ceneri X X
Cengri A X X
Bianco B
T i I

Il contenuto di fibra alimentare totale del campione, espresso in percentuale, e

calcolato in base alla seguente formula:

R, +Ry
-P-AB
Fibra alimentare totale (gl 100 g) = x 100
m, +m2

2
dove:
P =massadelle proteineg;
A = massa delle ceneri;
R, =risultato della prima pesatain singolo o in doppio;
Ry =risultato della seconda pesata in singolo o in doppio;
m, = primapesatadel campione su cui eseguire 1'analisi in singolo o in doppio;
m2 = seconda pesata del campione su cui eseguire 1'analisi in singolo in doppio;

= bianco.
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CELLULOSA

Metodo gravimetrico*

Campo di applicazione

11 metodo e applicabile agli sfarinati ed alle paste alimentari.

Principio del metodo

La determinazione gravimetrica del residuo viene effettuata dopo trattamento del
prodotto con una miscela di acido nitrico (idrolizzante e ossidante) e acido acetico
(solvente delle sostanze legnose).

Reattivi

Acido acetico all'80% (mIm).

Acido nitrico concentrato

Miscela acido acetico all'80% e acido nitrico concentrato (90:10)
Alcool etilico.

Etere etilico.

Apparecchiatura

Crogiolo di aundum del tipo Norton n ° 5204R-A .98, o crogiolo di vetro con
porositii O

Fornelli riscaldand a temperatura regolabile, o bruciatore a gas

Palloni da 100 ml con refrigerante ad acqua, o con reterante ad aria (lunghezza
1 m e diametro 5 nun)

Bilancia analitica
Stufa termostatata

Procedimento

Introdurre nel pallone mediante un imbuto 3 g di farinae 15 ml di miscela acida
(3.3), applicareil refrigerante, riscaldare lentamente per evitare la carbonizzazione
del campione e mantenere a leggera ebollizione per 25 minuiti

* Roberta Onori
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Filtrareil liquido caldo sotto vuoto attraverso crogiolo, lavare il pallone con 10 ml
di miscelaacidae 10 ml di acqua, filtrarei liquidi di lavaggio attraverso il crogiolo
e lavare con 20 ml di alcool eflico e 20 ml di etere; proseguire il lavaggio con
acqua bollente fino a scomparsa della reazione acida (circa mezzo litro di acqua).
Essiccareil crogiolo per 3 orein stufaa 105 °C e pesare in pesafiltro dopo
raffreddamento in essiccatore. Calcinare e pesare. La differenzatry le due pesate da
la quantity di cellulosa esente da ceneri the si riferisce a 100 parti di sostanza secca.

Espressione dei risultati

Il contenuto di cellulosa del campione, espresso come percentuale, € calcolato in
base alla seguente formula:

Cellulosa (g 1100 g) = mo x 100

dove:
mo =massa, in grammi, dell'aliquota del campione d'analisi
ml  =massain grammi del residuo detratte le ceneri;

Riferimenti bibliografici

Metodi di analisi di frumento, farine, pane e pasta: detenninazione della cellulosa Annals dell7stituto
Superiore di Sanith. 1967, 3(1): 242-243.
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CENERI

Metodo gravimetrico

Campo di applicazione

II metodo 6 applicabile atutti gli alimenti compresi quelli destinati ad una
alimentazione particolare.

Principio del metodo

11 metodo prevede I'incenerimento di una aliquota del campione d'analisi in
un'atmosfera ossidante allatemperatura di 550 + 10 °C fino a completa
combustione della sostanza organica ed al raggiungimento di una massa costante.

Apparecchiatura

Capsule daincenerimento. - Preferibihnente di platino o di altro materiale non
intaccabile nelle condizioni sperimentali.

Piastra elettrica o bruciatore a gas.

Forno a muffola.

Essiccatore.

Bilancia analitica.

Bagnomaria.

Stufa termostatata

Procedimento

Campioni solidi. - Pesare nella capsula tarata con bilancia analiticada 2 a 10 g di

prodotto secondo laresain ceneri attesa. Per i formaggi effettuare un

preriscaldamento in stufaa 105 °C per 4 ore.

Campioni liquidi. - Trasferire mediante pipettatarata20- 50 ml di liquido
direttamente nella capsula tarata, porre la capsula su bagnomaria bollente fino a
completa evaporazione dell'acqua contenuta.

Pre-incenerimento. - Porre la capsula con il suo contenuto sulla piastra elettrica o
sul bruciatore a gas. Scaldare avendo cura di evitare unatroppo rapida combustione
per evitare lafuoriuscita di particelle di materiale.

Incenerimento. - Collocare la capsula dentro il forno precedentemente riscaldato a
550t 10 °C. Confnuare I'incenerimento fino a completa combustione di tutte le
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particelle carboniose contenute nel residuo.') Quando 1'incenerimento e completato
(4 - 6 ore) rimuovere la capsuladal forno e lasciarlaraffreddare in essiccatore.
Raggiunta latemperature ambiente pesare rapidamente, con una precisione di
0.0001 g ripetere riscaldamento, raffreddamento e pesata fino al raggiungimento di
una masse costante.

") Per accelerare I'incenerimento € possibile rimuovere la capsula dal forno, collocarla su una piastra

resistente al calore e dopo raffreddamento inumidire il contenuto della capsule con poche gocce di
acqua distillata 0 ossigenata. Riporre la capsula nel fomo e scaldarla gradualmente con attenzione.

Espressione dei risultati

11 contenuto di ceneri del campione, espresso come percentuale, e calcolato in base
alla seguente formula:

. m
Ceneri (g/100go | 00 ml) = M' X100
0

dove:

MO0  =massa, ingrammi oil volumein ml, dell'aliquota del campione d'analisi.
MI  =massaingrammi del residuo.

Riferimenti

Cereali, leguminose e prodotti derivati. Determinazione delle ceneri.UMISO 2171.

Determinazione delle ceneri nel formaggio, nel formaggio fuso e nellaricotta. G. U. supplemento al
n. 229 del 02/10/1986.
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CENERI ESENTI DA CLORURO DI SODIO

Metodo titrimetrico-gravhnetrico*

1. Campo di applicazione

11 metodo 6 applicabile a pane preparato con aggiunta di sale, e alla pasta all'uovo
con ripieno.

2. Principio del metodo

11 metodo prende in considerazione 1'azione esercitata dal residuo fosforico sul
cloruro di sodio durante 1'incenerimento e precisamente la perdita di cloro durante
fincenerimento, e lafissazione del sodio corrispondente. Per conoscere quindi la
quantity di ione cloro presente inizialmente, € effettuato il dosaggio del cloruro di
sodio sia sulle ceneri sia direttamente sul prodotto tal quale.

3. Redttivi

3.1 Acido nitrico
3.2 Soluzione N/10 di nitrato di argento

3.3 Soluzione N/10 di solfocianato di ammonio

4. Apparecchiatura

41 Capsule daincenerimento. - Preferibilmente di platino o di altro materiale non
intaccabile nelle condizioni sperimentali.

4.2 Piastraelettricao bruciatore agas

4.3 Forno amuffola

4.4 Bilanciaandlitica

4.5 Essiccatore

4.6 Bilanciaanalitica

4.7 Stufatermostatata

* Roberta Onori
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Procedimento

Determinazione del cloruro di sodio nel tal quale. - Trasferire in una beuta da 400
ml 2 g di campione essiccato e finemente macinato, aggiungere 100 ml di acquae5
ml di acido nitrico concentrato ed un eccesso di soluzione N/10 di nitrato di argento
(10 MI).

Riscaldare lentamente e mantienere a leggera ebollizione per 10 min. agitando di
frequente; dopo raffredamento si titolare 1'eccesso di nitrato di argento con
solfocianato di ammonio N/10, usando come indicatore una soluzione satura a
freddo di allume ferrico acidificata con acido nitrico. Nei campioni the presentano
unaintensa colorazione gialla e necessaria unadiluizione primadi effettuare la
titolazione.

Determinazione del cloruro di sodio nelle ceneri. - Su5 g di campione essiccato e
finemente macinato effettuare la determinazione delle ceneri come riportato nel
metodo generale utilizzando un tempo di incenerimento in muffoladi 6 ore.
Solubilizzare le ceneri in beuta da 400 ml con acqua acidulata con acido nitrico
aggiungere un eccesso di soluzione N/10 di nitrato di argento (15 ml). Procedere
quindi come per il tal quale.

Espressione dei risultati

Calcolo del cloro e del cloruro di sodio nel tal quale. - Seladeterminazione €
effettuatasu 2 g, il contenuto di Cl edi NaCl (espresso in grammi), riferitoa 5 g, €
dato dalla seguente formula:

Cho, _ (10- ml,) x Pmc, x 25X 10-4

NaCl,,, _ (10 - ml,) x PMNQ, x 2.5x 10-4

dove:
MI, =millilitri di soluzione di solfocianato di ammonio consumati nella
titolazione.
= 35.457

PW-CT =58.454

Calcolo del cloro nelle ceneri. - 11 contenuto in cloro delle ceneri € dato dalla
seguente formula:

C'ee, =(15-m1l )xPMT, x10-4
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dove:
mh = milliliti di soluzione di solfocianato di ammonio consumati nell:i
titolazione.

Calcolo delle ceneri esenti da cloruro di sodio. - Nel calcolo e necessario tenel-c
conto dell'ossigeno entrato in combinazione ed eventualmente delle ceneri gy
lievito.

D contenuto di ceneri del campione, espresso in percentuale, € calcolato in base all;t
seguente formula:

Ceneri(g/100 g)=[(Cl,.,-Clu,,)+.4-NaCl~]x20-B-C

dove:

A = valore delle ceneri espresso in g corrispondente a5 g di pane.
B = correzione relativa all'ossigeno fissato: (Cl,., - Cl,,, .j x 2.24

C  =vaoredelle ceneri del lievito (0.04°/x).

Riferimenti

Metodo di analisi di friunento, farine, pane e pasta: determinazione delle ceneri del pane. Annali
dell7stituto Superiore di Sanita, 1967, 3 (1): 252-253.
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METALLI RACCOMANDAZIONI GENERALI (M.R.G)*

Introduzione

| laboratori the effettuano le analisi atte arilevare la presenza di metalli devono
garantireil rispetto dei criteri per 1'interpretazione dei risultati in confoimita con
guanto disposto nella decisione della Cornunita Europea del 26/9/90: "Analysis For
Residues of elements-Criteria-Part |: Heavy metals and arsenic”.

| criteri in parola sono destinati a permettere 1' individuazione e quantificazione dell’
analita e ad evitare risultati erroneamente positivi.

Criteri per lamineralizzazione dei campioni

A seconda del sistema di misura da utilizzare pub essere necessaria una digestione
piu 0 meno completa della sostanza organica del campone. A tale scopo, si
possono prendere in considerazione la mineralizzazione mediante incenerimento, la
mineralizzazione per viaumida in sistema aperto e la mineralizzazione in fomo a

microonde.
Allorch6 occorra determinare la presenza di metalli alivello di traccia, bisogna fare

particolare attenzione alla pulizia delle attrezzature di vetro e delle altre
apparecchiature.

Spesso | e procedure di mineralizzazione comportano operazioni di manipolazioni

potenzial mente pericolose, pertanto si rimanda al capitolo "Raccomandazioni
generali-Sicurezzain laboratorio”.

Reagenti

Gli acidi minerali, 1'acqua ossigenata ed i modificatori di matrice, ad esempio il
nitrato di magnesio, devono avere caratteristiche di grande purezza, in genere
superiori a grado previsto per le analisi.

Vi sono diversi fabbricanti the producono sostanze chimiche particolarmente adatte
per la determinazione della presenzadi tracce di metalli pesanti.

Ogni nuovo lotto di un dato reagente deve essere sottoposto a provain bianco onde
accertare 1' effettivo tenore dell' elemento da misurare, ed i risultati ottenuti devono
essere confrontati con quelli relativi ad un lotto precedente .

* Massimo Baldini
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Verificadelle perdite di analita

E' necessario venficare le eventuali perdite di analita dovute alla presenza o
formazione di composti volatili o precipitati insolubili.

Questa verifica deve essere effettuata preferibilmente analizzando un materiale di
riferimento, la cui matrice corrispondail piii possibile a campione da analizzare.
Qualoranon s disponga di materiale di riferimento, occorrera effettuare prove di
recupero a vari livelli di concentrazione dell'analita aggiunto a materiale campione.

Tecniche d'incenerimento (non applicabili per la determinazione della
presenza di mercurio)

Nel caso dell' incenerimento € importante un severo controllo dellatemperaturaallo
scopo di evitare perdite di analita per volatilizzazione. Per ottenere condizioni di
incenerimento ripetibili € essenziale disporre di un forno a muffola munito di
termostato programmabile.

Mineralizzazione del campione

Reattivi

Acido niMco 65%puro per analisi metalli in tracce

Acido perclorico 70% puro per analisi metalli in tracce

Acido solforico 98% puro per analisi metalli in tracce

Acido cloridrico 37% puro per analisi metalli in tracce

Acido nitrfco 65%

Acido cloridrico 37%

Acqua ossigenata 30 val.

Soluzioni standard di riferimento dei metalli, da 1000 mg/1. - Inatemativa, in
ciascun metodo sono riportate le modality per |a preparazione in laboratorio delle
soluzioni di riferimento dei metalli

Apparecchiature, vetreria e materiale vario

Tutta la vetreria deve essere di vetro borosilicato o vetro di quality simile.

Prima dell'uso la vetreria deve essere lavata a caldo con una soluzione di acido
cloridrico (1.6) 1:3 (v/v), quindi risciacquata con acqua distillata, trattata a caldo
con una soluzione di acido nitrico (1.5) 1:3 (v/v), ed infine risciacquate con acqua
bidistillata.

La vetreria deve essere asciugata e conservata in un luogo al riparo da possibili
contaminazioni.
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Le cuvette in teflon devono essere trattate nello stesso modo.

Capsule di platino, afondo piatto, o capsule di quarzo.

Forno a mufola. - Programmatore elettronico di temperatura e rivestimento interno
in quarzo.

Spettrof otometro ad assorbimento atomico. - Fornace di grafite, cocrettore del
fondo, autocampionatore con cuvette in teflon, stampante, lampade a catodo cavo
per i diversi elementi, tubi di grafite pirolizzati, piattaforme del L'V ov, ecc.
Bilancia analitica

Trituratore

Omogeneizzatore

Biastrariscaldante

Forno a microonde, con contenitori in teflon

Procedimento

fncenerimento a secco. - Sottoporre ad essiccamento, in fi=ione del contenuto di
analita nel campione di analisi, da 0.50 a5.00 g del prodotto accuratamente
omogeneizzato e pesato in capsula di platino. Carbonizzare su piastrariscaldante in
manieralenta e graduale al fine di evitare perdite per proiezione di materiale.
Trasferire il residuo carbonioso in muffola, e incenerire per 8 ore allatemperatura di
380°C+10°C.

Dopo tale trattamento le ceneri devono risultare perfettamente bianche. Nel caso
contrario essiccare nuovamente il residuo, trattato con poche gocce di HNO 3 (1 I) e
sottoporre ad un nuovo ciclo di incenerimento per almeno 4 ore.

Riprendere le Ceneri con 1 ml di HNO3 (1.1), riscaldare fino a completa
dissoluzione, trasferire in un palloncino tarato da 25-50 ml e portare a volume con
H20 bidistillata.

Nel caso in cui debbano essere analizzati elementi poco volatili possono essere
usate le Ceneri preparate secondo il metodo Ceneri.

In funzione della matrice alimentare e del contenuto di analita nel campione, in
aternativa dl'incenerimento a secco del campione, utilizzare i seguenti
procedimenti:

Mineralizzazione per viaumida. - Addizionarea 0.50-2.00 g di campione,
accuratamente omogeneizzato e pesato in un palloncino di 10 ml di miscela HNO3
conc. (1.1) - HC104 conc. (1.2) - H2S04 conc. (1.3) 24+24+1 (vIv).

Collegare un refrigerante a 3 bolle e riscaldare gradual mente proseguendo fino ad
illimpidimento.

Raffreddare quindi la soluzione e lavare il refrigerante dall'alto con pochi mi di
acqua distillata.

Togliereil refrigerante e concentrare a piccolo volume su piastra riscaldante.
Trasferire il residuo in un matraccio tarato da 25 ml e portare a volume con acqua
bidistillata.
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3.3 Mineralizzazione in forno amicroonde. - Pesare 0.50 g di campione direttamente
nel contenitore in teflon, aggiungere 5 ml di HNO3 (1.1) e quindi 1.5 ml di H202

34

(1.7) secondo il seguente schema di mineralizzazione (come esempio):

Stadio Reattivi Volume Potenza Tempo
(ml) (%) (min)
1 HNO3 5.0 25 5
50 4
2
—H202 15 25 5
50 4

Portare la soluzione a volume in pallone tarato da 25 ml.
Bianco campione. - Condurre fintero procedimento di mineralizzazione, omettendo
la porzione del campione da analizzare.
L e soluzioni del campione e del bianco cosi ottenute sono sottoposte alla
determinazione spettrof otometrica del metalli, secondo i metodi di seguito elencati.

Nota:

Nei metodi specifici per i singoli metalli i risultati sono espressi in milligrammi per chilogrammo di
campione. Qualora fosse necessario utilizzare una diver sa units di misura (es. mg/100 g o 100 ml
come per lamaggior pane dei prodotti destinati ad una alimentazione particolare) effettuarele

opportune correzioni.
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ARSENICO

Metodo per spettrofotometria di assorbimento atomico*

Campo di applicazione

11 metodo € applicabile atutti gli alimenti, compresi i prodotti destinati ad una
alimentazione particolare.

Principio del metodo

11 contenuto totale di arsenico negli alimenti € determinato  mediante la
spettrofotometria di assorbimento atornico in fornetto di grafite sul campione

opportunamente preparato e mineralizzato. Allo scopo di ridurre gli effetti

interferenti della matrice durante la misura spettrofotometrica € applicato il metodo
delle addizioni standards.

Reattivi

Modificante di matrice Ni (4 g/1). - Pesare 19.81 g di Ni(N03)2 x 6 H20.
Sciogliere e portare avolume di 1 1 con acqua bidistillata.
Arsenico triossido (AS20)

Soluzione concentrata di riferimento di arsenico (100 mg As/1), Sciogliere 0.1320
g di arsenico triossido (3.2) in 20 ml di soluzione di idrossido di sodio al 20
(p/v). Aggiungere 100 ml di acqua bidistillata e, cautamente, 10 ml di acido
solforico (1.3 M.R.G). Portare a volume in un pallone tarato da 1000 ml, con acqua
bidistillata. Mantenere la soluzione in bottiglia di vetro borosilicato.

Soluzione di riferimento di arsenico (1 mg Ag/1). - Pipettare 1.0 ml di soluzione
concentrata (3.3) in un pallone tarato da 100 ml e portare a volume con acqua
bidistillata.

Soluzioni diluite di riferimento di arsenico (10.0 e 20.0 pg As/1),. - Pipettare 1.0 e
2.0 ml della soluzione di riferimento (3.4) in due palloni taraoi da 100 ml,
aggiungere a ciascuno 1 ml di acido nitrico (1.1 M.R.G) e portare a volume di 100
ml con acqua ed agitare. Preparare le soluzioni fresche ogni giorno.

Argon ultrapuro

* Massimo Baldini
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4. Procedimento

41 Mineralizzazione del campione. - Lamineralizzazione del campione puo essere
condotta mediante incenerimento  a secco, mineralizzazione per viaumida a
pressione ambiente, mineralizzazione in forno a microonde, secondo il tipo di
matrice alimentare da analizzare (M.R.G.).

4.2 Determinazione spettrof otometrica

4.2.1 Parametri dello spettrofotometro:

Misura strumentale: Assorbanza
Metodo di calibrazione: Addizioni standards
Modo di misura: Areadi picco
Fenditura (nm): 0.7
Lunghezza d' onda (nm) 193.7 _
Introduzione del campione: Campionatore automatico
Tempo di misuradurante f atomizzazione (s): 3
Repliche: 3
Correzione del forno inserito durante 1'atomizzazione
Tubicini pirolitici di grafite con piattaformadel L'Vov
Modificante di matrice: 0.02mgdi Ni 5p,l (3.2)
4.2.2ParameM del fornetto di grefite:
Stadio Temperatura Tempo Flusso
(C%) (sec) Gas (ml/min)
Ramp  Isoterma
1 90 10 10 300
2 130 10 20 300
3 450 15 20 300
4 800 15 20 300
5 1200 15 15 300
6 2300 0 3 0
i 2500 2 2 300
8 20 2 2 300
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4.2.3 Parametri dell' autocampionatore:

Volumi (4.1)
Standard Campione Acqua Modificante di
matrice
20 As (0.02 mg Ni)

Bianco ~ 40 5
Campione — 20 20 5
10 Addizione 10 20 10 5
2° Addizione 20 20 L 5

4.2.4 Misurastrumentale. - Se to spettrofotometro dispone di un computer, la
concentrazione dell'arsenico nella soluzione del campione e calcolata direttamente
dallo strumento con il metodo delle addizioni standards e riportata sulla stampante.
Se to strumento non dispone di un computer, e necessario costruire larettadi
taratura con il metodo delle addizioni standards, riportando in ascisse i valoei di
concentrazione e in ordinate |e assorbanze corrispondenti.

Riportati i tre punti corrispondenti alle tre lettuce, rispettivamente del campione, del
campione piii laprimaaggiunta e del campione piu la seconda aggiunta, costruire la
retta passante per i tre punti e prolungarlafino ad intercettare 1' asse delle x.

11 valore di concentrazione corrispondente all' intercetta rappresentail valore di
concentrazione di arsenico nella soluzione del campione.

5. Espressione dei risultad

11 contenuto dell'arsenico del campione, espresso in milligrammi per chilogrammo,
e calcolato in base alla seguente formula:

, cxY
Arsenico (mg | kg) =
dove:
c = contenuto di arsenico espresso in ~ig/ml nella soluzione del campione
Y  =volume della soluzione espresso in ml

m = poraione del campione utilizzata per 1'analisi, espressa in grammi
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CADMIO

Metodo per spettrofotometria di assorbimento atomico*

Campo di applicazione

Il metodo e applicabile atutti gli alimenti, compresi quelli destinati ad una
alimentazione particolare.

Principio del metodo

I contenutototale di cadmio negli aimenti € determinato mediante
spettrofotometria di assorbimento atomico, in fornetto di grafite. Allo scopo di
ridurre gli effetti interferenti della matrice durante la misura spettrofotometrica €
utilizzato il metodo delle addizioni standards.

Reattivi

Fosfato biacido di anmonio (NHiHzPQ

Nitrato di magnesio (Mg (NO)J]

Modicante di matrice. - Sciogliere 4 g di fosfato biacido di ammonio (3.1) e0.2g
di nitrato di magnesio (3.2) in acqua e portare a 100 ml.

Soluzione concentrata di riferimento di cadmio (100 mg Cd/1). - Sciogliere 274.4
mg di nitrato di cadmio [(Cd (NC)S)2 X 4H20) ] in acquain un pallone tarato da
1000 ml, aggiungere 10 ml di acido nitrico (1.1 MRG) e portare al volume di 1000
ml con acqua ed agitare. Mantenere questa soluzione in bottighe di vetro
borosilicato.

Soluzione di riferimento di cadmio (1 mg Cd/1). - Pipettare 1.0 ml di soluzione
concentrata di cadmio (3.4) in un pallone tarato da 100 ml, aggiungere 1 ml di acido
nitrico (1.1 MRG), portare a volume di 100 ml coti acqua ed agitare.

Mantenere questa soluzione in una bottiglia di polietilene.

Soluzioni diluite di riferimento di cadmio (1.0 e 2.0 ~Lg/1). - Pipettare 100 e 200 ul di
soluzione di riferimento (3.5) in due palloni tarati da 100 ml, aggiungerein
ciascuno 1 ml di acido nitrico (1.1IMRG), portare a volume di 100 nil con acqua ed
agitare. Mantenere queste soluzioni in bottiglie di polietilene.

Preparare le soluzioni fresche ogni giorno.

3.7 Argon ultrapuro.

* Massimo Baldini
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4. Procediunento

4.1 Mineralizzazione del campione. - Lamfneralizzazione del campione puo essere
condotta mediante incenerimento a secco, mineralizzazione per viaumida a
pressione ambiente, mineralizzazione in forno a microonde, secondo il tipo di
matrice alimentare da analizzare. (M.R.G.)

4.2 Determinazione spettrofotometrica

4.2.1 Parametri dello spettrofotometro:

Misura stnimentale: Assorbanza

Metodo di calibrazione: Addizioni standards

Modo di misura: Ariadi picco

Fenditura (nm): 0.7

Lunghezza d'onda (nm): 228.8

Introduzione del campione: campionatore automatico
Tempo di misura, durante 1'atomizzazione (sec.): 3

Repliche: 3

Correttore del forno inserito durante 1'atomizzazione

Tubicini pirolitici di grafite con piattaformadel L'VoV.

4.2.2 Parametri del fornetto di grafite:

Stadio Temperatura Tempo (sec) Flusso
(°C) gas (ml/min)
Ram pa |soterma

1 90 10 10 300
2 130 10 20 300
3 300 15 20 300
4 700 15 20 300
5 1800 0 3 0

6 2500 2 2 300
4 20 2 2 300




4.2.3 Parametri dell'autocampionatore:

94

Volume (gl)
Standard Campione Acqua Modificante di
matrice

20 As (0.02 mg Ni)
Bianco — — 40 5
Campione — 20 20 5
1° Addizione 10 20 10 5
2° Addizione 20 20 — 5

4.2.4 Misura strumentale. - Se to spettrofotometro  dispone  di
concentrazione del cadmio nella soluzione del campione e calcolata direttamente
dello strumento con il metodo delle addizioni standards, e riportata sulla stampante.
Se to strumento non dispone di un computer, € necessario costruire laretta di
taratura con il metodo delle addizioni standards, riportando in ascissei valori di
concentrazione e in ordinata le assorbanze corrispondenti.
Riportati i tre punti corrispondenti alle tre letture, rispettivamente del campione, del
campione piiu la prima aggiunta e del campione piiu la seconda aggiunta, costruire la
retta passante per i tre punti e prolungarla fino ad intercettare 1'asse delle x.

Il valore di concentrazione corrispondente all'intercetta rappresentail valore di

concentrazione di cadmio, nella soluzione di campione.

6. Espressionedei risultad

un computer, la

I contenuto di cadmio del campione, espresso in milligrammi per chilogrammo, €
calcolato in base alla seguente formula:

dove:

c
\%

m

Cadmio (mg/ kg) =

= contenuto di cadmio espresso in ~tg/ml nella soluzione del campione
= il volume della soluzione espresso in ml
= porzione del campione utilizzata per 1'analisi, espressain grammi
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CALCIO

Metodo per spettrofotometria di assorbimento atomico*

Campo di applicazione

11 metodo € applicabile atutti gli alimenti, compresi i prodotti destinati ad una
alimentazione particolare.

Principio del metodo

11 contenuto di calcio negli alimenti € determinato mediante spettrofotometria di
assorbimento atomico, in fiamma aria/acetilene.

Reattivi

Soluzione concentrata di riferimento di calcio (500 mg Call). - Sciogliere 1.249 g
di calcio carbonato, (CaC03,) in piccolo volume di acido cloridrico (1.4 M.R.G)
1+1 ediluire a volume di 1 litro con acido cloridrico (1.4 M.R.G) al' 1% (v/v).
Soluzione di riferimento di calcio (10 mg Ca/l). - Pipettare 2.0 ml di soluzione di
riferimento concentrata (3.1) in un pallone tarato da 100 ml, aggiungere 1 ml di
acido nitrico (1.1 M.R.G) e portare a volume di 100 ml ed agitare.

Mantenere la soluzione in bottiglia di vetro borosilicato.

Soluzione al 10% di lantanio (m/v)
Ariaper analiss AAS
Acedlene per analisi AAS

Procedimento

Mineralizzazione del campione. - Lamineralizzazione del campione pua essere
condotta mediante incenerimento a secco, mineralizzazione per viaumida a
pressione ambiente, mineralizzazione in fbmo a microonde, secondo il tipo di
matrice alimentare da analizzare (M.R.G.).

Determinazione spettrofotomeMca del calcio

4.2.1 Condizioni strumentaei. - Lamisurastrumentale € eseguita mediante uno spettro-

fotometro per assorbimento atomico, in fiamma aria/acetilene, possibilmente gestito
da un computer completo di stampante grafica.

* Massimo Baldini; Maurizio Mosca
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| parametri strumentali sono i seguenti:

Lunghezzad' onda: 422.7 nm
Fenditura: 0.7 nm
Tipo di filamma: arialacetilene ossidante (blu)

4.2.2 Preparazione dellaretta di taratura. - Porre tre aliquote rispettivamente da 5, 10, e
20 ml della soluzione di riferimento di calcio (3.2) in tre matracci tarati da 50 mi
contenenti 1 ml di acido nitrico (1.1 M.R.G) e 0.5 ml di soluzione di lantanio (3.3).
Portare a volume con acqua bidistillata. Le soluzioni cosi preparate contengono
rispettivamente 1.00, 2.00 e 4.00 mg/1 di calcio.

Misurare le assorbanze delle tre soluzioni e costruire laretta di taratura.
Si misura quindi 1' assorbanza della soluzione del campione alo 0,1% di lantanio e
ricavare la concentrazione dallaretta di taratura.

5. Espressione dei risultati

Il contenuto di calcio del campione, espresso in milligrammi per chilogrammo, €
calcolato in base alla seguente formula:

X\
Calcio (mg/ kg) = Cm

dove:
c = contenuto di calcio espresso in ~ig/ml nella soluzione del campione
V  =volume della soluzione espresso in mi

m = porzione del campione utilizzata per 1'analisi, espressain grammi
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CROMO

Metodo per spettrofotometria di assorbimento atomico*

Campo di applicaAone

Il metodo A € applicabile atutti i gli alimenti, compresi i prodotti destinati ad una
alimentazione particolare. || metodo B € applicabile agli alimenti conseivati in
contenitori di banda cromata.

Metodo A

Principio del metodo

Il contenuto totale di cromo negli alimenti € determinato mediante spettrof otometria
di assorbimento atomico, in fornetto di .grafite. A llo scopo di ridurre gli effete
interferenti della matrice durante la misura. spettrofotometrica € utilizzato il metodo
delle addizioni standards.

Reattivi

Nitrato di magnesio

Mod#wlante di matrice. - Sciogliere 0.2 g di nitrato di magnesio (3.1) in acquae
portare a 100 ml. :
Soluzione concentrata di riferimento di cromo (1000 mg Cr/1). - Sciogliere 3.735 g
di cromato di potassio (KZCrO4) in un pallone tarato da 1000 ml con acqua
bidistillata. Aggiungere 10 ml di acido nitrico (1.1 M.R.G) concentrato e portare a
volume con acqua bidistillata. Mantenere la soluzione in bottiglia di vetro
borosilicato.

Soluzione di riferimento di cromo (10 mg CrA). - Pipettare 1.0 ml di soluzione
concentrata di cromo (3.3) in un pallone tarato da 100 ml, aggiungere 1 ml di acido
nitrico (1.1 M.R.G), portare al volume di 100 ml con acqua ed agitare. Mantenere la
soluzionein bottiglia di polietilene.

Soluzione diluitadi riferimento di cromo (10.0 e 20.0 gg Cr/1). - Pipettare 100 e
200 ji1 dells soluzione di riferimento (3.4) in palloni tarati da 100 ml, aggiungere a
ciascuno 1 ml di acido nitrico (1.1 M.R.G) e portare a volume di 100 ml con acqua
ed agitare.

* Massimo Baldini
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Mantenere la soluzione in bottiglia di polietilene. Preparare |le soluzioni fresche
ogni giorno.
3.6 Argon ultrapuro.

4. Procedimento

4.1 Mineralizzazione del campione. - Lamineralizzazione del campione puo essere
condotta mediante incenerimento a secco, mineralizzazione per viaumida a
pressione ambiente, mineralizzazione in forno a microonde, secondo il tipo di
matrice alimentare da analizzare. (MRG.).

4.2 Determinazione spettrofotometrica

4.2.1 Parametri dello spettrof otometro:

Misura strumentale: Assorbanza

Metodo di calibrazione: Addizioni standards

Modo di misura: Areadi picco

Fenditura (nm): 0.7

Lunghezza d' onda (nm): 357.9

Introduzione del campione: Campionatore Automatico
Tempo di misura, durante 1'atomizzazione (sec.): 3

Correttore del forno inserito durante 1'ato nn>azione

Tubicini pirolitici di grafite con piattaformadel L' Vov.

4.2.2 Parametri del fornetto di grafite:

Stadio Temperatura Tempo Flusso
Numero (C) (sec) gas (ml/min)
Ram pa | soterma

1 90 10 10 300
2 130 10 20 300
3 450 15 20 300
4 1200 30 20 300
5 2400 0 3 0

6 2650 2 2 300
Z 20 2 2 300
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4.2.3 Parametri dell' autocampionatore:

Volume (gl)
Standard Campione Acqua Modificante di
matrice (3.2)
20 Cr M (NO3)y

Bianco — — 40 5
Campione . 20 20 S
10 addizone 10 20 10 5
2° addizone 20 20 5

4.2.4 Misura strumentale. - Se to spettrofotometro  disponedi un computer, la
concentrazione del como nella soluzione del campione e calcolata direttarnente
dello strumento con il metodo delle addizioni standards, e riportata sulla stampante.
Se to strumento non dispone di un computer, e necessario costruire larettadi
taratura con il metodo delle addizioni standards, riportando in ascisse i valori di
concentrazione e in ordinata le assorbanze corrispondenti.

Riportati i tre punti corrispondenti alle tre letture, rispettivamente del campione, del
carnpione piu la prima aggiunta e del Campione piu la seconds aggiunta, costruire la
retta passante per i tre punti e prolungarlafino ad intercettare 1' asse delle x.

11 valore di concentrazione corrispondene all' intercetta rappresentail valore di
concent -azione di Como, nella soluzione di campione.

5.  Espressione dei risultati

11 contenuto di como del campione, espresso in milligrammi per chilogrammo, e
calcolato in base alla seguente formula:

Cromo (mg/ kg) = SX\V
m

dove:
C = contenuto di Homo espresso in gg /ml nella soluzione del campione
v =volume della soluzione espresso in ml

m = porzione del campione utilizzato per |I' analisi, espressain grammi
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Metodo B

Procedere come indicato nella Gazzetta Ufficiale n.153 del 01/07/88 - Disciplina
degli oggetti in banda cromata destinati a venire in contatto con gli alimenti.
Metodo di analisi ufficiale del cromo negli alimenti conservati in contenitori in
banda cromata. Decreto Ministeriale 1 Giugno n. 243 1988.
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FERRO

Metodo per spettrof otometria di assorbimento atomico*

Campo di applicaAone

Il metodo A € applicabile atutti gli alimenti, compresi i prodotti destinati ad una
alimentazione particolare. II metodo B € applicabile agli alimenti conservati in
contenitori di banda stagnata.

Metodo A

Principio del metodo

11 contenuto di ferro negli alimenti € determinato mediante spettrofotometria di
assorbimento atomico, in fiamma aria/acetilene.

Reattivi

Soluzione concentrata di riferimento di ferro (1000 mg Fell). - Sciogliere 1.000 g di
ferro metallico in SO ml di acido nitrico (1.1 M.R.G) 1+1, diluire a volume di 1 litro
con acqua bidigtillata .

Soluzione di riferimento di ferro (10 mg Fe/1). - Pipettare 1.0 ml di soluzione di
riferimento concentrata (3.1) in un pallone tarato da 100 ml, aggiungere 1 mi di
acido nitrico (1.1 M.R.G), portare a volume di 100 ml ed agitare.

Mantenere la soluzione in bottiglia di vetro borosilicato.

Ariaper analis AAS

Acetilene per analis AAS

Procedimento

Mineralizzazione del campione. - Lamineralizzazione del campione puo essere
condotta mediante incenerimento a secco, mineral izzazione per viaumida a

pressione ambiente, mineral izzazione in forno a microonde, secondo u tipo di
matrice alimentare da analizzare (M.R.G.).

Massimo Baldini; Maurizio Mosca
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4.2 Determinazione spettrof otometrica del ferro

4.2.1 Condizioni strumentali. - La misura strumentale € eseguita mediante uno
spettrofotometro per assorbimento atomico, in fiamma aria/acetilene, possibilmente
gestito da un computer completo di stampante grafica.
| parametri strumentali sono i seguenei:

Lunghezza d' onda: 248.3 nm
Fenditura: 0.2 nm
Tipo di fiamma: arialacetilene ossidante (blu)

4.2.2 Preparazione dellaretta di taratura. - Porre tre aliquote rispettivamente da 5, 15 e
25 ml della soluzione di riferimento di ferro (3.2) in tre matracci tarati da 50 ml
contenenti 1 ml di acido nitrico (1.1 M.RG). Portare a volume con acqua
bidistillata. Le soluzioni cosi preparate contengono rispettivamente 1, 3,5 mg/| di

ferro.
Misurare |le assorbanze delle tre soluzioni e costruire larettadi taratura.
Misurare quindi 1' assorbanza dells soluzione del campione e ricavarne la

concentrazione dallaretta di taratura

5. Espressione dei risultati

I contenuto di ferro del campione, espresso in milligrammi per chilogrammo, e
calcolato in base alla seguente formula:

cxV
/ kg) =
Ferro(mg/ k) = -
dove:
c = contenuto di ferro espresso in gg/ml nella soluzione del campione
V  =volume della soluzione espresso in ml
m = porzione del campione utilizzato per fanalisi, espressain granuni
Metodo B

Procedere come indicato nella Gazzetta Ufficiale n.76 del 16/03/84 - Disciplina del
contenitori in banda stagnata saldati con lega stagno-piombo ed altri mezzi. Metodo
di analisi ufficiale del ferro negli alimenti conservati in banda stagnata. Decreto
Ministeriale 18 febbraio 1984.
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LITIO

Metodo per spettrofotometria di assorbimento atomico*

Campo di applicazione

11 metodo € applicabile d tutti gli alimenti, compresi i prodotti destinati ad una
alimentazione particolare.

Principio del metodo

11 contenuto di litio negli alimenti € determinato mediante spettrofotometria di
assorbimento atomico, in fiamma aria/acetilene.

Reattivi

Soluzione concentrata di riferimento di litio (1000 mg Li/1). - Sciogliere 5.324 g di
litio carbonato, (Li2CO3,) in piccolo volume di acido cloridrico (1.4 M.R.G) 1+1 e
diluire al volume di 1 litro con acqua bidistillata.

Soluzione di riferimento di litio (10 mg Li/1). - Pipettare 1.0 ml di soluzione di
riferimento concentrata (3.1) in un pallone tarato da 100 ml, aggiungere 1 ml di
acido nitrico (1.1 M.R.G), 1 ml di soluzione di lantanio (3.3) e portare a volume di
100 ml e agitare.

Mantenere la soluzione in bottiglia di vetro borosilicato.

Soluzione a 10% di lantanio (m/v)

Ariaper analis AAS

Acetilene per analisi AAS

Procedimento

Mineralizzazione del campione. - Lamineralizzazione del campione puo essere
condotta mediante incenerimento a secco, mineralizzazione per viaumida a
pressione ambiente, mineralizzazione in fomo a microonde, secondo il tipo di
matrice alimentare da anadizzare (M.R.G.).

Determinazione spettrofotometrica del litio

* Massimo Baldini; Maurizio Mosca
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4.2.1 Condizioni strumentali.- La misura strumentale e eseguita mediante uno
spettrof otometro per assorbimento atomico, in fiamma aria/acetilene, possibilmente
gestito da un computer completo di stampante grafica.

| parametri strumentali sono i seguenei:

Lunghezza d' onda: 670.8 nm
Fenditura: 0.7 nm
Tipo di fiamma: aria/acetilene ossidante (blu)

4.2.2 Preparazione dellaretta di taratura. - Porretre aliquote rispettivamente da 2.5, 5, e
10 ml della soluzione di riferimento di litio (3.2) in tre matracci tarati da 50 ail
contenenti 1 ml di acido nitrico (1.1 M.RG) e 0.5 ml di soluzione di lantanio (3.3).
Portare a volume con acqua bidistillata. Le soluzioni cosi preparate contengono
rispettivamente 0.50, 1.00 e 2.00 mg/| di litio.

Misurare |e assorbanze delle tre soluzioni e costruire laretta di taratura.  Misurare
quindi f assorbanza della soluzione del campione allo 0,1% di lantanio e ricavarne
la concentrazione dallaretta di taratura.

5. Espressionedei risultati

1 contenuto di litio del campione, espresso in milligrammi per chilogrammo, €
calcolato in base alla seguente formula:

Litio (mg/ Kg) = C’r(nv

dove:
c = contenuto di litio espresso in ~ig/ml nella soluzione del campione
V. =volume della soluzione espresso in ml

m = porzione del campione utilizzato per fanalisi, espressain grammi
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MAGNESIO

Metodo per spettrofotometria di assorbimento atomico*

Campo di applicazione

Il metodo e applicabile atutti gli alimenti, compresi i prodotti destinati ad una
alimentazione particolare.

Principio del metodo

II contenuto di magnesio negli alimenti e determinato mediante spettrofotometria di
assorbimento atomico, in fiamma aria/acetilene.

Reattivi

Soluzione concentrata di riferimento di magnesio (500 mg Mg/1). - Sciogliere
1.7346 g di magnesio carbonato, (MgCQ3) in piccolo volume di acido cloridrico

(1.4 M.R.G) 1+1 ediluire a volumedi 1 litro con acido cloridrico (1.4 M.R.G) al’
1% (v/v).
Soluzione di riferimento di magnesio (10 mg Mg/1). - Pipettare 2.0 ml di soluzione
di riferimento concentrata (3.1) in un pallone tarato da 100 ml, aggiungere 1 ml di
acido nitrico (1.1 M.R.G) portare al volume di 100 ml ed agitare.
Mantenere la soluzione in bottiglia di vetro borosilicato.

Soluzione di lantanio 10% (m/v)

Ariaper analist AAS

Acetilene per analiss AAS

Procedimento

Mineralizzazione del campione. - Lamineralizzazione del campione pub essere
condotta mediante incenerimento a secco, mineralizzazione per viaumida a
pressione ambiente, mineralizzazione in fomo a microonde, secondo il tipo di
matrice alimentare da analizzare (M.R.G.).

Determinazione spettrof otometrica del magnesio

* Massimo Baldini; Maurizio Mosca
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4.2.1 Condizioni Strumentali.- La misura strumentale € eseguita mediante uno
spettrof otometro per assorbimento atomico, in fiamma aria/acetilene, possibilmente
gestito da un computer completo di stampante grafica.
| parametri strumentali sono i seguenei:

Lunghezza d' onda: 285.2 nm
Fenditura: 0.7 nm
Tipo di fiamma: aria/ acetilene ossidante (blu)

4.2.2 Preparazione dellaretta di taratura. - Porre tre aliquote rispettivamenteda 1, 2.5, e
5 ml della soluzione di riferimento di magnesio (3.2) in tre matracci tarati da 100 ml
contenenti 2 ml di acido nitrico (1.1 M.R.G). Aggiungere 1 ml di soluzione di
lantanio (3.3). Portare a volume con acqua bidistillata. Le soluzioni cosi preparate
contengono rispettivamente 0.10, 0.25 e 0.50 mg/l di magnesio.

Misurare le assorbanze delle tre soluzioni e -costruire laretta di taratura .
Misurare quindi f assorbanza della soluzione del campione allo 0,1 % di lantanio e
ricavarne la concentrazione dellaretta di taratura.

5. Espressione dei risultati

11 contenuto di magnesio del campione, espresso in milligrammi per chilogrammo,
€ calcolato in base alla seguente formula:

Magnesio (mg/ kg) = C):ny
dove:
c = contenuto di magnesio espresso in ~Lg/ml nella soluzione del campione
V  =volume della soluzione espresso in mi

m = porzione del campione utilizzata per 1'analisi, espressain grammi



31

3.2

3.3
34

4.1

4.2

MANGANESE

Metodo per spettrofotometria di assorbimento atomico*

Campo di applicazione

Il metodo € applicabile atutti gli alimenti, compresi i prodotti destinati ad una
alimentazione particolare.

Principio del metodo

Il contenuto di manganese negli alimenti € determinato mediante spettrofotometria
di assorbimento atomico, in fiamma aria/acetilene.

Reattivi

Soluzione concentrata di riferimento di manganese (1000 mg Mn/1). - Sciogliere
1.000 g di manganese, in piccolo volume di acido nitrico (1.1 M.R.G) 1+1 ediluire
al volume di 1 litro con acido cloridrico (1.4 M.R.G) al' 1 % (v/v).

Soluzione di riferimento di manganese (10 mg Mnfl). - Pipettare 1.0 ml di soluzione
di riferimento concentrata (3.1) in un pallone tarato da 100 ml, aggiungere 1 ml di
acido nitrico (1.1 M.R.G) portare a volume di 100 ml con acqua ed agitare.
Mantenere la soluzione in bottiglia di vetro borosilicato.

Ariaper analist AAS

Acetilene per analis AAS

Procedimento

Mineralizzazione del campione. - La mineralizzazione del campione puo essere
condotta mediante incenerimento a secco, mineralizzazione per viaumida a
pressione ambiente, mineralizzazione in forno a microonde, secondo il tipo di
matrice alimentare da analizzare (M.R.G.).

Determinazione spettrofotometrica del manganese

4.2.1 Condizioni strumentali. - A misurastnunentale e eseguita mediante uno spettro-

fotometro per Assorbimento Atomico, in fiamma aria/acetilene, possibilmente
gestito da un computer completo di stampante grafica.

* Massimo Baldini; Maurizio Mosca



| parametri strumentali sono i seguenei:

Lunghezza d' onda: 279.5 nm
Fenditura: 0.2 nm
Tipo di fiamma: aria/ acetilene ossidante (blu)

4.2.2 Preparazione dellarettadi taratura. - Porre tre aliquote rispettivamente da 5, 10, e
15 ml della soluzione di riferimento di manganese (3.2) in tre matracci tarati da 50

ml contenenti 1 ml di acido nitrico (1.1 M.R.G).
Portare a volume con acqua bidistillata. Le soluzooni cosi preparate contengono

rispettivamente 1.00, 2.00 e 3.00 mg/l di manganese.
Misurare le assorbanze delle tre soluzioni e costruire laretta di taratura.
Misurare quindi f assorbanza della soluzione del campione e ricavarne la

concentrazione dallaretta di taratura.

5. Espressione dei risultati

Il contenuto di manganese del campione, espresso in milligrammi per chilogrammo,
e calcolato in base alla seguente formula:

n M
Manganese (mg / kg) = Cr_n

dove:
C = contenuto di manganese espresso in pg/ml nella soluzione del campione
V  =volume della soluzione espresso in ml

m = porzione del campione utilizzato per 1'analisi, espressain grammi
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MERCURIO

Metodo per spettrofotometria di assorbimento atomico*

Campo di applicazione

Il metodo e applicabile atutd gli alimenti, compresi quelli destinati ad una

alimentazione particolare.
Laquantity di campione analizzabile € compresatry 0.5e3 g

_principi del metodo

La determinazione del mercurio € eseguita mediante spettrofotometria di
assorbimento atornico sul campione opportunamente mineralizzato, conil  metodo

dei vapori freddi.

Reattivi

Miscela solfonitrica. - Miscelare volumi uguali di:
a) acido nitrico 65% puro per analisi metalli in tracce (1.1 M.R.G)
b) acido solforico 98% puro per analisi metalli in tracce (1.3 MRG)
Acido so~'brico IN. - Preparato con opportuna diluizione da 3.1 (b)
Soluzione di riferimento di mercurio. - Sciogliere .0.1354 g di cloruro mercurico in
acido solforico 1N (3.2) e portare a 100 ml con acido solforico 1N (3.2)
(concentrazione 1000 mg/l di Hg). Da questa soluzione preparare immediatamente
primadell'analisi, per diluizione con acido solforico 1IN (3.2) una Soluzione
contenente 0.50 mg/1 di Hg
Soluzione di cloridrato di idrossilammina. - Sciogliere 12 g di cloridrato di
idrossilamminae 12 g di cloruro di sodio in acqua e portare aml 100.
Soluzione di cloruro stannoso. - Sciogliereg 10.0 di clonuo stannoso biidrato in
acido solforico 1 N (3.2) e portare a 100 ml con acido solforico 1 N (3.2). Questa
Soluzione va preparata ogni giomo e deve essere conseivata al riparo dellaluce.
Acido nitrico (1:1) puro per andlisi. - Miscelare volumi uguali di acido nitrico
(1.1M.R.G) e di acqua.

" Massimo Baldini
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4.2
4.3

4.4

5.1

5.2

5.3

5.4

Apparecchiatura

Digestore. - Composto da un pallone munito di collo asmeriglio (fig. 1-A) della
capacity di ml 100 e daun refrigerante di Friedrichs (fig. I-B), in vetro borosilicato
Apparecchio di gorgogliamento, in vetro borosilicato (fig 1-C D,EF)
Cellacilindricain quarzo per spettrofotometria (fig.1-G) - Cammino ottico mm
100, diametro da mm 20 a 30 con due colli a smeriglio e due giunti asmerigho in
VEetro
Pompa peristaltica, portata da 50 a 100 litri/ora (flg. 1)

Procedimento

Preparazione del campione. - Pesare direttamente nel pallone di digestione da 0.5 a
3 g di campione accuratamente omogeneizzato, con la precisione di 10 mg
Mineralizzazione. - Nel pallone contenente la quantity di campione prevista a
punto 5.1 aggiungere ml 10 di miscela solfonitrica (3.1) alcune palline di vetro ed
innestare il refrigerante.

Lasciar reagire atemperatura ambiente per 15 minuti, agitando di tanto in tanto.
Riscaldare quindi cautamente con una microfiamma, avendo cura di evitare thela
reazione diventi violenta; lasciare quindi ad ebollizione incipiente fino athe la
soluzione diventi pressoche limpida (20 minuti circa).

La presenza eventuale di bolle di grasso non pregiudicail corso delle analis.
Raffreddare il pallone ed aggiungere dall'alto del refrigerante ml 20 di acqua. Fare
bollire quindi per altri 20 minuti al fine di scacciare gli ossidi di azoto.

Raffreddare di nuovo, lavare 1' interno del refrigerante con ml 10 di acqua, trasferire
guantitativamente la soluzione in un pallone tarato da m150 e portare a volume con
acqua.

Curva standard. - In ciascuno dei cinque palloni taraoi da ml 50 versare ml 10 di
miscela solfonitrica (3.1); portare quindi il primo a volume con acqua (provain
bianco), aggiungere negli altri quattro rispettivamente 0.50-1.00-1.50-2.00 ml della
soluzione diluita di riferimento di mercurio da 0.5 mg/l. Le soluzioni cosi ottenute
contengono 0-5-10-15-20 pg/1 di mercurio.

Lettura. - Tanto per gli standard come per il campione porre ml 10.00 di soluzione
nel palloncino del gorgogliatore, aggiungere ml 0.5 di soluzione di cloridrato di
idrossilamrnina (3.4) ed innestare il palloncino nell*apparecchio.

Versare dall'imbuto di carico ml 1.0 di soluzione di cloruro stannoso (3.5) ed
iniziare immediatamente il passaggio dell'aria.

Seguire sullo spettrofotometro preventivamente azzerato, i valori della assorbanza;
questi aumenteranno per 40-50 secondi, raggiungeranno un massimo e quindi
diminuiranno.

Effettuare laletturain corrispondenza del massimo.

Con i valori corrispondenti agli standard (compresala provain bianco) tracciare 1
diagramma analitico.


http://0.50-1.00-1.50-2.00
http://0.50-1.00-1.50-2.00

Espressione del risultati

[l contenuto di mercurio del campione espresso in mfligrammi per chilogrammo, e
calcolato in base alla seguente formula:

Mercurio (mg/ kg) = m

dove:
C = contenuto di mercurio espresso in pg/ml nella soluzione del campione
V  =volume della soluzione espresso in ml
m = porzione del campione utilizzata per fanalisi, espressain grainmi
Nota

Lavemria deve essere lavata con il massimo scrupolo; atal fine e conveniente immergerlaper 15
minuti in una soluzione caldaal 10 % di un detergente "decontaminante”, sciacquando
successivamente con acqua e con acido nitrico diluito 1:1 (3.6) ed infne con acqua distillata.

| recipienti the hanno contenuto gli standard concentrati non devono essere assolutamente impiegati
per contenere i campioni.

Dopo ogni lecture rimuovereil palloncino e lasciare passare aria nella cellafino a the 1'assorbanza sia

ritornataa O; lavare quindi il tubo pescante del gorgogliatore con acido nitdco diluito 1:1 (3.6).
Per evitare la condensazione del valore acqueo sulle finestre delle cellette in quarzo, is necessario the

questa sia mantenuta ad una temperature di 10 °C - 20 °C supefore a quell'ambiente; questo pub
essere realizzato awolgendo la celletta con un nastro riscaldante o dirigendo su di essa un flusso di

ariacada

Riferimenti bibliografici

Limite di contanminazione da mercurio e metalli pesand del pesce e degli altri prodotti alimentari
della pesca di provenienza estera. Decreto Ministeriale 14/12/1971 G. U. n. 328 del 28/12/1971.
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Figura 1. - Apparato per la determinazione del mercurio nei prodotti ittici
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3.6

PIOMBO

Metodo per spettrofotometria di assorbimento atomico*

Campo di applicazione

Il metodo A € applicabile atutti i gli alimenti, compresi i prodotti destinati ad una
alimentazione particolare. D metodo B e applicabile agli alimenti conservati in
contenitori di banda stagnata.

Principio del metodo

Il contenuto totale di piombo negli alimenti e determinato mediante  spettrofotome-
triadi assorbimento atomico, in fornetto di grafite. Allo scopo di ridurre gli effetti
interferenti della matrice durante la misura spettrofotometrica € utilizzato il metodo
delle addizioni standards.

Reattivi

Fosfato biacido di ammonio (NH4H~PO4).

Nitrato di magnesio ((Mg(N03)2)J.

Modifkante di matrice. - Sciogliere 4 g di fosfato biacido in ammonio (3.1) e 0.2 g
di nitrato di magnesio (3.2) in acqua e portare a 100 ml.

Soluzione concentrata di riferimento di piombo (1000 mg Pb/1). - Sciogliere 1.599 g
di nitrato di piombo [ (Pb(NO3)2)] in acquain un pallone tarato da 1000 nil
aggiungere 10 ml di acido nitrico (1.1 M.R.G), portare a volume di 1000 ml con
acqua ed agitare. Mantenere la soluzione in bottiglia di vetro borosilicato.
Soluzione di riferimento di piombo (1 mg Pb/1). - Pipettare 100 pl di soluzione
concentrata di piombo (3.4) in un pallone tarato da 100 ml, aggiungere 1 ml di
acido nitrico (1.1 M.R.G), portare a volume di 100 ml ed agitare. Mantenere la
soluzione in bottigliadi polietilene.

Soluzione diluita di riferimento di piombo (10.0 e 20.0 Fig Pb/1). - Pipettare 1.0 e 2.0
ml della soluzione di riferimento (3.5) in palloni tarati da 100 ml, aggiungere a
ciascuno 1 ml di acido nitrico (1.1 M.R. G) e portare a volume di 100 ml con acqua
ed agitare.

Mantenere la soluzione in bottiglia di polieflene. Preparare le soluzioni fresche
ogni giorno.

* Massimo Baldini



3.7 Argon ultrapuro.

4. Procedimento

41 Mineralizzazione.del campione. - Lamineralizzazione del campione puo essere
condotta mediante incenerimento a secco, mineralizzazione per via urnida a
pressione ambiente, mineralizzazione in forno arifcroonde, secondo il tipo di
matrice alimentare da analizzare. (M.R.G.).

4.2 Determinazione spettrof otometrica

4.2.1 Parametri dello spettrofotometro

Misura strumentale: Assorbanza

Metodo di calibrazione: Addizioni standards

Modo di misura: Areadi picco

Fenditura (run): ' 0.7

Lunghezza d' onda(nm): 283.3

Introduzione del campione: Campionatore Automatico
Tempo di misura, durante fatomizzazione (sec.): 3

Correttore del forno inserito durante 1' atomizzazione

Tubicini pirolitici di grafite con piattafonnadel L' Vov.

4.2.2 Parametri del fornetto di grafcte:

Stadio Temperatura Tempo Flusso
Numero (C) (sec) gas (ml/min)
Ram pa | soterma
| 90 10 10 300
2 130 10 20 300
3 450 15 20 300
4 800 15__ 20 300
180 0 3 0
6 - 2500 i 2 2 300
20 =2 2 300




4.2.3 Parametri dell' autocampionatore:

Volume (gl)
Standard Campione Acqua Modificante di
matrice (3.3)
Mg(N03)2 +
H PO

Bianco — — 40 5
Campione — 20 20 5
1° addizione 10 20 10 5
2° addizione 20 20 5

4.24 Misurastrumentale. - Se to spettrofotometro dispone di un computer, la
concentrazione del piombo nella soluzione del campione e calcolata direttamente
dello strumento con il metodo delle addizioni standards, e riportata sulla stampante.
Se to strumento non dispone di un computer, e necessario costruire la retta di
taratura con il metodo delle addizioni standards, riportando in ascissei valori di
concentrazione e in ordinata |e assorbanze corrispondenti.

Riportati i tre punti corrispondenti alle tre lettuce, rispettivamente del campione, del
campione piu |a prima aggiunta e del campione piu la seconda aggiunta, costruire la
retta passante per i tre punti e prolungarlafino ad intercettare 1' asse delle x. 11
valore di concentrazione corrispondente all'intercetta rappresentail valore di
concentrazione dl piombo, nella soluzione di campione.

5.  Espressione dei risultati

Il contenuto di piombo del campione, espresso in milligrammi .per chilogrammo, e
calcolato in base alla seguente formula:

Piombo (mg/ kg) =
dove:
c = contenuto di piombo espresso in pg/ml nella soluzione del campione
V' =volume della soluzione espresso in ml

m = porzione del campione utilizzata per |I' analisi, espressain grammi



Metodo B
Procedere come indicato nella Gazzetta Ufficiale n. 76 del 16/03/84 - Disciplina dei
contenitori in banda stagnata saldati con lega stagno-piombo ed altri mezzi. Metodo

di Anais del Piombo negli Alimenti Conservati in Contenitori in Banda Stagnata.
Decreto Ministeriale 18 febbraio 1984.
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4.2

POTASSIO

Metodo per spettrofotometria di assorbimento atomico*

Campo di applicazione

Il metodo € applicabile atutti gli alimenti, compresi i prodotti destinati ad una
alimentazione particolare.

Principio del metodo

11 contenuto di potassio negli alimenti € determinato mediante spettrof otometria di
assorbimento atomico, in flan-ma aria/acetilene.

Reattivi

Soluzione concentrata di riferimento di potassio (1000 mg K11). - Sciogliere 1.907
g di potassio cloruro, (KCI), in matraccio tarato da 1 litro con acqua bidistillata e
portare a volume.
Soluzione di riferimento di potassio (10 mg K/1). - Pipettare 1.0 ml di soluzione di
riferimento concentrata (3.1) in un pallone tarato da100 ml, aggiungere 1 ml di
acido nitrico (1.1 M.R.G), portare a volume di 100 ml ed agitare.
Mantenere la soluzione in bottiglia di vetro borosilicato.
Soluzione al 10Y.di lantanio (m'v)
Ariaper anal& A.4S
Acetilene per anadlisi AAS

Procedimento

Mineralizzazione del campione. - La mineralizzazione del campione pub essere
condotta mediante incenerimento a secco, mineralizzazione per viaumida a
pressione ambiente, mineralizzazione in forno a microonde, secondo il tipo di
matrice alimentare da analizzare (M.R.G.).

Determinazione spettrof otometrica del potassio

4.2.1 Condizioni strumentali. - Lamisurastrumentale € eseguita mediante uno spettro-

fotometro per assorbimento atomico, in fiamma aria/acetilene, possibilmente gestito
da un computer completo di stampante grafica.

* Massimo Baldini; Maurizio Mosca



| parametri strumentali sono i seguenti:

Lunghezzad' onda: 766.5 nm
Fenditura: 20nm
Tipo di fiamma: aria/ acetilene ossidante (blu)

4.2.2 Preparazione dellaretta di taratura. - Porre tre aliquote rispettivamente da 2.5, 5, e
10 ml della soluzione di riferimento di potassio (3.2) in tre matracci tarati da 50 ml
contenenti 1 ml di acido nitrico (1.1 M.R.G) e 0.5 ml di soluzione di lantanio (3.3).
Portare a volume con acqua bidistillata. Le soluzioni cosi preparate contengono
rispettivamente 0.50, 1.00 € 2.00 ny/ | di potassio.

Misurare |e assorbanze delle tre soluzioni e costruire larettadi taratura.
Misurare quindi f assorbanza dells soluzione del campione allo 0.1% di lantanio e
ricavame la concentrazione dellaretta di taratura.

5.  Espressione dei risultati

Il contenuto di potassio del campione, espresso in milligrannni per chilogrammo, e
calcolato in base alla seguente formula:

cxV
Potassio (mg / kg) = m
dove:
C = contenuto di potassio espresso in Etg/ml nella soluzione del campione
V  =volume della soluzione espresso in ml

m = porzione del campione utilizzata per fanalisi, espressain grammi
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4.2

RAMS

Metodo per spettrof otometria di assorbimento atomico*

Campo di applicazione

Il metodo e applicabile atutu gli alimenti, compresi i prodotti destinati ad una
alimentazione particolare.

Principio del metodo

I contenuto di rame negli alimenti e determinato mediante spettrofotometria di
assorbimento atomico, in fiamma aria/acetilene.

Reattivi

Soluzione concentrata di riferimento di rame (1000 mg Cu/1). - Sciogliere 1.000 g
di rame metallico in piccolo volume di acido nitrico (1.1 MRG) 1+1 ediluire a
volume di 1 litro con acido nitrico (1.1 M.RG) al' 1% (v/v).

Soluzione di riferimento di rame (10 mg Cu/1). - Pipettare 1.0 ml di soluzione di
riferimento concentrata (3.1) in un pallone tarato da 100 ml, aggiungere 1 ml di
acido nitrico (I.1 M.RG) portare a volume di 100 ml ed agitare.

Mantenere la soluzione in bottiglia di vetro borosilicato.
Ariaper analis AAS
Acetilene per analiss AAS

Procedimento

Mineralizzazione del campione. - Lamineralizzazione del campione puo essere
condotta mediante incenerimento a secco, mineralizzazione per viaumida a
pressione ambiente, mineralizzazione in forno a microonde, secondo il tipo di
matrice alimentare da analizzare (M.RG.).

Determinazione spettrofotometrica del rame

4.2.1 Condizioni strumentali. - Lamisurastrumentale € eseguita mediante uno spettro-

fotometro per assorbimento atomico, in fiamma aria/acetilene, possibilmente gestito
da un computer completo di stampante grafica.

| ] . . . ..
M assimo Baldini; Maurizio M osca
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| parametri strumentali sono i seguenei:

Lunghezzad' onda: 324.8 nm
Fenditura: 0.7 run
Tipo di fiamma: arialacetilene ossidante (blu)

4.2.2 Preparazione dellaretta di taratura. - Porre tre aliquote rispettivamente da 5, 10, e
25 ml della soluzione di riferimento di rame (3.2) in tre matracci tarati da 50 ml
contenenti 1 ml di acido nitrico (1.1 M.R.G). Portare a volume. con acqua
bidistillata. Le soluzioni cosi preparate contengono rispettivamente 1.00, 2.00 e

5.00 mg/I di rame.
Misurare le assorbanze delle tre soluzioni e costruire larettadi taratura

Misurare quindi f assorbanza della soluzione del campione ericavarne la
concentrazione dallaretta di taratura.

5. Espressione dei risultati

11 contenuto di rame del campione, espresso in milligrammi per chilogrammo, ¢
calcolato in base alla seguente formula:

Rame (mg/ kg) =
dove:
c = contenuto di rame espresso in gg/ml nella soluzione del campione.
V' =volume della soluzione espresso in ml

m = porzione del campione utilizzata per 1'analisi, espressain grammi
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Metodo per spettrofotometria di assorbimento atomico*

Campo di applicazione

Il metodo € applicabile atutti i gli alimenti, compresi i prodotti destinati ad una
alimentazione particolare.

Principio del metodo

Il contenuto totale di selenio negli alimenti e determinate  mediante spettrof otome-
triadi assorbimento atomico, in fornetto di grafite. Allo scopo di ridurre gli effetti
interferenti della matrice durante la misura spettrofotometrica e utilizzato il metodo

delle addizioni standards.

Reattivi

Modificante di matrice Cu (Ig/1). - Pesare 3.80 g di nitrate di rame (Cu(NO3)2 x
3H20], sciogliere e portare a volume di 11, con acqua.

Soluzione concentrata di riferimento di selenio (100 mg Se/1). - Sciogliere 159.9
mg di nitrate di selenio [(Se(N03)2)] in acquain un pallone tarato da 1000 ml,
aggiungere 10 ml di acido nitrico (1.1 M.R.G), portare a volume di 1000 ml con
acqua ed agitare. Mantenere la soluzione in bottigliadi vetro borosilicato.
Soluzione di riferimento di selenio (1 mg SeA). - Pipettare 1.0 ml di soluzione
concentrata di selenio (3.2) in un pallone tarato da 100 ml, aggiungere 1 ml di acido
nitrico (1.1 M.R.G), portare al volume di 100 ml ed agitare. Mantenere la soluzione
in bottigliadi polietilene.

Soluzione diluita di riferimento di selenio (10.0 e 20.0 Fig Se/1). - Pipettare 1.0 e 2.0
ml della soluzione di riferimento (3.3) in palloni tarati da 100 ml, aggiungere a
ciascuno 1 ml di acido nitrico (1.1 M.R. G) e portare a volume di 100 ml con acqua
ed agitare.

Mantenere la soluzione in bottiglia di polietilene. Preparare le soluzioni fresche
ogni giorno.
Argon ultrapuro.

* Massimo Baldini
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4.  Procedimento

41 Mineralizzazione del campione. - Lamineralizzazione del campione puo essere
condotta mediante incenerimento a secco, mineralizzzazione per viaumida a
pressione ambiente, mineralizzazione in forno a microonde, secondo il tipo di
matrice alimentare da analizzare (M.R.G.).

4.2 Determinazione spettrof otometrica:

4.2.1 Parametri dello spettrofotometro

Misura strumentale; Assorbanza

Metodo di calibrazione: Addizioni standards

Modo di misura: Areadi picco

Fenditura (nm): 2.0

Lunghezza d' onda (nm): 196.0

Introduzione del campione: Campionatore Automatico
Tempo di misura, durante 1' atomizzazone (sec.): 3

Replica 3

Correttore del forno inserito durante 1' ato m»azione

Tubicini pirolitici di grafite con piattaformadel L' Vov.

4.2.2 Parametri déelfornetto di grafite:

Stadio Temperatura Tempo Flusso
Numero (C9) (sec) gas (ml/min)
uva lsoterma
| 90 10 10 300
2 130 10 20 300
3 450 15 20 300
4 800 15 20 300
5 2100 0 3 0
6 2600 2 2 300
z 20 2 2 300
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4.2.3 Parametri dell' autocampionatore:

123

Volume (gl)
Standard Campione Acqua Modificante di

matrice

20 Se Cu (3.1)
Bianco 40 5
Campione — 20 20 5
1 ° addizione 10 20 10 5
2° addizione 20 20 5

4.2.4 Misura strumentale. - Se to Spettrofotometro dispone di un computer, la
concentrazione del selenio nella soluzione del campione e calcolata direttamente
dello strumento con il metodo delle addizioni standards, e riportata sulla stampante.
Se to strumento non dispone di un computer, e necessario costruire laretta di
taratura con il metodo delle addizioni standards, riportando in ascisse i valori di
concentrazione e in ordinata | e assorbanze corrispondenti. Riportati i tre punti
corrispondenti alle tre letture, rispettivamente del campione, del campione piiu la
prima aggiunta e del campione piu la seconda aggiunta, costruire |a retta passante
per i tre punti e prolungarlafino ad intercettare f asse delle x. 11 valore di
concentrazione corrispondente all' intercetta rappresentail valore di concentrazione
di selenio, nella soluzione di campione.

5. Espressione dei risultati

11 contenuto di selenio del campione, espresso in milligrammi per chilogrammo, e

calcolato in base alla seguente formula:

Selenio (mg/ kg) = ¥

dove:

C = contenuto di selenio espresso in 4g/ml nella soluzione del campione
V  =volume della soluzione espresso in ml

m = porzione del campione utilizzata per 1' analisi, espressa in grammi
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SODIO

Metodo per spettrofotometria di assorbimento atomico*

Campo di applicazione

11 metodo e applicabile atutti gli alimenti, compresi i prodotti destinati ad una
alimentazione particolare.

Principio del metodo

11 contenuto di sodio negli alimenti € deterrninato mediante spettrofotometria di
assorbimento atomico, in fiamma aria/acetilene.

Reattivi

Soluzione concentrata di riferimento df sodio (1000 mg Na/l). - Sciogliere 2.542 g
di sodio cloruro, (NaCl), in matraccio tarato da 1 litro con acqua bidistillata e
portare a volume.

Soluzione di riferimento di sodio (10 mg N&/l1). - Pipettare 1.0 ml di soluzione di
riferimento concentrata (3.1) in un pallone tarato da 100 ml, aggiungere 1 ml di
acido nitrico (1.1 M.R.G.), portare al volume di 100 ml ed agitare.

Mantenere la soluzione in bottiglia di vetro borosilicato.

Soluzione a 10 % di lantanio (m/v)

Ariaper analisi AAS

Acetilene per analisi AAS

Procedimento

Mineralizzazione del campione. - Lamineralizzazione del campione pub essere
condotta mediante incenerimento a secco, mineralizzazione per viaumida a
pressione ambiente, mineralizzazione in forno a microonde, secondo il tipo di
matrice alimentare da analizzare (M.R.G.).

Determinazione spettrofotometrica del sodio

4.2.1 Condizioni strumentaei. - Lamisurastrumentale e eseguita mediante uno spettro-

fotometro per assorbimento atomico, in fiamma aria/acetilene, possibilmente gestiti
da un computer completo di stampante grafica.

* Massimo Baldini; Maurizio Mosca
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| parametri strumentali sono i seguenei:
Lunghezzad' onda: 589.6 nm
Fenditura: 0.7 nm
Tipo di fiamma: aria/aceflene ossidante (blu)

4.2.2 Preparazione dellaretta di taratura. - Porre tre aliquote rispettivamenteda 2, 5, e

10 ml della soluzione di riferimento di sodio (3.2) in tre matracci tarati da 100 ml
contenenti 2 ml di acido nitrico (1.1 M.R.G) e 1 ml di soluzione di lantanio (3.3).
Portare a volume con acqua bidistillata. Le soluzioni cosi preparate contengono

rispettivamente 0.20, 0.50 e 1.00 mg/I di sodio.
Misurare le assorbanze delle tre soluzioni e costruire larettadi taratura.

Misurare quindi f assorbanza della soluzione del campione alo 0.1 di lantanio e
ricavame la concentrazione dallaretta di taratura.

Espressione dei risultati

Il contenuto di litio del campione, espresso in milligrammi per chilogrammo, €
calcolato in base alla seguente formula:

soolio(mg/kg):c;M

dove:
c = contenuto di sodio espresso in pg/ml nella soluzione del campione
V  =volume della soluzione espresso in ml

m = porzione del campione utilizzata per fanalisi, espressain grammi
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STAGNO

Metodo per spettrofotometria di assorbimento atomico*

Campo di applicazione

Il metodo A € applicabile atutti i gli alimenti, compresi i prodotti destinati ad una
alimentazione particolare. |1 metodo B € applicabile agli alimenti conservati in
contenitori di banda stagnata.

Metodo A

Principio del metodo

Il contenuto totale di stagno negli alimenti € determinato mediante spettrofotometria
di assorbunento atomico, in fornetto di grafite. Allo scopo di ridurre gli effetti
interferenti della matrice durante la misura spettrofotometrica € utilizzato il metodo
delle addizioni standards.

Reatdvi

Fosfato biacido di ammonio (NH*HPO4)

Modifwante di matrice. - Sciogliere 4 g- di fosfato biacido in ammonio (3.1) in
acqua e portare a 100 ml

Soluaione concentrata di riferimento di stagno (1000 mg Sn/1). - Sciogliere 1.000 g
di stagno metallico in 10 ml di acido cloridrico (1.4 M.R.G) concentrato in un
pallone tarato da 1000 ml. Diluire fino a volume 1000 ml con acqua ed agitare.
Mantenere la soluzione in bottiglia di vetro borosilicato.

Soluzione di riferimento di stagno (10 mg Sn/1). - Pipettare 1..0 ml di soluzione
concentrata di stagno (3.3) in un pallone tarato da 100 ml, aggiungere 1 ml di acido
nitrico (1.1 M.R.G), portare al volume di 100 rnl ed agitare.

Mantenere la soluzione in bottigliadi polieflene.

Soluzione diluita di riferimento di stagno (10.0 e 20.0!'Lg Sn/L). - Pipettare 100 e
200 -1 della soluzione di riferimento (3.4) in palloni tarad da 100 ml, aggiungere a
ciascuno 1 ml di acido nitrico (1.1 M.R.G) e portare a volume di 100 ml con acqua
ed agitare.

Massimo Baldini
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Mantenere la soluzione in botfgliadi polietilene. Preparare le soluzioni fresche
ogni giomo.
3.6 Argon ultrapuro.

4.  Procedimento

4.1 Mineralizzazione del campione. - Lamineralizzazione del campione pub essere
condotta mediante incenerimento a secco, mineralizzazione per viaumida a
pressione ambiente, mineralizzazione in forno a microonde, secondo il tipo di
matrice alimentare da analizzare. (M.R.G.).

4.2 Determinazione spettrof otometrica

4.2.1 ParameM dello spettrofotometro:

Misura strumentale: Assorbanza

Metodo di calibrazione: Addizioni standards

Modo di misura: Areadi picco

Fenditura (nm): 0.7

Lunghezza d' onda (nm): 286.3

Introduzione del campione: Campionatore Automatico
Tempo di misura, durante 1'atomizzazione (sec.): 3

Correttore del fondo inserito durante 1' ato Mizzazione

Tubicini pirolitici di grafite con piattaformadel L' Vov.

4.2.2 Parametri del fornetto di gréfite:
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Stadio Temperatura Tempo Flusso
Numero (C) (sec) gas (ml/min)
Ram pa | soterma
| 90 10 10 300
2 130 10 20 300
3 450 15 20 300
4 800 15 20 300
5 2100 0 3 0
G _2500 2 2 300
B 20 2 2 300
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4.2.3 Parametri dell' autocampionatore:

Volume (pd)
Standard Campione Acqua Modificante di

matrice (3.2)

20 Sn NH4H2PO4
Bianco — — 40 5
Campione — 20 20 5
1° addizione 10 .20 10 5
2° addizione 20 20 — 5

4.2.4Misura strumentale. - Se to spettrofotometro dispone di un computer, la
concentrazione dello stagno nella soluzione del campione e calcolata direttamente
dello strumento con il metodo delle addizioni standards, e riportata sulla stampante.
Se to strumento non dispone di un computer, e necessario costruire larettadi
taratura con il metodo delle addizioni standards, riportando in ascissei valori di
concentrazione e in ordinata le assorbanze conlspondenti.
Riportati i tre punti corrispondenti alle tre letture, rispettivamente del campione, del
campione piu la prima aggiunta e del campione piii la seconda aggiunta, costruire la
retta passante per i tre punti e prolungarlafino ad intercettare 1' asse delle x.
11 valore di concentrazione corrispondente all' intercetta rappresenta il valore di
concenfazione di stagno , nella soluzione di campione.

5. Espressione dei risultati

Il contenuto di stagno del campione, espresso in milligramrrii per chilogrammo, e
calcolato in base alla seguente formula:

Stagno (mg/ kg) =
dove:
C = contenuto di stagno espresso in pg/ml nella soluzione del campione

= volume della soluzione espresso in ml
m = porzione del campione utilizzata per 1' analisi, espressain grammi
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Metodo B

Procedere come indicato nella Gazzetta Ufficiale n. 76 del 16/03/84 - Metodo di
analis ufficiale dello stagno negli alimenti conservati in contenitori in banda
stagnata - Disciplinadel contenitori in banda stagnata saldati con lega stagno-
piombo ed altri mezzi. Decreto Ministeriale 18 Febbraio 1984.
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STRONZIO

Metodo per spettrofotometria di assorbimento atomico*

Campo di applicazione

11 metodo € applicabile atutti gli alimenti, compresi i prodotti destinati ad una
alimentazione particolare.

Principio del metodo

11 contenuto di stronzio negli alimenti € determinato mediante spettrof otometria di
assorbimento atornico, in fiamma aria/acetilene.

Reattivi

Soluzione concentrata di riferimento di stronzio (1000 mg Sr/1). - Sciogliere 2.415 g
di stronzio nitrato, [ Sr(N03),,1 in matraccio tarato da 1 litro con acido nitrico (1.1
M.R.G) a 1% (v/v) e portare a volume sempre con acido nitrico.

Soluzione di riferimento di stronzio (10 mg SO). - Pipettare 1.0 ml di soluzione di
riferimento concentrata (3.1) in un pallone tarato da100 ml, aggiungere.l ml di
acido nitrico (1.1.M.R.G), portare a volume di 100 ml ed agitare.

Mantenere la soluzione in bottiglia di vetro borosilicato.

Soluzione al 10% di lantanio (m/v)

Ariaper analis AAS

Acedlene per analist AAS

Procedimento

Mineralizzazione del campione. - Lamineralizzazione del campione puo essere
condotta mediante incenerimento a secco, mineralizzazione per viaumida a
pressione ambiente, mineralizzazione in forno a microonde, secondo il tipo di
matrice alimentare da analizzare (M.R.G.).

Determinazione spettrofotometrica dello stronzio

CondLioni strumentali. - Lamisurastrumentale € eseguita mediante uno spettro-
fotometro per assorbimento atomico, in fiamma aria/acetilene, possibilmente gestito
da un computer completo di stampante grafica.

Massimo Baldini
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| parametri strumentali sono i seguenei:

Lunghezzad' onda: 460.7 nm
Fenditura: 0.7 nm
Tipo di fiamma: aria/acetilene ossidante (blu)

4.2.2 Preparazione dellaretta di taratura. - Porre tre aliquote rispettivamente da 5, 10, e

20 ml della soluzione di riferimento di stronzio (3.2) in tre matracci tarati da 50 ml
contenenti 1 ml di acido nitrico (1.1 M.R.G) e 0.5 ml di soluzione di lantanio (3.3).
Portare a volume con acqua, bidistillata. Le soluzioni cosi preparate contengono
rispettivamente 1.00, 2.00 e 4.00 mg/I di stronzio.

Misurare le assorbanze delle tre soluzioni e costruire laretta di taratura .

Misurare quindi 1' assorbanza della soluzione del campione allo 0.1 % di lantanio e
ricavarne la concentrazione dallaretta di taratura.

Espressione dei risultati

Il contenuto di stronzio del campione, espresso in milligramrrii per chilogrammo, €
calcolato in base alla seguente formula:

Stronzio (mg I' kg) =
dove:
c = contenuto di stronzio espresso in gg/ml nella soluzione del campione
Y  =volume della soluzione espresso in ml

m = porzione del campione utilizzata per 1'analisi, espressain grammi
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ZINCO

Metodo per spettrofotometria di assorbimento atomico*

Campo di applicazione

Il metodo € applicabile atutti gli alimenti, compresi i prodotti destinati ad una
alimentazione particolare.

Principio del metodo

D contenuto di zinco negli alimenti € determinato mediante spettrofotometria di
assorbimento atomico, in fiamma aria/acetilene.

Reattivi

Soluzione concentrata di riferimento di zinco (1000 mg Zn/1). - Sciogliere 1.000 g
di zinco metallico in piccolo volume di acido cloridrico (1.4 M.R.G) 1+1 ediluire d
volume di 1 litro con acido cloridrico (1.4 M.R.G) al' 1% (v/v).

Soluzione di riferimento di zinco (10 mg Zn/1). - Pipettare 1.0 ml di soluzione di
riferimento concentrata (3.1) in un pallone tarato da 100 ml, aggiungere 1 ml di
acido nitrico (1.1 M.R.G) portare al volume di 100 ml ed agitare.

Mantenere la soluzione in bottiglia di vetro borosilicato.

Ariaper analist AAS

Acetilene per analiss AAS

Procedimento

Mineralizzazione del campione. - Lamineralizzazione del campione puo essere
condotta mediante incenerimento a secco, mineralizzazione per viaumida a
pressione ambiente, mineralizzazione in forno a microonde, secondo il tipo di

matrice alimentare da analizzare (M.R.G.).

Determinazione spettrof otometrica dello zinco

Condizioni strumentali. - Lamisurastrumentale e eseguita mediante uno spettro-
fotometro per assorbimento atomico, in fiamma arial/acetilene, possibilmente gestito

da un computer completo di stampante grafica.

* Massimo Baldini; Maurizio Mosca
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| parametri strumentali sono i seguenei:

Lunghezza d' onda: 213.9 nm
Fenditura: 0.7 nm
Tipo di flamma: arialacetilene ossidante (blu)

4.2.2 Preparazione dellaretta di taratura. - porre tre aliquote rispettivamente da 2, 5, e
10 ml della soluzione di riferimento di zinco (3.2) in tre matracci tarati da 100 ml
contenenti 1 ml di acido nitrico (1.1 M.R.G). Portare a volume con acqua
bidistillata (3.1). Le soluzioni cosi preparate contengono rispettivamente 0.20, 0.50
e 1.00 mg/l di zinco.

Misurare le assorbanze delle tre soluzioni e costruire larettadi taratura.
Misurare quindi 1' assorbanza della soluzionc del campione e ricavarne la
concentrazione dallaretta di taratura.

5. Espressione del risultati

Il contenuto di zinco del campione, espresso in milligrammi per chilogrammo, e
calcolato in base alla seguente formula:

Zinco (mg/ kg) = ¢ ﬁy

dove:
c = contenuto di zinco espresso in pg/ml nella soluzione del campione
v =volume della soluzione espresso in mi

m = porzione del campione per 1'analisi espressain grammi
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VITAMINA A - VITANIINA E

Metodo per HPLC*

Campo di applicazione

Il metodo € applicabile atutti i prodotti destinati ad una alimentazione particolare.

Principio del metodo

Determinazione simultanea delle vitamine A ed E mediante I3PLC, dopo idrolisi
basica ed estrazione con dicloroetano.

Reattivi

Alcool etilico 95°

So luzione di ascorbato di sodio a110%

Soluzione di idrossido d1 poiassio a 50%

Idrossido di potassio 1 N

Idrossido di potassio 0.5 N

Soluzione di so y4ro di sodio 0.5 M in glicerina al70%
1,2 - dicloroetano

So fato di sodio anidro

Alcool medlico per HPLC

3.10 Soluzione standard di vitamina E acetato. - Pesare esattamente 250 mg di vitamina

in un matraccio da 50 ml di vetro scuro e portare a volume con alcool metilico
(3.9). Il titolo di questa soluzione va controllato trarnite spettrofotometro, ogni volta
primadell'uso. Per il controllo prelevare 1 ml della soluzione e trasferirlo in un
matraccio da 50 ml di vetro scuro e portare a volume con alcool etilico (3.1).
L eggere allo spettrofotometro a 285 nm in vaschetta da 1 cm contro alcool etilico.
L'estinzione di tale soluzione standard deve essere compresatra 0.420 e 0.440. La
soluzione standard madre si conservaa+ 4 °C per circa 20 giorni.

3.11 Fase mobile. - metanolo-acqua 98:2
3.12 Soluzione standard di vitamina E acetato. - Pesare esattamente 500 mg di vitamina

in un matraccio tarato da 50 ml di vetro scuro e portare a volume con alcool
metilico (3.9).

* Carmelina Files
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3.13 Soluzione standard di vitamina E alcool. - Pesare esattamente 160 mg di vitaminain

un matraccio tarato da’50 ml di vetro scuro e portare a volume con alcool metilico
(3.9).

3.14 Soluzione standard di vitamina A alcool in cristalli. - Pesare esattamente 60 mg di

vitamina (3.300.000 U.1Jg) in un matraccio tarato da 50 ml di vetro scuro e portare

avolume con alcool metilico (3.9). Diluire questa soluzione 1:10 sempre con alcool
metilico.

3.15 Soluzione standard contenente 1 mg/ml di vit. E acetato, 320 mcg/ml di vit.E

41
4.2
43
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8

5.1

alcool, 40 U.1Jml di vit.A alcool. - Tmsferire in un matraccio tarato da 50 ml di
vetro scuro 5 ml delle soluzioni iniziali di vit. E acetato (3.12), di vit. E alcool
(3.13), di vit. A alcool (3.14) e portare a volume con alcool metilico (3.9).

| reattivi 3.12 - 3.13 - 3.14 - 3.15 servono esclusivamente per il calcolo dei fattori di
correzione (5.3).

Apparecchiatura

Piastra riscaldante munita di agitatore magnetico

Evaporatore rotante

Spettrofotometro

Filtri a membranes da 0.45 ,um

Cromatografo liquido ad alta risoluzione con rivelatore a 290 nm
Forno termostatato Per colonne

ColonnaHPLC C18 da25 cm x 4 mm

Bilancia analitica

Procedimento

Idrolisi ed estrazione. - Condurre le operazioni al riparo della luce, impiegando
vetreria scura. Pesare esattamente 10 g di campione o, per i prodotti liquidi,
prelevare esattamente 10 ml e porli in un pallone da evaporazione da 250 ml di
vetro scuro. Aggiungere successivamente 40 ml di alcool etilico (3.1), 2 ml della
soluzione di ascorbato di sodio (3.2), 10 ml di idrossido di potassio a 50% (3.3) e 2
ml di solfuro di sodio (3.6). Porre in bagnomaria bollente su piastra riscaldante (4.1)

con refrigerante aricadere per 30 minuti agitando con agitatore magnetico.
Raffreddare e aggiungere 100 ml esatti di dicloroetano (3.7), tappare, agitare e
travasare in un imbuto separatore. Lavare il pallonein pf riprese con 50 ml totali di
alcool etilico (3.1) travasando sempre nell'imbuto separatore. Aggiungerein
quest'ultimo 150 ml di idrossido di potassio 1 N (3.4), agitare, lasciar separare le
duefas eraccogliere lafase dicloroetanica (inferiore) direttamente in un altro
imbuto separatore. Aggiungere alla fase dicloroetanica 40 ml di idrossido di

potassio 0.5 N (3.5), agitare, lasciar separare le fasi e raccogliere lafase inferiorein
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un altro imbuto separatore. Operando come in precedenza lavare con 40 ml di
acquadistillata fino a scomparsa dell'alcalinity (3 volte).

Determinazione per HPLC - Filtrare |la fase dicloroetanica su solfato di sodio anidro
(3.8) e prelevare una aliquots rifacendos allatabella 1. Portare a piccolo volume
con evaporatore rotante e poi a secco con azoto. Riprendere il residuo con aliquote
di alcool metilico (3.9) e di soluzione standard di vitamins E acetato (3.10),
rifacendosi alle indicazioni dellstabella 1. Filtrare su filtro da 0.45 um ed iniettare
la quantity ritenuta opportuna, scelta semprein base allatabella. n flusso dellafase
mobile (3.11) deve essere di 1.2 mUmin e latemperatura della colonna regolata a

30°C.

TabeHa 1. - Volumi di campione da iniettare in funzione dei contenud di vitamine

Quantity dainiettare Quotadi residuo di Vit.A Soluzione standard
evaporata di Vit. E acetato

ul U.l. mi
5 160-400 2.0

10 80-200 1.0

25 32-80 04

50 16-40 0.2

100 8-20 0.1

Portare ad un volume finale di 2 ml con metanolo

Determinazione del fattori di correzionefry leareedellevit. A ed E con Pareadello
standard interno" di vit. E acetato. - | quantitativi di vit: A edi vit. E presenti nel
campione non sono calcolati facendo riferimento ad uno standard esterno iniettato
di voltsin volta, ma utilizzando dei fattori di correzione ricavati a partire da
iniezioni ripetute di quantity fisse di vitA,' vit. E e vit. E acetato. Dopo aver
identificato i picchi corrispondenti a ciascuna vitamina, iniettando 25 p.l delle
soluzioni standard di vitamine (3.12 - 3.13 - 3.14), iniettare per almeno 10 volte 25
gl dells soluzione multivitaminica (3.15). Sono iniettati cosi 1 U.I. di vit. A, 8 .4 di
vit. E e 25 gg di vit. E acetato. Sulla base della media di tutte le aree corrispondend
avit. A, E ed E acetato calcolare:

iavi

Fattore di correzione vit. A = L.
areamediavit. E acetato

) . . areamediavit. E
Fattore di correzione vit. E = L
areamediavit. E acetato

Laquantity di standard di vit. E acetato aggiuntaa campione, in base allatabella 1,
sari nel volume di iniezione sempre di 25 leg.
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Espressione dei risultad

Il contenuto di vitamine A ed E del campione, espresso rispettivamente in Unita
Intemazionali o in milligrammi per 100 grammi o 100 millilitre, e calcolato in base
alle seguenti formule:

Vitamina A (U.1./200 g 0 100 ml) = X
itamina A (U.1. go ml) = BxFA Vxv
o _ Cx8 2
VitaminaE (mg/ 100 g 0100 ml) = BX FCE(VXV

dove:

A = areadel picco dellavitamina A

B  =areadel picco dello standard interno di vitamina E acetato

C =areade picco dellavitaminaE

v volume di dicloroetano prelevato e portato a secco espresso in mi
v volume iniettato espresso in ml

FA =fattoredi correzione dellavitamina A

FC =fattoredi correzione dellavitamina E

Riferimenti bibliografici

SANZINI, E.BELLOMON'IE, G. Determinazione simultanea delle vitamine A ed E nee prodotti
dietefci mediante cromatogr afia ad alta risoluzione. Acta VitaminoL Enzymol. 1982, (4), 347-352.
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VITAMINA Bl

Metodo spettrofluorimetrico*

1.  Campo di applicazione

[ metodo € applicabile atutti i prodotti destinati ad una alimentazione particolare.

2. Principio del metodo

Il campione € trattato a caldo con acido diluito e poi idrolizzato per via enzimatica.
Lasoluzione ottenuta € sottoposta ad ossidazione alcalina, i3 tiocromo cosi
formatosi € determinato per fluorimetria.

Lafase di estrazione € comune a metodo per la determinazione della vitamins 132-

3.  Reattivi

3.1 Acidocloridraco 1 N

3.2 Acidocloridraco 0.1 N

3.3 Acetato di sodio 25 M

34 Claras

3.5 Permutite T - Decalso

3.6 Soluzione acidsdi cloruro di potassio. - Sciogliere 250 g di KCI in 700 ml di
acqua, aggiungere 10 ml di HCI 1 N (3.1) e portare a volume in un matraccio da
1000 ml.

3.7 Alcool isobutilico per spettrofotometria

3.8 Soluzione di idrossido di potassio al 25%

3.9 Soluzionedi ferricianuro di potassio all']1%

3.10 Miscela ossidante. - Miscelare al momento dell'uso 10 ml di KOH al 25% (3.8), 2
ml di ferricianuro di potassio all' | % (3.9) e portare a 25 ml -con acqua.

3.11 Soluzione standard di tiamina. - Solubilizzare 30 mg di tiamina cloridrato in 1000
ml di HCI 0.1 N (3.2).

3.12 Solfato di sodio anidro

4.  Apparecchiatura
41 Spettrofuorimetro. - Lunghezza d'onda di eccitazione a 370 nm e di emissione a

420 nm.

' Eli sabetta Snzini
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Piastra riscaldante con agitatore magnetico

Stufa termostatata

Colonna cromatograficain vetro. - 1 cm di diametro e 20 cm di altezza.
Bilancia analitica

Procedimento

IdrolisL - Condurre le operazioni a riparo dally luce impiegando vetreria scura.
Pesare in due beute con collo a smeriglio da 250 ml (contrassegnate con C =
campione e C+St = campione +'standard) 10 g o introdurvi, nel caso di prodotti
liquidi, 10 ml di campione, aggiungere 100 ml di HCI 0.114 (3.2) ed aquella
contrassegnata C+St aggiungere una quantity di soluzione standard (3.11) circa
equivalente a quells presente nel campione. Collegare con una cannarefrigerante e
porre in bagnomaria bollente su piastra riscal dante con agitatore magnetico per 30
minuti. Raffreddare acirca45 °C e portare a pH 4.5 con acetato di sodio 2.5 M
(circa5 ml) (3.3), aggiungere 500 mg di Clarasi (3.4) ed agitare in modo da ottenere
una dispersione omogenea, porre in stufa termostatata a 45 °C per 2 ore agitando di
tanto in tanto. Quindi trasferire quantitativamente in un pallone tarato da 250 ml,
raffreddare e portare a volume con acqua, filtrare infine su carts dafiltro rapida. Per
prodotti a matrice semplice, quali integratori vitaminico-minerati contenenti tiamina
aggiunta come cloridrato o mononitrato, e sufficiente solubilizzare il prodoto con
HC10.1 N.

Purificazione su Colonna. - Allestire due colonne cromatografiche introducendo in
ciascuna 3 g di Decalso (3.5) e lavando per 2 volte con 10 ml di acqua bollente.
Introdurre nelle colonne'corrispondenti una uguale quantity del filtrato, diluito se
necessario, tale da contenere circa2 - 3 Fig di vitamins Br per il campione (C) e 4 -
6 ~tg per il campione addizionato di standard (C + St). Lasciar percolare e lavare per
3 volte con 10 ml di acqua bollente, quando il livello dell'ultimo lavaggio e a pochi
millimetri dally superficie dellaresins, eluire la vitamina con la soluzione KCI acids
(3.6) caldaa 70-80 °C raccogliendo gli eluati in matracci tarati da 25 ml, raffreddare
e portare a volume con la soluzione di KCI acids (3.6).

Determinazione fuorimetrica. - Porre in due imbuti separators da 25 nil 5 ml
dell'eluato C e in un terzo imbuto 5 ml dell'eluato C + St. A uno degli imbuti
separators contenente feluato C, contrassegnato come bianco campione, aggiungere
5ml di KOH al 25% (3.8). Dopo agitazione aggiungere 10 ml di alcool isobutilico
.(3.7) ed agitare di nuovo per 5 secondi. Agli altri imbuti separators aggiungere 5 ml
della miscela ossidante (3.10) agitare ed attendere 1 minuo, addizionare quindi 10
ml di alcool isobutilico (3.7) ed agitare di nuovo vigorosamente per 5 secondi.
Dopo separnzione delle fasi eliminare lafase inferiore e filtrare su solfato di sodio
anidro (3.12) lafase isobutanolica (superiore).

Leggereil valore di fluorescenza azzerarido to strumento con alcool isobutilico e
regolando lalunghezza d'onda di eccitazione a 370 nm e quella di emissione a 420
nm.
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Espressione dei risultati

11 contenuto di vitamins B, del campione espresso in milligrammi per 100 grammi 0
100 millilitri, e calcolato in base alla seguente formula:

AXAC
Vitamina B, (mg/ 100 g 0 100 ml) = B x 10

dove:

A = valore dells lettura fluorimetrica del campione (C) sottratta del valore di
fluorescenza del bianco campione

B  =vaoredellaletturafluorimetrica del campione addizionato di standard

(C + St) sottratta del valore di fluorescenza del bianco campione
= mg totali di standard di tiamina aggiunti nel C + St nellafase di idrolisi

Riferimend bibliografici

STROHECKER, R HENNING; H.IVI. Vitamin B, (Thiamine) In: Vitamin Assay. Tested methods
1965, 65-76, Verlag Chemie GMBH, Weinheim.
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VITAI E4A B2

Metodo spettrofluorimetrico*

Campo di applicazione

11 metodo € applicabile atutti i prodotti destinati ad una alimentazione particolare.

Principio del metodo

11 campione € trattato a caldo con acido diluito e poi idrolizzato per via enzimatica.
La soluzione ottenuta € sottoposta ad ossidazione con permanganato, e la vitamins
E> € determinata per fluorimetria.

Lafase di estrazione € comune a metodo per |a determinazione dellavitamina B !.

Reattivi

Acido cloridrico 0.1 N

Acetato di sodio 2.5 M

Clarasi

Acido acetico glaciae

Acido acetico 0.02 N

Soluzione di KMnO4 al 4%

Soluzione di acqua ossigenata a 12 volumi

Soluzione standard di riboflavina. - Solubilizzare a caldo in un matraccio tarato da
1000 ml 30 mg di n"boflavinain 400 ml di acido acetico 0.02 N (3.5), dopo aver
raffreddato portare a volume sempre con acido acetico (3.5)

Sodio idrosotflto

Apparecchiatura

Spettrofuorimetro. - Lunghezza d'onda di eccitazione a 440 nm e di emissione a
525 nm.

Piastra riscaldante con agitatore magnetico

Stufa termostatata

Bilancia analitica

Elisabetta Sanzini
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Procedimento

Idrolisi. - Condurre le operazioni al riparo dally luce impiegando vetreria scura.
Pesare in due beute con collo a smeriglio da 250 ml (contrassegnate con C =
campione e C + St = campione + standard) 10 g o introdurvi, nel caso di prodotd
liquidi, 20 Ml di campione, aggiungere 100 ml di HCl 0.1 ~ (3.1) ed a quella
contrassegnata C + St aggiungere una quantity di soluzione standard (3.8) circa
equivalente a quella presente nel campione. Collegare con una cannarefrigerante e
porre in bagnomaria bollente su piastra riscaldante con agitatore magnetico per 30
minuti. Raffreddare a circa 45 °C e portare a pH 4.5 con acetato di sodio 2.5 M
(circa5 ml) (3.2), aggiungere 500 mg di Clarasi (3.3) ed agitare in modo da ottenere
una dispersione omogenea, porre in stufa termostatata a 45 °C per 2 ore agitando di
tanto in tanto. Quindi trasferire quantitativamente in un pallone tarato da 250 ml,
raffreddare e portare a volume con acqua, filtrare*infine su carta dafiltro rapida.

Per prodotti a matrice semplice, quali integratori vitaminico minerali, omettere
fidrolis enzimatica

Determinazione spettrofluorimetrfca. - Diluire con acqua distillate lasoluzione Cin
modo da avere una concentrazione di vitamina B2 circacompresatry 0.05-0.10
Nighnl, effettuare la stessa diluizione per la soluzione C + St. Porre 5 ml delle
soluzioni in due provette, aggiungere in ognuna 0.5 ml di acido acetico glaciae
(3.4), agitare ed aggiungere quindi 0.3 ml di KMn04 (3.6), lasciar riposare per 2
minuti. Addizionare 0.3 ml di acqua ossigenata (3.?) ed agitare fino aquando la
soluzione diventa chiara, se questa non si decolora aggiungere alts acqua
ossigenata in quantity uguale in entrambe le provette. Leggere quindi i valori di
fluorescenza delle soluzioni C e C + St azzerando il fluorimetro con acqua distillata.
Aggiungere poi nelle cuvette (ad eccezione di quella contenente acqua) 10 mg di
sodio idrosolfito (3.9), agitare e leggere nuovamente il valore di fluorescenza entro
10 secondi.

Espressione dei risultati

Il contenuto di vitamina B2 del campione espresso in milligrammi per 100 grammi 0
100 millilitri, e calcolato in base alla seguente formula:

Ax C
Vitamina B2 (ng | 100 g o 100 nl) = B-— A x 10
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dove: .
A =vaore della lettura fluorimetrica del campione (C) sottratta®
valore di fluorescenza letto dopo aggiunta di idrosolfito.
B = valore dellalettura fluorimetrica del campione addizionato di standard
(C + St) sottratta del valore di fluorescenza letto dopo aggiunta di

idrosolfito.
C =mgtotali di standard di riboflavina aggiunti a C + St nellafaseidrolisi

Riferimenti bibBogr afici

STROHECKER R, HENNING H.M. Vitamin BZ (Rbcflavine) In: Vitamin Assay. Tested methods
1965, 98-108. Verlag Chemie GMBH, Weinheim.
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VITAMINA C

Metodo enzimatico-spettrof otometrico*

Campo di applicazione

Il metodo € applicabile atutti i prodotti destinati ad una alimentazione particolare.

Principio del metodo

LavitaminaC, apH 3.5 ed in presenza di un carrier di elettroni, riduce d
saledi tetrazolio NM [3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5 difeniltetrazolio - pmmuro] a
formazano dosabile spettrofotometricamente. L'allestimento di un bianco campione
contenente ascorbato ossidasi consente di eliminare le interferenze dovute' ad altre

sostanze riducenti presenti nel campione. Per comodita pub essere usato il kit di
reagenti disponibili in commercio.

Reattivi

Soluzione di acido metafosforico a 15%.
Idrossido di potassio 4 N.
Soluzione standard madre di acido ascorbato. - Sciogliere 100 mg di vitamins con
10 ml di acido metafosforico (3.1) in un matraccio tarato da 100 ml, portare a
volume con acqua.
Soluzione standard di lavoro. - In un matraccio tarato da 100 ml porre un 1 ml dells
soluzione (3.3), 10 ml acido metafosforico (3.1) e primadi portare a volume con
acqua aggiustare il pH acirca 3.5 - 4.0 con la soluzione di KOH (3.2).
Sodio fosfato bibasico bddrato. :
Acido citrico monoidrato.
Etilen-diamino-tetracetato disodico budrato.
Triton X- 100.
3- (4,S dimetiltiazold- 2) - 2,5 - difeniltetrazolio bromuro (MTT).
Soluzione tampone di MTT. - Sciogliere 3.56 g di sodio fosfato (3.5) 4.20 g di acido
citrico (3.6) con circa 80 ml di acquain un matraccio tarato da 100 ml, aggiungere
74.5 mg di etilendiamminotetraacetato (3.7), 3.0 g di Triton (3.8) e310 mg di MTT
(3.9), sciogliere scaldando a 40 °C e portare a volume con acqua. La soluzione
stabile per due mesi a4 °C.

' Concetta Boniglia
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3.11 Soluzione di ascorbato ossidasi (AAO). - Sciogliere 7.5 mg di ascorbato ossidasi in

1 ml di acqua. La soluzione € stabile due giomi a4 °C.

3.12 Soluzionedi S - metilfenazina-metisolfato (PMS) 15 mM. - Sciogliere 46 mg di

4.1
4.2
43

5.1

52

PMSin 10 ml di acqua.
Le soluzioni (3.10), (3.11) e (3.12) sono fomite gia pronte nel kit.

Apparecchiatura

Bagnomaria tennostatato.
Spettrof otometro
Bilancia analitica

Procedimento

Preparazione del campione. - Pesare esattamente o prelevare con una pipetta tarata,
nel caso di prodotti liquidi, una aliquota di campione contenente, 1-3 mg di
vitamina C ed aggiungere, in un matraccio tarato da 100 ml, 25 ml di acido
metafosforico (3.1), quindi portare a volume con acqua. Porre 25 ml della
soluzione, filtrata in precedenza, in un matraccio tarato da 50 ml e primadi portare
avolume con acqua aggiustare il pH acirca 3.5-4.0 con KOH (3.2).
Reazione colorimetrica. - In due cuvette denominate bianco e campione operare
seguendo to schema qui riportato:

Bianco Campione

Soluzione tampone di MTT (3.10) (scaldataa37°C)  1.00ml 1.00 ml

Acquaditillata 0.58 ml 0.60 ml
Soluzione campione 1.00 ml 1.00 nil
Soluzione AAO (3.11) 0.02 nil R

Mescolare ed incubare nel bagnomariatermostatato a 37 °C agitando ogni due
minuti il contenuto della cuvetta. Esattamente dopo 10 minuti procedere alle letture
di assorbanzaa 578 run (Al) .

Successivamente aggiungere ad ogni cuvetta 0.1 ml della soluzione di PMS (3.12)
ed incubare nel bagnomaria per 15 minuti a 37 °C al buio. Procedere di nuovo alle
letture di assorbanza dopo aver lasciato le cuvette al buio per altri 10 minuti (A2) .
Procedere alla stessa reazione per to standard di vitamina C con il relativo bianco,
utilizzando 1 ml di soluzione standard di lavoro (3.4) al posto della soluzione
campione.
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Espressione dei risultati

Calcolare la differenza di assorbanza (DA= A2-Al) sia per il bianco the per il
campione e sottrarre la differenza di assorbanza del bianco da quella del campione.

A campione = DA campione-DA bianco campione
Operare gli stessi calcoli per to standard
A standard = DA standard -DA bianco standard

[l contenuto di vitamina C del campione, espresso in milligrammi per 100 gratmni 0
100 millilitri, € calcolato in base alla seguente formula:

, _ A campionexCxX000
Vit. C(mgl 100g o100 ml) = A Stan dard x P
dove:
C = concentrazione della soluzione standard di lavoro in mg/ml
P =gomld campione utilizzati per 1' analisi

Riferimend bibliografici

DENEKE, U. MICHAL, G. BEUTLER, H.O. Neue Methode zur Bestimmung von Vitamin Cin
L ebensmitteln, Deutsche Lebesmittel - Rundschau 1978, (74), 400-403.

BEUTLER, H.O. BEISTTNGL, G. Bestimmung von L-Ascorbinsaure in Lebensmitteln, Deutsche
Lebensminel - Rundschau 1980. (76), 69-75.

EURO FOOD CHEM 11. Proceedings Of European Conference on food chemistry - determination
of ascorbic acid in complex foodstuffs: comparison between diazotization method and enzymatic
methods. Giammarioli, S. Filesi, C. Azocar, M.E. Bellomonte, G., Rome, 15-18 march 1983.
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ACESULFAME

Metodo per HPLC

Campo di applicazione

I1 metodo € applicabile alle bevande e a dolcificand.

Principio del metodo

L'acesulfame e determinato mediante HPL C su colonna a fase inversa.

Reattivi

Alcool metilico per HPLC.

Tampone fosfato 0.1 M apH 4. - In un matraccio tarato da 1000 ml solubilizzare
con acqua 13.6 g di potassio fosfato monobasico, portare il pH a 4 con acido
fosforico 0.1 M e portare quindi a volume sempre con acqua.

Fase mobile. - Miscelare 950 ml di Tmpone fosfato (3.2) €50 ml di alcool metilico
(3.1). Filtrare su filtro a membrana

Soluzione standard di acesulfame K (1 mg/ml). - Pesare esattamente 100 mg di
acesulfame-K e trasferirli quantitativamente in un matraccio tarato da 100 ml con la
fase mobile (3.3), portando a volume con la stessa soluzione.

Soluzione di lavoro di acesulfame-K. - Diluire.la soluzione (3.4) con lafase mobile
(3.3) in modo da ottenere una concentrazione di circa40 ~Lg/ml.

Apparecchiatura

Cromatografo liquido ad alta risoluzione con rivelatore UV a 210 nm.
ColonnaHPLC C 18 25cm x 4 mm

Filtri amembrana da 0.45 ,um

Bilancia analitica.

Procedimento

* Elisabetta Sanzini
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Preparazione del campione. - Pesare o prelevare, nel caso delle bevande, una
aliquots di campione contenente circa4 mg di acesulfame e introdurli in un
matraccio tarato da 100 ml. Solubilizzare e portare a volume con la fase mobile
(3.3). Filtrare su filtri a membrana.

Determinazione per HPLC. - Iniettare 10 gl della soluzione campione e
parallelamente 10 g1 della soluzione standard di lavoro (3.5). Il flusso dellafase
mobile (3.3) deve essere regolato a 1.5 mi/min.

Espressione dei risultati

[I contenuto di acesulfame del campione, espresso in percentuale, e calcolatoin
base alla seguente formula:

A X PST

Acesulfame(gl100gol100ml) = o~ =
X X .

dove:

A = area del picco dell'acesulfame del campione

As = areadel picco dell'acesulfame della soluzione standard
P  =gomld campione utilizzati per fanalisi

Py. = concentrazione della soluzione standard di lavoro (3.5) in pg/ml
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ACIDI ACETICO, FORMICO, LATTICO, MALICO,
PROPIONICO, SUCCINICO E TARTARICO

Metodo per |1 PLC*

Campo di applicazione

I1 metodo € applicabile atutti gli alimenti.

Principio del metodo

Gli acidi organici sono estratti dal campione, in face acquosa, e determinati
mediante |-1IPLC in fase inversa con Rvelatore UV.

Reattivi

Acido metafosforico 0.1
Acetonitrfle per HPLC

Acido fosforico 0.1
Soluzione acgitosa di acido acetico (250 mg/1), acido formico (250 mg/1), acido

lattico (500 mg/1), acido malico (100 mg/1), acido propionico (250 mg/1), acido
succinico (100 mg/1), acido tartarico (500 mg/1).

Apparecchiatura

Cartuccia C 18 Sep - Pac Waters o equivalente

Filtro amembrana da 0.45 pm

Cromatogirafo liquido ad alta risoluzione

Colonna cromatografica per HPLC Supelcosil C- 610H,30cmx 7.8 mm 1D, 0
equivalents.

Rivelatore spettrof otometrico regolato alla lunghezza d' onda di 210 nm.
Registratore o integrators.

Procedimento

* Massimo Baldini; Paolo Stacchini
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Preparazione del campione ed estrazione. - Prelevare 50 ml nel caso di prodotti
liquidi 0 50 g nel caso di prodotti solidi. Miscelare per 3 minuti in blender con 50
ml di acido metafosforico (3.1)

Centrifugare e raccogliere il supernatante in pallone da 100 ml, portare a volume
con acido metafosforico (3.1)

Purificare 1'estratto mediante passaggio su cartuccia Sep Pac precondizionata con 2
ml di acetonitrile (3.2) seguiti da5 ml di acqua bidistillata. Filtrare 1' estratto
attraverso una membrana da 0.45 um, primadell’ iniezione in HPLC.

Preparazione delle soluzioni standard. - Introdurre in 3 palloni tarati da 25 ml
rispettivamente 1, 2.5 e 5 ml di soluzione (3.4) e portare a volume con acqua.
Determinazione cromatografica. - Predisporre la pompa per HPLC ad un flusso di
0.5 ml/min e usare lafase mobile (3.3). Selezionare lalunghezza d'onda di 210 nm
a rivelatore LTV. Iniettare 5 gl. Costruire le rette di taratura per ciascuno dei 7 acidi
organici riportando in ordinata le assorbanze lette e in ascissa le concentrazioni
corrispondenel. Quindi iniettareil campione ottenuto in 5.1. Calcolare sulla
corrispondente recta di taraturail contenuto di ciascun acido organico della
soluzione del campione.

Espressione dei risultati
Il contenuto di ciascun acido organico nel campione, espresso in milligrarmni per

chilogramno o milligrammi per litro rispettivamente per campioni solidi o liquidi, €
calcolato in base-ally seguente formula:

Acidoorganico (mg/ kg, mgl,) =

dove:

C = concentrazione dell'acido organico nella soluzione del campione, in MY/1-
V' =volume della soluzione del campione, in ml.

g = laquantity di campione analizzato, in grammi per campioni solidi, in

ml per campioni liquidi.



31
3.2
3.3
34

3.5

4.1

4.2
4.3

4.4

4.5
4.6

157

ACIDI ASCORBICO E CITRICO

Metodo per HPLC*

Campo di applicazione

Il metodo € applicabile atutti gli alimenti.

Principio del metodo

Gli acidi ascorbico e citrico sono estratti dal campione, in fase acquosa, e
determinate mediante HPL C in fase inversa con rivelatore UV.

Reattivi

Acido fosfoHco 0.05M

Fosfato di sodio biacido (KH2PO4) 0.025M, pH2.0 con acidofosforico conc. (3.1)

Acetonitrile per HPLC

Soluzione di acido ascorbico (1000 mg/1). - Pesare 100 mg di acido ascorbico
(C6HB80O6) puro per andlisi, dissolvere in poca acqua calda in pallone tarato da 100
ml e portare a volume con acqua bidistillata .

Soluzione di acido citrico (1000 mg/1). - Pesare 109.4 mg di acido citrico (C6HsO7 x
H20) puro per analisi, dissolvere in poca acqua caldain pallone tarato da 100 ml e
portare a volume con acqua bidistillata .

Apparecchiatura

Cartuccia C 18 Sep - Pac Waters o equivalente

Filtro amembrana da 0.45 ,an

Cromatografo liquido ad alta risoluzione

Colonna cromatografica per HPLC Supelcosil LC- ABZ1Scm x 4.6 mm D, o
equivalente.

Rivelatore spettrofotometrico regolato alalunghezza d' onda di 210 nm.

Registratore o integratore.

* Massimo Baldini; Paolo Stacchini
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5. Procedimento

5.1 Preparazione del campione ed estrazione. - Prelevare 50 ml nel caso di prodotti
liquidi 0 10 - 50 g nel caso di prodotti solidi. Miscelare per 3 minuti in blender con
50 ml di acido fosforico (3.1) Centrifugare e raccogliere il supernatante in pallone
da 100 ml, portare a volume con acido fosforico (3.1). Purificare festratto mediante
passaggio su cartuccia Sep Pac precondizionata con 2 ml di acetonitrile (3.3) seguiti
da5 ml di acqua bidistillata. Filtrare 1'estratto attraverso una membrana da 0.45 gm,
primadell’ iniezione in HPLC.

5.2 Preparazione delle soluzioni standard

5.2.1 Introdurre in 3 palloni tarati da 100 ml rispettivamente 1, 2.5 e 5 ml di soluzione
(3.4) e portare a volume con acqua. Le 3 soluzioni contengono rispettivamente 10
mg/I, 25 mg/l, 50 mg/1 di acido ascorbico.

5.2.2 Introdurre in 3 palloni tarati da 100 ml rispetdvamente 1, 2.5 e 5 ml di soluzione
(3.5) e portare avolume con acqua. Le 3 soluzioni contengono rispettivamente 10
mg /I, 25 mg/l, 50 mg /1 di acido citrico.

5.3 Determinazione cromatografica. - Predisporre la pompa per HPLC ad un flusso di 2
ml/min e usare lafase mobile ( 3.3 ). Selezionare lalunghezza d'onda di 210 nm al
rivelatore UV. Iniettare 5 gl. Costmire le due rette di taratura: quells per 1'acido
ascorbico con le soluzioni ottenute in 5.2.1 e quella per 1' acido citrico con le
soluzioni ottenute in 5.2.2, riportando in ordinata le assorbanze lette e in ascissale
concentrazioni corrispondenti.

Quindi iniettare il campione ottenuto in 5.1. Calcolare sullarettadi taraturail
contenuto di acido ascorbico e di acido citrico della soluzione del campione.

6. - Espressione dei risultati
11 contenuto di ciascun acido organico nel campione, espresso in milligrammi per

chilogrammo o milligrammi per litro rispettivamente per campioni solidi o liquidi, €
calcolato in base alla seguente formula:

Acido organico (mg | kg; mg 1 1) =

dove:

o} = concentrazione dell'acido organico nella soluzione del campione, in mg/l.
V  =volume della soluzione del campione, in ml.

g = laquantity di campione analizzato, in grammi per campioni solidi, in ml

per campioni liquidi.
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ACIDO BENZOICO

Metodo per BPLC*

Campo di applicazione

[ metodo € applicabile atutti gli alimenti.

Principio del metodo

L'acido benzoico € estratto dal campione, in fase acquosa, e determinato mediante
HPLC in fase inversa con rivelatore UV.

Reatdvi

Acido fosforico 0.05M

Fase mobile. - Acetonitrile: acetato di sodio 0.02 M/acido acetico pH 4.3
(20:80)

Soluzione di acido benzoico (1000 mg/1). - Pesare 100 mg di acido benzoico puro
per analisi, dissolvere in poca acqua calda in pallone tarato da 100 ml e. portare a
volume con acqua bidistillata. .

Apparecchiatura

Filtro a membrana da 0.45 pm

Cromatografo liquido ad alta risoluzione

Colonna cromatografica per HPLC Supelcosil LC - 18, 1I5cmx 4.6 mm D, o
equivalente.

Rivelatore spettrofotometrico regolato alalunghezza d' onda di 254 nm.
Registratore o integratore.

Procedimento

Preparazione del campione ed estrazione. - Prelevare 50 ml nel caso di prodotti
liquidi 0 50 g nel caso di prodotti  solidi. Miscelare per 3 minuti in blender con 50
ml di acido fosforico (3.1) Centrifugare e raccogliere il supernatante in pallone da
100 ml, portare a volume con acido fosforico (3.1).

* Massimo Baldini; Paolo Stacchini
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Filtrare festratto attraverso una membrana da 0.45 gym, primadell’ iniezionein
HPLC.

Preparazione delle soluzioni standard. - Introdurre in tre palloni tarati da 100 ml
rispettivamente 1, 2.5 e 5 ml di soluzione (3.3) e portare a volume con acqua. Le
tre soluzioni contengono rispetdvamentel 0, 25 e 50 mg/1 di acido benzoico
Determinazione cromatografica. - Predisporre la pompa per HPLC ad un flusso di
1.5 ml/min e usare lafase mobile (3.2). Selezionare la lunghezza d'onda di 254 nm
al rivelatore UV. Iniettare 5 g1.

Costruire laretta di taratura, riportando in ordinata le assorbanze lette e in ascissa
le concentrazioni corrispondenti.

Quindi iniettareil campione ottenuto in 5.1. Calcolare sullaretta di taraturail
contenuto di acido benzoico della soluzione del campione.

Espressione dei risultati

Il contenuto di ciascun acido organico nel campione, espresso in milligrammi per
chilogrammo o milligrammi per litro rispettivamente per campioni solidi o liquidi, €
calcolato in base alla seguente formula:

. . CXV
Acidobenzoico (mg/ kg; mg/1) =
dove:
c = concentrazione dell'acido organico nella soluzione del campioae, in mg/I.
V = volume della soluzione del campione, inml.
g = laquantity di campione analizzato, in grammi per campioni solidi, in ml

per campioni liquidi.
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ACIDO PROPIONICO E PROPIONATI

Metodo gascromatografico*

Campo di applicazione

|l metodo 6 applicabile ai prodotti daforno.

Principio del metodo

L'acido propionico € determinato mediante gascromatografia, previa estrazione con
una soluzione di acido fonnico 0.05 M the permette di convertire i propionati
eventualmente presenti in acido propionico.

Reattivi

Acido propionico standard per gascromatografia
Acido valerico standard per gascromatografia
Acido formico 0.05M

Apparecchiature

Omogeneizzatore alame del tipo Waring Blender

Filtri a membrana di dimensioni 0.5,um

Gascromatografo fornito di detector aionizzazione di fiamma

Colonna per la determinazione degli acddi impaccata o preferibilmente capillare

. polarein silice fusa (ad es. con fase stazionaria: FFAP, ET 1000, BP20, OV 351,

OV 353, SP1000, SP1200, SUPEROXFA, ecc.)
Integratore elettronico.

Procedimento

Estrazione. - Per evitare  perdite di acido propionico durante 1'essiccamento
effettuare la determinazione sul campione tal quale. Aggiungere ad un' aliquota di

campione (5 -10 g) una quantity nota dello standard interno (3.2) in modo di
ottenere una concentrazione di circa 100 ppm.

Roberta Onori
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Estrarrein Waring Blender, per 5 minuti a bassa velocity, con 100 M1 di una

soluzione di acido formico (3.3).
Filtrare un'aliquota dell'estratto, il filtrato ottenuto e pronto per 1'analisi
gascrornatografica.
Determinazione gascromatografica. - Per quanto riguarda le Condzioni operative
gascromatografiche, essendo correlate alle caratteristiche del gascromatografo e
della colonna adottata, devono essere scelte sperimentalmente in modo da ottenere
una separazione soddisfacente.
Sono riportate atitolo esemplificativo le Condzioni utilizzate con la seguente
strumentazione.
Condizioni operative:
Gascromatografo per colonne capillari fornito di rilevatore aionizzazione di
fiamma e iniettore on - column
Colonna capillare MEGA in silice fusa, fase stazionaria MEGAACII?, spessore
del film 0x.10-0.15, g, diametro interno 0.32 mm, lunghezza 15 m.
Precolonna vuota diametro interno 0.53 nun; lunghezza 5m.
Forno: temperatura prograrnmata: da 50 °C a 170 °C con velocity di 5.0 °C/min.
Gas di trasporto Elio flusso 2 ml/min.
Temperatura del rivelatore: 220 °C

L a deterrninazione dell'acido propionico e ottenuta iniettando nel gascromatografo
un'opportuna aliquota dell'estratto. Nel calcolo 6 utilizzato il rapporto tra 1'area dell’
acido propionico e quella dello standard interno. A tal fine e allestita una curvy di
calibrazione iniettando una serie di soluzioni di acido propionico a concentrazione
nota e contenenti 100 ppm di standard interno.

Espressione dei risultati

Calcolare sully retta di taraturail conteneno in acido propionico della soluzione del
campione. Procedere al calcolo della concentrazione dell’acido nel campione

. tenendo conto delle diluizioni effettuate.

Riferimenti bibliografici

LAMKIN, W.M. UNRUH, POMERANZ, N.Y. Gas-ctuomatografic determination of Calcium
Propionate Added as Preservative to Bread. J. Assoc Anal. Chem. 1987,70 (4),763-767.
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ACIDO SORBICO

Metodo spettrof otometrico*

Campo di applicazione

Il metodo € applicabile allamargarina per la determinazione deli' acido sorbico
come tale o. sotto formadi un suo sale.

Principio del metodo

11 campione in esame € sottoposto, in ambiente acido, ad estrazione con metanolo
acquoso. Sull'estratto, filtrato, determinare spettrof otometricamente 1'acido sorbico
mediante la misura dell’ estinzione a 258 nm.

Apparecchiatura
Spettrofotometro per misurare nell' UV
Vaschette di quarzo prismatiche. - Munite di coperchio, di percorso ottico di 1 cm.

L e vaschette, riempite di acqua o metanolo, non devono presentare fradi loro
differenze superiori a0.01 uniti di estinzione.

Reagenti

4.1. Metanolo puro per spettrofotometria. - 11 suo spettro UV non deve mostrare massimi

fra 200 e 300 nm; 1' assorbanza, misuratain vaschetta di quarzo da 1 cm contro
acqua distillata, non deve essere superiore a 0.1 nella zona fra 200 e 300 nm.

Se il metanolo non risponde a detti requisiti puo essere purificato come segue: 21 di
metanol o sono fatti bollire aricadere per 3 ore con 10 g di potassio idrossido e 25 g
di zinco in polvere; si distillaquiridi scartando i primi e gli ultimi 250 ml di
distillato.

4.2. Acido solforico, soluzione acquosa4 N

4.3.

Soluzione idrometanolica di acido solforico. - Si miscelano 11 ml di acquacon 0.5
ml di acido solforico 4 N e si diluisce 2100 ml con metanolo.

* MirellaDelise
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Procedimento

Pesare nella beuta da 250 ml a tappo smerigliato, con la precisione di 0.001 g una
quantita di campione, opportunamente omogeneizzato, pari a 5 g circa, ovvero che
contenga, in via presuntiva, 2.5 mg circa di acido sorbico.

Immergere il matraccio in bagnomaria a 70 °C circa; quando il campione ¢é fuso,
aggiungere 30 ml di metanolo, 10 ml di acqua e 0.5 ml di acido solforico 4 N;
scaldare di nuovo a bagnomaria, tappare il matraccio e agitare vigorosamente per
un minuto.

Aggiungere 55 ml di metanolo, raffreddare a temperatura ambiente e poi per 30
minuti in acqua e ghiaccio fino a solidificazione del grasso.

Filtrare attraverso un filtro a pieghe previamente bagnato con metanolo,
raccogliendo il filtrato in un matraccio tarato da 200 ml.

Ripetere 'estrazione e filtrazione con le stesse modalita a partire dall' aggiunta di 30
ml, raccogliendo insieme gli estratti nel matraccio tarato da 200 ml e portando
infine a volume con la soluzione idrometanolica di acido solforico e
omogeneizzando accuratamente.

Della soluzione ottenuta si prelevare, mediante pipetta tarata, 10 ml e trasferire
quantitativamente in un matraccio tarato da 50 ml.

Diluire a volume con soluzione idrometanolica di acido solforico ¢ omogeneizzare.
Dalla soluzione diluita misurare le estinzioni a 252, 258 e 264 nm, in vaschetta da 1
cm, impiegando come riferimento la soluzione idrometanolica di acido solforico.

Espressione dei risultati

Il contenuto di acido sorbico del campione, espresso in milligrammi per
chilogrammo, ¢ calcolato in base alla seguente formula:

55000 BoptaB
Acido sorbico mg | kg= x[ i M}

2

dove:

iy
|

= estinzione alle lunghezze d' onda indicate
m = massa di campione prelevato per la determinazione, grammi
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ACIDO SORBICO

Metodo per HPLC*

Campo di applicazione

Il metodo ¢ applicabile ai prodotti daforno, aly polenta, agli gnocchi di patate e alla
pasta con ripieno.

Principio del metodo

L'acido sorbico € determinato mediante HPLC con rivelazione UV, previa
estrazione con una soluzione di acqua e metanolo.

Reattivi

Acquabidistillata per HPLC
Acetonitrile, reattivo per HPLC
Acido acetico glaciale
Acetato di sodio
Fase mobile. - Sciogliere 2.5 g di acetato di sodio (3.4) in due litri di acqua
bidistillata (3.1), aggiungere 2.4 ml di acido acetico (3.3) e portareil pH ad un
valore di 4.5 con una soluzione di acido acetico 1 M. Preparare la fase mobile
mescolando il tampone cosi ottenuto con acetonitrile (3.2) rapporto 80/20.
Verificare ed eventualmente correggere i3 valore del pH (4.5) prima
dell'utilizzazione.
Metanolo
Acido sorbico

Apparecchiatura

Bilancia analitica

Omogeneizzatore tipo ultra turrax

Filtro amembrana da 0.4Sp

Cromatografo liquido ad alta risoluzione

Colonna cromatografica per HPLC C18 (lunghezza 15 cm)
Rivelatore spettrof otometrico

* Carlo Brera



49

5.1

5.2

5.3

5.4

166

Registratore o integratore.

Procedimento

Preparazione del campione. - Mescolare una aliquota (circa 20 g) di campione con
uguale peso di acqua ed omogeneizzare (4.2) per 10 minuti circa.

Estrazione. - Diluire 5 g del campione (5.1) con 15 ml di metanolo e dopo
agitazione centrifugare per 10 minuti a 12000 rpm. Filtrare una porzione del
sovranatante, il filtrato ottenuto 6 pronto per I'analisi in HPLC.

Preparazione delle soluzioni standard. - Preparare una soluzione concentrata di
acido sorbico (0.05 gr in 100 ml di acqua metanolo 80 : 20). Preparare per
diluizione gli standard relativi alla curvy di calibrazione in modo da ottenere le
seguenti concentrazioni: 0.2-1-3-5-e8mg/ml.

Determinazfone cromatograftca. - Predisporre la pompa per HPLC ad un flusso di
1.0 ml/min usare lafase mobile 3.5. Selezionare lalurighezza d'ondadi 257 nm al
rivelatore W. Costruire unaretta di taratura con le soluzioni ottenute in 5.3, quindi
iniettare una opportuna aliquota del filtrato ottenuto in 5.2.

Espressione dei risultati
Dall'area del picco ottenuto ricavare sulla curva di calibrazione la quantity di acido

sorbico contenuta nell'estratto. Calcolare il contenuto di acido sorbico presente nel
campione considerando le diluizioni effettuate durante la preparazione.

Riferimenti bibliografici

BRERA, C. MASCI, V. CAVA, E. Valutazioni sul fenomeno di migrazione dell'acido sorbico del
ripieno alla pasta di tortellini.. Italian Journal offood Science. In corso di pubblicazione.
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ALCOOL ETILICO

Metodo gascromatografico*

Campo di applicazione

I1 metodo e applicabile a panein cassettae ai prodotd dafomo

Principio del metodo

Ladeterminazione dell'alcool etilico e effettuata mediante gascromatografiain
Spazio di testa.

Reattivi

Alcool etilico standard per gascromatografia
Alcool ter-butilico standard per gascromatografza
Acqua degasata. - Mantenere per 20 minuti in bagno ad ultasuoni prima dell'uso

Apparecchiatura

Bilancia analitica

Vials per spazio di testa con tappi in gomma teflonata e ghiere in alluminio

Pinze chiudi vias

Bagno ad ultaasuoni

Gascromatografo

Rivelatore aionizzazione di fiamma

Colonna impaccata (es. Chromosorb 102, 80/100 mesh o equivalenti) o
preferibilmente capillare polare in silice fusa (ad es. CW 20M o equivalenti)
Autocampionatore per spazio di testa; in alternativa bagno termostatico ad acqua e
siringa per iniezione di gas.

Integratore elettronico

Procedimento

* Roberta Onori
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51 Estrazione. - Pesareinvial da10 ml 0.4 - 0.8 g di campione ed aggiungere
un'aliquota di standard interno (3.2) e 6 ml di acqua degasata (3.3). Chiudere le
vials con la pinza e dopo 1 h di condizionamento in bagno ad acqua alla
temperatura di 80 °C effettuate la determinazione gascromatografica.

5.2 Determinazione gascromatografica. - Per quanto riguardale condizioni operative
gascromatografiche, essendo correlate alle caratteristiche del gascromatografo e
della colonna adottata, devono essere scelte sperimentalmente in modo da ottenere
una separazione soddisfacente.

Sono riportate atitolo esemplificativo le condizioni utilizzate con la strumentazione
di seguito citata.
Condizioni operative:

Gascromatografo fornito di rilevatore aionizzazione di fiamma

Colonna impaccata Chromosorb 102, 80/100 mesh, lunghezza Im.

Fomo: temperaturaisotermaa 175 °C
Gas di trasporto Elio 150 kPadi pressione al lato iniettore -

Temperaturainiettore 200 °C

Temperatura del rivelatore: 230 °C
Autocampionatore per spazio di testa: temperatura del bagno 80°C, temperatura

dellasiringa 90 °C, tempo di condizionamento 1 h.

L a determinazione dell'alcool etilico e ottenutainiettando nel gas - cromatografo
un'opportuna aliquota dello spazio di testa del flacone. Nel calcolo € utilizzato il
rapporto tra (area dell’' alcool etilico e quella dello standard interno. A tal fine
alestire, utilizzando le stesse condizioni impiegate per il campione, una curvadi
calibrazione atre punti nel range di concentrazione 500 - 2000 ppm.

6. Espressione dei risultati

Calcolare sullaretta di taratura il contenuto in alcool etilico del campione,

considerando le diluizioni effettuate durante la preparazione.
L a determinazione deve essere effettuata su almeno 5 aliquote di campione

prelevate in differenti punti della confezione.

Riferimenti bibliografici

HOLLINGWORTH, T.A. THROM, H.R. A Headspace Gas-chromatographic Method for the
Rapid Analysis of Ethanol in Canned Salmon. Jour. of Food Sci. 1983, 48, 290 - 291.



ALDEIDE FORMICA

Metodo spettrof otometrico*

1.  Campo di applicazione

Il metodo e valido per 1'aldeide formica e per 1'esarnetilentetraminaed e applicabile
ai campioni di formaggio.

2.  Metodo

Procedere come indicato nella Gazzetta Ufficiale Italianan® 184 del 17/07/1972

Metodo per la detenninazione dell'Aldeide Formica e dell'Esametilentetranzinain
campioni di formaggio.

Mirella Delise
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ASPARTAME

Metodo per HPLC*

Campo di applicazione

11 metodo e applicabile ale bevande ed ai dolcificanti.

Principio del metodo

L 'aspartame € determinato mediante HPL C su colonna a fase inversa

Reattivi

Alcool metilico per HPLC

Tampone fosfato 0.1 M a PH 4. - In un matraccio tarato da 1000 ml solubilizzare
13.6 g di potassio fosfato monobasico con acqua, portare il pH a4 con acido
fosforico 0.1 M e portare quindi a volume sempre con acqua.

Fase mobile. - Miscelare 400 ml di alcool metilico (3.1) con 600 ml di tampone
fosfato (3.2) Filtrare su filtri amembrana (4.4).

Soluzione di standard interno. - Pesare esattamente 300 mg di N-acetil-L-tirosina
etilestere monoidrato e trasferirli quantitativamente in un matraccio tarato da 100 ml
con lafase mobile (3.3), portando a volume con la stessa soluzione.
Aspartame. - N-L-a-aspartil-L-fenilalanina metilestere.

Apparecchiatura

Bilancia analitica

Cromatografo liquido ad alta risoluzione con rivelatore UV a 210 nm.
ColonnaHPLC C18 25cm x 4 mm

Filtri a membrana da 0.45 pm

Procedimento
Preparazione del campione. - Pesare o prelevare, nel caso delle bevande, una

aliquota di campione contenente circa 10-30 mg di aspartame e introdurli in un
matraccio tarato da 100 ml.

* Elisabetta Sanzini
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Aggiungere 10 ml della soluzione di standard interno (3.4) e portare a volume con

lafase mobile (3.3).

Determinazione per HPLC - Iniettare 201,11 della soluzione cosi preparata. 11 Flusso
dellafase mobile (3.3) deve essere regolato a 1.2 MI/min.

Determinazione dei fattorf di correzione. - Per effettuare la determinazione dei

fattori di correzione preparare due soluzioni A e B come di seguito indicato.

A: pesare 25 mg di aspartame e trasferirli quantitativamente con la fase mobile (3.3)
in un matraccio tarato da 100 ml, aggiungere 10 ml della soluzione di standard
interno (3.4) e portare a volume sempre con la fase mobile.

B: pesare 35 mg di aspartame e procedere come indicato in A:

Filtrare le soluzioni su filtro a membrana (4.4) ed iniettare piu volte 20 pl di
ciascuna soluzione nelle condizioni soprariportate (5.2).

Per ricavare il fattore di correzione applicare leseguente formula:

E— As x B2
Ah x Py

= areadel picco dello standard interno

AA  =areadel picco dell'aspartame
Pi  =mgdi standard interno contenuti in 10 n-I della soluzione ( 3.4)

P\ =mg di aspartame pesati

Espressione dei risultati

11 contenuto di aspartame del campione, espresso in percentuale, e calcolato in base
alla seguente formula:

_ Axes XE
Aspartame (g 1100 0 100 ml) = At % Px10
dove:
A = area del picco dell'aspartame
As  =areadel picco dello standard interno
P =mg di standard interno contenuti in 10 ml della soluzione (3.4)
P =gomld campione utilizzati per 1'analis

F  =fattoredi correzione (5.3)

Riferimenti bibliografici

Aspartame. In: Farmacopea Ufficiale della Repubblica Italiana, 9. Ed, 11 volume, | pane: 183-186,
Istituto Poligrafico e Zecca dello Stato, Roma 1985.
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GLUTANEVIATO MONOSODICO

Metodo per HPLC*

1. Campodi applicazione

[l metodo e applicabile atutti gli alimenti.

Procedere come indicato nel Metodo Aminoacidi Liberi della sezione Sostanze
azotate.

Lasoluzione di lavoro POtS essere sostituita con una soluzione contenente solo
acido glutammico (10 nmoli/ml) preparata in modo analogo.,

2. Espressionedei risultati

[l contenuto di glutammato monosodico, espresso in percentuale, € calcolato in base
alla seguente formula:

Glutammato monosodico (g / 100g) _
1000

dove:

A = acido glutammico (mg/100 g) calcolato in base allaformula riportata

nel metodo aminoacidi liberi

* Bnunella Carratit
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MONO E DIGLICERIDI DEGLI ACIDI GRASSI

Metodo gascromatografico*

Campo di applicazione

E metodo e applicabile ai prodotti dafomo

Principio del metodo

I mono e digliceridi, dopo digestione enzimatica del campione, sono estratti con
cloroformio. Dopo separazione e clean-up, ottenuti mediante TLC, la determinazio-
ne gascromatograf cadegli acidi grass e effettuataprevia saponificazione/esterifi-
cazione.

Reattivi

a- amilasi batterica

Papaina

Cloroformio.

Solfato di sodio anidro

Misceladi toluene e acido acetico 85:15

N - esano per gascromatografia

lodio puro

Soda metanolica 0,1 N

Reattivo medinante. - Soluzione a 10% di BF3 in metanolo

3.10 a- monostearina

311 a-,Qea-ydipamitina

3.11 Metileptadecanoato Standard per GC

3.12 Lastre per TLC di gel di silice da 20x 20x 0,025 cm

4.

4.1
4.2
4.3

Apparecchiatura

Bagno termostatico ad acqua con agitatore
Evaporatore rotante
Bagno a secco con blocco di riscaldamento per pro vette

* Roberta Onori
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Gascromatografo per colonne capillari munito di rivelatore aionizzazione di
fiamma

Colonna capillare polare in silice fusa (es. polietilenglicol, cianopropil o
cianopropilfenilsilicone ecc.). - Diametro interno di 0.2 - 0.8 mm e lunghezza 25
-30M

Integratore elettronico.

Procedimento

Estrazione. - Sospendere | g di prodotto macinato addizionato con 50 mg di a -
amilasi e 50 mg di papainain 10 ml di acqua e. incubarlo per 30 minuti a 60-62 °C e
successivamente per 30 minuti a 70-75 °C. Travasare la miscelain provette da
centrifuga da 25 ml con tappo a vite, aggiungere 10 ml di cloroformio, sottoporre
ad energica agitazione per 10 minuti e centrifugare a 18.000 r.p.m. Filtrare to strato
cloroformico separato su ovatta. Ripetere 1'estrazione due volte, riunire gli estratti e
portare a secco sotto vuoto, ad una temperaturainferiore a 50 °C. Solubilizzare il
residuo ottenuto 10 ml con cloroformio in matraccio tarato.

Separazione. - Deporre ad unadistanza di circa2 cm dal bordo lungo una lines
paralels, 2 ml di estratto (5.1) e le soluzooni degli standard dei mono e digliceridi
(3.10, 3.11). Sviluppare lalastra in vasca satura con la miscela toluene-acido
acetico (3.5).

Effettuata la corsa e asciugata la lasts, evidenziare le bande di interesse per
esposizione a,i vapori di iodio. Effettuare le attribuzioni per confronto con gli
standard. Asportare le bande e raccogliere in provette con tappo a vite.
SaponificazioneYesterificazione. - Effettuare una saponificazione%osterificazione con
soda metanolicain presenza di BF3 in metanolo (3.9) secondo e seguenti modality.
Aggiungere a gel di silice, addizionato di un'opportuna quantity di standard interno
(metil eptadecanoato circa 0.2 mg), 3 ml di una soluzione 0.1 N di idrossido di
sodio in metanolo. Agitare energicamente e riscaldare per 1 minuto a 60 °C
ripetendo questa operazione per quattro volte. Dopo raffreddamento aggiungere 1.4
ml di reattivo metilante e agitare energicamente e riscaldare per 1 minuto a60 °C
ripetendo questa operazione per tre volte. Ally provetta raffreddata aggiungere 5 ml
di n-esano agitare e far separare le fasi mediante breve riscaldamento; effettuare
1'agitazione ed il riscaldamento cingue volte. Pipettare |a fase esanica superiorein
una provettada 15 ml. Ripetere il procedimento di estrazione rispettivamente con 5
e4 ml di esano. Le fas riunire e opportunamente concentrate sotto flusso di azoto
Sono pronte per essere iniettate al GC.

Analis gascromatografica. - Per quanta riguarda le condizioni operative
gascromatografiche, essendo correlate alle caratteristiche del gascromatografo (4.4)
e della colonna adottata (4.5), devono essere scelte sperimentalmente in modo da
ottenere una Separazione soddisfacente degli acidi grassi presenti nel campione
(vedi metodo generale per la determinazione degli acidi grassi).
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6. Espressionede risultati

Il contenuto di mono (MG) edigliceridi (DG) del campione, espresso in
percentuale, e calcolato in base alle seguenti formule:

Areatot
MG (g/ 100g) = Area, XStxF,x25

Areatot
DG (gl 100g) = Area XxStx F x25

dove:
Area,,, =sommadelle areedei picchi corrispondenti agli acidi grassi
Areas, = areadel picco corrispondente allo standard interno (C 17)

St = quantitativo in mg di Standard interno aggiunto
H = 1,206 fattore di correzione per MG
= = 1,05 fattore di correzione per DG

Riferimenti bibliogr afici

MIRAGLIA, M., TASSI MICCO, C. BONIFATI BENELLI, L. Determinazione dei mono e
digliceridi nei prodotti lievitati e sottoposti aconura. Nota 1. La Rivista della Societd Italiana di
Scienza dell' Alimentazione 1982,11 (1),31-36.
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NITRATI ENITRITI

Metodo spettrof otometrico*

Campo di applicazione

[l metodo € applicabile alle carni.

Principio del metodo

Estrazione dei nitriti e del nitrati con soluzione tampone (pH 9.6), purificazione
dell'estratto con i reattivi di Carrez e determinazione colorimetrica previariduzione

del nitrato su spugnadi cadmio.

Reattivi

Ammonio idrato
Soluzione tampone pH 9.6-9.7. - In um pallone tarato da 1 1 versare 500 ml di
acquadistillata, 20 ml di HCI, 50 ml di NH40H e diluire ad un litro con acqua
ditillata.
Carrez |. - Pesare 219 g di zinco acetato biidrato, trasferire in un pallone tarato da
un litro, aggiungere 30 ml di acido acetico glaciale e portare a volume con acqua
distillata.
Carrez I1. - Solubilizzare con acqua distillata 106 g di potassio ferrocianuro-biidrato
in un pallone tarato da un litro e portare a volume.
Naftdendiammina. - Sciogliere 0.2 g di naftilendiamminadicloridrato in 150 ml
di soluzione acquosaa 15% di acido acetico. La soluzione conservatain bottiglia
di vetro scuro, allatemperaturadi + 4 °C € stabile per 4 giorni.
Sulfanilamide. - Sciogliere 0.5 g di sulfanilamidein 150 ml di acido acetico a 15%.
La soluzione deve essere conservata in una bottiglia di vetro scuro allatemperatura
di +4 °C ed € stabile per 4 giorni.
Zinco in polvere
Acetato di cadmio al 5%
Soluzione allo 0.25% di nitrito di sodio. - Sciogliere 2.5 g di nitrito di sodio,
previamente seccato in stufaa 105 °C, in un pallone tarato da 1000 ml e portare a
volume con acqua.

* Massimo Baldini; Paolo Stacchini
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Apparecchiatura

Spettrofotometro UV -Visibile, munito di vaschette aventi Jcm di cammino otiico
Bilancia analitica

Procedimento

Omogeneizzare perfettamente il campione. Pesare (4.2) 5g di campione, aggiungere
15 ml di tampone pH 9.6 (3.2); omogeneizzando per 5-10 minuti. Trasferireiil
campione in un pallone tarato da 100 ml mediante imbuto. Lavare con pochi ml di
acqua distillata fomogeneizzatore.

Lavare per tre volteil contenitore del campione con pochi ml di soluzione tampone
pH 9.6 (3.2).

Aggiungere 5 ml di Carrez 1(3.3), gocciaagoccia. Agitare per 30 secondi.
Aggiungere 5 ml di Carrez 11(3.4), goccia agoccia. Agitare per 30 secondi.

Portare a volume con acqua distillate.

Lasciare a riposo per 15 minuti.

Filtrare su carte dafiltro previamente lavata piu volte con soluzione tampone pH
9.6 (3.2). Allontanare i primi 5 ml di filtrato e raccogliereil filtrato successivo in
una beuta.

Provain bianco. - Mettere in un pallone tarato da 100 ml, 50 ml di H 20 distillata,
15 ml di tampone, 5 ml di Carrez 1(3.3) e successivamente 5 ml di Carrez 11(3.4) e
portare a volume.

Attendere 30 minuti. Filtrare su carte dafiltro previamente lavata piu volte con
tampone pH 9.6 (3.2) e portare apH 0 con HCI concentrato. La provain bianco va
eseguita come la prova del campione sia per i nitriti the per i nitrati.

Dosaggio dei nitrid (NO;). - Prelevare 20 ml del filtrato (corrispondenti ad un
contenuto in ione nitroso 3-60 ug) e metterli in una beuta da 100 ml. Aggiungere 2
ml di HCI concentrato, 2.5 ml di sulfanilamide, miscelare ed attendere 5 minuti.
Aggiungere 2.5 ml di naftilendiamminadicloridrato. Lasciare riposare per 20
minuti. Leggere 1'assorbanza a 540 nm.

Eseguire la provain bianco allo stesso modo.

Dosaggio dei nitrad (NO3). - Prelevare 20 ml del filtrato e metterli in una beuta da
100 ml. Aggiungere 2 ml di ammonio idrato. Aggiungere 1 ml di acetato di cadmio
+ 0.5 g di zinco in polvere. Agitare per 3 minuti. Filtrare. Prelevare 10 ml di filtrato
+4 ml di HCI concentrato poi aggiungere 2.5 ml di sulfanilamide, mescolare ed
attendere 5 minuti. Aggiungere 2.5 ml di naftilendiammina. Miscelare ed attendere
20 minuti. Leggere allo spettrof otometro ad una lunghezza d'onda di 540 nm.
Preparazione della curve di calibrazione. - Prelevare 10 ml della soluzione (3.9),
porli in un pallone tarato da 1000 ml e portare a volume. Prelevare 10 ml di questa
soluzione, porli in un pallone tarato da 100 ml e portare avolume. Prelevare 5, 10 e
20 ml di queste soluzioni, porli in 3 palloni tarati da 100 ml e portare a volume con
acqua. Tali soluzioni contengono rispettivamente 12.5-25-50 jig di nitrito di sodio.
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Per costruire laretta di calibrazione, prelevare 20 ml da ciascuna delle 3 soluzioni
ottenute e procedere come indicato a punto 5.2.
Ultimate le letture spettrofotometriche, costruire la curva di calibrazione

Espressione dei risultati

Il contenuto di nitriti e di nitrati del campione, espresso in milligrammi per
chilogrammo, € calcolato in base alle seguenti formule:

Nitrato di sodio (mg/ kg) = e

Nitrato di sodio(mg/ kg) = N.g 10 x 123

dove:
N = quantity in microgrammi nitrito di sodio ricavato dally curvadi

calibrazione
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Metodo spettrof otometrico*

1. Campo di applicazione

Il metodo A descrive il modo di calcolare il contenuto, espresso come fosforo, in

emulsionanti fosfatici aggiunti ai formaggi fusi. Il metodo B consente la
determinazione dei polifosfati nel prodotti carnei.

Metodo A

2. Principio del metodo.

Una quantity di campione pesata € mineralizzata con acido solforico in presenza di
acqua ossigenata. |1 fosfato € trattato con molibdato di sodio e solfato di idrazina
come agente riducente.

I1 blu di molibdeno ottenuto € misurato fotometricamente.

Si calcolaquindi il contenuto in fosforo. Si corregge poi tale contenuto in funzione
del fosforo proveniente da costituenti diversi dagli emulsionanti. La correzione si
calcola a partire dal contenuto in azoto mediante il rapporto costante fosforo/azoto.

3. Reattivi

3.1 Acido solforico concentrato (density a20 °C: 1.84 g/ml)

3.2 Soluzione di acqua ossigenata al 30% (m/v)

3.3 Resgente a molibdato ed al solfato di idrazina. - Sciogliere 12.5 g di molibdato di
sodio Na2Mo0O4 x 2H20 in acido solforico 10 N e portare a‘'volume, a 500 ml
(soluzione A al 25% di molibdato di sodio). Sciogliere 0.30 g di HINNH2S04 in
acqua distillata e portare a volume a 200 ml (soluzione B allo 0.15% di solfato di
idrazina).

Al momento dell'uso preparare il reagente al molibdato ed al solfato di idrazina
mescolando 25 ml della soluzione A con ml 10 della soluzione B e portare a 100
ml con acqua distillata. Tale soluzione non puo essere conservata.

3.4 Soluzione standard di fosfato. - Sciogliere g 0.4390 di fosfato acido monopotassico
KHIPO4 in acqua distillate. fino ad ottenere ml 1000 di soluzione. Tale soluzione
contiene mcg 100 di fosforo/ml. 11 fosfato di potassio deve essere essiccato per 48

orein presenza di un essiccante efficace come facido solforico concentrato.
* MirellaDelise
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Apparecchiatura

Bilancia analitica

Spettrof otometro the consenta lecture ad una lunghezza d'onda di 700 nm.
Apparecchio di mineralizzazione

Pallone da Keldahl da 250 ml

Procedimento

Determinazione. - Introdurrein un pallone Kjeldahl circa 0.5 g di campione pesati
con 1'approssimazione di g 0.001, alcune palline di vetro e 4 ml di acido solforico
(3.1). Scaldare con precauzione il pallone nell'apparecchio di mineralizzazione
(4.3). Quando cessa laformazione di schiuma raffreddare atemperatura ambiente.
Aggiungere con precauzione alcune gocce della soluzione di acqua ossigenata
(3.2), scaldare di nuovo eripetere tali operazioni fino athe il conteneno del pallone
siadivenuto limpido ed incolore. Durante il riscaldamento, mescolare il conteneno
del pallone mediante periodica agitazione.

Lavareil collo del pallone con 2 ml circadi acqua distillata e scaldare di nuovo fino
ad evaporazione dell'acqua.

Lasciare bollire per 30 minuti dopo decolorazione per eliminare eventuali tracce di
acqua ossigenata.

Dopo raffreddamento a temperatura ambiente, trasferire il conteneno del pallone
Kjeldahl in un pallone tarato da 100 ml; portare a volume con acqua distillata e
mescolare.

Pipettare 1 ml dells. soluzione in un pallone tarato da 50 ml e diluire con circa 25
ml di acquadistillata.

Aggiungere 20 ml del reagente a molibdato ed al solfato di idrazina, (3.3) portare a
volume con acqua distillata e mescolare.

Porre il pallone in acqua bollente e lasciar sviluppareil colore per 15 minuti.
Raffreddare a temperatura ambiente in acqua fredda ed, entro 1 ors, misurare la
density ottica, in rapporto al saggio in bianco, ad una lunghezza d'onda di 700 nm.
Preparazione della curvy standard. - Diluire 10 ml della soluzione standard (3.4)
con acquadistillata e portare a 100 ml in un pallone tarato.

Introdurrein 5 palloni tarati da50 ml 0, 0.1; 2; 5;10 ml della soluzione standard
diluita per ottenere una serie di soluzioni standard contenenti >Ig O (valore zero);
10; 20; 50;100 di fosforo.

Aggiungere acqua distillata ai palloni fino ad ottenere un volume di circa 25 ml,
aggiungere 20 ml del reagente a molibdato e solfato di idrazina (3.3), portare a
volume con acqua distillata, mescolare e porre in acqua bollente e lasciare per 15
minuti.

Raffreddare con acqua fredda fino a temperatura ambiente e misurare la density
ottica degli standards, rispetto al valore zero, ad unalunghezza d'onda di 700 nm."-'
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Allestire la curva standard mettendo la density ottica in relazione con la quantity di
fosforo espressain microgrammi.

Saggio in bianco. - Effetruare un saggio in bianco seguendo la proceduraindicata al
paragrafo 5.1 senza aggiunta di campione (formaggio).

Determinazione del contenuto in azoto totale. - Determinare il contenuto in azoto
totale del campione mediante il metodo determinazione delle sostanze azotate
totali. (metodo Kjeldahl).

Espressione dei risultati

Calcolo del contenuto di fosforo.- 11 contenuto di fosforo del campione, espresso
come percentuale, e calcolato in base alla seguente formula:

'osforo (g/ 100 g) =

p (9 9) 100 W

dove:

P  =quantity di fosforoin ug ottenuta tramite curva standard
W =pesoingrammi del campione utilizzato per 1'analis

Calcolo del contenuto di in emulsionand fosfatici. - 11 contenuto percentuale di
emulsionanti fosfatici, espresso come fosforo, e calcolato in base ally seguente
formula:

Emulsionanf fosfatici espressi come fosforo (gl100 g) =P- 0.14N

dove:
P =contenuto totale in fosforo del campione
N = contenuto in azoto del campione

0.14 = livello piu elevato-del rapporto P/N (0.12 £ 0.02)

Riferimenti bibliografrci

Determinazione del tenore in fosforo del formaggio e dei formaggi fusi. Norma Internazionale FIL -
IDF 33 A:1971

Calcolo del tenore (espresso come fosforo) in emulsionanti a base di fosfato aggiunti ai formaggi.
Norma Internazionale FIL - IDF 51: 1969
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Metodo B

Principio del metodo

Il campione € mineralizzato e le ceneri ottenute sono sciolte in soluzione acida. La
soluzione € quindi trattata con il reattivo vanado-molibdico. Ladensity ottica della
soluzione gialacos! formatasi € misurata spettrof otometricamente.

Reattivi

Acido nitrico (d 1.38 -1.43).

Acido cloridrico 6N.

Acido nitrico diluito. - 7 ml di HNO3(3.1) piiu 13 ml di acqua.

Soluzione di eptamolibdato di ammonio. - Sciogliere con acqua caldain un
matraccio tarato da 100 ml 10 g di eptamolibdato d'ammonio (NH 46M o704 x
4H?20 ed aggiungere 1 ml di ammoniaca (d 0.91), portare a volume con acqua.
Soluzione di monovanadato di ammonio (NH4VOd. - Sciogliere in un matraccio
tarato da 100 ml, 235 mg di monovanadato di ammonio con 40 ml di acqua calda,
aggiungere lentamente agitando 2 ml di acido nitrico diluito (3.3) e portaree a
volume con acqua.

Reattivo vanado-molibdico. - Mescolare in un matraccio tarato da 100 ml, 20 ml di
soluzione (3.4) con 20 ml della soluzione (3.5) e aggiungere 13.4 ml di acido nitrico
concentrato (3.1), portare a volume con acqua.

Soluzione standard di fosforo (1 mg/ml). - Sciogliere in un matraccio tarato da 1000
ml, 3.487 g di fosfato monopotassico KH 2P04 con acqua.

Apparecchiatura

Spettrofotometro.
Piastra el ettrica riscaldante
Bilancia analitica

Procedimento

Preparazione del campione. - Solubilizzare e ceneri del prodotto in esame, ottenute
come descritto nel metodo per |a determinazione delle ceneri, con 10 ml di acido
cloridrico 6 N (3.2), coprire la capsula con un vetro da orologio e riscaldare su
piastra elettrica fino aleggera ebollizione. Prolungare 1'ebollizione per circa 10
minuti, lasciare raffreddare e trasferire quindi quantitativamente la soluzione in un
matraccio tarato da 25 ml filtrando. Portare quindi a volume con acqua. Diluire la
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soluzione cosi ottenuta con acqua in modo da ottenere una concentrazione in
fosforo non superiore a 40 pg/ml.

Reazione colorimetrica. - Introdurre in un tubo da saggio 10 ml della soluzione
campione diluita e aggiungere 10 ml del reattivo vanado-molibdico (3.6).

Mescolare e lasciare riposare per 10 minuti atemperature ambiente. Misurare la
density ottica allo spettrofotometro a 430 nm usando come bianco una soluzione
composta da 10 ml di reattivo vanado-molibdico e 10 ml di acqua.

Curvadi taratura. - Preparare a partire dalla soluzione standard (3.7) delle soluzioni

contenenti rispettivamente 5, 10, 20, 30 e 40 ug di fosforo per ml. Prelevare 10 ml
di ciascunadi tali soluzioni ed aggiungervi 10 ml di reattivo (3.6). Mescolare e
lasciare riposare 10 minuti a temperatura ambiente. Misurare la density ottica nelle

stesse condizioni utilizzate per il campione. Tracciare la curvadi taratura mettendo
inordinatai valori di density ottica e in ascissa le quantity corzispondenti di fosforo.
Lacurvact lineare per le concentrazioni di fosforo comprese try 0 e 40 pg/ml.

Espressione dei risultati

Calcolo delta quantitd di fosforo. - La quantity di fosforo net campione, espressain
mg/100 g 0 100 ml, € ricavata riferendosi aIIy curvadi taratura tenendo conto delle
eventuali operazioni di diluizione.
Calcolo delle quantitd di polifosfad aggiund
Azoto totale. - vedi metodo delle sostanze azotate totali-metodo Kjeldhal
Proteine. - Azoto totale x 6.25
Anidrde fosforica naturale. - proteine x 0.025
Anidrde fosforicaWale. - fosforo (come calcolato al punto 5.3) x 2.29
Anidride fosforicain eccesso. - anidride fosforica totale-Anidride fosforica

naturae

Polifosfati aggiund (mg/ 100go 100 ml) = Anidrde fosforicain eccesso x 1.42
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SACCARINA

Metodo per HPLC*

Campo di applicazione

11 metodo € applicabile alle bevande ed ai dolcificanti.

Principio del metodo

Lasaccarina € determinate. mediante HPL C su colonna afase inverse.

Reattivi

Soluzione di acido acetico al'] Yo.

Alcool metilico per HPLC.

Fase mobile. - Mescolare 950 ml delta soluzione di acido acetico (3.1) con 50 ml di
alcool metilico (3.2).

Soluzione standard di saccarina (100 mg/1). - Pesare esattamente 25 mg di saccarina
sodica biidmta (CTHANNaO3S x 2H20) e trasferirli quantitativamente in un
matraccio tarato da 250 ml con acqua. Portare a volume sempre con acqua,

Apparecchiatura

Bilancia analitica.

Cromatografo liquido ad alta risoluzione con rivelatore UV a 254 nm.
ColonnaHPLC C]8, 25 cm x 4 mm.

Filtri amembrane da 0.45 um.

Procedimento

Preparazione del campione. - Filtrare le bevande su filtro a membrana dopo
aver allontanato 1'anidride carbonica eventualmente presente.
Per i dolcificanti preparare una soluzione acquosa ad una concentrazione di
saccarina pari acirca 100 mg/l e Fitrare su filtro a membrana.

* Elisabetta Sanzini
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5.2 Determinazione per HPLC. - Iniettare unaaliquotadi soluzione campione
contenente circa 1 ug di saccarina. Iniettare 10 pl di soluzione standard (3.4).
Effettuare la cromatografia utilizzando la fase mobile di acido acetico-metanolo
(3.3) ad un flusso di 2.0 ml/min.

6. Espressionedei risultati

Il contenuto di saccarina del campione, espresso in percentuale, € calcolato in base
alle seguenti formule;

Per le bevande: CXAC
Saccarina sodica (g / 100 ml) = ASX v x 10.000
Per i dolcficand:
. . Cx AC
Saccarinasodica(g/1009) gy x px 10,000

dove:

C =Pgdi standard iniettati

AC = areadel picco della saccarina della soluzione campione
AS =areadel picco della saccarina della soluzione standard

v = volume di campione iniettato (in ml)
V  =volumetotale (in ml) di soluzione campione preparata
P  =adiquotadi campione, in g, utilizzata per 1'analisi

Nel caso in cui il contenuto non sia espresso come saccarina sodica, ma come
saccarina o saccarinato di calcio effettuare le opportune correzioni in base ai P.M.
Riferimenti bibliografici

SIOBERG, A.K., ALANKO, T.A. Liquid Chromatrographic Detennination of Saccharinin
Beverages and Sweets: NMKL Collaborative Study. J. Assoc- Off. Anal. Chem. 1987, 70, 58-60.
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ALDEIDE FORNIICA

Metodo spettrof otometrico*

Campo di applicazione

11 metodo € applicabile ai prodotti ittici.

Principio del metodo

Il metodo € basato sulla separazione dell'aldeide formica mediante distillazione in
corrente di vapore dal campione previamente acidificato e sulla reazione con acido
cromotropico e successiva determinazione spettrofotometricaa 570 nm

Reattivi

Soluzione di acido cromotropico di 250 mg/1 (acido 1-8 desossinaftalene-solfo-
nico). - Sciogliere 25 mg del sale sodico in 100 ml di acido solforico (3.4); la
soluzione va preparata di fresco.

Soludone di aldeideformicadi 0.5 mg/ml
Soluzione di aldeide formica di 1, 2, 5 10, 25. 50 uglml. - Prelevare rispet-

tivamente 1, 2, 5, 10, 25, 50 ml della soluzione (3.2) dilure fino a500 ml.
Acido solforico 96% (p/p)

Acido solforico al110% (p/p)

Silicone andschiuma.

Procedimento

Estrazione dell'aldeide formica. - In un palloncino afondo tondo da 150 nil porre
20 grammi del campione previamente sminuzzato piiu 40 ml di acquadistillatae
acidificare con 7 ml di acido solforico (3.5); aggiungere poche gocce di silicone
antischiuma (3.6) e dei granuli di quarzo. Distillare in corrente di vapore fino a
raccogliere 200 ml di distillato in pallone tarato.

Determinazione spettrofotometrica. - Trasferire 30 ml  di ciascuna  soluzione
standard di aldeide formica (3.3) in pallone tarato da 100 ml. Aggiungere 40 ml di

reattivo (3.1) e portare a volume.

* Massimo Baldini; Paolo Stacchini



Eseguire la lettura spettrofotometrica. Costruire larettadi taraturariportando in

ordinata |le assorbanze lette ed in ascissa le concentrazioni di aldeide formica
corrispondenti. Prelevare 30 ml del distillato del ‘campione e porre in un palloncino
tarato da 100 ml, aggiungere 40 ml del reattivo (3.1), agitare, raffreddare sotto

acqua corrente e portare a volume.

Leggere 1'assorbanza a. 575 nm in vaschetta da 10 ml di cammino ottico contro un
bianco preparato con gli stessi volumi di reattivi 'impiegati per l'anais del
campione.

Ricavare la concentrazione (c) della soluzione del'campione dalla retta di taratura.

Espressione dei risultati

I contenuto di aldeide formica del campione, espresso in milligrammi per
chilograrnmo, e calcolato in base alle seguente formula:

_ _ Cxv
Aldeideformica (mg/ kg) =

dove:
(o = concentrazione di aldeide formica nella soluzione del campione (ug/ml)
% = volume di distillato (ml)

g = porzione di campione analizzato.



3.

31
3.2
3.3
34
3.5
3.6
3.7

3.8
3.9
.10

CLORAMFENICOLO E NITROFURANI

Metodo per HPLC*

Campo di applicazione

Il metodo € applicabile acarni (tessuti ed' organi), uova e prodotti per il
divezzamento a base carnea, per laricercadei residue di cloramfenicolo e
nitrofurani.

Principio del metodo

11 metodo consiste in unafaseiniziale di estrazione con acetato di etile seguitada
unafase di purificazione su colonninadi Extrelut; entrambe le fasi sono comuni per
la determinazione di tutte le sostanze considerate (cloramfenicolo, furazolidone,
nitrofurazone e furaltadone).

Cloramfenicolo e nitrofurani sono quindi determinate per HPL C usando una
colonna afase inversa.

Reattivi

Acetato di etile
Acetonitrite per HPLC
n-Esano
Alcool metilico per HPLC
Dimetilformammide
Miscela acqua-metanolo 75:25
Tampone fosfato pH 6.3. - Solubilizzare 4 g di fosfato monobasico di potassioe 1 g
di fosfato bibasico di potassio in 1000 ml di acqua.
Fase mobile per nitrofurani. - Acetonitrile (3.2) e tampone fosfato (3.7) 20:80.
Fase mobile per cloramfenicolo, Metanolo (3.4) e tampone fosfato (3.7) 40:60.
Soluzione standard madre di furazolidone, nitrofurazone e furaltadone.-
Solubilizzare insieme 50 mg di ciascuna sostanzain 50 ml di dimetilformaminide.

3.11 Soluzione standard madre di cloramfenicolo. - Solubilizzare 50 mg di cloram-

fenicolo in 50 ml di alcool metilico (3.4).

3.12 Soluzioni standard di lavoro. - Diluire le soluzioni (3.10) e (3.11) con le rispettive

fas mobili in modo da ottenere una concentrazione di 1 pg/ml.

* CarmelinaFiles
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Apparecchiatura

Vetreria attinica lavata con misto cromico.

Macinino IKA analytical Mill A 10 o equivalente.

Alcool etilico e ghiaccio secco.

Azoto liquido.

Centrrfuga a 3000 girl.

Colonna Fxtrelut 1 Merck o equivalente.

Filtri a membrana da 0.45 um.

ColonnaHPLC afaseinversaC 18 (5 um) 250 x 4.6 mm ID.

Cromatografo liquido ad alta risoluzione con rivelatore UV possibilmente a diodi.

4.10 Bilancia andlitica.

5.1

5.2

5.3

5.4

Procedimento

Preparazione del campione. - Nel caso di prodotti camei (tessuti ed organi) seil
campione € congelato a momento dell'analisi, effettuare I'omogenizzazione con un
idoneo macinino prima dello scongelamento. Se il campione € fresco surgelare
rapidamente per inunersione in azoto liquido e quindi omogeneizzare.

Estrazione. - Pesare esattamente 5 g di campione in un tubo da centrifuga e
aggiungere 6 ml di acetato di etile (3.1). Agitare vigorosamente per un minuto e
centrifugare per 5 min. Porre quindi il tubo nella miscela alcool-ghiaccio secco che,
in seguito al congelamento della- fase acquosa, permette di prelevare facilmente la
fase superioie di acetato di etile. Ripetere 1'estrazione con altri 6 ml di acetato di
etile e evaporare a secco sotto azoto gli estratti riuniti. Per eliminare i grassi
solubilizzare il residuo con 5 ml di acetonitrile (3.2), aggiungere 3 ml di esano (3.3)
e agitare per 1 minuto. Dopo la separazione delle fasi allontanare 1'esano e ripetere
1'operazione con atri 3 ml di esano. Successivamente evaporare a secchezza sotto
azoto facetonitrile e riprendere il residuo con 1 ml della miscela acqua-metanolo
(3.6).

Purifcazione. - Depositare la soluzione su colonna Extrelut e, dopo un periodo di
equilibrazione di 10 minuti, eluire con 6 ml di acetato di etile. Raccogliere 1'eluato
ed portare a secco sotto azoto.

Analis per HPLC. - Sela determinazione riguarda solo il cloramfenicolo o solo i
nitrofurani, riprendere il residuo con 200 ul delle rispettive fasi mobili (3.8 - 3.9).
Qualora s debba effettuare sullo stesso campione la detenninazione contemporanea
del cloramfenicolo e di uno o pih furanici, riprendereil residuo con 500 pl di
acetonitrile. Di questi prelevare esattamente 250 pl e porli in un'altra provetta,
evaporare a secchezza entrambe |e quantity e riprendere i residui con 100 Ul delle

fasi mobili rispettivamente del cloramfenicolo e dei nitrof rani.
Iniettare 20 ul (0.02 leg) della soluzione standard (3.12) e 20 ul del campione.
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Per il cloramfenicolo il flusso dellsface mobile (3.9) € di 1.0 ml/min. e lalunghezza
d'ondaimpiegata per larivelazione e di 280 nm.

Per i nitrofurani il flusso dells fase mobile (3.8) € di 1.2 ml/min e lalunghezza
d'ondaimpiegata per larivelazione € di 362 nm.

Ladispontbilitadi unrivelatore adiodi permette di confermare la natura dei picchi
mediante gli spettri di assorbanza.

Espressione dei risultati

[ contenuto di cloramfenicolo o di ciascun nitrofurano del campione, espresso in
microgrammi per chilogrammo, € calcolato in base alla seguente formula:

ACXC
Cloramfenicolo o nitrofurano ( pg/ kg) = AS x 2000

dove:
AC =areade picco del composto in esame nella soluzione campione
AS =areadel picco del composto in esame nella soluzione standard

C  =ugdi standard iniettati

Lasensibility del metodo € di 10 ppb per il cloramfenicolo e di 4 ppb per i singoli
nitrofurani.

Riferimenti bibliografici

BELLOMONTE, G. FILESI, C. MACRI, A. MOSCA, M. SANZIIVI, E. High performance liquid
chromatographic determination of nitrofurans and free chloramphenicol in poultry, muscle, liver
and eggs. Ital. J. Food Sci. 1993, 3: 247-253.
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SOLVENTIORGANOALOGENATI

Metodo gascromatografico*

Campo di applicazione

Metodo A. - N metodo € applicabile alle acque minerali.
Metodo B. - 1| metodo € applicabile agli oli

Metodo A

Principio del metodo

| solvend organoal ogenati sono estratti dal campione con isottano e analizzati per
gascromatografia utilizzando un rivelatore a cattura di elettroni.

Reattivi

Isoottano. - 11 solvente deve essere testato per via gascromatografica primadi ogni
serie di analisi, per controllare 1'assenza di picchi interferenti con quelli dei
composti da esaminare. In caso contrario procedere a distillazione.
Solventi organoalogenati standard, grado di purezza > 99%

1,1 - dicloroetilene

tetracloruro di carbonio

1,2 - dicloroetano

tetracloroetilene

tricloroetilene

cloroformio

metilcloroformio

Acquadistillata e deionizzata esente da aloderivati

NN - dimetilacetammide (DMA), grado di purezza > 99%

Solfato di sodio anidro calcinato a 600 °C

Soluzioni standard concentrate. - Introdurre in una provetta con tappo avite e setto
teflonato 10 ml di DMA, pesare e raffreddare a4 °C.

* Stefania Giammarioli; Maurizio Mosca (A); Mirella Delise (B)



3.7

3.8

41
4.2

5.1

5.2

5.3

195

Successivamente aggiungere una goccia (circa 10 mg) dell'aoderivato (3.2) in
esame, attendere the la soluzione torni a temperature ambiente e pesare
nuovamente la provetta. Calcolare in base alla differenzatry le due pesate la
guantity di aloderivato introdotta nella provetta.

Si ottengono in tal modo soluzioni standard concentrate dell'ordine di 1 mg/ml.
Soluzioni standard intermedie. - Diluire, utilizzando una microsiringa, le soluzioni
standard concentrate sempre con DMA preventivamente raffreddataa + 4 °C.
Soluzioni standard acquose. - Introdurre in un matraccio tarato da 100 ml munito di
tappo a vite e setto teflonato e contenente 4 g di solfato di sodio (3.5), 100 ml di
acqua (3.3). Raffreddare a +4 °C ed aggiungere, con una microsiringa, una aliquots
di standard intermedio in modo da ottenere una concentrazione analoga a quella del
campionein esame. |1 volume di standard aggiunto non dovrebbe superarei 100, ul.
Tutta la vetreria deve essere lavata accuratamente con miscela solfo-cromica o con
un idoneo detergente di efficacia analoga e mantenutain stufaa 90 °C per tuttala
notte a fine di allontanare ogni possibile residuo.

Apparecchiatura

Gascromatografo dotato di rivelatore a cattura di elettroni (ECD Ni63)
Colonne capillari quali VOCOL, CLOT, Carbograph VOC, 30 - 60 m, 0.53 mmd.s.
0 equivalents

Procedimento

Preparazione del campione. - Non essendo possibile formare un unico campione
miscelando aliquote prelevate da diverse confezioni originali, data la volatility dei
composti in esame, le analisi debbono essere condotte singolarmente su Sl
aliquote, prelevate da diverse bottiglie refrigerate per ameno 24 ore a+ 4 °C prima
del prelievo.
Estrazione. - Introdurre 100 ml di ciascun campione refrigerato in un matraccio
tarato dal00 ml con tappo a vite e setto teflonato contenente 4 g di sodio solfato
(3.5), aggiungere 1 ml di isottano (3.1) chiudere immediatamente il matraccio e
dibattere .
Determinazione gascromatografica. - Iniettare unaidonea aliquots dells fase
isottanica nel gascromatografo.
Effettuare fidentificazione del picchi incogniti per confronto con i tempi di
ritenzione di una soluzione di isottano dei solvents organoalogenati standard (3.2),
preparata a partire dagli standard intermedi (3.7). Per una maggiore sicurezza di
identificazione sarebbe opportuno effettuare 1'analisi su due colonne di differenze
olarity.
FI%ffettli/are l'analisi quantitativa analizzando, contemporaneamente al campione, una
uguale aliquota di uno standard acquoso (3.8) del o dei solvents organoal ogenati
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identificati, ad una concentrazioneil piu possibile simile a quella del campione e
sottoposto ad estrazione in modo analogo. L e condizioni operative, essendo
correlate alla strumentazione e alle colonne capillari prescelte debbono essere
individuate sperimentalmente.

A scopo indicativo sono fornite le seguenel condizioni operative

Colonna: VOCOL 30 m, 0.53 mm d.i.
Carrier gas. elio 10 ml/min.

Make up gas: argon-metano 95:5 50 ml/min.
Temperatura del forno: 50°C

Detector. ECD 300 °C

Iniettore: 200°C

Aliquota di campione iniettata: 0.5 pl

Espressione dei risultati

Il contenuto dei singoli solventi organoalogenati del campione, €Spresso in
microgrammi per litro, e calcolato in base alla seguente formula:

ACXxCS

Solvente organoal ogenato (mg/1) = AS

dove:

AC =areade picco del solvente organoalogenato del campione

AS =areadel picco del solvente organoalogenato dello standard acquoso.

CS = concentrazione del solvente organoal ogenato dello standard acquoso

(ug/)
Riferimenti bibliografici
GLKMMARIOLI, S. MOSCA, M. BELLOMONTE, G. Indagine sulla eventuale presenza di

solventi organoalogenati in acque minerali confezionate. Rapporti ISTTSAN 1992,92/33

Metodo B

Procedere come indicato nella Gazzetta Ufficiale delle Comunita Europee L
248/48 del 5/9/1991. Regolamento CEE relativo alle caratteristiche degli oli d'oliva
e degli oli di sansa d'olivanonche ai metodi ad esso attinenti. Determinazione del
contenuto di solventi alogenati volatili nell'olio di oliva.
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SULFAIVIIDICI

Metodo per HPLC*

Campo di applicazione

D metodo € applicabile a canni (tessuti e organi), latte e prodotti per il divezzamento
abase carnea, per laricercadei residui di sulfamidici.

Principio del metodo

11 metodo prevede in unaface di estrazione con solvente organico acidificato, una
estrazione su colonnina solfonica, the in ambiente acido trattiene i sulfamidici, e
una successiva eluzione di questi dopo alcalizzazione. | sulfamidici sono poi
determinati per HPLC.

Reattivi

Acido acetico a 10%.

Soluzione cloroformio-acetone 1:1

Soluzione cloroformio-acetone 1:1 con il 5% di acido acetico (3.4).

Acido acetico glaciale.

Esano.

Alcool metilico.

Bombola di ammoniaca o idrossido di ammonio al 32yo.

Tampone acetato a pH 4.5. - In un matraccio tarato da 1000 ml solubilizzare 6.8 g
di sodio acetato triidrato, aggiustare il pH a4.5 con idrossido di sodio 0.1 N e
portare avolume.

Fase mobile. - Acetonitrile per HPL C-Tmpone acetato (3.8) 30:70

3.10 Sulfamidici standard

Sulfatiazolo
Sulfadiazina
Sulfapiridina
Sulfamerazina
Sulfametazina
Sulfametossipiridazina
Sulfacloropiridazina

* CarmdinaFiles
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Sulfametossazolo
Sulfachinossalina
Sulfadimetossina

3.11 Soluzione standard di sulfamidici. - Preparare una soluzione standard madre

4.

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5

4.6
4.7
4.8
4.9

contenente il o1 sulfamidici in esame alla concentrazione di 1 mg/ml in alcool
metilico. Diluire poi con lafase mobile (3.9) in modo da avere una soluzione finale
contenente 1 pg/ml di ogni sulfamidico.

Apparecchiatura

Bagno ad ultrasuoni condizionato a 40 °C.

Centrt,fuga a5.000 giri.

Colonnina solfonica SPE da 3 ml della Baker codice 7090-03 o equivalente.
Evaporatore rotante.

Apparecchiatura da vuoto per Pestrazione con colonninain fase solida con
accessorio di misura e controllo del vuoto.

Filtri amembrana da 0.45 um.

Colonna HPLC C8 (5 um) 250 x 4.6 mm ID.

Cromatografo liquido con rivelatore W a 270 nm, possibilmente a diodi.

Bilancia analitica

4.10 Macinino IKA analytical Mill A 10 o equivalente
4.11 Azoto liquido
4.12 Alcool etilico e ghiaccio secco.

51

5.2

5.3

Procedimento

Preparazione del campione. - Nel caso di prodotti camei (tessuti ed organi) seil
campione e congelato al momento dell'analisi effettuare I'omogeneizzazione con un
idoneo macinino prima dello scongelamento.

Seil campione € fresco surgelare rapidamente per immersione in azoto liquido e
quindi omogeneizzare.

Estrazione. - Pesare esattamente circa 10 g del campione in un provettone da
centrifuga da 50 ml, e umettare omogeneamente con alcune gocce della soluzione
(3.1) sino araggiungereil pH di 5.5.

Aggiungerd nella stessa provetta 25 ml della soluzione clorofonnio: acetone (3.2) e
dopo chiusura con tappo o parafilm, porre in bagno ad ultrasuoni per 10 minuti.
Centrifugare e allontanare lafase organicathe € messada parte. Ripetere
1'estrazione per altre due volte sempre con la stessa aliquota della soluzione (3.2).
Filtrare gli estratti riuniti e aggiungere 5 ml di acido acetico glaciale (3.4).
Purificazione. - Lavare la colonnina solfonica, primadell'uso, per due volte con 3
ml di esano e due volte con 3 ml della soluzione contenente il 5% di acido acetcco
(3.3), facendo particolare attenzione a non mandare a secco la colonnina prima di
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caricare il campione. Effettuato il lavaggio preliminare far passare tutto 1'estratto

attraverso la colonna mantenendo accuratamente il vuoto intorno a 15 inch Hg.

Lavare successivamente con 5 ml di H2O e quindi con 5 ml di metanolo (3.6). Dopo
essiccamento della colonninain flusso di ariaper 10 minuti, passare i vapori di

ammoniaca per altri 10 minuti. In alternativa alla bombola di anmoniacasi puo
utilizzare come sorgente gassosa la soluzione ammoniacale (3.7) leggermente

scaldata. | vapori possono essere convogliati attraverso la colonnina con un tubo

fissato sullatesta della colonna e facendo il vuoto. Eluire quindi i sulfamidici con

10 ml di metanolo raccogliendo 1'eluato in un palloncino da evaporazione, portare a
secco con evaporatore rotante a 40 °C sotto vuoto. Riprendere il residuo con 1 ml

dellafase mobile (3.9), centrifugare per 10 minuti a 5.000 giri e filtrare su filtri a
mernbrana.

Determinazione per HPLC. - Iniettare 20 pl della soluzione campione e della
soluzione standard (3.11) 11 flusso dellafase mobile (3.9) deve essere regolato a1

ml/min. Effettuare I'identificazione dei picchi incogniti per confronto con i tempi di

ritenzione della soluzione standard. Sarebbe auspicabile I'uso del rilevatore a diodi

per confermare la naturadel picchi sospetti mediante gli spettri di assorbanza.

Espressione dei risultati

E contenuto di ciascun sulfamidico del campione, espresso in microgrammi per
chilogrammo, e calcolato in base alla seguente formula:

/ kg) = AC x C x 100

Sufamidico (ftg ASxy

dove:

AC =areadd picco del sulfamidico della soluzione campione
AS =areadel picco del sulfamidico della soluzione standard
C  =ugdi standard iniettati

v = aliquota (in ml) di soluzione campione iniettata.

Lasensibility del metodo e di 5 ppb.

Riferimend bibliografici

FILESI, C. SANZINI, E. BELLOMONTE, G. Determinazione per cromatografta liquida dei
residui di sulfamidici negli omogeneizzad a base di carne destinad all'infanzia. Rapporti ISTISAN
1993,93/10.

FERRINI, A.M. FILESI, C. MANNONI, V. SANZINI, E. AURELI, P. BELLOMONTE, G.
Indagine sulla presenza di residui di sulfamidici in latti dell’Agro Pontino. L'Industriadel latte,
1994,1,31-39.
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METODI DI CAMPIONAMENTO
PER LA DETERMINAZIONE
DELLE AFLATOSSINE

1.1 Piano di campionamento per i fichi secchi

Il prelevamento deve essere effettuato in modo diverso in base alle dimensioni della
partita, ed ally tipologia di confezionamento.

Per grosse partite € previstalaraccoltadi campioni alimentari the dopo opportuna
mi scelazione sono nuniti in un campione globale *. Da questo campione globale si
ricava successivamente il sottocampione* macinando l'intera quantity, omogeneiz-
zando il macinato e prelevando una. quantity pari ad 1/20 del campione globale
tranmite suddivisione per quarti o tramite divisione meccanica. Successivamente il
campione da destinare al'analisi deve essere prelevato dal sottocampione tramite
ulteriore suddivisione per quard o tramite divisione meccanica.

Per il prelevamento ai punti vendita € necessario the 1'aliquota del campione non
sainferiore ad 1 kg. Al fine di ottenere una risposta significativa, il prelevamento al
dettaglio dove interessare, per una stessa area, il numero pifi possibile elevato di

punoi vendita.
* Per le defmizioni vedi le didascalie delta Tabefa 1 al punto 1.2 dei metodi di campionamento per
|a determinazione delle aflatossine.

1.2 Piano di campionamento per derrate alimentari diverse

L e procedure di massima da seguire a seconda del tipo, dellaformae delle
condizioni di imballaggio delle vane derrate alimentari, sono indicate nella Tabella
1, the in assenza di un piano di campionamento nazionale, rappresenta una utile
indicazione di lavoro. Si fa presente the le procedure di campionamento indicate s

riferiscono alla regolamentazione della Food and Drug Administration.
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Tabella 1. - Procedure per il prelevamento di campioni rappresentativi per le analisi delle aflatossine

PRODOTTO TOO DI DEWETISIONE | NUMEItODI |GRANDEZZA |[GRANDEZZA |GRANDEZZA | GRANDEZZA
IMBALLAG- |DEL LOTTOt UNITA' ELLA UNITA' TOTALS DBLLA DEL
clo DI DI CAMPIONE DELLA ALIQUOTA CAMPIONE
CAMPIONE |aM *DENTARE UNrrA' DI DEL FINALE
ELEMF1YfA- (minima) CAIrIPIONE | SO'ITOCAM- | DESTIIYATO
RE' GLOBALE' PIONE ALL'ANAIdST'
mintmo minima
A) Semi di 1) Grandi
pistacchio lotti*
conguscio &) in sacchi S 34t 20% dell'unita 0,25 kg 25 kg per ogni 1100 g 20 grarnmi
del lotto intervallo intutti i casi
nnritiplo di 34 t peevisti
b) sfuso 534t 100 0,25 kg 25 kg per ogni 1100g Vi
intervallo
multiplo di 34 t
¢) confezioni Fino a500 50 0,5kg 25kg 11008 1
confezioni
2) Dettaglio** 4 0,250 kg 1kg I
B) Semi di
pistacchio 1) Grandi
sgusciati lotti*
a) in sacchi S34t 20% delle 0,25 kg 12,5kg i 100g 1l
unitA
b) prodotto 534t 100 0,125 12,5kg 1100g /l
AM
¢) confezioni fino a500 50 0,25 kg 12.5kg 1100g I
confezioni
2) Dettaglio** 4 0250 kg 1 kg
Noci Gmndi loth* | Noninfluente 10 0.5kg 5kg 1000 g 509
Dettaglio ** 4 0.5kg 2kg 509
Nod brasiliane | Gmndi lotti * < 200 sacchi 20 0.5kg 10kg 1100 g per 50 g per tutti i
201-800. 40 0.5kg 20kg tutti i casi cas
801-2000. 60 0.5kg 30kg
De _io** 4 0.250 1k
Arachidi Grandi lotti * | Noninfluente 44 0.5kg 22 kg 1100S 50g
sgusciate
Dettaglio ** 4 0.250 kg 1 kg 509
Burro di Deaaglio ° 24 0.200 kg 4.8kg 209
arachidi
Frutta secca Grandi lotti * | Non influente 22 1.0kg 22 kg 1000 g 509
ed essiccata
(fichi e
albicocche Dettaio ** 4 0.250 1
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PRODOTrO TIPODI DIMENSIONE | NUMERODI |GRANDMA [CRANDEZZA |GRANDEZZA | GRANDEZZA
IMBALLAG |DEL LOTTO' UNITA’ LLA UNITA' TOTALE DELLA DEL
clio DI DI CAMPIONE DELLA ALIQUOTA CAMMONE
CAMMONE *LNTARE UNTrtA' DI DEL FINALE
EIMMENTA- (minima) CAMPIONE | SOTTOCAM- DESTINATO
RE' . GLOBALE' PIONE 4 ALL'ANALISIS
minimo minima
Cereati,
prodotti abase | Gmndi lotti ** | Non influente 10 0.5kg 5kg 11009 50gin
di ceredli entranbi i casi
e pmdotti
esuus e Dettaglio ** 4 0.250 kg kg
sof ati -
Pmdotti Confezioni Fino a 500 50 0.5kg 25kg 1100g ~ 509
- fezioni

11 pianodi campionamento € basato su modelli statistici elaborati per le singole matrici
(regolamentazione statunitense)
** 11 piano di campionamento 6 stato elaborato sulla base di requisiti pratici, ma non sono
rispondenti a valutazioni di carattere statistico

o

3236.

—

Lotto. - Quantity di prodotto costituente to massa da campionare;

Il piano di campionamento 6 stato elaborato sulla base del Regolamento Britannico Sl 1992

2 Numero di units campione casuale da un punto del lotto. - Numero delle units (sacchi, confezi-

oni, scatole ...) da campionare.

3 Campione globale. - Insieme dei campioni elementari presi dallo stesso lotto.

4 Sottocampi One. - Parte rappresentativa dei carnpione globale, ottenuto per macinazione dell'inte-
ro campione globale.

5 Campione finale. - Parte rappresentativa del sottocampione.

Per il prelevamento al dettaglio nei casi in cui la grandezza della confezione sia
inferiore a quella della corrispondente units di campione elementare indicata,
prelevare un numero di units di campione elementare tale da raggiungere la
grandezza totale della units di campione globale indicata; nei casi in cui la
grandezza della confezione sia superiore a quella della corrispondente unity di

campione elementare indicata, prelevare comungue il numero di units di campione
elementare indicato.
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AFLATOSSINE TOTALI
(AFBI i AFB2i AFG! i AFG2)

Metodo per HPLC*

Campo di applicazione

L'applicabilitadel metodo e stata verificata per le seguenti matrici alimentari:
arachidi, mais, iiso, crusca, peperoncino, fichi secchi, torrone e datteri; con
gualche lieve modifica a caffe solubile, estrusi e grano (procedura A) e burro di
arachidi (procedura B) descritte al punto 7.

Principio del metodo

L e aflatossine totali sono estratte dal campione con cloroformio. Dopo

filtrazione un'aliquota del filtrato € purificata su cartucciadi florisil e
successivamente su cartucciadi C 18.

La separazione e la determinazione finale sono ottenute tramite HPL C su una
colonnaafaseinversaC 18. Sl esegue quindi una derivatizzazione post-colonna

con soluzione satura di iodio in acqua ed una quantificazione tramite rivelatore
afluorescenza.

Reattivi

Cloroformio stabilizzato con etanolo (0.5 - 1 %)
Alcool metilico

Acetone
Acetonelacqua (98:2)
Acqualmetanolo (80:20)
Acqualacetone (85:15)
Fase mobile per HPLC. - Acquametanolo/acetonitrile (130:70:40); tutti i
solventi devono essere per HPLC.
Soluzione saturadi iodio in acqua. - Aggiungere 2 g di iodio in 400 ml di

acqua, e mantenere sotto agitazione magnetica per almeno due ore e filtrare
attraverso filtro (4.6).

Celite 545 o equivalente lavata con acido

3.10 Cartucce di florisil

3.11 Cartucce di C18 (Waters SEP-PAK a1 g di riempimento o equivalenti).
3.12 Soluzione standard di aflatossine.

* Carlo Brera



o N By v o e % - . . Bt TR el
© eiintd geeiel G : =t eeirtle RO EN- PR IS TEIN]

207

Attenzione:

L e aflatossine sono sostanze cancerogene e devono essere quindi
manipolate con molts Atenzione. Svolgere 1'analisi, esclusivamente, sotto
cappa utilizzando guanti in lattice di gomma. Per quanto possibile
utilizzare standard di aflatossine in soluzione evitando I'impiego di quelli

alo stato secco. Infatti essendo le Aflaossine fortemente el ettrostatiche,
possono facihnente diffondersi nell'area di lavoro.

Detergere eventuali versamenti di soluzioni di tossina con una soluzione di

ipoclorito di sodio al'l %, lasciare reagire per 10 minuti aggiungere quindi
una soluzione di acetone al. 5%.

Sciacquare tutta la vetreria utilizzata con metanolo, aggiungere la
soluzione di ipoclorito di sodio all'1% quindi, dopo due ore, acetone fino al
5% del totale. Lasciare reagire per 30 minuti e lavare accuratamente (7.4,
7.5, 7.6).

3.12.1 Soluzione standard di aflatossine a concentrazione di circa 1 Uglml.

3.12.2 Determinazione della concentrazione per via spettrofotometrica. - Registrare
to spettro UV dells soluzione da 330 a 370 nm contro la miscela benzene
acetonitrile (9:1); misurare 1'assorbanza del massimo (A) e determinare -|a
concentrazione mediante la seguente formula:

AF(fugiml)=
dove:
A =assorbanzanel punto di massimo
PM = peso molecoare dell'AFBI
r = coefficiente d'estinzione molare.

Nella seguente tabella sono riportati i valori dei pesi molecolari e dei
coeicienti di estinzione delle AF.

Tabella 1. - Pesi molecolarf e coef ciend di estinuione di AF.

Aflatossine PM C

B 312 19.800
B 314 20.900
G 328 17.100
G 330 18.200
M,
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3.12.3 Soluzione di calibrazione per HPLC. - Primadell'uso portare atemperatura
ambiente la soluzione standard (3.12.1). Trasferire una opportuna aliquota
della soluzione standard (3.12.1) in recipiente tarato per ottenere una
soluzione standard di lavoro diluitadi circa 4 ng/ml di aflatossine in
acqua/acetone (3.6). Usare questa soluzione diluita per la preparazione di una
serie di soluzioni di calibrazione.

Tenere queste soluzioni a 4 °C e riparo dallaluce.

Nota

Nella preparazione delle soluzioni standard e nello svolgimento delle analisi € necessario
evitare 1'esposizione diretta allaluce W ela presenza di vapori di ipoclorito di sodio the
possono provocar e la decomposizione delle AF .

Lavetreria nuova deve essere trattata per 12 ore con una soluzione 2 N di H2S04, prima di
esser e sottoposta al comune lavaggio.

4.  Apparecchiatura

4.1 Apparato tipo tritacarne o omogeneizzatore equivalente

4.2 Agitatore meccanico, o Waring Blender

4.3 Bilanciaandlitica

4.4 Evaporatore rotante

45 Cartadafltro apieghe MN 617114 diametro 24 cm o equivalente

4:6 Filtro Millipore con diametro dei pori 0.45 fvn (tipo HAWP 04700)

4.7 Colonnadi vetro. - Diametro interno circa 1 cm e lunghezzacirca 30 cm dotata
di attacco luer

4.8 Rubinetto di nylon attacco luer

4.9 Siringa attacco luer da 10 ml

4.10 Cromatografo liquido ad alta risoluzione (HPLC)

4.11 Colonnaanaliticaper HPLC (C 18 da311 o da5 u)

4.12 Pompa per HPL C per la soluzione di iodio

4.13 CollegamentoaT Valco in acciaio inossidabile. - Volume morto zero da 1/16
per 0.75 nun

4.14 Spirale di reazione in teflon oppure in acciaio inossidabile, Dimensioni
comprese tra 300 x 0.5 rum e 5000 x 0.5 mm

4.15 Bagno termostatico aolio 0 ad acqua a 60 °C con regolatore di temperatura
(x0.1°C)

4.16 Rivelatore afluorescenza. - Lunghezza d'onda di eccitazione= 365 nm ed
emissione = 435 nm (per strumenti afiltri emissione < 400 nm). Usare un
regolatore di contropressione per evitare eventuali bolle di arianellacellaa
flusso.

4.17 Integratore €elettronico
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Procedimento

Preparazione del campione. - Macinare totalmente ed omogeneizzare il
campione finale, prelevato come indicato nei metodi di campionamento.
Estrazione. - Estrarre 50 g di campione in una beuta a tappo smeriglio con
250 ml di cloroformio e 25 ml di acquadistillata, aggiungendo come
coadiuvante di filtrazione 25 g di celite (3.9). Dopo 30 minuti di agitazione
meccanica, filtrare attraverso filtro a pieghe e raccogliere 50 ml di filtrato. E'
possibile anche effettuare festrazione mediante agitazione per 3 minuti in
Waring blender ad alta velocita..

Purifcazione su cartucciadiflorisil. - Attaccare il rubinetto al gambo corto
della cartuccia di florisil, lavare la cartuccia e rimuovere 1'aria aspirando con la
siringa 10 ml di cloroformio e passando 8 ml di cloroformio attraverso il
rubinetto nella cartuccia. Attaccare il gambo lungo ad una colonna di vetro e
far passarei rimanenti 2 ml nella colonna attraverso la cartuccia. Chiudere il
rubinetto e disconnettere la siringa.

Aggiungereil filtrato ottenuto all'apparato colonna-cartuccia e far percolare per
gravita. Lavarecon 5 ml di cloroformio e successivamente con 20 ml di
metanolo, scartare gli eluati. Durante queste operazioni assicurarsi the
1'apparato colonna cartuccia non vada a secco. Eluire le aflatossine con 40 ml
della miscela acetone/acqua (3.4) e raccogliere tutto 1'eluato. Concentrare
1'eluato in evaporatore rotante, eliminando completamente i residui di acetone
the potrebbero portare a perdita di aflatossine nella cartucciadi C 18.
Riprendereil residuo con 1 ml di metanolo e 4 ml di acqua.

Purfcazione su cartuccia C 18. - Attaccareil rubinetto al gambo corto della
cartucciadi C 18 e rimuovere 1'ariafacendo passare con lasiringa 10 ml di
metanolo. Quindi aspirare 10 ml di acqua facendone passare 8 ml attraverso la
cartuccia. Attaccare il gambo lungo ad una colonna di vetro e far passare i
rimanenti 2 ml nella colona attraverso la cartuccia. Chiudere il rubinetto e
disconnettere lasiringa.

Aggiungere 1'estratto precedentemente ottenuto quantitativamente alla colonna,
lavare il pallone due volte con la miscela acqua/metanolo (3.5) e far percolare
per gravita; assicurarsi the 1'apparato colonna cartuccia non vada a secco.
Eluire le aflatossine con 50 ml della miscela acqua/acetone (3.6) e raccogliere
1'intero eluato in un cilindro graduato. Se necessario portare a 50 Ml con acqua
e miscelare. La soluzione risultante € usata per 1'analisi in BPLC.

Nota

In alternativa alla siringa 6 possibile utilizzare un sistema da vuoto per estrazionein fase solida

Determinazione cromatografca. - Predisporre la pompa per HPLC ad un
flusso di 0.5/0.3 mI/min. per una colonnarispettivamenteda 5 o da 3 11. Usare

lafase mobile (3.7)
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Predisporre la pompa derivatizzante ad un flusso di 0.4 - 0.2 ml/min della
soluzione acquosa satura di iodio rispettivamente per flussi di 0.5 e 0.3 ml/min.
dellafase mobile.

Impostare il rivelatore afluorescenza alle lunghezze d'onda di lavoro. Regolare
fattenuatore del detector in modo da ottenere una deviazione pari all'80% circa
del fondo scala del registratore per 1 ng di aflatossinaB | .

Iniettare 250 ul delle soluzioni di calibrazione e dell'estratto del campione.
Effettuare la verifica della linearity dellarisposta fluorimetrica mediante il
calcolo della curva di regressione lineare (y = ax + b), ottenuta correlando la
quantity (x) delle aflatossine iniettate espresse in ng, con le aree proporzionali
al'intensity di fluorescenza (y). La proporzionality dovrebbe essere quanto piu
possibile lineare (coefficiente di correlazione non inferiore a 0.998).

Espressione dei risultati

Il contenuto di ogni aflatossina del campione, espresso in microgrammi per
chilogrammo, e calcolato in base alla seguente formula:

Aflatossina (fig / kg) :w X

MXVF 1250
dove:
m = quantity di aflatossinain ng ottenuta dal picco del campione, calcolata
sulla curvadi regressione lineare.
Vi =volumeinml di estratto del campione iniettato.
va =volumefinalein ml dell'estratto del campione
M =massy del campione in grarnmi.
\Vj  =volumein ml del filtrato ottenuto in 5.2

250 = quantity in ml di cloroformio usato per 1'estrazione del campione.
Se la procedura e stata eseguita secondo quanto indicato la formula diventa:

Af latossina (,ug/ kg) =20x m

Modifiche

Procedura A. - Laprocedura A consiste nel metodo precedentemente riportato
omettendo laface di purificazione finale su colonna per estrazione in fase
solidaC 18 .

Procedura B. - La procedura B consiste nel metodo precedentemente riportato
con una variazione del quantitativo di campione da sottoporre all'analisi (20g)
ed una variazione nellamiscela di estrazione (150 ml di CHC1 3+20 ml di acido
citrico a 20%).
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AFLATOSSINE TOTALI NEI PISTACCHI
(AFB, ; AFBz ; AFGi ; AFG2)

Metodo per HPLC*

Campo di applicazione

Il metodo 6 applicabile ai pistacchi.

Principio del metodo

L e aflatossine sono estratte dai campioni mediante una miscela di alcool
metilico e acqua. Dopo filtrazione un'aliquota del campione filtrato € purificata
tramite ripartizione liquido-liquido con n-esano e successivamente estratta con

clorofornuo.
L a separazione e la determinazione finale sono ottenute mediante HPLC su

colonnaafase inversa C 18 effettuando una derivatizzazione post- colonna con
soluzione satura di iodio in acqua ed utilizzando un rivelatore a fluorescenza.

Reattivi

Cloroformio stabilizzato con etanolo (0.5 - 1%)

Alcool metilico

n - esano

Fase mobile per HPL C - Acqua/metanolo/acetonitrile (130:70:40) solventi per
HPLC

Soluzione satura di iodio in acqua. - Sciogliere 2 g di iodio in 400 ml di acqua,
mescolare per almeno due ore e filtrare attraverso filtro (4.6)

Acqualacetone (85:15)

Soluzione standard di aflatossine. - Procedere come indicato nel metodo
AFLATOSSINE TOTALI ai punti 3.12.1 e 3.12.2.

Soluzione di calibrazione per HPLC - Procedere come indicato nel metodo
AFLATOSSM TOTALI a punto 3.12.3.

Apparecchiatura

Apparato tipo tritacarne 0 omogeneizzatore equivalente
Agitatore meccanico o Waring Blender
Bilancia analitica

* Carlo Brera
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Evaporatore rotante

Cartadafiltro a pieghe MaN 6171/4 diametro 24 cm o equivalente
Filtro Millipore con diametro dei pori 0.45,u (tipo HA WP 04700)
Cromatografo liquido ad alta risoluzione (HPL C)
Colonnaanaliticaper HPLC (C18da3 oda5 y)

Pompa per HPL Cper la soluzionedi iodio

4.10 CollegamentoaT Valco in acciaio inossidahile. - Volume morto zero da 1/16

per 0.75 mm

4.11 Spirale di reazione in teflon oppure in acciaio inossidahile. - Dimensioni

comprese tra 300 x 0.5 mm e 5000 x 0.5 mm

4.12 Bagno termostatico ad olio a 60 °C con regolatore di temperatura (+ 0.1 °C)
4.13 Rivelatore afluorescenza. - Lunghezza d'onda di eccitazione = 365 mm ed

emissione = 435 nm (per strumenti afiltri emissione < 400 run). Usare un
regolatore di contropressione per evitare eventuali bolle di arianellacellaa

flusso.

4.14 Integratore elettronico

5.1

5.2

5.3

5.4

Procedimento

Preparazione del campione. - Macinare totalmente ed omogeneizzare il
campione finale prelevato come indicato nellatab.l relativa a metodo di
campionamento 1.2.

Estrazione. - Estrarre 20 g di campione con 100 ml di alcool metilico e 10 ml
di acqua mediante agitazione meccanica per 30 minuti e dopo aggiuntadi 30
ml di acqua ripetere 1'agitazione per 15 minuti. Filtrare attraverso filtro a pieghe
e raccogliere 70 ml di filtrato.

Purifccazione dell'estratto. - Aggiungere d filtrato 50 ml di n-esano, 55 ml di
acquae 2 g di cloruro di sodio. Agitare in imbuto separatore per 1 minuto
Dopo separazione delle fasi, raccogliere quellainferiore, aggiungere 90 ml di
cloroformio, dibattere per 1 minuto e raccogliere lafase cloroformica.
Evaporare 1'estratto purificato con evaporatore rotante, riprendere con
cloroformio e trasferire in provetta. Evaporare con leggero flusso di azoto e
riprendere con 2 ml di fase mobile per HPLC (3.4).

Analisi quandtativaper HPLC - Procedere come indicato nel metodo

AFLATOSSINE TOTALI a punto 5.5

Espressione dei risultati

Il contenuto di ogni aflatossina del campione, espresso in microgrammi per
chilogrammo, € calcolato in base alla seguente formula:
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Af 1'atossina (,cg | kg) = Vmx M x Vf

dove:

m = quantity di aflatossinain ng ottenuta dal picco del campione, calcolata
sullacurvadi regressione lineare.

V  =volumedi estratto del campione iniettato inml .

VM = volume finale dell'estratto del campionein ml

M  =massadel campionein grarnmi.

\f =volumeded filtrato ottenutoin 5.2 inml.

140 = quantity di solvente di estrazione del campione espresso in ml.
Se la procedura 6 stata eseguita secondo quanto indicato laformula diventa:

AJlatossinaCug/ kg).= 20 x m

Riferimenti bibfiografici

Preparation of Standards for Mycotoxins In - Official Methods of Analysis of the Association of
Official Chemists (AOAC. 15. Ed.,K. Helrich (Ed.), Arlington,Virginia, 1990, 1185-1186.

Regolamento CEE relativo alla determinazione dell'aflatossina B, nei mangimi. G.U. CEE L
327/54 del 13/11/1992.

MIRAGLIA, M. BRERA, C. STACCHINI, A. Le aflatossine: problematiche connesse ai
programmi di intervento. Rapporti 1S77SAN 1993, 93/31.
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AFLATOSSINE TOTALI NELL'OLIO DI OLIVA
(AFBI - AFBzi AFGii AFG2)

Metodo per :PLC*

1. Campo di applicazione

Il metodo € applicabile al'olio di oliva

2. Principio del metodo

D campione € estratto con una miscela di metanolo e soluzione di cloruro di
potassio al 4%. Dopo sgrassamento con esano, rimozione dei pigments ed
estrazione con clorofornrio, effettuare il clean-up per immunoaffinity.

L a separazione e la determinazione finale sono ottenute mediante BPLC su
colonnaafaseinversa C 18. Eseguire quindi una derivadzzazione post-colonna
con soluzione satura di iodio in acqua e rivelazione a fluorescenza.

3. Redttivi

3.1 Eteredi petrolio

3.2 Soluzione estraente. - Metanolo/ Soluzione acquosa di cloruro di potassio al
4% (2:1)

3.3 Esano

3.4 Soluzione di acetato di piombo al 20%

35 Celite545

3.6 Cloroformio

3.7 Sodio solfato anidro

3.8 AcetoniMle/Acqua(3: 2)

3.9 Tamponefosfato apH 7.3 (PBS)

3.10 Colonne di immunoafinity Oxoid o equivalents

3.11 Fase mobile.- Metanolo acqua (1 : 1) solventi per BLPC

3.12 Soluzione standard di afatossine. - Procedere come indicato nel metodo
AFLATOSSINE TOTALI a punts3.12.1 e 3.12.2

3.13 Scluzione di calsbrazione per HPLC. - Procedere come indicato nel metodo
AFLATOSSINE TOTALI a punto 3.12.3.

4. Apparecchiatura

' Carlo Brera
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Evaporatore rotante

Siringhe monouso da 20 ml o apparecchiatura da vuoto per estrazione in fase
solida

Cromatografo liquido ad alta risoluzione (HPLC)

Colonna analiticaper HPLC (C 18da3 u oda511)

Pompa per HPLC per la soluzione di iodio

Collegamento a T Valco in acciaio inossidabile a volume morto zero da 1/16
per 0.75 mm

Spirale di reazione in tefon oppure in acciaio inossidabile. - Dimensioni
comprese tra 3000 x 0.5 nun e 5000 x 0.5 mm

Bagno termostatico a 60 °C con regolatore di temperatura (t 0.1 °C)
Rivelatore a fuorescenza. - Lunghezza d'ondadi eccitazione = 365 mm ed
emissione = 435 nm (per strumenti afiltri: emissione < 400 nm. Usare un
regolatore di contropressione per evitare eventuali bolle di arianellacellaa
flusso.

Integratore elettronico

Procedimento

Estrazione. - Porre 20 ml di campione in un imbuto separatore, aggiungere 50
nil di etere di petrolio ed estrarre per due volte con 100 nil di soluzione
estraente (3.2). Riunire gli estratti e sgrassarli con 50 nil di esano per tre volte.

Lavare fesano con 100 ml di soluzione estraente the e poi riunitaai precedenti

estratti. Addizionare 1'estratto finale di 35 nil di una soluzione acquosa di

acetato di piombo al 20% e di 5 g di celite ed agitato; filtrare, aggiungere 25
nil di acqua ed estrarre con 50 nil di cloroformio per tre volte. Passare 1'estratto

cloroformico attraverso sodio solfato anidro e portare a secco in evaporatore
rotante.

Clean-up. - Riprendere 1'estratto ottenuto al punto 5.1 con 2 ml di Acetonitrile:
H20 (3:2) con aggiunta di 46 ml di tampone fosfato pH 7.3 PBS (3.9).

Condizionare la colonna di immunoaffinity con 10 ml di PBS (3.9), quindi far
passare 1'estratto in colonna scartando 1'eluato; lavare con 10 ml di H20 ed
eluire .con 2 ml di Acetonitrile. Ridurre il volume in corrente di Azoto e
portarlo ad un volume finale di 1 ml con McOH : H20 (1:1).

Analis quantitativaper HPLC - Procedere come indicato nel metodo
AFLATOSSINE TOTALI & punto 5.5.

Espressione dei risultati

11 contenuto di ogni aflatossina del campione, espresso in microgrammi per
chilogrammmo, e calcolato in base alla seguente formula:



Mz ot ih I

217
AJatossina (,ug/ kg) = ~

(,ug/ kg) V. xM
dove:
m = quantity di aflatossinain ng ottenuta dal picco del campione,

calcolata sulla curvy di regressione lineare

V  =volumedi estratto del campione iniettato in ml
V,, =volumefinale dell'estratto del campionein ml
M = massadel campionein grammi

Riferimenti bibliografici

Preparation of Standards for Mycotoxins In Official Methods of Analysis of the A .sso~:(uttnn o/
Official Chemists (AOAC). 15. Ed.,K Helrich (Ed), Arlington ,Virginia, 1990, 118511 H,

Regolamento CEE relativo ala determinazione dell'aflatossina B, nei mangimi.
L327/54 del 13/11/1992

MIRAGLIA, M. BRERA, C. STACCHINI, A. Le aflatossine: problematiche connease ai
programmi di intervento. Rappord ISTISAN 1993, 93/31.
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AFLATOSSINA M| (AFM1) NEL LATTE

Metodo per HPLC*

Campo di applicazione

Il metodo € applicabile al latte.

Principio del metodo

L'estrazione ed il clean-up sono effettuati in colonnine contenenti un anticorpo
monoclonale specifico per fAFMI. Laquantificazionefinale € ottenuta
mediante HPL C in fase inversa con rivelatore a fluorescenza.

Reattivi

Metanolo
Acetonitrile

Metanolo. - Acqua(3:2)

Metanolo. - Acqua (1:1)

Standard di AFMI

Colonna di immunoafnity Easy-Extract contenente anticorpi monoclonali
contro 1 AFMI legati con agarosio, Unspath (distribuitain Italia dalla Biocode)
0 equivalents.

Soluzioneffiriologica tamponata (PBS) (pH= 7.3)

Fase mobile. - Acqua acetonitrile (60:40) /metanolo (5:4). Tuttsi solvents
devono essere per HPLC

Soluzione di calibrazione per HPLC. - Procedere come indicato nel metodo
AFLATOSSINE TOTALI & punto 3.12.

Apparecchiatura

Centrifuga

Siringhe monouso da 20 ml o apparecchiatura da vuoto per estrazione in fase
solida.

Cromatografo liquido ad alta risoluzione

Colonna cromatografica per HPLC C 18.

Rivelatore spettrofuorimetrico

Registratore o integratore

* Carlo Brera
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Procedimento

Preparazione del campione. - Ricostituireil latte in polvere con acqua calda
fino ad ottenere una soluzione al 10% (p/v). Per facilitare il passaggi ¢ in
colonna del latte e necessario effettuare, con 1'eccezione del latte scremato, una
centrifugazione preliminare a 3400 g per rimuovere la materia grassa.
Preparazione della colonna ed estrazione. - Collegare la colonna (3.6) ad una
siringada 20 ml ed attivare la colonna facendo eluire lentamente con to
stantuffo della siringa 10 ml di PBS (3.7). Disconnettere la siringa ed applicare
il campione con la stessa procedure. Possono essere passati in colonna volumi
di latte fino a 100 ml. Scartare gli eluati e lavare la colonna con 10 ml di acqua.
Eluire 'AFM | con 1 ml di metanolo o di acetonitrile. Concentrare il campione
sotto flusso di azoto e riprendere con 500 Ul di fase mobile (3.8).

Nota

Evitare di sollevareto stantuffo con la colonna attaccata alla siringa per evitareil
danneggiamento della colonna stessa.
Utilizzar e come afemativa una appar ecchiatura da vuoto per estrazionein fase solida.

Determinazione cromatografica. - Predisporre la pompa per HPLC ad un flusso
di 0.75 ml/min; usare lafase mobile (3.8). Sistemareiil rivelatore a fluorescenza
alunghezza d'onda di eccitazione = 360 nm e lunghezza d'onda di emissione =
440 nm.

Iniettare 200 gl delle soluzioni di calibrazione e dell'estratto del campione.
Effettuare la verificadellalinearity dellarisposta fluorimetrica mediante il
calcolo della curve di regressione lineare (y = ax + b) ottttenuta correlando la
quantity (x) di AFMI iniettata espressain ng, con le aree proporzionali
al'intensity di fluorescenza (y). La proporzionality dovrebbe essere quanto piii
possibile lineare.

Espressione dei risultati

Calcolare sullaretta di taraturail contenuto di AFM | dell'estratto finale e
riportare il valore ottenuto a volume iniziale di latte applicato alla colonna di
immunoaffinity.

Riferimenti bibliografici

MORTIIVIER, D. N. GMBERT, J. SHEPHERD, M.J. Journal Chromatography 1987, 407:
393-398.
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OCRATOSSINA (OA)

Metodo per HPLC*

Campo di applicazione

Il metodo € applicabile a cereali ed al rene di suino.

Principio del metodo

L'ocratossina A e estratta dal campione con cloroformio ed una soluzione
acquosa di acido fosforico, e quindi isolata mediante unaripartizzione liquido-

liquido in una Soluzione diluita di bicarbonato di sodio. Dopo un ulteriore
clean-up mediante cartuccia di estrazione in Ease solida (riempimento C 18)
focratossina A e dosata per cromatografialiquidain fase inversa con rivelatore
a fluorescenza. L'identita dell'ocratossna A e confermata mediante la
formazione dell' estere metilico.

Reattivi

Soluzione 0.1 Mdi acido fosforico

Cloroformio

Dicloorometano

Soluzione acquosa al3% di bicarbonato di sodio

Soluzione acetato di etile. - Metanolo: acido acetico (95:5:0.5)

Soluzione di benzene acido acetico (99: 1)

Celite 545

Fase mobile. - Acqua: acetonitrile: acido acetico (99:99:2) solventi per HPLC
Soluzooni standard di Ocratossina A

Attenzione

L'ocratossina A e una sostanza molto tossica e deve essere quindi
mani polata con molta attenzione (vedi norme di precauzione al punto 3.12
del metodo AFLATOSSINE TOTALLI)

Preparare una Soluzione con una concentrazione di circa24 ug /ml in
benzene acido acetico (99:1).

' CarloBrera
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3.9.2 Determinazione della concentrazione per via spettrofotometrica. - Registrare to

spettro LTV della soluzione da 310 a 350 nm contro la miscela toluene: acido
acetico (99:1); misurare in cuvette con percorso ottico di un cm 1'assorbanza
del massimo (A) e determinare la concentrazione mediante la seguente

formula:

AxMWx1000
OA (pg’ m~ _

dove:
A = assorbanza nel punto di massimo

MW = peso molecolare dell'OA
= coefficiente d'estinzione molare.

Nella seguente tabella sono riportati i valori del pesi molecolari e dei
coef cienti di estrnzione delle ocratossine

Tabella 1. - Pesi molecolari e coefcienti di estinzione delle ocratossine

RTINS S

Ocratossina max nm PM
A 333 403 5550
B 320 369 6000
estere etilico A 333 431 6200
estere etilico B j 320. 397 6500

3.9.3 Soluzione standard di lavoro. - Preparare per diluizione con benzene: acido

acetico (99:1) lasoluzione di lavoro (4 pg/ml)

3.10 Soluzionedi trti luorurodi boro al 14% in metanolo

41
4.2
4.3
4.4
4.5

4.6
4.7

4.8
49

Apparecchiatura

Bilancia analitica

Omogenizzatore ad alta velocitd (blaring Blender).

Cartadafiltro a pieghe MN617114 diametro 24 cm od equivalente.

Vortex

Cromatografo liquido ad altarisoluzione. - Flusso 1 ml/min con riproducibilita
del +0.1%.

Spettrofuorimetro con lunghezza d'onda d'eccitazione a 333 nm e d'emissione
a470 nm.

Registratore od integratore el ettronico.

Colonna cromatografzca per HPLC 300 x 3.9 mm, C 18 4 'um

Cartucce per estrazione in fase solida di C18. - Tubo di polipropilene da 3 ml
Impaccato con 500 mg di riempimento, dimensione delle particelle 40 .
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4.10 Apparecchiatura da vuoto per estrazione in fase solida o in aternativa siringhe

5.1

5.2

5.3

54

monouso da 10 ml.

Procedimento

Estrazione. - Pesare 50 g di campione, aggiungere 250 ml di cloroformio e 25
ml di acido fosforico 0.1 M; estrarre per 3 minuti ad alta velocity. Prima del
termine dell'estrazione aggiungere 10 g di celite. Dopo filtrazione raccogliere
50 ml di filtrato e trasferirlo in un imbuto separatore. Aggiungere 10 ml di
soluzione di bicarbonato di sodio a 3% (3.4), agitare e far separare le due fasi.
Raccogliere la fase superiore (bicarbonato) per il passaggio in colonna.
Purificazione su cartuccia C 18. - Collegare la cartuccia a Papparecchiatura da
vuoto. Condizionare la colonna con 2 ml di metanolo, 2 ml di acqua distillatae
2 ml di soluzione da 3% di bicarbonato di. sodio (3.4) effettuareil
condizionamento per due volte. Siadurante le fasi di condizionamento thein
guelle successive assicurarsi the la colonna non vada a secco; lasciare circa 2
mm di solvente sul flit.

Passare in colonna 5 ml dell'estratto, quindi lavare la colonna con 2 ml di
soluzione 0.1 M di acido fosforico e 2 ml di acqua distillata; scartarei lavaggi.
Eluire I'ocratossina A con 8 ml di soluzione 3.4 in provetta con tappo a vite
contenente 2 ml di acqua distillata.

Nota
Utiliaarein alter nativa siringhe monouso da 10 ml evitando di sollevareto stantuffo con la

colonna attaccata alla siringa per evitareil danneggiamento della stessa.

Estrazione finale. - Agitare con Vortex e raccogliere |la fase organica superiore
in un alts provetta con il tappo avite; estrarre la fase sottostante acquosa per
due volte con 1 ml di acetato di €tile, riunire le fasi organiche e mandare a
secco in corrente di azoto.

Riprendere il campione mandato a secco con 2 ml di acetato di etile, prelevare
1 ml e mandarlo a secco in corrente di azoto quindi ricostituirlo con 1 ml di
fase mobile. La soluzione campione cosi ottenuta € pronta per essere iniettata
in HPL C; mantenere la restante soluzione in acetato di etile per la conferma
dell'identity dell'ocratossina A mediante formazione dell'estere metilico.
Determinazione cromatograftca. - Predisporre lapompadaHPLC a1l ml/min
di flusso di fase mobile e to spettrofluorimetro a 333 nm di lunghezza d'onda
d'eccitazione e 470 nm d'emissione.

Costruire unacurvy di calibrazione a4 punti e verificare lalinearity mediante
il calcolo del fattore di risposta medio (la deviazione standard percentuale per
ogni punto deve essere S 5%). Controllare giomamente la riproducibility della
curvy di calibrazione. Iniettare al cromatografo un‘aliquota del campione 5.3
ripreso in fase mobile.
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Espressione dei risultati

L'identificazione dell'ocratossina A nel campione viene effettuata in base al
tempo. di ritenzione dello standard. - Il contenuto di ocratossina A del
campione, espresso in microgrammi per chilogrammo, € calcolato in base ala

seguente formula:
OA (,ug/kg) =(Rsx Vt) / (Rax N xw)

dove:
Bs =rispostadel campioneiniettato
Vt  =volumefinalein| del campione

Ra =cacolo della medianormalizzata delle risposte (per 1 ng di OA)
relative alle concentrazioni delle soluzioni calibranti.

Vi =volumeiniettato in pl del campione.

w  =pesoingdel campione presente nell'estratto finale.

Conferma dell'identita dell'OA. - Nel caso di campioni positivi € possibile
effettuare la Confrma dells positivit$ mediante formazione dell'estere metilico
dell'OA.

Trasferire quantitativamente faliquota residua dell'estratto finale del campione
(5.3), in imbuto separatore da 25 ml usando tre porzioni da 1 ml di
diclorometano. Agitare e lasciare separare le fasi. Raccogliere lafase inferiore
e mandare a secco sotto flusso di azoto.

Effettuare la metilazione, sia del campione the dello standard, aggiungendo 0.5
ml di trifloruro di boro al 14% in metanolo, far reagire per 15 minuti ad una
temperaturadi 50-60 °C. Dopo evaporazione in corrente di azoto, sciogliere in
I ml di acetonitrile ed evaporare. Riprendere il campione e to standard in fase
mobile utilizzando to stesso volume impiegato al punto 5.3. Iniettareil

campione e to standard cos trattati.
La confrma positiva € data dalla scomparsa del picco con tempo di ritenzione

dell'OA e dalla contemporanea comparsa di un nuovo picco con tempo di
ritenzione uguale a quello dell'estere metilico dell'OA.

Riferimenti bibliografici

NESHEIM, S. STACK, M.E. TRUCKSESS, M.W. EPPLEY, R.M. Rapid solvent-efficient
method for liquid chromatographic determination of Ochratoxin A in com, barley and kidney:

collaborative study. J. of AOAClntern. 1992, 75 (3): 481-487.

Preparation of Standards for Mycotoxins In Official Methods of Analysis of the Association of
Official Chemists (AOAC). 15. Ed.,K. Helrich (Ed.), Arlington ,Virginia, 1990, 1185-1186;
1207.
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ACIDITA IN PASTA E SFARINATI

Metodo titrimetrico*

1.  Campo di applicazione

Il metodo e applicabile a sfarinati e paste alimentari.

1. Principio del metodo

Lavalutazione dell'acidita e effettuatatitolando con alcali dopo estrazione
mediante alcool al 50%.

3. Reattivi

3.1 Alcool a 50%. - (d =0.932 a 20 °C) esattamente neutralizzato

3.2 NaOH N150
3.3 Indicatorefeno oadena - Soluzionealcolicaal' 1

4.  Apparecchiature

41 Agitatore magnetico

4.2 Filtro Schleicher e Schull 589/2 o equivalente

4.3 Bilanciaanalitica

5. Procedimento
Estrarre un aliquota di campione pari a4 g in beutacon 100 ml della soluzione
(3.1) sotto agitazione- magnetica per 3 ore. Dopo filtrazione, prelevare 50 ml
del filtrato limpido e titolare faliquota prelevata, con NaOH N150 utilizzando
fenolftaleina (3.3) come indicatore.

6. Espressione dei risultati
E valore dell'acidita e espresso in gradi: il grad di acidity corrisponde al
numero di ml di alcali N necessari a neutralizzare grammi 100 di sostanza

Secca.

* Roberta Onori
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Operando nel modo descritto, il numero di ml di alcali N150 usati per la
titolazione corrisponde al grado di acidity the deve essereriferito a 100 pard di
sostanza secca:

Aciditd=mINQoHx2x0.02 100 x 100
m 100-H
dove-
m = massa, in grammi, dell'aliquota del campione d'analisi
mINQOH = ml di titolante (3.2)
H = urniditarelativa del campione in % sulla massy del campione
danalisi

Riferimenti bibliografici

Metodi di analisi di fnunento, farine, pane e pasta: determinazione dell'acidita. Annait Istituto
Superiore di Sanity 1967, 3 (1): 242; 250; 253; 256 - 257.
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ACIDITA"NEL LATTE

Metodo titrimetrico*

Campo di applicazione

Il metodo consente la determinazione del grado di acidity del latteed e
applicabile al latte fresco normale.

Principio del metodo

Si titolala quantity di acido lattico in 100 ml di latte mediante una Soluzione
NaOH N/4.

Reattivi

Soluzione di NaOHN/4
Soluzione di feno#ialeinaallo 0.1 % in etanolo

Apparecchiatura

Buretta da SO ml graduatain 0.1 ml

Procedimento

Introdurre, tramite pipetta, 50 ml di latte in una beuta ed aggiungere 1 ml di
fenolftaleina (3.2). Titolare, tramite buretta, con soluzione NaOH N/4 (3.1).

Espressione dei risultati

I numero di millilitri della soluzione di NaOH N/4 necessari atitolare il
contenuto di acido lattico in 50 ml di latte, moltiplicato per 2, rappresenta
Pacidity espressain gradi S.H.

Per esprimere Pacidity in % di acido lattico moltiplicare il numero di gradi S.H.
per 0.0225 (valore equivalente, in acido lattico, ad 1 ml di NaOH N/4).

' Mauro Di Pasquale
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ANALISI SPETTROFOTOMETRICA
NELL'UV DELLO STRUTTO

Metodo spettrof otometrico*

Campo di applicazione

I metodo € applicabile allo strutto per evidenziarne un‘eventual e raffinazione.

Principio del metodo

Lasostanza grassa € discioltain un solvente e si determina festinzione della
soluzione alle lunghezze d'onda prescritte, in riferimento al solvente puro.

Reattivi

n-esano per cromatografa

Allumina basica, per cromatografia su Colonna. - Preparare fallumina essiccan-
dolain forno a 380-400 °C per 3 ore ed aggiungendo successivamente, nel
recipiente in cui € contenuta, 5 ml di acqua ogni 100 g.

Chiudere il recipiente ed agitare ripetutamente quindi lasciare a riposo per
almeno 12 ore prima dell'uso.

Apparecchiatura

Bagno termostatato

Spettrofotometro per misure di estinzione nell'ultravioletto

Colonna per cromatografia. - Lunghezza 450 mm e diametro 35 mm, con tubo
di deflusso del diametro di circa 10 mm.

Vaschette in quarzo prismatiche, con coperchio, di percorso ottico dal cm.
Evaporatore rotante

Procedimento

Fondere to strutto su bagno termostatato a 50 °C. Filtrare per carta e pesare
circa0.25 g di filtrato in un pallone tarato da 25 ml.
Portare a volume con n-esano (3.1) omogeneizzare agitando.

* MirellaDelise
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Misurare le estinzioni alle lunghezze d'ondadi 232 e 270 nm usando come
riferimento to stesso solvente puro. Usare vaschette in quarto.

Nel caso theil valore dell'estinzione a 270 nm fosse superiorea 0.25, operare
di nuovo lalettura dopo passaggio del campione su allumina (3.2).

Introdurre nella colonna di vetro per cromatografia 30 g di allumina basica,
preparata come sopra, in sospensione in esano (3.1) e, dopo 1'assestamento
dell'adsorbente, eliminare 1'eccesso di esano finoacircal cm al di sopradel
livello superiore dell'allumina.

Sciogliere 10 g di strutto, fuso e filtrato, in 100 ml di esano (3.1) e
versare la soluzione in colonna. Raccogliere 1'eluato ed evaporare totalmente il
solvente sotto vuoto, a temperatura non superiore a 40 °C.

Diluireall' 1 % in esano.

Sottoporre nuovamente la sostanza grassa ottenua ad analisi spettrofoto-
metrica alle lunghezze d'onda di 232 e 270 nm.

Espressione del risultati

Si esprimono i valori di estinzione ottenuti alle lunghezze dondadi 232 e 270
nm ed il loro rapporto R.

232
270
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AZOTO AMMONIACALE
NELLE ACQUE MINERALI

Metodo spettrof otometrico*

Campo di applicazione

Il metodo € applicabile alle acque minerali naturali.

Principio del metodo

In presenza di un catalizzatore (nitroprussiato di sodio) e per mezzo di un
agente ossidante (sale sodico dell'acido dicloroisocianurico), gli ioni ammonio
reagiscono con sostanze contenenti gruppi fenolici (salicilato di sodio) per
formare un composto indofenolico colorato in blu.

Reattivi

Tutte le soluzioni debbono essere preparate utilizzando acqua bidistillata o
distillata e deionizzata.
Soluzione di citrato di sodio. - Solubilizzare, in un matraccio tarato da 100 ml, 2
g di sodio idrato e 20 g di sodio citrato tribasico biidrato (Na3C6H507 x 21120)
e portare a volume con acqua.

Soluzione di sodio nitroprussiato-sodio salicilato. - Solubilizzare, in un
matraccio tarato da 100 ml, 0.2 g di nitroprussiato di sodio [Na2 Fe(CN)5NO x
211201 e 17 g di salicilato di sodio e portare a volume con acqua. La soluzione
Si conserva per un periodo di tempo limitato.

Soluzione di acido dicloroisocianurico. - Solubilizzare, in un matraccio tarato
da 100 ml, 0.58 g del sale sodico dell'acido dicloroisocianurico (C3N30|2NaO3)
L a soluzione deve essere preparata giomal mente.
Reattivo ossidante. - Mescolare, al momento dell'uso, 100 ml della soluzione di
citrato (3.1) e 25 ml di soluzione di acido dicloroisocianurico (3.3).

Soluzione madre di cloruro di ammonio (1000 mg/1 NH4+). - Solubilizzare
2.9655 g di cloruro di ammonio, essiccato in essiccatore su gel di silice, inun
matraccio tarato da 1000 ml portare a volume con acqua.

Soluzione standard di cloruro di ammonio 1 (10 mg/1 NH4+). - Diluire 10 ml di
soluzione madre di cloruro di ammonio (3.5) a 1000 ml con acqua.
Soluzione standard di cloruro di ammonio 2 (1 mg/l NH4). - Diluire 1 ml di
soluzione madre di cloruro di ammonio (3.5) a 1000 ml con acqua.

*Maurizio Mosca
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Apparecchiatura

Bilancia analifca
Spettrofotometro.

Procedimento

Reazione colorimetrica. - Trattare 50 ml di campione con 2 nil della soluzione
di sodio nitroprussiato-sodio salicilato (3.2) e 2 ml del reattivo ossidante (3.4)

mescolando accuratamente dopo ogni aggiunta. Effettuare parallelamente una
determinazione in bianco, utilizzando 50 ml di acqua al posto del campione.

Lasciare per 90 minuti a temperatura ambiente e quindi effettuare le letture a
690 nm contro bianco.

Per concentrazioni di NH4+ comprese tra 0.01 e 0.1 mg/I effettuare le letture
utilizzando delle cuvette di cammino ottico di 5 cm, per concentrazioni tra 0.1

e 1.0 mg/1 utilizzare cuvette da 1 cm.

Allestimento della curva di taratura. - Preparare, a partire delle soluzione
standard di cloturo di amrnonio | (3.6) e 2 (3.7), 3-5 soluzioni di lavoro con
una concentrazione di NH4+ compresatra0.01 e0.1 mg/l otra0.1 e 1.0 mg/l in

funzione del contenuto presunto di ione anunonio nel campione. Prelevare 50
ml e trattare in modo analogo a campione (5.1).

Allestire la curva di taraturariportando i valori dell'assorbanza in funzione
della concentrazione dello ione NW espressain mg/I.

Espressione dei risultad

Il contenuto di azoto ammoniacale del campione, espresso in mg/l di NH4, e
ricavato direttamente dalla curva di taratura.

Riferimenti bibliografici

Ammonium (ammonia). In Water analysis, Fresenius W., Quentin K.E. and Schneider W.
(Eds.), Springer Verlag, Berlin, 1988, 287-290.
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CAFFEINA NEL CAFFE'

Metodo per HPLC*

Campo di applicazione

11 metodo 6 applicabile a caffe.

Principio del metodo

Lacaffeina estratta dal campione e determinata mediante HPLC in fase inversa
con rivelatore UV.

Reattivi

Cafeina pura per analisi

Metanolo

Etanolo

Ossido di magnesio

Fase mobile. - Acqua: metanolo (70:30) solventi per HPLC

Apparecchiatura

Bilancia andlitica

Macinino dalaboratorio

Piastra riscaldante con agitatore magnetico
Filtro amembrana da 0.45 um

Bagno ad ultrasuoni

Cromatografo liquido ad alta risoluzione
Colonna cromatografica per HPLC C 18
Rivelatore spettrofotometrico

Registratore o integratore.

Procedimento

Preparazione del campione ed estrazione. - Mantenere il caffein grani nel
congelatore per 1 orae 30 minuti primadi effettuare la macinazione e
setacciare il prodotto ottenuto su setaccio con luci maglie da 0.63 nun.

* Carlo Brera
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Introdurre in una beuta da 250 ml 1 g di campione, 4 g di ossido di Mg pesante
e 100 ml di acqua; mantenere sotto agitazione magnetica alla temperatura di
90 °C per 1 ora. Registrare il peso della beuta prima e dopo festrazione per
correggere le eventuali perdite di acqua. Filtrare 1'estratto attraverso una
membrana da 0.45 p,m.11 filtrato € pronto per lasuccessiva analisi in HPLC.,
Preparazione delle soluzioni standard. - Preparare una soluzione concentrata di
caffeina (0.5 mg/ml) in acqua/ etanolo 4:1.

Lasoluzione conservatain frigorifero puo essere utilizzata per un mese.
Preparare per diluizione con acquagli standard relativi alla curvadi
calibrazione: 5; 10 e 15 ~ig/ml.

Determinazione cromatografica. - Predisporre la pompa per HPLC ad un flusso
di 1.0 mUm usare lafase mobile (3.5). Selezionare lalunghezza d'onda di 272

nm al rivelatore W. Costruire unaretta di taratura con le soluzioni ottenutein
5.2, quindi iniettare una opportuna aliquota del campione ottenutoin 5.1.

Espressione del risultati

Calcolare sullaretta di taraturail contenuto di caffeina del campione, tenendo
conto delle diluizioni effettuate.
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CLORURI - NITRITI - NITRATI - SOLFATI
NELLE ACQUE MINERALI

Metodo per cromatografiaionica*

Campo di applicazione

Il metodo € applicabile alle acque nainerali naturali per la determinazione di
cloruri, nitriti, nitrati e solfati.

Principio del metodo

Gli ioni sono determinati per cromatografia a scambio anionico utilizzando un
rivelatore a conducibilita.

Reattivi

Tutte le Soluzioni debbono essere preparate utilizzando acqua distillata e
deionizzata 18 Mohm filtrata su filtri a membrana da 0.22 um.

Soluzione eluente 1.8 mM Na2C011.7 mM NaHCQO3. - Solubilizzare 0.1907 g
di carbonato di sodio e 0.1428 g di bicarbonato di sodio in un matraccio tarato
da 1000 ml.

Soluzione madre di cloruro di sodio (1000 mg/l Cl- ). - Solubilizzare con poca
acqua 1.6484 g di cloruo di sodio, essiccato per 2 ore a 150 °C, inun
matraccio tarato da 1000 ml e portare a volume con acqua.

Soluzione madre di nitrto di sodio (1000 mg/l NO? ). - Solubilizzare con poca
acqua 1.4998 g di nitrto di sodio, essiccato per 1 oraa 150 °C, inun

matraccio tarato da 1000 ml e portare a volume con acqua.

Soluzione madre di nitrato di sodio (1000 mg/l NO3- ). - Solubilizzare con

poca acqua 1.3707 g di nitrato di sodio, essiccato per 24 ore a 105 °C, inun

matraccio tarato da 1000 ml e portare a volume con acqu?_
Soluzione madre di solfato di sodio (1000 mg/l S04 °). - Solubilizzare con
poca acqua 1.4790 g di solfato di sodio, essiccato per 1 oraa 105 °C, inun
matraccio tarato da 1000 ml e portare a volume con acqua.

Apparecchiatura

Cromatografo ionico con rivelatore a conducibilitd, munito di autosoppres-

sore.

* Maurizio Mosca
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Colonna a scambio anionico IONPAC AS4A-SC 4 z 250 mm Dionex o
equivalente con relativa precolonna AG4A.

Filtri a membrana da 0.45 fan

Bilanciaanalitica

Procedimento

Determinazione per cromatogafv ionica. - Filtrare il campione,diluito con
acqua se necessario, su filtro amembrana (4.3) ed iniettare una opportuna
aliquota, in fintzione del loop istallato sulla valvola di inezione, nel

cromatografo ionico (4.1). Utilizzare come eluente la soluzione di

carbonato/bicarbonato (3.1) ad un flusso di 2.0 ml/min..

Allestimento della curvadi calibrazione. - I1n funzione della concentrazone
presuntadel O dei singoli ioni nel campione in esame, preparare almeno 3
soluzioni standard diluite a partire dalle soluzioni madri, in modo the il

campione rientri nell'inteivallo di concentrazzone di tali standard, e sottoporle
ad analisi cromatografica secondo le condizioni precedentemente riportate
(5.2).

Allestire la curvadi calibrazione riportando le aree ottenute in funzione delle

concentrazioni degli standard espressi in mg/I.

Espressione dei risultati

Il contenuto dei singoli anioni del campione e ricavato in base alla curva di
taratura ed espresso in mg/l tenendo conto, nel calcolo, delle eventuali
operazioni di diluizione.

Riferimenti bibilografici

lon chromatography of seven anions. In Water analysis, FreseniusW., QuentinK.E. and
Schneider W. (Eds.), Spriger Verlag, Berlin 1988, 264-273.

PFAFF, J.D. BROCKHOFF, C.A. O'DELL, JW. Method 300.0 The determination of
inorganic anions in water by ion chromatography. United States Environmental Protection
Agency (EPA). 1991.
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DIMETILNITROSOAMMINA NELLA BIRRA

Metodo gascromatografico*

Campo di applicazione

11 metodo € applicabile alabirra.

Principio del metodo

Ladeterminazione dellaDMNA € eseguita mediante dosaggio gas
cromatografico con Rivelatore Termal Energy Analyzer (T.E.A.), previa
estrazione e purificazione della DMNA su colonna EXTRELUT ® 20.

Reattivi

Diclorometano, per gas-cromatografia

Esano per gas-cromatografia

Solfato di sodio anidro puro per analis

Scaglie di carborundum

DMNA pura

Soluzione standard di riferimento di DMNA, concentrazione 10 mg/1. - Diluire
Iml di DMNA (3.5) 2100 ml in matraccio tarato con esano (3.2)

Apparecchiature

Colonne Extrelut® 20

Colonne cromatografiche in vetro

Concentratore Kuderna Danish con colonna di Snyder
Gas-cromatografo (G.L.C.)

Rivelatore Termal Energy Analyzer (TEA)

Bilancia analitica

Procedimento

Preparazione del campione. - Passare 50 ml di birra degassata su una colonna
contenente 50 ml di Extrelut. Eluire dopo 20 minuti la colonnacon 50 ml di
diclorometano per tre volte.

* Massimo Baldini; Paolo Stacchini
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Essiccare gli eluati riuniti mediante passaggio su colonna contenente 15 g di
solfato di sodio anidro e successivamente concentrare.

Quando il volume della soluzione e ridotto a circa 5m1 aggiugere 1 ml di esano
(3.2) e continuare la concentrazione fino al volumefinale di 1 ml. Analizzare
unaaliquota del concentraro (6 ~tl) in GC-TEA.

5. 2 Determinazione gascromatografica

Condizioni gascromatografcche:
Temperaturainiettore 180 °C
Temperatura colonna (programmata) 40 °C x 4' (8 °C/min) 100 °C
30 °C/min) 180 °C

Flusso gas (He): 30 mi/min
Condizioni TEA:

Temperaturadi pirolisi 450 °C

Flusso ossigeno 5 ml/min

Trappola (azoto liquido/etanol 0) -100°C

5.3 - Preparazione dellarettadi taratura. - Preparare larettadi taraturainiettando

6.

nel GLC-TEA 6 ul di soluzione standard alle seguenti concentrazioni: 1, 5,
10, 20 ug/l di DMNA preparate diluendo con esano (3.2) la soluzione di

riferimento di DMNA (3.6).

Espressione del risultad

Ricavare la concentrazione di DMNA nell' estratto del campione dalla recta di

taratura
11 contenuto di DMNA nellabirra, espresso in microgrammi per litro, e

calcolato in base alla seguene formula:

DMNA(pg/ 1) = 50

dove:
C = la concentrazione, in pg/1, d DMNA nella soluzione dell'estratto
€sani co.
Nota

La Dimetilnitrosammina e una sostanza fortemente cancer ogena, pertanto le manipolazioni
della DMNA pura o di soluzioni di DMNA debbono esser e condotte sotto cappa aspirante,
usando guanti di gomma e comunque osser vando scrupolosamente tutte le procedur e di

sicurezza
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FOSFORO NELLE ACQUE MINERALI

Metodo spettrof otometrico*

Campo di appfcazione

I metodo € applicabile alle acque minerali naturali.

11 fosforo nelle acque naturali, € presente quasi asclusivamente come fosfato, in
particolare ortofosfato, fosfato condensato (piro-, meta-, polifosfato) e fosfato
legato a composti organici. Non € tuttavia da escludere la presenza di composti

di fosforo a PIU basso nurnero di ossidazione. Ad ogni buon conto, ai fini della
determinazione del fosforo totale, qualunque sialaspeciein cui s € atrovare, il
fosforo deve essere preliminarmente trasformato in ortofosfato. Tale trasfor-
mazione € realizzata con attacco ossidante per i composti organici e per quelli
incui il fosforo € presente con un numero di ossidazione inferiore a+5 e con
l'idrolisi acids per i polifosfat.
Tale metodo € usato per

A Dosaggio del fosforo presente come ortofosfato solubile.
B Dosaggio del fosforo totale.

Metodo A

2. Principio del metodo

Gli ioni ortofosfato reagiscono con il molibdeno di ammonio ed il tartrato di

ossido di antimonio e potassio, in ambiente acido, formando un eteropoliacido

the € ridotto a blu di molibdeno con acido ascorbico.

Il metodo puo essere impiegato per un inteivallo di concentrazione di fosforo
compreso tra 0.03 e 0.3 mg/I. Per campioni a concentrazione fino a5 volte
inferiore @ 0.03 mg/l occorre impiegare vaschette con cammino ottico maggiore

di 1 cm ed effettuare la taratura con standard opportunamente diluiti.

3. - Reattivi
L'acqua usata deve essere bidistillata o deionizzata e distillata.

31 Soluzione di molibdeno di anmonio. - Sciogliere 15 g di eptamolibdato (V1) di
esanunonio tetraidrato [(NHd6 Mo702, x 4W201 in 500 ml di acqua.

* Maurizio Mosca
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La soluzione, conservata in bottiglie di polieflene fuori del contatto con la
luce, e stabile per molti mesi.

Soluzione di acido solforico. - Versare cautamente e sotto raffreddament0140
ml di H2SO4 concentrato (d=1,84 a 20 °C) in 900 ml di acqua. Una volta
raffreddata, la soluzione e conservatain bottiglie di vetro.

Soluzione di acido ascorbico. - Sciogliere 27 g di acido ascorbico (C6HeOd in
500 ml di acqua. La soluzione deve essere conservata in bottiglie di polietilene
ed in frigorifero quando non e utilizzata. In tal modo e stabile per molti mesi.

La soluzione non puo essere mantenuta alla temperatura ambiente per piiu di

due o tregiorni.

Soluzione di tartrato di ossido di antimonio e potassio. - Sciogliere 0.34 g di

tartrato di ossido di antimonio (111) e potassio emiidrato [K(SbO)C4H406 X
1/2H201 in 250 ml di acqua, scaldando se necessario. La soluzione, conservata

in bottighe di vetro o di plastica e stabile per molti mesi.

Reagente misto. - Mescolare 100 ml della soluzione di molibdato di ammonio
(3.12) con 250 ml di acido solforico (3.2), 100 ml di acido ascorbico (3.3) e 50
ml di tartrato di antimonio e potassio (3.4). 11 reagente preparato al momento

dell'uso, non puo essere conservato per piii di 6 ore,

Soluzione standard di fosforo concentrata (0.1 mg/ml). - Sciogliere con acqua
0.4393 g di diidrogenofosfato di potassio anidro (KH 2P04) seccato a105 °C e
diluire con acqua a 1000 ml in matraccio tarato. Conservare la soluzione in

bottiglia scura, previaaggiuntadi 1 ml di cloroformio. La soluzione e stabile
per molti mesi.

Soluzione standard di fosforo diluita (0.001 mg/ml). - Prelevare 10.0 ml della
soluzione concentrata (3.6) e diluire a 1000 ml con acquain matraccio tarato.

Apparecchiatura

Spettrofotometro. - Spettrofotometro con vaschette con cammino ottico da 1 cm
(o superiore a seconda delle esigenze) adatto per misure intorno a 710 nm e
comungue non inferiore a 650 nm. :
Con uno Spetroftometro the consenta misure a885 nm si puo ottener~.eun
notevole aumento della sensibiliti..

Procedimento

Taratura. - Inunaserie di 7 beute da 250 ml introdurre rispettivamente O
(bianco) - 3-5-10-15-20-30 ml della soluzione standard diluita di fosforo (3.7),
portare a volume di 100 ml mediante aggiunta di acqua prelevata con una
buretta da 100 ml. Aggiungere quindi 10 ml di reagente misto (3.5)
mescolando contemporaneamente



52

5.3

243

te. Dopo 10 min leggere le assorbanze rispetto al bianco. Costruire laretta di
taratura ponendo in ordinata le assorbanze ed in ascissa le corrispondenti
quantity di fosforo presenti nei 100 nil.

Dosaggio del campione. - Prelevare 100 ml di campione e introdurli in una
beutada 250 ml. Aggiungere 10 ml di reagente misto (3.5), mescolando
contemporaneamente. Dopo 10 e non oltre 15 minuti dopo faggiunta del
reattivo, a non meno di 20 °C, eseguire |la misura dell'assorbanza della
soluzione rispetto a bianco a 885 nm.

Qualorasi esegualamisuraintorno a 710 nm, si avra una certa perdita di
sensibility the puo essere compensata impiegando vaschette con cammino
ottico di 5 cm.

Controllo del bianco dei reattivi. - L'assorbanza del bianco non deve superare
0.005. Qualorasi trovino valori di bianco troppo alti, si debbono controllarei
reattivi e in particolare la soluzione di molibdato di ammonio (3.1).

Espressione dei risultati

11 contenuto di fosforo del campion~, presene come ortofosfato ed. espresso in
milligrammi per litro, e calcolato in base alla seguente formula:

P(mgll) =P, x10

dove:
P~ = quantity di fosforo ricavato dal grafico di taratura.

Nota

11 rame (I1) ed il ferro (111) non interferiscono se presenti in quantity inferiori rispettivamente a
10 e50mg/l. Gli arseniati interferiscono in quanto danno |a stessa reazione cromatica dei
fosfati. Il cromo (V1) ed i nitriti danno interferenza negativa pari al 3%, se presenti in
concentrazione superiore a1l mg/l, ed a 10=15%, se superiore a 10 mg/l. Solfuri e composti
del silicio non interferiscono se presenti in concentrazioni inferiori rispettivante a 1.0 (S) e 10.0
(Si02) mgl/l; per quanto concernei composti di silicio, 20 mg/1di Si0O2 corrispondono a circa
0.005 mg/1 di P.

Riferimenti bibfografici

D-011 Fosforo In Metodi analitici per le acgue, Istituto di Ricerca sulle Acque. Consiglio
Nazionale delle Ricerche (CNR), marzo 1981.
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Metodo B

Principio del metodo

Il metodo si basa su una preliminare trasfonnazione di tutti i composti del
fosforo, organici ed inorganici, a ortofosfati mediante mineralizzazione acida
con persolfato di potassio. Eventuali fosfati di metalli pesanti presenti in
composti particolarmente resistenti all'attacco dei reagenti potrebbero non
essere solubilizzati.

Gli ioni ortofosfato sono quindi fatti reagire con il molibdato d'ammonio ed il
tartrato di antimonio e potassio, in ambiente acido, in modo da formare un
eteropoliacido the € ridotto a blu di molibdeno con acido ascorbico. || metodo
e applicabile nell'intervallo di concentrazione compreso tra 0.06 e 0.6 mg/l per
un'aliquota di 50 ml di acquain esame. Per concentrazooni piii elevate occorre
diluire opportunamente il campione Per campioni a concentrazione fino a5
volte inferiore a 0.06 mg/l occorre impiegare vaschette con cammino ottico
maggiore di 1 cm ed effettuare la taratura con standard opportunamente diluiti.

Reattivi

L 'acqua usata deve essere bidistillata o deionizzata e distillata.

Soluzione di molibdato di ammonio. - Sciogliere 15 g di eptamolibdato (V1) di
esammonio tetraidrato (NH) 6Mo70y x 4H20 in 500 ml di acqua. La
soluzione, conservata in bottigliadi polietilene fuori del contatto con laluce, €
stabile per molti mesi.

Soluzione di acido solforico. - Versare cautamente e sotto raffreddamento 140
ml di H2S04 concentrato (d=1,84 a 20 °C) in 900 ml di acqua. Una volta
raffreddata, |a soluzione e conservatain bottiglie di vetro.

Soluzione di acido ascorbico. - Sciogliere 27 g di acido ascorbico (C 6H806) in
500 ml di acqua. La soluzione deve essere conservatain bottiglie di plastica ed
in frigorifero quando non € utilizzata. In tal modo e stabile per molti m6si. La
soluzione non pud essere mantenuta alla temperatura ambiente per piiu di due o
tre giomi.

Soluzione di tartrato di ossido di antimonio e potassio. - Sciogliere 0.34 g ~~-
tartrato di ossido di antimonio (I11) e potassio emiidrato [ K(SbO)C4H406 x
1/2H201 in 250 ml di acqua, scaldando se necessario. La soluzione, conservata
in bottiglie di vetro o di plastica € stabile per molti mesi.

Reagente misto. - Mescolare 100 ml della soluzione di molibdato di ammonio
(3.1) con 250 ml di acido solforico (3.2), 100 ml di acido ascorbico (3.3) e 50
ml di tartrato di antimonio e potassio (3.4). || Ragente preparato al momento
dell'uso, non pud essere conservato per piiu di 6 ore.

Soluzione standard di fosforo concentrata (0.1 mg/ml). - Sciogliere con acqua
0.4393 g di diidrogenofosfato di potassio anidro (KH 2P04), seccato a 105 °C,
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ediluire con acqua a 1000 ml in matraccio tarato. Conservare la soluzione in.
bottiglia scura, previa aggiuntadi 1 ml di cloroformio. La soluzione € stabile
per molti mesi.

Soluzione standard di fosforo diluita (0.001 mg/ml). - Prelevare 10.0 nil della
soluzione concentrata (3.6) e diluire a 1000 ml con acqua in matraccio tarato.
Soluzione di acido solforico 10 M. - Aggiungere a40 ml di acqua 55 ml di
H2S04 concentrato (d = 1.84 a 20 °C), cautamente e sotto raffreddamento, e
portare a volume di 100 ml con acqua. Conservare in bottigliadi vetro.
Soluzione di idrossido di sodio 2 M. - Sciogliere 8 g di NaOH in 100 ml di
acqua. La soluzione deve essere conservatain bottigliadi plastics.

3.10 Soluzione di acido so~brico 5 M. - Diluire con ugual volume di acqua la

soluzione di acido solforico 10 M (3.8).

3.11 Persolfato di potassio (KISZO).
:3.12 Soluzione di fenoaeina. - Sciogliere 0.5 g fenolftaleinain unamiscela di 50

41

4.2

4.3

4.4
4.5

5.1

5.2

ml di etanolo e 50 ml di acqua.

Apparecchiatura

Cilindri graduati da 100 ml con tappo a smeriglio, oppure matracci tarati a
doppiataccaa 100 e 110 ml, oppure matracci tarati a 100 ml muniti di bolls
daameno 10 ml, al disopra dellatacca.
Spettrofotometro. - Spettrofotometro con vaschette con cammino ottico da 1 cm
(o superiore a seconda delle esigenze) adatto per misure intornoa710 nme
comunque non inferiore a 650 nm.
Con uno Spetroftometro the consents misure a885 nm s puo ottenere un
notevole aumento della sensibility.
Beute pyrex da 250 ml. - Munite di tappo a vite e guarnizione di politetra-
fluoroetilene (teflon).
Autoclave o stufa termostatata
Centrifuga

Procedimento

Taratura. - Inuna serie di 7 beute con tappo avite (4.3) introdurre rispet-
tivamente 0-3-5-10-15-20-30 ml della soluzione standard diluita di fosforo
(3.7), portare a volume di 50 ml mediante aggiunta di acqua prelevata con
apposita buretta e trattare come il campione (5.2). Costruire laretta di taratura
ponendo in ordinata le assorbanze ed in ascissa le corrispondenti quantity di
fosforo presenti nei 100 ml.

Dosaggio del campione. - Prelevare esattamente 50 ml di campione. Per
concentrazioni elevate prelevare una aliquota di campione v, inferiore a50 ml,
diluire con acqua ad un volume V opportuno e prelevarne 50 ml. Introdurre
nella beuta pyrex con tappo avite (4.3) i 50 ml. Aggiungere una goccia di
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fenolftaleina (3.12) e aggiustare il pH del campione al limite inferiore del
viraggio dell'indicatore mediante la soluzione di acido solforico 5 M (3.10) edi
idrossido di sodio 2 M (3.9). Quindi addizionare 1 ml di acido solforico 10 M
(3.8) 0.4 g di persolfato Eli potassio (3.11).

Tappare e trasferire la beutain autoclave a 120 °C per 30 minuti o in stufa
termostatata a 95-100 °C per 2 ore. Lasciare raffreddare e trasportare
quantitativamente la soluzione in un cilindro graduato da 100 ml munito di
tappo a smeriglio (o meglio in un matraccio tarato a doppia tacca o munito di
bolla al disopra dellatacca) (4.1). Aggiungere unagocciadi fenolftaleina
(3.12) eidrossido di sodio 2 M (3.9) fino aleggera colorazione rosa e diluire
con acquaal volume di 100 ml.

Aggiungere 10 ml di reagente misto (3.5), mescolando contemporaneamen-
te. Selasoluzione restatorbida occorre centrifugare fino arenderlalimpida.
Dopo 10 minuti anon di meno di 20 °C, eseguire la misura dell'assorbanza a
885 nm della soluzione rispetto al bianco (5.3).

Qualorasi esegualamisuraintorno intorno a 710 nm, si avra una certa perdita
di sensibility the puo essere compensata impiegando vaschette con cammino
otticodi 5 cm.

Determinazione del bianco dei reattivi. - Per lavalutazione del bianco dei
reattivi occorre procedere esattamente come descritto al paragrafo 5.2, dove al
posto del campione s prelevano 50 ml di acqua.

Qualorasi trovino valori di bianco troppo alti, si devono controllarei reattivi e
in particolare la soluzione di molibdato di ammonio (3.1).

Espressione dei risultati

11 contenuto di fosforo ¢el campione, espresso in milligrammi per litro, €
calcolato in base alla seguente formula:

Vx20
P(mg/ 1)=P,
dove:
Pt =quantity di fosforo ricavato dal grafico di taratura
V. =volumeinml a quales ediluito eventualmente il campione 'u
v =volume in ml dell'aliquota prelevata. T

Se il campione non € stato preliminarmente diluito e quindi sono stati prelevati
50 ml di l'espressione diviene P = Pt x 20
Riferimenti bibfografici

D-O11 Fosforo In metodi analitici per le acque, Istituto di Ricercasulle Acque. Consiglio
Nazionale delle Ricerche (CNR), mario 1981.
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FOSFORO NEI PRODOTTI DESTINATI
AD UNA ALEWENTAZIONE PARTICOLARE

Metodo spettrof otometrico*

Campo di applicazione

Il metodo € applicabile atutti i prodotti destinati ad una alimentazione
particolare.

Principio del metodo

[l campione & mineralizzato e |le ceneri ottenute sono sciolte in soluzione acida.
Lasoluzione 6 quindi trattata con il reattivo vanado-molibdico. La density
ottica della soluzione gialla cos formatasi € misurata spettrof otometricamente.

Reattivi

Acido nitrico (d =1.38-1.43 a 20 °C).

Acido cloridrico 6 N.

Acido nitrico diluito. - Addizionare 13 ml di acquaa7 ml di HNO3 (3.1)

Soluzione di eptamolibdato di ammonio. - Sciogliere con acqua caldain un
matraccio tarato da 100 ml 10 g di eptamolibdato d'ammonio (NH4)6mo70y, x
41420 ed aggiungere 1 ml di ammoniaca (d = 0.91 a 20 °C), portare avolume
con acqua.

Soluzione di monovanadato di ammonio (NH4VO). - Sciogliere in un matrac-
cio tarato da 100 ml, 235 mg di monovanadato di ammonio con 40 ml di acqua
calda, aggiungere lentamente agitando 2 ml di acido nitrico diluito (3.3) e
portare a volume con acqua.

Reattivo vanado-molibdico. - Mescolare in un matraccio tarato da 100 ml, 20
ml di soluzione (3.4) con 20 ml della soluzione (3.5) e aggiungere 13.4 ml di
acido nitrico concentrato (3.1), portare a volume con acqua.

Soluzione standard di fosforo (1 mg/ml). - Sciogliere in un matraccio tarato da
1000 ml , 4.387 g di fosfato monopotassico KH2PO4 con acqua.

Apparecchiatura

Spettrof otometro.
Piastra elettrica riscaldante.

* Brunella Carratu
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Procedimento

Preparazione del campidne. - Solubilizzare le ceneri del prodotto in esame,
ottenute come descritto nel metodo per |a deteiminazione delle ceneri, con 10
ml di acido cloridrico 6 N (3.2), coprire la capsula con un vetro da orologio e
riscaldare su piastra elettrica fino aleggera ebollizione. Prolungare febollizione
per circa 10 minuti, lasciare raffreddare e trasferire quindi quantitativamente la
soluzione in un matraccio tarato da 25 ml filtrando. Portare quindi a volume
con acqua. Diluire la soluzione cosi ottenuta con acqua in modo da.ottenere
una concentrazione in fosforo non superiore a 40 pg/ml.

Reazione colorimetrica. - Introdurre in un tubo da saggio 10 ml della soluzione
campione diluita e aggiungere 10 ml del reattivo vanado-molibdico (3.6).
Mescolare e lasciare riposare per 10 minuti a temperatura ambiente. Nf surare
ladensity ottica allo spettrofotometro a 430 nm usando come bianco una
soluzione composta da 10 ml di reattivo vanado-molibdico e 10 ml di acqua.
Curvadi taratura. - Preparare a partire dalla soluzione standard (3.7) delle
soluzioni contenenti rispettivamente 5, 10, 20, 30 e 40 ug di fosforo per ml.
Prelevare 10 ml di ciascunadi tali soluzioni ed aggiungervi 10 ml di reattivo
(3.6). Mescolare e lasciare riposare 10 minuti a temperatura ambiente. Misurare
la density ottica nelle stesse condizioni utilizzate per il campione. Tracciare la
curva di taratura mettendo in ordinatai valori di density otticaein ascissale
quantity corrispondenti di fosforo. Lacurva e lineare per le concentrazioni di
fosforo comprese try 0 e 40 ug/ml.

Espressione dei risultati
Il conteneno di fosforo del campione, espresso in mg/100 g a 100 ml, € ricavato

riferendosi ally curvy di taratura tenendo conto delle eventuali operazioni di
diluizione.

Riferimenti bibfografici

Metodi di analisi comunitari per il controllo ufficiale degli alimenti per animali. Dewx'mida\-
zione del fosforo totale. G. U. CEE L 279/15 del 20/12/1971. R
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GLIADINA NEI PRODOTTI
DICHIARATI PRIM DI GLUTINE

Metodo per immunodiffusione*

Campo di applicaAone

II'metodo € applicabile atutti i prodotti dichiarati privi di glutine

Principio del metodo

Lafrazione gliadinicadel glutine e lasciata diffondere su gel di agarosio in
presenza del suo specifico anticorpo. La diffusione delle due soluzioni da
origine nel punto di incontro ad una banda di precipitazione dovuta al
complesso antigene-anticorpo. :

Reattivi

Alcool etilico a 50%. - Versarein un cilindro da 1000 ml, 526 ml di alcool

etilico a95° e portare a volume con acqua.

Tampone tris-citrico a pH 8.2.- Solubilizzare 9.2 g di 2 amino-2-idrossimetil 1-

3 propandiolo (tris) e 2.5 g di acido citrico monoidrato in un matraccio tarato

da 1000 ml e portare a volume con acqua.

Soluzione di sodio azide al'] Yo.

Soluzione di agarosio.- Sciogliere 1 g di agarosio in 100 ml di soluzione
tampone (3.2), aggiungere 1 ml della soluzione di sodio azide (3.3).

Idrossido di sodio 0.01 N.

.Soluzione standard madre di gliadina. - Solubilizzare 175 mg di gliadina con

NaOH (3.5) in un matraccio tarato da 25 ml.

Soluzione standard di lavoro. - Diluire 1 ml della soluzione madre (3.6) con la
soluzione alcoolica a 50% (3.1) in un matraccio tarato da 100 ml.

Slero specifico antigliadina (RIFTEL - DE HAEN).

Cloruro di sodio 0.15 M.

3.10 Soluzione di fusaggio. - Soluzione di acido tannico all' | %.

3.11 Alcool metilico.

3.12 Acido acetfco glaciale.

3.13 Blu di Coomassie.

3.14 Soluzione colorante. - Sciogliere 100 mg di blu di Coomassie (3.13) in50 ml di

alcool metilico, aggiungere poi 10 ml "di acido acetico glaciale e 40 ml di
acqua.

* Concetta Boniglia



t 250

3.15 Glicerina.
3.16 Soluzione decolorante. - Miscelare 50 ml di alcool metilico (3.11), 10 ml di

41
4.2
4.3
4.4
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5.2

5.3

acido acetico glaciale (3.12), 10 ml di glicerina (3.15) € 30 ml di acqua.

Apparecchiatura

Centr fuga per tubi da 50 ml.

Capsule di Pet? di 8 cm di diametro.
Foratappi di S mm di diametro.
Contenitore ad atmosfera satura di acqua.

Procedimento

Preparazione del campione. - In un tubo da centrifuga aggiungerea 5 g di
campione 50 ml della soluzione alcoolica (3.1), centrifugare per 20 minuti a
5000 giri, prelevare il supernatante e trasferirlo in un pallone afondo tondo da
100 ml. Evaporare falcool lotto vuoto allatemperaturadi 40 °C. Riprendereil
residuo con 1 ml della soluzione alcoolicaa 50% (3.1).

Allestimento dellapiastra. - Allestire lapiastradi gel versando nella capsula di
Petri 22 ml della soluzione di agarosio (3.4) precedentemente riscaldata
all'ebollizione fino a limpidezza. Dopo solidificazione, incidere con il foratappi
1 pozzetto centrale e 6 pozzetti disposti circolarmente e distanziati try loco di 1
cm (fig. 1). Versare in ogni pozzetto una piccola aliquota dell'agarosio asportato
dalla piastra diluita con poche gocce di acqua.
Determinazione per immunod  ione. - Depositare nel pozzetto centrale 25 ul
del siero antigliadina (3.8) €'in quelli laterali quantity crescenti dell'estratto
proteico del campione, corrispondenti a10, 25 e 50 pl. Sully stessa piastra
depositare 10, 25 e 50 ail della soluzione standard di lavoro (3.7). Lasciar
diffondere le soluzioni in ambiente saturo di acqua per ailmeno 24 ore. In
presenza di gliadina, nel punto di incontro defile due soluzioni ~siero e
campione) si formery una bandy di precipitazione the e possibile evidenziare
con una fonte luminosa a luce radente su fondo scuro.

Lavare la piastra per ailmeno 48 ore con la soluzione di NaCl (3.9), cambiko
la soluzione circa 10 volte. Versare quindi sullo strato di agarosio la soluzione
di acido tannico (3.10) e dopo 5-10 minuti sciacquare con acqua. Coprire poi to
strato  di agarosio con la soluzione colorante (3.14), attendere 10 minuti e

quindi decolorare con la soluzione (3.16) fino ad ottenere delle bande colorate
su fondo chiaro.



251

Espressione dei risultati

Le bande di precipitazione, the si possono apprezzare visibilmente dopo la
colorazione, penmettono di stabifre la presenza o assenza di gliadina nel
prodotto con un limite di sensibility dell'ordine di 7 ppm.

Riferimenti bibliografici

BELLOMONTE, G. BONIGLIA, C. Gluten et maladie coeliaque. Pharmeuropa 1992, 4(3):
163-164.

Figura 1. - Disposizione dei pozzetti sullapiastra di agarosio
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GRASSI ESTRANEI NEL GRASSO DI LATTE

Metodo gascromatografico*

Campo di applicazione

11 metodo ¢ applicabile al lane ed ai prodotti lattiero caseari.

Metodo

Procedere come indicato nella Gazzetta Ufficiale della Comunity Europea L 46
dell'1/3/1995 -Regolamento  CEE n. 454/95 relativo alle modality di
applicazione degli intervenf sul mercato del burro e della crema di latte.
Allegaf 111. Metodo di riferimento per larilevazione di grasoi estranei nel
grasso del latte mediante analisi gascromatograficadei trigliceridi.
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IODIO NEL SALE

Metodo titrimetrico*

Campo di applicazione

Il metodo permette la determinazione del contenuto di iodio, aggiunto al sale
alimentare sotto formadi ioduro ¢%0 iodatadi potassio, a concentrazioni
superiori a2 mg/kg espresso come 1-.

Principio del metodo

Determinazione dello iodio libero, ottenuto in quantity equivalente alo iodato
in soluzione previa aggiunta di acido fosforico e ioduro di potassio, mediante
titolazione con tiosolfato di sodio [N presema di saldad' amido.

Nel caso di sale alimentare addizionato di ioduro di potassio o di ; ioduro edi
iodato di potassio, ladeterminazione 6 effettuata dopo I'ossidazione dello
ioduro aiodato con acqua di bromo.

Reattivi

Soluzione di rosso di metile alo 0.05% (m/v). - In un pallone tarato da 100 ml
sciogliere 0.05 g di rosso metile con 75 ml di etanolo al 95 % (v/v) e portare a
volume con acqua.

Acido cloridrico diluito, 0.1 N

Acgua di bromo, soluzione satura. - Preparare al momento dell’ impiego

Acido formico concentrato, soluzione a190% (m/m) (d 20.¢ = 1.2 g/ml circa)

Acido fosforico concentrato, soluzione allo 85% (m/m) (d 20 -C = 1.7 g/ml circa)
loduro di potassio

Salda d'amido, soluzione 0.2% (m/m) circa, preparata di recente. - La solu-
zione di saldad' amido puo essere preparata per diluizione delle soluzioni
stabilizzate reperibili in commercio

Soluzione titolata di tiosolfato di sodio 0.1 M

Soluzione titolata di tiosolfato di sodio 0.01 M. - Trasferire 25 ml della
soluzione 3.8. in un pallone tarato da 250 ml e portare a volume con acqua
distillata previamente bollita. Preparare la soluzione al momento dell' uso.

Apparecchiatura

* Massimo Baldini
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41 Bilanciaanalitica

5. Procedimento

5.1. Determinazione dello iodio aggiunto come ioduro di potassio, dasolo o in
miscela con iodato di potassio.

5.1.1 Pesare 50 g di campione con la precisione di 0.01 g e scioglierli con 175 ml di
acqua in una beuta da 500 ml.

5.1.2 Aggiungere (operare sotto cappa durante le fasi di aggiunta dell’ acqua di
bromo; riscaldamento e aggiunta dell' acido formico) nell’ ordine: 4 gocce della
soluzione di rosso metile (3.1), acido cloridrico diluito 0.1 N (3.2) sino al primo
viraggio dal colore gialo a rosso-arancio e, immediatamente, 1.5 ml di acqua
di bromo (3.3). Attendere 3 minuti. Riscaldare sino ad incipiente ebollizione e
mantenerla per 5 minuti, agitando lentamente per evitare la cristallizzazione del
cloruro di sodio. Aggiungere palline di vetro per evitare ebollizione violentae
perdite per eventuali proiezioni; dopo 1 minuto dal termine del riscaldamento,
aggiungere, lentamente e con cautela, 1.0 ml di acido formico (3.4) avendo
cura di bagnare completamente la parete interna della beuta. Agitare, lasciare in
riposo per 1 minuto e quindi raffreddare a temperatura ambiente.

5.1.3 Aggiungere 1.0 ml di acido fosforico (3.5) e 0.1 ml di ioduro di potassio (3.6).
Agitare e lasciare in riposo per 5 minuti esatti in un luogo al riparo dallaluce,
dopo aver coperto labeuta con un vetro d' orologio. Aggiungere 1.0 ml di salda
d' amido (3.7) etitolare con la soluzione di tiosolfato di sodio 0.01 M (3.9),
facendola scolare goccia a goccia con ritmo regolare e agitando dopo ogni
aggiunta, sino al viraggio definitivo (la soluzione deve rimanere incolore per
almeno 30 secondi).

5.1.4 Eseguire parallelamente una proyain bianco utilizzando la- stessa acqua,
seguendo to stesso procedimento ed impiegando la stessa quantity di reattivi.

5.2 Determinazione dello iodio aggiunto come iodato di potassio. - Procedere
come descrittoin (5.1.1), (5.1.3) e (5.1.4)

6. Espressionedei risultad

Il contenuto di iodio del campione, espresso in milligrammi di |-, per
chilogrammo di sale alimentare, € calcolato in base alla seguente formula:

1- (mg | kg)=(V -V; ) x1000

dove:
Yl = volume, in ml, della soluzione di tiosolfato di sodio impiegato per la
titolazione della soluzione da analizzare



255

V2 =volume, in ml, della soluzione di tiosolfato di sodio impiegato per la
titolazione della provain bianco
m = massa, in grammi, del campione usata per |a preparazione della

soluzione da analizzare
0.2115 = massa, in milligrammi, di |- corrispondente a 1 ml della soluzione di

tiosolfato (3.9.)
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I

NITRATI NELLE ACQUE MINERALI

Metodo spettrof otometrico diretto*
i

, Campo di applicazione

I metodo € applicabile alle acque minerali naturali.
In alternativa e utilizzabile il metodo per cromatografiaionica.

Principio del metodo

11 metodo e basato sulla misura dell'assorbimento degli ioni nitrato all'UV a 220

nm. Poiche anche eventuali sostanze organiche disciolte possono assorbire a

tale lunghezza d'onda mentre i nitrati non assorbono a 275 nm, una seconda
misurazione a 275 nm e usata per correggereil valore relativo ai nitraoi.

Questo metodo non e raccomandato per le acque the richiedano una correzione
significativa per 1'assorbimento dovuto alle sostanze organiche (vedi punto
5.3).

Reattivi

Per |a preparazione delle soluzioni utilizzare acqua bidistillata o distillata e
deionizzata.
Soluzione madre di nitrato di sodio (100 mg/1 NO3). - Solubilizzare con acqua
0.1371 g di nitrato di sodio, essiccato a105 °C per 24 ore, eportare avolume a
1000 ml.
Soluzione standard di nitrato di sodio (10 mg/1 NO3). - Diluire 10 ml della
soluzione madre (3.1) a 100 ml con acqua
Acido cloridrico |l N

Apparecchiatura 4 \

Spettrofmometro
Filtri amembrana da 0.45 pm
Bilancia analitica

' Maurizio Mosca
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Procedimento

Preparazione del campione. - A 50 nil di campione filtrato (4.2), diluito se
necessario, aggiungere 1 ml di acido cloridrico (3.3) e mescolare accuratamen-
te. Preparare parallelamente un bianco addizionando 1 ml di acido cloridrico a
50 ml di acqua.

Allesfmento della curva di taratura. - Preparare a partire dalla soluzione
standard di nitrato di sodio (3.2), 3-5 soluzioni standard di lavoro con una
concentrazione compresatra 1l e 10 mg/l di NO3 . Prelevare 50 ml e trattare in

modo analogo al campione (5.1).

Determinazione spettrof otometrica. - Effettuare le letture a 220 nm contro
bianco per ottenerei valori relativi a nitrato e a 275 nm per determinare le

interferenze dovute alla materia organica disciolta.

Sottranre il doppio dell'assorbanza letta a 275 nm dalla lettura effettuata a 220

nm per ottenere 1'assorbanzarelativa al nitrato.

Seil valore di correzione superail 10% dellaleft= a 220 nm, non usare
guesto metodo.

Allestire la curva di taratum riport4ndo le assorbanze in funzione della
concentrazione di ione nitrato espressain mg/| NO3 .

Espressione dei risultati

11 contenuto di ione nitrato del campione, espresso in mg/l di NO3 € ricavato
dalla curva di taratura tenendo conto delle eventuali operazioni di diluizione.
Riferimend bibfografici

418 A Ultraviolet Spectrophotometric Screening Method In:  Standard Methods for the

Examination of Water and Wastewater, 16. Ed. American Public Health Association, Port City
Press, Baltimore, 1985, 392-393.
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NITRITI NELLE ACQUE MINERALI

Met6do spettrof otometrico*

Campo di applicazione

Il metodo e applicabile alle acque minerali naturali.
In alternativa e utilizzabile il metodo per cromatografiaionica.

Principio del metodo

Il metodo € basato sulla diazotazione dell'acido solfanilico (acido p-amino-

benzensolfonico) con to ione nitrito per formare acido p-diazo-benzensolfo-

nico. Questo acido reagendo con 1'1-nafflammina, forma fazonaftilammina
dell'acido p-benzensolfonico di colore rosso-viola.

Il metodo e adatto per la determinazione degli ioni nitrito presenti in
concentrazioni comprese tra 0.005 e 0.5 mg/I

Reattivi

Per la preparazione delle soluzioni utilizzare acqua bidistillata o distillata e
deionizzata.

Acido acetico glaciale (d. 1.05g/ml)

Soluzione di acido solfanilico. - Scaldare 1 g di acido solfanilico con 50 ml di
acido acetico glaciale (3.1) e 50 ml di acqua e solubilizzare diluendo con 204
ml di acqua calda. Conservarein recipiente di vetro scuro a+4 °C.

Soluzione di 1-nafilammina. - Solubilizzare 0.2 g di 1-naftilamminain 50 ml di
acido acetico e 100 ml di acqua, quindi diluire con altri 150 ml di acqua.
Soluzione madre di niMto di sodio (100 mg/l NO2 ). - Solubilizzare m acqua
0.150 g di nitrito di sodio, precedentemente essiccato a 105*C per 1 ora, e
portare a volume a 1000 ml. Standardizzare la soluzione utilizzando ur~
soluzione di permanganato di potassio 0.05 N e controllareil titolo
settimanalmente (7.2).

Soluzione standard di nitrito di sodio 1 (10 mg/1 NO2 ). - Diluire 10 ml della
soluzione madre (3.6) in un matraccio tarato da 100 ml con acqua. Preparare al
momento dell'uso.

Soluzione standard di nitrito di sodio 2 (1 mg/l NO2). - Diluire 10 ml della
soluzione madre (3.6) in un matraccio tarato da 1000 ml con acqua. Preparare
al momento dell'uso.

* Maurizio Mosca
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Apparecchiatura

Bilancia analitica
Spettrof otometro

Procedimento

Determinazione colorimetrica. - A 100 ml di campione aggiungere 4 ml di una
miscelain parti uguali della soluzione di acido solfanilico (3.2) edi quelladi 1-

naftilammina (3.3) e mescolare accuratamente. Preparare parallelamente un

bianco reattivi utilizzando acqua al posto del campione.

Lasciare ariposo per 2 ore a buio e misurare 1'estinzionea 530 nm contro
bianco.

Per concentrazioni di NO2 comprese tra0.005 e 0.02 mg/1 effettuare e letture
utilizzando cuvette di cammino ottico da 5 cm, per concentrazioni comprese tra
0.02 € 0.5 mg/l utilizzare cuvette da 1 cm.

Allestimento della curvadi taratura. - Preparare a partire dalle soluzioni

standard 1 (3.7) e 2(3.8), 3-5 soluzioni di lavoro con concentrazione di NO2

compresatra0.005 e 0.02 mg/1 otra 0.02 e 0.5 mg/l in funzione del contenuto
presunto di ione nitrito nel campione. Prelevare 100 ml e trattare in modo

analogo a campione (5.1).

Allestire la curvadi taraturariportando i valori dell'assorbanza in funzione
delle concentrazioni di NO2 espresse in mg/I.

Espressione dei risultati

I contenuto di ione nitrito del campione, espresso come mg/1 di NO2, e
ricavato direttamente dalla curva di taratura.

Riferimenti bibliografici

Nitrite. Spectrophotometric analysis with sulphanilic acid and 1-naphthyl-amine. In  Water
analysis, Fresenius W., Quentin K.E. and Schneider W. (Eds.), Springer Verlag, Berlin 1988,
26-229.

419 Nitrogen (nitrite). In Standard Methods for the examinationof Water and Wastewater, 16
th Ed., American Public Health Association, Port City Press, Baltimore, 1985, 404-406.
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ALLEGATOI

ELENCO DELLE RACCOLTE DI METODI UFFICIALI

1. Olidi ofivaed sansadofiva

Regolamento CEE n° 2568/91 della Commissione dell' 11/07/1991 relativo alle caratteristiche
degli oli di olivaedi sansad' oliva nonche ai metodi ad attinenti. Gazzetta Ufficiale CEE L
248 del 05/09/1991.

Regolamento CEE n° 183/93 della Commissione del 29/01/1993 (allegato 1V)

caratteristiche degli oli d'oliva

- Acidity

- Numero di perossidi

- Contenuto di cere mediante gascromatografia con colonna capillare

- Composizione e Conenuto di steroli mediante gascromatografia con colonna  capillare

- Eritrodiolo e uvaolo

- Acidi grassi in posizione 2 nel trigliceride

- Trilinoleina

- Analisi spettrofotometrica nell’ ultravioletto

- Analisi gascromatografica degli esteri metilici degli acidi grassi. Preparazione  degli esteri
metilici di acidi grassi

- Tenore dei solventi alogenati

- Valutazione organolettica dell’ olio di olivavergine

- Prova dellaraffinazione

- Tenorein olio di oliva delle sanse

- Numero di iodio

2. Formaggi

Approvazione dei metodi ufficiali d' analisi per i fonnaggi. Gazzetta Ufficiale Supplemento al
n. 229 del 02/10/1986.

- Prelievo e preparazione dei campioni
- Materia secca nel formaggio

- Materia seccanellaricotta

- Materiagrassa nel formaggio

- Materiagrassanellaricotta

- Sostanze azotate totali

- Sostanze azotate solubili apH 4.6

- Sostanze azotate solubili in acqua

- Lattosio

- Ceneri

- Alcalinid delle Ceneri

- Cdlcio

- Cloniri

- Fosforo

- Emulsionanti fosfatici

- Citrati
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Emulsionanti a base di citrati
Aciditi titolabile

Acido L - lattico

Acido D - lattico t
pH

Sodio

Potassio

Nitrati

Nitriti

Fosfatasi

Riconoscimento del latte vaccino nei formaggi di pecoY a

3. Latte crudo e latte trattato termicamente

Attuazione della decisione n° 91/180/CEE concemente la fissazione di metodi di analisi e
provarelativi a latte crudo e al latte trattato termicamente. Gazzetta Ufficiale Supplemento al n.
90 del 16/04/1992.

Disposizioni generali

- Campionamento del |atte crudo e del latte trattato termicamente

Punto di congelamento

Attiviti fosfatasica

Attiviti perossidasica

Numerazione dei microrganismi - Conteggio in piastraa 30 °C
Numerazione dei microrganismi - Conteggio in piastraa 21 °C
Numerazione dei coliformi - Conteggio delle coloniea 30 °C
Numerazione delle cellule somatiche

Antibiotici e sulfamidici

Tenore liposaccaride batterico - Saggio LPS

4. Ceredi ederivad

Approvazione dei metodi ufficiali d' analisi dei cereali e derivati. Gazzetta Ufficiale
Supplemento n.4 a n. 186 del 10/08/1994.

Sostanze azotate nei cereali e derivati

Glutine secco nel grano e negli sfarinati - Metodo manuale
Glutine secco negli sfarinati - Metodo meccanico

Sostanze gram totali - Metodo per idrolisi acida

Steroli nelle paste alimentari preparate con aggiuntadi uova
Fibra alimentare totale nei cereali e derivati

Acido ascorbico (vitamina C) nelle farine

- Impuriti solide negli sfarinati e nei prodotti di trasfonnazione (Filth-Test) ) u
\

Modello del certificato d' analisi per la determinazione delle impuriti solide
Difetti del riso semigreggio o lavorato

5. Conserve vegetate

Approvazione dei metodi ufficiali di analisi per le conserve vegetali. Gazzetta Uffciale n. 168
del 20/07/1989

- Esame microscopico ed organico della merce

- Esame microscopico

Peso netto
Peso del prodotto sgocciolato
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- Solidi totali o sostanza secca

- Umiditi

- Umiditi nei prodotti disidratati

- Residuo secco solubile per viarefrattometrica (residuo ottico)
- Solidi insolubili in acqua

- Solidi solubili in acqua

- Peso specifico
A) metodo del picnometro

B) metodo della bilancia idrostatica

C) metodo della bilancia di Westphal

D) metodo del densimetro

- Impuriti minerali

- Ceneri
Alcaliniti delle Ceneri
Aciditi totae
Aciditi volatile

- pH (concentrazione idrogenionica)

- Zuccheri

A) dosaggio degli zuccheri riduttori (metodo di Lut  + Schoorl)
B) dosaggio degli zuccheri riduttori (metodo volumetrico Fehling)
C) dosaggio del saccarosio

C 1) metodo volumetrico Fehling

C2) metodo polarimetrico

D) dosaggio del lattosio in presenza di altri zuccheri riduttori
E) determinazione dei mono e disaccaridi mediante HPLC

- Ricercadellasaccarina

A) saggio organolettico

B) trasformazione in acido salicilico

- Saccarina

- Ciclammati

- Ciclammati di sodio e di calcio

- Aspartame mediante HPLC

- Presenzadi Cooranti artificiali

- Coloranti naturali
A) ricerca ed identificazione dei coloranti naturali idrosolubili
B) ricerca ed identificazione dei Cooranti naturali liposolubili
- Ricercaglobaledi alcuni conservanti

- Acidi benzoico e sorbico mediante HPL C (in assenza di p-drossibenzoato)
- Esteri dell' acido p-idrossibenzoico mediante HpL c

- Anidride solforosa
A) determinazione dell' anidride solforosa per distillazione

B) determinazione dell' anidride solforosa per via calorimetrica
- Nisina per diffusionein agar

- Pectina

- Cloruro di sodio

- Metali

- Altre determinazioni

Mosd, vin* agri di vino (aced) e sottoprodotti defy vinificazione

Approvazione dei metodi ufficiali di analisi per i mosti, i vini, gli agri di vino (aceti) e
sottoprodotti della vinificazione. Gazzetta Ufficiale n.161 del 14/07/1986.
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6.1 Mosti e vini

Considerazioni generali
Esame organolettico
Esame microscopico
Saggio di stability
Potere rotatorio
Glucosio

Fruttosio

Pentosi e pentosani
Mannitolo e sorhitolo
Sorhitolo

Glicerolo e 2,3 butandiolo
Acido malico

Acido L(-) malico
Acido lattico

Acido L(+) lattico e D(-) lattico
Acido succmico

Solfati

Cloruri

Fosfati

Nitrati

Borati

- Acido etilendiamminotetracetico e suoi sali

Acido metatartarico
Basi piridiniche
Azoto totale

Azoto ammoniacale
Azoto amminico
Prolina

Litio

Cadlcio

Magnesio

Zinco

Piombo

Sostanze fenohche tMli

- Diglucoside malvosidico

Caratteristiche cromatiche
Materie coloranti estranee
Caramello

Edulcoranti sintetici
Pressione afrometrica
Radiocarbonio
Antifermentativi

Acid deidmacetico
Derivati monoalogenati delr acido acetico
Acidi alogenocarbossilici
Cloro organico

Bromo

lodio

Fluoro

Dietilcarbonato

Acid azotidrico
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- Cloropicrina
- Metanolo
6.2 Agri di vino (aced)
- Esame organolettico
- Acidity totale
- Acidity fissa
Acidity volatile
- Titolo alcolometrico volumetrico
- Estratto secco totale
- Aldeide acetica
- Acetilmetilcarbinolo
- Indice di iodio
6.3 Sottoprodotri delis vinificazione
- Umidity
- Titolo alcolometrico
- Zuccheri riduttori
- Acido tartarico nelle vinacce
- Acido tartarico nelle fecce

7. Birre

Metodi ufficiali di analisi dellabias. Gazzetta Ufliciale n. 105 del 28/04/1971.
- Esame organolettico

Limpidity: determinazione del grado di torbidity
- Peso specifico

- Grado alcoolico

- Edtratto

- Grado saccarometrico

- Acidity totale

- Acidity volatile

- Ceneri eloro alcalinity

- Anidride carbonica

- Anidride solforosa

- Acido I-ascorbico

8. Miele

Metodi ufliciali di analisi per il controllo delle caratteristiche di composizione del miele.
Gazzetta Ufliciale n 282 del 12/10/1984
- Contenuto apparente di zuccheri riducenti

- Saccarosio apparente

- Acgqua

- Sostanze insolubili in acqua
- Ceneri

- Acidity

- Indice diastasico
- ldrossimetilfurfurale
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