A. Determinazione Zuccheri riducenti mediante reattivo di FeHling

Fehling I: 7 g di solfato di Cu(II) pentaidrato (CuSO4 · 5 H20) in 100 mL H2O distillata.

Fehling II: 35 g di tartrato di sodio e potassio (KNaC4H4O6·4H2O)e 10 g di NaOH in 100 mL H2O distillata.
Reattivo di Fehling: si ottiene miscelando uguali volumi di Fehling I e Fehling II.
[image: image1]Il reattivo di Fehling presenta un’intensa colorazione blu: è il colore impartito alla soluzione dal complesso Cu2+-tartrato. Gli ioni tartrato, hanno il ruolo di complessare gli ioni rameici mantenendoli in soluzione: in ambiente basico infatti, in assenza di un complessante, gli ioni rameici precipitano sotto forma di idrossido rameico, elettrolita solido poco solubile.

Gli ioni rameici (Cu2+) ossidano a ione carbossilato il gruppo carbonilico delle aldeidi e degli zuccheri riducenti e contemporaneamente si riducono a ossido rameoso. Il test viene condotto a caldo in un bagnomaria bollente: un'aldeide o uno zucchero riducente determinano la formazione di un precipitato che può apparire rosso, giallo oppure verde a seconda della quantità di ossido rameoso che si è formata; nel contempo si osservano variazioni anche del colore della soluzione.

Determinazione del tenore di saccarosio e di zucchero in un succo di mela

1- Valutazione del tenore di zuccheri riducenti sul campione tal quale

Si pesa una quantità esatta di succo di mela (8 g) in un un matraccio tarato da 250 ml e si porta a volume con acqua distillata. Questa soluzione ben miscelata viene utilizzata per riempire una buretta da 25 ml.

Titolazione preliminare

In una beuta da 100 ml si mettono:

· 5 ml di Fehling A (da buretta)

· 5 ml di Fehling B (da buretta)

ottenendo così una soluzione blu il cui titolo esatto (già calcolato prima dell’analisi) verrà fornito nel corso dell’analisi. Si diluisce con 10 ml di acqua distillata si porta all’ebollizione dopo aver aggiunto un po’ di carborundo.

Nell’arco di due minuti si gocciolano dalla buretta circa 10 ml, si aggiunge il blu di metilene e si procede con la titolazione con viraggio da un blu-viola ad un rosso-rosa.

Titolazione esatta

Si esegue la seconda titolazione aggiungendo a freddo il quantitativo gocciolato nella prima prova diminuito di 1-2 ml.  Si porta all’ebollizione, si lascia bollire per due minuti, si aggiunge il blu di metilene e si completa la titolazione nel minuto successivo.

Tramite opportune tabelle è possibile correlare il volume gocciolato (opportunamente corretto con il titolo esatto del reattivo di Fehling) con la quantità di zuccheri riducenti presenti nel succo di mela, tenendo conto del volume iniziale della soluzione zuccherina (250 ml) e dei grammi di succo pesati.

2- Valutazione del tenore di zuccheri riducenti totali sul campione dopo idrolisi.

Si pesa una quantità esatta di succo di mela (6 g) in un matraccio tarato da 250 ml e si diluisce con acqua distillata (50 ml) aggiungendo 4 ml di HCl 6 N (20%). Si scalda a 65°C per 15/20 minuti al fine di idrolizzare il saccarosio. Dopo si raffredda sotto acqua corrente, si aggiunge la fenolftaleina e si neutralizza fino a viraggio rosa con NaOH (10%).

Quindi si corregge il pH riportando verso la neutralità mediante l’aggiunta di qualche goccia di Ac. Acetico 12% fino a scomparsa del colore.

Si porta a volume esattamente con acqua distillata e si procede alle due titolazioni (preliminare ed esatta) come fatto precedentemente per il campione di succo non idrolizzato. In questo caso la quantità di zuccheri calcolati rappresenta la somma degli zuccheri riducenti presenti naturalmente nel succo e di quelli derivanti dall’idrolisi del saccarosio. 

Per risalire alla quantità di saccarosio presente nel campione, si deve calcolare prima un fattore di conversione dato che saccarosio e zucchero invertito non hanno uguale peso molecolare:





   P.M. saccarosio (342)

f=--------------------------------------------- = 0.95





P.M. zucchero invertito (360)
Quindi, per avere il valore di saccarosio in % si moltiplica “f “ per la differenza tra le due % calcolate:

Saccarosio % = (% zuccheri rid. dopo idrolisi - % zuccheri rid. naturali) x 0.95
B. ACIDITA' TOTALE del VINO
L'acidità totale del vino è espressa in grammi di acido tartarico contenuti in un litro di vino. 

Per calcolarne il valore si esegue una titolazione con KOH fino a viraggio dal giallo al verde dell’indicatore blu di bromotimolo (l’indicatore ha anche un secondo viraggio dal verde al blu, da non utilizzarsi in questa analisi).

Il valore di acidità totale espressa in g/L di acido tartarico si esprime in base alla relazione:

g/L ac. tartarico = VKOH x N KOH x PE Ac.tartarico x1000/ V vino
(PE Ac.Tartarico = 75)

Procedura
Dopo avere decolorato 200ml di vino mediante aggiunta di una spatola di carbone attivo, recuperare mediante filtrazione 3 aliquote da 50 ml ciascuna, utilizzando 2 filtri a pieghe sovrapposti. Trasferire quantitativamente ciascuna aliquota in un becker, sciacquando bene il cilindro con acqua distillata; mettere sotto agitazione per alcuni minuti il vino per eliminare l'anidride carbonica. Aggiungere blu di bromotimolo e titolare fino a viraggio dal giallo al verde con una soluzione di KOH (0.25 N).
C. ALGINATI
L’esperienza prevede lo studio della formazione e delle caratteristiche dei gel di alginati.

Gli alginati sono copolimeri lineari composti da due unità monomeriche: l’acido D-mannuronico (M) e l’acido L-guluronico (G).Questi monomeri in funzione della provenienza degli alginati, sono composti da regioni formate esclusivamente da una unità monomerica (M-block o G-block), o da sequenze alternate. Gli M-block hanno un andamento lineare a causa della presenza di legami equatoriali tra le subunità monomeriche, mentre i G-block hanno un andamento corrugato a causa della presenza di legami glicosidici assiali. In particolare le regioni G-block, in presenza di ioni calcio, tendono ad aggregarsi formando strutture caratteristiche dette  “egg box” e questa reattività è una conseguenza diretta della particolare geometria molecolare di queste regioni.

Le differenti percentuali dei due monomeri producono alginati con caratteristiche differenti. Un alto contenuto in G-block in generale produce gel con una buona stabilità al calore ma che tendono a perdere acqua (sineresi);  alto contenuto in M-block in generale produce gel più deboli ed elastici, ma con migliori caratteristiche per quel che riguarda la perdita di acqua. La funzione principale degli alginati nell’industria alimentare è quella di creare gel a freddo con strutture relativamente stabili al calore ed a concentrazioni decisamente più basse delle gelatine. In funzione della loro composizione, questi gel sopportano trattamenti al calore senza fondere, sebbene possano tuttavia degradarsi. 

La gelificazione, essendo funzione della geometria della struttura degli alginati, dipende dal tipo di ione bivalente (Mg2+ << Ca2+ < Sr2+< Ba2+). 
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Materiale
· 4 soluzioni 1% di alginato in H2O (1 g di alginato di sodio in 100ml in H2O) con colorante alimentare
· Soluzione 5% CaCl2  in H2O (5 g CaCl2 in 100ml H2O) 
· Soluzione 5% MgCl2  in H2O (5 g MgCl2 in 100ml H2O) 
Procedura
Prelevare in un becker piccolo 10 ml della soluzione 5% CaCl2.

Prelevare in 4 provette la soluzione acquosa di alginato al 1% (1-2ml per ogni provetta) e colorare ciascuna soluzione con alcune gocce di colorante alimentare (giallo, blu, verde, rosso).

Con una pipetta Pasteur, sgocciolare la soluzione di alginato in quella di CaCl2, in modo da formare “caramelle”. 
Ripetere l’operazione anche per la soluzione di MgCl2. Descrivere la differenza osservata.
Prelevare le palline cosi formate mediante filtrazione su carta.

· Mettere alcune palline in un becker contenente H2O riscaldare su piastra riscaldante aumentando gradualmente la temperatura (30, 40, 50, 60, 70, 80°C). Descrivere cosa si osserva.

· Lasciare le restanti palline su un filtro di carta sotto cappa fino al laboratorio successivo e osservarne e descriverne la sineresi.
D. REAZIONE DI MAILLARD
L’esperimento prevede una valutazione qualitativa degli effetti indotti dalla reazione di Maillard.

Materiale

· D-glucosio

· Saccarosio

· Amino acidi (lisina, serina, alanina, arginina)

· Provette

Procedura

Preparare 4 provette contenenti 50 mg di D-glucosio ciascuna e aggiungere ad ognuna un diverso ammino acido (50 mg). 
Preparare un’ulteriore provetta contente saccarosio (50 mg) e aggiungere 50 mg di L-arginina. Sciogliere in 1 ml di acqua distillata. Coprire con stagnola e parafilm e scaldare a 100°C per 1 ora, agitando ad intervalli regolari. Lasciare raffreddare a temperatura ambiente. 
Registrare l’odore e il colore di ciascuna provetta. 

ANALISI DI OLI DI OLIVA

Estratto da ALLEGATO I Reg. 2568/1991/CEE – modificato da Reg. 1989/2003/CE
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A. ACIDITA' libera di UN OLIO di Oliva
L’acidità libera di un olio si esprime in g % di acido oleico (grammi di acido oleico in 100 grammi di olio) ed è data dagli acidi liberi non esterificati con il glicerolo. 
Procedura

Prelevare 5g esattamente pesati di olio, trasferirli in una beuta e aggiungere 25 ml di miscela alcool/etere (1:1). Titolare l’olio con NaOH fino a neutralità usando come indicatore fenolftaleina (viraggio incolore – rosa).

L'acidità è espressa:

a) NUMERO di ACIDITA’ corrispondente ai mg di NaOH necessari per neutralizzare gli acidi liberi di 1 g di grasso;
NUMERO di ACIDITA’ =  ml (NaOH) x N (NaOH) x PM (NaOH) / g (olio)

(PM NaOH = 40.0)

b) ACIDITA (%) corrispondente alla percentuale p/p di acido oleico in base alla relazione:

ACIDITA %  =  [ml (NaOH) x N (NaOH) x PE (ac. oleico)]/1000  x 100/ g (olio)

(PE ac. oleico = 282.2)

B. DETERMINAZIONE DEL NUMERO DI PEROSSIDI IN UN CAMPIONE DI OLIO

Si pesano 5 g di olio in una beuta da 250 ml, si scioglie con 25 ml di una miscela di CH3COOH/ CH2Cl2 (3:2). Si aggiungono poi 0.5 ml di una soluzione satura di KI e si agita fino a dissoluzione. Si pone al buio per 5 minuti.

A questo punto si aggiungono 75 ml di acqua distillata (sono evidenti due fasi) e quindi si titola lo iodio sviluppatosi con Na2O3S2 · 5H2O 0.01 N (tiosolfato di sodio), previa aggiunta dell’indicatore salda d’amido allo 1 % (il complesso tra iodio e amido è di colore blu). Alla fine della titolazione si ha il viraggio con la scomparsa della colorazione blu (viraggio da blu ad incolore).

Il numero di perossidi si esprime in mEq di ossigeno, che corrispondono ai mEq di I2 liberato da KI, per 1000 g di olio:

Numero di perossidi  = (A x N x 1000 ) / p
Dove:

A = ml di sodio tiosolfato 0.01 N

N = normalità di sodio tiosolfato

p = g di olio esattamente pesati.
A. FORMAZIONE DI EMULSIONI

L’esperienza prevede la valutazione della formazione e delle proprietà di emulsioni olio in acqua (O/W) e acqua in olio (W/O), in presenza di alcuni agenti emulsionanti, e di osservarne la stabilità durante un intervallo di tempo definito.

Materiale:

· sudan red 

· olio vegetale

· Span
· tuorlo d’uovo
· Decaetilene glicole monododecil etere

· lecitina di soia

· SDS

Procedura

Colorare l’olio vegetale con la minima quantità di sudan red. 
Preparare le seguenti emulsioni in provette con tappo da 15 ml. Disperdere l’emulsionante nel volume di olio o acqua indicato agitando bene; quindi aggiungere il volume indicato dell’altro liquido (acqua o olio) ed agitare molto bene per 30 sec in modo da formare un’emulsione.

	emulsionante
	
	olio in H2O (O/W)
	
	H2O in olio (W/O)

	
	
	Olio 
	H2O 
	
	Olio 
	H2O

	1
	Nessuno (controllo)
	
	2 ml
	8 ml
	
	8 ml
	2 ml

	2
	Span (0.1ml in olio)
	
	2 ml
	8 ml
	
	8 ml
	2 ml

	3
	Lecitina (0.1 g in olio)
	
	2 ml
	8 ml
	
	8 ml
	2 ml

	4
	Tuorlo (0.1 ml in acqua)
	
	2 ml
	8 ml
	
	8 ml
	2 ml

	5
	Decaetilene glicole monododecil etere

 (0.1 ml in acqua)
	
	2 ml
	8 ml
	
	8 ml
	2 ml

	6
	SDS (0.1 g in olio)
	
	2 ml
	8 ml
	
	8 ml
	2 ml


Lasciare riposare le provette e valutare il tempo di “rottura” di ciascuna emulsione.

Descrivere cosa osservato e paragonare i risultati osservati con il comportamento atteso per i valori di HLB tabulati.
B. TLC di colesterolo in paste alimentari (analisi qualitativa)

Eluente: 

miscela esano:etere etilico 1:1    (20ml=10+10)

Campioni: 

1. Pasta senza uovo 

2. Pasta con uovo    

3. Tuorlo d’uovo 

4. Standard: soluz. 0.1% di colesterolo

Procedura

Preparare i campioni 1 e 2 pesando 2 g di ciascuna pasta e sminuzzandola con uno specillo sul fondo della provetta in presenza di 2ml di acetone.

Preparare il campione 3 prelevando 0.5 g di tuorlo d’uovo e solubilizzandolo con 5 ml di acetone.

Sulla lastra TLC depositare i campioni in ordine dopo aver tracciato con una matita la linea di deposizione a circa 2 cm dal fondo. Per le macchie 3 e 4 è sufficiente depositare una sola goccia, mentre per 1 e 2 è bene ripetere più volte la deposizione. Fare attenzione a pulire bene il capillare nel prelievo tra un campione e l’altro, soprattutto per evitare di contaminare con la soluzione di colesterolo le altre soluzioni in esame.

Posizionare la TLC nella camera di corsa in presenza di un pezzo di carta da filtro (dimensioni maggiori della TLC; allo scopo di saturare completamente di eluente la camera di corsa). Lasciare correre l’eluente fino a circa 3/4 dell’altezza della lastra, quindi estrarla ed asciugarla col phon (sotto cappa!).

I composti separati vengono evidenziati come macchie spruzzando una soluzione di H2SO4 in etanolo (10%) e scaldando successivamente col phon. 
Marcare con una matita le macchie osservate e il fronte del solvente.
Descrivere cosa osservato e calcolare i valori di ritenzione Rf delle macchie osservate (rapporto tra la distanza percorsa dal composto rispetto alla linea di partenza e la distanza percorsa dal fronte del solvente rispetto alla linea di partenza). 

A. PROTEINE: FORMAZIONE DI SCHIUME
L’esperienza vuole mostrare le diverse proprietà schiumogene di alcune proteine in presenza di agenti modificanti.

Preparare 8 dispersioni acquose come di seguito descritto:

· 2% sodio caseinato

· 2% sieroproteine

· 2% albume + 2% amido di mais

· 2% albume + 2% saccarosio

· 2% albume + 2% olio vegetale

· 2% albume
Porre 5 ml di ciascuna soluzione in una provetta graduata da 15ml ed agitare vigorosamente per un minuto. Quindi, lasciare riposare a temperatura ambiente. 
Annotare il volume della soluzione dopo 0, 5, 15 e 30min.

Ripetere lo stesso esperimento per ciascuna soluzione, ponendo però questa volta le provette a bagnomaria a 40°C.

Valutare le differenze.

B. PROTEINE: COAGULAZIONE

L’esperienza vuole mostrare la diversa velocità di coagulazione delle proteine in presenza di altre sostanze.

Materiale:

· albume

· NaCl 0.1M

· CaCl2 0.1M

· saccarosio 1M

· HCl 0.1M

In un becker da 50 ml preparare una soluzione diluendo 10ml di albume con 30 ml di H20 distillata e lasciare in agitazione. 
Preparare 5 provette, contenenti ciascuna 5 ml di albume disperso e 2 ml di agente modificante, come di seguito schematizzato:

	campione
	albume
	modificante

	1
	5ml
	Acqua (2ml)

	2
	5ml
	NaCl 0.1M (2ml)

	3
	5ml
	CaCl2 0.1M (2ml)

	4
	5ml
	Saccarosio  1M (2ml)

	5
	5ml 
	HCl 0.1M (2ml)


Misurare il pH di ciascuna provetta con la cartina al tornasole. Quindi immergere le provette in un bagnomaria a 30°C ed impostare il termostato ad 80°C. Annotare le variazioni osservate all’aumentare della temperatura e la temperatura a cui appare un intorbidimento, indice dell’inizio della coagulazione. 

A. COLORE: clorofilla
L’esperienza mostra la variazione del colore della clorofilla per effetto del calore e del pH .

Materiale:

· piselli surgelati

· piselli in scatola (solo controllo)

· aceto

· NaOH 1M

· NaHCO3
Procedura

Fare bollire 100ml di acqua in un becker. 

1. Cuocere 25g di piselli surgelati nell’acqua bollente per 7minuti, quindi scolarli e metterli a raffreddare su stagnola. 

2. Preparare un secondo campione, cuocendo 25g di piselli surgelati in acqua bollente dopo aver aggiunto 10ml di aceto e aver misurato il pH con la cartina al tornasole. 

3. Preparare un terzo campione cuocendo i piselli surgelati in acqua bollente con aggiunta di 10ml di NaOH dopo aver misurato il pH con la cartina al tornasole. 

4. Preparare un quarto campione immergendo per 7 minuti i piselli surgelati in acqua freddo acidificata con 10ml di aceto (misurare anche in questo caso il pH).

5. Preparare infine un ultimo campione immergendo i piselli surgelati in acqua fredda con aggiunta di 2g di NaHCO3. 

Prelevare alcuni piselli da ciascun campione e valutarne il colore paragonandolo a quello del campione di controllo (piselli in scatola). 

Aggiungere quindi al campione 1 o al campione di piselli in scatola CuSO4 ed osservare la variazione di colore.
B. Colore: antociani
L’esperienza prevede la valutazione della diversa colorazione assunta dagli antociani in soluzioni a differente pH

Procedura

Diluire 10ml di succo di mirtillo in 90ml di acqua. 

Preparare 6 provette da 50ml contenenti ciascuna 5ml della soluzione di mirtillo. 

Portare quindi a 50 ml ciascun campione utilizzando i seguenti:

· acqua (controllo)

· HCl 0.1M

· tampone acetato a pH 5

· tampone fosfato a pH 7

· tampone borato a pH 10

· NaOH 0.1M

Valutare per ciascuna provetta la variazione di colore e giustificarla chimicamente.

C. COLORE: imbrunimento enzimatico
L’esperienza prevede la valutazione dell’imbrunimento enzimatico da un punto di vista qualitativo.

Materiale
- 1 mela renetta

- tiourea al 1%

- acido ascorbico

- metabisolfito di sodio

- K2HPO4
Procedura

Affettare la mela sbucciata e preparare 5 campioni, ponendoli in un becker. Trattare ciascun campione come di seguito riportato:

A) 100ml di acqua

B) 100ml di tiourea 1% 

C) 100ml acqua + 10mg di acido ascorbico

D) 100ml di acqua + 10mg di metabisolfito

E) 100ml di acqua + 10mg di metabisolfito + 120mg K2HPO4 (rispettare l’ordine di aggiunta).

Lasciare riposare ogni campione per 30min nel liquido, quindi valutare il colore di ciascun campione e giustificare chimicamente il fenomeno osservato.
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