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ESPERIENZE DI LABORATORIO CORSO CHIMICA ANALITICA II 
(A.A. 2019-2020)

PRIME ESPERIENZE:

Esp.1: Determinazione della caffeina nelle bevande
mediante analisi in RP-HPLC-UV (metodo delle
aggiunte multiple)

Esp.2: Determinazione dei polifenoli nel vino mediante
spettrofotometria UV-vis

Esp.3: Mineralizzazione acida di campioni di
terreni/sedimenti per l’analisi ICP-AES (Attacco forte e
estrazione blanda)



ESPERIENZE DI LABORATORIO CORSO CHIMICA ANALITICA II 
(A.A. 2019-2020)

SECONDE ESPERIENZE:

Esp.4: Determinazione degli anioni principali in
un’acqua minerale commerciale mediante
cromatografia ionica (IC)

Esp.5: Analisi qualitativa del volatiloma del miele
mediante tecnica HS-SPME-GC-MS

Esp.6: Determinazione dei metalli principali in un
terreno mediante ICP-AES



LA SEPARAZIONE CROMATOGRAFICA

Esp.1: DETERMINAZIONE DELLA CAFFEINA NELLE BEVANDE 
MEDIANTE ANALISI IN RP-HPLC-UV (metodo delle aggiunte 
multiple)



Esp.1: DETERMINAZIONE DELLA CAFFEINA NELLE BEVANDE 
MEDIANTE ANALISI IN RP-HPLC-UV (metodo delle aggiunte 
multiple)

HPLC 
High Performance Liquid Chromatography
(Cromatografia liquida ad alta prestazione)
UV
Ultravioletto-Visibile (detector)
RP
Reverse Phase
(Fase Inversa)



Esp.1: DETERMINAZIONE DELLA CAFFEINA NELLE BEVANDE 
MEDIANTE ANALISI IN RP-HPLC-UV (metodo delle aggiunte 
multiple)
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(molecola poco polare, idrosolubile)

(Spettro UV-Vis della caffeina da 
190 nm a 400 nm)



Esp.1: DETERMINAZIONE DELLA CAFFEINA NELLE BEVANDE 
MEDIANTE ANALISI IN RP-HPLC-UV (metodo delle aggiunte 
multiple)

METODO DELLE AGGIUNTE MULTIPLE:

Ad un’aliquota nota di campione a concentrazione incognita 

(eventualmente diluito) si aggiungono volumi crescenti 

(quindi concentrazioni crescenti) di una soluzione standard 

(di caffeina) a concentrazione nota.

Questo metodo serve a minimizzare eventuali effetti della 

matrice.



Caffeina 

100 ppm

H2O ultrapura

Cola Cola+

1 ppm caff.

Cola

Cola+

3 ppm caff.

Cola+

5 ppm caff.

1:50 opportuna

aliquota

+ H2O    ultrapura

( x 2)

Esp.1: DETERMINAZIONE DELLA CAFFEINA NELLE BEVANDE 
MEDIANTE ANALISI IN RP-HPLC-UV (metodo delle aggiunte 
multiple)



UV impostato a
λ= 272 nm

Fase mobile A: H2O/MeOH 80:20
Fase mobile B: MeOH

(solventi per HPLC)

Soluzione da 
iniettare 

(filtrata su filtri
da 0.45 µm)

Microsiringa per 
cromatografia (100 µl)

Esp.1: DETERMINAZIONE DELLA CAFFEINA NELLE BEVANDE 
MEDIANTE ANALISI IN RP-HPLC-UV (metodo delle aggiunte 
multiple)



soluz. Std Area

coca 490715

coca + 1 ppm 764157

coca + 3 ppm 1239486

coca + 5 ppm 1751183

Concentrazione del campione INIETTATO in colonna

Per calcolare la concentrazione del campione 
all'origine bisogna tenere conto di una 

eventuale diluizione effettuata sul campione

Esp.1: DETERMINAZIONE DELLA CAFFEINA NELLE BEVANDE 
MEDIANTE ANALISI IN RP-HPLC-UV (metodo delle aggiunte 
multiple)

ESEMPIO:



Metodica di riferimento: Metodo ISTISAN 

96/34 ("Metodi di analisi utilizzati per il 

controllo chimico degli alimenti "), pag. 234-

235, modificato ai fini didattici.

(www.iss.it/binary/publ2/cont/Rapporto%20

96-34.1140450878.pdf)

Esp.1: DETERMINAZIONE DELLA CAFFEINA NELLE BEVANDE 
MEDIANTE ANALISI IN RP-HPLC-UV (metodo delle aggiunte 
multiple)



Esp.2: DETERMINAZIONE DEI POLIFENOLI NEL VINO 
MEDIANTE SPETTROFOTOMETRIA UV-VISIBILE

Acido gallico
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Acido tannico

Polifenoli: fenoli semplici, tannini e flavonoidi

Flavonoidi

Per i polifenoli non sono previsti limiti di legge ma una loro misura può dare un’indicazione

importante sulla qualità del prodotto. Si specifica che i vini bianchi hanno un contenuto di

polifenoli tra 60 e 400 ppm mentre i vini rossi fra 800 e 3700 ppm.
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Esp.2: DETERMINAZIONE DEI POLIFENOLI NEL VINO 
MEDIANTE SPETTROFOTOMETRIA UV-VISIBILE

La procedura analitica sfrutta il potere riducente dei polifenoli 

in ambiente basico nei confronti del reattivo di Folin-Ciocalteu

(miscela di fosfotungstenato e fosfomolibdato) generando 

cromofori in soluzione,  facilmente individuabili mediante 

tecniche spettrofotometriche nel visibile a causa del massimo a 

700 nm (colore blu assunto dalla soluzione campione).



Esp.2: DETERMINAZIONE DEI POLIFENOLI NEL VINO 
MEDIANTE SPETTROFOTOMETRIA UV-VISIBILE

In questa esperienza lo standard di riferimento utilizzato è l'acido 

gallico, quindi la concentrazione di polifenoli totali presenti nel 

vino verrà espressa come assimilata all'acido gallico.

Sarà necessario preparare le seguenti soluzioni:

- Soluzioni standard di acido gallico in H2O/MeOH 4:1;

- Soluzione di Na2CO3 in H2O;

- Reattivo di Folin-Ciocalteu diluito in H2O.



Methods in Enzymology, Volume 299, 1999, Pages 152-178

Esp.2: DETERMINAZIONE DEI POLIFENOLI NEL VINO 
MEDIANTE SPETTROFOTOMETRIA UV-VISIBILE



Esp.2: DETERMINAZIONE DEI POLIFENOLI NEL VINO 
MEDIANTE SPETTROFOTOMETRIA UV-VISIBILE



1) Preparazione delle soluzioni

Na2CO3

H2O

Reattivo F.-C.

H2O
Sln. 

madre 2N

Vino biancoVino 
rosso

Vino 
rosso

diluito

H2O

Ac. gallico 
1000 ppm

H2O/MeOH

50 
ppm

100 
ppm

250 
ppm

500 
ppm

(Da filtrare su 
filtri 0.45 µm!!!) 

Esp.2: DETERMINAZIONE DEI POLIFENOLI NEL VINO 
MEDIANTE SPETTROFOTOMETRIA UV-VISIBILE



2) Reazione redox

50 ppm 100 ppm 250 ppm 500 ppm Vino bianco Vino rosso

diluito

Na2CO3
Reattivo F.-C.

H2O1 ml

90 minuti al buio

Esp.2: DETERMINAZIONE DEI POLIFENOLI NEL VINO 
MEDIANTE SPETTROFOTOMETRIA UV-VISIBILE



3) Analisi in spettrofotometria UV-Vis con spettrofotometro doppio raggio

Cella campione

Cella riferimento

Rivelatori

Amplificatore

di segnale

Beam

splitter

Monocromatore

Sorgente

continua

Bianco:

H2O
Soluzioni per retta di taratura Campioni

Cuvette in polistirene (PS)

Esp.2: DETERMINAZIONE DEI POLIFENOLI NEL VINO 
MEDIANTE SPETTROFOTOMETRIA UV-VISIBILE



4) Calcolo della concentrazione di polifenoli nei campioni di vino
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Concentrazione acido gallico (ppm)

Per calcolare la concentrazione di polifenoli nel 
campione di vino rosso bisogna tenere conto 

della diluizione effettuata!!!

Esp.2: DETERMINAZIONE DEI POLIFENOLI NEL VINO 
MEDIANTE SPETTROFOTOMETRIA UV-VISIBILE



Metodica di riferimento: Tesi Giacinti, A. ("Valorizzazione del Pisum Sativum L. tramite tecniche di bioliquefazione: 

studio e caratterizzazione",Università degli studi di Bologna, A.A. 2009-2010, pag. 44-46), modificata ai fini didattici.

(http://amslaurea.unibo.it/1806/1/giacinti_agnese_tesi.pdf.)

Esp.2: DETERMINAZIONE DEI POLIFENOLI NEL VINO 
MEDIANTE SPETTROFOTOMETRIA UV-VISIBILE



Esp.3-6: QUANTIFICAZIONE DEI METALLI NEI TERRENI TRAMITE 
SPETTROMETRIA DI EMISSIONE ATOMICA AL PLASMA 
INDUTTIVAMENTE ACCOPPIATO (ICP-AES) DOPO 
MINERALIZZAZIONE ACIDA (ATTACCO FORTE E ATTACCO BLANDO)

Vengono determinate le concentrazioni dei principali elementi

maggiori (Mg, K, Fe, Al) e dei metalli pesanti (Cr, Cu, Zn, Ni, Mn, V) nel

terreno, con il metodo della retta di taratura costruita attraverso

soluzioni standard a concentrazioni crescenti per ogni metallo.

Verranno confrontate due metodiche di preparazione: un attacco forte

in micronde e un’estrazione blanda a freddo.

L'operazione viene effettuata con l'ausilio di funzioni del software dello

strumento.



Esp.3-6: QUANTIFICAZIONE DEI METALLI NEI TERRENI TRAMITE 
SPETTROMETRIA DI EMISSIONE ATOMICA AL PLASMA 
INDUTTIVAMENTE ACCOPPIATO (ICP-AES) 
ATTACCO FORTE:

Terreno setacciato a 2 
mm ed essiccato

Preparazione 3 
aliquote di terreno da 

0.3 g in navicelle di 
plastica

Trasferimento in 
apposite vessel per 

microonde

+ HNO3/HCl 3:1

+

Campioni pronti 
per 

mineralizzazione

Bianchi pronti 
per 

mineralizzazione

MINERALIZZAZINE IN 
MICROONDE + 

RAFFREDDAMENTOTrasferimento in matraccio 
filtrando con filtro a pieghe

+ H2O ultrapura
3 campioni

3 bianchi

ICP-
AES



Esp.3-6: QUANTIFICAZIONE DEI METALLI NEI TERRENI TRAMITE 
SPETTROMETRIA DI EMISSIONE ATOMICA AL PLASMA 
INDUTTIVAMENTE ACCOPPIATO (ICP-AES) 
ESTRAZIONE BLANDA:

Terreno setacciato a 2 
mm ed essiccato

Preparazione 3 
aliquote di terreno da 

2 g in navicelle di 
plastica

Trasferimento in 
apposite beute

+ HCl 0.5 M

+

Campioni pronti 
per estrazione 

blanda

Bianchi pronti 
per estrazione 

blanda

ESTRAZIONE A FREDDO IN HCl 
DILUITO

Centrifuga e filtro  da siringa 
in PP 

+ H2O ultrapura
3 campioni

3 bianchi

ICP-
AES



Esp.4: DETERMINAZIONE DEGLI ANIONI PRINCIPALI IN 
UN’ACQUA MINERALE COMMERCIALE MEDIANTE 
CROMATOGRAFIA IONICA (IC) 

Analisi quantitativa:

le concentrazioni degli anioni verranno calcolate utilizzando una 

retta di taratura per ogni anione. 

F-, Cl-, NO3
-, SO4

2-

Calcolare il dato medio ±
deviazione standard
(per ogni anione)

Confrontare con il 
dato riportato 
sull'etichettaAnalisi in triplicato



Esp.4: DETERMINAZIONE DEGLI ANIONI PRINCIPALI IN 
UN’ACQUA MINERALE COMMERCIALE MEDIANTE 
CROMATOGRAFIA IONICA (IC) 

Fase mobile: tampone 
carbonato

(NaHCO3 /Na2CO3)

F-, Cl-, NO3
-, SO4

2-

Nel soppressore il 
controione Na+ è 
sostituito da H+

L’eluente è ora H2CO3

poco dissociato che  
non viene rivelato

Eluizione ISOCRATICA: l'eluente rimane a composizione costante durante tutto il processo di separazione



Esp.4: DETERMINAZIONE DEGLI ANIONI PRINCIPALI IN 
UN’ACQUA MINERALE COMMERCIALE MEDIANTE 
CROMATOGRAFIA IONICA (IC) 

Metodica di riferimento: Metodo ISTISAN 96/34 ("Metodi di 

analisi utilizzati per il controllo chimico degli alimenti "), pag. 

236-237, modificato ai fini didattici.

(www.iss.it/binary/publ2/cont/Rapporto%2096-

34.1140450878.pdf)



Esp.5: ANALISI QUALITATIVA DEL VOLATILOMA DEL 
MIELE MEDIANTE TECNICA HS-SPME-GC-MS

Strumentazione:
• Gascromatografo Agilent HP 6890 

accoppiato allo spettrometro di 
massa Agilent 5973 implementato 
con sistema di autocampionamento
Gestel MPS22-Twister.

Tecnica di estrazione del campione:
• Microestrazione in fase solida da 

spazio di testa



I composti volatili del miele

43 mieli monofloreali analizzati



I terpeni

Terpeni ciclici

Terpeni 
aciclici

Isoprene

Geranil-difosfato



(Erica)

(Colza)

(Castagna)

Scopo: generazione di un database di volatiloma di mieli diversi per: 

•controllo qualità del miele (è veramente monofloreale? e di che pianta?)

•identificazione geografica 



Cromatogramma del volatiloma di un miele
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MATERIALE DA PORTARE IN LABORATORIO

Campioni:

- una lattina di una bevanda a base di cola;

- un'acqua minerale NON gasata e possibilmente non

oligominerale;

- una terreno campionato a cura dei gruppi (uno per gruppo),

lasciato asciugare in un foglio di carta per almeno 24 ore e

riposto in un contenitore fornito dal docente;

- vino bianco e vino rosso (15 ml) per analisi dei polifenoli

- miele


