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Abstract

La qualita del caffe verde rappresenta il prin@paquisito per la realizzazione di una bevanda ap-
prezzata a livello commerciale.

Attualmente tra i vari campi interessati dalla proidne scientifica sulla qualita del caffé verde vi
sono lo sviluppo di metodologie per garantire l&niicita e lo studio delle metodiche piu appro-
priate per la quantificazione dell’acqua.

Nel primo caso la necessita di metodi rapidi feuténticazione del caffe &€ divenuta in tempi re-
centi un’esigenza sempre piu pressante a causaatecente diffusione di pratiche di adulterazio-
ne nella filiera commerciale di questo prodotto.

Tuttavia sono ancora limitati i metodi formulatirpa determinazione dell’origine geografica;
inoltre, la bassa numerosita di campioni analizzatilavori compiuti in tale ambito rende i ristita
trovati non sufficientemente significativi.

Rimane infine ambiguita sui possibili markers déiazare nella discriminazione.

Occorrono da un lato quindi metodi adatti ad anatigtinarie per il controllo del maggior numero
possibile di campioni, e dall’'altro una scelta wua di possibili markers per la discriminazione
geografica delle varie qualita di caffe.

Nelllambito degli studi compiuti sull’acqua rimaraacora aperta la problematica della distribu-
zione dell’acqua stessa all'interno della matrlce comprensione di questo fenomeno e di notevole
importanza in quanto € stata osservata ad esempedteératura la correlazione fra il grado di idra-
tazione e le proprieta meccaniche del chicco verde.

La ricerca presentata in questo dottorato ha aemdiatlare una risposta alle problematiche aperte
appena descritte con il ricorso alla Risonanza M#aga Nucleare, recentemente utilizzata con suc-
cesso in ambito alimentare.

In questo lavoro sono stati sviluppati infatti doetodi per la determinazione dell’origine geografi-
ca del caffé verde, rispettivamente con I'NMR nehthio dei tempi, e con I'NMr ad alta risolu-
zione, quest’ultimo in combinazione con l'analigtsstica multivariata.

Il primo metodo, basato sul’NMR nel dominio deirtgi, € stato realizzato per mezzo di uno spet-
trometro operante alla frequenza di 20 MHz (Brulerispec Mg20), e permette la determinazione
simultanea delle percentuali di acqua e olio delevato numero di campioni in maniera rapida e

riproducibile tramite I'utilizzo della sequenzaisgcho.



| valori delle percentuali di acqua e olio nei caomp sottoposti ad analisi € stato ricavato utiliz-
zando due differenti calibrazioni per I'acqua e paro.

Le percentuali di acqua e olio ottenute dall'apmtione del metodo su 500 campioni di caffé verde
sono stati sottoposti ad analisi statistica (ANOVA)

| risultati ottenuti indicano che una buona disénazione dei continenti di provenienza dei cam-
pioni € possibile utilizzando il valore di perceaiteidi olio come marker.

Per quantificare correttamente le componenti aegabo con la sequenza spin echo e stata neces-
saria I'analisi preliminare dei tempi di rilassarteetrasversale () nel chicco verde con I'NMR nel
dominio dei tempi mediante I'applicazione della wmiga CPMG. Le distribuzioni continue di
tempi di rilassamento trasversale sono state rieavaertendo con la trasformata di Laplace con
l'aiuto del software Upen le curve CPMG ottenute.

L’assegnazione preliminare della popolazioni dirdlative alla fase acqua nella regione compresa
fra 0.1 e 3 ms é stata realizzata confrontandofilpdi rilassamento di una serie di chicchi verdi
con i corrispondenti profili ottenuti per essicaman stufa.

La regione di 7 relativa alla componente lipidica dei chicchi ve¥dtata invece assegnata sia con-
frontando i profili di rilassamento di una seriectlicchi a diversi livelli di idratazione sia coofr-
tando le distribuzioni di Fnel chicco con quella dell’olio estratto dallosste.

Allo scopo di far luce sulla distribuzione dell'amnel caffé verde la regione della distribuzione d
T2 attribuita all’acqua é stata studiata in dettagbn una serie di esperimenti sistematici dinaeid
tazione graduale di chicchi precedentemente edbicca

Le distribuzioni di T ottenute da chicchi essiccati e reidratati manuatenéno al 35% (su base
secca) sia con # che con PO e, alternativamente, per esposizione in atmosfietenidita con-
trollata, sono state confrontate con quelle diaiwerdi tal quali. | dati ottenuti indicano cfieo
a[110% l'acqua incorporata nel chicco manifesta umitita ridotta, in quanto probabilmente ad-
sorbita o legata con le pareti cellulari medigraati idrogeno. La reidratazione con acqua deutera-
ta ha evidenziato inoltre il contributo dello scamprotonico al segnale della distribuzione osser-
vato.

L’analisi dei profili di distribuzioni dell’acquadinoltre portato all'osservazione che questo tasul
determinato dalla convoluzione di due popolazianndbilita protonica, rispettivamente centrate a
[00.5 e 1 ms. Sia nel chicco verde che in queltiregati € stato trovato che a contenuti di acqua fi
no a 4% delle due popolazioni € visibile sololigua mobilita inferiore, mentre a percentuali in-

termedie sono presenti entrambe.



Con riferimento all’articolo di Pittia e collaboaat, la componente a rilassamento rapido potrebbe
essere associata all'effetto di antiplasticizzagidell’acqua, mentre la popolazione caratterizzata
da rilassamento piu lento puo essere correlateffaiito plasticizzante dell’acqua. In questo senso
nostri dati forniscono una conferma ed un’intergzéine in termini di mobilita protoniche al co-
siddetto effetto di antiplasticizzazione, scopearivello macroscopico.

La distribuzione dei tempi di rilassamento trasaér dei } della regione associata ai lipidi (cioé
quella compresa frall0 ms €1300 ms) mostra un profilo multimodale, che sugperila presenza
di tre diverse mobilita protoniche. Tale osservaei@ stata confermata sia con lo studio della di-
pendenza dalla temperatura delle mobilita protmicompiuto sia per la fase lipidica all’interno
dei chicchi, sia per l'olio fresco isolato mediaestrazione soxhlet, sia dal confronto con dalei
teratura.

Questa osservazione ha trovato inoltre confermadatedi letteratura.

Un metodo per la discriminazione geografica é stafioe elaborato mediante I'analisi statistica
multivariata delle risonanze NMR sia degli estratijanici che acquosi di 48 campioni di caffe
verde di diversa provenienza. | dati ottenuti iadie che nell’estratto organico gli acidi grassi sem
brano essere efficaci nel discriminare i campidncani da tutti gli altri analizzati, mentre le e
ponenti minoritarie sono efficaci nella differerz@ne tra i campioni con diversa provenienza.

In particolare il Kahweolo correla positivamentendgacampioni del Brasile, mentre la caffeina e i
composti minoritari differenziano i campioni cen@mmericani da quelli del sud America, e altri
componenti minoritari non identificati che caratteano i campioni africani e quelli asiatici.

La caratterizzazione dell’'estratto acquoso mediasperimenti bidimensionali ha permesso inoltre
l'identificazione di sistemi di spin caratteristidegli estratti protonici del campioni di caffe Sira
liano, quali zuccheri minoritari e isomeri dell’doi clorogenico.

Esperimenti di diffusione DOSY condotti sull’estatacquoso dei campioni di origine africana
hanno inoltre avvalorato I'ipotesi di una possiliiieerazione caffeina/ acidi clorogenici. In peoti

lare i dati ottenuti fanno supporre che nell’estraacquoso del campione africano analizzato, la

caffeina e presente in soluzione sia in forma ébdre complessata con 'acido clorogenico

Abstract (English)

The quality of green coffee represents the mairditimm for the production of a good end product

at a cup level.
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Nowadays among the fields which the scientific mations deal with about the green coffee quali-
ty there are the development of methodologiesHerauthenticity assurance, and the study of the
most appropriate methods for the water quantificati

In the former case, because of the increasedstbffuof adulteration practises along the coffee
commercial chain, recently the need of rapid méshor coffee autentication is increased. How-
ever, the number of developed methods for the ggigeal origin are still limited; furthermore,
the low number of analized samples in all the wardisied out about this topic makes the achieved
results not sufficiently statistically significant.

Ambiguity also remains about the markers to be dsethe geographical discrimination of coffee
qualities. Thus are required, on the one handalslgitroutine methods to control as many samples
as possible, on the other hand a unique set oferaHas to be established.

In the field of the studies carried out on watex gnoblem of its distribution within the coffee ma-
trix is still open. The understanding of this pbarenon is of great importance, since a correlation
between the degree of hydration and the mechapioglerties of the green coffee bean has been
observed in literature, for instance.

The research presented in this PhD work has toegite answers to open questions mentioned
above with the help of the magnetic resonance tgabnwhich has been successfully employed in
the food field .

In this work two different methods have been depetbto achieve the geographical origin deter-
mination of green coffee, by using the time dom¥MR (TD NMR), and with the help of the high
resolution NMR technique combined to multivaridiistical analysis , respectively methods.

The first one, based on the time domain NMR has lbealized by means of a benchtop analyser
operating at a resonance frequeniyof 20 MHz (Bruker Minispec Mq20), and also enabtke
fast simultaneous determination of water and ait@ets of a high number of samples in a non de-
structive, and reproducible way, through the NMih gzho sequence.

The percentages of water and oil in the analisetpss has beeen obtained by using two distinct
calibration lines, respectively .

The results obtained by the application of the m@tbn 500 green coffee samples have been sub-
jected to statistical analysis (ANOVA)

The obtained results indicate that a good disciatnm of the continental origins of the samples is
possible by using the oil percent value as a marker

To correctly evaluate water and oil components lexams of the spin echo sequence the preliminary

analysis of the transverse relaxation timeg (i the green bean with the help of by using the
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CPMG NMR sequence. The continousdistributions were obtained by inverting the expental
CPMG curves with the Laplace transformation with bielp of a suitable Upen program

The preliminary assignement of the the t2 mobjhibpulations relative to water phase in the region
spanning from 0.1 to 3 ms was achieved by compatiegrelaxation profiles of a serie of green
beans to the corrisponding profiles of the samenalreed beans

The T, region of the lipid component of the was assighgadomparing either the relaxation pro-
files of a some green beans at different hydrateerls, or by comparing the, Qistribution of the
untreated bean with the one of the fresly extraotefiiom the same bean.

To shed light on the water distribution in greefff@® bean, the Jregion, which was previously
assigned to water proton mobility, was analisedlétails by means of systematic gradual re-
hydration experiments on previously dessiccateteedieans.

The T, distributions obtained either from manually retatéd beans either with,8 or DO up to
35% (dry basis) or, alternatively, wetted by expesaf a controlled air environment, were compa-
red to the untreated beans. Data obtained indibateup tol[110% water embedded in the bean ex-
hibits a rather restricted mobility, likely as aué of

interaction with the cell walls or hydrogen bondnfation.

Furthermore, the relaxation profiles obtained byydrating the dry beans with,O highlighted the
contribution of the proton exchance mechanism e¢oowverall Laplace inversion signal.

By the analysis of the profile of water distributsowas found that this is determined by the convo-
lution of two distinct proton mobility populationgositioned at 0.5 and 1 ms, respectively.

In the green bean as well as in the re-hydrated,omeich were analysed, it was found that at hy-
dration levels up to 4%, only the fast relaxing plagion can be observed (i.e. the one at a lower
T»), while at intermediate water contents they arth Ippesent.

The fast relaxing component could be assigned eoatitiplasticization effect of water, while the
one which is characterized by a slower relaxatate may be associated to water plasticizing the
macromolecular polymers. In this sense our observabuld provide an interpretation in terms of
proton mobiliy to the so called antiplasticizatieffiect, which was first discovered at a macroscopic
level.

The analysis of the ;8 distribution of the region assigned to the lipithse (i.e the one Byl0 ms

to (1300 ms) shows a multimodal profile, which in pautar suggests the presence of three diffe-
rent proton mobility populations. This observatiarhich was observed in the green bean as well
as in the freshly extracted oil from the same beas then confirmed either by analysing the tem-

perature dependence of the components and orebogtlire.
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An alternative method for the geographical autetion was also elaborated by means of the
multivariate statistical of the NMR resonances woi#d either from the organic or the aqueous ex-
tracts of 48 samples belonging to di different gapbical origins. The obtained data indicate that
in the organic extract the fatty acids seem to fbeceve as a markers for the discrimination the
African samples among all the other ones, whilerés®nances of the minor costituents are able to
differentiate all the samples of different origin. particular kaweohl compound positively corre-
lates with the Brazilian samples, while the caféepeaks and other minor compounds discriminate
the middle American samples from the ones of thetsd-inally, other minor costituents characte-
rize African and Asian samples.characterizatiomafueous extract throught bidimensional NMR
experiments allowed the identification of charaster spin sistems of the other not identified com-
ponents.

DOSY diffusion experiments were carried out ondlgueous extract of African samples and sup-
ported the hypothesis of an interaction occurrietpeen caffein and chlorogenic acids. In particu-
lar, the obtained data allow one to suppose thahénaqueous extract of the analized African
sample the caffein is present in solution bothhmfree form and as a complex with the chlorogenic

acid.






Capitolo 1. Introduzione.

1.1. Fisiologia della pianta di caffe e varieta e morfalgia dei chicchi.

Il caffe viene classificato nella famiglia delle IRaceae, che comprende piu di 500 generi e circa
8000 specie. Si tratta di una famiglia biologicateea morfologicamente diversificata; cataloga
minuscole erbacee, piccole piante floreali clasai® come gardenie, liane, alberi tropicali e arbus
che crescono negli strati bassi delle foreste.

Morfologicamente la pianta di caffé & un arbustigyFa 1.1) che puo raggiungere un’altezza fino a

6.5 m in funzione della varieta e delle condizidncrescita.

Figure 1.1 e 1.2Foto della pianta di caffe e della “ciliegia” (chgr

Le inflorescenze si raggruppano da 2 a 20 fionntig e una volta impollinati portano ai frutti che
maturano in 7-11 mesi. | chicchi di caffé che newdmo sono i semi delle drupe (ciliegie) ovali
che, maturando, da verdi diventano rosse .

Esacarpa

. Seed or Bean

_ Silvery Film

Fargaming
Flesh

Figura 1.3: Struttura della ciliegia di caffé



Le ciliegie sono costituite da una pellicola estefesocarpo) che racchiude la polpa (mesocarpo),
ricca in zucchero ed acqua, e il seme propriaméette (Figura 1.3). Quest’ultimo consiste di due,
raramente tre, emisfere ellittiche, ognuna rivasié un sottilissimo tegumento chiamato "pellicola
argentea”, mentre piu esternamente e avvolto dabgmino” (endocarpo) una pellicola di colore
giallo dorato.

Il genusCoffea a cui appartiene il caffe, comprende fino ad emtinaio di specie, tra le quali sono
state riscontrate differenze chimicheche consistenfl, 2]; tra questela Coffea arabicae laCof-
fea canephora (quest'ultima conosciuta anche come Robusta) $enau considerate a livello
commerciale.

La prima, piu diffusa (rappresentante circa trertjukella produzione mondiale) € molto pregiata in
guanto fornisce un caffe dall’aroma apprezzatolegdsto lievemente acidulo, mentre l'altra spe-
cie, piu resistente alle malattie, fornisce un&all gusto piu forte e corposo.

Le differenze in composizione chimica che interona tra i chicchi della specie arabica e quelli
della robusta sono sia qualitative che quantitatev@rimaha un maggiore contenuto di lipidi e di
altre sostanze come la trigonellina, mentre la stdbaontiene piu caffeina e acidi clorogenici.

| semi delle due varieta presentano forma e dino@esdifferenti; infatti se i chicchi della specie
arabica hanno una forma ovale e convessa con acaapra ad “S” longitudinale, quelli della spe-
cie robusta, generalmente di dimensioni minorigsimmdeggianti con una fenditura centrale rettili-
nea.

L’area geografica in cui vengono coltivate le dpece € una fascia tropicale, sub-tropicale o equa-
toriale racchiusa tra la latitudine 30° N e 30L& robusta viene coltivata principalmente in Africa
e nei paesi del Sud-Est Asiatico, mentre |'arabicaltivata nell’America Centrale e Meridionale
(Figura 1.4).

Figura 1.4: Aree geografiche di produzione del caffé. (r =usth; a = arabica; m = misto delle due varieta)
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La specie arabica cresce ad altitudini comprese %@0 m nelle regioni subtropicali fino a oltre

2500 m vicino I'equatore; predilige un clima termgdercon una temperatura compresa tra i 15 e i

24 °C.

La robusta e una specie coltivata in un’altitudioenpresa tra il livello del mare fino a 1000 m; tol

lera temperature piu calde e umidita maggiori tigpa quelle tollerabili dalla specie arabica; en-

trambe sono danneggiate dalla brina, fenomeno neolttune nel sud del Brasile come all’equatore

sopra i 2000 metri.

| chicchi di caffe si ottengono dai frutti con dunetodi: il metodo a secco ed il metodo umido.

Nel primo i frutti sono essiccati al sole, i seneingono quindi liberati dall'involucro, dalla mem-

brana pergamenacea e dalla pellicola argenteagbimposti a pulizia e a cernita. || secondo meto-

do invece, prevede varie fasi: pulizia delle ba¢cchacerazione, spolpatura, fermentazione, lavag-

gio, essiccazione e sbucciatura. Il caffe chetsma in questo modo e detto lavat@aéhed coffee

Nonostante le specie siano in numero ridotto, Eigudi caffé commerciate sono numerose e si di-

stinguono per forma, grossezza e difetti dei s@heiine qualita piu comuni sono:

- Moka: a grani piccoli, poco arrotondati, ovali eltagrofumati;

- Bourbon: a grani rotondi piu grossi del Moka;

- S. Tomé: di colore biancastro o giallognolo;

- Portorico: a grani grossi, ovali e piatti da umjat

- Haiti: poco omogeneo e con molte impurezze;

- Giamaica: quando € preparato ad umido presentatthiaiformi di color azzurro cupo, quan-
do e preparato a secco ha colore grigio-verde;

- Messico: grosso e leggero se di pianura, duro recose di monte;

- Brasile, che é il piu commercializzato. Viene cifisato come: Rio, Santos e Bahia.
Quest'ultimo contiene spesso grani neri e presemtaroma poco gradevole, il Santos e grigio-

scuro e regolare, mentre il Rio possiede I'aromgliorie.

1.2. | costituenti chimici del chicco di caffé.

La composizione chimica del caffé verde dipendéadadrieta, dall’origine, dal tipo di processo di
lavorazione e dalle condizioni climatiche dellaioeg in cui viene coltivataérroir).

In particolare, differenze sia qualitative che ditative esistono in maniera consistente tra laevar
ta robusta e arabica e naturalmente all'interntederieta stesse, e tra il caffe verde e tos@@] [

| costituenti piu significativi (Tabella 1.1 — Figul.5) sono I'acqua, i lipidi, la caffeina, lagmnel-

lina, proteine, amminoacidi, carboidrati, acidilmassilici, acidi clorogenici e minerali. Per certe
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classi di sostanze, come acidi clorogenici, amnuiaba carboidrati, le trasformazioni che si rea-

lizzano durante la tostatura sono significativentree per altre classi, ad esempio la caffeina, sono
trascurabili.

COMPONENTI ARABICA ROBUSTA
Verde Tostato Verde Tostato
Caffeina 1.2 1.3 2.2 2.4
Trigonellina 1 1 0.7 0.7
Proteine e amminoacidi
proteine 9.8 7.5 9.5 7.5
amminoacidi 0.5 0 0.8 0
Zuccheri
saccarosio 8 0 4 0
zuccheri riducenti 0.1 0.3 0.4 0.3
altri zuccheri 1 N.D. 2 N.D.
polisaccaridi 39.8 38 54.4 42
Acidi
alifatici 1.1 1.6 1.2 1.6
chinico 0.4 0.8 0.4 1
clorogenici 6.5 2.5 10 3.8
Lipidi 16.2 17 10 11
Prodotti di caramellizzazione - 25.4 - 25.9
Aromi volatili tracce 0.1 tracce 0.1
Minerali 4.2 4.5 4.4 4.7
Totale 100 100 100 100
Acqua 8.0-12.0 0-5.0 8.0-12.0 0-5.0

Tabella 1.1 Composizione media del caffe verde (% su base pfflca
1.2.1. Caffeina

La caffeina (Figura 1.5) e la molecola piu studiatda sua attivita farmacologica & oggetto di nu-
merose reviews [4].

Il contenuto medio nella arabica é di 1.2 % , danmdbusta 2.2%, con marcate differenze inter-
specifiche e intra-varieta. E probabile che nécatti di caffé verde questa molecola sia presente
sotto forma di complesso 1:1 con il clorogenatpatassio [5]; la scarsa solubilita di tale comples-
so impedisce tuttavia la diffusione della caffeatidanterno dei tessuti vegetali [6].

Hs

oY

HsC

zZ—0

(¢]

Figura 1.5: Struttura della caffeinél,3,7-trimetilxantina)
La caffeina contribuisce per il 10 30% circa al gusto amaro della bevanda di cake,coi non
sembra avere un effetto diretto sulla qualita sealso
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Potrebbe tuttavia diventare un indice indirettaydalita qualora sia compresa in dettaglio la rela-
zione che lega la sua concentrazione nella pian& ehicco con altri costituenti.
E termicamente stabile, e le piccole perdite chealizzano durante la tostatura sono dovute alla

sua sublimazione a temperature superiori ai 179 °C.

1.2.2. Trigonellina

Figura 1.6: Struttura della trigonellinfacido N-metilnicotinico).

Nonostante differenze sostanziali siano state misate fra i livelli di concentrazione di trigoniekh

fra I'arabica (0.6-1.3%) e la robusta (0.3-0.9%0n 15i € trovata ancora alcuna correlazione tra que-
ste differenze e la qualita del caffe. L'unico e¢dnito di questa molecola alle proprieta organlett
che del caffé & dato dal suo sapore pungente, d@Hat incompleta degradazione durante la tosta-
tura.

Come prodotti di degradazione della trigonellinaestati identificati molti composti aromatici ete-
rociclici: acido nicotinico, piridina, il metileste dell’acido nicotinico e numerosi altri compastie
contribuiscono all’aroma del caffe tostato.

1.2.3. Proteine e amminoacidi
Gli amminoacidi sono presenti nel caffé verde &iarl (0.5 % del totale) che combinati a formare
proteine. Il contenuto di amminoacidi liberi dipencholto dal grado di maturazione del chicco. E
stato osservato che la quantita di triptofano,rtirm, glicina, tirosina, serina, alanina, lisinargi-
nina diminuisce col grado di maturazione, ma laziene tra il loro contenuto e I'aroma del caffé
tostato, di cui sono importanti precursori, noméaa del tutto chiaro.
Per quanto riguarda le proteine, i valori in uncchidi caffe variano dall’8.7 al 12.2% d.dry ba-
sis indicato per valutare una percentuale su bassap@cseconda del metodo analitico usato per
determinarle e sono rappresentate da una frazamubile in acqua (albumina) e da una frazione in-
solubile presente approssimativamente in ugualatdad3].
La tostatura porta ad una denaturazione delle ippteon successiva degradazione delle stesse.
Normalmente si osserva un aumento degli amminogaidstabili quali alanina, acido glutammico,
glicina, leucina, valina e fenilalanina e una dioaione di quelli meno stabili come arginina, cistei
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na, serina e treonina, i cui gruppi funzionali s@aoticolarmente reattivi. Gli amminoacidi liberati
sono coinvolti in molte reazioni che producono ansge volatili responsabili dell’'aroma del caffe,
tra cui la reazione di Maillard tra amminoacidi agnuppi amminici liberi e zuccheri riducenti, e la
degradazione di Strecker tra un amminoacido e carlionile.

Quest'ultima reazione porta alla formazione di mmranochetone che successivamente condensa

generando composti eterociclici contenenti azoto.

1.2.4. Carboidrati

Circa il 50% della massa totale secca del chieder é costituita da polisaccaridi, piu una fragion

di arabinosio (40%-50% db), e oligosaccaridi (5-10B), costituiti principalmente da saccarosio.
Nonostante la struttura chimica dei polisaccarnidistata oggetto di vari studi [7-9] non risulta an

cora completamente chiarita. | polisaccaridi silldmno generalmente rappresentati da polimeri

del mannosio, del galattosio e del glucosio.

Zucchero Arabica Robusta
Arabinosio 3.7 4.0
Mannosio 22.0 22.0
Glucosio 7.2 8.2
Galattosio 11.0 13.1
Totale 43.9 47.3

Tabella 1.2: Carboidrati nel caffé verde: percentuali di momesaidi su base sec{3d].

| polisaccaridi insolubili sono particolarmentediati in quanto, proprio per questa proprieta, sono
determinanti per la qualita finale dell’estratt@ jhareti cellulari, insolubili, sono composte ddLee
losa ed emicellulosa, principalmerfi€l,4 mannani, arabinogalattani [10], questi ultimguantita
superiore del 3% nella robusta [8, 9], e pectiaguali possono fungere da deposito energetico.

Il processo di tostatura produce una degradazien@alisaccaridi in frammenti di minor dimen-
sione, aumentando la loro solubilitad in acqua [T@]li frammenti possono reagire con gruppi am-
minici delle proteine nella reazione di Maillardyfando materiali polimerici ad alto peso moleco-
lare noti come melanoidine, responsabili dell’imimento del caffé tostato.

Il saccarosio, essendo termicamente labile, idzi@comporre a temperature di 130 °C, riducendo-

si dal 7% nel verde al 2-3% nel torrefatto, contebdo all’aroma e alla formazione di sostanze po-
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limeriche. La sua decomposizione inizia con ilgti@ per idrolisi dei suoi componenti, glucosio e
fruttosio, aumentando cosi la quantita di zucctiesponibili per la reazione di Maillard con gruppi

amminici.

1.2.5. Acidi carbossilici

L’acidita della bevanda di caffé & un importantil@ito sensoriale e dipende non solo dal pH, ma
anche dai singoli acidi presenti, ognuno dei gapfiorta un caratteristico sapore. Dei 34 acididden
tificati nel caffe verde, di cui 15 volatili, queppresenti in maggior concentrazione sono l'acido ¢
trico, malico e chinico [11]. L’acido chinico (Figu1.8) € normalmente presente nei chicchi di caf-
fe verde sotto forma di acido clorogenico (estexatido chinico e caffeico), ma si trova anche
libero ed é presente in quantitd maggiore nelléet@arabica. Il suo contenuto aumenta con il gra-
do di tostatura dal momento che si forma per degriade dei suoi precursori [11]. Per quanto ri-
guarda il chicco tostato, i principali responsald#il gusto sono: I'acido citrico, acetico, formico,

chinico, malico, acidi carbossilici ad alto pesol@colare e clorogenici.

1.2.6. Acidi clorogenici

Gli acidi clorogenici (CGA), il cui interesse e sotuto notevolmente negli ultimi anni per la sco-
perta della forte attivita antiossidante, anti\aralipoglicemica che esercitano, sono i piu abbonda
ti composti fenolici presenti nel caffé verde. kse sono presenti in quantita abbastanza elevata,
principalmente sotto forma di sali potassici, ptabaente come complesso 1:1 con la caffeina. Il
loro contenuto varia dal 6% nei chicchi della vexiarabica, al 10% nei chicchi della varieta robu-
sta. Questi composti fenolici sono responsabiliideturimento ossidativo dei chicchi durante lo
stoccaggio, mentre la loro mancanza e correlad@ib “luminosita” [3].

Sebbene con il termine acido clorogenico la IUPACriferisca esclusivamente all’acido 5-
caffeoilchinico, il piu importante in natura e rlffé, la comunita scientifica considera acidi ator
genici tutta la famiglia di esteri formati da ungio acidi aromatici con un acido alcolico. In part
colare si prendono in considerazione gli esterid#ggivati dell’acido trans-cinnamico come l'acido

caffeico, I'acido ferulico e I'acido p-idrossicinm&co, con I'acido chinico (Figure 1.7 e 1.8).



R4 COOCH

X
p R3 R1
o1 R2
Figura 1.7: Acido chinico. Figura 1.8: Acido trans cinnamico (R=H)

La famiglia degli acidi clorogenici comprende s@damonoclorogenici che diclorogenici a secon-
da che la reazione di esterificazione del gruppbassilico avvenga su uno o due gruppi ossidrilici

nelle posizione 3, 4, e 5 dell’acido chinico, prehzialmente in posizione 5.

1.2.7. Fase lipidica.

Nel chicco verde i lipidi esistono sia allo staguido (coffee oi), sia allo stato solido sotto forma
di cere €offee wax

| primi, che costituiscono il cosiddetto olio diffég sono presenti all'interno dell’endosperma [11]
sotto forma di corpi globulari (oleosomi) dallartat spesso approssimativamente sferica, dal dia-
metro medio fino all1 um [13-15]. Tali corpi oleosi (lipidosomi) risultancompartimentati da
una membrana fosfolipidica e possono fungere dagiepenergetico. Nella figura sotto riportata &

mostrata un’immagine TEM di una cellula (a sinistraentre nell'immagine di destra &€ mostrato

un ingrandimento in cui € possibile distingueréolanazione dei lipidosomi [16].




Fig 1.9 Immagine al microscopio a trasmissione elett@afTEM) di cellula (a sinistra) e relativo in-
grandimento (a destra) della porzione in cui s@ualizzati gli oleosomi (ammassi globulari scuri)un

chicco di caffé verde. Le aree bianche rappreserftamazioni polisaccaridichid.6].

La percentuale di olio estratto varia significathente in funzione della varieta del chicco.
Nell’arabica i lipidi rappresentano circa il 15%lldemassa totale del chicco, anche se sono stati
trovati in qualche caso valori fino al 17%. Peréaieta robustda media €, in accordo con diversi
autori, del 10-11.5%, ma si possono riscontrarervaiferiori al 7% [20,21].

Il coffee waxrappresenta invece lo 0:20.3% della fase lipidica totale, e si trova lozadito sulla
superficie esterna del chicco, di cui costituiscstrato protettivo [18].

| lipidi nell’olio di caffé verde sono formati par75% da trigliceridi e da un’alta percentuale, ri
spetto agli altri oli vegetali, di frazione “insapbcabile”, costituita principalmente da diterpdni

beri ed esterificati (19%), steroli liberi ed effteati (5%) e una minore quantita di tocoferold[1

20] (Tabella 1.3).

COSTITUENTI LIPIDI (%)
Trigliceridi 70-80

Acidi grassi liberi 0.5-2.7
Esteri diterpenici 15-18.5

Diterpeni liberi 0.1-1.2
Steroli ed esteri sterolici 1.4-3.2
5-idrossitriptammide 0.3-1.0

Tocoferoli 0.3-0.7

Fosfatidi 0.3

Tabella 1.3: Lipidi presenti nel caffé verde [3].

Il coffee waxe costituito per il 63% da sostanze insolubiletere di petrolio, ¢ pal-
mente composti fenolici ed in particolare tre amrdietivate dalla 5-idrossitriptat Te

dagli acidi arachidico (&), behenico (&) e lignocerico (G4) (Figura 1.10).

H o]

n

Iz

n =18, 20, 22

Figura 1.10: Formula di struttura generale della 5-idrossiipmide C-5-HT [12].
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Il restante 37% é costituito invece da compostilsitilin etere di petrolio, la cui composizione é

identica a quella dell’'olio di caffé eccetto che fedistribuzione degli acidi grassi (Tabella 1.3)

Infatti, mentre 'olio di caffé contiene principaémte acido palmitico (30-35%), stearico, oleico e
linoleico (40-45%), netoffee waxsono presenti trigliceridi contenenti maggiormeatedi grassi

saturi (Gg-C4) come I'acido arachidico (), behenico (&) e lignocerico (G).

ACIDO GRASSO Coffee oil Coffee wax
Miristico C14:0 Tracce 15
Palmitico C16:0 31.1 24.9
Stearico C18:0 9.6 6.5
Tabella 1.4: Composizione (%)
Oleico clsl 9.6 4.8 degli acidi grassi nell'olio di caf-
Linoleico C18:2 43.1 23.8 fé e della frazione solubile in ete-
Linolenico C18:3 1.8 Tracce re di petrolio della cera [2].
Arachidico C20:0 4.1 14.1
Behenico C22:0 0.9 21
Lignocerico C24:0 Tracce 3.7
Saturi C18:0+ C24:.0 14.6 453

La maggior parte degli acidi grassi presenti saterdicati con glicerolo e formano gli acilglicero

li; il 20% e esterificato con diterpeni, una pi@ajuantita con steroli, mentre una frazione piseoli
sima si trova sotto forma di acidi grassi libergliceridi o acilgliceroli sono esteri del gliceooton
acidi grassi, ovvero acidi carbossilici a catenaghy generalmente lineare, saturi ed insaturi,-a nu
mero pari di atomi di carbonio, anche se non sofr@guenti acidi a numero dispari di atomi di
carbonio ramificati nella forma iso oppure con tasnti diversi nella catena idrocarburica. La
maggior parte degli acidi grassi presenti nel ahidc caffe € sotto forma di trigliceridi (TAG),
prodotti dall’esterificazione delle tre funzioncaliche della glicerina con tre acidi grassi libgi-
gura 1.11), anche se non mancano i monogliceridi@yle i digliceridi (DAG). Quando i gruppi

acilici sono tutti uguali il trigliceride €& dett@msiplice, in caso contrario & detto misto.
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sn-1 H,C——O0 R
ﬁ
/C y
sn-2 HC——O R
ﬁ
/C 1
sn-3 H,C——O R" linolenico

NN stearico

Figura 1.11: Rappresentazione di un trigliceride con esempialini acidi grassi fra i pit comuni.

La biosintesi dei trigliceridi comporta che alcaaidi occupino posizioni preferenziali sulla catena

del glicerolo negli oli vegetali, tra cui quello caffé, presentando cosi una chiara regiospeéficit

- gli acidi saturi palmitico e stearico si trovanelesivamente in posizione 1 e 3;

- gli acidi oleico e linoleico occupano prevalenteteela posizione 2, mentre I'acido linolenico
presenta una distribuzione variabile.

La distribuzione e la quantita degli acidi grassin rsubiscono sensibili variazioni durante la tosta

tura: gli acidi grassi insaturi sembrano essergetbiga reazioni innescate dalla temperatura con la

formazione di isomeri trans, soprattutto dell’aclohmleico.

La composizione di acidi grassi liberi consentditferenziare le due varieta robugtarabicgTa-

bella 1.4); nei chicchi di robusta la percentualaaido stearico e inferiore a quella dell’acideiol

co, mentre nella varieta arabica i due acidi grasep in percentuale pressoché uguale. Il rapporto

acido stearico/oleico puo quindi dare una primacamlone della quantita di specie robusta nelle

miscele [12].

ACIDO GRASSO ROBUSTA ARABICA
Miristico Cl4:0 Tracce Tracce
Palmitico C16:0 31 34.5
Stearico C18:0 58-7.2 56-6.3

Oleico C18:1 12.3 8.4
Linoleico C18:2 41 44

Linolenico C18:3 0.9 15
Arachidico C20:0 2.7-43 26-28
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Behenico C22:0 0.3-0.8 0.5-0.6
Lignocerico C24:0 0.3-04 0.2-04

Tabella 1.5: Composizione in acidi grassi nell'arabica e natllausta.

Il contenuto di acidi grassi liberi e in generaieta relazione con I'eta del caffe [17], dal marwe
che col passare del tempo gli acidi grassi songedtigpltre che a reazioni di autossidazione anche

all'azione di enzimi lipolitici.

1.2.8. Componenti minoritarie.

Sono presenti in quantitad molto variabile, normaiteeattorno al 10% del grasso totale, e vengono
distinte in due frazioni: saponificabile e insajhicabile. La prima comprende le cere (esteri degli
acidi grassi a lunga catena con alcoli superiofsfolipidi, i derivati dell'acido glicerofosfoco,

gli sfingolipidi e gli acidi fosfatidici. La secomgd invece, comprende quelle sostanze che dopo la
saponificazione del grasso possono essere facémesiratte con appropriati solventi organici.
Nell'olio di caffé I'insaponificabile e costituitprincipalmente da:

Diterpeni

Sono i componenti principali della frazione insaifioabile dell’olio di caffé e il loro contenuto in
peso varia dall’1.3% all'1.9% nella varieta arabiécdallo 0.2% all'l.5% nella varieta robusta. Essi
sono alcoli diterpenici con struttura simile al kene [19] denominati cafestolo e kahweolo (Figure
1.12 e 1.13).

CHZ0H CH,OH
CHs CH3
OH OH
o} ~ o X
Figura 1.12: Cafestolo. Figura 1.13: Kahweolo

| due diterpeni sono presenti nella forma libert guer il 2-6%, mentre la maggioranza di essi
presente come monoesteri degli acidi grassi, &strisull’ossidrile terziario con acido palmitico
linoleico, oleico, stearico, arachidico e beherfk@).

Gli esteri diterpenici risultano essere molto deitisal calore; il contenuto di cafestolo e kahweol

diminuisce con I'aumento della temperatura a segietla formazione di prodotti secondari. Due di
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guesti composti sono stati identificati e sonoeéldidocafestolo e deidrokahweolo (Figura 1.14 e

1.15), le cui quantita aumentano in relazionetaltaperatura raggiunta.

CH,OR CH,0R
CH3 CH3
5 \ G \

Figura 1.14: Deidrocafestolo. Figura 1.15: Deidrokahweolo

Anche le aldeidi cafestale e kahweale sono duegttiodi degradazione del cafestolo e kahweolo
(Figure 1.16 e 1.17).

o)
N AN
CHs CHy
OH oH
O \ o) N

Figura 1.16: Cafestale. Figura 1.17: Kahweale,
Steroli

Una categoria di componenti minoritari molto impoite € quella degli steroli, sostanze alicicliche,
non sature, con un gruppo alcolico secondario. ™ielldi caffé sono presenti molteplici tipi di ste
roli, differenti per la struttura delle catene ke Essi possono essere sia nella forma libere(di
40%) che nella forma esterificata (60%) [19], cora wlistribuzione diversa tra la specie arabica e
robusta. Tra i liberi, i principali sono: stigmasi®, f-sitosterolo e campesterolo mentre tra quelli
esterificati € presente in maggior quantitf-gitosterolo, quindi il campesterolo e infine Imsta-
sterolo [22] (Figure 1.18 e 1.19).

HO HO

Figura 1.18: Stigmasterolo. Figura 1.19: p-sitosterolo.
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([24E.]-24-metil-A-3-colesten-35 -olo)

Figura 1.20: campesterolo.

La tostatura influisce poco sulla quantita e sdiribuzione degli steroli.

Tocoferoli

La presenza dei tocoferalt, B- ey- nell'olio di caffé & stata dimostrata da Folstat 1997 (Figura

1.20). Normalmente sono contenuti nell’olio di eéaifh rapporto 2:4:0.1 e il contenuto totale e di

circa 5.5-6.9 mg/100 g. | tocoferoli hanno un doplinteresse poiché possiedono attivita vitaminica

e sono anche gli antiossidanti naturali piu condsdi’attivita antiossidante varia in questo modo:
o- < PB- <y-

mentre l'attivita vitaminica & esercitata quasiosdhll'a-tocoferolo (90% del totale) con il quale

viene identificata la vitamina E.

R1
HO
R2 0
R3
R;=CH; R, = CH; Rs; = CH; a-tocoferolo
R, =CH; R, =CH; R; = H pB-tocoferolo
Ri=H R=CH; R; = CH; y-tocoferolo

Figura 1.21: Formule di struttura dei tocoferoli

Altri composti
Tutti gli oli vegetali contengono piccole quantitaidrocarburi paraffinici tra cui il predominange
il n-nonacosano (§He0). Tra gli idrocarburi olefinici, invece, il piu gmificativo € lo squalene

(CsoHs0), un idrocarburo instauro costituito da sei urstgpreniche (Figura 1.21).
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Figura 1.22: Struttura dello squalene.

Non mancano poi alcoli alifatici superiori, aldeidnetoni, composti fenolici e vitamine liposolubi-
li.

1.2.9. Il processo della torrefazione.

Il caffe utilizzato per produrre la nota bevandané ottenuto per torrefazione dei semi della pianta

ed é con questo processo che acquista le sueecatathe proprieta organolettiche e il suo aroma.

In questa operazione i chicchi assumono un colbeeva dal bruno carico al bruno nerastro, au-

mentano di volume (50-80%), cambiano la loro stimatte subiscono una perdita in peso del 13-

20%. Inoltre gli zuccheri caramellizzano, il contemdi umidita diminuisce, una piccola quantita di

caffeina viene persa per decomposizione e si peducolio bruno che conferisce aroma e sapore

al chicco.

La torrefazione puo richiedere all'incirca 10-20hati 0 meno, a seconda del meccanismo di trasfe-

rimento di calore adottato e del livello di torrafane desiderato.

Segue il trasferimento dei chicchi su setaccidremth modo da evitare un‘eccessiva torrefazione o

una bruciatura. | cambiamenti iniziali avvengontemperature sopra i 50 °C, alle quali le proteine

denaturano e l'acqua evapora. L'inscurimento, cheazza sopra i 100 °C, e dovuto alla pirolisi

dei composti organici con sviluppo di melanoidipgbabilmente a seguito della reazione di Mail-

lard, ed e accompagnato dal rigonfiamento dei thicc

- A 150 °C comincia la perdita di sostanze organmbito forma di acqua, GOCO e la forma-
zione di centinaia di sostanze volatili che corsiesno al caffe il suo caratteristico aroma. In
guesta fase il processo € esotermico e le readiguiiolisi raggiungono il massimo tra i 190 e i
210 °C, dopodiche il processo diventa endoternritarnando ad essere esotermico nello stadio
finale.

- Sopra i 240 °C il chicco inizia a bruciare condaniazione di fuliggine. Al momento del cam-
biamento tra il processo endotermico ed esotergigossibile sentire il primo scoppio dei chic-
chi (popping). Il secondo “popping”, dovuto all’dgpione delle cellule per 'aumento della

pressione interna, indica la fine della tostatllreaffe disponibile in commercio € in realta una
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miscela di 4-8 varieta con differenti caratterisémrganolettiche, che vengono tostate separatamen-

te.

1.3. Ricerche sulla qualita del caffé verde: lo sta dell’arte.

1.3.1. Il concetto di qualita del caffé

La qualita e definita dall’Organizzazione Interramle per le Standardizzazioni (ISO) come
“l'abilita di un insieme di caratteristiche (chepssono chiamare attributi) inerenti a un prodotto

a un processo di soddisfare le richieste del coasom® o di altre parti interessate” (ISO 2000).

Per il caffe oggigiorno la definizione di qualitapassumere definizioni diverse lungo la catena che
collega il produttore al consumatore.

A livello di industria la qualita del caffe e infaespressa come combinazione del livello di produ-
zione, prezzo e facilita di coltura; a livello dnportatore/esportatore la qualita € invece connessa
con la dimensione dei chicchi, I'assenza di difédtidisponibilita di prodotto e il prezzo; a liteeldi
tostatura la qualita dipende dal contenuto di urajditabilita delle caratteristiche, origine, peez
composizione chimica.

Infine, gli aspetti ritenuti maggiormente importanelle aspettative del consumatore riguardo la
gualita del caffé comprendono: le proprieta orgettiche (corpo, acidita, aroma, fragranza), assen-
za di odori sgradevoli (off-flavours), sicurezza e salute, intesa come assenza di contaminanti
(micotossine e presenza residua di pesticidi),rgaa@adell’autenticita del prodotto e, infine, leepr
senza e la quantita dei valori nutrizionali contenalla bevanda.

E utile sottolineare infine che il concetto di dtéakisulta altamente dipendente da alcune fonti di
variazione genetiche (quali ad es. i processi ciatha e di lavorazione, fattori pedoclimatici e fi
siologici).

Da quanto detto risulta che il tentativo di dare wlefinizione univoca di qualita del caffe rimane
un compito quanto mai complesso ed é destinatagbenotivo a rimanere opportunamente circo-

stanziato [23].

La prima condizione nella realizzazione di un caifbprezzato e garantire la qualita della ma-

teria prima; da cio deriva I'esigenza del contrali@ualita sul chicco verde.
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A questo proposito, in relazione alle particolarigenze di mercato, € stato elaborddtia ISO un
elenco di informazioni sulle caratteristiche deffeaerde (ISO 9116 )il cui accertamento e ritenuto
condizione necessaria ai fini della commercializmag dello stesso. Tra queste figurano l'origine
geografica e botanica, I'anno di raccolta, il cownt® di umidita, i difetti totali del chicco, la g@r
porzione di chicchi danneggiati dagli insetti, @imensioni dei chicchi stessi.

| molteplici temi affrontati dall’attuale produzierscientifica si occupano in parte di questi reguis
ti. Alcuni dei lavori compiuti sul caffé verde sog@ stati accennati nell’'ambito della descrizione
dei costituenti chimici del caffe. Accanto ai nuwsrstudi di base per la conoscenza della compo-
sizione del chicco e dei suoi costituenti — la quabme € gia stato detto, € ancora su alcune tema
tiche limitata (ad esempio per cio che riguardalisaccaridi) — i problemi maggiormente affrontati
possono essere cosi riassunti: la ricerca di pdradig€ualitd organolettici; lo sviluppo di metodo
logie e la ricerca di descrittori chimici per largazia dell’autenticita; la quantificazione e ladib
delle interazioni fra 'acqua e la matrice solittastudio e I'ottimizzazione dei parametri e dei fe
nomeni coinvolti nel processo della tostatura &né studi biologici sul controllo dei geni nella
produzione di varieta nuove che incontrino le estgedel mercato.

Verranno di seguito presi in considerazione inaggih alcuni dei filoni principali della ricerca
scientifica applicata al caffe verde che, per ldipalare contiguita tematica, maggiormente si pre-

stano ad un inquadramento della ricerca svoltpresente lavoro di tesi.

1.3.1.1. Studi sull'acqua nel caffé verde

Il contenuto di umidita nel chicco verde & considieril parametro maggiormente critico nel deter-
minare la qualita finale a livello di bevanda. Bommfatti che un contenuto di umidita nel verde su
periore a 14% e responsabile dello sviluppo di &rtazioni e della crescita di muffe durante lo
stoccaggio e il trasporto, le quali possono coredalta formazione di micotossine o di odori inde-
siderati a livello del prodotto finale; al conti@run basso contenuto di umidita &€ responsabila del
perdita del flavour. L'intervallo di contenuto dmidita raccomandato dalla International Coffee
Organization (ICO) per evitare i problemi menzionatquindi consentire la commercializzazione
del caffé, & stato pertanto stabilito fra 8 e 12[2%9.

Inoltre, il grado di idratazione del chicco incideche sul modo e la velocita di tostatura: infati
chicco con un basso contenuto d’acqua vien totcefaii rapidamente. Infine, I'importanza del
controllo del contenuto d’acqua e legata anchegemaeconomiche, dal momento che il costo del

caffé verde e riferito al peso.
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Le metodiche ufficiali codificate dalla ISO perdaantificazione del contenuto di umidita nel caffe
verde attualmente in uso sono basate sul prindi@alo peso. Una parte considerevole di pubbli-
cazioni concentrano l'attenzione sull'analisi €dhfronto fra queste metodiche, sulla possibilita d
adottare nuove tecniche e, infine, sulla fabbrmazidi nuove strumentazioni di misura alternative
per il contenuto d’acqua. | risultati di tali studdicano la metodica ISO 6673 come la piu adatta a
fini di analisi routinarie del contenuto d’acqud oaffé verdg25, 26].

Connessa con la problematica del contenuto di aedaaicerca delle condizioni ottimali per
il processo della tostatura, che costituisce o anportante campo verso cui si sviluppano gli
studi scientifici applicati al caffe. Questa ternattrova un’importante rappresentazione in letterat
ra in alcune pubblicazioni di Pittia e collaboratar una delle quali vengono indagate le modifica-
zioni a carico delle proprieta meccanichex{ure del chicco di caffe in funzione del grado di test
tura e dell’attivita dell’acqua. Tali indagini hamimdicato nella perdita di acqua e diminuzione del
la densita i principali fattori che concorrono fhefragilimento del chicco durante la tostatura [27
28] inoltre,un successivo studio ha portato all'interessanserazione ché contenuto di acqua
esercita di per se stesso un’influenza determinagitenodificare le proprieta meccaniche, sia a li-
vello di chicco verde che di tostato. In particelaa basse percentuali di idratazione I'acqua mani-
festa un comportamento antiplasticizzante, aumeotda durezza e la fragilita del chicco. Come
dichiarato dagli stessi autori in una review riglearte tale fenomeno, il miglioramento della cono-
scenza di tale fenomeno, osservato con misure miebea richiederebbe un’approfondimento sulla
distribuzione dell’acqua a livello microscopico'ialierno del chicco [29].
Un tentativo importante di descrivere i meccanideil'interazione dell’acqua con la matrice solida
nel caffé tostato e macinato e stato realizzatoloostudio condotto da Mateus et al. con l'aiuto
del’NMR nel dominio dei tempi30].
Fatta eccezione per alcuni interessanti esempiudics di questo problema[-33, la questione
della distribuzione dell’acqua nel verde tuttavsulta sostanzialmente scarsamente esplorata nel
panorama della letteratura sul caffe. Allo stataaé pertanto I'insieme delle conoscenze al riguar

do risulta ancora limitato.

1.3.1.2. Studi sull’origine geografica/botanica dataffé verde

L’'importanza della conoscenza dell’origine botarecgeografica del caffé e stata imposta da ragio-

ni di tracciabilita nell’lambito del commercio intezionalg25].Data infatti 'ampia estensione del

mercato e del conseguente elevato valore econatheda assunto negli ultimi anni il caffe, la ga-

ranzia dell’autenticita di questo prodotto € diaatun’esigenza molto sentita in risposta alla sem-
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pre piu frequente pratica dell'adulterazione lutgysua filiera di produzione. In particolare, ldide
berata od accidentale adulterazione del caffeta stcontrata sia a livello dell’origine botanisé

a livello di provenienza geografica.

Delle due varieta del gen@offeapiu diffuse e maggiormente coltivate, 'arabicaedbusta, alla
prima e stato attribuito il valore commerciale pito, in ragione delle caratteristiche organolatic

in genere piu apprezzate dal consumatore. Vi sooltré aree geografiche di coltivaziorer(oirs)
nelle quali le particolari condizioni pedoclimatiftra le quali I'altitudine e il tasso di precguio-

ne annuo), insieme con i processi di lavoraziomgatt forniscono qualita di caffe ritenute mag-
giormente pregiate a livello internazionale. Intjgatare € ormai riconosciuto ad esempio che la
qualita arabica prodotta nell’America centrale Bsiderata superiore alla stessa varieta proveniente
dal Brasile, dove il caffé verde viene raccolt@eorato in condizioni differenth@nd-picking [34-
36].Per la commercializzazione dei caffe originaliitali aree geografiche, ritenute commercial-
mente prestigiose e quindi a maggiore rischio dultadazione, € stata pertanto prevista
I'etichettatura.

La crescita negli ultimi anni della domanda di nadétbe indirizzate a garantire I'autenticita del
prodotto €& spiegabile coi motivi citati. Non esigtoa tal proposito metodiche ufficiali, pertanto la
distinzione del caffé verde in base all'originedrota e geografica sono oggetto della ricerca scien
tifica da circa una decina di anni. Il problema disalta maggiormente trattato nei lavori presemti
letteratura € senz’altro la discriminazione debeieta arabica e robusta del caffe verde. A tal pro
posito le metodologie sviluppate per questo probleswno caratterizzate dal tratto comune della
ricerca di possibili markers della varieta botanéoen I'impiego sia di tecniche cromatografiche
(LC, HPLC, GC), sia in alcuni casi spettroscopi¢bpettroscopia infrarossa NIR e Raman).

| descrittori chimici per discriminare le varietathniche contemplati in questi lavori comprendono
la classe degli acidi clorogenici (CGA) e fenolicienoli totali, i metalli e altri elementi (N, B),
zuccheri, amminoacidi e loro enantiomeri, acidisgrasteroli, tocoferoli e trigliceridi [38-42].

In alcuni casi sono state inoltre utilizzate conalzioni di markers appartenenti a classi chimiche
diverse, come nel caso del lavoro di Ky et al.cum é stato valutato il potere discriminante della
combinazione di trigonellina caffeina e acidi clgeaici [43]. In particolare risulta che i composti
contenuti nella frazione lipidica sono in gradaldicriminare efficacemente le varieta arabica dalla
robusta.

Sulla problematica dell’origine geografica si cardduttavia un minor numero di lavori. Tra questi
uno dei piu importanti € quello realizzato da Bantt et al. mediante I'uso di tecniche cromatogra-

fiche accoppiate con metodi analisi statistica ivailtata, secondo cui la classe degli acidi cloroge
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nici in combinazione con gli acidi grassi permettam’adeguata discriminazione delle aree geogra-
fiche del caffé, mentre gli acidi grassi considesatgolarmente come markers consentono contem-
poraneamente la separazione della varieta e del'geografica per la specie arabica [38, 44].
Metodi cromatografici accoppiati con tecniche chametriche sono stati inoltre impiegati anche
nel lavoro di Salces et al., in cui € stato trowdie una discriminazione del caffé verde (sia @i sp
cie arabica che robusta) in base all’'origine gefizagoud essere realizzata utilizzando come mar-
kers il contenuto di fenoli e metilxantina [45].

In questo particolare ambito va menzionato I'impiggomettente della metabolomica accoppiata
con tecniche chemiometriche, in alternativa allizeio di singoli o gruppi limitati di markers [46].

Dal complesso dei lavori appena menzionati peetarthinazione dell’origine geografica del caffe
non sembra tuttavia emergere un parere univocaiali sjano i markers piu efficaci, la scelta dei
qguali appare piuttosto dipendente dalla particotaomica utilizzata; il numero non ampio di cam-
pioni analizzati, infine, rende le conclusioni ragge ancora non completamente esenti da margini
di ambiguita sui risultati.

Infine, dai lavori menzionati emerge sicuramenteudlo importante giocato dai singoli costituenti
della fase lipidica nel determinare l'origine geafgza, ma ancora rimangono pareri discordanti sul-
la dipendenza del contenuto totale di lipidi daflendizioni microclimatiche, in particolare
dall'altitudine [44]. Potrebbe essere quindi ints@nte approfondire la dipendenza della percentua-
le lipidica totale nel chicco dall'area geografiigorovenienza del caffé verde.

1.4. Impiego del’NMR nella scienza e tecnologia dé alimenti.

Nel campo della chimica degli alimenti negli ultioieécenni si e registrato un sempre piu frequente
ricorso alla Risonanza Magnetica Nucleare siadltiwdi ricerca, sia di controllo di qualita a Ilie
industriale. A cio hanno contribuito da un latss&mpre maggiore richiesta di tecniche il piu possi-
bile rapide e non invasive per la conoscenza eiitrollo della qualita dei prodotti alimentari,
dall'altro il contemporaneo abbassamento dei aw$@umento della facilita di utilizzo delle stru-
mentazioni NMR in commercio.

Il grande vantaggio dell’'utilizzo del’lNMR su matricomplesse e altamente eterogenee quali quel-
le alimentari risiede in generale nel fatto chedimportamento di un singolo nucleo (H, C, P ) e
sensibile ai diversi ambienti chimici presentiiatiérno del materiale stesso in un’unica misurazio-
ne.

In letteratura sono documentati numerosi esempipgiicazione del’lNMR su matrici alimentari

qguali carne, pesce, prodotti caseari, succhi digywino, birra, e molte altre.
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Ogagigiorno esistono diverse tecniche fondate sotwme principio della risonanza magnetica nu-
cleare in grado di dare informazioni di diverso gensugli alimenti:, 'NMR nel dominio dei tem-
pi, 'NMR ad alta risoluzione, il MRI (Magnetic Resance Imaging), lo SNIF.

1.4.1 NMR nel dominio dei tempi.

I nome NMR nel dominio dei tempi deriva dal fattbe, non essendo applicata la trasformata di
Fourier, le informazioni sul sistema oggetto ddsbuwengono di conseguenza ricavate direttamente
dal segnale strumentale, rappresentato dall'evoheziemporale del rilassamento della magnetiz-
zazione del nucleo in esame (solitamente il prgtomel tornare all'equilibrio a seguito di
un’eccitazione a radiofrequenza di breve durata.

Sul piano della tecnologia gli spettrometri nel doio dei tempi sono concepiti come strumenti da
banco e ospitano magneti permanenti di intensitirci 0.4 T (20 MHz per il protone).

In generale il segnale di rilassamento della magreetione trasversale Ji(prodotta da un impul-
so di 90°) e rappresentato da un decadimento esp@ate free Induction DecayID), governato

da una costante di tempo caratteristicg.(T

| protoni in stati chimici o fisici differenti (ads. in fasi come I'acqua e I'olio) possono essarate
terizzati in genere da diverse velocita di rilassato, ossia valori diversi di,T Pertanto, la forma
risultante del segnale NMR prodotto da un sistera#ifasico risulta data dalla sovrapposizione di
tutte le fasi protoniche a diversg @he sono presenti nel sistema.

Nella figura 1.23 (sotto) € mostrato il segnaledotto da un generico sistema multifasico:

<—to1al hydrogen: sclid. mcisture, and oil

water and cil

Time (msec)

Fig.1.23: schema del FID di un sistema multifasico. Le dseerelocita di rilassamento sono esagerate pereaza.
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La piu semplice sequenza di impulsi utilizzata generare il segnale strumentale nel dominio dei
tempi prevede I'immediata acquisizione del seghtR a seguito di un unico impulso a 90°.

Nella sequenzapin-echoinvece, I'impulso a 90° é seguito, dopo un opparttemport, daun se-
condo impulso che deflette la magnetizzazione @18

Una descrizione piu dettagliata dei principi teoeiclelle sequenze e riportata nel capitolo ().

In generale I'analisi del segnale strumentale wehidio dei tempi permette di ottenere informazio-
ni sul numero delle diverse fasi protoniche, sgllentita relativa dei protoni in esse contenuti, e
sulle relative costanti caratteristiche (g ¢he governano il rilassamento. La quantificazidete
varie fasi protoniche presenti nel campione e jissin genere qualora le velocita di rilassamento
siano sufficientemente distanziate nella scaldatapi.

Una serie di metodiche sfruttano questo princi@ola determinazione del contenuto ad esempio di
umidita e/o di olio, o del rapporto solido/liquidelle matrici alimentari.

Tali metodiche (trattate nel paragrafo successivofui vengono impiegate semplici sequenze di
impulsi come il FID e la spin-echo, costituiscomoclasse delle cosiddette applicazioni del’'NMR
nel dominio dei tempi per il controllo della qualibel campo industriale (Control Quality/ Control
Assurance Time Domain NMR: QC/QA TD NMR).

Un modo diverso di ricavare informazioni dal segnakl dominio dei tempi consiste infine
nell'analisi delle costanti di rilassamento, @ Ty), il cui studio richiede tuttavia 'uso di sequenz
piu complesse (ad esempio la CPMG per la misurdg@ I'Inversion Recovery per quella del, T
che verranno descritte piu avanti), e la successdalaorazione della curva sperimentale con apposi-
ti programmi di fitting per ricavare le distribuniodei tempi di rilassamento. | metodi basati su
guesto approccio non trovano ancora un impiegosimnidle, ma sono diffusi tuttavia a livello scien-

tifico.

1.4.1.1. Applicazioni QC/QA del’lNMR nel dominio de tempi.

L’avvento della risonanza Magnetica Nucleare nehihio dei tempi per il controllo della qualita
risale agli anni '70, grazie alla cooperazione (hailever Research (The Netherlands) e Bruker
Physik AG, in risposta all’'esigenza di sviluppagertologie e metodi pit economici rispetto a quel-
le utilizzati nellNMR ad alta risoluzione e, al m@mpo, adatti per scopi di analisi routinarie in
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campo industriale. Allo stato attuale si arrivanooatare piu di venti applicazioni QC/QA specifi-
che per il solo campo alimentare [47].

In base alla diversa tipologia di informazioni ricate, e alla particolare modalita con cui vengono
esequite, le applicazioni QC dellNMR nel dominiei tempi possono essere classificate in “assolu-
te” (in cui il segnale viene normalizzato per ilspedel campione), e “relativetratio-typd, in cui
invece la pesata del campione non é richiesta.

Una delle applicazioni industriali piu note del’NMnel dominio dei tempi & rappresentata dalla
determinazione del contenuto di solidéolid Fat ContentSFC) nei grassi alimentari, che rappre-
senta attualmente una metodica ufficiale [49-54].principio di funzionamento della misura
dell’'SFC risiede nel fatto che la fase solida ellquiequida dell'olio possono essere correttamente
guantificate in quanto la magnetizzazione trasverdella fase solida decade molto piu rapidamen-
te di quella liquida (il 3dei protoni del grasso “solidi” infatti € di pogh$, mentre in fase liquida é
dell'ordine delle centinaia di ms).

La determinazione puo essere ottenuta seguenddidersi metodi (diretto e indiretto); secondo |l
metodo diretto la misura, di tipo relativo, € baspértanto sul campionamento del FID rispettiva-
mente a 1Qus, dove si considera il segnale proporzionale atezwito totale di protoniSs . 1), e a

70 us, dove invece il segnale e dovuto al contenutdoprco della sola fase liquidé&(). Uno

schema del segnale in una misura di SFC e mosteditofigura 1.24 (sotto).

Signal

v

10ps t [us] 70us

Figura.1.24 Schema del segnale FID nella misura SFC (adatta{563])
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In base a questa misura il valore di SFC (ad utetéanperatura) € allora ricavato come:

(Ss+L—SL)=F 100 = Ss+F

0 = = — — ®
/0 SFC (T) 5[_ + '[55+[_— SL}HF 5L+ SSHF

100 (eq. 1.1)

doveF e un opportuno fattore di correzione che tiendaalell’'errore nel campionamento del se-
gnale a 1Qus dovuto al tempo morto del ricevitore.

La determinazione del rapporto solido/liquido éastsfruttata anche per misurare I'umidita negli
alimenti ricchi di amido (farina, semola, farinagtanturco, di riso, orzo, fecola di patate, eda.)
Brosio et al.[48]. In questo tipo di matrici, ausa della pendenza del segnale del liquidg{HIa
misura di valore di Sé stato realizzato tramite I'introduzione di utetbre coefficiente di estrapo-
lazione.

| metodi assoluti vengono impiegati per la quacdifione diretta dell’'umidita e/o dell’olio in diver
se matrici alimentari. A tale scopo possono essegenere utilizzate la stessa sequenza FID, oppu-
re la sequenza spin-echo, a seconda della tipotoded numero di fasi protoniche di cui interessa |
guantificazione. Misure assolute con il FID sotetes utilizzate, ad esempio, nella quantificazione
delle farine campionando il segnale a 180tempo in corrispondenza del quale la magnetiazaz
trasversale del solido € gia decaduta e non imiecienella determinazione [48].

Uno dei campi industriali di maggior impiego delplicazioni QC €& rappresentato infine
dall’analisi dei semi vegetali. In letteratura sispono trovare diverse proposte di metodi NMR per
la determinazione ad esempio del contenuto lipidhagueste matrici [55-59].

Da questi lavori emerge che, in generale, il camg@mento del segnale FID a {8 permette una
corretta quantificazione della percentuale di aliche in presenza di basso contenuto di umidita
(inferiore a 15%); in presenza di tenori di umiditaggiori il problema pud essere superato essic-
cando i chicchi. Tuttavia, I'accuratezza di questetodo puo diventare inferiore in presenza di
campi magnetici disomogenei per la dipendenza figtiva dell’ampiezza del segnale dalla posi-
zione angolare dei chicchi nel tubo. E stato quipidiposto recentemente da Tiwari e Gambhir
I'utilizzo della sequenza spin-echo per la deteamione dell’'olio nei semi senza la necessita della
pesata e dell’essiccamento [61,62]. Inoltre, 2z#¢dindo la stessa sequenza € possibile ottenere con-
temporaneamente, oltre alla quantificazione dédl;alina misura indiretta dell'acqua. La determi-
nazione simultanea dell’acqua e dell'olio nei seetetali mediante la sequenza spin-echo e rico-
nosciuta attualmente come metodica ufficiale [68]schema del metodo e illustrato in figura 1.25
(sotto).
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Il funzionamento della misura e basato sul fatte ahbassi contenuti di umidita (15%) in matrici
come i semi il T dell'acqua € inferiore a quello dell'olio di duedi di grandezza. Dopo il primo
impulso di 90° la magnetizzazione dei protoni #ledcomponenti solide (rappresentate da carboi-
drati e proteine) che liquide (acqua e olio) decadper effetto della disomogeneita del campo do-

po il primo impulso; I'impulso a 180° rifocalizza kola componente lipidica, il cui segnale di echo
ricompare dopo un tempa a7 ms

La misura prevede il campionamento del segnale @581 nella figura 1.25), in cui l'intensita e

proporzionale al contenuto protonico totale dedisefliquida (acqua e olio); a 7 &) € dovuto ai

protoni della sola fase lipidica, completamenteadizzata dall'impulso a 180°. Di conseguenza la
percentuale di acqua viene ricavata per differetizmeste due intensita.

Qo

—total hydrogen: =olid, moisture, and oil

'." A1 water and oil

| 1200 A2 oil

Intensity
]

ITirrnea imsec)
Figura 1.25 Schema del segnale prodotto dalla sequenza shim{adattato da [64])

La sequenzapin-echoé stata utilizzata anche per ottenere la quaatifime separata di acqua e
olio nelle drupe di oliva [65].

Con opportune variazioni dei tempi di campionarodatsequenza spin-echo trova poi applicazio-
ne anche nella determinazione del contenuto di i@nitkllo zucchero: in questo particolare caso
l'intensita del segnale dopo I'impulso a 180° vienisurata a 20Q1s [66].

1.4.1.2. Analisi del rilassamento NMR.

Come e gia stato detto, in questo caso viene aasdida distribuzione dei tempi di rilassamento,

ottenuta attraverso il fitting dell’intera curvaespnentale. Le costanti di rilassamentpel T, della

parte liquida possono essere rispettivamente rieas@n I'utilizzo di sequenze come la CPMG e

l'inversion recovery. La forma della curva di rik@snento prodotta dalla CPMG viene descritta da
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un’equazione generale di tipo multi esponenzialiting della quale fornisce una distribuzione di
T,, associabili alle diverse componenti protonichespnti nella fase liquida.Se da un lato i tempi di
misura, generalmente piu lunghi rispetto alle mietoel QC/QA, rendono meno adatto questo ap-
proccio per scopi di analisi routinarie di tipo urstiriale, tuttavia lo studio della curva di rilassmn-

to presenta il fondamentale vantaggio che I'infazioae sul sistema si avvale di tutti i punti di cui
€ composta la curva sperimentale. Cid permettesachgio di superare eventuali difficolta delle
applicazioni QC, rappresentate ad esempio dal tteoi T, di acqua e olio in alcuni matrici ali-
mentari (come nel caso ad esempio del marzapane)dfiicilmente separabili [66] La quantifi-
cazione delle diverse fasi protoniche in questi pas essere realizzata attraverso I'assegnazione e
deconvoluzione delle componenti di rilassamentonadie e la valutazione dei rapporti delle aree
relative. L'utilizzo della CPMG ha permesso ad esenta determinazione di acqua e olio nei cibi
fritti [67].

Tuttavia, la diffusione dello studio dei tempi dassamento NMR, a cui ha contribuito in gran par-
te lo sviluppo dei metodi basati sulla trasformditd_aplace, trova soprattutto un’ulteriore ampia
giustificazione nell'osservazione che le costamtrildssamento dei diversi protoni presenti nella
matrice analizzata dipendono dalla diversa mobiigle molecole considerate. E pertanto ormai
consolidato nel campo della scienza degli alimButilizzo dei tempi di rilassamento NMR come
probes per il monitoraggio di determinate proprfetighe considerate rilevanti per la qualita st d
prodotti che dei processi di lavorazione, o delsformazioni chimiche a carico delle matrici ali-

mentari, al pari di altre osservabili quali la désl punto di fusione, etc.

Particolare attenzione a questo proposito ha ricelaistudio del rilassamento dell'acqua [68].In
particolare il B, essendo una misura della mobilita protonicaatstorrelato ai diversi stati di le-
game dell'acqua e al tipo di interazione fra questa matrice. La mobilita protonica dell’acqua e
stata ad esempio efficacemente impiegata neglealina base di amido come probe della dinamica
nel processo di idratazione [70, 84, 85].
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Figura 1. 26: effetto della retrogradazione dell’'amilopectindlaspettro di rilassamento dell’acqua (adatta-
to da[69]);nell'insertoé mostrata la dipendenza deldal tempo di stoccaggio.

per quantificare I'acqua legata, e per monitorangracesso di retrogradazione [69]. L’analisi del
T,€ stata inoltre impiegata per valutare la dispditdbdell’acqua e I'effetto della temperatura du-
rante il processo di cottura nella carne [71, 72].

Alcuni studi condotti su tessuti vegetali e su mibagtificiali di matrici complesse hanno dimostra
to inoltre che I'analisi della mobilita protonicaltiacqua permette di trarre considerazioni su come
guesta e distribuita all’interno delle matrici cédiri e, al contempo, di risalire alla strutturacrok
scopica della matrice stessa [73-77,82,83]. Inigaddre, il comportamento multiesponenziale della
curva di rilassamento dell’acqua nelle matrici bgithe é riferibile ad una situazione di diversa
compartimentazione in condizioni di scambio diffsilento o assente tra le pareti cellulari
[76].Pertanto I'analisi della distribuzione dei tgindi rilassamento dell'acqua é stata utilizzata pe
monitorare la struttura subcellulare di molti almien funzione di particolari condizioni. L'analis
delle dei T dell'acqua ha portato all’assegnazione ad esewligi@ differenti popolazioni protoni-
che nel tessuto parenchimale della mela, attritadtacqua nel vacuolo, nel citoplasma e nelle pa-

reti cellulari [78].

Nella mozzarella di Bufala, tre componenti di rdasento trasversale sono state assegnate rispetti-
vamente ad acqua del siero, ad acqua intrappdlatéeano del network del gel di caseina e ad ac-
gua della zona di “giunzione” con la fase lipiditaralore di T,della componente associata al siero
e stato inoltre analizzato in funzione del temp@tdccaggio come indice di invecchiamento della

mozzarella [79].
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L’aumento del valore di Jdelle popolazioni protoniche associate all'acqaavacuoli e nel cito-
plasma é stato spiegato con la progressiva ridazi@i’amido in funzione del grado di maturazio-
ne nella banana [80].

Recentemente, l'utilita della rilassometria NMR deminio dei tempi e stata ulteriormente con-
solidata dall'avvento delle tecniche bidimensiongfiazie allo sviluppo di algoritmi per il calcolo
rapido della doppia trasformata di Laplace [81].

Con questa tecnica é possibile acquisire infornmazincora piu dettagliate sulle popolazioni proto-
niche in matrici con un elevato grado di compleésgiazie alla mappatura multidimensionale dei
tempi di rilassamento e dei coefficienti di diffose, riducendo in tal modo notevolmente
'ambiguita nell'assegnazione delle componenti.

L’estrema efficacia di questa metodologia € statsodtrata in alcuni lavori sul controllo della qua-
litd della frutta, in cui il fingerprint dei paranmedi rilassamento ha permesso di caratterizrare
maniera efficace ad esempio il fenomeno della ¢sita nelle mele e dellimbrunimento interno
nelle pere e, inoltre, dei cambiamenti strutturai’'uovo a seguito del processo di cottura [86 -
88].

1.4.2. NMR ad alta risoluzione

La potenzialita della risonanza magnetica nuclearalta risoluzione nell'identificazione di com-
posti a basso peso molecolare in sistemi altan@ntglessi € cresciuta negli ultimi 15 anni con lo
sviluppo da un lato della tecnologia dei cryoprobedi strumenti che lavorano a frequenze fino a
900 MHz, e dall’altro delle tecniche multidimensadire di diffusione.

| vantaggi della non invasivita, comuni a tuttédeniche NMR, e la capacita di fornire informazio-
ni su un ampio numero di metaboliti in un unicoexgpento hanno reso 'NMR ad alta risoluzione
una tecnica particolarmente indicata per I'anaesjli alimenti [89].

Recentemente, la facile reperibilita di standatdrim ha permesso recentemente la progressiva dif-
fusione  dell'applicazione  quantitativa del’lNMR ad alta  risoluzione  (gNMR

[http://tigger.uic.edu/~gfp/gnni)/ basata sul principio che la risonanza integditain analita e

proporzionale alla sua concentrazione molare.

Un esempio di protocollo e stato messo a puntdgpdeterminazione dell'istamina nel formaggio
[90].

Accoppiata con metodi di statistica multivariat& PLS), 'NMR ad alta risoluzione ha trovato

vasto impiego principalmente nello sviluppo di tebe analitiche innovative per la classificazione
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e l'autenticazione di cibi e bevande di interessmmerciale quali i succhi di frutta [91-95] il the
verde [96, 97], i vini [101-104] e le uve [98].

Una parte consistente dei metodi proposti € infinelta alla caratterizzazione della provenienza
geografica e alla salvaguardia del marchio di oggiegli oli d’oliva [99, 100, 105, 106]. Il prirci
pio comune dei metodi sviluppati per I'autenticamaconsiste nell’acquisizione e successiva inte-
grazione dei profili metabolici di ciascun campica®lizzato; gli integrali delle diverse risonanze
vengono quindi utilizzati come variabili nell'ansilimultivariata per ottenere la discriminazione dei

campioni.

1.5. Scopo della ricerca
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La ricerca svolta in questo Dottorato si colloc#’ambito di un progetto, finanziato dalla Fonda-
zione Cariparo, finalizzato al trasferimento teogoto della tecnica NMR nella risoluzione di pro-
blematiche connesse con il controllo di qualitdesoiatrici alimentari.

La motivazione della presente ricerca € stata taiini particolare dall’esigenza di sviluppare meto-
di basati sul’lNMR per lindividuazione di possibiharkers per la discriminazione delle diverse
qualita del caffe verde su base geografica.

Come e gia stato osservato nella parte introduttivguesta tesi, la produzione scientifica in tale
ambito risulta infatti attualmente ancora esigus#re inoltre di alcune limitazioni, quali ad esem
pio il numero ristretto di campioni analizzati ealtuni casi il carattere distruttivo e dispendiaso
termini di tempo delle tecniche utilizzate.

Di qui la necessita di realizzare un metodo traniitélizzo del’lNMR per la determinazione
dell'origine geografica nel caffe verde che possseee applicato su un numero di campioni signifi-
cativamente elevato. Ci siamo inoltre prefissatbiettivo di esplorare la potenzialita di alcunspo
sibili markers, tra cui principalmente il contenygercentuale di acqua e olio nei chicchi di caffe
verde. In questo caso é stata necessaria la messacadi un metodo basato sul’lNMR nel dominio
dei tempi per la determinazione simultanea di questametri. Le fasi operative che hanno con-
traddistinto la realizzazione e I'applicaziondale metodo vengono descritte nel paragrafo 3.

Un ulteriore target di questo lavoro € rappresentabltre dallo studio della distribuzione
dellacqua e dei lipidi nel chicco verde mediariémalisi dei tempi di rilassamenti NMR. La moti-
vazione per questo particolare studio e statatdati® un lato dalla necessita di stabilire i patame
ottimali nella sequenza spin echo utilizzata nelade appena descritto; dall’altra la volonta dicon
tribuire alla comprensione della distribuzione e dsulta essere ancora una problematica aperta.
Un metodo alternativo ideato per la determinazideiorigine geografica e stato infine realizzato
mediante I'utilizzo del’NMR in alta risoluzione egppiato con I'analisi statistica multivariata (de-

scritto nel paragrafo 3.)
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Capitolo 2. Materiali e metodi.

2.1. Metodologie sperimentali.

2.1.1 Principi teorici del’lNMR.

La risonanza magnetica nucleare (NMR) € una te@pe#troscopica che si basa sull’assorbimento
delle radiazioni elettromagnetiche nella regionkedeadiofrequenze (4-800 MHz) da parte di un

campione immerso in un intenso campo magneticoi @grieo possiede un numero quantico di

spin | che in base alla natura del nucleo puo esa&ro, semintero o nullo (Tabella).

NUMERO DI PROTONI NUMERO DI NEUTRONI I
pari pari nullo
dispari dispari intero
pari dispari semintero
dispari pari semintero

Tabella 2.1:valori assunti dal numero quantico di spin |.

Solo i nuclei aventi | non nullo risultano NMR atfiin quanto possiedono un momento magnetico
nuclearefr = y [P non nullo, dove gamma)(& il rapporto giromagnetico del nucleo in esanfe e

i momento angolare, di componenti quantizzate dduho:

P[=[1( +D]"*n con h=- (eq. 2.1)
21T

La componente del momento angolare lungo l'assevenzionalmente assunto come asse di rife-
rimento) vale:P, =m [k, conm numero quantico magnetico che assume i valorl+1,...+I-1,
+I. Sono quindi possibili 21 +1 stati di spin enetigamente degeneri che differiscono solo per-l va
lore dim. Per il protone, che € il nucleo esaminato in tpuéssoro, | = 1/2 per cui sono possibili
due stati di spin degeneti:(m = +1/2) e (m = -1/2).
Per questi il modulo del momento magnetico nuclaargo I'asse z é:

M, =P, y=maly==x) ylh (eq. 2.2)
La degenerazione tra i due stati di spin viene ssaogquando i nuclei sono sottoposti all'azione di

un campo magnetico stati@p, cioe in seguito ad un’interazione dei singoli neorth magneticiy
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con il campo. I nuclei infatti si orientano, a seda del loro stato quantico, in una delle due fossi
li direzioni rispetto al campo esterno (Figura 2.1)
In azzenza

di campo
magnetico

Campo magnetico
applicato Bo

N el

. - -

Figura 2.1: Orientazioni possibili del momento angolare stéwione di B,.

L’energia di un nucleo nei due stati di spin persnésdata da:

E=-u, B, = -ym 1B, a(2.3)

Lo statoa si trova a minore energia, descrivendo una situzin cui lo spin nucleare é parallelo al
campo B; lo statop si trova a piu alta energia con uno spin antipglabl campo. La differenza di
energia tra i due stati € proporzionale all'inténsiel campo secondo la relazione:

h
AE=E,-E, = VETBO (eq. 2.4)

Questa e I'energia necessaria per passare da atwoditspin all’altro (condizione di risonanza),
passaggio che avviene per irradiazione con unazexhie elettromagnetica di frequenza appropria-
ta.

Per promuovere una transizione tra i due statpihi 6 quindi necessaria una radiazione di frequen-

za: Vv, = (y/2mB,, e solo quando la frequenza della radiazianeguaglia la frequenza di Larmor,

ovvero la frequenza di precessione dei nuglesi raggiunge la condizione di risonanza:

vV =V, :%TBO (eq. 2.5)

In condizioni di equilibrio lo stata & termodinamicamente favorito e piu popolato tigpallo sta-
to B. La differenza di popolazione tra i due stati pinse data dalla funzione di distribuzione di
Boltzmann:

&:ex{—ﬁj :ex;{—ﬂj Dl—ﬁ (eq 2.6)
N, KT 27KT 27KT
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dove N € il numero di spin a maggior energia, iNnumero di spin a minor energia, K € la costante
di Boltzmann (pari a 1.38 - T8JK™), T indica la temperatura assolutAE & la differenza di ener-
gia tra i due stati.

Quando i nuclei di un campione sono sottopostaato magnetic&, si instaura una situazione di
equilibrio nella quale I'eccesso di nuclei nellatsta minore energia, allineati nella direzione del
campo magnetico statico, produce un vettore macpisg detto magnetizzazione nelita(Figura
2.2).

Figura 2.2: Rappresentazione della magnetizzazione macroscopic

Tale vettore deriva dalla somma dei momenti magnetucleariy; dei nuclei presenti nel campio-
ne e possiede un’unica componeltgorientata lungo lI'asse del campo magnetico. Lecsuepo-
nentiM, ed My sono nulle dal momento che le componenti dei dingasono presenti statistica-
mente con ugual probabilita sul piano xy (randoragg).
L’applicazione di un impulso a radiofrequenza, tethe la sua componente magnetiasia orto-
gonale aBy, causa una deflessione del vettore magnetizzaiibige un angolo proporzionale alla
durata dell'impulso:

0=yB,1, (eq. 2.7)
In questo modo si genera una componente travevbglehe, una volta rimosds,, inizia a prece-
dere attorno all'asse z alla frequenza di Larmopga di ogni nucleo, generando un voltaggio det-
to FID (Free Induction Decgy ovvero un segnale sinusoidale che decade espatemente nel
tempo a causa dei processi di rilassamento chemena ripristinare le condizioni di equilibrio. La
frequenza di risonanza di ciascun protone e larg&niafluenzata dal suo intorno chimico; ogni
nucleo risente di un campo leggermente diversouddiaapplicato come conseguenza dei campi
magnetici locali generati dagli elettroni che citdano il nucleo.
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Il chemical shifts, espresso in ppm) che misura questo effetto, cotee effetto di schermo, € lo
spostamento della frequenza di risonanza di ciasaaleo rispetto ad un riferimento:
(eq. 2.8)

S= Vo 7 Viit 106
Vit

La Figura 2.3 (sotto) riporta un tipico esperimeNtdR monodimensionale:

Preparation Dretection

Figura 2.3: schema di un esperimento NMR monodimensionale.

Il periodo di preparazione consente al sistemagijiungere I'equilibrio termico, un impulso a 90°
flette la magnetizzaziond sul piano xy, dove viene registrato il FID. Queségnale nel dominio
del tempo viene trasformato in un segnale nel damtelle frequenze mediante trasformata di Fou-

rier.

2.1.1.1 Meccanismi di rilassamento.

Quando un impulso a radiofrequenza investe un gamepimmerso in un campo magnetico statico,
perturba I'equilibrio tra le popolazioni dei sudas di spin. Spento I'impulso il sistema tendd-a r
tornare alle condizioni iniziali attraverso duedemeni parallelirilassamento longitudinalerilas-

samento trasversal@07, 108].

Rilassamento longitudinale

L’'impulso radiofrequenza sposta il vettore magretzione netta dall’asse z al piano xy. Il ritorno

della magnetizzazione lungo I'asse z € detto @assnto longitudinale o spin-reticolbt, torna al

valore inizialeM con un processo del primo ordine caratterizzatardavelocita dipendente da T

secondo la seguente equazione differenziale:
dM, M,-M,

Z —

M =M, (l-e '™ eq.2.9e 2.10
at T, 2 o ) (eq )

dove T, e detto tempo di rilassamento longitudinale (Fag2i4).
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| nuclei che assorbono radiazioni in un esperim®&itik fanno parte di quell’insieme piu esteso di
atomi che costituisce il campione e che é chiamgtioolo, indipendentemente dal fatto che il cam-
pione sia un solido, un liquido o un gas. In qudsk ultimi stati in particolare, i vari nuclei che
compongono il reticolo hanno continui movimenti rabionali e rotazionali, che producono un
campo magnetico complesso attorno a ciascun nuktleampo dell'intero reticolo magnetico ha
pertanto un numero elevatissimo di componenti migjmes e almeno una di esse sara in fase e avra
la stessa frequenza di precessione del nucleo megedagato. Queste componenti dovute ai mo-
ti vibrazionali e rotazionali interagiscono comilcleo, che passa cosi dallo stato di spin con ener
gia superiore a quello con energia piu bassa,; fgadiberata va poi semplicemente ad aumentare
'ampiezza delle vibrazioni e rotazioni termichgu@esto comporta un aumento minimo della tem-
peratura del campione [107].

Il tempo di rilassamento;Té una misura della vita media del nucleo nelltostia energia piu alta e
guantifica I'efficacia del rilassamento spin-ret@oun piccolo valore di Tindica un processo di
rilassamento efficace e veloce.

Oltre a dipendere dal rapporto giromagnetico delew assorbente, il valore del tempo di rilassa-
mento longitudinale e strettamente legato alla titakdel reticolo, infatti nei solidi cristallini aei
liquidi viscosi, dove la mobilita & piccola; € elevato. Con I'aumentare della mobilita aumenmtan

le vibrazioni e le rotazioni e di conseguenza seog che Tdiminuisce.

e z F z 7

Figura 2.4: Rilassamento longitudinale.

Rilassamento trasversale

Il rilassamento trasversale o spin-spin deriva’idédrazione tra nuclei vicini che hanno velocita d
precessione identiche ma stati quantici magneti@rdi. Questo tipo di interazione porta ad uno
scambio di stato quantico tra i due nuclei, ciaguitleo nello stato di spin a piu bassa energiaevie
eccitato mentre il nucleo eccitato rilassa allacsth energia inferiore. In questo modo I'energia t
tale del sistema di spin non cambia mentre lamiéglia di un particolare nucleo eccitato viene ab-
breviata [107].
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E proprio a causa di tali interazioni che il moigtecessione & per alcuni di essi pitl veloce della
frequenza di Larmor, mentre per gli altri € piutéerll risultato &€ che gli spin cominciano ad agirir
a ventaglio nel piano xy e questo porta ad unardizione fino a zero della componeiMg, della

magnetizzazione, con una velocita dipendente daltdante di tempo 2] secondo la relazione:

M, Oe"™

+ \
|
g

-t

x

Kmi

Figura 2.5: Rilassamento trasversale.

Poiché non c’é piu alcuna componente magneticaluasnel piano xy quando il rilassamento &
completo lungo l'asse z, questo comporta che T;.

In realta & necessario considerare un tempo dsdlaento effettivd, che tiene conto di tutti quei
fattori che contribuiscono alla perdita del segrtedsversale:

1_1, 1 _1_ )08

*:_+
T, T, T, T, 2

(eq. 2.11)
(8By)

dove il primo termine si riferisce al contributonggno al processo di rilassamento menkse,g ,

riguarda la disomogeneita del campo magneBigael campione, ed & un’imperfezione strumentale
che provoca una variazione del campo magneticdtigfieagente sui nuclei. Questo termine risulta

essere preponderante nei liquidi.

2.1.1.2. Sequenze NMR per le misure dei tempi dilassamento.

Misure di T

Il valore di T; dei campioni € un parametro molto importante siecipé correlato alle proprieta di-
namiche delle molecole sia perché indispensabil@gknire il tempo di rilassamento (RD) tra una
sequenza e la successiva qualora si utilizzinasgainsioni. Ci sono diversi esperimenti disponibili
per la determinazione del rilassamento longitudirdgggli spin nucleari e il metodo piu comune-
mente utilizzato risulta esser@lersion recovery.

Questa tecnica consiste in una sequenza a duesmgpiuapplica un impulso di 180°, si attende un

tempor, si applica un impulso 90° e si rivela il segn@mura 2.6):
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Figura 2.6: Sequenza inversion recovery

Il tempoTt che separa i due impulsi viene incrementato irspeementi successivi. Come implica il
nome, il primo impulso, a 180° attorno all'asseinverte la popolazione di spin portando il vettor
magnetizzazione, inizialmente diretto lungo I'asgelungo la direzione negativa dello stesso. Co-
me risultato del rilassamento spin-reticolo il mioddel vettoreM diminuisce, passa attraverso lo
zero, aumenta lungo la direzione positiva dell’assalla fine raggiunge il suo valore iniziale [108]
(Figura 2.7).

Figura 2.7: Principio della tecnica inversion recovery per lisume di T,.

Le diverse situaziong, d ed e caratterizzate dai tempi, To € T2, pOSSONO essere rivelate grazie
all'applicazione di un impulso a 90° che allineavéttore magnetizzazione lungo I'agsedove e
presente il rivelatore. Se e zero, il vettore magnetizzazione si trova luteyalirezione negativa
dell'assey’ con la massima intensita. Se si ripete I'espertmarcrementando il temposi puo se-
guire il rilassamento degli spins in questioneaAihe quanda e sufficientemente lunga.(> 5T)

si realizza un completo rilassamento e si registraegnale dall'intensita positiva massima.

L’intensita della magnetizzazione registrataé\vpari a:

M, =M,(1-2e"") (eq. 2.12)
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dove M, corrisponde alla magnetizzazione in equilibrio ohiene registrata a.. Rispetto
all’equazione (1), il fattore addizionale 2 derda fatto che il recupero inizia con il vettore mag
tizzazione invertito.
La costante Tsi ottiene interpolando i dati sperimentali ottémoediante I'equazione precedente.
Un metodo tradizionale alternativo, permette diagsilare il valore 7 piu accuratamente mediante
un diagramma semilogaritmico che riporta Ig{M;) controt:

In(MO—Mt):InZMO—TL (eq. 2.13)

1

In altri casi pratici & sufficiente avere solo wgtisna del tempo di rilassamento per calcolare énval
ottimali di RD da inserire nelle sequenze di impulsprincipio di questo metodo € la scomparsa
del segnale a valori ditali per cui la magnetizzazione longitudinale paatiraverso il piang'y’,

in quanto la differenza di popolazione risulta eszero (M = 0). Dall’equazione (2.13) si ottiene:
T
T, =—9% =1443r eq. 2.14
1 2 0 (eq )

Misure di T

La misura del tempo di rilassamento trasversalsi Esegue sottoponendo il campione, immerso in
un campo magneticogBad un impulso di 90° lungo I'asge Al termine dell’impulso la magnetiz-
zazione, ruotata lungo I'ass® comincia ad evolvere sotto i soli processi dagdamento. Quello
che sirileva e il decadimento dell'intensitg Mel tempo, ovvero il FID.

In realta, il tempo 7 ottenuto in questo modo & dominato dalle inomoug@rm By infatti il campo
magnetico si presenta come &3y, per cui i nuclei presentano una frequenza di rispagari a

w tAw . Il risultato € un’apertura a ventaglio dei singattori momento. Queste differenze ridu-
cono il segnale dal momento che esso dipende d@rgesomma dei momenti magnetici di tutti i
nuclei e portano ad una riduzione molto piu raldda magnetizzazione rispetto ai processi di ri-
lassamento genuini.

Il valore della costante di tempo di rilassamenas\versale 7 pud essere quindi ottenuto solo se il
contributo della disomogeneita del campo magneiiad essere rimosso. Questo intento puo essere
raggiunto mediante la sequerezaho di Hahro la sequenz@arr-Purcell-Meiboom-Gill(CPMG).

A - Echo di Hahn

La tecnicaecho di Hahn(o spin echo) prevede una sequenza di due impuismpulso a 90° e uno

a 180° e nella rivelazione del segnale ad un te2upo

Schematicamente la sequenza puo essere cOSi @pptas

-[RD-90y °-1(n)-180,°-echa] -
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dove RD sta per Recycle Delay, ovvero il tempo ichercorre tra un’acquisizione e la successiva
durante il quale la magnetizzazione viene lasd@taare all’equilibrio et € il tempo tra i due im-
pulsi a 90° e 180°.

(3)

£

Figura 2.8: Evoluzione di M in una sequenza di echo di spin.

L'impulso a 90°, perpendicolare all'agseuota la magnetizzaziomé fino a portarla lungo la dire-
zione negativa dell'asge (situazione B, Figura 2.8).

La perdita di fase dovuta alla disomogeneitagd{dguazione C e D) e un processo reversibile e puo
essere contrastata applicando dopo un tempo impulso a 18& grazie al quale tutti i vettori
vengono ruotati di 180° attorno all'asse x’ e gbviano sul pianx’y’ (situazione E). Assumendo
che la posizione dei nuclei rimanga costante dernsequenza di impulsi applicata, i protoni, che
si muovono piu velocemente, continuano a muoversenso orario e gli altri in senso antiorario. In
guesto modo al tempa 3i ha una situazione di completa rifocalizzazidaevettori e si raggiunge

il punto massimo del segnale spin echo (situaziores). Dopo il tempo@i vettori iniziano anco-

ra ad aprirsi a ventaglio e l'altezza del segnatendisce.

Durante l'intervallo 2, alcuni spin perdono la loro coerenza di faseusa&alel naturale rilassamen-
to trasversale, e questi, a differenza dell’alemdmeno non possono essere rifocalizzati con l'echo
Dall'analisi fatta appare chiaro che lintensitdléeho dipende solo dal tempo di rilassamento tra-
sversale T.

Questo singolo esperimento viene ripetuto N valtmentando di volta in volta il valore di(Figu-

ra 4.12) e, riportando in grafico la variazionel'ddkzza dell’echo nel tempg si ottiene la curva

di rilassamento del campione.
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Figura 2.9: Rappresentazione grafica della sequenza di imguégtho di Hahn.

In realta se durante il tempo un qualsiasi spin si sposta all'interno del campijodopo
I'applicazione dellimpulso a 180° esso sperimamtacampo diverso da quello iniziale per cui non
viene rifocalizzato e allaumentare del tempguesto effetto puo diventare preponderante.

B - Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG)

In queste condizioni un migliore approccio si atdecon la tecnic&arr-Purcell, che consiste nel
ripetere in ogni singolo esperimento la sequenaegho precedente usando il valora giu pic-

colo possibile in modo da ridurre la perdita dgjrsde dovuto alla diffusione.

1

“n

X

X
I") I‘Vq—‘[ —blq—’[
L

Figura 2.10: Sequenza Carr-Purcell

L’intensita dell’echo a periodi di tempo piu lunghbttenuta ripetendovolte la sequenza-180°-

T. Questa sequenza causa la rifocalizzazione delgti elternativamente lungey’ e +y’ e l'unico
difetto di questo approccio € che qualsiasi errei#ta lunghezza dell'impulso a 180° porta ad una
imperfetta rifocalizzazione del segnale.

A questo si puo ovviare con il meto@PMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gil) [109, 110], nel quale
gli impulsi a 180° vengono realizzati sull’agseanzichéx’, causando in questo modo la rifocaliz-

zazione sulla regione del piamg’ per ogni echo (Figura 2.11).
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Figura 2.11: Sequenza CPMG

In questo modo gli errori sulla lunghezza degli ingpnon sono cumulativi, dal momento che ven-
gono cancellati dopo ogni echo pamigari). Il valore di T si ottiene poi realizzando una serie di
esperimenti nei quali viene aumentato il valora ticrementandm ( Figura 2.15) e acquisendo il

segnale dopo ogni echo pari, a livello del quaté gli errori sulla lunghezza dell'impulso sono

cancellati.

La tecnicaCPMG e molto piu veloce della tecnicpin-echoma conviene utilizzarla solo quando

le componenti di Tnon sono troppo brevus).

+Tr — 2T —p a“— 27T —p +—2T—» a—27—>

Figura 2.12: Rappresentazione della curva di decadimento esp@ierton costante di tempg dttenuta con una se-
guenza CPMG.

2.1.2. NMR ad alta risoluzione bidimensionale.
Questo esperimento richiede due trasformate dii€Quirtogonali tra di loro e su due assi dei tem-

pi indipendenti: te . Puo essere descritto mediante il seguente scheneaale (Figura 2.13):

AR

|PREPARAZION EVOLUZIONE MESCOLAMENTO| ACQUISIZIONE

|7

=1
l\Jl:l

Figura 2.13: Schema di un esperimento NMR bidimensionale
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Durante il periodo di preparazione, i nuclei raggjono I'equilibrio termico ed il sistema viene per-
turbato mediante un impulso di radiofrequenzd2ache deflette la magnetizzazione sul piano xy.
Durante il periodo di evoluzionej[tla magnetizzazione puo evolvere sotto l'influgseari fattori,
guali I'accoppiamento spin-spin e la precessiongudcessivo periodo di mescolamentg),(tosti-
tuito da una serie di impulsi e intervalli di tempausa trasferimenti di magnetizzazione tra gh sp
e il segnale risultante viene registrato come Fllradte il tempo ;t Ripetendon volte
I'esperimento variando sistematicamente il tempsi bttengona FID, ognuno dei quali fornisce
uno spettro nel quale l'intensita e/o la fase dethy dipende dal tempaq.tL’applicazione della tra-
sformata di Fourier ai FID acquisiti durantgénera la matrice S(tw,) e la successiva applicazio-
ne della trasformata di Fourier lungo I'asse deifet; permette di ottenere lo spettro 2D. Solé t
un asse reale dei tempi perché in questo periogleevacquisito un vero FID; quello che si ottiene
lungo l'asse dei tempki & un interferogramma costruito prendendo un pdiata@iascuno spettro
monodimensionale della matrice S(@y). Per ottenere utili informazioni da uno spettio & ne-
cessario che i nuclei evolvano con una certa fregmuelurante il tempq £ con frequenza diversa
durante 1.
In uno spettro bidimensionale i picchi lungo lagtinale {oa a) Si riferiscono a nuclei in cui la
magnetizzazione non si trasferisce e precedondacstessa frequenza sia durante t1 sia durante t2.
Essi comparirebbero anche nel corrispondente spettmodimensionale. Quelli fuori diagonale
(0w, wg), denominaticross-picchj esprimono I'avvenuta correlazione tra due nu@lee B) tra i
quali c’e stato trasferimento della magnetizzazidaneante il tempof, in virtu di uno dei due se-
guenti tipi di interazioni:
i) accoppiamento scalareonsente il trasferimento della magnetizzazisaaticlei separati da
un limitato numero di legami attraverso la polasaizibne delle loro nubi elettroniche. Gli espe-
rimenti di correlazione scalare utilizzati in quesesi (TOCSY) mirano ad individuare sistemi
di spin relativi a molecole dell’ estratto acquatsb caffe verde.
il) accoppiamento dipolareconsentdl trasferimento della magnetizzazione tra nucfmzal-
mente vicini (d < 4.5-5 A) ed & dovuto all’'effetticleare Overhauser (NOE). Gli esperimenti
di correlazione dipolare utilizzati (NOESY) miramad evidenziare I'eventuale interazione tra

diverse molecole presenti nell’estratto acquoso.

2.1.2.1. TOCSY (Total Correlation SpectroscopY)
Il TOCSY é un esperimento bidimensionale omonueleael quale il trasferimento della magnetiz-

zazione tra i nuclei avviene per mezzo dell’'accappnto scalare spin-spin. Un’opportuna sequen-
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za di impulsi compositandicata come spin lock attua il trasferimento aellagnetizzazione di cia-
scun protone a tutti i protoni appartenenti alkssb sistema di spin, siano essi direttamente accop
piati con il precedente o no. La sequenza di imputiszzata per un esperimento di questo tipo &

schematizzata in figura 2.8:

. spin-lock
9Ox (MLEV-17)

Figura 2.14 Sequenza di base del'esperimento TOCSY

Durante il periodo di spin-lock ) la magnetizzazione rimane bloccata (locked) psaiho tra-
sversale. Gli spin nucleari evolvono unicamenteosbeffetto dell’accoppiamento scalare realiz-
zando cosi la condizione di accoppiamento fortanhullamento delle interazioni con il campo
magnetico esternBg elimina infatti i contributi dethemical shifttutti gli spin sperimentano il me-
desimo campo magnetico efficace consentendo algnetizzazione di propagarsi da uno spin al
Suo vicino e cosi via; quanto piu lungo ¢ il tendbonescolamento tanto maggiore € la propagazio-
ne della magnetizzazione attraverso l'intero sisteirspin.

Ci sono essenzialmente due approcci possibili‘paplementazione dell’esperimento TOCSY; il
primo consiste nella realizzazione di un impulssgin-lockcon un campo di radiofrequenze (rf) in
onda continua, 'altro con una sequenza di impisiché nel primo caso é possibile il rischio di
danneggiamento del probe a causa della necessgpticare potenze elevate, generalmente si ri-
corre al secondo metodo utilizzando una sequenmalilsi. La sequenza d’'impulsi piu frequen-
temente usata € la MLEV-16 alla quale viene aggiumtimpulso di rifocalizzazione di 180° lungo

y (MLEV-17) per eliminare I'errore di fase eventuante accumulato durante la sequenza:

MLEV-16 ABBA BBAA BAAB AABB

dove A= 90°180°, 90°%
B= 90°, 1805, 90°,

MLEV-17 (MLEV-16) — 180° — (MLEV-16) — 180°y
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2.1.2.2. NOESY

I NOESY e un esperimento che prende in considen&zie interazioni dipolari tra i singoli mo-
menti magnetici nucleari, che si trasmettono ngflazio. Irraggiando selettivamente e intensamen-
te il sistema alla frequenza di risonanza proprianddeterminato protone, si 0osservano variazioni
nell’intensita dei segnali corrispondenti a nueligini a quello perturbato, cioé a nuclei ad esso a
coppiati dipolarmente. Su tale principio si basd@E (Nuclear Overhauser Effect). In figura 2.15

e schematizzato un tipico esperimento NOESY:
90 90, 90,
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Figura 2.15: Schema generale per l'acquisizione di uno sptDESY

Il primo impulso di 90° trasferisce la magnetizzamg nel piano trasversale dove, durantg,il t
evolve per effetto del chemical shift e dell’acc@ppento scalare.

Il secondo impulso riporta parte della magnetizzagilungo z, dove durantetj rilassa attraverso
fenomeni di interazione dipolare. Infine il terzogulso riporta la magnetizzazione, che ha subito
mescolamenti tra i nuclei accoppiati dipolarmentd,piano xy permettendo cosi di rilevarla duran-
te il t,. Le componenti dM derivanti da accoppiamenti scalari vengono elit@rc@n opportuni ci-

cli di fase.

Le distanze interprotoniche possono essere detatendall’entita dell’effetto NOE e quindi dal vo-
lume dei cross-picchi presenti nello spettro, sdoda seguente relazione:
W -W, A

CYYRRYVIRRYY] eq. 2.12
W W W, (eq )

n(S)=

(dove le W rappresentano le probabilita di transizione ertaige del sistema di spin consoderato).
L'effetto NOE & rilevabile solamente per protoneafistano tra loro al massimo 5 A, poiché & in-
versamente proporzionale alla sesta potenza detianda interprotonica; dipende inoltre dal tempo
di correlazione che caratterizza la rapidita defimmlecolari. A seconda che prevalgane &W\,

(transizioni a doppio e zero quanto rispettivampgrsieavranno NOE positivi 0 negativi: se conside-

riamo molecole piccole in soluzioni poco viscosgr.<<1 e I'effetto NOE risulta positivo (condi-
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zioni di estreme narrowing); al contrario, macroewole in soluzioni viscose avemriptc>>1 (in
condizioni di slow motion) mostrerannp negativi. Se inveceogt; vale circa uno, le transizioni
doppio quantiche avvengono con la stessa prolmldle zero quantiche, W& W, percio
I'effetto NOE si annulla.

Nell'effettuare un esperimento NOESY, € necessstéagliere accuratamentenilixing timepoiché

il suo valore deve essere sufficientemente gramdeodsentire il mescolamento della magnetizza-
zione tra spin accoppiati, ma allo stesso tempotrappo elevato in modo tale da evitare trasferi-
menti successivi di magnetizzazione tra protoni actoppiati dipolarmentesgin diffusion. Que-

sto fenomeno genererebbe nello spettro dei pidttizi che potrebbero essere ricondotti a correla-
zioni non esistenti e inoltre provocherebbero tzione di segnali corrispondenti a nuclei accop-

piati, rendendo inutilizzabile il loro impiego plardeterminazione delle distanze interprotoniche.

2.1.2.3. DOSY
L’esperimento DOSY (Diffusion Ordered Spectroscopéymette di separare i segnali di diversi
composti in soluzione sulla base dei loro divewsficienti di diffusione senza ricorrere alla sepa
razione fisica degli stessi. La diffusione & la unésdel moto traslazionale delle molecole. E una
proprieta delle molecole strettamente correla& dilinensioni delle stesse e in particolare al @ggi
idrodinamico. Tali grandezze sono legate secoretpuhzione di Stokes-Einstein:

D=KgT / f (eq. 2.13)
dove D ¢ il coefficiente di diffusione, g€ la costante di Boltzmann, T e la temperaturdl fadto-
re frizionale che dipende dalla viscosita dal raggio idrodinamicg;{assumendo che la molecola
considerata sia sferica) secondo la seguente sgpnesf = @nry
Per misurare o in generale sfruttare la diffusiensono sviluppate tecniche NMR che usano gra-
dienti di campo magnetico controllati esternamg(ftalsed-Field-Gradient NMR: PFG). Questi
provocano cambiamenti spaziali e lineari del cammagynetico applicat8, nel campione, e vengo-
no utilizzati per codificare e decodificare la @sne dei nuclei determinandone lo spostamento. La
diffusione molecolare viene rilevata lungo la dice® del gradiente di campo applicato, solitamen-

te lungo I'asse z. La sequenza base di un espetion®G spin echo e la seguente :
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Figura 2.16: sequenza PFG spin echo

L’applicazione di un impulso a gradiente di campagmetico codifica la posizione spaziale degli
spin nel campione; questa viene in seguito deaaddiapplicando un secondo impulso esattamente
opposto al primo oppure uguale se accompagnatm dapulso a 180°. Con l'impiego di gradienti
si avra rifocalizzazione completa del segnale golando il campo locale sperimentato dal uno spin
e identico durante i due impulsi a gradiente, owy€iventando il campo dipendente dallo spazio,
solo se lo spin rimane nella stessa posizionedfise I'applicazione dei due gradienti. Se la mole
cola diffonde dalla sua posizione iniziale duraihfgeriodo di diffusioneA, il campo locale speri-
mentato durante il secondo gradiente non sara egugjuello sperimentato durante il primo gra-
diente, e si avra rifocalizzazione solo parzialesggnale. Il segnale acquisito sara attenuatmai u
guantita proporzionale alla velocita con cui la evolla si € spostata durante il periade quindi al

suo coefficiente di diffusione. Conoscendo l'intég® la durata del gradiente applicato (e aumenta-
to) ad ogni esperimento, il decadimento del segpateette di calcolare il coefficiente di diffusio-
ne. L'esperimento DOSY €& un esperimento bidimera®nn cui la variabile incrementata e
l'intensita del gradiente applicato, che causa moaulazione del segnale acquisito, in particolare
un decadimento esponenziale correlato alla diffssimolecolare. Tale decadimento viene interpo-

lato secondo la seguente equazione generale:

_ 27
I =1,exp T

2

- (wG)? D(A - %D (eq.2.14)

dovelp e l'intensita del segnale quando l'intensita deldiente é zerd; e I'intensita del gradiente,
D e il coefficiente di diffusione.

Un esperimento DOSY é rappresentato in uno sp2Bracon chemical shift lungo un asse (quello
della dimensione osservata) e i coefficienti diudifone lungo l'altro.
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2.2. Metodi di elaborazione dei dati.

2.2.1. Metodi chemiometrici.

Secondo la definizione data da S. Wold (1974) kEnabmetria € “...I'arte di estrarre informazioni
chimicamente rilevanti da dati prodotti in espemtnehimici” .

Le metodologie chemometriche permettono di estriaf@mazioni da piccoli o grandi set di dati
utilizzando modelli matematici e statistici.

Questo insieme di tecniche ha la funzione comurseparare il contenuto di informazione utile da
guanto altro & contenuto nei dati come ad esemyoimre sperimentale e informazione ridondanti,
cerca in particolare di trovare combinazioni chpri@sano relazioni tra variabili provenienti dallo
stesso set di osservabili.

La categoria delle tecniche chemometriche compréadalisi delle componenti principali (PCA),

Un insieme di dati multivariato puo essere rapprege secondo lo schema riportato in figura.

1 P 1 t ! C

—maE oGO
¥
ot

| CLASSI

VARIABILI

Figura 2.17:Rappresentazione di un insieme di dati multivariat

La tabella dei dati e rappresentata da una matiiicerighe che rappresenta gli oggetti (campioni,
esperimenti etc.) e gi/r colonne che rappresenta le variabili (descritiaratteri etc.) con cui cia-
scun oggetto viene descritice variabili possono essere distinte in variabitlipendenti (matrice

X) e variabili dipendenti (matrice Y). Agli oggeitioltre pud essere associato un vettore che con-
tiene l'informazione di appartenenza di ciascunettggad una delle classi predefinite (matrice C).

In questo lavoro sono state utilizzate la PCA (&pal Component Analysis) e la PLS (Projection
to Latent Structure). Entrambi sono metodi di anaiultivariata basati su metodi di proiezione dei
dati. Questo approccio rappresenta il caso in nuguppo di punti in uno spazio k-dimensionale

(k, numero di variabili) viene proiettato in unocagm a minor dimensioni al fine da migliorarne
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l'interpretabilita. Le coordinate del set di punél nuovo piano fornisce una rappresentazione com-
pressa delle osservazioni e i vettori direzionepii@ho forniscono una corrispondente rappresenta-

zione delle variabili.

2.2.1.1. Analisi delle componenti principali (PCA).

L’analisi delle componenti principali € un metodgdbiezione multivariato che ruota i dati in mo-
do che la massima variabilita sia proiettata saggi.

Il principale utilizzo della PCA e per ridurre lanmtensionalita di un datasei variabili quando que-
ste sono numerose e correlate, mantenendo alkostespo il piu possibile la variabilita; permette
di identificarepatternsnei dati e di esprimerli in modo da evidenziarmeikirita e differenze com-
piendo una descrizione compatta e ottimale dekeaf@oliffe, 1986.

La PCA opera la riduzione della dimensionaliteraattrso la trasformazione di originario dataset di
p variabili{ X1, X,...,Xp} correlate in un nuovo set di variabili non cortelachiamate componenti
principali (PG), ordinate secondo la varianza decrescente. LesBi@ combinazioni lineari delle
variabili originali, ortogonali e quindi indipendetra loro.

L'operazione compiuta dalla PCA é visualizzabileneda rotazione degli assi esistenti verso nuove
posizioni nello spazio delle variabili originali.eNa nuova rotazione viene persa la correlazioae fr

le nuove variabili definite da questa trasformagion

La prima componente principale (PC1) esprime lasinas quantita di variazione

Var (PG) e anche chiamato autovalore di;PC

| dati iniziali vengono rappresentati nella formanthtrice in cui le righe corrispondono ai soggetti
(per esempio i campioni di caffé verde) e le cota variabili (gli integrali degli spettri NMR).

Graficamente le n osservabili si distribuisconaio spazio costituito da p variabili.

variabili | X X2 Xp
soggetti
1 X11 X 12 le
2 X21 X 22 sz
n Xn1 X n2 an
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Da questo dataset puo essere calcolata la maai@nza-covarianza delle variabili X che ha la se-

guente forma:

Sun Sn oo Slp
Sy Spn oo 5,

S=|"" 7 a (eq.2.15)
.5'_5; Sp.‘ SFP

Questa matrice di dimensioni pXp ha come elemenposto ij la covarianza tra la variabile Xi e la
variabile Xj, percio sulla diagonale principalepsio trovare la varianza delle singole variabili (la
covarianza di Xi con se stessa non ¢ altro chatdianza di Xi).

Per calcolare la matrice di covarianza si utililzaeguente equazione:

X, )= % {x{f ~ L I:xm - & .]' (eq. 2.16)
=] -1

Cov (x

I

doven e il numero totale di osservabili.
| risultati ottenuti per la matrice S non sono pehdenti dalle unita di misura nelle quali sondesta
rilevate le variabili, quindi la matrice varianzavarianza € utilizzata solo quando le variabiliGon
state misurate nella stessa scala.
Per I'utilizzo efficace della PCA e necessario ue-pattamento dei dati.
In generale questo si esegue per stabilizzare edatvitare la non linearita fra le relazioni éela-
riabili, normalizzare la distribuzione e rendera polida I'analisi. | trattamenti piu comuni si bas
no su una trasformazione dei dati con funzioni mateche (log, arcos, radice quadrata), con la
scalatura,e con lecentraturadei dati stessi.
Gli intervalli numerici delle variabili presentameneralmente delle differenze sostanziali; una va-
riabile con un intervallo largo avra una varianzangle mentre una variabile con un intervallo stret-
to avra una varianza piccola; poiché la PCA e utodebasato su una proiezione della massima
varianza, il modello dipendera maggiormente dadgabili con varianza grande, senza dare peso
adeguato alla vera oscillazione di ciascuna vdaaPBier standardizzare quindi il peso delle diverse
variabili si ricorre alla scalatura, che puo essafettuata secondo diversi criteri; il piu comumne
detto diUV scalingo scalatura a varianza unitaria, che si ottieneotahdo per ogni variabile la
deviazione standard e poi moltiplicando ogni valde#la variabile per il reciproco della varianza,

ottenendo in tal modo per ogni variabile una vargaanitaria.

50



Con il criterio di scalatur®aretoogni valore viene diviso per la deviazione standbeith variabile

a cui appartiene, in questo modo la varianza di ngava variabile corrisponde alla sua deviazione
standard. Per migliorare l'interpretabilita del retid si procede con leentraturadella matrice che

si ottiene sottraendo ad ogni valore della matacaedia dei valori della rispettiva variabile gh-a
partenenza. | nuovi dati oscilleranno intorno azaridenziando la deviazione rispetto alla media.
La procedura matematica per la determinazione delleponenti principali consiste nel calcolo di
autovalori e autovettori della matrice covarianaali correlazione) dei dati X. Per autovalore della
matrice S si intende un numetadale che esista un vettove: O per cui valga la relazioneVvs A-v.
L’autovettore con il piu alto autovalore e la compote principale del dataset.

La prima componente principale PE data dalla combinazione lineare delle variadiljinali X,

PC = aaX1+ aaXo + a3Xz + ... + apXp (eq. 2.17)
che varia il piu possibile per i soggetti e per\aie la condizione:

&g+ i+ &zt .+ glpzl (&918)
dove ay, a», ... , @p Sono i coefficienti (loading) assegnati alle piahili originali per PG. | coef-

ficienti delle variabili originali per una comporterprincipale sono le coordinate dei corrispondenti

autovettori. Allo stesso modo la seconda compongmbeipale:

PG = aiX1+ @aXo + @3X3 + ... + apXp (eq. 2.19)
e tale che l'autovalore di PC2 e quanto piu grgmuksibile, dato il vincolo che:
8221+ a222+£23+ . ézpzl (eq(2}2

e a condizione che B@on sia correlato a RC

Le altre componenti possono essere espresse tedlkosnodo. Teoricamente € possibile determi-
nare p componenti principali ma di solito & su#fitie considerare le prime 2 o 3 che illustrano la
parte piu importante della variazione totale. Igmalo le componenti meno significative, si perde
gualche informazione, ma il metodo é tale da ineluma perdita di informazione molto ridotta, ed
ha il vantaggio di ridurre notevolmente le dimensidel dataset originale.

Geometricamente la REfigura 2.12) e la linea che, in uno spazio dédira k variabili, (qui rap-
presentate in numero di tre per semplicita) megpprossima le osservabili nel senso ldeist

squaregminimi quadrati). Ogni osservabile puo pertardseze proiettata su di essa.
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Figura 2.18 ottenimenti della PC

Quando due componenti principali sono scelte, msialefiniscono un piano, una finestra nello
spazio k-dimensionale; proiettando le osservahilijgesto piano e plottando il risultato & possibile

visualizzare la struttura del nostro dataset (Agaul9).

Figura 2.19 rappresentazione delle 2 PCi

| valori delle coordinate delle osservabili su gogsano vengono chiamatcores mentre il plot in

cui sono rappresentate e dettmre plot(figura 2.14).
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Figura 2.20— Rappresentazione bidimensionale dello score plot

Lo score plotconsente di verificare il comportamento dei soggispetto alle due o piut componen-
ti, ad esempio per identificare eventuali raggrupeati, la presenza di dati anomali (outliers) o di
distribuzioni particolari. Le coordinate di ogniggetto sono date dalla coppiasgresrelative alla
componenti principali.

Facendo ricorso agli autovettori si possono traecgdi assi dell’ellisset{ e t, della figura 2.20),
che dovrebbe contenere tutte le osservabili delsgatdi partenzd.a realizzazione € basata sulla
T2 di Hotelling; si ottiene questo indice dalla cormdatione di tutti i valori dt relativi alle osserva-

bili considerate e misura la distanza delle osd®glivdal centro del modello.

Per modello si intende un’ipotesi sulla struttuedia variabilita comune alle osservazioni. Ladr

Hotelling per lak-esima osservabile, basata siNlgariabili, € data dalla seguente relazione:

N
T, = Z 3 (eq. 2.21)

dove s’ & la varianza di,

Se invece vogliamo sapere come sono correlaterigbiae con che peso influiscono, si considera-
no iloadingsdi tali variabili.

| loadings sono i coefficienti assegnati alle p variabilgorali per ciascuna componente principale,
€ POoSsSoNo essere rappresentati sotto forma diaaatricui le colonne corrispondono agli autovetto-
ri della matrice di correlazione, mentre le rigla@presentano le variabili originali. In ogni riga s

trovano dunque i coefficienti che indicano I'impeorkza di ogni variabile originale sull’autovettore

corrispondente. Algebricamente indicano quantcalgabili siano linearmente combinate a formare
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gli scores La matrice deloadingspu0 essere rappresentata graficamente medialading plot
(figura 2.21); tale grafico permette di valutanenportanza di ogni variabile originale nelle nuove
componenti principali e le relazioni di dipendewlngtta e inversa tra le variabili originali.
Geometricamente il loading della prima componemiecpale esprime I'orientazione del “model-
lo” di piano definito dalle 2 PC nello spazio k-dinsionale (k variabili). La direzione della PC1 in
relazione alla variabile originale e data dal caséell’angoloo formato dalla PC1 con ciascuna va-
riabile x. Questo valore indica quanto le Xn vaitiadriginali contribuiscono (load) nella definizo

ne della prima componente principale e delle coreptrsuccessive.
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Figura 2.21- Rappresentazione del loading plot

Gli assi cartesiani sono costituiti generalmentéedaime due componenti principali , ove i vettori
che li rappresentano sono chiamatepm; i punti presenti nell’ellisse rappresentano leafali ori-
ginali individuate dalla coppia dibadingsche ciascuna variabile ha nelle due componensiden
rate. Le variabili che si trovano vicine all’origirdegli assi non sono significative per la deteemin
zione delle due PC considerate. Le variabili cheuamsono valori elevati (sia positivi che negativi)
sull’asse Pgcontribuiscono in modo preponderante alla defomeidella prima componente, men-
tre quelle che assumono valori elevati cu, BGntribuiscono maggiormente alla definizione della
seconda componente principale. Infine le variahdine tra loro sono correlate positivamente men-
tre quelle opposte, collegate dalla linea (in fag@rl5), lo sono negativamente. Nel caso di vdriabi
disposte a 90° tra loro, queste non hanno alcumalaaione nel campo delle due componenti prin-

cipali.
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| due plot sono infine sovrapponibili: se un canmgi@ caratterizzato da un certo peso di una PC
nello score plot allora sara caratterizzato nehding plotdalla variabile che pesa nella definizione
di quella PC.

Quando alcune osservabili si allontanano dal comapmnto generale delle altre pud essere utile

valutarne I'esclusione dal dataset, attraversalatazione di alcuni parametri statistici.

2.2.1.2. Partial Least Square Projection to latenstructures (PLS)

La PLS é un metodo di relazione tra le matrici X,&he rende possibile I'analisi di dati contenenti
informazione inutile o incompleta. E un modellopddiezione che pud approssimare ogni matrice
di dati a patto che ci sia un certo grado di sirtdatra gli oggetti: maggiore € questa similagta
maggiore sara il numero delle componenti del modelguindi la precisione dello stesso. Il model-
lo viene creato da utmaining setdi N osservazioni (oggetti, composti, etc) chesiste dip varia-

bili (X) e dir variabili (Y), come illustrato in figura 2.16. Salbase del modello creato dalla matri-
ce X, si fanno predizioni sulla matrice Y. Il moldePLS creato viene giudicato “affidabile” quando

supera una serie di test e solo a questo puntegsere utilizzato per le predizioni.

S e v

PREDITTORI RESPONSE

- 4 4 m® o 0

Figura 2.22 -Rappresentazione del modello utilizzato per I'sn&lLS
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Un’estensione della PLS e la PLS-DA (Discriminamiadysis) il cui obiettivo e la classificazione e
discriminazione di un set di dati appartenentr@ppi o classi. La classificazione e utilizzata per
predire una probabile classe per un’osservabildjderiminazione e utilizzata per evidenziare, mi-
gliorando, la separazione tra due 0 piu gruppi siéeovabili e capire quale variabile porti
'informazione di separazione tra classi. Tale rdetogia statistica rientra nei metodi di riconosci-
mento di patterns (PARC); sia I'analisi PCA che HD& sono metodi di questo tipo. In particolare
la PLS-DA si basa su un set di classi assegnatejnagdelle quali contiene un numero di osserva-
zioni “mappate” tra tutte le variabili, e, rendespibile classificare nuove osservabili come simili
dissimili a membri di classi esistenti. A differendella PCA che, in un problema di riconoscimento
di patterns trova, in uno spazio multivariatogigezione che rende massima la variazione tra-le os
servabili (nel nostro caso campioni di caffé verdie)PLS-DA determina un modello statistico tale
da separare le diverse classi a cui appartengomsdervabili in questione (diversa provenienza
geografica), sulla base della matrice di variaXili Per codificare I'identita di ogni classe utd&
una matrice di variabili artificiali Y, o latenthe descrive la classe di ogni osservazione daliset
dati (training set). La variabile Y & una variakélgificiale che assume un diverso valore numerico
discreto nella descrizione di ogni classe.

Ruotando le variabili latenti si ottiene la massigeaarazione delle classi.

Una condizione necessaria per la PLS-DA €& che dgsse non sia disomogenea e occupi un vo-
lume piccolo e definito nello spazio X. Sperimemtahte I'analisi PLS-DA é efficace quando si
hanno a disposizione 2-4 classi, ma quando il tenmero diventa superiore i risultati possono di-
ventare incomprensibili e difficili da analizzare.

L’interpretazione dello score plot e del loadingtgber il modello di PLS-DA creato é la medesima
di quella per la PCA. La differenza sostanzialdé iccampioni in questione vengono qui conside-
rati come appartenenti a classi su cui si costomsalelle variabili artificiali evidenziate nel idiag
plot, e che contribuiscono all’analisi di clusteazione.

Un’ulteriore modifica & la PLS gerarchica, che skficp I'interpretazione di molte variabili: ossia
invece di ridurre il numero delle variabili, spesdevato, le variabili vengono suddivise in blogchi
sui quali viene applicata PCA o PLS. Ogni bloccwaliiabili € caratterizzato da deglores che

Vengono a creare una nuova matrice che viene sicaggente utilizzata in una nuova PLS.

2.2.2 Trasformata inversa di Laplace.
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In genere I'applicazione della sequenza CPMG asdistema multifasico (come un chicco di caffe,
dove sono contemporaneamente presenti acqua edaliojpgo ad un segnale di decadimento mul-
tiesponenziale, la cui forma complessiva e rifégilila sovrapposizione di n differenti popolazioni

di mobilita protonica in regioni distinte dellaada dei tempi.

L’espressione generale che descrive la forma deltea di decadimento NMR per un sistema di N
spin, come risultato dell'applicazione ad es. dsiguenza CPMG, e del tipo:

_U'Tj

s(t) = T, gse q(e.22)

dove M e il numero di microdomini caratterizzati stassa densita di spin)(g@ costante di rilassa-
mento (Tj).

In genere le M popolazioni e i corrispondenti teripiilassamento trasversale possono essere rica-
vate principalmente secondo due procedure di edaimre della curva CPMG.

La prima di queste consiste nel fitting ai minimiagirati non lineari tramite, ad esempio I'algoritmo
di Levenberg-Marquardt. Questo metodo risulta aeffecin genere per un numero limitato di com-
ponenti a diversi tempi di rilassamento €\8).

Quando pero il numero M diventa elevato e, ingltieecostanti di decadimento hanno valori abba-
stanza vicini fra loro, € possibile descrivereistama con un modello di distribuzione continua o
guasi-continua dei tempi di rilassamento.

Quest’ultimo risulta molto spesso I'approccio pdeguato nel fitting di curve CPMG,

e inoltre presenta I'ulteriore vantaggio, rispedtanetodo precedente, che non € necessaria una co-
noscenza a priori del numero di di componenti &idig tempo di rilassamento con cui approssima-
re la curva sperimentale.

Il segnale NMR di decadimento associato ad unailigtione continua di tempi di rilassamento &
Spesso espresso in letteratura come trasformagesmdi Laplace:

$(t) = fﬂme(u)e_mdaf (eq.2.23)

Cmin

dove a puo essere la costantg)(® la velocita di rilassamento (R), e P(a) latretadistribuzione.

La trasformata di Laplace e in realta I'estensidaka (2.22) nel caso di una distribuzione continua

di costanti di decadimento, e rappresenta un cadplare della classe piu generale degli integra
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li di Fredholm del primo tipo, utilizzati nella de&zione sistemi eterogenei, che hanno la seguente

forma generale:

s(t) = fume[m)f (t,x)dox (eq.2.24)

dove la funzione f(t,a), detta kernel, tiene caétla variazione di particolari proprieta fisictiel
sistema (come ad esempio le dimensioni dei pda fazione di acqua legata).

Nel caso della trasformata di Laplace il kernebd(tassume la particolare forma e>q\-

L’inversione della trasformata di Laplace permeligicavare, a partire dai dati sperimentali s(t),

I'incognita P@) attraverso la minimizzazione di un’espressionaegale del tipo:

st) =Kp+s= (eq 2.25)

dove e il vettore dei dati sperimentali, p € I'aggeimazione discreta didd( K rappresenta la fun-
zione di kernel f(fy) ede indica componenti di rumore non note a priori.

L’approssimazione della funzione di distribuzionéof con una funzione a gradini € imposta dagli
algoritmi numerici di quadratura utilizzati peraigere il problema (2.25).

Nel caso della trasformata di Laplace del segn&liRNespressa in funzione della generica costan-

te di rilassamento T dopo un cambio di variabiipprossimazione discreta della distribuzione dei

tempi di rilassamento nella scala logaritmica deipi porta ad un’espressione generale del tipo:
M Tj+:l r‘]

s(t) =Zf a(T) e~(t)ar (eq.2.26)
- T;
j=17 7

In cuig(T) & la distribuzione dei tempi di rilassamento.

Il campionamento discreto comporta la difficoltaddiver ricostruire la stessa funzione continua di
distribuzione P a partire da un set piu limitatoddti sperimentali. Di conseguenza, il problema
dellinversione cosi formulato come nella (2.253ulta in tal caso indefinito, in quanto ammette-
rebbe uno spettro ampio di soluzioni per p.

Pertanto € necessario stabilizzare la soluziongmélema di inversione facendo ricorso in genere
a metodi di regolarizzazione.

Diversi algoritmi presenti in letteratura prevedaguindi I'utilizzo di opportuni operatori di rego
larizzazione utilizzati a questo scopo [111-115].

| pit comuni softwares sviluppati in questi anns&ih su algoritmi di regolarizzazione del problema

di inversione della trasformata di Laplace son@ahtin, sviluppato da Provencher [116] e UPEN
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[114, 116-119], quest'ultimo utilizzato in ques&voro di tesi per ricavare le distribuzioni dei fgm
di rilassamento trasversale (vedi risultati).

A questo scopo vengono introdotti nell’'operazionedersione opportuni vincoli di non negativita,
resi necessari dall’'esigenza di conservazioneigelfieato fisico della funzione p, che é corralat
alle ampiezze di popolazione, insieme con l'intrdae di determinati operatori di regolarizzazio-
ne nella formula. In tal modo I'espressione delbgma di inversione assume quindi la nuova

espressione generale:

p° = argmin[lls — Kp 13+ 2&(p)] (eq.2.27)

dove @ ¢ il particolare operatore di regolarizzazion@, & una costante positiva che garantisce la
non negativita della distribuzione dei tempi dasgamento.

La minimizzazione vincolata secondo il metodo deitiplicatori di Lagrange della (2.27) fornisce
pertanto una soluzione unica e stabile per laibistione dei tempi di rilassamento.

La differenza fra gli algoritmi di inversione presiein letteratura consiste sostanzialmente nela d
versa scelta della particolare espressione araldiee assume I'operatore di regolarizzazidne
I'approccio di risoluzione della (6) e del fattamltiplicativo A.

Da questi fattori dipende la capacita dell’algootati inversione di approssimare nella maniera piu

realistica possibile la distribuzione dei tempritlissamento.

Il software UPEN (Upenwin 4.0} [114, 116-119].

Il software UPEN inverte il segnale NMR cercanddiltribuzione quasi continua di tempi di rilas-
samento che approssima le curve sperimentali CRIdIG il minor errore di fitting, secondo
'equazione 1(2n) =2 lo(T2)exp(-Zn/T,,) , dove 2 & il tempo di eco, n € l'indice dell’'eco della
CPMG, e § (T2,) fornisce una distribuzione di segnali per ognj strapolata at = 0 (rilasso-
gramma) e campionato logaritmicamente fsg,if e T max[120].

I nome UPEN (“Uniform PENalty”) deriva dalla capicdell’algoritmo di regressione di bilancia-
re il grado di smoothing dei profili ricavati daflversione, grazie all’applicazione uniforme di
un’opportuna funzione di penalty nell’espressioe®# aperatore di regolarizzazione.

In questo modo sono evitati contemporaneamentesgiwcelettagli (picchi) non richiesti dal siste-
ma nel caso di profili allargati e, allo stesso pemi picchi “reali” non subiscono un eccessivo
smoothing. L'effetto complessivo di questo metodsmoothing variabile € quello di mantenere

volutamente bassa la risoluzione di profili di disizione ottenuti.
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UPEN mette a disposizione dell’'utente un’ampiaeselii parametri di processamento delle curve
sperimentali, i quali sono raggruppati in base dileersa frequenza statistica con cui vengono mo-
dificati.

Nel set dei principali parametri di imput modificpit frequentemente dall’'utente figurano:

il numero complessivo di esponenziali (MI) con eypossibile approssimare la distribuzione (fissa-
to ad un valore predefinito di 100), il numero dingi sperimentali rigettabili all’inizio della cuav
sperimentale (ND), e il parametro @dmpliancebeta000 (impostato di default a 1), che governa il
grado di risoluzione dei profili di distribuzionaumentando beta000, & possibile risolvere picchi
non rivelabili per default.

| messaggi di output prodotti al termine del prea@sento permettono inoltre di eseguire una dia
gnostica sui risultati trovati, dando indicazionlla presenza di eventuali distorsioni e problemi d
vario tipo nella curva sperimentale.

Per una trattazione piu dettagliata si veda I'Agpes 1 (Parametri di imput e messaggi di output di
UPEN) .

Capitolo 3. Risultati e discussione.
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3.1. Studio delle mobilita protoniche delle compordi presenti

nel chicco verde di caffe tramite NMR nel dominio @i tempi.

Il metodo sviluppato per la determinazione simwdtadel contenuto di umidita e lipidi nei chicchi
verdi di caffe e basato sull'utilizzo della sequespin echo (descritta nel capitolo 1.4).

Allo scopo di una corretta applicazione di quesguenza nella determinazione simultanea del con-
tenuto di acqua e olio e necessario definire cametnte il tempa tra I'impulso di 90° e quello
successivo di 180°, in modo tale che il segnakctp al tempo@sia dovuto solo all’'olio presente
all'interno del campione e il contributo da partl'dmidita sia trascurabile. Perché questa condi-
zione sia soddisfatta € necessario che i templagisamento trasversale,fTdell’acqua e dell'olio
siano sufficientemente distanziati. L'indagine efene di seguito descritta ha pertanto la principa
le finalita di chiarire la distribuzione dei tenyliirilassamento dell’acqua e dell’olio nel chicaarv

de in funzione di una corretta scelta del paranteinanella sequenza spin echo.

Data la necessita, gia sottolineata nel capitalimduttivo di questa tesi, di approfondire la cono
scenza della distribuzione dell’acqua nel chicaalggeparticolare attenzione in questo lavoro eastat
data allo studio di questa problematica, al finedaine un’interpretazione in termini di mobilita
protoniche.

A scopo di chiarezza la presentazione dei risuledditivi all’'acqua e ai lipidi vengono trattatgpse

ratamente.

3.1.1. Studio della mobilita e della distribuzionalell’acqua nel chicco verde di
caffé mediante NMR nel dominio dei tempi.

Lo studio della distribuzione dell'acqua nel chiceerde di caffé e stato condotto per mezzo di
esperimenti di idratazione graduale di un chicccesito.

L'idratazione é stata ottenuta seguendo due diverseedure: a) per esposizione in atmosfera di
umidita controllata e b) per aggiunta manuale tismemente di HO e di DO fino a 35% (su base

secca).

Le curve di rilassamento sperimentali ottenute sstate fittate con il metodo della trasformata in-
versa di Laplace mediante il software Upen allgscdi ricavare i profili di mobilita dell’acqua.

Si é trovato che fino a 10% di idratazione I'acquanifesta una mobilita piuttosto ridotta.
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L'utilizzo della D,O ha infine evidenziato il contributo del meccamnisdello scambio chimico al

segnale osservato.

In questo studisono stati utilizzati chicchi verdi della specieafica (origine: Africa), appartenen-
ti allo stesso lotto commerciale, sia senza tragtaio (verdi tal quali) sia essiccati, oppure esgicc

e successivamente reidratati.
La disidratazione dei chicchi e stata condottaufesad una temperatura non superiore a

90 °C e in condizione di vuoto blando (circa 6 mmHder 8 giorni, al fine di essiccare il chicco evi-

tando sia il danneggiamento dei carboidrati sizicge di imbrunimento non enzimatico.

Al termine del processo di essiccamento i chicohniosstati quindi trasferiti in essiccatore e conser

vati fino al momento della misura.

Due campioni della specie Coffea Arabica di origarasile ed un campione di origine botanica di-
versa (C. Canephora Conillon, Brasile), di diversatenuto di umidita sono stati inoltre analizzati

per determinare la possibile influenza della matric

Acquisizione e strategia di elaborazione dei dati

Le misure sono state realizzate mediante lo spe¢it@ Bruker Minispeeng2Q

Per mantenere la temperatura desiderata ditZb1() °C all'interno del probe é stato collegato un
termostato all'apparecchio di misura.

La costante di rilassamento trasversalel@i campioni € stata misurata utilizzando la segaeli
impulsi Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG).

In tutte le misure é stato utilizzato un impuls808 di 2.30us ed un tempo di eca,(i.e., il tempo

di attesa tra I'impulso a 90° e quello a 180°) @40ms.

E stato inoltre impiegato un valore relaxation ge&D) di 10 s per evitare la saturazione del se-
gnale.

Per ogni CPMG sono stati acquisiti in totale 20@0ti, allo scopo di assicurare il decadimento
asintotico della curva sperimentale.

La curva sperimentale e stata mediata su 1028 iscénal fine di realizzare il valore di soglia di
300 del rapporto segnale-rumore, come raccomanuatan’interpretazione realistica dei profili di
rilassamento [120].
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L’'operazione di trasformata inversa di Laplace elellirve sperimentali € stata ottenuta mediante
limplementazione del softwarpenwin 4.01(sviluppato da P. Fantazzini e collaboratori)[114,
117-119]. | dati ottenuti sono stati ottenuti iiplicato.
Alcuni campioni sono stati riprodotti con un diversassometro presso il laboratorio della prof.ssa
Fantazzini al Dipartimento di Fisica dell’Univegsiti Bologna.

Lo studio della popolazione di mobilita protonid&ibuibile all’acqua riguardante la regione dei
T, bassi viene presentata in questa sede. La regidestra dello spettro, contenente la fase apolare

(olio di caffe), viene invece descritta nel parégra

100
80
60

40

20

Densita di popolazione relativa / u.a.

— e T R T
0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

Tempi di rilassamento trasversale (T)/ ms

Fig. 3.1: Distribuzione di } di un chicco verde.

Come si puo notare in figura (sopra), il profilongplessivo risultante dall’applicazione della tra-
sformata inversa di Laplace al chicco verde stodéataratterizzato dalla presenza di una banda di
distribuzione compresa nell’intervallo di tempirdassamento fra 0.1 e 3 ms circa e una seconda
distribuzione, piu estesa, nella regione galki (tra 30 e 1000 ms).

L’assegnazione della distribuzione di felativa allacqua é stata ottenuta confrontaridarafilo
ottenuto per un chicco di caffe verde con il cqoisdente profilo dello stesso campione essiccato.

Il risultato di questo confronto viene mostratdigura 3.2 (sotto).
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Fig. 3.2 Sovrapposizione del profilo Upen dei tempi dasgamento di un chicco verde (linea continua) edessicca-

to (linea tratteggiata).

Nella figura 3.2 si nota che la banda di distrilbnz dei tempi di rilassamento compresa tra 0.1 e 3
ms risulta sensibilmente ridotta in intensita austegdell’essiccazione.

Questo confronto, ripetuto su una serie di chieendi di lotti differenti, ha confermato le osserva
zioni fatte..

Il confronto fra il profilo di rilassamento del daio verde con quello dello stesso chicco essiagato
consente di assegnare la distribuzione dnélla regione tra 0.1 e 3 ms a protoni sia apparte a
molecole d’acqua sia a protoni mobilizzati dallaganza dell’acqua.

Infatti la sola popolazione protonica a decres@iseguito dell'essiccazione e quella presente in
guesto intervallo di tempi di rilassamento.

In realta, una piu attenta analisi del rilassograntial chicco essiccato in stufa (linea tratteggiata
mostra che a 0.2 ms il segnale € ancora visibile.

Una spiegazione possibile & che si tratti di undepdi molecole d’acqua residue non rimosse dal
processo di essicazione.

Questa ipotesi € stata verificata controllandodalpa di peso in stufa dei chicchi secchi e novand
che il rilassogramma di un chicco torrefatto (claeum contenuto acqua di circa 2%) si presenta
analogd30].
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Una volta effettuata I'assegnazione della regiongdaksogramma relativa all'acqua, € stata quindi
intrapresa un’indagine sistematica dei profili étdbuzione di T su una serie di chicchi verdi a
diverso contenuto di umidita nota, scelti in bate diversa varieta (Arabica e Robusta), sia inebas
alla diversa origine geografica.

Da qui in avanti viene mostrata a scopo di chiaaesto la regione relativa all’acqua

(0.01+ 10 ms).

Nella figura 3.3 (sotto) sono riportati nei quattliversi riquadri i profili di rilassamento di gtiro
chicchi verdi, selezionati a titolo di esempio asb al diverso contenuto di umidita, specie e prove

nienza geografica.

Densita di popolazione relativa / u.a.

0.01 01 1 10 01 1 10

Tempi di rilassamento trasversale (J) / ms

Fig. 3.3 (sopra): Profili Upen di 4 chicchi di caffé diesspio a diverso contenuto di umidita nella regiOr@l +~ 10
ms.

* A(C. arabicaAfrica): 8.5%;

* B (C. arabicaAmerica Meridionale): 4.2%;

* C (C. arabicaAmerica Meridionale): 5.8%;

e D (C. canephoradAmerica Meridionale): 11.1%

Nel riquadro A & mostrato il profilo dello stesduaro essiccato (linea tratteggiata)

Come si puo notare in figura 3.3, i profili di dibtizione di T2 dell’acqua dei quattro chicchi di
esempio appaiono abbastanza diversi fra loro. thcpéare, le distribuzioni mostrate nei riquadri
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A, B e C sono piu estese, mentre quella in B apparstretta. Inoltre, soprattutto A e C manifesta-
no una forma trapezoidale, che suggerisce la prasgindue diverse popolazioni di mobilita proto-
nica, suggerita anche dall’analisi col programmap

Allo scopo quindi di ottenere informazioni sulle ilda protoniche all’origine dei profili delle di-
stribuzioni di T, osservati, e di trovare inoltre una possibile garmone della relazione fra questi e
il corrispondente contenuto di umidita nei chicebidi, & stata quindi intrapresa un’investigazione
basata sulla reidratazione graduale dei chiccsstepartire da essiccato.

La reidratazione é stata realizzata seguendo dweesei procedure.

Secondo il primo metodo di reidratazione un chidcan lotto di origine Africa, precedentemente
essiccato e pesato, € stato posto in essiccatqgreesenza di una soluzione satura di KNQH
93%) per un determinato intervallo di tempo; appenaa della misura il chicco é stato accurata-
mente pesato e trasferito nel tubo NMR. Sono spaiiedi acquisite le curve sperimentali CPMG e
i ricavati i corrispondenti profili della trasfort@ainversa di Laplace in funzione del tempo di espo
sizione all’'umidita.

L’evoluzione dei profili di rilassamento ottenuli passare del tempo sono mostrati in figura 3.4
(sotto).

—— chicco essiccato
——dopo 6 ore (5.6% Hy0)*

——dopo 24 ore (8.3% H,O)
dopo 44 ore (19.2% H,0)
——dopo 48 ore (21.4% H,O)

* [% H,0 = (Am/my)*100
m, = dry basis (d.b)].

Densita' di popolazione relativa / u.a.

0.1 1 10

Tempi di rilassamento trasversale (T ) / ms

Fig. 3.4 Dipendenza dei profili di rilassamento di un du@ssiccato dal tempo di esposizione in atmosheumidita
controllata nella regione fra 0.01 e 10 ms. Il eontto di acqua incorporata dal chicco é stata tzttcome variazione

percentuale di peso rispetto al peso iniziale dets.

66



Dalla figura sopra si nota che fra 0.1 e 3 ms wradh larga emerge nell'intervallos30% di con-
tenuto di umidita.

In particolare, al 5.6% di acqua adsorbita (coomstente ad un tempo di esposizione all’'umidita
pari a 6 ore), questa distribuzione protonica apmame la somma di due componenti a diversa
mobilita e uguale intensita (curva rossa).

Ad un livello di idratazione pari 8.3% di acqua adsta, ottenuto dopo un giorno intero, entrambe
le componenti crescono in intensita, ma la piu neofioé a F maggiori) cresce maggiormente ri-
spetto all’altra (curva blu).

A percentuali di acqua incorporata dal chicco sigpeal 10%, realizzate rispettivamente dopo 44 e
48 ore di permanenza in essiccatore (profili vexdesa), si nota che la banda centrata a 1 ms risul
ta predominante, mentre quella aififeriori decresce.

Inoltre, nel profilo corrispondente ad un livello idratazione pari a 21% di acqua compare una
spalla a 4 ms.

Allo scopo di realizzare piu facilmente livelli diratazione superiori a quelli ottenuti nel preaede
te esperimento, ad un singolo chicco appartendlutestesso lotto di Africa , precedentemente es-
siccato, e stata fatta una serie di aggiunte dniigdacrescenti di acqua direttamente sulla sugierfi
del chicco stesso.

In questo caso il processo di idratazione e stamolatto direttamente nel tubo NMR. Allo scopo di
evitare possibili interferenze dell’aria durant@iibcesso di idratazione del chicco, una bacchietta
teflon e stato inserita nel tubo stesso, e quéstialé stato infine sigillato con del parafilm.

Al termine del processo di idratazione, analogamanjuanto fatto per I'esperimento di idratazione
in umidita controllata, il chicco é stato accuratsme pesato e sottoposto a misura.

Il tempo minimo richiesto per il raggiungimento lteuilibrio nel processo di idratazione e stato
determinato monitorando I'intensita del segnale NR&funzione del tempo fino al raggiungimen-
to di un valore costante per ciascuna percentuaeqlia aggiunta.

Un tempo di 4 ore e stato ritenuto sufficiente fodti i livelli di idratazione realizzati.

In questa idratazione per aggiunta diretta di acgue state raggiunte percentuali di idratazione fi
no a 35% di variazione di peso su base secca.

| profili ottenuti sono mostrati nella figura saotto
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Fig. 3.5 Idratazione graduale per aggiunta diretta i gteaobntrollate di acqua ad un chicco essiccato.

Anche in questo caso, fino a 10% di contenuto dlacgj puo notare la crescita di una distribuzione
di tempi di rilassamento che si estende tra 0.1 en8 Analogamente a quanto visto
nell’esperimento di umificazione progressiva, lama della distribuzione di popolazione suggeri-
sce la presenza di due popolazioni di diversa ritabil

In particolare, la popolazione a rilassamento ppido e gia visibile a 2.5%, mentre una popolazio-
ne piu lenta compare a 4.4% di acqua incorporata.

All'aumentare della quantita di acqua aggiuntadenponente piu mobile cresce in ampiezza e di-
venta dominante sopra il 14% di acqua.

A 35% é distinguibile una sola ampia distribuzi@meatrata a 3 ms. Una piccola spalla & ancora ri-
conoscibile a Tinferiori a 1 ms negli spettri dei livelli di idi@zione 18% e 35% di acqua.

Allo scopo di valutare se la procedura di reidretiaz dell’essiccato riesce a riprodurre efficace-
mente il chicco verde originale, una serie dcchi a diverso contenuto di umidita sono stati con-
frontati con dei chicchi appartenenti allo stessitol essiccati e reidratati sia in umidita conttal
sia per aggiunta diretta di acqua.

Nella figura 3.6 (sotto) vengono riportati due epedei vari confronti effettuati.
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Fig. 3.6 Sovrapposizione dei profili ottenuti su chicclerdi tal quali (linea verde), e reidratati rispedthente median-

te aggiunta diretta di acqua (linea blu), e pepsgone in umidita controllata (linea rossa).

Il confronto effettuato ha quindi portato alla ctustone che le distribuzioni di;Tottenute sono so-
stanzialmente indipendenti dal particolare metodidrétazione utilizzato; cio significa che, a con-
dizione che sia lasciato un tempo sufficiente pasdmpleta reidratazione del chicco, I'aggiunta di-
retta di acqua ad un chicco preventivamente edsidoanisce sostanzialmente lo stesso risultato
dell’'esposizione dello stesso all’'umidita.
La paragonabilita dei profili del verde e i corasylenti ottenuti con i due diversi metodi di idrata
zione permette inoltre di poter dire che la reigzaine di un chicco essiccato in generale € ingyrad
di riprodurre efficacemente il profilo osservatd nerde.
Successivamente I'esperimento di idratazione diretstato quindi ripetuto sostituendo I'acqua con
'acqua deuterata.
Il motivo dell'utilizzo dell’acqua deuterata e sgabile con il fatto che a 20 MHz non da segnale
per il fatto che il deuterio non risuona a questgdienza.
Pertanto, un eventuale comparsa di segnale potretd®re imputata a protoni non appartenenti a
molecole di acqua.
| profili di rilassamento ottenuti con la,D sono stati successivamente confrontati con isgmyn-
denti ottenuti per aggiunta di acqua. L’equivaledea metodi di idratazione utilizzati, appena di-
mostrata, rende significativo il confronto tra tfadazione diretta con4@ e con BRO.
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| profili di rilassamento ricavati dall'idratazioren acqua deuterata sono stati sovrapposti ai quell

dell'idratazione con acqua a scopo di facilitareahfronto (figura 3.7, sotto).

2.5 % 4.4%

Densita' di popolazione relativa / u.a.

0.01 01 1 10 0.1 1 10 01 1 10
Tempi di rilassamento trasversale (T) /ms

Fig. 3.7 (sopra): Distribuzioni di Tottenute per idratazione di un chicco essiccamettivamente con @ (linea blu) e

D,0O (linea rossa).

Nella fig. 3.7 e’ possibile osservare che i prodittenuti con la BO sono piuttosto simili ai corri-
spondenti ottenuti con4@ a tutti i livelli di idratazione.

Inoltre, a valori inferiori a 10% di ¥ incorporata anche le ampiezze osservate soneaseente

confrontabili con quelle ottenute idratando conuecq

Cio indica che la BO € in grado di mobilizzare una popolazione pratarsimile rispetto all'acqua.
A percentuali di idratazione maggiori le ampiez#emrute con la BD sono inferiori a quelle trova-

te per reidratazione con acqua.
Questa evidenza suggerisce il fatto che non avvengtiri cambiamenti a carico dei protoni della

matrice, e che quindi 'aumento del segnale e doauprotoni dell’'acqua aggiunta.
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Discussione

L’'analisi dei profili UPEN ricavati dagli esperimerdi idratazione graduale dei chicchi essiccati
fornisce informazioni sulle mobilita delle diverngepolazioni protoniche presenti nel chicco.

| protoni visibili a seguito della reidratazionencacqua provengono in parte dallacqua stessa, ma
in parte sono rappresentati anche protoni dellaiceasolida, quest’ultima resa mobile sia per solu-
bilizzazione di composti a basso peso molecolaegpen mobilizzazione dei polisaccaridi.

Nel caso della BD e possibile inoltre un meccanismo di scambio aom

In particolare, spostandoci da sinistra a destragni rilassogramma, le popolazioni sono caratte-
rizzate da mobilita protoniche crescenti. Le dumponenti osservate dunque potrebbero rappre-
sentare entitd molecolari associate con divergadnione alla matrice solida.

| nostri dati mostrano che la componente a rilagsdmpiu lento cresce prima dell’altra piu veloce,
la quale compare al 4.4% di acqua inglobata.

Quest’ultima componente predomina sopra il 14%ddatazione, mentre fra 5 e 14% di acqua in-
corporata sono presenti entrambe.

Pittia e coll. hanno mostrato che nei chicchi dfeciacqua manifesta un effetto sia di antiplagtic
zazione che di plasticizzazione in funzione detigrdi idratazion§28].

In particolare, a valori inferiori ad una certo @ di attivita Ay, in corrispondenza del quale si ha
una transizione di fase, si nota un effetto difasticizzazione.

Al contrario, sopra tale soglia di idratazione faa presente nella matrice agisce da plasticizzante
Nel caso dei chicchi verdi Pittia e coll. hannovatm che lintervallo critico di 4 € compreso tra i
valori di 0.538 e 0.760, che corrispondono, rispathente, a 5% e 12.5% di contenuto d’acqua.

| nostri risultati indicano che, nel range cital®,componenti di popolazione protonica osservate
sono presenti entrambe, mentre al di fuori di quégervallo solo una di esse e visibile.

In accordo con le conclusioni di Pittia e coll, pasno arguire che la componente a rilassamento
veloce possa essere associata all’effetto macrascalell’antiplasticizzazione, mentre la compo-
nente a rilassamento lento si possa correlardfatfe di plasticizzazione.

L’assegnazione delle popolazioni di mobilita pratanad entitd o ambienti molecolari specifici in
relazione a proprieta meccaniche impartite dallangta di acqua presente nella matrice e tuttavia
un argomento complesso.

Secondo quanto riportato in letteratura [29, 12Z&ffetto di antiplasticizzazione € un fenomeno

complicato dal concorso di diversi fattori correfed loro.
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Seow e coll. concludono che, nel range di antiglagiazione, I'acqua e associata alla matrice po-

limerica.[121].

A basso contenuto di acqua (e.g. 2.5%), la mobilitatta della matrice solida e la presenza di pro-
toni non derivanti dal solido puo essere raziozalia con la formazione di legami idrogeno sup-
plementari fra le molecole diJ e le pareti cellulari. Questo effetto, oltre chturre la mobilita
del polimero, limiterebbe ancora la mobilita dettelecole d’acqua, che mostrano valori diap-
pena sopra 0.1 ms.

A livelli di idratazione superiori, la banda chgpare centrata a 3 ms si puo giustificare con le-sw
lling delle pareti cellulari. Infatti, una volta ehutti i siti di idratazione disponibili sono stacupa-

ti ed é stato completato un primo monolayer di rmole di HO (che Pittia et al. hanno trovato in
corrispondenza del 4.3%), le molecole di acquaanz a riempire gli spazi interfibrillari del retie

lo polimerico, causando il rigonfiamento progressdelle pareti cellulari e aumentano di conse-
guenza la propria mobilita rotazionale in ragidleéspazi maggiori resi disponibili.

All'aumentare dell'idratazione le molecole d’acqgd@l monolayer vengono incorporate in un am-
biente piu mobile e I'intensita della banda comisgente decresce in intensita.

In questo intervallo di percentuale di umidita padelle molecole presumibilmente concorrono
nell’idratazione del citoplasma che in seguitoesficcamento & parzialmente collassato, secondo
guanto riportato in letteratura.

Quando il contenuto di acqua incorporata nel chiregmiunge quello del chicco nativo, i profili di
T, del chicco reidratato e del chicco nativo corrisgano.

Sopra il valore critico di 15% l'acqua ha un eféefiiasticizzante, che risulta in uno shift arag-
giori.

L'utilizzo della D,O ci ha permesso di confermare alcune conclusidefficacia della QO é che,
essendo inattiva al’lNMR, il contributo di protodella matrice puo essere evidenziato per effetto
dello scambio protonico o della mobilizzazione.

| profili ottenuti per idratazione rispettivamernten HO e D,O sono decisamente sovrapponibili
fino a 10% di idratazione, indicando che il tempeguilibrazione tra I'aggiunta della;D e la mi-
sura e sufficiente per completare lo scambio piiotofra i protoni dell’acqua e quelli labili delle
macromolecole della matrice.

La D;O € in grado di formare popolazioni di mobilita fmmoica attraverso lo scambio chimico, la
solubilizzazione e/o lo swelling, analogamenteaalijua. Una volta terminati i protoni richiamati

dalla matrice il segnale resta invariato.
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| profili UPEN dei chicchi verdi (mostrati in figaj mostrano tutti una singola distribuzione a 0.5
ms, con alcune differenze nell'ampiezza e nellars@tnia delle distribuzioni stesse.

Chicchi con contenuti di umidita piu alti mostragistribuzioni piu ampie, anche se la correlazione
non e cosi stringente.

Risulta interessante inoltre I'osservazione chepiam di varieta diverse e anche differenti specie
manifestano lo stesso comportamento. Questdigaa col fatto che le isoterme di adsorbimento

della specie Arabica e Robusta sono paragonabBil}.[2

3.1.2. Cenni allo studio della mobilita e della disbuzione dei lipidi nel chicco

verde di caffé mediante NMR a bassa risoluzione.

L’assegnazione della restante regione del rilassogra, ovvero quella compresa &80 e 1000
ms in Fig. & stata ottenuta sia confrontando tra igrofili ottenuti a seguito dell’essiccaziore,
dell’essiccazione seguita da reidratazione cospetitivi spettri del chicco tal quale, sia confron
tando la distribuzione di mobilita ottenuta pechicco verde con il relativo rilassogramma a tempe-
ratura ambiente ricavato dall’olio estratto daliesso campione.

Gli olii di caffé studiati sono stati estratti cdrmetodo Soxhlet.

| campioni di olio per le misure CPMG sono statingli preparati per sgocciolamento diretto nel
tubo NMR senza ulteriore trattamento. | campiomiadotti nei tubi sono stati infine sottoposti ad
una termalizzazione preliminare prima dell’esecneidella misura allo scopo di cancellare la sto-
ria termica.

Analogamente a quanto fatto nello studio dellagqudassogrammi sono stati ricavati dalla tra-
sformata inversa di Laplace delle curve CPMG ciinsre Upen.

Le curve sperimentali ottenute per applicaziondadstéquenza CPMG sono state mediate su 64
scansioni; un eecycle delay di 2 s e stato speltevitare la saturazione del segnale.

E’ stato infine deciso di utilizzare undi 0.08 ms per garantire 'andamento asintotickadsirva
limitando al contempo il piu possibile la diffusmn

Nel primo tipo di esperimento per I'assegnaziondadaistribuzione di ¥ della fase lipidica, un
chicco, dello stesso lotto usato nei precedentmsynti sulla distribuzione dell’acqua, € state es
siccato nel modo consueto, ed e stato quindi reitrananualmente fino ad ottenere diverse per-
centuali di acqua incorporata. Per ogni livellodiatazione la CPMG del chicco é stata invertita

con UPEN.
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Le condizioni di acquisizione delle CPMG sono aghk a quanto visto nello studio delle mobilita
protoniche dell’acqua.

La sovrapposizione delle distribuzioni di fielative a ciascun livello di idratazione sono imate
sotto (fig.3.8).
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Fig. 3.8 (sopra): Sovrapposizione degli spettri di un chiessiccato e reidratato a diverse percentuak@lia Si nota

che il profilo della parte destra del rilassogramimaane sostanzialmente invariato a tutti i livellidratazione.

In fig. 3.8 (sopra) si pud notare che le distrilozidi T, e le ampiezze dei profili nella regione ter-
minale dello spettro, cioé compresa fra 10 ms €D 1@s, per ciascun livello di idratazione, sono
paragonabili. Pertanto é stato ipotizzato che guesiione del rilassogramma sia assegnabile alla
popolazione di mobilita protonica della fase ligalidel chicco.

In un esperimento alternativo a quello appena dasdrprofilo di un chicco verde é stato confron-

tato con il rilassogramma ricavato dal corrisportdeniio estratto (fig. 3.9 sotto)
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Fig. 3.9 (sopra): Profili di distribuzione di,Trispettivamente del chicco verde (riquadro supeji@ dell’olio fresco

estratto dallo stesso campione (riquadro inferiore)

Dalla figura sopra si puo notare che la forma casgiva della distribuzione dp el chicco verde

e dell'olio estratto sono confrontabili. La diswibone di T dell’olio compare leggermente spostata
a tempi inferiori. Ci0 si puo spiegare col fattceckessendo il tau utilizzato nella misura dei lipid
(0.08 ms) leggermente maggiore di quello utilizzaéo I'analisi del chicco verde, la conseguente
influenza maggiore della diffusione puo renderetogrercio di questa lieve differenza di. T

Il risultato del confronto appena descritto raffozertanto la conclusione fatta in precedenza, se-
condo cui la popolazione di mobilita protonica @al1000 ms é riferibile alla fase lipidica.
L’evidenza che lo spettro del chicco verde e quddti’olio estratto da esso manifestino tempi di
rilassamento confrontabili risulta inoltre interaske. Infatti, sapendo che i lipidi si trovano canp

timentati in vescicole (lipidosomi) delle dimensionedie dil11 um [16], ci si potrebbe aspettare

75



che, per la maggiore capacita rotazionale dellecoudé libere, i valori di Fdell’estratto siano in
genere piu alti.

Le distribuzioni di T ottenute fanno quindi supporre che il cammino met#i trigliceridi in una
vescicola di unum, non risenta del confinamento.

| nostri dati sono tuttavia in accordo con quardstenuto da Le Botlan ed Helie, secondo dui
profili di rilassamento TD-NMR nei semi vegetalnei corrispondenti oli estratti sono generalmen-
te caratterizzati dagli stessi[L22].

La seconda osservazione interessante € rappresémiite dal fatto che la distribuzione di T
trovata mostra un andamento sostanzialmente trilapdae suggerisce la presenza di due principa-
li mobilita protoniche distinte (rispettivamentd 80 e a 430 ms) ed una spalla, quest’ultima riscon-
trabile a tempi di rilassamento inferiotl 80 ms).

Allo scopo di confermare la veridicita del profitiultimodali dei lipidi, osservato sia nel chicce in
tegro che nell’'olio estratto, e stata indagataip@idenza di entrambi dalla temperatura.

Le distribuzioni di T sia del chicco verde che dell’olio estratto sotaiespertanto misurate a tre
diverse temperature (25°C, 40°C e 60°C).

Prima di ogni misura i campioni sono stati preliammente equilibrati alle temperature desiderate
in un apposito blocco termico; il termostato daedlgr € stato inoltre impostato alla stessa tempera-
tura del blocco termico.

| risultati ottenuti per il chicco verde sono nrastin figura 3.10, mentre lo studio termico defc

rispondente olio di caffé estratto e illustratoladigura 3.11.
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Fig. 3.10(sopra): dipendenza dalla temperatura della Histione di mobilita protonica del chicco verde.

Nella figura sopra si puo notare che la banda,drd 0.1 e 3 ms relativa all’acqua mostra un profi-
lo piu stretto rispetto a quello di Fig., in quaittempo di echo di 0. 08 ms (utilizzato in quests

so per ragioni di uniformita con le analisi dedlij) onon & in grado di cogliere I'intero contributo
della mobilita protonica. t maggiore ha inoltre I'effetto di spostare ffovati a valori inferiori a

guelli trovati cort = 0.04 ms
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Fig. 3.11(sopra): dipendenza dalla temperatura della distidne di mobilita protonica dell’olio di caffe estto dallo

stesso campione di Fig. 3.10.

Sono stati infine studiati, a scopo di confrontg@rofili di mobilitd degli oli estratti da altri tt

commerciali di caffé, e di altri oli vegetali inffasione della temperatura.

| dati ottenuti sono stati confrontati con la ledeira disponibile. Di seguito € riportato a titalb

esempio lo studio in temperatura dell’olio di oliva
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Fig. 3.12:studio in temperatura delle mobilita protonich#'oko di oliva.

La forma sostanzialmente bi- o tri-esponenziale @amappare la popolazione lipidica sia nel chic-

co verde di caffé sia in tutti gli oli vegetali giati rappresenta un’osservazione interessantave tr

riscontro in alcuni lavori di letteratura.

Heélie e Le Botlan affermano che generalmente givedetali presentano due principali tempi di ri-

lassamento trasversale [122].
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Nel caso particolare dell’olio di oliva a tempenratwambiente i valori di Fda noi osservati sono
inoltre in buon accordo con quanto riportato dastjustessi autori, secondo cui I'oliva a temperatu
ra ambiente e caratterizzato da due componenilatisemento traversale rispettivamente a 70 e
150 ms

Essendo il programma di elaborazione utilizzato esente da possibili artefatti, & stato necessario
in tutti questi esperimenti assicurarsi un livetlassimo possibile di attendibilita dei dati sperime
tali di partenza e analizzare con attenzione i agggsdi output su possibili anomalie di elaborazio-
ne prodotti da UPEN (cfr. Appendice Il, Descriziaied software Upen).

Lo studio termico condotto sul chicco verde e soglievidenziano sostanzialmente che la dipen-
denza dalla temperatura delle distribuzioni dissEmento sono in accordo con quanto previsto da
considerazioni teoriche, secondo cui il logaritnadunale del 7 dipende linearmente dall'inverso
della temperatura [122].

Le Botlan attribuisce all’'origine del comportamembaltiesponenziale della curva di rilassamento
della magnetizzazione trasversale dei lipidi, ®glnoli liberi che nei semi, la presenza di diéfeti

tipi di impaccamenti molecolari, a loro volta intatalla presenza e I'entita delle insaturazior ne
le catene dei trigliceridi. Secondo questi autoel, caso di oli vegetali con una distribuzione omo-
genea delle catene degli acidi grassi esiste aaoltra correlazione lineare della velocita di ridass
mento trasversale;RR, = 1/T,) con il numero di insaturazioni (NI) per molecdiarigliceride.

Il comportamento multimodale della distribuzione @e nei lipidi & stato osservato e confermato

infine anche da Chaland e Mariette nelle matriseeaie [123].

3.2. Sviluppo e applicazione di un metodo per la temina-
zione simultanea del contenuto di umidita e lipidinel caffe

verde mediante NMR nel dominio dei tempi.

In questo paragrafo vengono descritte le proveirsgaitali effettuate per la messa a punto del me-
todo proposto, ed i risultati ottenuti dall’appleane del metodo stesso su una serie di 500 Iotti d

caffe verde.
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Ai fini di un inquadramento di questo lavoro in contesto industriale piu ampio € utile specificare
che, nonostante la metodologia descritta in questi® sia stata progettata e finalizzata principal-
mente alla determinazione del contenuto di acqohoein campioni costituiti da chicchi di caffée
verde, tuttavia cid non preclude una possibilersst@me della tecnica a matrici alimentari come
semi vegetali di varia natura di interesse comnaéecaventi caratteristiche di composizione chimi-
ca e dimensioni particellari simili a quelle tragta
In tal senso pertanto la matrice caffe verde, @trappresentare il target prefissato dell'indagéne
stata utilizzata come modello chimico-fisico deritnento e di confronto.
Con la stessa tecnica sono stati pertanto andls=ai di soya, di vinaccioli e
| risultati ottenuti negli esperimenti condotti guesti semi vengono presentati a titolo di confvont
nel paragrafo .
Descrizione generale del metodo
La tecnica € stata realizzata mediante lo spettmonBruker minispec Mq20, equipaggiato con un
probe per misure assolute da 18 mm (cfr. Appenidibescrizione del Minispec).
Il segnale NMR di ogni campione é stato ottenuamite I'applicazione della sequenza spin echo,
gia descritta nel paragrafo 1.4.1.
Come descritto in precedenza, pertwuftempo di attesa fra I'impulso a 90° e quello &°&uffi-
cientemente lungo (in questo caso 3.5 ms), le armpidei segnali S1 ed S2 della curva sperimenta-
le prodotta dalla sequenza spin echo possono esses&lerate proporzionali rispettivamente alla
guantita di protoni liquidi totali e protoni appamenti alla fase olio; di conseguenza, la diffesenz
(S1-S2) puo essere attribuita alla quantita digriototali dell’acqua.
Il metodo prevede l'utilizzo di due distinte curdecalibrazione per determinare le percentuali di
acqua e olio incognite nei campioni analizzati.ltreg alcuni campioni sono stati utilizzati come
test set per prove di valutazione della performatetanetodo.
Le due calibrazioni sono state realizzate nel seigueaodo:
a) calibrazione per 'acquaé stata ottenuta diagrammando le intensita (9lsfxifiche
(= segnale per unita di peso) di 8 lotti, sceltneostandard, in funzione delle corrispondenti
percentuali di umidita ottenute per gli stessi ceompmediante la procedura del calo peso
secondo la metodica ISO 6673 ();
b) calibrazione per l'olio i valori S2 specifici di 13 lotti, scelti comerogioni di riferimento,
sono stati diagrammati contro le percentuali do @strapolate per questi stessi campioni

con il metodo delle aggiunte standard.
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| campioni utilizzati nello sviluppo del metodo sononsistiti in chicchi integri di caffe verde sia
della specie Arabica che di Robusta, appartenemditta commerciali contrassegnati coi seguenti
codici:
a) Per la determinazione contenuto di olio:
» campioni utilizzati per la calibrazione:
v’ “prima serie”: 1+ 8
v' “seconda serie”: (4 lotti del Brasile e uno deldlia): 119432 ; 920325; 120543;
123107; 123507);
» test set della determinazione dell’'olio (tutiiti del Brasile) 124139; 123733; 124561;
124595; 124232;

b) per la determinazione contenuto di umidita:
e campioni per la calibrazione:
v’ terza serie: 2; 4 8; 119432; 920325; 120543; 123107,
» test-set per le determinazioni di umida123507; 124139; 124561; 124232;

Procedura generale delle misure.

Per ogni campione una quantita di chicdhB(5 g), accuratamente pesata, € stata introdettaun
bo di misura e questo collocato nello spazio camgpiaella sonda tra i poli del magnete.
L’applicazione Bruker utilizzata per I'implemeniaze della sequenza spin echormd_‘©0_norm.

app'(cfr. appendice Descrizione Minispec).

Parametri di acquisizione.
Il set di parametri di acquisizione adottati peesfiiesperimenti € il seguente:

* NS (numero di scansioni) = 16

 RD=2s,
« RG=60dB
« DS=0.

La curva sperimentale dei campioni analizzati éastgortata direttamente su foglio elettronico
Excel (selezionando “Copy as data” nella mascheoutrollo) e i valori S1 ed S2 sono mediati
nei seguenti intervalli di campionamento nella a@#i tempi:
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- Intervallo di campionamento di S1: 0.0479.0525 ms

- Intervallo di campionamento di S2: 6.9¥5.025 ms

Fase preliminare dello sviluppo del metodo: otteazone dell’apparato strumentale e scelta delle

condizioni di lavoro.

Determinazione dell’altezza di posizionamento dbbtNMR e della guantita ottimale di campione

La determinazione dell’altezza di posizionamentotaleo di misura é stata necessaria allo scopo di
fare coincidere il piu possibile il campione coréntro del magnete, in modo da effettuare le misu-

razioni nelle condizioni di massima sensibilitaustentale (Fig. ).

Per stabilire il limite entro il quale la misuraassere considerata quantitativa e’ stato invaee v
lutato I'intervallo di linearita del segnale struntale.
Per questo particolare tipo di misure e statdzatito del caffé verde macinato, allo scopo dimrdu
re gli spazi interstiziali nel volume occupato dampione. Come segnale NMR di riferimento ¢ sta-
ta utilizzata l'intensita a 5Qs (S1).
Le stesse prove, indispensabili per il probe assala 18 mm in quanto di recente acquisizione, so-
no state ripetute per il probe relativo da 10 mmtiifeato per misure di rilassometrigd. scopo di
confronto vengono pertanto descritte in questaosezie prove di ottimizzazione eseguite per en-
trambi i probes.
In entrambi i test di ottimizzazione del set upistentale sono stati adottati i seguenti parametri:

* NS (numero di scansioni effettuate) = 16

* RD (Recycle Delay=2s;

* RG (Receiver Gainamplificazione del segnale che raggiunge il ricee) = 60 dB

* DS (numero di scansioni a vuoto) = 0;

Per la determinazione dell’altezza di posizionametdl tubo NMR nel probe relativo € stata usata
una quantita di campione pari ad un riempimentbOdinm di caffe verde macinato; nel caso del
probe assoluto per realizzare la stessa quantdandpione é stato sufficiente un riempimento corri-
spondente ad un’altezza di 5 mm.

Nelle Figure () e () sono riportati valori del sa¢g1S1 in funzione della quota di posizionamento

del tubo a partire dalla base dell’alloggiamentoipsascuno dei due probes.
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Fig. 3.13 Dipendenza del segnale S1 dall’altezza di posaieento del tubo NMR dal fondo del probe da 18 mmia (

sure assolute)
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Fig. 3.14 Dipendenza del segnale S1 dall’altezza di posaieento del tubo NMR dal fondo per il probe da 18 m

(misure relative)

Come si puo notare dai grafici, nel caso del pnaativo il segnale raggiunge un massimo per
un’altezza del tubo che va da 8 a 12 mm; nel pess®luto il segnale S1 é costante fino ad una

guota di 25 mm, oltre la quale subisce un serestalo.
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Questi dati hanno portato a stabilire un’altezza paisizionamento di 9 mm dal fondo
dell’alloggiamento per il probe relativo, mentrel naso del probe assoluto da 18 mm il tubo NMR
e stato collocato direttamente sul fondo.

Una volta stabilite le altezze di posizionamentbtdko di misura per ciascun probe, e stato verifi-
cata la quantita massima di riempimento di campiangrado di produrre una risposta lineare del
segnale NMR.

Questa prova € stata effettuata monitorando I'sitandel segnale S1 in funzione dell’altezza di

riempimento del tubo NMR. | dati ottenuti da questaondo test sono mostrati nelle figure () e ().
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Fig. 3.15 Dipendenza del segnale S1 in funzione della guadi campione per il probe relativo a 9 mm délese

dell'alloggiamento.
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Fig. 3.16 Andamento del segnale in funzione della quadiidampione (probe assoluto).

Per il probe relativo si nota una dipendenza liegea I'intensita di S1 dall’altezza del campiore t
0 e circa 13 mm. Il comportamento lineare nel algrobe assoluto é invece registrato tra 0 e 40

mm.

Scelta della temperatura di lavoro per il probe @ls$o.

L'obiettivo della quantificazione dell’'olio con gsi& tecnica ha reso necessaria la determinazione
preliminare della temperatura a cui effettuare isune.

Da letteratura € noto infatti che nei chicchi dife€aina frazione lipidica (dettacbffee wak che
ammonta a circa % del totale della frazione lipajlieé presente come cera superficiale, allo stato so
lido a temperatura ambiente (cfr. Introduzione).

Affinché il segnale prodotto dall’'olio comprendache questo contributo di lipidi &€ necessario capi-
re quindi a quale temperatura viene mobilizzatmffee wax.

A questo scopo e stato condotto uno studio deplardienza del segnale S1 dalla temperatura (ri-

portato sotto nella figura ).
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Fig. 3.17 dipendenza del segnale dalla temperatura. L’'aumento del segnale da 28 ¥ potrebbe indicare la mobi-

lizzazione delle cere superficiali conosciute cdnwfee wax”.

Come si puo notare nella figura , il segnale NMBspnta un massimo a circa 50°C. Una possibile
interpretazione € che fino a tale temperatura Bamento della curva sia principalmente determinato
dalla progressiva mobilizzazione delle cere supiifj oltre i 50° il calo della curva puo essere
spiegabile con I'effetto predominante di evaporagidell’acqua del chicco
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L’esito di questa indagine tuttavia ha determirlatdecisione di effettuare le misure a temperatura
ambiente, nonostante questo implichi una riduziaglesegnale S1 del 2%.

A fronte di tale perdita di segnale si riducondauia in questo modo i tempi di analisi, in quaato
temperatura ambiente non e richiesta una termagtatapreliminare del campione.

E stato verificato che una variazione di tempegatir+ 5 °C causerebbe un errore intorno allo

0.5%, ritenuta non tale da compromettere l'accuzsalella determinazione.

Determinazione del ottimale per I'applicazione della sequenza spiha

Come € gia stato precisato, affinché la deternmm&zsimultanea del contenuto di acqua e olio
con la sequenza spin-echo sia corretta € necestefitore il tempor di separazione tra I'impulso

di 90° e I'impulso di 180°, in modo tale che al o il segnale sia dovuto solo all’'olio presente
all'interno del campione e il contributo da par@ldmidita sia trascurabile.

A questo proposito, i risultati ottenuti nell'indag svolta sulla distribuzione dei tempi di rilassa
mento nei chicchi verdi di caffe, descritti nel ggdente paragrafo (), hanno portato alla conclusio-
ne che nel chicco di caffe l'intervallo di distridane dell’acqua si estende da 0.1 a circa 1 ms. In
base a tali esperimenti, per essere certi chealgnetizzazione trasversale dovuta all’acqua sta tra
scurabile sarebbe sufficiente un tempdi poco maggiore a 1 ms.

Come ulteriore conferma, di seguito viene riportatoutile esperimento per capire il valore del mi-
nimo T adatto da utilizzare nella sequenza spin echo.

In questo esperimento, realizzato per mezzo dadssa sequenza di spin echo, una serie di curve
di calibrazione é stata costruita a divarsiggiungendo quantita crescenti di olio puro di &l

del cotone; il contenuto di olio di un campionecdife verde (a concentrazione di umidita e olio
note) é stato poi determinato per regressione saveell'intensita dell’echo (S2) ai diversi valdiri

1 per mezzo delle curve di taratura ottental grafico mostrato in figsi pud notarehe, per valori

di 1 inferiori a 1.6 ms, il segnale rifocalizzato dettho risulta sovrastimato per il contributo

dell’acqua presente nel campione.
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Fig. 3.18 dipendenza della percentuale di olio in funzideér utilizzato.

L’esito dell’esperimento, insieme con i risultati ottenpir la distribuzione dei;Idi acqua e olio,

ha pertanto determinato la decisione di utilizaare di 3.5 ms.

Costruzione della retta di calibrazione per il conénuto di olio.

Una prima calibrazione per l'olio € stata costrgtan 13 lotti di caffe la cui percentuale di olio e
stata misurata dalla ditta committente per deteazione gravimetrica dopo estrazione Soxhlet..
per questa nuova calibrazione sono stati utilizatialmente i lotti appartenenti alla prima e se-

conda serie (cfr. )

Selezione preliminare dei campioni.

In Fig. € mostrata la curva di calibrazione ottanutilizzando inizialmente tutti i tredici campioni
appartenenti alla prima e seconda serie.

Per ogni lotto sono stati misurati cinque diversingioni costituiti da circa 3.5 g di chicchi di f&af
(corrispondenti a130 mm di altezza nel tubo NMR). Il segnale prodats un tubo vuoto é stato

usato come origine nella retta di taratura
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Fig. 3.19 curva di calibrazione ottenuta utilizzando tutti3 campioni a contenuto noto di olio della primaeconda

seriefornite dall’azienda

Il coefficiente di correlazione (R) non soddisfae(in quanto inferiore al valore di 0.95, racco-
mandato ai fini di una corretta calibrazione deditia ottenuta ha condotto alla formulazione di due
ipotesi circa la causa:

- il metodo e sensibile alla natura del chicco;

- le percentuali di olio dichiarate per alcuni stamgid@on sono corrette.
Al fine di verificare la prima ipotesi, sono staitdagate le distribuzioni dei tempi di rilassamento
trasversale con UPEN; in questa indagine non state sscontrate differenze significative nei T
di questi lotti.
Questo risultato ha fatto decadere quindi la prippogesi.
L’evidenza che i campioni 1,2,3,4 e 6 si discostaotevolmente dalla curva di calibrazione
fa decadere allora la prima delle ipotesi formulkatsupporre che non tutte le percentuali di olio
fornite siano corrette.
Al fine dunque di verificare questa seconda ipopesiogni campione € stata preparata una curva di
calibrazione attraverso la procedurawelght variation(cfr Appendice IlI).
La scelta di adottare tale strategia e stata detlalt fatto che essa si presta particolarmente aéne
individuare rapidamente un eventuale valore nomettor nelle percentuali dichiarate. Secondo |l
weight variation, per ogni lotto considerato, igrale $ ottenuto dallo strumento normalizzato per

una massa di riferimentor viene diagrammato in funzione della quantita cease di campione
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moltiplicata per la percentuale di olio nota (qudsia ottenuta con un metodo di riferimento
standard).
Ricordando che il segnale strumentajeeSunzione della percentuale di olio realmenteteonta

nel chicco, si puo scrivere:

segnaleolio =k, d“'?n*& (eq. 3.1)
R

doveks € una costante strumentate; € una massa intermedia presa come riferimemteeonte-
nuto di olio vero del campione, come percentual@assa.

Di conseguenza, il coefficiente angolare dellaaragultante £y/Ax) assume la forma:

[H
Ay ks m mRVERA 1(8.2)
AX - Am H 5 chiarata
Mg

doveHpichiarata € contenuto di olio dichiarato, come percentualenassa, del campione di cali-
brazione, determinato con il metodo di riferimento.

Se la percentuale vera e quella dichiarata coimad comprende che la pendenza si riduce ad una
costante del valore #i, uguale per ogni lotto.

Qualora non vi siano errori nelle percentuali dichte, ci si aspetta quindi che le pendenze delle
curve di calibrazione ricavate siano uguali tralor

Una percentuale di olio dichiarata maggiore di l[gueera causa una diminuzione della pendenza
osservata, mentre una sottostima del contenutboddetermina un aumento di tale pendenza.

In figura sono riportate le 13 curve di calibrazasttenute con tale metodo, effettuando sei aggiun-

te per ogni campione.
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Fig. 3.20 (sopra) calibrazione ottenute utilizzando il metodo weighriation. | lotti della seconda serie (rettecdli-
brazione rosse) mostrano pendenze confrontabilottamentre le curve di calibrazione dei campidella prima serie

(in nero) presentano un intervallo di pendenmmito ampio.

PENDENZA vs % OLIO DICHIARATA
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Fig. 3.21 (sopra) plot delle pendenze del fascio di rette ricawate il metodo del weight variation; in blu sono rnas
ti i lotti della prima serie (numerati da 1 a 8),rosso quelli della seconda serie (lotti con cedit19432, 920325,

120543,123107, 123507). Il rettangolo rosso evdiea raggruppa le pendenze confrontabili.

L’analisi dei diagrammi costruiti ha portato a géb@are otto fra i tredici lotti di caffé per lastou-
zione di una nuova curva di calibrazione: i camp®n7, 8 appartenenti alla prima serie, insieme
con tutti i campioni della seconda serie (119420325, 120543, 123107, 123507) .

Curva di calibrazione con gli otto lotti selezionait
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Una nuova curva di calibrazione (riportata in Figl3d é stata pertanto costruita utilizzando glo ott

lotti selezionati a seguito dell'indagine appenadaiita.

S2 /peso [u.a.q
N
1

y = A+Bx
A =-0,1620.29
B =0.556+0.024
R =0.99347

8 10
% olio

L e e e e e
14 16

18

Fig. 3.22 retta di calibrazione costruita diagrammando kdim delle intensita dei segnali ®ormalizzate per il peso

degli otto lotti scelti contro le relative percealiudi olio dichiarate. Ciascun punto rappreseatankdia di 5 misure su

quantita di campione di circa 3.5 g.

Determinazione del contenuto di olio nei campioni @l test set con la retta costruita con gli ot-

to lotti selezionati.

% OLIO
ERRORE % OLIO
CAMPIONE | DICHIARATA (da o ERRORE
) DICHIARATO Minispec
estrazione Soxhlet)
124139 14.4 0.1 14.5 0.4
123733 12.9 0.1 12.5 0.4
124561 14.9 0.1 14.6 0.4
124595 14.1 0.1 14.2 0.4
124232 14.2 0.3 13.8 0.4

Tabella3.1 valori di percentuale olio ottenuti mediante laweudi calibrazione.

Controllo della ripetibilita della calibrazione in funzione del tempo

Il valore della pendenza della retta di taratusdiado sottoposto a controlli settimanali per triti-se

mane tenendo fisse tutte le condizioni di acquosiei | risultati sono riportati in Tabella 3.
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Tabella 3.2: parametri delle curve di calibrazione costruitelenguattro sessioni di misura condotte in funzideé

tempa

Secondo tipo di calibrazione: retta di calibrazionen funzione delle percentuali di olio estra-

TEMPO TRASCORSO | PENDENZA | ERRORE | INTERCETTA |ERRORE
tempo zero 0.535 0.026 -0.2 0.3
7 giorni 0.534 0.025 -0.2 0.3
14 giorni 0.532 0.027 -0.2 0.3
21 giorni 0.534 0.025 -0.2 0.3

polate mediante aggiunte standard.

Allo scopo di sviluppare un metodo di calibraziandipendente dalle percentuali di olio ricavate
dall’estrazione Soxhlet, per ciascuno dei lottil@@rima e seconda serie sono state effettuate cin-
gue aggiunte di olio di caffé direttamente sui chioverdi. Le percentuali di olio estrapolate cbn i
metodo delle aggiunte standard per i tredici i camipdelle serie in questione (Tabella ) sono state
quindi utilizzate come nuovi valori di ascissa aaibstruzione di questo nuovo tipo di curva di ca-

librazione (illustrata in Fig.). Il campione 3 et scartato in base al test statistico di Dixongbe

outliers(Miller and Miller).

% OLIO DICHIARATA (da estrazione ERRORE DICHIARA- % OLIO (aggiunte stan-
CAMPIONE ERRORE
Soxhlet) TO dard)
1 9.1 0.4 13.28 0.28
2 10.1 0.6 12.86 0.21
3 10.2 0.2 13.26 0.27
4 11.9 0.1 13.96 0.23
5 12.4 0.3 13.43 0.21
6 11.8 0.1 13.84 0.26
7 13.5 0.2 14.54 0.29
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8 6.8 n.d. 5.61 0.06
119432 14.5 0.1 14.7 0.3
920325 11.9 0.2 11.6 0.3
120543 14.2 0.1 13.24 0.29
123107 14.6 0.2 13.9 0.3
123507 13.0 0.1 12.18 0.21

Tabella 3.3 confronto tra i valori di percentuale di olio ofteéinper estrazione e con il metodo delle aggiutdadard.
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Fig. 3.23(sopra):curva di calibrazione ottenuta in funzione dei viadstrapolati mediante aggiunte standard utilizzan

do 12 campioni.

Determinazione del contenuto di olio nei campioni el test set con la curva di calibrazione in

funzione delle aggiunte standard.
Nella tabella sotto riportata sono mostrate le @ateali di olio per i cinque campioni incogniti ri-

cavate utilizzando la curva di calibrazione cowdidi punti di figura 3.23.

% OLIO )
% OLIO DI- . % OLIO (ricavata
(ricavata con ) )
CHIARATA (da ERRORE DI- ) . con calibrazione
CAMPIONE . calibrazione | ERRORE . . ERRORE
estrazione So- CHIARATO ) con valori aggiun-
con valori
xhlet) te standard)
Soxhlet)
124139 14.4 0.1 145 0.4 14.71 0.29
123733 12.9 0.1 125 0.4 12.65 0.26
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124561 14.9 0.1 14.6 0.4 14.81 0.30
124595 141 0.1 14.2 0.4 14.38 0.28
124232 14.2 0.3 13.8 0.4 13.93 0.27

Tabella 3.4 confronto tra i dati ottenuti con le due diverseveudi calibrazione e con il metodo di estrazioon&iet

La tabella evidenzia I'equivalenza dei valori otigrcon le due calibrazioni. Si riscontra un errore
leggermente inferiore con il metodo delle aggiwstesdard.

Per ulteriore verifica dell’equivalenza dei valottenuti per estrazione Soxhlet e mediante calibra-
zione in funzione dei valori estrapolati con le iagtée standard, le percentuali trovate sono state

diagrammate in figura (sotto).
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B 144
g 147
©
c
I 4
» 124
P ]
€
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8 3] y = A+Bx
o E A=-1.6£1.7
© ] B=1.11+0.13
X 64 R =0.958
4
o
0 6 8 10 12 14 16 18

% olio con estrazione soxhlet

Fig. 3.24 grafico di verifica dell'equivalenza dei metodiastrazione Soxhlet e retta di taratura in funeidei valori

estrapolati da aggiunte standard

Determinazione del contenuto di umidita
Preparazione dei campioni a contenuto noto di umidé
Il contenuto di umidita di riferimento e stato oo determinando I'umidita dei dieci campioni
della terza serie mediante calo peso, in accordol@anetodica ufficiale contemplata nella norma
ISO 6673. | risultati sono riportati in Tabella .
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CAMPIONE % UMIDITA' ERRORE
2 8.4 0.3
4 8.69 0.15
5 8.42 0.05
6 7.17 0.08
7 6.92 0.04
8 11.1 0.4

119432 8.16 0.13
920325 9.25 0.11
120543 8.65 0.09
123107 8.23 0.06

Tabella 3.5:valori di umidita ottenuti per i dieci campioni madte essiccazione in stuf@er ogni campione sono state

eseguite tre determinazioni

Costruzione della curva di calibrazione per I'umidia.

La curva di calibrazione ottenuta diagrammandoifi@r@nza $-S, dei segnali specifici ponderati

per il peso dei campioni (u.a./g) contro le peraehtdi umidita dei dieci lotti appartenenti alkrza

serie (Fig. 11).

10

Segnale FID - Echo)/peso [u.a./g]

0 W><
T
W
x

con>

o
o N

T
8

% umidita

10 12

Fig. 3.25(sopra):curva di calibrazione ottenuta utilizzando i dieampioni.Per ogni campione sono state analizzate

cinque diverse aliquote contenenti ognuna circag3ibchicchi di caffe

La retta ottenuta non passa per l'origine. La sguéne di cio puo risiedere nel fatto che il segnal

S-S, € sensibile a tutto il contenuto di acqua presemecampione, mentre la determinazione

dell'umidita per essiccazione in stufa e in graddldvare solo I'acqua piu accessibile.

95



Determinazione del contenuto di umidita nei campiondel test set.

L’affidabilita della curva di calibrazione e stataerificata attraverso un test set, determinando il
contenuto di umidita di cinque campioni sia meddaggsiccazione in stufa per 16 ore a 105 °C, sia
mediante Minispec (Tabella).

| valori di umidita ottenuti mediante NMR sono stétavati utilizzando la curva di calibrazione di

figura.

% UMID ITA’ % UMID ITA’
CAMPIONE calo peso ERRORE Minispec ERRORE
3 9.45 0.23 10.52 0.30
123507 8.86 0.21 8.26 0.25
124139 8.08 0.11 8.11 0.25
124561 7.35 0.27 7.37 0.26
124232 7.48 0.08 7.54 0.26

Tabella 3.6:confronto tra i dati ottenuti con la calibrazionévanispec e quelli ottenuti per essiccazione unfat

Studio dell’effetto della composizione dell'olio uato nelle aggiunte standard.

Nel metodo appena descritto le percentuali di oBate come valori di ascissa per la retta di cali-
brazione sono state ottenute operando delle aggstandard sui tredici lotti scelti per la calibra-
zione. Per effettuare tali aggiunte e stato udatbolio estratto fresco da un campione di caffé a
partenente ad un lotto differente da quelli utéizzome standard.

Sapendo che il segnale NMR € linearmente dipend#adta quantita di protoni totali, e di conse-
guenza il segnale di echo S2 dipende dalla comiposizhimica della fase lipidica,

si puo dunque comprendere che, effettuando su @33 campione aggiunte standard con olii di

diversa composizione, il dato estrapolato di consaga potrebbe variare.
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Allo scopo di stimare I'entita di tale eventualeigaione, su di uno stesso lotto di chicchi verdi d
caffe appartenenti al lotto 119432 (dal contenuat@lio di 14.48 %) sono state fatte una serie di
cinque aggiunte standard con olii di diversa nategetale.

Il segnale NMR S2 e stato quindi diagrammato irefone delle quantita aggiunte.

Il contenuto di olio ottenuto in ciascun caso écstafine confrontato col dato di percentuale dool

dichiarata. | risultati di questo test sono ripontella tabella sottostante:

Tipologia di olio vegetale Valore estrapolato medio Dev std
Olio di caffé (lotto 120960) 14.38 0.8
Olio di caffé (lotto 700858) 14.94 0.2
Olio di caffé (lotto 123507) 14.75 0.1

Olio di mais 13.78 0.2
Olio di girasole 13.33 0.4
Olio di soya 13.45 0.1

(*Valori ottenuti come media di tre determinazioni)
Tabella3.7 Valori medi di % olio ottenuti per estrapolazior@ metodo delle aggiunte standard su uno stestodot

caffe usando oli diversi.

| dati riportati in tabella indicano che usandodilsemi vegetali diversi dal caffe il risultatderiu-

to €, in media, inferiore di un unita rispetto gllrcentuale dichiarata.

| valori estrapolati utilizzando alcuni oli di cafappartenenti a lotti commerciali e origini gedigra
che diverse rientrano invece in un range di saaftiore rispetto al valore ricavato dall’estrazeo
(con l'unica eccezione del lotto 120960, che e @aso ad un errore maggiore).

Allo scopo di chiarire la composizione media indagjrassi € stata inoltre condotta un’analisi ga-
scromatografica su alcuni campioni fra i lotti gmbsizione (cfr. Appendice IV, analisi gascroma-

tografica dell’olio di caffé).
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Applicazione del metodo per la determinazione simtdnea di acqua e olio a semi diversi dal
caffe.
Nella tabella sottostante vengono riportati i figtildell'applicazione del metodo a semi di

interesse commerciale.

errore % errore % errore % errore

Campione dimensioni % olio % olio olio % olio umidita umidita umidita %

1

(9 mm) dichiarata dichiarata trovata® trovata dichiarata dichiarata trovata® umidita trova-

ta

A 5 =7 14.4 0.1 14.7 0.3 8.6 n.d 8.2 0.5

B 5+7 12.9 0.1 12.6 0.3 9.0 n.d 8.3 0.5

© 5 =7 14.9 0.1 14.8 0.3 8.5 n.d 7.4 0.5

D 5=+7 14.1 0.1 14.4 0.3 n.d n.d 10.5 0.5

E 577 14.2 0.3 13.9 0.3 6.9 n.d 7.5 0.5

Semi di 13 16.0 n.d 16.7 0.3 n.d n.d 3.1 0.5
vinaccioli

Mais J+5 4.2 n.d 3.6 0.2 n.d n.d 8.3 0.5

Soya ~5 13.1 n.d 19.9 1.0 n.d n.d 13.0 1.2

gialla

(* media di 3 determinaziohi

Tabella3.7:valori percentuali ottenuti per matrici deverse cacchi di caffé verde.
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Risultati della determinazione simultanea delle parentuali di acqua e olio di 500 lotti

di caffé verde di diversa provenienza geografica atinentale.

La determinazione del contenuto percentuale di aejolio é stata effettuata su 500 campioni di
diversa origine geografica; le percentuali ottengino state mediate sulla base della provenienza
geografica continentale e sottoposte ad ANOVA sdoomue differenti metodi di Tukey e Fischer,

i cui risultati sono riportati rispettivamente reethbelle 3.8a e 3.8b, mostrate sotto.

In entrambi i casi i test sono stati condotti conlivello di confidenzan = 95%. Inoltre, per la vasta

estensione geografica il Brasile & stato consideabé pari di un continente.

Categoria: provenienza

geografica Gruppi
Africa 14.547 A
Brasile 13.519 B
Sud America 13.381 B C
Oceania 13.377 C
Centro America 12.995 C
Asia 11.758 D

Tabella3.8 (a). Risultati del’ANOVA sulle percentuali di olio otteite dall’analisi dei 500 campioni
(Tukey test, valore critico 4.03).

Categoria: provenienza

geografica % olio media Gruppi
Africa 14.547 A
Brasile 13.519 B
Sud America 13.381 B
Oceania 13.377 B
Centro america 12.995
Asia 11.758 D

Tabella 3.8 (b):risultati ottenuti con gli stessi dati della talbeB.8a del’ANOVA con il test di Fischer.
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Le tabelle riportate sopra mostrano che in ciasaeil® due varianti di ANOVA adottate (metodo

di Tukey e di Fischer) la percentuale di olio rigtvcon il metodo sviluppato € in grado di fornire
una buona clusterizzazione delle diverse proveeigengrafiche su base continentale.

In particolare si pud notare che, indipentememaetatta particolare variante del test utilizzato

nellANOVA, i campioni di Africa ed Asia, essendaratterizzati da percentuali di olio sensibil-

mente differenti, vengono attribuiti a gruppi disti(A e D); i campioni provenienti da Brasile, Sud

america e Oceania, caratterizzati da una percenmtErmedia rispetto ad Africa ed Asia possono,
a seconda del tipo di test utilizzato, essere rgguati in B o C. |l modello di ANOVA con il test di

Fischer in particolare fornisce una discriminazipngtosto netta fra tutte i continenti.
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3.3. Determinazione dell'origine geografica del céd verde

mediante NMR ad alta risoluzione.

In questo lavoro sono stati analizzati, mediantedaica di Risonanza Magnetica Nucleare (NMR),
gli estratti in cloroformio e gli estratti acqual caffe verde proveniente da diverse parti dehm
do. Degli estratti organici sono stati acquisisitediati sia gli spettri protonici che quelli alrbanio

mentre della fase acquosa sono stati considgtaspettri al protone.

3.3.1. Assegnazione degli spettri della fase orgaai

Molti studi recenti si sono concentrati sull'anglimediante risonanza magnetica nucleare, dei tri-
gliceridi presenti in oli vegetali; in particolasell’'analisi degli acidi grassi nonché sulla lotistd-
buzione tra le varie posizioni della catena detagiblo. Lo spettro protonico dell’estratto organico
del caffé presenta intensi segnali degli acidi girassegnali meno intensi di componenti minoritari
(figura). L'assegnazione delle risonanze degli tspetonodimesionali atH e al**C & stata possibi-

le grazie a dati di letteratura (Sacchi, 1997, ¥lghL999, Mannina, 1999 e Bosco, 1999) e tramite

delle aggiunte di trigliceridi standard quali teala, trilinoleina e trilinolenina.

3.3.1.1. Assegnazione dello spettrél in CDCl3

In figura 4.1 é riportato lo spettro monodimemsile di un estratto in cloroformio con espansione

della zonatra 5 e 6 ppm.
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Figura.3.26: Spettra'H completo dell'estratto in cloroformio con relatiespansione tra 6.24 e 5 ppm

Per una assegnazione precisa dividiamo lo spettioverse zone.

1 — Zona aldeidica tra 10.20 ppm e 8 ppm

Cafestale

/ Kahweale Probabili aldeidi sature

)N

w01 100 T T R Y A Y "D
Chemical Shift (ppm)

Figura 3.27: Espansione della regione tra 9.30 e 10.20 ppm’estrdtto in cloroformio di due campioni di diversa

provenienza geografica

In questa regione cadono dei segnali attribuilidi aldeidi derivate dal cafestolo e kahweolo oltre

che ad altre aldeidi probabilmente sature.

2 —Zonatra 7.60 ppm e 5.5 ppm

In questa zona i picchi piu intensi sono attribluididue diterpeni molto comuni nel caffe: il cafe-

stolo e il kahweolo, le cui strutture sono ripagtatlle figure 3.28 e 3.29 . L’assegnazidede ri-
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sonanze e mostrata in figura 3.30. Il segnalebd ppm € attribuibile al protone aromatico della

caffeina (fig 1.5), mentre gli altri appartengonocmponenti minoritari.

CH,OH
H,C OH
o
— Cl
C
Figura 3.28: Cafestolo Figura 3.29: Kahweolo
segnale del cloroformio
K-kahweolo || C-cafestolo
caffeina
minoritari
T-’.ISI:I I '.-'.I4<5 I T-'.|44:I I T.I35 I ?.ISD I 7-'.:?5 I T.IZIZI I '.-'.|15 I T-’.I1I:I I T.IIZIE I T-'.ICIIII Ppm
D-kahweolo
K-kahweolo
D-kahweolo
'-gafestolo

Figura 3.30: Espansioni delle regioni 7.50-6.70 ppm e 6.35-8éBestratto in cloroformio.
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3—Zonatra5.4e 3.3 ppm

La figure riporta I'espansione della regione trfa 8 5.45 ppm, nella quale possono essere indivi-

duate le risonanze tipiche dei protoni dello sdneldel glicerolo e i protoni metilici della caffea

C
SCH-OCOR
-CH=CH- D

. AN
=(CH)-0COR

50 ' 44 ' 40 ' 2%
fppm)

Figura 3.3ona da 5.50 e 3.30 ppm dell’'estratto in clorofarmi
L’assegnazione e la seguente:

A = protoni olefinici di tutte le catene insatuee5.40 e 5.30 ppm circa
B = protoni in posizionen-=2 dei trigliceridi, a 5.30 e 5.25 ppm circa
C = protoni in posizionen-1,3 dei trigliceridi a 4.30 e 4.15 ppm circa

D = protoni dei tre gruppi metilici della caffeinaa 4.00, 3.59 e 3.41 ppm

Espandendo la zona (Figura 3.31) & possibile oaeeisegnali*>C satellite dei protoni in posizio-
ne snl,3 dei trigliceridi evidenziati da un triafgpieno. A 5.1 ppm sono indicati con un cerchio
pieno i CH deglisn-1,2digliceridi, mentre con un cerchio vuoto sono evigiati glil/[1 CH, degli
sn-1,2digliceridi, rispettivamente a 4.29 e 4.17 ppnta&irA 4.07 ppm risuonano i CH degh-1,3
digliceridi (O0), a 4.06 ppm i Chldeglisn-1,3digliceridi () e a 3.71 ppm gli’” CH, deglisn-1,2
digliceridi (w).
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Figura 3.31: Espansione della zona da 5.50 e 3.30 ppm delltesiracloroformio

4 — Zona tra 2.90 ppm a 0.5 ppm

In questa zona cadono principalmente i segnalgdedpi bisallilici (7), allilici (5), metilenici §-4-
3-2), metilici (1), e delle catene degli acidi griagdentificati per mezzo delle aggiunte di standa
di trigliceridi, e alcuni segnali appartenenti angmsti minoritari come nella zona tra 2.60 ppm e
2.30 ppm; e tra 1.40 ppm e 1.10 ppm. L’assegnazaiensegnali degli acidi grassi € visualizzata

nella figura seguente (figura 3.32):

2
~(CHy)n-
1
3 CHs-
-~(CH2)n- Tutti escluso
6 5
_ la
-C=C-CH

7 -CH>-CO ? 4 .
C=C-CHA--C=C- CH--CH--CO ] ]

linolenico

N

I

Figura 3.32: Ingrandimento della zona tra 2.90 e 0.70 ppm’pstrhtto in cloroformio.

T T T T T T T
x4 0 1.4 1.0
Chemical Shift (ppm)
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Di seguito viene mostrata, come esempio, I'effdtt’aggiunta di trilinolenina: in nero é riportat

lo spettro originario e in rosso quello ottenut@ddaggiunta di @l di trilinolenina.

A

5a

/{i ,fﬂ\;.ﬂ _. /’M b

T4 =5 Tz I o
{rpm

la

Figura 3.33: Sovrapposizione di spettri prima (nero), e déqosso) I'aggiunta di trilinoleninad ) Espansione della

zona 2.8-2.0 ppnB) Espansione della zona 1.65-0.8 ppm.

Le porzioni di spettro in figura 3.34 mostrano iogd’effetto di aggiunte di gl di trioleina (in

rosso) e successivamente dl di trilinoleina (in blu)

Figura 3.34 (sopra): Sovrapposizione di spettri ottenuti con aggiuntdridieina (rosso), trilinoleina (blu), e prima

delle aggiunte ( nero).
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L’assegnazione completa ottenuta con questo met@dbematizzata nella tabella seguente:

1-1a* |2 3 4 5 6 1-a*
Oleico - 1.3ppm | 1.6 ppm 2.0ppm| 2.30 ppm -
0.88 ppm
Linoleico 0.88 ppm - 1.3ppm 1.6 ppm 25ppm  2.php 2.78 ppm
Linolenico - 1.3ppm | 1.6 ppm 2.09ppm  2.30 ppm 2.81 ppm
* 1 ppm

Tabella A: i numeri si riferiscono ai picchi di figa 3.34 (la colonna 2 ¢ riferita ai protoni metié degli acidi grassi
saturi).

Nella regione compresa tra 0.5 e 0.7 ppm sono idaabili i segnali relativi ai ¢ metilici degli
steroli (Segreet al, 1997): 3-sitosterolo e/o campesterolo a 0.68 (¥), e stigmasterolo a 0.71
ppm @) (Figura 3.35).

N _ °C satellite
C satellite
\/ ° *
T T T T T T T T T T T T T T
1.00 0.95 0.90 0.25 0.=0 o.7s 0.70 ppm

Figura 3.35.Espansione della regione 0.66-1.00 ppm

3.3.1.2. Assegnazione dello spettféC in CDCl3
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Lo spettro protonico dell’estratto organico offre@antaggio di contenere sia informazioni sui com-
ponenti minoritari che sugli acidi grassi. Tuttavsegnali di quest’ultimi si presentano molto so-
vrapposti. La distinzione piu precisa dei divexitlagrassi si ottiene dagli spettri’dC, dai quali &
anche possibile avere informazioni sulla distriboe degli acidi grassi nelle diverse posizioni del
glicerolo (figura 3.36). Questo & un parametr@uaandere in considerazione per la discriminazio-
ne dei campioni analizzati in base alla proveniegexagrafica poiché e legato a fattori genetici e a

condizioni pedoclimatiche.

Lo spettro dell’estratto di caffe verde puo essemdiviso in diverse zone:
1 regione carbonilica

2 regione olefinica

3 regione del glicerolo

4 regione allilica, bis allilica, metilenica e mktia

T T
Ppme 200 180 160 140 120 100 a0 0 40 ] 1]

Figura 3.36: spettro**C dell'estratto in cloroformio di caffé verde

1-regione carbonilica (173.3 e 172.6 ppm)
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La zona dei carboni carbonilici relativi alle catettegli acidi grassi legati al glicerolo (figuré8)

si presenta divisa in due gruppi a seconda chatkne siano esterificate in posizione 2 oppure 1,3
del glicerolo. Questa differenza r@iemical shifdipende dal fatto che il gruppc=O che nella po-
sizione 2 del glicerolo risente di due interazigigiauche, a differenza del carbonile in posiziorge 1,
per il quale ne e possibile solo una. Pertantabardli in posizione 2 risultano piu schermatiie s

risuonano a ppm piu bassi.

A
E
C
B
D
nrun i
73 7345 A0 TS TG0 ITISS 17280 WTZES 723l 1T2TE 270 ppm

Figura 3.36. espansione regione carbonilica

Eventuali spostamenti @dhemical shifrispetto ai dati di letteratura sono attribuitieatliversa con-
centrazione dei trigliceridi in esame (ManninaQ@p

Calibrando lo spettro sul segnale del carbonilparizionesn1,3 dell’acido oleico a 173.14 ppm,
'assegnazione é stata ottenuta tramite aggiuntkoditina, trilinoleina e trilinolenina (figure 37 e
3.38).

& 173 A5 Avzoi4  AT=E3 1vs Az 1vs.a1 1TEFS ATE T4 1TE.TE ATz TE  ATE.T1 AvE.TO PEm
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Figura 3.37: espansione della zona dei carbonili. In nercplettso di un campione tal quale, in rosso dopowaggi di

trioleina, e in blu dopo aggiunta anche di trilgiok.

E

N A

17215 1FE A 1731z 1TFEz 17z 1 1FETE 1727 17Z.71 1FE.T0 ppm

Figura 3.38: espansione della zona dei carbonili. In nerspettro di un campione tal quale, in verde dopaiedg

di trilinolenina, in rosso dopo aggiunta di triolai

| segnali insrt1,3 dopo le aggiunte di trioleina e trilinoleineepentano un incremento di intensita
doppia rispetto a quelli del carbonile in posizieme2 poiché i trigliceridi standard sono esterificati
ugualmente nelle tre posizioni del glicerolo. Cognevidente in figura 3.38 il campione in questio-
ne (spettro nero) presenta quantita lievemente maglj acido oleico in posizionsn-1,3 rispetto a
sn2; si riscontra una situazione opposta invecd’aeido linoleico.

| segnali relativi all'acido linolenico dei carbooaarbonilici sono sovrapposti a quelli del linokzic
in entrambe le posizioni (figura 3.38) e pertantm distinguibili (VIahov, 1999), quindi le loro
frequenze saranno considerate le medesime. Tuttavaggiunte evidenziano un leggero shift,

dell'ordine dei millesimi di ppm, del linolenicospetto al linoleico come mostrato (figura 3.39).

| dati ottenuti si possono riassumere nella seguiitella:

Picco Assegnazione| Posizione o (ppm)
Ci SATURI snl1,3 173.173

B C. 0O snl1,3 173.14
C G L+Ln snl1,3 173.126
D C. O sn2 172.72
E G L+ Ln sn2 172.716

Tabella B: assegnazione della zona carbonilica dello spéftto
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Nello spettro, per gli acidi grassi saturi, sonesanti solo i segnali in posiziosa-1,3 del glicerolo

in accordo con il processo biosintetico che liiessa.

2 - Regione olefinica (134 - 124 ppm).

| carboni olefinici sono due per la catena oleguaattro per la linoelica e sei per la linolenicguf
ra 3.39). | segnali sono due per ogni carbonioimled dal momento che sono distinti peremical
shift quelli in posizionesn-2 esn1,3 del glicerolo. Pertanto in questa zona ci sérsegnali per I

acido oleico, 8 per I'acido linoleico e 12 per i@a linolenico.

L13

Figura 3.39: espansine della regione olefinica di uno spe#itguale e dopo aggiunte di trioleina (rosso) lentieina
(blu).
La quantita di acido linolenico presente nel campion esame é sotto il limite di rilevabilita, come
mostrato dalla figura 3.40, che evidenzia i segraahtteristici delle tre insaturazioni. Tutterigo-
nanze sono riportate in tabella:

L12

TzEa qzan 1278 1zea | 1277 Azem | 1275 1274 1EIma | 1272 1274 127.0 pRm
Chemical Shift (ppm)

Figura 3.40 segnali dell’ acido linolenico nella zona olefiai
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d (ppm) Assegnazione acido 6 (ppm) Assegnazione acido

oleico e linoleico linolenico
130.092 C13Lsn-2 131.828 C 16 sn-1,3/sni 2
130.086 C131Isn1,3 130.10 C%n1,3
129.891 C10Gn2 130.076 C92
129.880 c10Gn41,3 128.182 C 128n2
129.873 C9 Lsn-,3 128.171 C 18n1,3
128.840 C9lsn2 128.117 C 13n1,3
129.557 CcC9Gnl,3 128.105 C 18n2
129.551 C9Gn2 127.65 C 16n2
127.951 C 10 Isn2 127.635 C 168n41,3
127.935 C101sn1,3 126.997 C 15n1,3
127.768 C121sn1,3 126.991 C 15n2
127.756 C12Isn2

Tabella C : assegnazione della zona olefinica dello spetttiC

3 - Regione dei carboni del glicerolo (60 - 72 ppm)

In questa zona (figura 3.41) si individuano i seégreativi ai trigliceridi (TAG), digliceridi (DAGQ

e monogliceridi (MAG). Studi precedenti (Mannin®99) hanno dimostrato cheahemical shift

dei carboni della catena del glicerolo non sontuerizati dalla lunghezza e dal grado di insatura-

zione delle catene aciliche legate al glicerolor@mente in un olio il contenuto di trigliceridi-s

pera enormemente quello degli altri derivati parasisi aspetta di trovare solo i segnali di questi

ultimi. In effetti le risonanze relative agin-1,2 DAG si osservano solo quando vi € un’'incompleta

biosintesi dei trigliceridi ad opera degli enzimsterasi o quando vi & un’azione, limitata, deladi

si (Cappelleet al, 1997), mentre gkn-1,3DAG compaiono quando I'olio € mal conservato. &m-p

ticolare, oli freschi hanno un elevato rappste? DAG/sn-1,3DAG, mentre il contenuto degli sn-
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1,3 DAG aumenta a seguito dell'invecchiamento dodgtfess termico a causa di trasposizioni in-
tramolecolari e fenomeni lipolitici (Sacchi, 1996).questa regione sono individuabili solo i segna-
li dei carboni in posizionen2 (68.768 ppm) e quelli in posiziose1,3 (61.98 e 61.99 ppm) dei

trigliceridi. | segnali a 68.16 probabilmente cepondono a di gliceridi.

sn-2 TAG sn-1,3 TAG

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
=N} 625 GE.0 G745 G7.0 66.5 GE.0 G65.5 G65.0 G4.5 G40 G35 G3.0 G245 G2.0 ppm

Figura 3.41 espansione della zona dei carboni del glicerolo.

4 - Regione dei carboni allilici, bis-allilici, ménici e metilici (35- 10 ppm).

In questa regione sono presenti tutti i carbonanenti della frazione organica (figura 3.42). I-car
boni metilenici sono risolti a seconda della loasione nella catena e nella struttura base del gl
cerolo e a seconda del tipo di acido grasso apparengono e per questo motivo ci possono essere

piu picchi per lo stesso tipo di carbonio.
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Figura 3.42: espansione zona tra 34 e 14 ppm

Le regioni espanse degli spettri verranno di segaiializzate separatamente. L'assegnazione sara

evidenziata in tabelle relativamente ad ogni figura

T T T T T T T T T T
3L1s 30 30 3400 3385 IS ppm
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T T T T T T T T T T T T T
ZaGS 2960 2955 2950 =l 290 >335 ppm

Figura 3.43: espansioni della zona tra 34 .20 e 29.3 ppm

A (ppm) Assegnazione o (ppm) | Assegnazione
A [34.188 C- saturo . 29.60 G*1,3kn2 O
B [34.072 C-zn2 L+O M| 29.588 | C-11 C12S
C |33.934 C-Zn1,3 S NI 29.572 C-10S
D [33.911 C-zn1,30 Q29.545 | C-9e(C-8S +C-14 O?
E |33.904 C-xnl1,3L P| 29.51 C4anl,3S
F [31.809 C-16n1,3 S Q|29.49 C-7sn2 L
G [31.788 C-16n1,3kn2 O R|29.483 | C-5n1,3S
H [31.40 C-16sn1,3/sn2 L S|2941 C-13-15n1,2,30
I [29.65 C-1x3n1,3kn2 O T]29.364 |C-13sn1,3S

Tabella D: assegnazione della zona tra 34.2 e 29.3 ppm
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Cms mm w5 0 205 200 IS HH ppm
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Figura 3.44espansione della zona tra 29.3 e 24.7 ppm

25.25

pRm

6 (ppm) Assegnazione 6 (ppm) Assegnazione
29.248 C-15 Stearico 1 28.98 C-4sn-1,3L
29.23 C-5 sn-2L 13 27.104 C-441,36n20
29.211 C-5sn-1,3 L+ C-5-snR14 | 27.083| C-14n1,3kn2L

O
29.2 C-5sn-1,30 15 27.075 Gi81,3bn2 L
29.158 C-6S 16 27.056 C-8snl,3/sn2
29.08 C-6sn-1,30+C-6&n-17| 2551 C-1Bn1,3bkn2
L L+Ln
29.067 C-6sn-1,3L 18 2477 GB2 0
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8 29.017 C-4S 19 24.758 CsB2 L
9 29 C-4sn-2 L 20 24.749 C-3S
10 28.975 C-4sn-20 21  24.725 G#1,30
11 28.965 C-4sn-1,30 22 24.717 Gi31,3 L
23 25.45 saturo
Tabella E : assegnazione della zona tra 29.3 a 24.7 ppm
A D
C E
B
hag s mmn s =5 1a.0 1.0 ppm
Figura 3.45: espansione della zona tra 22.6 e 13.9 ppm
3 (ppm) Assegnazione d (ppm) | Assegnazione
22.57 C-17 C-15n1,3S 14 C-18 S
B | 22.566 C-16n1,36n2 O E 13.99 C-18 0O
22.457 C-16n1,3bn2 L 13.952 C-18 L

Tabella F : assegnazione della zona tra 22.6 e 14 ppm
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3.3.2. Analisi degli spettri della fase acquosa.

3.3.2.1 Scelta del solvente.

La scelta del solvente da utilizzare nella procadiirestrazione della fase acquosa si € basato con-
frontando i profili degli spettri monodimensiondgllo stesso campione ottenuti con quattro diffe-

renti solventi (come spiegato nel capitolo 3):

D,0 neutra (verde)

D,0 acida (nero); pH 0.8 circa

D,0 neutra + CBOH (rosso)

D,0 acida + CROH (blu); pH 0.8 circa

P w0 N PR

In figura 3.46 e rappresentata la sovrapposizimyi spettri calibrati sul segnale a 9 ppm della

trigonellina

|
La uuu |J.if.mﬂm I _,Lu_;_*

1 PRm

Figura 3.46. spettri sovrapposti delle quattro estrazioni asgu

E stata quindi valutata la capacita estraenteagiotin solvente in termini di intensita del segnale,

la risoluzione spettrale delle soluzioni cosi wtte. Come si pud vedere dalla figura 3.46 e
dall’espansione riportata in figura 3.47, la catiaeistraente della soluzione acquosa neutra e alta
per le sostanze zuccherine ma non ottimale pdtreesostanze. Risultati analoghi sono stati ottenu

ti con la soluzione di BD neutra + CROH. La capacita estraente & notevolmente miglicaatdi-
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ficando fortemente il solvente (figura 3.47). Lduzione di DO acida in particolare dava risultati

modestamente migliori ma e stata scelta come stveer motivi di semplicita.

E) ppm

Figura 3.47: espansione dello spettro tra 2.40 e 2.75 ppm

3.3.2.2 Riproducibilita dell’'estrazione.

Per una verifica degli errori commessi (casuatremsentali) € stata necessaria un’analisi delle-rip
tibilitd degli esperimenti effettuati. Sono stageguite tre prove di estrazione sullo steso latto d
caffé considerando lo spettro protonico dell’estratcquoso. L’integrazione é stata eseguita su al-
cuni segnali dello spettro ponendo la somma datggrali pari a mille. L’errore relativo massimo
ottenuto é del 10.9%.
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Segnale integrale DEV.ST |MEDIA |DEV.ST/

(ppm) prova 1prova 2prova 3 MEDIA*100
[1.42 .. 1.44] 5.64E-01| 4.97E-01| 5.17E-01| 0.034437| 4.03E-01 8.54
[2.76 .. 2.90] 6.97E+00| 6.58E+00| 6.80E+00| 0.194957| 5.14E+00 3.79
[3.13 .. 3.15] 1.40E+00| 1.17E+00| 1.28E+00| 0.114512| 9.88E-01 11.58
[3.33 .. 3.36] 5.81E+00| 5.46E+00| 5.52E+00| 0.186693| 4.25E+00 4.39
[3.37 .. 3.44] 9.81E+00| 9.28E+00| 9.54E+00| 0.262268| 7.22E+00 3.63
[3.48 .. 3.52] 1.05E+01| 1.01E+01| 1.02E+01| 0.206756| 7.74E+00 2.67
[3.61 .. 3.64] 1.77E+01| 1.72E+01| 1.72E+01| 0.27184| 1.31E+01 2.07
[3.97 .. 4.02] 9.26E+00| 9.70E+00| 9.38E+00| 0.224335| 7.14E+00 3.14
[4.09 .. 4.12] 1.22E+00| 1.34E+00| 1.26E+00| 0.061391| 9.68E-01 6.34
[4.14 .. 4.18] 7.60E+00| 7.80E+00| 7.62E+00| 0.11175| 5.78E+00 1.93
[4.35 .. 4.41] 5.36E+00| 5.81E+00| 5.64E+00| 0.228189| 4.26E+00 5.35
[5.22 .. 5.29] 2.14E+00| 2.29E+00| 2.29E+00| 0.085888| 1.70E+00 5.04
[5.33 .. 5.38] 8.02E+00| 8.11E+00| 8.04E+00| 0.047442| 6.05E+00 0.78
[6.17 .. 6.32] 1.98E+00| 2.30E+00| 2.31E+00| 0.185291| 1.70E+00 10.92




[6.73 ..
[7.70 ..
[7.98 ..
[8.73 ..
[9.03 ..

6.80]
7.75]
8.04]
8.79]
9.07]

2.57E+00
1.40E+00
1.15E+00
2.76E+00
1.58E+00

2.60E+00
1.43E+00
1.23E+00
2.78E+00
1.60E+00

2.75E+00
1.44E+00
1.20E+00
2.79E+00
1.58E+00

0.098555
0.02036
0.041411
0.01318
0.013713

2.00E+00
1.07E+00

9.05E-01
2.09E+00
1.19E+00

4.91
1.90
4.57
0.63
1.15

3.3.2.3. Assegnazione degli spettri della fase acga.

_J_A___A_LI_M

LM

9.0

3.5

g0

Figura 3.48: spettro monodimensionale protonico dell’estratiguaso

7.5

7.0 G.5

GO 44

a0 45

40 35

3.0

28 20

1.5 1.0ppm

Lo spettro appare molto piu complesso di quellléstratto in cloroformio, in particolare nella zo-

natrai 3.0 e i 4.0 ppm dove si osserva una ntgesavrapposizione di segnali che rende difficile

I'attribuzione. L’assegnazione dei picchi e stabagibile grazie a dati di letteratura (Tavareste, al
2006; Le Galle e altri, 2004; Bosco e altri, 199ejton e altri, 1996) e mediante spettri bidimen-

sionali omocorrelati (TOCSY e NOESY). er poter assgemeglio i picchi lo spettro e stato diviso

in tre zone: tra 9.2 e 6.0 ppm, tra 5.4 a 3.0 pgra 8.0 e 0.5 ppm.
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1. Zonatra9.2 e 6.0 ppm

Isomeri dell'acido clorogenico, parte caffeica

H? trigonellina (A) cdffeina

H*e H° trigonellina

H° trigonellifa

Figura 3.49: espansione dellspettro

——n

In questa regione (figura 3.49 ) si notano dei aégrarticolarmente intensi che possono essere at-

tribuiti alla trigonellina (figura 3.50) e alla d¢afna (figura 3.51).

CHS(B)

(A)
)

SC\N

|
N
|

)

CH,
(D)

Figura 3.50.Trigonellina FiguBa51.Caffeina

L’immagine successiva mostra un ingrandimento dallaa attribuibile ai segnali dei protoni della

parte caffeica dell'acido clorogenico (figura 3.52)
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D
(D) ©

(B)
(A)

isomeri

(€)

isomeri

T T T T T T T T T T T T
7.5 7.4 Eiic) 7.2 T4 T.0 =R=} 5.2 8.7 6.8 5.5 5.4 5.2 5.2 Ppm

Figura 3.52: espansione dellspettro

| segnali intensi corrispondono ai protoni dellatp&affeica dell’acido clorogenico predominante

per concentrazione. | doppietti nella zona intaand5 e 6.3 ppm appartengono sicuramente ad al-

trettanti isomeri dello stesso acido che si distonp per il sostituente e per il grado di sostduei

Figura 3.53: Acido clorogenico Figura 3.54: Acido chinico libero
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2. Zonatra5.40 e 3 ppm

Nella figura 3.55 e riportata un’espansione detlazcompresatrai 5.4 ei 3.0 ppm.

T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 2.5

Figura 3.55: espansione dello spettro.

In questa zona cadono i segnali relativi alla pani@ica dell’ acido clorogenico insieme ai segnali
dell'acido chinico libero, e ai segnali metilicilizetrigonellina. | segnali molto intensi sonoratt

buibili al saccarosio, dimero di glucosio e fruttos

Gli altri segnali, meno intensi, appartengono aniso dell’acido clorogenico, e a zuccheri presenti

in piccole concentrazioni.
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L’'assegnazione di questa zona e pertanto moltgboata. La correlazione tra i picchi minoritari
attraverso un esperimento TOCSY ha portato alltifieazione dei seguenti sistemi di spin :

composto ppm

B glucosio 4.60 3.36 3.20

a glucosio 5.17 3.34 3.5 3.37 3.84
Acido ferulico 3.64 3.67 3.93

A 5.10 3.78 3.65 3.51 3.35
B 2.2 2.57 2.36

C 4.05 3.76 3.60

D 5.20 4.18 3.82

E 4.85 4.29 4.26

Tabella G: correlazioni evidenziate dal TOCSY

| sistemi non identificati appartengono probabilteea isomeri dell’acido clorogenico o a zuccheri

minoritari.
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Figura 3.56 : TOCSY

L’ingrandimento della zona tra 5.5 e 3.90 ppm neotrrisonanze dei protoni degli zuccheri mino-
ritari. 1 segnali della parte chinica dell'acidorbdgenico e dell’acido chinico non esterificato mo-

strano frequenze differenti.
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H° acido

cloroge-
nico H® acido
\[ chinico
libero
H* alido clo- L5 acido
\ /
rogefico o\ / chinico
’ H anomencoN / .
H anomerico libero
a glucosio [t glucesiaero

a1 an ppm

Figura 3.57:espansione dello spettro

caffeina
rogenico H* acido chinico libero /

H* acido clo- h

285 280 275 270 2ES5 ZE0 0 255 L0 245 2400 2356 2200 2250 2200 215 ppm

Figura 3.58: espansione dello spettro tra 3.90 e 3.10 ppm
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3. zonatra3e 0.5 ppm

H® e H? acido

cIvoqenico

H? e H* aci-
do citrico / Zona amminoacidi
H°eH? acido chinico

H® acido D,L

Acido lattico

ibero

malico

25 20 15 10 ppm

Figura 3.59: espansione dello spettro

In questa zona, oltre alle risonanze tipiche deilfa chinico libero, acido clorogenico e isomeri,
sono presenti altri picchi attribuibili ai protoni posizione 2 e 4 dell’acido citrico (figura 3.689xi

protoni in posizione 3 dell’acido malico (figure6l).

Figura 3.60.Acido citrico Figura 3.61.Acido malico
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Tabella riassuntiva delle risonanze dell’estratquaso:

Composto Protone "H ppm molteplicita | Composto Protone "H ppm molteplicita
2 9.05 s 5.35 d
4 8.77 d 4.16 d
Trigonellina 5 8 t 4 t
6 8.76 d 3.83 m
8 4.37 S 3.78 m
A 7.73 S 3.70 dd
caffeina CH, 3.80 s saccarosio 3.623 s
CHs 3.36 s 3.51 dd
CH; 3.2 S 3.41 dd
A 7.46 d 3 5.26 m
B 6.96 S 5 4.20 m
Acido clorogenico C 6.92 dd Acido clorogenico 4 3.83 dd
(parte caffeica) D 6.78 d (parte chinica) 6 2.16 dd
E 6.22 d 2 2.0 dd
3 4.10 dd 2.94 d
5 3.96 ddd Acido citrico 2.81 d
Acido chinico libero ¢ 348 ad . . 29
6 2.10 ddd Acido malico 2.77
2 1.95 ddedd 5-(idrossimetil)-2- 7.5
6 1.85 dd furaldeide 6.7
Isomeri a 5.17 Isomeri acido cloro- 5.10
glucosio B 4.60 genico 365
3.51
3.84 3.78
3.50 4.04
3.37 3.76
3.34 3.60

Tabella H: composti identificati nell’ estratto acquoso
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3.3.2.4 Confronto tra gli spettri dell’'estratto acquoso

Dalla sovrapposizione degli spettri protonici dampioni analizzati si evincono subito delle diffe-
renze di chemical shift relative ai segnali delddfeina. Nella figura seguente (4.38) vengono mo-

strati i segnali di due gruppi metilici della modda.

-CH3 -CH3

Figura 3.62.:espansione dello spettro tra 3.52 e 3.13 ppm

In particolare i campioni che presentano dellesdéhze significative nei valori di questo sposta-

mento sono quelli di caffe Africano e del Brasitare mostrato nell'ingrandimento (figura 3.63).

3.\[5 ! 3:30 ! 3;"5 ! 3:‘!3 ! -3.II5
Figura 3.63 ingrandimento della zona relativa a due meslialcaffeina di un campione brasiliano (in neralj en

campione africano (in verde).

Dopo aver verificato che lo shift non dipende ddlqell’estratto si & cercato di interpretare queste
differenze. Lo spostamento potrebbe dipendere s slifattori come la diversa concentrazione
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della molecola o dal fatto che essa possa forn@rglessi con altre sostanze. In letteratura infatti
e riportato che la caffeina possa formare compkstsd forma di sali potassici con I'acido cloroge-
nico. Partendo quindi da tale considerazione, ® si®eguito uno spettro NOESY sia in un campio-
ne proveniente dal Brasile (figura 3.64) che so proveniente dall’Africa, quelli cioe che presen-

tavano le maggiori differenze di risonanze dei pictella caffeina.

Prima di fare cio abbiamo determinato 'andamergtordpporto tra I'area dell'integrale di un se-
gnale dell’acido clorogenico e un segnale metitletla caffeina. Il valore medio ottenuto é risudtat
circa uno per i campioni del Brasile e circa il gapper i campioni africani che presentavano co-

mungue il valore in assoluto piu alto fra tutteingpioni esaminati.

L’integrazione dei picchi dello spettro consent@icisare che questo diverso rapporto dipende
dalla maggiore concentrazione di caffeina nel chfésiliano rispetto a quello africano e dalla mi-
nore concentrazione di acido clorogenico (isomeealpminante con doppietto a 7.44) nel caffé

brasiliano rispetto a quello africano.

Nello spettro NOESY non sono stati evidenziati srpchi di interazione dipolare tra i protoni
della caffeina con aclun protone dell’acido clonoige risultato che non avvalora l'ipotesi di

un’interazione tra i due composti.

Figura 3.64: porzioni dello spettro noesy dell’estratto acqudscampione del Brasile.
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L’interazione dipolare tra i protoni dell'acido ctmenico da origine a cross picchi positivi, indas
con la diagonale (evidenziato con una rappresastaziossa del picco). Dalla teoria su cui si basa
un esperimento di questo tipo e considerando tpu&leza dello spettrometro utilizzato in questo
studio sappiamo che cross picchi positivi in saazacquose sono originati da molecole di grande
peso molecolare, maggiore di 1000 Da. La presenaasis picchi positivi pertanto € di difficile
interpretazione; I'unica spiegazione possibile éliguche I'acido clorogenico si presenti in forma
aggregata. Al contrario, la regione relativa agtt@heri mostra cross picchi di segno negativo in

accordo con il coefficiente di diffusione e dimemwsiche li caratterizzano.

Lo spettro NOESY eseguito su un campione di negifricana presenta risultati molto simili.

Per confermare l'ipotesi della possibile presenzagdregati di acidi clorogenici sono stati condott
esperimenti DOSY che danno informazione sul coeffite di diffusione delle molecole in soluzio-
ne. Nelle seguenti figure sono riportate due zapaese di esperimenti DOSY condotti su un cam-
pione proveniente dal Brasile (fig. 3.65) e daffiéa (fig.3.66).

_,rh A NS R ¢ U S |

logD

201 (m?/s)

TTT[TTTT
J

nog fREt) .o LEREN) B

Figura 3.65. spettro DOSY di un campione brasilano
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Figura 3. 66: spettro DOSY di un campione africano

logD
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Nella tabella | vengono riportati i valori dei c@iefenti di diffusione determinati da questi esperi

menti:

Coefficienti di diffusione (10°m?/s)

ppm Brasile Etiopia
Trigonellina 9.03 6.64 6.53
Caffeina 7.72 4.26 4.00

7.68 3.09
Acido  cloro-|7.48 3.12 3.14
genico
Saccarosio 5.35 3.86 3.84
Acqua 4.7 17.8 17.8

Tabella I: coefficienti di diffusione di alcune molecole neiedcampioni

133



In entrambi i campioni, I'acido clorogenico € lalewola in soluzione che mostra il coefficiente di
diffusione piu basso. Le molecole di trigonelliaaqua e saccarosio mostrano coefficienti di diffu-
sione identici nelle due soluzioni. Una differemzi@zressante invece si osserva in corrispondenza
del picco a circa 7.70 della caffeina. Nel campidel Brasile, la caffeina presenta un unico ceeffi
ciente di diffusione tipico di una molecola libeénasoluzione, mentre nel campione dell’Africa e
presente anche un picco della caffeina con coefftei di diffusione simile a quello dell’acido clo-
rogenico. Questi dati fanno supporre che nel cangdi caffé africano parte della caffeina sia
complessata con I'acido clorogenico mentre nel égangBrasiliano la stessa sia presente solo in

forma libera.

3.3.3. Analisi statistica

Lo scopo di questo lavoro € quello di determinareia possibile discriminare I'origine geografica
del caffé verde mediante NMR e analisi statistiadtivariata, PCA e PLS-DA. A tale scopo sono
state valutate distintamente le tre matrici di datstituite dai profili degli spettri NMR ottenuti

dall'estratto organico e acquoso dei 48 campiowiadfie a disposizione.

3.3.3.1. Analisi statistica degli spettri protonicin cloroformio.

| primi risultati ottenuti dall’analisi delle compenti principali, condotta considerando le risoreanz
dei composti non attribuibili agli acidi grassi,mbanno portato alla differenziazione tra i campion
con diversa provenienza geografiszdqre plotnon mostrato). Il modello statistico creato tuidav
racchiude il 50% della varianza totale. Per incnetae il valore della varianza spiegata dal model-
lo statistico, (R2X), si e proceduto selezionanelagisonanze che contribuiscono maggiormente a
tale analisi, escludendo quelle con un coefficigmeslittivo & nullo o negativo, e successivamente
valutando un eventuale trend di tali variabili digente dall’origine geografica dei campioni.
Considerando quindi un set di 12 risonanze si tefhetin’analisi PLS-DA. Tramite questo tipo di
analisi il software crea dellariabili responsadentificative ogni classe, e ne rende massintifia
ferenziazione.

In questa analisi sono stati esclusi i campioniagigmenti all’Asia e all’Africa dei quali non siae

in possesso di un numero di campioni statisticamsignificativo. Loscore plotmostrato in figura

3.66 tiene conto di quattro classi rappresentaticdenpioni di caffé provenienti dall’America e
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spiega il 70% della varianza totale.

sspoadesiison 1 AEIeETAEIO)
risonanze selezionate BRASILE
* SUD AMERICA
4
3
2
1
0
-1
-2
-3
-4
6 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6
R2X[1] = 0.484765 R2X[2] = 0.220723

Ellipse: Hotelling T2 (0.95)

Loading plot risonanze selezionate 4 X

o3 iedfieind
|  Acalieddfeina

0.27

0.17
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-0.3 -
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Figura3.67: score plot e loading plot 4 classi, risonanzezehate.

Considerando la proiezione delle variabili su uettar passante per il centro degli assi si valuta
importanza di ogni variabile per la definizioneayjni variabile responso identificativa delle das
considerate, mentre & possibile determinare I'ingyaa assoluta di ogni variabile nella differen-

ziazione tra le classi considerate nell’analisafigo VIP), non mostrato.
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La prima componente principale del modello PLS-DAato permette di differenziare i campioni
del Brasile da quelli appartenenti alle altre fessi consideratdall’'interpretazione detoefficient
plot mostrati in figura 3.67si evince che la classe Brasile correla positivamente la variabile

kahweolo e negativamente con le altre variabilp@palmente caffeina.
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Figura 3.68: grafico dei coefficient plot 4 classi

Allo stesso modo le classi Sud America e Amerigatrede zona 2 correlano positivamente con la

variabile caffeina e negativamente con le altréaldli ma appaiono molto simili tra di loro. La

classe America centrale zona 1 é caratterizzatandgevato contenuto delle variabili non identifi-

cate (minoritari) con risonanze (2.34-2.39 ppni2.27-2.29 ppm), da un contenuto di caffeina mi-
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nore rispetto alle classi sud America e Americared®m zona 2; infine correla negativamente con la
variabile kawheolo.
Dalla classification list tuttavia i risultati somgeguenti:

classe numero campioni | correttamente classe assegnata
considerati classificati

Brasile 29 29

Sud America 4 4

Am. centrale zonal |4 3 1, Brasile

Am. centrale zona 2 |3 1 1, Brasile;1, Am.zonal

Escludendo la classe America centrale zona 2 &sifieazione viene fatta in maniera corretta (dati
non mostrati).

Affinché I'analisi PLS-DA abbia maggiore rilevangtatistica si considera un ulteriore modello che
tiene in considerazione le tre classi costituitaidaaumero di campioni confrontabile escludendo la

classe piu numerosa, quella che comprende i caingébiBrasile.

Scoreplolaciass LoD T AMERG VT RS
risonanze selezionate .

SUD AMERICA

-0 9 8 -7+ 6 5 4 -3 -2 -1 O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

R2X[ 1] = 0.559653 R2X[ 2] = 0.299416
Ellipse: Hotelling T2 (0.95)
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Loading plot 3 classi, (PLS-DA) . X
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Figura 3.69: score plot e loading plot classi America centraleazl, 2 e del sud

Il modello di analisi creato spiega circa I'80%ldelarianza totale mostrando un’elevata accuratez-
za statistica. Le variabili direttamente resporisatglla differenziazione dei campioni del centro
America (zona 1 e 2) da quelli del sud America @iszate interpretando doefficient plot(non
mostrato) e iloading plot sono la caffeina e un segnale riconducibile adamposto non identifi-
cato.a 1.66-1.70 ppm. Tale composto in particotargribuisce in maniera significativa nella defi-
nizione della PC2, caratterizzando i campioni a@eatmericani; la caffeina invece caratterizza quelli
del sud America. La prima componente principaleagvdifferenzia i campioni appartenenti al cen-
tro America delle zone 1 e 2; in particolare i canpdella zona 2 sono caratterizzati da un conte-
nuto di kawheolo e del composto [1.70-1.76 ppm] giag rispetto a quelli della zona 2, i quali in-
vece presentano concentrazione maggiore dei compusbritari corrispondenti alle risonanze
[1.10-1.13 e 1.17-1.22 ppm] e [2.25-2.27, 2.27-2629.34-2.39 ppm].

Con questo modello statistico i campioni del cedtneerica zona 1 vengono correttamente classifi-
cati come appartenenti a questa classe, per iAsuerica 3 campioni su 4 vengono correttamente
classificati, mentre per il centro America zonasl campione su tre viene correttamente classifi-
cato. Estendendo I'analisi PLS-DA anche ai campappartenenti all’Africa e all’Asia si sono co-
struiti diversi modelli di analisi statistica.

Per quanto riguarda la discriminazione tra i campédricani e asiatici rispetto a quelli del Brasd
stato considerato un modello di PLS-DA rappredentallo score plot in figur&.70. Il numero di
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campioni che costituisce la classe Brasile &€ statotamente ridotto, per ridurre la differenza di
numerosita tra le classi considerate. Il modelédistico costruito tenendo conto di tutti i campion
della classe Brasile, non fittava bene i dati.

Score plot 3 classi, (PLS-DA) ﬁg;'CA
risonanze selezionate *> BRASILE
6l
at
*
2 *
 d
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* .
2
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.14 -12  -10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14
R2X[ 1] = 0.578444 R2X[2] = 0.162336

Elli pse: Hotelling T2 (0.95)
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Figura 3.70: score plot e loading plot classi Asia, Africa e 8@ (10 campioni))

Le due componenti principali racchiudono circa4f4 della varianza, sebbene la PC2 ne abbia solo
il 16%. La differenziazione tra la classe Brasigpetto alle altre due appare evidente; tale classe
correla positivamente con la variabile (1.66-1.364-3.58; 1.17-1.22) e negativamente con tutte le
altre. La differenziazione tra la classe Asia eddsf é valutata dal valore della PC2. La classé Afr
ca in particolare correla positivamente con laeia#l e col composto a 2.34-2.39 ppm, negativa-
mente con tutti gli altri; la classe Asia corretzsgtivamente con i composti che risuonano a 2.27-

2.29 e 1.43-1.44 ppm. Dalla classification lisaimgpioni vengono correttamente classificati.
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3.3.3.2. Analisi degli spettri al°C dell’estratto in cloroformio

La correlazione tra il contenuto di acidi grasbbegine geografica e stata gia valutata in matric
vegetali come l'olio d'oliva e la soia. In quesawvbro si & cercato di valutare tale relazione per i

caffe verde.

Dall'integrazione manuale degli spettri dei 48 c@npsi & costruita una matrice di dati contenente
65 variabili, associate ad altrettanti segnalitatibili ai trigliceridi presenti nell’estratto oggico. |
dati cosi ottenuti sono stati valutati attraverstanalisi statistica PCA preliminare, al fine dlese

zionare solo le risonanze piu informative.

Con un data set di 29 risonanze l'analisi di PLS-@#enuta determina un modello statistico che
spiega il 35% della varianza totale, poco signtiica ma che permette di evidenziare il trend gene-

rale che caratterizza i campioni. (Dati non mogtrat

In particolare la classe Brasile correla positivataecon le variabili attribuibili all'acido oleicde

classi restanti sono caratterizzate da un contegitdoidi polinsaturi e saturi molto maggiore.

Per migliorare il modello statistico si procedeeg@nando solo 4 classi, escludendo quindi quelle
contraddistinte da soli due campioni ognuna, ezgai@ando le risonanze importanti per la proiezio-

ne del nuovo modello di PLS-DA.
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Figura 3.71: score plot e loading plot 4 classi

Lo score plotottenuto tiene in considerazione le 4 classi digiani del continente americano, e un

set di 29 variabili.
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Il modello ottenuto spiega circa il 30% della vada totale, e la sua rilevanza statistica non e at
tendibile poiché 'omogeneita in numerosita delkssi non € confrontabile campioni brasiliani si
dispongono secondo la PC1 in maniera nettamensgaeyrispetto a quelli del centro America e
sud America. La classe Brasile infatti correla peamente con i segnali riconducibili all'acido
oleico, senza distinzione nella posizione di egteazione sul glicerolo, e con dei segnali ricondu
cibili ad acidi grassi saturi. A caratterizzarengioni appartenenti alle classi sud America, centr

America zona 1 e 2, in questo modello statistiaan@& maggiore concentrazione di acido linoleico.

Escludendo la classe Brasile, e considerando $sestésonanze e stato ottenuto un modello di ana-
lisi statistica PLS-DA al fine di valutare le difenze tra i profili degli acidi grassi tra i campialel
sud America e del centro America. koore plote il corrispettivoloading plotottenuti sono mo-

strati in figura 3.72.
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Figura 3.72: score plot e loading plot America centrale zonaeldel sud.

Le tre classi considerate vengono nettamente sepdprima componente principale separa la
classe America centrale zona 1 dalle altre, talesd correla positivamente con le risonanze attri-
buibili all’acido oleico e linoleico e con dellesananze (C-5, C-4, C-16) attribuite ad acidi saturi
La PC2 contribuisce nella differenziazione trallesse America centrale zona 2 e sud America
spiegando un 17% della varianza totale del modsttistico. Tale differenziazione € attribuita pro-
babilmente ad una diversa composizione di acidigirsaturi. | campioni dell’America centrale zo-
na 2 presentano una maggior concentrazione di g@adsi insaturi e polinsaturi e di un tipo di aci-
do saturo; la classe sud Amarica € invece carat@a da una maggior concentrazione di un secon-
do acido grasso saturo e da una bassa quantitéddiresaturi. Tale differenza potrebbe dipendere
da diverse condizioni climatiche associate a @tiezgeografiche come la maggiore altitudine di al-
cune coltivazioni a cui & associato un incremeeiacconcentrazione di acidi polinsaturi. Tale os-
servazione é confermata dal confronto direttodraldssi centro americane. Nonostante il modello
creato contenga solo il 27% della varianza totdddla classification list i campioni di ogni classe

vengono classificati in maniera corretta.
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Per estendere il confronto ai campioni non apparteral continente americano, consideriamo il

modello che tiene conto delle classi Asia, Afriéanerica centrale zona 2 e sud America (figura

3.73).
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Figura 3.73:score plot e loading plot Asia, Africa, Am.centratea 1 e del sud.

Questo modello che spiega il 50 % della variantadpé notevolmente migliore di quelli creati

precedentemente. La PC1 separa chiaramente |l& d&ssa e Asia da quelle sud America e Ame-
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rica centrale zona 2. A tale separazione contrdeuilscontenuto di acidyrassi saturi che correla
positivamente con le classi non americane mengrgdente il contributo dei grassi polinsaturi nel
caratterizzare i caffé centro e sud Americani tigpalle altre due classi. A differenziare tra léego
classi Asia e Africa, contribuiscono il contenui@dido oleico, maggiore nei caffé africani, e il
contenuto di acidi grassi saturi C-2, C-7, C-16.93333.95, 29.50-29.52, 31.81-31.82 ppm) che
correla positivamente con la classe Asia. | moddditistici costruiti permettono di distinguere in
maniera piuttosto attendibile dei campioni di cgffévenienti da zone geografiche diverse tra di
loro. A tale differenziazione contribuiscono fattambientali, fattori genetici direttamente influen
zanti la biosintesi degli acidi grassi, e naturaiteda loro interazione. Dal confronto tra la ciass
Brasile Asia ed Africa si & definito un ulterioreodello statistico (dati non mostrati). La differen-
ziazione tra le classi appare anche considerandisdaepanza tra la numerosita della classi in que-
stione. In particolare i campioni brasilani si dinziano rispetto a quelli asiatici e africani per
maggior contenuto di acido oleico. La classe Asiaigta positivamente con I'acido linoleico in
particolare con le risonanze attribuibili alla ppsnesn2 del glicerolo; i campioni africani invece
correlano positivamente con gli acidi saturi in neam maggiore, e con le risonanze dell’acidi lino-
leico relative alla posiziongn1,3 del glicerolo. La classificazione dei campigi@ne fatta in ma-
niera corretta. A tale proposito la suddivisionaiae microclimatiche dellimmensa area del Brasi-
le € un obbiettivo piu che ragionevole. Un’anatisquesto genere richiederebbe informazioni pre-

liminari su cui fare opportune considerazioni.

3.3.3.3. Analisi statistica degli spettri dell’esatto acquoso

L’'analisi preliminare di PCA (non mostrata) tienento di un set di 48 campioni e 97 variabili. Il
modello statistico di rappresentazione dei dath nstrato graficamente € mostrato graficamente
spiega il 68% della varianza totale.

| campioni appartenenti al Brasile si separano amiera evidente dagli altri. A determinare tale di-
stinzione sono una serie di risonanze attribuéislucosio, probabilmente a zuccheri minoritaa e
particolari isomeri degli acidi clorogenici evidealzili nella sovrapposizione degli spettri in figur

4 48:
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Figura 3.74: espansione dello spettro, con evidenziati alcughaé caratteristici del Brasile

Escludendo i campioni appartenenti alle classiiwot da soli due componenti, Asia e Africa, il
modello statistico, ottenuto mediante analisi PLS-[2 rappresentatoello score poleloading
plot seguente (figura 3.75).
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Figura 3.75: score plot e loading plot 4 classi americane

Il modello spiega circa il 75% della varianza tetalstato ottenuto utilizzando solamente le riso-
nanze piu significate per I'analisi e escludendiocdenpioni che uscivano dal limite di confidenza
fissato dal DmodX (outliers). La PC1 separa i campdella classe Brasile dalle restanti tre classi
secondo le risonanze che caratterizzano tale clasampioni non brasiliani infatti correlano nega-
tivamente con tali variabili e positivamente comig®nanze dell’acido clorogenico mostrando

quindi un contenuto maggiore di tale variabile. R@2definisce una separazione abbastanza netta
tra la classe sud America da quella America cemtzaha 1, mentre la classe restante sembra avere
delle caratteristiche intermedie. A definire tadparazione sono le risonanze del glucosio,

dell’acido citrico e malico.

Dalla classification listi campioni appartenenti alla classe Brasile, quid#l sud America e

dellAmerica vengono correttamente riconosciuti,ntne quelli dell’America centrale zona 1 non
vengono riconosciuti come appartenenti alla claggmita. Dal confronto diretto fra due classi alla
volta delle quattro prese appena in considerazsodefiniscono modelli di clusterizzazione con un

livello di attendibilita statistica molto elevato.

Escludendo la classe Brasile dall’analisi si castlil modello di PLS-DA mostrato in figuBa76:
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Figura 3.76core plot e loading plot America centrale zorfaeldel sud

Dalla classification listi campioni vengono correttamente classificati cappartenenti alla classi

corrispondenti.
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Dall'interpretazione detoefficient plotsi evince che la classe Sud America si differepeiail con-
tenuto di acidi clorogenici maggiore rispetto allee classi, da un contenuto di acido citrico e mali
co molto piu basso rispetto alle stesse classi @ndcontenuto di glucosio intermedio. La clusteriz
zazione dei campioni delle classi centro americaoe € molto evidente per la presenza dei due
campioni che mostrano delle caratteristiche dilgint& con le altre due classi. Cio potrebbe dipen-
dere da errori nella procedura d’estrazione o aedllisi NMR, o da caratteristiche particolari dei
due campioni.

Il confronto della classe Brasile con I'Africa edidA (figura 3.77) é stato condotto considerando tut
ti i campioni a disposizione e un set di 14 risa@rNonostante la disomogeneita della numerosita
delle tre classi considerate, datlassification list campioni vengono correttamente classificati.

Il modello creato racchiude nelle prime due compdingrincipali il 72% della varianza totale, e
permette differenziare secondo la PC1 i campioprdvenienza Brasile dai restanti. Tale classe in-
fatti correla positivamente con le risonanze idesgtive dei campioni brasiliani, quali glucosio,
acido malico, chinico libero e composti evidenzan la nomenclatura (isomeri), appartenenti alla
classe degli zuccheri o dei clorogenici. La clasbe&a correla positivamente con le risonanze re-
lative all’acido clorogenico, (isomero predomingreesendo caratterizzata da un elevato contenuto
del composto, e con la variabile saccarosio. Laesgdndia infine é caratterizzata da un elevate con
tenuto di trigonellina e del composto identifica@lla risonanza (isomero D), e da un basso conte-

nuto di acidi clorogenici e zuccheri.

score plot 3 classi ﬁEFA'CA
(PLS-DA) ¢ BRASILE

-2 .11 -10 9 8 7 6 5 4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
R2X[ 1] = 0.570045 R2X[2] = 0.175206
Ellipse: Hotelling T2 (0.95)
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loading plot (PLS-DA)

w*c[Comp. 1]/w*c[Comp.

2]

0.3
0.21

0.1

0.61
0.51

0.41

strigonelli

sisomero D

Lac.

Lac.c

nalico

hinico

-0.0
-0.17

-0.21

ssaccarosio
sac.cloroge
a

. .
a sisomero C
A

Aiso?r‘]g%cﬁsw

A
sisohero C

aac.chi

ico

-0.3 -0.2 -0.1 -0.0

0.1 0.2

R2X[1] = 0.570045 R2X[2] = 0.175206

Figura 3.77:score plot e loading plot campioni del Brasile,aAsd Africa

3.3.3.4. Creazione di un modello finale

Dall’analisi statistica condotta sui componentnoritari, sull’estratto acquoso e sui segnali degli
acidi grassi sono state selezionate le risonarnzecede alla differenziazione delle 6 classi geogra
fiche considerate. Cid ha permesso la costruzione dlteriore e ultimo modello di analisi statisti
ca basato su un metodo di analisi gerarchica. vetem tale metodo le variabili che costituiscono il
training set vengono divise in blocchi e su oguickob vengono costruiti dei modelli di analisi PLS-
DA. Fittando i dati cosi ottenuti si ottengono detupervariabili”, considerate combinazione linea-
re delle variabili costruite su ogni singolo bloct&el nostro caso i blocchi erano costituiti dalle

sonanze dei composti minoritari, degli acidi grassiel profilo acquoso. Ibading plotmostra la

rappresentazione degli scores, su quattro cldggird 3.78).
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1 Brasile
° America centrale zona 1
America centrale zona 2

PLS-DA ( analisi gerarchica) 4 classi )
Sud America

12]
o

1

R2X[1] = 0.178946 R2X[2] = 0.101992  Ellipse: Hotelling T2 (0.95)

Figura 3.78 Rappresentazione degli scores su 4 classi.

La differenziazione tra la classi e evidente, msorio treoutlierse la varianza spiegata € molto po-
ca. Dallaclassification listtutti i campioni vengono classificati in maniemrmetta.ll grafico delle
variabili importanti nella proiezione per I'analigerarchica, che tiene conto delle super variabili
create dal sistema, mostra che I'estratto acqeossegnali degli acidi grassi contribuiscono alla
stesso modo nel discriminare le quattro classi.

La validazione del modello statistico ottenuto geawta attraverso un test di validazione interno al
sistema. Un possibile approccio per testarlo wterente sarebbe procedere attraverso un test di

validazione esterna.
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Cap. 4. Conclusioni

Il lavoro di ricerca presentato in questa tesiattarato riguarda la ricerca e lo studio di alcpat
rametri indicatori di qualita nel caffe verde.

La qualita del caffe verde rappresenta il primaursitp per la produzione di un espresso ad alto va
lore commerciale. Attualmente i principali ambiggli studi scientifici applicati a questa matrice
sono molteplici, i principali dei quali riguardateoricerca di markers di qualita organoletticagéa
terminazione del contenuto di umidita, ai qualesaggiunto negli ultimi tempi, data la crescente
pratica dell’adulterazione, lo studio per la mesgainto di metodologie per I'autenticita.

Una parte consistente del lavoro di ricerca pregenh questa tesi di dottorato riguarda in partico
lare l'individuazione di markers adatti a discriria il caffé verde su base geografica.

Tramite I'utilizzo della tecnica NMR nel dominio idiempi in questo lavoro é stato realizzato un

metodo basato sull’applicazione della sequenzaeghio per la determinazione simultanea del con
tenuto di acqua e olio nei chicchi di caffe verfilgalizzato all’'utilizzazione dei valori di taligra-
metri come possibili markers per la discriminazig@egrafica su un campione di lotti provenienti
da varie aree geografiche.
L’applicazione del metodo su un campione di cingmée lotti di caffé verde ha portato alla con-
clusione che la percentuale di lipidi presenteaimétco € dipendente dalla particolare origine geo-
grafica del campione di caffé verde analizzato.eTdipendenza ha permesso mediante analisi
ANOVA una distinta clusterizzazione dei campionakzzati su base continentale.
Inoltre, il metodo sviluppato ha dato risultatiopessere esteso alla determinazione di acqua e olio
in semi vegetali di interesse commerciale

Un ulteriore importante indagine presentata in tpuésvoro di ricerca e rappresentata dallo
studio della popolazioni di mobilita protoniche ltlelqua e dei lipidi nel caffé verde mediante
NMR nel dominio dei tempi, reso necessario allopscdi confermare preliminarmente la corret-
tezza della scelta del tempo tau usato nella sequspin echo.
Lo studio delle componenti acqua e olio e statodottio analizzando le distribuzioni dei tempi di
rilassamento trasversale dttenute invertendo le curve sperimentali CPM@raite dai campioni
con la trasformata di Laplace.
Nell'ambito di tale l'analisi in particolar modo Istudio della popolazione protonica relativa
all’'acqua e stato inoltre condotto in dettaglidetfiando esperimenti di reidratazione graduale di

chicchi essiccati.
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In breve, le distribuzioni dilottenute da chicchi essiccati e reidratati diretata fino al 35% (su
base secca) sia con® che con RO e, alternativamente, per esposizione in atmosfetanidita
controllata, sono state confrontate con quellehtiahi verdi tal quali. | dati ottenuti indicanbe
fino a0 10% l'acqua presente nel chicco manifesta una liteobidotta, in quanto probabilmente
adsorbita o legata con le pareti cellulari medigranti idrogeno. La reidratazione con acqua deute-
rata ha inoltre posto in evidenza il contributol@scambio protonico al segnale osservato.

Un dato altrettanto interessante ottenuto nel calsoguesto studio € rappresentato inoltre
dall’'osservazione che la forma dei profili di distrzioni ottenuti per I'acqua risulta data dallaneo
voluzione di due popolazioni di mobilita protoniggspettivamente centrate a 0.5 e 1 ms. Sia nel
chicco verde che in quelli reidratati e stato ttovehe a contenuti di acqua fino a 4% e visibile di
gueste due popolazioni solo quella a mobilita iofe;, mentre a percentuali intermedie sono pre-
senti entrambe. L’evidenza di tali bande a divar&an funzione del grado di idratazione del chicco
potrebbe rappresentare una conferma ed e da comsidena possibile i interpretazione in termini
di mobilita protoniche dell’effetto di plasticizzane (associabile alla componente apiu lunghi)

e anti-plasticizzazione (componentegpiu corti) osservati da Pittia e coll.

La conferma della dipendenza del profilo di moilitdal contenuto dellacqua per mezzo
dell'analisi di un numero significativo di campiodii chicchi di caffé verde potrebbe avere un inte-
ressante ricaduta a livello industriale per la deieazione diretta del contenuto d’acqua proprio
tramite 'osservazione del profilo di distribuziodei T,.

Il risultato piu importante ottenuto dello studielld regione di distribuzione assegnata ai lipidi &
invece rappresentato dal profilo multimodale disjudtima, che indica la presenza di diverse mo-
bilita protoniche. Questa osservazione € in lirmaidati di letteratura.

Infine, un modello di analisi statistica multivata & stato infine elaborato mediante I'analisiista
stica multivariata delle risonanze NMR sia degtra$ organici che acquosi di 48 campioni di caf-
fe verde di diversa provenienza geografica. la sscatisponibilita di campioni dall’Africa e
dall’Asia non hanno consentito di approfondire maggente 'analisi statistica. Questo rimane un
obbiettivo da perseguire nel prossimo futuro. Dati daccolti tuttavia € emerso che nell’estratto or
ganico gli acidi grassi sembrano essere efficalcdiseriminare differenziazione i campioni africani
da tutti gli altri, mentre le componenti minorigssono efficaci nella differenziazione tra i canmpio
con diversa provenienza.

kahweolo correla positivamente con i campioniBiglsile, la caffeina e composti minoritari diffe-
renziano i campioni centro americani da quelli slel America, e altri componenti minoritari non

identificati che caratterizzano i campioni africemuelli asiatici.
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La caratterizzazione dell’estratto acquoso mediagéperimenti bidimensionali ha permesso
I'identificazione di sistemi di spin caratteristidegli estratti protonici del campioni di caffe bira
liano, quali zuccheri minoritari e isomeri dell’doi clorogenico.

Esperimenti di diffusione DOSY condotti sull'estmatacquoso dei campioni di origine africana é
stata confermata hanno inoltre avvalorato I'ipothsina possibile interazione caffeina/ acidi ctoro
genici. In particolare i dati ottenuti fanno sopg@ che nell’'estratto acquoso del campione afdcan
analizzato, la caffeina é presente in soluzionénsfarma libera che complessata con I'acido cloro-

genica
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Appendice |

Descrizione del rilassometro Bruker Minispec

L'apparato Bruker Minispetq20

L'apparato di misura &€ complessivamente compostoediinita: unita magnete, unita di controllo

elettronico, unita gradienti.

. Unita magnete (blocco di sinistra in fig.). Contel magnete permanente; fra le espansioni
polari del magnete ¢ collocato la sondeobe.

Sul coperchio é presente il foro per I'introduziated tubo NMR.

La temperatura (costante) nell’'unita magnete €0d?@. Il mantenimento della temperatura ad un
valore costante € necessario in quanto la magaeimze dei materiali dipende dalla temperatura

secondo la legge di Curie:

,,
.
=

B
M=C > con: C=
T

dove:

N € il numero dei momenti magnetici;
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1 € il singolo momento magnetico;

ks € la costante di Boltzmann;

Bo: € il campo magnetico fisso;

T é la temperatura assoluta in K.
Il magnete e in grado di produrre un campo di d.4@orrispondente ad una frequenza di lavoro per
il protone di circa 20 MHz.

Probe (sonda). Costituisce un elemento a se stantétalho del quale viene collocato il tubo di
misura. Contiene la spiradil) che trasmette gli impulsi a radiofrequenza al giame e ne riceve il

segnale. E’ equipaggiato con sensori per il coltrdélla temperatura.

Sarmple
Z % ; N
N
/_/
/ AN
pulsed gracient transmitker. and

ceils veceiver coil

Schema generico di una sonda per il Minispec

| probe in dotazione presso il nostro gruppo d@néa sono di tre tipi:

a) Probe per misure relative per tubi di diametro X0 (@58RV), termostatabile.

b) Probe per misure assolute per tubi di diametro &0 (#20 AVGX) ), termostatabile, equi-
paggiato di spire per la trasmissione degli impalgradiente. E’ quindi necessario nelle mi-
sure di diffusione.

c) Probe per misure assolute per tubi di diametro &8(necuperare il nonm)genon termostata-
bile. Quest’ultimo e dotato di una spira (coil) gaisso e dal diametro maggiore degli altri

due, pertanto, € caratterizzato da un Q factoaftaie, di conseguenza, garantisce una mag-
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giore omogeneita di BE’ consigliabile quindi per misure su quantitacdmpioni maggiori
(fino ad altezze di riempimento 3 cm)

Il probe assoluto presenta una maggior sensitgtitain maggior tempo morto (0.017 ms),
ovvero il tempo necessario per non avere piu aéftetto residuo dell'impulso applicato. Il
probe relativo presenta, invece, un minor tempoton(@.006 ms) ed & quindi adatto per mi-
sure di campioni solidi che hanno tempi di rilaseato molto brevi o per misure in cui &
importante il confronto tra il segnale relativorddssamento del solido e quello relativo al

rilassamento del liquido
» Unita gradienteFGU: Pulse Gradient Unjt

In Figura 2-1, si trova in mezzo tra I'unita magnetl’'unita di controllo elettronico.
E’ I'unita preposta a rendere il campo magneti@diogeneo in maniera controllata per le misure

di coefficienti di diffusione.

 Unita di controllo elettronicoHCU, Electronic Control Uni}
In Figura, & I'ultimo blocco a destra a destrafdmata da varie schede elettroniche che hanno, tra
le funzioni prinicipali, quelle di creare I'impuls®radiofrequenza in accordo con i valori impostati

nell’'interfaccia dall’'utente.

Condizioni ambientali di funzionamento generaldadeiacchina:
v" Range di temperatura ideale 20-25° C
v/ temperatura minima di lavoro: 18° C
v temperatura massima di lavoro: 28° C

v Umidita non condensata: 20-80 %

Il software del Minispec.

Il Software del Minispec e caratterizzato da ur@rfdccia “friendly”, ed & dotato di funzioni stati-

stiche. Il monitoraggio dello strumento avvienenrtit® PC mediante connessione Ethernet.
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Fig. Interfaccia del programma con un’applicazione diuma gia caricata.

Il caricamento dell'applicazione avviene seleziatatiicona della cartella gialla chiamata ‘Mini-
spec Applications’ (Figura), presente nell'inted&cdel programma in Info tool bar contiene le se-

guenze NMR sottoforma di applicazioni.

All'apertura dell'applicazione, vengono visualizgajuattro finestre (Fig.):

* ‘Signal Window’: in questa finestra viene visuakta il segnale NMR. Il grafico puo essere sal-
vato con estensione ‘.sig’, oppure in formato AS$&llezionandocopy as data

* ‘Result Window’: qui vengono riportati i risultaai termine della misura. | dati risultanti in queest
finestra sono salvati con estensione ‘.mdt'.

 ‘Spread Sheet Window’(compare solo se previstdapgilicazione): ha tre funzioni: permette di
inserire i dati di ingresso prima dell’avvio delasura, fornisce una lista dei risultati di mis@ra

consente il salvataggio dei dati in formato EXCEL.
* ‘Program Window’: in questa finestra & contenutprdgramma della particolare sequenza di im-

pulsi (in linguaggio Exspell) dell'applicazione ugrdante il tipo di misura che si vuole eseguire.
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Pannelli di controllo nella schermata principale.

La tipica schermata di controllo durante una migp@rimentale, illustrata sopra, presenta alcunneli in

cui sono raccolte diverse opzidrprincipali sono.

* ‘Result Bar’: fornisce il risultato dell’'ultima misa.

* ‘Info Toolbar’: contiene, in generale, informaziallo stato generale della macchina. In partico-
lare, oltre alla cartella delle sequenze, vi svarbopzione di ‘Daily Check’ (che viene descrifial
avanti).

» ‘Status Bar’: indica lo stato di esecuzione deligura.

Menu bar: contiene alcune opzioni tra le qualinStrument settings”.

L’opzione ‘Daily Check'.

E’ una routine di diagnostica dello stato di fumabta dell’lhardware (es: temperatura, tempo morto
del ricevitore, omogeneita il campo magnetico,agigoli della spira di trasmissione e quella di ri-
cezione, il guadagno del ricevitore, la larghezeglidmpulsi a 90° e 180°, ecc.).

L'operazione di controllo con il ‘Daily Check’ é nsigliato a cadenza giornaliera, allo scopo di ve-
rificare lo stato di taratura dello strumento edrmwuali problemi nell’hardware.

Il ‘Daily Check’ viene eseguito con un campioneudimateriale delle caratteristiche piu simili pos-
sibile a quello da analizzare. Una volta inseritocampione per il ‘Daily Check’ la routine viene
avviata cliccando sull'apposita dicitura. In badle stato di calibrazione della macchina, l'icatia

‘Daily Check’ puo presentarsi in uno dei due modistnati sotto:
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v

Walidated Chi=ck!

L’icona di sinistra indica che lo strumento é tarahentre I'altra avverte che deve essere eseijuito
daily check

L’opzione ‘Update Settings’'.

Per aggiornare i valori di alcuni o tutti i paramatrumentali, € possibile utilizzare 'opzionept
date Settings’ (nel Menu bar, in alto nella finasdr controllo generale).

Anche in questo caso e’ consigliabile che il campiatilizzato in questa ottimizzazione abbia una
composizione il piu possibile simile a quella dempione da misurare.

L*Update Settings’ ottimizza i parametri della &stra ‘Instrument Settings Table’ (nell'Info tool
bar)

Nella tabella “Instrument settings” sono presepine parametri la durata degli impulsi a 90° e a
180°, gli angoli delle spire, il guadagno del ritexe, il tempo tra una scansione e l'altra (RM) ,

campo magnetico e la sua omogeneita, la temperdésiderata, ecc. (figura sotto)

the minispec Instrument Settings I
al ~MND1428- . =
90° Pulze Length [ps i1-8 —i o Advanced... |
i B SFC

1807 Pulse Lenath [us] i3_‘| ‘-:j | ¥ Electroruc Unit Tempsraturs Check
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Pulze &tteruation [dB] !D ﬂ Rec. Dead Time [ms] ;D.EID? ﬂ
Det. Angle (broad] ] ;333 ﬂ Field Homag: Limit [ms] !D.E ﬂ

Det. angle [narow][] 3118 ﬂ Diezired Magnet Temp. [C] iﬁ _.j ,

= |

Giain [dE] 62 | [ HMRFequency ———————— ﬂl
=) 20z £ a2 ;
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Megn. Cycing Steps | = SPE St | Hep |

Figura maschera di controllo dell’ “Instrument sags”
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| parametri di controllo delle misure vengono mamifi nel menu della maschera di ‘Acquisition

Parameter Table’ (Figura).

the minispec - PARAMETER DIALOG I
[OM LIME]

= ff——
Scans |5 j %

Cancel |
FD [} I 1 ﬂ Crefault |
Save I

- Cretection Made:
; b IEB —I
Gain [4B) _"l Imagnitude '-'I Help I

_-I I Offzet Compeanzation
Duramy Shats: |1 | [ Eandwidt:
|7 & Bioad ¢ Manow

|2IJEIEIE| Digital [kHz]

Dietect Flam Sigrnd |

bag Cycl Steps: ID ::II
=)

Static Gradient [7]; |50 =

TurE Sam I

Figura. maschera dei parametri di acquisizione

| principali parametri di acquisizione che figuramella maschera sono:
* Scans (NS): numero di scansioni; puo variare 32000.
* Recycle Delay (RD)
* Receiver Gain (RG): il guadagno del ricevitore @ pasere variato tra 40 e 119 dB.
* Dummy Shots: impulsi o sequenze che possono esHettiate prima della registrazione del se-
gnale. Varia tra 0 e 32000.
» Detection Mode: € la particolare modalita di acuise del segnale, scelta tra quattro possibili
opzioni: ‘Magnitude’, ‘Real’, ‘Imaginary’, ‘Complex
La rappresentazione ‘Magnitude’ fornisce il modd&l segnale e trascura gli effetti di una risonan-
za non perfetta nella visualizzazione del segnedeguendo la radice quadrata della somma dei
guadrati della parte reale e della parte immaganari
La modalita ‘Complex’ visualizza anche la parte ate@ del segnale e attraverso il comando ‘FFT’
del menu ‘Process’ permette di visualizzare lotspetel segnale.
Le modalita ‘Real’ e ‘Imaginary’ permettono rispesimente di visualizzare la parte reale ed
immaginaria del segnale singolarmente.
Queste ultime due modalita sono importanti perarésentono di capire se il campo
magnetico é stato configurato in maniera ottimalguanto, se cio fosse verificato, la parte
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reale darebbe un segnale massimo mentre la partagimaria sarebbe nulla.

* Analog Bandwidth

E’ la banda del ricevitore e puo essere cambiatdBnoad’ (1 MHz) e ‘Narrow’ (300 KHz).

‘Broad’ & consigliata con rilassamenti veloci, rtirerda ‘Narrow’ quando si ha

a che fare con segnali deboli per cui il guadaganeedssere elevato.

L’opzione ‘Narrow’ viene utilizzata con guadagnil deeevitore elevati maggiori o uguali a 100
dB.

* Digital Bandwidth.

E’ un filtro digitale che puo intervenire addiziomeente al filtro analogico per ridurre il rumore-so
vrapposto al segnale; funziona quando viene impostaa banda inferiore a quella analogica La
banda del filtro digitale puo essere variata teaZD000 KHz.

A 20000 KHz, il filtro digitale e disattivato.

Con segnali molto deboli e rumorosi & consigliatmdttere la banda minima possibile, tale pero da

non produrre distorsioni nel segnale.

Infine la tabella ‘Application Configuration Tablebntiene diversi set di parametri in funzione del-
la particolare sequenza selezionata.
Nel caso di misure di tempi di rilassamento pucessichiesto I'intervallo temporale tra due im-

pulsi (t ), il tempo in cui verra applicato I'ultimo impulgec.

Procedura generale di preparazione delle misure.

1. Scegliere il tipo di misura che si vuole eseguinebase a al tipo di misura viene di conse-

guenza stabilito il tipo di probe.

Istruzioni per il cambio del probe.
Spegnere l'unita elettronica, aprire il coperchall’dnita magnete e togliere la sonda svitando

gli anelli di sicurezza (punto 2 di Figura).
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Fig. vista dall'alto della sonda. Il punto 2 indigthanelli a “D” di sicurezza

Una volta richiuso il coperchio dell’unita magnédbdésogna riaccendere I'unita elettronica.

Se l'operazione di cambiamento della sonda é araldtaon fine nella maschera di controllo
compaiono contemporaneamente la scriti@w probe head detectegl la maschera della lista di
probes con i relativi nomi. Bisogna a questo py#rio selezionare il nome del probe che é sta-
to inserito.

(NB: se il nome del probe corrisponde effettivaneecdn quello appena inserito, si accende la
spia di sinistra nell’'unita magnete; in caso cambréa spia i sinistra spenta indica un mancato
collegamento fra software e hardware, che puo a&eeatpicamente in caso di selezione erronea
del nome del probe, che non é stato riconosciuto).

Subito dopo I'operazione di accensione la macctag raggiungere la temperatura di 40 °C; il
tempo per questa operazione dura in genere duelmrante le quali la spia di destra dell’'unita
magnete rimane di colore arancione; quando il sgttella temperatura € segnalato dalla spia
verde.

E’ necessario fare I’"Update Settings’ ogni volteecviene cambiato il probe.
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2. Lanciare il programma cliccando su ‘The Minisjgaftware’.

3. Eseguire il ‘Daily Check’ con un campione derifnento (ogni 24 ore) per verificare la taratura
dello strumento.

4. Fare I"Update Settings’ con un campione uguakimile a quello che verra analizzato (es: sia
nella forma del tubo NMR (fondo piatto,ecc.) ché centenuto solido o liquido), al fine di ottimiz-
zare i parametri per la particolare misura.

| valori trovati nella routine (automatica) verranimpostati nella tabella ‘Instrument Settings Ta-
ble’.

5. Cliccare sulla cartella ‘Minispec Application¥erranno visualizzate le ultime applicazioni ese-
guite.

Nel caso si voglia eseguire un’altra applicaziariecare su ‘Browse’ e cercare la nuova
applicazione.

6. Inserire il campione su cui si vogliono fareriesure in modo tale che il campione contenuto

nel tubo si trovi nella fascia di omogeneita sihanpoB,, sia diB; (variabile in funzione del tipo
di probe) .

7. In base al campione da analizzare, impostaaeainpetri nella tabella ‘Parameter Table’ tra i
guali NS, RD, RG, Analog Bandwidth.

8. Aprire la tabella ‘Application Configuration Tieb

ed inserire i parametri appropriati per I'analita.

9. Questo punto é da seguire solo con misure asseldi diffusione.

Per quelle assolute seguire i punti dall’l al guiesto paragrafo, poi premere ‘Sample

Calibration’ dal menu ‘Measure’ e seguire le indicai fornite nel sottoparagrafo 2.5.5
(sezioneCALIBRAZIONE.

Una volta eseguita la calibrazione, si puo avviamaisura premendo il tasto ‘Measure’.

Per dettagli sull’esecuzione della misura, bastexeil sottoparagrafo 2.5.5

(sezioneMISURA.

Per le misure di diffusione, fare i punti 1,2,3j%desto paragrafo e poi proseguire con il
sottoparagrafo 2.5.3 (sezione@pcedura di calibrazione sezione 4g¢secuzione

della misurg].

10. Premere il tasto ‘Measure’ per avviare la nasur

Dettagli applicazione CPMG nel software Minispec.

Nome dell’applicazione per la sequenza CPNEGCp_mb
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DE € il numero di Echo a vuoto, cioé che non vewngagistrati, prima che il segnale di Echo
venga campionato e quindi visualizzato.

Questo parametro € possibile cambiarlo nella ‘Aqgtion Configuration Table’.

Per quanto riguarda I'esecuzione della misuraegusno i passi del paragrafo 2R¥@¢cedura
di misurg dall’'uno al sette, mentre per il punto otto ssfino i parametri nella ‘Application
Configuration Table’ di Figura.

Infine per avviare la misura si preme il tasto ‘Mege’.

Nella voce ‘90°-180° Pulse Separation’ va inseitit@lore di tau in ms.

Il range di valori ammissibile per t € (ms): 0.0400.

Il limite inferiore di 0.04 ms pu0 essere variatmlando a modificare il programma
dell’applicazione.

Dettagli delle misure per la determinazione di agguolio in semi vegetali con la spin echo
nel software Bruker Minispec.

Per questo tipo di misura e consigliabile I'utilizdel probe per misure assolute su tubi da tub8di
mm di diametro (AVGX 520)

(Con riferimento ai punti 2 e 3): le operazionihily Check e Update settings possono essere ese-
guite con un tubo riempito con una quantita di ceomg fino a 3 cm dell’altezza.

(Con riferimento al punto 5): nome dell'applicazéoper la sequenza spin echo: m_o_norm. (che
non prevede calibrazioni da parte dello strumento).
(Con riferimento al punto 6): in questo caso eisidiite lasciare il tubo direttamente sul fondo- del

lo spazio campione del probe.
(Con riferimento al punto 7): i parametri della rlaera di controllo “Parameter Table” sono:
» NS =16
» RD (Recycle Delay) =2 s;
» RG (Receiver Gain) = 60 dB (eventualmente modifieabon “Tune Gain” in “Parameter
Table” in base alla quantita e al tipo di semi);
» DS (dummy shots) = 0;
(Lasciare invece inalterati tutti gli altri parameti default).
Il tau (di 3.5 ms) & impostato di default in ‘Apgdition Configuration Table’ come tempo di echo
(2t) a7 ms.
La misura con questa applicazione puo esseredittzando su “detect raw signal” nella maschera
di controllo.
Al termine della misura (della durata di 16 secyprdpossibile riportare la curva sperimentale su

foglio elettronico tramite I'opzione “copy as dat@él menu di controllo.
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Per visualizzare gli intervalli di campionamentartgling windows) dei segnali S1 ed S2 é possibi-
le fare partire una misura cliccando su “Run”.

In questo modo i tratti della curva spin echo ispondenti alle sampling windows vengono evi-
denziati in azzurro; selezionando nel Tool Bawuilsore (in Standard Tool Bar) e possibile leggere i
punti sperimentali utilizzati nel campionamentcegifiato dalla macchina.

Sul foglio elettronico si riportano infine tali envalli e si ricavano i valori di S1 ed S2 come eed

Appendice Il

Metodi di calibrazione.

i) calibrazione col metodo del weight variation
L’inconveniente di non avere dei campioni con unteauto di olio tale da coprire I'intero interval-
lo utile puo essere risolto utilizzando una vamgadit questa procedura chiamata “weight variation”,
che fa uso di un solo campione di calibrazionergarmuto noto di olio. In questo caso la quantita di
olio rivelata dallo strumento viene variata aumadtala quantita di chicchi inseriti nei tubi di
campionamento, simulando cosi campioni con peredirduolio crescenti [19].
Il contenuto di olio relativoh, come percentuale in massa, viene determinatoamixie seguenti

espressioni [28]:

H
h="
R
h, = m,H
mR
h, = M
mR

dovem,, my...m, = massa, in grammi, delle diverse porzioni di chidi caffe, appartenenti al lot-

to di calibrazione;

H = contenuto di olio, come percentuale in massal, cdmpione di calibrazione, determinato per
estrazione,

mg = massa di riferimento, in grammi, di una porziamermedia.
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La curva di calibrazione si ottiene diagrammandddnsita del segnale diviso per la masgacon-
tro le percentuali di olio ottenute.

if) Calibrazione con olio puro
Questo metodo consiste nel registrare il segnalatizzando come standards aliquote di olio
estratto da chicchi di caffé. La curva di calibcas, che si ottiene incrementando le pesate dj olio
ha la caratteristica di essere molto accessibitehgenel momento in cui si ha a disposizione
dell'olio, i campioni standard possono essere faeiite riprodotti [19]. L'olio viene inserito in un
tubo di campionamento mediante una pipetta pastéatto adagiare su un supporto inerte, in modo
da essere il piu possibile distribuito nell’areacdmpionamento. Il supporto utilizzato e stato €oto
ne, introdotto in quantita tale da raggiungere Wiezza di 2 cm nel tubo di campionamento.
Questo tipo di calibrazione ha il difetto di noepdere in considerazione I'effetto matrice dei €hic
chi nel segnale NMR dell’olio, percio risulta nossere molto esatto. Inoltre, la stabilita dell’olio
estratto e molto breve rispetto ai chicchi intajtijndi € necessario utilizzare, ad ogni nuova-cali

brazione, dell’'olio fresco appena estratto [29].

Per tutte le procedure, il bianco é ottenuto regmto il segnale di un tubo NMR vuoto, assegnan-

done arbitrariamente un contenuto di olio delldl@eJ28].

Determinazione dei campioni a contenuto noto di undita
Come per l'olio, il problema di partenza per patestruire una curva di calibrazione e avere a di-
sposizione campioni a contenuto noto di umidita.
Si é cercato di preparare questi campioni detemdio&umidita mediante I'essiccazione in stufa.
La procedura utilizzata consiste nel valutare lap& in peso di 10 g di chicchi riscaldati a 105°C
per 16 ore a pressione atmosferica.Vista la didplitai limitata di campioni, sono stati utilizzato-
lo 5 g di chicchi di caffe, che sono stati poststafa a 105°C per 16 ore. Al termine di questo pe-
riodo i pesafiltri contenenti i campioni sono sta@ntenuti in un essiccatore, utilizzand®Pper
evitare la reidratazione, fino al raggiungimentdladeemperatura ambiente e poi ripesati; per ogni
campione sono state eseguite tre determinazioni.
L’'umidita e stata determinata come perdita in ges@entuale mediante la seguente espressione:
Umidita (%) = 22~ Y2 g9

1
dove:

Wi = massa, in grammi, dei chicchi di caffe primd’dssiccazione,
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W, = massa, in grammi, dei chicchi di caffé dopo esseati per 16 ore in stufa.

Con questo tipo di metodica si puo assistere adpendita di composti organici volatili come alco-
li, acetali, aldeidi, eteri, benzofurani e altricana, che si realizza alle temperature di lavo@b(1
°C). La perdita di questi composti puo portare ad govrastima del contenuto di acqua effettiva-

mente presente, e quindi ad un errore sistematico.

Procedura di calibrazione per la determinazione detontenuto di umidita

La procedura utilizzata per la costruzione di uneva di calibrazione per 'umidita fa uso della se-
guenza spin-echo. A differenza dell’'olio, la coagbne viene fatta tra la differenza & dei se-
gnali specifici (u.a./g) registrati e il contenutoto di umidita. A tal proposito &€ necessario avere
disposizione un set di campioni a percentuale ddittnche possa coprire un intervallo il piu ampio
possibile [28]. Come nel precedente caso, I'aceaws della curva di calibrazione e limitata dal

metodo di riferimento scelto per la determinazidegli standard.

Appendice |l

Parametri di imput e e messaqgaqi di output di UPEN.

Parametri di processamento (di imput):

Parametri di controllo modificati con maggiore frequenza:

Parametro Funzione
| files di output (.dat e .tst) utilizzano il nometeso del file originale, piu un carattere agguanthe
. e variabile e deciso dall'utente per evitare dirasgrivere il nome stesso.
FileChr Valori di imput permessi:
“” carattere vuoto per estensione di default.
(“No NN™): disattiva la costante di Non-Negativitfissata di default). | dati di diverse, ma notteu
le distribuzioni di tempi di rilassamento hannoedsi motivi per essere fissate come non negative
L'opzione di non negativita tuttavia pud essereassa per motivi di controllo della qualita del dato
sperimentale.
NNN Valori di imput permessi:
“” 0 "y” per partire con I'opzione NoNN attiva;
“p” permanente NoNN.
“n”: attiva NN.
Controlla la scelta di includei®inf,il valore del segnale fittato al tempo infinitoe{SBcome parametrg
MN di regressione.
Valori di imput permessi:
“” per automatico: il programma decide autoaomente. MN=1 per i dati di; e MN=0 per i dati
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di Ty;
“n” no;
‘y" yes;
“I” Sinf e richiesto dall’'utente.

(“Av” per “average”; “Na” per “Number averaged”).

E’ possibile usare i primi Na (normalmente 16htbmedi di coppie di segnali successive invece
i segnali tal quali.
Cio e fatto per mitigare gli effetti problemi digigstamento strumentale che portano all’'oscillagiof

che

N

AvNa dei primi punti della CPMG attorno ad un fit di sotleing.
Valori di imput permessi:
“n” no;
‘y" yes;
“” automatico (quando RmR12 é alto (>.05) ugemi punti medi Na).
Controlla il valore di partenza del parametr@ainpliancebeta00, dove valori maggiori di beta00
beta00 permettono more detail (non necessariamente valaijit.
ela Valore di default:
"1" (normalmente non deve essere maggiore di 2).
Permette una serie di opzioni quando vengono psatiedati in valore assoluto(“Modulus”).
Valori di imput permessi:
AbsValue “” no (default);
“y" yes;
“i” un valore per I'asintoto del valore assaufsym) richiesta dell’'utente;
“a” auto: seSinfé positivo e paragonabile a RumV tratta i damhealati in valore assoluto;
Numero dei tempi di di rilassamento di output pguali ¢ fittata la distribuzione.
MI Ml é fissato a 100 per default, ma in determinasi@rofili con picchi stretti possono essere fiitta
con un maggior numero di punti.
ND Numero di punti eliminati a partire dal piu brewenfo sperimentale della curva di di rilassamento.
Valore di default: 0.
MINimo t, dovet € il tempo, valore di ascissa. Punti sperimemtatit < Mint vengono scartati nel
. calcolo.
MInt | Valore di default: 0 .
MAXimum t, dovet € il tempo, valore di ascissa. Punti sperimemtaiit > Mint vengono scartati ne
Maxt calcolo.
Valore di default: 0.
(“Error-MaXimum?”). Alcuni dataset sperimentali @s®no esre affetti da spikes di rumore, vale a
dire cioé punti che distanziati da un fit intern@da piu del livello previsto da un rumore randam ¢
tipo Gaussiano. Questi punti possono essere altamante sottopesati
Valore di imput:
Emx 0 disattiva

< 2.5 disattiva eccetto quando sono usate routlnging di dati in valore assoluto, nel qual oag
usato Emx =4
2.5 punti caratterizzati da un rapporto Compuséghal _estimated/RumV >Emx vengono sottope

sa-

ti.

Parametri di output e diagnostica.

Al termine di ogni processamento di una curva spenitale viene prodotta da UPEN una serie di files

output (.eps; .dat. e .tst) associati al file oréde di partenza:

+« il file .epscontiene il grafico della distribuzione ottenutganmato immagine;

178



« il file .tst & un file di testo che contiene una lista di mggsa valori calcolati la cui interpretazione é
necessaria per l'analisi della distribuzione travatompare in testa al grafico della distribuzione
come commento.

% il file .dat & un file ASCII multiplo che contiene 11 colonmantite le quali € possibile, ad esempio,
ricostruire la distribuzione trovata ed eseguicial test diagnostici.

Significato dei messaggi di output nel file .tst

» SNR (signal-to-noise ratio), S/Rv = USig/RumV. “Uidica “unextrapolated” ed € il fit computato
del segnale in corrispondenza del tempo del priomag@sperimentale. RumV (“V” = “Variation of
local error of fit”) € il rumore calcolato daglireri di fit dei secondi adiacenti. dovrebbe essare
cino alrumore casuad. SNR = 300 é giudicato sufficiente per il fitr@dto del segnale (). Se
I'opzione NN (Non-Negative constraint) non é atticampareNeg%, che é lintegrale della parte
negativa in percentuale rispetto all'integrale lmta

» XNeg% indica é la percentuale di area negative primbBaghplicazione di NN. Se non ci sono pic-
chi stretti questo parametro dovrebbe avere urr@almlto piccolo.

» _plt_ (con un numero a sinistra e uno a destra). llerora sinistraltt & il numero progressivo che
contraddistingue il ciclo dell'iterazione.

» _RmR_ e un importante messaggio di diagnostilanumero a sinistrae RmR = R, =
In(Rum/RumV), che dovrebbe normalmente essere tiwegaalmeno non piu di qualche punto per-
centuale se positivo, dato che la regressione nimanRum, non RumV. A destra CBmR12 =
In(RumV1/RumV2), dove RumV1 é il rumore computatr errore di fit dalla prima coppia di
punti adiacenti (Na, Number Averaged, 16), e RunadRsecondo punto adiacente. E’ una misura
dell'alternanza attorno al valore dello smoothimg fit, che rappresenta un problema ricorrenteenell
misure di . In genere tuttavia hon comporta particolari peofil nel fit; viene molto mitigato
dall'implementazione di AvNa. Valori positivi maggi di qualche punto percentuale indicano la
presenza di qualche problema nella curva sperifgenta

» xxx%_Extrap_yyy%. UPEN rende visibili per estrapolazione ponzidi distribuzione altrimenti
non fisicamente previste in base ai parametri dussizione usati, e quindi in assenza di punti spe-
rimentali. Il numero di sinistra xxx% indica la pentuale di segnale estrapolato a tempi inferieki d
primo punto calcolato; il numero di destra indinadce la percentuale di segnale estrapolato a tempi
maggiori dell’'ultimo punto calcolato. Se il rappmsegnale rumore SNR e altri fattori lo consento-
no, la distribuzione calcolata puo estendersi dllireiti dei dati sperimentali. Cio spiega la |gds-
lita di trovare “code” di distribuzione apparentartenon spiegabili in base ai parametri di acquisi-
zione adottati. (es. con tau 0.04 ms e visibilealigente una porzione di curva a tempi di circa 0.01
ms. In questo caso Upen avverte 10%_extrap_...%)

» Beta0Q e il parametro dcompliance(corrispondente al coefficiente di smoothing déliazione di
penalty (): € impostato a 1 di default. Per valerl lo smoothing aumenta, per valosil la risolu-

zione dei profili aumenta.

» _BusyMMod_: il numero di sinistra &€ una misura della multdabta della distribuzione. Un valo-
re di 1.0 significa unimodale. Serve per capireirsdase al programma, vi & un indizio di distribu-
zione con diversi picchi. vedi UPEN-II.

» Resolved_Peaks_Tgmcompare solo se ci sono dei picchi risolti gihmtagramma. Tgm € la me-
dia geometrica (g-m).

» _RumNewOld_: e il valore di RmR120 prima dell'applicazionet@matica di AvNa da parte del
programma. Il numero a sinistra RumNewOld & In(RRumo) (“0” sta per “old value”), che rap-
presenta il costo di NN (vincolo di non negativiégsgociato al peggioramento dell’errore di fithe ¢
dovrebbe essere non troppo superiore a 0.01, a okenwi siano picchi molto pronunciati nella di-
stribuzione. Bisogna tuttavia tenere presente shguesto particolare caso NN € sempre molto co-
stosa. Tuttavia cid € indice di probabili problemel fit. I numero a destra sta per
In(RumV/RumVo).

» AbsValue: é un parametro creato apposta pre le misure MI&Hm valore assoluto. Se attivo UPEN
riconosce che le intensita dei punti sperimentaljuesto caso non possono tendere asintoticamente
a 0, ma tendono al valore del rumore. Pertantop@tametro evita inutili problemi originati da que-
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sta causa. Se attivo, compare al termine delziene “AbsValue:asymp=". In questo ultimo mes-
saggio il primo numero € l'asintoto scelto dal geogma, il secondo numero indica il numero di
punti sperimentali utilizzati dal programma nelktetrminazione dell’asintoto stesso. Il terzo numero
infine & Sinfld, il vecchio (“old”) valore di Sin{signal at infinite time), cioé il valore appep@ma
dell'applicazione di AbsValue (cfr

“_XSigU_” compare associato a tre numeri. X significatfepolated to zero time”; U significa
“unextrapolated” cioé, la curva di fit calcolatat@inpo del primo punto; il terzo é la differenza ilr
primo e 'ultimo punto.

Rum - Sinf Rum & il rumore dell’errore di fit, ed € il nuroeat sinistra di “Rum_", RumV, il livel-

lo di rumore stimato, € il valore a destra. Bef (il segnale al tempo infinito) e stato incluso come
parametro modificabile nella regressione, il sulmneadovrebbe essere confrontabile con il rumore,
RumV. In tal caso va presa in considerazione lasipdga di usare AbsValue nel processamento
della CPMG. Se vi sono ragioni di sospettare, iseba considerazioni fisiche, che vi siano picchi
“legittimi” sottesi ad un profilo (il quale é catatizzato da una forma, ad esempio, trapezoidale),
utile diagrammare Rum (hon RumV) in funzione did@& Un sensibile miglioramento del fit (cioé
un calo sensibile dell’errore di fit) accompagndtorisoluzione dei picchi € un indizio di veridécit
dei picchi stessi, almeno da un punto di vistastied (Riferimento Up 10: Borgia Brown Fantazzini
2001).

Kurtosis (indica la curtosi statistica del set di dati spenntali). Valori> 1.0 indicano outliers, o de-
viazioni dalla distribuzione Gaussiana degli erdirfit. Una consistente deviazione con indica buo-
na probabilita errori sistematici

In base ai valori trovati dal programma per ciascdai messaggi di output sopra descritti Upen eamets-

saggi di avvertimento della presenza di probleaviil{ ) e gravi peware) nel fit. In particolare i mes-
saggi di tipo beware devono essere in presi in Bovonsiderazione. In genere in presenza di unagggsdi

guesto tipo € raccomandabile il controllo e I'ewhé ripetizione della curva sperimentale. Nellzet sono
riportati i valori in base ai quali i messaggi #vartimento possono assumere una diversa gravita:

Output Beware
Xneg% 30
RmMR 0.15
RmMR12 0.3
Xtrap 25
RumNewOld 0.12
beta00 <0.2 or >4
kurtosis 2.5

Significato delle colonne del file .dat.

NogosrwbhE

“T" . colonna dei tempi di rilassamento equispanelia scala logaritmica;

“Sig_Np”: quantita di segnale di imput riferita ad unit®&dNepero)

“Rate”: numeri progressivi indicanti la scala delle wié di rilassamento;RR, =1/T).

“Pct_Np”: percentuale di segnale totale estrapolato ppeite

“Cum_Pct” : percentuale di signale totale extrapolato avanteempo di rilassamento maggiore);
“SigT” : intensita di segnale per T. Non comprende pusaiusi da ND, Mint, Maxt);

“E:SNRxxxX (rapporto fra i singoli punti di errore del fit kerimore;xxxxsono le cifre di un nume-
ro che indica il rapporto segnale/rumore(S/N);agsenza di particolari errori di fit il grafico cke
ottiene plottando E:SNExx contro SigT dovrebbe essere compreso nell'intervallo diiagoni
standard +3; -3;

“Sig” (segnale di input, con Sinf, il valore del segmralgistrato o calcolato al tempo infinito sottratto
a meno che il parametro SinfSbtr$ sia "n", cioé attivo)

“SigCalc” (il segnale della distribuzione calcolata);

.“Range” (dato da due numeri che indicano l'intervallo tnpi di rilassamento considerati nel fit-

ting);
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11.“Zero” : due zeri: servono per contraddistinguere I'inddloy coperto dai dati. In genere non viene
mai usato)

Appendice IV

Analisi gascromatoqgrafica di alcuni oli di caffe.

Questa analisi € stata fatta allo scopo di ultenarifica della correttezza dei risultati trovadr la
calibrazione dell’olio mediante le aggiunte stamdar

L'analisi effettuata e indirizzata a confermaretanposizione media in acidi grassi di alcuni cam-
pioni di caffé della varieta arabica.

| campioni di olio analizzati sono stati ottenutedmante estrazione Soxhlet.

Preparazione dei campioni per I'analisi.

La derivatizzazione degli acidi grassi presentiganpioni € stata effettuata aggiungendo 2 mL di
metanolo e 8QuL di H,SO, (utilizzato comecatalizzatore acido) e 5 mL di pentano ad una gaant
di 00.5 g di olio, accuratamente pesata; la reaziowemvatizzazione é stata condotta per 30 mi-
nuti a 80°C in bagno termostatato.La resa di esinazdegli esteri & stata controllata tramite ag-
giunta di due standard, eptadecanoato (C17) edadenanoato (C19), aggiunti direttamente a
campioni di olio.

In questo studio e stato utilizzato un gascronrafiogequipaggiato con colonna Carbowax (Supel-
co fused silica SPTM-2560) capillare (75mX0.18rm)y caratterizzata da uno spessore della fase
stazionaria di 0.144m. La separazione € stata condotta in condiziatéisme con una temperatura
dell'iniettore di 260°C, del detector di 260°C dldeolonna a 200°C, un flusso del gas di trasporto
di 35 psi (0.28 mL

min®) e con frequenza di campionamento del cromatogr@mari a 12.5000 punti al secondo.
L’assegnazione dei tempi di ritenzione nel gasctogramma € stata ottenuta per confronto con
una miscela standard a contenuto noto di esteiliohéli acidi grassi (SUPELCO) con la seguente

composizione:
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Standard: % wiw

Acido miristico (C14:0) 4%
Acido palmitico (C16:0) 10%
Acido stearico (C18:0) 6%
Acido oleico (C18:1) 25%
Acido trans-oleico (C18:1) 10%
Acido linoleico (C18:2) 34%
Acido trans-linoleico (C18:2) 2%
Acido linolenico (C18:3) 5%
Acido arachidico (C20:0) 2%
Acido behenico (C22:0) 2%

Risultati

Di seguito sono riportati alcuni gascromatogranenie relative tabelle di composizioni percentua-
li trovate relative a lotti di caffé della specihica provenienti da diverse regioni geografiche.

20000000 —
]| Lotto 700858

18000000 —

1° campione C17 C19
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0 T T T T T T T
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Tempo di ritenzione / min
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Lotto 700858 (Africa) _Campione 1

1° misura 2° misura
Nome estere  Area [UV*s] Area %  Area [HV*s] Area % Media Dev std
Area % Area%
Miristico 640.25 0.05 587.45 0.05 0.05 0.00
Palmitico 574297.57 41.81 543832.56 43.01 42.41 0.85
C17 2620847.3 2159430.24
Stearico 114883.55 8.36 97834.67 7.74 8.05 0.44
cis-oleico 97578.05 7.10 92001.04 7.28 7.19 0.12
C19 2571248.54 2321069.52
cis-linoleico 562477.06 40.95 510941.78 40.41 40.68 0.39
arachidico 23852.32 1.74 19345.9 1.53 1.63 0.15
Lotto 700858 (Africa)_Campione 2
1° misura 2° misura
Nomrz este-  Area [mV*s]  Area % [n'?\rﬁg] Area % A'\feegi;) Eree\;if
Miristico 102.04 0.07 321.91 0.21 0.14 0.10
Palmitico 58126.77 42.12 62083.48 40.42 41.27 1.20
C17 142846.91 187924
Stearico 9091.01 6.59 12456.73 8.11 7.35 1.08
cis-oleico 10851.34 7.86 12977.9 8.45 8.16 0.41
C19 62955.81 60322.52
cis-linoleico 42061.55 30.48 46111 30.02 30.25 0.32
arachidico 2127.51 12.88 19653.21 12.79 12.84 0.05
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10000000 —
Lotto 120960 eptadecanoato
1 °campione (C17) enneadecanoato
1° misura (C19)
8000000
s
E 6000000
ﬁ palmitico
‘?
=
D
E 4000000 cis-linoleico
=)
2000000 cis-oleic
miristico stearic}\ﬂ
N J arachidico
0 T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
tempo di ritenzione /min
120960 (America meridionale)_Campione 1
1°misura 2°misura
Nome estere Area [mV*g] Area % Area Area % Media Dev std
[mV*s] Area % Area %
Miristico 896.32 0.13 990.51 0.15 0.14 0.02
Palmitico 301543.7 42.21 268151.1 40.86 41.54 0.96
Cc17 9870432 9226003.5
Stearico 54678.83 7.65 49829.29 7.59 7.62 0.04
cis-oleico 57346.61 8.03 53953.58 8.22 8.12 0.14
C19 922401.9 895759.2
cis-linoleico 278819 39.03 267026.6 40.69 39.86 1.17
arachidico 21045.19 2.95 16371.58 2.49 2.72 0.26
120960 (America meridionale) _Campione 2
1°misura 2°misura
Nome estere Area Area % Area Area % Media Dev std
[mV*s] [mV*s] Area % Area %
Miristico 604.42 0.11 990.51 0.15 0.13 0.03
Palmitico 232746.8 42.16 268151.1 40.86 41.51 0.92
C17 950454.2 922600 156.37
Stearico 42991.96 7.79 49829.29 7.59 7.69 0.14
cis-oleico 33565.89 6.08 53953.58 8.22 7.15 1.51
C19 949185.6 895759.2
cis-linoleico 229853.8 41.64 267026.6 40.69 41.16 0.67
arachidico 12267.64 2.22 16371.58 2.49 2.36 0.16
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Lotto 615671 (America Meridionale) Campione 1
1° misura 2° misura
Nome estere Area [mV*s] Area % Area Area% Media Dev std
[mV*s] Area % Area %
Miristico 1223.32 0.18 1890.56 0.28 0.23 0.07
Palmitico 281517.24 41.61 288781.1 42.87 42.24 0.89
C17 6780416.6 900345.2
Stearico 64678.9 9.56 49829.29 7.40 8.48 1.53
cis-oleico 50565.11 7.47 52951.28 7.86 7.67 0.27
C19 833996.11 895658
cis-linoleico 260745 38.54 267216.2 39.67 39.10 0.79
arachidico 17778.66 2.63 13001.98 1.93 2.28 0.40
615671 (America Meridionale)_Campione 2
1°misura 2°misura
Nome este- Area Area % Area Area % Media Dev std
re [mV*s] [mV*s] Area% Area %
Miristico 1110.01 0.10 2557.55 0.16 0.13 0.04
Palmitico 501181.87 47.09 673874.4 43.21 45.15 2.74
C17 2880896.8 4027644
Stearico 82848.26 7.78 114321.1 7.33 7.56 0.32
cis-oleico 55538.93 5.22 91384.82 5.86 5.54 0.45
C19 2686960.6 3986336
cis-linoleico 401683.92 37.74 645453.8 41.39 39.56 2.58
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arachidico 22026.81 2.07 31977.35 2.05 2.06
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Lotto 2100311 (Asia)_Campione 1
1°misura 2°misura
Nome estere Area Area % Area Area % Media Dev std
[mV*s] [mV*s] Area % Area %
Miristico 1690.62 0.15 1680.52 0.15 0.15 0.00
Palmitico 501925.66 43.43 503001.3 45.89 44.66 1.74
Cc17 2743565 934522.4 161.34
Stearico 81185.73 7.03 79830.13 7.28 7.15 0.18
cis-oleico 72133.76 6.24 76892.28 7.02 6.63 0.55
C19 2459804.7 817322.1
cis-linoleico 468865.33 40.57 424331.1 38.71 39.64 1.31
arachidico 29790.8 2.58 10331.46 0.94 1.76 0.94
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2100311 (Asia) _Campione 2

1°misura 2°misura
Nome estere Area Area % Area Area % Media Dev std
[mV*s] [mV*s] Area % Area %
Miristico 1110 0.10 2557.55 0.16 0.13 0.04
Palmitico 501181.87 47.09 673874.4 43.21 45.15 2.74
Cc17 2880896.8 4027644
Stearico 82848.26 7.78 114321.1 7.33 7.56 0.32
cis-oleico 55538.93 5.22 91384.82 5.86 5.54 0.45
C19 2686960.6 3986336
cis-linoleico 401683.92 37.74 645453.8 41.39 39.56 2.58
arachidico 22026.81 2.07 31977.35 2.05 2.06 0.01

In tutti i lotti analizzati si pud notare che imposti prevalenti in percentuale sono 'acido p&kmi
co (C16) e l'isomero cis dell’acido linoleico (C23: | nostri dati differiscono rispetto a quante ri
portato da Speer per quel che riguarda il rappadette percentuali C16/ C18:2. Le quantita trovate
di acido stearico e acido oleico tuttavia sonoastanziale accordo con i dati di Speer secondo cui,
nell'arabica, questi due composti sono presentguantita mediamente equivalentpeer, K.
Speey.

Dai dati ottenuti & possibile concludere tuttaviee d’'origine geografica dei lotti considerati non
sembra influenzare apprezzabilmente le composiziencentuali in acidi grassi dell’olio di caffe
estratto. Infatti, la variabilita dei valori pertaali degli acidi grassi nei lotti analizzati appab-
bastanza limitata. Pertanto, questo tipo di w&ifioltre a chiarire la composizione in acidi grass
dell’olio estratto, fornisce una conferma ulteeiatella robustezza della calibrazione per I'olio co

il metodo delle aggiunte standard nella tecnica NiMRtrata nei paragrafi precedenti.
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