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Impiego della risonanza magnetica nucleare

a bassa risoluzione

nella scienza e tecnologia degli alimenti

Introduzione

In un esperimento NMR ad impulsi i momenti ma-
gnetici nucleari vengono eccitati mediante un impulso
di radiofrequenza (rf) della durata di alcuni psec. Al
termine dell'impulso i momenti magnetici nucleari dan-
no luogo ad un segnale di decadimento della magnetiz-
zazione chiamato « decadimento libero dell'induzione
magnetica » (« free induction decay » o FID) in quan-
to ottenuto in assenza del campo a rf. La durata del
FID dipende dallo stato fisico del campione variando
dalle decine di psec per campioni solidi ad alcuni se-
condi per campioni liquidi (tale limite in un esperi-
mento a bassa risoluzione & dato naturalmente dal-
I'omogeneita del campo magnetico statico Ha).

In figura 1 & riportato il FID di un campione di
farina.

Per notizie pitt dettagliate si rimanda a precedenti
note che descrivono i principi fondamentali della ri-
sonanza magnetica nucleare (1) e della tecnica ad im-
pulsi (2) ed alla letteratura specializzata (3).

Vediamo innanzitutto quali siano le informazioni ot-
tenibili dall’analisi del FID.

Misura dell'ampiezza del FID

Dopo un impulso a 90° l'ampiezza del FID & pro-
porzionale al numero totale di idrogeni per unita di
volume presenti nel campione.

Tale parametro pud quindi essere impiegato per
determinare il contenuto totale di idrogeno nei pro-
dotti in esame, per seguire processi di idrogenazione
ed in generale tutte quelle trasformazioni chimico-fi-
siche in cui il contenuto di idrogeno gioca un ruolo
significativo.

Misura della velocita di decadimento del FID

In pratica la misura dei tempi di rilassamento lon-
gitudinale T,, e trasversale T, (2,3). E’' bene innanzi-
tutto sottolineare che sia T, che T, possono essere
usati per la caratterizzazione di un sistema chimico-
fisico al pari di altri parametri quali densita, peso spe-
cifico, punto di fusione, ecc. Inoltre i tempi di rilassa-
mento sono parametri particolarmente significativi e
sensibili nel caso di monitoraggio di processi che av-

vengono con variazioni di mobilita intrinseca delle mo-
lecole.

Una non esponenzialita delle curve di rilassamento
consente anche di distinguere tra due fasi solide o due
fasi liquide. In fig. 2 & riportata la curva di decadi-
mento dell'eco di Hahn dell'H,0 in un campione di
farina umidificato.

Il decadimento dell’eco (misurato con una sequen-
za di impulsi 90°, ¢, 180°) presenta una non esponen-
zialita dovuta alla presenza di due tipi di acqua con
tempi di rilassamento notevolmente diversi. L’acqua
legata alla matrice solida infatti, presenta una mobilita
fortemente ridotta con conseguente diminuzione del
tempo di rilassamento trasversale (T: = 1,5 msec.).
L’acqua libera invece decade con un tempo di rilassa-
mento notevolmente piu lungo (T: = 25,0 msec). Per
estrapolazione della componente che decade piit len-
tamente si ottiene un valore proporzionale alla quantita
di acqua libera; il valore iniziale & invece proporzionale
alla quantita totale di acqua. Nel caso riportato in
fig. 2 la percentuale di acqua legata risulta pari al 65,0%.
In alcuni casi & possibile indurre tale non esponenzia-
lita nelle curve di rilassamento in modo che possa es-
sere sfruttata ai fini di un’analisi quantitativa. Cid puod
essere fatto mediante l'aggiunta al campione di sali
paramagnetici o variando la temperatura, in modo da
alterare selettivamente i tempi di rilassamento di una
delle due componenti.

Analisi della forma del FID

In pratica le informazioni ottenibili sono dovute
all’effetto combinato dei due parametri precedente-
mente visti. La forma del FID pud essere utilmente
sfruttata nel caso che questo contenga due componen-
ti le cui velocita di decadimento siano molto diverse.
Tale situazione si presenta, ad esempio, in un cam-
pione contenente due fasi, una solida ed una liqui-
da. In questo caso, estrapolando il segnale al termine
dell'impulso, si ottiene un valore che & proporzionale
al contenuto totale di idrogeno. Misurando invece il
segnale dopo un tempo sufficientemente grande perché
il segnale del solido sia gia decaduto, ma non troppo
grande perché si noti il decadimento del segnale della
fase liquida, si ottiene un valore proporzionale al con-
tenuto di idrogeno in fase liquida. Confrontando i due
valori si ricava il rapporto solido/liquido del cam-
pione.
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Fig. 1 - FID di un campione di farina.

Il rapporto solido/liquido pud essere impiegato per
la misura del contenuto di olio in semi, misura del
contenuto di acqua in prodotti vari, misura delle curve
di fusione e/o solidificazione dei grassi, monitoraggio
di tutte le trasformazioni chimico-fisiche che portano
ad un cambiamento nello stato di aggregazione del cam-
pione.

L’applicazione del metodo risulta limitata se sono
presenti nel campione piu fasi solide e/o liquide. In
questo caso si pud ricorrere a: variazioni di tempera-
tura per distinguere componenti del sistema con di-
versa temperatura di fusione; rimozione di una delle
due fasi per essiccazione o estrazione; uso di sostanze
che legano una delle due fasi liquide in una matrice
solida; uso dello scambio con D,0 per eliminare il se-
gnale dell’H,0 senza rimuoverla chimicamente.

Applicazioni

Determinazione del contenuto di solido nei grassi

Il contenuto di fase solida & un parametro molto im-
portante nella industria dei grassi alimentari.

Tale parametro viene infatti impiegato nel controllo
dei processi di idrogenazione e interesterificazione co-
me pure nel controllo di alcune importanti proprieta
tecnologiche di margarine.

Il metodo generalmente accettato per la determi-
nazione del rapporto solido/liquido di un grasso & quel-
lo dilatometrico. Tale metodo & perod, laborioso e ri-
chiede un tempo di misura abbastanza lungo. La tecni-
ca NMR ad impulsi consente invece una determinazione
del rapporto solido/liquido molto rapida e completa-

Tempo

mente automatizzata (la percentuale di solido appare
direttamente su un voltmetro digitale) e pud quindi
essere impiegata in analisi in continuo (4). La deter-
minazione del rapporto solido/liquido mediante la tec-
cnica NMR ad impulsi si basa, come abbiamo gia det-
to, sul fatto che la magnetizzazione dovuta alla compo-
nente solida del campione decade molto pilt rapida-
mente (in un tempo dell’'ordine di grandezza delle de-
cine di psec) di quella liquida (alcuni msec). In fig. 3
e riportato in modo schematico il FID di un campione
di margarina. Misurando l'altezza del segnale al tem-
po G dopo l'impulso a 90° si ottiene un valore, T, pro-
porzionale al contenuto totale di idrogeni presenti nel
campione. Misurando invece l'altezza del segnale al
tempo G, sufficientemente lungo affinché la compo-
nente solida sia completamente decaduta, ma non trop-
po lungo affinché non si osservi un decadimento ap-
prezzabile della componente liquida, si ottiene un va-
lore, L, proporzionale al contenuto di idrogeni in fase
liquida. Valori caratteristici dei tempi Gr e G. sono
10 psec e 100 psec rispettivamente.

Il segnale NMR non pué essere misurato immediata-
mente dopo I'impulso a 90° (Gr=0) perché, a causa del-
la notevole potenza dell'impulso di radiofrequenza, il
ricevitore del segnale risulta inibito per un certo tem-

po (tempo morto). Il valore T va quindi corretto me-
diante un coefficiente empirico f, che tenga conto del
decadimento della magnetizzazione durante il tempo
morto del ricevitore. Tale coefficiente di estrapolazione
f dipende dal tipo di solido e dal valore del tempo di
misura Gr. La percentuale di solido del campione ri-
sulta quindi

f(T — L)
% S = x 100

f(T — L)+L

(Eq. 1)
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Fig. 3 - FID di un campione di margarina,

11 valore del fattore f puo essere determinato usando
come riferimento un metodo di misura indiretto. Tale
metodo consiste nel misurare l'altezza del segnale do-
vuta al liquido alla temperatura di misura, portare il
campione ad una temperatura cui sia tutto liquido e
ripetere la misura. La percentuale di liquido (e/o so-
lido) cosi ottenuto viene quindi impiegata per il cal-
colo di f.

Il valore di f si & visto essere dipendente, per lo
stesso tipo di grasso e per lo stesso valore del tempo
di misura Gr, anche dalla percentuale di fase solida
del campione per cui per il calcolo della eq. 1) puo es-
sere impiegata una procedura iterativa partendo con
un valore arbitrario di f, fino ad avere valori consi-

stenti della % S. La deviazione standard della misura
risulta pari allo 0,5%.

Determinazione del contenuto di acqua nel latte in pol-
vere e nella cagliata scremata

Il contenuto di acqua gioca un ruolo determinante
nelle proprieta chimico-fisiche e biochimiche e nel pro-
cesso di conservazione di molti alimenti. Per il latte in
polvere & opportuno mantenere il contenuto di acqua
tra il 2% ed il 5%. Per molti alimenti invece la legge
prescrive un contenuto massimo di acqua: per la cre-
ma di formaggio tale limite & pari all’80%.
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Fig. 4 - FID di campione di farina.
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Fig. 5 - Coefficienti di estrapolazione s e fi per campioni
differenti in funzione del contenuto percentuale di umidita,
X% (Cr=09 p sec.) (CL=290 pn sec.).
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Anche nella determinazione del contenuto di acqua
in questo tipo di prodotti la tecnica NMR ad impul-
si (5) si pone come tecnica alternativa rispetto alle
tecniche tradizionali quali quella di essiccamento sot-
tovuoto generalmente impiegata (tempi di misura del-
l'ordine di grandezza delle ore).

Per la misura del contenuto di acqua nel latte in
polvere si & misurata l'altezza del segnale NMR dopo
un impulso a 90° per tempi sufficientemente lunghi
(~~ 100 psec) affinché la componente del segnale do-
vuta al solido fosse decaduta completamente. Tale mi-
sura ¢ risultata ben correlata con il contenuto di acqua

determinato mediante il metodo indipendente dell'es-
siccamento sotto vuoto. Per aumentare il valore del
rapporto segnale/rumore, tipicamente basso per cam-
pioni polverizzati, successive misure sono state accu-
mulate e mediate. Cid ha comunque lasciato inalterata
la caratteristica di rapidita del metodo: per l'accumulo
e la media di 180 misure & necessario un tempo totale
di misure di 72 sec. La deviazione standard delle mi-
sure riportate (segnale NMR vs. contenuto di acqua)
¢ risultata pari allo 0,20%.

Per la determinazione del contenuto di acqua nella
cagliata scremata la misura del segnale NMR dopo un
impulso a 90" & risultata poco sensibile alle variazioni
del contenuto di acqua. Al contrario per questi inter-
valli di concentrazione di H:0 (70 +— 80%) il contenu-
to di acqua & risultato correlato alla ampiezza dell'eco
di spin ottenuto con una sequenza di impulsi 90°, <,
180°, Riportando in grafico il valore dell’ampiezza del-
I'eco per un valore di = = 15 msec normalizzato rispetto
all’ampiezza del segnale dopo un impulso a 90° (la nor-
malizzazione viene effettuata per avere delle misure in-
dipendenti dal peso del campione) contro il contenuto
di acqua si ottiene una correlazione lineare con devia-
zione standard pari a 0,38%. Il valore del rapporto se-
gnale/rumore in questo tipo di misure non ha reso
necessario il processo di accumulo e di media. I ri-
sultati ottenuti sono dipendenti dalla temperatura per
cui occorre una preequilibratura del campione alla tem-
peratura del probe.

Determinazione del contenuto di acqua in alimenti
ricchi di amido

La determinazione del valore del rapporto solido/
liquido & stata impiegata per la misura del contenuto
di umidita in sostanze in cui la fase liquida & costituita
da acqua (contenuto di olio ~~ 1%) e la fase solida &
costituita essenzialmente da amido (6). Le sostanze
esaminate sono: farina, semola, farina di granturco, fa-
rina di riso, riso intero, orzo intero, fecola di patate,
lenticchie, fagioli, pasta di semola e di farina, pasta
glutinata e differenti tipi di pane. In fig. 4 & riportato
in maniera schematica il FID di un campione di farina.
La misura del contenuto di acqua si basa sulla misura

delle altezze del segnale T e L a due opportuni tempi
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Fig. 6 - Dipendenza della percentuale di fase liquida della
quantita di D:0 aggiunia.

{ Punti sperimentali; — Punti calcolati,

Gr e Gi. Come si vede la componente della magnetiz-
zazione dovuta alla fase liquida decade in modo insoli-
tamente veloce indicando una drastica diminuzione di
mobilita dell'acqua legata alla matrice amilacea. Per
la determinazione del contenuto di acqua, X, occor-
rera quindi estrapolare alla fine dellimpulso sia il va-

lore del segnale T, letto al tempo Gr che quello L, let-
to al tempo Gu. I valori dei coefficienti di estrapola-
zione fs ed fu dipendono dalla natura della fase solida
e liquida e dalla posizione dei tempi di misura Gr e
GL rispettivamente. I valori dei coefficienti fs ed fu
sono stati ricavati per estrapolazione grafica effettuata
registrando l'intero FID. Questo & senz’altro il metodo
pitt diretto ed accurato. I risultati ottenuti, mentre non
hanno indicato una differenza del valore dei coefficienti
di estrapolazione nelle diverse sostanze esaminate (la
matrice solida & essenzialmente la stessa) hanno mostra-
to una dipendenza del valore dei coefficienti fs ed fu
dal contenuto di umidita del campione (fig. 5). 11 cal-
colo del contenuto di umidita X & stato effettuato me-
diante la relazione

fu L

X = (Eq. 2)
ful + fs (T — L)

usando una procedura iterativa.

Per un valore arbitrario di X vengono calcolati, me-
diante i dati riportati in fig. 5, i valori dei coefficienti
fs ed fu che vengono impiegati per il calcolo di X me-
diante la (eq. 2). Tale procedimento viene ripetuto fino
ad avere un valore consistente di X.

Per poter usare la tecnica NMR come metodo indi-
pendente per la misura del contenuto di acqua occorre
trasformare il contenuto di acqua, X, misurato in
termini di contenuto di idrogeno in contenuto di acqua
misurato in termini di peso del campione, W. Tali gran-
dezze risultano correlate infatti:

a A A
;W=

X = =
A+ B

aA+ (3B

dove A: contenuto in grammi di fase liquida

B: contenuto in grammi di fase solida
o e [3: abbondanza di idrogeno nelle due fasi per cui:

X
W = (Eq. 3)
X-+k(d—X)
o
dove K = ——
B

Conoscendo k, il valore di W puo essere ricavato dalla
misura di X.

I1 valore di k pud essere ricavato mediante il « me-
todo dell'aggiunta standard » in cui una nota quantita
di H,0 viene aggiunta al campione e dall’aumento del va-
lore di X si misura il valore di k mediante la relazione

1 1
k = —
m | (1—X

1+mX

(Eq. 4)
1—X)

dove X! ¢ il valore di X dopo l'aggiunta standard. Dal-

la misura dei due valori T ed L effettuata dallo stru-
mento si pud misurare il valore del contenuto di ac-
qua per peso di campione facendo uso delle Egs. 3 e 4.

L'intero procedimento pud essere automatizzato e fa-
cendo uso di un calcolatore tascabile richiede un tempo
di misura complessivo di 30 sec.
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Studio del meccanismo di idratazione di sostanze solide

Un'altra interessante applicazione della tecnica NMR
ad impulsi consiste nello studio dell’interazione tra
molecole di acqua e matrici solide. Abbiamo gia vi-
sto come una non esponenzialita della curva di decadi-
mento dell'eco consenta di determinare la quantita
relativa di acqua libera e legata in un campione di fa-
rina. Uno studio del legame tra acqua e diverse ma-
trici solide quali amido, cellulosa, alginato di sodio
e pectina basato sulla misura di 7, & gia riportato in
letteratura (7).

I1 valore di T: é risultato aumentare in funzione del
contenuto di H,0 per tutti i campioni. In corrisponden-
za dello stesso contenuto di H:0 i valori di T, per la cel-
lulosa sono risultati eccezionalmente lunghi rispetto al-
la pectina e all’alginato di sodio indicando una minor
forza del legame tra acqua e matrice solida. Le curve
di decadimento dell'eco per campioni di amide mo-
strano inoltre una non esponenzialita indicando la pre-
senza di due tipi di acqua con differente mobilita.

Recentemente (8) & stato presentato un metodo che
consente una descrizione abbastanza dettagliata del con-
tenuto e del comportamento degli « idrogeni scambiabi-
li » di una matrice solida, intendendo per idrogeni scam-
biabili quelli appartenenti a gruppi funzionali (COOH,
NH:z, OH) e quelli appartenenti a molecole di acqua
di cristallizzazione.

Il metodo si basa sullo scambio chimico degli idro-
geni appartenenti ad una matrice solida mediante I'ag-
giunta di una quantith nota di D20 in modo che essi
appaiano come « mobili» ovvero contribuiscano alla
componente del FID che decade lentamente (compo-
nente liquida). Un'ovvia applicazione di tale metode
¢ la determinazione del contenuto totale di idrogeni
scambiabili presenti nel campione.

La percentuale di idrogeni resi « mobili» dipende
chiaramente dalla quantita di D20 aggiunta.

5

Tale dipendenza ¢ sensibile al modo con cui l'ac-
qua interagisce con la matrice solida e consente di
distinguere tra differenti tipi di idrogeni scambiabili
e di ottenere informazioni sul meccanismo di idrata-
Zione.

In fig. 6 & riportata la dipendenza della percentuale
di idrogeni mobili dalla quantita di D:0 in moli per
grammo di materiale anidro per un campione di semola

la cui matrice solida & costituita essenzialmente da
amido.

La curva sperimentale & stata interpretata sulla ba-
se di un modello basato sul concetto di siti di idra-
tazione ed ha consentito una descrizione sofisticata del

[PER ]

tipo di siti di idratazione e della loro quantita rela-
tiva.

Un'altra possibilita che il metodo offre consiste nel
seguire le cinetiche in quei casi in cui la velocita di
scambio & abbastanza lenta (con tempi dell’'ordine di
secondi). Tali studi possono essere interessanti nello
studio dell’assorbimento e della diffusione dell'acqua
in sostanze solide tipo legno, minerali, semi etc,
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