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La produzione e il consumo di birra

ettolitri



Odori e sapori della birra



La preparazione della birra prevede le 
seguenti operazioni. 

Preparazione del malto

Preparazione del mostoPreparazione del mosto

Aggiunta del luppolo

Fermentazione







Corredo completo dei metaboliti presenti in una

cellula, tessuto, ecc. (formati durante tutti i 

processi metabolici, durante la conservazione e 

lavorazione).

Metaboloma

Metabolomica
Identificazione e quantificazione di tutti i 

metaboliti (metaboloma) di un sistema 

biologico



Vantaggi e svantaggi del 

metodo NMR in metabolomica
• Universale e imparziale (non è specifico solo per 

un classe di metaboliti)un classe di metaboliti)

• Separazione delle miscele, purificazione o 
derivatizzazione non sono necessari

• Differenza fino a 105 tra la più alta e la più bassa 
concentrazione in una stessa misura 

• Identificazione dei composti sconosciuti o 
inaspettati

Sensibilità



Rf

opposto

al campo

N

S

Isotopo spin 

Abbondanza

Naturale

[%] 

1H 1/2 99.98 

2H 1 0.016 

Risonanza Magnetica 
Nucleare (NMR)

Rf

allineato

con campo

N

S

“inversione”

13C 1/2 1.108 

14N 1 99.63 

15N 1/2 0.37 

17O 5/2 0.037 

31P 1/2 100 



β spin

orientazione 
casuale di nuclei

Differenze dell’ energia di 
spin vs. la forza del campo 

magnetico

0 4.7 9.4

↑
Energia

La forza del campo magnetico, B0 (Tesla)

∆ E ≅
200 MHz

per 1H

α spin

∆ E ≅
400 MHz

per 1H

NMR ad alto campo

• aumenta sensitività

• aumenta resoluzione

casuale di nuclei
(nessun  campo 

magnetico)



Chemical shift

La frequenza di risonanza di un nucleo dipende dal suo intorno 

chimico. Infatti gli elettroni immersi in un campo magnetico 

generano essi stessi un piccolo campo magnetico opposto al 

campo magnetico applicato che scherma il nucleo. Tanto 

maggiore è la densità elettronica tanto maggiore è la 

schermaturaschermatura

Schermo elettronico campo magnetico indotto



1H

Chemical shift è sensibile alla 

struttura chimica



Asparagina

α− e β- glucosio

miscela 

Spettri NMR come gli impronti

Acido glutammico

Istidina

Asparagina



CARATTERIZZAZIONE DI CARATTERIZZAZIONE DI 
BIRRE TRAMITE RISONANZA BIRRE TRAMITE RISONANZA 
MAGNETICA NUCLEAREMAGNETICA NUCLEARE

233 campioni analizzati in due periodi 233 campioni analizzati in due periodi 
diversidiversi

110110 7676 4747

Non Non trappistetrappiste TrappisteTrappiste RochefortRochefort 88



Spettro Spettro 11HH--NMR (600MHz) di birra NMR (600MHz) di birra 
DD22O/(trimetilsilil)propionato sodico (5 mM) O/(trimetilsilil)propionato sodico (5 mM) T=300 KT=300 K

EtOHEtOHEtOHEtOH

Tutta lTutta l’’impronta metabolica in un singolo esperimentoimpronta metabolica in un singolo esperimento

TSPTSP

HH22OO



REGIONE DELLO SPETTRO A CAMPI ALTI (0.8REGIONE DELLO SPETTRO A CAMPI ALTI (0.8--3.0 ppm).3.0 ppm).
ACIDI ORGANICI, ALCOLI E AMMINOACIDIACIDI ORGANICI, ALCOLI E AMMINOACIDI

Ac.piruvicoAc.piruvico

Ac.succinicoAc.succinico

isobutanoloisobutanolo

Ac.latticoAc.lattico

alaninaalanina
isopentanoloisopentanolo

Ac.aceticoAc.acetico
Ac.piruvicoAc.piruvico

propanolopropanolo



REGIONE DELLO SPETTRO tra 3.2REGIONE DELLO SPETTRO tra 3.2--5.5 ppm.5.5 ppm.
ZUCCHERIZUCCHERI

αα--glucosioglucosio

destrinedestrine

maltosiomaltosio

maltotriosiomaltotriosio

ββ--glucosioglucosio



REGIONE DELLO SPETTRO  A CAMPI BASSI (6.5REGIONE DELLO SPETTRO  A CAMPI BASSI (6.5--10 ppm)10 ppm)
AMMINOACIDI AROMATICI, NUCLEOSIDIAMMINOACIDI AROMATICI, NUCLEOSIDI

Ac.fumaricoAc.fumarico

tirosinatirosinaAc.gallicoAc.gallico

uridinauridina

citidinacitidina

istidinaistidina adenosinaadenosina

acetaldeideacetaldeide



Confronto tra spettri di campioni di birra Confronto tra spettri di campioni di birra 

Rochefor 8, trappista e non trappistaRochefor 8, trappista e non trappista

Spettri 
qualitativamente 

uguali ma
Rochefort 8Rochefort 8

Spettri 
quantitativamente 

differenti
TrappistaTrappista

Non trappistaNon trappista



Misura delle intensità e normalizzazione dei segnali Misura delle intensità e normalizzazione dei segnali 
NMRNMR

è stata misurata l’intensità di 51 segnali rispetto ad 
un riferimento interno (TSP)

AnalisiAnalisi statisticastatistica multivariatamultivariata applicataapplicata aiai datidati NMRNMR

• Analisi delle componenti principali (PCA)
evidenzia la presenza di raggruppamenti naturali tra i campioni
senza ipotesi a priori

• Analisi della varianza (ANOVA)
seleziona le variabili con il maggior potere discriminante

• Analisi Discriminante tramite Regressione ai minimi quadrati
parziali (PLS-DA) Metodo statistico di classificazione dei Metodo statistico di classificazione dei 
campionicampioni



Analisi delle componenti principali Analisi delle componenti principali 
(PCA) effettuata su tutti i campioni (PCA) effettuata su tutti i campioni 

(233) e tutte le variabili (51)(233) e tutte le variabili (51)
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Cinque campioni di Cinque campioni di 
birra non trappista birra non trappista 

si separano si separano 
nettamente dal nettamente dal 
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I campioni I campioni 
presentano livelli presentano livelli 
di acido lattico, di acido lattico, 

glucosio e glucosio e 
maltotriosio molto maltotriosio molto 

più elevati più elevati 
rispetto a tutti gli rispetto a tutti gli 

altri campionialtri campioni

▼▼▼▼▼▼▼▼ Non trappistaNon trappista ■■■■■■■■ TrappistaTrappista ** Rochefort 8Rochefort 8



Analisi della varianza (ANOVA)Analisi della varianza (ANOVA)

LL’’ANOVA  ha selezionato  31   variabili  dal potere più   ANOVA  ha selezionato  31   variabili  dal potere più   
discriminante rispetto alle   51 utilizzate  inizialmente.discriminante rispetto alle   51 utilizzate  inizialmente.

Esclusione dei 5 campioni Esclusione dei 5 campioni ““outliersoutliers””Esclusione dei 5 campioni Esclusione dei 5 campioni ““outliersoutliers””

Sono stati esclusi dallSono stati esclusi dall’’analisi statistica  i  cinque analisi statistica  i  cinque 
campioni  di birra non trappista che sono risultati  molto campioni  di birra non trappista che sono risultati  molto 
separati dal resto dei campioni dalla  prima  PCAseparati dal resto dei campioni dalla  prima  PCA

PCA  effettuata  quindi su 228 campioni e 31 variabiliPCA  effettuata  quindi su 228 campioni e 31 variabili
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Analisi delle componenti principali (PCA) Analisi delle componenti principali (PCA) 
effettuata su 228 campioni e 31 variabilieffettuata su 228 campioni e 31 variabili
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■■■■■■■■ TrappistaTrappista ** Rochefort 8Rochefort 8▼▼▼▼▼▼▼▼ Non trappista Non trappista 
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PLSPLS--DA come metodo di classificazione dei DA come metodo di classificazione dei 
campionicampioni
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Analisi dei metaboliti: AmminoacidiAnalisi dei metaboliti: Amminoacidi
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GliGli amminoacidiamminoacidi alanina,alanina, istidina,istidina, tirosina,tirosina, prolinaprolina ee GABA,GABA,

hannohanno concentrazioniconcentrazioni mediemedie piùpiù bassebasse nellenelle birrebirre RochefortRochefort

88,, specialmentespecialmente rispettorispetto allealle birrebirre nonnon trappistetrappiste.. LeLe differenzedifferenze

piùpiù significativesignificative sisi osservanoosservano perper ll’’amminoacidoamminoacido ALANINAALANINA..



Analisi dei metaboliti: AlcoliAnalisi dei metaboliti: Alcoli
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isobutanolo Il propanolo, lIl propanolo, l’’isopentanolo e isopentanolo e 

ll’’isobutanolo, hanno isobutanolo, hanno 

concentrazioni medie più alte concentrazioni medie più alte 

nelle birre Rochefort 8, rispetto nelle birre Rochefort 8, rispetto 

al resto dei campioni, al resto dei campioni, 

specialmente alle non trappistespecialmente alle non trappiste



Analisi dei metaboliti:  CarboidratiAnalisi dei metaboliti:  Carboidrati
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presentano concentrazioni medie di presentano concentrazioni medie di 

glucosio più basse rispetto alle non glucosio più basse rispetto alle non 

trappiste, mentre hanno valori più alti trappiste, mentre hanno valori più alti 

di destrine.di destrine.



Analisi dei metabolitiAnalisi dei metaboliti:: Acidi organiciAcidi organici
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lattico, acido aceticolattico, acido acetico
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e acido fumarico più e acido fumarico più 
basse degli altri basse degli altri 

campioni ma campioni ma 
concentazioni di concentazioni di 
acido piruvico e acido piruvico e 

succinico e formico succinico e formico 
più altepiù alte



ConclusioniConclusioni

�� LaLa RisonanzaRisonanza MagneticaMagnetica NucleareNucleare sisi èè dimostratadimostrata unouno strumentostrumento

importanteimportante perper lolo studiostudio deldel profiloprofilo metabolicometabolico delldell’’alimentoalimento..

�� LL’’analisianalisi statisticastatistica deidei profiliprofili metabolicimetabolici didi birrebirre diversediverse forniscefornisce unun�� LL’’analisianalisi statisticastatistica deidei profiliprofili metabolicimetabolici didi birrebirre diversediverse forniscefornisce unun

metodometodo didi certificazionecertificazione delldell’’ origineorigine deldel prodottoprodotto ee quindiquindi unun metodometodo

perper rilevarerilevare eventualieventuali frodifrodi..

�� II metabolitimetaboliti piùpiù discriminatidiscriminati sonosono legatilegati aiai processiprocessi fermentativifermentativi

(ac(ac..piruvico,piruvico, acac..lattico,lattico, alanina)alanina).. LL’’elevataelevata concentrazioneconcentrazione didi acidoacido

piruvicopiruvico ee lala bassabassa concentrazioneconcentrazione didi acidoacido latticolattico nellenelle birrebirre

RochefortRochefort 88 èè associataassociata allall’’utilizzoutilizzo didi ceppiceppi didi lievitilieviti (Saccaromices(Saccaromices

Cerevisiae)Cerevisiae) selezionatiselezionati didi piùpiù vecchiavecchia generazione,generazione, cheche hannohanno unun

metabolismometabolismo caratterizzatocaratterizzato dalladalla bassabassa attivitàattività delldell’’enzimaenzima latticolattico

deidrogenasideidrogenasi..


