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1. UVOD

Spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije (NMR, eng. Nuclear Magnetic
Resonance) najmoc¢nija je metoda za odredivanje strukture organskih i anorganskih spojeva te
je izvediva s vrlo malom koli¢inom uzorka kojeg pritom ne oStecuje. Svoju primjenu pronalazi
u razli¢itim znanstvenim podruc¢jima temeljenima na organskoj kemiji, pa tako i u podrucju
prehrambene tehnologije prilikom analize hrane.

Spektroskopija NMR koristi razli¢ite jezgre s neparnim atomskim brojem (najéesée 'H i '3C
atome) te se temelji na njihovim magnetskim svojstvima. Naime, jezgre atoma s neparnim
atomskim brojem odlikuju se nuklearnim spinom nasumiCne orijentacije koji generira
magnetsko polje. Umetanjem atomske jezgre u polje veceg vanjskog magneta dolazi do
usmjeravanja spina paralelno (stabilniji a-spin) ili antiparalelno (manje stabilan B-spin) u
odnosu na vanjsko polje. Kada se jezgra usmjerena u pravcu vanjskog magnetskog polja izlozi
djelovanju dodatnog elektromagnetskog zracenja Cija je frekvencija jednaka energetskoj razlici
izmedu a- 1 B-spina, dolazi do izvrtanja jezgre iz a- u B-spin nakon ¢ega slijedi relaksacija i
ponovno usmjeravanje jezgre paralelno s vanjskim magnetskim poljem. Navedena pojava
naziva se rezonancijom te rezultira emitiranjem elektromagnetskog signala kojeg na poslijetku
biljezi NMR-spektrometar. Promatrane jezgre u organskim molekulama nisu ogoljeni protoni,
ve¢ su okruzene elektronima koji svojim gibanjem generiraju mala lokalna magnetska polja
orjentirana suprotno u odnosu na vanjsko magnetsko polje. Time djelomicno zaklanjaju jezgru
od utjecaja magnetskog polja zbog Cega jezgra ,,0sjeca* slabije efektivno vanjsko magnetsko
polje. Na temelju toga jezgre atoma iz razlicitih molekula, ovisno o lokalnim magnetskim
poljima, rezoniraju pri razli¢itim frekvencijama elektromagnetskog zracenja S§to nam
omogucuje razlikovanje kemijski neekvivalentnih jezgri, odnosno strukturnu identifikaciju
molekule.

Metabolomika je nova znanstvena disciplina koja se bavi proucavanjem biokemijskih
promjena u metabolickom setu stanica, tkiva, organa i organizama te predstavlja mocan i
koristan alat za izuavanje metabolizma i fiziologije Zivih organizama. Zadnjih se godina
primjenjuje za proucavanje utjecaja hrane na nutritivni status i zdravlje, a ukljucuje sve procese

u proizvodnji hrane, od farme do krajnjeg konzumenta (Kim i sur., 2016).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SPEKTROSKOPIJA NMR U METABOLOMICI

Pojam metabolom odnosi se na skup malih molekula u bioloskom uzorku koje se ujedno
nazivaju metabolitima. Metaboliti u stanici mogu biti primarni i sekundarni. Primarni metaboliti
izravno su ukljuceni u razvoj stanice i imaju klju¢nu ulogu u odrzavanju njezinih fizioloskih
funkcija. Za razliku od primarnih metabolita, sekundarne metabolite proizvode stanice biljaka,
gljiva i bakterija s ciljem obrane organizma od drugih vrsta. Takve metabolite koristimo kao
lijekove, arome, pigmente i sl.

Metabolomika se definira kao nova znanstvena disciplina koja proucava sve kemijske i
biokemijske procese u cjelokupnom stanicnom metabolomu. Instrumentalne metode
primijenjene u metabolomici ve¢inom ukljucuju teku¢insku (LC, eng. Liquid Chromatography)
ili plinsku (GC, eng. Gass Chromatography) kromatografiju spregnutu s masenom
spektrometrijom (MS, eng. Mass Spectrometry), te u novije vrijeme spektroskopiju NMR.
Navedene metode imaju svoje prednosti, ali 1 nedostatke poput cijene, ucinkovitosti,
selektivnosti, itd., koji su klju¢ni prilikom odabira metode. Od ukupnog broja objavljenih
znanstvenih publikacija, viSe od 80% odnosi se na LC-MS 1 GC-MS metode u metabolomici,
no zabiljeZen je 1 povecani interes za spektroskopiju NMR u podruc¢jima metabolomike i

metabonomike (slika 1.) (Emwas 1 sur., 2019).
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Slika 1. Prikaz dinamike publiciranja znanstvenih radova iz podru¢ja metabolomike/

metabonomike baziranih na spektroskopiji NMR (Emwas i sur., 2019).



Takav trend posljedica je potencijalnih prednosti NMR u usporedbi sa LC-MS i GC-MS
metodama, primjerice nedestruktivnost i reproducibilnost. Nadalje, spektroskopijom NMR
moguce je detektirati i karakterizirati spojeve koje prethodno navedene metode ne mogu, poput
Secera, organskih kiselina, alkohola, poliola i drugih polarnih molekula.

Velika je prednost NMR-a u tome da izravno moze analizirati krute i polukrute uzorke
metodama ssNMR (engl. solid state NMR — spektroskopija NMR u ¢vrstom stanju) i MAS-
NMR (engl. magic-angle sample spining — vrtnja pri magicnom kutu). Nadalje,
spektroskopijom NMR omogucena je simultana analiza razliitih metabolita mjerenjem
spektara jezgara atoma s neparnim atomskim brojem kao §to su 'H, *C, N, “F i 3'P.
Povezanost spektara dviju ili ¢ak triju jezgara moZze se izmjeriti koriStenjem multidimenzijskih
NMR metoda.

Metoda jednodimenzijske (1D) 'H NMR spektroskopije posebno je korisna za
metabolomska istrazivanja. Vrlo je pouzdana, brza 1 visoko automatizirana $to uvelike ubrzava
samu analizu. 1D NMR spektre moguce je dalje analizirati raznim softverskim alatima koji ga
usporeduju s podacima u bazama podataka. Takvi alati u moguénosti su ujedno 1 identificirati 1
kvantificirati prisutne metabolite u uzorku (Emwas i sur., 2019).

Unato¢ nabrojanim prednostima, kemijske informacije sadrzane u dobivenom spektru
uzorka dovoljne su za identifikaciju samo 50-100 metabolita odjednom §to je znatno manje
nego kod primjerice LC-MS metode koja i pri manjim koncentracijama uzorka moze
identificirati viSe od 1000 metabolita. 1z toga se moze zakljuciti da je veliki nedostatak

spektroskopije NMR naspram masene spektroskopije u njenoj slaboj osjetljivosti (tablica 1.).



Tablica 1. Komparativne prednosti i nedostaci NMR i MS (Emwas i sur., 2019).

Spektroskopija NMR Masena spektroskopija

Visoka reproducibilnost

Reproducibilnost Niska reproducibilnost.
(glavna prednost metode).
Selektivna metoda, iako
Uglavnom koristena za sprega s kromatografijom
Selektivnost ) ) ) B
neselektivne analize. predstavlja mo¢niji alat za
ciljane analize.
Niska osjetljivost, ali se ' o
o ' Visoka osjetljivost (glavna
Osjetljivost moze poboljsati nekim

) .. prednost metode).
modifikacijama metode.

Provodenje mjerenja

Odgovaraju¢om

. ~Razlic¢ite metode ionizacije
koncentracijom uzorka daje

) ) ) potrebne su za povecanje
rezultat u jednom mjerenju

. . broja detektiranih
Sto je Cini relativno brzom

metabolita.
metodom.

Priprema uzorka

Jednostavna priprema

Zahtjevna priprema uzorka.
uzorka.

Destruktivnost

Nedestruktivna metoda (ne

‘ . Destruktivna metoda, ali
oStecuje uzorak koji se .

‘ potrebne male koli€ine
stoga moze podvrgnuti

‘ ‘ uzorka.
drugim analizama).

Kvantitativna analiza

Kvantitativna metoda jer je

intenzitet signala izravno

‘ Intenzitet signala nije u
proporcionalan

o vezi s koncentracijom.
koncentraciji metabolita 1

broju atomskih jezgri.

Broj detektiranih

metabolita

Ovisno o rezoluciji metode,
identificira i detektira Pri niskim koncentracijama
manje od 200 metabolitau  detektira tisu¢e metabolita.

uzorku.




2.2. NMR METABOLOMSKA ANALIZA PREHRAMBENIH PROIZVODA

Spektroskopija NMR je jedna od najvise koriStenih metoda za odredivanje molekulske
strukture spojeva kao i pracenje tijeka kemijskih i biokemijskih reakcija. Razvojem metode i
instrumentarija krajem 20. stoljeCa zapocela je njena sve veca primjena u kvantifikaciji
fizikalno-kemijskih svojstava hrane (slika 2.). Sirok spektar istraZivanja obuhvaéa razna
podrucja, kao npr. znanost o hrani, procesiranje namirnica, prehrambeno inzenjerstvo, odabir

odgovaraju¢e ambalaze te kemiju i mikrobiologiju namirnica (Marcone i sur., 2013).
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Slika 2. Distribucija znanstvenih publikacija s obzirom na primjenu spektroskopije NMR u
podrucju znanosti o hrani i prehrambene tehnologije u periodu od 1971. do 2011. (Marcone 1

sur., 2013).

NajceS¢e promatrani parametri NMR-spektra su kemijski pomak, konstanta sprege i
povrsina ispod signala. Kemijski pomak odreduje poloZaj signala na NMR-spektru i pruza
informacije o kemijskoj okolini u kojoj se jezgra nalazi. Jezgre zasjenjene gustim elektronskim
oblacima rezoniraju pri niZim kemijskim pomacima, dok jezgre u blizini elektron-odvlace¢ih
elektronegativnih atoma (npr. kisika) ,,0sje¢aju* manji utjecaj elektrona i rezoniraju pri visim
frekvencijama. Skalarna sprega nastaje interakcijom spinova protona na susjednim atomima i
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rezultira cijepanjem signala NMR-spektra. Tako dobiveni signali sloZeniji su i ovise o
udaljenosti i orijentaciji jezgara zbog Cega su od velike vaznosti prilikom strukturne
karakterizacije. Visina pika signala, odnosno povrSina ispod signala proporcionalna je broju
jezgara.

Hrana je heterogeni i izrazito kompleksan materijal sadinjen od razli¢itih molekula
poput vode, lipida, ugljikohidrata, proteina te velikog broja mikronutrijenata. S obzirom da je
spektroskopija NMR kvantitativna metoda, dajuci vezu izmedu broja prisutnih neekvivalentnih
atomskih jezgara 1 zabiljezenih signala spektra, pogodna je za analizu namirnica i1 njihovih
komponenti. Dobiveni spektri daju nam vrijedne informacije o nutritivnoj vrijednosti namirnica
Sto je bitno 1 za potroSaca, ali i za daljnje unaprjedenje kvalitete istih. Nadalje, upoznaje nas
poblize s fizikalno-kemijskim svojstvima namirnice koja treba uzeti u obzir prilikom
procesiranja, skladiStenja i transporta. Uz pomo¢ NMR-spektara u moguénosti smo klasificirati
1 razumjeti molekulske mehanizme 1 interakcije spojeva prisutnih u hrani. Pracenje kvalitete
prehrambenih proizvoda od iznimne je vaznosti za zdravstvenu ispravnost namirnica. U nekim
slucajevima se, u svrhu poboljSanja prinosa zbog otezanog kontroliranja okoline uzgoja, koriste
hormoni rasta (testosteron, progesteron, auksin i giberelin) 1 genetska modifikacija. Neki od
pritom koriStenih hormona danas su zabranjeni zbog Stetnog utjecaja na ljudsko zdravlje. Za
njihovu se detekciju 1 kontrolu koristenja odnedavno koristi NMR-metabolomska analiza (Kim
1 sur., 2016). Povecanjem proizvodnje i1 potraznje hrane na svjetskoj razini vaznost se pridaje
ispravnom navodenju geografskog porijekla i starosti te pracenju moguceg patvorenja, sto vrlo
cesto nadilazi sluzbene analitiCke metode temeljene na istrazivanju jednog odredenog spoja.
NMR spektroskopija pruza alternativu tradicionalnim analitickim metodama zbog svoje moci
detektiranja viSe vrsta kemijskih spojeva istovremeno. Spregnuta s metabolomikom stvara
moc¢no oruzje za primjenu u ciljanim analizama (istrazivanju specificnih kemijskih spojeva) ili
neciljanim analizama, pritom daju¢i pregled metabolita prehrambenog proizvoda koji se
ispituje. Upravo iz tog razloga, NMR-metabolomika u svrhu odredivanja kvalitete igra vaznu
ulogu pri autentifikaciji prehrambenih proizvoda (Consonni i Cagliani, 2018).

Metabolom sadrZzan u hrani odreduje nutritivnu vrijednost i razli¢ita fizikalno-kemijska
svojstva hrane (teksturu, okus, obojenje, itd.) koja se mogu bitno promijeniti tijekom
procesiranja, skladiStenja 1 transporta. U¢inke konvencionalnih procesa na navedena svojstva,
odnosno metabolicki profil hrane moguce je pratiti 1 evaluirati metabolomikom. Isto tako, u
svrhu kontrole zdravstvene ispravnosti namirnica metabolomska analiza omogucuje detekciju

kemijskih oneciS¢enja i1 patogena nastalih kvarenjem. Brza i pouzdana analiza kemijskih
6



oneciS¢enja u hrani kljucna je za sprjecavanje kratkoro¢nih i dugorocnih zdravstvenih prijetnji
nastalih zaostatkom kemikalija koristenih u proizvodnji hrane (npr. pesticida). Biofilmovi
prirodno prisutnih patogenih bakterija u hrani poput Escherichia coli O157:H7, Salmonella i
Listeria, predstavljaju veliku opasnost i problem pri procesiranju. Kako bismo bolje razumjeli
metabolicke procese iza stvaranja biofilmova mozemo ih izucavati primjenom NMR-
metabolomske analize, a dobiveni podaci sluze za prevenciju stvaranja samih biofilmova te
razvoj lijekova i terapija za bolesti povezane s trovanjem hranom (Kim i sur., 2016). Nadalje,
metabolomska analiza pomaze u procjeni pozitivnog i negativnog uéinka odredene hrane ili

dijete identifikacijom novih biomarkera ovisnih o prehrani (slika 3.).

Primjena metabolomike u
prehrambenoj industriji

g ' IZV°I"|W3“¢ _’j‘*\ Unos hrane

Otkrivanje biomarkera povezanih s bolestima
i konzumacijom hrane

I " .
% TR

Izuzimanje koristenja hormona rasta i Interakcija s crijevnom florom covjeka
genetski modificirane hrane

B XN

Tehnologije procesiranja hrane

Identifikacija geografskog porijekla

~
;1'5%/?

Slika 3. Tri glavne primjene metabolomike u prehrambenoj industriji, od farme do ¢ovjeka:

proizvodnja izvora hrane, industrijsko procesiranje hrane i prehrana (Kim i sur., 2016).

Rezultati mnogih istrazivanja pokazali su da specifi¢na hrana i na€in prehrane imaju

velik utjecaj na metabolizam aminokiselina i lipida povezan sa ljudskim zdravljem te da je
7



metabolomika ucinkovit i koristan alat za otkrivanje metabolickih promjena uzrokovanih
prehranom i analizu obrazaca prehrane za nutricionisti¢ka epidemioloska istrazivanja (Kim i

sur., 2016).

2.3. NMR METABOLOMSKA ANALIZA MEDA

Prema Pravilniku o kakvo¢i meda i drugih péelinjih proizvoda, med je prirodno sladak
proizvod kojeg medonosne pcele (Apis mellifera) proizvode od nektara medonosnih biljaka ili
sekreta zivih dijelova biljaka ili izlucevina kukaca koji siSu na zZivim dijelovima biljaka, koje
pcele skupljaju, dodaju mu vlastite specifi¢ne tvari, pohranjuju, izdvajaju vodu i odlazu u
stanice saca do sazrijevanja (NN53/2015: Pravilnik o medu). Jedini je zasladiva¢ kojeg je
moguce koristiti bez prethodnog procesiranja 1 izrazito je vrijedan i cijenjen proizvod Sirom
svijeta zbog svog vrijednog nutritivnog sastava, okusa i1 arome te antibakterijskog i
antioksidacijskog djelovanja (primjerice, pomaze u lijeCenju ozljeda, opeklina i infekcija).
Bogat je ugljikohidratima, proteinima, aminokiselinama, organskim kiselinama, flavonoidima,
vitaminima, mineralima 1 hlapljivim spojevima. Kemijski gledano, med je sloZzena smjesa vise
od 70 razli¢itih spojeva od kojih najviSe prevladavaju glukoza i fruktoza Cine¢i ~ 99% meda.
Unato¢ ubrzanom razvoju analitickih metoda, potpuni sastav meda nije sasvim razjasnjen, no
nepoznavanje sastava otezava vjestacku industrijsku proizvodnju i patvorenje proizvoda (Sarié
1 sur., 2020).

U posljednjih nekoliko godina patvorenje meda postalo je negativna praksa prvenstveno
izvedena razjedivanjem vodom, dodatkom drugih jeftinih zasladivaca (Secer Secerne trske i
repe, fruktozni 1 maltozni sirupi) i namjernim pogreSnim deklariranjem botanickog i
geografskog porijekla. Utvrdivanje geografskog porijekla uglavnom se provodi analizom
polena $to u praksi ima svoja ogranicenja koja leze u osposobljavanju visoko specijaliziranih
analitiCara s ujednaenim znanjem o morfologiji polena. Za to¢nu procjenu botanickog
porijekla meda potrebno je pratiti senzorska 1 fizikalno-kemijska svojstva meda poput boje, pH
1 ukupne kiselosti, okusa, vlaznosti, sastava ugljikohidrata, udjela prolina, aktivnosti invertaze

1 diastaze, elektricne vodljivosti i opticke aktivnosti (Consonni 1 Cagliani, 2018).

2.3.1. Utvrdivanje botanickog porijekla meda novozelandskog cajevca
U posljednjih nekoliko godina, med novozelandskog cajevca (lat. Leptospermum

scoparium L.) ili manuka med, dobiven iz nektara autohtone biljke s Novog Zelanda i nekih
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predjela Australije, izazvao je velik interes ne samo znanstvenika ve¢ i potroSaca Sirom svijeta
zbog svoje iznimne antimikrobne aktivnosti. Spoj odgovoran za ovakvu aktivnost je metil-
glioksal (MGO), prirodni karbonilni spoj nastao kiselo-kataliziranom dehidratacijom
dihidroksiacetona (DHA) tijekom sazrijevanja meda (slika 4.). MGO posjeduje tzv.
neperoksidnu aktivnost (eng, nonperoxide activity, NPA) koja odreduje trziSnu vrijednost meda
(Chernyshev i Braggins, 2020). Povec¢ana potraznja potro$ac¢a za manuka medom dovela je do

povecanja njegove cijene, uslijed ¢ega se biljezi sve ucestalije patvorenje.

o]
H+ H3C
- H,O
@] O
Dihidroksiaceton Metilglioksal
(1,3-dihidroksipropan-2-on) (2-oksopropanal)

Slika 4. Pretvorba dihidroksiacetona (DHA) u metil-glioksal (MGO).

Kontrola kvalitete manuka meda vrSi se kao 1 kod drugih vrsta meda, ali uz odredene
posebnosti. Prema AOAC 998.12 metodi (eng. Association of Analytical Collaboration),
manuka med ne smije sadrzavati visSe od 7% C4 SeCera. Izraz ,,C4 Seceri” odnosi se na C4
metabolizam kao jedan od tri poznata biokemijska puta za sintezu ugljikohidrata u biljkama, a
koji je karakteristi¢an za biljke u toplijim 1 tropskim podrucjima. Razli¢iti biokemijski putevi
sinteze ugljikohidrata rezultiraju i razli¢itim frakcioniranjem '3C izotopa u nastalim $e¢erima.
Osim Secera, u medu su prisutni i proteini (do 2%). Kako su Seceri prekursori u biosintezi
aminokiselina i proteina u biljkama, izotopni sastav Secera 1 proteina vrlo je sli¢an. Medutim,
ukoliko se u med doda C4 Secer radi patvorenja, doé¢i ¢e do pomaka signala '*C-atoma u
Se¢ernoj frakciji meda, dok ¢e pomak '*C-atoma u proteinskoj frakciji ostati nepromijenjen.
Prema tome, razlika u kemijskim pomacima '*C-atoma u medu i njegovim proteinima sluzi kao
analiticki marker za procjenu postotnog udjela C4 Sec¢era u medu (Chernyshev i sur., 2020).

Medutim, pokazalo se da manuka med s udjelom MGO ve¢im od 250 mg/kg, odnosno
sazreli med, moZe dati lazno pozitivan rezultat u C4 testu. Osim toga, melisopalinologija ili
peludna analiza kao glavna metoda za utvrdivanje botanickog i zemljopisnog porijekla meda

ne daje pouzdane rezultate zbog velike morfoloSke sli¢nosti peluda iz kojeg nastaje manuka



med i peluda biljke kanuka (lat. Kunzea ericoides) €iji nektar ne sadrzi DHA kao ni MGO
(Spiteri i sur., 2017).

Spektroskopija NMR pruza rjeSenje u analitici manuka meda, posebice u kvantifikaciji
njegova dva specifi¢na metabolita, DHA i MGO. U istrazivanju provedenom 2017. godine na
264 uzorka meda sakupljena na Novom Zelandu i Australiji, prvotni cilj je bio pronaci glavne
razlike manuka meda u odnosu na druge vrste, posebice kanuka med koji mu je po sastavu
komponenti (ICA, eng. Independent Compound Analysis) kako bi se odredio broj nezavisnih
spojeva klju¢nih za razlikovanje uzoraka. Signal pri 2,30 ppm pripada vodikovom atomu iz
aldehidne skupine, a signal pri 1,38 ppm pripada vodikovim atomima iz metilne skupine MGO-
a(slika 5., a), dok se DHA detektira signalom pri4,41 ppm kojeg daju protoni dviju hidroksilnih
skupina (slika 5., b).

DHA je prekursor MGO, zbog ¢ega visoka koncentracija DHA posljedi¢no znaci nisku
koncentraciju MGO §to je svojstveno svjezem medu, a obrnuto ukazuje na zreli med u kojem
je gotovo sav DHA pretvoren u MGO. Odredeni omjer DHA 1 MGO pronaden je u viSecvjetnim
medovima koji mogu sadrzavati dio manuka meda (Spiteri i sur., 2017).

Visoki kemijski pomaci vodikovih atoma vezanih na sp’-hibridizirane C-atome u
aromatskim molekulama i1 alkenima objasnjeni su dijamagnetskom anizotropijom. Pod
utjecajem vanjskog magnetskog polja m-elektroni generiraju struju n—elektrona iz aromatskog
prstena induciraju¢i magnetsko polje 1 tako pojacavajuci efektivno magnetsko polje. Zbog toga
protoni aromatskih spojeva rezoniraju pri viSim frekvencijama i imaju ve¢i kemijski pomak

koji se u NMR-spektru nalazi izmedu 7 1 8 ppm.

10



T T T T T
&l METIL-GLIOKSAL |
20 0] il
H
151 CH3 i
10, 0O 1
5L J
0 B o o] —-—-l/“} by ' e SUREEE TRRESREUE—
1 1 v 1 1
3 2.5 2 L5 1
o 2
6F
S5+ b - & * * 5
il , " . .
3L - o - b B
5 ®k > s * - * *oxow . » " "‘
2 » » = = *r T ox * ¥ ~ -
- - : :' & - " " - fod il 2 - Rl L
1F = e Sy . bk > ':' * w * e *w
B T Ta e e
0 Ty ke X » Ao S o el P T R o e
50 100 150 200 250
b)
20F T T T T T T T =
DIHIDROKSIACETON
15+ -
0]
10+ H O\/U\/OH T
5t
(] S e e ——— ——\,\,] e A N~ WA pnr A NN
L L L ) 1 L 1 1 1

4.6 4.55 4.5 4.45 4.4 435 4.3 4.25 42 4.15

3k
-
2,5" - *
B2 *
*
)2 Wik » * * A * %
*
* = * * -
L H * * " ) :" g " " F = =
* * * ¥ "" -
1.- * " e - »* * x '.' " o " * -
.« . o s 2 7 - L
0.5k, ™ « « & * L O T N
X « X% o] = > * bt * - *x " - "" " o ™
wn ¥ * * o * * - *
0"..'-\.’"' W - "ﬂ "‘\ Y- ol 'ﬁ' o '# “' i ". %"'
50 100 150 200 250

Slika 5. Signali a) metil-glioksala i b) dihidroksiacetona izdvojeni analizom nezavisnih
komponenti: iznad su izdvojeni signali, a ispod omjer signala (plavi signali odgovaraju manuka

medu, dok crveni signali odgovaraju ostalim medovima (Spiteri i sur., 2017).
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1z spektra na slici 6. vidljiv je singlet pri 7,42 ppm koji ukazuje na prisustvo aromatskog
spoja u manuka medu. Njegovim usporedivanjem s komercijalnim standardima poput 3,4,5-

trimetoksibenzojeve kiseline i metil-siringata nije utvrdena nikakva povezanost.
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Slika 6. a) Bojanje regije raspona 7-7,8 ppm na temelju povezanosti s DHA: pik pri 7,42 ppm
ukazuje na povezanost s DHA 1 b) Signal izdvojen analizom nezavisnih komponenti manuka
meda: iznad je signal koji odgovara aromatskom spoju, a ispod omjeri signala u pojedinacnom

uzorku. Manuka medovi oznaceni su plavom, a ostali crvenom bojom (Spiteri i sur., 2017).

Daljnjom analizom otopina manuka meda u vodi i metanolu dobiveni su singleti na 7,34
ppm iz kojih je zakljuceno da nepoznati signal pripada leptosperinu (slika 7.) — bioaktivnoj
molekuli izoliranoj iz manuka meda 1 identificiranoj 2012. godine (Spiteri i sur., 2017). Otkrice
leptosperina uvelike pomaze analiticarima u suzbijanju krvotvorenja manuka meda, budu¢i da

se MGO i DHA mogu naknadno dodati u med s ciljem krivotvorenja rezultata analize.
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Slika 7. Kemijska struktura leptosperina.

Regresija parcijalnih najmanjih kvadrata (PLS-DA) predstavlja algoritam za
modeliranje 1 selekciju varijabli. Metoda je posebno ucinkovita za modeliranje
viSedimenzijskih skupova podataka u analizi hrane, klasificiranju bolesti u medicinskoj
dijagnostici te analizi dokaza u forenzici (Lee 1 sur., 2018). KoriStenjem PLS-DA modela
manuka med se moZe razlikovati od medova drugih botanickih porijekla (slika 8.).
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Slika 8. Medusobno razlikovanje 100%-tnog manuka meda i drugih cvjetnih medova

primjenom PLS-DA modela kombinirajuci tri karakteristicna markera (Spiteri i sur., 2017).
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Oznaceno plavo podrucje dobivenog PLS-DA modela pripada uzorcima manuka meda,

a minimalno preklapanje s crvenim podrucje pokazalo je uspje$no razlikovanje manuka meda

od ostalih cvjetnih medova koriste¢ci MGO, DHA i leptosperin kao parametre razlikovanja.

2.3.2. Utvrdivanje botanickog porijekla brazilskih medova

U svrhu klasifikacije
botanickog porijekla brazilskih
medova Salgueiro 1 sur. proveli
su 'H NMR spektroskopsku
analizu spregnutu s kemomet-
rikom analiziraju¢i 53 uzorka
medova vrsta Citrus (konkretno
narance), Fucalyptus 1 Cambara.
Dobiveni NMR-spektri pokazali
su karakteristiCne signale poli-
fenolnih spojeva prikazane na
slici 9. 1 izlistane u tablici 2. s
njihovim kemijskim pomacima.
Kemijske strukture navedenih

spojeva prikazane su na slici 10.

Slika 9. '"H NMR spektri medova
(A) eukaliptusa, (B) cambare i
(C) narance (Salgueiro i1 sur,
2016). (Brojevi iznad signala
odgovaraju fenolnim spojevima

iz tablice 2.)
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Tablica 2. Kemijski pomaci u "H NMR spektrima fenolnih spojeva iz analiziranih medova

(Salgueiro i sur., 2016).

Broj

spoja

10

11

12

13

Naziv spoja

benzojeva kiselina

m-kumarinska kiselina

m-metoksicimetna kiselina

naringenin

kempferol

kafeinska kiselina

miricetin

galna kiselina

ferulinska kiselina

kvercetin

p-kumarinska kiselina

protokatehinska kiselina

siringinska kiselina

s - singlet; d - dublet; dd - dublet dubleta

NMR-signal (kemijski pomak, cijepanje

signala, pripadajudi vodikov atom)

8,04 (dd, H1, H6)

6,41 (dd, H-p), 7,86 (dd, H-qr)

3,84 (s, OMe)

2,7 (dd, H3), 3,09 (dd, H3)

8,08 (d, H2', H6"), 6,41 (d, HS)

7,53 (d, H-), 6,93 (dd, H6)

7,28 (s, H-2"), 6,21 (d, H-6)

7,08 (d, H2, H6)

6,47 (d, H-p), 3,90 (s, OMe)

6,89 (d, H5", 6,40 (d, HS), 6,19 (d, H6)

7,60 (d, H-0), 6,28 (d, H-B), 6,80 (d, H3, H5)

7,46 (dd, H1, H6)

7,32 (s, H2, H6), 3,87 (s, 2xOMe)
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Slika 10. Kemijske strukture fenolnih spojeva pronadenih u medovima (Salguiero i sur., 2016).

Spektroskopija NMR zajedno s kemometrikom pokazala se u¢inkovitom u zamjeni
melisopalinologije u svrhu klasifikacije botani¢kog porijekla medova. Kao §to je ve¢ navedeno,
peludna analiza meda nailazi na prepreke, od kojih je najve¢a u poznavanju morfoloSkih

karakteristika zrnaca i1 njthovom razlikovanju, odnosno pronalasku stru¢nog osoblja. Sastojci
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meda pojavljuju se u razli¢itim omjerima ovisno o sezonskim i okoli§nim ¢imbenicima pa tako
i sastav ukupnih fenolnih spojeva, koji sluze kao biomarkeri pri identifikaciji medova i njihovoj
klasifikaciji po botanickom porijeklu. Specificni biomarkeri pronadeni u medovima vrste
Eucaliptus bili su miricetin, kempferol, naringenin, galna, kafeinska i ferulinska kiselina. Kod
medova vrste Citrus to su bili kvarcetin, p-kumarinska kiselina kao i siringinska i
protokatehinska kiselina. Fenolni profil meda Cambare sastojao se od m-metoksicimetne, m-
kumarinske 1 benzojeve kiseline te narigenina.

Dobiveni NMR-podaci bili su dodatno analizirani PCA metodom (eng. Principal
Component Analysis — metoda glavnih komponenata). Metoda glavnih komponenata jedna je
od najjednostavnijih metoda multivarijatne statistike ¢iji je cilj reducirati dimenzionalnost
podataka, a sacuvati njihovu varijabilnost (Groth i sur., 2013). Prvi prikaz ukljucivao je med
narance 1 viSecvjetne medove, a drugi jednocvjetne medove vrsta Eucalyptus, Cambara 1
Citrus. Obje provedene analize su pruzile zadovoljavajuce rezultate u vidu prikaza medusobnog
razlikovanja ispitivanih medova. 1z prikaza se jasno vidi da svaka vrsta meda zauzima posebne
kvadrante s minimalnim preklapanjem, a najbolje razlikovanje postignuto je za medove vrste
Cambara [slika 11 a) 1 b)]. Ovim je potvrdeno da fenolni spojevi i njihov sastav predstavljaju
bitan biomarker prilikom razlikovanja medova te pripisivanja botanickog porijekla olakSavajuc¢i
tako identifikaciju biljnih vrsta u medovima upitnog sastava. Samim tim, spektroskopija NMR

predstavlja dobru alternativu peludnoj analizi meda.
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Slika 11. a) Rezultati PCA dobiveni iz '"H NMR spektra meda naranée i visecvjetnih medova:
(O) naranéa i (M) visecvjetni ; b) Rezultat PCA dobiveni iz '"H NMR spektra medova narance
(O), vrsta Cambara (C) 1 Eucalyptus (E) (Salgueiro i sur., 2016).
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2.3.3. Utvrdivanje botanickog porijekla finskih medova

Proizvodnja jednocvjetnih medova u arktickim i borealnim podruéjima otezana je zbog
nepovoljnih uvjeta za rast odredenih cvjetnih vrsta koje na ovom podru¢ju cvjetaju sasvim
slu¢ajno. Stoga postoji velika vjerojatnosti pronalaska peludnih zrnaca iz sekundarnih izvora
Sto dodatno otezava karakterizaciju svojstava standardnim metodama. 1z tog razloga su sortni
jednocvjetni finski medovi visoko cijenjeni. Primjenjujuci spektroskopiju NMR analizirani su
medovi heljde, djeteline, maslacka, vrijesa, zljezdastog nedirka, medljikovca, lipe, brusnice i
viSecvjetne medove, stavljaju¢i naglasak na njihove vodene otopine (Kortesniemi 1 sur., 2016).
NMR spektri analiziranih vodenih otopina medova prikazani su na slici 12., a naglaSeni markeri
odabranih uzoraka u razli¢itim podruc¢jima spektra na slici 13.

Analiza uzoraka meda heljde pokazala je visoke koncentracije Ile, Leu, Thr, Tyr i Val.
Detektirani dubleti pri 7,80 ppm i1 6,91 ppm pripadaju 4-hidroksibenzojevoj kiselini (slika 13.,
A, B 1 E). Tyr 1 4-hidroksibenzojeva kiselina prethodnim su istraZivanjima potvrdeni kao
specificni markeri heljde. Signali pri 5,04, 6,67, 6,70 1 6,80 ppm nisu pripisani pripadaju¢im
spojevima no mogu posluziti kao pokazatelji botanickog porijekla meda heljde (slikal3., E)
(Kortesniemi 1 sur., 2016). Uzorci meda maslacka dali su signale pripisane 2-hidroksi-3-
metilbutanskoj kiselini pri 0,82 10,96 ppm, zatim 2-hidroksi-3-metilpentanskoj kiselini pri 0,86
10,93 ppm, 3-metil-2-oksopentanskoj kiselini pri 0,88 1 1,09 ppm te 4-metil-2-oksopentanskoj
kiselini pri 0,93 12,60 ppm (slika 13., A i B). Strukture navedenih spojeva prikazane su na slici
14. na kojoj su naznaceni 1 protoni kojima se pripisuju detektirani signali. U uzorcima meda
lipe najviSe su se istaknuli signali genciobioze predlozeni kao markeri te vrste (slika 13., E). Za
medove brusnice, zljezdastog nedirka, djeteline i viSecvjetne medove nisu pronadeni specifi¢ni
markeri. Specifi¢ni signal meda vrijesa ocitan je pri 1,92 ppm (slika 13.,B). U alifatskom dijelu
spektra vidljivi su signali pri 1,03 i 1,06 ppm takoder karakteristi¢ni za med vrijesa (slika 13.,
A). Opazeni su i signali u aromatskom dijelu spektra koji pripadaju benzojevoj, 3-fenil-
mlijecnoj 1 fenil-octenoj kiselini, a zasluzni su za specifi¢nu aromu i miris meda (slika 13., E).

Sve vrste analiziranih medova pokazale su signale pripisane nekolicini di- i trisaharida:
kojibioza, nigeroza, turanoza, izomaltotrioza, kestoza, melezitoza i rafinoza, a zbog preklapanja
njihovih signala nije bila mogucéa njihova kvantifikacija (slika 13., C i D). Pri niZim
koncentracijama detektirani su u svim medovima i trigonelin i uridin. Kao znakovi procesa
fermentacije u nekim su uzorcima detektirani etanol i octena kiselina, posebice u medovima
vrijesa 1 maslacka koji svojim visokim udjelom vlage omogucuju rast mikroorganizama koji

poticu fermentaciju. Uz produkte fermentacije utvden je i signal 5-hidroksimetilfurfurala pri
18



9,45 ppm, a koji sluzi za procjenu kvalitete (njegovo prisustvo u uzorku ukazuje na nedostatke

nastale pregrijavanjem i predugim skladiStenjem (Kortisniemi i sur., 2016).
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Slika 12. '"H NMR spektri vodenih otopina uzoraka medova. A) Superimponirani spektar (10,0-
0,6 ppm). B) Zasebni spektri uzoraka (10,0-5,6 ppm 1 2,9-0,6 ppm). (Kortesniemi i sur., 2016).
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Slika 13. Istaknuti markeri za medove heljde (plava), maslacka (zuta), vrijesa (ljubicasta),
medljike (smeda), lipe (zelena) 1 brusnice (crvena) u razli¢itim rasponima kemijskih pomaka:
A) 1,50-0,75 ppm, B) 2,94-1,50 ppm, C) 4,70-4,10 ppm, D) 5,50-4,93 ppm, E) 9,50-5,60 ppm.
Kratice: Ala, alanin; HMF, 5-hidroksimetilfurfural; Ile, izoleucin; Leu, leucin; Phe, fenilalanin
Pro, prolin; Tyr, tirozin; Val, valin. Singali : s, singlet; d, dublet; dd, dublet dubleta; m, multiplet;
t, triplet (Kortesniemi 1 sur., 2016).

U razlikovanju medova PCA modelom, sastav Secera je igrao vaznu ulogu. Dobiveni
PCA model prikazan je na slici 14. Najbolje razlikovanje s obzirom na ostale cvjetne medove
je postignuto s uzorkom meda medljike. Razlog tome je prisustvo melezitoze kao glavnog
markera meda medljikovca. Za distribuciju uzoraka cvjetnih medova zasluzne su fruktoza i
glukoza, no njihovo obilje u cvjetnim medovima uzrokovalo je preklapanje rezultata dobivenih
analizom PCA. Budu¢i da NMR-spektroskopijom nisu dobiveni znafajni markeri za med
zljezdastog nedirka pozicioniranje ove vrste meda je u srediStu PCA modela te moZe posluZziti
kao pokazatelj botani¢kog porijeka drugih medova preko sastava Secera (Kortesniemi i sur.,
2016).
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Slika 14. PCA model devet uzoraka finskih medova (Kortesniemi i sur., 2016).

2.3.4. Utvrdivanje botanickog porijekla kineskih medova

Kina je jedna od vodecih drzava na svijetu u proizvodnji i izvozu meda. Cilj istrazivanja
Zhanga 1 sur. bio je utvrditi botanicko 1 geografsko porijeklo kineskih medova kako bi utvrdili
njihovu izvornost budu¢i da su Siroko rasprostranjeni na svjetskom trzistu. Ispitivani su uzorci
8 razli¢itih vrsta medova prikupljenih od strane kineskih pcelara u razdoblju od 2017. do 2019.
godine, a navedene botaniCke vrste bile su longan, akacija, Zizula, lipa, naranca, uljana repica,
suncokret 1 konopljika (Zhang 1 sur., 2020).

Specificni signali mravlje kiseline (6 8,42 ppm), Phe (& 7,29-7,42 ppm) i Tyr (6 7,18 i
6,89 ppm) zabiljeZzeni su pri niskom polju NMR spektra (slika 15.). Phe je u najve¢im
koncentracijama prisutan u medu konopljike, zatim medovima lipe i longana te u vrlo malim
koli¢inama u medu uljane repice. U ostalim medovima koncentracija Phe bila je ispod granica
detekcije. Med konopljike takoder sadrzi velike koncentracije Tyr, dok se u medovima
suncokreta 1 longana nazire mali signal vidljiv tek kod velikog uvecanja y-osi. Glede mravlje
kiseline, visoke koncentracije detektirane su u medovima zizule i1 lipe dok je u drugim
medovima ta koli¢ina zanemariva. Usporedba koncentracija mravlje kiseline u razli¢itim
cvjetnim medovima nije potrebna s obzirom da mravlja kiselina u medu moZe nastati iz
nekoliko izvora, kao npr. izlu€ena iz samih pcela, prisutna u pesticidima ili kao rezultat

Maillardovih reakcija tijekom zagrijavanja (Zhang 1 sur., 2020).
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Slika 15. '"H NMR spektri 8 razli¢itih vrsta medova i specifi¢ni signali istaknuti na vrhu. a)
aromatska regija, y-os uvecana 150 puta; b) regija ugljikohidrata; c) alifatska regija, y-os

uvecana 225 puta. (Zhang i sur., 2020).

U regiji ugljikohidrata signali su pripadali velikom broju Secera, a najviSe saharozi
(05,40 14,20 ppm), glukozi (8 5,23, 4,64 13,24 ppm) i fruktozi (6 4,10 ppm) koje su u visokim
koncentracijama zastupljene u medu (slika 15.). NajviSe koncentracije saharoze sadrzavao je
med ZiZule, a potom medovi lipe, longana, narance i akacije. SadrZaj glukoze i fruktoze bio je
visok u svim medovima, posebice u medu suncokreta i uljane repice.

U alifatskoj regiji zabijeZeni su signali Ala (6 1,47 ppm), Pro (6 2,30-2,37 ppm), etanola
(6 1,16 ppm), te octene (6 2,02 ppm), mlije¢ne (5 1,33 ppm) 1 jantarne kiseline (6 2,48 ppm)
(slika 15.). U uzorcima medova konopljike, longana i narance detektirana je manja koli¢ina
etanola, dok je njegova koncentracija u drugim medovima gotovo zanemariva. Etanol u
ispitivanim medovima je najvjerojatnije prisutan kao rezultat fermentacije ugljikohidrata

povezane s prethodnim skladiStenjem meda (Zhang i sur., 2020). Signali octene kiseline su se
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u nekim slucajevima preklapali s multipletom prolinskih protona zbog ¢ega je otezana procjena
udjela octene kiseline u uzorcima. Najvise koncentracije octene kiseline imali su medovi zizule
i lipe. Sadrzaj mlijecne kiseline u medu konopljike bio je visi od ostalih medova, a nesto nize
koncentracije detektirane su u medovima narance i suncokreta te u vrlo niskim koncentracijama
u medovima lipe i zizule. Ala je u najvisoj koncentraciji detektiran u medu suncokreta, zatim
medovima konopljike i longana dok je signal alanina u ostalim uzorcima bio jedva primjetan.
Pro je najzastupljeniji u medu konopljike, a u medovima lipe i uljane repice prisutan je u niskim
koncentracijama.

KoriStenjem PCA-X modela utvrdivano je botanicko porijeklo medova. Slika 16.
prikazuje rezultat provedene analize. Varijable su uglavnom koncentrirane na sredini
koordinatnog sustava ukazujuci tako na sli¢nosti analiziranih uzoraka, tj. medova konopljike,
suncokreta, uljane repice, longana i narance. Suprotno tome, uzorci meda akacije, lipe 1 zizule
su uspjesno razlikovani od ostatlih medova. Ovakvom izdvajanju od sredine koordinatnog

sustava pridonio je sastav Secera (Zhang 1 sur., 2020).

@ Konopljika
| M W Jizula
25 4 B Alipa
V¥ Suncokret
@ Uljana repica
® Longan
@ Naranda
4 Akacija

12)
w

Slika 16. PCA-X model uzoraka osam kineskih medova (Zhang i sur., 2020).
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3. ZAKLJUCCI

Metabolomika je nova znanstvena diciplina s potencijalom primjene u razliCitim
znanstenim podruc¢jima. U analitici prehrambenih proizvoda metabolomikom je moguce
pratiti metabolom sadrzan u hrani i utvrditi kakav utjecaj imaju konvencionalne metode
procesiranja na sami metabolicki profil hrane. Spregnuta sa spektroskopijom NMR
omogucuje utvdivanje molekulskih mehanizama i interakcija spojeva prisutnih u hrani.
Med predstavlja jednu od najvrijednijih namirnica na svijetu zbog svog nutritivnog sastava,
okusa i aroma te antibakterijskog i1 antioksidacijskog djelovanja. Kao takav, sve je CeSce
predmet patvorenja i laznog deklariranja geografskog i botanickog porijekla. Prilikom
procjene geografskog i botani¢kog porijekla meda peludnom analizom, nailazi se na razne
prepreke, poput poznavanja morfoloskih karakteristika zrnaca i njihovog razlikovanja.
Stoga se u procjeni autenti¢énosti meda mozemo posluziti NMR-metabolomskom analizom.
Med novozeladskog ¢ajevca ili manuka med je zanimljiv zbog prisustva metil-glioksala,
spoja koji ovom medu daje iznimnu antibakterijsku aktivnost 1 visoku cijenu na trzistu.
Upravo iz tog razloga je nerijetko podvrgnut patvorenju. Spektroskopijom NMR uspjesno
su utvdeni markeri meda novozelandskog cajevca ili manuka meda: metil-glioksal,
dihidroksiaceton i leptosperin pomocu kojih je moguce potvrditi autenti¢nost manuka meda
kao 1 razlikovati ga od medova drugih botanickih vrsta. Daljnjom statistickom obradom
podataka koriste¢i se PLS-DA modelom, dobiveno je minimalno preklapanje rezultata
manuka meda s rezultatima drugih cvjetnih medova ¢ime je potvrdeno njihovo razlikovanje.
Dobiveni NMR-spektri analiziranih brazilskih medova vrsta Eucalyptus, Cambara i Citrus
dali su karakteristi¢ne signale polifenolnih spojeva. Sastav ukupnih fenolnih spojeva ovisi
o sezonskim i okoliSnim ¢imbenicima pa tako mogu posluziti kao biomarkeri pri
identifikaciji medova 1 njihovoj klasifikaciji po botanickom porijeklu. Spektri su dalje
analizirani PCA metodom ¢ime su dobiveni zadovoljavaju¢i rezultati u medusobnom
razlikovanju ispitivanih uzoraka.

U medovima arktickih i borealnih podrucja postoji velika Sansa u pronalasku peludnih
zrnaca sekundarnih izvora u medovima deklariranim kao ,,jednocvjetni®, prvenstveno zbog
oteZanih uvjeta za rast odredenih biljnih vrsta. 1z tog razloga su finski medovi visoko
cijenjeni. Primjenom spektroskopije NMR analizirano je 9 vrsta jednocvjetnih medova
(heljda, djetelina, maslacak, vrijes, zljezdasti nedirak, medljikovac, lipa, brusnica i

viSecvjetni medovi) u svrhu pronalaska specificnih biomarkera. Koristenjem PCA modela
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pokazano je slabo razlikovanje analiziranih medova pripisano udjelima fruktoze i glukoze.
Najbolje razlikovanje s obzirom na ostale vrste postignuto je s uzorkom meda medljike.
Kineski medovi Siroko su rasprostranjeni na svjetskom trzistu te je bitno utvrditi njihovo
botanicko i1 geografsko podrijetlo u svrhu potvrde izvornosti. Spektroskopijom NMR
analizirano je 8 vrsta jednocvjetnih medova (konopljika, zizula, lipa, suncokret, uljana
repica, longan, naranca i akacija). Uzorci su dali sliéne spektre Sto je vidljivo i na
dobivenom PCA-X modelu. Najbolje razlikovanje dobiveno je za medove akacije, zizule i
lipe, dok su se rezultati ostalih medova preklapali.

Za analizu sloZenih sustava, kao §to je hrana, sposobnost NMR-metabolomske analize za
kvantitativno pracenje nekoliko klasa kemijskih spojeva bez unistavanja uzorka predstavlja
veliku prednost ove metode u odnosu na druge ¢esSce koriStene analiticke metode. Najveci
nedostatak spektroskopije NMR je i dalje njena niska osjetljivost, stoga je potreban daljni
rad na usavrSsavanju NMR metabolomske analize prehrambenih proizvoda u svrhu kontrole

kvalitete 1 sprjeCavanju patvorenja.
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