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1. UvOoD

Primjena spektroskopskih tehnika u prehrambenoj industriji sve je ¢eSca, jer rezultati
proizasli iz spektroskopskih mijerenja olakSavaju proces proizvodnje i distribucije hrane.
Prehrambena industrija teZi proizvodima koji su ujednacene kakvoce, higijenski ispravni i ne
djeluju Stetno na zdravlje potrosaca. To je moguée postici primjenom najnovijih znanstvenih
spoznaja i metoda u analizi hrane. Spektroskopske tehnike su neinvazivne, brze, jeftine i
precizne (Matijevic i Blazi¢, 2008).

Spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije (engl. Nuclear Magnetic Resonance,
NMR) jedna je od najcesce koristenih i najpreciznijih analitickih tehnika za dobivanje podataka
o molekulskom sastavu organskih i anorganskih molekula.

Atomske jezgre s neparnim atomskim brojem (1H, 13C, °N, °F i 3!P) nakon izlaganja jakom
vanjskom magnetskom polju & pretezito se orijentiraju u pravcu tog polja (a-spin, stabilniji
polozaj). Nakon izlaganja radiofrekventnom (RF) zracenju frekvencije koja odgovara razlici
izmedu energetski povoljnijeg a-spina i nepovoljnijeg B-spina, dolazi do izvrtanja jezgre iz a-
u PB-spin, slijedi relaksacija i ponovno usmijeravanje u pravcu polja pri ¢emu se emitira
elektromagnetski signal kojeg biljezi NMR-spektrometar. S obzirom da vodikovi atomi u
organskim molekulama imaju razli¢ito kemijsko okruzenje, odnosno okruzeni su elektronima
koji ih svojim lokalnim magnetskim poljima vise ili manje zasjenjuju, njihova se rezonancija
dogada pri poljima razlicite jakosti, odnosno imaju razlicite kemijske pomake (slikal) (BariSic,
2018).

apsorpcija RF zragenja uzrokuje spin nukleusa

I
 — l _— — B-spin, viSe energetsko stanje
hv \
AE —>
- | - niZe energetsko stanje
B,
o-spin

Slika 1. Rezonancija (BariSi¢, 2018).

U ovom ce se radu opisati razli¢ite primjene NMR u analizi hrane, raspraviti o prednostima

i nedostacima ove tehnike te navesti moguée primjene u prehrambenoj industriji u buduénosti.
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2.1. Primjena NMR u prehrambenoj industriji

S koriStenjem NMR radi odredivanja strukture organskih molekula zapocelo se 40-ih godina
proslog stolje¢a (Gutowsky i sur., 1949). Medutim, s koriStenjem NMR u u analizi hrane
zapocelo se 40-ak godina kasnije, ponajvisSe zbog nedostatka educiranih strucnjaka, skupe
opreme i neprilagodenosti postoje¢ih NMR-spektrometara takvim vrstama analize. Posljednjih
se godina, zahvaljujuéi razvoju i unapredenju uredaja, NMR sve ¢eSce koristi u prehrambenoj

tehnologiji kao i u znanstvenim istrazivanjima koja se bave analizom sastava hrane (slika 2).
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Slika 2. Primjena NMR u raznim podrucjima znanosti o hrani. Pretrazivanje provedeno pomocu
platforme "ISI Web of Science" u razdbolju od 1971-2011. godine (Marcone i sur., 2013).

U analizi hrane koristi se NMR niske rezolucije (engl. Low Resolution NMR, LR-NMR) i NMR
visoke rezolucije (engl. High Resolution NMR, HR-NMR). Uredaji za LR-NMR pristupacniji su i
jednostavniji za koriStenje, ali zahtijevaju referentne metode za kvantitativha mjerenja. Metoda
HR-NMR je skuplja, ali su zato dobiveni rezultati tocniji i detaljniji (Butorac i sur., 2013).

U prehrambenoj industriji NMR se koristi u viSe svrha: (/) analiza kemijskog sastava, (/)

strukturna identifikacija funkcionalnih sastojaka, (/) odredivanje sastava ambalaze, (V)



ovjeravanje autenti¢nosti, (V) optimizacija parametara procesiranja te (v) kontrola
mikrobioloske, fizikalne i kemijske kvalitete hrane.

NMR kao metoda analize koristi se i u forenzici hrane za: (/) odredivanje kakvoce ulja
(posebice maslinovog ulja), piva, kave, zelenog Caja, mlije¢nih proizvoda, mesa i ribe, (/)
utvrdivanje razlike u tkivu namirnica zivotinjskog podrijetla, (/#) odredivanje stupnja zrelosti
povrca, (/) analizu udjela prirodnog soka u mjesavinama (Butorac i sur., 2013), (V) utvrdivanje
zemljopisnog podrijetla te senzorskih svojstva namirnica, npr. pojedinih sorti grozda i vina
(Rocfort i sur., 2010), itd.

Magnetsko rezonancijsko oslikavanje (engl. Magnetic resonance imaging, MRI) metoda je
koja se temelji na principima NMR i koristi se za tono odredivanje prostorne raspodjele
molekula u tkivima. Ovisno o pripadajuéem tkivu, protoni su izloZeni razliitim lokalnim
magnetskim poljima. Razlika u okolnom tkivu ocituje se razli¢itim nuklearnim rezonancijskim
frekvencijama uslijed izlaganja jakom vanjskom magnetskom polju. Rezonancijska frekvencija
protona, osjetljiva na lokalno magnetsko polje, lako se moze izmjeriti te se pomocu racunala

odreduje poloZaj protona odnosno rekonstruira oblik tkiva (Brnjas-Kraljevic i sur., 1999).

2.1.1. Primjena MRI u prehrambenoj industriji

Metoda MRI isprva se primjenjivala samo u medicini, a danas ima primjenu u raznim
podruéjima, pa tako i u analizi hrane. MRI se koristi u svrhu dobivanja podataka o sastavu
namirnica kao i za prac¢enje promjena u strukturi hrane koje su rezultat berbe, zrenja,
skladistenja, procesiranja i obrade namirnica. KoriStenjem ove metode dobivamo vrijedne
podatke o kvaliteti namirnica koje nisu vidljive na temelju senzorskih svojstva kao Sto su
veli¢ina, boja i tekstura (Chayaprasert i Stroshine, 2005).

Dobivena slika nastaje pracenjem dviju vrijednosti: longitudinalne relaksacije (T1) -
vrijeme potrebno za povratak longitudinalnog magnetizma na 63% pocetne vrijednost i
transverzalna relaksacija (T2) - vrijeme potrebno za nestanak transverzalnog magnetizma, tj.
pad na 37% pocetne vrijednosti. Kontrast dobivenih slika Cesto je rezultat distribucije i sadrzaja
vezane i slobodne vode u namirnicama cija relaksacijska vremena i dobiveni signali ovise o
mikrostrukturi okolnih tkiva (slika 3) (Schill, 1992).



Slika 3. Primjeri presjeka plodova rajcice, limuna i jabuke (s lijeva na desno) dobivenih

pomoc¢u MRI (Van Duynhoven, 2017).

Vedina istraZivanja provodi se na konvencionalnim NMR-spektrometrima niske ili visoke
rezolucije s posebno dizajniranim mikrocitacem koji se koristi za uzorke promjera do 3 cm (Van
Duynhoven, 2017).

2.2. Strukturna analiza hrane

Ugljikohidrati, masti, proteini i voda daju energetsku i nutritivnu vrijednost hrani te utjecu
na svojstva hrane tokom procesiranja, skladistenja i transporta (Marcone i sur., 2013). S
obzirom da sadrZe znatne koli¢ine vodikovih i/ili ugljikovih atoma, H-NMR- i 3C-NMR-

spektroskopija omogucuju analizu njihovog kemijskog sastava.
2.2.1. Voda

Voda je jedan od glavnih sastojaka hrane. Sudjeluje u izgradniji biljnih i Zivotinjskih tkiva
te u brojnim metabolickim procesima. U hrani se nalazi u slobodnom ili vezanom obliku.
Preradom hrane mijenja se koli¢ina i karakter vezane vode, Sto utjeCe na svjezinu i trajnost
proizvoda, s obzirom da je voda medij nuzan za rast mnogih mikroorganizama (Belton, 2011).
Spektroskopske metode Cesto se koriste za odredivanje vode u hrani. Signal koji odasilju
molekule vode sluZi odredivanju fizikalnih (raspodijela) i kemijskih (pokretljivost, molekulske
interakcije) svojstava vode.

Rezultati dobiveni NMR-spektrometrijom analize koli¢ine vode u odredenim vrstama mesa
potvrduju tocnost, preciznost i valjanost ove metode. Analiza sastava vode u govedini, piletini
i svinjetini (40,42%, 74,37% i 73,75%) potvrduje sluzbene podatke (40,39%, 74,57% i
73,94%) koje je objavila Udruga sluzbenih analitickih kemic¢ara (AOAC, engl. Association of
Official Analytical Chemists) (Keeton i sur., 2003).

Uzastopnim snimanjem istog uzorka pomo¢u MRI metode dobivamo informacije o kretanju

vode u namirnici, odnosno promjenama koli¢ine vode kao i vezama u kojima sudjeluje.
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Dobivene promjene ukazuju na zrelost, ostecenja, truljenje i ostale faktore koji su vezani uz
kvalitetu hrane. Te promjene mogu biti uzrokovane i drugim faktorima kao Sto su okoliSni
¢imbenici u kojima su voée i povrée uzgojeni ili tip procesa prerade kojem je proizvod
podvrgnut (Butz i sur., 2005).

Jedan od primjera je promjena koncentracije vode u ,,Pachino cherry" rajCicama uzgojenim
u razli¢itim godiSnjim dobima. Razlika u sadrzaju i raspodijeli vode u rajc¢icama utjece na njihov
vijek trajanja i potrebne uvjete skladistenja (Ciampa i sur., 2010). Na morfoloSke karakteristike
i sadrzaj vode u plodu utjeCu i mjesto uzgoja te sorta rajCice. Dvije vrste rajcica, cv. Naomii
cv. Shiren, iako sli¢nih velicina i izgleda, razlikuju se u kemijskom sastavu (slika 4), pri cemu
se najveca razlika vidi u debljini perikarpa (sjemenog omotaca), omjeru dvaju tkiva koja ga
tvore i sadrzaju vode. Tamna podruéja na slici oznaavaju podrucja koja su siromasna

protonima odnosno vodom (Sequi i sur., 2007).

Slika 4. MRI-prikaz dviju vrsta rajCice [cv. Naomi (desno) i cv. Shiren lijevo)]
(Sequi i sur., 2007).

2.2.1.1. Metode suzbijanja signala vode

Signal dobiven pomoc¢u MRI direktno je proporcionalan koli¢ini vode u uzorku, osim u
sluajevima kada analizirani uzorak sadrzi velike koncentracije masnih kiselina. Medutim, u
vecini slucajeva signal otapala, koje je najceSce voda, zasjenit ¢e signale ostalih sastojaka
hrane (Marcone i sur., 2013). Kako bi se to sprijeilo koriste se razli¢ite metode poput
prezasicenja otopine, te WATERGATE i PURGE (Prezasicenost postignuta koristeci gradijente
relaksacije i odjeka, engl. Presaturation utilizing relaxation gradients and echoes) (Simpson i
sur., 2005).

Metoda prezasic¢enja otopine temelji se na koriStenju selektivnog pulsa male snage kako bi

se zasitila rezonancija otapala. Neselektivni puls Sirokog spektra primjenjuje se na preostalim



spinovima kako bi ih smjestili u ravninu pogodnu za detekciju. Prednosti ove metode su to Sto
je jeftina, brza i jednostavna. No, dobivena slika manje je jasna i precizna od slika dobivenih
drugim metodama (Marcone i sur., 2013).

Primjerice, WATERGATE metoda koja je skuplja, daje puno jasniju sliku. KoriStenjem ove
metode utjece se na redoslijed i vrijeme potrebno za pojavu difuzije i relaksacije atoma te na
inverziju signala otapala (Zheng i sur., 2008). To je moguce ostvariti primjenom jakog pulsa
od 1809, nakon ¢ega slijede dva slabija pulsa od 90° ili kombinacijom 3-9-19 (3a-1-9a-1-

19a-T1-19a-1-3a, 26a=180 ©, T=vrijeme

odgode dobivanja signala). Produljimo i | ‘
vrijeme dobivanja signala za 125 ps / \
prosSirujemo inverzijski profil ¢ime dolazi | // \H
do supresije rezonancija sli¢nih onom koje =~ == e """VI‘J""'-«
daje otapalo. Kraéim djelovanjem
vidljivost rezonancija molekula sli¢nih
otapalu je bolja, ali je manja vidljivost l ) !_‘ |,|| AL ol
ostalih signala. Metoda koja je prema ¢ l

4,5
jednostavnosti i cijeni najslicnija metodi

prezasi¢enja otopine, ali daje puno jasniju \

i kvalitetniju sliku je PURGE (Simpson i ' | l |,’j l
sur., 2005). Zasniva se na koristenju » l

pocetnog 90° pulsa nakon kojega poslije

vremena potrebnog za inverziju
primjenjujemo jedan ili viSe 180° pulseva. |
Dobiveni intenzitet signala opada s [ e —— i

vremenom i ponovno se pojavijuje
Slika 5. H-NMR spektar uzorka dobivenog

otapanjem saharoze u smjesi H,O i DO

daljnjim koristenjem 180° pulsa. Time se
postize dulje vrijeme dobivanja signala
koje omoguéuje prikupljanje veceg broja (90:10). (A) Bez suzbijanja signala vode,
(B) koristenjem metode prezasi¢enja, (C)
koriStenjem 3-9-19 WATERGATE metode i

(D) koristec¢i PURGE (Simpson i sur., 2005).

podataka o analiziranom uzorku. Dobivena
slika temelji se na razlicitim T2
vrijednostima (slika 5) (Schill, 1992).

2.2.2, Masti i masne kiseline



Prehrambena ulja i masti vazan su izvor energije kao i esencijalnih masnih kiselina, poput
linolne i a—linolenske kiseline. Prenose tvari arome, doprinose teksturi i nosioci su vitamina
topljivih u mastima, sterola, kolesterola, fosfolipida i brojnih ostalih fitokemikalija. Unos masti
povezuje se s razli¢itim utjecajima na zdravlje ¢ovjeka, najcesce s ulogom u razvoju i prevenciji
kardiovaskularnih bolesti, pri ¢emu najvazniju ulogu imaju one masne kiseline koje unosimo
prehranom. Masti su esteri triju masnih kiselina i trovalentnog alkohola glicerola. Struktura i
funkcija ovih molekula je promijenjiva i ovisi o duljini molekule, broju nezasi¢enih veza i
njihovom poloZaju u molekuli (Consonni i sur., 2008). Ukupan sadrzaj masti (eng. Solid fat
content, SFC), odnosno omjer tekucih i ¢vrstih masti pri odredenim temperaturama kao i sastav
masnih kiselina faktori su koji utjeCu na odredena svojstva namirnica: mazivost, ¢vrstocu, okus,
pogodnost za procesiranje i stabilnost (Marcone i sur., 2013). Zato je analiza sastava masti u

hrani od velikog znacaja u prehrambenoj industriji.

2.2.2.1. Potvrdivanje tocnosti i preciznosti metode

Plinska kromatografija metoda je koja se Cesto koristi u odredivanju i analizi masnih
kiselina. Iz tog razloga Cesto se koristi kao referentna metoda u usporedbi rezultata dobivenih
pomoéu NMR. Miyake i sur. (1998) usporedili su rezultate dobivene pomocu
13C NMR (300 MHz) i plinske kromatografije u analizi sastava n7-6 polinezasicenih masnih
kiselina u palminom, maslinovom, Safranikovom i kukuruznom ulju. Rezultati dobiveni NMR
analizom (11,2%, 14,3%, 43,7% i 60,2%) vrlo su bliski onima dobivenim pomocu plinske
kromatografije (13,5%, 15,5%, 44,9% i 60,6%) (Miyake i sur., 1998).

Osim plinskom kromatografijom, rezultati dobiveni pomocu NMR cesto se usporeduju i s
drugim metodoma. Primjerice, analizom udjela masti u govedini, piletini i svinjetini dobiveni su
sljedeci rezultati: 46 %, 7,15% i 3,88%. Analizom udjela masti u istim uzorcima pomocu
Soxhlet ektrakcije (AOAC sluzbena metoda 960.39) dobiveni su sli¢ni rezultati: 45,84%, 7,24%
i 3,74%, Cime je ponovno potvrdena preciznost NMR-spektrometrije (Keeton i sur., 2003).

Rezultati *H NMR-analize masti u uzorku mlijeka uz zasi¢enje signala vode (3.6 + 0.1%.)
u korelaciji su s vrijednostima izmjerenima Rose-Gottlieb metodom - gravimetrijskom metodom

kojom se analizira sastav masti nakon ekstrakcije pomocu dietil-etera (Hu i sur., 2007).

2.2.2.2. Kvalitativna i kvantitativna analiza masti i ulja

Pomocu NMR moguce je i odrediti sastav masti u mesu odredenih genotipova Zivotinja.

Razlike u sastavu odnose se na koli¢inu kolesterola, zasicenih i nezasi¢enih masnih kiselina i



sadrzaju masti u odredenim dijelovima tijela. Prema dobivenim rezultatima vrsi se selekcija i
odabir Zivotinjskih vrsta s pozeljnim karakteristikama (Jaturasitha i sur., 2008)

NMR se pokazala kao valjana i precizna metoda za analizu, kvantifikaciju i karakterizaciju
masti u prehrambenim proizvodima. Iz tog razloga 1993. godine priznata je kao AOCS
(Americko drustvo za kemiju ulja, engl. American Oil Chemist's Society) sluzbena metoda za
odredivanje ukupnog sadrzaja masti (Marcone i sur., 2013)

Pracenje kolicine nusprodukata nastalih tokom skladistenja ulja uslijed izlaganja svjetlosti
i visokim temperaturama omogucuje nam procjenu razine oksidacije ulja i njegove stabilnosti.
Naime, nastali vodikov peroksid detektira se u *H NMR spektru signalom ciji intenzitet odgovara
njegovoj kolicini.

Omijer zasicenih i nezasicenih veza utjece na fizikalna i kemijska svojstva ulja i masti. Kako
bi se odredio sastav nezasicenih veza u uzorak se dodaje jod koji se adira na dvostruku vezu.
Dodana koli¢ina joda proporcionalna je broju nezasi¢enih veza. Klasi¢ne metode odredivanja
joda su dugotrajne. No, koristenjem *H NMR za detekciju metilenskih skupina nastalih adicijom
joda proces se znatno ubrzava i rezultati su u skladu s AOCS podacima.

'H NMR koristi se i za odredivanje acilnih protona pomocu kojih mozemo identificirati sastav
masnih kiselina u mastima i uljima. Slika 6. prikazuje H NMR spektre maslinovog,
suncokretovog i sojinog ulja mjerene pri 300 MHz. Kemijski pomaci njihovih acilnih skupina
(signali 1 i 2), javljaju se u podruéju 1 - 0,80 ppm (signali 3-10 pripisuju se metinskim i
metilenskim protonima iz hidrofobnih repova). Takve informacije o sastavu masti od velikog
su znacaja prehrambenih tehnolozima i nutricionistima jer odredene masne kiseline, kao Sto
su omega-3-masne kiseline, pozitivno utjeCu na oksidacijsku stabilnost proizvoda i zdravlje
Covjeka (slika 6) (Guillén i sur., 2001).

Masne kiseline imaju svojstvo pojave nepozeljnih strukturnih defekata kao Sto je
kristalizacija. Kristalizacija se ocituje tvorbom zrnatih granula koje utjeCu na teksturu,
senzorska svojstva i smanjen rok trajanja proizvoda. Masne kiseline mogu tvoriti tri vrste
polimorfa: nestabilniji a-polimorf i stabilnije B- and B'-polimorfe. !H-NMR omogucuje
razlikovanje izmedu a- i B-polimorfa mjerenjem T1 i T2 relaksacijskih vremena (Adam-Berret i
sur., 2008).

Buduci da nijedna metoda nije savrsena, kombinacija NMR i ostalih analitickih metoda daje
najbolje rezultate. Primjer tomu je kombinacija NMR i metode suSenja mikrovalovima (eng.
micro-oven drying method) u odredivanju kolicine vlage i masti u sirovom i preradenom mesu.
Pokazalo se da su tako dobiveni rezultati puno dosljedniji onima dobivenim AOAC sluzbenim
metodama (Guillén i sur., 2001).
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Slika 6. *H NMR spektri maslinovog, suncokretovog i sojinog ulja. Oznake S, O, L i Ln odnose
se na zasicene masne kiseline kao i na oleinsku, linolnu i linolensku nezasi¢enu masnu kiselinu
(Guillén i sur., 2001).

2.2.3. Proteini i aminokiseline

Proteini izgraduju nasa tkiva i doprinose pravilnoj funkciji imunosustava. Razlikuju se s
obzirom na strukturu i broj konstitutivnih proteinogenih aminokiselina (tzv. aminokiselinski

profil). Nas ih organizam ne moze sve sintetizirati, pa tako postoji devet esencijalnih

9



(fenilalanin, histidin, izoleucin, leucin, lizin, metionin, treonin, triptofan i valin) i dvije uvjetno
esencijalne aminokiseline (arginin i histidin). Za razliku od ostalih makronutrijenata tijelo ne
moze pohraniti aminokiseline i zato ih je bitno osigurati svakodnevnom prehranom (Wolfe i
sur., 2018). Aminokiselinski profil utjeCe na razliite karakteristike namirnica bogatih
proteinima, poput nutritivne vrijednosti, probavljivosti, termicke stabilnosti i funkcionalnih
svojstava. *H NMR metodom mozemo odrediti koli¢inu proteina i aminokiselinski profil uzorka
te pratiti promjene u aminokiselinskom sastavu tokom procesiranja namirnica (Marcone i sur.,
2013). Takvi podaci su iznimno vazni zbog cinjenice da esencijalne aminokiseline mogu
reagirati na promjene temperature i pH-vrijednosti namirnice tokom procesiranja i skladistenja,
ali i ulaziti u reakcije s ostalim dodanim sastojcima. Rezultat toga moze biti smanjena
bioraspoloZivost aminokiselina, a ponekad i smanjena mogucnost probave proteina (Hurrell i
sur., 1983.)

2.2.3.1. Pracenje promjena u aminokiselinskom profilu

Izlaganjem namirnica razli¢itim temperaturama i pH-vrijednostima dolazi do promjena u
njihovom aminokiselinskom sastavu. Na nutritivhu vrijednost namirnica utjeCe i proces zrenja
koji je karakteristi¢an za odredenu vrstu hrane.

Zrenjem sira dolazi do promjena u njegovim kemijskim i fizikalnim svojstvima te enzimskom
sastavu i aktivnosti enzima. Time dolazi i do promjena u aminokiselinskom profilu sireva.
Consonni i Cagliani (2008) dokazali su da se zrenjem talijanskog Parmigiano Reggiano sira
smanjuje udio leucina i izoleucina, a povecava udio treonina. Koncentracija i sadrzaj odredenih
aminokiselina i masnih kiselina faktor je koji utjece na specifiénu aromu odredenih sorti sireva
(Consonni i Cagliani, 2008).

Consonni i sur. odredili su kemijski sastav Amarone vina pomoc¢u 'H-NMR na temelju
razlicitih kemijskih pomaka metinskih protona kao i protona iz bocnih ogranaka (slika 7).

Postmortalno zrenje mesa proces je koji utjeCe na njegov aminokiselinski profil. Pomocu
'H NMR moguce je detektirati promjene u sastavu aminokiselina, nukleotida i Secera u mesu
nakon sazrijevanja. Priprema uzorka za provodenje ove metode je jednostavna i zahtijeva
minimalan trud. Njome je takoder dokazano da je tokom ovog procesa povecana razina

proteolize mesa koja u konacnici dovodi do promjene u njegovoj teksturi (Hererro i sur., 2007).

2.2.3.  Ugljikohidrati
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Ugljikohidrati se dijele prema stupnju polimerizacije na monosaharide, disaharide,
oligosaharide i polisaharide. U monosaharide koje najéeSce nalazimo u prehrani spadaju
glukoza, fruktoza i galaktoza, a u disaharide saharoza i laktoza. U polisaharide spadaju Skrob
i prehrambena viakna (celuloza, hemiceluloza, gume, ljepila i pektini). SadrZaj navedenih
vlakana odreduje kvalitetu i teksturu voca i povréa. Probavljivi ugljikohidrati izvor su energije
(glukoze) za nase stanice, a neprobavljivi omogucuju brojne korisne fizioloske ucinke kao Sto
su pozeljan utjecaj na imunitet i probavu. U prehrambenoj industriji ugljikohidrati se razlikuju
s obzirom na slatkocu, teksturu, probavu, stupanj apsorpcije u organizmu te utjecaj na

viskoznost, stabilnost i posmedivanje proizvoda (Satali¢ i sur., 2016).
2.2.3.1. Mono- i disaharidi

Sadrzaj mono- i disaharida moguce je odrediti pomoc¢u 'H-NMR (slika 7). Kemijski
sastav ,Amaroné* vina odreden je asignacijom aminokiselinskih metinskih protona kao i
protona iz boc¢nih ogranaka: leucin (0,88, 1,44 i 3,37 ppm), treonin (1,42 i 4,38 ppm), alanin
(1,45 3,65 ppm), prolin (2,01, 2,08, 2,35, 3,38 i 4,11 ppm) te i kolin pri 3,20 ppm. Ovom
metodom moguée je identificirati i druge sastojke. Signali glicerola i etanola smanjeni su
koristenjem selektivnog pulsa namijenjenog supresiji Sirem rasponu otapala. Ipak, ocitani su i
njihovi signali pri 1,19 i 3,66 ppm (etanol) te 3,57, 3,66 i 3,78 ppm (glicerol). Od Secera
dominira signal fruktoze pri 4,11, 4,04, 3,82 i 3,66 ppm koji je 56 puta jaci od signala saharoze
ocitanog pri 5,45 i 3,83 ppm i 3 puta jaci od signala glukoze [5,23 (a-anomer) i 4,64 ppm (B-
anomer)]. Temeljeno na standardnoj bazi podataka pretpostavlja se da je signal koji se
preklapa s a-glukozom pri 5,24 ppm arabinoza dok se signali pri 5,26 i 5,19 ppm pripisuju
galaktozi, odnosno trehalozi i ksilozi. Signal pri 1,15 ppm predstavlja 2-butandiol (slika 7)
(Consonni i sur., 2011).

Pracenje promjena u sastavu aminokiselina, ali i ostalih sastojaka kao Sto su Seceri i
aromatske molekule, znacajne su u kontroli kvalitete proizvoda (Marcone i sur, 2013). Belton
i sur. (1996) koristili su NMR kako bi odredili omjer arginina i alanina u raznim vrstama grozda.
Dobiveni omjer iznosio je 1:1.8 i podudara se sa objavljenim vrijednostima dobivenim drugim
metodama. Sli¢nu podudarnost dobili su analizom soka od narance i grejpa (Belton i sur.,
1996).
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Slika 7. 'H-NMR spektar dobiven analizom uzorka ,Amaroné" vina (Consonni i sur., 2011).

2.2.4.1. Skrob

Skrob je polisaharid koiji se u biljkama pojavljuje u obliku zrnaca. Sastoji se od dvije frakcije
gradene iz glukoze; amiloze (25%, nerazgranati lanac) i amilopektina (75%, razgranati lanac).
Pomocu NMR-spektrometrije moguce je odrediti botanicko podrijetio Skroba iz hrane na
temelju vrsta kristala koje tvori. Razlikujemo kristale tipa A, B C i V. Tip A cini amilopektin s
kratkim boc¢nim lancima i bliskim mjestima grananja lanaca. Nalazi se u proizvodima od
kukuruza, pSenice i rize. Tip B sadrzi amilopektin s duzim bocnim ograncima i udaljenijim
mjestima grananja, a nalazimo ga u proizvodima od voca i gomolju. Kristali tipa C mjeSavina
su tipova A i B, a nalazimo ih u leguminozama. Tip V je posebna vrsta koja obiljezava Skrob
koji je izdvojen iz modificiranog Skroba ili iz prirodno prisutnog Skroba iz Skrobnih zrnaca
endosperma. Modificirani Skrob se koristi u prehrambenoj industriji jer je stabilniji pri raznim
temperaturama i utjecajima kiselina nego nativni Skrob, a jednako se probavlja i apsorbira.
Pomocéu 13C-CP/MAS-NMR-spektroskopije (75,46 MHz) moguce je odrediti vrstu prisutnih
kristala. Osim otkrivanja botanickog podrijetla Skroba, ova metoda moze se koristiti za pracenje
promjena u strukturama kristala Skroba kroz procese obrade namirnica (Therien-Aubin i Zhu,
2009). Izlaganjem otopljenog Skroba povisenim temperaturama dolazi do geliranja. U reakcije
geliranja moze ulaziti i s drugim sastojcima hrane kao Sto su glukoza, saharoza i ksantan guma.
Pomocu NMR-spektroskopije mozemo pratiti promjene u strukturi Skroba nakon dodatka
ostalih sastojaka i aditiva (Gonera i Cornillon, 2002).
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2.2.3.2. Prehrambena viakna
2.2.3.2.1. Karagenan

NMR-spektroskopija koristi se za analizu i odredivanje prisutnih struktura karagenana

u proizvodima. Karagenan je sulfatirani polisaharid izoliran iz jestivih crvenih algi koji se u

prehrambenoj industriji éesto koristi kao emulgator, zgusnjivac i konzervans. Cest je sastojak

vegetarijanske i veganske prehrane jer se koristi
kao zamjena za zelatinu. Postoji Sest vrsta
karagenana [Iotta (1), Kappa (k), Lambda (A), Mu
(M), Nu (v) i Theta (8) karagenan], od cega se tri
najcesSce koriste u prehrambenoj industriji: Kappa-
karagenan koji tvori Cvrste gelove u prisustvu
kalijevih iona, Iotta-karagenan koji tvori slabije
gelove u prisustvu kalcijevih iona i Lambda-
karagenan koji ne tvori gel, ali djeluje kao
zgusnjivaC (slika 8). Mehanizam djelovanja
karagenana josS nije u potpunosti razjasnjen i stoga
postoje podijeljena misljenja o sigurnosti njegove
upotrebe (Shlomit i sur., 2018) . Kvalitetna analiza
i pracenje strukturnih promjena tokom procesiranja
ovog sastojka u interesu su proizvodadima i
potrosacima. Ovakve analize nam omogucduju
razumijevanje  industrijskih i  komercijalnih
vrijednosti ovog, ali i drugih dodanih sastojaka
hrane. Podaci dobiveni iz ovakvih analiza
omogucuju proizvodacima da na trziSte stavljaju
kvalitetan i ujednacen proizvod. Pomoc¢u 3C-NMR
moguce je detektirati i razlikovati identificirane
vrste karagenana (slika 9) (van de Velde i sur.,
2002).
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Slika 9. 3C-NMR spektri glavnih tipova karagenana izoliranih iz razliCitih vrsta alga. Odozdo
prema gore: (a) k-karagenan iz alge Kappaphycus alvarezii, (b) 1-karagenan iz alge Eucheuma
denticulatum; (c) v/ hibrid karagenana koji sadrzi 25% v-karagenana; (d) A -karagenan iz alge

Iridaea undulosa (van de Velde i sur., 2002).

2.2.3.2,2.  Pektini

Pektini su heteropolisaharidi slozenog sastava. Nalazimo ih u stani¢nim stijenkama i
srediSnjoj lameli biljaka, odnosno plodova. Upotreba pektina kao funkcionalnog sastojka je
Siroko rasprostranjena, a koristi se kao prirodni stabilizator, zgusnjivac te sredstvo za zeliranje
i povecanje volumena. Koncentracija pektina u odredenom vocu, kao Sto su na primjer jabuke,
odreduje njegovu konzistenciju. Tako zrenjem jabuke meksSaju zbog zamjene struktura
postojecih pektina esterificiranim oblicima koji su topljivi u vodi. Marcon i sur. (2005) analizirali
su ekstrakte pektina dobivene iz jabuka. Dobivene ekstrakte podijelili su u tri frakcije prema
vremenu potrebnom za ekstrakciju kao i temperaturi pri kojoj je provedena (tablica 1).

Tablica 1. Ekstrakti pektina podijeljeni prema temperaturi i vremenu dobivanja

14



Frakcija Temperatura (°C) Vrijeme (min)

1 50 30
2 100 30
3 100 80

Primjenom NMR-spektroskopije mogucée je odrediti sadrZaj pektina u plodovima te
njihov stupanj esterifikacije (Marcon i sur., 2005). *C-NMR-spektrometrijom dobiveni su
podaci o pektinskom sastavu frakcija:

Frakcija 1: B-ksilopiranozil, galakturonska kiselina i a-arabinofuranozil (102,4, 102,7 i
110, ppm), a-arabinofuranozil (80,2, 83,4 i 63,7 ppm), esterificirani (176,0 ppm) i
neestrerificirani (170 ppm) oblik galakturonske kiseline, O-metil esteri (55,4 i 3,36 ppm ),
ramnoza (3,2 ppm) i galakturonska kiseline (4,81, 3,65, 4,30, 4,43 ppm).

Frakcija 2: esterificrani (178,5 ppm) i neesterificirani (170,6 ppm) oblik galakturonske
kiseline, esterificirane karboksilne skupine galakturonske kiseline (52,9 ppm), a-
arabinofuranozil i galakturonska kiselina (100,1 i 107,6 ppm) i fenolni spojevi (125,4 ppm).

Frakcija 3: galakturonska kiselina i B-ksilopiranozil (100,6 i 102,1 ppm), esterificirane
(175,6 ppm) i neesterificirane (172,9 ppm) karboksilne skupine, ramnopiranozil (18,7 ppm),
O-metil skupina karboksi-metil estera (55,1 ppm), galakturonska kiselina (4,81, 4,99, 3,75,
4,14, 4,32 i 4,49 ppm) i metilni esteri (3.68 i 3.67 ppm) (slika 10).
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Slika 10. 3C-NMR spektri pektinskih frakcija 1, 2 i 3 (Marcon i sur., 2005).

2.3. Odredivanje bioaktivnih sastojaka i tvari arome
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NMR/MRI moze se koristiti kako bi se odredili sastojci arome povezani s kvalitetom
proizvoda. Njome se moze ispitati difuzija komponenata arome (primjerice etil-butanoata i
linalola) u raznim gelovima. Rezultati ovakvih studija objasnjavaju utjecaj strukturnih i
teksturalnih promjena na aromu i okus hrane (Gostan i sur., 2004).

2.3.1. Kontrola medicinskih biljnih pripravaka

NMR-spektroskopija moze se koristiti u kontroli medicinskih biljnih pripravaka pomocu
identifikacije njihovih specificnih bioaktivnih sastojaka. Pomoc¢u LC-NMR (sprega tekucinske
kromatografije i NMR) i off-line NMR-a uspjesno su identificirani derivati flavonoida i elagi¢ne
kiseline u Cetiri vrste rosike (D. anglica, D.intermedia, D.madagascariensis i D. rotundifolia)
koja se Cesto koristi u tretiranju bolesti diSnih puteva. Kvalitativni i kvantitativni rezultati
dobiveni ovom metodom od velikog su znacaja u pripremi ovakvih pripravaka zbog toga Sto
pojednostavljuju nacin pripreme uzorka, a metoda je jeftina i jednostavna. Zehl i sur. (2011)
preporucuju NMR-spektroskopiju kao metodu za kontrolu kvalitete biljnih pripravaka u
buduc¢nosti (Zehl i sur., 2011).

2.3.2. Alkoholna pica

Bududéi da su etanol, voda i octena kiselina glavni sastojci vina, pomo¢u NMR mozemo
pratiti promjene u njihovom omjeru i sastavu u vinima. Time je omoguceno pracenje nastalih
promjena i pojave kvarenja vina. Pracenjem koncentracija sadrZaja octene kiseling,
jednostavnih Secera, fenola i elemenata u tragovima moguée je odrediti kvalitetu vina.
Ovakvom vrstom analize uzorak koji ispitujemo ostaje nepromijenjen (Weekley i sur., 2003).

Sprezanjem NMR i ATR (FT-IR Fourier Transform Infrared Spectroscopy Technique,
Fourier-ova transformacija spektara infracrvene spektroskopije) - uz primjenu totalne
refleksije,) moguce je identificirati razlicite vrste piva na temelju sadrzaja alkohola (Duarte i
sur., 2004). Time su dobiveni podaci o fermentaciji piva kao bithom procesu u njegovoj
proizvodniji. Rodrigues i sur. (2010) identificirali su Sest razlicitih korisnih organskih kiselina u
pivu: octenu, limunsku, mlije¢nu, jabucnu, piruvinsku i jantarnu kiselinu. Organske kiseline
imaju vaznu ulogu u pivu. Osim Sto doprinose njegovom okusu, boji i aromi, dobar su indikator
za utvrdivanje i kontrolu procesa fermentacije. PLS- NMR (Partial least square NMR, NMR
metoda parcijalnih najmanjih kvadrata) metoda koristi se za kvantifikaciju organskih kiselina u
pivu i daje nam informaciju o porijeklu i kvaliteti analiziranog piva (Rodrigues i sur., 2010).

2.3.3. Kava
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Kava je popularno pi¢e koje sadrzi poznati stimulans kafein, psihoaktivnu supstancu
konzumiranu svakodnevno diljem svijeta. Medutim, kava sadrzi i druge tvari koje je u
prehrambenoj industriji bitno i pozeljno kontrolirati: mravlju kiselinu, trigonelin i 5-
hidroksimetilfurfural (5-HMF). Kafein i trigonelin povezuju se s gor¢inom kave, mravlja kiselina
utjeCe na razinu kiselosti kave, a 5-HMF sluzi kao indikator razine narusavanja
kvalitete kave tokom prZenija. kafein
Prisutnost mravlje Kkiseline,
trigonelina, kafeina i 5-HMF u
kavi moguce je odrediti mravlja kiselina
pomocu NMR-spektroskopije
(slika 11), iz Cega se moze
zakljuciti koliko je analizirana

trigonelin
kava kvalitetna. Jedna od A U U‘ uu M
brojnih  NMR-analiza kave __i___/ L.JU
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pokazala je da ispitivana ppm

, .. o
Baque kava sadrz  4,2% Slika 11. 'H-NMR spektar uzorka Baqué kave (del

. 0 o
kafeina, 2,6% mravlje kiseline, Campo i sur., 2010).

2,4% trigonelina i 7,3% 5-
HMF-a (del Campo i sur.,
2010).

2.3.4. Zeleni caj

S obzirom da NMR omogucuje brzu identifikaciju i kvantifikaciju sastojaka hrane uz
prethodnu jednostavnu pripremu uzoraka, smatra se izuzetno pogodnom metodom za analizu
razlicitih vrsta namirnica. Analizu kvalitete zelenog ¢aja Cesto odreduju strucnjaci obuceni za
provodenje senzorske analize. Ovakve analize sklone su odstupanjima zbog utjecaja
subjektivnog doZivljaja ispitivaca. Pomoc¢u *H NMR moguce je odrediti profil kemijskog sastava
zelenih Cajeva. 'H NMR-analizom japanskog zelenog Caja visoke kvalitete utvrdena je
prisutnost sljedeéih organskih spojeva: teanin (1,10, 2,12, 2,39 i 3,19 ppm), kvininska kiselina
(1,88, 1,97 2,05 ppm), kafein (3,27, 3,43 i 3,89 ppm), arginin (3,22 i 3,47 ppm), mioinozitol
(3,30 ppm), klorogenska kiselina (3,89 i 4,22 ppm) te kvininska kiselina (3,56 i 4,01 ppm).
Nakon oduzimanja signald saharoze i fruktoze, signal 2-O-B-L-arabinopiranozil-mioinozitola
pojavljuje se pri 5,19 ppm, p-kumaril-kvininske kiseline i/ili cinamicne kiseline pri 7,51 i 7,75
ppm, EGCG (epigalokatehin-galat) pri 6,61, 7,02 i 7,14 ppm te ECG (epikatehin-galat) pri 6,91
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i 7,02 ppm (slika 12). Sve ove molekule bitne su u odredivanju kvalitete zelenog caja
(Tarachiwin i sur., 2007).

1.10: teanin

(A)

2.12: teanin

|

2.05, 1.97, 1.88 kininska kiselina

7[)5 S

2.39: teanin

2.5 2.0 1.5 1.0 0.
(B) 3.82: saharoza
3.86: saharoza

3.89: kafein, 3.77: 3.47: Saharoza,

klorogenska |} saharozg 3.56: arginin .

kiselina teanin fruktoza, 3.27:kafein

kininska . :
4.01 kininska kiselina | kicolima | 3:43:kafein | 352: arginin
4.05: saharoza 1 \ 13_30: mio- 1 3.19: teanin

4.22: saharoza, \ inozitol
klorogenska kiselina

4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0
(©)
7.75, 7.51: 7.02: EGCG, ECG, EC 5.41: saharoza
p-kumaril kininska kiselina l 6.91: ECG, EC, klorogenska kiselina 5.19: 2-0- 1
ili cinamicna kiselina 7.14: EGCG, e arabinopiran
klorogenska kiselina 6.61: mio-inozitol
EGCG, EC 6.08, 6.05:
/ EGC, EC
[ | L) L) T L L] 1
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 3.

Slika 12. 'H-NMR spektri (750 MHz, D,0, 25 °C) ekstrakta japanskog zelenog ¢aja mjereni pri
(A) visokim, (B) srednjim i (C) niskim frekvencijama (Tarachiwin i sur., 2007).
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2.4. Kontrola autenti¢nosti namirnica

Pod patvorenjem namirnica podrazumijeva se svako namjerno mijenjanje sastava
namirnice dodavanjem tvari koje inaCe prirodno ne sadrzi, a koje sluze kao zamjena za druge,
vrijednije sastojke. Patvorenje je izvor nezakonite zarade. Dodani sastojak niske je kvalitete i
moze negativno utjecati na zdravlje Covieka. Cesto se dodaje kako bi se povecala masa
proizvoda ili kako bi on izgledao vrijednije i kvalitetnije nego Sto jest. Patvoriti se moze gotove
sve, a namirnice koje su pod povecanim rizikom su: mlijeko koje se Cesto razrjeduje, vino,
pivo, zacini u koje se dodaju imitacije, tijesta u koja se dodaju bojila umjesto jaja, med u koji
se dodaje Secerni sirup te maslinovo koje se Cesto mijeSa s drugim uljima. Patvorenje je
zakonski kaznjivo, ali nazalost nije rijetkost (Bansal i sur., 2015).

Razvijanje instrumentacije za NMR-spektroskopiju koja je cjenovno povoljnija i time
dostupnija nuzno je kako bi se regulatornim jedinicama omogucilo koristenje ove metode za
analizu i provjeru autenticnosti hrane. Prednost ove metode pred ostalima je to sto analizirani
uzorak ostaje saCuvan i nepromijenjen nakon analize. Ukoliko se pokaze da je odredena
namirnica patvorena, imati originalan uzorak velika je prednost ukoliko dode do sudskog

procesa.

2.4.1. Med

Posljednjih godina proizvodnja meda je pala, a time je porasla njegova cijena. Zato se
povecala i incidencija patvorenja meda Seéernim sirupima. Lolli i sur. (2008) proveli su
istrazivanje koristenjem 2D HR-NMR pomocu kojeg je moguce ustanoviti podrijetlo meda
ukoliko je dobiven od samo jedne vrste cvjetova. Metoda se pokazala uspjeSnom. Kasnije se
1D NMR analiza pokazala efikasnijom, jednostavnijom i brzom metodom od 2D HR-NMR u
detekciji patvorenja bez potrebe prethodne pripreme uzorka. Dobiveni rezultati sli¢ni su onima
dobivenim pomocu FT-IR (92,5% podudarnost). Promjena u sastavu meda vidljiva je kao
promjena odredenih regija dobivenog spektra (slika 13) (Bertelli i sur., 2010). U drugom
istrazivanju uspjesno je identificirano botani¢ko podrijetlo meda sa 100%-tnom tocnoscu
koristeéi H-NMR (Schievano i sur., 2010).
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Slika 13. Usporedba spektroskopskih regija dobivenih *H-NMR-spektrometrijom iz autenti¢nog
(donji spektar) i patvorenog (gornji spektar) meda. Razlika je vidljiva u podcrtanim regijama
(Bertelli i sur., 2010)

24.2, Maslinovo ulje

Kvaliteta djevicanskog maslinovog ulja povezana je s njegovim mjestom podrijetla te
nac¢inom prerade. Europska unija (EU) ima jako stroga pravila koja se tiCu deklariranja
maslinovog ulja, njegovog podrijetla i nacina prerade. Bududi da je djevicansko maslinovo ulje
skupo, Cesto se obiljezava krivim deklaracijama ili se patvori. Iako se za odredivanje kvalitete
djevicanskog maslinovog ulja koriste i druge metode, NMR-spektroskopija pokazala se vrlo
efikasnom u odredivanju podrijetla maslinovog ulja. U svrhu autentifikacije koriSteni su 'H, 13C
i/ili 3'P-NMR pomocu kojih su se odredivale vrijednosti neosapunjivih sastojaka djevi¢anskog
maslinovog ulja i udio fenolnih spojeva u polarnim frakcijama (Alonso-Sacles i sur., 2010).
Patvorenje je moguce otkriti i analizom masnih kiselina koje ulje sadrzi. Takvom analizom
moguce je otkriti prisutnost drugih dodanih ulja u maslinovom ulju prema sadrzaju masnih
kiselina (slika 6).

2.5. Identifikacija GM proizvoda

Pomocu NMR-spektroskopije moguée je razlikovati genetski modificirano (GM) povrée
od onoga koje nije genetski modificirano. Analizom ekstrakta GM i nemodificiranog kukuruza
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uocene su razlike u jacini i pojavnosti signala odredenih sastojaka topljivih u vodi medu kojima
se najvise isticu etanol (1,18 ppm), mlijecna kiselina (1,33 ppm), limunska kiselina (2,54 ppm),
lizin (3,01, 1,69, 1,45, 1,89, 3,74 ppm), arginin (1,65, 1,72, 1,92, 3,23 ppm), glicin-betain
(3,27, 3,91 ppm), (R)-galaktoza (5,00 ppm) i adenin (8,27 ppm) (slika 14). Ovom metodom
moguca je i detekcija novonastalih metabolita koji nisu prisutni u izvornoj namirnici (Piccioni i
sur., 2009).

Slika 11. 'H-NMR spektar (600,13 MHz, 26,85 °C) vodenog ekstrakta (A) genetski

modificiranog i (B) ne-modificiranog kukuruza. Razlika u jacini signala i koli¢ini organskih

Ol[plprrll] '10IIIBIIlslll4lll2lllol[p‘prr'll

spojeva istaknuta je crvenim pravokutnikom (Piccioni i sur., 2009).

2.6. Kontrola metoda konzerviranja

Zamrzavanije je jako bitan nacin o¢uvanja namirnica u prehrambenoj industriji. Njime
se Stite namirnice od kvarenja, a sluzi i oCuvanju nutritivnih vrijednosti hrane. Mogucnost
odredivanja vremena potrebnog za zaledivanje i obrasca po kojem nastaje bitni su faktori u
kontroli kvalitete namirnica podvrgnutih zaledivanju. Koriste¢i MRI mozemo pratiti ponasanje

molekula tokom procesa
zaledivanja u raznim
vrstama hrane. Tvorba
leda djeluje tako da se
gubi signal vode u NMR
spektru, a vrijeme potre-

bno za gubitak signala

jednako je vremenu
potrebnom za zaledi- sljka 12. Gubitak signala vode zamrzavanjem graska pri -29 °C
vanje (slika 15) (Kerr i spnimljeno pomoéu MRI. A= 0 min, B= 12 min, C=24 min, D= 36
sur., 1998). min (Kerr i sur., 1998).
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Soljenje ribe koristi se ve¢ stolje¢ima kao nacin konzerviranja. Soljenjem bakalara
utjeCe se na distribuciju vode u misiénom tkivu bakalara, kao i na denaturaciju odredenih
proteina. Praéenjem promjena u koncentraciji i distribuciji vode pokazalo se da soljenje i
rehidratacija bakalara cine ireverzibilnu promjenu u sastavu njegovih misi¢nih stanica
(Gudjénsddttir i sur., 2010).

2.7. Kontrola mikrobioloske kontaminacije

NMR/MRI koristeni su u brojnim istrazivanjima kao metode odredivanja mikrobioloske,
kemijske i fizikalne kvalitete sastojaka u razliitim vrstama hrane (Gostan i sur., 2004;
Gudjoénsddttir i sur., 2011; Pykett, 2000; Zehl i sur., 2011).

MRI se intenzivno koristi u svrhu kontrole voca i povréa od mikrobioloskih kontaminacija
(Pykett, 2000), a koristi se i za kontrolu mesa (Gudjonsdottir i sur., 2011). Inace, kontrola
mikrobioloske kvalitete hrane provodi se na reprezentativnim uzorcima. Na taj nacin nije
ispitana cijela Sarza proizvoda i uvijek ¢e postojati mogucénost kontaminacije u neispitanim
podruéjima namirnica ili proizvoda zbog razlicite distribucije mikroorganizma u proizvodu.
Pomocu MRI moZemo dobiti kompletnu sliku proizvoda i njegovog mikrobioloskog sadrzaja.
MRI metodom uspjesno je i brzo uocena razlika izmedu zdravih krastavaca i onih zarazenih

gljivicama (Mycosphaerella sp.) (slika 16) (Hall i sur., 1998).

Slika 13. Presjek zdravog krastavca (lijevo) i krastavca zarazenog gljivicama Mycosphaerella
sp. (desno). Snimljeno primjenom MRI (Hall i sur., 1998).
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2.8. Kontrola ambalaze

Kvaliteta hrane direktno je povezana sa svojstvima ambalaze u koju se pakira.
Optimizacija procesa pakiranja i pravilan odabir ambalaZze omogucuju nam bolje odrzavanije,
skladistenje i rukovanje hranom. NMR-spektroskopijom mozZemo analizirati ambalazu
proizvoda i prema dobivenim rezultatima odabrati najidealniji sastav ambalaze.

U jednom istrazivanju pomoc¢u NMR zabiljezen je utjecaj gama-zracenja (u rasponu od
1-100 kGy) na polimere koji tvore ambalaZzu (polistiren, poli-butadien, stiren-akrilonitril,
polistiren visokog utjecaja i akrilonitril-butandiene-stiren) (slika 17) (Pentimalli i sur., 2000). U
ovom slucaju polistiren se pokazao kao optimalan izbor zbog toga Sto je najmanije reagirao na

utjecaj zracenja.
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Slika 17. 'H-NMR spektar (600,13 MHz): Promjena u strukturi poli-butadiena (PB) utjecajem
gama-zracenja. Odozdo prema gore: neozraceni PB otopljen u CDCls (t= 26,85 °C) , topljiva
frakcija ozracenog PB otopljenog u CDCl; (D=100 kGy, 26,85 °C), netopljiva frakcija ozracenog
PB otopljenog u C;D,Cl; (D=100 kGy, 69,85 °C) (Pentimalli i sur., 2000).
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U drugoj studiji *H-NMR je koriSten kako bi se pratila degradacija Robiola sira na zraku
(nezapakiran) i u prozirnoj foliji kroz 7 dana na sobnoj temperaturi (15 °C). Spektar vodenih
ekstrakata u nezapakiranom siru pokazao je vece varijacije u koli¢ini odredenih sastojaka za
razliku od onog koji je bio zapakiran (Lamanna i sur., 2008).

Ova istrazivanja dokazuju da NMR-spektroskopija omoguéava procjenu ucinka
odredene ambalaze na kvalitetu hrane pri raznim vanjskim utjecajima i pozeljna je metoda za

analizu i zatim odabir vrste materijala od kojih ¢e ambalaza biti izradena (Marcon i sur., 2013).

3. ZAKLJUCAK
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NMR-spektroskopija cijenjena je metoda u prehrambenoj industriji zahvaljujuéi visokoj
preciznosti i to¢nosti rezultata kvalitativnih i kvantitativnih analiza. Nedestruktivnost i brzina
dobivanja rezultata njene su velike prednosti pred ostalim analitickim metodama. Primjena u

analizi hrane je Siroka:

e Sadrzaj vode, njen karakter i distribucija te veze koje tvori utjeCu na svojstva, kvarljivost i
kvalitetu hrane. Pomo¢u MRI moguce je pracenje kretanja vode u namirnicama.

e Masne kiseline imaju razliCit utjecaj na zdravlje Covjeka te svojstva proizvoda kao Sto su
mazivost, ¢vrstoca, okus i stabilnost. NMR omogucava razlikovanje i detekciju masnih
kiselina prema duljini ugljikovodikovog lanca, broju nezasi¢enih veza i njihovim polozajima
u lancu.

e Odredivanje aminokiselinskog profila hrane koristenjem NMR-spektroskopije bitno je zbog
utvrdivanja sadrzaja esencijalnih aminokiselina i alergena. Osim toga, proteini su reaktivne
molekule koje mogu ulaziti u reakcije ili denaturirati s obzirom na razliCite pH-vrijednosti
proizvoda, temperaturu te dodatak soli i ostalih sastojaka.

e Ugljikohidrati su velika skupina spojeva od kojih svaka ima razli¢it utjecaj na zdravlje
Covjeka, ali i svojstva proizvoda kao Sto su slatkoca, stabilnost, tekstura, viskoznost i
posmedivanje. Identifikacija ugljikohidrata moguca je primjenom NMR-spektrometrije.

e Patvorenje je Cesta praksa u prehrambenoj industriji, a pomo¢u NMR moZe se detektirati
dodana, nepozeljna namirnica kao Sto su to Selerni sirupi u medu ili ostala ulja u
djevicanskom maslinovom ulju.

¢ NMR-identifikacija i kvantifikacija bioaktivnih sastojaka i tvari arome bitna je zbog njihove
direktne povezanosti s aromom, kvalitetom i trajnosti proizvoda.

e Botanicko podrijetlo namirnice govori puno o njezinoj kvaliteti. Na primjer, NMR-
odredivanjem razlicitih kristala koje tvori Skrob (A, B, C i V) moguce je otkriti njegovo
botanicko podrijetlo te utjecaj na strukturu i svojstva namirnice.

e Geneticko procesiranje hrane sve je ¢eS¢e. Pomocu NMR moguce je prema strukturnoj
analizi tvari topljivih u vodi (glukoza, fruktoza, etanol, limunska kiselina, trehaloza i glicin-
betain) detektirati namirnice podvrgnute modificiranju.

e Primjena NMR-spektrometrije omogucuje optimizaciju koraka u procesiranju hrane i odabir
idealne ambalaZze pracenjem pozeljnih i nepozeljnih promjena u strukturi hrane i ambalaze

tokom prerade.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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