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HR MAS NMR-spektroskopi:

En hel ny verden for fadevareforskningen

Mulighederne er mange ved anvendelse af high resolution magic angle spinning pa intakte

fadevarer

Af Nanna Viereck®, Helene F. Seefeldt?, Merete H. M. Nielsen' og Saren B. Engelsen?,
IKvalitet & Teknologi, Institut for Fedevarevidenskab, Levnedsmiddelcentret (LMC), KVL. 2Afd. Genetik og Bioteknologi, Danmarks

Jordbrugsforskning, Flakkebjerg

Der er en stigende interesse hos forbrugeren og i fedevare-
industrien for at sikre, at vores fadevarer er sunde, af hgj kva-
litet og ikke mindst sikre. Dette kraever hurtige, palidelige
analysemetoder, gerne med mulighed for at automatisere ana-
lysen direkte at- eller online. Spektroskopi er saardeles veleg-
net til sddanne formal, og forskellige former for spektroskopi
bruges alleredei fedevareindustrien, f.eks. fluorescens, infra-
rad og naginfrarad samt lavfelts kernemagnetisk resonans (LF
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NMR) spektroskopi.
Hidtil har der dog ikke
vaget tradition for at
anvende hgjopl gst
(high resolution, HR)
NM R-spektroskopi in-
den for fedevare-
videnskaben.

Dette patrods af en
udbredt anvendelse fra
opklaring af kemiske
strukturer for sma mo-
lekyler i opl@sning,
strukturopklaring af
mediumstarrel se prote-
iner til medicinsk an-
vendel se ved magne-
tisk resonans skanning
(MR-scanning).

Netop det faktum, at
NM R-spektroskopi er
ikke-destruktiv og alli-
gevel giver kvantitativ
information om hele
prevens sammensad-
ning, struktur samt
vandmobilitet og for-
deling i endog meget
komplekse matricer,
ger metoden saadeles
anvendelig til kvali-
tetskontrol i fedevare-
industrien.

For at gge fortolk-

ningen og den kvantitative information i sdanne komplekse
systemer er det dog ofte ngdvendigt at kombinere NM R-spek-
troskopiske resultater med avancerede multivejs kemometriske
metoder. Kombinationen NMR og kemometri har et stort uud-
nyttet potentiale og &bner for helt nye muligheder inden for
spektroskopisk kvalitetskontrol.

NMR og HR MAS pa fedevarer

Strategien er derfor at studere en ragkke udvalgte problemstil-
linger inden for fadevareforskningen vha. HR NM R-spektro-

skopi og samtidig udvikle dataanalyseprogrammel specifikt til
kvantitativ NMR-signalbehandling.

Hidtil har brugen af NM R-spektroskopi til kvantitative for-
mal vazret begramset. Starst udvikling har der vaaret inden for
den farmaceutiske forskning, hvor begrebet metabonomics blev
introduceret for faar siden[1,2].

M etabonomics daskker over »kvantitative malinger af det
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Figur 1. Veeske *H NMR-spektrum af fast gul Klovborg ost, 25% fedt.
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multi par ametriske metaboliske respons fra levende organismer
til patofysiologiske stimuli eller genetisk modifikation. Respon-
set studeres vha. sammenkoblingen af NMR pa biologiske vee
sker og multivariat dataanalyse«. | praksis betyder dette, at
NMR-spektre af f.eks. blod og urin kan anvendestil at forudsi-
ge patienters diagnose pa et meget tidligt stadie ud frasmava-
riationer i spektrene, der kan findes med multivariat dataanaly-

se.
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Tilsvarende udfordringer mader vi i analyser af intakte lev- *

nedsmidler. Med inspiration fra metabonomics har vi derfor in-
troduceret begrebet bromatonomics. Bromatonomics daekker
over »kvantitative malinger af levnedsmidlers funktionelle kva-
litetsparametre, studeret vha. NMR pa intakte levnedsmidler
evalueret med multivariat dataanalyse«. Der er dog stor forskel
pé kropsvaesker og levnedsmidler, idet levnedsmidler ofte fin-
des pafast form. Det giver problemer ved brug af NMR, der ud
over at give kemisk information ogsa er mobilitetsf@lsom, dvs.
pravens viskositet betyder meget for spektrenes kvalitet. Man-
gelevnedsmidler er hverken helt faste stoffer eller vassker i

NM R-spektroskopisk for-
stand. De vil ved amindelig
vasske-NM R-spektroskopi
give darligt opleste spektre
med meget brede linjer (som
osteni figur 1). Derimod gi-
ver sddanne prever hgjt op-

| gste NM R-spektre, ndr der
anvendes »rotation ved den
magiske vinkel, 54.7°«, High
Resolution Magic Angle
Spinning (HR MAS) NMR
(figur 2). Her roteres proven
i envinkel pa54.7° til det
statiske magnetfelt. Ved den-
ne teknik elimineres linjefor-
bredning fra magnetisk fal-
somhed (susceptibilitet) og
bidrag fra dipolaae veksel-
virkninger. Det skyldes, at
de matematiske udtryk for
kemisk skift anisotropi og
dipol-dipol-vekselvirkninger
begge indeholder et vinkel-
afhangigt led (ligning 1).

)

Vadgesvinklen til 54.7°, er
3cos?0 -1 = 0 og man opnar
alene et signal ved det
i sotropiske kemiske skift
uden dipolaa opsplitning.
Roteres praven derudover,
far den hurtige bevesgelse
preven til at opfare sig nee
sten som en vaeske, hvor der
midles over hele praven.
Mange fadevarer indehol -
der vand, og vandprotonerne
giver ogsa signaler i *H-
spektrene. | mange tilfadde
er det gnskeligt at slippe af
med det kraftige signal fra
vand, f.eks. for at kunne
identificere andre signaler i

3c0s0-1=0
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Figur 2. HR MAS *H NMR-spektre af to faste gule oste, 6% og 38% fedt.
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samme omrade i spektret. Der er udviklet forskellige teknikker
til at undertrykke signalet fravand. | dette projekt testes en
rackke af teknikkerne pdintakte levnedsmidier, og deres betyd-
ning for kvantitativ analyse undersgges. Anvendelsen af felt-
gradienter, der varierer det ydre magnetiske felts styrke, for-
bedrer yderligere informationen, idet man dermed kan modul e-
re NM R-spektre som funktion af komponenternes egendiffusi-
on, ogsa kaldet diffusionsvaggtet NMR [3].

HR MAS NMR-spektroskopi har vaaret anvendt i metaboli-
ske studier af animalt og humant vaer [4,5], og det er naglig-
gende at overfare eksperimenterne til planteveer og ked, og at
udnytte HR MAS NMR-teknol ogien under forarbejdning som
f.eks. kogning, bagning og saltning. Desuden er der mange pro-
blemstillinger inden for mejeriomradet, som kan undersgges
vha. HR MAS NM R-spektroskopi.

Overvejelser over spinsideband

Mulighederne er saledes store, nér vi i princippet kan male pa
alle typer fadevarer uden at skulle foretage kreavende forbe-
handling farst. Men man er ngdt til at foretage visse forholds-
regler, far de endelige malinger foretages. Den spektrale bredde
p& NM R-spektret og spinningshastigheden eller rotations-
frekvensen skal passe sammen, sa spinsideband ikke forstyrrer
billedet af de signaler, man forventer at finde.

Spinsideband skyldes pravens rotation. Sadanne signaler er
placeret pa begge sider af det egentlige signal i afstande, der er
et multiplum af rotationsfrekvensen (figur 3). Det betyder, at jo
hurtigere praven roteres, jo langere flyttes sidebandene ud. |
komplekse praver som fadevarer, hvor der forventes signaler
framange forskellige stoffer, vil spinsideband fra samtlige re-
sonanssignaler give NM R-spektre, der synes umulige at fortol-
ke. Rotationsfrekvensen skal derfor vaare starre end eller lig
med den spektrale bredde. Dette synes jo nemt nok, hvis NMR-
spektrometret teknisk kan leve op til rotationsfrekvenser pa
f.eks. 4000 Hz eller derover. Dog er der ogsa preven at tage

Figur 3. Effekt af MAS-rotationsfrekvensen p& mozzarella — spinsideband.
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hensyn til, idet en sa kraftig rotation eller centrifugering af pro-
ven givetvis pavirker matricen.

Eksemplet i figur 3 stammer fra en undersggelse af regulerin-
gen af konsistensen af ost (her mozzarella), specielt for at un-
dersgge vandbindingsforholdene over tid. Mozzarellapreven
blev udtaget som en lille kubei mdlene 4 « 4 « 9 mm, der blev
placeret i en 50 pl rotor. Tungt vand (D,0), der ikke giver pro-
tonsignaler, og som anvendestil at 1&se frekvensen under
NMR-malingen, blev brugt til at fylde den resterende del af ro-
toren op. Der blev foretaget et HR MAS *H NMR-forsgag, hvor
rotationsfrekvensen var 5000 Hz (figur 3). Preven blev i alt ro-
teret 15 minutter. Efter en sddan maling bestod pregven af en
kladbrig ostemasse med en smal indre cylinder af vand. Oste-
matricen var saledes totalt forandret, og en daglig gentagel se af
forseget, for at undersgge om vand havde bundet sig anderle-
des, var umulig pa samme preve. Det kunne heller ikke udel uk-
kes, at preven aandrede sig under malingen.

| et sadant tilfadde er det ngdvendigt at overveje fordele og
ulemper ved at rotere preven sa kraftigt. | stedet kan det over-
vejes, om matematisk fjernelse af spinsidebandene er en mulig-
hed, idet moderne databehandlingsteknikker dbner mulighed
for det. Desuden er der udviklet forskellige NMR-teknikker til
at undertrykke spinsideband. Men det er en anden historie, som
vi gemmer til senerel

HR MAS NMR pa andre mejeriprodukter
Ikke kun problemstillinger i faste oste er interessantei HR
MAS mejeriapplikationslyset. Ogsa fortykkede surmadks-
produkter er velegnede til HR MAS NMR-studier. | figur 4 ses
vandundertrykte HR MAS *H NMR-spektre af drikke- og rart
yoghurt stabiliseret med pektin i en sucroseblanding. Pektin
bruges ofte som stabilisator i yoghurt for at undga sedimente-
ring eller valleudskillel se efter syrning. M ekanismen bag stabi-
liseringen er dog ikke saarlig velkarakteriseret, og HR MAS
NM R-spektroskopi har potentiale til at analysere yoghurt-
stabiliteten.

| de viste spektre (figur 4) er der tydelige signaler for madke-
sukker (lactose) og sucrose, men derudover er der signaler for
protein og fedt i den alifatiske del af spektret samt for aromati-
ske aminosyrer i den aromatiske del. Spektrene af de to typer
yoghurt varierer meget lidt, men ved kemometrisk behandling
af datafra et starre provessd blev der observeret NMR-signa-
ler, der varieredei intensitet i forhold til pektin-/sucrosekon-

Lactose og sucrose
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Figur 4. HR MAS *H NMR-spektre af yoghurt stabiliseret med pektin.
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centrationen samt protein-/fedtkoncentrationen. Disse smavari-
ationer kunne anvendestil at opdele yoghurtprevernei stabile
0g ustabile pregver, men dette kunne ikke forklare mekanismen
bag stabiliseringen af yoghurt med pektin alene. For at |gse
problemet var det ngdvendigt at inddrage andre spektroskopi-
former samt malinger af zetapotentiale [6].
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Nar korn bliver til brad

Ikke kun metabolismen i afgraderne inden hgst er interessant
set ud fra et fadevareindustrielt- og forbrugersynspunkt. Ogsa
forarbejdningen af afgreden til den endelige fodevare kan vaae
gavnlig for den ernaaringsmasssige veardi €ller for produktets
holdbarhed. Det sidste HR MAS-eksempel er derfor fra et

Muligheder med HR MAS NMR pa hele kerner

Et af de vigtigste mal for dansk landbrug er at producere sunde
0g ernagingsrigtige afgreder. For at kunne det er det vigtigt at
have en detaljeret viden om sammensagtningen og ernagings-
vagdien af det modne korn og karakteren af protein og stivelse.
Udviklingen af enkeltkerne HR MAS NM R-spektroskopi er
oplagt. Med enkeltkerne HR MAS NM R-spektroskopi er det
muligt at undersgge sammensagningen af forskellige sorter og
forskellige kernefyldningstrin uden at forstyrre det biologiske
system naevnevaardigt — dvs. systemet undersgges nassten som
invivo. | figur 5 ses vandundertrykte HR MAS NMR-spektre
af tre forskellige bygkerner. Sorten Cork er en helt almindelig
bygsort, og i figuren sesto forskellige kernefyldningstrin, af
hhv. en umoden gren blad kerne og en moden, hard kerne. Det
ses, at maangden af stivelse aftager, mens indholdet af fedt og
andre alifater stiger under kernens modning. Det tredje spek-
trum er af en moden hérd hgj R-glycan mutant bygkerne kal det
lyssf [7]. Denne type kerne har en hel anden NMR-profil, hvor
indholdet af protein og fedt ikke er sa forskelligt fra Cork-ker-
ner, mens stivel sesindholdet er meget mindre, og hvor et signal
ved 3.3 ppm bliver meget dominerende. Dette signal har betyd-
ning for forstaelsen af forskellene pa de to bygsorter, f.eks. af

7
Fedt og andre
Kulhydrat alifatiske protoner
(stivelse)
Umoden Cork
Moden Cork
1101
- b 4 -
7 [} 5 4 3 2 1 0
ppm

deresindhold af R-glycan, og er saledes hgjt prioriteret.

Figur 5. Hel kerne HR MAS*H NMR-spektre af forskellige bygsorter.
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Rugmel
Dej
Dej efter havning

Markt rughrad

W

Figur 6. HR MAS'H NMR pa merkt rugbrad.

HR MAS NMR-forsgg parugmel under forarbejdning til rugbred.
| dej- og bageprocessen nedbrydes bl.a. fytinsyre, der binder vita-
miner og mineraler komplekst. Ved en effektiv nedbrydning af
fytinsyren vha. enzymer frigives de bundne vitaminer og minera:
ler, s de garestilgeangelige for mennesker [8]. | figur 6 sesHR
MAS NMR-spektre kart ved samme rotationsfrekvens (5000 Hz)
af rugmel, de far og efter haavning samt af det fagrdige rugbred. |
aletilfaddene er praverne helt tarre, inden de umiddelbart far en
maling er blevet opslaanmet i tungt vand. Rugmel og dej har sam-
menlignelige NMR-spektre, hvor kun enkelte signaler i kulhydrat-
omradet adskiller sig for alvor. Derimod har det faerdige rugbred
en hel anden NMR-profil, med meget forbredede signaler i
kulhydratomradet. Det skyldes sandsynligvis rotationsfrekvensen,
idet signalformen som naavnt ovenfor pavirkes og forbredes ved
en for lille spinningshastighed. Det kunne sdledes seud til, at en
rotationshastighed pa 5000 Hz er for lav til kvantitativt at sam-
menligne terrede mel-, dgj- og bradprever. Desuden kan det ikke
undgas, at preverne opsuger det tilsatte vand under malingerne.
Systemet, der undersages, er derfor en samlet matrice, hvor vandet
er fordelt i hele praven. Et sddant dynamisk system betyder ogsa
noget for kvaliteten af spektrene. Som vist er det godt at vage pa
forkant med de mange faldgruber, der kan vagei udavelsen af HR
MAS NM R-spektroskopi pa komplekse fedevarer.

Perspektiver

NMR er vel den mest alsidige og informationsrige analytiske
teknik, og anvendel sesmulighederne inden for f@devareomradet
er langt fra udforskede. Vi har her naavnt nogle falovende ap-
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plikationer, men potentialet i HR MAS NMR er meget starre,
f.eks. inden for studier af hvordan fadevarer smager og fales.
Meget tyder pa, at vi har flavorneuroner, der reagerer specifikt
patekstur, og en af de store udfordringer for HR MASNMR i

| evnedsmiddel ssmmenhaang (bromatonomics) er derfor at klar-
laegge de intermol ekylaare interaktioner i fadevarematricen, der
f.eks. skaber mouth feel funktionalitet.

Tak til Mejeribrugets Forskningsfond, der gkonomisk stetter
denne satsning, samt til Arla Foods, CP Kelco, For skningscen-
ter Flakkebjerg og Schulstad for praverne anvendt til spektrene
i devistefigurer.

E-mail-adresse
Nanna Viereck: nav@kvl.dk
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Hver dag kommer der 8 ton stev til jorden frarummet. Chri-
stine Floss, der er geokemiker ved Washington University i St-
Louis, har sammen med medarbejdere undersagt sammensad-
ningen &f stev frajordens stratosfaare.

Stevet indeholder carbon C. Dels *C, og dels det tungere **C.
Floss har opdaget, at stevet i stratosfaaen indeholder forholds-
vismindre af det tungere nuclid. De fandt for stratosfagrestov
2C/*3C = 96 og for almindeligt jordisk stev 2C/**C = 87.

Har denne opdagel se forbindel se med de organiske stoffer,
der var basisfor livets opstéen pajorden — sperger Floss.

Bos

Carbon anomaly from deep space. Chemical & Engineering News. 1. marts
2004: 27
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