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MOGU NOSTI PRIMENE RAMAN 
SPEKTROSKOPIJE U ISPITIVANJU 
MLEKA I PROIZVODA OD MLEKA 
 

 Raman spektroskopija je vibraciona 
spektroskopska tehnika koja se zasniva na 
neelasti nom rasejanju svetlosti. Ova ne-
destruktivna, bezkontaktna tehnika daje 
brojne kvalitativne i kvantitativne informa-
cije o razli itim uzorcima i na�la je primenu 
u mnogim oblastima istra�ivanja. U kombi-
naciji sa opti kim mikroskopom idealna je 
za ispitivanje heterogenih sistema. Od po-
etka primene, ograni enja ove tehnike ti u 

se problema sa fluorescencijom, koji su se 
razvojem instrumentalnih re�enja danas 
zna ajno smanjili. Zahvaljuju i prednostima 
koje pru�a (vrlo slab signal vode, rad sa 
koncentrovanim rastvorima, �irok opseg ti-
pova uzoraka i dr.), Raman spektroskopija 
ima vrlo veliki potencijal za primenu u ispiti-
vanju mleka i proizvoda od mleka. 
 
Klju ne re i: Raman spektroskopija � 
talasna du�ina � mle na mast � proteini 
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UVOD 
 
 Interakcija elektromagnetnog zra-
enja i molekula je u osnovi brojnih 

spektroskopskih tehnika koje se bazi-
raju na procesima apsorpcije, emisije i 
rasejanja zra enja. Raman spektro-
skopija je vibraciona spektroskopska 
tehnika koja se zasniva na fenomenu 
neelasti nog rasejanja zra enja usled 
me usobnog delovanja sa uzorkom. 
Prilikom interakcije upadnog zra enja i 
molekula dolazi do razmene energije 
a njena koli ina odgovara unutra�njim 
vibracionim prelazima koji su specifi -
ni za pojedine hemijske veze.  
 Tehnike ispitivanja zasnovane na 
Ramanovom rasejanju daju podatke o 
vibracionom otisku molekula te se sto-
ga ova tehnika mo�e koristiti za hemij-
ske karakterizacije, ispitivanje mole-
kulskih struktura, me umolekulskih in-
terakcija, opisivanje okru�enja oko po-
jedinih atoma u molekulu i dr. Zahva-
ljuju i fenomenima koji su osnova ove 
tehnike, primenjiva je za ispitivanje 
velikog broja supstanci i materijala. S 
tim u vezi, od nedavno, ova tehnika je 
na�la primenu i u analizi hrane, s ob-
zirom na to da omogu ava dobijanje 
relevantnih informacija o sastavu razli-
itih vrsta uzoraka uklju uju i te nosti, 

gasove i vrste materijale. Informacije 
dobijene ovom tehnikom se baziraju 
na vrlo specifi nim spektrima karakte-
risti nim za uzorak koji se ispituje. Re-
zultati dobijeni tehnikama Raman 
spektroskopije se naj e� e usled slo-
�enosti dalje obra uju primenom sta-
tisti kih metoda kao �to je analiza 
glavnih komponenti (eng. principal 
component analysis, PCA) i regresija 
metodom delimi nih-najmanjih kvad-
rata (engl. partial least squares reg-
ression, PLS). 
 Najve a prednost kori� enja ove 
tehnike u analizi hrane je vrlo slabo 
rasejanje vode koje ne ometa signale 
ostalih ispitivanih komponenta, zatim 
nesmetano ispitivanje koncentrovanih 

uzoraka, minimalna priprema uzorka 
(ili nije potrebna) kao i mogu nost 
prenosa signala na ve e udaljenosti. 
 U ovom radu izlo�ene su osnovne 
informacije o Raman mikrospektro-
skopiji i principima same tehnike, kao i 
mogu im problemima i pobolj�anjima 
prilikom njene primene u analizi hrane 
(npr. odabir lasera, problem fluores-
cencije itd.). U drugom delu rada su 
prikazani rezultati dosada�njih istra-
�ivanja zasnovanih na primeni Raman 
spektroskopije u ispitivanju mleka i 
proizvoda od mleka.  
 
OSNOVI PRINCIPI TEHNIKE 
RAMAN SPEKTROSKOPIJE 
 
 Pri procesu transmisije (prolaza) 
elektromagnetnog zra enja kroz ma-
teriju, jedan vrlo mali deo zraka se ra-
sejava u svim pravcima (Skoog, 
2007). U kvantnoj mehanici rasejanje 
se opisuje kao pobu ivanje molekula 
do virtuelnog stanja, koje je ni�e 
energije od elektronskog prelaza, uz 
skoro istovremeni (za manje od 10-14 
sekundi) povratak na ni�i elektronski 
nivo i reemitovanje fotona (Skoog, 
2007; Smith and Dent, 2005). U toku 
ovog procesa, najve i deo fotona se 
rasejava elasti no tzv. Rejlijevo rase-
janje (slika 1a), pri emu oni imaju istu 
energiju (frekvenciju i talasnu du�inu) 
kao i upadni fotoni, odnosno ne dolazi 
do razmene energije. Me utim, mali 
deo zra enja (jedan od 106-108 fotona; 
Smith and Dent, 2005) se rasejava sa 
frekvencijama razli itim, naj e� e 
ni�im, od frekvencija upadnih fotona 
pri emu se odvija razmena energije. 
Proces u toku kojeg dolazi do ovog 
tzv. neelasti nog rasejanja naziva se 
Ramanovo rasejanje odn. Ramanov 
efekat.  
 U zavisnosti od po etnog stanja 
molekula ova promena mo�e biti ka 
vi�em (Stoksovo rasejanje, slika 1b) 
ili ni�em vibracionom nivou (Anti-
Stoksovo rasejanje, slika 1c). Na sob- 
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pavlaka je razbla�ena 10x fosfatnim 
puferom zbog lak�eg pronala�enja po-
jedina nih masnih globula, a za imo-
bilizaciju uzorka vr�eno je dodavanje 
rastvora agaroze ( iji spektar nije da-
vao nijedan karakteristi an pik). Do-
bijanje spektralnih podataka je vr�eno 
pomo u konfokalnog Raman mikro-
spektroskopa, opremljenog sa diod-
nim laserom ( =532 nm, 5 mW). Upo-
treba mikroskopa je omogu ila dubin-
sko profilisanje i dobru rezoluciju ime 
su uspe�no prikupljeni spektri iz cen-
tara globula mle ne masti razli ite ve-
li ine (Slika 5). 
 Rezultati istra�ivanja su pokazali 
da sastav globula mle ne masti veo-
ma varira u zavisnosti od veli ine glo-
bula, tako da se sa pove anjem pre -
nika globula pove ava sadr�aj karote-
noida dok nivo nezasi enosti se sma-
njuje. Sad�aja karotenoida tako e va-
rira u zavisnosti od porekla mleka od-
nosno rase muznih �ivotinja. Pored to-
ga, autori su ustanovili da je sadr�aj 
triglicerida u malim globulama masti 
(1µm) bio ispod nivoa detekcije, dok je 
s druge strane ustanovljen zna ajno 
prisusvo fosfolipida i holesterola (trake 
pri 607 i oko 846 cm-1)(Bresson et al., 
2005), koji predstavljaju zna ajne 
komponente membrane masnih 
globula. Na osnovu ovih rezultata, au-
tori su zaklju ili da specifi ni sastav 
malih masnih globula uti e na speci-
fi nost njihovih nutritivnih i tehnolo�kih 
svojstava u pore enju sa velikim mas-
nim globulama.  
 Na osnovu iznetog, mo�emo za-
klju iti da se Raman spektroskopija 
mo�e uspe�no koristiti za dobijanje in-
formacija o satavu i strukturi membra-
ne masnih globula.  
 
 
Ispitivanje nastajanja gelova  

-laktoglobulina 
 
 Ikeda and Li-Chan (2004) su, pri-
menom Raman spektroskopije, ispiti-
vali molekularne strukturne promene 
proteina koje se de�avaju tokom for-
miranja dve vrste gelova -laktoglobu-
lina ( -lg) delovanjem toplote (fini i 
partikularni). Naime, autori su 15% 
rastvore -lg (w/v), razli itih pH vred-
nosti, termi ki tretirali re�imom 80oC/ 
60 min., a potom dobijene gelove ana-
lizirali Raman spektroskopom ( =785 
nm, 50 mW).  
 Analizom dobijenih spektara usta-
novljeno je da je termi ki indukovano 
nastajanje gela pra eno poreme a-
jima u sekundarnoj strukturi proteina i 
pove anjem ja ine vodoni nog vezi-

vanja tirozina. Prilikom formiranja fini-
jeg gela intenzitet trake od oko 760 
cm-1 se pove ao (traka povezana sa 
vibracijom veza u triptofanu)(Howell 
and Li-Chan, 1996; Ogawa et al., 
1999), dok je pri nastajanju partikular-
nog gela proces tekao suprotno. In-
tenzivna traka na 1345 cm-1, pripisana 
CH savijaju im vibracijama (Nonaka 
et al., 1993), sugerisala je na zna a-
jan doprinos hidrofobnih interakcija pri 
nastajanju partikularnog gela. Kod 
ovog tipa gela sekundarna struktura je 
bila bolje o uvana, obzirom na to da je 
kod finog gela uo eno ve e naru�a-
vanje -heliksa, dok je najve i deo -
nabrane strukture u oba slu aja ostao 
netaknut. 
 Primenom Raman spektroskopije 
bilo je mogu e ustanoviti razlike izme-
u dva tipa termi ki indukovanih ge-

lova -lg. Ustanovljene su promene 
sekundarne strukture kao i tipovi veza 
koje preovla uju u njima.  
 
 
ZAKLJU AK 
 
 Raman spektroskopija je tehnika 
koja se zasniva na rasejanju zra enja 
pri kome se foton koji reaguje sa uzor-
kom rasejava uz promenu talasne du-
�ine. Ova promena je osnova kako 
kvalitativne tako i kvantitativne prime-
ne ove vrlo mo ne tehnike.  
 Poslednjih godina, interesovanje 
za kori� enje ove tehnike u mnogim 
disciplinama, uklju uju i i nauku o 
hrani, zna ajno se pove ava pre sve-
ga usled jednostavnosti pripreme ispi-
tivanog uzorka kao i �irine dobijenih 
informacija o sastavu, strutkuri mole-
kula, rasporedu komponenata i dr. Pri-
menom Raman mikro/spektroskopije 
mogu se dobiti kvalitativne i kvantita-
tivne informacije o velikom broju kom-
ponenata hrane uklju uju i makro 
(proteine, lipide, ugljene hidrate i vo-
du) i minorne komponente (pigmente, 
sinteti ke boje).  
 Mogu nosti primene Raman spek-
troskopije u ispitivanju mleka i proiz-
voda od mleka su brojne i obuhvataju 
kvalitativne i kvantitativne analize 
makro (proteina, lipida, ugljenih hidra-
ta i dr.) i minornih komponenti. Tako-
e, poslednjih godina vr�e se brojna 

ispitivanja na mogu nosti primene ove 
tehnike u analizi mikrobiolo�kog kvali-
teta prehrambenih proizvoda.  
 Ipak, upotreba ove tehnike u ana-
lizi hrane, uklju uju i proizvode od 
mleka, je jo� uvek nedovoljno istra�e-
na oblast, posebno na na�em podru -
ju, a mo�e imati zna aja kako u rutin-

skim analizama kontrole kvaliteta pro-
izvoda tako i u nau no istra�iva kim 
studijama. 
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SUMMARY 
 

APPLICATION POSSIBILITIES OF RAMAN SPECTROSCOPY IN THE INVESTIGATION 
OF MILK AND DAIRY PRODUCTS 
 
Aleksandar D. Nedeljkovi , Jelena B. Mio inovi , Mira M. Radovanovi ,  
Predrag D. Pudja 

 
University of Belgrade, Faculty of Agriculture, Belgrade, Serbia 
 
 Raman spectroscopy is a vibrational spectroscopic technique based on inelastic light 
scattering. This non-destructive, non-contact technique provides a number of qualitative and 
quantitative information about the different samples and has been applied in many fields of 
research. In combination with an optical microscope this method is ideal for testing of 
heterogeneous systems. The limitations of this technique include problems with 
fluorescence, but nowadays they are significantly reduced with developed instrumental 
solutions. Thanks to the numerous advantages (very weak signal lead, working with 
concentrated solutions, a wide range of sample types, etc.), Raman spectroscopy has great 
potential for application in the examination of milk and milk products. 
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