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Ispitivanje uticaja termi ¢kog tretmana na nastajanje akrilamida u namirnicamasa visokim
sadrzajem skroba primenom unaprijedlene metode gasne hromatografije

Sazetak

Akrilamid je mala, bezbojna ili bijela hidrofilnaugstanca, speciéinog mirisa,
klasifikovan kao potencijalni karcinogen od strameiunarodne Agencije za istrazivanje
kancera (englnternational Agency for Research on Cand&AC). Prvi put su 2002. godine
publikovani podaci da je akrilamid nalazi u niammicki tretiranih namirnica koje su bogate
ugljenim hidratima i kao i da akrilamid u njima tege Maillard-ovom reakcijom izméu

aminokiseline asparagina i redukéiju Setera.

Nakon ovih dogdaja zajedniki FAO/WHO ekspertski komitet za aditive za hraead.
Joint FAO/WHO Expert Committee on Food AdditiveSCBA) zap@eo je sveobuhvatnu
evaluaciju podataka iz mnogih zemalja, uglavnonEvzope i Sjeverne Amerike, o prisustvu

akrilamida u namirnicama.

Termicki tretman hrane dovodi do formiranja taksh i potencijalno kancerogenih
jedinjenja kojima pripada i akrilamid. Akrilamid s®lazi u razliitim vrstama prehrambenih
proizvoda kao na primjer: proizvodi od Zzitaricaoigrvodi od krompira, kafa i dr. Mie
proizvodima bogatim skrobom najrezvor akrilamida su proizvodi od krompir&ips i pomfrit
kao i razne vrste peciva i hleba. Glavni mehanizaastajanja akrilamida u namirnicama je
reakcija slobodne amino Kkisjeline asparagina sauk@déim Se&erima Maillard-ovom
reakcijom. Termiki tretman je od kljanog zn&aja za sintezu akrilamida, odnosno kombinacija
temperature i vremena zagrijavanja kojima se ndoarpodvrgava. Formiranje akrilamida se

prvenstveno odvija pod dejstvom visokih temperaugteh od 120° C pri smanjenoj vlaznosti.



U ovom radu vrSeno je pi@nje uticaja razditin termickih tretmana (kuvanje, penje i
przenje) na sintezu akrilamida kod namirnica bdgskirobom, primenom unagiene metode za
kvantifikaciju akrilamida u namirnicama powgasne hromatografije sa NPD (azot-fosfornim
detektorom) koju je moge primijeniti u veini bromatoloskih laboratorija, jer je metod&na,

jednostavna i ekonona, pa je zbog toga veoma pogodna za pfiaktprimjenu.

Razvijena je i derivatizaciona metoda za kvantdika akrilamida u namirnicama
metodom gasne hromatografije u tandemu sa masempakiremetrijom, kao i metoda za
pripremu uzoraka ragiitih namirnica za kvantifikaciju akrilamida upot@in smanjene kaline

broma.

Takade, u fazi pripreme uzorka primijenjena je metodatmkcije nacvrstoj fazi (eng.
Solid Phase Extractionr SPE)Xime je postupak ziajno pojednostavljen i veoma je prihvatljiv
za prakténu primjenu. GC-MS metoda je validirana sa limitdetekcije 6,86 pg/kgime je
potvidena i njena osjetljivost. Metoda je uspjeSno pemjgna za ispitivanje sadrzaja akrilamida
u razlgitim uzorcima termiki tretiranih namirnica kao sto su krompifips, hljeb i dr. i
primijenjena je u maulaboratorijskom ispitivanju, gdje je dobijena mdtljiva srednja

vrijednost z-skora -0.3..

Klju éne rije¢i: akrilamid, termiki tretirane namirnice, ekstrakcija narstoj fazi, GC-MS

metoda, GC-NPD metoda, optimizacija bromovanja.
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Study of the effect of heat treatment on the formabn of acrylamide in foods with high
starch content using improved method of gas chromagraphy

Abstract

Acrylamide is colorless or white hydrophilic subgta, with specific odor, classified as a
potential carcinogen by the International AgencyResearch on Cancer, IARC. In 2002, data
were published that the acrylamide is present serées of heat-treated foods which are rich in
carbohydrates, and that the acrylamide is formethénMaillard reaction between amino acid

asparagine and reducing sugars.

After these events Joint FAO / WHO Expert CommitbeeFood Additives (JECFA) has
started a comprehensive review of data on the oecce of acrylamide in foods from many

countries, mainly from Europe and North America.

Heat treatment of food leads to the formation ofidoand potentially carcinogenic
compounds to which acrylamide belongs. Acrylamgléund in various types of food products
such as: cereal products, potato products, cofideothers. Among other products rich in starch,
the utmost source of acrylamide were potato pradwttips and French fries, as well as various
kinds of pastry and bread. The main mechanism eff@hmation of acrylamide in foods is the
reaction of free amino acids asparagine with redudugars in the Maillard reaction. Heat
treatment is essential for the synthesis of acrianrespectively a combination of temperature
and heating time which food undergoes. The formagpiomarily takes place under the influence

of high temperatures greater than 120° C at lowidiiyn



In this research, the impact of different therrmehtments (cooking, baking and frying)
on the synthesis of acrylamide in foods rich incdtavas assessed, using the improved method
for the quantification of acrylamide in foods bysgahromatography with NPD (Nitrogen-
phosphorus detector) that can be applied in thd brosnatological laboratories. The method is

accurate, simple, economical, and is therefore seitable for practical use.

Improved derivatization method for the quantifioatiof acrylamide in foods using gas
chromatography coupled to mass spectrometry wasdageloped, as well as the methods for
the preparation of samples of different foods tardify acrylamide using reduced amounts of

bromine.

Also, the solid phase extraction (SPE) method wyuied in preparation of the sample,
which significantly simplified the procedure andi#t acceptable for practical use. GC-MS
method was validated with a limit of detection c8® mg / kg, which confirmed its sensitivity.
The method has been successfully applied to exatheneontent of acrylamide in a variety of
samples, such as potato chips, bread etc. andsibéen applied in the interlaboratory study,

wherethe acceptable middle value of z-score -0.3 wasioéd.

Key words: acrylamide, heat-treated foods, solid phase etxtra, GC-MS method, GC-NPD
method, optimization of bromination.

Scientific field: Pharmacy
Scientific topic: Chemistry of food and dietary gusts

UDK number: 664.2:[661.717.53:543.544.3] (043.3)
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1 Uvod



Otkri¢e akrilamida u hrani datira od 1997. godine kadatyeieno da radnici na izgradniji
Zeleznkkog tunela u jugozapadnoj Svedskoj imaju visok rakoilamida u krvi (0,07 — 17,7
nanomol/g hemoglobina). Ova koncentracija akrilaandkrvi radnika je premasila napredozu
ili nivo izlozenosti pri kojoj se ne javljaju Stetefekti po zdravlje (eng. NOAEL No Observed
Adverse Effect Leve[l]. Ovi rezultati su podstakli dalja istrazivanpuddi da je akrilamid
klasifikovan kao potencijalno kancerogena supstaodastrane m#unarodne Agencije za
istrazivanje kancera (enfnternational Agency for Research on Cand&RC) i definisan je
kao jedinjenje sa potencijalom da izazove spelkiksiinin efekata [2, 3]. Istraga o porijekiu
akrilamida u krvi radnika pokazala je da nije méguwtvrditi korelaciju izméu profesionalne
izloZzenosti i koncentracije akrilamida u krvi rakn To je dovelo do predpostavke da bi hrana

koju su konzumirali radnici mogla biti izvor akmfada u njihovoj krvi [4, 5].

U radu publikovanom 2000. godine prikazano je daopahranjeni hranom koja je
termicki tretirana przenjem pokazuju desetostruki posagtrzaja akrilamida u hemoglobinu u
poreienju sa kontrolnom grupom. Sadrzaj akrilamida uepaf hrani u korelaciji je sa
poveanjem nivoa akrilamida u hemoglobinu pacova hrahjesa tom hranom [6]. U 2002
godini ista istrazivéka grupa je publikovala podatke da se akrilamidaziali nizu termiki
tretiranih namirnica koje su bogate ugljenim hionat i da akrilamid u njima nastaje Maillard-

ovom reakcijom izmdéu amino kiseline asparagina i redukiijusetera.

Nakon ovih dogédaja zajedniki FAO/WHO ekspertski komitet za aditive hrane (eng
Joint FAO/WHO Expert Committee on Food AdditiveSCBA) zapd@&eo je sveobuhvatan
evaluaciju podataka o pojavi akrilamida u namirmeaiz mnogih zemalja uglavnom iz Evrope i
Sjeverne Amerike i istaklo je vaznost dobijanja &&®e validnih podataka o sadrzaju akrilamida
u namirnicama koje se konzumiraju u zemljama uoprkao vrijedan instrument u za procenu

unosa, kako bi se redukovala izlozenost ljudi [7].

Za kvantifikaciju akrilamida u namirnicama posldtdngodina se prepotuju metode
hromatografije spregnute sa detektorima odgovéeajosetljivosti. Pod hromatografijom se
podrazumeva skup metoda koje omé@auaju istovremenu analizu smeSe analita koji magu b
struktorno skni, ili potpuno razkite hemijske strukture. podrazumijevalo samo rahve

uzorka-smeSe na njene sastavne komponente, alvgéenje najsavremenijin tipova detektora



proSirilo osnovno zri@nje hromatografije. Danas hromatografske metsldée ne samo za

prociSéavanje slozenih uzoraka, é&vé za deliménu analizu razdvojenih komponenti smese.

Naziv hromatografija pote od gtke rijei hromos— Sto zn& boja i graphein— pisati.
Sam pojam hromatografija datira joS odc¢gika 20. vijeka, kada je ruski nanik Cveti
prowtavao zeleni alkoholni ekstrakt iz lista [&n usmjerava svoju paznju na mégost
adsorpcionog upijanja hlorofila od strane #&klista. Cveti je razdvojio hlorofil na dve
komponente poznate kao hlorofii A i B ng nain Sto je u staklenoj cijevi (koloni)
napunjenoj ¢vrstim nosdem (kalcijum-karbonatom) na vrh kolone stavalkoholni
ekstrakt hlorofila, a zatim lagano ispiraodmh petrol-etrom i tako zapeo spiranje
hlorofila. Prilikom ispiranja, pojedine komporerbiljnog ekstrakta kretale su se kroz kolonu
razlicitom brzinom i mdusobno se razdvojile u obojene trake ili zone. Paka se da je
apsorpcija dva hlorofila razita u odnosu névrst nosg, tako da su se izdvojila dva sloja - dva
hlorofila A i B. Posto su razdvojene komponentee lmbojene, Cveti je ovu metodu nazvao
hromatografija. Takde, opisuje i obrazlaze detaljno metodu kogjpchaziv hromatografska
analiza: ,SlkEno surevim zracima u spektru ragiiih komponenti slozenog obojiva
rasporduju se zakonomerno jedan preko drugog na stubuadapij postaju dostupni za
kvalitativno i kvantitativno odmdivanje.” Cveti pravilno ocenjuje zda] metoda odvajanja i
analize ne samo obojenih,&viebezbojnih materija. Trebalo je da ¢eodosta vremena da bi

se shvatili znéaj i mogunosti otkrivene metode odvajanja.

Krajem tridesetih godina proslog vijeka razvijeeatgankoslojna hromatografija, a 1941.
godine Marin i Synge dobili su Nobelovu redyr za radove iz oblasti hromatografije.
Njihov fundamentalni rad postavio je osnove raavoj gasne, t&e i papirne hromatografije.
Prvi rad iz gasne hromatografije publikovan 1952. godine (Martin i James), a zatim je
ova metoda razvijena u veoma dmo analittku tehniku. Teé&na hromatografija se razvila

Sezdesetih godina proSlog veka, da bi danas petaaanije otkrivenu gasnu hromatografiju.

Princip hromatografskog razdvajanja smjeSe zasrde na razlikama u raspodjeli
pojedinih komponenata smeSe iziugokretne i nepokretne faze. Sama raspodjelzpicsl je
raznih fizicko-hemijskih procesa kao Sto su adsorpcija, de§arpapsorpcija, podjela izrda
dva rastvaréa i jonska izmena. Prema agregatnom stanju pokfasee hromatografija se deli

na gasnu i #@u hromatografiju.



Hromatografski sistemi i tehnike kao &ko-hemijski procesi na kojima se zasniva

razdvajanje dati su u Tabeli 1.

Tabela 1.Hromatografski sistemi i tehnike

Pokretna | Stacionarna| Tehnike Fizicko-
faza faza hemijski procesi
Gasnha Cvrsta Hromatografija gasne faze u kolowidsorpcija
i kapilarnoj koloni
Gasnha Téna Hromatografija gasne faze u kolormodjela,
i kapilarnoj koloni reverzno-fazna
podjela
Tecna Cvrsta Kolona, hromatografija na tankgrmdsorpcija,
sloju i na hartiji jonska izmjena
gel filtracija
Tecna Te&na Kolona, hromatografija na tankgrnPodjela,
sloju i na hartiji reverzno-fazna
podjela

U zavisnosti od prirode supstance zavisi i kigise sistem primijeniti za razdvajanje

smeSe Sto je prikazano je u tabeli 2.

Tabela 2.Vrsta hromatografije za razdvajanje smeSe

Razdvajanje supstanci

Vrsta hromatografije

Gasovi i isparljive supstance

Hromatografija u gaéazi

Supstance sihog hemijskog sastava

Podeona hromatografija i reverzno-fazna
podeona hromatografija

Supstance raziitog hemijskog sastava

Adsorpciona hromatografija

Neorganske i jonske supstance

Jonska izmena, hromatografija na tank
sloju i na hartiji

Jonske i nejonske supstance

Jonska izmena i galdbografija

Bioloski materijali i jedinjenja velike
molekulske mase

Gel hromatografija

Princip gasno hromatografske metode analize zas®ivaa prolasku uzorka kroz kolonu

u kojoj se vrSi razdvajanje uzorka na komponentavisnosti od njihovih fizikih i hemijskih

osobina. ldentifikacija komponenata smeSe @&ina osnovu retencionog vremena, odnosno
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vremena zadrzavanja svake komponente na stacignfamo Svaka supstanca ima svoje
karakteristno vrijeme zadrzavanja na odgovatajkoloni. Na kraju kolone nalazi se detektor
koji registruje odvojene komponente uzorka preodeu elektreni signal i prikazuje ih u vidu
hromatograma. U gasno hromatografskoj analizi korse razliite vrste detektora [9]. NajSiru
upotrebu imaju plameno jonizaciofiflame lonization. Detector FID) i azot-fosforni detektor
(Nitrogen Phosphorus Detecter NPD). Oba ova detektora imaju Sirok opseg primjeae
razlicitim organskim jedinjenjima, u Sirokoj oblasti kamdracije. Kao detektatesto se koristi
maseni spektrometar. On ima Siroku oblast primjen@jime se mogu detektovati analiti u
opsegu koncentracija od 0,25 — 100 pg [Mdasena spektometrija je tehnika koja &&ssto
primenjuje kako za rutinske tako i u istragika svrhe. Najvaznija primjena ove tehnike je za
odreiivanje molekulske mase uzorka. Masena spektrormeBg primjenjuje u iziavanju
kompleksnih vrsta u rastvoru. Jedina je tehnikaakdgje eksperimentalnu potvrdu broja i

identifikaciju vrsta u rastvoru (specijaciona anali

Zbog navedenih prednosti, u ovoj disertaciji masspaktrometrija je kor&ena za

odreiivanje sadrzaja akrilamida u uzorcima namirnicaabibgskrobom.

Masena spektrometrija je veoma osjetljiva an#i#i metoda koja se zasniva na
pretvaranju ispitivanog uzorka u jonski snop ideganju tog snopa u sastavne komponente na
bazi njihovih odnosa mase i naelektrisanja (m/egasdha spektrometrija se zasniva na tome da
se analizirani uzorak (organsko jedinjenje) prevadistanje jonizovanog gasa (termalnom
metodom, primjenom elektimog polja ili bombardovanjem ubrzanim elektronirf@yima ili
fotonima pri ¢emu nastaje snop jednakih energija), titnlg odnosa mase i naelektrisanja.
Kretanjem naelektrisani¢estica tj. jona u elektithom ili magnetnom polju polazni snop jona se
razlaze na osnovu razlike karika mase i naelektrisanja jona m/z. Formirani jorogu biti
jednostruko jonizovani atomi, klasteri, molekuii mjihovi fragmenti. Nastali joni se provode
kroz analizator, koji razdvaja jone u prostoru Mitemenu. 1z analizatora, joni idu na detektor

gdje formiraju elektgini signal koji se registruje nadganaru.

Kvalitativna i kvantitativna analiza vrSe se na @an vrijednosti m/z i relativhe

zastupljenosti vrsta.



Da bi jedinjenje bilo analizirano u masenom speketru mora biti naelektrisano.
Medutim, vetina organskih molekula je neutralna pa ih je pateejonizovati u izvoru. Osnovni
deo masenog spektrometra je jonizacioni izvor kdjezbduje naelektrisan€estice tj. jone,
ubrzava ih i Salje u slediedeo koji obezbéuje naelektrisan&estice, jone, analizator. Analizator
vrSi selekciju, tj. razdvajanje jona u zavisnoddi mihovog odnosa mase i naelektrisanja m/z.
Razdvojeni joni se detektuju i signal se beleziazilpodataka radi dalje analize. Vazan dio
spektrometra je sistem za odraZavanje niskog kaitl¥’— 10° Pa tj. sistem za visoki vakuum.
Visoki vakuum obezh#uje minimalnu verovatriu molekuske reakcije jona tj. omagva
jonima da sa jednog kraja instrumentatulona drugi kraj, a da ne de do sudara tih jona sa
drugim molekulima i do njihove neutralizacije, r@sga, ili reakcije fragmentacije. Osnovne
funkcije masenog spektrometra su: jonizacija regmegtivnhog dela molekula iz uzorka,
razdvajanje jona prema njihovoj masi ili prema agnonase i naelektrisanja m/z i merenje

relativne zastupljenosti (prinos jona u % na ddrej masi, tj. na m/z).

Prikupljanje podataka i snimanje masenih spektavaense vrsiti jednom od dve metde:
SCAN - podrazumeva snimanje kompletnog masenelgtispi SIM — u kome se prate samo
odabrani joni. SCAN tehnika podrazumeva skeniram@se u zadatom opsegu unosa, uz
istovremeno pr&nje retencionog vremen&me se omogtava identifikacija analita. Zadati
maseni opseg i brzina skeniranja hromatogramadafiresreme préenja odrédene masedwell
time). SIM tehnika se koristi u kvantitativnim odieanjima [11]. Pre njene upotrebe, da bi se
postigli optimalni uslovi, mora se izvesti anal@&€AN metodom. SIM tehnikom se detektuju
vrednosti m/z samo reprezentativnih jona posmaganolekula. Vrijeme prgnja jona je vee
pa se samim tim povava i osetljivostak od 100 do 1000 puta. Karaktexstijoni, vrijeme
pocetka snimanjastart timg i vrijeme praenja jona dwell timg biraju se na osnovu podataka
dobijenih pomoéu SCAN tehnike. Hromatogram se dobija kao zavisméisipne jonske struje
sabrane tokom analize od vremena, a daje podakk@ldetu (retenciono vrijeme) i kvantitetu
(povrsina pika) posmatrane komponente [12].



2 Opsti dio



2.1 Termi¢ki tretman namirnica

Ako se preradom namirnica definiSu svi tretmani maiva od péetka proizvodnje do

konzumiranja, moZe se zakdjti da se 95% namirnica na nekidgnapreraiuje.

Tretman namirnica uklfuje svaki postupak koji mijenja ili pretvara sirdodjni ili
zivotinjski materijal u sigurnu, jestivu i senzorpohvatljivu namirnicu. Raztite pojave koje se
odigravaju za vrijeme pripreme, prerad€uvanja hrane su veoma slozene, usled hemijske
heterogenosti namirnica i kompleksnih reakcija kojzultuju iz interakcija osnovnih
nutrimenata. Bez prerade hrane bilo bi nentegzadovoljiti nutritivne potrebe urbanog
stanovniStva, a izbor namirnica bi bio ogeam i sezonski uslovljen. Razvojem druStva potrebe
savremenog@ovjeka se mijenjaju i pojavljuju se zahtjevi za @fié¢nim namirnicama kao Sto su
pripremljene namirnice za konzumiranje, polupripljerre namirnice, funkcionalne namirnice
itd.

Teorijski posmatrano, sve namirnice se podvrgavegkakvom tretmanu. Osobinu da
sebi priprema hranu koristerazlicite postupke prerad®vijek je stekao evolucijom i ona gai
razlicitim od zivotinjskog svijeta. Prvobitno kodigni postupci u tretiranju namirnica su bili

malobrojni i primitivni, a razvojem civilizacije @se usloZnjavaju i postaju mnogobrojniji.

Najstariji tradicionalni tretmani su dimljenje, ®mye na suncu, usoljavanje.
Fermentisanje i smrzavanje su odavno &ajeni tretmani. Konzervisanje, pasterizacija i
sterilizacija se decenijama primjenjuju i joS ukijgu znd&ajne tehnike savremene prehrambene
industrije. Novi trendovi za dobijanjem manje tratie hrane se ogledaju u primjeni tzv. ne-

termickih tretmana odnosno minimalnih tehnika procesyaan

UopSteno govorkg, termicki tretman hrane je uglavnom veoma Kkoristan, repeilt
pove&anom digestivna®l hrane, uniStenjem antagonista vitamina i enzimarisutnih
mikroorganizama. Terrdki tretman hrane dovodi do formiranja proizvodai kdjcu na ukus,
aromu, fizioloSki aktivna jedinjenja, kao i na sij@ne nutritivne vrijednosti namirnica, ali i do

formiranja toksinih i potencijalno kancerogenih jedinjenja kojimgpda i akrilamid.

Termicki tretman namirnica izaziva promjene na svim gast@ hrane u raalitom

stepenu. Pored dobro poznatih, ali i dalje aktielmterakcija osnovnih sastojaka hrane
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(Maillard-ova reakcija), u novije vrijeme predmataresovanija je i odnos tekog tretmana i

bioloski aktivnih jedinjenja.



2.2 Hemija akrilamida

Akrilamid je mala, bezbojna ili bijela hidrofilnaipstanca, specifinog mirisa (Tabela 3).

Rastvorljiv je u brojnim polarnim rastvaiaa kao Sto su aceton, acetonitril, voda i dr. [13]

Tabela 3.Fizicke karakteristike akrilamida

Parametar Specifikacija

Hemijska formula GHsNO

Molekulska masa 71,08 g/mol

Tacka topljenja 84 - 8%

Rastvorljivost 2169/ 100 g vode na 30 °C
Tacka topljenja 125 °C na 3,34 kPa
Pritisak pare 0,007 mm Hg na 20°C
Specifina teZina 1,1222 kg/dtma 30 °C

Akrilamid (Slika 1) posjeduje dvije funkcionalne ugre, amidnu grupu i elektron-
deficitarnu vinil dvostruku vezu koja omogava Sirok spektar reakcija ukdujuci i nukleofilne
reakcije koje su od zdaja u bioloSkim sistemima. Amidna grupa oméapa hidrolizu,
dehidrataciju i kondenzaciju sa aldehidima, dokilrardvostruka veza reaguje sa amonijakom,
alifaticnim aminima, fosforom, hlorom, bromom, bisulfitimajtiokarbamatima, kao i sa

proteinima [14, 15].

Akrilamid formira polimere i dimere koji imaju Sike spektre aplikacija uglavhom u
poljoprivredi i industriji. On je biorazgradivo jedenje koje se koristi za ptiScavanje vode za
pice, kao flokulant [16, 17]. Stabilnost akrilamidanjegova reaktivnost sa nukleofilima
porijeklom iz namirnica na oddenim temperaturama je pravana od strane Adamsa i
saradnika [18], koji su prikazali da je akrilamithlsilan u vodenim rastvorima, a da su vrsta

pufera i pH vrijednost imali zajan uticaj na smanjenje slobodnog akrilamida.usti® amino
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kisjelina u bé&nom lancu nukleofila zriajno je smanijilo nivo slobodnog akrilamida. Najwe
reaktivnost akrilamid je imao sa cisteinom, @mu nastaje mono-adicioni proizvod cistei-S-
propanamid kao proizvod adicije. Ostale aminokiisgpoput lizina, arginina i serina su imale

manju reaktivnost, ali su dale proizvode kondernjedaji su se mogli porediti.

NH,

=

Slika 1. Hemijska struktura molekule akrilamida
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2.3 Akrilamid u namirnicama

Akrilamid se nalazi u raalitim vrstama prehrambenih proizvoda, kao na primjer
proizvodi od Zitarica, proizvodi od krompira, kafdr. (Tabela 4). Méu proizvodima bogatim
skrobom najvé izvor akrilamida su proizvodi od krompir&ips i pomfrit kao i razne vrste
peciva i hljeba [19]. Prikazani su na Slici 2.

1500 7 . EL’

1400 { M Svedska
"EB 1200 4 B Njemacka
éﬂ 1000 4 [ Austrija
!

800 -
:é 600
‘T
H 400 1
o
v 200 4

0

Cips Kafa Tost hleb

Slika 2. Sadrzaj akrilamida u prehrambenim proizvodima kimeEvropskim zemljama
[19].

Doprinos svakog pojedidaog proizvoda na unos akrilamida u organizam vaoitda
zemlje do zemlje, zavisno od navika u ishrani i gihadrugih faktora (Slika 2). Kafa i kakao
proizvodi pripadaju proizvodima sa visokim sadrhajakrilamida, dok su mlifi proizvodi,

riba i morski plodovi namirnice sa najmanjim sageim akrilamida.

Sadrzaj akrilamida u razltim namirnicama pokazuje Sirok spektar varijacpa,shodno
tome stopa prosfee izloZzenosti akrilamidu razlikuje se ne samaiueemljama, v&i medu
starosnim grupama. Na primer, u Holandiji djecanejdzeri imaju véu stopu izloZenosti
akrilamidu. Literaturni podaci prikazuju na osnaaualiza majinog mlijeka i infant formula da
je unos akrilamida kod od&jdi u prvoj godini Zivota u Svedskoj u rasponu ¢@40- 1,2 pg/kg
tielesne mase na dan [20]. U Netkay doprinos unosu akrilamida od 18%-46% petiod
konzumiranja hljeba [21]. U Svedskoj glavni izvdritamida su proizvodi od krompira, zatim
kafa i hljeb, Slika 3 [22].
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Tabela 4.Sadrzaj akrilamida u razlicitim grupama namirnmgor: EFSA Journal 2012 [19]

Vrsta namirnice Broj Srednja vrijednost | CV (%)
uzoraka konc. A.A (ug/kg)
Zitarice i proizvodi od  Zitarica 11327 366 151
(ukupno)
Hljeb i peciva 5145 446 130
Keks 4980 350 162
Zitarice za dorsiak 1130 96 131
Pica 85 33 270
Riba i morski plodovi 107 25 018
Meso i iznutrice 325 19 174
Mlijeko i mlije¢ni proizvodi 147 5.8 119
Kosticavo vae i sjemenke 203 84 233
Proizvodi od krompira (ukupng)10077 477 108
Pe&eni krompir
Krompirov ¢ips 99 169 150
Pomfrit 3555 752 73
6309 334 128
Kafa icaj 1455 509 120
Kafa (kuvana) 93 13 100
Kafa (sirova, p&na) 709 288 51
Kafa bez kofeina 34 688 169
Ekstrakti kafe 119 1100 93
Zamjena za kafu 368 845 90
Zelenicaj (peten) 101 306 69
Proizvodi od kakaoa 23 220 111
Seteri i med 113 24 87
Povice 193 17 206
Preradjeno i suSeno &® 49 131 125
Alkoholna pta 99 6.6 147
Infant formula 117 <5 82
Hrana za bebe (u prahu) 24 16 73
Hrana za bebe(keks itd) 32 181 06 1

Ekspertski komitet za aditive za hranu (edgint FAO/WHO Expert Committee on Food

Additives, JECFA)u svom izvesStaju je identifikovala i procijenilaa de prosjéan unos
akrilamida u rasponu od 0,3 — 2,0 pg/kg tjelesneemaa dan, sa srednjom vrijednosti od 1,0
pna/kg tjelesne mase na dan za opStu populaciju,i kams u rasponu od 0,6 — 5,51 pg/kg
tielesne mase na dan sa srednjom vrijeéinasl 4,0 pg/kg tjelesne mase na dan za pateosa

veéem nivou izloZzenosti [23].
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Cips: 12%

Kafa 22%

Pomfrit: 20%

Zitarice za dornéak: 3%

Kolice: 2% oizvodi od prenog

krompira- 13%

Hieb: 14% Tost heb: 8%

Biskviti 6%

Slika 3. Procenat doprinosa rasdtin namirnica unosu akrilamida u Svedskoj. Srednja
vrijednost unosa po glavi stanovnika je procijeaj@a 26 pg/dan [22].
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2.4 Metabolizam i toksikologija akrilamida

Akrilamid se zbog svoje male molekulske mase biaa apsorbuje u crijevima, a zatim
se pomou krvi distribuira po organizmu. Gelijama se uz citohrome P 450 biotransformiSe u
glicidamid (Slika 4), koji potom djeluje genotokso [24]. Kako se akrilamid osim u
namirnicama i vodi za pe, nalazi i u duvanskom dimu, pdsamaju vei nivo izloZzenosti
akrilamidu nego nepu8a[25-28]. Ispitivanjima akrilamida Ames-ovim tegtomutagenosti,
dokazano je da on nema mutageno djelovanje, dd&datkom metabalkih enzima i njegovom
transformacijom u glicinamid dosSlo do pozitivnogzutata na mutagenost. U ogledima sa
eksperimentalnim zivotinjama akrilamid u molekulNR razmjenjuje adenine sa guaninom i
guanine sa citozinom, prouzrokdjumnaligne promjene na Stitnoj Zlijezdi, testisinmalijecnim

zlijezdama, pldgima i mozgu.

Toksinost koja je dokazana kod eksperimentalnih ZivatmpoZe se ekstrapolirati i na
ljude, iako epidemioloske studije nijesu pokazadeekaciju izméu poveanog unosa terrgki
tretiranih namirnica i &estalosti malignih bolesti. Upkos tome, akrilami gstao na listi
potencijalno kancerogenih jedinjenja &avjeka, dok se ne sprovedu detaljne studije i dekaz
obrnuto. Zbog toga, kdlina akrilamida u namirnicama treba da bude Sto gguie niza,
pogotovo u hrani najosjetljivijeg dijela populackao Sto su djeca i osobe sklone unosu velikih

koli¢ina przene hrane.
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2.5 Nastajanje akrilamida

Glavni mehanizam nastajanja akrilamida u namirngge reakcija slobodne amino
kisjeline asparagina sa redukéijn Se&erimaMaillard-ovom reakcijom. Nastajanje akrilamida

moze se odvijati sledan mehanizmima:

» Kondenzacijom asparagina i glukoze, pemu na poetku Maillard-ove reakcije
nastaje N-glikozilasparagin koji se smatra prekiosonastanka akrilamida.

» Strecker-ova reakcija asparagina i nastajanje 8tremvog aldehida.

* Dekarboksilacija asparagina ptemu nastaje 3-aminopropionamid, koji tokom
zagrijavanja prelazi u akrilamid (Slika 4).

* Reakcioni mehanizam koji ukBuje akrolein i akrilnu kiselinu smatra se vrlo

verovatnim.

Nastajanje akrilamida u tertki tretiranim namirnicama pdMaillard-ovoj reakciji
objasnili su Stadler i sar. [29] i Mottram i saBO] tokom 2002. godine. Ove rezultate su
potvrdili Becalski i sar. [31]. Mottram i sar. swhazali da akrilamid nastaje na temperaturama
iznad 106C u prisustvu aminokisjeline asparagina. Osim owvagina nastanka akrilamida, oni
su prikazali i mogé put nastanka akrilamida iz akroleina i akrilnesj&line (slika 5.). Po
Stadleru i sar. reakcija izrte redukujéih Seera asparagina nadstku Maillard-ove reakcije
je mogu¢i put nastanka akrilamida. Yaylayan i sar. [32] tniaja da akrilamid nastaje iz N-

glikozilasparagina koji nastaje nagetku Maillard-ove reakcije.

U Tabeli 5 dat je prikaz predlozenih mehanizamadajasja akrilamida.

16



Tabela 5.Predlozeni mehanizmi formiranja akrilamida

Predlozeni intermedijeri i/ili putevi nastanka | Refaenca

Dekarboksilcija Sifove baze Yaylayan i sar2003. [32]
Zyzak i sar2003. [33]

Stadler i sar2004. [45]

Dekarboksilovani Amadori proizvodi Yaylayan i sar2003. [32]
Stadler i sar2004. [32]

3 - APA Granvogli sar.2004. [34]
Zyzaki sar.2003[33]

Akrilna kisjelina i amonijak Stadleri sar.2004. [32]

(NHs iz termitke degradacije amino kisjelina)

Akrolein — asparagin Yasuhard sar.2003. [35]

Akrolein + NH;

Akrilna kisjelina + NH3

Intramolekulska ciklizacija i naknadna dekarbolksj dovode do nastanka Amadori
proizvoda koji oslobdaju akrilamid na poviSenim temperaturama (SlikaZzaki sar. [33]
potvrduju da dekarboksilacija nije apsolutno neophodamkaa formiranje akrilamida veda
asparagin reaguje sa karbonilnom grup8chiftove baze na visokim temperaturama i da
nastaje 3-aminopropionamid koji se razlaze na aloni akrilamid (Slika 7). Prema tome,
molekul 3-aminopropionamida se smatra prekursoragtamka akrilamida u tertkii tretiranim
namirnicama. Meéutim, Granvogl i sar. [34] su ispitali modgunost dekarboksilacije i
deaminacije asparagina poénotoplote koristél sir gaudu kao primer za namirnicu sa niskim
sadrzajem 3-aminopropionamida i visokim sadrzajespaeagina i bez prisustva redukiiju

Setera doslo je do nastanka akrilamida.

Mogucnost nastanka akrilamida iz akroleina i akrilneskise prikazao jerashurai sar.
[35]. Po njima akrolein nastaje tokom degradadpelf, a da amonijak u namirnicama nastaje
deaminacijom aminokiselina ilstreckerovom degradacijom. Oni su predlozili put nastanka
akrilamida tako Sto akrolein oksidiSe akrilnu kisja i potom reaguje sa amonijakom stvataju

akrilamid.
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Slika 6. Reakcije nastanka akrilamida iz N-glikozilaspaeghkoje su predlozillyaylayani sar.
2003.
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2.6 Faktori koji uslovljavaju sintezu akrilamida u nami rnicama

Da bi razjasnili mehanizam nastanka akrilamidamninnicama istraziva koriste model-
namirnice kako bi pojasnili uticaj osnovnih saskejdirane na sintezu akrilamida. U tom cilju
razliciti autori su koristili namirnice pripremljene u dastriji kao i one pripremljene u
dom&instvu. Ne postoji jasna linija razgréahja izméu tretmana namirnica koji se primenjuju
u industriji i onih koji se primenjuju u doréiastvu. U sustini se radi o istim postupcima, pa se

oni mogu razmatrati zajedno.

2.6.1 Ugljeni hidrati

Pomau eksperimenta kojeg su prikazali Biedermann i saiktoza povéava prinos
akrilamida u odnosu na glukozu [38Jollieni sar. [37] su objasnili da fruktoza paava prinos
akrilamida za 50 % viSe od glukoze.céXe saharoze u sintezi akrilamida je uslovljeno
hidrolizom ovog neredukufeg disaharida kao preduslov za naknadnu reakcignimj

komponenti glukoze i fruktoze [32].

2.6.2 Masti

Moguta uloga masti u sintezi akrilamida se i danas mter ispituje. Prije svega,
najvee koncentracije akrilamida u namirnicama se generatvaraju tokom terrke obrade
przenjem. Naknadne studije su se bazirale na pitkmko dodavanje ulja namirnicama dovodi
do povéanog formiranja akrilamida, kao i kako ditirazliite vrste ulja na sintezu akrilamida u
namirnicama. Ove studije dale su kontradiktorneultate, tako je priprema namirnica u
razlicitim vrstama ulja rezultirala po¢anim prinosom [31, 38], dok studije [36], nijesikprale
uticaj upotrebe raalitih vrsta ulja na prinos akrilamida u namirnicanta.ovih razloga ova
studija iskljuje mogunost nastajanja akrilamida iz akroleina kao ¢tipig oksidacionog
proizvoda lipida. Uporedna ispitivanja sa uljimaiklom od razléitih biljaka [39] pokazala su
da vrsta ulja nije imala ztajan uticaj na prinos akrilamida u namirnicama mgmpanim u

takvim uljima.

2.6.3 Proteini

Literaturni podaci [31, 40] generalno, u namirmi@abogatim proteinima kao Sto je meso

i proizvodi od mesa prikazuju da se u njilatektuju veoma male koine akrilamida kao i

22



veoma male kotine slobodnog asparagina. Svakako, reakcije dzmakrilamida i tipénih

komponenti mesa su moggi[36].

Becalski i saradnici [31] u svojim istrazivanjima prikazali da dodavanje asparagina i
cisteina krompirovom skrobu dovodi do manjeg pranakrilamida u odnosu na dodavanje samo
asparagina. Veza formirana izéweakrilamida i SH-grupa moze se smatrati miogurazlogom
za ovaj efekat. Sposobnost amino kisjelina da fiajmiakrilamid vé je razmatrana u studijama
koje se odnose na mehanizme nastajanja akrilar@idasvih amino kisjelina, jedino metionin

nije dao prinose akrilamida nakon zagrijavanjaeshukujitim Seterima.

2.6.4 Voda

Kako se akrilamid dominantno stvara tokonMaillard-ove reakcije, sadrzaj vlage u
matriksu je veoma vazan faktor. Uticaj vode na ajasfe akrilamida prikazali s&lmor i
saradnici [41] na eksperimentima izvedenim nastiijeza proizvodnju hljeba koje je sadrzalo
razlicite koli¢cine vode. Oni su prikazali da se tokom tetkei obrade tijesta sadrzaj vode opada,
dok sadrzaj akrilamida se paava i dosli su do zakljika da nizak nivo vode u matriksu
poveava prinos akrilamida u namirnici. Metim, neki autori méu kojima i Mestdaghi
saradnici [42], dobili su kontradiktorne rezultatdoSli su do zakljtka da nizak nivo vode u
matriksu smanjuje prinos akrilamida u namirnici. zZRé&ati EImor-a i saradnika [41] su
objasnjeni toplotom koja djeluje na tijesto, kasgrunutrasnja temperatura tijesta rijetko prelazi
100°C i voda na toj temperaturi ne isparava i naratse zng&jna koltina akrilamida. Samo

intenzivno zagrijavanje i isparavanje vode dovaapdveanog prinosa akrilamida.
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2.7 Uticaj matriksa, skladiStenja i pripreme na sadrzaju namirnicama

Ubrzo nakon prvog izvestaja od strane Svedskéomalme administracije za hranu —
SNFA Swedish National Food Administration) aprilu 2002. godine o visokom sadrzaju
akrilamida u pojedinim prehranbenim proizvodima meokit je veliki broj istrazivékih
aktivnosti izméu kojih i 0 mehanizmu sinteze akrilamida, efektipi@reme namirnica i 0
mogutih efektima skladiStenja, na sintezu akrilamidaamirnicama. Tokom mnogih procesa
priprema namirnica, Maillard-ova reakcija je dornmtean hemijski proces koji formira boju, ukus
i teksturu termiki tretirane hrane na osnovu visoko slozenih rgakamino kisjelina i ugljenih
hidrata. U ovim procesima, teréki tretman je od kljgnog zn&aja za sintezu akrilamida,
odnosno kombinacija temperature i vremena zagmjav&ojima se namirnica podvrgava.
Formiranje se prvenstveno odvija pod dejstvom ulstémperatura W@h od 120° C i smanjenoj
vlaznosti. Stoga, se akrilamid generalno ne degekiupovisenim kotiinama u namirnicama
pripremljenim na temperaturama manjim od 120° Cohok poslednjih godina brojne
istrazivatke aktivnosti prikazane u literaturi [43, 44] sumgedene kako bi prikazale uticaj vise

faktora na nivo akrilamida u namirnicama.

2.7.1 Uticaj matriksa i skladiStenja

Rani rezultati o pojavi akrilamida u namirnicampekazuju zn&ajne koncentracije u
namirnicama bogatim ugljenim hidratima né&to skrobom, kao Sto su krompir@ips i pomfrit.
Stadler i saradnici, Vinci i saradnici i Bethke aradnici [45, 46, 47] su sumirali zte@ne
rezultate raztitih istrazivatkih studija koji mogu smanijiti nivo akrilamida umanicama.

Kao osnova tih istrazivanja doslo se do zakiguda su asparagin i redukéijseceri
vazan preduslov za formiranje akrilamida, kao i j@arelativna redukcija koncentracije
akrilamida moguta kroz kontrolu nivoa redukujeg Séera u krompirovim kulturama [48].
Pored izbora adekvatne sorte, o adekvatni skladistni uslovi su veoma vazni. lrav
kontekstu, dokazano je da skladistenje na tempeiapod 8° Cée dovesti do koncentrovanja
ugljenih hidrata u krtoli krompira [49Rowersi saradnici [50] su pokazali na oko 40000 uzoraka

svjeze isjéenog krompirovogipsa iz 20 Evropskih zemalja da su efekti skladigstkrompira
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na nivo sinteze akrilamida evidentni sa &ajao ve&im koncentracijama akrilamida u prvih 6
mjeseci u odnosu na drugu polovinu godikemari saradnici [51] su u svom radu prikazali da
osim temperature skladiStenja i atmosfera takod@emimati uticaja na sadrzajégea u
krompiru,prevashodno nizak nivo kiseonika smangigmulaciju Séera, dok povéanje ugljen
diksida ima suprotan efekatlalford i saradnici [52] prikazali su efekte skladiStengvelt sorti
krompira na koncentracije asparagina i redusitj$etera, pricemu su dosli do zaklika da je
asparagin dominantna slobodna amino kisjelina alikkrompira, i ob&no ¢ini jednu tre&inu
slobodnih amino kisjelina. U razitim sortama krompira gajenih u staklenicima,u g§aksa
koje sadrze vermikulit (filosilikatni mineral) koflovodi do povéanja koncentracije slobodnog
asparagina zbog nedostatka sumpora u vodi za m@ivip3]. Uticaj dubrenja azotom i
sumporom na koncentracije slobodnih amino kisjeliredukujih S&era u krtolama krompira
prouwavali su Muttucumarui saradnici [54] i dosli su do zakljka da se dodavanjem sumpora

smanjuje koncentracija glukoze u krtoli krompira.

2.7.2 Uticaj pripreme namirnica

U literaturi je prikazan veliki broj istrazivanja uticaju razkitih parametara na
formiranje akrilamida u terndki tretiranoj hrani, kao Sto su: vrsta ulja za pij&e broj upotreba
ulja kao i dodavanje aditiva [45, 55, 56]. 8&im, vazan determinacioni faktor za sintezu
akrilamida u namirnicama koje se podvrgavaju tékmn tretmanu je slobodan asparagin, koji
pokazuje Sirok raspon koncentracija u namirnicanmgabm skrobom, kao i prisustvo
redukujiin Seera. Dakle, postoji mognost da se smanji sadrzaj slobodnog asparagina u
sirovim namirnicama bogatim skrobom, prije tetkog tretmana, dodavanjem enzima
asparaginaze koji hidrolizuje asparagin do aspas&gi kisjeline. Zn&jno smanjenje sinteze
akrilamida u finalnim proizvodima koristetakav n&in tretiranja sirovina je kod jednog broja
proizvoda na bazi zita, tale, i kod odrdenih proizvoda na bazi krompira [57]. U odnosu na
preradu namirnica na bazi krompira, prerada Zzaiigproizvodnja pekarskih proizvoda je
slozeniji postupak zbog ragiiih koli¢cina vode u proizvodu kao i tehnologije ¢peaja.
Temperature na kojima se vrSi tetkii tretman u kombinaciji sa sadrzajem vode je &&ko

vazan faktor pri sintezi akrilamida. Na primjer,nkentracija akrilamida u tost hljebu moze se
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smanijiti optimizacijom ulazne i izlazne temperatwrererni, pridrzavajéi se maksimalnog
sadrzaja vode u proizvodu na koncentraciju od 786, ilkpovéanjem vremena genja. Ovakvo
smanjenje koncentracije akrilamida u pekarskim zu@iima se objasSnjavadinjenicom da
prenos toplote tokom procesacprja na namirnicu nije toliko efikasan kao prilikgerzenja

namirnice u ulju.

Pekarski proizvodi kojima se dodaje amonijum-Hikenat, kao uoldajeni pekarski
»=agens” mogu sadrzati visoke koncentracije akridamiU eksperimentalnim istrazivanjima [58]
prikazano je da amonijum-karbonat ili bikarbonaji lse koriste za narastanje tijesta, &ajao
poveavaju koncentraciju akrilamida, tako Sto péasaju prinos akrilamida iz asparagina i
smanjuju koncentraciju redukudjhh Setara za deset puta. Ova istrazivanja pokazala sje da
formiranje akrilamida proporcionalno k&ini dodatog amonijum-bikarbonata, a njegovo
uklanjanje iz pekarskih proizvoda rezultiralo jeispstvom akrilamida u tragovima. U
preglednom radu [59], prikazan je uticaj sastojalditiva i uslova pripreme na sintezu
akrilamida u medenjacima, i da se &aaa redukcija koncentracije akrilamida u njima moz
postti upotrebom natrijum-hidrogen karbonata kao pelkagsigensa, minimiziragu slobodni

asparagin primjenom asparaginaze i izbjegavanjedyzenog p&nja.

Kao dio HEATOX (eng. Heat-generated food toxicants, identification,
characterisation and risk minimisatipprojekta, sadrzaj akrilamida u tost hljebovimagdost
hljeba pripremljena od pSe&miog i dva tost hljeba pripremljena od p&&oig i razanog brasna) je
prowdavan u cilju odréivanja sadrzaja akrilamida u tost hljebu pripremdj;n u kuénim
uslovima. Komadi hljeba su pripremani u tosterwtaketiri razlicita vremena p&nja od 1 do
4 minuta, pricemu je doSlo i do promjene boje tost hljeba kojai gxetku nije mijenjala do
stvaranja tamno-braon boje sa crnim djelovima,ilistruje Slika 8. Sadrzaj akrilamida prije
pecenja su bili od 3 do 8 pg/kg u bijelom tost hljellok je u razanom tost hlebu sadrzaj
akrilamida bio od 29 do 42 pg/kg. Sadrzaj akrilaanzd nivo srednjeg penja (vrijeme pé&enja
3 minuta za bijeli i 2 minuta za razani tost hljd je od 16 — 61 pug/kg [60-62]. Sadrzaj
akrilamida u tost hljebu tostiranom 4 minuta dicujgranicama od 31 do 118 ug/kg. Autori su
ovo objasnilicinjenicom da se tamnijem tost hljebu dodaju glukofaiktoza pored saharoze,

dok se u proizvodnji bijelog tost hljeba koristnsa saharoza.
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Slika 8. Slika levo prikazuje tost hljeb napravljen od p8eag brasna, slika desno prikazuje tost
hljeb napravljen od pSefriog i raZzanog braSna. RBarna vrhu nije tostirano, dok su
sled€a patad sa lijeva na desno tostirana tokom 1, 2, 3 iruta u obinom kuwtnom
tosteru.

P&enjem hljeba na srednjim temperaturama dolazi dbeze malih do umjerenih
koncentracija akrilamida < 100 pg/kg. Hljeb napj@vliod krompirovog brasna imao je znatno
vecu koncentraciju akrilamida nakondamja u odnosu na peni hljeb napravljen od pSeniog,
razanog ili mijeSanog braSna. Na primjer, tostthij@pravljen od krompirovog brasna imao je
koncentraciju akrilamida od 600 pg/kg, zbogifiekoncentracija asparagina u odnosu na hljeb

napravljen od drugih vrsta brasna [63].

U literaturi je prikazan pregledan rad u kojem tokpeenja kafe dolazi do sinteze akrilamida, a
sa poveéanjem temperature penja smanjuje se njegova koncentracija [64, 65)il&kid se
formira na pdetku procesa @enja, dostizéi prividnu maksimalnu vrijednost, a zatim opada
pred kraj procesa. Autori su zakijli da su vrijeme i stepen penja glavni faktori koji utiu na

koncentraciju akrilamida u kafi.
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2.8 Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi - Solid - Phaseskstrakcija (SPE)

Cvrsto-t&éna ekstrakcija (engSolid Phase Exstractionr SPE) je jedna od n@&e
koris¢enih metoda za pripremu uzorka za hromatografskalizan Koristi se za pripremu
razlicitih uzoraka kao Sto su uzorci bioloSkog materjjatavotnih namirnica, nekih
farmaceutskih oblika, itd. Na slici 9 dat je sheshaprikaz kertridza, kao i vrsta uzoraka koji

mogu biti analizirani odvim putem.

P VICE

Tablete .} Ki

<1

Slika 9. Izgled kolone (kertridza) za SPE

Prednosti SPE u patenju sa klaginim teino-te&nim ekstrakcijama su upotreba male
kolicine rastvaréa, velika usteda vremena i veliki potencijal autbnaeije. Pored toga, postoje
razlicite vrste kertridza (reverzno-fazni, normalno-fagonoizmenjivaki, itd) koji sa analitom
mogu da ostvare razite vreste interakcija (hidrofobne, polarne, jonskepa se u skladu sa
fizicko-hemijskih svojstvima analita mogu birati r&#li kertridzi. Uz to, ovaj tip pripreme
uzorka daje moginost za optimizaciju postupk&ime se zn&jno moze poboljSati prinos i

unaprediti sama metoda [75].

Za hromatografske analize velike osjetljivosisnovno je dobro pripremiti uzorak,
jer to Stiti interferentnin  komponenti matrikspostize se @& osetljivost. Pripremanje
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jednog specitinog i selektivnog uzorka je stoga preduslov zmga ekonondne i osetljive

analize.
Glavni ciljevi SPE-e su:

» uklanjanje interferentnih komponenti iz matriksa,
* koncentrisanje analita,

* izolacije analita.

Jedna od zr@jnih primjena SPE analiza ogleda se u koncenijtisanalita, Sto je

posebno zn&jno u analizi tragova gde su koncentracije veoiakeni zahtevalo bi se dodatno

optere&ivanje.

Prilikom SPE nalize, analiti mogu biti ili adsodami na materijalu za SPE dok
interferentne supstance prolaze kroz kolonu i dlorniNageXe dolazi do dvije generalne

procedure razdvajanja. Prvi &4j je prikazan na Slici 10.

Zadrzavanje analita
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Kondicioniranje Dodavanje uzorka Ispiranje Eluiranje
12 Analit ¢ Interferiraju¢a komponenta

Slika 10. Zadrzavanje analita na koloni za SPE ekstrakciju

Uzorak se propusta krozvrstu fazu pri¢cemu se analit vezuje za adsorbens dok
interferirajute  komonente zajedno sa rastvara prolaze kroz kolonu. Nakon toga,
odgovarajdim rastvardem ili smeSom rastvata uklanjaju se zaostale interfereicagu

komponente. Na kraju, Zeljeni analit se eluiraastvargem doboljno velike eluacione r&o

U nekim sldajevima, druge inferferiraf@ komponente mogu da se zadrze na

adsorbensu. Tako snazna adsorbcija interfeéirej komponenti nudi drugu moguost

29



prediS¢cavanja veoma sloZzenih matriksa. Ako analiti pukazu interakciju sa adsorbensom, i
ako se samo interferir@® komponente zadrze, moze se primijetitista faza radi
jednostavnog "filtriranja" uzorka, kao Sto je pakao na Slici 11.

Zadrzavanje interferirajucih supstanci
N AT RIL
4 I oy ",
Kondicioniranje Dodavanje uzorka Eluiranje
77Analit 4 Interferirajuca supstanca

Slika 11. Zadrzavanje ometagih supstanci na koloni za SPE ekstrakciju

Adsorbovana supstanca se moze ukloniti sarhesta eluiranjem rastvéem vee
eluacione méi (tehnika step gradijenta). Metim, ova metoda se moZze efikasno iskoristiti za
preraspodelu grupa jedinjenja ili pojedinag analita na matriksu.

Sto se tle interakcija koje se odigravaju na koloni, one maii razliite i zavise od
funkcionalnih grupa koje ima analit i od vrste sbaarne faze. Vi@na organskih jedinjenja
imaju nepolarni deo strukture koje sa nepolarndsoabensom mogu ostvariti Van-der-Waals-
ove interakcije. Taki#e, nepolarne interakcije se odigravaju idmeugljovodonénih
komponenti funkcionalnih grupa adsorbensa i anaf8atovo sva organska jedinjenja imaju
odreieni potencijal za nepolarne interakcije. Izuzecjesiinjenja koja imaju veliki broj polarnih
ili ¢ak jonskih grupa, koje okruzuju nepolarni dio skelegljenika (ugljeni hidrati).

Sa druge strane, nemodifikovani silicijum dimk ne pokazuje nikakve nepolarne
interakcije. S obzirom da su funkcionalne pgruveine modifikovanih silicijum dioksida
vezane za povrSinu silicijum dioksida ugljoeatkom, ove modifikovane varijante pokazuju
izvestan stepen nepolarnih interakcija.
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Najceke kori¥eni adsorbensi nepolarnog karaktera su na I8, €18 Hydra i C8
modifikovani silicijum dioksid. Njih karakteriSe ipnijetno niska selektivnost, jer njihove
funkcionalne grupe, alkilni supstituenti, mogia reaguju sa skoro svim nepolarnim

analitima. Ovo se moze koristiti za izolaciju griguaostanci raztitin struktura (Slika 12).

Polarne interakcije uklguju vodonéne veze, dipol-dipol it - = interakcije, do kojih
moze doi izmeiu razltitih adsorbenasa i funkcionalnih grupa analitdeke od ovih
interakcija mogte su izmdu amino, hidroksilnih i karbonilnih grupa vezania aromatine
prstenove, dvostruke veze i grupa sa hetero-atamikao Sto je staj kod azota, sumpora,
fosfora i kiseonika. Tignhi adsorbensi za polarne interakcije su nefikadiani silicijum-

dioksid, cijano-, amino- i dihidroksi-modifikovasilicijum-dioksid [76].

CI:H3 (;-;HS
s Si-OH + CI-Si-C o H,, — mannn Si-0-8i-C H,, + HCI
CH, CH,

Slika 12. Modifikacija silikagela monohlor-dimetil-oktadeailanom

Polarna jedinjenja se lako adsorbuju na polarndsoebensima iz nekog nepolarnog
okruzenja i eluiraju se jednim polarnim rastw@m@. Suprotno vazi za nepolarna jedinjenja.
Ona se jednostavno adsorbuju iz jedne polarndireena nepolarne povrSine. Eluiranje se

postize rastvatama manje polarnosti.

Jonske interakcije se javljaju izthe naelektrisanih analita i jednog adsorbensa sa
jednom funkcionalnom grupom suprotnog naelsétija. Katjonske grupe su prisutne kod
primarnih, sekundarnih, tercijarnih i kvaternaraifmina i neorganskih katjona, npr. kalcijuma,
natrijuma, magnezijuma itd. Primjeri neorganskgnupa su karboksilne i sumporne kisjeline,
fosfati i slicne grupe. Razdvajanje koje se ddgautem interakcije razmjene jona je @ajao na
matriksu niske jonske snage i suprotnog jona nssiektivnosti (npr. acetat, Na Za eluiranje

je prioritetan rastvatavisoke jonske snage i visoke selektivnosti (nfiratili Ca’).
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2.8.1 Selektivnost i kapacitet SPE

Selektivnost je sposobnost adsorbensa dardmé razliku izmeu analita i ostalih
komponenti uzorka. UopSteno gowdreto opisuje sposobnostvrste faze da adsorbuje

analit, dok se nepozeljne komponente ne zadrzavaju.

Selektivnost zavisi od hemijske strukture analkarakteristika adsorbensa, sastava
matriksa uzorka i kor&enog eluenta. Optimalna selektivnost se postizkdionalnim grupama

analita, koje nijesu prisutne u matriksu uzorkatatm interferentnim komponentama.

Kapacitet jednog adsorbensa se definiSe kao wkiupiina jednog analita, koja je
adsorbovana od poznate Kolie adsorbensa u optimalnim uslovima. Za razmetgivi@na,
kapacitet se obno daje u miliekvivalentima po gramu (meq/g). Zdates silicijum dioksid
adsorbense, vrijednosti kapaciteta su oko 3 - 5% koticine adsorbensa. Polistiren-
divinilbenzen, baziran na adsorbentnim smolama FHR-Easy Feature ima izrazito visok
kapacitet od 30%. Stoga, ako su kapacitet ickmdi analita poznati, moZzemo odrediti potrebnu
koli¢inu adsorbensa.

Silicijum dioksidi sa modifikovanom povrSinom swaksiini u pH opsegu od oko 2,0 do
8,0. Meiutim, u praksi kertridzi s€esto koriste u Sirem pH opsegu. Modifikovani sjlioi
dioksidi su stabilni kod skoro svih organskih ras&ya.To su teSki materijali, i oni ne pokazuju

ni oticanje ni skupljanje, suprotno poliamidu i adgentnim smolama HR-P i Easy.
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Tabela 6.Tipi¢ni rastvarai za SPEekstrakciju

RASTVARAC MIJESANJE SA VODOM
Glac. Sictetna kisjelina da
Voda da
Metanol da
Izopropanol da
Acetonitril da
Aceton da
Etil-acetat da
Dietiletar da
Tetrahidrofuran da
Metilen hlorid ne
Hloroform ne
Ugljentetra hlorid ne
Cikloheksan ne
Petroletar ne
Izooktan ne
Heksan ne

Prepordeni rastvaréi za eluiranje treba da budu samo inicijalni izb@rimjena drugih
rastvarda ili njihovih kombinacija se oddeije polaritetom koji je neophodan za razdvajanje. U
tabeli 7 je prikazano kako se smanjenjem polarmastvarga smanjuje i njegova eluaciona éno
za polarne analite. S druge strane, smanjenjenrnuda rastvaréa raste eluaciona maza
nepolarne analite, odnosno reverzno faznu eksjtaker].

Izbor optimalnih uslova za ekstrakciju akrilamidaaknadnih koraka za miécavanje
ekstrakta zavise od matriksa namirnice. Voda i Sejeode i organskih rastvéeakao Sto su
etil-acetat, metanol, aceton i metilen-hlorid sikeg&e upotrebljavani rastvataza ekstrakciju

uglavnom na sobnoj temperaturi.
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Tabela 7.Eluaciona mé rastvarda u odnosu na polarnost rastvara

Po

Rastvarat Eluaciona ma: (E) | Polarnost (P))
(E)

Glac. sitetna kisjelina | >0,7¢ 6,2
Voda >0,7¢ 10,2
Metanol 0,7 6,6
2-propanol 0,62 4,2
Piridin 0,5t 5,2
Acetonitril 0,5(C 6,2
Etil-acetat 0,4t 4,2
Aceton 0,4z 5,4
Metilen-hlorid 0,32 3,4
Hloroform 0,31 4.4
Toluen 0,2C 2,4
Cikloheksan 0,02 0,C
n-eksan 0,C 0,0¢

U zavisnosti od sadrzaja masti u namirnici zacigéavanje ekstrakta moge je upotrijebiti
veliki broj kombinacija materijala za SPE ekstrikcEPE ekstrakcija je néoo sredstvo za brzu
i lakSu pripremu uzoraka (Slika 13), a samim tirdobijanje boljih rezultata kvantitativhog
odreiivanja. U prakiéinom radu priprema uzorakasto je dugotrajan proces, koji zahtijevawe
potroSnju hemikalija a samim tim i pdava troSkove Kkvantitativnih odtivanja

f"——' - N ..

Cestice

StacCionarne —e-

fare v
& -

Slika 13. Sema ekstrakcije narstoj fazi
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Kako su klagine metode pk&Scavanja ekstrakta jos u upotrebi i druge procedure
za preiscavanje kao sto su SPME (erfplid Phase Micro Exstactipmpostaju sve popularnije

jer zahtijevaju manje reagenasa i brzu pripremuakao[72].
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2.9 Pregled analitickih metoda za odraiivanje akrilamida

Tokom poslednjih godina objavljen je veliki bropseznih analitkih metoda za
odrefivanje akrilamida u namirnicama [66-69]. Mala malkdka masa akrilamida, njegova
visoka reaktivnost i nedostatak hromofora su izaaovkvantifikaciji akrilamida u malim

koncentracijama u kojima je prisutan u zivotnim mamama.

Izbor optimalnih uslova za ekstrakciju i odgovaéd) koraka za pr&@Scavanje uzoraka
su od posebne vaznosti za adekvatnu pripremu uzordi&da i smjeSe vode i organskih
rastvarga su pozeljni rastvata za ekstrakciju uglavhom na sobnoj temperaturi, [68]. U
literaturi su prikazane ekstrakcione procedure juri@je posebna paznja poseaa ,bubrenju”
uzorka u vodi na temperaturi od 70° C [66, 67, 88, 95, 97]. Da bi se poboljSao prinos
ekstrakcije takde je predlozeno da se ekstrakcija izvede u ultraewn kupatilu nekoliko
minuta. U zavisnosti od sadrzaja masti u uzorkuimaoge nekada je potrebno uraditi i korak za
odmasivanje uzorka [68]. Takie, u literaturi su prikazani i postupci za mikresekkciju na
¢vrstoj fazi Solid Phase Micro ExstactiocnSPME) [69].

U literaturi postoji veliki broj opisanih GC-MS nweta za odréivanje akrilamida u
Zivotnim namirnicama [65, 69, 72, 73, 74] i relativmali broj metoda za pripremu uzoraka
metodom ekstrakcije n&rstoj fazi koja je brza, jednostavna, déjstije uzorke i dovodi do

slabije supresije jona u odnosu na metodedeeine ekstrakcije [59, 76, 84].

Poslednjih godina za kvantitativho odireanje akrilamida u namirnicama se prepogje
metoda téne hromatografije u tandemu sa dvostukom masenaktrgmetrijom LC-MS/MS
kao separaciona metoda za detekciju akrilamidavu(8hg.Selected lon Monitoringnodu. U
preglednim radovima [70, 71], kao prihvatljivijaternativa za kvantifikaciju akrilamida u
namirnicama opisuju se HPLC/DAD (engigh Performance Liquid Chromatography / Diode
Array Detectoj metode. Ovakva oddevanja se uglavnom rade na reversno — faznoj kadloni
pomaiu jonoizmjenjiv&ke hromatografije, identifikacija i kvantifikacige prvenstveno izvode u
MS/MS modu. Takde, sve popularnija metoda za kvantifikaciju akridanje UPLC (engUltra
- Performance Liquid Chromatographybog visoke senzitivnosti i selektivnosti, a lpetrebe
za derivatizacijom, HPLC-MS/MS i UPLC- MS/MS metosle sve viSe u primjeni. Primjena GC

metoda ima odiiene prednosti u istrazivanjima jer su GC instruinegtativno jeftini i dostupni
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vecini bromatoloskih laboratorija. Na petku eksperimenta cilj je bio da se optimizuje i
primijeni jednostavna i dovoljno osetljiva GC metorh odréivanje akrilamida u namirnicama

bogatim skrobom koja bi bila dovoljno dobra altéivea LCMS/MS metodi.

Kvantifikacija akrilamida u namirnicama GC - MSh{g Gas chromatography - Mass
Spectrometry metodama se moze izvoditi sa ili bez derivatigadDerivatizacija se n&g&e
izvodi pom@&u bromovanja. Bromovani akrilamid je manje polar@go pdetna komponenta i
samim tim se bolje rastvara u nepolarnim organskasivargima, a kao efektivan korak
prediS¢avanja moze da se Koristict®d — t&€na ekstrakcija izm#u vodene i organske faze.
Prednost postupka derivatizacije se ogleda u taarsegovéava molekulska masa, Sto rezultira,
osim vee rastvorljivosti i véom selektivno&u. U svakom slégju, derivatizacija je proces koji
zahtijeva vrijeme, zato Sto, na primjer, viSak baomora biti odstranjen nakon reakcije. Glavni
nedostatak GC — MS metode bez derivatizacije jeostatak karakteristnih jona zbog male
molekulske tezine akrilamida. U elektron jonizacdon modu (engElectron ionisation mode

glavni fragmenti jona za identifikaciju i kvantifikiju akrilamida imaju m/z 71 i 55.

U literaturi je publikovano i nekoliko mikroforédty metoda za odtivanje akrilamida
baziranih na elektroforezi. Te metode su: kapilaelaktroforeza - CE (engCapillary
Electrophoresiy kapilarne zone elektroforeze - CZE (e@apillary Zone electrophoregis
bezvodna kapilarna elektroforeza — NACE (eNgn-Aqueous capillary Electrophoreksisi
micelarna elektrokinetka hromatografija — MEKC (eng.Micellar Electrokinetic
Chromatography[72-74].

Druge analitke tehnike kao Sto je pirolka gasna hromatografija-masena
spektrometrija - Py-GC-MS (enByrolysis Gas Chromatography/Mas SpectrometiyT-IR
(eng. Fourier Transform Infrared Analygisu se n&e&e koristile u analitici koja tezi da

objasni formiranje akrilamida u namirnicama aliinekvantifikaciji akrilamida.
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2.10 Zakonska regulativa

U cilju zastite javnog zdravlj&lan 2. Uredbe Savjeta EU broj 315/93 [78]. propisgn
dace se uspostaviti potrebni maksimalni nivoi toleignza specittne kontaminante. Akrilamid
u hrani do sada kod nas nije obuéem nijednim zakonskim ili podzakonskim aktom, aothk
nije obuhvéen nijednom Uredbom Savjeta Evropske Unije. Prdpmru Evropske komisije
2010/307/ EU [79]. Drzavelanice EU su u obavezi da prate nivoe akrilamidadveienim
namirnicama i da godiSnje dostave podatke EFSAg.(European Food Safety Authoiity
Monitoring se ciljano odnosi na namirnice za kageppznato da sadrze visoke koncentracije
akrilamida, i na namirnice koje imaju zfagan udio u ishrani ljudi. Pored vrste namirnica,
takade, treba nazrdti mjesto uzorkovanja, broj uzoraka i frekvenaijihovog uzorkovanja, kao
i minimalne dodatne informacije o uzorku. Na osnawzultata monitoringa u drzavama
¢lanicama EU od 2007 — 2011 godine, Evropska Komisijodredila ,, indikativne vrijednosti”
akrilamida za odréene namirnice koje su date u Tabeli 8, a koja fasgena po preporuci
komisije 2013/647/EU [80]. Prema ovoj preporucnglikativne vrijednosti” nijesu maksimalno
dozvoljene koncentracije akrilamida, ¢venam ukazuju na potrebu detaljnijeg dmaja
koncentracija akrilamida u toj namirnici, a zabramotrebe i izdavanje upozorenja sprovoditi
samo na osnovu procjene rizika u zavisnosti odagudo sldaja a ne i samo zato Sto je
indikativna vrijednost” prekokgena. Preporuka navodi da treba obuhvatiti i osalje gosluju
sa hranom, Sto je u skladu sa zahtjevima HCCP (dagard Analysis and Critical Control
Pointg sistema kontrole kri¢nih tataka. Na osnovu ovakvih podataka nadlezni orgabiatica
procijene u kojoj mjeri su poznate ma@gosti smanjenja koncentracija akrilamida, na primje
one predlozene u Kodeksu Prakse za akrilamid kojigvojila komisija Kodeks alimenterius

(eng.Codex Alimentarius

Direktiva 98/33/EC [81] o kvalitetu vode zac¢pi odreuje maksimalno dozvoljenu
vrijednost akrilamida od 0,1 pg/L, koja je ode@a na osnovu dostupnih gaih znanja kao i
principa predostroznosti kako bi se obezbijedioliketavode namijenjen za ljucku upotrebu i
kako bi se obezbijedilo bezbjedno konzumiranje vade pte, i predstavlja visok nivo

zdravstvene zastite.
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Ova vrijednost, odnosi se na rezidualnu koncentradirilamida u vodi za pe, koja je

izracunata u skladu sa spec¢iibom migracijom iz polimera koji su u kontaktu salem za pte.

Tabela 8 Indikativne vrijednosti za akrilamid u namirnicarpo preporuci Komisije Evropske
Unije 2013/647/EU [80]

Namirnice Indikativna
vrijednost
(Hg/kg)
Pomfrit 600
Krompirov ¢ips 1000
Krekeri od krompira
Hljeb
-Hljeb od pSenrinog braSna 80
-Hljebovi od ostalih tipova brasna 150
Zitarice za dortak
-Proizvodi od mekinja i Zitarice u zrnu 400
-Proizvodi od pSenice i razi 300
-Proizvodi od kukuruza,ovsa ig@a 200
Biskviti i vafli 500
-Krekeri(izuzev krekera na bazi krompira) 500
-Tost hljeb 450
-Medenjaci 1000
-Proizvodi sléni ostalim proizvodima iz ove kategorije 500
Kafa 450
Instant kafa 900
Zamjene za kafu
-Zamjene za kafu na bazi zitarica 2000
-Ostale zamjene za kafu 4000
Hrana za bebe,sve osim hrane na bazi zitarica
-Bez suvih Sljiva 50
-Sa suvim Sljivama 80
Keks namijenjen bebama i maloj djeci 200
Hrana na bazi zitarica za bebe i malu djecu 50

Prema’lanu 6. Direktive 98/33/EC [81] maksimalno dozvajekoncentracija se odnosi na:

. Vodu iz distributivne mreze uzetu sasme koja se koristi za ljudsku upotrebu ili za
pripremu namirnica za ishranu ljudi.
. Vodu iz rezervoara uzetu na mjestu gdje voda izlamzervoara i koristi se kao voda za

ili za pripremu namirnica za ishranu ljudi.
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. Vodu koja se pakuje u flaSe namijenjenu za prodajmjestu gdje se voda sipa u flaSe.
. Voda koja se koristi za proizvodnju namirnica naesty gdje se voda dodaje

namirnicama.

Uredba Savjeta EU broj 10/2011 [82] o plasiin materijalima i ambalazi koja dolazi u
kontakt sa namirnicama navodi akrilamid u Anekslkab supstancu koja se koristi kao
monomer, ali se ne smije koristiti kao aditiv ilolpner u procesu proizvodnje. Specifa

migracija akrilamida iz materijala koji dolaze uritakt sa nhamirnicama nije odena.

Uredba Savjeta EU broj 1223/2009 [83] o listi koziktleh proizvoda, u Aneksu Il
navodi da je zabranjena upotreba akrilamida u poainji kozmettkih proizvoda, dok u Aneksu
Il ove Uredbe preddeno je da preparati za njegu tijela sadrze maksimakzidualnu
koncentraciju akrilamida iznosi 0,1 mg/kg, a da smadalna rezidualna koncentracija za

akrilamid iz poliakrilamida koji se dodaju kozmidim proizvodima iznosi 0,5 mg/kg.
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3 Cilj istrazivanja
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Ciljevi ovog istrazivanja su:

Pratenje uticaja terntkih tretmana (kuvanje, penje i przenje) na sintezu akrilamida
kod namirnica bogatih skrobom.

Razvoj derivatizacione metode za kvantifikaciju ilaknida u namirnicama metodom
gasne hromatografije u tandemu sa masenom spektijome

Razvoj metode za pripremu uzoraka razh namirnica za kvantifikaciju akrilamida

upotrebom smanjene koine broma.

Razvoj metode za kvantifikaciju akrilamida u nardama poméu gasne hromatografije

sa NPD (Azot-fosfornim detektorom).
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4 Eksperimentalni dio
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4.1 Termicki tretman namirnica bogatih skrobom

U cilju pratenja uticaja razditih termickih tretmana (kuvanje, penje i prZzenje) na
sintezu akrilamida u namirnicama bogatim skrobom $a je krompir, po Sest uzoraka krompira

pripremljeni su za konzumiranje na tri rétth termtka tretmana:

«  Kuvanjem u vodi na temperaturi do £00u trajanju od 15 minuta.
«  Pe&enjem u rerni na temperaturi od £8u trajanju od 15 minuta

»  Przenjem u fritezi na temperaturama ulja od°I®do 256 C u trajanju od 1 do 15 minuta.

Kako bi se pro&io uticaj termékih tretmana na sintezu akrilamida, krompir je pouy

rezlicitim termickim tretmanima u razlitim vremenskim intervalima. N& pripreme odabran

iz razloga Sto je tradicionalna ishrana bazirananamirnicama bogatim ugljenim hidratima
(peceni i przeni krompir, pekarski proizvodi i dr.), jkose podvrgavaju tergkom tretmanu na
visokim temperaturama, a skoro svakodnevneéepeili przeni krompir su prisutni u nasoj
ishrani. Ovakav nan ishrane moze predstavljati rizik u smislu unaeéh koli¢ina akrilamida.
Generalno na temperaturi od 23D dolazi do sinteze akrilamida u dha koncentracijama,
smanjenjem temperature przenja sa’@Z5®a 176C smanjen je sadrzaj akrilamida u pomfritu,
ali on je bio neprivlanih organoleptikih osobina (neukusan i manje hrskav) i mnogo manje

privlacan za konzumaciju.

44



4.2 Priprema uzoraka i kvantifikacija akrilamida metodo m gasne hromatografije

u tandemu sa masenom spektrometrijom (GC-MS)

4.2.1 Aparaturaireagensi

Za odreivanje akrilamida kori&n je gasni hromatograf Shimadzu GC-MS-model
QP2010 plugShimadzu Inc., Koyoto, Japasg, kapilarnom kolonom HP-5 MS (30 m x 0,25
mm x 0,25 um vetine ¢estica, J&W Scientific, Folsom, CA, USA). Obradalptaka i kontrola
GC-MS sistema vrSena je potwaosoftvera ,Lab solution{Shimadzu Inc., Koyoto, Japamijao
standard kori&n je rastvor akrilamid&igtoce > 99,8%) proizvéaca Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). Kao interni standard koé&n je rastvor izotopa akrilamida €3] koncentracije
1mg/ml u metanolu (L*C="CH"CONH,) proizvaiata Sigma-Aldrich, (St. Louis, MO, USA).
Organski rastvat® n-heksan, metanol, etil-acetat, kao i kalijum-bromigatrijum-tiosulfat,
trietilamin i anhidrovani natrijum-sulfat tale su od proizvdéata Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). Kertridzi za ekstrakciju n&vrstoj fazi (SPE) su OASIS MCX 3cc (60 mg) Ena
faza OASIS HLB 6cc (200 mg) su od proidada Waters Corporation (Massachusetts, USA).
Kalijum-bromid i natrijum-sulfat su Zareni na 600 u trajanju od 6 sati u peza Zarenje
(Carbolite Furnaces; Chelmsford/Esser, England)talOseagensi su koriSteni bez daljeg
prediS¢avanja [85].

4.2.2 Priprema rastvora

Osnovni standard akrilamida koncentracije 1 mg/mibrpmljen je rastvaranjem u etil-
acetatu. Radni rastvor pripremljen je rastvaranjesmovnog rastvora standarda u opsegu

koncentracija od 5 do 80 pg/L u etil-acetatu.

Interni standard izotopa akrilamid&¢s] koncentracije 4 mg/L dodat je ispitivanom

uzorku u koléini od 10 pl i dobijena je koncentracija internagralarda od 40 pg/L.

4.2.3 Postupak pripreme uzoraka
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Kompletan postupak se sastoji ¢etiri faze koje su u ovom dijelu detaljno opisane.
Uzorci koji su analizirani bili su proizvodi na baukuruznog brasna su prikupljeni od strane
sluzbe sanitarne inspekcije u okviru redovnog samitg nadzora nad kuhinjamadj# vrtic¢a u

Podgorici.

Posebna paznja tokom ekstrakcionih procedura geseeje ,bubrenju* suvog matriksa
namirnice, kako bi rastvataa ekstrakciju dobio bolji pristup potencijalnasptnom akrilamidu
u ispitivanim uzorcima namirnica [86]. Da bi se dpMolji prinos ekstrakcije, pristupilo se
poveanju temperature dejonizovane vode koju smo kbrksto rastvaré za ekstrakciju na 70°C
+ 1°C u trajanju od najmanje 60 minuta. U svakouotegl, tokom ekstrakcije se mora voditi
ratuna da ne die do isparavanja rastvéeaza ekstrakciju, natdo ako se koriste organski
rastvardi, tada se ekstrakcija mora izvoditi sa povratniadhjakom. 1z tih razloga izabrana je
dejonizovana voda kao rastvarza ekstrakciju koja na temperaturi 70°C = 1°Caparava a i

smanjuje troSkove u odnosu na organske rasteara

Faza 1.Homogenizacija i dodavanje internog standardamjeri se 20 g dobro
homogenizovanog uzorka i ostavi da bubri upgaR00 mL dejonizovane vode (70°C £ 1°C) u
trajanju od najmanje 60 minuta. SmeSa se ponovorodolzhomogenizuje pondo
homogenizatora Ultra-turrax (IKA-T25 Basel, Switaed). 1 g homogenizovane smjeSe se
prenese u kivetu za centrifugiranje i doda se 3 M NaCl, smjeSa se ponovo dobro
izhomogenizuje. Zapremina od 10 pL internog stateldoncentracije 4 mg/L izotop&’Cs]
akrilamida doda se u smjeSu, i smjeSa se homogenieuvorteks mikseru (Stuart Scientific,
Manchester, England) u toku 1 minuta. U smjeSuasiadiO pg/kg odnosno 40 ng/g internog

standarda.

Faza 2.PreciScavanje: Postoje mnoge prednosti za upotrebu ekstrakcijévrsdoj fazi,
ali ¢etiri su glavne zbog kojih je SPE ekstrakcija odalarza kvantifikaciju akrilamida metodom
GC-MS, ato su:

* lzdvajanje analita iz slozenih matriksa uzorka, K&o je izdvajanje akrilamida iz
razlicitih uzoraka terndiki tretiranih namirnica;
* Redukcija supresije jona;

* Moguwnost razdvajanja jedinjenja prema grupama,;
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» Odreiivanje analita u niskim koncentracijama, tzv. kartcacijama u tragovima.

SmjeSa koja sadrzi interni standard centrifugiran@el0.000 obrtaja pordo centrifuge
(Sigma, Gillingham Dorset, UK) u trajanju od 30 woiia,, dobijeni supernatant se profiltrira kroz
stakleni filter pora 0,45 um (Witeg Labortechnik @) Germany) kako bi se izdvojila
eventualno zaostala mast. Kolone za ekstrakcijavmstoj fazi (HLB, MCX) kondicioniraju se
sa 3 mL metanola, zatim sa 3 mL vode. Nakon koodicanja, na kolonu se nanosi uzorak
filtrata a zatim se vrSi eluiranje sa 50 mL dejovane vode. U eluat se zatim doda 7,5 g
kalijum-bromida¢ija je pH vrednost podeSena na pH = 2,0 dodavargém 15 kapi 47%

bromovodonine kiseline.

Faza 3.Bromovanje:Ekstraktima uzoraka uz mijeSanje doda se po 2 mdienog
rastvora bromne vode (1,6 % v/v) §to je prikazaakeijama (1) i (2). Uzorci saivaju na @C

u trajanju od 24 sata kako bi se zavrSila reakmiggmovanja.

Br; + HC=CH-CONH; === H;CBr-CHBr-CONH; (1)

Br + HO == HOBr+ H™ + Br- (2)

Faza 4. Finalno preiScavanje za GC-MS odgevanje: nakon zavrSetka reakcija
bromovanja viSak broma ukloni se dodavanjem 50 MLnhtrijum-tiosulfata i viSak broma se
obezbojio. Zatim se doda po 10 g anhidrovanog jnatrsulfata i smjeSa se dobro izmijeSa.
SmjeSa se prenese u lijevak za odvajanje zapre@iile mL, doda se 20 ml smjeSe etil-
acetat/heksan (4:1 v/v) i dobro se izmijeSa. Origanfaza se zatim prenese u kivetu za
centrifugiranje u kojoj je odmjereno 4 g anhidroegmatrijum-sulfata. Ovaj korak se ponovi
dva puta sa po 20 ml smjeSe etil-acetat/heksanvw(¥)1 SmjeSa se centrifugira i dekantuje kroz
stakleni filter papir i upari do suva pofo rotacionog vakum upariva (Rotavapor R-124;
Buchi, Swicerland). Suvi ostatak se rastvori u 950 fuetilamina i 450 pL etil-acetata.

Pripremljeni ekstrakti séuvaju u zamrzivéu na -26C do GC-MS analize.

4.2.4 Validacija GC-MS metode za odrdivanje akrilamida u namirnicama

a) Priprema rastvora standarda za procjenu linearnosti
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Pripremljen je osnovni rastvor standardne supstaak@amida u koncentraciji od
1mg/ml. Od ovog rastvora pripremljeni su rastvdanslarda akrilamida sleéia koncentracija:
5ug/L, 20 pg/L, 40 pg/L, 60 pg/L i 80 pg/L. Priprgani rastvori injektiraju se po tri puta u
prethodno podeSen hromatografski sistem. Na oskobijenih rezultata, metodom najmanjih

kvadrata, konstruiSe se kalibraciona kriva.

b) Priprema rastvora standarda za procjenu t&nosti
Od osnovnog rastvora standarda akrilamida koncapralmg/mL, pripremljeni su
rastvori koncentracija 10 pug/L, 20 pg/L, 40 pg/laéfiost metode je procojenjena na tajinato
je uzorak kukuruznog hleba koji je sadrzao 29,5kggalkrilamida opteren sa 10 pg/kg, 20
pna/kg, 40 pg/kg akrilamida. Vrijednosti dobijene gest paralelno udanih ekstrakcija

kvantitativno su analizirane GC-MS postupkom.

c) Priprema rastvora standarda za odrdivanje limita kvantifikacije (LoQ) i limita
detekcije (LoD)

Pripremljen je rastvor radnog standarda tj. vj@§tauzorak koji sadrzi 5 pg/kg

akrilamida. Vrijednosti dobijene iz Sest paralelmadenih ekstrakcija prikazane su u Tabeli 12.

4.25 Postupak GC — MS analize

Nakon stabilizovanja GC-MS sistema, pristupa setypbsl kalibracije. Svi potrebni
parametri (vremenske funkcije, izbor metode dareavanja, atenuacije i dr.) unesu se
softverskom metodom koja omagva préenje razdvajanja akrilamida. Hromatografski uslovi

su navedeni u Tabeli 9.

Tabela 9 Uslovi hromatografskog postupka

Mobilna faz: He, 99,99 % (1,6 ml/min)
Temperaturni progra 50°C - 240°C (£°C/min); 8 min.
Temperatura injekto 20C°C splitles mo
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4.2.6 Statisticka analiza

Za statisttku obradu podataka koésni su programi Microsoft Office Excel i Statistica
Primijenjene su regresiona i korelaciona analizagrBsiona i korelaciona analiza su statketi

metodologije koje ispitiju vezu iznde dvije ili viSe statistikin promenljivih.

Regresiona analiza govori u kakvom odnosu stdmgepromenljiva prema drugoj. Ona
se izrazava jeddmom u kojoj se poznata vrijednost jedne ili viSermenljivin koristi za

izracunavanje nepoznatih vrijednosti ostalih promertiji{87].

Najednostavniji postupak regresione analize nazeametoda najmanjih kvadrata.
Regresiona analiza @&e obuhvata dvije promenljive, a ako je u pitangevpromenljivih ta
tehnika se naziva multiplom regresijom. Korelaciamaliza pokazuje stepen zavisnosti idme
promenljivih, pa se njome r@gse odreuje da li ima smisla izeanavati jednu promenljivu na

osnovu druge.
Regresiona analiza se izvodi putem regresione {&ka
y=ax+b

gdje jeb odsje&ak na ordinati a je nagib regresione linijey je nepoznata promenljiva koja

se izrgunava na osnovu vrijednosti poznate promenyive

Odnos promenljivey prema promenljivojx moze da bude razii. Ako se
vrijednosty povetava za svaku uéanu vrednosx, onda je y direktno zavisna v&ha u odnosu
nax. U ovom sld¢aju je nagib regresione linije pozitivan, tako éam > 0. Suprotno ovome,
nagib regresione linije mozZe da bude negativanakadan < 0. U tom stiaju se vrijednosly
smanjuje za svaku ugenu vrednostx. Ukoliko promenljivay ne zavisi od promenljive,

regresiona linija je paralelna sa x-osom.

Odstupanje zbira kvadrata pojediniéa vrednosti x i y od srednje vrednosti
definiSe se preko velna Sxx, Syy i Sxy:
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gde sux;, Yy, pojedingni parovi vrijednosti za iy, N je broj parova koji sepotrebljavaju za

izradu regresione linije, * i »  su srednje vrednastimenljivih xiy.

Iz velicina Sxx, Syy i Sxyproizilazi: nagib pravca, odsé€ak na ordinatb, standardna
greSka odstupanja od regresione linije, standagieska nagiba, standardna greSka dds@a

ordinati, standardna greSka odstupanja rezultdtgesoh iz regresione linije [87].

Dakle, regresionom analizom se dobija jedina pom@u koje se jedna promenljiva
izracunava iz druge promenljive, a korelaciona aagtinkazuje stepen zavisnosti iztueove
dvije promjenljive. Stepen zavisnosti izduwe promjenljivin odrduje velina odstupanja
podataka oko regresione linije, a izrazava se korehim koeficijentom r, a moze biti izrazena i

koeficijentom determinacije R.
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4.3 Priprema uzoraka i kvantifikacija akrilamida metodo m gasne hromatografije

sa fosfornim detektorom (NPD)

4.3.1 Aparatura i reagensi

Za odrgivanje sadrzaja akrilamida koéeEn je gasni hromatograf Agilent 6890A
opremljen sa azot - fosfornim detektorom i kapitarnkolonom DB-WAX (0,32 mm i.d. x 30 m
x 0,25 um debljina filma, J&W Scientific, FoOlsomACUSA). Obrada podataka i kontrola GC
sistema vrSena je porw softvera Agilent Technologies 6890N Gas Chronvaiolgy
chemstation softver (Hewlwtt-Packard, CA, USA). Kstandard kori&n je rastvor akrilamida
(Cistoca > 99,8%) proizvdaca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Organski rasmiti (etil-
acetat, metanol, aceton i metilen-hlorid) td&osu od proizvdaca Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA).

4.3.2 Priprema rastvora

Osnovni rastvor standarda akrilamida koncentrakcippg/mL (1000 ppm) pripremljen je

rastvaranjem u etil-acetatu.

Radni rastvor pripremljen je rastvaranjem osnovmagtvora standarda u opsegu
koncentracija od 0 do 10 mg/L u etil-acetatu. Swtvori standard&uvani su na temperaturi od

4°C do ispitivanja, a prije ispitivanja temperiranido sobne temperature.

4.3.3 Postupak pripreme uzoraka

Uzorci krompira nakon terrdkih tretmana pripremani sucteo-teEnom ekstrakcijom [86
i 91]. Izmjeri se 20 g dobro homogenizovanog uzorkastavi da bubri upijajgti 200 mL
dejonizovane vode (70° C £ 1° C) u trajanju od 60uta. SmjeSa se ponovo homogenizuje i
dobijeni supernatant odvoji i profiltrira kroz steki filter pora 0,45um (Witeg Labortechnik
GmbH, Germany). Dobijeni filtrat zasiti se kristah NaCl i u smeSu doda 100 mL etil-acetata.
Nastala suspenzija se mijeSa 1 sat. Dobijeni ragiranese se u lijevak za odvajanje zapremine

od 500 mL i izdvoji se sloj etil-acetata. Zaostatala odvoji se filtriranjem kroz filter papir sa
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anhidrovanim natrijum-sulfatom. Filtrat se upari zegoreminu manju od 10 mL zagrijavanjem
na 60 C pom@u rotacionog vakuum upari¥a (Rotavapor R-124; Buchi, Swicerland), i dopuni
do 10 mL etilacetatom. Jedan mikrolitar finalnogtelkta se injektuje u prethodno pripremljen

hromatografski sistem [88].

4.3.4 Validacija GC-NPD metode za odrdivanje akrilamida u namirnicama

a) Priprema rastvora standarda za procjenu linearnosti

Pripremljen je osnovni rastvor standardne supstaamk@amida u koncentraciji od
1mg/ml. Od ovog rastvora pripremljeni su rastvdanslarda akrilamida sleéia koncentracija:
0, 1, 2, 51 10 mg/L Pripremljeni rastvori injekdmi su po tri puta u predhodno podeSen
hromatografski sistem. Na osnovu dobijenih rezaltatetodom najmanjih kvadrata, konstruisana

je kalibraciona kriva.
b) Priprema rastvora standarda za procjenu t&nosti

Od osnovnog rastvora standarda akrilamida konoca@ramg/mL, pripremljeni su
rastvori koncentracija 1,0; 2,0 i 5,0 mg/L.c¢hast metode procijenjena je na tagimasto je
uzorak krompira koji je sadrzao 1,4 mg/kg akrilaanidpteréen sa po 1,0; 2,0 i 5,0 mg/kg
akrilamida i dobijene vrijednosti su prikazane b&la18. Vrijednosti dobijene iz Sest paralelno

uraienih ekstrakcija kvantitativnho su odene GC — NPD postupkom.

c) Priprema rastvora standarda za odrdivanje limita kvantifikacije (LoQ) i limita
detekcije (LoD)

Za verifikaciju LOD i LOQ pripremljen je radni stdard (vesSt&ki uzorak) koji sadrzi 0,2

mg/kg akrilamida. Dobijeni rezultati prikazani sdabeli 17.

4.3.5 Postupak GC-NPD analize

Nakon stabilizovanja GC-NPD sistema uradi se katija. Svi potrebni parametri
(vremenske funkcije, izbor metode izumavanja, atenuacije i dr.) unesu se softverskom
metodom koja omogdiava préenje razdvajanja akrilamida. Hromatografski uskwvinavedeni u
Tabeli 10.
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Tabela 10.Hromatografski uslovi za odi&vanje sadrzaja akrilamida sa GC-NPD

Mobilna faza He, 99,999 % (27 mL/min)
Temperaturni program | 8€ — 183 C (20 C/min); 8 min.

Temperatura injektora 2B@ splitles mod

Temperatura detektora| 28D

Za statisttku obradu podataka koégni su programi MS Excel i Statistica. Primijenjene

su regresiona i korelaciona analiza koje su opisgmeglavlju 4.2.5.
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5 Rezultati 1 diskusija
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5.1 Kvantifikacija akrilamida metodom gasne hromatografije u tandemu sa

masenom spektrometrijom (GC-MS)

Akrilamid je kvantifikovan kao derivat 2-brompropamida (2-BPA) po metodi Pittet i
sar. [84] i Young i sar. [59] uz odtene modifikacije koje su udane u cilju unapienja

metode.

Prvo unapréenje jeste smanjena zapremina bromne vode u famndwanja. Drugo
unapréenje sastoji se u upotrebi SPE ekstrakcije umesttvoraCarrezl i 1l kako je to bilo u

predhodno publikovanoj metodi [84].

Znaajan porast koncentracije akrilamida sa porastonpé&ature izméu 190° C i 250°

C, u trajanju tretmana przenjem u ulju iztae8 i 15 minuta najbolje ilustruje Slika 17.

m 190°C W220°C O250°C

2700

2400

“a 4 o ‘
3 6 9 12 1

Vrijeme (min)

Sadriaj akrilamida (ug/ke)

]

Slika 17.Uticaj temperature ulja i vremena na sadrzaj akuide u pomfritu

Visoka temperatura i duze vrijeme przenja pogodsjntezi vée kolicine akrilamida,
ali porast temperature ima izrazeniji efekat naezim akrilamida u gotovom proizvodu nego
poveanje vremena tergkog tretmana na konstantnoj temperaturi. Irfigjuvidu ovecinjenice,
u laboratorijskim uslovima pripremlejno je pet uaka pomfrita na temperaturama 170° C, 190°
C, 210° C, 230° C i 250° C i doslo se do zakljuda temperatura ulja za pripremu namirnica ne
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bi trebalo da prelazi 170° C do 175° C, da bi bgegle visoke vrijednosti sadrzaja akrilamida.

Medutim, organoleptika svojstva gotovog proizvoda nijesu prihvatljiva konzumaciju, Sto

131 [
_-=ul

170°C 190 °C 210 °¢ 230°C 250 °C

ilustruje Slika 18.

Sadraj akrilamida (ug/ks)
= 5 B B 8
e 8 8 8 B8

Slika 18. Uticaj temperature przenja na koncentraciju akrtimi organoleptika svojstva

pomfrita

Ovu tvrdnju potvduje i eksperiment koji su izveli i publikovali Ma#ius i sardnici [89]

na terméki tretiranim pljeskavicama od krompira pripremij@npetenjem u rerni i przenjem u

fritezi.

U literaturi su prikazani efekti przenja krompirarazlicitim vrstama ulja na nastajanje
akrilamida u slatkom krompiru [90], koji je sadrzéd 7g/kg glukoze, 5,05 g/kg fruktoze i 1,63
g/kg slobodnog asparagina. Sladak krompir przealoipom ulju sadrzao je nizu koncentraciju

akrilamida (1443 mg/kg) u patenju sa slatkim krompirom przenom u sojinom uljyi ke

sadrzao (2019 mg/kg) akrilamida.

Takade, Yuan i saradnici [91] su prikazali vrijednosa koncentracije akrilamida u
krompirovim kriSkama nakon potapanja u ré&gin rastvorima i izlaganja mikrotalasnom
tretmanu, a nakon toga przenju u laboratorijskitouwisia. Njihovi rezultati prikazuju da nakon
potapanja krompirovih kriski u vodi, mikrotalasntvgtmana i przenja u ulju dolazi do redukcije
sadrzaja akrilamida od 8% — 40%. Potapanje krigkimipira u rastvor NaCl koncentracije 0,5
g/dnt, a zatim u rastvor Cagkoncentracije 2 g/L pod istim gore navedenim uishay autori su
dobili vrijednosti koje su za 56% smanijila koncewtju akrilamida u gotovom proizvodu.
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Potapanje kriki krompira u rastvor limunske kisjel koncentracije 1 g/din vrijednosti
sadrzaja akrilamida bile su nize za 58%. Autorzakljwili da bi optimalni tretman limunskom
kisjelinom koncentracije 1 g/L mogao redukovati réafl akrilamida, dok bi se zadrzala

organoleptika svojstva gotovog proizvoda.

Za odreivanje sadrzaja akrilamida u tewki tretiranim uzorcima proizvedenim na bazi
kukuruznog braSna primijenjena je GC-MS metoda. Emoje navedeno u uvodu, cilj je bio da
se razvije metoda kojée biti brza i ekonondnija od uobéajenih metoda i kojge zahtijevati
manju koltinu broma za fazu derivatizacije akrilamida. Iz t@gloga, urdena je optimizacija
bromovanja prema proceduri opisanoj u Eksperimeataldijelu a kori&ene zapremine bromne

vode, kao i dobijeni rezultati ZRecoveryrijednosti prikazane su u Tabeli'11
Postupak odralivanja najmanje koli¢ine broma

U ovoj fazi istrazivanja optimizirana je potrebnalikina broma za pripremu uzoraka. U
cilju odredivanja optimalne zapremine broma, vrSeno je opieseje uzorka kukuruznog hleba
koji je sadrzao 29,5 pg/kg akrilamida sa 40 pglakrda koji je pripremljen sa 5 raziih
zapremina bromne vode (1, 2, 5, 10 i 15 mL). Kagovdr, préen je prinos ekstrakcije izrazen

kaoRecoveryrijednost [92]. Dobijeni rezultati prikazani surabeli 11.

Na osnovu rezultata zaktano je sledee, srednjéRecoveryrijednost za 1 mL bromne
vode bila je 70,6% Sto je dosta nisko, doRgroveryrijednost za zapreminu bromne vode od 2
mL, bio prihvatljivih 89,2 %.

‘[Hem. Ind., 2015, On Line-First 5-10].
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Tabela 11. Recoveryvrednost za akrilamid u uzorku pripremljenom saa&licitih
zapremina bromne vode

Zapremina Opseg Recovery Srednja vrijednost za
bromne vode vrijednosti Recovery%) + SD
(mL) (%)

15 103,8 — 105,7 105,3+1,42

10 99,1-104,1 101,6 + 1,70

5 93,1 - 106,3 98,1 +4,90

2 83,5-99,1 89,2 £ 6,19

1 53,1 -92,5 70,6 £ 13,7

Izvodenje ekstrakcije akrilamida iz raalih vrsta namirnica, od drugih istrazitea koji
su za njegovu derivatizaciju koristili po 15 mL brmoe vode, opisano je u literaturi [3, 85, 90,
92, 93, 95].

Pouzdanost metode je testirana kvantifikacijomlakrida u 6 ponavljanja, a nakon tog

procesa, dalje je vrSena validacija metode i digteaje akrilamida u ostalim uzorcima.
Validacija metode

Pod zadatim hromatografskim uslovima snimljeni sasemi spektri za 2-BPA i 2-
BP[**C3] A koji su prikazani na Slici 19.
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Slika 19. GC-MS spektri za (a) 2-brompropenamid (2-BPA))iZ-BPEC3]A

Dalje, uraena je verifikacija vrijednosti LoD i LoQ [87, 96fa verifikaciju LoD i LoQ
pripremljen je radni standard (vje&kauzorak) koji sadrzi 5ug/ kakrilamida. Dobijeni rezultati
prikazani su u tabeli 12.
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Tabela 12.Verifikacija granice detekcije i granice kvantigije

Koncentracija pg/k
Radni rastvor akrilamida4,4¢
koncentracije 5 pg/kg

5,54

5,5¢

5,58

5,54

444

X sr 5,1¢

RSC 0,5¢

Vrijednosti LoD i LoQ izr&unate su primjenom formula (1) i (2):
LoD = X+ 3 SD =5,18 pg/kg + 3 x 0,566586 ng/kg (1)
LoQ = Xi+ 10 SD =5,18 ng/kg + 10 x 0,5618,78 pg/kg (2)

U literaturi su prikazani podaci za LoQ [96] sagazakrilamida u raztitim grupama
namirnica koje su dostavile Evropske zemlje (EQ)g(eEuropean Countries i Evropsko
udruzenje proizvideaca hrane (FA) (end-ood Associationjskoji su prikazani na Slici 20. Srednja
vrijednost za LoQ kod podatka udruzenja prodata hrane je 10 pg/kg za sve grupe namirnica,

osim za proizvode na bazi krompira i kafe za kej8Q — 40 pg/kg.
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Krompirov ¢ips (FA, N =33 701)

Sviezi hleb (EC. N = 335)

Sviczi hleb (FA, N=8)
Zitarice za dorucak (EC, N = 561)

Zitarice za dorucak (FA, N = 669)

Bishoviti kreleeri i sl (EC, N = 1974)
Biskoviti kreleeri i sl (FA, N=91)

Kafa (suva) (EC. N = 682)

Kafa (suva) (FA, N=775)

Zamjena za kafu (suvo) (EC. N = 88)
Hrana za bebe(Bez zitarica) (EC, N = 348)
Hrana za bebe(Bez zitarica) (FA, N = 68)
Preradjena hrana za bebe na bazi ftarica (EC, N =394)
Preradjena hrana za bebe na bazi #itarica (FA. N = 342)

Ostali proizvodi (EC, N = 688)

H"IW.”I-I

Ostali proizvodi (FA. N = 1) T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100 110
Distribucija LOQ u (pg'kg)

Slika 20. Distribucija limita kvantifikacije (LoQ) u pg/kgazgrupe namirnica prema porijekiu
podataka: plavo - EC — Evropske zemlje; zelenorubehja proizvdaca hrane (FA) [96]

Srednja vrijednost za LoQ kod podataka Evropskihag je u rasponu od 20 — 30 pg/kg
za sve grupe namirnica osim za "zamjenu za kafa’koju iznosi 80 pg/kg, digu hranu i svjezi
hljeb za koje iznosi 40 — 50 pg/kg. Iz predhodnildlgtaka vidimo da se naSe vrijednosti za LoQ

veoma bliske literaturnim podacima Sto nam ukadajsmo na pravom putu.

U narednoj fazi urdena je procjena linearnosti metode. Zavisnost aaposrsina pikova
(m/z 151 / m/z 154) i koncentracije akrilamida tapa je regresionom analizom i dobijena je
linearna kalibraciona kriva sa koeficijentom deteracije R > 0,999. Kalibracija je vrSena u

opsegu koncentracija od 5 — 80 pg/kg (5, 20, 40,80ug/kg).

Tatnost metode procijenjena je na tagimasto je uzorak kukuruznog hleba koji je sadrzao

29,5 pg/kg akrilamida opteten sa 10, 20 i 40 pg/kg akriamida i dobijene vngsti su
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prikazane u tabeli 13. Vrijednosti dobijene iz Jemtalelno urdenih ekstrakcija kvantitativho su

obraiene GC — MS postupkom.

Vrijednosti zaRecoverydobijene za tri nivoa koncentracija patuju da je metoda taa.
Dobijeni rezultati za ispitivane parametre valiga@otviduju pouzdanost metode pa je validirana
GC-MS metoda primijenjena za odreanje sadrzaja akrilamida u izabranim namirnicama
proizvedenim na bazi kukuruznog brasna kao Stouswrkzni hljeb, kornfleks, palenta, projice

sa sirom i projice sa sirom i spaean.

Tabela 13.Recoverwrijednost za akrilamid u opterenim uzorcima kukuruznog hljeba

Patetna Dodata Dobijena Oc¢ekivana Tacnost
konc. AA| kolicha AA | konc. AA | konc. AA| (%)
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

28,9 10,0 43,1 38,9 110,8
29,0 42,8 39,0 109,7
30,8 44,6 40,8 109,3
29,9 44,2 39,9 110,7
28,7 42,4 38,7 109,8
29,5 43,4 39,5 110,0
Csr=29,5 110,0
28,9 20,0 50,2 48,9 102,6
29,0 49,7 49,0 101,5
30,8 51,0 50,8 100,4
29,9 50,4 49,9 101,1
28,7 48,2 48,7 98,9
29,5 49,1 49,5 99,3
Csr=29,5 100,6
28,9 40,0 67,9 68,9 98,5
29,0 67,0 69,0 97,1
30,8 70,3 70,8 99,4
29,9 67,7 69,9 96.9
28,7 65,7 68,7 95,7
29,5 66,1 69,5 95,1
Csr=29,5 97,1

U ovom radu uzorci su pripremani sa smanjenom raip@m zastenog rastvora bromne
vode u koraku brominacije i vidimo da metoda imérdoosetljivost kao i prihvatljiv&ecovery
vrijednosti u odnosu na druge metode opisane tatite [94, 95, 97, 98]. U Tabeli 14 prikazana

je koncentracija akrilamida u ispitivanim namirmta Rezultati ispitivanja pokazuju da je
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akrilamid detektovan u svim uzorcima, minimalnaeipnost akrilamida (18,1 pg/kg)
detektovana je kod palente, a maksimalna (77 /&gidod kornfleksa. Ove vrijednosti su
zna&ajno nize nego kod namirnica proizvedenih dominaumith pSerinog brasna Sto je posledica
smanjenog sadrzaja sirovih proteina u kukuruznoasror, pa je i modmost sinteze akrilamida

manja.

Tabela 14.Koncentracija akrilamida u ispitivanim namirnicama

Broj Opseg konc| Sradnje SD

uzoraka| akrilamida pg/kg| vrijednost + SD | (%)
Kukuruzni hljet 13 26,7-315 27,0+ 17 17
Kornfleks 7 69,0-775 72,8 £42 42
Palent: 5 18,1- 238 20,4+19 1,9
Projice sa sirom 8 29,0-358 31,6 £23 2,3
spanéem
Projice sa sirol 9 27,9-350 31,1 £+24 24

Nakon validacije metoda GC-MS je primijenjena zaedivanje sadrzaja akrilamida u
ostalim uzorcima namirnica (tabelal5), koje suygllene od strane sluzbe Sanitarne inspekcije
u okviru redovnog sanitarnog nadzora nad objektkoa posluju sa hranom na teritoriji
Podgorice i crnogorskog primorja.

Evropski komitet za standardizaciju Eufopean Committee for StandardizatierCEN)
dobio je mandat da razvije standardizovanu aghlitinetodu za oddivanje akrilamida u
namirnicama pod nazivom ”Odivanje akrilamida u proizvodima na bazi krompira,
proizvodima na bazi Zitarica i kafi ” Rok za usaaje trazene metode je 31 Decembar 2016

godine.
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Tabela 15.Sadrzaj akrilamida u ispitivanim namirnicama

=}

Namirnica Proizvdac- | Opseg konc
Brend akrilamida pg/kg
HLJEB —polu bijeli,| A 31-121
od brasna T-500 B 59-119
34 -116
56 — 119
53 - 96
27 — 93
72 —-120
86 — 108
34 - 98
813 -1331
104 — 1230
211 -1290
761 —2116
497 - 1901
761 — 1316
479 - 911
93, 430
337 — 431
112 — 163
127 — 188
175 - 201
261
282 — 307
241, 4483
528, 690
49 - 96

HLJEB - crni, od
brasna T-850

POMFRIT

CIPS

KREKERI

BN 00|01 o|W S| | P W ww g0 oo o

TOST HLJEB

w

KEKSI

TULUMBE

NI <IX|Z|<|C|H|h|BO|TO|Z|z|T | N« ~|T|OTMOO

(SIS SN L PRI

PANIRANI OSLIC

Na poziv generalne direkcije za zdravlje i zasptiroS&a DG SANCO laboratorija za
Sanitarnu hemiju Instituta za Javno zdravlje CrreeeGEestvovala je u milaboratorijskom
ispitivanju sadrzaj akrilamida u namirnicama, uaski sa harmonizovanim protokoloffihe
International Harmonised Protocol for the Profinoiey Testing of Analytical Chemistry
Laboratories)[99] koje su organizovalFAPAS (Food Analysis Performance Assessment Scheme)
JRC (Joint Research CentreJ100]. U metulaboratorijskom ispitivanju destvovala je 31

laboratorija, a koncentracija akrilamida u ispitiva namirnicama data je u Tabeli 16.
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Tabela 16.Pregled rezulata PT Seme u organizaciji FAPAS i IRKDjoj je naSa laboratorija
ucestvovala [100]

Vrsta uzorka Odredena

vrednost Z - Score

(no/kg)
LHrskav* hleb | 1213 -0,7
Cips 167 -0,6
Zitarice za dortiak | | 109 0,0
Kafa 312 -0,4
LHrskav* hleb II 707 -0,6
Babydvopek 711 0,3
Zitarice za dortiak Il | 70 -0,2
Przena kafa 258 0,0
Kola¢i na bazi putera] 150 -0,8

-0,3

Srednja vrijednost

Kako je srednja vrijednost z-skora za naSu labajate0.3 Sto naSe koncentracije

akrilamidacini prihvatljivim.
[z] <2 prihvatljivo
2<[z]<3 diskutabilno
[z] =3 ne prihvatljivo

Veci broj uéesnika (67% ) dobio je rezultate koji su ocijenjeao prihvatljivi (z-skor<
2) u skladu sa n@@narodnim smjernicama. Ovaj procenat prihvatljivéizultata je relativno
mali, 33% laboratorija dobio je neprihvatljive rézate, Sto je posljedica vjerovatno sléite

razloga:

* Nedostatak iskustva sa ovom vrstom analiza; nekerdorije @esnice su izjavile da su
samo zakoréle u ovu problematiku;

* Primjena neadekvatnih metoda, mnoge laboratorgesnice ne primjenjuju unutrasnju
standardizaciju ili ne koriste interne standardeizdopnom oznakom. Take, mnoge

laboratorije nijesu primijenile derivatizaciju kedipreme uzoraka za analizu.
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GC/MS-MS
SPME GC-MS derivatizacija
derivatizac. 8%
3%

LC-MS
6%

Slika 20. Proporcionalna zastupljenost angkth metoda primijenjenih od strane laboratorija
ucesnica [100]

Izbor optimalnih uslova za ekstrakciju akrilamidaaknadnih koraka za giécavanje
ekstrakta zavise od matriksa namirnice. Iz tihagal smo se opredijelili da primijenimo SPE
ekstrakciju kod kvantifikacije akrilamida metodonC@1S. Slika 14a. prikazuje hromatogram
uzorka pomfrita pripremljenogdeo-te&cnom ekstrakcijom, bez ekstrakcije ®astoj fazi gdje se
dobija hromatogram sa velikim brojem pikova ali trpbom ekstrakcije né&vrstoj fazi dobijamo

hromatogram sa mnogo manje pikova slika 14b.
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Slika 14. Hromatogram uzorka pomfrita pripremljenogére-te&na ekstrakcijom (A) i
hromatogram uzorka pomfrita pripremljenog ekstr@kainacvrstoj fazi (B)

Redukcija supresije jondjji efekat najbolje ilustruje Slika 15. Na gornjs|ici je

hromatogram gdje imamo 80% supresiju jona, dokajelanjoj slici supresija jona minimalna.

Koncentracija akrilamida je

/ previse niska
L

Hromatogram uzorka akrilamida
pripremljenog sa SPE-daje
dobar odgovor

[ — I I 1
5 10 15 min

Slika 15. Efekat supresije jona. Ekstrakcijamest-t&nost (slika gore), SPE ekstrakcija (slika
dolje)
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Odretivanje analita u niskim koncentracijama, tzv. karicacijama u tragovima ilustruje

Slika 16.
100
’ ETT 80% Supresifa jona
.89
0 ok e
o0 191
SPE |~ Minimalna supresija jona
o
D J ]
I:Ifﬁ ]T'f} 1:5 E‘TD 215 3iD 3?5 élfﬂl -'1?5 5.ID min

Slika 16. Hromatogram uzorka u kojem je akrilamid prisutamiskim koncentracijama, tzv.
koncentracijama u tragovima pripremljen bez SPEg)gosa SPE (dolje).
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5.2 Kvantifikacija akrilamida metodom gasne hromatografije sa azot-sosfornim
detektorom (GC-NPD)

Analizom do sada publikovanih radova zak$§oo je da se za detekciju akrilamida
zahtijevaju veoma skupi i slozeni detektori pemu se nd&pXe zahtijeva spregnuta masena
detekcija. Kako ove metode nisu ekonomski opravddnog visoke cijene instrumenata a malog
broja uzoraka na godiSnjem nivou, javila se potrdaase razvije pouzdana, osjetljiva, brza i
ekonoména metoda koja moze da zamijeni masenu spektrgme®ored toga, pozeljno je da
priprema uzorka kao nephodan korak prije svakelungntalne metode, bude tako razvijena da

se uz minimalan utroSak resursa i vremena dobgealizodgovarajée cistoce.

U ovom dijelu istrazivanju prikazana je primjen& Gnetode sa NPD detektorom, u
odreiivanju sadrzaja akrilamida. Kako do sada ima madj publikovanih radova u kojima je
opisana primjena GC-NPD metode za ddrenje akrilamida u termiki tretiranim uzorcima
namirnica, zakljgeno je date se ovim istrazivanjem dati ategan natni doprinos u analitici
akrilamida. PredloZzenu metodu trebalo bi da kar&édejednostavnost pripreme uzorka i
izvodenja hromatografske analize uz zadrzavanje odgpsdra karakteristika u pogledu
osjetljivosti i t&nosti.

Stoga, preliminarna faza istrazivanja je podrazewala pripremu uzoraka krompira
razlicitim termickim tretmanima, njihovu pripremu za kvantifikacigkrilamida ekstrakcijom
tecnost-t&énost i podeSavanje optimalnih uslova GC-NPD metdamkon tog procesa, dalje je

vrSena validacija metode.
Validacija metode

Pod optimalnim hromatografskim uslovima injektoyarrastvor standarda akrilamida i
rastvor uzorka krompira. Dobijeni hromatogrami pgkni su na Slici 21 i pokazuju da nema

interferencija uzorka sa pikom akrilamida.
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Slika 21. Hromatogram standarda akrilamida 10 mg/L (l)arhatogram akrilamida 1,4 mg/L

detektovan u uzorku krompira (I1).

Dalje, uraena je verifikacija vrijednosti limita detekcije @D) i limita kvantifikacije
(LOQ). Za verifikaciju LOD i LOQ pripremljen je radl standard (veSt&i uzorak) koji sadrzi
0,2 mg/kg akrilamida [97, 98]. Dobijeni rezultatigazani su u Tabeli 17

Vrijednosti LOD i LOQ izr&unate su primjenom formula (1) i (2):

LOD = Xsr + 3 SD = 0,203 mg/kg + 3 x 0,018 mg/k@,26 mg/kg (1)
LOQ = Xsr + 10 SD = 0,203 mg/kg + 10 x 0,018 mg#&@,40 mg/kg  (2)

U narednoj fazi urdena je procjena linearnosti metode. Zavisnost poers
hromatografskog pika i koncentracije akrilamidaitespa je regresionom analizom i dobijena je
linearna kalibraciona kriva sa koeficijentom detievasije R > 0,998. Kalibracija je vrSena u
opsegu koncentracija 0 — 10 mg/kg (0, 1, 2, 5 iniglkg). Na Slici 22 prikazana je dobijena

kalibraciona kriva.

70



Tabela 17.Verifikacija granice detekcije i granice kvantdigije

Koncentracija mg/kg

Radni rastvor 0,20
akrilamida 0.18
koncentracije 0,2 mg/kg
0,23
0,22
0,19
0,20
X sr 0,203
RSD 0,018

Tacnost metode procijenjena je na taginasto je uzorak krompira koji je sadrzao 1,4
mg/kg akrilamida opteten sa po 1,0; 2,0 i 5,0 mg/kg akrilamida i dobijemgednosti su
prikazane u tabeli 18. Vrijednosti dobijene iz Semtalelno urdenih ekstrakcija kvantitativho su
obraiene GC — NPD postupkom.

Akrilamid je identifikovan na osnovu retencionognrena (9,68 minkime je postignuta

neophodna spectinost metode, a linearnost je dobijena u opsegu-0BDmg/kg.
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Tabela 18.Sadrzaj akrilamida u krompiru nakon te¢kog tretmana

Patetna Dodata Dobijena Oc¢ekivana Recovery (% )
konc. AA| kolicina AA | konc. AA | konc. AA

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mglkg)

1,40 1,0 2,64 2,40 110,0
1,33 2,58 2,33 110,7
1,45 2,68 2,45 109,3
1,37 2,60 2,37 109,7
1,39 2,50 2,39 110,8
1,44 2,68 2,44 109,8
Csr=1,40 110,0
1,40 2,0 3,48 3,40 102,3
1,33 3,39 3,33 101,8
1,45 3,54 3,45 102,6
1,37 3,42 3,37 101,5
1,9 3,47 3,39 102,3
1,44 3,53 3,44 102,6
Csr=1,40 102,2
1,40 5,0 6,55 6,40 102,3
1,33 6,45 6,33 101,8
1,45 6,61 6,45 102,4
1,37 6,52 6,37 102,3
1,39 6,50 6,39 101,7
1,44 6,55 6,44 101,7
Csr=1,40 102,0

PredloZzena metoda, tad® ima zadovoljavajie karakteristike u pogledu osjetljivosti i

ta¢nosti.
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Slika 22. Kalibraciona kriva za akrilamid u opsegu koncetijeaod 0 do 10 mg/kg

Vrijednosti zaRecoverydobijene za tri nivoa koncentracija kao i validagovrijednosti

prikazane u tabeli 19 potiwju da je metoda taa.

Tabela 19.Vrijednosti odréeenih parametara validnosti za kvantifikaciju airilda sa
GC-NPD

Validacioni faktor Vrijednost
Koeficjent determinacije (& 0,998
Odsj&ak (Intercept) 0,006
Limit detekcije (LoD) 0,26 mg/kg
Limit kvantifikacije (LoQ) 0,40 mg/kg
Recovery 105 %

Dobijeni rezultati za ispitane parametre valida@@viduju pouzdanost metode pa je
validirana GC-NPD metoda primijenjena za alivanja sadrzaja akrilamida u krompiru nakon
kuvanja, péenja i przenja na razitim temperaturama i vremenskim intervalima. U tai2@

prikazani su dobijeni rezultati.
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Tabela 20.Sadrzaj akrilamida (mg/kg) u krompiru nakon tetkoig tretmana

Termicki tretman (min)

5 10 15

Kuvanje u vodina 118C | <LOD | <LOD | <LOD

Peienje u rerni na 200C | 0,6 1,4 1,9

PrZzenjeuuljuna25tC | 1,6 2,4 2,7

Dobijeni rezultati prikazani su i gré&ki Slika 23. Visoka temperatura i duze vrijeme

przenja pogoduju sintezi ¥ kolicine akrilamida.

rpnpor

w
%
N
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R
e

x\

o
(%]

o

Koncentracija akrilamida mg/kg
(=Y

5 10 15
Vrijeme zagrijavanja (min)

Slika 23. Efekat temperature i duzine tettkbg tretmana na sintezu akrilamida u krompiru
przenom u ulju

Generalno na temperaturi od 28D za 5 minuta pri pripremanju pomfrita dolazi do
sinteze akrilamida u koncentraciji od 1,6 mg/kg dak za 15 minuta zagrijevanja na istoj
temperaturi sintetiSe akrilamid u koncentraciji @7 mg/kg. Smanjenjem temperature przenja

sa 258 C na 188C — 200 C smanjen je sadrzaj akrilamida, ali pomfrit je bianje hrskav i
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mnogo manje privigan za konzumaciju. U ovom radu uzorci krompira mat@mikih tretmana

su pripremani t&o-te&enom ekstrakcijom, i dobijene su zadovoljav&Recoveryvrijednosti
[87, 97, 98]. Akrilamid je identifikovan na osnowvatencionog vremena (9,68 mirdime je
postignuta neophodna spegifost metode, a linearnost je dobijena u opsegu 0,26 mg/kg.

Pri hromatografskoj analizi uzoraka krompira priplenih procedurom ekstrakcije navedenom
u ovom radu nije primeno prisustvo dodatnih pikova koji bi mogli da gatod interferirajdih
supstancija, Sto ukazuje na selektivnost primijengepostupka. Osnovne prednosti predlozene
metode, u odnosu na metode opisane u literatujgdnostavnost pripreme uzoraka i ideoja
hromatografske procedure i ekonénost. Predlozena metoda, tdkp ima zadovoljavajie
karakteristike u pogledu osjetljivosti i¢taosti. Do sada sadrzaj akrilamida u namirnicama po
nasim zakonskim propisima nije limitiran, niti jenitiran u Evropskoj uniji. Evropska komisija
je izdala preporuku broj 2007/331/EC [101] kojomdgiitu drzaveclanice da prate sadrzaj
akrilamida u hrani kako bi se dobilo Sto viSe ral@wih podataka za procjenu rizika unosa

akrilamida putem namirnica.
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6 Zaklju ¢ak
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U skladu sa postavljenim ciljevima studijea rosnovu rezultata ispitivanja mozemo

zakljwiti sledete:

. Akrilamid je mala, bezbojna ili bijela hidrofilnapscificnog mirisa. Rastvorljiv je u
brojnim polarnim rastvatéma kao Sto su aceton, acetonitril, voda i dr. &dhge dvije
funkcionalne grupe, amidnu grupu i elektron-dédiciu vinil dvostruku vezu koja omoéava
Sirok spektar reakcija uklgwju¢i i nukleofilne reakcije koje su od zfea u bioloSkim
sistemima. Amidna grupa omagava hidrolizu, dehidrataciju i kondenzaciju sa hideana, dok
vinilna dvostruka veza reaguje sa amonijakom, @tifidm aminima, fosforom, hlorom, bromom,
bisulfitima, ditiokarbamatima kao i sa proteinim&krilamid se nalazi u raalitim vrstama
prehrambenih proizvoda kao na primjer: proizvodizddrica, proizvodi od krompira, kafa i dr.
Medu proizvodima bogatim skrobom nagvezvor akrilamida su proizvodi od krompiraips i
pomfrit kao i razne vrste peciva i hljeba.

. Akrilamid se sintetiSe iz slobodnog asparaginadukeijuih Setera, tokom terngkih
tretmana na visokim temperaturama kao Sto garpe i przenje u ulju.

. Za interpretaciju analizkih rezultata od posebne vaznosti je pravilno uaeakje i opis
vremena, skladiStenja i tretman odgovatag prehrambenog proizvoda koji mogu imati
znaajan uticaj na koncentraciju akrilamida.

. Analiticka odreivanja akrilamida u prehrambenim proizvodima setes@g obavljaju
pomaiu Gasne hromatografije u tandemu sa masenom spetimm u izabranom péanju
jona tzv. SIM modu, ili pomés visoko performansne d&ee hromatografije — HPLC.
Kvantifikacija akrilamida u namirnicama GC - MS (enGas chromatography - Mass
Spectrometry metodama se moze izvoditi sa ili bez derivatipacU naSim istrazivanjima
dominantno smo koristili GC-MS metodu uz predhodiasivatizaciju smanjenom kdélnom
broma. Derivatizacija se n@se izvodi poméu bromovanja. Bromovani akrilamid je manje
polaran nego p®tna komponenta i samim tim se bolje rastvara uwlaepm organskim
rastvargima, a kao efektivan korak gfié¢avanja koristili smo ekstrakciju riarstoj fazi a moze
da se koristi i ekstrakcija dsost — ténost izméu vodene i organske faze. Prednost postupka
derivatizacije se ogleda u tome da se pPava molekulska masa, Sto rezultira, osindeve

rastvorljivosti i véom selektivno&u. U svakom sléaju, derivatizacija je proces koji zahtijeva
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vrijeme, zato Sto, na primjer, viSak broma moradustranjen nakon reakcije. Glavni nedostatak
GC - MS metode bez derivatizacije je nedostatakMKtaristénih jona zbog male molekulske
tezine akrilamida. U elektron jonizacionom modu gé&tectron ionisation mode) glavni
fragmenti jona za identifikaciju i kvantifikacijikalamida su m/z 71 i 55.

. Upotreba standarda kao i standarda obeljeZenitoproa kao to j€°C; akrilamid,
primjena unutradnjie standardizacije, primjenavdgizacije kod pripreme uzoraka tege u
medulaboratorijskim ispitivanjima od posebnog su &ja za dobijanje prihvatljivih rezultata
ispitivanja.

. Generalno na temperaturi od 258 dolazi do sinteze akrilamida u G
koncentracijama, smanjenjem temperature przenjas8e’C na 170°C smanjen je sadrzaj
akrilamida u pomfritu ali on je bio nepriwiaih organoleptikin osobina (neukusan i manje
hrskav) i mnogo manje priwtan za konzumaciju. Visoka temperatura i duze veEegozenja
pogoduju sintezi W@ koline akrilamida, ali porast temperature ima izrajfesfekat na
sintezu akrilamida u gotovom proizvodu nego @ewge vremena tertkog tretmana na
konstantnoj temperaturi.

. Akrilamid je kvantifikovan kao derivat 2-brompropeamida (2-BPA) uz predhodnu
optimizaciju potrebnih kofina broma za pripremu uzoraka. U cilju allv@anja optimalne
zapremine bromne vode, vrSeno je opiimanje uzorka kukuruznog hleba koji je sadrzao 29.5
pna/kg akrilamida sa 40 pg akrilamida koji je priptgn sa 5 raztitih zapremina bromne vode
(4, 2, 5, 10 i 15 ml). Kao odgovor, Bemn je prinos ekstrakcije izrazen ka&ecovery
vrijednost. Srednj&ecoveryrijednost za 1 ml bromne vode bila je 70,6 %j6taeprihvatljivo,
dok je Recoveryvrijednost za zapreminu bromne vode od 2 ml, hibwvatljivih 89,2 %.
Pouzdanost metode je testirana kvantifikacijomlakrida u 6 ponavljanja, a nakon tog procesa,
dalje je vrSena validacija metode. Dobijene suednjosti za LoD i LoQ koje su iznosile 6,86
pa/kg i 10,78 pg/kg su bliske literaturnim vrijedstima. Uradili smo i procjenu linearnosti
metode kao zavisnost odnosa povrSina pikova (mlz/18/z 154) i koncentracije akrilamida a
ispitana je regresionom analizom i dobijena je dma kalibraciona kriva sa koeficijentom
determinacije R> 0,999, i jedn&nom praveY = 0.069x + 0.038u opsegu koncentracija od 5 —
80 pg/kg. Tanost metode procijenjena je na tagimasto je uzorak kukuruznog hleba koji je
sadrzao 29,5 pg/kg akrilamida optexe sa 10, 20 i 40 pg/kg akriamida. VrijednostReovery
dobijene za tri nivoa koncentracija patuju da je metoda taa. Dobijeni rezultati za ispitivane
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parametre validacije potdmju pouzdanost metode pa je validirana GC-MS mefoitaijenjena

u meiulaboratorijskom ispitivanju devet uzoraka namianita sadrzaj akrilamida u njima koje
su organizovali FAPAS i JRC, gdje smo dobili srednjrijednost z-skora -0.3 koja je
prihvatljiva.

. U ovom radu predloZzena je GC-NPD metoda za didaeje sadrzaja akrilamida u
termicki tretiranim uzorcima krompira. Opisana metodda#a, jednostavna i ekonoénia, pa
je zbog toga veoma pogodna za prakdi primjenu. Pored toga, predstavlja i &gan nadni
doprinos analitici akrilamida jer je do sada publitn veoma mali broj radova u kojima je
opisana primjena NPD detektora za ddranje akrilamida. Akrilamid je identifikovan na
osnovu retencionog vremena (9,68 mifijne je postignuta neophodna specibist metode, a
linearnost je dobijena u opsegu 0,30 — 10 mg/kgedBZzena metoda, take, ima
zadovoljavajde karakteristike u pogledu osjetljivosti icteosti. Osnovne prednosti predlozene
metode, u odnosu na metode opisane u literatujednostavnost pripreme uzoraka i ideoja

hromatografske procedure i ekongnost.
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MNpunor 1.

MUsjaBa o ayTopcTBy

MoTtnucann: BecenuHn Qenesuh

6poj urgekca 65/06

UsjaBroyjem
A3 je foKTOpCKa AUcepTaumja nof HacnoBoM

«VicnuTuBak:e yTuLaja TEPMUHKOT TPETMAHA Ha HacTajake akpunamuaa y
HamupHULIamMa ca BUCOKUM caapxajeM ckpoba npumeHoM yHanpelieHe MeTofe racHe
xpomatorpachmje»

* pe3ynTaT CONCTBEHOr NCTPaXMBAMKOr pana,

* A2 npeanoxeHa auceptaumja y LIENUHW HY ¥ Aenosuma kuje Guna npeanoxena
3a gobujabe GuUNo koje AWNIoMe npema CTYOMiCKMM nporpaMvma apyrix
BUCOKOLLKONCKUX YCTEHOBA,

* [1a CY Pe3yNnTaTH KOPEKTHO HAaBEAeHW 1

* [a HWUCaM KpluMo/na ayTopcka NPasa M KOPUCTUO MHTENEeKTYariHy CBOjUHY
APYrvX nuua.

Notnne gokTopaHaa

Y Beorpagy, 20.10.2015 /"
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Mpunor 2.

UsjaBa 0 ucToBeTHOCTHM WITaMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOpPCKOr paga

Wme v npesume ayTtopa: Becenux Jenesuh
Bpoj uHaekca 65/06
Cryavjciv nporpam [loktopcke akagemcke cTyavje — moayn Bpomaronoruja

Hacnos paga: ,McnutvBaHise yTulaja Tepmuyxor TpeTMaHa Ha HacTajaHje
akpunamiaa y HamupHuLama ca BUCOKWM cagpxajem ckpoGa npuMeHoM yHanpeheHe
MeTode racHe xpomarorpaduje”

MeuTop : MNpod. ap. cun. Mean CtaHkoeuh
Notnucann:  Becenun Jenesvh

WsjaBrbyjem Aa je wTamnaHa Bepauja Mor 4OKTOPGKOT paja UCTOBETHE &MeKTPOHCKO)
Bep3ujM kojJy cam npepao/na 3a ofjaBroMBawe Ha noprany [urMTanHor
peno3uTopujyma YHuBep3autera y Georpaay.

JoaeoreaBam pa ce oGjaee Moju NuuHM nogauW BezaHM 3a bobujarbe akagemckor
3Batba oKTopa Hayka, Kao LITO Cy MMe W Npesume, roanHa U MecTo pofiera U Aatym
oaBpaHe papa.

Oeu nmuHn nogauM Mory ce o6jaBuTM Ha MpPEXHUM CTpaHWLama Jurutanue
GuGnunoTeke, y eNEeKTPOHCKOM KaTanory v y nybnukauujama YHusepauteTa y Beorpany.

Mojfnuc pokropaHga

Y beorpagy, 20.102015




Mpunor 3.

Usjasa o kopuuwherwy

OsnawhyjeM YHusepsntetcky Gubnuoteky ,Ceetosap Mapkoeuh ga y Aurutandu
penosuToprjym YHusepauteta y Beorpagy yHece MOjy AOKTOpCKY AMceprauujy nog
HECMOBOM:

wMICTUTUBAH]E YTHLLGjQ TEPMIMYKOT TRETMAHG HA HACTA|AHE AKPUMATMMAG
Y HOMMPHUUAMA CA BUCOKMM COADXKajem CKpoBa NpumeHom
yHanpeheHe meTtoae racHe xpomarorpacouje®

Koja je moje ayTopcko aeno.

AncepTaumjy ca cBMM NpUNoanma NPeaao/na cam y enekTpPOHCKOM hopMaTy norogHoOM
3a TpajHO apxXuBUpat:e.

Mojy AoKTopcky avcepTaumjy noxpareHy y JUraranyn PEno3UTOPUjYM YHUBEP3UTETA
y Beorpagy mory aa kopucte cew koju nowTyjy ogpente caapxaHe y opabpasom TUny
nuueHue KpearueHe 3ajeqnuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanydmo/na.

1. AyTopcTBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLMjarHO
3. AyTopcTBO — HekoMepumjanHo — 6ea npepage
4. AyTOpPCTBO — HEKOMepLMjatHo — AENUTH NOA NCTUM YCMOBUMA
5. AytopcTBo — Ges npepane
@)Ay‘ropc'rso — AENUTUA NOJ UCTUM YCIIOBUMA

(MorumMo pa saokpyxuTe camo jeaHy OA wecT noHyfieHUX MULEHUM, KpaTak onuc
NWUEHUM AaT je Ha nonefjuHu nucTa).

Motnuc pokropaHna
/A

WA

'

Y Beorpaay: 20.10.2015
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