Kvantifikacija akrilamida u izabranim namirnicama primenom gasne
hromatografije u tandemu sa masenom spektrometrijom

Veselin M. Delevi¢', Refik M. Zejnilovi¢?, Biljana S. Jan&i¢-Stojanovié’, Brizita I. Pordevic’,
Zorana N. Toki¢>, Milica D. Zrni¢-Ciri¢*, Ivan M. Stankovi¢’

!Institut za javno zdravlje, Podgorica, Crna Gora

2Univerzitet Crne Gore, Farmaceutski fakultet, Podgorica, Crna Gora

3Univerzitet u Beogradu, Farmaceutski fakultet, Katedra za analitiku lekova, Srbija
*Univerzitet u Beogradu, Farmaceutski fakultet, Katedra za bromatologiju, Srbija
*Univerzitet u Beogradu, Farmaceutski fakultet, Katedra za Organsku hemiju, Srbija

Izvod

Akrilamid je toksi¢no i verovatno kancerogeno jedinjenje koje nastaje termickim tretma- NAUCNI RAD

nom namirnica bogatih ugljenim hidratima na visokim temperaturama. U ovom radu pri-

kazana je unapredena metoda za ekstrakciju i kvantifikaciju akrilamida iz namirnica proiz- UDK 613.263:547-327:661.717.53:
vedenih na bazi kukuruznog brasna koje su zastupljene u nasoj tradicionalnoj ishrani. Deri- 543

vatizacija akrilamida sa bromom je izvedena sa smanjenom zapreminom zasi¢enog ras-
tvora bromne vode ¢ime je znaajno smanjena toksi¢nost ovog dela pripreme uzoraka.

Kvantifikacija je uradena osetljivom GC-MS metodom. Kvantifikaciji akrilamida GC-MS Hem. Ind. 70 (2) 209-215 (2016)
metodom predhodile su: homogenizacija uzorka, ekstrakcija akrilamida vodom, precisca-
vanje ekstrakta pomocu ekstrakcije na ¢vrstoj fazi, bromovanje (koristec¢i smanjenu zapre- doi: 10.2298/HEMIND150225027D

minu rastvora bromne vode), dehidrobromovanje sa natrijum-tiosulfatom i prevodenje
2,3-dibrompropenamida u 2-brompropenamid pomocu trietilamina. Kalibracija je vrsena u
opsegu koncentracija 5-80 pg/kg. Dobijena je sledeca jednacina prave y = 0,069x + 0,038
sa koeficijentom determinacije R*>0,999. Dobijena granica detekcije bila je 6,86 ug/kg, a
granica kvantifikacije 10,78 ug/kg. Takode, ispitana je i tathost metode a dobijene Reco-
very vrednosti bile su prosje¢no od 97 do 110%. PredloZzena GC—MS metoda je jednos-
tavna, pouzdana i precizna za odredivanje akrilamida u uzorcima termicki tretiranih namir-
nica. Dobijeni rezultati pokazuju da se u ispitivanim namirnicama kvantifikuje prisustvo
akrilamida u koncentracijama od 18 do 77 pg/kg u zavisnosti da li je namirnica priprem-
liena kuvanjem ili pec¢enjem.

Kljucne reci: akrilamid, optimizacija bromovanja, GC—MS metoda, termicki tretirane
namirnice.

Dostupno na Internetu sa adrese ¢asopisa: http://www.ache.org.rs/Hl/

Grupa istraZiva¢a Svedske Agencije za bezbednost NH;
hrane i Univerziteta u Stokholmu 2002. godine oba- /
vijestili su naucnu javnost da su kvantifikovali visoke
koncentracije akrilamida u termicki tretiranim namirni- s}
cama bogatim ugljenim hidratima, sto je privuklo veliku
paznju jer je akrilamid od strane medunarodne Agen-
cije za istrazivanje kancera (eng. International Agency
for Research on Cancer, IRAC) svrstan u grupu 2A kao
verovatno kancerogen za ljude [1,2].

Akrilamid (2-propenamid, slika 1) nastaje tokom ter-
mickih tretmana namirnica na visokim temperaturama
reakcijom izmedu redukujucih Secera i amino kiseline
asparagina takozvanom Maillard-ovom reakcijom.
Danas je pokrenuto nekoliko naucnih inicijativa da bi se
u potpunosti razumela njegova hemija i toksikologija,

Slika 1. Molekulska struktura akrilamida.
Figure 1. Molecular structure of acrylamide.

fokusirajuci se prvenstveno na njegove mehanizme
formiranja i mogucée posledice po ljude. Ispitivanja na
Zivotinjama su pokazala da visoke doze akrilamida (>
203 ug/kg) imaju nepozeljne efekte na razvojne funk-
cije u neonatalnom periodu kod glodara. S druge
strane, epidemioloske studije za razli¢ite vrste kancera
nijesu pokazale vezu izmedu ishranom uneSenog akril-
amida i pojave kancera [3,4]. Medutim, doslo se do
zakljucka da standardne epidemioloske studije imaju
nisku statisticku validnost kako bi se utvrdila poveza-
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Food Additives, JECFA) istakao je vaznost dobijanja Sto
viSe validnih podataka o sadrzaju akrilamida u namirni-
cama koje se konzumiraju u zemljama u razvoju kao
vredan instrument u obavljanju procene unosa, kako bi
se redukovala izloZenost ljudi [6].

Akrilamid nastaje u namirnicama tokom termickih
tretmana na visokim temperaturama kao $to je pecenje
ili przenje u ulju. Na formiranje akrilamida u namirni-
cama pored termickih tretmana utice i prisustvo amino
kiselina (asparagina) i redukujuéih Secera. Amino kise-
lina asparagin je glavni prekursor za nastajanje akril-
amida u prisustvu redukujucih Seéera. Medutim, neke
studije su pokazale da akrolein, akrilne kiseline i druge
amino kiseline kao $to su alanin i arginin su takode
mogudi prekursori nastanka akrilamida [5].

Poslednjih deset godina u svetu se intenzivno radi
na razvoju analitickih metoda za kvantifikaciju akril-
amida u razlic¢itim vrstama termicki tretiranih namirnica
koje su dominantno HPLC ili GC metode [9], kao i u
namirnicama koje nisu termicki tretirane, vodi za pice i
bioloSkom materijalu [7,8]. Prikaz GC i HPLC metoda,
kao i elektroforeckih metoda za odredivanje akrilamida
u razli¢itim uzorcima dat je u preglednom radu [10].
Pored toga, opisani su i razli¢iti postupci pripreme uzo-
raka kao Sto su ekstrakcija sa n-propanolom [11], eks-
trakcija sa n-heksanom i vodenim rastvorom natrijum-
-hlorida [12], ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (eng. Solid
Phase Exstaction — SPE) [13,14], ekstrakcija sa meta-
nolom, preciS¢avanje sa rastvorom Carrez | i Il [15], itd.
Za kvantifikaciju akrilamida pomodéu GC-MS (eng. gas
chromatography—mass spectrometry) ili LC-MS-MS
(eng. Liquid chromatography—tandem mass spectro-
metry) metode vecina istrazivaca predlaze pripremu
uzoraka u vise faza. Sve do sada publikovane GC-MS
metode za odredivanje akrilamida u namirnicama
mozemo podeliti u dve kategorije, one koje ukljucuju
derivatizaciju i one bez primene derivatizacije. Metode
za odredivanje akrilamida bez derivatizacije zahtevaju
dugotrajne ekstrakcije koje mogu trajati u nekim slu-
Cajevima i do deset dana [16]. Metode sa derivatiza-
cijom imaju prednosti jer omogucavaju kvantifikaciju
akrilamida i do nivoa tragova [17-19]. Medutim, deri-
vatizacija bromovanjem podrazumeva upotrebu broma
u laboratorijskom radu cije pare ako se udiSu mogu biti
opasne po analitiara, stoga, Cini se da brom treba
koristiti $to je moguce manje u laboratorijskim ekspe-
rimentima. Gasna hromatografija sa masenom spektro-
koriStenih za kvantifikaciju akrilamida u uzorcima Zivot-
nih namirnica [20].

Cilj ovog rada bio je da se unapredi GC—MS metoda
za odredivanje akrilamida iz termicki tretiranih namir-
nica. U tom cilju uradena je optimizacija postupka bro-
movanja ¢ime je potvrdeno da se sa manjim zapre-
minama broma mogu dobiti tacni i precizni rezultati.
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Postupak pripreme uzoraka podrazumevao je Cetiri faze
nakon Sega je primenjena GC-MS metoda. GC-MS
metoda je validirana i primenjena za analizu razlicitih
uzoraka.

EKSPERIMENTALNI DEO

Aparatura i reagensi

Za odredivanje akrilamida koris¢en je gasni hroma-
tograf Shimadzu GC—MS model QP2010 plus (Shimadzu
Inc., Koyoto, Japan), sa kapilarnom kolonom HP-5 MS
(30 mx0,25 mmx0,25 um, J&W Scientific, Folsom, CA,
USA). Obrada podataka i kontrola GC—MS sistema vrse-
na je pomocu softvera ,Lab solution” (Shimadzu Inc.,
Koyoto, Japan). Kao standard koriséen je rastvor akril-
amida (Cisto¢e > 99,8%) proizvodaca Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Kao interni standard koris¢en je ras-
tvor izotopa akrilamida — [**C5], koncentracije 1mg/ml u
metanolu (H,"*C="CH">CONH,) proizvodata Sigma—
—Aldrich, (St. Louis, MO, USA). Organski rastvaraci:
n-heksan, metanol, etil-acetat, kao i kalijum-bromid,
natrijum-tiosulfat, trietilamin i anhidrovani natrijum-
-sulfat takode su od proizvodaca Sigma—Aldrich (St.
Louis , MO, USA). KertridZi za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi
(SPE) su OASIS MCX 3cc (60 mg) i tecna faza OASIS HLB
6cc (200 mg) su od proizvodaca Waters Corporation
(Massachusetts, USA). Kalijum-bromid i natrijum-sulfat
su izareni na 600 °C u trajanju od 6 sati pomocu peci za
Zarenje (Carbolite Furnaces; Chelmsford/Esser, Eng-
land). Ostali reagensi su koristeni bez daljeg precis-
¢avanja.

Priprema rastvora

Osnovni standard akrilamida koncentracije 1 mg/ml
pripremljen je rastvaranjem u etil-acetatu. Radni ras-
tvor pripremljen je rastvaranjem osnovnog rastvora
standarda u opsegu koncentracija od 5 do 80 ug/dm3 u
etil-acetatu.

Interni standard izotopa akrilamida [13C3] koncen-
tracije 4 mg/dm’® dodat je ispitivanom uzorku u koli&ini
od 10 pl i dobijena je koncentracija internog standarda
od 40 pg/dm”.

Postupak optimizacije zapremine bromne vode u
postupku derivatizacije akrilamida

U ovoj fazi istrazivanja optimizirana je potrebna
koli¢ina broma za pripremu uzoraka. U cilju odredivanja
optimalne zapremine broma, vrSeno je opteredivanje
uzorka kukuruznog hleba koji je sadriao 29,5 pg/kg
akrilamida sa 40 pg akrilamida koji je pripremljen sa 5
razli¢itih zapremina bromne vode (1, 2, 5, 10 i 15 ml).
Kao odgovor, pracen je prinos ekstrakcije izrazen kao
Recovery vrednost. Dobijeni rezultati prikazani su u
tabeli 1.
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Tabela 1. Recovery vrednost za akrilamid u uzorku pripremljenom sa 5 razlicitih zapremina bromne vode
Table 1. Recovery value for acrylamide in a specimen prepared from 5 different brominated flame-volume water

Zapremina bromne vode, mL

Opseg Recovery vrijednosti, %

Srednja vrijednost za Recovery + SD, %

15 103,8-105,7

10 99,1-104,1
93,1-106,3
83,5-99,1
53,1-92,5

105,3+1,42
101,6+1,70
98,1+4,90
89,2+6,19
70,6%13,7

Postupak pripreme uzoraka

Akrilamid je kvantifikovan kao derivat 2-brom-
propen amida (2-BPA) po metodi Pittet i dr. [20] i Yong i
dr. [21] uz odredene modifikacije koje su uradene u
cilju unapredenja metode.

Prvo unapredenje jeste smanjena zapremina bromne
vode u fazi bromovanja. Drugo unapredenje sastoji se u
upotrebi SPE ekstrakcije umesto rastvora Carrez | i Il
kako je to bilo u predhodno publikovanoj metodi [20].

Kompletan postupak se sastoji iz Cetiri faze koje su u
ovom delu detaljno opisane. Uzorci koji su analizirani
bili su proizvodi na bazi kukuruznog brasna, prikupljeni
od strane sluzbe sanitarne inspekcije u okviru redovnog
sanitarnog nadzora nad kuhinjama decijih vrti¢ca u Pod-
gorici.

Faza 1. Homogenizacija i dodavanje internog stan-
darda: Izmeri se 20 g dobro homogenizovanog uzorka i
ostavi da bubri upijaju¢i 200 ml dejonizovane vode
(70£1 °C) u trajanju od najmanje 60 min. Smesa se
ponovo dobro izhomogenizuje pomoc¢u homogeniza-
tora Ultra-turrax (IKA-T25 Basel, Switzerland). 1 g
homogenizovane smese se prenese u kivetu za centri-
fugiranje, doda se 3 ml 2M NaCl i smesa se ponovo
homogenizuje. Zapremina od 10 pl internog standard
koncentracije 4 mg/dm’ izotopa [°C;] akrilamida doda
se u smesu i smeSa se homogenizuje na vorteks mik-
seru (Stuart Scientific, Manchester, England) u toku 1
min. U sme3u se doda 40 ug/kg odnosno 40 ng/g inter-
nog standarda.

Faza 2. PreciS¢avanje: SmesSa koja sadrZi interni
standard centrifugira se na 10000 obrtaja pomocu
centrifuge (Sigma, Gillingham Dorset, UK) u trajanju od
30 min. Dobijeni supernatant se profiltrira kroz stakleni
filter pora 0,45um (Witeg Labortechnik GmbH, Ger-
many) kako bi se izdvojila eventualno zaostala mast.
Kolone za ekstrakciju na cvrstoj fazi (HLB, MCX)
kondicioniraju se najprije sa 3 ml metanola zatim sa 3
ml vode. Nakon kondicioniranja, na kolonu se nanosi
uzorak filtrata, a zatim se vrsi eluiranje sa 50 ml dejoni-
zovane vode. U eluat se zatim doda 7,5 g kalijum-bro-
mida cCija je pH vrednost podesena na pH 2,0 doda-
vanjem oko 15 kapi 47% bromovodonicne kiseline.

Faza 3. Bromovanje: Ekstraktima uzoraka se uz
mesanje doda po 2 ml zasi¢enog rastvora bromne vode

(1,6 vol.%). Uzorci se Cuvaju na 0 °C u trajanju od 24 h
kako bi se zavrsila reakcija bromovanja.

Faza 4. Finalno precis¢avanje za GC—MS odrediva-
nje: Nakon zavrsetka reakcije bromovanja visak broma
ukloni se dodavanjem 5 kapi 1 M natrijum-tiosulfata
dok nestane Zuta boja. Zatim se doda po 10 g anhidro-
vanog natrijum-sulfata i smesa se dobro izmesa. Smesa
se prenese u levak za odvajanje zapremine 250 ml,
doda se 20 ml smese etil-acetat/heksan (4:1, V/V) i
dobro se izmeSa. Organska faza se zatim prenese u
kivetu za centrifugiranje u kojoj je odmereno 4 g anhid-
rovanog natrijum-sulfata. Ovaj korak se ponovi dva
puta sa po 20 ml smeSe etil-acetat/heksan (4:1, V/V).
Smesa se centrifugira i dekantuje kroz stakleni filter
papir i upari do suva pomocu rotacionog vakum upari-
vaca (Rotavapor R-124; Buchi, Switzerland). Suvi osta-
tak se rastvori u 50 pl trietilamina i 450 ul etil-acetata.
Pripremljeni ekstrakti se ¢uvaju u zamrzivac¢u na —20 °C
do GC—-MS analize.

Postupak GC-MS analize

Nakon stabilizovanja GC—MS sistema uradi se kalib-
racija. Svi potrebni parametri (vremenske funkcije,
izbor metode izraCunavanja, atenuacije i dr.) unesu se
softverskom metodom koja omogucéava pracenje raz-
dvajanja akrilamida. Hromatografski uslovi su navedeni
u tabeli 2.

Tabela 2. Uslovi hromatografskog postupka
Table 2. Terms chromatographic procedure

Mobilna faza He, 99,999% (1,6 ml/min)
50-240 °C (5 °C/min); 8 min

200 °C, splitles mod

Temperaturni program
Temperatura injektora

Statisticka analiza

Za statisticku obradu podataka koriséeni su prog-
rami Microsoft Office Excel i Statistica. Primijenjene su
regresiona i korelaciona analiza.

REZULTATI | DISKUSIJA

Za odredivanje sadrzaja akrilamida u termicki treti-
ranim uzorcima proizvedenim na bazi kukuruznog
brasna primenjena je GC—-MS metoda. Kao $to je nave-
deno u uvodu, cilj je bio da se razvije metoda koja ¢ée
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biti brza i ekonomicnija od uobicajenih metoda i koja ¢e
zahtevati manju koli¢inu broma za fazu derivatizacije
akrilamida. 1z tog razloga, uradena je optimizacija
bromovanja prema proceduri opisanoj u Eksperimen-
talnom delu, a koris¢ene zapremine bromne vode, kao i
dobijeni rezultati za Recovery vrednosti prikazane su u
tabeli 1.

Na osnovu rezultata zakljuceno je sledeée: srednja
Recovery vrednost za 1 ml bromne vode bila je 70,6%
Sto je dosta nisko dok je Recovery vrednost za zapre-
minu bromne vode od 2 ml, bio prihvatljivih 89,2%.
Dalje povecanje zapremine bromne vode dovodi do
povecanja Recovery vrednosti, ali kako su sa zapre-
minom od 2 ml bromne vode dobijene reproduktivne
vrednosti sa zadovoljavaju¢om Recovery zakljuceno je
da nije potrebno raditi sa ve¢im zapreminama. Za izvo-
denje ekstrakcije akrilamida iz razli¢itih vrsta namirnica,
drugi istrazivaci koristili su 15 ml bromne vode [2,7,18—
—21]. Na ovaj nacin postignuto je znacajno unapredenje
s obzirom na ¢injenicu da je ovaj reagens toksi¢an za
okolinu.

Pouzdanost metode je testirana kvantifikacijom
akrilamida u 6 ponavljanja, a nakon tog procesa, dalje
je vrSena validacija metode i odredivanje akrilamida u
ostalim uzorcima.

Validacija metode

Pod zadatim hromatografskim uslovima snimljeni su
maseni spektri za 2-BPA i 2-BP[C5] A koji su prikazani
na slici 2.

Dalje, uradena je verifikacija vrednosti LoD i LoQ. Za
verifikaciju LoD i LoQ pripremljen je radni standard
(vestatki uzorak) koji sadrzi 5 pg kg™ akrilamida. Dobi-
jeni rezultati prikazani su u tabeli 3.

Tabela 3. Verifikacija granice detekcije i granice kvantifikacije
Table 3. Verification of limits of detection and limit of
quantification

Parametar Koncentracija, pug/kg
Radni rastvor akrilamida 4,46
koncentracije 5 ug/kg 5,54

5,53

5.58

5,54

4.44
X 5,18
RSD 0,56

Vrednosti LoD i LoQ izra¢unate su primjenom for-
mula (1) i (2):

LoD = X, + 3SD = 5,18 ug/kg + 3x0,56 = 6,86 pug/kg (1)

LoQ = X, + 10SD = 5,18 pg/kg + 10x0,56 =
= 10,78 pg/kg (2)

U narednoj fazi uradena je procjena linearnosti
metode. Zavisnost odnosa povrsina pikova m/z 151 i
154) i koncentracije akrilamida ispitana je regresionom
analizom i dobijena je linearna kalibraciona kriva sa

l-ff:;--'!ll\,l:sl-- 0 01 HNE BTN reEny, Eod S4F g 1 e B ad RS 2T EM A
10 lCJH"—H o]+
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Slika 2. GC=MS spektri za: a) 2-brompropenamid (2-BPA) i b) 2-BP[>C;]A.
Figure 2. GC—MS spectra of a) 2-brompropenamid (2-BPA) and b) 2-BP[13C3]A.
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koeficjentom determinacije R* > 0,999. Kalibracija je
vriena u opsegu koncentracija od 5-80 pg/kg (5, 20, 40,
60 i 80 pg/kg) i dobijena je jednacina prave: Y = 0,069x
+0,038.

Tacnost metode procenjena je na taj nacin Sto je
uzorak kukuruznog hleba koji je sadriao 29,5 pg/kg
akrilamida opterecen sa 10, 20 i 40 pg/kg akriamida i
dobijene vrijednosti su prikazane u tabeli 4. Vrijednosti
dobijene iz Sest paralelno uradenih ekstarkcija kvanti-
tativno su obradene GC—-MS postupkom.

Vrijednosti za Recovery dobijene za tri nivoa kon-
centracija potvrduju da je metoda tacna. Dobijeni
rezultati za ispitivane parametre validacije potvrduju
pouzdanost metode pa je validirana GC-MS metoda
primenjena za odredivanje sadrzaja akrilamida u izabra-
nim namirnicama proizvedenim na bazi kukuruznog
brasna kao Sto su kukuruzni hleb, kornfleks, palenta,
projice sa sirom i projice sa sirom i spanaéem. U tabeli 5

prikazana je koncentracija akrilamida u ispitivanim
namirnicama. Rezultati ispitivanja pokazuju da je akril-
amid detektovan u svim uzorcima, minimalna vrednost
akrilamida (18,1 ug/kg) je detektovana je kod palente, a
maksimana (77,5 pg/kg) kod kornfleksa. Ove vrijednosti
su znacajno nize nego kod namirnica proizvedenih
dominantno od psenicnog brasna Sto je posledica sma-
njenog sadrzaja sirovih proteina u kukuruznom brasnu,
pa je i mogucénost sinteze akrilamida manja.

ZAKLJUCAK

U ovom radu prikazana je GC-MS metoda za odre-
divanje sadrzaja akrilamida u termicki tretiranim namir-
nicama. U radu je opisano unapredenje faze bromo-
vanja u smislu smanjenja upotrebe reagensa koji se
smatra toksi¢nim. Takode, primenjena je SPE metoda u
fazi pripreme uzorka ¢ime je postupak znacajno pojed-

Tabela 4. Recovery vrednost za akrilamid u opterecenim uzorcima kukuruznog hleba

Tabled. Recovery value for acrylamide in loaded samples cornbread

Pocetna konc. AA, mg/kg Dodata koli¢na AA, mg/kg

Dobijena konc. AA, mg/kg

Ocekivana konc. AA, mg/kg Tacnost, %

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
€y =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
€y =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
€y =29,5 97,1

Tabela 5. Koncentracija akrilamida u ispitivanim namirnicama
Table 5. The concentration of acrylamide in foods tested

Uzorak Broj uzoraka Opseg konc. akrilamida, ug kg_1 Sradnja vrijednostSD, , ug kg_1 SD/%
Kukuruzni hleb 13 26,7-31,5 27,0+1,7 1,7
Kornfleks 7 69,0-77,5 72,8+4,2 4,2
Palenta 5 18,1-23,8 20,4+1,9 1,9
Projice sa sirom i spanaéem 8 29,0-35,8 31,6+2,3 2,3
Projice sa sirom 9 27,9-35,0 31,1+2,4 2,4
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nostavljen i veoma je prihvatljiv za prakti¢nu primenu.
GC-MS metoda je validirana sa limitom detekcije 6,86
ug/kg ¢ime je potvrdena i njena osetljivost. Na kraju,
metoda je uspeSno primenjena za ispitivanje sadrzaja
akrilamida u razli¢itim uzorcima kao sto su krompir,

Cips,

hleb, itd.
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SUMMARY

QUANTIFICATION OF ACRYLAMIDE IN FOODS SELECTED BY USING GAS CHROMATOGRAPHY TANDEM MASS

SPECTROMETRY

Veselin M. Deleviél, Refik M. Zejnilovic’z, Biljana S. JanEié-StojanoviéS, Brizita I. Dordevic’4, Zorana N. Tokic’s,

Milica D. Zrni¢-Ciri¢*, lvan M. Stankovi¢*

!Institute of Public Health, Podgorica, Montenegro
zFacuIty of Pharmacy, Podgorica, Montenegro

3Department of of Drug Analysis, Faculty of Pharmacy, University of Belgrade, Belgrade, Serbia
*Department of Bromatology, Faculty of Pharmacy, University of Belgrade, Belgrade, Serbia
*Department of Organic Chemistry, Faculty of Pharmacy, University of Belgrade, Belgrade, Serbia

(Scientific paper)

Acrylamide is toxic and probably carcinogenic compound, made as a result of
high-temperature thermal treatment of carbohydrate-rich foodstuffs. In this
article a method is improved for the extraction and quantitation of acrylamide in
foods produced based on corn flour that are represented in our traditional diet.
Acrylamide extraction was carried out using reduced volume of saturated solution
of bromine water and the GC—MS method for the quantification was shown.
Quantification of acrylamide was preceded by: sample homogenization, acryl-
amide extraction using water, extract purification using solid phase extraction,
bromination, using a reduced volume of bromine water solution, dehydrobrom-
ination with sodium thiosulfate and transformation of dibromopropenamide in
2,3,2-bromopropenamide using triethylamine. Regression and correlation analysis
were applied for the probability level of 0.05. Calibration is performed in the
concentration range 5-80 ug/kg with a detection limit 6.86 mg/kg and the limits
of quantification 10.78 ug/kg and the coefficient of determination R* > 0.999.
Calibration curve was obtained: y = 0.069x + 0.038. Recovery values were an
average from 97 to 110%. Proposed GC—MS method is simple, precise and reliable
for the determination of acrylamide in the samples of thermal treated foods. Our
results show that the tested foods quantify the presence of acrylamide in concen-
trations of 18 to 77 mg/kg acrylamide depending on whether the food was pre-
pared by cooking or baking.

Keywords: Acrylamide e Foods ¢ GC-MS
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