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Rezime

Akrilamid (2-propenamid) je toksi¢no i potencijalno karcinogeno jedinjenje po ¢ovjeka do Cijeg
formiranja dolazi termickim tretmanom namirnica sa visokim sadrzajem ugljenih hidrata. Glavni
mehanizam formiranja akrilamida je Maillardova reakcija izmedu redukujuéih Secera i

aminokiseline asparagina na temperaturama ve¢im od 120 °C.

Medu prehrambenim proizvodima sa visokim sadrzajem ugljenih hidrata, najveéi izvor
akrilamida su pomfrit, Cips, tost hljeb, kao i razne vrste keksa i biskvita. U radu je analiziran
keks u kome je tokom industrijske pripreme kao pekarski agens koriSten amonijum-
hidrogenkarbonat. Upotreba amonijum-hidrogenkarbonata kao pekarskog agensa u industrijskim

prehrambenim proizvodima od braSna moZe povecati nivo akrilamida i do 60%.

U radu je izvrSeno ispitivanje uzoraka gasnohromatografskom-masenospektrometrijskom (GC-
MS) metodom. U prvom dijelu eksperimentalnog dijela rada predlozena je priprema uzroka bez
prethodne derivatizacije. Akrilamid je detektovan kao 2-propenamid sa retencionim vremenom
4,56 min, a glavni fragmentacioni joni za identifikaciju 2-propenamida imali su su m/z
vrijednosti 55 i 71. U drugom dijelu rada predlozena je metoda derivatizacije bromovanjem
dvostruke veze akrilamida u cilju dobijanja manje polarnog jedinjenja ve¢e molekulske mase.
Akrilamid je detektovan kao 2-brompropenamid sa retencionim vremenom 6,55 min. Glavni
fragmentacioni joni za detekciju 2-brompropenamida imali su vrijednosti 149 i 70. U oba slucaja
uradene su dvije paralelne ekstrakcije sa dva uzorka. U jedan uzorak je dodato 10 ug akrilamida

(tzv. spike) kako bi se utvrdila efikasnost primjenjenih metoda ekstrakcije.
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Abstract

Acrylamide (2-propenamide) is toxic and potentially human carcinogenic compound
formed in heat-treated food products with high amount of carbohydrates. The main mechanism
of acrylamide formation is Maillard reaction between reducing sugars and amino acid asparagine

at the temperatures higher than 120 °C.

Among the food products with high levels of carbohydrates, the main source of
acrylamide are potato products, toasted bread as well as different types of biscuits. In this paper
were analyzed biscuits in which ammonium hydrogen carbonate was used as a baking agent.
Adding ammonium hydrogen carbonate to industrial flour-based food products can increase

acrylamide levels up to 60%.

Biscuit samples were analyzed by Gas Chromatography - Mass Spectrometry method
(GC-MS). The samples were first analyzed without previous derivatization. Acrylamide was
detected as 2-propenamide with retention time 4.56 min. Main fragmentation ions for detection
of 2-propenamide were m/z 55 and 71. Extraction with additional derivatization of the
acrylamide in samples was also preformed, in order to get less polar compound with higher
molar mass. The derivatization was performed by bromination reaction of double bond of
acrylamide. Acrylamide was detected as 2-brompropenamide with retention time 6.55. Main

fragmentation ions for detection of 2-brompropenamide were m/z 149 and 70.

Two parallel extractions were performed. In one sample was added 10 pg of acrylamide

(spiked sample) in order to determine the effectiveness of the methods used.
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1. Uvod

Prisustvo akrilamida u namirnicama potvrdeno je 2002. godine od strane grupe
istrazivada Svedske nacionalne administracije za hranu — SNFA (Swedish National Food
Administration) i Univerziteta u Stokholmu. IstaZivanje je prvobitno sprovedeno kako bi se
utvrdilo porijeklo akrilamida u krvi radnika na izgradnji tunela u Svedskoj koji nisu bili
profesionalno izlozeni akrilamidu, $to je dovelo do pretpostavke da bi hrana koju su radnici

konzumirali mogla sadrzavati akrilamid u sebi.

Navedena pretpostavka dovela je do otkrica da do formiranja akrilamida dolazi
tretiranjem namirnica sa visokim sadrzajem ugljenih hidrata na visokim temperaturama.
Akrilamid nije pronaden u sirovim namirnicama sa visokim sadrzajem ugljenih hidrata, ve¢ je
ustanovljeno da isklju¢ivo termickim tretmanom poput przZenja, pecenja i tostiranja dolazi do

njegovog formiranja (Tareke, 2002).

Otkric¢e akrilamida u namirnicama podstaklo je dalja istrazivanja buduéi da je akrilamid
klasifikovan kao potencijalni humani karcinogen od strane medunarodne Agencije za istraZivanje
karcinoma (eng. International Agency for Research on Cancer, IARC). Nakon izvjeStaja SNFA
pokrenut je veliki broj istrazivackih aktivnosti o mehanizmu nastanka akrilamida, efektima

pripreme namirnica i ostalih faktora koji uti¢u na sintezu akrilamida u raznim vrstama namirnica.

Do formiranja akrilamida dolazi u industrijskim proizvodima, kao i u namirnicama
pripremljenim u domacéinstvu. Tokom proizvodnje ili pripreme namirnica Maillardova reakcija
predstavlja jedan od glavnih mehanizama nastajanja akrilamida. Po Maillardovoj reakciji, do
formiranja akrilamida u termicki tretiranim namirnicama dolazi usljed reakcije aminokiselina i
redukuju¢ih Seéera na temperaturama visim od 120 °C (Stadler i sar., 2002). Glavna
aminokiselina koja ucestvuje u Maillardovoj reakciji i daje najveée prinose akrilamida je

asparagin.



Akrilamid je prisutan u velikom broju namirnica koje se svakodnevno konzumiraju, a
medu razli¢itim vrstama prehrambenih proizvoda u kojima se nalazi akrilamid, u najcesce
konzumirane spadaju proizvodi od zitarica, proizvodi od krompira, kafa, kao i razne vrste keksa i
biskvita. U radu su ispitivani uzorci keksa na prisustvo akrilamida proizvedeni u Bosni i
Hercegovini. Prilikom industrijske proizvodnje uzoraka keksa, kao pekarski agens koristen je

amonijum-hidrogenkarbonat.

Upotreba amonijum-hidrogenkarbonata kao pekarskog agensa u industrijskim
proizvodima od brasna moze znacajno povecati nivo akrilamida (Amrein, 2004). Prema
preporukama Evropske Komisije indikativne vrijednosti za akrilamid u keksu i biskvitima u
2013. godini iznosile su 500 pg/kg, dok je u 2017. godini ova vrijednost redukovana na 350
Mg/kg. Indikativne vrijednosti ne ¢ine nuzno siguronosni prag, veé¢ ukazuju na potrebu za
redukovanjem nivoa akrilamida u hrani kontrolisanjem procesa proizvodnje i ublazavanjem

faktora koji uti¢u na njegovo formiranje.

Za odredivanje akrilamida u namirnicama gdje je prisutan u niskim koncentracijama
preporucuju se metode hromatografije sa detektorima odgovarajuce osjetljivosti. U radu je
analiziran keks gasnohromatografskom-masenospektrometrijskom metodom (GC-MS). Priprema
uzoraka za analizu podrazumijevala je derivatizaciju, odnosno bromovanje dvostruke veze
akrilamida u cilju dobijanja nepolarnijeg jedinjenja veée molekulske mase. Bromovani

akrilamid, 2-brompropenamid identifikovan je na osnovu karakteristicnih m/z vrijednosti.



2. Teorijski dio

2.1. Hemija akrilamida

Akrilamid (2-propenamid) je organsko jedinjenje, kristalne strukture bijele boje.
KarakteriSe ga mala molekulska masa (71,08 g/mol), visoka temperatura topljenja (84-85 °C) te
odli¢na rastvorljivost u vodi (216 g / 100 g vode na 30 °C).

Akrilamid posjeduje dvije funkcionalne grupe, amidnu grupu i reaktivnu elektron-
deficitarnu dvostruku vezu. Za elektron deficitarnu grupa karakteristi¢ne su nukleofilne reakcije
adicije sa amonijakom, aminima, bisulfitma, hlorom, bromom i fosforom. Amidna grupa
akrilamida podlijeze reakcijama hidrolize, dehidratacije 1 kondenzacije sa aldehidima
(Habermann, 2002).

O

N NH,

Slika 1. Hemijska struktura molekule akrilamida

(preuzeto sa https://en.wikipedia.org/wiki/Acrylamide)

Stabilnost akrilamida i njegova reaktivnost sa razli¢itim nukleofilima porijeklom iz
namirnica prouc¢avana su od strane Adamsa i saradnika (2010). Dobijeni rezultati istrazivanja
pokazuju da je akrilamid stabilan u vodenim rastvorima. Vrsta pufera i pH vrijednosti imaju
znaCajan uticaj na smanjenje nivoa slobodnog akrilamida. Na nivo slobodnog akrilamida
znacajno uti¢u i amino-kiseline sa nukleofilnim bo¢nim lancom poput cistenina, arginina, serina i
lizina. Najveca reaktivnost slobodnog akrilamida zapaZena je kod cisteina, pri ¢emu kao

proizvod adicije nastaje monoadicioni proizvod cistein-S-propanamid.


https://en.wikipedia.org/wiki/Acrylamide

Akrilamid se komercijalno upotrebljava za sintezu poliakrilamida. Polimerizovani
akrilamid ima Siroku upotrebu u tretmanu otpadnih voda, kozmetici, papirnoj i tekstilnoj
industriji, te za laboratorijsko dobijanje gelova za elektroforezu. Akrilamid se koristi u
istrazivackom radu pri selektivnoj modifikaciji SH grupa proteina i floroscentnim odredivanjima

triptofanskih ostataka u proteinima (Mottram, 2008).

Rastvorljivost akrilamida u razli¢itim rastvara¢ima znacajno varira. Dobro se rastvara u

polarnim rastvaraCima, a najvecu rastvorljivost ima u vodi (Tabela 1).

Tabela 1. Rastvorljivost akrilamida u razli¢itim rastvara¢ima (Habermann, 2000)

Rastvaraé 9/100 mL na 30 °C
Voda 215,5
Metanol 155
Dimetilsulfoksid 124
Dimetilformamid 119
Etanol 86,2
Aceton 63,1
Piridin 61,9
Acetonitril 39,6
Etilen glikol monobutil eter | 31
Dioksan 30
Etil-acetat 12,6
Hloroform 2,66
1,2-Dihloretan 1,50
Benzen 0,35
Ugljen-tetrahlorid 0,039
n-Heptan 0,0068




2.2. Toksikologija akrilamida

Akrilamid je jedinjenje sa potencijalom da izazove niz toksi¢nih efekata. U toksi¢na
dejstva akrilamida spadaju neurotoksi¢nost, genotoksi¢nost, reproduktivna toksi¢nost kao i
potencijalno karcinogena svojstva (IARC, 1994). Polimeri akrilamida pokazuju slabo toksi¢ne

osobine.

Pomocu citohroma P450 akrilamid se transformise u Svoj toksi¢ni metabolit glicidamid
koji ispoljava genotoksi¢na dejstva u organizmu. Akrilamid i glicidamid podlijezu reakcijama
nukleofilne adicije sa amino- ili sulfhidrilnom (-SH) grupom proteina. U odnosu na glicidamid,
akrilamid pokazuje relativno vecu reaktivnost sa SH grupom proteina i nisku reaktivnost sa
DNK, dok glicidamid formira adukte sa amino-grupom iz DNK (Torngvist, 2005). Sam
akrilamid ne ispoljava mutagena dejstva u bioloski znacajnim koncentracijama, dok njegov

metabolit pokazuje pozitivne rezultate na mutagenost (Lineback, 2012).

Neurotoksi¢ni efekti akrilamida su najopsezZnije ispitivani budu¢i da su neurotoksi¢ni
efekti akrilamida zapazeni i kod laboratorijskih Zivotinja, kao i kod ljudi koji su profesionalno
bili izlozeni akrilamidu (LoPachin, 2004).

U ogledima sprovedenim na eksperimentalnim zivotinjama, akrilamid dovodi do reakcije
razmjene adenina sa guaninom i guanina sa citozinom u molekuli DNK, dovode¢i do malignih
oboljenja $titne zlijezde, testisa, plu¢a i mozga zivotinja. Karcinogeni efekti akrilamida dokazani
na eksperimentalnim zivotinjama za sada nisu dokazani na epidemioloSkim studijama kod ljudi.
Uprkos tome, akrilamid je ostao na listi potencijalnih humanih karcinogena formiranoj od strane

Medunarodne agencije za istrazivanje karcinoma (Delevi¢, 2015).

S obzirom na potencijalne karcinogene uc¢inke akrilamida, izloZenost akrilamidu putem
hrane zabrinjavajuca je za sve starosne grupe, ali su djeca zbog svoje male tjelesne mase
naizlozenija grupa. Zbog neurotoksicnih i potencijalno karcinogenih svojstava, nivo akrilamida u

hrani je potrebno svesti na Sto manju mogucu mjeru.



2.3. Mehanizmi formiranja akrilamida u namirnicama

Nakon $to je otkriveno prisustvo akrilamida u termicki tretiranim namirnicama, uradene
su opsezne studije kako bi se odredili glavni prekursori reakcije i razjasnio njen mehanizam. Prvi
pretpostavljeni mehanizam formiranja akrilamida je Maillardova reakcija, u kojoj klju¢nu ulogu
ima aminokiselina asparagin (Stadler i sar., 2002). lako temperaturno indukovane reakcije
dekarboksilacije i deaminacije samog asparagina mogu dovesti do formiranja akrilamida,
odredene studije sugeriSu da prisustvo redukujué¢ih Secera ima kljuénu ulogu u prevodenju

asparagina u akrilamid (Yayalayan, 2003).

Prvi publikovani radovi o mehanizmima formiranja akrilamida dekarboksilacijom
asparagina pod uticajem redukujuéih Secera imali su razliCite pretpostavke. Prema Mottramu i
saradnicima (2002) oksidativna dekarboksilacija odnosno Streckerova degradacija je klju¢ni
korak u formiranju akrilamida. Ipak, na ovaj nacin ne dolazi samo do dekarboksilacije
asparagina, nego istovremeno dolazi do oksidacije i nastanka Streckerovog aldehida koji je dalje
potrebno redukovati i dehidrovati kako bi doslo do formiranja akrilamida (Yayalayan i Stadler,
2005).

PredloZzeni mehanizam Stadlera i saradnika pretpostavlja da je inicijalni proizvod nastao
reakcijom asparagina i redukujucih Secera N-glikozid direktni prekursor akrilamida koji dovodi
do stvaranja akrilamida u visokim koncentracijama. Prvi detaljni mehanizam nastanka
akrilamida iz N-glikozilasparagina predlozili su Yayalayan i saradnici (2005). Predlozeni
mehanizam se zasniva na sposobnosti imina formiranih reakcijom aminokiseline i aldehida da
podlijezu intramolekulskoj ciklizaciji. Reakcije intramolekulske ciklizacije i dekarboksilacije
dalje dovode do Amadori premjestanja i proizvoda koji generise akrilamid na visokim

temperaturama (Yayalayan i Stadler, 2005).

Suprotno tome u Zyzak i saradnici (2003) su potvrdili da dekarboksilacija nije klju¢ni
korak u procesu formiranja akrilamida. Navedena studija pretpostavlja da do formiranja

akrilamida dolazi reakcijom izmedu karbonilne grupe Sifove baze 1 asparagina, na visokim



temperaturama pri ¢emu dokazi do nastanka 3-amniopropionamida koji se dalje razlaze na

amonijak i akrilamid.

Dekarboksilacij/ Asparagin Karbonilno jedinjenje

i
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NH, COOH OH
)V/ )\/\
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o Z o}
Akrilamid Aminoketon

Slika 2. Moguc¢i nacini formiranja akrilamida (Delevi¢, 2015)

Mehanizam nastajanja akrilamida putem akroleina u namirnicama bogatim lipidima,
predlozen je od strane Yashura i saradnika (2003). Prema predlozenom mehanizmu, visoke
koncentracije akrilamida se stvaraju reakcijom amonijaka i akroleina na temperaturama visim od

180 °C. Akrolein nastaje degradacijom lipida (triacilglicerola), dok se amonijak stvara



Streckerovom degradacijom ili deaminacijom aminokiselina. Oksidacijom akroleina nastaje

akrilna kiselina koja dalje reaguje sa amonijakom i formira akrilamid (Yashuara, 2003).

lako reakcije izmedu aminokiselina i redukuju¢ih Secera predstavljaju dominantnu
hemijsku reakciju nastanka akrilamida, predlozeni su mnogi alternativni putevi formiranja
akrilamida prikazani na Slici 3. Jo$§ uvijek nije moguce istaknuti odreden hemijski mehanizam
kao tacan, te se za sada samo mogu pretpostaviti odredeni putevi koji ukljucuju reakcije izmedu

ugljenih hidrata, aminokiselina, lipida i ostalih gradivnih komponenti namirnica.

Masne kiseline Aspartat Serin
Karnozin Cistein
B-alann
Glcerol
\ ¥ L J
Akrokin v — Piruvetna kiselina

Akrina kiselina

AKRILAMID

3-Aminopropanamid

2\ J

ASPARAGIN

Slika 3. Osnovni putevi formiranja akrilamida (Eriksson, 2005)



2.4. Akrilamid u namirnicama

Akrilamid je prisutan u razli¢itim vrstama prehrambenih proizvoda, kao §to su proizvodi
od zitarica, proizvodi od krompira, kafa i dr. Najvece koncentracije akrilamida pronadene su u
pomfritu, Cipsu, hljebu, pecivima i kafi. Sadrzaj namirnica u razliitim grupama namirnica

prikazan je u tabeli 2.

Tabela 2. Sadrzaj akrilamida u razli¢itim grupama namirnica (EFSA Journal, 2012)

Vrsta namirnice Broj Srednja vrijednost CV%
uzoraka konc. AA (ug/kg)
Zitarice i proizvodi od Zitarica 11327 366 151
Hljeb i peciva 5145 446 130
Keks 4980 350 162
Zitarice za dorudak 1130 96 131
Pica 85 33 270
Riba i morski plodovi 107 25 180
Meso i iznutrice 325 19 174
Mijeko i mlije¢ni proizvodi 147 5,8 119
Kostunjavo voce i sjemenke 203 84 233
Proizvodi od krompira 10077 477 108
Peceni krompir 99 169 150
Krompirov ¢ips 3555 752 73
Pomffrit 6309 334 128
Kafa i ¢aj 1455 509 120
Kafa (kuvana) 93 13 100
Kafa (sirova,pecena) 709 288 51
Kafa bez kofeina 34 688 169
Ekstrakti kafe 119 1100 93
Zamjena za kafu 368 845 90
Zeleni ¢aj (pecen) 101 306 69
Kakao proizvodi 23 220 111
Seéer i med 113 24 87
Povrée 193 17 206
Preradeno i suseno voce 49 131 125
Alkoholna pica 99 6,6 147
Infant formula 117 <5 82
Hrana za bebe (u prahu) 24 16 73
Hrana za bebe (keks) 32 181 106




2.5. Akrilamid u industrijskim prehrambenim proizvodima od brasna

U industrijske prehrambene proizvode od brasna spadaju svi proizvodi na bazi brasna
podvrgnuti procesu pecenja kao Sto je hljeb i pekarski proizvodi, keks, biskviti, krekeri, vafli i
sli¢ni proizvodi koji se medusobno razlikuju u sastavu i nac¢inu proizvodnje (Mesias i Morales,
2016).

Visoke temperature pripreme namirnica pri uslovima smanjenje vlaznosti pokrecu niz
hemijskih reakcija izmedu sastojaka, $§to za posljedicu ima formiranje razli¢itih hemijskih
jedinjenja u gotovom proizvodu. Ovakav nacin pripreme uti¢e na poboljSanje teksture i
organolepti¢kih osobina gotovog proizvoda ali i na formiranje toksi¢nih jedinjenja poput
akrilamida (Mesias i Morales, 2016).

Prehrambeni proizvodi na bazi brasna se svakodnevno konzumiraju, posebno od strane
djece i adolescenata. Zastupljenost akrilamida u Sirokom spektru svakodnevno konzumiranih
namirnicama smatra se zabrinjavajué¢im, zbog ¢ega je potrebno eliminisati $to vise faktora koji
uti¢u na njegovo formiranje, kako prilikom industrijske proizvodnje, tako i prilikom pripreme

namirnica u domacinstvu.

Zbog svojih toksi¢nih i potencijalno karcinogenih osobina, odredivanje koncentracija
akrilamida u namirnicama i njegova zastupljenost u namirnicama postali su predmet intenzivnog

istrazivanja tokom poslednjih godina (Murkovic, 2004; Razia, 2016; Negoita, 2016).

U Tabeli 2 prikazane su koncentracije akrilamida u razli¢itim vrstama prehrambenih

proizvoda od brasna.

Prema podacima EFSA (engl. European Food Safety Authority) industrijski prehrambeni
proizvodi od brasna doprinose 20-60% ukupnom dnevnom unosu akrilamida, sto podrazumijeva
0,13-0,31 pg/kg tjelesne mase kod odraslih i 0,55-0,75ug/kg kod djece i adolescenata (EFSA,
2012).
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Tabela 3. Podaci o sadrzaju akrilamida u proizvodima od brasna na osnovu izvjestaja navedenih

u literaturi (Mesias, Morales, 2016)

\Vrsta namirnice

Akrilamid (ug/kg)

Hljeb

5-16
4-90
<10-152
27-36
35-110
<30-160

Hrskavi hljeb

<30-430
<65-1480
65-1271
152-1546
422-908
<30-151

Keks od dumbira

260-1410
108-1697
196-280

Tost hljeb

<30-1430
<10-107
16-154

Biskviti

<30-700
20-1514
<10-1060
<68-1150
47-370
104
<30-2085
697

Keks

400
40-350
42-250

Krekeri

80-420
566-2017
197-328
15-1040
<30-296
39-510

Kolaci i1 deserti

12
26
20-200
48-672

Nivo akrilamida u proizvodima od brasna moze znacajno oscilirati. Koncentracija

akrilamida u odredenom proizvodu najviSe zavisi od hemijskog sastava proizvoda i uslova

termickog tretmana.
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2.6. Faktori koji uticu na formiranje akrilamida u industrijskim
prehrambenim proizvodima od brasna

U industrijskim prehrambenim proizvodima od braSna, pretpostavljeni mehanizam
formiranja akrilamida je Maillardova reakcija redukuju¢ih Secera i aminokiselina pri visokim
tempearturama. Tokom mnogih procesa pripreme namirnica, Maillardova reakcija je dominantan
hemijski proces koji formira boju, ukus i teksturu namirnice. lako je kombinacija temperature,
vlaznosti 1 vremena zagrijavanja od klju¢nog znacaja kada je u pitanju formiranje akrilamida,
postoje mnogi drugi faktori koji mogu znacéajno uticati na koncentraciju akrilamida u proizvodu
(Meisas i Morales, 2016).

2.6.1. Asparagin

Asparagin se smatra glavnim prekursorom u reakciji formiranja akrilamida u hrani. U
prehrambenim proizvodima glavni izvor slobodnog asparagina je brasno. SniZzavanjem nivoa
slobodnog asparagina postizu se znacajno nize koncentracije akrilamida. Jedna od predloZenih
metoda sniZzavanja sadrZaja asparagina u brasnu je dodavanje enzima asparaginaze. Asparaginaza
prevodi asparagin u asparaginsku kiselinu, te se na taj nacin snizava njegov sadrzaj u brasnu i
onemogucava njegovu dalju redukciju do akrilamida (Whitehurst i Oort, 2010). Dvovalentni
metalni joni (Ca%*, Mg?") su takode efikasni u vezivanju slobodnog asparagina tako §to sa

asparaginom ili drugim aminokiselinama grade kompleksna jedinjenja (Levine, 2009).

2.6.2. Ugljeni hidrati

Kao sto je ve¢ navedeno, redukujuéi Seceri Su zajedno sa asparaginom glavni prekursori u
Maillardovoj reakciji. Uticaj glukoze, fruktoze i saharoze na formiranje akrilamida u biksvitima
ispitivani su od strane Hamleta i saradnika (2007). Rezultati pokazuju da dodatkom 1% fruktoze
u tijesto povecava nivo akrilamida za 20% u poredenju sa glukozom i saharozom. Dodatkom
neredukujuceg Secera saharoze umjesto invertnih Secera prilikom proizvodnje rezultuje 70%
nizim koncentracijama akrilamida u proizvodu. Uporedivanjem uticaja razli¢itih Se¢era na
formiranje akrilamida pronadeno je da fruktoza daje vece prinose akrilamida u odnosu na
glukozu, dok saharoza daje sli¢ne rezultate kao i fruktoza Sto se moZe objasniti hidrolizom

saharoze tokom termickog tretmana (Mesias i Morales, 2016).
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2.6.3. Pekarski agensi

Pekarski agensi su supstance koje se dodaju u tijesto prilikom pripreme proizvoda u cilju
povecanja volumena, poboljSanja oblika i teksture proizvoda. U najcesc¢e koriStene pekarske
agense u industriji spadaju natrijum-hidrogenkarbonat, NaHCO3 i amonijum-hidrogenkarbonat
NHsHCOsz. Industrijski prehrambeni proizvodi u kojima se kao pekarski agens koristi amonijum-

hidrogenkarbonat mogu sadrzavati visoke koncentracije akrilamida.

Uticaj amonijum-hidrogenkarbonata na formiranje akrilamida objasnjava se formiranjem
karbonilnih jedinjenja reakcijom izmedu amonijaka i redukujuc¢ih Secera. Nastala karbonilna
jedinjenja poput glioksala 1 metilglioksala stupaju brze u reakciju sa aminokiselinama u odnosu
na redukujuce Secere (Amrein, 2006). Upotrebom natrijum-hidrogenkarbonata kao pekarskog

agensa, moguce je smanjiti nivo akrilamida i do 60% , u odnosu na amonijum-hidrogenkarbonat.
(Amrein, 2004).
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=
2
= 600 - T
: I
g 400 -
e
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Amount of NH:HCO3; [g/100g]
Slika 4. Koncentracije akrilamida nastale dodavanjem amonijum-hidrogenkarbonata

(Amrein, 2004)

2.6.4. Masti i ulja

Kao §to je ve¢ navedeno, termicki tretman namirnica, poput przenja ili pecenja na

visokim temperaturama generiSe visoke koncentracije akrilamida Maillardovom reakcijom.
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Naknadne studije bazirale su se na uticaj ulja na formiranje akrilamida kao i uticaj razli¢itih vrsta

ulja na proces formiranja akrilamida.

Odredene studije pokazuju da lipidna oksidacija pokrece proces formiranja akrilamida u
termicki tretiranim namirnicama. Uticaj ulja na formiranje akrilamida postaje evidentniji
uklanjanjem Secera iz matriksa, tako da lipidi postaju glavni izvor karbonilnih jedinjenja. Prema
datoj studiji, suncokretovo ulje generise vece koli¢ine akrilamida u poredenju sa palminim uljem
(Capuano, 2010). Studije Arribas-Lorenza i saradnika (2009) su takode podrzale hipotezu da
sekundarna lipidna oksidacija uti¢e na formiranje akrilamida u namirnicama te da maslinovo ulje

generiSe znacajne koncentracije akrilamida.

Suprotno tome, u odredenim studijama koje su ispitivale uticaj razli¢itih vrsta ulja na
formiranje akrilamida, pokazano je da upotreba razli¢itih ulja nema uticaja na formiranje

akrilamida pri termi¢kom tretmanu namirnica (Mestdagh, 2005).

2.7.Zakonska regulativa

Prema preporuci Evropske komisije 2010/307/EU drzave ¢lanice EU duzne su da prate
nivoe akrilamida u odredenim namirnicama te da godisnje dostavljaju podatke EFSA-i (Eng.
European Food Safety Authority). Pracenje nivoa akrilamida vr$i se kod namirnica koje poznato
sadrze visoke nivoe akrilamida i/ili kod namirnica koje imaju znacajan udio u ljudskoj ishrani

(EFSA, 2015).

Na osnovu praéenja nivoa akrilamida, Evropska komisija odredila je takozvane
indikativne vrijednosti za akrilamid u odredenim namirnicama. Indikativne vrijednosti za
akrilamid prema preporuci Evropske komisije 2017/215 prikazane su u Tabeli 4. Prema
preporukama, indikativne vrijednosti ne ¢ine na sigurnosni prag, ve¢ upucuju na dalja ispitivanja.
Dalja istrazivanja se svode na ispitivanja procesa proizvodnje kao i istrazivanje mogucih nacina

snizavanja koncentracije akrilamida u datoj namirnici.
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Tabela 4. Indikativne vrijednosti za koncentraciju akrilamida prema preporuci Evropske komisije
(preuzeto sa: https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/PDF/?uri=CELEX:32017R2158&from=EN)

Vrsta namirnice Indikativha
vrijednost
(Mg/kg)
Pomfrit 500
Krompirov Cips 750

Krekeri od krompira
Ostali proizvodi od krompira

Hljeb

-Hljeb od pSeni¢nog brasna 50
-Hljebovi od ostalih tipova brasna 100
Zitarice za dorudak

-Proizvodi od mekinja i zZitarica punog zrna 300
-Proizvodi od pSenice i razi 300
-Proizvodi od kukurza, ovasa, spelte, jecma i rize 150
Biskuviti i vafli 350
-Krekeri (sa izuzetkom krekera na bazi krompira) 400
-Hrskavi hljeb 350
-Medenjaci 800
-Ostali sli¢ni proizvodi iz ove kategorije 300
Kafa 400
Instant kafa 850
Zamjene za kafu

-Zamjene za kafu na bazi zitarica 500
-Zamjene za kafu od cikorije 4 000
Keks namjenjen bebama i maloj djeci 150
Hrana na bazi zitarica za bebe i malu djecu 40

Poredenjem koncentracija akrilamida u Tabeli 3 i Tabeli 4 primje¢uje se da je kod
odredenih namirnica koncentracija akrilamida premasila indikativne vrijednosti. IzvjeStaj EFSA
nakon pracenja nivoa akrilamida u periodu od 2007-2010. navodi kako se nivoi akrilamida u
namirnicama tokom godina smanjuju sa izuzetkom biskvita, keksa i hrskavog hljeba ¢ije su
koncentracije premasile indikativne vrijednosti i do 12% (EFSA, 2012). Navedeni podaci
ukazuju na potrebu za ublazavanjem faktora koji mogu uticati na formiranje akrilamida u
ovakvim namirnicama. U Bosni i Hercegovini akrilamid do sada nije obuhvaéen ni jednim
zakonskim aktom. Kapaciteti laboratorija u smislu obavljanja analiza na prisustvo akrilamida u

hrani prikazani su u Tabeli 6.

15


https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/PDF/?uri=CELEX:32017R2158&from=EN

Tabela 5. Kapaciteti laboratorija u smislu obavljanja analiza na akrilamid u hrani (Izvjestaj
sastanka na temu ,,Akrilamid u hrani — rizici i preporuke, Agencija za sigurnost hrane BiH, 2017)

Laboratorija Obavlja Metoda Akreditovana
analize DA/NE metoda

Federalni institut za javno DA Interna metoda U procesu akreditacije

zdravstvo (GC-MS)

Zavod za javno zdravstvo, Biha¢ NE

Institut za javno zdravlje i sigurnost | NE
hrane, Zenica

Kantonalna veterinarska stanica, NE
Sarajevo

Veterinarski zavod, Tuzla NE
Zavod za javno zdravstvo Kantona | NE
Sarajevo

Zavod za javno zdravstvo NE
Tuzlanskog kantona

Veterinarski zavod ,,TEOLAB* NE
Institut za javno zdravstvo NE
Republike Srpske

Veterinarski institut Republike NE

Srpske ,,Dr Vaso Butozan“

2.8. Pregled analitickih metoda odredivanja akrilamida

Mala molekulska masa, nedostatak hromofora i visoka reaktivnost predstavljaju glavne
izazove pri analizi akrilamida u niskim koncentracijama u uzroku. lzbor optimalnih uslova
ekstrakcije i preci$¢avanja zavisi od matriksa uzorka koji se analizira. Voda i organski rastvaraci
kao $to su n-propanol ili 2-butanon su pozeljni rastvaraci za ekstrakciju, uglavnom na sobnoj
temperaturi (EFSA Journal, 2015). Zbog raznolikosti matriksa uzorka, predloZzene su brojne
metode pripreme uzorka (Biedermann 2002) i kvantifikacije akrilamida. Sema 1 prikazuje glavne

korake pri pripremi uzroka i analizi akrilamida.

U literaturi (Wenzl, 2010; Tateo i Bononi 2003) postoji veliki broj predlozenih metoda za
kvantitativno odredivanje akrilamida. Gasno-hromatografija (GC) sa masenim spektrometrom
kao detektorom, kao i te¢na-hromatografija u sprezi sa tandemskom masenom spektrometrijom
(LC-MS/MS) predlazu se kao precizne i tatne metode pri kvantifikaciji akrilamida. GC-MS i
LC-MS/MS analize se izvode sa ili bez predhodne derivatizacije akrilamida.
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Uzorkovanje

|

Homogenizacija uzorka

Odmascivanje heksanom

<« Dodavanje internog

standarda
Ekstrakcija
(voda, organski rastvaraci)
J/ <« Centrifugiranje
Preci§¢avanje uzorka
(Carrezovi rastvori/SPE)
\l/ < Derivatizacija

Analiza
(GC-MS,LC-MS/MS)

Sema 1. Glavni koraci pripreme uzorka i analize akrilamida i njihove varijacije (G6kmen,
2015)

Kao pouzdana alternativa GC-MS i LC-MS/MS analizama predlozena je HPLC-DAD
(High Performance Liquid Chromatography — Diode Array Detector) metoda (Michalak, 2013;
Can, 2014) kao i UPLC-MS/MS (Ultra Performance Liquid Chromatography metoda (Zhang,
2006). Zbog visoke osjetljivosti i selektivnosti kao i brzine analize HPLC-DAD i ULPC-MS/MS
se predlazu kao prihvatljivije metode analize, jer ne zahtijevaju predhodnu derivatizaciju
akrilamida u uzorku. Derivatizacijom akrilamida postize se veca osjetljivost i tacnost metode, §to
se kompenzuje duzim trajanjem analize, jer je derivatizacija proces koji zahtijeva vrijeme. Kao
alternativa GC-MS metodi, predloZena je i GC metoda sa azotno-fosfornim detektorom (Kim,

2011) bez predhodne derivatizacije uzorka.
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Analiticka odredivanja akrilamida se najc¢es¢e obavljaju pomoc¢u gasne hromatografije u
sa masenim spektrometrom kao detektorom (GC-MS) u SIM rezimu (eng. Single lon
Monitoring). GC-MS analize imaju odredene prednosti u istrazivanjima, zbog svoje preciznosti i

tacnostl, ali i dostupnosti instrumenata vecini laboratorija.

Odredeni autori predlozili su metode odredivanja akrilamida zasnovane na elektroforezi,
kao Sto su kapilarna elektroforeza, CE (Galceran i sar, 2007), bezvodna kapilarna elektroforeza,

NACE (Baskan, Erim, 2007) i elektroforeza kapilarne zone, CZE (Bermudo i sar, 2005).

Analiticke metode kao S§to su piroliticka gasna hromatografija-masena spektrometrija
(Py-GC-MS) ili FTIR spektroskopija koriStene su kako bi se objasnilo formiranje akrilamida u

namirnicama, ali ne i za njegovu kvantifikaciju.

2.9. Gasnohromatografsko odredivanje (GC) akrilamida u prehrambenim
proizvodima

Gasna hromatografija ima Siroku primjenu u analizi hrane. Veliki broj GC metoda je
standardizovan i rutinski se koristi prilikom analiza. Osjetljivost, brzina, tacnost i jednostavnost
GC-MS analize prilikom separacije, identifikacije i kvantifikacije isparljivih jedinjenja doveli su
do izuzetno brzog razvoja ove tehnike 1 mnjene Siroke upotrebe. Princip rada
gasnohromatografskih analiza zasniva se na prolasku uzroka kroz kolonu gdje dolazi do
njegovog razdvajanja na komponente. Komponente se u koloni razdvajaju na osnovu njihovih
fizi€kih 1 hemijskih osobina. Analit se identifikuje na osnovu retencionog vremena, odnosno

vremena njegovog zadrZavanja na stacionarnoj fazi kolone.
Glavne prednosti gasne hromatografije su:

- Visoka rezolucija: na kapilarnoj koloni duZine 50 m moze se generisati 100 000
teorijskih podova i1 time razdvojiti slozene smjese bolje nego bilo kojim drugim danas dostupnim

tehnikama.

- Brzina: najveci broj GC analiza moze se zavr$iti u vremenu od 1 do 30 minuta.

Jednostavnije analize se mogu zavrsiti i kroz nekoliko sekundi.
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- Preciznost i tacnost: GC analize omogucavaju preciznu kvantitativnu analizu pod

razli¢itim uslovima (Anti¢ i Anti¢, 2014).

2.9.1. Gasni hromatograf

Osnovne komponente vecine gasnih hromatografa su: cilindar sa noseim gasom,
regulator pritiska gasa, mjeraC protoka gasa, injektor, gasnohromatografska kolona, termostati,

detektor i radunar za obradu podataka. Sema gasnog hromatografa prikazana je na Slici 5.

Injektor

/ o

Regulator protoka

N

<]

l———— Izlaz

Kolona \

Detekior

Gas nosat Termostatirana komora

Slika 5. Sema gasnog hromatografa (preuzeto sa

https://bs.wikipedia.org/wiki/Datoteka:Gasni hromatograf shema.png)

Osnovi princip GC razdvajanja je distribucija analita izmedu dvije faze. Jedna od faza je
stacionarna faza, a druga faza je intertni gas. Inertni gas zajedno sa parama uzorka ¢ini mobilnu
fazu koja se kreée kroz kolonu i prolazi preko stacionarne faze. Nakon injektovanja uzorka, on
ulazi u kolonu kao uska zona molekula. Na koloni se zona S§iri usljed interakcija komponenti sa
stacionarnom fazom koja neke komponente zadrzava duze od drugih. Komponente injektovanog
uzorka se na kolonu unose u struji noseéeg inertnog gasa (mobilna faza) gdje dolaze do
stacionarne faze te na razlicite nacine intereaguju sa njom. Mobilna faza se konstatno krece te
tako obezbjeduje brzu razmjenu molekula analita izmedu mobilne i stacionarne faze. Na taj nacin
se smanjuje mogucénost uspostavljanja ravnoteznih koncentracija analita izmedu dvije faze. Kao

posljedica toga, u prednjem dijelu zone u kojoj je para, molekuli prelaze u te¢nu fazu dok u
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zadnjem dijelu dolazi do suprotnog procesa — desorpcije. Jedinjenje se pomjera kroz kolonu
brzinom koja najvise zavisi od njegove rastvorljivosti u te¢noj fazi. Slabije rastvorna jednjenja
provode krace vrijeme u koloni od bolje rastvornih jedinjenja. Razdvajanje komponenti u
gasnom hromatografu se deSava u zagrijanoj koloni u kojoj se nalazi stacionarna faza. lzbor
temperature kolone zavisi od termicke stabilnosti njene tene stacionarne faze kao i osobina
jedinjenja koja se razdvajaju. 1z kolone, molekuli uzorka odlaze do odgovarajuceg detektora koji
potom detektuje prisustvo i koncentraciju odredenog jedinjenja koje se ocCitava kao odgovarajuéi

pik (Anti¢ i Anti¢, 2014).

2.9.1.1. Kolone u gasnoj hromatografiji

Razdvajanje komponenti vrsi se u koloni koja sadrzi stacionarnu fazu. Kolona se smatra
,,Srcem hromatografskog sistema i smjestena je u odgovarajucu pe¢ Cija temperatura moze biti

konstantna ili se linearno povecavati.

Postoje dvije vrste kolona, pakovane i kapilarne kolone. Kod pakovanih kolona
stacionarna faza je deponovana ili hemijski vezana na poroznom nosacu, dok je kod kapilarnih
kolona unutrasnji zid kolone oblozen tankim slojem stacionarne faze. Stacionarna faza moZe biti

i hemijski vezana za unutrasnji zid kolone.

Pakovane kolone se danas rijetko koriste, imaju prec¢nik (3,18 i 6,35 mm) i dugacke su
izmedu 1-3 m. Proizvode se od celika ili stakla, a unutra$nji zid cijevi se tretira kako bi se
izbjegli kataliticki efekti sa uzorkom. Punjene su intertnim 1 stabilnim poroznim nosa¢em na
kome stacionarna faza moze biti impregnirana ili hemijski vezana. Najvec¢i broj nosaca se dobija
od tzv. dijatomejske zemlje ili kizelgura koji se veéinskim dijelom sastoji iz mikroamorfnog
hidratisanog silikata (sadrzi oko 90% SiO2). Ostatak ¢ine metalni oksidi: Al203, Fe203z, TiOy,
CaO0 i MgO. Pakovane kolone se najc¢esce koriste za analizu gasova. Kolone pakovane poroznim
polimerima najcesce se preporucuju za analizu vodenih rastvora polarnih organskih jedinjenja

koja mogu da grade vodoni¢ne veze.

Kapilarna kolona se sastoji od cijevi i stacionarne faze. Unutrasnji zid malog prec¢nika (0,05

do 0,53 mm) oblozen je tankim filmom (0,1 do 10 pum) termicki stabilnog polimera velike
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molekulske mase koji predstavlja stacionarnu fazu. Duzine kapilarnih kolona dosezu duzinu i do

120 m.

Kod pakovanih kolona tehnike impregnacije stacionarne faze su vrlo jednostavne, dok je
kod kapilarnih kolona izbor stacionarne faze ogranicen jer nanoSenje filma na unutra$nju
povrSinu kolone zahtjeva razlicit pristup od impregnacije. Najveéi broj danas koriStenih
stacionarnih faza su polisiloksani i polietilenglikoli manje ili viSe hemijski modifikovani. Svaka
od ovih faza moze da se koristi izmedu minimalne temperature ispod koje se ravnotezna
koncentracija sporo uspostavlja i maksimalne temperature iznad koje dolazi do degradacije
polimera. Svaka stacionarna faza ima preporuc¢en opseg radnih temperatura. Ispod minimalne
temperature, viskoznost faze je velika te je difuzija analita izmedu faza otezana. Zagrijavanjem
kolona one poéinju da ,cure”, tatnije dio faze se gubi iz kolone. Kolone sa polarnim
stacionarnim fazama imaju tendenciju da cure viSe nego kolone sa nepolarnim stacionarnim
fazama. Za dobro razdvajanje i uspjesnu analizu neophodno je poznavanje fizi¢ko-hemijskih
osobina jedinjenja u smjesi, kao i osobina te¢nih stacionarnih faza u kolonama. (Anti¢ i Antié,

2014)

2.9.1.2. Maseni spektrometar kao detektor u GC analizi

Detektor je direktno povezan sa izlazom kolone, tako da sve Sto je sa nje eluirano prolazi
kroz njega. U gasnoj hromatografiji koriste se razli¢iti detektori, od kojih su mnogi posebno
razvijeni za gasnu hromatografiju. Kombinacija gasne hromatografije i masene spektrometrije
predstavlja najmoc¢niju metodu za razdvajanje i kvalitativnu i kvantitativnu analizu isparljivih

organskih jedinjenja.

GC-MS je najzastupljenija analiticka tehnika za identifikaciju i kvantifikaciju organskih
jedinjenja u slozenim uzorcima. Gasni hromatograf razdvaja komponente smjeSe u vremenu, a
maseni spektrometar pruza informacije koje pomazu u strukturnoj identifikaciji svake od
komponenata. GC-MS moze da obezbjedi kompletan maseni spektar ako je sadrzaj analita u
uzorku oko 1 x 10 "*°g. Maseni spektar daje molekulski jon i fragmentacione jone koji sluze kao
osnova za indentifikaciju zajedno sa retencionim vremenima dobijenih gasnohromatografskim

razdvajanjem.
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GC-MS metoda ogranicena je na analite koji osim $to treba da budu isparljivi, treba da
budu i stabilni u gasnohromatografskoj koloni u uslovima razdvajanja (temperatura kolone,
interakcije sa stacionarnom fazom, injektovanje itd.). Pored navedenih ogranicenja i dalje postoje
brojna jedinjenja koja mogu da budu razdvojena i identifikovana iz kompleksnih smjesa pomocu
GC-MS metode. Maseni spektrometar u GC-MS sistemu ima dvostruku ulogu, sluzi kao detektor
i snima masene spektre eluiranih jedinjenja. Maseni spektar se dobija mjerenjem struja koje

poticu od jona razdvojenih prema masa/naelektrisanje (m/z) vrijednostima. (Anti¢ i Anti¢, 2014)

Da bi odredeno jedinjenje bilo analizirano u masenom spektrometru mora biti
naelektrisano. Osnovni dio masenog spektrometra je jonizacioni izvor koji obezbjeduje jone te ih
Salje u analizator. U analizatoru dolazi do razdvajanja jona u zavisnosti od njihovog odnosa mase
i naelektrisanja m/z. Razdvojeni joni se detektuju i signal se biljezi u bazi podataka radi daljih
analiza. Prikupljanje podataka i snimanje masenih spektara moze se vrsiti jednom od dvije
metode: SCAN — snimanje kompletnog masenog spektra i SIM — pracenje odabranih jona.
SCAN rezim podrazumijeva skeniranje mase u zadatom opsegu, uz istovremeno pracenje
retencionog vremena kako bi se identifikovao analit. SIM tehnika se koristi u kvalitativnim
odredivanjima, te se ovom tehnikom detektuju se m/z vrijednosti samo reprezentativnih jona
posmatranog molekula. Karakteristicni joni biraju se na osnovu podataka dobijenih pomocu

SCAN tehnike (Delevi¢, 2015)

2.9.2. Priprema uzorka i ekstrakcija

2.9.2.1. Dodavanje internog standarda

Adekvatna priprema uzorka znacajno utice na kvantifikaciju akrilamida u uzorcima
hrane. U vecini slucajeva, interni standard se dodaje u uzorak neposredno prije ekstrakcije kako
bi se utvrdila tacnost 1 preciznost metode. Interni standard se u uzorku ponasa identi¢no kao 1
akrilamid, te se nakon analize na osnovu Recovery vrijednosti moze utvrditi efikasnost

primenjene metode ekstrakcije.

Dodavanjem poznate koncentracije internog standarda u analiziranu smjesu, dobija se
postotak stvarne koncentracije analiziranog jedinjenja izdvojenog tokom analitickog postupka,
odnosno iskoriStenje ili tzv. recovery. NajceSc¢e koriSteni interni standardi za kvantifikaciju

akrilamida su izotop akrilamida (**C3), metakrilamid, N,N-dimetilakrilamid i acetamid.
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2.9.2.2. Ekstrakcija i prociS¢avanje uzorka

Akrilamid se kao jedinjenje visoke polarnosti dobro rastvara u vodi i polarnim organskim
rastvara¢ima kao S$to su acetonitril, etilacetat i aceton. Rastvorljivost akrilamida u razli¢itim
rastvaracima diktira strategiju prilikom ekstrakcije uzorka i njegove pripreme za analizu. Voda i
polarni rastvaraci se Cesto koriste pri ekstrakciji akrilamida iz razli¢itih matriksa uzoraka hrane.
Na prinos ekstrakcije mogu uticati faktori kao $to su homogenizacija uzorka, odmaséivanje,
odabir rastvaraa, omjer rastvarata prema uzorku, kao i temperatura i vrijeme trajanja
ekstrakcije. U zavisnosti od matriksa uzroka namirnice koja se analizira, predlaze se i dodatni

korak odmasc¢ivanja uzorka heksanom, dihlormetanom, petrol etrom ili cikloheksanom.
Precis¢avanje uzorka se naj¢esée vrsi sljede¢im metodama:

- Talozenje rastvornih proteina Carrez I i Carrez II rastvorima

- Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPE) sa odgovaraju¢om stacionarnom fazom

Kod uzoraka prehrambenih proizvoda koji u svom matriksu sadrze proteine, neophodno je
izvrsiti njihovo taloZenje. Carrezovi reagensi (kalijum-heksacijanoferat i cink-sulfat) su efikasni

reagensi za talozenje proteina prilikom proc¢is¢avanja uzorka (Gokmen, 2016).

Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi ili ¢vrsto te€na ekstrakcija (SPE) je takode jedna od koriStenih
metoda za pro€iS¢avanje uzorka i njegovu pripremu za analizu. Znacajna primjena SPE metoda
ogleda se u koncentrisanju analita Sto je posebno znacajno u analizi tragova, gdje su
koncentracije analita u uzorku veoma niske. Prilikom SPE ekstrakcije uzorak se propusta kroz
¢vrstu fazu pri ¢emu se analit vezuje za adsorbens dok interferiraju¢e komponente zajedno sa
rastvaracem prolaze kroz kolonu. Nakon toga, odgovaraju¢im rastvaracem ili smjeSom rastvaraca
uklanjaju se zaostale interferiraju¢e komponente. Analit se na kraju eluira sa rastvaratem

dovoljno visoke eluacione mo¢i (Delevi¢, 2015).
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2 Analit ¢ Interferiraju¢a komponenta

Slika 6. Zadrzavanje interferiraju¢ih komponenti na koloni za SPE ekstrakciju (Delevic,
2015)

Za uspjesnu ekstrakciju jako polarnih jedinjenja sa velikom rastvorljivoséu u vodi najcesce se

koriste kolone sa grafitnim (GCB) ili poroznim ugljenikom (PCB) (Mitra S, 2003).

lako se klasicne metode pripreme i preciS¢avanja i dalje Siroko koriste, priprema uzorka
mikoekstrakcijom na ¢vrstoj fazi (eng. Solid Phase Micro Extraction - SPME) u posljednje

vrijeme sve je viSe u upotrebi, jer zahtjeva manje koli¢ine reagenasa uz brzu pripremu uzorka.

Kod ove tehnike koristi se tanka Sipka od topljenog silicijum-dioksida obloZena polimerom
koji ima ulogu adsorbensa. Polimerom oblozena Sipka silicijum-dioksida (SPME vlakno) je

vezana za metalnu iglu koji zajedno ¢ine sklop SPME vlakana. (Anti¢ i Anti¢, 2014)

2.9.2.3. GC-MS analiza

Gasnohromatografska analiza izvodi se na pripremljenom uzorku akrilamida ili
njegovom derivatu. Detektori koji se koriste kod GC analiza su maseni spektrometar (MS),
tandemski maseni spektrometar (MS/MS), maseni spektrometar visoke rezolucije (HRMS),
detektor sa zahvatom elektrona (ECD), azotno fosforni detektor (NPD) i plameno jonizacioni
detektor (FID).
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lako direktna analiza akrilamida GC-MS metodom zahtjeva manje vremena i brzu pripremu

uzorka, njena primjena u laboratorijama je veoma rijetka. Nedostaci analize nederivatizovanog

uzorka akrilamida GC-MS metodom:

Nedostatak karakteristicnih jona u masenom spektru, uticaj interferiraju¢ih komponenti
matriksa i smanjena osjetljivost analize.

Potencijalno generisanje akrilamida in situ u zagrijanom GC injektoru iz njegovih
prekursora (asparagin i redukujuci Seceri) kada se kao rastvaraé¢ koristi voda (Hajslova i
sar., 2006).

Visoka rastvorljivost akrilamida u vodi u odnosu na organske rastvarate otezava
pripremu uzorka i analizu.

U odredenim slucajevima moze doé¢i do eluiranja 3-hidroksipropionitrila (3-HPN) sa
kolone zajedno sa akrilamidom $to navodi na pogresne rezultate pri kvantifikaciji

(Biedermann i Grob, 2007).

Kako bi se prevazisli navedeni nedostaci predlozene su razliCite strategije pripreme uzorka i

analize GC-MS metodom:

Upotreba n-propanola i acetonitrila kao rastvaraca za ekstrakciju kako bi se izbjegla
istovremena istovremena ekstrakcija prekursora akrilamida koji generisu dodatni
akrilamid u injektoru (Haj$lova i sar., 2006).

Koristenje kapilarnih kolona sa polarnim stacionarnim fazama kako bi se poboljSalo
gasnohromatografsko razdvajanje (Castle i Eriksson, 2005).

Derivatizacija akrilamida, a zatim njegova ekstrakcija iz vodene faze u etil-acetat.

Derivatizacija akrilamida se najceS¢e izvodi pomoc¢u bromovanja. Bromovani akrilamid je manje

polaran u odnosu na pocetnu komponentu, te se bolje rastvara u nepolarnim organskim

rastvaraCima. Prednost postupka se ogleda u tome da se pove¢ava molekulska masa analita $to

rezultuje 1 vecom selektivno$¢u 1 osjetljivoséu analize (Delevi¢, 2015). Derivatizacija 1

prevodenje akrilamida u 2,3-dibrompropanamid predlozena je prije otkrica akrilamida u

termicki tretiranim namirnicama, u cilju unapredenja metode analize monomera akrilamida iz

uzorka vode (Hashimoto, 1976). Finalni proizvod bromovanja 2,3-dibrompropanamid je

nestabilno jedinjenje sa potencijalom da se razlozi u koloni, zbog ¢ega se preporucuje njegovo
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prevodenje u stabilniji derivat 2-brompropenamid izvodenjem reakcije dehidrobromovanja
(Andrawes, 1987).

3. Eksperimentalni dio

U radu su ispitivani uzorci keksa proizvedenog u Bosni i Hercegovini. Prilikom
industrijske proizvodnje ispitivanih uzoraka keksa, kao pekarski agens koriSten je amonijum-
hidrogenkarbonat. Cilj rada je bio da se razvije jednostavna i prakticna metoda pripreme uzorka
koja bi istovremeno zadovoljava kriterijume GC-MS analize u pogledu osjetljivosti i

selektivnosti.

GC-MS analiza uradena je na uzorku ekstrakta akrilamida, kao i na uzorku ekstrakta 2-
brompropenamida kao proizvoda derivatizacije akrilamida. Derivatizacija akrilamida izvrsena je
bromovanjem dvostruke veze akrilamida. Na osnovu karakteristi¢nih m/z vrijednosti akrilamid je

detektovan kao 2-propenamid, a njegov derivat kao 2-brompropenamid.

3.1. Priprema uzorka i GC-MS analiza akrilamida

3.1.1. Aparatura i reagensi

Kao standard koriSten je akrilamid stepena cistoce > 99,9% (ACROS Organics, SAD).
Organski rastvaradi petroletar i etil-acetat (Lach-ner, Ceska) kao i kalijum-bromid, natrijum-
tiosulfat, trietilamin i anhidrovani natrijum-sulfat koristeni su bez dodatnog procis¢avanja.
Pripremljeni rastvori kalijum-heksacijalnoferat(ll)-trihidrata (37,59 / 250 mL; Carrez 1) i cink-
sulfat-heptahidrata (75 g / 250 mL; Carrez 2) ¢uvani su u frizideru prije koristenja.
Gasnohromatografska-masenospektrometrijska (GC-MS) analiza uradena je na aparatu Agilent
5977A.
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3.1.2. Postupak pripreme uzorka

Dobro homogenizovan uzorak (40 g) ekstrahovan je dva puta petroletrom uz mijeSanje na
magnetnoj mjesalici, uz povratno hladilo na temparaturi pribliznoj 40 °C, u trajanju od 2 h.
Dobijeni ekstrakt je filtriran na vakuum filteru, a zatim podijeljen u dva dijela po 10 g. Kako bi
se utvrdila efikasnost metode, u jedan uzorak dodato je 10 pg akrilamida (spike), a zatim su
radene dvije paralelne ekstrakcije. Oba uzorka su zatim prebacena u vodenu fazu ekstrakcijom u
100 mL destilovane vode, ponovnim mijeSanjem na magnetnoj mijesalici na blago povisenoj

temperaturi (60 °C) kako bi se povec¢ao prinos ekstrakcije.

Kako bi se istalozili rastvorni proteini, u ekstrakte su dodati Carrez 1 i Carrez 2 rastvori, a
uzorci su dalje centrifugirani dva puta (4000 rpm, 15 min.). Nakon razdvajanja slojeva, u
izdvojene supernatante dodaje se NaCl kako bi se izvrsilo isoljavanje i poboljSanje ekstrakcije u
etil-acetatu. U lijevku za odvajanje vrSena je te¢no-te¢na ekstrakcija akrilamida etil-acetatom u
tri porcije sa 40 mL rastvaraca. Ekstrakti su osuSeni anhidrovanim natrijum-sulfatom, a zatim
uparavani na zapreminu manju od 10 mL. Dodatno pre¢is¢avanje ekstrakata vrSeno je
mikrofilterima (45 um) kako bi se uklonile eventualno zaostale necistoCe. Uzorci su zatim

prebaceni u vijalu i pusteni na analizu.

3.1.3. GC-MS analiza

Analiza je uradena je na aparatu Agilent 5977A gasnom hromatografu (HP5-MS kolona, 30
m x 0.25 mm, 0,25 um debljina filma, He - nose¢i gas, 1,5 cm® mint), u sprezi sa selektivnim
masenim detektorom 5975C (70eV). Temperaturni rezim rada programiran je tako da je pocetna
temperatura iznosila 50 °C, a zatim se mijenjala stepenom zagrijavanja od 50 °C min™ do
maksimalne temperature od 240 °C. Kao mobilna faza koriSten je gas He Cistoce 99,999 %.

Temperatura injektora iznosila je 200 °C.
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3.2. Priprema uzorka i GC-MS analiza bromovanog uzorka

3.2.1. Postupak pripreme uzorka

Odvagani uzorak (40 g) je najprije dobro homogenizovan, a zatim rastvoren u 100 mL
petrol-etera na magnetnoj mjesalici u trajanju od 2h na blago poviSenoj temperaturi. Nakon
postupka odmasc¢ivanja uzorka, dobijeni ekstrakt filtriran je na vakuumu, a zatim osusen i
podjeljen na dva dijela po 10 g. U jedan uzorak dodato je 10 pg akrilamida (spajk) kako bi se
utvrdila efikasnost metode ekstrakcije, a zatim su uradene dvije paralelne ekstrakcije. Nakon
odmasc¢ivanja, uzorci su prebaceni u vodenu fazu ekstrakcijom u 100 ml vode mijeSanjem na
magnetnoj mijesalici u trajanju od 1 sat na uz blago poviSenu temperaturu. U vodene ekstrakte
dodani su Carrezovi rastvori, a uzorci su zatim centrifugirani (4000 rpm, 15 min) i filtrirani na

mikrofilterima (45 um).

3.2.2.1. Bromovanje uzorka

Ekstraktima uzoraka se uz mijeSanje dodaje 7,5 g KBr ¢ija se pH podeSava na 1-3
dodavanjem 0,5 mL HBr. U rastvore se zatim dodaje 2,5 mL zasi¢enog rastvora bromne vode.
Uzorci su ¢uvani preko noéi na temperaturi od 0 °C. Finalni proizvod bromovanja je 2,3-

dibrompropanamid.
Br, + H.C=CH-CONH,; — H>CBr-CHBr-CONH:

Nakon §to je zavrSena reakcija bromovanja, viSak broma iz rastvora se uklanja
dodavanjem rastvora natrijum-tiosulfata (1 mol/L) u kapima sve do obezbojavanja rastvora.
Nakon Sto je viSak broma uklonjen iz rastvora, u uzorke je dodano po 10 g anhidrovanog
natrijum-sulfata, zatim vrSena tecno-te¢na ekstrakcija sa 10 mL etil-acetata. Ekstrakti su osuSeni

anhidrovanim natrijum-sulfatom, a zatim uparavani do suha.

S obzirom da je 2,3-dibrompropanamid nestabilno jedinjenje sa potencijalom da se
razlozi u koloni, izvrSena je reakcija dehidrobromovanja dodavanjem 50 pl 10% trietilamina.
Reakcijom dehidrobromovanja 2,3-dibrompropanamid konvertuje se u stabilniji derivat 2-

brompropenamid. Uzorci su zatim prebaceni u vijalu i pusteni na analizu.
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4. Rezultati analize i diskusija

4.1. Analiza akrilamida

Pod zadatim hromatografskim uslovima akrilamid je detektovan kao 2-propenamid sa
retencionim vremenom 4,56 min u uzorku keksa (Slika 7) kao i u spajkovanom uzorku (Slika 8).
Primenjena metodama ekstrakcije i pre¢iS¢avanja uzorka zadovoljava osnovne kriterijume u
pogledu osjetljivosti te se moze primijeniti pri rutinskoj analizi kvalitativnog prisustva na

akrilamid.

Direktna analiza akrilamida GC-MS metodom izbjegava se iz vise razloga. Polarni
rastvaraci (ve¢inom voda) koji se koriste za ekstrakciju akrilamida prilikom pripreme uzorka,
nisu pogodni za injektovanje u GC sistem. Visoka polarnost akrilamida i njegova slaba
isparljivost zahtijeva razdvajanje na kolonama sa polarnim stacionarnim fazama. Polarne
stacionarne faze Cesto imaju tendenciju da ,,cure na visokim temperaturama pri ¢emu dolazi do

hemijske razgradnje polimera koji ¢ine stacionarnu fazu.
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Slika 7. Hromatogram uzorka ekstrakta akrilamida u keksu tr = 4,56 min
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Slika 8. Hromatogram uzorka ekstrakta akrilamida u spajku, tr = 4,56 min

Pod zadatim hromatografskim uslovima u elektron-jonizacionom rezimu rada (engl.
Electron ionization mode, EI) snimljeni su maseni spektri. Glavni fragmentacioni joni za
indentifikaciju i kvantifikaciju akrilamida imaju m/z vrijednosti 55 i 71. Karakteristi¢ni joni
akrilamida kao i njihova zastupljenost u uzorku keksa i spajkovanom uzorku prikazani su na
Slici 9 i Slici 10.
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Slika 10. Zastupljenost karakteristi¢nih jona akrilamida u spajkovanom uzorku

Mala molekulska masa i nedostatak karakteristi¢nih jona akrilamida kao i i potencijalan
uticaj interferiraju¢ih supstanci na analizu, smatraju se glavnim nedostacima pri analizi
akrilamida zbog cega se navedenom metodom ne dobija pouzdan maseni spektar za

kvantifikaciju akrilamida.
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4.2. Analiza derivatizovanih uzoraka

GC analizom bromovanih uzoraka akrilamida dobijen je pik sa retencionim vremenom
6,55 min kod uzorka keksa (Slika 11) kao i kod spajkovanog uzorka (Slika 12) Cime se
predlozena metoda ekstrakcije i derivatizacije pokazala uspjeSnom. Derivatizacijom odnosno
bromovanjem, akrilamida dobija se nepolarnije jedinjenje manje isparljivosti u odnosu na

akrilamid koje se bolje rastvara u nepolarnim organskim rastvara¢ima $to je od posebne vaznosti
prilikom GC analiza.

Bromovanjem akrilamida postize se znatno selektivnija i osjetljivija metoda analize, uz
minimalan uticaj interferentnih supstanci. Prevodenjem 2,3-dibrompropanamida u 2-
brompropenamid prije analize, izbjegava se potencijalni rizik od dehidrobromovanja u injektoru

ili na koloni prilikom GC-MS §to moze znacajno uticati na selektivnost i osjetljivost metode.
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Slika 11. Hromatogram uzorka ekstrakta 2-BPA u uzorku keksa
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Slika 12. Hromatogram spajkovanog uzorka 2-BPA
Posmatrani fragmentacioni joni za identifikaciju analita 2-brompropenamida su [C3sHsNO]* = 70

i [CsHa"®BrNO]*= 149. Zastupljenost karakteristiénih jona u uzorku akrilamida kao uzorku

spajka prikazani su na Slici 13 i Slici 14.
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Slika 14. Zastupljenost karakteristi¢nih jona 2-BPA u spajkovanom uzorku

Predlozenim metodama GC-MS analize potvrdeno je prisustvo akrilamida u keksu gdje je
kao pekarski agens koristen amonijum-hidrogenkarbonat. S obzirom da se radi o svakodnevno
konzumiranim prehrambenim proizvodima, za dalje istrazivanje predlaze se potpuna
kvantifikacija akrilamida u prisustvu odgovarajuc¢eg standarda kako bi se utvrdilo da li dobijene

koncentracije prelaze indikativne vrijednosti akrilamida u datoj grupi namirnica.
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5. Zakljucak

Do formiranja akrilamida u industrijskim prehrambenim proizvodima od brasna dolazi
usljed Maillardove reakcije izmedu ugljenih hidrata i aminokiseline asparagina na visokim
temperaturama pri uslovima smanjene vlaznosti. Pri industrijskoj proizvodnji navedenih
proizvoda ostali faktori poput izbora pekarskog agensa mogu imati znacajan uticaj na povecanje

koncentracije akrilamida.

Cilj rada je bio da se razvije adekvatna metoda ekstrakcije i analize uzorka koja bi
zadovoljila odgovarajuce kriterijume u pogledu selektivnosti i osjetljivosti na akrilamid. U radu
je analiziran keks proizveden u Bosni i Hercegovini prilikom ¢ije proizvodnje je koriSten

amonijum-hidrogenkarbonat kao pekarski agens.

Za analizu akrilamida u uzorcima gdje je on prisutan u niskim koncentracijama
preporucuju se metode hromatografije sa detektorima odgovarajuce osjetljivosti. U ovom radu je
koristena gasnohromatografska — masenospektrometrijska metoda. Uzorci keksa su najprije
analizirani bez predhodne derivatizacije. Akrilamid je detektovan kao 2-propenamid u ekstraktu
uzorka keksa kao i u ekstraktu spajkovanog uzorka na osnovu retencionih vremena 4,56 min.
Glavni fragmentacioni joni za identifikaciju akrilamida imali zu m/z vrijednosti 55 i 71. Zbog
nedostatka karakteristicnih jona akrilamida kao i potencijalnog uticaja interferentnih supstanci,
predlozena metoda ne daje pouzdan maseni spektar za kvantifikaciju akrilamida. Prednost
metode se ogleda u jednostavnosti pripreme uzorka i hromatografske analize za kvalitativna

odredivanja akrilamida u namirnicama gdje je prisutan u niskim koncentracijama.

U cilju unapredenja metode, predloZena je priprema uzorka koja podrazumijeva
predhodnu derivatizaciju akrilamida. Derivatizacija je izvrSena bromovanjem dvostruke veze
akrilamida, a finalni proizvod bromovanja je 2,3-dibrompropanamid. Kako bi se izbjegla
spontana reakcija dehidrobromovanja u injektoru ili koloni gasnog hromatografa, 2,3-
dibrompropanamid je preveden u stabilniji monoderivat 2-brompropenamid. Glavni
fragmentacioni joni za identifikaciju 2-brompropenamida imaju m/z vrijednosti 149 i 70.
Dobijeno jedinjenje karakteriSe ve¢a molekulska masa, lakSa isparljivost 1 bolja rastvorljivost u

neorganskim rastvar¢ima u odnosu na akrilamid. Derivatizacija uzorka rezultuje povecanom
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osjetljivosti i selektivnosti metode uz minimalan uticaj interferiraju¢ih jedinjenja na analizu.
Reakcija bromovanja zahtijeva vrijeme, zbog Cega je glavni nedostatak predlozene metode

produzeno vrijeme pripreme uzorka za analizu.

S obzirom na zaklju¢ak Evropske agencije za sigurnost hrane u pogledu karcinogenog
uticaja akrilamida neophodno je utvrditi da li koncentracija akrilamida u svakodnevno
konzumiranim prehrambenim proizvodima prelazi indikativne vrijednosti te smanjiti njegovu

prisutnost u hrani koja u sirovom stanju sadrzi prekursore za njegovo formiranje.
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HacJioB paja Ha eHITIECKOM je3HKy Determination of acrylamide in industrial flour-based food products using gas-chromatography

0O pesyJTaT COICTBEHOT HCTPaXXHBAUKOT paja,

D [a MacTep/MarHcTapckyl pal, y LjenuHH KM y [HjenoBuMa, Huje OMO Ipe/UtoxkeH 3a
nobujarmbe GUI0 Koje AUIUIOME IpeMa CTYIAHjCKMM MpOorpamMuMa IPYTHX BHCOKOIIKOJCKHX
YCTaHOBA,

O [ia Cy pe3ysiTaT KOPeKTHO HaBEACHH H

D [a HHCAM KpIINO/NA ayTOPCKa NpaBa U KOPUCTHO HHTENEKTYANHY CBOjHHY IPYTHX JTHLA.

[Tornwc xauaupaTa
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KOMMCHJA 3A TIPEIJIEM, OUJEHY Y OOBPAHY 3ABPIIIHOI/MACTEP PAJIA HA

I1 LIMKJTYCY CTYAUJA Y CACTABY:

np Becra Antuh, penosau ipodecop, Ilomonpuspentn dakynrer Yaupepsurera y
Beorpany, yxa HayaHa obmact: Xemuja, pesicjemamk

ap Mwmna banaban, Banpentn mpodecop, [TpupomHO-MaTeMaTHIKyu daxymrer
Yuusepsurera y Baroj JTymm, yxa HaydHa o6mact: OpraHcka xeMija, MEHTOpP-4/IaH

ip  Mammma  Armuh, pemosEu  mpodecop, Iloronpuspemam — axyirrer
YuuBepsurera y beorpamy, yxa Hay4Ha o6racT: XeMmuja, uian

BUJERY CTYIMJCKOT ITPOTPAMA XEMWUJA

HACTABHO-HAYYHOM BUJERY
IIPUPOTHO MATEMATUUYKOT ®AKYJITETA
YHUBEP3UTETA V BAIHOJ JIYLIM

Ommykom  HacrasHo-mayunor Bujeha IIpupommo-mMaremaTimaxor dakyrrera
Yuusepsurera y baroj JTynn 6poj 19/3.3388/19. om 18.12.2019. rommee mMMeHOBaHM
cmo y Kommcnjy 3a mipersen, orjery u onOpaHy 3aBpIIIHOI/MacTep pajga KaHaMmgaTa
lFopnane IlerpoBuh mox HactoBOM: ~I'acHOXxpoMarTorpadgcko oxppebusame
aKpuiamMuaa y MHOYCTPYjCKMUM IpexpaMOeHMM IIpon3Boanma o GparrHa”.

Hakon mipertena npemaror sasprrsor/ MacTep paza IHOTHOCUMO cibemehin

M3BJEIITA]

O OLJEHUM YPABEHOT 3ABPIIHOI' /MACTEP PAITA
~TACHOXPOMATOTPA®CKO OIPEBUBAE AKPYITTAMUIIA Y
VHYCTPUJCKUM IIPEXPAMBEHVM ITPOV3BOAVMMA OJI BPAIITHA”,
KAHOVOATATOPOAHE ITETPOBIR

Macrep pan xangmata F'opmane ITerposuh je ypaben y okeupy Il nuxiryca cryamja
Ha CrymjckoM Imporpamy xemuja Iop, MeHTOpPCTBoM mipod. mp Mummie BamaGam.
Pan je mHarmcan Ha 43 crpammme u cappxu 14 cmika, 5 Tabema u 1 memy. Pan je
yKopirdeH y TBpzy rose3 A4 ¢opmMata, ogirramiias y 6oju, jeltHOCTpaHo.

Pan cappx: CaxeTak Ha CPIICKOM M EHIVIECKOM je3sVKy, YBOI, Teopwujckn amo,
ExcriepumenTaam o, Pesynrate n nuckycnjy, 3akbyuak, JTnteparypy.




HPHKaS aHaJIM13e MacTep paaa 110 I1orJIaBJbMMa

YBOI

YV okBMpYy morIaB/ba YBOJ, YKPATKO je oOjallrbeH ITIaBHM MeXaHu3aM dopmmpara
akpuTaMua y ImpexpaMOeHVMM IpomssoiMa ofi OpariHa, Kao u dakropn Koju
yTUdy Ha TIOBUIIeHe KOHIEHTpalluje aKpWiamMiuza y VHIYCTPU)CKU ITPOU3BE/IEHOM
kekcy. V yBomy ¢y medvHMCaHV M IWBEBN VCTpaXuBarba Macrep pana, Te CaxeTo
omvcaHe MeTofIe puIpeMe y30paka 3a racHOXpomarorpadcky-
macenocriekrpoMeTpujcKy (GC-MS) anarmsy.

TEOPUJCKM INO

Y Teopujckom fmjerty MacTep pama obpabeHe cy xemujcke ocoOmHe aKpwiamiuia "
FeroBy TOKCHaH edexTi. YBumoMm y OpojHy mmTepatypy oOpabenn cy pasmiamin
MexaHmsMyu  opMuparsa akpwiamMmia |y HamypHunama. llojemmHauHO - Cy
objanmbeHn M pazmanT (akTopu KOju YTWYYy Ha IOBUIIEHe KOHITeHTpaluje
akpuTaMua y TIpexpamMOeHMM IIpOM3BOIMMa Of, OpariHa. ObGpabena je
3aCTYIUBEHOCT aKpwiaMua y PpasMauTiM HaMypHMIAMa, Kao ¥ 3aKOHCKa
perynarvBa Koja Cce OFHOCKM Ha KOHIlHTpamlyje akpwiamujia y VHIY CTPUjCKUM
npexpambennmM rponssoamma. Y TeopujckoM apjerty MacTep paja aat je v TIpermern
aHATITUMUKIX MeTola 3a onpebuBame akpwiammia Te 3aceObHO oOpaberna
racHoxpomarorpadcka MeTofia ca MaCeHVM CIIEKTPOMETPOM Kao eTeKTOPOM.

EKCITEPUMEHTAJIHU INO

Y OKBUMPY OBOT IIOITIaBJba Ha3HAYeHN Cy y30piu Koju he ce aHam3upari. HetajbHO
cy ommcaHe Metoze ekcrpakumje u ycrosu GC-MS anamise. Meronie cy oOyxsaTasie
eKCTpaKIMjy aKpwiammia W3 y30pka ¥ Tipaherse KapaKTepUCTUIHMX joHa 3a
aKkpwiIamMujl, Kao W [epwBaTu3aljy y3opka OpomoBareM [BOCTpyKe Bese
akpwlamMifia, a  3aTMM  peaKIyjy  JIexuapoOpomoBarba,  Te npaheme
KapaKTepPUCTUIHIX jOHA 3a JOOMjeHM MPOM3BOJL peaKIyje 2-GpomrporieHaMul. Y
oba crryuaja pabere Cy [Buje IapasiesiHe eKCTpaKIjyje ca /iBa y30pKa. Y jeman yzopak
je momato 10 pg axpwiammma (13B. spike) kako Om ce yTBp/MIA edpmkacHOCT
IpuMjerbeHe eKCTpakuyje (T3B. recovery).

PE3YJITATU M AVCKYCHUJA

Y normaerey PesyaraTit v AVMCKycyja IeTa/bHO Cy IIPeJICTaB/be I pesyTraTit aHaInse
U umeHTNdUKAIje y30paKa akpwiamuaa Kao u 2-OpoMIporieHammuia. HoOujenn
pesyaTaTi IpeicTaB/beHM Cy XpOMaTorpammma ¥ MacCeHVM  CIeKTpyMa.
TacHOXpOMaTorpadcKOM aHaIM30M HajIpyje je JTeTeKTOBaH aKprlaMi/l Kao Takas y
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eKCTPaKTy y30pKa KeKca, Kao M Y eKCTPaKTy y30pKa KOMe je TOoJaT YMCT aKpuIaMul
Kao WHTEPHM CTaHAap[ ¥ TO Ha OCHOBY PeTeHIVIOHOT BpemeHa O 4,56 MMH.
Axpwiamu je wmAeHTM(PUKOBAH HAa MaceHOM CIeKTpOMeTpy Ha OCHOBY m/z
BpujemHoCcTM 55 1 71. [lepuBaTm3sanjoM aKpwiaMimia, noOujeH je M IeTeKTOBaH 2-
OpomIrporieHaMM/, Y eKCTPaKTy y3opf<a KeKca, Kao M y eKCTpaKTy y30pKa ca ToIaTiM
VHTEepHUM CTaHAapAOM Ha OCHOBY PEeTEeHIIMOHOI BpeMeHa Off 6,55 mvmH. I'maBHU
dparmMeHTAIMOHM jOHM 3a JeTeKIyjy 2-OpoMIiporieHammjia ¥Mami Cy my/z
BpujeqrocTy 149 1 70.

3AK/BYUAK

Y mormmaeby 3akbydak y3HeCceHe Cy OCHOBHe KOHCTaTaimje O e@UKacHOCTH
IIpeUIOKeHMX MeTofla eKcTpakiyje akpwiammaa npuwmkom GC-MS anammse. GC-
MS aHamM30M eKcTpakTa akpwIamujaa He [00uja ce MOy3aH MaceHWU CIIeKTap 3a
mwerosy keanTudukanyjy. Kpajiu mponsson GpoMosarsa 1 JiexuapodpoMoBaba je
VICTIap bUBUjU JTepuBaT 2-TiporeHamuf. [loOujeHo jequmerse Kapakrepuie ¥ Beha
MOJIeKyJICKa Maca ummMe je moGorpInaHa ocjeTrbuBocT 1 centekTnBHOCT GC-MS MeTozie.

[Tornassee JIntepartypa campxu 58 HymepucaHux pedepeHIi.
OLJEHA HAYYHE BAJIMIHOCTY PATA

[Ipernemanu pap [maje opuUrMHaIHe HaydHe pesyiTare KaHAnjaTa, 3acHOBaHe Ha
XeMICKIM MeTojIaMa eKCTpakKiiyje akprlaMya y y30pIyMa, Te BIXOBOj aHaIU3U U
mnenTndmKanyju. Y pany je mpuMjermeHa yoOudajeHa Vi IUTepaTypHO yTeMebeHa
MeTO/IMKa, Pe3y/ITaTii Cy Ha IIpaBIaH HaulH aHa/IM3UPaHN U IVICKy TOBaHM.

3AKJbYYAK VI ITPUJEIJIOT

Ha ocHOBY olljeHe 3aBpHIHOT/MacTep paja mox HasusoMm: ,[acHOXpomaTorpadcko
onmpebuBarbe akpwiamuaa y WMHIYCTPWCKMM IIpexpaMOeHMM IIpOM3BOAVIMA Off
Opammna”, kaHgmmata lopmane Ilerposuh Kommcmja sawbydyje ma  AaTv
3aBpIIHNM/MacTep pan MIpefcTap/ba 3HadajaH MOIIPUHOC MIpOoydYaBarby, M30/I0BaIby,
aHAM3M M WiIeHTMPUKAIMjU aKkpwiaMiia y WUHIYCTPUjCKMM  ITpexpamOeHnM
Ipou3BOaMMa Off OpalHa. Y OKBUpY pajia YCIIjeIHO je eKCTpaxoBaH aKpiIaMul Kao
u mweroB pepusar. HakoH ekcrpakuuje ypabena je GC-MS amamsa. Ha ocHoBy
ypabernnx aHammsa maeHTN@UKOBaH je 2-IpolleHaMI/l, OHOCHO aKpulaMujl Kao
pou3BON, peakije GpoMoBarba U IexuapobpomoBama, 2-Gpomripornenamiy. Osa
aHa/M3a Cce TIOKasana eduKacHOM 3a uAeHTMdMKaNVjy aKpwIlammaa Yy
VIHJTYCTPUjCKMM IIpexpaMOeHVM Ipou3BoMMa of1, OpalHa.




Ha ocHoBy cBera nHasemeror Komicuja npemutaxe Hacrasao-Hayarnom sujehy
IIpmponHo-matemaTiuxor dakynrera Yumsepsurera y Bamoj JIymu ma ycsoju
VIsBjeruTaj v IO3UTUBHY OIfjeHy 3aBPIIHOr/MacTep pajia ¥ jia Iipema IpensubeHoj
IIpoLlelypyt 3aKaxke jaBHy opbpaHy pama Oymyhm ma cy ce cTekm cBu morpeGHM
Hay4YHW ¥ 3aKOHCKM YCJIOBY 3a TO. |

Y bam0j Ty, jaryap, 2020. roguse

KOMUCUJA
C/ . /4 aJ7 ~C"/(

ap Becna AaTnh, pemosam rmpodecop
Ioseonpmepensor dakynrera Yeusepsurera y

beorpanmy, yxa HayuHa oGiacT: Xemuja,
IpencjeTHuK

Aap Mwvma banaban, Baspemmn npodecop

IpuponHo-mMaTeMaTirdakor daxysrrera
Yuusepsurera y bamoj JTyry, yxa HayuHa
obmact: OprarHcka xemija, MEHTOP-WIaH

ap Mammua Artih, pemosam mpodecop
HomonpuspenHor daxynrera YHuBepsurera y

beorpany, y>xa Hay4Ha oGnacT: Xemuja, wian




