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OZNACZANIE ZAWARTOSCI AKRYLOAMIDU W PRODUKTACH
ZIEMNIACZANYCH METODA GC-MS/MS ORAZ LC-MS/MS

DETERMINATION OF ACRYLAMIDE CONTENT IN POTATO PRODUCTS USING
GC-MS/MS AND LC-MS/MS METHODS
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STRESZCZENIE

Celem pracy bylo sprawdzenie przydatnosci technik GCQO-MS/MS i LC-MS/MS do oznaczania akryloamidu w zZywnosci
oraz oznaczenie zawartosci akryloamidu w produktach ziemniaczanych, pobranych na terenie catego kraju w latach 2007-
2008. W wyniku przeprowadzonej walidacji stwierdzono, Ze obydwie stosowane metody charakteryzowaly sie niskq granicg
oznaczalnosci oraz dobrq precyzjq i dokladnosciq. Najwyzszq przecietng zawartos¢ akryloamidu stwierdzono w chipsach
ziemniaczanych — 770 ug/kg (113 +~ 1890 ug/kg), najnizszq natomiast frytki smazone pobrane z zakladow gastronomicz-
nych — 401 ug/kg (134 +~ 679 ug/kg). W roku 2008 oznaczone zawartosci akryloamidu w chipsach i frytkach gotowych do
spozycia byly wyzsze w porownaniu z rokiem 2007, jednak roznica ta nie byla istotna statystycznie. W przypadku frytek
smazonych w laboratorium z mrozonych polproduktow stwierdzono istotne (p < 0,05) obnizenie zawartosci akryloamidu
w 2008r. w porownaniu z rokiem 2007.

ABSTRACT

The aim of our study was to check a useful of GCO-MS/MS and LC-MS/MS methods to determination of acrylamide in
foodstuffs and determined acrylamide content in potato products randomly collected in Poland in 2007-2008. As a result of
validation of these methods we found the both using methods were characterized by low quantification limit and well preci-
sion. The highest acrylamide level was in potato crisps — 770 ug/kg (113 + 1890 ug/kg), but the lowest —was in French fries
collected from bars and restaurants — 401 ug/kg (134 ~ 679 ug/kg). Acrylamide content analyzed in 2008 in potato crisp
and French fries ready to eat was higher than in 2007. The difference was not statistically significant. In French fries fried
in laboratory from pre-cooked French fries in 2008 acrylamide level was lower that in these products analyzed in 2007.
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WSTEP

Akryloamid powstaje w czasie termicznego
przetwarzania zywno$ci wysokoweglowodanowej
jako jeden z produktow reakcji Maillarda, w reakcji
pomiedzy wolng asparaging i cukrami redukujacymi
(glukoza i fruktoza) [7]. Gtéwnym jego zroédtem w
diecie sa przede wszystkim produkty z ziemniakow,
takie jak frytki i chipsy, a takze przetwory zbozowe m.
in. pieczywo, ptatki §niadaniowe, ciastka i herbatniki,
a takze kawa palona. Ze wzgledu na doniesienia o
neurotoksycznym, genotoksycznym i kancerogennym
dziataniu akryloamidu, obecno$¢ tego zwiazku w zyw-
nosci moze stanowic ryzyko dla zdrowia czlowieka [1,

1994 r. sklasyfikowata akryloamid jako zwiagzek ,,praw-
dopodobnie rakotworczy dla ludzi” (grupa 2A) [5 ].

Z uwagi na potencjalnie niekorzystne dzialanie
akryloamidu na zdrowie ludzi Komisja Unii Europe;j-
skiej wydata zalecenie dotyczace monitorowania, we
wszystkich krajach cztonkowskich, zawarto$ci akrylo-
amidu w wybranych grupach produktow spozywczych,
w latach 2007 — 2009 (2007/331/WE), w celu uzyskania
wiarygodnych danych na temat narazenia na ten zwig-
zek z diety.

Z zwiazku z powyzszym istnieje potrzeba monito-
rowania zawartosci akryloamidu w produktach zyw-
no$ciowych przy zastosowaniu metod analitycznych
charakteryzujacych si¢ niskg granica oznaczalnosci, a
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z drugiej strony umozliwiajacych szybkie uzyskanie
miarodajnych wynikow.

Celem pracy byto sprawdzenie przydatnos$ci technik
GCQ-MS/MS i LC-MS/MS do oznaczania akryloamidu
w zywno$ci oraz oznaczenie zawartosci akryloamidu
w produktach ziemniaczanych pobranych na terenie
Polski w latach 2007-2008 w ramach monitoringu Unii
Europejskie;j.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowity probki produktow
ziemniaczanych pobierane przez pracownikow stacji
sanitarno-epidemiologicznych na terenie catego kraju,
w latach 2007-2008, w ramach badan monitoringowych
prowadzonych zgodnie z zaleceniem Komisji Unii Eu-
ropejskiej w sprawie monitorowania poziomow akrylo-
amidu w zywnosci (2007/331/WE). Lacznie przebadano
63 probki produktow ziemniaczanych, w tym:

» chipsy ziemniaczane — 21 probek;

» frytki smazone gotowe do spozycia, pobrane z
zakladow gastronomicznych — 21 probek;

* frytki smazone we frytownicy w laboratorium z
mrozonych potproduktéw — 21 probek.

Jedna probke chipsow oraz frytek (mrozonych
polproduktéw) stanowity co najmniej dwa opakowa-
nia handlowe produktu pochodzace z tej samej partii
produkcyjnej, natomiast probke frytek smazonych (go-
towych do spozycia) — produkty w ilo$ci nie mniejszej
niz 1 kg.

Frytki smazone w laboratorium przygotowano
zgodnie z instrukcja podang przez producenta na ety-
kiecie opakowania produktu. Z kazdego rodzaju frytek
przygotowano po 1 porcji (okoto 200 g) do smazenia we
frytownicy. Do czasu wykonania analiz probki frytek
przechowywano w temperaturze okoto -22°C, a probki
chipsow w zamknigtych opakowaniach handlowych
w temperaturze pokojowej, nie wyzszej niz 20°C.

Przed rozpoczeciem analiz probki rozdrabniano
(frytki w stanie zamrozonym) za pomocg malaksera, a
nastepnie miynka.

Zawartos¢ akryloamidu oznaczono dwoma metoda-
mi wedhug wlasnych procedur badawczych:

* produkty pobrane z rynku w 2007 r. — metoda
chromatografii gazowej sprz¢zonej z tandemowa
spektrometrig mas (GCQ-MS/MS);

*  produkty pobrane z rynku w 2008 r. — metoda wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezone;j
z tandemowa spektrometrig mas (LC-MS/MS).

Metoda chromatografii gazowej — GCQ-MS/MS

Do 3 g probki zywnosci dodawano 100 pl roztworu
wzorcowego — akryloamidu deuterowanego (2,3,3-d,
akryloamid, 98% z Cambridge izotop Laboratories Inc.;

¢ =100 pg/ml). Probke ekstrahowano woda destylowa-
ng i n-heksanem (cz.d.a., min. 99% firmy POCh S.A.,
Gliwice), odwirowywano (10.000 obr/min, 10 min),
usuwano warstwe heksanowa, a warstwe wodng ogrze-
wano w tazni wodnej (temp. ~60°C, 2 h) i poddawano
catonocnemu bromowanju (Kbr03’ cz.d.a., min. 99,5%,
firmy Chempur Piekary Slaskie; HBr, 48%, firmy Fluka
Chemie GmbH; nasycony roztwor wody bromowej, Br
~4%, firmy Chempur, Piekary Slaskie) w temp. ~ 0°C.
Nadmiar bromu zoboje¢tniano 1 M roztworem tiosiarcza-
nu sodu (cz.d.a., min. 99%, firmy POCh S.A., Gliwice),
a nastepnie 2-krotnie ekstrahowano octanem etylu
(HPLC, firmy POCh S.A., Gliwice). Po rozdzieleniu si¢
warstw, kazdorazowo pobierano warstwe organiczng i
przenoszono do amputki szklanej. Po odparowaniu do
sucha pod azotem, do probki dodawano octan etylu
(HPLC, firmy POCh S.A., Gliwice) i przenoszono do
wialek do autosamplera (ryc. 1).

Oznaczenie zawartosci dibromowych pochodnych
akryloamidu wykonano metodg chromatografii gazowe;j
z wykorzystaniem aparatu GCQ firmy Finnigan Matt
wyposazonego w detektor masowy z putapka jonowa
oraz dozownik typu eksa/splitless. Probke w ilosci 1
pl analizowano technikg MS/MS z wykorzystaniem EI
(70 eV). Analize zawartosci akryloamidu prowadzono
na kolumnie chromatograficznej (DB-35MS): di. 30 m,
$r. 0,25 mm, film 0,25 pum. Pierwszym krokiem bylo
uzyskanie jonu prekursora m/z 152 pochodzacego od
dibromopochodnej akryloamidu oraz 155 m/z pocho-
dzacego od dibromopochodnej akryloamidu deuterowa-
nego, a nastepnie w wyniku kolizji MS/MS, uzyskiwano
jony potomne: m/z 152 — m/z 135 i m/z 155 - m/z
137. Do obliczen ilo$ciowych uzyto stosunek pola
powierzchni pod pikiem pochodzacym od jondéw m/z
135 1 m/z 137. Warunki analizy chromatograficznej:

» gaznosny: He, przepltyw gazu staty: 40 cm®/sek.,

e program temperaturowy pieca: temp. nastrzyku
65°C, wzrost temp. 15°C/min do 250°C, czas anali-
zy 23,33 min, linia transferowa: 250°C, temperatura

zrodto jonow: 180°C (2).

Wynik zostal przyjety jako $rednia z trzech rowno-
legtych oznaczen.

Metoda chromatografii cieczowej — LC-MS/MS

Do 3 g probki zywnosci dodano 600 pl roz-
tworu wzorcowego — akryloamidu deuterowanego
(c =200 pg/L), a nastepnie probke ekstrahowano woda
destylowang i n-heksanem, odwirowywano i usuwano
warstwe eksanowi podobnie jak w przypadku chroma-
tografii gazowe;.

Warstwe wodng ogrzewano w tazni wodnej z ul-
tradzwigkami (temp. ~60°C, 30 min), a nast¢pnie do-
dawano roztwory Carreza I (K,Fe(CN), x 3H,0; firmy
POCh S.A., Gliwice) i Carreza Il (ZnSO, x 7H,0, firmy
Sigma-Aldrich). Tak przygotowang probke poddawano
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[ odwazka produktu rozdrobnionego (~3g) + dodatek standardu wewngtrznego ]

+

[ 20 + 30 ml wody destylowanej (w zaleznosci od produktu) ]

[ 10 + 15 ml heksanu (w zaleznosci od produktu) ]

wytrzasanie (5 min; 257 rpm)
wirowanie (10 min; 10.000 rpm: 10°C )

dwukrotnie

GCQ-MS/MS

ogrzewanie w fazni wodnej
(120 min: ~60°C). w tym ultradzwieki (2 * 15 min)

[ schtodzenie do temperatury pokojowej ]

wirowanie (40 min; 12.000 rpm; 40C);
zlanie supernatantu do kolbek Erlenmaverek

2,5 g bromku potasu
0,1 ml kwasu bromowodorowego

7 8 ml windyv hramawei

+

[ catonocne bromowanie (~0°C) ]

[ odbarwienie tiosiarczanem sodu ]

[ ~1 g bezwodny siarczan sodu ]

[ 3 ml octanu etylu ]

wytrzasanie (5 min; 257 rpm)
wirowanie (10 min: 10.000 rom: 4°C )

|

[ pobranie do amputki warstwy organicznej

|

odparowanie do sucha w atmosferze azotu
rozpuszezenie w 100 pl octanu etylu
filtrowanie probki (0,45 pm)

!

[ nastrzyk na kolumng¢ (GCQ-MS/MS) ]

dwukrotnie

—

—b[ usunigcie warstwy heksanowe;j ]
LC-MS/MS

ogrzewanie w fazni wodnej z ultradzwigkami
(30 min: ~60°C)

[ schtodzenie do temperatury pokojowe;j ]

+ 1 ml roztworu Carreza |
1 ml roztworu Carreza 1T

zlanie supernatantu do kolbek Erlenmaverek

|

oczyszczanie metoda SPE na
kolumienkach weglowych

|

odparowanie do sucha w atmosferze azotu
rozpuszczenie w 1 ml woda : metanol (9:1, v/v)
filtrowanie probki (0,22 pm)

|

[ nastrzyk na kolumng¢ (LC-MS/MS) ]

[ wirowanie (10 min; 10.000 rpm; 4°C); ]

Ryc. 1.  Etapy oznaczania akryloamidu w zywnosci metodami: GCQ-MS/MS oraz LC-MS/MS
Stages of determination of acrylamide in food by GCQ-MS/MS and LC-MS/MS

oczyszczaniu metoda SPE wykorzystujac kolumienki
weglowe (Bakerbond Carbon). Zebrane po oczyszcze-
niu frakcje metanolowe odparowywano do sucha pod
azotem, a nastgpnie rozpuszczano w wodzie z metano-
lem (ryc. 1).

Oznaczenie zawartosci akryloamidu wykonywano
metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej z
wykorzystaniem aparatu UltraMate 3000 firmy Dionex
sprzezonego ze spektrometrem mas 3200 Qtrap firmy
Applied Biosystems. Rozdzial chromatograficzny prze-
prowadzono na kolumnie HYPERCARB firmy Thermo
Scientific: (150 x 2,1) mm, wielkos¢ czastki — 5 pm.

Warunki pracy chromatografu:

» sktad fazy ruchomej — woda : metanol (9:1) z do-
datkiem 0,1% kwasu mréwkowego;

o przeplyw — 0,35 mL/min;

* nastrzyk — 20 puL;

* czas analizy — 5 min.

Warunki pracy spektrometru MS/MS:

e technika MRM;

e temperatura zrodta jonow — 600°C;

* gaz ostonowy — azot; CUR = 40;

* polaryzacja dodatnia;
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* napiecie na kapilarze (IS) — 5000 V;
*  pozostale parametry dla poszczegolnych badanych
jondéw podano w tabeli 1.

Tabela 1. Parametry spektrometru mas dla poszczegdlnych

badanych jonoéw
Spectrometer mass parameters for researched ions
j j dwell
Badany | 00 ol pp | ce | N
. pierwotne | potomne time
zwigzek [V] [Vl
[amu] [amu] [msec]
72,1 55,2 26 14 150
1 id ’ 2
akryloami 72,1 441 | 22 | 20 | 150
akryloamid 75,1 58,1 24 16 150
deuterowany 75,1 47,1 20 14 150

DP —réznica potencjatéw pomiedzy kwadrupolem zerowym
a wlotem do spektrometru;
CE — energia zderzen.

Identyfikacja badanych zwiazkow zostata prze-
prowadzona na podstawie czasow ich retencji i widma
masowego. Wynik zostat przyjety jako $rednia z dwoch
rownoleglych oznaczen.

Ocena statystyczna

Uzyskane wyniki badan obliczono za pomoca
programu komputerowego Excel, a oceniono z wyko-
rzystaniem pakietu statystycznego Statistica ver. 6.0
(Statsoft, Inc.).

WYNIKI I DYSKUSJA

Walidacja metod oznaczania akryloamidu

Walidacja obu metod zostata przeprowadzona
zgodnie z procedurg walidacji PO-13 ,,Walidacja
metod badawczych” obowiazujacg w Laboratorium
Referencyjnym Instytutu Zywnosci i Zywienia. Przy
ocenie przydatnosci metody do oznaczania zawartosci
akryloamidu w Zywnosci wyznaczono nastepujace para-
metry: zakres metody, granice oznaczalnosci, precyzje,
doktadnos$¢, wspotczynnik zmiennosci dla poszczegodl-
nych matryc i niepewno$¢ pomiaru.

Uzyskane wyniki walidacji obu metod przedsta-
wiono w tabeli 2. Metody charakteryzuja si¢ szerokim
zakresem oznaczalno$ci, niska granicg oznaczalno-
$ci ponizej 50 ug/kg, a takze dobrg precyzja, gdyz
wspotczynnik HORRAT ma warto$¢ ponizej jednosci.
Doktadnos¢ metody GCQ-MS/MS sprawdzono przy
uzyciu certyfikowanego materialu odniesienia CRM
ERM (BD 273 Toasted Bread; 425 + 29 nug/kg) uzysku-
jac odzysk $redni na poziomie 96,5%. Potwierdzeniem
biegltosci analitycznej w zakresie obydwu metod byty
wyniki udziatu w badaniach bieglosci organizowanych
przez FAPAS Food and Environment Research Agency
(York, UK). Wykorzystywanie ww. metod pozwala na

realizacj¢ badan monitoringowych zawartosci akrylo-
amidu w zywnosci, prowadzonych w Polsce, podobnie
jak w krajach Unii Europejskiej w latach 2007-2009,
zgodnie z zaleceniem Komisji Nr 2007/331/WE.

Tabela 2. Wybrane parametry walidacji metod oznaczania
akryloamidu w zywnos$ci (matryca — frytki sma-
zone)

Selected method’s validation parameters — analysis
of acrylamide in food products (matrix: French

fries)
Metoda oznaczania
Elementy walidacji
GCQ-MS/MS | LC-MS/MS
precyzja metody
zawarto$¢ srednia — x [pg/kg] 155 356
rozrzut wynikow [pg/kg] 150 + 164 334 +373
odchylenie standardowe — SD 16,2
5,0
[ng/ke]
wspotczynnik zmienno$ci — 33 4,5
RSD [%] ’
wspotczynnik HORRAT 0,16 0,24
25 +3000"
= *1
zakres metody [pg/kg] 43 + 3700 (ziemniaki)
granica oznaczalnosci — LOQ 43 . 25
[ug/ke] (ptatki (ziemniaki)
HE/XE owsiane) z
badania biegtosci (FAPAS) T 3*0_15 T 3*0_24
matryca: pieczywo chrupkie | Z50T¢ = -1,5 | z-score” =-1,1
YO PIeeaywe ST | (179 neke) | (271 ngke)
niepewno$¢ pomiaru [ug/kg] + 36 +43

"I wyznaczony na podstawie produktéw o najnizszej i najwyzszej
zawarto$ci akryloamidu

wyznaczony na podstawie krzywej kalibracyjnej — gotowane
ziemniaki wzbogacane akryloamidem w zakresie od 25 do
3000 pg/L (r=0,9998)
-2 < z-score <2 — wynik satysfakcjonujacy oznacza 95%

*2

prawdopodobienstwo, ze wynik jest prawidtowy

Zawartos¢ akryloamidu w produktach ziemniacza-
nych

Najwyzsza przecigtng zawartos¢ akryloamidu
wsérod wszystkich przebadanych produktow w latach
2007 —2008, stwierdzono w chipsach ziemniaczanych —
770 ng/kg (113 do 1890 pg/kg) (tab. 3). Niewiele nizsza
zawartoscig, wynoszaca 740 ug/kg, charakteryzowaty
si¢ frytki smazone w laboratorium z mrozonych pétpro-
duktéw. Warto zwréci¢ uwage, ze w probee produktu z
tej grupy stwierdzono najwyzsza zawarto$¢ akryloami-
du (2175 pg/kg) ze wszystkich probek przebadanych
w latach 2007-2008.

We frytkach smazonych pobranych z baréw i re-
stauracji przecigtna zawarto$¢ badanego zwigzku byta
blisko dwukrotnie nizsza w poréwnaniu z frytkami
smazonymi z mrozonych potproduktéow i chipsami
ziemniaczanymi. Stwierdzone rdznice w zawartosci
akryloamidu pomigdzy dwoma badanymi grupami
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Tabela 3. Zawartos¢ akryloamidu w produktach ziemniaczanych losowo pobranych w Polsce w latach 2007-2008
The acrylamide content in potato products, randomly collected from Polish market in 2007 — 2008
Zawarto$¢ akryloamidu [pg/kg]
Grupa produktéw Ogotem (2007 — 2008) 2007 rok 2008 rok
x + SD zakres x + SD zakres x+ SD zakres

chipsy ziemniaczane 770 + 488" 113 + 1890 581 £ 5212 1131673 865 + 460 320 + 1890

frytki smazone 401 £ 126° 134+ 679 334 + 126° 134+ 518 438 £ 1130 235 + 679

(gastronomia)

frytkd smazone 740 + 515° 263 + 2175 1125 + 742 347+ 2175 548 + 187" 263 + 866

(laboratorium)

"I roznica istotna statystycznie (p < 0,01)
"2 rdznica istotna statystycznie (p < 0,05)

frytek moga wynika¢ zar6wno z réznic surowcowych
(poziom asparaginy i cukrow redukujacych), jak i in-
nego sposobu smazenia w warunkach laboratoryjnych
i w restauracjach oraz by¢ moze zastosowania obrobki
wstepnej, np. moczenia i blanszowania surowych frytek.
Z drugiej strony, jak wykazano we wcze$niejszych ba-
daniach [2], wstepne smazenie mrozonych potproduk-
tow nie wptywalo istotnie na zawarto$¢ akryloamidu
w produkcie koncowych. Podobne wyniki do naszych
stwierdzili Pereschi i wsp. [6] we frytkach smazonych
w warunkach laboratoryjnych.

Poréwnujac wyniki uzyskane w roku 2007 i 2008
w poszczegblnych grupach produktdéw, nalezy stwier-
dzi¢, iz w przypadku chipséw ziemniaczanych i frytek
smazonych pobranych w barach i restauracjach zawar-
tos¢ akryloamidu w tych dwoch grupach produktow
byta wyzsza w 2008 r. w poréwnaniu z 2007 r., jednak
stwierdzona rdznica nie byta istotna statycznie (ryc. 2).
Natomiast frytki smazone w laboratorium z mrozonych
poOtproduktéw w 2008 r. charakteryzowaly si¢ ponad
2-krotnie nizsza zawartoscig akryloamidu w porow-
naniu do tych samych rodzajow frytek pobranych w
2007 r. Réznica ta byla istotna statystycznie (p < 0,05).
Moze to $wiadczy¢ o korzystnym zjawisku obnizania
zawartosci akryloamidu w produktach zywnoscio-

2000

wych na skutek podejmowanych przez producentéw
dobrowolnych dziatan opisanych w Toolbox’ie [8]. W
przypadku frytek ziemniaczanych w postaci mrozonych
potproduktow dzialania te polegaja na stosowaniu
r6znych rodzajow obrébki wstepnej, m.in. moczenia w
wodzie surowych frytek lub blanszowania.

WNIOSKI

1. Przeprowadzona walidacja potwierdzita przydat-
nos¢ technik badawczych GCQ-MS/MS i LC-
-MS/MS do oznaczania zawartosci akryloamidu
W Zywnosci.

2. Obie metody charakteryzujg si¢ dobra precyzja,
a takze doktadnoscig sprawdzong przy uzyciu cer-
tyfikowanego materiatu odniesienia.

3. Zawartos$¢ akryloamidu w przebadanych w latach
2007-2008 produktach ziemniaczanych wahata si¢
w zakresie od 113 do 2175 ng/kg.

4. Najwyzszg przeci¢tng zawartos¢ tej substancji
stwierdzono we frytkach smazonych w laborato-
rium w 2007 .

5. Pelng ocen¢ zmian w zawartos$ci akryloamidu
w produktach spozywczych bedzie mozna przepro-
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* roznica istotna statystycznie (p < 0,05) 82007 22008 ‘
Ryc. 2. Pordwnanie $redniej zawarto$ci akryloamidu w produktach ziemniaczanych, pobranych na terenie Polski w latach

2007-2008 (n = 63)

Comparison of acrylamide content in potato products, randomly collected from Polish market in 2007 - 2008

(n=63)
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Nr3

wadzi¢ w 2010 r. po zakonczeniu 3-letnich badan
monitoringowych.
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