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DETERMINATION OF ACRYLAMIDE IN FOOD BY GAS AND LIQUID
CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY

Miriam Vi¢akova, Michaela Vierikova

ABSTRACT

Acrylamide in food was determined by gas chromatography — mass spectrometry (GC-MS) after bromination of acrylamide
and underivatized acrylamide was quantified by ultra performance liquid chromatography—mass spectrometry (UPLC-MS).
Two different sample preparation methods were used and optimised. The GC-MS method was used for various food
matrices like breads, potato crisps, potato crackers, french fries. The UPLC-MS method was used for analysis of coffee. The
limit of detection and limit of quantification for acrylamide were 7 pgkg' and 20 pgkg” by GC-MS, 9 pgkg™ and 30
ngkg' by UPLC-MS. For both methods the reproducibility, given as relative standard deviation was < 5% , and the

recovery was close to 100 %
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Akrylamid (CH,=CH-CONH,, 2-propénamid) je tuha
biela krystalicka latka bez vone s relativnou molekulovou
hmotnostou  71,08. Teplota topenia akrylamidu:
84,5+ 0,3 °C, teplota varu: 136 °C pri 3,3 kPa/25 mm Hg.
Je rozpustny vo vode, aceténe a etanole, ma vysoku
mobilitu v pdde a podzemnych vodach. Akrylamid je
difunkény monomér — obsahuje reaktivnu -elektrofilnu
dvojita vizbu a amidovu skupinu. Je silny chromofoér pre
UV detekciu, ma vlastnosti slabej kyseliny aj zasady.

Akrylamid moze byt pritomny v zivotnom prostredi ako
dosledok antropogénnych ale aj prirodzenych procesov.
Ma §iroké pouzitie vo vedeckom vyskume, kde sa vyuZziva
jeho schopnost’ selektivne modifikovat SH-skupiny
v §trukturdlnych a funkénych proteinoch (Eriksson, 2005).
Na priemyselné ucely sa akrylamid syntetizuje hydrataciou
akrylonitrilu a pouziva sa na vyrobu polyakrylamidu
(EPA, 1996).

Akrylamid sa nepridava do potravin v ziadnej forme.
Jeho pritomnost’ v potravinaich moéze byt zapri€inena
kontaminaciou z vonkajSiecho prostredia alebo vznika
pocas tepelnej Upravy potravin. Stopové mnozstva
akrylamidu v potravinach je mozné zistit po pouziti
akrylamidovych polymérov alebo kopolymérov pocas
technologického spracovania potravin alebo ako ddsledok
ich pouzitia v obaloch na potraviny.

Obsah  zvyskového  akrylamidu je  limitovany
v aditivnych latkach, vo vode na oplachovanie ovocia

a zeleniny, v papierovych obaloch na potraviny aj
v modifikovanom Skrobe. Tieto zdroje vysvetlujua
pritomnost’ akrylamidu Vo vacsine potravin
v koncentraciach  zhruba  15-350 pgkg'. Vysoké

koncentracie akrylamidu (az do 12000 pgkg') boli
zistené najmi v tepelne spracovanych potravinach. Ide
o0 potraviny upravované pri teplotach vyssich ako 120 °C,
peCenim, smazenim, grilovanim alebo mikrovinym
ohrevom, obsahujlice zaroven proteiny a sacharidy.

K vzniku akrylamidu v potravinach dochadza pocas
tepelného spracovania potravin. Za hlavny mechanizmus
jeho vzniku je vSeobecne povazovana reakcia medzi
volnou geneticky koédovanou neesencialnou
aminokyselinou asparaginom a karbonylovymi
zluceninami (Mottram et al., 2002; Becalski et al., 2003,;
Stadler et al, 2003; JIFSAN, 2004) ako sucast’

Maillardovej reakcie, ktord patri medzi najvyznamnejsie
a a najrozsirenejSie chemické reakcie pocas skladovania
a spracovania potravin.

Akrylamid je podl'a Medzinarodnej agentiry pre vyskum
rakoviny IARC Kklasifikovany v skupine 2A ako
pravdepodobne karcinogénny pre ludi. U Tudi bol
potvrdeny neurotoxicky ucinok.

Prehlady pouzivanych stanoveni akrylamidu boli
viackrat publikované vo forme review (Wenzl et al., 2004;
Castle et Eriksson, 2005; Zhang et al, 2005).
Najpouzivanej$imi technikami stanovenia su plynova a
kvapalinova chromatografia.

Akrylamid mozno bromaciou na dvojith vézbu
skonvertovat’ na 2,3-dibromopropionamide a ten nasledne
stanovit’ pomocou plynovej chromatografie s detektorom
elektronového zachytu (GC ECD) alebo plameniovo
ionizacného detektora (GC FID) (Tekel et al, 1989).
Debrominaciou 2,3-dibromopropionamidu mozno ziskat’
stabilnej$i 2-bromopropénamid aten nasledne stanovit
pomocou GC ECD a GC FID (Andrawes et al., 1987,
Martin et al.,, 1990). Akrylamid je mozné stanovit po
bromécii alebo na priamo technikou plynovej
chromatografie v spojeni s hmotnostnou spektrometriou
(GC MS) (Biedermann et al., 2002; Tateo et Bononi,
2003; Matthéaus et al., 2004; Ciesarova et al., 2004).

Vzhladom na to, ze akrylamid neposkytuje Specifické
absorpéné maxima pri stanoveni pomocou DAD detekcie,
spravidla sa analyzuje v oblasti pod 200 nm, kde je zna¢né
mnozstvo interferentov, je mozné jeho stanovenie bez
bromacie len pri vyssich koncentraciach (Skelly et al.,
Husser, 1978; Shanker et al., 1990; Ver Vers, 1999) Po
bromacii je mozné stanovenie aj nizSich koncentracii
(Brown and Rhead, 1979; Brown et al., 1982).
NajpouzivanejSou technikou je kvapalinova
chromatografia s hmotnostnou spektrometriou. Na analyzu
nie je prili§ vhodna reverzno-fazova chromatografia,
nakol’ko akrylamid sa na tomto type faz nezadrziava. Zo
stacionarnych faz sa vyuzivaju: C18 — hydrophylic end
capping — Aquasil C18, (Becalski et al., 2003; Becalski
et al., 2004), 100 % porous graphitic carbon - Hypercarb®
(Ahn et al., 2002; Rosém et al., 2002; Becalski et al.,
2003; Leung et al., 2003), C18 with polar end capping —
Synergi™ Hydro-RP (Roach et al., 2003, Andrzejewski
et al., 2004). Po separdcii sa eluat analyzuje hmotnostnym
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spektrometrom ionizacia elektrospray positive (Ahn et al.,
2002; Gutsche et al., 2002; Rosém et al., 2002, Becalski
et al., 2003; Hartig et al., 2003; Leung et al., 2003; Ono

MATERIAL A METODY

GC-MS/MS

Do odmerného valca sa navazi  zhomogenizovand
vzorka. Pridd sa vnutorny S$tandard D; akrylamid a
redestilovana voda a 10 minit sa mixuje na Ultraturaxe.
Obsah sa prenesie do polypropylénovej centrifugacnej
skimavky a 10 min sa centrifuguje pri 23 000 x g.
Supernatant sa prefiltruje cez filter Whatman GF/A. Prida
sa KBr, ktory miesanim rozpustime. Upravi sa pH na 1-3
koncentrovanym HBr, potom sa prida nasytend bromova
voda a zamieSa sa. Vzorka sa vlozi do l'adového kupela
v tme a nechd sa reagovat’ 1 hodinu. Prebytok brému sa
odstrani pridanim 1M Na,S,0; .H,O opatrne po kvapkach
az do odfarbenia. Pridd sa vyzihany Na,SO4 krizivym
pohybom sa opatrne zamieSa tak, aby vzniknutd zrazenina
ostala neporusena. Roztok sa prevedie do 250ml deliaceho
lievika a extrahuje sa 2x octanom etylnatym. Organicka
faza sa presusi cez vrstvu bezvodého Na,SO, a filter sa
premyje octanom etylnatym. Spojené organické fazy sa
odparia na RVO a do sucha sa dofukaju dusikom. Rezidua
sa rozpustia v octane etylnatom. Takto pripravené rezidua
vzoriek su injektované ,on column“ do GC/MS/MS
systému. Teplotny program kolony CP Sil 24 CB LOW
BLEED/MS izotermicky 2min. pri 55 °C, potom 17,5 °C
/min. do 220 °C, drzat’ pri 220 °C 2min., 30 °C/min. do
270 °C aizotermicky 3 min. Teplotny program injektora
0,2min. pri 65°C, potom 150°C/min. do 220 °C,
izotermicky 10min. 220 °C a schladit’ na 65 °C. Nastrek je
1ul. Analyza je prevedena pouzitim elekronovej ionizacie
70eV  aselektivneho i6noveho  monitoringu.  Pri
identifikacii analytov sa sleduju parent i6ny apri
kvantifikacii analytov produkt iény podla tabul’ky 1.

Tabul’ka 1 Parametre nastavenia ionov akrylamidu
a vnutorného Standardu akrylamidu D,

Rodicovsky RT Dcérsky | CID | CID
Analyt ion (min.) Segment| i6n RF | Volt
(m/z) ’ (m/z) |(m/z)| (V)
Akrylamid (152 11,08 |2 135,109 48 20
Akrylamid
D3 155 11,08 |2 137 48 20

m/z — molekulovd hmotnost, RT — reten¢ny ¢as, CID —
separacia indukovana koliziou, RF — rezonan¢na
frekvencia

UPLC-MS/MS

Do odmernej banky sa navazi zhomogenizovana vzorka.
Prida sa deionizovana voda. Pretrepe sa a umiestni na
ultrazvuk na 10 min. Pocas trepania sa prida 2ml Carez I.

et al.,, 2003; Riediker & Stadler, 2003; Roach et al.,
2003; Andrzejewski et al.,, 2004; Granby & Faght,
2004; Hoenicke, et al. 2004b; Shis et al., 2004).

a2 ml Carez II. Umiestni sa na vodny kiipel’ s teplotou
60°C na 10 min. Necha sa ochladit. Prida sa acetonitril
a hexan. Zatvori sa, pretrepe a umiestni na 10 min. na
ultrazvuk. Prefiltruje sa cez filtracny papier Watman 5 do
odmerného valca.

Priprava sklenenej kolony: Do spodnej Casti kolony sa
umiestni vata. Kolona sa naplni hydromatrixom. Na
kolonu sa nanesie vyluh. Nechd sa postat’ 15 min. Eluuje
sa octanom etylnatym. Odpari na RVO. Doflika sa
dosucha pod pridom dusika. Rezidua sa rozpustia v 1 ml
vody. Cez skleneny lievik, v ktorom je umiestnena sklena
vata, sa preleje do vialieck. Takto pripravené rezidua
vzoriek su injektované do UPLC/MS/MS systému. Na
analyzu akrylamidu a vnutorného Standardu D3 akrylamid
sa pouzije chromatografickd kolona : Waters Acquity
UPLC BEH C18 1,7 pm, 2,1 x 100 mm teplota: 30 °C,
prietok: 0,3 ml/min., eluent: A- 0,1 % kyselina mravdia,
B- 0,1 % kyselina mrav¢ia v acetonitrile.

Na kvantifikdciu akrylamidu bola pouzita metoda
UPLC/MS/MS s elektrospray ionizaciou v pozitivnom
mode. Akrylamid je idenfikovany selektivnym reakénym
monitoringom (SRM). Monitorované tranzicie su
v tabulke 2.

Tabulka 2 Tranzicie Standardu akrylamidu
a vnutorného Standardu akrylamidu D,

RT Rodicovsky | Dcérsky Nagztle Kolizna
Analyt (min.) i6n i6n Kapilare energia
Tl () (m/2) ?V) Q%)
Akrylamid | 1,18 71,8 54,8 18 9
AkryDlg‘m‘d 1,17 74,7 57,7 22 1
m/z — molekulova hmotnost, RT — reten¢ny cas, CID —
separdcia indukovand koliziou, RF — rezonan¢na
frekvencia
VYSLEDKY A DISKUSIA

Akrylamid v potravinach bol stanoveny plynovou
chromatografiou s hmotnostnou detekciou (GC-MS) po
bromacii akrylamidu a nederivatizovany kvapalinovou
chromatografiou s hmotnostnou detekciou (UPLC-MS).
GC-MS metéda bola pouzitd pre roézne potravinové
matrice ako su chlieb, zemiakové lupienky, zemiakové
hranolky, zemiakové krekry. Chromatograficky zaznam
Standardu  akrylamidu  (koncentracia 100  pgl™)
a vnutorného Standardu akrylamidu D; (koncentracia
50 pg.1™) je na obrazku 1 a vzorky — susienky — s obsahom
akrylamidu 405 pgkg' na obrazku 2. Bromécia
akrylamidu ma vyhodu v tom, ze vznikd viac prchava
zli¢enina, ktora zvysuje selektivitu stanovenia.
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Chromatogram Plot CINSATURNSDATANI1Z1689M Date: 12-16-89 15:27:87
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Obrazok 1 Chromatograficky ziznam $tandardu akrylamidu (koncentracia 100 pg.I") + vnitorného $tandardu
akrylamidu D; (koncentracia 50 pg.') na koléne Sil 24 CB LOW BLEED/MS, 30 m x 0,25 mm, GC-MS-MS

metéda, positive EI mode, MRM

Chromatogram Plot
Comment: 25731 + ZS58PPB D3 RXS
Scan: 956 Seg: 2 Group: B Retention:!
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Obrazok 2 Chromatograficky ziznam vzorky - suSienky s obsahom akrylamidu 405 pg.kg”, na koléne Sil 24 CB
LOW BLEED/MS, 30 m x 0,25 mm, GC-MS-MS metoda, positive EIl mode, MRM

Metdéda UPLC-MS bola pouzita na stanovenie akrylamidu
v kave z dovodu problematického stanovenia metddou
GC-MS, kde bola pozorovana znacna i6nova supresia
v retencnom case akrylamidu. Metéda UPLC-MS bola
pouzita pre stanovenie akrylamidu nielen v kave, ale aj

vinych potravinovych matriciach. Chromatograficky
zdznam $tandardu akrylamidu (koncentracia 50 pg.l™")
a vnutorného Standardu akrylamidu D; (koncentracia
50 pgl") je na obrazku 3 a vzorky — kéva — s obsahom
akrylamidu 405 pg.kg™” na obrazku 4.
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standard 50 ug/I
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Obrizok 3 Chromatograficky zaznam §tandardu akrylamidu (koncentricia 50 pg.l") + vnitorného tandardu
akrylamidu D; (koncentracia 50 pg.l") na Acquity UPLC BEH C,4 koléne pouZitim gradientovej UPLC-MS-MS

metody, flow-rate 0,3mlL.min”, positive ESI mode, MRM.

kava +100ug/kg
080228018
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Obrizok 4 Chromatograficky zaznam kavy fortifikovanej akrylamidom (100 pg.kg™") , na Acquity UPLC BEH Cg

koléne pouZitim gradientovej UPLC-MS-MS metédy, flow-rate 0,3ml.min", positive ESI

Vdake selektivite, ktori pontika MS-MS, mobzeme
pozorovat’” minimum interferencii. Dvadsat’ negativnych

vzoriek bolo analyzovanych pre overenie interferujucich obrazku 5.

pikov v oblasti, v ktorej sme ocakavali eliiciu akrylamidu.
Chromatograficky zdznam negativnej vzorky je na
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Chromatogram Plot
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Obrizok 5 Chromatograficky zdznam negativnej vzorky , na koléne Sil 24 CB LOW BLEED/MS, 30 m x 0,25 mm,

GC-MS-MS metoda, positive EI mode, MRM

Metoéda GC-MS ako aj UPLC-MS bola validovana podl'a
Rozhodnutia Komisie 2002/657/ES s implementaciou
Smernice Rady 96/23/ES pre vykon analytickych metdd.

Pocas troch rokov monitoringu bolo analyzovanych 293
vzoriek pochadzajucich zo slovenskej obchodnej siete a

Tabul’ka 3 Vysledky monitoringu akrylamidu

vyroby. Najvy$si obsah akrylamidu bol zisteny v
zemiakovych lupienkoch 4180 pg.kg'. Naopak najnizsie
obsahy boli zaznamenané vo vzorkéach chleba 12 pgkg™ a
vo vzorke detské piskoty 14 pgkg”. Vysledky analyz s
uvedené v tabulke 3.

Priemerna hodnota akrylamidu Maximalna hodnota akrylamidu

komodita Pocet vzoriek (ngkg") (ng.kg™)

Zemiakové lupienky 71 470 4108
Zemiakové hranolky 25 234 1406
Chlieb 42 12 61
Detské piskoty 22 14 43
Susienky 28 559 2650
Ranajkové cerealie 19 50 270
Zrnkova kava 19 246 361
Instantna kava 14 386 761
Kavovinové nahradky 13 1949 3976
Iné vyrobky 40 30 494
ZAVER UPLC-MS extrakciu vodou, precistenie metdédou SPE, a

Na stanovenie akrylamidu v potravinach sa vyuzivaju dve
analytické techniky GC-MS a UPLC-MS. Metoda GC-MS
zahfna extrakciu vodou, bromaciu na dvojita vizbu
akrylamidu a extrakciu octanom etylnatym. Metdda
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