NASTAVNO-NAU CNOM VE CU FARMACEUTSKOG FAKULTETA UNIVERZITETA
U BEOGRADU

Na sednici Nastavno-n&woog Vea Farmaceutskog fakulteta, odrzanoj 13.07.2015.

godine, imenovana je Komisija u sastavu:

Dr lvan Stankow (mentor), redovni profesor, Univerzitet u Beogradtarmaceutski fakultet
Dr Brizita bordevi¢, vanredni profesor, Univerzitet u Beogradu - Fareuaski fakultet

Dr Biljana Stojanou, vanredni profesor, Univerzitet u Beogradu - Fareusiski fakultet i

Dr Refik Zejnilovic, redovni profesor, Univerzitet u Podgorici - Faomatski fakultet

za ocenu i odbranu zavrSene doktorske disertaoilenazivom,lspitivanje uticaja termi ¢kog
tretmana na nastajanje akrilamida u namirnicama savisokim sadrzajem skroba primenom
unapredene metode gasne hromatografije”kandidata dipl. hem. Veselina Delésj

specijaliste sanitarne hemije.

Na osnovu analize prilozene doktorske disertacpenisija podnosi Nastavno-néom

Vecu Farmaceutskog fakultetsledei

IZVESTAJ

A. SADRZAJ DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija dipl. hem. Veselina Detavipod nazivom,lspitivanje uticaja
termi¢kog tretmana na nastajanje akrilamida u namirnicamasa visokim sadrzajem skroba

primenom unapredene metode gasne hromatografije“napisana je na 90 strana i ima 20
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tabela, 23 slike i 101 literaturni navod. Sadrzaktdrske disertacije izlozen je u sléde
poglavljima: Uvod (6 strana), OpsSti deo (32 stran®iljevi istrazivanja (1 strana),
Eksperimentalni deo (10 strana), Rezultati i digku&0 strana), Zaklgci (4 strane) i Literatura.
Na paetku doktorske disertacije dat je sazetak na srmpskengleskom jeziku sa kinim

redéima.

Poglavlje Uvod daje prikaz informacija u vezi otka akrilamida u hrani, evaluacije
njegove toksinosti i procene izloZenosti od stranedmearodnih ekspertskih tela, kao i o razvoju
analitickih tehnika za odi@vanje sadrzaja akrilamida u hrawikrilamid je svrstan od strane
medunarodne agencije za istrazivanje kancera (IAR@upu 2A - kao verovatno kancerogen za

céoveka.

Poglavlje Opsti deo sadrzi 10 odeljaka. Prvih 7 odeljaka sadrzi priklasadasnijin
saznanja iz oblasti hemijskih osobina akrilamidgggavog metabolizma i toksiosti u
organizmu, mehanizme njegovog nastajanja u tdimiretiranoj hrani, uticaje oddenih
sastojaka namirnica (ugljenih hidrata, masti, prnatei vode), kao i uticaj matriksa, ¢iaa
skladiStenja i pripreme namirnica za konzumiratjeodeljku: [Ekstrakcija na cvrstoj faz“
razmatra se mogunost upotrebe ove tehnike za ukljanjanje interdguith komponenti,
koncentrisanje i izolovanje akrilamida iz ispitivan matriksa. Odeljak Rregled analitickih
metoda za odredivanje akrilamida“ sadrzi literaturne podatke o analkim metodama koje se
koriste za odrdivanje akrilamida, a odeljakZakonska regulativa” prikazuje regulativu Evropske
Unije i preporuke Evropske Komisije za indikatiwrednosti za akrilamid u namirnicama, kao i
obaveze zemaljalanica EU u vezi monitoringa akrilamida u ode@im prehrambenim
proizvodima i dostavljanja rezultata ispitivanja rggeskom autoritetu za bezbednost hrane
(EFSA).

Ciljevi ove doktorske disertacije bili su sléde(i) pracenje uticaja tern¢kih tretmana
(kuvanje, peéenje i przenje) na sintezu akrilamida kod namirriogatih skrobom, (ii) razvoj
derivatizacione metode =za kvantifikaciju akrilamida namirnicama metodom gasne
hromatografije u tandemu sa masenom spektrometrijiiijinrazvoj metode za pripremu uzoraka

termicki tretiranih namirnica za kvantifikaciju akrilanadupotrebom smanjene kitie broma i



(iv) razvoj metode za kvantifikaciju akrilamida amirnicama pomé gasne hromatografije sa

azot-fosfornim detektorom (NPD).

PoglavljeEksperimentalni deosadrzi 3 odeljka. U odeljkuTermicki tretman namirnica
bogatih skrobom® dat je prikaz upotrebljenin metoda tettkbg tretmana: kuvanje, penje i
przenje namirnica bogatih skrobom na r&titn temperaturama za pripremu uzoraka za&emge
uticaja termtkog tretmana na formiranje akrilamida u ré&tim namirnicama. U odeljcima
»Priprema uzoraka i kvantifikacija akrilamida metodom gasne hromatografije u tandemu sa
masenom spektrometrijom (GC-MS)“ i ,, Priprema uzoraka i kvantifikacija akrilamida metodom
gasne hromatografije sa fosfornim detektorom (NPD)“ prikazani su eksperimentalni uslovi,
aparatura, reagensi, opis i validacija upotrebfjemetoda za oddevanje sadrzaja akrilamida u

hrani.

Originalni rezultati koji su dobijeni u okviru ovdoktorske disertacije prikazani su u
poglavlju Rezultati i diskusija koje sadrzi 10 tabela i 11 slik&®ezultati su pregledno i
sistemaitino predstavljeni u skladu sa postavljenim ciljevirkandidat je dobijene rezultate
detaljno poredio sa odgovaréjon rezultatima drugih autora i analizirao uticajzlrétih
termickih tretmana na sadrzaj akrilamida u namirnicamgabm skrobom, kao i prednosti

upotrebljenih analitkih metoda za ekstrakciju i odiiganje akrilamida u hrani.

Na kraju disertacije, dati sdaklju éci koji proizilaze izrezultata istrazivanja njihove

analize.

U poglavlju Literatura dat je spisak literaturnin navoda (101) citirandinkuverskim
stilom.

B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

U ovoj doktorskoj disertaciji izvrSeno je ispitijanuticaja promenljivih parametara

(temperatura i duzina terttie obrade) raatitih termickih tretmana (kuvanje, penje, przenje)

namirnica bogatih skrobom na formiranje akrilamigamenom unapkEne metode gasne



hromatografije u tandemu sa masenom spektromet(§@G:MS) i gasne hromatografije sa azot-
fosfornim detektorom (NPD). Pokazano je da na teatpe od 250C u namirnicamma bogatim
skrobom, kao Sto je krompir, dolazi do péaee sinteze akrilamida, a smanjenjem temperature
przenja sa 256C na 170°C smanjuje se sadrzaj akrilamida, peimu prehrambeni proizvod
postaje manje privian za konzumaciju jer se pogorsavaju njegove otgatitke osobine (boja,
ukus, hrskavost). Povanjem temperature i vremena tetkug tretmana povava se sinteza
akrilamida, pri ¢emu porast temperature ima izrazeniji efekat ndezin akrilamida nego
pove&anje vremena terrgkog tretmana na konstantnoj temperaturi.

Kao efektivan korak pt#Scavanja kori8ena je ekstrakcija naévrstoj fazi, a.sadrzaj
akrilamida je odréivan GC-MS metodom uz derivatizaciju smanjenom catim broma kao
derivat 2-brompropen amida (2-BPA) uz predhodnunupéaciju potrebnih kotiina broma za
pripremu uzoraka. U cilju oddevanja optimalne zapremine bromne vode, vrSeno je
opteréivanje uzorka kukuruznog hleba koji je sadrzao 2fd&/kg akrilamida sa 40 ug
akrilamida koji je pripremljen sa 5 raglih zapremina bromne vode, a kao odgovor¢enaje
prinos ekstrakcije izrazen kadrécovery” vrednost. Dobijeni rezultati za ispitivane pardrae
validacije potvduju pouzdanost metode, a ova validirana GC-MS nzetpdmenjena je u
medulaboratorijskom ispitivanju devet uzoraka namianma sadrzaj akrilamida.

U ovom radu primenjena je i GC-NPD metoda za digemje sadrzaja akrilamida u
termicki tretiranim uzorcima krompira. Opisana metodadptavlja natni doprinos analitici
akrilamida jer je do sada publikovan veoma malj badova u kojima je opisana primena NPD
detektora za oddévanje akrilamida. Akrilamid je identifikovan namsvu retencionog vremena
(9,68 min),cime je postignuta neophodna spetifist metode, a linearnost je dobijena u opsegu
0,30 — 10 mg/kg. PredloZzena metoda, tmkoima zadovoljavajie karakteristike u pogledu
osetljivosti i t&nosti, pa je zbog toga veoma pogodna za praktprimenu u laboratorijama za

kontrolu hrane.

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA DOKTORSKE DISERTACIJE  SA
PODACIMA IZ LITERATURE

Nastajanje akrilamida u tertski tretiranim namirnicama prati se od 2002 godiae& su

Stadler i sar. (1) i Mottram i sar. (2) prikazalehanizam nastanka akrilamida u namirnicama pri
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Maillard-ovoj reakciji, uz predpostavku da se akmiid sintetiSe na temperaturama iznad®Co0
prisustvu aminokiseline asparagina. U ovoj doktoysiisertaciji demonstrirano je zfgano
pove&anje koncentracije akrilamida sa porastom tempezapuzenja u ulju iznmd 190°C i
250°C, u trajanju tretmana izthe 3 i 15 minuta, prcemu visoka temperatura i duze vreme
przenja dovode do po¥ane sinteze akrilamida, a porast temperature imeZeniji efekat na
sintezu akrilamida u gotovom proizvodu nego @@vge vremena terkog tretmana na
konstantnoj temperaturi. Dobijeni rezultati sugerd&a temperatura ulja pri przenju namirnica
bogatih skrobom ne bi trebalo da prelazi 170 do°1C5 ali, sa druge strane, kod tako
pripremljenih proizvoda organolepkia svojstva nisu prihvatljiva za konzumaciju, S® g

saglasnosti sa literaturnim podacima (3-8).

Mala molekulska masa akrilamida, njegova visok&treaost i nedostatak hromofora su
izazovi u kvantifikaciji akrilamida u malim konceatijama u kojima je prisutan u namirnicama.
Izbor optimalnih uslova za ekstrakciju i odgovaéd) koraka za pr&Séavanje uzoraka su od
posebne vaznosti za adekvatnu pripremu uzorakaa Voakzlgite kombinacije vode i organskih
rastvarga su najeke kori¥eni rastvar& za ekstrakciju uglavnom na sobnoj temperatuny, a
literaturi su prikazane ekstrakcione procedure jiri@je posebna paznja poseea ,bubrenju”
uzorka u vodi na temperaturi od 70° C (9-11). Bréturi postoji relativno mali broj metoda za
pripremu uzoraka metodom ekstrakcijecvestoj fazi koja je kao brza i jednostavna sepanaei
tehnika primenjena u ovom radu. Ekstrakcija&watoj fazi dajeistije uzorke i dovodi do slabije
supresije jona u odnosu na metodameetene ekstrakcije (12).

Za kvantitativho odrdivanje akrilamida u namirnicama u literaturi seguecuje metoda
tecne hromatografije u tandemu sa dvostukom masenosktrgpnetrijom LC-MS/MS kao
separaciona metoda za detekciju akrilamida u Sihj.(8elected lon Monitoring) modu. (12-
15). Primena GC metoda ima odieae prednosti jer su GC instrumenti relativno neftdostupni
vecini bromatoloskih laboratorija (16-17). Kvantifikgg akrilamida u namirnicama GC-MS
metodama se moze izvoditi sa ili bez primene dé@aeije u pripremi uzoraka. Prednost
postupka derivatizacije se ogleda u tome Sto sedpwa molekulska masa, Sto rezultira, osim
vece rastvorljivosti i véom selektivno&u metode. Derivatizacija se wtage izvodi
bromovanjem préemu je bromovani akrilamid manje polaran negéepma komponenta i samim
tim se bolje rastvara u nepolarnim organskim rastv@a. Meiutim, sa druge strane,

derivatizacija je vremenski zahtevan proces jeak/iSroma mora biti odstranjen nakon reakcije.
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U ovoj disertaciji razvijena je optimizovana GC-M&etoda uz predhodnu drivatizaciu uzorka
smanjenom kotinom bromagime se skréuje vreme pripreme uzoraka, kao i méguzlaganje
analiticara tokstnim parama broma. Dobijene vrijednosti za LoD i Lo® 6,86 pg/kg i 10,78
pno/kg metode su bliske literaturnim vrednostima.

Do sada je publikovan veoma mali broj radova u rkejije opisana primena NPD
detektora za oddvanje akrilamida (18). PredloZzena metoda, @&koima zadovoljavajie
karakteristike u pogledu osetljivosti i¢teosti, a zbog krgeg trajanje analize i ekono&niosti
(uSteda rastvata, manje otpada) veoma je pogodna za piialktprimenu u laboratorijama za
kontrolu hrane.

Dobijeni rezultati odréivanja sadrzaja akrilamida u namirnicama bogatimolstm u

korelaciji su sa rezultatima publikovanih radova.
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C. OBRAZLOZENJE NAU CNOG DOPRINOSA DOKTORSKE DISERTACIJE

Akrilamid se sintetiSe iz slobodne aminokiselinpasagina i redukujih S&era, tokom
termickih tretmana na visokim temperaturama kao Sto siemge i przenje u ulju namirnica
bogatih skrobom. Od strane dumarodne agencije za istrazivanje kancera (IARCijaakid je
svrstan u grupu 2A - kao verovatno kancerogert@aeka, a njegovo formiranje u tewtki
tretiranim namirnicama prati se od 2002 godinenfr@reporuci Evropske Komisije u zemljama
EU sprovodi se obavezan monitoring akrilamida unhnaz obavezu dostavljanja rezultata
Evropskom autoritetu za bezbednost hrane (EFSA).

U ovoj doktorskoj disertaciji izvrSeno je ispitijanuticaja promenljivih parametara
(temperatura i duzina tertiie obrade) raatitih termickih tretmana (kuvanje, penje, przenje)
na formiranje akrilamida u namirnicama bogatim bkmm, Sto predstavlja doprinos &avanju
kinetike formiranja akrilamida u hrani tokom ra#iih termickih tretmana koji se tradicionalno
koriste u pripremanju hrane u naSem regionu.

Mala molekulska masa akrilamida, njegova visok&treaost i nedostatak hromofora su
analiticki izazovi u kvantifikaciji akrilamida u malim koeatracijama u kojima je prisutan u
namirnicama. Natni doprinos analitici akrilamida u hrani predstavipzvoj optimizovana GC-
MS metode uz predhodnu derivatizaciu uzorka smanjekolicinom broma,ime se skréuje
vreme pripreme uzoraka, kao i ma@guizlaganje analitara tokstnim parama broma. U ovoj
disertaciji razvijena je i GC-NPD metoda za divanje sadrzaja akrilamida u tertki
tretiranim uzorcima krompira. Opisana metoda pieedgst nadni doprinos analitici akrilamida
jer je do sada publikovan veoma mali broj radovajima je opisana primena NPD detektora za
odrefivanje akrilamida u hrani. PredloZzena metoda, dakama zadovoljavajie karakteristike u
pogledu osetljivosti i tnosti, pa je zbog toga veoma pogodna za praktiprimenu u

laboratorijama za kontrolu hrane.



E. OBJAVLJENI | SAOPSTENI REZULTATI KOJI CINE SASTAVNI DEO
DOKTORSKE DISERTACIJE

Radovi u malunarodnim ¢asopisima:
1. Delevié Veselin M., Zejnilovi¢ Refik M., Jancié-Stojanovi¢ Biljana S., Dordevié
BriZita I., Toki ¢ Zorana N., Zrnié-Ciri ¢ Milica D., Stankovi¢ Ilvan M.. Quantification
of acrylamide in foods selected by using gas chtography tandem mass spectrometry
Hemijska Industrija 2015. Rad prinken za publikovanje: 06.05.2015,
DOI:10.2298/HEMIND150225027D

2. Delevié Veselin M., Zejnilovi¢ Refik M., Jangié-Stojanovi¢ Biljana S., Zrni¢-Ciri é
Milica D., Pordevié¢ Brizita I., Stankovié¢ lvan M. The effect of heat treatments on the
synthesis of acrylamide and its quantification tas ghromatography with a nitrogen-
phosphorus detetector. Hemijska Industrija 2015d Rmihvaen za publikovanje:
25.02.2015, DOI:10.2298/HEMIND141215009D



F. MISLJENJE | PREDLOG KOMISIJE

Pregledom zavrSene doktorske disertacije, mozZeosst&tovati da je kandidat uspesno
ostvario postavljene ciljeve, Sto je potkrepljengaoljivanjem rezultata disertacije u rigm
casopisima mdunarodnog zn@mja. Na osnovu izloZzenog, moze se zaldjuda rezultati
istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije Zaju originalan i zn&jan nadni doprinos u
oblasti analitike akrilamida u hrani.

Uzimajui u obzir sve Sto je izloZzeno, predlazemo Nastavagnom Ve&u
Farmaceutskog fakulteta da prihvati ovaj izveStapdobri kandidatu dipl. hem. Veselinu
Delevicu, specijalisti sanitarne hemije, javnu odbranutdigke disertacije pod nazivom:
.Ispitivanje uticaja termi ¢kog tretmana na nastajanje akrilamida u namirnicama sa

visokim sadrzajem skroba primenom unapréene metode gasne hromatografije”.

Dr sc. Ivan Stankovi(mentor), redovni profesor

Univerzitet u Beogradu-Farmaceutski fakultet

Dr sc. Brizitabordevi¢, vanredni profesor

Univerzitet u Beogradu-Farmaceutski fakultet

Dr Biljana Stojanow, vanredni profesor

Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski fakultet

Dr Refik Zejnilovic, redovni profesor, Univerzitet u Podgorici - Faomatski fakultet

U Beogradu, 11.09.2015.
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