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SAZETAK

Posljednjih nekoliko destelje¢a povecao se interes razlicitih zdravstvenih institucija
zaduzenih za kontrolu prehrambenih namirnica u kojima tijekom toplinske obrade nastaju
kemijski toksi¢ni spojevi. AKrilamid jedan je od naj¢escih toksic¢nih spojeva koji nastaje kao
posljedica Maillard-ovih reakcija izmedu aminkiseline asparagina i reducirajuc¢ih Secera
tijekom zagrijavanja hrane na temperaturama iznad 120°C. Neurotoksi¢nost, genotoksi¢nost,
reproduktivna toksicnost i kancerogenost toksi¢ni su ucinci akrilamida koji su do sada vec
ispitani i dokazani na zivotinjama. Akrilamid je 2002. godine klasificiran kao potencijalno
kancerogeni spoj za ljude (skupina 2A). Neki od glavnih izvora akrilamida su krumpir i
proizvodi od krumpira, pekarski proizvodi (kruh, keksi, kola¢i) kava i sl. Cilj rada bio je
ustanoviti u kojim su uzorcima prisutne najvece koncentracije akrilamida te odstupaju li
dobiveni rezultati od maksimalno dopustenih koncentracija (MDK) u razdoblju od 2016. do
2020. godine u Primorsko-goranskoj zupaniji. Rezultati su pokazali da su najvise
koncentracije akrilamida bile u uzorcima pomfrita te je samo jedan uzorak - pomfrit 3,

odstupao od maksimalno dopustenih vrijednosti.

Kljuéne rije¢i: akrilamid, toksi¢ni u¢inci, Maillard-ove reakcije, MDK



SUMMARY

The interest in chemically toxic compounds formed during heating has increased over
the last few decades by various health care institutions in charge of food control. One of the
most toxic compounds that results from Maillard reactions between the amino acid
asparagine and reduces sugars during food heating at temperatures above 120°C.
Neurotoxicity, genotoxicity, reproductive toxicity and carcinogenicity are toxic effects of
acrylamide that have been tested on animals so far. In 2002, acrylamide was classified as a
potentially carcinogenic compound for humans (group 2A). Some of the main sources of
acrylamide are potatoes and potato products, bakery products (bread, biscuits, cakes), coffee,
etc. The aim of the study was to determine the highest concentrations of acrylamide in tested
samples and whether the obtained results deviate from maximum allowed concentrations over
the period from 2016 to 2020 in Primorsko-goranska County. The results showed that
highest concentrations of acrylamide were found in samples of french fries and only in one

sample (french fries 3), they exceeded the benchmark limits.

Keywords: acrylamide, toxic effects, Maillard reactions, MDK
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1. UvOD

Hrana bi trebala sadrzavati sve potrebne nutrijente kako bi organizam mogao normalno
funkcionirati. Svi anorganski i organski spojevi koji su prisutni u hrani, organizam koristi kao
energetske, regulatorne 1 gradevne supstance. Nazalost, namirnice koje ljudi konzumiraju

Cesto su izvor $tetnih tvari, a jedna od njih je i akrilamid (1).

Toksi¢nost akrilamida poznata je ve¢ dugi niz godina, ali paznja prema ovom otrovnom
spoju povecala se od 2002. godine nakon njegovog prvog otkrivanja u hrani (2). Akrilamid je
jedan on najées¢ih toksina, javlja se kod namirnica koje su podvrgnute visokim
temperaturama te je prisutan u svakodnevnoj prehrani vecine ljudi. Djeca i osobe sklone
velikom koli¢inom unosa przene hrane su najosjteljivij dio populacije (1). Termic¢ka obrada
hrane nezaobilazan je postupak u modernoj preradi hrane. Pod toplinskom obradom, poput
przenja i pe€enja, hrana bogata Skrobom i ostalim ugljikohidratima ima karakteristi¢an okus,
boju i druge karakteristike dodane Maillardovom reakcijom, koja je glavni krivac nastanka
akrilamida (3). Visoke koncentracije akrilamida mogu se na¢i u prehrambenim proizvodima
poput przenih krumpira, €ipsa, kruha ili zitarica. 1z tog razloga, prehrambena industrija ve¢
dugo vremena pokusava otkriti na¢ine kako smanjiti visoke razine akrilamida u proizvodima,
bez da narusi izgled i kvalitetu okusa (1). Medunarodna agencija za istraZivanje o raku

(IARC) klasificirala je akrilamid kao potencijalno kancerogenu tvar za ljude (4).



1.1. Akrilamid

Akrilamid (2-propenamid) je visoko reaktivan, organski spoj, u Cistom obliku bijeli
kristal, bez mirisa. Molekulska masa mu iznosi 71.08 g/mol te je dobro topljiv u vodi i
polarnim otapalima, kao $to su metanol ili etanol. Razlog njegove visoke reaktivnosti je
povezanost izmedu dvostruke veze i amidne skupine. Pod utjecajem temperature i UV
zraCenja akrilamid je polimeriziran te tako dolazi do stvaranja novih kemijskih spojeva,

odnosno poliakrilamida (1).

Tijekom posljednjih 50 godina akrilamid se u industriji proizvodi kao supstrat za
sintezu poliakrilamidnih polimera te se koristi u industrijskoj proizvodnji papira, obradi
otpadnih voda, tekstilnoj i kozmetickoj industriji (5). Po¢etno misljenje bilo je kako su jedini

izvor akrilamida upravo spomenute industrije te njegova prisutnost u dimu cigarete (6).

Akrilamid i njegovi prekursori koriste se, kako za kemijske, tako i za okoli$ne primjene

te mogu nastati zagrijavanjem biljnog materijala dobivenog iz biljnih tkiva (7).

U danasnje vrijeme akrilamid je poznat ne samo kao sinteticki materijal koji se koristi
u razli¢itim industrijama, ve¢ 1 kao kancerogeni, citotoksicni 1 genotoksi¢ni spoj koji nastaje
pri visokim temperaturama tijekom razli¢itih procesa pripreme hrane, poput prZenja, pecenja,
rostiljanja i przenja u fritezi (8). Studije su potvrdile da u hrani najvise razine akrilamida
nastaju Maillardovom reakcijom. Ona se odvija izmedu aminokiseline asparagin 1 karbonila,
odnosno reduciraju¢ih Seera na temperaturama iznad 120 °C uz nisku vlaznost (9). U
termicki neobradenoj hrani te u namirnicama koje se kuhaju, odnosno koje prolaze toplinsku

obradu pri 100 °C, akrilamid nije prisutan (1).

0
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Slika 1. Kemijska struktura akrilamida, izvor:
https://www.researchgate.net/figure/Chemical-structure-of-
acrylamide figl 51506383
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U travnju 2002. godine, izvjesée Svedske nacionalne agencije za hranu i istraZivaca sa
Sveudilista u Stockholmu Sokiralo je svijet s podacima Kkoji govore da su visoke razine
akrilamida pronadene u termicki obradenoj hrani. Ovo otkric¢e je privuklo pozornost cijelog
svijeta zato Sto je 1994. godine Medunarodna agencija za istrazivanje raka klasificirala

akrilamid kao vjerojatni kancerogeni za ljude (10).

1.2. Mehanizam nastajanja akrilamida

Nekoliko mjeseci nakon spoznaje da se akrilamid moze naéi i u termickoj obradenoj
hrani, sve se viSe paznje pocelo davati otkrivanju samog nastajanja akrilamida. Utvrdeno je
da nastaje Maillardovom reakcijom tijekom zagrijavanja, iz prirodnih sastojaka namirnica, to
jest reducirajucih Secera i aminokiseline asparagin kod temperatura iznad 120 °C gdje dolazi
do neenzimatskog posmedivanja odredene namirnice dajuci joj karakteristicnu strukturu i
okus (11). Premda se asparagin procesima dekarboksilacije i deaminacije moze konvertirati u

akrilamid, ipak u praksi to nije moguée bez prisutnosti Secera (12).

Dva su glavna uvjeta za nastanak akrilamida: visoka temperatura i niski sadrzaj vlage.
Maillardova reakcija je zapravo slozeni niz kemijskih reakcija koje se mogu javiti tijekom
termicke obrade hrane (11). Osim Maillardovom reakcijom, postoji jo§ mehanizama
nastanka akrilamida, iako ne toliko Cestih, za koje je potrebna viSa temperatura. Akrilamid
ima moguénost nastajanja dehidratacijom glicerola iz masti, termickom degradacijom
dipeptida karnozina iz mesa i polipeptida iz brasna te enzimskom dekarboksilacijom

asparagina (13).
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Slika 2. Mehanizam nastanka akrilamida u termi¢ki obradenoj hrani, izvor: Sarkanj B, Kip¢i¢
D, Vasi¢-Racki D, Dela§ F, Gali¢ K, Kataleni¢ M, et al. Kemijske i fizikalne opasnosti u
hrani. 2010. 56-58.

Do sada su objavljene dvije glavne hipoteze koje se odnose na formaciju akrilamida
Maillardovom reakcijom iz asparagina. Smatra se da su a-dikarbonili nuzni reaktanti u
Streckerovoj reakciji razgradnje, daju¢i Streckerov aldehid kao pretecu akrilamida.
Glikokonjugati, kao §to je N-glikozid i srodni spojevi koji nastaju u ranoj fazi Maillardove
reakcije, predlozeni su kao klju¢ni meduprodukti koji dovode do nastanka akrilamida.
Najvazniji mehanic¢ki korak je dekarboksilacija Schiffove baze koja dovodi do nastanka
Maillardovih meduprodukata koji izravno oslobadaju akrilamid (14). Osim toga,
dekarboksilirana Schiffova baza hidrolizira se do nastanka 3-aminopropionamida, koji se

smatra vaznom pretecom akrilamida (15).

1.3. Apsorpcija, metabolizam i raspodjela akrilamida

Akrilamid se u tijelo moZe unijeti na tri nadina, probavnim i di$nim sustavom te preko
koze. U probavni sustav ulazi hranom, u diS$ni sustav ulazi preko dima cigareta, a preko koze
ulazi koristenjem kozmetike. Vrlo brzo ulazi u krvnu plazmu, neovisno o nacinu ulaska (1).

Glicidamid je glavni metabolit akrilamida te se vrlo lako veZe na dijelove stanice koje sadrze



amino i sulfihidrilne skupine te je zbog toga u raznim ispitivanjima dokazan kao
neurotoksi¢an i genotoksic¢an (13). | akrilamid i glicidamid mogu stvoriti adukte s
hemoglobinom nakon reakcija sa sulfhidrilnim skupinama. Nivo nastalih adukta cesto se
koristi kao pokazatelj izlozenosti akrilamida te je njihov nastanak proporcionalan dozi
akrilamida koja je unesena u organizam. Vrlo visoke koncentracije akrilamida i glicidamida
distribuiraju se u miSi¢na 1 ziv€ana tkiva. Akrilamid koji se oralno unosi u organizam
metabolizira se u jetri. Metabolicki putevi akrilamida u organizmu su vrlo slozeni. U prvoj
fazi biotransformacije odredeni dio akrilamida se metabolizira uz citokrome P450. Kao
rezultat biotransformacije nastaje njegov epoksid glicidamid. Tijekom druge faze
biotransformacije, akrilamid i glicidamid se udruzuju zajedno s reduciraju¢im glutationom
preko enzima glutation S- transferaze koji dovodi do nastanka konjugata glutationa. Konaéni
produkti reakcije konjugata glutationa su derivati N-acetilcisteina koji se izluuju urinom.
Kao rezultat reakcije s glutationom, akrilamid i njegovi derivati gube svoja toksi¢na svojstva
te se mogu lakse izluciti iz organizma. Poluvrijeme eliminacije akrilamida u organizmu je od

dva do sedam sati, $to zapravo znaci da je potrebno dugo vremena da se ukloni iz tijela (1).
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Slika 3. Metabolizam akrilamida u glicidamid, izvor:
https://link.springer.com/article/10.1007/s00204-006-0109-x/figures/1

1.4. Prisutnost akrilamida u namirnicama

Glavni izvori visokih koncentracija akrilamida su naj¢eS¢e u proizvodima od prZenih

krumpira, poput Cipsa (50-3500 pg/kg) i pomfrita (170-2287 pg/kg), zitarica (30-1400


https://link.springer.com/article/10.1007/s00204-006-0109-x/figures/1

pa/kg), finih pekarskih proizvoda - kruh, koladi, keksi, dvopek, krekeri (30-430 pg/kg) te u
przenoj i instant kavi (170-350 pg/kg) (1).

Slika 4. Namirnice s visokom koncentracijom akrilamida, izvor: https:/hr.medicineh.com/37-fast-

food-french-fries-which-are-healthiest-43666 , https://www.foodandwine.com/news/frito-lay-customize-variety-

pack , https://www.urbavorekitchen.com/general/benefits-of-drinking-coffee/,
https://cdn.shopify.com/s/files/1/1165/4656/products/BestSellers707x469 2000x.jpg?v=1591618049

1.4.1. Proizvodi od krumpira

Krumpir se smatra osnovnom hranom u prehrani vecéine ljudi, kako zbog njegove
nutritivne vrijednosti i okusa, tako i zbog jednostavnog uzgoja. Jedan je od najveéih
prehrambenih kultura, $to moze i1 potvrditi Cinjenica da je 2017. godine proizvedeno 388
milijjuna tona krumpira Sirom svijeta. Zahvaljuju¢i njithovom velikom ekonomskom i
prehrambenom znacaju, velika se paZnja posvecuje i razvoju razlicitih strategija kako bi se

lakSe ublazilo stvaranje toksi¢nih spojeva u krumpiru, a jedan od njih je i akrilamid (16).

Pomftit, zajedno s ostalim proizvodima od prZenih krumpira, namirnice su koje najvise
doprinose prehrambenom unosu akrilamida. Poznato je da akrilamid uglavnom nastaje u

przenoj ili pecenoj hrani bogatoj ugljikohidratima. Prema tome, pomfrit je sklon stvaranju

6
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akrilamida zbog visokog sadrzaja reduciraju¢ih Secera i asparagina u svjezem gomolju i

intenzitetu primijenjene termicke obrade (17).

Putovi formiranja akrilamida u proizvodima od przenog krumpira vrlo su slozeni,
manipuliranjem sadrzaja asparagina te smanjenje Secera prije obrade moze utjecati na

koli¢inu akrilamida stvorenog u pomfritu (16).

Cips od krumpira je jedan od najpopularnijih slanih meduobroka u svijetu. Kao i kod
ostalih grickalica, jedinstven okus je klju¢ni pokreta¢ potrosnje. Fokus dana$njih industrija
hrane je proizvodnja grickalica sa §to manjim sadrzajem masti i soli kako bi se osigurali
izbori koji pomazu promicanju zdravog nacina zivota. Medutim, proizvodnja ovih
preoblikovanih proizvoda je tipi¢no izazovna nizom kvalitetom okusa. Iz razloga $to obican

¢ips od krumpira pokazuje pozeljniji profil okusa s ve¢om naklono$¢u potrosaca (18).

Kao $to je ve¢ spomenuto, zbog uporabe visokih temperatura tijekom przenja (osobito
temperature vise od 175°C) ali i zbog prisutnosti visokih koncentracija prekursora
akrilamida, mozZemo re¢i da je Cips od krumpira, poput i pomfrita, namirnica koju treba
svakako najvise istrazivati. Pronadeno je nekoliko nacina kako bi se koncentracija akrilamida
u ¢ipsu mogla umanjiti, a jedan od naj¢escih koji se koristi jest blansiranje. Opisuje se kao
predtretman koji se koristi za izvlacenje reduciraju¢ih Secera, odnosno za smanjenje

posmedivanja proizvoda (19).

1.4.2. Zitarice

U danasnje vrijeme Zitarice su sastavni dio prehrane, a najceS¢e koriStene su pSenica,
riza, kukuruz, zob, jeCam i heljda (20). Na vise od 73% ukupne svjetske poznjevene povrsine
obraduju se Zitarice te ¢ine vise od 60% svjetske proizvodnje hrane (21). Vazan su sastojak
razli¢itih jela, a koriste ih i mnoge prehrambene industrije u razli¢itim proizvodima. Poznato
je da su zitarice bogate proteinima i ugljikohidratima te ih to ¢ini osjetljivim na stvaranje

akrilamida tijekom obrade na visokim temperaturama (20).

Nemoguce je u potpunosti sprijeciti nastanak akrilamida u zitaricama, ali svakako se
moze utjecati na njegovu krajnju koncentraciju. Vrlo bitan utjecaj ima odabir sorte, godina
berbe, gnojidba 1 uvjeti skladiStenja, iako su proizvodi od Zitarica opsezno proucavani, podaci

su za sad prili¢no ograniceni (22).



1.4.3. Fini pekarski proizvodi

Pekarski proizvodi se u raznim zemljama smatraju osnovnom hranom zbog sadrzaja
nuznih nutritivnih sastojaka, poput proteina, ugljikohidrata i vlakana. Zbog prisutnosti ovih
hranjivih sastojaka, pekarski proizvodi mogu sadrzavati brojne spojeve koji se stvaraju
tijekom toplinske obrade, kao Sto je i akrilamid. Procjena prisutnosti i smanjenje razine
akrilamida u pekarskim proizvodima postalo je predmet rasprave i istrazivanja mnogih
zemalja svijeta (23). Na stvaranje akrilamida u kruhu i pekarskim proizvodima utje¢u mnogi
¢imbenici kao $to su sastojci, sastav hrane, pH, aktivitet vode, temperatura i vrijeme postupka
pecenja. Temperatura tijekom pecenja u pe¢nici moze do¢i i do 260 ° C, $to zajedno s niskom
razinom vlage dovodi do niza kemijskih reakcija izmedu sastojaka hrane. Te reakcije dovode
do razli¢itih promjena u kona¢nom sastavu hrane. Neke od njih zaduZene su za poboljsanje
teksturnih i organoleptickih karakteristika hrane, a druge su ipak nepozeljnije, poput nastanka
akrilamida. Brasno koje se upotrebljava za proizvodnju pekarskih proizvoda bogato je
aminokiselinama, ukljucujuéi i asparagin. Koli¢ina asparagina izravno je povezana S onom

koli¢inom akrilamida u kona¢nom proizvodu (24).
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Slika 5. Utjecaj ¢imbenika na nastanak akrilamida u pekarskim proizvodima, izvor:

Beljan S., Akrilamidi u pekarskim proizvodima, 2007. Dostupno na: zir.nsk.hr

Prema istrazivanju Fredrikssona, Tallvinga, Roséna i Amana (2004) sadrzaj asparagina
u razenom 1 pSeni¢nom brasnu bio je 0,6 g/kg 1 0,2 g/kg, dok je u integralnom pSenicnom
brasnu sadrzaj bio 0,5 g/kg. Najveci sadrzaj asparagina pronaden je u psSeni¢nim klicama 4,9
g/kg, dok je kod razenog brasna od cjelovitog zrna sadrzaj bio 1,1 g/kg. Kukuruzno brasno

sadrzalo je od 0,6 do 1,07 g/kg asparagina (25).

Slika 6. Sest faza nastanka akrilamida u kruhu uz produljeno vrijeme pedenja

(https://www.bakeryandsnacks.com/Article/2014/10/13/Kellogg-talks-acrylamide-reduction )

1.4.4. Kava

Kava je jedno od najpopularnijih pi¢a na svijetu zbog svojih senzorskih karakteristika,
stimulativnog ucinka kofeina, prisutnosti bioaktivnih komponenata te povoljnog uc¢inka na
ljudsko zdravlje. Ukupna kvaliteta ovisi 0 mnogim ¢imbenicima, kao $to su odabir sirovine,
uvjeti skladiStenja, przenje te metode ekstrakcije koje se razlikuju prema zemljopisnim
podru¢jima i potroSackim navikama. Od svih navedenih ¢imbenika, najvazniji je ¢imbenik
przenje. Razlog tome je S§to se przenje odgovorno za glavna fizikalna i1 kemijska
organolepticka svojstva kona¢nog proizvoda kave. Da bi se dobio proizvod spomenutih
svojstava, ovaj termicki proces zahtjeva vrlo visoke temperature, Sto uzrokuje i nastanak

toksi¢nih komponenata, kao §to je akrilamid (26). Iako je przenje proces kojeg treba najvise


https://www.bakeryandsnacks.com/Article/2014/10/13/Kellogg-talks-acrylamide-reduction

kontrolirati, ne smijemo zanemariti i ve¢ spomenute druge faze obrade koje mogu imati

klju¢nu ulogu u kona¢nim razinama akrilamida u proizvodu (27).

U Uredbi komisije (EU) 2017/2158/EU predlozeni su neki zahtjevi kao $to je dobra
proizvodacka praksa, dobra poljoprivredna praksa i dobra fitosanitarna praksa, S$to

proizvodacima kave pomaze svesti sadrzaj ovog spoja na minimum (28).

1.5. Smanjenje koncentracije akrilamida u namirnicama

Od 2002. godine prehrambene industrije u suradnji sa znanstvenicima pokusavaju
pronaéi odgovarajuce nacine kako bi se razine akrilamida u termicki obradenoj hrani svele na
minimum. Do danas, otkriven je prilican broj razli¢itih nafina za sprjeCavanje nastanka
akrilamida, ali i dalje nisu svi dovoljno istrazeni. U jednom istrazivanju koristile su razli¢ite
tehnike na proizvodima od Zitarica i krumpira. Tehnike ublazavanja podijelile su se u tri
razli¢ite vrste. Ponajprije valja spomenuti da koriStenje polaznih materijala s niskim udjelom
prekursora akrilamida pomaze pri njegovom smanjenju u konaénom proizvodu. Zatim, mogu
se modificirati procesni uvjeti kako bi se smanjila i sama koliina stvaranja akrilamida te
intervencija nakon procesa bi se mogla koristiti za smanjenje akrilamida. Trec¢i nacin se i
dalje razmatra, ali kao primjer se moze uzeti uporaba ekstrakcije natkriticnim C0O,. Ovom
tehnikom bilo je uklonjeno gotovo 80% akrilamida, iako je potrebno jo$ puno istrazivanja i

senzornih testova kako bi se mogao provijeriti utjecaj na kvalitetu hrane (15).

1.5.1. Odabir sorte, Kkriteriji prihvatljivosti, skladiStenje i prijevoz

U Uredbi komisije (EU) 2017/2158 opisana su tri nacina kako ublaziti uéinak
akrilamida u proizvodima od sirovih krumpira. Prva mjera je odabir prikladne sorte krumpira,
odnosno one sorte u kojoj je udio prekursora akrilamida (fruktoze, glukoze i asparagina)
najnizi, ne zanemarujuci regionalne uvjete (28). Dokazano je da sorta krumpira znacajno
utjeCe na buduce nastajanje akrilamida koji je prvenstveno povezano s njihovim sadrzajem

Secera (14).

Prema dosadasnjim podacima, preporucena maksimalna razina reducirajuéih Secera u
krumpiru iznosi 0,7 g/kg (29). Zatim, do velike vaznosti dolaze i kriteriji prihvatljivosti. Kod
pjegavih, oSte¢enih i natu¢enih krumpira zabiljeZen je najveéi udio reducirajucih Secera.
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Subjekti u poslovanju s hranom mogu prihvatiti krumpire takvih osobina, ali uz dodatne
dostupne mjere koje ¢e na kraju osigurati da razina akrilamida bude ispod referentnih
vrijednosti. Zadnja mjera, ali ne i manje bitna je skladistenje i prijevoz krumpira. Postoji
nekoliko pravila za prostore u kojima se krumpir skladisti. Krumpir se mora skladistiti u
kontroliranim uvjetima, odnosno temperatura mora biti visa od 6°C te ona ovisi o odredenoj
sorti krumpira (28). Dokazano je da pri 4°C tijekom 15 dana skladistenja dolazi do povecane
koncentracije reduciraju¢ih Secera ¢ak i do 28 puta. Vrlo je bitna i provjera razine vlaznosti,
koja se mora kretati u intervalima od 80% do 90% (29). Moguce je i koristenje razli¢itih
zastitnih sredstava, ukoliko su dopusteni, kod krumpira koji se dugo skladiste i koji klijaju.
Bitno je dokumentiranje podataka tijekom prijevoza krumpira. Vazno je pratiti temperaturu i
trajanje, osobito je bitno da ona temperatura koja se primjenjivala tijekom skladiStenja, ne
bude veéa od one tijekom prijevoza krumpira. Uredbom 2017/2158 propisano je kako bi
postupci 1 oblikovanje recepta trebali izgledati. Prije upotrebe krumpira, vazno je ispitati
prisutnost reduciraju¢ih Secera, §to se moze posti¢i kontroliranim przenjem uz koriStenje
boja kao indikatora za utvrdivanje povec¢anog udjela reducirajucih Se¢era. Dobivena boja na
kraju przenog proizvoda mjeri se pomocu specificnih uredaja. Bitno je uklanjanje nezrelih
gomolja stavljanjem istih u rasol ili u neku drugu otopinu u kojoj dolazi do plutanja nezrelih
gomolja. Osim toga, odmah nakon rezanja potrebno je ukloniti pretanke komadice kako bi se

izbjeglo nastajanje zagorenih komada u krajnjem proizvodu (28).

Kad je u pitanju odabir ulja, dokazano je da podrijetlo ulja za przenje S visokim
udjelom masnih kiselina nije utjecalo na stvaranje akrilamida u prZzenom krumpiru. Dakle,
vrsta ulja za przenje (repicino, suncokretovo, palmino, laneno ulje...) samo po Sebi nije vazan
¢imbenik za stvaranje akrilamida, izuzevsi maslinovo ulje koje znacajno povecava stvaranje
akrilamida (30).

Pri nastajanju akrilamida, bitnu ulogu ima koli¢ina asparagina, stoga se preporucuje
konzumiranje namirnica s manje proteina. Tijekom prerade kruha ili peciva, smatra se da

produzena fermentacija i kisela fermentacija smanjuju razinu akrilamida i do 70%. (12)

1.5.2. Enzim asparaginaza

Enzim asparaginaza vrlo je rasprostranjen u biljkama, Zivotinjama 1 Zivim

organizmima. Uloga navedenog enzima je razgradnja asparagina u asparaginsku kiselinu bez
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promjene izgleda i okusa namirnice uz pravilno koncentriranje. Tada ¢e asparaginska kiselina
u¢i u ciklus limunske kiseline, igraju¢i vitalnu ulogu u metabolizmu aminokiselina. L-
asparaginaza se koristi kao terapijski tretman za odredene vrste raka, poput leukemije. Kad se
unese u krvotok, hidrolizira slobodni asparagin u asparaginsku kiselinu i amonijak te
glutamin u glutaminsku kiselinu 1 amonijak. Na taj nacin dolazi do inhibicije rasta malignih
stanica. Tijekom posljednjeg desetlje¢a bilo je mnogo ispitivanja koja su pratila smanjeno

nastajanje akrilamida uz dodatak asparaginaze (15).

Prvo istrazivanje izvedeno je 2003. godine, iako je bilo usredoto¢eno na mehanizam
formiranja, a ne na u¢inkovitost ublazavanja. U istrazivanju se postiglo smanjenje i do 88%
asparagina, odnosno do 99% smanjenja akrilamida u kasi od pire krumpira (60 g) iz
mikrovalne peénice, koja je bila zagrijana sve dok nije doslo do posmedivanja kase (31).
Trenutno postoje dva proizvoda na bazi asparaginaze koji su dozvoljeni za smanjenje
akrilamida u prehrambenoj industriji, a to su PreventASe™ (Nizozemska) i Acrylaway
(Danska) (15).

Za aktivnost asparaginaze moze se uzeti optimalan pH od 6 do 7, dok je za proizvode
poput pomfrita i ¢ipsa optimalan raspon pH (5-8). Dokazano je da namakanje blanSiranih

krumpira u otopinu asparaginaze snizava i do 30% koncentraciju akrilamida (29).

1.5.3. Temperatura i vrijeme toplinske obrade

MozZemo pretpostaviti da se razina akrilamida smanjuje proporcionalno smanjenom

vremenu przenja, §to se moze posti¢i susenjem krumpira prije termicke obrade (12).

Opcenito se pokazalo da vrijeme 1 temperatura przenja znacajno utjeCu na koli¢inu
nastajanja akrilamida te se smatraju najkriti¢nijim ¢imbenicima koji utjecu na njegov sadrzaj
u prZzenim i1 pecenim proizvodima. Duze trajanje termiCke obrade te viSe temperature

povezane su s ve¢im udjelom akrilamida u namirnicama (11).

Preporuc¢ena maksimalna temperatura przenja je 175°C. Smanjena koli¢ina akrilamida
moze se posti¢i i vakuum przenjem koje dovodi do snizenja temperature (12). Utvrdeno je da
akrilamid nastaje u hrani kojoj je aktivitet vode izmedu 0,4 i 0,8. Kada je aktivitet vode manyji

od 0,4, tad je stvaranje akrilamida smanjeno (11).
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1.5.4. Namakanje

Primjenom ove tehnike dolazi do smanjenja akrilamida jer se namakanjem ispire
glukoza koja predstavlja prekursor akrilamida. Prije termi¢ke obrade, pranje sirovog
krumpira i njegovo namakanje u vodi, dokazano je smanjilo stvaranje akrilamida ako se przi

do svjetlije boje (11).

1.5.5. BlanSiranje

Tijekom prerade hrane, blanSiranje je vrlo Cesta tehnika koja se koristi za poboljsanje
strukture i boje u przenom proizvodu te za smanjenje unosa ulja na zelatinizacijom $kroba.
Osim toga, blanSiranje je usmjereno i na inaktivaciju enzima poput polifenol oksidaze i
peroksidaze Kkoji su odgovorni za posmedivanje. Dokazano je da blanSiranje ucinkovito
smanjuje koncentracije glukoze i asparagina u kriSkama krumpira te je znacajna razlika
izmedu koli¢ina akrilamida onih krumpira koji su bili podvrgnuti blansiranjem od onih koji
nisu. Smatra se da bi smanjenje SeCera blanSiranjem moglo reducirati koncentracije
akrilamida za 60% (32). Dokazano je da kombiniranje blansiranja zajedno s organskim
kiselinama moze smanjiti udio akrilamida za 70%, tako S§to zajedni¢kim djelovanjem

uklanjaju prekursore i na taj nacin dolazi do inhibicije nastanka Schiffovih baza (12).

1.5.6. Antioksidansi, aminokiseline i vitamini

Jedna od metoda za snizavanje razina akrilamida jest koriStenje dodataka biljnih
ekstrakata bogatih antioksidacijskim svojstvima, poput onih iz ruZzmarina, origana, kadulje 1
timijana. Fenolne spojeve koje sadrZze su ve¢inom fenolne kiseline, diterpeni te flavonoidi.
Primjerice, kod ruzmarina glavna komponenta odgovorna za antioksidativna svojstva je
karnozol, koji je pokazao vece antioksidativno djelovanje od tokoferola, prirodnog
antioksidansa (33). Dokazano je da dolazi do smanjenja razine akrilamida za 17% pri przenju
krumpira uz dodatak cimeta, origana i prirodnih ekstrakata zelenog ¢aja (29). Ipak, uc¢inak
antioksidansa nije dovoljno istrazen. Dobiveni su i pozitivni i negativni rezultati kod
istrazivaca koji su pokusSali koristiti prirodne antioksidanse za inhibiranje akrilamida u hrani

(11).
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Osim dodataka antioksidansa, na smanjenje razine akrilamida mogu djelovati i
aminokiseline (npr. glicin). Aminokiseline se mogu uc¢inkovito ,,natjecati* s asparaginom ili
se vezati za akrilamid (34). U jednoj studiji stvaranje akrilamida smanjeno je za 80% u
kriskama krumpira natopljenim u 3%-tnoj otopini lizina ili glicina prije termicke obrade.
Dokazano je da nakon dodatka vitamina C (1%) 1 vitamina B1 (1%) koli¢ina akrilamida se
smanjila za ¢ak 60%, a nakon dodavanja vitamina B2 (1%) i vitamina B5 (1%) smanjenje je
bilo samo 20-30% (11).

1.5.7. Snizavanje pH vrijednosti

Dokazano je da sniZzavanje pH usporava Maillardove reakcije, odnosno pospjesuje
smanjeno stvaranje akrilamida u namirnicama. Prema istrazivanjima, moze se zakljuciti da
koriStenjem limunske kiseline statisticki se znaCajno smanjuje razina akrilamida, cak i
dvostruko viSe kod pomfrita. Ipak, dodatak limunske kiseline utjecao je negativno na

osjetilnu kvalitetu pomfrita, zbog svoje kisele arome (34).

1.5.8. Dodatak otopine soli

Istrazivanja pokazuju da neki mono- i dvovalentni kationi uc¢inkovito ublaZavaju
stvaranje akrilamida u namirnicama. Naprimjer, pokazalo se da krumpir umoc¢en u otopinu
kalcijevog klorida smanjuje koli¢inu akrilamida ¢ak 1 do 95% u prZzenom krumpiru bez
negativnog utjecaja na osjetilne karakteristike. loni ulaze u interakciju s asparaginom te tako
dolazi do inhibicije stvaranja Schiffove baze, a samim time i stvaranje akrilamida tijekom

zagrijavanja se smanjuje (34).

1.6. Eu regulativa

Od otkri¢a akrilamida 2002. godine u hrani, prehrambena industrija, drzave ¢lanice 1
Komisija svim silama pokuSali su napraviti §to viSe ispitivanja kako bi se otkrio nacin
nastanka akrilamida te metode kako bi se njegove razine mogle smanjiti. Europsku industriju
hrane 1 pi¢a koju zastupa organizacija FoodDrinkEurope izradila je ,,Paket instrumenata“ koji

se mogu koristiti ukoliko dode potrebe za tim, a cilj je smanjenje koncentracija akrilamida u
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namirnicama. 2007. godine Europska Komisija donosi preporuku (2007/331/EZ) za pracenje
namirnica s visokim koncentracijama akrilamida te je preporuka vrijedila sve do 2009.
godine. Nova preporuka je donesena 2010. godine te je Europska agencija za sigurnost hrane
(EFSA) od 2007. do 2010. godine prikupljala rezultate pracenja akrilamida u hrani. EFSA je
2012. godine ustvrdila da je doslo da povecanja razina akrilamida u mnogim prehrambenim

proizvodima (35).

Vazno je u svim ispitivanjima ukljuciti sustav analize opasnosti i kriticnih tocaka
(HACCP) subjekata u poslovanju s hranom kako bi se moglo ispitati kod subjekata u
poslovanju s hranom jesu li napravljene sve odgovaraju¢e mjere za kontrolu akrilamida,
odnosno jesu li sve faze tijekom proizvodnje pravilno prac¢ene. Nakon toga, nadlezna tijela
procjenjuju kako je subjekt u poslovanju s hranom proveo moguc¢nosti (npr. Codex
Alimentarius) koje sluze da se razine akrilamida svedu na najmanju mogucu mjeru. Komisija
je nakon uvida u rezultate iz 2013. i 2014. godine iz Preporuke 2010/307/EU te rezultata o
procjeni rizika provedena od strane EFSA-e donijela odluku da drzave ¢lanice trebaju
provesti dodatne metode ispitivanja proizvodnje i prerade hrane kada razine akrilamida
prelaze vrijednosti za akrilamid koje su utvrdene za odredenu kategoriju hrane (35).

Referentne vrijednosti za razli¢ite grupe prehrambenih proizvoda prikazane su u tablici 1.

15



Tablica 1. Razine referentnih vrijednosti za prisutnost akrilamida u hrani

Razina referentne

Hrana vrijednosti
[ng/ke]

Pomfrit {gotovi) 500
Cips od svjezih krumpira i od krumpirova tijesta 750
Krekeri na bazi krumpira
Ostali proizvodi od krumpirova tijesta
Meki kruh
(a) kruh na bazi pienice 50
(b} meki kruh koji nije na bazi pienice 100
Zitarice za dorucak (osim kase od zobenih pahuljica)
— proizvodi od posija i Zitarice od cjelovitog zrna, ekspandirane Zitarice 300
— proizvodi na bazi plenice i razi (') 300
— proizvodi na bazi kukuruza, zobi, pira, je¢ma i rize () 150
Keksi i vafli 350
Krekeri osim krekera na bazi krumpira 400
Hruskavi kruh 350
Medenjaci 800
Proizvodi sli¢ni drugim proizvodima iz ove kategorije 300
Priena kava 400
Instant (topljiva) kava 850

Zamijene za kavu

(a) zamjene za kavu iskljuéivo na bazi Zitarica 500
(b) zamjene za kavu na bazi mjeSavine Zitarica i cikorije *)
{¢) zamjene za kavu iskljucivo na bazi cikorije 4 000
Djecja hrana, preradena hrana na bazi Zitarica za dojencad i malu djecu, osim keksa i dvo- 40
peka (%)

Keksi i dvopek za dojencad i malu djecu (%) 150

(') Zitarice koje nisu na bazi cjelovitog zma ifili posija. Kategorija se odreduje na temelju Zitarica prisutnih u najvecoj kolicini.

(%) Za razinu referenine vrijednosti koja se primjenjuje na zamjene za kavu na bazi mjelavine Zitarica i cikorije u obzir se uzima rela-
tivni omjer tih sastojaka u konaénom proizvodu.

() Kako je definirano u Uredbi (EU) br. 609/2013

Izvor: Uredba komisije (EU) 2017/2158 od 20. studenog 2017. o uspostavi mjera za
ublazavanje ucinaka i razina referentnih vrijednosti radi smanjenja prisutnosti akrilamida

u hrani

1.7. Stetno djelovanje akrilamida

Akrilamid se vrlo lako i brzo apsorbira u crijevima zahvaljujué¢i svojoj maloj
molekulskoj masi, zatim se krvozilnim sustavom distribuira u organizmu. Amesovim testom

je dokazano da ne izaziva mutageno djelovanje, ali uz dodatak metabolickih enzima, odnosno
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prilikom pretvorbe akrilamida u glicidamid, test na mutagenost postaje pozitivan (12). Zbog
svoje brze distribucije tkiva (bez jasnih dokaza o akumuliranju), studije se pokazale da bi se

lako mogao naci u maj¢inom mlijeku te prodirati kroz posteljicu (36).

Kao §to smo ve¢ spomenuli, biotransformacija akrilamida u organizmu dovodi do
poremecaja u redoks ravnotezi. Dokazano je mnogim istrazivanjima da i akrilamid i
glicidamid imaju znacajan utjecaj na fizioloSke funkcije, ukljuCujuéi Sirenje signala u
perifernim zivcima, na hormonsku i enzimsku regulaciju, reprodukciju, funkcije misica i
drugo. Osim toga, akrilamid i glicidamid pokazuju i genotoksi¢na, kancerogena i
neurotoksi¢na svojstva (1). Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC 1994)

klasificirala je akrilamid kao potencijalno kancerogenu tvar za ljude (grupa 2A) (4).

2001. godine Znanstveni odbor za toksi¢nost, ekotoksi¢nost i okoli§ demonstrirali su
karcinogenost, genotoksi¢nost, neurotoksi¢nost i reproduktivnu toksi¢nost. Toksi¢ni ucinci
akrilamida uzrokuju stvaranje genotoksi¢nih metabolita, oksidativni stres, ultrastrukturalne i

histoloske poremecaje u zivéanom sustavu (37).

Poznato je kako funkcionira ve¢ina mehanizama akrilamida, ali neki aspekti toksi¢nosti
i dalje su nejasni. Primjerice, doze akrilamida koje se koriste u pokusima na zivotinjama
dosta su veée od prosjeka onih doza koje ljudi unose hranom. Iz tog razloga, ne moze se
zasigurno re¢i da akrilamid koji se svakodnevno unosi prehranom predstavlja rizik za
zdravlje ljudi. Osim toga, jo$ uvijek nije jasno moze li se akrilamid akumulirati u organizmu

dugoro¢no tijekom kroni¢nih izlaganja (1).

Istrazivanja na miSevima, pokazala su da je akrilamid razvio maligne promjene na
pluc¢ima, $titnjaci, mlijecnim zlijezdama, mozgu i testisima. Studije nisu pokazale povezanost
izmedu povecanog unosa przene hrane 1 nastanka karcinoma, ali ipak akrilamid se 1 dalje

smatra potencijalno kancerogenim za ¢ovjeka, sve dok se ne provede vise istrazivanja (12).

Na slici 7. vidljivo je da u razdoblju od 1958. do 2016. godine najviSe se istrazivanja
(9661) temeljilo na proucavanju akrilamida kao kemijskog spoja, a ostala najceSca
istrazivanja bila su fokusirana na njegovu toksi¢nost (1124) te na njegov utjecaj na zdravlje
(742). Najmanje je istrazivana poveznica akrilamida s reproduktivnom toksi¢nosti (148) te s

oksidativnim stresom (123).
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Slika 7. Istrazivanja o akrilamidu od 1958. do 2016. godine (PubMed), izvor: Semla M, Goc
Z, Martiniakova M, Omelka R, Formicki G. Acrylamide: A common food toxin related to
physiological functions and health. Physiol Res. 2017;66(2):205-17.

1.7.1. Oksidativni stres

Oksidativni stres nastaje izlaganjem reaktivnim kisikovim spojevima (ROS), kao §to je
superoksidni anion, vodikov peroksid i hidroksilni anion, koji oStecuju proteine, nukleinske
kiseline i staniéne membrane. Sve je viSe dokaza da Steta koju nanose reaktivni meduprodukti

kisika organizmu su uzrok mnogih bolesti (38).

Glavni stani¢ni antioksidans je glutation te njegov nedostatak ¢ini jedan od faktora koji
doprinose redoks neravnotezi. IstraZivanja su pokazala da akrilamid moZe ,,prevladati®
antioksidativni sustav i uzrokovati oksidativni stres u organizmu. Ipak, u istrazivanjima su
koriStene vrlo visoke koncentracije akrilamida koje su se primjenjivale kroz dugo vremensko
razdoblje (1).
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1.7.2. Genotoksi¢nost i citotoksi¢nost

Dobrovolsky, Pacheco-Martinez, McDaniel, Pearce i Ding (2015) ispitivali su
genotoksicnost akrilamida kod Stakora. Koristili su doze od 20 mg/kg/dan te su dokazali da je

akrilamid uzrokovao oste¢enja DNA u jetri, ali ne i u kostanoj srzi (39).

Dokazano je da je akrilamid genotoksi¢an u somatskim i zametnim stanicama in vitro i
in vivo posebno u mikronukleus testovima i testovima kromosomskih aberacija. Akrilamid
nije pokazao znacajnu genotoksi¢nost i mutagenost u stanicama, medutim njegov metabolit
glicidamid pokazao je prilicno umjerenu genotoksicnost. Cao i suradnici istrazivaci su
genotoksi¢nost akrilamida na Hep G2 stanicama (sadrze karakteristike hepatocita). Rezultati
su pokazali da su koncentracije akrilamida izazvale promjene na fragmentima DNA, porast
reaktivnih metabolita kisika, induciranu genotoksi¢nost i slabu citotoksi¢nost u Hep G2

stanicama (40).

1.7.3. Neurotoksi¢nost

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) navodi da akrilamid spada u skupinu
kemikalija koje nemaju pouzdani prepoznatljivi prag ucinka, $to znaci da niske koncentracije
rezultiraju niskim rizicima, ali ne rezultiraju i nultim rizikom. Smatra se da ¢e se
kancerogenost akrilamida povecavati s povefanjem njene izloZenosti. Najvisa doza
akrilamida koja nema S$tetan neurotoksi¢ni ucinak (NOAEL) na Zivotinjama iznosi 0,5
mg/kg/dan, a najmanja doza koja izaziva Stetan ucinak je 2 mg/kg/dan. Neurotoksi¢ni u¢inak
primije¢en je kod S$takora i kuni¢a (126 mg/kg) te pasa (100 mg/kg). Radi se o
neurotoksi¢nosti koju karakterizira ataksija, slabost misi¢a te utrnulost ruku i nogu. Opisana
je 1 povezanost akrilamida s neurogenom autonomnom disfunkcijom (mokra¢na retencija,

disfunkcija baroreceptora, porast vazomotornog tonusa (41).

Goudarzi i suradnici (2019) istrazivali su kako akrilamid (20 mg/kg) djeluje na Stakore
tijekom 30 dana. Kod Stakora su se pojavila znatni poremecaji ponaSanja, oSteCenja u

motori¢kim performansama i u kognitivnim funkcijama (42).
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1.7.4. Reproduktivna toksi¢nost

U istrazivanjima je dokazano da akrilamid uzrokuje degeneraciju testisnih tubula nakon
duZzeg vremena izlaganja kod Stakora. Zatim, utvrdeno je da akrilamid i neki od njegovih
analoga dovode do reproduktivne toksicnosti, kao Sto je oSte¢enje testisa kod misSeva.

Takoder, manje koncentracije akrilamida uzrokovale su smanjenu plodnost kod Zenki miSeva

(43).

U istrazivanju koje su proveli Wei, Li, Li, Zhang i Shi (2014) pokazalo se da primjena
akrilamida kod zenki miSeva dovodi do znaCajnog smanjenja tjelesne mase, organa te do
smanjene aktivnosti  zutog tijela. Osim toga, akrilamid smanjio je odrzivost misjih
granuloznih stanica ovisno o dozi te je utjecao na tjelesni rast i razvoj, na reproduktivne

organe te na proizvodnju progesterona kod Zenki miseva (44).

1.8. Metode odredivanja akrilamida u hrani

Nakon $to je otkrivena prisutnost akrilamida u termicki obradenoj hrani, pocele su se
primjenjivati razli¢ite metode detekcije ovog kontaminanta. Danas, uspostavljeno je niz
kromatografskih metoda koje su najuspjesnije za detekciju akrilamida u razli¢itim vrstama
hrane (45).

Najcesce analitiCke metode koje se koriste i koje se smatraju najmjerodavnijima su
plinska kromatografija — masena spektrometrija (GC-MS) te tekuéinska kromatografija —
tandemska spektrometrija masa (LC — MS/MS) (46). U principu, postupak analize akrilamida
u razli¢itim vrstama hrane je isti. Priprema uzorka za analizu sastoji se od ekstrakcije,

derivatizacije (ukoliko je potrebna), pro¢is¢avanja te koncentriranja analita (47).

Osim spomenutih metoda, pocele su se primjenjivati nove analiticke tehnike, kao §to je
kapilarna elektroforeza (CE), imunoenzimatski test (ELISA) i elektrokemijski biosenzori.
Takoder, primjena suvremenih metoda kromatografije poput ultra ucinkovite tekucinske
kromatografije (UPLC) za kvantifikaciju akrilamida znatno je skratila vrijeme analize i
potro$nju neophodonih reagensa. Koristenje elektrokemijskih biosenzora, za razliku od
kromatografije i elektroforetskih metoda, ne zahtijevaju dugotrajnu pripremu uzoraka ni

skupu opremu, a omogucuju brzo provjeravanje brojnih uzoraka (10).
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Zadnjih godina Cesto se koristi 1 teku¢inska kromatografija temeljena na hidrofilnim
interakcijama (HILIC). Zbog hidrofilnog karaktera akrilamida, smatra se da HILIC mozZze biti
vrlo prikladna metoda za analizu jer pruza odgovarajué¢e zadrzavanje hidrofilnih sastojaka.
Prednost ove metode je Sto je vrlo jednostavna i brza priprema uzoraka. Osim toga, pokazala

je prihvatljivu to¢nost (101-105%) i preciznost (2,9-7,6%) (2).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Ci]j istrazivanja bio je statisticka analiza podataka o sadrzaju akrilamida u odredenim
prehrambenim namirnicama koje su dostavljene na analizu u Odjel zdravstvene ekologije u
Nastavni zavod za javno zdravstvo Primorsko — goranske zupanije. Cilj rada je bio utvrditi
odstupaju li dobiveni rezultati analiziranih uzoraka od maksimalno dopustenih vrijednosti

(MDK) i u kojoj vrsti uzoraka su prisutne najvece koli¢ine akrilamida.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

Za izradu ovog rada koristena su analiticka izvje$ca laboratorijskih ispitivanja uzoraka
odredene hrane tijekom razdoblja od 2016. do 2020. godine. Laboratorijska analiza obavljena
je u laboratoriju Zdravstveno-ekoloskog odjela NZZJZ PGZ-a. Tijekom pet godina

analizirano je 228 uzoraka hrane na akrilamid.

Za pripremu uzorka prvo je potrebno mehanicki homogenizirati uzorak. Zatim se
odvaZe pet grama homogeniziranog uzorka na analitickoj vagi te se stavi u centrifugalnu
cijev od 50 mL. U odvagani uzorak dodaje se 30 pg/ml unutarnjeg standarda. Zatim se dodaje
voda kao reagens te se uzorak nakratko protrese na vortex mjeSalici. Nakon toga, uzorak
mora odstajati minimalno 15 minuta zbog hidratacije. Dodaje se deset mL acetonitrila te se
uzorak nakratko protrese na vortex mjeSalici. Zatim se dodaje sol Mylar pouch
(ECMSSC50CT-MP) i uzorak je potrebno snazno tresti jednu minutu. Uzorak se centrifugira
deset minuta na 5000 okretaja po minuti. Takav uzorak, odnosno supernatant je spreman za

tekucinsku kromatografiju sa spektrometrijom masa (LC-ESI-MS-MS).

Slika 8. Vezani sustav tekucinska kromatografija - spektrometrija mase (LC-ECI-MS-
MS), izvor: https://www.biosupramol.de/en/Massenspektrometrie/BioMS/Geraete/L.C-ESI-
MS.html
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3.2. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka je provedena uz pomo¢ statistickog programa
STATISTICA, verzija 7.1 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). Deskriptivna statistika prikazana
je aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom. Brojcane karakteristike testirane su
testom analize varijanci, ANOVA, a za odredivanje razlike izmedu pojedinih skupina
koristen je Scheffov post-hoc test. U svim statistickim analizama rezultati su smatrani

statistiCki znacajnima na razini P<0,05.
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4. REZULTATI

Rezultate ovog diplomskog rada cine analitiCka izvjeS¢a Odsjeka za kontrolu
namirnica, predmeta opée uporabe, unapredenja prehrane i mikrobiologije Zdravstveno-
ekoloskog odjela Nastavnog zavoda za javno zdravstvo Primorsko-goranske Zzupanije u
periodu 2016. - 2020. godine. U tablicama 2. - 6. prikazane su koncentracije akrilamida u
analiziranim uzorcima od 2016 do 2020. godine. U tablici 7. prikazane su srednje vrijednosti
koncentracije akrilamida po godinama ispitivanja (g/kg).

Tablica 2. Koncentracija akrilamida u analiziranim uzorcima tijekom 2016.godine ( X + SD)

Vrsta uzorka Akrilamid (pg/kg)
Keksi 79,52+137,16
Kruh 16,77+21,25

Pecivo 29,83+24,97
Krafna 20,00+24,75
Kroasan 23,60+23,62
Pomfrit 1864,83+1827,44
Cevapgiéi s pomfritom 764,60
Hamburger 471,60
Pohana piletina 130,00

Topli sendvic 121,40

Pizza 268,20
Kiflice <0,5
Pita sir 154,70

Peceni krumpir 701,00
Przena riba 43,10
Kru$ne mrvice 3,40

Referentne vrijednosti za akrilamid u hrani nisu bile propisane za 2016. godinu.
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Tablica 3. Koncentracija akrilamida u analiziranim uzorcima tijekom 2017.godine ( X + SD)

Vrsta uzorka Akrilamid (png/kg) MDK
Keksi 100,98+77,30 500
Kruh 27,53+19,94 80

Pecivo 33,00+14,19 80
Krafna 63,25+1,91 500
Kroasan 23,70+15,70 80
Pomfrit 280,01+140,15 600
Cevapgiéi s pomfritom 198,00 600
Hamburger 25,50 80
Kiflice 56,70 500
Peceni krumpir 370,00 600
Piroska jabuka 35,00 50
Pita sir 50,10 500
Pohana piletina 575,00 600

Pohana teletina 230,00 600

Przene lignje 268,00 300

Topli sendvic 47,60 80

Statisticka analiza je pokazala da su prosjecne vrijednosti akrilamida u navedenim uzorcima

bile znacajno nize od MDK vrijednosti.
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Tablica 4. Koncentracija akrilamida u analiziranim uzorcima tijekom 2018.godine ( X + SD)

Vrsta uzorka Akrilamid (png/kg) MDK
Keksi 128,64+147,11 500
Kruh 17,90+4,46 50

Pecivo 21,37%£2,10 50
Krafna 59,05+5,73 500
Kroasan 51,50+10,75 80
Pomfrit 277,01+66,84 500
Pizza 60,75+0,92 100
Cevapgiéi s pomfritom 492,00 600
Hamburger 16,50 50
Fritule 29,40 50
Kru$ne mrvice 25,30 500
Peceni krumpir 343,00 500
Pohani sir 73,30 100
Topli sendvic 31,80 50
Pohana piletina 76,00 300

Statisticka analiza je pokazala da su prosje¢ne vrijednosti akrilamida u navedenim uzorcima

bile znacajno nize od MDK vrijednosti.

27



Tablica 5. Koncentracija akrilamida u analiziranim uzorcima tijekom 2019.godine ( X + SD)

Vrsta uzorka Akrilamid (png/kg) MDK
Keksi 152,97+129,46 350
Kruh 29,60+7,70 50

Pecivo 29,93+11,31 50
Krafna 81,65+81,11 500
Kroasan 23,90+10,47 50
Pomfrit 307,57+133,82 500
Pizza 44,60 100
Hamburger 27,00 50
Kiflice 236,90 350
Krusne mrvice 245,20 300
Peceni krumpir 410,60 500
Pita sir 180,00 300
Topli sendvic 22,70 50
Pohana piletina 263,00 300
Przena riba 268,00 300

Statisticka analiza je pokazala da su prosje¢ne vrijednosti akrilamida u navedenim uzorcima

bile znacajno nize od MDK vrijednosti.
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Tablica 6. Koncentracija akrilamida u analiziranim uzorcima tijekom 2020.godine ( X + SD)

Vrsta uzorka Akrilamid (png/kg) MDK

Keksi 39,61+26,20 350
Kruh 25,27+12,40 50
Pecivo 15,60+18,84 50
Krafna 25,90+10,04 300
Kroasan 12,40+67,18 300
Pomfrit 336,17+194,86 500
Pizza 121,00 300
Cevapgiéi s pomfritom 339,00 500
Kiflice 114,00 350
Pohana piletina 30,50 300
Peceni krumpir 222,00 500
Pita sir 143,00 300

Topli sendvi¢ 31,10 50

Slane kokice 189,00 300
Przena riba 24,50 300

Statisticka analiza je pokazala da je prosje¢na vrijednost akrilamida u jednom uzorku
pomfrita bile znaCajno viSa, a u ostalim navedenim uzorcima prosjecne su vrijednosti

akrilamida bile zna¢ajno nize od MDK vrijednosti.
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Tablica 7. Srednje vrijednosti koncetracije akrilamida u ispitivanim uzorcima tijekom pet

godina (X + SD)

Godina ispitivanja Akrilamid (ug/kg) p-vrijednost
2016 429,23 + 878,62

2017 133,47 + 145,51

2018 108,02 + 137,68 <0,001
2019 139,58 + 154,91

2020 83,09 +79,77

*Statisticka znac¢ajnost na razini p<0,05

Statisticka analiza je pokazala da su se prosjeéne vrijednosti koncentracije akrilamida

razlikovale kroz godine te postoji statiCki znacajna razlika izmedu 2016. godine i ostalih

godina (p=0,0006), dok izmedu 2017, 2018, 2019 1 2020 nije bilo statisti¢ki znacajne razlike.
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Srednje vrijednosti naj¢esce analiziranih uzoraka
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Slika 9. Graficki prikaz srednjih vrijednosti koncentracija akrilamida kod najéesce

analiziranih uzoraka za period od 2016. do 2020. godine (ug/kg)

Najces¢i uzorci koji su analizirani bili su pomfrit, kruh, keksi, krafna, kroasan i pecivo. Na

slici 9. vidljivo je da su najvise koncentracije bile u uzorcima pomfrita ( X =1864,8 pg/kg)
unutar pet godina (2016. — 2020.).
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5. RASPRAVA

U danaSnjem svijetu sve se viSe konzumira prZzena i pecena hrana koja je izvor
toksi¢nih spojeva poput akrilamida. Vrlo brzo i lako se apsorbira te prilikom unosa visokih
koncentracija akrilamida moze do¢i do Stetnih ucinaka u organizmu. Dokazano je da
akrilamid ima znacajan utjecaj na reproduktivni i Ziv€ani sustav. Osim toga, istrazivanja su

pokazala da sadrzi kancerogena, neurotoksi¢na i genotoksi¢na svojstva (40,41).

Cilj ovog rada bio je statisticka analiza koncentracija akrilamida u 228 uzoraka hrane
koji su dostavljeni na analizu u Odjel zdravstvene ekologije u Nastavni zavod za javno
zdravstvo Primorsko — goranske Zupanije u razdoblju od 2016. do 2020. godine. Najvise
analiziranih uzoraka ¢inili su uzorci pomfrita (60), keksa (50) te kruha (35). Ostali uzorci bili
su uzorci peciva, kroasana, krafna, hamburgera, pizza i sl. Takoder, cilj je bio utvrditi postoje
li odstupanja u odnosu na maksimalno dopustene koncentracije koje su propisane u Uredbi
komisije (EU) 2017/2158 o uspostavi mjera za ublazavanje ucinaka i razina referentnih
vrijednosti radi smanjenja prisutnosti akrilamida u hrani te u kojim uzorcima hrane je sadrzaj

akrilamida bio najzastupljeniji (28).

Usporedbom dobivenih rezultata analize utvrdeno je da samo jedan uzorak (pomfrit 3 —
2020. god.) prelazi referentnu vrijednost od 500 pg/kg za akrilamid, dok su svi drugi uzorci
bili u skladu s Uredbom. Bitno je napomenuti da za 2016. godinu nisu bile propisane
referentne vrijednosti te je iz slike 9. vidljivo da je srednja vrijednost akrilamida u pomfritu

drasti¢no veca u 2016. godini u usporedbi sa srednjim vrijednostima u ostalim godinama.

Brojne studije ispitivale su sadrzaj akrilamida u razli¢itim vrstama hrane, a provedeno
je 1 mnogo istraZivanja o njegovim toksi¢nim ucincima. Unato¢ provedenim istraZivanjima,
ipak nije sa sigurno$¢u dokazan njegov kancerogeni i genotoksi¢ni ucinak kod ljudi koji

konzumiraju hranu bogatu akrilamidom (40,41,42).

U istrazivanju Yong-Hong Chena i sur. (2012) ispitane su koncentracije akrilamida u
namirnicama iz Kine. Ispitano je devet uzoraka pomfrita u kojima je srednja vrijednost
akrilamida bila 604,3 pg/kg. U usporedbi s analitickim podacima iz ovog rada u razdoblju
2017.-2020. godine, njihovi uzorci imali su dvostruko vise koncentracije akrilamida, ali u
usporedbi s podacima iz 2016. godine njihovi uzorci znacajno Su nizih koncentracija.
Rezultati njihovog istraZivanja pokazali su da je sadrzaj akrilamida bio najvec¢i u uzorcima

pomfrita, kao Sto su pokazali i rezultati dobiveni u ovom radu. Osim toga, ispitali su i 24
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uzorka keksa, gdje je srednja vrijednost koncentracija akrilamida bila 97,6 pg/kg. Kada to
usporedimo sa srednjom vrijedno$¢u analiziranih uzoraka (100,3 pg/kg) iz ovog rada, moze

se zakljuciti da se znacajno ne razlikuju (48).

Kafouris i sur. (2018) analizirali su 406 uzoraka prikupljenih s trzista od 2007. do 2016.
godine. Akrilamidom je bilo kontaminirano 89% uzoraka, a samo 14% uzoraka odstupalo je
od referentnih vrijednosti. Nadalje, uzorci hrane s najve¢im sadrzajem akrilamida bili su
pomfrit, ¢ips od krumpira te keksi, s koncentracijama iznad 1000 pg/kg. Visoke koncentracije
akrilamida u pomfritu i ¢ipsu mogu se objasniti ¢injenicom da gomolji krumpira sadrze
znatne koli¢ine slobodnog asparagina, glukoze i fruktoze, koji poticu stvaranje akrilamida.
Osim toga, proizvodi na bazi Zitarica takoder su sadrzavali znacajne koli¢ine akrilamida Sto je
takoder rezultat prisutnosti slobodnog asparagina. Koncentracije pojedinih uzoraka proizvoda
od Zitarica varirale su jer svaka vrsta zitarica sadrzi razliCite razine slobodnog asparagina. U
svim analiziranim uzorcima kave uocen je velik sadrzaj akrilamida jer se zrna kave obraduju

na iznimno visokim temperaturama (220-250 ° C) (49).

Rezultati iz ovog rada pokazuju da je akrilamid najzastupljeniji u analiziranim
uzorcima pomfrita i keksa, odnosno namirnicama koje su bogate ugljikohidratima te przenim
na visokim temperaturama. Nadalje, najmanji sadrzaj akrilamida bio je u detektiran u

uzorcima kruha i peciva.

Abt 1 sur. (2019) usporedivali su analizirane uzorke od 2011. do 2015. godine s onim iz
razdoblja 2002. do 2006. godine u SAD-u. Razine akrilamida u odabranim kategorijama
hrane uglavnom se nisu znacajno smanjile. Medutim, znacajno smanjenje koncentracije
akrilamida primije¢eno je bilo kod uzoraka ¢ipsa i krekera, §to je vjerojatno povezano s
ve¢om dostupnoSc¢u i uporabom tehnika za ublazavanje nastajanja akrilamida. Osim toga,
pomfrit, proizvodi od krumpira, zitarice, kolaci, ¢ips i krekeri i dalje su sadrzavali najvise
koncentracije akrilamida. Dokazali su veliku varijabilnost razina akrilamida unutar odredenih
kategorija hrane, kao sto je pomfrit, kava, hrana za dojencad i sl. Takva varijabilnost moze
biti zbog razlika u sastavu sastojaka, uvjetima obrade te formulaciji proizvoda. Takoder,
koncentracija akrilamida u krekerima bila je znatno niza u razdoblju 2011. - 2015. nego 2002.

- 2006. te se smatra da je razlog tome posljedica primjene mjera ublazavanja (50).

U ovom radu uzorci hrane takoder su analizirani u odredenom razdoblju (2016-2020).
U tablici 7. vidljivo je da statisticki znacajna razlika postoji izmedu 2016. godine i ostalih

godina, ali izmedu 2017.,2018, 2019. i 2020. godine nema statisticki znacajne razlike.
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Mozemo zakljuciti da je razlog tome ceS¢e koriStenje metoda za smanjenje koncentracija
akrilamida u namirnicama, ali ulogu sigurno ima i uvodenje maksimalno dopuStenih

koncentracija za pojedine namirnice.

Ahn i sur. (2002) dokazali su da akrilamid nije prisutan u sirovoj i kuhanoj hrani, ali je
u znatnim razinama prisutan u przenoj, pecenoj i tostiranoj hrani. NajviSa koncentracija

akrilamida (12 000 pg/kg) pronadena je u ¢ipsu przenom u dubokom ulju (51).

U istrazivanju koje su proveli BuSova, Bencko, Kromerova, Nadjo i Babjakova (2020)
dokazano je da 47,6% od 20 uzoraka odredenih namirnica (keksi, ¢ips, Zitarice) odstupa od
referentnih vrijednosti. Cetiri od pet analiziranih uzoraka ¢ipsa sadrzavalo je vise razine od
maksimalno dopustenih vrijednosti. S druge strane, koncentracije akrilamida u svim uzorcima

zitarica bile su ispod referentnih vrijednosti (52).

Rezultati iz ovog rada nisu pokazali odstupanje od referentnih vrijednosti. Od 46
analiziranih uzoraka u 2020. godini, samo u jednom uzorku koncentracija akrilamida bila je

iznad maksimalno dopustene.

Kako u ovih pet godina nije analiziran velik broj uzoraka, u sljede¢im istrazivanjima
bilo bi pozeljno povecati broj te viSe ukljuciti namirnice poput Cipsa, kave, Zitarica i sl. za

koje je iz literature vidljivo da imaju najviSe koncentracije akrilamida.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti sljedece:

e najéeSce analizirani uzorci bili su pomfrit, kruh, keksi i peciva

e najvise koncentracije akrilamida tijekom posljednjih pet godina bili su u analiziranim
uzorcima pomfrita

e koncentracije akrilamida tijekom godina su se mijenjale i postoji statisticki znacajna
razlika izmedu 2016. i ostalih godina, ali ni jedne godine nisu prelazile MDK

e svi ispitivani uzorci sadrzavali su dozvoljene koli¢ine akrilamida, osim jednog uzorka
pomfrita (813,0 pg/kg) u 2020. godini koji je odstupao od maksimalno dopustene
koncentracije (500 pg/kg)
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