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Analyse af akrylamid,
asparagin og reducerende
sukkere 1 hvedebrad

En nylig udviklet SPE-LC-MS/MS-metode kan give en samtidig bestemmelse af akrylamid
0g udgangsstofferne asparagin og reducerende sukkere. Det kan bruges til at vurdere,
hvorfor og hvornar der findes akrylamid i ristet hvedebrad

Af Nikoline Juul Nielsen og Kit Granby, Danmarks Fgdevareforskning, Leif Skibsted og Rikke Vinghorg Hedegaard, KVL

Der dannesakrylamid, nér kulhydrathol dige fadevarer udsadtes
for bruningsprocesser (bagning, stegning, fritering, ristning). Ud
over temperaturen afhaenger akrylamiddannelsen bl.a. af maang-
den af asparagin og reducerende sukkere. Specielt asparagin kan
opbruges under bruningsprocessen, hvorved dannel sen af akryl-
amid stopper.

Siden svenske forskerei april 2002 offentliggjorde fund af
akrylamidi kulhydrathol dige fedevarer udsat for bruningspro-
cesser har vi faet en betydelig sterre viden om, hvilke faktorer
der har betydning for, hvor meget akrylamid vi finder i vores
fode- og drikkevarer. Det er meget godt illustreret ved antallet af
videnskabelige publikationer, der nu er over 50.

Hvor farligt er akrylamid?
Akrylamid er kradtfremkaldende i gnavere og klassificeret som
»sandsynligviskradtfremkal dendei mennesker«. Molekylet om-
sadttesi kroppentil glycidamid, der er genotoksisk. Et geno-tok-
siner bl.a. karakteriseret ved ikke at have en nedre gramse for
effekt. Det betyder, at et enkelt molekyle kan inducere kregft, og
at eksponering for hgjere koncentrationer gger kragftrisikoen [1].
Risikoen for at fa akrylamid-induceret kradt ligger mellem
200 0g 800 en population pa 1 million, nér den estimeres pa
baggrund af de risikoparametre, der anvendes af WHO, EPA og
EU. Generelt indtager kvinder mindre akrylamid frakosten end
maand, piger mindre end drenge og ikke-kaffedrikkere mindre
end kaffedrikkere [2]. Akrylamid passerer moderkagen og kan
overfarestil modermadken. | s fostre og diende spasdbgarn kan
udsadtes for hgje niveauer [3].

Sadan dannes akrylamid

Udgangsstofferne for akrylamid er aminosyren asparagin og de
reducerende sukkere fructose og glucose. Amin-N fraasparagin
og carbonyl-C fraden reducerende sukker forbindes med en
dobbel thinding ved kondensation. Herved dannes en Shiff-basei
ligevaagt med N-glycosyl-asparagin. Shiff-basen stabiliseres som
oxazolidin-5-on ved intramolekyleaa ringdannel se. Intermediatet
decarboxylerer relativt | et ved stuetemperatur - i modsagning til
asparagin - og bliver til et stabilt azomethinylid, der tauto-
meriserer, protonerer og danner et decarboxyleret Amadori-pro-
dukt. Selvom Amadori-produktet kan dannes ved moderate tem-
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Figur 1. Dagligt indtag af akrylamid fra fedevarer i Sverige fordelt pa
fedevaretyper. Datafra[10].

peraturer, er hgje temperaturer en forudssgning for at bryde den
kovalente C-N-binding, der medfarer, at akrylamid dannes [4].

Daden reaktive asparagin-specie har uladet aminogruppe, ac-
celereres akrylamiddannel sen af hgjere pH. Asparagins pKa,-
vaadi samkes ved stigende temperaturer, dvs. den uladede form
indtreeder ved lavere pH ved hgje temperaturer.

Akrylamid fordamper ved 192°C, og da omsagtningen forl gber
hurtigere ved hgje temperaturer, er den endelige koncentrationi
fodevarenikkealtid forudsigelig.

Andrefaktorer med indflydel se p& akrylamidindhol det er kon-
centration af udgangstoffer, tilberedningstid, overflade: volu-
menratio, vandindhold, bruningsgrad og f gdevarematricens sam-
mensagning.

Udgangsstofferne
Der er ssmmenhamng mellem akrylamidindholdet i tilberedte fo-
devarer og udgangskoncentrationerne af asparagin og reduce-
rende sukkere. Fructose har dobbelt aktivitet sammenlignet med
glucose[5].

Kartofler er en stivelsesholdig fadevare, der er rig pa aspara-
gin, ogi tilberedte kartoffel produkter ses hgje akrylamidniveau-
er, men ogsa en stor spredning.
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F.eks. er der i danske pommes frites malt koncentrationer mel-
lem 50 og 4000 mg kg [6]. | kartoffel produkter er sukkerind-
holdet ofte den begraansendefaktor for akrylamiddannelsen [5].
Dakornprodukter generelt indehol der mindre asparagin (0,15-
0,4 gkg* (v)) end kartofler (2-4 g kg (vv)), er forholdene mé&
ske anderledes for fedevarer baseret pakorn.

Derfor undersegte vi asparaginmaengdensindflydel se pa akryl-
amidindholdeti uristet ogristet hvedebrad.

Analyse af akrylamid og udgangsstofferne

Analyse af akrylamidi fedevarer udfgres hovedsageligt med L C-
MS/MS eller GC-MS/MS. P4 Danmarks Fedevareforskning
implementeredes der i 2002 med fa modifikationer en SPE-LC-
MS/MS-metode [7].

| akrylamidforskning bestemmes asparagin ved:

i) kommercielt tilgamngelige EZ-faast kit og GC-MS|[8],

ii) derivatisering med FMOCCI, separation pa C8-kolonne og
fluorescens detektion [5] eller

iii) ionkromatografi med postkol onnederivatisering med
ninhydrin og spektrofotometrisk detektion[9].
Sukkerbestemmel ser er udfart enzymatisk [5] eller med ion-
kromatografi og amperometrisk detektion [8].

For at kunne reducere akrylamidindholdet i spiseklare fade-
varer, var der behov for en analysemetode til samtidig bestem-
melse af akrylamid, asparagin, fructose, glucose og sucrose.
Det var af mange grunde naturligt at tage udgangspunkt i den
allerede etabl erede akrylamidmetode, idet den repraesenterer
state-of-the-art, er meget anvendt, godt valideret, LC og MSer
baseret pAgenerelt anvendelige separations- og detektionsprin-
cipper og udstyr og knowhow var til stede.

Metodeudvikling

Der blev afprovet fire ekstraktionssol venter, prgveoprensning
ved proteinfad dning med Carrez-reagens, to forskellige SPE-ko-
lonner, SPE-konditionering med og uden pregveopl gsning, for-
skellige SPE-elueringssol venter og volumener, to forskellige

L C-kolonner, tre forskellige mobile faser og diverse parametrei
forbindel se med optimal M S-detektion. Den endelige metode er
kort opridset i faktaboksen.

Det viste sig at proteinfad dning med Carrez-reagens gger sig-
nal-stgjforholdet for akrylamid, men fad der bade asparagin og
sukkere. Introduktion af jern- og zinkioner i MS'en er ikkeen
god | @sning palangere sigt, hvorfor Carrez-oprensning ikke bru-
gesher.

Endelig metode til akrylamidanalyse

Den homogeni serede prave ekstraheres med vand,
centrifugeres, oprenses pa C18-fase (SPE)-kolonne,
filtreres og detekteresved LC-MS/MS med
elektrospray i positiv ion mode (akrylamid og sukkere)
0g hegativ ion-mode (asparagin).

LC-MS/MS
Analytterne detekteres ved vasskekromatografi tandem masse-
spektrometri. Der analyseres pa specifikke produktioner, der
dannesved kollision med argoni en kollisionscelle ud frastoffer
med et specifikt masse-ladningsforhold adskilt i det ferste
massespektrometer (Multiple Reaction Monitoring (MRM)).
Analytternekunnealle detekteresved elektrospray i positive
ion-mode. Asparagin gav et bedre signal-stgjforhold i negativ
ion-mode efter introduktion af prevematrix, selvom MRM-re-
sponsvar hgjest i positivion-mode. Det var ikke muligt at detek-
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Figur 2. Mekanisme for dannel se af akrylamid under fgdevar etilberedning.
Fra[4].

teresamtidigi positiv og negativ ion-mode, da spaendingsskiftet
resulteredei gnistdannel seved kapillarnalen.

Sucrosesretentionstid og den efterfalgende ekvilibreringtid er
bestemmende for analysetiden. Sucrose eluerede efter 30 minut-
ter med vand. Dette forbedredes noget ved at tilsedte 0,1% myre-
syre. Brug af acetonitrilgradient viste sig at vaare svea at repro-
ducere. Et apolaat solvent transporterer sandsynligvisogsaflere
interferencer til detektoren end et rent vandigt system. Fructose
og glucose eluerer som en dobbelttop i vandig mobil fase. Vi for-
sggte at tilsagtte en smule methanol til den mobile fase, dadet gi-
ver en anelse hgjere akrylamidrespons, men det resulterede i
sammenfald af fructose- og glucosetoppene. Bade kolonnens
evnetil at tilbagehol de sucrose og adskillefructose og glucose
mindskedesjo flere prever, der kartes pakolonnen.

Sukkerstofferne ioniseredesi »clustre« med natrium- eller am-
moniumderivater, hvoraf natriumderivater altid gav hgjest re-
spons.

Validering

Standardkurver fremstillesi vand. Kalibreringkurven for akryl-
amid og asparagin fittes lineaat, menskalibreringskurvernefor
sukkerne fittes kvadratisk. Magkede interne standarder for akryl-
amid og asparagin er kvantificerede for at kompensere for
matrixeffekter og variationi detektorrespons. Dynamisk interval
ligger pa 10-50.000 ny kg'* for akrylamid, 1,8-500 mg kgt for
asparagin, 100-1.000 mg kg * for fructose og glucose og 20-300
mg kg* for sucrose. Ved spike-forsag patre niveauer udfert pa
tre dage af to personer (studerende og kemiker) genfandtes mel-
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Figur 3. Kromatogrammer fra analyse af hvedebrad. Akrylamid detekteres
ved MRM 72>55 her under detektionsgramsen, asparagin ved 131>114,
fructose og glucose ved 383> 203 og sucrose ved 365> 203.
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Figur 4. Korrelationen mellemasparagin tilsat dej og akrylamid dannet i
brad efter mediumeller hard ristning.

lem 82 og 93% af akrylamiden og mellem 96 og 120% af aspara-
ginen. Store afvigel ser fra 100% sas ved laveste spike-niveau,
der |anag detektionsgraansen. Detektionssgramsen for akrylamid
var 13 ng kg og for asparagin 1,8 mg kg*. Acceptablesukker-
genfindinger opndedesefter prevefortynding. Ved kvantificering
af sukkere er analyseresultaterne korrigeret for genfinding.

Metoden har vaeret anvendt til bredforseg

Metoden har vaaret anvendt til at kvantificere asparagin, fructose,
glucose, sucrose og akrylamid i uristet og ristet brad bagt med
forskellige udgangsniveauer af asparagin. Bradeneer bagt i test-
bageri hos en bradproducent i forbindel se med et samarbejds-
projekt om at reducere akrylamid i fadevarer. Der var tydelig
korrelationmellem:

- maangden af akrylamid dannet i uristet og ristet bred og maang-
den af asparagintilsat dejeninden bagning.

- maangden af akrylamid dannet i ristet brad og maangden af
asparagin eller produktet af asparagin og reducerende sukkerei
bradet far ristning.

Béade asparaginniveauet og ristningsgraden var signifikante
faktorer for akrylamidindholdet i det feardige produkt. Sucrose-
niveauet er en faktor 10%|avere end fructose- og glucoseniveauet
og giver ikkeet vaesentligt bidrag til hvedebrgdets sukkerind-

AAS - ICP/MS
UV-VIS - LC/MS
GC/MS - FT-IR/NIR

- Sa er det ogsa os!

hold. En stor del af asparaginen omsadtes allerede ved fermente-
ring og bagning uden nogen naevnevaadig akrylamiddannel se.
Padelavestetil saningsniveauer udtgmtes asparagi nmaengden
efter hard ristning, hvilket er en klar indikation af, at asparagin er
den begramnsendefaktor i akrylamiddannelsei hvedebrad.

Er akrylamid i hvedebrgd et problem?

Akrylamidniveauet i hvedebrad er generelt lavt, men afhaenger i
hgj grad af meletsindhold af asparagin og af om bradet ristes el-
ler g. Voresforsag illustrerer, hvordan akrylamidindholdet i det
faardige bradprodukt gges en faktor 20 ved hgje udgangs-
koncentrationer af asparagin og hard ristning. Akrylamid fra
hvedebred udger omkring 10% af vores daglige indtag frafade-
varer [10]. Denne andel samt det totale indtag frafadevarer kan
pges betydeligt ved valg af bradprodukter med hgje akrylamid-
koncentrationer.
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