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Neue Methoden zur Kontrolle von Acrylamid inNeue Methoden zur Kontrolle von Acrylamid in
Lebensmitteln mit der beschleunigtenLebensmitteln mit der beschleunigten

LLöösemittelextraktion (ASE) und HPLC/MSsemittelextraktion (ASE) und HPLC/MS
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Acrylamid-ProblematikAcrylamid-Problematik

!! Acrylamid wird beim Frittieren, Rösten und BackenAcrylamid wird beim Frittieren, Rösten und Backen
von stärkehaltigen Lebensmittel gebildetvon stärkehaltigen Lebensmittel gebildet

!! Acrylamid steht im Verdacht toxisch, mutagen undAcrylamid steht im Verdacht toxisch, mutagen und
cancerogencancerogen zu sein. zu sein.

!! Bisher gibt es Analysemethoden für die BestimmungBisher gibt es Analysemethoden für die Bestimmung
in Trinkwasser im unteren µg/L-Bereich. Eine U.S.in Trinkwasser im unteren µg/L-Bereich. Eine U.S.
Methode existiert.Methode existiert.

!! In den Lebensmitteln kommt Acrylamid bis zu 50In den Lebensmitteln kommt Acrylamid bis zu 50
mg/kg vor!mg/kg vor!
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Konventionelle MethodenKonventionelle Methoden

!! Acrylamid wird mit Wasser bei 60-80°CAcrylamid wird mit Wasser bei 60-80°C
Becherglas extrahiert.Becherglas extrahiert.

!! Anschließend werden die Extrakte mitAnschließend werden die Extrakte mit
organischen Lösemittel extrahiert und entfettetorganischen Lösemittel extrahiert und entfettet

!! 1. Acrylamid wird nach Derivatisierung mit GC-1. Acrylamid wird nach Derivatisierung mit GC-
MS-bestimmt.MS-bestimmt.

!! 2. Die Extrakte werden direkt mit LC/MS/MS2. Die Extrakte werden direkt mit LC/MS/MS
bestimmt.bestimmt.

!! Problematisch werden die Extraktion und derProblematisch werden die Extraktion und der
Clean up angesehen.Clean up angesehen.
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ASEASE - -FlussdiagrammFlussdiagramm
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Extraktion mit ASEExtraktion mit ASE
 

 

!! Extraktionsbedingungen:Extraktionsbedingungen:
"" Zellgröße: 33 mLZellgröße: 33 mL
"" Probenmenge:  10 -15 gProbenmenge:  10 -15 g
"" Ofentemperatur: 80 °COfentemperatur: 80 °C
"" Druck: 10 MPaDruck: 10 MPa
"" Lösemittel: AcetonitrilLösemittel: Acetonitril
"" Extraktvolumen: ca. 40 mLExtraktvolumen: ca. 40 mL
"" Extraktionszeit: 23 MinutenExtraktionszeit: 23 Minuten

!! Extrakte analysiert mit HPLC/MSExtrakte analysiert mit HPLC/MS
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Acrylamid in der RPLCAcrylamid in der RPLC

!! Probleme in der LC:Probleme in der LC:
Geringe Retention von Acrylamid auf UmkehrphasenGeringe Retention von Acrylamid auf Umkehrphasen
HPLC-Säulen (C18)HPLC-Säulen (C18)
- sehr polare Verbindung (ionisch)- sehr polare Verbindung (ionisch)
- geringes Molekulargewicht (71 g/mol)- geringes Molekulargewicht (71 g/mol)
- - KoelutionKoelution mit Matrixkomponenten, selektive mit Matrixkomponenten, selektive
Detektion erforderlichDetektion erforderlich

!! Acrylamid kann bei sauren pH-Werten als Acrylamid kann bei sauren pH-Werten als KationKation an an
einem einem sulfoniertensulfonierten Ionenaustauscherharz getrennt Ionenaustauscherharz getrennt
werden.werden.
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Ionenauschluss-SäuleIonenauschluss-Säule

0 - 50%Lösemittelkompatibilität
0 - 14pH-Stabilität

Polystyrol/
Divinylbenzol

Harz

SulfonsäurenFunktionelle Gruppen
geringHydrophobizität

27000 µeqSäulenkapazität

8%Quervernetzung

makroporösPartikelporosität

7,5 µmTeilchendurchmesser
ICE-AS1Säule

9 x 250 mm
4 x 250 mm

Abmessungen
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Acrylamid auf der ICE-AS1Acrylamid auf der ICE-AS1

Säule: IonPac ICE-AS1, 250 x 9 mm

Eluent: 3 mmol/L HCOOH - 30% Acetonitril

Fluss: 1 mL/min

Temperatur: 30 ºC

Probe: 50 µL

Detektion: UV bei 202 nm
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UV-Spektrum von AcrylamidUV-Spektrum von Acrylamid
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Kalibrierfunktion UV @ 202 nmKalibrierfunktion UV @ 202 nm
- 10 – 1000 µg/L -- 10 – 1000 µg/L -
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Acrylamid aus Kartoffelchips mit IC/UVAcrylamid aus Kartoffelchips mit IC/UV
- ASE wässrig ohne Clean up-- ASE wässrig ohne Clean up-
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Acrylamid in Acrylamid in WasserWasser  mitmit IC/MS IC/MS
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Säule: IonPac ICE-AS1, 250 x 4 mm
Eluent: 3 mmol/ HCOOH - 30% ACN
Fluss: 250 µL/min
Temperatur: 30 ºC
Probe: 250 µL
Detektion: Massenspektrometrie
MS Beding.: MSQ™ +ESI, 50 V, 350ºC, SIM

71,91-72,09 m/z
Glättung: Moving Averarge 5 Punkte 50

Wiederholungen
Probe: Leitungswasser dotiert mit

Acrylamid
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ESI-Massenspektrum von AcrylamidESI-Massenspektrum von Acrylamid
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IC/MS von Acrylamid in KartoffelchipsIC/MS von Acrylamid in Kartoffelchips
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Säule: IonPac ICE-AS1, 250 x 4 mm
Eluent: 3 mmol/ HCOOH - 30% ACN
Fluss: 250 µL/min
Temperatur: 30 ºC
Probe: 250 µL
Detektion: Massenspektrometrie
MS Beding.: MSQ™ +ESI, 50 V, 350ºC, SIM

71,91-72,09 m/z
Glättung: Moving Averarge 5 Punkte 50

Wiederholungen
Probe: Kartoffelchips extrahiert mit

Wasser und dotiert mit 40 µg
Acrylamid
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Acrylamid in LebensmittelnAcrylamid in Lebensmitteln
ProbenvorbereitungProbenvorbereitung

!! Proben:  BratkartoffelnProben:  Bratkartoffeln
"" Frittiert in Pflanzenöl bei 180 bis 190 °C (goldbraun)Frittiert in Pflanzenöl bei 180 bis 190 °C (goldbraun)

!! Proben bei -18°C gelagert bis zur ExtraktionProben bei -18°C gelagert bis zur Extraktion
!! Wasserzugabe und Temperierung vor derWasserzugabe und Temperierung vor der

ExtraktionExtraktion
!! Entfettung der Proben vor der ExtraktionEntfettung der Proben vor der Extraktion
!! Proben wurden nicht zerkleinertProben wurden nicht zerkleinert
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ASE Methode 1ASE Methode 1

!! Einwaage der ProbeEinwaage der Probe
!! Einfüllen in eine Einfüllen in eine ASE-ZelleASE-Zelle (33-mL),  (33-mL), TotvolumenTotvolumen

mit Sand aufgefüllt.mit Sand aufgefüllt.
!! Extraktion erst mit Hexan und dann mitExtraktion erst mit Hexan und dann mit

Acetonitril oder nur mit AcetonitrilAcetonitril oder nur mit Acetonitril
!! Membranfiltrieren  (0,2 µm PP Filter)Membranfiltrieren  (0,2 µm PP Filter)
!! Analyse mit HPLC/MSAnalyse mit HPLC/MS
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ASE Methode 2ASE Methode 2

!! Einwaage der ProbeEinwaage der Probe
!! Zugabe von 5 mL WasserZugabe von 5 mL Wasser
!! Temperieren im GC-Ofen bei 70°C für 15Temperieren im GC-Ofen bei 70°C für 15

Minuten.  Abkühlen innerhalb von 20 Minuten.Minuten.  Abkühlen innerhalb von 20 Minuten.
Einfüllen in eine Einfüllen in eine ASE-ZelleASE-Zelle (33-mL),  (33-mL), TotvolumenTotvolumen
mit Sand aufgefüllt.mit Sand aufgefüllt.

!! Extraktion erst mit Hexan und dann mitExtraktion erst mit Hexan und dann mit
Acetonitril oder nur mit AcetonitrilAcetonitril oder nur mit Acetonitril

!! Membranfiltrieren  (0,2 µm PP Filter)Membranfiltrieren  (0,2 µm PP Filter)
!! Analyse mit HPLC/MSAnalyse mit HPLC/MS
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 ASE Methode 3 ASE Methode 3

!! Einwaage der ProbeEinwaage der Probe
!! Zugabe von 5 mL WasserZugabe von 5 mL Wasser
!! Einfüllen in eine Einfüllen in eine ASE-ZelleASE-Zelle (33-mL),  (33-mL), TotvolumenTotvolumen mit Sand mit Sand

aufgefüllt.aufgefüllt.
!! Vorheizen im ASE 200 bei 80°C für 15 MinutenVorheizen im ASE 200 bei 80°C für 15 Minuten
!! Extraktion erst mit Hexan und dann mit Acetonitril oder nurExtraktion erst mit Hexan und dann mit Acetonitril oder nur

mit Acetonitrilmit Acetonitril
!! Membranfiltrieren  (0,2 µm PP Filter)Membranfiltrieren  (0,2 µm PP Filter)
!! Analyse mit HPLC/MSAnalyse mit HPLC/MS
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EffektEffekt von  von WasserWasser und  und VorheizenVorheizen auf die auf die
ExtraktionExtraktion von Acrylamid auf  von Acrylamid auf BratkartoffelnBratkartoffeln::

MethodeMethode 1 –  1 – keinkein  WasserWasser, , keinkein  VorheizenVorheizen

0,0140,014NeinNeinNein/NeinNein/NeinHB 200 #4HB 200 #4

0,0080,008JaJaNein/NeinNein/NeinHB 200 #3bHB 200 #3b

AcrylamidAcrylamid
GehaltGehalt (µg/g) (µg/g)EntfettenEntfettenWasserWasser//

TemperierungTemperierungProbeProbe
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EffektEffekt von  von WasserWasser und  und VorheizenVorheizen auf die auf die
ExtraktionExtraktion von Acrylamid auf  von Acrylamid auf BratkartoffelnBratkartoffeln::

MethodeMethode 2 –  2 – WasserWasser, , VorheizenVorheizen  imim GC GC

0,5390,539NeinNeinJa/JaJa/JaHB 200 #6HB 200 #6

0,6650,665JaJaJa/JaJa/JaHB 200 #5bHB 200 #5b

AcrylamidAcrylamid
GehaltGehalt (µg/g) (µg/g)EntfettenEntfettenWasserWasser//

TemperierungTemperierungProbeProbe
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EffektEffekt von  von WasserWasser und  und VorheizenVorheizen auf die auf die
ExtraktionExtraktion von Acrylamid auf  von Acrylamid auf BratkartoffelnBratkartoffeln::

MethodeMethode 3 –  3 – WasserWasser, , VorheizenVorheizen (ASE) (ASE)

1465314653

0,750Nein
Ja/Ja, ASE

HB 200 #2

0,700JaJa/Ja, ASEHB 200 #1b

Acrylamid Acrylamid GehaltGehalt
(µg/g)(µg/g)EntfettenEntfettenWasserWasser//

TemperierungTemperierungProbeProbe
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ZusammenfassungZusammenfassung

! Automatische, schnelle Extraktion mit ASE
! Selektive Bestimmung mit ICE-AS1 und MS-Detektion

Bestimmungsgrenzen von Acrylamid in Wasser

! UV (S/N: 3:1) LOD: 2 µg/L

! MSQ (ELMO): LOD (S/N: 3:1) 0,5 µg/L
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AusblickAusblick

!! EinflussEinfluss des  des WasservolumensWasservolumens auf die  auf die AusbeuteAusbeute??
EinflussEinfluss des pH- des pH-WertesWertes??

!! EinflussEinfluss  derder  TemperaturTemperatur auf die  auf die AusbeutenAusbeuten??
!! WirdWird Acrylamid  Acrylamid nurnur an  an derder  OberflächeOberfläche  gebildetgebildet??
!! UntersuchungUntersuchung  andereranderer  LebensmittelprobenLebensmittelproben


