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1. Uvod

Slad je osnovna sirovina za proizvodnju piva i viskija. Sladno brasno se obi¢no koristi kao aditiv
za razne kruhove i pekarske proizvode kao pojacivac boje ili zbog svoje enzimske aktivnosti.
Temperature susenja mogu doseéi 220 °C i to mozZe rezultirati povecanom koncentracijom
policiklickih aromatskih ugljikovodika (PAH) u pivu, viskiju te kruhu i pekarskim proizvodima.
Ovi se proizvodi konzumiraju diljem svijeta i dostupni su velikom broju ljudi. Stovise, peciva su
dostupna i djeci, te je vazino pratiti i procjenjivati unos PAH-ova razli¢itim namirnicama. Svi ti

proizvodi mogu sadrzavati razliCite kolicine PAH-a koji potjecu iz slada.

Susenje je sastavni dio proizvodnje slada. Policikli¢ki aromatski ugljikovodici (PAH) skloni su
pojavi na visSim temperaturama i opcenito se smatraju nepozeljnim u hranii pi¢ima. Zakonom
je obuhvaéena regulacija Sesnaest PAH-ova, ali nedostaju znanstveni podaci o PAH-ovima u
sladu, hranii pi¢ima povezanim sa sladom. Cilj ovog rada bio je procijeniti i kvantificirati pojavu
razli¢itih PAH-ova u sladu izlozenom razli¢itim temperaturama susenja (50 - 210 °C) tijekom
varijabilnog vremenskog okvira. Rezultati pokazuju da neki od PAH-ova otkrivenih na nizim
temperaturama nestaju kada se slad izlozi visokim temperaturama (>100 °C). Fenantren vise
nije detektiran na 100 °C, indeno[1,2,3-cd]piren na 130 °C, dok fluoren, antracen i

benzo(a)antracen nisu kvantificirani na 170 °C.
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2.1. KARAKTERISTIKE JECMA

JeCam (Hordeum vulgare L.) je naj¢esce koriStena Zitarica u pivarstvu. Jeam spada u porodicu
Poaceae, tribus (odjel) Triticeae, subtribus (pododjel) Hordeinae i genius (rod) Hordeum koji
obuhvaca oko 25 vrsta. Svi kultivirani oblici je€ma svrstani su u jednu vrstu, Hordeum vulgare
(Simi¢, 2009.), te je bila prva Zitarica koja se uzgajala prvenstveno za ljudsku prehranu.
Upotrebljava se za proizvodnju kruha, juha, variva, a najveéu primjenu ima u industriji slada i

piva te za ishranu stoke (Martinci¢ i Kolak, 1993).

JeCam se primjenjuje zahvaljujuéi kvalitetnom omjeru Skroba i bjelancevina, nutritivnim
vrijednostima, te ve¢em ekonomskom prinosu i jednostavnoj obradi tijekom proizvodnje.

Takoder, u pivu doprinosi karateristi¢noj aromi slada (Mari¢, 2020).

2.2. PROIZVODNJA JECMENOG SLADA

Sladenje je postupak prevodenja je€ma u slad. Cilj je dobiti Sto vise amilolitickih enzima koji

¢e pretvoriti Skrob, osnovni sastojak jeéma, u Seéer (Mari¢, 2020).

Faze u proizvodnji jeémenog slada obuhvacaju prihvat, ciS¢enje, sortiranje, transport,
mocenje, klijanje i suSenje. Nakon prihvata zrna, provodi se sortiranje zrna kako bi se izdvojila

zrna prikladna za sladenje.

Postupak sladenja zapocinje mocenjem zrna je¢ma u vodi nakon ¢ega dolazi do klijanja zrna

kroz 3 do 5 dana. Tijekom klijanja dolazi do kemijskih i biokemijskih promjena, kao $to su:
- razgradnja stani¢ne stijenke

- razgradnja proteina

- sinteza biljnog hormona i

- sinteza amiloliti¢kih enzima.

Ovim putem slad postaje izvor enzima amilaza koji razgraduju sSkrob do jednostavnih Secera

koje ¢e kvasci metabolizirati tijekom fermentacije piva (Wolf-Hall, 2007; Johanides, 1984).

Isklijalo zrno naziva se zeleni slad koji je slatkastog okusa, ali je zbog visoke vlaZnosti lako
kvarljiv. Upravo zbog toga se zeleni slad podvrgava procesu susenja. Susenje je sastavni dio
proizvodnje slada, a provodi se vru¢im zrakom. Temperature susenja mogu biti u rasponu od

80 — 220 °C, ovisno o vrsti slada koji se proizvodi. Osuseni slad se doraduje hladenjem,
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uklanjanjem korijeci¢a i klice te se skladisti kako bi se rehidrirao vlagom iz zraka, a enzimi

reaktivirali nakon susenja (Johanides, 1984).

Tako dobiveni slad je osnovna sirovina za proizvodnju piva i viskija, dok se sladno brasno koristi

kao aditiv, odnosno pojacivac boje za razne vrste kruha i pekarske proizvode.

Bududi da se u proizvodnji slada upotrebljava proces susenja, gdje temperature mogu dosedi
i do 220 °C, Sto moZe rezultirati povecanom koncentracijom policiklickih aromatskih
ugljikovodika u kruhu i pekarskim proizvodima, te u pivu i viskiju. To znaci da ovi proizvodi

mogu sadrzavati razliCite koli¢ine PAH-ova koji potjecu iz slada.

Ove proizvode konzumira velik broj ljudi upravo zbog toga Sto su dostupni diljem svijeta, a
peciva su dostupna i djeci pa je vaino pratiti i procjenjivati unos PAH-ova razli¢itim

namirnicama.

2.3. POLICIKLICKI AROMATSKI UGLJIIKOVODICI

Policikli¢cki aromatski ugljikovodici (PAH) definirani su kao skupina organskih spojeva koja
sadrzi dva ili viSe aromatska (benzenska) prstena. U svojoj gradi sadrze atome ugljika i vodika.
Karakterizira ih niska topljivost u vodi, dobra topljivost u lipidima, visoka tocka talista i vrelista,
velika molekulska masa i nehlapivi su. Bududi da su lipofilni, to im omogucéava laksu apsorpciju

u probavni trakt sisavaca.

Nastaju kemijskom rekacijom pirolize pri ¢emu organska tvar izgara pri vrlo visokim
temperaturama u anaerobnim uvjetima, odnosno uvjetima bez kisika. Na temperaturama od

400 do 700 °C nastaju najvece koli¢ine PAH-ova (Murray i sur., 2018).

Djelovanjem ¢ovjeka, nastaju nepotpunim izgaranjem organskih materijala, npr. izgaranjem
fosilnih goriva, drveta, ugljena ili smeca. Takoder, nastaju u industrijskim pogonima te u
domadinstvima tijekom obrade hrane kao Sto je pelenje, prienje, suSenje i dimljenje.
Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC) definirala je 6 najce$c¢ih i najbitnijih
policiklickih aomatskih ugljikovodika (6 IARC PAH) upravo zbog njihove potencijalne
kancerogenosti: benzo(a)antracen, benzo(a)piren, benzo(b)fluoranten, benzo(k)fluoranten,
indeno(1,2,3-cd)piren i dibenzo(a,h)antracen. Ujedno su svi PAH spojevi klasificirani u vise

grupa na temelju njihove kancerogenosti na ¢ovjeka (IARC, 2010):

- Grupa 1 — kancerogeni spojevi
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- Grupa 2A —vjerojatno kancerogeni spojevi
- Grupa 2B — moguce kancerogeni spojevi
- Grupa 3 — spojevi koji nisu klasificirani kao kancerogeni

- Grupa 4 — vjerojatno ne kancerogeni spojevi

Tablica 1. Podjela policiklickih aromatskih ugljikovodika prema kancerogenosti (IARC, 2010)

POLOCIKLICKI AROMATSKI UGLJIIKOVODIK (PAH)

Benzo(a)piren
Dibenzo(a,h)antracen
Naftalen
Benzo(a)antracen
Krizen
Benzo(b)fluoranten
Benzo(k)fluoranten
Indeno(1,2,3-cd)piren
Acenaften

Fluoren

Fenantren

Antracen

Fluoranten

Piren
Benzo(g,h,i)perilen

Acenaftilen

Bap
DahA
Nap
BaA
Chry
BbF
BkF

InP

Ane
Fin
Phen
Ant
Flt
Pyr
BghiP

Anl

IARC
KANCEROGENOSTI

2A

2B

SKUPINE
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Prema Wenzlu i dr. postoje dvije vrste PAH-ova: PAH-ovi koji sadrZze 2-4 spojena aromatska
prstena poznati su kao PAH-ovi niske molekularne tezine (LMW-PAH), dok su oni koji sadrze
viSe od Cetiri spojenih aromatskih prstenova poznati kao PAH-ovi ve¢e molekularne tezine
(HMW-PAH) koji su stabilniji i toksi¢niji. Oba su lipofilna i njihova topljivost se smanjuje s
poveéanjem molekularne tezine. Kao rezultat nepotpunog izgaranja fosilnih goriva (Kleinjans
i sur., 1996) predstavljaju ozbiljnu zdravstvenu opasnost za ljude (Alomirah i sur., 2011;

Ledesma i sur., 2016).

U PAH-ove niske molekularne teZine ubrajaju se naftalen (NaP), acenaftilen (Anl), fluoren (Fin),
antracen (Ant), fenantren (Phen), fluoranten (Flt), acenaften (Ane), piren (Pyr) i
benzo(a)antracen (BaA). PAH-ovima vece molekularne teZine pripadaju benzo(b)fluoranten

(BbF) i benzo(k)fluoranten (BkF) (Wade, 2013, Purcaro i sur, 2016.).

Prema podrijetlu, razlikujemo PAH-ove koji se nalaze u sirovoj hrani, odnosno prenose se iz
vode, tla ili okolisa, te PAH-ove koji nastaju u hrani tijekom termicke obrade hrane. Tako je
Europsko tijelo za sigurnost hrane (EFSA) utvrdilo koncentracije benzo[a]pirena (BaP) i zbroj
koncentracija Cetiri PAH (benzo[a]piren (BaP), benz[alantracen (BaA), benzo[b]fluoranten
(BbF) i krizen (Chry) (PAH4) kao glavni pokazatelji toksi¢nosti PAH-ova putem hrane (EFSA,
2008)

Slika 1 Kemijske strukture i formule policiklickih aromatskih ugljikovodika (Web 1)

oelosleolersdesogs

Acenapthene Acenapthylene Anthracene Benzo[a]anthracene Benzo[a]pyrene Benzo[bfluoranthene
Benzo[k]fluomthene Chrysene Dibenzo[ghi]perylena Naphthalene Pyrena
ase
Dibenzo[a, h]anthracene Fluoranthene Phenanthrene Fluorene Indene(1.2,3-cd]pyrene
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Ljudska izlozenost PAH-ovima posljedica je unosa hrane koja je podvrgnuta navedenim
procesima obrade hrane, a neki od njih mogu biti vrlo toksi¢ni i opasni po ljudsko zdravlje.
Takoder, putem udahnutog zraka koji sadrzi PAH-ove, udisanjem dima cigarete ili kroz ispusne

plinove u prometu ljudi ostvaruju kontakt s policiklickim aromatskim ugljikovodicima.

Utjecaj na ljudsko zdravlje prvenstveno ovisi o koli€ini i vrsti unosa, te o vremenu izloZenosti.
Kratkoroc€ne posljedice koje mogu nastati su mucénina, povracanje, dijareja te razne iritacije.
Dok dugorocnim izlaganjem dolazi do respiratornih problema, osStec¢enja jetre i bubrega,
smanjenja funkcionalnosti imunolo$kog sustava, ali povecava se i rizik od razvijanja raka pluca
i koze (Murray i sur., 2018). Ujedno, izlozenost PAH-ovima moZe dovesti i do nezeljenih
posljedica tijekom trudnode, npr. zaostajanje u rastu i razvoju, deficit u kvocijentu inteligencije

S$to je objavljeno u istrazivanju Perera i sur. (2012).

Medutim, nema mnogo istraZivanja koja dokazuju prisutnost PAH-ova u pivu i sladu. Ovo
istrazivanje je proSirenje preliminarnog istrazivanja koje su autori proveli na komercijalno
dostupnom sladu. Preliminarna istraZivanja su pokazala da su neki od analiziranih
komercijalno dostupnih sladova sadrzavali visoku koncentraciju BaA, dosezudi preko 737
ug/kg (crni slad), dok je najniza razina kvantificirana u jantarnom sladu (60,53 pg/kg). Sladovi
Pilsner i cara-120 pokazali su visoke vrijednosti BaA, 134,26 ug/kg i 210,7 ug/kg. Ovo je
istrazivanje postavljeno kako bi se istrazilo na kojim se temperaturama razvijaju odredeni PAH-

ovi i procijenilo utjece li trajanje susenja na koncentraciju PAH-ova u sladu.

2.3.1. Odredivanje prisutnosti policiklickih aromatskih ugljikovodika

Prisutnost PAH-ova u hrani odreduje se kroz tri koraka: ekstrakcije PAH-ova i masti, nakon
Cega slijedi procis¢avanje, te na kraju detekcija. Analiza PAH-ova moze biti zamorna i
dugotrajna upravo zbog prisutnih mali koncentracija (ppt, ppb i koli¢ine u tragovima), zbog
ometajucih spojeva poput masti ili drugih organskih spojeva koji se izdvajaju zajedno s PAH-
ovima (Sampaio i sur., 2021).

Najéesée metode koje se koriste za detekciju PAH-ova su tekucinska kromatografija (HPLC) i

plinska kromatografija (GC) u kombinaciji sa masenom spektrometrijom u tzv. LC-MS/MS

uredaju (Markov¢i¢, 2021).
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Kromatografija je fizikalna metoda separacije u kojoj se sastojci raspodjeljuju izmedu dviju
faza, od kojih je jedna nepokretna (stacionarna) faza, dok se druga kre¢e u odredenom smjeru,
tzv. pokretna faza. Uzorak je otopljen u pokretnoj fazi (tekucina, plin, fluid pri superkriticnim

uvjetima) i krec¢e se uzduz nepokretne faze koja moze biti u koloni ili na ravnoj plohi.

Tekucinskom kromatografija (HPLC, tj. visokotla¢na) razdvajaju se analizirane tvari iz smjese
na temelju kemijskih interakcija izmedu te analizirane tvari i stacionarne faze u koloni.
Kromatografije u kojima je stacionarna (nepokretna) faza polarna, a pokretna (mobilna) faza
manje polarna ili nepolarna su kromatografije normalnih faza. Obrnuto vrijedi za
kromatografije obrnutih faza, npr. nepokretna faza je nepolarna (ugljikovodik), a pokretna
faza je polarna (voda ili metanol). Uredaj u koje se vrsi proces kromatografiranja naziva se

HPLC uredaj.

Odjeljivanja primjenom tekuée pokretne faze temelje se na adsorpciji, razdjeljenju, ionskoj
izmjeni i isklju¢enju. Prema tome razlikujemo adsorpcijsku, razdjelnu, ionsko-izmjenjivacku,

afinitetnu i kromatografiju isklju¢enjem prema velicini.

Plinska kromatografija (GC) je separacijska tehnika kod koje je pokretna faza plin, tzv. plin
nosioc. Stacionarna faza je uglavnom polimer imobiliziran na ¢vrstoj podlozi i ugraden u

kolonu, ili mikroskopski sloj teku¢ine (Primorac, 2009).

Uzorak se injektira na pocetak kromatografske kolone gdje on isparava, zatim se eluiranje u
koloni vrsi protokom inertnog plina kao mobilne faze. Odvajanje sastojaka na plinskoj koloni
temelji se na razlici u hlapivosti. Plin nosioc, za razliku od mobilnih faza ostalih kromatografskih
metoda, ne dolazi u interakciju s analiziranom tvari. Helij, dusik i vodik se najé¢es¢e koriste kao

inertni plinovi. Uredaj za kromatografiranje naziva se plinski kromatograf.

Cimbenici koji mogu utjecati na analizu PAH-ova u hrani su temperatura, pH, ionska jakost i
topljivost u matriksu uzorka, odnosno hrane. Buduéi da su PAH-ovi nepolarni spojevi, lako se
skupljaju u matriksu sa visokim sadrzajem lipida ili drugim nepolarnim spojevima. Prema tome,

za svaki matriks hrane postoji specifi¢na priprema uzorka prema njegovom sastavu.

U prehrambenim proizvodima koji se najvec¢im dijelom sastoje od proteina i masti,
saponifikacija, tekuca-tekuéa ekstrakcija i procis¢avanje kljuéni su koraci za izolaciju i
kvantifikaciju PAH-ova. Na primjer, saponifikacija je vrlo bitno kod analize PAH-ova u mesnim

proizvodima. Tijekom saponifikacije, prekida se veza izmedu proteina i lipida kalijevim ili
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natrijevim hidroksidom pri ¢emu se oslobadaju PAH-ovi koji su bili vezani na njima. Analit od
interesa, tj. PAH-ovi izoliraju se ekstrakcijom tekucina-tekuéina s organskim otapalom kao $to
je heksan ili cikloheksan. Istovremeno se uklanjaju drugi polarni spojevi, ali i necistoce tijekom

faze prociséavanja.

Danas se nastoje razviti metode koje su brze, jednostavne, jeftine, sigurne, te pri kojima se
koriste manje toksicna otapala. Razvijena je tzv. QUEChERS metoda koja odgovara svim
navedenim zahtjevima. Primjenjuje se za analizu PAH-ova prisutnih u vodi za pice, ¢aju,

plodovima mora te mesnim proizvodima.

Nadalje, neki PAH-ovi prirodno emitiraju fluorescenciju. Na temelju toga moguce je
identificirati nekoliko PAH-ova pomocu tekudinske kromatografije s fluorescentnim

detektorom, ili UV detektorom (Sampaio i sur., 2021).

2.3.2. Strategije smanjenja kontaminacije hrane policiklickim aromatskim

ugljikovodicima
Dodatak zacina, odnosno mariniranje mesa prije kuhanja provodi se u svrhu poboljsanja
okusa, mirisa ili teksture. Ovim postupkom moZe se utjecati na stvaranje PAH-ova tijekom
obrade hrane ovisno o vrsti upotrebljenih sastojaka. Dakako nece svi sastojci jednako
djelovati, neki sastojci mogu inhibirati stvaranje PAH-ova, a drugi upravo suprotno, mogu
pospjesiti stvaranje kancerogenih spojeva. Sastojci kao $to su luk, ¢eSnjak i drugi zacini poznati
su kao antioksidansi te mogu inhibirati stvaranje PAH-ova u przenom mesu. Nasuprot tome,
dodatak ulja ili nekih alakalnih sastojaka na meso sa Zara povecava mogucénost stvaranja vece
koli¢éine PAH-ova. Meso marinirano 1 sat s uljem (palminim ili suncokretovim) ili alkalnim
sastojcima (natrijev bikarbonat, pH > 7,5) pokazalo je povecanje od preko 70% i 80% u 16 PAH-
ova odnosno BaP razine. Vazno je da je koriStenje ulja povecalo razine teskih PAH-ova,
posebno BbF (146,5 ug/kg) i BaP (84,6 ug/kg) (Sampaio i sur.,2021). Dokazano je da dodatak
kiselih sastojaka marinadama, na primjer limunov sok, smanjuje stvaranje PAH-ova. Takoder,
hrana ili dodatci bogati fenolnim spojevima smatraju se potencijalnim prirodnim inhibitorima
PAH-ova tijekom procesa obrade hrane. Na temelju ovoga moze se zakljuciti da sinergisticko
djelovanje antioksidansa u mjeSavinama zacina doprinosi smanjenju nastanka PAH-ova

tijekom kuhanja.
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Neke metode koje se mogu primijeniti tijekom kuhanja, kao sto je primjena niske temperature,
odabir nemasnog mesa, izbjegavanje izravnog kontakta hrane s plamenom, te upotreba
plinskih ili elektri¢nih rostilja umjesto rostilja na drveni ugljen rezultiraju niZim stopama
kontaminacije PAH-ovima. S obzirom na izvor topline, preferiraju se metode koje koriste
neizravne toplinske izvore poput elektri¢nih uredaja. Pri koristenju neizravnih toplinskih izvora
najviSe nastaju PAH-ovi kroz pirolizu makronutrijenata; pri koristenju otvorenog plamena,

PAH-ovi nastali sagorijevanjem dima se takoder taloZe u hrani (Sampaio i sur.,2021).

Razli¢ite vrste drveta i ugliena utje¢u na stvaranje razli¢ite koli¢cine PAH-ova. Sto zna¢i da je
izbor zapaljivog materijala koji se koristi tijekom dimljenja vrlo vazan za redukciju PAH-ova.
Takoder, udaljenost i polozaj proizvoda od izvora dimljenja utje¢u na stupanj kontaminacije
PAH-ovima. Sto se ti¢e dimljenih proizvoda, primjer je dimljena riba, preporuca se temeljito
pranje toplom vodom prije kuhanja u svrhu smanjenja koncentracije PAH-ova kako bi proizvod

bio sigurniji za konzumaciju.

Uzimajuéi u obzir suvremene metode, dokazano je da veée doze gama zracenja reduciraju
koncentraciju PAH-ova u hrani, pri tome ne mijenjajuéi kemijski sastav namirnice. Prema
nekim istrazivanjima, ambalaZzni materijal za pakiranje hrane moZe utjecati na razinu PAH-ova.
Nastojao se procijeniti utjecaj razlicitih vrsta materijala na apsorpciju 16 PAH-ova iz dimljenih
papalina. Materijal koji je imao najve¢u moc¢ apsorpcije je polietilen visoke gusto¢e (HDPE),
zatim polietilen niske gustoce (LDPE), te na kraju polipropilen i polietilen tereftalat (Sampaio i

sur.,2021).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Cilj ovog rada bio je procijeniti i kvantificirati pojavu razli¢itih PAH-ova u sladu izlozenom

razli¢itim temperaturama suSenja (50 - 210 °C) tijekom varijabilnog vremenskog okvira.

3.2. MATERUAL | METODE

Uzorak je¢ma kupljen je u lokalnoj trgovini opremom za proizvodnju slada i piva. Postupak

mikrosladenja je proveden na sljedeéi nacin.

3.2.1. Postupak mikrosladenja

Mikrosladenje je provedeno prema MEBAK®. Dvjesto pedeset grama je¢ma namoceno je u
500 mL vode iz slavine, prema postupku opisanom u MEBAK® i prikazanom u Tablici 2.
Namakanje i klijanje obavljeno je u klima komori (Euclid, d.o.o, Vinkovci, Hrvatska) . Ukupno
je sladeno 15 sarzi, Sto je rezultiralo cca 4 kg slada. Susenje zelenog slada prilagodeno je prema
osnovnom MEBAK® protokolu s porastom temperature svakih sat vremena od 50 - 210 °C, a
posljednja dva uzorka su bila izloZzena visokim temperaturama dva sata (kao Sto je prikazano
u Tablici 2). SuSenje je obavljeno u susionici Memmert UFE 400 (Memmert GmbH, Schwabach,
Njemacka). Nakon susenja, slad je prebacen u papirnate vredice i drzan na sobnoj temperaturi
dva tjedna radi uspostavljanja ravnoteze vlage. Nakon dva tjedna, uzorci su samljeveni na
mlinu IKA® M20 (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Njemacka) i potom zatvoreni u
staklene posude (25 mL) s metalnim ¢epovima. Kako bi se sprijecila vanjska kontaminacija

uzoraka, staklenke i éepovi su isprani acetonom, oznaceni i proslijedeni na analizu.

Tablica 2. Opc¢a shema mikrosladenja uzorka je¢ma

DAN KORAK MIKROSLADENJA | RADNI UVIJETI BROJ UZORKA
Je¢am 0
1. namakanje uranjanjem 5 h na 14 °C;

suho mocenje tijekom 19 h na 14 °C, relativna vlaznost zraka 95
%.

2. namakanje uranjanjem 4 h na 14 °C;
suho mocenje 20 h na 14 °C, relativna vlaznost zraka 95 %.
3. Namakanje uranjanjem 1 h na 14 °C, relativna vlaznost zraka 95

%.
3.-6.  Klijanje je obavljeno prema shemi: 96 h na 14 °C
Relativna vlaznost zraka u svakom koraku bila je 95 %
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7. Susenje je obavljeno 19 sati, prema 50°C 16 h 1
standardnim postupcima za svijetlislad, 60°C 1h 2
nakon zadnjeg sata klijanja; dodatne 70°C 1h 3
temperature postavljene su prema 80°C 1h 4
standardnoj proceduri 90°C 1h 5

100°C 1h 6
110°C 1h 7
120°C 1h 8
130°C 1h 9
150°C 1h 10
170°C 1h 11
190°C 1h 12
210°C 1h 13
190°C 2 h 14
210°C 2h 15

Otklicavanje slada; pakiranje u papirnate vrecice i skladiStenje

3.2.2. PAH analiza

Za pripremu PAH standarda koriStena je mjeSavina 16PAH (Ultra Scientific, North Kingstown,
RI, SAD) (500 + 0,2 pg/mL). Prema sluzbenoj metodi 2007.01 Association of Official Analytical
Chemists (AOAC), uzorci su pripremljeni kako je opisano u Novakov i sur. (2017.) i Mastanjevi¢
i sur. (2019) koristenjem viserezidualnih pripravaka (QUEChERS). Parametri GC-MS prilagodeni
su prema opisu Mastanjevi¢ i sur. (2019). Modificirana je metoda odredivanja PAH-ova u
skladu s akreditiranom metodom ISO 17025. Validacija preciznosti, ponovljivosti, to€nosti,
linearnosti, LOQ (granica kvantifikacije), LOD (granica detekcije) i nesigurnosti prikazana je u
Tablici 3. Kako bi se minimizirala i smanjila ili potpuno eliminirala interferencija s matricom
slada, ucinjena je kalibracija koristenjem slijepog uzorka. Detaljan opis analize opisan je u
preliminarnom istrazivackom radu koji su objavili Mastanjevié i sur. (2021). Tablica 3 sadrzi

popis PAH-ova analiziranih u ovom istrazivanju.
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Tablica 3. Popis analiziranih PAH i oznacenih kraticom

Policiklicki aromatski ugljikovodik (PAH)
benzo[a]piren
dibenz[a,h]antracen
Naftalen
benz[a]antracen
Krizen
benzo[b]fluoranten
benzo[k]fluoranten
indeno[1,2,3-cd]piren
acenaften

fluoren

fenantren

antracen

fluoranten

piren
benzolg,h,ilperilen
acenaftilen

3.2.3. Statisticka analiza

Kratica
BaP
DahA
Nap
BaA
Chry
BbF
BkF
InP
Ane
FIn
Phen
Ant
Flt
Pyr
BghiP
Anl

Provedena je analiza varijance (ANOVA) i Fisherov test najmanje znacajne razlike (LSD), a
najmanja statisticka znacajnost postavljena je na p < 0,05. Podaci su obradeni pomodu
programa Statistika 13.1. (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, SAD).
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4. Rezultati i rasprava

Sjeme je¢ma izloZeno je fosilnim gorivima putem mehanizacije od trenutka sjetve do Zetve i
mozZe sadrzavati odredene koli¢ine PAH-ova. Prije proizvodnje slada, kako bismo izbjegli
precjenjivanje sadrzaja PAH-a koji bi mogao nastati zbog kemijskih reakcija tijekom susenja,
napravili smo analizu uzorka je¢ma i kao $to se moze vidjeti u Tablici 4. Krizen i zbroj YPAH4 u
je€mu iznad su kolicine koju propisuje Uredba EU br. 835/2011 (1 pg/kg), aiznose 1,118 pg/kg
(krizen) i 1,391 pg/kg (SPAH4).

Uzorak slada 1, izlozen temperaturi od 50 °C tijekom 16 h (prema standardnom postupku
susenja opisanom u MEBAK-u) pokazao je povecanu vrijednost i za krizen, 1,452 ug/kg. SPAH4
iznosio je 1,704 ug/kg za ovaj uzorak. Uzorak 2, slad izlozen 60 °C tijekom 1 sata, pokazao je
povecanje SPAH4 na 1,843 ug/kg. Do ovog povecanja najvise je doSlo zbog porasta razine
krizena na 1,542 pg/kg. Ovaj trend povecanja razine nastavlja se za sve uzorke i gotovo sve
PAH-ove. Medutim, na 100 °C fenantren se viSe ne moze otkriti u uzorku 6. Na 130 °C, indeno
(1,2,3-cd) piren takoder se vise ne moZze otkriti u uzorku slada 9. Na 170 °C fluoren i antracean
nisu detektirani, a na 190 °C nestaje i acenaften. Vjerojatno reagiraju s nekim od sastojaka
hrane i/ili maskiraju svoj oblik u nemjerljivi/nepoznati spoj. YPAH4 dosegnula je maksimalnu
razinu u uzorcima 12 (190 °C) i 13 (210 °C) gdje je uzorak 12 sadrZzavao 15,787 ug/kg, a uzorak
13 16,652 pg/kg. To je ocito znatno iznad preporuke EC (European Commission, 2011) od 1
ug/kg za preradenu hranu na bazi Zitarica i djecju hranu za dojencad i malu djecu. Buduci da
se slad moze koristiti u hrani dostupnoj djeci (u pekarskim proizvodima, kruhu kao bojilu ili
dodatku dijastatickoj aktivnosti), rezultati ovog istrazivanja su zabrinjavajuci. Tim viSe Sto se
przeni, tamni ili crni slad koriste kao sredstva za bojenje proizvoda od Zitarica. Sladno brasno
se najvise koristi u proizvodnji kruha, keksa, krekera, hrskavog kruha, Zitarica za dorucak,
hrane za dojencad, prehrambenih pic¢a sa sladom, umaka, slastica od Secera i proizvodnje octa.
Najzastupljeniji laki PAH bio je antracen s vrijednostima > 10 pg/kg za je¢am i >15 pg/kg za

uzorak slada 1.

Vrijednosti u uzorku 10 su maksimalne vrijednosti za antracen i dosezu 31 pug/kg. Medutim, u
uzorku 11 antracen se vise ne moze detektirati, cime se moZze zakljuciti da temperature iznad
150 °C utje€u na ovaj spoj i da se nakon ove temperature vise ne mozZe detektirati. To bi moglo
biti zbog kemijskih reakcija izmedu sastojaka hrane ili razgradnje antracena na viSim

temperaturama. To je nesto Sto bi trebalo temeljito istraziti.
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Ovi se rezultati razlikuju od onih koji su Mastanjevic i sur. (2021) dobili u istrazivanju PAH-ova
u komercijalno dostupnim sladovima. Ipak, dobiveni rezultati u ovom istrazivanju mogli bi
objasniti zasto je YPAH4 bio znacajno visi u pilsneru i cara-120 sladu nego u sladu amber.
Naime, amber slad se obi¢no izlaZe vis§im temperaturama (100-150 °C) nego pilsner slad (do
80 °C) ili cara-120 (100 °C) pa se ocekuje da bi amber trebao sadrzavati viSe PAH-ova. Naime,
pilsner slad je sadrZavao viSe razine benz[alantracena i pirena od amber slada. Sli¢no, slad
cara-120 sadrzavao je znacajno viSe razine PAH4, uglavhom kao rezultat koli¢ine
benz[a]lantracena. To se moZe objasniti temperaturama izloZenosti jer je amber slad izloZzen
visSim temperaturama samo kratko vrijeme. Medutim, ovo se istraZzivanje takoder bavilo
pitanjem utjecaja vremena susSenja na sadrzaj PAH-a izlaganjem slada visokim temperaturama
od 190 °Ci 210 °C tijekom produzenog vremenskog razdoblja (2 sata, Sto je prikazano u Tablici
5). Rezultati pokazuju da koncentracija krizena znacajno raste pri viSim temperaturama, te
iznosi 64,161 pg/kg u uzorku 15, izlozenom 210 °C tijekom 2 h, $to je Cetiri puta viSe nego u
uzorku 13 susenom na 210 °C tijekom 1 h. Sli¢na situacija se dogada izmedu uzoraka 12 i 14,
izlozenih 190 °C tijekom 1 ili 2 h. Cini se da uzorak 14 sadr#i gotovo dvostruko vece
koncentracije krizena od uzorka 12. YPAH4 jednaka je koncentraciji krizena bududi da je to
jedini detektabilni PAH koji ¢ini YPAH4, a takoder je u najve¢em broju otkriven u svim uzorcima

spomenutim u ovom odlomku.

Bududi da nema sli¢nih istrazivanja, tesko je usporediti rezultate s bilo kojim drugim podacima.
Hutt i sur. mjerili su PAH u kukuruzu i pSenici prije i nakon susenja. Vrijednost YPAH4 za uzorak
kukuruza osusen pomocdu plamenika sa Zzutim plamenom bila je znatno visa nego u mokrom
kukuruzu. Vrijednost krizena bila je iznad 32 pg/kg. MoZda su bliski ovom istrazivanju podaci
koji govore o przenju zrna kave ili kakaovca na razli¢itim temperaturama. Medutim, oni su
puno krace izloZeni visokim temperaturama (do 20 min), a koncentracije PAH-a su znatno nize
nego u ovom istrazivanju, pa usporedbu cini neucinkovitom. Ipak, istrazivanje Abballe i sur.
objavljen 2021., opisao je sadrzaj PAH-a u razli¢itim frakcijama zrna kakaovca (cijelo zrno,
ljuska, tekuéina, kakao prah i kakao maslac). Postojale su dvije skupine, jedna koja je bila
podvrgnuta dimljenju, a druga koja nije bila podvrgnuta postupku dimljenja na 120 ° C tijekom
60 minuta. U usporedbi s ovim istrazivanjem, rezultati su pokazali nize vrijednosti za sve
frakcije dimljenih uzoraka, ali su i dalje iznad preporucenih razina za kakao. Posebno je ljuska

kakaovca sadrzavala znacajne koli¢ine svakog sastojka YPAH4 (krizen, benz[alantracen,
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benzo[b]fluoranten i benzo[a]piren) sto je rezultiralo nevjerojatnih 116 pg/kg. To bi se moglo
odraziti na ovo istraZivanje buduci da slad ide u preradu kao potpuno zrno, sto znaci da su

razine PAH-a za przZeni slad takoder visoke.
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5. Zakljucci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Provedeni pokus potvrdio je da se znacajne koli¢ine PAH-a mogu naci u sladu, posebice u
specijalnim sladovima (tamni, przeni). Medutim, dobiveni podaci pokazuju da odredeni
PAH-ovi nestaju na visSim temperaturama. Na primjer, fenantren se vise ne otkriva na 100

°C, dok se fluoren i antracen vise ne otkrivaju na 170 °C.

2. Vrijeme susSenja je od velike vaZnosti i rezultati pokazuju da su Y4PAH i 316PAH mnogo
veci kada susenje traje 2 satana 210 °C (64,1212 pg/kg za PAH4 1 69,5621 pg/kg za PAH16)
u usporedbi s trajanjem susenja od 1 h na 210 °C (PAH4 28,7388 ug/kg i PAH16 35,8549
ug/kg). Takoder, temperatura susenja je vazna jer su vise razine PAH4 i PAH16 zabiljeZzene
za uzorke izlozene 210 °C nego za uzorke izloZzene 190 °C (tj. 28,7388 pg/kg na 210 °C
naspram 16,6524 ug/kg za PAH4 na 190 °C).

3. Budude studije trebale bi nastojati odrediti kako smanijiti koli¢inu PAH-ova u sladu, buduci
da se slad koristi u mnogim prehrambenim proizvodima dostupnim djeci (kruh, kolacidi,

pekarski proizvodi itd.).
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