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ABSTRAKT

Akrylamid je nezddouci karcinogenni slozka tepelné opracovanych potravin, vznikajici
reakci monosacharidl a asparaginu. V praci byl sledovan vliv amonnych a sodnych kypfticich
latek na obsah akrylamidu v pernikach, pti¢emz byly aplikovany jak samotné tak v kombinaci
s L-asparaginazou, ktera katalyzuje hydrolyzu asparaginu a tim eliminuje tvorbu akrylamidu v
matrici. V praci byl také studovan vliv vybrané tady anorganickych soli na obsah akrylamidu
v modelové matrici simulujici sloZzeni cerealnich vyrobkl. Zaroven byl sledovéan vliv téchto
soli na aktivitu L-asparaginazy s cilem optimalizace podminek jeji aplikace v technologii
vyroby ceredlnich potravin. Na zakladé experimentii bylo zjisténo, Ze je mozné zredukovat
obsah akrylamidu pfidavkem L-asparagindzy o 40 % a anorganickymi solemi v rozsahu

30 - 99 %, kdyz nejvyssi ucinnost eliminace méli slouceniny NH4ClI a CaCl,.

ABSTRACT

Acrylamide is an undesirable carcinogenic component of thermally processed foods being
formed from reducing saccharides and asparagine. In this work, the effect of ammonium and
sodium raising agents themselves or in their combination with L-asparaginase enzyme
catalyzing the conversion of asparagine into aspartic acid resulting in the reduction of
acrylamide in gingerbreads was studied. Also, the influence of selected inorganic salts on the
content of acrylamide in a model matrix simulating a composition of cereal products was
observed. Simultaneously, the impact of these salts on activity of L-asparaginase was
examined to find optimal conditions for its application in cereal technology. Based on
experiments it was found, that addition of L-asparaginase reduces acrylamide content by 40 %
while inorganic salts addition decreases acrylamide content in the range of 30 - 99 % when

the most effective compounds were NH4CI and CacCl,.

KLICOVA SLOVA

HPLC/MS/MS, akrylamid, tepelné opracované potraviny, eliminace, anorganické soli,
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1 UVOD

V dubnu 2002 Narodni tfad pro potraviny ve Svédsku zvefejnil prohladeni o vyskytu
vysokych hodnot akrylamidu v tepelné opracovanych potravinach bohatych na sacharidy [1]
na zaklad¢ naleza v rozsahu od pg/kg az po mg/kg, které publikovali Tareke et al. [2] Toto
zjisténi vedlo k intenzivnimu vyzkumu pfi¢in a dopadt vyskytu akrylamidu v potravinach [3],
protoze akrylamid je od roku 1994 Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny (IARC)
fazen mezi pravdépodobné lidské karcinogeny [1].

Vroce 2005 WHO a FAO spolecné oznamili, ze potraviny zpracované pii vysokych
teplotdich obsahuji zna¢né wrovné akrylamidu, které mohou do jisté miry nepiiznivé
ovlivitovat lidské zdravi [4], prozatim vSak neexistuje zadna smérnice upravujici hodnoty
akrylamidu v potravinach. Obsah akrylamidu je regulovan pouze v pitné vod¢ a balené pitné
vod¢ podle Smérnice Rady 98/83/ES o jakosti pitné vody uréené pro lidskou spotiebu, kdy
nejvyssi mezni hodnota je 0,1 pg/l [5, 6].

Pocetné studie umoziuji pochopit vznik akrylamidu v pribéhu tepelného zpracovani
potravin. Nehled¢ na rozvoj analytickych metod pro stanoveni obsahu akrylamidu
v potravinach je vyzkum zaméfen na objasnéni mechanismu vzniku a piedevsim snizeni jeho
obsahu v kone¢ném produktu [7]. Moznych formaci mechanismu vzniku bylo identifikovano
nekolik, pficemz prekurzory akrylamidu v potravinach jsou karbonylové skupiny redukujicich
sacharidii a aminoskupina asparaginu [1]. Zaroven se zjiSténim piitomnosti akrylamidu byly
vyvijeny metody pro analyzu akrylamidu v potravinach. V soucasné dobé& se nejvice pouziva
plynova chromatografie nebo vysokotlakd kapalinovd chromatografie, obé v kombinaci
s hmotnostni detekci [8, 9, 10].

Znalosti mechanismu vzniku a metody analyzy usnadiuji studie ¢inkt faktorti na vznik a
eliminaci akrylamidu v potravinach. Mezi eliminacni faktory patii napf. teplota, ¢as, obsah
vody, pH nebo slozky matrice. Studie prokazatelnych eliminacnich ucinkl lze nasledné
vyuzivat pii vyrobé potravin za ucelem sniZzeni obsahu akrylamidu a s nim spojena zdravotni
rizika [11].

Tato prace se piedevSim zabyvd vlivem anorganickych soli na vznik a eliminaci
akrylamidu vtepelné¢ upravenych potravindch 1 v kombinaci spouzitim enzymu
L-asparagindzy. Cilem je ziskat poznatky, definovat podminky a charakterizovat mozné
dasledky pouziti anorganickych soli v kombinaci s L-asparagindzou k minimalizaci obsahu

akrylamidu v modelovych 1 realnych systémech s vyuzitim techniky LC/MS/MS pro
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stanoveni obsahu akrylamidu. Prace je soucdsti néckolikaletého vyzkumného projektu
probihajiciho na Vyzkumném ftstavé potravinaiském v Bratislavé, ktery je zaméfen na
zvyseni bezpecCnosti potravin eliminaci tepelné vznikajicich kontaminantd, podporovaného
Agenturou na podporu vyzkumu a vyvoje SR na zdklad¢ kontraktu APVV-COST 0015-06,
APVV SK-CZ 0124-07, a také Agenturou Ministerstva Skolstvi SR pro strukturdlni fondy
Evropské unie na zéklad¢ smlouvy 011/2009/4.1/OPVaV.

Soucasti této prace je také zhodnoceni denniho pfijmu akrylamidu na zaklad¢ posouzeni
vysledkii ziskanych zpracovanim udaji z dotazniku zaméifeného na bézné konzumované

potraviny se zvySenym obsahem akrylamidu.
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2 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY AKRYLAMIDU

2.1 Charakteristika akrylamidu

Akrylamid (jeho strukturni vzorec je znazornén na Obr. 1) je bily krystalicky prasek bez
zapachu, jehoz molarni hmotnost je 71,08 g/mol [12]. Bod tani je 84,5 °C a vzniké hydrataci
akrylonitrilu [13]. Akrylamid je rozpustny ve vodé, methanolu, ethanolu, acetonu,
acetaldehydu, heptanu a etheru. Akrylamid je stabilni. Na svétle nebo pii zahtati na teplotu

tani miize polymerovat [12].

jj

.\\.
e TSN,

Obr. 1: Strukturni vzorec akrylamidu [12]

Jako polymer, ktery neni toxicky, ma akrylamid [14] Siroké uplatnéni napft. pii vyrobé
papiru, plastl, barviv, kosmetiky, v textilnim primyslu, ¢i jako injektazni latka do betonu
nebo jako flokula¢ni ¢inidlo pro Cisténi odpadnich vod [15, 10]. Akrylamid mé také
vyznamné uplatnéni ve védeckém vyzkumu, pfedevsim pro svou schopnost modifikovat SH
skupiny ve strukturnich a funkénich proteinech a jako polyakrylamidovy gel je vyuzivan
v elektroforéze obzvlaste pro separaci proteint [13].

Akrylamid je klasifikovan jako velmi toxicky. Pravdépodobna oraln€ podana smrtici davka
pro clovéka je v rozmezi 50 - 500 mg/kg. Pii kratkodobém vystaveni dochéazi k drazdéni oci,
ktze a dychaci soustavy. Pii dlouhodobé vystaveni zpiisobuje akrylamid rakovinu u zvitat a
muze zpusobit rakovinu kiize a plic u lidi, je také genotoxicky a mutagenni [14, 16].

Hogervorst et al. [17, 18] zvetejnili studie poskytujici prvni epidemiologické tidaje, ze
pfijem akrylamidu z potravin miZze zvySovat riziko rakoviny u lidi. Byla zjiS§téna souvislost
mezi zvySujicim se rizikem rakoviny endometria a vajecnikil se stoupajicim piijmem
akrylamidu z potravin, zvlasté u trvalych nekuiakd, a také spojitost s rakovinou ledvinovych
bunék. Rozdily mezi celkovou skupinou a trvalymi nekufdky mohou byt zpisobeny
modifikacemi koufenim nebo piekrytim ucinki potravniho akrylamidu akrylamidem 1

eventuelné dalsimi latkami v tabdkovém kouii [17, 18].
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V soucasnosti se predpokladd, ze efektorem karcinogenniho ucinku akrylamidu pfi
odhadech rakovinnych rizik je genotoxické ptsobeni glycidamidu [18]. Vztah mezi pfijmem
akrylamidu a rakovinou endometria a vaje¢nikll také naznacuje, Ze mechanismem vyvoje
rakoviny ptsobenim akrylamidu miize byt i porucha hormonalni rovnovahy [17]. Akrylamid
je reaktivni latka, kterd je schopna alkylovat amino- a sulfhydrylové skupiny v proteinech,
coz muze vést ke zméné bilkovinné funkcnosti a tim zplisobovat rakovinu [19]. Aktivita nebo
kapacita enzymii metabolismu akrylamidu muaze byt vlivem nizkych davek zvySena nebo
snizena, tudiz se detoxikace nebo vylouceni akrylamidu ¢i glycidamidu u lidi mtize od zvirat
lisit [17], proto hlodavci nejsou vhodnym (kvantitativnim) modelem pro hormonalni efekty
[18].

Primérny piijem akrylamidu z potravin je pfiblizné¢ v rozmezi 0,5 — 1,0 ug/kg tclesné
hmotnosti na den [20, 19, 21], u déti maze byt vyssi. Pfi pracovni vystaveni je piijem asi
1 pg/kg/den a kouteni cigaret zvysuje ptijem akrylamidu az na 3 pg/kg/den [20].

Jako dusledek antropogennich ale i pfirozenych procesi se akrylamid muze vyskytovat
v zZivotnim prostiedi. Je téz slozkou cigaretového dymu [22]. Do téla muze byt vstieban kiizi,
inhalaci a gastrointestinalnim traktem [23]. Akrylamid ma vysokou mobilitu v pudé a
podzemni vodé, je biodegradovatelny. Nékteré mikroorganismy produkuji enzymy, které
katalyzuji syntézu a biodegradaci akrylamidu. Naptf. Rhodococcus rhodochrous a
mikroorganismy rodu Nocardia produkuji enzymy umoziujici tvorbu akrylamidu. Bakterie
rodu Rhodococcus a Klebsiella pneumoniae produkuji amidazu, ktera akrylamid

odbourava [13].

2.2 Vyskyt akrylamidu

Akrylamid neni v zaddné formé piidavan do potravin, proto miize byt jeho pfitomnost
zpusobena bud’ kontaminaci z vné€jSiho prostiedi ¢i kontaktem s obalovymi materialy, nebo,
coz je pravdépodobnéjsi, samotnym vznikem akrylamidu v potraviné béhem tepelné upravy.
Minimalni obsah akrylamidu mohou byt v potravinach zjisténa po pouziti akrylamidovych
polymert a kopolymert po dobu technologického zpracovani potravin, nebo jako dusledek
jejich pouziti v obalovych materidlech potravin. Je ale nepravdépodobné, Ze by vysoky obsah
akrylamidu v tepelné opracovanych produktech byly zplisobeny jejich kontaktem s materidly,
ptipadné vodou nebo ptidou obsahujici polyakrylamid [22].

Akrylamid se vyskytuje predev§im v tepelné opracovanych potravinidch rostlinného

puvodu s vysokym obsahem redukujicich sacharidi a nizkym obsahem proteind. Stopy

15



akrylamidu se mohou nalézat i ve vafenych potravinach, ale vyznamné se nachazi predevSim
v potravinach zpracovavanych pfi teplotach nad 120 °C. Nejvice akrylamidu se vyskytuje ve
vyrobkach pe€enych, smazenych nebo prazenych, kdy klesé obsah vody a zvySuje se teplota
potraviny [24].

Potravinami rostlinného piivodu bohaté na prekurzory akrylamidu jsou pievazn€ brambory
a obiloviny, naopak potraviny zivoc¢isného ptvodu obsahuji jen nizky obsah akrylamidu.
Siroké zmény obsahu akrylamidu byly pozorovany nejen v riiznych potravinovych
kategoriich, ale 1 v riznych znackach potravin ze stejné kategorie (Tab. 1) [13]. Zvlastni
pozornost byla vénovana piedev§im bramborovym produktim kvili vysokému obsahu

akrylamidu a konzumnimu poméru jako zakladni potraviné [25].

Tab. 1: Obsah akrylamidu ve vybranych potravindch dostupnych na ceském trhu [ug/kg] [26]

Nazev vyrobku Vysledek
Negrill, chléb vicezrnny 33
Chléb slunecnicovy <LOD
Chléb Oligo Vital 49
PInozrnny norsky bochnik 33
Konzumni pernik 1120
Konzumni pernik 1582
Ovocny medovnik 806
Zlaté ruménky 698
Gold Fischli Sesam, crakerové pecivo 237
Ulker, syrové crackerové pecivo sypané sezamem 368
Telka makova, pikantni slané crackery s makem 585

Krit — canapé Mediterraneo Sésamo y Orégano trvanlivé

crackerové pecivo s olivovym olejem, sezamem a oreganem 381
Telka bagety slané crackery se sezamem a makem 287
Diabetické BeBe Dobré rano kakao-otiskové 2561
Amaranth, suSenky s pfirodnim sladidlem a sladidlem 651
Cajové pegivo bez cukru — piidané sacharozy 278
Linecky dezert, slazeny sorbitem <LOD
Dadéak Rocca Zlata 258
Dadak, standardni smeés 347
Jihlavanka standard 347
Kroénung Premium 213
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Nazev vyrobku Vysledek
Paloma 235
Golden Chips 739
Bohemia Chips 393
Lay’s 1287
Bramborové lupinky smazené solené paseka 702
Bramborové lupinky smazené cesnekové paseka 794
Rouskovy ceské brambirky, solené 1066
Rouskovy ceské bramburky ¢esnekové 699

Pozn.: pouzita analytickd metoda GC/HR-TOF
Mez detekce (LOD) 10 pg/kg pro vzorky chipsii a trvanlivého peciva, 15 ug/kg pro vzorky
chlebii a obilnych vlocek, 30 pg/kg pro vzorky kavy

Procenticky piijem akrylamidu z rtiznych jidel v pribéhu dne je pfiblizné: snidané — 8 %,
obéd — 21 %, vecete — 22 %, sladkosti a slané snacky — 13 % a kéva — 36 % [13]. Vysoké
prispéni kavy k celkovému pfijmu akrylamidu stoji za povSimnuti. Na zdkladé¢ zkoumani
mnozstvi akrylamidu na 1 kg télesné hmotnosti vyplyva z vystavenych dat, ze u déti hrozi
vEtsi nebezpeci nez u dospélych [13].

Podle soucasnych znalosti o akrylamidu doporucuje FDA jist vyvazenou stravu, vybirat
potraviny s nizkym obsahem tuku a bohaté na vldkninu a ovoce a zeleninu. FAO a WHO také
doporucuje spotiebitelim, aby potraviny nebyly pfiliS dlouho zahfivany pii vysokych
teplotach. Ale doporucuji potravinu dostatecné tepelné¢ opracovat, zvlasté maso a masné

vyrobky, aby doslo k likvidaci patogennich mikroorganismi [27].

2.3 Mechanizmus vzniku akrylamidu v tepelné upravenych potravinach
Publikované studie vroce 2002 odhalily, ze vyznamnym reakénim mechanismem
vedoucim ke vzniku akrylamidu v tepelné zpracovanych potravinach jsou Maillardovy reakce
[28], béhem nichZ dochazi k tvorbé celé¢ fady Zadoucich senzoricky aktivnich latek, ale i
nekterych toxickych sloucenin s mutagennimi a karcinogennimi vlastnostmi [22]. K tvorbé
akrylamidu dochazi zvlast€¢ v matricich bohatych na redukujici sacharidy a asparagin, ktery
pfimo poskytne patef molekuly akrylamidu [28]. Vyznam asparaginu jako jedné z reagujicich

slozek rozpoznali Mottram et al. [29] a Stadler et al. [30]. Roli asparaginu jako prekurzoru
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akrylamidu také potvrdili Becalski et al. [31]. V soucasnosti se predpoklada, ze akrylamid
muze vznikat 4 nasledujicimi zptisoby:

a) Reakci asparaginu s karbonylovymi slou¢eninami (napft. redukujici sacharidy)

b) Reakci 3-aminopropionamidu s redukujicimi sacharidy

¢) Reakci asparaginu s lipidy

d) Tvorbou akrylamidu z jinych aminokyselin [32]

2.3.1 Vznik akrylamidu reakci asparaginu s karbonylovymi slou¢eninami

V tomto piipadé byly navrzeny dva mozné mechanismy vzniku akrylamidu jako disledku
Maillardovych reakci, kdy oba ptedstavuji komplex paralelnich i na sebe navazujicich reaket,
pficemz v soucasné dob¢ nejsou zcela vSechny meziprodukty znamé [32].

Mottram et al. [29] predpokladali reakci asparaginu a a-dikarbonylovych sloucenin za
vzniku Streckerova aldehydu, jako hlavniho prekurzoru akrylamidu. Ve druhém zptisobu,
ktery navrhli Stadler et al. [28], je hlavnim prekurzorem akrylamidu asparagin-N-glykosid.
Mechanismus je zndzornén na Obr. 2. Asparagin-N-glykosid vznikajici reakci asparaginu a
karbonylové slouceniny se pii vysSich teplotich dehydratuje na Schiffovu bazi. Ve vodném
prostiedi mtize Schiffova baze hydrolyzovat za vzniku prekurzort, nebo dochézi k presmyku
na Amadoriho produkt (Obr. 2: Draha I), ktery je jen malo vyznamnym prekurzorem tvorby

akrylamidu [28].

18



NH; COOH

£ R
O
asparagin l a-hydroxykarbonylowa sloutenina
K:ECH OH MHz I:J.:.“C'C'I-
- R N R
o VY o Y
Y OH H O
asparagin-MH-ghykasid Armadotibo pradukt
o P N
lla NH, ¥ H o
" . ~__R |
l o7 T E Y
OH
Q. O , :
Nsz:j:_’} Schiffova bze leED O
’fJ\-w- et --.‘:'VR .f.l-u < o R
© N~ o T~
H OH }H N OH

betain Schiffowy baze otazalidin-G-on

o
- C02 - COy
H  OH
azarnetin-ylid
11 ~__R
KoY
MH, o
LY R aminoketan
Y
C’L\ﬂ\".‘ T _ +
H H O
dekatborylovany Amadorha produk i
ek arbonylowany Arnadoriho produkt
E S
C___J'\-\y’.-"
akrylarnid

Obr. 2: Mechanismus vzniku akrylamidu reakci asparaginu a karbonylovych sloucenin [28]

Za vhodnych podminek dochazi k dekarboxylaci Schiffovy baze na pomérné stabilni
azometin ylid (Obr. 2: Draha II). Ke vzniku azometin ylidu mtize dochdzet pres zwitteriony
(Obr. 2: Draha Ila), coz je upfednostiiovano v porovnani s klasickym Streckerovym

degradacnim mechanismem, nebo intramolekuldrni cyklizaci Schiffovy baze ptes
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oxazolidin-5-on (Obr. 2: Draha IIb). Ze stabilniho azometin ylidu se nasledné po
tautomerizaci a protonaci muze generovat dekarboxylovany Amadoriho produktu (Obr. 2:
Draha III) [28]. Podminkou pro uskutecnéni této reakce je ptitomnost OH skupiny v B-poloze
vuci atomu dusiku, proto a-hydroxykarboxylové slouceniny generuji vice akrylamidu nez
slouceniny a-dikarbonylové [32]. V disledku B-eliminace a Stépeni kovalentni vazby mezi
uhlikem a dusikem vznikd =z dekarboxylovaného Amadoriho produktu akrylamid a

odpovidajici aminoketon [28].

2.3.2 Vznik akrylamidu reakci 3-aminopropionamidu s redukujicimi sacharidy
Publikace Zyzak et al. [3] ukazuje, ze 3-APA je vyznamnym meziproduktem pfi vytvareni
akrylamidu béhem tepelné degradace asparaginu [33]. 3-APA muze byt také v potravinach
vytvoien enzymatickou dekarboxylaci asparaginu, ktera je znazornéna na Obr. 3, a reakci
s redukujicimi sacharidy poskytovat vysoké vytézky akrylamidu [32]. Podle vysledka
Granvogla et al. [33, 34] poskytuje smés 3-APA a glukdzy pfti teplote¢ 140 °C po dobu 20
minut az 800-nasobné vyssi vytézek akrylamidu nez smés asparaginu a glukdzy, coz ukazuje

na 3-APA jako velmi efektivniho pfedchtidce akrylamidu.
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Obr. 3: Enzymaticka dekarboxylace asparaginu s pyridoxal fosfatem jako kofaktorem [33]
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2.3.3 Vznik akrylamidu reakci asparaginu s lipidy

Dal$i mozna hypotéza vzniku akrylamidu je z aminokyselin a lipidi. Za zvySené teploty
vznika z lipidi velké mnozstvi akroleinu povazovaného za vyznamny prekurzor akrylamidu
(Obr. 4) [35]. Akrolein muze byt také vytvofen z methionalu vzniklého Streckerovou
degradaci aminokyseliny methionin [32]. Nasledn¢ dochézi k oxidaci akroleinu na kyselinu
akrylovou, ktera reakci s amoniakem uvolnénym z asparaginu poskytuje akrylamid [35].
Kyselina akrylova mtze vzniknout i pfi pyrolyze glukozy ptes metylglyoxal [32] nebo miize

byt vytvotena z kyseliny asparagové Maillardovymi reakcemi [28].

?Hz - OH ?HO ©) COOH CONH,
0 CH - OH ~2H0 | cH _ | N . !
I | A I A Cli:H IclH
CH,-0-C-R, i
| . Sl CH; CH, CH,
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CH-0-C-R, ys. akrylova Akrylamid
| llili R;COOH L]
CH,-0-C-R; R,COOH
2 T~ [ TFi uhlikova jednotka ] .
Triglycerid RyCOOH I
CH,=CHC+

Mastné kyseliny

Obr. 4: Hypoteticky mechanismus vzniku akrylamidu z lipidu [35]

S kyselinou akrylovou mohou za vzniku akrylamidu reagovat i jiné aminokyseliny, ale
nejvyrazngj$i tvorbé akrylamidu dochazi pti rekci s asparaginem. Pokud se kyselina akrylova
nahradi akroleinem, poskytuje akrylamid jen asparagin, u jinych aminokyselin ke vzniku
akrylamidu nedochazi, coz ukazuje, ze oxidace akroleinu na kyselinu akrylovou je kritickym

krokem v reakénim mechanizmu [32].

2.3.4 Primy vznik akrylamidu z aminokyselin

Ke vzniku akrylamidu muze dojit pfimo ze samotného asparaginu jeho termicky
indukovanou dekarboxylaci na 3-APA a néslednou deaminaci (Obr. 5). Ptesto hlavni podil
akrylamidu vznika pouze v pfitomnosti redukujicich sacharidii. Bylo totiz prokazano, Ze
vznik akrylamidu podporuji vSechny karbonylové slouceniny, ale asparagin sédm
upiednostiiuje intramolekularni cyklizaci a tvorbu iminu pfed dekarboxylaci a tvorbou

akrylamidu [22, 32].
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Obr. 5: Termicka degradace asparaginu [22, 32]

Nekteré aminokyseliny mohou pii tepelném namahéni poskytovat kyselinu akrylovou,
ktera v piitomnosti amoniaku piechazi na akrylamid [32]. Sohn a Ho [36] ukazali, ze hlavnim
zdrojem amoniaku jsou asparagin, glutamin, cystein a kyselina asparagova.

Ke vzniku akrylamidu mutze dochdzet také pifi pyrolyze dipeptidu karnozinu
(N-alanyl-L-histidin), pficemz pii zahfivani samotného dipeptidu vznika vice kyseliny
akrylové a akrylamidu nez v ptipadé¢ modelového systému asparagin/glukoza srovnatelného
se systémem karnozin/glukéza. Piesto v realnych potravinach obsahujicich karnozin (v mase)
dochdzi ke vzniku akrylamidu o mnoho méné, nez v ptipad¢ asparagin/redukujici sacharid. To
vedlo ke studiu jeho reakci za vyuziti modelového systému obsahujiciho karnozin, lysin
(reaktivni aminokyselina) a kreatin (vyznamna slozka masa) a jejich vlivu na mnozstvi
vzniklého akrylamidu. Ukézalo se, ze lysin ovliviioval vznik akrylamidu a kyseliny akrylové
jen nepatrné, ale kreatin nejen Ze vyznamné redukoval obsah kyseliny akrylové, ale
zptisoboval 1 vznik dvou novych toxickych komponenti N-methylakrylamidu a N,N-

dimethylakrylamidu [32].

2.4 Moznosti eliminace akrylamidu

Vyhodnoceni zdravotniho rizika vedlo k doporucenim, které by méli snizovat obsah
akrylamidu v potravinach v z4jmu ochrany zdravi [37]. MoZnosti eliminace ale musi byt
navrzeny vseobecné, protoze je nezbytné pocitat s rozdily mezi recepty, postupy zpracovani,

zafizenim, 1 s rozdily mezi stejnymi vyrobky riiznych znacek nebo dokonce i s odliSnostmi
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jednotlivych vyrobki stejné kategorii. Celkové bylo identifikovano 13 moznych parametrii
ovliviujici obsah akrylamidu v potravinach [38]:
a) agronomicky/geneticky
- obsah sacharidl
- obsah asparaginu
b) receptura
- hydrogenuhli¢itan amonny
- dalsi vedlejsi ptisady (napft. soli vapniku, glycin)
- pH

- zfedéni

zména vyrobniho procesu

¢) zpracovani
- fermentace (odbourani prekurzortt)
- teplota/Cas a kontrola obsahu vody
- predbézna tprava

d) finalni aprava
- konecné barva produktu
- struktura/chut’

- uskladnéni vyrobku/trvanlivost/uprava spotiebitelem [38]

2.4.1 FEliminace prekurzori akrylamidu

Becalski et al. [39] publikovali vysledky ukazujici, ze obsah sacharidi a asparaginu
vyznamné ovliviiuje vznik akrylamidu. Vybérem potraviny s nizkym obsahem sacharida ¢i
asparaginu muze byt obsah akrylamidu vyznamné redukovan 1 pii pouziti standardnich
pramyslovych postupti a teploty 180 °C [39].

Nekteré studie ukazaly, ze upravou zemédélské praxe lze dosahnout zmény obsahu
prekurzori akrylamidu v kulturnich rostlindch jiz béhem péstovani. Elmore et al. [40]
zkoumali vliv nedostatku siry na vznik akrylamidu v tepelné opracovanych bramborech.
Odezvou byl nariist obsahu volnych aminokyselin v hlizach a také vyznamné zvysSeni obsahu
sacharidi. I presto byl obsah akrylamidu v hlizach s nedostatkem siry po tepelném opracovani
vzdy niz§i nez u vzorkd s dostatkem siry. ZvySeni obsahu asparaginu a sacharidii bylo
kompenzovéano zvySenim obsahu vSech volnych aminokyselin. Sacharidy tak mohly reagovat
s jakoukoliv z pfitomnych aminokyselin a mnoZzstvi sacharidi pfistupné pro reakcei

s asparaginem bylo nizsi, coz vedlo 1 ke snizeni produkce akrylamidu. Z této studie vyplyva,
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Ze snizenim obsahu siry v hnojivech brambor 1ze dosahnou snizeni produkce akrylamidu
béhem jejich zpracovani. Problémem ovSem =z(stavd udrzeni slozité rovnovahy mezi
mnozstvim siry potfebné k dosazeni kvalitni urody a mnozstvi siry, které vede ke snizeni
obsahu akrylamidu. Nevyhodou jsou také zmény obsahu aminokyselin v bramborach, protoze

tak mtize dojit k ovlivnéni viiné nebo barvy produktu [40].

2.4.1.1 Minimalizace obsahu sacharidi

Redukujici sacharidy jsou vyznamnym prekurzorem vzniku akrylamidu ptedevSim u
brambor. U obilovin je klicovym determinantem spiSe asparagin. Kontrola sacharidd je
primarnim bodem redukce urovni akrylamidu v bramburkach a smazenych bramborovych
hranolkach. Snizeni sacharidii v bramborach lze dosahnout vybérem odrid brambor s nizsim
obsahem redukujicich sacharidi, vhodné¢ zvolenymi skladovacimi podminkami (pro
dlouhodobé uskladnéni je vhodnd teplota >6 °C) nebo sklizet pouze zralé hlizy, protoze
nezralé maji vysSi obsah sacharidii. Do budoucna je snaha o vySlechténi odrid brambor
s nizkym obsahem redukujicich sacharidi a optimalizace zemédé€lské praxe vedouci
k eliminaci redukujicich sacharidll a asparaginu. Minimalizace obsahu redukujicich sacharidu
ma vliv na vyzivové a organoleptické vlastnosti, proto musi byt cilend vzhledem k postupu

zpracovani a charakteristice kone¢ného vyrobku (barva, chut’, atd.) [38].

2.4.1.2 Minimalizace obsahu asparaginu

Asparagin je aminokyselina nezbytna pro rostlinny rust, ktera je také kritickou slozkou
potravin vedouci ke vzniku akrylamidu. Je proto vhodné volit odridy plodin s nizkym
obsahem této aminokyseliny. Zna¢né sniZeni asparaginu ale miize mit nepiiznivy dopad na

néktery z organti rostlin nebo vést ke zméné jejich vyzivovych vlastnosti [38].

2.4.2 SniZzovani obsahu akrylamidu zménou receptury

2.4.2.1 Minimalizace piidavku hydrogenuhlicitanu amonného

NH4HCO; podporuje formovani cukernych fragmenti (glyoxal a methylglyoxal), které
velice rychle reaguji s asparaginem a poskytuji tak vyssi vynosy akrylamidu nez pfirozené se
vyskytujici redukujici sacharidy za mirnych podminek. Nahrazeni NH4sHCO; vhodnym
Cinitelem umoziuje relativné snizit obsah akrylamid v ur€itych obilnych vyrobcich. Pro
dosazeni idedlni rovnovahy je casto nutno pouzit kombinaci NH4HCOs3;, NaHCO; a

okyselovaciho ptipravku [38].
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2.4.2.2 Pouiiti vedlejSich piisad

Ptidavek volnych aminokyselin jinych nez asparagin k potravinové matrici zplsobuje
zna¢né snizeni obsahu akrylamidu pravdépodobné konkurencni reakci [41]. Pouziti glycinu
vede ke snizeni obsahu akrylamidu a zvySeni hnédnuti, ale ma zna¢ny dopad na smyslové
vlastnosti vyrobku [38]. Claeys et al. [41] zjistili, Ze pfidani lysinu do systému vedlo
k vyznamnému snizeni obsahu akrylamidu, za coz je nejspiSe odpovédnad vysoka reaktivita
lysinu v Maillardovych reakcich. Pfidavkem cysteinu ke kontrolnimu systému lze dosdhnout
jesté vetsiho snizeni nez pridavkem lysinu. Reaktivita aminokyselin v Maillardovych reakcich
zavisi na poCtu atomu uhlikli a na bazicit¢ a polarit¢ molekuly. Obecné jsou zasadité
aminokyseliny (napf. lysin) v Maillardovych reakcich vice reaktivni, nez neutralni nebo
kyselé aminokyseliny [41].

K redukei vzniku akrylamidu v bramborach je mozné pouzit i soli vapniku. Smyslové testy
predpokladaly dobrou pfijatelnost, ale pii primyslovém pouziti byl vyrobek velice kiehky a
doprovazen hoikymi pachy. Proto se vyuziti vapniku nadale zkouma [38].

Obsah akrylamidu vytvofeného =z asparaginu muze byt ovlivilovdna 1 riiznorodosti
monosacharidii. Celkova reaktivita sacharidi pfi vzniku akrylamidu klesa od glukézy pies
fruktézu k sachar6ze a se stoupajici teplotou. NizS§i vynosy akrylamidu ze sacharozy
v porovnani s glukézou a fruktozou mohou byt piisuzovany skuteCnosti, zZe sachardza je
neredukujici sacharid a jako takovy nemuze s asparaginem reagovat pifimo za vzniku
akrylamidu, ale musi byt pfevedena na reaktivni karbonylovou smés [42]. Nevyhodou

nahrazeni redukujicich sacharidli sachardzou je ztrata pozadované barvy [38].

2.4.2.3 Eliminace akrylamidu zménou pH

pH je dilezitym faktorem piisobicim na rozsah vzniku reakcnich produkti [43]. Podle
Elmore et al. [44] a Jung et al. [45] ma sniZzeni pH ze 7 na 4 za nésledek 99,1 % pokles
obsahu akrylamidu v kontrolnim systému (asparagin — glukéza) po tepelném zpracovani pfi
150 °C po dobu 30 minut. To lze vysvétlit zvySenym obsahem H' pfi niz§im pH, coz ma za
nasledek vys$i obsah protonované aminoskupiny asparaginu. Vznik akrylamidu bude tedy
zablokovan, protoze pro prvni krok vzniku akrylamidu Maillardovymi reakcemi je potiebna
nukleofilni neprotonova aminoskupina asparaginu [46].

Vysledky téchto experimentd kladou diraz na kontrolu pH potravin, které mtize kolisat. To
je zvlasteé dilezité u prisad modifikujicich pH. Z toho divodu je vhodnéjsi pouzivat je

v neutrdlni formé [43]. Ke sniZzeni pH potravin Ize v praxi pouzit kyselinu citrénovou nebo
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vinnou. Muze ale dojit k ovlivnéni vlastnosti kone¢ného vyrobku, jako je kyseld chut’ nebo

nedostate¢né hnédnuti [38].

2.4.2.4 Substituce sloZek potravin

Nizsich vynosti akrylamidu se da také dosdhnout ¢astenym nahrazenim soucasti potravin
mén¢ reaktivnimi sloZkami napft. u chleba nebo bramborovych vyrobku 1ze pouzit obiloviny
s nizS$im obsahem asparaginu. V zavislosti na volbé substitu¢niho materialu je nutné zohlednit

moznost zmény slozeni produktu a charakteristickych vlastnosti [38].

2.4.2.5 Zména vyrobniho procesu

Podle studii z Némecka muize mit také zména vyrobniho procesu vliv na obsah akrylamidu
v kone¢ném vyrobku. Tento vliv ale doposud nebyl prokazatelné potvrzen. I pfesto lze pro
fadu potravin pouzit nejriznéj$i vyrobni postupy i receptury a vyrobci by tak méli testovat

kazdy ptipad [38].

2.4.3 Zpracovani jako prevence vzniku akrylamidu

2.4.3.1 Fermentace

Fermentaci lze redukovat prekurzory akrylamidu a snizit pH, ale pro potraviny z brambor
ji nelze v praxi aktualné vyuzit vzhledem k soucasnym vyrobnim procesim. Na proti tomu u
vyrobkt z obilovin je kvaseni velice vyznamnym krokem vedoucim k niz§im trovnim obsahu
akrylamidu a je vhodné tento krok do vyrobniho procesu zatadit, ptipadné prodlouzit dobu
kvaseni, protoze del$i kvaseni pomoci drozdi (kvasinky Saccharomyces cerevisiae) ucinné
redukuje obsah asparaginu. B€hem kvaSeni dochazi k mirnému narastu fruktdzy, ktera je ale
nasledné rovnéz kvasinkami zpracovana. Je také velice vhodné pouziti kvasnic se snizenou
produkci plynu. Pro zachovani stejného celkového plyn-genera¢niho pomeéru je nutné uzit

vice kvasnic, coz mé za nasledek rychlejsi rozkladani asparaginu [38].

2.4.3.2 Ovlivnéni poméru teplota/Cas a kontrola obsahu vody

Formace akrylamidu béhem peceni vyrobku je tésné vdzana na obsah vody a kombinaci
teplot a doby peceni. Obsah vody ma vyrazny vliv na aktivaéni energii hnédnuti a formace
akrylamidu. Pfi nizkém obsahu vody je aktivacni energie formace akrylamidu mnohem vétsi,
je tedy snaha o co nejvyssi, jesté piijatelny obsah vody v koncovém vyrobku [38]. Malym
zvySenim konecného obsahu vody (z 1 % na 2 %) dochazi ke snizeni obsahu akrylamidu v

bramborovych lupinkach [47].
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Pomér teploty a Casu je spiSe nez samotna teplota kritickym bodem ovlivitujicim vlastnosti
vyrobku. Pro minimalizaci vzniku akrylamidu je doporucovano provadét tepelnou upravu
potravin pfi nizsi teploté a to 1 piesto ze dochazi k prodlouzeni doby peceni. Nevyhodou je
snizeni barevného vyvoje [38]. Také bylo zjisténo, ze pti tepelném zpracovani potravin okolo
200 °C (napf. prazeni) je narust obsahu akrylamidu néasledovan rychlym snizenim, které¢ mize
byt vysvétleno jeho reaktivnosti. Experimentalni pozorovani a kineticky model naznacuji, ze
akrylamid neni kone¢nym produktem Maillardovy reakce. Je mozné, ze dale polymeruje nebo
pusobi v Michaelové adi¢ni reakci [37].

Pro dosazeni minimalizace vzniku akrylamidu lze pouzit i alternativni technologie
tepelného opracovani jako je infracerveny ohfev nebo pefeni pomoci vodni pary.
Infracerveny ohiev je vhodny zvlasté pro ploché vyrobky (napft. kolac, chléb), kdy dochazi ke
sniZzeni az o 60 % pfi zachovani senzorickych vlastnosti. I pouziti peceni pomoci pary ve
findlnim kroku peceni umoziuje snizeni obsahu akrylamidu a to o 40 % pii zachovani

smyslové kvality [38].

2.4.3.3 Predbéina uprava

U smazenych bramborovych hranolkl je velice vyznamné blanSirovani, které umoziuje
kontrolovat obsah redukujicich sacharidi (odstranéni nebo piidavani) pro pozadovanou
uroven zbarveni konecného vyrobku a tim i1 obsah akrylamidu [38]. V praxi se pouzivaji
ruzné teploty blansirovaci vody a postupy s vyuzitim jednoho, dvou nebo tii predvarect [48].
K zabranéni odbarvovani neuvafenych hranolkli Ize zabranit pfidanim kyselého
pyrofosfore¢nanu sodného ihned po blansirovani k bramborovym hranolktim, jehoz vedlejSim
ucinkem je redukce obsahu akrylamidu snizovanim pH [38].

Béhem pftipravy potravin je mozné pouzit i asparagindzu, kterd vyznamné napoméha
sniZzeni obsahu akrylamidu zvlasté za zvySené teploty u systému s vysokym obsahem vody a

neutralnim pH [38].

2.4.4 Finalni aprava potravin minimalizujici vznik akrylamidu

2.4.4.1 Barva potravin

Hlavnim konecnym produktem Maillardovych reakci jsou melanoidy. Tyto hnédé
polymery maji vyznamny vliv na kvalitu potravin, protoze barva je diilezitym potravinovym

atributem a klicovym faktorem pro pfijeti spotiebitelem. Barva potravin byva obvykle métena
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v jednotkach L* a* b*, coz je mezinarodnim standardem pro méfeni barvy, piijato komisi
Internationale d’Eclairage (CIE) v roce 1976 [49].

Gokmen et al. [49] pozorovali, Ze zmény v obsahu akrylamidu a ¢erveném parametru a*
béhem zahtivani pfi vyssich teplotach sledovaly typicky kineticky model, v némz je pocate¢ni
nariist po dosazeni maxima nasledovan snizenim. Podobnost mezi zménami v obsahu
akrylamidu a cerveném parametru a* v prubéhu zahiivani ukazala, ze barva muze byt
spolehlivym indikatorem obsahu akrylamidu v tepeln¢ opracovanych potravinach [49].

Pro snizeni obsahu akrylamidu se doporucuje tepeln€¢ opracovavat vyrobek pouze do
dosazeni zlatavé barvy. U bramburki je také vhodné odstranit tmavé lupinky. U nékterych
vyrobkll mize byt barva vyznamnou senzorickou vlastnosti a atribut pro spotiebitelské pfijeti,

proto ne vzdy je mozné toto aplikovat [38].

2.4.4.2 Struktura a chut’

Do vybranych vyrobku (napt. perniku) jsou pro dosazeni pozadované chuti zdmérné
piidavany redukujici sacharidy. Tyto vyrobky pak obsahuji vyssi obsah akrylamidu. Pokud by
se redukujici sacharidy neptidaly doslo by sice ke snizeni obsahu akrylamidu, ale na tukor
chuti. Vyrobky pecené pii vysoké teploté a s nizkym obsahem vody pro dosazeni kiehkosti
maji také vyssi obsah akrylamidu. Pro eliminaci akrylamidu je vhodné snizit teplotu a to i

piesto, ze dojde k prodlouzeni doby peceni [38].

2.4.4.3 Skladovani, trvanlivost a zpracovdni potraviny spotiebitelem

Bylo prokézéano, ze pii uskladnéni syrovych bramborovych hranoli pii 4 °C doslo ke
zvySeni obsahu redukujicich sacharidd oproti stejnému produktu skladovaného zmrazenim.
To je pravdépodobné zplisobeno zbytkovou aktivitou enzymu a-amyléza, ktery mize pomalu
uvoliovat redukujici sacharidy 1 béhem skladovani pfi nizkych teplotach. U balené prazené
kavy naopak dochazi béhem dlouhodobéjsiho skladovani ke snizeni obsahu akrylamidu. To je
dano reakci zavislou na teploté. Akrylamid pravdépodobné interaguje s kdvovou matrici
doposud nezndmym mechanismem, a nepfechdzi tak po uvareni do ndpoje, ale zlstava vazany
v kavové sedliné [38].

Samotnym spotiebitelim se doporuCuje pro predejiti vzniku vyznamnéjSiho obsahu

akrylamidu tepelné upravovat potraviny jen do zlatavého zbarveni [38].
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2.5 Vliv anorganickych soli na vznik a eliminaci akrylamidu v tepelné
upravenych potravinach
Formace akrylamidu mize byt znacné omezena nékterymi piisadami. Nedavné studie
prokézali, ze NaCl, ktery je béznou slozkou potravin, ma inhibi¢ni ucinky na tvorbu
akrylamidu [50]. Studie byly provadény smisenim modelové smési asparagin/glukoza
s ptidavek 0, 1, 5 a 10 % NaCl a zahfivanim na teplotu 171,1 °C po dobu 10 minut. Nasledn¢
byl stanovovan obsah akrylamidu metodu GC/MS [51]. Vysledky, zobrazené¢ v Tab. 2,

prokézaly inhibi¢ni u¢inek NaCl na tvorbu akrylamidu ve v§ech smésich [52].

Tab. 2: Obsah akrylamidu v modelové smési asparaginu a D-glukozy s pridavkem NaCl [52]

0% 1 % 5% 10 %

Pridavek NaCl n=27 | n=27 | n=27 | n=27

Primérny obsah akrylamidu

[ng akrylamidu/g smési] 267 181 171 160

Smerodatna.odchylk? . 30 9 10 2
[ng akrylamidu/g smési]

Relativni smérodatna

odchylka [%] 1 > 6 14
Relativni obsah akrylamidu 100 68 64 60

[%o]
n — pocet analyzovanych vzorkl

Velmi dilezité je, ze efektivni snizeni obsahu akrylamidu az o 32 % bylo pozorovéno jiz
po pfidani 1 % NaCl, coz lze vyuzit v technologickych procesech potravinatského primyslu,
protoze obsah NaCl okolo 1% reprezentuje jeho bézny obsah v mnoha potravinatskych
vyrobcich. Na druhé stran€ rozdil mezi pfidavkem 1 a 10 % NaCl jiz neni tak zna¢ny, obsah
akrylamidu se 1i8i o 8 %. SniZeni obsahu akrylamidu neni line4rni, zavislost je hyperbolicka —
limitni hodnoty ptfidavku NaCl dosahuje nad 10 % [51, 52].

[lustracni pohled na chovani akrylamidu béhem zahtivani 1 na pfitomnost dalsi slozek nam
muze poskytnout DSC. Na DSC zaznamu (Obr. 6) je vidét, ze ve vybraném rozmezi teplot je
NaCl inertni. DSC zaznamy Ccistého akrylamidu jsou tvofeny dvéma vrcholy. Prvni pik
(endotermicky) s vrcholem pifi 83 °C odpovida bodu tani akrylamidu. Druhy pik
(exotermicky) s vrcholem pii 156 °C odpovida polymeraci. DSC zdznam smési akrylamidu a

NaCl také ukazuje pik ptedstavujici bod tani. Zacatek druhého exotermického piku je
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posunuty na 144 °C. NaCl tedy snizuje pocatecni teplotu polymerace akrylamidu o 12 °C

v porovnani s teplotou polymerace Cisté¢ho akrylamidu [51, 53].
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Obr. 6: DSC zaznamy NaCl, akrylamidu a smési akrylamidu a NaCl (1:1), teplotni nariist je
10 K/min [53]

Prvni pokusy eliminace akrylamidu byli provadény pouze s chemicky cCistym NaCl, ale
ucinek této soli nebyl az tak vyrazny. K intenzivnéjSimu snizeni obsahu akrylamidu ptispély
dalsi dvé latky: K4[Fe(CN)g] a KIO;. Obé tyto latky znacné zesiluji ucinek NaCl na snizeni
obsahu akrylamidu v potravinach. Za stejnych experimentalnich podminek doslo ke snizeni
obsahu akrylamidu pomoci K4[Fe(CN)s] o 61 % a pomoci KIOs o vice nez 88 % (Obr. 7).
Z praktického hlediska jsou tyto poznatky velice dilezité, protoze ob¢ tyto latky se pouzivaji
pfi vyrobé kuchyiské soli jako jeji pfisady. K4[Fe(CN)¢] je povoleny pro pouziti
v potravinaiském pramyslu a jeho Cislo je v mezindrodnim ¢iselném systému 535. Stejné Cislo
ma 1 vevropské potravindiské legislativé, kdy je mozné jej pridavat ke kuchynské soli
v mnozstvi az 20 mg/kg jako protihrudkujici latka, protoze absorbuje vodu a ptedchazi tak
vzniku shlukli zhorSujici sypkost kuchynské soli. KIO; se v nékterych zemich pouziva
namisto KI pro jodaci kuchyniské soli v mnozstvi az 35 mg/kg, protoze jodid muze pfi
vlhkych podminkach plisobenim kysliku oxidovat na jod a postupné sublimovat ven ze soli.

Navic Ize KIO3 pouzit jako zrajici ¢inidlo béhem peceni [50].
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Obr. 7: Pokles obsahu akrylamidu zahratého v pritomnosti anorganickych soli [50]

SniZzeni obsahu akrylamidu lze dosahnout i pomoci soli vapniku. Laboratorni vyzkum
prokazal pokles obsahu akrylamidu v bramborovych lupinkach piimym plsobenim
vapenatych soli, nikoliv jeho vlivem na pH. Podle senzorickych testii je pouziti vapniku
v potravinach pfijatelné, bohuzel ale bylo zjiSténo, Ze pfi primyslovém pouziti mize byt
vyrobek velice kiehky a doprovazen pronikavym zépachem [38].

Naproti tomu lze snizeni obsahu akrylamidu véapnikem vyuzit pfedevSim u obilnych
vyrobki, kdy v porovnani s bézné fortifikovanymi moukami (0,3 % CaCOs) vedl ptridavek
1 % CaCl, do chlebového tésta k 35 % snizeni obsahu akrylamidu. Vhodné je také plisobeni
Ca** jejich uvolnénim z pecici formy, coz umoziuje eliminaci akrylamidu vytvéaireného
v kiirce pekaiského vyrobku [38].

Dalsi studie ukézaly, ze wvznik akrylamidu lze také vyznamné ovlivnit pouzitim
hydrogenuhli¢itanovych a uhli¢itanovych soli. Bylo zjisténo, ze piidavek NaHCOj; (rozmezi
1,0 — 2,8 %) v porovnani k modelovému systému (smés vody a pSenicné mouky) piedstavujici
tésto na susenky vedlo k vyraznému potlaceni vzniku akrylamidu oproti systému bez ptidavku
NaHCOs. Také pouziti KHCOs; v ekvivalentnim mnoZzstvi vedlo podobné ke snizeni obsahu
akrylamidu, i1 kdyz né tak vyraznému. Zpocatku bylo piedpokladano, ze NaHCOs3 eliminoval
akrylamid v pecenych suSenkéch zvySenim pH, protoze pfidanim 2,8 % NaHCO; doslo ke

zvyseni pH z 6,3 na 8,5. Zménou pH tak mohla byt potencialné¢ ovlivnéna tada jinych reakci.
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Studii zmény pH z 6,3 na 7,4 a 8,3 pomoci 0,19 g a 0,42 g NaOH bylo zjisténo, ze zvySeni pH
ma zanedbatelny vliv. Zména pH by byla vyznamna az pti zvySeni na 9,6 a 10,5 [54].

Naopak pouziti NHsHCO; mélo zcela odlisny vliv. V tomto ptipadé nedoslo k e snizeni
obsahu akrylamidu v systému, coZz ostfe kontrastuje s vysledky ziskanymi pfi pouziti
NaHCO; a KHCOs;. Amrein et al. [55] a Biedermann et al. [56] zjistili, Ze NH4HCO;
vyznamn¢ zvysuje obsah akrylamidu v receptech obsahujici pfidany sacharid. Pti testovani
NH4HCOj3 na systému voda/pSenicna mouka bez ptidané¢ho sacharidu nedoslo k vyraznému

zvyseni obsahu akrylamidu [54].

2.6 Vliv antioxidantdi na vznik a eliminaci akrylamidu v tepelné upravenych
potravinach

Novou a moznou metodou pro snizeni obsahu akrylamidu v potravinové matrici je
pusobeni antioxidanti, kterd ale prozatim nebyla dostatecné popsana. Fernandez et al. [57]
studovali sniZzeni obsahu akrylamidu pfiddnim koteni obsahujiciho flavonoidy. Dodatek
flavonoidil vedl ke sniZeni obsahu akrylamidu asi o 50 %. Hedegaard et al. [58] potvrdili
eliminac¢ni G¢inek rozmarynu.

Jako pfirozeny antioxidant pro sniZzeni obsahu akrylamidu byl prvné pouzit antioxidant
bambusovych listi (dale jen AOB) [59]. AOB je svétle hnédy prasek ziskany extrakei
z bambusovych listl a je bezpecny pii poziti. AOB je znacné antioxidacné¢ aktivni a zastavuje
fetézoveé reakce pii autooxidaci tukli nebo syntetické reakce nitrosaminti. Hlavni funkcéni
zastupujici flavonoidy v AOB jsou C-glykosidy. Postupné byl AOB uveden v narodnich
standardech pod ozna¢enim GB-2760, jako druh potravinového antioxidantu v Ciné [60].

Zhang et al. [60] demonstrovali u¢inek AOB na snizeni obsahu akrylamidu bé&hem
tepelného zpracovéani. Vzorky bramborovych lupinkii a smazenych bramborovych hranolkt
byly ponofeny do roztokli s riznym obsahem AOB. Po usmazeni byl obsah akrylamidu
stanoven metodou LC-MS/MS [60]. Z vysledkl vyplynulo, ze obsah akrylamidu se pozvolna
snizuje s prodluzujici se dobou ponoteni vzorku do roztoku AOB. Tato zména pravdépodobné
souvisi se zménou obsahu prekurzorti akrylamidu v potravinové matrici. Pfi maceni nejspise
dochdzi k vyluhovanim téchto prekurzorti, coz vede ke vzniku niz§iho obsahu akrylamidu
[60].

Béhem kratké doby maceni (< 60 s) vzorku v roztoku AOB nedoslo k vyznamné zméné

obsahu akrylamidu, protoze AOB pln¢ neprostoupil do matrice. Pokud ovsem méceni vzorku

32



trvalo déle nez 60 s, byly pokles obsahu akrylamidu v matrici niz§i s prodluzujici se dobou.
Vysledky rovnéz ukézaly, ze u vzorkl s relativné dlouhou dobou maceni se zvySuje jejich
obsah vody, coz také muze ovliviiovat pokles obsahu akrylamidu. Obsah vody
v bramborovém materidlu pfed smazenim je nepiimo umérny obsahu akrylamidu, protoze olej
obklopujici vzorky vytvari bariéru zabranujici iniku vlhkosti z povrchu vzorku [60].

Z vysledku také vyplyva, ze u jednotlivych vzorkli dochazi pii pouziti roztoku AOB o
stejné koncentraci k rozdilnému poklesu obsahu akrylamidu. Proto je nutné volit vhodnou
koncentraci roztoku AOB pro dosazeni co nejvétSiho snizeni obsahu akrylamidu v zavislosti
na druhu vzorku. U vzorku bramborovych lupinkd byla nejicinné;jsi koncentrace AOB 0,1 %.
Oproti tomu u vzorku smazenych bramborovych lupinki byla neucinngj$i koncentrace
0,01 %. Tyto vysledky pravdépodobné souviseji se zdkladnimi vlastnostmi antioxidantd a
antioxidacni aktivitou potravinovych matric, které jsou nazyvany jako “antioxidacni
paradox” [60]. Summa et al. [61] objevili vztah mezi obsahem akrylamidu a aktivitou
antioxidantu a demonstrovali, ze kombinované podminky vcetné¢ dlouhé doby peceni,
vysokého obsahu bilkovin ve vzorkach a nizkém obsahu vody mohou soucasné zvySovat
obsah akrylamidu i aktivitu antioxidantu. Piesto vSechno bylo prokazano, Zze pfi oSetieni
vzorkli AOB dochézi k poklesu obsahu akrylamidu ve srovnani se vzorky bez jakéhokoliv
oSetfeni [60].

Pfi studiu moznosti snizeni obsahu akrylamidu pouzitim exogennich chemickych latek je
dulezité, aby bylo dosazeno podstatného snizeni pii udrzeni senzorickych vlastnosti. Proto pfi
sledovani zmény obsahu akrylamidu ve vzorkdch oSetfenych AOB byla provadéna i
senzorickd analyza. Kiehkost a viné vzorkll se v porovnani s kontrolnimi vzorky nijak
vyznamné neliSila pfi pouziti koncentrace AOB < 0,5 %, zatimco ke zméné barvy
nedochézelo pfi rozsahu 0,001 - 0,05 %. V soucasnosti bylo nalezeno né€kolik moznosti, jak
snizit obsah akrylamidu vzniklého béhem tepelného zpracovéni, ale senzorické hodnoceni
nebylo zcela ptiznivé nebo dokonce nepfijatelné. Je velice dilezité dosdhnout rovnovahy
mezi snizenim obsahu akrylamidu a senzorickou akceptovatelnosti. [60]

Také byl zkouman ucinek methanol-voda (4:1, v/v) extraktii kofeni na vznik akrylamidu,
jako vztah mezi obsahem akrylamidu a antioxida¢ni kapacitou téchto extrakt. Extrakty
koteni (nové kofeni, pept Cerny, majoranka, oregéno) byly pfed zahfivanim pfidany
k modelovému systému predstavujicimu bramborovou matrici. Analyza nasledné ukazala, ze
dodatek extraktu koteni vedl k vyznamnému snizeni obsahu akrylamidu. K nejvyraznéjSimu
sniZzeni do$lo pfi pouZiti extraktu nového kofeni a to az o 75 %. Extrakty z oregana a

majoranky eliminovaly akrylamid o 60 % a extrakt z pepte cerného o 50 % [59].
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Mechanismus pusobeni antioxidantii neni prozatim vysvétlen. Hypotézou je, ze dodani
antioxidanti ovliviiuje mechanismus vzniku akrylamidu z akroleinu, ktery vznika degradaci
lipidii, a z nc¢hoz oxidaci vznikd kyselina akrylova. V pfitomnosti zdroje dusiku a za
vhodnych reak¢nich podminek vznikd zkyseliny akrylové akrylamid. Antioxidanty
pravdépodobné do jisté miry blokuji oxidaci akroleinu a tim snizuji vznik akrylamidu. Tato
hypotéza ale nemlze byt uplatnéna v pfipadé nepfitomnosti tukd. Alternativnim
mechanismem mutZze byt vziajemné ovliviiovani fragmenti sacharidi s konjugovanym
systémem polyfenoll, které tak odstranuji volné fragmenty sacharidli, jenz by mohly vést ke

vzniku akrylamidu [59].

2.7 Pouziti asparaginazy na eliminaci prekurzori vedoucich ke vzniku

akrylamidu v tepelné upravenych potravinach

Mnozstvi volného asparaginu velmi vyznamné ovliviiuje obsah akrylamidu v kone¢ném
vyrobku. Bylo zjisténo, ze dodatek 250 mg asparaginu k 1 kg smési pro vyrobu perniku vedl
ke zvySeni obsahu akrylamidu az 4x. Pti pfidani 1000 mg/kg se obsah akrylamidu zvysil na
>8000 pg/kg, pficemz barva produktu byla jen o malo tmavsi nez u standardniho perniku.
Z toho vyplyva, ze odbourani asparaginu ptred tepelnou upravou zamezuje vzniku akrylamidu
[55]. Protoze amidova skupina postranniho fetézce asparaginu je v€lenéna do amidové vazby
akrylamidu, je vhodné eliminovat asparagin odbouranim této amidové vazby hydrolyzou a to
bud’ pouzitim kyseliny nebo enzymu. Zpusob jak vykonat toto specificky pro asparagin je
pouzit enzym asparaginaza, ktery katalyzuje hydrolyzu asparaginu na kyselinu asparagovou a
amoniak [3]. Védci z Novozymes [62] také ukazali, Ze asparagindza miize hydrolyzovat i
glutamin, ale Zadné jiné volné aminokyselinové zbytky uvniti proteinu nebo peptid.

Zyzak et al. [3] testovali u¢innost asparagindzy naredukci formace akrylamidu v
bramborové kasi tepelné upravené mikrovinnym ohfevem, kdy Gprava vzorku asparaginazou
pfed tepelnym opracovanim vedla ke sniZeni asparaginu o 88 % a tim ke snizeni obsahu
akrylamidu o vic nez 99 % v porovnani se vzorky zpracovavanymi stejnym zpiisobem bez
pouziti asparaginazy. Amrein et al. [55] zjistili, ze po pouziti asparaginazy obsahoval vzorek
perniku 228 pg/kg akrylamidu, to odpovidalo redukci obsahu akrylamidu o 55 % vzhledem
k vzorku neoSetieného asparagindzou. Chut’ i barva zistaly prakticky stejné, coz je velikou
vyhodou tohoto pfistupu k redukci obsahu akrylamidu. Analyza vzorku tésta po pouziti

asparaginazy jest¢ pied tepelnym opracovanim ukazala, Ze vzorek obsahoval 22 mg/kg
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asparaginu. Bylo tedy degradovano piiblizné 75 % volného asparaginu. Neuplnd hydrolyza
byla pravdépodobné dana maximalni pohyblivosti enzymu a substratu uvnitf tésta [55].

Pedreschi et al. [48] zkoumali uCinek asparagindzy na formaci akrylamidu ve
smazenych bramborovych hranolkach vyrobenych z brambor obsahujici 14,6 g/kg asparaginu
a 17,6 g/kg glukozy. Syrové bramborové hranolky byly méaceny v 10 000 ANSU/I roztoku
asparaginazy, nasledné byly suSeny pti 85 °C po dobu 10 minut a ¢aste¢né smazeny 1 minutu
pii 170 °C. Poté byly zmrazeny pii -30 °C na 2 dny a usmazeny pii 175 °C béhem 3 minut.
V hranolkach macenych pii 40 °C po dobu 20 minut doslo ke snizeni obsahu akrylamidu o
30 %, u hranolkd macenych pii 50 a 60 °C po dobu 10 minut doslo ke sniZeni jen o 20 % a
22 %. Naproti tomu u hranolkt, které byly pfed macenim v roztoku enzymu blanSirovany
10 minut pii 75 °C doslo k vyrazn€jSimu snizeni obsahu akrylamidu. U blansirovanych
hranolki macenych v roztoku asparagindzy po dobu 20 minut pii 40 °C doslo ke snizeni
obsahu akrylamidu az na 483 pg/kg. V porovnani s hranolky neoSetfenymi asparagindzou
obsahujici 1264 pg/kg doslo ke snizeni o 62 %. U blansSirovanych hranolkti macenych 10
minut pti 50 a 60 °C byl obsah akrylamidu redukovan o 34 % a 33 % [48].

Optimalni teplota aktivity asparaginu pti pH 7 je 60 °C, pii teplotach nad 60 °C se aktivita
enzymu rychle snizuje, proto je rozsah teplot mezi 40 — 60 °C vhodnéjsi. Ale pii teplotach
50a 60 °C vedlo oSetfeni asparagindzou knizS§i degradaci asparaginu. To muze byt
zpusobeno tim, ze doba oSetfeni je natolik dlouhd, az dochazi k inaktivaci enzymu. NejlepSich
vysledkil oSetieni asparaginazou bylo dosazeno pii 40 °C po dobu 20 minut [48].

Ptreduprava brambor tepelnym opracovanim jako je blanSirovani, zpisobuje zménu ve
struktufe bramborovych hranolkli, coz muze zlepsit rozptyl asparaginu smérem k roztoku
asparaginazy obklopujici hranolky. BlanSirovani pravdépodobné zpusobuje mikrostrukturni
zmény v tkéni brambor a to urychluje kontakt asparaginu a asparaginazy [48].

Pedreschi et al. [48] ukazali, ze oSetfeni hranolkii vafenim (75 °C, 10 minut) a pouziti
asparaginazy nemélo vyznamny vliv na eliminaci glukézy, kterd je také dllezitym
prekurzorem akrylamidu. Na druhé strané bylo timto oSetfenim dosazeno znacného sniZeni
asparaginu [48].

Asparaginaza je v soucasnosti komeréné dostupny enzym. Jeji vyuziti k eliminaci formace
akrylamidu zé&visi na ochoté vyrobce upravit vyrobni proces. Cena oSetfeni asparaginazou
zavisi na optimalizaci poméru Casu/teploty/davkovani. Naklady mohou byt sniZeny
opétovnym vyuzitim enzymu. Navic obsah asparagindzy v roztoku je natolik nizky, Ze

nedochazi k ovlivnéni kvality odpadni vody [48].
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Uspé&sné experimenty pouziti asparaginazy k eliminaci vzniku akrylamidu naznaéuji, Ze i
dal§i enzymy mohou byt uc¢inné v modifikovani predchidci akrylamidu, v¢etné komercné
dosazitelné gluk6zooxidazy, kterd katalyzuje oxidaci glukézy. Jednou z moznosti by mohlo
byt 1 vyuziti tzv. akrylamidindzy (nebo dalSich enzymi) umoziujici hydrolyzu akrylamidu
v potravinach na kyselinu akrylovou a amoniak nebo jinak metabolizované molekuly pro
nereaktivni a bezpecné produkty. I kdyz takovéto enzymy nejsou momentalné k dispozici,

mohli by byt pfipraveny technikami rekombinantni DNA [63].

2.8 Charakteristika enzymu L-asparaginazy

L-Asparagindza, nebo-li L-Asparagin aminohydroldza (EC 3.5.1.1) [67], je potencionalné
velmi efektivni prostfedek pro eliminaci tvorby akrylamidu v potravinach odbouranim jeho
prekurzoru asparaginu [68]. Prvni zdokumentovanou aplikaci L-asparaginazy pro redukci
obsahu asparaginu a tim i vzniku akrylamidu v potravinidch z brambor uvedl ve své studii

Zyzak et al. [3].

Obr. 8: Struktura L-asparaginazy tvorena 4 podjednotkami [69]

Enzym L-asparaginaza se sklada ze Ctyt identickych podjednotek (Obr. 8), ve své molekule
obsahuje aktivni mista pro uchopeni asparaginu (Cervené) a vhodn¢ umisténou aminokyselinu
threonin (zelené), ktera provadi rozstép reakce [69]. L-Asparagindza se nachdzi u nekterych
bakterii (E. coli, Erwinia), plisnich (4Aspergillus), rostlindch i mnohych zviratech, u lidi se ale
piirozen¢ nevyskytuje [70]. Extraceluldrni asparagindza je prumyslové ziskavana submerzni
fed-batch fermentaci z geneticky modifikované plisné Aspergillus oryzae [67, 68], ktera ma

snizenou schopnost produkce sekundarnich metaboliti [67]. L-asparagindza pro eliminaci
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tvorby akrylamidu v uréitych potravinach je také primyslové ziskavana fermentaci z plisné
Aspergillus niger [70].

L-asparagindza katalyzuje konverzi L-asparaginu na L-asparagovou kyselinu a amoniak
[67]. Enzym ale neni aktivni jen s L-asparaginem jako substratem, napi. z glutaminu také
odstépuje aminoskupinu i1 kdyz vpomaleji [69]. Vznikly amoniak tvofi nasledné
s a-ketoglutaraitem kyselinu L-glutamovou. Tato reakce je katalyzovana glutamat
dehydrogenazou v pfitomnosti NADH, ktery je oxidovan na NAD" s doprovodnou ztratou
absorbance métené pii 340 nm. Aktivita L-asparaginazy se tedy urCuje méfenim rychlosti
spotiteby NADH za standardnich podminek (pH 7,00 + 0,05 a 37,0 + 0,5 °C) a vyjadiuje se v
ASNU jednotkach. 1 ASNU je definovana jako mnozstvi asparagindzy produkujici 1 umol
amoniaku za 1 minutu pifi standardnich podminkach [67]. Stanovovanim aktivity bylo
zjisténo, ze L-asparaginaza z A. oryzae je nejaktivnéj$i v neutralnim pH a teploté do 60 °C,
stabilni je mezi pH 4 — 8 pii 37 °C po dobu 2 hodin [68].Pii vysokych teplotich dochazi k
inaktivaci enzymu proteolyzou [71].

Existuje nekolik proménnych, které ovliviiuji efektivnost enzymem katalyzovanych reakei,
a to davka enzymu, doba piisobeni, obsah vody v reakéni prostiedi, teplota a pH, pii nichz
reakce prob¢hne. Pfi aplikaci L-asparaginazy v potravinaistvi je nutné brat tyto proménné do
uvahy, i1 kdyZ vétSinou probiha inkubace (napf. pti aplikaci v pekérenstvi) pfi bézné teploté
tedy pfedevSim doba piisobeni enzymu, ktera se napiiklad rovna dob¢ ulezeni tésta pied
pecenim, a davka enzymu [68]. Pouziti minimélni davky enzymu postacujici na t¢innou
eliminaci akrylamidu je dulezitd ptedev§im zekonomického hlediska, protoze vzhledem
k soucasné cen¢ enzymu, ktera se promita do vyrobnich néklad a vysledné ceny finalniho

produktu, to neni zanedbatelné.

2.9 Charakteristika surovin

2.9.1 Charakteristika obilovin a jejich mouk
Z hlediska tvorby akrylamidu je dilezit¢ poznat v surovinach piedevSim obsah jeho
prekurzorti, tedy zdroj sacharidli a aminokyselin, a také moznosti variability ve slozeni a

zastoupeni téchto prekurzort.
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Zakladnimu stavebnimi slozkami obilnych zrn jsou sacharidy a bilkoviny. V menSich
mnozstvich jsou obsazeny lipidy, mineralni latky, a ve velmi malych mnozstvich vitaminy,

barviva a ve stopovych mnozstvich dalsi slozky, které maji riistové a regulacni funkce [66].

a) Sacharidy obilovin

Obsah nejdulezitéjSich sacharidi v pSeni¢né a zitné mouce je uveden v Tab. 3 [65].

Volné monosacharidy se ve zralych zrnech vyskytuji pouze v nepatrném mnozstvi. Do
pentozy — arabindza, xyldza, riboza; hexozy — glukéza, fruktdza, galaktéza a mandza [66].

Také oligosacharidy se ve zralém, neporuSeném a suchém zrnu vyskytuji jen ve velmi
nizkém obsahu. Vyznamné jsou predevsim maltoza, isomaltdza, sachardza [66].

Nejvyznamnéjsi skupinou biopolymera obilovin jsou polysacharidy, které jsou u obilnych
zrn déleny na Skrob a skupinu neskrobovych polysacharidd. Obsah Skrobu tvofi piiblizné
60 - 75 % susiny obilek a kolisa zhruba v uvedeném rozmezi podle druhii a odrid. Jeho obsah
v mouce, kterd je tvotfena prevazné endospermem, je asi 80 % [66].

Hlavnimi piedstaviteli neSkrobovych polysacharidl jsou celuléza, pentdzany a B-glukany.
Celuloza v tésté snizuje vaznost vody a pevnost a pruznost tésta, proto jsou do mouky
pridavany prostiedky posilujici lepkovou strukturu. Obsah pentézanti v obilovinach je velmi
rozdilny, velmi bohaté jsou na né Zitné mouky (4 — 7 %), ve srovnani napt. s pSenicnymi (1 —
3 %). Rozpustné pentdzany vytvareji glykoproteiny piispivajici k tvorb& prostorové struktury
zitnych tést. Zitné pentdzany jsou schopny vézat na sviij hmotnostni podil nékolikandsobné
mnozstvi vody a spolu se Skrobem tvofi zdklad struktury zitnych tést. B-glukany jsou
rozpustné polysacharidy obsazené piedev§im v jeCmeni a ovsu. Jsou schopny vytvaret
vysokoviskézni gely, coz se projevuje zvySovanim a prodluzovanim vlacnosti vyrobki i

v ptiznivém fyziologickém piisobeni pii traveni vyrobkul [66].

Tab. 3: Obsah sacharidi v psenicné a zitné mouce [65]

PSeni¢na mouka Zitna mouka
Sacharidy Obsah v pmol/kg | Obsah v pmol/kg
Glukéza 3020 11900
Fruktoza 2360 13400
Sachardza 28500 33700
Maltoza 43900 32400
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b) Bilkoviny obilovin
Zrala zrna obilovin obsahuji podle druhi a odrid nejcastéji 9 — 13 % bilkovin v susing

[66]. V Tab. 4 je vidét obsah volnych aminokyselin v pSeni¢né a Zitné mouce [65].

Tab. 4: Obsah volnych aminokyselin v psenicné a zitné mouce [65]

PSeni¢na mouka Zitna mouka

Aminokyselina | Obsah v pmol/kg | Obsah v pmol/kg
Alanin 748 2721
Glycin 403 851
I(i};iﬁinobutyrové 7 16
Valin 219 602
B-alanin 13 76
Leucin 316 480
Izoleucin 99 227
Threonin 95 264
Serin 147 328
wlf-ﬁr.linobutyrové 1154 456
Prolin 332 1173
Asparagin 1327 4793
Kys. asparagova 1399 3123
Methionin 41 57
Kys. glutamova 180 1071
Fenylalanin 107 207
Glutamin 65 329
Ornitin 9 17
Lysin 136 167
Histidin 31 75
Tyrozin 71 103
Tryptofan 946 123

¢) Lipidy obilovin
Obilné zrna jsou na lipidy pomérné chudd, vyssi vyskyt tukii je v kliccich. Endosperm a
tak 1 mouky obsahuji max. 2 % lipidQ, predevSim triacylglyceroll. I pfesto jsou lipidy pii

tvorbé tésta dulezité. Zvysujici se podil polarnich lipidi ma ptiznivy vliv na objem peciva,
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naopak stoupajici podil nepolarnich lipidi jej snizuje. Pti delSim skladovani miize dochazet
ke zluknuti mouky, coz je zptisobeno piitomnosti kys. linolové, olejové a linolenové, které

snadno podléhaji oxidaci [66].

d) Ostatni latky obsaZené v minoritnim mnoZstvi

Obiloviny jsou zdrojem vitaminl skupiny B. Thiamin (B;) a riboflavin (B,) se vyskytuji
v obalovych vrstvach a v kliccich. Kyselina nikotinova a nikotinamid jsou pfitomny
piredevSim v pSenici a jeCmeni. Dulezity je také obsah vitaminu E v pSeni¢nych kliccich,
z nichz je izolovan pro vyrobu vitaminovych preparatii ve farmaceutickém pramyslu [66].

Obsah popela (minerdlnich latek) v zrnech obilovin je pfiblizné¢ 1,3 —2,5 % a vzrista se
stupném vymleti a je tak zédkladem pro klasifikaci mouk a jejich oznaCeni typovym cislem.
Popel obilovin je tvofen prevazné P,0Os, dilezitymi kovy jsou Mg, Ca a Fe [66].

Biologicky vyznamnymi latkami v obilovindch jsou cholin, ktery je vyznamny pro
nervomotorickou ¢innost naSeho organismu, a kyselina para-aminobenzoova, kterd je

vyznamnym rastovym faktorem [66].

2.9.1.1 PSenice

Rod pSenice (Triticum L.) je velice rozmanity a jeji druhy se déli podle poctu chromozomu
tvrdd (Triticum durum Desf.), méné pak pSenice naduteld (7riticum turgidum L.) a pSenice
Spalda (Triticum spelta L.). Pti péstovani jsou rozliSovany uzitkové sméry pSenice:

— pSenice potravinaiskd s riznou pekarenskou jakosti

— pSenice ke krmnym ucelim

— pSenice k vyrob¢ téstovin

— pSenice pro primyslové ucely, napt. k vyrobé Skrobu, ethanolu, atd. [64]

Na jakosti potravindiské pSenice se podili odrida a péstitelské podminky. Nejvice je
ovlivnén obsah bilkovin, mokry lepek a jakost lepku, pticemz lepek je soubor bilkovin, které
po navlhceni nabobtnaji a vytvoii souvislou lepkovou mfizku. Vliv odridy je znacny a
predpokladd se, ze v budoucich dodavatelskych a odbératelskych vztazich bude nutné ji
deklarovat. I presto maji také péstitelské podminky znacny vliv a souvisi pfedevSim
s klimatickymi podminkami i aktudlnim prabéhem pocasi v daném ro¢niku [64].

Znacné pozornost je vénovana piedevsim pSenici Spalda, ktera mé vyssi obsah zékladnich
latek nez pSenice setd (Tab. 5). Vyznamny je 1 vysSi obsah nékterych esencidlnich

aminokyselin, napf. leucin, isoleucin, methionin, tryptofan a fenylalanin. Nevyhodou pSenice
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Spalda je horsi kvalita lepku, coz se projevuje na horsi pekaiské jakosti pro bézné pekarenské

vyrobky [64].

Tab. 5: Obsah vyzivnych latek ve Spaldeé a psenici seté [64]

Vyzivna latka ve 100 g Spalda PSenice seta
Bilkoviny [g] 14,3 10,2
Tuky [g] 2,9 2,0
Glycidy [g] 74,5 72,0
Popeloviny [g] 1,7 1,5
Vitamin B1 [mg] 0,65 0,35
Vitamin B2 [mg] 0,23 0,13
Niacin PP [mg] 0,60 0,42
Draslik [mg] 385,0 384,0
Vépnik [mg] 38,0 40,0
Zelezo [mg] 4,17 3,50
Hot¢ik [mg] 0,62 0,32
Zinek [mg] 3,4 2,80

2.9.1.2 JeCmen

Vsechny kulturni je¢meny ptedstavuji jeden druh a to je¢men sety (Hordeum vulgare L.),
ktery je délen na jeCmen sety vicetady a jeCmen sety dvoutrady [64].

Je¢men je vyuzivan piedevs§im k vyrobé sladu, whisky a mén¢ k potravinaiskym uceltim,
specialni vyuziti ma i ve Skrobarenstvi pro ziskéani Skrobu. Uzitkové sméry jeCmene jsou:

— jecmen pro krmné ucely

— jecmen pro sladovnictvi

— jeCmen pro potravinaistvi

— jecmen pro primyslové ucely — produkce ethanolu, Skrobu, detergentt, atd.

— jefmen picninafsky — na senaz, suseni, granulovani [64]

U potravinarského jeCmene je velmi dilezity obsah esencidlnich aminokyselin, zejména
lyzinu. Dtlezity je i vyssi obsah B-glukanti, které snizuji hladinu cholesterolu v krvi, a obsah

tokoferolu a vitaminu E. Chemické sloZeni je¢menu je uvedeno v Tab. 6 [64].
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Tab. 6: Chemickeé slozeni bezpluchych jecmenii [64]

Zrno Kroupy
Dusikaté latky [%] 13,6 11,0
Skrob [% susiny] 60,6 69,7
Tuk [%] 4,1 1,9
Vitamin E [mg/100 g] 2,84 0,92
Tokoferoly [mg/100 g] 7,28 3,61
Lysin [mg/g suSiny] 6,17 5,11
Threonin [mg/g susiny] 5,76 4,23
Methionin [mg/g susiny] 0,59 0,34

2.9.1.3 Zito

Zito seté (Secale cereale L.) je hojné vyuZivano v potravinaistvi. Ke krmnym Géeltim se
pouzivd jen malo. V mensi miie slouzi k vyrobé zitné kavy a kavoviny, ve vétSi mife
k produkci bioethanolu [64].

Tritikale - Zitovec (Triticosecale Wittmack Miintzing) je uméle vytvoreny druh vznikly
zkiizenim pSenice a zita. Odridy maji vysoky vynosovy potencial a jsou tolerantngjsi k

hor§im péstitelskym podminkam. Nejvice cenénd je jeho vysoka krmnad hodnota. Vysoce

vvvvvv

vvvvvv

Tritikale PSenice
Tuk [%] 1,6 1,7
Bilkoviny [%] 10,8 11,8
Vléknina [%] 2,3 2,8
Popeloviny [%] 1,5 1,9
Skrob [%] 55,0 58,0
Lysin [%)] 0,4 0,3

2.9.1.4 Oves

Ze 70 druhii ovsa se péstuje predevSim oves sety (Avena sativa L.). Oves je tazen
k nejlepSim potravinarskym a krmnym ceredliim vzhledem k vynikajicimu chemickému

sloZeni obilek ovsa (Tab. 8). Vynik4 obsahem bilkovin a tuku. Jeho vldknina ma vysoky podil
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rozpustné slozky vcetné B-glukanli. Vyznamny je i obsah mineralnich latek — Mg, Ca, Fe, Zn,
Mn a dalSich. Obsahuje také lecitin, niacin, vitaminy B a E a antioxidanty [64].
Oves je vyuzivan pro potravinaiské nebo krmné ucely. Lze jej vyuzit i na pici nebo jako

kryci plodiny pro podsev jetelovin [64].

Tab. 8: Nutricné vyznamné latky v zrné ovsa [64]

Oves nahy Oves pluchaty

N-latky [%] 16,5 12,4
Stravitelné N-latky [%] 14,0 9,8

Globuliny [mg N/g susiny] 0,70 0,61
Albuminy [mg N/g suSiny] 0,61 0,41
Prolaminy [mg N/g suSiny] 0,45 0,32
Gluteliny [mg N/g susiny] 1,04 0,78
Lysin [g/100 g N-latek] 4,04 3,84
Skrob [%] 56,3 39,6
Hruba celuloza [%] 1,4 11,8
Tuk [%] 8,3 3,5

2.9.1.5 Kukufiice

Kukuftice (Zea mays L.) je ve svétovém méfitku po pSenici a ryzi nejrozsifenéjsi obilninou.
Jeji potravinaiské vyuziti je pomérné Siroké, konzumuji se extrudované obilky — pukavce,
mouka, krupice. Ziskdva se téz skrob (modifikované Skroby), cukr (dextrdza) — rizné sirupy

(glukozovy, fruktézovy), gluten, sorbit, alkohol. Je také nepostradatelnym komponentem do
krmnych smési [64].

43



3 CiL DIPLOMOVE PRACE

Hlavnim cilem diplomové prace je ziskat poznatky, definovat podminky a charakterizovat
mozné dusledky aplikace anorganickych soli (NaCl, KCI, CaCl,, NH4Cl, NaHCO;, KHCOs,
NH4HCOs3, NaH,PO,4, KH,PO4, Na,H,P,07, NasP,07, mlé¢nan vapenaty, citran sodny a citran

draselny) 1 v kombinaci s pouzitim enzymu L-asparagindzy v modelovém a realném systému

tepelné opracovanych potravin za ic¢elem minimalizace obsahu toxického akrylamidu.

Tohoto cile 1ze dosahnout:
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studii zmén v obsahu akrylamidu v pernikach zplsobenych aplikaci 3 rtiznych
kypticich Cinidel 1 jejich kombinaci s pouzitim L-asparaginazy a volba
nejvhodnéjsiho kypftidla i v kombinaci s L-asparagindzou pro praktické pouziti
v ptedejeti vzniku akrylamidu v potravinach

studii zmén v obsahu akrylamidu vyvolanych aplikaci jednotlivych
anorganickych soli v modelovém systému simulujicim slozeni cerealnich
vyrobkil

stanoveni optimalnich podminek aplikace jednotlivych anorganickych soli
v kombinaci s pouzitim L-asparagindzy vzhledem na minimalizaci tvorby
akrylamidu v modelovém systému, mezi tyto podminky patii obsah soli,

enzymu, teplota a ¢as enzymového a tepelného ptisobeni a vliv pH



4 MATERIALY A METODY

4.1 Stanoveni expozice

Ptijem akrylamidu byl zjistovan pomoci dotazniku, pii jehoz vytvareni byl pouzit klasicky
postup tvorby dotaznikli. Cilem dotazniku bylo stanoveni konzumovaného mnozstvi
vybranych béznych potravin za den, které jsou hlavnim zdrojem akrylamidu v lidské stravé,
pro stanoveni primérného denniho pfijmu akrylamidu z té€chto potravin. Pro toto zjiSténi byla
pouzita Castecné oteviend forma otazek, kdy jsou odpovédi pfedem dané a piipadné muze
dotazovany dodat jest¢ vysvétleni své odpovédi. Takové to otazky umozinovaly ziskat
konkrétni fakta o frekvenci konzumace vybranych potravin u nahodné nereprezentativni
skupiny respondentti a vysledky jednoduse elektronicky zpracovat.

Pouzita forma dotazniku pro stanoveni expozice je uvedena v piiloze 1.

4.2 Vliv soli a L-asparaginazy na obsah akrylamid v pernikach

4.2.1 Pouzité chemikalie

Akrylamid (Serva, New York, USA); ds-kyselina glutamova (97 -98 %), ds—akrylamid
(98 %) (Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA); (S)—(+)-kyselina glutamova
(>99 %), (S)—(+)—glutamin (>99 %), (S)—(+)-kyselina asparagova (>99 %), roztok Carrez II.
(siran zineCnaty p.a., 300 g/l), ledovd kyselina octova 100 %, bezvodd p.a. (Merck,
Darmstadt, Némecko); roztok Carrez 1. (ferrokyanid draselny p.a., 150 g/l) (Slavus,
Bratislava, Slovenska republika); L-asparagin monohydrat (>99,5 %), ethylacetat (99,7 %)
(Sigma — Aldrich, Steinheim, Némecko); deionizovana voda (pfistroj: Purite LTD, Thame

Oxon., Velka Britanie).

4.2.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy AP-110 S (Ohaus, Svycarsko), vortex mixer VM—-300 (Gemmy Industrial
Corp., Taiwan), ultrazvukové lazeti TESON 1 (Tesla, Ceskoslovenska republika), laboratorni
centrifuga s moznosti chlazeni 2 — 16 KC (SIGMA, Osterode am Harz, Némecko), vakuova
rotacni odparka WB 2000 (Heidolph, Némecko), spektrofotometr Specord M40 (Carl Zeiss
Jena, Némecko), HPLC/MS/MS kapalinovy chromatograf 1200 série (Agilent Technologies,
USA) s hmotnostnim detektorem Agilent 6410 Triple Quad s ESI iénovym zdrojem.
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4.2.3 Pouzité metody stanoveni

4.2.3.1 Redlné vzorky

Zmeény obsahu akrylamidu ptisobenim hydrogenuhli¢itanu amonného a pyrofosfatu
sodného 1 v kombinaci s enzymem L-asparaginazou byly stanoveny ve vzorkach perniki.
Vzorky jiz hotovych pernikl s ptfidavkem kypficich ¢inidel a enzymu byly poskytnuty firmou
I.D.C. Holding, a.s. z pracovisté¢ v Seredi. Receptura tésta pro vyrobu perniku je vyrobnim
tajemstvi spolecnosti I.D.C. Holding, a.s.

Tésta pro vyrobu pernikli byla pfipravovana v mnozstvi 1 kg a skladovana pti bézné
teploté (20 — 30 °C). Teplota teést byla 25,3 °C. Doba ru¢niho miseni byla 13 minut a zacala se
pocitat od smiseni kypficiho ¢inidla se sirupem v tésté. Mnozstvi kypticiho ¢inidla ve formé
uvedenych soli (NH4sHCO3, Na,H,P,07, NaHCOs3) a invertniho sirupu pridaného do tésta je
uvedeno v Tab. 9. Enzym (100 nebo 1000 U/kg tésta) byl ptidavan do smési soli a sirupu. Na
peci bylo mozné nastavit ohiev vrchni a spodni desky. Teplota vrchniho ohievu byla
nastavena na 250 °C a teplota spodniho na 230 °C. Peceni trvalo 5 minut a probihalo pii

oteviené ventilacni klapce.

Tab. 9: Prehled mnozstvi invertniho sirupu a kypricich cinidel pridanych do tésta

. Invertni Kypfrici ¢inidlo
Tésto .
sirup [g] Druh Mnoizstvi [g]

AMON 16,20 NH4HCO3 17,30
AMON + 100 U 16,18 NH4HCO;3 17,30
AMON + 1000 U 18,82 NH4HCO;3 17,30
Na,H,P,0, 17,30

SAPP 22 + soda 19,04
NaHCO; 24,22
Na2H2P207 1 7,30

SAPP 22 + soda + 100 U 18,38
NaHCO;3 24,22
Na2H2P207 1 7,30

SAPP 22 + soda + 1000 U 18,48
NaHCO;3 24,22
Na2H2P207 1 7,30

SAPP 28 + soda 19,04
NaHCOs3 24,22
Na2H2P207 1 7,30

SAPP 28 + soda + 100 U 18,38
NaHCOs3 24,22
Na2H2P207 1 7,30

SAPP 28 + soda + 1000 U 18,48
NaHCOs3 24,22
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4.2.3.2 Priprava vzorkii pro stanoveni obsahu akrylamidu

Stanoveni obsahu akrylamidu v readlné matrici bylo provadéno podle postupu Ciesarova et
al. [72]. K 1 g vzorku rozdrceného perniku bylo ptidano 50 pl d; — akrylamid (¢ = 20 pg/ml) a
9 ml CH;COOH (0,2 mmol/l). Zhomogenizované vzorky se poté vystavily po dobu 5 minut
ultrazvukovym vibracim. Pro vycefeni se ptidalo 0,5 ml roztoku Carrez 1. a 0,5 ml roztoku
Carrez II. a vzorky se protiepaly. Nasledné se provedla centrifugace pfi rychlosti 8720 x g a
teploté -5 °C po dobu 10 minut.

Z vodné vrstvy se po odstiedéni odebralo 5 ml a provedla se 3x extrakce 5 ml ethylacetétu.
Spojené ethyalcetatové extrakty se odpafrily na rota¢ni vakuové odparce a suchy extrakt se
rozpustil v 1 ml CH;COOH (0,2 mmol/l). Pfed analyzou pomoci LC/ESI-MS-MS se vzorky

zfiltrovaly pfes nylonové filtry s velikosti port o priméru 0,20 pm.

4.2.3.3 Priprava vzorkii pro stanoveni obsahu aminokyselin

Stanoveni aminokyselin byl provadén podle postupu Ciesarova et al. [72]. Rozdrcené
perniky byly odvézeny (1 g) do 10 ml centrifuganich zkumavek se zatkou. Nasledné se
piidalo 10 ml CH3COOH (0,2 mmol/l) a vzorky se 2 min protiepavaly. Poté se
zcentrifugovaly pfi rychlosti 1900 x g a teploté¢ -4 °C po dobu 10 minuta. 500 pl Cistého
supernatantu bylo odebrano do 10 ml odmérnych banék, ptidalo se 50 pl vnitiniho standardu
(ds-kyselina glutamova, ¢ =100 ug/ml) a banky byly doplnény po rysku CH3;COOH (0,2
mmol/l). Pfed analyzou pomoci LC/MS se provedla filtrace pfes nylonové filtry s velikosti
port o praméru 0,20 pm.

Vzorky s enzymem nebyly zfedovany pomoci CH3;COOH. Vnitini standard (50 pl) byl

ptidany piimo ke vzorku a poté se pokracovalo stejnym postupem.

4.2.3.4 Stanoveni obsahu akrylamidu pomoci LC/ESI-MS-MS

LC/ESI-MS-MS analyza byla provadéna pomoci HPLC systému 1200 série (Agilent
Technologies, USA) spolu s Agilent 6410 Triple Quad detektorem vybavenym ESI iénovym
zdrojem. Separace analytu se provadéla na chromatografické koloné Purospher® STAR
RP-8ec (150 mm x 4,6 mm, 3 um) pouzitim izokratické smeési slozené ze 100 ml acetonitrilu a
900 ml vodného roztoku perfluorooktanové kyseliny (0,05 mmol/l). Pritok mobilni faze byl
0,5 ml/min pfi laboratorni teploté (mistnost byla kondiciovana na 25°C). VSechny parametry
ESI-MS-MS systém byly zalozeny na tvorbé protonovanych molekulovych ionti z
akrylamidu a wvnitfniho standardu (ds-akrylamid), a naslednou indukovanou kolizi byly

produkovany specifické fragmenty iontd. Tento typ experimentu se oznacuje jako MRM
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(multiple reaction monitoring, vicenasobné reakéni monitorovani) a sledovany byly
nasledujici ptechody: piechod pro akrylamid: 72 — 55, ptechod pro ds-akrylamid: 75 — 58.
Dalsi parametry pouzivané pro analyzu akrylamidu v ESI+ moédu: tok susiciho plynu (Ny) 11
I/min, teplota zplynéni 350 °C, tlak rozprasovani 345 kPa, napéti v kapilare 2,5 kV, napéti
fragmentoru 80 V, kolizni energie 5 V, zdrzeni (dwell) 50 ms.

Kalibrace byla pfipravena fedénim zdsobniho roztoku akrylamidu (0,02 g/100 ml
methylalkoholu) v rozsahu 50 — 2000 ng/10 ml s 50 pl vnitiniho standardu (d;-akrylamid,
¢ =20 pg/ml).

4.2.3.5 Stanoveni obsahu aminokyselin pomoci LC/ESI-MS-MS

LC/ESI-MS-MS analyza pro kvantifikaci 4 volnych aminokyselin (asparagin, kyselina
asparagovd, glutamin a kyselina glutamova) byla provadéna pomoci HPLC systému 1200
série (Agilent Technologies, USA) spolu s Agilent 6410 Triple Quad detektorem vybavenym
ESI i6novym zdrojem. Separace analytu se provadéla na chromatografické koloné
Purospher® STAR RP-8ec (150 mm x 4,6 mm, 3 um) pouzitim izokratické smési ze 100 ml
acetonitrilu a 900 ml vodného roztoku perfluorooktanové kyseliny (0,05 mmol/l). Pratok
mobilni faze byl 0,5 ml/min pfi laboratorni teploté (mistnost byla kondiciovand na 25°C).
Vsechny parametry ESI-MS-MS syst¢tmu byly zalozeny na tvorbé protonovanych
molekulovych ionti z aminokyselin a vnitiniho standardu (ds;-kyselina glutamové) a
naslednou indukovanou kolizi byly produkovany specifické fragmenty ionti. Pfi MRM
experimentu byly sledovany nasledujici piechody: ptfechod pro asparagin: 133 — 74, 87;
piechod pro kyselinu asparagovou: 134 — 74, 87; piechod pro glutamin: 147 — 84, 102;
piechod pro kyselinu glutamovou: 148 — 84, 130; ptechod pro ds-kyselinu glutamovou: 151
— 87, 105. Ostatni parametry pouzivané pro LC-MS-MS analyzu aminokyselin v pozitivnim
ESI modu: tok susiciho plynu (N;) 8 I/min, teplota zplynéni 320 °C, tlak rozprasovani 345
kPa, napéti v kapiléfe 3 kV, napéti na fragmentoru 40 V, kolizni energie 12 V, zdrzeni 50 ms.

Kalibrace byla pfipravena fedénim zésobnich roztokii aminokyselin (c =1 mg/ml) v

rozsahu 20 — 2000 ng/ml s 50 pl vnitiniho standardu (ds;-kyselinu glutamova, ¢ = 0,1 mg/ml).

4.2.3.6 Méreni barvy perniku

Barva povrchu vzorkii perniku byla méfena jako reflektance spektrofotometrem Specord
M40 podle CIELAB, coz je L*a*b* barevny prostor, ktery byl definovan v roce 1976
mezinarodni komisi zabyvajici se problematikou svétla Commission Internationale de

I'Eclairage, zkracend oznalovana jako CIE. V tomto barevném prostoru L* pfedstavuje
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svétlost (pfechod od bilé po €ernou) a a* a b* jsou soutadnice barvy, pii¢emz a* je pirechod
od ¢ervené po zelenou a b* od Zluté po modrou.

Vzorky pernikt nebyly pfed méfenim nijak upravovany, pouze byl jejich povrch ocistén od
mouky, ktera by zkreslila vysledky méfeni. Zdrojem zareni bylo um¢lé denni svétlo Dgs a
meéfeni bylo provadéno za podminek stanovenych vyrobcem. Jako referencni material byl
pouzit siran barnaty. Kazdy vzorek perniku byl zméfen 2x a z vysledkii byla vypocitana

pramérna hodnota.

4.2.3.7 Statistické zhodnoceni vysledkii

Pro statistické zhodnoceni vysledki byla pouzita jednofaktorovd analyza rozptylu -

ANOVA: jeden faktor. Zhodnoceni vysledkti bylo provadéno na hladin€ vyznamnosti 0,05.

4.3 Sledovani vlivu soli a L-asparaginazy na obsah akrylamid v modelovém

systému

4.3.1 Pouzité chemikalie

D—(+)—glukéza monohydrat, D—(—)—fruktéza (>99 %), pSeni¢ny Skrob, (S)—(+)-glutamin
(>99 %), (S)—(+)—kyselina glutamova (>99 %), (S)—(+)—kyselina asparagova (>99 %), ledova
kyselina octova 100 %, bezvoda p.a., difosfore¢nan tetrasodny dekahydrat p.a. (Merck,
Darmstadt, Némecko); L-asparagin monohydrat (>99,5 %), ethylacetat (99,7 %)
(Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko); akrylamid (Serva, New York, USA); d; — akrylamid
(98 %), d; — kyselina glutamova (97 — 98 %) (Cambridge Isotope Laboratories, Andover,
USA); chlorid sodny p.a., chlorid draselny p.a., chlorid vépenaty dihydrat p.a., chlorid
amonny p.a. (Lachema, Brno, Ceska republika); hydrogenuhliitan sodny p.a.,
hydrogenuhli¢itan draselny p.a., hydrogenuhli¢itan amonny p.a., dihydrogenfosfore¢nan
sodny dihydrat p.a., dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., dihydrogenfosforecnan amonny
p.a., dihydrogendifosforecnan sodny p.a., mlécnan vapenaty pentahydrat p.a., citran sodny
dihydrat p.a., citran draselny monohydrat p.a., citran vapenaty tetrahydrat p.a.,citran amonny
monohydrat p.a. (Slavus, Bratislava, Slovenskd republika); L- asparagindza z Aspergillus
oryzae (3500 U/g) (Novozymes, Bagsvaerd, Déansko); deionizovand voda (pfistroj: Purite
LTD, Thame Oxon., Velka Britanie).
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4.3.2 Pouzité pristroje

Analytické vdhy AP-110S (Ohaus, Svycarsko), vypékaci zafizeni (Gebr. Liebisch,
Bielefeld, Némecko), vortex mixer VM-300 (Gemmy Industrial Corp., Taiwan), ultrazvukova
lazen s termostatem (Kraintek, Podhajska, Slovenska republika), vakuova rotacni odparka
WB 2000 (Heidolph, Némecko), pHmetr pH 720 (InoLab, Weilheim, Némecko), LC-MS
kapalinovy chromatograf 1200 série (Agilent Technologies, USA) s hmotnostnim detektorem
Agilent 6410 Triple Quad s ESI i6novym zdrojem.

4.3.3 Pouzité metody stanoveni

4.3.3.1 Modelova smés

Modelova smeés predstavuje zjednodusené tésto pro vyrobu suSenek, jehoz zakladnimi
sloZzkami jsou voda, mouka a cukr. Pomér jednotlivych slozek v modelové smési je zachovan
v souladu s recepturou, kde obsah vody a mouky je v poméru 1:1 a na toto mnozstvi ptipada
Ya cukru. Cukr je zastoupen glukozou a fruktézou a mouku pifedstavuje pSeni¢ny Skrob a
asparagin, jehoz obsah v mouce je 0,1 %.

Pro experimenty byla pouzita modelovd smés tvofend sypkou smési vysuseného
pSeni¢ného Skrobu (suSen pifi 120 °C po dobu 3 hodin), glukézy a fruktdzy. Potiebny

asparagin a voda byli pfidavany v odpovidajicim objemu jako roztok asparaginu.

4.3.3.2 Priprava vzorkii pro stanoveni obsahu akrylamidu
Volba navazky: K sypké modelové smési se ptidal odpovidajici objem roztoku asparaginu

(viz. Tab. 10) a homogenni vzorky byly vypékany pii 190 °C po dobu 10 minut.

Tab. 10:Prehled pridanych objemii cinidel k sypké modelové smési v zavislosti na jeji navazce

Piidany objem
Navazka sypké

50

modelové smési

Roztok asparaginu

(0,1 /100 ml)

d; — akrylamid
(¢ =20 pg/ml)

CH;COOH
(0,2 mmol/l)

1,00 760 pl 100 pl 10,0 ml
0,50 g 380 pl 50 pl 5,0 ml
0,25¢g 190 pl 25 ul 2,5 ml




Kinetika tvorby akrylamidu: K 0,5 g sypké modelové smési se ptridalo 380 pul roztoku
asparaginu (0,1 g/100 ml). Vzorky byly vypékany pti 190 °C v casech: 0, 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
12, 15,20 a 30 minut.

Vliv soli: Pro stanoveni vlivu anorganickych soli na tvorbu akrylamidu v modelové smési
byly zvoleny 3 riizné obsahy soli v modelové smési (0,1; 0,05 a 0,01 mmol/g smési). Kviili
zachovani recepturou stanoveného obsahu vody a asparaginu v modelové smési bylo ke
vzorkiim s navazkou 0,5 g ptfidavano 190 pl roztoku soli a 190 pl roztoku asparaginu
(0,2 g/100 ml). Vypékani se provadélo pii 190 °C po dobu 9 minut. Jako kontrola byly
pouzity vzorky bez pfidavku soli.

Kinetika pusobeni L-asparaginazy: K 0,5 g modelové smési bylo piidano 190 ul vody,
140 ul roztoku asparaginu (0,2714 g/100 ml) a 50 pul L-asparaginazy (c=0,5 U/g).
Homogenni vzorky byly inkubovany pfi laboratorni teploté (teplota mistnosti byla udrzovéana
na 24 + 1 °C) v ¢asech 0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 30, 60 a 120 minut pfi laboratorni teplot¢ a
nasledné peceny pii 190 °C po dobu 9 minut.

Kombinace soli a L-asparaginazy: K 0,5 g modelové smési se piidalo 190 ul soli
(c=0,1 mmol/g), 140 ul roztoku asparaginu (0,2714 g/100 ml) a 50 ul L-asparaginazy
(c=0,5 U/g). Homogenni vzorky byly inkubovany 10 minut pfi laboratorni teploté (teplota
mistnosti byla udrzovana na 24 + 1 °C) a nasledné peceny pii 190 °C po dobu 9 minut. Pro
porovnani byly zaroven pfipraveny vzorky bez piidavku enzymu; bez piidavku soli bez
pridavku soli i enzymu.

Vsechny vzorky modelové smési byly vypékdny pomoci peciciho zafizeni pfi teploté

190 °C, ktera byla zvolena na zakladé vysledki studie Ciesarova et al. [73].

4.3.3.3 Priprava vzorkii pro stanoveni obsahu aminokyselin

Kinetika ptisobeni L-asparaginazy: Pro stanoveni bylo pouzito 5;0,5 nebo 0,05 U
enzymu L-asparagindzy na 1 g modelové smési. Modelovou smés v tomto piipade tvorila
pouze glukéza a fruktdza. Skrob byl nahrazen vodou, protoZe pii inaktivaci enzymu varem
vznika ze Skrobu a vody pevny nerozpustny gel, z néhoz neni mozné pro dal$i stanoveni
aminokyseliny vyextrahovat. Modelovou smés pro stanoveni aminokyselin tedy pfedstavoval
roztok s rozpusténym recepturou stanovenym mnozstvim glukézy, fruktézy a asparaginu nebo
smési aminokyselin.

K 500 ul smési glukézy a fruktdozy se piidalo 190 ul vody a 140 pl roztoku smeési
aminokyselin (Asn, Asp, Gln, Glu), kde byla zachovana koncentrace asparaginu podle

receptury a ostatni AK byly vekvimolarnim mnozstvi. Nésledné¢ se ptidalo 50 pl
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L-asparagindzy a homogenni vzorky byly inkubovany pfi laboratorni teploté (teplota
mistnosti byla udrzovdna na 24 £ 1 °C) v ¢asech 0, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 a 120 minut pfi
laboratorni teplot€¢. Enzym byl inaktivovan vlozenim vzorkii do vrouci vodni lazn¢ na
10 minut.

Kinetika byla nasledné¢ zopakovéana se vzorky, které obsahovali namisto roztoku smési
aminokyselin pouze roztok asparaginu (0,2 g/100 ml) a inkubace pfii laboratorni teploté
(teplota mistnosti byla udrzovana na 24 + 1 °C) byla provadéna v ¢asech 0, 2, 4, 6, 8, 10, 15,
20 a 30 minut.

4.3.3.4 Extrakce

Extrakce akrylamidu a aminokyselin ze vzorkl byla provadéna podle postupu Ciesarova et
al. [72], pticemz nebyly pouzity Carrezovy roztoky, protoze ty se pouzivaji u realnych vzorka
na vyceteni, coz u modelovych vzorki neni tfeba.

U ochlazenych vypeCenych vzorki byla provadéna extrakce, kdy byl pfiddn vnitini
standard (v pifipad¢é stanoveni obsahu akrylamidu: d;—akrylamid (¢ = 20 pg/ml), pfi
stanoveni aminokyselin: d; — kyselina glutamova (c = 100 pg/ml)) a CH;COOH (0,2 mmol/l).
Ptidané mnozstvi zavisi na celkovém mnozstvi vzorku — viz. Tab. 10. Nasledn¢ se vzorky
vystavily ultrazvukovym vibracim po dobu 5 minut. Poté se ke vzorklim znovu ptidalo stejné
mnozstvi CH;COOH (0,2 mmol/l) a opét se vlozily na 5 minut do ultrazvuku. Ziskané
extrakty pro stanoveni obsahu akrylamidu byly pfed analyzou pomoci LC/ESI-MS-MS
zfiltrovany pies nylonové filtry s velikosti porti o priméru 0,20 um.

V piipadé stanoveni aminokyselin v uvafenych vzorcich se piida 9,10 ml CH;COOH
(0,2 mmol/l). Poté se odebere 0,5 ml a ptida se 50 ul d; — kyseliny glutamové (¢ = 100 pg/ml)
a vzorky se doplnili CH;COOH (0,2 mmol/l) na 10 ml. Pfed analyzou pomoci LC/ESI-MS-
MS se vzorky zfiltrovaly pies 0,20 pm nylonové filtry.

U vypecenych vzorki lze po extrakci CH3COOH provést i preextrakei do ethylacetatu, kdy
5ml vodné vrstvy ziskané v predchozich krocich bylo extrahovano 3x 5ml ethylacetatu.
Spojené ethylacetatové extrakty se nasledné odpatily do sucha na vakuové rota¢ni odparce a
suchy odparek se rozpustil v 1 ml CH;COOH (0,2 mmol/l) a zfiltroval pies 0,20 um nylonovy
filtr. Analyza vzniklého akrylamidu byla opét provadéna pomoci LC/ESI-MS-MS.

Preextrakci do ethylacetatu je nutné provadét u vzorkii obsahujici soli pro odstranéni jejich

negativniho vlivu v chromatografickém systému.
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4.3.3.5 Stanoveni obsahu akrylamidu a aminokyselin pomoci LC/ESI-MS-MS

Parametry LC/ESI-MS-MS pro stanoveni obsahu akrylamidu jsou uvedeny vySe v kapitole

4.2.3.3 a pro stanoveni aminokyselin v kapitole 4.2.3.4.

4.3.3.6 Stanoveni pH

U vzorkl byla sledovana zména pH vlivem pfidanych soli béhem peceni. K 0,5 g sypké
modelové smési se pridalo 190 ul roztoku asparaginu (0,2 g/100 ml) a 190 pl roztoku soli
(c=0,1 mmol/g). Vzorky byly vypékany pii 190 °C v casech: 0, 3, 5, 7 a 9 minut. Jako
kontrola byly pouzity vzorky bez soli. Zaroven byla také sledovana zména pH v kontrolnich
vzorcich, ke kterym byla pfidana L-asparagindza. Po upeceni a ochlazeni se pridalo 10 ml
deionizované vody a dobfe se promichaly. Vzorky se nechaly pfes noc temperovat pfi
laboratorni teploté (teplota mistnosti 22 &+ 1 °C) a nasledn¢ se zméftilo pH vyluhu.

Ke vzorkiim bez peceni nebyla pfiddvana deionizovana voda, ale vzorky byly piipraveny

v 10x vétsim objemu a pH bylo méfeno piimo v takto pfipraveném vzorku.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vyhodnoceni expozice

Vzhledem k tomu, Ze odhad expozice akrylamidem ve stfedni Evropé nebyl prozatim
proveden, na ziskani obrazu o expozici a jejich zdrojich byl prizkum spotiebitelskych
zvyklosti uskute¢nén na ndhodné skupiné spotiebitelii. Pro tento el byla pouzita metoda
standardizovaného rozhovoru pomoci dotazniku. VSechny vysledky ziskané z vyplnénych
dotazniki uréenych k vyhodnoceni expozice akrylamidu byly zpracovany do elektronické
formy pro jejich jednodussi manipulaci a zpracovani.

Potraviny, na které byl dotaznik zaméfen, a u nichz se pii jejich ptipravé predpoklada
zvySena tvorba akrylamidu, jsou uvedeny v Tab. 11. U jednotlivych potravin jsou uvedeny
hodnoty obsahu akrylamidu a na zaklad¢ dat zjisténych z dotaznikl je uveden priimérny denni

piijem akrylamidu z nich.

Tab. 11:Prehled dotazovanych potravin, obsah akrylamidu a jeho denni prijem z nich

Obsah akrylamidu | Prijem akrylamidu | 7droj hodnot

Potraviny [ng/gl [ng/den] obsahu
Min Max Min Max akrylamidu

Chléb konzumni 0,005 | 0162 | 0,439 10,89 [74], [75]

Extrudovany chléb 0,005 | 0916 | 0022 | 3353 [74]

Petivo 0,018 | 0,050 1,187 | 28,567 (741, [76]

Sladké petivo 0,005 | 0278 | 0060 | 2,122 | [74],[77], [26]

Topinka, peceny toast 0,030 3,200 0,302 32,189 [75]

Smazené bramborové | 505|407 | 0054 | 15123 [74]

hranolky

Pecené brambory 0,023 0,369 [77]

Smazen¢ bramborove | 535 | (500 | 1058 | 1378 78]

placky

SmaZen¢ bramborové 0,005 | 4,108 0,034 | 28,133 [74]

chipsy

Solen¢ opékané suchary | 530 | 3500 | 0075 | 8007 [75]

(chlebové)

Slané snacky 0.005 | 0896 | 0038 | 6862 [74]

(ty¢inkys....)
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Obsah akrylamidu | Prijem akrylamidu Zdroj hodnot

Potraviny [ng/gl [ng/den] obsahu
Min Max Min Max akrylamidu

KukuFiEné kfupky 0,005 | 0,032 | 0009 | 0057 [74]
Pernik pInény 0,005 1,582 | 0,018 | 5,680 [74], [26]
Pernitky s polevou 0,005 | 0,698 | 0024 | 3315 [74], [26]
Medovnik zdobeny 0,401 0,087 [74]
Oplatky plnéné 0,071 0,101 1,233 1,754 [74], [77]
Piskoty 0,005 0,024 0,018 0,085 [74]
ﬁi;‘};‘éé;:ge“ky 0.016 | 2561 | 0656 | 104985 | [77],[26]
Miisli tycinky 0,005 0,070 0,026 0,364 [74]
Snidaiiové cerealie 0,005 1346 | 0,058 | 10,923 | [741,[75], [77]
Kava 0,175 3,025 1,103 19,067 [74]
Kavoviny 0,050 0,070 0,048 0,068 [75]
Kakao 1,203 1,571 [74]
Horka ¢okolada 0,032 0,061 [77]
Cokolada 0,017 0,497 [77]

Pro stanoveni primérného denniho pfijmu akrylamidu z potravin bylo osloveno celkem
285 lidi srozdilnym vzdélanim, zaméstndnim a zriznych okrestt Ceské a Slovenské
republiky. Celkovy pocet dotazovanych tvotfilo 69 muzi a 216 zen. Na Obr. 9 je znazornén
rozdilny podil jednotlivych potravin na celkovém dennim pfijmu akrylamidu u muza a u Zen.
Z grafl je patrné, ze u muzl jsou hlavnimi zdroji akrylamidu suSenky a oplatky (22,7 %) a
chipsy (21,2 %). V mensi, ale né zanedbatelné mite je to pecivo (13,4 %) a topinky (11,2 %).
U zen jsou dominantnim zdrojem akrylamidu v kazdodenni stravé suSenky a oplatky
(41,7 %). Vedlejsimi zdroji je stejn¢ jako u muzi pecivo (9,8 %) a topinky (10,9 %) a navic i

kava, kdvoviny a ¢okolddové napoje (8,5 %).
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Muzi Zeny
Kava, kavoviny ) Kava, kavoviny a Chiéb a
. atokoladove Chiéba gokoladové extrudovany
('{er‘eallvt‘a a napoje 6,4% extrudovany napoje 8,5% chléb 4,3%
musli tyCinky: chléb 6,8%
2,6% Ceredlie a musli Pecivo a sladké
Pecivo a sladké tycinky 4,3% pecivo 9,8%
Ostatni pecivo ' Topinky a tousty
sladkosti 3,6% 13,4% 10,9%
Topinky a tousty sladokztsat‘itr; 5% Potraviny z
Susenky a 11,2% o brambor 5,5%
0,
oplatky 22.7% Potraviny z Sugenky a Chipsy 6,0%
Ostatni slanné brambor 8,0% oplatky 41,7% Ostatni slanné
snacky 4,1% Chipsy snacky 5,4%

21,2%

Obr. 9: Podil jednotlivych potravin v dennim prijmu akrylamidu u muzii a Zen

Velmi zajimavé je také meénici se zastoupeni potravin v dennim piijmu akrylamidu
s rostoucim vékem dotazovanych lidi. Z Obr. 10 je patrné, ze k nejvyrazngj§i zméné v
procentickém zastoupeni dochdzi s ptribyvajicim vékem predevSim u susenek a oplatek, u
kterych se podil na dennim piijmu akrylamidu spise snizuje. Déle se méni zastoupeni chleba a
extrudovanych chlebi, topinek a toasti a kavy, kdvovin a ¢okoladovych napoji. U téchto
skupin potravin naopak dochézi k narastu podilu na dennim piijmu akrylamidu.

Vyrazné i kdyz ocekdvané rozdily v podilu potravin na dennim piijmu akrylamidu jsou
také v hlavnich dennich jidlech (Obr. 11). Pii snidani jsou hlavnimi zdroji akrylamidu cerealie
(17,8 %), pecivo (13,6 %) a kakao a horka ¢okolada (12,3 %). Behem obéda jsou to podle
oc¢ekavani hranolky (28,9 %), pecené brambory (29,5 %) a bramborové placky (20,4 %).
V jidlech konzumovanych k veceti ptevladaji jako hlavni zdroj akrylamidu topinky a toasty
(17,0 %), chléb (13,4 %), bramborové placky (12,3 %) a pecivo (11,8 %). Mimo hlavni jidla
se vyznamnou mérou na dennimu piijmu akrylamidu podileji pfedevsim sladkosti — susenky a
oplatky (14,2 %), ¢okolada (11,2 %) a perniky (10,7 %), v mensi mife piispivaji také rizné
slané snacky.

Z Obr. 11 je taktéz patrné, ze nékteré potraviny jsou konzumovany bez ohledu na denni
dobu. Jedna se predevsSim o kavu, ktera vyznamné ptispiva k dennimu piijmu akrylamidu,

dale je to chléb a pecivo a v neposledni fadé 1 nejriznéjsi sladkosti.
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do 20 let Kava, Chléb a

kévoviny a  extrudovany

¢okoladov é chléb 4,2%

napoje 4,3% Pecivo a
Ceredlie a sladké pegivo
musli 3,8% 9,7%

Topinky a
toasty 7,2%
Ostatni

Potraviny z
brambory
4,5%

Chipsy 5,5%

sladkosti 4,0%

Susenky a
oplatky 51,5%
Ostatni slanné

snacky 5,1%

31 az 40 let Kava,
kavoviny a
&okoladov é Chléb a
napoje 14,1% extrudov any
Ceredlie a chléb 5,4%
misli 6,0% Pecivo a
—— sladké pecivo
0,
Ostatni 15,6%
sladkosti 2,3% Topinky a

toasy 23,2%

Susenky a
oplatky 19,2% Potraviny z
brambory
Ostatni slanné 5,6%

snacky 4,3% Chipsy 4,5%

nad 51 let
Kava,
kavoviny a Chléb a
Cokoladové  extrudovany
napoje 22,6% chléb 13,0%
Ceredlie a Pecivo a
musli 2,2% sladké pecivo
Ostatni 10.3%
sladkosti 4,5% Topinky a

toasty 16,9%

Su$enky a .
oplatky 15,7% Potraviny z
brambory
\ 6.4%

Ostatni slanné Chipsy 4,5%
snacky 3,9%

Obr. 10: Zmeny v zastoupeni potravin v dennim prijmu akrylamidu se zvySujicim se vékem

Kava,
kavoviny a
Cokoladov é
napoje 7,8%

Chléb a

21 az 30 let

extrudov any
chléb 4,7%

Ceredlie a Pecivo a
miusli 3,6% sladké pecivo
10,7%
Topinky a

Ostatni

sladkosti 3,4% toasty 10.8%

Susenky a Potraviny z
oplatky 32,5% brambory
7,6%

Ostatni slanné
snacky 5,5%

Chipsy 13,4%

41 az 50 let

Kava,
kavoviny a Chléb a
Cokoladov é extrudov any
napoje 15,7% chléb 7,0%
Ceredlie a Pecivo a
msli 5,3% sladké pecivo
13,4%
OSta_tn' . Topinky a
sladkosti 2,1% toasty 7,2%
Susenky a Potraviny z
oplatky 30,0% brambory
4,5%

Ostatni slanng Chipsy 1,7%
snacky 3,0%
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Snidané
Cokolada a
nutela 3,9%

Kakao a
horka
¢okolada
12,3%

Chléb
12,5%

Extr. Chléb

Kava a 5,0%

kavoviny
8,2% Pecivo
13,6%

Ceredlie a o
musli ty€inky Sladké ;o)ecwo
17,8% 71%
Susenky a Topinky a

oplatky Perniky,  toasty 7,0%
8,8% piskoty a
medovnik
3,8%
Vedere Kava,
kavoviny, Cokolada a

kakao a horka nutela

Cokolada 2,7% 3

’ Chléb
9,5% °

13,4%

Sladkosti Extr. Chléb

7,5% 6,5%
Slanné snacky Pecivo a
4,5% sladké pecivo
11,8%
Bramborové .
Topinky a

placky 12,3%

Pecené toasty 17,0%

Hranolky
5,6%

Obéd

Kava, Cokolddaa  cpigpa
kavoviny, ) nutela extrudovany
kalfao a ’horka 1,5% chléb 2,9%
Cokolada
7,6% Pecivo a
sladké pecivo
Sladkosti 54%
3,9%
Hranolky
28,9%
Bramborové
placky
20,4%
Pecené
brambory
29,5%
L. Chléb a
Ostatni jidla ) extrudovanych  Pegivo a sladké
Cokolada a chléb 4,8% pecivo
nutela 11,2% 6,1%

i 0,
Kakao a horka Chipsy 5,5%

¢okolada 7,1% Chlebové

suchary

0,
Kava a kavoviny 5,7%
6.0% Kiupky 5,9%

Ceredlie a musli Ostatni slanné

tyCinky snacky 8,4%
7,5% i
’ « Piskot;
Susenky a 0 Y Perniky a
6,9%
oplatky medovnik
14,2%

Obr. 11: Procentické zastoupeni potravin podilejicich se na dennim prijmu akrylamidu

v hlavnich dennich jidlech

5.2 Vyhodnoceni vlivu soli a L-asparaginazy na obsah akrylamidu v pernikach

Pro hodnoceni vlivu soli a L-asparagindzy na obsah akrylamidu v redlné potravinové
matrici, byly pouzity perniky poskytnuté firmou I.D.C. Holding, a.s. z pracovisté v Seredi.
Tyto perniky obsahovali 3 rizné kypftici soli a byl sledovan jejich vliv na obsah akrylamidu i
na enzymatickou eliminaci akrylamidu. Z vysledki se nasledné zjistovalo, které kypftici
¢inidlo méa pozitivni vliv na obsah akrylamidu v pernikdch a také neovliviluje plisobeni

enzymu L-asparaginazy, aby mohlo byt vyuzivano v praxi pro produkci pernikd s co

4

nejniz$im obsahem akrylamidu.
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5.2.1 Stanoveni obsahu akrylamidu v pernikach

Stanovenim obsahu akrylamidu v pernikdch byla zjiStovana 1cinnost enzymu
L-asparagindzy ve spojeni s pouzitym kypficim ¢inidlem v zavislosti na Case a také, kterd
kombinace enzym + kypfidlo je nejefektivnéjsi. Stanoveni obsahu akrylamidu bylo provadéno
ve tiech paralelnich méfeni a z nich byla vypocitana vysledna primérna hodnota.

Z vysledkt (Obr. 12) je patrné, ze u pernikii bez ptidavku enzymu dochazi k pomalému
nartistu obsahu akrylamidu s prodluzujici se dobou stani tésta. Je zde také vidét, ze perniky
s NH4HCOs, nebo-li AMONem maji obsah akrylamidu az 17x vys$i nez perniky, kde byly
jako kypftici ¢inidlo pouzity Na,H,P,07; a NaHCOs3, tedy SAPP 22 nebo 28 se sodou (podle
informaci od vyrobce: SAPP 22 plsobi pomaleji nez SAPP 28, coz by mélo vést k lepSimu
nakypfeni tésta), z ¢ehoz vyplyva, Ze pro snizeni denniho piijmu akrylamidu je vhodné&jsi
pouzivat tyto kypftidla.

V piipadé piidavku 100 U L-asparagindzy na 1 kg tésta doslo u vSech tii druhti pernikt ke
snizovani obsahu akrylamidu s prodluzujici se dobou plisobeni enzymu. V ptipadé perniki se
sodnymi solemi byl ale pokles s prodluzujici se dobou minimalni. Naproti tomu u pernikl
s AMONem doslo po 48 hodinach ke znacnému snizeni obsahu akrylamidu (az o 79 %).

Pti pouziti 1000 U L-asparaginazy na 1 kg tésta dosSlo ve vSech typech pernikt k vyrazné;jsi
mu snizeni obsahu akrylamidu. V ptipadé perniku se SAPP 28 + soda bylo ubytek obsahu
akrylamidu s prodluzujici se dobou stani po pocateénim vyrazném poklesu (po 30 minutach
pokles o 55 %) jen minimalni (po 48 hodindch uz jen asi o dalSich 10 %). Naopak u pernik
s AMONem a SAPP 22 + soda se obsah akrylamidu dale snizoval s prodluzujici se dobou
pusobeni L-asparaginazy. Po 48 hodinach doslo u perniku s AMONem k témét uplné
eliminaci akrylamidu (o 97 %) a u perniki se SAPP 22 + soda byl akrylamid eliminovan
uplné.

Z vysledktl 1 ptes priznivy vliv L-asparaginazy vyplyva, ze nejvhodnéjSim kypiidlem pro
snizeni obsahu akrylamidu jsou sodné soli, protoze pii pouziti amonné soli jako kypftidla Ize
dosdhnout hodnot obsahu akrylamidu srovnatelnych s hodnoty u perniki se sodnymi solemi

az pii ptidavku 1000 U L-asparaginazy na 1 kg tésta a dobé& jejiho plisobeni 48 hodin.
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Obr. 12: Obsah akrylamidu v pernikach v zavislosti na obsahu enzymu a dobé stani tésta

(RSD + do 10 %)



5.2.2 Stanoveni obsahu aminokyselin v pernikach

Ve vzorkéach pernikl a tésta byla také stanovovana zména obsahu aminokyselin (Asn, Asp,
Gln, Glu) v zavislosti na obsahu a dobé plisobeni L-asparagindzy. Stanoveni bylo provadéno
ve tiech paralelnich méfeni a z nich byla vypocitana vysledna primérna hodnota.

Jak je vidét na Obr. 13A plisobenim L-asparaginazy v téstech (doba plisobeni byla vice jak
48 hodin) dochézi k pfeméné asparaginu na kyselinu asparagovou, coz se projevilo snizenim
jeho obsahu a zvySenim obsahu kyseliny asparagové. Ke statisticky vyznamnym zménam
v obsahu glutaminu a kyseliny glutamové v pernikach i jejich téstech nedochazelo, proto
nejsou na Obr. 12 zobrazeny.

Jednotlivé druhy tésta se vyznacovaly rozdilnou rychlosti konverze asparaginu na kyselinu
asparagovou. Nejpomalejsi reakce byla pozorovand v tésté¢ s pridavkem SAPP 28 + soda.
V téstech s AMONem nebo SAPP 22 + soda pii obsahu L-asparaginazy 100 U/kg tésta byl
obsah asparaginu témét uplné eliminovan. Pti aplikaci 1000 U L-asparaginazy na 1 kg tésta
dochazi k eliminaci asparaginu ve vsech téstech pod mez stanoveni (LOQ < 20 ng/g).

Na proti tomu vysledky stanoveni obsahu aminokyselin po upeceni (Obr. 13B) ukazuji, ze
v pernikach je i po aplikaci L-asparagindzy a dob¢ pusobeni 48 hodin asparagin piitomen, i
kdyz jeho obsah je velmi nizky. To mize byt zpisobeno tim, ze v té€stech oproti pernikiim
pusobila L-asparaginaza déle nez 48 hodin. Druhou moznosti je, Ze béhem peceni by mohlo
dochazet k uvoliiovani vazaného asparaginu a jeho obsah znovu nartsté i ptesto, ze byl v tésté
enzymaticky odbouran, coz znamena, ze enzymaticky nelze ptipravit pernik uplné bez obsahu
akrylamidu. Pro prokazani jedné z téchto moznosti by bylo ale nutné zajistit, aby stanoveni
aminokyselin v téstech bylo provedeno ihned po wuplynuti dané doby ptlisobeni
L-asparaginazy. Bohuzel to nebylo mozné vzhledem k tomu, Ze vzorky tést byly poskytnuty
firmou [.D.C. Holding, a.s. az po vice jak 2 dnech.

V piipadé porovnani vysledného obsahu aminokyselin (Obr. 13B) a akrylamidu (Obr. 12)
v pernikach je patrné, ze pusobenim L-asparagindzy dochazi k eliminaci asparaginu a nartstu
obsahu kyseliny asparagové, coz vede i ke snizeni obsahu akrylamidu. Pti aplikaci
L-asparaginazy o ¢ = 1000 U/kg tésta dochdzi po 1 hodiné ke sniZzeni obsahu asparaginu ve
vSech tfech téstech o 60 — 70 % a po 48 hodinach je eliminovéano vice jak 80 %. Toto sniZeni
vede 1 k eliminaci akrylamidu, protoze v pernikach s AMONem a se SAPP 22 + soda, v nichz
byl stejny obsah L-asparaginazy a byla pouzita stejna doba plisobeni, doSlo ke snizeni obsahu

akrylamidu az o vice jak 96 %. Zajimavé je, Ze v pernikach se SAPP 28 + soda, i piestoze je
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Aminokyseliny [ug/g tésta]

eliminovano az 80 % obsahu asparaginu, je pokles obsahu akrylamidu asi o 16 % niz§i nez u

ostatnich dvou tést.
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Obr. 13: Obsah aminokyselin v téstech (A) a v pernikach (B) v zavislosti na obsahu enzymu a

u pernikii na dobé stani tésta (RSD + do 10 %)
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V pernikach s AMONem byla G¢innost eliminace asparaginu L-asparaginazou pfi jejim
obsahu 100 a 1000 U/kg tésta velmi podobna, coz je z praktického hlediska velmi zajimavé.

Zvlastnosti také je, Ze v ptipadé pernikti se SAPP 22 + soda dochazi kromé poklesu obsahu
asparaginu také ptiblizn€ po hodiné stani tésta 1 k poklesu obsahu kyseliny asparagové a to
jak v tést¢ bez L-asparaginazy tak i v téstech s jejim ptidavkem. To mize byt zptisobeno tim,
vlivem pfitomnosti SAPP 22 + soda dochdzi v tésté¢ k procesiim, které¢ se néasledné¢ projevi

jako pokles obsahu kyseliny asparagové.

5.2.3 Vyhodnoceni barvy perniki

Vysledné zbarveni bylo porovnavano u pernika obsahujici jako kypftici ¢inidlo NH4HCO;
nebo Na,H,P,07; v kombinaci s NaHCO; (jedla soda) s perniky, k nimz byl navic piidan
enzym L-asparagindza (100 nebo 1000 U/kg tésta) pro minimalizaci vznikajiciho akrylamidu,
jejiz doba ptisobeni byla 30 nebo 60 minut. Cilem bylo zjistit, zda plisobenim L-asparagindzy
nedochazi k ovlivnéni konecného zbarveni perniku, které je jednim z kliCovych faktort pro
pfijeti spotiebitelem.

Meéieni barvy pernikii bylo provedeno ve dvou paralelnich stanoveni, znichz byly
vypocitany primérné hodnoty (viz Tab. 12). Tyto vysledky byly vyhodnocovany pouzitim
jednofaktorové analyzy rozptylu (ANOVA: jeden faktor). Na zaklad¢ této metody bylo
zjisténo, Zze odbouranim asparaginu L-asparaginazou nedochazi k ovlivnéni vysledné barvy
pernikti a to jak pfi niz$i tak i pfi vy$$im obsahu enzymu.

Vyrazny dopad na barvu pernikli byl vSak pozorovany vlivem zmény kypfticiho Cinidla,
barva v pfipad¢ sodnych soli byla vyrazné svétlejsi jak v ptipadé¢ amonné soli. Také byly
vyrazné ovlivnény dalsi senzorické vlastnosti hotového vyrobku (kiehkost, pruznost, stopy
slané chuti atd.), coz v kone¢ném duasledku znemozituje pouziti samotnych sodnych soli jako
kypficiho €inidla v tomto druhu vyrobku bez negativniho dopadu na ocekavané senzorické
vlastnosti a akceptovatelnost spotiebitelem. Naproti tomu v piipad¢ aplikace enzymu nebyly

pozorovany zadné zmény v kvalitativnich parametrech finalniho produktu.
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Tab. 12:

Vysledné hodnoty méreni barvy u jednotlivych druhii perniku v systéemu CIELab

(SD % do 12 %)

Perniky L* a* b*

AMON 43,55 13,29 14,58
AMON, 30 min 47,45 14,15 19,75
AMON, 60 min 46,33 13,15 15,79
AMON, 100 U 41,67 13,16 14,89
AMON, 100 U, 30 min 46,61 13,77 18,42
AMON, 100 U, 60 min 45,44 13,34 16,23
AMON, 1000 U 39,27 12,09 11,63
AMON, 1000 U, 30 min 47,89 14,23 19,18
AMON, 1000 U, 60 min 46,35 13,64 15,89
SAPP 22 + soda 60,60 16,18 31,97
SAPP 22 + soda, 100 U 57,02 15,32 28,89
SAPP 22 + soda, 30 min 60,49 13,18 28,71
SAPP 22 + soda, 60 min 57,39 14,27 26,84
SAPP 22 + soda, 100 U, 30 min 61,60 14,59 28,42
SAPP 22 + soda, 100 U, 60 min 60,05 13,55 26,33
SAPP 22 + soda, 1000 U 53,85 14,73 26,81
SAPP 22 + soda, 1000 U, 30 min 62,20 13,70 29,76
SAPP 22 + soda, 1000 U, 60 min 58,94 13,59 28,66
SAPP 28 + soda 53,75 13,20 22,63
SAPP 28 + soda, 30 min 63,73 13,70 29,87
SAPP 28 + soda, 60 min 62,05 14,37 30,50
SAPP 28 + soda, 100 U, Pec 58,13 14,62 28,41
SAPP 28 + soda, 100 U, 30 min 61,18 13,53 28,45
SAPP 28 + soda, 100 U, 60 min 61,27 14,69 29,26
SAPP 28 + soda, 1000 U, Pec 51,69 14,03 25,00
SAPP 28 + soda, 1000 U, 30 min 61,39 13,36 29,06
SAPP 28 + soda, 1000 U, 60 min 59,60 14,60 28,01




5.3 Vyhodnoceni vlivu soli a L-asparaginazy na obsah akrylamidu v modelovém
systému

Na zaklad¢ vysledk v aplikaci riznych kypficich latek (amonnych a sodnych soli)
v pernicich (viz kapitola 5.2.1) je zfejmy vliv téchto anorganickych soli na vysledny obsah
akrylamidu a také jejich uc¢inek na enzymatickou eliminaci. Z vysledkii bylo vidét, Ze
hydrogenuhli¢itan amonny pusobil jako akcelerator tvorby akrylamidu a proto by bylo
vhodné jej nahradit sodnymi solemi. Na druhé stran¢ sodné soli mohou ovliviiovat aktivitu
enzymu, z tohoto hlediska by bylo vhodné&jsi aplikovat SAPP v kombinaci se sodou.

Na zaklad¢ téchto vysledku byla tedy dalsi ¢ast prace zamétfena na studium vlivu Sirokého
spektra anorganickych soli na obsah akrylamidu i na enzymatickou eliminaci akrylamidu
v modelovych podminkach, které simuluji ceredlni potravinovou matrici a navazuje tak na
pfedchazejici prace uspésné aplikace L-asparaginazy v bramborach [71] i v cerealnich
vyrobcich [79]. Testované anorganické soli byly vybrané ztad jednomocnych (sodnych,
draselnych a amonnych) a dvojmocnych (vapenatych) soli chlorida, fosfore¢nanti, uhli¢itant,

citranu a mléénanu.

5.3.1 Volba modelové smési

Pro dalsi méfeni bylo nutné zvolit optimalni navazku suché modelové smési, jejiz slozeni
je uvedeno v Tab. 10 (viz kapitola 4.3.3.2). Na zaklad¢ vysledkt, které jsou uvedeny na
Obr. 14, byla jako nejvhodnéjsi navazka smési zvolena 0,5 g. Pti této navazce byly ziskany
nejmensi smérodatné odchylky stanoveni obsahu akrylamidu a také byla zabezpecena
optimalni homogenita smési.

Z obrazku je také patrné, ze analyzou vzorki ziskanych extrakci CH;COOH (0,2 mmol/l)
lze dosdhnout srovnatelnych vysledki jako u vzorkl, znichz byl akrylamid extrahovéan
pomoci ethylacetatu. Preextrakci do ethylacetatu je ale nutné provadét u modelovych vzorkt

s obsahem soli, u vzorek bez soli ji Ize vynechat.
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Obr. 14: Obsah akrylamidu ve vzorkach modelovych smési s riiznou navazkou

(EtAc - akrylamid ziskany ze vzorkii extrakct ethylacetatem)

5.3.2 Kinetika tvorby akrylamidu v modelové smési

Na Obr. 15 je vidét ménici se obsah akrylamidu v zavislosti na dobé peceni. Maxima
tvorby akrylamidu je dosazeno v 7 minuté peceni. Poté se obsah akrylamidu snizuje, coz je
pravdépodobné zplisobeno tim, Ze dochazi k jeho polymerizaci jak uvedl ve své studii Stadler
et al. [28] nebo Kolek et al. [53].

Po dosazeni maxima byly hodnoty akrylamidu zmétené v jednotlivych Casech piiblizné
rovnomeérné, oproti strmému nartistu pfed dosazenim maxima, kdy hodnoty v jednotlivych
Casech znacn¢ kolisaly. Mezi 8 — 10 minutou byla rychlost vzniku i zaniku akrylamidu
pfiblizné stejnd a mnozstvi vytvofeného akrylamidu bylo v téchto Casech velmi podobné
(rozdily v hodnotach byl zhruba do 3,7 %), proto byla pro dal$i méteni zvolena doba peceni

9 minut.
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Obr. 15: Zavislost obsahu akrylamidu v modelové smési na dobé peceni pri teploté 190 °C

5.3.3 Vliv pH na tvorbu akrylamidu

Po c¢as peceni vzorkli modelové smési s ptidavkem soli byly sledovany zmény pH, které
ma vliv na tvorbu akrylamidu. Prib¢h zmény pH u vzorki je zndzornén na Obr. 16A a B, kde
jsou soli rozdéleny do skupin podle anionil. Z obrazku je patrné, Ze v ptitomnosti chlorida se
pH vzorkl béhem peceni nijak zvlast neméni kromé NH4Cl, ktery pH vyrazné€ snizuje.

V ptipad¢ hydrogenuhli¢itani dochéazi ke zvySeni hodnoty pH modelové smési na pocatku,
ale postupné béhem peceni dochazi ke poklesu a ptiblizeni se hodnotdm pH v kontrole. Oproti
tomu fosforeCnany zase pocateCni pH smeési snizuji, avSak béhem peceni nedochazi
k vyraznému poklesu pH a v zavéru peceni je zde pH stejné jako v kontrole. Vyjimkou je
difosfore¢nan tetrasodny, jehoz pfitomnosti je pfedevSim vstupni pH znacn€ zvySené a
postupné béhem peceni dochazi k jeho poklesu.

Posledni skupinou jsou citrany, které hodnoty pH oproti hodnotam kontroly zvysily.
Mlécnan vapenaty ovlivituje pH az v zadvéru peceni, kdy v jeho pfitomnosti nedochazi

k takovému sniZeni pH oproti kontrole.
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(c = 0,1 mmol/g) behem peceni pri 190 °C
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Obr. 16B: Zmeny pH modelovych vzorkii s obsahem soli fosforecnany, citrany a mlécnan

(c = 0,1 mmol/g) behem peceni pri 190 °C

Na zaklad¢ téchto vysledki méfeni pH béhem peceni se predpokladalo, ze Gcinnost soli
v eliminaci akrylamidu, ktera byla nésledné zjiStovana stanovovanim obsahu akrylamidu
v modelové smési po aplikaci soli, bude dana pfedevsim jejich vlivem na pH smési. Tedy, Ze
¢im vice sul snizi pH smési, tim vice snizi obsahu akrylamidu. Tento pfedpoklad byl zalozen
na vysledcich studie De Vleeschouwer et al. [46], kteti zjistili, ze snizeni pH vede ke snizeni

obsahu akrylamidu.

5.3.4 Vliv anorganickych soli na tvorbu akrylamidu v modelové smési
Vysledné hodnoty stanoveni vlivu anorganickych soli na tvorbu akrylamidu v modelové

smési jsou uvedeny na Obr. 17A a B. Anorganické soli jsou do grafi rozdéleny podle anionu.
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V grafech je nad kazdym sloupcem, ktery vyjadifuje obsah akrylamidu stanoveného
v modelové smési v zavislosti na ptidané soli, uvedena hodnota. Tato hodnota

vyjadiuje obsah akrylamidu v % v daném vzorku v porovnani s kontrolnim vzorkem bez soli.
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Obr. 17A: Obsah akrylamidu v modelové smési v zavislost na obsahu pridané soli (chloridy,

uhlicitany) (RSD £ do 10 %)
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Obr. 17B: Obsah akrylamidu v modelové smési v zavislost na obsahu pridané soli

(fosforecnany, citrany a mlécnan) (RSD + do 10 %)
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Z vysledkt je zjevné, ze na vysledny obsah akrylamidu v modelové smési ma nejveétsi vliv
nejvyssi obsah soli (0,1 mmol/g smési). Je zde také vidét, ze soli maji pfevazné pozitivni
ucinek, tedy ze snizuji obsah akrylamidu. Vyjimkou je NH4HCOs, ktery obsah akrylamidu
naopak zvysuje. U ostatnich soli dochazi se zvySujicim se obsahem ke sniZovani obsahu
akrylamidu v modelové smeési. Tato ucCinnost ale neni linedrni, jeji pribéh je spise

hyperbolicky. Tato zjisténi se shoduji s vysledky, které uvedl Kolek et al. [52] pro NaCl.

Tab. 13: Vliv soli na pomérné snizeni obsahu akrylamidu [%] (SD +do 8 %)

Siil 0,01 0,05 0,1
mmol/g | mmol/g | mmol/g
NH4Cl 70,8 96,5 98,6
CaCl, 43,7 82,3 88,5
Na,H,P,0 45,2 72,2 79,6
NaH,;PO4 27,0 65,4 75,2
KH,PO4 20,4 61,2 74,6
NayP,04 13,0 38,0 51,1
Citran K 9,9 36,2 50,2
Mlécnan Ca 13,4 48,1 47,0
Citran Na 0,0 21,1 45,8
KCl 19,8 18,8 43,5
NaCl 5.9 35,7 42,1
NaHCO; 0,0 12,6 32,5
KHCO; 0,0 20,6 30,2
NH4HCO; +69,0 | +137,0 | +139,0

Elimina¢ni ucinnost jednotlivych soli neni stejnd, coz je vidét v Tab. 13, v niz jsou soli
sefazeny podle ucinnosti snizeni obsahu akrylamidu v modelové smési pii obsahu 0,1 mmol/g
smési. Eliminacni G¢innost soli je zde vyjadiena jako pokles obsahu akrylamidu v procentech.

U NH4Cl je tucinnost snizeni obsahu akrylamidu velmi vysoka, jiz pii jeho obsahu
0,05 mmol/g smési je obsah akrylamidu sniZzen o 96,5 %. To je pravdépodobné zplisobeno
zna¢nym snizenim pH béhem peceni v pfitomnosti NH4Cl (viz Obr. 16A v kapitole 5.3.3),
protoze niz$i pH je vyznamnym faktorem v eliminaci akrylamidu.

V piipadé chloridu vapenatého (0,05 mmol/g smési) je také akrylamid velmi uc¢inné

eliminovan, témeét o 83 %. U ostatnich chloridf, NaCl a KClI, je u€innost mnohem nizsi. Pii
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0,1 mmol/g smési bylo eliminovano asi 44 % obsahu akrylamidu, pfi niz§im obsahu byl NaCl
ucinngjs$i nez KCIl. Tyto vysledky pii porovnani ucinnosti NaCl a CaCl, jsou ve shodé
s vysledky Gokmen et al. [80], ktefi uvadéji ve své studii, Ze dvojmocny kladny ion Ca®" je
efektivnéjsi nez jednomocny Na'. Podle jejich studie maji kladné ionty vliv na prvni kroky pfi
tvorbé akrylamidu, kdy dochazi k formaci Schiffovy baze mezi karbonylem a
a-aminoskupinou asparaginu pies dehydrataci N-glykosylové slozky a na zdkladé¢ méfeni
zjistili, e Ca®" piimo brani vzniku Schiffovy baze a tim i tvorb& akrylamidu. Druhy mozny
mechanismus eliminace akrylamidu vlivem soli uvadi Kolek et al. [51]. Ti pomoci DSC
zjistili, ze polymerizaci, kterou je akrylamid po dosazeni maxima tvorby transformovan na
biologicky inaktivni polyakrylamid, Ize urychlit pfidavkem NaCl do potravinové matrice.

Velmi ucinné jsou v eliminaci akrylamidu fosfore¢nanové soli. Nejucinnéjsi z nich je
NayH,P,07, ktery pii obsahu 0,1 mmol/g smési snizil obsah akrylamidu téméf o 80 %. Velmi
ucinné jsou také NaH,PO, a KH,PO, jejichz elimina¢ni 0U¢innost byla pfiblizné¢ 75 %.
Nay4P,07 uz byl Géinny o poznani ménég, ale i1 piesto snizil obsah akrylamidu na polovinu.
Citran draselny byl v eliminaci akrylamidu stejné¢ ucinny. Citran sodny byl méné ucCinny,
k poklesu doslo ptiblizn€ o 45 %. Zajimavé je, Ze prub¢ch eliminace akrylamidu v zavislosti na
obsahu soli byl u citranu sodného a NasP,07 lineéarni.

Zajimavy je také vliv mlé¢nanu vapenatého. Jeho schopnost eliminace akrylamidu je pfi
obsahu 0,1 a 0,05 mmol/g smési takika stejnd. V obou piipadech dochéazi k eliminaci
piiblizné do 50 %.

Z dalsich vysledki stanoveni vlivu anorganickych soli na obsah akrylamidu v modelové
smeési je také vidét, Ze vznik akrylamidu Ize ovlivnit pouzitim hydrogenuhli¢itanovych soli,
jak uz uvedli ve své studii Levine et al. [54], 1 kdyz jejich u€innost je v porovnani s ostatnimi
solemi nejniz§i. U¢innosti eliminace akrylamidu jsou u NaHCO; a KHCO; shodné a pii
nejvyS$im obsahu dochazi ke snizeni témét o 33 %. Naopak NH4HCOs, jak jiz bylo zminéno,
obsah akrylamidu zna¢n¢ zvySuje a to pfi nejvySSim obsahu az 2,4x. Podle studii Amrein et
al. [55] a Biedermann et al. [56] je obsah akrylamidu pomoci hydrogenuhli¢itanu amonného
vyznamné zvySovan hlavné v potravinach obsahujici pfidany sacharid, kde NHsHCO; zvysSuje
tvorbu cukernych fragmenti (glyoxal a methylglyoxal), které velmi rychlou reakci s
asparaginem vedou k vy$§imu obsahu akrylamidu neZz pfirozené redukujici sacharidy za

mirnych podminek [38].
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Obr. 184: Eliminace akrylamidu v modelové smési sodnymi a draselnymi solemi v zavislosti
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Obr. 18B: Eliminace akrylamidu v modelové smési vapenatymi a amonnymi solemi

v zavislosti na jejich obsahu

Z Obr. 18A 1 B, kde jsou soli rozdéleny do grafi podle kationt, je vidét, ze efektivnost soli
v eliminace akrylamidu je pfevdzné zpisobena snizenim pH vzorkd modelové smési pied
pecenim.

Tyto vysledky vlivu soli na obsah akrylamidu v modelové smési jsou velice zajimavé,
protoze fada znich je v potravindiském primyslu pouzivana v koncentracich, které
odpovidaji zde pouzivanému nejvysSimu obsahu soli (0,1 mmol/g). Proto by bylo mozné
vyuzit téchto poznatki i v praxi pro eliminaci akrylamidu v potravinach. Nevyhodou ale je, Ze
ucinek sniZeni obsahu akrylamidu téchto soli je pfevazné dan tim, ze snizuji pH matrice, ¢imz

muze dojit k ovlivnéni senzorickych a organoleptickych vlastnosti potravin [80].
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5.3.5 Kinetika plisobeni enzymu L-asparaginazy v modelové smési

Pro sledovani vlivu kombinace soli a L-asparagindzy bylo nutné vhodné zvolit obsah
enzymu a dobu jeho plsobeni. Vybér byl provadén z obsahii enzymu 5; 0,5 a 0,05 U/g smési,
pricemz nejvyssi byl zvolen na zaklad€é vypoctu ze vstupniho obsahu asparaginu v modelové
smési podle definice jednotky aktivity enzymu L-asparaginazy, ze 1 U je mnozstvi enzymu,
které uvolni 1 pmol NHj z L-asparaginu za 1 minutu pti pH 7,0 a teploté 37 °C [67]. Kinetika
pusobeni L-asparaginazy byla sledovana pii pH 6,7 a laboratorni teploté (teplota mistnosti
byla 25 £ 1 °C) stanovenim obsahu aminokyselin a akrylamidu v modelové smési.

Stanoveni L-asparaginazy na zékladn¢ aminokyselin bylo provadéno ve zjednodusené
modelové smési neobsahujici Skrob. V této smési byl po piisobeni L-asparagindzy stanoven
asparagin a kyselina asparagova. Pii obsahu 5 U/g smési béZela reakce odbourani asparaginu
na kyselinu asparagovou tak rychle, Ze jiz po 2 minutach ptisobeni L-asparaginazy byl obsah
asparaginu ve smési pod limitem stanoveni (LOQ =20 ng/g). Oproti tomu pii obsahu
0,05 U/g probihala reakce velmi pomalu. Jako nejvhodnéjsi byl tedy zvolen obsah enzymu
0,5 U/g (viz Obr. 19), pfi némz doslo po 10 minutdch plisobeni L-asparaginazy k poklesu
obsahu asparaginu piiblizn¢ na polovinu, coz ndm umoznilo sledovat u¢inek L-asparaginazy
v kombinaci se solemi. Také doba inkubace 10 minut je optimalni, protoze v piipad¢ pouziti

v praxi nedochazi k vyrazném zdrzeni vyrobniho procesu.
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Obr. 19: Konverze aminokyseliny asparagin na kyselinu asparagovou ucinkem

L-asparaginazy (0,5 U/g) p7i laboratorni teploté
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Stanoveni plisobeni L-asparaginazy bylo provadéno i ve zjednoduSené modelové smési,
ktera obsahovala kromé asparaginu také dal$i aminokyseliny (kyselina asparagova, glutamin,
kyselina glutamova), protoze enzym by mohl plisobit i na glutamin jak uvedl Goodsell [69].

Ptitomnost dalSich aminokyselin v modelovém systému vedlo ke zpomaleni pfemény
asparaginu na kyselinu asparagovou pomoci L-asparaginazy (viz Obr. 20). Toto zpomaleni je
pravdépodobné zpiisobeno zna¢nou podobnosti struktury asparaginu a glutaminu, coz vedlo
ke snizeni rychlosti ptiisobeni L-asparaginazy. Jak je vidét 1 na zakladé téchto zjednoduSenych
modelovych podminek je vysledna Gc¢innost enzymatické konverze asparaginu podminéna
mnohymi faktory, proto je potfebné pro jeji aplikaci v praxi vénovat dostatek pozornosti

nastaveni vhodnych inkubac¢nich podminek.
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Obr. 20: Ucinek L-asparagindzy (5 U/g) na ekvimoldrni smés ctyi* vybranych aminokyselin
(Asn, Asp, Gln, Glu) p7i laboratorni teploté

Pisobeni L-asparagindzy v modelové smési s obsahem skrobu bylo sledovéno stanovenim
obsahu akrylamidu po vypeceni vzorkl. Porovnanim ziskanych vysledkt (Obr. 21) s vysledky
ze stanoveni asparaginu (Obr. 19) je patrné, ze ptfitomnost Skrobu v modelové smési nijak
vyrazné neovliviiuje pribéh pfemény asparaginu L-asparaginazou. Vysledky také potvrzuji

optimalnost volby obsahu L-asparaginazy 0,5 U/g a dobu inkubace 10 minut.
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Akrylamid [ng/g smési]

& o
hd T T T T v

0 10 20 30 40 &0 60 70 80 90 100 110 120

Doba pusobeni enzymu [min]

Obr. 21: Eliminace akrylamidu v modelové smési (pecené 9 minut pri 190 °C) piisobenim L-

asparaginazy (0,5 U/g) pri laboratorni teplote

5.3.6 Vliv soli na eliminaci akrylamidu v modelové smési ptisobenim L-asparaginazy

Po stanoveni vlivu fady anorganickych soli na tvorbu akrylamidu v modelové smési byl
sledovan také jejich ucinek v kombinaci s L-asparagindzou (c = 0,5 U/g smési). Cilem bylo
zjistit zda sul podporuje nebo naopak potlacuje pozitivni U¢inek L-asparagindzy na obsah
akrylamidu. Vysledky stanoveni jsou uvedeny v Tab. 14, kde jsou sefazeny podle u¢innosti
soli pfi nejvyssi obsahu ve smési.

Z vysledki pfi stanoveni kinetiky plisobeni L-asparaginazy v kapitole 5.3.4 bylo zjisténo,
ze L-asparaginaza pti ¢ = 0,5 U/g smési a pH vzorku 6,7 eliminuje po 10 minutach ptisobeni
ptiblizn¢ 40 % obsahu akrylamidu. Na zékladé této hodnoty se pfedpokladalo, Ze pokud sil
nebude ovliviiovat pusobeni L-asparagindzy, mél by obsah akrylamidu v modelové smési
klesnout oproti hodnotam ziskanych stanovenim vlivu soli s obsahem 0,1 mmol/g smési o
mnozstvi pfedstavujici 40 % obsahu akrylamidu v kontrole. Ve skute¢nosti ale tento pokles
nebyl az tolik vyrazny a v nékterych ptipadech se ucinek L-asparaginazy vibec neprojevil,

coz by mohlo byt zpiisobeno zménou pH vzorku jesté pied peCenim vlivem ptitomné soli.
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Tab. 14: Porovnani ucinnosti soli a soli v kombinaci s L-asparagindazou (0,5 U/g smési) na

obsah akrylamidu (RSD + do 10 %)

] Uc¢innost eliminace
Ucinnost soli (0,1 mmol/g) pH modelového
Sil eliminace soli v kombinaci vzorku se soli
(0,1 mmol/g) [%] | s L-asparaginidzou | pred vypecenim
[Yo]
Kontrola 0 40,0 6,7
NH4Cl 98,7 99,1 6,1
CaCl, 89,3 92,2 6,2
Na,H,P,0; 84,2 83,6 4,2
NaH,PO4 76,1 83,9 4,9
KH,PO, 79,1 83,3 4,9
NasP,0- 52,1 52,8 8,9
citran K 54,4 77,9 7,5
mléc¢nan Ca 48,0 78,7 6,5
citran Na 50,3 73,5 7,3
KCl 30,5 56,3 6,4
NaCl 34,4 56,0 6,3
NaHCO; 35,8 46,3 7,7
KHCO; 44,0 58,5 7,7
NH4HCO; +105,1 +104,1 7,8

Pokud se rozdil ucinnosti soli a soli v kombinaci s L-asparaginazou porovna s pH vzorku
v ptitomnosti soli (viz. Obr. 22) je patrné, ze s rostoucim pH roste 1 u¢innost L-asparaginazy
az k dosazeni jejiho optimalniho pH, poté se jiz jeji u€innost s rostoucim pH snizuje. Z téchto
vysledkl tedy vyplyva, ze vliv soli na aktivitu L-asparaginazy je dan pfedevSim tim, Ze soli
ovlivituji pH matrice a tim je uUCinnost L-asparagindzy pii eliminaci akrylamidu
odbourdvanim asparaginu snizena, protoze maxima dosahuje pti pH 7 [68].

Do grafu na Obr. 22 nebyl zahrnut CaCl, a NH4Cl. U CaCl, byl v kombinaci
s L-asparaginazou obsah akrylamidu téméf uplné eliminovan a v pfipadé NH4Cl lze fici, Ze
doslo k eliminaci plné, 1 kdyz obsah akrylamidu byl v modelové smési pomoci téchto soli i
bez pouziti enzymu velmi u¢inné redukovan. Bylo by tedy vhodné stanovit jejich vliv na

pusobeni L-asparaginazy pii pouziti nizSich obsahti soli, aby bylo mozné definovat jejich vliv
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na aktivitu enzymu. Z tohoto diitvodu nebyly vysledky ziskané pii vys$sim obsahu soli do grafu
na Obr. 22 zatfazeny. Ale vzhledem na to, Ze chloridy vyrazné neovlivituji pH hodnotu

modelové smési pied vypecenim, predpokldda se, ze jejich vliv na aktivitu enzymu je

zanedbatelny.
Kontrola
40 -
35
Miéénan Ca
30

KCI Citran K

Citran Na

N
(&)
I

NaCl

-
(&)
I

Rozdil uc€innosti [%]
N
o

10 A
5 | KH,PO, NH,HCO,
Na,H,P,0; Na,P,0,
0

423 488 49 632 642 645 65 732 75 767 7,74 7,76 8,93

pH vzorku

Obr. 22: Vliv pH modelové smési (pred pecenim) s pridavkem jednotlivych anorganickych
soli na ucinek L-asparaginazy (0,5 U/g smési), rozdil ucinnosti = ucinnost soli — ucinnost soli

v kombinaci s L-asparaginazou (RSD + do 10 %)

Zajimavé je, ze NaH,P,0;, NasP,O; a NH4HCO; pii nejvyssi sledované obsahu
(0,1 mmol/g smési) ucinek L-asparaginazy uplné eliminovali. V ptipadé¢ Na,H,P,O; to lze
pfipsat vyraznému snizeni hodnoty pH skoro na 4,0, naproti tomu u NasP,0; je to zase
pravdépodobné zpiisobeno znaénym zvySenim pH skoro az na 9,0. V ptipadé NH4HCO;3 to
muze byt také zplsobeno zvySenim pH, i1 kdyz tato stl velmi vyrazné podporuje vznik
akrylamidu. Pro tyto soli bylo stanoveni zopakovano i pfi jejich niz§im obsahu v modelové
smési. Z vysledk, které jsou uvedeny na Obr. 23, je patrné, ze snizenim obsahu téchto soli se
zvySuje ucinek L-asparaginazy, coz mize byt zplisobeno tim, Ze niz§i obsah soli méné
ovlivituje pH vzorku a tim i G¢innost enzymu. Uinnost enzymu nemusi byt ovlivnéna pouze
zménou pH vlivem pfitomné soli, ale soli mohou také ovlivnit i iontovou silu prostiedi a tak

nasledn¢ stupen denaturace enzymu.
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Obr. 23: Vliv soli o riuzném obsahu ve smési na piisobeni L-asparaginazy (0,5 U/g)
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Tyto vysledky slouzi jako podklad pro aplikaci soli v redlnych matricich, pficemz je vSak
tieba brat do tivahy, Zze pusobeni soli na L-asparagindzu muze byt ovlivnéno celou fadou
latek, které jsou v potraviné ptitomny. Ale 1 presto z téchto vysledkil stanoveni vyplyva, Ze je
velmi dulezité vhodné volit kombinaci stil a enzym i s ohledem na obsah soli pro dosazeni co
nejlepsich vysledkl v eliminaci akrylamidu v potravinach.

Nicméné¢ rozhodujicim faktorem =zastavd dopad na senzorické vlastnosti finalniho
produktu, které rozhoduji o akceptovatelnosti spotiebitelem a tim i o celkové vyuzitelnosti
zvoleného pfistupu redukce obsahu akrylamidu v potravinach. Z tohoto hlediska je
jednoznacnou vyhodou aplikace samotného enzymu, u kterého nebyly zjisténé zadné

nezadouci vlivy na kvalitu vyrobku pti soucasné dostatecné eliminaci akrylamidu v nich.
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6 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo studium vlivu tfi riznych kypficich ¢inidel i v kombinaci
s enzymem L-asparagindza na obsah akrylamidu v pernikéch. Na zaklad¢ téchto vysledka byl
nasledn¢ sledovan vliv anorganickych soli na obsah akrylamidu v modelové smési
predstavujici ceredlni vyrobky a také jejich vliv na plsobeni L-asparaginazy v modelové
smési, kterd odbourdvanim asparaginu predchazi vzniku akrylamidu.

Z vysledkti stanoveni vlivu kypfticich latek (NH4HCO;, Na,H,P,0O; v kombinaci
s NaHCOs;) bylo patrné, Ze v pfitomnosti amonné soli byl obsah akrylamidu v pernikach
velmi vysoky (az 17x vyssi) v porovnani s ostatnimi kyptidly. V pfipadé kombinace kypftidla
s L-asparaginazou (100 a 1000 U/kg tésta) doSlo v pernikach k vétSimu snizeni obsahu
akrylamidu nez u pernik bez L-asparaginazy, ale toto sniZeni se v zavislosti na pouzitém
kyprtidle lisilo. I kdyZ byl obsah akrylamidu vlivem sodnych soli prakticky UpIné eliminovan,
nevyhodou jejich pouziti je zména sensorickych vlastnosti produktu a tedy i akceptovatelnost
vyrobku spottebitelem.

Stanoveni vlivu kypficich latek na obsah akrylamidu v pernikach tedy ukézalo, ze
pritomnost anorganickych soli ovliviluje obsah akrylamidu a ze jejich vliv se vzajemné
znacn¢ lisi. Také jejich kombinaci s L-asparaginazou dochazi k ovlivnéni ucinnosti tohoto
enzymu v eliminaci akrylamidu. Z téchto diivodi byl nésledné stanovovan vliv celé fady
anorganickych soli na obsah akrylamidu a také jejich vliv na plsobeni L-asparagindzy
v modelové smési.

Soli byly k modelové smési ve tiech raznych obsazich (0,1; 0,05 a 0,01 mmol/g smési),
z nichZ nejvyssi odpovidal koncentraci bézné€ pouzivané v potravindch, a u vzorek bylo pred
vypecenim méteno pH. Po vypeceni (pii 190 °C po dobu 9 minut) byl stanovovan obsah
akrylamidu v modelovém vzorku a porovnavan s obsahem v kontrolnim vzorku bez soli.
Porovnanim ucinnosti soli v eliminaci akrylamidu v modelové smési bylo zjisténo, Ze
ucinnost jednotlivych soli neni stejna.

Soli pravdépodobné ovlivituji obsah akrylamidu plisobenim na mechanismus jeho vzniku
nebo na nasledujici reakce vzniklého akrylamidu. Ke snizeni obsahu akrylamidu v modelové
smési mohlo vlivem nékterych soli také dochdzet tim, ze snizily pH matrice, protoze nizké pH
je vyznamnym faktorem v eliminaci akrylamidu. Tento mechanismus Uc¢inku je
pravdépodobny predevS§im u fosforecnand, které eliminovali obsah akrylamidu o vice jak
75 %. Fosfore¢nany jesté pred pecenim snizuji pH smési ze 6,7 ke 4,0 a béhem peceni aZ na

pH 3,5. Timto zpisobem je pravdépodobné eliminovan obsah akrylamidu 1 v pfitomnosti
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NH4Cl, ktery snizuje béhem peceni pH az na 2,3 a v jehoz pfitomnosti je akrylamid prakticky
uplné¢ eliminovan.

Po stanoveni ucinnosti jednotlivych soli (pfi obsahu 0,1 mmol/g smési) na obsah
akrylamidu v modelové smési byl sledovan také jejich vliv na plsobeni L-asparaginizy
(0,5 U/g smési, doba ptisobeni 10 minut). Z vysledkd bylo zjisténo, ze jejich vliv na enzym je
dan predev$im tim, Ze ovliviiuji iontovou silu, coz miize vést k denaturaci enzymu a pH
matrice pied tepelnym opracovanim, ¢imz se méni aktivita enzymu. L-asparaginaza je totiz
nejaktivnéjsi pii neutralnim pH a pii hodnotach nizsich nebo vyssich nez pH 7,0 jeji aktivita
klesa.

Z vysledku této diplomové prace vyplyva, ze pii pouziti anorganickych soli pro eliminaci
akrylamidu v realné matrici je nutné vhodné volit druh soli a také jeji obsah v matrici
vzhledem k tomu, ze jeji pfitomnost ovliviiuje pH i iontovou silu matrice, coz miize mit
dopad zvlasté na senzorické vlastnosti potravin, které jsou klicovym faktorem pro pfijeti
potraviny spotiebitelem. Druh soli a jeji obsah je nutné také zohlednit pii eliminaci
akrylamidu v potravinach ptisobenim L-asparagindzy, aby byla zajiSténa co nejvyssi aktivita
enzymu.

Soucasti této diplomové prace je také sledovani denniho piijmu akrylamidu pomoci
dotazniku zaméteného na potraviny obsahujici vyssi urovné akrylamidu. Z udaja ziskanych
zpracovanim vyplnénych dotazniki vyplynulo, ze zastoupeni potravin v dennim piijmu
akrylamidu je u muzi i zen odli$né a lisi se 1 pii porovnani v€kovych kategorii, pfesto je ale
patrné ze hlavnim zdrojem akrylamidu ve stravé jsou bez ohledu na vék a pohlavi predevsim
sladkosti (hlavné susenky oplatky).

Vysledky této prace byly jiz z ¢asti publikovany ve slovenskych a ¢eskych karentovanych
veédeckych Casopisech a také jako ptispévek na konferenci. Zminéné publikace jsou uvedeny
v ptilohach 2, 3,4 a 5.

Diplomova prace je podkladem pro dalsi studium vlivu anorganickych soli vhodnych na
eliminaci akrylamidu v rlznych potravindiskych produktech s cilem zabezpeceni vyssi

bezpecnosti konzumovanych potravin a ochrany zdravi spotiebitele.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

3-APA
AMON
ANSU
AOB
Asn
Asp
atd.
DSC
FAO
FDA
GC/HRTOF

GC/MS

Gln

Glu

HPLC/RI
LC/ESI-MS-MS

LC/MS/MS

LOD
LOQ
napf.

SAPP 22 + soda

SAPP 28 + soda
WHO

3-aminopropionamid

hydrogenuhli¢itan amonny

Jednotka aktivity L-asparaginazy

antioxidant bambusovych listi

L-asparagin

Kyselina asparagova

A tak dale...

Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Organizace OSN pro vyzivu a zemédélstvi
Americky ufad pro kontrolu potravin a 1éki

Plynovd chromatografie s vyuzitim hmotnostn¢ spektrometrického
detektoru s vysokorozliSovacim analyzatorem typu time-of-flight
Plynova chromatografie spojena s hmotnostnim spektrometrem
Glutamin

Kyselina glutamova

Vysokotlaka kapalinova chromatografie s refraktometrickou detekci
Kapalinova chromatografie s elektrosprejovou ionizaci a tandemovou
hmotnostni spektrometrii

Kapalinovd  chromatografie spojend standemovou hmotnostni
spektrometrii

Mez detekce

Mez stanoveni (kvantifikace)

Naptiklad

Dihydrogendifosfore¢nan sodny + hydrogenuhli¢itan sodny (podle
vyrobce: SAPP 22 piisobi pomaleji nez SAPP 28, coz by mélo vést
k lepSimu nakypieni tésta)

Dihydrogendifosfore¢nan sodny + hydrogenuhlicitan sodny

Svétova zdravotnicka organizace
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