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ANOTACE

V teoretické¢ casti této diplomové prace je popsan vznik a vyskyt akrylamidu
V potravinach a moznosti jeho eliminace. Dale je zde uveden strucny popis metabolismu
akrylamidu v lidském téle a jeho vlivu na lidské zdravi. Posledni kapitola je vénovana
moznostem stanoveni akrylamidu v potravinach se zaméfenim na plynovou chromatografii
S hmotnostni detekci.

V experimentalni Casti se prace zamétuje na stanoveni akrylamidu v pecivu ve forme
xanthyl-derivati pomoci plynové chromatografie spojené s hmotnostni detekci. Xanthyl-
derivaty akrylamidu a vnitiniho standardu byly ze vzorku extrahovany pomoci kapalinové
disperzni mikroextrakce. Byla provedena optimalizace a validace zptisobu ptipravy vzorku,
separace i detekce. Optimalizovana metoda stanoveni byla pouzita na analyza vzorkt peciva

z hladké pSeni¢né, spaldové a kokosové mouky.

KLICOVA SLOVA
Akrylamid, kapalinova disperzni mikroextrakce, plynova chromatografie, hmotnostni

spektrometrie

ANNOTATION

The theoretical part of this thesis describes formation, occurrence and mitigation
of acrylamide in food. There is also a short description of acrylamide metabolism in the human
body and its effect on human health. Moreover, methods for determination of acrylamide in
food listed and explained with a focus on gas chromatography with mass spectrometry.

The experimental part of the thesis focuses on the determination of acrylamide in bakery
products in the form of xanthyl derivatives using gas chromatography combined with mass
spectrometry. Xanthyl derivatives of acrylamide and internal standards were extracted from the
sample by dispersive liquid-liquid microextraction. The optimization and validation
of the method of sample preparation, separation and detection was performed. Furthermore, the
optimized method was used for determination of acrylamide i bakery product samples made

from wheat, spelt and coconut flour.

KEY WORDS
Acrylamide, dispersive liquid—liquid microextraction, gas chromatography, mass spectrometry
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Uvod

Akrylamid (AA) je slou€enina, kterd se mimo jiné tvoii béhem Maillardovych reakei.
Maillardovy reakce jsou reakce neenzymatického hnédnuti pti tepelné upraveé urcitych typii
surovin. Dochazi ke zméné barvy a také se vyviji chut’ a aroma dané potraviny.

Poprvé byl akrylamid v potravinach sledovdan SNFA (Swedish National Food
Administration) vroce 2002. Vznik probihd pii teplotach nad 120 °C za pfitomnosti
aminokyseliny asparaginu a redukujicich cukri. Jelikoz jsou potraviny slozitd matrice, mize
dochazet K tvorbé akrylamidu i mimo Maillardovy reakce. Nékteré z moznych cest vzniku
zatim ani nejsou zcela pochopeny. Jsou v8ak vyvijeny a zkoumdny metody pro inhibici tvorby
akrylamidu v potravinach riznymi metodami, od upravy podminek pfipravy, az po vyuziti
raznych aditiv.

AA je prokazan jako potencialni karcinogen a pfitomnost této latky v potravinach neni
zadouci. Vzhledem k tomu, Ze se AA tvoii pti vysokych teplotach, jsou velmi rizikové smazené
a pecené potraviny. Patii sem hlavné brambirky, hranolky, pecivo, ale i kava nebo snidanové
cerealie. Obliba téchto potravin je vysoka, proto je dulezité v nich tvorbu akrylamidu sledovat
a co nejvice omezit. Z tohoto diivodu bylo vytvofeno NARIZENT KOMISE (EU) 2017/2158,
které stanovuje zmiriiujici opatfeni a porovnavaci hodnoty pro sniZeni pfitomnosti akrylamidu
V potravinach. Porovnavaci hodnoty jsou ukazatele, které¢ se pouzivaji k ovefeni u€innosti
zmirnujicich opatfeni, jsou vyjadiena jako koncentrace v ug akrylamidu na kg potraviny. Tyto
hodnoty jsou stanoveny pro nejvice rizikové potraviny, u kterych se provadi pravidelné

kontroly a porovnéavaci hodnota v nich nesmi byt ptekroc¢ena.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Charakteristika akrylamidu

Akrylamid (AA) je trivialni nazev pro slouc¢eninu 2-propenamid (viz Obrazek 1). Je to
monomerni bild krystalickd latka rozpustnd ve vod€, methanolu, ethanolu a acetonu.
Molekulova hmotnost akrylamidu je 71,08 g/mol. Bod tani je 84,5 °C. Snadno podléha

polymerizaci pfi teploté nad bodem tani nebo pod UV zatrenim [1,2].

O

HoN

Obrazek 1: Akrylamid [1]

AA se diive vyrabél chemickymi postupy, pro které se vyuzivaji silné kyseliny nebo
médéné katalyzatory, které je nutné po urcitém cCase regenerovat, coz je nakladné. Navic vznika
velké mnozstvi vedlejSich produktd, proto byl vyvinut jiny zptisob vyroby. Principem je
biotechnologicky postup pfemény akrylonitrilu na akrylamid (viz Obrazek 2). PouzZivaji se
imobilizované bunky kmene Rhodococcus, které produkuji enzym nitrilhydratazu. Vyroba
probiha pii teploté pod 10 °C, aby byla potlatena enzymova aktivita amidohydrolaz, diky
kterym by jinak dochazelo ke vzniku kyseliny akryloveé [3].

Mitrilhydratdza
v o)

(2-4°C)
1‘4{.’\% - %J\
Alkcrylonitril Akrylamid 2

Obrazek 2: Vyroba akrylamidu [3]

Hlavni vyuziti akrylamidu je pro vyrobu polyakrylamidu. Ten se vyuziva napt. pro ¢isténi
odpadni a pitné vody, jelikoZ piisobi jako flokulant. Déle nachazi vyuziti pti vyrob¢ papiru nebo
v textilnim a kosmetickém pramyslu. Hojné vyuzivany je polyakrylamidovy gel pro
elektroforetickou separaci proteinti v biochemickych laboratotich [2].

Bylo zjiSténo, Ze u laboratornich hlodavcei, ktefi akrylamid konzumovali, plsobi
neurotoxicky, vyvolava nadorové bujeni, ma negativni vliv na prenatalni i postnatalni vyvoj
areprodukéni schopnost u samcii. U lidi je AA povazovan za potencidlni karcinogen

s neurotoxickymi uc¢inky [4,5].
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1.2 Vznik akrylamidu v potravinach

V pribéhu zpracovani potravin dochdzi k chemickym reakcim mezi jednotlivymi
obsazenymi slozkami. Pfi tepelné upravé (> 120 °C) urcitych typl surovin probihaji
tzv. Maillardovy reakce neboli reakce neenzymatického hnédnuti, které jsou mimo jiné
i pfi¢inou tvorby akrylamidu. Vznik probihd v pfipadé, kdy jsou v potravinach obsazeny
redukujici cukry a aminokyseliny. Avsak jsou i jiné cesty, kterymi se mize AA v potraviné

tvofit [6].

1.2.1 Maillardovy reakce

Pfi peCeni, smazeni, prazeni atd. dochédzi k neenzymatickému hnédnuti zndmému jako
Maillardovy reakce. Kromé zmény barvy se vyviji i chut’ a aroma. Toho se vyuziva pfi vyrobé
potravin jako jsou kava, pecivo nebo bramburky [7].

Mechanismus Maillardovych reakci se sklada ze 3 fazi:

1. V prvni fazi, ktera je zobrazena na Obrazku 3, karbonylové skupiny redukujicich cukrt (zde
D-glukéza) kondenzuji s aminovymi skupinami aminokyselin, peptidi nebo bilkovin.
Vznikne Schiffova baze, ktera se nasledné zacykli na N-substituovany glykosylamin. Dojde
k samovolnému piechodu na 1,2-enaminol, ktery dale pfechazi Amadoriho pfesmykem na

tzv. Amadoriho slouceninu, coz je 1-amino-1-deoxy-2-ket6za [8,9].

H. R
| |
H 0 H N—R H —R
RT,-' x? xﬁf TH‘
H—C—OH H—C—OH C—OH C=0
Ho——H ReNH: o—3— HO——H HO——H
..... "ih ‘ r ‘ F
H————0OH H——CH H——{——CH H———0CH
Ha0
H———OH H——OH H———CH H———OH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
D-glukéza Schiffova bdze 1,2-enaminol Amadoriho
sloutenina

Obrazek 3: 1. faze Maillardovych reakci [10]
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2. V dalsi fazi (Obrazek 4), se reakce déli dle pH prostfedi, nicméné v potravin€é mohou
probihat obé zaroven. V piipadé¢ kyselého pH Amadoriho sloucenina pifechdzi na
3-deoxyaldoketozu odStépenim aminoskupiny. Poté ztratou vody tvoii hydroxymethyl-
furfural. Pokud je pH neutralni az zasadité dochdzi k tvorbé a-dikarbonylovych sloucenin

(napft. maltol, isomaltol) [7,10].
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Obrazek 4: 2. faze Maillardovych reakci [10]

3. Posledni fazi, ktera je zobrazena na Obrazku 5, je tvorba organolepticky aktivnich latek.
Probiha tzv. Streckerova degradace, kdy a-dikarbonylové slouceniny reaguji s piitomnou
volnou aminokyselinou (v tomto piipadé s valinem). Vznikaji t€kavé aldehydy (Streckerovy
aldehydy), které jsou o jeden atom uhliku krat$i nez pivodni aminokyselina. Soucasné

pfechazi a-dikarbonylova sloucenina na aminoketon, ze kterého se nasledné tvoii derivaty
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pyrazinu [8]. Tim se utvofi z velké casti aromaticky profil potraviny. Dale dochazi

Kk polymeraci ptitomnych a-dikarbonyll s aminy za vzniku melanoidint, které jsou nositelé

hnédych odstint [9].
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Obrazek 5: 3. faze Maillardovych reakci [10]

1.2.1.1 Mechanismus vzniku akrylamidu

Maillardovy reakce jsou hlavni ptfi¢inou vzniku akrylamidu v potravinach. Klicovou
slouceninou je zde aminokyselina asparagin, kterou mizeme nalézt napt. v bramborach nebo
obilovinach. Jak je vyobrazeno na Obrazku 6, asparagin reaguje s redukujicim cukrem (v tomto
ptipad¢ s D-glukozou), pii teplotach nad 120 °C, za tvorby Schiffovy baze. Ta poté muize
dekarboxylaci ptechazet pfimo na akrylamid a pfisluSny imin. Dal§i moznosti je hydrolyza,
pii které dojde ke vzniku 3-aminopropanamidu a pfislusného karbonylu. Po nasledném

odstépeni amoniaku z 3-aminopropanamidu se tvoii akrylamid [2,11].
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Obrazek 6: Vznik akrylamidu Maillardovymi reakcemi [11]

Na tvorbu akrylamidu témito reakcemi ma vliv nékolik faktort. Jednim z nich je pfitomny
redukujici cukr. Bylo zjisténo, ze AA se tvoii vice, pokud je pocatecnim redukujicim cukrem
fruktoza. V ptipade glukdzy je tvorba o néco nizsi. Je to zplisobeno nejspise tim, Ze fruktoza
ma bod tani 104 °C a glukdza 146 °C [12]. Fruktéza se tedy diive rozpousti a rychleji interaguje
s asparaginem. Dalsi faktor je teplota a doba ohievu. Ideélni je samoziejmée teplota pod 120 °C.
Jeho tvorbu ovlivituje také pH. Nejvice akrylamidu vznika pii pH okolo 8 [13,14].

Zajimavy jev je, ze v nekterych pripadech pti teplotach nad 200 °C, a zaroven co nejdelsi
mozné dobé Upravy, muze byt v potraviné ve vysledku AA méné, jelikoz dojde k jeho

degradaci. Na Obrazku 7 lze vidét, Ze u hranolek piipravovanych v troub¢ pti 200 °C mnozstvi
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akrylamidu do 20 minuty stoupd, poté jeho koncentrace zacne klesat. Carkovana kiivka
s trojuhelnikovymi body znaéi procentualni ubytek hmotnosti vzorku. Kiivka se ¢tvercovymi
body udava zavislost koncentrace akrylamidu (ug/kg) na ¢ase (minuty) ve vzorku s kompenzaci
ubytku hmotnosti a kiivka s kruhovymi body udava stejnou zavislost bez kompenzace tbytku

hmotnosti [13].

-

Koncentrace akrylamidu [pg/kg]

[24] myj10zA Rsouzowy yadqn

1sec 4 8 12 16 20 24 60
Doba ohfevu pfi 200 °C [min]

Obrazek 7: Zavislost koncentrace akrylamidu na dob¢ ohfevu [13]

1.2.2 Ostatni zpiisoby vzniku AA

Hlavni podil tvorby AA v potravinach je vytvofen reakci asparaginu s redukujicimi
cukry. Je ale i n¢kolik vedlejsich reakci, kterymi miize vznikat. Na Obrazku 8 jsou znazornény

ruzné cesty tvorby akrylamidu a podrobnéjsi popis jednotlivych reakci je uveden nize.

Mastné kyseliny Kyselina asparagova Serin
Karnosin Cystein
Glycerol p-alanin
Y :
Akrolein 1 Kyselina
\ ; Nl pyrohroznova
Kyselina akrylova
L

/'l AKRYLAMID
' 3

3-aminopropanamid

T~ AsparaGIN

Obrazek 8: Vznik akrylamidu mimo Maillardovy reakce [15]
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Kyselina akrylova

Jednou z moznosti vzniku akrylamidu mimo Maillardovy reakce je tepelny rozklad
B-alaninu, kyseliny asparagové nebo karnosinu za vzniku kyseliny akrylové. Tato kyselina
prechdzi na AA reakci samoniakem (viz Obrazek 9), ktery se pyrolyticky uvolnuje

z aminokyselin jako napf. lysin a asparagin nebo obecn¢ ze sloucenin obsahujici dusik [14,15].

OH NH

NH; 2
—
)‘\y )\y
(0] O
kyselina akrylova akrylamid

Obrazek 9: Vznik akrylamidu z kyseliny akrylové [16]

Akrolein

Pfitomnost jedlych oleji a tukti v potravindch nebo Uprava v nich mize také mit
za nasledek zvyseni tvorby akrylamidu. Prekurzorem pro jeho tvorbu je sloucenina akrolein
(2-propenal), ktery vznika tepelnym rozkladem lipidi a naslednou dehydrataci glycerolu, jak
lze vidét na Obrazku 10. Bod varu akroleinu je 51 °C, coz je nizkd teplota v porovnani
s teplotami, pii kterych se potraviny upravuji. Je tedy mozné, Ze akrolein vytékd a akrylamid
nevznikne. Pokud vSak dojde k oxidaci akroleinu, vznikne kyselina akrylova. Ta poté reakci
s amoniakem, tvofi akrylamid. Akrolein muze reagovat i pfimo s asparaginem za tvorby
akrylamidu [14,17].

1'|:DNH2
CH; - OH gHo o) COCH CH
Q CH-oH _-2HL0 _ oy ; i :
i I s A o CH;
CHy-0-C-R
z o 1 CHz- OH CH3 CH, Akrylamid
i Glycerol Akrolein Kyselina akrylovd
CH-0-C-R; a i
| o R:COOH
CHz-0-G-Fa R:2CO0H
g T~ [T¥i uhlikové jednotky] 0
Lipid R CO0H Il
CHy= GHG+

Mastnd kyselina

Obrazek 10: Vznik akrylamidu z akroleinu [17]

Serin a cystein

Z aminokyselin cysteinu a serinu muZze dochazet k tvorbé kyseliny pyrohroznové
pusobenim vysokych teplot pti Uprave potravin. Poté dojde k redukci této kyseliny na kyselinu
mlécnou, ktera nasledné dehydratuje na kyselinu akrylovou. Opét reakci s amoniakem dojde
ke vzniku akrylamidu [15].
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Obrazek 11: Vznik akrylamidu ze serinu a cysteinu [18]

Obrazek 11 zobrazuje reakci vedouci ptimo na kyselinu mlé¢nou, ktera nasledné ptechazi

na kyselinu akrylovou. Z této kyseliny se po rekci s amoniakem tvoii akrylamid.

1.3 Vyskyt akrylamidu v potravinach
Akrylamid v syrovych potravinach nenajdeme, jelikoz se tvofi az pfi tepelné uprave.
Je jiz ale znamo, které suroviny v sob& maji vhodné prekurzory pro jeho tvorbu pii vystaveni

vys$§im teplotam. Obecné 1ze fict, Ze AA se tvoii nejvice ve Skrobnatych potravinach.

1.3.1 Vyrobky z brambor

Brambory lze upravit na mnoho zptsobu, ale ne ve vSech piipadech prob&hne tvorba
akrylamidu. U vafenych nebo duSenych brambor riziko vyskytu AA neni. Tvorba AA probiha
pii smaZeni nebo peceni pii teplotach nad 120 °C. Brambory obsahuji 4-25 mg asparaginuv 1 g
susiny. Obsah redukujicich cukrti, hlavné glukozy a fruktdzy, v suSin€ brambor se pohybuje
v rozmezi 0,04—4,8 mg/g. Vliv odridy na vysledné mnoZzstvi AA nebyl prokazéan [19].

Mezi vyrobky s vysokym obsahem AA patii hlavné hranolky a brambtrky. Pfi jejich
vyrob¢ se vyuziva smazeni nebo peceni pii vysokych teplotach (az 200 °C), a tim dochazi
k tvorbé akrylamidu z prekurzorii obsazenych v bramborech. Cim tmavsi je finalni produkt, tim
vice AA v ném nalezneme. Primérny obsah AA u hranolek je 377 pg/kg a u bramburka

546 uglkg [20,21].
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1.3.2 Pecivo

Hlavni ingredienci pro vyrobu peciva je mouka. Protoze druhi mouk je velké mnozstvi
a kazdd ma jiny obsah asparaginu, také obsah AA bude zdviset na druhu pouzit¢ mouky.
Nejznamé;jsi a nejvice vyuzivand je mouka pseni¢na. V dnesni dobé vsak stoupa obliba mouk
Z jinych druht obilovin nebo 1 jinych surovin, nez je jen obili, jako napi. kukuftice, hrach nebo
ryze [22].

Obsah asparaginu v obilném zrnu je zavisla na nékolika faktorech. K ovlivnéni dochazi
Vv pfipadé, Ze zrno pfed mletim zacne kli¢it, ¢imz dojde k aktivaci enzyml a uvolnéni
asparaginu. Dalsim faktorem je hnojeni obili, kdy dusikata hnojiva zvySuji obsah asparaginu
v zrnu. Také je dilezité brat v potaz pocasi v roce sklizné, jelikoz teplota a vlhkost ovliviiuji
obsah aminokyselin a bilkovin v obili. Zlomovy bod pftichazi ve fazi mleti. Bylo zjisténo,
ze vn&j8i vrstvy zrna obsahuji nejvice asparaginu. Otruby a celozrnné mouky proto budou
obsahovat vice asparaginu. S ohledem na vSechny tyto podminky se u pSenicné mouky
pohybuje obsah asparaginu v rozmezi 1,74-19,05 mg ve 100 g mouky. Spaldova mouka ma
obsah asparaginu 6,46-12,17 mg/100 g a zitna mouka 41,37—-44,10 mg/100 g [22].

Mouka neni jedinou surovinou pii vyrobé peciva. Také ostatni suroviny maji vliv
na obsah akrylamidu a mnozstvi a druh pouzitych surovin se odviji od typu vyrobku.
U sladkého peciva hraje vyznamnou roli pouzité sladidlo. Pokud se pouzije jako sladidlo
neredukuji cukr, nejcastéji sachardza, bude vysledny obsah akrylamidu vyrazné nizsi
V porovnani s pe€ivem, kde slouzi jako sladidlo redukujici cukry (fruktéza, glukéza).
Hydrogenuhlic¢itan amonny (NH4sHCO:3), ktery se pouziva jako kypfici slozka je také schopen
ovlivnit tvorbu akrylamidu. Amoniak reaguje s redukujicimi cukry a poskytuje jesté
reaktivnéjsi karbonylové slouceniny (glyoxal, methylglyoxal) pro Maillardovu reakci a tvorbu
AA. Je proto vhodngjsi pouzivat hydrogenuhlic¢itan sodny (NaHCO3z). Kynuté pecivo by mélo
obsahovat méné AA, jelikoz kvasinky pifi fermentaci spotfebovavaji asparagin. Sul je dalsi
ptisadou, ktera dokéze ovlivnit tvorbu AA. Chlorid sodny (NaCl) je schopny tvorbu akrylamidu
potlagit i podpofit, zalezi pouze na mnozstvi. Cim vice soli, tim méné dochazi k inhibici tvorby
AA. Sil mize tvorbu AA 1 zvysit, nicméné pii pouziti takové koncentrace soli by bylo pecivo
JiZ nepoZivatelné. Poslednimi ingrediencemi jsou riizné ofechy, ovoce, seminka atd., které jsou
schopny také zvysit mnozstvi AA ve vysledném produktu [22,23].

Teplota a cas peceni samoziejm¢ hraje také velkou roli pii tvorbé akrylamidu.
Ve vngjsich castech (ktirka) byva obsah AA nejvyssi, jelikoz dovnitf peciva nepronikne tolik

tepla. Aby se akrylamid netvofil, bylo by ideédlni péct co nejkratsi dobu pii co nejmensi teploté.
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Ob¢ podminky najednou vSak nelze takto dodrzet, protoze by pecivo nemélo dostacujici
senzorické vlastnosti. Jsou tedy dvé moznosti, jak docilit alespoil snizeni tvorby AA. Jednou
Z moznosti je péct pti vyssi teploté kratsi dobu, druhou je delsi doba peceni pfi nizsi teplote.
Pecivo je vSak slozita matrice, tudiz zde mize dochazet ke zvySené tvorbé AA i pfes upravu
podminek peceni. Odviji se to od slozeni tésta, velikosti a tvaru produktu, vlhkosti tésta nebo

typu ohievu (napft. konvektomat vs. klasicka trouba) [22,23].

1.3.3 Kava a kavoviny

Vyroba kavy a kavovin spociva v prazeni kdvovych zrn nebo néhrazek pfi teplotach nad
200 °C. Nahrazky kavy mohou byt z riznych zdrojl jako napf. zito, je¢men nebo ¢ekankovy
koten (cikorka).

Pro vysledné mnozstvi AA je dilezity obsah aminokyselin, zejména asparaginu. V zelené
kaveé druhu Robusta je pfitomno asparaginu asi 680 pg/g. V kavé druhu Arabica je obsazeno
asparaginu mén¢ a to cca 360 pg/g. Ovlivnéni hladiny AA je také spojeno s intenzitou barvy
prazen¢ho zrna, tedy délkou a teplotou prazeni. Zajimavé je, Ze ¢im tmavsi vysledné zrno je,
tim méné AA obsahuje. Tento jev je nejspiSe zpuisoben tim, Ze pii vysSich teplotach AA reaguje
s néjakou jinou sloZkou pfitomnou v kavé€, napt. melaniody. Pfi stejnych podminkach praZeni
(240 °C a 7,5 minuty) zrnkova kava Robusta obsahuje akrylamidu primérmné 700 pg/kg
a zrnkova kava Arabica 370 pg/kg. Faktorem, ktery neovlivni mnozstvi akrylamid je suSeni
instantni kavy (suSeni mrazem vs. suSeni teplem). V instantnich kévach se mnoZstvi AA
pohybuje v rozmezi 200-645 pg/kg [22,24].

V piipadé kavovin vykazuje nejvyssi obsah AA cekankovy kotfen, jelikoz obsahuje
vysoké mnozstvi fruktdzy. Kultivar a mnoZstvi dusiku pouZitého pii hnojeni ovlivituje hladinu
volného asparaginu v rostliné. Hodnoty AA v ¢ekance tedy v nekterych piipadech piesahuji
az 4 000 pg/kg. V obilnych nahrazkach se mnozstvi AA pohybuje v rozmezi 50-410 pg/kg
[22].

1.4 Eliminace tvorby AA

Vzhledem ktomu, Ze pfitomnost akrylamidu je v potravinach nezadouci, hledaji
se zpusoby, kterymi by se zamezilo jeho tvorbé. At uz je to pfidavek néjaké vhodné latky nebo
uprava podminek pro zpracovani potraviny. Zaroven je ovSem zapotiebi zachovat pozadované

organoleptické vlastnosti jako je chut’, barva nebo viné.
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1.4.1 Asparaginasa

Zatim asi nejznaméjsi metodou pro eliminaci tvorby AA je vyuziti enzymu asparaginasa.

Tento enzym je ziskavan hlavné produkci mikroorganismt nebo jej lze ziskat z rostlinnych

zdroju. Ptiklady zdroji, ze kterych je mozné enzym izolovat jsou v Tabulce 1 [25].

Tabulka 1: Zdroje asparaginasy [25]

Bakterie Plisné Kvasinky Rostlinné zdroje
Pseudo_monas Aspergillus niger Rhodotorula spp. Hrach sety
aeruginosa
Bacillus subtilis Aspergillus terreus Candida utilis Soja
: - Saccharomyces Withania somnifera
Proteus vulgaris Penicillium spp. .- oy .
cerevisiae (Vitanie spava)

Asparaginasa zpusobuje hydrolyzu asparaginu za vzniku kyseliny asparagové
a amoniaku. Byly provadény testy na riznych typech potravin a vysledky ukdzaly, Ze enzym
neméni organoleptické vlastnosti potraviny, coz je velkou vyhodou [26].

Velmi vysoka G¢innost eliminace AA byla zjisténa u vyrobka z brambor (bramborové
lupinky, hranolky, suSend bramborova kase atd.) a také u potravin z mouky (chléb, susenky,
koblihy atd.), kdy je mozné dosahnout snizeni obsahu AA az kolem 90 %. Vyrobky se namaci
Vv roztoku asparaginasy predtim, nez podstoupi tepelnou tUpravu. V piipad€ brambtlrkd nebo
hranolek bylo zjisténo, Ze k ucinku enzymu pfispiva i1 prediprava brambor. Pokud pied
samotnym smazenim dojde k blanSirovani, Skrob v bramborech nabobtna a diky tomu se zlepsi

pruchod asparaginu do roztoku s asparaginasou [25,27].

1.4.2 Chitosan

Chitosan je odpad pfi zpracovani koryst a motskych Zivocichl. Je to polymer, ktery
vznikd deacetylaci chitinu z jejich krunyit (viz Obrazek 12). Vyhodou je, Ze je dobte dostupny,
biokompatibilni a snadno modifikovatelny. Pro ¢lov€ka neni stravitelny a je hodnocen jako
vlaknina. Obsahuje hodn¢ aminoskupin, a tim mize pusobit jako inhibitor tvorby akrylamidu

[28,29].
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Obrazek 12: Deacetylace chitinu na chitosan [30]

Velky pocet aminoskupin znamena velkou pravdépodobnost, Ze redukujici cukry budou
reagovat s aminoskupinou chitosanu misto aminoskupiny asparaginu. Na inhibici postacuji
I velmi nizké koncentrace (0,27—1% vodné roztoky). Naptiklad u smazenych tést byla zjisténa
ucinnost inhibice az 59 % pii pouziti 0,27% roztoku chitosanu. Bylo prokazéano, Ze 1épe probiha
eliminace AA, pokud je v potraving ptitomna glukoza, a také pti pouziti nizkomolekularniho
chitosanu [24,28,29].

1.4.3 Polyfenoly

Tyto latky se pfirozené vyskytuji v produktech rostlinného plivodu jako napt. ¢okolada,
zeleny Caj, Cervené vino, a obecné v zeleniné a ovoci. Pisobi jako antioxidanty. Jsou slozeny
z alespon jednoho aromatického kruhu a alespon jedné hydroxylové skupiny. Lze je dale délit
podle struktury na flavonoidy, fenolové kyseliny, taniny atd. Vzhledem k tomu, zZe se vyskytuji
v béZné konzumovanych potravinach, nejsou nijak zdravotné zadvadné. Velky pocet polyfenolt
a jejich rozmanita struktura je divodem toho, zZe ne vSechny se hodi na eliminaci tvorby AA.
Naopak nekteré polyfenolické slouceniny (silymarin, kurkumin) dokonce mohou zpiisobit jeho
zvyseni tim, Ze poskytuji karbonylovou skupinu pro reakci s asparaginem. V opacném piipadé
dochdzi k reakci mezi karbonylovou skupinou (napt. z redukujicich cukrli) a polyfenolem.
Asparagin poté jiz nema s ¢im reagovat a AA se netvoii. Jako vhodné polyfenolické latky

se prokazaly hlavné flavonoidy jako napt. epikatechin nebo naringenin [31].
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1.4.4 Probiotika

Mikroorganismy jako Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Lactococcus atd.
Jsou ozna¢ovany jako probiotika. Nékteré z téchto mikroorganismi mohou produkovat enzym
asparaginasu a tim snizovat vyskyt AA v potravinach (viz kapitola 1.4.1.) [32].

Dal§im zptsobem, kterym mohou mikroorganismy eliminovat AA je jejich schopnost
vazby na karcinogeny. Metoda zatim neni plné prozkoumana, ale mechanismus ucinku
je zalozen na vazb¢ akrylamidu na peptidoglykan v bunééné sténé bakterii. Tento proces
je zavisly na mnoha faktorech jako je pH, teplota, koncentrace akrylamidu nebo typ kmene.
Hlavnim rozdilem je zde to, ze dochazi k odstranéni jiz vzniklého AA, misto potlaceni jeho
vzniku. V tomto piipadé by tedy bylo mozné konzumovat probiotika a potravinu oddélené,
a do vyrobniho procesu potraviny by nemuselo byt nijak zasahovano. Piipadné by bylo mozné

pridat probiotika ptimo do potraviny [32].

1.45 Vakuum

Tvorba AA vzrista se zvysujici se dobou nebo teplotou upravy. Pouzitim vakuového
pec€eni nebo smazeni je mozné dosdhnout snizeni teplot, a tim i1 redukce AA ve vysledném
produktu. Snizenim teploty se musi nepatrné prodlouZzit doba tepelné upravy (v fadu minut
Vv zavislosti na potraving), avSak na tvorbu akrylamidu to nema vliv. Hlavnim faktorem je zde
tedy sniZena teplota upravy potraviny tak, aby nedochazelo k tvorbé AA (<120 °C). DalSim
faktorem je odstranéni vzdusného kysliku, coz je vyhoda hlavné v piipadé smazeni, jelikoz
kvalita oleje béhem smaZeni zlstava zachovana v porovnani s klasickym smaZenim. Jedinou

nevyhodou je, Ze kone¢né produkty maji ve vysledku svétlejsi barvu [33,34].

1.4.6 Pulzni elektrické pole

Metoda pulzniho elektrické pole (PEF) byla zkouména u smazenych bramborovych
lupinkti. PEF metoda, ktera byla pouzita pti pfedipravé brambor, se prokéazala jako t¢inngjsi
ke sniZzeni obsahu AA v porovnani s klasickym blanSirovanim [35].

Pulzni elektrické pole funguje na principu vkladani kratkych a silnych elektrickych
impulzi do roztoku s potravinou. Toto oSetfeni brambor pired smazenim zptsobi uvolnéni
aminokyselin a redukujicich cukri, a tim odstranéni prekurzort pro tvorbu AA. Ve vysledném
produktu, ktery byl upraven pomoci PEF, dochazi ke snizeni AA zhruba o 30 % oproti produktu
neoSetfenému. Po usmazeni maji bramburky svétlejsi barvu. Ostatni aspekty (pevnost,

ktupavost atd.) jsou sice také ovlivnény, ale jen v malé mite [35,36].
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1.5 Vliv akrylamidu na lidské zdravi

Akrylamid je potvrzeny jako potencialni karcinogen pro ¢lovéka. Ostatni uCinky, které
jsou zkoumany, jsou zatim prokazany pouze u laboratornich hlodavci. U nich se projevuje
velké mnozstvi problému jako je genotoxicita, neurotoxicita, zhor§ena reprodukce u samct
nebo negativni dopady na prenatalni i postnatalni vyvoj. U lidi nedochazi k takovym expozicim
AA, aby se tyto ucinky mohly projevit. Neurotoxicita by se u ¢lovéka projevila, pokud by byl
denni piijem AA 0,5 mg na 1 kg télesné hmotnosti. Takovou davku nelze z potravin

za normalnich okolnosti ptijmout [23,37].

1.5.1 Metabolismus akrylamidu

Potencialni karcinogenita je zpisobena metabolismem akrylamidu v téle. Mechanismus
celé reakce je znazornén na Obrazku 13, kde probiha epoxidace akrylamidu na glycidamid
pomoci enzymu cytochrom 2E1 (CYP2E1). Tato sloucenina je velmi reaktivni a vaZe se na
fadu biomolekul jako je hemoglobin a DNA, tim dochéazi k mutacim a naslednému nddorovému
bujeni. AA je také schopen vazby na biomolekuly, ale metabolit glycidamid je oproti nému
reaktivnéjsi. Akrylamid i glycidamid mohou reagovat s glutathionem (GSH) (Obrazek 13) za
tvorby merkapturové kyseliny nebo jejich derivath, které jsou poté vylouceny moci a jsou

povazovany za biomarkery akrylamidu [38—40].

ol CYP2E1 o
- M
Hil MH; NH;
Akrylamid Glycidamid
l +G5H l +GSH
0 HO, o

G5 = MH, G‘i: MK,

NS

Kyselina merkapturova

Obrazek 13: Metabolismus akrylamidu [41]

5 T

1.5.2 Legislativa

Vroce 2017 nabylo platnosti NARIZENI KOMISE (EU) 2017/2158. V tomto
dokumentu jsou definovéany potraviny, u kterych je nutné dodrzovat hladinu akrylamidu nizsi,

nez jsou stanovené porovnavaci hodnoty (viz Tabulka 2). ,,Porovnavacimi hodnotami se rozumi
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ukazatele, které se pouziji K Oveéreni ucinnosti zmirnujicich opatreni, a vychdzeji ze zkusenosti
a vyskytu u Sirokych kategorii potravin.* Ke kazdé z téchto potravin jsou podrobné popsana
zmirnujici opatfeni, kterda by meéla byt dodrzovana, aby nedoSlo k ptfekroCeni limitni
koncentrace AA v potraving. Dale je zde i popis pozadavkl na odbér vzorku a analyzu. VSichni
provozovatelé potravinaiskych podnikd se musi fidit timto nafizenim a nemélo by dochazet

k piekracovani porovnavacich hodnot [37].

Tabulka 2: Porovnavaci hodnoty akrylamidu u vybranych potravin [37]

Potravina Porovnavaci
hodnota [png/kg]

Hranolky (K pfimé spotiebg) 500
Bramborové lupinky z Cerstvych brambor a z bramborového tésta 750
Bramborové krekry
Jiné bramborové vyrobky z bramborového tésta
Mekky chléb
a) PSeni¢ny chléb 50
b) M¢ekky chléb, jiny nez pSeni¢ny chléb 100
Snidanové ceredlie (kromé obilné kase)
— vyrobky z otrub a celozrnné cerealie, zrna pufovana v pufovacim délu 300
— pSeni¢né a zitné vyrobky (1) 300
— vyrobky z kukufice, ovsa, pSenice Spaldy, je€mene a ryZe (1) 150
Susenky a oplatky 350
Krekry s vyjimkou bramborovych krekr 400
Kiupavy chléb 350
Pernik 800
Vyrobky podobné ostatnim vyrobkim této kategorie 300
Prazena kava 400
Instantni (rozpustna) kava 850
Nahrazky kavy
a) nahrazky kévy vyhradné z obilovin 500
b) nahrazky kavy ze smési obilovin a ¢ekanky )
¢) nahrazky kavy vyhradné z dekanky 4 000
Potraviny pro malé déti, obilné piikrmy pro kojence a malé déti, kromé 40
susenek a sucharu (3)
Susenky a suchary pro kojence a malé déti (3) 150

(1) Jiné nez celozrnné ceredlie a/nebo jiné nez otrubové ceredlie. Obilovina pfitomna v nejveétsim mnozstvi urcuje kategorii.
(2) Porovnavaci hodnota, ktera se pouzije na nahrazky kavy ze smési obilovin a ¢ekanky, zohlednuje relativni podil téchto
slozek v koneéném vyrobku.

(3) Podle definice v natizeni (EU) ¢. 609/2013.

V Tabulce 2 jsou uvedeny potraviny, které¢ obsahuji prekurzory pro tvorbu akrylamidu
a u kterych se koncentrace akrylamidu ve vysledném produktu sleduje. Hlavnimi kategoriemi
jsou: hranolky; bramborové lupinky, krekry a jiné vyrobky z bramborového tésta; chléb;
snidafové cerealie; jemné pecivo (keksy, suSenky, pernik atd.); kdva (praZena, instantni);

nahrazky kavy; potraviny pro déti a kojence. Nejvetsi omezeni je u vyrobkt pro déti a kojence,
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kam spadaji obilné pfikrmy a ostatni potraviny s vyjimkou suSenek a suchari. Porovnéavaci
hodnota je zde pouhych 40 pg/kg, jelikoz déti a kojenci jsou rizikovou skupinou z diivodu malé
télesné hmotnosti. Pro pSeni¢ny chléb je stanovena nizk4 hodnota (50 ug/kg), protoze je to
velmi Casto konzumovana potravina. Naopak vysoké porovnavaci hodnoty jsou u perniku
(800 pg/kg) a instantni kavy (850 pg/kg). Nejvyssi porovnavaci hodnota je pro nahrazky kavy
vyhradné z ¢ekanky, a to 4 000 pg/kg [37].

1.6 Stanoveni akrylamidu

Zvyse uvedenych informaci je zfejmé, Ze sledovani a stanoveni akrylamidu
V potravinach je nezbytné. Akrylamid se v potravinach analyzuje nejcastéji pomoci plynové
nebo kapalinové chromatografie. Nejvice vyuzivanym detektorem je v obou piipadech
hmotnostni spektrometr. Vzorky potravin je nutné upravit tak, aby bylo mozné analyzu
uskutecnit s co nejlepsimi vysledky, nebot’ potravina je velice slozita matrice, mize dochdzet
K interferencim a AA je ptitomen v malych koncentracich. Toho je docileno vhodnym vybérem
extrak¢niho ¢inidla, odstranénim interferujicich latek, derivatizaci, zakoncentrovanim atd. Jako
kvantifikaéni metodu lze zvolit metodu standardniho pfidavku nebo metodu vnitiniho
standardu. Pokud je vyuzit hmotnostni spektrometr, tak 1ze jako vnitini standard vyuzit
izotopicky znaceny *Csz-akrylamid, ale lze samozfejmé pouzit i neznadeny. Pro metodu

vnitiniho standardu je mozné zvolit acetamid nebo lindan [42—-45].

1.6.1 Piiprava vzorku K analyze

Zakladem je spravné odebrani reprezentativniho vzorku. Poté pfichazi na fadu upravy
vzorku tak, aby ho bylo mozné vzorky analyzovat pozadovanou metodou. Vzorek se upravuje
mletim nebo drcenim na mensi ¢asti a homogenizaci. Pokud obsahuje vlhkost, je n€kdy nutné

Ji odstranit napiiklad susenim [46].

1.6.1.1 Extrakce

AA je velmi dobfe rozpustny ve vodé¢, proto je nejjednodusSim rozpoustédlem
pro extrakci destilovana voda. Dalsi vhodna extrakéni ¢inidla jsou methanol [47], aceton [48]
nebo kyselina mravenci [47].

Vysuseny a rozemlety vzorek se smisi s extrakénim ¢inidlem, necha se tfepat v tiepacce
po dobu nékolika minut, a poté se vlozi do ultrazvukové lazné pro vétsi efektivitu extrakce.
Nasledné se provede odstfedéni na centrifuze pro ziskani ¢irého extraktu AA, ktery se odebere
k dal$imu zpracovani [42,43,49].
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1.6.1.2 Odtucnéni a deproteinace

Potraviny jsou slozita matrice, ve které je pfitomno mnoho interferenti. Tyto rusivé
elementy se musi pied analyzou odstranit.

Prvni nezadouci slozkou, které je tfeba odseparovat, jsou tuky. Jednim zplisobem
je provedeni extrakce pii nizké teploté, aby doslo k odd€leni tuku v podob& pevné vrstvy
na povrchu [47]. Dalsi moznost je tuk vyextrahovat s pouzitim vhodného rozpoustédla, napf.
hexanu [50] nebo petroletheru [51]. Ke vzorku se pfida vybrané rozpoustédlo a neché se nekolik
minut tiepat ve tfepatce [51], pfipadné se mize vlozit do odstiedivky [50]. Supernatant
se odebere a proces je dobré jest¢ jednou zopakovat, aby separace byla u¢inngj$i a odstranil
se veskery tuk.

Bilkoviny jsou také nezadouci pfimées a je nutné je odstranit. To se provadi Cifenim
napiiklad pomoci roztoki Carrez I (hexakyanoZeleznatan draselny) a Carrez II (siran
zine¢naty). K extraktu vzorku se ptidaji oba tyto roztoky a provede se vytiepani. Dojde
ke vzniku srazeniny a k vysrazeni bilkovinnych slozek. Nasleduje centrifugace, pii které
srazenina zlistane na dn¢ a ve vrchni vodné f4zi jiz nejsou bilkoviny pfitomny [43,49].

Pro plné ptecisténi a/nebo zakoncentrovani vzorku se pouziva jako dal$i krok promyti
ptes SPE (extrakce tuhou fazi) kolonku. Princip SPE je zaloZen na dé€leni rozpusténych latek
mezi dv€ faze, kapalnou (vzorek) a pevnou (sorbent). Podle povahy vzorku (napt. polarni
vs. nepolarni, kysely vs. zasadity) se zvoli vhodny sorbent, ktery muze byt naplnén v kolonce,
disku nebo ve Spicce pipety. Sorbent miize byt napt. silikagel, florisil (kfemicitan hofecnaty)
nebo aminopropyl. Na sorbentu se zachyti analyt, ale zaroven i nezadouci slozky, které
se odstrani v nasledujicim kroku. Kolonka se po nasorbovani latek ze vzorku promyje vhodnym
rozpoustédlem k eluci necistot, a poté rozpoustédlem vhodnym pro eluci analytu [52,53].

Pro AA se pouzivaji silné hydrofilni kolonky s reverzni fazi. Naplni je nejcastéji
chemicky modifikovany silikagel (C18, C8, benzensulfonova kyselina), grafitizovany uhlik
a polymerové sorbenty jako styren-divinylbenzen nebo poly(N-vinylpyrrolidondivinylbenzen),
coz je napln SPE kolonky Oasis HLB, ktera je pro akrylamid hojné€ vyuzivana [54].

Kolonky se pfed pouzitim kondicionuji methanolem a vodou [51,57] nebo acetonitrilem

a vodou [55,56].

30



1.6.2 Derivatizace akrylamidu

AA je polarni sloucenina s nizkou molekulovou hmotnosti, malou tékavosti a Spatnou
absorbanci v UV nebo viditelné oblasti zafeni. Z tohoto diivodu je pfinosné pouzit derivatiza¢ni
krok k tipravé jeho vlastnosti podle dané techniky méfeni. Vhodnym vybérem derivatiza¢niho
¢inidla se zvysi selektivita i citlivost metody. Nejzndméjsi derivatizacni technika je bromace

akrylamidu na 2,3-dibrompropanamid [58,59].

1.6.2.1 Bromace

K derivatizaci dochazi v pfitomnosti bromidu draselného (KBr) a bromi¢nanu draselného
(KBrOz) v kyselém prostiedi (zajistuje H2SOs), jak je znazornéno na Obrazku 14 [50,51]. Také
se miize pouzit kombinace bromidu draselného (KBr), kyseliny bromovodikové (HBr)
abromové vody (nasyceny roztok Br2) [60]. V obou piipadech je konecnym produktem
2,3-dibrompropanamid (2,3-DBPA), ktery je mén¢ polarni, vice t€kavy a ma vétsi molekulovou
hmotnost oproti AA. To ma za nasledek zvySeni citlivosti a selektivity pro analyzu pomoci
plynové chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS), ale i pro dalsi techniky (LC-UV,
GC-MECD atd.). SniZzenim polarity se docili lepsiho oddé€leni od interferencnich latek
rozpustnych ve vodé [50,51,60].

H O
H,S0,, KBr, KBrO, B0
A
H NH, > H/H;\K‘k NH,
y 4°C, 45 min g 1

Obrazek 14: Reakce derivatizace bromaci [50]

Postup ptipravy derivatu je pomérné jednoduchy. Ke vzorku se ptida kyselina sirova,
bromid draselny a bromicnan draselny. Bromace se provadi pii 4 °C po dobu 45 minut.
Po uplynuti této doby se ptidava po kapkach thiosiran sodny (Na2S203) do odbarveni, aby doslo
k ukonceni reakce a odstranéni piebytku bromu. Nasleduje dvojnasobna extrakce vysledného
2,3-DBPA ethylacetatem. Extrakt se vysuSi bezvodym siranem sodnym a zakoncentruje
odparenim pod proudem dusiku. Nakonec se odparek znovu rozpusti v ethylacetatu, prefiltruje

a analyzuje [50].
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1.6.2.2 2-naftalenthiol

Tato metoda spociva v derivatizaci vzorku pomoci 2-naftalenthiolu s naslednou disperzni
mikroextrakci z kapaliny do kapaliny (DLLME) a kapalinovou chromatografii s UV detekci.
Vysledny derivat je vice hydrofobni a ma vyssi retencni ¢as na kolonach s reverzni fazi (v tomto
ptipadé zadouci efekt). Derivat také vykazuje posun absorpénich maxim z 210 nm na 254 nebo
280 nm, coz zlepsuje citlivost, protoze pii vinové délce 210 nm absorbuje vétSina interferenci
ze vzorku [49].

@]

SH Borax (15 mol%) s MNH
- TRy 2
—|— MNHE _ |i f \_,/\([:I]/

Obrazek 15: Reakce derivatizace pomoci 2-naftalenthiolu [49]

Derivatizace se provadi tak, ze se k extrahovanému vzorku pfida 2-naftalenthiol a borax
(Obrazek 15). Ten slouzi jako pufr k Gpravé pH pro alkalické podminky reakce. Pro urychleni
se reakce provadi s pouzitim ultrazvuku, diky ¢emuz derivatizace trva pouze 45 minut

(pti 30 °C) misto 3 hodin [49].

1.6.2.3 Xanthydrol

Derivatizace pomoci xanthydrolu se vyuziva pro plynovou chromatografii s hmotnostni
detekci (GC-MS). Oproti bromaci je tato metoda vyhodna v tom, Ze se nepouziva toxicky brom,
a navic ve spojeni s disperzni mikroextrakci z kapaliny do kapaliny (DLLME) méa vysokou
citlivost a selektivitu [61]. Lze vyuZit i jiné druhy extrakci jako napt. SPE nebo SPME, nicméné¢
DLLME je vyhodna svou jednoduchosti, rychlosti a malou spotiebou rozpoustédel. DLLME
se provadi rychlym vstiiknutim smési disperzniho a extrakéniho rozpoustédla do vzorku.
Extrakéni rozpoustédlo musi byt nemisitelné s vodnou fazi, ve které se nachazi analyt.
Disperzni rozpoustédlo musi byt misitelné s obéma a slouzi k rozptyleni kapicek extrakéniho
rozpoustédla. Dojde k vytvoreni zakalen¢ho roztoku, ktery se nasledné odstredi, ¢imz se faze
oddéli, a v extrakénim rozpoustédle je zakoncentrovany analyt [62].

Akrylamid reaguje s xanthydrolem, jak je vyobrazeno na Obrazku 16, za vzniku
xanthyl-akrylamidu a vody [63].
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Obrazek 16: Reakce derivatizace pomoci xanthydrolu [63]

Derivatizace se provadi s pouzitim 5% xanthydrolu v methanolu a kyselé prostiedi, které
je zajisténo kyselinou chlorovodikovu (HCI). Reakce s AA miZze probihat 30 minut v temnu
pii teploté laboratoie [42,43,64] nebo 50 minut v tmavém skle ve vodni lazni (40 °C) [65]. Poté
se pridd hydroxid draselny a smés hydrogenuhli¢itanu sodného a uhli¢itanu draselného
(3:1 [66] nebo 2:11 [65]), aby bylo pH cca 9. Piipadné se mize pouzit hydroxid draselny
a hydrogenfosfore¢nan draselny. Nasledné se pomoci HCI se pH upravi na 7. Po pfidani soli
a upravé pH se provede centrifugace po dobu 2—10 minut (v zavislosti na velikosti relativni
odstiedivé sily) [42,43,64]. Horni Cira faze se odebere pro DLLME s tetrachlorethylenem
(extrakéni Cinidlo) a ethanolem [64] nebo methanolem (disperzni ¢inidlo) [43], také je mozné
pouzit kombinaci tetrachlormethanu s ethanolem [32]. Dal$i moZnosti je extrakce ethylacetatem

[65] nebo terc-butyl(methyl)etherem [66].

1.6.2.4 Silylace

Derivatizaéni ¢inidlem je v ptipadé silylace N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamid
(MSTFA). K tomuto ¢inidlu se pfidava 1% trimethylchlorsilan (TMCS), ktery slouzi jako
katalyzator reakce. Silylace se provadi za michani pti 70 °C po dobu 60 minut. Po ochlazeni na
teplotu laboratoie je takto derivatizovany vzorek vhodny k analyze pomoci plynové
chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS), protoze ma zvySenou chemickou i tepelnou
stabilitu [67].

1.6.25 Acylace

Pro plynovou chromatografii spojenou s detektorem elektronového zachytu (GC-ECD)
byla vyvinuta metoda derivatizace pomoci anhydridu kyseliny trifluoroctové (TFAA). Skupiny
-COCFs3 z anhydridu reaguji v kyselém prostiedi s AA za vzniku tris(trifluoroacetyl) derivatu.

Vyhodou je, Ze neni potieba dalsi precisténi a mize se ptimo davkovat k analyze [45].
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Anhydrid kyseliny trifluoroctové se spole¢né s pyridinem piida ke vzorku. Reakéni
smés se zahiivd na 65 °C cca 30 minut a poté se ochladi. Po pfidani methanolu
a hydrogenuhli¢itanu sodného se pod proudem dusiku odpati rozpoustédla. Zbytek po odpateni

se rozpusti v toluenu a derivatizovany vzorek se miize nadavkovat do plynového chromatografu

[45].

1.6.3 Analyza akrylamidu

Po veskerych upravach vzorku pfichézi na fadu vlastni analyza akrylamidu. Nejvice
vyuzivanou technikou je plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci (GC-MS).
Je vSak mnoho dalSich metod, které mohou byt pouzity k analyze. Jsou to hlavné plynova
a kapalinova chromatografie s pouzitim riznych detektorti. Dal$imi, ale jiz méné vyuzivanymi
technikami jsou napf. kapilarni elektroforéza nebo metody zaloZzené na imunochemickych

reakcich [59].

1.6.3.1 Plynova chromatografie

Principem plynové chromatografie je rozdé€lovani sloZzek mezi mobilni a stacionarni fazi.
Mobilni fazi je zde nosny plyn. Stacionarni faze muize byt kapalnd (Gas-Liquid
Chromatography — GLC) nebo pevna latka (Gas-Solid Chromatography — GSC), v zavislosti
na vybraném typu kolony. Kolony mohou byt napliiové nebo kapilarni. Interakci jednotlivych
slozek vzorku se stacionarni fazi dochazi k déleni do samostatnych zén podle doby retence.
Na zéklad¢ rozdilnych retencnich €asii se pomoci nosného plynu jednotlivé slozky po eluci
dopravuji do detektoru. Tento typ chromatografie je vhodny pro latky plynné i kapalné, jelikoz
pfi nastfiku do kolony je nastavena vyssi teplota, nez je bod varu dané latky [68,69].

Celé schéma plynového chromatografu je zndzornéno na Obrazku 17. Nosny plyn,
kterym muze byt napt. helium, vodik nebo dusik, prochazi ptes regulator pratoku do
vyhtivaného injektoru, kam se davkuje vzorek pomoci mikrostiikacky. Odpafeny vzorek
je unasen nosnym plynem do chromatografické kolony, ktera je umisténa v termostatu
vyhiatém na pozadovanou teplotu. V koloné dochézi k rozdéleni latek, které jsou nasledné dle
retencnich ¢asti jednotlivé unaSeny nosnym plynem do detektoru. Signal z detektoru je poté

zesilen a zpracovan ve vysledny chromatogram [68].
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Obrazek 17: Schéma plynového chromatografu [56]

Hmotnostni detekce v GC
Hmotnostni spektrometr se sklada z nékolika soucasti (Obrazek 18) a slouzi k identifikaci
analytl na zaklad¢é rozdilnych hodnot poméru hmotnosti k naboji (m/z), které se ziskaji

po ionizaci a prichodu hmotnostnim analyzatorem [70,71].

Vstup
vzorku
v
lontovy Hmotnostni
= —~,| Detektor
zdroj o analyzator | -
Vakuum \——‘f

Hmotnostni spektrum

Obrazek 18: Schéma hmotnostniho spektrometru [70]
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Kombinace GC a MS je vyhodna v tom, Ze se v obou piipadech pracuje v plynném stavu.
Jediny problém zde ptedstavuje rozdil tlakd, jelikoZz v plynovém chromatografu se pracuje
za atmosférického tlaku a v hmotnostnim spektrometru ve vakuu. K tomuto ucelu je mezi
vstupem vzorku a hmotnostnim spektrometrem umisténo rozhrani (interface), které zajistuje

bezpecny a vysoce ucinny prichod analyti [70].
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Iontovy zdroj slouzi k ionizaci neutralnich molekul analytu, aby nasledné¢ mohlo dochazet

k interakci s magnetickym nebo elektrickym polem v hmotnostnim analyzatoru. V GC-MS

se nejvice uplatituje elektronova ionizace a chemicka ionizace [70,72].

Elektronova ionizace je provadéna pomoci wolframového nebo rheniového vlakna,
které emituje svazek elektront. Tyto elektrony po setkdni s molekulami vzorku
zpusobi uvolnéni valen¢niho elektronu z molekuly analytu a dojde k tvorb¢ kladné
nabitych ionti [73].

Chemické ionizace je velmi podobnd ionizaci elektronové. Rozdilem je pouze to,
7e U chemické ionizace je ptitomen rekéni plyn (methan, isobutan, amoniak...), ktery
je elektrony ionizovéan ptrednostné. lon-molekuldrnimi reakcemi jsou poté ionizovany

molekuly analytu za vzniku kladné i zdporn€ nabitych ionti [73].

Poté co jsou molekuly analytd ionizovany, vstupuji do hmotnostniho analyzatoru,

kde dojde k rozd¢leni dle jejich m/z. Hmotnostnimi analyzatory jsou napi. analyzator doby letu,

iontova past nebo kvadrupdlovy analyzator.

Analyzator doby letu méfi Cas, za ktery ionty urazi pevné danou vzdalenost. lonty jsou
ve stejny Cas urychleny napétovym pulsem do oblasti bez pole, kde maji vSechny ionty
stejnou kinetickou energii a dochazi k déleni pouze dle jejich m/z (mensi ionty jsou
rychlejsi, vétsi ionty pomalejsi) [70].

Iontova past je tvofena dvéma koncovymi elektrodami, mezi néZ je umisténa
prstencova elektroda, na kterou je vklddano vysokofrekvencni napéti a tim se tvofi
trojrozmé&rné pole. Napéti v pasti se s Casem meni, a tim se postupné uvoliuji ionty
na zakladé rozdilnych m/z [73].

Kvadrupolovy analyzator se sklada ze Ctyf vzajemné na sebe kolmych ty¢i, na které je
vkladano stejnosmérné napéti a vysokofrekvencni napéti. Sousedici ty¢e maji vzdy
odli$né stejnosméerné napéti (kladné a zaporné). Ionty, které se vyskytuji mezi tyCemi
za¢nou oscilovat a pii uréitém pomeru stejnosmérného a vysokofrekvencniho napéti
dojde kustaleni oscilaci iontd o uréitétm m/z a projdou do detektoru. Postupné

se pomér vkladanych napéti méni a jednotlivé prochdzi vSechny ionty podle m/z
[70,71].

Posledni ¢asti hmotnostniho spektrometru je detektor. Mezi nejznamé;jsi detektory patii

elektronovy néasobic, Faradayova klec a fotonasobic.

Elektronovy nasobi¢ pracuje na principu sekundarni elektronové emise. Pokud ion

narazi na povrch dynody, dojde k uvolnéni sekundarnich elektronti. Pocet uvolnénych
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elektroni zavisi na typu a energii primdrniho iontu. Nasledn¢ dojde
k postupnému dopadu na dalsi dynody nebo na sténu jedné zaktivené dynody, tim se
zvysi pocet vyrazenych sekundarnich elektronti a zesili se vysledny signal [74].

e Faradayova klec méti indukovany proud. Ionty dopadajici na povrch Faradayovy klece
(dynody), emituji elektrony a indukuji tak proud, ktery se nasledné zesili
a zaznamenava [74].

e Principem fotonasobice je, Ze ionty nejprve dopadaji na konverzni dynodu a emituji
sekundarni elektrony. Ty poté pfi styku s fosforovou destickou emituji fotony, které
prochazi do fotonasobice, kde je vysledny signal zesilen stejnym systémem jako
u elektronového nasobice [75].

Kone¢nym krokem je zpracovani dat do vysledné podoby chromatogramu. GC-MS
systémy mohou pracovat ve skenovacim (full scan) nebo SIM (selected ion monitoring) modu.
Skenovaci mod provede analyzu celého spektra m/z analytu a nasledné je mozné porovnani
s knihovnou spekter pro kvalitativni uréeni sloucenin. SIM mod, tj. monitoring vybranych
iontd, umoziuje analyzu se zaméfenim pouze na vybrané iont. Tento méd je tedy citlivéjsi a Ize
ho Iépe vyuzit pro kvantitativni analyzu. Nevyhodou je, Ze neziskame celd hmotnostni spektra
m/z, tudiz nelze porovnavat s knihovnou spekter [76,77].

Moznosti pro analyzu akrylamidu plynovou chromatografii je mnoho. Prvnim faktorem
je vybér detektoru. Dale volba, zda pouzit derivatizacni krok ¢i ne, pokud ano, jaké ¢inidlo
zvolit. Také je dilezité pouziti vhodné kolony, nastaveni vSech parametrii chromatografu atd.
Otazku ohledné samotného provedeni analyzy nelze zobecnit, jelikoZ v publikovanych
experimentech se vyskytuji chromatografické systémy od riznych vyrobct, rizné typy kolon,

ale také odlisné podminky analyzy.

GC-MS

Analyza plynovou chromatografii spojenou s hmotnostni detekci se mize provadét bud’
pro samotny akrylamid, nebo pro jeho derivat. Jako nosny plyn se pouZziva zejména helium, pro
které se nastavuje optimalni linearni rychlost 20-35 cm/s [78-80]. Vstiikovany objem vzorku
je nejéastéji 1 ul [61,64,83], ale mize se davkovat i napt. 2 pl [78,84]. Pro davkovani vzorku
jsou dvé moznosti: bud’ davkovat cely vzorek piimo na kolonu, tzv. bez splitu [63,65]. Castgjsi
je davkovat pouze cast vzorku a vyuzit rozd€leni vzorku v davkovacim prostoru
(tzv. se splitem). Pokud se pouzije mod se splitem, miize byt pouzit splitovaci pomér napt. 1:50

[42,83]. Pro méfeni spekter akrylamidu je vyhodnégjsi pouziti SIM mddu, jelikoz poskytuje

37



presngjsi vysledky v porovnani se skenovacim médem, ve kterém jsou detekovany i ostatni
latky ve vzorku [80].

Pti detekci akrylamidu bez derivatizace lze pro separaci vyuzit kapilarni kolonu se
stacionarni fazi polyethylenglykol [79,85] nebo o slozeni 50 % kyanopropyl + 50 %
methylpolysiloxan [82]. Teplota davkovaciho prostoru byva obvykle 200-240 °C [79,82,86].
Teplotni gradientova eluce zacina od 80 °C a kon¢i na 220 °C [79,82], ptipadné muze byt
60-240 °C [85,86]. Sleduji se ionty o m/z 55 a 71 pii pouziti elektronové ionizace [79,82,85],
ptipadné o m/z 72 pii pozitivni chemické ionizaci [79].

Pro bromovany AA je vhodnou chromatografickou kolonou na separaci je kapilarni
kolona s polyethylenglykolem [60,78,84] nebo s 5% fenylem a 95% dimethylpolysiloxanem
jako staciondrni fazi [78,81]. Teplota vstiikovaciho prostoru mtze byt 180 °C [81], 240 °C [78]
nebo 260 °C [60]. Teplotni gradient 1ze pouzit v rozmezi 50-260 °C [60,78,84]. Ionty se sleduji
pii m/z 149 nebo 151 pro elektronovou ionizaci [78,84], ptipadné m/z 152 pro pozitivni
chemickou ionizaci [81].

Pro akrylamid derivatizovany xanthydrolem se vyuZzivd zejména nepolarni kapilarni
kolona se stacionarni fazi slozenou z 5 % fenylu a 95 % dimethylpolysiloxanu
[42,43,61,63,64,80,83]. Davkovaci prostor je vyhfivan na teplotu 250 °C [63,65,80] nebo
290 °C [42,43,61,64,83]. Eluce se provadi s vyuzitim teplotniho programu na kolon¢ a teplota
se pohybuje v rozmezi 40-300 °C [42,43,61,63,64,65,80,83]. S pouzitim elektronové ionizace
se identifikuje pii m/z 207, 234 [42,43,61,64,65,83] nebo 251 [63,80,83].

Jako vnitini standardy pro nederivatizovany i derivatizovany AA se mohou vyuZit
izotopicky znaceny Cs-akrylamid [65,78,81], deuteriovany Ds-akrylamid [60,63,80,82] nebo
acetamid [61,64].

GC-ECD

Detektor elektronového zachytu (ECD) funguje na principu, Ze vodivost v ionizacni
komiirce se méni, pokud jsou ptitomny cizi ionty. ECD je slozen z ionizacni komirky, ktera
obsahuje radioaktivni zdroj B-zafeni (®3Ni), trysku pfivadgjici inertni plyn (dusik) a sbérné
elektrody mezi nimiZ prochazi ionizac¢ni proud. B-paprsky ionizuji inertni plyn a tvoii tok
volnych elektront. Pii vstupu eluentu z kolony na detektor dochazi k reakci s volnymi
elektrony a tvorbé zapornych ionti, které se pohybuji pomaleji nez volné elektrony. Tim
dochdzi k poklesu toku proudu, coz se prokaze jako vznikajici pik [92].

Pti pouziti plynové chromatografie s detektorem elektronového zachytu se akrylamid

muze derivatizovat napt. bromaci [87] nebo pomoci anhydridu kyseliny trifluoroctové [45].
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Pouzivaji se kapilarni kolony s polyethylenglykolem [87] nebo s5 % fenylsiloxanu a 95 %
dimethylpolysiloxanu [45]. Jako nosny plyn se muze pouzit vodik [45] nebo dusik [87].
Teplotni program je v rozmezi 60-280 °C [45,87]. Teplota ECD je shodna s koncovou teplotou
gradientu, a to napt. 260 °C [87] nebo 280 °C [45].

1.6.3.2 Kapalinova chromatografie

Nejvice vyuzivanym typem kapalinové chromatografie je v této dobé tzv. vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography — HPLC).
V kapalinové chromatografie je mobilni fazi kapalina. Stacionarni fdze jsou ¢astice kulovitého
tvaru o velikosti 3-6 um, z tohoto divodu se pracuje s vysokymi tlaky (az 120 MPa), aby bylo
mozné ¢erpat mobilni fazi kolonou. Nejcastéjsi stacionarni fazi jsou Castice na bazi silikagelu,
protoze odolavaji vysokym tlakiim a mohou byt jednoduse modifikovany podle pottebné
polarity. V HPLC se pouzivaji dva systémy podle polarity mobilni faze. Prvnim je systém
S obracenymi fazemi (RP), kde je mobilni fdze polarngj$i nez faze staciondrni. Druhym
pripadem je systém s normalnimi fazemi (NP). V tomto ptipadé je polarnéjsi stacionarni faze
[88,89].

Na Obrazku 19 je schéma kapalinového chromatografu, ktery se sklada ze zasobnikl
s mobilni fazi, odkud se pomoci pumpy cerpa mobilni faze déle do pfistroje: davkovaciho

zafizeni pro nastiik vzorku, kolony, detektoru a odpadu [89].

Ny’ Zpracovanl
dat

Kolona
€, Nastiik vzorku \

Mobilni faze pumpa Detektor Odpad

Obrazek 19: Schéma kapalinového chromatografu [90]

HPLC-MS

Analyza akrylamidu metodou kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci se mtize
provadét bez derivatizace. loniza¢ni technika mize byt ionizace elektrosprejem (ESI) [47] nebo
chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) [44,47,46]. lonty akrylamidu se sleduji pfi

m/z 55 a 72. Na separaci se pouziva se oktadecylova (C18) stacionarni faze navazana na
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silikagelu jako nosi¢i a mobilni fazi muze byt smés napt. 0,01mM kyselina octové s 0,2 %
kyseliny mravenci [46] nebo 10mM kyselina mravenci [47]. Pro detekci se vyuziva

kvadrupolovy hmotnostni spektrometr [44,46,47].

HPLC-UV

Akrylamid mtize byt po separaci detekovan piimo bez derivatizace pomoci UV detektoru
[57,58,60] nebo se vyuZije zlepSeni citlivosti derivatizaci, napft. s 2-naftalenthiolem [49] nebo
bromaci [60]. Kolona se pouziva C18. K separaci za izokratickych podminek miize byt pouzita
napft. smés acetonitril/voda (60:40) [49] nebo se milize pouzit gradientova eluce s kombinaci
acetonitrilu/voda (1:24) a Cistého acetonitrilu [57]. Separace v gradientové eluci Ize dosahnout
také s pouzitim vodné mobilni faze (MF-A) a smési methanol/acetonitril (50:50, MF-B) [60].
Nederivatizovany AA byl detekovan pti vinovych délkach 210 a 225 nm [57], bromovany pfi
205 a 220 nm [60] a derivatizovany pomoci 2-naftalenthiolu pti 254 nm [49].
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2 Experimentalni ¢ast
2.1 Pristroje a zarizeni
e Plynovy chromatograf Agilent 7890A (Agilent Technologies, USA)
e Kvadrupolovy hmotnostni detektor s elektronovou ionizaci Agilent 5977A
(Agilent Technologies, USA)
e Chromatograficka kolona SLB-5ms, 30 m x 0,25 mm x 0,5 um (Bellefonte, PA,
USA)
e Centrifuga Sorvall ST Plus Series (Fisher Scientific, USA)
e Centrifuga NF 400 (NUVE, Turecko)
e Ultrazvuk Sonorex TK52 (Bandelin, Némecko)
e Analytické vahy KERN ABT 220 (Kern & Sohn, Némecko)
e Vortex 1 (IKA, Némecko)
e Rotadni tfepacka Rotator multimix (VWR International, Ceské republika)
e Injekéni stiikacky
e Gastigh 1002 (Hamilton, Svycarsko)
e Microliter 702 (Hamilton, Svycarsko)
e Automatické pipety (Eppendorf, Ceska republika; Biohit, Helsinky, Finsko)

2.2 Chemikalie
e Hydroxid draselny, p.a. (Penta, Ceska republika)

e Hydrogenfosfore¢nan draselny, p.a. (Merck, Némecko)

e Tetrachlormethan, p.a. (Penta, Ceska republika)

e Methanol, >99,9 % (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Ethanol, Uvasol® (Merck, Némecko)

e Kyselina chlorovodikova 35% p.a. (Penta, Ceska republika)
e Carrezovo ¢ifidlo 1. (30% siran Zeleznaty)

e Carrezovo ¢ifidlo II. (15% hexakyanoZeleznatan draselny)
e Xanthydrol, 98 % (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Akrylamid monomer, >98 % (TCI, Belgie)

e Methakrylamid (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Acetamid, >98 % (Sigma-Aldrich, Némecko)
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2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Priprava muffini

Pecivem, ve kterém byl sledovan obsah akrylamidu, byly domaci muffiny vyrobené ze tii
druhti mouk (pSeni¢na hladka, Spaldova a kokosova). VSechny vzorky byly pfipraveny podle
stejného receptu: 250 g mouky, 100 g cukru, 2 1zicky prasku do peciva, Spetka soli, 1 vanilkovy
cukr, 2 stiedné velka vejce, 200 ml mléka, 85 g masla.

Zmeklé maslo, vejce a mléko byly proslehany dohromady. V jiné nadobé¢ byly smichany
vSechny sypké ingredience. Poté byly obé smési promichany dohromady v hladké tésto, které
bylo ihned plnéno do formicek a formicky s téstem byly vlozeny do pfedem vyhiaté trouby.

Podminky peceni muffinti jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: Podminky peceni muffini

Typ mouky Teplota [°C] | Cas [min]
PSeni¢na hladka 180 18
PSeni¢na hladka 180 30
Spaldova 180 30
Kokosova 180 30

Muffiny z pSeni¢né mouky pecené 18 minut slouzily jako matrice pro optimalizaci

metody a kalibra¢ni zavislost. Ostatni byly pecené po dobu 30 minut.

2.3.2 Priprava standardnich roztoki

Zasobni roztoky (ZR-AA; ZR-ACA; ZR-ACA) standardi akrylamidu (AA), acetamidu
(ACA) a methakrylamidu (MAA) o koncentraci 2 mg/ml byly pfipraveny navdzenim piesné
cca 0,02 g do 10ml odmérné baiiky a doplnéné methanolem po rysku.

Ze zasobniho roztoku akrylamidu byl pfipraven pracovni roztok (PR-AA) o koncentraci
20 pg/ml odpipetovanim 500 pl zasobniho roztoku akrylamidu do 50ml odmérné banky
a doplnénim po rysku methanolem. Piehled koncentraci standardnich roztokiui je uveden
v Tabulce 4.

Tabulka 4: Koncentrace ZR a PR standardt

Roztok C [pg/ml]
ZR-AA 2 000
ZR-ACA 2 000
ZR-MAA 2 000
PR-AA 20
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2.3.3 Priprava reakénich roztoku

Z n¢kterych vySe uvedenych chemikalii (viz kapitola 2.2) byly dale ptipraveny roztoky:

e 2M hydroxid draselny — 11,4 g hydroxidu draselného ve 100ml odmérné bance
doplnéné po rysku destilovanou vodou

e 2M hydrogenfosfore¢nan draselny — 34,8 g hydrogenfosfore¢nanu draselného ve
100ml odmérné banice doplnéné po rysku destilovanou vodou

e 1M kyselina chlorovodikova — 8,77 ml 35% kyseliny chlorovodikové ve 100ml
odmérné bance doplnéné po rysku destilovanou vodou

e Xanthydrol 25 mg/ml — 0,05 g xanthydrolu ve 2 ml methanolu

e Carrezovo ¢ifidlo I — 60 g siranu zine¢natého ve 200ml odmérné barice doplnéné
po rysku destilovanou vodou

e Carrezovo ¢ifidlo Il — 30 g hexakyanozeleznatanu draselného ve 200ml odmérné

batice doplnéné po rysku destilovanou vodou

2.3.4 Priprava roztoku pro optimalizaci DLLME extrakce

Byla provedena homogenizace vnitini ¢asti muffinu pe¢eného po dobu 18 minut: tésto
bylo dikladné rozdrobeno a promichano v suché a ¢isté kadince. 1 g této matrice byl navazen
do 50ml centrifuga¢ni zkumavky. Do matrice bylo pipetovano 25 ul ZR-ACA a 25 ul ZR-MAA
jako vnitini standardy a 500 ul PR-AA, aby koncentrace akrylamidu v matrici odpovidala
10 ug/g. Bylo piidano 10 ml smési destilovana voda/ethanol (90:10, V/V), smés byla
na 20 vtefin vloZena do ultrazvukové lazné, poté tfepana po dobu 2 minut a odstfedéna pii
RCF 6 683%g po dobu 5 minut. 9 ml horni ¢iré faze bylo odebrano do nové 50ml centrifugacni
zkumavky a pH bylo upraveno pomoci kyseliny chlorovodikové na 3. Byl pfidan 1 ml roztoku
Carrez I a 1 ml roztoku Carrez II. Smés byla opét tfepana po dobu 2 minut a odstfedéna
(RCF = 6 683xg, 5 minut). 9 ml horni ¢iré faze bylo odebrano do nové 50ml centrifugacni
zkumavky k derivatizaci (viz kapitola 2.3.7). Poté byla provedena DLLME stejnym postupem
jako v kapitole 2.3.8, pouze s tim rozdilem, ze objemy extrak¢niho a disperzniho rozpoustédla

byly ménény podle parametrii Planovani experimentu (DOE), které jsou uvedeny v tabulce 5.
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Tabulka 5: Objemy extrakéniho a disperzniho rozpoustédla pro optimalizaci DLLME

Extrakéni Disperzni

Pokus | Replikace rozpoustédlo rozpoustédlo
(] (]
1 1 80 400
2 1 80 800
3 1 120 400
4 1 120 800
5 1 72 600
6 1 128 600
7 1 100 317
8 1 100 883
9 (C) 1 100 600
10 (C) 1 10 600
11 2 80 400
12 2 80 800
13 2 120 400
14 2 120 800
15 2 72 600
16 2 128 600
17 2 100 317
18 2 100 883
19 (C) 2 100 600
20 (C) 2 100 600

2.3.5 Priprava kalibra¢nich roztoki

Kalibraéni roztoky byly pfipraveny prakticky stejnym postupem jako roztoky pro
optimalizaci DLLME extrakce (kapitola 2.3.4). Byla provedena homogenizace vnitini ¢asti
muffinu (peceného 18 minut): tésto bylo dikladné rozdrobeno a promichano v suché a ¢isté
kadince. 1 g této matrice byl navazen do 50ml centrifugaéni zkumavky. Do matrice bylo
pipetovano 25 ul ZR-ACA a 25 ul ZR-MAA jako vnitini standardy. Dale byly pipetovany
jednotlivé objemy akrylamidu (viz Tabulka 6). Soucasné byl pfipraven slepy pokus bez
ptidavku akrylamidu. Bylo pfidano 10 ml smési destilovana voda/ethanol (90:10, V/V), smés
byla na 20 vtetin vlozena do ultrazvukové laznég, poté tfepana po dobu 2 minut a odstfedéna pti
RCF 6 683xg po dobu 5 minut. 9 ml horni ¢iré faze bylo odebrano do nové 50ml centrifugaéni
zkumavky a pH bylo upraveno pomoci kyseliny chlorovodikové na 3. Byl pfidan 1 ml roztoku
Carrez | a 1 ml roztoku Carrez II. Smés byla opét tfepana po dobu 2 minut a odstiedéna
(RCF = 6 683xg, 5 minut). 9 ml horni ¢iré faze bylo odebrano do nové 50ml centrifuga¢ni

zkumavky k derivatizaci.
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Tabulka 6: Pipetované objemy standardu pro piipravu kalibracni zavislosti

AA ACA MAA
Koncentrace @ Pouzity ¥ Objem | Koncentrace | Objem | Koncentrace | Objem

[ng/g] roztok | [pl] [ng/g] [ml] [ng/g] (1]

40 ZR-AA 20 50 25 50 25

24 ZR-AA 12 50 25 50 25

10 PR-AA 500 50 25 50 25

5 PR-AA 250 50 25 50 25

1 PR-AA 50 50 25 50 25

Koncentrace standardi pro kalibracni zéavislost a nasledn€ i pro vypocet akrylamidu

ve vzorku jsou uvadény jako ug analytu (AA, ACA nebo MAA) v 1 g matrice (resp. vzorku).

2.3.6 Priprava vzorki

Vzorek muffinu byl dikladné rozdroben do suché a ¢isté kadinky a promichan. 1 g vzorku
byl navazen do 50ml centrifuga¢ni zkumavky. K téstu bylo pipetovano 25 pul ZR-ACA a 25 pl
ZR-MAA jako vnitini standardy. Bylo pfidano 10 ml smési destilovana voda/ethanol (90:10,
V/IV), smés byla na 20 vtefin vloZena do ultrazvukové lazné, poté tfepana po dobu 2 minut
a odstfedéna pii RCF 6 683xg po dobu 5 minut. 9 ml horni ¢iré faze bylo odebrano do nové
50ml centrifuga¢ni zkumavky a pH bylo upraveno pomoci kyseliny chlorovodikové na 3. Byl
piidan 1 ml roztoku Carrez | a 1 ml roztoku Carrez II. Smés byla opét ttepana po dobu 2 minut
a odstfedéna (RCF = 6 683xg, 5 minut). 9 ml horni ¢iré faze bylo odebrano do nové 50ml

centrifugacni zkumavky k derivatizaci.

2.3.7 Derivatizace pomoci xanthydrolu

K supernatantu po centrifugaci (viz kapitola 2.3.4—-2.3.6) bylo ptidano 60 ul xanthydrolu
0 koncentraci 25 mg/ml, ktery byl ptipravovan kazdy den cerstvy, a 2 ml kyseliny
chlorovodikové (1M). Smés byla ponechana 30 minut v temnu za stalého michani. Po uplynuti
této doby bylo pfidano 2 ml hydroxidu draselného (2M) a 2 ml hydrogenfosfore¢nanu
draselného (2M). Pomoci kyseliny chlorovodikové bylo pH upraveno na hodnotu cca 7 a smés
byla odstfedéna (RCF = 6 683xg, 5 minut). 12 ml horni ¢iré faze bylo odebrano do 15ml
centrifugacni zkumavky a odstiedéno (RCF = 2 490xg, 10 minut). 10 ml horni ¢iré faze bylo
odebrano do nové 15ml centrifugacni zkumavky k provedeni extrakce xanthyl-derivata
(XH-AA, XH-ACA, XH-MAA).
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2.3.8 Disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny

Byla pfipravena extrakéni smés smisenim 100 pl tetrachlormethanu (extrak¢éni
rozpoustedlo) a 600 pl ethanolu (disperzni rozpoustédlo). 700 ul extrakéni smési bylo odméfeno
do injek¢éni stifkacky a nasledné prudce vstiiknuto 2 cm pod hladinu supernatantu ziskaného po
derivatizaci xanthydrolem. Po dobu 1 minuty byla smé&s mirn¢ michana a poté odstiedéna
(RFC = 2 490%g, 10 minut). Injekéni stiikackou byla odebrana spodni faze (tetrachlormethan)
do vialky k analyze pomoci GC-MS.

2.3.9 Podminky GC-MS

Hmotnostni spektra byla sniméana v SIM modu s pouzitim elektronové ionizace (70 eV).
Byly snimany ionty, které jsou uvedeny v Tabulce 7. Pro kvantitativni analyzu byly zvoleny
molekulové ionty, které jsou v tabulce vyznaceny tu€né. Ostatni podminky plynového

chromatografu a hmotnostni detekce jsou uvedeny v Tabulkach 8 a 9.

Tabulka 7: Pfehled snimanych iontti pomoci SIM modu

Derivat xanthydrolu (XH) m/z
XH-AA 196; 207, 234; 251
XH-MAA 196; 248; 265
XH-ACA 196; 239

Tabulka 8: Experimetalni podminky GC

Kolona SLB-5ms (30 mx0,25 mmx0,5 pm)
Nosny plyn Helium
Pritok nosného plynu 1 ml/min
Davkovany objem vzorku | 1 ul
Splitovaci pomér o1

Pocatecni teplota: 100 °C (2 min)
Teplotni program Gradient: 10 °C/min

Konecna teplota: 300 °C (10 min)
Teplota nastriku 290 °C

Tabulka 9: Experimentalni podminky MS

lonizace Pozitivni elektronova ionizace
Gain factor 10

Solvent delay 3 minuty

Frekvence skenovani 6 skend/s

Teplota El zdroje 300 °C

Teplota kvadrupoélu 150 °C

Teplota MSD Transfer Line 300 °C
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2.3.10 Experimentalni zpracovani dat

Veskeré vysledky GC-MS analyz se interpretovaly v programu Agilent MassHunter
(Agilent Technologies, USA) a nasledn¢ zpracovaly v programu Microsoft Excel a Microsoft
Word. K optimalizaci DLLME pomoci metody Planovani experimentu (DOE: Design
of experiment) byl vyuzit program Statistica 12 (StatSoft, CR). Dale byl vyuZit program
QC Expert (TriloByte Statistical Software, CR) pro zjiténi vyznamnosti ¢lentt kalibra¢ni

rovnice.
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3 Vysledky a diskuze

Akrylamid je povazovan za potencidlni karcinogen a jeho mnozstvi je sledovano
U potravin ve kterych se nejvice vyskytuje. Mimo kavy, bramborovych lupinkt nebo hranolek
S nejvetsim vyskytem AA je pecivo jednou z téchto potravin. Cilem této prace bylo vyvinout
a optimalizovat GC-MS metodu na stanoveni akrylamidu v potravinach a také zjistit, jaky vliv
ma druh pouzité mouky pii vyrob¢ peciva na vysledny obsah akrylamidu v pekatském vyrobku.
Metoda GC-MS byla vybrana proto, ze se jedna o nejpouzivanéj§i metodu na stanoveni

akrylamidu.

3.1 Optimalizace GC-MS metody

Metodu bylo nutné optimalizovat, aby byly nalezeny nejvhodnéjs$i podminky piipravy
vzorku a nasledné analyzy pomoci GC-MS. Byla provedena optimalizace ptipravy vzorku,
optimalizace kapalinové disperzni mikroextrakce (DLLME) s cilem co nejvice snizit mez
detekce, a také optimalizace GC a MS. Bylo také zkoumano, zda je mozné stanovit akrylamid
piimo, nebo je lepsi provést derivatizaci.

Kvantifikace s vyuzitim hmotnostni detekce pomoci externi kalibracni zavislosti
je problematické z diivodu zmény ionizace latek s ¢asem. Také postupné dochazi ke snizovani
intenzity iontd a tim ke snizovani (zmenSovani) pikd. Z tohoto diivodu byl na kvantifikaci
pouzit vnitini standard, kterym byly dvé slou¢eniny: acetamid (ACA) a methakrylamid (MAA)
(Obrazek 20). Ob¢ tyto latky se podobaji svou strukturou i vlastnostmi akrylamidu. Pouzitim
obou vnitinich standardii zaroven bylo umoznéno jejich porovnani a nasledné posouzenti, ktery

z nich je vhodnéjsi pro zamyslené pouziti.
A O @) B
HaC s
HAC NH, CHs

NH,

Obrazek 20: Struktura acetamidu (A) [93] a methakrylamidu (B) [94]
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3.1.1 Optimalizace GC

U podminek plynové chromatografie byl optimalizovan pouze teplotni program. Ostatni
parametry byly pievzaty z literatury [42,43,64]. Byla snaha o to, aby analyza trvala co nejkratsi
moznou dobu, a proto bylo provedeno n¢kolik pokust s riiznymi teplotnimi gradienty. Jako
nejvhodnéjsi byl zvolen teplotni program s gradientem teploty 100-300 °C, kdy analyza trvala
cca 20 minut a doslo k separaci jak akrylamidu, acetamidu a methakrylamidu, tak jejich
derivatii s xanthydrolem.

Retencni ¢as acetamidu (m/z 59) za konecnych podminek GC separace uvedenych
v kapitole 2.3.9 byl 6,5 minut, akrylamidu (m/z 71) 8,5 minut a methakrylamidu (m/z 85)
9,5 minut (Obrazek 21).

80 000

70 000 . m/z =85
methakrylamyf_i___“h /2= 59

60 000 acetamid T m/z="71

50 000

40 000 akrylamid
N

30 000 N\

intenzita

20 000

10 000 | L

0
6 6,5 7 7,5 8 8,5 9 9,5 10 10,5
¢as [min]

Obrazek 21: SIM chromatogram nederivatizovanych standardt (AA+ACA+MAA), 100 pg/ml

Na Obrazku 22 je znazornén SIM chromatogram vybranych iontl. Reten¢ni ¢as derivatu
xanthyl-acetamidu (XH-ACA) byl 19,0 min (m/z 239), xanthyl-akrylamidu (XH-AA) 19,8 min
(m/z 251) a xanthyl-methakrylamidu (XH-MAA) 19,9 min (m/z 265). Dale je na obrazku patrny
velky pik sretenénim c¢asem 16,5 min (m/z 196), ktery odpovida nezreagovanému
derivatiza¢nimu ¢inidlu xanthydrol. Tont m/z 196 je také mozné pozorovat u kazdého piku
derivatizovaného standardu, nebot’ vlivem ionizace dochdzi k odstépeni iontu xanthydrolu.

Je tedy ziejmé, Ze xanthydrol do vzorku je pfidan v dostatecném mnozstvi a je v nadbytku.
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Obrazek 22: SIM chromatogram vybranych iontti o m/z 196; 239; 251 a 265

3.1.2 Optimalizace MS

Optimalizace podminek detekce chromatografické analyzy byla uskute¢néna v nékolika
krocich. Nejprve byly provedeny analyzy samotnych nederivatizovanych standard
o koncentraci 100 pg/ml bez extrakce ve skenovacim modu vrozmezi m/z 40-400
(viz Obrazek 23) a nasledné v SIM modu (viz Obrazek 21), ktery byl vice selektivni a vhodnéjsi
pro kvantifikaci znamych analytt. Diky pouziti SIM modu také vzrostla citlivost metody,
nebod’ detektor nemusi skenovat celé vybrané spektrum iontd.
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Obrazek 23: TIC chromatogram nederivatizovanych standardi (AA+ACA+MAA), 100 pg/ml
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Poté byla provedena derivatizace analyt s xanthydrolem, jiz s celym procesem upravy
matrice a DLLME s cilem efektivnéjsi kvantifikace a snizeni meze detekce (viz kapitola 2.3.4;
2.3.7; 2.3.8). Derivatizované standardy (xanthyl-derivaty) byly detekovany v SIM modu.
Pichled snimanych iont je uveden v Tabulce 7. Pro analyzu bylo pouZito nastaveni s gain
factorem 1. Jako nejvhodngjsi pro kvantifikaci byly zvoleny molekulové ionty o m/z: 251
(XH-akrylamid), 239 (XH-acetamid) a 265 (XH-methakrylamid). Chromatogramy vsech tii
derivatii jsou spolecné zobrazeny na Obrazku 24. Ukazky chromatogramii ostatnich ionti

(m/z =196, 207, 234, 248) jsou v Ptiloze 1-4.
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Obrazek 24: SIM chromatogram xanthyl-derivata standardi (AA+ACA+MAA), 5 ug/ml, GF 1

Diky xanthydrolu dochazi ke zvysSeni molekulové hmotnosti, zvySeni citlivosti detekce
a je umoznéna detekce niz§ich koncentraci. Porovnanim Obrazki 21 a 24 lze vidét, ze piky
nederivatizovanych standardii o koncentraci 100 pg/ml vykazuji podobnou intenzitu jako
xanthyl-derivaty o koncentraci 5 pg/ml (XH-ACA, XH-MAA).

Nasledné byla provedena stejna analyza xanthyl-derivati pouze s tim rozdilem, ze faktor
zisku elektronového nasobic¢e (gain factor, GF) hmotnostniho detektoru byl pro zesileni
vysledného signalu nastaven z hodnoty 1 na hodnotu 10. Chromatogramy molekulovych iontt

jsou na Obrazku 25. Toto nastaveni bylo poté pouZito pro veskeré nasledné analyzy.
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Obrazek 25: SIM chromatogram xanthyl-derivatt standardi (AA+ACA+MAA), 5 pg/ml, GF 10

3.2 Optimalizace pripravy vzorku

Byla provedena optimalizace postupu ptipravy vzorku, kdy byly zkouseny rizné objemy,
poméry a druhy extrakénich roztoki a také byl zkouman vliv matrice a ptidavku Carrezovych
¢ifidel.

Extrakéni roztoky slouzi k extrakci akrylamidu z matrice. Zpocatku byly provedeny
pokusy pouze se standardy bez matrice. Jako hlavni extrakéni roztok byla zvolena destilovana
voda, jelikoz akrylamid vykazuje velmi dobrou rozpustnost ve vodé (az 390 g/l). Druhym
extrak¢énim roztokem byl methanol. Prvni pokusy byly s 20 ml smési extrak¢nich roztoki
0 slozeni destilovana voda/methanol (80:20). V tomto slozeni bylo zjisténo, Zze nedochazi
K rozdéleni fazi pti nasledné disperzni mikroextrakci. Bylo tedy zkouseno 20 ml stejné smési,
destilovana voda/methanol, s pomérem 90:10, ale ani v tomto pfipadé nedoslo k rozdélené fazi
pii DLLME. Nasledné se provedly dalsi pokusy, kdy bylo zkoumano pouziti pouze samotné
destilované vody a dale smés destilovana voda/ethanol (80:10 a 90:10). Pii téchto pokusech jiz
doslo k odde€leni fazi pti extrakci kapalinou. Poté byly tyto extrakéni roztoky pouzity pro
pokusy s matrici. K 1 g matrice, upravené destilovanou vodou do konzistence tésta, bylo
pfidano 10 ml extrakénich roztokti. Rozdéleni fazi pti DLLME probéhlo u vSech tfi typt
extrak¢nich roztokli. Matrice tedy neméla vliv na vysledné déleni fazi. Jako nejvhodné;si
extrakéni roztok byla vybrana smés destilovana voda/ethanol (90:10).

Carrezova Cifidla slouzi k odstranéni interferenti jako jsou napi. bilkoviny. Byly

provedeny pokusy s jednim ¢ifenim a dvéma ¢ifenimi provedenymi postupné za sebou s cilem
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co nejvice odstranit pevné a interferujici slozky vzorku. Pti pouziti Carrezovych ¢itidel ve dvou
krocich bylo zjisténo, ze Cast standardi je zachyceno vyslednou srazeninou hexakyano-
Zeleznatanu zine¢natého. Dochazi tak ke snizeni koncentrace a tim ke komplikacim pii detekci

a kvantifikaci. Bylo tedy zvoleno pouze jedno ¢ifeni.

3.3 Optimalizace extrakce

Disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny (DLLME) je metoda, ktera se provadi
nastfiknutim smési extrakéniho a disperzniho rozpoustédla do vzorku, ¢imz dojde k rozptyleni
extrakéniho rozpoustédla ve formé mikrokapicek a tim i k rychlé a u¢inné extrakci analytu.

DLLME byla v této praci vyuzita proto, ze je rychla, jednoducha a spotiebuje se pouze
malé mnozstvi rozpoustédel, fadové desitky az stovky mikrolitrii. DalSim divodem bylo to,
ze akrylamid se ve vzorcich vyskytuje v nizkych koncentracich. Bylo tedy potieba provést
zakoncentrovani z ptivodniho vodno-ethanolického roztoku, ktery slouzil k vyextrahovani AA
ze vzorku, a dostahnout tak nizké meze detekce. Za disperzni rozpoustédlo byl zvolen ethanol,
jelikoz byl jiz v roztoku se vzorkem pfitomen, a za extrakéni rozpoustédlo tetrachlormethan.

Optimalizace podminek DLLME, tedy vhodného poméru extrakéniho rozpoustédla
(tetrachlormethan) a disperzniho rozpoustédla (ethanol), byla provedena pomoci metody
Planovani experimentu (DOE). Déle bylo zjistovano, zda maji tyto kombinace rozpoustédel
vyznamny VIiv na uc¢innost extrakce akrylamidu a vnitiniho standardu, kterym byl
methakrylamid. Byl pouzit pouze jeden vnitini standard, jelikoz methakrylamid a acetamid
maji podobné chemické struktury a vlastnosti. Pfesny postup je uveden v kapitole 2.3.4. Jelikoz
je akrylamid velmi dobfe rozpustny ve vodé, neochotné¢ by piechdzel do extrakéniho
rozpoustédla, bylo nutné pted vlastni extrakci pfidat do roztoku vzorku hydrogenfosfore¢nan
draselny a hydroxid draselny. Tento krok zptsobi vysoleni analytd a jejich piechod do
extrak¢éniho ¢inidla.

K optimalizaci byl vyuzit program Statistica a metoda pldnovani experimentu (DOE).
Byl zvolen centralni kompozitni design experimentu, dva faktory a kazda extrakce byla
provedena ve dvou opakovanich. Vstupnimi faktory byly objem extrakéniho rozpoustédla
(80; 100 a 120 ul) a objem disperzniho rozpoustédla (400; 600 a 800 ul). Vyslednym
a sledovanym parametrem byl pomér ploch pik akrylamidu a methakrylamidu. Vstupni
I vystupni parametry DOE jsou uvedeny v Prtiloze 5 a vysledky jsou zobrazeny na Obrazcich
26; 27 a v Piiloze 6.
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Extr. rozp. (K)

Disp. rozp. (K) | - 97779

-2,163184

(1)Extr. rozp. (L) | 3996346
(2)Disp. rozp. (L) | -,215552
1L72L + 0438966

p=,05
Standardizovany odhad efektu (absolut. hodn.)

Obrazek 26: DOE — Parettiv graf standardizovanych efektl

Paretiv graf na Obrazku 26 zobrazuje, Ze objem extrakéniho rozpoustédla
(tetrachlormethan) je vyznamny parametr ovliviiujici extrakci (p > 0,05). Cim v&tsi je hodnota
p, tim vice dany parametr ovliviiuje uc¢innost extrakce. Objem tetrachlormethanu ma tedy vliv
na vysledny pomér ploch pikii AA/MAA, tudiz i na koncentraci akrylamidu.

Obrazek 27 zobrazuje zavislost poméru ploch pikli (AA/MAA) na extrakénim
rozpoustddle a disperznim rozpoustédle. Cervena barva udava nejvhodngjsi slozeni extrakénich
rozpoustédel, kdy jsou plochy piku, a tedy i poméry ploch nejvétsi. Pii tomto sloZzeni dochazi
Kk nejucinngjsi extrakci. Z obrazku je patrné, ze nejvhodnéjsi kombinaci objem rozpoustédel
je 100 pl extrak¢éniho rozpoustédla (tetrachlormethan) a 600 pl disperzniho rozpoustédla
(ethanol).

4

°

4%
1
Bl <025
[1<-0,75
Bl <-175
Bl <-275

Obrazek 27: DOE — vliv objemu extrak¢nich rozpoustédel na pomér ploch AA/MAA
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3.3.1 Kalibracni zavislost

Kvantifikace AA byla provedena na zaklad¢ kalibracni zavislosti, ktera byla provedena
tak, ze jednotlivé kalibra¢ni body byly pfipravovany do matrice jesté¢ pred vlastni Gpravou,
derivatizaci a extrakci. Tim se do kalibra¢ni zavislosti zahrnuly matri¢ni efekty, vliv extrakce
i vliv derivatizace. Matrici tvofil muffin vyrobeny z hladké pseni¢né mouky peceny po dobu
18 minut. Vnitini standardy byly pouzity dva, acetamid a methakrylamid, aby bylo mozné je
mezi sebou porovnat a zajistit tak vétsi presnost vysledki, ptipadné vybrat pouze jeden, ktery
by vykazoval lepsi pouzitelnost.

Kalibra¢ni zavislost byla sloZena z 5 bodi s riznou koncetraci AA (1-40 nug/g) a stejnou
koncentraci vnitiniho standardu (viz Tabulka 6). Kazdy kalibra¢ni bod byl pfipraven ve dvou
opakovanich. Po separaci pomoci optimalizované GC-MS metody a odec¢teni hodnot ploch pika
akrylamidu, acetamidu a methakrylamidu (viz Ptiloha 9-11) byly vytvoieny dvé kalibra¢ni
zavislosti pomért ploch pikd akrylamidu K vnitinimu standardu na poméru koncentraci
akrylamidu K vnitinimu standardu. Tyto dvé kalibra¢ni ktivky zobrazuji Obrazky 28 a 29.
Veskera data, ktera byla pouzita pro vytvoteni kalibra¢ni zavislosti jsou uvedena Vv tabulkach

v Priloze 7 a 8.

0.5 1
0,45 -
0.4
0.35 -
0.3 -
0,25 -
0.2 -
0,15 -
0.1 -
0,05 -

y =0,4955x
R2=10,9981

A (AAY/A (ACA)

0,0 0,1 0.2 0,3 0,4 0.5 0,6 0,7 0,8 0,9

¢ (AA)/ ¢ (ACA)

Obrazek 28: Zavislost poméru ploch piki na podilu koncentraci (AA/ACA)
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Obrazek 29: Zavislost podilu ploch pikti na podilu koncentraci (AA/MAA)

Obg¢ kalibraéni zavislosti byly podrobeny diagnostice v programu QC Expert, kde byla
hodnocena vyznamnost ¢lenti rovnice kalibraéni primky. Usek piimky (AA/ACA: 0,0039;
AA/MAA: 0,0095) byl v obou ptipadech vyhodnocen jako nevyznamny (p > 0,05; viz Pfiloha
12) a pro nasledné vypocty nebyl bran v potaz. Linearita obou kalibra¢nich zavislosti byla pro
méfeny koncentraéni rozsah vyhovujici. U kalibracni zavislosti s vnitfnim standardem
acetamidem (AA/ACA) byl koeficient determinace, R? 0,9981 a u kalibraéni zavislosti
s vnitinim standardem methakrylamidem (AA/MAA) byl koeficient determinace R?, 0,9971.

3.3.2 Validace metody

Pro zjiSténi, zda je optimalizovand metoda vhodnd a dostatecnd pro zamyslené pouziti

byla provedena ¢aste¢na validace.

3.3.2.1 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce definuje takové mnozZstvi analytu, které 1ze danou metodou prokazat. Mez
stanovitelnosti udava koncentraci, kterou lze pti dané¢ metod¢ s presnosti kvantifikovat.

Ke zjisténi mezi detekce a stanovitelnosti byla odectena vyska Sumu a vyska piku pro
nejmensi kalibra¢ni bod, a to 1 pg/g (viz Pfiloha 13). Naslednym vypoctem pomoci podilu
vysky piku (S) a vysky sumu (N), kdy mez detekce je dana jako 3xS/N a mez stanovitelnosti
jako 10xS/N, byly zjistény koncentrace jednotlivych mezi, které jsou uvedeny v Tabulce 10.

Tabulka 10: Hodnoty meze detekce a meze stanovitelnosti

Mez detekce 0,292 ng/g
Mez stanovitelnosti | 0,973 pg/g
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3.3.2.2 Ptesnost a spravnost metody

Ptesnost metody vyjadiuje blizkost shody mezi vysledky nezavislych testli a hodnoti
se pomoci smérodatné odchylky. Spravnost metody je mira shody mezi referen¢ni hodnotou
a hodnotami vysledkii nezavislych testi a hodnoti se jako vytéznost [91].

Pro zjisténi pfesnosti a spravnosti metody bylo provedeno 6 méteni se stejnou koncentraci
akrylamidu, a to na koncentra¢ni hladiné¢ 10 pg/g a jako matrice byl pouzit muffin bez
akrylamidu stejn€ jako v ptfipadé meéteni kalibracni zavislosti (kontrolovano pomoci slepého
pokusu bez ptidavku AA). Vnitini standardy mély koncentraci 50 ug/g (MAA a ACA). Veskeré
vysledky byly hodnoceny z poméru plochy piku akrylamidu a plochy piki vnitinich standardu.
Tyto hodnoty jsou uvedeny v Priloze 14. Kritéria pfijatelnosti byla pievzata z AOAC
International [91].

V tabulce 11 jsou uvedeny vypoétené hodnoty spravnosti, ktera byla vyjadiena jako
vytéznost. V tomto piipade kritérium piijatelnosti spliiuje pouze metoda, kde je pouzit vnitini
standard acetamid.

Tabulka 11: Vysledné hodnoty spravnosti

Spravnost
CAA Vytézinost (AA/ACA) = Vytézinost (AA/MAA) = Kritérium piijatelnosti
[ng/g] [%6] [%6] [%6]
10,45 98,67 133,60 80-110

V tabulce 12 jsou uvedeny vypoctené hodnoty ptesnosti, vyjadiené pomoci relativni
smérodatné odchylky a porovnani s kritériem pfijatelnosti. Stejn€ jako u pfipadu spravnosti,
je vhodng&j$im vnitinim standardem acetamid, jelikoz jeho hodnota smérodatné odchylky

nepiekrocila kritérium ptijatelnosti.

Tabulka 12: Vysledné hodnoty presnosti

Presnost
. Relativni smérodatna Relativni smérodatna Kritérium ofiiatelnosti
AR odchylka (AA/ACA) | odchylka (AA/MAA) T
[ne/gl [%] [%] [%0]
10,45 6,94 10,62 <73

Acetamid vykazuje lepsi vysledky jak v pfipadé spravnosti, tak 1 v pfipad¢ piesnosti.
Je tedy patrné, ze jako vnitini standard je nejvhodné&j$i pouzit jako vnitini standard prave

acetamid.
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3.4 Analyza akrylamidu ve vzorcich peciva

Optimalizovana metoda zahrnujici derivatizaci a disperzni mikroextrakci z kapaliny
do kapaliny s GC-MS koncovkou byla pouzita na stanoveni akrylamidu ve vzorcich pekaiskych
vyrobki. V této praci byly pouzity 3 druhy mouky (pSeni¢na hladkd, Spaldova a kokosova) pro
vyrobu muffinli. VSechny vzorky byly peceny stejnym postupem a za stejnych podminek
(viz kapitola 2.3.1). Metoda pro stanoveni akrylamidu Vv pe¢ivu byla optimalizovana za pouziti
matrice, coZ byl muffin vyrobeny z hladké pSeni¢né mouky peceny po kratsi dobu nez vzorky,
aby byla pravdépodobnost vyskytu akrylamidu co nejmensi.

Kazdy vzorek byl ptipraven a méfen minimalné tfikrat, aby nedochazelo k nahodnym
chybam. Na Obrazcich 30 a 31 jsou ukazkové chromatogramy jedné analyzy vzorku muffinu
vyrobeného z hladké pSeniéné mouky. Retencni ¢as AA je 19,8 minut. Je zde pozorovatelny
pouze velmi maly pik akrylamidu, ktery nelze kvantifikovat. Piky acetamidu a methakrylamidu
jsou jasné patrné. Ukazky chromatogramu dalSich dvou vzorkl (Spaldova, kokosova mouka)

jsou zobrazeny v Ptilohach 15-18.
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Obrazek 30: SIM chromatogram vzorku z hladké pSeni¢né mouky —m/z = 251
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Obrazek 31: SIM chromatogram vzorku z hladké pseniéné mouky — m/z = 239 a 265

Pii dodrzeni postupu s 1 g vzorku nebyla metoda dostacéujici, proto byla zkousena analyza
vétstho mnozstvi vzorku (1,5 g). Ani vtomto piipadé nebylo mozné akrylamid
Z chromatogramu kvantifikovat. Bylo by tedy nutné projit vSechny kroky pii pfipraveé vzorku
a snizit mez detekce, napt. vyzkousSet jiné extrak¢ni ¢i disperzni rozpoustédlo nebo pouzit jiné
vysolovaci soli pii pfipraveé vzorku pied extrakci. DalSi moZnosti, kde by mohl byt problém
je $patné uvolnéni AA z matrice. Nicméné tento postup je v mnoha publikacich pouzivan.
BohuZel ¢asova naroénost piipravy vzorku neumoziiovala tuto optimalizaci provést. Cas na
experiment byl omezeny, a navic zkraceny disledku opatfeni vlady v navaznosti na situaci
ohledn& SARS-CoV-2 v CR.

V odbornych ¢lancich [42,43,64], podle kterych byla tato prace provadéna, je stanovovan
akrylamid v riznych druzich peéiva. VSechny tfi tyto publikace a nékteré dalsi [20, 44, 45, 46]
uvadéji vysledny obsah akrylamidu v pecivu v koncentracich pohybujicich se v rozmezi cca
10-500 ng/g. Meze detekce v publikacich [43,64] byly 0,54 a 0,6 ng/g. Mez detekce zjisténa
pro tuto optimalizovanou metodu byla 292 ng/g. Je tedy pravdépodobné, ze ve vzorcich muffini
byl akrylamidu v koncentracich pod mezi detekce a bylo by nutné, jak je jiz zminéno vyse,

znovu optimalizovat metodu a snizit mez detekce.
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4 Zavér

Cilem této prace bylo vyvinout a optimalizovat metodu GC-MS pro stanoveni akrylamidu
v pekaiskych vyrobcich, optimalizovat pfipravu vzorku a celou metodu validovat. Dal§im cilem
bylo zjistit, zda je obsah akrylamidu v pekaiskych produktech ovlivnén riiznym zastoupenim
druhii mouk.

Optimalizace metody GC-MS a ptipravy vzorku probéhla v n¢kolika hlavnich krocich.
Nejprve bylo zjisténo, ze akrylamid je nutné podrobit derivatizaci, aby bylo dosazeno
co nejlepsi detekce. Derivatizace byla provedena s pouzitim xanthydrolu. Také bylo zjisténo,
ze za pouziti SIM moddu pro analyzu téchto xanthyl-derivati se dosahuje velmi dobré separace
a kvantifikace. Dale byla provedena optimalizace pfipravy vzorku s riznymi extrakénimi
¢inidly. Jako nejlepsi kombinace byla vybrana smés destilovana voda/ethanol (90:10). Poté byla
provedena optimalizace kapalinové disperzni mikroextrakce, kde se zjistovaly nejvhodnéjsi
objemy extrakéniho a disperzniho rozpoustédla, kterymi byli tetrachlormethan a ethanol.
Dospélo se k zavéru, ze nejefektivnéjsi extrakci vykazuje kombinace 100 ul tetrachlormethanu
jako extrakéniho rozpoustédla a 600 ul ethanolu jako disperzniho rozpoustédla. Na kvantifikaci
akrylamidu byl pouzit vnitini standart. Byly testovany dva vnitini standardy s podobnymi
vlastnostmi jako akrylamid, a to acetamid a methakrylamid. Pti validaci metody bylo zjisténo,
ze acetamid splnoval 1épe kritéria piijatelnosti a je tedy vhodné&jsi.

Optimalizovana a validovana metoda byla pouzita ke stanoveni akrylamidu v pekaiskych
produktech. Analyza vzorkt peciva z pSeni¢né, Spaldové a kokosové mouky byla provedena na
nékolika vzorcich muffinii vyrobenych stejnym postupem. Bylo zjiSténo, Ze v téchto tfech
vzorcich se vyskytuje jen velmi malé mnozstvi akrylamidu, které bohuzel nebylo mozné
kvantifikovat. Bylo by nutné nalézt vhodné&jsi podminky metody, aby doslo ke sniZzeni meze
detekce, napt. otestovat jiné extrakéni rozpoustédlo, jiné vysolovaci roztoky, pfipadné oveétit
dostatecné uvolnéni akryamidu ze vzorku. Tyto kroky nebylo bohuZel mozné provést
v disledku casové naroCnosti a omezenému Casu na experimentalni provedeni diplomové
prace, ktery byl zkracen diky mimofadnému a ochrannému opatteni vlady v dusledku situace

onemocnéni covid-19 zptisobeného koronavirem SARS-CoV-2.
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Piiloha 1: SIM chromatogram (m/z = 196)
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Ptiloha 2: SIM chromatogram (m/z = 207)
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Ptiloha 5: Parametry optimalizace DLLME pomoci Planovani experimentu a vysledné poméry ploch
akrylamidu — A (AA) a vnitiniho standardu methakrylamidu — A (MAA)

Pokus | Replikace Extfavkéni Dislv)evrzni A (AA)/
rozpoustédlo [ul] | rozpoustédlo [ul] | A (MAA)
1 1 80 400 0,049
2 1 80 800 0,032
3 1 120 400 0,056
4 1 120 800 0,074
5 1 72 600 1,278
6 1 128 600 1,757
7 1 100 317 1,581
8 1 100 883 1,292
9(C) 1 100 600 1,469
10 (C) 1 100 600 1,727
11 2 80 400 0,046
12 2 80 800 0,026
13 2 120 400 0,039
14 2 120 800 0,087
15 2 72 600 1,174
16 2 128 600 1,684
17 2 100 317 1,893
18 2 100 883 1,647
19 (C) 2 100 600 1,981
20 (C) 2 100 600 2,664
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Ptiloha 6: DOE — profily pro ptedpovédi a vhodnost

Profily pro predpovédi a vhodnost
Disp. rozp.

‘Vhodnost
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Piiloha 7: Hodnoty ploch pikit AA a ACA a jejich podil pro kalibraéni zavislost

CAA A (AA) CACA A (ACA) | A(AA) c (AA)/
[ng/gl m/z 251 [ng/o] m/z 239 A (ACA) | c(ACA)
1,045 23198 48,75 1493 274 0,0155 0,0214
1,045 23 882 48,75 1 065 668 0,0224 0,0214
5,225 86 722 48,75 1 394 806 0,0622 0,1072
5,225 76 617 48,75 1518 709 0,0504 0,1072
10,45 142 159 48,75 1441694 0,0986 0,2144
10,45 141 570 48,75 1 340 288 0,1056 0,2144
25,08 444 107 48,75 1716 285 0,2588 0,5145
25,08 407 636 48,75 1505 258 0,2708 0,5145
41,80 653 544 48,75 1534021 0,4260 0,8574
41,80 648 602 48,75 1513990 0,4284 0,8574
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Ptiloha 8: Hodnoty ploch pikit AA a MAA a jejich podil pro kalibra¢ni zavislost

CaA A (AA) cmaa | A(MAA) | A(AA) | ¢ (AA)
[ng/g] m/z 251 [ng/g] miz265 | A(MAA) | ¢ (MAA)
1,045 | 23198 50,00 1058674 0,0219 0,0209
1,045 | 23882 50,00 965467 |  0,0247 0,0209
5225 | 86722 50,00 966 341 | 0,0897 0,1045
5225 | 76617 50,00 1074594 | 0,0713 0,1045
10,45 | 142159 50,00 938127 | 0,1515 0,2090
10,45 | 141570 50,00 982015 | 0,1442 0,2090
2508 | 444107 50,00 1335843 0,3325 0,5016
2508 | 407636 50,00 1192086 | 0,3420 0,5016
41,80 | 653544 50,00 1116078 | 0,5856 0,8360
41,80 | 648 602 50,00 1190946 |  0,5446 0,8360

Ptiloha 9: SIM chromatogram kalibrace pti m/z 239 (XH-acetamid)
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Ptiloha 10:SIM chromatogram kalibrace pii m/z 251 (XH-akrylamid)
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Piiloha 11: SIM chromatogram kalibrace pii m/z 265 (XH-methakrylamid)
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Ptiloha 12: Odhad, smérodatné odchylka, pravdépodobnost a hodnoceni vyznamnosti useku a
smeérnice kalibracni ptimky z programu QC Expert

AA/ACA | Odhad | Smérodatna odchylka | Pravdépodobnost Zavér
Usek 0,0039 0,0035 0,2936 Nevyznamny
Smérnice | 0,4955 0,0002 3,5-1012 Vyznamny
AA/MAA | Odhad @ Smérodatna odchylka | Pravdépodobnost Zavér
Usek 0,0095 0,0057 0,133 Nevyznamny
Smérnice = 0,6619 0,0003 1,9-10% Vyznamny

Ptiloha 13: Hodnoty pro vypocet mezi detekce a stanovitelnosti

Vyska piku (S)

Vyska Sumu (N)

S/IN

8453,48

787,41

10,74

Priloha 14: Hodnoty podilu ploch piktit AA a vnitinich standardt a z nich vypoctené koncentrace
pomoci rovnice kalibra¢ni ptimky pro presnost a spravnost

vnitini standard ACA vnitini standard ACA
caa [pg/gl | A (AA)A (ACA) | caalpg/g]l | A (AA)JA (MAA) | caa[pg/gl
0,1126 11,082 0,2175 16,429
0,1000 9,837 0,1949 14,721
10,45 0,1143 11,243 0,2240 16,918
0,0977 9,608 0,1769 13,361
0,0986 9,701 0,1515 11,447
0,1056 10,392 0,1442 10,890
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Ptiloha 15: SIM chromatogram vzorku ze $paldové mouky — m/z = 251
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Ptiloha 16: SIM chromatogram vzorku ze $paldové mouky — m/z = 239 a 265
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Piiloha 17: SIM chromatogram vzorku z kokosové mouky — m/z = 251
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Ptiloha 18: SIM chromatogram vzorku z kokosové mouky — m/z = 239 a 265
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