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ABSTRAKT

Akrylamid (AA), pravdépodobny lidsky karcinogen, vznikéd jako nezadouci kontaminant
reakci redukujicich sacharidll s asparaginem v potravinach rostlinného piivodu pii jejich
tepelném opracovani nad 120 °C. AA je nejcastéji stanovovan metodami GC/MS a
LC/MS-MS po piedchozi izolaci z matrixu v Siroké skale potravin. Zatizeni spotiebitelit AA z
potravin je podle naSich zjisténi vyssi u mladych lidi (1,8 — 3,8 pg/kg bw/den), coz odpovida
odhadim JECFA FAO/WHO zroku 2006. V zajmu ochrany zdravi vedla hodnoceni
zdravotnich rizik k doporuceni snizit tvorbu AA jizZ v procesu zpracovani potravin uplatnénim
dostupnych opatfeni vyplyvajicich z poznani mechanizmu jeho tvorby.

Hlavnim cilem disertacni prace bylo rozsifeni znalostni databaze o moznosti eliminace AA
ve vybranych druzich tepelné zpracovanych potravin. Studium bylo zaméfeno na cerealni
potraviny, které se vyznamné podili na expozici AA, zvlasté pak na chléb a sladké suSenky.
Veskery obsah AA v chlebu se nachdzi v kiirce, kterd predstavuje 5 - 15 % celého chleba.
Chleby pfipravené v domaci pekarné z chlebovych smési obsahuji v kirce ptiblizné 30 —
75 ng/kg, kdezto chleby z obchodni sit¢ 2 az 10x vice, v zavislosti od slozeni a podminek
pfipravy a peceni chlebli. Pro udrzeni kvality chlebi z domaci pekarny po celou dobu
trvanlivosti smési byla navrZena optimalizace chlebovych smési zvySenim obsahu drozdi, coz
pti dostatecné vysoké aktivité kvasnic pozitivné€ piisobi také na redukci AA.

Monitoring obsahu AA v sortimentu pecivaiskych vyrobkti ukdzal vyssi obsah AA v
diabetickych susSenkach, které obsahuji namisto sachar6zy fruktézu. U tii z nich dokonce
prekracoval smérnou hodnotu (500 pg/kg) pro komoditu ,,susenky* o vice nez 1,5nasobek.
Pro minimalni zasah do technologie jejich vyroby byla navrzena eliminace AA aplikaci
enzymu asparaginaza, kdy koncentrace enzymu a vhodny zplsob jeho pouziti
v primyslovych podminkach byl pfedem testovan na modelovych systémech. Optimalizaci
podminek aplikace enzymu bylo dosaZeno snizeni obsahu AA v diabetickych susenkach o
vice jak 40 % aniz by doslo k ovlivnéni organoleptickych vlastnosti finalnich vyrobkd.

Soucésti prace bylo 1 studium vlivu antioxidanti na vznik AA, kdy byl obsah AA
v pernikach u€inn¢ sniZovan pouzitim fenyklu, anyzu, hiebicku, vanilky ¢i bilého pepte (0 9 —
21 %). Naopak koriandr a skofice jeho obsah vyrazné zvySovali (o 18 — 54 %). Jelikoz mezi
DPPH- radikal zhasejici aktivitou extrakti kofeni a obsahem AA nebyla pozorovana korelace,
kone¢ny obsah AA byl patrné ovlivnén chemickym slozenim kofeni a reaktivnosti

jednotlivych slozek v matrici.



V praci zkoumané metody se jevi jako vhodné zpiisoby eliminace AA ve vybranych
potravinach, ale jejich konkrétni pouziti je nutné optimalizovat s ohledem na sloZeni potravin,
jejich zpracovani a pouzitou technologii. Odhad dopadu aplikace navrzenych zplsobl
eliminace AA na celkovou expozici ukézal, ze zatizeni organismu AA u studentl stfednich
skol z Ceské a Slovenské republiky lze sniZit v priméru o 10 %. Tento pokles je krokem
vpted pro snizeni mozného rizika vzniku rakovinného onemocnéni konzumaci potravin
s vysokym obsahem AA. Zaroven je vyznamnou informaci pro vyrobce potravinaiskych
produktli v uplatiovani dostupnych a ovéfenych metod eliminace AA, které by hodnoty

zatizeni lidského organizmu AA z potravin pomohly jesté vice snizit.

ABSTRACT

Acrylamide (AA) is a probable human carcinogen and undesirable contaminant which is
produced by the reaction of reducing sugars with asparagine in plant foods during their
thermal treatment above 120 °C. AA is most often determined by GC-MS and LC-MS/MS in
isolates from the matrix in a wide range of foods. According to our observations, AA intake
from food is higher among young people (from 1.8 to 3.8 pg/kg bw/day), which is consistent
with the estimations of JECFA FAO/WHO from the year 2006. Considering the health risk, it
is recommended to reduce AA formation in food during its processing, in particular exploiting
the available experience.

The aim of this thesis was to extend the knowledge of the possibility of AA elimination in
selected types of thermally processed foods. The study was focused on cereal foods that
contribute significantly to AA exposure, especially bread and sweet biscuits. The whole AA
content in the bread is in the crust, which represents 5-15% of the bread. Crust of home-made
bread contains approximately 30-75 pg/kg, however the marketed bread contains 2 to 10
times more of AA. This is due to the composition of bread mix, preparation conditions and
baking. For maintaining the quality of home-made bread during the dry mixture shelf-life,
optimization of bread mixtures was designed by increasing of yeast content, which proved
positive effect on the reduction of AA content at sufficiently high activity of the yeast.

Monitoring of AA content in assortment of sweet bakery products showed higher levels of
AA in diabetic biscuits containing fructose instead of sucrose. Three of them even exceeded
the reference value (500 pg/kg) more than 1.5 times for commodity "cookies". Elimination of

AA by applications of the enzyme asparaginase has been designed for minimal interference in



technology of their production. The concentration of the enzyme and the appropriate method
of its use in industrial environment have been tested previously in model systems. In
optimized conditions of the enzyme application, AA content in diabetic biscuits was reduced
by more than 40% without affecting the organoleptic properties of the final product.

Effect of the antioxidants on AA formation was also part of the study. AA content in
gingerbread was reduced efficiently by the use of fennel, anise, cloves, vanilla and white
pepper (by about 9-21%). Conversely, coriander and cinnamon significantly increased its
content (by 18-54%). Since correlations between the DPPHe radical quenching activity of the
spice extracts and AA content was not observed, the final content of AA was probably
influenced by the chemical composition of spices and reactivity of the individual components
in the matrix.

Investigated methods appear to be suitable ways of elimination AA in some foods;
however their specific use must be optimized with regard to the composition of the food,
processing and the technology used. Estimated impact of application of the above-mentioned
methods to the overall elimination of AA exposure showed that its intake in high school
students from the Czech and Slovak Republic can be reduced on average by 10%. This
decrease is a success to reduce the possible risk of cancer disease by eating foods with a high
AA content. It is also important piece of information for food producers for further
development of relevant methods for AA elimination which would help to reduce the AA

intake from foods even more.
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1 UVOD

Stale vice rostouci pozadavky spotiebiteli na zdravé, vyzivné a pestré potraviny vedou
k neustalé inovaci potravindiskych technologii a také k vyvoji novych technologickych
postupt se zvlastnim ohledem na kvalitu, bezpecnost a atraktivnost potravinarskych produkti.
Cilem potravindiské produkce je dodavat na trh mikrobiologicky i1 chemicky bezpecné
potraviny se zachovanim optimdlnich nutri¢nich a senzorickych vlastnosti a s minimalnim
obsahem skodlivych latek. Vyziva je totiz jednim z faktorti poukazujicich na vyspé€lost
spolecnosti, ale také determinuje vyskyt mnoha civiliza¢nich onemocnéni, at’ uz z nadbytku,
¢i nedostatku vyZivy, nebo z nespravné skladby vyzivy. S potravinami je taktéz spojen vyskyt
mnoha karcinogennich onemocnéni, protoze potraviny mohou mit jak karcinogenni tak i
preventivni u¢inky [1, 2, 3].

Pti vyrobé€ potravin je po staleti pouzivano tepelné opracovani potravin, které vede k lepsi
stravitelnosti potravin, zvySuje jejich bezpecnost z hlediska vyskytu mikrobiologické
kontaminace, prodluzuje trvanlivost potravin a v neposledni fadé ma vliv na chutnost a
atraktivnost vyrobki rozsitenim Skaly barev, chuti, vlini a textur v potravinach vyrobenych
z podobnych surovin. Tepelnym opracovanim dochazi ke zniceni enzymi a mikroorganismii a
snizuje se aktivita vody potravin, ¢imz se prodluzuje trvanlivost potravin. Nékteré latky
vznikajici béhem tepelného opracovani mohou mit také pozitivni vliv na lidské zdravi, kdy
fada nové vytvorenych sloucenin mtize mit antioxidacni, antimikrobidlni a antialergeni vliv.
Kromé pozitivnich u¢inkd vedou tepelné procesy i1 k negativnim duasledktim, jako je ztrata
tepelné labilnich slou€enin (napf. vitaminl, esencidlnich aminokyselin), nebo vznik
nezéadoucich chuti a viini, coz zptsobuje pokles nutri¢ni hodnoty a senzorické kvality tepelné
opracovanych potravin [4].

V poslednich letech je tepelné opracovani potravin spojeno predevSim s obavami
zpusobenymi slouceninami, které se piirozené nevyskytuji v potravinach, ale mohou v nich
vznikat béhem ohfevu nebo konzervacnich procest, a které maji negativni vliv na lidské
zdravi, jako jsou mutagenni, karcinogenni a cytotoxické ucinky [4]. Mezi nejznamé;jsi patii
polycyklické aromatické uhlovodiky a heterocyklické aminy, biogenni aminy, furan, 3-
monochlorpropan-1,2-diol [3, 5, 6, 7] a také polychlorované¢ a polybromované bifenyly a
bromované difenylétery [8, 9, 10]. Nejvétsi pozornost je v soucasnosti vénovana

lysinoalaninu a 5-hydroxymethylfurfuralu a zvlast¢ pak akrylamidu [4, 11, 12], ktery je od
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roku 1994 fazen Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny (IARC) mezi pravdépodobné
lidské karcinogeny [13].

Nérodni tifad pro potraviny ve Svédsku vydal vroce 2002 prohlaseni, Ze potraviny
zpracované pii vysokych teplotach obsahuji znacné urovné akrylamidu [13], které mohou do
jisté miry nepiiznivé ovlivitovat lidské zdravi [14]. Prozatim vSak neexistuje zadna smérnice
upravujici hodnoty akrylamidu v potravinach. Vznik akrylamidu v priitbéhu tepelného
zpracovani potravin umoznuji pochopit ¢etné studie, nehledé¢ na rozvoj analytickych metod
pro stanoveni obsahu akrylamidu v potravinach. Vyzkum je sméfovan na objasnéni
mechanismu vzniku a pfedevs§im sniZeni jeho obsahu v kone¢ném produktu [15].

Cilem této dizertacni prace je rozSifeni znalostni databaze o moznosti eliminace
akrylamidu ve vybranych druzich tepelné zpracovanych potravin a jejich aplikace v
technologickém procesu vyroby potravin spolu s charakterizaci mechanismu eliminace, jakoz
i dusledkt aplikaci na kvalitu produktd, technologii vyroby a expozici. Jednotlivé studie
eliminace akrylamidu vychazi ze zhodnoceni denniho pfijmu akrylamidu studenty stfednich
Skol na zakladé€ posouzeni vysledkl ziskanych zpracovanim udajii z dotazniku zaméfeného na
bézné konzumované potraviny se zvySenym obsahem akrylamidu. Tato prace se tak vénuje
predevsim studiu vzniku a eliminaci akrylamidu v chlebech pfipravenych v domaci pekarné,
dale vlivu antioxidantli na tvorbu akrylamidu v perniku a také moznosti eliminace akrylamidu
aplikaci enzymu L-asparagindza do pecivarskych produktii. Na zdkladé dosazenych vysledkil
byly navrzeny zmény vyrobnich procesi, které zajisti produkci potravin se snizenym obsahem
akrylamidu, ¢imz by doSlo k redukci zatizeni lidského organismu timto potencidlnim
karcinogenem a k ochrané zdravi spotiebitele.

Prace je soucasti nékolikaletého vyzkumného projektu probihajiciho na Vyzkumném
ustavé potravinaiském v Bratislavé, ktery je zaméfen na zvySeni bezpe€nosti potravin
eliminaci tepelné vznikajicich kontaminantl, podporovaného Agenturou na podporu vyzkumu
a vyvoje SR na zdklad¢ kontraktu APVV VMSP-0089-09, APVV LPP-0310-09, bilateralnich
projektov, a také Agenturou Ministerstva Skolstvi, vedy, vyskumu a Sportu SR pro
strukturalni fondy Evropské unie v ramci projektu ITMS 26240120024 Centrum excelentnosti

pre kontaminujuce latky a mikroorganizmy v potravinach.
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2 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY AKRYLAMIDU
V POTRAVINACH

V soucasné dob¢ je znacna pozornost vénovana studiu teplem indukovanych toxickych
latek v potravindch, vzhledem k jejich potencidlné skodlivym tc¢inktim na lidské zdravi [16].
Vyzkum je soustiedén zvlast¢ na lysinoalain, ktery je vyuzivan piedevSim jako marker
indikujici tepelné oSetfeni potravin [12], a na 5-hydroxymethylfurfural, jehoz mnozstvi
detekovatelné¢ v potravinach pfimo souvisi s tepelnym zatizenim pii zpracovani potravin
bohatych na sacharidy [4].

V poslednich letech je ale nejvice diskutovanou teplem indukovanou toxickou latkou

Vv

v potravinach akrylamid, ktery vznika v celé fad¢ bézné konzumovanych potravin [4].

2.1 Charakteristika akrylamidu

Akrylamid (2-propenamid) je bila krystalickd latka vznikajici hydrataci akroleinu. Jeho
rozpustnost v polarnich a nepolarnich rozpoustédlech se znacné lisi, ale ve vod¢ je velmi
dobfte rozpustny [17, 18]. Akrylamid je pouzivan k syntéze polymeri, které nejsou toxické, a
které jsou vyuzivany v papirenském a textilnim primyslu, pfi ¢isténi odpadnich vod, a dalSich
pramyslovych odvétvich. Akrylamid ma také Siroké uplatnéni ve védeckém vyzkumu,
nejcastéji jako polyakrylamidovy gel pouzivany pro separaci proteind a jinych sloucenin
prostiednictvim elektroforézy [18, 19].

Akrylamid maze byt v Zivotnim prostiedi pfitomen nejen v diisledek antropogennich ale 1
ptirozenych procestt [20]. Nékteré mikroorganismy produkuji enzymy, které katalyzuji
syntézu a biodegradaci akrylamidu. Akrylamid mé vysokou mobilitu v ptidé a podzemni vod¢

a je biologicky odbouratelny [18].

2.2 Toxicita akrylamidu a jeho metabolismus

Akrylamid je genotoxicky a mutagenni a je klasifikovan jako velmi toxicky.
Pravdépodobné oraln¢ podanad smrtici davka pro ¢lovéka je v rozmezi 50 - 500 mg/kg. Pti
kratkodobém vystaveni dochézi k drazdéni oc¢i, kize a dychaci soustavy. Dlouhodobé
expozice akrylamidem zptsobuji u zvifat rakovinu a mohou také zptsobit rakovinu ktize a

plic u lidi [19, 21]. Prvni epidemiologické tidaje zvefejnéné ve studiich Hogervorst et al. [22,
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23] naznacuji, ze pfijem akrylamidu z potravin muze zvySovat riziko rakoviny u lidi. Byla
totiz zjiSténa souvislost mezi zvySujicim se rizikem rakoviny endometria a vajeénikl a
stoupajicim piijmem akrylamidu z potravin, a také spojitost s rakovinou ledvinovych bun¢k
[22, 23]. Mechanismus, podle kterého akrylamid zpisobuje rakovinu u laboratornich zvitat, a
ktery mtize vyvolat rakovinu u lidi, neni dosud UpIné objasnén [23].

Akrylamid muze byt do téla vstieban pres kizi, inhalaci a gastrointestinalnim traktem [24].
Pti peroralnim podéni je velmi rychle absorbovén pfedevsim ve stievech, kde je transportovan
do bunék pasivni difuzi. Nasledné je rozdistribuovan do tkani, pfedev§im svalové tkang, tkané
traviciho traktu, plic, klize a kostni dfen¢. Miize prochéazet pres krev/placentarni bariéru do
lidské placenty a 1 do mateiského mléka kojicich matek, coz naznacuje, Ze oradlnim pozitim
muze akrylamid dosahnout jakékoli lidské tkané [24, 25]. Pfijaty akrylamidu je primarné
metabolizovan dvéma konkuren¢nimi biotransformacnimi sméry [26]:

I. genotoxicky, kde vznika prostfednictvim cytochromu P450 (CYP2E1) epoxidovany
derivat glycidamid, ktery vede k tvorbé hemoglobinovych nebo DNA aduktli, nebo
muze podstoupit hydrolyzu katalyzovanou epoxihydrolazou [23, 24, 25, 26]

II. negenotoxicky, kdy dochazi k pifimé konjugaci akrylamidu s glutathionem a muze
tak ptisobit na redoxni stavy bunék a genové transkripce, nebo miize narusit opravu
DNA ¢i hormonalni rovnovahy [23, 24].

Akrylamid 1 glycidamid maji schopnost se kovalentné¢ vazat na nukleofilni mista
biologickych makromolekul, zvlasté proteinti a dusikatych nukleovych kyselin [25], coz mtize
vést ke zméné bilkovinné funk¢nosti a tim zptisobovat rakovinu [27]. Ac¢koli jsou akrylamid i
glycidamid schopny tvofit DNA adukty, bylo zjisténo, ze ke vzniku DNA aduktl dochazi
pfevazné s glycidamidem. To naznacuje, ze prostiednikem toxického ucinku akrylamidu je
pravé glycidamid, ktery je jako vSechny epoxidy silné reaktivni a zndmy svou mutagenitou a
karcinogenitou [25, 26]. Akrylamid a glycidamid se mohou vazat také na terminalni dusik
globinu za tvorby aduktii hemoglobinu, nebo produkovat konjugaty s glutathionem, které¢ jsou
pfevadény do ptislusnych metaboliti merkapturové kyseliny, a nasledné vylu¢ovany moci.
Prevazna Cast takto vylouceného akrylamidu je pravé v podobé konjugéatu akrylamidu. Obsah
konjugatu glycidamidu v moci je nepatrny [25, 26].

Fennell et al. [28] zjistili, Ze v praméru 34 % davky akrylamidu je vylouceno béhem
prvniho dne po konzumaci. Boettcher et al. [29] uvadi dokonce ~ 50 % za prvnim den a 57 %
davky po 2 dnech. Z téchto studii vyplyva, ze detoxikace spolu s eliminaci nezménéného
akrylamidu je efektivnéj§i nez vytvafeni vice reaktivniho epoxidového metabolitu

glycidamidu [25, 28, 29].
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2.3  Vyskyt akrylamidu

Akrylamid neni v Zadné formé ptidavan do potravin, proto muize byt jeho pfitomnost
zpusobena kontaminaci z vnéjSiho prostiedi, nebo samotnym vznikem akrylamidu v potraving
behem tepelné upravy. Minimalni obsah akrylamidu Ize v potravinach zjistit po pouziti
akrylamidovych polymerti a kopolymerti béhem technologického zpracovani potravin, nebo v
disledku jejich pouziti jako slozky obalovych materidlii potravin. Je ale nepravdépodobné, ze
by pfi¢inou vysokého obsahu akrylamidu piedevsim v tepelné opracovanych produktech byl
kontakt potravin s materialy, ¢i vodou nebo piidou obsahujici polyakrylamid [20].

Akrylamid je pfitomen pfedev§im v potravinach upravovanych pii teplotach nad 120 °C,
pii jejichz tepelném opracovani klesa obsah vody a zvySuje se teplota potraviny. Piesto 1ze
stopova mnozstvi akrylamidu nalézt i ve vafenych potravinach a potravinach opracovanych
mikrovinnym ohfevem [4, 20, 30]. Akrylamid se vyskytuje zejména v tepeln¢ opracovanych
potravinach rostlinného pivodu s vysokym obsahem redukujicich sacharidii a nizkym
obsahem proteind, jako jsou brambory a obiloviny. Naopak potraviny zivocisného ptvodu
vykazuji pouze nizky nebo zanedbatelny obsah akrylamidu [18, 30].

Evropsky tufad pro bezpetnost (EFSA) zvetfejnil vysledky monitorovani mnozstvi
akrylamidu v potravinach [31] v reakci na z&dost Evropské komise (doporuceni komise
2007/331/ES) [32]. Souhrn vysledkil je uveden v Tab. 1, z nichZ je patrné, Ze nejvyssi obsah
akrylamidu byl stanoven ptedev§im ve smazenych bramborovych vyrobcich. Akrylamid byl
také zjistén ve vyrobcich, které v Tab. 1 uvedeny nejsou, jako liskové ofisky, mandle, olivy a
suSené ovoce. Prestoze hodnoty u téchto produkti mohou byt velmi vysoké, jejich podil na
celkovém piijmu akrylamidu je pouze okrajovy [4].

Na zaklad¢ vysledkli monitoringu obsahu akrylamidu v potravinach podle doporuceni
Komise 2007/331/ES [32] byly stanoveny smérné hodnoty akrylamidu (Tab. 2), které jsou
uvedeny v priloze Doporuceni komise ze dne 10. 1. 2011 o zkoumani mnozstvi akrylamidu
v potravinach [33]. Ugelem smérnych hodnot je ale pouze poukazat na nutnost zkoumani v
ptipadé, ze obsah akrylamidu v konkrétnich potravinach tyto hodnoty piekro¢i. Nejedna se o
bezpec¢nostni limity a jejich piekro¢enim by se nemélo pfistupovat k donucovacimu opatieni

a/nebo vydani rychlého varovani bez fadného posouzeni rizika pro kazdy piipad zvlast' [33].
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Tab. 1: Obsah akrylamidu (ug/kg)® v riiznych potravinovych vyrobcich [31]

Potravinové vyrobky N° Median Primérna Maximalni
hodnota hodnota

Susenky 227 169 317 4200
Chléb 272 50 136 2430
Snidanové ceredlie 128 100 156 1600
Détskeé cerealni potraviny 76 42 74 353

Kava 208 188 253 1158
Smazené bramborové hranolky 529 253 350 2668
Rozmixované détské piikrmy 84 31 44 162

Ostatni produkty 854 169 313 4700
Smazené bramborové lupinky 216 490 628 4180
Doma ptipravované 121 150 319 2175

bramborové produkty

*Hodnoty pod LOD a hodnoty mezi LOD a LOQ byly stanoveny na hodnotu LOD nebo LOQ

® Po&et jednotlivych analyzovanych tidaji pro kazdou kategorii potravin

Tab. 2: Smerné hodnoty akrylamidu na zakladé udajii EFSA z monitorovani

v letech 2007-2008 [33]

Potravina

Smérna hodnota (ng/kg)

Hranolky k pfimé spotiebé
Bramborové lupinky

M&kky chléb

Snidanové ceredlie (kromé miisli a ovesné kase)

Susenky, krekry, oplatky, kfupavy chléb a

podobné vyrobky, kromé perniku
Prazend kava

Instantni (rozpustnd) kava

Ptikrmy pro kojence jiné nez obilné piikrmy

Susenky a suchary pro kojence a malé déti

Obilné piikrmy pro kojence a malé déti, kromé

suSenek a suchart

600
1000
150
400
500

450
900
80
250
100
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2.4 Expozice akrylamidem z potravin

K expozici akrylamidem u spotiebitell dochdzi bud’ piimo, nebo nepiimo. Nepiima
expozice muze byt zplsobena zbytkovymi stopy monomeru pii baleni potravin, u nichz
polyakrylamid slouzi jako pojivo [34, 35], kdezto k piimé expozici akrylamidem muze
dochazet pozitim potravin s vysokym obsahem sacharidd, jako jsou bramborové chipsy a
hranolky, prazené obiloviny a chléb [36].

Primérny denni pfijem akrylamidu u populace je JECFA odhadovan v rozpéti od 0,3 do
2,0 ng/kg bw/den a u vysoce exponovanych spotiebitelt az od 0,6 do 3,5 pg/ kg bw/den [37].
Shettgen et al. [38, 39] zjistili, Ze expozice akrylamidem je u kurdkid 2x aZz 4x vysSi neZ u
nekufaki. Do vysoce zatizené skupiny jsou zahrnuty také déti a mladez, které mohou byt
akrylamidem z potravin zatizeny az 2x vice nez dospéla populace [40, 41]. To souvisi
zejména s jejich nizsi télesnou hmotnosti a také s jejich stravovacimi navyky, kdy konzumuji
vice potravin bohatych na akrylamid, jako jsou bramborové hranolky a lupinky [4, 20].

Podle dosud ziskanych hodnot se na expozici akrylamidem u vétSiny populace vyznamnym
zptsobem podili vyrobky z brambor (az 50 %) a pekatské vyrobky a chléb (pfiblizné 20 %)
[36]. V nezanedbatelné¢ mife prispiva k pfijmu akrylamidu 1 kava [4, 20]. Odhad denniho
pfijmu akrylamidu je ale zatiZen urcitou nejistotou vzhledem k Siroké zméné obsahu
akrylamidu nejen v riznych potravinovych kategoriich, ale i v riznych znackéach potravin ze
stejné kategorie [4, 18], coz zavisi od slozeni dané¢ho vyrobku, zptisobu jeho zpracovani apod.
Dale je odhad denniho ptijmu ovlivnén i spotifebou téchto potravin, ktera kolisa jak regionalné
tak 1 v ramci jednotlivych skupin obyvatelstva [4, 20], kdy byla zjisténa velk4 variabilita,
vzhledem ke stravovacim navykim a zplsob, jakym jsou potraviny zpracovdvany a
pfipravovany [4]. Patrné jsou i znacné rozdily mezi béznou a akutni expozici akrylamidu,
které lze vysvétlit tim, ze jednotlivci mohou konzumovat napt. velké mnozstvi bramborovych
chipsti v libovolny den, ale neni pravdépodobné, Ze k tomu dochédzi kazdodenné. To se
nasledné projevi zvySenim dlouhodobého primérného piijmu akrylamidu, i kdyz bézna

expozice akrylamidem je nizs$i nez akutni [40].

2.5 Mechanizmus vzniku akrylamidu v tepelné upravenych potravinach

Hlavnim reakénim mechanismem vedoucim ke vzniku akrylamidu v tepelné zpracovanych
potravinach je Maillardova reakce [4], béhem nichz se tvofi celé fady zadoucich senzoricky

aktivnich latek, ale i nékterych toxickych slouc¢enin s mutagennimi a karcinogennimi
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vlastnostmi [20]. Akrylamid vzniké v pribéhu Maillardovy reakce v potravinach bohatych na
redukujici sacharidy a volny asparagin, ktery je jeho hlavnim prekurzorem, a ktery piimo
poskytne patet molekuly akrylamidu [42].

Kromé¢ hlavniho reakéniho mechanismu v pribéhu Maillardovy reakce byly zjistény jeste

dalsi vedlejsi reakce, které také umozinuji vznik akrylamidu v potravinach [4].

2.5.1 Vznik akrylamidu reakci asparaginu s karbonylovymi slou¢eninami

Mechanismus vzniku akrylamidu z asparaginu byl popsan celou fadou autorii, pficemz
bylo prokazano, ze se na jeho tvorbé podili dikarbonylové meziprodukty, které vznikaji v

prabéhu Maillardovy reakce [ 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51].

. HZO Deoxyosulosy
R ~o + /I\‘/\ Dikarbonyly
OH HaN Hydroxykarbonyly

redukujici sacharid  c-aminokyseliny Schiffova baze Amadoriho produkt
HO.__O NH
Obecnd draha aminokyselin Chut a viiné I/& 2|-HyO
Barva HoN @)

asparagin

=~ NH
\”)\ /\A - R"W)\NM -CO2 Ri I/g2
B—eliminace
/ l hydrolyza
Schiffova baze z

NH, NH, Asn + dikarbonylu

\)\O - NH /\)\ 3-aminopropionamid

akrylamid -NH,

HO.__.O
s \ T NH, .co, §M I/'I'\\HZ
B—eliminace )\/%N/\)\ )\/\NMO H202 R/]\/%N o
o]

Schiffova baze z

_ HZO Asn + sacharidu
Specifickd drdha aminokyselin OH HO 0
2~ NH,
R ~o *
=
redukujici sacharid asparagin

Obr. 1: Predpokladané mechanismy vzniku akrylamidu z redukujicich sacharidii a
asparaginu [52]
Prvnim krokem drahy (Obr. 1) je reakce mezi redukujicim sacharidem a libovolnou
aminokyselinu, ¢imz se ziskd Schiffova badze, z které pfesmykem vznika Amadoriho
produktu, nebo Heynsiv produkt. Tyto dehydraty a fragmenty, regenerované volnymi

aminokyselinami, vytvaii skupinu vysoce reaktivnich deoxyosulos, dikarbonyli a
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hydroxykarbonylovych sloucenin (Obr. 1 - Obecna drdha aminokyselin). Tyto meziprodukty
podstupuji klasickou Streckerovu degradaci s libovolnou aminokyselinou a utvafi tak chut’ a
barvu potravin. Pokud by byl aminokyselinou asparagin, vede sled reakci k tvorbé akrylamidu
[52]. AvSak Zyzak et al. [43] zjistili, ze akrylamidu by mohl vznikat ptimo z Schiffovy baze
vytvoiené¢ z glukozy a asparaginu (Obr.1 - Specifickd drdha aminokyselin), ¢imz je
preskoCena tvorba Amadoriho produktu a fragmentl sacharidii. Stadler et al. [42] prokazali,
ze vsystétmech snizkou vlhkosti je tato drdha vyznamné podporovéana
hydroxykarbonylovymi meziproduktt.

Je pravdépodobné, ze vSechny z téchto drah prispivaji k tvorbé akrylamidu, a Zze
dominantni draha je urCena konkrétnim slozenim systému a podminkami zpracovani.
Asparagin predstavuje pouze Cast z obsahu aminokyselin pfitomnych v potravinach, pficemz
nékteré jsou vice reaktivni nez asparagin (napf. glutamin, arginin a lysin) a mohou tak
generovat prekurzory potfebné pro obecnou drdhu aminokyselin, ¢imz mohou hrat

vyznamnou roli v tvorb¢ akrylamidu [52].

2.5.2 Alternativni drahy pro vznik akrylamidu

2.5.2.1 Vznik akrylamidu z 3-aminopropionamidu

3-aminopropionamid byl poprvé identifikovan jak dtlezity meziprodukt vzniku akrylamidu
z asparaginu [43, 53], ale mize také v potravindch vznikat enzymatickou dekarboxylaci
asparaginu. Naslednou termickou deaminaci biogenniho 3-aminopropionamidu dochazi ke
vzniku akrylamidu, ¢imz mize byt 3-aminopropionamid velmi vyznamnym prekurzorem
akrylamidu za urcitych reakénich podminek. Pfinos této drahy k celkovému obsahu

akrylamidu v potravinach je ale tfeba jesté objasnit [53, 54, 55].

2.5.2.2 Vznik akrylamidu reakci asparaginu s lipidy

Piestoze sacharidy hraji vyznamnou roli pfi tvorbé akrylamidu, mohou se na jeho tvorbé
v potravinach podil i lipidy. Za urcitych podminek mutze dochazet k tvorbé akrylamidu z
produktt oxidace lipidi, jako je akrolein a kyselina akrylova [20, 53, 56, 57]. Béhem této
reakce je upfednostiiovana oxidace lipidid s a, B, v, 0-dinenasycenou karbonylovou skupinou,
pricemz se usuzuje, ze dinenasyceny aldehyd je vice reaktivni nez dinenasyceny keton [57].
Ehling et al. [56] se domnivaji, Ze ¢im vys$i je stupeii nenasycenosti lipidd, tim vétsi je tvorba

akrylamidu.
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Vseobecné se predpoklada, ze akrylamid vznika oxidaci akroleinu na kyselinu akrylovou,
kterd reaguje s amoniakem z dusikaté slouceniny, jako jsou aminokyseliny [58, 59, 60].
Akrolein mlze byt tvofen odstranénim vody po zahtati glycerolu vznikajiciho hydrolytickou
degradaci triacylglycerolli, jako disledku obsahu vody v potravinach. Nicmén¢, b&hem
smazeni nedochazi k hydrolyze triacylglyceroli nebo neni dulezitd, a to i1 v pfipad¢, ze
substrat méa vysoky obsah vody. Z technologii tuki je ale znamé, Ze smazenim jiz pfi teplote
150 °C miize dochazet k rozkladu monoacylglycerolll na mastné kyseliny a akrolein po
cyklickém mechanismu, tzv. pyrolyze esterd (Obr. 2) [59].

Akrolein muize pochazet také z methylglyoxalu vznikajiciho pfi odbouravani Skrobu za
vzniku cukrt jako fruktoza a glukdza, ktery naslednou reakci s vodou poskytuje kyselinu

mlécnou a ta je piimo pfeménovana na kyselinu akrylovou [59].

/OH (o) 0
CH2OH Hzc\ H NH3 NH2
HO— E— —OH = ud = mmmmmmmeesee >
¢ £H=0H " HQA OXIDACE \
CH2-0-CO-R4 HC CH
N\ H20 2
R4 O CH;
Monoacylglycerol Akrolein Akrylamid

OH

Obr. 2: Vznik akroleinu cyklickym mechanismem z monoacylglycerolu [59]

2.5.2.3 Primy vznik akrylamidu 7 aminokyselin

K tvorbé akrylamidu mitize dochédzet i pfimo ze samotného asparaginu jeho termicky
indukovanou dekarboxylaci na 3-aminopropionamid s naslednou deaminaci [43]. Pfesto
hlavni podil akrylamidu vznika v pfitomnosti redukujicich sacharidi, protoze vznik
akrylamidu podporuji vSechny karbonylové slouceniny, ale samotny asparagin upfednostiiuje
intramolekularni cyklizaci na 3-aminosukcinimid s néaslednou produkci maleinimidu pted
tvorbou akrylamidu [20].

V piitomnosti asparaginu miize akrylamid vznikat z methioninu (pfipadné i1 jinych
aminokyselin), pfi€emZz tento mechanismus pravdépodobné¢ zahrnuje dekarboxylaci a
deaminace methioninu na methional, ktery se pak chové jako aldehyd a reaguje s -NH»
skupinou asparaginu za vzniku Schiffovy baze, jez se nasledné méni na N-glykosid, z n¢hoz
poté vznika akrylamid mechanismem analogickym pro N-glykosid z asparaginu a glukozy.
Methionin v tomto ptfipad¢ neni transformovan na akrylamid piimo, ale je spiSe zdrojem

karbonylové slouceniny podobné jako gluk6za. Pokud neni asparaginu pfitomen, mize byt
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methional pfeménén po odstranéni H,S na akrolein, ktery by pak mohl byt transformovana na
akrylamid postupem uvedenym v ptedchozi kapitole [18].

DalSimi moznymi aminokyselinami, z nichz miiZze vznikat akrylamid, jsou f-alanin, serin
nebo cystein. Pyrolyzou B-alaninu dochézi k jeho tepelnému rozkladu na kyselinu akrylovou,
ktera reakci s dostupnym amoniakem vytvaii akrylamid. Naproti tomu, serin miize byt sam
nebo v pritomnosti sacharidii dehydratovan na kyselinu pyrohroznovou, kterd mtze vznikat 1
z cysteinu po odstranéni sulfidové molekuly. Nasledné¢ mtze dochazet az k tvorbé kyseliny
akrylové, kterd byla zjisténa spolu s kyselinou pyrohroznovou pii pyrolyze serinu, coz je
pravdépodobné zplisobeno pievedenim kyseliny pyrohroznové na kyselinu mlécnou a
naslednou dehydrataci do kyseliny akrylové [61].

Akrylamid muze také vznikat z dipeptidu karnozin pti zahtivani masa [53], a to bud’ pies
hydrolyzu peptidové vazby a uvolilovani B-alaninu s naslednou deaminaci, nebo uvolnénim
3-aminopropionamidu a deaminaci. Nicmén¢, akrylamid neni obsazen v masnych vyrobcich
nebo jen minimalné, protoze ochotné¢ vytvari methyl derivaty s potencidlnimi toxickymi

uginky [53, 61].

2.6 Analytické metody stanoveni obsahu akrylamidu v potravinach

Metody stanoveni obsahu akrylamidu v tepelné opracovanych potravinach, vcetné
ptedipravy vzorek, extrakce analytu, derivatizace, ¢iSténi a chromatografickych podminek, by
mély byt optimalizovany tak, aby byly splnény pozadavky na rychlé¢ stanoveni obsahu
akrylamidu [62]. Jako nejvhodnéjsi a nejpouzivanéjsi se jevi predevsim GC/MS a LC/MS-MS
metody stanoveni obsahu akrylamidu [34, 63, 64, 65], které jsou pouzitelné pro Sirokou skalu

potravin [66].

2.6.1 Priprava vzorkua

Pied samotnou extrakci a precisStovanim je nutné tuhé potravinové matrice nejprve peclive
zhomogenizovat, protoze akrylamid vznika ptredev$im na povrchu potravinarskych vyrobkd,
ale jeho celkovy obsah v kone¢ném vyrobku je uddvan pomér mezi povrchem a objemem
vyrobku. Kapalné a praskové potravinaiské vyrobky mohou byt vzorkovany ptimo [66, 67].

Dulezitym krokem pfi pfipravé vzorkl je extrakce, kterd ale zaroven byva nejcastéjSim
zdrojem chybnych vysledkli analyzy akrylamidu, proto by kromé vybéru extrakéniho

rozpoustédla mély byt brany v potaz i dalsi faktory, jako je velikosti ¢astic vzorku, odmasténi,
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teplota nebo Cas extrakce [63]. Akrylamid miize byt velmi G¢inn¢ extrahovan vodou, ale
volba extrak¢éniho ¢inidla zavisi pfedevSim na potravinové matrici. Pro extrakci akrylamidu
z potravin s vysokym obsahem lipidl je efektivnéjs$i pouzit organické rozpoustédlo [17, 63,
68, 69], nebo binarni smési vody a organického rozpoustédla [43]. Extrakci lze zrychlit
pouzitim techniky ASE, kdy se pevné nebo polotuhé vzorky extrahuji konvencénimi
kapalnymi rozpoustédly za zvySené teploty a tlaku, ¢imz se zvySuje u€innost extrakce [63].

Pro kontrolu extrakce a sledovani piipadnych ztrat vznikajicich v prabéhu ptipravy vzorku,
se ke vzorku matrice pfidava vnitini standard. Ve vét§iné€ publikovanych studii je jako vnitini
standard nejéastéji vyuzivan Cs-akrylamid, ale krom& ngj lze také pouzit ’C;-akrylamid,
Ds-akrylamid, N, N-dimethylakrylamid, methakrylamid nebo propionamid [63].

Pted nebo v kombinaci s extrakci Ize provadét také odmasténi nebo deproteinizaci vzorki
a to s ohledem na typ potravinové matrice. Pfed ¢isténim je vodna faze odstfedéna, ptipadné
se odstfedéni spojuje s filtraci [34, 63]. Velmi rozsifenou Cistici technikou extraktl
akrylamidu je SPE, kterd minimalizuje pouziti chemikalii a Ize ji snadno automatizovat. SPE
umoznuje pouziti kolon v riznych kombinacich zvySujici znovuziskani akrylamidu [17, 34,
64]. Navrzenim vhodného a efektivniho €isticiho postupu Ize dosahnout velmi dobré piesnosti
a validace chromatografické metody [34, 63].

Pro zlepSeni srovnatelnosti, piesnosti, zajisténi dohledatelnosti vysledki analyz a
posouzeni reprodukovatelnosti pouzitych metod stanoveni obsahu akrylamidu lze vyuzit
certifikovaného referencniho materidlu akrylamidu v potravinové matrici [63, 65]. Systém
hodnoceni zpisobilosti analyzy potravin (FAPAS) se pouziva pro srovndni kvantitativnich

vysledki s vysledky méteni z jednotlivych laboratofi a ptfifazeni hodnoty [34, 63].

2.6.2 Stanoveni obsahu akrylamidu metodou GC

GC metody vétSinou vyZzaduji derivatizaci akrylamidu, jejichz cilem je pted
chromatografickou analyzou redukovat polaritu akrylamidu, zlepSit retencni cas, ziskat
symetrické piky a do jist¢ miry také optimalizovat pfisluSné ukazatele a parametry [34].
Kombinaci derivatizace a vhodné volenymi postupy piipravy vzorek Ize u GC/MS vyrazné
zlepsit selektivitu, volatilita, citlivosti a odstrani se potencidlné ruSivé koextrakty. Nevyhodou
derivatizace je, ze miiZze byt netiplna a ¢asoveé narocna [63, 65, 66, 70].

Derivatizace se provadi prevazné bromaci za vzniku relativné vice prchavé smési [34, 65].
Akrylamid je tak nejcastéji pomoci kyseliny bromovodikové a nasycenych roztoki Br;

pfeménén na 2,3-dibromopropionamid, ptfipadné¢ nasledné¢ pieveden na vice stabilni

21



2-bromopropenamid. [17, 63, 66, 70, 71]. Tato metoda derivatizace byla v poslednich letech
inovovana a lze ji provést reakci mezi bromi¢nanem draselnym a bromidem draselnym v
kyselém prosttedi, coz je relativné pohodlné, bezpecné a reakce se provadi asi 30 minut pii
nizkych teplotach s vynikajici reprodukovatelnosti [63]. Kromé bromace lze pouzit i jiné
derivacni metody, jako napi. pouzitim SPME, kdy je akrylamid derivovany silylaci pomoci
BSTFA na prchavéj$i BTMSA, ktery je snadno extrahovan pouZitim 10 pm
poly(dimethylsyloxan) SPME vladken [72].

Pro pouziti GC bez derivatizace s detekci hmotnostni spektrometrii s chemickou ionizaci
ve zvoleném rezimu sledovéni iontd analytu jsou vyuzivany zejména polarni kolony,
vzhledem k vys$si polarité nederivované molekuly akrylamidu. OvSem béhem GC/MS analyzy
muze koeluce nckterych necistot ovlivilovat kvantitativni vysledky akrylamidu. Pro
odstranéni tohoto problému je vhodné volit kolony s vyssi polaritou nebo kolony s vysokou

molekulovou hmotnosti v kombinaci s vyvazenymi separa¢nimi podminkami [34, 63, 73].

2.6.3 Stanoveni obsahu akrylamidu metodou L.C

Soucasné studie analyzy akrylamidu vénuji vice pozornosti LC/MS-MS, protoze pouziti
LC pro stanoveni akrylamidu je ddno jeho hydrofilnimi vlastnostmi a pro vysoky stupen
verifikace se LC pouziva ve spojeni s MS [34, 74]. Vyhodou je, ze akrylamid miZze byt
analyzovan bez predchozi derivatizace, coz vyrazné zrychluje a zjednodusSuje analyzu [65].
LC/MS-MS metody jsou v zdsadé zaloZzeny na metod¢ publikované Rosén & Hellends [75],
ale jsou do zna¢né miry inovovany [63, 65, 76]. ZlepSeni hmotnostni spektrometrie bylo
dosazeno pilisobenim rGznych rozhrani atmosférického tlaku na LC/MS-MS stanoveni
akrylamidu [63, 77, 78].

S rozvojem chromatografickych technik existuje mnoho bezinterferenc¢nich, obecnych a
stabilnich LC/MS, nebo LC/MS-MS metod, které jsou validovany, a které by se mohly stat

referencnimi metodami pro kvantifikaci akrylamidu [63].

2.6.4 Detekce akrylamidu

Akrylamid vzhledem ke svym spektralnim vlastnostem je tézko detekovatelny béznymi
detekénimi systémy [80], proto je naléhavym pozadavkem validace financné dostupné a
snadno a Siroce pouZzitelné metody [63].

Pro analyzu LC lze pouzit pro detekci a kvantifikaci akrylamidu ultrafialovou detekci

(UV) ¢i detekci diodovym polem (DAD), i kdyz tyto metody jsou pro stanoveni nizkého
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obsahu akrylamidu malo selektivni [63, 80]. Krom¢& nich mize byt pro stanoveni akrylamidu
pouzita 1 pulzni elektrochemickd detekce [63, 81]. Pro analyzu GC ma diky své vysoké
citlivosti Siroké uplatnéni detektor elektronového zachytu (ECD). V posledni dobé byl
vyvinut headspace/SPME/GC vybaveny dusiko-fosforovym detektorem (NPD) [63].
Vhodnym systém pro detekci akrylamidu je MS [63, 81]. Spojeni MS s LC a GC vyrazné
zvySuje selektivitu a umoziuje provadét identifikaci komponent vzorku i1 ve slozité matrici.
MS zde vystupuje jako strukturné selektivni detektor umoziujici kromé obvyklé detekce zon
latek eluovanych zkolony provést i jejich identifikaci na zakladé zaznamenaného
hmotnostniho spektra [82]. LepSiho stanoveni analytu a vyssi selektivity mize byt dosazeno
pouzitim dvoustupnového MS, tedy dvojitym kvadrupdlem pfii sledovani vice nez jednoho
charakteristického hmotnostniho pfechodu, nebo pouzitim trojitého kvadrupolu MS, ktery je
sice drahy, ale levnéjsi jednostupniové LC/MS nejsou dostatecné citlivé pro pifimou analyzu
akrylamidu [34, 64]. Obecné se tedy pro analyzu akrylamidu vyuziva jako hmotnostni
analyzator trojity kvadrup6l a jako iontovy zdroj elektrosprejova ionizace nebo iontova past
[64, 80]. LC/MS-MS je vysoce selektivni pfi praci v MRM modu, v némz je sledovan
pfechod prekurzoru iontu na produkt. Pro kvantitativni stanoveni akrylamidu je pouZzivan
prechod 72 > 55, protoze ukazuje vysoké relativni mnozstvi. Dalsi prechody, jako 72 > 54,

72> 44 a 72 > 27, byvaji pouzity pro analytické potvrzeni akrylamidu [34].

2.6.5 Ostatni analytické metody

V soucasnosti jsou k dispozici dalsi analytické metody pro stanoveni akrylamidu, jako je
micelarni eletrokinetickéd kapilarni chromatografie (MEKCC). OvSem lepsich vysledka bylo
dosazeno pro kapilarni zénovou elektroforézu (CZE) po derivatizaci na iontovou slouceninu
2-mercaptobenzoovou kyselinou. Pro dalsi zvySeni detek¢nich limita a rozSifeni pouzitelnost
této metody v Sirokém rozmezi vzorkl, bylo navrhnuto spojeni kapilarni elektroforézy s
nastiikem vzorkl zesilenim pole (FASI). Soucasn¢ byla navrzena kombinace bezvodé CE
metody a zkoncentrovani vzorku zesilenim pole (FASS), kterd je povazovana za
jednoduchou, rychlou a levnou metodu [63].

Vzhledem k rychlému rozvoji techniky TOF-MS byly metody LC nebo GC pouZivané pro
analyzu akrylamidu zkombinovany s TOF-MS s vysokym rozliSenim a validovany pouZzitim
FAPAS. V porovnani s GC/MS a LC/MS-MS musi byt vyuziti TOF-MS pro kvantifikaci
akrylamidu jest¢ optimalizovano [63]. Dalsi oblasti vyzkumu je odhad akrylamidu pomoci

matematického modelu a algoritmu. Ve srovnani s experimentdlni metodou stanoveni, je tato
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modelova metoda rychld a pohodlnd, zejména co se tyka predbézného odhadu a zjistovani

obsahu akrylamidu. Nicméné, ptesnost takovych to odhadi je tieba peclivé ovérit [63].

2.7 Zpusoby eliminace akrylamidu

Neustalym usilim zodpovédnych organti v oblasti bezpecnosti potravin bylo v reakci na
toxikologické studie naznacujici, Ze akrylamid by mohl byt skute¢né lidskym karcinogenem,
identifikovany mozné nastroje pouzitelné pii zpracovani potravin, které umoznuji sniZeni
obsahu akrylamidu v produktech jak jen je to mozné a tim i expozici spotiebiteld [67, 83]. Pri
vyvoji strategie pro snizeni tvorby akrylamidu béhem tepelného opracovani potravin je
nezbytnd moznost kontrolovat a predvidat akrylamid pfi zachovani zddouci barvy a chuti
vyrobku, proto mé& pochopeni kinetiky reakci vedoucich k akrylamidu zna¢ny vyznam
v rozvoji téchto strategii [52].

Ve vétSiné piipadi neexistuje jednotné feSeni a kazda ze strategii eliminace akrylamidu
pfindsi i limitujici faktory pro jeji pouziti v praxi v zavislosti na druhu vyrobku a vyrobnim
prostiedi. Nejvhodnéjsi metoda by tedy méla byt volena s ohledem na jeji kompatibilitu se
stavajicim vyrobnim procesem a recepturou, na senzorické a nutri¢ni vlastnosti kone¢ného
vyrobku, na dodrzovani pravnich piedpist a na naklady [67, 83].

Vzhledem k tomu, Ze odstrafiovani akrylamidu z jiz pfipravenych potravin je nepraktickeé,
jsou mozné metody eliminace zaméfeny na omezeni vzniku akrylamidu [84]. V dokumentu
CIAA akrylamid [67] je uvedeno 14 moznych parametrti ovliviiyjici obsah akrylamidu
v potravinach. Tyto parametry jsou rozdéleny do 4 skupin podle toho, na které urovni ji lze
behem procesu zpracovani potraviny pouzit [67]:

a) agronomicky (redukujici sacharidy, asparagin)

b) receptura (kypfici latky, dalsi vedlejsi ptfisady, pH, zfedéni prekurzort a velikost
vyrobku, ptepracovani meziproduktl, fermentace)

¢) zpracovani (asparagindza, teplota/Cas a kontrola obsahu vody, pfedbézna tprava,
konecna barva produktu, struktura/chut’)

d) finalni aprava (rady spotiebitelim)

2.7.1 Minimalizace prekurzorii akrylamidu

Hlavnimi prekurzory vzniku akrylamidu jsou redukujici sacharidy a asparagin [67, 85].

V ptipadé brambor byl pozorovan komplexni vztah mezi obsahem redukujicich sacharidi a
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volnych aminokyselin a vznikem akrylamidu. Naopak u obilovin je nejvyznamnéjSim
faktorem pro vznik akrylamidu obsah volného asparaginu [86].

Vybérem potraviny s nizkym obsahem prekurzori lze obsah akrylamidu vyznamné
redukovat i pfi pouziti standardnich priimyslovych postupt a teploty 180 °C [87], pfiCemz
zmén obsahu redukujici sacharidy a asparagin v kulturnich rostlinach lze dosahnout jiz na

agronomické trovni [67].

2.7.1.1 SniZeni obsahu sacharidi

Vznik akrylamidu v potravindch z brambor vyznamné koreluje s obsahem sacharidi,
ovSem Vv zavislosti na odridé byla potvrzena i korelace s obsahem asparaginu a i celkovym
obsahem volnych aminokyselin [86]. Hlavnim bodem minimalizace obsahu akrylamidu ve
smazenych bramborovych hranolkach a bramburkach je v soucasné dobé kontrola hladiny
sacharidii [67], a to:

- vybérem odriid brambor s niz§im obsahem redukujicich sacharidi vhodnych pro
dany typ tpravy [67]

- vybérem odrid vyhovujicich mistnim podminkam rdstu, vhodnou volbou terénu a
dodrzovani osvédCenych agronomickych postupt [67]

- sklizenim pouze zralych hliz, které maji niz8i obsah redukujicich sacharid nez hlizy
nezralé [67]

- vhodnym zvolenim skladovacich podminek (napt. teplota>6 °C pro dlouhodobé
skladovani) [67]

- dobrou korelaci mezi obsahem redukujicich sacharidi a zbarvenim kone¢ného
vyrobku [88]

Do budoucna je snaha o vySlechténi odrid brambor s nizkym obsahem redukujicich
sacharidi a optimalizaci zemédélské praxe vedouci k minimalizaci redukujicich sacharidi i
asparaginu [67], protoZe jak naznacuje studie De Wilde ef al. [89], obsah redukujicich
sacharidli v hlizach by mohl byt ovlivnén dusikatym hnojivem. I kdyZ minimalizace obsahu
redukujicich sacharidii mé pozitivni u€inek na obsah akrylamidu v kone¢ném vyrobku, méla
byt vhodné volena s ohledem na metodu zpracovani a charakteristiku finalniho vyrobku jako

je barva, chut’, apod., protoze vede také ke zmén¢ nutri¢nich vlastnosti [67].

2.7.1.2 SniZeni obsahu asparaginu

Asparagin je aminokyselina nezbytna pro rostlinny rist, ale je také klicovym prekurzorem

vedouci ke vzniku akrylamidu v potravinach. Je proto vhodné volit odridy plodin s nizkym
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obsahem této aminokyseliny [67]. OvSem obsah volného asparaginu se mezi druhy obilovin
velmi 1isi [90]. Naptiklad obsah volného asparaginu v zitné a celozrnné mouce je vyssi nez u
mouky pSenicné, 1 kdyz i zde zalezi na odrid¢ a stupni vymleti mouky, coz mize vést
k vysokému obsahu akrylamidu v pekatskych vyrobcich [91, 92].

Také studium dopadu agronomické praxe ukézalo, ze obsah siry v pad¢ ovlivituje obsah
volného asparaginu v n¢kterych obilovindch a v bramborovych hlizach [67, 93]. Nedostatek
siry vedl k narGstu obsahu volnych aminokyselin a redukujicich sacharidii v bramborovych
hlizach. To se projevilo snizenim tvorby akrylamidu vzhledem k nérastu poctu konkuren¢nich
reakci k reakci asparaginu se redukujicimi sacharidy [94]. Stejné tak u obilovin dochazi
poklesem obsahu siry v pidé k nartstu obsahu asparaginu, ¢imz ale vzristd riziko vzniku
akrylamidu [67]. Problémem tudiz zGstavd udrzeni slozité rovnovahy mezi mnozstvim siry
pottebnym k dosazeni kvalitni Urody a mnozstvi, které by vedlo ke sniZeni obsahu
akrylamidu. Nevyhodou jsou také zmény ve spektru aromatickych slozek ovliviujici i
organoleptické vlastnosti [94, 95].

Pro prevenci vzniku akrylamidu byly také testovany geneticky modifikované brambory, u
nichz byly potlaceny geny syntazy asparaginu, ¢imz obsahovaly 5x méné¢ asparaginu. Tepelné
opracované¢ produkty ztéchto hliz si zachovavaji srovnatelné senzorické vlastnosti
s geneticky neupravenymi brambory, ale podle oCekavani maji také mnohem nizs§i obsah

akrylamidu [67, 96].

2.7.2 Eliminace obsahu akrylamidu zménou receptury

2.7.2.1 Kyprici litky

Vznik akrylamidu lze ovlivnit pouzitim hydrogenuhli¢itanovych a uhli¢itanovych soli.
Naptiklad ptfidani NaHCO3 k modelovému systému tésta na suSenky vedlo k potlaceni vzniku
akrylamidu oproti systému bez piidavku NaHCOs;. Také pouziti KHCO; mélo podobny
ucinek. Naopak pouziti NH4sHCO; vedlo k vyznamnému zvySeni obsahu akrylamidu
v receptech obsahujici pfidany sacharid [97]. NH4HCO; zvySuje tvorbu cukernych fragmentt
(glyoxal a methylglyoxal), které velice rychle reaguji s asparaginem a poskytuji tak vyssi
vynosy akrylamidu neZ pfirozené se vyskytujici redukujici sacharidy za mirnych podminek
[98]. OvSem snizeni jeho obsahu nebo jeho nahrazeni alternativnimi kypfici latky
v recepturdch mlize mit negativni dopad na senzorické vlastnosti kone¢ného vyrobku, proto je
pro dosazeni optimalni rovnovahy pouzivana kombinace NH4HCOs;, NaHCO; a

okyselovaciho ptipravku [67].
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2.7.2.2 Pouiiti vedlejsich prisad

Formace akrylamidu mize byt do zna¢né miry omezena nckterymi piisadami [99].
Pouzitim volnych aminokyselin jinych nez asparagin lze ovlivnit tvorbu akrylamidu [67, 100,
86]. Akrylamid mé dv¢ reaktivni mista, dvojnou vazbu a amidovou skupinu, a mize tak byt
eliminovan reakci s cetnymi slozkami potravin [101]. Pomér obsahu asparaginu k celkovému
obsahu volnych aminokyselin je tak dalezitym faktorem, protoze volny asparagin a dalsi
aminokyseliny mohou mezi sebou soutézit v zavérecné fazi Maillardovy reakce [86]. Claeys
et al. [101] pozorovali u glutaminu silny podptrny ucinek na tvorbu akrylamidu, ktery se
zvySoval s rostouci teplotou. Naopak aplikaci lysinu, ktery je v Maillardové reakei velmi
reaktivni, 1ze dosahnout snizeni obsahu akrylamidu [101]. I v pfipad¢€ prolinu a tryptofanu byl
prokazan silny inhibi¢ni ucinek na tvorbu akrylamidu v modelovych systémech. Obsah
akrylamidu také uc¢inné snizuje glycin a cystein [100], kdy u cysteinu je vysoky pokles
akrylamidu nespiSe zpisoben -SH skupinou. Navic cystein mize soutéZit s asparaginem o
vazbu s gluk6zou nebo ovliviiovat samotnou reakci vedouci ke vzniku akrylamidu [101, 102,
103]. Reaktivita aminokyselin v Maillardové reakci je dana poc¢tu atomi uhlikd a bazicitou a
polaritou molekuly, z ¢ehoz vyplyva, ze zasadité¢ aminokyseliny (pf. lysin) jsou vice reaktivni,
nez neutralni nebo kyselé aminokyseliny [101].

Dal8i moznosti jak ovlivnit Grovné akrylamidu vytvofeného z asparaginu je rtiznorodosti
monosacharidi [67]. Glukoza, fruktéza a sachardza jsou nejCastéjSi sacharidy vedouci k
tvorbé akrylamidu v tepelné opracovanych potravindch. Celkova reaktivita sacharidi pii
vzniku akrylamidu klesa s rostouci teplotou od glukozy pies fruktézu k sacharoze, protoze
z chemického hlediska jsou aldohex6zy vice reaktivni nez ketohexdzy [104]. Piesto je tvorba
akrylamidu v systémech s niz§im obsahem vody efektivnéjsi z fruktozy nez z glukézy, coz je
zpusobeno pohyblivosti molekul reakéniho systému [105, 106, 107]. ZvySena tvorbu
akrylamidu pii nizké vlhkosti je totiz ddna nizSim bodem tani fruktézy oproti glukéze,

V ptipad¢ sachar6zy mohou byt niz§i vynosy akrylamidu v porovnani s glukézou a
fruktozou dany skuteCnosti, Ze sachardza je neredukujici sacharid a nemulze s asparaginem
reagovat piimo za vzniku akrylamidu, ale musi byt pfevedena na reaktivni karbonylovou
smés [104]. Pfi pouziti alternativ je nutné ovéfit jejich vliv na obsah akrylamidu, a i na
puvodni kvalitu a texturu konecného vyrobku [67, 108, 109].

Rada autort zjistila, Ze piitomnost NaCl sniZuje obsah akrylamidu v modelovych
systémech i potravinatskych vyrobceich [97, 103, 110, 111, 112]. Pokles ale neni s ptfidavkem
NaCl lineéarni, zavislost je hyperbolickd [110, 113]. Claus et al. [103] zjistili, ze NaCl neméa
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jednoznac¢ny vliv na obsah akrylamidu v redlnych potravinovych matricich. Niz8i koncentrace
NaCl (max. 3 %) vedly ke sniZeni obsahu amylaz v tésté¢ po fermentaci, ¢imZ klesl obsahu
redukujicich sacharidd, a tim i tvorba akrylamidu. Naopak zvySeni koncentrace soli zvySovalo
obsah redukujicich sacharidii [103], kdy NaCl nejspise inhibuje rust kvasinek a sacharidy jsou
tak kvasinkami méné metabolizovany, coz zvySuje hladinu sacharidii v tésté [114]. Optimalni
koncentrace pro minimalizaci akrylamidu se pohybuje v rozmezi 1-2 % NaCl, coz
reprezentuje jeho bézny obsah v mnoha potravinaiskych vyrobeich [103, 110, 113].

Gokmen & Senyuva [111] zkoumdnim role rtiznych jedno- a dvojmocny kationtl béhem
tvorby akrylamidu v modelovych smé&sich zjistili, Ze dvojmocné kationty (jako je Ca®") vedli
k uplné inhibici tvorby akrylamidu, pfi¢emz tvorba hnédého zbarveni konecnych produkta
pfes Maillardovy reakce pokracovala. Naopak monovalentni kation Na" pfedchazel vzniku
akrylamidu, ale byl méné efektivni ne? dvojmocnych kation Ca*". Také uginek ostatnich
kationtii, zejména Mg®" a K', vykazoval podobny vliv jako Ca*" a Na™ [111]. Fortifikace
mouky 0,3 % vapniku, kterd je ve Velké Britanii stanovena z nutri€éniho hlediska zdkonem,
vede ke sniZeni obsahu akrylamidu asi o 30 %. ZvySenim fortifikace 1ze dosdhnout dalsiho
snizeni Grovné akrylamidu. Idedlni moznosti je uvolilovani vapenatych iontl z plechli na
povrch chlebu pii peceni, protoze akrylamid se tvoti predevsim v kiirce chlebu [67].

NaCl a Ca®" kromé& snizovani kone¢ného obsah akrylamidu mohou sniZovat i absorpci
oleje pfi smazeni, coz je optimdlni pro pokracujici trend spotiebiteli piejit na zdravéjsi a
nizkotu¢né vyrobky jako prevenci proti obezité a srdecnim chorobam. Nicméné mohou také
podnécovat dal§i reakce béhem smazeni, které by mohly negativné ovlivnit bezpecnost
vyrobku [112]. Pouziti soli pro kontrolu tvorby akrylamidu v konkrétnich vyrobcich je ale
omezeno vzhledem k jejich negativnimu pisobeni na chut’ pfi pouziti vysSich koncentraci.
S ohledem na nutri¢ni aspekty a senzorické vlastnosti kone¢ného vyrobku, které mohou byt
negativné ovlivnény, je tedy nutné vhodné volit pouzité soli a davkovani [67, 112, 115].

Tvorba akrylamidu by mohla byt snizena i1 pouzitim NaHSOs, ktery je v potravinafstvi
pouzivan jako aditivni latka pro prevenci oxidace a kniceni bakterii. Jeho pfitomnost
v pribéhu Maillardovy reakce ale podporuje hnédnuti, a to patrné zvySenim pH reakéniho

systému [97, 116, 117, 118].

2.7.2.3 Zména pH

Snizenim pH lze minimalizovat vznik akrylamidu, protoze pH je dualezitym faktorem
o r M . v s o 7w e + 4 7w e
plsobicim na pomér a rozsah vzniku reak¢nich produktii. ZvySenim obsahu H'™ a tim zvySeni

obsahu protonované aminoskupiny asparaginu dochdzi k blokovani tvorby akrylamidu,
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protoze v prvnim kroku vzniku akrylamidu Maillardovou reakci je nezbytna nukleofilni
neprotonova aminoskupina asparaginu [119, 120, 121, 122]. Kontrola pH potravin, které
muze kolisat je tedy velmi dilezita, zvlasté pak u piisad modifikujicich pH, které je tudiz
vhodnéjsi pouzivat v neutralni forme [122].

Obsah akrylamidu lze snizit pouzitim kyseliny octové, kyseliny citronové, kyseliny vinné
nebo kyseliny askorbové (vitamin C). Laboratorni experimenty s meziprodukty vyroby
sladkych susenek ukazaly, ze snizeni pH ptfiddnim kyseliny citronové vedlo k poklesu obsahu
akrylamidu o 20-30 %. Utinek kyseliny je ale zavisly na struktufe vyrobku a ve vétsing
pripadt vede k nezadoucim vliviim na organoleptické vlastnosti kone¢ného vyrobku, jako je
kyseld chut nebo nedostate¢né¢ hnédnuti [67, 123]. U nékterych pekarenskych vyrobku
s niz§im pH muize v kombinaci s fermentaci dochazet také k dal§im chemickym procesim za
vzniku nezadoucich latek (napt. 3-MCPD a jeho estery). Tyto negativni faktory vyplyvajici ze
snizovani pH vyrobku je tfeba brat v uvahu pfi dal§im rozvijeni tohoto zptisobu minimalizace

obsahu akrylamidu v potravinach [67, 124].

2.7.2.4 Zied’ovani prekurzori akrylamidu a velikost vyrobku

Intenzita tvorby akrylamidu muaze byt téz snizena CasteCnym nahrazenim komponent v
receptufe potravin méné reaktivnimi slozkami napf. pouzitim obilovin s niz§im obsahem
asparaginu [67]. Vzhledem k tomu, Ze asparagin je soustfedén v otrubach, lze pro snizZeni
akrylamidu pouzit i rafinované obiloviny. Tim ale dojde ke ztrat¢ vlakniny a dalsi
prospésnych latek, proto je tieba brat v uvahu vliv na nutricni hodnotu a organoleptické
vlastnosti konecného vyrobku, a soucasn¢ i na oznaCeni vyrobku, které se mlze zménit
smichanim zédkladnich slozek s jinymi obilovinami [90, 125].

I u kavovych nahrazek lze redukovat obsah akrylamidu, a to bud’ snizenim obsahu ¢ekanky
v receptuie 0 3 %, nebo ji ¢astecné nahradit (napf. prazenym jemenem), ¢imz ale miize dojit
k negativnimu ovlivnéni organoleptickych vlastnosti konecného produktu [67]. Také nekteré
suSené ovoce (napi. Svestky, hruSky) a prazené ofisky (napf. mandle) mohou pftispivat
k expozici akrylamidem z potravin [98], protoze tvoii asi 20 — 25 % hmotnosti miisli. Siln¢
prazen¢ mandle lze nahradit jemné prazenymi mandlemi, které obsahuji 10x méné
akrylamidu, nebo pouzitim arasidl a liskovych ofisku, které v porovnani s mandlemi obsahuji
1/5 asparaginu, takze davaji mnohem mén¢ akrylamidu [67].

Dal$i moznosti snizeni obsahu akrylamidu v kone¢ném vyrobku je zménou jeho poméru
mezi povrchem a objemem vyrobku. VétSina akrylamidu je v potravinaiskych produktech

tvofena v jejich klrce (tedy na povrchu) a pomér povrchu a objemu tak udavd obsah
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akrylamidu v celkovém vyrobku. ZmenSenim plochy povrchu k objemu vyrobku pii dosazeni

stejného koncového zbarveni Ize tedy sniZit obsah akrylamidu v koneéném produktu [67].

2.7.2.5 Prepracovani vyrobku

Obsah akrylamidu v kone¢ném vyrobku mize byt ovlivnén i pfepracovavani meziprodukti
béhem piipravy peciva. Bylo zjisténo, Ze vice akrylamidu vznikd pii peceni cukrovi ze
starSich tést, protoze béhem starnuti tésta se zvysuje obsah volného asparaginu, coz vede k
nartstu obsahu akrylamidu. Je tedy zadouci starnuti tésta minimalizovat a staré tésto znovu
nezpracovavat. Tento vliv ale dosud nebyl v primyslovém meéftitku prokazatelné¢ potvrzen,
ptesto lze pro fadu potravin pouzit odlisné vyrobni postupy i receptury a vyrobci by tak méli

testovat kazdy ptipad [67].

2.7.2.6 Fermentace

Fermentaci lze sniZit obsah prekurzort akrylamidu a zaroven pH. Pro potraviny z brambor
bylo navrzeno pouziti bakterii rodu Lactobacillus, ale v souCasnosti nelze s ohledem na
vyrobni procesy tuto moznost v praxi vyuzit. Naproti tomu u vyrobkl z obilovin mize byt
fermentace vyuzita jako u¢inny zpiisob snizeni obsahu akrylamidu. Béhem fermentace jsou
totiz kvasinkami spotiebovavany prekurzory akrylamidu, tedy sacharidy a asparagin i
kyselina asparagova. Z pocatku fermentace sice dochazi k mirnému nartstu fruktozy, ta je ale
nasledn¢ kvasinkami taktéz zpracovana. Je tedy vhodné fermentacni krok do vyrobniho
procesu zatadit, pfipadné dobu fermentace prodlouzit. Pro tyto tcely lze vyuzit i aplikaci
kvasnic se snizenou produkci plynu. Nicméné pokles obsahu akrylamidu muize byt méné
ucinny u vyrobkl obsahujicich pfidavné latky a u tukového peciva [67].

Ptestoze vyuzitim fermentace Ize snizit obsah akrylamidu v konecném vyrobku, je nutné
pted jejim zatazenim do vyrobniho procesu ¢i prodlouzenim doby fermentace zohlednit jeji
vliv na kvalitu konecného vyrobku [67]. Soucasné je nutné vhodné zvolit i dobu fermentace,
protoze priliS dlouhda doba fermentace vede k degradaci sité¢ lepku a naslednému zplosténi
chleba a peciva. AvSak, maximalni doba fermentace je také velmi zavisla na individuédlnich

vlastnostech pouzité mouky [103].
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2.7.3 Zpracovani jako prevence vzniku akrylamidu

2.7.3.1 Asparaginaza

L-Asparagindza je efektivnim prostfedkem pro eliminaci tvorby akrylamidu v potravinach
odbourdnim jeho prekurzoru asparaginu [84]. Amidova skupina postranniho fetézce
asparaginu je zaclenéna do amidové vazby akrylamidu, proto je mozné eliminovat akrylamid
odbouranim této amidové vazby. Zpisob jak vykonat toto specificky pro asparagin je pouzit
enzym L-asparaginaza, ktery katalyzuje konverzi L-asparaginu na kyselinu L-asparagovou a
amoniak [126, 43].

V modelovych systémech bylo aplikaci asparaginazy dosazeno snizeni obsahu akrylamidu
0 85-90 % [43, 91, 127, 128], ale jejim pouZzitim v potravinach byl pokles obsahu akrylamidu
v rozmezi 27-70 % [84, 129]. Tyto rozdily mohou byt zplisobeny nevyhnutelnou variabilitou
Sarzi v primyslové vyrob¢, stejn¢ jako vlivem matrice. Variabilita Sarze od Sarze muze byt
dasledkem poruseni stalosti surovin a parametr procesu, ¢i nehomogenni distribuce enzymu
v téste, protoze je znacné obtizné dosahnout rovnomérného rozlozené velmi malého mnozstvi
enzymu v tésté. VIiv potravinové matrice na aktivitu enzymu je dan omezenim jeho mobility,
coz vede k neuplné hydrolyze asparaginu a tim pouze k ¢astecnému snizeni akrylamidu. Vliv
potravinové matrice je urcen jejim slozenim a strukturou. Vysoky obsah vody podporuje
ucinnost enzymu, protoze usnadiuje mobilitu reaktanti a tim kontakt mezi enzymem a
substratem. Naopak s nartstajicim obsahem tukt aktivita enzymu klesa [130].

V soucasnosti jsou nékteré vyrobky, jako perniky nebo sladké suSenky, vyrabény
s vyuzitim asparaginazy, a u fady dalSich probihd hodnoceni, pficemz lze ocekavat jejich
uvedeni na trh v blizké budoucnosti. Ov§em samotny enzym neni vhodny pro eliminaci
akrylamidu v bramborovych chipsech a hranolkach, protoze neni schopen do cerstvych
brambor dostate¢n¢ proniknout, ale 1ze jej pouzit pro vyrobky s obsahem brambor [67].

Velikou vyhodou pouziti asparaginazy k redukci obsahu akrylamidu je jeji minimalni vliv
na chut’ a barvu findlniho produktu. Handicapem je ale jeji kompatibilnost s podminkami pfi
pramyslovém zpracovani. Existuje totiz fada proménnych, které ovliviuji efektivnost
enzymu, jako je davka enzymu, doba pisobeni, obsah vody v reakéni prostredi, teplota a pH,
pii nichz reakce probéhne. Je tedy nutné pii aplikaci L-asparagindzy v potravinaistvi brat tyto
proménné do uvahy [84, 130].

Vzhledem ktomu, Ze asparaginaza je komer¢né dostupny enzym, zavisi jeji vyuziti

k eliminaci tvorby akrylamidu na ochoté vyrobce upravit vyrobni proces. Cena oSetieni
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asparaginazou je pak dana na optimalizaci poméru Casu/teploty/davkovani, ptfi¢emz naklady

mohou byt sniZeny opétovnym vyuzitim enzymu [131].

2.7.3.2 Vliv poméru teplota/Cas a kontrola obsahu vody

Rozhodujicim bodem ovlivitujicim vlastnosti vyrobku je pomér teploty a ¢asu, proto je
tieba brat do uvahy teplotu a dobu peceni a i pouzitou technologii. Snizeni obsahu akrylamidu
je mozné dosdhnout tepelnym upravovanim potravin pfi niz$i teplot€ i za cenu prodlouzeni
doby peceni nebo optimalizaci teplotniho profilu pece. Je vSak nutné brat v potaz hygienické
a senzorické vlastnosti, kterych méa byt dosazeno. Redukci tvorby akrylamidu pomaha i
okamzité zchlazeni po rychlém smazeni za vysokych teplot [67, 130].

Pro eliminaci akrylamidu mohou byt vyuzity i alternativni technologie tepelného
opracovani pii zachovani senzorickych vlastnosti vyrobku. Napiiklad aplikace vodni pary v
zaveérecném kroku peceni umoziuje snizit obsah akrylamidu a podobnych vysledkt lze
dosdhnout 1 infracervenym ohievem, ktery je vhodny piedevSim pro ploché vyrobky (napf.
kola¢, chléb) [67]. Vhodnou metodou je i vakuové smazeni, které probihd za nizsi teploty pfi
dosazeni stejného obsahu vody v koneéném vyrobku v porovnani s konvenénim pecenim
[132], nebo nahrazeni klasické jednozénové pece dvouzdnovou s chladici ¢asti, coz zaroven
minimalizuje i spotifebu energie [67].

Obsah akrylamidu mutze byt snizen i pouzitim dielektrického ohfevu (radiofrekvence,
mikrovinna trouba), ktery umoznuje rychlé a rovnomérné zahtivani, protoze teplo se vytvari
dasledkem tiecich interakci polarnich dielektrickych molekul rotujicich pisobenim sttidavého
elektrického pole. Vzhledem k tomu, Ze cilovou molekulou je voda, vznika teplo v kterékoli
¢asti potraviny, kde je voda pfitomna, a potraviny zpracované radiofrekven¢nim ohfevem jsou
tak vystaveny nizsi teploté a ¢asu nez pti konvenénim opracovani. Tato metoda je vhodnym
feSenim pro udrzeni nizkého obsahu akrylamidu v pekaiskych vyrobcich pfi zachovani
pozadované barvy a chuti vyrobku. Kombinaci radiofrekvencniho a konvencéni ohievu lze
totiz dosdahnout vyrazného snizeni obsahu akrylamidu v pekatskych vyrobcich v porovnani
s vyrobky opracovanymi pouze konvenénim ohfevem, a to v dusledku selektivnich ucinkt
dielektrického ohievu na molekuly vody, které jsou ptitomny uvnitt vyrobku. Vyhodou
pouziti dielektrického ohfevu samostatné nebo v kombinaci s konvenénim ohfevem pro
zmirnéni obsahu akrylamidu je, Ze nevyzaduje zmény v receptufe. Navic, kromé pocatecnich
nakladl na investice, dielektricky ohfev umoznuje Setfit energii. Soucasné je také mozné ho

prizpusobit jak automatizované vyrob¢ Sarzi, tak i kontinualni vyrobé [130].
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Tvorba akrylamidu béhem peceni vyrobku je také uzce spjata s kombinaci obsahu vody a
pomeéru teploty a doby peceni. Obsah vody ma vyrazny vliv na aktivacni energii hnédnuti a
vznik akrylamidu, protoZe pfi nizkém obsahu vody je aktivacni energie pro tvorbu akrylamidu
mnohem vétsi [67]. Malym zvySenim konecného obsahu vody (z 1% na 2 %) je mozné
dosahnout snizeni obsahu akrylamidu v bramborovych lupinkach [133], je tedy snaha o co
nejvyssi, jesté piijatelny obsah vody v koncovém vyrobku [67]. Také tloustka vyrobku je
dalezitym parametrem, ktery urcuje rychlost suSeni a tim i rychlost vzniku akrylamidu
v prubehu peceni [134].

Na rozdil od vétSiny potravinovych kategorii, v kavé se obsah akrylamidu v pribéhu
prazeni snizuje. Na pocatku prazeni kavovych zrn dochézi k rychlé tvorbé akrylamidu, ale po
dosazeni maxima obsah akrylamidu s pokracujicim paZenim kles4d. Findlni vyrobek tak
obsahuje pouze 20 — 30 % maximalni Urovné akrylamidu, a jeho kone¢ny obsah je tedy dan
stupném a dobou prazeni [65, 67, 135]. Na konci tepelného opracovani patrn¢ dochazi
k reakcim, které vedou ke spotiebé akrylamidu. Tyto reakce nejsou zcela znamy, je mozné, ze
dochazi k polymerizaci akrylamidu nebo jeho reakci s dal$im slozkami potravin [136].

Také prazenim pii nizsi teploté a prodlouzenim doby praZeni lze u kdvy lze snizit obsah
akrylamidu, ale oba parametry musi byt nastaveny tak, aby bylo dosazeno pozadovaného

chut'ovovonného profilu [67].

2.7.3.3 Preduprava

Redukujici sacharidy se vyskytuji predev§im ve vyssi vrstvé slupky nékterych odrid,
zejména pak u dlouhodobé skladovanych brambor, proto pii celkovém snizeni obsahu
obsahu redukujicich sacharidi (jejich odstranénim nebo pfidanim) ve smazenych
bramborovych hranolkach, kterd umoziluje dosahnout poZzadované urovné zbarveni
kone¢ného vyrobku a tim i ovlivnit obsah akrylamidu, je blanSirovani. [67]. B&hem
blansirovani dochazi ke zméndm v mikrostruktute brambor (napt. bobtnani Skrobu, degradace
bunécné stény), coz miize mit negativni vliv na senzorické vlastnosti kone¢ného vyrobku. Na
druhou stranu, v pfipad¢ aplikace enzymu L-asparaginazy usnadiuje jeho interakci s
asparaginem [67, 131, 137]. V praxi se pouZzivaji rizné teploty blanSirovaci vody a postupy
s vyuzitim jednoho, dvou nebo tii predvareci [131]. Thned po blansirovani lze pfidat kysely
pyrofosforeCnan sodny, ktery brani odbarvovani neuvafenych hranolkt, jehoz vedlej$im
ucinkem je redukce obsahu akrylamidu snizenim pH. U nékterych vyrobkii z brambor lze také

pouzit di-a tri- valentni kationty pro redukci tvorby akrylamidu [67]. Pomoci vapenatych soli
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lze ve smazenych bramborovych lupinkdch snizit obsah akrylamidu, ktery neni vyvolano
niz8im pH, ale bylo zji$téno, Ze pouziti vadpenatych soli zptsobuje hotkou ptichut’ a kiehkou
texturu. Navic vapnik neni kompatibilni s pyrofosfore¢nanem, ktery je obecné pouzivd k
prevenci Sedého zbarveni [67, 138].

Také obsah akrylamidu v cerealnich vyrobcich je mozné snizit predipravou obilovin, kdy
jsou zrna zahtivana pfi nizké teploté po dlouhou dobu a nésledné pomlety na mouku. SuSenky
pfipravené z ptredehiivané mouky meély nésledné niz8i obsah akrylamidu nez suSenky
z mouky nezahiivané, aniz by doslo ke zméné jejich senzorickych vlastnosti. Pfedehiatim se
v mouce nezménil obsah sacharidii a asparaginu, pouze se snizil obsahu vody. Tim se pfi
zachovani stejné teploty zkratila doba peceni v porovnani se suSenkami z nezahtivané mouky,
coz soucasn¢ vedlo k niz§imu obsahu akrylamidu v suSenkach z pfedehtaté mouky. Vyhodou
této metody je jeji jednoduchost v uvedeni do praxe, aniz by doslo ke zménam ve formulovani
a vlastnostech vyrobniho procesu s vyjimkou zkraceni doby peceni [83].

Vzhledem k tomu, Ze vyznamnym zdrojem akrylamidu je i kava, byl zkouman vliv
ptedbéznych Uprav i pii jeji vyrob&. Bohuzel béhem piedsuseni zelenych kdvovych zrn pro
snizeni vlhkosti pfed prazenim nebyl zjistén zadny dopad na obsah akrylamidu v kone¢ném
vyrobku. Stejny obsah akrylamidu byl také pozorovan pfti prazeni kavy bez kofeinu a klasické
kavy za stejnych podminek [67].

2.7.3.4 Konecna barva produktu

K tvorbé chutovovonnych a barevnych latek, které davaji tepeln¢ opracovanym vyrobkiim
jejich charakteristické vlastnosti, dochazi v pribé¢hu Maillardovy reakce, béhem niz vznika
také akrylamid. Vyvoj barvy je dan piedev§im karamelizaci cukrli a je vyznamny koncovym
bodem a atributem pro piijeti vyrobku spotfebitelem [67]. Barva mize byt zaroven
spolehlivym indikatorem obsahu akrylamidu v tepelné opracovanych potravindch [139].
Pokud je tedy vyrobek tepelné opracovavan bez zvyseni vlhkosti do svétlého zbarveni, mélo
by dojit k redukci vzniku akrylamidu v kone¢ném vyrobku. VSeobecné je tak spotiebitelim
doporucovano opracovavat vyrobek pouze do zlatavé barvy a vyrobclim upravit pokyny pro
spotfebitele uvedené na obalu tak, aby po tepelném opracovani bylo dosazeno nizsich urovni
akrylamidu ve findlnim vyrobku [67].

Vzhledem k tomu, ze barva je dilezitym faktorem pro piijeti vyrobku na trhu, mohla by
svétlejsi barva vést k odmitnuti vyrobku spotiebitelem. Avsak na nékteré vyrobky Ize nanaset
polevy, které vyrobek pro spottebitele zatraktivni [67]. V piipadé kavy je barva dulezitym

ukazatelem stupné prazeni a piimo souvisi s organoleptickymi a senzorickymi vlastnostmi
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produktu. Nicmén¢ kava prazena do tmavsiho zbarveni miize obsahovat méné akrylamidu nez
svétle prazend kdva, jak bylo jiz zminéno v kapitole 2.7.3.2. Prazeni kavovych zrn do
tmavsiho zbarveni ale nelze povazovat za moznost snizeni obsahu akrylamidu s ohledem na
senzorické vlastnosti kavy, protoze zména postupu prazeni ma dopad na procesy vedouci

k tvorb¢ zadoucich ale 1 nezadoucich latek [67].

2.7.3.5 Struktura a chut’

Latky utvafejici zbarveni a chut kone¢ného vyrobku vznikaji v pribéhu Maillardovy
reakce, kterd je povazovédna za hlavni mechanismus vzniku akrylamidu v potravinach. Pro
dosazeni pozadované chuti i barvy jsou do nékterych vyrobkii zdmérné pridavany redukujici
sacharidy (jako glukéza nebo fruktdza). To ale vede ke zvySovani obsahu akrylamidu. Pokud
by redukujici sacharidy pridany nebyly, doslo by k poklesu obsahu akrylamidu na tukor chuti.
Také vyrobky s nizkym obsahem vody pecené pii vysoké teploté pro dosazeni kiehkosti maji
zvySeny obsah akrylamidu. Pro jeho redukci je vhodné snizit teplotu pefeni za cenu
prodlouzeni doby peceni. Dal§i moznosti je zvétSit tloustku téchto vyrobkll,, coz rovnéz
minimalizuje tvorbu akrylamidu, ale bohuzel dojde k vyznamné zméné koneénych vlastnosti
vyrobku [67].

Vysoky obsah akrylamidu byl zjiStén i u kdvy a kavovych smési, jejichz senzorické
vlastnosti jsou dany peclivym vybérem zelenych kévovych zrn, podminkami prazeni a
technologii zpracovani. Jakékoliv i malé technologické zmény by ale vedly ke zméndm

senzorickych vlastnosti a tim 1 piijeti kdvy a kavovych smési spotiebiteli [65, 67, 135].

2.7.4 Finalni aprava

2.7.4.1 Post-procesni uprava

Perspektivni zplisob snizeni obsahu kontaminantli v potravinach predstavuji post-procesni
vakuové technologie. Molekuly kontaminanti mohou byt z kone¢ného vyrobku odstranit
vyuzitim jejich chemickych a fyzikdlnich vlastnosti pfi vhodné zvolené teploté, Casu a
tlakovych podminkach. OvSem uc¢innost vakuovani zavisi na rtiznych proménnych, jako je
slozeni potravin, obsah vody ¢i povaha molekul, které maji byt odstranény. Je nutné brat také
do uvahy interakce mezi nezaddoucimi molekulami a jinymi sloZzkami potravin, nebo i
ptitomnost ur¢itych slozek potravin (napf. lipidy), které mohou branit odstranéni nezddoucich
molekul. Viskozita potraviny mtize omezovat difuzi molekul matrici, proto nelze odstranit

akrylamid ze suchych potravin, jako je kava ¢i suSenky, a to i pfesto ze byly vakuovany pii
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nizkych teplotach dlouhou dobu. Naopak velmi snadno lze akrylamid odstranit
z hydratovanych produkti, ztoho divodu by bylo mozné odstranéni akrylamidu podpofit
hydrataci vyrobku pied jeho vakuovanim [130, 140, 141, 142].

Nevyhodou vakuovani je, ze vede k odstranéni chutovovonnych slozek. Odstranéni téchto
molekul je pravdépodobné ovlivnéno jejich molekulovou hmotnosti a predevsim polaritou.
Ptedpoklada se, Zze ¢im vyssi je molekulova hmotnost molekul, které maji byt odstranény, tim
niz8i je procento jejich snizeni v disledku pomalejsi difuze molekuly v potraving. Kromé toho
se také usuzuje, ze molekuly s vyssi polaritou vytvari silnéjsi interakce s vodou, ¢imZ jsou
nachylnéjsi k odstranéni z produktu [130].

Vakuova technologie piedstavuje slibnou technologii pro odstranéni akrylamidu, furanu a
HMF z potravy. Z primyslového hlediska miize byt produkt po tepelném opracovani presunut
do hydratac¢niho kroku, ktery 1ze provadét formou postiiku tlakové vody, a nasledné vstupuje
do vakuové komory, kde jsou odstranény nezadouci molekuly. Vzhledem k tomu, Ze tato
technologie miize byt pouzita na hotovy vyrobek, nejsou pozadovany zadné zmény receptury
¢1 parametri procesu. AvSak pro vyuziti vakuovani v pramyslu, jsou zapotiebi dalsi studie s

cilem ur¢it podminky, které by minimalizovaly ztraty senzorickych vlastnosti [130].

2.7.4.2 Rady spotiebiteliim
Spotiebiteliim se doporucuje pro piedejiti vzniku vyznamnéjsiho obsahu akrylamidu:
- tepelné upravovat potraviny jen do zlatavého zbarveni
- znovu jiZ potravinu tepelné neupravovat
- pfiprava mensiho mnoZzstvi potraviny, ¢imz se snizi doba jejiho tepelného opracovani
- smazeni provadét pii maximalni teploté 175 °C a po dobu nezbytné nutnou
- pfipadné postupovat presné podle navodu pokyni na obalu vyrovku [67]

Dilezity je také zpusob skladovani [67]. Dlouhodobé skladovani brambor totiz ovliviiuje
tvorbu akrylamidu, coZz ovSem zavisi na odridé€, protoze nékteré odridy jsou mnohem
nachylnéjsi k vykyviim obsahu prekurzorti akrylamidu nez ostatni. Ve vétsin¢ odrtd vzrostl
ke konci skladovani obsah redukujicich sacharid, a to i pfes skladovani brambor za
predepsanych podminek [86, 143]. To miize byt zplisobeno zbytkovou aktivitou enzymu
a-amylaza, kterd pomalu uvoliiuje sacharézu ze Skrobu i béhem skladovani pii nizkych
teplotach, a ta je nasledné Sté€pena invertdzou na glukézu a fruktoézu [144, 86]. Akumulace
sacharidi béhem skladovani ma také vliv na finalni barvu produktu. Higley et al. [143]
zjistili, Ze prodlouzeni doby skladovani brambor vedlo ktmavS§imu zbarveni znich

ptipravenych hranolkd.
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Zamora et al. [145] uvadi, ze béhem skladovani tepelné¢ opracovanych potravin mohou mit
na obsah akrylamidu vliv také pfitomné aminoslouc¢eniny, kdy akrylamid reaguje s nukleofilni
amino skupinou na bo¢nim fetézci aminokyselin. Reakce probiha velmi rychle a snadno za
vzniku odpovidajiciho Michaelova aduktu, ktery je nestabilni a tepelnym rozkladem se z néj
zpét uvoliuje akrylamid. Akrylamid tak miize byt v potravinach skryt ve slouceniné
N-alkylaminopropionamid [146].

Expozici akrylamidem z kdvy lze snizit jeji vhodnou piipravou, protoze pii vareni kavy
pfechazi akrylamid téméf Gplné do napoje [67]. Naptiklad ptiprava espressa vykazuje nizsi
ptenosovou rychlost diky specifickym extrakénim podminkdm [135]. Expozice akrylamidu
z kavy je zavisla predevsim na typu kavy (Arabica obsahuje asi o polovinu mén¢ akrylamidu
neZ Robusta) a jejim stupni praZeni, ¢imZ jsou moznosti snizeni obsahu akrylamidu bez vlivu
na kvalitu uvafené kavy, zejména na jeji senzorické vlastnosti, pouze omezené. Expozici
akrylamidem tak Ize snizit vybérem komeréni smési s vySSim obsahem kavy Arabica,

tmavsim stupném prazeni a upfednostiiovanim kratSiho vareni na misto dlouhého [146].

2.8 Vliv antioxidantd na vznik a eliminaci akrylamidu v potravinach

Mezi fadu parametrt, které mohou ovlivnit vysi obsahu akrylamidu v potravinach patii 1
antioxidanty, jejichz vliv nebyl jesté dostatecné popséan. Z dosud provedenych studii vyplyva,
ze vliv antioxidantl a radikali méa nejednoznacny vliv na vznik akrylamidu [147].

Za jedny znejvyznamnéjSi antioxidanty jsou povazovany predev§im mono- a
polyhydroxylové fenolické latky [148]. Antioxidacni schopnosti fenolickych sloucenin tzce
souvisi s poctem a postavenim jejich hydroxylovych substituenti, ale i jejich aromatickou
strukturou [149]. Standardni fenolické latky obsahujici hydroxylové skupiny, které se ukazaly
byt u¢inné pfi snizovani akrylamidu, by mohly byt pouzity jako potravinarské piidatné latky
snizujici obsah akrylamidu. Na druhou stranu, fenolické latky obsahujici aldehydové skupiny
vznik akrylamidu podporovaly [147, 150, 151, 152].

Bassama et al. [148] ve své studii uvadi, Ze Uc¢inek fenolickych latek na obsah akrylamidu
se mize meénit s jejich koncentraci, nicméné pouzitim fenolickych sloucenin dochazelo také
ke zvySovani antioxidaéni aktivity systému [148]. Serpen & Gokmen [153] dosli k zavéru, ze
antioxidac¢ni latky a akrylamid vznikaji v podobnych fazich Maillardovy reakce, a podobnou

rychlosti, coz naznacuje, Ze antioxidanty nemaji ptimy vliv na vznik akrylamidu.
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Kotsiou et al. [147] méfili antioxidacni kapacitu vzorki pied a po tepelném zpracovani.
Vysledky ukézaly, ze pred tepelnym zpracovanim se antioxidacni kapacita vzorkl zvySovala
s koncentraci pouzitych extraktii a byla tak zcela zavisla na mnozstvi pfidanych antioxidantd.
Naopak po tepelném zpracovani antioxidacni kapacita vzorkl zavisela na tvorb¢ antioxidantl
béhem Maillardovy reakce a zbyvajicich fenolickych slouceninach, tudiz antioxidacni
kapacita po tepelném opracovani vzorkid nebyla umérna koncentraci plvodné ptidanych
extrakta [147].

Ou et al. [154] studovali vliv antioxidantii na eliminaci akrylamidu a inhibici jeho vzniku.
Z experimentalnich vysledk vyplynulo, ze antioxidanty nesnizovali ani nezvySovali obsah
akrylamidu a ani nebranili jeho vzniku. Naproti tomu jejich produkty oxidace mohli byt
schopni pfimo pulsobit na akrylamid a jeho prekurzor asparagin, a tim zpomalit vznik
akrylamidu. Volné radikdly tak pravdépodobné potlacuji tvorbu akrylamidu v Maillardové
reakci a tim snizuji jeho obsah v kone¢ném produktu. Naproti tomu antioxidanty produkované
Maillardovou reakci branili tvorbé volnych radikalti a tim eliminaci akrylamidu volnymi
radikdly, coz vedlo k pozitivni korelaci mezi celkovou antioxidacni kapacitou a vznikem
akrylamidu [154].

Mnohé studie zkoumaly ucinnost nejen samotnych piirodnich antioxidantii ale i jejich
extraktd na inhibici akrylamidu, nicméné¢ mechanismus eliminace akrylamidu vzhledem k
pouziti slozitych extrakti tak ziistdva nejasny [148]. OvSem pfirodni antioxidanty byly
uspésné pouzity nejen ke snizeni tvorby akrylamidu v modelovych systémech, ale i1 pfi
zpracovani potravin [147]. Obsah akrylamidu v modelovém systému vyrazné¢ snizovaly
extrakty koteni (nové koteni, pept Cerny, majoranka, oregano), pti¢emz jejich ucinnost by
mohla uzce souviset s antioxidacni kapacitou pouzitého koteni [155, 156]. Také ptidavani
prasku z vybranych rostlin a jejich vodnych extrakti mize omezit vznik akrylamidu v
suSenkach a modelovém systému s bramborovym Skrobem. V suSenkach byl nejucinnéjsi
extrakt z hiebi¢ku (pokles obsahu akrylamidu o 50 %), zatimco v modelovém systému na bazi
bramborového Skrobu se jako neucinngjsi jevili proanthokyanidiny ze seminek vinnych
hroznd, které snizili obsah akrylamidu o 62 % [157]. Naopak Acar & GoOkmen [134]
neprokazali eliminacni vliv extraktu z hroznovych jader na vznik akrylamidu v modelovém
systému predstavujici pekatské vyrobky.

Zhang et al. [158] zjistili, Ze antioxidanty bambusovych listi u¢inn€ snizuji obsah
akrylamidu v bramborovych lupincich a hranolkéach, aniz by doslo k vyznamnému ovlivnéni
kiehkosti a chuti kone¢ného vyrobku. Vyznamné snizeni obsahu akrylamidu v modelovém

systétmu Asn/Glc dosahli Zhang & Ying [159] aplikaci antioxidanti bambusovych listi a
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extrakti zeleného caje, pfiCemz predpokladaji, Zze tento pokles mohlo byt zplsoben
zabranénim oxidace 3-aminopropionamidu, hlavniho prekurzoru akrylamidu.

Becalski ef al. [60] dosahli snizeni obsahu akrylamidu v bramborovych chipsech pfidanim
rozmarynu a Hedegaard et al. [160] snizil pouzitim rozmarynu v tésté obsah akrylamidu
v pSeni¢ném pecivu az o 60 %. Fernandez et al. [161] aplikaci kapalné smési koteni bohaté na
flavonoidy pied smaZenim bramborovych platkl sniZili obsah akrylamidu aZ o 50%. Naproti
tomu Vattem & Shetty [162] zjistil, Ze pfitomnosti fenolovych antioxidantl z brusinek a
extrakty oregana nebyla tvorba akrylamidu v bramborovych chipsech ovlivnéna. Naopak
obsah akrylamidu se zvySoval v pfitomnosti exogennich fenoli [162].

Také ve vode rozpustné vitaminy by mohli byt efektivnimi inhibitory akrylamidu, zatimco
pro vitaminy rozpustné v tucich byly pozorovany jen slabé inhibi¢ni G¢inky v chemickych
modelech a modelovych systémech matrice brambor [152]. Levine & Smith [97] zaznamenali
snizeni akrylamidu pouzitim kyseliny askorbové a kyseliny ferulova v modelovém systému

zaloZeném na pSenicné mouce.
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Obr. 3. Zména obsahu akrylamidu v zavislosti na pouZzité koncentraci kyseliny askorbové

v modelovém systéemu Asn/Fru a Asn/Glc [123]

Zeng et al. [152] dosahli pouzitim kyseliny askorbové v koncentraci 1,5% a 0,5%
v chemickém modelu a modelovém systému potravinové matrice snizeni obsahu akrylamidu
0 50% a 42%. Yuan et al. [123] zjistili, Ze se zvySujici se koncentraci kyseliny askorbové
klesa obsah akrylamidu v modelovém systému Asn/Fru (Obr. 3). Naopak v systému Asn/Glc

byla ucinnost kyseliny askorbové odlisna, kdy pii nejvyssi koncentraci kyseliny askorbové
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(1,5 %) doSlo dokonce ke zvySeni obsahu akrylamidu (Obr. 3) [123], coz by mohlo byt
zpisobeno produkty tepelného rozkladu kyseliny askorbové, které dale reaguji s amino
skupinou a podporuji tak Maillardovu reakci [163].

Hidalgo et al. [164] ve své studii zjistili, Ze merkaptany mohou snizovat obsah akrylamidu
v potravinach tim, ze v pfitomnosti kysliku jsou pfeméiovany na odpovidajici thiolovy
radikal, ktery podporuje polymeraci akrylamidu. Nicmén¢€, v ptitomnosti antioxidantl byla
tvorba thiolovych radikalli zastavena a obsah akrylamidu se nezménil. Vysledky této studie
tak naznacuji novou moznou roli antioxidantll v eliminaci akrylamidu, a to plisobeni proti
inhibici akrylamidu, ¢imz lze vysvétlit, pro¢ nékteré antioxidanty maji rizny vliv na obsah
akrylamidu v zavislosti na slozeni potravy [164].

Pouziti antioxidantl pro snizovani akrylamidu neni tedy vzhledem k pozitivhim i
negativnim vysledku zcela jasné [60, 122, 162, 165]. Obsah akrylamidu i aktivita antioxidantu
se muze zvysSovat soucasn¢ vlivem kombinace riznych podminek vcetné dlouhé doby peceni,
vysokého obsahu bilkovin ve vzorkach a nizkém obsahu vody [166]. Zhang & Zhang [167]
nebo i1 Kotsiou et al. [147] potvrdili, ze existuje vztah mezi koncentraci antioxidanti a
obsahem akrylamidu. OvSem koncentraci antioxidantu je nutné volit tak, aby bylo dosazeno

co nejveétsiho snizeni obsahu akrylamidu v zavislosti na druhu vzorku [158].
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3 CIL PRACE

Hlavnim cilem dizertacni prace je rozSifeni znalostni databdze o moznosti eliminace
akrylamidu ve vybranych druzich tepelné opracovanych potravin a jejich aplikace v
technologickém procesu vyroby potravin spolu s charakterizaci mechanismu eliminace, jakoz
i dusledkt aplikaci na kvalitu produktti, technologii vyroby a expozici.

Tohoto hlavniho cile je mozné dosahnout prostiednictvim dil¢ich cilt:

- Zkoumanim obsahu akrylamidu v relevantnich produktech nejvice piispivajicich k
celkové expozici jidla

- Studiem mechanismu vzniku a eliminace akrylamidu v modelovych systémech
simulujicich potravinové matrice

- Studiem plisobeni drozdi na eliminaci akrylamidu a senzorické vlastnosti ve
vybranych potravinovych matricich

- Studiem moznosti aplikace L-asparaginazy na vybrané potravinové matrice za uicelem
eliminace akrylamidu

- Studiem mozZnosti aplikace antioxidantl na eliminaci akrylamidu a senzorické
vlastnosti ve vybranych potravinovych matricich

- Odhadem dopadu aplikace metod eliminace akrylamidu na celkovou expozici

Dosazenim téchto cili by bylo mozné navrhnout zmény vyrobnich procesu, které zajisti
produkci potravin se snizenym obsahem akrylamidu, ¢imz by doSlo k redukci zatiZeni
lidského organismu timto potencidlnim karcinogenem a pfispélo by se tak k ochrané zdravi

spotiebiteld.
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4 MATERIALY A METODY

4.1 Pouzité chemikalie

Akrylamid (Serva, New York, USA); ds;—akrylamid (98 %) (Cambridge Isotope
Laboratories, USA); L-asparagin monohydrat (>99,5 %) (Sigma — Aldrich, Némecko); (S)-
(+)—kyselina asparagova (>99 %) (Merck, Némecko); roztok Carrez 1. (ferrokyanid draselny
p.a., 150 g/1) (Sigma — Aldrich, Némecko); roztok Carrez II. (siran zineCnaty p.a., 300 g/l)
(Merck, Darmstadt, Némecko); cukr hnédy Sweet Family (Povazsky cukr a.s., Slovenska
republika); cukr krupicovy Sweet Family (Povazsky cukr a.s., Slovenska republika); cukr
ovocny (Vaspres s.1.0., Slovenska republika); deionizovana voda (device: Purite LTD, Thame
Oxon., Velka Britanie); demineralizovana voda (demineraliza¢ni pfistroj: Rodem 6, Ecotest
s.r.0., Slovenska republika); enzym PreventASe®W (2500 ASPU/g + 5%), enzym
PreventASe® W Extra (2500 ASPU/g + 5% (pfi pH 7,2)), enzym PreventASe® ASG (>
2500 NASPU/g) (DSM Food Specialties B.V., Nizozemsko); ethylacetat (99,7 %) (Sigma —
Aldrich, = Némecko); absolutni  etanol  (Merck,  Némecko); di(fenyl)-(2,4,6-
trinitrophenyl)iminoazanium (DPPH) (Sigma Chemical, USA); (S)—(+)—glutamin (>99 %)
(Merck, Némecko); ds-kyselina glutamova (97 —-98 %) (Cambridge Isotope Laboratories,
USA); (S)—(+)—kyselina glutamova (>99 %) (Merck, Némecko); hydrogenuhli¢itan amonny
p.a., hydrogenuhli¢itan sodny p.a. (Slavus, Slovenskd republika); 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina (Trolox ®) (Sigma Chemical, USA); chlorid
sodny, p.a. (Lachema, o.p., Ceska republika); ISOSUGAR 111/glukézovo-fruktézovy sirup/
(Amylum Slovakia spol. s r.0., Slovenska republika); koteni: anyz, badyan, bily pepft, fenykl,
hiebicek, kardamom, koriandr, muskatovy ofiSek, nové koteni, skofice, smés koteni pro
ptipravu perniku (Méspoma spol. sr.0., Slovenska republika) a vanilka (Johann Kotényi,
Ceska republika); methanol p.a. (Merck, Némecko); ledova kyselina octova 100 %, bezvoda
p-a. (Merck, Némecko); ml¢ko suSené odtuc¢néné (Foodpack, spol. s r.o., Slovenska
republika); mouka hladka 00 extra special, svétla (PENAM SLOVAKIA, a.s., Slovenska
republika); mouka pSeni¢na celozrnna hladkd Biomila (Ekotrend Myjava a.s., Slovenska

republika); shortening Akobake Soft W (AarhusKarlshamn AB (publ.), Svédsko).
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4.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy SI-234A (Denver Instrument, Némecko) a analytické vahy AP-110 S
(Ohaus, Svycarsko); analyzator textury TA. XTplus (Stable Micro Systems Ltd., UK); a,, metr
LabMaster-aw (Novasina AG, Svycarsko); digitalni posuvné méfidlo (Warenimport &
Handels GmbH, Rakousko); digitalni zrcadlovky Canon EOS 1000D s objektivem EFS 18-
55 mm (Canon Inc., Japonsko); domaci pekarnicka Moulinex Home Bread Inox (Moulinex,
Cina); elektricka pec DC-32E (Sveba Dahlen, Svédsko); HPLC/MS/MS kapalinovy
chromatograf 1200 série (Agilent Technologies, USA) s hmotnostnim detektorem Agilent
6410 Triple Quad s ESI i6novym zdrojem; kolorimetr Color 15D, X-Rite (Grand Rapid, MI,
USA); kuchynisky robot KitchenAid model SKSM150PS (KitchenAid Europa, Inc., Antwerp,
Belgie); laboratorni centrifuga s moznosti chlazeni 2 — 16 KC (Sigma, Némecko); laboratorni
pec KCW 100 (KCW, Ceska republika); mlynek Grindomix GM200 (Retsch GmbH,
Némecko); pec Miwe Condo (Miwe Michael Wenz GmbH, Némecko); pHmetr inoLab pH
720 (WTW GmbH, Némecko); plynovy chromatograf Agilent 7890A s hmotnostnym
detektorem MSD 5975 Inert (Agilent Technologies, USA); pfesné vahy Adventurer Pro AV
412 DM (Ohaus, Pine Brook, USA); ptfesné¢ vahy KERN EG 2200-2NM (Kern&Sohn GmbH,
Némecko); rotacni vakuovy koncentrator 2-33IR (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH, Némecko); spektrofotometr UV-160 1PC (Shimadzu, Japonsko); UV/VIS/NIR
Spectrophotometer UV-3600 (Shimadzu, Japonsko); suSinové véhy IR120 (Denver
Instrument GmbH, Némecko); tfepacka Innova 2000 Platform Shaker (New Brunswick
Scientific, USA); tiepacka s kruhovym pohybem Unimax 2010 (Heidolph Instrument GmbH
& Co. KG, Némecko); ultrazvukova lazen K-5LE (Kraintek s.r.o., Slovenska republika);
vakuova rotacni odparka VV 2000 (Heidolph, Némecko); vortex mixer VM-300 (Gemmy
Industrial Corp., Tchaj-wan).

4.3 Stanoveni expozice akrylamidem z potravin

Pro stanoveni predbézného primérného denniho pifijmu akrylamidu byla pouzita metoda
standardizovaného rozhovoru prostiednictvim dotazniku, ktery umoziuje sledovat stravovaci
navyky velkého poctu lidi, a vysledky mohou byt propojeny s riznymi zdravotnimi
parametry. Pro pifehlednost a srozumitelnost byl dotaznik rozdélen do tii Ccasti:
1) Demografické tdaje, 2) Spotiebitelské zvyklosti a 3) Informovanost o akrylamidu v

potravinach.

43



Pro hlavni ¢ast dotazniku (Spotiebitelské zvyklosti) byla pouZzita castecné oteviena forma
otazek. Pfi pouziti této formy jsou odpovédi piedem dény a dotazovany je tak smérovan na
pro nas dulezité odpovédi, ale zdroven ma i moznost se ke své odpovédi vyjadrit a co nejvice
ji tak upfesnit. Tato forma otazek umoznila ziskat konkrétni fakta o frekvenci konzumace
vybranych potravin.

Vzhledem na co nejkrat§i ¢asovou naroc¢nost vyplnéni dotazniku, ktera zajistuje udrzeni
pozornosti dotazovanych respondentli a tim ziskdni co nejptesnéjsi vysledky, byl dotaznik
zaméten predev§im na bézné konzumované potravinaiské vyrobky, u nichz se v prubéhu
tepelné pripravy predpoklada zvysena tvorba akrylamidu. Seznam dotazovanych potravin je
uveden v Tab. 7 v kapitole 5.1, kde jsou pro kazdy potravinaisky vyrobek uvedeny hodnoty
obsahu akrylamidu. Informace o obsahu akrylamidu v potravindch na néz byl dotaznik
zaméfen, byly ziskany z Databaze tdaji SVPS z let 2005-2008 [168], FAO/WHO [169], FDA
[170], zpravy SZPI o vysledcich kontroly cizorodych latek z roku 2005 [171] a dostupnych
védeckych studii [172, 173].

Vysledky ziskané z vyplnénych dotaznikii uréenych k vyhodnoceni expozice akrylamidu
byly zpracovany do elektronické formy pro snazs§i manipulaci a zpracovani. Pomoci hodnot
obsahu akrylamidu v dotazované potravin¢é byl u kazdého respondenta proveden piepocet na
prijem akrylamidu v ug za den z této jim konzumované potraviny. Nasledn¢ byl stanoven
pfedbézny primérny piijem akrylamidu v pg/den z dotazované potraviny, nebo skupiny
potravin. Také byla stanovena pfedbéznad primérnd denni zatéZz akrylamidem v pg na 1 kg
télesné hmotnosti za den (ug/kg bw/den) pro kazdého respondenta nebo skupinu respondentd.

Evropska komise vydala dne 2. Cervna 2010 Doporuceni o monitorovani mnozstvi
akrylamidu v potravinach 2010/307/EU [174], v némZ jsou potravinaiské vyrobky roz¢lenény
do 10 zakladnich skupin:

1) Hranolky podavané Kk piimé spotiebé - podkategorie: Hranolky z Cerstvych
brambor, Hranolky z bramborového tésta

2) Bramborové lupinky - podkategorie: Bramborové lupinky z Cerstvych brambor,
Bramborové lupinky z bramborového tésta

3) Predsmazené hranolky/vyrobky z brambor pro domaci pfipravu - podkategorie:
Hranolky pecené v troubé, Hranolky smazené v tuku

4) Meékky chléb

5) Snidanové cerealie

6) SuSenky, krekry, kifupavy chléb a podobné vyrobky (krom¢ cukratskych vyrobki
a kolaci) — podkategorie: Krekry, Kiupavy chléb, Pernik, Jiné
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7) Kava a nahrazky kavy - podkategorie: Prazena kava, Instantni (rozpustnd) kava,
Néhrazky kavy

8) Prikrmy pro kojence jiné nez obilné prikrmy

9) Obilné prikrmy pro kojence a malé déti - podkategorie: SuSenky a suchary pro
kojence a malé déti, Jiné obilné ptikrmy pro kojence a malé déti

10) Jiné vyrobky

Na zékladé tohoto Doporuceni komise 2010/307/EU [174] byly dle uvedenych pokyni
dotazované potravindiské vyrobky roztfidény do v ném uvedenych skupin pro jednodussi
porovnavani ziskanych vysledkt pfedbézného prizkumu expozice akrylamidem. Po zatazeni
vyrobki do jednotlivych kategorii bylo ziskano pouze 7 hlavnich skupin:

1. Hranolky/Vyrobky z brambor: SmaZzené bramborové hranolky, pecené
brambory
Bramborové lupinky: Smazené bramborové chipsy
Meékky chléb: Chléb a bézné pecivo (pi. rohliky, bagety)

Snidanové cerealie: Snidanové cerealie

A

SuSenky, krekry, kiupavy chléb a podobné vyrobky: Extrudovany chléb,
topinky, pecCené toasty, solené opékané suchary (chlebové), slané snacky
(ty€inky atd.), perniky plnéné, perniky s polevou, medovniky zdobené, oplatky
plnéné, piskoty, sladké suSenky neplnéné

6. Kava a nahrazky kavy: Prazend a instantni kéva a nadhrazky kavy

7. Jiné vyrobky: Sladké pecivo, smazené bramborové placky, kukufiéné kiupky,
miisli tyCinky, kakao, horka cokolada, cokolada, cokoladovy/€okoladovo-

ofiSkovy krém.

Ze skupin uvedenych v Doporuceni komise 2010/307/EU [174] byla vylou¢ena skupina
Ptikrmy pro kojence jiné nez obilné ptikrmy a skupina Obilné ptikrmy pro kojence a malé
déti, nebot’ témto dvéma skupindm neodpovidala Zadna z dotazovanych potravin. Zaroven
byly slouceny skupiny: Hranolky prodavané kpiimé spotiebé a Pfedsmazené
hranolky/vyrobky z brambor pro domaci piipravu do jediné, protoze na zakladé informaci

ziskanych z vyplnénych dotaznikli nebylo mozné tyto dvé skupiny odlisit.
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4.4 Priprava chlebt v domaci pekarné

Pro stanoveni obsahu akrylamidu a navrzeni vhodného zplsobu eliminace akrylamidu
v chlebech pripravovanych z komeréné dostupnych chlebovych smési ur¢enych pro domaci
pekarné byly spole¢nosti Madspoma s.r.o. poskytnuty chlebové smési Méspomix pro piipravu
bramborového, grahamového a slunecnicového chleba v domaci pekarné, jejichz slozeni je
uvedeno v Tab. 3.

Tab. 3: SlozZeni chlebovych smesi Mdspomix

Chlebova smés SloZeni

Bramborovy  pSeni¢nd a zitnd mouka, bramborova mouka (2 %), jedla sul, cukr,
chléb susené drozdi, kmin, suchy kvas (syrovatka, kukuficnd mouka, sojova
mouka, regulator kyselosti: kyselina citrénova, octan sodny), je¢menna
sladova mouka, stabilizator: guarova mouka, kyselina askorbova
Slune¢nicovy  pSeni€nd a zitna mouka, slunec¢nice loupana (6 %), jedla sil, cukr,
chléb susené¢ drozdi, jable¢na vlaknina, suchy kvas (bramborovy Sskrob,
regulator kyselosti: kyselina mlécénd, protihrudkujici latka: siran
vapenaty), je¢mennd sladova mouka, stabilizator: guarovd mouka,
kyselina askorbova
Grahamovy pSenicnd a Zitnd mouka, grahamova mouka (20 %), jedla stl, cukr,
chléb suSen¢ drozdi, suchy kvas (syrovatka, kukuti¢nd mouka, sojovd mouka,
regulator kyselosti: kyselina citronova, octan sodny), je¢menna sladova
mouka, stabilizator: guarova mouka, kyselina askorbova
Zakladni smés  pSeni¢nd mouka (65 %), zitnd mouka (35 %), jedla stl (2 %), suSené
drozdi (0,8 %)

Vzorky chlebti byly z chlebovych smési pfipravovany podle pokynii uvedenych na obalu,
kde byl vyrobcem uvadén objem vody potiebny pro piipravu chleba v domaci pekarné
z 500 g chlebové smési. Chléb byl pfipravovan v domaci pekadrn€ Moulinex Home Bread Inox
(Moulinex, Cina), kde byly po vymichani t&sta a nasledné po jeho vykynuti odebirany vzorky
tésta pro stanoveni obsahu aminokyselin a zaroven bylo méteno i pH a aw tést. Pro piipravu
chleba v doméaci pekdrné Moulinex Home Bread Inox byl pouzit program ¢. 2 se stupném
vypeceni 3, piicemz celkova doba ptipravy chleba zahrnujici hnéteni, kynuti a peceni trvala
pro 750 g chléb 3,5 hodiny, z toho samotné peceni chlebu v doméci pekarné probihalo po

dobu 50 min pfi teploté 150 — 170 °C.
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Alternativou uvadénou vyrobcem na obalu byla i moznost péct chleba z chlebové smési
v troub€. Chleby byly z chlebovych smési Médspomix pfipravovany vyrobcem v podminkéach
klasické pekatské vyroby, kdy byly chleby peceny v peci MIWE CONDO 2.0608. Teplota
horniho ohfevu byla v prvnich 10 minutdch 260 °C a nasledné byla snizena na 225 °C.
Teplota spodniho ohfevu byla 210 °C po celou dobu peceni (40 minut). Zapafovani bylo
provadéno pfi otevieném odtahu po dobu 5 minut.

Pro porovnéni obsahu akrylamidu v chlebech byly zakoupeny hotové chleby zakoupenych

v obchodni siti, jejichz slozeni je uvedeno v Tab. 4.

Tab. 4: Slozeni chlebii zakoupenych v obchodni siti

Druh SloZeni

Bramborovy chléb pSenicnd mouka (61 %), voda (26 %), Zitnd mouka, jedla sil,
pekaiské drozdi, zlepSujici piipravek (4,1 % bramborové vlocky,
ovesné vlocky, Inénd seminka, sezam, pSenicnd sladovd mouka,
emulgator E 472e, kyselina E 330, enzymy), pekaisky kvas

Slunecnicovy chléb pSeni¢na mouka zitna mouka, voda, pfirodni kvasek (zitnd mouka,
voda), slune¢nicova seminka (7,5 %), drozdi, jedla sil, extrakt z
chlebového kvasku (zitné otruby, voda, zitnd mouka, regulatory
kyselosti: E 330, slad, kyselina mlé¢n4, kyselina octova

Grahamovy chléb pSenicnd mouka celozrnna (45 %), pSenicnd mouka (29 %), voda
pitnd, rostlinny olej, pekarské drozdi, jedla stl, pSenicny Skrob,
zlepSujici ptipravek (pSeni¢na mouka, pSeni¢nd sladova mouka,
emulgator E 472e, mouku upravujici latka kyselina askorbova,
enzymy).

PSeni¢no-zitny chléb  pSeni¢nd mouka, voda, Zitnd mouka, kvas, aroma, startér

nebaleny

PSeni¢no-zitny chléb  zitna mouka, voda, pSeni¢na mouka, jedla sul, drozdi

venkovsky baleny

Farmarsky chléb pSeni¢nd mouka, voda, celozrnnd pSeni¢nd a zitna mouka, sil s
jodem, drozdi, prazena sladova mouka, len, so6ja, slune¢nicova
seminka, s6jova krupice, Zitny zakvas, sezamova seminka, sladova

mouka

Po vychladnuti (1,5 h po upeceni) byly chleby ptipravené z chlebovych smési a soucasné i

chleby zakoupené v obchodni zvazZeny s pfesnosti na 0,1 g na pfesnych vahach Adventurer
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Pro AV 412 DM (Ohaus, Pine Brook, USA). Nasledn¢ byl podle metody uvedené v normé
CSN 56 0116 Metody zkouseni pekaiskych vyrobki [178] stanovovan mémy objem, coZ je
objem vzorku piepocitany na 100 g. Nadoba pouzitd pro stanoveni mérného objemu byla
nejprve naplnéna semeny prosa a povrch byl zarovnan s okrajem nadoby. Prebyte¢na semena
byla odstranéna a obsah nadoby byl pouzit pro stanoveni objemu. Pro vlastni stanoveni byla
nadoba naplnéna piiblizné do 1/3 semeny, poté byl vlozen chléb tak, aby mohl byt cely
semeny zasypan. Po vsypani zbytku semen do nadoby byl povrch zarovnéan s okraji nadoby.
Prebytecna semena byla zachycena ve sbérné nadobé a pievedeny do odmérného valce.
Krouzivym pohybem se povrch urovnal do plochy a odecetl se objem na valci. Pfesnost
metody je 5 % ze zjiStené hodnoty [175]. Vyska chleba byla méfena pomoci pravitka v
prostfed chlebu po jeho piekrojeni na polovinu.

Pro stanoveni obsahu akrylamidu v klirce a stfidce byla z chleba kiirka okrajena, pfi¢emz
tloustka oddélované kurky byla 2,5 + 0,5 mm. Vzorky chleba byly suseny v laboratorni peci
KCW 100 (KCW, Ceska republika) pii teploté 40 °C a zhomogenizovany pomoci mlynku
Grindomix GM200 (Retsch GmbH, Némecko). U takto pfipravenych vzorku chlebl byla
nasledné stanovovana vlhkost, barva a obsah akrylamidu.

Vlivu rizného obsahu drozdi v chlebové smési na tvorbu akrylamidu v chlebu a jeho
kvalitativni parametry byl sledovdn s pouzitim chlebovych smési s upravenym obsahem
drozdi, které byly pfipraveny piimo vyrobcem (spole¢nost Madspoma s.r.0.). Obsah drozdi
v chlebové smési byl snizovan (na 0, 25, 50 a 75 %) nebo navySovan (na 125 a 150 %) oproti
obsahu drozdi v ptivodni receptuie (100 %).

Béhem skladovaciho pokusu byl sledovan vliv doby skladovani na aktivitu drozdi
v chlebové smési a tim na obsah akrylamidu a kvalitativni parametry chlebii. Chlebové smési
byly skladovany v podminkach simulujicich domaci spizirny, pfi teplot¢ 17 +1 °C a ve tmé
po dobu az 9 mésict. Chleby z té€chto smési byly pfipravovany v intervalu 3 mésict, pfic¢emz
prvni méfeni bylo provedeno po 3 mésicich od vyroby, coz mélo simulovat dobu, za kterou se

smés dostane od data vyroby az ke zpracovani spotiebitelem.

4.5 Priiprava perniki s pohankovou moukou

Studium vlivu kofeni na tvorbu akrylamidu bylo provadéno na vzorkach perniki
ptfipravenych v laboratornich podminkach. Receptura pro piipravu pernickii se skladala ze

svétlé pohankové mouky nebo mouky zprazenych pohankovych zrn, zitné mouky,
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pohankového medu, kypticiho prasku, cukru, mésla a kofeni. Konkrétni receptura a presné
mnozstvi surovin pro jednotlivé typy pernikli je uvedena v Tab. 5. Suroviny pro piipravu
perniku byly nakoupeny v polském obchodé. Pohankova mouka byla vyrobend z neloupané
pohanky obecné (Fagopyrum esculentum Moench) na ekologické farmé, ptfiCemz mouky
z prazenych pohankovych zrn byla ziskdna pomletim pohankovych krup po jejich oprazeni.
Jako kofeni, které je soucasti receptury pernickll, byl pouzit fenykl, anyz, hiebicek, nové
koteni, koriandr, skofice, bily pept, badyan, muskatovy ofiSek, kardamom, smés kotfeni pro
ptipravu perniku (Mdspoma spol. s r.0., Slovenska republika) nebo vanilka (Johann Kotanyi,
Ceska republika).

Vsech surovin pro ptipravu perniku byly smichany v jednom kroku pomoci kuchynského
robota az do ziskani hladkého tésta. Z tésta byly nasledné vykrajovany 0,5 cm silna kolecka o
praméru 5,5 cm, které byly pecené pii 180 °C po dobu 18 min v elektrické troubé DC-32E
(Sveba-Dahlen, Svédsko). Konstantni teplota uvniti trouby byla fizena digitalnim ovladacim
panelem. Jako kontrola byly pouzity vzorky bez ptidavku kofeni.

Perniky byly homogenizovany mlynkem Grindomix GM200 (Retsch GmbH, Némecko) pfi
rychlosti 5000 rpm po dobu 15 s. U zhomogenizovanych vzorkd byla nasledné stanovovana

aktivita vody, pH, obsah susiny a akrylamidu.

Tab. 5: Receptura pro pripravu perniku

MnoZstvi (g)
Pernicky Pernicky z Pernicky
Ingredience . .
z Zitné mouky pohankové mouky s korenim
Svétla zitnd mouka T-720 100 70 70
Svétla pohankova mouka/mouka - 30 30

z prazenych pohankovych zrn

Pohankovy med 50 50 50
Cukr 20 20 20
Kypfici prasek 3 3 3
Maslo 25 25 25
Kofeni - - 2
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4.6 Modelové susenek pripravené v laboratornich podminkach

Eliminace akrylamidu aplikaci enzymu asparagindza byla sledovana ve vzorkach susenek
ptipravovanych podle standardizované receptury uvedené v normé¢ AACC method 10-54
[176], kterda uvadi také postup piipravy a peceni suSenek. Slozeni bylo modifikovano
z hlediska obsahu fruktézy pro simulaci susenek uréenych pro diabetiky (viz kapitola 5.4.2.1).

Tésto pro vyrobu susenek bylo pfipravovano smichanim surovin ve 3 krocich pomoci
kuchynského robota KitchenAid (KitchenAid Europa, Inc., Belgie). V prvnim kroku byl
smichan tuk se sypkymi surovinami (cukr, suSené¢ mléko, sil a NaHCOs;) pii rychlosti
michani 4 po dobu 3 minuty. V druhém kroku byla pfidana k této smési vodna faze tvofena
vodou, fruktézovym sirupem a NH4HCO; a michani probihalo pfi rychlosti 4 po dobu 1
minuty. V poslednim kroku byla vmichdna mouka pfi rychlosti 2 po dobu 30 s. Z takto
pripraveného tésta bylo vykrojeno 8 kolecek o priméru 60 mm a vySce 8 mm. U zbytku tésta
byla métena aktivita vody a pH a stanovovana tvrdost a lepivost tésta analyzatorem textury.

Susenky byly peceny vpeci Miwe Condo (Miwe Michael Wenz GmbH, Némecko)
s nastavitelnym ohfevem horni a spodni desky. Teplota horniho ohievu byla nastavena na
205 °C a spodni ohiev byl vypnuty, pii¢emz teplota v horni ¢asti byla 205 + 4 °C a teplota ve
spodni ¢asti pece byla 195 + 4 °C. Peceni trvalo 11 minut a probihalo pfi zaviené ventilacni
klapce. Kazdé sada susenek byla vzdy ptipravena ve 3 paralelnich pecenich.

Po upeceni suSenky pulhodinu chladly a nasledné¢ byl zméfen jejich primér a vyska
pomoci digitalniho posuvného méfidla. Déle byla sledovana jejich hmotnost a barva. Po 1,5
hodiné po upeceni byla méfena tvrdost suSenek analyzatorem textury a suSenky byly
homogenizovany mlynkem Grindomix GM200 (Retsch GmbH, Némecko) pfi rychlosti 5000
rpm po dobu 15 s. U zhomogenizovanych vzorkli byla nasledn¢ stanovovana aktivita vody,
pH, obsah susiny a akrylamidu.

Pro eliminaci akrylamidu v suSenkédch pfipravenych za laboratornich podminek byly
pouzity 3 druhy komer¢né dostupného enzymu asparaginaza urcené pro potravinarské ucely
(DSM Food Specialties B.V., Nizozemsko):

1. PreventASe®W (2500 ASPU/g + 5 %) ve formé& mikrogranuli navizanych na
pSeni¢nou mouku

2. PreventASe® W Extra (2500 ASPU/g + 5 % (pii pH 7,2)) ve formé mikrogranuli
navazanych na pSeni¢nou mouku

3. PreventASe™ ASG (> 2500 NASPU/g), jehoz nosi¢em je 50% glycerol.
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Enzym byl aplikovan do tésta na suSenky dvéma zpisoby. Jednim zplisobem bylo
rozptyleni enzymu v poloviénim mnozstvi vody uvedenym v receptufe, kdy prvni polovina
vody byla spole¢né s fruktézovym sirupem a NH4HCO;3 smichdna se smési tuku a sypkych
surovin. Nasledné¢ byla v michdna suspenze enzymu v druhé poloviné vody. Poté byla
v poslednim kroku vmichdna mouka. Druhym zplisobem byla aplikace enzymu spole¢né
s moukou, kdy homogenizace byla zajisténa pomoci mlynku Grindomix GM200 (Retsch
GmbH, Némecko) pfi rychlosti 5000 rpm po dobu 15 s a byla provedena 3x.

Doba ptisobeni enzymu byla v obou ¢astech experimentu pevné ddna ¢asovymi udaji od
vybrani tésta z misy az po vlozeni do pece a trvala vzdy 30 minut pii teploté 24,5 + 0,5 °C.
Pro stanoveni aminokyselin v tésté po uplynuti doby plisobeni enzymu byl enzym inaktivovan

vlozenim tésta do vrouci vodni lazné na 1 minutu.

4.7 Prumyslové vyrabéné suSenky s enzymem

Pro stanovovani ucinnosti eliminaci akrylamidu v primyslové pfipravenych susenkach
pouzitim enzymu L-asparaginaza byli ve spolupraci s Pe¢ivarnami Liptovsky Hradok vybrany
tfi diabetické susenky:

— Produkt A: Kakaovo-kokosové susenky s fruktézou
— Produkt B: Kakaové susenky s fruktézou polomacené
— Produkt C: Celozrnné suSenky s fruktézou

Receptura vyrobki je vlastnictvim firmy a byli poskytnuty pouze udaje pifimo souvisici
s tvorbou akrylamidu (podil mouky a cukru) a i ty jsou pfedmétem utajeni. Peceni probihalo
v elektrické peci s posuvnym pecicim pasem pii zapnutém hornim peceni. Podrobné&jsi udaje
jsou uvedeny v kapitole 5.4.1.

Pro eliminaci akrylamidu v susenkach ptipravenych v pekarné byly pouzity komeréné
dostupné enzymy asparagindza ur¢ené pro potravinaiské ucely (DSM Food Specialties B.V.,
Nizozemsko). Doba plisobeni enzymu byla v zavislosti od typu produktu v rozmezi 5 — 40
minut, protoZe vyroba suSenek probihala kontinualné a tésto tak bylo z michaciho zafizeni
postupné posouvano po dopravnich pasech do tvarovaciho zafizeni a nasledné do pece.

Vzorky tést pro dalsi méfeni (aw a pH) byly odebirany tésné pted vstupem do lisovaciho
zafizeni a to jak na zacatku vyrobni Sarze, tedy po 5 — 10 minutach od vyklopeni tésta

z michaciho zafizeni, tak i na konci vyrobni Sarze (po 30 — 40 minutach od vyklopeni tésta
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z michaciho zafizeni). Vzorky tést pro stanoveni aminokyselin byly ihned po odebrani

ponofeny do vrouci vodni l4zn€ na 1 minutu, coz zajistilo inaktivovani pfitomného enzymu.
Vzorky suSenek pro analyzy (napf. stanoveni akrylamidu, barvy, suSiny,...) a senzorické

hodnoceni byly odebrany po upeceni a zchladnuti. Odebrany byly jak vzorky suSenek na

pocatku vyrobni Sarze, tak i vzorky z konce vyrobni Sarze.

4.8 Méreni barvy a fotografovani

Barva kirky chleba po jejim zhomogenizovani byla méfena jako reflektance na
spektrometru UV/VIS/NIR Spectrophotometer UV-3600 (Shimadzu, Japonsko) pii rozsahu
vlnovych délek 300-800 nm s intervalem 5,0. Kazdy vzorek byl zmétfen 2x, pficemz pro
kazdou kirku bylo toto méfeni nasledné¢ 3x zopakovano. Z vysledki byla vypocitana
pramérnd hodnota. Vysledné hodnoty barvy byly vyjadieny podle CIELab, coz je L* a* b*
barevny prostor, kde L* ptedstavuje svétlost (pfechod od bilé po Cernou) a a* a b* jsou
soufadnice barvy, pficemz a* je ptechod od cervené po zelenou a b* od zluté po modrou. U
ostatnich vzorek jiz byl pro méfeni barvy pouZzivan kolorimetr Color i5D, X-Rite (Grand
Rapid, MI, USA). Barva vzorki byla také vyjadfovana v L* a* b* barevny prostor. Jako
zdrojem zafeni bylo umélé denni svétlo D65/10°.

Pokud to vzorka umoznila, nebyla pfed méfenim nijak upravovana a byl zméten piimo jeji
povrch 4x a z vysledkil vSech paralelnich vzorka byla vypocitdna primérna hodnota. Jinak
byla vzorka pfed méfenim zhomogenizovana mlynkem Grindomix GM200 (Retsch GmbH,
Némecko) pti rychlosti 5000 rpm po dobu 15 s a nésledn¢ byla zmétena 7x a z vysledki byla
vypocitana primérna hodnota.

Vzorky chlebli byly fotografovany klasickym kompaktnim digitalnim fotoaparatem.
Ostatni vzorky jiz byly fotografovany poloprofesionalni digitalni zrcadlovkou Canon EOS
1000D s objektivem EFS 18-55 mm za pouziti fotostanu se 4 lampami, coz zajistilo pii foceni
stale stejné svételné podminky. Na fotoaparatu bylo nastaveno uzivatelské vyvazeni bilg,

citlivost ISO 200 a expozi¢ni doba 1/6 s.
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4.9 Stanoveni aktivity vody, pH a obsahu suSiny

Aktivita vody byla stanovovana piistrojem LabMaster-aw (Novasina AG, Svycarsko) po
vlozeni nddobky naplnéné ze 2/3 homogenizovanym vzorkem do méticiho prostoru. Aktivita
vody byla pro kazdy vzorek zmétena 3x a z vysledkl byla vypocitana primérna hodnota.

pH bylo méfeno pomoci pH metru inoLab pH 720 (WTW GmbH, Némecko). pH tést bylo
stanovovano piimo vlozenim méfici elektrody do tésta. Ostatni vzorky byly pfipravovany
podle normy AOAC International [177], kdy k 5 g zhomogenizované vzorky bylo ptfidano
50 ml demineralizované vody, a smés byla protfepavana 30 minut na tfepaCce s kruhovym
pohybem. Poté ztemperovani vzorky pfi laboratorni teploté (teplota mistnosti 22 + 1 °C) bylo
méteno pH vyluhu pro kazdy vzorek 7x a z vysledkl byla vypocitana primérnd hodnota.

Obsah susiny vzorkl byl stanovovan pomoci susinovych vah IR120 (Denver Instrument
GmbH, Némecko) pfi teploté 130 °C. Analyza byla ukoncena po dosazeni inflexniho bodu na
ktivce analyzy. Obsah suSiny byl pro kazdy vzorek zméfen 3x a z vysledkli byla vypocitana
pramérna hodnota. U chlebii bylo stanoveni susiny provadéno podle normy CSN 56 0116 —
¢ast 3: Metody zkouseni pekarskych vyrobktl — Stanoveni vlhkosti [178]. Ze vzorky chleba
rozdélené na malé kousky bylo odvazeno 100 g s piesnosti 0,1 g a predsuseno pii teploté
nejvyse 45 °C. Po vychladnuti byl vzorek s piesnosti 0,01 g opét zvaZen a rozemlet na jemnou
krupici. Nasledné byl vzorek suSen v suSarné predem vyhiaté na 130 °C. SuSeni probihalo
pfesné 60 minut, pocitdno od okamziku, kdy teplota po vlozeni vzorku do suSarny doséhla
opét 130 £ 2 °C. Po vychladnuti byl vzorek zvazen s piesnosti 0,001 g. Obsah celkové susiny

ptivodni vzorky byl nasledné vypocitan podle pokynti uvedenych v norm¢.

4.10 Analyza texturnich vlastnosti

Analyza texturnich vlastnosti té€st a hotovych susenek byla provadéna pomoci analyzatoru
textury TA.XTplus (Stable Micro Systems Ltd., Velka Britanie), kdy byla sledovdna zména
tvrdosti a lepivosti tést a tvrdost susenek.

Pro stanoveni tvrdosti tésta byl pouzit set pro pfipravu tésta (A/DP) a valcova sonda
z nerezové oceli s primérem 6 mm (P/6). Tésto bylo vlozeno do nerezové nadoby a byly z n¢j
odvzdudnujicim pistem odstranény bubliny vzduchu, které by mohli vést k variabilité
v méfeni, a ktery zarovenn minimalizuje ruéni manipulaci s téstem, kterd by mohla vést ke
zméknuti tésta. Plochym pistem byla nasledné vytvoiena rovna testovaci plocha. Tvrdost tésta

byla méfena penetraci tésta valcovou sondou o pruméru 6 mm. Parametry zkousky tvrdosti
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tésta jsou uvedeny v Tab. 6. Penetrace tésta byla vzdy provedena 5x a nasledné byla
vypocitana primérnd hodnota.

Lepivost tésta byla stanovovana pouzitim akrylatové valcové sondy s primérem 25 mm
(P/25P) a SMS/Chen-Hoseneyova soupravou pro lepivost tésta (A/DSC). Malé mnozstvi tésta
bylo umisténo do Chen-Hoseneyovy soupravy a otvory byl protlacen 1 mm vysoky vzorek
tésta. Po 30 s, kdy vzorek odpocival, aby se uvolnilo napéti vzniklé pfi vytlacovani, byla
stanovena lepivost tésta valcovou sondou o priméru 25 mm. Parametry této zkouSky jsou
uvedeny v Tab. 6. Stanoveni lepivosti bylo zopakovano pro kazdé tésto 5x a z vysledkl byla
vypocitana primérna hodnota.

Stanoveni tvrdosti suSenek bylo provadéno pomoci soupravy pro tfibodovy ohyb
(HDP/3PB). Dv¢ nastavitelné podpery na desce zadkladny byly od sebe vzdéaleny 25,5 mm a
horni ¢epel byla zavéSena do polohy nachazejici se ve stejné vzdalenosti od obou podpér.
Susenka byla umisténa centraln¢ pies podpéry a tvrdost susenky byla stanovovana ptisobenim
horni Cepele. Parametry zkousky tvrdosti susenek jsou uvedeny v Tab. 6. Tvrdost susenek

byla métena 7x vzdy s pozitim nové susenky a z vysledki byla vypocitdna primérna hodnota.

Tab. 6: Prehled parametru zkousek tvrdosti a lepivosti tésta a tvrdosti susenek
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Zkouska
Parametry Tvrdost tésta Lepivost tésta  Tvrdost suSenek
Rezim Meéfeni sily - Me¢teni sily
v tlaku v tlaku

Typ Névrat do Zkouska adheze Névrat do

vychozi polohy vychozi polohy
Rychlost pied zkouSkou 2,0 mm/s 0,5 mm/s 2,5 mm/s
Rychlost méteni 3,0 mm/s 0,5 mm/s 2,0 mm/s
Rychlost po zkousce 10,0 mm/s 10,0 mm/s 10,0 mm/s
Vzdalenost 20 mm 4 mm 15 mm
Sila - 0,39 N -
Cas - 0,1s -
Spoustéci sila Auto — 0,05 N Auto — 0,05 N Auto — 0,20 N
Rychlost sbéru dat 200 pps 500 pps 200 pps




4.11 Priprava extraktu koreni a stanoveni radikal zhaSejici aktivity DPPH testem

Susené a rozdrcené koteni bylo extrahovdno smeési ethanol/voda (¢, = 1:1) plisobenim
ultrazvuku (ultrazvukova lazen K-5LE, Slovenska republika). Pied stanoveni antioxidaéni
kapacity pomoci testu DPPH byly extrakty uchovavany pii teploté -20 °C.

Stanoveni antioxida¢ni kapacity DPPH testem bylo provadéno podle modifikované metody
Brand-Williams ef al. [179]. V tomto testu antioxidanty pfitomné ve vzorku zhaseji DPPH ¢
radikaly, které maji absorpéni maximum pifi 515 nm. DPPHe roztok byl piipraven
rozpusténim 10 mg DPPH v 25 ml methanolu. Pokles absorbance vysledného roztoku byl
sledovan pfi 517 nm pomoci spektrofotometru UV-160 1PC (Shimadzu, Japonsko). Za
stejnych podminek byly pfipraveny a stanoveny standardni roztoky Trolox (0,1 - 2,5 mmol/l)
v methanolu. DPPHe antioxida¢ni aktivita byla vyjadfena na Trolox ekvivalenty po

vyhodnoceni procentického poklesu vzorku oproti standardu pii absorbanci 515 nm.

4.12 Stanoveni obsahu akrylamidu pomoci GC/MS

Stanoveni obsahu akrylamidu v readlné matrici bylo provadéno podle postupu Kolek et al.
[180] bez derivace akrylamidu. Ke 2 g homogenizovaného vzorku susenek bylo piidano
100 pl vnitiniho standardu (ds; — akrylamid, ¢ = 20 pg/ml) a 18 ml demineralizované vody a
vzorky byly nasledné promichany na vortexu. Pro vycCefeni byl pfidan 1 ml roztoku Carrez I.
(K4[Fe(CN)s].3H,0 150 g/l) a 1 ml roztoku Carrez II. (ZnSO4.7 HO 300 g/1) a vzorky byly
op¢ét promichany. Poté byly vzorky vystaveny 5 minut ultrazvukovym vibracim a nasledné
zcentrifugovany pii rychlosti 8720 x g a teploté -5 °C po dobu 10 minut. Z vodné vrstvy bylo
po odstfedéni odebrano 5 ml a byla provedena 3x extrakce 5 ml ethylacetatu. Spojené
ethyalcetatové extrakty byly odpafeny pomoci rotacniho vakuového koncentratoru pti teploté
30 °C a tlaku 130 mBar. Suchy extrakt byl pted analyzou pomoci GC/MS rozpustén v 1 ml
methanolu a zfiltrovéan pies nylonovy filtr s velikosti p6rti o priméru 0,22 pm.

Analyza byla provadéna bez derivace akrylamidu s vyuzitim negativni chemické ionizace
(NCI) pomoci plynového chromatografu Agilent 7890A (Agilent Technologies, USA) s
hmotnostnim detektorem MSD 5975 Inert. Separace analytu byla provadéna na kolon¢ DB-
FFAP (30 m x 0,25 mm, 0,25 pm) pouZzitim hélia jako nosného plynu pti konstantnim priatoku
1,0 ml/min. Pritok mobilni faze byl 0,5 ml/min pii laboratorni teploté¢ (mistnost byla
kondiciovana na 25°C). Dal8i parametry pouzivané pro analyzu akrylamidu pomoci GC:

nastiik — split/splitless inlet, teplota nastiiku 250 °C, objem nastfiku 2 pl, pulzni splitless
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mod, pulzni Cas 0,40 min, pulzni tlak nastfiku 200 kPa, liner — single tapered; teplotni
program 60 °C (1 min), 10 °C/min, 190 °C (0 min), 50 °C/min, 240 °C (2 min). Parametry
hmotnostniho detektoru MSD: Interface 250 °C, iontovy zdroj 230 °C, kvadrupol 150 °C;
SIM mod, napéti na fotonasobic¢i 2165 V, dwell time 150 ms, negativni chemicka ionizace
(NCI) s methanem jako reak¢nim plynem. Snimané fragmenty ionta byli pro akrylamid: m/z
70,1 a pro ds-akrylamid: m/z 73,1.

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

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

Stanoveni obsahu akrylamidu v realné matrici bylo provadéno podle metodiky publikované
v ¢lanku Bednarikova ef al. [181]. Ke 2 g homogenizovaného vzorku bylo ptfidano 100 pl
vnitfniho standardu (d; — akrylamid, ¢ = 20 pg/ml) a 18 ml 0,1 % CH3;COOH a vzorky byly
nasledné¢ promichdny na vortexu. Pro vycefeni byl pfidan 1ml roztoku Carrez I.
(K4[Fe(CN)s].3H,0 150 g/l) a 1 ml roztoku Carrez II. (ZnSO4.7 HO 300 g/1) a vzorky byly
opét promichany na vortexu. Poté byly zhomogenizované vzorky vystaveny po dobu 5 minut
ultrazvukovym vibracim a nasledné zcentrifugovany pii rychlosti 8720 x g a teploté -5 °C po
dobu 10 minut. Z vodné vrstvy bylo po odstiedéni odebrano 5 ml a byla provedena 3x
extrakce 5 ml ethylacetatu. Spojené ethyalcetatové extrakty byly odpafeny pomoci rota¢niho
vakuového koncentratoru pii teploté 30 °C a tlaku 130 mBar. Suchy extrakt byl rozpustén
v 1 ml 0,1 % CH3COOH a pted analyzou pomoci LC/ESI-MS-MS zfiltrovan ptes nylonovy
filtr s velikosti p6érti o priméru 0,22 pum.

LC/ESI-MS-MS analyza byla provadéna pomoci HPLC systému 1200 série (Agilent
Technologies, USA) spolu s Agilent 6410 Triple Quad detektorem vybavenym ESI iontovym
zdrojem. Separace analytu byla provadéna na chromatografické kolon¢ Purospher® STAR
RP-8ec (150 mm x 4,6 mm, 3 um) pouzitim izokratické smési slozené z acetonitrilu a
vodného roztoku perfluorooktanové kyseliny (0,05 mmol/l) v poméru 1:9. Pritok mobilni
faze byl 0,5 ml/min pfi laboratorni teploté¢ (mistnost byla kondiciovana na 25°C). VSechny
parametry ESI-MS-MS systému byly zalozeny na tvorbé protonovanych molekulovych iontl
z akrylamidu a vnitiniho standardu (ds;-akrylamid), a naslednou indukovanou kolizi byly
produkovany specifické fragmenty iontl. Tento typ experimentu se oznacuje jako MRM

(multiple reaction monitoring, vicenasobné reakéni monitorovani) a sledovany byly
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nasledujici pfechody: ptechod pro akrylamid: 72 — 55, ptechod pro ds-akrylamid: 75 — 58.
Dalsi parametry pouzivané pro analyzu akrylamidu v ESI+ mdédu: tok suSiciho plynu (N;) 11
1/min, teplota zplynéni 350 °C, tlak rozprasovani 345 kPa, napéti v kapilafe 2,5 kV, napéti
fragmentoru 80 V, kolizni energie 5 V, zdrzeni (dwell) 50 ms.

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

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

Stanoveni aminokyselin bylo provadéno podle postupu Ciesarova et al. [182]. Ke 2 g
vzorku bylo pfidano 20 ml 0,1 % CH3COOH a vzorky byly 30 min protfepavany na tfepacce
s kruhovym pohybem Unimax 2010 (Heidolph Instrument GmbH & Co. KG, Némecko). Poté
byly zcentrifugovany pfii rychlosti 8720 x g a teploté¢ 0 °C po dobu 10 minut. 1 ml ¢istého
supernatantu byl odebran do 10 ml odmérnych banék, ptidalo se 50 pl vnitiniho standardu
(ds-kyselina glutamova, ¢ = 100 ug/ml) a banky byly doplnény po rysku 0,1 % CH3;COOH.
Pted analyzou pomoci LC/MS byla provedena filtrace ptes nylonové filtry s velikosti port o
pruméru 0,22 pm.

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 iontovym zdrojem. Separace analytu byla provadéna na chromatografické koloné
Purospher® STAR RP-8ec (150 mm x 4,6 mm, 3 um) pouzitim izokratické smési acetonitrilu
a vodného roztoku perfluorooktanové kyseliny (0,05 mmol/l) v poméru 1:9. Priitok mobilni
faze byl 0,5 ml/min pii laboratorni teploté¢ (mistnost byla kondiciovana na 25°C). VSechny
parametry ESI-MS-MS systému byly zalozeny na tvorbé protonovanych molekulovych iontl
z aminokyselin a vnitiniho standardu (ds;-kyselina glutamovd) a naslednou indukovanou kolizi
byly produkovany specifické fragmenty ionti. Pfi MRM experimentu byly sledovany
nasledujici ptfechody: piechod pro asparagin: 133 — 74, 87; pifechod pro kyselinu
asparagovou: 134 — 74, 87; ptechod pro glutamin: 147 — 84, 102; ptechod 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 mddu: tok
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suSiciho plynu (N;) 8 1/min, teplota zplynéni 320 °C, tlak rozprasovani 345 kPa, napéti v
kapilafe 3 kV, napéti na fragmentoru 40 V, kolizni energie 12 V, zdrzeni 50 ms.
Kalibrace byla pfipravena fedénim zasobnich roztoki aminokyselin (¢ =1 mg/ml) v

rozsahu 20 — 2000 ng/ml s 50 pl vnitiniho standardu (ds-kyselinu glutamova, ¢ = 100 pg/ml).

4.15 Senzorické hodnoceni

Senzorické hodnoceni chlebli bylo provadéno vzdy 1,5 h po vypeceni a ucastnilo se ho
vzdy 7 nezavislych hodnotitell. Byl sestaven protokol pro senzorické hodnoceni pekatskych
vyrobkii zaméfeny na pét zékladnich deskriptort (celkovy vzhled, kurka, stfidka, pach a
chut’), které byly hodnoceny bodovou stupnici od 1 (nejhorsi) aZ po 5 (nejlepsi). Jednotlivym
deskriptortim byly nasledné pfifazeny koeficienty vyznamnosti, pomoci nichZ byl vypocitan
celkovy pocet bodu, které chléb v senzorickém hodnoceni ziskal. Maximalni pocet bodt byl
100. U pachu i chuti byli hodnoceny také jejich vybrané atributy, které jsou pro chléb zadouci
a také ty, které pach nebo chut’ negativné ovliviiuji. Intenzita dil¢ich pach a chuti byla
urovana linearni Skélou, kdy levy konec usecky znamenal nevyrazné (0 %) a pravy konec
velmi intenzivni (100 %). K celkovému vyhodnoceni vSech atributli byl nésledné¢ pouzit
paprskovy graf, ktery graficky vyjadiil senzoricky profil pachu nebo chuté vyrobku.

Senzorické hodnoceni organoleptickych vlastnosti (vzhledu, barvy, textury, pach a chuti)
primyslové vyrabénych susenek s piidavkem enzymu bylo provadéno pomoci trojihelnikové
zkousky podle britské normy ISO 4120:2004 [183], kdy kazdému hodnotiteli byly postupné
predlozeny 3 série vzorkl, pficemz kazda série obsahovala 2 vzorky shodné a jeden odliSny.
Hodnotitel musel u kazdé série oznalit vzorek, ktery byl podle jeho nazoru odlisny.
Hodnoceni se uskute¢nilo v senzorické laboratofi s vyuzitim experimentdlniho softwaru
upraven¢ho pro sbér a statistické zpracovavani vysledkii jednotlivych senzorickych

hodnoceni. Senzorického hodnoceni se zucastnilo celkem 10 nezavislych hodnotiteli.

4.16 Statistické zhodnoceni vysledki

Vysledky chemickych analyz jsou uvedeny jako primér a smeérodatnd odchylka z
nezavislych méteni. Pro statistické zhodnoceni vysledkii byla pouzita jednofaktorova analyza
rozptylu - ANOVA: jeden faktor. Zhodnoceni vysledkli bylo provadéno na hladiné

vyznamnosti 0,05.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vyhodnoceni expozice akrylamidem z potravin

Piedbézny prizkum spotiebitelskych zvyklosti byl realizovan ve dvou etapach. V 1. etapé
v roce 2009 byla ucastniky prizkumu ndhodna nereprezentativni skupina spotiebiteld.
Celkové bylo osloveno 285 lidi s rozdilnym vzdé€lanim, zaméstnanim a také z riznych okrest
Ceské a Slovenské republiky. Vysledky tohoto priizkumu uvefejnéné v mé diplomové praci
[184] ukazaly, ze akrylamidem z potravin je nejvice zatiZzena skupina respondentl ve véku do
20 let. Déti a mladi lidé do 20 let jsou nejvice exponovani akrylamidem vzhledem k jejich
vEtsi mite sladkosti a slané snacky a vzhledem k rostouci oblibé rychlého obcerstveni i znacné
mnozstvi smazenych bramborovych produktd, které jsou také vyznamnym zdrojem
akrylamidu.

S ohledem na tyto vysledky byla 2. etapa monitorovani expozice akrylamidem zamétena
na priizkum spotiebitelskych zvyklosti studenti stfednich Skol a zaroven byli porovnavany
stravovaci navyky stiedoskolskych studenti z Ceské a Slovenské republiky. Osloveno bylo
celkem 388 studentfl, znichz 85 chlapcti a 109 divek pochazelo z Ceské republiky a 84
chlapcti a 110 divek ze Slovenské republiky.

Vysledky monitorovani expozice akrylamidem u studenti stfednich $kol z Ceské a
Slovenské republiky jsou uvedeny v Tab. 7, kde je pro kazdou dotazovanou potraviny uveden
denni pfijem akrylamidu z ni na zéklad¢ jejiho obsahu akrylamidu. Obsah akrylamidu je
prevazné uveden vrozsahu od minimdlniho obsahu po maximalni Uroven pfitomnou
v potravinach vzhledem k Siroké zméné obsahu akrylamidu nejen v rtiznych potravinovych
kategoriich, ale i v riznych znackach potravin ze stejné kategorie [4, 18]. Z toho vyplyva, Ze i
denni piijem akrylamidu z jednotlivych potravin je uveden v rozsahu minimalnich a
maximalnich hodnot, protoze neni mozné propojit tyto hodnoty pouze na obsah akrylamidu
v konkrétnich znackéch potravin, coz mize vést k méné piesnému odhadu skutecného

denniho pf{jmu akrylamidu.
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Tab. 7:Prehled dotazovanych potravin, obsah akrylamidu a jeho denni prijem

Obsah akrylamidu Pfijem akrylamidu

Zdroj hodnot

Potraviny (ng/g) (ng/den) obsahu

Min Max Min Max akrylamidu
Smazené bramborové
hranolky 0,005 1,407 0,073 20,651 [168]
Pecené brambory 0,023 0,441 [170]
Smazené bramborové chipsy 0,005 4,108 0,062 50,769 [168]
Extrudovany chléb 0,005 0,916 0,016 2,765 [168]
Topinka, peceny toast 0,030 3,200 0,412 43,913 [169]
Solené opékané suchary

0,030 3,200 0,089 9,537 [169]
(chlebové)
Slané snacky (ty¢inky, atd.) 0,005 0,896 0,052 9,307 [168]
Pernik plnény 0,005 1,582 0,022 7,022 [168, 171]
Pernic¢ky s polevou 0,005 0,698 0,036 4,958 [168, 171]
Medovnik zdobeny 0,401 0,176 [168]
Oplatky plnéné 0,071 0,101 1,865 2,653 [168, 170]
Piskoty 0,005 0,024 0,023 0,112 [168]
Sladké susenky neplnéné 0,016 2,561 0,456 72,966 [170, 171]
Chléb konzumni 0,005 0,162 0,463 10,283 [168, 169]
Pecivo 0,018 0,500 2,012 55,896 [168,172]
Snidanové cerealie 0,005 1,346 0,052 11,697 [168, 169, 170]
Kava 0,175 3,025 0,692 11,960 [168]
Kavoviny 0,050 0,070 0,038 0,054 [169]
Sladké pecivo 0,005 0,278 0,047 2,322 [168,170, 171]
Smazené bramborové

0,531 0,692 1,629 2,123 [173]
placky
Kukuti¢né kiupky 0,005 0,032 0,017 0,106 [168]
Miisli ty€inky 0,005 0,070 0,025 0,346 [168]
Kakao 1,203 3,865 [168]
Horka ¢okolada 0,032 0,081 [170]
Cokolada 0,017 0,334 [170]
Cokoladovy/&oko.-ofiskovy

0,017 0,084 [170]

krém
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Z hodnot uvedenych v Tab. 7 a zudaji o télesné hmotnosti respondentti byla nasledné
uréena expozice akrylamidem z potravin studenti stiednich kol Ceské a Slovenské republiky
(Tab. 8). Stiedni (P50) expozice akrylamidem u studentii z Ceské republiky byla vypoéitdna
na 2,05 pg/kg bw/den (P90 = 3,83 ng/kg bw/den). To znamena, ze u 50 % z celkového poctu
studentti Ceské republiky byl piijem akrylamidu niZsi nebo roven 2,05 pg/kg bw/den a u 90 %
studenti byl pfijem niz8i nebo roven 3,83 pg/kg bw/den. Stfedni expozice akrylamidem u
studentii ze Slovenské republiky byla 1,87 pg/kg bw/den (P90 = 3,77 pg/kg bw/den).

Pii porovnani zatiZzeni organismu ceskych a slovenskych studentii akrylamidem vyplyva,
ze slovensti studenti jsou vystaveni zhruba o 9 % nizsi stfedni zatézi organismu akrylamidem
(vysoka expozice akrylamidem je v obou zemich pfiblizné stejnd). Tento rozdil v expozici
akrylamidem z potravin neni pfili§ vyrazny, coz lze predpokladat s ohledem na vyraznou

geografickou a socidlni podobnost obou zemi.

Tab. 8: Zatizeni organismu ceskych a slovenskych studentii akrylamidem (ug/kg bw/den) po

rozcleneni do skupin divky, chlapci a vsichni respondent

Ceska republiky Slovenska republika
Studenti Stiedni (P50) Vysoka (P90) Stiedni (P50) Vysoka (P90)
Vsichni 2,05 3,83 1,87 3,77
Chlapci 2,24 3,96 2,19 4,36
Divky 1,94 3,33 1,62 3,60

Ze srovnani zatizeni organismu ceskych a slovenskych studentii akrylamidem vyplyva
(Tab. 8), Ze expozice akrylamidem je u chlapci z Ceské i Slovenské republiky porovnatelna
(ptiblizné 2,2 pg/kg bw/den), kdezto divky ze Slovenské republiky jsou akrylamidem zatiZeny
téméf 0 17 % méné nez divky z Ceské republiky. Pii porovnani divek a chlapcii je patrné, Ze
divky z Ceské republiky jsou zatizeny akrylamidem z potravin o 13 % méné nez chlapci a u
divek ze Slovenska je tento rozdil dokonce o 26 %. To, Ze jsou divky zatiZeny akrylamidem
méné nez chlapci, by mohlo byt zplisobeno konzumaci menSich porci, coz je ale ¢astecné
jsou vlivem médii vedeny k neustalé kontrole své vahy a tim i ke konzumaci ,,zdravych*
nizkokalorickych potravin.

JECFA odhaduje primérny denni piijem u vysoce zatizené skupiny spotiebiteld v rozmezi
od 0,6 do 3,5 pg/kg bw/den [37]. Pfi porovnani hodnot expozice akrylamidem z potravin u

studentii z Ceské a Slovenské republiky s témito hodnotami, jsou hodnoty ziskané v této praci
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v souladu s hodnotami odhadovanymi

JECFA. Zaroven tyto hodnoty neptekracuji

tolerovatelny denni pfijem z hlediska prevence vzniku rakoviny, ktery Tardiff et al. [185] ve

sve studii odhadli na 2,6 ng/kg bw/den.

Tab. 9: Odhad expozice akrylamidem z potravin ve vybranych zemi [40, 186, 187]

Expozice akrylamidu z potravin

/ke bw/den
Zemé Vék (ke )
. Vysoka (P90;
Stredni (P50) . ;
P95°; P97,5%)
Némecko 15-18 1,1 3,27
- 0,49 1,04
Norsko (muzi) .
13 0,52 1,35
18-79 0,43 1,02"
_ 15+ 0,5 0,98"
Francie *
3-17 0,69 1,80
3-14 1,25 2,547
Svédsko 18-74 0,45 1,037
1-97 0,5 1,2°
Nizozemsko "
1-6 1,1 2,0
2+ 0,44 0,95"
USA .
2-5 1,06 2,33
Velka Britanie 19-64 0,61 1,29
Irsko 18-64 0,59 1,75
Ceska republika a
. 14-73 1,43 3,33
Slovenska republika®
Ceska republika 15-20 2,05 3,83
Slovenska republika®  15-20 1,87 3,92

* Vysledky 1. etapy predbézného prizkumu z roku 2009

® vysledky 2. etapy piedb&zného priizkumu z roku 2010, které jsou uvedeny v této praci

Hodnoty expozice akrylamidem z potravin u studentii z Ceské a Slovenské republiky bylo

mozné na zaklad¢ dostupnych literarnich zdrojii porovnat i s hodnotami zjist€énymi v jinych

zemi (Tab. 9). Nicméné je nutné pfi srovnavani postupovat opatrné, protoze pro stanoveni

expozice mohli byt pouzity rozdilné¢ metody prizkumu, kategorizace potravin nebo se mohly
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lisit stravovaci navyky spotiebiteltl. Jak je vidét z Tab. 9, hodnoty v jednotlivych zemich se
mohou vyrazné lisit, pfesto je patrny vyssi piijem akrylamidu z potravin u déti a mladeze
v porovnani s dospélou populaci, ktery mize dosahovat az dvojnasobnych hodnot, coz ve
svych studiich potvrdili naptiklad Boon et al. [40] nebo Heudorf et al. [41].

Podle doposud zvefejnénych hodnot se na expozici akrylamidem u vétSiny populace
vyznamnym zpusobem podili vyrobky zbrambor (az 50 %), pekaiské vyrobky a chléb
(pfiblizné 20 %) a v nemalé mife i kdva [4, 20, 36]. Z vysledkl uvedenych v této praci ale
vyplyva (Obr. 4), ze hlavnimi zdroji pfijmu akrylamidu z potravin u studentd stfednich skol
Ceské i Slovenské republiky jsou piedev§im potraviny ze skupiny Susenky, krekry, kiupavy
chléb a podobné vyrobky, z nichz pochazi az polovina piijatého akrylamidu béhem dne. Dale
vyznamn¢ piispivaji k expozici akrylamidem hranolky a bramborové chipsy (pfiblizné 1/5) a
chléb a pecivo (také piiblizn€ 1/5). Tento rozdil mize byt vysvétlen rozdilnymi stravovacimi
zvyklostmi v jednotlivych zemich, napi. Brantsaeter et al. [188] ve své studii uvadi, ze
hlavnim zdrojem piijmu akrylamidu je kiupavy chléb (22 %) a podle ¢inské studie dokonce

koteni (13 %) [187].

Ceska republika Slovenska republika
. Jin¢  Hranolky/ Jing  Hranolky/
I’(avav ?  Vyrobky Vyrobkyz Kavaa  \yrobky Vyrobly z
nahrazky 4.0% brambor néhrazky 5o, brambor
kavy ’ 6,9% kavy ’ 5,7%
Bramborové 1,8% Bramborové
lupinky lupinky
15,6% 14,4%
Susenky, ’ Susenky,
krekry, ’ krekry, Mekky
kiupavy Mekky Kiupavy chléb
chiéb a chléb chléb a 20.5%
podobné 20,8% podobné - ’
. Snidatiové vyrobky Snidanové
vyrobky cerealie 48.0% ceredlie
45,0% V70 5.0%
2,1% ,

Obr. 4: Prispévek potravin na dennim piijmu akrylamidu u skupiny studentii z Ceské a

Slovenské republiky

Dal$im moznym vysvétlenim je, Ze tato studie je zaméfena na déti a mladez, znichz
vétSina se stravuje ve Skolnich jidelnach, kde by mély byt dodrzovany pozadavky na
vyzivovou hodnotu podéavanych jidel a tim by mohl byt snizen pfijem akrylamidu ze

smazenych bramborovych produktl. U déti a mladeze jsou také kromé hlavnich dennich jidel
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dalezité 1 svaciny, které se vyznamnou meérou podili na pfijmu akrylamidu v prabéhu dne a
jejiz soucasti je predevsim chléb a rizné druhy peciva, ale i dnes stile vice konzumované
extrudované chleby a riizné druhy suSenek vyrobci uvadéné jako zdrava a rychla svacinka.

Pii porovnani zastoupeni potravin na dennim pfijmu akrylamidu v hlavnim dennim jidle
(Tab. 10) jsou patrné rozdily v pfijmu akrylamidu v pribéhu dne a zaroven i rozdily ve
stravovacich ndvycich Ceskych a slovenskych studentl. Naptiklad béhem snidan¢ je u
slovenskych studentll pfijem akrylamidu ze snidanovych ceredlii témét o 9 % vyssi nez u
skupiny ceskych studenti. Také u skupiny SuSenky, krekry, suchary a jiné se piijem
akrylamidu béhem snidané o 6 % zvySuje oproti ceskym studentim. Tento nartst je zptisoben
zvySenou konzumaci topinek nebo pecenych toastl slovenskymi studenty k snidani a to
v porovnani s ¢eskymi studenty az o 15 %. Naproti tomu, CeSti studenti preferuji k snidani
chléb a pecivo a tak je i pfijem akrylamidu z skupiny mékky chléb o 12 % vyssi nez v ptipadé

slovenskych studentd.

Tab. 10: Prispévek potravin (%) na dennim prijmu akrylamidu v hlavnich dennich jidlech

Snidané Obéd Vedere Jiné

W W W W

CR SR CR SR CR SR CR SR

Skupina potravin

Hranolky/Vyrobky z

0,2 0,2 67,0 50,3 3,0 7,1 0,9 2,1
brambor
Bramborové lupinky 0,0 0,6 2.4 8,8 4,5 2.9 26,6 24,5
M¢kky chléb 41,8 29,7 4,4 7,5 25,0 289 142 145
Snidanové cerealie 6,6 15,2 0,2 0,1 1,1 3,5 1,1 1,6

Susenky, krekry, kiupavy
Y Y pavy 395 45,7 129 16,8 58,0 51,4 485 52,1

chléb a podobné vyrobky
Kava a nahrazky kavy 4,8 1,8 5,1 1,1 3,9 0,7 6,3 22
Jiné vyrobky 7,1 6,7 80 153 45 5,5 2,3 3,0

V piipadé obéda dominuje u studenti z Ceské a Slovenské republiky jako zdroj
akrylamidu skupina Hranolky/Vyrobky z brambor. Tato skupina se u ¢eskych studentli podili
na piijmu akrylamidu béhem obéda témét 70 %, kdezto u studentl ze Slovenské republiky je
jeji podil na pfijmu akrylamidu nizsi. Pfedstavuje zde asi %2 z celkové ptijatého akrylamidu
béhem obéda. Naproti tomu je u slovenskych studenti v porovnani s ceskymi vyssi piijem

akrylamidu béhem obé&da zjinych skupin, jako naptiklad ze skupiny Jiné vyrobky, kde
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zdrojem akrylamidu jsou piedev§im smazené bramborové placky a sladké pecivo, kdezto u
ceskych studentt je tato skupina vyluéné zastoupena smazenymi bramborovymi plackami.

V prib¢hu vecefe pochazi ptiblizné 50 % pfijatého akrylamidu ze skupiny SuSenky,
krekry, kfupavy chléb a podobné vyrobky, a to jak u studentii Ceské tak i Slovenské
republiky. Nicméné, 90 % akrylamidu pfijatého pii veceti z této skupiny pochazi z toasti a
topinek. Dalsi skupinou, ktera se vyznamnou mérou podili na piijmu akrylamidu béhem
vedefe u stiedoskolskych studenti at’ uz z Ceské nebo Slovenské republiky, je skupina Mékky
chléb, z niz pochazi 25 az 29 % akrylamidu pfijatého v tuto dobu.

Mezi hlavnimi jidly je u stfedoskolskych studentii z Ceské a Slovenské republiky hlavnim
zdrojem akrylamidu skupina SuSenky, krekry, kiupavy chléb a podobné vyrobky, z nichz
pochazi téméf 2 akrylamidu piijatétho mezi hlavnimi jidly. Hlavni podil na akrylamidu
pfijatém z této skupiny mimo hlavni jidla maji zejména sladké suSenky neplnéné, které tvoii u
slovenskych student ptiblizné 46 % této skupiny, kdezto u ¢eskych je to dokonce 66 %.

Vyznamny zdrojem akrylamidu mezi hlavnimi jidly jsou 1 bramborové lupinky, které
predstavuji az " akrylamidu pfijatétho mimo hlavni denni jidla. Vzhledem ke stravovacim
zvyklostem déti a mladeze do 20 let, u nichz kromé& snidané, obédu a vecefe jsou velmi
dalezité 1 svaCiny,se na mnozstvi pfijatétho akrylamidu mimo hlavni denni jidla
v nezanedbatelné mife podili skupina M¢kky chléb, jehoz rtizné druhy jsou jako soucast
svaciny nejcastéji konzumovany.

Zajimavy je i piijem akrylamidu ze skupiny Kava a nahrazky kavy, ktery se v prub¢hu
celého dne jak u Ceskych tak i slovenskych studentd nijak vyrazné neménil. Ale z porovnani
studentii z Ceské a Slovenské republiky v piijmu akrylamidu z této skupiny je patrné, Ze Gesti
stiedoskolsti studenti konzumuji kavu ve vétsi mife neZ studenti ze Slovenské republiky.

Porovnanim podilu hlavnich dennich jidel na celkovém dennim pifijmu akrylamidu u
znichz vyplyva, Ze nejvice dochazi k zatizeni organismu akrylamidem stranou hlavnich
dennich jidel a to vice nez dvojndsobng. Ze srovnani podilu potravin na dennim piijmu
akrylamidu vyplynulo, ze lidsky organismus je mimo hlavni jidla zatizen piedev§im
akrylamidem ze skupiny SuSenky, krekry, kiupavy chléb a podobné vyrobky, v niz nejvice
dominuji sladké suSenky neplnéné, a také ze skupiny Bramborové lupinky. Naproti tomu je
organismus stiedoSkolskych studentli nejméné zatizen akrylamidem b&hem obé&da, a to i pies
znacnou oblibu smazenych bramborovych hranolkd, protoze vétSina studentli se stravuje ve
Skolnich jidelnach, které by méli spliiovat pozadavky na vyzivovou hodnotu podavanych

jidel.
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Podil na dennim p¥ijmu akrylamidu (%)

snidané

Obr. 5: Podil hlavnich dennich jidel na dennim piijmu akrylamidu u studentii z Ceské a
Slovenske republiky

V zavérecné Casti predbézného prizkumu expozice akrylamidem u studentt stiednich skol
byla zjiStovdna 1 informovanost studentl o akrylamidu v potravinach. Témét 80 %
dotazanych studentl uvedlo, Ze nikdy pfedtim neslySelo o vyskytu akrylamidu v potravinach
ani rizikich snim spojené. Pouze 12 % dotdzanych mélo povédomi o akrylamidu
v potravinach, ostatni dotazovani si na tuto skutecnost nemohli vzpomenout. Bylo by tedy
vhodné zvysit informovanost lidi o vyskytu akrylamidu v potravinach, riziku spojeném
s vysokou konzumaci potravin se zvySenym obsahem akrylamidu a moZznostech, jak omezit
jeho pfijem ze stravy, at’ uz upravou stravovacich navykl nebo optimalizaci ptipravy pokrmi

vedouci k minimalizaci tvorby akrylamidu.

5.2 Optimalizace receptury chlebovych smési a technologického procesu

Pekatské vyrobky jsou jednim ze zékladnich pilitti lidské stravy. Soucasné piedbézny
prazkum spotiebitelskych zvyklosti potvrdil, Ze chléb a pefivo se nezanedbatelnou mérou

podili na expozici akrylamidem z potravin. Na zéklad¢ téchto poznatki bylo studium
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eliminace akrylamidu zaméfeno na chleby a ve spolupraci se spole¢nosti Mdspoma s.r.o. pak
na chleby pfipravované ze smési v domaci pekarn¢.

Spole¢nost Méspoma s.r.o. vyvinula tfi rizné druhy smési Médspomix uréené pro piipravu
chleba (bramborovy, slunecnicovy a grahamovy) v doméci pekarn¢ s moznosti piipravy i v
plynové nebo elektrické troubé. Chleby piipravené z téchto smési v domaci pekarné byly
nasledné porovnavany s klasicky vyrdbénymi chleby a soucasné i s chleby pfipravenymi
z konkuren¢nich smési dostupnych v obchodni siti. Na zékladé ziskanych vysledkil
porovnavani chlebli bylo nasledné cilem optimalizovat sloZeni receptury chlebovych smési
Maispomix spolecnosti Mispoma s.r.o., piipadné technologického procesu piipravy chleba
z nich tak, aby bylo dosazeno snizeni obsahu akrylamidu v chlebech pti zachovani senzorické

kvality findlniho vyrobku.

5.2.1 Distribuce akrylamidu v jednotlivych ¢astech chleba

Studium distribuce akrylamidu v jednotlivych ¢astech chleba (cely chléb, stiidka, ktirka)
bylo nezbytné pro nastaveni vhodnych podminek ptipravy vzorek pro stanoveni obsahu
akrylamidu v chlebu pro nasledné technologické tupravy, které by vedly k minimalizaci
vzniku akrylamidu pfi doméci ptiprave chleba.

Pro studium distribuce akrylamidu byli pouzity chleby (bramborovy, slunecnicovy a
grahamovy) pfipravené z chlebovych smési Méspomix, které byli ptipravovany v domaci
pekarné Moulinex Home Bread Inox (Moulinex, Cina) podle pokyntl vyrobce. Fotografie
chlebt jsou uvedeny v Ptiloze 1.

Takto ptipravené chleby méli na spodni a bo¢ni strané drsnéjsi povrch klirky nez na horni
stran¢ chleba, protoze se zde kirka bcéhem peceni dotykala formy, vniz byl chléb
piipravovan. Také zbarveni povrchu bylo odlisné, coz bylo zplisobeno predevsim tim, ze
topna spirala se vinula po vnitinim obvodu pekarny a chléb byl tak po bokach propecené;si.

Z porovnani obsahu akrylamidu mezi bramborovym, slune¢nicovym a grahamovym
chlebem stanoveném v kiirce (Tab. 11) vyplyva, Ze bramborovy chléb obsahuje v kirce
nejvice akrylamidu z téchto tfi druhti chleba. To je pravdépodobné zplisobeno piitomnosti
bramborové mouky ve smési pro piipravu tohoto chleba, protoze brambory obsahuji znacné
mnozstvi aminokyseliny asparagin jako hlavniho prekurzoru akrylamidu [20]. Obsah
akrylamidu ve slune¢nicovém chlebu je v porovnani s bramborovym chlebem téméf poloviéni
a u grahamového je jeho obsah takika tietinovy, coz je nejspiSe dédno pouzitim surovin

s niz§im obsahem prekurzort akrylamidu pro pfipravu smési na tyto chleby.
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Tab. 11: Porovnani obsahu akrylamidu (ug/kg) v chlebech pripravenych z chlebovych smési

Mdspomix v domaci pekarné nebo klasickym zpiisobem

Piiprava v domaci pekarné Klasicky zpiisob pripravy
Cely chléb  Stiidka  Kdarka Cely chléb  Stiidka  Kdarka

Bramborovy
30+ 11 29 +8 76 + 6 69 +2 32+2 1735
chléb
Slunecénicovy
20+ 6 182  48+10 28 £1 15+1 45+2
chléb
Grahamovy
20+ 8 14+4 28 +4 18+1 18+2 37+4
chléb

Soucasné byl porovnavan také obsah akrylamidu mezi jednotlivymi chleby ve stfidce a
v chlebu celkové (Tab. 11). Hodnoty ziskané pii stanoveni obsahu akrylamidu ve stfidce byli
velmi nizké a blizily se limitu stanoveni (LOQ = 10 ppb). Teplota stiidky chlebu totiz neni tak
vysokéd jako teplota na povrchu (obvykle dosahuje hodnot 94 — 98 °C [189, 190]), ¢imz
vznikd méné akrylamidu. Je totiZ znamo, Ze k tvorbé akrylamidu dochdzi az pti teplotach
vyssich jak 120 °C s maximem tvorby mezi 180 az 200 °C [136]. Dalsi vliv mize mit i to, ze
kurka, ktera se vytvofi na povrchu chleba béhem peceni, slouzi jako bariéra branici rychlému
odparovani vody ze stiidky béhem peceni. Vyssi obsah vody tak mtize vést k nizsi tvorbé
akrylamidu, jak uvedli ve svych studiich Elmore ef al. [191], Taeymans et al. [65] nebo
Ciesarova et al. [155]. Vlhkost chlebi piipravenych v doméci pekarné¢ se po upeceni
pohybovala v rozmezi 40 — 50 %.

Obsah akrylamidu v celkovém chlebu byl také pomérné nizky (Tab. 11) a velice se blizil
hodnotam sttidky. To je dano predevsim tim, ze stfidka tvofila vice jak 90 % celého chleba a
tudiz byl obsah akrylamidu v celém chlebu dan pfedevs§im obsahem akrylamidu ve stiidce.

Pro porovnani distribuce akrylamidu v chlebech byl proveden i monitoring obsahu
akrylamidu v jiz hotovych chlebech zakoupenych v obchodni siti (Tab. 12). I v ptipad¢ chlebt
z obchodni sité¢ byl obsah akrylamidu nejvyssi v klirce a nejnizsi v stfidce chleba. Diky tomu
byl také celkovy obsah akrylamidu v chlebech nizky, protoze podil stfidky v chlebech
z obchodni sité se pohyboval v rozmezi 85 — 95 %.

Z vysledkii obsahu akrylamidu v chlebech z obchodni sit¢ (Tab. 12) je téz patrné, Ze
nejvys$si obsah akrylamidu byl stanoven v bramborovém chlebé. To se shoduje i s vysledky
obsahu akrylamidu v chlebech z doméci pekarny, kde byl také stanoven nejvyssi obsah

akrylamidu v chlebé bramborovém, coz je nejspiSe zptisobeno pouzitim surovin z brambor,
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kter¢ jak jiz bylo feCeno, obsahuji znacné mnozstvi aminokyseliny [20]. OvSem pii porovnani
obsahu akrylamidu v kiirce bramborového chlebu zobchodni sit¢ a pfipravovaného v
domaci pekarné je vidét, ze hodnoty akrylamidu jsou v bramborovém chlebu z obchodni sité
az 10x vyssi. Rozdil je patrny i pii porovnani jinych stejnych druhti chlebi z obchodni sité a
chlebt piipravenych v domaci pekarné, kdy chleby zobchodni sit€¢ maji celkovy obsah
akrylamidu sice jen o mélo vyssi nez chleby z domaci pekarny, ale obsah akrylamidu v kiirce
uz maji nekolikandsobné vyssi. Tento rozdil v obsahu akrylamidu v chlebech z obchodni sité

a chlebech z doméaci pekdrny miize byt dan slozenim a podminkami jejich ptipravy a peceni.

Tab. 12: Porovnadni obsahu akrylamidu (ug/kg) v jednotlivych castech chlebii zakoupenych
v obchodni siti (LOQ = 10 ug/kg)

Cely chléb  Stridka Kiirka

Bramborovy chléb 168+ 10 113 +£20 756 + 30
Slune¢nicovy chléb 35+7 19+3 160 + 8
Grahamovy chléb 27+ 12 <LOQ 73 +8
PSeni¢no-Zzitny chléb 51+£5 36 £7 280+ 13
PSenicno zitny chléb

73+ 8 36 +7 251+ 14
venkovsky
Farmarsky chléb <LOQ <LOQ 69 +4

Ptiprava chlebli ze smési uréenych pro domaci pekarnu byla tedy zopakovana a provedena
klasickym zptsobem, pficemz chleby byly peCeny v pekaiské peci se zapafovanim. Pii
porovnani vysledkli obsahu akrylamidu chlebi z pece s hodnotami akrylamidu v chlebech
z domaci pekarny (Tab. 11) je zfejmé, ze zménou technologického postupu nedosSlo u
slune¢nicového a grahamového chleba k vyznamné zméné obsahu akrylamidu v jednotlivych
castech chleba. V pfipadé¢ bramborového chleba doslo k vyraznému narGstu obsahu
akrylamidu v kirce (az 2,5x), coz se projevilo i zvySenim hodnoty akrylamidu v celém
chlebu. Ziskané vysledky tak naznacuji, Zze pro obsah akrylamidu v kone¢ném vyrobku je
rozhodujici pfedevS§im jeho sloZeni, i kdyZz technologicky postup a podminky pfipravy a
peceni nesmi byt opomijeny.

Na zakladé vyslednych hodnot obsahu akrylamidu ziskanych béhem studia distribuce
akrylamidu v jednotlivych castech chleba (cely chléb, stridka, kiirka) pfipraveného v domaci
pekarné nebo v peci, ¢i koupeného v obchodni siti byl pro optimalizace receptury chlebovych

smesi a technologického procesu uvadén pouze obsah akrylamidu v ktirce chlebii.
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Kromé¢ obsahu akrylamidu byl sledovan 1 obsah asparaginu, jako hlavniho prekurzoru
akrylamidu, v chlebovych smésich Miaspomix, kdy bylo provedeno stanoveni ¢tyf vybranych
aminokyselin (asparagin, kyselina asparagova, glutamin a kyselina glutamovd). Vysledky jsou
uvedeny v Tab. 13, pfic¢emz nejvyssi hodnoty asparaginu (nad 300 mg/kg) byly stanoveny u

smesi pro piipravu bramborového chleba.

Tab. 13: Obsah aminokyselin (mg/kg) v chlebovych smésich

Asn Asp GIn Glu
Bramborovy chléb 365+ 13 201 +6 81+2 287+6
Slune¢nicovy chléb 121 +3 160 +3 34+1 225+4
Grahamovy chléb 1371 153 +£2 20+ 1 242 +9

Avsak pro tvorbu akrylamidu je rozhodujici obsah asparaginu v tésté¢ pred pecenim, tedy
po vykynuti tésta, protoze v pribéhu fermentace jsou kvasinkami spotfebovavany prekurzory
akrylamidu (sacharidy, asparagin i1 kyselina asparagova) [67]. V Tab. 14 je uveden obsah 4

vybranych aminokyselin v chlebovém tésté po vykynuti.

Tab. 14: Obsah aminokyselin (mg/kg) v tésté chlebii z chlebovych smési po vykynuti

Asn Asp Gln Glu
Bramborovy chléb 9+1 52+2 50+1 92 +4
Slune¢nicovy chléb 6+1 11+1 42+7 20+3
Grahamovy chléb 9+2 18+ 1 64 +7 65+5

Z vysledkt je patrné, ze pusobenim kvasinek doSlo k vyznamnému poklesu obsahu
asparaginu. AvSak porovnanim obsahu asparaginu a obsahu akrylamidu nebyla pozorovéana
korelace mezi obsahem akrylamidu v kiirce a obsahem asparaginu v tésté pred pecenim. Ze
stanoveni obsahu aminokyselin v hotovych chlebech vyplyva, ze v prib¢hu peceni dochdzi ke
zmén¢ obsahu aminokyselin, jak je vidét v Tab. 15.

Na pocatku peceni totiz dochazi pti teplotach do 35—40°C ke zrychlovani ¢innost
kvasinek, coz se projevuje maximalni tvorbou kvasnych plynt. Pii teploté 50 —55 °C se
¢innost kvasinek zastavuje a zrychluje se aktivita bakterii, ktera se zastavuje pfi teploté 60 °C
[190]. Fermentujici bakterie obsahuji enzymy, jako jsou proteazy nebo peptidazy odstépujici
zproteini aminokyseliny apeptidy, které jsou nésledné v pribéhu fermentace

metabolizovany kvasinkami a mléénymi bakteriemi [192]. Béhem peceni tyto slouceniny
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vstupuji do Maillardovy reakce a podili se tak na neenzymatickém hnédnuti karky [193]. Pro
tvorbu akrylamidu v chlebu je tedy dilezity nejen obsah asparaginu v tésté pied pecenim ale i

aktivita fermentujicich bakterii na zac¢atku peceni.

Tab. 15: Obsah aminokyselin (mg/kg) v hotovych chlebech pripravenych z chlebovych smési

Asn Asp Gln Glu
Bramborovy chléb 35+4 32+2 14+1 152 +£2
Slune¢nicovy chléb 17+ 1 22+1 25+1 75+ 1
Grahamovy chléb 72+3 103+ 6 23+ 1 169 + 8

Kromé& obsahu aminokyselin bylo sledovéno i pH tésta po fermentaci (Tab. 16), protoze
pH je dualezitym faktorem, ktery vyznamné ovliviiuje tvorbu akrylamidu [121, 122]. U
chlebovych smési ale zddna korelace mezi obsahem akrylamidu a pH tésta pied peCenim
zjiSténa nebyla. Z vysledkii v Tab. 11 a 16 je patrné, Ze nejnizSi obsah akrylamidu byl
stanoven v grahamovém chlebu, jehoz pH tésta bylo pfed pecenim nejvyssi. To miize byt
zpusobeno jak jeho slozenim, tak i ¢innosti kvasinek a fermentujicich bakterii, protoze jejich

aktivita na zacatku pecCeni mize jesté vyrazné ovlivnit obsah aminokyselin v tésté a jeho pH.

Tab. 16: pH chlebového tésta pred pecenim

pH tésta po fermentaci

Bramborovy chléb 5,11 +£0,01
Slunecnicovy chléb 4,74 + 0,01
Grahamovy chléb 5,21 +0,01

5.2.2 Vliv drozdi na tvorbu akrylamidu v chlebech z chlebovych smési

Biologické kypieni (pfidani koncentrované mikrobidlni masy) je pii vyrobé chleba
rozhodujici. Béhem zrani a kynuti vyrobku pied pecenim kvasinky pfeménuji pomoci
glykolytickych enzymu sacharidy pfitomné v tést¢ na CO, a alkohol, ale i dalsi chutové a
aromatické latky a zaroven ziskavaji energii pro své zivotni pochody [189, 190].

Proces fermentace je zaroven vyznamnym faktorem ovliviiujicim tvorbu akrylamidu,
protoze kvasinky pfednostné zpracovavaji asparagin, coZ mize vést az k 50 % sniZeni obsahu
akrylamidu po 1 hodiné fermentace. Nicméné u realnych vyrobki, které obsahuji ptidavné

latky, a u tukového peciva byl pokles obsahu akrylamidu mélo vyrazny [67, 103] a soucasné
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jak jiz bylo fe¢eno, mohly mit vliv fermentujici bakterie, které se vyznamnou mérou podili na
obsahu asparaginu v téste.

Zatazeni fermentace do vyrobniho procesu ¢i prodlouZzenim jeji doby je nutné vzit v potaz
jeji vliv na kvalitu kone¢ného vyrobku [67]. Zaroven je nutné vhodné volit dobu fermentace
nebo jeji prodlouzeni, protoze pfili§ dlouhda doba fermentace vede k degradaci sit¢ lepku a
naslednému zploSténi chleba a peciva. Nicméné, maximalni doba fermentace je také velmi
zavisld na individudlnich vlastnostech pouzit¢ mouky [103]. Vzhledem ktomu, ze
prodluzovani doby fermentace je pii pfipravé chlebti v domaci pekarné, u niz uz jsou
vyrobcem prednastavené pecici programy, komplikované, byla studie dale zaméfena na
studium vlivu rizného obsahu drozdi na tvorbu chlebti z chlebovych smési v doméaci pekarné

a zaroveil 1 na trvanlivost chlebovych smési s obsahem susené¢ho drozdi.

5.2.2.1 Zakladni smés s riiznym obsahem droZdi

V prvnim kroku studie vlivu obsahu drozdi na tvorbu chlebli z chlebovych smési v doméci
pekarné byl sledovan vliv drozdi na tvorbu akrylamidu v zakladni chlebové smési, ktera byla
spole¢nosti Médspoma s.r.o. pfipravena pro tento experiment. Byla tvofena pouze 4 zakladnimi
slozkami smési: pSeni¢na mouka, zitnd mouka, stl a drozdi. Pro experiment tak byla pouzita
zakladni smés, zdkladni smés s poloviénim obsahem drozdi a zdkladni smés bez drozdi.

Z Tab. 17 je patrné, Ze se snizujicim se obsahem drozdi nartstd obsah akrylamidu ve
findlnim vyrobku. Pfi snizeni obsahu drozdi na polovinu se obsah akrylamidu ve vyrobku
zdvojnasobil, ale pfi uplném vynechani drozdi se obsah akrylamidu zvysil az 12x. Z tohoto
divodu bylo provedeno stanoveni obsahu asparaginu v zdkladni smési s riznym obsahem

drozdi (Tab. 18), v tésté po jeho vykynuti (Tab. 19).

Tab. 17: Obsah akrylamidu (ug/kg) v kiirce chlebu pripravenych ze zdkladni smési s riznym

obsahem drozdi

AA
Zakladni smés 12+7
Zikladni smés s Y2 obsahem drozdi 20+5
Zakladni smés bez drozdi 151 £15

Z obsahu asparaginu v sypké smési a nasledné v té€sté po kynuti lze vidét, ze plisobenim

kvasinek doslo ke spotfebé témét vesSkerého asparaginu. Zajimavé je, ze k poklesu obsahu
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asparaginu dosSlo 1 v tést¢ zdkladni smési bez drozdi, coz mohlo byt didno pochody

probihajicimi v tésté pii jeho udrzovéani v podminkach pro kynuti.

Tab. 18: Obsah aminokyselin (mg/kg) v sypké smési s riuiznym obsahem droZdi

Asn Asp Gln Glu
Zakladni smés 172+ 6 220+ 10 61+2 225+ 12
Ziakladni smés s %2 obsahem drozdi 185+5 276 + 14 82+4 210+ 11
Zakladni smés bez drozdi 190 + 4 283 + 8 70+3 159+ 4

Hodnoty obsahu asparaginu v tést€¢ po kynuti koreluji s vysledky obsahu akrylamidu
v hotovém vyrobku (korela¢ni koeficient 1,00). Lze tedy fici, ze obsah akrylamidu ve

fermentovaném vyrobku je dan obsahem drozdi.

Tab. 19: Obsah aminokyselin (mg/kg) v tésté pripravenych ze zakladni smési s riuznym

obsahem drozdi po fermentaci

Asn Asp Gln Glu
Zakladni smés 4+1 11+1 33+4 60+ 6
Zakladni smés s 2 obsahem drozdi 9+1 64+3 28+ 1 33+£2
Zakladni smés bez drozdi 83+5 128+9 49+ 6 312

Soucasné¢ byly sledovany i kvalitativni parametry chlebia (Tab. 20) piipravenych ze
zakladni smési, které by mohly byt ovlivnény riznym obsahem drozdi. U aktivity vody tést
nedoslo k vyznamné zméné jejich hodnot vlivem obsahu drozdi ve smési. Naopak v ptipadé¢
pH je patrné, ze se snizujicim se obsahem drozdi ve smési se hodnota pH tésta po fermentaci
zvySovala. Tyto hodnoty pH koreluji i s obsahem akrylamidu v hotovém chlebu (korelacni
koeficient 1,00), coz se shoduje s vysledky publikovanych studii, v nichz bylo zjisténo, ze
snizenim pH lze minimalizovat tvorbu akrylamidu [121, 122].

Vlhkost hotového vyrobku se s poklesem obsahu drozdi lehce zvysila. V pripadé mérného
objemu doslo pfi nepouziti drozdi ve smeési k predpokladanému snizeni, protoze
v nepfitomnosti kvasinek nedoSlo k produkci CO,, €¢imZ se v té€sté¢ tvori plynné pory a

nedochazi tak ke kypteni tést a zvétSovani jeho objemu [189].
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Tab. 20: Parametry chlebii pripravenych ze zakladni smési s riuznym obsahem drozdi

Tésto Chléb
pH po aw po Mérny objem  Vlhkost
fermentaci fermentaci (cm3/100 g) (%)

Zikladni smés 5,47+0,01 0,969 + 0,011 347 34
Zakladni smés s 2 5,53 +0,02 0,958 + 0,002 340 37
obsahem drozdi

Zikladni smés bez 5,97 +0,01 0,960 = 0,005 160 39
drozdi

5.2.2.2 Bramborovy chléb s riiznym obsahem droZdi

Vzhledem k tomu, ze aplikace drozdi v riizné koncentraci do zdkladni smési se jevila jako
mozny zpusob eliminace akrylamidu v chlebu, byl tento experiment zopakovan s realnou
chlebovou smési Madspomix. Pro pfipravu chleba byla pouzita smés pro bramborovy chléb, u
n¢hoz byl stanoven nejvyssi obsah akrylamidu v kirce. Pro experiment byly pouzity chlebové
smési z jedné Sarze, u nichz byl postupné upravovan obsah drozdi (0, 25, 50, 75, 100 a 150 %
z obsahu drozdi v piivodni receptuie).

Vysledky stanoveni obsahu akrylamidu v kiirce bramborového chlebu s riiznym obsahem
drozdi (Obr. 6) ukazaly, Ze jiz pti 25 % obsahu drozdi doSlo ke sniZeni obsahu akrylamidu o
priblizné 80 %. Pti aplikaci drozdi v 50 % obsahu z pivodni receptury klesl obsah akrylamidu
o dalSich 5 %, ale dalS§im zvySovanim obsahu droZdi uz se obsah akrylamidu v kirce chlebu

neménil, coz mohlo byt zptisobeno tplnym vyCerpanim asparaginu z tésta kvasinkami béhem

fermentace.
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Obr. 6: Obsah akrylamidu (ug/kg) v kirce bramborového chlebu s riuznym obsahem droZdi
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Stanoveni obsahu aminokyselin v tésté pted kynutim a po kynuti (Tab. 21) ukazalo, ze se
zvySujicim se obsahem drozdi ve smési klesa obsah aminokyselin v té€st€ po kynuti, protoze
béhem fermentace jsou aminokyseliny kvasinkami spotfebovavany. Zvlasté¢ asparagin je
témér uplné€ vycerpan uz pii 50 % obsahu drozdi a jeho obsah v tésté se se zvysujicim se
obsahem drozdi uz nijak vyrazné¢ neménil. Tyto vysledky obsahu asparaginu tak odpovidaji
hodnotdm obsahu akrylamidu v kiirce chlebu po upeceni, na jehoz obsahu se také mohly

podilet svou ¢innosti fermentujici bakterie, jak jiz bylo zminéno dfive.

Tab. 21: Obsah aminokyselin (mg/kg) v tésté bramborového chleba s riiznym obsahem drozdi

Obsah drozdi Asn Asp Gln Glu
0 % pred kynutim 145+ 15 76 + 8 79+ 7 46+ 5
po kynuti 170 £26 93 +13 100 + 14 42 +7
25 % pfed kynutim 119 + 15 66 + 10 84+ 12 54+6
po kynuti 6+1 48 +4 21+3 51+6
50 % pfed kynutim 125 + 13 70 + 8 90+ 12 66 + 8
po kynuti 5+1 11+3 29+ 7 23+5
75 % pfed kynutim 133+ 10 78 £4 110+ 6 100+9
po kynuti 7+1 8+1 71+ 4 32+1
100 % pfed kynutim 96 + 8 69+5 110+ 11 107 £ 11
po kynuti 5+1 4+1 41 £8 29+2
150 % pfed kynutim 131 +3 83+2 113+£40 106+ 21
po kynuti 5+1 4+1 40+ 1 21+1

Pouziti rizného obsahu drozdi ve smési bramborového chleba se také projevilo
v hodnotach pH tésta (Tab. 22), kdy se jiz pfed kynutim pH tésta snizovalo se zvySujicim se
obsahem drozdi a tento pokles je jesté vyraznéj$i u hodnot pH tésta po vykynuti. Z toho
vyplyva, ze obsah akrylamidu v hotovém chlebu mohl byt snizen i poklesem pH tésta, coz je
také dilezity faktor ovliviiujici tvorbu akrylamidu [121, 122].

Vliv rizného obsahu drozdi na kvalitativni parametry bramborového chleba (Tab. 22) byl
pozorovan u mérného objemu a vysky chleba, protoze pritomnosti kvasinek dochazi ke

kypteni tésta a nartstani jeho objemu, k ¢emuz v nepfitomnosti drozdi nedoslo. Mérny objem
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a vySka chleba se s 25 % - 100 % obsahem drozdi nijak vyznamné nelisili, az pfi 150 %

obsahu drozdi doslo k jejich naristu.

Tab. 22: pH tést a parametry chlebu pripravenych ze smési pro bramborovy chléb s riiznym

obsahem drozdi

Obsah Tésto Chléb
drozdi pH pred pH po Mérr;)'f objem Vyska (cm)
kynutim kynuti (cm’/100 g)

0 % 537+0,01 5,44+0,01 134+ 11 57+0,4
25 % 528+0,01  5,07+0,01 354+ 53 13,5+£0,5
50 % 524+0,01 5,04+0,01 384 +£48 13,5+1,3
75 % 5,18+0,01 4,98+0,01 380+ 1 13,0+ 0,4
100 % 5,13+£0,01  4,95+0,01 367 +39 13,3+£0,4
150 % 5,12+0,01 4,94 +0,01 429 + 15 142+ 1,7

Ptitomnost drozdi v chlebu také mirné ovlivituje barvu kirky (Tab. 23). U barvy klrky
chlebu bez drozdi byla naméfena niz§i hodnota a* (podil Zlut¢ a modré barvy) a b*
(podil Cervené a zelené barvy), coz znali, ze na barvé kirky chlebu bez drozdi se vice
podilela modra a zelend barva. Rozdily hodnot jasu (L*) nebyly tplné jednoznacné, ale
vysledky ukazuji, Ze chleby s niz§im obsahem drozdi byly svétlejsi.

I kdyz vysledky stanoveni obsahu akrylamidu a kvalitativnich parametrii chlebt ukézali, ze
pouziti 25 % obsahu droZdi je dostacujici pro dosaZeni poZzadovanych parametrli, senzorické
hodnoceni (Tab. 23) ukézalo, ze senzorické kvality ptijatelné spotiebitelem dosahuji chleby
az s obsahem drozdi min 75 %. Chléb s 25 % obsahem drozdi mél barevné nehomogenni a
popraskanou kurku. Jeho stfidka byla vlhkd az gumovita, lepivd a malo pruzna. Pti 50 %
obsahu droZdi byl chléb charakterizovan podobné& jak chléb s 25 % obsahem, i kdyZ jeho tvar
byl 1épe vyklenuty. Chleby se 75, 100 a 150 % obsahem drozdi byly pfi porovnani mezi sebou
hodnoceny pozitivné a velmi podobn¢, kdy byl jim ud€len prakticky stejny pocet bodi (viz
Tab. 23). Tyto chleby byly hodnotiteli popsany jako pekné klenuté s rovnomérné zbarvenou

ktrkou a pruznou stiidkou, av§ak mirné lepivou a s nerovhomérnou porovitosti.
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Tab. 23: Barva kurky bramborového chleba s riiznym obsahem droZdi vyjadrend

v systéemu CIELab a pocet bodii udeélenych pri senzorickém hodnoceni

Barevné koordindty kirky Pocet bodii
Obsah drozdi senzorického
L* a* b* hodnoceni
0% 68,5+0,7 6,1 £0,2 20,6 £ 0,6 -
25 % 58,1 +£2,8 99+1,0 25,8+0,8 69 + 8
50 % 62,8 +1,9 9,3+0,6 27,2+0,4 72+ 10
75 % 60,6 + 1,1 9,5+0,6 26,2+0,8 88+ 6
100 % 65,1 +4,0 85+1,9 273+2,4 88+9
150 % 68,0 + 1,6 72+1,0 272+22 87+ 10

Celkovy pach byl u vSech chlebli vniman hodnotiteli jako malo vyrazny, ale pfijemny, po

pouzitém koteni. U chlebil s obsahem drozdi 25 % a 50 % byla intenzita typického pachu pro

dany druh chleba nizsi jak 90 %. Byl zde také zaznamenan vyraznéjsi nakysly pach a pach po

drozdi (Obr. 7). Atributy pachu chlebi se 75 —150 % obsahem drozdi byly celkové

hodnoceny jako pfijemné, i kdyz u chleba sobsahem drozdi 150 % byl v pachu opét

intenzivnéji vniman pach po drozdi (Obr. 7). Typicky chlebovy pach chlebi s obsahem drozdi

75 — 150 % dosahovala intenzity vice jak 90 %.

Pach Nakysly
8,0
Spaleny 6,0 Zatuchly
4,0
2,0
Po drozdi S cizim
pachem
Po vels
. , Po pouzitém
zoxidovaném .
kofeni
tuku
25% —50% —75%
—100% 150%

Chut Sladka
18,0
Moucna Slana
12,0
Cizi 6,0 Kysela
0
Po S}iroyem Hotka
téste
Svirava Stiplava
Po drozdi
25% —50% —75%
100% 150%

Obr. 7:Intenzita jednotlivych atributii pachu a chuti (%) bramborového chleba s riznym

obsahem drozdi
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Intenzity atributti chuté u jednotlivych chlebli byli vice méné porovnatelné (Obr. 7), pouze
u chleba s 25 % obsahem drozdi byla zaznamenana vyrazna sladka chut’ a chut’ po syrovém
tésté. Také v ptipadé chlebu se 150 % obsahem drozdi byla podobné¢ jako u pachu, vniméana
hodnotiteli chut’ po drozdi, coz bylo i zde hodnoceno negativné. Intenzita typické chlebové
chuti rostla srostoucim obsahem drozdi, az dosdhla vrcholu (92 %) u chleba se 75 %

obsahem drozdi a pak zacala klesat.

5.2.2.3 Zména aktivity droZdi béhem skladovani chlebové smési

Vysledky ptedchozi kapitoly ukézaly, Ze zvySenim obsahu drozdi (na 150 %) nedoslo
k vyraznym negativnim zméndm kvalitativnich parametri bramborového chleba, ale naopak
byly zaznamenany pozitivni zmény, napiiklad pokles obsahu akrylamidu nebo i vétsi mérny
objem ¢i vyska bochniku. Na zakladé téchto vysledkli a vzhledem k problematickému udrzeni
aktivity suSen¢ho drozdi a jejimu klesani v pribéhu doby trvanlivosti 1 pies piijatd opatieni,
coz se nepriznivé projevuje na senzorickych vlastnostech vyrobku, navrhla spolecnost
Mispoma s.r.o. zvySeni obsahu drozdi v chlebové smési o 25a50% a provedeni
skladovaciho pokusu trvajiciho po dobu minimalni trvanlivosti smési. Béhem tohoto pokusu
byl sledovan ménici se u¢inek razného obsahu drozdi na obsah akrylamidu v chleb¢ a na jeho
kvalitativni parametry s prodluzujici se dobou skladovani smési. Cilem tohoto pokusu bylo
vhodné zvolit navySeni obsahu drozdi ve smési, které by mohlo zajistit dostateCnou aktivitu
drozdi po celou dobu trvanlivosti a tim uchovani kvalitativnich parametrii hotovych chleb.

Vysledky obsahu akrylamidu v klirce slune¢nicového chleba ménici se s dobou skladovani
smési s riznym obsahem drozdi je uveden na Obr. 8. Z hodnot vyplyva, Ze po 3 a 6 mésicich
od vyroby chlebové smési, byl obsah akrylamidu v kiirce hotovych chlebli porovnatelny.
Ovsem pfi skladovani smési 9 mésici se obsah akrylamidu v kiirce slune¢nicového chleba
vyrazn¢ zvysil (min. na dvojnasobek), pficemz jeho obsah se zvySoval se zvySujicim se
obsahem drozdi v chlebové smési. Tyto vysledky tak naznaCuji, ze asparagin nebyl

kvasinkami v prib&hu kynuti spotfebovan.
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Obr. 8: Zmeéna obsahu akrylamidu v kiirce slunecnicového chlebu s riznym obsahem drozdi

vlivem doby skladovani smési

Stanoveni obsahu aminokyselin v smésich slune¢nicového chleba sriznym obsahem
drozdi (Tab. 24) ukazalo, Ze skladovanim se obsah kyseliny asparagové ve smési nijak
neménil a obsah asparaginu a glutaminu kles jen minimalné. Pouze v pfipad¢ kyseliny
glutamové dochézi k postupnému narastu jejiho obsahu, a to az o 1/3.

Stejné tak tomu je i pfi stanoveni obsahu aminokyselin v tést€¢ po jeho vymichani a jesté
pred kynutim (Tab. 25). I zde se obsah kyseliny asparagové a asparaginu vlivem skladovani
smesi slunecnicového chleba s riznym obsahem drozdi nezménil. Ani v pfipadé kyseliny
glutamové nebyly zaznamenany vyznamné rozdily vjejim obsahu vtéste¢ vlivem
dlouhodobého skladovani smési, 1 kdyz jeji stanoveni v samotné smési ukazalo narGst jejiho
obsahu s prodluzujici se dobou skladovani. Naopak u obsahu glutaminu je patrny jeho nartst
v tésté, ktery se po 9 mésicich skladovani navysil pfiblizné na dvojnésobek oproti obsahu

v téstech ptipravenych po 3 a 6 mésicich skladovani.
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Tab. 24: Zmena obsahu aminokyselin (mg/kg) ve smési slunecnicového chleba s riiznym

obsahem drozdi behem skladovani

Pridavek Doba
Asn Asp Gin Glu
drozdi skladovani
100 % 3 meésice 130+ 3 174 £3 46 + 1 274 £ 4

6 mésici 124 +£3 166 + 6 34+1 313 +£27
9 mésici 126 +4 175+5 37+3 356 + 18

125 % 3 mésice 131 +4 173+ 6 45+3 324 +£ 25
6 mésici 127 +2 165+2 37+1 346 + 18
9 mésici 121 +4 165+ 1 36 £2 406 + 36

150 % 3 mésice 140 +2 186 + 1 52+1 397+ 10
6 mésici 131 +5 169 +7 37+£2 396 + 37
9 mésici 124 +£2 172 +£8 39+1 490 + 12

Tab. 25: Obsah aminokyselin (mg/kg) v tésté slunecnicovéeho chleba s riznym obsahem drozdi

pred kynutim ovlivnény dobou skladovani chlebové smesi

Pridavek Doba
Asn Asp Gln Glu
drozdi skladovani
100 % 3 meésice 49 + 1 63+1 24 +£2 93+3

6 mésicu 40+ 5 53+6 18+2 78+9
9 mésicu 47+ 4 62+7 52+ 6 101 +£12

125 % 3 mésice 43+ 3 53+5 25+2 115+ 11
6 mésicu 38+1 50+2 20+2 85+2
9 mésicu 43 + 1 58+1 49+ 2 108+ 1

150 % 3 mésice 44 + 6 68+ 8 21+£2 112+16
6 mésicu 50+5 T2+5 37+2 142 + 15
9 mésicu 48 £ 2 63+4 60+4 134+ 7

Pro tvorbu akrylamidu je ale rozhodujici obsah asparaginu v tést¢ po jeho kynuti. Jak je
vidét z Tab. 26 po skladovani smési 3 a 6 mésici byly béhem fermentace aminokyseliny
kvasinkami spotfebovavany. OvSem po skladovani smési s riznym obsahem drozdi 9 mésict

uz se obsah aminokyselin v té€sté po kynuti nezménil. Pouze u tésta ze smési s obsahem 150 %
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drozdi byl zaznamenan mirny ubytek obsahu aminokyselin po fermentaci v porovnani
s téstem pied jeho kynutim (Tab. 25). Vysledky tak ukazuji, Ze skladovanim smési dochazi
k postupnému inaktivovani kvasinek, které se nedafi odstranit ani zvySenim obsahu drozdi ve
smesi. Je tedy vhodné bud’ upravit minimélni dobu trvanlivosti, nebo nalézt jiny zpiisob, ktery

by zajistil udrzeni aktivity drozdi po celou dobu trvanlivosti.

Tab. 26: Obsah aminokyselin (mg/kg) v tésté slunecnicového chleba s riiznym obsahem drozdi

po kynuti ovlivnény dobou skladovani chlebové smési

Pridavek Doba
Asn Asp GIn Glu
drozdi skladovani
100 % 3 mésice 2+1 3+1 19+2 15+1
6 mésicu 2+1 4+1 2442 15+2

9 mésicu 40+ 2 62+2 48 +3 98 £ 8

125 % 3 meésice 2+1 2+1 17+£2 13+£2
6 mésicu 2+1 3+1 17+3 15+2
9 mésicu 47+ 1 671 64+6 121+4

150 % 3 meésice 3+1 4+1 16 £1 19+1
6 mésicu 4+1 5+1 22+£2 25+2
9 mésicu 36+5 56+5 32+3 8111

Porovnani vysledkl stanoveni obsahu asparaginu v tésté¢ po kynuti s obsahem akrylamidu
v hotovych chlebech ukazalo, ze obsah akrylamidu v klirce chlebi s riznym obsahem drozdi
byl dan obsahem asparaginu v tésté pred peCenim (korelacni koeficient 0,94), jehoz obsah byl
dan aktivitou kvasinek pii fermentaci. Zajimavé je, Ze i pres inaktivaci kvasinek ve smési
skladované 9 mésic a tim neménnosti obsahu asparaginu v tést€é po kynuti, se obsah
akrylamidu v klirce chlebii zvySoval se zvySujicim se obsahem drozdi ve smési, piicemz
obsah asparaginu v tésté pfed pecenim byl stejny bez ohledu na obsah drozdi ve smési. Narlst
obsahu akrylamidu se rostoucim obsahem drozdi lze vysvétlit tim, Ze v prib&éhu peceni
dochazi k rozkladu kvasinek na latky, které mohou tvorbu akrylamidu v chlebech podpotit.

Kromé¢ vlivu skladovani na obsah aminokyselin ve smésich s riznym obsahem drozdi a
tvorbu akrylamidu v chlebech znich pfipravenych, byly sledovany i1 zmény pH tést a
parametry hotovych chlebii (Tab. 27). Hodnoty pH tést ukazuji, Ze fermentaci dochazi

k poklesu pH tést, ale zvySovanim obsahu drozdi ve smési nejsou hodnoty pH ovliviiovany.
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Avsak s prodluzujici se dobou skladovani smési se hodnoty pH tést zvySuji. Jak je vidét
v Tab. 27, hodnoty pH tést pfipravenych ze smési s riznym obsahem drozdi skladovanych 3 a
6 mésict se od sebe nijak vyznamné nelisi, kdeZzto u té€st ze smési skladovanych 9 mésici
byly stanoveny hodnoty pH vys$si. Vysledky poukazuji na to, Ze poklesem aktivity kvasinek
ve smeési nedochazi k tak velkému poklesu pH pfed a po kynuti té€sta, coz miuze mit také vliv

na tvorbu akrylamidu v hotovém chlebu.

Tab. 27: pH tést a parametry hotovych slunecnicovych chlebu s riuznym obsahem drozZdi

ovlivnéené dobou skladovani chlebovych smési

Tésto Chléb
Piidavek Doba
., ., , pH pred pH po Mérny objem  Vyska
drozdi  skladovani 3
kynutim kynuti (cm’/100 g) (cm)
100 % 3mésice  4,87+0,01 4,66+0,01 360 13,3
6 mésica  4,85+0,01 4,67+0,01 372 13,3
9mésica 4,91 +£0,01 4,79+0,01 318 10,7
125 % 3mésice  4,87+0,01 4,61 +0,02 362 12,0
6 mésica 4,84 +£0,01 4,66+0,01 362 11,4
9mésica  4,92+0,01 4,75+0,02 341 11,5
150 % 3mésice  4,88+0,01 4,61 +0,02 359 12,5
6 mésica  4,80+£0,01 4,63+0,01 351 12,0
9mésica 4,93+0,01 4,82+0,01 346 12,3

Vyska slunec¢nicovych chlebti (Tab.27) nebyla nijak vyznamné ovlivnéna riznym
obsahem drozdi a dobou skladovani smési. Pouze u chleba piipraveného ze smési s obsahem
drozdi 100 % a skladované 9 mésict byla zaznamenana niz$i vyska bochniku. Rizny obsah
drozdi a doba skladovani smési také nijak vyznamné neovlivnili mérny objem chlebl
pripravenych ze smési skladovanych 3 a 6 mésicti. AvSak v ptipad¢ chlebii s riznym obsahem
drozdi pfipravenych po 9 mésicich skladovani smeési byl zaznamenan pokles mérného
objemu. Tyto vysledky tak potvrzuji, Ze dlouhodobym skladovanim smési klesa aktivita
kvasinek, a to bez ohledu na zvySeni obsahu drozdi ve smési.

Na barvu kiirky slune¢nicovych chlebti nemél zvysujicim se obsahem drozdi ve smési
nijak vyrazny vliv, ale byly zaznamenany jeji zmény vlivem doby skladovani smési (Tab. 28).
Tyto zmény jsou velmi vyrazné ptedev§im u hodnot jasu (L*), kdy s prodluzujici se dobou

skladovani tyto hodnoty klesaly, coz znamenalo, Ze chleby mély tmavsi kirku. U hodnot a*
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(podil zluté a modré barvy) byl naopak s prodluzujici se dobou skladovani zaznamenan jejich

mirny nartst. Hodnoty »* (podil Cervené a zelené barvy) se vlivem skladovani smési nijak

vyznamné nemeénily.

Tab. 28: Barva kurky slunecnicovych chlebii s riznym obsahem drozdi vyjadrend v systému

CIELab ovlivnéna dobou skladovani chlebovych smési

Piidavek Doba L - .

drozdi skladovani

100 % 3 mésice 60,0 +1,7 10,0+ 0,6 28,7+0,3
6 mésict 58,1+0,8 10,7+0,3 29,8+0,2
9 mésicu 54,2+0,5 11,9+0,2 29,3+0,2

125 % 3 mésice 60,9 + 2,4 9,4+0,9 27,6 £0,5
6 mésict 59,8 +1,2 9,8+ 0,4 28,8+0,3
9 mésict 53,8 0,7 11,9+0,2 28,1+0,3

150 % 3 mésice 60,3+1,5 9,6 +0,6 283+0,6
6 mésict 59,5+0,7 9,8+0,3 29,1+£0,2
9 mésicu 51,7+ 0,4 12,7+0,1 292+0,2

Kromé vlivu doby skladovani a rizného obsahu drozdi ve smési na kvalitativni parametry
slune¢nicovych chlebii (barva, mérny objem,...) byla sledovana i jejich senzoricka kvalita na

zacatku a na konci skladovaciho pokusu (Tab. 29).

Tab. 29: Viiv doby skladovani na senzorickou kvalitu slunecnicového chleba s riiznym

obsahem drozdi

Pridavek Doba Pocet bodu
drozdi skladovani senzorického hodnoceni
100 % 3 meésice 88+ 8

9 mésicu 77+ 10
125 % 3 meésice 87+6
9 mésicu 72 +12
150 % 3 mésice 90 +5
9 mésicu 69+ 8
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Senzorické hodnoceni ukazalo, ze slunecnicové chleby ptipravené ze smési skladovanych
9 meésicti byly hodnoceny hiife nez chleby ze smési skladovanych pouze 3 mésice. Podle
hodnotiteld méli chleby pfipravené ze smési po 9 mésicich skladovéani hutnou, vlhkou sttidku
a také tmavou kurku. Soucasné vysledky senzorického hodnoceni ukézaly, ze rizny obsah
drozdi nijak vyznamné neovlivnil senzorické hodnoceni slune¢nicovych chlebii.

Typicky chlebovy pach slunec¢nicovych chlebl s riznym obsahem drozdi po 3 mésicich
skladovani smési dosahovala intenzity 88 - 95 %. AvSak pii skladovani smési 9 mésict klesla
jeji intenzita na 66 — 85 %, pficemz jeji intenzita po 9 mésicich skladovani klesala u chlebti se
zvySujicim se obsahem drozdi. Pii porovnani zmén intenzity atributi pachu slunecnicovych
chlebt s riznym obsahem drozdi (Obr. 9) je ziejmé, Ze chleby pfipravené ze smesi az po 9
mésicich méli vyraznéji nakysly pach. V ptipadé€ chlebu se 150 % obsahem drozdi z plivodni

receptury byl také po 9 mésicich skladovani smési vyraznéji vniman pach po drozdi.

3 mésice 9 mésicu

Nakysla Nakysla
16,0 20,0
o 12,0 .
Spalena Zatuchla Spalena 15,0 Zatuchla
8,0 10,0
4,0 5,0
- S cizim S cizir
>0 drozdi gy
pachenr Po drozdi pachen
Po v Po yox
zoxidovaném Fo Eg;zrgem zoxidovaném Po po? mfem
tuku tuku koteni
—100% 125% 150% — 100% 125% 150%

Typicky chlebovy pach = 89 %

Typicka chlebova chut' =92 %

Obr. 9: Zména intenzity jednotlivych atributii pachu (%) slunecnicového chleba s riznym

obsahem drozdi viivem doby skladovani

Intenzita typické chlebové chuti se u chlebl ptipravenych ze smési skladovanych 3 mésice
pohybovala okolo 85 —90 %. Skladovanim smési 9 mésicii intenzita typické chlebové chuti
hotového chleba klesla na 74 — 88 %. Podobn¢ jako u pachu i zde intenzita typické chlebové

chuti klesala s rostoucim obsahem drozdi. Odli$nosti intenzity atributti chuté slunec¢nicovych
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chlebu ptipravenych ze smési skladovanych 3 a 9 mésict (Obr. 10) byli patrné predevSim u

slané chuti, jejiz intenzita prodlouzenim doby skladovani o 6 mésicl klesla piiblizn€¢ na

polovinu. Také intenzita chuti po drozdi se skladovanim smési snizila. Naopak u chleba se

150 % obsahem drozdi z pivodni receptury doslo k zintenzivnéni chuti po drozdi a soucasné

narostla i intenzita chuti po syrovém tést¢.

3 mésice
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Po S}iroyem Hotk4
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9 mésicu
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16,0
Moucna 12,0 Slana
8,0
ClZi 4,0 Kyselé
Po syrovém .
e Horka
tésté
Svirava Stiplava
Po drozdi
—100% 125% 150%

Obr. 10: Zmeéna intenzity jednotlivych atributii chuté (%) slunecnicového chleba s riiznym

obsahem drozdi vlivem doby skladovani

Jak ukazuji vysledky stanoveni obsahu akrylamidu v slune¢nicovém chlebu s riznym

obsahem drozdi a rozdilnou dobou skladovani, zvySovani obsahu drozdi v chlebové smési se

nejevi jako vhodny zpiisob zajisténi kvality chleba. Nejenze zvySeni obsahu drozdi nezajistilo

pozadovanou aktivitu drozdi po celou dobu trvanlivosti, ale vedlo i ke zvySovani obsahu

akrylamidu v chlebu po inaktivaci drozdi. Vys$si obsah drozdi v chlebové smési se s

prodlouzenim doby skladovani projevil 1 na senzorické kvalité z ni pfipravovanych chlebt,

kdy vedl k poklesu intenzity typického chlebového pachu a chuti a zvyraznéni dalSich jejich

spotiebitelem nezadoucich atributii v porovnani s chlebem s ptivodnim obsahem drozdi.
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5.3 Vliv aplikace antioxidant na eliminaci akrylamidu v pernikach

Perniky jsou sladké ceredlni vyrobky typické pro fadu evropskych zemi, které predstavuji
vyznamny zdroj expozice akrylamidem ze stravy kvili jeho relativné vysokému obsahu.
Jednou z hlavnich vyzev, které Celi potravinaisky pramyslu, je ale pozadavek vyvijet vyrobky

s ptiznivym ucinkem na zdravi spotiebitele.

5.3.1 Dopad nahrazeni Zitné mouky pohankovou moukou

V poslednich letech se objevuji nové potraviny s obsahem bioaktivnich latek s
antioxida¢nimi vlastnostmi. V dusledku toho vzrostl zajem piedevsim o pohanku (Fagopyrum
esculentum), diky vysokému obsahu antioxidant (obzvlasté rutinu), a o jeji produkty [194,
195, 196]. S ohledem na tyto pozadavky byl v této kapitole sledovan vliv nadhrady 30 %
podilu Zitné mouky pohankovou moukou v receptute perniku na tvorbu akrylamidu, pficemz
byly pouzity dva rtzné druhy pohankové mouky. Prvnim byla svétld pohankova mouka
vyrobena zneloupané pohanky obecné (Fagopyrum esculentum Moench) na ekologické

farm¢, zatimco druhd byla ziskédna pomletim praZzenych pohankovych krup.

486
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Kontrola Mouka pohankova Mouka z prazené
(100 % Zitné mouky) svétla pohanky
(30 % obsah) (30 % obsah)

Obr. 11: Obsah akrylamidu v pernikdch v zavislosti na pouzité mouce

V pernikéach, které obsahovaly pouze Zzitnou mouku, byl obsah akrylamidu 486 pg/kg
susiny (viz Obr. 11). Pfi nahrazeni 30 % podilu zitné mouky v receptuie perniku pohankovou
moukou doslo k poklesu obsahu akrylamidu témét o polovinu. Pii pouziti svétlé pohankové
mouky byl obsah akrylamidu v pernikach snizen o 45 % a pfi aplikaci mouky z prazené

pohanky to bylo o 49 %. Tyto vysledky jsou ve shodé se studii Capuana ef al. [91], ktefi
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uvadi, Ze druh mouky vyznamné ovlivituje produkty Maillardovy reakce. Autoii zjistili, ze
celozrnné a zitné mouky mohou pfispét k tvorbé akrylamidu mnohem vice nez mouky
pSeni¢né, vzhledem k jejich vysSimu obsahu volného asparaginu, jako kli¢ového prekurzoru

akrylamidu, a také diky vyssimu obsahu vlakniny a popela [91].

Tab. 30: Obsah aminokyselin (mg/kg) v riiznych moukdch

Asn Asp Gln Glu
Mouka pSenicna 135+4 1245 60 +£2 32+2
Mouka Zitna 383+6 468+ 13 73+1 298+5
Mouka pohankova svétla 39+£1 161+ 6 371 248 +4
Mouka z prazené pohanky 40+ 1 1816 <1 1865

Nasledn¢ byl tedy stanovovan obsah asparaginu a dalSich dilezitych aminokyselin
v moukach (Tab. 30) a téstech (Tab.31). Analyza aminokyselin ukéazala, ze pohankové
mouky obsahuji jen velmi malo asparaginu (ptiblizné 40 mg/kg) v porovnani s zitnou moukou
(383 mg/kg). Navic je z vysledkid patrné, Ze prazeni pohanky nijak vyznamné neovliviiuje

obsah asparaginu a ani vznik akrylamidu v pernikéch.

Tab. 31: Obsah aminokyselin (mg/kg) v téstech pripravenych z riiznych muk

Asn Asp Gln Glu
Tésto se 100 % obsahem 160+16  214+19 29+1 122+ 11
zitné mouky
Tésto s 30 % obsahem 126 + 8 183 £19 39+7 131+3
svétlé pohankové mouky
Tésto s 30 % obsahem 111 +11 165+ 16 36 £4 117+ 11

mouky z prazené pohanky

Pii nahrazeni 30 % podilu zitné mouky v té€sté pohankovou moukou klesl celkovy obsah
asparaginu v té€sté¢ v pruméru o 25 % (Tab. 31), coz vedlo k témét 50 % sniZeni obsahu
akrylamidu. Tento vyrazny pokles obsahu akrylamidu v perniku mohl byt kromé snizeni
obsahu asparaginu v té€sté zptsoben i latkami pfitomnymi v pohance, jako je rutin, kvercetin,
isoorientin a dal§i, které G&inné snizuji oxidaéni stres bundk [197]. Uloha antioxidantt
v ochran¢ zdravi je velmi slozitd a jeji mechanismus nebyl doposud uspokojivé vysvétlen a

zustava z Casti hypoteticky, pfesto by mechanismus plisobeni antioxidantd pii tvorbé
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akrylamidu mohl byt podobny jako pii branéni oxidace, tj. tkolem antioxidantu je prerusit

radikalové reakce vedouci ke vzniku akrylamidu [198].

5.3.2 Vliv koreni na tvorbu akrylamidu v perni¢kach z pohankové mouky

Antioxidanty, jako jsou fenolické slouceniny, flavonoidy, vitaminy a fenolické extrakty
ruznych koteni, mohou inhibovat tvorbu akrylamidu [122, 154, 150, 160, 161]. Podle studie
Ciesarové et al [156] antioxidaCni aktivita extrakti nékterych kofeni souvisi s
tvorbou akrylamidu v modelové matrici potravin. Cilem této studie tak bylo posoudit vliv
vybranych druhi kofeni na obsah akrylamidu v pernikéch s ptidavkem pohankové mouky
s ohledem na jejich antioxidacni aktivitu. Kofeni (hiebicek, skofice, nové koteni, bily pept,
koriandr, badyan, anyz, fenykl, muskatovy ofiSek, kardamom, vanilka, zazvor a komeréni
smes pro piipravu perniku), jako soucast receptury pernikli z pohankové mouky, byla
hodnocena jako mozné urychlovace nebo inhibitory tvorby akrylamidu.

Pied aplikaci kofeni do pernikli s pohankou, byla nejprve u kazdého kofeni stanovena
antioxidaéni aktivita vzhledem k piredpokladanému vztahu k tvorbé akrylamidu. Antioxida¢ni
aktivita kofeni byla stanovovéna v extraktech ethanol/voda (¢.=1:1) DPPHe testem.
Vysledky ukazaly (viz Tab. 32), Zze kofenim s nejvyssi antioxidacni aktivitou byla skofice
(972 £ 1 umolTrolox/g) a druhym badyan (260 + 17 pmolTrolox/g). Nizs§i antioxidacni
kapacita byla pozorovana u muskatového ofisku (92 + 10 umolTrolox/g) a nového koteni
(86 £ 8 umolTrolox/g). U ostatnich druhli kofeni byla stanovena antioxidacni aktivita nizsi
jak 50 pumolTrolox/g.

V dalsim kroku, byl sledovan vliv kofeni na obsah akrylamidu v perniku se
svétlou pohankovou moukou nebo moukou zprazené pohanky. Uginky kofeni na obsah
akrylamidu v perniku byly porovnany s pernikem bez ptidavku koteni. Jak je vidét z vysledki
uvedenych v Tab. 32, vliv jednotlivych druhli kofeni na obsah akrylamidu se v pernikach se
svétlou pohankovou moukou nebo moukou z prazené pohanky lisil. Pfi aplikaci fenyklu,
anyzu nebo vanilky do perniku se svétlou pohankovou moukou byla G¢innost snizeni obsahu
akrylamidu (o 21 %, 17 % a 11 % vuvedeném potadi) v nich porovnatelnd se sniZenim
obsahu akrylamidu v pernikdch s moukou zpraZzené pohanky (o 18%, 19% a 9%
v uvedeném potadi). Ani pfi pouziti badyanu nebyly zaznamendny zmény v jeho vlivu na
obsah akrylamidu u pernikii se svétlou pohankovou moukou nebo moukou z prazené

pohanky.
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Pozitivni zmény v plisobeni kofeni na obsah akrylamidu byly zaznamenany pii piidani
bilého pepte nebo nového koteni do perniku s moukou z prazené pohanky. Aplikaci bilého
pepte nebo nového koteni do perniku s moukou z prazené pohanky doslo ke zvyseni poklesu
obsahu akrylamidu na 16 % a 11 % (v uvedeném potadi) v porovnani s perniky se svétlou
pohankovou moukou, kde bylo aplikaci bilého pepie dosazeno sniZzeni pouze o 9 % a nové
koteni nemélo na obsah akrylamidu vliv. Naproti tomu u pernikli s moukou z prazené
pohanky s hiebickem nebyl pokles obsahu akrylamidu tak vyrazny (pouze o 8 %) na rozdil od
perniku se svétlou pohankovou moukou s hiebickem (pokles o 17 %) a dokonce u pernik
s moukou z prazené pohanky s muskatovym ofiskem nedosSlo ke zméné obsahu akrylamidu
vibec v porovnani s pernikem se svétlou pohankovou moukou, kde aplikaci muskatového

ofiSku bylo dosazeno nejvyraznéjsiho sniZzeni obsahu akrylamidu (= 23 %).

Tab. 32: Viiv jednotlivych druhii koreni na obsah akrylamidu v pernikach se svetlou

pohankovou moukou nebo s moukou z prazené pohanky

Perniky se svétlou Perniky s moukou
Antioxidacni
pohankovou moukou z praZené pohanky
Koreni aktivita ] ]
Akrylamid Zména Akrylamid Zména
(nmolTrolox/g) ) )
(ng/kgsusiny) (%)  (ug/kgsusiny) (%)
Kontrola - 269+9 - 248 +3 -
(bez koteni)
Muskatovy 92+10 208 +5 123 261 £ 18 zadna
ofisek
Fenykl 37+1 212+7 121 293 +2 118
Anyz 37+3 222+5 117 200£3 119
Hiebicek 47 £ 1 223+ 15 117 228 + 11 18
Vanilka 25+ 1 238+ 15 111 225+2 19
Kardamom 211 245+ 2 19 316 £7 127
Bily pept 18+2 246 +7 19 209 +3 116
Zazvor 34+1 255+5 zadna 370+ 13 149
Badyéan 260+ 17 270+ 5 zadna 239+ 11 zadna
Nové koteni 85+£8 277+2 7adna 221+ 8 11
Koriandr 16 +1 318+2 118 382+25 1 54
Skoftice 972 £ 1 346 £ 12 129 296 +7 119
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Opacny ucinek byl pozorovan pfi aplikaci zazvoru, kdy v perniku se svétlou pohankovou
moukou nebyl zjistén zadny vliv na obsah akrylamidu, ale jeho pouzitim do perniku
s moukou z prazené pohanky doslo ke zvySeni obsahu akrylamidu téméf o 50 %. Také pii
pouziti skofice a koriandru, které v obou pfipadech zvySovali obsah akrylamidu, byl
zaznamenan rozdil. Obsah akrylamidu u pernikii se svétlou pohankovou moukou se skofici
vzrostl o 30 % v porovnani s kontrolou, kdeZzto u pernikidi s moukou z praZzené pohanky se
skofici byl tento nartist nizsi (o 20 %). Naopak koriandru vyrazné zvySoval obsah akrylamidu
u pernikli s moukou z prazené pohanky a to az o 54 %, pricemz u pernikli se svétlou
pohankovou moukou to bylo pouze o 18 %.

Patrné nejveétsi rozdil v plisobeni kofeni na obsah akrylamidu v perniku se svétlou
pohankovou moukou nebo s moukou zprazené pohanky byl pozorovan pii aplikaci
kardamomu, kdy v perniku se svétlou pohankovou moukou doslo v jeho piitomnosti ke
snizeni obsahu akrylamidu ptiblizné o 9 %, ale naopak pfti jeho aplikaci do perniku s moukou
z praZzené pohanky se obsah akrylamidu zvysil 0 27 %.

Na zékladé¢ pozorovani vlivu koteni na obsah akrylamidu v perniku s pohankovou moukou
byl sledovan i vliv smési pernikového koteni, které se sklada ze skofice, nového kofeni,
htebicku, anyzu, koriandru, fenyklu a muskatového kvétu. Vysledny vliv pernikového koteni
na tvorbu akrylamidu v produktu byl nésledné porovnavéan s vysledky jednotlivych druhi
koteni v ni obsazené. Pro ptehlednost jsou vysledky pernikového koteni a jednotlivych druht
koteni v ni obsazené uvedeny v Tab. 33.

Pii aplikaci pernikového kofeni nebyly zjiStény zadné statisticky vyznamné zmény
v obsahu akrylamidu v perniku se svétlou pohankovou moukou v porovnani s pernikem bez
ptidavku kofeni. Naopak pii pouziti pernikového koteni do perniku s moukou z prazené
pohanky doslo ke zvySeni obsahu akrylamidu az o 33 %. Z vysledka tak vyplynulo, Ze pouZiti
koteni ve smési patrn¢ vede k vzajemnému ruseni jejich pozitivniho ¢i negativniho vlivu na
obsah akrylamidu v pernickach. Z téchto divodu by bylo vhodné zménit pomér jednotlivych
koteni v pernikovém kofeni tak, aby se zvysil obsah koteni s u¢inkem potlacujicim vznik
akrylamidu v pernickach. Ptipadné lze zmeénit sloZzeni pernikového kotfeni pro piipravu
perniku nahrazenim koteni podporujiciho vznik akrylamidu kotfenim, které vznik akrylamidu
potlacuje. Ptikladem takového koieni by mohla byt vanilka, kterd v pernikach se svétlou
pohankovou mouku i v pernikdch s moukou z prazené pohanky snizovala obsah akrylamidu
ptfiblizn€ o 10 %. Samoziejmé je nutné zohlednit dopad zmény jednotlivych kofeni v

pernikovém koteni na konecné senzorické vlastnosti vyrobku.
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Tab. 33: Vliv pernikového koreni a jednotlivych druhu koreni v ni obsazené na obsah

akrylamidu v pernikach se svetlou pohankovou moukou nebo s moukou z prazené pohanky

Perniky se svétlou Perniky s moukou
pohankovou moukou z prazené pohanky
KoFent Akrylamid Zména Akrylamid Zména
(ng/kg susiny) (%) (ng/kg susiny) (%)
Kontrola 269+ 9 — 248 +3 —
(bez koteni)
Pernikové koteni 256 +3 zadna 329+ 7 133
Fenykl 212+ 7 121 293 +2 118
Anyz 222+5 117 200+3 119
Hrebicek 223+ 15 117 228 + 11 18
Nov¢ koteni 277+2 7adna 221 +8 11
Koriandr 318+2 118 382 +25 1 54
Skotice 346 + 12 129 296 + 7 119

Mezi antioxidacni aktivitou extraktl kofeni a obsahem akrylamidu v pernikach se svétlou
pohankovou moukou byla stanovena pouze slaba korelace (korela¢ni koeficient 0,68) a mezi
antioxidac¢ni aktivitou extraktli kofeni a obsahem akrylamidu v pernikach s moukou z prazené
pohanky nebyla nalezena korelace zadna (korelac¢ni koeficient 0,15). Divod této nizké
korelace mize byt v komplexnosti procest, které je tfeba vzit v uvahu. Existuje mnoho
parametrt, které mohou ovlivnit vznik akrylamidu a reaktivnost antioxidantd. Obecna reakcni
schéma tvorby akrylamidu je tvofeno zakladnimi kroky, ptficemz kazdy krok zavisi na
ptitomnych reaktantech (tj. povaze karbonylovych sloucenin) a na teploté, obsahu vody a pH
podminek. [199]. V tomto velmi citlivém procesu mize nejen piitomnost volnych radikald,
ale také dalSich reaktivnich skupin jednotlivych slozek koteni ovlivnit smér reakci vedoucich
k tvorbé akrylamidu. Slouceniny obecné povazovany za antioxidanty mohou mit velmi
rozdilné Gcinky, které jsou pficitany jejich struktute, polarité a reaktivnosti. Tyto protichidné
vysledky byly zjiStény také v pfirozené se vyskytujicich latkach. Nekteré flavonoidy a
fenolické extrakty oregana vedou k poklesu obsahu akrylamidu [150, 165], zatimco nékteré
Cisté antioxidani molekuly, jako skoficova kyselina a né€které fenolické sloueniny nemaji
bud’ zddny vliv na snizeni obsahu akrylamidu, nebo dokonce jeho obsah zvySuji [148].
Z tohoto diivodu byly posouzeny hlavni slozky kofeni a shrnuty v Tab. 34 [200, 201, 202,

203], kde jsou slozky jednotlivych druhii kofeni fazeny od nejvice zastoupené.
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Tab. 34: Chemické slozky koreni s antioxidacni aktivitou

Koreni

Slozky

Muskatovy

ofisek

Fenykl

Anyz

Hrebicek

Vanilka

Kardamom

Bily pept

Zazvor

Badyan

Nové

kofeni

sabinen (15 — 51 %), a-pinen (11 — 21 %), S-pinen (8 — 18 %), terpinen-4-ol,
myristicin, y-terpinen, campfen, myrcen, a-felandren, a-terpinen, limonen, 1,8-
cineol, p-cymen, terpinolen, trams-sabinen-hydrat, copaen, linalool,
cis-p-menth-2-en-ol, cis-sabinen-hydrat, cis-piperitol, safrol, methyleugenol,
eugenol, elemicin [200]

trans-anethol (60 — 65 %), fenchon (2 — 20 %), estragol (5 — 9 %), limonen,
kamfen, a-pinen, fenchylalkohol, anisaldehyd, myristicin, dillapiol [203]
trans-anethol (75 — 98 %), estragol, anyzovy keton, f-karyofylen, anisaldehyd,
kyselina anyzova, linalool, limonen, a-pinen, acetaldehyd, p-kresol, kreosol,
hydrochinin, f-farnasen, y-himachalen, ar-kurkumen [200]

eugenol (70 — 95 %), eugenolacetat (az 17 %), p-karyofylen (12 — 15 %), a-
kububen, a-copaen, isoeugenol, nerolidol, farnesol [200]

vanilin (85 %), kyselina vanilinovd, p-hydroxybenzaldehyd, kyselina p-
hydroxybenzoova, kyselina linolova, kyselina octova, kyselina palmitova, p-
hydroxybenzylalkohol, vanilylalkohol, acetovanilon, kyselina anyzova [203]
1,8-cineol (36 %), a-terpinylacetat (31 %), limonen (12 %), linalool, sabinen,
trans-nerolidol, a-terpineol, linalylacetdt, myrcen, a-pinen, terpinen-4-ol, y-
terpinen, terpinolen, nerd, geraniol, citronellol, a-felandren, methyleugenol, S-
pinen, p-cymen [200]

o-pinen, linalool, f-damascenon, eugenol, skatol, m-kresol, guajakol, piperonal
[202]

o-zingiberen (22 %), geranial (10 %), geraniol (9 %), f-bisabolen (8 %), nerol
(7 %), 1,8-cineol (6 %), a-terpineol (6 %), borneol (5 %), p-felandren, linalool,
methyl(nonyl)keton, kamfen a celd fada dalSich minoritnich slozek s obsahem
nizsim jak 1 % [203]

trans-anethol (80 — 90 %), estragol, limonen, linalool, §-3-caren, cis-anethol,
o-pinen, y-terpineol, o-cubeben, karyfylen, trans-ocimen, 4-terpineol, a-
terpineol, p-cymen, a-felandren, A-cardinen, p-terpinen, S-pinen, terpinolen,
myrcen, a-kadinol, a-terpinen, f-clemen, bergamoten, cis-f-ocimen [203]
eugenol (65 — 96 %), methyleugenol, f-karyofylen, a-humulen, 1,8-cineol, a-
selinen, oJ-kadinen, karyofylen oxid, p-selinen, terpinolen, limonen, /-
felandren, selin-11-en-4-ol, terpinen-4-ol, a-felandren, f-elemen, a cela fada

dalSich minoritnich slozek [201]
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Kofreni Slozky

Koriandr  linalool (68 %), a-pinen (11 %), y-terpinen (9 %), geranylacetat, kaft, geraniol,
p-pinen, kamfen, myrcen, limonen, p-cymol, dipenten, o-terpinen,
decylaldehyd, borneol, estery kyseliny octové [201]

Skofice cinnamaldehyd (80 — 90 %), eugenol, eugenolacetat, cinnamylacetat,
cinnamylalkohol, methyleugenol, benzaldehyd, benzylbenzoat, linalool,
monoterpen, uhlovodik, karyofylen, safrol, pinen, fylandren, cymen, cineol
[200]

Ptitomnost eugenolu, velmi silného antioxidantu, v nékterém z pouzitych koteni jako
hiebicek, nové koteni, muskatovy ofiSek nebo bily pept stoji za zminku, protoze se jedna o
koteni, ktera snizovala obsah akrylamidu, nebo neméla na jeho obsah vliv. Ve své studii
Ciesarova et al. [156] popisuje silnou korelaci mezi obsahem eugenolu piidaného do
modelovych vzorkd a koneénym obsahem akrylamidu. Mechanismus antioxidaéniho G¢inku
eugenolu na tvorbu akrylamidu neni doposud zcela znam, ale jeho principem je
pravdépodobné preruseni radikalovych reakci vedoucich k tvorbé akrylamidu zhaSenim
volnych radikala [156]. Na druhou stranu, existuji i slouCeniny, které tvorbu akrylamidu
podporuji. To lze predpokladat v piipad¢ skoftice, kdy promotory na bazi kyseliny skotficové
urcuji konecny vliv tohoto kofeni, a to i bez ohledu na ptitomnost eugenolu a jeho radikal
zhasejici aktivité. Tento vliv nebyl zatim dostatecné vysvétlen, ale lze oCekavat podobny
ucinek 1 v ptipad¢ jinych kofeni.

Také fenolové hydroxy-derivaty maji antioxida¢ni vlastnosti, kdy ptsobi jako darci vodiku
v chinin-aminovych interakcich mezi fenoly a 3-aminopropionamidem a blokuji tak vznik
akrylamidu. Naopak, karbonylové slouceniny podporuji vznik akrylamidu [43], proto mohou
fenolické slouceniny obsahujici obé funkéni skupiny plsobit v obou smérech, kdy brani
tvorbé akrylamidu vzhledem k jejich fenolickym hydroxylovym skupindm a zaroven
podporuji vznik akrylamidu diky jejich dialdehydické formé [150]. Z vysledki Zhang et al.
[158] vyplyva, ze zplsob, jakym antioxidanty ovliviiuji tvorbu akrylamidu, zavisi na jejich
koncentraci. To mtize byt dano pfirozenymi vlastnostmi antioxidantl a antioxida¢ni kapacitou
potravinovych matric, coZ se nazyva ,,antioxida¢ni paradox* [158]. Nicmén¢, pfitomnost latek
s deklarovanymi antioxida¢nimi vlastnostmi v potravindch je velmi cennd z hlediska

zdravotnich pfinost, a to i navzdory soucasnym vyssim vyskytiim akrylamidu.
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5.4 Eliminace akrylamidu v pecivarskych produktech

Z vysledkl predbézného prizkumu spotiebitelskych zvyklosti (viz kapitola 5.1) vyplynulo,
ze nejvice dochazi k zatizeni lidského organismu akrylamidem pfijatym z potravin fazenych
podle Doporuceni Evropské komise 2010/307/EU [174] do skupiny SuSenky, krekry, kiupavy
chléb a podobné vyrobky, pficemz této skupiné dominuji jako hlavni zdroj akrylamidu sladké
suSenky neplnéné. Na zdklad¢ téchto udaji byl ve spolupraci s Pecivarnami Liptovsky
Hradok proveden vstupni monitoring vyskytu akrylamidu v celém jejich sortimentu vyrobku
s umyslem navrhnout a optimalizovat technologii vyroby, ptipadné sloZzeni vyrobni receptury
vybranych druhil trvanlivého peciva s cilem minimalizovat obsah akrylamidu a tim zabezpecit

zvyseni zdravotni bezpecnosti vyrobki.

5.4.1 Monitoring obsahu akrylamidu v peéivarskych produktech

Monitoring vyskytu akrylamidu v ceredlnich produktech byl proveden v sortimentu 38
vyrobkil PeCivarny Liptovsky Hradek (Obr. 12), ktery tvoii 4 druhy oplatek, 14 druha
sladkych suSenek, 2 druhy diabeticko-celiatickych susSenek, 9 druht diabetickych susSenek, 5
druhti celiatickych suSenek a 4 druhy suSenek celozrnnych.

Z vysledi monitoringu (Obr. 12) bylo zjisténo, ze vice nez 70 % vyrobkil obsahovalo
akrylamidu méné nez 100 pg/kg suSiny. Pouze u 11 vyrobkt byl pozorovan zvySeny obsah
akrylamidu, a to pfedevSim u vyrobkll urCenych pro specidlni skupinu spotiebitelt — pro
diabetiky. Tyto vyrobky se od ostatnich li§i svou recepturou, protoze namisto sachardzy je
zde pouzivana fruktdza, kterd je vyznamnym prekurzorem akrylamidu a vede k vyssi tvorbé
akrylamidu nez sachardza [102]. Pfesto byl obsah akrylamidu ve vyrobcich pro diabetiky
niz$i nez 500 pg/kg, coz je smérna hodnota pro komoditu ,,susenky* uvedend v Doporuceni
komise ze dne 10.1.2011 o zkoumdni mnozstvi akrylamidu v potravinach [33]. Vyjimku
predstavuji pouze tfi vyrobky, u nichz byl zjistén vysoky obsah akrylamidu a to v rozmezi

736 — 1058 ng/kg susiny.

94



Akrylamid (pg/kg suSiny)

1200 ~
1100 +
1000 +
900 -
800 -
700 -
600 -

1058

907
736

426415

500
400 -
300 -
200 -
100 ~

303
290 158

203
144 128

4644 52 34190 82 8375 71 4953 63 59 66 92 64 58 61 36 30 31 57 27 | 47 29
- 26

0 0O [0 A/

1 234567 8 91011121314151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

Oplatky Susenky sladké Diabeticko- Diabetické susenky Celiatické Susenky
celiatické suSenky celozrnné

suSenky

Obr. 12: Prehled obsahu akrylamidu v oplatkach a susenkdch
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Na zéklad¢ téchto vysledkli a po dohodé€ s vyrobcem byl hledan zptlisob snizeni obsahu
akrylamidu v téchto tfech vybranych diabetickych suSenkdch bez nezddouciho vlivu na
vysledné organoleptické vlastnosti a pfijatelnost konzumentiim. Jedna se o vyrobky:

— Produkt A: Kakaovo-kokosové susenky s fruktdozou
— Produkt B: Kakaové suSenky s fruktozou polomacené
— Produkt C: Celozrnné suSenky s frukt6zou

Uvedené tii vyrobky byly nasledné zkoumény z hlediska receptury, analyzy surovin,
polotovarti a hotovych produktl. Receptura vyrobku je vlastnictvim firmy a byli poskytnuty
pouze udaje pfimo souvisici stvorbou akrylamidu (podil mouky a cukru) a i ty jsou
predmétem utajeni. PeCeni probihalo v elektrické peci sposuvnym peicim pasem pfi

v

zapnutém hornim peceni. Podrobnéjsi udaje jsou uvedeny v Tab. 35.

Tab. 35: Prehled parametrii pripravy a zpracovavani tésta

Vlhkost Teplota Doba stani Teplota Rychlost
Produkty

tésta (%)  tésta (°C)  tésta (min)  peéeni (°C) peceni
Produkt A 15,0 25-26 37 190 - 260 62
Produkt B 15,3 27-28 60 90 - 180 26
Produkt C 12,7 24 -25 31 190 - 260 62

" Cas od vyklopeni tésta z michace po zpracovani celé davky

Opétovnou analyzou byl potvrzen vysoky obsah akrylamidu ve zkoumanych vyrobcich
(Tab. 36), jez ptesahuje smérnou hodnotu pro susenky 500 pg/kg [33], proto byla provedena
analyza vybranych druhli aminokyselin v téstech a vybranych slozkach receptury. Rozdily
oproti predchazejicim hodnotam uvedenym na Obr. 12 byly zplisobeny ptedevs§im variabilitou
ve slozeni, zvlast€¢ pak mouky vzhledem na obsah asparaginu v ni a mirnymi odchylkami
v technologickém procesy, napft. kolisani teploty peceni (+ 5°C).

Obsah asparaginu jako hlavniho prekurzoru akrylamidu v tésté (Tab. 36) pomérné dobie
koreluje s vyslednym obsahem akrylamidu v kone¢ném vyrobku. Mirné rozdily v korelaci
mohou byt zplisobeny rozdilnym zastoupenim jednotlivych surovin v zdvislosti od konkrétni
receptury, pficemz kazda ze surovin pfispé€la jinym podilem na celkovém obsahu dostupného
asparaginu v susence pred pecenim. V piipad¢ Produktu C je vyznamnym zdrojem asparaginu
celozrnnd mouka, ktera obsahovala 3x vice asparaginu (332 £ 5 mg/kg) nez mouka pSeni¢na
(102 + 3 mg/kg). Nezanedbatelny podil maji také Inéné seminka, kterd predstavuji dilezity
zdroj asparaginu (553 + 40 mg/kg) v tomto vyrobku.
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Tab. 36: Obsah akrylamidu v produktech A, B a C a obsah aminokyselin v jejich téstech

Akrylamid Aminokyseliny (mg/kg)
(ng/kg) (ng/kg susiny) Asn Asp GIn Glu
Produkt A 849+ 9 872 +9 57+3 74 +2 33+1 72+3
Produkt B 1199 + 21 1228 £22 42+ 1 60+2 261 44 +2

Produkt C 1865 + 60 1940 + 62 152+6  98+2 41+ 1 100+ 5

Pro eliminaci akrylamidu byl zvolen jeden z dostupnych néstroji doporu¢ovanych Food
Drink Europe v dokumentu Acrylamide Toolbox 2011, a to aplikace enzymu asparagindza,
ktery katalyzuje konverzi aminokyseliny L-asparagin na kyselinu asparagovou, ¢imz dojde
k odstranéni hlavniho prekurzoru akrylamidu [67]. Enzym L-asparagindza je nejaktivnéjsi v
neutralnim pH a teploté do 60 °C, stabilni je mezi pH 4 — 8 pii 37 °C po dobu 2 hodin. Pfi
vysokych teplotich dochazi k inaktivaci enzymu denaturaci a ve findlnim vyrobku se tak
enzym nevyskytuje [84, 204]. Vyhodou pouziti asparagindzy k redukci obsahu akrylamidu je
jeji minimélni vliv na chut a barvu finalniho produktu oproti jinym zptisobim eliminace
akrylamidu, jako je naptiklad zména kypficiho ¢inidla, které ptedstavuji podstatny zasah do
vyrobniho procesu a kvality vyrobku [67, 84]. Nevyhodou je kompatibilnost enzymu
s podminkami pfi primyslovém zpracovani. Efektivnost enzymem katalyzovanych reakci je
ovlivnéna fadou proménnych, jako je efektivni koncentrace enzymu, doba plisobeni, obsah
vody v reakéni prostiedi, teplota a pH, pii nichz reakce probéhne. Pti aplikaci L-asparaginazy
doba ptisobeni enzymu, kterd se Casto rovna dob¢ uloZeni tésta pted pecenim, a efektivni
koncentrace enzymu [84]. Z ekonomického hlediska je dalezitd minimalni davka enzymu
postacujici na u¢innou eliminaci akrylamidu, protoze cena enzymu se promitd do vyrobnich
nakladu a tim i do vysledné ceny finalniho produktu.

Pro zajisténi efektivni eliminace obsahu akrylamidu ve tfech vybranych druzich susenek
aplikaci enzymu asparaginaza byli sledovany podminky pii primyslovém zpracovani.
Z Tab. 35 vyplyva, ze teplota tésta v prubéhu jeho zpracovavani se pohybuje v rozmezi
24 - 28 °C, coz je optimalni pro maximalni u¢innost asparaginazy. Také pH tésta v rozsahu
7,2 - 8,4 je postacujici pro U¢innou eliminaci asparaginu plisobenim asparaginazy. Avsak
z hlediska aplikace a mobility enzymu je v tést€¢ pomérné nizky obsah vody (Tab. 35),
nicmén¢ aktivita vody v rozmezi 0,65 - 0,75 je pro prubéh enzymovych reakci dostacujici.
Bude nutné zajistit dislednou homogenizaci enzymu v tésté, aby byla zabezpecena jeho

ucinnost ve vSech reak¢énich mistech.
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5.4.2 Aplikace enzymu L-asparaginiza v modelovych suSenkach

Pfed samotnou aplikaci enzymu ve vyrobnich podminkdch byla ucinnost konverze
asparaginu a jeji dopad na tvorbu akrylamidu a kvalitativni vlastnosti produktli ovéfena
v laboratornich podminkach na modelovych vzorkach. Cilem bylo optimalizovat podminky
aplikaci enzymu L-asparaginazy pro pramyslové vyrabéné suSenky predevsim nalezenim
vhodného zplsobu aplikace enzymu, ktery zabezpeci homogenitu a dostupnost enzymu a

zabrani jeho predcasné deaktivaci vlivem pH mimo rozsah jeho optimélniho plisobeni.

5.4.2.1 Vliv receptury na obsah akrylamidu v modelovych suSenkdch

Monitoringu vyskytu akrylamidu v sortimentu pecivarskych ukazal zvySeny obsah
akrylamidu v suSenkach urcenych pro diabetiky, pficemz obsah akrylamidu byl v téchto
suSenkach priblizné¢ 5x —40x vys$i nez obsah akrylamidu v ostatnich suSenkach. Kromé
pritomnosti fruktézy mohl byt obsah akrylamidu v nékterych suSenkdch podpofen i
celozrnnou moukou, ktera ma vyS$i obsah volného asparaginu, a kterd se vyskytuje
v receptuie vybranych druhti suSenek z jednotlivych skupin sortimentu pecivarny.

Pro optimalizaci podminek aplikaci enzymu L-asparagindzy byla pro ptipravu suSenek
v laboratornich podminkéch pouzita receptura uvedena v normé¢ AACC method 10-54 [176]
(Tab. 37), ktera byla modifikovana k dosazeni simulace suSenek urcenych pro diabetiky.
Modifikace byla provedena nahrazenim sachardzy uvedené v receptuie fruktozou (Tab. 37),
pfi¢emz nebyla brana v potaz vyssi sladivost fruktozy. Soucasné byl snizen i obsah soli o 1/3
vzhledem na pfiliSnou slanost susenek. Obsah akrylamidu v suSenkach ptipravenych podle
takto modifikované receptury byl nasledn¢ porovnavéan s obsahem akrylamidu v suSenkéach
ptipravenych podle receptury ptivodni.

S ohledem na obsah celozrnné mouky ve vybranych suSenkach pecivarny Liptovsky
Hradok, byl proveden také experiment zjisStovani vlivu celozrnné mouky na tvorbu
akrylamidu v modelovém systému, kdy byla hladké bild mouka v receptute Uplné nahrazena
moukou celozrnnou (Tab. 37). Zaroven byly pfipraveny i modelové susenky, u nichz byl

pomér fruktozy, bilé mouky a celozrnné mouky upraven na 0,9:3:1 (Tab. 37).
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Tab. 37: Receptura pro pripravu jedné davky susenek

Receptura Modifikovani Receptura Upraveny
v normé s celozrnnou pomér fruktézy
Ingredience AACC receptura moukou A mouk
MnoZstvi (g)

Shortening 48,0 48,0 48,0 48,0
Jemn¢ mlety cukr 38,4 - - -
Hnédy cukr 12,0 - - -
Fruktoza - 50,4 50,4 28,7
Susené mléko odtu¢néné 1,2 1,2 1,2 1,2
Sal 1,5 1,0 1,0 1,0
NaHCO; 1,2 1,2 1,2 1,2
Fruktézovy sirup, 42 % 1,8 1,8 1,8 1,8
NH4HCO; 0,6 0,6 0,6 0,6
Demineralizovana voda 27,0 27,0 27,0 27,0
Mouka pSenicné hladka 120,0 120,0 - 89,6
Mouka pSeni¢na celozrnna - - 120,0 30,4

Z porovnani obsahu akrylamidu v modelovych suSenkach ptipravenych bud’ se sacharézou
(jak uvadi norma AACC) nebo s fruktézou (modifikovana receptura) (Obr: 13) je patrné, ze
nahrazenim sachardzy fruktozou dochazi ke zvySeni obsahu akrylamidu ptiblizné 6x. To
muze byt zplsobeno tim, Ze sacharéza jako neredukujici sacharid nemiiZze s asparaginem
reagovat pfimo za vzniku akrylamidu, ale musi byt nejprve pievedena na reaktivni
karbonylovou smés [104]. V ptipadé, ze byl snizen obsah soli v receptuie s fruktézou o 1/3,
nedoslo k zadné vyrazné zméné obsahu akrylamidu v modelovych suSenkach.

Pfi zméné mouky v receptuie suSenek s fruktézou, kdy byla bild pSeni¢na mouka
nahrazena celozrnnou (Obr. 13), doslo ke zvySeni obsahu akrylamidu 2,5x. Tyto poznatky
jsou stejné jako vysledky uvadéjici dopad nahrazeni zitné mouky pohankovou moukou
v pernikach v kapitole 5.3.1 v souladu se studii Capuana et al. [91] uvadégjici, ze celozrnné a
zitné mouky mohou pfispét k tvorbé akrylamidu mnohem vice nez mouky pSenicné, coz je
dano jejich vyssim obsahem volného asparaginu, i vy$§im obsahem vldkniny a popela [91].
Vysledky byly zéroven potvrzeny stanovenim obsahu asparaginu v moukach, kdy bilé

pSenicna mouka obsahovala 118+ 19 mg/kg asparaginu a celozrnnd psSeni¢nd mouka
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254 £ 9 mg/kg asparaginu, tedy 2,2krat vice, coz odpovida zvySeni obsahu akrylamidu

v modelovych susenkach.
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Obr. 13: Porovnani obsahu akrylamidu v modelovych susenkach se sacharozou, s fruktozou a

S fruktozou a obsahem soli snizenym na 2/3

Z experimentu, kdy byl upraven pomér fruktozy, bilé mouky a celozrnné mouky (Obr. 13),
vyplyva, ze 1 pres snizeni fruktozy v receptuie pfiblizné na polovinu a nahrazenim 1/4 bilé
mouky moukou celozrnnou dochdzi ktéméf 2nasobnému zvysSeni obsahu akrylamidu
v suSenkach v porovnani se susenkami piipravenymi podle modifikované receptury. Tyto
vysledky ukazuji, ze druh cukru pouzity pii vyrobé susenek je velmi dilezity. Vyznamnéj$im
se ale jevi druh pouzit¢ mouky, tedy ptredevSim obsah asparaginu v ni, ktery je hlavnim
prekurzorem akrylamidu a pfimo poskytuje patef jeho molekule [42]. Aplikace enzymu
asparaginaza tak predstavuje vhodny zpisob eliminace akrylamidu v suSenkach, ktery
katalyzuje konverzi aminokyseliny L-asparagin na kyselinu asparagovou, ¢imz dojde

k odstranéni hlavniho prekurzoru akrylamidu [67].

5.4.2.2 Zpasob aplikace enzymu v laboratornich podminkdach

Pied porovnavanim Ucinnosti eliminace akrylamidu v modelovych suSenkach s frukt6zou
pouzitim enzymu asparaginazy v ruznych koncentracich bylo nutné nejprve zvolit optimalni
zpusob aplikace enzymu. Pro zjisténi vhodného zpusobu aplikace enzymu byla pouzita

koncentrace enzymu 2075 ASPU/kg, coz predstavuje piiblizné 1,5nasobek davky
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doporuc¢ované vyrobcem pro podobny typ vyrobku [205]. Enzym byl aplikovan bud

rozptyleny ve vodé, nebo jako soucast mouky.
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Obr. 14: Obsah akrylamidu v modelovych susenkach s rozdilnou aplikaci enzymu

Prevent4Se® W (2075 ASPU/kg mouky) béhem pFipravy tésta

Z vysledkd, které jsou uvedeny na Obr. 14, vyplyva, Ze obsah akrylamidu v modelovych
suSenkdach byl aplikaci enzymu v mouce snizen pouze o 34 % oproti aplikaci enzymu ve vode,
kdy doslo k poklesu obsahu akrylamidu dokonce o 57 %. Niz§i pokles obsahu akrylamidu po
aplikaci enzymu spole¢né¢ s moukou je pravdépodobné zpiisoben nedostatecnou aktivaci
enzymu. Pii pouZiti enzymu rozptyleného ve vod¢ je zajiSténa nejen v€asna aktivace enzymu,
ale 1 jeho lepsi distribuce v tést¢ a tim je usnadnén i kontakt enzymu s volnym asparaginem
pritomnym v mouce. Jako nejvhodnéj$i zptsob aplikace enzymu do tésta modelovych
suSenek byla tedy zvolena aplikace enzymu asparaginazy spolecn¢ s vodnou fazi pti ptipraveé

tésta modelovych suSenek.

5.4.2.3 Porovndvani ucinnosti eliminace akrylamidu v modelovych suSenkdch pouZitim
enzymu L-asparagindza
Cilem porovnavani ucinnosti eliminace akrylamidu v modelovych susenkach aplikaci
enzymu asparagindzy bylo stanovit vhodnou koncentraci enzymu zajiStujici snizeni obsahu
akrylamidu v susenkach pod hodnotu 500 pg/kg.
Na zakladé deklarované aktivity enzymu PreventASe®W (2500 ASPU/g+5%) a
s ohledem na matrici modelovych suSenek pouzitou pro porovnani UCinnosti eliminace

akrylamidu, byla po konzultaci s vyrobcem enzymu navrzena aplikace enzymu ve tfech
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ruznych koncentracich (1250, 1750 a 2250 ASPU/kg mouky), z nichZ m¢la byt na zakladé
ziskanych vysledki zvolena optimélni koncentrace tohoto komeréné dostupného enzymu pro
jeho aplikaci v potravinafském primyslu pifi vyrobé suSenek. Jako kontrola byly pfipravovany
suSenky bez pfidavku enzymu asparagindza.

Vysledné hodnoty stanoveni obsahu akrylamidu v modelovych suSenkach po aplikaci
enzymu asparaginazy PreventASe® W jsou uvedeny na Obr. 15. Z vysledkd vyplyva, e pfi
aplikaci 3 rtznych rovnomérné se zvySujicich koncentraci enzymu asparaginazy klesa
rovnomérné obsah akrylamidu v modelovych suSenkach. Bohuzel ale ani pies téméi 56 %
snizeni obsahu akrylamidu pii nejvy$si navrzené koncentraci enzymu PreventASe” W
(2250 ASPU/kg mouky) nebylo dosazeno pozadovaného sniZzeni obsahu akrylamidu pod
hodnotu 500 pg/kg.
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Obr. 15: Obsah akrylamidu v modelovych susenkdch v zavislosti na pouzité koncentraci

enzymu PreventASe™ W

Postup byl tedy zopakovan s pouzitim dalSich 2 vysSich koncentraci enzymu
PreventASe® W (2750 a 3250 ASPU/kg mouky) (Obr. 15), ale bohuzel ani aplikace téchto
koncentraci spolehlivé nesnizila obsah akrylamidu v suSenkdch pod smérnou hodnotu
500 pg/kg. Z vysledk na Obr. 15 je patrné, ze pii pouziti 2 vysSich koncentraci enzymu
asparaginaza (2750 a 3250 ASPU/kg mouky) se obsah akrylamidu v suSenkach v porovnani
se suSenkami s koncentraci enzymu 2250 ASPU/kg mouky jiZ vyrazné neménil a jeho pokles
s dale rovnomérné se zvySujici koncentraci enzymu byl jen velmi mirny. To bylo

pravdépodobné zplisobeno omezenou mobilitou enzymu, protoze obsah vody v tésté¢ byl
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pouze 16,7 %, pii¢emz pro aplikaci enzymu asparaginiza PreventASe® W (DSM Food
Specialties B.V., Delft, Nizozemsko) ve formé mikrogranuli doporucuje vyrobce obsah vody
minimaln¢ 20 %. To potvrzuje Hendriksen et al. [84], ktefi ve své studii prokazali korelaci
mezi urovni akrylamidu v suSenkdch a obsahem vody v enzymem oSetieném tésté, kdy
zvySeni obsahu vody v tésté z plivodnich 15 % na 19 % vedlo ke snizeni obsahu akrylamidu
aZ o 90 % oproti ptivodnim 34 %. Naopak sniZzeni obsahu vody na 11 % vedlo pouze
k minimalnimu nebo viibec Zddnému sniZeni obsahu akrylamidu. Na ¢innost enzymu mohlo
mit kromé obsahu vody vliv i pH tésta, které je béhem plsobeni enzymu v rozmezi 7,7-7,8,
protoze aktivita enzymu PreventASe® W je vyjadfena v jednotkach ASPU, kdy 1 ASPU je
definovan jako mnozstvi enzymu potiebné k uvolnéni 1pmol amoniaku z L-asparaginu za
1 minutu pifi podminkéch testu (pH = 5,0; 37 °C).

Vzhledem ktomu, 7¢ ani po zvySeni koncentrace enzymu PreventASe®W a7 na
3250 ASPU/kg mouky nedoslo k dostatecnému snizeni obsahu akrylamidu v modelovych
suSenkach pod smérnou hodnotu, byl firmou DSM Food Specialties po konzultaci téchto
vysledkti poskytnut pro dalii méfeni enzym PreventASe® W Extra. Ten se parametry
shodoval senzymem PreventASe® W, ovsem jeho aktivita byla 2500 ASPU/g+5 %
deklarovana pfi pH hodnoté¢ 7,2. Ze stanoveni obsahu akrylamidu po aplikaci enzymu
PreventASe® W Extra (Obr. 16) vyplynulo, e pii aplikaci nejvys§i ptvodné navrzené
koncentrace enzymu (2250 ASPU/kg mouky) doSlo ke sniZeni obsahu akrylamidu pod
smérnou hodnotu 500 pg/kg. Vysledky tak podporuji teorii, Ze enzym PreventASe™ W miiZe
byt oproti enzymu PreventASe® W Extra méné udinny vlivem pH tésta, které se pohybuje
v rozmezi 7,7-7,8, protoze aktivita enzymu PreventASe® W Extra je uvadéna pii pH 7,2.

Jelikoz snizeni obsahu akrylamidu v modelovych suSenkach aplikaci enzymu
PreventASe® W Extra nebylo v porovnani s pouZitim stejné koncentrace enzymu
PreventASe® W az tak vyrazné, jak se pivodné predpokladano, vytvotila firma DSM Food
Specialties testovaci davku enzymu PreventASe®™ ASG s aktivitou = 2500 NASPU/g. Tento
enzym se lidi od PreventASe® W a PreventASe® W Extra tim, e jeho nosiGem je na misto
pSenicné mouky 50 % glycerol a také jednotkou aktivity enzymu NASPU, kdy 1 NASPU je
definovan jako mnozstvi enzymu potifebné k uvolnéni 1umol amoniaku z L-asparaginu za 1
minutu za podminek testu (pH=7,0; 37°C). Podminky pro aplikaci enzymu

PreventASe”™ ASG do t&st modelovych suienek ziistaly shodné s predchozimi enzymy.
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Obr. 16: Porovnani obsah akrylamidu v modelovych susenkach po aplikaci dvou typii enzymu

asparagindza ve stejné koncentraci (2250 ASPU/kg mouky)

Experiment byl tedy znovu cely zopakovan senzymem PreventASe® ASG, kdy byla
opétovné pripravena i kontrola vzhledem k tomu, Ze byla pouzita nova Sarze mouky, ktera
méla odlisSny obsah aminokyselin. Jak ukazuji vysledné hodnoty stanoveni obsahu akrylamidu
v modelovych susenkéach po aplikaci enzymu PreventASe® ASG na Obr. 17, podatilo se snizit
obsah akrylamidu pod smérmou hodnotu 500 pg/kg jiz pfi nejnizsi testované koncentraci
enzymu. U&inngjsiho sniZeni obsahu akrylamidu po aplikaci enzymu PreventASe” ASG je

nejspiSe dosazeno lepsi aktivaci enzymu, coz je patrné zptisobeno tim, Ze jeho nosicem je

50 % glycerol.
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Obr. 17: Obsah akrylamidu v modelovych susenkdch v zavislosti na pouZité koncentraci

enzymu PreventASe® ASG
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5.4.2.4 Porovnavani ucinnosti eliminace asparaginu v tésté modelovych suSenek pouZitim

enzymu L-asparagindza

L-asparagindza katalyzuje konverzi L-asparaginu na kyselinu L-asparagovou a amoniak

[126]. Enzym ale neni aktivni jen s L-asparaginem jako substrdtem, napt. z glutaminu také

odstépuje aminoskupinu i kdyz pomaleji [206]. Béhem sledovani ucinnosti eliminace

akrylamidu v modelovych susenkach aplikaci enzymu asparaginazy byl stanovovan obsah 4

vybranych aminokyselin (asparagin, kyselina asparagova, glutamin, kyselina glutamova)

v tésté¢ po aplikaci enzymu asparaginaza. Vysledky uvedené v Tab. 38 a 39 ukazuji, ze

aplikaci enzymu PreventASe® W, W Extra a ASG dochézi k poklesu obsahu asparaginu a

nartistu obsahu kyseliny asparagové. V piipadé¢ obsahu glutaminu a kyseliny glutamové

v tésté nedoslo ptisobenim enzymil k Zddnym vyznamnym zmeénam.

Tab. 38: Obsah aminokyselin (mg/kg) v tésté s enzymem PreventASe™ W a W Extra

Asn Asp Gln Glu

Kontrola 28 £2 34+3 55+2 23 +2
PreventASe® W

1250 ASPU/kg mouky 22+1 47+3 59+4 24+ 1

1750 ASPU/kg mouky 15+1 51+4 56 +4 24 +2

2250 ASPU/kg mouky 16+1 48 +3 65+4 25+2

2750 ASPU/kg mouky 15+1 49+3 64+5 24 +2

3250 ASPU/kg mouky 13+£1 47+3 62+6 23+1
PreventASe” W Extra

2250 ASPU/kg mouky 13+1 47 +2 65+ 2 24+ 1

Tab. 39: Obsah aminokyselin (mg/kg) v tésté s enzymem PreventASe®™ ASG

Asn Asp Gln Glu
Kontrola 35+3 51+£2 10+1 28 +1
PreventASe” ASG
1250 NASPU/kg mouky 18+1 70£5 11+1 30+£2
1750 NASPU/kg mouky 15+2 69+5 10+1 30+2
2250 NASPU/kg mouky 14+1 68 +2 10+1 30+ 1

Pii porovnani poklesu obsahu akrylamidu v modelovych suSenkach s poklesem obsahu

asparaginu v t&st& pouzitim réiznych koncentraci enzymu PreventASe™ W a ASG byly ziskany
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korela¢ni koeficienty 0,96 a 1,00, z cehoz vyplyva, ze obsah akrylamidu v kone¢ném vyrobku
je pfimo umérny U¢innosti enzymill v odbourdvani asparaginu v téstech modelovych susenek.
Vysledky stanoveni obsahu aminokyselin v tésté kontrolnich vzorek také dokladaji,
nakolik se méni obsah aminokyselin v mouce, kterd je hlavnim zdrojem asparaginu v tést¢.
Pti pripravé tést s enzymem byla totiz pouzita pSeni¢nd mouka hladka ve dvou Sarzich. Pii
porovnani kontrol z Tab. 38 a 39 je patrné, Ze obsah asparaginu byl v prvni SarZi mouky
(Tab. 38) piiblizné o 20 % niz§i. Soucasné prvni SarZe mouky obsahovala az 5x vice
glutaminu, ale o 1/3 mén¢ kyseliny asparagové v porovnani s druhou Sarzi mouky (Tab. 39).
Tyto vysledky tak ukazuji, jak se obsah asparaginu mtze liSit v rdmci jednoho druhu mouky,

coz miize byt dano odrtidou obiloviny nebo agronomickou praxi [67, 90, 93].

5.4.2.5 Vliv enzymu L-asparagindza na kvalitativni vlastnosti modelovych susenek

Kromé¢ porovnavani ucinnosti eliminace akrylamidu aplikaci enzymu asparagindza, byl
sledovan 1 vliv enzymu na fyzikalni a organoleptické vlastnosti modelovych suSenek a jejich
tést a vysledky byly porovnavany s vysledky susenek bez aplikace enzymu.

U vzorkd modelovych susenek a jejich tést byla sledovana zména pH a aktivity vody
plisobenim enzymu asparaginaza (viz Tab.40 a 41). Statistickym vyhodnocenim bylo
zjiSténo, Ze odbouranim asparaginu enzymem asparagindzou nedochazi k statisticky

vyznamnym zménam v hodnotach pH a aktivity vody modelovych susSenek a jejich tést.

Tab. 40: Aktivita vody a pH tést a suSenek s enzymem PreventASe®™ W a W Extra

Tésta SuSenky

aw pH aw pH

Kontrola 0,766 £0,011 7,71 +0,06 0,246+0,074 6,88 £0,22
PreventASe® W

1250 ASPU/kg mouky 0,756 £ 0,007 7,78+ 0,05 0,289 +0,015 7,05+ 0,04

1750 ASPU/kg mouky 0,755 +0,015 7,88+0,09 0,226+0,033 6,86+0,12

2250 ASPU/kg mouky 0,758 £0,016 7,79+0,07 0,199 +0,014 6,87+ 0,05

2750 ASPU/kg mouky 0,764+ 0,009 7,81+0,06 0,215+0,034 6,88+0,13

3250 ASPU/kg mouky 0,763 + 0,004 7,78+0,05 0,217+0,015 6,81 +0,11
PreventASe® W Extra

2250 ASPU/kg mouky 0,742+ 0,013 7,78+0,04 0,191 +0,022 6,64+ 0,05
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Tab. 41: Aktivita vody a pH tést a susenek s enzymem PreventASe® ASG

Tésta

SuSenky

aw pH

aw pH

Kontrola

PreventASe” ASG
1250 NASPU/kg mouky
1750 NASPU/kg mouky
2250 NASPU/kg mouky

0,772 £0,002 7,65+ 0,09

0,766 £ 0,002 7,63 £ 0,02
0,770 £ 0,005 7,68 +0,03
0,770 £ 0,002 7,71 £ 0,06

0,222 £0,041 6,68+0,24

0,216 £ 0,004 6,69 + 0,13
0,198+0,016 6,50+0,18
0,207 £0,043 6,47+0,23

Kromé aktivity vody a pH byl také u suSenek sledovan obsah suSiny a byly méfeny jejich
parametry (tloustka v, primér ¢ a hmotnost m) (viz Tab. 42 a 43). Ani u téchto hodnot nebylo
zjisténo, ze by plsobenim enzymu asparaginaza dochazelo ke statisticky vyznamnym

zménam obsahu susiny a parametri susenek.

Tab. 42: Obsah susiny a parametry susenek s enzymem PreventASe™ W a W Extra

v (mm) o (mm) m (g) susina (%)

Kontrola 7,2+0,2 66,3+ 1,0 12,2+ 1,0 97,6 £ 0,4
PreventASe® W

1250 ASPU/kg mouky 7,6 £0,1 65,8+0,7 13,0+0,5 97,2+0,5

1750 ASPU/kg mouky 7,1 £0,6 66,4+ 0,3 12,6 £0,9 97,8 +0,6

2250 ASPU/kg mouky 7,3 +0,2 66,2 +0,5 12,3+0,3 98,0 0,2

2750 ASPU/kg mouky  7,2+0,3 66,7+ 0,5 12,5+ 0,6 97,3+0,4

3250 ASPU/kg mouky  7,5+0,2 66,5+ 0,1 12,9+ 0,4 97,3+0,1
PreventASe® W Extra

2250 ASPU/kg mouky 7,4+04 66,7+ 0,9 12,7+0,8 97,8+0,3

Tab. 43: Obsah susiny a parametry suSenek s enzymem PreventASe® ASG

v (mm) o (mm) m (g) susina (%)

Kontrola 6,9+0,2 65,9+0,3 11,1£0,2 97,3+40,5
PreventASe” ASG

1250 NASPU/kg mouky  7,3+£0,2 66,1 £0,2 11,804  974=+0,2

1750 NASPU/kg mouky 6,9+ 0,1 66,3 + 0,1 11,3+0,1 97,5+0,4

2250 NASPU/kg mouky  7,0402  658+03 11,005 97.4+0,7




Také porovnavani barvy modelovych suSenek bez a s piidavkem enzymu asparaginazy
v riznych koncentracich mélo ukazat, zda aplikaci asparagindzy nedochazi ke zménam
konec¢ného zbarveni susenek, které je jednim z klicovych faktor pro pfijeti spotiebitelem.

Fotografie susenek jsou uvedeny v Ptiloze 2 a 3.

Tab. 44: Barva susenek s enzymem PreventASe™ W a W Extra vyjddiend v systému CIELab

Vrchni strana
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L* a* b*

Kontrola 479+ 14 17,0+ 0,7 32,3+0,9
PreventASe® W

1250 ASPU/kg mouky 48,7+ 1,0 16,5+0,8 322+ 1,0

1750 ASPU/kg mouky  47,5+1,2 16,9+0,2 32,0+ 1,4

2250 ASPU/kg mouky  47,4+0,7 17,0+0,2 31,8+ 0,6

2750 ASPU/kg mouky  48,5+1,2 17,4+0,2 32,9+0,6

3250 ASPU/kg mouky 46,7 £0,7 17,7+ 0,1 32,2+0,5
PreventASe® W Extra

2250 ASPU/kg mouky 44,1 +0,1 17,4+ 0,2 29,7+0,3

Spodni strana
L* a* b*

Kontrola 392+22 18,1 +£0,5 29,5+ 1,0
PreventASe” W

1250 ASPU/kg mouky 39,6 +2,9 17,6 £0,7 29,2+ 1,2

1750 ASPU/kg mouky 39,4+ 1,9 17,9+0,2 29,6 +2,0

2250 ASPU/kg mouky 38,6 +0,7 18,2+ 0,3 29,4+ 0,7

2750 ASPU/kg mouky 38,5+ 1,7 18,6 £ 0,1 29,7+ 1,2

3250 ASPU/kg mouky 38,1 +2,1 18,6 £0,2 28,4+ 1,8
PreventASe” W Extra

2250 ASPU/kg mouky 32,2 +0,1 17,6 £ 0,2 23,7+0,2




Tab. 45: Barva susenek s enzymem PreventASe®™ ASG vyjddiend v systému CIELab

Vrchni strana

L* a* b*
Kontrola 47,6 +2,0 17,4+ 0,3 32,8+0,9
PreventASe” ASG
1250 NASPU/kg mouky 45,2+ 0,6 18,1 £0,1 31,9+0,7
1750 NASPU/kg mouky 46,6 0,7 17,8 £0,1 32,5+0,4
2250 NASPU/kg mouky 46,7 +0,5 17,9 +0,2 32,8+ 0,4
Spodni strana
L* a* b*
Kontrola 38,5+4.,8 18,7+0,3 30,3+ 3,9
PreventASe” ASG
1250 NASPU/kg mouky ~ 38,9+0,6  193+0,1  31,6+0,3
1750 NASPU/kg mouky  37,2+1,8 19,1+0,3 294+14
2250 NASPU/kg mouky 37,8 +1,1 19,2 +0,1 30,7+0,8

Barva suSenek byla méfena piimo na vrchni a spodni strané susenek pomoci kolorimetru
Color 15D, X-Rite (Grand Rapid, MI, USA) podle CIELAB (Tab. 44 a 45). Vysledky byly
vyhodnocovany nastavenim toleran¢niho limitu AL*=+1,50/-1,50, Ada*=+1,50/-1,50 a
Ab* =+1,50/-1,50, pti kterém je barevny rozdil mezi jednotlivymi vzorky pro lidské oko jen
tézko postfehnutelny. Na zaklad¢ tohoto toleran¢niho limitu bylo zjiSténo, Ze odbourdnim
asparaginu enzymem PreventASe® W nedochdzi k ovlivnéni vysledné barvy modelovych
suSenek a to ani pfi zvysujici se koncentraci enzymu. Podobné je to i s aplikaci enzymu
PreventASe® ASG, jehoZ zvysujici se koncentrace také neméla vliv na finalni barvu sugenek.
Pouze v piipadé nejniz§i koncentrace enzymu PreventASe®™ ASG (1250 NASPU/kg mouky)
mély suSenky vrchni stranu tmavsi nez kontrola, coZ mohl byt zplisobeno variabilitou teploty
béhem peceni.

Po aplikaci enzymu PreventASe® W Extra byly susenky na prvni pohled tmavsi neZ
suSenky kontrolni. Z naméfenych hodnot barvy vrchni i spodni strany suSenek je patrné, Ze
susenky s enzymem PreventASe® W Extra mély v porovnani s kontrolou nizsi hodnoty L*
a b*, tedy byly tmavsi a na finalni barvé se vice podilela modra barva. Barva vSak nemusela
byt ovlivnéna pouze enzymem PreventASe® W Extra, ale mohly na ni mit vliv i aktualni

podminky béhem piipravy tésta a peceni suSenek. Spolecné s kazdymi susenkami s enzymem
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byly totiz vzdy pfipravovany isuSenky kontrolni, pfi¢emz mezi kontrolnimi suSenky
piipravenymi soudasné se suSenkami s enzymem PreventASe® W Extra nebyl v barvé
viditelny rozdil, coz bylo potvrzeno i méfenim barvy pomoci kolorimetru.

Z texturnich vlastnosti tést modelovych suSenek byla stanovovana tvrdost, lepivost
a prilnavost tésta (Tab. 46 a 47), kdy tvrdost je definovana jako sila potfebna k dosazeni dané
deformace, lepivost (adhezivnost) pfedstavuje silu potfebnou k piekonani sily pfitazlivosti
mezi povrchem potraviny a povrchem sondy, a pfilnavost vyjadiuje praci potfebnou pro

oddéleni sondy od vzorku [207].

Tab. 46: Hodnoty tvrdosti, lepivosti a pFilnavosti tésta s enzymem PreventASe™ W a W Extra

Tvrdost (N)  Lepivost (N) Prilnavost (N.sec)

Kontrola 0,76 = 0,13 0,26 0,01 0,013 +£0,002
PreventASe® W

1250 ASPU/kg mouky 0,84 + 0,39 0,25+ 0,02 0,012 +0,002

1750 ASPU/kg mouky 0,73 £ 0,23 0,27 0,01 0,013+ 0,002

2250 ASPU/kg mouky 0,71 £0,10 0,25+ 0,01 0,010+ 0,001

2750 ASPU/kg mouky 0,71 + 0,08 0,27 £ 0,02 0,013 £0,002

3250 ASPU/kg mouky 0,70 + 0,16 0,28 0,01 0,014 + 0,001
PreventASe® W Extra

2250 ASPU/kg mouky 0,73 +0,18 0,27 0,02 0,012 £ 0,002

Tab. 47: Hodnoty tvrdosti, lepivosti a pFilnavosti tésta s enzymem PreventASe”™ ASG

Tvrdost (N)  Lepivost (N) Prilnavost (N.sec)
Kontrola 0,59 £0,02 0,26 + 0,01 0,012 £ 0,002
PreventASe®™ ASG
1250 NASPU/kg mouky 0,61 £ 0,09 0,27 0,01 0,014 + 0,001
1750 NASPU/kg mouky 0,54 £ 0,02 0,26 0,01 0,013 £ 0,001
2250 NASPU/kg mouky 0,54 £ 0,06 0,27 0,01 0,013 + 0,001

SouCasné¢ byly sledovany mozné zmény téchto vlastnosti plisobenim enzymu L-
asparaginaza a namétené hodnoty byly porovndvany s hodnotami kontroly. Z porovnavani
vysledkii vyplynulo, Ze odbouranim asparaginu pouZitim enzymu PreventASe® W, W Extra
nebo ASG nedochazi k statisticky vyznamnym zméndm texturnich vlastnosti tést a to ani pfi

zvysujicich se koncentracich enzymt. Znacné odchylky tvrdosti tést mohly byt zplisobeny
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kolisanim teploty béhem jejiho stanovovéni, ale i teplotou surovin pouzitych pii jejich
ptipravé, kdy zv1asté na mekkost tuku ovlivnila i vyslednou tvrdost tésta.

Kromé texturnich vlastnosti tést byly sledovany i texturni vlastnosti findlnich susenek a to
opét tvrdost (Tab. 48 a 49). Zaroven byly sledovany i pfipadné zmény vlastnosti suSenek,
které by mohly byt vyvolany pisobenim enzymi PreventASe® W, PreventASe® W Extra nebo
PreventASe” ASG. Na zaklad¢ statistického zhodnoceni bylo zjisténo, e aplikaci enzymi
a ani jejich zvySujici se koncentraci nedochazi ke statisticky vyznamnym zménam texturnich
vlastnosti findlnich susenek v porovnani s kontrolnimi suSenkami bez enzymu, a to i pfesto,
ze tvrdost susenek se v pribchu celého experimentu vyrazné ménila. Podobné jak bylo feceno
ke kolisani vysledkii obsahu akrylamidu, mohly byt i rozdily v tvrdosti zplisobeny zménou

teploty v jednotlivych ¢astech pece nebo i teplotou v mistnosti, kde je pec umisténa.

Tab. 48: Hodnoty tvrdosti suSenek s enzymem PreventASe™ W a PreventASe™ W Extra

Tvrdost (N)
Kontrola 25,47 £ 5,60
PreventASe® W
1250 ASPU/kg mouky 31,49 + 1,25
1750 ASPU/kg mouky 28,03 £ 7,56
2250 ASPU/kg mouky 25,20 + 3,55
2750 ASPU/kg mouky 21,49 + 2,37
3250 ASPU/kg mouky 24,82 +2,14
PreventASe® W Extra
2250 ASPU/kg mouky 22,14 + 3,31

Tab. 49: Hodnoty tvrdosti suSenek s enzymem PreventASe™ ASG

Tvrdost (N)

Kontrola 17,11 £ 1,16
PreventASe” ASG

1250 NASPU/kg mouky 19,59 + 3,23

1750 NASPU/kg mouky 14,86 + 0,86

2250 NASPU/kg mouky 13,86 + 1,61
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5.4.3 Aplikace enzymu L-asparaginiza v prumyslové vyrabénych suSenkach

Zémérem prace uvedené v této kapitole bylo aplikovat v praxi poznatky ziskané
z experimentll provadénych v modelovych podminkach, jejichz cilem bylo optimalizovat
podminky aplikaci enzymu L-asparagindzy za ucelem snizit obsah akrylamidu v suSenkach
pod smérnou hodnotu pro tuto komoditu (500 pg/kg) a soucasné sledovat pripadné zmény
kvalitativnich parametra vyrobku.

Testovani u¢innosti eliminaci akrylamidu pouzitim enzymu L-asparaginaza v primysloveé
vyrabénych suSenkach bylo provadéno v Pecivarnach Liptovsky Hradok na produktech
vybranych podle vysledkli uvedenych v kapitole 5.4.1. Pro ovéfeni aplikace enzymu
v prumyslovych podminkach byly na zaklad¢ vysledki uvadénych v kapitole 5.4.2 zvoleny
komeréné dostupné enzymy: PreventASe®™ ASG (> 2500 NASPU/g), jehoz nosi¢em je 50 %
glycerol, a PreventASe® W Extra (2500 ASPU/g + 5 % (pii pH 7,2)) ve form& mikrogranuli

navazanych na pSeni¢nou mouku.

5.4.3.1 Porovnavani zpusobu aplikace enzymu PreventASe® W Extra v priamyslovych

podminkdch
Na zékladé poznatkl ziskanych v kapitole 5.4.2.2 bylo jako nejvhodnéjsi postup aplikace

enzymu do tésta zvoleno piidavani enzymu spole¢né s vodou pouzivanou pro piipravu tésta.
Pro enzym PreventASe® ASG, jehoz nosiem je 50% glycerol, a ktery je za b&nych
podminek v kapalném stavu, byl jeho aplikace spole¢né¢ s vodou idedlni.

Vzhledem k tomu, Ze v piipadé enzymu PreventASe® W Extra, ktery je vyrabén ve formé
mikrogranuli navazanych na pSeni¢nou mouku a je tak v sypkém stavu, nebylo mozné zajistit
rozptyleni enzymu ve vodé a tim ani jeho kvantitativni pfevedeni z davkovace do michaciho
zatizeni, bylo provedeno porovnani ucinnost eliminace akrylamidu v suSenkéach pii aplikaci
enzymu PreventASe®™ W Extra v koncentraci 2250 ASPU/kg mouky do tésta spoleéné s vodou
nebo moukou, které je uvedeno na Obr. 18.

Z grafu je patrné, Ze aplikaci enzymu PreventASe® W Extra ve vodé doslo k rychlejsi
aktivaci enzymu a tudiz se jeho u€inek na pocatku vyroby Sarze projevil rychleji nez pfi
aplikaci enzymu s moukou. Naproti tomu byl ale obsah akrylamidu v susenkach z konce
vyrobni Sarze, do nichz byl enzym ptidavan spolecné s moukou niz§i nez u suSenek
s enzymem piidanym ve vod€. To mohlo byt zplsobeno tim, Ze i pfes jeho pomalejsi
aktivovani, byl v bliz§im kontaktu s hlavnim prekurzorem akrylamidu asparaginem, jehoz

vyznamnym zdrojem v tésté je pravé mouka.
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Obr. 18: Porovndni ui¢innosti enzymu PreventASe™ W Extra s rozdilnou aplikaci béhem

primyslové vyroby susenek

I kdyz se aplikace enzymu spolecné s vodou jevi jako vhodnéjsi zpiisob, protoze uz na
pocatku vyrobni Sarze je zajiSténo takové snizeni obsahu akrylamidu, které je porovnatelné
s hodnotami ziskanymi u susenek z konce vyrobni 3arze, musel byt enzym PreventASe™ W
Extra do tésta pfidavan spolecné s moukou. Problémem byl zpisob davkovani surovin do
michaciho zafizeni, kdy nebylo mozné zajistit rozptyleni enzymu ve vod¢ a tim ani jeho

kvantitativni pfevedeni z ddvkovace do michaciho zafizeni.

5.4.3.2 Utinnost eliminace akrylamidu v prizmyslové vyrabénych suSenkdch poufitim
enzymu asparagindza
Pro sledovani ucinnost eliminace akrylamidu pouzitim enzymu L-asparagindza
v prumyslové vyradbénych susenkach byla pouzity 3 druhy suSenek ze sortimentu Pecivaren
Liptovsky Hradok, u nichz byl zjistén nejvyssi obsah akrylamidu:
— Produkt A: Kakaovo-kokosové susenky s fruktézou
— Produkt B: Kakaové susenky s frukt6zou polomacené
— Produkt C: Celozrnné susenky s fruktézou
Pro eliminace akrylamidu v susenkach byl do tsta piidavan enzym PreventASe™ ASG ve
vSech tfech koncentracich (1250, 1750 a 2250 NASPU/kg mouky) testovanych v modelovych

podminkach, pii nichz bylo jiz aplikaci nejniz§i koncentrace enzymu PreventASe” ASG
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dosazeno sniZzeni obsahu akrylamidu pod smérnou hodnotu. Kromé enzymu
PreventASe” ASG byl testovan v primyslovych podminkach i enzym PreventASe® W Extra,
ktery byl do tésta aplikovan v nejvyssi testované koncentraci (2250 ASPU/kg mouky).

enzymu PreventASe® ASG (1250 NASPU/kg mouky) nedoslo k vyraznym zméndm obsahu
akrylamidu. Néslednym zvySovanim koncentrace enzymu se ale obsah akrylamidu snizoval, a
pfi nejvyssi koncentraci enzymu (2250 NASPU/kg mouky) klesl ptiblizné o 20 —30 %.
Aplikaci enzymu PreventASe® W Extra v nejvyssi koncentraci (2250 ASPU/kg mouky) bylo
obsah akrylamidu ve finalnich suSenkach vyrobenych na konci vyrobni Sarze snizen dokonce
az 0 50 %. Z vysledkti Produktu B také vyplyva, Ze prodlouzenim doby pusobeni enzymu
PreventASe” ASG lze snizit obsah akrylamidu o daldich 10% a pouzitim enzymu
PreventASe” W Extra byl zordil v obsahu akrylamidu v suienkéch ze zadatku a z konce

vyrobni Sarze dokonce o 30 %.
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Obr. 19: Obsah akrylamidu (ug/kg susiny) v Produktu B po aplikaci enzymu
PreventASe™ ASG a PreventASe®™ W Extra

V porovnani Gi€innosti eliminace akrylamidu piisobenim enzymu v Produktu C (Obr. 20) je
vidét, Ze pii aplikaci enzymu PreventASe™ ASG klesl obsah akrylamidu v susenkéch asi o
25 % a se zvysujici se koncentraci enzymu jiz dale neklesal. Pokles obsahu akrylamidu se
také neliSil mezi susSenkami ziskanymi na zacatku a na konci jedné vyrobni Sarze. To mohlo
byt zptisobeno nedostateénou mobilitou enzymu PreventASe™ ASG, a také vy$§im obsahem
tuku, ktery negativné ovliviiuje aktivitu enzymu [130]. Tim byl omezen kontakt enzymu a

substratu a pokles obsahu akrylamidu plisobenim enzymu se tak i pies zvySujici se
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koncentraci enzymu zastavil. Také v piipadé aplikace enzymu PreventASe® W Extra na
Produkt C nebyl patrny tak velky rozdil v obsahu akrylamidu na za¢atku a na konci vyrobni
SarZze v porovnani s plusobenim tohoto enzymu u Produktu B. Pfesto snizoval enzym
PreventASe® W Extra obsah akrylamidu v Produktu C na konci vyrobni 3arze o 20 % vice ne
enzym PreventASe®™ ASG aplikovany ve stejné koncentraci, coZ se shoduje s vysledky obsahu

akrylamidu po aplikaci enzymi PreventASe”™ ASG a PreventASe® W Extra do Produktu B.
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Obr. 20: Obsah akrylamidu (ug/kg susiny) v Produktu C po aplikaci enzymu
PreventASe® ASG a PreventASe®™ W Extra

Pfi aplikaci enzymu PreventASe™ ASG do Produktu A doslo k vyméné ranni a odpoledni
vyrobni smény. Z kontrol na Obr. 21 je zfejmé, Ze vymenou pracovni smeény se zménily i
podminky peceni, které jsou upravovany pekaii z kazdé smény podle jejich zvyklosti. Pekar
odpoledni smény totiz zvysil teplotu a zkratil tak dobu peceni, coz se projevilo zvySenim
obsahu akrylamidu v kontrolnich suSenkdch o 34 % v porovnani s obsahem akrylamidu
v susenkach pfipravenych ranni sménou.

Vzhledem ktomu, ze v pribéhu enzymatického oSetfovani tésta Produktu A byly
upravovany podminky peceni suSenek zpiisobené vyménou pekail, nebylo mozné presné
stanovit G&innost enzymu PreventASe® ASG. Na Obr. 21 je ale vidét, e aplikaci enzymu
PreventASe® ASG v nejniz§i koncentraci (1250 NASPU/kg mouky) nedoslo na zadatku
vyrobni Sarze k statisticky vyznamnym zménam obsahu akrylamidu a na konci Sarze se
dokonce obsah akrylamidu lehce zvy3il. Pi aplikaci enzymu PreventASe® ASG v koncentraci
1750 NASPU/kg mouky do$lo k mirnému poklesu obsahu akrylamidu na zafatku SarZe,

nasledné ale dosSlo k upravovéani podminek peceni, tudiz nebylo mozné spravné stanovit
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G&innost enzymu PreventASe® ASG na konci Sarze a stejné tak ani na zacatku SarZe
senzymem Vv koncentraci 2250 NASPU/kg mouky. Na konci vyrobni SarZe oSetfené
enzymem PreventASe® ASG 2250 NASPU/kg mouky bylo pozorovano sniZeni obsahu

akrylamidu o 10 % o proti kontrole pecené jiz za podminek nastavenych pekatem z odpoledni

smény.
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Obr. 21: Obsah akrylamidu (ug/kg susiny) v Produktu A po aplikaci enzymu
PreventASe® ASG a PreventASe® W Extra

Priib&h ptisobeni enzymu PreventASe® W Extra (2250 ASPU/kg mouky) na Produkt A je
velice podobny jeho ucinku v Produktu C, i kdyz G¢innost toho to enzymu v Produktu A byla
o trochu niz$i, coz mize byt dano recepturou vyrobku.

Jak je vidét z vysledkli enzymatického oSetfeni primyslové vyrabénych susenek pomoci
enzymu L-asparagindza, U¢innost enzymu je v primyslovych podminkach niz§i nez
v modelovém systému. Aplikaci enzymu PreventASe™ ASG (2250 NASPU/kg mouky) bylo
v prumyslovych podminkach dosazeno snizeni obsahu akrylamidu o max 30 %, kdezto
v laboratornich podminkach to bylo az o 75 %. Pfi aplikaci enzymu PreventASe® W Extra
(2250 ASPU/kg mouky) v primyslovych podminkach klesl obsah akrylamidu o max 50 %,
pricemz v laboratornich podminkach to bylo o vice nez 60 %. Tyto vysledky se shoduji
s fadou studii, kdy aplikaci enzymu asparaginaza lze v modelovych systémech dosdhnout
sniZzeni obsahu akrylamidu az o 85-90 % [35, 91, 127, 128], ovSem v potravinach je to
27-70 % [106, 129]. Tyto rozdily mohou byt zplsobeny nevyhnutelnou variabilitou Sarzi

v prumyslové vyrobg, ¢i vlivem matrice, tedy jejim slozenim a strukturou [130].
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Praxe ukazala, 7e enzym PreventASe® W Extra je pro eliminaci akrylamidu vhodn&jsi nez
enzym PreventASe” ASG, ktery byl ztestovanych 3 enzymii v modelovych podminkach
nejucinnéjsi. Pii jeho aplikaci v nejnizsi koncentraci (1250 NASPU/kg mouky) byli vysledky
snizeni obsahu akrylamidu srovnatelné s G&inky enzymu PreventASe® W Extra v koncentraci
2250 ASPU/kg mouky. Rozdilnd ucinnost enzymti mohla byt dana zpiisobem jejich aplikace
do tésta pramyslové vyrabénych suSenek, kdy sypky enzym PreventASe® W Extra byl
pfiddvan spolecné s moukou a mohl tak byt pomaleji aktivovan neZz kapalny enzym
PreventASe” ASG, ktery byl piidavan s vodou. Na druhou stranu enzym PreventASe® W
Extra, vzhledem k jeho aplikaci spolecné s moukou, byl v t€sn€j$im kontaktu s asparaginem
(hlavnim prekurzorem akrylamidu), jehoz hlavnim zdrojem v tésté je mouka.

Kromé& efektivnosti enzymu PreventASe®W Extra je jeho vyhodou v porovnani
s enzymem PreventASe®™ ASG i jeho konzistence. Enzym PreventASe™ ASG je dodavan jako
kapalina, protoze jeho nosi¢em je 50 % glycerol, kdezto enzym PreventASe® W Extra je
vyrabén ve form¢ mikrogranuli navdzanych na pSeni¢nou mouku a je tedy v sypké forme, coz
usnadiiuje manipulaci s nim, navazovéni a davkovani. I kdyz pti zavedeni aplikace enzymu L-
asparaginaza do primyslové vyroby je vhodné vybavit vyrobu automatickym zatizenim pro
davkovanim enzymu, pomoci kterého by bylo =zajisténo jeho piesné davkovani a

minimalizovany ptipadné ztraty.

5.4.3.3 Porovnavani ucinnosti eliminace asparaginu pouZitim enzymu asparagindza
v prumyslovych podminkdch

Krom¢ eliminace akrylamidu byl sledovén i pokles obsahu asparaginu po oSetfeni tésta
enzymem L-asparaginaza a soucasné 3 dalSich vybranych aminokyselin (kyselina asparagova,
glutamin, kyselina glutamova). Vysledky uvedené v Tab. 50, 51 a 52 ukazuji, Ze pisobenim
enzymu PreventASe® W Extra a PreventASe® ASG klesal obsah asparaginu, ¢imz doslo
k mirnému narlstu obsahu kyseliny asparagové. Obsah glutaminu a kyseliny glutamové se
v tésté¢ meénil pouze minimalne. Tyto vysledky jsou ve shodé s dal$imi studiemi, kdy
Hendriksen et al. [84] uvadi, ze pti porovnani vysledkt fady studii byl pozorovan pouze maly
piimy vztah mezi procentualnim snizenim obsahu asparaginu a obsahu akrylamidu v riznych
produktech. To je pravdépodobné zplsobeno podminkami zpracovani a dalSimi slozkami
receptury, které se 1isi produkt od produktu [84]. DalSim moznym divodem nejednoznacnosti
vysledkt stanoveni obsahu aminokyselin by v tomto piipadé mohla byt i nestabilita tést, ktera
mohla vést ke zméndm obsahu aminokyselin v té€stech v dob¢ od jejich odebrani a inaktivace

enzymu aZ po jejich stanoveni.
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Tab. 50: Obsah aminokyselin (mg/kg) v tésté Produktu A s enzymem

Asn Asp
Produkt A Zacéatek  Konec Zacatek  Konec
Sarze Sarze Sarze SarZze
Kontrola 48+5 65+9
PreventASe® ASG
1250 NASPU/kg mouky 47 +6 44 + 2 64 +£7 69 +4
1750 NASPU/kg mouky 53 +5 44 +7 78 £6 73 +£8
2250 NASPU/kg mouky  41+5 48 + 4 63+6 77+ 6
PreventASe® W Extra
2250 ASPU/kg mouky 38 +2 33+£2 87+3 85+3
Gln Glu
Produkt A Zacatek  Konec  Zacdatek  Konec
Sarze Sarze SarZze SarZze
Kontrola 37+6 60 +8
PreventASe® ASG
1250 NASPU/kg mouky 34 +4 35+2 57+6 58+3
1750 NASPU/kg mouky  45+4 40+ 6 71+£6 63 +8
2250 NASPU/kg mouky  35+4 44+5 57+4 67+7
PreventASe” W Extra
2250 ASPU/kg mouky 43 +2 41 £ 1 70 +£3 67 +2

Tab. 51: Obsah aminokyselin (mg/kg) v tésté Produktu B s enzymem

Asn Asp
Produkt B Zacatek  Konec  Zacatek  Konec
SarZe SarZe SarZe SarZe
Kontrola 53+£8 79+ 10
PreventASe” ASG
1250 /kg mouky 64+ 5 57+3 1008 1015
1750 NASPU/kg mouky 45+6 47 £1 79 +8 93+3
2250 NASPU/kg mouky  46+3 49+ 4 88+ 4 95+3
PreventASe” W Extra
2250 ASPU/kg mouky  37+3 30+4 1005 97+12




Gln Glu
Produkt B Zacatek  Konec  Zacatek  Konec
Sarze Sarze SarZze Sarze
Kontrola 33+6 53+7
PreventASe® ASG
1250 NASPU/kg mouky  45+5 39+£3 68 +£3 63+3
1750 NASPU/kg mouky  35+4 43+ 1 53+6 59+2
2250 NASPU/kg mouky  38+2 41+3 57+3 64 +£3
PreventASe® W Extra
2250 ASPU/kg mouky  37+3 34+4 54+4 49+ 6

Tab. 52: Obsah aminokyselin (mg/kg) v tésté Produktu C s enzymem

Asn Asp
Produkt C Zacatek  Konec Zacatek  Konec
SarZze Sarze Sarze SarZze
Kontrola 87+6 67+5
PreventASe® ASG
1250 NASPU/kg mouky 83«5 82+5 74+ 6 80 +2
1750 NASPU/kg mouky  85+5 73+£2 78 £3 83+5
2250 NASPU/kg mouky 74 +5 70£5 74+£5 83+4
PreventASe®” W Extra
2250 ASPU/kg mouky 69+ 3 65+7 8242 93 +8
Gln Glu
Produkt C Zacatek  Konec  Zacatek  Konec
Sarze Sarze SarZze Sarze
Kontrola 29+3 69 +4
PreventASe® ASG
1250 NASPU/kg mouky 26 +1 29+1 74 +£6 75+2
1750 NASPU/kg mouky  30+2 301 74+3 72+2
2250 NASPU/kg mouky 28 +2 29+1 68 +£5 71+£2
PreventASe®™ W Extra
2250 ASPU/kg mouky 28+ 1 31+£3 64 +£3 70+ 4
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5.4.3.4 Vliv enzymu L-asparagindza na kvalitativni parametry suSenek vyrabénych
v primyslovych podminkdch

Také pti porovnavani u€innosti eliminace akrylamidu v primyslové vyrabénych susenkach
aplikaci enzymu asparagindza byly sledovany ptipadné zmény fyzikalnich, texturnich a
organoleptickych vlastnosti suSenek a jejich tést vyvolané pouZzitim enzymu.

U vzorkd priamyslové vyrabénych suSenek a jejich tést byla plsobenim enzymu
asparaginaza sledovana zména pH a aktivity vody (viz Tab. 53, 54 a 55). Z porovnani hodnot
aktivity vody a pH vzorkl suSenek a jejich tést nebylo zjiSténo, Ze by se tyto hodnoty na
zacatku a na konci vyrobni Sarze statisticky vyznamné meénily, a to ani u Produktu A, kde
béhem vyroby doslo ke stfidani smén, pficemz odpoledni sména pekla suSenky pii vySsi
teplot¢ a kratsi dobu. Hodnoty jsou tedy uvadény jako priiméry hodnot vzorkti odebranych na

zacatku a konci Sarze.

Tab. 53: Aktivita vody a pH tést a susenek Produktu A s a bez enzymu

Produkt A aw tésta pH tésta aw suSenek  pH suSenek
Kontrola 0,690 £0,014 7,11+0,19 0,166 +0,032 6,23 £0,21
PreventASe” ASG

1250 NASPU/kg mouky 0,674 +0,003 7,00+0,14 0,150+ 0,009 6,28 £ 0,08
1750 NASPU/kg mouky 0,666 £ 0,002 6,96+0,18 0,138 £0,007 6,19+ 0,04
2250 NASPU/kg mouky 0,658 £0,001 7,07+0,15 0,144+0,041 6,08+0,11
PreventASe® W Extra
2250 ASPU/kg mouky 0,688 +0,003 6,89+0,16 0,147+0,003 6,07+ 0,11

Tab. 54: Aktivita vody a pH test a suSenek Produktu B s a bez enzymu

Produkt B aw tésta pH tésta aw suSenek  pH suSenek
Kontrola 0,695 +0,003 8,03+0,19 0,166+0,008 6,91+0,10
PreventASe®™ ASG

1250 NASPU/kg mouky 0,688 £0,002 8,01 +0,14 0,139+0,004 6,81 +0,05
1750 NASPU/kg mouky 0,691 +0,002 7,99+0,17 0,140+ 0,008 6,77 £ 0,01
2250 NASPU/kg mouky 0,691 +£0,002 8,03+0,13 0,141 0,004 6,74 + 0,04
PreventASe® W Extra
2250 ASPU/kg mouky 0,698 0,002 791+0,08 0,155+0,003 6,84 +0,07
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Tab. 55: Aktivita vody a pH tést a susenek Produktu C s a bez enzymu

Produkt C aw tésta pH tésta aw suSenek  pH suSenek
Kontrola 0,750+ 0,011  7,93+0,20 0,238+0,018 6,94 £ 0,04
PreventASe®™ ASG

1250 NASPU/kg mouky 0,756 £0,001  7,75+0,25 0,234+0,024 6,92+ 0,05
1750 NASPU/kg mouky 0,752+0,001 7,65+0,21 0,226 +0,002 6,93 +0,08
2250 NASPU/kg mouky 0,750+0,002 7,84+0,13 0,229+ 0,021 6,93+ 0,09
PreventASe” W Extra
2250 ASPU/kg mouky 0,740 +0,002 7,78+ 0,16 0,236+ 0,007 6,94+ 0,02

Vysledné pH a aktivita vody tést a suSenek s enzymem byly porovndvany s kontrolami
(bez ptidavku enzymu), coz ukazalo, ze eliminaci akrylamidu aplikaci enzymu asparaginaza
nedochazi k statisticky vyznamnym zménam v téchto hodnotéach.

U suSenek byl kromé aktivity vody a pH stanovovan i obsah suSiny a méieny jejich
rozméry a hmotnost. Z rozméra suSenek byla sledovana jejich vyska, Sitka a délka. Vzhledem
k tomu, ze Produkty A a C byly vyrdbény ve tfech riznych tvarech, byl pro sledovani a
porovnavani rozmérti vybran jen jeden tvar. Namétené hodnoty obsahu suSiny, rozméru a
hmotnosti jsou uvedeny pro jednotlivé produkty v Tab. 56, 57 a 58. I zde jsou vysledné
hodnoty uvadény jako primér hodnot naméfenych u vzorki z pocatku a konce vyroby SarZe,
protoZe se tyto hodnoty v rdmci SarZe puisobenim enzymu statisticky vyznamné neménily. Ani
u téchto parametrii pro Produkt A (Tab. 56) nebyly zjistény statisticky vyznamné zmény,

které¢ by mohly byt dasledkem stfidani ranni a odpoledni sménou.

Tab. 56: Rozmery, hmotnost a obsahu susiny v Produkt A s a bez enzymu

Produkt A v (mm) § (mm) d (mm) m (g) suSina (%)
Kontrola 74+03 269+0,2 348+04 28+02 97,6+04
PreventASe” ASG

1250 NASPU/kg mouky 7,4+0,2 268=+0,1 348+04 29+0,1 97,6+0,2
1750 NASPU/kg mouky 7,3+0,2 269+0,3 346+05 29+0,1 97,7+0,1
2250 NASPU/kg mouky 7,5+02 27,0+02 343+04 28+0,1 98,1+0,2
PreventASe® W Extra

2250 ASPU/kg mouky 7,5+0,2 27,0+0,1 348+04 29+0,1 97,9+0,2
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Tab. 57: Rozméry, hmotnost a obsahu susiny v Produkt B s a bez enzymu

Produkt B v (mm) § (mm) d (mm) m (g) suSina (%)
Kontrola 69+0,2 457+0,2 525+04 92+02 97,1+0,2
PreventASe® ASG

1250 NASPU/kg mouky 6,7+0,1 457+0,2 52,5+03 9,0£0,1 97,6+0,1
1750 NASPU/kg mouky 6,6 +0,1 45,6+0,2 52,0+£03 89+0,1 97,6+0,2
2250 NASPU/kg mouky 6,7+0,1 45,6+0,1 519+03 89+0,1 97,5+0,1
PreventASe® W Extra

2250 ASPU/kg mouky 6,7+0,1 45,7+0,2 523+04 9,0+0,1 972+0,1

Tab. 58: Rozméry, hmotnost a obsahu susiny v Produkt C s a bez enzymu

Produkt C v (mm) § (mm) d (mm) m (g) suSina (%)
Kontrola 84+04 274+04 343+08 32+0,1 96,6+0,2
PreventASe” ASG

1250 NASPU/kg mouky 8,7+0,3 27,6+04 34,6+0,7 33+0,1 968=+0,3
1750 NASPU/kg mouky 8,1+0,5 27,3+0,4 342+09 3,002 969+0,1
2250 NASPU/kg mouky 8,0+0,4 272+03 340+£0,8 3,002 969+04
PreventASe® W Extra

2250 ASPU/kg mouky 82+0,2 27,5+03 342+0,7 32+0,1 96,7+0,2

Pii porovnani vyslednych hodnot suSenek s enzymem (Tab. 56, 57 a 58) s kontrolnimi
suSenkami nebylo zjisténo, ze by plsobenim enzymu asparaginaza dochéazelo ke statisticky
vyznamnym zmeénam obsahu suSiny, rozmérti a hmotnosti suSenek. To je dulezité nejen pro
pfijeti spotiebitelem, ale také predevS§im pro efektivitu vyroby a vyrobce tak nemusi napf.
upravovat velikost obalu nebo tdaje o gramazi baleni vyrobku.

Cilem porovnavani barvy primyslové vyrabénych suSenek bylo zjistit, zda aplikaci
enzymu neodchazi ke zménam finalni barvy susenek, které je jednim z klicovych faktort pro
pfijeti spotfebitelem. Pfed méfenim barvy musely byt suSenek zhomogenizovany a to kvili
tvaru jejich povrchu, ktery by ovlivnil vysledné hodnoty barvy pfi pfimém meéfeni. Barva
jednotlivych produktii je vyjadiena v hodnotach L* a* b* v Tab. 59, 60 a 61. L* a* b*
hodnoty barvy naméiené¢ u vzorki Produktu B a Produktu C na zacCatku Sarze se nijak
statisticky vyznamné neliSily od L* a* b* hodnot barvy namétenych u vzorkli Produktu B a
Produktu C z konce Sarze. Hodnoty L* a* b* jsou tak v Tab. 60 a 61 uvedeny jako priméry se

smérodatnou odchylkou vypocitané z vysledkli naméfenych u vzorki odebranych na zac¢atku
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a konci vyroby Sarze.. Také v ptipad¢ Produktu A, u néhoz doslo k vyméné ranni a odpoledni
smény, jsou hodnoty L* a* b* uvedeny v Tab. 59 jako priméry se smérodatnou odchylkou
vypocitané z vysledkli namétenych u vzorkii odebranych na zacatku a konci vyroby Sarze,
protoze ani zde nebyl zaznamenan statisticky vyznamny barevny rozdil mezi zacatkem a
koncem vyrobni Sarze. Pouze jsou zde vysledky rozdéleny podle toho, zda byl produkt
pfipravovan ranni nebo odpoledni sménou.

Namétené hodnoty L* a* b* suSenek senzymem byly porovnavany s kontrolou
nastavenim toleran¢niho limitu AL* = +1,00/-1,00, 4a* = +1,00/-1,00 a 4b* = +1,00/-1,00, pti
némz je barevny rozdil mezi jednotlivymi vzorky pro lidské oko jeste neviditelny. Na zaklad¢
nastaveného toleranéniho limitu bylo zjisténo, Ze pii aplikaci enzymi PreventASe™ ASG a
PreventASe” W nedochézi k vyznamnym pozorovatelnym zmé&nam finalni barvy primyslové
vyrabénych susenek, a to ani pii zvySujici se koncentraci enzymu.

Z vysledkii barvy Produktu A uvedenych v Tab. 59 je patrny barevny rozdil suSenek
pripravovanych ranni a odpoledni sménou, kdy pekai v odpoledni sméné pekl susenky kratsi
dobu pii vyssi teploté, coz se ve vysledku projevilo tmavSim zbarvenim susenek (poklesem
hodnoty L*). Pfi porovnani hodnot barvy s obsahem akrylamidu susenek bylo zjisténo, ze L*
hodnota kontrolnich suSenek koreluje s obsahem akrylamidu v nich (korela¢ni koeficient je
-0,92), kdy s tmavnutim susSenek (pokles hodnoty L*) narGsta obsahu akrylamidu. To se
shoduje s vysledky studie Gokmena & Senyuva [139], vniz uvadi, Ze barva muize byt

spolehlivym indikatorem obsahu akrylamidu v tepelné opracovanych potravinach.

Tab. 59: Hodnoty barvy Produktu A vyjadrené v systému CIELab

Produkt A L* a* b*

Ranni sména
Kontrola 422+0,8 10,9 +£0,1 229+0,3
PreventASe” ASG

1250 NASPU/kg mouky 42,3 +0,4 11,0£0,5 23,1+1.2

1750 NASPU/kg mouky  42,4+0,3 11,0+0,1 23,3+0,1
Odpoledni sména
Kontrola 36,5+0,9 9,7+0,1 19,3+£0,3
PreventASe” ASG

2250 NASPU/kg mouky 36,9 +0,3 10,0 £0,1 20,2+0,2
PreventASe” W Extra

2250 ASPU/kg mouky 36,9 +0,6 9,7+0,2 19,6 £0,4
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Tab. 60: Hodnoty barvy Produktu B vyjadrené v systému CIELab

Produkt B L* a* b*
Kontrola 47,9+ 0,6 10,6 £ 0,2 25,1+£0,3
PreventASe® ASG

1250 NASPU/kg mouky 47,6 £0,3 10,7+ 0,1 253+0,1

1750 NASPU/kg mouky 47,2 +0,1 10,7+ 0,1 252 +0,1

2250 NASPU/kg mouky  47,2+0,3 10,8 £ 0,1 254+0,1
PreventASe” W Extra

2250 ASPU/kg mouky 47,6 £0,6 10,6 £0,3 25,2+0,6

Tab. 61: Hodnoty barvy Produktu C vyjadrené v systéemu CIELab

Produkt C L* a* b*
Kontrola 62,2 +0,8 8,0+0,4 29,5+ 1,1
PreventASe® ASG

1250 NASPU/kg mouky 62,1 £0,5 8,0+0,2 29,2 +0,3

1750 NASPU/kg mouky 61,4 +0,1 84+0,1 29,8+ 0,1

2250 NASPU/kg mouky 61,3 +0,9 8,5+0,3 30,0+ 0,3
PreventASe® W Extra

2250 ASPU/kg mouky 62,5+ 0,1 7,8+0,3 28,4+ 0,6

Kvalitativni parametry pramyslovych suSenek byly hodnoceny i senzoricky pomoci
trojuhelnikové zkousky, kdy byly hodnotiteliim ptedlozeny 3 trojice susSenek, v nichz dvé
byly shodné a jedna odlisna, coz predstavuje 6 moznych kombinaci, takze pravdépodobnost
spravného vysledku tipovanim byla 33,3 %. Ukolem hodnotiteli bylo zjistit rozdil v jedné
nebo vice organoleptickych vlastnosti suSenek (vzhled, barva, textura, pach nebo chut
vyrobku). Pro senzorické hodnoceni byly zvoleny suSenky kontrolni a susenky s ptidavkem
enzymu PreventASe” W Extra (2250 ASPU/kg mouky) odebrané na konci vyrobni sarze.

U Produktu B a Produktu C nebyl statisticky prokdzan vliv enzymu L-asparagindza na
finalni organoleptické vlastnosti susenek se snizenym obsahem akrylamidu. OvSem v piipadé
Produktu A byly hodnotiteli zjistény barevné a chutové rozdily mezi kontrolnimi susenkami a
suSenkami s enzymem. Barevné rozdily na povrchu suSenek nebyly pifi méfeni barvy
kolorimetrem zaznamendany, protoze barva susenek nemohla byt méfena piimo, ale bylo nutné
vzorky nejprve zhomogenizovat vzhledem k jejich nerovnomérnému povrchu. Barevné a

chutové rozdily na povrchu suSenek mohly byt zpisobeny piedevSim upravou peciciho
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rezimu pekafem z odpoledni smény po vyméné smeén, i1 piestoze pro senzorické hodnoceni
byly pouzity suSenky piipravované pouze odpoledni sménou. Pekai z odpoledni smény totiz

béhem peceni jednotlivych Sarzi Produktu A neustéle pec¢ici rezim upravoval.

5.5 Odhadem dopadu aplikace metod eliminace akrylamidu na expozici

Vysledky studia tvorby a eliminace akrylamidu v této praci ukazaly mozné zpiisoby
snizeni obsahu akrylamidu ve vybranych cerealnich potravinach. Na zdkladé¢ téchto poznatkil
byl zjistovan mozny dopad aplikace téchto metod v praxi na expozici akrylamidem
z potravin. Pro stanoveni expozice akrylamidem u studentdi stfednich $kol z Ceské a
Slovenské republiky byly pouZzity hodnoty obsahu akrylamidu v rozsahu od minimalni po
maximalni urovenl pfitomnou v potravinach vzhledem k Siroké zméné obsahu akrylamidu
nejen v riznych potravinovych kategoriich, ale i v riznych znackach potravin ze stejné
kategorie [4, 18].

Pii odhadu dopadu opatieni snizujicich obsah akrylamidu v cereélnich potravinach byly pii
vypoctu brany v uvahu maximalni hodnoty akrylamidu, které byly sniZeny na hodnoty

ziskané z vysledki uvedenych v ptedchézejicich kapitolach (Tab. 62).

Tab. 62:Potraviny s pitvodnim a snizenym obsahem akrylamidu a jeho denni prijem z nich

Obsah akrylamidu Piijem akrylamidu

(ng/g) (ng/den)
Min Max Min Max
Pernik plnény puvodni 0,005 1,582 0,022 7,022

sniZeny 0,005 0,791 0,022 3,511

Pernicky s polevou puvodni 0,005 0,698 0,036 4,958
snizeny 0,005 0,349 0,036 2,479

Sladké susenky neplnéné puvodni 0,016 2,561 0,456 72,966
snizeny 0,016 1,665 0,456 47,438

Chléb konzumni puvodni 0,005 0,162 0,463 10,283
snizeny 0,005 0,040 0,463 2,974

Maximalni obsah akrylamidu pro chléb konzumni byl snizen z 0,162 pg/g na 0,040 pg/g,

coz je ptiblizny obsah akrylamidu stanoveny v chlebech ptipravenych v domaci pekéarné
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uvadény v kapitole 5.2. Pro perniky byla maximalni hodnota obsahu akrylamidu snizena na
polovinu, protoze z vysledkd eliminace akrylamidu v pernikach v kapitole 5.3 vyplynulo, ze
30 % nahrazenim zitné mouky v receptuie moukou pohankovou a v kombinaci s vhodné
zvolenym kotfenim lze dosahnout snizeni obsahu akrylamidu v pernikach az o 50 %. Podobné
byl upraven i maximalni obsah akrylamidu v sladkych suSenkach neplnénych, kde byla tato
hodnota snizena asi o 1/3, protoZe aplikaci enzymu L-asparagindza v primyslovych
podminkach bylo dosazeno poklesu obsahu akrylamidu v diabetickych suSenkach v priméru
0 35 % (kapitola 5.4.3).

Pouzitim hodnot sniZzeného obsahu akrylamidu ve vybranych potravindch uvedenych
v Tab. 62 byla nasledné pfepocitdna expozice akrylamidem z potravin studentli stiednich Skol
Ceské a Slovenské republiky. Z Tab.63 je patrné, Ze snizenim obsahu akrylamidu
v susenkach (o 35 %), chlebu (o 75 %) a pernikach (o 50 %) lze dosahnout snizeni expozice

akrylamidem v priméru o 10 %.

Tab. 63: Zatizeni organismu akrylamidem u ceskych a slovenskych studentii (ug/kg bw/den)

pred a po snizeni maximalni hodnoty obsahu akrylamidu ve vybranych potravinach

Ceska republika Slovenska republika

Studenti O0™  Siredni (PS0)  Vysoka (P90)  Stiedni (PS0)  Vysoka (P90)

akrylamidu

Vsichni puvodni 2,05 3,83 1,87 3,77
snizeny 1,80 3,47 1,65 3,50
Chlapci puvodni 2,24 3,96 2,19 4,36
snizeny 2,07 3,66 2,06 3,90
Divky pavodni 1,94 3,33 1,62 3,60
snizeny 1,78 3,12 1,36 3,24

Pokles stfedni (P50) i vysoké (P90) expozice akrylamidem u chlapct a divek z Ceské
republiky je porovnatelny. V piipadé chlapct a divek ze Slovenské republiky je pokles pfi
vysoké (P90) expozici akrylamidem také porovnatelny, ale pii stiedni (P50) expozici
akrylamidem byl u chlapct a divek pozorovan vyrazny rozdil. SniZeni maximalnich hodnot
obsahu akrylamidu ve vybranych potravinach se u chlapcti Slovenské republiky projevilo
pouze 6 % poklesem expozice akrylamidu, kdezto u divek doslo az k 16 % snizeni. Divky ze

Slovenské republiky konzumuji totiz o 35 % vice sladkych neplnénych susenek nez chlapci,
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¢imz se u nich pokles maximdlniho obsahu akrylamidu v suSenkach vyraznéji projevi na
expozici akrylamidem.

Porovnéani expozice akrylamidem z potravin u studentii z Ceské a Slovenské republiky s
hodnotami tolerovatelného denniho piijmu (2,6 ug/kg bw/den) z hlediska prevence vzniku
rakoviny [185] ukazuje, ze aplikaci metod snizujicich tvorbu akrylamidu lze snizit mozné
riziko vzniku rakoviny konzumaci potravin se zvySenym obsahem akrylamidu.

Snizenim maximalnich hodnot obsahu akrylamidu ve vybranych potravinach vedlo také ke
snizeni podilu skupiny Susenky, krekry, kifupavy chléb a podobné vyrobky na zdroji pifijmu
akrylamidu z potravin (asi o 4 %), ¢imz ale dochéazi k nartstu podilu skupiny Bramborové
lupinky. Pii porovnani podilu hlavnich dennich jidel na celkovém dennim ptijmu akrylamidu
u studenti z Ceské a Slovenské republiky bylo zjisténo, Ze snizenim maximélni hodnoty
obsahu akrylamidu ve vybranych potravindch nedoslo k vyznamné zméné a podil hlavnich

dennich jidel na celkovém dennim pfijmu akrylamidu zistal stejny.
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6 ZAVER

Cilem dizertacni prace bylo rozsifeni znalostni databaze o moznosti eliminace akrylamidu
ve vybranych druzich tepelné zpracovanych potravin a jejich aplikace v technologickém
procesu vyroby potravin spolu s charakterizaci mechanismu eliminace, jakoz i dusledka
aplikaci na kvalitu produktti, technologii vyroby a expozici. Dosazenim tohoto cile by bylo
mozné navrhnout zmény vyrobnich procest, které zajisti produkci potravin se snizenym
obsahem akrylamidu, ¢imz by doSlo k vyrazné redukci zatiZzeni lidského organismu timto
potencialnim karcinogenem a pfispé€lo by se tak k ochrané zdravi spottebitelt.

V prvnim kroku byl proveden ptedbézny prizkum expozice stfedoskolskych student
Ceské a Slovenské republiky akrylamidem prostiednictvim dotazniku. Porovnanim zatizeni
organismu Ceskych a slovenskych studentli akrylamidem ukézalo, Ze Cesti 1 slovensti studenti
jsou vystaveni piiblizné stejné zatézi organismu akrylamidem. Z vysledki také vyplynulo, Ze
studenti jsou akrylamidem nejvice zatizeni mimo hlavni jidla, zvlasté ze sladkych neplnénych
suSenek, bramborovych lupinkli a v neopomenutelné mifte 1 z chleba a peciva.

Vysledky o expozici akrylamidem z potravin, ktery by v nadmérné mife mohl vést aZ ke
vzniku rakovinného onemocnéni, by méli byt vyzvou k odpovédnému postoji k vlastnimu
zdravi. Na zaklad¢ téchto poznatkli je vhodné upravit své stravovaci navyky tak, aby doslo
k minimalizaci konzumace potravin s vysokym obsahem akrylamidu a tim i ke snizeni
denniho pifijmu akrylamidu ze stravy. Na druhé strané je dilezité, aby iniciativa vedouci ke
snizovani obsahu akrylamidu v potravindch aplikaci dostupnych a ovéfenych metod jeho
eliminace vychazela predevsim z fad vyrobcti pfedmétnych potravinaiskych produkti v uzké
spolupréci s vyzkumnymi institucemi.

Jednim ze zakladnich piliit stravy jsou pekatské vyrobky, které se nezanedbatelnou mérou
podili na expozici akrylamidem z potravin. Studium distribuce akrylamidu v chlebech
ukézalo, ze témét veSkery obsah akrylamidu stanoveny v chlebu se nachazi v jeho kirce
chleba, ktera tvofi asi 5 — 15 % celého chleba, pti¢emz sttidka obsahuje pouze nizké hodnoty
akrylamidu (n€kdy az pod LOQ). Béhem peceni totiz stiidka dosahuje obvykle teploty 94 —
98 °C, kdeZzto povrch chleba je vystaven teplotdm v rozmezi az 195 — 280 °C [189, 190]. Pti
porovnani obsahu akrylamidu v chlebech bylo zjisténo, ze chleby z obchodni sit¢ maji
celkovy obsah akrylamidu jen o malo vys$$i nez chleby zdoméaci pekarny, ale obsah
akrylamidu v kirce byl az 10x vyssi. Tento rozdil v obsahu akrylamidu v chlebech z obchodni
sit¢ a chlebech z domaci pekarny muize byt dan sloZzenim a podminkami jejich pfipravy a

pecent.
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Optimalizace receptury chlebovych smési byla zaméfena na udrzeni kvality znich
ptipraveného chleba po celou dobu trvanlivosti chlebové smési, kdy navrzenym zptisobem jak
toho dosahnout bylo zvySeni obsahu drozdi v chlebové smési, coz pozitivné piisobi také na
redukci akrylamidu, kdy béhem fermentace dochédzi cinnosti kvasinek k odstranéni
prekurzora akrylamidu a 1 poklesu pH. AvSak stanovenim obsahu akrylamidu a senzorické
hodnoceni organoleptickych vlastnosti slunecnicového chlebu s riznym obsahem drozdi a
rozdilnou dobou skladovéani bylo zjiSténo, Ze zvySovani obsahu drozdi v chlebové smési
nezajistilo pozadovanou kvalitu chleba po celou dobu trvanlivosti smési, a dokonce vedlo ke
zvySovani obsahu akrylamidu v chlebu po inaktivaci drozdi. Vyssi obsah drozdi v chlebové
smesi se s prodlouzenim doby skladovani vedl k poklesu intenzity typického chlebového
pachu a chuti u chlebli pfipravenych ztéchto smési a ke zvyraznéni dalSich jejich
spotiebitelem nezadoucich atributii v porovnani s chlebem s ptivodnim obsahem drozdi.

Slozeni receptury chlebovych smési a zplsob pfipravy chleba se snizenym obsahem
akrylamidu z téchto smési je predmétem ochrany uzitného vzoru ¢. 25037 registrovanym
Utadem primyslového vlastnictvi CR (Pfiloha 4) a uzitnych vzora & 6371 a & 6420
registrované Ufadem priimyslového vlastnictvi SR (P¥iloha 5 a 6).

Vzhledem k tomu, ze v poslednich letech vzrostl zajem o potraviny s obsahem biaktivnich
latek s antioxida¢nimi vlastnostmi, byla dalsi kapitola zamétfena na zkouméni dopadu aplikace
antioxidantu na eliminaci akrylamidu v pernikach. Testovani nahrady 30 % podilu Zitné
mouky v receptuie pernikii pohankovou moukou bylo dosazeno snizeni obsahu akrylamidu
témet o 50 %. To mohlo byt ddno niz§im obsahem asparaginu v pohankové mouce nebo i
latkami, jako je rutin, kvercetin, isoorientin a dals$i, které G¢inn¢ snizuji oxidacni stres bunék,
a které jsou pfirozenou slozkou pohanky [197].

Studium vlivu rtiznych druhli kofeni na vznik akrylamidu v pernikach s pohankovou
moukou a mozné korelace k jejich radikal zhasejici aktivité¢ ukdzalo, ze obsah akrylamidu
muze byt snizen pouzitim fenyklu, anyzu, hiebi¢ku, vanilky nebo bilého pepie (o 9 - 21 %).
Naopak koriandr a skofice obsah akrylamidu v pernikach vyrazné zvySovali (o 18 - 54 %). Pii
aplikaci badyanu nebyly zjistény zmény v tvorbé akrylamidu. Ovsem zajimavy byl ucinek
zazvoru, muskatového ofiSku, kardamomu nebo nového koteni, jejichz vliv na tvorbu
akrylamidu v pernikach se lisil v zavislosti na pouzité pohankové mouce. Z téchto koteni byla
nejvetsi rozporuplnost vlivu pozorovana u kardamomu, ktery v pfitomnosti svétlé pohankoveé
mouky mirn€¢ snizoval obsah akrylamidu (o 9 %), ale v pernikdch s moukou z prazené

pohanky naopak tvorbu akrylamidu podporoval (nartst az o 27 %).
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Mezi DPPH - radikal zhésejici aktivitou kofeni a kone¢nym obsahem akrylamidu nebyla
pozorovana prakticky zaddnd korelace, coz by mohlo vést k zavéru, Ze konecény obsah
akrylamidu byl pravdépodobné ovlivnén nejen radikal zhdsejici aktivitou pouZzitych kofeni,
ale 1 jejich chemickym slozenim a reaktivnosti jednotlivych slozek se synergickymi nebo
antagonistickymi U¢inky v matrici. Z toho divodu by bylo vhodné pokracovat ve studiu
jednotlivych slozek koteni a jejich dopadu na tvorbu akrylamidu v modelovém systému.

Smés koteni pro ptipravu perniku obsahuje druhy kofeni s vyznamnym pozitivnim (fenykl,
anyz, hiebicek) ale i negativnim (koriandr, skofice) dopadem na potlaceni akrylamidu.
Z tohoto divodu by bylo vhodné zménit pomér jednotlivych kofeni ve smési zvySenim
obsahu kofeni potlacujiciho vznik akrylamidu. Druhou moznosti by mohla byt zména slozeni
smési kofeni nahrazenim kotfeni podporujiciho vznik akrylamidu jinymi vhodnymi druhy
koteni, které vznik akrylamidu potlacuji, jako je napf. vanilka. Ziskana smés kofeni pro
ptipravu pernickl by v obou piipadech méla snizovat obsah akrylamidu v konec¢ném produktu
a zaroven by méli byt zachovany pozadované senzorické vlastnosti tohoto produktu.
Vytvoreni smési koteni pro ptipravu perniki, kterd by zajistila nizs$i obsah akrylamid v nich,
je navrzeno na pfedmét ochrany uzitného vzoru.

Predbézny prizkum spotiebitelskych zvyklosti ukazal, ze nejvice je lidsky organismu
zatézovan akrylamidem piijatym z potravin konzumovanych mimo hlavni denni jidla,
pfi¢emz v této dob&é dominuji jako hlavni zdroj akrylamidu sladké susSenky. Ve spolupraci
s Pec¢ivarnami Liptovsky Hradok tak byl proveden monitoring vyskytu akrylamidu v celém
jejich sortimentu vyrobkl s imyslem navrhnout optimalizace technologie vyroby, ptfipadné
vyrobni receptury vybranych druhli trvanlivého peciva s cilem minimalizovat obsah
akrylamidu a tim zabezpelit zvySeni zdravotni bezpe€nosti vyrobkl. ZvySeny obsah
akrylamidu byl pozorovan u susenek uréenych pro diabetiky, u nichZ je v receptuie namisto
sacharozy pouzivana fruktdza, kterd je vyznamnym prekurzorem akrylamidu a vede k vyssi
tvorbé akrylamidu nez sachardza [102]. V ptipad¢ tfi vyrobkii byl stanoven vysoky obsah
akrylamidu (v rozmezi 736 — 1058 pg/kg suSiny), ktery piekraCoval smémou hodnotu
(500 pg/kg) pro komoditu ,,susenky* uvedenou v Doporuceni komise ze dne 10.1.2011 o
zkoumani mnozstvi akrylamidu v potravinach [33].

Pro eliminaci akrylamidu v suSenkach byla zvolena aplikace enzymu asparaginaza, ktera je
jednim z doporucovanych nastroji Food Drink Europe uvedenych v dokumentu Acrylamide
Toolbox 2011 [67], scilem snizit obsah akrylamidu v suSenkach pod smérnou hodnotu
500 pg/kg. Pro eliminaci akrylamidu v suSenkdch byly firmou DSM Food Specialties

poskytnuty 3 enzymy asparaginaza uvadéné na trh pod komerénim oznacenim
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PreventASe® W  (aktivita 2500 ASPU/g+5 %),  PreventASe® W Extra  (aktivita
2500 ASPU/g + 5 %) a PreventASe™ ASG (aktivita > 2500 NASPU/g), které se vzajemné i
predevsim pouzitym nosi¢em. Na zaklad¢ pokusi s modelovymi systémy byl nasledné pro
aplikaci v praxi zvolen enzym PreventASe® W Extra (v koncentraci 2250 ASPU/kg mouky) a
PreventASe® ASG (v koncentraci 1250, 1750 a 2250 NASPU/kg mouky).

Aplikace enzymu PreventASe®™ ASG zajistila v primyslovych podminkach eliminaci
akrylamidu ve vybranych diabetickych suSenkdch v priméru o 25 % a v pfipadé¢ enzymu
PreventASe® W Extra bylo dosazeno poklesu dokonce o vice jak 40 %, presto nebyl obsah
akrylamidu pouzitim enzymt snizen pod indikativni hodnotu 500 pg/kg.

Kromé efektivnosti enzymu PreventASe®W Extra je ho vyhodou oproti enzymu
PreventASe” ASG i jeho konzistence, protoZe je vyrabén ve formé mikrogranuli navazanych
na pSeni¢nou mouku a je tedy v sypké formé, coz usnadituje manipulaci s nim, navazovani a
davkovani. AvSak pii zavedeni aplikace enzymu asparaginaza do primyslové vyroby je
vhodné vybavit vyrobu automatickym zatizenim pro davkovanim enzymu zajistujici jeho
pfesné davkovani a minimalizujici pfipadné ztraty. Hlavni vyhodou aplikace enzymu
asparaginaza pro dosazeni eliminace akrylamidu ve vybranych potravinaiskych produktech je,
ze nema vliv na fyzikalni, texturni a organoleptické vlastnosti findlniho vyrobku, které by
jinak mohli vést k odmitnuti takto oSetiené¢ho vyrobku spotiebitelem.

V zavéru dizertacni prace byl proveden odhad dopadu aplikace navrzenych zpisobt
eliminace akrylamidu na celkovou expozici. Maximalni obsah akrylamidu ve vybranych
potravinach byl snizen na zaklad€ vysledkt ziskanych v pribéhu dizertacni prace. Vysledky
ukéazaly, Ze zatizeni organismu studentd stiednich $kol z Ceské a Slovenské republiky
akrylamidem lze snizit v priméru o 10 %. I kdyZ tento pokles neni na prvni pohled tak
vyrazny jak by se ocekavalo, je to i presto krok vpied pro snizeni mozného rizika vzniku
rakovinného onemocnéni konzumaci potravin s vysokym obsahem akrylamidu a také vyzvou
k Gpravé stravovacich navykl. Soucasné je i1 apelem pro vyrobce potravinaiskych produkta
v uplatiiovani dostupnych a ovéfenych metod eliminace akrylamidu, které by hodnoty zatiZeni

lidského organizmu akrylamidem z potravin pomohly jesté vice snizit.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

3-MCPD
AA
AACC
AOAC
ASE
Asn
Asn/Gle
Asn/Fru
Asp
ASPU

atd.
BSTFA
BTMSA
CE
CIAA
DPPH
EFSA
ESI
FAO/WHO
FAPAS
FDA
GC
GC/MS
Gln

Glu
HMF
HPLC
JECFA
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3-monochlorpropan-1,2-diol

Akrylamid

Americkd asociace cerealnich chemiki

Asociace analytickych chemiki

Zrychlend extrakce rozpoustédlem

Asparagin

Smés asparaginu a glukozy

Smés asparaginu a fruktdzy

Kyselina asparagova

Jednotka aktivity asparaginazy: 1 ASPU je definovana jako mnoZstvi
enzymu potfebné kuvolnéni lumol amoniaku z L-asparaginu za 1
minutu za podminek testu (pH = 5,0; 37 °C)

A tak dale...

N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid
N,O-bis(trimethylsilyl)akrylamid

Kapilérni elektroforéza

Konfederace evropského potravinatrského a ndpojového primyslu EU
di(fenyl)-(2,4,6-trinitrophenyl)iminoazanium

Evropsky ufad pro bezpecnost

Elektrosprejova ionizace

Organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi / Svétova zdravotnickd organizace
Systém hodnoceni zpiisobilosti analyzy potravin

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv

Plynova chromatografie

Plynova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii

Glutamin

Kyselina glutamova

5-hydroxymethylfurfural

Vysokotlaka kapalinova chromatografie

Spole¢ny vybor expertt FAO/WHO pro potravindiska aditiva a

kontaminanty



LC Kapalinova chromatografie
LC/ESI-MS-MS  Kapalinova chromatografie s elektrosprejovou ionizaci a tandemovou

hmotnostni spektrometrii

LC/MS Kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii

LC/MS-MS Kapalinovda  chromatografie = spojena s tandemové  hmotnostni
spektrometrii

LOD Mez detekce

LOQ Mez kvantifikace

MRM Sledovani mnohonasobné reakce

MS Hmotnostni spektrometrie

napf. Naptiklad

NASPU Neutrélni jednotka aktivity asparaginazy: 1 NASPU je definovéana jako

mnozstvi enzymu potfebné k uvolnéni 1umol amoniaku z L-asparaginu

za 1 minutu za podminek testu (pH = 7,0; 37 °C)

SPE Extrakce tuhou fazi

SPME Mikroextrakce tuhou fazi

SZPI Statni zemédélska a potravinarska inspekce

SVPS Statna veterinarna a potravinova sprava SR

t]. To jest

TOF-MS Hmotnostni spektrometr s analyzatorem doby letu iontl

uv Ultrafialovy detektor

UV/VIS/NIR Spektrometrie v ultrafialové-viditelné-blizké infraervené oblasti
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9 SEZNAM PRILOH

Fotografie chlebl pfipravenych z chlebovych smési Médspomix v doméci pekarnicce
Fotografie modelovych susenck s enzym PreventASe® W a PreventASe® W Extra

Fotografie modelovych suenek s enzym PreventASe® ASG

1
2
3
4. Uzitny vzor & 25037 registrovany Utadem priimyslového vlastnictvi CR
5 Uzikovy vzor &. 6371 registrovany Ufadem priimyslového vlastnictvi SR
6

Uzikovy vzor &. 6420 registrovany Utadem pramyslového vlastnictvi SR
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10 PRILOHY

Priloha 1: Fotografie chlebt pfipravenych z chlebovych smési Madspomix v doméaci pekarnicce

Bramborovy chléb

Slunecnicovy chléb

Grahamovy chléb
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Piiloha 2: Fotografie modelovych sufenek s enzym PreventASe® W a PreventASe® W Extra

Kontrola

1250 ASPU/kg mouky

1750 ASPU/kg mouky

2250 ASPU/kg mouky

PreventASe® W

2750 ASPU/kg mouky

3250 ASPU/kg mouky

2250 ASPU/kg mouky

PreventASe® W

PreventASe® W Extra
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Piiloha 3: Fotografie modelovych susenek s enzym PreventASe™ ASG

Kontrola

1250 NASPU/kg mouky

1750 NASPU/kg mouky

2250 NASPU/kg mouky

PreventASe® ASG
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P¥iloha 4: Uzitny vzor ¢. 25037 registrovany Ufadem praimyslového vlastnictvi CR

UZITNY VZOR

()
CESKA
REPUBLIKA

URAD
PRUMYSLOVEHO
VIASTNICTVI

(21) Cislo prihlasky:
(22) Prihlaseno:

(47) Zapsano:

(30) Pravo prednosti:

2012 - 27113

05.12.2012
22.12.2011 SK 50119-2011
19.06.2012 SK 50055-2012
07.03.2013

(11) Cislo dokumentu:

25037

(13) Druhdokumentu: YJ1L

(51) mne.cr:

A21D 13/00 (2006.01)
A23L 1/00 (2006.01)
CI2N 1/00 (2006.01)

(73) Majitel:

Vyskumny ustav potravinarsky, Bratislava, SK
Miispomix, s. r. 0., Zvolen, SK

(72) Mivodee:

Ciesarova Zuzana Ing. CSc., Bratislava, SK
Behan Tomas Ing,, Tren&in, SK

Sadecké Jana Ing. PhD., Bratislava, SK

Kukurova Kristina Ing. PhD.. Bratislava, SK
Markova Lucie Ing., Tel¢, CZ
Kravec Jan Ing., Levice, SK

(74) Fastupce:

Hik Janegek & Svestka, Patentovd a znamkova kanceldF, Ing. Pavel Janedek, U

Prithonu 5, Praha 7, 17000

(54) Nizev uZitného vzor:
Smés pro pFipravu chleba se sniZenym obsahem akrylamidu

C4L 25U37 U
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Utad primyslového vlastnictvi v zapisném Fizeni nezjistuje, zda pfedmét uZitmého vzoru
splije podminky zpisobilosti k ochrang podle § 1 zak. & 478/1992 Sb.



Priloha 5: Uzitkovy vzor &. 6371 registrovany Ufadem primyslového vlastnictvi SR

5 sl Cislo dokumentu:
SLOVENSKA REPUBLIKA i , S AEPISEBEy
SR 6371

(21)  Cislo prihlsky: 50119-2011
(22)  Ddtum podania prihlasky: 22. 12. 2011 (13)  Druh dokumentu: ¥1
(31)  Cislo prioritnej prihlasky:
(32)  Datum podania prioritnej prihlisky: (51) Int. CL(2013.01):
(33)  Krajina alebo regionalna
organizicia priority: AZ1ID 13/00
(43)  Ddtum zverejnenia prihlasky: 3. 9, 2012 A23L 1/00
Vestnik UPV SR &.: 972012 CI2N 1/00
URAD (#5)  Ddtum oznamenia o zapise
PRIEMYSELNEHO zitkového vzoru: 4. 2.2013
VLASTNICTVA Vestnik UPV SR &.: 2/2013
SLOVENSKE] REPUBLIKY (47)  Détum zipisu a spristupnenia
uzitkového vzoru verginosti: 21. 12, 2012
(62)  Cislo povodnej prihlisky
v pripade vylicenej prihlasky:
(67)  Cislo pdvodnej patentovej prihlasky
v pripade odbotenia:
(86)  Cislo podania medzinarodnej prihlasky
podla PCT:
(87)  Cislo zverejnenia medzindrodnej prihlasky
podla PCT:
(96)  Cislo podania eurdpskej patentove] prihlasky:
(73)  Majitel:  Vyskumny istav potravinirsky, Priemyselni 4, 824 75 Bratislava, SK;
Miispemix, s. r. 0., T. G. Masaryka 8/955, 960 01 Zvolen, SK;
(72)  Povodea:  Ciesarovi Zuzana, Ing., CSc., TrebiSovska 5, 821 02 Bratislava, SK;
Behan Tomas, Ing., V¥chodnd 6689/27, 911 08 Trendin, SK;
Sidecks Jana, Ing., PhD., Beniakova 24, 841 05 Bratislava, SK;
Kukurovi Kristina, Ing., PhD., Trenéianska 38, 821 09 Bratislava, SK;
Markovi Lucie, Ing., Dobrd Voda 18, 588 56 Telg, CZ;
Kravec Jin, Ing., OkruZni 2, 934 01 Levice, SK;
(74)  Zistupca: Litvdkovd Edita, Ing., Litvikova a spol., Patentovi, znamkovi a znalecks Kanceléria, Pluhova 78, 831 03 Brati-
slava, SK;
(54) Nazov Zmes na pripravu chleba so znizenym obsahom akrylamidu a sposob pripravy chleba z takejto zmesi
(37)  Anotdcia:

Zmes na pripravu chleba so znizenym obsahom akryla-
midu, Ktory obsahuje chlorid vdpenaty v mnoZstve od
0,1 g do 3,0 g na 100 g zmesi a suSené vitilne drozdie v o
mnoZstve najmenej | g a najviac 100 g na 100 g zmesi
alebo obsahuje iba sulené vitdlne droZdie v mnoZstve
najmenej | g a najviac 10 g na 100 g zmesi. Spdsob pri-
pravy chleba zo zmesi obsahujticej chlorid vapenaty a su-
Sené vitdlne drozdie alebo iba sulené vitdlne drozdie, pri
ktorom sa chlieb necha kysnat pri teplote 235 aZ 30 °C
130 minit a potom sa pedie pri teplote 150 az 170 °C

50 minit
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P¥iloha 6: Uzitkovy vzor &. 6420 registrovany Ufadem pramyslového vlastnictvi SR

; 1y Gis ntu:
SLOVENSKA REPUBLIKA . . L Clste Skematy
(21)  Cislo prihlasky: 50055-2012
(22)  Ddtum podania prihlasky: 19. 6. 2012 (13)  Druh dokumentu: Y1
(31)  Cislo prioritnej prihlasky:
(32) Dawm podania prioritnej prihlasky: (51)  Int. CI (2013.01):
(33) Krajina alebo regionalna
organizicia priority: A23L 1/00
(43) Ddtum ;!gemjncnia prihfagky: 5. 11. 2012 A21D 13/00
Vestnik UPV SR &.: 1112012 CI2N 1/00
URAD (45) Ditum ozndgmenia o zapise
PRIEMYSELNEHO uzitkového vzoru: 3. 4.2013
VLASTNICTVA ’ Vestaik UPV SR ¢.: 4/2013
SLOVENSKE] REPUBLIKY (47)  Dawm zapisu a spristupnenia
azitkového vzoru veregjnosti: 21, 2. 2013
(62)  Cislo pavodnej prihlasky
v pripade vylatenej prihlasky:
(67)  Cislo pdvodnej patentovei prihlasky
v pripade odboCenia:
(86)  Cislo podania medzindrodnej prihlasky
podla PCT:
(87)  Cislo zverejnenia medzindrodnej prihlasky
podla PCT:
(96)  Cislo podania eurdpskej patentovej prihlasky:
(73)  Majitel:  Vyskumny tstav potravinirsky, Priemyseind 4, 824 75 Bratislava, SK;
Miispomix, s. r. 0., T. G. Masaryka 8/955, 960 01 Zvolen, SK;
{72) Povodea: Ciesarovi Zuzana, Ing., CSc., Trebifovska 5, 821 02 Bratislava, SK;
Behan Tomas, Ing., V¥chodnd 6689/27, 911 08 Trentin, SK;
Sidecks Jana, Ing., PhD., Beniakova 24, 841 05 Bratislava, SK;
Kukurovd Kristina, Ing., PhD., Trené¢ianska 38, 821 09 Bratislava, SK;
Markovi Lucie, Ing., Dobra Voda 18, 588 56 Tel¢, CZ;
Kravee Jin, Ing., Okruznd 2, 934 01 Levice, SK;
(74)  Zéswpea: Litvikova Edita, Ing.. Litvikovi a spol., Patentovd, znimKovd a znaleckd kanceldria, Pluhové 78, 831 03 Brati-
slava, SK;
(34) Nazov Zmes na pripravu chleba so znizenym obsahom akrylamidu
(57)  Anotdcia:
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Zmes na pripravu chl¢ba so znizenym obsahom akryla-
midu obsahujiei chlorid vipenaty v mnoZstve od 0,1 g do
3.0 g na 100 g zmesi a susené vitdlne drozdie je v mnoz-
stve od 0.4 g do 1,0 g na 100 g zmesi.
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