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ABSTRAKT

Diplomovéa prace je zaméfena na sledovdni obsahu akrylamidu v je€meni a sladu
v pribéhu hvozdéni sladu. Akrylamid je povazovany za pravdépodobny karcinogen
pro ¢lovéka. V potravinach vznika v pribéhu Maillardovy reakce a jeho prekurzory jsou
redukujici cukry a aminokyselina asparagin. V této praci byl sledovan vliv teploty hvozd¢-
ni na obsah akrylamidu ve sladu odkli¢eném a neodkliceném. Ke stanoveni akrylamidu
byla pouzita metoda plynové chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii.
Vzorky sladu byly analyzovéany po derivatizaci bromem. Obsah akrylamidu se pohyboval
v rozmezi 0,03 — 1 mg/kg. Zaroven byl sledovan obsah akrylamidu ve specidlnich komer¢-
né vyrabénych sladech. Obsah akrylamidu se pohyboval v rozmezi 0,049 — 0,427 mg/kg

v zavislosti na typu sladu.

Kli¢ova slova: akrylamid, slad, hvozdéni, plynova chromatografie

ABSTRACT

The thesis is focused on the monitoring of acrylamide levels in barley and malt during ki-
Ining malt. Acrylamide is considered as a probable human carcinogen. It is formed during
the Maillard reaction in the food and its precursors are reducing sugars and amino acid
asparagine. The effect of temperature kilning to the acrylamide content in germinated malt
and nongerminated mald was followed in the thesis. For determination of acrylamide was
used the method of gas chromatography in combination with mass spectrometry. Malt
samples were analyzed after derivatization with bromine. Acrylamide content ranged
between 0,03 — 1 mg/kg. In the same time the content of acrylamide in comercially produ-
ced special malts was observed. Acrylamide content ranged between 0,049 — 0,427 mg/kg
depending ot the malt.

Key words: acrylamide, malt, kilning, gas chromagraphy
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UvVOD

Zjisténi vyskytu pomérné vysokych koncentraci akrylamidu v bézné konzumovanych po-
travindch vyvolalo velkou pozornost odbornikli na bezpecnost potravin, protoze se jedna
o latku povaZovanou za pravdépodobny karcinogen pro ¢lovéka a navic 1 o G¢inny neuro-
toxin. Pfitomnost akrylamidu byla potvrzena v mnoha druzich tepeln¢€ zpracovanych po-
travin, zejména v kave, ceredlnich produktech (prazené slady, kavoviny), smazenych

bramborovych vyrobcich.

Akrylamid vznika predevsim pti Maillardoveé reakci, kde jsou hlavnimi prekurzory reduku-
jici cukry a aminokyselina asparagin. Mensi mnozstvi akrylamidu se také miiZe tvofit al-
ternativnimi zpiisoby. Mechanismus vzniku akrylamidu je zavisly na podminkéch zpraco-
vani. Tvorba akrylamidu za¢ina pfi teplotdch nad 80 °C a s rostoucti teplotou se zvysuje.
Maximum akrylamidu vznika v teplotnim rozmezi 150 — 170 °C. Pfi vysSich teplotach jsou
jiz hodnoty akrylamidu nizsi z divodu stoupajici rychlosti degradacnich reakci akrylami-

du.

Mezi potraviny upravované vysokymi teplotami béhem zpracovani patii bez pochyby slad.
Surovinou pro vyrobu sladu je je¢men. Tato rostlina patii mezi obiloviny, které jsou cha-
rakteristické vysokym obsahem Skrobu. Procesem hvozdéni dochdzi k aktivaci enzymd, jez
rozkladaji ptfitomny Skrob na redukujici cukry. DalSim faktem, ktery pfispiva ke vzniku
akrylamidu je pfitomnost aminokyseliny asparaginu v zrnu je¢mene. Tyto prekurzory
za vhodnych podminek vstupuji do Maillardovy reakce, kde se tvoii melanoidinové latky

a také jiz zminovany akrylamid.

Intenzivni vyzkum v oblasti stanoveni obsahu akrylamidu ve zpracovanych potravinach
byl zahdjen kratce po objeveni akrylamidu v potravinach v dubnu 2002. Jako vhodnou me-
todou pouzitelnou pro jeho stanoveni se jevila metoda chromatografie. Mnoho laboratofi
pracovalo na vyvoji metod kapalinové a plynové chromatografie v kombinaci s detektorem
na bazi hmotnostni spektrometrie. Nedavné metodické studie shrnuji poznatky o pouZziti
LC — MS a GC — MS ke stanoveni obsahu akrylamidu a tyto metody jsou povaZovany
za nejvhodnéj$i. DalSimi moZnymi metodami stanoveni akrylamidu mohou byt kapilarni

elektroforéza nebo bioanalytické metody.

Cilem této prace je sledovani obsahu akrylamidu v je¢meni a riiznych typech sladu

v zévislosti na teploté hvozdéni.
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I. TEORETICKA CAST
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1 AKRYLAMID

1.1 Fyzikalni charakteristika

Akrylamid (prop — 2 — enamid) je krystalicka latka bez barvy a zapachu. Molekulova
hmotnost je 71,08. Tato latka ma teplotu tani 84,5 + 0,3 °C, nizky tlak par 0,007 mm Hg
pii 25 °C a vysoky bod varu 136 °C (Eriksson, 2005, Ciesarova, 2005).

O—=0

CH,
AN
™ \NH2

Obr. 1. Strukturni vzorec Akrylamidu

Akrylamid je dobfe rozpustny ve vod¢, acetonu a etanolu, ma vysokou pohyblivost v pidé
a podzemnich vodach a je biologicky odbouratelny (Ciesarova, 2005). V tab.1 je uvedena

rozpustnost v jednotlivych rozpoustédlech pii teploté 30 °C (Othmer and Kirk, 1972).

Tab. 1. Rozpustnost akrylamidu pri 30 °C

Rozpoustédlo [g/1]
Voda 2151
Methanol 1550
Ethanol 862
Aceton 631
Acetonitril 396
Ethylacetat 126
Chloroform 26,6
Benzen 3,46
n-heptan 0,068
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1.2 Chemicka charakteristika

Akrylamid je difunkéni monomer, ktery podstupuje reakce typické chemikaliim obsahujici
reaktivni dvojnou vazbu a amidovou skupinu. Protoze se limitujici konjugace tcastni w —
elektrony, akrylamid postrada silny chromofor pro UV detekci a neni fluoreskujici. Akry-
lamid vykazuje jak slabé zasadité tak neurdlni vlastnosti. Elektron odnimajici karboxyami-
dovou skupinu aktivuje dvojnou vazbu, kterd reaguje s nukleofilnim ¢inidlem za vzniku
adi¢ni vazby v pozici 1,4. Mnohé z téchto reakci jsou reverzibilni, a rychlost reakce zavisi
na sile nukleofilu. Pfi vysSich teplotach nez je bod tani akrylamid polymeruje. Tato reakce
je vysoce exotermicka (Eriksson, 2005, National Industrial Chemicals and assesment

scheme ).

1.3 Pouziti

Akrylamid byl poprvé vyroben v Némecku v roce 1893, avSak jeho komer¢ni produkce
zacala az po roce 1954. Nejvétsi produkcee akrylamidu je pouzita pii vyrobé polyakrylami-
da a geld. Polyakrylamidové polymery a kopolymery jsou pouZzivany v papirenském a tex-
tilnim primyslu, jako flokulanty pfi oSetieni odpadnich vod, jako ptidni kondicionéry,
pfi zpracovani rud a v kosmetickém primyslu. Akrylamid se také Siroce pouziva pii vé-
deckém vyzkumu na selektivni Upravu SH- skupin strukturdlnich a funk¢nich bilkovin
a jako tlumic¢ fluorescence tryptofanu pfi studiich uréenych k objasnéni struktury a funkce
proteind. Polyakryalamidové gely jsou pouzivany v laboratofich k separaci bilkovin a ji-
nych sloucenin pomoci elektroforézy (Friedman, 2003, National Industrial Chemicals and

assesment scheme ).

1.4 Vznik akrylamidu

1.4.1 Vznik akrylamidu z asparaginu v pritomnosti redukujicich cukri

Prvni detailni ndhled na tvorbu akrylamidu byl pfedlozeny Zyzakem et al. (2003) a Yayla-
yanem et al. (2003) a potvrzoval hypotézu Stadlera et al. (2002) a Mottrama et al. (2002),
ze akrylamid se tvoti v Maillardové reakci (Zyzak et al., 2003, Yaylayan et al., 2003, Sta-
dler et al., 2002, Mottram et al., 2002) V Maillardov¢ reakci jsou klicovymi prekurzory
aminokyselina asparagin, od niZ je odvozen skelet akrylamidu, a redukujici cukry nebo

rizné karbonylové slouceniny vzniklé ze sacharidl, které umoziuji dekarboxylaci aspara-
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ginu. V pfipad¢, Ze redukujicich cukry nebo jiné o-hydroxykarbonylové ¢i a-
dikarbonylové slouceniny nejsou piitomny, dochézi pouze k deaminaci asparaginu a vzni-

ku fumarové kyseliny (Velisek, 2009).

Na obr. 2 je znazornéno schéma vzniku akrylamidu. Primarnim produktem reakce aspara-
ginu s redukujicimi cukry je karbinolamin N — glykosylasparagin nebo Schiffova baze, jez
jsou pfimymi prekurzory akrylamidu.Pfi nizkém obsahu vody jsou obé& slou¢eniny — N —
glykosylasparagin a Schiffova bdze relativné stabilni. Ve vodném prostitedi mize
Schiffova baze hydrolyzovat za vzniku prekurzorG akrylamidu, pfipadné muize vznikat
Amadoriho piesmyk, jehoz vysledkem je ketosamin, ktery neni vyznamnym prekurzorem
akrylamidu.(Ciesarova, 2005, Studer at al., 2004). Dokonce v prostfedi s velmi nizkym
obsahem vody je tato reakce hlavni cestou zahajeni Maillardovy reakce, pfi niz vznikaji 1
— a 3 — deoxycukry. Tyto ketosaminy se podileji na tvorbé barvy a viné ( Studer et al.,

2004).

V podminkéch s vys$si vlhkosti vznika dekarboxylaci Schiffovy baze stabilni azomethiny-
lid, ktery po tautomerizaci dava vzniku Amadoriho produktu (draha I). Podminkou
pro prubéh této reakce je ptitomnost hydroxylové skupiny v B-pozici k atomu dusiku. Dalsi
alternativou pfemény Schiffovy baze je vznik betainu Schiffovy baze (draha Ila) a intramo-
lekuldrni cyklizace na derivat oxazolidin-5-onu (drdha IIb). Obé tyto slouceniny poskytuji
dekarboxylaci azomethinylid, vyskytujici se ve 2 forméach. Ob¢ formy azomethinylidu po-
skytuji dekarboxylaci pfislusny imin. Imin s dvojnou vazbou mezi dusikem a uhlikem po-
chézejici z cukru se miize hydrolyzovat na plivodni cukr a 3 — aminopropianamid, ale mu-
ze také isomerizovat na dekarboxylovanou Amadoriho slouceninu. K tvorbé akrylamidu
doprovazenému vznikem aminoketonu dochazi za vyssi teploty, rozStépenim kovalentni
vazby mezi uhlikem a dusikem. Imin s dvojnou vazbou mezi dusikem a uhlikem pochéze-
jicim z asparaginu mize byt pouze hydrolyzovan na Streckertiv aldehyd asparaginu a 1 —
amino — 1 — deoxyalditol. Dal$i podil akrylamidu vznikd enzymovou deaminaci 3 — ami-

nopropionamidu (Ciesarova, 2005, Velisek, 2009).

Mnozstvi vzniklého akrylamidu se li§i zastoupenim prekurzord.a-hydroxykarbonylové
slouceniny (glukoza, fruktéza, hydroxyaceton, 2 — hydroxy — 1 — butanal) tvoii vyrazné
vys§i mnoZzstvi akrylamidu nez a-dikarbonylové slouceniny (2,3 — butanedion, 2 — oxopro-

panal) (Studer et al., 2004).
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Vznik akrylamidu z asparaginu v pfitomnosti sacharidii ma vice moZnosti. Dalsi takovouto
moznost uvadi Mottram et al.(2002) Produkty Maillardovy reakce, které jsou spojovany
svuni a barvou, také mohou reagovat s aminokyselinami v tzv. Streckerové degradaci
za vzniku Streckerova aldehydu, ktery po dalSich redukénich a oxidaénich krocich miize

konvertovat na akrylamid.
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Obr. 2. Mechanismus  tvorby  akrylamidu  z asparaginu v pritomnosti  a-

hydroxykarbonylovych sloucenin (Studer et al., 2004)

1.4.2 Alternativni moZnosti vzniku akrylamidu

Kromé Maillardovy reakce byly pro vznik akrylamidu navrhovéany dalsi reakéni mecha-
nizmy. Tyto zpiisoby vzniku akrylamidu ale vedou ke vzniku minoritnich mnozstvi (Sta-

dler et al., 2004).

o Termalni degradace asparaginu

vvvvvv

termicky indukovana dekarboxylace asparaginu na 3 — aminopropanamid (3 — APA) a na-
slednou deaminaci mtize vzniknout akrylamid (Ciesarova, 2005, Zyzak et al., 2003). Pfi-
tomnost redukujicich cukrl je nutnéd pro efektivni konverzi asparaginu na akrylamid (Cie-

sarova, 2005).

NH2
= - NH, ’[—L NH,
o&o 0=\~ 0 / A
H

w o

H
maleinimid 3-aminosukcinimid akrylamid

-H,0 ’ -H,0 1 - NH,
NH, COOH NH, COOH NH
" NH3 2 ~ 002 2
> ——
" )\/‘ OMNHz OJ\/\NH2

asparagin 3-amingoronanamid (3-APA)
Obr. 3. Termalni degradace asparaginu (Ciesarova, 2005) o

o Tvorba akrylamidu 7 akroleinu

Akrolein (2 — propenal) je jednoduchy nenasyceny aldehyd, pfipominajici strukturu akry-
lamidu. Akrolein a kyselina akrylovd mohou vznikat dehydrataci glycerolu, zejména
pii zahtivani tuku za vysoké teploty. Naslednou reakci kyseliny akrylové s amoniakem
vznikéd akrylamid (Claus et al., 2008, Friedman, 2003). Prekurzorem pro tvorbu kyseliny

akrylové miiZe byt také asparagova kyselina, vznikajici v Maillardové reakcei (Stadler et al.,
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2004). Avsak experimenty s amonnymi soli, oleji a akroleinem indikuji, Ze tyto mechanis-

?Hz =B ?HO & COOH CONH,
0 CH-OH _-2H0 _ oy : ! _ M l
I | & " ” :i'I:H Ic||-|
CH,-0-C-R; Y
| 5 CH2 OH CH2 CH2 CH2
I Glycerol Akrolein K Kkrvlova
CH-0-C-R, FosaRY0ve Akrylamid
| fl.? R,COOH [ L
CH;-0-C-R R,COOH
? ’ 2 T~ [ T¥i uhlikova jednotka ] o
Triglycerid R,;COOH 1l
CH,= CHC-

Mastné kyseliny
my mohou byt irelevantni pro tvorbu akrylamidu v potravinach (Claus et al., 2008).

Obr. 4. Hypoteticky mechanismus vzniku akrylamidu z lipidu (Yashuhara et al., 2003)

e Neoxidativni tvorba akrylamidu

V potravinach bohatych na Skrob probiha za vysSich teplot degradace Skrobového kom-
plexu za uvolnéni volného skrobu, ktery nasledné¢ degraduje na D — glukozu. Ta poté pod-

stupuje sérii enolizaci a izomerizaci za tvorby 2,4 — deoxycukrt.

2,4 — deoxycukr podstupuje keto — enolizaci za vzniku 2,5 — deoxydilulosy. 2,5 — deoxydu-
lulosa je nestala a §té€pi se na dvé 3 — uhlikaté slouceniny — hydroxyaceton a hydroxyme-
tylglyoxal. Hydroxyaceton piechazi v hydroxyketon, ktery se odbourava na acetaldehyd a
formaldehyd. Ve Streckeové degradaci mize rovnéz vznikat acetaldehyd degradaci vol-
nych aminokyselin. Acetaldehyd a formaldehyd kondenzuji za vzniku alkoholoxidu, ktery
se dehydratuje na 2 — propenal. 2 molekuly 2 — propenalu v Canniarové reakei tvoii kyseli-
nu akrylovou. Tato kyselina reaguje s amoniakem, uvolnénym z Streckerovy degradace za

vniku akrylamidu (Vattem and Shetty, 2003).

e Tvorba akrylamidu 7 karnosinu
Byla zaznamenana i tvorba akrylamidu z dipeptidu karnosin v zahfivaném mase. Tento
dipeptid hydrolyzuje na B — alanin, ktery poté reaguje s amoniakem uvolnénym

pii Streckové degradaci aminokyselin. Divodem, pro¢ se akrylamid nachazi v masnych
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vyrobcich ve velmi malych koncentracich je, ze akrylamid nasledné tvoii methylové deri-

vaty, u nichz dosud nejsou znamy toxikologické ucinky (Claus et al., 2008).

1.5 U&inky akrylamidu na lidsky organismus

Akrylamid je neurotoxicka sloucenina s genotoxickym potencialem, podle IARC (Interna-
tional Agency for Research on Cancer) je klasifikovan jako potencidlni lidsky karcinogen
(tfida 2A). V organismu je akrylamid rychle absorbovdn a rovnomérné distribuovan. Pri-
marnimi metabolity jsou konjugaty s glutationem a produkt oxidace glycinamid. Akryla-
mid 1 glycinamid mohou reagovat, respektive tvofit adukty, s makromolekulami jako je

hemoglobin ¢i DNA (Velisek, 2009).

1.5.1 Karcinogenita

Diikazy karcinogennich ucinki akrylamidu a jeho metabolitu glycidamidu byly poskytnuty
v riznych in vivo a in vitro studiich. Ve studiich na bunéénych kulturach akrylamid indu-
koval chromozomalni zlomy a bodové mutace. Ve studiich provadénych na mysich byly
pozorovany nadory na S§titné Zzlaze, varlatech, mlécné zlaze, plicich, klitorisu a mozku
(Claus et al., 2008). Studiemi bylo zjiSténo, ze mysi jsou 10x citlivéjsi k akrylamidu nez
krysy. Metabolit glycinamid se zda byt hlavnim karcinogenem u hlodavct. Hladiny adukt
hemoglobinu z glycinamidu jsou 3 — 10 x vétsi u mysi nez u krys. Karcinogenni projevy
akrylamidu mohou byt druhové zavislé, proto je nutné provést studie na primatech (Fried-

man, 2003).

1.5.2 Neurotoxicita

Ve studiich provadénych na zvitatech bylo prokazano, Ze akrylamid vyvolava charakteris-
tické neurotoxické pfiznaky. U potkanti vyvolaval pokles intenzity stisku a pohybové akti-
vity (Yong et al., 2012). Mozné vysvétleni neurotoxicity akrylamidu spociva v charakteru
molekuly. Tato molekula je bipolarni, z niz ¢ast CH,=CH reaguje hydrofobné a cast
CONH; reaguje hydrofiln€ sbunécnymi komponenty. Tato vlastnost zlepSuju schopnost
ménit strukturu bunéénych membran a urychluje pronikani a Siteni do nervového zakonce-

ni (Friedman, 2003).
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1.5.3 Reproduktivni toxicita

Byly provadény studie na sam¢i a samici populaci potkant. Akrylamid byl t€émto popula-
cim podavan v napdjeci vodé (50 — 200 ppm) v obdobi pted chovem, v pribéhu pareni
a behem laktace. Vysledkem bylo naruseni patfeni, zhorSené schopnosti ejakulace spermii,

pokles télesné hmotnosti, snizeny piijem potravy, ibytek porodni hmotnosti mladat.

Molekularni mechanismy reprodukcni toxicity by mohly byt disledkem alkylace SH- sku-
piny na jadfe a ocasu spermii, snizeni GSH nebo poskozeni DNA ve varlatech (Friedman,

2003).

1.6 Vyskyt akrylamidu v potravinach

Akrylamid se v Zadné formé neptidava do potravin, tedy jeho pfitomnost v potravinach ma
jiny ptuvod. Kontaminace potravin muze byt jednak z vné&jSiho prostfedi (kontaktem
s obalovymi materialy), nebo samotnym vznikem akrylamidu béhem tepelného zpracovani
potravin. Je vSak nepravdépodobné, Ze by kontakt potraviny s materidlem byl pfi¢inou vy-
sokych koncentraci akrylamidu zjisténych v tepelné opracovanych produktech. Jedna se
o potraviny, obsahujici zaroven bilkoviny a cukry, upravované pii teplotach vyssich nez
120 °C, tedy pecenim, smaZenim, grilovanim nebo mikrovinnym ohfevem (Ciesarova,

2005).

Mezi rizikové potraviny obsahujici akrylamid patfi zejména smazZené nebo pecené produk-
ty z brambor (hranolky, bramborové lupinky), ceredlni vyrobky (snidanové ceredlie, su-
Senky, chléb), dale kava, prazené mandle a olivy. V syrovych nebo vafenych potravinach

nebyla pFitomnost akrylamidu prokazana (Sucman a Vesela, 2012).

Vypocitané primérné hodnoty akrylamidu pfijaté v potravinach se pohybuji 0,3 — 0,6
pg/kg télesné hmotnosti na den u dospélého jedince, u déti a dospivajicich se tato hodnota
zvysuje az na 0,4 — 0,6 pg/kg. Divodem zvySeného piijmu je fakt, ze déti maji vyssi pii-
jem kalorii v kombinaci s konzumaci potravin bohatych na akrylamid, jakymi jsou hranol-

ky nebo bramborové lupinky (Claus et al., 2008).

1.7 Legislativa

V soucasné dobé neexistuje zadny pravni predpis, ktery by obsah akrylamidu
v potravinaiskych vyrobcich reguloval. Ackoliv Evropskd Komise nestanovila zadné limit-

ni hodnoty pro potravinaiské vyrobky, vydala Doporuceni Komise 2007/331/ES ze dne 3.
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kvétna, na zakladé néhoz byl proveden monitoring v letech 2007 — 2009. Toto doporuceni
bylo rozsifeno v roce 2010 o Doporuceni Komise 2010/307/EU ze dne 2. Cervna 2010.
Na zéklad€ téchto doporuceni bylo monitorovano mnozstvi akrylamidu v potravinach,
o nichZ je znamo Ze obsahuji vysokd mnozstvi akrylamidu. V letech 2011 — 2012 byl mo-
nitorovan obsah akrylamidu na zaklad¢é nejnovejsiho Doporuceni Komise K (2010) 9681
ze dne 10. ledna 2011. Na zaklad¢ vysledki monitorovani v téchto letech posoudi Komise

situaci do 31. prosince 2012 a rozhodne o nutnosti pfijmout dal§i vhodna opatifeni (K
(2010) 9681).

Evropska Rada vydala dne 3. Listopadu 1998 Smérnici Rady 98/83/ES o jakosti vody ur-
¢ené k lidské spotieb€, v niZ jsou uréeny maximalni limity pro obsah akrylamidu v pitné
vodé na 0,1 pg/l. S touto Smérnici pln¢ koresponduje vyhlaSka Ministerstva zdravotnictvi
¢. 252/2004 Sb., kterou se stanovi hygienické pozadavky na pitnou a teplou vodu a rozsah

kontroly pitné vody, v niz jsou uvedeny totozné limity.

Dalsi problematikou z oblasti potravin fesi vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi ¢.38/2001
Sb. o hygienickych pozadavcich na vyrobky ur¢ené pro styk s potravinami a pokrmy. Tato
vyhlaska stanovuje maximalni mnozstvi akrylamidu, které nesmi byt ptekroCeno pii mi-

graci latky z obalovych materialti na hodnotu 0,01 mg/kg.

1.8 Minimalizace vzniku akrylamidu

Faktory rozhodujici o urovni kontaminace vyrobku:

- Obsah redukujicich cukrti, asparaginu a dalSich volnych aminokyselin
- Teplota pouzita pii zpracovani (vyrobe¢)

- Hodnota pH

- Obsah vody

- Pouziti aditivnich latek v receptute (Velisek, 2009)

Asparagin, glukéza a fruktdza jsou tedy povazované za hlavni prekurzory tvorby akryla-
midu, pfi¢emZ asparagin se svoji amidovou skupinou tvoii zédklad molekuly akrylamidu.
Z dosud znamych mechanismt tvorby akrylamidu v tepeln€ upravovanych potravinach lze
uvazovat o moznosti eliminace vzniku akrylamidu v potravindch bud’ cestou sniZovani

obsahu asparaginu nebo redukci obsahu redukujicich cukrii, zasahem do mechanizmu
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vzniku prekurzorti nebo upravou technologického procesu zpracovani potravin (Ciesarova,

2005).

Na zadkladé¢ mnoha vyzkumt JIFSAN s NCFST a FDA byly stanoveny nasledujici body

ke sniZeni akrylamidu v potravinach:

1. Vyvinout databaze tykajici se obsahu volného asparaginu a glukézy v riznych ka-
tegoriich potravin

2. Urcit vztah mezi mnoZstvim asparaginu v nezpracovanych potravinich a mnoz-
stvim akrylamidu v potravinach po zpracovani

3. Definovat kinetiku vzniku akrylamidu a vliv podminek zpracovani, jakymi jsou
cas, teplota, pH, aktivita vody a slozeni potravin

4. Redukce jiz vzniklého akrylamidu (Friedman, 2003)

Na redukci obsahu jiz vzniklého akrylamidu bylo v modelovych ptipadech pouzito vice

zpusobt:

a) kyseld nebo enzymova hydrolyza amidové skupiny akrylamidu na kyselinu akrylo-
vou a amoniak.

b) polymerizace akrylamidu na netoxicky polyakrylamid pisobenim UV zéfeni, radi-
ace nebo volnymi radikaly pfitomnymi ve fenolickych slouceninach, flavonoidech,
melaninech, tryptofanu a v n€kterych mastnych kyselinach.

c) reakce akrylamidu s SH-skupinou aminokyselin, esterti, peptidi nebo proteinti

d) tuprava pH kyselinou citronova po dobu pe¢eni nebo smazeni (Ciesarova, 2005)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

2 TECHNOLOGIE VYROBY SLADU

Surovinou pro vyrobu sladu je je¢men (obr. 5). Tato rostlina patii do tiSe rostlin, odd€leni
semennych (Spermatophyta), pododdéleni krytosemennych (4ngiospermae), tiidy jednod¢-

loznych (Monocotyledonae), ¢eledi lipnicovité (Poaceae) (Kosat a Prochazka, 2002).

V nasSich zemich jsou prvni pisemné zminky o péstovani jeCmene jiz z roku 1227. Sladov-
nicky jeémen ma mit nasledujici parametry: vynos piiblizné¢ 7 tun/ha, pocet zrn v klasu 18
— 20, délku vegetacni doby ptiblizn€¢ 100 dni, obsah skrobu 60 — 65 %, obsah bilkovin 10 —
11 %. Pro vyrobu sladu a sladovych vytazkli se na naSem Uzemi péstuji vybrané odridy
jarniho dvoufadého je¢mene, naptf. Rubin, Jubilant, Forum a dalsi, které patii

k nejkvalitnéj$im odridam na svété (Chladek, 2007).

L2
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Obr. 5. Sladovnicky jecmen

Technologicky postup vyroby sladu zahrnuje nékolik fazi:

nakup je¢mene

- ptijem, ¢isténi a tfidéni je¢mene
- maceni jeCmene

- kliceni je¢mene

- hvozdéni sladu

- odkli¢ovani a skladovani sladu
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2.1 Maceni jeCmene

Nékup sladovnického je¢mene se provadi na zdklad€ smluv mezi odbératelem a dodavate-
lem (péstitelé jeémene nebo obchodni organizace). Tyto smlouvy vychazi z CSN normy 46

1100 — 5 z roku 1994 (Kosat a Prochazka, 2002, Pelikan aj., 2002).

2.2 Prijem, Cisténi a tFidéni jemene

Pfijem zrna se provadi na pfijimaci ramp¢€ z valnikli, ndkladnich automobili nebo vagond.
Z kazdé dodavky je nutno odebirat vzorky k analyzam. Z piijmovych koSt se je¢cmen do-
pravuje k predcisteéni, ¢iSténi a uloZeni do sil. K dopravé zrna se nejcastéji pouzivaji nasle-
dujici dopravni prostiedky: elevatory, Snekové dopravniky, dopravni pasy nebo pneuma-

tickd doprava.

Cisténi je¢mene probiha na &istiéce, na kterou navazuje tfidicka. Cisténi probihd ve dvou
stupnich. V prvnim stupni dochdzi k odstranéni hrubych necistot, cizich ptimési a nakonec
jemnych pfimési. Prvni stupen probihd na vibrujicich sitech tzv. aspiratorech. Nésledujici
druhy stupeni probihd na triéru. V této fazi dochéazi k odstranéni kulatych zrn jinych plodin

nebo tlomk zrn je¢nych.

Ttidéni je¢mene je dulezité¢ z technologického hlediska. Vyznamné je z hlediska maceni,
kliceni a nasledné ziskani homogenniho sladu (Kosat a Prochazka, 2002, Pelikan aj.,

2002).

Rozdéleni je¢mene dle velikosti:
- I tfida — zrna vétsi ne 2,5 mm, tzv. prima
- II. tfida — zrna v rozmezi 2,2 — 2,5 mm, tzv. sekunda

- propad — zrna mensi nez 2,2 mm

Skladovany je¢men je Zivy organismus, ktery se vyviji a méni. K zaji$téni Zivotaschopnosti
a minimalnich ztrat dychanim je tfeba skladovat zrno s nizkym obsahem vody (14-15 %).
(Kosaf a Prochazka, 2002, Pelikan aj., 2002). Pti skladovani se Cerstvé sklizeny a vytiide-
ny je¢men nachézi ve stadiu zédkladniho klidu, tzv. dormace a neni schopen vykli¢it. Spatna
kli¢ivost Cerstvé sklizeného je¢mene je zplsobena piitomnosti inhibitord kliceni, tzv. dor-
mind. Teprve jejich odbourdnim oxidaci dormace zanika, uvoliiuje ¢innost stimuldtori

kliceni giberelintl, a zrno je schopno kli¢it (Rop a Hrabég, 2009). DalSimi faktory ovliviuji-
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cimi kvalitu skladovani jsou teplota zrna, poskozeni obilek, kvalita ¢isténi a tfidéni a pii-

tomnost Skiidct (Kosat a Prochazka, 2002, Pelikén aj., 2002).

2.3 Maceni jeCmene

Méceni je technologicky proces, pii némz se zvySuje obsah vody v zrnu podle typu vyra-
béného sladu na 42 — 48 %. Cilem maceni je zahdjeni enzymatickych reakci, odstranit
splavky a lehké necistoty a vylouhovat nezadouct latky.

Méceni probiha v naduvnicich (kénické, ploché, Wildiv), nejlépe za konstantni teploty.

Faktory ovlivitujici piijem vody:
- teplota vody
- chemické slozeni maceci vody
- velikost zrna
- struktura zrna
- pfitomnost kysliku

- technologie maceni (Kosat a Prochdzka, 2002, Rop a Hrab¢, 2009)

Typy maceni
- vzdus$né maceni
- zaplavové maceni
- opakované maceni
- sprchové maceni

- klasické maceni (Kosat a Prochazka, 2002)

V soucasné dobé je nejpouzivanéjSim zpisobem vzdusné maceni. Pouziti této technologie
maceni je nutné pii sladovani Cerstvych, odlezelych sladi. Dulezitym faktorem technologie
vzduSného maceni je odsavani oxidu uhli¢itého béhem vzdusnych piestavek. Pii pouziti
zptisobu zaplavového maceni se provadi odstranéni oxidu uhli¢itého a zchlazeni vodou.
Nevyhodou tohoto postupu je o 30 % vyssi spotieba vody. DalSim zpiisobem je opakované
maceni, jehoZ prednosti jsou nizsi sladovaci ztraty, naopak nevyhodou je Spatny vzhled

zrna a vys$si nédklady na spotfebu energie. Pii sprchovém maceni je jeCmen pouze kropen.
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Diilezitou podminkou pfi pouziti tohoto zpiisobu maceni je, aby byl je¢men dobfe vycistén.
Tento zptisob je obvykly pti pouziti plochych naduvniki a vysledkem je minimalni spotie-
ba vody. Naopak nevyhoda pfti pouziti tohoto zplisobu méceni je, ze nedochézi k vylouceni
nezéadoucich latek z pluchy, odstranéni prachu a splavki. Poslednim zpiisobem je klasické
maceni, které je opakem moderniho maceni. Pfi klasickém méaceni jsou doby namoceni
jeCmene dlouhé a vzdusné prestavky jsou kratké. Tento zplsob poskytuje vysoce kvalitni
slady, avSak pouze u je¢menil fyziologicky zdravych, dokonale vyzralych a odlezelych

(Kosat a Prochéazka, 2002).

2.4 Klic¢eni jeCcmene

Cilem kliceni je aktivace a tvorba enzymt a dosazeni pozadovaného stupné rozlusténi zr-
na. Faktory, jimiz je ovliviiovano kli¢eni jsou vhodna teplota, vldha a pfistup kysliku. Bé-
hem procesu kliceni je aktivovdna a syntetizovana fada enzym, z nichZ maji nejveétsi vy-

znam fosfatasy, cytasy, proteasy a hlavn¢ amylasy.

Fosfatazy rozkladaji fytin a dalsi organické latky za vzniku kysele reagujicich fosfore¢na-
nu. Kysel¢ prostiedi je dilezité pro ¢innost ostatnich enzymu. Ke kysel¢ reakci uvniti zrna
pfispivaji 1 organické kyseliny vznikajici pfi rozkladu sacharidii a aminokyselin. Cytasy
jako komplex enzym §tépicich neSkrobové polysacharidy celulosu, hemicelulosu a gumo-
vité latky (glukany, pentosany) pomaéhaji zpfistupnit zrnka Skrobu a molekuly bilkovin
uzaviené v bunkach endospermu. Kli¢ici zrno se stavd plisobenim téchto enzymil kiehci

a mekei, a tim dochazi k tzv. cytolytickému rozlusténi (Rop a Hrab¢, 2009).

vvvvvv

Skrobu probihd béhem sladovani v omezené mife. Tyto enzymy maji zasadni vyznam
pro hydrolyzu Skrobu pfi rmutovani. a — Amylasa neni v je€meni pfitomna. Nejvétsi tvorba
tohoto enzymu probihd od druhého do ctvrtého dne kliceni (Kosaf a Prochazka, 2002).
Pozitivni vliv na tvorbu o — amylasy maji vlhkost, doba kli¢eni a pfiznivé pisobi nizsi tep-
loty (Pelikan aj., 2002).8 — Amylasa je v malém mnozstvi obsaZena jiZ v jecném zrnu. Bé-
hem prvniho dne kli¢eni dochazi k malé ztraté tohoto enzymu. Naopak ke zvySovani obsa-
hu enzymu dochazi od druhého dne kli¢eni. Na tvorbé B — amylasy mé zasadni vyznam

dychani v prvnim dni kliceni (Kosat a Prochazka, 2002).
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Kliceni sladovnického je¢mene je mozno provadét klasickym zpisobem na humnech nebo
v modernich pneumatickych sladovnach. Humna jsou prostorné mistnosti s hladkymi pod-

lahami, konstantni teplotou a u¢innym vétranim (Rop a Hrabé¢, 2009).

Kli¢eni zrna pfti klasickém vedeni na humnech mé nékolik charakteristickych stadii:
- mokrd hromada
- suché hromada
- pukavka
- mladik

- stara hromada

Sladovani klasickym zpiisobem vyZaduje rozsahlé prostory a hodné namahavé rucni prace,
proto je nahrazovano pneumatickym sladovanim, které lze rozdélit do 4 skupin (bubnova,
skiifiova, Sachtova a horizontalni kli¢idla) (Rop a Hrab¢, 2009). Typickym znakem pneu-
matického sladovani ve srovnani s humnovym, je vysoka vrstva kli¢iciho zrna, ktera ma
za nasledek vysokou spotfebu energie pro nucenou ventilaci klimatizovaného vzduchu

(Pelikan aj., 2002).

Kone¢nym produktem kli¢eni je zeleny slad, ktery ma mit zdravou viini, mirn¢ zavadlé
kofinky, spravné vyvinutou stfelku a ma byt rozlustén. Podle vyvinu stielky se rozeznavaji
kratké slady, zpravidla nedolusténé a dlouhé slady, pouzivané pro vyrobu tmavych piv

(Rop a Hrabé¢, 2009).

2.5 Hvozdéni sladu

Hvozdéni je technologicky postup, pii némz dochéazi ke sniZzeni obsahu vody ve sladu
pod 4 %. Snizenim obsahu vody se slad stava skladovatelnym a stabilnim. Dochazi k za-
staveni vegetacnich pochodi (zastaveni kli¢eni a dal§iho luSténi zrna), avSak enzymova
aktivita ziistava v odpovidajici mife zachovana. Béhem hvozdéni dochazi k tvorbé charak-
teristickych barevnych a aromatickych latek, jez jsou charakteristické pro jednotlivé druhy

sladd a piv (Kosaf a Prochézka, 2002, Rop a Hrabg, 2009).
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Vlastni proces hvozdeéni se provadi na hvozdech. Hvozdy mohou byt rozdéleny podle riiz-
nych hledisek. Nejc€astéji se vSak déli podle poctu lisek (jednoliskovy, dvouliskovy nebo
ttiliskovy) (Kosar a Prochazka, 2002, Pelikan aj., 2002).

Z hlediska chemickych a biochemickych zmén rozliSujeme 3 faze hvozdéni:

- rustova faze

- enzymova faze

- chemicka faze
Béhem ristové faze stale jesté probihaji vegetacni pochody vcetné riistu kotinku a stielky.
Tato faze probihd za teploty 40 °C a obsahu vody nad 20 %. Nasleduje faze enzymova,
ktera probiha pii obsahu vody pod 20 %. V této fazi se zvySuje teplota na 60 °C a dochazi
k zastaveni ristu kotink a stfelky, ale enzymové reakce probihaji nadéle. Posledni fazi je
pouze chemické reakce, jejichz vysledkem je tvorba barevnych a aromatickych latek cha-
rakteristickych pro dané slady (Kosat a Prochéazka, 2002, Rop a Hrab¢, 2009, Pelikan aj.,
2002).
Tyto latky jsou dvojiho charakteru (dusikaté a bezdusikaté). Latky obsahujici dusik tzv.
melanoidiny jsou slou¢eniny vznikajici pfi dotahovani sladu pii Maillardovych reakcich.
Melanoidiny maji sladovou aromatickou chut’ a viini, reaguji kysele a maji oxida¢né — re-
dukéni vlastnosti. Barevné a aromatické latky bezdusikaté tzv. melaniny vznikaji karameli-
zaci cukernych roztokli pfi termickém Stépeni cukri. Déle vznikaji enzymovou oxidaci

polyfenoll a reduktonii (Kosat a Prochazka, 2002).

2.6 Odklicovani a skladovani sladu

Na hvozdéni navazuje odkli€ovani sladu, pfi némz se slad zbavi kofinkd zvanych sladovy
kvét, ktery ma vysoky obsah biologicky vyznamnych latek. Pfed expedici se slad lesti.
Timto krokem se ziska vyrobek Cistého vzhledu za soucasného odstranéni prachu a posko-

zenych zrn.

Odkliceny slad se uskladiiuje na sladové ptidy nebo do sil. Zde se slad nechava 4 az 6 tyd-
nl dozrat. V této dobé slad mirn€ zvysi svou vlhkost dileZitou k technologickému odleZeni

(Kosaft a Prochazka, 2002, Rop a Hrabé¢, 2009).
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2.7 Druhy sladu

2.7.1 slad Cesky (plzenisky)

Surovinou pro vyrobu plzefiského sladu jsou jeCmeny s nizkym az stfednim obsahem bil-
kovin (do 11 %). Pro vyrobu je charakteristické méa€eni zrna na 42 — 45 % vlhkosti.
Na humné se vede tak, aby bylo dosazeno optimélni rozlusténi endospermu, piti kratsi
stielce. Pii hvozdéni se slad predsousi pii teploté 40 — 50 °C po dobu 12 hodin, az do po-
klesu obsahu vody na 10 %. Potom se dosousi dalSich 12 hodin, pfic¢emz poslednich 5 ho-

din se udrzuje dotahovaci teplota 80 °C (Pelikan aj., 2002, Rop a Hrab¢, 2009).

2.7.2 slad bavorsky (mnichovsky)

Surovinou pro vyrobu bavorského sladu jsou je¢meny bohatsi na bilkoviny (12 % a vice).
Zrno se maci na vyssi stupent domoceni (46 — 48 %) a na humné se vede tak, aby se dosah-
lo velmi dobrého rozlusténi zrna, ptic¢emz strelka dosahuje 3/4 délky zrna, coz trva 6 — 7
dni. Tento slad se hvozdi dvakrat 24 hodin a teplota dotahovani je 100 — 105 °C po dobu 4
— 5 hodin (Pelikan aj., 2002, Rop a Hrabg, 2009).

2.7.3 slad vidensky

Tento slad tvofi pfechod mezi sladem ¢eskym a bavorskym, pficemz svymi vlastnostmi se
pfiblizuje vice sladu ¢eskému. Hvozdéni se vede tak, aby se slad na horni lisce ¢aste¢né
dolustil. Teplota dotahovani je vyssi neZ u sladu ceského (Pelikén aj., 2002, Rop a Hrabg,
2009).

2.7.4 slad karamelovy

Tento slad je charakteristicky vysokym obsahem aromatickych a barevnych latek. Surovi-
nou pro vyrobu tohoto typu sladu je dobte rozlustény zeleny slad, ktery se vlhéi na 45 %
vody, aby se pfi zahfivani vytvofilo dostate¢né mnozstvi vodni pary nutné ke zcukieni en-
dospermu. Karamelizace probihd ve specialnich bubnech piti kone¢né teploté 120 az 180
°C. Aroma karamelovych sladl siln€ ovliviiuje slozeni v nich obsazenych dusikatych hete-

rocyklickych slouc¢enin (Basarova, 2010, Rop a Hrab¢, 2009).
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2.7.5 slad barevny

Barevny slad se pouziva k vyrobég siln¢ tmavych piv. Surovinou pro vyrobu téchto slad
jsou hotové, navlhéené slady uprazené za zvySeni teploty az na 225 °C. Technologickym
postupem je docileno vysoké tvorby melanoidinti a postupné degradace Skrobu, ktery dava

vznik dextrintim, karamelu a pozdéji hotkému Samaru (Basatova, 2010).

2.7.6 slad diastaticky

Diastaticky slad se pouziva pii zpracovani enzymové chudych sladii nebo pii soucasném
zpracovani nahrazek sladu. Pro jeho vyrobu se pouzivaji jeCmeny s vyS§im obsahem dusi-
katych latek (14 % a vice). Na humné¢ se vede pii nizké teploté 2 tydny do dosazeni doko-
nalého zcukfeni. Tento slad obsahuje zna¢ny pocet zcela vyklicenych zrn. Opatrnym suse-
nim pfi teploté do 50 °C se zachovaji vysoké hodnoty diastatické mohutnosti (Basafova,

2010, Rop a Hrabé, 2009, Pelikan a;j., 2002).

2.7.7 slad nakufovany

Tento specidlni slad se pouziva k vyrobé whisky skotského typu. Surovinou pro tento slad
je je€men s vy$Sim obsahem bilkovin. Vyroba probihd ve specializovanych sladovnach
z je¢ného sladu suSeného pfimymi spalinami raseliny, které dodavaji sladu typické aroma
souvisejici s vysokym obsahem fenoll tékajicich s vodni parou (Basafova, 2010, Pelikan

aj., 2002).

2.7.8 slad melanoidinovy

Tento slad je typicky svou intenzivné tmavou barvou. Této charakteristické vlastnosti se
dociluje nikoliv zvySenou teplotou, ale intenzivnéj$im pribéhem Maillardovy reakce, kte-
rého se dosdhne zapafenim sladu na teplotu 50 °C (Basatova, 2010, Rop a Hrabég, 2009,
Pelikan aj., 2002). Melanoidinovy slad ma cisté sladovou viini a chut’ bez nahoiklé ptichu-

té typické pro barevné a karamelové slady (Basatova, 2010).
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2.7.9 slad proteolyticky

Proteolyticky slad se vyrabi ze zeleného sladu skrapénim kulturou mlécnych bakterii, takze
obsahuje az 4 % kyseliny mlécné. M1éEné bakterie se poté nic¢i pii hvozdéni sladu (Basato-
va, 2010, Rop a Hrab¢, 2009, Pelikén aj., 2002) Tento slad vyuZivaji v zahranici k Gpravé
pH rmutt (Rop a Hrab¢, 2009, Pelikan aj., 2002).

2.8 Nahrazky sladu

V nékterych zemich se nahrazuje slad levnéj$imi surovinami — ndhrazkami sladu, které se
nazyvaji surogaty. V tradi¢nich pivovarskych zemich se pouzivaji omezené, zpravidla
pro vyrobu specidlnich piv. Pouzivani surogétu je nejvice rozsiteno predevSim v Americe,
Africe a Asii.

Skrobnaté surogaty piedstavuji nesladovany jeémen, ryzi nebo &irok cukrovy. Jako na-
hrazka sladu se pti vyrob¢ specidlnich piv v Némecku a Belgii pouZziva pSenice. Vysokého
pouziti zaznamenala kukufice v oblastech Severni Ameriky a Asie.

Dals$i moznou alternativou jsou cukernaté surogaty, které jsou oproti Skrobovym snéze
zpracovatelné, ale jsou draz$i. K nim patii fepny cukr a titinovy cukr a rizné glukézové

a dextrinové¢ sirupy (Kosat a Prochézka, 2002, Rop a hrab¢ 2009).
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3 METODY STANOVENI AKRYLAMIDU V POTRAVINACH

Intenzivni vyzkum v oblasti stanoveni obsahu akrylamidu ve zpracovanych potravinach
byl zahajen kratce po objeveni akrylamidu, v tepeln€ opracovanych potravinach, Svédsky-
mi védci v dubnu 2002. V nésledujicich letech se zacalo vyvijet mnozstvi metod, jimiz by
bylo mozno stanovit akrylamid, zvlasté¢ ve vod¢, biologickém materiale a tepelné upravo-
vanych potravinach. Mnoho laboratofi zafalo intenzivné pracovat na vyvoji metody
na zékladé¢ LC — MS. Tato metoda byla zalozena hlavné na MS, jako rozhodujici technice
pro lepsi identifikaci akrylamidu, ve spojeni s kapalinovou nebo plynovou chromatografii.
Nejprve byla pouzita analyza slouCeniny piimo, pozd¢ji byly vzorky derivatizovany (Gil-

bert and Senyuva , 2008).

Pro stanoveni mnozstvi akrylamidu v potravinach jsou vhodné chromatografické metody,
jako je plynové chromatografie (GS) nebo kapalinova chromatografie (LC) s vyuzitim se-
lektivnich a specifickych detektort. Dal§imi moZnymi metodami stanoveni akrylamidu
mohou byt kapilarni elektroforéza nebo bioanalytické metody, jimiZ jsou imunoenzymatic-

ké testy (Oracz et al., 2011)

Prvni publikace z oblasti analyzy akrylamidu v riiznych tepeln¢€ opracovanych potravinach
byly zaméfeny na pouziti LC — MS metody. Byla pouzita metoda hmotnostni spektrome-
trie pro pfimou detekci akrylamidu, ktera by jednoznaéné ovéfila pfitomnost akrylamidu

v fadé tepeln€ upravovanych potravin (Gilbert and Senyuva, 2008).

3.1 Princip chromatografické metody

Chromatografické metody jsou vysoce ucinné separani metody, slouzici k oddéleni analy-
zovanych slozek ze smési a zaroven k jejich kvalitativni 1 kvantitativni analyze. Podstatou
chromatografického procesu je opakované ustavovani rovnovédhy mezi dvéma nemisitel-
nymi fadzemi vzorku (mobilni a stacionarni fazi). Mobilni faze je pfedstavovéana kapalinou
nebo plynem, ktery unasi vzorek prostorem, v némz je nepohyblivd stacionarni faze.
Pti prostupu vzorku stacionarni fazi dochdzi k separaci sloZzek vzorku na zékladé opako-
vané interakce se stacionarni fazi. Slozky vzorku jsou interakci selektivné brzdény, mira
brzdéni je imérna vazebné sile této interakce. Distribuci sloZky mezi mobilni a stacionarni

fazi 1ze vyjadrit distribuénim pomérem D, pfipadné distribucni konstantou Kp, ktera vyja-
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diuje pomér koncentrace slozky ve stacionarni (cs), ke koncentraci slozky v mobilni fazi

(cm) (Fukal, 2006, Opekar, 2010).
Kp=c/cm

Cim je hodnota distribu¢ni konstanty vyssi, tim je slozka vice vézana stacionarni fazi
a déle zadrzovéna v koloné. Slozky vzorku lisici se Kp prochézeji kolonou riiznou rychlos-
ti, na zéklad¢ které se separuji. U slozek se shodnymi Kp nedochazi k rozdéleni. Hodnota
distribu¢ni konstanty nezavisi pouze na povaze latky, ale i na vlastnostech mobilni a staci-
onarni faze. Dana latka mlZe byt charakterizovdna riznymi hodnotami Kp v zavislosti

na pouzité mobilni a stacionarni fazi (Opekar, 2010).

3.2 Rozdéleni chromatografickych metod

Chromatografickych metod je velké mnozstvi. Proto je ucelné jejich rozdéleni do urcitych
skupin. Vzhledem ke zna¢né riznorodosti se déli podle né€kolika hledisek. Pfesné rozdéleni
chromatografickych metod neni vzdy jednotné, nebot’ nékdy se pfi separaci uplatiiuje vice

mechanism, jindy zase neni podstata separacniho procesu zcela objasnéna.
Podle skupenstvi mobilni faze

- Plynova chromatografie

- Kapalinova chromatografie

Podle uspotadani stacionarni faze

- Kolonové chromatografie
- Plo$na chromatografie
o Papirova
o Tenkovrstva

- Vsadkova chromatografie

Podle separacniho principu

- Adsorp¢ni chromatografie
- Rozdé&lovaci chromatografie
- lontové — vyménna chromatografie

- Gelova permeacni chromatografie
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- Bioafinitni chromatografie

Podle provoznich podminek

- Nizkotlakéd chromatografie
- Stredotlakd chromatografie

- Vysokotlakd chromatografie (Fukal, 2006, Klouda, 2003)

3.3 Zakladni parametry separace v kolonové chromatografii

Hodnoceni separacnich parametrii za ziskanych experimentélnich dat zavisi na typu pouzi-
tého chromatografu. V piipad¢ pouziti kolonového chromatografu s detektorem je vysled-
kem analyzy zdznam odezvy detektoru na Case — tzv. chromatogram. Chromatogram je
tvofen soustavou tzv. chromatografickych pikd, které maji rGznou plochu a vySku, maji
od sebe riiznou vzdalenost a v idedlnim ptipad€ jsou symetrické a maji tvar Gaussovy
ktivky.

Z chromatogramu je mozno urcit nasledujici parametry:

- retenéni ¢as slozky vzorku — je vyjadien Casovym intervalem odpovidajicim dobé¢
od nésttiku vzorku do okamziku detekce, jeho hodnoty jsou udavany v jednotkach

¢asu

- mrtvy retenéni ¢as — piedstavuje asovy interval od nastfiku vzorku do okamziku
detekce u slozky, jeZ neni stacionarni fazi zadrzovana a pohybuje se rychlosti toku

mobilni faze

- Sifka chromatografického piku — odecet této hodnoty se provadi na Grovni za-

kladni linie, Sitka chromatografického piku se udava v jednotkach casu

- vySka chromatografického piku — predstavuje veli¢inu, jez urcuje koncentraci

latky ve smési (kvantitativni analyza) (Opekar, 2010, Fukal, 2006)
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QOdezva detektoru
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Obr. 6. Priklad chromatogramu

3.4 Kyvalitativni a kvantitativni analyza

3.4.1 Kvalitativni analyza

Pouziva se k identifikaci jednotlivych slozek separované smeési, zavislé na typu pouzitého
detektoru. Pti pouziti spektralniho detektoru poskytujiciho ptimou strukturni informaci je
identifikace latky odpovidajici ur¢itému piku mozné na zakladé rozboru ptislusného spek-
tra. Bézné detektory tuto informaci neposkytuji, ptfifazeni urcité latky piku je nutno provést
na zakladé porovnani a posouzeni shody retenc¢nich charakteristik identifikované slozky

vzorku a standardu (Opekar, 2010).

3.4.2 Kbvantitativni analyza

Principem kvantitativni analyzy je urceni ploch chromatografickych pikii stanovované

slozky. Kvantitativni analyzu lze provadét 4 metodami:

Metoda kalibra¢ni primky — provadi se nékolik néstfikl standardii o rizném obsahu sta-
novované slozky, dale se sestroji kalibra¢ni kiivka zavislosti vySky (plochy) piku na kon-

centraci a z grafu se urci koncentrace stanovované slozky ve vzorku

Metoda standardniho pridavku — pii této kalibra¢ni metod¢ se standardni vzorek pridava

pfimo do vzorku s hledanou koncentraci

Metoda vnitini normalizace — pfi této metod¢ je zjiStovan podil ploch pikli stanovova-

nych latek k celkové plose vSech detekovanych pik
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Metoda vnitfni standardizace — ke zndmému objemu vzorku je pfiddn zndmy objem
standardni latky o definované molarni koncentraci, pfidavany standard nesmi byt pfitomen
v puvodnim vzorku, nesmi reagovat s Zadnou slozkou vorku, musi eluovat v blizkosti piku

stanovované slozky a byt dobfe oddélen od vSech slozek vzorku (Opekar, 2010).

3.5 Plynova chromatografie

Metoda zaloZena na separaci latek probihajici v kapilarni nebo népliové kolong, ktera ob-
sahuje stacionarni f4zi (sorbent) a mobilni fazi (nosny plyn). Plynnd mobilni faze zde slou-

zi pouze k transportu analytu a neovliviiuje stacionarni fazi (Motyka a Hlavac, 2009).

vzofek vystup plynu do aimosiéry
| + signdl deteldory
-
K
\ \ \ b vyhodnocovac
; . zafizen
| davkovat  yolona Jetekior
4 regulatnl
1 syslém
; \ termastal
gy, Cistic] Zafizeni

z2drol nosndho phynu

Obr. 7. Schéma plynového chromatografu (Klouda, 2003)

Instrumentace

3.5.1 Stacionarni faze

V plynové chromatografii systému plyn — pevna latka je stacionarni fazi absorbent (aktivni

uhli, silikagel nebo molekulova sita), zatimco v chromatografii systému plyn — kapalina je
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staciondrni fazi kapalinovy film zakotveny na inertnim nosi¢i nebo vnitini sténé kapilary

(Motyka a Hlavag, 2009).

3.5.2 Nosny plyn

V plynové chromatografii se jako mobilni faze pouZziva inertni plyn. Zdrojem nosného ply-
nu je tlakova lahev. K idedlnim nosnym plyniim patii hélium, které se vSak ¢asto nepouzi-
va z divodu vysoké ceny. Nejvice pouzivanymi nosnymi plyny jsou dusik, argon a vodik.
Volba nosného plynu mize zaviset také na druhu kolony a pouzitém detektoru (Motyka

a Hlavac, 2009, Klouda, 2003).

3.5.3 Davkovac vzorku

Dévkovaci zafizeni musi umoznit rychlé vpraveni vzorku do kolony a dobrou reproduko-
vatelnost davkovani (Karlicek, 2007). Nastiik vzorku se provadi mikrostiikackou pies pry-
zové tésnéni a vzorek se vpravi do vyhtatého prostoru davkovaciho zatizeni. Pro zabranéni
kondenzace vzorku je dilezité, aby teplota davkovace ptfesahovala bod varu nejméné téka-
v¢ analyzované slozky vzorku alespon o 50 °C (Karlicek, 2007, Opekar, 2010). Davkovani
vzorku lze provadét nékolika technikami. Nejcastéji se pouziva davkovani s déli¢em toku
(split inject), davkovani bez de€lice toku (splitless inject), davkovani ptimo do kolony (on
column inject) a ddvkovani s programovée zvySovanou teplotou vypafovani vzorku (Moty-

ka a Hlavac, 2009)

3.5.4 Kolony
V plynové chromatografii se pouzivaji napliiové nebo kapilarni separacni kolony.
e Kolony napliiové

Napliiové kolony jsou tvofeny do spiraly stoCenou kovovou nebo sklenénou trubici
o vnitinim priméru 2 — 4 mm a délce 2 — 6 m. Néplni téchto kolon je stacionarni faze, jez
predstavuje absorbent (GSC) nebo nosi¢ se zakotvenou kapalnou fazi (GLC) (Karlicek,
2007).

e Kolony kapilarni

Kapilarni kolony jsou nej€astéji vyrobeny z kiemene, ktery je potaZen polyamidem. Toto

potazeni zvySuje mechanickou odolnost kolon. Stacionarni faze je u kapilarnich kolon na-
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nesena na vnitinich sténach kapilary o vnitinim praméru 50 — 350 um. Délka kolon se po-

hybuje v rozmezi 15 — 100 m(Motyka a Hlavac, 2009 Opekar, 2010).

Z hlediska charakteru stacionarni fAze nanesené na vnitini stén¢ kapilary se rozliSuji 3 zpi-

soby pokryti kolon stacionérni fazi:
WCOT — na vnitini sténé kapilarni kolony je zakotvena kapalna stacionarni faze

SCOT - kapalna stacionarni faze je zakotvena na povrchu pevného nosice na vnitini sténé
kapilary
PLOT — vrstva pevného aktivniho sorbentu se nachazi na vnitinim povrchu kapilary (Mo-

tyka a Hlavag, 2009)

3.5.5 Detektory

Detektor ptevadi vysledky déleni v chromatografické koloné na registrovatelnou formu.
Obecnym pozadavkem je univerzalnost detekce pro vSechny latky a vysoka citlivost (Kar-

licek, 2007).
o Teplotné vodivostni detektor

Tento typ detektoru méfi zmény tepelné vodivosti mobilni faze zplisobené piitomnosti
eluované latky (Stulik, 2004). Je tvofen tenkou kovovou spiralou, zhavenou priichodem
elektrického proudu. Elektricky odpor spirdly zavisi na jeji aktudlni teploté, ktera je zavisla
na tepelné vodivosti okoli. Pokud se do prostoru detektoru dostane eluovana latka vystupu-
jici z chromatografické kolony, dojde diky zméné tepelné vodivosti prostiedi ke zméné
teploty a elektrického odporu vlédkna, velikost této zmény je tmérna tepelné vodivosti

a koncentraci této latky (Opekar, 2010).

e  Plamenové ionizacni detektor

Podstata detekce spoc¢ivd v méfeni zmény ionizacniho proudu vodiko — vzduchového pla-
mene zplisobené pitomnosti eluovaného analytu (Stulik, 2004). Pokud je v plameni spale-
na latka vystupujici z chromatografické kolony, pocet iontl a elektrontli v prostoru detekto-
ru vzroste, vzroste elektrickd vodivost prostiedi a zvysi se hodnota prochéazejiciho proudu.
Velikost signalu detektoru zavisi na typu a koncentraci detegované latky (Opekar, 2010).
Tento detektor poskytuje odezvu na vétSinu organickych latek, anorganické slouceniny

odezvu neposkytuji (Opekar, 2010, Motyka a Hlavac, 2009).
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e Detektor elektronového zdachytu

Principem detekce je vyuZiti schopnosti eluovanych latek vytvofit negativni ion zachyce-
nim nizkoenergetického elektronu (Stulik, 2004). Zdrojem ionizace u tohoto typu detektoru
je P — zafeni, nejéast&ji *Ni emitujici rychlé elektrony. Elektrony zptisobuji ionizaci nos-
ného plynu a dochézi k emisi sekundéarnich elektronti o nizké energii (Opekar, 2010, Mo-
tyka a Hlavac, 2009). Mezi kovovou sténou detektoru zapojenou jako anoda a katodou
prochazi diky ptitomnosti sekundéarnich elektronli elektricky proud. Pokud se do prostoru
detek¢ni cely dostane z vystupu chromatografické kolony latka pohlcujici sekundarni elek-
trony, dojde k poklesu jejich poctu a tedy 1 k poklesu prochazejiciho proudu. Pokles prou-
du zavisi na typu a koncentraci latky vystupujici z kolony. Detektor je citlivy na organické

latky, halogeny a nitroskupiny (Opekar, 2010).
e Heliovy ionizacni detektor

Principem detekce je ionizace heliovymi atomy vzbuzenymi do metastabilniho stavu
s vysokym ioniza¢nim potencidlem. Detektor je citlivy na organické i anorganické slouce-

niny (Motyka a Hlavag, 2009).

o  Hmotnostné spektrometricky detektor (MS)

Tento detektor je vhodny pro identifikaci a kvantifikaci analyzovanych slozek smési. Or-
ganické molekuly jsou v MS detektoru ionizovany a fragmentovany a nasledné analyzova-
ny kvadrupolovym analyzatorem nebo iontovou pasti. Vysledné hmotnostni spektrum ob-
sahuje informace o intenzité jednotlivych iontd. Vyhodnoceni zaznamu z MS detektoru se

provadi porovnanim spektra s knihovnou MS spekter (Motyka a Hlavac, 2009).

3.6 Chemicka derivatizace v plynové chromatografii

Derivatizace je cilend chemické reakce, kterd je provadéna za ucelem zlepSeni chromato-
grafického chovani, sniZeni polarity analytu, blokovanim polarnich funkénich skupin. Mi-
ze byt také pouzita jako podpirny dikaz identifikace domnélého analytu po pfevedeni
na vhodny derivat. Ke zlepsSeni u¢innosti miize dojit pfi odstranéni nezadoucich vedlejsich
interakci polarnich skupin analytu na kolonég, coz vede k symetrickym, vys§im uzkym pi-

kiim a snizeni meze detekce (Klouda, 2003, Motyka a Hlavac, 2009).
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3.7 Vysokoucinna kapalinova kolonova chromatografie

Kapalinovd chromatografie umoznuje déleni vétSiny organickych i anorganickych latek.
Vyuziva se predevSim k separaci smési latek, které jsou netékavé nebo Spatné tékavé
a termicky labilni. Mobilni faze v pfipadé kapalinové chromatografie hraje dtlezitou
a aktivni roli. Podle mechanismu separace se pouZivaji rozpoustédla, ptipadné jejich smési,
rtizné polarity, pficemz vlastnosti mobilni faze jsou v systému s danou staciondrni fazi roz-
hodujicim faktorem, ktery ovliviiuje retenci jednotlivych slozek smési a tim 1 jejich vza-
jemné rozdéleni (Motyka a Hlavac, 2009). Separacni kolony pro HPLC se vyznacuji vyso-
kou hustotou a homogenitou naplné stacionarni faze a tedy i velkym hydrodynamickym
odporem. Pro dosazeni dostatecného prutoku mobilni faze je nutno pouzit pretlaku (Ope-

kar, 2010).

cerpadio davkovaci
zaflzeni

fizeni sloZeni
mobilni taze

zasobniky odnocovaci
mobiln 1420 bamas
detektor

Obr. 8. Schéma kapalinového chromatografu (Klouda, 2003)

Instrumentace

3.7.1 Cerpadlo

Tok mobilni faze je zajistovan vysokotlakym cerpadlem. V HPLC jsou pouzivany 3 druhy
Cerpadel.
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e Pneumatické Cerpadlo

Zdrojem tlaku u pneumatického Cerpadla je stlateny plyn, ktery mize byt v pfimém kon-
taktu s kapalinou nebo je oddélen od kapaliny pistem nebo membranou (Motyka a Hlavac,

2009).
e Linedrni Cerpadlo

Lineéarni Cerpadlo se sklada z vysokotlakého vélce o objemu az 500 ml a pistu, ktery se
pohybuje uvnitf valce. Mobilni faze je pfed analyzou naplnéna do vélce a posuvem pistu
nasledné vytlatovana do davkovaciho ventilu a separa¢ni kolony. Hlavni vyhodou tohoto
Cerpadla je bezpulsni provoz (Opekar, 2010, Motyka a Hlavac, 2009), nedostatkem je ne-

moznost zmény sloZzeni mobilni faze béhem analyzy (Opekar, 2010).
e Reciprocni Cerpadlo

V soucasnosti nejcastéji pouzivany typ cerpadla je recipro¢ni Cerpadlo. Pist ve valci perio-
dicky nasava a vytlacuje mobilni fazi. Definovany smér toku mobilni faze ze zasobniku
do davkovaciho ventilu a na kolonu zajiStuje dvojice kulickovych ventilli. V ptipadé¢ reci-
procnich cerpadel dostdvame pulsni tok sinusového priibéhu, a proto je tieba pulsni tok
tlumit. Tlumeni tlakovych pulsii je moZno dosdhnout zatfazenim druhého pracovniho vélce
s pistem pracujicim v opacné period€. U tohoto typu Cerpadla je mozno ménit sloZeni mo-

bilni faze pted jejim vstupem do pracovniho valce (Opekar, 2010, Motyka a Hlavac, 2009).

3.7.2 SméSovaci zarizeni

SloZeni mobilni faze miize ziistavat stalé (izokraticka eluce) nebo se béhem separace méni
(gradientova eluce). Naprogramované sméSovaci zafizeni miize s vyuzitim zasobnikl raz-
nych kapalin pfipravovat smés kapalin stalého sloZeni nebo fidit zmény ve slozeni vysled-

né mobilni faze v pribehu separace (Klouda, 2003, Karlicek 2007)

3.7.3 Davkovaci zarizeni

K davkovani se bézné¢ pouziva Sesticestny ventil s davkovaci smyckou definovaného ob-
jemu. Nastiikova smycka ma dany objem, ¢imZ je omezena maximalni velikost nastiiku
na kolonu. Pouzivané ventily dosahuji vysoké reprodukovatelnosti nastiiku (Motyka

a Hlavag, 2009).
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3.74 Kolony

Kolony pro HPLC jsou ocelové nebo sklenéné trubice 5 — 30 cm dlouhé o vnitinim primé-
ru 2 — 8 mm naplnéné stacionarni fazi. Napli kolony musi byt naprosto homogenni a rov-
nomérna (Karli¢ek 2007). Kolony jsou naplnény vhodnou stacionarni fazi, obvykle oxidem
kifemic¢itym vhodné zrnitosti. Oxid kiemicity je chemicky modifikovany navazanim vhod-
nych funkénich skupin. Typ funkéni skupiny urcuje vyslednou polaritu stacionarni faze.
Jako stacionarni fdze mize byt pouzit i granulovany iontoménic, tvofeny nejcastéji sitova-
nym polystyrenem s navazanymi kationogennimi nebo anionogennimi funkénimi skupi-

nami. Dal$i moZnou stacionarni fazi je pouziti mikroporéznich sorbentti (Opekar, 2010).

3.7.5 Detektory

V metodé¢ HPLC je dostupna fada rtiznych detektort, které se 1isi principem funkce, kon-
strukci, selektivitou, citlivosti, mezi detekce a linearnim dynamickym rozsahem (Motyka

a Hlavag, 2009).

o Fotometricky detektor

Fotometricky  detektor = umoziiuje sledovat absorbanci latek  vystupujicich
z chromatografické kolony. Pfes sténu kyvety prochédzi svételny paprsek piichazejici
ze zdroje ptes fokusacni CoCku a Stérbinu. Typ svételného zdroje zavisi na sledovaném
oboru vinovych délek. Fotometricky detektor pracujici v ultrafialové oblasti je pro orga-

nické latky univerzélni (Opekar, 2010).
e Fluorescencni detektor

Fluorescencni detektor je zaloZen na principu fluorescence — schopnosti latek absorbovat
ultrafialové zareni a nésledné vysilat zafeni o vyssi vinové délce, které se méii fotondsobi-
¢em kolmo na smér vstupujiciho zareni (Klouda, 2003). Detektor umozituje dosdhnout

velmi nizkych mezi detekce (Klouda, 2003, Opekar, 2010).

e Refraktometricky detektor

Princip detekce je zaloZen na méfeni rozdilu indexu lomu mezi mobilni fazi a eluatem.
Podminkou pfesného méteni je nutnost udrzovat konstantni teplotu (Klouda, 2003, Motyka

a Hlavag, 2009).
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o  Hmotnostni detektor

Specifické postaveni mezi detektory pro HPLC ma hmotnostni detektor, protoze umoziiuje
nejen kvantitativni stanoveni, ale poskytuje také kvalitativni informace o analytu. Zaklad-
nimi sou¢astmi hmotnostniho detektoru jsou iontovy zdroj, hmotnostni analyzator a detek-
tor iontl. V iontovém zdroji je neutralni ¢astici vhodnym zpisobem dodano dostatecné
mnozstvi energie, aby doslo ke vzniku iont. Nejcastéji se pouzivaji dva typy ionizace —
elektrosprejem a chemicka ionizace. Pfi separaci iontl ionty vstupuji do analyzatoru, jimz
byva kvadrupdlovy analyzator, iontova past nebo priletovy analyzator, kde dochazi
k jejich separaci podle poméru molarni hmotnosti a ndboje (m/z). K detekci iontd se pou-

ziva nejcCastéji elektronovy nasobi¢ nebo fotonasobi¢ (Motyka a Hlavac, 2009).
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIALY A METODY

4.1

4.2

Pomiicky a pristroje

Plynovy chromatograf TRACE GC ULTRA 2000 (Thermo Finnigan, USA)
Hmotnostni spektrometr TRACE DSQ (Thermo Finnigan, USA)

Kapilarni kolona DB-WAX (30m x 0,25 mm x 0,25 pum) (J&W Scientific, USA)
Tlakova lahev Hélium — ¢istota 5.5 (Siad, CR)

Laboratorni susarna Venticel 55 (BMT Medical Technology s.r.o., CR)

Laboratorni mlynek MIAG (Miag, Némecko)

Analytické vahy GE 512 — OCE (Sartorius, Hamburg Némecko)

Mixér — Dispergator DI 18 basic (IKA — WERKE GMBH & CO. KG, Némecko)
Ultrazvukova lazen Elmasonic S60 (ELMA, Némecko)

Centrifuga 3-16K (SIGMA, Némecko)

Centrifuga — Minispin (Eppendorf,Némecko)

Trepacka — TTS3 digital (IKA-WERKE GMBH & CO. KG, Némecko)

Chladnicka (Liebherr, Némecko)

laboratorni sklo — Erlenmayerovy banky (50 ml), odmérné banky (150 ml), pipety
(50 ml, 5 ml, 2 ml, 1 ml),

automatické pipety (1 ml, 0,2 ml), Hamilltonova stiikacka, rtutovy teplomér, plas-

tové mikrozkumavky, sklenéné vialky, vicka se septem

Chemikalie

znaceny akrylamid (1,2,3-13 Cs;, 99 %), ¢ (1 mg/ml) v metanolu (Cambridge Isoto-
pe Laboratories, Inc., USA)

bromid draselny, p.a. (ML Chemica, CR)

kyselina bromovodikova, ¢ (47%), (Merck KGaA, Némecko)

brom, p.a. (Sigma - Aldrich, St. Louis, USA)

thiosiran sodny pentahydrat, p.a. (Lach-Ner, Neratovice, CR)

etylacetat (Sigma- Aldrich, St. Louis, USA)

triethylamin —(99.5%), (Sigma- Aldrich, St. Louis, USA)

2,3,-dibrompropionamid - ¢(1000pg/ml) v metanolu (Absolute Standards, Inc.,
USA)

deionizovana voda
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Z uvedenych chemikalii byly pfipraveny tyto roztoky:
- roztok Na,S,05 . 5SH,O o koncentraci 1 mol.I"!
- bromova voda, kterd byla ptipravena rozpusténim 1,5 ml Br, v 50 ml deionizované

vody
4.3 Pracovni postup

4.3.1 Vzorky sladu

Jako surovina pro laboratorni pokus byl pouzit je€men a z n&j vyrobeny zeleny slad. Tento
slad byl suSen a prazen v laboratorni susarn¢ v rozmezi teplot od 60 °C do 210 °C. Teplot-
ni gradient suSarny byl 5 °C za hodinu. Vzorky byly odebirany po 10 °C (po 2 hodinéch).
Dale byl analyzovan komeréni vzorek jeCmene a z néj vyrobeny svétly slad ze sladovny
Bernard.

Poslednimi vzorky, které byly pouZity pro analyzy, byly komeréné vyrabéné specialni sla-

dy: karamelovy, mnichovsky, plzeiisky, barvici a zitny fermentovany.

4.3.2 Priprava vzorki sladu

K navéazce 5 g pomletého vzorku bylo pfidano 10 pl vnitiniho standardu izotopicky znace-
ného akrylamidu a 50 ml deionizované vody o teploté¢ 60 °C. Smés byla homogenizovana
dispergatorem a ndsledné¢ extrahovana 20 minut v ultrazvukové lazni. Po extrakci byla
smés kvantitativné pfevedena do centrifugacnich zkumavek a odstfedéna po dobu 15 minut
pii 6500 otackach za minutu. Z centrifuga¢nich zkumavek bylo odebrano pomoci automa-
tické pipety 5 ml supernatantu, ktery byl pouzit k derivatizaci bromem. Derivatizace probi-
hala v Erlenmayerovych barkach, kde byly k supernatantu pfidany 2 g bromidu draselného
a kyselina bromovodikova (takové mnozstvi, aby vysledné pH bylo 0 — 1). Tato smés byla
umisténa do chladnicky. Po vychlazeni byly pfidany 2 ml bromové vody. Obsah byl di-
kladn€ promichan a smés byla umisténa do naddoby s ledovou drti na 10 hodin do chladnic-
ky, kde probihala derivatizace vzorku.

Po derivatizaci bromem byl pfebyte¢ny brom ztitrovan 1M odmérnym roztokem thiosiranu
sodného a obsah banck byl pfeveden do centrifuga¢nich bané€k, do kterych bylo pfidano 5
ml etylacetatu. Smés v centrifugacnich zkumavkéch byla intenzivné tfepana po dobu 1
minuty a nasledovala 1 minuta klidu. Tento proces byl zopakovan tfikrat. Po dikladném
promiseni fazi byl vzorek odstiedén pii 5000 ot./min po dobu 5 minut. Z odstfedéného

vzorku byl pomoci automatické pipety odebran z organické faze 1 ml do plastovych mi-
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krozkumavek a ptidén trietylamin o objemu 0,2 ml. Tato smés byla promichdna a po 15
minutach opét odstiedéna pii 5000 ot./min po dobu 5 minut. Obsah mikrozkumavek byl

preveden do sklenénych vialek a analyzovan na GC/MS.

4.4 Instrumentace a chromatografické stanoveni

Ke stanoveni bromovaného derivatu akrylamidu ve vzorcich sladu byl pouZit plynovy
chromatograf, kombinovany s hmotnostnim detektorem. Separace prob¢hla na kapilarni
kolon¢ (délka kolony 30 m x 0,25 mm vnitini pramér, tloustka filmu 0,25 um). Kolona
byla udrzovana pti 50 °C po dobu 1 minuty, poté byl zah4jen teplotni program zvySovani
teploty 15 °C/min do 150 °C po dobu 5 minut. Teplota teplotn¢ programovatelného injek-
toru byla nastavena 200 °C - Splitless méd (1 minuta). Teplota transfer line byla 200 °C.
Hmotnostné selektivni detektor pracoval v SIM moédu, s pozitivni elektron impakt (EI)
ionizaci. Jako nosny plyn bylo pouzito hélium s pratokem 1,5 ml/min V téchto podmin-
kach byl reten¢ni ¢as akrylamidu a (PCy) akrylamid derivatu 15,21 min.

Identifikace 2 — brompropenamidu ze ziskaného hmotnostniho spektra (obr. 9) byla prove-
dena na zaklad¢ retencniho €asu a pro 2 — brompropenamid specifickych iontii m/z 149
a 151(obr. 11). Kvantifikace byla provedena pomoci kalibraéni kiivky. Pro spolehlivost
a dosazeni maximalni selektivnosti byl pouzit jako vnitini standard izotopicky znaceny
akrylamid (1,2,3-°C3), se specifickymi ionty m/z 152 a 154 (obr. 11), jehoz hmotnostni

spektrum je uvedeno na obr. €. 10.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Stanoveni obsahu akrylamidu ve sladu a je¢meni bylo provedeno metodou plynové chro-
matografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii po derivatizaci bromem. Aplikace chro-
matografickych technik v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (MS) umoziuje soucasné

oddéleni izolované slouceniny z matrice a kvantitativni stanoveni.

Izolace a analyza akrylamidu v nativni formé neni z ditvodu jeho vysoké polarity snadna.
Navrzeny analyticky postup vyuziva moznosti akrylamid derivatizovat. Na obr. 12 je zné-
zornéna konverze akrylamidu na 2,3 — dibrompropionamid, ktera zahrnuje pfidani bromidu
draselného, kyseliny bromovodikové a nasyceného vodného roztoku bromu (Pittet et al.,

2004, Zhang et al., 2005).

H 0 B, Br 0 CHIN H 0
WL
H NH, i N, ™ H NH,
H
Br Br
akrylamid 2,3-(ibrompropanamid 2-brompropenamid

Obr. 12. Derivatizace akrylamidu (Papousek aj., 2013)

Reakce probihd v kyselém prostfedi bez piistupu svétla a za teploty 0 °C nebo mirné
nad bodem mrazu vody. Za téchto podminek se pro dosazeni reprodukovatelnych vysledkt
doporucuje reakéni doba okolo jedné hodiny (Keramat et al., 2011, Papousek aj., 2013).
Zpravidla se vSak bromace provadi v délce 10 hodin. Nadbytek bromu se odstrani titra-
ci thiosiranem sodnym, ktery je pfidavan az do odbarveni roztoku. Vznikly dibromovany
derivat je mén¢ polarni nez piivodni akrylamid a je mozné ho extrahovat do nepolarniho
organického rozpoustédla (etylacetatu). Z diivodu nedostatecné stability 2,3 — dibrompro-
panamidu je tato sloucenina pievedena na stabilnéj$i 2 — brompropenamid ptidavkem
trietylaminu. Konverze probiha témét okamzité pii pokojové teploté. Bylo prokézéano, ze
dehydrobromace je za téchto podminek kvantitativni a reprodukovatelnd (Zhang et al.,

2005, Pittet et al., 2004, Keramat et al., 2011).
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Hlavni nevyhodou pii GC — MS bez derivatizace je nedostatek charakteristickych ionti
v hmotnostnim spektru nederivovaného akrylamidu a ruseni zptisobené slozenim matrice.
Ve spojeni s vysokym Sumem je nemozné ziskat nizké hodnoty meze detekce (Oracz et al.,

2011).

Kalibra¢ni kiivka byla linearni v rozmezi 150-3100 pg/kg s korelatnim koeficien-
tem 0,999. Vypoctem byla zjisténa mez stanoveni (LOQ) na 25 pg/kg. Jako mez stanoveni
pfesnosti a spravnosti. Obvykle byva trojndsobkem detekéniho limitu. Ke zjisténi hodnoty

LOQ se pouzivaji 2 metody:

- Metoda poméru signalu k Sumu — porovnani zméfeného signalu vzorku se znamou
nizkou koncentraci analytu a slepého vzorku. Obecné se za mez detekce povazuje
pomeér signalu k Sumu 2:1.

- Vypoctem dle vzorce

LOQ = 10h/S

h - hodnota Sumu zakladni linie v chromatogramu rozpoustédla pouzitého pro pfipravu
vzorku nebo chromatogramu placeba zmétend v ¢asovém intervalu (tg dané latky) a vy-

hodnocend ptislusnych chromatografickym programem

S — smérnice pfimky ziskana pfi mefeni linearity u zkouSky Cistoty pro zévislost vysky

piku na koncentraci analytu (Dohnal a Brusové, 2010)

Dalsi hodnotou, kterou bylo nutno stanovit je mez detekce. Mez detekce (LOD)

cvwr

centrace latky nestanovované kvantitativn€. Hodnotu LOD Ize stanovit 2 zptisoby:

- Metoda poméru signalu k Sumu — porovnani zméfeného signalu vzorku se znamou
nizkou koncentraci analytu a slepého vzorku. Obecné se za mez detekce povazuje
pomer signalu k Sumu 10:1.

- Vypoctem dle vzorce

LOD =3,3h/S

kde hodnoty /4 a § jsou vyjadieny u vypoctu hodnoty LOQ (Dohnal a Brusova, 2010)

Vytéznost vzorkli obohacenych izotopicky znagenym ('°C3) akrylamidem se pohy-

bovala v rozmezi 25 — 85 %. Tyto vysoké rozdily vytéZnosti mohly byt pravdépodobné
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zpusobeny Sirokym ¢asovym rozmezim pii zpracovani série vzorkli. Posledni zpracovany
vzorek pred extrakei v ultrazvuku mél teplotu 60 °C, ale prvni z pfipravovanych vzorki
mél jiz teplotu niZsi.

Vychozi surovinou pro pifipravu sladu byl vzorek je€mene, ktery byl také analyzovéan
na ptitomnost akrylamidu. Vysledky analyzovaného je¢mene jsou uvedeny v tab. 2. Ve
vzorcich pivodni suroviny nebyla pouzitou metodou zjisténa piritomnost akrylamidu nebo

se jeji hodnoty pohybovaly pod mezi detekce.

Tab. 2. Obsah akrylamidu v jecmeni

Jecmen Akrylamid [pg/kg]
Vzorek A <25
Vzorek B <25

Primeér <25

Pti zavérecné fazi vyroby sladu, nazvané hvozdéni je zeleny slad nejprve predsouSen
pii teplotach pohybujicich se v rozmezi 55 — 65 °C po dobu az 10 hodin. JiZ pfi téchto tep-
lotach se zac¢ina tvoftit akrylamid. Po pfedsouSeni nésleduje dalsi faze hvozdéni — dotaho-
vani sladu. V této fazi dochézi ke zvySovani teploty. Dotahovaci teplota je pro kazdy druh
sladu specifickd. Pohybuje se v rozmezi 80 — 225 °C. Tato faze hvozdéni je velmi dilezZita
pro tvorbu aromatickych a barevnych latek, charakteristickych pro druh sladu. Tvorbu
téchto latek zplisobuji reakce neenzymového hnédnuti (Maillardovy reakce). Je dilezité, Ze
tyto reakce probihaji pii vyssi teploté a pii vy$§im obsahu vody. Cim rychleji dochazi
k odstranéni vody pfi pfedsouSeni pii nizkych teplotach, tim méné se tvoii enzymatickymi
reakcemi nizkomolekuldrni latky, které se mohou podilet na reakcich neenzymového

hnédnuti (Kosat a Prochazka, 2010).

Analyzou byly porovnavany 2 typy sladll (Tab. 3). Z téZe vychozi suroviny je¢mene byl
stejnym zptisobem pfipraven slad odkliceny a neodkli¢eny. Byla sledovana zavislost tvor-
by akrylamidu na teplot¢ hvozdéni. Vysledky zavislosti tvorby akrylamidu na teploté
hvozdéni u neodklicené¢ho sladu jsou zndzornény na obr. 13. Na nasledujicim obr. 14 je

uvedena zavislost tvorby akrylamidu na teploté hvozdéni u odkli¢eného sladu.
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Tab. 3. Srovnani obsahu akrylamidu u sladu neodkliceného a odkliceného

Akrylamid [pg/kg]
Teplota Hvozdéni Neodkli¢eny slad Odklic¢eny slad
60 °C 0 0
70 °C 0 0
80 °C 0 30
90 °C 77 51
100 °C 132 63
110 °C 253 158
120 °C 427 351
130 °C 552 545
140 °C 624 633
150 °C 890 867
160 °C 1004 983
170 °C 972 1039
180 °C 736 750
190 °C 551 562
200 °C 288 283
210 °C 99 110

Z obr. 13 a obr. 14 je patrno, ze ptitomnost akrylamidu v odkli¢eném sladu byla detekova-
na jiz pii teploté¢ 80 °C v mnozstvi 30 pg/kg, zatimco pfi téze teploté u sladu neodklicené-
ho akrylamid detekovan nebyl. Poté nasleduje zvyseni tvorby akrylamidu s rostouci teplo-
tou u obou typi sladli. Maximalni tvorba akrylamidu byla zji$téna v teplotnim intervalu
150 — 170 °C. Pak nasleduje pokles tvorby akrylamidu. Nejvyssi hodnoty 1004 ng/kg
u sladu neodkli¢eného bylo dosazeno pfi teplote 160 °C, zatimco u sladu odkliceného bylo

nejvyssi mnozstvi akrylamidu 1039 pg/kg detekovano pii teploté 170 °C.

Rozdilné hodnoty akrylamidu u sladu odkliceného neodli€¢ené¢ho v rozmezi teplot 80 — 120
°C jsou pravdépodobné zptisobeny $patnou homogenizaci vzorku. Dal§im moznym vysvét-
lenim je fakt, Ze hodnoty jsou zavislé na vytéZnosti nebo se jedna o nereprodukovatelné
teploty.

SniZeni tvorby akrylamidu pfi vysSich teplotach Ize odiivodnit tim, Ze akrylamid jako me-
ziprodukt Maillardovy reakce déle reaguje za vzniku dalSich sloucenin reakci neenzyma-

tického hnédnuti (Mikulikova aj., 2008).
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Obr. 13. Zavislost tvorby akrylamidu na teploté hvozdeni u neodkliceného sladu
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Obr. 14. Zavislost tvorby akrylamidu na teploté hvozdeni u odkliceného sladu
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Bartackova aj. (2009) sledovali ve své praci vliv teploty praZzeni na obsah akrylamidu
v raznych odridach je¢mene. NejvysSich hodnot akrylamidu bylo dosazeno obdobné

v rozmezi teplot 160 — 170 °C.

Dal8imi autory, ktefi se zabyvali vlivem praZzeni na obsah akrylamidu v obilovinach a sla-
dech, jsou Jirsa aj. (2008). V této praci analyzovali rtizné druhy obilovin véetné jeCmene.
Vzorky byly prazeny po dobu 15 minut pfi rizné teploté. Obsah akrylamidu byl nejvyssi
pti teploté 160 °C. Tyto vysledky se shoduji s vysledky, jez byly zjiStény analyzou v této
préci.

Dalsimi vzorky, které byly analyzovany, byly vzorky svétlého sladu, které byly vyrobeny
z komercniho jeCmene. Tento slad byl odebiran v priibéhu sladovani. 2 vzorky byly ode-
brany na zacatku hvozdéni pfi teploté 60 °C. Prvni vzorek byl odebran z vrchni vrstvy lis-
ky, druhy vzorek byl odebran v témze Case a pfi téZe teploté ze spodni Casti lisky. Dalsi 2
vzorky byly odebrany na konci hvozdéni, opét byly odebrany z vrchni a spodni Casti lisky.

Tyto 2 vzorky sladu byly dotahovany pii teploté 80 °C.

Analyzou nebyla prokdzana ptitomnost akrylamidu u Zadného z pouzitych vzorkl nebo se

obsah akrylamidu pohyboval pod mezi detekce.

Poslednimi slady, které byly pouzity pro analyzu, byly specidlni a barevné slady (Tab. 4).
Obr. 15 znédzoriiuje obsah akrylamidu v téchto sladech. U vzorku plzeniského sladu nebyla
prokédzéana ptitomnost akrylamidu nebo se jeji hodnoty pohybovaly pod mezi detekce. Ab-
sence pritomnosti akrylamidu u plzeiiského sladu je pravdépodobné zplisobena nizkou tep-
lotou predsouseni (40 — 50 °C) a dotahovaci teplotou (80 — 85 °C). Dal§im vzorkem svét-
1ého sladu, ktery byl pouzit k analyze, byl mnichovsky slad. Tento typ sladu obsahoval
vys$8i mnozstvi akrylamidu ve srovnani s plzeniskym sladem, coz je zplisobeno vyssi teplo-
tou dotahovani (100 — 105 °C). Stanovena hodnota akrylamidu je v souladu s teplotni za-

vislosti tvorby akrylamidu v priibéhu sladovani.
Zitny fermentovany slad méa niz§i hodnoty akrylamidu neZ jeény slad pfipravovany
pii stejné teploté. Niz8i obsah akrylamidu je pravdépodobné zptisoben odliSnym obsahem

asparaginu a redukujicich cukrti v rozlusténém Zitném sladu.
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Tab. 4. Obsah akrylamidu ve specialnich sladech

Akrylamid [pg/kg]
Typ sladu Vzorek A Vzorek B Primér
Karamelovy slad 424 427 425
Mnichovsky slad 184 171 177
Plzensky slad 0 0 0
Barvici slad 61 63 62
Zitny fermentovany slad 56 49 53

Tvorbu akrylamidu v barevnych sladech, které¢ se typicky pfipravuji prazenim suseného
sladu, je mozné srovnévat s procesem prazeni kavy. Nejvyssi obsah akrylamidu byl stano-
ven ve sladu karamelovém 425 ng/kg. Karamelovy slad je typicky vysokym obsahem aro-
matickych a barevnych slozek. Vyrabi se z dobfe rozlusténého zeleného sladu nebo hoto-
vého sladu jeho ovlhCenim, aby se pfi zahfivani v rychloprazi¢ich vytvofilo dostatecné
mnozstvi vodni pary, potfebné ke zcukieni endospermu pii teploté¢ 70 — 75 °C. Pak nasle-
duje vlastni karamelizacni proces pii teploté 120 — 180 °C (Pelikan aj., 2002). Stanovena
vysoka hodnota akrylamidu odpovida zplsobu vyroby karamelového sladu a je v souladu

se zjiSténim teplotni zavislosti tvorby akrylamidu v pribéhu hvozdéni.

Barvici slad se vyrabi z hotového sladu po ovlh€eni v rychloprazi€ich tak, Ze se necha nej-
prve zcukfit pfi teploté 60 — 80°C, poté se zvySuje teplota hvozdéni az na 200 — 225 °C.
Nizkou hodnotu obsahu akrylamidu u tohoto typu sladu lze zdGvodnit, Ze vznikly akryla-
mid je v prib¢hu Maillardovy reakce odbourdvan za vzniku dalSich slouc¢enin neenzyma-
tického hnédnuti. Detekované mnozstvi opét koreluje s hodnotami teplotni zavislosti tvor-

by akrylamidu v pribéhu sladovani.

Mikulikova a Sobotova (2007) se ve své praci zabyvaly stanovenim akrylamidu ve speci-
alnich sladech. V této praci obdobné analyzovaly svétlé slady, zitny slad a karamelovy
slad. Vysledky zitného a karamelového sladu jsou srovnatelné s vysledky uvedenymi v této

préaci. Hodnoty pro svétlé slady uvadéji vyssi nez hodnoty, jez byly stanoveny v této praci.
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Obr. 15. Obsah akrylamidu ve specialnich sladech
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ZAVER

Cilem této prace bylo sledovani obsahu akrylamidu v priibéhu hvozdéni u sladu odklicené-
ho a neodkli¢eného. Z vychozi suroviny je¢mene byly za stejnych podminek pfipraveny
slady odklicené a neodklicené. Tyto slady byly suSeny a prazeny v laboratorni susarné

v rozmezi teplot od 60 °C do 210 °C. Poté byly vzorky analyzovany metodou plynové

chromatografie v kombinaci s detekci pomoci hmotnostniho spektrometru.

Analyzou vzorkl sladu odkliceného a neodkli¢eného byla prokdzana zavislost obsahu ak-
rylamidu na teplot¢ hvozdéni. Vyskyt akrylamidu byl prokédzdn od teploty 80 °C.
Se zvySujici se teplotou nartstal obsah akrylamidu. NejvysSich hodnot bylo dosazeno
v rozmezi teplot 160 — 170 °C. Pfi jesté vysSich teplotdch obsah akrylamidu zacal klesat.
Tento fakt je zptisoben vstupem akrylamidu do dalSich reakci neenzymatického hnédnuti.

Analyzou vychozi suroviny je¢mene nebyla prokdzana ptitomnost akrylamidu.

Dalsi vzorky, které byly pouZity pro analyzy, byly vzorky z komeréné vyrdbéného sladu

ze sladovny Bernard. U téchto vzorkl se hodnoty pohybovaly pod mezi detekce této meto-
dy (<25 pg/kg).

Poslednimi vzorky, které byly pouZity pro analyzy, byly komeréné vyrabéné specialni sla-
dy: karamelovy, mnichovsky, plzeiisky, barvici a Zitny fermentovany. Nejvyssi hodnoty
byly zjistény u sladu karamelového. Vyssi hodnoty u tohoto typu sladu koreluji s vy$simi
teplotami hvozdéni pfi piiprave tohoto sladu. Naopak u sladu Plzenského typu se hodnoty
pohybovaly pod mezi detekce této metody (< 25 pg/kg).

Provedenymi analyzami za pouziti metody plynové chromatografie v kombinaci
s hmotnostni spektrometrii byla prokdzana zavislost tvorby akrylamidu na teploté hvozdéni

sladu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

LC Kapalinovéa chromatografie
GC Plynova chromatografie
MS Hmotnostné spektrofotometricky detektor

JIFSAN  Spojeny tstav pro bezpecnost potravin a aplikovanou vyzivu
NCFST  Nérodni centrum pro bezpecnost potravin a technologie
3—-APA 3 — aminopropanamid

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1&iv

GSC Chromatografie v systému plyn — pevna latka

GLC Chromatografie v systému plyn — kapalina

HPLC Vysokou¢inna kapalinova chromatografie
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