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Anotace

Tato bakalatska prace je zaméfena na slouceninu akrylamid, jeho vliv na lidské zdravi
a jsou popsany mozné zpusoby jeho analyzy. Nejprve je uvedena zakladni charakteristika,
vlastnosti akrylamidu a jeho nejcastéjsi vyskyt v potravinach. V dalsi casti je popsan
metabolismus akrylamidu a jeho vliv na zdravi zvifat a lidi a také potencionalni rizika spojena
s dlouhodobou expozici. Déle je pozornost vénovana samotné analyze akrylamidu pomoci
modernich instrumentélnich technik jako napf. chromatografie ve spojeni s hmotnostni

spektrometrii nebo pomoci biosenzord.
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Occurrence of acrylamide in food and the possibilities of its analysis
Annotation

This bachelor thesis is focused on the compound acrylamide, its influence on human
health and possible ways of its analysis are described. Firstly, the basic characteristics,
properties of acrylamide and the most frequent occurrence in food are presented. The next part
describes acrylamide metabolism and its influence on animal and human health as well as
potential risks associated with long-term exposure. Furthermore, attention is paid to the analysis
of acrylamide using modern instrumental techniques such as chromatography in combination

with mass spectrometry or using biosensors.
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Uvod

Je tomu uz davno, kdy c¢lovék objevil ohenl. Oheini, bez kterého se dnes jiz nejspi§ nikdo
neobejde. Vareni je jiz davnovékou praxi, diky které se nejen zvySuje kvalita nékterych
potravin, ale také mikrobiologicka bezpecnost. Teplo je divodem vSemoznych chemickych
zmén a vzniku nepfeberného mnozstvi novych molekul, z nichz n¢které maji pozitivni uc¢inky
na zdravi. Na druhou stranu, tepelna tiprava nemusi mit jen kladné dopady. Nékteré slouceniny
mohou mit karcinogenni a v nékterych pifipadech i mutagenni vlastnosti. V poslednich
desetiletich ziskavaji vyzkumnici vhled do pochopeni potencionalniho rizika pro veiejné
zdravi, jez predstavuji slouceniny vznikajici béhem vateni a tepelného zpracovani riznych
potravin. Jednim piikladem za vSe je objev akrylamidu ve vafenych potravinach bohatych
na sacharidy, ktery byl piedstaven ve Svédsku. Ten vyvolal mnoho obav a zarovef intenzivni
védecké studie tykajici se vyskytu, analyzy, expozice, toxikologie slou¢eniny, mechanismu
tvorby a mozna opatieni pii kontrole. Potraviny bohaté na sacharidy a asparagin maji celkové
vyssi potencial tvorit akrylamid. Ten se tudiz nachdzi ve vSech téchto potravinach,
které jsou poté vystaveny vyssi teploté. Pro piedstavu mezi né patii peéivo, hranolky,
snidafiové ceredlie a tieba také kava. Vyskytuje se také uneohtfivanych potravin,

jako jsou susené Svestky nebo ¢erné olivy.

Expozice akrylamidu je rGzna v zavislosti na zplsobu zpracovani a pfipravy, ale také
na stravovacich navycich obyvatelstva. Tato skute¢nost nemalo otfasla dlivérou spotiebitelti
ohledné bezpecnosti produktid. Mechanismy vzniku akrylamidu jsou vsak z vétsi ¢asti neznameé,
je proto dulezity hlubsi vyzkum pro lepsi pochopeni mechanismi samotnych, jakozto i faktort
ovliviiujici tvorbu toxickych latek v potravinach. Je tedy jasné, Ze sniZzovani hladiny akrylamidu

V tepelné upravenych potravinach je jednim z hlavnich cil pro agropotravinarsky primysl.

Cilem této prace je pfibliZit problematiku expozice akrylamidu a na zdklad€ dostupné literatury
popsat jeho biotransformaci a mozny vliv na lidské zdravi. Dale také popsat vyskyt akrylamidu

V potravinach a nastinit metodiku jeho analyzy.
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1. Charakteristika a vlastnosti akrylamidu

Jak jiz bylo feCeno, tepelné zpracovani potravin je dulezité predevSim pro zlepSeni
mikrobiologické bezpecnosti, zvyseni kvality potravin (tudiz i vyzivy), jejich uchovavani a dale
snizeni trovné potencialné toxickych latek pro na$ organismus. Tato Gprava je dale dulezitym
prostiedkem pro konzervaci a pro urCeni organoleptickych vlastnosti jako struktury a chuti
ve smazenych, prazenych 1 pecenych produktech. Teplo vyvolavd chemickou zménu
V potravinach a vytvaii se mnoho novych molekul, z nichz nékteré jsou pfiznivé pro nase
zdravi. Déle vznikaji senzorické latky, jako je specificka viné a chut. Kromé téchto
bezpochyby kladnych pfinost s sebou tepelnd uprava piinasi i negativni dopady. Tepelna
uprava muze vést K tvorbé toxickych sloucenin. Jde o latky heterocyklické, tedy aminy,
akrylamid, furan, furfuraly a chlorpropanoly. VSechny tyto slouceniny vykazuji karcinogenni
amisty i mutagenni vlastnosti. Proto samotny akrylamid byl v roce 1994 klasifikovan

Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny (IARC) jako "karcinogen skupiny 2 A",

Akrylamid (prop-2-enamid, H2C=CH-CO-NH) je vinylovy polymer, ktery se vyuziva
jako prumyslova chemikalie. Akrylamid je bezbarva, nizkomolekularni latka bez zapachu.
Je stabilni za laboratorni teploty a sublimuje pouze pozvolna. Je vysoce rozpustny ve vodé, dale
v methanolu a ethanolu a také ochotné v acetonu. Akrylamid je latka krystalickd vykazujici
reaktivitu a ma schopnost fetézit se za vzniku polyakrylamidu. Polymerizuje pravé pii zahtati
na teplotu tani (viz tabulka 1) nebo pokud je vystaven UV zafeni. Tato reakce je exotermni
a probiha velmi rychle. Pokud je vystaven vysokym teplotam, uvoliuji se z n€ho oxidy dusiku
za doprovodu Stiplavého koufe. Akrylamid je monomer se dvéma funkénimi skupinami.
Obsahuje amidickou skupinu a dvojnou vazbu, kterd je zodpovédnd za zminénou reaktivitu.
Nevykazuje fluorescenci a mé jen slabé acidobazické vlastnosti. Nelze ho detekovat pomoci

UV, jelikoz neobsahuje silny chromofor. [1,2]

HMNH

Obr.1: Strukturni vzorec akrylamidu [1]

2

Polyakrylamid jako takovy toxicitu nevykazuje, avSak muze kviili nedokonalé polymerizaci
casto obsahovat nezpolymerizovany akrylamid, ktery naopak toxicky je. Spektrum vyuZiti

polyakrylamidu je S$iroké. Pouzivad se jako flokulant pfi ¢iSténi odpadni i1 pitné vody,
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pro zpevnéni pudy pii stavéni silnic, jako aditivum pfi vyrob& kosmetickych produkti

nebo jako pojivo Vv papirenském pramyslu. Dale také pro vyrobu barviv, kontaktnich ¢oc¢ek

a pti rafinaci cukru. Vyuzivd se také v analytické biochemii pii elektroforetické separaci

proteinu. [1,2]

Tab.1l: Fyzikalné-chemické vlastnosti akrylamidu

Vlastnost Hodnota
Molekulova hmotnost 71,08
Hustota 1,122 g/ml (pi1 30°C)
Teplota tani 84,5°C
Teplota varu

0,27 kPa 87°C

0.67 kPa 103°C

1.4 kPa 116.,5°C

3.3 kPa 136°C
Tenze par 0,9 Pa (pi1 30°C)
Teplota vzplanuti 138°C

12



2. Akrylamid v potravinach
2.1. Akrylamid ve smazenych bramborovych produktech

Jelikoz je komodita smazenych bramborovych produkti bohatd na redukujici cukry a volny
asparagin, byly u ni zjistény vysoké koncentrace akrylamidu. Dal§im pfitézujicim faktorem
je samotny proces smazeni téchto vyrobkd, stejné tak doba smazeni je dal$im rizikovym
faktorem. Malé odchylky v dobé smazeni maji za nasledek velké rozdily v obsahu akrylamidu
Vv hranolkéach. Obsah cukri (glukéza, fruktéza) v bramborach také ovliviiuje vysledné mnozstvi
akrylamidu. Tyto rozdily komplikuji odhad jeho vyskytu. Pouzitim brambor s nizkym obsahem
redukujicich cukrii Ize jeho obsah snizit, avSak v praxi variabilni smazeni tuto snahu
komplikuje. Proto by pii hodnoceni rizika vzniku akrylamidu nemély byt ignorovany

tyto rizikové faktory. [1-3]
2.2. Akrylamid v pekarskych vyrobcich

Pro pekatské vyrobky je zakladni slozkou obilnd mouka a tyto vyrobky jsou podrobeny procesu
peceni. PeCenim je myslen proces tepelné upravy, kdy teplo plisobi pfimo na potravinaisky
vyrobek. Teploty pii peceni mohou dosahovat az 260 °C. Mezi pekaiské vyrobky zahrnujeme
chléb a pecivo, suSenky, kolace a dalsi produkty jako precliky, muffiny nebo vafle. VSechny

tyto vyrobky se samoziejme lisi sloZzenim a postupy vyroby.

Proces pefeni vyvolava fadu chemickych reakci mezi potravinovymi komponentami,
které mohou vést ke zlepSeni texturnich i organoleptickych vlastnosti potravin. Tyto reakce
probihaji za vysoké teploty a nizké vlhkosti. Na zakladé toho lze ovlivnit chut, barvu i viini
vyrobkt. Oproti témto bezpochyby kladnym disledkiim, muze dojit i k tvorbé akrylamidu.
Ten se tvoii v pekarenskych vyrobcich béhem tepelného procesu v dusledku Maillardovych
reakci. V téchto reakcich spolu reaguji redukujici cukry s aminokyselinou asparaginem,
pfedev§im pii teplotach piesahujicich 120 °C. Pfisady v jednotlivych vyrobcich
tedy predstavuji zasadni faktory, zda budou prekurzory akrylamidu vznikat ve vyssi nebo nizsi
mife, zatimco podminky zpracovani budou urCovat stupenn vyvoje Maillardovych reakci.
Dal8imi ovliviiyjicimi faktory je pH, vlhkost, sloZeni potravin a technologické podminky
béhem peceni. Schéma faktori ovliviiyjici tvorbu akrylamidu u pekérenskych vyrobkl

Jje znazornéno na nasledujicim obrazku. [1,2]
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Acrylamide in bakery products
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Obr.2: Faktory ovliviiujici tvorbu akrylamidu u pekarenskych vyrobku [3]
2.3. Akrylamid v kavé, nahrazkach kavy a v ¢aji

Kéva a ¢aj jsou nejpopularnéjsi napoje svéta, to predevsim pro jejich atraktivni aroma a chut’,
také pro jejich farmaceuticky potencidl a zdravi podporujici u€inky. Pravé blahodarné ucinky
kavy jsou pfipisovany u€inkim kofeinu, jelikoZ ma pfiznivy vliv na bdélost a kognitivni
schopnosti, ale také snizuje riziko onemocnéni diabetes mellitus 2. typu a napomaha zlepsSovat
stavy souvisejici s kardiovaskularnim rizikem. Naopak potenciondlni rizika spojena s vysokym
obsahem kofeinu v lidském téle zahrnuji nespavost, palpitaci (buseni srdce) a stejné tak ztratu
kostni hmoty a mozné riziko zlomenin. Z tohoto divodu byly vyvinuty nahrazky kévy,
tedy produkty bez kofeinu. V soucasné dobé jsou nejvice pouzivané ingredience sladovy
je¢men nebo prazeny kofen Cekanky. Kéavové nahrazky se poté pfipravuji vafenim téchto
prazenych piisad a jejich mletych zrn. Béhem praZeni je matrice vystavena teplotdm vyS$im
nez 200 °C. Vysoka teplota je zodpoveédnad za vyvolani komplexnich chemickych reakci,
jako jsou Maillardovy reakce a karamelizace. V dasledku toho dojde k dulezitym zménam
chemickych, fyzikéalnich 1 senzorickych vlastnosti kavovych zrn. Vedle vyvoje barvy a chuti,

ktera vétSinou ovliviluje, zda je pro nase smysly napoj piijatelny ¢i nikoliv, ¢asto dochazi
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k dalsim, velmi dalezitym, ale jiz smysly nerozeznatelnym upravam. Bylo dokazano, ze kava
ma silnou antioxidacni aktivitu. V posledni dobé bylo zjisténo, ze prazeni mize indukovat
vznik toxickych molekul, jako je akrylamid nebo furan. Prave akrylamid je dle prizkumu z roku
2010 v kave a jejich ndhrazkach pritomen nejvice. V mnoha piipadech je kdva hlavnim zdrojem
akrylamidu pro vétsinu béznych spotiebitelti kavy. Piijem akrylamidu v souvislosti s kavou
zavisi na mnoha proménnych, jako je stupen prazeni, druh kdvy nebo jeji skladovani. Snizeni
jeho obsahu v kavé je velmi obtizné, jelikoz v soucasné dobé neexistuji zadné primyslové
zasahy pro jeho zmirnéni. Mozna prilezitost ke snizeni hladin akrylamidu v kavé a jejich
nahrazkach je reprezentovana vybérem komer¢nich smési s vysokym obsahem odridy Arabica,
ktera by méla byt prazena do temného stupné a spole¢né s enzymem asparagindzou by mohla

tvofit moznost, jak redukce dosdhnout.

Vedle kavy je bezpochyby oblibenym népojem ¢aj. Diivodem vysoké poptavky a vyuziti je jeho
zadouci chut’ a obsah bioaktivnich latek, které jsou prospésné pro lidské zdravi. Tyto vlastnosti,
stejn€ jako barva a viing jsou ovlivnény procesem oxidace a fermentace ¢ajovych listkt. Praveé
Vv ¢aji byly zjistény ruzné hladiny akrylamidu. Velka variabilita hladin akrylamidu by mohla
byt pficitana riznym faktortim, jako je pfedevsim druh Caje, variabilita prekurzorti akrylamidu
v syrovych listcich a rozdilnosti v procesu zpracovani. Procesy zpracovani se lisi v riznych
regionech a dramaticky tak ovliviiuji obsah akrylamidu. V Cing bylo analyzovéno nékolik
vzorkd zeleného cCaje, Caje oolong, ¢erného, bilého, zlutého Caje a Caje Pu-ehr. Hladiny
akrylamidu u vSech vzorki byly pod hranici 100 pg/kg, s vyjimkou zeleného praZeného caje,

v

¢erného. Mensi mnozstvi obsahovaly také ¢aje oolong a Pu-erh. [1-3]
2.4. Akrylamid v dalSich komoditach

Jak jiz bylo zminéno, tepelné procesy maji velky dopad na konecnou kvalitu potravin.
Tedy nejen kvalitu nutri¢ni, ale i smyslovou a funkéni. Vznikat vSak mize akrylamid,
ktery nalezneme ve vétsi koncentraci v chlebu, kdvé ¢i hranolkach. V mensi, ale podstatné mife
(az 10 % celkového ptijmu), se nachézi v jinych potravinach jako jsou so6jové vyrobky, prazené
ofisky ¢i suSené ovoce. Vyznamné rozdily v koncentraci akrylamidu v s6jovych produktech
zpiisobuji pfedev§im rozdilné podminky, jako je okolni vlhkost a teplota. Zajimavé je,
ze fermentované sojové potraviny obsahuji akrylamid jen velmi malo. V mandlovém jadie
je naopak obsah prekurzort akrylamidu vysoky, coz silné ovliviiuje tvorbu akrylamidu. Stejné

tak v pecenych liskovych ofiscich je této latky malo kvuli nizkému obsahu volného asparaginu
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Vv surovin¢ ofechu. Podobné jsou na tom arasidy. Vzhledem k niz§imu obsahu cukri maji
ve srovnani s jinymi ofechy relativné nizsi obsah akrylamidu. U susenych Svestek je zajimavé,
ze ackoli teploty pii suSeni obvykle neptesahuji 90 °C, mohou i navzdory této skutecnosti
obsahovat znatné mnozstvi akrylamidu. Vyvarovat se potravindm obsahujici akrylamid
je o¢ividn€ nemozné, nejvice slibnym nastrojem pro sniZeni jeho obsahu je kontrola postupt

pfi ptiprave tepelné zpracovanych produktil a pfidani enzymu asparaginazy.

Pickvapivé, piestoze se tepelné upravy nevztahuji na zadny z druhd stolnich oliv, byly u nich
zaznamenany relativné vysoké hladiny akrylamidu. Nejvyssi hladiny byly nalezeny v ¢ernych
zralych olivach z Kalifornie, které proily procesem konzervovani. U oliv piivodem z Recka
a Spanélska nebyl akrylamid detekovan. Zelené zralé olivy v Kalifornii jsou zpracovany
zpusobem bez oxidace, coz dle prizkumu zapii¢ini niz$i obsah akrylamidu. Akrylamid také
vznikd v kalifornskych olivach pfi sterilizaci teplem. Také doba uchovani pfed zpracovanim
ma vliv na jeho tvorbu. Moznym feSenim redukce obsahu akrylamidu v ¢ernych olivach
je ptidani aminokyseliny sarcosinu. Tato latka nejenze zmiriiuje tvorbu akrylamidu, ale také

neovliviiuje smyslovou kvalitu oliv. [3-5]
2.5. Akrylamid v povrchové a pitné vodé

Latky jako akrylamid jsou bézn¢€ pouZzivany pro €ifeni vody v n€kolika priimyslovych oborech,
jako je té€Zba nerostnych surovin, v chemickém a potravinaiském primyslu, dale pfi Gpraveé
odpadnich vod a pitné vody. Akrylamid se konkrétn€ pouziva k vyS$si Gc€innosti separace
pevnych latek a kapalin ve vodé, ktera obsahuje danou suspendovanou latku. Také se pouziva
pfi vyrobé barviv, organickych chemikalii, pesticidii, kontaktnich cocek, kosmetiky i toaletnich
potieb. Vzhledem k pouZivani akrylamidu ve stavebnictvi jako chemické injektazni ¢inidlo
a stabilizator pady pro vystavbu kanalizaci, studni a tuneld, se tato latka prosttednictvim pidy
dostava do pitné vody. Jelikoz se akrylamid nevaze na ptidu a je vysoce rozpustny ve vode¢,
muze se zvysit riziko zne€isténi povrchovych a podzemnich vod. Evropska rada podle smérnice

o pitné vod¢ také stanovila maximalni hladinu akrylamidu na 0,1 pg/l v pitné vodeé. [1-3]

Bylo zaznamenano nékolik ptipada otravy z vody kontaminované akrylamidem. Pocate¢ni
pfiznaky zahrnovaly vyraZku na rukou, kiece a poceni. Nasledné jedinci, ktefi byli vystaveni
pusobeni akrylamidu, méli bolesti hlavy, trépila je dusnost a svalova slabost, navic také ztrata
rovnovahy a v né€kterych ptipadech doslo az k ataxii, coz je porucha koordinace pohybu.
Ackoli reprodukéni toxicita byla prokazana pouze ve studiich na zvitatech, vyvstava otazka,

zda akrylamid piedstavuje v pitné vod¢ hrozbu pro lidské zdravi ¢i nikoliv. [3]
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3. Svétové trendy ve vyskytu akrylamidu v potravinach

Pritomnost akrylamidu v potravindch je uUfady povazovana za vaznou krizi souvisejici
S potravinami. Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) akrylamid piedstavuje
potencialni zdravotni riziko, nebot” za urCitych okolnosti mlze zptlisobit poSkozeni tkani
nebo rakovinu. Upozornéni na skute¢nost i na jaké arovni mize vyvolat patologické zmény,
je prozatim nejisté, stejné jako presny mechanismus tvorby i kroky potfebné ke snizeni jeho
koncentrace. Diky rostoucimu povédomi doslo v poslednich letech k nartistu poctu publikaci
0 pritomnosti a tvorb¢ akrylamidu v riznych potravinach, celkovém mnozstvi konzumovaném
ve stravé a potencialnim riziku na lidské zdravi. Je vSak nutno tyto poznatky vice sumarizovat,
jelikoz jednotlivé publikace jsou spiSe fragmentdrni. Je proto dulezité se soustredit
na nejnovejsi poznatky z vyzkumu o mechanismu tvorby, vyskytu v potravinach, metodach

analyzy a také pfedev§im hodnoceni rizik a u¢inkl na zdravi.

Jiz od zvetejnéni zpravy o ptitomnosti akrylamidu v potravinach a jeho negativnich disledcich
na lidské zdravi zapocaly intenzivni studie, jejichz vystupem mély byt u¢inné postupy k redukci
jeho obsahu. Po roce 2000 nastala vina kontrol legislativy ohledné vyskytu a obsahu
akrylamidu. V roce 2005 Konfederace evropského potravinaiského a napojového prumyslu
(FoodDrinkEurope) jako prvni popsala strategie pro zmirnéni tvorby akrylamidu v pokrmech
avydala tzv. "Toolbox", tedy soubor metod souvisejicich se snizenim hladiny obsahu
této Skodlive latky. Cilem vSech zpracovanych metodik je vést a podporovat vyrobce
Vv naleZitych postupech, jak na Urovni zadkladnich surovin, tak 1 dale ve fazich zpracovani,

ke snizovani akrylamidu v kone¢nych produktech. [4]
3.1. Soubor opatreni ,,Akrylamid Toolbox*

Na zakladé studii na zvitatech bylo potvrzeno, Ze akrylamid potencialné zvySuje riziko vzniku
rakoviny pro spottebitele vSech vékovych kategorii. Akrylamid je neurotoxikum u zvitat i lidi
a multiorganicky karcinogen. U krys a mysi bylo provedeno né€kolik testd a vSechny vedly
k rakovinnému bujeni predevsim v mléénych zlazach, ale také na kizi ¢i v plicich. Mezinarodni
agentura pro vyzkum rakoviny zafadila akrylamid do skupiny 2 A (pravdépodobné
karcinogenni pro ¢lovéka). Existuje tedy opravnéna obava 0 veifejné zdravi. A¢koli je prakticky
nemozné akrylamid z potravin Gpln¢ odstranit, protoze asparagin je dulezitou aminokyselinou
v cyklu skladovani dusiku u rostlin, je nutno provést alespon ¢asteénou redukci expozice.
Klicem k Gspéchu by tedy mohla byt snaha "oddélit" mechanismus cesty k toxickému

akrylamidu z obecnych Maillardovych cest a zachovani pozadovanych atributi tepelné
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upravenych potravin véetné nutri¢nich vlastnosti a G¢inkdi na zdravi. Proto kontrolni organ
FoodDrinkEurope v izké spolupraci s vnitrostatnimi organy a Evropskou komisi vypracoval
soubor opatieni, tzv. ,,Acrylamide Toolbox“, ve kterém nastinil cesty ke snizeni akrylamidu
Vv potravinach. ,,Acrylamide Toolbox“ pomaha vyrobcim potravin k identifikaci nejlepSich
zpusobu, jak snizit obsah akrylamidu v jejich produktech, pticemz berou v uvahu nejnovéjsi
védecky a technologicky vyvoj. V roce 2013 byla zvetejnéna oficialni zprava Evropské unie
o novém doporuceni, které se tykalo hladin akrylamidu v potravinach a byly stanoveny
orientacni hodnoty pro Sirsi skélu potravin. V roce 2017 bylo vypracovan seznam srovnavacich
hodnot pro rizikové potraviny. Hladina akrylamidu v pSeni¢ném chlebu je okolo 50 pg/kg
naopak u hranolek k pfimé spotieb¢ je tato hodnota desetkrat vyssi. Pro prazenou kavu a jeji
nahrazky byla zjisténa hladina do 500 pg/kg, zatimco nahrazky kavy vyhradné z ¢ekanky
dosahuji hodnot az 4000 pg/kg.

Toolbox ma poskytnout praktické metody, jejichz vyuzivanim mohou vyrobci dosdhnout
snizeni hladiny akrylamidu 0 40 — 90 % ve vybranych potravinach. Jiz zmény v komerénich
produktech vedly k vyraznému zlepSeni situace. Obména receptur a vyrobnich postupt, pouZiti
invertniho sirupu s nizkou hladinou fruktézy nebo naptiklad nahrazeni hydrogenuhli¢itanu
amonného hydrogenuhli¢itanem sodnym, to vSe vedlo ke sniZzeni obsahu az 0 dvé¢ tretiny.
V celozrnnych a otrubovy potravinach se asparagin vyskytuje pfirozené ve vys§im mnozstvi,

jsou proto piedmétem probihajiciho vyzkumu. [5]

Komer¢né dostupny enzym asparaginidza piedstavuje uGc€innou slozku vétSiny novéjSich
opatfeni. Ne¢které efektivni metody vSak nebyly povazovany za potencidlni cesty,
protoze byly v pfimém rozporu se zdravotnimi cili, jelikoZz nahrada celozrnné mouky
nebo otrub rafinovanou moukou je vrozporu sprojektem EU ,HEALTHGRAIN®,
ktery ma snahu naopak zvysit pfijem celozrnnych produktti. Dale vyména hydrogenuhli¢itanu
amonné¢ho za sodny je v pfimém rozporu se Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) a usili
EU o sniZeni hypertenze a srdecnich chorob prostfednictvim redukce sodiku ve straveé. Kodex
vSak udava, ze sdm vyrobce musi uvazit bilanci mezi nutricnimi hodnotami a minimalizaci
akrylamidu. Do budoucna s pomoci novych technologii mohou byt k dispozici nové metody

a upravy téch stavajicich. [6]
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3.2. Evropské trendy a zmény v obsahu akrylamidu

Pii analyze vysledkt shromazdénych mezi lety 2002 a 2006, Wenzl a Anklam usoudili, Ze doslo
k poklesu akrylamidu ve tfech kategoriich produkti: bramborovych lupinkt, chleba a susenek.
Nadlimitni hladiny byly zaznamenany u kéavy, pekdrenskych vyrobkll a suSenek.

Na nasledujicim schématu Sipky naznacuji pokles a narast hladin. [7]
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597
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=)
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= Crisp bread
2

432
Coffee 1

Diabetics cakes and

biscuits
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8 May 2004-April 2006 a May 2002—April 2004
Obr.3: Sloupcovy diagram hladin akrylamidu v potravinach [6]

V letech 2007 az 2010 byl pozorovan "spoleény evropsky trend" v poklesu hladin akrylamidu
pouze Vv jedné z deseti vySetfovanych kategorii potravin. Tato skuteCnost je znepokojujici
amize to poukazovat na nedostatky ¢i neti¢innost opatieni, které by vyrobci méli piebirat
vV ramci riiznych fazi zpracovani potravin, aby byla dostatecné snizena hladina akrylamidu
v kone¢ném produktu. Utad EFSA (European Food Safety Authority, Evropsky ufad
pro bezpec¢nost potravin) navrhuje, aby se kazdy rok prozkoumal urcity pocéet vzorku z kazdé
kategorie potravin, kvalifikovat je do spravnych kategorii, spravné je analyzovat
a dokumentovat pouzitou analytickou metodu. Nasledujici obrazek piedstavuje zastoupeni
akrylamidu v jednotlivych skupinach potravin v letech 2007 az 2010 vyhodnocené tifadem
EFSA. [6,8]
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Obr.4: Procentni podily vysledku z jednotlivych kategorii potravinovych vyrobkd z let 2007 az
2010 [6]

Powers a kol. zpracovali nejpocetnéjsi databazi vysledkd hladin akrylamidu v bramborovych
lupincich. Na zvetejnénych vysledcich se podileli vyrobci z 20 evropskych zemi a shromazdéné
vzorky, kterych bylo vice nez 40 000, byly homogenni, jelikoz pro vyzkum se vétSinou
vyuzivaly brambory cerstvé. Autofi studie ukazali jasné snizeni hladiny akrylamidu
V lupincich v letech 2002 az 2011, coz naznacuje, ze ,,Akrylamid Toolbox“ byl ucinny.
Je dulezité upozornit na objektivitu tohoto vyzkumu, nebot’ byl provadén béhem dlouhého

pozorovaciho obdobi a byl provadén na obrovském mnozstvi vzorku. [9]

V roce 2004 byl zaveden vyzkum zaméteny na hladiny akrylamidu v potravinach v Polsku.
Testovany materidl byl vybran ndhodné v ur€enych obchodech po celém staté a zahrnoval
24 vzorkli bramborovych lupinkli. Monitorovaci vyzkum, ktery poté probihal v nasledujicich
letech, zahrnoval i dalsi ¢tyfi kategorie, konkrétné hranolky piipravené k jidlu, predvarené
hranolky, snidafiové cerealie (kukuficné vloCky) a pekatské vyrobky (suSenky). VSechny
vzorky byly odebrany mezi roky 2007 a 2009 z doporuc¢eni Komise EU. Reprezentativnost
vysledkl zarucilo nejen ndhodné shromazd’ovéani vzorki pro vyzkum po celé zemi, ale také
podrobné informace o misté, podminkach vzorkovéni, sloZeni surovin, vyrobci a tepelném

zpracovani. Redukce obsahu akrylamidu byla prokdzana pouze u predvarenych hranolek.

Posouzenim celkovych evropskych trendl hladin akrylamidu v potravindch dojdeme k zavéru,
ze ve skupinach potravin neexistuje zadny konstantni trend. Trend klesajiciho obsahu v jednom

druhu potravin byl pozorovan v dob¢, kdy obsah akrylamidu v jinych potravinach stoupal.

20



U jednotlivych vzorkl se stale akrylamid vyskytuje ve vysokém mnozstvi. Snizeni obsahu
akrylamidu bylo dosazeno v oblasti bramborovych produkti. Zjisténa tendence zmén hladiny
akrylamidu v potravinach muze byt dusledkem netéinnosti navrhovanych zmén pii zpracovani
potravin nebo zmény nejsou plné implementovany vyrobci. [6]

n

potraviny na bazi obilovin pro kojence a malé déti " (nejsou zafazeny susenky a suchary)
a "Détské potraviny, jiné nez potraviny zpracované na bazi obilovin" (nejsou zafazeny susené
Svestky). Tato hodnota byla 50 pg/kg.

Dale byly stanoveny orientacni hodnoty pro kategorii "Kéavové nahrazky", ktera byla rozdélena
na "kavové nahrazky prevazné zalozené na obilovinach" (orientaéni hodnota 2000 ug/kg)
a "ostatni nahrazky kavy" (stanovena orienta¢ni hodnota 4000 pg/kg).

Orienta¢ni hodnoty Vjinych pokrmech jsou v rozmezi 80 pg/kg ("pSenicny mekky
chléb ") na 1000 pg/kg ("bramborové lupinky"). Dilezité je mit vSak na paméti, ze orientacni

hodnoty nejsou maximalni povolené hladiny akrylamidu v potravinach. [6]

Vyhlaska Ministerstva Vnitra 0 hygienickych poZadavcich na vyrobky uréené pro styk
s potravinami a pokrmy (38/2001 Sbh.) upravuje nejvyssi povolené mnozstvi akrylamidu
migrujiciho z obalovych materiali do potravin na hodnotu 0,01 mg/kg. Pokud je akrylamid

pfitomny v pitné vodg, je jeho limitni hodnota 0,1 pg na litr pitné vody. [1]
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4. Mechanismy tvorby akrylamidu

Od objevu akrylamidu v nékterych potravinach bylo nutné provést identifikaci molekulovych
prekurzori a objasnit reakéni mechanismus, ktery ke vzniku akrylamidu vede. Jiz vime,
ze hlavni hnaci silou tvorby akrylamidu jsou Maillardovy reakce, tedy reakce mezi
redukujicimi sacharidy (glukozou nebo fruktdzou) a pfirozené pfitomnymi aminokyselinami
(predevsim asparaginem), kdyz se potraviny zahtivaji. To v§e vede k pozadované chuti a barve
pokrmd, které jsou vystaveny peceni ¢i smazeni. 3-aminopropanamid (3-APA), biogenni amin,
vytvoieny béhem Maillardovych reakci, mize byt jednim z klicovych prekurzori akrylamidu.
[10]

4.1. Tepelné zpracovani potravin a Maillardovy reakce

Tepelny proces vyvolava mnoho reakci, které mohou vést ke snizeni nutri¢ni kvality a vzniku
nebezpe¢nych latek a tvorbé tzv. ,,AGE®“ produktd (koneéné produkty glykace). Tyto latky
mohou byt akumulovany v krevnim fecisti a v tkanovych proteinech a dale se preménovat
a zpusobovat tak rizné nasledky v lidském téle. Procesy Maillardovych reakci in vivo
jsou casteéné zodpovédné za obecny proces starnuti. ,,AGE* produkty mohou byt zodpovédné
za pokles funkce tkani a organti s vékem, mohou byt spojeny s chronickymi i degenerativnimi
chorobami, jako je diabetes a selhani ledvin, dale také mohou zpisobovat i aterosklerozu

¢i Alzheimerovu a Parkinsonovu chorobu. [11]

Hlavni cestou tvorby akrylamidu jsou Maillardovy reakce spojené zejména s aminokyselinou
asparaginem. Rychlost tvorby akrylamidu v potravinach ovliviiuje pocate¢ni koncentrace
prekurzori a teplota zpracovani. Pfi tepelné upravé potravin dochazi k odpatovani vody,
ktera je dlleZitou bariérou pro zvySeni vnitini energie a limituje mnozstvi vytvofeného
akrylamidu. VéEtsi energeticky obsah v jidle pii vyssi teploté zplisobuje rychlejsi odpatrovani

vody a tim se zvysi tvorba akrylamidu. [3]

Teplota béhem ohfevu vzriista mnohem rychleji na povrchu nez ve vnitinich ¢astech potravin.
Povrch potravin je tedy rizikovéjsi z pohledu chemickych reakcich vedoucich k nezddoucim
toxickym latkdm. Dokazuje to skuteCnost, ze tvorba akrylamidu se odehrdva ptedevSim
na samotném povrchu a ¢astech jemu blizkym. Mezi povrchem a vnitinimi ¢astmi je tedy velky
rozdil koncentraci akrylamidu. Pro vyhodnoceni rizik je proto velmi uzitecné uréeni vztahu

mezi ¢asem a teplotou. [12]
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Cest, které vedou k tvorbé kontaminujicich latek v potravinach, je mnoho. Téchto cest
se ucastni predevsim lipidy a sacharidy, také bilkoviny s aminokyselinami jako prekurzory
nebo bez nich. Tyto cesty jsou vzdjemné propojeny a jsou zavislé na slozeni potravin
I podminkach jejich zpracovani. Hlavnim zdrojem dileZitych senzoricky aktivnich sloucenin,
které vznikaji mezi redukujicimi sacharidy a volnymi aminoskupinami proteint
¢iaminokyselin,  jsou  Maillardovy reakce. Béhem  téchto reakci  dochazi
k vyvoji neenzymového hnédnuti potravin, vyrobkim je dodavana i jedine¢na chut’. Nékterymi
nezadoucimi dusledky reakci vSak muze byt ztrata zivin a tvorba toxickych sloucenin, jako

je akrylamid. [13,14]
4.2. Hlavni cesty vzniku akrylamidu

Nekolik experimentil zaloZzenych na smésich karbonylti a hydroxykarbonylti nam dava vhled
informace, Ze jak karbonylové, tak hydroxykarbonylové skupiny rychle reaguji s asparaginem
za vzniku akrylamidu. Dale bylo zkoumano, jaky vliv ma pH, teplota, vlhkost a dalsi reak¢ni
slozky. Zda je cesta pro vznik akrylamidu optimalni zavisi pravé na téchto faktorech. Ptiblizné
stejné mnozstvi akrylamidu se vytvoti, kdyz je pfidan asparagin k fruktdze ¢i glukoze. Nicméné
se zda, ze se vytvoti niz§1 mnozstvi ve smési glukdzy nez ve fruktéze. Divodem miize byt nizsi
bod tani frukt6zy a také nasledné rychlejsi interakce prekurzort, které dale mohou poskytnout
meziprodukty Maillardovych reakci. Fruktoza tvori Schiffovu bazi, ktera stabilizuje vazbu
vodikovych mustkt v azomethinium-ylidu. Tato dostacujici stabilizace muize zvysit rychlost
tvorby akrylamidu oproti cesté pies glukozu. Celuldza a pentdozy mohou také ptispét k jeho
tvorbg, pokud je nechame inkubovat spole¢né s asparaginem. DalSimi reakénimi slozkami
mohou byt naptiklad propanal ¢i glyoxal. Nejvyssi vytézek akrylamidu vSak poskytuji smési
z 2-hydroxy-1-butanalu, jelikoz se rychle tautomerizuje na 1-hydroxy-2-keton. [15]

Na nésledujicim obrazku je zndzornén mechanismus tvorby akrylamidu s uplatnénim

slou¢eniny 3-aminopropanamidu (3—APA). [10]
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Obr.5: Mechanismus tvorby akrylamidu [15]

Struktura vychozi karbonylové slouc¢eniny mé vliv na vytézky akrylamidu, a to pfedevs§im
funk¢ni skupina v poloze beta (k dusiku). Asparagin reaguje s karbonylovou slouceninou
za vzniku Schiffovy baze, ze které dale vznikéd azomethin ylid, ktery mize dat vzniku iminu 1
¢1 iminu 2 (viz obrazek). Hydrataci iminu 1 vznikd 3-oxopropanamid, ktery miiZe reagovat
s alkoholem a po dehydrataci vznika akrylamid. Imid 2 musi byt také nejprve hydratovan, poté
vznika 3-APA. Deaminaci se odstépi amoniak a vznika akrylamid. Z iminu 2 mtze akrylamid
vzniknout i pfimo. Deaminaci 3-APA vznika velké mnozstvi akrylamidu. Vyrobky jako
je popcorn a prazené kakao byly zafazeny do studie potravin s nejvys$sim mnozstvim 3-APA.

Také bylo zjisténo vyznamné vyssi mnozstvi 3-APA v bramborach. Poukazuje to na aktivitu

specifického enzymu dekarboxylazy v ulozenych bramborach. [14]
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Maillardovy reakce zacinaji tvorbou reak¢nich produktt, které vznikly reakci redukujicich
cukrii s aminokyselinami. Tyto produkty se nazyvaji ,,Amadori“. Z dekarboxylovanych
Amadori slou¢enin pak vznika akrylamid pifimo. Amadori slouc¢eniny Se V reakéni kaskadé

preménuji a rozkladaji a vytvareji tak specifickou barvu a chut’ pokrmu. [10,15]
4.3. Minoritni cesty vzniku akrylamidu

Je zndmo, Ze asparagin je nejucinnéjSim prekurzorem akrylamidu. Jeho kliCova role
byla prokazana ptidanim enzymu asparaginazy, ktery katalyzuje hydrolyzu aminové skupiny
asparaginu. Ukazalo se, Ze asparaginaza je vysoce uzitetna ke snizeni vzniku akrylamidu
(n€kdy az o 95 %), jelikoz miiZze rozlozit aminoskupinu asparaginu a poté jiz reakce neni
schopna prob¢hnout. Asparagin vSak neni jedinym zdrojem akrylamidu, jsou to také
proteiny/peptidy. Za danych podminek se mulze pSenicny lepek rozstépit pii peceni
nebo prazeni a uvolnit tak akrylamid. Pfedpokladem pro uvolnéni akrylamidu je B-proton
v aminokyselin¢ sousedici s alaninem. Proto peptidy nesouci alanin mohou mit vliv na vznik

akrylamidu. [15,16]

Béhem vyzkumu vzniku akrylamidu bylo nutné odhalit klicové faktory, které mohou ovlivnit
jeho tvorbu v potravinach. Ve vétsing piipadit muze byt dosazeno tspéchu snizenim obsahu
asparaginu nebo cukri v potravinach. Skladovaci a povétrnostni podminky, a také odridy
plodin maji vliv na mnozstvi asparaginu. Je zajimavé, ze u nékterych potravin se snizi mnozstvi
potencialné vzniklého akrylamidu teplotou ptes 180 °C (jako je prazena kava). Byl také
proveden experiment s pecivem, ke kterému byl pifidan lepek v rtiznych koncentracich.

Mnozstvi akrylamidu se zvySovalo s vy$§im mnozstvim piidaného lepku do tésta. [15]
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5. Prijem akrylamidu a jeho ucinky

Lidska expozice akrylamidu je v dnesni dob¢ rozsitenéjsi nez kdy dfive. Lidé mohou byt
vystaveni pusobeni akrylamidu ze stravy, z piti, koufenim i pasivnim koufenim. Tato latka
je také pouzivana v mnohych prumyslovych procesech (napft. pti ¢isténi pitné a odpadni vody
nebo pii vyrobé papiru). Navic jsou zdroje akrylamidu zavislé na narodnich zvycich. V USA
se hojn¢ konzumuji hranolky a jiné bramborové produkty, na jihu Evropy mtize byt akrylamid
pfijiman v chlebu. Studie provadéné na zvitatech prokazaly, ze akrylamid je multiorganicky
karcinogen u hlodavci. [17,18] Samotny ucinek této latky spociva v metabolické pfeméné
na reaktivni glycidamid, ten tak hraje v genotoxicité akrylamidu velkou roli, pfipojuje se totiz
k DNA. Ob¢ tyto nezadouci latky také reaguji snadno s mnozstvim biomolekul vcéetné

hemoglobinu. [19]
5.1. Akrylamid v téle

V lidském téle se akrylamid metabolizuje pomoci enzymu cytochromu P450 (CYP2E1)
na glycidamid. Dale je snadno absorbovan a distribuovan do vSech tkani. Jak akrylamid,
tak i glycidamid se vylucuji v moci jako kyselina merkapturova. Glycidamid je ovS§em mnohem
reaktivnéjs$i s DNA, a tudiz metabolismus akrylamidu na glycidamid je piedpokladanym
krokem genotoxicity akrylamidu. Genotoxické karcinogeny jsou elektrofilni latky, které pfimo
ovliviiuji. DNA prostfednictvim tvorby kovalentnich vazeb. To vede Kk tvorbé aduktu,
které mohou byt divodem poskozeni DNA, a pokud neni chyba opravena, muze dojit

az k mutacim a vzniku nadoru. [1]
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Obr.6: Strukturni vzorec glycidamidu [1]
5.2. Expozice akrylamidu a jeho p¥Fijem stravou
Akrylamid se rychle vstiebava kizi a sliznici, pii vdechovani a pii oralnim uzivani je dobie
absorbovan i distribuovan do tkani. Po pfeméné na glycidamid mize byt karcinogenni. [17]
Po vstupu akrylamidu do téla dochazi k absorpci a naslednému vylouc¢eni moci. Doba eliminace
z lidského téla je do 3,5 hodiny. V jatrech vytvari konjugaci s glutathionem (GSH) kyselinu

merkapturovou, kterd je dale pfipravend k vylouceni. Epoxidace akrylamidu enzymem
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CYP2EI (cytochrom P450 2E1) je cesta ke vzniku glycidamidu, ktery ma po navazéani na DNA
mutagenni U¢inky. Glycidamid pak prochazi dals$i biotransformaci (hydrolyzou) za vzniku
glyceramidu. Je opét mozna cesta pies konjugaci GSH a vylouceni kyseliny merkapturové

moci. Je tedy ziejmé, Ze akrylamid se v téle nehromadi. [19]
5.3. Toxikologické ucinky v tkanich

V mnoha studiich byly prokazany toxikologické ucinky akrylamidu v tkanich. P¥i vyzkumu
byly krysam podavany rizné davky 5-60 mg/kg/den po dobu 5 dni. Tyto davky byly podavany
peroralni cestou. Posléze byly zaznamendny morfologické zmény testikularni histologie. Tyto
zmény byly pozorovany piedevsim v zarode¢nych buiikkach semenného epitelu. Morfologické
defekty a snizena produkce spermii byly pozorovany v zavislosti na podané davce. [20]
Intoxikaci akrylamidem a jeho metabolity mohou byt poskozeny nervy s malym primérem

a muze dojit k degeneraci epidermalnich nervu ktze. [21]
5.4. Karcinogenicita u zvirat

Dle FAO (Food and Agriculture Organization) i WHO (World Health Organization)
byl akrylamid prokazan jako latka, ktera v téle zvySuje riziko vyskytu benignich i malignich
nadorid v nékterych organech jako je $titnd zlaza, nadledviny nebo obal varlete. Pokusy u mysi
a potkant tedy prokazaly, Ze se jedna o multiorganicky karcinogen. Je vSak dulezitym faktem,
ze nebylo prokadzano zvysSeni rizika vzniku rakoviny pfi niz$ich davkach. Naopak pfi studiich
trvajicich po dobu dvou let byly prokazdny nadory v mozku, miSe, déloze, mlécné zlaze

i varlatech. [22]
5.5. In vitro a in vivo genotoxicita

Akrylamid a glycidamid jsou potencionalni mutagenni latky pro zarode¢né bunky. Akrylamid
muze indukovat d&di¢na poskozeni na genu a na Urovni chromozomil. Ma genotoxicky
potencidl in vivo na somatické a zarodecné builky a ma silnou afinitu k proteinim
spermatu. [23] Dalsi skute¢nosti, kterou je nutno brat v potaz je piitomnost glycidamidu,
ktery je produktem akrylamidu. Je to reaktivni epoxid, ktery vytvaii adukty s DNA. Vystaveni

spermii ¢i spermatozoidd akrylamidu ¢i jeho epoxidu zvySuje vyskyt mutaci. [24]
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5.6. Studie karcinogennich ucinkd akrylamidu na ¢lovéka

Rada epidemiologickych studii méla zhodnotit moznou asociaci mezi expozici akrylamidu
a rakovinou u lidi. Kontroverzni vysledky vedly k intenzivnéjsimu vyzkumu skute¢ného piijmu
akrylamidu a Klasifikaci osob dle spotieby této latky. Studie zapocala v letech 1995-1996.
Vysledna studie se skladala z 112 378 zen a béhem doby sledovani (15 let) se vyskytlo
5 676 ptipadt invazivniho karcinomu prsu. Latky jako akrylamid indukuji zvySeni vyskytu
rakoviny. Prozatim nebyla zjiSténa souvislost mezi rakovinou slinivky biisni a expozici

akrylamidu. [25]

Byl vyhodnocen piijem akrylamidu ze stravy a do vyzkumu bylo zaclenénych 96 druha
potravin. K ptijmu akrylamidu nejvice pfispivaji tyto potraviny: kava (23 %), celozrnny mekky
chléb (17 %), celozrny kiupavy chléb (8 %), smazené brambory (6 %) a bramborové
lupinky (4 %). Béhem doby vyzkumu (11 let) mélo nejvyssi miru piijatého akrylamidu
Vv potraveé Dansko, dale Spojené kralovstvi a poté Nizozemsko, zatimco Italie byla na poslednim

misté. Praimérny celkovy piijem populace v EU byl odhadnut na 21 pg/den. [26]
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6. Akrylamid a u€inky na potomstvo

Prenatalni vyvoj je sloZzen z nékolika peclivé nacasovanych udalosti, které na sebe plynule
navazuji. Vyvojové procesy mohou narusit exogenni toxické latky. Hlavnimi projevy mohou
byt razné malformace, retardace rastu, naruSeni funkCnosti organti nebo dokonce umrti
rozvijejiciho se organismu. Uginky toxické latky mohou zpUsobit zdvazna poskozeni nejen
béhem prenatdlniho obdobi, ale jiz zexpozice pfed pocetim (u jednoho zrodich)
nebo po narozeni do doby sexualniho dospéni. Nejvice citlivé obdobi pro letalni ucinky
je embryonalni vyvoj (pfedev§im od oplodnéni do 3. mésice), jelikoz béhem doby
organogeneze (4.-12. tyden v embryonalnim obdobi) dochazi k intenzivni proliferaci bun¢k
a diferenciaci tkdni. Béhem fetalniho obdobi (od 12. tydne do narozeni) se mohou vzniklé
strukturalni abnormality rozvijet. V tomto obdobi mtze dojit ke zpomaleni rastu, vyvojovému
zpozdéni €i k funkénim poruchdm organii. Naslednou patogenezi a vyvolané zmény vyvoje

vyznamn¢ ovliviiuje davka a expozice dané toxické latky. [27]

Sekundarni expozice vyvijejicich se jedincti je nejcastéji zprostifedkovana placentarnim
pfenosem nebo pies matetské mléko. Davky, které zptisobuji pro jedince toxicitu, jsou obtizné
vyhodnotitelné. Expozice toxické latky na plod nemusi byt stejnd jako u ditéte,
stejné tak u t€hotné a kojici matky. Stanoveni toxické latky v matefském mléce a pupeéni krvi
poskytuje lepsi odhad expozice. Je tedy pravdépodobné, ze za vznik malformaci
nebo funkénich zmén organd muze piimé pusobeni toxickych latek na plod, stejné tak i nepiimé

(matkou zprostfedkované), tak i kombinované ob¢ varianty. [28]

Ackoli udaje o biochemickych a morfologickych ucincich akrylamidu béhem embryonélniho
a Casné¢ho postnatalniho vyvoje jsou vzacné, prenatalni expozice akrylamidu je obzvlaste
znepokojujici. Sorgel a kol. zjistili, ze az 50 % akrylamidu u té¢hotnych Zen bylo pieneseno
ptes krev do plodu (nemalé mnozstvi bylo obsazeno také v matefském mléce).
Protoze akrylamid a jeho metabolit glycidamid je ve vod¢ rozpustny, snadno tedy prochazeji
placentou, stejné tak dobte prochéazeji do matetského mléka. Je stale vice dikazt, Ze akrylamid

Vv obdobi laktace narusuje organogenezi a dalsi postnatalni vyvoj potomki (obrazek 7). [29]
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Obr.7: Vliv akrylamidu na organogenezi a postnatalni vyvoj [29]
6.1. Vliv akrylamidu na centralni nervovy systém

Vyvoj centralniho nervového systému (CNS) je velmi slozity. Prenatalni i postnatalni expozice
neurotoxika, jako je pravé akrylamid, pravdépodobné muze ovlivnit strukturu a funkci

vyvijeného mozku. [30]

Byly zkoumany tcinky akrylamidu na vyvoj mozecku (cerebellum) a prodlouzené michy
(medulla oblongata) a na oxidativni stres u novorozenych potkant. Byl jim podavan akrylamid
v davce 10 mg/kg/den Zalude¢né u samic od 7. dne biezosti (gestace) do narozeni, dale od 7. dne
gestace do 28. dne po porodu. Znaky akrylamidové toxicity byly pozorovany u samic
vystavenych akrylamidu a po narozeni potomkt a zahrnovaly ataxii (poruchu koordinace
pohybt), slabost svalti zadnich koncetin a nakonec paralyzu. Mlad’ata trpéla podvyzivou a byla
bez srsti. Vysledky ukazaly, Ze podavanim akrylamidu béhem prenatdlniho obdobi a obdobi
laktace vyznamné vyvolalo zvySeni oxidativniho stresu a potlaceni antioxida¢niho obranného
systému vV mozecku a prodlouzené miSe potomki. Pii této studii bylo prokazéano, Ze podanim
akrylamidu byla zpozdéna proliferace a migrace bunék a také diferenciace na vnéjsi granularni
vrstvé mozeCku. [31] Akrylamidova toxicita v prodlouzené miSe se projevuje rysy jako
je pyknéza (poSkozeni bunécného jadra, nevratna kondenzace chromatinu v jadru bunky)

a neuronové chromatolyzy (zmény cytoplazmy neuronu, to vede k degeneraci neuront).
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Tyto vysledky jasn¢ ukazuji, Ze akrylamid (nebo jeho metabolity) zplisobuji oxidativni stres
a indukuji zmény ve struktufe mozecku a proslouzené mise u rozvijejicich se potkani. [32]
Tato vSechna predlozena data nepochybné poukazuji na teratogenni i¢inek na nervovy systém

mlad’at.
6.2. Vliv akrylamidu na rozmnoZovaci systém

Reprodukéni toxicita zahrnuje nepiiznivé ucinky chemickych a fyzikélnich ¢inidel na sexualni
funkce jedinct, také plodnost jedinct dospélych a vyvoj jejich potomkil. Pisobeni akrylamidu
ma v reprodukéni toxicité to uskali, ze pokud je jedinec intoxikovan (staci pouze jeden ¢len
Z reproduk¢niho paru), tak se toxicita dale projevi neptiznivymi disledky na jeho potomstvo.
Vedle genetickych piedpokladi, Zivotniho stylu a okolniho prostiedi, ptispivajicim faktorem
k neplodnosti obou pohlavi je pravé akrylamid. Jelikoz byl vyhodnocen jako latka
s reproduk¢ni toxicitou v multigeneracnich studiich na hlodavcich, je zde diivodné podezient,
Zze ma negativni dopad 1 na reprodukéni schopnosti u lidi. Akrylamid poddvany ve vodé
¢i sondou hlodavcim v davkéach vétSich nez 5 mg/kg/den vede ke snizeni plodnosti, poctu
mlad’at a jejich Spatnému vyvoji. Studie prokazaly akumulaci této latky a jejich metaboliti
ve varlatech (testes), nadvarlatech (epididymis) a penisu. Akrylamid zpusoboval jejich atrofii,
tedy zménu, a to pfevazné¢ zmenSeni. Dale zplsoboval snizeni poctu spermii a jejich

morfologické zmeény, které vedly ke snizeni ¢i dokonce nemoznosti reprodukce. [33]

Dlouhodobé (ro¢ni) expozice akrylamidu miize vést ke kumulaci, aniz by byly pozorovany
morfologické zmény na varlatech, ale spoleéné s jeho metabolitem glycidamidem mohou
zpiisobovat nevratné poskozeni chromozoml ve spermatidech. Akrylamid kumulujici
se pii replikaci ve spermatogonalnich bunkach, mize byt divodem zhorSeni schopnosti
potomku produkovat plodné gamety. Souvisejici studie poukazuji na to, Ze také indukuje tvorbu

aduktt, které mohou vyvolat mutagenni Géinky v zarode¢nych bunkach. [34]

JelikoZ prozatim neexistuji dostatené udaje, které by prokazaly ucinky akrylamidu na potomky
zen, které byly vystaveny prenatalni expozici, je pro urceni toxicity dilezitym parametrem
vyhodnoceni vaje¢nikli novorozence. Jejich podrobnou morfologickou analyzu vSak dosud
nikdo neprovedl, proto se ucinek akrylamidu na ztratu oogonii, oocytd nebo podptrnych
somatickych bun€k nemize vyloucit. Kromé toho akrylamid ovliviiuje funkci prsnich Zlaz,
to vede ke snizeni pocCtu prolaktind a tim zpusobuje naruSeni laktace. Tim je zptisobena ztrata

télesné hmotnosti potomku a nasledné jejich podvyziva. [35]
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7. Metabolismus akrylamidu v lidském téle

Akrylamid obsahuje dvojnou vazbu a je tedy reaktivni i s biologickymi matricemi.
Dvojna vazba ochotné¢ reaguje s -SH skupinami v cysteinu je afinni ke skupiné -NH:
v aminokyselinach. Glycidamid také velmi ochotné reaguje diky svému epoxidovému kruhu,
ato predevSim s aminoskupinami a bazemi DNA. Biologicka dostupnost, metabolismus
a vyuziti metabolitti jako biomarkert expozice jsou velmi dilezité souc¢asti vyzkumu k odhaleni

moznych zdravotnich rizik akrylamidu. [36]
7.1. Absorpce a biologicka dostupnost

Peroralni biologickd dostupnost je definovana jako podil peroralné podavané davky
a mnozstvim, které dosdhne systémového ob&hu. Akrylamid je vysoce hydrofilni,
proto se oéekava, ze podané davky budou zcela absorbovany. Rada studii potvrzuje, Ze oralng
podany akrylamid se rychle absorbuje u hlodavcii i lidi. Miller a kol. prokazali, ze zhruba 90 %
podaného akrylamidu bylo ziskano z tkani, t€lnich tekutin, z moci i stolice. Biologicka
dostupnost Vv potravinach je nizs$i nez ve vodg, to je zplsobeno interakcemi s nukleofilnimi
skupinami v jidle. Dale je dilezité, Ze biologicka dostupnost je zna¢né odlisna mezi
zivoc¢isnymi druhy. Rozpustény akrylamid ve vodé byl podavan muzim dobrovolnikiim a poté
jim byly odebrany vzorky moc¢i. Akrylamid byl velmi rychle absorbovan, jelikoz prvni den bylo
51 % davky ziskdno v moci ve formé metabolitii. Pii pozorovani nebyly zaznamenéany zadné
vyznamné rozdily v metabolitech moce. DoSlo vSak k prudkému nérGstu koncentrace

akrylamidu v séru. [36]
7.2. Biotransformace

Po konzumaci je akrylamid rychle absorbovan a distribuuje se na vSechny tkané¢ pomoci
ob¢hového systému. Schéma jeho absorpce, distribuce, metabolismu 1 vylucovani lze vidét
na obrazku ¢. 8. Dochazi k tomu predevsim v placenté, ledvinach, ale také v prsu. Akrylamid
jez velké casti pfeveden na metabolity, které se ztéla vyluuji moci. Muze vSak také

interagovat s bilkovinami ¢i DNA a vytvaret tak nechténé adukty. [1,36]
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Obr.8: Schéma absorpce, distribuce, metabolismu a vyluc¢ovani akrylamidu [36]

Hlavni cesty biotransformace akrylamidu jsou uvedeny na obrazku ¢. 9.
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Obr.9: Hlavni cesty biotransformace akrylamidu [36]

Akrylamid je elektrofilni slouceninou s amidovou skupinou a dvojnou vazbou, se kterou
ochotné reaguji bunétné nukleofily, jako napt. —SH skupina cysteinu, homocysteinu

a glutathionu, -NH: skupina volnych aminokyselin, NH skupina histidinu a N-koncovych
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aminokyselinovych zbytkGi proteind. In vivo je akrylamid prostfednictvim oxidace
cytochromem P450 2E1 ¢astecné pteveden na epoxidovy glycidamid. Tato reakce probiha
V prvni fazi metabolismu akrylamidu v lidském téle. Glycidamid je elektrofilni, proto se mize
kovalentné vazat na buné¢éné slozky. Reakce s aminoskupinou nebo s vodou ma za nasledek
otevieni kruhu epoxidu. Glycidamid mtze byt také déale hydrolyzovan epoxidhydrolazou
na glyceramid (2,3-dihydroxypropanamid). V DNA jsou nachylné piedevsim nukleofilni
dusiky, které mohou tvofit adukty zejména s glycidamidem, to je velky problém vzhledem

k jeho genotoxiciteé.

Ve druhé fazi metabolismu je pozity akrylamid hlodavci a lidmi konjugovan s glutathionem
(GSH). Dochéazi k degradaci a acetylaci konjugatu a vznikla kyselina merkapturonova (AAMA,
N-acetyl-S-(2-karbamoylethyl) -L-cystein) je vylouena moci. Tato konjugace s glutathionem
je dulezita pro redukci reaktivity akrylamidu s bunénymi komponentami, diky emuz
je akrylamid méné¢ konvertovan na glycidamid. AAMA muze byt oxidovana na svij
odpovidajici sulfoxid, avSak pouze u lidi, ne hlodavct. Glutathion muize také konjugovat
s glycidamidem za vzniku latek GAMA a iso-GAMA. Jsou to konkrétné latky N-acetyl-S-(2-
carbamoyl-2-hydroxyethyl)-L-cysteine (GAMA) a N-acetyl-S-(1-carbamoyl-2-hydroxyethyl)-
L-cystein (iso-GAMA).

Jak jiz bylo zminéno, nukleofilni mista proteini tvoii s akrylamidem a jeho metabolitem
glycidamidem adukty. Albumin a hemoglobin jsou v krvi nejvice pievladajicimi bilkovinami,

proto akrylamid a glycidamid tvofi pravé s témito latkami adukty nejCastéji.

Latka AA-Hb (N-(2-karbamoylethyl)-valin) a GAHb (N-(2-karbamoylhydroxyethyl)-
valin) se tvofi V pfitomnosti akrylamidu a glycidamidu s N-terminalnimi zbytky valinu
V hemoglobinu. Tyto dva adukty hemoglobinu pietrvavaji v téle déle nez ve volnych forméach

a ve form¢ merkapturickych derivati kyselin. [36]
7.3. Biomarkery expozice akrylamidu

Biomarkery jsou chemické latky, které Ize sledovat v téle. Lze tak stanovit expozici, davku,
Casté biologické interakce a neptiznivé t€inky latek. Biomarkery expozice mohou byt exogenni
latky a jejich metabolity ¢i produkty interakci mezi xenobiotickymi ¢inidly a cilovymi butikami
nebo molekulami organismu. Biomarkery mohou poskytnout informace o expozici osob,
biologické dostupnosti a metabolismu, zmény turovni koncentrace v Case, hodnoceni
davky a nasledné posouzeni zdravotnich rizik.

Akrylamid 1 glycidamid se vyskytuji spiSe v konjugovanych formach, ale mizeme je najit
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v mensi mife 1 volné v biologickych tekutindch. Obé latky maji totiz kratkou dobu vyskytu
Vv séru i plazmé, obvykle ne vice nez nékolik hodin. Proto plazmové a sérové hladiny téchto
latek nejsou dobrou volbou biomarkerti expozice. Naopak volné se vyskytujici akrylamid,
glycidamid a glyceramid tvoii pouze malou ¢ast vyloucenych latek. Hlavnimi metabolity
akrylamidu a glycidamidu v moc¢i jsou merkapturové kyseliny AAMA a GAMA (a iso forma).
Tyto metabolity jsou pouze ,kratkodobé“ biomarkery, jelikoz se mohou dale ménit,
proto se vyuzivaji k odhadu nedavnych expozic.

Adukty akrylamidu a glycidamidu s hemoglobinem pietrvavaji v téle déle nez ve volnych
formach a v merkapturickych derivatech kyselin. Jelikoz je zivotnost erytrocyti Clovéka
az Ctyfi mésice, mohou trovné adukti hemoglobinu odrazet mnozstvi davky v minulosti.
To je velmi pfinosné pro odhad vnitini expozice akrylamidu a glycidamidu u lidi. Hemoglobin
(Hb) je vyhodnéjsi pro sledovani davky vice nez DNA, a to ptedev$im vzhledem k jeho
dostupnosti ve velkém mnozstvi a lepsi stanovitelnosti. Jako biomarkery tak lze pouzit
akrylamid-hemoglobinovy adukt AA-Hb pro hladinu akrylamidu a adukt glycidamid-
hemoglobin GA-Hb jako biomarker pro interni davku a genotoxicky dopad.

V populaci USA mély nejvyssi primérné hodnoty hladin akrylamidu déti ve ve€ku 3-11 let
prijmem jidla vztazeného na té¢lesnou hmotnost, a to piedevsim potravin bohatych na akrylamid
jako jsou hranolky a bramborové lupinky. Na pomér AA-Hb a GA-Hb ma vliv rychlost
metabolismu, takze vyssi pomér byl nalezen u déti, kdezto u dospélych nad 60 let byl pramér
nizky. Frekvence pfijmu potravin a udaje o jejich obsahu (pfedev§im o obsahu akrylamidu)
je mnohdy cennou informaci pii odhadu pifijmu této latky. Doslo také na vyzkum vlivu
konzumace alkoholu na metabolismus akrylamidu. Pro cytochrom P450 3E1 je substratem
nejen akrylamid, ale také ethanol. Byl zaznamenan zaporny linearni trend poméru GA-Hb
a AA-Hb se zvySujicim se pfijmem alkoholu. Byl tedy prokézan konkurenc¢ni ucinek

mezi ethanolem a akrylamidem na cytochrom P450 2E1.

Akrylamid in vitro velmi pomalu reaguje s DNA, av§ak jeho metabolit je az 1000x reaktivnéjsi,
diky elektrofilni epoxidové skupin€. Jako markery glycidamidu, mohou byt pouZity
DNA adukty glycidamidu, N7-GA-Gua (N-7-(2-carbamoyl-2-hydroxyethyl)-guanin) a N3-
GA-Ade (N-3-(2-carbamoyl-2-hydroxyethyl)-adenin). Tyto DNA adukty jsou pfitomny
v mnoha tkanich nebo organech a krvi hlodavcet, i v lidskych tkanich a krvi. Hladina DNA
adukti miiZze byt pouzita jako biomarker expozice akrylamidu, avSak poukazuje pouze

na expozici nedavnou (do tydne). [1,2,36]
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8. Analyza akrylamidu v potravinach

Analyza akrylamidu v tepelné oSetfenych potravindch piredstavuje soucast intenzivniho
vyzkumu. V dnesni dob¢ bylo dosazeno znacného pokroku v oblasti analytickych metod a byly
vyvinuty ¢etné metody stanoveni akrylamidu v potravinaiskych vyrobcich. Existuje mnoho
moznosti, jak vzorek pred analyzou upravit. Obvykly postup Upravy vzorku zacina
jeho homogenizaci (vzorek je promichan, protiepan). Muze byt také pridan vnitini standard,

dale je vzorek extrahovan, pfecistén a analyzovan ptislusnou metodou. [37]
8.1. Odbér vzorkii a homogenizace

Je ziejmé, ze odbér vzorku a jeho naslednd ptiprava k analyze je zésadnim krokem,
ktery mé vliv na spravnost vysledki. Je proto dilezité ziskat homogenni vzorek (naptiklad
pomoci mleti). Akrylamid se tvoii pfevazné na povrchu pevnych latek, kde je vysoka teplota

a nizka vlhkost. [38]

Izolace akrylamidu z potravin je velmi zdlouhava ¢innost, ktera muze vést i ke ztratam analytu.
Z tohoto diivodu se ptfed zahdjenim samotné extrakce mohou pfidat vnitini standardy pro vétsi
presnost vysledkd. Pfedpoklada se, ze vnitini standard se po jeho zaclenéni chova stejné
jako akrylamid. Siroce pouzivané vnitini standardy pro stanoveni akrylamidu zahrnuji
izotopem znacené latky, jako je deuteriem znaceny Hs-akrylamid nebo ds-akrylamid. Dalsim
typem mize byt také uhlikem znaceny *3Cs-akrylamid. Mezi neizotopové zna¢ené standardy

se fadi metakrylamid nebo acetamid. [38,39]
8.2. lzolace akrylamidu z matrice potravin

Akrylamid muaze byt extrahovan z potravinovych vzorkd nékolika moznymi zplsoby.
Vzhledem k jeho vysoké polarité je dobfe rozpustny ve vod¢ a v jinych polarnich organickych
rozpoustédlech jako je naptiklad aceton, methanol nebo ethanol. Nevyhodou extrakce pomoci
vody je, Ze se voda poté nesnadno odstrafiuje. Casteénym feSenim této skutednosti je extrakce
smési vody a organického rozpoustédla, coz se v soucasnosti bézné pouziva k extrakci
akrylamidu z potravinové matrice. Napiiklad n-propanol ma jako extrakéni ¢inidlo nékolik
vyhod ve srovnani s vodou. Mezi tyto vyhody patii jeho snadné odpateni, extrahuje tuky,
které mohou branit extrakci vodou, a poskytuje €isté roztoky bez odstfedéni. Metanol je také
velmi dobfe kompatibilni s potravinovymi matricemi, které obsahuji velké mnoZstvi Skrobu
a tuku, jako jsou napiiklad smazené bramborové produkty (lupinky, krokety). Kromé toho se da

také velmi snadno odpafit pod proudem dusiku. Akrylamid je naopak nerozpustny
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Vv nepolarnich rozpoustédlech jako je tfeba heptan. Nizka molekulova hmotnost, nizka té€kavost
a vysoka rozpustnost akrylamidu pfinasi jista omezeni pro pouziti analytické metody pfi jeho
stanoveni. Ovlivnit vytéznost extrakce muze hned nékolik faktort, napiiklad velikost Castic
vzorku, homogenizace, extrak¢ni rozpoustédlo, pomér rozpoustédla k vzorku, teplota a doba
extrakce. Na vytéznost extrakce mad mimo jiné vliv i mnozstvi tukl ve vzorku.
Proto bylo zavedeno odtu¢inovani vzorkt extrakénim krokem. Tento krok muze byt proveden
pomoci hexanu nebo cyklohexanu, avSak je zde riziko, Ze odstranéni tuku organickym
rozpoustédlem ma negativni vliv pravé na vytéznost extrakce. Namisto odstranéni tuku bylo
zavedeno tzv. studené odstiedéni pii 0 °C, kde tukova matrice po ztuhnuti zlstane nahote

jako vrstva, ktera je posléze snadno odstranéna.

Pfi pouziti jednostupiiové extrakce mulze dojit k chybnym vysledkim z diivodu netplného
vyextrahovani akrylamidu. Proto byla zavedena extrakce vicestupiiova, kterd vede ke zlepSeni
extrakéniho vytézku akrylamidu. Pfi této extrakci je nejCastéji vyuzivana smés kyseliny

mravenci a metanolu. [38,39]
8.3. Cisténi extraktu

Precisténi extraktu lze provést nc¢kolika moznymi zpiisoby, jako je chemicka deproteinace
nebo srazeni mrazem. Po téchto technikach pfed samotnou analyzou nasleduje membranova
filtrace. Deproteinace je nutnd u matric vzorku bohatych na bilkoviny, ty mohou byt vysraZzeny
za pouziti organickych rozpoustédel jako je napt. metanol. Prvnim krokem vyc¢isténi extraktu
je Cifeni, a to pridanim Carrezovych ¢ifidel. Dalsi precisténi od interferujicich latek 1ze provést
pomoci extrakce tuhou fazi (SPE, Solid Phase Extraction).

Rychlou a snadnou metodou je disperzni extrakce natuhou fazi (dSPE). Tato metoda
je zalozena na vzniku disperzni hmoty. V této metodé je piidavan vnitini standard
do homogenizovaného vzorku. Dal§imi pfisadami jsou hexan (pro odstranéni tuku), voda
(pro zvyseni extrakce akrylamidu), acetonitril, bezvody siran hofe¢naty a chlorid sodny
(pro snizeni vzajemné misitelnosti). Aby bylo zajisténo uspesné vycisténi extraktu, je dilezité
znat piiblizné slozeni analyzovaného vzorku a z toho usuzovat na mozné interference.

Dalsi metodou je mikroextrakéni technika na tuhou fazi (SPME). Vyhoda této metody spociva
Vtom, ze vzorek pro svou piipravu nevyzaduje rozpoustédlo, vzorek je v tomto piipadé

extrahovan pfimo na vldkno. Vyuziva se zde specidlniho kiemenného vlakna, které je potazeno

piisluSnou stacionarni fazi. Nejprve dochazi k rozdéleni analytli mezi matrici daného vzorku

37



a povrchem vlakna, dale dojde k desorpci extraktu z vlakna do analytického pfistroje (nejcastéji

GC). Jedna se tedy v podstaté o dvoustupnovy proces. [38,39]
8.4. Derivatizace

Pro zvyseni citlivosti odezvy je mozné provést derivatizaci. Derivatizace je zalozena na reakci
akrylamidu s kyselinou 2-merkaptobenzoovou a vznikne thioether. Tato reakce je znazornéna
na nasledujicim obrazku. Akrylamid miize byt také derivatizovan cysteinem. Vhodnym
zpusobem derivatizace 1ze dosahnout az 20nasobného zvyseni citlivosti v systému LC-MS/MS.

[39,40]
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Obr.10: Derivatizace akrylamidu s kyselinou 2-merkaptobenzoovou [40]

8.5. Analyza pomoci plynové chromatografie

Akrylamid je velmi ¢asto analyzovan pomoci plynové chromatografie s vyuzitim hmotnostni
spektrometrie. Pouzitim derivatizace je dosaZeno vyssi selektivity a detekcni limity se snizi.
Nejcastéjsim derivatizaénim postupem pro stanoveni akrylamidu pomoci plynové

chromatografie je bromace (viz nasledujici obrazek). [1]

Pro derivatizaci analytu se pouZzivd bromacni smés, ktera obsahuje bromic¢nan draselny
a bromid draselny. Reakce probiha v kyselém prosttedi bez ptistupu svétla a za teploty okolo
4 °C. Tento derivat je nestabilni a v injektoru by se mohl rozloZit, proto je ptreveden

na stabilng;jsi formu 2-BPA (2-brompropenamid) pomoci ptidavku triethylaminu. [1,39]

H 0 Br, Br 9 (CHIN Br O
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\\ - )\)L
H NH, H NH, HBr Y NN NH,
H
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akrylamid 2, 3-dibrompropanamid 2-brompropenamid

Obr.11: Derivatizace akrylamidu (bromace) [1]
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Nejcasteji vyuzivanym detektorem pro GC analyzu akrylamidu je hmotnostni spektrometr,
pro kvantifikaci se také vyuzivaji plamenové-ioniza¢ni detektor (FID) nebo detektor
elektronového zachytu (ECD).

Pokud pouzijeme metodu plynové chromatografie bez derivatizace analytu, s velkou
pravdépodobnosti dojde k interferenci slozek v matrici, a také nebude k dispozici dostatek
charakteristickych iontovych piki v hmotnostnim spektru akrylamidu. Pouzitim plynové
chromatografie v kombinaci standemovou hmotnostni spektrometrii  (GC-MS/MS)

Ize interference alespon ¢asteéné minimalizovat a snizit tak limit detekce. [1,39]
8.6. Analyza pomoci kapalinové chromatografie

Tou nejcastéjsi metodou pro rutinni vyzkumy a studie se stala kapalinovd chromatografie
ve spojeni S hmotnostni spektrometrii (LC-MS), zejména tedy tandemova hmotnostni
spektrometrie (LC-MS/MS). V dne$ni dobé ma tato metoda své misto v rutinni analyze.
Je vysoce citliva a neni potieba provadét derivatizaci. Dalsi vyhodu ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii pfind$i pro analyzu poldrnich a nedostatecné tckavych latek,
jelikoz prave pro tyto latky je zvlasté vhodna. Tandemovy systém hmotnostnich spektrometri
umozni separovat urcené ionty od téch ostatnich. Tento krok je proveden v prvnim
hmotnostnim analyzatoru, zatimco ve druhém jsou vybrané ionty analyzovany. Pokud chceme
akrylamid ve vzorku prokézat a zarovein i kvantifikovat, je pro nas tou nejvhodnéjsi volbou
UHPLC systém (Ultra High Performance Liquid Chromatography) spojeny s hmotnostnim
spektrometrem. Jednou z nejlepSich metod pro stanoveni akrylamidu je kombinace UHPLC
standemovou hmotnostni  spektrometrii  (UHPLC-MS/MS), jelikoz ma vysokou

reprodukovatelnost, selektivitu a citlivost.

Mezi analyzatory s nizkym rozliSenim fadime naptiklad systémy s iontovou pasti, které nejsou
kvili jejich niz§i presnosti tolik vyuzivané. Naopak analyzatory s vysokym rozliSenim,
jako je analyzator doby letu (TOF), nam umoziuji ziskat vyrazné vyssi rozliseni hmotnosti
akrylamidu. Co se tyce zpusobu ionizace, nejbéznéjsi jsou dva, konkrétn¢ ionizace
elektrosprejem (ESI) a chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI). V obou ptipadech

dochazi k ionizaci a fragmentaci akrylamidu. [1,39]
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8.7. Kvantifikace akrylamidu v potravinach pomoci hmotnostni

spektrometrie s vysokym rozliSenim (HRMYS)

Metoda HRMS nabizi kratsi dobu analyzy, snizeni ruSivych efekti matrice a zlepSeni
hmotnostni pfesnosti. Dale pomoci metod DART-HRMS a LC-HRMS je mozné se vyhnout
extrakci pfed samotnou analyzou a za urcitych podminek lze vynechat i pouziti vnitiniho
standardu. To vSe dohromady muze ptedstavovat dilezité aspekty pro prevedeni této metody

na rutinni analyzu.

Postup analyzy Ize v podstaté rozdélit do tii kroku. Piiprava vzorku a ¢isténi, pfidani vnitiniho
standardu (s nebo bez derivatizace) a vlastni analyza. V dal§im kroku dochazi k detekci
slouceniny. Pravé detekci lze provadét pomoci HRMS. V soucasnosti predstavuje Spicku
spojeni strategie typu UHPLC-HRMS (ultra-G¢inna kapalinova chromatografie spojena
s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozlisenim) nebo DART-HRMS (piima analyza
Vv redlném Case ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim). Mnohé pfistroje
maji nizkou rozliSovaci schopnost, proto se jim molekuly s podobnymi poloméry
m/z ptekryvaji. Dal$im rusivym faktorem muze byt fakt, ze mezi sebou mohou molekuly

interagovat. HRMS nabizi n¢kolik vyhod pro detekci malych molekul. [41]
8.8. DART-HRMS

Novéjsi technikou piimé analyzy je DART (piima analyza v redlném case). DART se tadi
mezi desorpéni iontové techniky. Pomoci DART lze analyzovat latky vsech skupenstvi.
V tomto ptipad¢ je ionizujici proud atomti nebo molekul helia nebo dusiku ionizuje slouc¢eniny

na povrchu vzorku.

Pracovni postup metody DART-HRMS zahrnuje extrakci vzorkli a zaznamenavani bohatého
hmotnostniho spektra, dle kterého lze charakterizovat chemické sloZeni analyzovaného
materidlu a zajistit tak vcasnou predikci akrylamidové formace. Tyto zdznamy jsou dale
zpracovavany, odeCte se pozadi a nasledné se vybiraji ionty k vytvofeni mnoZziny datové
matrice. Tato vybrand data se nakonec analyzuji pomoci chemometrickych nastroju,

které interpretuji informace z namétenych dat na zakladé matematickych modelt. [40,41]
8.9. Analyza akrylamidu pomoci biosenzoru

Akrylamid jako neurotoxin a potencionalni karcinogen podnitil poptavku po rychlém a pfesném

urceni jeho obsahu v potravindch. To vyvolalo snahu o vyvoj alternativnich metod
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pro screening. Jednoduchou, rychlou a citlivou metodou pfedstavuje analyza s pouzitim
biosenzoru. [38,39]

8.9.1. Zakladni koncepce biosenzoru

Biosenzor muze byt definovan jako kompaktni zafizeni urcené k analytickym uceltm.
Cilem biosenzoru je ptevod biologické odezvy na zpracovatelny signal, ktery je tmeérny
koncentraci méfeného analytu. Sklada se z biologického prvku a senzorového elementu.
Biologickym prvkem muze byt enzym, protilatka, tkan nebo napiiklad ziva buika. Klicovou
¢asti senzoru je snimac, ktery vyuziva fyzikalné-chemické zmény doprovazejici danou reakci.
Prozatim byly pro stanoveni akrylamidu pouzity pouze dva typy biosenzorti — amperometrické
a potenciometrické. Sledovanou veli¢inou muze tedy byt elektricky proud nebo potencial.
Kvantifikace akrylamidu pomoci biosenzorti vyzaduje pouze jednoduché postupy ptipravy

pted samotnym testem. [38,39]
8.9.2. Amperometrické akrylamidové biosenzory

Tyto biosenzory monitoruji signdl generovaného proudu pti vyméné elektroni, a to bud’ pfimo
nebo nepfimo, mezi biologickym systémem a elektrodou. Principem akrylamidovych
biosenzort je reakce hemoglobinu s akrylamidem. To vede k vytvoteni aduktu Hb-akrylamid.
Tento adukt méni elektroaktivitu hemoglobinu, coz miize vést ke snizeni aktuélniho vrcholu
cyklického voltamogramu. Toto snizeni proudu slouzi jako analyticky signal. Hemoglobin

je v tomto pripadé uzite¢ny biomarker expozice akrylamidu.

Dalsi mozZnosti je akrylamidovy biosenzor zaloZeny na interakci mezi akrylamidem a DNA,
kde se pouziva neznac¢ena DNA. Pouziva se uhlikova sklenéna elektroda (GCE), na jejiZ povrch
je DNA imobilizovana elektroadsorpci. Senzor vykazuje dobrou reprodukovatelnost a stabilitu.
Elektrody v biosenzoru se mohou dale délit na zakladé toho, zda byly pouzity nanomaterialy
¢inikoliv. Akrylamidové biosenzory bez pouZziti nanomaterialii jsou vytvofeny z uhlikové
elektrodové pasty, kterd je modifikovana pomoci Hb. Obsahuje &tyfi skupiny hem-Fe®".
Takova pasta podléha redukéné-oxidaénimu procesu Hb-Fe**/Hb-Fe?*. Akrylamid tvofi adukt
s hemoglobinem. Pfi interakci Hb a akrylamidu dochazi k poklesu proudu z divodu redukce
Hb-Fe** na Hb-Fe?*. Tyto elektrody se ukédzaly jako vhodné pro pfimé stanoveni akrylamidu

ve vzorcich potravin.

Dalsim typem akrylamidovych biosenzori jsou sklenéné uhlikaté elektrody vyuzivajici
nanomateridly. Tyto elektrody jsou potazeny jednou vrstvou uhliku a hemoglobinu. Slouzi

pro amperometrickou detekci ve vodnych roztocich a maji velmi nizky detekéni limit. [38,39]
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8.9.3. Potenciometrické akrylamidové biosenzory

Principem potenciometrického akrylamidové biosenzoru je pfima interakce mezi akrylamidem
a Dbakteridlnimi bunkami. Témito bunkami jsou bakterie Pseudomonas aeruginosa,
které vykazuji intracelularni amidédzovou aktivitu. Amidaza katalyzuje hydrolyzu amonného
iontu (NH4"), ktery produkuje akrylamid a odpovidajici organickou kyselinu, tento iont
Ize detekovat pomoci selektivni elektrody. Byl vyvinut biosenzor, ve kterém jsou celé buriky
imobilizovany na polymernich membranach za pfitomnosti glutaraldehydu a amoniového
iontu. Polymerni membrany jsou pfipojeny na povrch selektivni elektrodou. Povrch elektrody
byl modifikovan nanocasticemi zlata (AuNP), které udrzuji bioaktivitu bungk,
a elektrochemicky snizen, coz vedlo ke zvySeni rychlosti pfenosu elektronii mezi bunkou
a povrchem. Snima¢ byl prokazan jako uziteCny nastroj pro méfeni toxicity bunék.

Tato strategie byla hodnocena jako metoda okamzité a jednoduché detekce. [38,39]
8.10. Stanoveni akrylamidu pomoci imunoenzymatickych testi

V soucasné analyze akrylamidu stoji za zminku imunoenzymatické testy, které stejné
jako biosenzory patii mezi bioanalytické metody. Imunochemicka analyza je zaloZena
na selektivni vazb¢ antigend, které jsou nésledné kvantifikovany ptislusnymi protilatkami.
Tyto testy se vyznacuji vysokou specifitou a selektivitou. Tato skutecnost umoziiuje i detekci
stopovych mnozstvi latek v potravinovych matricich. Vedle akrylamidu se daji touto metodou
detekovat i latky zneciSt'ujici potraviny jako jsou aflatoxiny, tedy mykotoxiny vytvafené rodem
Aspergillus, vyznacCujici se vysokou toxicitou a prokazatelné karcinogennim

ucinkem. [38,39,42]

ELISA (schéma na obr. 12) je imunosorbentni test spojeny senzymem, ve kterém
je identifikace analytu a jeho kvantifikace zalozena na imunologické reakci. Tato metoda
je zalozena na specifické reakci antigenu a protilatky, ktera je selektivni pouze pro tento
konkrétni antigen, reakce je znafena vhodnym enzymem. Protilatky jsou z chemického
hlediska globularnimi proteiny zvané imunoglobuliny. Imunoglobuliny jsou vytvafeny

imunitnim systémem v reakci na pfislusné antigeny. [38,39]
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Obr.12: Schéma metody piima ELISA [43]
Protilatka se selektivné vaze na organické slouceniny spojené s proteinovymi molekulami,
které samotnou produkci protilatek vyvolaly. Princip kvantifikace spoc¢iva ve stanoveni rozdilu
koncentrace zbytkovych (tedy nevazanych) protilatek. Z tohoto dtvodu se vyuziva indikator
protilatky, ktery usnadiiuje detekci a nerusi stanoveni analytu. Vyuziva se tzv. znaceni,
jehoz piikladem je spojeni protilatky s biotinem. Obvykle je aktivita enzymu stanovena
na zakladé méteni absorbance po pievedeni substratu na barevny produkt. Detekci akrylamidu
komplikuje fakt, ze akrylamid je latka nizkomolekularni a neni tedy imunogenni, nedokaze tedy
vyvolat syntézu protildtek. Pro tento UCel se zafaly vyuZivat polyklonalni protilatky,
které umoznuji kvantitativni stanoveni. Vazbou akrylamidu na imuno-stimulujici nosné
proteiny dojde Kk ucinné stimulaci syntézy protilatek. Samotna kvantifikace akrylamidu
metodou ELISA je zaloZena na reakci antigenu, kterym je derivat akrylamidu navazany
na sérovy lidsky albumin (Ade-3-MBA-HSA) s jeho protilatkou. Detekce probéhne po reakci
s dalsi specifickou protilatkou, ktera je spojena s HPR (kfenovou peroxiddzou). Reakce
je katalyzovana enzymem a ten poskytne barevny produkt, u kterého je méfena hodnota

absorbance pro vinovou délku 450 nm. [38,39]
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8.11. Obsah akrylamidu v potravinach: predikce a kvantifikace

Kvalita potravin je kromé celé fady faktori ovliviiovana i mnozstvim akrylamidu. Kazdy
tepelny proces zahrnujici reakei redukujicich cukrti a asparaginu pfi nizké vlhkosti musi byt
zvéazen jako potencialni riziko vzniku akrylamidu. Predikce jeho tvorby za pouziti naptiklad
kinetického modelovani muze prispét k objasnéni jeho reakénich mechanismi a nasledné jeho
tvorby a interakce s biologickymi molekulami v lidském téle. Piimé prediktivni metody

napomahaji odhalit skute¢ny obsah akrylamidu v riznych potravinach. [41]
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Zavér

Prace podava souhrnné informace o akrylamidu. Nejprve jsou popsany jeho fyzikalni
a chemické vlastnosti a dale jsou uvedeny potraviny, ve kterych se akrylamid vyskytuje nejvice.
Konkrétné jsou popsany smazené bramborové vyrobky, pekatfské vyrobky, kdva a jeji
nahrazky, a dalsi komodity jako jsou olivy a ofechy. Také je popsana problematika vyskytu

akrylamidu v povrchové a pitné vode¢.

Jsou popsany svétové trendy ve vyskytu této latky, predev§im se zaméfenim na vybrané
potraviny. Je popsan tzv. , Acrylamide Toolbox“, ktery pomahd vyrobcim potravin

k identifikaci nejlepSich zpusobu, jak snizit obsah akrylamidu v jejich produktech.

Dalsi ¢ast prace pojednava o mechanismech tvorby akrylamidu. K jeho vzniku mohou vést
hlavni cesty ptes produkt 3-aminopropanamid. Peptidy nesouci alanin mohou mit také vliv

na vznik akrylamidu a jsou tak souc¢ésti cest minoritnich.

Dale je popsan uc¢inek akrylamidu na zvifata, lidi i potomstvo. Akrylamid byl prokazan nejen
jako multiorganicky karcinogen u hlodavcu, ale byl také zatazen do skupiny potencionalnich
lidskych karcinogenii. Studie na zvifatech prokazaly negativni dopad na vyvoj CNS

a rozmnozovaci soustavy potomkd.

Prace také pojednava o metabolismu akrylamidu v lidském téle, tedy o jeho biotransformaci.
In vivo je akrylamid prostiednictvim cytochromu P450 2E1 caste¢né pfeveden na epoxidovy
glycidamid, ktery je genotoxicky a interaguje s DNA. Jako biomarkery expozice akrylamidu

mohou slouzit merkapturové kyseliny a mohou tak vést k odhaleni moZnych zdravotnich rizik.

Posledni kapitola je vénovana analyze akrylamidu. Je popsan postup pti odbéru vzorkd, izolace
akrylamidu z matrice potravin, piecisténi extraktd a derivatizace. Akrylamid je Ccasto
analyzovan pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci, avSak tou nejcastéjsi
metodou pro rutinni vyzkumy a studie se stala kapalinovd chromatografie s hmotnostni
spektrometrii, zejména tedy tandemovd hmotnostni spektrometrie. Dal§i metodou
je kvantifikace akrylamidu v potravinach pomoci hmotnostni ~ spektrometrie s vysokym
rozliSenim (HRMS), ktera nabizi krat$i dobu analyzy, sniZeni rusivych efekt matrice a zlepSeni
hmotnostni pfesnosti, to v§e dohromady muze ptedstavovat diilezité aspekty pro prevedeni této
metody na rutinni analyzu. Pomérné novou technikou piimé analyzy je DART (pfimé analyza
Vv realném case), kterou lze vyuzit na analyzu latek vSech skupenstvi. Jednoduchou, rychlou

a citlivou metodou je bioanalyticka metoda za pouziti biosenzoru. Dalsi alternativni metodou
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pro screening akrylamidu v potravinach jsou imunoenzymatické testy, které jsou zalozeny
na selektivni vazbé antigend. Antigeny jsou nasledné kvantifikovany ptisluSnymi protiladtkami.
Tyto testy se vyznacuji vysokou specifitou a selektivitou, to umoziuje detekci stopovych

mnozstvi latek v potravinovych matricich.

Jelikoz jsou dodnes nékteré Casti biotransformace akrylamidu zahadou, bylo by vhodné
vyvinout nové postupy sledovani jeho metabolismu. Velké riziko vidim praveé v karcinogenite,
a proto by m¢l byt kladem v¢tsi diiraz na kontrolni postupy a monitoring béhem tprav potravin

a vody.
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