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Stanoveni prekurzori tvorby akrylamidu v pSenici
metodou 'H NMR

Souhrn

Akrylamid je zdravotné Skodliva latka, ktera vznikd béhem Maillardovy reakce, pfi
které reaguje aminokyselina asparagin s redukujicimi cukry (glukosa, fruktosa, sacharosa)
vlivem tepelnych tiprav nad 120 °C. Spektroskopie "H NMR je vysoce moderni a informaéné
bohata metoda s velkym potencialem Vv oblasti potravinai'stvi.

Cilem prace bylo kvantifikovat obsah asparaginu, glukosy, fruktosy a sacharosy, jako
prekurzory vzniku akrylamidu v ¢eskych odridach pSeni¢né mouky. Dale stanovit vliv
nasledujicich faktort: odrady, kategorie pekaiské kvality a stanovisté na Groven a vzajemny
pomér prekurzorii s ohledem na moznou tvorbu akrylamidu u pekatskych vyrobkd.

Bylo hodnoceno 27 vzorkd pSenice ozimé (Triticum aestivum) ze stanic Vysoka u
Piibramé, Caslav a Lednice na Moravé, sklizenych v roce 2017. Vzorky byly déleny dle
nasledujicich kategorii pekaiské jakosti: E, A, B, C a odrid: Annie, Bernstein, Dagmar, Fakir,
Pankratz, Gordian, Hyfi, Bonanza a Frisky. Naméieno bylo 128 skenti 1D noesy spektrum na
Bruker Avance Il1 s frekvenci 500,23 MHz. Data byla zpracovana v softwarech Topspin 3.5
pl7, Chenomx 8.4 aMNova 12. Statistické zpracovani bylo provedeno v programech
MetaboAnalyst 4.0 s vyuzitim metod analyzy hlavnich komponent (PCA) a diskrimina¢ni
analyzy Caste¢nych nejmensich ¢tverct (PLS-DA) a SPSS Statistics 24.0 s vyuzitim Kruskal-
Wallisova testu.

Prekurzory akrylamidu lze kvantitativné stanovit metodou *H NMR. B&hem méieni
bylo touto metodou identifikovano celkem 39 sloucenin. Vzorky se dle chemometrie lisily,
i kdyZ obsah prekurzoru akrylamidu nebyl ovlivnén sledovanymi faktory (odrtda a lokalita),
pouze v piipadé faktoru pekatské kvality byl zjistén vliv sacharosy. Sacharosa byla dle Kruskal-
Wallisova testu rozdilnd mezi skupinami pekatské kvality B a E. VVzorky ze stanice Lednice se
vyrazné ligily od vzorkd z Vysoké a Céslavi, aviak ne v prekurzorech akrylamidu. Metoda

NMR nabizi zajimavé moznosti analyzy pro vstupni kontroly pSeni¢né mouky.

Klic¢ova slova: psenice, odridy, akrylamid, aminokyseliny



Determination of acrylamide formation precursors in
wheat by *H NMR method

Summary

The Acrylamide is a harmful coumpound formed during the Maillard reaction, in which
the amino acid asparagine is reacting with reducing sugars (glucose, fructose, sucrose) due to
heat treatments above 120°C. The *H NMR spectroscopy is a modern and information-rich
method with high potential in the food industry.

The aim of this thesis was to quantify the content of asparagine, glucose, fructose and
sucrose as precursors of acrylamide formation in Czech wheat flour varieties. Another aim was
to determine the impact of the following factors: varieties, baking quality categories and
location on the level and ratio of precursors with regard to the possible formation of acrylamide
in bakery products. 27 common wheat (Triticum aestivum) samples from Vysoka u Piibram¢,
Caslav and Lednice na Moravé harvested in 2017 were evaluated. Samples were divided
according to the following baking quality categories: E, A, B, C and varieties: Annie, Bernstein,
Dagmar, Fakir, Pankratz, Gordian, Hyfi, Bonanza, and Frisky. 128 scans of 1D noesy spectrum
were measured on a Bruker Avance 111 with a frequency of 500.23 MHz. Data were processed
in Topspin 3.5 pl7, Chenomx 8.4 and MNova 12 software. Statistical processing was performed
in MetaboAnalyst 4.0 using Principal Component Analysis (PCA) and Partial least squares-
discriminant analysis (PLS-DA) and SPSS Statistics 24.0 using Kruskal-Wallis test.

Acrylamide precursors can be quantitatively determined by the *H NMR method.
During the measurement, 39 compounds were identified by this method. Samples differed
according to chemometrics, although the content of acrylamide precursors was not influenced
by the monitored factors (varieties and location), only the influence of sucrose was found in the
baking quality factor. Sucrose according to the Kruskal-Wallis test was different between the
B and E baking quality categories. The samples from Lednice area differed significantly from
samples from Vysoka and Caslav areas. The NMR method offers interesting options for

analysis for the input control of wheat flour.

Keywords: wheat, varieties, acrylamide, amino acids
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1 Uvod

Akrylamid je zdravi skodliva latka vznikajici béhem Maillardovy reakce, piikteré reaguje
aminokyselina asparagin s redukujicimi cukry (glukosa, fruktosa, sacharosa) vlivem tepelnych
upraVv nad 120 °C. Ptestoze je akrylamid soucasti jidelni¢ku od doby, kdy ¢loveék vynalezl ohen,
od roku 2002 vznikaji zvysené obavy ohledné mnozstvi akrylamidu v potravinach a svétovi
odbornici kvili skodlivosti doporucuji jeho obsah v potravinach snizit. Mezi rizikové potraviny
z hlediska vyskytu akrylamidu patii zejména vyrobky z brambor (hranolky, smazené lupinky),
obilovin (pecivo, snidanové ceredlie, suSenky, oplatky) a prazenda kava. Bylo zjiSténo,
ze akrylamid mize pusobit neurotoxicky a potencionalné zvysSuje riziko vzniku karcinogenu.

Vzhledem k tomu, ze pSeni¢na mouka a vyrobky z ni se v naSem jidelni¢ku objevuji
denn¢ a zaroven patii do skupin rizikovych potravin z hlediska vyskytu akrylamidu, je nutné se
touto problematikou dale zabyvat. Soucasna data zabyvajici se u¢inky akrylamidu ¢i vlivem
jeho tvorby jsou stale velice limitovana.

V této praci je popsano chemické slozeni pSenicné mouky, jeji kvalitativni parametry,
pekarenské technologie a d¢je, které probihaji béhem peceni. Akrylamid vznikd pravé béhem
peceni z redukujicich cukrii a asparaginu, proto byla tato prace zamétena na kvantifikaci téchto
prekurzori v Ceskych odriidach pSeni¢né mouky. DalSi ¢ast se zabyva jiz zminénym
akrylamidem, jakym zptusobem vznika, pro¢ je nebezpe¢ny a navrhy pro snizeni obsahu
akrylamidu v potravinach. V teoretické casti je také popsany princip a vyuziti metody
spektroskopie nuklearni magnetické rezonance (NMR).

V praktické ¢&asti bylo metodou 'H NMR hodnoceno 27 vzorki pSeni¢né mouky
sklizenych vroce 2017. Vzorky pochazely ze tii oblasti (Lednice na Moravé, Vysoka
u Pribramé a Céslav), z kazdé oblasti bylo vybrano devét odriid (Annie, Bernstein, Bonanza,
Dagmar, Fakir, Frisky, Gordian, Hyfi, Pankratz) riznych pekaiskych jakosti (E, A, B, C). Cilem
prace bylo kvantifikovat obsah prekurzort akrylamidu a stanovit vliv danych faktori (odruda,
lokalita, kategorie pekatské jakosti) pro vznik a mnozstvi akrylamidu v pekatskych vyrobcich.
Dale byla vyuzita chemometrika na zakladé NMR spekter s cilem zjistit, zda 1ze na zékladé

'H NMR zjistit rozdily mezi ¢eskymi moukami a jejich vhodnosti k pekaiskému vyuziti.



2 Cil prace

Hypotéza
Sacharidy (glukosu, fruktosu, sacharosu) a aminokyselinu asparagin v pSeni¢né mouce,
jako prekurzory akrylamidu, je mozné kvantitativné stanovit metodou *H NMR. Obsah téchto

latek mize byt ovlivnén odridami.

Cil

Zavést a validovat metodu *H NMR na kvantifikaci obsahu asparaginu, glukosy,
fruktosy a sachar6zy v pSeni¢né mouce. Stanovit vliv vybranych faktorti (odridy, pekatské
jakosti, stanovisté a ro¢niku) na Groven a vzajemny pomér téchto latek s ohledem na moznou

tvorbu akrylamidu u pekatskych vyrobkii.



3 Literarni reSerse

3.1 PSenice obecna

3.1.1 Morfologicka stavba zrna

Obilka se sklada ze tii hlavnich ¢asti: obalovych vrstev (vnéjsi oplodi a podpovrchové
osemeni), klicku a endospermu. Na rozhrani obalovych vrstev a endospermu se nachazi
aleuronova vrstva. Z hlediska hmotnostniho podilu tvofi obilku z 82 % endosperm, 15 %
obalové vrstvy a z 3 % kli¢ek (Ptihoda et al. 2004).

Obalové vrstvy neboli otruby maji za tikkol chranit obilku pfed vnéjSimi vlivy, predev§im
proti mechanickému a mikrobiologickému posSkozeni. Oplodi je z v&étSi cCasti sloZené
z nerozpustnych polysacharida (celulosa) s velkou mechanickou pevnosti. Osemeni je taktéz
sloZzené z polysacharidi, které jsou vSak CasteCné rozpustné ve vode. Vnéjsi obalové vrstvy
mohou byt vyuzity jako zdroje vlakniny, coz je vyhodné z hlediska raciondlni stravy, ale
Z hlediska pekarenské technologie se horsi kvalita a zpracovatelnost tésta. Klicek je nositelem
genetickych informaci a pii mlynském zpracovani je vzdy oddélovan z divodu brzké oxidace.
Ohledné vyzivy Clovéka je klicek bohatym zdrojem nékterych vyznamnych latek. Nejvetsi
podil zrna tvofi endosperm, ktery obsahuje zasobni latky pro kli¢ici rostlinu, a také se z néj
vyrabi mouka. Z velké ¢asti je endosperm tvofen Skrobem a z cca 10 % bilkovinami (Ptihoda

et al. 2003).

3.1.2 Chemické sloZeni pSeni¢né mouky

Z pohledu racionalni vyzivy jsou jednotlivé Ziviny v pSeni¢ném zrnu zastoupeny
V nevyrovnaném pomeéru. Jsou zdrojem hlavné sacharidi a bilkovin, v men$im mnoZstvi

obsahuji lipidy, n€které vitaminy a mineralni latky (Dostalova et al. 2016).

Tabulka 1: Nutri¢ni hodnoty psenicné mouky

PSeni¢na mouka MmnoZstvi 100 g
Energie 1466 kJ
Tuky 29

— nasycené mastné kyseliny 0,23 ¢

— Monoenové kyseliny 0,419

— polyenové kyseliny 0,78 ¢
Sacharidy 739

—  cukry 29
Vlaknina 34

www.kaloricketabulky.cz



Sacharidy

V pseni¢né mouce se sacharidy vyskytuji ve formé:
e monosacharidu,
e oligosacharidd,

e polysacharida.

Monosacharidy se v mouce vyskytuji v malém mnoZstvi (maximalné¢ 1-3 %)
avobilném zrnu jich je nejvice obsazeno v klicku. NejvyznamnéjSimi monosacharidy
v obilovinach jsou péti¢lenné pentosy — arabinosa, xylosa, ribosa, a Sesticlenné hexosy —
glukosa, fruktosa, galaktosa, manosa.

Oligosacharidy (i polysacharidy) se skladaji z molekul monosacharidl, které jsou
spojeny glykosidickymi vazbami. PSeni¢na mouka obsahuje maltosu a sacharosu. Sacharosa je
sloZzend z molekul glukosy a fruktosy a neni pfimo zkvasitelnd kvasinkami alkoholové
fermentace. Pfimo zkvasitelnou Se sacharosa stava az po hydrolyze. Maltosa je sloZena ze dvou
molekul glukosy a vznika jako piedposledni produkt hydrolyzy skrobu (Ptihoda et al. 2003).

Polysacharidy v obilovinach délime na Skrobové a neskrobové polysacharidy
(vlaknina), které plni funkce zasobni a stavebni (Pfihoda et al. 2004). Obilna zrna uchovavaji
energii ve formé $krobu. Jeho mnozstvi tvoii 60-75 % celkové susiny zrna (Sramkova et al.
2009). Obsah skrobu v mouce ¢&ini piiblizné 75-80 % susiny. (Piihoda et al. 2004). Skrob se
vyskytuje ve form¢ skrobovych zrn, které se rozd€luji u pSenice na dva typy: velké lentikularni
(25-40 pm) a malé sférické (5-10 um). Skrob je polymer glukosy a skladé se ze dvou frakei —
linearni amylosy a rozvétveného amylopektinu. Molekuly glukosy jsou u amylosy spojeny
a-1,4 glykosidickou vazbou a v molekulach amylopektinu se vyskytuji vazby a-1,6. PSeni¢ny
skrob obsahuje 20-30 % amylosy a 70-80 % amylopektinu (Sramkova et al. 2009).

Hlavni pouziti Skrobu v potravindistvi je spojené s bobtnanim, mazovaténim
(zelatinace) a retrogradaci. Skrobova zrna jsou nerozpustna ve studené vodé, aviak se zvysujici
se teplotou zaCinaji mazovatét. Pocatecni teplota mazovaténi u pSeni¢né mouky se pohybuje
zpravidla mezi 53-64 °C (Bonomi et al. 2014). Uplné zmazovaténi $krobu nastava mezi
70-95 °C. Teploty mazovaténi se u riznych Skrobti 1i§i. Naptiklad zitny Skrob patii mezi Skroby
z diivodu nedostatku vody v tésté, ale dochazi predevsim k bobtnani (Ptihoda et al. 2003). Po
vychladnuti tésta dochéazi k retrogradaci, ktera se zasadné podili na starnuti pe¢iva (Ceska

technologicka platforma pro potraviny 2015).



Nutri¢ni hodnota Skrobu zavisi na jeho struktufe a modifikaci upravujici biologickou
dostupnost (chemicka, mechanickd, tepelnd). Vyznamnou vlastnosti Skrobu je hydrolyza
vV tenkém stievé. Stépeni $krobu v tenkém stievé uskuteéiiuje o-amylasa ze slinivky bii$ni.
Amylosa je Stépena na maltooligosacharidy, zatimco amylopektin na maltosu, maltotriosu
a dextriny. Amylosa je travena pomaleji nez amylopektin. Vyjimkou je rezistentni skrob, ktery
neni rozstépen enzymy v tenkém stieve, ale piechazi do tlustého stfeva. Rezistentni Skrob se
svymi uéinky podoba vlaknin¢ a fadi se do stejné skupiny polysacharidii. U ceredlnich produktii
vlivem tepelného zpracovani a nasledovného ochlazeni dochazi k narastu rezistentniho Skrobu
(star$i pedivo) (Sarka et al. 2013).

Mezi neskrobové polysacharidy patii celulosa, pentosany a B-glukany, které zastavaji
funkci stavebni. Tvoii zaklad vlakniny, ktera je dulezitou slozkou lidské potravy. Celulosa se
sklada obdobné jako Skrob z glukosovych jednotek spojenych vazbou B-1,4, je zcela
nerozpustna a za normalnich teplot vyrazn¢ nebobtnd. Pentosany obsahuji ve své molekule
podstatnou c¢ast pentos, predevSim arabinosy a xylosy. Strukturné se jednd hlavné
0 polysacharid arabinoxylan s linearnim fetézcem, ktery tvoii jednotky xylosy s vazbami 3-1,4
a odvétvené fetézce arabinosy. Jedna se o pestrou skupinu latek, kterou lze rozdélit podle
rozpustnosti ve vod¢. Obsah pentosanti v riznych obilovinach se lisi, v pSeni¢né mouce se jich
nachazi pouze 1-3 % (Ptihoda et al. 2004).

Pojmem B-glukan se znaci skupina latek tvofena glukosovymi jednotkami, které jsou
vzajemné spojené [-glykosidovou vazbou. Lisi se strukturou, fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi, ale i a¢inkem na zdravi. Mezi tyto latky patii i ve vodé nerozpustna celulosa (viz

vyse) a ¢astecné rozpustna hemicelulosa (Blazkova et al. 2017).



Tabulka 2: Obsah vyznamnych polysacharidii v psenicné mouce (Velisek & Hajslova 2009)

Polymer Obsah (%)

Skrob 60-80

neskrobové polysacharidy 3-11
celulosa 0,2-3
hemicelulosy 27
arabinoxylany 1-3
B-glukany 0,5-2
xyloglukany 0,20,4
pektiny 0,3-0,5
glukofruktany 1-4

Obsah polysacharidi se pohybuje v sirokych mezich, jelikoz zavisi na stupni vymleti
mouky i na dalSich faktorech. Vysoce vymilané mouky obsahuji vy$§i mnozZstvi neSkrobovych

polysacharida (Velisek & Hajslova 2009).

Proteiny

VétSina technologickych vlastnosti spojenych s vyrobou tésta a peCenim zavisi na
pSeniénych proteinech. PSenice obsahuje ¢tyfi typy proteinti — albuminy, globuliny, prolaminy
a gluteliny (Khan et al. 2010).

Albuminy jsou neutralni bilkoviny rozpustné ve vod¢, teplem koaguluji a vétsi vyznam
maji u zivo¢iSnych vyrobku (laktaloumin, ovalbumin).

Globuliny piedstavuji slabé kyselé bilkoviny, které nejsou rozpustné ve vod¢, ale jsou
rozpustné ve ziedénych roztocich soli, kyselin a zasad, také koaguluji vlivem tepla. Maji Sirsi
vyznam u rostlin 1 zvitat.

Prolaminy (gliadiny) jsou rozpustné ve zfedéném ethanolu, roztocich soli, kyselin, zasad
a vlivem tepla nekoaguluji. Jde o pocetnou skupinu proteini, ktera je dulezitd predev§im
u rostlin. Skladaji se z velkého mnozZstvi glutaminu a prolinu.

Gluteliny jsou rozpustné ve ziedénych roztocich soli, kyselin a zasad, koaguluji teplem.
Obsahuji kyselinu glutamovou a maji vyznam v rostlinné fisi (glutenin, hordenin, oryzenin,
zeanin) (Gabrovska et al. 2016).

PSeni¢na mouka obsahuje 7-15 % proteint, z toho 80 % tvofi prolaminy a gluteliny,
a zbylych 20 % tvoti albuminy, globuliny a enzymy (proteasy, lipasy a dalsi) (Velisek
& Hajslova 2009).



Tabulka 3: Procentuadlni obsah proteinii v pSenici, jejich trivialni ndzev
(Velisek & Hajslova 2009)

. Albuminy Globuliny Prolaminy Gluteliny
Obilovina (leukosin) (edestin) (gliadin) (glutenin)
pSenice 14,7 % 7% 32,6 % 45,7 %

V primarni struktufe se molekuly proteint skladaji z fetézci aminokyselin spojenych
peptidovou vazbou. Ta spojuje jednoduchou kovalentni vazbou aminoskupinu (NH) jedné
aminokyseliny a karboxylovou skupinu (COOH) druhé aminokyseliny. V proteinech obilovin
se vyskytuje zhruba 18 riznych aminokyselin. Poméry, ve kterych se vyskytuji, a jejich potadi
v fetézcich udavaji charakteristiku konkrétnich proteint (Kent 1983).

Tabulka 4: Skladba aminokyselin, jejich zkratka a mnozstvi v pSenicném zrnu a mouce
(16 g dusiku ve 100 g bilkoviny) (Kent 1983)

Aminokyselina PSeni¢né zrno PSeni¢na mouka
Alanin (Ala) 3,4 2,7
Arginin (Arg) 4.8 3,9
Kyselina asparagova (Asp) 5 4
Cystein (Cys) 1,7 1,7
Kyselina glutamova (Glu) 30,4 34,6
Glycin (Gly) 3,9 3,1
Histidin (His) 2,0 1,9
Isoleucin (lle) 3,8 4,0
Leucin (Leu) 6,6 6,8
Lysin (Lys) 2,7 2,0
Methionin (Met) 1,7 1,7
Phenylalanin (Phe) 4,5 5
Prolin (Pro) 10,1 11,7
Serin (Ser) 5,2 55
Threonin (Thr) 2,9 2,8
Tryptofan (Trp) 1,2 1
Tyrosin (Tyr) 3,2 3,3
Valin (Val) 47 45
Lipidy

PrestoZe jsou lipidy v pSeni¢né mouce zastoupeny v minoritnim mnoZzstvi (1-2 %), maji
vyznamny vliv na kvalitu a strukturu tésta. Maji schopnost pojit se s bilkovinami kviili jejich
amfipatické povaze a se skrobem vytvateji inkluzni komplexy (Sramkova et al. 2009).

V pseni¢né mouce se nachazeji neutralni acylglyceroly, volné mastné kyseliny, polarni
glykolipidy a fosfolipidy (Gonzalez-Thuillier et al. 2015). Mezi acylglyceroly patii triglyceridy,
mono- a di-galaktosyldiglyceridy, N-acylfosfatidylethanolamin, fosfatidylethanolamin,

fosfatidylglycerol a fosfatidylcholin (Morrison 1994). V pseni¢né mouce pievladaji nasledujici



mastné kyseliny: linolova (18:2), palmitova (16:0) a olejova (18:1) (Gonzalez-Thuillier et al.
2015).
V obilovinach se vyskytuji také lipofilni pigmenty, pfedevSim karotenoidy a lutein.

Vyssi obsah karotenoidt v bilém pecivu je nezadouci (Ptihoda et al. 2004).

Vitaminy a mineralni latky

Obiloviny jsou zdrojem vitamint skupiny B — thiaminu (B1), riboflavinu (B2), niacinu
(B3), kyseliny listové, pyridoxinu (Bs) a lipofilnich vitamina E a K. Nejvétsi mnozstvi vitamint
se nachazi v obalovych vrstvach a klicku, zatimco endosperm, ze kterého se mouka vyrabi, je
na vitaminy chudy. V pSeni¢né mouce se nachazeji tyto mineralni latky: fosfor, draslik, hot¢ik,

zelezo, vapnik, sodik a zinek (Finnie & Atwell 2016).

3.1.3 Kbyvalita pSeni¢né mouky

Jakost pseni¢né mouky je dand zejména kvalitou zpracovavaného zrna. Zpracovava se
pSenice urc¢ena pro potravindiské tcely, ktera splituje definovana kritéria. UrCitym nositelem
jakosti miize byt i odrada, ale neni tomu tak vzdy. Na kvalité se podileji i dalsi faktory napf.
lokalita a s nim souvisejici kvalita pudy, klimatické podminky a spravné zvolena agrotechnika
(Kovarikova & Netolicka 2011).

Pozadavky, které musi pSenice spliiovat, aby mohla byt zatazena do potravinaiské
pSenice, uvadi CSN 461100-2 Obiloviny potravinaiské — &ast 2: PSenice potravinafska. Kritéria,
které se hodnoti u potravinaiské pSenice jsou nasledujici (Buresova & Pavlik 2005):

e Vlhkost (CSN ISO 712)

e Objemova hmotnost (CSN ISO 7971-2)

e Obsah dusikatych latek v suginé (CSN 1011-18)
e Cislo poklesu (CSN ISO 3093)

e Sedimentaéni index (CSN ISO 5529)

e Piimési a necistoty (CSN 461011-6)

Podle registru UKZUZ jsou odriidy psenice pro pekarenské zpracovani déleny do
nasledujicich kategorii pekatské jakosti (Kulovana 2002):
e E —elitni, velmi dobra, zlepSujici.
e A —kvalitni, dobra, samostatné zpracovatelna

e B - chlebova, odridy doplitkové, zpracovatelné ve smési



e C —nevhodna pro pekatské zpracovani

Pro zatfazeni do skupin pekaiské jakosti se hodnoti nésledujici kritéria (Hordkova
& Dvorackova 2018):
e Rapid Mix Test (objemova vytéznost peciva)
e Obsah dusikatych latek v susin€ (%)
e Sedimentacni Zelenyho test (ml)
e Cislo poklesu (s)
e Objemova hmotnost (g/l)

e Vaznost mouky (%)

Kwvalita pSeni¢né mouky se obecné vyjadiuje silou mouky a plynotvornou schopnosti
mouky. Obecné je kvalita vlastnost, kterd umozni vytvofit Z mouky, vody, drozdi a dalSich
ingredienci vyrobek s dobrym objemem, lakavého vzhledu, s kyprou a pruznou stiidkou,
kiupavou kiirkou, ptijemné chuti a viin€. Sila mouky je dand mnozstvim a kvalitou bilkovin,
piredevsim lepku. Plynotvorna schopnost je charakterizovdna stavem Skrobu a aktivitou

amylolytickych enzymt (Kovatikova & Netolickd 2011).

3.1.4 Zpracovani tésta

Samotnému zpracovani tésta piedchazi standardni proces zpracovani a proces mleti
psSeni¢ného zrna. Standardni proces zpracovani je zalozen na ¢isténi a kondiciovani zrn, ma za
ukol ptipravit zrna k vlastnimu mleti. Vlastni proces mleti opakované drti a tfidi melivo
v nékolika mlecich pasazich. Cilem je oddélit endosperm od obalovych vrstev a klicku a ziskat

mouku o pozadované ¢istoté a granulaci (Skiivan et al. 2016).

Suroviny pro pripravu pSeni¢ného tésta

Mezi zakladni suroviny pro vyrobu bézného pSenicného peciva patii (krome pSenicné
mouky) voda, stl, drozdi, tuk a cukr. Sul v podob¢ chloridu sodného (NaCl) je duleZitou
surovinou, kterd ma vliv na chut’ vysledného produktu i strukturu tésta. Pusobi jako silny
elektrolyt, ve vodé€ zplisobuje ztuzeni bilkoviny a tim zpevnéni textury tésta (Slukovéa & Skiivan
2016).

Pro nakypfeni tésta bézného pseni¢ného peciva se vyuziva pekaiské drozdi (kvasinky
Saccharomyces cerevisiae). Po pfidani téchto kvasinek probiha alkoholova fermentace a vznika

oxid uhli¢ity (CO2), ktery zplsobi oné nakypteni. Béhem alkoholové fermentace vznikaji



organické sloudeniny, které zlepsuji chut’ finalniho vyrobku. V Ceské republice se tradi¢nd
pouziva zitny kvas pro vyrobu chleba, pSeni¢ny kvas se pouzivé spiSe v zahrani¢i. Piiprava
kvasu je ¢asové velmi naro¢na (Piihoda et al. 2013). Pii vyrobé jemného a trvanlivého peciva
se uziva chemické kypfteni, nejCastéji hydrogenuhli¢itan sodny.

Cukr se do pekaiskych vyrobkil pridava ve form¢ prasku (sachardza), sirupu
(glukozovy, glukdzo-fruktozovy), nebo se také ptridava med. Tuky (oleje, maslo, margariny)
obsahuji zejména cukrarské vyrobky a jemné pecivo (Slukova & Sktivan 2016).

Jako vedlejsi suroviny mohou byt pouzity mlééné vyrobky, které pecivu dodavaji chut’
a barvu klrky, nebo také vejce a rtizna aditiva jako emulgatory, oxidacni ¢inidla (kyselina

askorbova) a konzervanty (Cauvain 2015).

Priprava tésta

Pokud k mouce pridame vodu, bilkoviny a pentosanové polysacharidy za¢nou bobtnat.
Hnéteni jeSté vice podpofi bobtnani bilkovin a lepek zacne vytvatet trojrozmérnou souvislou
sit’ (Pazout et al. 2012). Ta ma charakter tuhého elastického gelu, pti jehoZ vzniku maji vyznam
disulfidické vazby. Na tvorbu pSeni¢ného tésta maji vliv také oxidacni latky a Skrob. Oxidac¢ni
latky se pouzivaji ke zkraceni procesu zrani, pii hnéteni dojde k vytvotfeni konecné struktury
tésta za velice kratkou dobu. Navic bude bilkovinna struktura tésta pevnéjsi, zvysi se objem
vyrobkll a tenké stény port zajisti pruznou texturu stfidy. Pfidavek Skrobu ve zmazovaténém
stavu se podili na vla¢nosti tésta i kone¢ného vyrobku (Edwards 2007).

Na ptipravu tésta se vyuzivaji dva zpisoby — piimé a neptimé vedeni té€sta. Pfimé vedeni
tésta tzv. ,na zaraz“ spociva vtom, ze se vSechny suroviny nadavkuji do misiciho stroje
a k nakypieni se pouzije pekaiské drozdi. Jde tedy o vyrobu tésta bez kvasnych piedstupnii.
Zrani tésta a jeho doba zéavisi na zplsobu hnéteni a zlepSujicich ptidaveich. Pfi nepfimém
vedeni se nejprve ptipravi kvasny predstupen a az poté vmicha do kone¢ného tésta. V minulosti
se jako tradi¢ni kvasny pfedstupeni pouzival omladek, ktery byl vyroben z mouky, vody, drozdi
a je¢ného sladu. Vznikla fidka smés se nechala jednu hodinu zrat. Nyni je omladek vyuzivan

jen ziidka a spiSe v menSich pekarnach (Kucerova 2016).

Déleni a tvarovani tésta

Po vyzrani je tésto pouzitim délicky rozdéleno na tzv. klonky. V primyslovych
pekarnach maji kontinuédlni délici a tuzici stroje, dopravni zatizeni pro nepietrzity odsun klond,
zatimco v malych provozech vyuzivaji periodické automaty. Po déleni nastava tvarovani tésta,

u béZzného peciva se pouzivaji rohlikové nebo razici stroje. Rohlikovy stroj té€sto rozvali na
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tenké platy a poté ho sroluje do tvaru rohliku, ¢i veky. Razici stroj vyrazi do klonku tvar napf.
housky. Soucasti kontinualnich linek byvaji také kynarny, z nichz se uz vykynuté klonky

automaticky sazi do pece (Kucerova 2016).

3.1.5 Peceni

Aktivita kvasinek klesa, pokud se tésto zahteje nad 45 °C a uplné se inaktivuji az teplota
dosahne 55 °C (Cauvain 2015). Poc¢ate¢ni peceni (tzv. zapékani) probiha pii teploté 200—240 °C
a po urcité dobé se teplota snizi na uroven okolo 200 °C — tato kone¢na faze se nazyva zapékani.

Obvykle se bézné pecivo pece v zapafeném prostoru (Kucerova 2016).

Mazovaténi Skrobu

Béhem peceni dochdzi k mazovaténi Skrobu, které¢ zacina ptiblizné pii teploté 60 °C.
Zpocatku Skrobova zrna absorbuji volnou vodu v tésté a bobtnaji, tedy zvétSuji sviij objem
(Cauvain 2015). Od urcité teploty dojde vlivem piijaté energiec ve formé tepla k zasadnim
zménam ve struktufe Skrobového zrna. Prerusi se nékteré stavajici vazby, coz umozni vodé
pronikat do struktury zrna a vytvaret interakce s dalSimi vazebnymi misty polymeru. Postranni
fetézce amylopektinu se od sebe vzdaluji a dochazi k jejich rozpadu (Institut Galenus 2008—
2019). K aplnému zmazovaténi vSak v téstu nikdy nedojde, jelikoz neobsahuje dostate¢né

mnozstvi vody (Piihoda et al. 2004).

Maillardova reakce a tvorba akrylamidu

Pti teploté 100 °C se odpaiuje vlhkost a zacne se vytvaret klrka. Zabarveni kiirky
nastane az pii vyssich teplotach, kdy redukujici cukry pfirozené se vyskytujici v tést€¢ zatnou
karamelizovat. Toto neenzymatické hnédnuti se nazyva Maillardova reakce, pti které reaguji
redukujici cukry (fruktosa, glukosa, sachar6za) s aminokyselinami (asparagin). V pribé&hu této
reakce se vytvari charakteristickd chut’, barva a aroma peciva (Suas 2009).

Maillardova reakce se nevztahuje pouze k pecivu, ale také k dalsim potravinaiskym
procestum jako je praZzeni kavy a kakaovych bobu nebo grilovani masa. Maillardova reakce
probiha ve tfech fazich. Pocate¢ni faze zahrnuje kondenzaci mezi karbonylovou skupinou
a volnou aminoskupinou, ktera uvoliiuje dvé molekuly vody a vede k tvorbé N-glykosamind.
Nestabilni N-glykosamin podléhd tzv. Amadoriho pfeskupeni za vzniku ketosamint. Ve druhé
fazi mohou ketosaminy reagovat ttemi zptsoby:

1) dehydrataci dvou molekul vody za vzniku reduktonti (karamel a silny

antioxidant);
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2) hydrolytickym $tépenim s kratkym fetézcem, ktery produkuje diacetyl, aceton
a pyruvat a dochazi k degradaci aminokyseliny za vzniku aldehydu;

3) dehydrataci tii molekul vody, které reaguji s aminoskupinou. Produkty, které
vznikly ve druhé fazi mohou reagovat navzajem s aminoskupinou za vzniku
hnédé dusikaté slou¢eniny melanoidinu (Lee et al. 2017).

Melanoidiny jsou heterogenni hnédé pigmenty, které zptisobuji charakteristicky hnédou
barvu potravin, které prosSly tepelnou upravou. Pro potravinarsky primysl jsou obzvlasté
zajimave, jelikoZ barva, kterou tato sloucenina pfinasi, je pro spotiebitele spojena s kvalitnim
produktem. AvSak chemickd charakterizace a zdravotni UCinky melonoidinli jsou stéle
predméty zkoumani. U nékterych forem se predpoklada, ze maji ptiznivy vliv na lidské zdravi,
jelikoz vykazuji antioxidacni, antimikrobialni a probiotickou aktivitu ve stievé. Melanoidiny
Vv potravindch mohou také slouzit jako konzervanty a chranit tak kvalitu jidla béhem skladovani
(Wang et al. 2011).

Jako vedlejsi produkt Maillardovy reakce vznika akrylamid, jehoZ mnoZstvi v potraviné
zé&visi na teploté, dobé peceni ¢i recepture dané potraviny, ve které vznika (Vim, co jim 2013).
Prvnim krokem reakce, ktera nasleduje po Maillardové reakci je tvorba tzv. Shiffovych bazich
(meziprodukt 1). Vzhledem k tomu, Ze pH ve vét$ing potravin je vyrazné nad prvni disociaéni
konstantou asparaginu, musi byt hlavni ¢asti meziproduktu I karboxylatovy iont, ktery zvysuje
dekarboxylaci na meziprodukt Il. Dekarboxyla¢ni reakce mezi meziprodukty I a II zptasobuije,
ze negativné nabity uhlik se pfenese za ucCelem odstranéni vodiku na hydroxy skuping.
Vysledny hydroxyanion je nyni schopny odstranit kysely vodik v Sesticlenném kruhu
(meziprodukt I11) a zahdjit posledni krok degradace na akrylamid (Eriksson 2005).
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Obrdzek 1: Mechanismus ndsledujici po Maillardové reakci, tvorba akrylamidu z asparaginu
a redukujiciho cukru (Eriksson 2005)

3.2 Akrylamid

Akrylamid (CH2=CH-CONHy>) se fadi mezi tzv. procesni potravinové kontaminanty,
coZz znamend, Ze vznikaji v pribéhu zpracovani potravin a jsou charakteristické tim, ze do
potravin nejsou zamérné pridavany, kontaminace miize nastat na jednom nebo vice stupnich pii

technologickém zpracovani a jsou zdravotné Skodliva (Cwikova 2014).

Obrdazek 2: Chemicky vzorec akrylamidu

2

3.2.1 Vznik akrylamidu

Akrylamid (dale také ,,AA*) vznika pfi teploté 120 °C, nizké vlhkosti béhem prazeni,
peceni ¢i smazeni (EFSA 2017). V potravinach AA do zna¢né miry vznika reakci mezi
aminoskupinou aminokyseliny asparaginu a karbonylové skupiny redukujicich cukrd, mezi
které patfi napt. glukosa. Potraviny bohaté na tyto prekurzory jsou ptedev§im vyrobky
Z obilovin ¢i brambor (Friedman 2003). Byly prokdzany i1 dalsi faktory ovliviiujici tvorbu
akrylamidu — predev§im pH, dals$i aminokyseliny krom¢ asparaginu a né€které bilkoviny
(Eriksson 2005).
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AA muze vznikat také hydrataci akrylonitrilu. Pouzivd se jako pojidlo cementu,
V papirenském, textilnim a kosmetickém pramyslu, pii kypfeni pidy a také je slozkou
tabakového koute. Z hlediska chemickych vlastnosti se jedna o bilou krystalickou latku bez
zapachu, dobfe rozpustnou v polarnich rozpoustédlech. Je to v podstaté jednoducha sloucenina
slozena z uhliku, vodiku, kysliku a dusiku. Vyskytuje se ve dvou formach — monomeru

(akrylamid) a polymeru (polyakrylamid) (Friedman 2003).

mastné kyseliny / fatty acids kyselina aspartovd / aspartie acid Sern / senne

kamosin / carnosine Cystein / cystemne

p-alanin / f-alanine

glycerol / glycerol

\ ¥ hJ 3

kyselina akrylova /| kyselina pyrohroznova /

akrolein / acrolein - . .
acrylic acid pyruvic acid

____—| AKRYLAMID/
J-aminopropionamid / ACRYLAMIDE

3-aminopropionamide A

\

Obrdazek 3: Vznik akrylamidu (Eriksson 2005)

asparagin / asparagine

3.2.2 Toxické ucinky akrylamidu

Akrylamid ma hned n¢kolik toxickych U€¢inka najednou, coz zvySuje jeho celkovou
toxicitu. Vykazuje neurotoxicitu, karcinogenitu, mutagenitu, teratogenitu, genotoxicitu i vliv
na reprodukci (Cwikova 2014). Po poziti je AA absorbovan z gastrointestinalniho traktu,
distribuovan do vSech organi a Siroce metabolizovan. Hlavnim metabolitem je glycidamid,
ktery je pravdépodobné pfi¢inou vzniku nadort u laboratornich zvitat (EFSA 2017).

Hlavni metabolickd draha AA je podobna v lidském téle i v téle pokusnych zvitat.
Nicméné kvantitativni odliSnosti musi byt uvazeny z hlediska rizika pro ¢loveéka (Taeymans et
al. 2004).
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Laboratorni zvifata po podani AA perordlné maji zvySenou pravdépodobnost vyvoje
genetickych mutaci a nddort (u potkanti — mlécéné a §titné zlazy, varlat; u mysi — mlécné zlazy,
plic, vajecnikd, kiize a zaludku). Expozice AA muze vést k negativnim ucinkiim na nervovy
systém pied i po narozeni a nepfiznivé ovliviiuje plodnost samci. Vysledky lidskych studii
ohledné vzniku rakoviny po expozici AA poskytuji dosti omezené vysledky a je tieba dalsiho
vyzkumu (EFSA 2017).

Zvysené obavy o expozici AA v potravinach vznikly v roce 2002, kdy organizace FAO
a WHO uspotadaly mezinarodni konzultaci s cilem piezkoumat a vyhodnotit nové i stavajici
udaje a vyzkum AA v potravinach. Piedpokladalo se, Ze primérny ptijem AA ¢inil 0,3-0,8 pg
trojnasobny (EFSA 2015).

V cervnu roku 2015 vydala EFSA védeckeé stanovisko ohledné rizika akrylamidu pro
vetejné zdravi v potravinach, které zni takto:

e Akrylamid v potravinach potencialné zvySuje rozvoj rakoviny pro spotiebitele
ve vSech vékovych skupinach.

e Vzhledem k tomu, Ze je akrylamid piitomen v §irokém rozsahu potravin, které
se konzumuji denné¢, tykaji se tyto rizika vSech spotiebiteld, ale nejvice ohroZeny
jsou déti (kvili nizké télesné hmotnosti).

e  Mozné skodlivé ucinky akrylamidu na nervovy systém, pre- a postnatalni vyvoj,
plodnost muza nebyly potvrzeny vzhledem k sou¢asné tirovni dietni expozice.

e Nejvice akrylamidu se tvoii ve smazenych bramborovych vyrobcich, kave,
suSenkach, oplatkéch, chlebu a pecivu.

e Ingredience, podminky skladovdni a zpracovani (pfedevSim teplota peceni)
vyrazng ovliviiuji mnozstvi akrylamidu v potravinéch.

e Domadci ptiprava jidla mize mit zna¢ny vliv na obsah akrylamidu ve strave.

3.2.3 SniZeni tvorby akrylamidu v potravinach

Natizeni Komise (EU) 2017/2158 ze dne 20. listopadu 2017 (vstup v platnost
11. dubna 2018) stanovilo zmirfujici opatieni a porovnavaci hodnoty pro snizeni ptitomnosti
akrylamidu v téchto potravinach:
a) hranolky, jiné krajené (fritované) vyrobky a platkované bramborové lupinky z Cerstvych
brambor;
b) bramborové lupinky, snacky, krekry a jiné bramborové vyrobky z bramborového tésta
c) chléb;
15



d)
€)

9)
h)

snidanové cerealie (krom¢ obilné kase);
jemné pecivo: keksy, susenky, suchary, cerealni ty¢inky, scones, kornouty, oplatky,
livance a pernik, jakoz i krekry, kiupavé chleby a nahrazKy chleba. V této kategorii je
krekr trvanliva susenka (pec¢eny vyrobek se zakladem z obilné mouky);
kava:
I.  prazena kava;
il.  instantni (rozpustna) kava,
nahrazky kavy;
potraviny pro malé déti a obilné piikrmy uréené pro kojence a malé déti podle definice

Vv natizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) ¢. 609/2013.

Provozovatelé potravindiskych podniki, ktefi vyrabé&ji a uvadéji na trh potraviny

uvedené (viz vyse), uplatni nasledujici zmirfjici opatient:

Chléb — Navrh, zpracovani a ohfivani vyrobkt

1.

Provozovatelé potravinaiskych podnikt zajisti, aby byl chléb peceny do svétlejsi
vysledné barvy tak, aby se snizila tvorba akrylamidu, s pfihlédnutim k individualnimu
navrhu vyrobkt a technickym moZnostem.

Provozovatelé potravinaiskych podnikt prodlouzi dobu fermentace kvasu/drozdi,
s ptihlédnutim k navrhu vyrobku a technickym moznostem.

Provozovatelé potravinatrskych podniki snizi tepelny piikon optimalizaci teploty a doby
peceni, co nejvice je to Mozné.

Provozovatelé potravinaiskych podnikt poskytnou pokyny k peceni pro chléb, ktery ma
byt dopeéen doma, v rozpékacich zatizenich, maloobchodnich prodejnach nebo ve
stravovacich zatizenich.

Provozovatelé potravinaiskych podniki nahradi slozky, které mohou potencialné zvysit
mnozstvi akrylamidu v kone¢ném vyrobku, pokud je to kompatibilni s navrhem
vyrobku a technickymi moznostmi, coz zahrnuje napiiklad pouziti ofechii a semen
prazenych spise pti nizsich nez pii vyssich teplotach.

Provozovatelé potravinaiskych podniki nahradi fruktosu glukosou, zejména
Vv recepturach obsahujicich hydrogenuhli¢itan amonny (E503), pokud to navrh vyrobku
umoznuje a nakolik je to mozné. To zahrnuje napiiklad nahrazeni sirupu z invertniho

cukru a medu, které¢ obsahuji vys$si mnozstvi fruktosy, glukosovym sirupem.
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7. Ke snizeni mnozstvi asparaginu u vyrobklli s nizkym obsahem vlhkosti pouziji

provozovatelé potravinaiskych podnikd asparaginasu, pokud je to mozné,

a s prihlédnutim k receptuie vyrobku a jeho slozkam, obsahu vlhkosti a procesu.

Tabulka 5: Porovnavaci hodnoty pro pritomnost akrylamidu v potravindch dle narizeni
komise (EU) 2017/2158

Potravina Porovnavaci hodnota (ng/kg)

Hranolky (k ptimé spotfeb¢) 500
Bramborové lupinky z Cerstvych brambor a z 750
bramborového tésta
Bramborové krekry
Jiné bramborové vyrobky z bramborového tésta
Mekky chléb
a) PSeni¢ny chléb 50
b) Mékky chléb, jiny nez pSeni¢ny chléb 100
Snidanové cerealie (kromé obilné kase)
— vyrobky z otrub a celozrnné ceredlie, zrna 300

pufovana v pufovacim délu
— pieniéné a Zitné vyrobky 300
— vyrobky z kukufice, ovsa, psenice $paldy, 150
je¢mene a ryze @
Susenky a oplatky 350
Krekry s vyjimkou bramborovych krekra 400
Kiupavy chléb 350
Pernik 800
Vyrobky podobné ostatnim vyrobkiim této 300
kategorie
PraZena kava 400
Instantni (rozpustna) kava 850
Nahrazky kavy
a) nahrazky kavy vyhradné z obilovin 500
b) nahrazky kavy ze smési obilovin a ¢ekanky @
¢) nahrazky kavy vyhradné€ z ¢ekanky 4 000
Potraviny pro malé déti, obilné piikrmy pro 40
kojence a malé déti, kromé susenek a suchara®
Susenky a suchary pro kojence a malé déti © 150

(1) Jiné nez celozrnné cereélie a/nebo jiné neZ otrubové ceredlie. Obilovina pfitomna v nejvétsim mnozstvi uréuje kategorii.
(2) Porovnavaci hodnota, ktera se pouzije na nahrazky kavy ze smési obilovin a éekanky, zohlediuje relativni podil téchto

slozek v kone¢ném vyrobku.
(3) Podle definice v nafizeni (EU) ¢. 609/2013.
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Recept Zpracovani
Agronomie kyprici Teplota
* redukujici prostredky VlIhkost

cukry pH
* asparagin velikost kusu Barva/textura
kynuti [chut

Obrazek 4: Faktory zavisejici na mnozstvi AA v pecivu (FoodDrink Europe 2013)

FoodDrinkEurope shromazdil vysledky a vytvofil soubor nastroji Acrylamide
Toolbox. Tento soubor obsahuje podrobnosti o stavajicich metodach, které vedou ke snizeni
obsahu AA vV potravinach. Také umoziuje uzivatelim zhodnotit a urcit, jaka opatfeni ke
snizovani zvolit. MliZze byt uzite¢ny v sektorech jako jsou catering, maloobchod, restaurace ¢i
domaci vateni. Pracuje na principu ALARA coz je zkratka slov ,,as low as reasonably
achievable* a znamena ,tak nizké, jak je rozumné dosazitelné*. Znamena to, Ze provozovatel
potravinaiského podniku (déale jen ,,PPP*) by mél pfijmout vhodna opatieni ke snizeni
pritomnosti dané kontaminujici latky v kone¢ném produktu na minimum. PPP by mé¢li sledovat
ucinnost provadénych opatfeni a mély je podle potteby prezkoumat. ALARA aplikovana ptimo
na AA urCuje opatfeni k omezeni AA ve findlnim produktu prostfednictvim intervence
Vv riiznych fazich vyroby (agronomie, recept, zpracovani a kone¢nd Gprava). Jsou zaloZeny na
védeckych poznatcich a praktické aplikaci. Technologie se neustdle vyviji a PPP by méli
pravidelné aktualizovat jaké nastroje mohou implementovat do své vyroby (FoodDrink Europe
2013)

3.3 Princip a vyuZiti spektroskopie nuklearni magnetické rezonance
(NMR)

NMR spektroskopie je analytickd metoda, ktera se pouziva ke stanoveni struktury
sloucenin. V organickych slou¢eninach je tato nedestruktivni metoda schopna odhalit pocet
atomt uhliku a protond, jejich konektivitu a konformaci molekul (McClure 2017). NMR
spektrometr se zjednoduSené sklada ze tfi hlavnich ¢asti — magnetu, konzole a pocitace (Teng
2013). Stejné jako u ostatnich spektroskopickych metod zaloZenych na absorpci zateni, NMR
zkoumad, jak vzorek absorbuje zafeni o riiznych hodnotach energie. Nutnou podminkou je, aby

byl vzorek umistén v silném magnetickém poli a obsahoval magneticky aktivni jadra, coz
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znamena izotopy s nenulovym spinovym kvantovym cislem (spin | = 1/2) a také s lichym
poctem protond a neutrontl. Piikladem je nejpouzivanéjsi vodik, ktery ma métitelné vSechny tii
izotopy (*H, 2H deuterium a *H tritium) (Tkadlecova 2004).

Jadra s | = 1/2 mohou nabyvat dvou spinovych stavii (hladin) pokud na né piisobi
magnetické pole. Rozdéli se do hladiny s nizsi a vys$si energii oproti zakladnimu stavu, kdy jsou
spiny uspofadany nahodn¢ a maji stejnou energii. Piechody z nizsi energetické urovné na vyssi
uroven energie mohou nastat absorpci radiofrekvencniho zareni spravné frekvence. Magnetické
pole zplsobuje, Ze spiny vykondvaji charakteristicky krouzivy pohyb kolem osy sméru
magnetické indukce tzv. Larmorovu precesi. Po ukonceni aplikace radiofrekvencniho zateni
dochazi k deexcitaci, kterd je métena detektorem jako signal ,free inducation decay* (FID)
a Fourierovou transformaci je tento signal pieveden na NMR spektrum (Rahman et al. 2016).

NMR spektrum po transformaci z asové do frekvencni domény obsahuje peaky, které
jsou charakterizovany chemickym posunem (na 0se X) a intenzitou (o0sa y). Chemicky posun se
udava v hodnotach ppm (10) a podle této hodnoty jsou vodiky rozlisené na vodiky alifatické
(14 ppm) a aromatické (6-9 ppm), hodnoty chemického posunu jdou sestupné. S intenzitou
souvisi tzv. multiplicita signalt, tedy pocet linii, ze kterych je signal slozen. Naptiklad signal
tvofeny jednou linii se nazyva singlet, dvéma doublet, tfemi triplet a ¢tyfmi kvartet (Tkadlecova
2004).

NMR spektroskopie je obzvlasté informacné bohatd metoda, ktera nabizi moznosti
strukturni a funkéni charakterizace metabolomu. Tradicni NMR spektroskopie je urena pro
charakterizaci Cistych sloucenin, v dne$ni dobé je hojné vyuzivana pro charakterizaci
komplexnich metabolitovych smési. Vyvojem novych metod bylo zjisténo, ze NMR smési
muize pomoci identifikovat jinak nepfistupné malé molekuly, naptiklad slouceniny nachylné
k chemickému rozkladu. Navic se ukazalo, Ze srovnavaci metabolomika a statistické analyzy
NMR spekter jsou vysoce ucinné pii identifikaci novych i zndmych metaboliti, které koreluji
se zménami genotypu i fenotypu (Forseth & Schroeder 2010).

Metoda NMR se vyuziva pro profilovani vina, medu nebo ovocnych §tav, pomaha

ovétit pravost produktll a porovnat kvalitu se spektry v databazi (Bruker 2019).
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4 Material a metody

4.1 Material
PSeni¢na mouka

Bylo hodnoceno 27 vzorkt psenice ozimé ze stanic Ustiedniho kontrolniho a zkusebniho
tstavu zemédélského (UKZUZ) Vysoka u Piibramé, Caslav a Lednice na Moravé, sklizenych
v roce 2017. Vzorky byly rozdéleny dle kategorii pekaiské jakosti (E, A, B, C). K hodnoceni
byly vybrany odridy Annie, Bernstein, Dagmar, Fakir, Pankratz, Gordian, Hyfi, Bonanza a

Frisky. Odradové vzorky zrna psenice byly standardnim zptisobem zpracovany na mouku v
mlynu YM-10.

Tabulka 6: Charakteristika vzorkii psenice ozimé

Vysoka u Piibramé Caslav Lednice na Moravé

E Annie Annie Annie

E Bernstein Bernstein Bernstein

A Dagmar Dagmar Dagmar

A Fakir Fakir Fakir

A Pankratz Pankratz Pankratz

B Gordian Gordian Gordian

B Hyfi Hyfi Hyfi

C Bonanza Bonanza Bonanza

C Frisky Frisky Frisky

ANNIE — m4 nadstandardné vysokou pekatskou jakost neboli elitni. V CR je registrovana
od roku 2014, prokazala se vysokou stabilitou vynosu a vynikajici adapta¢ni schopnosti. Hlavni
prednosti této odridy je vysoky obsah dusikatych latek (14,8 %), vysokéd objemova hmotnost
(814 g/1) a stabilni ¢islo poklesu (365 s) (Chrpova et al. 2015).

BERNSTEIN — polopozdni az pozdni odruda elitni pekaiské jakosti, registrovana v roce
2015. Pfednosti odridy Bernstein je vysoky obsah dusikatych latek (14,3 %), vysoka objemova
hmotnost (826 g/1) a vysoké i stabilni ¢islo poklesu (386 s). Nevyhodou miize byt mala odolnost
proti vymrzani.

DAGMAR — polorana odrida kvalitni pekaifské A jakosti. Mezi jeji prednosti patii
predev§im odolnost proti poléhani, vysoké a stabilni ¢islo poklesu (361 s), vysoka objemova
hmotnost (819 g/l) a mensi nachylnost k napadeni furiézami klasti. Obsah dusikatych latek ¢ini
12,9 %.

FAKIR — polopozdni odrtida, kterd se fadi do kvalitni pekatské A jakosti. Vyhodou této

odridy je vysoka odolnost proti vymrzani a vysoka objemova hmotnost (806 g/l). Péstitelskym
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rizikem je nizka stabilita ¢isla poklesu (395 s). Obsah dusikatych latek ¢ini 13,7 %. Registrace
probéhla v roce 2013.

PANKRATZ - polopozdni odrida fazena do kvalitni (A) jakosti. Vynikd vysokou
objemovou hmotnosti (810 g/l). Ma stiedni stabilitu ¢isla poklesu (810 g/1) a 12,8 % dusikatych
latek.

GORDIAN — polopozdni odriida chlebové jakosti (B). Obsahuje 12,6 % dusikatych latek,
ma stiedni stabilitu ¢isla poklesu (379 s) a objemova hmotnost ¢ini 795 g/l. Tato odrida
nevykazuje zadna vyraznd péstitelska rizika.

HYFI — stfedné rand hybridni odrida chlebové jakosti (B). Péstitelské riziko predstavuje
mala stabilita 1 nizké ¢islo poklesu (294 s) a mala objemova hmotnost (789 g/1). Obsah dusiku
¢ini 12,8 %.

BONANZA — pozdni odrtida, ktera neni vhodna pro pekatské pouziti (C). Vykazuje nizkou
stabilitu i ¢islo poklesu (336 s) a malou objemovou hmotnost (777 g/1). Tato odriida obsahuje
12,4 % dusikatych latek.

FRISKY - polopozdni odrtida nevhodna pro pekatské pouziti (C). Vynika velkou stabilitou
1 vysokym ¢islem poklesu (346 s). Objemova hmotnost ¢ini 806 g/l a obsah dusikatych 12,1 %
(Horakova & Dvotéackova 2017).

Tabulka 7: Vybrané parametry kvality jednotlivych odriid (Chrpova et al. 2015; Hordkova &
Dvorackova 2017)

. Obsah dusikatych ~ Cislo poklesu a Objemova
Odriida Jakost litek (%) stabilita (s) hmotnost (g/1)
Annie E 14,8 365 (+) 814
Bernstein E 14,3 386 (+) 826
Dagmar A 12,9 361 (+) 819
Fakir A 13,7 395 (-) 806
Pankratz A 12,8 390 (0) 810
Gordian B 12,6 379 (0) 795
Hyfi B 12,8 294 () 789
Bonanza C 12,4 336 () 777
Frisky C 12,1 346 (+) 806

+ vysoka stabilita, 0 stiedni, - nizka

Pro méfeni byla vybrana rozdilné stanovisté, kterd se 1iSi v nadmotské vySce, v primérné
teploté i primérném thrnu srazek a v pudnim typu i druhu. ZkuSebni stanovisté také byla
rozdilna v nasledujicich zkusebnich oblastech (Horakova & Dvoiackova 2018):

e Kukufi¢na — Lednice

e Repatska — Caslav

e Bramborarska — Vysoka
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Tabulka 8: Charakteristiky zkusebnich stanic (Hordakova & Dvordckova 2018)

o _ Dlouhodoba D1°o ulzod(’)by
Zkusebni Nadmorska o v, pramérny o 1,
. o prumeérna p .5 Piidni typ a druh
stanice vyska (m) o uhrn srazek
teplota (°C) (mm)
y Cernozem
Caslav 260 8,9 555 hnédozemni-
hlinita pida
; Cernozem
Lednice na 171 9,6 461 typicka-hlinita
Moravé 0
puda
Luvizem
Vysoka 585 7,1 611 pseudoglejova-
hlinitd piida

Péstitelské pokusy pSenice ozimé byly zaloZeny v oSetiené varianté. Bylo pouzito
mofidlo (a¢inné proti snéti), zakladni davka dusiku zvysena o 40 kg/ha, sira (15-25 kg/ha),

morforegulator dle potfeby a povinné osetfeni dvéma fungicidy.

Spotiebni material

e Eppendorf pipetovaci Spicky (CZ)

e NMR kyvety Norell 5 mm, High-Thropghput 7 Standard series (USA)
e Centrifuga¢ni zkumavky VWR 15 ml (USA)

e Eppendorf zkumavky s vickem 2 ml (CZ)

Chemikalie

e HCl kyselina chlorovodikova 35%, p.a., Lach-Ner (CZ)

e D0 deuterium oxid (Cistota 99,96 %) VWR (CZ2)

e NMR pufr — D2O (Cistota 99,9 %), 0,2 % NaN3z, 5 mM TSP (Cistota 98 %), 1.5 M
KoHPOj4 (Cistota 99 %), 1.5 M NaH2PO;s (Cistota 99 %), pH 7,4, Sigma Aldrich (C2)

Laboratorni vybaveni, pFistroje

e Analytické vahy ExplorerPro Ohaus (USA)

Digestot Merci (CZ)

e Pipety VWR 20-200 pl, 1-5 ml a Eppendorf 500-5000 pul (C2)
e Vortex IKA MS 3 Basic (DE)

e Tiepacka GFL 3006 (DE)

e Lyofilizator L10-55 Gregor Instruments (CZ)
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e Centrifuga Rotanta 460R Hettich Zentrifugen (DE)
e Ultrazvukova lazen CS Witeg (DE)
e NMR spektrometr Avance 111 Bruker s H frekvenci 500,23 MHz (DE)

Software

e Topspin 3.5 pl7, Bruker (DE)

e Chenomx NMR suite 8.4, Chenomx Inc. (CA)

e MNova 12, Mestrelab Research (ESP)

e MetaboAnalyst 4.0 (CA)

e International Business Machines SPSS Statistics 24.0 (USA)

4.2 Metody

Priprava vzorki

Do 15ml centrifuga¢nich zkumavek bylo navazeno 200 mg mouky. K mouce bylo pfidano
5 ml 0,1M HCI a obsah zkumavky byl rychle protiepan na vortex, aby nedoslo k vytvofeni
hrudek na dné zkumavky. Vzorky byly nejdiive vlozeny do tfepacky (10 min) a nasledné do
centrifugy (9 000 rpm, 21 °C, 10 min). Ze vzorku byly odebrany 4 ml supernatanu do prazdné
15ml centrifuga¢ni zkumavky. Poté byly vzorky zmrazeny (1 hod, —-80 °C) a vloZeny do
lyofilizatoru (2-3 dny, =55 °C). Po Gplném vysuSeni bylo ke vzorkim piidano 580 ul D2O
a 64,44 ul NMR pufru. Obsah zkumavky byl dikladné rozpustén v pufru pomoci vortexu
a ultrazvuku (10 min). Nasledné¢ byl obsah pifenesen do 2ml Eppendorf zkumavky
a centrifugovan (15 000 rpm, 20 °C, 15 min). Nasledné bylo odebrano 600 ul supernatanu do
NMR zkumavek.

Meéreni vzorku

Bylo naméfeno 128 skenu 1D noesy spektrum na Bruker Avance III s frekvenci
500,23 MHz pii teploté 298 K. Acquisition time byl 4 s, presarution time 1 s a mixing time
100 ms. Data byla manualné zpracovana v softwaru Topspin, ve kterém byla provedena
Fourierova transformace, korekce faze a baseline, Uprava reference na signal TSP (0,000 ppm).
V programu Chenomx Processor byla provedena korekce shimmu a kalibrace CSI. V Chenomx
Profiler bylo kvantifikovano 39 slou¢enin. Binning byl zpracovan v softwaru Mnova od —0,15

do 10 ppm se $itkou jednoho binnu 0,01 ppm po vytiznuti useku suprese vody.
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Statistické zpracovani

Data byla zpracovana v programu MetaboAnalyst 4.0 a International Business Machines
SPSS Statistics 24.0. Pro vyhodnoceni dat v MetaboAnalyst 4.0 byly pouzit binny se $itkou
0,01 ppm a koncentrace v mg/g. Data byla rozdélena dle tfi faktort na odrady (n=9, Annie,
Bernstein, Dagmar, Fakir, Pankratz, Gordian, Hyfi, Bonanza, Frisky), kvalitu (n=4, E, A, B, C)
a lokalitu (n=3, Lednice, Caslav, Vysok4). Pfed samotnym statistickym vyhodnocenim bylo
tteba data v MetaboAnalyst normalizovat (normalization by sum), transformovat (log
transformation) a Skalovat (auto scaling). Byla pouzita analyza hlavnich komponent (PCA)
a diskriminacni analyza ¢aste¢nych nejmensich ¢tverci (PLS-DA) pro cilovou i necilovou
analyzu. Z diivodu vyssi ptehlednosti byly odebrany odlehlé hodnoty (outliery), pfesné vzorky
odriidy Fakir, Hyfi, Bonanaza, Frisky z oblasti Lednice na Morave.

V International Business Machines SPSS Statistics 24.0 byl pouzit neparametricky

Kruskal-Wallisoviv test.
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5 Vysledky

5.1 Necilova analyza NMR spekter (binning)

5.1.1 Analyza hlavnich komponent (PCA)

Na zaklad¢ analyzy hlavnich komponent vytvofené z binni vyplyva rozdil mezi Gordian

a Dagmar, Gordian se dale lisi od Frisky, Fakiru a Bonanzi. Annie se 1i$i od Frisky a Fakiru.

Kategorie B se rozdé¢lila od ostatnich kategorii A, C a E. Oblast Lednice na Morave se lisi od

oblasti Caslav a Vysoké u P¥ibrams.
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Obrazek 5: PCA rozptylové diagramy komponentnich skore (score plot) rozdéleny dle
sledovanych faktorii: A) odridy pSenice, B) kategorie pekarské kvality, C) lokality



5.1.2 Diskriminac¢ni analyza ¢aste¢nych nejmensich ¢tverci (PLS-DA)

Modely PLS-DA vyzaduji validaci, vzhledem k tom, ze data jsou Casto piefitovana
Lover-fitted”, coz znamena, ze algoritmus je vzdy schopny najit né¢jakou vazbu mezi vzorky
nehled€ na to, zda redlné opravdu existuje. Byla pouzita kiizova validace ,,cross-validation*

S vyuzitim ,,leave-one-out” (LOO), ze které vyplyva, ze zadny z modeli PLS-DA neni validni.

Tabulka 9: Hodnoty Q?

Odrudy Jakost Lokalita
1comps -0,49134 -0,66003 0,18956
2comps -0,25678 -0,40954 0,13134

Podle obrazku 6 jsou odridy Gordian a Pankratz podobné a 1isi se od odrudy Annie,
Dagmar, Bernstein a Fakir. Kategorie kvalitni (A) a chlebova (B) jsou podobné, lisi se kategorie
pro nepekaiské ucely (C) a elitni (E). PLS-DA model lokalit poukazuje na podobnost Lednice
a Vysoké, Caslav se lisi.

vvvvvv

ukazuji relativni koncentraci odpovidajiciho binnu pro odrady, kvalitu a lokality.
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Obrdazek 6: Dva rizné zpusoby vizualizace PLS-DA: A) score plot, B) variable
importance (VIP) score — data rozdélena dle faktori (odridy, kvalita, lokalita)
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5.2 Cilova analyza NMR spekter (koncentrace)

5.2.1 Analyza hlavnich komponent (PCA)

Z obrazku 7 je patrné, ze se rozdé€lily odridy Annie a Pankratz, Annie a Frisky. Lisi se

kategorii pekatské jakosti, Annie je odrida elitni jakosti, zatimco Frisky je odriida nevhodna

pro pekatské ucely a Pankratz je odrtidou kvalitni. Pekatské kategorie A a B jsou si podobné,

C a E se lisi. Z pohledu lokalit se vyrazné liSi vzorky pochazejici z Lednice od vzorki

pochazejicich z Caslavi a Vysoké.
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Obrazek 7: PCA rozptylové diagramy komponentnich skore (score plot) rozdéleny dle

sledovanych faktorit A) odrudy B) kategorie pekarské jakosti C) lokality
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5.2.2 Diskriminac¢ni analyza ¢aste¢nych nejmensich ¢tverci (PLS-DA)

Component 2 ( 7.8 %)

Component 2 { 6 %)

Component 2 { 9.4 %)

Obrazek 8: Dva zpiisoby vizualizace PLS-DA A) score plot B) VIP score, data rozdélena dle
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Pro metodu PLS-DA byla opét pouzita kiizova validace ,,cross-validation® s vyuzitim
,leave-one-out“ (LOO). Zadny z modeltt PLS-DA neni validni. JelikoZ je podet vzorki maly,

je vhodngjsi dale pouzit robustné;si testy jako je Kruskal-Wallistv test.

Tabulka 10: Hodnoty Q?

Odrady Jakost Lokalita
1comps 0,036304 -0,40607 -0,17285
2comps 0,0057878 -0,67415 -0,33082

Z modeli PLS-DA (obrazek 8) je patrné, ze odrudy Gordian a Pankratz jsou si podobné
a li8i se od odridy Annie. Dale jsou si podobné odridy Bernstein a Dagmar a 1isi se od odrad
Gordian a Pankratz. Podobné jsou si také odrudy Frisky, Fakir a Gordian s Pankratzem.
Kategorie A a B jsou rozdilné od kategorii C a E. Oblasti Lednice, Vysoka a Caslav nejsou
podobné.

vvvvvv

ramecky vpravo ukazuji relativni koncentraci odpovidajiciho metabolitu pro odridy, kvalitu
a lokality. Nejdulezit€jsi metabolity odpovidajici za rozdéleni pro faktor odrudy jsou
nasledujici: glutamin, fruktosa, galaktosa, ribosa, citrat, histidin, cholin, sacharosa, adenosin,
aspartat, valin, xyloza, fenylalanin, tryptofan a glukosa. Nejvyznamnéj$imi metabolity
odpovidajici za separaci pro faktor kvality jsou nasledujici: glutamin, fruktosa, valin, galaktosa,
ribosa, 2-aminobutyrat, cholin, xylosa, tyrosin, serin, citrat, asparagin, celobiosa, sacharosa
a fenylalanin. Za rozdé¢leni faktoru lokality jsou odpovédné tyto metabolity: biotin,
4-aminobutyrat, acetat, izoleucin, malat, alanin, citrat, adenosin, fenylalanin, format, glutamin,

2-aminobutyrat, galaktosa, lysin, a xylosa.
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5.2.3 Kruskal-Wallisuv test

Tabulka 11: Priimeérné koncentrace kvantifikovanych metabolitii (mg/g) v pekarskych
kategoriich psenicné mouky

A B C E
Fructose 2,31 3,00 2,93 2,43
Glucose 1,94 1,74 2,00 1,33
Sucrose 1,304p 0,79, 1,64,y 1,604
Asparagine 0,17 0,19 0,22 0,26
Malate 1,42 1,38 1,31 1,24
Maltose 1,05 1,35 0,57 1,54
Cellobiose 1,14 0,98 1,21 1,05
Serine 0,59 0,61 0,58 0,64
Ribose 0,44 0,32 0,29 0,91
Glucuronate 0,29 0,39 0,24 0,42
Galactose 0,31 0,34 0,25 0,37
Aspartate 0,27 0,29 0,34 0,31
Glutamate 0,23 0,23 0,26 0,34
Xylose 0,18 0,23 0,12 0,34
Glycine 0,23 0,24 0,19 0,21
Proline 0,18 0,20 0,16 0,19
Mannose 0,13 0,16 0,09 0,20
Choline 0,11 0,11 0,13 0,12
Glutamine 0,08, 0,07, 0,09.p 0,15
Fumarate 0,09 0,07 0,07 0,08
Biotin 0,09 0,05 0,08 0,07
Alanine 0,06 0,06 0,07 0,08
Tryptophan 0,06 0,08 0,09 0,04
Leucine 0,05 0,05 0,05 0,06
Citrate 0,05 0,04 0,05 0,04
Formate 0,04 0,05 0,05 0,04
4-Aminobutyrate 0,05 0,03 0,05 0,05
Lysine 0,04 0,05 0,05 0,02
Threonine 0,03 0,03 0,04 0,04
Isoleucine 0,03 0,03 0,03 0,03
Valine 0,02, 0,03ap 0,02ap 0,04,
2-Aminobutyrate 0,03 0,02 0,03 0,02
Acetate 0,02 0,02 0,02 0,02
Histidine 0,02 0,01 0,04 0,01
Riboflavin 0,02 0,02 0,02 0,02
Tyrosine 0,02 0,02 0,02 0,02
Methionine 0,02 0,01 0,02 0,02
Phenylalanine 0,02 0,02 0,01 0,02
Adenosine 0,01 0,01 0,02 0,02

hodnoty ve stejném fadku, které nesdileji stejny index, se vyznamné lisi (p < 0,05)
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Ve vzorcich pSeni¢né mouky bylo kvantifikovano celkem 39 metabolitd, z toho
20 aminokyselin, 9 sacharidi, 7 kyselin, 2 vitaminy a sul kyseliny octové. Z hlediska
prekurzort pro vznik AA (asparagin, fruktosa, glukosa a sacharosa) se nejvice asparaginu
nachazi v kategorii E (0,26 mg/g) a nejméné v A (0,17 mg/g). Fruktosu v nejvy$sim mnozstvim
obsahuje kategorie B (3 mg/g) a v nejniz§im mnozstvi kategorie A (2,31 mg/g). Glukosy bylo
nejvice zjisténo v kategorii C (2 mg/g) anejméné v E (1,33 mg/g). Sacharosu obsahuje

Statisticky vyznamny rozdil dle Kruskal-Wallisova testu se nachazi u glutaminu,
sacharosy a valinu. U glutaminu jsou rozdilné kategorie pekaiské kvality B-E a A-E. Dalsi
prikkaznou latkou je sacharosa, u které se 1isi kategorie B od E. U valinu se 1i§i skupina A od

skupiny E.

Tabulka 12: Priimérné koncentrace statisticky vyznamnych metabolitii v 1okalitach (mg/g)

Caslav Lednice Vysoka
2-Aminobutyrate 0,03, 0,02 0,03ap
Aspartate 0,304 0,24, 0,38y
Choline 0,10, 0,13y 0,121
Formate 0,045 0,03 0,06y
Glutamate 0,291 0,20, 0,344
Malate 1,10, 1,64y 1,24,p
Serine 0,66.p 0,27, 0,98

hodnoty ve stejném fadku a podsystému, které nesdileji stejny index, se vyznamné 1i§i
v p < 0,05 v oboustranném testu rovnosti

Dle Kruskal-Wallisova testu bylo statisticky vyznamnych sedm nasledujicich
metabolitt: 2-aminobutyrate, aspartate, glutamate, serine, choline, formate, malate, avsak
7adny z nich neni prekurzor akrylamidu (glukosa, fruktosa, sacharosa, asparagin).

2-aminobyturate, choline a malate se li§i v Caslavi a Lednici. Aspartate, formate,

glutamate a serine jsou vyznamné rozdilné mezi Lednici a Vysokou.
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Tabulka 13: Priimérné koncentrace prekurzorit AA v jednotlivych odriidach (mg/g)

Variety  Statistics Asparagine Fructose Glucose Sucrose

Mean 0,29 2,87 1,47 1,32

Annie SD 0,05 0,35 0,94 0,91
Median 0,29 2,91 1,74 1,76

Mean 0,23 2,00 1,20 1,89

Bernstein SD 0,05 1,32 0,69 0,36
Median 0,24 2,33 1,14 1,81

Mean 0,17 2,40 2,10 1,63

Bonanza SD 0,05 0,52 0,21 0,20
Median 0,17 2,40 2,10 1,63

Mean 0,15 1,66 1,52 0,94

Dagmar SD 0,05 0,40 0,26 0,40
Median 0,15 1,60 1,40 1,09

Mean 0,20 2,23 2,16 1,46

Fakir SD 0,07 0,98 0,78 0,29
Median 0,20 2,23 2,16 1,46

Mean 0,27 3,46 1,90 1,64

Frisky SD 0,16 1,41 1,34 0,02
Median 0,27 3,46 1,90 1,64

Mean 0,18 3,12 1,68 0,75

Gordian SD 0,07 0,31 0,46 0,41
Median 0,15 3,26 1,45 0,54

Mean 0,22 2,83 1,82 0,85

Hyfi SD 0,00 0,01 0,12 0,25
Median 0,22 2,83 1,82 0,85

Mean 0,18 3,00 2,21 1,55

Pankratz SD 0,02 0,19 0,40 0,26
Median 0,19 3,10 2,11 1,57

p-value 0,322 0,280 0,565 0,123

Mean — pramér, SD — smérodatna odchylka, p-value — p-hodnota

Dle Kruskal-Wallisova testu (hladina vyznamnosti 0,05) u faktoru odridy neni Zadny
z prekurzorti AA statisticky vyznamny. Jediny statisticky vyznamny rozdil mezi odridami se
nachazi v obsahu threoninu, u kterého je mozné odlisit odridu Dagmar od odrid Annie,
Bernstein, Frisky a Pankratz.

Nejveétsi mnozstvi asparaginu se nachazi v odridé Annie (0,29 mg/g) a nejmensi
v Dagmar (0,15 mg/g). Fruktosy je nejvice v odrudé Frisky (3,46 mg/g) a naopak nejméné
v Dagmar (1,66 mg/g). Pankratz dosahuje nejvyssi koncentrace glukosy (2,21 mg/g) a Annie
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6 Diskuze

Cilem experimentu bylo zavést a validovat vysoce moderni metodu *H NMR na
kvantifikaci prekurzor akrylamidu (asparagin, glukosa, fruktosa a sacharosa) ve
vzorcich pSeni¢né mouky. Stanovit vliv vybranych faktort (odrady, pekatské kvality a lokality)
na uroven a vzajemny pomér téchto latek s ohledem na moznou tvorbu akrylamidu
Vv pekatskych vyrobecich. Bylo méteno celkem 27 vzorkd mouky pSenice ozimé pochdzejicich
ze tii stanic UKZUZ (Lednice, Vysoka, Caslav) sklizenych v roce 2017. Z kazdé stanice bylo
vybrano devét odrid (Annie, Bernstein, Dagmar, Fakir, Pankratz, Gordian, Hyfi, Bonanza
a Frisky) riznych kategorii pekatské jakosti (E, A, B, C).

Nejvyznamnéj$im zji§ténim této prace bylo, Ze metodou H NMR lze kvantifikovat
prekurzory akrylamidu ve v§ech méfenych vzorcich pSeni¢né mouky. Vliv odridy a lokality na
vzniku prekurzord akrylamidu, vSak nebyl pfi méfeni prokazan. Vliv pekatské jakosti byl
prokazan na vzniku sacharosy, ale u ostatnich prekurzori prokazan nebyl. Sacharosa byla
rozdilna u kategorie pekatské jakosti B a E. Bylo méfeno malé mnozstvi vzorkt a v budoucnu
by bylo vhodné se na to zamétit.

Mezi odridami neexistuje statisticky vyznamny rozdil v koncentraci prekurzori
akrylamidu. Jediny rozdil se nachazi v obsahu threoninu, podle kterého lze odliSit odradu
Dagmar od Annie, Bernstein, Frisky a Pankratz. Koncentrace asparaginu v odradach kolisala
od 0,15 do 0,29 mg/g, fruktosy od 1,66 do 3,64 mg/g, glukosy od 1,2 do 2,21 mg/g a sacharosy
od 0,75 do 1,89 mg/g. Nejvyssi obsah asparaginu byl zjistén u Annie (E) a nejméné u Dagmar
(A). Carol el al. (2016) uvadi, Ze koncentrace asparaginu v bilé pSeni¢né mouce kolisa od 0,12
do 0,73 mg/g. Zkoumané odrady pochazely z Francie, Mad’arska, Polska a Velké Britanie. Lze
konstatovat, ze odriidy pochazejici z Ceské republiky obsahuji niz§i koncentrace asparaginu,
jenz je hlavnim prekurzorem pro tvorbu akrylamidu v pe€ivu. Curtis et al. (2018) zjistoval
mnozstvi asparaginu v riznych odridach psenice vypéstovanych ve Velké Britanii v letech
2011-2013. Potvrzuje, ze odrudy V testovaném souboru nebyly statisticky rozdilné
v koncentraci asparaginu. Pro dalsi méfeni by bylo zajimavé zjistit vliv odridy na vznik
prekurzort akrylamidu nezavisle na lokalité. Metodou NMR sice nejsme schopni najit vliv
odridy na vznik prekurzort akrylamidu, ale ma potencial pro jejich detekci.

Dle Pecivova et al. (2008) threonin ptisobi jako oxidaé¢ni €inidlo a ovliviiuje vlastnosti
lepku, zvySuje pevnost a zaroven snizuje taznost tésta. Bylo zjisténo, Ze tésto rychleji mékne,

tudiz je ¢as michéani a kynuti tésta zkracen.
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Prekvapujicim zjisténim bylo, Ze kategorie pekatské jakosti A a E, které jsou nejkvalitné;jsi,
byly vyhodnoceny jako rozdilné a elitni E a nepekarenské C byly vyhodnoceny jako podobné.
Toto zjisténi lze odivodnit tim, ze kategorie, kterd je k dané odrid¢ ptifazena, by mohla byt
Castecné ovlivnéna vnéjSimi podminkami, napf. pocasim, lokalitou nebo pouzitou
agrotechnikou. Razeni do pekatskych kategorii kvality se hodnoti bodovym systémem podle
definovanych ukazateld, tudiz metoda NMR s nimi nemusi korelovat. Statisticky vyznamny
rozdil byl zjistén u sacharosy, glutaminu a valinu. Glutamin je indikatorem lepku a v nejvétSim
mnozstvi byl nalezen v elitni kategorii. U glutaminu by nalezen rozdil mezi skupinami pekaiské
jakosti B-E a A-E, u sacharosy mezi B-E a u valinu mezi A-E. Metoda NMR vsak neni pro
analyzu bilkovin vhodnd, jelikoZ nevystihuje pfesné slozeni aminokyselin. V této praci byla
pouzita slaba hydrolyza, jelikoz akrylamid vznika pouze z volného asparaginu.

Dalsim sledovanym faktorem byla lokalita. Ze score ploti analyzy hlavnich komponent se
ligilo stanovisté Lednice na Moravé od Céslavi a Vysoké u Piibramg, které byly podobné. Coz
je v tomto piipadé spise trend a nelze to povazovat za validni vysledek. Nicméné rozdil Lednice
od ostatnich lokalit potvrdil i s Kruskal-Wallisav test. Existuje statisticky vyznamny rozdil
mezi stanovistém Céslav a Lednice v metabolitech 2-aminobutyrat a malat, nikoliv ale
Vv latkach znamych jako prekurzory akrylamidu. Dalsi statisticky vyznamny rozdil vykazovala
Lednice a Vysoka v metabolitech serin, kyselina asparagova, format a kyselina glutamova.

Carol et al. (2016) uvadi, ze lokalita ma vliv na koncentraci asparaginu v pSenici, je to
zpusobeno rozdilnym mnozstvim srazek a teplotou v dané lokalité¢ béhem rtistu pSenice. Avsak
jeho vzorky pochézely zriznych stati Evropy a v naSem méieni byly pouzity vzorky
pochézejici pouze z tizemi Ceské republiky.

Muttucumaru et al. (2006) publikuje, Ze pSenice obsahuje vice asparaginu, pokud puda,

kde byla pSenice vypéstovana, byla chudé na siru.
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Zavér

Byla potvrzena hypotéza, ze sacharidy (glukosa, fruktosa, sacharosa) a aminokyselinu
asparagin v pseni¢né mouce, jako prekurzory akrylamidu, je mozné kvantitativné stanovit
metodou *H NMR. Koncentrace asparaginu v odriidach kolisala od 0,15 do 0,29 mg/g,
fruktosy od 1,66 do 3,64 mg/g, glukosy od 1,2 do 2,21 mg/g a sacharosy od 0,75 do 1,89
mg/g.

Ve vzorcich pseni¢né mouky bylo nalezeno celkem 39 sloucenin, z toho 20 aminokyselin,
9 sacharidu, 7 kyselin, 2 vitaminy a stl kyseliny octové.

Nebyla potvrzena hypotéza, ze obsah prekurzord akrylamidu je ovlivnén vybranymi
faktory (odrudy, lokalita). Hypotéza byla potvrzena pouze v piipadé sacharosy u faktoru
pekaiské kvality, kde se od sebe liSily kategorie B a E, ostatni prekurzory akrylamidu
(glukosa, fruktosa, asparagin) nebyly statisticky prikazné.

Metodou NMR lze detekovat odrudy, odrida Dagmar byla odli$na v obsahu v threoninu
od Annie, Bernstein, Frisky a Pankratz.

Dle Kruskal-Wallisova testu byly vzorky ze stanice Lednice na Moravé rozdilné od Caslavi
v obsahu 2-aminobutyratu, cholinu a malatu. Oblasti Lednice a Vysoka byly rozdilné v
obsahu serinu, kyseliny asparagové, formatu a kyseliny glutamové, nikoliv vSak v obsahu
prekurzora akrylamidu.

Statisticky rozdilné latky u kategorii pekaiské kvality byly sacharosa, glutamin a valin.
Obsah sacharosy byl rozdilny mezi skupinami pekatské jakosti B-E, u glutaminu mezi A-

E a B-E, koncentrace valinu mezi skupinami A-E.
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