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Akrylamid v potravinách vzniká v průběhu Maillardovy reakce a jeho prekurzory jsou redukující cukry a aminokyselina asparagin. Reakční
mechanismus vzniku akrylamidu v potravinách závisí na složení potravin a na podmínkách zpracování.

Akrylamid vzniká ve významném množství tepelnou úpravou potravin nad 120 °C, maximum akrylamidu vzniká při 150–180 °C. Při vyš-
ších teplotách je vznik akrylamidu podstatně nižší, protože eliminační reakce je rychlejší než reakce vzniku akrylamidu.

Surovinou pro výrobu sladu je ječmen, rostlina s obsahem dusíkatých sloučenin a s vysokým obsahem škrobu. V průběhu sladování se ve
sladu působením enzymů zvyšuje obsah redukujících cukrů, během hvozdění dochází vlivem teploty k biochemickým změnám a vznikají me-
lanoidinové látky. Tyto podmínky jsou velmi výhodné pro tvorbu akrylamidu. Změny hladin akrylamidu byly sledovány ve sladu a následně ve
vyrobeném pivu.

Obsah akrylamidu se v závislosti na typu sladu pohyboval v rozmezí 0,2–3,0 mg.kg-1 a bylo potvrzeno teplotní maximum jeho vzniku
(160–170 °C). Přes jeho poměrně vysoký obsah ve sladu nebyl akrylamid detekován v žádném z analyzovaných vzorků piva.

Mikulíková, R. – Svoboda, Z. – Běláková, S. – Macuchová, S.: Monitoring of acrylamide in the course of malting and in beer. Kvasny
Prum. 54, 2008, No. 6, p. 181–185.

Acrylamide in food is produced in the course of Maillard’s reaction and its precursors are reducing saccharides and amino acid asparagin.
Reaction mechanism of the acrylamide formation in food depends on food composition and processing conditions.

Acrylamide is formed in a significant quantity by heat treatment of food above 120 °C, the highest quantity of acrylamide is created at
150–180 °C. At higher temperatures acrylamide creation is substantially lower as the elimination reaction is faster than that producing acry-
lamide.

Raw material for malt production is barley, a plant with content of nitrogen compounds and high content of starch. During malting enzy-
mes increase the content of reducing saccharides in malt, during kilning biochemical changes are induced by temperature, and melanoid
substances originate. These conditions are favorable for acrylamide creation.

Changes of acrylamide levels were followed in malt and subsequently in the produced beer.
Acrylamide content varied depending on the type of the malt in the scope of 0.2–3.0 mg.kg-1 and thermal maximum of its origin (160–170 °C)

was confirmed. Despite its relatively high content in malt (from 0.2 to 3.0 mg.kg-1), no acrylamide was detected in any of the analyzed sam-
ples of beer.

Mikulíková, R. – Svoboda, Z. – Běláková, S. – Macuchová, S.: Die Akrylamidverfolgung während des Malzbereitungsprozesses und
im Bier. Kvasny Prum. 54, 2008, Nr. 6, S. 181–185.

In den Lebensmitteln ensteht das Akrylamid während der Maillardreaktion und seine Prekursoren sind die reduzierende Kohlenhydrate
und die Aminosäure Asparagin. Der Reaktionsmechanismus der Akrylamidherausbildung hängt von der Lebensmittelzusammensetzung und
von Verarbeitungsbedingungen ab. Das Akrylamid entsteht in einer bedeutenden Menge unter termischer Verarbeitung im Temperaturbereich
über 120 °C, die maximale Herausbildung ist bei den Temperaturen 150-180 °C. Unter Anwendung von höheren Temperaturen ist die Akry-
lamidherausbildung schon wesentlich niedriger, weil die Eliminationsreaktion ist schneller als die Herausbildungsreaktion. Der Rohstoff für
eine Malzproduktion ist die Gerste, eine Pflanze mit einem hohen Stärkegehalt und reich an die Stickstoffverbindungen. Während der Kei-
mung im Malzprozess nimmt der Gehalt an die reduzierende Kohlenhydrate unter Enzymenwirkung zu, weil während des Darrens unter dem
Einfluss der hohen Temperatur finden die biochemische Veränderungen statt und entstehen die Melanoidinstoffen. Diese Bedingungen sind
für eine Akrylamidherausbildung sehr verteilhaft. Weiterhin wurden die Akrylamidwerte im Malz und danach auch im Beir verfolgt.

Der Akrylamidgehalt lag in der Abhängigkeit an der Malzsorte im Bereich 0,2–3,0 mg.kg-1, weiterhin wurde der Temperaturhöchstwert
(160 °C bis 170 °C) für seine Entstehung bestätigt. Trotz dem verhältnismäßig hohen Akrylamidgehalt im Malz wurde kein Akrylamid in den
danach hergestellten Bieren entdeckt.
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ÄÍËÎ‡ÏË‰ ‚ ÔË˘Â‚˚ı ÔÓ‰ÛÍÚ‡ı Ó·‡ÁÛÂÚÒfl ‚ ıÓ‰Â Â‡ÍˆËË å‡ËÎÎ‡‰‡ Ë Â„Ó ÔÂÍÛÒÓ‡ÏË fl‚Îfl˛ÚÒfl Â‰ÛˆËÛ˛˘ËÂ Ò‡ı‡˚
Ë ‡ÏËÌÓÍËÒÎÓÚ‡ ‡ÒÔ‡‡„ËÌ. åÂı‡ÌËÁÏ Ó·‡ÁÓ‚‡ÌËfl ‡ÍËÎ‡ÏË‰‡ ‚ ÔË˘Â‚˚ı ÔÓ‰ÛÍÚ‡ı Á‡‚ËÒËÚ ÓÚ ÒÓÒÚ‡‚‡ ÔÓ‰ÛÍÚÓ‚ Ë ÓÚ ÛÒÎÓ‚ËÈ
Ó·‡·ÓÚÍË. ÄÍËÎ‡ÏË‰ Ó·‡ÁÛÂÚÒfl ‚ ÁÌ‡˜ËÚÂÎ¸ÌÓÏ ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Â ÚÂÔÎÓ‚ÓÈ Ó·‡·ÓÚÍÓÈ ÔÓ‰ÛÍÚÓ‚ Ì‡‰ 120 °C, Ï‡ÍÒËÏ‡Î¸ÌÓÂ
ÍÓÎË˜ÂÒÚ‚Ó Ó·‡ÁÛÂÚÒfl ÔË 150–180 °C. èË ‚˚Ò¯ÂÈ ÚÂÏÔÂ‡ÚÛÂ Â‡ÍˆËfl ËÒÍÎ˛˜ÂÌËÈ fl‚ÎflÂÚÒfl ·ÓÎÂÂ ·˚ÒÚÓÈ ˜ÂÏ Â‡ÍˆËfl
Ó·‡ÁÓ‚‡ÌËfl ‡ÍËÎ‡ÏË‰‡.

ë˚¸ÂÏ ‰Îfl ÔÓËÁ‚Ó‰ÒÚ‚‡ ÒÓÎÓ‰‡ ÒÍ‡Á˚‚‡ÂÚÒfl fl˜ÏÂÌ¸, ‡ÒÚÂÌËÂ ÒÓ‰ÂÊ‡˘ÂÂ ‡ÁÓÚËÒÚ˚Â ÒÓÂ‰ËÌÂÌËfl Ë ÏÌÓ„Ó Í‡ıÏ‡Î‡. Ç
ÔÂËÓ‰Â ÒÓÎÓ‰Ó‡˘ÂÌËfl ‚ ÒÓÎÓ‰Â ‚ÓÁ‰ÂÈÒÚ‚ËÂÏ ÙÂÏÂÌÚÓ‚ ÔÓ‚˚¯‡ÂÚÒfl ÒÓ‰ÂÊ‡ÌËÂ Â‰ÛˆËÛ˛˘Ëı Ò‡ı‡Ó‚, ‚ ÔÂËÓ‰Â ÒÛ¯ÍË
ÔÓËÒıÓ‰flÚ ‚ÓÁ‰ÂÈÒÚ‚ËÂÏ ÚÂÏÔÂ‡ÚÛ˚ ·ËÓıËÏ˜ÂÒÍËÂ ÔÂÂÏÂÌ˚ Ë Ó·‡ÁÛ˛ÚÒfl ÏÂÎÎ‡ÌÓË‰Ì˚Â ‚Â˘ÂÒÚ‚‡. ùÚË ÛÒÎÓ‚Ëfl fl‚Îfl˛ÚÒfl
Ó˜ÂÌ¸ ·Î‡„ÓÔËflÚÌ˚ÏË ‰Îfl Ó·‡ÁÓ‚‡ÌËfl ‡ÍËÎ‡ÏË‰‡. àÁÏÂÌÂÌËfl ÛÓ‚ÌÂÈ ‡ÍËÎ‡ÏË‰‡ Ì‡·Î˛‰‡ÎËÒ¸ ‚ ÒÓÎÓ‰Â Ë ‚ÔÓÒÎÂ‰ÒÚ‚ËË ‚
ËÁ„ÓÚ‚ÎÂÌÌÓÏ ÔË‚Â.

ëÓ‰ÂÊ‡ÌËÂ ‡ÍËÎ‡ÏË‰‡ ‚ Á‡‚ËÒËÏÓÒÚË ÓÚ ÚËÔ‡ ÒÓÎÓ‰‡ ÍÓÎÂ·‡ÎÓÒ¸ ‚ ÔÂ‰ÂÎ‡ı ÓÚ 0,2 ‰Ó 3,0 mg.kg-1 Ë ·˚Î ÔÓ‰Ú‚Â‰ÂÌ
ÚÂÏÔÂ‡ÚÛÌ˚È Ï‡ÍÒËÏÛÏ Â„Ó Ó·‡ÁÓ‚‡ÌËfl (160–170 °C). ÇÓÔÂÍË ÓÚÌÓÒËÚÂÎ¸ÌÓ ‚˚ÒÓÍÓÏÛ ÒÓ‰ÂÊ‡ÌË˛ ‚ ÒÓÎÓ‰Â ‡ÍËÎ‡ÏË‰ ÌÂ
·˚Î ÓÔÂ‰ÂÎÂÌ ‚ ‡Ì‡ÎËÁËÓ‚‡ÌÌ˚ı ÔÓ·‡ı ÔË‚‡.
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1 ÚVOD

V dubnu 2002 zveřejnil Švédský národní úřad (NFA – National Food
Administration) spolu se stockholmskou univerzitou nález akryla-
midu, neurotoxické a potenciálně karcinogenní látky, v potravinách
zpracovávaných při teplotách nad 120 °C [1–3]. Zejména vysoký ob-
sah akrylamidu byl nalezen v potravinách s vysokým obsahem
škrobu, jako jsou potraviny z brambor a obilí [4].

Akrylamid (obr. 1) je bílá krystalická látka, bez barvy a zápachu
[1], teplota tání je 84,5 °C, bod varu 125 °C. Je dobře rozpustný ve

Keywords: acrylamide, GC/MSD, malt, beer

1 INTRODUCTION

In April 2002 the Swedish National Food Administration together
with Stockholm University published the finding of acrylamide, neu-
rotoxic and potentially carcinogenic substance, in food processed at
the temperatures over 120 °C [1–3]. High acrylamide content was
found especially in food with high starch content, such as food from
potatoes and cereals [4].

Acrylamide (Fig. 1) is a white crystalline substance, colorless and
odourless [1], with melting temperature 84.5 °C and boiling point



125 °C. It dissolves readily in water (2155 g.l-1

at 30 °C), methanol (1550 g.l-1 at 30 °C), et-
hylacetate (126 g.l-1 at 30 °C), it is insoluble
in heptane and benzene. Solid acrylamide is
stable at the laboratory temperature but it can
polymerize upon heating or oxidation acting.

Acrylamide in food originates in the course
of Maillard’s reaction and its precursors are
reducing sugars and amino acid asparagine.
Reaction mechanisms of acrylamide forma-
tion in food depends on food composition and
processing conditions [5].

Reactions between free genetically coded nonessential amino acid
asparagine and reducing sugars at temperatures above 120 °C are
considered a main mechanism of acrylamide formation, a number of
very reactive carbonyl compounds originates [5, 6] (Fig. 2).

There are three phases of reactions [7, 8]:
• initial phase includes glycosylamine, followed by Amadori rearran-

gement
• In the middle phase, dehydration and fragmentation of saccharides

accompanying Strecker degradation of amino acids occur.
• In the final phase, Strecker aldehyde undergoes further reduction

and dehydration reactions and acrylamide is created.
Besides this, model systems proved that under certain conditions

also acrolein and acryl acid participate in acrylamide formation after
reaction with asparagine in food rich in lipids [8]. Research on the
model system of the mixture of glucose and asparagine showed the
effect of temperature and time of heating. Acrylamide formation was
low within the temperature range of 120-140 °C; if increased to 160-
180 °C the acrylamide content in matrix increased dramatically. Af-
ter reaching the temperature of 180 °C acrylamide production sub-
sequently declines. The decline in acrylamide formation at higher
temperatures can be explained by the fact that acrylamide as an in-
termediate product of Maillard’s reaction further reacts and other com-
pounds originate [9].

Raw material for production of
malt is barley, a plant with con-
tent of nitrogenous substances
and high starch content. In the
course of malting, activity of en-
zymes increases content of re-
ducing sugars in malt, during kil-
ning biochemical changes are
induced by temperature and me-
lanoidin substances originate.
These conditions are favorable
for acrylamide formation [10].

The most frequently methods
used for acrylamide determina-
tion are [11]:
• High-performance liquid chro-

matography with mass spectro-
metry

• Gas chromatography with
mass spectrometry.
Before the analysis of acryla-

mide with the GC-MS method,
the malt samples were derivati-
zed by bromation [12–13].

The advantage of acrylamide
bromation is that the product is
a more volatile and less polar
compound with better mass cha-
racteristics. The resulting deri-
vate is readily extracted from
aqueous solutions and it can be
better detected with the GC – MS
method. Conversion of acryla-
mide to 2,3-dibromopropiona-
mide is usually performed by ad-
dition of anhydrous potassium
bromide, hydrobromic acid and
saturated solution of bromine
water. By adding trietylamine,
unstable 2,3-dibromopropiona-
mide was converted to more
stable derivate 2-bromopropena-
mid [13].
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vodě (2155 g.l-1 při 30 °C), methanolu (1550
g.l-1 při 30 °C), ethylacetátu (126g.l-1 při 30
°C), nerozpustný je v heptanu a benzenu.
Pevný akrylamid je stabilní při laboratorní
teplotě, ale může polymerizovat při zahří-
vání nebo při oxidativním působení.

Akrylamid v potravinách vzniká v průběhu
Maillardovy reakce a jeho prekurzory jsou
redukující cukry a aminokyselina asparagin.
Reakční mechanismus vzniku akrylamidu
v potravinách závisí na složení potravin a na
podmínkách zpracování [5].

Za hlavní mechanismus vzniku akrylamidu jsou považovány re-
akce mezi volnou geneticky kódovanou neesenciální aminokyseli-
nou asparaginem a redukujícími cukry při teplotách nad 120 °C, kdy
vzniká celá řada velmi reaktivních karbonylových sloučenin[5, 6]
(obr. 2).

Rozeznávají se tři fáze reakcí [7, 8]:
• Počáteční fáze zahrnuje tvorbu glykosylaminu, následovanou

Amadoriho přesmykem.
• Ve střední fázi dochází k dehydrataci a fragmentaci sacharidů do-

provázející Streckerovu degradaci aminokyselin.
• V závěrečné fázi prochází Streckerův aldehyd dalšími redukčními

a dehydratačními reakcemi za vzniku akrylamidu.
Vedle těchto možností bylo na modelových systémech prokázáno,

že za určitých podmínek se na tvorbě akryalmidu podílí i akrolein
a kyselina akrylová po reakci s asparaginem v potravinách boha-
tých na lipidy [8].

Při zkoumání modelového systému směsi glukosy a asparaginu
byl zjištěn vliv teploty a také doby zahřívání. Tvorba akrylamidu
byla nízká v teplotním rozsahu 120–140 °C, pokud se zvýšila na
160–180 °C, obsah akrylamidu se v matrici dramaticky zvýšil. Po
dosažení teploty 180 °C dochází k následnému poklesu tvorby ak-
rylamidu. Pokles tvorby akrylamidu při vyšších teplotách lze vy-
světlit tím, že akrylamid jako meziprodukt Maillardovy reakce dále
reaguje za vzniku jiných slouče-
nin [9].

Surovinou pro výrobu sladu je
ječmen, rostlina s obsahem du-
síkatých sloučenin a s vysokým
obsahem škrobu.V průběhu sla-
dování se v ječmeni působením
enzymů zvyšuje obsah redukují-
cích cukrů, během hvozdění do-
chází vlivem teploty k bioche-
mickým změnám a vznikají
melanoidinové látky. Tyto pod-
mínky jsou velmi výhodné pro
tvorbu akrylamidu [10].

Nejvíce používanými meto-
dami pro stanovení akrylamidu
jsou [11]:
• vysokoúčinná kapalinová chro-

matografie s hmotnostní spekt-
rometrií

• plynová chromatografie s hmot-
nostní spektrometrií.
Před analýzou akrylamidu

metodou GC/MS byly vzorky
sladu derivatizovány bromací
[12, 13]. Výhodou bromace ak-
rylamidu je, že produktem je
více těkavá a méně polární slou-
čenina s lepšími hmotnostními
charakteristikami. Výsledný de-
rivát je snáze extrahován z vod-
ných roztoků a může být lépe
detekován GC/MS metodou.
Konverze akrylamidu na 2,3-
dibrompropionamid byla prove-
dena přidáním bezvodého bro-
midu draselného, kyseliny
bromovodíkové a nasyceným
roztokem bromové vody. Přidá-
ním triethylaminu byl nestabilní
2,3-dibrompropionamid převe-
den na stabilnější derivát 2-
brompropenamid [13].
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Obr. 2 / Figure 2 Mechanismus tvorby akrylamidu z asparaginu 
v přítomnosti α-hydroxykarbonylových sloučenin [1] / Mechanism of
aacrylamide formation from asparagin in the presence of α-hydro-
xycarbonyl compounds [1]

Obr. 1 / Figure 1 Strukturní vzorec akrylamidu
(C3H5NO, CAS 79-06-1) / Structural formula
of acrylamide (C3H5NO, CAS 79-06-1)
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2 MATERIÁL A METODY
2.1 Standardy a chemikálie

Standardy: akrylamid (1 mg.ml-1)
v methanolu (Absolute Standards,
USA), (13C3) akrylamid (1 mg.ml-1)
v methanolu (Cambridge Isotope
Laboratories, USA), 2,3-dibromo-
propionamid (1 mg.ml-1) v metha-
nolu (Absolute Standards, USA).

Chemikálie: bróm, bromid dra-
selný, kyselina bromovodíková, thi-
osíran sodný a triethylamin (Merck,
Německo).

Rozpouštědla: methanol, ethyla-
cetát v čistotě pro HPLC (Chrom-
servis, s. r. o., Česká republika).

2.2 Vzorky sladu
Vzorky sladu pro analýzu akryla-

midu byly odebírány v průběhu sla-
dování (hvozdění). První vzorek byl
odebrán při 60 °C a poslední při 210
°C. Teplotní interval při odebírání
sladovaných vzorků byl 10 °C. Dále
byly analyzovány vzorky speciál-
ních a barevných sladů (tab. 1).

2.3 Vzorky piva
Vzorky piv pro analýzu akrylamidu byly zakoupeny v obchodní síti.

Bylo analyzováno 17 vzorků světlého výčepního piva, 10 vzorků le-
žáků a 12 vzorků tmavého piva.

2.4 Příprava pevných vzorků
K pomletému vzorku sladu (5 g) bylo přidáno 10 µl vnitřního stan-

dardu (akrylamid – 13C3) a 50 ml destilované vody o teplotě 60 °C.
Po dvacetiminutové sonifikaci v ultrazvukové lázni byl homogenát
kvantitativně převeden do centrifugačních zkumavek a odstřeďován
při 8000 min-1 po dobu 30 minut. K 5 ml supernatantu byly přidány
2 g bromidu draselného a kyselina bromovodíková (výsledné pH 0–1).
Po vychlazení byly přidány 2 ml bromové vody. Obsah v baňce byl
promíchán a baňka umístěna do nádoby s ledovou drtí na 10 hodin
do lednice. Po ukončení bromace byl přebytečný brom titrován thio-
síranem sodným (1 M roztok) do odbarvení. Obsah baněk byl převe-
den do teflonových centrifugačních zkumavek, do každé zkumavky
bylo přidáno 5 ml ethylacetátu a suspenze byla protřepána. Poté byl
obsah zkumavek odstředěn při 5000 min-1 po dobu 5 minut. Po od-
středění byl z organické fáze odpipetován 1 ml do plastové mikroz-
kumavky a přidán triethylamin (0,2 ml). Mikrozkumavky byly protře-
pány a po 15 minutách odstředěny při 5000 min-1 po dobu 5 minut.
Po odstředění byl obsah zkumavek převeden do skleněných vialek
a analyzován na GC/MS.

2.5 Příprava vzorků piva
K 50 ml odpěněného piva (20 minut sonifikace na ultrazvukové

lázni) bylo přidáno 10 µl vnitřního standardu (akrylamid – 13C3).Z takto
upraveného piva bylo odebráno 5 ml, ke kterým byly přidány 2 g bro-
midu draselného a kyselina bromovodíková (výsledné pH 0–1). Po
vychlazení bylo dále postupováno jako u analýzy pevného vzorku.

2.6 Instrumentace a chromatografické stanovení
Pro stanovení obsahu bromoderivátu akrylamidu ve vzorcích sladu

a piva byl použit plynový chromatograf Trace GC Ultra Finnigan, kom-
binovaný s hmotnostním detektorem Trace DSQ Thermo Finnigan.
Separace byla provedena na kapilární koloně DB – WAX (délka ko-
lony 30 m x 0,25 mm vnitřní průměr, tloušťka filmu 0,25 µm; J&W Sci-
entific, USA), kolona udržována při 50 °C (1 min), poté teplotní pro-
gram 15 °C.min-1 do 150 °C (5 min). Teplota PTV (teplotně
programovatelný injektor) 200 °C – Splitless mód (1 min). Teplota
transfer line byla 200 °C. Hmotnostně selektivní detektor pracoval
v SIM módu, s pozitivní elektron impakt (EI) ionizací. Použitý nosný
plyn: hélium s průtokem 1,5 ml.min-1. V těchto podmínkách byl re-
tenční čas akrylamidu a (13C3) akrylamid derivátů 16,34 min.

Identifikace 2-brompropenamidu byla provedena na základě re-
tenčního času a pro 2-brompropenamid specifických iontů m/z 149
a 151, kvantifikace byla provedena pomocí kalibrační křivky. Pro spo-
lehlivost výsledků a dosažení maximální selektivnosti byl použit jako
vnitřní standard izotopicky značený akrylamid (1,2,3–13C3), m/z 152
a 154.

2 MATERIALS AND METHODS
2.1 Standards and Chemicals

Standards: acrylamide (1 mg.ml-1)
in methanol (Absolute Standards,
USA), (13C3) acrylamide (1 mg.ml-1)
in methanol (Cambridge Isotope La-
boratories, USA), 2,3-dibromopropi-
onamide (1 mg.ml-1) in methanol (Ab-
solute Standards, USA).

Chemicals: bromine, potassium
bromide, hydrobromic acid, sodium
thiosulphate and trietylamine were all
obtained from Merck (Germany).

Dissolvents: methanol, ethylace-
tate in purity for HPLC (Chromservis
s.r.o., Czech Republic).

2.2 Samples of malt
Samples of barley malt for the ana-

lysis of acrylamide were taken in the
course of malting (kilning). The first
sample was taken at 60 °C and the
last one at 210 °C. Thermal interval
of sampling was 10 °C. In addition,
samples of special and colored malts
were taken (Tab. 1).

2.3 Samples of beer
Samples of beers for the analysis of acrylamide were bought in re-

tail stores. 17 samples of pale dispensed beer, 10 samples of lager
beer and 12 samples of dark beer were analyzed.

2.4 Preparation of solid samples
10 µl of internal standard (13C3 acrylamide) and 50 ml of distilled wa-

ter 60 °C were added to the sample of ground malt (5 g). After sonifica-
tion (20 min) in ultrasonic bath the homogenate was transferred quanti-
tatively into centrifugal tubes and centrifuged at 8000 rpm for 30 minutes.
Two grams of potassium bromide and hydrobromic acid (resulting pH
0–1) were added to 5 ml of supernatant. After cooling, 2 ml of bromine
water was added. Content in the flask was stirred and the flask was pla-
ced in a container with crushed ice for 10 hours into the refrigerator. Af-
ter bromination the excess bromine was titrated with sodium thiosulp-
hate (1 M solution) to discoloration. Content of the flasks was transferred
to teflon centrifugal tubes, 5 ml of ethylacetate was added to each tube
and the suspension was shaken. Afterwards the content of tubes was
centrifuged at 5000 rpm for 5 minutes. After centrifugation, 1 ml of or-
ganic phase was delivered with a pipette to a plastic microtube and tri-
ethylamine (0.2 ml) was added.Microtubes were shaken and after15 mi-
nutes centrifuged at 5000 rpm for 5 minutes.After centrifugation the tube
content was delivered to glass vials and analyzed on GC/MSD.

2.5 Preparation of liquid samples or preparation of beer
samples

Ten µl of the inner standard (acrylamide – 13C3) were added to 50 ml
of defoamed beer (20 min of sonification in an ultrasonic bath). Two
grams of potassium bromide and hydrobromic acid (resulting pH 0–1)
were added to 5 ml of the treated beer. After cooling, the procedure
was the same as in the analysis of the solid sample

2.6 Instrumentation and chromatographic determination
Gas chromatograph Trace GC Ultra Finnigan with the mass de-

tector Trace DSQ Thermo Finnigen was used for the assessment of
bromine derivate in malt and beer samples. Separation was carried
out on the column was a DB – WAX capillary column (30m x 0.25mm
i.d., 0.25 µm film thickness; J&W Scientific, USA), the column was
held at 50 °C (1 min), then programmed at 15 °C.min-1 to
150 °C (5 min). The temperature of the PTV (Programmable Tempe-
rature Vaporizing) injector was 200 °C – Splitless mode (1 min).Tran-
sfer line temperature was 200 °C. Mass selective detector operated
in selected ion monitoring (SIM) mode with positive electron impact
(EI) ionization. The carrier gas used: helium with a flow 1.5 ml.min-1.
Under these conditions, the retention time of acrylamide and (13C3)
acrylamide derivatives was 16.34 min.

Identification of 2-brompropenamide was conducted on the basis of
retention time and for 2-brompropenamide specific ions m/z 149 and
151, quantification was performed using a calibration curve. To attain
reliable results and maximum selectivity, isotopically marked acryla-
mide (1,2,3–13C3) /m/z 152,154 was used as an internal standard.

Druh sladu / Kind of malt
Světý slad / Plzeňský / Pilsener
Pale malt Mnichovský / Munich
Speciální slad / Kouřový / Smoked
Special malt Melanoidinový / Melanoidin
Karamelový slad / CARAPILS®

Caramel Malt CARAHELL®

CARARED®

CARAAMBER®

CARAMUNICH®

CARAAROMA®

Pražený slad / CARAFA®

Roasted malt CAAFA®SPECIAL
Pšeničný slad / Pšeničný – světlý/ Wheat – pale
Wheat malt Pšeničný-tmavý / Wheat – dark

CARA – WHEAT
Pšeničný-pražený / Wheat – roasted

Žitný slad / Žitný-světlý / Rye – pale
Rye malt Žitný-karamelový / Rye – caramel

Žitný-pražený / Rye – roasted

Tab. 1 Přehled analyzovaných vzorků speciálních a barevných
sladů / Survey of the analyzed samples of special and colored
malts
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3 VÝSLEDKY A DISKUSE

Kalibrační křivka byla lineární v rozmezí 30–620 µg.kg-1 (koncent-
race akrylamidu v reálném vzorku) s korelačním koeficientem 0,9989,
mez stanovení 25 µg.kg-1. Výtěžnost vzorků obohacených izotopicky
značeným (13C3) akrylamidem se pohybovala v rozmezí 72–86 %.

Výsledky závislosti tvorby akrylamidu na teplotě hvozdění ukazuje
obr. 3. V průběhu hvozdění dochází k tvorbě akrylamidu již od 60 °C.
Vysvětlením vzniku akrylamidu při teplotách od 60 do 110 °C je dlou-
hodobé působení teplot nad 60 °C. Slad se předsouší až 10 hodin
při teplotách od 55–65 °C, poté následuje vyhřátí na dotahovací tep-
lotu, která je pro daný slad specifická (80–225 °C), trvající od 1,5 h do
2,5 h. Maximální tvorba akrylamidu byla zjištěna v teplotním intervalu
150–170 °C. Pak následuje pokles tvorby akrylamidu. Snížení tvorby
akrylamidu při vyšších teplotách lze zdůvodnit tím, že akrylamid jako
meziprodukt Maillardovy reakce dále reaguje za vzniku dalších slou-
čenin reakcí neenzymatického hnědnutí [7, 8].

Obsah akrylamidu u speciálních a barevných sladů znázorňuje obr.
4. Tvorbu akrylamidu v barevných a speciálních sladech, které se ty-
picky připravují pražením sušeného sladu, je možné srovnávat s pro-
cesem pražení kávy [14]. U světlých sladů se obsah akrylamidu po-
hyboval v rozmezí hodnot 630–660 µg.kg-1. Obsah akrylamidu ve
speciálním melanoidinovém sladu byl 2210 µg.kg-1. Melanoidinový
slad má stejný obsah akrylamidu jako slad odebraný v průběhu hvoz-
dění při 130 °C.

Tento vysoký obsah akrylamidu odpovídá podmínkám přípravy me-
lanoidinového sladu, kdy je podporován vznik sloučenin Maillardovy
reakce v průběhu hvozdění. Žitný slad má nižší hodnoty akrylamidu
v karamelovém i praženém sladu, než ječné slady připravované při
stejných teplotách. Nižší obsah akrylamidu je způsoben jiným obsa-
hem asparaginu a redukujících cukrů v rozluštěném žitném sladu.
Stejným způsobem lze vysvětlit nižší obsah akrylamidu v pšeničných
sladech.

V praženém ječném sladu je nejvyšší obsah akrylamidu u sladu
CARAFA® SPECIAL.Nejvyšší obsah akrylamidu ze všech analyzova-
ných sladů byl zjištěn u sladu typu CARAMÜNICH (3084,15 µg.kg-1).
Tato vysoká hodnota akrylamidu odpovídá způsobu výroby karame-
lového sladu (teplota hvozdění 150–170 °C) a je v souladu se zjiště-
nou teplotní závislostí tvorby akrylamidu v průběhu hvozdění.

Přes vysoký obsah akrylamidu ve sladech byl u všech analyzova-
ných vzorků piv jeho obsah pod mezí stanovitelnosti (< 25 µg.l-1).Tato
skutečnost zřejmě souvisí s procesem výroby piva, kdy na vystírku
se použije 2–4 hl vody na 100 kg sypání.

4 ZÁVĚR

Analýzy sladu prokázaly závislost obsahu akrylamidu na teplotě
hvozdění. Se zvyšující se teplotou hvozdění narůstal obsah akryla-
midu ve sladu až do teploty 180 °C. Při ještě vyšších teplotách ob-
sah akrylamidu klesá, což je způsobeno vstupem akrylamidu do
dalších reakcí neenzymatického hnědnutí.Vyšší obsahy akrylamidu
byly zjištěny ve speciálních a barevných sladech, což souvisí s vyšší
teplotou hvozdění při jejich výrobě. Obsah akrylamidu v analyzo-
vaných vzorcích piva byl pod mezí detekce použité GC/MS metody
(< 25 µg.l-1).

3 RESULTS AND DISCUSSION

Calibration curve was linear in the range from 30 to 620 µg.kg-1

(acrylamide concentration in a real sample) with the correlation co-
efficient of 0.9985, Limit of Quantification (LOQ) was 25 µg.kg-1. Re-
covery of samples enriched with marked (13C3) acrylamide varied wit-
hin the range from 72–86 %.

Fig. 3 shows the results of the dependence of acrylamide forma-
tion on kilning temperature. During kilning acrylamide is already cre-
ated from 60 °C. Formation of acrylamide at temperatures from 60 to
100 °C can be explained by a long-term effect of temperatures above
60 °C for. Malt is pre-dried for even 10 hours at temperatures of
55–65 °C, then malt is kilned at temperatures for the given type of
malt (to 225 °C) lasting from 90 minutes to 2.5 hours follows. Maxi-
mum acrylamide formation was detected in the thermal interval
150–170 °C. Then decline in acrylamide formation follows. Decline in
acrylamide formation with higher temperatures can be explained by
the fact that acrylamide as an intermediate product of Maillard’s re-
action further reacts and this reaction of non-enzymatic browning pro-
duces other compounds [7-8].

Fig. 4 shows acrylamide content in special and colored malts.
Formation of acrylamide in colored and special malts which are ty-

pically prepared by roasting kilned malt, can be compared to the cof-
fee roasting process [14]. In pale malts acrylamide content moved in
the range of 630–660 µg.kg-1. Acrylamide content in special Mela-
noidin malt was 2210 µg.kg-1. Melanoidin malt has the same acryla-
mide content as the malt sampled in the course of kilning at 130 °C.

This high content of acrylamide corresponds to the Melanoidin malt
preparation conditions that support creation of compounds of Mail-
lard’s reaction in the course of kilning. Rye malts have lower acryla-
mide values in caramel and roasted malts compared to barley malts
prepared at the same temperatures.Lower acrylamide content is cau-
sed by different contents of asparagines and reducing sugars in mo-
dified rye malt. Similarly, lower acrylamide content in wheat malts can
be explained.

In roasted barley malts, the highest acrylamide content is in the
malt CARAFA® SPECIAL. The highest acrylamide content of all the
malts analyzed was detected in malt of the type CARAMÜNICH
(3084.15 µg.kg-1). This high value of acrylamide corresponds to the
method of caramel malt production (kilning temperature 150–170 °C)
and is in compliance with the found thermal dependence of acryla-
mide formation during kilning.

Despite high acrylamide level in malts, its content in all the mana-
lyzed samples of beers was under the LOQ (< 25 µg.l-1). This fact is
apparently connected with the process of beer production, when for
mashing 2–4 hl of water per 100 kg of grist is used.

4 CONCLUSION

Malt analyses proved the dependence of acrylamide content on
the kilning temperatures. With the increasing temperature of kilning,
the acrylamide content in malt increased to the temperature of 180 °C.
With temperatures above 180 °C the acrylamide content declines,
this is caused by the involvement of acrylamide into further reactions
of non-enzymatic browning.

Higher acrylamide contents were found in special and colored
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Obr. 3 / Figure 3 Závislost tvorby akrylamidu na teplotě hvozdění /
Dependence of acrylamide formation on kilning temperatures

Obr. 4 / Figure 4 Obsah akrylamidu ve speciálních sladech / Acryla-
mide content in special malts
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