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Introduktion

Akrylamid, en industrikemikalie samt i livsmedel en sk. neo-kontaminant, som bl. a har visats
att den spontant kan bildas vid varmebehandling av frdmst kolhydratrika livsmedel
tillsammans med vissa kvavekéllor. Den har rapporterats bildas vid fritering, rostning och
bakning av livsmedel baserad pa vete, majs, andra cerealier, potatis och fran kaffe.
Akrylamidbildningen paverkas av samma faktorer som de som ger dnskvard smak och farg at
livsmedel sk. Maillard-reaktioner (Zhang & Zhang, 2007). Akrylamid klassas som trolig
cancerogen for manniska, klass 2A, av International Agency for Research on Cancer (IARC,
1994), men ar dessutom neurotoxisk och uppges kunna stéra reproduktionen. Akrylamid har
arbetsmiljégransvirden i luft pa 30pg/m?, gransvardet i dricksvatten 0.1 pg/L, for kosmetika
100-500 pg/kg samt migreringsgransvérde fran forpackning till livsmedel 10 pg/kg.

Akrylamidhalterna i livsmedel bevakas kontinuerligt av EU:s livsmedelssakerhetsorgan,
EFSA, for att avgora om det finns behov av gransvarden. Den senaste sammanstéllningen fran
EFSA 2007-2010 visar pa att halterna som konsumenter utsatts for i Europa i stort sétt har
legat still, trots en viss minskning i en del barnprodukter, och en 6kning i kaffeprodukter. Man
har tills vidare infort indikativa riktvéarden (indicative value) for olika livsmedelsgrupper, och

i upp till 20% av proven har éverskridit riktvardena. (EFSA 2012). Nagra gransvarden finns
alltsa annu ej for livsmedel inom EU, men i Tyskland arbetar man med ett aktionsvarde pa
1000 pg/kg.

Det finns flera syntesvégar for bildning av akrylamid. I livsmedelsprodukter gar den
dominerande via aminosyran asparagin som tillsammans med reducerande socker (oftast
fruktos eller glukos) bildar akrylamid. | spannmal anses asparagin vara den begransande
faktor av de tva, medan det i t ex potatis och sparris dr det glukos mangden som begransar
bildningen av akrylamid i livsmedlet. Andra faktorer som paverkar ar temperatur, pH-vérde,
tid, vattenhalt mm under tillverkningsprocessen (Mustafa et al, 2005; Claus et al, 2006).

Stora anstrangningar har gjorts for att kartlagga forekomst i livsmedel, forstd kemin i
samband med bildning och hur processteknik kan paverkar bildning och sluthalten. Nagra
spannmalsprodukter aterfinns bland de livsmedel som uppvisar de hogsta halterna. Det galler
olika typer av brod men framst knéckebrdd. Nyligen publicerad forskning visar att halterna i
brod kan variera avsevart beroende pa sortval, arsman och véxtnaringsforsorjning under
odlingen.  Kunskapen rorande bildningen i rag liksom for vete odlad under svenska
forhallanden ar mycket begransad, vilket inkluderar eventuell skillnad mellan svenska
forhallanden och varierande odlingsplatser.
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Det ar flera faktorer i rdvarorna, dvs spannmalen, som kan paverka innehallet av den
begransande faktorn asparagin. Faktorer som ndmns &r torka, parasitangrepp och svavelbrist
(Lea et al 2007). Risk for svavelbrist i spannmalsodling, har 6kat under senare ar. | England
upplever man att 23% av akerarealen befinner sig riskzon ( ). | Sverige
uppmarksammades svavelbrist under senare delen av 1980-talet och godselmedel med svavel
introducerades. Men billiga N-godselmedel med laga halter svavel finns aven fortfarande pa
den svenska marknaden.

| odlingsforsok har akrylamid bildningen 5-dubblats i vete som har haft svavelbrist
(Muttucumaru et al 2006). Granvogl et al (2007) studerade brdd bakat pa vetemjol fran vete
med laga halter av S (< 0.13% ansags innebdra brist) och med en N/S—kvot i kraftig obalans,
dvs 6ver 20 (i Sverige anses obalans foreligga vid en kvot pa 18). | mjol fran vete med S-
brist och hog N/S-kvot noterades en avsevard akrylamidhalt (1703-3124 pg/kg mjol). Men
eftersom svavelbrist aven leder till férsamrad bakningsférmaga (i e. glutenbildning), sa blev
Granvogl et al (2007) slutsats att det ar liten risk att vetepartier med grav svavelbrist nar till
konsument. Fragan ar emellertid intressant for cerealier som anvands i produkter dar de
degegenskaperna som ettval fungerande gluten ger, inte &r lika viktiga,. Detta galler till
exempel for rag till knackebrod. For rdg verkar mer omfattande genomgangar saknas. Claus et
al (2006) testade tva partier rag i en undersokning av akrylamidbildning i samband med
upphettning av vetemjol. Det gor att motsvarande grundldggande undersékningar &r viktig for
rag. For svenska forhallanden saknas relevant publicerat material for rag och vete.

Skalen att undersoka variationen i rag forstarks av att relativt manga svenskar ater knackebrod
i avsevarda mangder. Enligt Svensson et al (2003), som citerar Riksmaten 1997-1998, ater
77% av svenska konsumenter knackebrod, med en variation pa 0-163 gram/dag, och median
8.6, med 95% kvartil vid 47 gram. Dartill kommer mojligheten att konsumenter kan
favoriserar mindre bagerier som forsarjer sig med ravara fran fa odlare och for vilka enskilda
partier fran nagon odlare kan utgdr ravara underlangre tider. Detta skulle kunna innebara att
partier med obalans i S-forsorjningen kan bli ”stapelfoda” for enskilda konsumenter!

Material och metoder

Prover fran faltférsék och inleveranser

Fran skord 2008 samlades prover ihop fran rikssortforsok med rag (6 st fran L7-201), vete (4
st forsok fran M3-2277) och fran forsok med vete-sort-N-giva ( 2 st, L7-150-706). Vidare
erholls prover fran SWSeeds sortprovning (20st) samt nagra fran leveransprover till
Lantmannens mottagningsstationer (10st). Totalt 196 prover tillgdngliga och bland dem
valdes 126 ut for analys av totalinnehall av kvave och svavel. Alla prover fran SWSeed och
Lantmannen analyserades pa N och S.

Provmaterial har dven samlats in fran sortforsok skord 2009 (3 st L-7201), och nagra prover
har erhallits frdn Lantmannens mottagningsstationer. Totalt 37 st prover fran 2009 och
avsikten var att analysera dem under vt-10 men vi besl6t att avvakta med analysen av dessa
till hosten 2010. Detta for att kunna handla upp en storre mangd analysarbete och dven da
innefattande sortprover fran skord 2010 och proverna fran vara egna forsék 2010.

Haosten 2009 startades enligt plan tre forsok med 3 ragsorter (Kaskelott, Gimli. Amilo) och en
vetesort (Olivin) for att forsoka provocera bildning akrylamid genom att skapa obalans mellan
N och S, dvs hdg N/S-kvot. Forsoksplanen bestod av tva N-givor, 60 och 200 N kg/ha med
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och utan tillsatts av 20 S kg/ha i samband med N-godsling pa varen. Ograsbekampning och
ovriga Véxtskyddsbehandlingar behovsanpassades av forsoksutforaren,
Hushallningssallskapen i Skara och i Orebro samt pa SLU forskningsstation Lanna

Analyser
Prover har analyserats for svavel, kvave, fria sockerarter och fria aminosyror. Alla analyserna

har utforts hos Eurofins Food and Agro Sweden AB och Eurofins Environment Sweden AB,
bada Lidkoping, Sverige. Alla analyser ar enligt uppgift ackrediterade enligt 1S017025.
Proven homogeniserades och maldes med en Perten 3100 hammarcyklon kvarn (Perten AB,
Kungens Kurva, Sverige). Delprov av det finfordelade provet analyserades pa totalhalt kvave
(med Dumas principen), med en Leco FP-428 (LECO Corporation, St. Joseph, MI, USA).
Totalhalten svavel analyserades med ELTRA CS-500 (ELTRA GmbH, Neuss, Tyskland). For
fria aminosyror extraherades provet med 10% sulfosalicylsyra, och det proteinfria extraktet
analyserades med en traditionell aminosyraanalysator, Biochrom 20 plus (Biochrom Ltd,
Cambridge,England). Den arbetar med jonbyteskromatografi och post-kolonn derivatisering
med ninhydrin. Fria mono- och disackarider extraheras med avjoniserat vatten (85°C), och
ananlyseras med HPAEC (high pH anion exchange chromatography), med elektrokemisk
detektor (Dionex, Sunyvale, CA, USA).

For att bestamma den potentiella akrylamidbildning hos de malda proverna sa hettades 15¢g
malt prov upp till 180°C under 20 minuter (Muttucumaru et al 2006) i ett Termaks TS 4115
ventilerat torkskap (Termaks AS, Bergen, Norge).

Varmebehandlade proven analyserades efterat pa akrylamid och mono- och disackarider samt
fria aminosyror. Akrylamid analyserades med HPLC-MSMS efter extraktion, tillsats av
intern standard enligt tidigare publicerad metodik (Tareke et al 2002, Eriksson & Karlsson
2005), med undantag att annat instrument anvéandes, Applied Biosystems Sciex LC/MS/MS
system 4000 (Foster City, CA, USA).

For att reducera kostnaderna for analyserna sa fick laboratorierna genomféra analyserna nar
det passade dem bast, vilket forsenade projektet.

Resultat och diskussion

Spannmal som har laga halter av svavel kan misstankas ha for hojd halt av asparagin (Lea et
al 2007). En hog N-halt i kdrnan och darmed en hog N/S-kvot kan forvantas innehalla mer fri
asparagin. Avsikten med analysen av totalinnehall av kvave och svavel var att identifiera
prover med hdga N/S-kvoter, dvs prover som kan forvantas ha hdga halter av aminosyran
asparagin och darmed bendgenhet att bilda akrylamid vid upphettning.

Variation i N/S-kvot i materialet 2008 var mellan 11-16. Vi hade hoppats pa stérre variation i
N/S-kvot och pa kvot upp mot 20, vilket har rapporterats av exempelvis Curtis (Curtis et. al.
2010). Utifran variation i N/S-kvot valdes 18 st prover for vidare analys och test av formaga
att bilda akrylamid vid upphettning. I urvalet ingick olika sorter och odlingsplatser. Dessa
prover analyserade pa aminosyra sammansattning inklusive asparagin (tabelll) och
vattenldsliga mono- och disackarider (Tabell 1) och mjdlet upphettades dérefter for att
bestdmma potentialen att bilda akrylamid.
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Forhoppning var att sambandet mellan N/S-kvot och akrylamid bildning var sa bra att kvoten
kan anvéndas for upptackt av riskpartier utan att en mycket dyrbar akrylamidanalys maste
goras. Sambandet var emellertid alldeles for svagt for att kunna utnyttjas, r>=0,04.

Halten svavel eller socker (r>=0,07) gav heller ingen tillfredstallande korrelation med stigande
halt av akrylamid. Halterna akrylamid Iag mellan 1,8-3,2 mg/kg mjol efter uppvarmningen.
De noterade halterna ligger inom det haltomrade som noteras i andra modellbehandlingar men
lagre &n vad som observerats i somliga livsmedel och att relationen &r densamma mellan vete
och rag (Claus et al 2006).

Sortskillnader i material fran 2008
Sambandet mellan halten aspargin och bildad akrylamid var relativt stark (figur 3).
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Figur 1. Samband mellan asparagin i ragmjol och bildning av akrylamid vid upphettning
(180°C/20 min) (r=0,47)

Speciellt om tva avvikare (inringade i figur 1) utelamnas ur berdkning, (r= 0,69). De tva
avvikarna var sorterna Amilo och Marcello frdn samma forsoksplats (Hedemora).

Materialet ar litet och inga tydliga sortskillnader kan ses men nagra iakttagelser kan goras.
Sorten Ottarps bilding av akrylamid variera avsevart mellan de fyra forsoksplatserna (figur
2ab). Halterna ligger mellan 1,8-2,6 mg/kg, att jamféra med den totalt variation |
akrylamidbildning i hela forsoksmaterialet pa 1,8-3,2 mg/kg mjol. Formagan att bilda
akrylamid bestamdes for 7 sorter pa en plats Hedemora. Har var nivaerna overlag de hogsta
och sorten Ottarp hade har sina hogsta varden av bildad akrylamid. Detta kan indikera att ett
platsberoende kan foreligga. Detta ar inte ar forvanande eftersom det ar valkant att
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sammansattningen i kérna variera mellan olika odlingsplatser. Men detta handlar har om en
spekulation som maste verifieras med ytterligare analyser i sortférsok!
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Figur 2. a Akrylamidbildning i sorten Ottarp fran 4 st forsoksplatser(n=2).
4h. Akrylamid bildning i 7 sorter fran Hedemoraforsoket.

Resultat i 2009/10 ars faltforsok

For att studera effekten av hog N/S-kvot och svavelgddsling lades det ut faltforsok under
2009/10. Ett forsok i Orebro utvintrade men de pd Lanna och Gruvad i Vastergotland
overvintrade, men av budgetskél analyserade endast skorden fran Gruvad pa sin férmaga att
bilda akrylamid. Halterna av svavel i marken analyserades hosten 2009 och var lag, speciellt i
Gruvad (2,7mg/kg sulfat-svavel i jorden). En véxtanalys i forsoket i Gruvad under sommaren
visade en N/S kvot i vetegrodan pa 17,3, vilket ar precis vid gransen for obalans och
svavelbrist i grodan (Bertilsson 1993).

| den skordade spannmalen varierade kvavehalten mellan 1.0-2.7% och S-innehallet mellan
0.09-0.18%. Detta resulterade i en N/S-kvot mellan 10-18.5. Vi lyckades alltsa fa till en hog
N/S —kvot i detta faltforsok. Det innebar att chanserna att fa skillnader i akrylamidbildande
formaga ansags vara hogst i materialet fran forsoket pa Gruvad.

Nivan av fri asparagin (Asn) varierade mellan 220 to 1430 mg/kg (Tabell 2) och en god
korrelation (r=0,91) uppnaddes mellan bildad mellan bildad akrylamid och innehallet av
asparagin (Figur 3). Curtis och medarbetare har rapporterat att asparaginhalten i vete paverkar
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halten bildad akrylamid mer an motsvarande halt i rag (Curtis et al 2010), vilket vara resultat
inte stodjer. Vara halter i vete och rag ansluter till en och samma linje (figur 5).

Den hdogsta halten, 2700 pg/kg, och lagsta, 470 pg/kg, av bildad akrylamid observerades hos
vetesorten Olivin. Vetesorten Olivin lag med i faltforsoket for att ge mojlighet till en
jamforelse mellan rag och vete. Den hogsta halten bildad akrylamid i en ragsort bildades i
Kaskelott, som hade godslats med 200 kg N (Figur 4).

Gaodsling med svavel pa varen reducerade avsevart bildningen av akrylamid i Olivin-vetet.
Olivin gddslat med 60 kg N och 20 kg S hade den lagsta halten akrylamid i undersékningen.
Svaveltillforseln sankte ocksa halten bildad akrylamid i alla behandlingarna i ragsorterna
forutom for Ottarp godslad med 60 N.
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Figur 3. Fri asparagin och halten bildad akrylamid i rag och vete. Gra fyrkanter, +20 S kg/ha
svavelgddsling. Olivin (vete) med den lagsta halten (60 N+20 S kg/ha) och hogsta halten
aspargin (200 N kg/ha utan S-tillforsel). (r=0,91)
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Figur 4. Effekt av tillsats av 20 kg S/ha pa bildningen av akrylamid i upphettad mald
spannmal. Olivin ar en vetesort.

| detta material var korrelationen mellan N/S och bildad akrylamid god, r=0,63 (Figur 5)
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Forutom de “vanliga aminosyrorna” (tabell 2) sa analyserades dven mindre vanliga
aminosyror och liknande foreningar (som ger positivt utslag med anvénd teknik) men manga
Iag under detektionsgransen pa <3 mg/kg. Det gallde citrullin, B-aminoisosmorsyra, L-
homocystin, sarcosin, cystationin, a-aminoadiptinsyra, hydroxyproline, y-hydroxylysin, a-
amino-n-smorsyra, B-alanin, 3-metylhistidin, anserin och carnosin.

| tabell 2 ingar bade aminosyror och andra liknande &mnen som reagerar med ninhydrin. Alla
raknas ihop i summan totalhalt fria aminosyror eftersom det ar vad som kommer att handa nar
man gor analyser med reagenset och inte har en avslutande kromatografi for att separera de
olika komponenterna. | tabellen ser man aven att klart dominerande &mnena &r aminosyrorna.
Utmarkande for dem &r att de har atminstone en fri NH2—grupp Det finns flera andra metoder
for detektera fria aminogrupper” och eventuellt skulle en bestimning av dessa fria grupper
kunna ge en indirekt skattning av halten asparagin i rag!

Sammanfattningsvis visar resultaten:

- att halten av asparagin i rag korrelerar val mot formagan att bilda akrylamid vid
upphettning av mjol bade hos rag hamtat fran olika odlingsplatser och fran en enskild
forsoksplats.

- att N/S-kvoten verkar vara en svag och oséker indikator for att prediktera hog formaga
att bilda akrylamid. Det tycks gélla framfor allt i ett material med olika odlingshistora.

- att pa falt med lag S-status i marken sa kunde férmagan att bilda hoga halter akrylamid
avsevart reduceras med S-godsling, speciellt géllde detta for vete, eg Olivin

- att en och samma ragsort uppvisade stor variation i bildningen av akrylamidhalt i mjol
fran olika odlingsplatser och att halterna varierade mellan sorter fran samma
odlingsplats

- att vete sorten, Olivin, hade storre formaga att bilda akrylamid &n flera ragsorter
odlade pa samma falt

- att halten fria aminosyror skulle kunna vara en indikator pa formaga att bilda
akrylamid hos ett spannmalsparti. Men det kréavs storre provmaterial for att dra en
séker slutsats
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Tabell 1. N och S samt aminosyror och mono- och di-sackarider samt bildad akrylamid vid upphettning, 2008

S N Asparagin- Glutamin- R-
% % Kvot Akrylamid Protein Asparagin syra syra alanin  Glutamin Fruktos Sukros

N/S ug/kg % mg/kg mag/kg mg/kg mg/kg mg/kg g/kg g/kg
2A11 Amilo 0,14 1,87 14 2600 11,7 819 215 359 2 97 0,6 12,7
2B 11 Kaskelott 0,12 1,62 14 3100 10,1 1327 317 614 7 200 1,0 15,2
2C1H Ottarp 0,12 1,68 13 2600 10,5 1165 273 504 5 136 0,6 13,9
2CIlIl  Ottarp 0,12 1,92 16 2500 12,0 1185 262 506 4 134 0,6 14,9
2Dl Visello 0,13 1,79 14 2500 11,2 1155 283 536 5 181 0,8 13,0
2E1l Marcelo 0,13 1,76 14 2800 11,0 805 188 331 3 128 0,9 13,9
2F Il Conduct 0,12 1,73 14 2600 10,8 1152 297 523 6 178 0,6 14,1
2C1H Ottarp 0,11 1,31 12 2000 8,2 768 301 229 0 34 0,2 7,2
2CIlIl  Ottarp 0,10 1,26 12 1800 7,9 984 340 313 2 56 0,3 9,2
2C1H Ottarp 0,10 1,27 13 2300 7,9 1095 303 356 2 60 0,3 7,2
2CIlIl  Ottarp 0,10 1,37 14 2300 8,5 1018 294 330 2 52 0,4 7,0
101
1 Picasso 0,11 1,76 16 2200 11,0 957 348 540 6 160 0,5 10,3
1015 Amilo 0,13 1,87 14 2100 11,7 1186 448 562 5 192 0,4 10,6
1014 Ottarp 0,12 1,71 14 2000 10,7 964 369 392 2 82 0,4 15,8
1016 Conduct 0,12 1,77 15 2200 11,1 990 435 475 5 172 0,5 11,5
101 SW
12 07149 0,12 1,52 13 1800 9,5 825 323 415 3 77 0,4 10,7
1021 Picasso 0,12 1,73 14 2000 10,8 899 356 490 5 142 0,5 9,2
2036 CHD17 011 14 13 2500 8,8 1039 426 357 3 72 0,4 9,2

Maltos
g/kg
6,7
39,7
21,7
29,4
8,8
22,0
12,5
7,7
8,2
7,9

6,2

6,1
10,4
19,6
15,4
13,0

51

12,0

Socker
Summa

27,4
24,0
14,8

21,6
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