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Abstract 
 

The thesis encompasses the detailed study on the detection of acrylamide in various Indian 

food products. The study focused on acrylamide, various mitigation strategies viz. enzymatic 

and non-enzymatic, employed for acrylamide reduction in food systems, while the later studies 

more focussed on acrylamide degradation using amidase enzymes. The work features the 

development of the chemosensor for rapid detection of acrylamide in food samples. 

 

To address the challenges of quantification of acrylamide in Indian food products (fried and 

baked), the extraction and determination of acrylamide was established. The detection reported 

high level of acrylamide in heat-processed food products through HPLC. Further, the non-

enzymatic strategies involving natural antioxidant compounds resulted in alleviation of 

acrylamide content in food systems. The natural compounds, commonly found in Indian spices 

and herbs were utilized for inhibiting Maillard reaction, and eventually acrylamide formation. 

In vitro testing of cinnamyl alcohol on acrylamide formation revealed that there was 83.3% 

reduction in the formation. Furthermore, the antioxidant compounds present in guava leaves 

extracts were also employed in frying oils for mitigation of acrylamide formation in Indian 

staple food (poori). The deterioration of oils due to heating resulted in the generation of lipid 

oxidation products that are responsible for acrylamide formation. The antioxidant compounds, 

present in guava extracts, showed affinity towards lipid oxidation products and inhibited the 

formation of acrylamide up to 27%. These results of natural antioxidants were compared with 

synthetic antioxidant, BHT (butylated hydroxytoluene). 

 

Moreover, the work intended to explore the enzymatic strategies using microbial L-

asparaginases and their immobilized preparation as pre-treatment method for acrylamide 

reduction in food systems. L-asparaginases have gained attention in food industry as it prevents 
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the formation of acrylamide in starch-rich fried foods. The use of L-asparaginase has been 

regarded as a promising strategy among the various methods, established to reduce the content 

of acrylamide in baked, fried, and roasted foods.  

 

Therefore, current research efforts have been directed to microbial production of                            

L-asparaginases, nano immobilization and mitigation strategies to combat the levels of 

acrylamide. The nano immobilization offers unique properties to the enzymes. The                          

L-asparaginase from two microbial sources, Bacillus aryabhattai and E. coli were employed 

for immobilization on functionalized magnetic nanoparticles. The nano immobilization 

increased their thermal stability up to four-fold at high temperature (70 ℃). Moreover, the 

applications of these immobilized preparations were tested for acrylamide reduction in food 

system. The L-asparaginase from Bacillus aryabhattai demonstrated >90% reduction of 

acrylamide in starch-asparagine food model system, whereas, E. coli L-asparaginase resulted 

in >95% reduction in fried potato chips. These findings highlight the prospects of cost-

effective, thermostable, and immobilized L-asparaginase as promising candidates for food 

processing applications. 

 

Subsequently, the potential of amidase enzymes was also explored. Amidases are 

underappreciated yet versatile enzymes involved in amide metabolism and degradation of 

amide toxicants. They belong to the nitrilase superfamily, an important biocatalyst hydrolyzing 

a wide range of amides (such as short-chain/mid-chain aliphatic amides, α-aminoamides, 

acrylamides, and α-hydroxy amides, etc.).  

 

During the course of research, a newly amidase-producing bacterial strain was isolated using 

soil enrichment technique, and their enzymes were studied in detail. The genomic insights 
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highlighted by whole genome sequencing, along with biochemical, structural, and kinetic 

characterization, were elucidated to decipher the catalytic mechanism of amidases. Besides,  

the amidase was purified by anion exchange chromatography. A 19-fold increase in amidases 

purification was achieved.  

 

As the function of amidases was not clearly understood and thus, required further 

investigations. This led to envisaging molecular analysis, biochemical characteristics, and 

functional studies to gain insights into their diverse biochemical capabilities for biocatalysis. 

Further to it, amidase gene sequences were successfully amplified from Burkholderia sp. EMB 

26. The ORF encoded a protein of 210 amino acids cloned in the pET-22b (+) vector for 

overexpression in Escherichia coli BL21 (DE3). The comprehensive study was further 

conducted on the biochemical and structural-functional characterization of purified and 

recombinant amidases that hold tremendous applications and may be useful in acrylamide 

degradation.  

 

As an innovative part of the thesis, the chemosensor was developed by exploiting the DTT 

and gold nanoparticles. The study features a new and elegant approach to the detection of 

acrylamide in food systems. The novelty in the present work relates to the method of synthesis, 

the designing of the product, and the process optimization to get the desired features in the 

chemosensors. Rapid and simple electroanalysis of acrylamide was feasible by a gold electrode 

modified with gold nanoparticles (AuNPs) and dithiothreitol (DTT) with enhanced detection 

sensitivity and selectivity. The limit of detection (LOD) and the limit of quantitation (LOQ) 

were estimated to be 3.11 × 10−9 M and 1 × 10−8 M, respectively, with wide linearity ranging 

from 1 × 10−8 M to 1 × 10−3 M. The estimated levels of acrylamide in both the cases, potato 

chips, and coffee samples by the sensor were in agreement with those of high-performance 
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liquid chromatography. These findings point towards effective, sensitive, and accurate 

quantification of acylamide via chemosensor electroanalyses.  

 

The following research goals were accomplished: 

• The natural extracts of guava leaves contained antioxidants compounds that are 

employed for inhibition of Maillard reaction. For enzymatic process, the nano-

immobilized L-asparaginases were investigated to alleviate the formation of 

acrylamide. During pre-treatment of food system (potato chips) with L-asparaginase 

immobilized preparations, a significant reduction (> 95%) of acrylamide formation was 

observed. 

• An acrylamide-degrading bacteria Burkholderia sp. EMB 26, exhibiting amidase 

activity, was isolated, and its novel amidases were characterized. The heterologous 

expression of amidase was also attempted successfully.  

• The major highlight of the study was the development of a chemosensor, which was 

sensitive to detect acrylamide at nano-level concentrations.  

• Overall, the long-term goal was to devise simple, powerful electrochemical-based 

chemosensors as an adjuvant to the existing detecting tool for acrylamide and 

successfully quantify the level in food samples. Hence, the significance of detection 

levels of acrylamide in food systems was achieved. 

 



साराााांश 
थीसिि में विसिन्न िारतीय खाद्य उत्पादों में एक्रिलामाइड की पहचान पर विस्ततृ अध्ययन शासमल है। 
अध्ययन एक्रिलामाइड, विसिन्न शमन रणनीततयों पर कें द्रित है। एंजाइमेद्रिक और गैर-एंजाइमी, खाद्य 

प्रणासलयों में एक्रिलामाइड कमी के सलए तनयोजजत, जबक्रक बाद के अध्ययनों में एसमडेज़ एंजाइम का उपयोग 

करके एक्रिलामाइड गगरािि पर अगिक ध्यान कें द्रित क्रकया गया। कायय खाद्य नमूनों में एक्रिलामाइड का 
तेजी ि ेपता लगान ेके सलए केमोिेंिर के विकाि की विशेषता है। 

िारतीय खाद्य उत्पादों (तला हुआ और बेक क्रकया हुआ) में एक्रिलामाइड के पररमाणीकरण की चुनौततयों का 
िमािान करने के सलए, एक्रिलामाइड का तनष्कषयण और तनिायरण स्थावपत क्रकया गया था। पता लगान ेि े

एचपीएलिी के माध्यम िे गमी-िंिागित खाद्य उत्पादों में एक्रिलामाइड के उच्च स्तर की िूचना समली। 
इिके अलािा, प्राकृततक एंिीऑक्िीडेंि यौगगकों को शासमल करन े िाली गैर-एंजाइमी रणनीततयों के 

पररणामस्िरूप खाद्य प्रणासलयों में एक्रिलामाइड िामग्री का उन्मूलन हुआ। आमतौर पर िारतीय मिालों 
और जडी-बूद्रियों में पाए जाने िाले प्राकृततक यौगगकों का उपयोग माइलाडय प्रततक्रिया को रोकने और अंततः 
एक्रिलामाइड बनाने के सलए क्रकया जाता था। एक्रिलामाइड गठन पर सिनामाइल अल्कोहल के इन विट्रो 
परीक्षण ि ेपता चला क्रक गठन में 83.3% की कमी आई थी। इिके अलािा, अमरूद के पत्तों के अकय  में मौजूद 

एंिीऑक्िीडेंि यौगगकों को िारतीय मुख्य िोजन (पूरी) में एक्रिलामाइड गठन को कम करने के सलए तलन े

के तेल में िी इस्तेमाल क्रकया गया था। हीद्रिगं के कारण तेलों की गगरािि के पररणामस्िरूप सलवपड 

ऑक्िीकरण उत्पादों की उत्पवत्त हुई जो एक्रिलामाइड गठन के सलए जजम्मेदार हैं। अमरूद के अकय  में मौजूद 

एंिीऑजक्िडेंि यौगगकों ने सलवपड ऑक्िीकरण उत्पादों के प्रतत आकषयण द्रदखाया और 27% तक 

एक्रिलामाइड के गठन को रोक द्रदया। प्राकृततक एंिीऑक्िीडेंि के इन पररणामों की तुलना सिथेंद्रिक 

एंिीऑक्िीडेंि, बीएचिी (ब्यूद्रिलेिेड हाइड्रोक्िाइिोल्यूइन) ि ेकी गई थी। 

इिके अलािा, खाद्य प्रणासलयों में एक्रिलामाइड कमी के सलए पूिय-उपचार विगि के रूप में माइिोबबयल एल-

एस्पैरागगनेि और उनकी जस्थर तैयारी का उपयोग करके एंजाइमैद्रिक रणनीततयों का पता लगाने के सलए 

काम क्रकया गया। एल -एस्पैरागगनेज न ेखाद्य उद्योग में ध्यान आकवषयत क्रकया है क्योंक्रक यह स्िाचय युक्त 

तले हुए खाद्य पदाथों में एक्रिलामाइड के तनमायण को रोकता है। पके हुए, तले हुए और िुन ेहुए खाद्य पदाथों 
में एक्रिलामाइड की मात्रा को कम करने के सलए स्थावपत विसिन्न तरीकों के बीच एल-एस्पैरजाइनेज के 

उपयोग को एक आशाजनक रणनीतत के रूप में माना गया है। 



इिसलए, ितयमान अनुिंिान प्रयािों को एक्रिलामाइड के स्तरों का मुकाबला करन े के सलए एल-

एस्पैरजाइनेि, नैनो जस्थरीकरण और शमन रणनीततयों के माइिोबबयल उत्पादन के सलए तनदेसशत क्रकया 
गया है। नैनो जस्थरीकरण एंजाइमों को अद्वितीय गणु प्रदान करता है। दो माइिोबबयल स्रोतों, बैसिलि 

आययिट्िई और ई. कोलाई िे एल-एस्परगाइनेज को कायायत्मक चंुबकीय नैनोकणों पर जस्थरीकरण के सलए 

तनयोजजत क्रकया गया था। नैनो जस्थरीकरण न ेउच्च तापमान (70 ℃) पर उनकी तापीय जस्थरता को चार 

गुना तक बढा द्रदया। इिके अलािा, खाद्य प्रणाली में एक्रिलामाइड कमी के सलए इन जस्थर तयैाररयों के 

अनुप्रयोगों का परीक्षण क्रकया गया। बैसिलि आययिट्िई के एल-एस्परगाइनेज न ेस्िाचय-एस्पेरेजजन खाद्य 

मॉडल प्रणाली में एक्रिलामाइड की >90% कमी प्रदसशयत की, जबक्रक ई. कोलाई एल-एस्परगाइनेज के 

पररणामस्िरूप तले हुए आलू के गचप्ि में >95% की कमी हुई। ये तनष्कषय खाद्य प्रिंस्करण अनुप्रयोगों के 

सलए होनहार उम्मीदिारों के रूप में लागत प्रिािी, थमोस्िेबल और इमोबबलाइज्ड एल-एस्पैरागगनेज की 
िंिािनाओं को उजागर करते हैं। 

इिके बाद, एसमडेज़ एंजाइम की क्षमता का िी पता लगाया गया। एसमडेि की कम िराहना की जाती है, क्रिर 

िी एमाइड चयापचय में शासमल बहुमुखी एंजाइम और एमाइड िॉजक्िकें ट्ि का क्षरण होता है। ि ेनाइद्रट्रलेि 

िुपरिैसमली िे िंबंगित हैं, एमाइड्ि की एक विस्ततृ श्ृंखला (जैि े शॉिय-चेन / समड-चेन एसलिैद्रिक 

एमाइड्ि, α-एसमनोमाइड्ि, एक्रिलामाइड्ि, और α-हाइड्रॉक्िी एमाइड्ि, आद्रद) के रूप में एक महत्िपूणय 
बायोकेिसलस्ि हाइड्रोलाइजजंग। 

अनुिंिान के दौरान, समट्िी िंिियन तकनीक का उपयोग करके एक नए एसमडेि-उत्पादक जीिाणु तनाि 

को अलग क्रकया गया था, और उनके एंजाइमों का विस्तार िे अध्ययन क्रकया गया था। जैि रािायतनक, 

िंरचनात्मक और काइनेद्रिक लक्षण िणयन के िाथ-िाथ पूरे जीनोम अनुिमण द्िारा उजागर की गई 

जीनोसमक अंतर्दयजष्ि को एसमडेि के उत्प्रेरक तंत्र को िमझने के सलए स्पष्ि क्रकया गया था। इिके अलािा, 
आयन एक्िचेंज िोमैिोग्रािी द्िारा एसमडेज़ को शुद्ि क्रकया गया था। एसमडेि शुद्गि में 19 गुना िदृ्गि 

हासिल की गई।जैिा क्रक एसमडेि के कायय को स्पष्ि रूप िे नही ंिमझा गया था और इि प्रकार, आगे की जांच 

की आिश्यकता थी। इिने जैि-उत्प्रेरण के सलए उनकी विविि जैि रािायतनक क्षमताओं में अंतर्दयजष्ि प्राप्त 

करने के सलए आणविक विश्लेषण, जैि रािायतनक विशेषताओं और कायायत्मक अध्ययनों की पररकल्पना 
की। इिके अलािा, बकय होल्डररया एिपी िे एसमडेज़ जीन अनुिमों को ििलतापूियक प्रिगियत क्रकया गया। 

थीसिि के एक असिनि िाग के रूप में, डीिीिी और िोने के ननैोकणों का शोषण करके केमोिेंिर विकसित 

क्रकया गया था। अध्ययन खाद्य प्रणासलयों में एक्रिलामाइड का पता लगाने के सलए एक नया और िुरुगचपूणय 
र्दजष्िकोण पेश करता है। ितयमान कायय में निीनता िंश्लेषण की विगि, उत्पाद की डडजाइतनगं और केमोिेंिर 

में िांतित विशेषताओं को प्राप्त करने के सलए प्रक्रिया अनुकूलन िे िंबंगित है। बढी हुई पहचान 



िंिेदनशीलता और चयनात्मकता के िाथ िोने के ननैोकणों (AuNPs) और dithiothreitol (DTT) के िाथ 

िंशोगित एक िोने के इलेक्ट्रोड द्िारा एक्रिलामाइड का तीव्र और िरल इलेक्ट्रोएनासलसिि िंिि था। पता 
लगाने की िीमा (LOD) और मात्रा की िीमा (LOQ) िमशः 3.11 × 10−9 M और 1 × 10−8 M होन ेका अनुमान 

लगाया गया था, जजिमें 1 × 10−8 M िे लेकर 1 × 10−3 तक की व्यापक रैखखकता थी। िेंिर द्िारा दोनों 
मामलों में एक्रिलामाइड के अनुमातनत स्तर, आलू के गचप्ि और कॉिी के नमून ेएच पी एल िी िोमैिोग्रािी 
के अनुरूप थे। ये तनष्कषय केमोिेंिर इलेक्ट्रोनासलसिि के माध्यम िे एिाइलामाइड के प्रिािी, िंिेदनशील 

और ििीक पररमाणीकरण की ओर इशारा करते हैं। 

 

तनम्नसलखखत अनुिंिान लक्ष्यों को पूरा क्रकया गया: 

▪ अमरूद की पवत्तयों के प्राकृततक अकय  में एंिीऑक्िीडेंि यौगगक होते हैं जो माइलाडय प्रततक्रिया को 
रोकने के सलए उपयोग क्रकए जाते हैं। एंजाइमैद्रिक प्रक्रिया के सलए, एक्रिलामाइड के गठन को कम 

करने के सलए नैनो-जस्थर एल-एस्पैरागगनैि की जांच की गई। एल-एस्पैरागगनैि जस्थर तैयारी के 

िाथ खाद्य प्रणाली (आलू के गचप्ि) के पूिय-उपचार के दौरान, एक्रिलामाइड गठन की एक महत्िपूणय 
कमी (> 95%) देखी गई। 

▪ एक एक्रिलामाइड-डडग्रेडडगं बैक्िीररया बुकय होल्डररया एिपी. ईएमबी 26, एसमडेि गततविगि प्रदसशयत 

करता है, अलग क्रकया गया था, और इिके उपन्याि एसमडेिेि की विशेषता थी। एसमडेज़ की विषम 

असिव्यजक्त का िी ििलतापूियक प्रयाि क्रकया गया। 
▪ अध्ययन का प्रमुख आकषयण एक केमोिेंिर का विकाि था, जो नैनो-स्तर की िांिता पर 

एक्रिलामाइड का पता लगाने के सलए िंिेदनशील था। 
▪ कुल समलाकर, दीर्यकासलक लक्ष्य एक्रिलामाइड के सलए मौजूदा पता लगान ेिाले उपकरण के िहायक 

के रूप में िरल, शजक्तशाली इलेक्ट्रोकेसमकल-आिाररत केमोिेंिर तैयार करना और खाद्य नमूनों 
में स्तर को ििलतापूियक तनिायररत करना था। इिसलए, खाद्य प्रणासलयों में एक्रिलामाइड के स्तर 

का पता लगान ेके महत्ि को प्राप्त क्रकया गया। 
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showing the secondary structure prediction of nicotinamidase 
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before treatment (D) secondary structure prediction after treatment 

with inhibitor 

Figure 5B.13 HPLC analysis of enzymatic reaction and the peaks of nicotinic 

acid and nicotinamide 
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Figure 6.1 (A) Cyclic Voltammetry (CV) analysis of bare gold, AuNP 

modified Au electrode, and DTT-AuNP modified Au electrode and 

the addition of acrylamide of the AuNP-DTT modified gold 

electrode. (B) The effect of different concentrations of acrylamide 

(ACR) on the modified electrode; Blank (modified electrode 

without analyte) (A) SEM micrograph of the bare electrode 

illustrates the surface is least heterogeneous with an average surface 

roughness of 0.03 µm. (B) DPV of the bare gold electrode in 0.1 M 

phosphate buffer, pH 7.0 (black curve) with DTT adsorbed on the 

gold surface (red curve). (C) AFM micrograph of bare Au electrode 

171-172 

Figure 6.2 (A) SEM micrograph of the bare electrode illustrates the surface is 

least heterogeneous with an average surface roughness of 0.03 µm. 

(B) DPV of the bare gold electrode in 0.1 M phosphate buffer, pH 

7.0 (black curve) with DTT adsorbed on the gold surface (red 

curve). (C) AFM micrograph of bare Au electrode 
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Figure 6.3 (A) A typical SEM micrograph of bare gold decorated by gold 

nanoparticles; (B) SEM micrograph depicts the self-assembly of 

DTT to AuNPs of the Au/AuNPs electrode (C) AFM micrograph of 
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pH. (E) Current intensity of the electrode at different pH, 6 to 8. (F) 
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AFM micrograph of the Au/AuNPs electrode 

Figure 6.4 Nyquist plots for different modified electrodes: bare Au, 

Au/AuNPs, and Au/AuNPs/DTT. The DTT modification shows a 

semi-circular region due to the electrolytic resistance. Inset-Randles 

equivalent circuit shows a double-layer capacitance that is used to  

plot the simulation  
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to 85.59. (B) shows weight% up to 86.48 of Au as the deposition of 
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acrylamide (red curve), and a decrease in the current was observed. 

The analyte diffusion from the electrolyte solution to the electrode 

surface was studied. Inset-The diffusion coefficient was calculated 

as per the Cottrell equation using the slope of the id vs. t 1/2 plot. 

Figure 6.9 Interference study showcasing addition of compounds where 

Control was a chemosensor electrode without the addition of 

compounds. (A) Citric acid (B) A + Glycine (C) B + L-asparagine 

(D) C + Sucrose (E) D+ Glucose (F) E + L- glutamate (G) F + L-

aspartic acid (H) G+ Calcium chloride (I) H + acrylamide (analyte) 
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Figure 6.10 The surface plasmon resonance for interaction studies of DTT with 

Au electrode and with acrylamide. (Left) DTT showed strong 

bonding and conjugation with Au/AuNPs electrode. On providing 
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interaction with DTT self-assembled to AuNPs and its plausible 
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Figure 6.11 Schematic illustration of fabricated chemosensor electrode with 

acrylamide conjugation 
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