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SHRNUTI

Diplomova prace se zabyva moznostmi stanoveni akrgu v fiznych typech matric
za vyuziti plynové chromatografie, hmotnostni spmkietrie a derivatizace analytu. Navrzena
metoda vyuziva bromace akrylamidu za vzniku 2-bmmpenamidu. Tento derivat je na
rozdil od samotného akrylamidu néémolarni, tudiz lépe extrahovatelny organickymi
rozpoustdly, ma vysSi molekulovou hmotnost a dovoluje eifi detekci akrylamidu.

Zpasob analyzy fedstaveny v této praci byl vyuzit pro stanoveniknidu ve vod,

v plynnych produktech spalovéni (pyrolyzy) vonnéirtiky, vonnych frantiSk a doutniku.
Analyzovany byly také matié slozigjSi vzorky potravin jako smazené bramborové lupjnky
susenky, mleta kadva apod. N&ené koncentrace akrylamidu se pohybovaly v rozréz+
1984 pg-kg!, piicemz nejétsi mnozstvi akrylamidu bylo nalezeno v mleté &éa

v tabdkovem Koitil

Pouzita metoda je charakteristickd Sirokou vyuddsti, uplaiuje se nejen ip
kontrolach zivotniho prostdi, potravin a gimyslovych vyrobk, ale také v medicinalnich a

forenznich aplikacich.

KLi COVA SLOVA

akrylamid, derivatizace, bromace, 2-brompropenamlgnova chromatografie, hmotnostni
spektrometrie, GC/MS



SUMMARY

This thesis deals with possibilities of acrylamidetermination in various types of
matrices using gas chromatography, mass spectrpiaedr derivatization of the analyte. The
proposed method uses bromination of acrylamide-lootnopropenamide. This derivative is
less polar than native acrylamide, thus betteraekdble into organic solvents, has a higher
molecular weight and allows sensitive detectioaaf/lamide.

The method of analysis presented in this thesis wsed for determination of
acrylamide in water, in gaseous products of comdsgipyrolysis) of incense stick, incense
cones and cigar. Also some complex matrices of &adples such as potato chips, cookies,
ground coffee, etc. were analyzed. The measureceotration of acrylamide ranged from 46
to 1984 ug-kg' and the highest levels of acrylamide were foundyiound coffee and in
tobacco smoke.

The method is widely applicable and may be usetl ody for analysis of
environmental samples, food and industrial produbist also in medical and forensic

applications.

KEYWORDS

acrylamide, derivatization, bromination, 2-bromgppamide, gas chromatography, mass

spectrometry, GC/MS
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1.UVOD

Akrylamid (prop-2-enamid, fC=CH-CO-NH) je vinylovy monomer, ktery sergs
vice nez padesat let vyuzivatznych pfimyslovych aplikacich.[1] Tato nizkomolekularni
krystalick4 latka bez barvy a z4pachu je vysoc@usina ve vodl na vzduchu reaktivni a
schopna rychle polymerizovat za vzniku polyakryldmi[2]

Polyakrylamid se v modernim chemicko-technologick@nimyslu vyuZziva jako
flokulant @i ¢isteni odpadnich a pitnych vod, jak&shici material p stavi® prehrad, tund,
vodnich nadrzi, déle také pro zpeémh piady pri stavie silnic, jako pojivo v papirenském
primyslu a také jako aditivum fp vyrob¢ primyslovych a kosmetickych produikt
V neposlednifack je velmi ¢asto vyuzivan v analytické biochemiiti pelektroforetické
separaci a purifikaci proteir{2-5] Samotny polyakrylamid je netoxicky, ale vetdine
piipadi obsahuje rezidua nezpolymerizovaného akrylamidigeryk uz toxické tinky
vykazuje.[6]

Nespd@tem studii bylo prokazano, ze akrylamid je karcewmgm, genotoxickym,
toxickym pro reprodukci a neurotoxickym pro cemriahervovy systémclovéka.[7-10]

Z téchto divoda v roce 1994 zZadila Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny &myid
do skupiny latek s ozganim 2A (,potenciélni lidsky karcinogen®).[1]

Je tedy pochopitelné, Ze v roce 2002 vyvolal roarobjev Svédskychedch, ktei
poukazali na itomnost a vysoky obsah akrylamidu gkterych potravinach.[11] Vyznamné
koncentrace akrylamidu nalezli v potravinach rosiého fivodu, které jsou bohaté na Skrob
a tepel® upravované b vice nez 120 °C (smazeni, prazenigrg, grilovani apod.). Jedna se
piedevS§im o smazené bramborové lupinky a hranolkyyu kpeivo, susenky, snid@mve
cerealie a mnoho dalSichiitdmnost akrylamidu v potravinach Ize &3i ¢asti vys\tlit jako
dusledek Maillardovy reakce, kdy dochézi k reakci imeminokyselinami (asparaginem) a
redukujicimi cukry (pedevsim glukézou a frukt6zou).[5,12-14] Za dal&amedbatelny zdroj
akrylamidu pro lidsky organismus Ize povazovat kav§ kou, kosmetiku, obalovy material
potravin a pitnou vodu.[15,16] Ke kontaminaci pithyvod dochazi snadno, a to diky vysoké
mobilité akrylamidu v idé a podzemnich vodach.[5]

VSechny doposud zji&té poznatky o vyskytu a nebezpesti akrylamidu poukazuji
na nutnost vyvoje a validace spolehlivych a cittivyanalytickych metod, které by umoznily

kvantifikovat velmi nizké koncentrace akrylamidurozmanitych a komplikovanych



matricich, mezi & tepel upravené potraviny bezesporu ipaDiive vytvaené metody
zaloZzené na klasické HPLC popGC jsou vhodné pro stanoveni akrylamidu ve vodach
biologickych tekutinach a tepe&lmeopracovanych potravinach (kdiae, brambory, cukrova
fepa,...). Pro analyzu potravin upravovanych za vysbkigplot nejsou tyto metodyips
vhodné z dvodu nedostatmé selektivity.[17]

Jako vhodwjsi alternativa se jevi metody vyuZivajici spojestiromatografické
separace (LC pdp GC) s hmotnostni spektrometrii. Vedlé&inpé detekce akrylamidu se
vyhodrgjSi zdaji byt postupy zahrnujici rotn derivatizaci analytu.[18] Cilem této prace je
aplikace citlivée GC/MS metody, zaloZzené na brona&eylamidu. Snahou je vyuzZit tuto velmi
stanoveni akrylamidu v plynnych produktech wesanych pi spalovani a pyrolyzeiznych

typt vzork.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti akrylamidu

Akrylamid (H,C=CH-CO-NH, Obr. 1) je bezbarvé krystalicka latka bez zapachu
s molekulovou hmotnosti 71,08. Za pokojové tepjetiato slodenina stabilni a jen pozvolna
sublimuje. Bi jejim zaltati na teplotu tani, ifpadre vystaveni UV z#eni, intenzivi
polymerizuje za vzniku polyakrylamidu. Rozkladenti vysoké teplot pak dochazi
k uvoliovani Stiplavého kae a oxidi dusiku. Rozpustnost akrylamidu v polarnich a
nepolarnich rozpou&lech se znme liSi. V pripac vody je rozpustnost extrérnvysoka.
Prehled fyzikalg-chemickych vlastnosti akrylamidu poskytuji tabulkab. 1 a Tab. II.

[19,20]
HMNH

Obr. 1: Strukturni vzorec akrylamidu

2

Tab. I: Fyzikalre-chemické vlastnosti akrylamidu

Vlastnost Hodnota
Molekulovd hmotnost 71,08
Hustota 1,122 g/ml {©30°C)
Teplota tani 84,5°C
Teplota varu

0,27 kPa 87°C

0,67 kPa 103°C

1,4 kPa 116,5°C

3,3 kPa 136°C
Tenze par 0,9 PaifB0°C)
Teplota vzplanuti 138°C

-11 -



Tab. II: Rozpustnost akrylamidu viznych rozpougdlech

Rozpousgdio Rozpustnost(g/100 ml gt 30°C)
Voda 215,5
Methanol 155
Dimethyl sulfoxid 124
Dimethyl formamid 119
Ethanol 86,2
Aceton 63,1
Pyridin 61,9
Acetonitril 39,6
Dioxan 30
Ethylacetat 12,6
Chloroform 2,66
1,2-Dichlorethan 1,5
Benzen 0,35
Tetrachlormethan 0,038
n-Heptan 0,0068

Akrylamid je difunkknim monomerem obsahujicim reaktivni dvojnou vazbu a
amidickou skupinu. Vykazuje jen slabé acidobazickastnosti. Nefluoreskuje a jeho
molekula postradéa silny chromofor pro UV detekdi.tBplot vyssi, nez je jeho teplota tani,
polymerizuje rychlou a sithexotermni reakci.#Ptéto reakci vznikaji hydrofilni polymery o
molekulové hmotnosti mezi jednim aiceti miliony a stetézcem obsahujicim 14 000 az 420
000 monomernich jednotek. Protoze proces polymegizeeni dokonaly, obsahuji vzniklé

polymery promdnliva rezidualni mnoZzstvi nezreagovaného monone2D]
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2.2 Biologické udaje
2.2.1 Toxicita

Akrylamid pati do skupiny latek, které jsou schopny jak ua/itak uclovéka
vyvolavat Siroké spektrum toxickycltiaku. Mezi nejzavazgsi (€inky pati poskozeni
nervového systému, karcinogenita, genotoxicitgpeotexicita.[21]

K akutni otra¥ akrylamidem dochazi vza&nvétSinou po poziti vysoké davky. Studie
ukazuji, Ze se hodnota letalni davky akrylamidwud(@ralrg) pro potkany, mysi, kraliky a
morata pohybuje v rozmezi 107 — 203 mg*kdediny znamyifpad akutni otravy
akrylamidem wlovéka byl popséan v r. 1987 Donovanem a Pearsonemalies@ o otravu
Zeny, ktera zaminé pozila vysoké mnozstvi pevného akrylamidu v mndzstipovidajici
priblizng koncentraci 375 mg-Kg Do psti hodin od otravy byly u Zeny pozorovany
halucinace a hypotenze, po deviti hodinach zachwaty tech dnech od otravy bylo
zaznamenano gastrointestinalni krvaceni, dychacigagposkozeni jater a nér{20]

P¥i dlouhodobé expozici akrylamidu hrozi posSkozenvaoeeho systému a to jak u
lidi, tak také u zvat. Podle poslednich experimé&mrovedenychn vitro i in vivo je
akrylamid povaZzovan za geneticky a repraghikoxin s mutagennimi a karcinogennimi
vlastnostmi. Testy na laboratornichiatéch, ktera byla vystaven#jmu akrylamidu v pitné
vodé, prokazaly zvyseneé riziko nadocentralniho nervového systému, stitné Zlazighdy,
prsni Zlazy a dalSich org&ifl] Jiz dfive provedené toxikologickeé studie poukazovaly na
drazdivé dinky par akrylamidu pro® a kizi, dale na posSkozeni nervového systému a
karcinogenitu u zvat. Diky €tmto poznatkm byl akrylamid v r. 1994 Mezinarodni agenturou

pro vyzkum rakoviny (IARC) ozrign za ,potencialni lidsky karcinogen®.[21]

2.2.2 Toxikokinetika

Studiemi provaéhymi na lidech a laboratornich tatech (potkani, mysi, psi, prasata)
bylo zjis€no, Ze i pes rEkteré rozdily v metabolismu lidi a 2at, je absorpce, distribuce a
exkrece akrylamidu wthto organismech velice podobna. Peraralplikovany akrylamid se

velice snadno a rychle absorbuje z gastrointesiindltraktu a nasledmetabolizuje.

-13-



Experimenty na zvatech ukézaly, Ze je akrylamid Siroce distribuogt@rvSech
tk&ni.[22] Autoradiografickymi pokusy u mysi a pati bylo zjiS€no, Ze se akrylamid a jeho
metabolity hromadi v pohlavnich organech samdtaké ve vyvijejicim se plodu a mléce
gravidnich samic. V celi@ac tkani byly také nalezeny adukty akrylamidu a jetetabolifi
s RNA, DNA a proteiny (nap hemoglobinem).[23] Mezi hlavni drdhy metabolismu
akrylamidu pat jeho oxidace cytochromem P450 za vzniku epoxigiaigamidu (Obr. 2) a
také gima konjugace s glutathionem za vzniku N-acetyR&dgrbamoylethyl)cysteinu.[24]
Nekteré studie naziaji, Ze metabolit glycidamid vykazuje mnohem vyrgznmutagenni
acinek nez samotny akrylamid.[8,25] Akrylamid je spsk svymi metabolity vyliovan
z ©ela predevsim mdi a to ve fornd konjugati s kyselinou merkapturovou. V mensitenje

také vylitovan stolici a plicemi.[22,23]

O

>

NH,

Obr. 2: Strukturni vzorec glycidamidu

2.3 Praimyslova produkce a pouziti

Prvni technicky akrylamid byl syntetizovan v r. B8&meckym wdcem C. Moreau,
ktery jej @ipravil pomalym pidavanim suchého amoniaku do roztoku benzenu nagkioe
akryloyl chloridem pi teplo& 10°C.[26] KomeEné zatal byt akrylamid vyraén v roce 1954.
Jiz na pdatku 80. let bylo dosazeno jeho¢nd produkce v USA a Japonsku 40 000 tun
v kazdé zdchto zemi. V r. 1993inila vyrobni kapacitaif hlavnich vyrob& v Americe 75
000 tun. Celkova produkce v Evropské unii vr. 198isahovala 80 000 — 100 000 tun.
Ténet vesSkery akrylamid (99,9 %) se v EU vyuziva k vyrgimlyakrylamidu.[20] Ten se
uplatiuje p‘edevsim jako flokulantip ¢isténi mestskych a prmyslovych odpadnich vod a
vod znegisténych i vyrob¢ papiru a celulézy. PouzZiva se také k vysuSeni ardph kah
Z chto ¢istiren. Polyakrylamid nachazi mimo jiné upkathjako aditivum v kosmetickych a

hygienickych prosedcich a jako vychozi surovina profigpavu geli pouzivanych
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v biochemickych laboratéch i elektroforetickych separacich. Akrylamid a polgdkmidy
se dale pouzivajitpvyrob¢ barviv, organickych chemikalii,fipvyrobé kontaktnichcocek,
v textilnim piimyslu, @ zpracovani rud, rafinaci cukru, pidpact jako prostedek pro

stabilizaci mdy pri stavk® tuneli, prehrad, nadrzi, kanalizace a studni.[27]

2.4 Akrylamid v zivotnim prostiedi

2.4.1 Ovzdusi

Ke zngisteni ovzdusi akrylamidem dochazi &e5eji pii vyrobé polymeii, kosmetiky
nebo jiného spoebniho zbozZi a také v labor#teii vyrobé polymernich geéi pouZivanych
pro elektroforetickou separaci.[27] Wipad® uzawenych prostor Ize za vyznamny zdroj
kontaminace povaZovat tabakovy Ekouve kteréem je fitomnost akrylamidu také
prokdzana.[27-29] Z udajEPA (United States Environmental Protection Agéngyplyva,

Ze celkové emise akrylamidu do ovzduSi v USA v 002 ¢inily 12,12 tun. Pesto se
piedpoklada, Ze k vyznar§8imu zngisténi ovzdusi akrylamidem nedochéazi a toazatu
jeho malé &¢kavosti a vysoké rozpustnosti ve ¥odkrylamid giitomny v atmosfie je taktéz
nachylny k fotochemickému rozkladu pr@stnictvim hydroxylovych radikél a ozonu.
Z omezeného mnozstvi dostupnych datfiee Ze atmosféricka koncentrace akrylamidu je na

velice nizké drovni nebo zadna.[27]

2.4.2 VVoda

Pritomnost akrylamidu v pitné védje obvykle disledkem uvalovani zbytkového
monomeru z polyakrylamidu, ktery se pouziva jakocadwant, slouzici k zachyceni a
vysrazeni nerozpustnych latekitpmnych v upravované védKe zngisteni povrchovych a
podzemnich vod dochazi také pouzivani polyakrylamidu jako zp#wjici latky @i stavike
piehrad, uvalovanim z plast a ptimyslovych barviv. Z évodu vysoké mobility akrylamidu
v pudé je treba pgitat se zvySenym rizikem kontaminace povrchovyghodzemnich vod.
Celkové mnozstvi akrylamidu uvané do vod v t@isledku péimyslovéc¢innosticinilo v USA
v letech 1987 az 1993 tém16,5 tuny. Mezi hlavni gmyslova od¥tvi podilejici se na

znetisténi vod akrylamidem pétvyroba plast a pryskyic (8,6 t), dale vyroba celulézy (1,4
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t) a pimyslova anorganicka chemie (1,1 t). Pfiklad ve studnach v Zapadni Virginii, které
slouzi jako zdroj pitné vody, bylo nalezeno 24 —i* akrylamidu. VVzorky vody odebrané
z feky v blizkosti vyrobce polyakrylamidu obsahovakot 1500ug- I akrylamidu, zatimco
ve vzorcich z jinych gmyslovych oblastéinila koncentrace mémez 0,8ug-.[27]

Na zaklad poZzadavii zakona o bezgeosti pitné vody z r. 1974 (USA) stanovila
EPA nulovy maximalni limit pro mnoZstvi akrylamidupitné voé. Z divodu neexistujici
standardizované analytické metody pro pitné voeguluje EPA obsah akrylamidu v této
vodé prostednictvim kontroly mnozstvi volného akrylamidu vyakrylamidu vyuZivaném
pii ¢iSteni vod. Podle nidzeni je dovoleno i ¢isténi pitné vody pouzit davku polymeru o
hodnot 1 mg-I*, pficemZ mnoZstvi volného akrylamidu vtomto polymerusméinit
maximalré 0,05 % z jeho celkové hmotnosti (to odpovida @g5It).[30] V piipads, Ze je
akrylamid gitomen jiz v suroveé vagl Ize pro sniZeni jeho koncentrace vyuzit ozonipa@.
piidavek manganistanu draselnéhti.ii@Znémcisténi v konvernich upravnach pitnych vod
acistirnach vod odpadnich k odst&amn akrylamidu nedochazi.[27]

Podle provedenych studii séeppoklada, Ze akrylamidtipomny ve vod snadno
podléha biologickému rozkladu.iiPpokusu gi¢ni vodou obsahujici 10 ppm akrylamidu
doSlo k jeho Uplnému rozkladu asi po 12 dnedhjifém pokusu byla vyuZita vodareky
TemzZe s koncentraci akrylamidu 8 nig:V dokie provzdudéném vzorku za iftomnosti
slune&niho zd&eni doSlo k celkové degradaci akrylamidibfizné po deviti dnech.[27]

2.4.3 Rida a fdni sedimenty

Ke kontaminaci fpd dochazi oft negasgji uvolnénim nezpolymerizovaného
akrylamidu z polyakrylamidovych gel Podle adaj EPA ¢inil celkovy anik akrylamidu do
puady v USA mezi lety 1987 a 1993 asi 2,6 tuny. MegjvétSi zngistovatele pai vyrobci
plasti a pryskyic, dale organicky a anorganickyipnysl.[27]

K vazle mezi akrylamidem a tmnimi ¢asticemi nedochazi, proto také akrylamid
snadno pdni vrstvou pronika. Biodegradaci podléha akrylamévSech druzichugl, jak
v pigitych, tak také vdZSich jilovitych @dach. Vy3sSi mobilitu a niZ8i rychlost biodegradace
vykazuje akrylamid v pdach pigitych. Hlavnim mechanismem rozkladu akrylamidutddp
je enzymaticky katalyzovana hydrolyzaj které vznikaji NH* ionty. Rychlost rozkladu je
ovlivnéna jak teplotou, tak také inkubd@ dobou. Na zaklad zjisttnych informaci se
predpoklada, Ze k akumulaci akrylamidutdp nedochézi.[27]
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2.5 Akrylamid v potravinach

V dubnu roku 2002 uvejnili védesti pracovnici ze Svédké narodni potravinové
spravy (The National Food Administration) a Stodkfgké univerzity informace o nalezu
akrylamidu v tepel& upravovanych potravinach. Akrylamid se v potragmagrirozere
nenachazi a do doby tohoto objevu ani neexistovgné informace o jeho vzniku
v potravinach upravovanych za vysokych teplot.[Na] zpravu o fitomnosti potencialniho
lidského karcinogenu v potravinach okardZieagovaly s#tové instituce zabyvajici se
bezpe&nosti potravin (FDA, WHO, FAO, JIFSAN, EFSA), ktes¢ym vyzkumem fitomnost
akrylamidu v &chto potravinach potvrdily.[31] Akrylamid se jakocomtaminant nachéazi
v relativie  vysokych koncentracich ve smazenychgemgch, grilovanych a prazenych
potravinach ppravenych pedevSim ze surovin rostlinnéhoivodu. Syrové a vaneé
potraviny jej obvykle neobsahuji, pdpac jen v nepatrnych mnoZstvich. NejvysSi
koncentrace akrylamidu jsou typické pro smaZenénbaoaové lupinky, hranolky, snidavée
cerealie, p&vo, suSenky, pernik, popcorn, zrnkovou i instarkavu, kavové nahrazky.
Prekvapiw také suSené ovoce (Svestky, hrusky) obsahuje wysbladinu akrylamidu (vice
nez 1000ug-kg?), a to i v gipads tepelného zpracovanfigméns nez 80°C. Dale byla jeho
piitomnost potvrzena v prazenych mandli@rnych olivach, sladu, kakaovém prasku, mleté
paprice a jinych potravinach.[12,13,15,31-35]

DalSi moznou cestou, jak e ke kontaminaci potravin dochazet, je wosni
akrylamidu z obalovych material akrylamidovych polymér pouzivanych ve vyrah pog.

z vody na oplachovani ovoce a zeleniny. féepoklada se ale, Ze by timtouspbem
dochéazelo k tak vyznamné kontaminaci potravin, jaatava p jejich tepelné Gpray nad
120°C.[31]

Podle dostupnych udage ptimérny denni pijem akrylamidu populaci odhaduje na
0,3 — 2,0ug-kg* télesné hmotnosti. U &ii je pijem akrylamidu z dvodu jejich nizsi
hmotnosti asi dvakrat aZikrat vyssSi nez u dosfych. Celkovy pijem akrylamidu se odviji
od slozeni potravniho koSe wznych zemich. Ve #&dni Evrog se hlavni mrou na

celkovém pijmu podileji gedevSim p&né a smazené vyrobky z brambor.[13]
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2.5.1 Ri¢iny a zpisoby vzniku akrylamidu

2.5.1.1 Maillardova reakce

Za hlavni mechanismus tvorby akrylamidu v potraginge povazovanaipdevsim
Maillardova reakce, konkrétn pak reakce mezi volnou neesencialni aminokyselinou
asparaginem, od které je odvozen skelet akrylamédwedukujicimi cukry pap jinymi
karbonylovymi slodeninami (k nejintenziwSi tvorke akrylamidu dochazi viftomnosti
glukozy, fruktézy nebo acetolu). \ipad, Ze redukujici cukry nebo jiné karbonylové
sloweniny (@-hydroxykarbonylové nebax-dikarbonylové) nejsou iftomny, tak dochazi
pouze k deaminaci asparaginu a vzniku kyseliny fovi[13]
reakcim, ke kterym dochazfigskladovani a zpracovani potravin. Jedna se oaordakci
mezi redukujicimi cukry a aminosléeninami, pi kterych vznikdfada velmi reaktivnich
karbonylovych slogenin. Charakteristickym pro tyto reakce je vznikedych azcernych
pigmenti (melanoid)), diky kterym se tyto reakce nazyvaji reakcemi nageového
hnédnuti. Sodasre vznikaji také latky, odpasdneé za charakteristickou chkita vini, ale také
latky toxické.[31]

Obecné schéma mechanismu vzniku akrylamidu z agparav gitomnosti a-
hydroxykarbonylovych slatenin je znazorné na Obr. 3.[13] Zakladnim produktem
vznikajicim reakci mezi asparaginem a redukujicukrem je N-glykosylasparagin ifmy
prekurzor akrylamidu). Jeho dehydrataci vznikéislpSna Schiffova baze. Jak N-
glykosylasparagin, tak také&iplusna Schiffova baze vykazuji stabilitu v pfedf s nizkym
obsahem vody. Ve vodném priesti Schiffova baze hydrolyzuje, poplochazi k Amadoriho
piesmyku za vniku ketosaminu, ktery neni prekurzoekrylamidu. Z ketosaminu mohou
naslednymi reakcemi vznikat skmniny &astnici se produkce senzoricky vyznamnych
produkti. V podminkach s vysSi vihkostidre Schiffova baze dekarboxylovat za vzniku
stabilniho azomethinylidu. DalSimi moznymi altemaini premeny Schiffovy baze je vznik
betainu Schiffovy baze, pépcyklizace na derivat oxazolidin-5-onu. Dekarb@cyl obou
téchto slodenin dosdhneme &pvzniku azomethinylidu, ktery fize byt gitomen ve dvou
forméch liSicich se polohou vazby C=N. Dekarboxiyt#mou &chto forem ziskameifslusny
imin, ktery dale mZe hydrolyzovat na tvodni cukr a 3-aminopropionamid, jehoZz

enzymovou deaminaci vznika akrylamid. DalSi moZn@stizomerace azomethinylidu na

-18 -



dekarboxylovanou Amadoriho sléeninu, ktera je ktiovym prekurzorem akrylamidu. Vznik
akrylamidu z této Amadoriho sléeniny je doprovazen tvorbou aminoketonu, a to

rozSe€penim kovalentni vazby mezi uhlikem a dusikem.[1]3,3

NH, COOH R NH, COOH OH
=z
)\)\ ’ O/\( E— )\)\ R
o] NH, OH o] NH
asparagin redukuijici cukr N-glykosylasparagin OH
0o O_ Amadoriho
NH, NH,  COOH presmyk NH, COOH
R =— = R )\)\ R
+
0 T/\( o N/\( o NHY
H OH Schiffova baze M ketosamin o

betain Schiffovy baze

\\\<<i02 -co,
NH,

NH, NH,
-CO
- R — = )\/\ = RI =—— R
OH OH

azomethinylid derivat oxazolidin-5-onu

NH, NH, NH, R
N R }\/\ R H,O )\/\ + O%\(
O N =z
/\( o N/\( —_— o NH2 o
OH OH
dekarboxylovany imin dekarboxylovany imin 3-aminopropionamid redukujici cukr
H,O isomerace - NH,
NH; R NH, NH,
)\/\+ HZN/\( )\/\ R )\/CH ' i NWR
2
o o OH O NH/\\H/' 0P NF 2
(0]
(0]
Strecker(iv 1-amino-1-deoxyalditol  dekarboxylovana akrylamid aminoketon
aldehyd Amadoriho slouc¢enina

Obr. 3: Mechanismus  tvorby  akrylamidu z asparaginu  zafitomnosti a-

hydroxykarbonylovych slatenin
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2.5.1.2 Alternativni zjsob tvorby akrylamidu

Prestoze dominantni cestou pro vznik akrylamidu vagohach je reakce mezi
asparaginem a redukujicimi cukry, existuji takéSdahoznosti, jak k jeho vzniku e
dochéazet, iebaze ve stopovych koncentracich. Za tyto dalSinénogrekurzory tvorby
akrylamidu povazujeme akrolein, kyselinu akryloxalyselinu pyrohroznovou (Obr. 4).[13]

Mastné Asparagové kyselina Serin
kyseliny Karnosin Cystein

B-alanin
j [
[ Pyrohroznova kyselina

N v

( Akrylova kyselina ‘

l

[ AKRYLAMID

Obr. 4: Alternativni zmisoby tvorby akrylamidu

Akrolein (1-propenal) je jednoduchy nenasycenyehidl. PouZiva se k mnoha
Gcelam, nag. jako biocid vodnich plevél nebo jako meziproduktip syntéze nkterych
organickych chemikalii. Jehaipomnost byla prokazana ¥kterych druzich potravin. Twd
se dehydrataci glyceroluipzahiivani Ziva@isnych a rostlinnych tuk (potraviny bohaté na
lipidy). Dale bylo zjiS&no, Ze nize vznikat z polynenasycenych mastnych kyseéihein
enzymatického i neenzymatického zraniiglddku oxidace lipil. Mimo jiné je povazovan
za latku s cytotoxickymi vlastnostmi.[19]

Tepelny rozklad kyseliny asparagové, karnosirfiiadaninu vede ke vzniku kyseliny
akrylové. Ta je v fitomnosti amoniaku prekurzorem pro tvorbu akrylamida nejastjsi
zdroje amoniaku ip tepelném zpracovani potravin povaZzujeme amindkygeasparagin,

glutamin, cystein a kyselinu asparagovou.[19]
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DalSi moznou cestou pro vznik akrylamidu je dehyalre serinu,tajiz samotného
nebo v pitomnosti cuki, pii které mize dochazet ke tvokbkyseliny pyrohroznové. Také
ztrata thiolové skupiny u cysteinutde vést ke tvorb kyseliny pyrohroznove. Redukci
kyseliny pyrohroznové vznika kyselina rat&. Jeji naslednou dehydrataci sefitkyselina
akrylova. Studiemi bylo prokazano, Ze pyrolyzouwshnkyseliny mléné a amoniaku vznika
amid kyseliny mléné, déle kyselina akrylova a akrylamid.[19]

2.5.2 Moznosti eliminace tvorby v potravinach

Ze zavra studii zabyvajicich se objasrim mechanistinvzniku akrylamidu v tepeth
upravovanych potravinach vyplyva, Ze Urdvieontaminace potraviny akrylamidem zavisi
piedevsim naschto faktorech:

» obsah redukujicich cukive vychozi surovi#
obsah asparaginu a dalSich volnych aminokyselin
teplotni profil pouzity pi zpracovani
hodnota pH
obsah vody

YV V V V V

aditiva pouzit4 v recepta [13]

2.5.2.1 Vyrobky z brambor

Hlizy brambor obsahuji ztiaé mnozstvi prekurzérakrylamidu, pedevsim volného
asparaginu, glukézy a fruktdzy, které jsou odjumé za vysoké koncentrace akrylamidu
v hranolkach, chipsech a dalSich potravinach vymgble z brambor. ProtoZe se jedna o velmi
¢asto konzumované potraviny, jaileZité vyuzZivat metod a postupeliminujicich vznik
akrylamidu. Podstatnym faktorem je obsah redukehiciuki, ktery lze ovlivnit vykirem
vhodnych odiid brambor a také jejich spravnym skladovanim. Teplgi které jsou
bramborové hlizy skladovany, by né&a dlouhodob klesnout piblizné pod 10°C, protoze
nizka teplota ma za nésledek zvySeni obsahu reidittujcukfi. DalSimi moznostmi, jak
obsah akrylamidu ve vyrobcich z brambor sniZitplgnSirovani v okyselenych roztocich,
pop. sledovani odstinu zbarveni potraviny fepelné Upra¥. Kvalita oleje pouzivanéhatip

smazeni nema zadny vliv na tvorbu akrylamidu.[1B,19
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2.5.2.2 Peke#ské a cerealni vyrobky

Chiléb a dalSi druhy pwa, wetné suSenek, pé&tmezi vyznamné zdroje akrylamidu.
Obsah akrylamidu je zavisly na obsahu asparagiake, wa dob a teploé peteni. Nejvyssi
mnozstvi akrylamidu se nachazi v povrchové spotraviny (Kirce). Mezi nejastjsi
doporieni paki pouzivani mouky s nizkym obsahem asparaginu. @vi&to doporteni
neni jednoduché aplikovat, protoZe hapelozrnna mouka, ktera je zdravi pré&Sma a je
vychozi surovinou prdadu pek#skych vyrobki, obsahuje v porovnani s jinymi moukami
ponerné vysokou koncentraci asparaginu. DalSim dopemnim je upravit receptury tak, aby
nebylo nutné fidavat redukujici cukry. Dale upravit dobu a teplpgeni, aby se zabranilo
piilisSnému zhadnuti Kirky a také prodlouzit dobu kynutésta.[19,36] Je také nezbytné
vyloucit z receptury kyfici pripravky na bazi uhditanu amonného, ktery se velkouwnou
nag. u pernik podili na zvySovani koncentrace tohoto kontamimardtako vhodnou
alternativu hydrogenufditanu amonného Ize pouzit utitan draselny s vinanem draselnym
nebo difosforénan sodny s hydrogenuéitanem sodnym. DalSi moZnosti pro snizeni obsahu
akrylamidu je pouziti komeén¢ vyrabiného enzymu asparaginasy, ktery nema vliv na kvalit

koneného vyrobku, ale jehcinnost se miZze u fiznych vyrobk [iSit.[13,36,37]

2.5.2.3 Kava

Pri procesu prazeni kdvy se obvykle vyuzZiva teplaadhijicich 220 - 250°C. Protoze
jsou kavové boby zpracovavanyi pelativre vysSi teplat nez ostatni potraviny, je nutné
pocitat se slozijSim pribchem tvorby akrylamidu, nez je tomu u jinych maf88]
Nekterymi studiemi bylo zjigino, Ze pi dlouhodobém skladovani mleté kavy dochazi k velmi
vyznamnym ztratamiftomného akrylamidu (aZ 60 %), zatimco v jiZ tereé k&¥, ktera byla
zahtivana po dobu 5 hodin, nebylo vyznamné sniZeni d&wnace akrylamidu
zpozorovano.[39,40] NeftSi mnozstvi akrylamidu se v kéwori hned v poateenim kroku
prazeni a s koncem praziciho cyklu jeho obsah prudesa. ZvySenim teploty prazeni
dochéazi ve vysoké ifd k degradaci akrylamidu, ale také ke vzniku jinpegZzadoucich latek
véetnd negativniho ovlivani senzorickych vlastnosti celého vyrobkuilé€Xitou roli také
v pripact kavovych smisi hraje portr mezi obsahem Arabiky a RobustyitBmnost ¥tSiho

mnoZstvi Robusty je spojena &8i koncentraci akrylamidu v kavove &n[38]
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2.5.2.4 Prazené mandle

V mandlich jsou fitomny oba prekurzory nutné pro tvorbu akrylamidaek volny
asparagin, tak také glukoza a fruktdza. Ke twoarylamidu dochazi ip prazeni okolo
teploty 130°C. Detekovand mnoZzstvi akrylamidu Zprggch mandlich se pohybovala
v rozmezi 260 — 153Qg-kg’. Zajimava je skutmost, Ze Bhem skladovani ip pokojové
teplog€ dochazi v prazenych mandlich ke snizeni obsahylaakidu. Obsah akrylamidu
v mandlich také velmi ddb koresponduje s jejich barvodim je barva prazenych mandli

tmavsi, tim vyssi koncentraci akrylamidu obsah®gi] [

2.6 Legislativa

Z hlediska potravingkych vyrobk: neexistuje do dnesni doby praviiégpis, kterym
by byl obsah akrylamidu w¢hto produktech regulovan.iddtoze Evropskd Komise
nestanovila Zadné limitni hodnoty, vydala Dop®eni Komise 2007/331/ES, podle kterého
byl v letech 2007 — 2009 alenskych statech obsah akrylamidu v potravinach itomvan.

V roce 2010 tento monitoring poki@val na zaklaél Doporweni Komise 2010/307/ES.
Sledovani kontaminace bylo z&fano na ty potraviny, u kterych séeppokladala vysoka
koncentrace akrylamidu. Cilem tohoto monitoringuobyiskat jasnou figdstavu o obsahu
akrylamidu v potravinach a také informace o didtarmpijmu celé populace. Nejn&i
Doporuweni Komise (K(2010) 9681) o zkoumani mnozstvi amjdu v potravinach pochazi
ze dne 10. 1. 2011. Toto Dopoeni je platné pro rok 2011 i 2012 a na zaklagisledki
zkoumani zdchto let posoudi Komise situaci a do 31. 12. 2aizhodne o nutnostitipeti
dalSich vhodnych opiani.[41,42]

MnozZstvi monomerniho akrylamidu migrujiciho z abgich materiél, které
piichazeji do kontaktu s potravinami, upravuje Vyk&SMinisterstva zdravotnictvi o
hygienickych poZzadavcich na vyrobkyené pro styk s potravinami a pokrmy (38/2001 Sb.).
Tato vyhlaSkatik4, Ze z obalového materidlu nesmi do potravinrowigt WtSi mnoZstvi
akrylamidu, neZ udavana hodnota 0,01 md:|43]

V piipact, Ze je akrylamid fitomen v pitnych vodach, musi jeho obsahnepht
limity dané Vyhlaskou Ministerstva zdravotnictvi376/2000 Sb., ktera stanovuje pozadavky

na pitnou vodu a rozsah¢atnost jeji kontroly. Tato vyhlaska glkkoresponduje se Sfmici
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Rady 98/83/ES o jakosti vody aané k lidské speéghs. V obou £chto pravnich fedpisech
¢ini limitni hodnota 0,Jug akrylamidu na litr pitné vody.[44,45]

Z divodu pouzivani polyakrylamidovych gelv kosmetickych fpravcich nize
dochazet ke kontaminacgédhto vyrobkKi monomernim akrylamidem. Limity pro obsah
akrylamidu v kosmetice stanovuje Vyhlaska Ministemszdravotnictvi¢. 26/2001 Sb. U
prostedki k p&i o télo, které se neoplachufini maximalni zbytkovy obsah akrylamidu 0,1
mg-kg'. Pro ostatni kosmetické premtiky &ini max. zbytkovy obsah akrylamidu 0,5 mg-kg
! Limity stanovené touto vyhlaskou jsou totoZnéodrotami uvedenymi ve Dvacaté Sesté
smernici Komise 2002/34/ES.[46,47]

DalSim pravnim fedpisem zabyvajicim se akrylamidem jefilkani Komise¢.
366/2011. Toto nidzeni za Gelem ochrany lidskeho zdravi a Zivotniho pifredt omezuje
uvacni na trh a pouzivani akrylamidu v cementu a velv§@ostedcich pro cementovani.
Stanovena mezni hodnota pro akrylamid v cemeéinil0,1 %.[48]

Ve Spojenych statech americkych jsou v plathagtetomezeni tykajici se obsahu
akrylamidu v pracovnim ovzduSi a v polyakrylamidowy gelech pouzivanych jako
koagulanty p c¢isténi vod. Podle OSHA (Occupational Safety and Healtdministration)
&ini prfpustny expozini limit (PEL) v pracovnim ovzdus$i 0,3 mg>f#9] Limit pro obsah
monomerniho akrylamidu v polyakrylamidovém gelu Ziwaném g ¢isténi vod je podle
EPA (United States Environmental Protection Agen&®5 % z celkové hmotnosti
polymeru. Tento polymer @iie byt jako koagulant fglavan do vody v koncentraci 1

ppm.[50]

2.7 Metody stanoveni akrylamidu

Poté, co Svédsti édci vroce 2002 objevili iitomnost akrylamidu v tepein
zpracovanych potravinach, bylyékolika vyzkumnymi tymy navrZzeny rozié metody
vhodné pro stanoveni hladiny akrylamidu v obtizngolravinovych matricich. Kvantifikace
akrylamidu v potravinach neni snadna, a ttedpvSim kuli jeho nizké molekulovée
hmotnosti, vysoké polagf velmi dobré rozpustnosti ve vydvysoké reaktivit a malé
tékavosti. Navic tyto slozité matrice obsahuji sloZkieré misobi rusi¢ a samotnou analyzu
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tak komplikuji. Taktéz mnozstvi akrylamidu v analyanych vzorcich byva obvykle
minimalni, a proto je nezbytn€wnovat zvySenou pozornost prekoncegnien postugm.[51]

Pouzivané metody jsou zaloZeny fianych zgisobech pecisteni a zakoncentrovani
analytu v zavislosti na typu matrice analyzovanghorku. Jedna ser@devSim o metody
zalozené na plynové nebo kapalinové chromatognadii spojeni se selektivnimi piop
specifickymi detektory, néasgji vSak s hmotnostnim spektrometrem. #pad plynové
chromatografie je analyza akrylamidu obvykle dépbnnavic o jeho derivatizaci. Mozna je
ovSem také ffma analyza bez derivatizace analytu.[18,21] Z&idatit&nou techniku pro
stanoveni akrylamidu Ize povazovat kapilarni elefirezu. Také bioanalytické metody, jako
jsou imunoenzymatické testy a biosenzory vykazogtat€nou citlivost a selektivitu.[51]
Z provedenych metodickych studii se vSak techniky/NBS a LC/MS/MS zdaji byt ip

stanoveni akrylamidu sfrodatnymi a nejuzitanéjSimi.[21]

2.7.1 Plynova chromatografie

Ke stanoveni obsahu akrylamidu v potravinach aidalkomplexgjSich matricich se
velmi ¢asto vyuziva spojeni plynové chromatografie a hwstiri spektrometrie,tajiz za
pouZziti derivatizace analytu nebo bez ni. Vyuzidimbinace chromatografické separace a
hmotnostni spektrometrie umage proveést satasré jak separaci analytu z matrice, tak také
jeho kvantitativni stanoveni. Aby bylo dosazenoSiygelektivity a nizSich detekich limiti,
je nezbytna derivatizace analyzované latky.iNpg@E akrylamidu se velic&asto provadi
bromace. Resto, Ze je proces derivatizace pgg&ha casow naranéjsi, je vse ve vysledku
vykompenzovano sniZzenim limitu detekce a vyznamplapSenim pesnosti stanoveni.[51]

Ziejm¢ negastjSimi detektory pouzivanymi ve spojeni s plynovduoenatografii
jsou hmotnostni spektrometry, které ungjz sledovani fragmentace vybraného iontu v tzv.
SIM modu. S plynovou chromatografii se pro kvakéti akrylamidu také velmiasto
pouziva plamenavionizatni detektor (FID) pop detektor elektronového zéachytu (ECD).
Oba detektory jsou v kombinaci gepdchozi bromaci analytu vysoce selektivni a citlRi¢
analyze smazenych bramborovych luginkramborovych hranolek a smaZzenyclidaich
kifdel bylo za pouZiti systému GC/ECD dosaZeno merekde akrylamidu okolo 04g-kg*

a meze kvantifikace 39-kg". Také naklady na instrumentaci vtomto systému jge
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srovnani s GC/MS/MS podstétnizsi, zatimco citlivost obowdhto systém je srovnatelna.
Za dalsi, relativéinovou a do budoucna perspektivni metodu izdyantifikaci akrylamidu
povazovat spojeni plynové chromatografie s detektocitlivym na atomy dusiku a fosforu
(NPD).[51]

Prestoze je bromace akrylamidii C/MS analyze povaZzovana za dobryiggb, jak
dosahnout fijatelnych vysledk, Ize se v dkterych vyzkumech setkat s postupy, které
derivatizaci analytu nevyuzivaji. Vzhledem k vysqidaari€ nederivatizovaného akrylamidu
je nutné P téchto analyzach pracovat s kolonami s polarni famggasgji s
polyethylenglykolem. Samotny teplotni program nexi analyzy vyuZivajici derivatizaci
piilis odliSny. Hlavni nevyhodou GC analyzy bez datizace analytu je nedostatek
charakteristickych iontovych pik v hmotnostnim spektru akrylamidu a interference
zpiusobené slozkami matricefipraci v rezimu elektronové ionizace ziskame hiaentove
fragmenty o hodnotach 71 respektive 55 m/z, polmétpro kvantifikaci akrylamidu. OvSem
souasré extrahovatelné latky, jako jsou rrapnaltol pop. kyselina heptanova mohou také
fragmentovat za vzniku iofito stejné hmotnosti a timfipanalyze rusSit. Tyto interference je
mozné minimalizovat pouzitim plynové chromatografietandemovou hmotnostni
spektrometrii (GC/MS/MS) a dosahnout tak podstatiiSich limiti detekce. Naifiklad pi
analyze dtské stravy bylo touto technikou dosaZeno hodnogzendetekce 1,hg-kg* a
meze stanovitelnosti podi- kg*.[21,51]

2.7.2 Kapalinova chromatografie

MoZnou a v dneSni débstale¢astji pouzivanou alternativou k technice GC/MS je
spojeni kapalinové chromatografie standemovou hosdhi spektrometrii. Ve studiich
z poslednich let bylo spojeni LC/MS/MS vyuzivano kgstovani hladin akrylamidu
v potravinach, k przkumu expozice akrylamidu a optimalizovano pro pibu¥ rutinni
analyze. Vyhodou této chromatografické technikiykpantitativni analyze akrylamidu je jeji
vysoka@ citlivost bez nutnosti prov&d derivatiz&niho kroku.[21]

Kapalinova chromatografie je ve spojeni s tandesuovmotnostni spektrometrii
zvlase vhodna pro analyzu polarnich a nedostat@ckavych slodenin. Tandemové spojeni
hmotnostnich spektrométr umoziuje separovat vybrané ionty od ostatnich v prvnim
hmotnostnim analyzétoru. Zchto vybranych iorit vznikaji nasled#é ionty dcéiné, které
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jsou analyzovany ve druhém hmotnostnim spektrométiukvalitativnim i kvantitativnim
stanoveni akrylamidu se jako nejvheép jevi spojeni UHPLC systému (Ultra high
performance liquid chromatography) s hmotnostnirakspmetrem neépsgji vybavenym
trojitym kvadrupolovym analyzatorem (QqQ), jehozdpt@atnou nevyhodou jsou vysSi
pofizovaci naklady. Systémy s iontovou pasti nejstiliSpiasto pouzivané a to W jejich
nizsi gesnosti v mireni hmoty a horSi reprodukovatelnosttefto iontovd past vykazuje
vySSi citlivost pi méfeni v rezimu full scan“. Oba zminé typy analyzatdr fadime do
skupiny systérn s nizkym rozliSenim. Existuje ale také moZzZnostosqi® analyzatol

s vysokym rozliSenim, mezi které rtdgpad pati analyzator doby letu (TOF), ktery je radn
mozno pouZzit v tandemovém zapojeni. Totdizemi nam umaiuje ziskat vyraz& vysSi
rozliSeni hmotnosti, neZigoouziti kvadrupélového analyzatoru.[51]

Mezi nejpouzivagSi ionizani metody v LC/MS systémech piationizace
elektrosprejem (ESI) a chemicka ionizace za atnniag#ho tlaku (APCI), které jsou tzv.
»-mekkymi“ ionizatnimi technikami, a které nam umji analyzu i velmi polarnich latek.
V systéemech LC/MS/MS s trojitym kvadrupdlem poijpntovou pasti rive byt identifikace a
kvantifikace analytu prova@ta prostednictvim monitoringu vybranych reakci (MRM). Diky
vysoké selektivit a velmi dobré citlivosti je tato metoda vhodnd powziti i kvantitativni
analyze akrylamidu. Profilad u systému UHPLC s ESI-MS/MS pouzitéri pnalyze
smazenych bramborovych lupinidosahovala mez detekce akrylamiduug:-kg' a mez

stanovitelnosti 3i9-kg*.[51]

2.7.3 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) je dalSim typem sefair techniky, ktera se nabizi
k pouziti @i kvantitativni analyze akrylamidu. Jedna se o argalni, relativd mladou a stéle
se vyvijejici analytickou metodu, umagici rychlou separaci sfsi latek. Podstatou
kapilarni elektroforézy je separace analytu od to&th sloZek analyzovaného vzorku
v kiemenné kapii@, na kterou se vklada vysoké sapKapilara byva napbna roztokem
zakladniho elektrolytu o definované hodhqtH (nefastji se jedna o roztok pufru).
V zavislosti na vlozeném na&fd dochazi k separaci nabitych latektpmnych v kapilée na
z&klad jejich rozdilné mobility v elektrickém poli. Vyhod elektroforetickych technik je
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spoteba malého objemu vzorkdimnalyze, kratka doba analyzy, minimalni poZzadanky
instrumentaci a na rozdil od HPLC techniky nevyjapitecisténi vzorku ged analyzou.[51]

Vzhledem k tomu, Ze je akrylamid polarni nenal@lduienina a nerive se tedy
pohybovat v elektrickém poli, Ize pro jeho sepamcivzorku vyuzit jednu z variant kapilarni
elektroforézy — micelarni elektrokinetickou chroomtafii (MEKC), ktera umoiuje separaci
s MEKC jsou spektrofotometrické detektory s diodovgolem (DAD).[38,51] Jin& navrzena
feSeni spojuji micelarni elektrokinetickou chromaadig s hmotnostnim detektorem, coz je
ovSem problematické, Zidodu gitomnosti soli v roztocich pufr které zfisobuji zneisténi
ionizatni komory a zasoleni dalSictasti hmotnostniho spektrometru. Nevyhodou prvnich
technik MEKC i analyze akrylamidu v potravinach byla velmi nizk#livost a selektivita.
Postup® vSak dochazi ke zlepSovarichto technik. Nap spojenim MEKC s UV-VIS
detektorem bylo {) analyze smazenych bramborovych lugirdosazeno nizkych det&akch
limitu, ¢imz by tato metoda mohla byt vhodna pro analyzpastgch mnozstvi akrylamidu ve
slozitych matricich.[51,52]

DalSi slibnou variantou kapilarni elektroforézpskytujici lepsi vysledkyipanalyze
akrylamidu, je kapilarni zénovéa elektroforéza (CZBpuziti této techniky vSak vyZaduje
iontovou slodeninu, kterou lze ziskat derivatizaci akrylamidum&rkaptobenzoovou
kyselinou. Tato metoda umidje dosaZeni limitu detekce odpovidajici koncemtfy67
ug-mrt.[22,38,53]

2.7.4 Bioanalytické metody

Ke stanoveni akrylamidu je moZno vyuzivat takéabaytickych metod. Jednou
z nich je napiklad imunoenzymaticky test (ELISA), ktery k iddikaci i kvantitativnimu
stanoveni vyuziva velmi specifické imunologické ke mezi antigenem a protilatkou.
Protilatkou se rozumi skupina globularnich praieozna&ovanych jako imunoglobuliny o
molekulové hmotnosti 150 000 Da. Imunoenzymaticlestyt se vyznauji vysokou
specifinosti a selektivitou a umadji rychlou detekci stopovych mnoZzstvi kontamirgant
v potravindch. Na rozdil od chromatografickych a&kéloforetickych technik nevyzaduji
imunoenzymatické testy specialni vybaveni, aniiglazxipravu vzorku.[22,51]
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Dalsi technikou, kter4 se nabizi jako alternatieaklasickym chromatografickym
metodam, jsou elektrochemické biosenzory. Kvaiitatstanoveni analytje v piipact této
metody zaloZzeno na pouziti vysoce selektivnich dmeptoé, fungujicich na principu
piirozené afinity biologicky aktivnich latek k latcanalyzované. Existuje celkem Sest
hlavnich ty@ biosenzaol, liSicich se ve 2zsobu penosu biologického signalu
(elektrochemické, optické, tepelné, piezoelektrichgnetické a mikromechanickéyid@mz
pii kvantitativni analyze stopovych mnozstvi akryldmi potravinach se nigjstji pouzivaji
biosenzory elektrochemicke, konkrétrmamperometrické a voltamperometrické. Vyhodou
biosenzoi je jejich vysoka citlivost, selektivita, odolnogtci ruSivym slozkam v matrici a
mensSicasova narénost analyzy oproti jinym technikdm.[51]

2.8 Postup bromace akrylamidu

Prestoze je mozné analyzovat akrylamid metodou plgnahromatografie a
hmotnostni spektrometriefimo, bez nutnosti jehoiedchozi derivatizace, je provedeni
derivatiz&niho kroku povazovano za velmi vyhodné. &degji pouZivanym typem
derivatizace i GC/MS analyze akrylamidu je bromace (Obr. 5). ¥gh bromovaného
akrylamidu spoéiva ve sniZeni jeho vysoké polarity, coZz usnge extrakci do organickych
rozpoustdel, a také v dosazeni lepSich liimdetekce (diky vysSSi hmotnost idnd ziskani
charakteristickycH®Br/2'Br vzorti).[17]

Pavodni postup bromace zahrnujefidavek bromidu draselného, kyseliny
bromovodikové a nasyceného roztoku bromu ke vzddala smis se necha reagovat asi 1
hodinu. Za &chto podminek by ® byt zajisSEn tén®r vzdy stejny vyzek 2,3-
dibrompropanamidu. Nadbytek bromu se nasleddstraiuje pridavkem roztoku thiosiranu
sodného az do odbarveni celého roztakmz je derivatizéni reakce ukotena. Vznikly
derivdt ma nizSi polaritu nezupodni slodenina, proto je mozné jej extrahovat do
nepolarnich organickych rozpo&dtech jako je ethylacetat nebo hexan. @abu nizsi
stability 2,3-dibrompropanamidu je vhagii tento derivat fevest na vstupu do GC pop
piimo na kapilarni kolohna stabilgjSi 2-brompropenamid. Kii Spatné opakovatelnosti této
dehydrobromace se dopduje ke konénému extraktu f&d jeho nasikem do plynového

chromatografu fidat triethylamin. Ke konverzi dochazi téfmokam?zit jiz piti pokojove
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teplo€. Bylo prokdzano, Ze dehydrobromace timtousgbem je kvantitativni a
reprodukovatelna.[21,54]

Pokud se jedna o reak dobu bromace, je mnohymi studiemi dogoména doba od
1 hodiny az po celou noc. Podstatné je, aby byékéré smés po celou dobu uloZena
v temném prosedi @i teplot blizké 0°C.[54]

HM Br, y Br O (C,H).N Br O
— > — >
N ; PNP.§
H NH, H NH, Her T 2
H

Br

akrylamid 2,3-dibrompropanamid 2-brompropenamid

Obr. 5: Derivatizace akrylamidu

Now¢jSi brom&ni postupy jsou zaloZzeny ndigeavku pevného bromidu draselného a
roztoku broménanu draselného ke vzorku, ktery je okyselen kgeealisirovou. Ke tvorb
molekuly bromu dochazi na zaktadxidainé-redukeni reakce mezi KBr a KBrov kyselém
prostedi, ¢imZ se vyvarujeme prace s elementarnim bromem. Biky je tento postup

bromace akrylamidu podsté&tbezp&ngjsi.[21]
KBrO 3+ 5 KBr + 3 H,SO;, —> 3 Br, + 3 K;SO, + 3 H,O

Jak jiz bylo zmigno, bromaci akrylamidu ziskame mépolarni derivat, s vyssi
molekulovou hmotnosti, ktery je dikyippmnému atomu bromu lépe identifikovatelnyia p
chromatografické separaci poskytuje synt&fj$i pik. Pouziti techniky GC/MS je ve spojeni
s bromaci #ejme nejlepSi volbou pro analyzu akrylamidu v potraeimn& mezi detekce nizSi
nez 10ug-kg*.[17,21]
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2.9 Akrylamid — pripadové studie
2.9.1 Hallandsas, Svédsko

Hallandsés je Zelezmii tunel nachéazejici se v jihozapadsisti Svédska v oblasti
s velkou biologickou diverzitou a s vyznamnymi Zdrpodzemni vody. Vr. 1991 byl
vypracovan projekt, jehoz cilem ¢o byt zlepSeni dopravy mezi norskym Oslem a
Némeckem, progednictvim tunelu vedoucim pr&twouto oblasti. Stavba tuneluc¢zéda v roce
1992, jeji dokoneni bylo planovano na rok 1995 a celkové nakladytuta stavbu byly
odhadovany asi na 1 miliardu Svédskych korun (SEQli problémim s prosakovanim
vody pokr&ovala stavba az ddjna r. 1997, kdy bylo zjigho, Ze voda vytékajici ven z tunelu
obsahuje vysokou koncentraci akrylamidu. V okoldiu z&alo dochazet k dhynu ryb a
hospodéskych zviat, ktera s kontaminovanou vodou byla v kontaktasIsdr bylo zjiS€no,
Ze zdrojem kontaminace je sparovaci hmota, kteta pguzita k utsréni tunelu. Celkem
bylo pouZzito vice nez 1400 tun této hmoty (nazyv&idca-Gil), obsahujici asi 140 tun
monomerniho akrylamidu a N-(hydroxymethyl)akrylamidOk® tyto sloweniny byly také
nalezeny v podzemnich vodach.[55]

Z davodu obav o zdravi obyvatel a pracovniktunelu bylo udchto lidi provedeno
rozsahlé testovani narifppmnost hemoglobinovych adukibbou latek v krvi. Testovanim
vzorka krve bylo zjiS&no, Ze pracovnici v tunelu byli vystaveni vysokyavkam akrylamidu
a Ze u nich doslo k rozvojifiznaki typickych pro otravu touto latkou. Stavba tunejdab
pozastavena, kontaminovana oblast byla prohlaSenayzgoce rizikovou zénu, veskery
dobytek byl ztéto oblasti odvezen a potraighké@ produkty zde vyrobené byly
zlikvidovany.[19]

Proti hlavnimu zhotoviteli stavby — Skanska, délemické spolaosti Rhone-
Poulenc a Svédskym Draham bylo podano trestni ébijicoz vedlo k odstoupenékterych
vedoucich pracovnikv téchto spolénostech. V roce 2005 byla dostavba tunelu obnogena
termin dokoweni stavby je pldnovan na rok 201%el@oieni pivodre planovanych néklad
na stavbu tunelu je obrovské. V roce 2@0%l odhad vydaj vice nez 4 mld. SEK. Celkové
naklady ale #ejm¢ dosahnou vice nez 12 mid. SEK, coZz odpovitiBlipné 2 miliardam
dolar.[56]
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2.9.2 Romeriksporten, Norsko

Romeriksporten je norsky Zeleéni tunel spojujici Oslo a Lillestram. Se svoji dilk
14,58 km je nejdelSim Zeleznim tunelem v Norsku.[57] Stavbu tohoto tunelu gow#gako
Svédského Hallandsasu doprovéazely problémy s paafnik vody do tunelu.iPstavie tunelu
totiz doSlo k vyznamnému sniZeni hladiny blizkézeja Puttjern (o 6 méd; které slouzilo
jako zasobarna vody. Ve snaze zabranitimikody z jezera byla od roku 1995 &ervence
1997 pouzivana k &sreni tunelu sparovaci hmota v kombinaci s cementovgativkami.
Naklady na utsreni tunelucinily v té doke asi 750 000 euro.[55]

V tijnu 1997 bylo zji&no, Ze pouZit4 sparovaci &snje totoZzna se s¥mi, kterd byla
pouzita i stavk® tunelu Hallandsas. Nasledmprovedenymi analyzami byla objevena
kontaminace jezera akrylamidem. N&ema koncentrace akrylamidu dosahovala igkg,

v pifpads N-(hydroxymethyl)akrylamiduinila koncentrace 42:g-kg*. Navic testovanim
pitné vody bylo odhaleno, Ze obsah akrylamidu \6BDx pgekra&uje limit stanoveny
Evropskou unii. Hlavnim problémem byl také fakt,dama sparovaci hmota od sgolesti

Rhone-Poulenc obsahujici monomerni akrylamid bgl&pvana bezdadomi Gadi, v rozporu
s vnitrostatnimi pravnimifpdpisy.[55]

U 43 pracovnik tunelu, ktéi mohli prijit do kontaktu s kontaminovanou sparovaci
hmotou byly provedeny krevni testy. Wet¢h z nich byla nalezena zvy3ena hladina
akrylamidu v krvi. Bhem dalSich dvou let provedené testy neprokazalfadného

Z pracovnik trvalé zdravotni nasledky.[55]

Po udalostech vtunelech Hallandsas i Romeriksporzastavila francouzska
spole&nost vyrobu sparovaci hmoty Rhoca-Gil. &stedku stavebnich problé&mv tunelu
Hallandsas zavedl#ada vyznamnych stavebnich spolesti systémy environmentalniho
managementu v misprovaani stavby. Ukoleméchto systéra by mslo byt zajistni vyssi

arovne ochrany Zivotniho pro&di a jas§Si vymezeniiznych Grovni odposdnosti.[55]
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Zarizeni a ponicky pro upravu vzorku

vV V.V V V VY

analytické vahy NewClassic MS205 (Mettler Toledoeinsee, Svycarsko)
ultrazvukova laze ElImasonic — S 40H (Merci, s.r.0., BrioR)

odstedivka Eppendorf 5702 (Thermo Fisher Scientific|M&m, USA)

dusik (Messer Group GmbH, Sulzbackniecko)

automatické mikropipety a plastoveée &pi

laboratorni sklo a porcelan, laboratorni stojanglraaky, teci miska s tlotkem,
filtracni papiry, promywvéky, clici nalevky, centrifugéni zkumavky, krimpovaci
kleS€ a krimpovaci vialky o objemu 1,8 ml

3.2 Instrumentace

YV V V V

Y VvV

plynovy chromatograf Agilent 7890A (Agilent Techogles, Santa Clara, USA)
hmotnostni spektrometr Agilent MS 5975C (Agilentfieologies, Santa Clara, USA)
automaticky davkowaAgilent G 4513A (Agilent Technologies, Santa CJay&A)
nepolarni kapilarni kolona HP-5ms (30 m x 0,25 mmOx@5 pum) (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA)

nosny plyn: He 5.0 (SIAD, Bergamo, Italie)

program MSD ChemStation E, (Agilent Technologiemntd Clara, USA)
elektronicka datab4aze spekter NIST 08 Mass Speddtyedry (NIST/EPA/NIH)

3.3 Chemikalie

>
>
>
>

akrylamid, p.a. (Fluka Chemie AG, Buchs, Svycarsko)
kyselina sirova 96%, p.a. (Lach-Ner, NeratovicR)
bromi¢nan draselny, p.a. (Lachema, n. p., BItR)

bromid draselny, p.a. (Lachema, n. p., Bi@iR)
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thiosiran sodny pentahydrat, p.a. (Lachema, Bpg, CR)
triethylamin (99%), p.a. (Lach-Ner, Neratovi€i)

pyridin (99,5%), p.a. (Lach-Ner, Neratovi€&R)

amoniak — vodny roztok min. 25%, p.a. (Lach-Nerratevice,CR)
2-(diethylamino)-ethanol (99,5%), p.a. (Sigma-Adtiri St. Louis, USA)
hexan, p.a. (Lach-Ner, Neratovi€R)

ethylacetat, p.a. (Lachema, n. p., Bro®)

YV V. V V V V V V

destilovana voda

Z uvedenych chemikalii bylipraven:
» zéasobni roztok akrylamidu o ¢ = 1 mg™ml
» 10% roztok HSO,
> roztok KBrQ; o koncentraci 0,1 mol*|
> roztok NaS,0s- 5H,0 o0 koncentraci 0,1 mol*]

3.4 Experimentalni podminky

VSechna réfeni byla provedena na plynovém chromatografu Agilé890A a
hmotnostnim detektoru Agilent 5975C. Tatdizani byla ovladana pomoci programu MSD
ChemStation E.

Soutasti plynového chromatografu byl automaticky daw&o® 4513A odebirajici
pro kazdou analyzu Ll kapalného vzorku. Pouzita byla beéldova technika nasku
(teplota injektoru 280°C) a metoda pulzniho davkéwvé kolonu. Ritok helia, jako nosného
plynu, byl nastaven na konstantni hodnotu 0,9 ml/rRro samotnou separaci byla pouZita
nepolarni kapilarni kolona HP-5ms se stacionarrdi fé6%-fenyl)-methylpolysiloxan
(rozmeéry kolony: 30 m x 0,25 mm x 0,25m). Teplotni program byl nastaven na 50°C - 2
min 10°C/min - 300°C - 15 min.

Hmotnostni spektrometr vybaveny kvadrupolovym hmetnim analyzatorem
vyuzival pozitivni ionizaci elektrony o energii V. Hmotnostni spektra byla sniména
vrezimu celkového iontového proudu (TIC) vrozsak® - 520 m/z, pap Vv rezimu
monitorovani selektivnich iodt106, 149 a 151 m/z (SIM maod). Celkova doba GC/MS
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analyzy cinila 42 minut. Pro vyhodnoceni narenych dat byl pouZit software MSD
ChemStation E. Na#éiena hmotnostni spektra byla porovnavana s datalpékter NIST 08
Mass Spectral Library.

3.5 Vybér bazické latky pro dehydrobromaci

Do sklergné vialky byl navazenipsré asi 1 mg akrylamidu a rozpggtv 5 ml
destilované vody. K roztoku byl poté&igan 1 ml 10% HSO, 1 ml roztoku KBrQ o
koncentraci 0,1 molia 1,5 g pevného KBr. Po rozpésit veskerého bromidu byla vialka
uzawena, zabalena do alobalu a uloZena do lednice Ima 6@ minut pi teplo 4°C. Po této
doke byl nadbytény brom rozlozZen jfkapavanim roztoku N&,0O3-5H,0 o koncentraci 0,1
mol-I* do Gplného odbarveni reak snisi. Bromovany derivat byl extrahovan nejprve 3 ml
a poté 2 ml ethylacetatu. Oba ziskané extrakty bglyjeny a v odirné baice doplgny na
objem 5 ml. Z tohoto objemu bylo nasl€édrdebrano Sest podjlkazdy o objemu 500l.

K témto poditim byla gidana baze, jak je uvedeno v Tab. lll, a poté lsiaEs
doplréna ethylacetatem na vysledny objem 1Q00 Po provedeni GC/MS analyzy byla
sledovana &innost konverze 2,3-dibrompropanamidu na 2-bromgmemid v zavislosti na

pouzité bazické latce.

Tab. lll: MnoZstvi a typ bazefglavané k extraktu

500pl extraktu +

l. -
Il. 500ul EtAc nasyceného NH
Il. 4 pl triethylaminu

V. 20 pl triethylaminu
V. 20 pl pyridinu
VI. 20 pl 2-(diethylamino)-ethanolu
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3.6 Pracovni postupy analyzy akrylamidu

3.6.1 Analyza akrylamidu ve veéd

Do kuzelové Erlenmeyerovy bley s Uzkym hrdlem a zabrusem bylo adeno 500

ml vody ukené k analyze. Voda byla nejprve okyselefidgvkem 20 ml 10% $80,. Poté
bylo ke vzorku pidano 5 ml roztoku KBr@o koncentraci 0,1 mol*la 7,5 g pevného KBr.
Po zamichani sési a rozpu&ini veSkerého bromidu, byla fdea uzawvena zatkou, zabalena
do alobalu a uloZena do lednice. Bramiareakce tak probihala za tmy & plot 4°C po
dobu 60 minut. Po této ddbbyl nadbytény brom rozloZzen fkapavanim roztoku
Na:S,05-5H,0 0 koncentraci 0,1 mol*] aZ do Gplného odbarveni réak snissi. Bromovany
derivat byl extrahovan za pouziti ethylacetatu.dieg byla provedena extrakce pomoci 55
ml ethylacetatu (z toho se vice nez 40 ml vessmozpustilo). Po odteni vrstev byla
organicka faze odebrana a extrakce zopakovanand Hdhylacetatu. Spojené extrakty byly
v krimpovaci vialce zakoncentrovany proudem dusiiwysledny objem 1 ml.ied GC/MS

analyzou bylo ke vzorkurlano 10ul triethylaminu.

3.6.2 Analyza akrylamidu v plynnych produktech pyry

3.6.2.1 Odp#eni pevného akrylamidu a jeho zachyt

Pro tuto analyzu byla pouzita aparatura, kterangzargna na Obr. 6. Do vyZihané
porcelanové misky byl navazetisty krystalicky akrylamid o fes znamé hmotnosti.
Porcelanova miska s akrylamidem byla poté uwnéthad plynovy kahan a z&ana. Pary
uvolované zativanim akrylamidu byly za pomoci vakua a skieé nalevky jimany do
promyvaky obsahujici absopi roztok. Tento roztok bylfjpraven ze 40 ml destilované
vody a 8 ml 10% kyseliny sirové. Po skeni termického rozkladu byly z promysky
odebrany alikvotni podily absanpiho roztoku, kazdy o objemu 6 ml. Nasledoyla u
odebraného vzorku a u vzdrke standardnimiffdlavky provedena derivatizace. Vzorky byly
bromovany pidavkem 1 ml roztoku KBr@o koncentraci 0,1 mol*la 1,5 g pevného KBr.
Reakce probihala v kyselém pii@sti za tmy a i teplo& 4°C po dobu 60 minut. Po této dob
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byl nadbytény brom rozloZen iffikapavanim roztokiNaS,0s-5H,0 o koncentraci 0,1 mol*l
do UpIného odbarveni reak smési. Bromovany derivat byl extrahovan 2 x 2 ml ettegtatu.
Spojené extrakty byly v krimpovaci vialce pomocioymtu dusiku zakoncenrovany na
vysledny objem 1 ml. #8d GC/MS analyzou bylo ke vSem vzonk pridano 10 pl

triethylaminu.

3.6.2.2 Vonna tiinka, vonny frantiSek

Pro analyzu plynnych produkuvoliovanych pi pyrolyze vonné t§inky a vonného
frantiSka byla pouZzita @b stejna aparatura jako na Obr. 6. Aparatura ohsdhalrzak pro
vzorek, tsné nad nim umishou sklednou nalevku napojenou na promyka s absorgnim
roztokem (40 ml destilované vody + 8 ml 10%S)), ktera byla dale napojena na vakuum.
Po zapaleni vzorku v drzaku byl vznikajici koueden do promywky, kde probublaval
absorgnim roztokem. Po dok@eni spalovani (cca 30 minut) byly z prom§ksp odebrany
alikvotni podily absorfniho roztoku (6 ml). Odebrané vzorky a vzorky sandardnimi
piidavky akrylamidu byly bromovanytigavkem 1 ml roztoku KBr@o koncentraci 0,1
mol-I* a 1,5 g pevného KBr. Reakce probihala v kyseléostiadi za tmy a i teplot 4°C
po dobu 60 minut. Po této dbkbyl nadbytény brom rozloZen ifikapavanim roztoku
NaS,05-5H,0 0 koncentraci 0,1 mol*ldo Upiného odbarveni reak smési. Bromovany

derivat byl extrahovan 2 x 2 ml ethylacetatu.

Spojené extrakty byly v krimpovaci vialce
pomoci proudu dusiku zakoncenrovany na
vysledny objem 1 ml. ied GC/MS analyzou
.\ bylo ke viem vzomm pidano 10 pl

triethylaminu.

Obr. 6: Aparatura pro zachyt plynnych
produkti vznikajicich pi pyrolyze vonné

ty¢inky a vonného frantiSka
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3.6.2.3 Doutnik

Aparatura pro zachyt plynnych prodiikivznikajicich pi hofeni doutniku byla
sestavena na stejném principu, jako v publikad{&taoky a kol. (Obr. 7).[58] Tato aparatura
se skladdala ze dvou hlavnitasti. Z mista pro pyrolyzu vzorku a z mista prchgéplynnych
produkti, které se p pyrolyze uvohovaly.

Zachyt plynnych produkt byl proveden progednictvim promyvéek s absorfmim
roztokem napojenych na vakuum. Absonproztok byl gipraven ze 40 ml destilované vody
a 8 ml 10% kyseliny sirové. Po zapaleni doutnikustimem v drzadku byl vznikajici kdu
veden do promyusek, kde pitomnym absornim roztokem probublaval. Po skami
spalovani byly z&hto promyvaek odebrany alikvotni podily abs@rpho roztoku (6 ml). U
odebranych vzotk a vzorki se standardnimifflavky akrylamidu byla nasledrprovedena
bromace fidavkem 1 ml roztoku KBr@o koncentraci 0,1 molta 1,5 g pevného KBr.
Reakce probihala v kyselém pii@sti za tmy a i teplo€ 4°C po dobu 60 minut. Po této dob
byl nadbytény brom rozloZen jikapavanim roztokiNa,S,0s-5H0 o koncentraci 0,1 mol*l
do UpIného odbarveni reak smési. Bromovany derivat byl extrahovan 2 x 2 ml ettegtatu.
Spojené extrakty byly poté v krimpovaci vialce zagentrovany na vysledny objem 1 ml
pomoci proudu dusiku. i®d GC/MS analyzou bylo ke vSem vzomk pidano 10 pl

triethylaminu.

| Sidestream smoke ] -FIJ%.
,l/l.i =E=Tn VaGLLm
H I I|— '}7_ ﬁ é“%-
) [ LI
serene | | Mainstraam smoke l
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Obr. 7: Aparatura pro zachyt plynnych prodakiznikajicich pi pyrolyze doutniku
3.6.3 Analyza akrylamidu v potravinach

3.6.3.1 Smazené vyrobkype, suSenky

K navazce 10 g zhomogenizovaného vzorku potravihy piidano 40 ml destilované
vody a 40 ml hexanu. Sfm byla sonifikovana 20 minutipgteplo 50°C. Nasled& byla snés
rozdslena do centrifugiich zkumavek a centrifugovana 10 miniit4400 ot-miff. Vodna
faze byla ze zkumavek odebrana, hexanova fazespgla s pevnym vzorkem smichana s 20
ml destilované vody a cely sonifikai i centrifug&ni postup byl zopakovan. Spojené vodné
podily byly v odnérné baice doplgny do 50 ml. Z tohoto objemu byly odebrany alikvotn
podily o objemech 5 ml. Odebrané vzorky a vzorky standardnimi fddavky byly
bromovany pidavkem 1 ml roztoku KBr@o koncentraci 0,1 mol*] 1,5 g pevného KBr a 1
ml 10% HSO,. Reakce probihala v kyselém piesti za tmy a i teplot 4°C po dobu 60
minut. Po této dob byl nadbytény brom rozlozen ffikapavanim roztokiNa,S,0s-5H,0 0
koncentraci 0,1 molY do UpIného odbarveni reak smesi. Bromovany derivat byl
extrahovan 2 x 2 ml ethylacetatu. Spojené extrakty v krimpovaci vialce pomoci proudu
dusiku zakoncenrovany na vysledny objem 1 niedPGC/MS analyzou bylo ke vSem
vzorkam pridano 10ul triethylaminu.

3.6.3.2 Kava a jeji nahrazky, kakao7&oi

Navazka 2 g vzorku byla smichana s 20 ml destiléwardy a tato sis byla po dobu
20 minut sonifikovana ip teplot 50°C. Nasled& byla sngs rozatlena do centrifugaich
zkumavek a centrifugovana 15 minuti @400 ot-miff. Vodna faze byla ze zkumavek
odebrana a dop#na v odndrné baice na objem 20 ml. Z tohoto objemu byly odebrany
alikvotni podily o objemech 5 ml. Odebrané vzorkyzarky se standardnimiiplavky byly
bromovany pidavkem 2 ml roztoku KBro koncentraci 0,1 mol*] 3 g pevného KBr a 1 ml
10% HSO,. Reakce probihala v kyselém ptesti za tmy a ) teplo€ 4°C po dobu 60 minut.
Po této dob byl nadbytény brom rozlozen iikapavanim roztokuNaS,0s;5H0 0
koncentraci 0,1 molY do Uplného odbarveni reak smési. Bromovany derivat byl
extrahovan 2 x 2 ml ethylacetatu. Spojené extrakty v krimpovaci vialce pomoci proudu
dusiku zakoncenrovany na vysledny objem 1 niedPGC/MS analyzou bylo ke vSem

vzorkam pridano 10ul triethylaminu.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 ldentifikace a stanoveni akrylamidu

Izolace a analyza akrylamidu v nativni podateni z dvodu jeho vysoké polarity
snadna. Zde navrzené analytické postupy vyuZivagZnosti akrylamid derivatizovat.
Vyslednym produktem bromace akrylamidu je 2-brorerggmid, ktery v EI hmotnostnim
spektru poskytuje intenzi¥si ionty o &tSi hmotnosti, nez je tomu ¥ipad nativniho
akrylamidu.

Ze ziskaného hmotnostniho spektra 2-brompropena@bu 8) byly pro kvantifikaci
akrylamidu vybrany ionty [€H,2'BrNO]* = 151 m/z, [GH,"°BrNO]* = 149 m/z a ion
[CoH3"®Br]* = 106 m/z. Molekularni ion je t¥en skoro steffintenzivnimi ionty 149 a 151
m/z, které se navzajem liSi v obsazeném izotopmbraZa gipadnou nevyhodu iontu 149
m/z Ize povaZovat skutrost, Ze tento ion je typicky také pro kontaminiuftalaty, jejich
retertni ¢as méa ale na rozdil od ret@iho ¢asu 2-brompropenamidu vysSi hodnotu. DalSim
intenzivnim iontem v hmotnostnim spektru 2-bromergmidu je ion 70 m/z. Ten vSak
nebyl vybran jako vhodny ion pro kvantifikaci alayhidu kvili jeho nizké selektivit.

Pro stanoveni koncentrace akrylamidu v analyzovanyorcich byla pouzita metoda
standardnihoifidavku s vyhodnocenim pomoci tabulkového editorarbfoft Excel 2010.
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Obr. 8: Hmotnostni spektrum 2-brompropenamidu

4.2 Vybér bazické latky pro dehydrobromaci

Derivatizace akrylamidu je #pob, jakym lze p GC/MS analyze dosahnout jeho
spolehlivwjsi identifikace a nizSich det&kich limiti. Primarnim produktem bromace
akrylamidu je 2,3-dibrompropanamid, jehoz vyhodewizsi polarita ve srovnani s nativhim
akrylamidem. Ztohoto iodu je dibromderivat snaze extrahovatelny orgamuk
rozpoustdly. Jeho negativem je niZSi stabilita, protoZzedsiwwapodléha dehydrobromaci za
vzniku stabilgjSiho 2-brompropenamidu. Dehydrobromaci je mozZnévgst gimo na
kapilarni kolog. Tento zfisob konverze na monobromderivat ale nevykaziij plobrou
opakovatelnost.[21] Pro zaj@ti kvantitativni a reprodukovatelné dehydrobromgee
v mnohych studiich dopotavan gidavek bazické latky, zejména triethylaminu,
k extraktu.[17,21,54]

Z vysledki experimentu, ktery byl proveden pro it vlivu bazické latky na
dehydrobromaci 2,3-dibrompropanamidu vyplyva, @ipac, kdy ke konénému extraktu

nebyla pidana Zadna baze, nedoslo kjeho kvantitativni karivha monobromderivat.
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V chromatografickém zaznamu proto bylo mozné detakwice jak 3,5 % nezadouciho 2,3-
dibrompropanamidu (Obr.9).

Po g@idavku triethylaminu pap pyridinu k extraktu jiz nebyl v chromatografickém
zadznamu 2,3-dibrompropanamid detekovan (Obr. l8jorRnosti &¢chto bazickych latek
doSlo k &inné konverzi veSkerého dibromderivatdiddvek amoniaku jako baze s#lig
neoswedcil, protoZze vedle poZadovaného 2-brompropenamiduikety také dalSi vedlejSi
produkty. Mnozstvi vzniklého 2-brompropenamidu vigkpsti na pidavku bazické latky

znazotuje Obr. 11.
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Obr. 9: lontovy chromatogram pro ionty 106 a 152 m/z; gralakrylamidu bez ifjidané
bazické latky
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Obr. 10: lontovy chromatogram pro ionty 106 a 152 m/z; gralakrylamidu po idani

triethylaminu
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Obr. 11: Graf znazatujici zavislost velikosti plochy piku 2-brompropemdu na pidavku
bazické latky
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4.3 Analyza akrylamidu ve vod

Akrylamid je latka, pro kterou je typickd vysokaélgrita, extrémni rozpustnost ve
vodk a vysoka mobilita vipdé. Z ttchto divoda je velmi reélné riziko kontaminace
povrchovychéi podzemnich vod. Kili jizZ zminéné vysoké polarétvyZzaduje GC/MS analyza
provedeni bromace akrylamidu. Diky ni je mozné pilakrylamidu snizit a ze vzorku vody
jej vyextrahovat do organického rozpaisia. Usgch analyzy v tomtoifjpads velkou mérou
zavisi pra¥ na provedeni prekoncentrdaho kroku. Je nutné m#novat zvySenou pozornost,
protoZe mnoZzstvi akrylamidu, zvldgiak v pitnych vodach, byva na velice nizké drovni.

Veskeré experimenty v této praci, které se tykaglyy akrylamidu v potravinach a
v plynnych produktech pyrolyzy vyuzivaji pro izalaebo zachyt volného akrylamidu pgav
vodu. Proto bylo nutné &iit, zdali je mozné z vodné faze ét§im objemu vyextrahovat do
nepolarnich rozpou&el i nizké koncentrace bromovaného akrylamiduld®pdstupu, ktery
je popsan v podkapitole 3.6.1 byla provedena aaah@ ml destilované vody obsahujici 100
ug akrylamidu. V ziskaném iontovém chromatogramu o 106 m/z (Obr. 12) byl
identifikovan intenzivni pik 2-brompropenamidu. Tbhyl potvrzen pedpoklad, Ze bromaci i
naslednou extrakcitpraveného derivatu ethylacetatem lze sédbpm aplikovat i na &Si

objemy vodnych roztaks nizkym obsahem akrylamidu.

Abundance

2-brompropenamid

_________

20000

Obr. 12: lontovy chromatogram pro ion 106 m/z ziskatiygmalyze vody
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4.4 Analyza akrylamidu v plynnych produktech pyrolyzy

4.4.1 Odpeeni pevného akrylamidu a jeho zachyt

Pred analyzou plynnych produktpyrolyzy realnych vzonk byl sestaven tento
experiment z éivodu ziskani informaci 0 moznosti zachytu akrylamazdplynného progedi
do pripraveného absoépiho roztoku. Pro zachyt akrylamidu byla sestav&ema aparatura
jako na Obr. 6, ktera byla navic doga o plynovy kahan. Do vyZzihané porcelanové misky
bylo navazeno 5,99 mg akrylamidu. Miska s navakga umis¢na pod nalevku napojenou
na promyvaku s absorgnim roztokem, a poté mirnym plamen plynového katwaitivana.

Pfi dosazeni teploty tani akrylamidu (84,5°C) bylo Zmo pozorovat, Ze dochéazi k jeho
polymerizaci. Po skateni odp&ovani byl akrylamid zachyceny v kyselém abgaim
roztoku derivatizovan fidavkem brominanu a bromidu draselného. Po provedeni bromace
byl ziskany derivat extrahovan do ethylacetatu agifidavku triethylaminu byla provedena
analyza.

Pro vyhodnoceni obsahu akrylamidu v ab&ohm roztoku byla aplikovana metoda
standardniho ifidavku. Hodnoty standardnichiigavki v tomto gipact ¢inily 50, 200 a 500
ug. (Obr. 13). Z hmotnostniho spektra 2-brompropadarbyl pro kvantifikaci akrylamidu
vybrén ion 106 m/z. Z vysledkanalyzy vyplyva, Ze z celkové navazky 5,99 mg kkrnydu,

bylo absorpnim roztokem zachyceno 1,77 mg (29,5 % z celkov@iiey akrylamidu).
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Obr. 13: lontovy chromatogram pro ion 106 m/z; othgya pevného akrylamidu a jeho zachyt

4.4.2 Vonna tyinka, vonny frantiSek

P¥i analyze redlnych vzotkbyla zanéena pozornost na vyrobkyh¢ pouzivané v
domacnostech,ipjejichz pouzivani hrozi riziko kontaminace oktlaiovzdusi akrylamidem.
Jako modelové vzorky pro testovani obsahu akrylamiglynnych produktech pyrolyzy byly
vybrany vonneé t§inky a dva druhy vonnych franti8K,hnedy” a ,cerny”)

U vonné tginky a jednoho druhu vonného frantiSk&erny*) bylo mozné na prvni
pohled odhadnout, Ze jsou vyrobeny z materiadluazh tfeveného uhli. V pipact ,hnédého*
frantiSka se jednalo o blize néany druh pojiva s vyraznym syntetickym aroma. Raohyt
plynnych produki uvoliovanych pi pyrolyze €chto vzorkKi opst byla pouzita stejna
aparatura, jako na Obr. 6¢etrg absorgniho roztoku skladajiciho se z destilované vody a
10% kyseliny sirové. V tomto vodném priasti byl akrylamid bromovéan, derivat extrahovan
do ethylacetéatu, poté&iplavkem triethylaminu dehydrobromovan a analyzovan.

Co se tye vonneé tyinky a ,¢erného” vonného frantiska, tak v plynnych produktec

pyrolyzy ®chto vzorki akrylamid detekovan nebyl. Zatimco v plynnych spah z
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~-hnédého" frantiSka seiftomnost akrylamidu potvrdila (Obr. 14). Pro stagmoivkoncentrace
akrylamidu byla pouzita metoda standardnili@gvku. Pro kvantifikaci byl z hmotnostniho
spektra 2-brompropenamidu vybran ion 106 m/z.

Nameiena koncentrace akrylamidu v plynnych produktechrolggy ,hnédého*

frantiSkacinila 1712ug- kg* (odpovida 2,5g akrylamidu v jednom frantisku).
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Obr. 14: lontovy chromatogram pro ion 106 m/z; analyzagd@ho” vonného frantiSka

4.4.3 Doutnik

Tabakové vyrobky, konkrééndym uvohovany g jejich spalovani, jsou vyznamnym
zdrojem akrylamidu. U kidka a u lidi, ktéi jsou tabakovému kduvystaveni, podstath
navysuji miru denhiprijatého akrylamidu.[16,27]

V pripact tohoto experimentu byl pro analyzu akrylamidu h&leovém koti vybran
doutnik. Zvolen byl z @ivodu své ¥tSi hmotnosti a delSi doby femi ve srovnani s cigaretou.
Pti analyze byly sledovany dva typy plynnych produktnikajicich @i hofeni doutniku. Tzv.
hlavni kou (,mainstream smoke") a kdwedlejSi (,sidestream smoke*) (Obr. 7). Vedlejsi
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kout se uvohuje z gednic¢ésti doutniku do okolniho prdsti a je spojovan s tzv. pasivnim
kourenim. Zatimco hlavni kdye kudkem vdechovanipmo do plic.

Zachyt gchto plynnych produkitbyl proveden pomoci dvou promysek obsahujicich
absorgni roztoky a za pomoci vakua, na které byl givomyvaky napojeny. Nativni
akrylamid byl zachycen do okyselené vodné fazekisré byl nasledh derivatizovan.
Ziskany bromovany derivat byl poté extrahovan dylecetatu a poifdavku triethylaminu
analyzovan.

Akrylamid byl detekovan jak v hlavnim, tak také wedlejSim ko#é doutniku (Obr.
15, Obr. 16). Jeho koncentrace byla stanovena fwuinetody standardnihofigavku.

Z hmotnostniho spektra 2-brompropenamidu byl pranki¥ikaci akrylamidu vybran ion 106
m/z s retetini casem 7,54 min. Na#hena koncentrace akrylamidu fipad vedlejSiho kote
ginila 492 pg-kg* (odpovida asi lug akrylamidu v analyzovaném doutniku). V hlavnim
kouri, ktery kurdkovi vstupuje fimo do plic, byla nagiend hodnota vic jak 3,5-krat vy3si, a
to 1821ug-kg*. P prepaitu na hmotnost analyzovaného doutniku se jedné pg,
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Obr. 15: lontovy chromatogram pro ion 106 m/z; analyza diut (vedlejSi kok)
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Obr. 16: lontovy chromatogram pro ion 106 m/z; analyza dout (hlavni ko)

V plynnych produktech pyrolyzy vonnécigky, vonnych frantisk i doutniku bylo
detekovano &kolik dalSich nezadoucich a pro lidsky organismmsickych latek. \fad
piipadi se jednalo o dominantni piky vifimeném chromatogramu. Blize se &hto

detekovanych latkach pojednava v kapitole 4.6.
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4.5 Analyza akrylamidu v potravinach

4.5.1 Smazené vyrobky, @eo, susenky

Smazené bramborové vyrobky, ¢p®, suSenky a zapékané snideé cerealie
obsahuji z dvodu wtSiho mnoZstvi fitomného asparaginu, redukujicich duka kwali
tepelné Uprayv za vysokych teplot vySSi koncentrace akrylamidaZ e v potravinach
obvyklé. Navic tyto potraviny twd zaklad potravniho koSe evropské populace, preto |
dulezité obsah akrylamidu ¥¢hto potravinach monitorovat a optimalizovat jejieyrobni
postupy.

Matrice chto vzorki je slozita a zpravidla obsahuje vysoky podil tuktery analyzu
komplikuje. Proto byla analyza akrylamidu v tomgpu potravin narénéjSi nejencasos, ale
také z divodu zvySené pozornosti, ktera musela ¥tovana prekoncenitaimu kroku.

Zde navrZzené postupy jsou zaloZzeny na extrakci vmigid akrylamidu z daie
homogenizovaného vzorku do vodného pexit pomoci ultrazvukové lagnvyhraté na
teplotu 50°C. Diky zvySené teptotoSlo ke snadijSimu rozpudini tuki ze vzorku, které
bylo mozno pohodkhodstranit ve dvoufazovem extiaim systému hexan - voda. Poté byla
celd sm¥s centrifugovana a vodna faze odebrandde®kem kyseliny sirové byl extrakt
okyselen, nésledrbyla provedena bromace a extrakce ziskaného Br8rdpropanamidu do
ethylacetatu. Porani triethylaminu byl extrakt analyzovan.

Vyjma jednoho typu suSenek byl akrylamid detekowén vSech analyzovanych
vzorcich potravin. Pro stanoveni koncentrace akmida byla pouZita metoda standardniho
piidavku. Pro kvantifikaci byly z hmotnostniho spek&-brompropenamidu vybrany ionty
106 pop. 151 m/z. lontovy chromatogram pro ion 151 m/znalgzy smazenych
bramborovych lupink (Straznické brambky) je znazoran na Obr. 17. Souhrn na&benych
hodnot obsahu akrylamidu v analyzovanych vzorcigyin poskytuje Tab. IV.
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Obr. 17: lontovy chromatogram pro ion 151 m/z; analyza sngzh bramborovych lupifik
(Straznické bramirky)

Tab. IV: Obsah akrylamidu v analyzovanych potravinach

Vzorek Obsah akrylamidu@/kg)
smazené bramborové lupinky (Lays) 82
smazené bramborové lupinky (Straznické) 418
karamelové susSenky 79
rodinné susenky nedetekovano
pernik 46
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4.5.2 Kava a jeji nahrazky, kakao j&oi

Na hodnat denrg prijatého akrylamidu se podili i dal&sto konzumované potraviny,
které ve vyrobnim procesu prochazeji prazeniméipag susenim p vysokych teplotach.
Mezi tyto potraviny pdt predevsim kava, kavové nahrazky (jejich zaklademmjésskaene
¢ekanky, cukrovéepy, obilek Zita a jgmene), dale kakaovy prasek gkteré druhy kéeni.

Pri analyze byl nativni akrylamid ze vzorku extrahowdpit do vodné faze pomoci
ultrazvukové lazé& Po centrifugaci byl vodny extrakt bromovan a edsl analyzovan
stejnym z@isobem, jako v fipadt analyzy smazenych vyrobla pe&iva.

Akrylamid byl detekovan ve vSeattyrech analyzovanych vzorcich. Pro stanoveni
koncentrace akrylamidu byla pouzita metoda stamdhod gidavku. Pro kvantifikaci byl
z hmotnostniho spektra 2-brompropenamidu vybran 166 m/z (Obr. 18 a 19). Souhrn
nantienych hodnot obsahu akrylamidu v analyzovanychoizbrpotravin poskytuje Tab. V.
Vubec nejvysSi koncentrace akrylamidu ze vSech vz@dtravin byla nagrena v mleté
kaw. V jednom Salku ndpojefipraveném ze 7 graimtéto kavy by obsah akrylamidu
dosahoval tégt 14 ug.
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Obr. 18: lontovy chromatogram pro ion 106 m/z; analyza énl&ivy
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Obr. 19: lontovy chromatogram pro ion 106 m/z; analyza ké&moahrazky

Tab. V: Obsah akrylamidu v analyzovanych potravinach

Vzorek Obsah akrylamidu@/kg)
mleta kava (100% arabika) 1984
kavova nahrazka 1251
kakaovy prasek 85
mletacervend paprika 259
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4.6 Dalsi toxicke latky detekované &éhem analyz

P¥i analyzach akrylamidu v plynnych produktech pyeyiywonné tginky, frantiSki i
doutniku byla v hmotnostnim spektrigimném v rezimu ,full scan® (TIC) detekovaiada
latek toxickych pro lidsky organismus. Pikykierych €chto latek z hlediska své intenzity
vyznamm prevySovaly nad ostatnimi. Z velké miry byly tytokhtdetekovany v podab
svych bromovanych deriviat Na zaklad tohoto zjiSéni by bylo mozné bromaci, ktera byla
primarre provedena zidsodu derivatizace akrylamidu, aplikovat také nasSbdadlozky
plynnych produki pyrolyzy zmignych vzork.

V plynnych produktech pyrolyzy vonnécigky a vonnych frantisk byly negastji
detekovany bromované derivaty fenolu, krésalanilinu, dale benzonitril a veli¢asto také
intenzivni pik diethylftalatu (Obr. 20). V chromgtamu ziskanémipanalyze tabakového
koure pevazovaly bromované derivaty fenolu, krésoh anilinu, derivaty benzenu,
benzaldehyd, benzonitril a dibutylftalat. (Obr. 21)
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Obr. 20: Celkovy iontovy chromatogram (TIC); analyza ¢gaého” vonného frantiSka
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Obr. 21: Celkovy iontovy chromatogram (TIC); analyza dolktn{vedlejSi ko)

V uvedenych chromatogramech jsou znatelné veltg@nivni piky nalezici 2,4,6-
tribromfenolu. Vyrazné mnoZzstvi fenolu se poldado okyseleného absampiho roztoku
zachytit i gres skuteénost, Ze se jedna o latku kyselé povahy, pro Eichyt je vhodgsi
alkalicky absorpni roztok. Tuto polarni latku s neurotoxickyndiniky je mozné bromovat za

stejnych podminek jako akrylamid, proto je vhodrgi@dmétem zajmu do dalSich analyz.
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5. ZAVER

Ukolem této prace bylo poskytnoutepled moznosti stanoveni akrylamidu,
navrhnout analytické postupy vyuZivajici plynovduanatografii, hmotnostni spektrometrii
a derivatizaci analytu a navrzené metody nasleghiikovat na realné vzorky. Analyzovana
vzorky potravin. Pozornost bylaéwovana také ekologickym rizikn spojenym s aplikaci
sparovacich hmot s obsahem (poly)akrylamidu. Podsahuje d¥ pripadové studie, které
priblizuji praimyslové havarie getreg jejich (nejen) ekologickych dopad

Pro derivatizaci akrylamidu byla pouzita brama smés skladajici se
z broménanu draselného a bromidu draselného. Tentsatp bromace do ztaé miry
eliminuje nepijemnou manipulaci s elementarnim bromem a vyzramsniZuje
environmentalni a bezpeostni rizika. Vyhodou brontaiho stanoveni akrylamidu je
pievedeni na meénpolarni dibromderivat, ktery je extrahovatelny amgkymi rozpou&dly.
Kvili jeho niZsi stabili je nutné provedeni dehydrobromace peaftictvim gidané baze.
Na zéklad provedenych experimenbyl za nejvhod§si bazickou latku vybran triethylamin.
Vysledny produkt derivatizace (2-brompropenamid) skytuje @i chromatografii
symetrétéjSi pik lépe od@leny od ostatnich slozek matrice s lepSim odstupgmalu od
Sumu.

Analyzou vody, kter4d byla kontaminovana akrylamidebylo zjis€no, Ze
navrzena metoda je pouzitelna i n&sv objemy vodnych roztdk s nizkou koncentraci
akrylamidu, a Ze je mozné ji vyuzit pro sledovamintaminace vod ip ptipadnych
ekologickych havariich.Vifjpact analyzy plynnych produkt spalovani byly nalezeny
vyznamné hodnoty akrylamidu hned ve dvou vzorc&ho v hredém* vonném frantiSku
(1712pg-kg') a v doutniku (1821.g-kg"). Kromg akrylamidu ale také stoji za zminku dal$i
latky, které se ip spalovani d¢chto vzorki dostavaji do ovzduSi. Jedna se o fenol, anilin,
benzen, ftalaty a dalSi pitoveéka toxicke latky.

U analyzovanych potravin byl akrylamid detekovém wSech vzorcich vyjma
jednoho typu suSenek. Nalezené hodnoty akrylam&pahybovaly v rozmezi 46 — 1984
ug-kg*. Limit detekce pouZité metody byl u tohoto typwoski odhadnut na hodnotu blizkou
10 pg-kg'. Nejvyssi koncentrace akrylamidu (1984 kg') byla nangiena ve vzorku mleté
kavy. Napoj pipraveny ze 7 g této mleté kdvy by obsahovalétédd ng akrylamidu. Vyssi
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hodnoty akrylamidu byly nalezeny také v kdvové adhe a v bramborovych lupincich, které
zvlaSe u dti pati mezi casto konzumované pochutiny a mohou tak u nich vymda
zvySovat mnozstvi degrprijatého akrylamidu.

Pro navrzenou GC/MS metodu je typicky Siroky rozsghziti, ktery je aletast&né
limitovan vysSicasovou narénosti derivatizéniho postupu. DelSi doba analyzy je vSak

bohat vyvazena vysSi selektivitou, vys&iiinosti extrakce a nizSim detekm limitem.
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6. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APCI
CE
CZE
DAD
DNA
ECD
EFSA
El
ELISA
EPA
ESI
FAO
FDA
FID
GC
HPLC
IARC
JIFSAN
LC
LDso

MRM
MS
NPD
OSHA
PEL
QaQ
RNA
SEK
SIM

chemicka ionizace za atmosférického tlaku
kapilarni elektroforéza

kapilarni zénova elektroforéza

detektor s diodovym polem

deoxyribonukleova kyselina

detektor elektronového zachytu

European Food Safety Authority

elektronova ionizace

imunoenzymaticky test

Environmental Protection Agency

ionizace elektrosprejem

Food and Agriculture Organization of the Unitéations
Food and Drug Administration
plameno¥-ionizaini detektor

plynova chromatografie

vysokodinna kapalinova chromatografie
International Agency for Research on Cancer
Joint Institute for Food Safety and Appliditrition
kapalinova chromatografie

letalni davka (udava mnozstvi latky, po které uhgrb0 %
testovanych Ziv@chi)

monitoring vybranych reakci

hmotnostni spektrometrie

detektor citlivy na atomy dusiku a fosforu
Occupational Safety and Health Administration
[ripustny expozini limit

trojity kvadrupoélovy analyzator

ribonukleova kyselina

Svédské koruny

rezim sledovani vybranych iant
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TIC rezim celkového iontového proudu

TOF analyzator doby letu
UHPLC extrémn vysokoinna kapalinova chromatografie
WHO World Health Organization
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