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Uvod

Akrylamid (prop-2-enamid, H,C=CH-CO-NH,) je
difunkéni monomer, ktery se pfes vice nez padesat let vyu-
7iva v riiznych primyslovych aplikacich'. Jedna se o niz-
komolekularni krystalickou latku bez barvy a zapachu,
kterd ve své molekule obsahuje reaktivni dvojnou vazbu
a amidickou skupinu. Je vysoce rozpustny ve vodé¢, na
vzduchu reaktivni a schopny rychle polymerizovat za vzni-
ku polyakrylamidu®™.

Polyakrylamid se v modernim chemicko-technolo-
gickém primyslu vyuziva jako flokulant pfi ¢isténi odpad-
nich a pitnych vod, jako tésnici material pfi stavb& pre-
hrad, tuneld, vodnich nadrzi, dale také pro zpevnéni pudy
pfi stavbé silnic, jako pojivo v papirenském primyslu,
v obalovych materialech a také jako aditivum pfi vyrobé
primyslovych a kosmetickych produktii. V neposledni
fad¢ je také velmi Casto vyuzivan v analytické biochemii
pii elektroforetické separaci a purifikaci proteini*”’. Sa-
motny polyakrylamid je netoxicky, ale ve vétSing piipadl
obsahuje rezidua nepolymerizované¢ho akrylamidu, ktery
toxické uginky vykazuje®.

Rada studii naznacuje, Ze akrylamid je karcinogenni,
genotoxicky, toxicky pro reprodukci a neurotoxicky pro
centralni nervovy systém ¢lovéka’'?. Testy na laborator-
nich zvitatech, ktera byla vystavena pfijmu akrylamidu
v pitné vode¢, prokazaly zvysené riziko nadord centralniho
nervového systému, §titné zlazy, délohy, prsni zlazy a dal-
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$ich organd'. Z téchto diivodii v roce 1994 zafadila Mezi-
narodni agentura pro vyzkum rakoviny akrylamid do sku-
piny latek s oznaenim 2A, tedy jako ,,potencialni lidsky
karcinogen®"?.

Je tedy pochopitelné, ze v roce 2002 vyvolal rozruch
objev Svédskych védci, ktefi poukdzali na pfitomnost
avysoky obsah akrylamidu v nékterych potravinach'.
Vyznamné koncentrace akrylamidu nalezli v potravinach
rostlinného plivodu, které jsou bohaté na Skrob a tepelné
upravované pti vice nez 120 °C (smaZzeni, prazeni, peceni,
grilovéani apod.). Jedn4 se pfedev§im o smaZené bramboro-
vé lupinky a hranolky, kévu, pecivo, susenky, snidanové
ceredlie a mnoho dalSich. Pfitomnost akrylamidu
v potravinach lze z vétsi casti vysvétlit jako dusledek
Maillardovy reakce, kdy dochéazi k reakci mezi aminoky-
selinami (asparaginem) a redukujicimi cukry (pfedevsim
glukosou a fruktosou)”'>"”. Za dalii nezanedbatelny zdroj
akrylamidu pro lidsky organismus lze povazovat tabakovy
kout, kosmetiku, obalové materidly a pitnou vodu'®". Ke
kontaminaci pitnych vod dochézi snadno, a to diky vysoké
mobilité akrylamidu v piidé a podzemnich vodach’.

Poznatky o vyskytu a nebezpecnosti akrylamidu pou-
kazuji na potfebu spolehlivych a citlivych analytickych
metod, které by ho umoznily stanovit jiz pfi velmi nizkych
koncentracich i ve slozitych matricich. Komplikace pfi
stanoveni akrylamidu jsou zptisobeny piedevsim jeho niz-
kou molekulovou hmotnosti, vysokou polaritou, velmi
dobrou rozpustnosti ve vod¢, vysokou reaktivitou a malou
tékavosti’.

Metody pouzivané pro stanoveni akrylamidu vyuZziva-
ji riznych zplsobd preciSténi a zakoncentrovani analytu
v zavislosti na typu matrice analyzovaného vzorku. Nej-
Castéji pouzivanymi metodami jsou plynova a kapalinova
chromatografie. Tyto metody jsou vhodné pro stanoveni
akrylamidu ve vodach, biologickych tekutinach a tepelné
neopracovanych potravinach (kukufice, brambory, cukro-
va fepa,...)>'". Pro analyzu potravin upravovanych za vyso-
kych teplot je vzhledem k vétSim interferencim daleko
vyhodnéjsi spojeni téchto technik se selektivnimi detekto-
ry, predeviim pak s hmotnostnim spektrometrem'**,

Jelikoz obsah akrylamidu byva v analyzovanych
vzorcich velmi nizky a navic slozité matrice mohou obsa-
hovat latky rusici pifi jeho stanoveni, je vyhodnéjsi pro
dosazeni vy$si selektivity a niZ§ich detekEnich limitd pro-
vést derivatizaci analytu®. Pro derivatizaci akrylamidu
byla popsana silylaéni metoda v kombinaci s headspace
mikroextrakci na tuhé fazi. Pouzitim silyla¢niho cCinidla
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluor acetamidu (BSTFA) Ize
pripravit  tékavou formu akrylamidu - N,O-bis
(trimethylsilyl)akrylamid (BTMSA)*. Dalsi znamou deri-
vatizaci je reakce akrylamidu s xanthydrolem za vzniku

* Roman Papousek tuto préci UspéSné prezentoval na soutéZi o cenu firmy Merck 2012 za nejlepsi studentskou védeckou
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N-xanthyl akrylamidu®. Nejéast&jsi zpiisob derivatizace
akrylamidu pfi GC-MS analyze je bromace®'. Bromaci
akrylamidu lze na rozdil od silylace provést ve vodném
prostiedi, coz je vyhodné vzhledem k velice dobré rozpust-
nosti akrylamidu ve vod¢. Ziskany bromderivat je méné
polarni nez nativni akrylamid, pfi chromatografické sepa-
raci poskytuje symetrict&jsi pik, diky pfitomnému atomu
bromu a vy$§i molekulové hmotnosti je 1épe identifikova-
telny a poskytuje specifictéjsi fragmentové ionty'*?'. Pres-
mozné dosahnout nizSich limitt detekce a zlepSeni pies-
nosti stanoveni*’.

Cilem této prace je zavedeni citlivé metody pro stano-
veni akrylamidu plynovou chromatografii s hmotnostni
detekei s vyuzitim bromace analytu. Postup byl navrzen a
modifikovan tak, aby bylo mozno analyzovat vzorky vsech
tfi skupenstvi. Metoda je vyuzitelna pfi analyze vod, ma-

midu v plynnych produktech uvolfiovanych napt. pfi spa-
lovéani a pyrolyze n&kterych typt vzorki. Siroké vyuzitel-
nosti metody napomaha rovnéz vyuziti in-situ generované-
ho ¢inidla a omezeni manipulace s elementarnim bromem.

Experimentalni ¢ast
Ptistroje a chemikalie

Hexan, akrylamid (98%), H,SO, (96%), KBrOs, KBr,
Na,S,0; - 5 HyO, ethylacetat, triethylamin (99%) (vSe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Z uvedenych chemikalii
byl pfipraven zésobni roztok akrylamidu ve vod¢é o kon-
centraci 1 mg ml™', dale 10% roztok H,SO4, roztok KBrO;
o koncentraci 0,1 mol I'! a roztok Na,S,05-5 H,O o kon-
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Vsechna méfeni byla provedena na plynovém chro-
matografu Agilent 7890A s hmotnostnim detektorem Agi-
lent 5975C (Agilent Technologies, Santa Clara, USA).
Byla pouZzita nepolarni kapildrni kolona HP-5ms (30 m x
0,25 mm x 0,25 pym) a teplotni program 50 °C -
2 min 10 °C/min — 300 °C — 15 min. Hmotnostni spektra
byla sniméana v rozsahu 29-520 m/z nebo v rezimu monito-
rovani selektivnich iontd 106, 149 a 151 m/z.

Pracovni postup

Analyza vody

Do kuZelové Erlenmeyerovy bariky s tizkym hrdlem
a zdbrusem bylo odméfeno 500 ml vody urcené k analyze.
Voda byla okyselena pfidavkem 20 ml 10% H,SO4. Poté
bylo ke vzorku ptidano 5 ml roztoku KBrO; o koncentraci
0,1 moll™ a 7,5g pevného KBr. Po zamichani smési
arozpusténi veskerého bromidu draselného byla batika
uzaviena zatkou, zabalena do alobalu a ulozena do tmy pfi
teploté 4 °C po dobu 60 min. Po této dobé byl nadbytecny
brom rozlozen ptikapavanim roztoku Na,S,0;- 5 H,O
o koncentraci 0,1 mol I'"" do uplného odbarveni reakéni
smési. Bromovany derivat byl extrahovan 55 ml ethyl-
acetatu. Po oddéleni vrstev byla organickéd faze odebrana
a extrakce zopakovana s 10 ml ethylacetatu. Spojené ex-
trakty byly ve vialce zakoncentrovany proudem dusiku na
vysledny objem 1 ml. Pfed GC-MS analyzou bylo ke vzor-
ku pfidéano 10 pl triethylaminu.

Analyza plynnych produktii pyrolyzy

Pro zachyt plynnych produkti vznikajicich pifi hofeni
doutniku byla pouzita aparatura popsana v publikaci H.
Kataoky a spol.” (obr. 1). Plynné produkty byly rozdéleny
na hlavni a vedlejsi kouf.
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Obr. 1. Aparatura pro zichyt plynnych produkti vznikajicich p¥i pyrolyze doutniku®
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Zachyt plynnych produkti byl proveden prostiednic-
tvim promyvacek s absorpénim roztokem napojenych na
vakuovou vyvévu. Absorpcni roztok byl pfipraven ze
40 ml destilované vody a 8 ml 10% kyseliny sirové. Po
zapaleni doutniku umisténého v drzéku byl vznikajici kout
veden do promyvacek. Po skonéeni spalovani byly z obou
promyvacek odebrany alikvotni podily absorpéniho rozto-
ku (6 ml). U odebranych vzorkl a vzorkid se standardnimi
pfidavky akrylamidu byla nasledné¢ provedena bromace
pfidavkem 1 ml roztoku KBrO; o koncentraci 0,1 mol I
a 1,5 g pevného KBr. Reakce probihala v kyselém prostie-
di ve tmé pfi teploté 4 °C po dobu 60 min. Po této dob¢ byl
nadbytecny brom rozlozen pfikapdvanim roztoku
Na,S,0; - 5 H,O o koncentraci 0,1 mol I do uplného od-
barveni reakéni smési. Bromovany derivéat byl extrahovan
2 x 2 ml ethylacetatu. Spojené extrakty byly poté ve vialce
zakoncentrovany na vysledny objem 1 ml pomoci proudu
dusiku. Pfed GC-MS analyzou bylo ke vSem vzorkim
pfidéno 10 pl triethylaminu.

Pro analyzu vonné tyéinky a vonného frantiska byla
pouzita stejnd aparatura, s tim rozdilem, Ze zachycovany
byly pouze vedlejsi plynné produkty. Proto byla ¢ast apa-
ratury urcend pro zachyt hlavniho koufe uzaviena piislus-
nym kohoutem. Dalsi postup byl totozny s analyzou dout-
niku.

Analyza potravin

Pro ukazku konkrétniho postupu pfi analyze potravin
byly vybrany smaZzené bramborové lupinky. K navazce
10 g nadrcenych bramborovych lupinki bylo pfidano
40 ml destilované vody a 40 ml hexanu. Smés byla sonifi-
kovéna 20 min pfi teplot€ 50 °C. Nasledn€ byla smés roz-
délena do centrifugac¢nich zkumavek a centrifugovana
10 min pii 4400 ot min'. Vodna faze byla ze zkumavek
odebrana, hexanova faze a pevny podil byly smichany
s 20 ml destilované vody a cely sonifika¢ni i centrifugaéni
postup byl zopakovan. Spojené vodné podily byly
v odmérné bance doplnény do 50 ml. Z tohoto objemu
bylo odebrano 4 x 5 ml a byly pridany standardni ptidavky
akrylamidu v rozmezi 0—50 pug. Odebrané vzorky a vzor-
ky se standardnimi pfidavky byly bromovany ptidavkem
1 ml roztoku KBrO; o koncentraci 0,1 mol l", 1,5 g pev-
ného KBra 1 ml 10% H,SO,.

Pii analyze potravin s nizkym obsahem tuku (kéva
a jeji nahrazky, kakao, koteni) byly navazené 2 g vzorku
extrahovany 20 ml destilované vody. Smés byla po dobu

H O Br Br (0]
M : "
H NH, H NH,
H
Br

akrylamid

Obr. 2. Derivatizace akrylamidu

2,3-dibrompropanamid
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20 min sonifikovana pfi teploté 50 °C a poté rozdélena do
centrifugacnich zkumavek a centrifugovana 15 min pfi
4400 ot min'. Vodna fize byla ze zkumavek odebrana
a doplnéna v odmérné baiice na objem 25 ml. Z tohoto
objemu byly odebrany alikvotni podily o objemech 5 ml.
Odebrané vzorky a vzorky se standardnimi pfidavky byly
bromovany piidavkem 2 ml roztoku KBrO; o koncentraci
0,1 mol 1,3 g pevného KBr a 1 ml 10% H,SO,.

Derivatiza¢ni reakce probihala v kyselém prostredi za
tmy a pfi teplot€ 4 °C po dobu 60 min. Po této dob& byl
nadbyteny brom rozloZzen prikapavanim roztoku
Na,S,0; - 5 H,O o koncentraci 0,1 mol I do uplného od-
barveni reak¢ni smési. Bromovany derivat byl extrahovan
2 x 2 ml ethylacetatu. Spojené extrakty byly ve vialce po-
moci proudu dusiku zakoncentrovany na vysledny objem
1 ml. Pfed GC-MS analyzou bylo ke v§em vzorkiim pfida-
no 10 pl triethylaminu.

Vysledky a diskuse

Vzhledem k vysoké polarit¢ a velmi dobré rozpust-
nosti akrylamidu ve vodé bylo pro extrakci akrylamidu ze
vzorkl potravin resp. pro zachyt akrylamidu z plynné faze
zvoleno vodné prostfedi. V piipadé analyzy vzorkt obsa-
hujicich tuk bylo vyuzito dvoufazového extrakéniho systé-
mu s ptidavkem hexanu pro odstranéni tukd, jejichz nad-
bytek nepfiznivé ovliviiuje prubéh zpracovéani vzorku,
derivatizaci i ndslednou chromatografickou analyzu.

Izolace a analyza akrylamidu v nativni podobé neni
z divodu jeho vysoké polarity snadnd. NavrZené analytic-
ké postupy vyuzivaji moznosti akrylamid derivatizovat.
Pro derivatizaci analytu (obr.2) byla pouZita bromacni
smés skladajici se zbromicnanu draselného a bromidu
draselného. Reakce probihala v kyselém prostfedi bez
pristupu svétla a za teploty okolo 4 °C. Za téchto podmi-
nek se pro dosazeni reprodukovatelnych vysledkti doporu-
&uje reakéni doba okolo 60 min (cit.”"). Bromaci akrylami-
du vznikd 2,3-dibrompropanamid. Nadbyte¢ny brom byl
z reakéni smési odstranén thiosiranem sodnym, ktery byl
pfidavan az do odbarveni roztoku. Vznikly dibromderivat
je méné polarni nez ptivodni akrylamid a je mozné ho ex-
trahovat do ethylacetatu. Ziskany extrakt byl zakoncentro-
van odpatrenim v proudu dusiku na objem 1 ml.

Z divodu nedostatecné stability 2,3-dibrompropan-
amidu byl v zavérecném kroku pfed GC-MS analyzou

H

(0]
HMNHZ
Br

2-brompropenamid

(C,H5);N
—_—
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pfidan do extraktu triethylamin. Reakci s triethylaminem
dochazi k dehydrobromaci 2,3-dibrompropanamidu za
vzniku stabilnéjSiho 2-brompropenamidu. Konverze probi-
ha témér okamzite jiz pii pokojové teploté. Bylo prokaza-
no, ze dehydrobromace je za téchto podminek kvantitativ-
ni a reprodukovatelna'**.

Ze ziskaného hmotnostniho spektra 2-brompropen-
amidu (obr. 3) byly pro kvantifikaci akrylamidu vybrany
molekularni  ionty  [C:H,Y'BINO]™ = 151  m/z,
[C;H,”BINO]" = 149 m/z a ion [C,H;”Br]" = 106 m/z.
Dal$im intenzivnim iontem v hmotnostnim spektru 2-brom-
propenamidu je ion 70 m/z. Ten v8ak nebyl vybran jako
vhodny ion pro kvantifikaci akrylamidu kvili jeho nizké
selektivité. Pro stanoveni koncentrace akrylamidu
v analyzovanych vzorcich byla pouzita metoda standardni-
ho ptidavku. Souhrn namétenych hodnot obsahu akrylami-
du ve vSech analyzovanych vzorcich je uveden v tabulce 1.

Pro ovéfeni ucCinnosti derivatizacniho a extrakéniho
kroku byly do studie zafazeny modelové vzorky kontami-
novanych vod. Analyzou 500 ml destilované vody obsahu-
jici 100 pg akrylamidu byl v ziskaném chromatogramu
identifikovan intenzivni pik 2-brompropenamidu a bylo
potvrzeno, Ze bromaci i naslednou extrakci pfipraveného
derivatu ethylacetatem lze s Gspéchem aplikovat i na vétsi
objemy vodnych roztokd s nizkym obsahem akrylamidu.

Metoda byla dale modifikovana pro analyzu plyn-
nych a pevnych vzorkd. V ptipadé analyzy plynnych pro-
duktii spalovani byly nalezeny vyznamné hodnoty akryla-
midu ve vonném frantisku (1710 pgkg™) a v hlavnim
kouti doutniku (1800 ug kg ") (obr. 4).

U analyzovanych potravin byl akrylamid detegovan
ve vSech vzorcich vyjma jednoho typu suSenek. Nalezené hod-
noty akrylamidu se pohybovaly vrozmezi 46-1980 pgkg .
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Obr. 3. Hmotnostni spektrum 2-brompropenamidu
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Nejvyssi koncentrace akrylamidu (1980 pgkg™) byla na-
meétena ve vzorku mleté kavy. Napoj pfipraveny ze 7 g
této mleté kavy by obsahoval témét 14 pg akrylamidu.
Limit detekce pouzité metody byl u tohoto typu vzorku
odhadnut na hodnotu blizkou 10 pg kg™

Vyhodou bromacniho stanoveni akrylamidu je pfeve-
deni na mén¢ polarni dibromderivat, ktery je na rozdil od
nativniho, ve vodé velmi dobfe rozpustného akrylamidu,
extrahovatelny organickymi rozpoustédly. Rovnéz vysled-
ny produkt, 2-brompropenamid, je ve srovnani s akryl-

Tabulka I
Obsah akrylamidu v riiznych typech vzorka
Vzorek Obsah akrylamidu
[ng kg ']
Vonny frantisek 1710 £ 96
Vonna ty¢inka nedetegovano
Doutnik (hlavni kour) 1800 + 106
Doutnik (vedlejsi kout) 490 £ 41
SmazZené bramborové lupinky 82+9
Karamelové susenky 80+ 10
Rodinné susenky nedetegovano
Pernik 46+ 6
Mleta kava (100% arabika) 1980 + 102
Kéavova nahrazka 1250 + 86
Kakaovy prasek 85+10
Mleté Cervena paprika 260 + 30
148.9

173.1 207.1_228.0 2809
T AR B T

milz
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Obr. 4. Iontovy chromatogram pro ion 106 m/z; analyza doutniku (hlavni kour)

amidem mén¢ polarni, pfi chromatografii poskytuje syme-
trict&j$i pik lépe oddéleny od ostatnich slozek matrice
s lepSim odstupem signalu od Sumu. Zvyseni molekulové
hmotnosti vytvari pfiznivé predpoklady pro vznik speci-

vic do zna¢né miry eliminuje nepfijemnou manipulaci
s elementarnim bromem a vyznamné sniZuje environmen-
talni a bezpe€nostni rizika. Nevyhodou derivatizac¢niho
postupu je vyssi Casova narocnost, kterd je ovSem bohaté
vyvazena vyssi selektivitou, vys$i GCinnosti extrakce
a niz8§im detekénim limitem.

Tato prdace byla financné podporena operacnim pro-
gramem Vyzkum a vyvoj pro inovace Ministerstva Skolstvi,
mladeze a télovychovy Ceské republiky (projekt Regiondl-
ni  centrum pokrocilych technologii a materiali,
CZ.1.05/2.1.00/03.0058) a Univerzitou Palackého v ramci
projektu  Selektivita a  analyza  slozitych — matric
(PrF 2012 _020).
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R. Papousek, P. Novakova, E. Markova,
and P. Bartak (Department of Analytical Chemistry, Fa-
culty of Science, Palacky University, Olomouc): Analysis
of Acrylamide by GC-MS

The study deals with the GC-MS determination of
acrylamide in various matrices. The proposed method in-
volves bromination of acrylamide to 2,3-dibromo-
propanamide, its conversion to 2-bromopropenamide and
the GC-MS determination. The method was used for the
determination of acrylamide in water, gaseous products of
combustion and in food such as potato chips and cookies.
The measured concentrations of acrylamide ranged from
46 to 1980 pgkg' the highest levels being found in
ground coffee and tobacco smoke.



