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ANOTACE

Prace se zabyva piipravou, charakterizaci a pouzitim uhlikovych elektrod v analyze
potravin. Pfevdzna Cast je vénovdna uhlikovym pastovym elektroddm, jejich vlastnostem
a modifikacim pro stanoveni vybranych analytd. V modelovych i redlnych vzorcich byl
stanovovan akrylamid, déle vitaminy rozpustné v tucich nebo vitamin C a flavonoidy.
Uhlikova pastova elektroda byla rovnéZ pouZzita pro zhodnoceni oxidacni stability jedlého
oleje. V prici byly vyuzity rtzné elektrochemické metody, pievazné vSak cyklicka

voltametrie, square wave voltametrie a diferencné pulzni voltametrie.
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uhlikova pastové elektroda, modifikované elektrody, akrylamid, vitaminy, flavonoidy

TITLE

Using of carbon electrodes in analysis of foodstuff

ANNOTATION

This thesis is focused on preparing, characterization and utilizing of carbon electrodes
in analysis of foodstuffs. It is devoted to properties, characterization and modifications
of carbon paste electrodes for determination of target analytes. The acrylamide, lipophilic
vitamins, ascorbic acid or flavonoids were determined in model and real samples. The carbon
paste electrode was also used for evaluation of oxidative stability of edible oil. The cyclic
voltammetry, square wave voltammetry and differential pulse voltammetry were used

as electrochemical tools for determination of analytes.
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Uvod

Uhlikové elektrody jsou zastupce homogennich elektrod vyuZivanych ptevazné pro
voltametrickd méfeni. Zdkladem voltametrickych technik je méteni proudu protékajiciho
obvodem, kdy je na pracovni elektrodu vkladdano ménici se napéti. Prubéh vkladaného napéti,
tzv. potencidlovd rampa, uddva typ voltametrické techniky. Pro analyzu potravin je
voltametrie vyuZivdna ziidka vzhledem ke sloZitym matricim vzorkli obsahujicich ptevdzné
organické molekuly, které se voltametricky stanovuji pomérné obtiZzn€. V analyze potravin je
z elektrochemickych technik pouZzivano predevSim potenciometrické mefeni na iontove
selektivnich elektrodach, kdy hlavnim ptikladem je méfeni pH ¢i potenciometrické titrace.
Potenciometricky lze také ve slozit&jSich matricich, jeZ potraviny piedstavuji, stanovit obsah
fluoridti, dusitant, dusi¢nanl, amoniaku, a dalSich latek iontové povahy. Voltametrické
techniky se osveédcily napiiklad pfi stanoveni dusitanti v mase, kofeinu v kavé nebo
energetickych ndpojich, vitaminu C v riznych druzich $tdv a dzust, a dalS$i. Vzhledem
k nizkym koncentracim stanovovanych analyti je v analyze potravin oblibend technika
rozpoustéci voltametrie. Zdkladem je prekoncentracni krok ptfedchazejici vlastnimu méteni.
Timto lze dosdhnout zvySeni citlivosti metody, kdy lze ve vzorcich potravin stanovit
i naptiklad potravinaiska aditiva, barviva, t€Zké kovy a dalsi latky vyskytujici se v nizkych
koncentracich. Rovnéz je pti analyze potravin hojné pouZivano biosenzord, coZ jsou elektrody
s membranou, kterd jistym zplUsobem interaguje s analytem, a jejich hlavni vyhodou
je moznost miniaturizace. Membrdna muze obsahovat napiiklad enzymy, c¢asti rostlin
¢i organti ZivoCichi, bakterie, protilatky, apod. Biosenzory lze aplikovat v analyze potravin
napiiklad pro stanoveni obsahu alkoholu, kyseliny askorbové a citrénové, cukrt, cholesterolu,
apod. V poslednich letech se rozviji pouziti elektronickych nosii a jazykti, coZ jsou specidlni
ptistroje schopné detekovat né€kolik ldtek najednou pomoci soustavy senzori zaloZenych na
jinych principech. Vysledkem je soubor analytickych dat, kterd jsou chemometricky
zpracovana do celkt, kdy kazdy z nich pfislusi jisté vani ¢i chuti. Elektronické nosy a jazyky
Ize vyuzit napiiklad pro analyzu ndpojd, chuti vybranych prepariti nebo pro hodnoceni
kvality surovin i findlnich potravindiskych vyrobku.

Pres vysSe uvedené moZznosti vyuziti elektrochemie pii analyze potravin je prevazna
¢ast metod stanoveni zalozena piedev§im na chromatografickych technikach, které vSak ve
veétsing piipadl vyzaduji jak sloZité dpravy vzorku zahrnujici napf. prekoncentracni a slozité
Cistici kroky, tak naptiklad derivatizace, apod. Tyto upravy vzorkil k analyze jsou samoziejmée

velice dulezitou soucasti kazdé analyzy, nicméné jsou také velice ¢asové naro¢né. Samotné
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chromatografické analyzy mnohdy trvaji v fddech desitek minut aZ hodin. Elektrochemické
metody naopak cCasto vyZaduji jen minimdlni upravy vzorku ptred vlastni analyzou
a optimalizovana elektroanalytickd metoda pak trvd v fddech sekund aZ minut. Z tohoto
divodu se elektroanalyze v potravinaistvi vénuje stdle vice védcii ve snaze optimalizovat
méfeni do takové miry, aby bylo mozné jej vyuZivat v béZném potravinaiském provozu
a uSetfit tak Cas a sniZit ekonomické nédklady stanoveni souvisejici s energii potfebnou pro
analyzu. Elektrochemické metody jsou také vyznacné nizkou spotifebou chemikdlii a s tim
souvisejicim nizkym zatizenim Zivotniho prostfedi. Uhlikové pastové elektrody jsou obecné
pouzitelné pro méfeni ve vodnych roztocich. Toto je velka vyhoda z hlediska omezeni pouZiti
organickych rozpoustédel, ktera jsou Casto toxicka.

Uhlikové elektrody byly v praci pouzity pro stanoveni nckolika analytt. Prvni
praktickd Cast se vénuje stanoveni akrylamidu, coz je toxickd karcinogenni latka vznikajici
v potravindch z asparaginu a glukdzy za teplot vysSich nez 120 °C. Druha ¢ast je vénovéna
stanoveni vitaminl,, pfevazné rozpustnych v tucich, a mozZnostem pouZiti riiznych typl
uhlikovych elektrod. Tteti ¢ast je vénovana dalSim moZnostem vyuziti uhlikovych elektrod
v analyze potravin, jmenovité stanoveni kvercetinu a glycinu a zhodnoceni oxidac¢ni stability

jedlych olejti pomoci modifikované uhlikové pastové elektrody.
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1 Elektrochemické metody v analyze potravin

Elektrochemické ¢i elektroanalytické metody jsou zalozeny na reakcich mezi
elektrickymi veli¢inami, jako je proud, potenciédl ¢i ndboj, se stanovovanou latkou, analytem,
pficemz vyslednd odezva méfeni je imérnd koncentraci dané latky. Tyto reakce nejcastéji
probihaji vroztoku na styku analytu smérnou elektrodou. VSeobecnou vyhodou
elektrochemickych meéfeni v analytické praxi je jejich instrumentélni, ¢asovd i ekonomicka
nendro¢nost v porovnani s ostatnimi analytickymi instrumentalnimi metodami, déle rychlost
jejich provedeni, citlivost a reprodukovatelnost.

Zakladni elektroanalytické metody se déli na metody elektrometrické, kde se méfi
elektrické vlastnosti roztokil, a na metody vyuZivajici oxida¢né-redukénich dé&jii v roztocich,
metody elektrochemické. Elektrometrické metody jsou konduktometrie, méfici vodivost
roztok, a dielektrimetrie, méfici relativni permitivitu roztoki. Metody zalozené na redoxnich
dé&jich se dale déli podle toho, zda mérnym ¢lankem prochazi proud. Pokud proud neprochazi,
jednd se o potenciometrické metody, kdy je méfeno rovnovazné napéti elektrochemického
¢lanku imérné koncentraci analytu, pfi¢emz analytem je latka, pro kterou je selektivni pouzita
pracovni elektroda. Pii prichodu proudu elektrochemickym ¢lankem jsou metody déle déleny
dle vlivu elektrolyzy na obsah analytu. Pokud je analyt kvantitativn¢ pfeménén, jednd se
o coulometrii, kdy je méten prosSly ndboj, a elektrogravimetrii. Pokud se obsah analytu vlivem
elektrolytickych reakci neméni, jednd se o ampérometrii, voltametrii a polarografii.
Pfi ampérometrii je méfen prochdzejici proud pti konstantnim napéti pracovni elektrody. Pii
voltametrii a polarografii je méfena zdvislost proudu na ménicim se potencidlu pracovni
elektrody. Polarografie je voltametrie, kdy jako pracovni elektroda je pouZzita rtutova kapkova

elektroda s obnovovanym povrchem [1].

1.1 Voltametrie

Pti voltametrickych méfenich je zaznamenavana asova zavislost proudu / protékajiciho
pracovni elektrodou na potencidlu E vkladaném na tuto elektrodu. V zdvislosti na ¢asovém
pribéhu vkladaného potencidlu je rozliSovano nékolik voltametrickych technik: cyklickd
voltametrie (CV), square-wave voltametrie (SWV), diferen¢ni a diferen¢né pulzni voltametrie

(DV a DPV), atd. Casovy priabéh zmény potencidlu, ktery je v pribéhu experimentu
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neménny, je nazyvan rychlost skenu (scan rate (sr)), a je dan vztahem (1), pfi¢emzZ jednotkou
je V.s™. Vzhledem k linedrnimu pribshu této Sasové zavislosti mohou byt vysledné grafy,
voltamogramy, zdznamem jak proudu na potencidlu, tak proudu na ¢ase, nicméné standardné

jsou uvadeény zavislosti I na E.
dE

v="2 (1)
Pti voltametrickych technikdch métfeni je vétSinou pracovano s tifelektrodovym
uspotadanim, které se skldda z elektrody pracovni, pomocné a referentni. Jako referentni
elektrody jsou nejCastéji vyuzivany elektrody chloridostiibrné nebo kalomelové, elektrodou
pomocnou byva nejcastéji platinovy dratek ¢i pliSek. Pracovnich elektrod pouZivanych ve
voltametrii je hned nékolik, od elektrod kovovych (Pt, Au) po rizné typy a modifikace
elektrod uhlikovych. V pritbéhu méfeni prochdzi proud pouze mezi pracovni a pomocnou
elektrodou, pficemz potencidl pracovni elektrody je méfen mezi pracovni a referentni
elektrodou (jejiz potencidl je konstantni) bez priichodu proudu. Elektrochemické reakce
probihajici na pomocné elektrodé (reakce slozek zdkladniho elektrolytu, oxidace vody, apod.)
se nesleduji. Zdrojem napéti je potenciostat, ktery pomoci pocitate udrZuje stdlou
pozadovanou hodnotu napéti vkladaného na pracovni elektrodu.
Voltametrii je moZné pouZit pro analyzu vodnych, nevodnych a smésnych roztoku,
Casto byva pfidivan zdkladni elektrolyt, ktery zvySuje vodivost roztoku. Jako zakladni
elektrolyt jsou vyuzivany roztoky kyselin, zdsad a soli, piipadn¢ kvartérni amoniové baze.
Pro kazdy typ pracovni elektrody pfipadd jiné potencidlové okno, tedy rozsah jeji
pouZzitelnosti, v zdvislosti na pouZitém rozpoustédle a zdkladnim elektrolytu. Ve vodnych
roztocich je elektrodovy d& omezen reakcemi H' iontll. V katodické oblasti je limitnim
ukazatelem pouzitelnosti vyluCovani vodiku, v anodické vyluCovéni kysliku. V piipadé
nepfitomnosti analytu v roztoku prochazi pouze kapacitni (nabijeci) proud, jehoZz
voltametricky zdznam je zna¢nym podilem Sumu méfeni analytu. Oblast potencidlti, pii nichZ
systétmem za danych podminek métfeni prochdzi pouze kapacitni proud, vymezuje
potencidlové okno. Pfi voltametrickych méfenich je tedy linedrné s Casem ménén potencidl
pracovni elektrody a v piipad¢ pritomnosti latky, kterd mize byt oxidovana ¢i redukovéna,
dochdazi pii vhodném potencidlu k reakci, depolarizaci elektrody, kterd se na voltamogramu
projevi vznikem voltametrické viny, tedy nartistem proudu. Vrchol této viny se nazyva limitn{
proud (/;im), ktery je voltametrickym analytickym signdlem. Hodnota [, je pfimo umérna

koncentraci analytu (depolarizatoru) v analyzovaném roztoku. Elektrodou prochézi I, tehdy,
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je-li v okoli elektrody vSechna reagujici latka zoxidovdna ¢i zredukovana. Rychlost
elektrodové reakce je tak vysoka a diftzni podminky v roztoku takové, Ze jiZ neni mozné
k povrchu elektrody ptivést dalsi latku. DalSim ukazatelem je palvinny potenciél E;,, nebo
potencidl piku E,, ktery poskytuje kvalitativni informace charakteristické pro danou latku.
V piipadé¢, Ze se analyty pfitomné v roztoku dostatecné 1i$i hodnotami svych potencidld, lze je

za vhodnych podminek stanovit vedle sebe [1].

1.1.1 Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie patii mezi zdkladni voltametrické techniky vyuZivané pro
charakteristiku oxidacné¢ reduk¢nich dé&ji v roztoku, proto byva Casto provadéna jako prvni
méfeni na pocdtku experimentu. Z CV voltamograml (obrdzek 1) lze usuzovat chovani
zékladniho elektrolytu a analytu na dané pracovni elektrodé za danych podminek a podle toho
volit dal§i postup optimalizace a meéfeni pomoci citlivéjSich voltametrickych technik.
Principem CV je opakovani tzv. dopiedného (forward) a zpétného (reverse) skenu, kdy
linedrni zvySovani potencidlu vkliddaného na elektrodu od pocitecni hodnoty (initial, Eiy)
k potencidlu zlomovému (vertex, Ey.) je sken dopifedny a opé&tovné snizovani potencidlu
k hodnoté konecné (final, Esn) je sken zpétny. Potencidly Ejy a Eg, jsou vétSinou shodné,

dopiedny a zpétny sken davaji dohromady jeden cyklus.

10
oxidace dopfedny sken

anodicky
proud .

katodicky En
proud

-6

redukce zpétny sken

-8

03 01 01 03 05 o7

Obrazek 1: Vzorovy zdznam cyklické voltametrie. Ptiklad elektrochemického standardntho systému

K;[Fe(CN)6] / Ku[Fe(CN)e].
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Napéti, vkladané v cyklické voltametrii na pracovni elektrodu, ma podle dE/dt tvar
trojuhelniku. Z rozdili potencidlli katodického a anodického piku lze usoudit, zda se jedna
o reverzibilni ¢i ireverzibilni elektrodovy d&j. Pro reverzibilni d¢&  plati,
ze E,, — E,x = 0,059n, 1,/I,x = I, (n - poCet vymeénénych e’) a potencidl piku je
0 28,5/n mV negativnéj$i u katodického a pozitivnéjsi u anodického piku, nez odpovidajici
Eip. V ptipadé ireverzibilniho dé&je zavisi rozdil potencidlti anodického a katodického piku na
rychlosti polarizace, tedy na dE/dt (rychlost skenu). U déji kontrolovanych difizi pak také
plati, Ze (dE/dt)"”? = I,. Pro elektrodové déje, které jsou fizeny adsorpci, plati pfimd iméra

mezi rychlosti skenu a vySkou piku [1].

1.1.2 Square-wave voltametrie

Metoda square-wave voltametrie patii mezi metody, kdy je potencidl vkladany na
elektrodu modulovan stiidavym napétim pravodhlého tvaru o malé amplitudé¢ a frekvenci.
M¢fena je potom zavislost proudu na potencidlu, ovSem pouze po kratky ¢asovy usek vzdy na
konci kazdého pulzu. Vysledny voltamogram ma4 tvar piku (prvni derivace) a je zaznamem
rozdild dvou po sob¢ zméfenych hodnot proudu na potencidlu. SWV je vyznacna
malymi hodnotami nabijeciho proudu, svou rychlosti a mnozstvim parametrti, které lze

optimalizovat [1].

1.1.3 Diferencné pulzni voltametrie

Pulzni voltametrické techniky jsou podobné SWV a navzdjem se od sebe lisi tvarem
potencidlovych pulzii vkladanych na pracovni elektrodu, pficemz proud je méfen pouze po
urcitou dobu. Pulzni techniky se také vyznacuji lepSim analytickym signdlem, tedy niZ$im
pomérem signdlu k Sumu (S/N), nez techniky za konstantn¢ se méniciho potencidlu.
V normdlni pulzni voltametrii (NPV) jsou vkladdny napétové pulzy o Sifce nékolik desitek
milisekund s postupné rostouci amplitudou. Proud je zaznamendvin na konci kazdého pulzu
po dobu tddové v milisekunddch. V diferen¢né pulzni voltametrii je na potencidl linedrné
se ménici s casem vklddan napétovy pulz o amplitudé¢ 10 az 100 mV o délce nékolika
milisekund. Zaznamendvan je rozdil proudii zmétenych tésné pred vloZenim pulzu a na jeho
konci, vyslednd zavislost ma tvar piku. Potencidl piku je zavisly na kvalit¢ analytu, v pfipadé

reversibilnich systémil je blizky hodnoté Ej,. Vyska piku je imérnd koncentraci analytu
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v méfeném vzorku, ale je také zdvisla na amplitud€ pulzu. S rostouci amplitudou roste proud,
nicméné¢ dochdzi také k rozSifovani piku a tim k neZadoucimu ovlivnéni selektivity stanoveni,

proto je v praxi tfeba volit kompromis mezi citlivosti a selektivitou méteni [1].

1.1.4 Stripping voltametrie

Cesky nézev pro stripping metody (stripping voltammetry — SV) je rozpoustéci
voltametrie. Jednd se o zvySeni koncentrace analytu na povrchu elektrody pfed vlastnim
méfenim analytického signdlu. Koncentrace analytu muZze byt zvySena nékolika zplisoby.
Prvnim zplusobem je predbéznd -elektrolyza, kdy je analyt na povrchu elektrody
nakoncentrovan za ur€itou dobu (v fddech minut) vlivem vloZeni konstantniho potencidlu
v oblasti limitntho proudu (deposition, E,,), obvykle v michaném roztoku. Vlivem
elektrolyzy dojde k reakcim mezi analytem a materidlem elektrody nebo sloZkou elektrolytu
za vzniku sloucenin, které jsou zachyceny na povrchu elektrody a poté katodicky (cathodic
stripping voltammetry, CSV) ¢i anodicky (anodic stripping voltammetry, ASV) rozpustény
zpct do roztoku. Vlastni méfeni poté probihd v roztoku za stacionarniho stavu od hodnoty
Egep, kdy rozpoustéci pik je zaznamendvén v blizkosti plilvlnnych potencidlii analytu. V praxi
byva castéji méfena vyska piku nez jeho plocha, a je pfimo Umeérnd koncentraci. Dalsi
metodou je adsorpéni rozpoustéci voltametrie (AdSV). Jak jiz ndzev napovidd, analyt
je na povrchu elektrody nakoncentrovan adsorpci pfi urcitém potencidlu, ktery muize byt
roven nule, pfipadné¢ miZe byt elektroda odpojena od obvodu. V piipad€, Ze je analyt
elektrochemicky aktivni, je pak vySka odpovidajictho piku imérnd koncentraci analytu
ve vzorku. Je-li analyt elektrochemicky neaktivni, dochazi ke vzniku tzv. tenzametrického
piku, ktery vznika v dasledku desorpce analytu z povrchu elektrody po dosaZeni urcitého
potencidlu. Hodnota proudu piku je poté tUmeérnd kapacitnimu proudu prochézejiciho
elektrodou v disledku zmény kapacity elektrické dvojvrstvy. Lze se také setkat s pojmem
extrak¢ni rozpoustéci voltametrie (ExSV), kdy dochézi k extrakci analytu do elektrodového

materidlu, nejcastéji uhlikové pasty. K tomu vSak ¢astecné dochdzi i v pribéhu AdSV [1, 2].
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2 Uhlikové elektrody

Uhlikové elektrody patii spolecné s elektrodami kovovymi (Pt, Au, Cu, atd.) mezi
elektrody s pevnym povrchem. Nevyhodou téchto elektrod je moZznost oxidace €i redukce
jejich povrchu ¢i tvorba filml na jejich povrchu diky adsorpci latek z roztoku elektrolytu
¢i vznikajicich pfi elektrodovych reakcich. V disledku toho muze dochédzet k odliSnostem
jednotlivych polariza¢nich kiivek, k projevu tzv. historie elektrod, tedy k projevim
pfedchdzejicich méfeni. Naadsorbované latky ,,zandSeji* aktivni povrch elektrody
a pii opakovanych métenich dochdzi ke sniZovani proudové odezvy i pii konstantni
koncentraci analytu. Uhlikové elektrody jsou nicméné v porovndni s jinymi tuhymi
elektrodami vii¢i oxidaénim reakcim povrchu vice odolné a vyznacuji se niZ§im zbytkovym
proudem. Pro spravnou funkci elektrod je vhodné jejich povrch pred métenim vhodné& upravit,
napf. &isténim & aktivaci povrchu pomoci CV v roztocich minerdlnich kyselin. Cisticich
metod je nckolik a jsou zdvislé na materidlu elektrody a charakteru elektrodovych reakci.
Mechanické ciSténi zahrnuje leSténi elektrodového povrchu vhodnym brusnym povrchem,
pastové elektrody se upravuji odstranénim malého mnozstvi pasty. Povrch pevnych elektrod
muze byt Cistén také chemicky Ci elektrochemicky, nebo upravovan, kdy vznikaji
tzv. modifikované elektrody, které se zpravidla vyznacCuji vys§i citlivosti
a selektivitou. Standardni uhlikové elektrody pouZivané pro béZznd voltametricka
a ampérometrickd méfeni maji velikost pracovniho povrchu v faddech mm. Lze se setkat také
s elektrodami v fddech cm ¢i dm, tzv. hydrodynamické elektrody. V poslednich letech se
vyrazné rozviji pouziti tzv. mikroelektrod, které maji velikost pracovniho povrchu v fadech

pm ¢i mensi nez 1 um a vyzaduji specificky latkovy transport analytu k jejimu povrchu [1, 3].

2.1 Uhlikové pastové elektrody

Uhlikové pastové elektrody (carbon paste electrode - CPE) byly vynalezeny v roce
1958 americkym elektroanalytikem Ralphem Normanem Adamsem. Pivodné se zajimal
o vytvofeni uhlikové kapaliny, kterd by mohla nahradit v polarografii pouZivanou toxickou
rtut. Tuto mySlenku se nicméné nepodafilo realizovat, a tak po zvySeni obsahu uhliku
v organickém pojivu vznikla uhlikovd pasta, jak ji zndme dnes. V ndsledujicich letech

se postupné¢ rozvijelo pouzivani CPE a jejich raznych variaci a modifikaci. Uhlikové pastové
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elektrody jsou v zdkladu vyrobeny ze spektrdlniho uhliku a pastové kapaliny. Uhlikovy
praSek zastupuje v piipadé¢ CPE elektrodovy materidl, pficemZz pastové pojivo slouzi ke
spojeni jednotlivych ¢astic uhlikového prasku a funguje jako elektricky izolator. Zakladnim
typem  uhlikového  praSku  pouZivaného pro  piipravu  elektrodovych  past
je spektroskopicky grafitovy prasek, relativné nové je také Casto vyuZzivan skelny uhlikovy
praSek (glassy carbon, GC) nebo jedno ¢i vicesténné uhlikové nanotrubice
(single-/multiwalled carbon nanotubes, SWCNTs/MWCNTs). Pro piipravu CPE je nutné brét
v potaz vlastnosti jednotlivych typt uhlikovych praska, pti¢emz je potfeba zohlednit velikost
jednotlivych castic uhliku (jednotky ¢i desitky mikrometrii a jednotnost velikosti ¢éstic),
jejich adsorpéni vlastnosti (adsorpce kysliku), a v neposledni fad¢ také Cistotu prasku
(nezadouci interference). Pastovych pojiv je pouzivano né€kolik druhi, pfi¢emz je nutné, aby
se jednalo o latku neté¢kavou, nerozpustnou ve vod¢, chemicky stdlou a nereaktivni. Nejcastéji
se jednd o parafinovy (Nujol®) ¢i silikonovy olej. Dal§imi vhodnymi pojivy mohou byt
alifatické 1 aromatické uhlovodiky, silikonovy ¢i parafinovy vosk nebo vazelina. Jako
pastovych pojiv je mozné také pouZzit halogenovanych uhlovodikli, nicméné¢ ty mohou byt
jednak toxické a jednak elektroaktivni, proto jsou pouzivany pouze ve specidlnich ptipadech.
V poslednich letech jsou také jako pojivo zkoumdny rizné iontové kapaliny, které mohou byt
vyhodné ptfevdzné pro vyrobu biosenzori. Vysledné vlastnosti uhlikové pasty vyrazné
ovlivituje pomér zastoupeni jednotlivych sloZek. Pomér zastoupeni uhlikového préasku
ku obsahu pastového pojiva byva vrozmezi 1,0 g C:0,4—1,0 mL pojiva. Cilem je, aby
vyslednd pasta méla spravnou konzistenci, aby nebyla pfili§ fidk4, ani tuhd. Obsah pastového
pojiva ovliviiuje hodnotu ohmického odporu (R) a tim tedy vodivost elektrody, coZ se odrazi
také v hodnotich proudu pozadi. Obecné lze fici, Ze ¢im vice pojiva, tim vySsi
je kapacitni proud. Vlastni ptiprava zdkladni uhlikové pasty spociva v precizni homogenizaci
uhlikového prasku s vhodnym pastovym pojivem, které je nemisitelné s vodou.
Homogenizace se nejcastéji provadi rucné v laboratofi v tfeci misce s tlouCkem. Ptestoze jiz
hotové uhlikové pasty jsou komeréné dostupné, Castéji si je kazdy elektrochemik vyrabi sam,
a to prevazn¢ ztoho divodu, Ze si muze experimentdln¢ upravit pozZadované slozeni
i vyslednou konzistenci pasty, velkou vyhodou je také znalost pfesného sloZeni. Vysledna
pasta je poté vpravena do téla elektrody. V naSich laboratoftich je pro ptipravu CPE pouzivano
teflonové pouzdro elektrody opatfené zavitovym vodivym pistem. VSechny potiebné
pomiicky pro pifipravu CPE jsou uvedeny na obriazku 2. Hotovd pasta muze byt také
uchovavana v zasobniku, kde se jeji Zivotnost pohybuje v fddech tydnli az mésict, Casem vSak

dochdazi k vysychdni pasty a jejimu sypéni [1, 3-10].
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Obrazek 2: Pomicky pro zhotoveni uhlikové pastové elektrody.

2.2 Skelné uhlikové elektrody

Skelny uhlik je méné poérovitd forma uhliku vyrobend pyrolyzou uhlovodikt.
Vzhledem k nizké pdrovitosti neni potieba pro ptipravu skelnych elektrod pouZzivat pastovych
kapalin. Tento typ elektrod 1ze mechanickym leSténim vyleStit do zrcadlového lesku a tak
docilit dobfe definovaného pracovniho povrchu elektrody. V elektrochemii jsou také
vyuzivany pastové elektrody ze skelného uhlikového prasku (GCPE). Tyto pastové elektrody
se vyznacuji pouZzitelnosti ve vodné-organickych rozpoustédlech do obsahu organické slozky
az 80 %. Jednotlivé castice skelného uhlikového praSku maji na rozdil od spektrografického
uhliku (Supinky) tvar kulicek. S tvarem uhlikovych ¢éstic tzce souvisi kompozice uhlikové
pasty, tedy prostorové uspotadani jednotlivych ¢astic uhliku a obsah pastového pojiva, ktery
ma vliv na elektrickou vodivost a stabilitu uhlikovych past [3, 6, 8, 11-14]. Obecné¢ lze fici,
Ze standardni CPE ze spektrografického uhliku jsou 1épe vodivé nez GCPE. To je zptisobeno
lepsSim kontaktem mezi Supinkami spektrdlniho uhliku neZ mezi kulickami skelného

uhlikového prasku.

2.3 Pentilkové uhlikové elektrody

Pentilkové uhlikové elektrody (pencil graphite electrode — PGE) jsou zaloZeny
na vyuziti obyCejné tuhy do pentilkovych tuzek. Tuhy jsou sloZeny z grafitu (elektrodovy

materidl) a jilu, ktery funguje jednak jako pojivo, obsahuje vsak také kovové ionty, které

20



zlepSuji vodivost tuh. Kontakt mezi tuhou (elektrodovym materidlem) a méficim zatizenim
(potenciostatem) je zprosttedkovdn pomoci vodivého dratu, ktery spojuje kovovou ¢ést Spicky
pentilkové tuzky, v niZ se nachdzi tuha ponofend do méteného roztoku, a samotnym
kontaktem méfictho zafizeni (obrdzek 3). V pribéhu méfeni je potfeba dbat na to, aby
v kontaktu s méfenym roztokem byla pouze grafitovd tuha (10 mm), ne i kovova Spicka
tuzky. Tento typ elektrod byl vyuZit pro stanoveni nékolika latek [15-18]. Experimentdlné
bylo zjiSténo, Ze ne vSechny komercné dostupné tuhy jsou vhodné pro elektrochemicka
méfeni. Z praktickych zkuSenosti z laboratofe se jako nejlepsi pro toto pouZziti jevi tuhy od
firmy KOH-I-NOOR HARDTMUTH as. (Ceské Budg&ovice, Ceskd republika), které
vykazuji dostatenou vodivost materidlu. Naopak napt. tuhy firmy Q-CONNECT (Gent,

Belgie) jsou pro toto vyuZiti naprosto nevhodné, nebot’ nejsou vodivé.

pomocna
elektroda referentni
pracovni (tuha

Obrazek 3: Ukdzka méfeni s PGE a jeji zapojeni.

2.4 Modifikované uhlikové pastové elektrody

Standardni CPE maji velkou vyhodu jednoduché modifikace. Pasty mohou
byt modifikovdny bud’ piimo pfimichdnim dal§i komponenty pii jeji vyrobé, piipadné lze
modifikovat povrch jiz hotové CPE. Modifikované pastové elektrody se déli na elektrody
modifikované chemicky, biologicky ¢i fyzikdln€é. Chemicky modifikovanymi elektrodami
se rozumi CPE obsahujici navic chemickou latku at’ uz v celém objemu ¢i pouze na povrchu.

Patii sem naptiklad elektrody filmové majici na povrchu naptiklad bizmutovy nebo rtutovy
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film. Do této skupiny mohou byt fazeny také ty elektrody, kde je pii vyrobé pasty pouZito jiné
pastové pojivo, nez je bézné. Lze pouzit také elektrochemicky aktivni pastovaci kapaliny.
Biologicky modifikované elektrody jsou nazyvany biosenzory. Jednd se o CPE obsahujici
biologickou komponentu, kterou mtiZzou byt napi. enzymy, mikroorganismy, protilatky, DNA,
¢asti rostlin i zivocicht, atd. Fyzikdln¢ modifikovanymi elektrodami se rozumi takové, které
jsou pied vlastnim méfenim upraveny pomoci napiiklad ultrazvuku, zmény teploty, vystaveni

magnetickému poli, apod. [3].

2.4.1 Adamsovy elektrody

Elektrody obsahujici latky zabraiujici rozpusténi pastového pojiva a ndsledny rozpad
CPE piisobenim organickych rozpoustédel, tzv. tenzidy, jsou nazyvany podle svého striijce
jako elektrody Adamsovy. Tento druh elektrod byl poprvé testovan vroce 1965 [19].
Vyznacuji se velice nizkymi hodnotami proudového pozadi v organickych elektrolytech
v porovnani s napi. elektrodou platinovou. Tenzidy, nebo téZ surfaktanty, jsou bipoldarni
chemické latky obsahujici ve své molekule dvé casti — hydrofilni a hydrofobni. Podle
iontového charakteru hydrofilni skupiny se tenzidy déli na ionogenni a neionogenni.
Ionogenni tenzidy se ddle déli na kationické, anionické ¢i amfolytické, které se chovaji jako
anionické ¢i kationické v zdvislosti na pH prostfedi. V praxi je jako tenzidi pro modifikaci
CPE vyuzivano nékolik latek, napf. anionicky dodecylsiran sodny (SDS), kationicky
hexadecylpyridinium chlorid (CPC), neionogenni Triton X—100®, Trit0n®, Tween®, atd.
Elektrody mohou byt tenzidy modifikovany pfimichdanim latky do uhlikové pasty piipadné
ponofenim nemodifikované CPE do roztoku tenzidu (stripping), lze také provést analyzu
v pfitomnosti tenzidu v mémém elektrolytu. Standardni slozeni Adamsovy elektrody

je uhlik:pastové pojivo:tenzid v poméru 50:20:30 % [3, 20-23].

22



3 Elektrochemické stanoveni akrylamidu
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Akrylamid (AA) (CH,CHCONH,, obrdzek 4) je pramyslové produkovand latka
pouzivana predevSim k syntéze polyakrylamidu. Polyakrylamidové polymery a kopolymery
jsou vyuzivany v mnoha odvétvich, v kosmetickém, papirenském nebo textilnim pramyslu,
pii Cisténi odpadni i pitné vody, nebo také v laboratofich pro pfipravu polyakrylamidového
gelu pro elektroforetickou separaci proteinii nebo jako selektivni modifikdtor strukturnich
a funkénich proteinii [24]. Synonymy pro akrylamid jsou amid kyseliny akrylové,

ethylenkarboxyamid, 2-propenamid, amid kyseliny propenové nebo vinylamid [25].

o]
Hzc\\\/‘LNH
2

Obrazek 4: Chemickd struktura akrylamidu.

3.1 Fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti akrylamidu

Akrylamid je bezbarva krystalickd latka bez zapachu s bodem téni 84,5 °C, vznika
hydrataci akrylonitrilu. Jedna se o neutrdlni, vysoce polarni latku. Je dobfe rozpustny ve vode
(2120 g/L), déle v acetonu a etanolu [24, 26, 27]. Akrylamid ma dvé reaktivni
mista — konjugovanou dvojnou vazbu a amidovou skupinu. Vzhledem k tomu, Ze AA je
a,B-nenasyceny amid, je dobrym Michaelovym akceptorem riznych nukleofild. S timto dzce
souvisi vysokd reaktivita AA s thioly, které jsou dobrym donorem nukleofilti. Reaktivita AA
s SH skupinami je 100 — 300 x vyssi, nez reaktivita s amino skupinami [24, 28]. AA je ve
vodnych roztocich rozkladan pii teplotich vysSich nez 180 °C, pficemZz mira rozkladu
je umérna dob¢ zahtivani. Bylo nicméné zjiSténo, Ze AA se rozklada uz i pfti teploté 25 °C,
tedy ze pfi skladovani roztoku AA dochdzi ke snizovani koncentrace, nicméné¢ ne nijak
vyznamné. K degradaci AA ve vodnych roztocich dochdzi pravdépodobné v disledku
polymerace. Na rozklad AA ve vodnych roztocich mé také vliv pH roztoku, pficemZ mira
rozkladu AA je umérnd zvySujicimu se pH, zavisi také na typu pouzitého pufru. Piesny
mechanismus degradace, stejné¢ jako vzniku AA v potravinich, nebyl dosud tadné
objasnén [28]. Dle Globaln¢ harmonizovaného systému (Globally Harmonized System, GHS)
klasifikace a oznaCovani chemickych latek je fazen do skupiny 6 (latky toxické) a 8 (latky
nebezpecné pro zdravi) [29]. Mezindrodni agentura pro vyzkum rakoviny (International
Agency for Research of Cancer, IARC) Kklasifikuje AA do tfidy 2A, tedy jako latku
,pravdépodobn¢ karcinogenni pro ¢loveka* [26, 30]. Polymery a kopolymery akrylamidu jsou

pouzivany v zemédelstvi jako pomocné latky pro sniZeni eroze pudy, k ¢iSténi odpadnich vod
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jako flokulanty, mohou také byt soucdsti hnojiv. Polyakrylamid miZe byt rozkladdn na
monomer akrylamidu, ktery ma vysokou mobilitu v ptidé a podzemnich vodéich, nicméné
je biodegradovatelny na CO, a NHj3. Na degradaci polymeru AA nemd vliv pH, nicméné
podminky venkovniho prostiedi jako je teplo a svétlo jeho rozklad urychluji [24, 27].
Polyakrylamid po zesiténi obsahuje zbytkové mnoZzstvi 0,05-5,0 % volného akrylamidu.
V disledku téchto pouziti se volny AA vyskytuje v malém mnozstvi v pudé€. Prestoze je AA
piitomny v pid¢ vstiebavan do rostlin, jeho obsah je zvelké Casti odbourdn jiz po
18 hodinéch [24, 27]. Monomer AA se vSak v prubéhu péstovani nedostdva do plodin [31].
Nékteré mikroorganismy maji schopnost produkovat enzymy, které katalyzuji bud’ syntézu,
nebo rozklad akrylamidu. Mezi tyto mikroorganismy patii napiiklad Rhodococcus
rhodochorus produkujici nitril hydratazu, glutamin syntetdzu a dehydrogenazu. Bakterie rodu
Nocardia produkuji nitrilhydratdzu, kterd se vyuziva v primyslové vyrobé akrylamidu.
Amidazy schopné degradovat AA byly izolovany z bakterie Klebsiella pneumoniae nebo
Brevibacterium sp. [24, 32]. Bakterie Pseudomonas stutzeri je schopna metabolizovat AA za
anaerobnich podminek, ndsledné¢ mohou denitrifika¢ni bakterie vyuZivat vzniklou kyselinu

akrylovou a amoniak jako zdroj uhliku a dusiku [33].

3.2 Toxicita

Prvni zminky o otravidch c¢lovéka akrylamidem jsou zndmy z roku 1967. Akrylamid
je neurotoxicky, zplisobuje poruchy nervového systému, periferni neuropatie. Hlavnimi
pfiznaky intoxikace AA je necitlivost nebo slabost v koncetindch, tfes, ztrdta rovnovahy,
nestabilita, ddle také nadmérné poceni, olupovani kiize, ospalost, mize dochdzet k ibytku na
vaze a porucham feci. AA vykazuje toxicitu pii dermdlnim, ordlnim i parenterdlnim
podani [34, 35]. Reprodukéni toxicita byla pozorovana pouze u muzu [36], pfijem akrylamidu
v t€hotenstvi vSak nepfiznivé ovliviiuje rist plodu [37]. Mechanismus neurotoxického
pusobeni AA v organismu neni dosud pln¢ objasnén, nicméné existuje nékolik hypotéz. Podle
jedné teorie AA inhibuje produkci kinesinu a tim zpomaluje rychly transport funk¢énich ¢asti
bunék. Dalsi hypotéza se zabyva pfimou inhibici neurotransmise, nebo také zménou hladiny
neurotransmiteril [38]. AA je schopen vdzat se na thiolové skupiny proteinti a potlacovat tak
uvoliovani neurotransmiterti. Ma negativni i¢inky na metabolismus dopaminu, ktery slouzi
v organismu k pfenosu nervovych vzruchti a ma vliv také na motoriku, jejiZ porucha je jednim

z hlavnich pfiznaka intoxikace AA [39]. K indikaci AA v organismu je vyuzivano také jeho
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hlavniho metabolitu — glycidamidu (GA). Glycidamid vznikd z AA reakci s cytochromem
P450 a dale reaguje s DNA za vzniku aduktl, které jsou pravdépodobné hlavni piicinou
mutagennich a karcinogennich vlastnosti AA [40, 41]. Pifjem doplikl stravy s obsahem

vitamina skupiny B mlze sniZovat neurotoxicitu akrylamidu [42].

3.3 Vyskyt a pouziti akrylamidu

Akrylamid je hojné pouzivian pro tvorbu polyakrylamidovych gela slouzicich
k separaci proteind a jinych biomolekul. Monomeru akrylamidu je v gelu pfitomné takové
mnozstvi, Ze mize dochdzet k alkylaci SH skupin napf. cysteinu, nebo NH, skupin lysinu pfi
elektroforéze. Akrylamid je schopen reagovat také se sloZkami pufru pouZitym pfi separaci
proteinti, ¢imZ dochézi ke snizeni pH pufru, zmén¢ izoelektrického bodu a elektroforetické
mobility proteini [24]. Polyakrylamid je vyuzivdan také v kosmetickém pramyslu,
do nékterych ptipravkll je pfiddvan v koncentracich 0,05-2,8 %. Studie prokazaly,
Ze prestoZe se v jinak netoxickém polyakrylamidu nachdzi také volny akrylamid, v mnoZstvi,
ve kterém se vyskytuje v kosmetickych piipravcich, tedy do 0,1 %, nevyvolava neurotoxicitu.
I pfes toto zjisténi je ovSem doporucovano, aby obsah akrylamidu v kosmetickych piipravcich
nepresahoval hodnotu 5 ppm [36].

V roce 2000 byl Svédskymi védci zaznamendn vysoky obsah aduktd akrylamidu na
hemoglobin u nekufdkd, ktefi nebyli vystaveni intoxikaci akrylamidem, coZ vedlo k zaméteni
se na analyzu obsahu akrylamidu v potravinidch [43], jehoZ pfitomnost se zde o dva roky
pozd€ji potvrdila [44]. Hlavnim zdrojem AA v potravinich jsou Maillardovy reakce.
V Maillardové reakci, kterd zapfiCiiuje hnédnuti potravin pii tepelné upraveé, vznika
akrylamid jako vedlejSi meziprodukt. Dochdzi k reakci mezi aminokyselinami a cukry
pfitomnymi v potravindch, které mohou byt spole¢n¢ s casnymi produkty Maillardovy reakce,
N-glykosidy, zdrojem AA. Nejvyznamnéj$i aminokyselinou pro tvorbu AA je asparagin,
nicméné¢ muze vznikat také z metioninu, cysteinu, glutaminu. Z cukri se v této reakci
uplatnuje hlavné glukéza, ale také fruktéza, galaktéza, lakt6za nebo sachar6za. Vznik
akrylamidu podporuje vodné prosttedi, kdy ho vznikd az trojndsobné mnozstvi. Mechanismi
vzniku AA v potravinich je navrzenych né€kolik, bylo vSak prokazano, ze AA vznika
pfevazné z postranniho amidového fetézce asparaginu. Po tepelné tpravé pokrmu vznikaji
meziprodukty Maillardovy reakce, N-glykosidy, u kterych miiZe dochdzet k dekarboxylaci

a heterolytickému Stépeni vazby N-C, a tak ke vzniku akrylamidu. Ptestoze dekarboxylace by
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méla za vySSich teplot probihat pfednostné, zdd se, Ze u N-glykosidické vazby dochazi
snadngji k deaminaci. N-glykosidy jsou ve vodném kyselém nebo neutrdlnim prostiedi
nestabilni a rychle hydrolyzuji na redukujici cukr a aminokyselinu. V procesu piipravy
potravin za vysoké teploty, kdy dochdzi ke ztrat¢ vody, muize tedy dochdzet k tvorbé
AA z téchto Maillardovych meziproduktt [45, 46]. Dalsi navrZzeny mechanismus vzniku AA
zahrnuje v prvnim kroku tvorbu Schiffovy baze z karbonylové skupiny cukru a amino
skupiny asparaginu. Schiffova bdze za vysSSich teplot podléhd dekarboxylaci, vznikd
meziprodukt, ktery muze reagovat dvojim zplsobem. Bud’ mlze dochazet k hydrolyzaci
tohoto meziproduktu za vzniku 3-aminopropionamidu, ze kterého dale odstranénim amoniaku
zahfdtim vznikd akrylamid, nebo je dekarboxylovany meziprodukt Schiffovy baze ptimo

rozlozen a po odstépeni iminu vznikd AA [47].

Tabulka 1: Porovnavaci hodnoty obsahu akrylamidu ve vybranych kategoriich potravin [50].

Potravina Porovnavaci ;
hodnota [ug.kg ']

Hranolky ke pfimé spotiebé 500
Bramborové lupinky z ¢erstvych brambor a z bramborového tésta, 750
bramborové krekry, jiné bramborové vyrobky z bramborového tésta
Me¢kky chléb

a) pSeni¢ny 50
b) mékky chléb, jiny nez pSeni¢ny 100
Snidanové cerealie (krom¢ obilné kase)

a) Vyrobky z otrub a celozrnné ceredlie, zrna pufrovand

v pufrovacim délu 300

b) P3eni¢né a Zitné vyrobky " 300

c) Vyrobky z kukufice, ovsa, pSenice Spaldy, jeCmene a ryZe 150
SuSenky a oplatky 350
Krekry s vyjimkou bramborovych krekrt 400
Kfupavy chléb 350
Pernik 800
Vyrobky podobné ostatnim vyrobklim této kategorie 300
PraZend kdva 400
Instantni (rozpustnd) kdva 850
Néhrazky kavy

a) Nahrazky kavy vyhradné z obilovin 500

b) Néhrazky kavy ze smési obilovin a cekanky @

c) Nadhrazky kavy vyhradné z ¢ekanky 4000
Potraviny pro malé déti, obilné piikrmy pro kojence a malé déti, kromé 40
susenek a sucharti
Susenky a suchary pro kojence a malé déti 150

(1)Jiné nez celozrnné ceredlie a/nebo jiné neZ otrubové ceredlie. Obilovina pfitomnd v nejvétsim mnoZstvi urcuje kategorii. (2)Porovnavaci
hodnota, kterd se pouZije na nidhrazky kdvy ze smési obilovin a ¢ekanky, zohlediiuje relativni podil téchto slozek v kone¢ném vyrobku.
(3) Podle definice v nafizeni (EU) ¢. 609/2013.
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Nejvyssi obsah AA byl nalezen ve smaZenych bramborovych lupincich a vSeobecné
vyrobcich z brambor. Ve vafenych pokrmech nebyl akrylamid nalezen, protoZe pii vareni se
nedosahuje teplot vysSich nez 100 °C, kdeZto u smazeni, peCeni nebo grilovani teplota
presahuje 120 °C, tedy teplotu, pii které AA vznika. Akrylamid se do potravin mize dostavat
také z obalového materidlu, pfi jehoZ vyrobé se akrylamid pouziva [48]. V roce 2011 bylo
vydano Doporuceni Evropské komise o zkoumdni mnoZstvi akrylamidu v potravinidch
na zdkladé€ udaju ziskanych z prizkumu v ¢lenskych statech v letech 2007 — 2009. Jednalo se
o vyzkum, zda a jak se vyrobci snaZi minimalizovat obsah akrylamidu v rizikovych
potravinich. Vysledkem byly smérné hodnoty pro jednotlivé kategorie [49]. Od dubna roku
2018 vzeslo v platnost nové nafizeni Evropské Unie (Nafizeni komise (EU) 2017/2158)
stanovujici opatfeni pro zmirnéni obsahu AA v rizikovych potravinich a také porovnavaci

hodnoty, jez jsou maximdlnimi hodnotami AA, které by m¢ly dané potraviny obsahovat.

Porovnavaci hodnoty pro jednotlivé kategorie potravin jsou uvedeny v tabulce 1[50].

3.4 Metody stanoveni akrylamidu

Akrylamid lze stanovit mnoha metodami. Byla vyvinuta spolehlivd metoda analyzy
AA pomoci plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci (GC-MS), pfipadné
plynova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (GC-MS/MS), dale kapalinova
chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (LC-MS/MS) [48, 51]. Akrylamid lze
stanovit také infraCervenou spektroskopii (IR), kapilarni elektroforézou (CE),
imunoenzymatickym testem ELISA nebo elektrochemicky. Akrylamid nelze ve vzorcich
stanovovat pomoci UV spektrofotometrie, protoZe v jeho molekule nejsou dostatecné silné
dvojné ani trojné konjugované vazby ani aromaticky kruh [52]. Zdkladni postup upravy
vzorku ke stanoveni akrylamidu v redlnych vzorcich zahrnuje ptidavek vnitiniho standardu,
extrakci vodou, nédsledné pieciSténi extraktu na pevné fazi a naslednou analyzu, nejcastéji
pomoci GC-MS po bromaci nebo piimo LC-MS/MS. V piipadé¢ IR, CE, ELISA nebo

elektrochemickych metod neni obecné tfeba sloZitd ptiprava vzorku.

Plynovad chromatografie (GC)
Metoda GC se pro stanoveni akrylamidu pouZzivd prevdzné€ ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii (MS). V ptipad¢ pouZziti této techniky je vhodné pouzit derivatizaéniho kroku,

1ze ji také provést bez n¢j [S1]. V piipad¢ nevyuZiti derivatizace pfi stanoveni AA metodou
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GC-MS je kladen velky diraz na extrakci vzorku. Jako extrak¢éni rozpoustédlo miiZze byt
pouzita voda nebo smési vody a organickych rozpoustédel (napf. methanol, n-propanol,
2-butanon). Vytéznost extrakce se pohybuje od 68 do 75 %. K extrakci AA ze vzorkl
napt. bramborovych lupinkt mize byt pouzita také Soxhletova extrakce s ,,pfedextrakci* pro
uvolnéni veskerého analytu ze vzorku. Tento zplsob extrakce je sice velice ucinny, ale také
zdlouhavy, navic neni zndmo, zda v priabéhu Soxhletovy extrakce nedochézi k dal§imu vzniku
AA a tim k faleSn¢ pozitivnim vysledkim. Hlavni nevyhodou separace nederivatizovaného
AA je nedostatek charakteristickych ionti v hmotnostnim spektru latek. Kvantifikace AA se
provadi pfidanim riiznych vnitfnich standardd, propionamidu nebo izotopicky znaceného
akrylamidu. Pfi stanoveni akrylamidu v redlnych vzorcich potravin je nutné brat v potaz
vliv matrice vzorku. Vzorky jako napf. rajcata nebo houby nevyZzaduji dalsi kroky navic
pred vlastni derivatizaci extraktu. Naproti tomu u vzorkl, obsahujici velké mnoZstvi
bilkovin nebo sacharidl, jako jsou napf. maso, bramborové lupinky nebo chléb, je nutné
pouzit dalSich Cisticich krokli, napt. filtraci surového extraktu vrstvou grafitu
(extrakce tuhou fazi, SPE) [51].

V piipadé¢ pouziti spojeni GC-MS Ize vyuzit nékolikero zplsobii derivatizace,
a to silylace, bromace, derivatizace za pouZiti xanthydrolu, nebo nov¢ derivatizace
s anhydridem kyseliny trifluoroctové [53-56]. Separace analytu probihd zpravidla na
standardni kapilarni kolon¢ se stiedni aZ vysokou polaritou. Pivodni metoda pouziti GC-MS
pro stanoveni AA vyuZzivala bromace s pfidavkem methakrylamidu jako vnitiniho standardu
ke vzorku, produktem derivatizace byl 2,3-dibrom-2-methylpropionamid. V pozdé&jsi inovaci
této piivodni metody byl methakrylamid derivatizovdn samostatné a byl ptiddn k extraktu
analytu az pted vlastni analyzou. Kvantifikace vzorku je provddéna metodou standardniho
piidavku. Metoda GC-MS s bromaci je pouZzivana jako referencni pro stanoveni obsahu AA

v obalovych materidlech [48, 51].

Kapalinova chromatografie (L.C)

Pro stanoveni akrylamidu se LC vyuzivd ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (MS/MS). Pii této metod¢ stanoveni AA neni potieba vyuZivat derivatizacniho
kroku, jednd se o pfimou analyzu [48]. Extrakce AA ze vzorku pro LC se provadi vodou pii
pokojové teploté. Zahtivani smési vzorku s vodou nebo jeji ultrazvukovani se nedoporucuje,
mohly by vznikat mikroskopické c¢astice vzorku, které by v nésledujicim cisticim kroku
ucpaly poéry pevného filtru. Kextrakci je nicméné mozné pouzit vodu piedem

vytemperovanou na teplotu 80 °C. Nékdy je k extrakci pouzivédna také smés vody a poldrnich
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organickych rozpoustédel, napt. smé&s vody s acetonem. V laboratofich provadéjicich analyzy
obsahu AA v potraviniach se vyuziva k extrakci nékolik zptisobti mechanické homogenizace
vzorku — tfepani na vodorovné, rotatni nebo vifivé tfepacce, michdni v mixéru nebo na
vortexu. Pii pfipravé vzorku mize byt také vyuzit odmastovaci krok, tedy extrakce tukovych
latek hexanem, toluenem nebo cyklohexanem, nicméné pfi pouZiti odmaSténi nebyly
pozorovany zadné vyznamné rozdily ve vysledcich analyz v porovnéni s extrakci analytu
pouze vodou. Po samotné extrakci je vodnd faze odstiedéna a extrakt je precistén filtraci.
V piipad¢, Ze se laboratof chce vyhnout precisténi extraktu filtraci, l1ze extrakci provadét
smési acetonitrilu a vody s piidavkem Carrezovych ificich ¢inidel.

Metoda LC-MS/MS lze pouzit pro soucasné stanoveni akrylamidu a jeho prekurzort,
aminokyseliny asparaginu a cukri glukézy, fruktézy a sacharézy. PrestoZze pii tomto
stanoveni je potieba provedeni dvojiho néstfiku vzorku na kolonu, vzhledem k jinému rezimu
elektrosprejového ionizatoru pro asparagin v porovndni s ostatnimi analyty, je celkova doba
analyzy pouhych 30 minut [57, 58]. Metodou LC-MS/MS lze také stanovit soucasné¢ AA
a jeho metabolit glycidamid vedle sebe [40]. Pro zlepSeni citlivosti, pfesnosti a specifity Ize
pro toto stanoveni vyuzit derivatizace GA snapf. kyselinou2-merkaptobenzoovou,
p-nitrobenzylpyridinem, glutationem, nicmén¢ zde je nutna dlouhd reakéni doba [59]. LC lze
pouzit také k dvoustupnové kvantifikaci AA ve vzorcich, kdy jsou na reverznich fazich
odd€leny analyty (AA a kyselina akrylovd) a kvantifikace probihd pomoci pulzni
amperometrické detekce (LC-ED). Pii pouziti LC-ED neni potieba zadné specidlni upravy
vzorku, kextrakci je pouzivdna voda a Carrezovy C(ifici roztoky s ndslednym SPE

zakoncentrovanim extraktu [60].

Infracervend spektroskopie (IR)

Pro stanoveni akrylamidu v redlnych vzorcich je vyuzivano metody ATR-IRMS
(Attenuated Total Reflection Infrared Microspectroscopy — InfraCervend mikrospektroskopie
se zeslabenym Uplnym odrazem) nebo IR spektroskopie v blizké (NIR) a stfedni (MIR)
oblasti. IR metody v porovnani s chromatografickymi metodami nevyZzaduji téméi Zadnou
upravu vzorku. V piipad¢ pouziti ATR-IRMS je akrylamid ze vzorkll extrahovan vodou.
U ziskanych extraktli neni nutné pouziti dalSich extrakénich ani Cisticich krok. Vodny
extrakt se odpaii do sucha, resuspenduje ve vod¢€ a po napipetovéani do mikrotitracni desticky
opét odpafi do sucha. V této desticce je poté provedeno meéieni [61]. Pii pouziti metody

MIR nebo NIR je vzorek slisovan do tablety, aby byl odstranén piebytek tukli pfitomnych
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ve vzorku. Tuky v infraervené oblasti absorbuji zafeni a ru$i stanoveni a identifikaci

vyslednych spekter [62].

Kapildrni elektroforéza (CE)

CE je relativn€ novou a stdle se vyvijejici metodou pro stanoveni AA v potravinich.
Jednd se o rychlou univerzdlni techniku s vysokou citlivosti a rozliSovaci schopnosti.
Principem je separace sloZek vzorku v kiemenné kapilafe naplnéné pufrovacim roztokem
o definovaném pH na zdklad¢ jejich distribuce mezi vodnou a pseudostaciondrni fazi,
micelami. Rozpusténé latky s ndbojem v elektrolytu migruji k elektroddm rtiznou rychlosti
v zéavislosti na vloZeném napéti. Detektory pouzivanymi v elektroforetické kvantitativni
analyze AA jsou obvykle UV spektrofotometry s diodovym polem (DAD) vyznacujici
se nizkym detek¢nim limitem. Tohoto spojeni lze vyuZzit pro stanoveni stopového mnozstvi
AA v komplexnich matricich vzorkil. U&nnost CE je srovnatelna s HPLC. Dalg{ variantou
je kapilarni zoénové elektroforéza (capillary zone electrophoresis, CZE), nicmén¢ zde je nutné
pouziti derivatizace AA, nejlépe s 2-merkaptobenzoovou kyselinou. Touto metodou jsou latky
d€leny na zdklad¢ rozdilnych pomért ndboje ku hmotnosti. Detektory u CZE jsou UV/VIS
nebo MS/MS. Pouziti tandemové hmotnostni detekce zajist'uje vysokou citlivost a selektivitu,
podobné jako LC-MS/MS [52, 63]. Novinkou v elektroforetickych stanovenich
AA je kapilarni elektroforéza v nevodné fazi (nonaqueous capillary electrophoresis, NACE)
s UV detekci. U této metody neni vzorek v kapildfe ve vodném prostiedi, ale kapildra
je plnéna organickym rozpoustédlem (napf. acetonitrilem). Akrylamid ve vodném prostiedi je
polédrni, ovS§em nenese Zadny naboj, kdeZto v prostfedi s nizkym pH je schopen vazat protony,
tim ziskat elektricky ndboj a schopnost elektroforetické mobility. NACE je oproti CZE

citlivéjsi, s nizkou mezi detekce (4,4 ng.ml'l) [52].

Imunologické metody

Metoda stanoveni AA v potravinovych vzorcich ELISA (Enzym-Linked Immuno
Sorbent Assay) je zaloZzena na specifické reakci mezi antigenem a znacenou protilatkou,
kterd je vysoce selektivni pouze k danému antigenu. Protildtky jsou globuldrni proteiny,
imunoglobuliny, syntetizované imunitnim systémem v reakci na vznik a pfitomnost antigent.
Imunologické testy se vyznacuji svou vysokou specifitou a selektivitou a umoznuji detekovat
i stopovd mnozstvi latek. Organické latky jsou pfed analyzou nasorbovéany na proteiny, které
vyvolavaji tvorbu specifickych protilatek. Tyto protilatky mohou reagovat pouze s danym

antigenem a tak 1ze kvantifikovat danou latku. Kvantifikace je pak moznd z rozdilu zbytkové
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nevazané protilatky, kterd je bud’ spojena s enzymem, nebo pochazi od jiného Zivocisného
druhu, nebo je znaCend chemicky, napf. biotinem. Aktivita enzymu je obvykle stanovena
méfenim absorbance po navazani na substrat za vzniku barevné reakce. Pro stanoveni
AA jsou pouzivany polyklondlni protilatky. Samotny AA nema schopnost vyvoldvat tvorbu
protilatek, proto je potfeba jej spojit s imunostimulaénim proteinem. Pro jejich spojeni
je vyuzivéana derivatizace AA s 3-merkaptobezoovou kyselinou, kdy dojde ke vzniku derivatu
schopného navazani s proteinem, napt. lidskym sérovym albuminem. Kvantifikace AA
se poté provadi méfenim absorbance komplexu derivatu AA s lidskym sérovym albuminem
a specifické protilatky znacené kienovou peroxiddzou pii vlnové délce 450 nm. Pro stanoveni
AA metodou ELISA lze také pouzit systém avidin-biotin s N-akryloxysukcinimidem
a hovézim sérovym albuminem, kdy je dosazeno vyssi citlivosti stanoveni, nebo k derivatizaci
AA pouzit kyselinu 4-merkaptofenoloctovou [52, 64-66]. Vyhodou imunoenzymatickych
testll jsou dostate¢nd presnost, vysokd citlivost, nizké ndklady, kratkd doba analyzy a jeji
jednoduchost a pro jeji provedeni neni potfeba specidlné vySkoleného persondlu ani drahého

vybaveni [52].

3.4.1 Elektrochemické metody stanoveni akrylamidu

Jedind piima elektrochemicka metoda stanoveni akrylamidu je polarografickd redukce
na rtut'ové elektrod¢, ostatni jsou metody nepiimé vyuZivajici pievazné voltametrii s riznymi
typy pracovnich elektrod. Srovnani riznych elektroanalytickych metod pro stanoveni AA
je uvedeno v tabulce 2. V nésledujicich odstavcich jsou uvedeny elektroanalytické metody
stanoveni AA popsané v literatufe a také ty, jez byly provedeny v laboratofi v ramci

doktorského studia [67].

Polarografickd metoda stanoveni AA

Jak je zndmo, v polarografii je vyuzivdno rtutové kapkové elektrody jako mérné.
Metoda byla pouZita pro stanoveni AA ve vodném, organickém i vodng-organickém
prostiedi, pficemz Ej, AA se odviji od typu prosttedi. Pfim4 polarografie v prostredi
alkalického smésného elektrolytu  methanol:voda (80:20) s0,091 M hydroxidem
tetrabutylamonnym (TBAOH) poskytuje redukéni signdl AA pii -1,970 V oproti standardni
kalomelové elektrodé¢ (SKE) [68]. Inovaci této metody je diferen¢né pulzni polarografie

(DPP), kde v prosttedi methanolického roztoku TBAOH poskytuje AA odezvu v oblasti
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Ey-2,000 V vs. SKE [69]. Tyto dvé metody nejsou vhodné pro stanoveni AA v Cist¢ vodném

prostiedi, projevuje se také znacnd interference alkalickych kovi. Ve studii Niaz et al. (2008)

byly testovany rtizné elektrolyty metodou DPP.

Tabulka 2: Srovnan{ elektroanalytickych metod stanoveni AA.

Metoda Ti‘;eﬁrjgg;’“‘ Elektrolyt LOD | Literatura

DC 0,0005 —

. DME 0,091 M TBAOH 0,001 % [68]

polarografie
AA

3

DPP DME 0,1 M TBAOH <H11;)41' }f_)l [69]
=7

DPP DME 0,5 M LiCl fﬁiill(j'l [70]

NH" ISE/

. . glutaraldehyd/ 4,48.107

potenciometrie Pseudomonds H,O molL! [71]

aeruginosa

02MACBpH4,8a | 1,2.107

SWV CPE/Hb/DDAB 0.05 M NaBr oL [72]
02MACBpH5,0a | 1,0.107

SWV GCE/SWCNTSs/Hb 0.05 M NaCl molL” [73]
PGE/Hb/MWCNTSs/C 2,0.10"

DPV UNP/PANI 0,1 M ACB pH 5,5 oLl [74]
EY

DPV GE/ssDNA 0,1 M PBS pH 8,0 il:)ill(j'l [75]
5,0.10°

DPV GCE/dsDNA 0,1 M PBS pH 7,0 oL [76]
4,9.10”

SWV HDME 0,02 M KNO; oLl [77]

AdSWV HDME 0,1l M AMB pH9,5 | 12 ug/kg [78]

CV CPE/RuO, 1,0 M LiCl m%f i‘l [79]

DPP - diferen¢ni pulzni polarogratie, SWV — square-wave voltametrie, DPV — diferen¢né pulzni voltametrie, AASWV — adsorptivni
rozpoustéci square-wave voltametrie, CV — cyklickd voltametrie; DME — kapajici rtutova elektroda, NH**ISE — iontové selektivni elektroda
pro NH*, CPE/HbDDAB - uhlikovd pastovd elektroda modifikovand hemoglobinem a dimethyldioctadecylamonium bromidem,
GCE/SWCNTs/Hb — skelnd uhlikova elektroda modifikovand SWCTNs a hemoglobinem, PGE/Hb/MWCNTs/CuNP/PANI — pentilkova
uhlikové elektroda modifikovana hemoglobinem, MWCNTs, nanocésticemi médi a anilinem, GE/ssDNA — zlaté elektroda modifikovand
jednovaknovou DNA, GCE/dsDNA - skelna uhlikova elektroda modifikovand dvouvlaknovou DNA, HDME - visici rtutovad kapkova
elektroda, CPE/RuO, — uhlikova pastovd elektroda modifikovand RuO,.

Jako elektrolyti bylo pouzito 0,5 M tetraalkylamoniovych (R4N+) bdzi (bromid
(TBAB), TBAOH, jodid (TEAI), jodid
tetramethylamonny (TMAI)) a chloridu lithného. V prostiedi TBAB byly viditelné dva

tetrabutylamonnny tetraecthylamonny

redukéni piky v pfitomnosti AA, piicemZ prvni z nich (-1,620 V) je pfisuzovdn samotnému

TBAB, druhy (-1,90 V) pravdépodobné patii redukci AA. Ve stejné oblasti byly pozorovany
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redukéni piky AA v ostatnich elektrolytech (-1,880 V pro TBAOH, -1,860 V pro TEAI,
-1,860 V pro TMAI). R4N+ vykazuji specifickou adsorpci na povrch pracovni elektrody a to
v zavislosti na velikosti alkylového fetézce (TMA<TEA<KTBA), zplsobuji tak posun
potencidli k negativn€j$Sim hodnotdm a sniZzeni proudové odezvy. Z tohoto divodu, a také
vzhledem k lepS$i rozpustnosti ve vodé, byl vybran 0,5 M LiCl, ktery poskytuje odezvu pfti
potencidlu -1,870 V. Metodou CV bylo prokédzéino, Ze se jedna o irreversibilni reakci. Tato
metoda je velice vyhodna z hlediska vysoké rozpustnosti AA ve vodé¢, tudiz i snadné tprave

vzorku, nehledé na rychlost a selektivitu stanoveni [70].

Elektrochemické biosenzory v analyze AA

Pro analyzu AA ve vodéch byl vyvinut potenciometricky iontové-selektivni biosenzor
s celymi bunikami bakterie Pseudomonas aeruginosa, ktera vykazuje amiddzovou aktivitu
a je tak schopnd katalyzovat hydrolyzu amidii na amoniak a organickou kyselinu, v pfipade
AA tedy na amonny iont a kyselinu akrylovou. Metoda se ukdzala jako velice spolehliva
a citlivd, sdetekénim limitem 4,48.10° mol.L' AA [71]. Pomoci Clarkovy kyslikové
elektrody a bun€k Brevibacterium sp. byl detekovan obsah AA v odpadnich vodiach na
zdkladé rozdilu spotieby kysliku témito bakteriemi [32]. Pro zjiStovani obsahu AA v plynné
fazi byly navrZzeny gravimetrické a piezoelektrické senzory pracujici na principu specifické
vazby AA uvnitf tetralactamovych makrocyklickych sloucenin typu Hunter-Vogtle,
které jsou naneseny na povrch kiemenné mikrovdhy. Po interakci téchto sloucenin
s AA dojde ke zméné hmotnosti Cidla a jeho rezonanCnich vibraci. Toho lze vyuzit

v technologiich tzv. ,,elektronickych nost* [52, 80].

Nejcastéji jsou vSak vyuzivany biosenzory amperometrické a voltametrické
(CV a SW). Mezi jedny z prvnich biosenzori pro stanoveni AA ve vodnych extraktech
z potravin patii ty s hemoglobinem (Hb) imobilizovanym na pracovni elektrod€. Na zaklade
Michaelovy reakce dochdzi k tvorbé aduktii mezi AA a amino skupinou valinu na N konci
polypeptidového fetézce hemoglobinu. Hemoglobinem lze modifikovat povrch CPE pomoci
povrchové aktivni latky (dimethyldioctadecylamonium bromid, DDAB) jez poté vykazuje
oxidaén&-redukéni reakci Hb-Fe**/Hb-Fe™*, pficemz interakce mezi Hb-Fe a AA je sledovédna
na redukénim proudu. Tato metoda vykazovala velmi nizké limity detekce
(1,2.10"° mol.L™") a je vhodnd ke stanoveni AA v matricich potravin [72]. Upraveny povrch
GCE byl pokryt suspenzi SWCNTSs, po zaschnuti byla nanesena kapka roztoku obsahujiciho
10 mg.mL'1 hemoglobinu v 0,2 M ACB o pH 5,0 s 0,05 M NaCl. AA na této elektrod¢
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vykazoval v prosttedi ACB o pH 5,0 quasireverzibilni chovini (CV: E, = +0,720 V,
E,. = 40,141 V), ve SWV byl E, vrozmezi +0,390 V az +0,590 V, piiCemz se zvySujici
se koncentraci analytu se potencidl posouval smérem k negativnéjSim hodnotdm. Limit
detekce byl stanoven 1,0.10° mol.L'. GCE/SWCNTs/Hb byla aplikovdna na stanoveni
AA ve vodném extraktu z bramborovych lupinki, kde byl jeho obsah tspé$né stanoven
pomoci metody kalibraéni pfimky [73]. Byla navrZzena povrchovd modifikace PGE
pomoci anilinu, karboxylovanych MWCNTs, nanocdstic meédi a hemoglobinu
(PGE/Hb/MWCNTs/CuNP/PANI). Tato elektroda byla rovnéz tspésné pouzita pro stanoveni
AA ve vodném extraktu bramborovych lupinkli metodou DPV s detekénim limitem
0,2 nmol.L"! [74]. Hemoglobinu jako modifikdtoru pracovni elektrody pro stanoveni AA bylo
pouzito i v dalSich studiich [81, 82]. Tomuto typu biosenzoru a jeho zdokonaleni pro rutinni
analyzu se védci vénuji stdle. Dikazem je ¢lanek z roku 2018, kdy byl testovan biosenzor
zalozeny na GCE modifikované Hb s vyuzitim dalSich modifikacnich komponent jako

MWCNTs s iontovou kapalinou, chitosanem a dalSimi [83].

Dalsim typem biosenzoru pro stanoveni AA je elektroda simobilizovanou DNA,
jez tvoii s AA adukty. Zachyceni DNA na povrchu pracovni elektrody Ize provést nékolika
zpusoby. Ve studii Li et al. (2014) byla pouZita jako pracovni elektroda GCE. Biosenzor se
skladal z vrstvy grafenu (2,5 pg) pro usnadnéni pienosu elektroni, na néjz byla zachycena
DNA. Imobilizace probihala v prostiedi 0,1 M PBS o pH 7,0 s 5 mg.mL"' DNA pfi aplikaci
depozi¢niho potencidlu 0,5 V po dobu 200 s. Vyslednou odezvou elektrody, studovanou
rovnéZ v PBS o pH 7,0, byl oxidacni pik pro guanin pfi potencidlu +0,680 V a adenin pfii
+0,980 V. Vzhledem k vySS§imu I, pro guanin byl tento vyuZivan pro detekci tvorby aduktu
AA-DNA. Jako vzorek byla pouZzita pitnd voda. Metoda vykazovala mez detekce
5,0.10® mol.L'l s pouZitim metody DPV [76]. Jednovldknovdé DNA (ssDNA), jez byla
vyuzita ve studii Huang et al. (2016), byla zachycena na povrchu zlaté elektrody (GE)
kapnutim suspenze ssDNA na povrch a poté ponechdna pii 4 °C po dobu 6 hod zaschnout.
Po zaschnuti vrstvy ssDNA byla elektroda opliachnuta pufrem a 0,1 % roztokem
dodecylsiranu sodného (SDS). Vyslednd modifikovand elektroda GE/ssDNA byla pouZzita pro
stanoveni obsahu AA ve vodném extraktu bramborovych lupinkli a vod¢ s detekci piku
guaninu v DPV pfi potencidlu +0,740 V. Za podminek metody (0,1 M PBS pH 8,0) se jedna
o nevratnou reakci 2e/2H" fizenou adsorpci. Mez detekce na GE/ssDNA byla stanovena na
8,1.1010 mol.L" [75]. Na zdklad& t&chto studii byla provedena optimalizace stanoveni AA

pomoci DNA imobilizované na povrchu CPE. Price byla zapo¢ata na Univerzité ve Styrském
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Hradci (Karl-Franzens University of Graz (Uni Graz)) vramci odborné stize v tymu
prof. Kurta Kalchera, kdy byla provedena optimalizace pH elektrolytu, koncentrace DNA
a depozi¢niho potencidlu a ¢asu. CPE/DNA byla pfipravovdna ponofenim standardni CPE do
roztoku DNA o koncentraci 1 mg.ml'1 v pufru. Po optimalizaci podminek depozice byl
vybrdan potencidl +0,500 V a ¢as 200 s. Metodou CV byla provedena optimalizace pH
prostiedi pracovniho elektrolytu, kdy byly testovany pufry ACB (octanovy) pH 4,5, PBS
(fosfatovy) pH 7,5 a AMB (amonny) pH 9,5. V prostiedi AMB nebyly v CV zaznamenany
mefitelné proudové odezvy. V PBS byly detekovatelné dva oxidaéni piky pifi potencidlech
+0,665 V a +0,918 V, které byly pfisuzovany oxidacni reakci guaninu a adeninu, podobné
jako v predchozich studiich. Pii pfidavku AA vSak nedoslo k zddné zméné téchto oxidac¢nich
vin. VACB byly rovnéZz detekovdany dva oxidacni proudy pii potencidlech +0,930 V
a +1,070 V, pficemZ druhy z nich mizel v pfitomnosti 0,2 mg.mL'1 AA. Pro stanoveni AA
byla dale pouzita metoda DPV. V prosttedi ACB o pH 4,5 v DPV poskytovala DNA
zachycend na povrchu CPE 4 oxidaéni piky v oblastech potencidlu +0,813 V, +0,989 V,
+1,142V a +1,238 V (obrazek 5A). Pii pfidavku AA byl detekovan dalSi oxidacni pik
v oblasti potencidlu +0,752 V a dochdzelo k posunu druhého oxidaéniho piku DNA
k zadpornéjsim hodnotdm. Vznik oxidacniho piku byl pfisuzovan tvorbé aduktu AA
a guaninem v molekule DNA. Tato meéfeni se vSak nicméné nepovedla zreprodukovat
v laboratotich na domovské univerzité (obrazek 5B), pravdépodobné v disledku jiného typu

DNA a jeho stéfi, jinych druht chemikalii nebo rozdilné konstrukce CPE.

B ) 801 p) ,
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2 — —ACBpH 4,5 1 mg/mL DNA / 1 DNA G P
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=
S
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Obrazek 5: Vzorové ziaznamy DPV s CPE/DNA. A) ziaznam DPV méfeni 200 ppm AA na Uni Graz,
B) srovnani zdznamti DPV s 200 ppm AA z Uni Graz (G) a z Univerzity Pardubice (PCE).
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Nepiimé metody stanoveni AA

Akrylamid tvoii adukty také s taurinem (Tau), deriviatem cysteinu. Principem je reakce
dvojné vazby v molekule AA se sulfanylovou skupinou taurinu za vzniku slouceniny, ktera
je detekovatelnd pomoci LC-QTOF-MS [84, 85]. Vznik této slouceniny se nicméné
neprokazal elektrochemicky. Byla provedena studie nepfimého stanoveni AA pomoci taurinu
metodou CV a SWV na CPE, kdy AA s Tau byly pfitomny v roztoku v prostfedi 0,1 mol.L™!
H,SO4, NaOH a KCI. V zdaznamech CV ani SWV vsak nebyly detekovany zadné oxidacné

reduk¢ni proudové odezvy, data z téchto méfeni tak nejsou publikovéna.

Na zdkladé¢ moznosti reakce fenolickych latek nebo aminokyselin s dvojnou vazbou
AA, bylo provedeno kvalitativni stanoveni AA prostfednictvim reakce s glycinem (Gly) nebo
kvercetinem (Q) pomoci PGE (priloha 1) [85, 86]. Kvercetin (viz kapitola 5.1.1) je
elektroaktivni latka, v kyselém a neutralnim prostiedi 1ze v CV pozorovat az 4 oxidaéni piky
(+0,150, +0,300, +0,600 a +0,800 V), pficemz prvni z nich odpovida reverzibilni reakci
katecholové skupiny na kruhu B (viz kapitola 5.1) a jeho odpovidajici redukcni pik lezi
v oblasti potencidlu +0,120 V [87]. Tento reduk¢ni pik byl sledovan pomoci SWV na PGE po
reakci AA s Q vroztoku v prostfedi Britton-Robinsonova pufru (BR) o pH 7,0. Potencial
redukéniho piku byl +0,128 V. V prosttedi BR pufru o pH 2 a 10 nebyl tento pik viditelny.
Samotny Q neposkytoval méfitelnou proudovou odezvu na PGE v SWV, pravdépodobné
v disledku zaneseni povrchu tuhy oxidacnimi produkty kvercetinu. Glycin za podminek
metody nevykazoval Ziddnou odezvu v SWV. Vzhledem k faktu, zZe reakce AA sGly je
teplotné zavisld, byla provedena temperace (100 °C, 60 min) smési AA/Gly, a zaroven pro
zajimavost také smési AA/Q. Po tepelném oSetieni smési AA/Gly byla v prostiedi BR pufru
o pH 2,0 zaznamendna oxida¢né-redukéni reakce s potencidly E,, v rozmezi +0,140 V az
+0,180 V s odpovidajicim E,x pii -0,590 V. Reakce pravdépodobné odpovidd mechanismu
navrzenému ve studii Zamora et al. [88], kdy pii reakci AA s Gly za vysSi teploty vznika
odpovidajici 3-alkylaminopropionamid. Kvercetin po temperaci poskytoval na PGE redukéni
pik s mirn¢ pozitivnéjSim potencidlem (+0,140 V) nez pfed temperaci, nicméné byla
pozorovana asi 1,5x v&t§i proudovd odezva (Ippred =37,85£2 pA, I, =60,70+4 uA).
Detekce téchto pikli pro oba analyty byla na PGE vSWV moznd pii koncentraci
1,0.10° mol.L"'. Vzhledem k nizké citlivosti metody nebylo mozné ji aplikovat na redlné
vzorky. Citlivost metody by pravdépodobné mohla byt zvySena naptiklad vhodnou dpravou
povrchu elektrody piipadné¢ modifikaci povrchu PGE latkou umozujici usnadnéni prenosu

naboje.
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Pro elektrochemickou detekci Ize vyuZzit schopnost AA tvofit komplexy s kationty
ptechodnych kovi [89]. Této vlastnosti bylo vyuZito napt. ve studii Zargar et al. (2009) [77].
V prostiedi 0,02 M KNOj3 s 1,0 pg.mL" Co* byla pomoci SWV na visici rtutové kapkové
elektrod¢ (HMDE) detekovdna redukéni proudovd odezva v oblasti potencidlu
-1,250 V s posunem k zdpornéjSim hodnotdm s vySsi koncentraci AA. Limit detekce metody
byl 3,52 ng.mL'. SWV na HDME v pfitomnosti Co®* byla aplikovdna na extrakty
bramborovych lupinkli. Metoda v porovnani se stanovenim AA pomoci HPLC vykazovala
relativné dobrou citlivost (vzorek 1: SWV — 967 ugmL’', HPLC - 1010 pg.mL’;
vzorek 2: SWV — 985 pg.mL™", HPLC — 1000 pg.mL™). Nespornou vyhodou je viak rychlost
a cena stanoveni. Tvorby komplexu AA skovovymi ionty bylo vyuZito také ve studii
Veselé a Sucmana (2013) [78]. Autofi vyuZili tvorby komplexu akrylamidu s nikelnatymi
ionty. Vznikajici komplex, jehoZ pravdépodobna podoba byla navrzena autory a je zobrazena
na obrdzku 6, byl sorbovan na povrch pracovni elektrody, kterou v tomto piipad¢ byla také
HDME, po dobu 300 s. Detekce AA byla provedena metodou AdSV v prostitedi AMB
o pH 9,5, ktery obsahoval 500 umol.L" Ni**. Byla zaznamensna redukéni proudové odezva
v oblasti potencidlu -0,350 V az -0,200 V, kdy se E, posouval ke kladn¢jSim hodnotim
se zvySujici se koncentraci AA. Metoda byla aplikovédna na stanoveni AA v redlnych vzorcich
susenek a krekrii zakoupenych v b&Znych obchodech v CR. Mez detekce byla stanovena
na 12 ugkg” [78]. Touto metodou byla stanovena koncentrace AA ve vzorcich jako
odpovidajici normam pro obsah AA. Stejnd metoda byla pouZita také pro stanoveni obsahu
akrylamidu v koc€i¢ich a psich granulich, kde bylo AA nalezeno niz§i mnoZstvi v porovnani

s potravinami pro lidskou spottebu [90].

CH,=CH-C _ _ _,C-CH=CH,
NH H,N
Ni2*
NH,  HN
CH,=CH-C LC-CH=CH
0 0

Obrazek 6: NavrZzena struktura komplexu AA-Ni (pievzato z [78]).

Uhlikové pastové elektrody lze pomérné jednoduse modifikovat riznymi kovy pomoci

tvorby kovového filmu na povrchu. Tyto filmové elektrody mohou byt vyuzity jako ndhrada
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rtutovych elektrod [3]. Pfedchozi Gspésné pokusy o stanoveni AA na HMDE pomoci tvorby
jeho komplexta s kationty ptfechodnych kovii vedly k dvaze nahradit rtutovou elektrodu
za CPE. Byla testovana modifikace CPE pomoci RuO, (priloha 2). Modifikiator byl
pfimichan do pasty, jednalo se tedy o modifikaci objemovou. Uhlikova pasta byla pfipravena
smichanim 0,5 g uhlikového prasku (5,5 — 7,5 um, CR-5, Maziva Tyn n. L., s.r.0, Ceska
republika) se 130 pL minerdlniho oleje (M5904, Sigma-Aldrich, Némecko), pfi ptipravé
modifikované CPE bylo navic pfiddno 5, 10 nebo 15 % RuO; (Sigma-Aldrich, Némecko).
Vsechny komponenty byly precizné zhomogenizovany v tieci misce s tlouckem a pasta byla
poté vpravena do teflonového drzéku s pistem. Vzhledem k redukénim zdznamim byl pred
méfenim z roztoku odstranén kyslik probublanim argonem po dobu 5 min. Charakterizace
elektrod, optimalizace i samotné stanoveni obsahu AA bylo provedeno metodou CV
s rozsahem potencidli -1,000 aZ +1,400 V pii rychlosti skenovéani 100 mV.s™. Jako méficiho
elektrolytu bylo vyuzZito 1,0 M KNO3 a 1,0 M LiCl. V piipadé€ pouziti KNO; jako elektrolytu
nebyl detekovan z4adny pik. V prostiedi 1,0 M LiCl byl zaznamenan redukéni pik soli
ruthenia p¥i potencidlu +1,030 V, ktery pravdépodobnd odpovidd jak reakci Ru**/Ru’*,
tak interakci Ru s Cl v roztoku elektrolytu [91, 92]. Byl optimalizovdn také obsah RuO;
v uhlikové pasté, kdy 10% CPE/RuQO, poskytovala nejvyssi proudové odezvy. Se zvySujicim
se poctem skent v CV se zvySovala proudovd odezva Ru. Pro dal$i méteni byl jako optimdln{
vybran patnicty sken v poradi, kdy doSlo k ustdleni hodnot proudovych vytézki. Toto
chovani lze pfisuzovat pomalé kinetice reakce, kdy s kazdym dalSim skenem dochdzelo
k obsazeni dalSich molekul Ru ionty CI'. S pfidavkem AA do roztoku dochazelo ke sniZovéani
redukéni proudové odezvy. Toto lze vysvétlit obsazenim volnych molekul Ru na povrchu
CPE molekulami AA a tak k jejich blokaci pro dalsi reakci. Metoda byla aplikovana na redlny
vzorek, jimZ byly bramborové lupinky dostupné v b&zné maloobchodni siti v Ceské republice.
Vzorek byl pfipraven upravenym postupem pievzatym ze studie Stobiecka et al. (2007) [72]
s vyuzitim Carrezovych roztokli. VytéZnost metody byla 97,9 % s mezi detekce (limit of

detection, LOD) 0,94 mol.L"! (p¥iloha 2, obrazek 5).

CPE modifikovana RuQ; byla pouZita také v dalsi studii (pFiloha 3), kde bylo vyuzito
rovnéZ tvorby komplexti AA s dalSimi ionty kovl pfitomnymi v roztoku. Byly testovany soli
zine¢natd, manganatd, nikelnatd, Zelezit4 a kobaltnatd (ZnSO4.7H,0 (Penta, Chrudim, Ceska
republika), MnSO4.XH,O (DORAPIS, Praha, Ceska republika), NiCl,.6H,0, Fe(NO)3.9H,0,
CoCl,.6H,O (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika) pfi koncentraci 0,01 mol.L".
Jako elektrolytu bylo pouzito BR pufru o pH 3,0, 7,0 a 9,0. V pfitomnosti soli manganaté
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a Zelezité nebyly na CPE zaznamendny Zadné piky. U ostatnich tfech soli byly
zaznamendny oxidacni proudové odezvy pii pH 3 (Zn2+: E,=+0,025V, I,=3,5+0,890 uA;
Ni**: E,=+0,125V, I,=7,1+0,122 pA; Co™: E,=-0,225V, I, =6,1+0,672 pA). Kobaltnatd
sul poskytovala oxidani proudové signdly také pfi pH 7,0 (E,=-0,200V,
I,=84,3+6,480 uA) a 9,0 (E, =-0,275 V, I, = 9,840,373 pnA), nicmén¢ dochézelo k zanaSeni
povrchu platinové pomocné elektrody. Proto byla koncentrace kobaltnaté soli v roztoku
snizena na 0,004 mol.L”, coZ viak vedlo k detekci oxidagnich proudi pouze pii pH 3.
Pro dalsi méteni byla pouzita CPE s 10 % RuO; s pro ni optimélnim elektrolytem, 1,0 M LiCl
(viz odstavec vySe). Pii pouZziti CPE/RuQO, v prosttedi LiCl byl detekovan oxida¢ni proud
kobaltnaté soli pii potencidlu -0,225 V s proudovym vytéZkem +65,970 pA. Detekce
komplexu AA-Co®* pomoci CPE/RuO, byla dsp&nd v modelovych vzorcich, které
obsahovaly 0,0001 — 0,01 mol.L" AA. Oxidaéni proudovd odezva linedrné¢ klesala
se zvysujici se koncentraci akrylamidu (pFiloha 3, obrazek 2). Pokles detekovaného proudu
byl zpiisoben tvorbou komplexu a tak snizenim obsahu Co** v roztoku, jehoZ signdl byl
méfen.  NeuspéSné stanoveni AA  vredlnych vzorcich bramborovych lupinku je
pravdépodobné zplisobeno metodikou piipravy vzorku, kterd byla stejnd jako v pfedchozim
piipad&. Lze to vysvétlit vznikem vedlej§iho produktu reakci, siranu draselného, ktery s Co**
tvoif siran kobaltnaty, ktery neposkytuje signil v CV. ReSenim by mohlo byt pouZiti

jiného ¢inidla.
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In this article, the equimolar mixtures of acrylamide (AAm) and quercetin or
glycine in aqueous solution at different pH, and after heating (100 °C for 60 min)
have been studied. (Bare) pencil graphite electrode (PGE) in combination with
square wave voltammetry were applied to the qualitative identification of the
products. An interaction of AAm and quercetin at pH 2.0 resulted in the increase
of reduction current at +128 mV, and an additional shift to +140 mV before and
after heat treatment, respectively. PGE gave rise to only response for heat-treated
AA/glycine mixture at pH 2.0, showing a higher oxidation current at positive
potential and a higher reduction current at negative potential. In neutral media,
two oxidation peaks were observed for heated AAm/glycine mixture. Theoretical
considerations have been proposed.

"' To whom correspondence should be addressed.
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Introduction

Acrylamide (AAm) is formed in foods by heating as a consequence of asparagine
degradation in the presence of the reducing sugars and other carbonyl compounds
[1]. Since the substance is consensually genotoxic and carcinogenic, AAm was
classified as a Category 2 carcinogen and Category 2 mutagen by the European
Union legislative [2]. Therefore, the quantification of AAm in various food
matrices is of continuing interest among researches; liquid or gas chromatography
with MS-detection having prevailed among the methods of choice for the AAm
quantification [3]. Separation techniques represent selective and sensitive tools for
its determination; however, they require expensive laboratory equipment, special
environment (air conditioning), and highly pure solvents. In contrast, electro-
chemical methods are capable to determine AAm with high accuracy and
sensitivity at low costs and minimal consumption of solvents with a possibility of
miniaturization toward portable lab-on-chip units.

Acrylamide is capable of reduction at relatively high negative potentials,
which limits the direct electrochemical determination of AAm to the use of
mercury-based working electrodes. A polarographic method was successfully
applied to direct determination of AAm in water sample [4], and the formation of
AAm-cobalt [5] or AAm-nickel [6] adducts was exploited for quantification of
native substance in food samples using the hanging mercury drop electrode. Due
to the health and environmental consequences of using mercury in industry and
research, novel electrode materials are sought and the respective attempts
examined. Fot instance, it has been shown that AAm forms an adduct with
haemoglobin (Hb) — as a result of reaction with the «-NH, group of N-terminal
valine in the Hb molecule — when experimenting with a carbon paste electrode
[7]. This chemical reaction could also be used by other researchers for the
determination of AAm by employing a sensor with gold nanoparticles [8] or a
multiwalled carbon nanotubes / copper nanoparticles / polyaniline hybrid film
deposited onto a pencil graphite electrode [9]. The strong affinity of the AAm
molecule toward the nucleophilic groups, such as thiol [10] or carboxyl [11] has
then been utilized in measurements with carbon-based electrodes, as well as by
using the sol-gel electrodes with molecularly imprinted polymer membranes [12,
13]. Also, an enzymatic biosensor based on the detection of NH," ion released by
the activity of microbial amidase was developed [14]. Finally, a carbon paste
electrode modified with RuQO, for indirect determination of AAm in a LiCl-based
supporting electrolyte was described by the collective of authors [15]. This has
confirmed that various organic molecules with nucleophiles group can react with
AAm, including polyphenolic compounds [16], and amino acids [17-20].

In this research, an attempt to find the proper conditions for the
determination of AAm via its reaction with nucleophiles at the bare pencil graphite
electrode (PGE) is described. Since AAm did not give rise to any response at the
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surface of PGE, we have at least tried to qualitatively detect the products of such
a reaction at various pH accelerated by the increased temperature.

Materials and Methods
Reagents and Equipment

All the chemicals were purchased from Sigma-Aldrich and deionised water (G <
0.055 puS) used throughout this study. All the measurements were performed in the
presence of dissolved oxygen. Britton—Robinson buffer solutions (B-R, 0.04 mol
I") were used as a supporting electrolyte. Stock solution of acrylamide (1.0 M
AAm) was prepared in B-R buffer solutions at various pH (2.0, 5.0, 7.0 and 10.0)
and stored in laboratory temperature for one month. Similarly, stock solutions of
glycine and quercetin (both 1.0 M in concentration) were prepared by dissolving
the appropriate amount in B-R buffer solutions. Since quercetin is poorly soluble
in water, mixed ethanol/B-R buffer solutions (1:1) were used.

A three-electrode system, consisting of pencil graphite working electrode,
Ag/AgCl/3M KCl as the reference, and a platinum wire as the counter electrode,
was connected to a potentiostat (PalmSens, Ivium Technologies, Utrecht, The
Netherlands) was used for all electrochemical measurements. Hard and black (HB)
pencil graphite lead with a diameter of 0.5 mm was obtained from Koh-i-noor
Hardtmuth a. s. (Ceské Bud&jovice, the Czech Republic). In this study, a common
pencil was used as a holder for the graphite lead. Electrical contact was
accomplished by wrapping a wire around the metallic part of the holder. For each
individual measurement, a new graphite lead (with fresh surface) was used with
a 10-mm long column immersed into the working solution.

Measurement Conditions

Square wave voltammetry (SWV) technique in the anodic and cathodic regime was
used for measurements with the mixture of AAm (1x10~° mol 1'") and the testing
substance (10~ mol I"") at pH 2.0, 5.0, 7.0, and 10.0. The SWV mode was applied
to measure the voltammetric characteristics of reaction mixtures before and after
the temperature treatment in a block heater (100 °C for 60 min). The conditions
for the SWV-potential ramp were as follows: potential range: —1.0 to +1.3 V vs.
ref. and vice versa (i.e., applied either as anodic or cathodic scan), potential step
increment: 0.004 V, pulse amplitude: 0.05 V, and SW-frequency: 25 Hz. An
accumulation step was carried out in an open-circuit arrangement for 5 min at
regular stirring (350 rpm), followed by the SWV measurement. These experiments
were done doubly, and performed at laboratory temperature.

Zabéikova S. et al./Sci. Pap. Univ. Pardubice, Ser. A 22 (2016) 15-22 17
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Results and Discussion

Polyphenolic compounds are known to prevent the formation of acrylamide upon
heating by various reactions. On the contrary, once acrylamide is formed, its
elimination is blocked by the polyphenolic free radicals leading to the polymer
products [16]. Quercetin was chosen as a representative compound of a kind in this
research belonging to the class of flavonoids with known beneficial effects on the
health [21]. Reportedly, quercetin is readily oxidized on the surface of PGE,
giving rise to a pair of oxidation peaks occurred at positive potentials in acidic
media [22].

In this study, the measurement with PGE did not exhibit a distinct response
in the fresh solution of quercetin at pH 7.0
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Fig. 1 Square wave voltammograms of quercetin and acrylamide / quercetin mixture
(1x107 mol 1) in Britton—Robinson buffer (pH 7.0) using the bare pencil
graphite electrode after 5 min accumulation (at 350 rpm) in open circuit.
Experimental conditions: scan from +1.3 V to —1.0 V, potential step increment
0.004 V, amplitude 0.05 V, frequency 25 Hz

As can be seen from Fig. 1, SWV of AAm/quercetin mixture recorded
before heating has resulted in a reduction peak at +128 mV (with a magnitude of
35.0-40.0 pA). After a treatment at 100°C for 60 min, a small reduction peak at +
140 mV (with 4.8-6.4 pA) appeared for quercetin alone (at pH 7.0). The heated
mixture of AAm/quercetin gave significantly higher reduction current (56.0-65.0
MA) at the same potential. In this experiment, a positive shift of the potential for
the reduction current in the case of heated AAm/quercetin sample was observed
compared to the response for non-heated AAm/quercetin sample. The presence of
reduction current at+128 mV and an additional increase (and shifting) at +140 mV
for non-heated and heated AAm/quercetin solution, respectively, might indicate
a formation of'the electroactive species; this process being pronounced by elevated
temperature. In literature, it has been described in detail that the thermal
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degradation of quercetin at physiological pH (in the presence of oxygen) is
initiated by the formation of chalcone structure with the subsequent attack of
nucleophilic species [23]. The similar reaction pathways have been documented
for UV-light induced degradation of quercetin in solution [24]. Since the
respective products seemed to be consumers of nucleophiles, the reaction of
double C-C bond of AAm with any of known degradation products of quercetin
can unlikely occur [23]. The presence of reduction peak for both heat untreated
and heat treated mixtures of AAm/quercetin may imply the electrochemical
reduction of polymer-like structure [16]. Acrylamide is well known to behave like
a monomer unit for the preparation of AAm polymers using electrochemical
initiation [25], and polyphenolic compounds easily form polymer-like structure on
the electrode surface. Therefore, we suppose that the formation of polymer-like
structure between AAm and quercetin is the case in our study and responsible for
electroactivity of the samples chosen. No significant response of PGE was
observed in acidic (pH 2.0) and alkaline (pH 10.0) environment.
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Fig.2 Square wave voltammograms of heated (100 °C, 60 min) glycine and acrylamide
/ glycine mixture (1107 mol 1"") in Britton—Robinson buffer (pH 2.0) using the
bare pencil graphite electrode after 5 min accumulation step (350 rpm) in open
circuit. Experimental condition: potential range from +1.3 to —1.0 V, potential
step increment 0.004 V, amplitude 0.05 V, frequency 25 Hz. Dash curves indicate
AAm/glycine voltammograms in duplicate
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As previously documented, the heating of AAm with various nucleophiles
has resulted in a decrease of acrylamide content in the solutions tested [17-20].
The reactivity varied with temperature, the structure of nucleophile, time, and pH
value of the working solution. In our research, the glycine neither alone nor in
mixture with AAm gave response in PGE, when measured in solutions at various
pH before temperature treatment. However, SW-voltammogram of heated mixture
of AAm/glycine (at pH 2.0) showed the oxidation current at a potential ranging
from +140 to +180 mV in comparison with the heated glycine solution (Fig. 2A).
In the reverse scan, glycine alone gave a small reduction current at -680 mV,
whereas the mixture of AAm/glycine was reducible at =590 mV (with 12.0-19.0
MA) on the surface of PGE (see Fig. 2B).

At extreme acidic conditions — namely, in IM H,SO, —, glycine was
found to decompose to various intermediates that subsequently adsorbed on the
surface of Pt working electrode, and then involved in the electrooxidation process
[26]. Two alternative pathways were found in the study of reaction mechanisms
after heating AAm and glycine: the first one was (i) Michael addition and
oxidation followed by (another) Michael addition [20]. Secondly, Zamora et al.
[17] have revealed that 3-(alkylamino)propionamides (Fig. 3A) are formed in the
reaction between AAm and glycine in the acidic environment, which may be
theoretically attributed to the proper electrochemical process at the PGE.
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/’7\‘NH2 o
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|
oM 0 /\/\
| NH NH;
—NH, 0
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Fig. 3 The reaction product of acrylamide and glycine identified at higher temperature
in A) acidic and B) neutral condition as described by Zamora et al. [17] and Zhu
et al. [19], respectively

The voltammograms obtained from two separately prepared AAm/glycine
solutions exhibited a behaviour similar to that observed at the PGE electrode. In
the respective voltammograms, two oxidation peaks were detected for the adduct
of glycine-AAm at 7.0 pH; see Fig. 4.

The first one appeared in the negative potential region, at —110 mV, the
second at +88 mV vs. ref. Reportedly, the AAm molecule was able to react with
nucleophilic compounds at a neutral pH and the reaction kinetics increased with
elevated temperature [18]. Zhu et al. [19] identified 2-((3-amino-3-oxopropyl)
amino)acetic acid as the major reaction product between glycine and AAm.
Although further identification of the reaction product(s) has not been performed
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in our study, the structure of the above-mentioned compound may imply its
possible electroactivity (see Fig. 3B).
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Fig.4 Voltammogram of acrylamide / glycine mixture (1x107> mol I"") heated at 100 °C
for 60 min in Britton—Robinson buffer (pH 7.0) using the bare pencil graphite
electrode after 5 min accumulation (at 350 rpm) in open circuit. Experimental
condition: potential range from —1.0 to +1.3 V, potential step increment 0.004 V,
amplitude 0.05 V, frequency 25 Hz. Dash curves indicate AAm/glycine
voltammograms in duplicate

Conclusion

In mixtures of acrylamide with quercetin or glycine, the reaction products
observed at the bare pencil graphite electrode have exhibited noticeable
electrochemical activity. Although the specific electroactive compound was not
identified within the study presented herein, an attempt to explain the redox
properties of such reaction mixtures has been made. It seems that the reaction
mechanism between acrylamide and glycine corresponds to an addition to the
double C-C bound of acrylamide according to the literature cited. Quercetin and
acrylamide might probably be subjected to the polymerization-like reactions,
although it was not confirmed by other electrochemical methods (e.g., cyclic
voltammetry).

Our preliminary results have shown that, at particular conditions, the bare
pencil graphite electrode is capable to detect electrochemically the active species
after reactions of acrylamide with quercetin or glycine. A further research is
needed to elucidate the yield of these reactions and to determine the sensitivity
with respect to various acrylamide concentrations.
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A simple indirect method for acrylamide determination using a carbon paste
electrode (CPE) modified with powdered ruthenium dioxide is described in the
study. The voltammetric response of RuOyCPE in a 1.0 M LiCl supporting
electrolyte resulted in the reduction current at a potential of 1.03 Vvs. Ag/AgCl/
3.0 M KClI due to the formation of unspecified Ru-Cl species. The addition of
acrylamide decreased the reduction current at 1.03 'V, giving rise to a linear
response in the concentration range from 0.25 uM to 1.5 uM with a limit of
detection found to be 0.94 uM. The method developed was successfully applied to
analyse potato crisps sample with a recovery rate of 97.9 %.
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Introduction

Acrylamide (AA) is a chemical used in the industry to produce polyacrylamide as
a flocculent agent for the treatment of potable water, in processing of pulp for the
production of paper, in cosmetics, and for food package materials as additive [1,2].
AA can generate neurotoxicity, neuropathy, and it is considered to act as possible
carcinogenic in humans [3,4]. In 2002, the Swedish Agency of Food Security had
reported on high concentrations of acrylamide in starch rich food processed at
temperature higher than 120 °C, such as fried potato chips, breads or coffee. AA
1s generated from the reaction of reducing sugars and aminoacids; especially, from
asparagin [5,6].

The presence of AA in foods and its harmful effects to human health makes
its determination and quantification an important issue. Chromatographic
separations including gas chromatography/mass spectrometry, high performance
liquid chromatography coupled with mass spectrometry (MS/MS), and capillary
electrophoresis are the most widely used analytical techniques [7,8]. The
respective methods require an expensive instrumentation, special labor condition
(e.g., air-conditioned laboratory), and are rather unfriendly to environment.
Therefore, the easy, fast, inexpensive and reliable methods are of great importance.
In this context, the electroanalytical techniques offer these desired features and can
be employed for detection and quantification of target compounds. Literature
search shows two electroanalytical approaches for detection of acrylamide: direct
and indirect. Differential pulse polarography was used for direct determination of
AA 1n aqueous solution [9]. Since AA is known for its ability to form complexes
with various metals [10], Zargar ef al. [11] and Vesela and Sucman [12] have
developed methods for direct determination of AA complexes using the hanging
mercury drop electrode. Among the carbon-based electrodes, only carboxylic
group-modified single-walled carbon nanotube screen-printed electrode allowed
direct detection and quantification of AA [13]. A formation of an aduct between
AA and hemoglobin leads to numerous indirect methods for determination of AA
using a single-walled carbon nanotubes glassy carbon electrode [14], hemoglobin-
gold-nanoparticles ITO glass electrode [15], and hemoglobin-multiwalled-copper-
nanoparticles-polyaniline hybrid film deposited onto the surface of a pencil
graphite electrode [16]. Furthermore, a biosensor for AA determination based on
the interaction of the analyte and P. aeruginosa enzymatic activity has been
developed [17]. In this paper, ammonium ion-selective electrode has been used for
detectio of NH," released from AA molecule via hydrolysis using amidase.

Carbon paste represents an appealing and widely used electrode material in
the field of electroanalysis due to its attractive advantages, such as simple
preparation, low-cost implementation, renewability, low background currents, and
the ease of modification [18]. Carbon paste electrode (CPE) with various metallic
films (Bi1, Sb, etc.) represents a suitable substitution for the mercury electrode;
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mainly, in stripping analysis of trace heavy metals [19]. Modification of CPE with
ruthenium leads to an improvement of the responses toward various organic
compounds, such as amino acids [20] or glycerol [21].

Since ruthenium salts were considered to form be strongly coordinated with
AA via the carbonyl oxygen [10], an attempt to determine AA using ruthenium
dioxide-modified CPE has been proposed in this study.

Experimental
Chemicals, Reagents, and Equipment

All the chemicals and reagents were purchased in Sigma-Aldrich (the Czech
Republic). Deionized water was used throughout this study (G < 0.055 uS).
Dissolved oxygen was removed from all the solutions by purging with argon for
5 min (purity 99.99 %, Linde Technoplyn, the Czech Republic).

A stock solution of acrylamide (0.1 M) was prepared freshly using
deionized water and kept in dark before the experiment.

Three-electrode system consisting of a CPE (working), Ag/AgCl1/3.0 M KCl
(reference), and a platinum wire (counter electrode) was used connected to a
PalmSens analyser (Ivium Technologies, The Netherlands) for electrochemical
measurement. Modified CPE was regenerated by mechanical surface renewal by
wipping with a wet filter paper before each measurement.

The Preparation of Ruthenium Dioxide-Modified CPE. Ruthenium(IV)
oxide powder (99.9%) and graphite powder 5.5-7.0 pm (CR-5, Maziva Tynn. L.,
s.r.0., the Czech Republic) were weighed and the total mass was controlled at 0.5
g. The mass ratio of RuO, was set to 5, 10 and 15 %. After that, 130 pl mineral oil
(M5904, Sigma-Aldrich, Germany) was added to the powder and thoroughly hand
mixed together in ceramic mortar with a pestle. The resulting paste was packed
into the Teflon piston holder (3.0 mm in diameter) [22]. The bare CPE was used
as the control.

Electrochemical Procedure. First of all, the various amount of RuO, (5, 10,
and 15 %) in the carbon paste electrode material was investigated in a 1.0 M LiCl
supporting electrode when using cyclic voltammetry in the potential range from
—1.0 to 1.4 V, and at the scan rate of 100 mV s~'. All the measurements were
performed using cyclic voltammetric technique using with the RuO,/CPE and the
supporting electrolyte of the same composition.

Sample Preparation. A portion of salted potato crisps (manufactured by Petr
Hobza, Straznice, the Czech Republic) was homogenized and soaked in 50 ml
deionized water for 20 min. Acrylamide was extracted by shaking for 60 min at
laboratory temperature, followed by centrifugation at 4100 rpm for 10 min. Carezz
treatment was selected for purification of the supernatant, followed by the
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filtration using Watmann filter paper No. 2. An appropriate amount of the purified
sample was added to the supporting electrolyte and the amount of AA determined
using cyclic voltammetry specified above. For recovery studies, the same
procedure was applied with the sample spiked with the standard AA solution.

Results and Discussion

Reportedly [18], the bare CPE is not suitable for determination of AA in aqueous
solutions because of its electrochemical inactivity in the potential window from
—1.0 to 1.4 V vs. ref. The oxidation of AA occurred at highly negative potential
(—1.84 V) when using the hanging mercury drop electrode [9]; however, CPE is
not already stable at such a potential. In another study, the formation of the AA-
Ni** complex led to the decrease in the oxidation potential to —0.3 V; again, using
the hanging mercury drop electrode [12]. The direct measurement of AA alone or
as a complex with ruthenium (due to limited solubility of ruthenium dioxide in
aqueous solution) using the bare CPE was not possible in the current study.
Nevertheless, after a few cycling of RuO,/CPE in the supporting electrode
containing CI” ions, the reduction current appeared at the 1.03 V (Fig. 1).

1900
1400
900

400

Current/pA

-100

-600

-]100 L] L] L] L] L] L] 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4

E/V (vs. Ag/AgCl/3.0 M KCI)

Fig. 1 Cyclic voltammograms (15™ cycle) of 10% RuO,/CPE in 1.0 M LiCl (solid line) and 1.0
M KNO, (dashed line), scan rate: 100 mVs™, potential range from —1.0 to 1.4 V vs.
Ag/AgCl/3.0 M KCl

In a study of Horanyi and Rizmayer [23], a significant adsorption of
chloride on the surface of ruthenium electrode was noticed. It is evident from Fig.
1 that the process appearing at the potential of 1.03 V corresponds to the presence
of chloride salt and Ru. When a solution of 1.0 M KNO, was used as the
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supporting electrolyte, the reduction current was not apparent. It is important to
notice in Fig. 2 that the current response has increased with the number of cycles
exhibiting a steady-state response after the 10" cycle. This behaviour can be
explained by the slow formation of a specific Ru-Cl film on the surface of the CPE
during cycling until all the ruthenium dioxide on the surface of RuO,/CPE had
intereacted.
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Fig. 2 Cyclic voltammograms (15 cycles) of 10 % RuO,/CPE in 1.0 M LiCl, scan rate 100
mVs™', potential range from —1.0 to 1.4 V vs. Ag/AgCl/3.0 M KCl. 1* cycle in dashed
line, 15" cycle in solid line. Inlet: the effect of the number of cycles on the reduction peak
current at 1.03 V

As previously described, ruthenium(III) Shiff"s base complex proved to be
a selective sensor for CI” determination [23]. In another study, remaining chloride
ions in composite material impaired the electrochemical performance of
amorphous RuQO,/carbon electrode [24] by forming an unspecified ruthenium-
chloride product. In the study of Martinez—Alvarez and Miranda—Hernandez, the
authors found that an oxy-aquacomplex of ruthenium had provided the
electroactive species for dissolution of RuCl; in 1M HCIO, (pH 1.0) [25].

The effect of RuO, content on the response of RuO,/CPE in 1.0 M LiCl
supporting electrolyte was also investigated. As can be seen in Fig. 3, there is no
linear relationship between the RuO, content and reduction current at the potential
of 1.03 V vs. ref.

The most satisfactory response was obtained with 10 % RuQO, in the
composite material. The reduction current is linearly proportional to the scan rate
in the range from 20 to 100 mV s™' (Fig. 4) (I = 5575.3 Vs'+ 371.8; R* = 0.998).
These findings have indicated that the electrochemical process at the RuO,/CPE
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Fig. 3 Cyclic voltammograms (15" cycle) of RuO,/CPE with 5 (-++++), 10 ( )and 15 % (-
——-) content of RuO, in 1.0 M LiCl, scan rate: 100 mVs™, potential range from —1.0 to
14V

in the 1.0 M LiCl supporting electrolyte is surface-controlled in the limited range
of scan rates.

Analytical Application

The effect of the presence of AA in 1.0 M LiCl on the reduction current at the
potential of 1.03 V vs. ref. is shown in Fig. 5, where the reduction current has
linearly decreased with the increasing concentration of AA in the range of 0.25-1<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>