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Souhrn 
Tento příspěvek prezentuje přehled jednotlivých elektroanalytických přístupů použitelných  

při stanovení akrylamidu v potravinách. Tyto postupy jsou založeny na přímé redukci akrylamidu  
na rtuťové elektrodě, tvorbě komplexů s kationty přechodných kovů, interakci s DNA  
a hemoglobinem, specifické reakci s chinony a redukci akrylamidu v přítomnosti taurinu. Přestože 
výše zmíněné analytické metody jsou popsány v literatuře, jen u malé části z nich bylo dosaženo 
uspokojivých výsledků. 
 
Abstract 

This contribution presents an overview of the electroanalytical approaches for determination 
of acrylamide in foodstuffs. These procedures are based on the direct reduction of acrylamide on  
the mercury electrode, formation of complexes with transition metal cations, an interaction with DNA 
and hemoglobin, specific reactions with quinones and reduction of acrylamide in the presence  
of taurine, glycine or quercetin. Some of the above Analytical methods are described in the literature, 
others were proceed in our laboratory. In a few of them, satisfactory results have been achieved. 
 
 

1. Úvod 

Akrylamid (AA) (obrázek 1) je průmyslově produkovaná látka používaná především 

k syntéze polyakrylamidu. Polyakrylamidové polymery a kopolymery jsou využívány 

v mnoha odvětvích, v kosmetickém, papírenském nebo textilním průmyslu, při čištění 

odpadní i pitné vody, nebo také v laboratořích pro přípravu polyakrylamidového gelu pro 

elektroforetickou separaci proteinů [1, 2].  
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Obrázek 1: Chemická struktura akrylamidu. 

 

V roce 2002 byl švédskými vědci z Univerzity ve Stockholmu ve spolupráci  

se Švédskou Národní potravinovou správou (NFA – National Food Agency) uveřejněn nález 

vysokého obsahu akrylamidu v potravinách [3, 4]. Nejvyšší obsah AA byl nalezen ve 

smažených bramborových lupíncích a všeobecně výrobcích z brambor. Ve vařených 

pokrmech nebyl akrylamid nalezen, protože při vaření se nedosahuje teplot vyšších než  

100 °C, kdežto u smažení, pečení nebo grilování teplota přesahuje 120 °C, tedy teplotu, při 

které AA vzniká. Akrylamid se do potravin může dostávat také z obalového materiálu,  

při jehož výrobě se akrylamid používá [5]. Vyskytuje se také například v pšeničných 

výrobcích (chleba) a pražené kávě [1]. Hlavním mechanismem vzniku akrylamidu 

v potravinách je Maillardova reakce, kdy dochází k reakci hlavních prekurzorů vzniku 

akrylamidu - mezi aminokyselinou asparaginem a glukózou (redukujícím cukrem) [6].  

AA vykazuje v lidském organismu neurotoxické a karcinogenní účinky [6-8]. Dle Globálně 

harmonizovaného systému (GHS – Globally Harmonized System) klasifikace a označování 

chemických látek je řazen do skupiny 6 (látky toxické) a 8 (látky nebezpečné pro zdraví) [9]. 

Mezinárodní agentura pro výzkum rakoviny (IARC – International Agency for Research  

of Cancer) klasifikuje AA do třídy 2A, tedy jako látku „pravděpodobně karcinogenní pro 

člověka“ [4, 6]. Hlavními příznaky intoxikace AA je necitlivost nebo slabost v končetinách, 

třes, ztráta rovnováhy, nestabilita, dále také nadměrné pocení, olupování kůže, ospalost. 

Mohou se vyskytovat i případy, kdy dochází k úbytku na váze a poruchám řeči.  

Další testy na zvířatech prokázaly, že AA vykazuje toxicitu při dermálním, orálním  

i parenterálním podání [7, 10]. 

Vzhledem k účinkům akrylamidu na lidský organismus je žádoucí, aby byla  

k dispozici spolehlivá, rychlá a jednoduchá metoda stanovení jeho obsahu v potravinách. Byla 

vyvinuta metoda analýzy AA pomocí plynové chromatografie ve spojení s hmotnostní 

případně s tandemovou hmotnostní detekcí (GC-MS, GC-MS/MS), dále kapalinová 

chromatografie s tandemovou hmotnostní detekcí (LC-MS/MS) [5, 11]. Akrylamid lze 

stanovit také infračervenou spektroskopií (IR), kapilární elektroforézou (CE), 

imunoenzymatickým testem ELISA nebo elektrochemickými biosenzory. Akrylamid nelze ve 

vzorcích stanovovat pomocí UV spektrofotometrie, protože v jeho molekule nejsou 
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dostatečně silné dvojné ani trojné konjugované vazby ani aromatický kruh [12]. Všeobecně 

postup stanovení akrylamidu v reálných vzorcích zahrnuje přídavek vnitřního standardu, 

extrakci vodou, následné přečištění extraktu na pevné fázi a analýzu nejčastěji pomocí  

GC-MS po bromaci nebo přímo LC-MS/MS. Dosavadní používané metody stanovení 

akrylamidu jsou sice spolehlivé a plně funkční, nicméně mají značné nevýhody, jako  

je např. doba analýzy nebo složitá příprava vzorku k analýze, a proto je v dnešní době 

zaměřena řada studií na rychlé, jednoduché a ekonomicky dostupné metody. Jedním z cílů 

naší práce bylo vyvinout jednoduchou, rychlou, spolehlivou a přesnou elektroanalytickou 

metodu stanovení AA v potravinářských vzorcích. 

 

2. Redukce akrylamidu na rtuťové elektrodě 

 Polarografická metoda pro stanovení akrylamidu byla zkoumána v prostředí vodných, 

směsných i čistě organických elektrolytů [13-15]. Vzhledem k rozpustnosti AA ve vodě  

je výhodné použít k extrakci právě vodné prostředí. Metodou přímé diferenčně pulsní 

polarografie byl akrylamid stanovován v prostředí 0,5 mol.L-1LiCl, kde podléhá redukci na 

rtuťové elektrodě při potenciálu -1,84 V [15]. Přestože polarografické metody jsou spolehlivé, 

reprodukovatelné a citlivé, vzhledem k toxicitě rtuti je pro stanovení AA v potravinách 

vhodné použít elektrod z jiných materiálů, na což je v posledních letech zaměřeno několik 

dále popsaných studií. 

 

3. Stanovení akrylamidu pomocí tvorby komplexu s kationty přechodných kovů 

 Akrylamid je schopen tvořit komplexy s kationty přechodných kovů [16]. Metoda 

stanovení AA pomocí tvorby komplexu s nikelnatými ionty byla navržena Veselou  

a Šucmanem. Komplex AA-Ni je adsorbován na povrch pracovní elektrody. Předpokládaná 

podoba tohoto komplexu je na obrázku 2. Stanovení AA metodou square wave adsorptivní 

stripping voltametrie (SWAdSV) bylo provedeno na visící rtuťové kapkové elektrodě 

v prostředí amonného pufru o pH 9,5 v přítomnosti 500 µmol.L-1 Ni2+. Měření bylo 

provedeno v režimu oxidace, s počátečním potenciálem -0,72 V a koncovým potenciálem  

-0,05 V. Oxidační pík Ni byl pozorován v oblasti - 0,35 až - 0,25 V, přičemž se posouvá 

k vyšším hodnotám potenciálů se vzrůstající koncentrací akrylamidu a nikelnatých iontů. 

V rámci měření byla optimalizována také příprava vzorku k analýze akrylamidu.  

Bylo zjištěno, že optimální postup zahrnuje extrakci AA ve směsi etanolu s vodou 2:1  

(50 mL) při pH 1,4 (přídavek 0,55 mL 30% HCl) v ultrazvuku po dobu 1 hod při teplotě  

60 °C s následnou centrifugací při 4000 rpm po dobu 20 minut [17, 18]. 
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Obrázek 2: Návrh komplexu akrylamidu s Ni2+ [17]. 

 

Podobně byl AA stanoven metodou SWV pomocí tvorby komplexu s Co2+ ve vzorcích 

bramborových lupínků [19]. Obě výše zmíněné metody využívající tvorby komplexu 

akrylamidu s kationty přechodných kovů byly prováděny na rtuťové kapkové elektrodě  

a proudové odezvy byly zaznamenány v redukční oblasti. V naší práci byla pro stanovení 

použita uhlíková pastová elektroda (CPE) pro detekci tvorby komplexu AA-Ni v prostředí 

amonného pufru o pH 9,0 a AA-Co v prostředí 1 mol.L-1 LiCl. V případě komplexu AA-Ni 

byla při SWV měřeních zaznamenána proudová odezva odpovídající dusičnanu nikelnatému 

v oblasti -0,310 V, nicméně v přítomnosti AA nedocházelo k žádným změnám. V případě 

použití síranu nikelnatého byly výsledky stejné, tedy byla pozorována proudová odezva 

v oblasti -0,310 V jak v přítomnosti AA, tak bez něj. 

Navržená podoba komplexu AA s Ni2+ je obdobou komplexu dimethylglyoximátu 

nikelnatého (DH2). Bylo provedeno také měření AA v přítomnosti Ni2+ a komplexu Ni-DH2 

na bismutové filmové elektrodě (BiFCPE). Komplex Ni-DH2 poskytoval redukční pík 

v oblasti -1,112 V, kdežto komplex Ni-AA nevykazoval žádnou viditelnou proudovou 

odezvu. Na základě tohoto zjištění lze předpokládat, že tvorba komplexu AA-Ni nemá stejný 

charakter jako v případě komplexu Ni-DH2 (obrázek 3). 

V případě komplexu AA-Co bylo dosaženo relativně uspokojivých výsledků.  

Pro stanovení byla použita CPE modifikovaná RuO2 [20] v prostředí 1 mol.L-1 LiCl pro 

zlepšení signálu Co2+. Po optimalizaci podmínek měření bylo v modelovém vodném roztoku 

AA dosaženo proudové odezvy komplexu AA-Co při -0,225 V v prostředí  

Britton-Robinsonova pufru (BR pufr) o pH 3,0, přičemž se zvětšujícím se obsahem AA 

hodnota proudu lineárně klesala. Metoda byla aplikována také na reálné vzorky, nicméně zde 

nebyly zaznamenány odpovídající vlny. Toto je přisuzováno reakci Carrezových činidel 

použitých k přípravě vzorku s Co2+ [21]. 
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Obrázek 3: Záznam SWV komplexů Ni2+ s AA a DH2 na BiFCPE. 

 

4. Stanovení akrylamidu pomocí tvorby aduktu AA s hemoglobinem 

Mezi jedny z prvních biosenzorů pro stanovení AA ve vodných extraktech z potravin 

patří ty s hemoglobinem imobilizovaným na měrné elektrodě. Jak je známo, na základě 

Michaelovy reakce dochází k tvorbě aduktů mezi AA a amino skupinou valinu na N konci 

polypeptidového řetězce hemoglobinu [1, 8]. Hemoglobin se skládá ze čtyř hemových skupin 

obsahujících Fe3+. Hemoglobinem lze modifikovat povrch CPE. Tato elektroda poté vykazuje 

quasi-reversibilní oxidačně-redukční reakci Hb-Fe3+/Hb-Fe2+, přičemž interakce mezi Hb-Fe  

a AA je sledována na redukční proudové odezvě. Přestože elektrodová reakce probíhá velmi 

pomalu, vykazuje metoda velmi nízké limity detekce (1,2·10-10 mol.L-1) a je vhodná  

ke stanovení AA v potravinových matricích [22]. Hemoglobinem lze modifikovat také 

skleněnou uhlíkovou elektrodu (GCE – Glassy Carbon electrode) nebo tužkovou grafitovou 

elektrodu (PGE – Pencil graphite electrode) pomocí uhlíkových nanotrubiček, nebo také zlaté 

a skleněné elektrody [12, 23-25]. 

 

5. Stanovení akrylamidu pomocí tvorby aduktu AA s DNA 

 Akrylamid je schopen se pomocí vodíkové vazby vázat na purinové a pyridinové báze 

DNA a tvořit tak stabilní adukty. DNA absorbuje UV záření při 260 nm, kde je tvorba  

DNA-AA patrná z posunu spekter DNA a DNA v přítomnosti AA. Li et al. [26] vytvořili 

biosenzor pro stanovení AA založený na imobilizaci DNA na povrch GCE s vrstvou grafenu 

(DNA/GO/GCE). Povrch GCE byl nejprve standardně upraven, poté byl modifikován vrstvou 
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GO a na takto připravenou elektrodu byla pomocí elektroadsorpce přichycena DNA  

při +0,500 V po dobu 200 s. Bylo provedeno měření v režimu DPV v prostředí fosfátového 

pufru o pH 7,0, kde byly zaznamenány dva anodické oxidační píky DNA při potenciálu 

+0,700 V odpovídající guaninu a +1,000 V příslušící adeninu. Vzhledem k faktu, že tyto 

purinové nukleové báze jsou součástí makromolekuly DNA, je přenos elektronů této reakce 

pomalý. Z tohoto důvodu bylo pro modifikaci GCE použito grafenu, který usnadňuje přenos 

elektronů. Tento biosenzor se ukázal jako stabilní (30 dní) a vhodný pro stanovení AA 

v lineárním rozsahu 5,0·10-8 až 1,0·10-3 mol.L-1. Podobných výsledků bylo dosaženo  

při modifikaci zlaté elektrody pomocí jednovláknové DNA (ssDNA), přičemž byl patrný pík 

guaninu při +0,740 V [27]. Na základě těchto zjištění byla provedena optimalizace stanovení 

AA pomocí CPE/DNA metodou CV a DPV. Pracovní elektroda byla připravena adsorpcí 

DNA na povrch standardní CPE při potenciálu +0,500 V po dobu 300 s. Bylo testováno 

prostředí octanového pufru o pH 4,5 (ACB), fosfátového pufru o pH 7,5 (PBS) a amonného 

pufru o pH 9,5 (AMB). V záznamech CV v prostředí PBS (obrázek 4 A) byly pozorovány dva 

oxidační píky při potenciálech +0,665 a +0,918 V, podobně jako v přechozích studiích. 

V prostředí AMB nebyly zaznamenány měřitelné proudové odezvy, naproti tomu v ACB 

(obrázek 4 B) byly zaznamenány dvě oxidační vlny DNA při potenciálech +0,930 V  

a +1,070 V, přičemž v přítomnosti 0,2 mg/mL AA došlo k vymizení druhého oxidačního 

píku. Tato práce byla prováděna v laboratořích Karl-Franzens University of Graz (Uni Graz) 

po dobu jednoho měsíce v rámci zahraniční stáže. Vzhledem ke krátkému časovému úseku 

pro práci nebyla optimalizační měření dokončena, nicméně v laboratořích Univerzity 

Pardubice (UPce) se nepodařilo výsledky zopakovat. Byly testovány jak různé typy elektrod 

(CPE, GCE, tištěné elektrody komerčně dostupné i připravené v laboratoři), tak dva typy 

instrumentačního zařízení (PalmSens, Autolab), nicméně nebyla pozorovatelná odpovídající 

proudová odezva pravděpodobného aduktu AA-guanin (obrázek 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obrázek 4: Záznamy CV v prostředí ACB a PBS. 

A) B) 
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6. Využití reakcí akrylamidu s chinony 

Chinony lze považovat za produkty oxidace jednoduchých fenolických sloučenin. Tato 

zmíněná oxidace může být katalyzována přítomností enzymů obsahujících měď, též známých 

jako polyfenoloxidázy. Do skupiny těchto enzymů patří i lakáza (EC 1.10.3.2), která bývá 

v elektroanalytické chemii využívána při konstrukci amperometrických biosenzorů. V rámci 

této studie byla sledována katalytická aktivita lakázy vůči substrátu hydrochinonu 

v přítomnosti AA. Z cyklické voltametrie při nízkých rychlostech skenovací rychlosti nebyl 

pozorován žádný významný pokles redukčního píku vzniklého chinonu v přítomnosti 

vysokého obsahu AA. Na základě tohoto zjištění lze předpokládat, že vzniklý chinon 

nereaguje nebo reaguje velmi pomalu s AA. 

 

7. Reakce akrylamidu s taurinem 

Taurin (Tau) je semi-esenciální derivát cysteinu, často je proto řazen 

k aminokyselinám. Je to sulfonová kyselina, která je přirozenou součástí žluči lidí i zvířat, 

napomáhá trávení lipidů, má antioxidační aktivitu a příznivé účinky na zrak. Používá  

se k fortifikaci obilovin, je součástí energetických nápojů, kde společně s kofeinem napomáhá 

zvýšení mozkové aktivity a bdělosti [28]. Bylo prokázáno, že aminokyseliny lysin, cystein  

a glycin mohou inhibovat tvorbu AA. Amino skupiny glycinu (Gly) a lysinu a sulfanylová 

skupina cysteinu jsou schopny tvořit adukty s dvojnou vazbou akrylamidu [1, 29].  

Při zahřívání modelové směsi asparaginu a glukózy dochází k tvorbě akrylamidu. 

V přítomnosti Tau byla tvorba AA snížena o 79 %. Při zahřívání na teploty 150 °C dochází 

díky přítomnosti Tau k redukci obsahu glukózy, v důsledku čehož tedy i k redukci obsahu 

Obrázek 5: A) Záznam DPV v prostředí ACB. B) Srovnání záznamů DPV z laboratoří na Uni Graz 
a UPce. 

A) B) 
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AA. Pomocí LC-QTOF-MS byly detekovány nové signály, které byly přisouzeny právě 

aduktům AA/Tau. Mechanismus tvorby nebyl dosud uspokojivě objasněn, nicméně 

přítomnost těchto signálů značí schopnost Tau přímo reagovat s dvojnou vazbou AA [28]. 

Této vlastnosti bylo využito pro stanovení AA ve vodných roztocích pomocí SWV. Metoda 

CV a SWV byla aplikována na vodné roztoky AA v přítomnosti Tau v prostředí 0,1 mol.L-1 

H2SO4, KCl a NaOH, nicméně nebyla zaznamenána žádná proudová odezva odpovídající 

redoxní reakci v roztocích. Využití Tau pro elektrochemické stanovení AA nebylo tudíž dále 

zkoumáno. 

 

8. Reakce akrylamidu s glycinem a kvercetinem na PGE 

 Jak již bylo zmíněno, akrylamid je schopen reagovat s amino skupinou glycinu [29],  

a také s polyfenolickými látkami [30]. Glycin, neesenciální aminokyselina s nepolárním 

postranním řetězcem, reaguje s dvojnou vazbou AA za vzniku aduktu [29]. Polyfenolická 

látka kvercetin (Q), patřící do skupiny flavonoidů, má antioxidační vlastnosti, poskytuje 

oxidační pík v kyselém prostředí s použitím PGE [31].  

Reakční kinetika AA s Gly je závislá na teplotě. Při SWV tepelně neošetřené směsi 

AA a Gly nebyla zaznamenána žádná proudová odezva. Po zahřátí směsi AA/Gly  

(1·10-3 mol.L-1) na teplotu 100 °C po dobu 60 min byly v BR pufru při pH 7,0 pozorovány 

dva oxidační píky (-0,110 V a +0,088 V), při pH 2,0 byl pozorován oxidační pík směsi při 

potenciálu +0,160 V a redukční pík při -0,590 V. Navržená metoda však byla málo citlivá pro 

stanovení AA v reálných vzorcích. 

Při stanovení akrylamidu s využitím tvorby aduktu kvercetinu na dvojnou vazbu AA 

byl v prostředí BR pufru o pH 7,0 v režimu SWV pozorován redukční pík při potenciálu 

+0,128 V pro tepelně neošetřenou směs AA/Q, v případě směsi po zahřátí na 100 °C po dobu 

60 min byl pozorován pík při stejném potenciálu, ale s téměř dvojnásobnou hodnotou proudu. 

Samotný Q v čerstvém roztoku neposkytoval pík, po zahřátí byl pozorovatelný redukční pík 

kvercetinu při potenciálu +0,140 V. Při použití BR pufru o pH 2 a 10 nebyla pozorována 

žádná proudová odezva. Je zřejmé, že směs AA/Q v kyselém prostředí vykazuje 

elektrochemické chování, které může být přisuzováno tvorbě polymerní struktury na povrchu 

pracovní elektrody [30, 32]. 

 

9. Závěr 

 Prokazatelně nejlepší elektroanalytická metoda pro stanovení akrylamidu je jeho přímá 

redukce na DME, tedy polarografická metoda. Za další vhodnou metodu lze považovat 
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využití tvorby komplexu akrylamidu s hemoglobinem s detekcí pomocí povrchově 

modifikované CPE. Pozitivních výsledků bylo dosaženo také při využití CPE/RuO2. 

Schopnosti AA tvořit komplexy s Ni2+ a Co2+ lze pro jeho stanovení také využít, nicméně zde 

je potřeba použití rtuťových elektrod vzhledem k negativním potenciálům, při kterých probíhá 

redukce.  
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