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Úvod 
 

Kančí pach je velmi nepříjemný pach uvolňovaný při 
zahřívání tuku jatečně opracovaných těl kanců. Hlavní 
látky odpovědné za kančí pach jsou lipofilní sloučeniny 
androstenon (5-androst-16-ene-3-on) a skatol (3-methyl-
indol)15. Androstenon je steroid páchnoucí po moči a potu1 
a je produkován Leydigovými buňkami varlat. Jeho obsah 
závisí na mnoha faktorech zahrnujících pohlavní vývoj, 
věk, živou hmotnost zvířete19. Skatol vzniká mikrobiálním 
rozkladem tryptofanu v tlustém střevě. Má hořkou chuť11 
a dává fekální a naftalenový zápach vzorkům masa17. Nej-
důležitějšími faktory, které ovlivňují hladinu skatolu 
v mase jsou dieta2 a chov3,10. Jen skatol a androstenon 
nejsou zcela odpovědní za kančí zápach18. Způsobují ho 
i další sloučeniny, jako je indol a další androstenonové 
steroidy5,6. 

Podle nových právních předpisů Evropské unie nebu-
de od roku 2018 povolena v chovech prasat kastrace kanců 
bez anestezie. To je důvod, proč se zabývat novými alter-
nativními možnostmi chovu nekastrovaných kanců. Bude 
třeba stanovit limit pro koncentraci látek způsobujících 
kančí zápach v mase, která by byla ještě přijatelná pro 
spotřebitele. V současné době neexistuje harmonizovaná 
Evropskou unií schválená metoda pro detekci pohlavního 
pachu samců prasat. Nicméně existuje mnoho chemických 
metod pro detekci a kvantifikaci koncentrací androstenonu 
a skatolu v tukové tkáni. Tyto metody jsou založeny na 
plynové chromatografii8, vysokoúčinné kapalinové chro-
matografii (HPLC)7, spektrometrii nebo kolorimetrii13,14, 
imunologii a biosenzorech12.  

Cílem této práce bylo vyvinout novou HPLC metodu 
založenou na popsaných metodách7,9, která by byla snadno 
použitelná v laboratorní praxi a umožnila by stanovovat 
koncentrace androstenonu a skatolu v tuku prasat. 

Experimentální část 
 
Rozsah a aplikace 

 
Androstenon, skatol a indol jsou lipofilní molekuly, 

které jsou odpovědné za kančí pach. Metoda popsaná 
v tomto dokumentu se vztahuje na stanovení těchto analy-
tů v hřbetním tuku prasnic, nekastrovaných a kastrovaných 
kanců. 

 
Princip stanovení 

 
Androstenon, indol a skatol byly extrahovány z rozta-

veného hřbetního tuku methanolem, dále derivatizovány 
dansylhydrazinem (5-dimethylaminonafalen-1-sulfohydrazid) 
a stanoveny HPLC s fluorescenční detekcí za přítomnosti 
vnitřních standardů. 

 
Odběr hřbetního tuku 

 
Hřbetní tuk byl odebrán 24 hodin po porážce v oblasti 

mezi 1. a 3. krčním obratlem. Vzorky byly dále vakuově 
baleny bez kůže a svalů a skladovány do doby stanovení 
v mrazicím boxu při teplotě –80 °C. 

 
Chemikálie 
 

Indol, 2-methylindol (2-MID), skatol (3-methylindol), 
androstenon (5-androst-16-en-3-on), androstanon 
(5-androstan-17β-ol-3-on), dansylhydrazin, hydrogenfos-
forečnan draselný, methanol (MeOH), 14% roztok fluoridu 
boritého (BF3) v methanolu, acetonitril (MeCN), aceton 
a tetrahydrofuran (THF) pro HPLC byly zakoupeny od 
firmy Sigma-Aldrich (Praha, Česká republika). Deminera-
lizovaná voda byla vyrobena v systému Aqual® 35 
(Aqual, Brno, Česká republika). Všechny ostatní chemiká-
lie byly analyticky čisté. 

 
Přístroje a laboratorní vybavení 

 
Mikrovlnná trouba (Eta, Praha, Česká republika), 

vodní lázeň GFL 1005 (Unimed, Praha, Česká republika), 
ultrazvuková lázeň RK 255 (Bandelin Sonorex, Hagen, 
Německo), odstředivka Universal 320 R (Hettich, Tuttlin-
gen, Německo), automatické pipety (Socorex, Ecublens, 
Švýcarsko) a ostatní laboratorní materiál (Pasteurovy pipe-
ty, vialky Robo – 2 a 4 ml včetně ochranných uzávěrů, 
septa PTFE/silikon, 2ml stříkačky, filtry PFDF – 13 mm, 
0,22 m a mikrozkumavky) (Chromservis, Praha, Česká 
republika). 

 
Vysokoúčinná kapalinová chromatografie  

 
Jasco sestava (Watrex, Praha, Česká republika) HPLC 

složená ze dvou gradientních čerpadel – 2080 PU Plus, 
automatického dávkovače AS-2059 Plus, kolonového ter-
mostatu CO-2060 Plus, fluorescenčního detektoru 
FP-2020 Plus, boxu s rozhraním LC-Net II/ADC a softwa-
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ru ChromNAV (ver. 1.18.04.). Pro separaci androstenonu 
byla použita kolona Agilent Eclipse XDB C18 (5 m, 
150  4,60 mm ID) (Agilent, Santa Clara, USA). Pro ska-
tol a indol bylo využito kolony Kinetex C18 100A (5 m, 
50  4,60 mm ID) (Phenomenex, Torrance, USA). 

 
Standardní roztoky 

 
Standardní roztoky byly připraveny v následujících 

koncentracích:  androstanon: 5 mg/100 ml methanolu,  
2-methyl-indol: 5 mg/100 ml methanolu,  androstenon: 
6,4 mg/100 ml methanolu,  skatol (3-methyl-indol): 
0,6 mg/100 ml methanolu. 

Roztoky vnitřních standardů (androstanon 5 mg/100 ml 
a 2-methyl-indol 0,5 mg/100 ml) byly připraveny z 1 ml 
androstanonu (5 mg/100 ml), 100 l 2-methyl-indolu 
(5 mg/100 ml), 95 ml methanolu a 5 ml destilované vody. 

 
Činidla pro derivatizaci 

 
Dansylhydrazin (DNSH 2 %): 20 mg dansylhydrazinu 

se odvážilo společně s 1 ml methanolu do 1,5ml Eppen-
dorfovy zkumavky. Mikrozkumavka se nechala 
v ultrazvukové lázni předehřáté na 30 až 40 °C temperovat 
po dobu 15 min. Tento roztok se pro další použití uchová-
val v chladničce při teplotě 4 °C. Před použitím se opět 
umístil do ultrazvukové lázně, kde se nechal sediment 
rozpustit. 

BF3 (14 %): 14% roztok fluoridu boritého (BF3) 
v methanolu. 

 
Příprava vzorků 
 
Extrakce tuku z tukové tkáně 

Extrakce tuku z tukové tkáně se provedla formou 
tavení celého vzorku. Hřbetní tuk (10–20 g) byl rozřezán 
na malé kostičky (0,5  0,5 cm), které se vložily do skle-
něné láhve s plastovým víkem o objemu 100 ml. Prkénko 
a skalpel byly po každém vzorku čištěny acetonem. Skle-
něná láhev byla umístěna do mikrovlnné trouby po dobu 
dvakrát 1 min při výkonu 350 W. Lahvička s roztaveným 
tukem byla následně umístěna do vodní lázně předehřáté 
na 50 °C. Tuk se přenesl pomocí Pasteurovy pipety do 
1,5ml mikrozkumavek a udržoval se ve vodní lázni tak, 
aby mohl zůstat v kapalném stavu až do odstředění. 
Mikrozkumavky s roztaveným tukem byly centrifugovány 
po dobu 20 min při 11 200 g a pokojové teplotě. Vzorky se 
po odstředění znovu umístily do vodní lázně. Půl gramu 
(±0,01 g) supernatantu (tuku) se přesně odvážilo do 2ml 
mikrozkumavek. Tyto extrahované vzorky byly dále skla-
dovány v chladničce při 4 °C nebo zmrazeny v případě, že 
vzorek nebyl analyzován ve stejný den, při teplotě –20 °C. 
Zbytek supernatantu byl umístěn do 2ml mikrozkumavek 
a uložen jako rezervní do mrazáku (–20 °C).  

 
Extrakce analytů z čistého tuku 

Odvážené vzorky čistého tuku se roztavily ve vodní 

lázni předehřáté na teplotu 50 °C. 1 ml roztoku vnitřního 
standardu (5 mg/100 ml androstanonu a 0,5 mg/100 ml 
2-methyl-indolu) byl přidán do každého vzorku a směs 
byla 30 s promíchána pomocí Vortexu. Mikrozkumavka se 
umístila do vodní lázně, aby byl vzorek stále v tekuté for-
mě. Vzorky byly dále vloženy do ultrazvukové lázně pře-
dehřáté na 30 °C po dobu 5 min. Následně docházelo 
k tuhnutí tuku v nádobě s ledem po dobu 20 min. Ochlaze-
né vzorky byly odstředěny po dobu 20 min při 11 200 g při 
teplotě 4 °C. Supernatant (methanolová fáze) se přefiltro-
val na nylonovém filtru (13 mm, 22 m) za použití 2ml 
stříkačky do vialky pro chromatografii. Instrumentální 
analýza vzorků připravených tímto způsobem začala ihned 
po extrakci. V případě dalšího uchování byly vzorky skla-
dovány v chladničce při teplotě 4 °C. 

 
Postup derivatizace 

 
Autosampler byl naprogramován na proces derivati-

zace následovně: 5 l 2% dansylhydrazinu v methanolu, 
0,1 l vzduchu, 2,2 l demineralizované vody, 0,1 l 
vzduchu a 5 l 14% BF3 bylo smícháno s 50 l extraktu ze 
vzorku. Po 2 min při teplotě 24 °C bylo 40 l směsi 
(androstenon) nebo 30 l směsi (skatol a indol) injektová-
no do HPLC systému. 

 
Stanovení androstenonu 

 
Pro stanovení androstenonu byla použita kolona Agi-

lent Eclipse XDB C18 (5 m, 150  4,60 mm ID) při tep-
lotě 40 °C a mobilní fáze: A – tetrahydrofuran : acetoni-
tril :  fosforečnan sodný (25 mM) : kyselina octová (34 : 
23,8 : 41,4 : 0,8); B – methanol. Profil gradientu byl násle-
dující: 0–3,0 min, 90 % A; 3,0–3,5 min, 90–45 % A; 3,5–
15,0 min, 45–5 % A; 15,0–16,1 min, 5 % A; 16,1–17,0 
min, 5 až 90 % A; 17,0–19,0 min, 90 % A. Průtok mobilní 
fáze byl 1,2 ml min–1 s injekčním objemem 40 l. Flu-
orescenční detekce byla prováděna s excitací při 346 nm 
a emisí při 521 nm. Pro odečet koncentrace androstenonu 

Obr. 1. Kalibrační přímka  pro HPLC stanovení andros-
tenonu: y = 1,6592 x + 0,0609; R2 = 0,9979 
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v reálném vzorku byla použita standardní kalibrační křivka 
(obr. 1).  

 
Stanovení skatolu a indolu 

 
Pro stanovení skatolu a indolu byla použita kolona 

Kinetex C18 100A (5 m, 50  4,60 mm ID) při teplotě 
40 °C a mobilní fáze: A – fosforečnan sodný (10 mM) a B 
– methanol. Gradientový profil byl následující: 0–0,2 min, 
90 % A; 0,2–6,0 min, 90–55 % A; 6,0–7,0 min, 55–0 % A. 
Průtok mobilní fáze byl 1,2 ml min–1 a injekční objem 
30 l. Fluorescenční detekce byla prováděna při excitační 
vlnové délce 285 nm a emisní vlnové délce 340 nm. Pro 
odečet koncentrace skatolu a indolu v reálném vzorku byla 
použita standardní kalibrační křivka (obr. 2).  

 
Standardy pro HPLC 

 
Pro standardizaci androstenonu a skatolu byl použit 

hřbetní tuk z prasniček poražených do 80 kg živé váhy. 
Absence androstenonu byla potvrzena HPLC, kde naleze-
né množství androstenonu a skatolu bylo pod detekčním 

limitem. Extrakce tuku byla stejná, jako v případě reálných 
vzorků. Přesně odvážené 2 g tekutého tuku byly umístěny 
do 4ml lahviček. K čistému tuku bylo ze zásobního rozto-
ku odměřeno požadované množství androstenonu (tab. I). 
Po 30 s míchání pomocí Vortexu  byly lahvičky umístěny 
do vodní lázně předehřáté na 50 °C. Následně bylo 0,5 g 
standardů A0–A6 rozváženo do 2ml mikrozkumavek. Ex-
trakční postup byl stejný jako v případě reálného vzorku. 
Lahvičky byly skladovány při –20 °C. Stejný postup jako 
u androstenonu byl aplikován i pro standardy skatolu. Ka-
librační křivka byla připravena ze zásobního roztoku ska-
tolu (tab. II). Standardy byly označeny S0–S7. 

 
Výpočet a interpretace výsledků 

 
Výpočet byl založen na kalibračních křivkách vytvo-

řených odděleně pro androstenon, skatol a indol. Jejich 
identifikace v reálných vzorcích byla provedena za použití 
vnitřních standardů androstenonu a 2-methylindolu. Vý-
sledky byly vyjádřeny v g g–1 čistého tuku. 

 
Výsledky 
 
Kalibrační křivky standardů 

 
Byly vytvořeny kalibrační křivky standardů pro sta-

novení androstenonu a skatolu v hřbetním vepřovém sádle. 
Koncentrace přidaného androstenonu byly na hladině 0; 
0,112; 0,24; 0,48; 0,96; 1,92 a 3,2 g g–1 tuku, standardy 
skatolu byly v koncentracích 0; 0,015; 0,03; 0,06; 0,12; 
0,18; 0,3 a 0,6 g g–1 tuku. Kalibrační křivky jsou uvedeny 
společně s lineárními regresními křivkami a R2 koeficienty 
na obr. 1 a 2. 

 
Validační parametry metody 

 
Pět reálných vzorků hřbetního tuku kanců bylo analy-

zováno pro validaci výše popsané metody HPLC. Opako-
vané stanovení androstenonu a skatolu bylo provedeno za 
stejných analytických podmínek. Z výsledků uvedených 
v tab. III je zřejmé, že hodnoty opakovaných měření získa-
né modifikovanou HPLC metodou ukazují na nízký roz-
ptyl. 

Standard Hřbetní tuk [g] Zásobní roztok androstenonu [µl] (6,4 µg/100µl) Koncentrace androstenonu [µg g–1] 

A0 2 0 0 

A1 2 3,5 0,112 

A2 2 7,5 0,240 

A3 2 15 0,480 

A4 2 30 0,960 

A5 2 60 1,920 

A6 2 100 3,200 

Tabulka I 
Příprava standardů pro HPLC stanoveni androstenonu (A0–A6) 

Obr. 2. Kalibrační křivka pro HPLC stanovení skatolu: y = 
13,344 x + 0,0188; R2 = 0,9983 
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Diskuse 
 
Výsledky získané ve studii autorů9 ukazují, že HPLC 

stanovení androstenonu je přesnější než jiné techniky. 
Autoři4 rovněž vyvinuli modifikovanou HPLC metodu pro 
stanovení skatolu a indolu bez použití acetonitrilu 
v plazmě prasat. Koncentrace skatolu v tukové tkáni 
a plazmě obvykle vysoce korelují20, a proto také může být 
krev vhodným zdrojem pro detekci komponent kančího 
pachu. Zde prezentovaná nová modifikovaná metoda pro 
detekci složek kančího pachu používá jako vzorek extraho-
vaný tuk ze hřbetu prasat, a to umožňuje detekci analytů 
jak u jatečně opracovaných těl, tak u masa z potravinového 
řetězce. Pro stanovení androstenonu byla v práci použita 
modifikovaná metoda, která vycházela z práce9 (mobilní 
fáze) a studie7 (gradient). Sestava HPLC, typ kolony, deri-
vatizace, průtokový tlak a injekční objem byly optimalizo-
vány na základě pokusného testování. Použitá metoda 
stanovení skatolu a indolu částečně vychází ze studie9, ale 
všechny fáze stanovení byly modifikovány pro naše účely. 

 
 

Závěr 
 
Metoda byla vyvinuta za použití chemických standar-

dů složek kančího pachu. Kalibrační křivky vykázaly line-
ární závislost v použitém rozsahu koncentrací. Detekční 
limity pro androstenon a skatol byly 0,24 a 0,03 g g–1 
tuku. Tyto hodnoty nepřekračují práh lidského vnímání, 
který je 0,5 až 1,0 g g–1 pro androstenon a 0,2 až 0,5 
mg g–1 pro skatol16. Stanovení indolu lze realizovat za 
použití analogické metody používané pro skatol za použití 
indolu jako standardu pro kalibraci a stanovení.  

Koncentrace sloučenin kančího pachu, které byly pod 
prahem lidského vnímání, byly touto metodou úspěšně 
detegovány a kvantifikovány. Všechny standardy byly také 
analyzovány odděleně k ověření jejich identifikace. Meto-
da byla upravena tak, aby píky analytů obsažených ve 
směsi byly dobře odděleny. Všechny komponenty kančího 
pachu byly také úspěšně detegovatelné v reálných vzorcích 
hřbetního tuku kanců. 

 
Tato práce byla podpořena S grantem Ministerstva 

školství, mládeže a tělovýchovy České republiky a projek-
tem č. MSM 6046070901. 

Tabulka II 
Příprava standardů pro HPLC stanovení skatolu (S0–S7) 

Standard Hřbetní tuk [g] Zásobní roztok skatolu [µl]  (0,6 µg/100µl) Koncentrace skatolu [µg g–1] 

S0 2 0 0 

S1 2 5 0,015 

S2 2 10 0,030 

S3 2 20 0,060 

S4 2 40 0,120 

S5 2 60 0,180 

S6 2 100 0,300 

S7 2 200 0,600 

Tabulka III 
Výsledky validace HPLC stanovení androstenonu a skatolu 

Vzorek n a Koncentrace [µg g–1] (x ± SD)  b 

    androstenonu ve hřbetním tuku skatolu ve hřbetním tuku 

1 5 4,57 ± 0,172 0,22 ± 0,005 

2 5 2,97 ± 0,195 0,15 ± 0,003 

3 5 5,45 ± 0,141 0,20 ± 0,005 

4 5 2,51 ± 0,111 0,15 ± 0,002 

5 5 3,01 ± 0,042 0,15 ± 0,004 

a n – počet vzorků,  b x – aritmetický průměr, SD – směrodatná odchylka  
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The aim of the study was to improve a high perfor-

mance liquid chromatography method for determination of 
substances responsible for boar taint in pig fat in order to 
achieve an easily applicable procedure in laboratory prac-
tice. Androstenone and skatole were extracted by methanol 
from melted fat, derivatized with dansylhydrazine and 
detected using a high performance liquid chromatography 
method with a fluorescence detection in the presence of 
internal standards. The calibration curves showed a linear 
dependence in the concentration ranges used (R2 = 0.9979 
for androstenone and 0.9983 for skatole). The limits of 
detection were 0.24 g g–1 of fat for androstenone and 0.03 
g g–1 of fat for skatole. Five real samples of boar dorsal 
fat were analysed to validate this modified method. An-
drostenone and skatole were well detectable in real sam-
ples. Values obtained in repeated measurements showed 
only low variance. The method allowed us to detect and 
quantify the concentrations of boar taint compounds below 
the threshold of human perception. 


