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Uvod

Kanci pach je velmi nepfijemny pach uvoliiovany pti
zahiivani tuku jate¢né opracovanych tél kanci. Hlavni
latky odpovédné za kanci pach jsou lipofilni slouceniny
androstenon (So-androst-16-ene-3-on) a skatol (3-methyl-
indol)"®. Androstenon je steroid pachnouci po moéi a potu'
a je produkovan Leydigovymi bunikami varlat. Jeho obsah
zavisi na mnoha faktorech zahrnujicich pohlavni vyvoj,
vék, Zivou hmotnost zvitete'”. Skatol vznika mikrobialnim
rozkladem tryptofanu v tlustém stfevé. M4 hotkou chut'!
a dava fekalni a naftalenovy zapach vzorkim masa'’. Nej-
vmase jsou dieta® a chov*'’. Jen skatol a androstenon
nejsou zcela odpovédni za kanéi zapach'®. Zptisobuji ho
idalsi slouceniny, jako je indol a dalsi androstenonové
steroidy*.

Podle novych pravnich ptedpisti Evropské unie nebu-
de od roku 2018 povolena v chovech prasat kastrace kanct
bez anestezie. To je divod, pro¢ se zabyvat novymi alter-
nativnimi moznostmi chovu nekastrovanych kancti. Bude
tteba stanovit limit pro koncentraci latek zpasobujicich
kanc¢i zapach v mase, kterd by byla jest€ pfijatelnd pro
spotiebitele. V soucasné dobé neexistuje harmonizovana
Evropskou unii schvéalend metoda pro detekci pohlavniho
pachu samci prasat. Nicméné existuje mnoho chemickych
metod pro detekci a kvantifikaci koncentraci androstenonu
a skatolu v tukové tkani. Tyto metody jsou zaloZeny na
plynové chromatografii®, vysokou¢inné kapalinové chro-
matografii (HPLC)’, spektrometrii nebo kolorimetrii'*'*,
imunologii a biosenzorech'?.

Cilem této prace bylo vyvinout novou HPLC metodu
zaloZenou na popsanych metodach”’, ktera by byla snadno
pouzitelna v laboratorni praxi a umoznila by stanovovat
koncentrace androstenonu a skatolu v tuku prasat.
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Experimentalni ¢ast
Rozsah a aplikace

Androstenon, skatol a indol jsou lipofilni molekuly,
které jsou odpovédné za kanci pach. Metoda popsana
v tomto dokumentu se vztahuje na stanoveni téchto analy-
tt v hibetnim tuku prasnic, nekastrovanych a kastrovanych
kancti.

Princip stanoveni

Androstenon, indol a skatol byly extrahovany z rozta-
vené¢ho hibetniho tuku methanolem, déle derivatizovany
dansylhydrazinem (5-dimethylaminonafalen-1-sulfohydrazid)
a stanoveny HPLC s fluorescen¢ni detekci za pfitomnosti
vnitinich standardd.

Odbér hibetniho tuku

Hibetni tuk byl odebran 24 hodin po pordZce v oblasti
mezi 1. a 3. krénim obratlem. Vzorky byly dale vakuové
baleny bez klize a svali a skladovany do doby stanoveni
v mrazicim boxu pfi teploté —80 °C.

Chemikalie

Indol, 2-methylindol (2-MID), skatol (3-methylindol),
androstenon (5oa-androst-16-en-3-on), androstanon
(5a-androstan-17B-ol-3-on), dansylhydrazin, hydrogenfos-
forenan draselny, methanol (MeOH), 14% roztok fluoridu
boritého (BF;) v methanolu, acetonitril (MeCN), aceton
a tetrahydrofuran (THF) pro HPLC byly zakoupeny od
firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika). Deminera-
lizovand voda byla vyrobena v systému Aqual® 35
(Aqual, Brno, Ceské republika). Viechny ostatni chemika-
lie byly analyticky Cisté.

Ptistroje a laboratorni vybaveni

Mikrovlnna trouba (Eta, Praha, Ceskd republika),
vodni lazeti GFL 1005 (Unimed, Praha, Ceské republika),
ultrazvukové lazen RK 255 (Bandelin Sonorex, Hagen,
Némecko), odstfedivka Universal 320 R (Hettich, Tuttlin-
gen, Némecko), automatické pipety (Socorex, Ecublens,
Svycarsko) a ostatni laboratorni material (Pasteurovy pipe-
ty, vialky Robo — 2 a 4 ml véetné¢ ochrannych uzavéru,
septa PTFE/silikon, 2ml stfikacky, filtry PFDF — 13 mm,
0,22 um a mikrozkumavky) (Chromservis, Praha, Ceska
republika).

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

Jasco sestava (Watrex, Praha, Ceska republika) HPLC
slozena ze dvou gradientnich Cerpadel — 2080 PU Plus,
automatického davkovace AS-2059 Plus, kolonového ter-
mostatu  CO-2060 Plus, fluorescenéniho detektoru
FP-2020 Plus, boxu s rozhranim LC-Net II/ADC a softwa-
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ru ChromNAYV (ver. 1.18.04.). Pro separaci androstenonu
byla pouzita kolona Agilent Eclipse XDB C18 (5 um,
150 x 4,60 mm ID) (Agilent, Santa Clara, USA). Pro ska-
tol a indol bylo vyuZito kolony Kinetex C18 100A (5 pm,
50 x 4,60 mm ID) (Phenomenex, Torrance, USA).

Standardni roztoky

Standardni roztoky byly pfipraveny v nasledujicich
koncentracich: 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 vnitfnich standardt (androstanon 5 mg/100 ml
a 2-methyl-indol 0,5 mg/100 ml) byly pfipraveny z 1 ml
androstanonu (5 mg/100 ml), 100 ul 2-methyl-indolu
(5 mg/100 ml), 95 ml methanolu a 5 ml destilované vody.

Cinidla pro derivatizaci

Dansylhydrazin (DNSH 2 %): 20 mg dansylhydrazinu
se odvazilo spole¢né s 1 ml methanolu do 1,5ml Eppen-
dorfovy  zkumavky. Mikrozkumavka se nechala
v ultrazvukové 1azni predehtaté na 30 az 40 °C temperovat
po dobu 15 min. Tento roztok se pro dalsi pouziti uchova-
val v chladnicce pii teploté 4 °C. Pied pouzitim se opét
umistil do ultrazvukové lazné, kde se nechal sediment
rozpustit.

BF; (14 %): 14% roztok fluoridu boritého (BF;)
v methanolu.

Ptiprava vzorka

Extrakce tuku z tukové tkané

Extrakce tuku ztukové tkané se provedla formou
taveni celého vzorku. Hibetni tuk (10-20 g) byl rozfezan
na malé kosti¢ky (0,5 x 0,5 cm), které se vlozily do skle-
néné lahve s plastovym vikem o objemu 100 ml. Prkénko
a skalpel byly po kazdém vzorku ¢iStény acetonem. Skle-
néna lahev byla umisténa do mikrovinné trouby po dobu
dvakrat 1 min pfi vykonu 350 W. Lahvicka s roztavenym
tukem byla nasledné umisténa do vodni 1azné predehtaté
na 50 °C. Tuk se pienesl pomoci Pasteurovy pipety do
1,5ml mikrozkumavek a udrzoval se ve vodni lazni tak,
aby mohl zistat v kapalném stavu az do odstfedéni.
Mikrozkumavky s roztavenym tukem byly centrifugovany
po dobu 20 min pii 11 200 g a pokojové teplote. Vzorky se
po odstfedéni znovu umistily do vodni lazné. Pdl gramu
(20,01 g) supernatantu (tuku) se pfesn¢ odvazilo do 2ml
mikrozkumavek. Tyto extrahované vzorky byly dale skla-
dovany v chladni¢ce pfi 4 °C nebo zmrazeny v ptipadé, ze
vzorek nebyl analyzovan ve stejny den, pfi teploté —20 °C.
Zbytek supernatantu byl umistén do 2ml mikrozkumavek
a ulozen jako rezervni do mrazaku (20 °C).

Extrakce analytit z Cistého tuku
Odvazené vzorky cistého tuku se roztavily ve vodni
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lazni predehiaté na teplotu 50 °C. 1 ml roztoku vnitiniho
standardu (5 mg/100 ml androstanonu a 0,5 mg/100 ml
2-methyl-indolu) byl pfidan do kazdého vzorku a smés
byla 30 s promichana pomoci Vortexu. Mikrozkumavka se
umistila do vodni 1azné, aby byl vzorek stale v tekuté for-
mé. Vzorky byly dale vlozeny do ultrazvukové 14zné pte-
dehiaté na 30 °C po dobu 5 min. Néasledné¢ dochazelo
k tuhnuti tuku v nadob¢ s ledem po dobu 20 min. Ochlaze-
né vzorky byly odstfedény po dobu 20 min pfi 11 200 g pfi
teploté 4 °C. Supernatant (methanolova faze) se prefiltro-
val na nylonovém filtru (13 mm, 22 pum) za pouziti 2ml
stitkacky do vialky pro chromatografii. Instrumentalni
analyza vzorkd pfipravenych timto zptisobem zacala ihned
po extrakci. V pfipadé€ dal§iho uchovani byly vzorky skla-
dovany v chladnicce pfi teploté 4 °C.

Postup derivatizace

Autosampler byl naprogramovan na proces derivati-
zace nasledovné: 5 pl 2% dansylhydrazinu v methanolu,
0,1 Wl vzduchu, 2,2 ul demineralizované vody, 0,1 pl
vzduchu a 5 pl 14% BF; bylo smichdno s 50 ul extraktu ze
vzorku. Po 2 min pfi teplot¢ 24 °C bylo 40 pul smési
(androstenon) nebo 30 pl smési (skatol a indol) injektova-
no do HPLC systému.

Stanoveni androstenonu

Pro stanoveni androstenonu byla pouzita kolona Agi-
lent Eclipse XDB C18 (5 um, 150 x 4,60 mm ID) pfi tep-
loté 40 °C a mobilni faze: A — tetrahydrofuran : acetoni-
tril : fosfore¢nan sodny (25 mM) : kyselina octova (34 :
23,8 : 41,4 : 0,8); B — methanol. Profil gradientu byl nasle-
dujici: 0-3,0 min, 90 % A; 3,0-3,5 min, 9045 % A; 3,5-
15,0 min, 45-5 % A; 15,0-16,1 min, 5 % A; 16,1-17,0
min, 5 az 90 % A; 17,0-19,0 min, 90 % A. Prutok mobilni
faze byl 1,2mlmin" s injekénim objemem 40 ul. Flu-
orescencni detekce byla provadéna s excitaci pii 346 nm
a emisi pfi 521 nm. Pro odecet koncentrace androstenonu
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Obr. 1. Kalibraéni pfimka pro HPLC stanoveni andros-
tenonu: y = 1,6592 x + 0,0609; R* = 0,9979
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v realném vzorku byla pouzita standardni kalibra¢ni kiivka
(obr. 1).

Stanoveni skatolu a indolu

Pro stanoveni skatolu a indolu byla pouZzita kolona
Kinetex C18 100A (5 um, 50 x 4,60 mm ID) pfi teploté
40 °C a mobilni faze: A — fosfore¢nan sodny (10 mM) a B
— methanol. Gradientovy profil byl nasledujici: 0-0,2 min,
90 % A; 0,2-6,0 min, 90-55 % A; 6,0-7,0 min, 55-0 % A.
Priitok mobilni faze byl 1,2 mlmin™ a injekéni objem
30 pl. Fluorescencni detekce byla provadéna pri excitacni
vinové délce 285 nm a emisni vinové délce 340 nm. Pro
odecet koncentrace skatolu a indolu v redlném vzorku byla
pouzita standardni kalibra¢ni ktivka (obr. 2).

Standardy pro HPLC

Pro standardizaci androstenonu a skatolu byl pouzit
hibetni tuk z prasni¢ek porazenych do 80 kg zivé vahy.
Absence androstenonu byla potvrzena HPLC, kde naleze-
né mnozstvi androstenonu a skatolu bylo pod detek¢nim
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Obr. 2. Kalibraéni kfivka pro HPLC stanoveni skatolu: y =
13,344 x + 0,0188; R* = 0,9983

Tabulka I

Ptiprava standardi pro HPLC stanoveni androstenonu (Ag—Ag)
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limitem. Extrakce tuku byla stejna, jako v pfipadé realnych
vzorki. Presné odvazené 2 g tekutého tuku byly umistény
do 4ml lahvicek. K ¢istému tuku bylo ze zasobniho rozto-
ku odmeéfeno pozadované mnozstvi androstenonu (tab. I).
Po 30 s michani pomoci Vortexu byly lahvicky umistény
do vodni 14zn€ predehifaté na 50 °C. Nasledn€ bylo 0,5 g
standardi AO—A6 rozvazeno do 2ml mikrozkumavek. Ex-
trak¢éni postup byl stejny jako v piipade realného vzorku.
Lahvicky byly skladovany pii —20 °C. Stejny postup jako
u androstenonu byl aplikovan i pro standardy skatolu. Ka-
libracni kiivka byla pfipravena ze zasobniho roztoku ska-
tolu (tab. II). Standardy byly oznaceny SO0-S7.

Vypocet a interpretace vysledki

Vypocet byl zalozen na kalibracnich kiivkach vytvo-
fenych oddélené pro androstenon, skatol a indol. Jejich
identifikace v realnych vzorcich byla provedena za pouziti
vnitinich standardi androstenonu a 2-methylindolu. Vy-
sledky byly vyjadeny v ug g ' &istého tuku.

Vysledky
Kalibraéni kiivky standardu

Byly vytvoteny kalibracni kiivky standardu pro sta-
noveni androstenonu a skatolu v hibetnim vepfovém sadle.
Koncentrace pfidaného androstenonu byly na hladiné 0;
0,112; 0,24; 0,48; 0,96; 1,92 a 3,2 pg g’1 tuku, standardy
skatolu byly v koncentracich 0; 0,015; 0,03; 0,06; 0,12;
0,18;0,3a0,6 nug g’1 tuku. Kalibra¢ni ktivky jsou uvedeny
spole¢né s linearnimi regresnimi kiivkami a R, koeficienty
naobr. 1 a2.

Valida¢ni parametry metody

Pét redlnych vzorkl hibetniho tuku kancti bylo analy-
zovano pro validaci vySe popsané metody HPLC. Opako-
vané stanoveni androstenonu a skatolu bylo provedeno za
stejnych analytickych podminek. Z vysledkd uvedenych
v tab. III je ziejmé, ze hodnoty opakovanych méteni ziska-
né modifikovanou HPLC metodou ukazuji na nizky roz-
ptyl.

Standard Hibetni tuk [g] Zasobni roztok androstenonu [pl] (6,4 pg/100pl)  Koncentrace androstenonu [pg g™']
Ao 2 0 0

A 2 3,5 0,112

A, 2 7,5 0,240

Az 2 15 0,480

Ay 2 30 0,960

As 2 60 1,920

Asg 2 100 3,200
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Tabulka II
Priprava standardti pro HPLC stanoveni skatolu (So—S7)
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Standard Hibetni tuk [g] Zasobni roztok skatolu [ul] (0,6 pg/100ul)  Koncentrace skatolu [pg g ']
So 2 0 0

Sy 2 5 0,015

S, 2 10 0,030

Ss 2 20 0,060

S4 2 40 0,120

Ss 2 60 0,180

Se 2 100 0,300

S; 2 200 0,600

Tabulka IIT

Vysledky validace HPLC stanoveni androstenonu a skatolu

Vzorek n? Koncentrace [pug g"] (x£+SD) b
androstenonu ve hibetnim tuku skatolu ve hibetnim tuku
1 5 4,570,172 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 2,510,111 0,15 + 0,002
5 5 3,01 +£0,042 0,15 + 0,004

“n — podet vzorkil, "x — aritmeticky primér, SD — smérodatna odchylka

Diskuse

Vysledky ziskané ve studii autorti’ ukazuji, ze HPLC
stanoveni androstenonu je presnéjsi nez jiné techniky.
Autofi' rovnéz vyvinuli modifikovanou HPLC metodu pro
stanoveni skatolu a indolu bez pouziti acetonitrilu
v plazmé prasat. Koncentrace skatolu v tukové tkani
a plazmé obvykle vysoce koreluji*’, a proto také miize byt
krev vhodnym zdrojem pro detekci komponent kanciho
pachu. Zde prezentovana nova modifikovana metoda pro
detekei sloZek kanciho pachu pouZiva jako vzorek extraho-
vany tuk ze hibetu prasat, a to umoziuje detekci analytd
jak u jate¢né opracovanych tél, tak u masa z potravinového
fetézce. Pro stanoveni androstenonu byla v praci pouzita
modifikovana metoda, ktera vychazela z prace’ (mobilni
faze) a studie’ (gradient). Sestava HPLC, typ kolony, deri-
vatizace, pritokovy tlak a injek¢ni objem byly optimalizo-
vany na zékladé pokusného testovani. Pouzitd metoda
stanoveni skatolu a indolu &asteén& vychazi ze studie’, ale
vSechny faze stanoveni byly modifikovany pro nase ucely.
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Zaveér

Metoda byla vyvinuta za pouziti chemickych standar-
di slozek kanciho pachu. Kalibraéni kiivky vykazaly line-
arni zavislost v pouzitém rozsahu koncentraci. Detekéni
limity pro androstenon a skatol byly 0,24 a 0,03 pgg™
tuku. Tyto hodnoty neprekracuji prah lidského vnimani,
ktery je 0,5 az 1,0 ugg ' pro androstenon a 0,2 az 0,5
mg g ' pro skatol'®. Stanoveni indolu lze realizovat za
pouziti analogické metody pouzivané pro skatol za pouziti
indolu jako standardu pro kalibraci a stanoveni.

Koncentrace sloucenin kanciho pachu, které byly pod
prahem lidského vniméni, byly touto metodou uspésné
detegovany a kvantifikovany. VSechny standardy byly také
analyzovany oddélené k ovéteni jejich identifikace. Meto-
da byla upravena tak, aby piky analyti obsazenych ve
smési byly dobfe oddéleny. VSechny komponenty kanciho
pachu byly také Gspésné detegovatelné v realnych vzorcich
hibetniho tuku kancd.

Tato prdace byla podporena S grantem Ministerstva
Skolstvi, mladeze a telovychovy Ceské republiky a projek-
tem ¢. MSM 6046070901
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trition and Dietetics, Faculty of Agrobiology, Food and
Natural Resources, Czech University of Life Sciences,
Prague, Czech Republic): Method for Determination of
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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 (R* = 0.9979
for androstenone and 0.9983 for skatole). The limits of
detection were 0.24 ug g of fat for androstenone and 0.03
ug g ' 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.



