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ANOTACE

Diplomova prace se v teoretické ¢asti zabyva obecnym popisem netopyra s konkrétnim
zameérenim na netopyry zijici v podnebi mirného pasu, jejich reprodukei a pohlavni hormon
progesteron u samicek. Druha polovina teoretické ¢asti je zamérena na zpusoby odbéru
vzorkll, popis obecnych principi vhodnych metod a technik pro analyzu progesteronu
v télnich tekutinach.

Prakticka ¢ast je vénovana konkrétni praci v laboratofi. Zaméruje se na ziskani vzorkt
moci netopyril a nasledné méreni pomoci vhodné metody s ohledem na finanéni i ¢asovou
narocnost. Déle je popsan cely postup analyzy progesteronu véetné zkoumani vhodného
absorp¢niho materialu pro moc¢, vybéru vhodného rozpoustédla, doby extrakce a teploty
odparu. Na zakladé provedenych testi a zkoumani bylo vyhodnoceno za nejvhodnéjsi
vyuziti pro absorpci papir znacky Whatman, dale rozpoustédlo hexan v ethylacetatu
(3:2) za laboratorni teploty a doba extrakce 3 hodiny. Za téchto podminek je stanovena
ucinnost extrakce a proméren redlny vzorek se smési moci a jinych télnich tekutin netopyra
po porodu. Koncentrace progesteronu je stanovena imunoanalytickou metodou ELISA.

Na zaveér je zvoleny zpusob analyzy progesteronu z moci netopyri diskutovan a na
zékladé prvotnich vysledkii jsou navrzena vylepseni celého pristupu k analyze moci

netopyru.

KLIiCOVA SLOVA

Mo¢ netopyrit, progesteron, extrakce progesteronu, imunoanalyza, ELISA

TITLE

Determination of progesterone in bat urine

ANNOTATION

In the theoretical part, the thesis deals with a general description of bats with a specific
focus on bats living in our climate, their reproduction, and the female sex hormone
progesterone. The second half of the theoretical part is focused on sample collection
methods, a description of general principles, suitable methods, and techniques for the

analysis of progesterone in body fluids.



The practical part is dedicated to specific work in the laboratory. It focuses on choosing
the right solution for obtaining bat urine samples and subsequent measurements using
appropriate methods with regard to financial and time requirements. Next, the entire
procedure of progesterone analysis is described, including the investigation of a suitable
absorbent material for urine, the selection of a suitable solvent, the extraction time,
and the temperature of the evaporator. Based on tests performed and options explored
the most suitable absorbent material is rated Whatman filter paper, solvent hexane in
ethylacetate (3:2) at room temperature, and the extraction time of 3 hours. Under these
conditions, the extraction efficiency and the actual sample with a mixture of urine and
other body fluids of the after-labor bat are measured. Progesterone concentration is
determined by the immunoanalytical ELISA method.

In the end, the chosen method of progesterone analysis from bat urine is discussed and

the conclusion of the whole approach to the analysis of bat urine is proposed.

KEYWORDS

Bat urine, progesterone, progesterone extraction, immunoassay, ELISA
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UVOD

V soucasnosti je vyzkum reprodukénich mechanismi u savcii stdle velmi aktualnim
tématem. Napiiklad u c¢lovéka v poslednich desetiletich stale nartistd pocet pari
s problematickym pocetim potomka. Diky podrobnéjsim vyzkumim reprodukénich
mechanismi jinych savcii, bychom mohly nalézat feSeni i pti této problematice ¢lovéka.

NetopyTi jsou jedini savci se schopnosti aktivniho letu. Zaroven se nékteré druhy
netopyru zarazuji do skupiny nejmensich savci na svété. Tito savci vynikaji specialnimi
reprodukénimi mechanismy, o kterych je dosud stdle malo informaci. Samice netopyri
maji schopnost ¢astecné regulovat své oplozeni a spravné nacasovani pro brezost. Pari
se v podzimnich mésicich, kdy miize ihned vzniknout oplozené vajicko, avsak dalsi vyvoj
oplozeného vajicka se zastavi do skonceni zimni hibernace. Dalsi z moznosti je uchovani
spermie v neaktivni formé ve vejcovodu po dobu hibernace. Po probuzeni z hibernace
je spustén znovu vyvoj oplozeného vajicka nebo v druhém piipadé dochazi k opozdéné
ovulaci a k tzv. utajenému oplozeni vajicka.

Vyznamnym steroidnim hormonem pro ovulaci, poceti, bfezost a porod je progesteron.
Pravé sledovani koncentrace progesteronu umoznuje ziskat vice informaci o reprodukci
netopyru. AvsSsak pro hormonalni vysetfeni jsou nutné opakované odbéry, coz je jeden
z problému obecné u volné zijicich zvirat. Nejcastéji se progesteron stanovuje invazivnim
odbérem z krevni plazmy. Pro odebrani vzorku krve netopyri je zapotiebi dodrzet urcité
podminky a predem sjednané povoleni. Netopyti totiz patii v mnoha zemich mezi chranéné
zivoc¢ichy. Vzhledem k jejich malé velikosti téla, predstavuje odbér krve mnohdy az zivot
ohrozujici situaci.

Pravé diky problematickému invazivnimu odbéru krve védci hledaji moznosti ziskani
vzorku s co nejmensim zasahem pro zivot zvitete. Nadéjnou cestou je ziskavani vzorku
neinvazivni metodou, konkrétné se jedna o trus a moc¢. Ziskani trusu trva vyznamné
delsi cas nez ziskdni moci. Ovsem co se tyce netopyrii, dosud nejsou takika zadné
dostupné publikace ohledné jakékoliv analyzy ze vzorku moci. Cilem diplomové prace
je navrzeni metody a postupu zpracovani vzorku moci netopyru s naslednou analyzou

obsahu progesteronu.
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1 OBECNY POPIS LETOUNU

Letouni (lat. Chiroptera) predstavuji hned po hlodavcich (lat. Rodentia) druhy
nejpocetnéjsi rad z celé tridy savci. Véda jich aktualné uznava priblizné 1250 druhu
[1, 2]. Nazev Chiroptera pochézi z feckého slova Cheir ,ruka“ a Pteryz kiidlo“
Ceskym ekvivalentem pro Chiroptera bylo uméle vytvorené slovo letouni [3]. Letouni
byli doneddvna déléni na dva podiady, kaloné (lat. Megachiroptera) a netopyry (lat.
Microchiroptera) [4]. V dnesni dobé je jednou z vyuzivanych moznosti déleni na letouny
kalonotvaré (lat. Pteropodiformes) a netopyrotvaré (lat. Vespertilioniformes) [1, [4, [5].

Letouni maji jako jedini savci schopnost aktivniho letu diky prednim koncetinam, které
jsou preménény v kiidlo. Kiidlo je tvoreno tenkou blanou. Charakteristickym znakem
letounti je skvéla manévrovaci schopnost pri letu, zimni spanek neboli hibernace, utajené
oplozeni a utajena brezost [6]. Velmi zajimava je dlouhovékost letount vztazend k velikosti
jejich téla. Existuji zadznamy o jedincich, ktefi ve volné prirodé prezili vice nez 30 let.
Vyznamnou roli v dlouhovékosti letount hraje hibernace, zemépisna poloha, télesna
hmotnost a pouzivani jeskynnich tkryta. Hibernujici druhy Ziji v praméru o 6let déle
nez druhy letounti, kteri nemaji schopnost hibernace. Dlouhovékost naopak neni ovlivnéna
stravou nebo velikosti kolonie [7, 8]. Uvadi se, ze délka zivota letouni je az tfi a pil
krat delsi, nez u jiného nelétavého savce s podobnou velikosti téla. Tento idaj muze byt
podhodnocen, protoze témér vsechny zaznamy o délce zivota nelétajicich savelt pochazeji
z populaci v zajeti [9].

Velka c¢ast letountt ma schopnost echolokace, neni to vsak jejich charakteristickym
znakem. Echolokace je aktivni zptsob orientace a sbirani informaci o svém okoli pomoci
ozvény zvuku, nejcastéji ultrazvuku. Echolokace pomoci ultrazvuku je vzdy tvorend
z otevienych ust nebo vynucend pfes nosni cesty [6]. Mezi letouny bez schopnosti
echolokace patii prevazné druhy podradu kalonotvarych. Ti, ktefi z tohoto podiadu
echolokuji, pouzivaji signal vytvoreny pomoci klikdni jazykem. Ostatni netopyrotvari
letouni echolokuji pomoci signalu vytvoreného v hrtanu [8]. Letouni echolokaci vyuzivaji
prevazné pro orientaci v temnych ukrytech, k detekei, hodnoceni a sledovani kotisti [10].

Letouni se vyskytuji po celém svété. Existuji druhy letounti, ktefi jsou masozravi,
hmyzozravi nebo naopak druhy zivici se pouze ovocem, nektarem a pylem z rostlin

[6]. Letouni jsou aktivni hlavné v noci. Pfes den hledaji ukryt v dutindch stromi, ve

15



skaladch, na stfechdch domii a v budovach. Pari se koncem léta a pocatkem podzimu.
Mladata se rodi prevazné v cervnu a ¢ervenci [11]. Rozmnozovani letounu z hlediska
poctu mladat je velmi pomalé. Samice vétsiny evropskych druhti maji jen 1-2 mladata
rocné. Vétsina letountl je proto zatazena do kategorie ohrozenych druhti. V mnoha statech
je jejich ochrana uzakonéna a existuji narodni i mezinarodni ochranarské organizace.
Ptesto jsou i dodnes letouni zamérné loveni pro konzum a to prevazné v nékterych zemich
Afriky a Asie [12].

V podnebi Evropy lze nalézt kaloné (obr. [1)) pouze vyjimecné, nejcastéji se lze setkat
s raznymi druhy netopyri (obr. [2)). Netopyii se od kalonu daji velmi dobte rozpoznat
diky charakteristickym rozdilim v anatomii téla i lebky. Netopyfi maji znatelné mensi
velikost téla i o¢f. Zivi se pfedevsim hmyzem, vyuzivaji pro orientaci echolokaci a v zimnich
meésicich hibernuji [I1],12]. V ¢eském podnebi ziji druhy netopyri, ktet{ dosahuji hmotnosti
v rozsahu od 3 do 60 gramu [6].

Obrazek 1: Kaloti kratkonosy (lat. Obrazek 2: Netopyr velky (lat. Myotis
Cynopterus sphinz) [13]. myotis) [14].

1.1 Netopy¥i vyskytujici se v Ceské republice

V Ceské republice se vyskytuje okolo 26 druhii netopyrit a jsou rozdéleni do dvou

Celedi: vrapencoviti (lat. Rhinolophidae) a netopyroviti (lat. Vespertilionidae). Jednotlivé
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druhy netopyru se lisi v urcitych vlastnostech, avsak zivotni cyklus a zptisob rozmnozovani
je velmi obdobny. Zivotni cyklus netopyri lze v podstaté rozdélit do ¢tyi hlavnich fazi
v zavislosti na ro¢nim obdobi. Samice netopyri se v jarnich meésicich shromazduji do tzv.
materskych kolonii, kde nésledné zacatkem léta rodi a odchovavaji mladata. Na konci léta
a zacatkem podzimu se obé pohlavi setkavaji v prechodnych tkrytech a pari se. V zimnich
mésicich je obdobi hibernace, po tuto dobu netopyti nepfijimaji zadnou potravu a energii
Cerpaji ze ziskanych tukovych zasob [12) [15]. V nasich podminkéch netopyti lovi prevazné
nejruznéjsi druhy motylt, brouki, pavouki a dalsi zastupce dvouktidlého hmyzu. Netopyti

lovi potravu ve volném prostoru nad zemi, pfimo na listech a také v korunéch stromu [12].

1.2 Reprodukce netopyrua

Netopyti vynikaji vlastni unikatni reprodukci, o které mame dosud stale velmi mélo
informaci [16]. K péareni typicky dochazi pred hibernaci, neni to vSak pravidlem a k pareni
muze dojit i béhem hibernace nebo po ni [I7]. Samice netopyri maji schopnost ¢astecné
regulovat oplozeni. Velmi dobfe reaguji na klimatické zmény, ¢i jiné rusivé vlivy, které
by mohly znemoznit tspésnou reprodukci. Po spareni miize ihned vzniknout oplozené
vajicko a dalsi vyvoj oplozeného vajicka se pres dobu hibernace zastavi. Dalsi moznosti
je, ze k oplozeni nedochazi ihned, ale samice si uchovavaji spermie ve vejcovodu.
Uchované spermie ve vejcovodu zustanou pres celé obdobi hibernace v neaktivni formé.
Po probuzeni ze zimniho spanku pti vhodnych podminkach dochéazi k opozdéné ovulaci
a nasledné k tzv. utajenému oplozeni vajicka [I8]. P¥i maximdlni dostupnosti potravin
v zacatku léta samice porodi mladé a zah&ji laktaci [19]. Bfezost, porod i laktace je
ovlivnéna uréitou koncentraci pohlavnich hormonu (estrogeny, progesteron) [18]. Pravé
sledovani koncentrace progesteronu umoznuje ziskat vice informaci o reprodukeci netopyru.
Takové informace je mozno ziskat invazivni metodu naptiklad odebranim krve. Vzhledem
k velikosti téla netopyri je odebirani krve velky zasah pro jejich organismus. Vhodnéjsi
je pouziti neinvazivnich metod, pri kterych je mozné odebrat, napriklad moc¢ nebo trus
jedince. Volba neinvazivni metody odbéru umoznuje ziskani vzorki od velkého poctu

jedinctt nebo opakované odbéry bez rizika usmrceni jedince [20] 211, 22].
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1.3 Pohlavni hormony

Pohlavni hormony patii do skupiny biologicky aktivnich latek se steroidni strukturou.
Hormony jsou odvozeny od zdkladni struktury gonanu (obr. [3)), starsi oznaceni gonanu je
steran. Vznikaji biotransformaci cholesterolu (obr. [4)) a jsou vylucovany v kure nadledvin,
varlatech a vaje¢nicich ¢i v placenté [23]. Mezi pohlavni hormony patii androgeny
(testosteron, androstendion a dehydroepiandrosteron), coz jsou saméi pohlavni hormony,
estrogeny (estron, estradiol a estriol) a gestageny (progesteron), coz jsou sami¢i pohlavni
hormony. Steroidni pohlavni hormony reguluji fyziologické procesy a podili se na spravném

vyvoji a funkei nékterych primarnich ¢i sekundérnich pohlavnich znaka [24] 25].

ey

T

Obrézek 3: Gonan [26]. Obréazek 4: Cholesterol [27].

Tato prace se primarné vénuje analyze progesteronu, a proto je tomuto pohlavnimu
hormonu vénovana vétsi pozornost. Ostatni hormony z vyse jmenovanych blize popsany

v této praci nebudou.

1.3.1 Progesteron

Progesteron z chemického hlediska obsahuje 21 uhlikii a jeho strukturni nézev
je pregn-4-en-3,20-dion [22, 28]. Strukturni vzorec a fyzikdlné-chemické vlastnosti
progesteronu jsou zpracovany v tabulce (tab. . Uvedeny rozdélovaci koeficient
oktanol-voda K,, charakterizuje polaritu latky, ¢im je log K,, mensi, tim je latka

polarnéjsi [29].
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Tabulka 1: Strukturn{ vzorec a fyzikdlné-chemické vlastnosti progesteronu [29].

Progesteron
o M (g-mol~1): 314,5
ty (°C): 121
o (g-cem™3) pii 23°C: 1,166
log Kow (—): 3,87

Bily kristalicky prasek bez zapachu

Rozpustnost ve vodé (mg-171) : 9,12

|y

I

Rozpustny v: etanol, metanol, aceton a dioxan

Stabilni na vzduchu, ale citlivy na svétlo

Primarné je progesteron produkovan bunkami zlutého téliska vajecniki, v mensi mite
ktirou nadledvin a v téhotenstvi placentou a je klicovou slozkou pro spravnou reprodukci
saveu [24 25]. Hlavni funkce v déloze a vajecéniku spocivd v uvolnéni a uhnizdéni zralého
vajicka s naslednym udrzenim téhotenstvi. V mlééné Zlaze progesteron reguluje tvorbu
mléka a v mozku zprostredkovava signaly nutné k sexudlnimu chovani. Vyssi hodnoty
koncentrace progesteronu u netopyru ¢i jinych savet nalezneme hlavné v obdobi ovulace
a pri téhotenstvi |22, 2§].

V soucasnosti je vyzkum progesteronu u savct stale velmi aktudlnim tématem. Studie
pomahaji rozsirit znalosti o ovulaci, menstruacnim cyklu a brezost jedincti. Nové ziskané
poznatky lze dale uplatnit naptiklad v asistované reprodukci, pri které je progesteron
nezbytnou soucasti pro tispésné poceti.

Progesteron ma nékolik pozitivnich uc¢inkt na zdravi ¢lovéka, konkrétné je vyznamny
hlavné pro zenské pohlavi. Mezi pozitivni tc¢inky patii napriklad endometridlni ochrana,
neuroprotektivni uc¢inky a ochrana pred vznikem rakoviny prsu. Déale je progesteron
vyznamné pouzivan v hormonalni terapii, pii 1éc¢bé potizi spojenych s menopauzou
nebo jako antikoncepc¢ni prosttedek [30, BI]. Progesteron je v organismu velmi rychle
inaktivovan, proto se ve farmacii a mediciné pouzivaji prevazné synteticky pripravené

derivaty progesteronu, které maji podobné ucinky [32].
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2 OBECNE METODY PRO ANALYZU
PROGESTERONU

Pti vybéru vhodné analytické metody je tfeba uvazovat nad fadou okolnosti, které
vzorku a koncentrace sledované latky (analytu) v daném vzorku. Déle je tfeba prihlédnout
k dostupnosti chemickych latek a jejich toxikologickému profilu a celkovym finanénim

nékladiam, které jsou spojené také s pristrojovym vybavenim [33].

2.1 Odbér a uprava vzorku

Spravny odbér vzorku je pti kazdé analyze klicovy, nebot vzniklé chyby pti odbéru jiz
nelze napravit. Pfed odbérem je nutné znat povahu a tcel dané analyzy, aby byl zajistén
napiiklad spravny typ konzervace vzorku [33, [34].

Od volné zijicich zivocichti nebo zZivocicht v zajeti lze odebirat rtizné druhy vzorki.
Metody odbéru vzorku od zivoc¢ichti délime na invazivni a neinvazivni. Invazivni metody
zahrnuji napriklad odbér krve nebo mozkomisniho moku. Neinvazivni metody umoznuji
minimdlni zasah do Zivota zkoumaného zivocicha [20), 211, 22].

Nejcastéji se progesteron stanovuje v krevnim séru. Pro c¢lovéka a domestikovana
zvitata mensi odbér krve nepredstavuje ohrozeni na zivoté [35]. Vzorek krve (sérum,
plazma) se pro zachovéani stability uchovava po dobu méné nez 7 dni v lednici pri 2-8 °C
a po vice, nez 7 dnech je vzorek zamrazen a uchovan pri -20 °C.

Pro hormonalni vysetteni a tispésny vyzkum reprodukce jsou nutné opakované odbéry,
coz vede k zasadnimu problému, ktery se tyka volné zijicich zvirat. Invazivni metoda
je pro volné zijici zivocichy velkym zasahem do jejich zivota. Opakovany odbér krve,
je tudiz velmi slozity proces a v mnoha piipadech ho nelze uskutecnit [35]. Napiiklad
odebrani krve u netopyrii, mize byt v nékterych pripadech az zivot ohrozujici, vzhledem
k malé velikosti jejich téla. Déle je potfeba zminit, Ze netopyfi jsou v mnoha zemich
chranénymi zivocichy a proto je pri invazivni metodé vyzkumu nutné zadat o specialni
povoleni [20] 2], 22]. Védci proto hledaji moznosti vyzkumu s co nejniz$im zasahem pro
zivot zvitete. Nadéjnou cestou k hledani feseni jsou praveé neinvazivni metody odbéru [35].

Vzorky ziskané neinvazivni metodou (mo¢, trus) jsou uchovany pri teploté -20 °C, dale se
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upravuji dle potfeby stanoveni susenim nebo lyofylizaci. Vzorkiim moc¢i nebo trusu musi
byt vénovana velkd opatrnost pred vzajemnou kontaminaci, napf. moc¢ kontaminovand
trusem a naopak. V takovém ptipadé by hrozilo znehodnoceni celé analyzy [36].

P1i dlouhodobé konzervaci mrazenim (3 a vice let), se muze progesteron absorbovat do
stén plastovych nadob. V nechranénych vzorcich muze probéhnout oxidace a bakterialni

metabolismus, coz muze nasledné ovlivnit koncentraci steroidi ve vzorku [37].

2.2 Extrakce

Extrakce je separac¢ni metoda, pti které jsou v kontaktu dvé navzajem nemisitelné faze.
Analyty se mezi tyto faze rozdéluji na zakladé ruznych rozdélovacich koeficienti, tedy
na zakladé ruznych rozpustnosti [33], 38]. Dle zptisobu provedeni se extrakce rozdéluje na
jednostupnovou, vicestupnovou a kontinualni. Z hlediska typt extrakénich soustav a podle
skupenstvi fazi je rozdélena na: pevna latka-kapalina a kapalina-kapalina. Volba vhodného
rozpoustédla zavisi na polarité extrahované latky, tudiz polarita zvoleného rozpoustédla

by méla ptiblizné odpovidat polarité extrahované latky [39)].

2.2.1 Extrakce kapalina-kapalina

Extrakce kapalina-kapalina (LLE, angl. liquid-liquid extraction) je separaéni metoda
zalozend na prechodu rozpusténé latky (analytu) v rozpoustédle do druhého vzajemné
nemisitelného rozpoustédla [33]. Rozpoustédlem je nejcastéji vodny roztok a analyt je
extrahovdan do nemisitelného rozpoustédla (napf. chloroform, ether, hexan). Extrakce
kapalina-kapalina se nejcastéji uskutecnuje za trepani obou kapalin v délici nalevce. Mezi
faktory ovliviiujici tento typ extrakce patii uprava pH nebo pridavek soli [39].

Nyni se mizeme casto setkat s miniaturizovanou extrakei kapalina-kapalina, coz je tzv.
mikroextrakce na jedné kapce (SDME, angl. single-drop microextraction). V mikroextrakci
na jedné kapce (obr. |5)) jsou pouzivany systémy, které vyuzivaji kapku rozpoustédla na
konci teflonového vlakna, ¢i nastrikové jehly. Kapka rozpoustédla je ponorena do roztoku
vzorku a po par minutach extrahovani je kapka vtazena zpét a pouzita naptiklad pri

chromatografickém stanoveni [40].
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Mikrostfikacka
s rozpoustédlem

Extrakéni mikrokapka

s rozpoustédlem
Vzorek

Magnetické michadlo

Obrazek 5: Mikroextrakce na jedné kapce [33].

2.2.2 Extrakce pevna latka-kapalina

Tento typ extrakce zahrnuje rtzné metody provedeni, jako je: macerace, digesce,
extrakce v Soxhletove extraktoru a extrakce podporované mikrovlnnym ohtevem, teplotou
nebo tlakem. Nejjednodussi metodou je macerace, pri niz se tuha latka rozmiché
v rozpoustédle a poté zfiltruje. Digesci se oznacuje macerace, pri které je pouzito horké
rozpoustédlo [41]. Extrakce v Soxhletové extraktoru pouziva extrakéni patronu, do které
je vlozen vzorek. Nasledné je vzorek s patronou umistén do specialni aparatury, kde
rozpoustédlo po zahtati kondenzuje a horké vymyva analyty z patrony. Kondenzované
rozpoustédlo se spoleéné s analyty vraci zpét do varné banky a cely proces se vicekrat
opakuje.

V poslednich letech je snaha zvolit metody extrakce, u kterych bude mald spotieba
rozpoustédel a budou splnény principy zelené analytické chemie. Hlavni nevyhodou
napriklad extrakce v Soxhletové extraktoru je velka spotfeba rozpoustédel a casova

naro¢nost, tudiz v dnesni neni nejvhodnéjsi metodou [39, 41].

2.2.3 Extrakce tuhou fazi (SPE)

Extrakce tuhou fazi (SPE, angl. solid-phase extraction) je fyzikalni extrakéni proces
zahrnujici kapalnou a tuhou fazi (sorbent). Sorbent m& vyssi afinitu k danému
analytu, nez k roztoku, ve kterém je rozpustén. Vzorek se prosava skrz extrakcni
napln pomoci vakua, proudem vzduchu nebo proudem dusiku, pfipadné je aplikovan
pomoci stitkacky [33]. Analyt se zachyti v sorbentu, nasleduje promyvani (eluce matrice)

a v poslednim kroku vymyti (eluce analytu). Zakladni schéma pro extrakci tuhou fazi
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znézortiuje obréazek [0l Metoda vyuzivd podobny mechanismus se sorpénim procesem,
ktery je zakladem kapalinové chromatografie [41]. Pevné faze je tvorena membranou ¢i
jednorazovou kolonkou nebo patronou naplnénou sorbentem. Nejcastéji jsou pouzivany
univerzalni sorbenty na bézi silikagelu, respektive chemicky modifikovaného silikagelu
(oktadecylsilikagel) nebo rtzné chemicky upravené polymery [33]. Hlavni vyhodou
extrakce tuhou fazi je vysoky stupen zakoncentrovani analytu a maly findlni objem
koncentratu [39]. Velké uplatnéni zaujima tato metoda, napiiklad v oblasti Zivotniho
prostiedi pro zakoncentrovani vzorkid vod a nasledné stanoveni naptiklad pesticidi,
hormont, ¢i antibiotik [33], 42].

Kondicionace

rozpoustédiem Naneseni vzorku Eluce matrice Eluce analytu

r r r r

Obréazek 6: Extrakce tuhou fazi [33].

Ptibuznou technikou je mikroextrakce na pevné fazi (SPME, angl. solid-phase
microextraction). Tato technika pouziva k extrakci kfemennd vldkna potazend vhodnym
polymerem. Extrakce organickych analytii probiha ponotenim vlakna do kapalného vzorku
nebo parniho prostoru nad nim v uzaviené nadobce tzv. (angl. headspace). Nésledné jsou

analyty tepelné desorbovény v nastrikové hlavé plynového chromatografu [33].

2.2.4 Superkriticka fluidni extrakce (SFE)

Superkritickd fluidni extrakce (SFE, angl. supercritical fluid extraction) vyuziva jako
extrakéni media latky v tzv. superkritickém stavu, ktery vznika po zahtati nad jejich
kritickou teplotu a stlacenim nad jejich kriticky tlak. Nejvice pouzivana superkritickd

tekutina je oxid uhlic¢ity s kritickou teplotou 31,3 °C a kritickym tlakem 7,38 MPa. Dilezita
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vlastnost téchto tekutin spociva v jejich hustoté blizici se hustoté kapalin a nizké viskozité
blizici se viskozité plynii. Tento typ extrakce nabizi unikatni moznosti zpracovani slozitych

vzorkil, napf. Zivotniho prostfedi nebo potravin [33], 41].

2.2.5 QuEChERS

Néazev metody QuUEChERS, je zkratkou anglickych slov Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged a Safe. V prekladu slova charakterizuji vsechny vyhody dané metody: rychlé,
jednoduché, levné, efektivni, robustni a bezpeéné [39, 43]. Tato metoda spliuje
vsechny potfeby moderni laboratote, véetné snizeni spotieby rozpoustédel, zkraceni casu
i finan¢nich nakladi na analyzu [44]. Extrakce za¢ind pfidanim organického rozpoustédla
(acetonitril) ke vzorku. Nésleduje krok vysoleni cilovych analyti do organické faze po
pridani siranu hotrec¢natého a chloridu sodného. V pripadé potieby precisténi se vyuzivaji
rizné modifikace silikagelu. Naslednym intenzivnim tirepanim a centrifugaci je oddélena
pevna faze od kapalné. Odebere se alikvotni mnozstvi kapalné organické faze, kterd je
podle potieby znovu precisténa nebo rovnou analyzovana pomoci kapalinové ¢i plynové
chromatografie [39] 43].

Metoda je Siroce vyuzivanad pro extrakci rtiznych potravin, farmaceutik, pesticidi,
mykotoxini a mnoho dalsich vzorki se slozitou matrici [44]. Konkrétné se touto metodou,
napriklad podarilo extrahovat steroidni hormony z mléka nékterych domestikovanych

zvitat [45].

2.3 Moznosti stanoveni steroidnich hormonta pomoci

chromatografie

Uprava extrakei zajisti, aby byl ziskdn vzorek s pozadovanou skupinou analytiL.
Nésledné je nutné od sebe oddélit jednotlivé slouceniny a podrobit je identifikaci. Jednou
z moznosti stanoveni steroidu (progesteronu) je chromatografie [33].

Chromatografie je separacni metoda, ktera se dale déli na nékolik riznych systémui
a technik. VSechny techniky a systémy vsSak maji spolecné to, ze pro separaci pouzivaji
stacionarni (nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou) fazi. Slozky smési jsou undseny tokem
mobilni faze pres stacionarni fazi. Separace je zalozena na rozdilné afinité ke stacionarni

fazi a rozdilné rychlosti jejich pohybu [41].
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Chromatografii lze rozdélit podle zptsobu umisténi stacionarni faze na: kolonovou
a plandrni. Mezi plandrni chromatografii patii papirova chromatografie (PC, angl. paper
chromatography) a tenkovrstva chromatografie (TLC, angl. thin layer chromatography),
jako stacionarni faze se pouziva porézni vrstva (papir nebo vrstva na ploché desce). Druhy
zpusob rozdéleni chromatografie je podle toho, je-li mobilni faze plyn (GC, angl. gas
chromatography), kapalina (LC, angl. liquit chromatography) nebo superkritickd tekutina
(SFC, angl. supercritical fluid chromatography). Pro stanoveni steroidnich hormonu ve
vzorcich télnich tekutin zivocichii se bézné pouzivana kapalinova i plynova chromatografie.
V nasledujicich podkapitolach je proto struény popis danych metod, véetné zhodnoceni

vyhod a nevyhod jejich pouziti pro dané stanoveni [33].

2.3.1 Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie separuje slozky vzorku na zakladé distribuce mezi plynnou
mobilni fazi a kapalnou nebo pevnou stacionarni fazi. Vzorek je preveden do plynného
stavu a davkuje se na ¢elo chromatografické kolony. Eluce probiha diky toku inertni plynné
faze kolonou. Mobilni faze s molekulami analytu neinteraguje, ale pouze je unasi kolonou.
Plynovou chromatografii 1ze rozdélit na dva typy: rozdélovaci plynova chromatografie
(GLC, angl. gas-liquit chromatography) a adsorp¢ni plynova chromatografii (GSC, angl.
gas-solid chromatography). Rozdélovaci chromatografie mé Siroké uplatnéni ve vSech
védnich oborech, bézné se pouziva zkraceny nazev plynova chromatografie (GC). Zafizeni
pro plynovou chromatografii je zobrazeno na obrazku [7]a obsahuje tyto zakladni soucasti:
zdroj nosného plynu, reguldator prutoku, nastrikova komora, kolona, termostat, detektor
a prislusné vyhodnocovaci zatizeni [33].

Nosny plyn mobilni faze musi byt chemicky inertni, nejbéznéjsim nosnym plynem je
helium, avsak pouziva se i argon, dusik nebo vodik. K davkovani vzorku se pouzivaji
kalibrované mikrostiikacky, které vzorek davkuji skrz silikonovou membranu nebo
septum do vyhrivaného injektoru. Moderni plynové chromatografy pro nastirik vyuzivaji
autoinjektory (zafizeni, které automaticky davkuji vzorek do injektoru) a autosamplery
(zafizeni, které umoznuje automatické periodické analyzy). Mélo tékavé analyty se pred
stanovenim mohou prevést na své tékavéjsi derivaty [33].

V minulosti se pro vétsinu separaci pouzivaly naplnové kolony, v dnesnich aplikacich

byl tento typ kolon nahrazen c¢innéjsimi kapildarnimi kolonami [41].
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nastrikova komora

pro vzorek a nosny plyn
zesileni signalu
a zpracovani

regulator
prutoku

detektor

chromatograficka kolona
PC a vysledny
chromatogram

termostat (vyhrivani kolony)

zasobnik mobilni faze
(helium/dusik/vodik)

Obrazek 7: Schéma plynové chromatografie [33].

V plynové chromatografii lze pouzivat desitky riuznych detektorti, mezi nejbéznéji
pouzivané patii naptiklad: plamenové ionizacéni detektor (FID, angl. flame ionization
detector), tepelné vodivostni detektor (TCD, angl. thermal conductivity detector)
a hmotnostni spektrometr (MS, angl. mass spectrometer). Idealni detektor by mél mit
adekvatni citlivost k danému analytu, velkou stabilitu, reprodukovatelnost, spolehlivost
a nedestruktivn{ charakter vici vzorku [33] [41].

Plynova chromatografie se nejcastéji vyuziva pro stanoveni steroidnich hormont
v kombinaci s hmotnostni detekci (GC/MS). Steroidni hormony maji nizkou termdlni
stabilitu i tékavost, proto je nutnd derivatizace pred GC/MS analyzou. Uspésné
derivatizace steroidii lze dosdhnout pomoci silyla¢nich c¢inidel nebo lze vyuzit
ruzné acetaty a estery. Metoda GC/MS pro stanoveni steroidi z moc¢i je oproti
specificity a citlivosti [46, [47]. Mezi hlavni vyhody pouziti GC/MS pro analyzu
steroidnich hormont patii: vysoké chromatografické rozliseni, citlivost, maly objem vzorku
a automatizace. Nevyhodou metody, jak jiz bylo zminéno, je pfevedeni na tékavé analyty

pomoci derivatizace, Casova naro¢nost a vysoka teplota, kterda muze analyty rozkladat [47].

2.3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinné kapalinovd chromatografie (HPLC, angl. high performance liquid
chromatography) je dalsim typem eluéni chromatografie. Médy HPLC lze dale klasifikovat
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podle separac¢nich mechanismt nebo typu stacionarni faze na chromatografii: rozdélovaci,
adsorp¢ni, iontovou, vylucovaci, afinitni a chiralni [33]. Zafizeni pro HPLC obsahuje tyto
zakladni c¢asti: zasobnik mobilni faze, vysokotlaké cerpadlo, davkovaci zarizeni, kolonu,
detektor a vyhodnocovaci zatize