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Analyza hormonalnych latok v potravinach
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Abstract

In the article we describe the situation about the analyses of hormones and residues of
hormones in food in Slovakia. We show basic steps of analyses and their principles as
well as problems associated with finding new procedures and methods. Research targets
regarding analyses of hormones are realized in National Reference Laboratory for
hormones, with residency in State Veterinary and Food Institute in Nitra.
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Viacbunkové organizmy obsahuju osobité latky, ktoré sa v malych mnozstvach
produkuju $pecialnymi bunkami a orgdnmi a vylucuji sa do okolit¢ho vnutorného
prostredia. Odtial’ ich méZu prislu§né transportné mechanizmy preniest’ aj do ostatnych
Casti organizmu. Tieto latky uz vo velmi malych koncentraciach prejavuji regulacny
vplyv na cCinnost’ cielovych tkaniv a organizmov. Ich ndzov je hormény (grécky
hormao - budim, povzbudzujem) a nimi uskutoCfiovana regulacia sa nazyva
hormonalna, alebo humoralna (latinsky humor - kvapalina ).

U cloveka a vyssich zivo¢ichov hormony produkuju endokrinné (grécky endon - dnu,
kryno - vyluCujem) zl'azy dovnttra organizmu, pricom ich vyvoj je spolu s ostatnym
organizmom, nakol'ko ich aktivita sa meni v jednotlivych §tadiach zZivota. Niektoré su
¢inné od narodenia, in¢ rozvijaju svoju funkciu dospievanim, alebo niektoré su aktivne
periodicky. Tento jav je dolezity aj zhladiska vyskytu jednotlivych hormoénov
v analyzovanych matriciach.

Podl’a chemického zloZenia hormény moZeme rozdelit’ na :

1. Nizkomolekularne - adrenalin, noradrenalin, tyroxin, trijodtyronin,

2. Steroidné - androgény, estrogény, gestagény, kortikoidy

3. Bielkovinové ( peptidové, proteohormény ) - gonadotropiny, tyreotropin,
somatotropin, kortikotropin, melanotropin, oxytocin, vazopresin, inzulin, glukagén,
parathormon, kalcitonin, relaxin, hormoéony hypotalamu, hormoény traviaceho
ustrojenstva

Ulohou kontroly, monitoringu a analyz hormondlnych latok v potravinich
a u zivocichov bolo poverené Narodné referencné laboratérium (NRL) pre tieto latky:
stilbény, derivaty stilbénov a ich soli a estery, steroidy, laktony kyseliny rezorcylove;j
vratane zeranolu, beta-agonisti, ( kategorie Al, A3, A4, AS podla Prilohy ¢.2 k
nariadeniu vlady ¢.320/2003 Z.z. ), ktorého sti¢ast'ou je laboratorium GC/MS, so sidlom
v Stitnom veterinirnom a potravinovom ustave v Nitre a ktorému z uvedeného
rozhodnutia vyplyvaju prava a povinnosti.
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Z hl'adiska zistenia nezakonného pouZzivania tychto latok pri chove zvierat a nasledného
obsahu v potravindich, méa velky vyznam vypracovanie a zavedenie rychlych
kvalitativnych a kvantitativnych metdd analyzy do rutinnej praxe

Nakol'ko pre dané analyzy su metodiky velmi naro¢né, ich zavedenie a nasledné
aplikovanie do praxe je nutné prisposobit na technické podmienky, materidlne
vybavenie i personalne obsadenie laboratoria GC/MS v NRL pre hormony v Nitre.

V ramci kontroly spravnosti a presnosti nasich metod a interpretacii vysledkov sa NRL
pre hormény Nitra zapojilo do medzindrodnych laboratérnych ,.kruhovych testov”,
ktoré su medzindrodnym kreditom kvality prace. V medzindrodnom porovnani 32
zahrani¢nych laboratorii analyzy hormoénov sme uspeli.

Konfirmac¢nd analyza hormondlnych latok v potravinach, ako nastroj ochrany
spotrebitel’a pozostava z viacero na seba nadvizujucich ¢iastkovych operacii:

1.) Priprava primarneho extraktu, kde ide o pripravu a izolaciu latky zo zlozitej matrice,
akou je moc, sval, perinedlny tuk, pecen alebo krvné sérum. Jednd sa o odstranenie
tukov, cukrov a bielkovinovych aglomeratov za pomoci mletia, rozomielania, hnetania,
centrifugécie, filtracie a extrakcie, alebo ich kombinaciou.

2.) Nasledovnym krokom je Cistenie extraktu, kde je mozné vyuzit niekol’ko spdsobov.
Ako najjednoduchsia, ale zhladiska cenovej narocnosti atechnického vybavenia
najnarocnejSia je extrakcia za pomoci metddy kvapalinovej chromatografie HPLC
s pouzitim naslednej separécie ziadaného extraktu. Dal§im sposobom moze byt pouzitie
SPE koloniek a ich Cistiaceho t¢inku na nami pozadované latky. Nie menej Specificka
ako aj svojou Cistiacou schopnostou uc¢inna je imunoafinitnd chromatografia.
Imunoafinitnd chromatografia — ako separacnd metdda vyuziva interakciu protilatky
s antigénom a je vysoko Specificka, podobne ako pri interakcii enzymu so substratom
a je mimoriadne vhodna na pouzitie v afinitnej chromatografii. Vyuziva sa pri izolacii
roznych latok, proti ktorym sa pripravili protilatky.

3.) Nakol'ko hormondlne latky st vel'mi malé molekuly a zdroven vel'mi nestabilné pri
analyze, ako d’al§i krok vyuzivame derivatizacné Cinidla, ktoré v procese derivatizacie
naviazeme na molekuly hormoénu a d’alej ich stanovujeme spolo¢ne. Takto vzniknuté
latky su stabilnejSie v procese analyzy a tak I'ahSie analyzovatel'né.

4.) Samotna analyza sa vykonava analytickou metddou plynovej chromatografie
s hmotnostnym detektorom - GC/MS a néslednym softwarovym vyhodnocovanim. Pri
analyze pouzivame metodu vnutorného Standardu, kde musime mat’ k dispozicii jednak
Standardy horménov a zaroven vnutorné Standardy k prisluSnym horménom ( vacsinou
deuterizované hormony ). Pripravime niekol'ko zmesi Cistych latok delenej zmesi
a vnutorného Standardu so zndmou koncentraciou a zaznamename elucné krivky.
K vzorke s nezndmym obsahom latok priddme zndme mnozstvo vnutorného Standardu
a zaregistrujeme elu¢né body. Zo ziskanych bodov zostrojime graf zavislosti pomeru
ploch jednotlivych latok a vnitorného Standardu k pomeru hmotnostnych mnozstiev.
Pretoze mnozstvo pridaného vnutorného Standardu k vzorke sneznamym obsahom
latky je zndme, mbézeme z pomeru odrataného z grafu zistit’ presny obsah jednotlivych
hl'adanych hormoénov.

Ked'Ze analyzy hormonalnych latok prevadzame v najnizSom moznom detegovateInom
rozmedzi 1 ppb (1 pg/kg, resp. 1 pg/l), uvedeny postup prace je velmi zlozity
z hl'adiska kvantitativneho a Cistoty vsetkych chemikalii ako aj laboratérneho skla a
pomdcok v procese analyzy. Spektrum hormoénov a ich metabolitov sa rozsiruje a preto
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sa prispdsobujeme poziadavkam praxe, nakolko vyrobcovia, ako aj chovatelia
nezahdlaju. Za metodickej pomoci zahrani¢nych laboratérii a centrdl v oblasti analyz
horménov v EU sa snaZime o drzanie kroku s nagimi partnermi, nakol’ko potravinova
bezpecénost’ a nezdvadnost’ potravin sa javi prioritou a poziadavkou I'udi dneska.
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